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Papilomavirusi (PV) su
* vrsno specificni

* tkivno specificni
Uzrokuju

- dobroéudne proliferacije koze i sluznice

* neoplasti¢ne promjene

Zagreb, 14.12.2006. De Villiers et al. Virology 2004

Filogenetsko stablo 118 PV tipova

na temelju L1-slijeda nukleotida
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J@ Papilomavirusima covjeka
(HPV - human papillomavirus)

> 130 HPV-genotipova
—> tip <90%, podtip 90-98% i variant >98% homologije na razini gena E6/E7 i L1
+ veina ih inficira kozu
* 40 tipova inficiraju genitalni sustav

- 12 tipova imaju niski onkogeni potencijal - LR HPV

- 15-18 tipova imaju visoki onkogeni potencijal - HR HPV

Zagreb, 14.12.2006. De Villiers et al. Virology 2004

*@) Posljedice infekcije HPV tipova
koji inficiraju kozu
LRHPV 1, 2, 3, 4i dr.
* dobrocudne promjene:

* obi¢ne bradavice po rukama i stopalima

* lako se utvrde i lijeCe

HR HPV 5, 8 i dr.
+ zlo¢udne promjene kod oboljelih od EV

* teZe se lijeCe jer su prosirene po cijelom tijelo

Zagreb, 14.12.2006.




Posljedice genitalne HPV-infekcije

LR HPV 6,11,40,42,43,4454,61,70,72,81,CP6108

- vrlo Ceste dobrocudne promjene:
- genitalne bradavice
- blaga o$telenja genitalne sluznice

- lako se utvrde i lijece

HR HPV 16,18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,59,68,73,82
(26,53,66)
- vrlo rijetke zloéudne promjene:

- teZa oStecenja genitalne sluznice
- rak vrata maternice

- tesko ih je dokazati i lijeCenje je sloZeno

Zagreb, 14.12.2006. Munoz et al. New Eng J Med 2003

Veza izmedu HPV i raka vrata maternice

+ 1976. god. hipoteza etiologije HPV u razvoju RVM

+ 1996. god. SZO:

- prvi solidni zloudni tumor
uzrokovan virusom (HPV)

- moguce ga je sprijecCiti
zahvaljujuéi metodama
probira premalignih
oStecenja

- u potpunosti izljeciv ako na
vrijeme utvrden

Zagreb, 14.12.2006. WHO, 1996; Nature Review Cancer 2002




Povezanost HPV-infekcije i RVM

PROPORTION OF CERVICAL CANCERS FOUND TO CONTAIN HPV DNA
<70% 70%:-80%

~100%

80%-90% 95% >99%
Meetings? Monograph? Report! Monograph®

Cost-effectiveness models

HPV vaccine efficacy trials

Studies of HPV testing efficacy in cervical
cancer screening

Studies of HPV testing to triage cytological
abnormalities

Zagreb, 14.12.2006. HPV Today 2005

Nepobitne Cinjenice

* DNK HPV je prisutna u gotovo svakom karcinomu vrata
maternice, odnosho u 99,7%

* HPV-negativan karcinom vrata maternice je nepostojeéi!

J : -7 1
Adenokarcinom VM Neoplasija
HPV prevalencija 100% > 85%

Zagreb, 14.12.2006. Walboomers 1999




Tipovi HPV-a nadeni u RVM

40 O squamous cell/unspecified carcinoma gm— HPV 16
B adeno/adencsquamous carcinoma ~ <——— HPV 18

% of all cases

45 31 33 58 52 35 59 56 6 51 68 39 82 73 66 70

HPV type

Meta-analiza na 10.058 slucajeva diljem svijeta

Zagreb, 14.12.2006. Clifford et al. IARC, BJC 2003
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Zagreb, 14.12.2006. Clifford et al. IARC, BJC 2003




Povezanost vrste HPV i oStecenja
vrata maternice
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Zagreb, 14.12.2006. Lorincz et al. Obstet Gynecol 1992

6 + other HR

18 + other HR
Others double
Triple

More (4 or 5)

OddsRatio 01 05 1 000 s000 HRHPV u prosjeku OR > 150

HKP OR = 1,47
>7 vs 0 poroda OR = 3,8
>7 vs 1-2 poroda OR = 2,3
pusenje OR = 2,3

Zagreb, 14.12.2006. Munoz et al. New Eng J Med 2003




HPV infekcija u adolescentnoj dobi
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Regresija HPV: 80% Nastanka LSIL: 20%

Zagreb, 14.12.2006. Moscicki JAMA 2001

Prirodni tijek infekcije HPV i RVM
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Zagreb, 14.12.2006. Schiffman & Castle N Engl J Med 2005
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Dinamika oStedenja vrata maternice

HPV Nalaz Regresija Progresija
100% ICcC 0% 100%
(trajna inf.)
>85% CIS/CIN 3 30% (>50 g.%.) 50%

70% (<30 g.%.)
75% CIN 2 40% <20%
60% CIN 1 60% <10%
(prolazna inf.) >90% u 5.god
>10% uredan / 6-11%*

*promijenjen Papa-nalaz

Zagreb, 14.12.2006.

IARC, 2005; Eurogin 2004; Grce i sur., 2003
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Razvoj raka vrata maternice

trajno prisutna infekcija visokorizi¢nih HPV

progresija

regresija

infekcija HPV
produktivna

oslobadanje i regresija HPV ovisno o:
- stupnju CIN

—_ infekcija - imunolo$kom statusu
¥ f” osteéenja - dobi
Bl < 20%
a8l >30g. [ CINI CINII _ CINII
blaga srednja teska
prolazna infekcija visoka displazija displazija displazija
l udestalost ===
bez ostec¢enja
> 80% : > —
<30g. 2-3 godine 10-12 godina
tip specificni

imuni odgovor

Zagreb, 14.12.2006.

Grce, 2006




Razvoj raka vrata maternice
na molekularnoj razini

Trajno prisutna infekcija visokoriziénih HPV
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Zagreb, 14.12.2006. Grce, 2005

J@) Genom i funkcija gena HPV-a

Regija Veli€ina Funkcija
Ne kodirajuca regija
LCR 500—1000 bp Pocetak replikacije i regulacije ekspresije gena HPV-a
Rani proteini
E2 48 kD Viralni transkripcijski faktor; osnovni protein za
replikaciju i transkripciju
E3 nepoznata Nepoznata funkcija; prisutan samo u nekim HPV-ima
E1E4 10—44 kD Vezivanje za citoskelet
E5 14 kD Interakcija sa EGF/PDGF-receptorima
E6 16—18 kD Interakcija sa niz stani¢nih proteina;
razgradnja p53 i aktivacija telomeraze E6
E7 ~10 kD Interakcija sa niz stani¢nih proteina;
: b : A LCR "™wayNE7
interakcija sa pRB i transaktivacija promotora
ovisnih o transkripcijskom faktoru E2F 700411
ES8-E2C 20 kD Transkripcija represorskih proteina L1
i replikacija
Kasni proteini HPV 16
L1 57 kD Glavni kapsidni protein
L2 43—53 kD Sporedni kapsidni protein
E4
L2

Zagreb, 14.12.2006.




® Na&in Sirenja infekcije HPV

]
o
7]
<
I

« HPV infekcija se Sire neposrednim kontaktom i u lokalne je prirode
- infekcija je specifi¢na za stanice plocastog epitela koZe i sluznice
« infektivne virusne Eestice nalaze se u keratinocitima inficirane osobe

- uslijed kontakta i mikro-ostelenja virusne Cestice inficiraju bazalne
stanice gdje zapocinje virusni Zivotni ciklus

Zagreb, 14.12.2006.

Zivotni ciklus HPV

oslobadanje virusa

E4
5 E4/L1

< 9 I

F pakiranje

B

= E4
e E7/E4
g

umnazanje genoma
EZ proliferacija

odrzavanje genoma

* bazalne stanice se dijele, a istovremeno virus ukljuéuje kaskadu svojih ranih
gena kojima zapoCinje replikacija u suprabazalnim stanicama, $to rezultira
nastankom 20-100 kopija episomalnog virusnog genoma po stanici

* proizvodnja proteina kapside virusa i stvaranje virusnih estica ogranieno je
samo na krajnje diferencirane keratinocite

Zagreb, 14.12.2006. Doorbar, J Clin Virol 2005
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Promjene Zivotni ciklus HPV 16 uslijed
razvoja neoplazija vrata maternice

oslobadanje virusa pad stvaranja viriona odsutnost viriona
integracija genoma
prekomjerna ekspresija onkogena
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CIN1 CIN2 CIN3
>10 godina
Zagreb, 14.12.2006. Doorbar, J Clin Virol 2005

Interakcija E6 & E7 s proteinima
stanice domacin

E6 cellular binding partner  E7 cellular binding partner

p53 pRb
AMF-1/Gps2 PRb-associated pocket proteins
Bak AP1 family proteins
CBP/p300 a-glucosidase
c-myc CyclinA, cyclinE complexes
E6AP Histone H1 kinase
E6TPI hTid-1
ERC55 (E6BP) IGFBP-3
hDLG/Sap97 IRF-1
hScrib Mi2B
Interferon regulatory factor 3 Mpp2
MAGI-1/2/3 M2 pyruvate kinase
Mcm7 p21°"! and p27X*
Mupp1 p48
Paxillin Subunit 4 ATPase
XRCC1 TAF110 and TBA
Zagreb, 14.12.2006. Grce, 2005

12



¥

®DNK visokorizi¢nih HPV se ugraduje u genom stanice
domadina, dok DNK niskorizi¢nih HPV ostaje u
episomalnoj formi

Fizicko stanje genoma HPV-a

E6
LCR \{

7904/1

® posljedica integracije L1
— gubitak regije E2/E4/E5/L2 HPV 16 E1
— prekomjerna ekspresija

onkogena E6 & E7

L2 L d

integracija i gubitak djela genoma

o —HH

Zagreb, 14.12.2006. Grce, 2004

J@ Fizicko stanje genoma HPV 16 i 18

Table 2 HPVI6 and 18 oncogene transcripts in cervical swab and biopsy samples

Only episomal Integrated”
Histology n n (%) n (%)
Normal 19 19 (100) 0 (0)
CIN T 10 10 (100) 0 (0)
CIN 11 22 21 (95.5) 1(4.5)
CIN III 64 54 (84.4) 10 (15.6)
CxCa® 40 5(12.5)

Total 155

“ Episomal and integrated HPV transcripts were coexpressed in 1 CIN II lesion, in 7
of 10 CIN III lesions, and in 9 of 35 carcinoma samples.
 CxCa, cervical carcinoma.

Zagreb, 14.12.2006. Klaes et al. Cancer Res 1999
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&
: Normalni signalni putovi stanic¢nog ciklusa

oStelenje stani¢ne DNA

mdm2 regulation of DNA (mm;agse3
p53 via ubiquitination activates p! H (34 H
‘ —= _ < zastoj stani€nog ciklusa
T Induces mauctionor  popravak oStecene DNA ili
apoptosis or . “v
Inhibits Inhibits Gi-arrest programirana stanicnha smrt
Phosphorylates (Gpopfoza)
@ PRE
pRB
Rel . ..
= )\ Feleases mitogeni signal
®
pRB
@) ) T
halaes  transkripcija

Uninfected cell

— stani¢na dioba

Zagreb, 14.12.2006. ECCA, 2005

2 Kontinirani sinergistizki u&inak E6 i E7
na stanicni ciklus

Induction of k'JUé ne

apoptosis

o o ettt « i interakcije:
P23 via ublquitination S
—x & 5 E6 & p53

P

* T P = .
.Inhlblts @ ’ \’ . Degr;’ai(iatlun N E7 & PRB

ubigquitination

T Kinase Induces X
. Inhibits ¥ /- kontinuirana
-

Inkibits FX-@ Degradation stani¢na dioba bez

CM) ’—‘-\. — ubiquitination mOgUénOSTi

] popravka stani¢ne

via

pRB .
Free E2F ‘\’® PNA ! qupTOZC
o0 ‘ $to dovodi do
| Acivar . akumuliranje
ivates oitinati PRV v
cell ublquitination geneti¢kih gredaka

cycle
HPV-infected cell

Zagreb, 14.12.2006. ECCA, 2005
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J@ Dugorocni uéinak E6, a pogotovo E7
na proliferaciju stanica

® kromozomalna nestabilnost koja
dovodi do abnormalnih centrozoma
& aneuploidije pRB/E2F

® ofpor prema apoptozi, (€7 '

starenje & diferencijacija

Aber.!ant —

. . . . . . proliferation
® invazivni rak posljedica je

dodatnih genetskih i epigenetskih T —

promjena u stanici domaéin:
— activacija telomeraze paliortion d Telomere Erosion
— izbjegavanje imunoloskog odgovora
— smanjena aktivnost TSG-a &.,_@
— povecana aktivnost stani¢nih onkogena e
— poveéana aktivnost gena koji ukidaju apoptozu

Zagreb, 14.12.2006. Munger J Virol 2004

¥

Genomska nestabilnost i fizicko stanje HPV 16

DNA aneuploidy HPV EG6/E7 integration

R n (%) n (%)
CIN 1/2 20 4 (20) 1(5)
CIN3 50 16 (32 7(14
P 0.00 0.00

2 y? test for trend.

Human papillomavirus E6/E7

integration
Negative Positive Total
Nonaneuploid 52 53
Aneuploid 13 32
Total 65 20
“ P << 0.001 (Fisher’s exact test).
Zagreb, 14.12.2006. Melsheimer et al. Clin Cancer Res 2004
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Zagreb, 14.12.2006.

Pett et al. Cancer Res 2004; Snijders et al. J Pathol 2006

infekcija HPV

\’f

prolazna infekcija

|

bez ostec¢enja
> 80%
<30 g.
tip specifi¢ni
imuni odgovor

B

Razvoj raka vrata maternice

trajno prisutna infekcija visokorizicnih HPV
progresija

regresija

oslobadanje i regresija HPV ovisno o:

produktivha - stupnju CIN

infekcija - imunoloskom statusu
osteéenja - dobi
< 20%
>309g. | CINI CINIl  CININI
blaga srednja teska
displazija displazija displazija
visoka
udestalost ===
dodatni é&imbenici (onkogeni T, TSG {)
————— »
(epi)genetska nestabilnost
2-3 godine 10-12 godina

Zagreb, 14.12.2006.

Grce, 2006
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Od spoznaja do prakticne primjene

Zagreb, 14.12.2006.

-
@ Otkrivanje HPV infekcija

Indirektno
- protutijela — nedovoljno informativno

Direktno
- izolacija virusa — tesko izvodiva
- virusni antigeni — nije dovoljno informativno
& tesko izvedivo
- DNA ili RNA (hibridizacija i/ili amplifikacija)
— informativno & specifi¢no

Zagreb, 14.12.2006. Grce, 2006
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Bioloski biljeg neoplazije

Prisutnost HPV DNA: .'Q
- specificni tip HPV (visokorizicni) y
* broj kopija virusnog genoma " 5

- ekspresija virusnih onkogena E6/E7
- fizicko stanje genoma (episomalno/integrirano)

HPV 16, 18,33

HPV DNA

A bbb

BRE]
7

Zagreb, 14.12.2006. Grce, 2006

J@ Ostali bioloski biljezi neoplazije

Prekomjerna ekspresija:

* Proteini MCM5 i MCM7
(Minichromosome maintenance)

* Protein CDC6 (DNA licensing protein)
* Tumor supresorski protein pl16Nk44

G1 )
. f $
i
=
Rb-E2F y
L INK4A -
: cdk4/6 RISTE M CIN ]
e

Zagreb, 14.12.2006. ECCA, 2005




@) Citologija

Prednost
* neupitna; najbolji naéin ranog otkrivanja premalighih oStecenja
Nedostaci

* subjektivna i varijabilna metoda zbog uzorkovanja i
interpretacije nalaza

+ visoki stupanj pogresaka uzorkovanja (2:1)

- vrlo tedka identifikacija Zljezdanih stanica %‘;',;agfi!
* laZno pozitivni rezultati u 15-50% slu¢ajeva ¢ 4

* laZno negativni rezultati u 30% slu¢ajeva  ——
* kratki interval testiranja o .

* nema prognosti¢ku vrijednost PoboljSanje

* metoda tekuée citologije LBC

* HPV -testiranje
. p16 INKA4

Zagreb, 14.12.2006. Grce, 2006

J@) Testiranje na HPV

+ Utvrduje uzrocnika bolesti Q’é
. . -~ |
* Test je reproduciblan ?QQ
S >
+ Ima prognosticku vrijednost _ HPVitest

- 30-70% HPV-poz. i Papa neg. Zena ¢e razviti SIL unutar 2-3 godine u
usporedbi sa HPV neg. Zenama

- Visoka negativna prediktivna vrijednost od 99,5%
- HPV-neg. Zene neée razviti SIL

+ Omoguéava veéi interval testiranja (od 1-3 do 5-10 god.)

« Jeftiniji i isplativiji je od ponavljajuéih Papa-testova

Zagreb, 14.12.2006. Grce, 2006
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Probir = Screening

";:;g;; - osjetljivost 58% (11-99%)
e - specificnost 68% (14-97%)

- osjetljivost 90%
- specifi¢nost <30%; povelava se sa dobi, Qz
dok se specifi¢nost Papa-testa smanjuje sa dobi ? = 4
S
. HPV-test |

od Papa-testa

Zagreb, 14.12.2006.

Fahey i sur., 1995

¥

Veéa osjetljivost prepoznavanja HSIL

Papa-test HPV-test HPV- i Papa-test

Osijetljivost

osjetljivost Papa-testa i HPV-testa zajedno je skoro 100%

Zagreb, 14.12.2006.

Manos i sur., 1999
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Testiranje na HPV u klinickim laboratorijima

Zagreb, 14.12.2006.

¥

Trenutno dostupni HPV -testovi

Test Kit Metoda Prednost Nedostatak

Hca* + RNA-DNA osjetljivost unakrsha reaktivnost
hibridizacija nedostatak interne

kontrole

G5+/6+EIA - L1PCR vrlo osjetljiv slabo osjetljiv za
(140 pb) HPV 53 i 61

PGMY9/11 - L1 PCR osjetljiv kao HC2 slabo osjetljiv za
(450 pb) HPV 31 52

SPF10 + L1 PCR vrlo osjetljiv klini¢ki preosjetljiv
(65 pb)

Amplicor* + L1PCR vrlo osjetljiv Klini¢ki preosjetljiv
(165 pb) + hib.
microtitarskoj ploéi

PreTec HPV + E6 i E7 RNA viralna aktivnost  u fazi istraZivanja

Proofer*

*
komercijalni test

Zagreb, 14.12.2006.

Grce, 2006
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J@ Pobolj$anje HPV-testova

Strategija Komentar

Ponavljanje HPV-testa infekcija spontano nestaje kroz 1-2 god.
Tipizacija HPV-a HPV 16 u > 60% RVM

Odredivanje kolicine virusa moZda (e se povelati PPV

Serologija HPV-a pozitivna serologija je povezana sa

razvojem CIN 3 u HPV DNA pozitivnih Zena
HPV integracija mozda Ce se poveéati PPV
Utvrdivanje drugih ¢imbenika rizika - Haplotip HLA DQWS3 i DR15/DQ6

- Pusenje
- Chlamydia trachomatis

Zagreb, 14.12.2006. Grce, 2006

¥

Princip hibridizacije

1. denaturacija dvolan¢ane molekule DNK
na 90-100°C ili/i alkalini pufer

2. dodatak obiljeZene DNK ili RNK probe

3. komplementarno vezivanje jednolan¢ane DNK
(GiC, AiTiliV)nanizoj temperaturi (40-65°C)
u neutralnom puferu tijekom nekoliko sati

4. detekcija hibrida (ovisno o biljegu probe)

Zagreb, 14.12.2006.
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HC 2 HPV DNK test - DIGENE

Hybrid capture 2HPV DNK test je test probira
(screening) za zene > 30 god.

HC2 se zasniva na hibridizaciji i detekciji hibrida u
mikrotitarskoj ploéi uporabom 1 ili 2 skupine RNK proba:

- 5 LR HPV types 6, 11, 42, 43 & 44
- 13 HR HPV types 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 & 68

— FDA-approved HPV-test

Zagreb, 14.12.2006.

¥

Princip HC2 HPV-testa

sgs 1. Denaturacija DNK gs 2. Hibridizacija RNK-
0 probe sa ciljnom DNK

3. Vezanje hibrida 4. Detekcija hibrida sa
3 ¢ RNK:DNK- gg protutijelima

univerzalnim : obiljeZenim alkalinom

protutijelina fosfatazom

: 5. Detekcija alkaline fosfataze sa
éé kemiluminescentnim substratom i mjerenje emitirane
: svjetlosti luminometrom - 3000-puta pojaéani signal

Zagreb, 14.12.2006. Digene
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Inerpretacija rezultata HC2 HPV-testa

HPV Interpretacija
<1RLU HPV visokog rizika
nije prisutan
>1RLU HPV visokog rizika
prisutan

RLU (Relative Light Units) = odnos emitirane svjetlosti
uzorka na srijednju vrijednost emitirane svjetlosti u
triplikatu pozitivne kontrole (1 pg DNK HPV, odnosno
5000 kopija genoma HPV)

Zagreb, 14.12.2006. Digene

@ Osjetljivost metode hibridizije

* je uvjetovana koli¢ine ciljne DNK u uzorku
* u test HC2-Digene hibridizira se denaturirani nativni uzorak

* kako bi se povelala osjetljivost HPV-testova koji se
zasnivaju na hibridizaciji uvedena je metoda amplifikacije,
odnosno lan¢ana reakcija polimerazom (PCR)

- nova generacija HC3-Digene (PCR i hibridizacija sa vise HPV proba)

* preduvjet PCR je izolacija ¢iste DNK za daljnju analizu

Zagreb, 14.12.2006.
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- Izolacija i procistavanje DNK
(odvajanje od proteina i lipida)
* Odrediavanje koncentracije -
spektrofotometar (A260/280)
+ Odredivanje kvalitete -
gel elektroforeza (1% agaroza -
0.5 ug DNK):
1. DNK biljeg
2. DNK Hef stanica
3. DNK Hela stanica
4-8. DNK epitelnih
stanica vrata maternice

Izolacija i analiza DNK

— preduvjet primjene PCR

Zagreb, 14.12.2006.

@ Princip PCR

a-b. denaturacija DNK

c. hibridizacija pocetnih oligonukleotida

(po&etnice, primer) sa ciljnom DNK b "

POLYMERASE_ ™
d. sinteza novih lanaca DNK pomoéu m

DNK-polimeraze

e. ponavljanje postupka vise puta
(n=20-40)

— 2" molekula ciljne DNK o

TEMPLATE STRAND

Zagreb, 14.12.2006.
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® Detekcija HPV metodama PCR

- analiza produkata PCR dobivenih s univerzalnim ili
zajednickim pocetnim oligonukleotidima
- hibridizacija sa specificnim sondama
- cijepanje s restrikcijskim enzimima - RFLP
- sekvencioniranje
- EIA

* PCR sa specificnim pocetnicama za pojedini tip HPV-a

ﬂ E5 L2
E6 L1 LCR

0 8 kb
N E4 kbp
HPV 6/11 HPV 31 MY09/11 450 bp

GP5+/6+ 150 bp

HPV 18 HPV 33 —
— PVUP/DN 165 bp
—
Tipizacija HPV 16 Kontrola: Poz., Neg., B-globin Detekcija SPF1/2 65 bp

Zagreb, 14.12.2006. Grce, 2006

¥

Inerpretacija rezultata PCR

Koncenzus PCR Tip specifiéni PCR
- svi genitalni - HPV 6/11 (niski rizik) Interpretacija
HPV tipovi - HPV 31, 33 (sredniji rizik)
- HPV 16, 18 (visoki rizik)
Neg Poz (jedan ili vise) HPV tipovi 6/11, 16,
18, 31 ifili 33
Poz Poz (jedan ili vise) HPV tipovi 6/11, 16,
18, 31 ifili 33
Poz Svi Neg HPV neutvrdeni tip
(neodredeni rizik)
Neg Neg HPV nije utvrden

Zagreb, 14.12.2006. Grce et al., 1997




@ GP-PCR EIA HPV DNK test

GP-PCR ETA HPV DNK test je test probira

zasniva se na PCR, odnosno amplifikaciji regije L1 HPV

pomoéu 6P5+/6P6+ pocetnih oligonukleotida i

detekciji produkata PCR (150 pb) u mikrotitarskoj

ploi pomoclu EIA:

* 14 HR HPV tipova 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 66 & 68

+ 28 LR HPV tipova 6, 11, 26, 32, 34, 40, 42, 43, 44, 53, 54, 55,
57,61,67,70,71(CP8061), 72, 73, 81(CP8304), 82/MM4,
82/I539, 83 (MM7), 84 (MM8) 85, 86, CP6108 & JC9710

* gen B-globin (interna kontrola; 268 pb)

— /n house PCR EIA

Zagreb, 14.12.2006. Van den Brule et al., 2002

¥

PCR EIA HPV DNK test - Roche

Roche-ov HPV DNK test takoder je test probira (screening)
koji se zasniva na PCR, odnosno amplifikaciji regije L1 HPV
pomocu PVUP/PVDN pocetnih oligonukleotida i detekciji
produkata PCR (165 pb) u mikrotitarskoj ploéi pomocu ETA:

- 13 HR HPV types 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 & 68
* gen B-globin (interna kontrola; 268 pb)

— CE-approved PCR EIA

Zagreb, 14.12.2006. Kornegey et al., 2001
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@ Inerpretacija rezultata ROCHE

HPV -testa
HPV B-globin
Interpretacija

(Aas0) (Ass0) P :
<0,2 >0,2 HPV visokog rizika

nije prisutan
<0,2 <0,2 Neadekvatan nalaz
>0,2 bilo sta HPV visokog rizika

prisutan

Detekcija:

- 100 kopija/ml HPV 16, 18, 33, 35, 39,45, 51,56 i 68
+ 240 kopija/ml HPV 31, 52,58 i 59

* 480 kopija/ml ostali HPV tipovi

Osjetljivost i specificnost: cca. 96% (CT 95%)

Zagreb, 14.12.2006. Roche Diagnostics

Princip Line Blot Assay - LBA

1. PCR pomocu univerzalnih
poletnih oligonukleotida
obiljeZzenih biotinom

Alkaline Phosphatase

- Streplavidin

Biotin
Amplified target

2. hibridizacija sa poznatom
probom fiksiranom na
nitrocelulozu

3. detekcija hibrida DNK/DNK
sistemom streptavidin i _ :
alkalna fosfataza Nitracellutoss sep

LiPA Innogenetics

LBA Roche

Zagreb, 14.12.2006.
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Razliku izmedu pojedinih testova

HPV test LiPA LBA
Amplicon size (bp) 65 450
Primer (n) SPF1/2 (6+ & 9-) MY09/11(5+ & 13-)
Probe (n) 28 27
Genotipovi (n) 25 27
HR HPV (n) 15 (13 HR+2 PHR) 16 (13 HR+3 PHR)
LR HPV (n) 10 (8 LR+2 PLR) 11 (5 LR+6 PLR)
Ne detektirani HR HPV 73 & 82 HR HPV 73 & 82

& PHR HPV 26

Zagreb, 14.12.2006.

¥

Klinicka primjena HPV-testiranja:

detekcija HR HPV

Zagreb, 14.12.2006.
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Klinicka primjena HPV-testiranja

test ne prepoznaje neoplaziju medutim:

+ omoguéava bolju dijagnozu u Zena s graniénim citoloSkim
nalazima: ASC-US i LSIL, pogotovo u mladih Zena

* preporuéa se 6 mjeseci nakon terapije (LETZ, konizacija)
ostelenja visokog stupnja (CIN3, CIS)

+ omogucava bolju detekciju adenokarcinoma /n situ (ACLS)

* test se preporuca kao test probira u Zena u dobi > 30 god.

Zagreb, 14.12.2006.

Grce, 2006

¥

Ne preporucava se klinicka primjena
HPV -testiranja

* u muskaraca
- zbog neadekvatnog na¢ina uzorkovanja
- zbog nedostatka kontrole DNA u velini uzoraka

* u Zena u dobi < 30 god. kao test probira istovremeno
sa Papa-testom

* U Zena sa definiranim oStecenjima visokog stupnja
Papa-testom (HSIL) ili histologijom (CIN2-3)

ok

Zagreb, 14.12.2006.

Grce, 2006

30



Osnova trenutnih dijagnostickih
postupnika

Pozitivno

Negativno

KOLPOSKOPIJA

abnormalni Papa
ili ASC-US
i HPV pozitivan

Normalni
Papa

Ponovno rutinski Ponovno rutinski

Ponoviti KOLPOSKOPIJU
Papa-test Papa-test

Zagreb, 14.12.2006. ASCCP Guidelines 2002

HPV -testiranje kao 1. test probira

Pt

@
Normalni
Papa
HPV- i Papa-test Ponoviti HPV- i Papa-
uredni test nakon 6-12 mij.

* 25% jeftinije od konvencionalnog probira Papa-testom
* korisno u zemljama gdje nije dobro razvijena citologija

abnormalni Papa
ili ASC-US

KOLPOSKOPIJU

Zagreb, 14.12.2006. Cuzick, 2002
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Zagreb, 14.12.2006.

http://www.irb.hr/hpvccp/

2 HPVCCP Home - Windows Iternet Explorer,
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INTERNATIONAL WORKSHOP ON =
HUMAN PAPILLOMAVIRUSES AND CONSENSUS
RECOMMENDATIONS FOR CERVICAL CANCER PREVENTION
&
COLPOSCOPY TRAINING

April 18-21, 2007, Hotel Croatia, Dubrovnik-Cavtat, Croatia

Home | Organizers | Programme | Social Program | Registration

ORGANIZERS

Organizing Societies &@
Organizing Committee

Scientific Committee

Accomodation | Venue | Travel | Contact

(

Rudjer Boskovic Institute

International European Cervical
Papillomavirus Cancer Association

Auspices Society

Sponsors

Croatian Medical
Association

Croatian Society for
Colposcopy and Cervical Pathology
of Croatian Medical
Association

Croatian Medical
Association

Zahvaljulc 1 na paznj

Zagreb, 14.12.2006.

grce@irb.hr
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