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✓Ένας κοινός σεξουαλικά μεταδιδόμενος ιός που μπορεί να 
μολύνει το δέρμα και τον βλεννογόνο του τραχήλου της 
μήτρας

✓Περισσότερο από 150 τύποι έχουν πλήρως ταυτοποιηθεί

✓Περίπου 15 HPV τύποι θεωρούνται                                              
υψηλού κίνδυνου και μπορεί                                                           
να προκαλέσουν                                                                          
Καρκίνο Τραχήλου Μήτρας The human 

papillomavirus

1. Bosch FX et al. J Clin Pathol 2002;55:244–265; 2. Munoz N et al. Int. J. Cancer 2004;111:278–285;3. 
Trottier H & Franco EL. Am J Manag Care 2006;12:S462–S472; 4. Franco EL et al. Cancer J
2003;9:348–359.  

Ο ιός των ανθρωπίνων θηλωμάτων HPV 
(Human papillomavirus)

Τρίτη, 9 Μαρτίου 2021



✓Ο HPV χαρακτηρίζεται από την ικανότητά του να 
διαφεύγει από το φυσικό μηχανισμό ανοσιακής
απάντησης

➢Δεν προκαλεί ιαιμία (πχ Ηπατίτιδα)

➢Δεν καταστρέφει άμεσα τα κύτταρα του ξενιστή 

➢Kαθυστερεί τη φλεγμονώδη απάντηση μέσω κυτοκινών

Ποια η διαφορετικότητα του 
HΡV? 

Margaret Stanley. Immune responses to human papillomavirus. Vaccine 24S1 (2006) S1/16-S1/22.

Stanley, Lowy, Frazer. Chapter 12: Prophylactic HPV vaccines: Underlying mechanisms. Vaccine 24S3 (2006) S3/106-S3/113.

Munoz, Castellsagué, Berrington de González, Gissmann. Chapter 1: HPV in the etiology of human cancer. Vaccine 24S3 (2006) S3/1-S3/10.
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Papillomaviridae

Ετερογενής ομάδα ιών (θηλαστικά, πτηνά και ερπετά)
περισσότεροι από 150 τύποι έχουν ανιχνευτεί στον άνθρωπο
(Human Papillomavirus-HPV, Bernard et al., 2010)

Richard Edwin Shope 1933, PV απομονώθηκαν για πρώτη 
φόρα από κουνέλια-Shope Papillomavirus ή
CRPV (cottontail rabbit papillomavirus)

Gissmann etal., 1984, 
Zur Hausen, 1996

Harald zur Hausen, 1976
ΗPV παίζουν σημαντικό ρόλο
στην ανάπτυξη καρκίνου του 
τραχήλου της μήτρας

Harald zur Hausen
1983 και 1984
απομόνωσε τα πρώτα στελέχη
HPV16 και HPV18
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Διαμόρφωση των φυλογενετικών δέντρων των PVs με βάση:
• τη νουκλεοτιδική αλληλουχία, 
• τα βιολογικά χαρακτηριστικά (είδη ξενιστών, ιστός, παθογένεια, 

οργάνωση γενώματος)
Θέσπισαν την ταξινόμηση των PVs σε γένη
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Νέος τύπος HPV: αλληλουχία L1 
ORF>10% κοντινότερο γνωστό τύπο-
Υπότυπος: 2-10%-Variant: <2%

Φυλογενετικό δένδρο 
με αλληλουχίες του L1 
γονιδίου 

de Villiers et al., Virology 2004

16 γένη PVs-
ελληνική αλφάβητο από το 
γράμμα-Άλφα μέχρι το 
γράμμα Πι με βάση τα 
κριτήρια που θεσπίστηκαν
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Bernard et al., Virology 2010

Σήμερα 29 γένη PV

πολλαπλή ομοπαράθεση L1
αλληλουχιών 189 PV τύπων

Τρίτη, 9 Μαρτίου 2021



Human Papillomavirus (HPV)

✓ γένη στον άνθρωπο 
Άλφα-, Bήτα-, Γάμμα-, Μι-
και Νι-PVs

39/45/59/51/56
= 18 related
(“A7 species ”)  

31/33/35/52/58
= 16 related
(A9 species)
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Η δομή του ιού
• Ο HPV είναι σχετικά μικρός ιός και περιέχει διπλή έλικα DNA μέσα σε 

σφαιρικό καψίδιο το οποίο αποτελείται από 2 πρωτεΐνες, L1 και L2
Circular dsDNA

HPV capsids, 
approximately 55 nm in diameter

1. Ferlay J et al. IARC CancerBase. Lyon 2004;2. Munoz N et al. Int J Cancer 2004;111:278–285; 3. Smith JS et al. Int J Cancer

2007;121:621–632.4 Burd EM. Clin Microbiol Rev 2003;16:1–17

L1 protein pentamer L2 supporting protein

Οι τύποι HPV 16 και 18 είναι υπεύθυνοι για > 70% των περιστατικών ΚΤΜ

Οι τύποι HPV 16,18,45 και 31 είναι υπεύθυνοι για >90 των περιστατικών αδενοκαρκινώματος
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Η οργάνωση του γονιδιώματος
του HPV

S. de Sanjose et al. Best Practice & Research Clinical Obstetrics and Gynaecology 47 (2018) 2-13 
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Η ιική Ε6 πρωτεϊνη Μετασχηματισμός, 
αθανατοποίηση

Σύνδεση με κυτταρικές 
πρωτεϊνες

16-18 kDa , 150 αα

• Αλληλεπίδραση της με
την ογκοκατασταλτική
πρωτεΐνη p53
Ε6+p53+Ε6 ουβικουτινική
λιγάση E6AP

Ουβικιτινίωση της p53
και αποδόμησή της στο 
26S πρωτεάσωμα

✓ μόνο οι τύποι υψηλού κινδύνου διεγείρουν το μονοπάτι της
ουβικουτινίωσης και την αποδόμησης της πρωτεΐνης

• Ενεργοποίηση της καταλυτικής 
υπομονάδας της τελομεράσης hTERT

Διατήρηση μεγάλων τελομερών
κατά την κυτταρική διαίρεση
αναστέλλοντας την κυτταρική 
γήρανση

Αθανατοποίηση των κυττάρων
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Η ιική Ε7 πρωτεϊνη

CR1, CR2, CR3 συντηρημένες 
περιοχές-100 αα

• Aλληλεπίδραση της με την
οικογένεια των πρωτεϊνών του 
ρετινοβλαστώματος (pRb, p107 
και p103)

✓ επάγει την αποικοδόμηση της pRb μέσω του 
μονοπατιού του ουβικουτινικού πρωτεοσώματος

✓ συνδέεται με τις κυκλίνες Α και Ε και με τους 
αναστολείς των κύκλινο-εξαρτώμενων κινασών
(cdk) p21 και p27               επάγεται η 
φωσφορυλίωση της pRb

Aπορρύθμιση του κυτταρικού κύκλου με συνέπεια
τον ανεξέλεγκτο κυτταρικό πολλαπλασιασμό
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E6 & E7–επίδραση στη ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου

•Αναστολή των ογκοκατασταλτικών γονιδίων p53, pRb
•Κυτταρική αθανατοποίηση
•Κακοήθης μετασχηματισμός
• Γενωμική αστάθεια



Κύκλος ζωής του ιού

• Ακολουθεί το πρόγραμμα διαφοροποίησης των
κερατινοκυττάρων του ξενιστή

• Tα ιικά σωματίδια προσβάλουν τους επιθηλιακούς
ιστούς μέσω μικροτραυματισμών

• Ο ιός εισβάλει στα κύτταρα της 
βασικής στοιβάδας
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Μεταγραφή του ιικού γονιδιώματος

Η έκφραση των γονιδίων του ιού εξαρτάται από 
το πρόγραμμα διαφοροποίησης των 

κερατινοκυττάρων

• O όψιμος υποκινητής ενεργοποιείται ειδικά σε
διαφοροποιημένες στοιβάδες του επιθηλίου

• Έκφραση των καψιδιακών πρωτεϊνών L1 και L2, 
οι οποίες είναι απαραίτητες για τον σχηματισμό 
του ιικού καψιδίου και το πακετάρισμα του
ιικού γονιδιώματος στα νεοσχηματιζόμενα ιικά
σωμάτια

• Στα αδιαφοροποίητα 
κερατινοκύτταρα ή τα ενδιάμεσα 
διαφοροποιημένα κερατινοκύτταρα
εκφράζονται έξι μη δομικές 
ρυθμιστικές πρωτεΐνες (Ε1, Ε2, Ε4, Ε5, 
Ε6, και Ε7) από την πρώιμη περιοχή 
του ιικού γoνιδιώματος

• Τα Ε1, Ε2, Ε4, Ε5, Ε6, Ε7 βρίσκονται 
υπό τον άμεσο έλεγχο του πρώιμου 
μεταγραφικού υποκινητή (p97)



• Ο ιός HPV εισέρχεται στα κύτταρα της βασικής μεμβράνης μέσω μικροτραυματισμών 
στο επιθήλιο του τραχήλου.

• Μετά τη μόλυνση τα πρώιμα (Early) γονίδια Ε1, Ε2, Ε4, Ε5, Ε6 και Ε7 εκφράζονται και 
το ιικό γονιδίωμα αντιγράφεται.

Woodman et al. Nature Reviews Cancer 7, 11–22 (January 2007) | doi:10.1038/nrc2050
Τρίτη, 9 Μαρτίου 2021



Στα ανώτερα στρώματα του επιθηλίου, το ιικό γονιδίωμα αντιγράφεται με γρηγορότερους ρυθμούς και 
εκφράζονται τα γονίδια L1, L2 και Ε4, τα οποία συμμετέχουν στο σχηματισμό του καψιδίου και στην 
απελευθέρωση των ιοσωματίων. 

Η εξέλιξη των κυτταρικών αλλοιώσεων σε διηθητικό καρκίνο σχετίζεται με την ενσωμάτωση του ιικού 
γονιδιώματος στο ανθρώπινο χρωμόσωμα, με την απώλεια έκφρασης της Ε2 πρωτεΐνης και την 
επακόλουθη υπερέκφραση των γονιδίων Ε6 και Ε7

Woodman et al. Nature Reviews Cancer 7, 11–22 (January 2007) | doi:10.1038/nrc2050Τρίτη, 9 Μαρτίου 2021



HPV detection: Basic principles
• Isolation of HPV nucleic acids

• DNA is present in cells (episomal, integrated)
• mRNA

• Denaturation of nucleic acids
• DNA is denatured in PCR (usually 94-95oC) to create single strands
• mRNA is denatured in lower temperature (40-60oC) only to unfold any 2ndary
structures

• Amplification
• DNA via PCR (DNA pol, cycling T from 55-95oC)
• mRNA using RT-PCR or isothermic reaction (RNA pol, RT, RNAse-H)

• Signal detection (fluorescence, chemiluminescence)
• Most DNA techniques target L1 (conserved region). Most mRNA techniques target the
transcripts of the E6/E7 oncogenes

Spathis et al, (2016) HPV Detection Methods: Towards Personalized Prevention, IGI DOI 10.4018/978-1-4666-8828-5.ch005 
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•Μέθοδοι που βασίζονται στο PCR
•Μέθοδοι που βασίζονται στο real-time PCR
•Μέθοδοι που δε βασίζονται στο PCR

DNA

• Μέθοδοι που ανιχνεύουν το mRNA E6 και Ε7 ογκογονιδίων 
του ιού

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

Primers

DNA template

Buffer

+ +

A C T G

MgCl2

PCR
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Μέθοδοι που βασίζονται στο PCR-ενίσχυση 
στόχου

•AMPLICOR® - LINEAR  ARRAY HPV GENOTYPING Tests
•CLART® HPV2
•INNO-LiPa HPV-SPF10LiPA25 
•HPV Direct Flow-chip 
•PapilloCheck® HPV-Screening
•Hybribio 21 HPV GenoArray
•GenoFlow HPV array (DiagCor)
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Extraction

Paraffin embedded 

tissue

swab

Liquid cytology

HPV CLINICAL MICROARRAYSΤρίτη, 9 Μαρτίου 2021



Microarrays Technology

Biochip (3x3mm):

probes in triplicate

Internal control for nucleic acid extraction

Internal control for PCR inhibition
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➢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
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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
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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.
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Μέθοδοι που βασίζονται σε PCR
πραγματικού χρόνου

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

- Cellular IC for the monitoring of the entire process

✓ Demonstrate no cross-reactivity with non-high risk HPV 
genotypes, ensuring that positive results are clinically 
meaningful
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Negative clinical sample
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Positive clinical sample
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•12 HR: 31, 33, 35, 39, 
45, 51, 52, 56, 58, 59, 
66, 68
•Γονοτύπιση: 16, 18 
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Abbott Real Time High Risk (HR) HPV

•12 HR: 31, 33, 35, 39, 
45, 51, 52, 56, 58, 59, 
66, 68
•Γονοτύπιση: 16, 18 
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Μέθοδοι που δε βασίζονται στο PCR-μέθοδοι 
ενίσχυσης σήματος

•digene Hybrid Capture 2
•Cervista®
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digene Hybrid Capture 2
•Χρησιμοποιεί μίγμα από ανιχνευτές RNA που αντιστοιχούν  στους 
τύπους του ιού που ανιχνεύει 
•Διαδικασία ανίχνευσης DNA:RNA υβριδίων με χρήση ειδικών 
μονοκλωνικών αντισωμάτων και 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)
•Εύκολη στη χρήση για κλινικές μελέτες-προσφέρεται για 
αυτοματοποίηση-ισχυρή και αναπαραγώγιμη μέθοδος
•Δεν επιτρέπει την ακριβή γονοτύπιση του ιού
•Λιγότερο ευαίσθητη από την PCR
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A5

A7

A6
A9

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

• Ενζυματική δράση της νουκλεάσης Cleavase® 
(Hologic™, Inc) 

• H χημεία Invader χρησιμοποιεί ενίσχυση 
σήματος και ανίχνευση φθορισμού, παράγοντας 
εκατομμύρια ειδικά σήματα προς ανίχνευση δια 
μέσου ταυτόχρονων διπλών ισοθερμικών 
αντιδράσεων:

• Φυλογενετικό δέντρο της Α υπερ-
οικογένειας HPV, βασισμένο στην L1 
περιοχή του ιού

• Cervista HPV είναι ειδικό για τους HR 
γονότυπους που έχουν επιλεγχθεί από 
τις Α5/Α6, Α7 & Α9 ιικές ομάδες:

1. Επιβεβαιώνουν την ύπαρξη επαρκούς 
ποσότητας  DNA στο υπό εξέταση δείγμα
2. Ανιχνεύουν την ύπαρξη των 14 HPV 
χαρακτηρισμένων ως HR από την IARC 
(International Agency for Research on Cancer)
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Μέθοδοι ανίχνευσης HPV Ε6/Ε7 mRNA

1. Nuclisens HPV (Biomerieux)-ισοθερμική NASBA τεχνολογία-πλήρη 
μετάγραφα από 5 υψηλού κινδύνου HPV τύπους

2. APTIMA (GenProbe)-ισοθερμική ΤΜΑ τεχνολογία-πλήρη μετάγραφα 
από 14 υψηλού κινδύνου HPV τύπους

3. HPV Oncotect (incellDx)-κυτταρομετρία ροής/FISH-E6/E7 mRNA 
κύτταρα από όλους τους υψηλού κινδύνου HPV τύπους

4. In-house nested-RT PCR/ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης-
πλήρη και διακεκομένα μετάγραφα

1. Molden et al., J Virol Methods 2007;142:204-12

2. Szarewski et al., Epidemiol Biomarkers Prev 2008; 17:3033-42

3. Narimatsu and Patterson, Am J Clin Pathol 2005; 123:716-23

4. Sotlar et al., J Med Virol 2004; 74:107-16
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NucliSens EasyQ® HPV 
(Biomerieux, France)

✓Βασίζεται στην ποιοτική ανίχνευση παραγόμενου E6/E7 mRNA από τους υψηλού
κινδύνου τύπους HPV 16, 18, 31, 33 και 45

✓Χρησιμοποιεί μοριακούς ιχνηθέτες (molecular beacons) για την ανίχνευση του
παραγόμενου προϊόντος

✓Διαθέτει εσωτερικό μάρτυρα

http://images.google.gr/imgres?imgurl=http://www.eurogentec.com/EGT/Images/NASBA/NucliSENS-EasyQ-platform.jpg&imgrefurl=http://www.eurogentec.com/product/research-nasba.html&h=156&w=270&sz=8&hl=el&start=13&usg=__CqV9DolZ59IxUGVmBFT-oQBqMyc=&tbnid=gOyvJaG6R2LIEM:&tbnh=65&tbnw=113&prev=/images?q=nuclisens&gbv=2&hl=el


• Transcription mediated amplification (TMA) of 
HPV mRNA with chemiluminescent

• Qualitative assay for detection of E6/E7 mRNA of 
14 HR HPVs 
(16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/58/59/66/68) 
with optional typing for 16 and 18/45

• Internal controls and calibrators

• Sample stability in ThinPrep for up to 30 days, 
Aptima Specimen Transfer 105 days (2°C to 20°C) 
or 24 months at <-20°C

• 1 ml of LBC, swabs, urine…

Aptima HPV (Hologic)

Hologic Panther training manual (Panther TM 2015  902732)
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OncoTect E6/E7 (Incell Dx)

Narimatsu R, et all (2005) High-Throughput Cervical Cancer Screening Using Intracellular Human 
Papillomavirus E6 and E7 mRNA Quantification by Flow Cytometry. American Journal of Clinical Pathology 
123: 716–723.
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✓Κυτταρομετρία ροής-μέσο ανίχνευσης της 
υπερ-έκφρασης του ενδοκυττάριου mRNA των 
γονιδίων Ε6 και Ε7 όλων των ογκογόνων τύπων 
του HPV ως συνέπεια της ενσωμάτωσης του ιού 
στο γενωμικό DNA

✓Βασίζεται στον υβριδισμό ενός FAM
σημασμένου μίγματος HPV ιχνηθετών σε 
κύτταρα εξωτραχήλου προερχόμενα από 
εναιώρημα σε φιαλίδιο κυτταρολογίας υγρής 
φάσης (ThinPrep®) 



Analysis

Spathis A et al. (2012) mRNA and DNA Detection of Human Papillomaviruses in Women of All Ages Attending Two Colposcopy Clinics. PLoS ONE 7(11): 
e49205. doi:10.1371/journal.pone.0049205

• Gating of cells of interest using a
FSC/SSC dot plot

• Percentage of green fluorescent
cells is calculated on gated cells

• Cut-off for cells set by using
clinically negative samples (1.5%
for our lab)
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Aptima HPV HPV Oncotect NASBA NucliSens HPV

Detection 14 HR All HR 5 HR

Typing 16, 18/45 None 16, 18, 31, 33, 45

Isolation mRNA None DNA & RNA

Detection Chemiluminescence Fluorescence Fluorescence

Automation Full Semi Semi

Result analysis Automated Lab cut-off Automated

QA Calibrators / IC Fixed cell lines PC, IC

Throughput 275 / 8h 24 / 4h 28 / 8h

Expandability None mRNA or proteins None

References (Szarewski, 2008; Castle, 2011; 
Ratnam, 2011; 

Castle, 2015; Reid, 2016)

(Kottaridi, 2010; Coquillard, 2011; 
Spathis, 2012)

(Molden, 2006; Szarewski, 2008; 
Keegan, 2009; Sørbye, 2014)
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Επιγενετικές αλλαγές και HPV
•Η εμμένουσα λοίμωξη και ενσωμάτωση του ιού-επιγενετικές αλλαγές 

•Μεθυλίωση του ιικού DNA και του DNA του ξενιστή, τροποποιήσεις 
της ιστόνης και διαφοροποίηση της έκφρασης μη κωδικών RNA 
μορίων (miRNAs, lncRNAs)

•Η ρύθμιση της μεταγραφής των γονιδίων του ξενιστή μέσω 
επιγενετικών μηχανισμών, συμπληρώνει τη δράση των 
ογκοπρωτεϊνών προς τον κυτταρικό 
μετασχηματισμό (αύξηση κυτταρικού 
πολλαπλασιασμού, διαφυγή ανοσιακής
επιτήρησης,  αναστολή απόπτωσης)



• Μηχανισμός που χρησιμοποιεί ο ιός για να παραμείνει στον ξενιστή

• H μεθυλίωση στα L1 και L2 γονίδια παρουσιάζει αυξημένα ποσοστά 
στα καρκινικά κύτταρα

• H μεθυλίωση στην LCR αντικρουόμενα ευρήματα

• Η μεθυλίωση στο 3’ LCR μπορεί να σχετίζεται με την επισωματική
κατάσταση του ιού

Μεθυλίωση του ιικού DNA





ATACGTGT

7270

CG TTATAAA….GG GTTGAAG CGAATTCG

7429, 7455, 7461

ACGTATGG…GTAGGAAACG

7535, 7553

CGAT..CGT..CG..TCG..CGA..CG

7862, 31, 37, 43, 52, 58

p97 p670

CGGTGGA TCGGTCG

494, 502, 506

CG.. CGTA..TTCG

765, 780, 790

5’UTR enhancer

promoter

E6 E7

•18 CpGs
✓12 UTR CpGs
✓3 E6 CpGs
✓3 E7 CpGs

L1 gene:12 CpGs



•Αύξηση του 
ποσοστού 

μεθυλίωσης σε 
υψηλού βαθμού 

αλλοιώσεις

L1 γονίδιο



• Η διερεύνηση του προφίλ έκφρασης διαφόρων microRNAs που 
συμμετέχουν στη ρύθμιση του μονοπατιού σηματοδότησης PD-
1/PD-L1, προκειμένου να κατανοηθεί πληρέστερα ο ρόλος τους 
στον καρκίνο του τραχήλου της μήτρας και να συσχετιστούν με 
την παρουσία του HPV. 

• H έκφραση των miRNAs απορρυθμίζεται στον καρκίνο, 
επομένως θα εκτιμηθεί η πιθανή χρήση των μελετηθέντων
μορίων ως προγνωστικών δεικτών για την εξέλιξη της νόσου.

Αποσιώπηση 
της γονιδιακής 

έκφρασης




