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HPV	λοίμωξη:	φυσική	ιστορία,	μοριακή	
διάγνωση	και	έρευνα



• Συγκροτούν	την	οικογένεια	 των	Papillomaviridae

• Δίκλωνοι	κυκλικοί	DNA ιοί

• Μεγέθους	8000 bp

• Χωρίς	εξωτερικό	περίβλημα

• Έχουν	διάμετρο	της	τάξης	των	50-60	nm

• Προσβάλλουν	την	βασική	στοιβάδα	του	επιθηλίου	
του	βλεννογόνου,	 επιθηλίου	του	δέρματος

• Είναι	υπεύθυνοι	για	την	ανάπτυξη	ενδοεπιθηλιακών		
αλλοιώσεων,	από	κοινά	θηλώματα	μέχρι	καρκίνο

• 60 τύποι έχουν απομονωθεί από τα ζώα

• 150 τύποι έχουν απομονωθεί από τον άνθρωπο (HPV)



• Τα θηλώματα ήταν γνωστά από την εποχή του
Ιπποκράτη (460-377 Π.Χ)

• Η ιϊκή φύση των ανθρώπινων θηλωμάτων
προσδιορίστηκε το 1907 (Ciuffo, 1907)

• Φιλτράρισμα κοινών θηλωμάτων και μόλυνση
υγιών ατόμων

• Δημιουργία νεών θηλωμάτων

• Πέρασαν σχεδόν 40 χρόνια μέχρι να απομονωθεί η
μικροκρυσταλλική δομή του ιού (Strauss et al.,
1949)

Strauss	et	al.,	Proc	Soc	Exp	Biol Med.	1949



• Δερματικά θηλώματα σε κουνέλια
(Shope, 1933)

• Kουνέλια του γένους sylvilagus
εμφάνιζαν θηλώματα τα οποία
μετατρέπονταν σε κακοήθεις όγκους

• Φιλτράρισμα όγκων

• Μεταφορά σε οικόσιτους υγιείς
λαγούς, οι οποίοι ανέπτυξαν τις ίδιες
αλλοιώσεις

• Shope Papillomavirus ή CRPV
(cottontail rabbit papillomavirus)

Richard	Shope	



Το 1935 ο Francis Peyton Rous συσχέτισε τους
Ιούς των Θηλωμάτων με καρκίνο του δέρματος
στα μολυσμένα αυτά κουνέλια

30 χρόνια χρησιμοποιούσε θηλώματα για την
πρόκληση όγκων (Rous, 1935; Rous, 1940; Rous
et al., 1952)

Πρώτη απόδειξη που ενοχοποιούσε τους ιούς
στην πρόκληση καρκίνου στα θηλαστικά

Francis	Peyton	Rous	



To 1976, ο Γερμανός Ιολόγος Harald zur Hausen
δημοσίευσε ότι οι Ιοί των Ανθρώπινων Θηλωμάτων
(Human Papillomaviruses, ΗPV) εμπλέκονται στην
ανάπτυξη καρκίνου του τραχήλου της μήτρας.

Τα έτη 1983 και 1984 απομόνωσε τα πρώτα στελέχη
HPV16 και HPV18 σε γυναίκα που με καρκίνο του
τραχήλου της μήτρας (Gissmann et al., 1984, Zur
Hausen, 1996).

Bραβείο Nobel Ιατρικής, 2008

Harald	zur	Hausen



Διαμόρφωση φυλογενετικών δέντρων με βάση:

1. Νουκλεοτιδική αλληλουχία

2. Βιολογικά χαρακτηριστικά
(είδη ξενιστών, ιστός, παθογένεια, οργάνωση DNA)

Ταξινόμηση PVs σε γένη

Το 2004 οργανώθηκαν σε γένη χρησιμοποιώντας την ελληνική αλφάβητο από το γράμμα
Άλφα μέχρι το γράμμα Πι

de Villiers et al., Virology, 2004

Ταξινόμηση	PVs



Ταξινόμηση	με	βάση	το	γονίδιο	L1

Η	αλληλουχία	του	γονιδίου	L1	διαφέρει	

• Διαφορετικοί	 τύποι	>10%

• Διαφορετικές	παραλλαγές	 	1-3%

Σήμερα, η οικογένεια των Papillomaviridae χωρίζεται σε είκοσι εννέα γένη

1. Πέντε γένη έχουν απομονωθεί από τον άνθρωπο

2. Είκοσι γένη από άλλα θηλαστικά

3. Τρία γένη από πτηνά

4. Ένα γένος από ερπετά

Bernard	et	al.,	Virology,	2010



• 40	HPV	τύποι	προκαλούν	αλλοιώσεις	στο	
επιθήλιο	του	βλεννογόνου

• Ανάλογα	με	την	έκταση	της	αλλοίωσης		
κατηγοριοποιούνται	 σε	δύο	ομάδες

High	risk	:	HPV16, 18,	26,	31,	33,	35, 39,	45,	51, 52,	55, 56, 58, 59, 68, 73, 82,	83

Low	risk:	HPV6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61,	70,	72,	81

Γένος	Άλφα



• Κυριότερο	παράγοντα	ανάπτυξης		τραχηλικής	ενδοεπιθηλιακής	νεοπλασίας	και	
καρκίνο	του	τραχήλου της	μήτρας

• Τρίτη	πιο	συχνή	ένδειξη	κακοήθειας	 στο	γυναικείο	πληθυσμό

• 270.000	θανάτους	ετησίως

HPV16
HPV18

Ferlay J	et	al.,	International	 Journal	 of Cancer, 2019





ü Διεγείρει	τον	κυτταρικό	κύκλο

ü Εκτεταμένο	πολλαπλασιασμό	
των	κυττάρων



• Πρόσδεση	του	ιού	σε	
κυτταρικούς	υποδοχείς

• HPV	DNA	στον	πυρήνα	

• Είσοδος	του	ιού	στα	κύτταρα	
της	βασικής	στοιβάδας	μέσω	
μικροτραυματισμού	του	
επιθηλίου



Raff	et	al.,	J	Virol,	2013



(Α-Ε)	Ενδοκυττάρωση	του	HPV16,	(F-J)	Ενδοκυττάρωση	 του	HPV31 (Bousarghin	et	al.,	J	Virol,	2003)



• Απελευθέρωση	του	ιού	
• Σχηματισμός	καψιδίου

• Αντιγραφή	του	ιού
• Κυτταρικός	
Πολλαπλασιασμός	



ü Εμφάνιση	αλλοιώσεων	3	εβδομάδες	– 8	μήνες	από	την	στιγμή	της	μόλυνσης
ü Περισσότερες	HPV	μολύνσεις	εξαλείφονται	 μόνες	τους
ü Περισσότερες	αλλοιώσεις	απομακρύνονται	 αυτόματα	χωρίς	ιατρική	παρέμβαση
ü Προ-καρκινικές	αλλοιώσεις	 μπορούν	να	μετατραπούν	σε	καρκίνο,	15-20	έτη	



Μορφή	ΗPV	DNA:

• Επίσωμα

• Ενσωματωμένο

• Μείγμα



Tsakogiannis	 et	al.,	J	Med	Microbiology,	 2014

üΕνσωμάτωση	δείκτης	πρόβλεψης	εξέλιξης	αλλοίωσης	



Η	ενσωμάτωση	του	HPV16	DNA

Ι. Κοινές εύθραυστες θέσεις του κυτταρικού
γονιδιώματος (CFS)

ΙΙ. Γονίδια που εμπλέκονται στην ανάπτυξη
καρκίνου (ογκογονίδιο Myc)

250	θέσεις	ενσωμάτωσης	

ΙΙΙ. Επαναλαμβανόμενες περιοχές του
κυτταρικού DNA

ΙV. Περιοχές του κυτταρικού DNA
παρουσιάζουν ομοιότητα HPV16 γονιδίωμα



Oι κυτταρολογικές εξετάσεις έχουν μειώσει τα περιστατικά καρκίνου του τραχήλου της
μήτρας και τα ποσοστά θνησιμότητας

• Έχουν	χαμηλή	ειδικότητα	

• Υποκειμενικότητα

ü Ανάπτυξη	μοριακών	τεχνικών	που	βασίζονται	στην	ανίχνευση	του	HPV DNA/RNA

• Ασθενείς με κίνδυνο ανάπτυξης δυσπλασίας με αρνητικό κυτταρολογικό έλεγχο

• Η HPV γονοτύπιση (ΗR HPV DNA) συμβάλει στην διάγνωση γυναικών που έχουν
μεγαλύτερο κίνδυνο ανάπτυξης υψηλότερου βαθμού δυσπλασίας και καρκίνο



1. Υβριδισμός Νουκλεινικών οξέων με ενίσχυση σήματος

• Hybrid capture: Hybrid capture 2 (HC2; Qiagen)

• In situ hybridization (ISH): in situ υβριδισμός του DNA με χρήση probes

• Μέθοδος διεισδυτικής διάσπασης (Cervista HPV-HR; Hologic)

2.    Ενίσχυση στόχου

• Μέθοδοι που βασίζονται στην PCR

• Ισοθερμική ενίσχυση Ε6/Ε7 mRNA



1.	Υβριδισμός	Νουκλεινικών	οξέων	με	ενίσχυση	σήματος	

Hybrid	Capture	2	(Qiagen),	FDA,	2003

• 13	HR	HPV	γονότυπους (16,	18,	31, 33,	35,	39,	45,	51,	
52,	56,	58,	59,		68)	

• 5	LR HPV	γονότυπους (6,	11,	42,	43,	44)

• Δεν	διαθέτει	εσωτερικό	μάρτυρα

• Διατίθεται	αυτοματοποιημένο	σύστημα	



1.	Υβριδισμός	Νουκλεινικών	οξέων	με	ενίσχυση	σήματος	



1.	Υβριδισμός	Νουκλεινικών	οξέων	με	ενίσχυση	σήματος	

In	Situ	Υβριδισμός	- HPV	III	probes	(Ventana	Medical	Systems)

• 12	HR	HPV	γονότυπους	 (16,	18,	31,	33,	35,	
45,	51,	55,	58,	59,	68,	70)

• 5	LR HPV	γονότυπους (6,	11,	42,	43,	44)

• Ανιχνεύει	ιϊκό	DNA	στον	πυρήνα	του	
κυττάρου	

• Τομές	παραφίνης	

• Συνδυάζει	μορφολογία	των	κυττάρων	και	
παρουσία	HPV DNA

Guo et	al.,	J	Clin Microbiol,	 2008



1.	Υβριδισμός	Νουκλεινικών	οξέων	με	ενίσχυση	σήματος	



• Cervista™ HPV HR ανιχνεύει 14 HR HPV τύπους (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59, 68)

• Cervista™ HPV16/18 ανιχνεύει μόνο HPV16/18

• Διαθέτει εσωτερικό μάρτυρα (histone 2-gene)

• Διατίθεται αυτοματοποιημένο σύστημα

Cervista™	HPV	HR	and	Genfind™	DNA	Extraction	Kit	(Hologic),	FDA,	2009

Cervista™	HPV16/18	(Hologic)

1.	Υβριδισμός	Νουκλεινικών	οξέων	με	ενίσχυση	σήματος	



1.	Υβριδισμός	Νουκλεινικών	οξέων	με	ενίσχυση	σήματος	



1. Υβριδισμός Νουκλεινικών οξέων με ενίσχυση σήματος

• Hybrid capture: Hybrid capture 2 (HC2; Qiagen)

• In situ hybridization (ISH): in situ υβριδισμός του DNA με χρήση probes

• Μέθοδος διεισδυτικής διάσπασης (Cervista HPV-HR; Hologic)

2.    Ενίσχυση στόχου

• Μέθοδοι που βασίζονται στην PCR

• Ισοθερμική ενίσχυση Ε6/Ε7 mRNA



2.	Ενίσχυση	στόχου – PCR	

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



• Βιοτινιλιομένοι	εκκινητές	

• Ανιχνευτές (probes) ακινητοποιημένοι:	

1. Strips	
•INNO-LiPA	HPV	Genotyping	 Extra	(Fujirebio)	
•Linear	Array	HPV	Genotyping	 Test	(Roche	Diagnostics)

2. Μικροσυστοιχίες	
• CLART®	Human Papillomavirus	2	(Genomica)
• PapilloCheck	assay	(Greiner	Bio-One)

3. Μικροσφαιρίδια	
• Luminex	xMAP	platform	(Mebgen™	HPV	Kit)

2.	Ενίσχυση	στόχου – PCR	

Δύο	βήματα:

1.PCR

2.Οπτικοποίηση	αποτελέσματος



2.	Ενίσχυση	στόχου – PCR	



2.	Ενίσχυση	στόχου – PCR	



Real	Time	PCR	(PCR	πραγματικού	χρόνου)

Real	Time	PCR	vs	PCR	

• Μεγαλύτερη	ταχύτητα

• Μεγαλύτερη	ευαισθησία

• Επαναληψιμότητα	

ü Τα προϊόντα ενίσχυσης παρατηρούνται σε
πραγματικό χρόνο

ü Δεν απαιτείται δεύτερο βήμαοπτικοποίησης

2.	Ενίσχυση	στόχου – PCR	



• Abbott	Real-Time	High Risk	HPV	test	(Abbott	
Molecular)

• Cobas	4800	HPV	(Roche	diagnostics) (FDA,	2011)

Real	Time	PCR	(PCR	πραγματικού	χρόνου)

2.	Ενίσχυση	στόχου – PCR	



• Cobas	4800	HPV	(Roche	diagnostics)

ü Αυτοματοποιημένο	σύστημα

üΕσωτερικός	μάρτυρας	β-globin



Ισοθερμική	ενίσχυση	Ε6/Ε7	mRNA

1. Nuclisens	HPV	(Biomerieux)

2. APTIMA	(GenProbe),	(FDA	, 2011)

• L1	ρήξη	κατά	την	ενσωμάτωση	(Ψευδώς	αρνητικό	αποτέλεσμα	με	μοριακά	τεστ	
που	ενισχύουν	L1)

• Ενεργή	ΗPV μόλυνση



1. Nuclisens	HPV	(Biomerieux)

Ισοθερμική	ενίσχυση	Ε6/Ε7	mRNA

ü Βασίζεται στην ανίχνευση παραγόμενου E6/E7
mRNA HPV 16, 18, 31, 33 και 45

ü NASBA (Nucleic acid sequence-
based amplification)

ü Ανίχνευση σήματος με μοριακούς ιχνηθέτες
(molecular beacons) σε πραγματικό χρόνο (Real-
Time)

ü Eσωτερικό RNAμάρτυρα (U1AmRNA)

ü Αυτοματοποιημένο σύστημα





Ισοθερμική	ενίσχυση	Ε6/Ε7	mRNA

2.	APTIMA	(GenProbe),	FDA	2011

ü Ενίσχυση	μέσω	μεταγραφής	του	HPV	mRNA

ü E6/E7	mRNA	για	14	HR	HPV	τύπους (HPV16,	18,	31,	
33,	35,	39,	45,	51,	52,	56,	58,	59,	66,	68)

üAPTIMA	HPV test	GT		ανίχνευση	HPV16 και	HPV18/45

üΑνίχνευση	σήματος	με	ανιχνευτές χημειοφωταύγειαs

ü Eσωτερικό	RNA	μάρτυρα	

ü Αυτοματοποιημένο	σύστημα	



Bennett	 et	al.,	Diagnostic	Molecular	Pathology,	 2017	



Tsakogiannis	 et	al.,	Expert	Reviews	in	Molecular	Medicine,	 2017



Φυλλογενετική	ανάλυση	HPV16

ü4	lineages	(A–D)	

ü 16	sub-lineages	(A1–4,	B1–4,	C1–4	and	D1–4).	

• Lineage	A:	A1–A3	(European	variant),	A4	(Asian	
variant)

• Lineage	B:	B1–B4	(African	 type	I	variant)

• Lineage	C:	C1–C4	(African	type	II	variant)

• Lineage	D:	D1	(North	American	variant),	D2	
(Asian	American	type	I),	D3	(Asian	American	type	
II),		D4

Mirabello et	al.,	Viruses,	2018



Clifford	 et	al.,	Papillomavirus Res,	2019	

• A1	sub-lineage	αποτελεί	 το	70%	των	HPV16	στελεχών	στην	Ευρώπη,	Νότιο/Κεντρική	
Αμερική, Βόρεια	Αμερική,	Νότια	Ασία	και	Ωκεανία

• A2	sub-lineage	αποτελεί	 το	10-20%	των	HPV16	στελεχών	στην	Ευρώπη,	Βόρεια	Αμερική	
και	Ωκεανία

• A3	και A4	sub-lineages	εντοπίζονται	κυρίως	στην	Ανατολική	Ασία

Φυλλογενετική	ανάλυση	HPV16
üΠλήρη	αλληλούχιση	7000	HPV16		γονιδιωμάτων



Φυλλογενετική	ανάλυση	HPV16

• B1-B3	και C1-C3	sub-lineages	ανιχνεύονται	στην	υποσαχάρια	Αφρική

• D1	sub-lineage	ανιχνεύεται	στην	Αμερική,	Ευρώπη,	και	ανατολική	Ασία

• D2	σχεδόν	αποκλειστικά	στην	Αμερική	

• D3	εντοπίζεται	σε	διάφορες	περιοχές	ανά	τον	κόσμο	



• D	lineage	παρουσιάζει	υψηλή	ογκογονικότητα	 σε	σχέση	A,	B	
και	 C	lineages

• A1,	A2	sub-lineages	υψηλό	κίνδυνο	ανάπτυξης	καρκίνου	
στους	Καυκάσιους	

• A3	sub-lineage	υψηλό	κίνδυνο	ανάπτυξης	καρκίνου	του	
τραχήλου	της	μήτρας	στην	ανατολική	Ασία	

• A4	sub-lineage υψηλό	κίνδυνο	ανάπτυξης	καρκίνου	του	
τραχήλου	της	μήτρας	στους	Ασιάτες

Φυλλογενετική	ανάλυση	HPV16



Ανάλυση	γονιδίων	Ε6,	Ε7,	Ε1,	Ε2,	Ε4

ØΑπομόνωση	γενετικού	υλικού	

ØPCR

ØΑλληλούχιση	

ØΝουκλεοτιδική	Ανάλυση

Ø Κατασκευή	φυλογενετικών	δέντρων

Φυλλογενετική	ανάλυση	HPV16 στον	ελληνικό	πληθυσμό	



Φυλλογενετική	ανάλυση	HPV16 στον	ελληνικό	πληθυσμό	

Ø Ευρωπαϊκή	παραλλαγή (A)

ØΜη	Ευρωπαϊκές	παραλλαγές	 (B,		C	,	D)

Ε6:	9	νέες	μεταλλάξεις

Ε7:	7	νέες	μεταλλάξεις

Ε2:	3	νέες	μεταλλάξεις

E4	:	15	νέες	μεταλλάξεις

Ε1:	27	νέες	μεταλλάξεις

Γεωγραφική	
προέλευση	
HPV16



Φυλλογενετική	ανάλυση	HPV16 στον	ελληνικό	πληθυσμό	



Μεταλλάξεις	που	συνδέονται	με	αυξημένη	ογκογονικότητα	

• E6; Q14H,	H78Y,	L83V

• Ε7;	N29S,	S63F	

• E2;	H35Q,	P219S,	T310K	

• E5;	I65V

Συντηρημένες	περιοχές:
ü Ε1
ü Ε7
ü Ν-τελικό	άκρο	Ε1^Ε4
ü Ν-τελικό	άκρο	Ε2

Επιλεκτικό	πλεονέκτημα	
εμένουσα	μόλυνση	

Πιθανοί	στόχοι	για	
μελλοντικές	θεραπείες	

HSIL	και	
Καρκίνο	

Bletsa et	al.,	Exp Rev	in	Mol Med,		2021



HPV16	genotyper

• Κατασκευή	φυλογενετικών	δέντρων	

• Ανίχνευση	ΗPV16	ενδοτυπικών	
πολυμορφισμών

• Ανίχνευση	μεταλλάξεων	που	
συνδέονται	με	την	ογκογονικότητα

Nikolaidis	 et	al.,	Diversity,	2021



1. Μοριακή ανίχνευση HR – HPV DNA

2. Ανίχνευση HPV παραλλαγής

3. Μεταλλάξεις HPV DNA

4. Ενσωμάτωση ιού

Μπορεί να προσδιορίσει εξατομικευμένα τον κίνδυνο ανάπτυξης και εξέλιξης της
τραχηλικής ενδοεπιθηλιακής αλλοίωσης




