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Εκτιμούμενη επίπτωση  και θνησιμότητα από 
καρκίνο του τραχήλου της μήτρας στην Ευρώπη



Στόχος

• Μείωση της επίπτωσης του καρκίνου
του τραχήλου της μήτρας

Μόνο το τεστ Παπανικολάου αρκεί;



Αιτιολογικός παράγοντας
•Εμμένουσα λοίμωξη από υψηλού κινδύνου ιό 

HPV
•Stefania Jablonska - Poland, 1972, epidermodysplasia
verruciformis
• Jablonska και Gerard Orth ανακάλυψαν τον HPV-5 
στον καρκίνο του δέρματος, 1978
•Harald zur Hausen και συν. 1983,  ταυτοποίησαν τον 
HPV 16 και HPV 18 στον καρκίνο του τραχήλου της 
μήτρας
•Harald zur Hausen, 2008, Nobel Prize της Ιατρικής



Ανίχνευση του ιού

•Liquid Based Cytology
•Ανίχνευση και ενίσχυση 
του ιικού DNA
•Ανίχνευση του mRNA 
των ιικών ογκογονιδίων 
Ε6 και Ε7 



Εκχύλιση γενετικού υλικού

http://www.google.gr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=J9eT0LnjUxRf8M&tbnid=GXHHnJpCO8F-bM:&ved=0CAUQjRw&url=http://cervarix.blogspot.com/2010/05/thin-prep-pap-smear.html&ei=t3yUUs_0L8mTtQaInYDYDg&bvm=bv.57155469,d.bGQ&psig=AFQjCNElfKuKLTsMU-u81Nr_DyYcShRv4A&ust=1385549273530017
http://www.google.gr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=8_Y00pETRBETJM&tbnid=R9fiHzVRqJg5AM:&ved=0CAUQjRw&url=http://foundation.nsabp.org/NSABP_Pathology_Photos.aspx&ei=Pn6UUszsM4vBtAaN_oGoAg&bvm=bv.57155469,d.bGQ&psig=AFQjCNEaiuRSgWfwkW8aQLimMr6T-ekdoA&ust=1385549688195097


•Μέθοδοι που βασίζονται στο PCR
•Μέθοδοι που βασίζονται στο real-time PCR
•Μέθοδοι που δε βασίζονται στο PCR

DNA

mRNA E6 και Ε7 
ογκογονιδίων του ιού







Μέθοδοι που βασίζονται στο PCR
•AMPLICOR® - LINEAR  ARRAY HPV GENOTYPING Tests
•CLART® HPV2
•INNO-LiPa HPV 
•HPV Direct Flow-chip 
•PapilloCheck® HPV-Screening
•Hybribio 21 HPV GenoArray
•GenoFlow HPV array (DiagCor)



n36 =   68,719,476,736 copies in ~ 2 hrs

Primers

DNA template
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+ +

A C T G

MgCl2
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Extraction

Paraffin 
embedded tissue

swab

Liquid 
cytology

HPV CLINICAL MICROARRAYS



Microarrays Technology

Biochip (3x3mm):

probes in triplicate
Internal control for nucleic acid 
extraction

Internal control for PCR inhibition







Βασίζεται στην ανίχνευση και ποσοτικοποίηση ενός
φθορίζοντος μορίου αναφοράς (ειδικού για

συγκεκριμένη αλληλουχία) σε κάθε κύκλο της
αντίδρασης PCR



PCR πραγματικού χρόνου
Real time PCR/Q PCR

Δεν απαιτείται ανάλυση με ηλεκτροφόρηση



PCR πραγματικού χρόνου (qPCR)
Επιτρέπει
την αδιάλειπτη παρακολούθηση των
προϊόντων της PCR κατά την ενίσχυση μέσω
της μέτρησης του εκπεμπόμενου φθορισμού
των προϊόντων σε κάθε κύκλο



PCR πραγματικού χρόνου (qPCR)
Eπιτρέπει

Ταυτοποίηση του κύκλου εισόδου στην εκθετική
φάση (κύκλος-κατώφλι) και, της σχετικής
ποσοτικοποίησης της μήτρας DNA στην αρχή
της αντίδρασης.
Τα προϊόντα του πολλαπλασιαμού αναλύονται σε
πραγματικό χρόνο όπως συντίθενται σε κάθε κύκλο.



Μέθοδοι που βασίζονται σε PCR
πραγματικού χρόνου

•cobas® HPV Test 
•Anyplex™ II HPV28 
Detection
•Abbott RealTime High 
HPV 
•Sacace 14 HR



HPV Genotypes 14 Real-TM Quant

For quantitative detection 
and genotyping of Human 

Papillomavirus
(16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 

52, 56, 58, 59, 66 and 68)



Positive control



Negative clinical sample



Positive clinical sample



Cumulative incidence of cervical intraepithelial neoplasia grade 3 and cancer (≥CIN3) over a 
10-year period in A) 7285 women younger than 30 years of age and B) 13 229 women 30 

years old and older, according to oncogenic HPV status at enrollment

Khan M J et al. JNCI J Natl Cancer Inst 2005;97:1072-1079

© The Author 2005. Published by Oxford University Press. All rights reserved. For Permissions, 
please e-mail: journals.permissions@oupjournals.org.



14 High-risk HPV with 16/18 Genotyping 
Real-time PCR Kit

- 14 high-risk HPV types: HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 
45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68
- Specific Detection of 2 high-risk HPV genotypes: 
HPV 16 & HPV 18
- Cellular IC for the monitoring of the entire process



•12 HR: 31, 33, 35, 
39, 45, 51, 52, 56, 
58, 59, 66, 68
•Γονοτύπιση: 16, 18 



Abbott Real Time High Risk (HR) HPV

•12 HR: 31, 33, 35, 
39, 45, 51, 52, 56, 
58, 59, 66, 68
•Γονοτύπιση: 16, 18 





Μέθοδοι που δε βασίζονται στο PCR

•digene Hybrid Capture 2
•Cervista®



digene Hybrid Capture 2

•Διαδικασία ανίχνευσης DNA:RNA υβριδίων με 
ενίσχυση σήματος και με χρήση χημειοφωταύγειας 
για την ποιοτική ανίχνευση 18 τύπων  χαμηλού και 
υψηλού κινδύνου HPV
•Διαφοροποίηση σε δύο ομάδες  HPV DNA 
•Χαμηλού κινδύνου (6, 11, 42, 43, 44)
•Υψηλού κινδύνου (16, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52, 56, 
58, 59, 68)
•Δεν μπορεί να προσδιοριστεί ο συγκεκριμένος τύπος 
που υφίσταται



• Developed from phylogenetic
tree of HPV strains A-superfamily, 
based on the complete L1 region 

• Cervista HPV is specific for 
high-risk types selected from the 
A5/A6, A7 and A9 virus species: A5

A7

A6A9

CervistaTM HPV HR Test Design

51, 56, 66A5/A6

A7 18, 39, 45, 59, 68

A9 16, 31, 33, 35, 52, 58 de Villiers et al., Virology, 2004
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NucliSens EasyQ® HPV 
(Biomerieux, France)
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1ml of ThinPrep (max 106 cells)

Fixation, permeabilization 
(IncellFP incellDx® )

(90 min)

Hybridization with 
probe coctail (30 min)

Strigent wash (15 min)

•Combines in-situ hybridization with FC
•Screen cervical samples for HPV E6/E7 mRNA
•Non-time consuming and non labor-intensive 

workflow
•Quantifies transcripts in a cell-by-cell basis

Count on flow cytometer (5 minutes)

Flow cytometric determination of 
E6/E7 mRNA of high risk HPV types

•Flow cytometer -488 nm argon laser Oncotect® protocol



A CIN 2 diagnosed sample demonstrating 
E6, E7 mRNA overexpression in 23% of 
ectocervical cells.

A “within normal limits” sample.  HPV E6, 
E7 mRNA expression is quantified on a 
logarithmic scale on the x-axis and the 
percentage of E6, E7 mRNA 
overexpressing cells is also quantified. 



Συμπεράσματα
•Πληθώρα δημοσιεύσεων επιχειρούν να διαλευκάνουν το 
ρόλο κάθε τεστ  ανίχνευσης του ιού

•Συγκλίνουν στο συμπέρασμα ότι  δεν υπάρχει ένα τεστ που 
από μόνο του μπορεί να υπολογίσει τον κίνδυνο ανάπτυξης 
σοβαρών αλλοιώσεων

•Ο συνδυασμός του τεστ-Παπανικολάου με μία ή 
περισσότερες μεθόδους ανίχνευσης του ιού μπορούν να 
αυξήσουν την ειδικότητα και την ευαισθησία στην πρόβλεψη 
της νόσου 

Προσωποποιημένη και ακριβής λήψη 
απόφασης
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Ευχαριστώ για την προσοχή σας!
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