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Sammendrag

Persisterende infeksjon med humant papillomavirus (HPV) kan fgre til utvikling av
celleforandringer i livmorhalsen og livmorhalskreft, som pa verdensbasis forarsaker
270 000 dgdsfall hvert ar. Innfgringen av screeningprogrammet i 1995 utgjorde en
nedgang i antall tilfeller av livmorhalskreft i Norge, der i underkant av 30 000 kvinner
far pavist celleforandringer og omlag 3000 blir konisert hvert ar. I mer enn 90 % av
tilfellene vil HPV-infeksjonen ga tilbake uten behov for behandling, men det er ikke
mulig a identifisere andelen av kvinner som kommer til & utvikle livmorhalskreft.
Resultatet er en overbehandling der mange av koniseringstilfellene kunne veert unngatt.
Identifisering av gode biomarkgrer for sykdomsprogresjon vil ha stort potensiale til a
optimalisere screening og behandling, og samtidig senke tallet av overbehandling, da
konisering kan medfgre komplikasjoner for kvinnen ved senere svangerskap. Det er
tidligere antatt at HPV ikke gar over i blodbanen, men flere studier har na vist at HPV-
DNA likevel kan detekteres i perifert blod. De fleste funn er gjort hos kreftpasienter og
det er tidligere antatt at pavisning av HPV-DNA i blod har sin opprinnelse fra kreftceller.
En nyere studie har derimot pavist HPV-DNA i plasma hos kvinner med nylig oppdagede

celleforandringer i livmorhalsen.

Hensikten med denne studien var & undersgke om tilstedevarelse og mengde av HPV-
DNA i serum korrelerer med lesjonsgrad i livmorhalsen, og dermed kan benyttes som en
potensiell biomarkgr for progresjon av dysplasi. Studien er basert pa analyse av
serumprgver fra kvinner henvist til gynekolog med unormale funn ved cytologisk prgve
fra livmorhalsen. Kvinnene som ble inkludert i denne studien ble pavist med HPV 16, 31
og/eller 45 i livmorhalsen, uavhengig av lesjonsgrad, samt kvinner med pavist
adenokarsinom in situ (ACIS), eller livmorhalskreft, uavhengig av HPV-type i
livmorhalsen (n=149). Det ble etablert metoder for ekstraksjon og pavisning far prgvene
ble screenet for ti HPV-typer med real-time PCR (qPCR) (6, 16, 18, 31, 33, 42, 45, 52, 58
og 73) og mer malrettet, for de mest karsinogene HPV-typene med droplet digital PCR
(ddPCR).

Resultatene viser at HPV-DNA kunne pavises i serum hos 1 av 159 (0,6 %) kvinner ved
hjelp av qPCR og 2 av 149 (1,3 %) med ddPCR. HPV-DNA kunne ikke detekteres i
serumprgvene fra kvinnene med ACIS eller livmorhalskreft. Resultatene fra denne
studien viser at det ikke foreligger korrelasjon mellom deteksjon og alvorlighetsgrad, og



viser at HPV-DNA i serum ikke ser ut til & veere egnet som biomarkgr for progresjon av
dysplasi i livmorhalsen. Mer kunnskap om HPVs tilstedeveaerelse i blodbanen er
ngdvendig for & kunne identifisere den optimale blodfraksjonen for deteksjon av HPV.
Deretter kan det avgjgres hvorvidt HPV-DNA i gjeldende blodfraksjoner kan benyttes
som en biomarkgr for a identifisere de kvinnene med dysplasi i livmorhalsen, som har

hgyere risiko til & utvikle livmorhalskreft.



Abstract

A persistent infection with human papillomavirus (HPV) may lead to the development of
dysplasia and cervical cancer, which causes 270 000 deaths worldwide yearly. The
introduction of a national screening program in 1995 in Norway led to a decrease in
number of cervical cancer cases, where close to 30 000 women are diagnosed with some
grade of dysplasia, and approximately 3000 undergo conization for cervical dysplasia
every year. In more than 90 % of the cases, the infection will regress without the need of
treatment, but it is not possible to identify which women among those with dysplasia
who actually will develop cervical cancer. This results in an overtreatment where many
conizations could have been avoided. Identification of biomarkers for progression could
have great potential to optimize screening and treatment, and simultaneously lower the
number of overtreatment, as conization can cause complications for women in later
pregnancies. It has previously been assumed that HPV does not lead to viremia, but
several studies have shown that HPV-DNA can still be detected in peripheral blood. Most
of the positive findings have been made in cancer patients, and it is assumed that
detection of HPV-DNA in the bloodstream originates from cancer cells. A study, however,
has newly shown the presence of HPV-DNA in the plasma of women with a recent

history of cervical dysplasia.

The aim of this study was to investigate whether or not the presence and load of HPV-
DNA in the serum correlates with the severity of cervical dysplasia, and thus could be
used as a potential biomarker for progression. The study is based on the analysis of
serum from women referred to a gynecologist due to abnormal cytologycal findings in
their cervix. The women who were included in this study were positive for HPV 16, 31
and/or 45 in the cervix, regardless of the grade of dysplasia. Methods of extraction and
detection were established before samples were screened for a panel of ten HPV-types
(6, 16, 18, 31, 33, 42, 45, 52, 58 and 73) with real-time PCR (qPCR), and for the most
oncogenic types with droplet digital PCR (ddPCR).

The results indicate that HPV-DNA could be detected in serum in 1 of 159 (0,6 %)
women using qPCR and 2 of 149 (1,3 %) with ddPCR. HPV DNA could not be detected in
serum samples from women with ACIS or cervical cancer. The results of this study
indicate that there is no correlation between detection and the severity grade suggesting

that HPV-DNA in serum is not suitable as a biomarker for progression of cervical
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dysplasia. However, more knowledge on the mechanisms for HPV's presence in the
bloodstream is necessary to identify the optimal blood fraction for the detection of HPV,
and determine whether HPV-DNA in current blood fractions can be used as a biomarker
to identify those women with cervical dysplasia who are at higher risk of developing

cervical cancer.
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AGUS
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Humant betaglobin

Hydrogenklorid
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Humant immunsviktvirus

Humant papillomavirus
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Hgygradig skvamgs intraepitelial lesjon
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Kilo barepar
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Mikro ribonukleinsyre

Messenger ribonukleinsyre (Budbringer RNA)
Nasjonalt senter for bioteknologi informasjon
Negativ for intraepitelial lesjon eller malignitet
Naturlig drepecelle

Negativ templat kontroll

Peripheral Blood Mononuclear Cells (Mononuklezere celler i perifert blod)
Polymerase kjede reaksjon

protein Retinoblastoma

Papillomavirus

Real-time PCR

Regional Etisk Komite

Revolutions per minute (Omdreininger per minutt)
Residiverende respiratorisk papillomatose
Standardavvik

Sodium dodecyl sulfate (Natrium dodekyl sulfat)
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Nanogram
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1 Innledning

1.1 Opprinnelse av papillomavirus

Papillomavirus (PV) tilhgrer familien Papillomaviridae, en gruppe virus som infiserer
epitelceller i hud og slimhinner hos bade mennesker og dyr og stammer trolig fra
reptiler som levde for 350 millioner ar siden. Den evolusjonzre opprinnelsen av PV kan
spores tilbake til opprinnelsen av amniotene, og viruset har sannsynligvis utviklet seg i
takt med sine respektive verter. Dette har fgrt til en stor utbredelse av viruset, som i dag
er a finne hos bdde fugler, reptiler, pungdyr og pattedyr (figur 1). Forskjeller i
nukleotidkomposisjon av individuelle genotyper er generelt liten, noe som gjenspeiler
en lav mutasjonsrate hos viruset. PV er vertsspesifikke virus som ofte opptrer i en latent
livssyklus. De fordrsaker ofte kroniske lesjoner fremfor alvorlige sykdommer, noe som
oftest sees for virus som har gjennomgatt en langvarig utvikling i samvaer med sine

respektive verter. Enkelte PV gir ogsa symptomer og kan medfgre sykdom. 1-5
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Figur 1: Evolusjonzert tre, som viser papillomavirusets antatte oppstandelse og evolusjonzere utvikling i
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samver med verten. Papillomavirus er pavist hos alle arter vist med rgd tekst. Modifiser illustrasjon fra

Doorbar et al. 2015 3.



1.2 Humant papillomavirus

Over 200 ulike typer humant papillomavirus (HPV) er funnet til & smitte menneskers
hud og slimhinner. De fleste HPV-typer er ikke assosiert med sykdom, men
persisterende infeksjon med visse typer kan veere knyttet til utvikling av enkelte
kreftformer, der livmorhalskreft er den vanligste 3 6. Arsakssammenhengen mellom HPV
og livmorhalskreft ble fgrst erkjent sent pa 1970-tallet 7> 8. Pa verdensbasis registreres
rundt 530 000 tilfeller hvert ar ° og i Norge fikk 370 kvinner pavist livmorhalskreft i
2015 10, P3 verdensbasis dgr omlag 270 000 kvinner hvert ar av denne kreftformen, der
85 % av tilfellene forekommer i utviklingsland °. HPV er ogsa assosiert med kreft i hode
og halsregionen (tonsillekreft), samt kreft i vagina, vulva, penis og anus 11. Andre
sykdommer som forarsakes av HPV er Residiverende respiratorisk papillomatose (RRP)
12,13 Epidermodysplasia verruciformis (EV) 12 14 og Fokal epitelial hyperplasi 12, samt
vorter, derav bade papillomer og kondylomer # 12 15, Det er nylig blitt vist at HPV ogsa

kan veere assosiert med en bestemt type epilepsi hos barn 16.

HPV er sma, nakne viruspartikler som danner en mangekantet proteinkappe pa mellom
50 og 60 nm i diameter. Proteinkappen bestar av 72 kapsomer, der hver enkelt er bygget
opp av fem L1-molekyler. Partiklene bestar ogsa av et varierende antall L2 molekyler,
der kun den N-terminale delen av proteinet er eksponert ved overflaten. Virusets genom
bestar av sirkuleert dobbeltradet DNA pa rundt 8000 basepar (bp) og kan deles inn i tre
funksjonelle regioner, en ikke-kodende region (LCR) og 8 gener fordelt pa to kodede
regioner, tidlige (E) og sene (L) 34817 (figur 2).



Figur 2: Genomorganiseringen for Alfa pillomavirus. Genomet er pa rundt 8000 bp, og bestar av en
ikke-kodende region (LCR) og atte gener, som deles inn i tidlige (E) og sene (L). Pilene markerer
promotorenes posisjon og PAE/ PAL viser tidlig og sent polyadenyleringssignal. Illustrasjon fra Doorbar et

al. 2015 3.

De tidlige og sene genene hos viruset kan igjen deles i to grupper, der E1 og E2 sammen
med L1 og L2 utgjgr en gruppe av «kjernegener», som pa tross av variasjon i stgrrelse og
antall dpne leserammer (ORFs), er godt konserverte hos alle kjente typer av HPV. Dette
er gener som er involvert i replikasjon (E1 og E2) og pakking (L1 og L2) av genomet.
Disse genene har veert til stede under evolusjonen av PV og er derfor konservert i bade
sekvens og funksjon mellom ulike typer. Nar det gjelder de resterende genene (E4, ES5,
E6 og E7), sa er det stgrre diversitet mellom de ulike HPV-typene. Dette er gener som
har ulike funksjoner blant annet i regulering av cellesyklusen hos vertscellen,
immunregulering og frigjgring av viruspartikler. Sekvens og funksjon varierer mellom
ulike HPV-typer, men de koder alle for proteiner som generelt er involvert i 8 modifisere
det celluleere miljget for a tilrettelegge for virusets replikasjonssyklus og bidrar til

virulens og patogenese 3 18,

Genuttrykket hos HPV er tett assosiert med cellenes differensieringsstatus i det smittede
epitelet, der de tidlige genene (E-genene) uttrykkes i de basale delene av epitellaget,

mens de sene genene (L-genene) og E4 uttrykkes i de gvre delene av epitelet 1.

E6 og E7 er onkogener og deres uttrykk er assosiert med utvikling av kreft for noen
HPV-typer. Disse genene Kkoder for vekststimulerende proteiner og hemmer
tumorundertrykkende gener. De har utviklet seg for & lette virusets replikasjon i
stratifisert epitel, men de finnes ikke hos alle HPV-typer. Genproduktene utgjgr en stgrre

variasjon bade funksjonelt og pa aminosyreniva, enn hva som er tilfelle hos E1 og E2 2 17.

18,



1.2.1 Fylogeni og Klassifisering

Papillomavirus er hierarkisk klassifisert i genus, art og type basert pa nukleotidlikhet.
Klassifisering av PV baseres pa sammenligning av gensekvens i L1, der det ma veere
minst 90 % homologi mellom to sekvenser for at ulike PV klassifiseres som samme type.
Ulike genera deler mindre enn 60 % av nukleotidsekvensen i L1, i tillegg ma det veere 23
- 43 % homologi i hele genomet. Arter innen en genus har mellom 60 og 70 % homologi
i nukleotidsekvens i L1. Nomenklaturen for genusinndelingen er basert pa det greske
alfabetet, og PV er i dag inndelt i mange ulike genera. HPV er funnet hos fem av disse;
Alfa, Beta, Gamma, Mu og Nu. Gamma er den stgrste (80 typer) etterfulgt av Alfa (65),
Beta (51), Mu (3) og Nu (1). De HPV-typene av stgrst medisinsk betydning tilhgrer genus
Alfa PV, og Klassifiseres som hgyrisiko (HR) og lavrisiko (LR) basert pa deres

karsinogene egenskaper 1.2.4.6.20. HPVs fylogenetiske inndeling 21 er vist i figur 3.
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Figur 3: Fylogenetisk tre for humant papillomavirus. Treet viser fordelingen av HPV i 5 ulike genera;
Alfa, Beta, Gamma, Mu og Nu, basert pa homologi i L1. De ulike fargene representerer infeksjonsseter i
ulike organer, som vist gverst til venstre i figuren. De 12 HR-HPV er markert med svarte bokser. Det
fylogenetiske treet er fra 2012, og viser 148 typer. | dag er mer enn 200 HPV-typer funnet til & kunne

smitte epitelet i hud og slimhinner hos mennesker. Modifiser illustrasjon fra Ma et al. 2014 21,

4



1.2.2 Genital HPV-infeksjon

Genital HPV-infeksjon er den vanligste seksuelt overfgrbare infeksjonen blant kvinner.
10 % av befolkningen antas a veere smittet til enhver tid, samtidig som mer enn 70 % av
seksuelt aktive vil fa en HPV-infeksjon i lgpet av livet L 22, Mer enn 40 HPV-typer, som
alle tilhgrer genus Alfa PV, infiserer de genitale omradene, der slimhinnen i
livmorhalsen, vagina, vulva, anus og penis er utsatt 23. Av disse er det 12 typer som er
klassifisert som HR (HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, og 59); en type som
sannsynlig HR (HPV 68) og 12 typer som mulige HR (HPV 26, 30, 34, 53, 66, 67, 69, 70,
73, 82, 85, 97), med bakgrunn i deres karsinogene egenskaper. De gvrige genitale HPV,
deriblant HPV-typene 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 72, 81, 90 og 91 klassifiseres som LR
24,70 % av tilfellene av livmorhalskreft pa verdensbasis forarsakes av HPV 16 og 18 (55
og 16 %), etterfulgt av HPV 33, 45, 31 og 58. LR-HPV-typene 6 og 11 forarsaker 90 % av

anogenitale kondylomer 25 26,

HPV-infeksjon har hgyest prevalens blant unge kvinner 27. En norsk studie som
undersgkte insidens hos uvaksinerte jenter, viste at mellom 15 og 20 % av 17 aringene
og 45 % av 21 aringene som deltok i studien var positive for HPV i urin 28. Bade insidens
og prevalens av HPV-infeksjon ser ut til 3 synke med alderen. Det er likevel vist en
gkning i prevalens blant eldre kvinner (65 ar +), noe som kan blant annet kan skyldes
svekket immunforsvar, som potensielt fgrer til reaktivering av latente infeksjoner 27. 29,

Multiple infeksjoner med HPV detekteres hyppig 28 30,

Genital HPV smitter ved seksuell kontakt, bade ved samleie og bergring. Risikoen for
infeksjon gker med antall seksualpartnere og tidlig seksuell debutalder 27. 31, Perinatal
smitte av genital HPV er ogsa vist, der barnet kan smittes via fgdselskanalen, eller ved
vertikal smitte under svangerskapet. HPV er detektert i bade i placenta og
navlestrengsblod. En studie som har tatt for seg prevalens av HPV i livmorhalsen hos
friske gravide kvinner, viste at 5 % av spedbarna var positive for HPV, der fgdsel var
gjennomfgrt bade vaginalt og ved keisersnitt 32. HPV hos spedbarn kan ofte pavises i
nasofarynks aspirater og i munnens slimhinner, der infeksjon med HPV 6 og 11 kan fgre
til RRP med utvikling av papillomer ved strupehodet. I 1 % av tilfellene vil alvorlige

manifestasjoner i lungeparenkymet utvikles 13.



1.2.2.1 Lesjonsprogresjon

I mer enn 90 % av tilfellene vil en HPV-infeksjon ga i regress innen 24 maneder, men i
opptil 10 % av tilfellene kan infeksjonen vedvare og kan fgre til celleforandringer i
livmorhalsen. De fleste lesjoner i livmorhalsen gar tilbake av seg selv, men hos noen
kvinner vil de utvikle seg videre til kreft (figur 4). Fra en HPV-infeksjon etableres i
livmorhalsen til hgygradige celleforandringer kan detekteres vil det normalt ta mellom 7
og 15 ar. I enkelte tilfeller kan hgygradige celleforandringer utvikles i lgpet av fa
maneder, men invasiv kreft utvikles normalt over en lang periode via forstadier, hvor

det foregar en akkumulering av sekundzre genetiske endringer over tid 19 22,26,27,33,34
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Figur 4: Persistens og progresjonsrisiko ved HPV-infeksjon. Grafen til venstre viser en prosentvis
andel av HR-HPV-infeksjoner som i lgpet av de fgrste tre drene enten vil klareres, persistere, eller utvikles
til hgygradige celleforandringer. Grafen til hgyre viser andelen infeksjoner som vil videreutvikles til

livmorhalskreft, ved mangel av behandling [llustrasjon fra Schiffman et al. 2011 34.
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Celleforandringer graderes fra lavgradige til hgygradige og navngis basert pa funn ved
cytologi og histologi (tabell 1). Celleforandringer pavist ved celleprgve utfgrt ved
cytologisk undersgkelse betegnes som skvamgse intraepitele lesjoner (SIL), mens
celleforandringer pavist i vevsprgver ved histologisk undersgkelse klassifiseres som

Cervical intraepitelial neoplasier (CIN) 22 35,36,

CIN graderes etter alvorlighetsgrad fra CIN1 til CIN3, der CIN2/ 3 betegnes som alvorlige
forstadier til kreft 22,3536, 20 % av tilfellene av CIN1 vil utvikles til CIN2, rundt 30 % av
CIN2 tilfellene vil utvikles til CIN3, og uten behandling vil anslagsvis 40 % videreutvikles
til kreft 1°.

Tabell 1: Gradering av cytologi og histologi. Tabellen er utarbeidet fra kreftregisterets flytskjema for

masseundersgkelse mot livmorhalskreft og Pedersen et al. 3> 36,

Gradering av cytologi og histologi

Cytologi

NILM Negativ for intraepitelial lesjon eller malignitet
*ASC-US  Atypiske skvamgse celler av usikker betydning
*LSIL Lavgradig skvamgs intraepitelial lesjon

*ASC-H Atypiske skvamgse celler, kan ikke utelukke HSIL
*HSIL Hgygradig skvamgs intraepitelial lesjon

**AGUS Atypiske sylinder/ kjertelceller av usikker betydning
**ACIS Adenokarsinoma in situ

***Kreft Kreft

Histologi

Normal Uten paviste neoplastiske forandringer

CIN1 Cervical intraepitelial neoplasi grad 1
CIN2 Cervical intraepitelial neoplasi grad 2
CIN3 Cervical intraepitelial neoplasi grad 3
**ACIS Adenokarsinoma in situ

***Kreft Kreft

* Skvamgse celler representerer plateepitelceller. **Celleforandringer

i Sylinderepitelet. *** plateepitelkarsinom eller adenokarcinom



En persisterende HPV-infeksjon er en ngdvendig faktor for utvikling av livmorhalskreft,
men er ikke alene en tilstrekkelig darsak 17. Det finnes flere kofaktorer som pavirker
karsinogenesen, blant annet rgyking og langtidsbruk av hormonbaserte
prevensjonsmidler 151925, 26 ] tillegg er det vist at multippel HPV-infeksjon, koinfeksjon
med andre seksuelt overfgrbare agens, samt faktorer som pavirker immunresponsen,

ogsa kan veere risikofaktorer for kreftutviklingen 2.

Det finnes ingen malrettet behandling av infeksjoner med HPV, og alvorlige forstadier i
livmorhalsen fjernes ved kirurgisk behandling i en prosedyre kalt konisering. Ved
konisering fjernes en kjegleformet bit av livmorhalsen, med det omradet der infeksjonen

sitter 22,

[ 2009 ble den kvadrivalente HPV-vaksinen Gardasil innfgrt i barnevaksinasjons-
programmet. Denne gir beskyttelse mot smitte med HPV 16 og 18, samt
kondylomassosierte HPV 6 og 11. Det estimeres at denne vaksinen har potensiale til a
forebygge rundt 90 % av hgygradige celleforandringer forarsaket av HPV-type 16 og 18.
Selv med vaksinering vil screening fremdeles veere viktig for & forebygge kreft assosiert
med de HPV-typer som ikke er inkludert i vaksinen, og som forarsaker 30 % av alle
tilfeller av livmorhalskreft 37. 38, En nivalent vaksine; Gardasil®9, som beskytter mot flere
HPV-typer (6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52, 58) har nylig fatt markedsfgringstillatelse i
Europa, men er forelgpig ikke valgt i barnevaksinasjonsprogrammet i Norge 3°. Fra
hgsten 2017, i forbindelse med nytt flerarig anbud, vil den bivalente vaksinen Cervarix

gis i barnevaksinasjonsprogrammet. Denne beskytter mot HPV 16 og 18 39,40,



1.2.2.2 Screeningprogrammet i Norge

I Norge gjennomfgres det masseundersgkelse mot livmorhalskreft, der det
gjennomfgres en cytologi-basert screening av kvinner mellom 25 og 69 ar med tre ars
intervall. Det er om lag 70 % oppslutning om livmorhalsprogrammet, og det tas arlig
rundt 430 000 celleprgver, der i underkant av 30 000 far pavist celleforandringer. Ved
pavisning av ASC-US eller LSIL utfgres det en HPV-test direkte pa samme prgve
(reflekstesing), men dersom ASC-H eller HSIL pavises, henvises kvinnen til kolposkopi
med biopsi. Sistnevnte er ogsa tilfelle ved vedvarende LSIL eller persisterende HPV-
infeksjon, slik angitt i nasjonale retningslinjer (figur 5). Dersom histologisk

undersgkelse paviser CIN2/3, blir kvinnen som regel behandlet med konisering 36 41,

r
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Figur 5: Screeningprogrammet ved masseundersgkelsen mot livmorhalskreft. Cytologi-basert
screening av kvinner mellom 25 og 69 ar med tre ars intervall, samt oppfglgingsprogram ved funn av
celleforandringer eller uegnet prgve. Tettere oppfglging er anbefalt for kvinner i risikogruppen. *Ved
repeterte uegnede celleprgver er det anbefalt & henvise til gynekolog. **HPV-analyse utfgrt pa
vaeskebasert primaerprgve. Ved uegnet prgve tas ny celleprgve for cytologi og HPV-test i lgpet av 6-12

maneder. Flytdiagram laget etter mal fra Kreftregisteret 3°.



Bruken av HPV-test i screeningprogrammet ble endret i 2014. Tidligere ble ikke kvinner
HPV-testet umiddelbart etter pavisning av ASC-US/LSIL, men henvist til cytologi og
HPV-test etter 6-12 maneder (utsatt testing). Ved HPV positivitet og cytologigrad ASC-
US+ ble kvinnene henvist til kolposkopi med biopsi, i henhold til de eldre

retningslinjene. 41,

I Norge gjennomfgres det rundt 3000 koniseringer arlig, der kvinnenes medianalder
ligger pad 35 ar 41. Forekomsten av livmorhalskreft har gatt ned etter innfgring av
screeningprogrammet i 1995, men programmet innebaerer ogsa visse svakheter.
Utvikling av livmorhalskreft kan forekomme pa tross av tidligere rapporterte normale
funn ved cytologiscreening. Dette kan blant annet skyldes darlig prgvetakning med for
fa, eller ikke representative celler, eller det faktum at cytologisk vurdering gjgres visuelt
av ulike fagpersoner med ulik grad av erfaring. Ved biopsitakning kan det samtidig ogsa
hende at den aktuelle lesjonen ikke kommer med nar det ikke er noe synlig pa
kolposkopi 3¢ 38, Mellom 30 og 50 % av tilfellene av livmorhalskreft forekommer hos
kvinner som har fulgt screeningprogrammet og hatt normale celleprgver. Det er i tillegg
vanskelig a oppdage adenokarsinom med cytologibasert screening. Innfgring av
screening-programmet har ikke vist noen nedgang for denne kreftformen, som utgjgr 20
% av livmorhalskrefttilfellene 22. Det foregar nd en implementering av HPV-test i

primarscreeningen, som forventes d forebygge flere tilfeller av livmorhalskreft 41 42,

Til gjengjeld vil de fleste tilfeller av celleforandringer ga tilbake av seg selv. En
konisering av alle kvinner med CIN2/3 medfgrer derfor ogsa en behandling av kvinner
som ikke ville utviklet livmorhalskreft. Det er wuvisst hvor stor andel av
koniseringstilfellene som kunne vaert unngatt dersom en kunne skille lesjoner som vil
progrediere fra de som vil gd i regress, men Kreftregisteret anslar at mer enn 2200
arlige tilfeller representerer en overbehandling. Konisering kan forarsake redusert
fertilitet, senabort og prematur fgdsel. Risikoen for perinatal dgdelighet er ogsa stgrre,
sammenlignet med svangerskap hos kvinner som ikke er konisert 22 36, 38 Selv om
innfgringen av screeningprogrammet har bidratt til en nedgang i antall tilfeller av
livmorhalskreft, er det ikke mulig & skille kvinnene som kommer til a utvikle
livmorhalskreft fra de som har en infeksjon som vil g i regress basert pa morfologiske
undersgkelser eller HPV-test. Identifisering av gode biomarkgrer for sykdoms-

progresjon vil ha stort potensiale for a bedre treffsikkerheten av behandlingen 29 36,
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1.2.3 LivssyKklus og mekanismer ved karsinogenese i livmorhalsen

Virusets livssyklus og genuttrykk reguleres under celledifferensieringen i det smittede
epitelet. Malcellene i epitelet for HPV-smitte er de basale cellene, ettersom viruset er
avhengig av replikerende celler for a starte sin egen replikasjon 8 18, Viruset koder ikke
for noen replikaser og er derfor avhengig av vertscellens DNA polymerase, som kun
uttrykkes i proliferende celler. Det antas at viruset far tilgang til basalcellene via sma
rifter i epitelet, og spesielt stamcellene i det basale epitellaget er assosiert med langvarig
infeksjon og latens. Fornyelse av epitelet oppnds ved produksjon av celler som
prolifererer et begrenset antall ganger fgr de differensierer fra stamcellene. De
differensierte cellene skyves opp mot ytre del av epitelet av nye celler som produseres
pa undersiden, og nar de nar overflaten vil de gd inn i terminal fase. Epitelcellene i
transformasjonssonen mellom plateepitel og sylinderepitel i livmorhalsen er spesielt
utsatt for infeksjon, da viruset her far lettere tilgang til de basale cellene. I livmorhalsen
er bade cylinderepitelceller, cellene i squamocolumnar junction, de basale cellene i
transformasjonssonen mellom cylinder og plateepitel, samt basalcellene i plateepitel

mottagelige for HPV-infeksjon (figur 6) 317,18,

Virus Infection

Endocervix Transformation Zone Ectocervix

| Non-productive Infection Productive Infection

Figur 6: Malceller for HPV-infeksjon. En HPV-infeksjon kan oppstd enten i endocervix, i
transformasjonssonen eller i ektocervix, der ikke-produktive infeksjoner er vanligst i endocervix og
produktive infeksjoner oftest forekommer i ektocervix. De fleste tilfeller av livmorhalskreft utvikles i
transformajonssonen. Bade cylinderepitelceller, cellene i squamocolumnar junction, de basale cellene i
transformasjonssonen mellom cylinder og plateepitel, samt basalcellene i plateepitel er mottagelige for

HPV-infeksjon. Frie viruspartikler er vist som rgde prikker og de rgde pilene indikerer de ulike

infeksjonssetene. Modifisert illustrasjon fra Egawa et al. 2015 18,
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Nar HPV binder til malcellen vil partiklene tas sakte opp i cellen, en prosess som
innebeerer en serie av interaksjoner mellom virusets kapsidproteiner og flere reseptorer
pa celleoverflaten 19 43 44 Virusets primeere bindingsreseptor er Heparansulfat
proteoglykan (HSPG), men andre koreseptorer som a6-integrin og annexin A2-
heterotetramer er ogsa ngdvendige for cellesmitte, og er involvert i selve opptaket.
HSPG er en konservert reseptor som finnes pa overflaten hos de fleste celler, i tillegg til i
den ekstracelluleere matriksen (EMC) 1% 45, Virusets binding til reseptorene fgrer til
konformasjonsendringer i det virale kapsidet som er ngdvendige for infeksjon.
Konformasjonsendringer fgrer til eksponering av den N-terminale enden av L2-
proteinet som innehar et furin-klgyvingssete som er konservert blant alle HPV-typer.
Klgyving av L2 ved hjelp av furin medfgrer eksponering av tidligere skjulte deler av L1
som utgjgr bindingssete for en sekundaer reseptor. Affiniteten for HSPG senkes, noe som
resulterer i overfgring til den sekundzeere reseptoren, og pafglgende endocytisk opptak i

cellen 4446 (figur 7).
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Figur 7: HPVs binding til reseptorer og opptak i malcellen. HPV 16 overfgres til HSPG p& maélcellens
overflate via Laminin-322 i den ekstracellulere matriks. Under prosessen kan ulike celluleere
vekstfaktorer aktiveres av binding mellom viruset og HSPG, noe som igjen kan pavirke intracelluleere
signaler som er ngdvendig for infeksjon. Binding til reseptoren innleder samtidig konfirmasjonsendringer
i viruskapsidet, som gjgr det mulig for viruset a binde til a6 integrin og andre ko-reseptorer som leder til

virusets opptak i cellen via endocytose. Illustrasjon fra Raff et al. 2013 44,
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Avkapsling av viruset foregar i det sene endosomet, fgr L2-bundet genom frigjgres
omlag 10 - 16 timer etter opptak i cellen. For at viruset skal kunne replikere ma dette
L2-genomkomplekset tas opp i cellekjernen, en prosess som utfgres nar den smittede
cellen deler seg, og kjernemembran brytes ned under mitosen. Celledeling er dermed
ngdvendig for etablering av HPV-infeksjon med replikasjon og uttrykk av det virale

genomet 46,

Det gar lang tid fra viruset binder til cellen, til det virale genomet utrykkes. En HPV-
infeksjon inntreffer i omrader der det er oppstatt rifter eller skade i epitelet, noe som
oftest trigger vertens immunrespons. Det er spekulert i hvorvidt den forsinkede
infeksigse prosessen hvor oppstarten av virale genuttrykk utsettes, kan veere en
evolusjonzer utvikling av HPV for 4 unngd den innledende immunresponsen mot

infeksjonen 46,

[ det basale cellelaget er det kun de tidlige genene som uttrykkes. Replikasjonssyklusen
innledes med en fase der det virale genomet replikeres episomalt til et relativt lavt antall
(50-200 kopier/celle) inne i kjernen til proliferende celler. I denne prosessen er E1 og
E2 essensielle, der E1 er involvert i selve DNA-replikasjon, mens E2 er involvert bade i

replikasjon og i transkripsjonsregulering av de virale genene > 8 25,

Viruset ma aktivere cellesyklusen under differensiering av cellen, som en del av sin
livssyklus i epitelet. Nar de smittede cellene ndr det gvre epitellaget modifiseres det
celluleere miljget slik at det legges til rette for amplifisering av det virale genomet,
hovedsakelig ved & fremme gjeninntreden inn i S-fasen av cellesyklusen. Selve
amplifiseringen av genomet gjennomfgres nar cellen gar fra S- til G2-fasen i
cellesyklusen 3 18, De virale genene E6 og E7 er involvert i de prosessene som fgrer til
proliferasjon av epitelceller, som normalt skulle ha sluttet d dele seg. | denne prosessen
danner de virale proteinene interaksjoner med flere celluleere proteiner, der spesielt
interaksjonen med proteinene Retinoblastoma (pRB) og p53 er hovedmekanismene for
deregulering av celledelig. PRB og p53 er tumorundertrykkende proteiner som er
sentrale i kontroll av cellesyklus. E7 binder til pRB og aktiverer transkripsjonsfaktoren
E2F som vil trigge uttrykk av proteiner som er ngdvendig for celleproliferasjon og DNA
replikasjon. E7 kan ogsd binde og degradere p105 og p107, som kontrollerer inngang til
cellesyklus i det basale epitellaget, i tillegg til p130 som er involvert i gjeninntreden av

cellesyklusen i det gvre epitellaget. E6 binder til p53 og fgrer til proteolytisk
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degradering av dette proteinet, noe som hindrer p53-mediert apoptose av celler med
DNA-skade. Kombinasjon av aktiviteten til E6 og E7 kan medfgre genomisk ustabilitet og
akkumulering av onkogene mutasjoner, og dette kan til slutt lede til utvikling av kreft.
Funksjonelle variasjoner i E6 og E7 representerer en viktig forskjell i patogenese
mellom ulike LR- og HR-HPV-typer. Nevnte interaksjoner med pRB og p53 er antatt a
veere avgjgrende for HR-HPVs evne til a fgre til utvikling av kreft. Uttrykk av E6 og E7 er
normalt strengt regulert i HPVs replikasjonssyklus, blant annet ved E2 proteinet, som

inhiberer transkripsjon av E6 og E7 3,518, 25,

Ved en proliferende infeksjon, aktiveres den sene promotoren i de gvre epitellagene, slik
at kapsidproteinene (L1 og L2) uttrykkes, og det amplifiserte virale genomet kan pakkes
til viruspartikler. E4-proteinet har en primeer funksjon i frigjgring av viruspartiklene
og/eller transmisjon ved & forstyrre cellens keratinnettverk. Viruset er ikke lytisk, og
viruspartiklene frigjgres fra cellene i det ytterste epitellaget nar cellene utstgtes som
fglge av den naturlige prosessen ved fornying av epitelet. Viruset har fullfgrt sin
livssyklus og nye viruspartikler kan infisere nye celler. I motsetning til den produktive
replikasjonssyklusen oppstar det i noen tilfeller forstyrrelser i uttrykk av de tidlige
genene i Igpet av prosessen, noe som fgrer til at den komplette virale
replikasjonssyklusen ikke blir gjennomfgrt, slik at nye viruspartikler ikke produseres. I
slike tilfeller kan hgygradige lesjoner utvikles. En gkning i nivdet av E6 og E7, ogsa i gvre
deler av epitellaget, er direkte relatert til gkende alvorlighetsgrad av lesjoner i
livmorhalsen, og fgrer til transformerende, ikke-produktive infeksjoner # 18 19 25 (figur

8).
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Figur 8: Regulering og deregulering av livssyklus hos HR-HPV. Virusets genuttrykk reguleres under
celledifferensieringen, der genene som er uttrykt i de ulike fasene av replikasjonssyklus i epitelet er vist i
form av piler til hgyre Cellene markert med rgd kjerne, er celler som drives inn i cellesyklus ved utrykk av
E6/E7. Grgnne celler med rgd kjerne representerer celler der det foregar en oppregulering av de virale
proteinene som er ngdvendig for amplifisering av genomet. (A) Viser en produktiv HPV-infeksjon med
frigjgring av viruspartikler fra overflaten av epitelet. (B) Viser en ikke produktiv infeksjon, der det ikke
lenger foregar uttrykk av E5, L1 eller L2, og heller ingen frigjgring av viruspartikler. [llustrasjon fra Egawa

etal. 2015 18,

Integrasjon av det virale episomet i vertens DNA er ofte assosiert med gkt uttrykk av
E6/E7 ved at lineariseringsprosessen av det virale genomet bryter ned E2 genomradet.
Dette vil resultere i tap av negativ regulering av transkripsjon av E6 og E7, som igjen vil
medfgre et gkt uttrykk av de aktuelle genene 3 4 17. 25 Integrasjon av HPV-genomet er
ikke alltid ngdvendig for karsinogenese. Integrerte sekvenser vises i rundt 70 % av
krefttilfellene forarsaket av HPV 16, i motsetning til i nesten 100 % av krefttilfellene
forarsaket av HPV 18 3. Andre faktorer, slik som epigenetiske modifiseringer, kan ogsa

veere assosiert med gkt uttrykk av E6 og E7 4.

Transformerende infeksjoner ses hyppigst i transformasjonssonen i livmorhalsen som
ikke har et fullt lag med plateepitel 26. Forstadiene til kreft rangeres fra CIN1-3 i
plateepitel fgr plateepitelkarsinom, mens det i tilfeller der HPV persisterer i

sylinderepitel vil det kunne oppstd ACIS som forstadier til adenomkarsinom.
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1.2.4 Immunrespons

Utvikling av hgygradige celleforandringer og livmorhalskreft krever en persisterende
HPV-infeksjon, noe som forutsetter at viruset klarer a skjule seg for immunforsvaret
over en lengre periode. Flere HPV-typer har utviklet en rekke strategier som gjgr det
mulig & unngd immunsystemet. Virusinfeksjonen er ikke lytisk og fremmer derfor ikke
inflammatoriske respons i det smittede vevet. Infeksjonen i epitelet ledsages heller ikke
av viremi, og epitelets dendritiske celler blir ikke rekruttert til infeksjonssetet 3. De
tidlige proteinene som medierer celleproliferasjon i de nedre epitellagene er antatt a
uttrykkes pa nivder som er lavere enn hva som er ngdvendig for a trigge en effektiv
immunrespons hos verten. Selv om en HPV-infeksjon ikke medfgrer celledgd, og dermed
ikke fgrer til et klart faresignal som varsler immunforsvaret, sa vil cellen normalt skille
ut type 1 interferoner ved infeksjon. E6/E7 hos HR-HPV har derimot evne til & hindre
interferonsignalisering ved & danne interaksjoner med komponenter involvert i

signalveien. Dette vil ogsa hindre aktivering av dendritiske celler 19 47.

Malbare ngytraliserende antistoffer (rettet mot L1) pavises kun hos omlag 50 % av de
smittede 48, og nar infeksjonen er etablert er det den celluleere immunresponsen som er

viktig for bekjempelsen av infeksjon.

Det er vist at tilbakegang av kondylomer er mediert av en CD4+ T-lymfocytt dominert
immunrespons. Stimulering av en cellemediert immunrespons ser ut til & veere avhengig
av kryssbinding av dendritiske celler med de ulike virale antigener uttrykt i
keratinocytter. Ved tilfeller av livmorhalskreft vises ofte en redusert eller ikke
eksisterende T-lymfocytt respons mot den HPV-typen som er assosiert med utviklingen
av kreft hos pasienten. Dette kan tyde pa generell nedsatt immunrespons, eller
immuncellers manglende evne til spesifikk gjenkjennelse av E6/E7 onkogener 3 19, Ved
en aktiv HPV-infeksjon er det L1 som utrykkes i store mengder, og vil tas opp av
immuncellene ved en eventuell immunrespons. Ved tilfeller av kreft foregar det ikke
lenger en aktiv infeksjon, og heller ingen uttrykk av L1, slik at tidligere immunrespons
rettet mot L1 ikke vil kunne vaere effektiv i bekjempelse av transformerende infeksjoner

og kreft.
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1.2.5 Aktuelle progresjons biomarkgrer

Progresjons biomarkgrer vil ha potensiale til & optimalisere screening og behandling, og
samtidig senke tallet av overbehandling. Ulike markgrer kan benyttes for a skille risiko
for sykdomsprogresjon ved ulike faser av HPV-assosiert neoplasi. Tidlige biomarkgrer,
som skiller mellom CIN1 infeksjoner som vil progrediere til CIN2/3 fra de som mest
sannsynlig vil ga i regress, kan utgjgre et godt supplement til cytologi og HPV-testing.
Tidlige biomarkgrer kan utgjgre en mer objektiv diagnostisk kriterie som vil fgre til
mindre usikkerhet for pasienten, samt til feerre totalkostnader assosiert med repeterte
tester. Andre biomarkgrer kan derimot vaere nyttige senere i progresjonen, og spesielt
sene biomarkgrer vil kunne identifisere kvinner med stor risiko for metastaser ved

pavist invasiv livmorhalskreft 49-51,

Potensielle biomarkgrer av interesse er celluleere proteiner hvor mengde pavirkes av
aktiviteten til de virale onkoproteinene >9. Flere slike aktuelle celluleere markgrer er
involvert i regulering av cellesyklus, som blant annet p16 (p16Nk4a) som over-uttrykkes
som fglge av E7-mediert inaktivering av pRb, og Ki-67 som er en
celleproliferasjonsmarkgr. Det er antatt at tilfeller av CIN1 der p16 kan detekteres har
stgrre sjanse til & utvikle hgygradige celleforandringer enn tilfeller der p16 ikke kan
detekteres 4% 51, Flere studier har undersgkt effekten av & kombinere p16 og Ki-67
deteksjon i samme celle som en markgr for forstyrrelse i cellesyklus 2. Innfgring av
p16/Ki-67 deteksjon i screeningprogrammet er estimert til & kunne halvere tilfellene av

kolposkopi 50.

Andre proteiner som er ansett som mulige biomarkgrer er ProEx C, som er involvert i
DNA replikasjon under cellesyklus, samt flere proteiner som reguleres av det virale E5-
proteinet, slik som p21, p27, Cyclooxygenase (COX-2), Vascular endothelial vekstfaktor
(VEGF) og Caveolin-1 (Cav-1). E5 kan ogsda danne interaksjoner med Epidermal
vekstfaktor reseptor (EGFR) pa celleoverflaten, noe som fgrer til en aktivering av ulike
signalveier i cellen som blant annet er involvert i proliferasjon og apoptose. Det er vist at

EGFR er overuttrykti 70 - 90 % av tilfellene av livmorhalskreft 59,

Feilregulering av mikroRNA (miRNA) ved livmorhalskreft er blitt koblet til
persisterende HPV-infeksjon, og endret uttrykk i miRNA er ogsda ansett som mulig

lovende biomarkgr ved HPV-infeksjon 33,54,
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Andre markgrer som epigenetiske og genetiske hendelser er ogsa blitt undersgkt i
forbindelse med karsinogenese og spesielt differensiell metylering av flere viktige

celluleere gener er pavist ved progresjon til livmorhalskreft 55 56

Tidlig oppdagelse av kreft er en av de viktigste faktorene av betydning for
sykdomsprognose. Hos kreftpasienter vil tumorvekst fgre til en konstant tilfgrsel og
akkumulering av tumormateriale, bade cellerester og DNA, som frigis i blodbanen. Aktiv
frigigring av DNA til blodbanen hos kreftpasienter representerer ogsa spontan frigjgring
av DNA fragmenter fra levende kreftceller, vevsbundet eller sirkulerende. Det er uvisst
hvorfor dette forekommer, men en teori er at kreftcellene frigjgr onkogent DNA for a
pavirke transformasjon av celler i flere organer >7-58, En metode som derfor na benyttes i
stgrre grad er vaeskebiopsi, der sirkulerende fritt tumor-DNA (ctDNA) detekteres i blod.
En vaeskebiopsi gjgr det mulig & detektere tilfeller av kreft; bade primeere tilfeller og
metastaser, ved hjelp av en blodprgve. ctDNA er frigjort tumor-DNA som sirkulerer i

blodbanen, og muliggjgr deteksjon og karakterisering av tumoren pa et tidlig stadium 57

Studier har vist at HPV-DNA kan detekteres i perifert blod hos kreftpasienter, og
tilstedeveaerelse av HPV 16 og 18 E6 mRNA i perifert blod har blitt foreslatt som en tidlig
biomarkgr for identifisering av pasienter med stgrst risiko for a utvikle metastase ved

livmorhalskreft 59 60,
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1.3 Pavisning av HPV-DNA i blod

HPV-infeksjon i epitelceller fgrer til en lokal infeksjon, uten viremisk fase, og det har
derfor tidligere veert antatt at viruset ikke gar over i blodbanen. Flere studier har na vist
at HPV-DNA likevel kan detekteres i perifert blod, inkludert fullblod 61, serum 62-67,
plasma 64 66 68-71 og mononukleaere celler (PBMC). 43 65 72 73, PBMC inkluderer

lymfocytter, monoytter og naturlig drepeceller (NK-celler).

Det er ikke kjent hvorvidt HPV-DNA som detekteres i blod er cellefritt DNA (cfDNA) som
skilles ut fra smittede celler ved apoptose eller nekrose, eller aktivt fra kreftceller. Om
det er pakket genom i frie viruspartikler, eller i assosiasjon med antigenpresenterende
celler, slik som PBMC. For sistnevnte kan HPV vare bundet til cellenes
overflatereseptorer, vere tatt opp via endocytose og transportert uten aktiv viral

replikasjon i blodbanen, eller skyldes replikasjon av viruset inne i cellene.

Det er tidligere antatt at pavisning av HPV-DNA i blod har sin opprinnelse fra kreftceller
og at det virale DNAet som pavises hovedsakelig finnes integrert i vertsgenomet, noe
som er bekreftet ved flere studier hos pasienter med ulike HPV-assosierte kreftformer.
Det er blant annet gjennomfgrt en rekke studier pa deteksjon av HPV-DNA i blod ved
livmorhalskreft og ved tonsillekreft. Ved livmorhalskreft er HPV-DNA pavist bade i
fullblod ¢1, plasma 64 69-71 og serum 64 67, med en prevalens pa mellom 6,9 og 83 %. Ulike
studier har vist varierende resultater i forhold til om deteksjon og konsentrasjon av HPV
DNA i blod korrelerer med kreftens stadium 64 69-71, Enkelte rapporterer at deteksjon av
HPV-DNA i blod korrelerer med metastase og darlige prognoser 70.71, og derfor kan vaere
en egnet prognosebiomarkgr. Korrelasjon av HPV-type i blod og i livmorhalsen er ogsa
vist i varierende grad, der enkelte har bekreftet en korrelasjon pa mellom 64 og 100 %

ved sekvensering 69 70,

Nar det gjelder HPV-assosiert tonsillekreft er det ved ulike studier vist en prevalens av
HPV-DNA i serum 62-64 og plasma 8 pa mellom 6 og 100 % (8/8). Flere studier har ogsa i
denne sammenheng vist en korrelasjon mellom deteksjon av HPV-DNA i blod og
kreftens kliniske stadium ©3 68, Resultatene fra en av studiene viste at 85 % av
pasientene med HPV-DNA detektert i blod hadde et alvorlig stadium av kreft 2. Det er
derimot vist varierende resultater i forhold til hvorvidt HPV-DNA i blod korrelerer med

tumorens stgrrelse og om deteksjon kunne benyttes som en markgr for tilbakefall.
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HPV-DNA i blod er ogsa pavist ved et tilfelle hos en pasient med HPV 11-assosiert RRP,
som hadde utviklet plateepitelkarsinom i begge lungene. Hgye konsentrasjoner av HPV
11 ble detektert i bade fullblod og plasma, men kunne ikke detekteres i cellefraksjoner
av leukocytter og erytrocytter. Negative plasmaprgver som fglge av nuklease behandling

bekreftet at det var fritt HPV-DNA i plasma som var pavist, fremfor DNA i viruspartikler

13,

En rekke studier har vist sammenheng mellom funn av HPV-DNA i ulike blodfraksjoner
med livmorhalskreft og andre kreftformer, men fa har pavist HPV-DNA i blod ved
forstadier til kreft. I flere studier der HPV-DNA er undersgkt i blod hos kvinner med
forstadier til kreft og kreft, er HPV-DNA ikke pavist i hverken fullblod 61, plasma eller
serum ©* 70 hos kvinnene med forstadier, mens HPV-DNA kunne pavises hos en del av

kreftpasientene.

En nyere studie utfgrt pa en populasjon av kvinner med nylig oppdagede
celleforandringer i livmorhalsen har derimot vist en prevalens av HPV-DNA i plasma pa
34,2 %, der 20,8 % var positive for HR-HPV i bade livmorhalsen og i plasma.
Plasmaprgvene ble screenet for HPV-typene 16, 18, 31, 33, 45, 51 og 52, der HPV 45 var
den mest prevalente typen (46,2 %), etterfulgt at HPV 51 (30,8 %) og HPV 16 (17,3 %),
mens ingen var positive for HPV 31 eller 33. Denne studien ble presentert pa en

konferanse i 2016, men er forelgpig ikke publisert 6.

[ en tidligere studie med 25 kvinner bekreftet HPV-positive i livmorhalsen for HPV-
typene 6, 11, 16 og/eller 18 (med ukjent grad av cervikale lesjoner) ble det pavist HPV-
DNA i serum hos to av kvinnene, en med HPV 6 og en med HPV11. Prevalensen av HPV-

DNA for de 4 HPV-typene var derimot pa totalt 52 % i PBMC ¢>.

I de ulike studiene er det inkludert kontrollgrupper av kvinner som verken har fatt
pavist HPV-infeksjon eller celleforandringer i livmorhalsen. I enkelte av disse studiene
er HPV-DNA likevel detektert i fullblod ¢! og plasma ¢° hos disse kvinnene, med en

prevalens pd i gjennomsnitt 1,5 %.

HPV 16 E6 DNA, mRNA og protein er ogsa detektert i hjernen hos barn i assosiasjon med
Fokal kortikal dysplasi [IB (FCDIIB), som er en misdannelse som oppstar under utvikling
av hjernebarken, og som er assosiert med barneepilepsi. Det er antatt at FCDIIB oppstar

ved utvikling av hjernen pa embryostadiet og studier har vist at misdannelser kan
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detekteres allerede ved 24 ukers svangerskap 1¢. Med bakgrunn i manglende mulighet
for direkte smitte mellom ulike organer der HPV er pavist er det antatt at PBMC kan
veere baerere av HPV. Ved etablering av en infeksjon vil PBMC rekrutteres, der de tar opp
mikroorganismer i bade vevet og i blodbanen. PBMC kan derfor muligens fungere som
en HPV-kilde for videre smitte i kroppen fra en infeksjon i epitelceller, og pa den maten

bidra til deres ikke seksuelle spredning via blodbanen 72.

Deteksjon av HPV-DNA i assosiasjon med PBMC er pavist hos Humant immunsvikt virus
(HIV) smittede pasienter med en prevalens pa 14 %. Samme studie viste en prevalens pa
15,8 % (3/19) hos friske blodgivere, der DNAet som ble pavist var i episomal form i lave
konsentrasjoner 72. HPV-DNA er ogsa pavist i PBMC hos friske mannlige australske
blodgivere med en prevalens pa 8,3 % ved screening for et bredt spekter av HPV-typer
fra flere genera. Prevalensen for HR-HPV i den aktuelle studien var pd 1,7 %. En videre
undersgkelse av blodcellefraksjonen hos en av de HPV-positive blodgiverne viste at
HPV-DNA kunne detekteres i B-lymfocytter, NK-celler og ngytrofiler. Det ble samtidig
vist at HPV sannsynligvis ikke var tatt opp i cellene, men bundet til reseptorer pa

utsiden, da HPV-DNA ikke lenger kunne detekteres etter trypsin-behandling av cellene

73,

HPV-DNA er ogsa funnet i PBMC hos 4 av 16 (25 %) menn som hadde oppsgkt en
infertilitetsklinikk i Italia og som var positive for HPV 16 i sine seedprgver. Bade E6 og
L1 proteiner ble detektert i cellene, hovedsakelig i cytoplasma, der 60 % av de positive
funnene ble pavist i NK-celler, 35 % i B-lymfocytter og 5 % i CD8+ T-lymfocytter.
Hvorvidt HPV smitter PBMC eller tas opp ved immunmediert endocytose er ikke kjent,
men bade B-lymfocytter og NK-celler rekrutteres ved virale infeksjoner. Funn av L1
protein i cytoplasma kan settes i sammenheng med opptak i cellen via endocytose,
relatert til immunrespons. E6 utrykkes under en aktiv infeksjon, og er ikke en del av
HPV-partikkelen. Funnet av E6 protein hos B-lymfocytter, som uttrykker HSPG
reseptorer, samt hos NK-celler, kan tyde pad at de kan representere mulige malceller for

en HPV-infeksjon 43.

Ved pavisning av HPV-DNA i blod er ulike metoder og betingelser for ekstraksjon,
prgvevolum, og deteksjon benyttet ved ulike studier. De fleste er basert pa pavisning
med spesifikke primere og prober kun for HPV 16 og 181 E6/ E7 med real-time PCR 61-64

68,69,72 mens generiske primere for alphavirus (MY09/MY11) 62 70 eller enda flere HPV-
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typer (FAP59/FAP64) 73 er benyttet i andres studier for pavisning av det konserverte
genet L1. Andre spesifikke primere ¢ eller kommersielle kitt er ogsa benyttet i enkelte
studier 43. Ekstraksjonsprotokoller, samt pavisningsmetoder og antall HPV-typer som er
undersgkt antas & pavirke resultatene. Droplet digital PCR (ddPCR) ble blant annet vist &
veere mer sensitiv for deteksjon av HPV-DNA i serum, spesielt for eldre materiale, i

forhold til gPCR (87 % mot 68,6 % positivitet) 64,

2 Formalet med studien

Formalet med studien var & undersgke om tilstedevearelse av HPV-DNA i serum hos
kvinner med ulik grad av celleforandringer i livmorhalsen er assosiert med lesjonsgrad
og dermed kan benyttes som biomarkegr for a identifisere kvinner med stgrst

progresjonsrisiko.
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3 Materialer og metoder

3.1 Studiepopulasjon

Materialet benyttet under denne studien er serumprgver som er samlet av gynekolog
Ingrid Baasland ved Norges teknisk-naturvitenskapelige universitet (NTNU) i
Trondheim i tidsrommet 2010 - 2012, som en del av hennes doktorgrad. Prosjektet er
godkjent av de Regionale komiteer for medisinsk og helsefaglig forskningsetikk (REK
Vest 2010/420), og omhandler 304 kvinner som er henvist til gynekolog for kolposkopi
og biopsi etter unormale cytologifunn i celleprgver fra livmorhalsen. Dersom
histologisvaret fra biopsi viste at kvinnene hadde behandlingstrengende lesjoner ble de
konisert og histologisvaret ble ogsa registrert fra koniseringspreparatet. I videre omtale
av histologidiagnose er det den alvorligste diagnosen (fra biopsi eller konisering) som
benyttes ved diskrepans. Under legebesgket ble det ogsa tatt celleprgve fra livmorhalsen
for cytologi og HPV-testing, samt serumprgve fra alle kvinnene. Serumet ble prosessert
etter rutiner ved det aktuelle laboratoriet, og frosset ved -80 °C til det ble tatt i bruk i
denne studien. Celleprgvene ble HPV-testet med en kommersiell genotype test;
Anyplex™ Il HPV28 detection (Seegene, Seoul, Korea, katalognummer: HP7S00X) som
paviser og genotyper 28 ulike HR- og LR-HPV-typer. Median alder i populasjon var 35 ar
(19 - 75 ar).

Av de 304 pasientene ble 216 diagnostisert i histologiske prgver, med ulike grader av
celleforandringer eller kreft, der 203 viste positivt resultat for minst en HPV-type. 87
pasienter hadde normale celleprgver, men ogsa her var 45 positive for HPV. Fordelingen

av diagnoser og HPV-positivitet er vist i tabell 2.
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Tabell 2: Diagnostisk fordeling av 304 kvinner etter histologisk undersgkelse med tilknyttet HPV-
test resultat. Resultatene for HPV-positivitet i livmorhalsen er vist med fordeling av enkle og multiple

infeksjoner (enkel/multippel)

Diagnose Antall Positiv for HPV
Normal 88 47 (28 / 19)
CIN1 37 25 (7 / 18)
CIN2 33 32 (12 / 20)
CIN3 138 137 (58 / 79)
ACIS 5 5(5/0)
Kreft 3 3(0/3)
Totalt 304 249 (110 /139)

Pasientene som hadde positiv HPV-test for HPV 16, 31 og/eller 45 ble valgt ut til 4 innga
i dette prosjektet, uavhengig av om HPV-typene var tilstede som enkel- eller multippel
infeksjon. Det ble samtidig valgt ut en kontrollgruppe med ti pasienter med normale
prgver og negativ HPV-test. I tillegg til nevnte prgver ble det valgt a inkludere alle
pasienter som ble diagnostisert med ACIS eller kreft pa grunnlag av alvorlighetsgrad,
uavhengig av HPV-type pavist i livmorhalsen. De tre kreftpasientene hadde alle
plateepitelkarsinom pa tidligste stadium (stadium 1A). Totalt ble 159 serumprgver

undersgkt i prosjektet. Medianalder i denne undergruppen var 30 ar (19-60 ar).

HPV 16 og 31 ble valgt ut pa grunnlag av hgy prevalens i livmorhalsen ved ulike grader
av celleforandringer i denne studiepopulasjonen, bade i form av enkel og multippel
infeksjon. Totalt 86 prgver var positive for HPV 16, og 52 var positive for HPV 31. HPV
45 ble valgt ut pa grunnlag av hyppige funn i plasma ved en tidligere utfgrt studie i Italia
74, Totalt 21 pasienter var positive i livmorhalsen for HPV 45 i denne
studiepopulasjonen. De tre HPV-typenes prevalens blant de ulike diagnosene er vist i

tabell 3.
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Tabell 3: HPV-prevalens blant de ulike diagnosene. HPV-positivitet er vist ved totalt antall, samt
fordeling av enkel og multippel infeksjon (enkel/multippel) ved de ulike gradene av lesjoner i

livmorhalsen.

Diagnose HPV 16 HPV 31 HPV 45
Normal 7(3/4) 7(5/2) 3(1/2)
CIN1 6(1/5) 5(1/4) 2(0/2)
CIN2 103/7) 8(1/7) 0(0/0)
CIN3 61(24/37) 31(12/19) 15(7/8)
ACIS 1(1/0) 0(0/0) 1(1/0)
Kreft 1(0/1) 1(00/1) 0(0/0)
Totalt 86(32/54) 52(19/33) 21(9/12)

Ved analyse av prgvene og screening av HPV, ble det valgt a ta utgangspunkt i de 7 HR
HPV-typer som inngdr i den nivalente vaksinen, og som fordrsaker over 90 % av alle
tilfeller av livmorhalskreft (HPV 16, 18, 31, 33, 45, 52 og 58). Vaksinen inkluderer i
tillegg to lavrisikotyper HPV 6 og 11, som forarsaker kondylomer. HPV 6 ble inkludert i
screeningen, mens HPV 11 ble utelatt grunnet generell lav prevalens i befolkningen 28 39,
i tillegg til at kun to var positive i livmorhalsen med denne typen blant de 304 kvinnene i
denne studien. I tillegg til disse, ble det screenet for to andre HPV-typer, HPV 73 som er
en mulig hgyrisikotype, og HPV 42, som er en hgyprevalent lavrisikotype 28.

Kvinnene diagnostisert med livmorhalskreft ble kun screenet for de HPV-typer som var
pavist i livmorhalsen hos den aktuelle kvinnen. Det samme var gjeldende for kvinnene

med ACIS, der HPV 16, 31 elle 45 ikke var pavist.
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3.2 Optimalisering, validering og verifisering av ekstraksjons
metoder og DNA utbytte fra serum

Det ble utarbeidet en ekstraksjonsprotokoll for & ekstrahere HPV-DNA fra serum fgr
pasientprgvene ble behandlet. Til optimaliseringen av ekstraksjonsprotokollen ble det
benyttet serum fra anonyme blodgivere som ble slatt sammen og tilsatt kommersiell
DNA kontroll fra ulike HPV-typer. HPV-DNA som ble benyttet til de innledende
utprgvningene, besto av oppdyrkede humane celler transfektert med full-lengde
episomalt DNA fra HPV 16, 18 eller 51, blandet med friske humane celler, og bevart i en
bufret metanollgsning (SeraCare Life Sciences, Massachusetts, USA, katalognummer:
QSH701). Hver av de tre HPV-typene, var tilgjengelig i separate kontroller. Ved tilsetning
av HPV-DNA ble ulike volum tilsatt til forskjellige partier med serum, bade samlet og
separat, og det ble ogsa laget fortynningsrekker for & undersgke metodenes sensitivitet
ved lave konsentrasjoner. Da konsentrasjon av HPV-DNA ikke var oppgitt av
produsentene for de ulike kontrollene, ble det benyttet bestemte volum som ble
alikvotert til de ulike analysene, slik at samme spikede parti med serum ble benyttet i

tilfeller der ulike metoder og protokoller er sammenlignet.

For optimalisering av ekstraksjonsprotokoll, ble hver ekstraksjonsbetingelse som skulle
sammenlignes i ett oppsett, hovedsakelig satt opp i triplikater. Mengden DNA ekstrahert
fra serum var for lav til 8 kunne males, og real-time PCR (qPCR) ble derfor benyttet for a
vurdere ekstraksjonsutbytte for de ulike protokollene. Alle prgvene ble satt opp i gPCR
for humant beta-globin (HBB) (for pavisning av humant DNA), og/eller qPCR spesifikk
for de spikede HPV-DNA kontrollene. HBB er et sdkalt «housekeeping» gen som er til
stede i alle celler og som ogsa kan pavises fra cellefrie prgver slik som serum for kontroll
av prgvenes egnethet. TagMan Gene Expression mastermiks (Applied Biosystems™,
Foster city, USA, katalognummer: 4369016) ble benyttet under qPCR-reaksjonene, som
ble kjgrt pa Aria MX real-time PCR maskiner (Agilent Technologies, Santa Clara, USA)
med fglgende program; 50 °C i 2 minutter, 95 °C i 10 minutter, etterfulgt av 50 sykluser
bestaende av denaturering ved 95 °C i 15 sekunder, og hybridisering ved 60 °C i 1
minutt. 25 pl reaksjonsmiks ble benyttet. Reaksjonsmiksen bestod av 12,5 pl TagMan
Gene Expression mastermiks, 0,30 uM forward og revers primer, 0,20 pM probe, 5ul

DNA og 7,1 ul nukleasefritt vann.
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Der det var mulig, ble statistiske analyser beregnet pa Ct-verdier fra resultatene fra
qPCR, med tosidig T-test, enveis ANOVA, eller toveis ANOVA, avhengig av oppsett, ved
hjelp av Microsoft Excel og SPSS.

3.2.1 Optimalisering av ekstraksjon

3.2.1.1 Optimalisering fra maksimalt 500 pl serum

Innledende utprgvinger ble utfgrt med ekstraksjon fra maksimalt 500 pl serum, da
prgvematerialet var begrenset i studien, og det samtidig var gnsket a ivareta eventuelle

rester av serumet til andre fremtidige studier.

3.2.1.1.1 Ekstraksjonsprotokoller med NucleSENS easyMAG

Pa grunnlag av semi-automatisk protokoll, kapasitet per ekstraksjon (24 prgver) og
prgvevolum (mulighet for & ekstrahere fra opptil 1 ml prgve) ble nukleinsyre
ekstraksjon med NucliSENS easyMAG fra BioMérieux (BioMérieux SA, Marcy I’Etoile,
Frankerike) valgt som utgangspunkt under optimalisering av ekstraksjon. Det finnes 3
aktuelle protokoller for ekstraksjon fra serum pa easyMAG (Generic 2.0.1, SpesificA
1.0.2, og Specific B 2.0.1). Felles for alle protokollene er ett on-board lyseringstrinn i 2
ml lyseringsbuffer som bestar av det kaotropiske saltet guanidinthiocyanat, tilsetting av
paramagnetiske silikakuler som binder nukelinsyrer ved kaotropiske betingelser, ulike
vasketrinn ved hjelp av to ulike vaskebuffer og eluering av nukleinsyre fra silika i
elueringsbuffer 75. Under ekstraksjon ble det utfgrt noen manuelle trinn som;
pipettering av prgvematerialet over til ekstraksjonskassettene, tilsetning av silika og

avpipettering av eluatene over til oppbevaringsrgr.

Fglgende betingelser ble sammenlignet; for Generic ble effekt av elueringsvolum og
forbehandling av serum med proteinase K lgsning undersgkt, mens for de spesifikke

protokollene ble effekt av ulike mengder silika undersgkt.
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3.2.1.1.1.1 Effekt av forbehandling av serum og elueringsvolum for
ekstraksjon med Generic 2.0.1 protokoll fra easyMAG

Generic er den grunnleggende easyMAG protokollen, som omfatter fem vasketrinn.
Protokollen har mulighet for fleksibelt elueringsvolum, mellom 25 pl og 110 pl, der
elueringen utfgres ved 60 °C i 5 minutter. Ved bruk av denne protokollen skal 50 pl
silika benyttes. Protokollen er beregnet for prgvemateriale med en lav konsentrasjon av
nukleinsyrer, hvor det anbefales a benytte et hgyt prgvevolum, et lavere silikavolum, og

et lite elueringsvolum for a oppna best mulig resultat 75,

For ekstraksjon av serumprgver med easyMAG er det utarbeidet en pre-
ekstraksjonsprotokoll der prgvene blir forbehandlet med en proteinase K-lgsning, som
bestdr av 1 mg/ml Proteinase K (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA, katalognummer: L3771),
0,5 % SDS (Sigma-Aldrich, katalognummer: P2308) og 20 mM Tris-HCl med pH 8
(Thermo Fischer Scientific, Invitrogen, katalognummer: 15568025).

Effekt av denne forbehandlingen ble undersgkt samtidig med effekt av elueringsvolum.
500 pl proteinase K buffer ble satt til 500 pl serum tilsatt HPV 16 DNA. Miksen ble
inkubert i 15 minutter ved 55 °C og blandet hvert 5 minutt. Prgvene ble deretter satt til
ekstraksjon pd instrumentet, og ekstraksjonsutbytte ble sammenlignet med ekstraksjon
av 500 pl serum uten forbehandling. Elueringsvolumene ble satt til 25 og 60 pl for begge
betingelser (Generic med forbehandling (heretter omtalt Generic M) og Generic uten

forbehandling (heretter omtalt Generic U)).

Effekt av a fortynne eluatet 1:2 fra ekstraksjon i 25 pl ble sammenlignet med eluering i
50 pl. Dette ble undersgkt for a avgjgre om det var best d eluere i lavt volum og fortynne
i etterkant, dersom det var behov for mer prgve, eller om det var best a eluere i hgyere

volum med en gang.
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3.2.1.1.1.2 Sammenligning av ulike protokoller pa easyMAG

Ekstraksjonsprotokollen Specific A er utviklet for ekstraksjon av prgver med mange
mulige inhibitorer, slikt som avfgring og urin. Denne protokollen benytter ogsa 5
vasketrinn, men til forskjell fra Generic 2.0.1, utfgres eluering ved 70 °C i 10 minutter og

elueringsvolum kan kun settes til enten 70 eller 110 pl 75.

Ekstraksjonsprotokollen Specific B er utviklet for ekstraksjon av DNA rike prgver, slik
som fullblod. Denne protokollen benytter 11 vaskesteg i renseprosessen, og som ved
bruk av Specific A, utfgres eluering ved 70 °C i 10 minutter. Det er fleksibelt

elueringsvolum mellom 40 og 110 pul med denne protokollen 7.

For bade Specific A og Specific B protokollene kan det tilsettes silikamengder mellom 50
0og 140 pl 75,

500ul serum, tilsatt HPV 16 DNA, ble ekstrahert med Specific A og Specific B i duplikater,
tilsatt 50 og 140ul silika. De ulike protokollene ble sammenlignet med Generic M.
Elueringsvolumet for Generic M og Specific B ble satt til 60 pul, og 70 pl ble benyttet for
Specific A.

3.2.1.1.1.3 Sammenligning av EasyMAG ekstraksjon med andre
ekstraksjonsmetoder

Generic M ble sammenlignet med en full-automatisk ekstraksjonsmetode og to manuelle
ekstraksjonskit, alle fra Qiagen. For den full-automatiske EZ1 Advanced XL metoden, ble
Virus Mini Kit v2.0 og protokollkort EZ1 Advanced XL Virus Card v2.0 (heretter omtalt
som EZ-Virus) benyttet (Qiagen, Hilden, Tyskland, katalognummer: 955134). De
manuelle kittene som ble tatt i bruk var QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit (heretter
omtalt som Circulating) (Qiagen, katalognummer: 55114) og QIAamp DNA Blood Mini
Kit (heretter omtalt som DNA Blood) (Qiagen, katalognummer: 51104). Ekstraksjon ble
utfgrt pa serum tilsatt HPV 18, der Generic M fgrst ble sammenlignet med EZ-Virus og
Circulating. DNA Blood ble inkludert ved undersgkelse av metodenes sensitivitet ved
ekstraksjon av fortynningsrekke av HPV 18 i serum (1:100, 1:500, 1:2500, og 1:12500).
Ekstraksjon med Generic M ble utfgrt pa 500 pl serum, eluert i 50 pl ved de fgrste
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forsgkene, mens 40 pl elueringsvolum ble benyttet ved ekstraksjon av

fortynningsrekken.

EZ-virus, som easyMAG, baserer seg pa ekstraksjon med paramagnetiske silikapartikler,
der protokollen er beregnet for rensing av virale nukleinsyrer fra et vidt spekter av
provemateriell 76. Ekstraksjon ble utfgrt med input volum pa 400 pl (maksimalt mulig
volum) og elueringsvolum pa 60 pl (minimums elueringsvolum). Prosedyren ble utfgrt
bdade med og uten forbehandling av serum for & sammenligne hva som ga best resultat.
Ved forbehandling ble en modifisert prosedyre for ekstraksjon fra fullblod benyttet, der
300 pl serum ble tilsatt til 100 pl ATL bulffer, fgr prgven ble plassert i EZ1-ekstraktoren.

Begge de manuelle kittene er basert pd rensing av nukleinsyrer ved hjelp av en
silikamembran, i en mini spinn kolonne, som binder nukleinsyrer ved tilstedevaerelse av
kaotropiske salter i lgsningen. Prinsippet er likt for begge kittene, ved at det tilsettes en
lgsning med kaotropiske salter til serumprgvene, fgr de settes pa mini spinn kolonner,
og sentrifugeres. De membranbundne nukleinsyrene vaskes i to omganger med
etanolholdige lgsninger, og elueres i sine respektive elueringslgsniger ved siste

sentrifugering 77,78,

Circulating er utviklet for rensing og ekstraksjon av frie, sirkulerende nukleinsyrer fra
cellefrie kroppsvaesker, der kolonnene er tilpasset til 4 binde fragmenter sa korte som
20 baser. Kittets protokoll for ekstraksjon fra serum og plasma ble fulgt. Protokollen er
beregnet for ekstraksjon av sirkulerende nukleinsyrer fra 1, 2 eller 3 ml ved bruk av
vakuum 78, men ved dette forsgket ble 500 pl benyttet i kombinasjon med

sentrifugering.

DNA Blood er beregnet for rensing og ekstraksjon av DNA fra alle blodfraksjoner
(herunder plasma og serum). Spinnprotokoll for DNA rensing fra blod og kroppsvaesker

ble benyttet 77. Ogsa her ble 500 pl serum tilsatt ved samtlige forsgk.

Ved bruk av begge de manuelle kittene ble reagensenes volum tilpasset etter tilsetning
av 500 pl serum. Det ble gjennomfgrt en forlenget inkubering pd 5 minutter av
kolonnene etter tilsetning av elueringsbuffer, i forhold til standard protokoll.
Sentrifugering ble deretter gjennomf@rt i to runder med reapplisering av eluatet fra

sentrifugeringsrunde 1 i runde 2. Begge tilpasninger ble gjort for a gke utbyttet av DNA i
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eluatet. Eluering ble utfgrt i 50 ul med begge metoder, og ekstraksjon ble ellers utfgrt

etter produsentens anvisning.

3.2.1.1.2 Optimalisering fra 1000 pl serum

For & oppnd en lavere deteksjonsgrense ble ytterligere forsgk utfgrt med et gkt
prgvevolum. Ekstraksjon med Generic M, fra 500 pl serum, eluert i 40pul, ble
sammenlignet med ekstraksjon fra 1000 pl serum (maksimalt volum) med Specific B,
med et silikavolum pa 140 pl og et elueringsvolum pa 100 pl. Forsgket ble utfgrt pa

serum uten tilsatt HPV.

Ekstraksjon fra 1000 pl serum med og uten tilsatt HPV 18 DNA, ble deretter ufgrt med
bade Generic U og Specific B. Ekstraksjon med Generic U ble utfgrt uten forbehandling
med proteinase K, da forbehandling innebarer en 1:1 fortynning av primaerprgven, og
dermed kun tillater ekstraksjon fra maksimum 500 pl serum. Begge

ekstraksjonsprotokoller ble sammenlignet med eluering i 60 og 100 pl.

Resultatene fra optimaliseringen fgrte til valg av ekstraksjonsprotokoll som ble benyttet
ved ekstraksjon av prgvematerialet fra studiepopulasjonen. Gjeldende protokoll

kommer frem av resultatene i punkt 4.1, der endelig protokoll er beskrevet i punkt 4.1.4.

For a sikre at ekstraksjon var vellykket i alle serumprgvene fra studiepopulasjonen
(utbytte og fjerning av inhibitorer), ble det tilsatt en intern positiv kontroll (IPC) til hver
prgve etter lyseringstrinnet under ekstraksjon. IPC ble ikke benyttet ved optimalisering
av ekstraksjonsmetoden. TagMan® Exogenous Internal Positive Control Reagents
(Applied Biosystems™, Thermo Fisher Scientific, by, land, katalognummer 4308323) er
internkontrollen som ble benyttet i studien. Ved analyse av pasientprgvene ble 0,5 pl IPC
tilsatt prgvene, og en dupleks qPCR med HBB og TagMan® Exogenous Internal Positive
Control probeassay ble satt opp i en 20ul reaksjon. Reaksjonen bestod av 10 ul TagMan
Gene Expression mastermiks, 0,30 uM av hver HBB primer, 0,20 uM HBB probe, 2 ul
TagMan® Exogenous Internal Positive Control probeassay, 2 pul DNA og 5,7 ul
nukleasefritt vann. Ved alle oppsett av qPCR ble det ogsa inkludert en templatfri kontroll

av 2 pl nukleasefritt vann og en reaksjon av 0,4 pl IPC.
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3.2.1.1.3 Validering av DNA-utbyttet ved langtidslagring av serum og
undersgkelse av mulige inhibitorer i serumprgvene fra
studien

Serumprgvene fra kvinnene i studien har veert lagret ved - 80 °C siden prgvetakning i
2010 - 2012. For a undersgke om langvarig lagring av prgvematerialet kunne ha noen
betydning for DNA-kvaliteten ved analysering, ble DNA-kvaliteten sammenlignet mellom
langtidslagdrede og nye serumprgver fra laboratoriet. HBB og IPC qPCR ble satt opp for
serum-ekstrakter fra 16 anonyme serumprgver fra 2012, og 16 anonyme serumprgver

fra 2017. Samtlige prgver var lagret ved -20 °C siden prgvetakning.

Tilstedeveaerelse av inhibitorer i serumprgvene fra kvinnene i studien ble ogsa
undersgkt. Seks serumprgver fra studien som tidligere var testet negative for HPV ble
benyttet. Serumprgvene og triplikater av TE-buffer ble tilsatt HPV 16 plasmid (klonet
kontroll beskrevet i punkt 3.4) fgr ekstraksjon, for a gi en sluttkonsentrasjon pa 100
kopier/ul eluat ved 100 % effektiv ekstraksjon. Ekstraksjonsutbyttet fra serumprgvene
ble sammenlignet med ekstraksjon fra TE-buffer for & avdekke mulige inhibitorer i eldre

prgver.

Under valideringsforsgkene ble prgvene ekstrahert med samme protokoll som
serumprgvene fra kvinnene i studien (se punkt 4.1.4). qPCR ble satt opp for HBB og IPC
ved validering av langtidslagring (se punkt 3.2.1.1.2). Ved undersgkelse av inhibitorer
ble qPCR for HPV satt opp som beskrevet i punkt 3.2.

32



3.3 Primer- og probeassay

3.3.1 Primer- og probedesign for HPV 42 og HPV 73

For & unngd konkurranseforhold under pavisningen av HPV-DNA i serum ble det
besluttet & benytte spesifikke primer- og probeassay for hver HPV-type som skulle
analyseres i denne studien. Tidligere publiserte primere og prober ble benyttet for alle
HPV-typer 7° med unntak av HPV 42 og 73, der det ikke ble funnet publiserte primere og
prober i E6/E7 omradet av genomet. I protokollen fra Lindh et al. er alle assayene
designet i E6/E7 delen av genomet. Ved 3 legge assayene i E6/E7, unngas falske negative
prgver som fglge av genomtap ved integrering under transformasjon, ettersom E6/E7
regionen gjenstdr uansett hvilken fase (episomalt eller integrert DNA) viruset er i 17. Det

ble derfor valgt & designe assay i denne genomregionen ogsa for HPV 42 og 73.

Referansesekvens for hver HPV-type ble hentet fra det internasjonale HPV-referanse
senteret pa Karolinska instituttet (Stokhom, Sverige) 80 fgr E6/E7 regionen ble valgt ut.
Sekvensen ble lastet opp i NCBI BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) 8! der det

ble foretatt et sgk i nukleotiddatabasen, etter lignende sekvenser.

Ved design av primere og prober var det ngdvendig & benytte et omrdde som er godt
konservert mellom ulike varianter av samme HPV-type, men som samtidig varierer fra
andre genotyper. E6 og E7 fra referansesekvensene ble sammenstilt med treffsekvenser
av samme genotype fra nukleotiddatabasen ved hjelp av Clustal Omega, EBI (The
European Bioinformatics Institute) 82, Referansesekvensene ble ogsa sammenstilt mot
andre neert beslektede HPV-typer, funnet ved databasesgk, og i henhold til det
fylogenetiske treet til HPV alphavirus 21. Primere og prober ble utarbeidet fra de mest
konserverte omradene i E6 eller E7, innad for samme genotype, som samtidig varierte

fra andre genotyper.

De utvalgte regionene ble lastet opp i Primer3 v.0.4.0 8384 der det ble tatt utgangspunkt i
standardinnstillinger, med noen modifikasjoner rundt smeltepunkts temperatur (Tm),
primer-/probelengde og produktlengde 85. Ved design av primere og prober ble det valgt
ut omrader som i stgrst mulig grad tilfredsstilte kravene for optimal primer og
probedesign, og som samtidig ga produkter under 100 basepar for a sikre effektiv

amplifisering.
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Ved funn av aktuelle primere og prober ble disse igjen sjekket opp mot
nukleotiddatabasen, for a kontrollere at det var overenstemmelse med gnsket HPV-type,
og ikke med andre genotyper. Primere og probe for HPV 42 og 73 ble designet i

henholdsvis E6 og i E7 regionen, og er vist i tabell 4.

Tabell 4: Designede primere og probe for HPV 42 og 73. Assayene ble innledningsvis validert med
FAM merkede prober, men ved screening av prgvene i studien ble HEX merkede prober benyttet. PCR

produktets stgrrelse (Prd.str) er vist som antall basepar (bp).

Mal Oligo Sekvens Prd.str
F 5/ ~-TGTAAGGAATTTGGGCTGACAT-3'
HPV 42 R 5/ -CTCTGCGCCTGTTAAGTGCT-3" 74 bp
P 5’ -FAM/HEX-TTACAGATTTCCTGCATTTGGTGCAA-BBQ-3"
F 5’ ~GACAGACAAGCTGAACGAGAGTGTT-3’
HPV 73 R 5/ -GCTTTGTTGCTTTCAATGGCA-3' 92 bp
P 57 ~FAM/HEX-TGCACGAAGTGTCAGTGCACAGTATGCC-BBQ-3’

F = Forward primer, R = Reversprimer, P = probe.

Designede primere og prober ble testet ved a sette opp qPCR med kjente positive prgver
fra andre prosjekter, screenet med Anyplex™ Il 28HPV detection kit. Hvert assay ble satt
opp for flere positive prgver for den aktuelle HPV-typen, samt positive prgver for andre
neert beslektede typer. PCR-produktene ble deretter satt opp i QIAxcel Advanced System
(Qiagen), et hgyopplgselig kapilleer elektroforese system 86, for a kontrollere at
amplifiseringen var vellykket. Ved samtlige oppsett pa QIAxcel Advanced er Kittet
QIAxcel DNA Screening (Qiagen, katalognummer 929004) benyttet, i kombinasjon med
alignmentmarkgr fra 15 bp til 5 kbp (Qiagen, katalognummer 929524). Metoden som ble
benyttet var AM320 med eksport profilen default DNA V2 screening. Prosessen er utfgrt
i henhold til QIAxcel Advances brukermanual (03/2016, V1.5).
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3.3.2 Primere og prober benyttet i studien

Designede og publiserte primere og prober benyttet i denne studien ble bestilt fra Tib-
molbiol. Probene bestdr av en fluorescerende reporter farge i 5’ ende, samt en quencher
i 3’ ende som tar opp det fluorescerende signalet ndr de begge er bundet til proben 87.
Samtlige HPV-prober som er benyttet under optimalisering av ekstraksjon, kloning,
validering av deteksjonsgrenser og ddPCR er merket med den fluorescerende reporter
fargen FAM og «dark quencheren» BBQ. For HPV 6, 18, 42, 45 og 73 ble prober merket
med den fluorescerende reporterfargen HEX benyttet i qPCR screening av
serumprgvene i studiepopulasjonen for a kunne sette opp dupleksreaksjoner med FAM

merkede typer.

Tidligere publiserte primere og probe for HBB ble ogsa benyttet i denne studien 88.
Proben for HBB var merket med den fluorescerende reporterfargen FAM, og dark

quencheren TAMRA.

Alle benyttede primere og prober er vist i tabell V1 i vedlegg.
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3.4 Tillaging av HPV-kontroller ved Kloning

Deteksjonsgrensen for de ulike HPV-typene, som skulle benyttes under screeningen, ble

bestemt pa HPV-DNA kontroller laget i kloningsforsgk.

TA-kloning er en enkel og effektiv metode for kloning av PCR-produkter 8°. Kloningen
ble utfgrt pa amplikoner laget med Taq polymerase som templat-uavhengig legger til en
enkelt deoksyadenosine (A) pa den 3’ enden av PCR-produktet. Produktet kan deretter
ligeres inn i en linezerisert vektor som har et enkelt 3’ deoksytymidin (T) overheng.

Dette gjgr det mulig for PCR-insertet 4 ligere effektivt med vektoren.

Kloningen ble gjennomfgrt med et TA-kloning kitt med pCR®2.1 vektor og One Shot®
INVaF’ kjemisk kompetente Escherichia coli celler (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
katalognummer K200001). pCR®2.1 vektoren med tilhgrende kloningssete er vist i figur
0.

facZm ATG oz BamHl  Spel

- Hind 1l Kpn 1
M13 Reverse Primer | | | 1
CAG GAA ACA GCT ATG AC|C ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
GIC CTT TGT CGA TAC TGGTAC TAA TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

lei)ﬂ' | ECIDR I ELYIJR 1

GTA ACG GCC GCC AGT GTG CTG GAA TTC GGC TTJFYSSuumesme)\ GCC GAA TTC TGC
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG CCG AR TT CGG CTT AAG ACG
Aval
PaeR7 |
EcoRV BsiX | No‘(l Xhol Nlel Xpal Apal
AGATATCCATCACACTGBCGEOCGC}TCGRGCATG}RHCTAG‘\G}S AAT TCG|CCC TAT
TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA

T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer
AGT GAG TCG TAT TqCAAT TCA |CTG GCC GTC GIT TTA ClAA CGT CGT GAC TGG GAA AAC

TCA CTC AGC ATA AT|GTTA AGT [GAC CGG CAG CAA AAT GTT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

Comments for pCR®2.1
3929 nucleotides

LacZa gene: bases 1-545

M13 Reverse priming site: bases 205-221

T7 promoter: bases 362-381

M13 (-20) Forward priming site: bases 389-404
1 origin: bases 546-983

Kanamycin resistance ORF: bases 1317-2111
Ampicillin resistance ORF: bases 2129-2989
pUC origin: bases 3134-3807

Figur 9: Plasmidvektor, pCR®2.1 med tilhgrende kloningssete. Vektoren bestar av 3929 bp, og er
beerer av bade Ampicillin- og Kanamycinresistente gener. Vektoren har et 3’-T overheng for ligering av
PCR-produkt, og innehar ogsa bindingsseter for M13 primerpar og en rekke restriksjonsenzymer.
Plasmidet er ogsa i besittelse av et LacZ gen, som vil klgyves ved ligering av PCR-produktet inn i vektoren.
Klgyving av LacZ genet fgrer til at X-gal ikke lenger kan spaltes, og dyrkning pa skal med X-gal, vil gjgre
det mulig a skille ut cellene som har tatt til seg plasmidet med det ligerte PCR-produktet. Illustrasjon fra

Orginal TA cloning kit user guide 0.
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3.4.1 Tillaging av PCR-produkt

Det ble benyttet anonyme livmorhals- og urinprgver som tidligere har blitt pavist som
sterkt positive med Anyplex™ Il HPV28 detection kittet for de ulike HPV-typer som
skulle klones. PCR-produkter for hver HPV-type ble syntetisert ved hjelp av spesifikke
primere og DreamTaq DNA polymerase (Thermo Scientific, Thermo Fisher Scientific,
katalognummer EP702). De kliniske prgvene benyttet for amplifisering av PCR
produkter til kloning var fortrinnsvis kun positive for den aktuelle HPV-typen. PCR ble
utfgrti 50 pl reaksjoner bestdende av 5 pl 10x DreamTaq buffer, 0,2 mM av hver dNTP, 1
uM av hver primer, 0,25 pl DreamTaq DNA polymerase, (1,25 units), og 2 pul DNA, samt
nukleasefritt vann til totalvolumet. Det hele ble satt opp pa SureCycler 8800 Thermal
Cycler (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) med et innledende denatureringssteg pa
95 °C i 2 minutter, etterfulgt av 30 sykluser av 95 °C i 30 sekunder, 60 °C i 30 sekunder

og 72 °Ci 1 minutt, avsluttet med et forlengelsessteg pa 72 °C i 10 minutter.

PCR-programmet ble tilpasset hver enkelt HPV-type, og ved oppsett av HPV 6, 16, 33, 42,
45, 52 og 73 ble 35 sykluser, heller enn anbefalte 30 sykluser, benyttet for & oppna
tilstrekkelig mengder PCR-produkt. For & undersgke at PCR-produktet hadde riktig
stgrrelse, og at kun et band var tilstede, ble produktene undersgkt med QIAxcel

Advanced, for ligering inn i pCR®2.1 ble satt i gang.

3.4.2 Kloning inn i pCR®2.1

For optimal ligeringseffektivitet er det anbefalt bruk av ferskt PCR-produkt, dette fordi
det single 3’ overhenget pa PCR-produktet vil degraderes over tid. Kloning inn i pCR®2.1
vektor ble utfgrt fortlgpende etter at PCR-reaksjonen var fullfgrt. En 10 pl
ligeringsreaksjon ble laget av 2 pl 5X ExpressLink™T4 DNA Ligase Buffer, 2 pl
pCR®2.1vektor (25 ng/pl), 1 pl ExpressLink™T4 DNA Ligase (5 units), 2,5 ul PCR-
produkt og 2,5 pl sterilt vann. Det er viktig med forsiktig behandling av pCR®2.1
vektoren, da tap av 3’ T-overheng vil fgre til blunt-end selv-ligering av vektoren, og
dermed ogsa en reduksjon i ligeringseffektiviteten. Ligeringsreaksjonen ble inkubert i

30 minutter ved romtemperatur fgr de ble sentrifugert og plassert pa is.
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3.4.3 One Shot® kjemisk transformering

pCR®2.1 vektoren, med det ligerte insertet, ble transformert inni kjemisk kompetente E.
coli One Shot celler pa fglgende mate; 2 ul av hver ligeringsreaksjon ble tilsatt til cellene
og inkubert i 30 minutter pa is. Cellene ble deretter gitt ett varmesjokk i 30 sekunder
ved 42 °C, fgr de igjen ble plassert pa is. 250 pl romtemperert S.0.C medium ble tilsatt og

cellene ble inkubert ved 37 °C ved risting ved 300rpm i 1 time.

De transformerte cellene ble strgket ut pa stgpte LB-skaler inneholdende 50 pg/ml X-gal
og 100 pg/ml ampicillin. (imMedia™, ThermoFisher, katalognummer Q60102). Hver av
transformasjonsmiksene ble strgket ut pa to skaler, 50 ul pa en skal, og det resterende
pa den andre. Skdlene ble inkubert ved 37 °C i 18 timer. Ampicillinresistens hos
vektoren gjgr det mulig for de transformerte cellene a vokse pa skalene tilsatt ampicillin,

samtidig som vekst av andre bakterier hindres.

3.4.4 Analysering av positive kloner

Etter inkubering ble skalene overfgrt til 4 °C i 2 - 3 timer for bedre fargeutvikling.
Transformerte celler ble gjenkjent ved en hvit farge pa koloniene. Ved ligering av PCR-
produktet inn i vektoren klgyves LacZ genet som koder for enzymet beta-galaktosidase.
Enzymet har evnen til & spalte X-gal, som er tilsatt i mediet, noe som medfgrer en bla
farge pa kolonien. Ved opptak av vektoren med innsatt PCR-produkt vil bakterien

dermed ikke kunne produsere enzymet, og kolonien vil heller ikke utvikle den bla fargen

90,

Inntil ti kolonier ble plukket fra hver av skidlene og dyrket videre i hver sine rgr med 5
ml LB-medium inneholdende 100 pg/ml ampicillin (imMedia™, ThermoFisher,

katalognummer Q60020). Rgrene ble inkubert i 18 timer ved 37 °C.
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3.4.5 Isolering av plasmid

De oppdyrkede cellene ble hgstet ved a sentrifugere 3 ml LB-medium ved 5000 rpm i 5
minutter, fgr alt medium ble fjernet. For isolering av de klonede plasmidene ble det
benyttet et Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
katalognummer K210011) med PureLink® spin kolonner bestdende av en
silikamembran som selektivt binder plasmid DNA. Prosessen er utfgrt i henhold til

kittets protokoll, og eluering ble utfgrti 75 ul TE-buffer.

3.4.6 Verifisering av insert ved Sanger sekvensering

o

De rensede plasmidene ble undersgkt pd QIAxcel Advanced for a bekrefte
tilstedeveerelse av DNA. En PCR reaksjon ble utfgrt pd mellom tre og ti kloner for hver
HPV-type. I denne PCRen ble det benyttet Amplitaq Gold® 360 mastermiks (Applied
biosystems, Thermo Fisher Scientific, katalognummer 4398881), og M13 primere
(M13F: 5’-GTA-AAA-CGA-CGG-CCA-G-3’, M13R: 5’-CAG-GAA-ACA-GCT-ATG-AC-3’,
Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Katalognummer N52002/N53002). Fglgende
reaksjon ble satt opp: 10 pl mastermiks, 0,5 pM av hver primer, 2 pl DNA, og
nukleasefritt vann til et totalvolum pa 20 pl. PCR-reaksjonen ble satt opp pa T100™
Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories GmbH, Munich, Germany) med et innledende
aktiveringssteg pa 95 °C i 10 minutter, fgr det ble utfgrt 30 sykluser av 95 °C i 30
sekunder, 55 °C i 30 sekunder, og 72 °C i et minutt. Et endelig polymeriseringssteg ble

avslutningsvis utfgrt ved 72 °Ci 7 minutter.

PCR-produktene ble kontrollert med QIAxcel Advanced, prgvene med riktig
bandstgrrelse ble renset ved bruk av CleanSweep PCR™ purification (Applied
biosystems, Thermo Fisher Scientific, katalognummer A29895), slik at overflgdige
primere ble hydrolysert og resterende dNTPs ble defosforylert. 2 pl CleanSweep ble
tilsatt til 5 ul PCR-produkt, og kjgrt pa fglgende PCR-program: 37 °C i 15 minutter,
etterfulgt av 80 °Ci 15 minutter.

For 4 verifisere at riktig produkt var satt inn, ble de rensede PCR-produktene sekvensert
med BigDye® Terminator v3.1 cycle sequencing kit (Applied biosystems, Thermo Fisher

Scientific, katalognummer 4337455). Sekvenserings-PCR med totalvolum pa 10 pl
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bestdende av 0,5 ul BigDye® Terminator v3.1 ready reaksjonsmiks, 1,75 ul 5x BigDye®
sekvenseringsbuffer, 0,5 uM M13 forward eller revers primer, 2 pul DNA og 5,25 pl sterilt
vann ble satt opp pa T100™ Thermal Cycler med fglgende PCR-program; 95 °C i 1
minutt, etterfulgt av 25 sykluser av 95 °C i 10 sekunder, 50 °C i 5 sekunder, og 60 °Ci 3

minutter.

Rester av BigDye® terminatorer og salter ble fjernet med BigDye XTerminator®
Purification kit (Applied biosystems, Thermo Fisher Scientific, katalognummer 437687),
der 45 pl SAM™ lgsning og 10 pl BigDye® XTerminator™ lgsning ble tilsatt til hver av
provene fra PCR-reaksjonen, fgr platen ble forseglet og satt til risting i 30 minutter ved
3000 rpm. Platen ble sentrifugert ved 1000 xg i 2 minutter, for deretter a bli sekvensert
pa 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific,
katalognummer 4405673) med protokollen BDxStdseq50_POP7_Z. Sekvensene ble
analysert med BioEdit Sequence Alignment Editor °1. For hver HPV-type ble en klon som

var bekreftet med sekvensering valgt videre for tillaging av positive kontroller til HPV-

spesifikke PCR’er.

3.4.7 Konsentrasjonsmaling med Qubit® 3.0 Fluorometer

DNA-konsentrasjonen for hvert plasmid-DNA ble malt ved hjelp av Qubit 3.0
fluorometer (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific), som i kombinasjon med ulike kitt,
benytter fluorescerende farger som er spesifikke for malet og kun vil avgi signal nar det
er bundet °2. Qubit ds HS (High Sensitivity) kit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
katalognummer Q32851), spesifikt for deteksjon av dobbeltradig DNA i prgver med
konsentrasjoner mellom 10 pg/ul og 100 ng/ul, ble benyttet i dette forsgket ?3. Analysen
ble utfgrt etter oppgitt protokoll med sma modifikasjoner; 10 pl av hver prgve ble
benyttet, og avlesningen ble utfgrt etter 2 minutters inkubasjon. Alle prgvene ble igjen

malt etter 1 time, som kontroll.

Som en ekstra kontroll, ble det foretatt en kutting av plasmidene ved hjelp av
restriksjonsenzymet BamHI (Thermo Fisher Scientific, katalognummer ER0051) for a
utelukke for lave malinger grunnet eventuelt supercoilet plasmid. BamHI gjenkjenner
G"GATCC seter, et kuttesete som er tilstede hos plasmidvektoren som er benyttet %. Fgr

kutting, ble det undersgkt at kuttesetet ikke var tilstede hos noen av insertene, slik at
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alle plasmidene ble kuttet kun en gang. Det ble laget en miks av 2 pl 10x BamHI buffer, 1
ul BamHI restriksjonsenzym og 16 pl nukleasefritt vann, fgr 5 pl DNA ble tilsatt.
Restriksjonskuttingen ble utfgrt ved 37 °C i 2 timer fgr det ble foretatt en ny

konsentrasjonsmaling.

3.4.8 Tillaging av fortynningsrekker

Avogadros konstant (6,02214199*1023 mol1) og molvekt for dobbeltradig DNA (660
g/mol) ble benyttet for d estimere antall kopier per mikroliter 9. Beregningene ble gjort

pa folgende mate for hver HPV-type, her vist for HPV 16 som ble malt til 6,1 ng/pl.

Beregning av molekylvekt i gram per mol for plasmid med insert:
pCR 2.1 plasmidvektor: 3929 bp

HPV 16 insert: 113 bp

3929 bp + 113 bp = 4042 bp

4042 * 660 g/mol = 2667720 g / mol

Beregning av antall kopier per mikroliter Igsning:

6,10 1)* (6,022%10%2 Kopi 1
EooTe P opler/mob _ 14+ 108 kopier /il
(10° ng / g)*(2667720 g / mol)

Etter at antall kopier per mikroliter av plasmid med HPV-insert som var tilstede i
lgsningen var beregnet, ble det laget en ti ganger fortynningsrekke fra 106 til 10-1 kopier
per mikroliter. Fortynningsseriene ble laget med 1 x TE-buffer bestidende av 10 mM
Tris-HCI med pH 8 (Thermo Fischer Scientific, Invitrogen, katalognummer: 15568025),
1 mM EDTA med pH 8 (Thermo Fisher Scientific, Invitrogen, katalognummer:
15575020), samt nukleasefritt vann. Disse fortynningsseriene ble benyttet til a

bestemme deteksjonsgrense for hver PCR-assay, bade qPCR og ddPCR.
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3.5 Etablering av protokoll for qPCR og ddPCR

3.5.1 Optimalisering av qPCR-protokoll

qPCR er en hurtig og meget sensitiv metode for pavisning av DNA ved bruk av spesifikke
primere og probe. Metoden benyttes i mikrobiologisk diagnostikk til blant annet
pavisning av de fleste virus. AriaMX real-time PCR-system ble benyttet ved samtlige

kjgringer der spesifikke primere og probe ble benyttet.

3.5.1.1 Valg av mastermiks

For 4 oppnd best mulig fglsomhet ved pavisning av HPV ble to typer mastermiks
sammenlignet. De to typene var TagMan Gene Expression mastermiks og QuantiNova
Pathogen mastermiks (Qiagen, Katalognummer 208652). qPCR ble satt opp for begge
mikser med fortynningsrekker av HPV 18 og 51 i henhold til miksenes anbefaling
(beskrevet i punkt 3.2). Oppsett av reaksjoner med 2x TagMan Gene Expression
mastermiks ble utfgrt som beskrevet i punkt 3.2. Reaksjonsmiksen med QuantiNova
Pathogen mastermiks utgjorde et totalvolum pa 20 pl per reaksjon, og var bestdende av
5 ul 4x pathogen mastermiks, 0,1 pl QN ROX reference dye, 0,8 uM av hver primer, 0,25
UM probe, 5 pul DNA og 9,16 pl nukleasefritt vann. Reaksjonen ble satt opp med fglgende
program: 50 °C i 10 minutter, 95 °C i 2 minutter, 50 sykluser bestdende av 95 °C i 5
sekunder og 60 °C i 30 sekunder.

3.5.1.2 Primer og probe konsentrasjon

For Gene Expression mastermiksen ble det videre gjort forsgk for a se om det kunne
oppnas hgyere sensitivitet ved & g¢gke Kkonsentrasjonen pa primere og probe.
Konsentrasjoner pa mellom 0,30 uM - 0,90 uM for primere og 0,20 uM - 0,25 uM for
probene ble benyttet. Forsgket ble utfgrt pa eluater fra serum tilsatt HPV-kontroll og
anonyme langtidslagrede DNA-prgver fra laboratoriet (ekstrahert fra urin), som

tidligere var vist positive for HPV.
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3.5.1.3 Eluat-mengde i qPCR

For & undersgke om det var mulig & oppna en like sensitiv deteksjon med et lavere
volum av eluat ble to ulike mengder eluat/qPCR-reaksjonsmiks evaluert (2 pl eluati 18
ul reaksjonsmiks og 5 pul i 20 pl reaksjonsmiks). Forsgket ble utfgrt pa eluater av
fortynningsrekke av HPV 18 og 51, med TagMan Gene Expression mastermiks, i henhold
til miksens anbefaling som beskrevet i punkt 3.2 for 25 pl reaksjon. For 20 pl reaksjoner
ble reaksjonsmiks satt opp som beskrevet i punkt 3.2.1.1.2, der IPC probeassay ble

erstattet med et gkt volum av nukleasefritt vann.

3.5.1.4 Verifisering av deteksjonsgrense

Deteksjonsgrensen for hver HPV-type ble undersgkt med de klonede HPV-kontrollene.
Det ble satt opp paralleller med 5 pl fra hver fortynning fra 1 000 000 kopier/ul til 0,1
kopi/pl. gPCR-reaksjonene ble utfgrt med TagMan Gene Expression mastermiks i 25 pl
reaksjoner som beskrevet over (punkt 3.2). Ulike hybridiseringstemperaturer ble
forsgkt for noen av HPV-typene, men alle typene oppnadde en deteksjonsgrense pa 1

kopi/pul med standard betingelser.

3.5.1.5 Enkel, dupleks eller multipleks qPCR

For a kunne screene for sa mange HPV-typer som mulig med tilgjengelig eluatmengde
ble det undersgkt om assayene kunne duplekses. Ved oppsett av qPCR ble det valgt a
duplekse typer som ikke var for neert beslektet med hverandre. Ettersom HPV-type 16,
31, 33, 52 og 58 alle tilhgrer alphavirus artsgsgruppe 9, ble disse fordelt i 5 ulike assay,
og duplekset med en av de andre HPV-typene (6, 18, 42, 45 og 73). Probene til HPV-
typene fra artsgruppe 9 var FAM merket i dupleks analysene, mens de resterende typer
var HEX merket. Fglgende dupleks reaksjoner ble satt opp; HPV 16 og 18, 31 og 45, 33
og 42,52 og 73 samt 58 og 6. Deteksjon i dupleks ble sammenlignet med enkelt qPCR for
hver type, der det ble satt opp triplikater av to ulike plasmidkonsentrasjoner ved nedre
deteksjonsgrense (10 og 100 kopier/pl). 5 ul DNA ble benyttet til hver reaksjon som ble

utfgrt i 25 pl reaksjoner med TagMan Gene Expression mastermiks som beskrevet i
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punkt 3.2 Ved dupleks qPCR ble primere (0,30 uM) og prober (0,20 uM) for begge de
aktuelle HPV-typene tilsatt i reaksjonsmiksen, sammen med 12,5 pul mastermiks og 6,7 pl

nukleasefritt vann.

For a begrense bruken av prgvematerialet og screene for mange HPV-typer fra et lavt
volum av eluat ble det ogsa forsgkt a benytte ett kommersielt multipleks kitt; Anyplex™I
HPV28 deteksjon, som gjgr det mulig & detektere totalt 28 HPV-typer i to separate PCR-
reaksjoner, 19 HR (HPV 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 69, 73,
82),0g 9 LR (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70). Forsgket ble utfgrt pa fortynningsrekke av
HPV 18 og 51 (1:100 - 1:12500) i henhold til kittets brukermanual (01/2015, V1.06), i
kombinasjon med CFX96™ real-time PCR-system (Bio-Rad Laboratories GmbH, Munich,
Germany). Resultatene ble sammenlignet med spesifikke TagMan Gene Expression qPCR

assay.

Betingelser for qPCR benyttet ved screening av prgvematerialet kommer frem pa

bakgrunn av resultatene vist i punkt 4.2 fgr endelig protokoll er vist i punkt 4.4.

Ved oppsett av qPCR til screening av prgvematerialet ble en templatfri kontroll
(nukleasefritt vann) og en positiv kontroll satt opp for hver reaksjonsmiks i samtlige

kjgringer.

44



3.5.2 Droplet digital PCR-protokoll

Droplet digital PCR (ddPCR) er en digital PCR-metode basert pa vann-olje emulsjon, der
det genereres opptil 20 000 drdper i nanoliter stgrrelse fra hver prgve. Alle drapene
inneholder primere, probe, dNTP og enzym, men ikke alle vil inneholde DNA. Dersom
det er mye DNA i prgven bgr den fortynnes, slik at det finnes negative draper, som
benyttes i en Poisson-fordelingsformell til & bestemme den absolutte DNA
konsentrasjonen i den originale prgven. Etter generering av drapene utfgres det en PCR-
reaksjon av emulsjonen som fgrer til separate ampliseringer i hver av drdpene der DNA
er tilstede. Drapene i prgven analyseres deretter enkeltvis gjennom et to-farge

deteksjonssystem som avgjgr hvorvidt de er positive eller negative % (figur 10).

To-farge deteksjonssystemet gjgr det mulig & multiplekse ulike malsekvenser i samme
prgve, men ved dette forsgket ble kun en reporter farge (FAM) benyttet. Det ble bestemt
a undersgke prgvene mer malrettet med ddPCR, mot fa utvalgte HPV-typer (16, 31, 45,
18, 33) som var pavist i livmorhalsen hos den aktuelle kvinnen, fremfor & screene alle
prgver for alle typer slik det ble gjort med qPCR. I tillegg ble serumprgver fra kvinnene
diagnostisert med ACIS og kreft undersgkt spesifikt for de typene de var positive for i
livmorhalsen (HPV 16, 18, 31, 33, 45 og/eller 52).

Figur 10: Droplet digital PCR-flyt. (A) Basert pa vann-olje emulsjon fordeles hver prgve til opptil
20 000 draper. (B) Separate PCR-reaksjoner gjennomfgres i hver enkelt drape. (C) Drapene analyseres
enkeltvis gjennom et to-farge deteksjonssystem, som avgjgr om hver enkelt drape er positiv eller negativ.

[llustrasjon fra splice-bio.com 97.
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Eventuelle positive funn gjort med qPCR ble ogsa kvantitert ved bruk av ddPCR. Det
foreligger visse begrensninger ved bruk av qPCR nar det gjelder kvantitering, da
metoden benytter indirekte kvantitering, og er avhengig av validerte standardkurver.
ddPCR benytter direkte kvantitering, uten behov for standardkurve ved a bestemme
fraksjonen av positive draper i prgven. Denne metoden er i tillegg mer tolerant mot sma
endringer i PCR-effektiviteten, ettersom det er endepunkt produkt som avleses i hver
drdpe pa slutten av PCR-reaksjonen, fremfor stigningen underveis slik som er tilfelle ved

qPCR 98-100,

Deteksjonsgrense for hvert assay ble bestemt med oppsett av fortynningsrekke for de
klonede HPV-kontrollene, der det ble satt opp triplikater av hver fortynning fra 10.000
kopier/ul, til 0,1 kopi/pl. Optimale positive kontroller til oppsett av prgvene ble
samtidig plukket ut. 45 sykluser, fremfor 40, ble prgvd ut for & vurdere effekt pa
fluorescens intensitet. Ved kjgring av prgvene ble det for hvert oppsett inkludert
duplikater med HPV-spesifikke negative kontroller, som besto av klonet HPV 51 DNA i
100 kopier/ul, samt templatfrie kontroller bestdende av nukleasefritt vann. De negative
kontrollene var avgjgrende ved fastsettelsen av en terskelverdi mellom positive og
negative draper. Det ble ogsa satt opp duplikater av positive kontroller i ulike

konsentrasjoner.

Analysen ble utfgrt med Bio-Rad’s QX200 ddPCR-system (Bio-Rad). Det ble laget en
separat reaksjonsmiks for hver HPV-type som skulle analyseres, der ddPCR-supermiks
for prober (uten dUTP) (Bio-Rad, katalognummer 1863024) ble benyttet.
Reaksjonsmiksen ble laget uti fra 11 ul 2x ddPCR-supermiks, 0,90 uM av hver primer og
0,25 uM probe, samt nukleasefritt vann til et totalvolum pa 17 pl. 5 ul DNA ble benyttet.
Prosessen med a generere draper ble utfgrt med QX200 drapegenerator, og PCR ble
utfgrt med C100™ Thermal Cycler (Bio-Rad), med PCR-program etter anbefaling for
ddPCR-supermiks. Programmet var som fglger: enzymaktivering ved 95 °C i 10
minutter, etterfulgt av 40 sykluser bestdende av denaturering ved 94 °C i 30 sekunder
og hybridisering ved 60 °C i 1 minutt. Avslutningsvis ble det gjennomf@rt et enzym-
deaktiveringssteg pa 98 °C i 10 minutter. Hele prosessen ble giennomfgrt med en ramp

rate pa 2 °C per sekund. Platen ble overfgrt til QX200 drapeleser etter endt PCR.
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Prgvene ble kjgrt enkeltvis i en innledende screening. Mulig positive prgver bestdende

av drdper med lav fluorescens ble kjgrt om igjen i duplikater. For at prgven skulle

analyseres som positiv matte begge paralleller vaere positive, eller minst en drape matte

ligge pa samme fluorescensniva som de positive kontrollene.

Resultatene ble analysert ved hjelp av QuantaSoft version 1.7.4 analysis software (Bio-

Rad), samt ddpcRquant 8. Sistnevnte er et program som benytter grunnlinje korreksjon

og ekstremverdi teori for d sette terskelen mellom positive og negative draper ved

tilfeller der kun en fluorefor er benyttet. Kvantitering ble utfgrt med QuantaSoft, der

resultatene ble oppgitt i form av kopier per mikroliter i den originale prgven ved bruk

av fglgende formel 101;

Nneg
- -In (ZF*)
Vdraper
C = Kopier per drape
Nneg = Antall negative draper
N = Totalt antall draper

Vdarape = Volum i drapene
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4 Resultater

Ettersom tidligere studier har vist motstridende resultater om hvorvidt HPV-DNA finnes
i blod/serum hos kvinner med forstadier til kreft, ble det lagt stor vekt pa a optimalisere
badde ekstraksjon og PCR-protokollene benyttet i denne studien. Dette for & oppna lavest

mulig deteksjonsgrense slik at falske negative resultater unngas i stgrst mulig grad.

4.1 Optimalisering av ekstraksjon

4.1.1 Optimalisering fra maksimalt 500 pl serum

4.1.1.1 Effekt av forbehandling av serum og elueringsvolum for
ekstraksjon med Generic 2.0.1 protokoll fra easyMAG

Resultatene viste at lavt elueringsvolum ga signifikant lavere Ct-verdier for pavisning av
tilsatt HPV 16 DNA (p < 0,0001). Det samme gjaldt ved forbehandling med proteinase K,
der det ble pavist signifikant lavere Ct-verdier der forbehandling var utfgrt (p = 0,001).
Ved statistisk beregning med en to-veis ANOVA test ble det samtidig vist at det ikke var
noen signifikant interaksjonseffekt mellom elueringsvolum og forbehandling med
proteinase K (p = 0,672), og de to faktorene bedrer dermed utbyttet, uavhengig av

hverandre. Resultatene er visti figur 11.
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Figur 11: HPV 16 DNA pavisning ekstrahert med Generic. Elueringsvolumet ble satt til 25 og 60 pl,
uten (U) og med (M) proteinase K forbehandling. * signifikant forskjell p<0.05
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Med tanke pa alle HPV-analysene som skulle utfgres pa ekstraktene var eluering i 25 pl
potensielt ikke tilstrekkelig til alle aktuelle analyser, og effekt av a fortynne eluatet 1:2
ble sammenlignet med eluering i 50 pl. Ingen signifikant forskjell ble vist (p = 0,66) og

det ble valgt a eluere i et hgyere volum.

Protokollen som ble benyttet til videre sammenligner besto av ekstraksjon fra 500 pl

serum forbehandlet med 500 pl proteinase K 1gsning, eluert i 40 til 60 pl.

4.1.1.2 Sammenligning av ulike protokoller pa EasyMAG

Resultatene viste en gjennomsnittlig lavere Ct-verdi ved ekstraksjon med Generic M
eluert i 60 pl enn med de to spesifikke protokollene (figur 12). Mengde silika tilsatt
hadde lite betydning for utbytte. Bade spesifikk A og spesifikk B ga tilsvarende Ct-
verdier som Generic U beskrevet i punkt 4.1.1.1 (Ct = 30,22 SD = 0,41). Forsgket ble
utfgrt pa duplikater, og ingen videre statistikk er beregnet.

31 ~
30,5 -
30 ~

29,5 -
29 -
28,5 -
28 -
27,5 A
27 - T T . T

50 ul 50 ul 140 ul 50 ul 140 ul

Ct-verdi

Generic M Specific A Specific B

Silikavolum

Figur 12: HPV 16 DNA pavisning ekstrahert med ulike protokoller pa easyMAG. Silikavolum ble satt
til 50 og 140 pl. Elueringsvolum for Generic M og Specific B var pa 60 pl, og for Specific A pa 70 pl.
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4.1.1.3 Sammenligning av EasyMAG ekstraksjon med andre
ekstraksjonsmetoder

Ved sammenligning av Generic M med EZ-Virus og Circulating, viste resultatene et
signifikant lavere DNA-utbytte ved ekstraksjon med EZ-Virus i forhold til de to andre
protokollene (p < 0,027) ved to-veis ANOVA test. Ingen signifikant forskjell ble vist
mellom Generic M og Circulating (p = 0,974). P4 grunn av begrensinger i kittet, ble et
lavere serumvolum benyttet i EZ-Virus enn med de andre kittene, men det var over 3
Ct'er i forskjell mellom Generic M eller Circulating og EZ-virus, noe som tilsier en 10

ganger lavere mengde eluert DNA.

Ved ekstraksjon med EZ-Virus vistes signifikant lavere Ct-verdier for HBB ved
ekstraksjon uten forbehanding, i forholdt til med forbehandling (p = 0,017). For
pavisning av HPV 18 var det derimot ingen signifikant forskjell (p = 0,077). Resultatene

er visti figur 13.
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Figur 13: Pavisning av HPV 18-, og HBB-DNA ekstrahert med ulike metoder. Eluering ble utfgrt i 50
ul ved ekstraksjon med Generic M og Circulating, og 60 pl ved bruk av EZ - Virus. Ekstraksjon med EZ -
Virus ble utfgrt uten (U) og med (M) forbehandling med ATL buffer, der maksimum tillat volum pa 400 pl
serum er tilsatt uten forbehandling, og 300 pl ble tilsatt ved forbehandling. Ved Generic M og Circulating
ble 500 pl prgvevolum benyttet. * signifikant forskjell p<0.05.
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Ved undersgkelse av metodenes sensitivitet ved ekstraksjon fra triplikater av serum
tilsatt HPV 18 DNA i fortynningsrekke, var det mulig & detektere alle 3 paralleller ned til
1:500 med Generic M, men kun ned til 1:100 med Circulating. Tilsvarende var det kun en
av tre paralleller som var PCR-positiv ved 1:500 fortynning ved ekstraksjon med DNA

Blood. Resultatene viste lavest deteksjonsgrense ved ekstraksjon med Generic M.

4.1.2 Optimalisering fra 1000 pl serum

For de tre kvinnene i studien som var diagnostisert med kreft ble Generic M med
eluering i 40 pl benyttet til ekstraksjon fra 500 pl prgvemateriale i en innledende fase av
studien. Prgvene ble analysert for de HPV-typene som kvinnene hadde fatt pavist i
livmorhalsen. Med bakgrunn i tidligere publiserte funn av HPV-DNA i blod fra kvinner
med kreft, var det forventet mulig positivt resultat, selv. om kvinnene var i tidlig
kreftstadium. Ingen HPV-typer ble pavist i noen av prgvene. For resten av populasjonen
ble bestemt a utfgre ekstraksjon med maksimalt tilsetningsvolum i easyMAG (1000 pl),
for & fa en lavere deteksjonsgrense for pavisning, basert pa protokollen etablert ved den

italienske gruppen som kunne pavise hgye prevalenser av HPV-DNA i plasma prgver 74.

1000 ul serum ekstrahert med Specific B med elueringsvolum pa 100 ul, ble
sammenlignet med Generic M protokollen som ble benyttet ved ekstraksjon av
kreftprgvene. Resultatene viste at Specific B med et prgvevolum pa 1000 ul ga et
signifikant hgyere DNA-utbytte enn ekstraksjon fra 500 ul serum med Generic M (29,19
(SD=0,01) mot 30,45 (SD = 0,19) p=0,007).

1000 pl serum tilsatt lav mengde HPV 18 DNA ble ekstrahert med Generic U og Specific
B, med elueringsvolum pa 60 og 100 pl. Resultatene er vist i figur 14. Resultatene for
HBB viser en signifikant interaksjonseffekt mellom protokoll og elueringsvolum (p =
0,05), og viser at effekt av protokoll pa Ct-verdi avhenger av elueringsvolum.
Resultatene viser ogsa signifikant lavere Ct-verdier ved ekstraksjon med Specific B (p =
0,036) og ved eluering i lavere volum (p = 0,007), i en to-veis ANOVA test. HPV 18 ble
kun pavist i to av tre prgver ekstrahert med begge protokoller ved et elueringsvolum pa
60 pl, der lavere Ct verdier ble vist ved ekstraksjon med Specific B. Ved eluering i 100 pl
kunne HPV 18 ikke detekteres ved ekstraksjon med Generic U, mens to av tre prgver ble

funnet positive ved ekstraksjon med Specific B.
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Figur 14: HPV 18 HBB DNA pavisning ekstrahert med Generic U og Specific B. Eluering ble utfgrt i 60
og 100 pl. * signifikant forskjell p<0.05

4.1.3 Validering av DNA-utbyttet ved langtidslagring av serum og
undersgkelse av mulige inhibitorer i pasientprgvene

Resultatene fra forsgket om effekt av langtidslagring viser at DNA-utbyttet (HBB) i
prgvene fra 2012 ikke er signifikant forskjellige (Ct = 27,90 (SD = 1,90)) fra prgvene tatt
i 2017 (Ct = 28,12 (SD = 0,78)) (p = 0,68). For a male mulig inhibisjon ble det Kkjgrt en
qPCR pa IPC tilsatt ved ekstraksjon. Resultatene viste heller ingen signifikant forskjell
mellom langtidslagrede (Ct = 30.84 (SD = 1,20)) og nyere prgver (Ct=30,77 (SD = 0,37))
(p=10,83).

Det ble heller ikke pavist inhibitorer i serumprgvene fra studien, etter sammenligning
med ekstraksjon fra TE-buffer. Ingen signifikant forskjell i Ct-verdi ble vist for HPV 16,
HBB eller IPC etter analyse med en-veis ANOVA test (p = 0,18).
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4.1.4 EKkstraksjonsprotokoll for screening av pasientprgvene

Ut fra resultatene for utprgving og optimalisering ble Specific B 2.0.1 protokoll fra
NucliSENS easyMAG pa 1000 ul serum, tilsatt 140 pl silika og med elueringsvolum pa 60
ul benyttet til ekstraksjon av alle pasientprgvene i studien, med unntak av de tre
pasientene diagnostisert med kreft. Som beskrevet i punkt 4.1.2, ble prgvene fra de tre
kreftpasientene ekstrahert i en innledende fase i prosjektet, og for disse prgvene ble
ekstraksjonen utfgrt pa 500 pl serum med protokollen Generic 2.0.1 med forbehandling

(Generic M), og eluering i 40 pl.

4.2 Optimalisering av qPCR-protokoll

4.2.1 Valg av mastermiks

TagMan Gene Expression- og QuantiNova Pathogen mastermiks ble sammenlignet.
Forsgket ble utfgrt pa en fortynningsrekke av HPV 18 og 51 ekstrahert i serum.
Resultatene er grafisk fremstilt i figur 15 for HPV 51, og viser en lavere Ct-verdi ved

bruk av Gene Expression mastermiks ved samtlige fortynninger ned til 1:5000.

HPV 18 ble kun pavist i laveste fortynning for begge miksene, men ogsa der var Ct-
verdien lavere ved bruk av Gene Expression mastermiks (Ct 34,71 (SD = 1,39)) enn med
QuantiNova (Ct 36,96 (SD = 1,03)). Alle videre qPCR-forsgk i studien er utfgrt med

TagMan Gene Expression mastermiks.
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Figur 15: HPV 51 deteksjon ved oppsett av qPCR med TaqMan Gene Expression- og QuantiNova

Pathogen mastermiks. Pavisning ble foretatt i fortynningsrekke av HPV 51 i serum.

4.2.2 Primer og probe konsentrasjon

Bruk av hgy primer/probe konsentrasjon (0,90 uM/0,25 pM) i PCR-miksen ga ingen
signifikant forskjell i forhold til lav primer/probe konsentrasjonen (0,30 uM/0,20 pM)
ved oppsett av qPCR pa et utvalg HPV-typer (p = 0,98 ved to-sidig T-test). Lave primer/
probe-konsentrasjoner ble derfor benyttet ved samtlige analyser utfgrt med qPCR, bade

under optimalisering av metoder, og ved screening av prgvematerialet.

4.2.3 Eluat-mengde i qPCR

Det ble benyttet fortynningsrekker av HPV-DNA, tilsatt og ekstrahert fra serum, hvor 2
og 5 ul eluat ble tilsatt per gPCR-reaksjon. Resultatene viste at de hgyeste fortynningene
gikk tapt ved a benytte 2 pl fremfor 5. For videre arbeid i studien ble derfor 5 pl eluat
ble benyttet til samtlige analyser der det ble screenet etter HPV.
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4.2.4 Verifisering av deteksjonsgrense

Sekvensering av de klonede HPV-typene viste at samtlige hadde rett produkt. To HPV-
typer (HPV 31 og 42) hadde en mismatch til proben i den probebindende sekvensen.

Resultatene er vist i tabell V2 i vedlegg.

Hver fortynning ble satt opp i duplikater med spesifikke primere og prober i separate
gPCR-reaksjoner. Resultatene viser at hver HPV-type kunne detekteres ned til 1 kopi/pl

ved bruk av den valgte qPCR-protokollen. Resultatene er vist i figur 16.
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Figur 16: Verifisering av deteksjonsgrense for hver HPV-type med qPCR. Fortynningsrekker av hver
HPV-type fra 106 til 10-1 kopier/pl, utarbeidet fra klonede HPV-kontroller. Hver av fortynningene er vist

med Ct-verdi ved pavisning.

Resultatene viser en linezer stigning i Ct-verdi fra 106 til 1 kopier/pl plasmid i
reaksjonen for de ulike assayene. Deteksjonsgrense for HPV 31 var lik som for de andre
typene, men Ct-verdiene var hgyere ved hver fortynning. Assayene designet i denne

studien viste samme deteksjonsgrense som de publiserte.

Ved en deteksjonsgrense i qPCR pa 1 kopi/pl eluat vil en tilsetning av fem mikroliter
tilsvare en deteksjonsgrense pa 60 kopier/60 ul eluat, altsd 60 kopier/ml ekstrahert

serum, dersom ekstraksjonsutbytte er pa 100 %.

55



4.2.5 Enkel, dupleks eller multipleks qPCR

For 4 ha tilstrekkelig mengde eluat til & screene for alle gnskede HPV-typer med 5 pl
eluat i hver PCR-reaksjon, og i tillegg kunne sette opp for utvalgte typer i ddPCR, ble

muligheten for & multiplekse ulike assay undersgkt.

Oppsett med det kommersielle multiplekskittet Anyplex™Il HPV 28 detection, resulterte
i deteksjon av HPV 18 i middels styrke (++) ved hundre ganger fortynning. Ved
femhundre ganger fortynning kunne HPV 18 detekteres i to av tre replikater, men ingen

videre pavisning ble gjort. HPV 51 ble ikke pavist ved noen anledning.

Resultatene ved oppsett i enkelt- og dupleks-qPCR er vist i tabell 5. Det var ingen
signifikante forskjeller mellom enkelt og dupleks-qPCR-pavisning for de fleste HPV-
typer etter beregning med to-sidig T-test. For HPV 6, 18 og 73 ble det vist signifikant
lavere Ct verdier ved enkelt oppsett enn i dupleks-reaksjon for 100 kopier/ul, mens kun
HPV 6 var signifikant forskjellig ved 10 kopier/pl. Ingen prgve ble negativ i PCRen ved

den lave HPV-DNA konsentrasjonen som fglge av dupleksing.

Tabell 5: DNA utbytte ved pavisning av HPV i enkelt- og dupleks qPCR-reaksjoner. Klonede HPV-
kontroller bestdende av 100, og 10 kopier/ul ble satt opp i begge reaksjoner for hver HPV-type.
Gjennomsnittlig Ct-verdi er vist med standardavvik (SD) for oppsett i enkelt- og dupleks-qPCR.
Signifikante forskjeller (p < 0,05) mellom enkelt- og dupleks-qPCR ble beregnet ved utfgrelse av T-test for
hver HPV-type (p).

Real-time PCR

100 kopier / pl 10 kopier / ul
Enkelt-PCR  Dupleks-PCR Enkelt-PCR  Dupleks-PCR
HPV Ct SD Ct SD p Ct SD Ct SD p

6 2879 038 2945 027 005 3153 036 3227 025 0,05
16 2992 024 2948 040 0,19 3259 030 3237 020 0,35
18 27,88 0,13 2880 0,12 0,001 31,08 059 3161 045 027
31 3404 007 3399 020 072 3525 0,13 3535 024 058
33 2949 005 2952 016 078 31,99 051 31,94 044 091
42 31,11 027 31,14 025 092 3329 056 3366 040 046
45 2980 0,07 3027 022 006 3285 054 3225 040 0,20
52 2895 015 29,06 023 052 3210 020 3251 046 026
58 2925 0116 2928 013 0,77 31,75 033 3151 0,73 0,72
73 30,13 0,10 30,74 0,09 0,001 3347 090 3467 031 0,114
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Ved HPV-screening av studiematerialet med qPCR ble dupleksreaksjoner benyttet. Ved

malrettet screening med ddPCR ble reaksjonene satt opp enkeltvis.

4.3 Verifisering av deteksjonsgrense i ddPCR

De klonede HPV-kontrollene ble satt opp i triplikater fra 104 til 10-1 kopi/ul. Denne
verifiseringen ble kun utfgrt pa HPV 16, 31 og 45, da det var disse typene det i farste
omgang skulle screenes for med ddPCR. Resultatene viste at alle tre typer kunne
detekteres ned til 1 kopi/pl. Deteksjonsgrense for HPV 6, 18, 33 og 52 ble undersgkt i
ettertid pa duplikater av klonede kontroller fra 102 til 1 kopi/pl. Samtlige typer
oppnadde en deteksjonsgrense ved 1 kopi/pl, med unntak av HPV 6 der 1 kopi/ pl kun
ble detektert i en av tre replikater. Det ble undersgkt pa et utvalg av prgver med draper
med lav fluorescens hvorvidt 45 sykluser ville gke fluorescens intensiteten, men gkning
av antall sykluser ga ikke hgyere fluorescens. 40 sykluser ble dermed benyttet ved

samtlige oppsett pa studiematerialet.

4.4 Screening av prgvematerialet

Totalt ble 159 serumprgver undersgkt i denne studien. Alle kvinner som var positive for
HPV 16, 31 og/eller 45 i livmorhalsen ble inkludert uansett lesjonsgrad (N=145). I
tillegg ble alle kvinnene med ACIS (N=5) og kreft (N=3) inkludert, uavhengig av hvilke
HPV-typer de var pavist med i livmorhalsen. Det ble ogsa inkludert ti kvinner med

negativ HPV-test og normal celleprgve.
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4.4.1 Screening med qPCR

IPC ble tilsatt til alle serumprgvene i studien for a sikre at ekstraksjon var vellykket.
qPCR for HBB og IPC ble satt opp som beskrevet i punkt 3.2.1.1.2. Resultatene viser at
HBB (31,82 (SD = 2,29)) og IPC (32,47 (SD = 1,38)) ble pavist i samtlige prgver, og at

prgvene dermed var egnet for videre analyse.

Prgvene fra kvinnene positive for HPV 16, 31 og/eller 45 i livmorhalsen, samt de 10
prgvene fra HPV-negative kvinner ble undersgkt for ti HPV-typer i dupleksreaksjoner
(HPV 16 og 18, 31 og 45, 33 og 42, 52 og 73, samt 58 og 6) med spesifikke primere og
prober. For kvinnene med ACIS, som ikke var HPV-positive i livmorhalsen for HPV 16, 31
eller 45, ble serumprgvene kun undersgkt for typene som var pavist. Kvinnene med

kreft ble ogsd kun undersgkt for paviste HPV-typer i livmorhalsen.

HPV-screening ble utfgrt ved oppsett av dupleksreaksjoner med TagMan Gene
Expression mastermiks som beskrevet i punkt 3.2 der 5 pl DNA fra hver prgve ble satt til
fem ulike reaksjonsmikser med 0,30 og 0,20 uM av primer og probe. qPCR ble utfgrt
med program beskrevet i punkt 3.2 Ved samtlige oppsett ble det tilsatt en positiv
kontroll for hver av reaksjonsmiksene, bestdende av de to respektive HPV-typene, som
assayet var satt opp for. De klonede HPV-kontrollene ble benyttet, der hver av de to var

fortynnet til 100 kopier/ul i TE- buffer.

Resultatene fra den brede screeningen med qPCR er vist i tabell 6, og viser at kun 1 av
153 testede serumprgver ble positiv under screening med qPCR. Den aktuelle prgven

var HPV 6 positiv.

Ingen av de seks kvinnene med ACIS eller kreft, som kun ble screenet for de HPV-typer

de hadde i livmorhalsen, fikk pavist HPV-DNA i serum (tabell 7).

Samtlige positive og negative kontroller stemte overens med forventet resultat. Positive

kontroller for HPV 31 og 42 viste en lavere fluorescens.

58



Tabell 6: HPV-screening med qPCR av serumprgver fra kvinnene i studien. Antall positive prgver for
hver HPV-type er satt i sammenheng med diagnose. Prgvene er screenet for ti HPV-typer. Prevalens for

hver HPV-type er vist i prosent.

HPV
Diagnose 6 16 18 31 33 42 45 52 58 73
Normal (N =27) 1 o 0 0 O o O o0 o0 O
CIN1(N=11) 0 0O 0 0 O O O o0 o0 O
CIN2(N=17) 0 o 0 0 O o O o0 o0 O
CIN 3 (N =96) 0 o 0 0 O O O o o0 O
ACIS (N=2) 0o 0 o 0O O O O o0 O0 O
Totalt (N=153) 1 0O 0 0 0o 0 O O O0 O
Prevalens (%) 065 0 0 0 0 O O O O0 O

Tabell 7: HPV-screening med qPCR av serumprgver fra kvinner med ACIS og kreft. Kvinnene med
kreft ble kun screenet for HPV-typer de hadde fatt pavist i livmorhalsen. Det samme var gjeldende for
kvinnene med ACIS, der HPV 16, 31 eller 45 ikke var pavist i livmorhalsen. Tabellen viser antall positive av

antall analyserte prgver (positiv/antall analysert).

HPV
Diagnose 16 18 31 33 52
ACIS (N=3) 0/0 0/3 0/0 0/0 0/0
Kreft (N = 3) 0/1 0/1 0/1 0/2 0/1
Totalt (N=6) 0/1 0/4 0/1 0/2 0/1
Prevalens (%) 0 0o 0 0 O
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Resultatet fra kjgringen med gqPCR for prgven pavist positiv for HPV 6 er grafisk
illustrert i figur 17. Figuren er hentet fra Agilent AriaMx software, versjon 1.3, og viser
den positive prgven (rosa kurve med Ct 35,94) sammen med positiv kontroll for HPV 6

(gra kurve) som bestar av 100 kopier/pl.

Figur 17: Serumprgve pavist positiv for HPV 6 ved screening med qPCR. Data fra Agilent AriaMx
software, versjon 1.3, der den positive prgven er vist som den rosa kurven. Den positive prgven har en
parallell stigning med den positive kontrollen for HPV 6, bestiende av 100 kopier/pl, som er vist som den
gra stigende kurven. Den negative kontrollen har ingen stigning, og er vist som en flate kurve (grd) som

strekkes parallelt med terskellinjen (grgnn) nederst i figuren.

Den HPV 6 serumpositive prgven var fra en kvinne som ved fgrste cytologi fikk pavist
AGUS. Ved ny cytologi fikk kvinnen pavist ASC-US og hun testet positiv for HPV 31 i

livmorhalsen. Histologi viste normale prgver og kvinnen ble derfor ikke konisert.

HPV-positivitet i serum analysert med qPCR var ikke relatert til HPV-typer, eller
histologigrad i lesjon i livmorhalsen hos de undersgkte kvinner. Screeningen av de 153
prgvene med 10 HPV-typer, derav 7 HR-HPV, 1 sannsynlig HR-HPV og 2 LR-HPV viste en
prevalens pa 0,65 %.
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Fluorescens

4.4.2 Screening og kvantitering med ddPCR

Malrettet screening med ddPCR ble utfgrt for utvalgte HPV-typer (16, 31, 45, 18 og 33)
dersom kvinnene var positive for disse i livmorhalsen. I tillegg ble alle prgver fra
kvinner diagnostisert med ACIS og kreft testet i serum for alle typene de hadde fatt
pavist i livmorhalsen. Prgven funnet positive for HPV 6 med qPCR ble ogsa satt opp i
ddPCR for bekreftelse og kvantitering. Totalt 149 serumprgver ble satt opp i til sammen
182 enkeltreaksjoner med spesifikke assay. De klonede HPV-kontrollene bestdende av 1,

10 og/eller 100 kopi/ul ble benyttet som positiv kontroll for hver av de respektive HPV-
typene.

4.4.2.1 Kvantitering av positive funn gjort ved screening med qPCR

Serumprgven som ble pavist positiv for HPV 6 ved qPCR ble analysert med ddPCR for
kvantitering. Prgven ble positivi ddPCR som vist i figur 18, og kvantitert til 0,06 kopi/pl
i Quantasoft. Ingen av de positive kontrollene med konsentrasjon pa 1 kopi/pl ble

detektert i dette forsgket.
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Figur 18: Pavisning av HPV 6 i serum med ddPCR. Positive draper er merket med rgd sirkel. (A)
Resultatene fra Quantasoft viser den positive prgven (id: 198), med en positiv drape, lengst til venstre i
figuren. Ingen positive draper ble detektert i de negative kontrollene (NTC/NC). Ingen positive draper
kunne heller detekteres i de positive HPV 6 kontrollene bestdende av 1 kopi/ul (P1). De positive
kontrollene med 100 kopier/ul (P100) er vist lengst til hgyre. (B) ddpcRquant analyse av prgve id: 198.
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Fluorescens

4.4.2.2 Malrettet Screening

4.4.2.2.1 Kvinner diagnostisert med ACIS og kreft

Prgver fra kvinnene diagnostisert med kreft og ACIS ble satt opp for de HPV-typer som
var pavist i livmorhalsen hos kvinnen (16, 18, 31, 33, 45 og/eller 52). Ingen av de
testede HPV-typene ble pavist i prgvene.

4.4.2.2.1.1 Kvinner med HPV 16, 31 og/eller 45 pavist i livmorhalsen,
samt kvantitering av positive funn.

ddPCR ble benyttet til screening for HPV 16, 31 og/eller 45 i samtlige serumprgver der
kvinnen var positiv for den/de aktuelle typen(e) i livmorhalsen. 86 prgver ble satt opp

for HPV 16, 52 for HPV 31 og 21 for HPV 45.

Det ble pavist en positiv prgve for HPV 31, som vist i figur 19. Prgven ble kvantitert til
1,19 kopier/ul i Quantasoft. Flere andre prgver hadde en eller fa draper med lav
fluorescens, og disse ble satt opp igjen i duplikater. Totalt ble 55 prgver kjgrt om igjen.
Ved omkjgring ble ytterligere en prgve funnet positiv for HPV 31, som vist i figur 20.
Denne ble kvantitert til 0,075 kopi/pl. Ingen andre prgver ble positiv for noen av de

andre HPV-typene.
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Figur 19: Pavisning av HPV 31 i serum med ddPCR. (A) Den positive prgven (id: 192) er vist sammen
med de negative kontrollene (NTC/NC), samt de positive kontrollene bestdende av 1 kopi/ul (P1) og 100
kopi/pl (P100) av HPV 31. (B) ddpcRquant analyse av prgve id:192.
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Figur 20: Serumprgve pavist positiv for HPV 31 med ddPCR. Positive draper er merket med rgd sirkel
(A). Den positive prgven (id: 25) er vist i duplikater (25.1 og 25.2) sammen med de negative kontrollene
(NTC), og de positive kontrollene bestaende av 1 kopi/ ul (P1) og 10 kopier/ pl (P10) av HPV 31. (B) og
(C) ddpcRquant analyse av duplikatene for prgve id:25.

4.4.2.2.2 Kvinner med HPV 18 og/eller 33 pavist i livmorhalsen

Kvinnene som var positive for HPV 16, 31 og/eller 45 i livmorhalsen, som i tillegg var
positive for HPV 18 og/eller 33, ble ogsa screenet for disse. HPV 18 og 33 er blant de
mest karsinogene typene, og kan derfor veere de HPV-typene som forarsaker lesjonene i

livmorhalsen. Hverken HPV 18 eller HPV 33 kunne pavises i noen av prgvene.
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4.4.2.3 Oppsummering av positive funn etter malrettet screening
med ddPCR.

Ved malrettet analyse av serumprgvene ble det screenet etter et utvalg av HR-HPV-typer
kun hvis de var pavist i livmorhalsen hos de aktuelle kvinnene. Totalt to prgver ble
funnet positive, noe som resulterer i en prevalens pa 1,3 % ved malrettet screening med
ddPCR. Resultatene er oppsummert i tabell 8, som viser de testede HPV-typene i

sammenheng med histologigrad hos kvinnene.

De to HPV 31 serumpositive prgvene ble funnet hos kvinner med CIN3, og med HPV 31
som singel eller multippel infeksjon, sammen med HPV 52 og 66 i livmorhalsen. Kvinnen
med HPV 31 singelinfeksjon hadde en HSIL cytologisk diagnose pa prgvetidspunkt, og
kvinnene med multippel infeksjon hadde en LSIL cytologisk diagnose. Totalt hadde 31
kvinner HPV 31 positive CIN3, og serumprevalensen for disse er dermed pa 6,5 %. HPV-
prevalensen i serum for livmorhals-spesifikke typer er 0 % for alle andre typer og

diagnoser.

Tabell 8: HPV-funn med ddPCR fra 149 serumprgver, satt opp i til sammen 181 enkeltreaksjoner
med spesifikke primere/probe. Antall positive av antall testede prgver for hver HPV-type er vist for de

ulike histologidiagnosene. Total prevalens for hver HPV-type er vist i prosent.

HPV

Histologi diagnose 16 31 45 18 33

Normal 0/7 0/7 0/3 0/3 0/0
CIN1 0/6 0/5 0/2 0/0 0/0
CIN 2 0/10 0/8 0/0 0/3 0/1
CIN 3 0/61 2/31 0/15 0/6 0/3
ACIS 0/1 0/0 0/1 0/3 0/0
Kreft 0/1 0/1 0/0 0/1 0/2
Totalt 0/86 2/52 0/21 0/16 O0/6
Prevalens (%) 0 3.8 0 0 0
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4.5 Sammenlagte resultater fra HPV-DNA undersgkelse med qPCR og
ddPCR i serumprgver

Sammenlagte resultater fra bred og malrettet screening med qPCR og ddPCR hos
kvinner med og uten celleforandringer i livmorhalsen viste at HPV-DNA kunne pavises

hos 3/159 (1,9 %).
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5 Diskusjon

Hensikten med denne studien var & undersgke om HPV-DNA i serum korrelerte med
lesjonsgrad, og dermed kunne benyttes som en potensiell biomarkgr for progresjon av
dysplasi. Dette ble gjort ved bruk av optimaliserte protokoller for ekstraksjon og qPCR,
samt bruk av den nyere ddPCR-teknologien. Studien ble gjennomf@grt med utgangspunkt
i funn hos en italiensk gruppe, som nylig har pavist HPV-DNA i plasma med en prevalens
pa 34,2 % hos kvinner med celleforandringer i livmorhalsen. I den italienske studien ble
HPV-DNA detektert i plasma hos kvinner med normal cytologi, ASC-US, LSIL og HSIL, der
HPV 45 var den mest prevalente typen. Gruppen bekreftet ogsa funn i serum hos et
utvalg av de samme kvinnene. Den italienske studien er enna ikke publisert, men ble
presentert pa en kongress i 2016 66 74, Tidligere studier har imidlertid ikke funnet HPV-
DNA prevalens i et slikt omfang hos andre grupper enn kreftpasienter 43, 61-64, 68-70, 72, 73,
Metodologiske forhold kan veere av betydning for funn. Det var derfor viktig & benytte en
optimalisert metode nar det skulle undersgkes om HPV-DNA kunne korreleres med

alvorlighetsgrad av lesjoner i livmorhalsen i en norsk populasjon.

Kvinnene i denne studiepopulasjonen ble inkludert dersom de hadde fatt pavist HPV 16,
31 og/eller 45 i livmorhalsen, uansett lesjonsgrad. En kontrollgruppe pa ti kvinner med
negativ HPV-test og normale celleprgver ble ogsa inkludert, samt alle kvinner
diagnostisert med ACIS og kreft, som hovedsakelig kun ble undersgkt for de typene de
hadde fatt pavist i livmorhalsen. Resultatene fra HPV-screening med bade qPCR og
ddPCR viste at HPV-DNA kunne detekteres i serumprgver hos totalt 3 av de 159

kvinnene som ble inkludert (1,9 %).

For & sikre at negative funn ikke skyldes metodologiske drsaker ble flere metoder
sammenlignet for ekstraksjon, hvor kommersielt episomalt HPV-DNA var tilsatt i serum.
Sammenligningen av ekstraksjonsprotokoller viste at ekstraksjon med NucliSENS
easyMAG med protokoll Specific B ga det beste utbyttet i denne studien. Metoden tillater
et stgrre prgvevolum til ekstraksjon enn mange andre protokoller, benyttet i andre
studier og er ogsa den samme som ble benyttet av den italienske gruppen som fant en
prevalens pa 34,2 % i plasmaprgver ¢ 74, [ andre publiserte studier er ulike metoder tatt
i bruk for & undersgke HPV-DNA i blod, der de fleste har benyttet QIAamp DNA Blood

Mini Kit 61.63,68,70,73_Gjeldende Kitt ble ogsa prgvd ut i denne studien, men ga ikke et like
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hgyt utbytte av HPV-DNA. QIAamp Mini Elute Virus Spin Kit ¢4, QlAamp DNA Mini Kit 43
og Fenol/kloroform ekstraksjon 62 69 71 er ogsa tatt i bruk av ulike grupper for

ekstraksjon av HPV-DNA fra blod.

HBB ble pavist i samtlige ekstraherte serumprgver i denne studien, noe som bekreftet
tilstedeveerelse av en moderat mengde humant DNA. Det er fortsatt litt usikkerhet
knyttet til hva langtidslagring av serumprgver vil gjgre med DNA-konsentrasjonen i
prgvene. En studie utfgrt av Gormally et al. viste at cfDNA kunne ekstraheres etter
lagring i mellom 10 og 30 ar °8. Sozzi et al. mener derimot at 30 % av DNAet degraderes
hvert ar 102, Messaoudi et al. viser ogsa til resultater der mengden av cfDNA vil avta med
tiden, og uttaler at en kvantitering av materialet bgr gjennomfgres innen tre maneder.
De viser likevel samtidig til resultater der de mener at lagring ikke vil ha noen
pavirkning pa deteksjon av spesifikke sekvenser, da disse ogsa kunne detekteres etter
lagring over flere ar 193, En avtagende konsentrasjon vil likevel kunne medfgre negative

resultater over tid dersom konsentrasjonen kommer under deteksjonsgrensen.

Mengden HBB ble undersgkt i bdde anonymiserte langtidslagrede og nye serumprgver,
lagret ved - 20 °C fra 2012 og 2017. Det ble ikke funnet noen signifikante forskjeller
mellom de nye og de eldre prgvene. Prgvematerialet fra studien er lagret ved - 80 °C, og
det regnes derfor som lite trolig at DNAet var degradert i serumprgvene fra kvinnene i
studiepopulasjonen. Alle prgvene var egnet for analyse, da de ogsa var positive for IPC,

noe som indikerer at de ikke inneholdt inhibitorer.

De fleste omtalte studier har benyttet qPCR for pavisning av HPV-DNA i blod 61-64. 66, 68-70,
72,73, [kke alle har oppgitt hvilke enzymer eller hvilken mastermiks de har benyttet ved
pavisning, men TagMan Universal mastermiks er blant annet tatt i bruk 6% 63, 69, Ved
sammenligning av TagMan Universal- med TagMan Gene Expression mastermiks i
forkant av denne studien, ble det vist en hgyere sensitivitet for pavisning av HPV med
sistnevnte, og denne ble derfor benyttet (resultater ikke vist). Det er pavist lavere
prevalens ved bruk av primer/probeassay fra L1 sekvensen, sammenlignet med assay
designet i E6/E7 omradet. En gruppe som har sett pa funn av HPV-DNA i serum hos
pasienter med tonsillekreft benyttet assay designet i bade L1 og E7. De fant en prevalens
pa 17 % ved bruk av primere for E7, mens ingen HPV-positive kunne detekteres ved
bruk av primere for L1 2. Ved de fleste tilfeller av livmorhalskreft forekommer det

integrasjon av virusets arvestoff inn i vertens kromosom, og en slik integrering fgrer
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ofte til tap av deler av L1 og L2, i motsetning til de onkogene E6 og E7. Et assay designet
i L1 og L2 kan dermed fgre til falske negative resultater, spesielt hos kreftpasienter 17.
denne studien ble det benyttet spesifikke primere og prober for hver enkelt HPV-type,
der bade designede og publiserte assay var lagt i E6 og E7 genene 7°. Ved optimalisering
av qPCR i denne studien kunne ikke det kommersielle Anyplex™ Il HPV 28 Detection fra
Seegene, som paviser 28 HPV-typer i deres L1 gen i multipleks design, vise til like stor

sensitivitet som dupleks E6/E7 basert qPCR.

Optimalisering av metodene benyttet i denne studien resulterte i en deteksjonsgrense
for samtlige HPV-typer pa 1 kopi/pl, tilsvarende 60 kopier/ml serum ved 100 % effektiv
ekstraksjon. HPV 31 viste hgyere Ct-verdier enn de andre typene ved samme
plasmidkonsentrasjon, selv om deteksjonsgrensen 1a pa samme nivd som de andre HPV-
typene. HPV 31 var en av to typer der det ble pavist mismatch mellom proben og klonet
positiv kontroll, noe som kan ha betydning for resultatet. Det kan dermed ikke utelukkes
at sekvensvariasjoner i primer/probe omradene i det screenede pasientmateriale kan ha
fort til noen fa falske negative resultater, spesielt i prgver der den forventede
konsentrasjonen antas a veere naer deteksjonsgrensen. De fleste assayene benyttet i
denne studien er imidlertid fra en publisert protokoll 72 som er validert og benyttet i en
rekke publiserte genotypestudier 104-108, [ tillegg viser sekvensanalyser i
nukleotiddatabasen (NCBI) at mismatch er lite utbredt blant de aktuelle HPV-typene i
primer- og probeomrddet. Ingen mismatch ble vist til verken primer- eller probesekvens
for HPV 6, 16, 18, 33, 58 eller 73. Det foreligger ogsa 100 % match til F-primer for HPV
31, til F- og R-primer for HPV 42, og til proben og R-primer for HPV 45. For HPV 31, 42,
45 og 52 ble mismatch vist til en posisjon i F-primer (24/76 sekvenser for HPV 45 og
8/79 sekvenser for HPV 52), R-primer (5/100 sekvenser for HPV 31 og 2/79 sekvenser
for HPV 52) og/eller probesekvens (73/100 sekvenser for HPV 31, 2/10 sekvenser for
HPV 42 og 8/79 sekvenser for HPV 52). Mismatch til to posisjoner ble kun vist i 1/100
sekvenser for HPV 31 og 1/79 sekvenser for HPV 52, der HPV 52 hadde mismatch til to
posisjoner i probesekvensen og HPV 31 til to posisjoner i R-primeren. Kun HPV 31 ble

vist med mismatch i tre posisjoner til R-primer i 3 publiserte sekvenser.

Med unntak av probesekvensene for HPV 31 (27 %) og 42 (80 %), og F-primer
sekvensen for HPV 45 (52 %), har mellom 90 og 100 % av sekvensene for de ulike HPV-
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typene i databasen 100 % match med primere og prober. Det foreligger dermed ingen

misstanke om at assayene medfgrer store negative utslag pa resultatene i denne studien.

Ved bruk av qPCR ble kun en prgve pavist positiv i serum for HPV-type 6, mens ved bruk
av ddPCR ble i tillegg to andre prgver positive for HPV 31. Mulige mutasjoner i
probeomrdade hos virus kan fgre til at positive draper ikke oppndr samme
fluorescensniva som positiv kontroll. I bade qPCR og ddPCR var fluorescensnivaet lavere
for HPV 31 positive kontroller sammenlignet med de andre kontrollene, sannsynligvis

pa grunn av den aktuelle mismatchen i proben.

De to HPV 31 positive pavist med ddPCR var negative i qPCR, og hadde relativt lav
fluorescens, slik som de positive kontrollene, noe som kan tyde pa mismatch i den
probebindende sekvensen ogsa hos disse pasientprgvene. Denne sekvensvariasjon sees
hos 73 % av de publiserte HPV 31 sekvensene i databasen. Avvikende funn mellom qPCR
og ddPCR er i trdd med en studie som har sammenlignet qPCR og ddPCR ved deteksjon
av HIV. Formdlet var & se om de to metodene ble pavirket av varierende
komplementaritet til bade primerene og proben. Resultatene viste 57 % gkning i pavist
konsentrasjon av HIV ved bruk av ddPCR sammenlignet med qPCR 199, og viser at ddPCR
er en mer robust metode enn qPCR for pavisning av virus. Deteksjon av HPV-DNA i
serum, fra bade langtidslagrede og nyere prgver, har ogsa vist at ddPCR er en mer
fglsom metode sammenlignet qPCR ¢4 Metoden egner seg derimot ikke i like stor grad
som gPCR for stgrre screeninger med tanke pa pris per reaksjon og tiden det tar a
gjennomfgre en analyse. Metoden innebarer ogsa en rekke manuelle trinn, der prgvene

ma behandles med forsiktighet for 3 unnga a gdelegge drapene.

Ved ddPCR undersgkelsene i denne studien ble det pavist draper med fluorescensniva
rett over grensen for de negative i en av de to parallellene i noen av prgvene for flere
HPV-typer. De aktuelle prgvene ble regnet som negative for a unnga falske positive funn,
noe som er i trad med den relativt hgye terskelverdien for positivitet i ddPCR valgt i en
tidligere publisert HPV-studie fra serum hos kreftpasienter ¢4 I en studie pa HIV
pavisning utfgrt med ddPCR, med fokus pa a sette terskelen mellom positive og negative
draper i «regnet», er det imidlertid vist at mismatch i proben fgrte til et betydelig lavere
fluorescensniva for bekreftede positive prgver 28 110, Det kan derfor ikke utelukkes at
enkelte prgver med drdper i grenseomradet for negative prgver faktisk kan ha veert

positive. Til gjengjeld er ikke mutasjonsrate for HPV like hgy som for HIV 111, og antall
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mutasjoner i typespesifikk primer/probe antas derfor a ikke fgre til de samme

utfordringene som ved kvantitering av HIV.

Kvantitering av de positive funnene viste en konsentrasjon pa 60 kopier/ml av HPV 6,
mens en konsentrasjon pa 75 og 1190 kopier/ml ble detektert for de to positive HPV 31
prgvene. Den positive prgven med hgyest konsentrasjon tilhgrte kvinnen med multippel
infeksjon i livmorhalsen (HPV 31, 52 og 66) og det kan ikke utelukkes at CIN3 her er
forarsaket av en annen HPV-type enn HPV 31. Funnene korrelerer med funn gjort i
andre studier, hvor konsentrasjoner pa mellom 55 og 3676 kopier/ml har blitt funnet i
serum hos pasienter med livmorhalskreft ¢4 Hos kvinner med nylig paviste
celleforandringer i livmorhalsen ble konsentrasjoner pd mellom 154 og 3036 kopier/ml

detektert i plasma avhengig av HPV-type pavist 74.

[ denne studien kunne HPV-DNA ikke pavises i serum hos pasienter med kreft eller ACIS.
Det ble kun pavist HPV 31 hos to av de 96 kvinnene med CIN3 som ble undersgkt, og
resultatene viser at funn av HPV-DNA i serum ikke korrelerer med alvorlighetsgrad

blant kvinner med forstadier til kreft.

Kvinnen med HPV 6 positiv prgve i serum, hadde normal cytologi og var kun HPV 31
positiv i livmorhalsen. Det er tidligere vist at HPV-funn i blod hos friske kvinner ikke
alltid korrelerer med typer i livmorhalsen 66 69, Dette kan skyldes tidligere gjennomgatt
og nedkjempet infeksjon i livmorhalsen eller smitte med den aktuelle HPV-typen i andre

organer.

Andre studier som har funnet HPV-DNA i blod, i forbindelse med HPV-infeksjon i
livmorhalsen, har vist til relativ hgy total prevalens (6,9 - 83 %). Disse studiene er ofte
utfgrt pa pasienter som er diagnostisert med livmorhalskreft i ulike stadier 61.64.67.69,70_]
denne studiepopulasjonen var det kun 3 kreftpasienter, der alle hadde mikroinvasiv
kreft, stadium 1A, hvilket er et veldig tidlig stadium av kreften 112. [ noen studier er det
pavist HPV-DNA allerede pa tidlige kreftstadium ¢4, mens andre har pavist HPV-DNA kun
ved metastatisk kreft 70. Resultatene fra en studie utfgrt pa pasienter med tonsillekreft,
viste at 85 % av positive funn i blod var fra tilfeller med alvorlig stadier av kreft 62.
Enkelte har ogsa vist at konsentrasjonen av HPV-DNA i blod gker med kreftens stadium
64, 69,70, Jeannot et al. viste blant annet at niviet av HPV-DNA i serum Korrelerte med

kreftens kliniske stadium, og kunne detektere en konsentrasjon pa 55 + 85 kopier/ ml
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hos kvinner med livmorhalskreft ved stadium 1 og 1774 + 3676 ved stadium 4 64 En
korrelasjon mellom konsentrasjon av HPV-DNA og kreftens stadium kan forklare at HPV

ikke kunne detekteres i prgvene fra kvinnene med kreft i denne studien.

De fleste studier som er utfgrt i forbindelse med forstadier til livmorhalskreft og HPV-
deteksjon fra blod, har ikke pavist HPV hos kvinner med forstadier til kreft, men kun hos
kreftpasienter 61 64 67, 69,70, Som ved andre typer Kkreft, er det antatt at HPV-DNA i blod
ved kreft forekommer som ctDNA fra tumorvev. I tillegg til deteksjon av HPV-DNA i blod
hos kvinner med livmorhalskreft, har det ogsa blitt observert positive funn med lav
prevalens (1,3 - 1,7 %) i fullblod og plasma hos kontrollgrupper med kvinner uten
celleforandringer eller deteksjon av HPV i livmorhalsen 61 62 Disse funnene korrelerer
med resultatene gjort ved screening med qPCR i denne studien, som resulterte i en
prevalens pa 0,65 %, der HPV 6 ble detektert i serum hos en kvinne med normal prgve
etter histologisk undersgkelse. Det foreligger indikasjoner pa at HPV-DNA i blod som
pavises hos friske mennesker er cellebundet, der spesielt PBMC antas a ta opp
viruspartikler, som skilles ut ved produktive infeksjoner. HPV-DNA er blant annet pavist
i PBMC hos 3 av 19 (15,7 %) friske blodgivere i en studie der HPV-DNA ogsa ble pavist
hos 14 % av HIV smittede pasienter 72. HPV-DNA er samtidig pavist med en lav
prevalens (8,3 %) i PBMC hos friske mannlige blodgivere 73 og hos 4 av 16 (25 %) menn
der HPV var detektert i seedprgver 43. Dette kan tyde pa at infeksjon med HPV hos menn
ogsa kan fgre til at HPV gar over i blodbanen via immunceller. I tillegg uttrykkes HSPG
blant annet pa B-lymfocyttenes overflate, og disse cellene kan sdledes veere en malcelle
for binding av HPV-partikler ved produktiv infeksjon. Denne reseptoren er uttrykt hos
en rekke celler og benyttes av mange ulike virus for cellesmitte 113. HPV bruker i tillegg
til HSPG flere koreseptorer for a kunne tas opp i malcellen. Dette behovet, samt det
faktum at HPV krever celledeling for & kunne replikere, setter en begrensning for hvilke
celler viruset kan smitte. HPV har en strengt regulert replikasjonssyklus der cellers
differensieringsstadium er av avgjgrende betydning for en produktiv infeksjon, noe som
er viktig ved antagelsen om at HPV kun kan smitte epitelceller. HPV smitter likevel
stamceller i Squamocolumnar junction og sylinderepitel i livmorhalsen 18, og kan derfor
opprettholde uttrykk av visse gener i en ikke-produktiv replikasjon. Det finnes dermed
en mulighet for at viruset skal kunne uttrykke noen av sine gener i blodceller ogsa.
Dette kan forklare funnene hos Foresta et al. som paviste E6 protein i PBMC. E6 ble

likevel funnet hovedsakelig i cytoplasma i cellene, og betydning av funnet er derfor
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uklart 43. [ tillegg har Chen et al. (2009) kun pavist reseptor-bundet HPV pa utsiden av
blodcellene 73. Binding eller smitte av blodceller med HPV kan likevel fgre til transport
av viruset til malceller i indre organer, som viruset normalt ikke har tilgang til, der det
antas at de blant annet kan forarsake smitte i stamceller. En studie har nylig pavist HPV-
DNA, E6 mRNA og E6 protein i celler fra hjernebarken hos barn i forbindelse med en
bestemt type epilepsi 16, noe som indikerer at viruset klarer a replikere og uttrykke noen

proteiner i andre celletyper enn epitelceller.

Ved transformerende infeksjoner, som ved CIN3 i livmorhalsen, foregar det ikke lenger
produktiv virusreplikasjon 18, noe som kan vere en arsak til at overfgring av HPV-DNA
til blodbanen ikke er like vanlig ved transformerende infeksjoner, som ved produktive
infeksjoner, der binding eller opptak av hele viruspartikler er av stor betydning. Det kan
likevel veere en mulighet for at HPV-DNA gar over til blodbanen hos kvinner med CIN3

ved samme prosess som ved kreft.

Enkelte studier som viser til positive funn av HPV-DNA i blod hos kreftpasienter og hos
kontrollgruppene, kunne ikke detektere HPV-DNA hos noen av kvinnene med forstadier
61,69, Dette kan veere med pa a styrke antagelsen om at HPV-DNA funn ved kreft stammer
fra ctDNA frigjort fra kreftceller, mens funn hos friske stammer fra opptak av

viruspartikler i PBMC i forbindelse med immunrespons mot en produktiv infeksjon.

[ denne studien har ikke PBMC veert tilgjengelig for analyse, men det kan tenkes at det
hadde veert en mer optimal fraksjon & analysere hos kvinner med tidlige forstadier.
Analyse av fullblod, der alle blodfraksjoner blir screenet, ville muligens ogsa kunne fgrt
til andre resultater. En eldre studie paviste HPV-DNA i PBMC hos 13 av 25 (52 %)
kvinner som var positive for HPV 6, 11, 16 og/eller 18 i livmorhalsen, med ukjent
lesjonsgrad. Tilsvarende undersgkelser pa serumprgver paviste HPV-DNA hos kun to av
kvinnene, der den ene prgven var positiv for HPV 6 og den andre for HPV 11, begge
lavvirulente virustyper som forarsaker produktive infeksjoner. Begge de aktuelle
kvinnene var positive for samme HPV-type i PBMC og i livmorhalsen. Resultatene fra
den aktuelle studien kan tyde pa at HPV-DNA i serum blir frigjort fra PBMC under

koaguleringsprosessen. Studien inkluderte ogsd 19 kvinner uten pavist HPV i

livmorhalsen, der ingen av kvinnene fikk pavist HPV-DNA i verken serum eller PBMC 65.
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Den sammenlagte prevalensen i denne studiepopulasjon er dermed i trad med de fleste
tidligere funn hos kvinner med normale funn i livmorhalsen, eller ulike grad av
forstadier til kreft 6165 69,73, Det foreligger derimot usikkerhet rundt hvorvidt serum er
den rette blodfraksjonen a benytte ved deteksjon av HPV-DNA i blod. Det finnes en
mulighet for at deler av cfDNAet i serum vil ga tapt som fglge av koaguleringen sammen
med fibrinogen, sammenlignet med plasma som er tilsatt et stoff som hindrer blodet fra
a koagulere 114, Det er rapportert om hgyere konsentrasjoner av HPV-DNA i plasma enn i
serum, ved funn av HPV-DNA hos kvinner med livmorhalskreft ¢4. Hgye prevalenser hos
ikke-kreftpasienter er kun funnet i plasmaprgver i den ene omtalte italienske studien.
Funnene hos den italienske gruppen kunne ikke bekreftes i denne studien.
Plasmaprgvene i den italienske protokollen er imidlertid preparert fra 20 ml heparin-
blod 74 Det kan tenkes at tilsetning av heparin som antikoagulant, fremfor EDTA eller
citrat kan ha pavirket positivitetsraten, da heparin er vist a binde og aktivere HPV ved

infeksjon 115,116,

For at HPV-DNA skal kunne benyttes som en biomarker for progresjon ma deteksjon
ogsa veere mulig i forkant av kreften. I de fleste tilfeller av CIN1 foregar det fremdeles en
produktiv infeksjon med virusreplikasjon, noe som kan vzere assosiert med en stgrre
mulighet til & detektere HPV i blod ved dette stadiet. Det er mulig at transport av HPV i
blod kan vzere knyttet til immunresponsen, som kan veere av stor betydning for
progresjon eller regresjon, og videre studier for pdvisning av HPV-DNA i ulike
blodfraksjoner hos kvinner med ulik grad av dysplasi vil veere av stor betydning for

forstaelse av sykdomsutvikling.
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6 Konklusjon

[ denne studien ble det pavist HPV-DNA i serum hos totalt 3 av 159 kvinner, noe som gir
en prevalens av HPV-DNA i serum pa totalt 1,9 %. To av de tre serumprgvene som ble
pavist positive for HPV viste en korrelasjon til HPV-typen som var pavist i livmorhalsen,
og ble funnet hos kvinner med alvorlige celleforandringer. Videre oppfglging av disse to
kvinnene ville veert interessant for a forstd betydningen av funnene i forhold til
immunresponsen og eventuell residiv. Den tredje prgven viste derimot ingen slik
korrelasjon. HPV-DNA kunne ikke detekteres i serumprgvene fra kvinnene med ACIS
eller livmorhalskreft, og HPV-DNA i serum ble dermed ikke funnet til & korrelere med
alvorlighetsgrad av lesjoner i livmorhalsen i denne studien. Resultatene viser at HPV-
DNA i serum ikke synes 4 vaere egnet som biomarkgr for progresjon av dysplasi i
livmorhalsen, men at deteksjon av HPV-DNA i serum er mulig. Videre forskning er
ngdvendig for & identifisere mekanismen(e) som fgrer til at HPV gar over i blodbanen,
avhengig av produktiv- eller transformerende infeksjon, eller kreft. Det er ogsa behov
for kunnskap om hvorvidt HPV-DNA som pavises i blod er assosiert med celler, eller
foreligger som fritt sirkulerende DNA. Denne kunnskapen om HPVs tilstand i blodbanen
er ngdvendig for d identifisere den rette blodfraksjon for optimal deteksjon av HPV-
DNA, og kartlegge betydning av HPV-DNA-funnene i sykdomsutvikling. Longitudinelle
studier vil kunne gi svar pa hvorvidt HPV-DNA i aktuelle blodfraksjoner kan benyttes
som en biomarkgr for a identifisere de kvinnene med dysplasi i livmorhalsen, som har

hgyere risiko til & utvikle livmorhalskreft.
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8 Vedlegg

Tabell V1: Primere og prober benyttet i studien. Alle prober var merket 5’-FAM og/ eller HEX og 3’-
BBQ (eller TAMRA, for HBB) Primere og prober for HPV er tidligere publisert av Lindh et al. 79, med
unntak av for HPV 42 og 73 som ble designet til bruk ved denne studien, og HBB publisert Saiki et al. 88

Mal Oligo Sekvens Prd.str
F 5’ -RCGGTTYATAAAGCTAAATTGTACGT-3"’
HPV 6 R 57 -AGGGTAACATGTCTTCCATGCA-3’ 79 bp
p* 5’ -FAM/HEX-AAGGGTCGCTGCCTACACTGCTGG-BBQ-3"
F 5" -TTGCAGATCATCAAGAACACGTAGA-3’
HPV 16 R 5’ ~GCAACCAGAGACAACTGATCTCTACTG-3’ 113 bp
P 5’ -FAM-AATCATGCATGGAGATACACCTACATTGCATGA-BBQ-3’
F 5" -AGAGGCCAGTGCCATTCGT-3’
HPV 18 R 5’ -ACTCCAACGACGCAGAGAAAC-3’ 65 bp
p* 5’ -FAM/HEX-TCCTGTCGTGCTCGGTTGCAGC-BBQ-3’
F 5’ -ATTCCACAACATAGGAGGAAGGTG-3"
HPV 31 R 57 ~AGACCTCGTACTGAAACCCAAGTG-3’ 76 bp
P 5’ -FAM-ACAGGACGTTGCATAGCATGTTGGA-BBQ-3"
F 5" -ATATTTCGGGTCGTTGGGCA-3"’
HPV 33 R 5" -ACGTAGAGAAACTGCACTGTGACGT-3’ 74bp
P 5’ -FAM-GGACCTCCAACACGCCGCACA-BBQ-3’
F 5’ -TGTAAGGAATTTGGGCTGACAT-3’
HPV 42%* R 5/ —-CTCTGCGCCTGTTAAGTGCT-3’ 74 bp
pP* 5’ -FAM/HEX-TTACAGATTTCCTGCATTTGGTGCAA-BBQ-3"’
F 5’ -GGACAGTACCGAGGGCAGTGTAA-3'
HPV 45 R 5" -GAAAGACTTCGCAGACGTAGGGA-3" 71bp
P* 57’ -FAM/HEX-CATGTTGTGACCAGGCACGGCA-BBRQ-3"
F 5" -AAAGCAAAAATTGGTGGACGA-3'
HPV 51 R 5’ -TGCCAGCAATTAGCGCATT-3’ 80 BP
P 5’ -FAM-CATGAAATAGCGGGACGTTGGACG-BBQ-3"’
F 5’ -GACATGTTAATGCAAACAAGCGAT-3'
HPV 52 R 5" -CATGACGTTACACTTGGGTCACA-3' 105bp
P 5’ -FAM/HEX-TGTTCAGAGTGTTGGAGACCCCGACC-BBQ-3"’
F 5’ -GGCATGTGGATTTAAACAAAAGGT-3'
HPV 58 R 5’ -TCTCATGGCGTTGTTACAGGTTAC-3" 121bp
P 5’ -FAM/HEX-TGGAGACCCCGACGTAGACAAACACAA-BBQ-3’
F 5" -GACAGACAAGCTGAACGAGAGTGTT-3"’
HPV 73** R 5" -GCTTTGTTGCTTTCAATGGCA-3' 92bp
P* 5’ -FAM/HEX-TGCACGAAGTGTCAGTGCACAGTATGCC-BBQO-3’
F 5’ -ACACAACTGTGTTCACTAGCAACCTC-3"’
HBB R 5’ -CCAACTTCATCCACGTTCACCT-3' 110bp
P 5’ -FAM-TGCACCTGACTCCTGAGGAGAAGTCTGC-TAMRA-3’

F = Forward primer, R = Revers primer, P = Probe. (R=A/G, Y=C/T) *FAM-merkede prober ble benyttet til
optimalisering av PCR, kloning, validering av deteksjonsgrense og screening med ddPCR, HEX-merkede

prober ble benyttet til screening med qPCR.
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Tabell V2: Probesekvens for hver klonede HPV-type. Tabellen viser mismatch mellom klonet HPV-

sekvens og probe i qPCR assay. Mismatch er merket med rgdt.

HPV Probeomradet for hver klonet sekvens

6 AAGGGTCGCTGCCTACACTGCTGG

16 AATCATGCATGGAGATACACCTACATTGCATGA
18 TCCTGTCGTGCTCGGTTGCAGC

31 ACAGGACGTTGCATAGIATGTTGGA

33 GGACCTCCAACACGCCGCACA

42 TTICAGATTTCCTGCATTTGGTGCAA

45 CATGTTGTGACCAGGCACGGCA

52 TGTTCAGAGTGTTGGAGACCCCGACC

58 TGGAGACCCCGACGTAGACAAACACAA

73 TGCACGAAGTGTCAGTGCACAGTATGCC
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