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Sammendrag

Vedvarende infeksjon av en hgyrisiko genotype av humant papillomavirus (HPV) er en
ngdvendig forutsetning for utvikling av livmorhalskreft. I 2009 ble vaksinasjon mot viruset
innfart som en del av det norske barnevaksinasjonsprogrammet. For a undersgke effekten av
vaksinen, skal de epidemiologiske forandringene av HPV i den norske befolkningen
overvakes. Denne oppgaven har til hensikt & sammenlikne molekylearbiologiske metoder for
genotyping av HPV, samt & bestemme hvilken av oppgavens metoder som er best egnet for
genotyping i prever med multiple infeksjoner. Blandingsprever av HPV 16 og HPV 18-
plasmider samt 20 HPV-positive urinprgver fra norske uvaksinerte kvinner ble amplifisert
med polymerase kjedereaksjon (PCR) med modifiserte generelle primere (MGP), far
genotyping ved bruk av smeltepunktsanalyse, luminex-hybridiseringsteknologi, Sanger-
sekvensering og nestegenerasjons sekvensering (NGS). PCR-reaksjonene for klargjaring til
Sanger-sekvensering og bibliotekspreparering for NGS ble etablering og optimalisering ved
bruk av HPV 16 og HPV 18 plasmider. Biblioteksprepareringen for NGS ble utfgrt ved PCR-
baserte metoder og ved ligeringsmetoder. Resultatene viser at multipleks PCR med MGP ikke
er en optimal reaksjon, da enkelte genotyper amplifiseres med bedre effektivitet enn andre.
Videre er smeltepunktsanalyse er en uegnet genotypingsmetode da flere av genotypene har
sveert lik smeltetemperatur. Sanger-sekvensering klarer ikke & pavise multiple infeksjoner.
Luminex-hybridisering paviser multiple infeksjoner, men ser ut til & ha darlig
reproduserbarhet. NGS paviste multiple infeksjoner og ser forelgpig ut til 4 gi de beste
resultatene blant disse metodene. Forelgpige resultater indikerer at PCR-baserte metode for
bibliotekspreparering er mer effektiv enn ligeringsmetode. NGS ble utfgrt pa MiSeq,
[llumina, hvor henholdsvis 1 024 572 og 750 930 sekvenser generert fra HPV 16 og HPV 18
positive kontroller, ble genotypet til den gjeldende genotypen.






Abstract

Persistent infection of a high-risk type of Human Papillomavirus (HPV) is a necessary cause
for the development of cervical cancer. In 2009 a vaccine targeting the virus was introduced
in the Norwegian childhood humanisation program. To investigate the effect of the vaccine,
the epidemiological changes of HPV in the Norwegian population are being monitored. The
aim of this thesis is to compare molecular biological methods for genotyping of HPV in order
to identify which methods is best suited for genotyping in samples with multiple infection.
Samples with a mix of HPV 16 and HPV 18 plasmids and urine samples from Norwegian
unvaccinated women were amplified with polymerase chain reaction (PCR) by the use of
Modified General Primers (MGP), before genotyping with high resolution melt analysis
(HRM), Luminex hybridisation, Sanger sequencing and Next Generation Sequencing (NGS).
The PCR reactions for preparing for Sanger sequencing and library preparations for NGS
were designed and optimised by use of HPV 16 and HPV 18 plasmids. Library preparations
for NGS were made by PCR-based and ligation methods. Results show that multiplex PCR
with MGP is not an optimal reaction as some genotypes amplify with a better efficiency than
others. HRM was found to be incapable of genotyping, as different genotypes have similar
melting temperature. Sanger sequencing cannot detect multiple infections. The Luminex
hybridisation system does detect multiple infections but has weak reproducing abilities. NGS
detects multiple infections and appears to be the most successful of these methods for
genotyping of HPV in samples with multiple infections. Preliminary results indicate that the
PCR-based method is the most efficient method for NGS library preparations. NGS was run on

MiSeq, lllumina, where respectively 1 024 572 and 750 930 sequences generated from HPV 16 and
HPV 18 positive controls, mapped to the reference genome.
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1 Innledning

Humant papillomavirus (HPV) er en ngdvendig forutsetning for utvikling av livmorhalskreft
[3-6]. Viruset spres ved kontaktsmitte og er svaert vanlig forekommende. Enkelte av
virustypene smitter ved seksuell kontakt, og de fleste infiseres allerede ved seksuell debut.
Over 90 % av infeksjonene fjernes spontant av kroppens immunforsvar. En studie fra 2016 av
1565 tilfeldige norske kvinner i alderen 21 ar, viste at omkring 45 % var infisert med HPV
[7]. Grunnet den sterke assosiasjonen mellom HPV-infeksjon og utvikling av livmorhalskreft,
har HPV-vaksine blitt tilbudt alle jenter i 7. klasse som en del av det Norske
barnevaksinasjonsprogrammet fra 2009. |1 2016 ble vaksinen ogsa tilbudt alle kvinner opp til
26 ar i et midlertidig vaksinasjonsprogram ut 2018. Fra hgsten 2018 tilbys HPV-vaksine ogsa
til gutter i 7. klasse. Gjennomsnittlig tar det 5-10 ar fra initial HPV infeksjon til utvikling av
forstadier til livmorhalskreft, og opptil flere tidr til utvikling av livmorhalskreft [8]. Den lange
tiden fra HPV-smitte til eventuell utvikling av forstadier til livmorhalskreft og
livmorhalskreft, gjgr det utfordrende a undersgke effekten av vaksinasjonsprogrammet. For &
fa et tidlig mal pa effekten er det derfor hensiktsmessig a studere endringer i forekomst og
genotypefordeling av HPV-infeksjon. Endringer i forstadier til livmorhalskreft og
livmorhalskreft, samt HPV-forekomst og genotypefordeling i disse, lar seg farst studere noen
ar frem i tid. For & falge opp effekten av vaksinasjonsprogrammet er det gnskelig a overvake
effekten av vaksinasjon i befolkningen ved a se pa endringer i forekomst av HPV-infeksjon i
Norge far og etter innfgring av vaksinen. Overvakningen har siden 2011 bestatt i a se pa
forekomsten av 37 ulike HPV-genotyper i urin fra 17- og 21-arige jenter. Urinpraver er
analysert ved bruk av PCR i kombinasjon med Luminex-deteksjon. Pavising av multiple
HPV-genotyper i samme prgve kan vare en metodemessig utfordring. Denne oppgaven har til
formal & se pa ulike deteksjonsmetoder med utgangspunkt i den samme PCR reaksjonen for
pavisning pa HPV, spesielt med tanke pa multiple HPV-infeksjoner.

1.1 Humant papillomavirus

Papillomavirus (PV) er en egen virusfamilie, papillomaviridae, hvor det er identifisert over
330 ulike genotyper [9-11]. PV kan infisere badde mennesker og dyr. Viruset har utviklet seg
gjennom 350 millioner ar for & infisere vertens epitelceller. Utvikling av virus over en s lang
periode, gir normalt ikke kroniske eller fatale utfall for verten. Pa tross av forskjellig verter og
sykdomsassosiasjoner har alle PV sveart lik morfologi. PV har en icosahedral proteinkappe
uten membran, og en partikkelstgrrelse med diameter pa 50-60 nm. Kappen er bygd opp av
360 molekyler av L1 proteinet, plassert i 72 forskjellige kapsomerer. Genomet er dobbeltradet
(dt) DNA med omkring 8000 basepar (bp), delt inn i 7 eller 8 &pne leserammer (ORF).

Genene til HPV kan deles inn i tidlige og sene gener, basert pa plasseringen i virusets genom
(Figur 1) [1]. De tidlige genene er navngitt med bokstaven E (for early) etterfulgt av numrene
1til 7. De sene genene har fatt bokstaven L (for late) og deles inni L1 og L2. ORF E1, E2, L1
og L2 anses som godt konserverte gener, pa kryss av alle papillomavirus, mens ORF E4, E5,
E6 og E7 viser mer variasjon. Proteinet fra L1-genet har flere hypervariable
aminosyresekvenser (looper), eksponert pa utsiden av viruskappen [10, 12]. Disse loopene
viser store variasjoner mellom genotyper og flankeres av aminosyresekvenser som er godt
konserverte mellom genotypene. L1-genet med bade konserverte og ikke konserverte DNA-



sekvenser kan benyttes for genotyping [1]. E6 og E7 genene er kreftfremkallende gener og er
genotypespesifikke. Dermed kan ogsa disse genene brukes for genotyping av HPV.

Figur 1: Organisering av genomet til hgyrisikoslekten alfa. Posisjonen til de viktigste promotorene er
merket med svarte piler. Den lange kontrollerende regionen (LCR) inneholder bindingsseter for
transkripsjonsfaktorer, promotorelementer og startsteder for DNA-replikasjon (ORI). Figuren er
opprinnelig laget av Doorbar et al [1].

Det finnes over 200 humane papillomavirus (HPV) [11, 13, 14]. Disse kan deles inn i fem
slekter: alfa, beta, gamma, mu og nu. Slektene deles videre inn i arter, genotyper, subtyper og
varianter. Klassifiseringen er basert pa likhet i DNA-sekvensen til det relativt konserverte L1-
genet. Spesifikke genotyper har minst 10% forskjell i L1 sekvensen sammenliknet med andre
genotyper, subtypene har 2 til 10 % forskjell og variantene har under 2 % forskjell [10, 14-
16]. Det starste antallet HPV-genotyper finnes i alfa, beta og gamma slektene (Figur 2).
Alfaslekten inneholder genotypene som er assosiert med kreftutvikling. | overvakningen av
HPV-vaksinens effekt i befolkningen kartlegges HPV pa genotypeniva.



Figur 2: Bayesian fylogenetisk tre av de 5 HPV-slektene. Dette fremstiller de 198 farst identifiserte genotypene. Genotypene
fremstilt i gult tilhgrer slekten mu, mens HPV 41 i lilla tilhgrer nu. Figuren er utviklet av Bzhalava et a. [11].

1.1.1 HPV infeksjon

Pa samme mate som flertallet andre PV, er de fleste HPV ikke til skade for mennesket, og det
tar lang tid & utvikle sykdom relatert til HPV. Gjennom sma rifter eller sar i huden infiserer
viruset de basale stamcellene, for & utnytte verten sin celledelingsmekanisme.

Basert pa genotypens potensiale for kreftutvikling, kan HPV deles inn i lavrisiko (LR) og
hgyrisiko (HR) genotyper. LR genotypene finnes normalt pa huden hos mennesket, hvor de
som regel kun gir asymptomatisk infeksjoner, eller hud- og kjgnnsvorter [1, 15]. HPV 6 og
HPV 11 er eksempler pa genotyper som kan gi kjgnnsvorter [10]. Et mindretall av genotypene
er klassifisert som hgyrisiko basert pa deres onkogene potensiale [11]. Disse genotypene er
seksuelt overfgrbare, og infiserer epitelceller analt, i munn, svelg og pustergr, samt i penis hos
menn og livmorhalsen hos kvinner. Penisinfeksjon kan i sjeldne tilfeller utvikles til peniskreft.
Den sterkeste assosiasjonen mellom HPV-infeksjon og kreftutvikling er ved infeksjon i
livmorhalsen til kvinner. HPV 16 er genotypen som oftest detekteres ved celleforandringer i
livmorhalsen, dernest HPV 18 [6, 17, 18]. Omkring 70 % av alle tilfellene av livmorhalskreft
skyldes infeksjon av en av disse to genotypene [8, 13, 19]. Sammenhengen mellom utvikling
av kreft og antall viruskopier per celle er tilnermet proporsjonal for HPV 16, noe som ikke
bestandig ser ut til & veere tilfellet for HPV 18 [20, 21]. Pa tross av at HPV-infeksjon er
ngdvendig for utvikling av livmorhalskreft, gir ikke alle infeksjoner av en HR genotype
ondartede celleforandringer [8, 10]. Mindre enn 10 % av alle HPV-infeksjoner i livmorhalsen
blir vedvarende og kan fare til forstadier til kreft og kreft, og over 90 % av infeksjonene



fjernes spontant av kroppens immunforsvar [8, 17]. Ved gkt varighet av infeksjonen er det
vanskeligere for kroppens immunforsvar a fjerner viruset [8, 22].

Premaligne tilstander, celleforandringer eller forstadier til kreft, finnes i bade plateepitel og i
sylinderepitel som forstadier til henholdsvis plateepitelcarcinom og sylinderepitelcarcinom
[1]. Celleforandringene er basert pa histologiske diagnoser. Cervical intraepitelial neoplasi
(CIN) brukes synonymt med plateepiteldysplasi. Celleforandringene klassifiseres etter
alvorlighetsgrad. CIN1 vurderes som lavgradig; CIN2, CIN3 og adenocarcinoma in situ (AlS)
som hgygradig dysplasi. Hos kvinner med CIN1 pavises HPV infeksjon hos 50-70 %.
Omkring 85 % av kvinner med CIN2 har pavisbar HPV-infeksjon, mens ved CIN3 og
fullstendig utviklet kreft pavises HPV i vevspraver fra 90-100 % av kvinnene.

1.1.2 Integrering av HPV i vertscellen og assosiasjon med celleforandring

HPV i epitelcellene i livmorhalsen, kan veere bade i episomal form og/eller integrert form
[17]. Ved en episomal form beholdes virusets genom i lukket sirkulaer form, og replikeres
uavhengig av replikasjonene til vertscellens DNA. Ved integrert form, der virusets og vertens
genom har blitt spleiset sammen til ett DNA-molekyl, replikeres virusets DNA nar
vertscellens DNA replikeres.

Integrering av virusets genom i vertens epitelcellegenom, gker alvorlighetsgraden av
celleforandringer i livmorhalsen [17]. Dette gjelder spesielt for HPV 18, hvor CIN3 og
aggressiv kreft tilnsermet alltid pavises sammen med integrert virus. Integrering krever
konfirmasjonsforandringer i virusets kapsid, som innebeerer at L2 proteinet relokaliseres fra
innsiden til utsiden av kapsidet og videre klgyves av epitelcellens furinprotein [1].

Integrering @delegger E2 genet som resulterer i bortfall av negativ tilbakemelding til E6 og E7
genene. Dermed gkes uttrykket av E6 og E7, som er en ngdvendighet for utvikling av kreft,
slik som fremstilt i Figur 3. Ved hgygradig celleforandring avtar produksjonen av nye
viruspartikler.
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Figur 3: Utvikling i epitelcellene til verten fra asymptomatisk- til produserende infeksjoner fgr utvikling av CIN1 og
forstadiene til kreft (CIN2 og 3). De mgrke fargene i de vertikale pilene samsvarer med fargen pa cellekjernene, og viser
hvor i det flercellede epitellaget proteinene uttrykkes. Den bla pilen viser hvor viruset utfarer DNA replikasjon. Ved
asymptomatisk infeksjoner forblir virusgenomet i de basale cellelagene, eventuelt kan det utvikles en produserende infeksjon
hvor nye viruspartikler dannes i de gverste cellelagene. Ved CIN1 holdes virusets genuttrykk under kontroll, og
replikasjonsproteinene E1, E2 og E4 er spesielt viktige. Ved CIN2 og CIN3 uttrykkes E6 og E7 sterkere og lengre opp i
cellelagene. | disse stadiene blir det uttrykt mindre av kapsidproteinet L1. For utvikling av kreft kreves konstant uttrykk av E6
og E7, slik som vist i CIN3. Figuren er opprinnelig laget av Doorbar et al [1].

Omkring 85% av tilfellene av livmorhalskreft oppstar med utgangspunkt i infeksjon i
transformasjonssonen i livmorhalsen, hvor sylinderepitelceller mater plateepitelceller i et
krysningspunkt, slik som vist i Figur 4 [2]. Infeksjon i dette omradet gir viruset tilgang til
basale stamceller hvor celledeling skjer. Under celledelingen kan HPV infisere nukleus i
epitelcellene [1]. Gjennomsnittlig tar det 5-10 ar fra initial HPV infeksjon til utvikling av
forstadier til livmorhalskreft, og opptil flere tiar til utvikling av livmorhalskreft [8].
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Figuren er opprinnelig laget av Herfs et al. [2].

1.1.3 Epidemiologi

Omkring 40 HPV-genotyper kan infisere kjgnnsorganene, hvor mellom 12 og 15 av disse
genotyper klassifiseres som hgyrisiko basert pa deres assosiasjon med utvikling av
livmorhalskreft [7, 10, 17, 19, 23, 24]. Videre klassifiseres 3 genotyper som «sannsynlig
hayrisiko» og 7 som «mulig hgyrisiko». P4 verdensbasis blir flertallet av kvinner infisert
allerede ved seksuelle debut. Prevalensen av HPV er hgyest hos kvinner i 25-ars alderen. Nest
hgyest prevalens finnes hos kvinner mellom 40 og 55 ar (det er noe variasjon mellom
verdensdelene) som er aldersgruppen hvor livmorhalskreft er hyppigst [25, 26]. HPV-
infeksjoner er vanligvis forbigdende, men kan gi en latent infeksjoner. Det er usikkert
hvorvidt den gkte prevalensen i eldre aldersgrupper skyldes senket immunforsvar [27, 28],
genetikk [29, 30] eller andre arsaker/risikofaktorer [31].

Pa verdensbasis er livmorhalskreft den nest mest vanlige krefttypen hos kvinner [3, 6, 24].
Arlig pavises omkring 530 000 nye tilfeller av livmorhalskreft og rundt 275 000 kvinner dgr
som en faglge av sykdommen [10]. Mer enn 85 % av disse dgdsfallene skjer i utviklingsland
hvor dette er den mest utbredte krefttypen blant kvinner, og hvor kvinnene sjeldent
undersgkes gynekologisk for celleforandringer. | USA pavises tilnermet 50 % av alle
tilfellene av livmorhalskreft i kvinner som aldri tidligere er undersgkt for celleforandringer,
og ytterligere 10% av krefttilfellene finnes hos kvinner som ikke er undersgkt med celleprave
fra livmorhalsen de siste 5 ar. Negative tanker om egen kropp, etniske og/eller religigse
grunner samt frykt for smertefull undersgkelse og manglende informasjon er trolig
medvirkende faktorer for at disse kvinnene ikke lar seg undersgke [32].

I to tverrsnittsundersgkelser gjennomfart i 2011 og 2013 ble HPV pavist i urinpraver hos
henholdsvis 20% og 15 % av ikke-vaksinerte norske 17-arige kvinner [7]. Blant disse HPV-



positive kvinnene hadde henholdsvis 50 % og 52 % infeksjon med en hgyrisikotype, 31 % og
37 % hadde en infeksjon med genotypene HPV 6, HPV 11, HPV 16 eller HPV 18 og
henholdsvis 39 % og 46 % hadde multiple infeksjoner. Tverrsnittsundersgkelse av ikke-
vaksinerte 21-arige kvinner viste at omkring 45 % hadde HPV infeksjon, hvorav 66 % var
smittet med hayrisikotyper, 36 % med genotypene HPV 6, HPV 11, HPV 16 eller HPV 18 og
58 % hadde multiple infeksjoner. Forekomsten av HPV var signifikant hgyere (p < 0,001) hos
21-aringene sammenliknet med 17-aringene, noe som kan forklares med gkt antall
seksualpartnere hos den eldre aldersgruppen. HPV 16 og/eller HPV 18 ble funnet i omtrent
halvparten av alle kvinnene som var positive for en hgyrisiko genotype.

1.1.4 HPV vaksine

HPV svekker immunresponsen i livmorhalsen, serlig gjennom undertrykking av
langerhanscellene og immuniteten etter naturlig infeksjon er darlig [33, 34]. Det er derfor
mulig a bli smittet av samme HPV-genotype flere ganger. VVaksiner inneholder i tillegg til
antigen mot to eller flere HPV genotyper, det immunstimulerende stoffet adjuvans. Vaksinene
gir derfor bade en lokal og systemisk inflammasjon og gir en kraftigere immunrespons enn
naturlig infeksjon. HPV-vaksinene er laget av virusliknende partikler (VLP) dannet av L1-
kapsidproteinet, som farer til antistoffrespons i verten. VVaksinene virker kun forebyggende
mot HPV-infeksjon, og har ingen terapeutisk effekt for pagaende HPV-infeksjoner. Det er
likevel ikke farlig & gi vaksinen til en person som har en HPV-infeksjon. Vaksinasjon kan
beskytte mot infeksjon med eventuelle andre genotyper, og mot gjentatt smitte med samme
genotype senere. HPV-vaksine har best effekt nar den gis til unge kvinner og menn som ikke
tidligere har veert eksponert for HPV-infeksjon, men kan gis til alle uavhengig av smittestatus
ved vaksinasjonstidspunktet.

Vaksinen Gardasil® som beskytter mot HPV 6, HPV 11, HPV 16 og HPV 18 ble innfart i det
Norske barnevaksinasjonsprogrammet i 2009 og ble benyttet frem til hgsten 2017. Fra hgsten
2017 har vaksinen Cervarix® som beskytter mot HPV 16 og HPV 18, blitt benyttet. Hasten
2016 startet et 2-arig opphentingsprogram hvor kvinner fadt i 1991 eller senere ble tilbudt
Cervarix®. Fra og med hgsten 2018 skal den tovalente vaksinen ogsa tilbys gutter i 7. klasse.
Bade Gardasil® og Cervarix® reduserer hyppigheten av HPV 16 og HPV 18 med over 90 % i
kvinner som ikke tidligere er infisert med disse virustypene [23]. Denne HPV beskyttelsen er
vist til & vare i minst 10-12 ar [35, 36].

Begge vaksinene har i randomiserte studier vist hgy beskyttelse mot HPV 16 og HPV 18
relatert infeksjon og hgygradige lesjoner i livmorhalsen (> 90%). Cervarix® har dokumentert
93% beskyttelse mot CIN3+ uavhengig av HPV-genotype [36]. Tilsvarende beskyttelse for
Gardasil® er 43% [35]. Den relativt haye beskyttelsen for Cervarix® skyldes kryssbeskyttelse
mot HPV 31/33/45. En studie blant jenter vaksinert med Cervarix® som 12-aringer, viser

89 % beskyttelse mot infeksjon med HPV 16 og HPV 18, hgy kryssheskyttelse mot HPV
31/33/45 (henholdsvis 94%, 79%, 83%) og hgy beskyttelse mot alle fem HPV-typer hos
uvaksinerte jenter, som uttrykk for flokkbeskyttelse [36]. Studien ble gjort 7,5 ar etter
vaksinasjon. Skotske data viser ogsa 94% reduksjon i CIN3+ uavhengig av HPV-type [37].



1.1.5 Epidemiologisk overvakning av HPV

Den epidemiologiske overvakningen av HPV har til hensikt & undersgke om vaksinasjonen
har endret forekomst av HPV og HPV-genotyper som sirkulerer i befolkningen. Herunder
hvorvidt vaksinene har gitt kryssheskyttelse mot andre HPV-genotyper enn de som er i
vaksinen, og om eliminering av enkelte genotyper som fglge av vaksinebeskyttelse har gitt en
gkning i andre genotyper, sakalt replacement. | overvakningsammenheng er det gnskelig a
undersgke kvinnene sa tidlig som mulig etter seksuell debut. Derfor er 17-aringer valgt ut.
Ettersom kvinner i denne aldersgruppen er for unge til & omfattes av den regulere
masseundersgkelsen mot livmorhalskreft, brukes urinpraver for a overvake forekomsten av
HPV hos unge kvinner. For a kunne se pa endring i forekomsten av HPV er det ngdvendig a
undersgke HPV i den uvaksinerte delen av befolkningen, fgr vaksinen ble introdusert, og
sammenlikne mot den vaksinerte delen. Sammenlikning av HPV-forekomsten mellom disse to
gruppene gjer det mulig & male effekten av HPV-vaksinasjonsprogrammet.

1.2 Molekyleer genotyping av HPV

Det er utviklet en rekke ulike molekyleere metoder for karakterisering av HPV genotyper. De
fleste er utviklet for kliniske formal og brukes pa DNA ekstrahert fra vaeskebaserte
cellepraver fra livmorhalsen. Derimot er det utviklet feerre metoder for overvakningsarbeid, til
bruk pa urinpraver. De fleste overvakningsmetoder baseres pa en multipleks PCR etterfulgt av
en hybridisering. De ulike teknikkene har sine fordeler og ulemper. De pafglgende avsnittene
forklarer teorien til enkelte av de mulige metodene for genotyping av HPV.

1.2.1 Polymerase kjedereaksjon (PCR)

| klinisk diagnostikk er PCR en vanlig metode for pavisning av virus, da den er sensitiv, har
stort malomrade og er rask. Ettersom det finnes sveert mange forskjellige HPV-genotyper er
det derimot vanskelig a designe primere som kan detektere alle genotypene. For effektiv PCR
primerhybridisering trengs mal DNA-sekvenser som er konserverte pa kryss av genotypene.
For videre HPV-genotyping trengs genotypespesifikke sekvenser.

PCR amplifiserer DNA ved en syklisk prosess. Farst varmes reaksjonsblandingen til 95 °C for
a denaturere dt DNA til enkeltradig templat-DNA. Deretter senkes temperaturen til mellom
40 °C og 70 °C slik at primerne kan hybridisere til templatet. Temperatur for hybridiseringen
er avgjgrende for spesifikk binding av primerne og eventuell dannes av bireaksjoner. Nar
primerne er bundet kan DNA-polymerasen syntetisere ny revers komplimentaer DNA trad
videre fra primeren. Nukleotider kobles pa 3 hydroksylgruppen pa ribosen i enden av hver
primer som dermed forlenges. Bestemt temperatur under elongeringen avhenger av hvilken
polymerase som benyttes, men ligger normalt rundt 72 °C [38]. Utbytte av DNA gker
eksponentielt etter formelen y = (1 + effektivitet) " hvor y utbytte, n er antall PCR-sykluser og
effektiviteten er et tall mellom 0 og 1 (0-100 %) [39].



1.2.1.1 Sanntids-PCR (real time PCR)

| sanntids-PCR males gkningen av PCR produkt samtidig som det dannes. Bruk av
forskjellige fluoriserende forbindelser for & monitorere PCR skiller forskjellige varianter av
sanntids-PCR. De to mest vanlige variantene er: (i) Ikke sekvensspesifikke dt DNA-bindende
fluoriserende molekyler, og (ii) sekvensspesifikke fluoriserende prober.

| en sanntids-PCR maskin er det en lyskilde, gjerne en laser, som avgir lys med bestemt
balgelengder som kan eksitere fluoriserende forbindelser. Nar forbindelsene gar fra eksitert
tilstand til normaltilstand frigis lys. Denne emisjonen gir et fluoriserende signal som males av
en sensor i maskinen.

Nar DNA amplifiseres i PCR gker det fluoriserende signalet proporsjonalt med gkningen av
DNA. Imidlertid, i de farste PCR syklusene er mengden DNA lav slik at det avgitte
fluoriserende signalet ikke er sterkt nok til & skilles fra bakgrunnsstayen. Ved tilstrekkelig
amplifikasjon gker signalet til et niva som kan detekteres. Syklusnummeret hvor det
fluoriserende signalet tydelig overgar bakgrunnsstgyen defineres som «threshold cycle» (Cy). |
prever med store mengder templat DNA behgves et lavt antall PCR-sykluser (lav Ci-verdi) for
a fa et signal, mens praver med lav DNA mengde krever flere sykluser (hgy Ci-verdi) for a gi
et tydelig signal.

Antall syntetiserte DNA-molekyler (kopier) estimeres ved bruk av en standardkurve, som gir
en kvantitativ PCR (qPCR). En standardkurve lages ved & amplifisere en fortynningsrekke av
en prgve med kjent konsentrasjon. Ved a plotte Ci-verdien til fortynningsprgvene mot de
kjente konsentrasjonene dannes en 1-grad linjefunksjon som benyttes til a lese av antall DNA-
kopier i de ukjente prgvene.

1.2.1.2 Ikke sekvensspesifikke dt DNA-bindende fluoriserende molekyler

Enkelte fluoriserende forbindelser, som for eksempel EvaGreen®, SYBR®Green og
SYTO®9 har lav fluorescens ndr stoffet fritt i lasning, men viser hgy fluoriserende intensitet
nar det er bundet til dt DNA. Denne dt DNA bindingen er ikke-sekvensspesifikk (Figur 5)
[40].

Bruk av dt DNA bindende molekyler gir mulighet for & utfare DNA smeltepunktsanalyser av
PCR produktene. Herved kan eventuelle forskjeller i nukleinsyresekvensen mellom i PCR-
produkter eller dannelse av ugnskede biprodukter som for eksempel primer-dimere, pavises.
En sekvensspesifikk smeltekurve lages ved a smelte dt DNA til enkeltradig, ved a gke
temperaturen i reaksjonen. Den pafglgende nedgangen av det fluoriserende signalet plottes
mot gkningen i temperatur. Desto flere hydrogenbindinger som er i dt DNA, jo mer energi
behgves for & separere de to tradene. Ettersom guanin (G) og cytocin (C) danner basepar holdt
sammen av tre hydrogenbindinger, mens adenin (A) og thymin (T) baseparet har to slike
bindinger, er G-C paret mer stabilt enn A-T paret. Derfor kreves det mest energi for a separere
G-C baseparene. Med flere hydrogenbindinger kreves det hgyere temperatur for & smelte
lengere DNA sekvenser enn kortere. Smeltetemperaturen (St) defineres som midten av
temperaturintervallet, hvor halvparten av dt DNA i prgven er smeltet til enkeltradig DNA. For
a tydeliggjare S: plottes det negative farstederivatet av smeltekurven [40].
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Figur 5: Sanntids-PCR ved bruk av DNA-bindende fluoriserende molekyler, som for eksempel
SYTO®. Intensiteten av fluorescensen gker proporsjonalt med gkningen av DNA molekyler.
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1.2.1.3 Sekvensspesifikke fluoriserende prober

For & bestemme gkning i mengde av en bestemt DNA-sekvens, kan sekvensspesifikke prober
merket med et fluoriserende reportermolekyl pa 5’-ende av sekvensen (TagMan prober)
benyttes. P4 3’-enden settes det pa et «undertrykker» molekyl, ofte kalt quencher. Ved
belysning med riktig bglgelengde eksiteres reportermolekylet. Dersom TagMan proben er
intakt vil det veere kontakt mellom reporter og quencheren slik at quencheren absorberer
energien fra det eksiterte reportermolekylet og det frigis ikke fluoriserende signal. Nar
reporter og quencher ikke henger sammen kan reporteren avgi sitt fluoriserende lys (Figur 6).

| PCR-reaksjonen hybridiserer farst TagMan proben, deretter primeren til templatet, for
DNA-polymerasen starter forlengelsen av primeren. Polymerasen har 5°-3°-
exonukleaseaktivitet som ved kontakt med proben klgyver den, slik at quencheren skilles fra
reportermolekylet. Reportermolekylet avgir dermed fluorescens. Pa denne maten er det bare
spesifikk hybridisering av proben til sin sekvens, samt syntetisering av denne sekvensen, som
gir gkning i fluorescens. Ved a benytte forskjellige prober merket med forskjellige
reportermolekyl som avgir lys med ulik bglgelengde nar de blir eksitert, kan metoden pavise
flere malsekvenser samtidig i sakalt multipleks PCR.
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Figur 6: Sanntids-PCR ved bruk av sekvensspesifikke prober, som for eksempel Taq Man. Etter
denaturering av dt DNA hybridiserer primeren (rgd firkant) og den sekvensspesifikke proben
(svart tynn sterk) til templatet. Ved elongering av ny komplimentaer DNA trad benytter

polymerasen sin exonuklease til & klgyve reporteren fra quencheren. Dette avgir fluoriserende
cinnal

1.2.2 Luminex-deteksjon

Luminex-deteksjon kan brukes til bade nukleinsyre- og proteinbaserte analyser, ved bruk av
flowcytometri [24]. For pavisning og genotyping av HPV benyttes nukleinsyreanalysen.
Metoden er utviklet ved verdens helseorganisasjon (WHO) referanselaboratoriet for HPV for
deteksjon av 37 ulike HPV-genotyper. Denne metoden har siden 2011 blitt benyttet for
epidemiologisk overvakningen av HPV i Norge.

Polystyrenkuler med en diameter pa 5,6 um er dekket med karboksylgrupper. Denne svart
reaktive kjemiske gruppen binder til gnsket DNA-probe (antistoff for proteinsanalyser) via en
amin linker, i en prosess som kalles kobling. For nukleinsyrebaserte metoder hybridiserer
proben til en komplimenteer DNA/RNA-sekvens i pragven. Prgvens nukleinsyresekvens er
merket med biotin, som binder til et reportermolekyl (Figur 7).
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Figur 7: Den reaktive karboksylgruppen pa polystyrenkulen binder til aminolinkeren. Videre kobles
aminolinkeren til proben som hybridiserer med den DNA/RNA sekvensen i praven. Prgvematerialet er tilsatt
biotin hvor reportermolekylet binder.

Videre er kulene dekket med forskjellige mengde av to fluoroforer der den ene avgir lys med
balgelengde pa 658 nm og den andre 712 nm [41, 42]. Systemet tillater at kuler kan merkes
med 100 forskjellige unike sammensetninger av disse fluoroforene, som gir mulighet for
utfarelse av 100 forskjellige analyser i en reaksjon (multipleksing) [43, 44]. | et
flowcytometer belyses kulene av rgd diodelaser med bglgelengde pa 635 nm som eksiterer de
to fluoroforene og avgir lys med unik bglgelengde for alle kulene, basert pa sammensetningen
av de to fluoroforene til kulen. En yttrium aluminium garnet (YAG) laser avgir lys med
belgelengde pa 532 nm, som eksiterer reportermolekylet, hvis det er tilstede (Figur 8).

‘ ' ’ Kuledetektor 1
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Red diodelaser

> 635 nm
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Figur 8: Luminex-teknologien. Polystyrenkulene beveger seg gjennom et rar, ved hjelp av en veeskestram. En
rad diodelaser belyser kulene med en bglgelengde pa 635 nm. Det eksiterte lyset har en bestemt bglgelengde,
avhengig av sammensetningen av fluoroforer pa kulene. Kulene emitterer radt og oransje lys, som detekteres
av to lasere. Videre eksiteres reportermolekylet ved 532 nm, av en YAG laser. Det emitterte lyset detekteres
en reporterdetektor. Sammensetning av fluoroforene pa kulens overflate blir detektert for alle kulene. Hvis
reporterdetektoren ikke detekterer noe reportermolekyl, utelukkes disse kulene fra videre analyser. Basert pa
sammensetningen av probe og kule bestemmes det hvilken DNA-sekvens som er tilstede i praven.

12



1.2.3 Sekvensering
1.2.3.1 Sanger-sekvensering

Sanger-sekvenseringsmetode ble funnet opp pa midten av 1970-tallet og benyttes for a fa frem
DNA-sekvens [45]. Ettersom DNA-sekvensen til L1-genet av HPV er 10 % forskjellig pa
kryss av genotypene kan sekvensen brukes for & bestemme genotype.

Teknikken benytter en termostabil DNA-polymerase for kopiering av prevens DNA. Enzymet
starter polymeriseringen fra en hybridisert sekvenseringsprimer. I en konkurrerende reaksjon
inkorporeres «normale» nukleotider (ANTP) og nukleotider hvor hydroksylgruppen i 3’
posisjon pa ribosen i nukleotidet er fjernet, sakalt 3> dideoksynukleotider (ddNTP).
Inkorporering av ddNTP gjgr det umulig & inkorporere flere nukleotider til den voksende
DNA-traden. Dermed stanses videre syntetisering (Figur 9). De fire forskjellige ddNTP’ene
merkes med fire forskjellige fluoriserende forbindelser, som avgir lys av ulike bglgelengder
[38]. Prgven gjennomgar sykliske temperaturforandringer, liknende som i PCR, for
syntetisering av mange DNA-fragmenter av forskjellige lengder, som alle ender med en
fluoriserende ddNTP. I en kapiller elektroforese med polyakrylamidgel, vandrer de negativt
ladede DNA-sekvensene mot den positive polen. Korte DNA-fragmentene beveger seg
raskere enn de lengre. Pa denne maten separeres oligonukleotidene basert pa lengde.
Polyakrylamidgel elektroforese kan separere DNA fragmenter ned til en enkelt baseforskjell.
Etter at fragmentene er separert i gelen analyses DNA for fluoresens. Bglgelengden pa
signalet tilsier hvilken av de fire basene som ble inkorporert i form av dideoksynukleotid.
Rekken av de fire typene signal angir DNA sekvensen.
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Figur 9: Ved Sanger-sekvensering brukes dideoksynukleotider, hvor hydroksylgruppen i 3’ posisjon i nukleotiden er fjernet.
A: Inkorporering av nukleotider med hydroksylgruppe i 3’ posisjon (ANTP), gir muligheter for videre syntetisering av DNA.
B: Inkorporering av nukleotider som mangler hydroksylgruppen i 3’ posisjon (ddNTP) stanser videre syntetisering. Figuren
er fra boken “molecular biology of the gene” [38].
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1.2.3.2 Nestegenerasjons sekvensering (NGS)

Slik som ved Sanger-sekvensering kan NGS bestemme DNA-sekvensen til L1-genet av HPV,
som brukes for genotyping. NGS har vist seg & gi muligheter innenfor sekvensering som
tidligere sekvenseringsmetoder ikke har klart. Teknikken produserer og sekvenserer et hgyt
antall av korte sekvenser i sveert mange paralleller, noe som gker hurtigheten og dybden av
sekvenseringen. Metoden har gjort det mulig a sekvensere nye og tidlige ukjente DNA/RNA
varianter, hvor referansesekvenser ikke er ngdvendig. NGS har gode muligheter for a finne
bade SNIPer og spleisingsomrader. Metyleringer av DNA og DNA-protein interaksjonene har
0gsa vist seg a veere enklere a sekvensere med NGS [46].

For sekvensering i et NGS-instrument lages et DNA bibliotek fra allt DNA i praven. Hvert
fragment i biblioteket har adaptersekvenser i begge endene av DNA-traden. Fra innerst til
ytterst kalles disse sekvensene: sekvenseringsprimerens bindingssete (heretter kalt
leseprimer), ulike indeksprimer for & kunne identifisere prgven og primer som er
komplementere til oligonukleotidene pa flow-cellen (stedet hvor nukleinsyresekvensene blir
sekvensert), sakalt P5 og P7 primere. Dette er fremstilt i Figur 10.

S P7
Sekvenseringsprimerens Sekvenseringsprimerens
bindingssete/leseprimer DNA malsekvens bindingssete/leseprimer

Indeks 2 feeeieieeiimamm— Indeks 1
I ——

Figur 10: Malsekvensen for sekvensering tilsettes tre adaptere. Fra innerst til ytterst kalles disse: Bindingssete til
sekvenseringsprimer, indeksprimer og primer som er komplimentzr til oligonukleotidene pa flow-cellen med navnet P5 og
P7.

Med unntak av nexteriametoden (lllumina), bestar de fleste fremgangsmater for
bibliotekpreparering generelt av (i) fragmentering av prgvens DNA, (ii) reparasjon (blunt-end
dannelse) av DNA fragmentene, (iii) fosforylering av 5’-ende, (iv) tilsettelse av adenin-haler
pa 3’-ende, (v) adapter ligering og (vi) PCR for a anrike det adapterligerte DNA-fragmentet.
Det hele avsluttes med kvantifisering av bibliotekstarrelsen. Disse stegene er fremstilt i Figur
11. Fragmentering kan utfares ved fysiske, enzymatiske eller kjemiske metoder. Ettersom
fragmenteringen danner heterogene sekvenser, som kan ha enten 5’- eller 3’- overheng av
forskjellig lengde, repareres endene slik at de blir kuttet rett av. T4 DNA polymerase og
Klenow enzym har 3°-5’- exonukleaseaktivitet som tar bort 3’ overheng og
polymeraseaktivitet som fyller inn nukleotider pa 5’ overheng. Deretter fosforyleres 5°-
endene av og adenin tilsettes i 3°-ende. Disse overhengene gjgr det mulig for adaptere a
ligeres pa. Adenin i 3’-ende bidrar ogsa til at pravens DNA sekvenser ikke ligeres sammen.
Videre ligeres adaptere til DNA sekvensene. Avslutningsvis amplifiseres det adapterligerte
produktet [47].

14



WOLOLOLONON

DNA

Fragmentert DNA med overhengende ender

Fragmentert DNA med reparerte ender,
fosforylert pa 5,-ende og tilsatt adenin pa 3’-ende

Adapterligert DNA

|

PCR amplifisering og kvantifisering

1
[=]

Analyse pa NGS maskin

Figur 11: Flyten av standard bibliotekpreparering for NGS. Nukleinsyresekvensen fragmenteres til kortere sekvenser
og endene repareres. 5 -ende pd fragmentene fosforyleres og 3 ’-ende tilsettes en adenin. Videre ligeres adapetere pa
endene. Etter PCR amplifisering kvantifiseres pravene for & oppna riktig mengde fra hver prave i sekvensatoren. Etter
sekvensering grupperes prgvene basert pa indeksene. Videre settes de korte oligonukleotidene sammen, ved bruk av
overlappende sekvenser.

Kvantifisering av biblioteket utfgres for a kunne tilsette optimal mengde adapterligert DNA i
flowcellen for clustedannelse. @nsket mengden varierer mellom sekvenseringsmaskiner, men
ligger mellom 6 og 10pM for Illumina MiSeq instrumentet. Ved sekvensering av flere
biblioteker i én omgang ma mengden av adapterligert preve-DNA vere lik for alle
bibliotekene, ettersom dette har direkte pavirkning pa tettheten av clusteren som dannes. Hvis
for lite DNA tilsettes flowcellen, blir dekningen og dybden av DNA-sekvensene lav, samtidig
som det blir dyrt. For store mengder DNA resulterer i problemer med 4 lese av basene [47].
Det er gnskelig med en mengde DNA som gir riktig opplgsning av sekvensen, men uten &
slgse plass pa flow-cellen. NGS genererer store mengder data, som medfarer et behov for
bioinformatiske verktay.

En alternativ metode for bibliotekpreparering er ved bruk av transpoaser (nexteriaXT av
[llumina) som inneholder DNA sekvensen for sekvenseringsprimerens bindingssete.
Transpoasene bade fragmenterer malsekvensen, reparerer endene og setter pa leseprimeren i
en og samme reaksjon. For a oppna riktig lengde pa DNA fragmentene er metoden svart
sensitiv til forholdet mellom DNA og transpoase. Ettersom fragmentstgrrelsen ogsa avhenger
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av reaksjonens effektivitet, er reaksjonens parametere slik som temperatur og tid viktig [47].
For a fullfare biblioteksdannelsen settes indeks- og P5/P7 primerne ved amplifisering i PCR.

| flow-cellen hybridiserer oligonukleotidene med P5 og P7 adapterne. Oligonukleotidene blir
ogsa benyttet som primer av polymerasen ved kopiering av templatet. Etter kopieringen
vaskes templatet bort. Den nysyntetiserte DNA-traden bayes over og hybridiserer til en oligo i
flow-cellen, slik at bade 5°- og 3’-ende henger fast i flow-cellen, som en bro. Igjen benytter
polymerase seg av oligonukleotiden pa flow-cellen som primer for syntetisering slik at det
dannes en dt bro. De to tradene denatureres og rettes ut. Disse tradene bgyes igjen over og
lager to nye broer, som kopieres og denatureres. Slik fortsetter kopiering av tradene i en
prosess som kalles broamplifikasjon, frem til millioner av sekvensen er dannet i forskjellige
grupper (clustre). Videre vaskes antisenstraden bort slik at bare senstraden er igjen pa flow-
cellen. For 4 unnga uensket hybridisering blokkeres 3’-enden av senstraden. Prosessen som
kalles «sekvensering ved syntese» begynner ved at en primer hybridiseres til bindingssete og
polymerasen tilsetter en og en nukleotid som er komplimentzr til templatsekvensen. De fire
nukleotidene er merket med forskjellige fluoriserende molekyler som gir signal nar de
inkorporeres i sekvensen. Balgelengden og styrken til dette signalet brukes for & bestemme
hvilken base som har festet seg. Flere hundre millioner DNA-trader sekvenseres samtidig i en
enkelt prosess. Etter sekvensering av pravematerialet, sekvenseres indeksprimeren. Deretter
fjernes blokkeringen av 3’-enden slik at broamplifisering igjen kan skje. De dt broene
denatureres og senstraden kan vaskes bort. Avslutningsvis sekvenseres antisenstraden med
indeksprimer. Basert pa de unike indeksprimerne grupperes millioner av sekvenser i grupper
slik at de forskjellige prgvene kan identifiseres. Disse gruppene blir videre satt sammen i
stgrre grupper (contiger) basert pa overlappende sekvenser. Contigene blir benyttet i
sammenlikning med et referasegenom hvis det er tilgjengelig. Hvis referansegenom ikke er
tilgjengelig ma contigene settes sammen ved de novo sammensetning. Dette gjares ved a sette
sammen contigene basert pa de overlappende sekvensene mellom contigene.

1.3 Problemstilling

For & estimere den epidmiologiske forandringen av HPV i befolkningen, som er resultat av
vaksinasjon, er det viktig med gode genotypingsmetoder. Hensikten med denne oppgaven har
derfor veert & sammenlikne fire forskjellige metoder for karakterisering av HPV-genotyper,
samt & bestemme hvilken av disse metodene som er best egnet for genotyping av HPV i
urinprgver hvor multiple HPV-infeksjoner er forventet. Urin ble valgt som prgvemateriale
ettersom dette er materiale som brukes i overvakningsprogrammet. Figur 12 viser flytskjema
for behandling av prevene i de ulike pavisningsmetodene. For & kunne pavise lav mengde
HPV i pravene amplifiseres alle prevene med PCR far videre genotyingsanalyser med
falgende metoder: Smaltepunktsanalyse, Luminex-hybridisering, Sanger-sekvensering og
NGS.
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Figur 12: Fremgangsmate for de fire molekylaerbiologiske metodene som er brukt i denne oppgaven for genotyping av HPV.
Alle prgvene ble amplifisert med multipleks HPV MGP PCR far de ble genotypet. Forberedelsesreaksjonen for Sanger-
sekvensering og NGS ble optimalisert og etablert gjennom denne oppgaven.
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2 Materialer og metoder

2.1 Prgvemateriale

Plasmider med genomet til HPV 16 og HPV 18 (nasjonalt institutt for biologiske standarder
og kontroller, England), ble fortynnet i TE-buffer til 2500 GEQ/uL. Disse ble brukt for
optimalisering av alle PCR reaksjonene i oppgaven. Videre ble de to genotypene blandet i
ulike forhold slik at total mengde fortsatt var 2500 GEQ/uL slik som fremstilt i Tabell 1.
Disse pravene med blandinger av HPV 16 og HPV 18 (heretter kalt blandingspraver) ble
benyttet for & undersgke metodenes mulighet til & pavise multiple infeksjoner, samt
infeksjoner i lav konsentrasjon. Til slutt ble urinpregver fra 20 HPV-positive uvaksinerte
norske kvinner mellom 17 og 21 ar genotypet ved bruk av de ulike metodene som inngikKk i
oppgaven.

Tabell 1: Positive kontroller av HPV 16 og HPV 18 plasmider, samt blandinger av de to genotypene i forskjellige
konsentrasjoner. Disse prgvene er heretter kalt blandingspraver.

Progve nr. 9% HPV 16 % HPV 18

1 100 0

2 99,99 0,01

3 99,9 0,1

4 99 1

5 90 10

6 86 14

7 80 20

8 75 25

9 50 50

10 25 75

11 20 80

12 14 86

13 10 90

14 1 99

15 0,1 99,9

16 0,01 99,99

17 0 100
2.2 Metoder

Ekstraksjon av HPV DNA fra 0,5 mL urin ble utfert av avdeling for biobanker ved FHI, ved
bruk av Chemagic 360. Ekstrakter fra urinprgvene samt blandingsprevene av HPV 16 og
HPV 18 ble amplifisert med modifisert generelt primersett (MGP, International
referansesenter for HPV (IHPVRC), Karolinska Institutt, Stockholm, Sverige) som
utgangspunkt for de ulike genotypingsmetodene; smeltepunktsanalyse, Luminex-
hybridiseringsteknologi, Sanger-sekvensering og amplikonbasert NGS. Bibliotekspreparering
for NGS ble utfert bade med ligeringssystem og PCR-reaksjoner. Alle metodene, utenom
MGP PCR og Luminex-hybridisering, ble optimalisert og etablert gjennom denne oppgaven.
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2.2.1 PCR for amplifisering av en del av L1-genet i HPV

For & undersgke om vaksinasjonen har gitt kryssbeskyttelse mot flere forskjellige HPV-
genotyper, er det gnskelig a undersgke et bredt spekter av forskjellige HPV-genotyper.
Multipleks PCR med MGP, ble derfor benyttet for amplifisering av 37 forskjellige genotyper
[48].

MGP er en modifisering av de tradisjonelle GP5+/6+ primerparene, ved en forlenget 5’-ende
pa 10-12 bp (vist som uthevet skrift i Tabell 2). Dette er for & gke den termodynamiske
stabiliteten. Videre har MGP sma variasjoner i DNA-sekvensen, sammenliknet med GP5+/6+
primerparet. Dette er for best mulig hybridisering med alle de gnskede 37 genotypene.
Avhengig av HPV genotypen amplifiseres mellom 158 og 168 nukleotider av L1-genet, som
inneholder hgyt variable omrade, egnet til & skille ulike genotyper [49]. Primerne er vist & ha
bedre amplifikasjonseffektivitet av 14 hgyrisiko genotyper (HPV-16, -18, -31, -33, -35, -39, -
45, -51, -52, -56, -58, -59, -66 0g -68) sammenliknet med GP5+/6+ [48]. For a videre a kunne
benytte PCR-produktet i Luminex-deteksjon, er alle antisense primere biotinylert pa 5’-ende.

For amplifisering av MGP PCR ble protokollen fra S6derlund at al. [48] benyttet.
Mastermiksen (25 pL) inneholdt PCR buffer II (Applied Biosystems, California, USA),
2,5 mM MgClI (Applied Biosystems, California, USA), 0,2 mM dNUTP (0,2 mM av
deoksyguanin trifosfat (dGTP), deoksyadenosin trifosfat (JATP), deoksycytidin trifosfat
(dCTP), og 0,1 mM av deoksthymidin trifosfat (AT TP) og deoksyuridin trifosfat dUTP,
ThermoFisher Scientific, Oslo, Norge), 0,3 uM per MGP primer (Intergrated DNA
Technologies, lowa, USA), 5 pL templat-DNA og 0,5 U AmpliTag Gold DNA polymerase
(Applied Biosystems, California, USA). For & kunne utfgre smeltepunktsanalyse ble
SYOT®9 (ThermoFisher Scientific, Oslo, Norge) fortynnet 1:10 000 og tilsatt i
reaksjonsblandingen. For senere bruk i Luminex-analyse ble det kjart to parallelle PCR-
reaksjoner, en med og en uten SYTO®0.

Initial denaturering ble gjort ved 95 °C i 10 min, far 5 sykluser av 95 °C i 10 sek, 42 °C i 45
sek 0og 72 °C i 45 sek. Deretter fulgte 45 sykluser av 95 °C i 10 sek, 64 °C i 45 sek og 72 °C i
45 sek [48]. Avslutningsvis ble temperaturen holdt pa 72 °C i 5 min for a gi polymerasen
mulighet til & fullfere syntesen av eventuelt for tidlig terminerte PCR-produkter. Ved lav
hybridiseringstemperatur i de fgrste 5 PCR-syklusene hybridiserer den HPV komplementeare
3’-ende av primeren til templatet. Den lave hybridiseringstemperaturen tillater enkelte
feilparinger mellom basene i primer og templat. Dette bidrar til at HPV-genotyper hvor L1
DNA sekvensen er noe forskjellig fra primersekvensen fremdeles blir amplifisert. PCR-
produktet fra denne fasen danner et HPV-amplikon med en forlengelse pa 5°-ende. Ved a gke
hybridiseringstemperaturen i andre fase hybridiserer hele MGP primeren, inkludert de ekstra
10 bp pa 5’-ende, til PCR-produktet fra farste fase. Smeltepunktsanalyse ble utfart ved 95 °C i
30 sek, far DNA-tradene ble hybridisert sammen ved 64 °C i 30 sek. Avslutningsvis ble
reaksjonen varmet til 95 °C med 0,1 °C gkning per minutt. Starrelse pa alle MGP-amplikon
(=160 bp) ble undersgkt ved elektroforese pa 2 % agarosegel ved 90 V i 60 min.
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Tabell 2: Modifisert generelt primersystem (MGP) [19], ble benyttet for amplifisering av en del av L1-genet i HPV. De 10
uthevede nukleotidene pd 5’-ende av primerne er ikke komplementare til HPV DNA, men tilsatt for & gke den
termodynamiske stabiliteten til primerne. Alle antisensprimerne er merket med biotin pa 5°-ende.

Primernavn Retning Sekvens, 5°-3’

MGPA Sens ACGTTGGATGTTTGTTACTGTGGTGGATACTAC
MGPB Sens ACGTTGGATGTTTGTTACCGTTGTTGATACTAC
MGPC Sens ACGTTGGATGTTTGTTACTAAGGTAGATACCACTC
MGPD Sens ACGTTGGATGTTTGTTACTGTTGTGGATACAAC
MGP31 Sens ACGTTGGATGTTTGTTACTATGGTAGATACCACAC

MGPG Antisens  ACGTTGGATGGAAAAATAAACTGTAAATCATATTCCT
MGPH Antisens ACGTTGGATGGAAAAATAAATTGTAAATCATACTC
MGPI Antisens  ACGTTGGATGGAAATATAAATTGTAAATCAAATTC
MGPJ Antisens ACGTTGGATGGAAAAATAAACTGTAAATCATATTC
MGP18 Antisens  ACGTTGGATGGAAAAATAAACTGCAAATCATATTC

2.2.2 Luminex-analyse

For spesifikk deteksjon av L1-genet til 37 HPV-genotyper ble 42 ulike prober benyttet i
Luminex-analysen (Vedlegg tabell 2) [19]. Probene ble koblet til polystyrenkulene ved
molekyleerbiologisk avdeling ved FHI, i henhold til metodebeskrivelsen [24]. Videre ble

10 pL av MGP-amplikonet blandet med 34,1 pL hybridiseringsbuffer (0,15 M
tetramethylammoniumchloride (TMAC), 75 mM Tris-HCI, 6 mM EDTA, 1,5 g/L Sarkosyl,
pH 8,0) og 7 UL TE-buffer. Lik mengde av alle koblede kuler ble blandet til et totalvolum pa
5,8 UL og tilsatt til reaksjonsblandingen [24]. Reaksjonen ble varmet til 95 °C i 10 min pa
GeneAmp PCR System 9700 (ThermoFisher Scientific, Oslo, Norge), far avkjgling pa is i 2
min. Hybridisering av MGP-amplikonet til probe ble utfgrt under risting ved 450 rpm ved

41 °C i 30 min pa et ThermoMixerC instrument (Eppendorf, Hamburg, Tyskland), far
reaksjonsblandingen ble vasket med 100 pL vaskebuffer (1 mg/ml casin i PBS (fosfat-bufret-
salin)) i en vakuum vaskestasjon (Bio-Plex Pro Wash Station, Bio-Rad, California, USA).
Deretter ble 75uL streptavidin-R-phycoerytyerin (Bio Rad, California, USA) fortynnet 1:1600
med fargebuffer (2 M TMAC, 75 mM Tris-HCI, 6 mM EDTA, 1,5 g/L Sarkosyl og 1 g/L
casein, pH 8,0) og tilsatt til pravene. For & feste streptavidin-R-phycoerytyerin (Bio Rad) til
biotin i HPV MGP-amplikonet, ble reaksjonsblandingen inkubert under risting i 25 min ved
450 rpm i romtemperatur. Deretter ble vasking gjentatt tre ganger. Avslutningsvis ble
reaksjonsblandingen resuspendert i 100 pL vaskebuffer og ristet i 5 min ved 450 rpm pa
ThermoMixerC (Eppendorf), i romtemperatur. Til slutt ble pravene analysert pa Bio-Plex 200
Multiplex System (Bio-Rad, California, USA).

Medianen til reporter fluorescens intensiteten (MFI) for alle positive kuler ble bruk i videre
analyser. Det ble beregnt en MFI per genotype. MFI av de negative kontrollene (dH20) per
genotypespesifikke probe ble benyttet til & bestemme deteksjonsgrenser for positive praver,
etter fglgende formler:
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| formlene over er X; MFI av de 5 negative kontrollene og n er antall negative kontroller, altsa
5. Hver genotype har sine egne deteksjonsgrenser for svakt positive og positive praver.
Deteksjonsgrensene ble beregnet for hvert Luminex-oppsett. Ved pavisning av en svak positiv
prave, skal pragven analyseres to ganger til (totalt tre analyser av samme prgve). Ved ett
positivt eller to svakt positive prgvesvar, tolkes pragven som positiv.

| tillegg til negative kontroller inneholdt hvert Luminex-oppsett 4 MGP-kontroller
(internasjonale referansesenteret for HPV (IHPVRC)) (Vedlegg tabell 1). Hver kontroll bestar
av 4 ulike HPV genotyper, som settes opp i to ulike konstriksjoner; 100 og 10 kopier/uL
(Tabell 3). For & kunne godkjenne oppsettet ma MGP1 til MGP4 vere positive.

Navn HPV-genotyper Kopier/uL Kopier/PCR

MGP-1 6, 16, 18, 51 100 500
MGP-2 11, 31, 33, 58 100 500
MGP-3 39, 45,52, 56 100 500
MGP-4 35, 59, 66, 68 100 500
MGP-5 6, 16, 18, 51 10 50
MGP-6 11, 31, 33, 58 10 50
MGP-7 39, 45, 52, 56 10 50
MGP-8 35, 56, 66 68 10 50

Tabell 3: HPV-positive kontroller med fire forskjellige genotyper per prgve. MGP1 til MGP4 har 100 kopier/pL og MGPS5 til
MGP8 har 10 kopier/uL av de samme genotypene som MGP1 til MGP4.

2.2.3 Sanger-sekvensering

Figur 13 viser flytskjema over de ulike PCR-reaksjonene som ble utfgrt pa HPV MGP-
amplikonet for Sanger-sekvensering. En dypere forklaring av disse reaksjonene fglger i de to
fglgende delkapitlene (avsnitt 2.2.3.1 0og 1.2.3.2).
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Kopiering med M13

« HPV MGP sekvenseringsprimere
amplikon « M13 sekvenserings-
. gﬂmla'i%'r? primerprodukt

Amplifiseres med
M13 haleprimere

Sanger-
sekvensering
1x108

Figur 13: Flytskjema for preparering av prever far Sanger-sekvensering. HPV MGP-amplikonene ble fortynnet til 1x108 far
amplifisering med M13-hleprimere. Videre ble produktet fra M13-halePCR kopiert med M13-sekvenseringsprimere, far
amplikonene ble sekvensert med Sanger-sekvensering.

2.2.3.1 M13 haleprimer-PCR

Mastermiksen (25 pL) inneholdt PCR buffer IV (75 mM Tris buffer pH 8.8, 20 mM
ammonium sulfat, 0,1 %o, Tween ®, Sigma-Aldrich, Oslo, Norge) med SYTO®9 (1:10 000)
(ThermoFisher Scientific), 0,2 mM dNUTP (ThermoFisher Scientific), 1 ng/uL per M13-
haleprimere! (Up_big_HPV-prim: GTTCTCCCAGTCACGACACGTTGGATGTTTGTTAC
og Low_big HPV-prim:
GGAAACCAGCTATGACCATGACGTTGGATGGAAAAATAAAYTG, Sigma Life
Science, Oslo, Norge), 1 uL av 1x10°® fortynnet templat-DNA og 0,5 U Platinum Tag DNA
polymerase (ThermoFisher, Oslo, Norge). For optimalisering av PCR-reaksjonen ble
mastermiksen titrert med 2, 3, 4 og 5 mM MgCl. (Applied Biosystems) og det ble kjart
temperaturgradient (50, 51,4, 54,3, 58,5, 63,8, 68,2, 70,7 og 72 °C) for primerhybridiseringen.
Basert pa optimaliseringen ble det besluttet & bruke 3 mM MgCl. og 59 °C for
primerhybridisering, i videre analyser av blandingsprevene (Tabell 1) og urinpragvene.

Felgende PCR-temperaturprofil ble benyttet til videre analyser; 95 °C i 2 min, 32 sykluser av
95°C i 10 sek, 59 °C i 45 sek og 72 °C i 30 sek, og avslutningsvis 75 °C i 5 min.
Smeltepunktsanalyse ble utfart ved 95 °C i 30 sek, 59 °C i 30 sek far oppvarming til 95 °C
med 0,1 °C gkning per minutt. Sterrelse pa alle MGP-amplikon (=200 bp) ble undersgkt ved
elektroforese pa 2 % agarosegel ved 90 V i 60 min. Resultatene fra optimaliseringen fremgar
av resultater, avsnitt 3.3.1.1.

2.2.3.2 Sanger sekvensering med M13-sekvenseringsprimere

Produktet fra M13-halePCR ble renset med Illustria ExoProStar (GE Healthcare, Oslo, Norge)
der fosfatase og exonuklease fjerner primere og trinukleotider. Rensingen ble ufgrt som
beskrevet av leverandgren, under risting ved 4 °C og 2000 rpm i 30 min. Videre ble

! Designet av Einar S. Berg for denne oppgaven. Ikke publisert.
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amplikonet kopiert (cycle sequencing) med modifiserte M13-sekvenseringsprimere
(Sens_M13 universal (-40): GTTCTCCCAGTCACGAC og Antisens_M13 rev (-24)2:
GGAAACCAGCTATGACAC, Sigma-Aldrich, Oslo, Norge). For a oppna den beste
sekvenskvaliteten samt & generere sekvens sa nzrt primerne som mulig, ble bade versjon 1.1
og versjon 3.1 av Big Dye kittet (Applied Biosystems, California, USA) testet. For a gke
utbytte av sekvenseringen ble ogsa ulike primerkonsentrasjoner utpravd (0,32 uM/L,

1,6 uM/uL og 3,2 pM/pL). Det ble forsgkt med bade 25 og 50 sykluser for kopiering og
primerhybridisering ved bade 50 °C og 55 °C.

Basert pa disse optimaliseringsforsgkene ble Big Dye kit versjon 3.1 og primerkonsentrasjon
pa 3,2 uM/uL benyttet for videre sekvensering. Etter initial denaturering ved 95 °C i 10 min
besto temperaturprofilen i DNA-kopieringen av 50 sykluser med 95 °C i 10 sek, 55°C i 5 sek
0g 60 °C i 4 min. Resultatene fra optimaliseringen fremgar av resultater, avsnitt 3.3.1.2.

Amplikonene ble renset med BigDye Xterminator Purification Kit (ThermoFisher Scientific,
Oslo, Norge) i henhold til produsentens protokoll. Sanger-sekvensering ble gjort pa Applied
biosystem 3500xL (Applied Biosystems, California, USA). Sequencing Analysis Sofware 6
(Applied Biosystems, California, USA) og BioEdit Sequence Alignment Editor (Tom Hall,
California, USA) ble benyttet til sekvensdatabehandling. Genotyping av sekvensene ble utfart
ved nukleotid BLAST-sgk (National Center for Biotechnology Information (NCBI)) [50], og
sammenstilling av DNA-sekvensene ble gjort mot referansegenom for HPV 16
(genbanknummer K02718 ) og HPV 18 (genbanknummer X05015).

2.2.4 Nestegenerasjonssekvensering (NGS)
2.2.4.1 Bibliotekpreparering med KAPA BIOSYSTEMS HyperPlus Kit 500bp

Fem MGP-amplikon med forskjellige blandingsforhold av HPV 16 og HPV 18
(prevenummer 1, 8, 9, 10 og 17, Tabell 1) ble preparert som beskrevet i protokollen for
KAPA BIOSYSTEMS HyperPlus Kit 500 bp (heretter kalt KAPA protokoll), med unntak av
enzymatisk fragmentering som ikke ble utfert da amplikonene er sma. | tillegg ble HPV
MGP-amplikonet fortynnet 1:0,8 med elueringsbuffer for start. Fremgangsmaten er vist i
Figur 14, i svart tekst.

For & gke mengden ligeringsprodukt ble HPV 16 og HPV 18 benyttet for optimalisering av
protokollen. MGP-amplikonene ble renset med paramagnetiske kuler i ett 1:1 forhold, far
start. Dette for & fjerne primer-dimer som ble dannet under MGP PCR-reaksjonen.
Parameterne som ble undersgkt for optimaliseringen er markert med rgd tekst i Figur 14.
MGP HPV-amplikonet ble fortynnet til 1:1, 1:100 og 1:10 000 i elueringsbuffer (KAPA
BIOSYSTEMS, Oslo, Norge), for a undersgke hvilken konsentrasjon som enklest lot seg
enderepareres og A-hales. Adapterligering ble forsgkt ved bade 15 min, 2 og 3,5 timers
inkubering ved 20 °C, samt over natt ved 4 °C. Pafalgende rensing av ligeringsproduktet ble
utfgrt med paramagnetiske kuler (Kapa Pure Beads, KAPA BIOSYSTEMS, Oslo, Norge),
hvor forholdet mellom kuler og produkt ble forsgkt ved henholdsvis 0,8:1 og 1:1.
Avslutningsvis ble det forsgkt med bade 10 og 20 sykluser i PCR for kopiering av
adapterligert produkt, far den siste renseprosessen i henhold til produsentens protokoll med

2 Den ene av M13-primerne er modifisert av Einar S. Berg for denne oppgaven. Ikke publisert.
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1:1 konsentrasjon av produkt og paramagnetiske kuler. NGS ble utfart pa MiSeq instrument
(IMlumina, California, USA) med MiSeq® Reagent kit V2 og tilhgrende protokoll.

Endereperasjon og A-haling (15 ng /L)

1:1 fortynning av MGP HPV amplikon
1:100 fortynning av MGP HPV amplikon
1:10 000 fortynning av MGP HPV amplikon

l

Adapterligering : 15 minutter ved 20 °C
2 timer ved 20 °C
3.5 timer ved 20 °C
Over natt ved 4 °C

Postligeringsrensing
0,8¥ konsentrasjon av paramagnetiske kuler
1¥ konsentrasjon av paramagnetiske kuler

|

Biblioteksamplifisering: 9 sykluser
10 sykluser
20 sykluser

l

Post amplifiseringsrensing:
1X konsentrasjon av paramagnetiske kuler

Figur 14: Flytskjema for NGS bibliotekspreparering
ved ligeringssystem. Forholdene angitt i svarter i
henhold til anbefalingene fra KAPA protokollen, mens
forholdene angitt i radt viser de ulike parameterne som
ble variert for optimalisering av protokollen.

Optimaliseringen ga best resultater ved 1:1 fortynning av MGP HPV-amplikonet i
endereparasjon og A-haling, 15 min adapterligering ved 20 °C, rensing ved 1:1
blandingsforhold av amplikonet og paramagnetiske kuler og 10 PCR-sykluser. Disse
forholdene ble videre benyttet i arbeidet. Resultatene fra optimaliseringen fremgar av
resultater, avsnitt 3.4.1.1.

Databehandling ble utfart med bistand av molekylarbiologisk avdeling ved FHI.
Sammenstilling (mapping) med referansegenom ble utfert ved bruk av Bowtie2 (Johns
Hopkins universitet, Maryland, USA), med fglgende referansegenom: HPV 16 med
genbanknummer NC_001526,4 eller K02718 og HPV 18 med genbanknummer NC_001526,4
eller X05015.
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2.2.4.2 Bibliotekpreparering med PCR

For a senke utgiftene og tidsbruken for bibliotekprepareringen for NGS, ble det etablert en
biblioteksprepareringsmetode ved bruk av PCR. Metoden tar utgangspunkt i Nexteria
protokollen (Illumina) (avsnitt 1.2.4.2), men uten bruk av transpoaser. Alle adapterne ble
tillagt HPV-amplikonet ved bruk av PCR. Figur 15 viser flytskjema for PCR-reaksjonene som
ble utfart for a tilsette alle adaptere. For etablering av metoden ble HPV 16 positiv kontroll
benyttet. Mellom hver amplifisering ble produktet fortynnet til 1x10°2.

1x108

é Amplifiseres med
*HPV MGP amplikon indeskprimerpar

fortynnet til 1x10® *HPV amplikon
med
indeksprimere

*HPV amplikon med
leseprimere

Amplifiseres med
leseprimerpar

Amplifiseres med
- P5/P7 primerpar

1x108

Figur 15: Flytskjema for PCR-basert NGS bibliotekpreparering. HPV MGP amplikonene fortynnes til 1x10° for
amplifisering med leseprimerparet. Dette produktet fortynnes igjen til 1x10-8 far amplifisering med indeksprimerne.
Produktet fortynnes igjen til 1x10° fgr den siste PCR-amplifiseringen med P5/P7 primerparet.

For optimalisering av bibliotekpreparering ved bruk av PCR ble det initialt utfgrt separate
reaksjoner for hvert av de tre primerparene: sekvenseringsprimerens bindingssete (heretter
kalt leseprimer), indeksprimer® og P5/P7 (Vedlegg figur 6, 7 og 8) (Sigma Life Science, Oslo,
Norge). Videre ble det forsgkt med to og to primerpar i én og samme PCR-reaksjon, samt alle
tre primerparene i én reaksjon. Alle reaksjonene ble optimalisert for primerkonsentrasjon og
primerhybridiseringstemperatur (temperaturgradient for alle reaksjonene var: 50, 51,4, 54,3,
58,5, 63,8, 68,2, 70,7 og 72 °C). De farste tre PCR reaksjonene ble ogsa optimalisert for
konsentrasjon av MgCl,. DNA-smeltepunktsanalyse ble utfart for alle reaksjonene ved 95 °C i
30 sek, 65 °C i 30 sek, far reaksjonen ble varmet til 95 °C med 0,1 °C gkning per minutt.
Utdypende forklaring av optimaliseringsprosessen fremkommer av Figur 16.

| tillegg til de varierende konsentrasjonene av MgCl. (Applied Biosystems) og primere,
inneholdt mastermiksen (25 L) for alle reksjonene PCR Buffer IV (750 mM Tris buffer pH
8.8, 200 mM ammonium sulfat, 1 %o Tween®) med SYTO®9 (1:10 000) (ThermoFisher
Scientific), 0,8 mM dNUTP (ThermoFisher Scientific), 1 yuL templat-DNA og 0,5 U Platinum
Taq DNA Polymerase (ThermoFisher). Den optimale konsentrasjon av alle primerne ble
bestemt til 1 ng/pL.

3 Lese- og indeksprimerne er designet av Einar S. Berg for denne oppgaven. Ikke publisert.
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Leseprimerpar Indeksprimerpar P5/P7 primerpar
Primerkonsentrasjon: 1 ng/uL Primerkonsentrasjon: 1 ng/ul Primerkonsentrasjon: 1 ng/JL
0,1 ng/uL 0,1 ng/uL 0,1 ngfuL
0,1 pe/uL 0,1 pg/uL 0,1 pe/ul
MgeCl, konsentrasjon: 1, 2, 3 og £ mM MgCl; konsentrasjen: 1, 2, 3 o2 4 mM MgeCl; konsentrasjon: 1, 2, 3 og 4 mM
PCR temperaturprofil: PCR temperaturprofil: PCR temperaturprofil:
95 °Ci 2 min 85 2Ci 2 min 95 °Ci 2 min
95 °C 10 s=k 85 °C 10 sek 95 °C 1052k
32 sykluser <{ T. gradient i 45 sek 32 sykluser = T. gradient i 45 sek 32 sykluser - T. gradient i 45 sek
72°C0 30 sek 727CiH 30 52k 72°Ci 30 sek
72°Ci5min 7292015 min 72°Ci 5 min
Smeltepunktsanalyse Smeltepunktsanalyse Smeltepunktzanalyse

\

/

\

/

Lese- og indeks primere
Primerkonsentrasjon:

PCR temperaturprofil:

15 sykluser ~[
30 sykluser ~[

1 ngful og 1 ng/ul
1 ngful og 0,01 ng/ful
0,01 ngfpl og 1 ng/ul

a5 °C i 2 min

95 °C i 10 sek

T. gradient 1 45 sek
F2°Ci30sek

95 °C i 10 sek

68 °Ci45 sek
F2°Ci30sek

72 °Ci5 min
Smeltepunktsanalyse

Indeks- og P5/P7 primere
Primerkonsentrasjon:

PCR temperaturprofil:

15 sykluser

30 sykluser -[

1 ngful og 1 ng/ul
1 ngful og 0,01 ng/ul
0,01 ng/pul og 1 ng/ul

95 2C i 2 min

95 2L 10 sek

T. gradient i 45 sek
72°C0 30 sek

95 2L 10 sek

6B °Ci45sek

72°C0 30 sek
72205 min
Smeltepunkisanalyse

\

/

Lese-, indeks- og P5/P7 primere
Primerkonsentrasjon:

PCR temperaturprofil:

15 sykluser -{

30 sykluser -{

0,1 ngfulL, 0,1 ngful, 1 ng/puL
1ng/uL, 0,1 ng/puLm 1 ngful

852§ 2 min

85 %110 s=k

T. gradient i 45 sek
72003052k

85 %110 s=k

68 *Ci45 52k
72003052k

725C0 5 min
Smeltepunktsanalyse

Figur 16: Skjematisk oversikt over reaksjonene som ble utfart for optimalisering av PCR-basert NGS bibliotekspreparering.
Konsentrasjonen av MgClz ble forsgkt fra 1 til 4 mM for reaksjonene med ett primerpar. For alle reaksjonene ble

primerkonsentrasjonene variert fra 1 ng/pL til 0,1 pg/uL og ved

forskjellige kombinasjoner i de reaksjonene hvor flere

primerpar var inkludert. Primerhybridisering ble utfart ved temperaturgradient fra ved fglgende temperaturer: 50, 51,4,

54,3, 58,5, 63,8, 68,2, 70,7 og 72 °C.

Basert pa denne optimaliseringsprosessen ble PCR-basert bibliotekspreparering av HPV 16 og
HVP 18 utfert ved: En PCR-reaksjon med leseprimerparet (1 ng/puL)med 95 °C i 2 min, 32
sykluser av 95 °C i 10 sek, 55 °C i 45 sek og 72 °C i 72 sek. Deretter en pafalgende PCR-
reaksjon med bade indeks- (1 ng/uL) og P5/P7 (1 ng/uL) primerparene med 95 °C i 2 min, 32
sykluser av 95 °C i 10 sek, 68 °C i 45 sek og 72 °C i 72 sek. Resultatene fra optimaliseringen

fremgar av resultater, avsnitt 3.4.1.2.
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Alle adapterligerte prover preparert slik som beskrevet i KAPA protokollen og med PCR ble
kvalitetssikret pa Agilent 2100 BioAnalyzer eller Lonza FlashGel system, hvor tilhgrende

protokoller ble benyttet. Konsentrasjonen av prgvene ble malt med Qubit 2.0 Fluorometer
(Invitrogen).
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3 Resultater

3.1 Amplifisering av HPV med modifisert generelt primersett (MGP)

DNA-smeltepunktsanalyse av HPV MGP-amplikonet viser at metoden kan separere
genotypene HPV 16 og HPV 18. | prever med blanding av HPV 16 og HPV 18 dannes to
topper, hvor hver av toppene representerer en genotype. Det er mulig & pavise
minoritetsvarianten ned til 10 %. Dette fremkommer av Figur 17. Smeltepunktsanalysen viser
god overensstemmelse med agarosegelbildet (Vedlegg figur 1).

Amplifikasjon Smeltekurve
I ' I T I I | 2000 F—7 AP R e T T
2500 + ' : ' : - B ' : J'| :
I
|
'_
o
=
1500 +--- - z T
2 & 000 -
e ?
500 -
0+
04 | : — : i
65 70 75 80 85
Antall sykluser Temperatur (°C)

Figur 17: Rad kurve illustrerer praven med 90 % HPV 16 og 10 % i HPV 18. Bla kurve illustrerer prgven med 90 % HPV 18
0g 10 % HPV 16. Svart kurve fremstiller praven bestadende av 50 % HPV 16 og 50 % HPV 18, og gul kurve er negativ
kontroll (dH20). A: Cr-verdien for rad kurve er 23,8, for bla er den 24,3, for svart er den 23,3 og for gul 35,3. B: St for rgd
kurve er pa 78,6 °C (HPV 16) og 79,8 °C (HPV 18), for bla er den 78,5 °C (HPV 16) og 80 °C (HPV 18), og for svart er den
78,6 °C (HPV16) og 79,9 °C (HPV18). Den negative kontrollen viser dannelse av primer-dimer med Stpa 75,4 °C.

Tilsvarende DNA-smeltepunktanalyse av MGP-amplifisert HPV fra urinprgvene (Figur 18
A), viser at denne metoden ikke kan separere genotypene fra hverandre, da flere av
genotypene har sveert lik St. Agarosegelbildet (Figur 18 B) av urinprgvene amplifisert med
MGP viser band for alle prgvene pa i overkant av 150 bp, som forventet (avsnitt 2.2.1).
Videre viser enkelte av urinprgvene sma variasjoner i bandene, hvor for eksempel prave K20
viser ett band pa omkring 70 bp, i tillegg til bandet pa omkring 150 bp. Dette samsvarer med
smeltepunktsanalysen for prgven, som ogsa viser to separate topper. Bade
smeltepunktanalysen og agarosegelbildet viser at primerne danner uspesifikt biprodukt med
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gDNA og primer-dimer. Resultatene viser generelt gode overensstemmelser mellom

smeltepunktanalysen og agarosegelen.
Smeltekurve

T T T T

A |

T

|
i 600 bp
| 400 bp

1500 -

00 by
- e, e S W e —— 2000

( 100 bp
i
!

1000 +

i i 600 bp
H 400 bp
f 200 bp
1§ A | 100 bp
500 + ! ﬁr ‘

A

s I \/AEAL S

| Ml

|

-d(RFU)/dT

Temperatur (°C)

Figur 18: Smeltepunktsanalyse (A) og agarosegelbilde (B) av urinprgvene amplifisert med MGP. A: Urinprgvene har St
mellom 78,2 °C og 81,7 °C, HPV 16 (red kurve) og HPV 18 (bla kurve) har St p& henholdsvis 78,6 °C og 80 “C. S; for dH20
(gul kurve) er pa 75,3 °C og gDNA (grenn kurve) pa bade 75,1 °C og 79,8 °C. Bade pregven med dH20 og gDNA viser
dannelse av primer-dimer. Urinprgvenummer K20 er fremstilt i lilla. B: Alle urinprgvene viser band pa i overkant av 150 bp,
med noen sma variasjoner. gDNA og dH2O viser dannelse av primer-dimer pa i underkant av 100 bp. I tillegg viser gDNA et
band pa starrelse med urinprgvene. Den gverste raden viser et band pa omkring 20 bp, som trolig er primere. | den nederste
raden har disse bandene vandret ut av gelen.

3.2 Luminex-analyse

Luminex-resultatet fra blandingspravene av HPV 16 og HPV18 MGP-amplikon amplifisert
med SYTO®S, er fremstilt i Figur 19. Resultatet viser at HPV16 kan pavises i en blanding
ned til 0.1 % og HPV 18 kan pavises ned til 1 %. Alle pravene med gDNA og dH20 er
negative for begge genotyper. Ettersom alle prevene har gatt i plata i PCR i forkant av
Luminex-hybridisering er analysen ikke kvantitativ.

30



1000

100
HPV16
L
é HPV18
8 — = =HPV 16 svak positiv
10 HPV 16 positiv
— = = HPV 18 svak positiv
HPV 18 positiv
1
bbbbbbbbo\e%%%%%%%%yvvyvoo
NN N NN NS ST ST ST ST SR SN
O O A RO MRS RN S S
qqqqq%%« %%qqqo,qqq v Y v

Prosentandel HPV 16 og HPV 18

Figur 19: Luminex-resultater for blandingsprgvene av HPV 16 og HPV 18, amplifisert med SYTO®9 (Tabell 1).
Deteksjonsgrensene for svakt positive praver er merket med en stiplet vannrett linje og grensen for positive prgver er merket
med en sammenhengende vannrett linje. Deteksjonsgrensen for svakt positive HPV 16 var 12,32 log (MFI) og for positive
prover var deteksjonsgrensen 24,64 log (MFI). For HPV 18 var deteksjonsgrensen for svakt positive og positive praver
henholdsvis 29,7 og 59,4 log (MFI).

Luminex protokollen utviklet av Soderlund et. al. [48] baseres pa PCR-reaksjon uten
SYTO®?9, som dermed utelukker en smeltepunktsanalyse av HPV-amplikonene fgr Luminex.
| hap om & utfgre bade DNA-smeltepunkts- og Luminex-analyse pa de samme PCR-
produktene, hadde denne oppgaven til hensikt & sammenlikne Luminex-resultatene bade med
og uten SYTO®9. Denne sammenstillingen er vist i Figur 20 og Tabell 4.

De fire positive MGP1-4 kontrollene (Tabell 3) med konsentrasjon pa 100 kopier/pL,
amplifisert med SYTO®?9, ga alle positivt resultat bortsett fra HPV 33 og HPV 58 som ga
negative resultater (tilsvarer 87,5 % pavisningsrate). Pa tross av at det forventes at MGP1-4 er
positive er det likevel valgt & inkludere disse resultatet i oppgaven, under forutsetningen om at
HPV 33 og HPV 58 underestimeres, da det ikke var mulig a gjenta forsgket (Vedlegg tabell
3).

Ved 10 kopier/pL ga HPV 31, HPV 52, HPV 56 (i MGP 7) og HPV 35 svakt positive
resultater. HPV 33, HPV 58, HPV 56 (i MGP 8) og HPV 68 ga negative resultater. Dette
samsvarer med forventningene om at svakere konsentrasjon av HPV svekker mulighetene for
HPV-deteksjon. Ettersom Luminex-analysen av svakt positive resultater ikke ble gjentatt, ma
disse prgvene inkluderes enten som positive eller negative. Ved a godta svakt positive
resultater som positive, ble 85,7 % av alle genotypene i MGP-kontrollene med 10 kopier/pL
pavist. Ved a godta svakt positive resultater som negative resultater ble 64,3 % av genotypene
i disse kontrollene pavist (Vedlegg tabell 3).
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Analysen med SYTO®?9 viste at urinprgve K1 og K13 var positiv for HPV 56. Ettersom
proben for HPV 56 ikke ble benyttet i analysen uten SYTO®?9, er disse urinprgvene utelukket
fra de fglgende utregningene. Det totale antallet urinprgver for denne sammenlikningen er
dermed 18.

Figur 20 angir hvor mange ganger hver genotype ble pavist tilsammen i alle 18 urinpravene.
Figuren skiller mellom analyser gjort med og uten SYTO®?9, samt svakt positive og positive
resultater (se figurtekst for neermere forklaring). Analysen med SYTO®9 paviste HPV 16 i
44 % (8/18) av prevene, og analysen uten SYTO®9 paviste HPV 16 i 50 % (9/18) av
prgvene. HPV 16 er dermed genotypen med hgyest forekomst. Videre paviser begge
analysene HPV 91 i 33 % (6/18) av alle urinprgvene, noe som gjgr HPV 91 til genotypen med
nest hayest forekomst.

Svake positive resultater ble pavist 11 ganger for hver analysen med SYTO®9, og 7 ganger i
analysen uten SYTO®?9. Analysen ble ikke gjentatt for de svakt positive pravene, grunnet
tidsmangel. Oversikt over hvilke genotyper som ble pavist i de forskjellige urinprgvene
fremkommer av Tabell 8.

9

Antall urinpraver

ZIII II‘ | “IIH I HI‘IH n HI‘

6 11 16 18 30 31 35 39 40 42 43 45 51 52 53 59 66 67 68 70 72 73 74 81 82 83 87 89 90 91
HPV genotype

m Positiv uten SYTO®9 Svake positive uten SYTO®9
B Positive med SYTO®9 O Svake positive med SYTO®9

Figur 20: Antall deteksjoner av de forskjellige HPV genotypene, i alle de 20 urinprgvene. Resultatene fr analysen uten
SYTO®?9 i reksjonsblandingen fremkommer av de bla sgylene og resultatene fra analysen med SYTO®9 i
reaksjonsblandingen fremkommer av rgde sgyler. Svakt positive resultater vises i svake farger.

Sammenlikning av antall HPV-infeksjoner i urinprgvene pavist av de to Luminex-analysene,
viser at Luminex-analysene uten SYTO®9 paviste 22 % (54-42/54) flere positive infeksjoner
enn analysen med SYTO®?9. Ved a inkludere svakt positive i sammenlikningen paviste
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analysen uten SYTO®?9 13 % (61-53/61) flere infeksjoner enn analysen med SYTO®9
(Tabell 4). Dette kan bety at fluoroforet har en interfererende effekt pa Luminex-metodikken.

Tabell 4: Det totale antallet svakt positive og positive HPV-infeksjoner, med og uten SYTO®9 i PCR mastermiksen.
Med SYTO®9 Uten SYTO®9

Positive HPV infeksjoner 42 54
Svakt positive HPV infeksjoner 11 7
Totalt 53 61

Mellom Luminex-analysene med og uten SYTO®? viser 44 % (urinprgvenummer 2, 3,5, 7,
11, 12, 14 og 15) av urinprgvene fullstendig overensstemmelse, 11 % (urinprgvenummer 3 og
8) viser én genotype forskjell, 17 % (urinprevenummer 9, 16, og 18) viser to genotyper i
forskjell og 28% (urinprgvenummer 4, 6, 17, 19 og 20) viser mellom 3 og 6 genotyper i
forskjell. Hvilke genotyper som ble pavist i de forskjellige urinpravene fremkommer av
Tabell 5.

Tabell 5: Oversikt over hvilke genotyper som ble pavist som positive i urinpravene, i de to forskjellige Luminex-analysene.
Urinprgvenummer K1 og K13 er utelukket fra sammenlikningen, ettersom analysen med SYTO®?9 viste de som positive for
HPV 56 og denne proben ikke er inkludert i analysen uten SYTO®9. Analysen uten SYTO®9 paviste urinpragve K19 som
positiv for HPV 58 og urinprgve K20 som positiv for HPV 33. Disse infeksjonene er her utelukket fra resultatene da MGP-
kontrollene for analysen med SYTO®9 var negativ for disse genotypene. Svakt positive resultater er utelatt.

Urinprgve nr. Luminex uten SYTO®9 Luminex med SYTO®9
K1 16, 51, 82 51, 56*

K2 70, 90 70, 90

K3 16, 31, 42, 89 16, 31, 42, 89

K4 18, 81, 90 89, 90

K5 18, 81, 89 18, 81, 89

K6 16, 30, 45, 52, 40, 72,82,90,91 16, 31, 90, 91, 52
K7 11, 66 11, 66

K8 51, 82, 89, 91 51, 89, 91

K9 16, 6, 40, 81, 91 16, 81, 91

K10 16, 18, 31 16, 31

K11 16 16

K12 42, 81 42, 81

K13 11, 39, 40, 52, 66 39, 56*, 66

K14 16, 73 16, 73

K15 83,91 83,91

K16 16, 51 Negativ

K17 16 51, 89, 91

K18 6, 16, 87 16

K19 43, 81, 87, 91 (58) 16, 51, 66, 81, 87, 91
K20 51, 67, 91 (53) Negativ

*Proben for HPV 56 var ikke inkludert i Luminex-analysen uten SYTO®?9 i PCR mastermiksen.
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3.3 Sanger-sekvensering
3.3.1 Optimalisering av forberedende PCR-reaksjoner
3.3.1.1 M13-haleprimer

Optimaliseringen av PCR med M13-haleprimere viste best resultater ved
primerhybridiseringstemperatur pa 59 °C og 3 mM MgClI; for bade HPV 16 og HPV 18.
Resultatene fra optimalisering av HPV16 er vist i Figur 21 A og B, mens
optimaliseringsresultater av HPV 18 fremkommer av Vedlegg figur 2.

DNA-smeltepunktsanalysen av bade optimaliseringspravene i Figur 21, blandingsprgvene
med HPV 16 og HPV 18 (Vedlegg figur 3) og urinprevene (Vedlegg figur 5) amplifisert med
M13-haleprimere viser en tydelig smeltekurve med en ekstra liten utflating pa venstre side.
Dette viser at ikke alle HPV MGP-amplikonene har fatt M13-haleprimere inkorporert.
Dermed er disse DNA-sekvensene kortere og har en lavere smeltetemperatur. Likevel hadde
tilstrekkelig mengde av amplikonet inkorporert M13-haleprimere, slik at Sanger-sekvensering
kunne utfares.

Smeltepunktsanalysen av blandingspravene med HPV 16 og HVP 18 (Vedlegg figur 3) og
urinprevene viser god overensstemmelse med tilhgrende agarosegel (Vedlegg figur 4 og
Vedlegg figur 5) som viser et band for alle prevene pa omkring 200 bp (som forventet).
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Figur 21: DNA-smeltepunktsanalyse for optimalisering for amplifisering av HPV 16 med M13-haleprimere. A og B: 3 mM
MgCl2. Grenn kurve: Primerhybridisering ved 55 °C, Ct pa 29,2 og St pa 79,6 °C. Rad kurve: Primerhybridisering ved 59 °C,
Ctpa 29,1 og St pa 79,7 °C. Bla kurve: Primerhybridsering ved 64 °C, Ct pa 30,6 og St pa 79,9 °C. C og D: Primer
hybridiseringstemperatur pa 59 C. BIa kurve: 2 mM MgClz, Ct pa 30,4 og St pa 79,2 °C. Rad kurve: 3 mM MgClz, Ct pa 29,1
o0g Stp& 79,7 °C. Grenn kurve: 4 mM MgClz, Ct pa 28,7 og St pa 80,1 °C. Oransje kurve: 5 mM MgClz, Ct pa 28,2 og St pa
80,4 °C. Forholdene som videre er benyttet er fremstilt i rade korver.
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3.3.1.2 M13-sekvenseringsprimer

For & fa leshar sekvens helt inntil primerne ble sekvenseringsreaksjonen optimalisert ved bruk
av ulike BigDye kit og primerkonsentrasjoner som narmere beskrevet i avsnitt 2.2.3.2. DNA-
sekvensene fra HPV 16 og HPV 18 viste at Sanger-sekvenseringen ga best resultater ved bruk
av BigDye kit versjon 3.1, primerhybridiseringstemperatur pa 55 °C, 50 sykluser og
primerkonsentrasjon pa 3,2 UM (data ikke vist). DNA-sekvensen syntetisert fra sens M13-
sekvenseringprimer ga betraktelig bedre resultater enn antisens M13-sekvenseringsprimer
(data ikke vist).

3.3.2 Sanger-sekvenseringsresultater
3.3.2.1 HPV 16 og HPV 18

Figur 22 viser DNA-sekvensene til blandingspravene av HPV 16 og HPV 18 (Tabell 1),
generert av Sanger-sekvensering. DNA-sekvensene er sammenstilt med referansegenomet til
de samme genotypene, ved bruk av programvaren BioEdit. Ved nukleotid BLAST-sgk av
DNA-sekvensene sekvensert med sens M13-sekvenseringsprimer, ble blandingspravene ned
til 20 % HPV 16 (prevenummer 11, Tabell 1) genotypet som HPV 16, og blandingspravene
ned til 99 % HPV 18 (prevenummer 14, Tabell 1) ble genotypet som HPV 18 (Tabell 7).
Dette kommer tydelig frem i Figur 22 hvor disse pravene har sveert like DNA-sekvenser som
referansegenomene. Prgvene med 14 % og 10 % HPV 16 (prevenummer 12 og 13, Tabell 1)
ga ikke signifikante treff med noen genotyper. Dette er i overensstemmelse med DNA-
sekvensene i Figur 22, hvor sekvensene til disse to pravene ikke ligner hverken pa HPV 16
eller HPV 18. Multiple infeksjoner ble ikke pavist i noen av blandingsprgvene. Ved nukleotid
BLAST-sgk av prgvene sekvensert med antisens M13-sekvenseringsprimer ble det i tillegg
ikke bestemt noen genotype i blandingene med 50 % og 25 % HPV 18 (prevenummer 9 og
10, Tabell 1).

3.3.2.2 Urinpragver

Nukleotid BLAST-sgk av DNA-sekvensen fra urinprgvene generert fra Sanger-sekvensering,
ga signifikante treff med én HPV genotype i 75 % (15/20) av prgvene. De resterende 25 % av
pravene ga uleselig DNA-sekvens og ingen signifikante treff med noen genotype ved
BLAST-sgk (Tabell 8). Det ble ikke pavist multippel infeksjon i noen av urinprevene ved
bruk av Sanger-sekvensering.

Figur 22 C viser DNA-sekvensene til urinprgve K3 og K6 generert fra Sanger-sekvensering,
som er inkludert her som et eksempel pa DNA-sekvensene til HPV isolert fra urinprgvene. Pa
tross av at bade K3og K6 ble vist som positive for HPV 16 i begge Luminex-analysene
(Tabell 5) vises K6 her som negativ for HPV 16. Derimot viser Sanger-sekvensering at K3 er
positiv for HPV 16. Dette kommer tydelig frem i sekvenssammenstillingen hvor K3 har
relativt lik sekvens som referansegenomet til HPV 16. Derimot viser sekvensen til K6 flere
ulikheter sammenliknet med referansegenomet. For videre sammenlikning mellom metodene
se avsnitt 3.5.
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Figur 22: Sammenstilling av blandingsprgvene og urinprgve K3 og K6 mot HPV 16 og HPV 18 referansegenom, utfart ved bruk av programvaren BioEdit. Konserverte baser er merket
med prikk. R: Purin (adenin eller guanin), Y: Pyrimidin (cytosin eller uracil), W: Adenin eller thymin, M: Adenin eller cytosin, S: Cytosin eller guanin, K: Guanin eller thymin. A:
Prgvene ned til 209% HPV 16 viser stor likhet med referansesekvensen til HPV 16. B: Prgvene ned til 99% HPV 18 viser stor likhet med referansesekvensen til HPV 18. C: Urinprgve K3
viser likhet med referansesekvensen til HPV 16. Dette gjelder derimot ikke urinprgve K6.
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3.4 Nestegenerasjons sekvensering (NGS)
3.4.1 Optimalisering av bibliotekpreparering
3.4.1.1 Bibliotekpreparering med KAPA BIOSYSTEMS HyperPlus Kit 500 bp

For optimalisering av bibliotekspreparering slik som beskrevet i KAPA protokollen ble det
testet med ulike fortynninger av MGP-amplikonet tilsatt i reaksjonen for endereparasjon og
A-haling. Fortynning pa 1:1 ga best resultater. Ved 1:100 og 1:10 000 fortynninger ble sveert
lite av PCR produktet adapterligert (data ikke vist).

Resultatet for variasjon av adapterligeringstiden fremkommer av Figur 23, hvor bare en andel
av PCR-produktet er ligert. Brgnn 1 og 2 viser et band pa i underkant av 150 bp (noe kortere
enn forventet) som er det 1:1 fortynnet og renset MGP-amplikon av HPV 16 og HPV 18.
Brgnn 3 til 10 viser HPV MGP-amplikon ligert med NGS adaptere ved ulike ligeringstider.
Disse brgnnene viser to band, ett pa rett under 150 bp og ett pa omkring 300 bp. Bandet pa
300 bp er adapterligert, og bandet som er i underkant av 150 bp er ikke adapterligert. @kning i
ligeringstid fra 15 min til 2 og 3,5 time, ga ikke ikke mer adapterligert produkt. Inkubering
over natten viser noe lavere dannelse av adapterligert produkt. Prgvene ligert i 15 min ble
benyttet i de videre reaksjonene.
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Figur 23: Gelbilde fra Agilent 2100 BioAnalyzer. Bilde viser resultatene av forskjellig inkuberingstid for ligering av NGS-
adaptere for bibliotekspreparering. Bragnn 1 og 2 viser fortynnet og renset HPV MGP-amplikon. Brgnn 3 og 4 viser produktet
etter 15 min inkubering med adaptere, brgnn 5 og 6 etter 2 timer inkubering, bregnn 7 og 8 for 3,5 timers inkubering og brgnn
9 og 10 for inkubering over natten. For alle tidsgruppene er den ferste brennen HPV 16 og den neste HPV 18. Bandene i
underkant av 150 bp er ikke adapterligert, mens bandene pa 300 pb er adapterligert MGP HPV-amplikon.
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Figur 24 brgnn 1 og 2 viser HPV 16 og HVP 18 MGP-amplikonene etter ligering og
postligeringsrensing. For rensingen ble 0,8x konsentrasjon av paramagnetiske kuler benyttet,
da optimaliseringsprosessen viste dette som mest effektivt (data ikke vist). Likevel har
rensingen ikke klart a fjerne biproduktet pa 180 bp, som dermed vises i alle brgnnene i
figuren. Alle brgnnene viser ogsa et band pa omkring 300 bp som er det korrekte ligerte
produktet. Brgnn nummer 3 til 6 viser produktet som er adapterligert, renset (0,8x) og
amplifisert ved 10 eller 20 sykluser PCR. Amplifisering ga en sveert liten gkning i
konsentrasjonen av produkt pa 300 bp, men derimot en gkning av biproduktet pa 180 bp.
Dette vises spesielt i prgvene som er amplifisert med 20 PCR-sykluser. Alle pravene
amplifisert med 10 eller 20 PCR-sykluser viser ogsa dannelse av andre ulike biprodukter.
Bandene pa 180 bp er noe lengre enn DNA-sekvensen til HPV MGP-amplikonet og bandet pa
300 bp er noe lengre enn den forventede lengden pa det adapterligerte produktet. Ettersom
begge bandene er lengre enn forventes antas det at stigen i gelen er noe missvisende. Prgvene
som ble amplifisert med 10 sykluser ble sekvensert, hvor resultater fremkommer i avsnitt
3.4.2.2.
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Figur 24: Gelbilde fra Agilent 2100 BioAnalyzer. Brgnn 1 og 2 viser DNA etter adapterligering i 15 min og rensing med
paramagnetiske kuler (0,8x konsentrasjon). Brgnn 3 til 4 er produkt etter 10 PCR-sykluser, mens brgnn 5 til 6 er produkt
etter 20 PCR-sykluser. Bandene pa 300 bp er adapterligert, men bandene pa 180 bp er for korte til & veere korrekt
adapterligert. For alle tre gruppene er den farste brgnnen HPV 16 og den neste HPV 18. @kning i antall PCR-sykluser ga
gkning i konsentrasjonen av amplikonet pa 180 bp, men ikke betydelig skning av amplikonet p& 300 bp.
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3.4.1.2 PCR-basert bibliotekpreparering for NGS

Optimaliseringsresultatene for PCR-reaksjonene med ett og ett primerpar ble utfert med HPV
16 og er vist i vedlegg figur 6, 7 og 8. Ved a tilsette alle 3 primerparene i en reaksjon, ble
produktet aldri lengre enn 200 bp som kan tyde pa at indeksprimerne ikke ble inkorporert
(data ikke vist). Amplifisering med lese- og indeksprimerne i samme PCR-reaksjon ga
uspesifikke bindinger og biprodukter (data ikke vist).

Derimot ga amplifisering med leseprimerparet (1 ng/uL) i en separat reaksjon, etterfulgt av en
PCR-reaksjon med bade indeks- og P5/P7 primerparene (1 ng/uL) gnsket lengde pa
amplikonet. Optimal temperaturprofil for PCR reaksjonene ble bestemt til 32 sykluser med
95°C i 10 sek, 55 °C i 45 sek og 72 °C i 72 sek for reaksjonene med leseprimerparet. For
reaksjonene med indeks- og P5/P7 primerparet ble den beste temperaturprofilen bestemt til 32
sykluser av 95 °C i 10 sek, 68 °C i 45 sek og 72 °C i 72 sek.

Resultatet av HPV 16, HPV 18 og en blanding med 50 % av hver genotype, amplifisert med
alle tre primerparene, med de optimaliserte reaksjonsbetingelsene som gitt over, er vist i Figur
25. Brgnn nummer 1 og 2 i denne figuren viser MGP-amplikonet pa omkring 180 bp (noe
lengre enn forventet), samt noen sma band pa omkring 25 bp og 70 bp. Brgnn 3 og 4 viser at
PCR-produktet gker til rett over 200 bp (som forventet) ved amplifisering med leseprimere.
Videre viser brgnn 5 at leseprimerne ikke danner noen biprodukter. Dette skjer derimot i
brgnn 6, som viser at indeks- og P5/P7 primerparet danner primer-dimer pa omkring 80 bp.
Brgnn 7 til 9 viser at PCR-produktet gker til omkring 300 bp (som forventet), ved
amplifisering med indeks- og P5/P7 primerparene. Disse brannene viser ogsa svake band pa
omkring 80 bp. I preven med 50 % blanding av HPV 16 og HPV 18, viser brgnn 8 at indeks-
og P5/P7 primerparene har dannet et langt biprodukt pa omkring 600 bp. Brgnn 10 til 12
viser de samme PCR-produktene, men etter rensing med Illustria ExoProStar (GE
Healthcare). | disse pravene har de korte sekvensene pa 80 bp blitt fjernet, samtidig som
bandene pa 300 og 600 bp har blitt svakere. Dette viser at amplifisering av MGP HPV-
amplikonet med leseprimere etterfulgt av amplifisering med bade indeks- og P5/P7
primerparene ga riktig gkning i lengden pa DNA-sekvensene. Dermed har primerne blitt
inkorporert slik som gnsket.
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Figur 25: Gelbilde fra Agilent 2100 BioAnalyzer, for optimalisering av PCR-basert bibliotekpreparering for NGS. Produktet
i brann nummer 1 og 2 er pa 181 bp, noe som er litt lengre enn forventet. De resterende brgnnene har forventet lengde pa
PCR-produktene, som viser at primerne er riktig tilsatt. Brgann nummer 8 og 11 er prgver med 50% HPV 16 og 50% HPV 18.

3.4.2 NGS sekvenseringsresultater
3.4.2.1 Resultater med protokoll for KAPA BIOSYSTEMS HyperPlus Kit 500 bp

Sekvensering pa MiSeq, lllumina, av et utvalg av blandingspravene (25 %, 50 % og 75 %) av
HPV 16 og HVP 18 (prevenummer 1, 7, 8, 9 og 17, Tabell 1), preparert slik som beskrevet i
protokollen til KAPA, viste at en sveert lav andel av genererte DNA-sekvenser var HPV-
sekvenser i sammenstilling med HPV 16 eller HPV 18 referansegenom. Likevel ble alle tre
blandingsprevene genotypet som bade HPV 16 og HPV 18, og prgvene med 100 % HPV 16
0g 100 % HPV 18 ble bare genotypet som den gjeldende genotypen. Genotyping ble gjort ved
sammenstilling mot referansegenom. Dette forekommer av Tabell 6.

Tabell 6: Resultatene for sammenstilling av blandingsprgvene med HPV 16 og HPV 18, til referansegenom (HPV 16
genbanknummer: K02718, HPV 18 genbanknummer: X05015). Sammenstillingsraten viser prosentandelen av det totale

antallet sekvenser i hver prgve, som lot seg sammenstille med referansegenomet for HPV 16 og HPV 18. Alle prgvene er
preparert slik som beskrevet i protokollen til KAPA protokollen.

Rate (%) for sammenstilling
med referansegenom

Prove Totalt antall MiSeq- HPV16 HPV18
leste sekvenser

HPV 16 80924 4,81 -

75 % HPV 16, 25 % HPV 18 84854 0,28 0,05

50 % HPV 16, 50% HPV 18 92351 0,43 0,14

75% HPV 18, 25 % HPV 16 109643 0,23 0,13

HPV 18 91314 - 1,94
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3.4.2.2 Optimalisert protokoll for KAPA BIOSYSTEMS HyperPlus Kit 500 bp

Darlig utbytte ved bruk av standardprotokollen til KAPA farte til et behov for a forbedre
protokollen. Med optimalisert protokoll for HPV 16 ble totalt antall parvis DNA-sekvenser fra
MiSeq pa 1 305 300, hvorav 79 % (1 024 572 sekvenser) ga likhet med HPV 16
referansegenom (genbanknummer NC_001526,4). Tilsvarende ga pregven med HPV 18 et
totalt antall DNA-sekvenser pa 1 577 242, hvorav 48 % (750 930 sekvenser) ga likhet med
HPV 18 (genbanknummer NC_001526,4). DNA-sekvensene som ikke lot seg sammenstille
med hverken HPV 16 eller HPV 18 ga i stor grad signifikante treff som bakteriofag PhiX ved
nukleotid BLAST-sgk. DNA av PhiX er inkludert i sekvenseringen av tekniske arsaker, se
avsnitt 4.4.

3.5 Sammenlikning av metodene

Resultatene fra HPV-deteksjon i blandingsprever av HPV 16 og HPV 18, analysert med de 4
ulike analysemetodene som inngikk i oppgaven er sammenstilt i Tabell 7. Dataene viser at
smeltepunksanalyse kan pavise bade HPV 16 og HPV 18 ned til 10 %. Luminex-analysen
klarer & pavise HPV 16 ned til 0,1 % og HPV 18 ned til 1 %. Mellom disse intervallene klarer
bade smeltepunkt- og Luminex-analysen a pavise bade HPV 16 og HPV 18. Sanger-
sekvensering gir lesbar sekvens for HPV 16 ned til 75 % og HPV 18 kun ned til 99 %. Videre
klarer ikke denne metoden & pavise blandinger av HPV 16 og HPV 18 og detekterer dermed
ikke noen av genotypene i pravene med mellom 50 % og 10 % HPV 16. Bade Luminex-
analyse og Sanger-sekvensering viser bedre deteksjon av HPV 16 enn HPV 18. NGS klarte &
detektere bade HPV 16 og HPV 18 i blandinger med 75 %, 50 % og 25 % av begge
genotypene. Dette pa tross av at en sveert lav andel av de genererte sekvensene var mulig a
sammenstille med referansegenomene. Prgvene som er markert gratt i kolonnen for NGS ble
ikke genotypet med denne metoden, grunnet tidsmangel.
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Tabell 7: Sammenlikning av de forskjellige metodene sine muligheter for HPV-deteksjon i blandingsprever med HPV 16 og
HPV 18. DNA-Smeltepunktsanalyse paviser bade HPV 16 og HPV 18 ned til 10 %. Luminex-analyse paviser HPV 16 ned til
0,1 % og HPV 18 ned til 1 %. Sanger-sekvensering paviser HVP 16 ned til 25 % og HPV 18 ned til 99 %. Denne metoden

paviser ikke multiple infeksjoner. NGS paviste bade HPV 16 og HPV 18 ved 25 %, 50 % og 75 % av begge genotypene, samt
pravene med 100 % av hver genotype. Prgvene som er merket i gratt ble ikke sekvensert pa NGS, grunnet tidsmangel.

Prave Smeltepunktsanalyse Luminex- Sanger- NGS
analyse sekvensering

16 HPV 16 HPV 16 HPV 16 HPV 16

99,99 % 16 HPV 16 HPV 16 HPV 16

99,9 % 16 HPV 16 HPV 16 HPV 16

99 % 16 HPV 16 HPV 16/18 HPV 16

90 % 16 HPV 16/18 HPV 16/18 HPV 16

86 % 16 HPV 16/18 HPV 16/18 HPV 16

80 % 16 HPV 16/18 HPV 16/18 HPV 16

75 % 16 HPV 16/18 HPV 16/18 HPV 16 HPV 16/18

50% 16 HPV 16/18 HPV 16/18 HPV 16/18

75 % 18 HPV 16/18 HPV 16/18 HPV 16/18

80 % 18 HPV 16/18 HPV 16/18

86 % 18 HPV 16/18 HPV 16/18

90 % 18 HPV 16/18 HPV 16/18

99 % 18 HPV 18 HPV 16/18 HPV 18

99,9 % 18 HPV 18 HPV 16/18 HPV 18

99,99 %16 HPV 18 HPV 18 HPV 18

18 HPV 18 HPV 18 HPV 18 HPV 18

Resultatene fra pavisning av HPV i urinprgver omfatter kun Sanger-sekvensering og
Luminex-deteksjon. Dette ettersom det var svaert vanskelig & genotype HPV med
smaltepunktsanalyse, og at tiden for denne oppgaven ikke strakk til for & sekvensere
urinprgvene med NGS. Luminex-deteksjonene utfart med og uten SYTO®9, paviste flest
HPV-infeksjoner i sistnevnte analyse. Dermed ble kun disse resultatene benyttet for
sammenlikning med resultatene fra Sanger-sekvensering (Tabell 8).

Luminex-analysen paviser mer enn én HPV-genotype i 90 % (18/20) av urinprgvene, mens
Sanger-sekvensering med pafglgende nukleotid BLAST-sgk ikke klarte & pavise multiple
infeksjoner. Luminex-analysen paviste infeksjon av en eller to genotyper i 40 % (8/20) av
urinprgvene, hvorav Sanger-sekvensering paviste infeksjon av én genotype i alle prgvene.

Luminex paviste 3 genotyper i 25 % (5/20) av prgvene, hvorav Sanger-sekvensering og ga
signifikant treff for én genotype i 60 % (3/5) av prgvene. Videre paviste Luminex-analysen
infeksjoner av 4, 5 eller 6 forskjellige genotyper i 30 % (6/20) av prgvene, hvor Sanger-
sekvensering ga signifikant treff med kun én genotype i 67 % (4/6) av tilfellene. Luminex-
analyse viste at urinprgve K6 var infisert med 9 genotyper, hvor ingen ble detektert ved
Sanger-sekvensering og nukleotid BLAST-sgk (Tabell 8). Dette viser at ved flere HPV-
infeksjoner paviser Sanger-sekvensering kun én genotype eller gir uleselig DNA-sekvens.
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Tabell 8: Resultat av hvilke HPV-genotyper som ble detektert i de to forskjellige testene. | Luminex-analysene er svakt
positive resultater utelatt. | motsetning til Tabell 5 er preve K1 og K13 inkludert i denne tabellen, ettersom forskjellen
mellom de to Luminex-analysene ikke har noe pavirkning i denne sammenlikningen. Av samme grunn er HPV 58 i urinprave
K19 og HPV 33 i urinprgve K20 inkludert.

Urinprgve nr. Luminex uten SYTO®9 Sanger-sekvensering

K1 16, 51, 82 56
K2 70, 90 90
K3 16, 31, 42, 89 16
K4 18, 81, 90 Uleselig sekvens
K5 18, 81, 89 18
K6 16, 30, 45, 52, 40, 72, 82,90,91  Uleselig sekvens
K7 11, 66 11
K8 51, 82, 89, 91 51
K9 16, 6, 40, 81, 91 Uleselig sekvens
K10 16, 18, 31 Uleselig sekvens
K11 16 16
K12 42,81 81
K13 11, 39, 40, 52, 66 66
K14 16, 73 16
K15 83,91 83
K16 16, 51 51
K17 16 51
K18 6, 16, 87 16
K19 43, 58, 81, 87,91 81
K20 33,51, 67,91 Uleselig sekvens
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4 Diskusjon

Ettersom livmorhalskreft og annen HPV-relatert kreft kan forebygges ved vaksinasjon, er det
viktig med gode systemer og analysemetoder for overvaking av effekten av HPV-
vaksinasjonsprogram. Som forklart i avsnitt 1.1.2 tar det gjennomsnittlige mellom 5 og 10 ar
fra initial HPV-infeksjon til utvikling av forstadiene til livmorhalskreft og opptil flere tiar for
utvikling av livmorhalskreft. Dette gjer det vanskelig a undersgke hvorvidt HPV-vaksinen har
fort til lavere andel HPV-assosiert kreft. Dermed er det bestemt & overvake epidemiologien av
HPV i befolkningen, som et resultat av innfgringen av vaksinene. Ettersom de forskjellige
vaksinene beskytter mot forskjellige genotyper (avsnitt 1.1.4) er det vesentlig at metodene
som benyttes viser god sensitivitet for genotyping. | denne oppgaven har jeg derfor
sammenlignet molekyleere metoder for genotyping av HPV, spesielt med tanke pa muligheten
for & pavise multiple infeksjoner.

For den nasjonale HPV-overvakningen har resultatene for den epidemiologiske forandringen
blitt sveert komplekse. Som beskrevet i avsnitt 1.1.4 ble de ferste kullene som mottok vaksine
mot viruset tilbudt Gardasil®. | senere tid har bade jenter i syvende klasse og kvinner i
opphentingsprogrammet blitt tilbudt Cervarix®. Fra hgsten 2018 blir gutter i syvende klasse
tiloudt Cervarix ®. Ettersom innfgringen av vaksinen varierte i tid for de forskjellige
gruppene i befolkningen, samt at vaksinene beskytter mot forskjellige genotyper og har
forskjellig kryssheskyttelse er det vanskelig & bestemme den direkte effekten av de to
vaksinene. Midlertidige resultater (ikke publisert) viser ogsa en flokkbeskyttelse, slik at ogsa
den uvaksinerte delen av befolkningen har lavere andel HPV. Dette bidrar ogsa til & gke
kompleksiteten for & male effekten av vaksinene. Resultatene av overvakningen ma dermed
modelleres.

Utgangspunktet for overvakningen av HPV er urinprgver, donert av kvinner i alderen 17 ar.
Det er utfordrende a undersgke HPV i urin, da prgvene kan gi falske negative resultater av
flere grunner. Kvinnene oppfordres til 4 levere en «farste-strale-urinprgve», samt a sende
prgvene til analyse direkte etter pravetaking. Likevel kan senere urinstraler ha blitt samlet,
som farer til et lavt celletall i pragven. Videre kan pravene ha blitt oppbevart i romtemperatur
over lengre perioder, slik at arvematerialet til HPV degraderes. Lite HPV kan gi stokastisk
variasjon mellom parallelle analyser av samme urinpreve, noe som er en kjent utfordring i
arbeid med HPV spesielt fra urin, men ogsa i arbeid med cellepraver til klinisk diagnostikk
[19, 51, 52].

Det er kjent at HPV-analyser basert pa DNA isolert fra urinpraver, paviser ferre infeksjoner
sammenliknet med diagnostikk basert pa cellepraver fra livmorhalsen [7, 32, 52, 53].
Undersgkelser av urinpraver fra 385 tilfeldige Skotske kvinner pa 21 ar, viste HPV i 32 % av
prgvene. Samtidig ble det estimert, basert pa celleprgver fra livmorhalsen, at 49 % av 20-
aringene i landet var infisert med HPV [52]. Prevalensforskjellen kan forklares med et lavere
antall HPV-kopier tilstede i urin, sammenliknet med celleprgver fra vev. Resultatet fra
Skottland kan tolkes som at de detekterte HPV-infeksjonene i urinprgvene i denne oppgaven
trolig er et underestimat av den faktiske HPV-prevalensen. Likevel regnes urin som et
akseptabelt prevemateriale for overvakningsarbeid, gitt at analysemateriale er det samme for
alle prevegruppene hvor endring studeres.
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4.1 MGP PCR og DNA-smeltepunktsanalyse

| denne oppgaven ble bruk av PCR og DNA-smeltepunktanalyse for genotyping vist som
uegnet ettersom mange av genotypene har sveert lik smeltetemperatur. I tillegg hybridiserer
MGP-primerne med gDNA og gir biprodukt med en smeltetemperatur pa bade 71,5 °C og
79,8 °C (Figur 18), noe som er midt mellom smeltetemperaturen til amplikonet av flere HPV-
genotyper. De negative kontrollene viser at MGP-primerne ogsa danner primer-dimer som er
uheldig for reaksjons effektivitet. Bade primernes hybridisering med gDNA og primer-dimer
dannelse kan gi feiltolkninger ved bestemmelse av genotypene. Likevel kan PCR med
pafalgende smeltepunktsanalyse i motsetning til konvensjonell PCR, brukes til & direkte
pavise hvorvidt urinpraven er positiv for HPV eller ikke. Pa denne maten kan negative praver
utelukkes fra videre analyser for genotypekarakterisering. For overvakningsarbeidet kan dette
bidra til & senke antallet praver som ma genotypes.

Det bar ogsa stilles sparsmal til lengden pa DNA-sekvensen til HPV MGP-amplikonene.
Figur 23 viser at amplikonet er i underkant av 150 bp langt og Figur 25 viser at det samme
amplikonet er omkring 180 bp langt. Dette pa tross av at utgangsmaterialet for begge
reaksjonene er de samme HPV-plasmidene som videre er amplifisert med de samme
primerne, under de samme betingelsene. En forklaring pa dette kan veere uspesifikk stige i
BioAnalyzer-instrumentet.

En generell utfordring med multipleks PCR er den konkurrerende effekten mellom alle
primerne. For HPV-genotyping ble primerne designet til & hybridisere til forskjellige
genotyper (avsnitt 2.2.1) [54]. Dette kan fgre til at enkelte av primerne hybridisere bedre med
enkelte genotyper enn andre, slik at ikke alle genotyper amplifiseres med samme effektivitet.
A innga slike «kompromiss» pa primersekvensene kan dermed resultere i falske negative
prgvesvar [55-57]. Dette kan muligens sees i denne oppgavens deteksjonen av HPV 33 som er
rapportert til a veere en av de fem mest vanlige HPV-genotypene i livmorhalsen til europeiske
kvinner [19]. Det er derfor oppsiktsvekkende at denne genotypen bare er pavist én gang
(urinprgve K20 analysert uten SYTO®?9) i de 20 urinprgvene analyser i denne oppgaven.
Samtidig er det kjent at DNA-sekvensene i MGP-primerne har flere ulikheter sammenliknet
med DNA-sekvensen til L1-genet av HPV 33. Lav deteksjon av HPV 33 kan dermed skyldes
designet av primerne. Resultatene stemmer overens med tidligere forskning [19]. Videre er
PCR-amplifisering av virus utfordrende ettersom virus ofte kan mutere sitt genom. Flere slike
punktmutasjoner er beskrevet for HPV samtidig som mange forskjellige subtyper av hver
genotype er kjent [57-59]. Endringer i virusets nukleinsyresekvens for L1-genet kan medfare
at MGP-primerne hybridiserer darligere. Slike mutasjoner kan ogsa fare til at primerne ikke
lengre er tilstrekkelig komplementzare til virusets genom, slik at amplifisering av HPV ikke
lar seg gjare. Dette farer til et falske negative resultater. | tillegg peker uspesifikk
hybridisering av MGP til gDNA (Figur 18) i retningen av at relative mengder gDNA kan gi
negative utslag pa deteksjonen av HPV, noe som stemmer med tidligere forskning [19, 58].

Bruk av konsensusprimere i en konkurrerende PCR-reaksjon kan ogsa fgre til en maskerende
effekt av enkelte genotyper. Med dette menes at ved multiple infeksjoner detekteres kun de
genotypene som er av overvekt i prgven eller har mest effektiv primerhybridisering.
Genotypene som er lavere representert eller har lavere effektivitet i primerhybridisertingen vil
ikke hybridisere med primerne og dermed ikke bli pavist (blir maskert av andre genotyper).
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Ved infeksjon av bare én genotype vil denne genotypen bli pavist, uavhengig av hvilken
genotype og mengde HPV som er tilstede i preven. Dette fordi den ene genotypen ikke
konkurrerer med andre genotyper om et utvalg primere. Innfgring av vaksinasjon mot HPV
vil trolig tilneermet eliminere HPV 16 og HPV 18 fra den norske befolkningen. Dermed vil
genotyper som tidligere ikke har blitt pavist grunnet maskerende effekter av HPV 16 og HPV
18, muligens pavises i undersgkelser av vaksinerte kvinner. Dette kan gi inntrykk av en
gkning i mengde av enkelte genotyper. Derimot er andelen infeksjoner av disse tidligere
maskerte genotypene uendret mellom de to undersgkelsesgruppene, men pavisningen har blitt
bedre grunnet eliminering av HPV 16 og HPV 18. Dette kan gi store systematiske utslag i
overvakningen.

4.2 Luminex-hybridisering

Luminex-analysen av blandingsprgvene med HPV 16 og HPV 18 viser best deteksjon av
farstnevnte genotype. Den svake pavisningen av HPV 18, kan muligens forklares med den
konkurrerende MGP PCR-reaksjonen som ser ut til & gi noe bedre amplifisering av HPV 16
sammenliknet med HPV 18 (Figur 17).

| resultatet av de to Luminex-analysene med og uten SYTO®9 viser bare 44 % av
urinpravene likhet. Ved utelukkende a vurdere positive resultater paviser analysen uten
SYTO®?9 22 % flere HPV-infeksjoner enn analysen med SYTO®9. Ved inkludering av svakt
positive resultater paviser analysen uten SYTO®9 13 % flere infeksjoner (Tabell 4). Bruk av
SYTO®?9 gker bakgrunnsstayen av det fluoriserende signalet, som kan gjere det vanskeligere
a skille negative og positive resultater. Pa den andre siden, bestemmes deteksjonsgrensene ut
fra MFI til de negative kontrollene i hver analyse. Disse kontrollene er ogsa amplifisert med
SYTO®?9 og det forventes derfor at de skal ha en bakgrunnsstay som gker proporsjonal med
gkningen i bakgrunnsstgyen til de resterende prgvene. Dette tyder pa at SYTO®9 ikke
pavirker resultatene. Likevel bgr bglgelengden til alle fluoroforene i reaksjonen diskuteres.
SYTO®9 bundet til DNA eksiteres ved en bglgelengde pa 485 nm, begge fluoroforene pa
kulene i Luminex-instrumentet eksiteres ved 635 nm og reportermolekylet i Luminex
eksiteres ved 532 nm (avsnitt 1.2.2). Ettersom SYTO®?9 eksiterer ved lavere bglgelengde enn
begge alle tre fluoroforene i Luminex, er det grunn til & tro at SYTO®?9 ikke pavirker
resultatene fra Luminex-analysene. Derimot har disse bglgelengdene glidende overganger
som kan pavirke hverandre. Ettersom Luminex-analysen med SYTO®?9 paviste betraktelig
feerre infeksjoner enn analysen uten SYTO®S, er det grunn til & tro at fluoroforet har en
infererende effekt pa Luminex-metoden.

Likevel er det vanskelig & fastsla hvorvidt alle forskjellene i de to Luminexanalysene i denne
oppgaven er grunnet SYTO®?9. Varierende primer- og probehybridisering kan ogsa ha
pavirket resultatet. Eksempelvis kan kysshybridisering mellom prober ha forekommet i
urinpreve K8, hvor analysen uten SYTO®9 paviser bade HPV 51 og HPV 82. Derimot er den
samme urinprgven analysert med SYOT®?9 negativ for HPV 82 (Tabell 5). Tidligere
forskning har vist at proben for HPV 82 kan krysshybridisere med HPV 51, som kan veere
forklaringen pa de forskjellige resultatene for denne praven [24]. Videre er det ogsa kjent at
hgye konsentrasjoner av HPV 52 kan krysshybridisere med proben for HPV 66.
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Standardavviket mellom de negative kontrollene for HPV 16 amplifisert uten SYTO®9 var
lavere enn 5, og ble derfor justert til 5, slik som beskrevet i avsnitt 2.2.2. Dette ga en mye
hayere deteksjonsgrense for HPV 16. Ved slike tilfeller er det en gkt mulighet for at svakt
positive genotyper ikke skiller seg fra deteksjonsgrensen og dermed pavises som falske
negative resultater.

Pa tross av at prgvesvarene for HPV 33 analysert med SYTO®?9 er underestimert i denne
oppgaven, grunnet falskt negativt svar i MGP 2, gnsker jeg & kommentere disse resultatene.
Urinprgvene K7 og K15 viser tydelig hgyere MFI verdier for HPV 33 enn hva MGP 2 gjer
(data ikke vist). Dermed er disse to urinprgvene trolig falske negative resultater. Som tidligere
forklart har HPV 33 flere ulikheter i sekvensen sammenliknet med MGP primerne. Darlig
deteksjon av HPV 33, kan derfor skyldes darlig hybridisering mellom primer og HPV 33 L1-
genet. Det bagr ogsa nevnes at pa lik linje med primerhybridiseringen i MGP PCR, kan
virusgenomet muteres slik at probesekvensen ikke lengre er komplimenter til L1-genet.

4.3 Sanger-sekvensering

Pa samme mate som Luminex-resultatene viser nukleotid BLAST-sgk av DNA-sekvensene
fra Sanger-sekvensering bedre deteksjon av HPV 16 enn HPV 18 plasmidene. Igjen kan dette
muligens tilskrives bedre MGP-amplifikasjon av HPV 16 enn HPV 18 (Figur 17). Videre
viser nukleotid BLAST-sgk av DNA-sekvensene fra blandingsprgvene med HPV 16 og HPV
18, at metoden ikke klarer & pavise multiple infeksjoner (Tabell 7). Dette stemmer med
tidligere studie [60]. Analysen av urinprgvene viser at desto flere HPV-infeksjoner jo
vanskeligere er det for Sanger-sekvensering og nukleotid BLAST-sgk a pavise infeksjoner
(Tabell 8). Séledes et dette en lite egent metode for pavisning av HPV i dette materiale som
inneholder mye multiple infeksjoner. Derimot har metoden en stor fordel i at den ikke
benytter sekvensspesifikke prober for pavisninger. Dette gjgr at Sanger-sekvensering er
mindre sarbar for krysshybridisering mellom prober som kan gi falske positive svar. Ved a
ikke benytte prober er metoden heller ikke like sarbar for mutasjoner i DNA til HPV.

4.4 NGS

Sekvenseringen av HPV 16 og HPV 18 preparert med optimalisert KAPA-protokoll ga gode
resultater, hvor henholdsvis 1 024 572 og 750 930 sekvenser ble genotypet til HPV 16 og
HPV 18 ved sammenstilling mot gjeldende referansegenom. Dette viser et godt antall riktige
sekvenser, og denne metoden synes mulig & benytte i videre overvakning for HPV.

Videre ga mange av DNA-sekvensene fra pravene med HPV 16 og HPV 18 preparert med
optimalisert KAPA protokoll, treff som bakteriofag PhiX ved nukleotid BLAST-sgk. DNA av
PhiX inkluderes i NGS sekvenseringer i prgver med et lavt mangfold, noe som var tilfellet i
denne NGS-analysen. Dette for a gi presisjon i clustergjenkjenning. Videre brukes PhiX som
en kvalitetskontroll bade for sekvensering og sammenstilling. PhiX kontrollene skal ikke ha
indeksprimere tilsvarende prgvene og skal dermed kunne utelukkes fra dataanalysene. Det er
usikkert hvorfor PhiX genomet likevel ble gruppert sammen med prgvene. Det er ogsa grunn
til a tro at enkelte av de ukjente sekvensene er PCR artefakter og/eller kimere sekvenser. Ved
arbeid med beslektede mikroorganismer kan korte DNA-sekvenser settes sammen til nye
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sekvenser. Dette kan skje bade som en naturlig genomisk rekombinasjon og som et resultat av
PCR-mediert rekombinasjon [61]. Videre bgr det tas i betraktning at det adapterligerte
produktet har en starrelse pa omkring 300 bp. Korte sekvenser gir mindre informasjon per
sekvens og kan derfor gjgre det vanskeligere a sammenstille sekvensene. For & sammenstille
korte sekvenser kreves det derfor en hgy dekning av hver sekvens.

Optimaliseringen av KAPA protokollen viste at PCR-amplifisering av adapterligert HPV ga
gkning i konsentrasjon av amplikonet pa 180 bp, fremfor gkning av amplikonet pa 300 bp
(Figur 24). Dette er det to mulige grunner til: (i) Adapterne har festet seg til amplikonet pa
180 bp, men uten perfekt ligering og dermed gitt et for kort produkt eller, (ii) primerne i PCR-
reaksjonen har hybridisert til MGP-amplikonet, pa tross av at adapterne ikke er tilstede.

Analysene av urinprgvene preparert slik som beskrevet i protokollen til KAPA, viser darligere
resultater enn prgvene preparert med optimalisert protokoll. Den starste forskjellen mellom
disse to biblioteksprepareringene er rensing av MGP-amplikonet fgr endereperasjon og a-
haling, som ble utfert ved optimalisert protokoll, men ikke i normal protokoll. Det er ogsa
grunn til & anta at noe av HPV-amplikonet preparert med normal protokoll har forsvunnet i
renseprosessene. Blandingspravene av HPV 16 og HPV 18 med lavest konsentrasjon ble ikke
sekvensert pa NGS, grunnet tidsmangel. Dermed er det ikke mulige & sammenlikne
sensitiviteten til NGS, med de resterende metodene benyttet i oppgaven.

Videre har oppgaven vist at det er mulig & sette pa NGS adaptere ved bruk av PCR. En slik
metode er sveert mye billigere enn ligeringsbaserte metoder med kit kjgpt fra leverandar. For
overvakning av epidemiologisk endring i forekomst av HPV i den norske befolkningen er pris
en viktig faktor, ettersom mange titalls tusen urinprgver skal genotypes. En PCR basert
bibliotekpreparering er ogsa en mer effektiv metode, serlig med tanke pa tid og menneskelige
ressurser, sammenliknet med ligeringsmetoder slik som protokollen til KAPA. Likevel bar
metoden for PCR-basert bibliotekspreparering videreutvikles for ytterligere effektivisering.
Blant annet er det sveert tid- og ressurskrevende & fortynne alle amplikonene til 1x10® mellom
amplifiseringene, slik det ble gjort i denne oppgaven. Videre optimaliseringsarbeid av PCR-
reaksjonen med alle 3 primerparene til NGS biblioteket, kan gjgre det mulig a tilsette alle
primerparene i en og samme reaksjon. Ved bruk av PCR som metode for
bibliotekspreparering ma det tas i betraktning at innfaring av flere PCR reaksjoner gker
muligheten for systematiske amplifikasjonsfeil i DNA-sekvensene [47, 62].

4.5 Fremtidig arbeid

For genotyping av HPV i overvakningssammenheng, er PCR med konsensusprimere etterfulgt
av forskjellige metoder for probehybridisering, de mest brukte metodene [60]. Likevel, som
forklart ovenfor er konkurrerende PCR-reaksjoner med konsensusprimere slik som MGP
PCR-reaksjonen, utfordrende ved multiple infeksjoner. Resultatene peker i retning av at
enkelte genotyper amplifiseres mer effektivt enn andre genotyper.

Det er utviklet flere metoder for & unnga bruk av konsensusprimere og de omtalte ulempene
som de medfarer. Blant annet er det utviklet en metode for genotyping av HPV ekstrahert fra
urin, er bruk av qPCR med sekvensspesifikke prober til E6 eller E7-genene [63]. Som
tidligere beskrevet er E6 og E7-genene spesifikke for hver enkelt genotype, og kan derfor
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brukes til a skille genotypene. En slik qPCR-reaksjon behgver ett primerpar og en probe per
HPV-genotype. Reaksjonen vil dermed ikke vare konkurrerende for et begrenset utvalg av
primerpar, i samme grad som MGP-amplifisering er. En etablert gPCR metode utfarer syv
separate PCR-reaksjoner for kvantitativ undersgkelsen av 17 forskjellig genotyper, hvorav 12
er hgyrisikotyper [63]. Metoden gir ogsa mulighet for kvantifisering av mengde HPV DNA
tilstede i urinprgven. Starre mengder av virus kan vare en medvirkende faktor for utvikling
av livmorhalskreft [20, 21]. Enkelte studier mener L1-genet kan gdelegges ved integrering i
vertens genom [64]. Ved & benytte L1-genet for genotyping, vil slike tilfeller vise falske
negative resultater. Ved a benytte E6 og E7-genene unngas denne problemstillingen. Derimot
er det ikke forventet en hgy grad av integrerte HPV i urinprgvene som brukes for denne
overvakningen, ettersom HPV-positive 17-aringer trolig nylig er infisert. Samtidig er graden
av multipleksing i gPCR noe begrenset grunnet et lavt antall (4-5) fluoroforer som kan
detekteres av dagens PCR-instrumenter.

Flere rapporterer at NGS DNA-sekvensering gir de beste resultatene for HPV-genotyping [60,
61, 65]. Ettersom metoden ikke behgver sekvensspesifikke primere eller prober kan et
ubegrenset antall genotyper pavises og det er mulig & pavise nye og tidligere ukjente
genotyper. NGS viser ogsa bedre resultater for pavisning av svake positive praver [60]. Disse
fordelene vises blant annet i en studie av 104 urinprgver fra norske kvinner mellom 18 og 25
ar, hvor NGS paviste 247 HPV-infeksjoner, mens Luminex-hybridisering paviste 189
infeksjoner i de samme prgvene [19]. Som tidligere nevnt er deteksjon av HPV 33 ved bruk
av konsensusprimere og sekvensspesifikke prober utfordrende. Dette viser ogsa den nevnte
studien, hvor HPV 33 ble detektert 3 ganger av bade NGS og Luminex-hybridisering, i tillegg
til 12 deteksjoner gjort bare av NGS. Dette viser at bruk av sekvensspesifikke prober og
primere kan gi falske negative svar, ved darlig hybridisering. Ved a utelukke bruk av prober
utelukkes ogsa mulighetene for falske positive resultater som kan forekomme ved
krysshybridisering av prober.

Pa tross av NGS sin mange fordeler er de fleste benyttede NGS metodene for HPV-
genotyping basert pa en PCR-amplifisering av viruset, med konsensusprimere. Som tidligere
beskrevet er amplifisering med slike primere utfordrende, serlig i tilfeller med multiple
infeksjoner. Pa den andre siden kan sensitiviteten til NGS vere problematisk hvis metoden
ikke er amplikonbasert. Som en lgsning pa dette er isotermal helgenomamplifisering av HPV
ved rullende sirkelamplifisering (rolling circle amplification, RCA) brukt for & gke mengden
virus-DNA [66]. Metoden amplifiserer hele virusgenomet i ett amplifikasjonssteg hvor
temperaturen holdes konstant ved 30 °C. Dette gjores ved bruk av ®-29 DNA polymerase som
kan generere svert lange DNA-sekvenser samtidig som den har «trad-forskyvnings-aktivitet»
(strand displacement activity). Polymerasen amplifiserer HPV fra sveert korte primere (6
nukleotider) med helt tilfeldig DNA-sekvens. Primerne hybridiserer dermed til forskjellige
omréder spredt ut over hele HPV-genomet. Mengden DNA kan pa denne méten gke til 1x10’
ganger mer enn ved start. Ettersom metoden ikke benytter sekvensspesifikke primere,
amplifiseres alt DNA som er tilstede i pravematerialet. P denne maten kan et ubegrenset
antall forskjellige HPV-genotyper detekteres, inkludert tidligere ukjente genotyper. Metoden
er benyttet for amplifisering av HPV ved flere studier, etterfulgt av genotyping med gnsket
metode [57, 67, 68]. Blant annet er genotyping av disse isotermale produktene utfert ved bruk
av Luminex-hybridisering, hvor det ble benytte to forskjellige genotypespesifikke prober per
kule [57]. Pa denne maten ble antallet falske negative resultater grunnet darlig hybridisering
til probene reduserte. Ved a bruke prober som hybridiserer til forskjellige steder pa genomet,
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er Luminex-metoden ogsa mindre sensitiv for mutasjoner i DNA. Videre har det blitt utfart
NGS pa HPV amplifisert med RCA og isotermale ®-29 DNA polymerase [68]. Pa den andre
siden ma det tas i betraktning at helgenomamplifisering og sekvensering genererer sveert store
mengder data. Ettersom formalet til overvakningsprogrammet er a overvake forandringen i
HPV pa genotypeniva, behgves bare informasjon om de genene som kan benyttes for
genotyping. Dermed mener jeg analyse av hele virusgenomet krever mer ressurser enn hva
som er ngdvendig for & oppna malene til overvakningen.

For & estimere forandringene av HPV-genotypene i den norske befolkningen sammenliknes
urinprgver fra uvaksinerte kvinner, med urinprgver fra vaksinerte kvinner. Analysen av
urinprgvene fra uvaksinerte kvinner ble foretatt fgr innfgring av vaksinen i befolkningen.
Ettersom Luminex-metoden ble benyttet for genotypingen av HPV i urinpravene til de
uvaksinerte kvinnene, er dette en god grunn for a velge denne metoden ogsa for analyse av de
vaksinerte kvinnene. Bytte av metode krever at analysene som tidligere er utfert pa urinprever
fra uvaksinerte kvinner gjentas, eller at sammenlikning av gruppene gjgre ved matematiske
modelleringer.
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5 Konklusjon

Denne oppgaven har vist at DNA-smeltepunktsanalyse er uegnet for HPV-genotyping.
Derimot kan smeltepunktsanalyse benyttes for direkte pavisning av hvorvidt urinprgven er
positiv for HPV eller ikke. Videre har oppgaven vist at genotyping ved multiple HPV-
infeksjoner ikke er mulig ved Sanger-sekvensering. Luminex-analyse av HPV kan pavise
multiple infeksjoner. Pagaende arbeid ved FHI antyder derimot at den MGP PCR-baserte
Luminex-metoden har darlig reproduserbarhet. Derimot kan ikke dette konkluderes med
basert pa resultatene fra oppgaven, da for mange variabler er benyttet. NGS som
genotypingsmetode fungerte tilstrekkelig i denne oppgaven, men ettersom blandingspravene
med de svakeste konsentrasjonene ikke ble analysert er det ikke mulig & konkludere med i
hvilken grad metoden fungerer. For a kunne benytte PCR-basert bibliotekspreparering for
NGS behgves mer optimaliseringsarbeid. Bruken av MGP-primersett som ligger til grunn for
alle metodene i denne oppgaven er ikke optimal ettersom konkurrerende PCR-reaksjoner ved
multiple HPV-infeksjoner kan gi tilfeldig forekommende falske negative resultater. Det er
derfor viktig a definere hvilke genotyper det er gnskelig & overvake, da dette gir utslag for
valg av metode. Av de fire genotypingsmetodene benyttet i oppgaven ser NGS ut til & veere
den beste metoden for genotyping av HPV i prever med multiple infeksjoner. Likevel mener
jeg at for det nasjonale overvakningsprogrammet er gPCR med sekvensspesifikke prober for
E6 og E7-genene a anbefale, da det er et gnske om & unnga bruk av konsensusprimere. Den
metoden krever derimot at det overvakes for et lavere antall genotyper enn ved dagens PCR
0g Luminex-metode.
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Vedlegg

Vedlegg tabell 1 viser informasjon om DNA-sekvensen til L1-genet av HPV-genotypene i
MGP-kontrollene som ble benyttet i oppgaven. Tabellen viser hvilket virus, slekt og art som
ble benyttet og det tilhgrende genbanknummeret. Videre fremkommer arstallet for
innsendelse av DNA-sekvensen til det internasjonale referansesenter for HPV (IHPVRC),

Karolinska Institutt, Stockholm, Sverige.

Vedlegg tabell 1: Publisering av DNA sekvensen til L1-genet i HPV for genotypene som er benyttet som kontroller.

Virus Slekt  Art Genbank-  Dato for Innsendt av

nummer innsendelse
HPV6  Alpha Alpha-10 X00203 1984 L. Gissman [69]
HPV11 Alpha Alpha-10 M14119 1984 L. Gissman [70]
HPV16 Alpha Alpha-9 KO02718 1984 M. Durst og L. Gissman [71]
HPV18 Alpha Alpha-7 X05015 1984 M. Boshart [72]
HPV31 Alpha Alpha-9 J04353 1985 A. Lorincz [73]
HPV33 Alpha Alpha-9 M12732 1985 G. Orth [74]
HPV35 Alpha Alpha-9  X74477 1986 A. Lorincz [75]
HPV39 Alpha Alpha-7 M62849 1987 G. Orth [76]
HPV45 Alpha Alpha-7  X74479 1986 Z. Naghashfar [75]
HPV51 Alpha Alpha-5 M62877 1987 C. Crum [77]
HPV52 Alpha Alpha-9 X74481 1987 W. Lancaster [75]
HPV56 Alpha Alpha-6 X74483 1987 A. Lorincz [75]
HPV58 Alpha Alpha-9 D90400 1988 T. Matsukura [78]
HPV59 Alpha Alpha-7 X77858 1989 T. Matsukura [79]
HPV66 Alpha Alpha-6 U31794 1981 G. Orth (Delius,H., ikke

publisert)

HPV68 Alpha Alpha-7 X67161 1981 G. Orth [80]




Vedlegg figur 1 viser agarosegelbilde av MGP-amplikonene av HPV 16 og HVP 18
blandingspravene (Tabell 1). Alle HPV-amplikonene har et band i overknat av 150 bp. Prgven
med HPV 16 har i tillegg et band pa omkring 50 bp. Dette bandet viser likhet med bandt til
den negative kontrollen (dH20), som trolig er primer-dimer. Smeltepunktanalysen av HPV
16, HPV 18 og preven med 50 % av hver genotype samt den negative kontrollen (Figur 17)
viser god overensstemmelse med agarosegelen.
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Vedlegg figur 1: Agarosegelbilde av HPV 16 og HPV 18 blandingspravene, amplifisert med MGP. Total HPV konsentrasjon
er 2500 GEQ/uL i alle prgvene, men med varierende forhold mellom HPV 16 og HVP 18. Alle pravene viser et sterkt band i
overkant av 150 bp. Den negative kontrollen (dH20) viser dannelse av primer-dimer.

Vedlegg figur 2 A og B viser smeltepunktsanalysen for optimaliseringen HPV 18 amplifisert
med M13 hale-PCR. MgCI2 konsentrasjon er pa 2 mM, 3 mM og 4 mM og
primerhybridiseringstemperatur pa 59 °C. Vedlegg figur 2 C og D viser smeltepunktsanalysen
for optimalisering HPV 18 med M13 hale-PCR med primerhybridiseringstemepratur pa 55 °C,
59 °C og 64 °C og MgCl12 pa 3 mM. Alle smeltekurvene viser en «skulder» pa venstre side av
smeltekurven, som tyder pa at det er en ekstra sekvens i praven med lavere smeltetemperatur.
Trolig er dette enkelte av amplikonene som ikke har fatt M13-halesekvensen inkorporert.
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Vedlegg figur 2: Smeltepunktsanalyse for optimaliseringen av M13-hale PCR for HPV 18. A og B: 3 mM MgCl.. Grgnn kurve:
Primerhybridisering ved 55 °C, Ctpa 28,4 og St pa 79 °C og 80,9 °C. Rad kurve: Primerhybridisering ved 59 °C, C: p& 29,2 og St pa
79,2 °C og 80,8 °C. Bl& kurve: Primerhybridisering ved 64 °C, C+30,7 og St 79,2 °C og 80,9 °C. C og D:
Primerhybridiseringstemperatur pa 59 °C. Bla kurve: 2 mM MgCl2, C: pa 30,4 og St pa 78,6 °C og 80,2 °C. Ragd kurve: 3 mM MgClz, Ct
pa 29,2 og St pa 72,2 °C og 80,8 “C. Grgnn kurve: 4 mM MgClz, Ctpé 28,1 og St 81,2 “C. Oransje kurve: 5 mM MgClz, Ct pa 28 og St

pa 815 °C.
1]



Vedlegg figur 3 viser smeltepunktsanalyse for blandingspraver av HPV 16 og HPV 18,
amplifisert med M13-haleprimere. HPV 16 har Si-verdi pa 79,7 °C og HPV 18 pa 80,9 °C.
Alle pragvene viser smeltekurve i en eller begge av disse temperaturene. Alle prgvene har en
utflating pa venstre side av smeltekurven. Dette viser at ikke alle amplikonene har fatt
inkorporert M13-haleprimer og derfor har en kortere sekvens som medfgrer en lavere
smeltetemperatur.
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Vedlegg figur 3: Smeltepunktanalyse for M13-hale amplikonet av HPV 16 (red kurve) og HPV 18 (bla kurve), samt
blandinger av disse to genotypene (gra kurver) (Tabell 1). Gul kurve er negativ kontroll. Resterende balanseringsprever er
fremstilt i gratt. A: Amplifiseringskurvene hvor Ci-verdiene for HPV 16 og 18 er henholdsvis 27,5 og 27,1. Resterende praver
ligger mellom 27 og 27,6. B: HPV 16 har Stpa 79,7 °C og HPV 18 pa 80,9 °C, og alle blandingspravene har smeltekurve i en
eller begge av disse temperaturene.

Vedlegg figur 4 viser agarosegelbilde av HPV 16 og HPV 18 blandingspravene, amplifisert
med M13-haleprimere. Alle pravene mellom 10 % HPV 16 og 10 % HPV 18 (prgvenummer
5 til 13, Tabell 1) viser heterodupleks. Disse prgvene har et band som er noe lengre enn de
resterende prgvene. Dette forklares med at HPV 16 har hybridisert med HPV 18, grunnet like
primere. Den negative kontrollen dH2O viser ikke noe band.
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Vedlegg figur 4: Agarosegelbilde av HPV 16 og HPV 18 i blandinger (Tabell 1), amplifisert med M13-haleprimere. DNA
sekvensene er omtrent 200 bp lange. Alle prgvene mellom 10 % HPV 16 og 10 % HPV 18 viser heterodupleks.

Vedlegg figur 5 viser smeltepunktsanalyse (A) og agarosegelbilde (B) av urinprgvene
amplifisert med M13-haleprimere. Amplifiseringen er utfert med 3 mM MgCl. og 59 °C.
Analysen hadde to prever med H.O, begge merket med gule kurver i denne figuren. Den ene
av disse pravene er tidligere amplifisert med MGP og viser her to smeltetopper. St for
urinprgvene ligger mellom 79,6 °C og 82,2 °C. For HPV 16 er den 79,9 °C, for HPV 18 er den
81 °C, for gDNA 78,6 °C og for den positive prgven med dH»O er den 79,2 °C og 81 °C.
Vedlegg figur 5 B viser at alle urinprgvene har band pa omkring 200 bp. Praven med gDNA
ga et band pa omtrent 200 bp og ett pa rett over 100 bp. Den negative kontrollen viser et band
pa omtrent 100 bp. Denne prgven har tidligere blitt amplifisert med MGP, og viser derfor
annerledes resultater enn dH20 i Vedlegg figur 4.
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Vedlegg figur 5: Smeltepunktsanalyse (A) og agarosegelbilde (B) av MGP HPV-amplikonene fra de 20 HPV-positive kvinnene,
amplifisert med M13-haleprimere. A: Som positive kontroller er HPV 16 og HPV 18 benyttet, hvor fgrstnevnte er fremstilt med red
kurve og sistnevnte med bla kurve. St for HPV 16 er 79,9 °C og for HPV 18 er den 81 “°C. Videre er gDNA (10 ng/pL) fremstilt i
grann kurve, med St pa 79,2 °C og 841 “C. Videre fremstilles to forskjellige prever med dH20 i to gule kurver. Prgven med
smeltetopp (St 78,6 °C) er tidligere amplifisert med MGP. Den gule prgven uten smeltetopp er rent dH20.

B: Bandene til alle urinprgvene er omkring 200bp lange, med noe variasjon. Prgven med gDNA viser dannelse av biprodukt med ett
band pa omkring 200 bp og et pa omkring 100 bp. Dette stemmer overens med smeltepunktsanalysen for prgven. Prgven med dH20
er tidligere amplifisert med MGP og viser derfor et biprodukt pa omkring 100 bp. Den gule kurven uten St i smeltepunktsanalysen
er dessverre ikke inkludert i agarosegelen.

Vedlegg tabell 2 viser DNA-sekvensen til de 42 probene som ble benyttet i Luminex-
analysen, for spesifikk deteksjon av 37 forskjellige HPV-genotyper. HPV 35, HPV 58 og
HPV 68 har to forskjellige prober for best mulig deteksjon av virusene. Videre er
universalprobene designet for & detektere genotyper hvor det ikke er laget en egen probe.

Probene er mellom 17 og 22 bp lange og hybridiserer med den genotypespesifikke delen v
L1-genet til HPV.
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Vedlegg tabell 2: Probene benyttet i Luminex-hybridisering for spesifikk deteksjon av 37 forskjellige HPV-genotyper. To
forskjellige prober ble benyttet for HPV 35, HPV 58 og HPV 68. Universelle prober detekterte andre genotyper.

Probe ID DNA sekvens

6 5’amino-modified C12- TCC GTA ACT ACA TCT TCC A 3’

11 5’amino-modified C12- TCT GTG TCT AAA TCT GCT AC 3’
16 5’amino-modified C12- TAC CTA CGA CAT GGG GAG 3’

18 5’amino-modified C12- TGC TTC TAC ACA GTCTCCT 3’

26 5’amino-modified C12- GTA CAT TAT CTG CAG CATC 3’

30 5’amino-modified C12- TCT GCA ACC ACA CAA ACGTT 3’
31 5’amino-modified C12- GCA ATT GCA AAC AGT GAT AC 3’
33 5’amino-modified C12- TGC ACA CAA GTA ACT AGT GA 3’
35 5’amino-modified C12- CTG CTG TGT CTT CTA GTG A 3’

35 pos 6624:a 5’amino-modified C12- CTG CTG TGT CTA CTA GTG A 3’

39 5’amino-modified C12- TAC ATT ATC TAC CTC TAT AGA 3’
40 5’amino-modified C12- AGT CCC CCA CAC CAA CC 3’

42 5’amino-modified C12- GCC ACT GCA ACA TCT GGT G 3’
43 5’amino-modified C12- TCT ACT GAC CCT ACT GTG 3’

45 5’amino-modified C12- TAA TTT AAC ATT ATG TGC CTC 3’
51 5’amino-modified C12- TGC TGC GGT TTC CCC AA 3’

52 5’amino-modified C12- GAA TAC CTT CGT CAT GGC 3’

53 5’amino-modified C12- TGT CTA CAT ATA ATT CAA AGC 3’
54 5’amino-modified C12- CAC GCA GGA TAGCTTTAAT?Z

56 5’amino-modified C12- GAT GCA CGA AAA ATT AAT CAG 3’
58 5’amino-modified C12- TAT GCA CTG AAG TAA CTA AG 3’
58 6688a 5’amino-modified C12- TAT GCA CTG AAG TAA ATA AG 3’
59 5’amino-modifierad C12-AGA ATA TGC CAGACATGT G 3’
61 5’amino-modified C12- CCC TGT ATC TGA ATA TAA AGC 3’
66 5’amino-modified C12- CGT GAA ATC AAT CAATACCTTC?3’
67 5’amino-modified C12- CTA CAT ACA AAA ATG AAA AC 3’
68 (orth) 5’amino-modified C12- CTA CAT ACA AAA ATG AAA AC 3’
68 (ME180) 5’amino-modified C12-CTG AAT CAG CTG TAC CAA A 3’

69 5’amino-modified C12- CAT CTG CCA CTT TTA AACC 3’

70 5’amino-modified C12- TTT ACA TTG TCT GCC TGC A 3’

73 5’amino-modified C12- GTA TGC CAA CTC WAA TTT TAA 3’
74 5’amino-modified C12 -CAG ACT ACA AAC AAT ACATC3
81 5’amino-modified C12- GCT ACA TCT GCT GCT GC 3’

82 5’amino-modified C12- ACT CCA RCA AAC TTTAAGCAGT3’
83 5’amino-modified C12- TGC TGC TAC ACA GGC TAA 3’

86 5’amino-modified C12- ATT AGT GCC GCT ACC CAG AA 3’
87 5’amino-modified C12- CCA CTG AAT ATG ACC CCA 3’

89 5’amino-modified C12- AAT ACA GTT CTA CAC GCT 3’

90 5’amino-modified C12- CAC ATA CAA GGC TTC CAATT 3’
91 5’amino-modified C12- TAC CTA CTA CAT ATG ACA AC 3’
Universal 1 5’amino-modified C12- GiC ATG iiG ARG AAT ATGA 3’
Universal 2 5’amino-modified C12- GMC AYR CAG ARG AAT ATG A 3’

Vedlegg tabell 3 viser hvilke genotyper i MGP-kontrollene som ble pavist positive, svakt positive
eller negative. Ved 100 kopier/pL pavises to genotyper (HPV 33 og HPV 58) som negative. Ved 10
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kopier/uL pavises fire genotyper som negative og fire genotyper som svakt positive. Resultatene er fra
Luminex-anlysen med SYTO®9 i PCR mastermiksen.

Vedlegg tabell 3: Resultatene av MGP kontrollene analysert med Luminex-deteksjon. Ved 100 kopier/uL ga HPV 33 og
HPV 58 negative resultater. Ved 10 kopier/pL ga HPV 33, HPV 58, HPV 56 og HPV 68 negative resultater. | tillegg ga HPV
31, HPV 52, HPV 56 og HPV 35 svakt positive resultater ved 10 kopier/uL.

Navn HPV- Kopier/uL Kopier/PCR Negativ Svakt
genotyper positive

MGP-1 6,16,18,51 100 500

MGP-2 11,31, 33,58 100 500 33, 58

MGP-3 39, 45,52,56 100 500

MGP-4 35, 59, 66, 68 100 500

MGP-5 6,16,18,51 10 50

MGP-6 11,31,33,58 10 50 33,58 31

MGP-7 39,45,52,56 10 50 52, 56

MGP-8 35,56,6668 10 50 56, 68 35

Vedlegg tabell 4 viser DNA-sekvensene av HPV 16 og HPV 18 blandingsprevene (Tabell 1),
pavist med Sanger-sekvensering. Prgvene er amplifisert med MGP PCR og sens M13-
sekvenseringsprimere. DNA-sekvensen til i MGP er merket med understrek og M13-
haleprimerne er merket med fet skrift. Prevenummer 9 til og med 13 har muterte MGP og
M13-halesekvenser. Nukleotid BLAST-sgk av sekvensene paviste HPV 16 i prgvenummer 1
(100 % HPV 16) til og med prgve nummer 8 (75 % HPV 16). Videre ble HPV 18 pavist fra
prevenummer 17 (100 % HPV 18) til og med prgvenummer 14 (99 % HPV 18). Prgve
nummer 9 til 13 ga ikke treff med noen genotype med BLAST-sgk.
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Vedlegg tabell 4: DNA-sekvensen til prgvene med blanding av HPV 16 og 18 (Tabell 1), generert med Sanger-sekvensering.
De understrekede basene er MGP DNA sekvens og basene merket med uthevede skriften er M13 halesekvens.

Prave DNA sekvens
1-HPV 16 CGAACTGTTCTGACTACACGCAGTACAAATATGTCATTATGTGCTGCCATATCTACTTCAGAAACTACATATAAAA

ATACTAACTTTAAGGAGTACCTACGACATGGGGAGGAATATGATTTACAATTTATTTTTCCATCCAACGTCATGGT
CATAGCTGGTTTCCC

2 CGGATGCTTGTGAACTACACGCAGTACAAATATGTCATTATGTGCTGCCATATCTACTTCAGAAACTACATATAAA
AATACTAACTTTAAGGAGTACCTACGACATGGGGAGGAATATGATTTACAATTTATTTTTCCATCCAACGTCATGG
TCATAGCTGGTTTCCC

3 CGAAATGCGGTGGAACTACACGCAGTACAATATGTCATTATGTGCTGCCATATCTACTTCAGAAACTACATATAA
AAATACTAACTTTAAGGAGTACCTACGACATGGGGAGGAATATGATTTACAATTTATTTTTCCATCCAACGTCATG
GTCATAGCTGGTTTCCCAG

4 CAACTGTTGTGAACTACACGCAGTACAATATGTCATTATGTGCTGCCATATCTACTTCAGAAACTACATATAAAAA
TACTAACTTTAAGGAGTACCTACGACATGGGGAGGAATATGATTTACAATTTATTTTTCCATCCAACGTCATGGTC
ATAGCTGGTTTCCC

5 CGAACGCTGTGGAACTACACGCAGTACAATATGTCATTATGTGCTGCCATATCTACTTCAGAAACTACATATAAAA
ATACTAACTTTAAGGAGTACCTACGACATGGGGAGGAATATGATTTACAATTTATTTTTCCATCCAACGTCATGGT
CATAGCTGGTTTCCA

6 CGAAATGTGTGGTCTACACGCAGTACAATATGTCATTATGTGCTGCCATATCTACTTCAGAAACTACATATAAAAA
TACTAACTTTAAGGAGTACCTACGACATGGGGAGGAATATGATTTACAATTTATTTTTCCATCCAACGTCATGGTC
ATAGCTGGTTTCCACCA

7 CGACGGGGTGGACTACACGCAGTACAATATGTCATTATGTGCTGCCATATCTACTTCAGAAACTACATATAAAAA
TACTAACTTTAAGGAGTACCTACGACATGGGGAGGAATATGATTTACAATTTATTTTTCCATCCAACGTCATGGTC
ATAGCTGGTTTCCACCA

8 CGGCTGGGGTGGTCTACACGCAGTACAATATGTCATTATGTGCTGCCATATCTACTTCAGAAACTACATATAAAA
ATACTAACTTTAAGGAGTACCTACGACATGGGGAGGAATATGATTTACAATTTATTTTTCCATCCAACGTCATGGT
CATAGCTGGTTTCCACCA

9 GTCTGTGGAGGACTACCGCAGTACAATATGTCATTATGTGCTGCCATATCTACTTCAGAAACTACATATAAAAATA
CTAACTTTAAGGAGTACCTACGACATGGGGAGGAATATGATTTACAATTTATTTTTCCTTCCTCCGTCATGGTGAT
AGCTGGTTTCCACCA

10 GAGACTGTGGAGAACTACCGCAGTACAATATGTCATTATGTGCTGCCATATCTACTTCTGAAACTGCATATAATAA
TACTAACTTTTTTGAGTACCTACGACATGATGAGGAATAATATTTATTATTTATTTTTTTTTCCTCCGTCGTGGTGAT
CATTGGTGGCCACCA

11 GTCTGGTGTGGTCTAACGCAGTACAATATGTCATTATGTGCTGCCATATCTACTTCAGAAACTGCATATAATAATA
CTAACTTTTTTGAGTACCTACGACATGATGAGGAGGAATATTATTTATTTTTTTTTTTTCCCTCCGTCGTGGTGATA
ACTGGTGGCCACCA

12 TTGGCAGACTACCGCAGTACCAATTTGTCATTATGTTGCTTGCTACATCTACTCTCTGAACCTGGTAATATAATAGC
TACTTTTTTGAGCACCTTAGAAGAGATGTTGAGGAATATTATTTACTTTTTTTTTTTCCCTCCAACGTGGTGGTCAT
AGCTGGCCACCA

13 GCAGTTGCTGTCTACTGCAGTACAATTTGTCATTATGTGCTTGCTACATCTACTCCTGAACCTGGTATTATGATAGC
TACTTATTTGAGCACCTTAGAAGACATGTTGAGGAATATGATTTACTTTTTATTTTTCCCTCCAACGTGATGGTCAT
AGCTGGCCACCA

14 GACATGGGTGAACTACTCCAGGTACCAATTTAACATATGTGCTTCTACACAGTCTCCTGTACCTGGGCAATATGAT
GCTACCAAATTTAAGCAGTATAGCAGACATGTTGAGGAATATGATTTACAATTTATTTTTCCATCCAACGTCATGG
TCATAGCTGGTTTCC

15 GACTGTGGTGAACTACTCCAGGTACCATTTAACAATATGTGCTTCTACACAGTCTCCTGTACCTGGGCAATATGAT
GCTACCAAATTTAAGCAGTATAGCAGACATGTTGAGGAATATGATTTACAATTTATTTTTCCATCCAACGTCATGG
TCATAGCTGGTTTCC

16 GGGCTGGGGGTGGACTCCTCGAGGTTCCAATTTAACATATGTGCTTCTACACAGTCTCCTGTACCTGGGCAATAT
GATGCTACCAAATTTAAGCAGTATAGCAGACATGTTGAGGAATATGATTTACAATTTATTTTTCCATCCAACGTCA
TGGTCATAGCTGGTTTCC

17-HPV18 GGGCAGGGGTGAACTACTCGAGGTACCATTTAACAATATGTGCTTCTACACAGTCTCCTGTACCTGGGCAATATG
ATGCTACCAAATTTAAGCAGTATAGCAGACATGTTGAGGAATATGATTTACAATTTATTTTTCCATCCAACGTCAT
GGTCATAGCTGGTTTCCA
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Vedlegg tabell 5 viser DNA-sekvensen til de primersettene benyttet for PCR-basert
bibliotekpreparering for NGS. De uthevede basene i indeksprimerne er indeksene. For
amplifisering av HPV 16 ble indeksprimer S502 og N701 benyttet, for HPV 18 ble S503 og
N701 benyttet og for praven med 50 % v hver genotype ble S505 og N701 benyttet.

Vedlegg tabell 5: Primere benyttet for dannelse av PCR-basert NGS bibliotek av HPV-amplikon. De uthevede basene i
indeksprimerne er indeksene.

Primernavn DNA-sekvens 5°-3°
Leseprimer 1 TCGTCGGCAGCGTCACGTTGGATGTTTGTTAC
Leseprimer 2 GTCTCGTGGGCTCGGACGTTGGATGGAAAAATAAYTG

Indeksprimer S502 ~ AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCTCTCTATTCGTCGGCAGCGTC

Indeksprimer S503 ~ AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTATCCTCTTCGTCGGCAGCGTC

Indeksprimer S505 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGTAAGGAGTCGTCGG

CAGCGTC
Indeksprimer N701 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCGCCTTAGTCTCGTGGGCTCGG
P5 AATGATACGGCGACCACCGAGA
P7 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT

Vedlegg figur 6, 7 og 8 viser smeltepunktsanalyse av optimaliseringsreaksjonene for PCR-
basert bibliotekpreparering av HPV til NGS. Vedlegg figur 6 viser resultatene av
amplifisering av HPV-amplikon med leseprimerparet, hvor hybridiseringstemperatur for
primerparet var best ved 55 °C. Vedlegg figur 7 viser resultater fra amplifisering med
indeksprimere og Vedlegg figur 8 viser resultater fra amplifisering med P5/P7 primerparet.
For bade reaksjonene med indeks- og P5/P7 primerparet var optimal hybridiseringstemperatur
68 °C.
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Vedlegg figur 6: Smeltepunktsanalyse for amplifisering av HPV 16 MGP-amplikon, med leseprimerparet. Den
granne kurven viser forholdene som ble benyttet videre, Ct pa 21,9. Smeltepunktet for alle pravene ligger pa 80,4 °C.
BI& kurver er dH20.
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Vedlegg figur 8: Smeltepunktsanalyse for amplifisering av HPV 16 amplikon, med indeksprimere. Den grgnne kurven viser
forholdene som ble benyttet videre, Ct pa 22,7 og St pa 81,4 og 82,5. Bla kurver er dH20.
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Vedlegg figur 7: Smeltepunktsanalyse for amplifisering av HPV 16 amplikon, med P5/P7 primerparet. Den grgnne kurven
viser forholdene som ble benyttet videre, Ct pa 22,7. Smeltepunktet for alle provene ligger pa 82,7 °C. Bld kurver er dH20O.
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