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1. Uvod i svrha rada

1.1 Opée napomene

Infekcija humanim papiloma virusom (HPV) je najc¢e$¢a virusna spolno prenosiva
infekcija i ujedno jedna od najc¢es¢ih spolno prenosivih bolesti uopée. Smatra se da ¢e se vise
od 60-80% spolno aktivnih osoba tokom svog zivotnog vijeka zaraziti bar jednim genotipom
HPV-a. (1) Jo§ uvijek postoji mnogo nepoznanica o prirodi i evoluciji ove bolesti kod
muskaraca unato¢ sve ve¢em broju klinickih studija o HPV infekciji u muskoj populaciji. No,
broj i narav tih studija jos$ uvijek je nedostatan za preciznije zakljucke, osobito u usporedbi sa
studijama za zensku populaciju. Podaci o prevalenciji i prirodnom tijeku bolesti u muskaraca
su malobrojni i nekonzistentni; prevalencija varira ovisno o anatomskoj lokalizaciji, nac¢inu
uzimanja uzorka, te metodama HPV detekcije. Za razliku od Zena, kod muskaraca ne postoji
prepoznatljiva distribucija prevalencije (jo$ uvijek) u odnosu na dob. Takoder, nejasno je
biolosko 1 klinicko znacenje HPV DNA u povrSinskim slojevima koze anogenitalne regije
muskaraca. Dosadasnja istrazivanja navode na zakljucak da je u muskoj populaciji prisutan

vec¢i udio niskorizi¢nih HPV genotipova u odnosu na Zene.

S klinickog aspekta, anogenitalna infekcija HPV-om kod muskaraca znacajna je kako
zbog potrebe za dugotrajnim opetovanim lijeCenjem, psihosocijalne stigme te smanjene
kvalitete zdravlja i zivota, tako i zbog neosporne povezanosti s karcinomima anusa i odredenim

tipovima karcinoma penisa i orofarinksa.

1.2 Povijesne napomene

Interes za istrazivanja povezana s danasnjim pojmom papiloma virusa traje vise od 100
godina. McFadyean i Hobday 1898. godine su u Engleskoj objavili prvi rad na temu
izvanstani¢ne transmisije psecih bradavica (1-2). Ubrzo potom, 1907. godine, Ciuffo je u Italiji
objavio rad o izvanstani¢noj transmisiji vulgarnih veruka kod ¢ovjeka (1, 3). U slijedecih se 80
godina, sve do razvoja diferentnih metoda molekularne mikrobiologije, istrazivanja na
papiloma virusima mogu svrstati u Cetiri osnovne kategorije; 1. istraZivanja o nastanku
papiloma kod goveda, 2. istrazivanja o nastanku papiloma kod zeceva, 3. istrazivanja rijetke
nasljedne bolesti poznate kao epidermodysplasia verruciformis i 4. istraZivanja virusne

etiologije karcinoma cerviksa. (1) U svakom od navedenih podrucja istie se viSe znanstvenika



koji su svojim eksperimentima pomogli rasvijetliti dijelove price o etiopatogenezi specificnih

stanja i tako pridonijeli napretku i uspjehu buducih istrazivanja na ovu temu. (1)

Vrlo uspjeSan niz istrazivanja papiloma kod goveda od 1920. godine, kada je
Magalhaes u Brazilu dokazao infektivnog uzro¢nika, zasluzan je primarno za otkri¢a koja su
posljedica analize stani¢ne transformacije uzrokovane Bovinim papiloma virusom (BPV),
potpunog sekvencioniranja prvog papiloma virusa (BPV1) te strukturnih i funkcionalnih

karakterizacija pojedinih virusnih gena i njihovih produkata. (1)

Infektivna priroda papiloma kod zeceva dokazana je eksperimentom Shopea 1933.(4)
Ubrzo potom objavljen je niz radova Peytona Rousa i suradnika u kojima je opisan nastanak
planocelularnog karcinoma iz papiloma te je ispitivan sinergisti¢ki u¢inak drugih potencijalnih
karcinogena na nastanak karcinoma kod zeceva. (5-8) Za svoj trud Rous je 1966. godine dobio
Nobelovu nagradu za fiziologiju. (1) Na njegova se otkri¢a nastavio uspjeh Ita i Evansa koji su
1961. godine dokazali da purificirana DNA zecjeg papilloma virusa (engleski, cottontail rabbit
papilloma virus, CRPV) inducira nastanak planocelularnog karcinoma u ze¢eva ¢ime su otkrili

karcinogenost virusnog genoma. (1, 9)

Godine 1922.Lewandowsky i Lutz u Baselu opisali su sindrom poznat pod nazivom
epidermodysplasia verruciformis (EV) kao nasljednu bolest obiljezenu pojavom brojnih
verukoznih lezija. (1, 10) U fotoeksponiranim regijama dolazi do maligne alteracije verukoznih
lezija u planocelularne karcinome. Lutz je 1946. godine utvrdio virusnu etiologiju veruka kod
ovog stanja, a isto su potvrdili i eksperimenti autoinokulacije koje su izveli Jablonska i
Millewski 1957. godine. (11) U tom je smislu bila posebno zasluzna istaknuta poljska
dermatovenerologinja, Stefania Jablonska koja je 1972. dokazala etiolosku ulogu HPV-a u
razvoju koznih karcinoma. (12) U suradnji poljskih istrazivaca s grupom znanstvenika na ¢elu
s Gérardom Orthom iz Pariza objavljen je niz radova u razdoblju od 1977. do 1979. godine
kojima je dokazana prisutnost pojedinih HPV genotipova, primarno HPV5 u veruciformnim
lezijama i u planocelularnom karcinomu koze kod oboljelih. (13-21) Medutim, s obzirom da
se radi o rijetkoj bolesti, mnoga pitanja su u narednim desetlje¢ima ostala otvorena. Tek su
kasnije pojedina istrazivanja o ulozi koznih HPV-infekcija na razvoj nemelanomskih
karcinoma koze kod imunokompetentnih i imunosuprimiranih bolesnika donekle rasvijetlila

pojedine aspekte etiopatogeneze bolesti povezanih s HPV. (22-28)

Krajem 1960-ih godina objavljeni su radovi bazirani na seroloSkim studijama o ulozi

herpes simplex virusa tipa 2 (HSV-2) u razvoju karcinoma cerviksa. (1) Godine 1970 Harald



zur Hausen 1 suradnici izveli su nekoliko istrazivanja s ciljem dokazivanja spomenute teze
(HSV-2 i karcinom cerviksa) primjenom tehnika kojima su prethodno detektirali Epstein-
Barrovu virusnu DNA iz Burkittova limfoma i nazofaringealnih karcinoma. (29-30) Neuspjeh
u dokazivanju tragova HSV-2 DNA u bioptatima karcinoma cerviksa naveo ih je da tragaju
dalje za infektivnim uzro¢nikom ovog karcinoma. U periodu od 1974. do 1977. godine objavili
su niz radova kojima je izoliran HPV DNA iz kondiloma, te je istovremeno suradnja zur
Hausena, Gissmanna i Ortha rezultirala utvrdivanjem heterogenosti porodice HPV virusa. (31-
43) Koilocitoza kao citopatski efekt HPV-a opisana je u radovima Meiselsa i Fortina 1976.,
odnosno Purole i Savia 1977. godine koji su smatrali da takva stani¢na modifikacija moze
posluziti za razlikovanje ,,benignih® virusom induciranih i premalignih lezija ,,bez virusa®. (44-
46) Della Torre u Italiji i Laverty u Australiji su 1978. godine dokazali tipicne HPV ¢estice u
promjenama na cerviksu. (47-48) Ta su istrazivanja za posljedicu imala veliku znanstvenu
aktivnost koja je 1980. godine dovela do izolacije HPV®6 iz kondiloma a 1982. godine je HPV11
izoliran iz lezija kod laringealne papilomatoze. (36-39) Niz istrazivanja njemackog
znanstvenika Haralda zur Hausena i njegovih suradnika nedvojbeno je doveo do zakljucka da
je HPV uzrok cervikalnog karcinoma, primarno HPV16 i 18. (40-43, 49-62) Njihovi rezultati
kasnije su posluzili kao baza za razvoj profilakti¢nog cjepiva koje je odobreno 2006. godine.
(63-64) U tom kontekstu treba spomenuti radove koje su objavili Lara Koutsky i suradnici
2002. godine te Harper i suradnici 2004. i 2006. godine. (65-67) Dvije godine nakon pojave
cjepiva protiv HPV-a na trzistu, 2008. godine, zur Hausen je dobio Nobelovu nagradu za

medicinu i fiziologiju zbog svojih zna¢ajnih postignu¢a u ovom podruéju.

1.3 Epidemioloske napomene

HPV infekcije prenose se izravnim kontaktom koZe s koZom, odnosno koze sa
sluznicom, vjerojatno putem mikroabrazija. Moguce je da se u anogenitalnoj regiji infekcija
autoinokulacijom prenese na druga mjesta. Relativno mali broj HPV infekcija moze se prenijeti
1 nespolnim putem, odnosno perinatalno, tijekom medicinskih zahvata 1 putem zaraZenih

predmeta. (68-72)

Razumijevanje epidemioloskog aspekta anogenitalne HPV infekcije kod muskaraca
oteZzano je zbog objektivnog nedostaka standardiziranih tehnika i protokola za uzimanje

uzoraka s muskog genitala s ciljem detekcije HPV-a. (73)



Faktori rizika za penilnu HPV infekciju mogu se, izmedu ostalog, svrstati u indikatore
seksualnog ponaSanja ukljucujuc¢i ukupan broj dosadasnjih seksualnih partnera, broj recentnih
seksualnih partnera, dob prvog spolnog odnosa (pritom je vazno napomenuti da za transmisiju
HPV nije uvijek nuzna peneteracija buduci da se HPV prenosi i trenjem), ucestalost seksualnih
odnosa, cervikalne intraepitelne neoplazije (CIN) kod seksualne partnerice, druge spolno
prenosive bolesti u osobnoj anamnezi 1 pusenje. Medu protektivne faktore koji umanjuju rizik
stjecanja genitalne HPV infekcije ubrajaju se primjena prezervativa i cirkumcizija (74). Pritom
je vazno istaknuti kako primjena prezervativa ne onemoguéuje sasvim transmisiju S obzirom

da se virus moze prenijeti i putem nezasticenih predjela koze. (74-78)

Pouzdani podaci o to¢noj incidenciji i prevalenciji anogenitalne HPV infekcije kod oba
spola nisu dostupni s obzirom da u vecini sluc¢ajeva infekcija ostaje asimptomatska. Najveca je
incidencija u adolescenata i mladih odraslih osoba oba spola te korelira s brojem seksualnih
partnera. Smatra se da je smanjena akvizicija anogenitalne HPV infekcije u starijoj dobi
posljedica manjeg broja novih seksualnih partnera te imunosti steCene nakon prethodnih
infekcija (74). Vecina HPV infekcija moze i spontano regredirati tijekom jedne do dvije godine,
osobito u mladoj populaciji do 30. godine zivota. (73, 78) Medutim, procjene o trajanju
infekcije znacajno variraju medu pojedina¢nim studijama ovisno o genotipu ali i o statistickim

metodama koje su primjenjivane te o to¢nosti razli¢itih metoda HPV detekcije. (74, 77, 79)

Prevalencija anogenitalne infekcije (HPV-om) vrlo je visoka medu spolno aktivnim
muskarcima. Ovisno o populaciji, anatomskoj lokalizaciji 1 zemljopisnom podrucju, HPV se u
genitalnom traktu asimptomatskih muskaraca moze detektirati u rasponu od 1.3-72.9%. (80-
81) Rezultati nekih multicentri¢nih studija ukazuju da je utvrden HPV DNA u 65.2%
asimptomatskih muskaraca od 18 do 70 godina zivota. (75, 82)

Premda je veéina anogenitalih infekcija HPV-om asimptomatska, najées¢a klinicka
prezentacija infekcije su kondilomi ¢ija je prevalencija procijenjena na 5.6% u spolno aktivnoj
populaciji, pri ¢emu je veca U zena i iznosi 7.2% dok u muskaraca iznosi 4.0%. (82) U
asimptomatskih muskaraca 95 % HPV infekcija se moze detektirati na korpusu penisa,

koronalnom sulkusu/glansu penisa, prepuciju kod neobrezanih muskaraca i/ili skrotumu. (83)

Za razliku od Zena u kojih nakon tridesete godine Zivota znacajno opada prevalencija
cervikalne HPV infekcije uz manji ponovni porast nakon pedesete godine zivota, prema
rezultatima pojedinih studija, u muskaraca ona ostaje relativno konstantna u odnosu na dob.

(83) Pri tom je najcesc¢a lokalizacija korpus penisa nakon koje su korona glansa i skrotum na
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drugom, odnosno tre¢em mjestu. Incidencija HPV infekcije penisa kao i vrijeme potrebno do

nestanka infekcije na penisu sli¢no je kao kod cervikalne infekcije. (83-86)

Sve je viSe studija u kojima je istrazivan utjecaj anogenitalne HPV infekcije u
musSkaraca na infekciju HPV-om i tijek bolesti kod Zena. (87) U tom kontekstu vecéa je
prevalencija penilnih lezija kod seksualnih partnera Zena koje boluju od CIN-a ili karcinoma
in situ nego u kontrolnoj skupini. (87-88) Vrijedi i vice versa, odnosno ¢esto se nalaze penilne
lezije u muskaraca ¢ija seksualna partnerica boluje od CIN-a. Do regresije penilnih lezija dolazi

sporije kod muskaraca partnerice kojih su zaraZzene istim genotipom HPV-a. (88-89)

U muskaraca je zabiljezena manja vjerojatnost perzistencije HPV infekcije u usporedbi
sa zenskom populacijom, te krace trajanje perzistentne infekcije onkogenim HPV genotipom
nego kod Zena. (74, 90) Vrijeme potrebno do (spontane) eliminacije niskoriziénih i
visokorizi¢nih HPV infekcija u muskoj populaciji je sli¢no te iznosi oko 75% u godinu dana.
(74, 91)

1.4 Onkogeni aspekt HPV infekcije

Procjenjuje se da je 5.2% svih karcinoma ¢ovjeka povezano s infekcijom HPV-om. (1,
91-93) U razvijenim zemljama svijeta u kojima je dostupan screening cervikalne bolesti, biljezi
se znacajna redukcija incidencije karcinoma cerviksa. Paralelno s tim uocen je porast broja
karcinoma povezanih s HPV-om u muskaraca, ukljucuju¢i karcinome penisa, anusa i
orofarinksa. Stovi$e, u razvijenim zemljama svijeta taj broj je sli¢an broju Zena oboljelih od
karcinoma cerviksa koji su u gotovo 100% sluc¢ajeva uzrokovani HPV infekcijom. Osim toga,
postoje dokazi koji upucuju na €injenicu da HPV infekcija kod muskaraca moze povecati rizik
za infekciju HIV-om. (73, 79, 84, 92)

Premda podaci o prevalenciji karcinoma penisa znatno variraju; podaci iz Sjedinjenih
americkih drzava te drugih razvijenih zemalja potvrduju da se jos uvijek radi o razmjerno
rijetkom karcinomu koji ¢ini oko 1% malignih bolesti kod muskaraca. (93) Vise etioloskih
¢imbenika se smatra vaznima za razvoj karcinoma penisa; medu njima, osim HPV-a, valja
spomenuti fimozu, nisku razinu higijene, pusenje i kroni¢ne upalne bolesti poput genitalnog
lihena sklerozusa. (93-94) Navedeni ¢imbenici dovode se u vezu primarno s planocelularnim
karcinomom penisa. Procjenjuje se da je preostalih otprilike 50% karcinoma penisa

uzrokovano HPV-om, §to odgovara udjelu karcinoma vulve povezanih sa HPV infekcijom.



(94) Medu njima onkogeni tipovi HPV16 i/ili 18 najéeScée su detektirani kod planocelularnih
karcinoma penisa. Znatno se rjede spominju HPV 31 i 33. (93-95) Vazna je pri tom ¢injenica
da udruzenost karcinoma penisa s HPV-om uglavnom ovisi 0 histoloskom tipu karcinoma; pri
tom su s HPV-om najéesée povezani tzv. warty-type (eng.) karcinom (100%) i tzv. bazaloid-
type (eng.) karcinom (80%), dok se verukozni (33%) i tzv. Kkeratinizing-type (eng.) (35%)
karcinom penisa rijetko povezuju s HPV infekcijom. (73-74, 92-95) Niska incidencija penilnog
karcinoma u razvijenim zemljama svijeta djelomi¢no se tumaci cirkumcizijom kojoj je
podvrgnut veliki dio muske populacije u tim zemljama, imaju¢i na umu da fimoza kod
neobrezanih musSkaraca zajedno s riziénim oblicima spolnog ponaSanja moze predstavljati

povecan rizik za obolijevanje od ove vrste karcinoma. (73-74, 79)

Karcinom anusa bila je rijetka bolest u opéoj populaciji, no incidencija ovog tipa
karcinoma raste 2% godiSnje u posljednja tri desetljeca. (94, 96) U tom smislu, porast
incidencije znatno je vec¢i U muskaraca nego kod zena. (96-98) Dok je HPV 16 odgovoran za
oko 50% cervikalnih karcinoma, isti se tip HPV-a dovodi u vezu sa ¢ak vise od 87% karcinoma
anusa. Na drugom je mjestu HPV 18 koji se dovodi u vezu s karcinomom anusa u oko 9%
slu¢ajeva. (1, 74, 99) Infekcija HPVV-om anusa ¢e$ca je U Zzena nego U muskaraca, no karcinom
anusa cCest je kod pojedinih skupina musSkaraca. Dominantno se to odnosi na muskarace koji
prakticiraju receptivne analne spolne odnose s muskarcima (engleski men who have sex with
men - MSM) u kojih je rizik obolijevanja od karcinoma anusa 44 puta ve¢i nego u op¢oj
populaciji. (98) Drugu skupinu ¢ine imunokompromitirani muskaraci, primarno zaraZeni
virusom HIV-a, kao i bolesnici koji su podvrgnuti transplantaciji solidnih organa kod je kojih
rizik razvoja analnog karcinoma 60 puta vec¢i nego u opcoj populaciji. (99) Incidencija
karcinoma anusa kod MSM prije pojave epidemije HIV-a bila je na razini incidencije
karcinoma cerviksa prije uvodenja rutinskog citoloskog skrininga. Pojedine studije ukazuju na
prevalenciju analne HPV infekcije u svim dobnim skupinama od 60%, $to je podudarno s
prevalencijom penilne HPV infekcije. (98) Prevalencija dostize gotovo 100% kod HIV-om
zarazenih MSM neovisno o njihovom CD4+ statusu. (98) U njih se, osim toga, ¢esto dokaze
istodobna infekcija s vise genotipova HPV-a. Interesantno je medutim da uvodenjem
antiretrovirusne terapije (eng. highly active antiretroviral therapy, HAART) 1996. godine nije
doslo do oc¢ekivanog pada incidencije karcinoma anusa. (99) To je pomoglo barem djelomi¢no
rasvijetliti ¢injenicu da je potrebno viSe godina, mozda i1 desetljeca za progresiju od analne
intraepitelne neoplazije visokog rizika do karcinoma anusa. U tom periodu su HIV-om zarazeni

MSM prije uvodenja HAART-a umirali od posljedica drugih bolesti povezanih s HIV-om,



posebice infekcija. Suprotno tome, uslijed visoke incidencije analne HPV infekcije koja kod
HIV-om zaraZzenih MSM-a dostiZze gotovo 100%, od ¢ega je u oko 80% slucajeva involviran
onkogeni HPV 16 genotip, danas, uz produljenje Zivotnog vijeka pod izravnim utjecajem
HAART-a, biljezi se umjesto smanjenja naizgled paradoksalni porast incidencije analne
intraepitelne neoplazije visokog rizika i analnog karcinoma. (99) Iz toga bi se mogao izvesti
zakljucak kako HAART nije imao povoljan ucinak na analnu HPV infekciju. Za razliku od
kondiloma penisa, perianalni kondilomi kod muskaraca dovode se u vezu s karcinomom anusa
neovisno o nacinu prakticiranja spolnih odnosa te o imunoloskom statusu, vjerojatno zbog
ponasanja koja dovode do izlaganja onkogenim HPV genotipovima. Vezano za to, razli¢itim
studijama utvrdena je prevalencija izmedu 10-20% (peri)analnih HPV lezija kod muskaraca
koji su naveli da su spolne odnose imali isklju¢ivo sa Zenama. Uzrok tome mogla bi biti
prisutnost HPV-a u cervikalnoj sluzi koja tijekom spolnog odnosa moze doc¢i u perianalnu

regiju. Takoder, navodi se i moguénost autoinokulacije. (1, 73-74, 96)

HPV se razmjerno Cesto povezuje s promjenama u oralnoj Supljini poput bradavica
odnosno oralnih papiloma te drugih benignih i malignih neoplazmi. Studijama na velikim
uzorcima iz viSe zemalja utvrdena je prevalencija HPV infekcija oralne sluznice od 4.5%, pri
¢emu su podaci vrlo sliéni u osoba oba spola. (79) HPV 6 i HPV 11 naj¢esce su udruzeni s
oralnim papilomima. (1, 79) Najcesc¢i genotipovi HPV-a kod planocelularnog karcinoma oralne
Suljine su HPV 16 te odmah potom i HPV 18. (1, 79) U 15-20% slucajeva karcinoma oralne
sluznice HPV infekcija predstavlja ociti faktor rizika u odsutstvu konzumacije duhana i
alkohola. (79, 100) Znacajan je podatak da se karcinom oralne sluznice povezan s HPV-om
pojavljuje u znatno mladoj populaciji nego karcinomi oralne sluznice vezani uz konzumaciju
alkohola i duhana koji se tipi¢no pojavljuju u Sestom i sedmom destelje¢u zivota. Pri tom oralni
seksualni odnos moze predstavljati faktor rizika za HPV infekciju usne Supljine. Oralni
karcinom c¢e$¢i je U muSkaraca nego U Zena, vjerojatno iz razloga $to je kod njih veca
vjerojatnost prisutnosti drugih rizi¢nih faktora poput pusenja i konzumacije alkohola. Zasad
ostaje nejasno postoje li interakcije izmedu pojedinih faktora rizika poput HPV infekcije i stila
zivota i na koji nacin se one reflektiraju na cjelokupnu epidemiolosku sliku te klinicki tijek
bolesti. (100-102) S anatomskog stajaliSta, invazivni karcinomi odredenih lokalizacija oralne
Supljine ¢esce su udruzeni s HPV infekcijom nego s konzumacijom duhana i alkohola. Radi se
prije svega o karcinomu tonzila, a zatim i o karcinomima baze jezika, orofarinksa i mekog
nepca. Karcinomi ostalih lokalizacija poput usnica, jezika, gingiva, slinovnica, tvrdog nepca,

nazofarinksa i hipofarinksa ¢eS¢e su povezani s konzumacijom duhana i alkohola nego s HPV



infekcijom. Osim razlika u lokalizaciji karcinoma povezanih s HPV infekcijom i onih Kkoji nisu
s njom povezani, postoje dokazi i o razliitom bioloSkom ponasanju i ishodima medu ovim
dvjema skupinama. (103-105) Konkretno, uocen je bolji terapijski ucinak kemoterapije i
radioterapije kod oralnih karcinoma udruzenih s HPV-om nego kod onih koji to nisu, zbog
¢ega imaju bolju dugoro¢nu prognozu. Interesantan je podatak da dok se, s jedne strane, biljezi
veéi porast incidencije karcinoma povezanih s infekcijom HPV-om, ponajprije karcinoma
tonzila i baze jezika, s druge je strane uoceno smanjivanje incidencije karcinoma koji nisu
udruzeni s HPV-om poput karcinoma larinksa i jezika. (105-106) Pri tom je porast incidencije
karcinoma odredenih lokalizacija u usnoj Supljini (tonzile, baza jezika) pra¢en smanjenom

konzumacijom duhana, $to dodatno indirektno upucuje na moguénost da su povezani s HPV

infekcijom. (105-107)

1.5 Bioloski aspekti HPV-a

Humani papillomavirus (HPV) pripada porodici Papillomaviridae koja se povezuje s
nastankom epitelnih i fibroepitelnih tumora koze ili sluznica u gotovo svih amniota
(kralje$njaka koji embrijski ili fetalni razvoj provedu u amnionu). Papilomavirusi Su sastavni
dio mikrobioma sisavaca, pri ¢emu je poznato da su vrsno i tkivno specificni. Iz toga slijedi da
(HPV) moze zaraziti isklju¢ivo ¢ovjeka te da ima izraziti epidermotropizam, odnosno da se
produktivne infekcije mogu uspostaviti iskljucivo u stratificiranom epitelu koze, anogenitalnog

trakta i oralne Supljine. (108)

S obzirom da ne posjeduje lipoproteinsku ovojnicu, virus je postojan i otporan na
razli¢ite vanjske fizikalne i kemijske utjecaje. Konkretno, izlaganjem visokoj temperaturi ili

kemijskim agensima mogu se smanyjiti ali ne i unistiti infektivna svojstva virusa. (109)

Papilomavirusi su mali ubikvitarni DNA virusi ikozaedarske strukture promjera 52-55
nm. (108-109) Virusne Cestice sastoje se od dvostruke uzvojnice DNA molekule s oko 8000
parova baza, koja je vezana za histone i sadrzana u proteinskoj kapsidi koja se sastoji od 72
pentamerske kapsomere. (108-109) Kapsidu ¢ine dva strukturna proteina L1 veli¢ine 55 kDa
(80% virusnog proteina) i L2 veli¢ine 70 kDa koje kodira sam virus. Cestice nalik virusu (eng.
virus-like particles, VLP) mogu nastati kao posljedica ekspresije samo L1 proteina ili
kombinacije L1 i L2 proteina. (108-110)



Cirkularni genom HPV -a se moze fizicki podijeliti u tri regije: 1. ranu koja sadrzi Sest
ranih virusnih gena (eng. early, E, E1-E6) koja kodira nestrukturne proteine zaduzene za
virusnu ekspresiju, replikaciju i prezivljavanje te stani¢nu transformaciju, 2. kasnu regiju koja
sadrzi dva kasna proteina (engleski: late), L, L1 i L2 koja kodira strukturne proteine virusne
kapside potrebne za formaciju viriona i Sirenje virusa i 3. tzv. Long Control Region (engleski)
- LCR ili Upstream Regulatory Region (engleski) — URR, promjenjivu regiju koja sadrzi rane

promotore i razli¢ita transkripcijska mjesta za virusne i stani¢ne proteine. (110-112)

Stoga se E6 1 E7 smatraju najvaznijim onkogenim proteinima HPV-a koji medusobno
suraduju s ciljem stimuliranja virusne replikacije zaobilaZenjem stani¢nih apoptoti¢nih
procesa. Produkt E6 gena veze se primarno za tumor supresorski protein p53 i inducira arest
stani¢nog ciklusa u S fazi. Produkt E7 gena se veze za 1 inaktivira tumor supresorski protein
Rb §to rezultira imortalizacijom stanice 1 poremecenim odgovorom na ostecenje DNA. Produkt
gena E5 ulazi u interakciju s brojnim proteinima stanice domacina te je nedavno prepoznat kao
onkogen koji stimulira stani¢nu proliferaciju, inhibira apoptozu i modulira gene koji su vazni

za stani¢nu adheziju i imunolosku funkciju.

Protein E1 je jedini enzim kodiran od strane virusa koji posjeduje aktivnost DNA
helikaze. Ovaj enzim regrutira stani¢cne mehanizme replikacije kako bi pokrenuo virusnu
replikaciju. Protein E2 djeluje kao aktivator ili inhibitor transkripcije putem regulacije
ekspresije produkata virusnih gena. Osim toga, moze povecati virusnu replikaciju te igra vaznu
ulogu u prijenosu virusnog genoma tijekom diobe stanice domacina. Protein E4 je najobilnije
eksprimiran virusni protein €ija je funkcija relativno nejasna a €ini se da sudjeluje u

amplifikaciji virusne DNA i oslobadanju virusa. (109-113)

Dakle, HPV je razvio mogucnost sinkroniziranja svog infektivnog ciklusa s
diferencijacijom ciljne stanice domacina — keratinocita. Putem mikroabrazija koze virusom se
inficiraju nezreli keratinociti u bazalnom sloju epidermisa i vrlo vjerojatno mati¢ne stanice.
Virusni episom zadrzava se na niskom broju kopija u bazalnim stanicama, medutim kada
stanice udu u terminalnu diferencijaciju zapocinje amplifikacija HPV genoma 1 posljedi¢na
proizvodnja zaraznih viriona. Virusna se replikacija obavlja putem stani¢nih polimeraza
paralelno sa replikacijom stani¢nog genoma. Proteini E6 i E7 pritom opstruiraju mehanizme
kontrole stani¢nog ciklusa $to omogucava nekontroliranu proliferaciju keratinocita. Posljedica
toga je akumulacija mutacija tijekom vremena S§to u konac¢nici moze dovesti do razvoja

karcinoma. (109, 113)



Nakon stani¢ne diferencijacije ekspresija E1, E2, E4 1 ES zamjenjuje ekspresiju E6 1 E7
Sto rezultira amplifikacijom broja virusnih kopija na tisuce po stanici. Konacno virus izlazi iz
stanice bez stanicne lize. Protein E5 kod onkogenih genotipova smanjuje ekspoziciju zarazenih
stanica imunolo§kom nadzoru te smanjuje ovisnost stanice o vanjskim faktorima rasta. Protein
E6 onkogenih genotipova inducira degradaciju p53 stani¢nog proteina promovirajuéi tako

nekontrolirani stani¢ni rast. (110-113)

Period od infekcije do otpuStanja virusa iznosi oko 3 tjedna, Sto se podudara s
vremenom koje je potrebno da bazalni keratinociti produ kroz proces terminalne diferencijacije
i deskvamacije. Posljedica ovog savrSenog uskladivanja HPV-a s epitelnom diferencijacijom
jest da HPV u periodu virusne replikacije ne uzrokuje citolizu niti druge citopatske ucinke. S
obzirom da zarazeni Kkeratinociti ionako odumiru prirodnim procesom nakon terminalne
diferencijacije na povrsini koze, ne dolazi do aktiviranja signalnih puteva za vrijeme virusnog

ciklusa te se ne pokre¢e imunoloski odgovor. (110-114)

Tijekom virusnog ciklusa se genom HPV-a a priori i uvijek ne integrira u domac¢inov
DNA. Medutim, pomoc¢u zasad nerazjasnjenih mehanizama u odredenim okolnostima dolazi
do nasumicne integracije genoma virusa u stani¢ni DNA. Pri tom dolazi do prekida ekspresije
E2 gena $to za posljedicu ima aktivnu ekspresiju E6 i E7 koji inaktiviraju tumor supresorske
proteine p53 i RB promoviraju¢i tako malignu transformaciju. (111) Stoga se u tumorskom
tkivu moZe dokazati integracija virusne DNA u stani¢ni genom, prezervacija i ekspresija E6 1

E7 gena te gubitak ekspresije E2 i E4 gena. (109, 111-115)

1.6 Genotipovi HPV-a i evolucija

Od vremena kada su sisavci razvili kozne Zlijezde i dlaku (prije otprilike 350 milijuna
godina) njihova je koza i sluznica zarazena raznim papilloma virusima (PV). U meduvremenu
su PV prosli, zajedno s domac¢inom, kroz kompleksne evolucijske procese, te posljedi¢no tome
razvili genotipsku raznovrsnost, sposobnost da preuzmu stani¢ni ciklus i sakriju se od
imunoloskog sustava te ih se, stoga, dovodi u vezu s visestrukim manifestacijama infekcije;
od asimptomatskih do invazivnih karcinoma. Infekcije razli¢itim humanim papilloma virusima
medusobno se razlikuju u kljuénim fenotipskim obiljeZjima poput prevalencije, produktivnosti,
imunogeni¢nosti, onkogenosti i klinicke prezentacije. Takva kombinacija genotipske i

fenotipske raznovrsnosti jedinstvena je kod humanih patogena. Pri tom nisu zasad objasnjeni
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mehanizmi koji bi povezivali genotipsku i fenotipsku virusnu raznovrsnost s dinamikom unutar
domacina. (108-109)

Rezultati dosadasnjih filogenetskih istrazivanja HPV-a upucuju na cinjenicu da
pojedini genotipovi HPV-a potjecu iz Afrike te da su znatno stariji od ljudske vrste. (108)
Genom HPV-a je razmjerno stabilan, §to je posljedica iznimno rijetkih izmjena sekvenci
mutacijom ili rekombinacijom te se smatra da se mutacijske promjene desavaju otprilike istom
dinamikom kao i mutacije DNA kod zarazenog domacina, odnosno da su za njih vezane. Virusi
koji tako sporo evoluiraju zajedno sa svojim doma¢inom ¢e$¢e uzrokuju kroni¢nu perzistentnu
infekciju nego ozbiljnu bolest. Stoga se smatra da su mnogi HPV-i komenzali, a ne ,,0zbiljni*
patogeni, tim vise jer se HPV-i mogu dokazati u brisu koze ili u folikulu dlaka zdravih

imunokompetentnih pojedinaca. (109, 116-117)

Zbog sli¢nosti u gradi u proslosti su papilomavirusi zajedno s poliomavirusima
pripadali obitelji Papovaviridae. Od 2004. godine taksonomski su razdvojeni zbog naknadno
zabiljeZenih razlika u veli¢ini genoma i u sekvencama glavnih nukleotida ili aminokiselina u

dvije zasebne porodice; Papillomaviridae i Polyomaviridae. (1, 108, 118-119)

Svi papilloma virusi pripadaju porodici Papillomaviridae u koju se ubraja 16 razli¢itih rodova

(108, 119):

1. Alphapapillomavirus, 2. Betapapillomavirus, 3. Gammapapillomavirus, 4.
Deltapapillomavirus, 5. Epsilonpapillomavirus, 6. Etapapillomavirus, 7.
lotapapillomavirus, 8. Kappapapillomavirus, 9. Lambdapapillomavirus, 10.
Mupapillomavirus, 11. Nupapillomavirus, 12. Omikronpapillomavirus, 13.
Pipapapillomavirus, 14. Thetapapillomavirus, 15. Xipapillomavirus, 16.
Zetapapillomavirus

Devedeset posto dosad opisanih HPV-a ubraja se u rodove alfa i beta, dok preostali uglavnom
pripadaju gama, mu i nu rodovima (108, 118-119). Medu njima, virusi iz roda alfa dovode se
u vezu s karcinomima sluznica dok se virusi iz roda beta povezuju s karcinomima koze. (1,

108)

Dosad je otkriveno vise od 200 genotipova HPV-a medutim to sasvim sigurno nije
kona¢na brojka. U tom smislu genotip HPV-a moze se smatrati novim ukoliko se slijed

nukleotida njegovih gena E6, E7 i L1, odnosno oko tre¢ine njegova genoma, razlikuje vise od
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10% od nekog prethodno poznatog genotipa. Smatra se da razlika od samo 2-10% odreduje
podtip ili varijantu nekog genotipa HPV-a. (108, 118-119)

Prema Medunarodnoj agenciji za istrazivanje raka (eng. International Agency for
Research on Cancer, IARC) zasad je definirano ukupno 12 visokorizi¢nih HPV genotipova za
koje postoji dovoljna razina dokaza za karcinogenost u ljudi: HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58 i1 59 (grupa 1). (1) Nadalje, HPV 68 se smatra vjerojatno karcinogenim (grupa
2A; ogranicCen broj dokaza karcinogenosti kod ljudi ali dovoljno dokaza karcinogenosti kod
eksperimentalnih zivotinja), dok su HPV 26, 53, 66, 67, 70, 73 i 82 mogu¢i karcinogeni S
obzirom na dosadasnju razinu dokaza (grupa 2B; ograni¢en broj dokaza karcinogenosti u ljudi
uz manje nego dovoljno dokaza karcinogenosti kod eksperimentalnih Zivotinja ili nedovoljno
dokaza karcinogenosti kod ljudi ali dovoljno kod eksperimentalnih Zivotinja). HPV 30, 34, 69,
85197 (grupa 2B) su moguci karcinogeni za ljude s obzirom na njihovu filogenetsku analogiju
s HPV genotipovima za koje postoje dovoljni ili ograni¢eni dokazi karcinogenosti. Za razliku
od njih, zbog nedostatka dokaza HPV 6 i 11 ne mogu se klasificirati prema onkogenom
kapacitetu. Neki genotipovi beta i gama roda ne mogu se Klasificirati prema onkogenom
kapacitetu (grupa 3; nedovoljno dokaza karcinogenosti kod ljudi i eksperimentalnih zivotinja
ili nedovoljno dokaza u ljudi, a ograni¢en broj dokaza u eksperimentalnih Zivotinja) uz iznimku
HPV 5 i 8 koji su u bolesnika s dg. epidermodysplasia verruciformis izdvojeni kao moguci
karcinogeni (grupa 2B). (1)

Osim podjele prema onkogenom potencijalu, HPV-genotipovi mogu se Klasificirati i s
obzirom na vrstu 1 lokalizaciju klinickih promjena koje izazivaju. U mnogim sluc¢ajevima
filogenetski srodni HPV-genotipovi uzrokuju sli¢ne klinicke manifestacije; najcesce HPV 2 i
27 uzrokuju vulgarne veruke, HPV6 i 11 kondilome, a HPV 16 i 18 karcinom cerviksa.
Medutim, to nije striktno pravilo, te se medu genotipovima koji su dosad izolirani iz lezija
anogenitalne regije, mogu pronaci i neki poput HPV 2 koji uzrokuje i kozne papilome, odnosno
imaju afinitet i za koZu i za sluznice. 1z lezija u anogenitalnoj regiji dosad je izolirano oko 60
HPV-genotipova koji su uglavnhom mukozotropni, odnosno imaju afinitet za sluznicu. (1) Iz
tog razloga s klinickog aspekta postoji nekoliko klasifikacija HPV tipova, a u suvremenoj je
literaturi prihvacena sljedeca podjela (118):

a) tipovi HPV koji imaju "afinitet" prema koZi:
1,63,

4,48,60,65,
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b)

d)

41

tipovi HPV koji imaju "afinitet” prema sluznici:
6,11,13,44,55,

16,31,33,35,52,58,67,

18,39,45,59,68,70,

26,51,69,

30,53,56,66,

32,42,

34,64,73,

54

tipovi HPV koji imaju "afinitet" i prema kozi i prema sluznici:
2,27,57,

3,10,28,29,

7,40,43,

61,62,72

tipovi HPV povezani s dg. epidermodysplasia verruciformis:
5,8,12,36,47,

9,15,17,37,38,

14,19,20,21,25,

22,23,

24,
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49,
50

Neki literani podaci ukazuju na ¢injenicu da bi ,,intervencije” poput probira HPV-om
induciranih premalignih i malignih lezija kao i cijepljenje mozda mogli rezultirati za sada
nepredvidivim promjenama u cirkulaciji HPV-a, dinamici unutar domacina i epidemioloskoj

slici u globalu, no, za dokaz tih predvidanja zaista nedostaju brojnije i cjelovitije studije. (108)

1.7 HPV i onkogeneza

Oko 20 usko filogenetski povezanih virusa ¢ini skupinu s najveéim onkogenim
potencijalom za ¢ovjeka. (1, 108) Svi su redom humani papilloma virusi i klasificirani su u rod
Alphapapillomavirus te se tipi¢no smatraju visoko rizi¢nim genotipovima. Karcinomi

inducirani HPV-om obi¢no se razviju nekoliko godina nakon infekcije. (108)

Za razumijevanje procesa karcinogeneze u kontekstu anogenitalnih HPV-infekcija,
potrebno je prije svega razlikovati nekoliko stadija bolesti. Prvi je stadij do kojeg dolazi nakon
spolnog odnosa sa zarazenim partnerom. U toj se fazi virusni genetski materijal moze
detektirati nakon nekoliko dana, ¢ak u odsutnosti infekcije. 1z tog se razloga taj stadij jo$ naziva
i tranzitornom infekcijom, ili to¢nije tranzitornom detekcijom. (120) U daljnjem se tijeku neke
infekcije uspjeSno uspostave uz replikaciju virusnog genoma, produkciju viriona i u konacnici
nestaju. To se naziva akutnom infekcijom. (120) Medutim, neke akutne infekcije samo prividno
nestaju ali virusni genom ostaje u zarazenim stanicama bez detektibilne aktivnosti, $to se
naziva latentnom infekcijom. (120-121) To je stanje u kojem je replikacija virusne DNA
sinkronizirana sa stani¢nim ciklusom, no nema proizvodnje viriona niti se mogu detektirati
citopatski uc¢inci HPV-a. U tijeku latentne infekcije ponekad se moze detektirati virusni
genetski materijal. Mnogo kasnije kod latentnih infekcija moze doc¢i do reaktivacije virusne
aktivnosti, pri ¢emu npr. imunosupresija moze djelovati kao okidac¢. (122) Isto se ponekad
dogada 1 bez ocitog razloga. Infekcije koje ne nestanu s vremenom i zadrze virusnu aktivnost
nazivamo kroni¢nim infekcijama. Kod kondiloma je virusna aktivnost velika, a mogu nestati
spontano u periodu od nekoliko mjeseci ili ¢ak godina. 1z toga slijedi da akutna faza kod HPV-
infekcija moze trajati godinama te je stoga donekle nejasna ,,prakticna‘“ granica izmedu akutne

i kroni¢ne infekcije, §to nije slucaj s ve¢inom drugih DNA virusa. (120-122)
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Pretpostavlja se da pojedine HPV-infekcije odmah ulaze u latentnu fazu, bez
prethodnog razvoja akutne faze. Druge se pak nastavljaju na akutnu produktivnu fazu ukoliko

nakon nje ne dode do nestanka virusa. (123-126)

Papilomavirusi koloniziraju kozu 1 sluznice ¢ovjeka od vrlo rane dobi i repliciraju se
sporo, odrzavajuéi svoju replikaciju na vrlo niskoj razini bez ikakve vidljive $tete na klinic¢koj
i/ili celularnoj razini. U tom smislu kod ljudi kontinuirano dolazi do infekcije i reinfekcije
HPV-om te vecina ljudi zapravo nosi u svom organizmu veliki broj latentnih ili kroni¢nih HPV-
infekcija. Epidemioloski podaci upucuju na ¢injenicu da je ve¢ina HPV-infekcija akutna, cak i
kada se radi o onkogenim genotipovima, te nikada ne prelaze u kroni¢nu infekciju. (123-124)
U Zena incidencija infekcija s onkogenim HPV-genotipovima opada s godinama zivota.
Nasuprot tome, u zenskoj populaciji perzistencija infekcije raste s godinama zivota. U
muskaraca se incidencija ne smanjuje s dobi, nego ostaje relativno konstantna u razli¢itim
dobnim skupinama. Prevalencija je u oba spola najve¢a u mladoj odrasloj dobi, to€nije u drugoj

i tre¢oj dekadi. (108, 120, 123, 125)

Zarazliku od virusa koji uzrokuju akutnu infekciju brzim umnozavanjem unutar stanice
induciraju¢i potom i smrt stanice domacina te oslobadanje viriona i jak imunosni odgovor,
humani papilloma virusi (HPV) ne uzrokuju smrt stanice. Naprotiv, ve¢ina HPV infekcija
perzistira desetlje¢ima i nije osobito produktivna. lznimka su virusne bradavice koje imaju
kracu evoluciju te je u njima produkcija viriona znacajna. Prirodna infekcija humanim
papilloma virusom potencira imunoloski odgovor, no kod malog broja zarazenih dolazi do
stvaranja visokog titra antitijela koji bi ih §titili od reinfekcije istim tipom virusa. Osim toga,
utvrdena je razmjerno Cesta koinfekcija s vise razli¢itih tipova humanog papilloma virusa u
tkivima zdravih pojedinaca, kao i kod lezija niskog rizika. (126) Pri tom zasad nije razja$njeno
postoji li veca vjerojatnost za simultanu infekciju s odredenim tipovima virusa, odnosno da li
je vjerojatnost da ¢e se pojedini tipovi HPV-a pojavljivati zajedno veca nego $to bi se moglo
ocekivati iz statisticke perspektive. Poznato je, medutim, da istovremena prisutnost dvaju ili
vise onkogenih tipova HPV-a ima veci potencijal za razvoj lezija visokog rizika. (127) Unato¢
tome, rizik razvoja karcinoma ne dovodi se u vezu s istodobnom infekcijom s vise tipova HPV-
a i njihovom interakcijom s imunoloskim sustavom domacina s obzirom da pojedini karcinomi
nastaju kao posljedica ekspanzije jednog klona te su pojedini tumori povezani sa (samo) jednim
tipom virusa. (120-121, 125-127)
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Onkogeni potencijal HPV-a ovisi primarno o sposobnosti virusnog E6 proteina da
inducira degradaciju stani¢énog p53 proteina i 0 prisutnosti konkretnog E7 proteina koji ima
sposobnost smanjiti izloZenost virusa imunoloskom sustavu u zarazenim stanicama. (127)
Sinergijski u¢inak ovih virusnih proteina ima za posljedicu uspostavljanje kronicne infekcije
putem niske razine replikacije zaraZene stanice te izbjegavanje izlaganja imunoloskom
odgovoru. Rezultat je proizvodnja niskih razina viriona 1 kroni¢na infekcija koja traje
desetlje¢ima. U suprotnosti s tim su neonkogeni tipovi virusa koji potenciraju proizvodnju
velike koli¢ine viriona te nastanak benignih lezija koje brzo rastu ali i evociraju jak imunoloski
odgovor zbog ¢ega brzo i nestaju. Dugotrajna nekontrolirana stanicna replikacija kod kroni¢nih
infekcija dovodi do akumulacije mutacija i u nekim slu¢ajevima genomske nestabilnosti
uzrokovane ugradnjom virusnog genoma u genom stanice domacina. S evolucijskog stajalista,
razvoj karcinoma je zavrs$na faza kako za sam virus jer karcinomi ne proizvode virione i stoga
nisu zarazni , tako 1 za domacina jer su tumori, za razliku od prekanceroznih lezija,

ireverzibilni. (120, 126-129)

1.8 Imunoloski aspekti HPV-infekcija

Malo je studija kojima su ispitivani udio i brzina serokonverzije nakon preboljele

anogenitalne infekcije HPV-om u muskoj populaciji.

Za proucavanje prirodnog humoralnog imunoloskog odgovora kod HPV-infekcije
sluzimo se antitijelima ¢iji ciljni antigen su Cestice nalik virusu (engleski virus-like particles,
VLP) nastali slaganjem L1 proteina. Specificna IgG protutijela usmjerena su na odredene
epitope za svaki HPV genotip. Tipi¢no se sporo razviju 1 niskog su titra, medutim perzistiraju
vise godina. Zasad nema dokaza da njihova prisutnost mijenja tijek bolesti. U serumu i cerviksu
u zena mogu se dokazati i IgA protutijela takoder usmjerena na L1, no ona brzo nestaju. Smatra
se da je seropozitivnost na proteine E6 i E7 posljedica razvoja tumora, no nije jo$ utvrdeno

postoje li i drugi faktori osim prolongirane ekspozicije koji bi mogli na to utjecati. (130-131)

Pojedinim studijama seroprevalencije utvrdene su znacajno (Cetiri do deset puta) nize
vrijednosti protutijela na HPV16 tip-VLP u muskaraca u odnosu na Zene iz istog geografskog
podrucja, S$to moze biti posljedica smanjene virusne ekspresije ili manjeg pristupa
imunoloskom sustavu. (131, 133) Niza stopa serokonverzije kod muskaraca nakon preboljele
HPV infekcije moze barem djelomicno objasniti opservaciju da je u muskoj populaciji cesca

rekurentna infekcija istim HPV genotipom te da prevalencija i incidencija anogenitalnih HPV
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infekcija ostaju visoke u svim dobnim skupinama. Nadalje, tesko je dokazati sposobnost
navedenih protutijela da Stite od reinfekcije obzirom da je u slu¢aju HPV-a teSko razlikovati
prvu infekciju od reinfekcije, ili od reaktivacije prethodne infekcije. (132-134) Uocene su
takoder i razlike u stopi serokonverzije medu pojedinim HPV genotipovima, a spekulira se da
kod muskaraca imunolo8ki odgovor varira i ovisno o anatomskoj lokalizaciji infekcije. (130)
Konkretno, serokonverzija je najveca i najbrza kod perzistentne (za razliku od prolazne)
infekcije sa HPV6 genotipom. (130, 134) Interesantno je da kod Zena nisu uocene takve razlike
ovisne o genotipu HPV-a. (130-132)

Faktori koji su udruzeni s prisutnos$éu protutijela na HPV6/11 razlikuju se od faktora
koji se dovode u vezu s prisutnoscu protutijela na HPV16. Od faktora koji se vezu uz status
protutijela na HPV16 spominju se starija zivotna dob i preboljeli sifilis. (133) Medutim,
prisutnost protutijela na HPV6/11 je vezana za faktore poput 10 ili vise seksualnih partnera u
posljednjih 12 mjeseci, pozitivna osobna anamneza na kondilome i herpes simplex virus 2
(HSV-2). (130, 132-134)

S druge strane, HPV seronegativnost ne iskljucuje ekspoziciju, djelomiéno i zato jer su
trenutno dostupni seroloski testovi za svega nekoliko HPV genotipova. Osim toga, krizna
reaktivnost, relativno niska osjetljivost 1 Cinjenica da infekcije drugih sluznica (osim
anogenitalne) mogu inducirati stvaranje protutijela koja se ne mogu razlikovati od onih koja su

nastala posljedi¢no anogenitalnoj infekciji. (130-132)

1.9 Psiholoski aspekti HPV-infekcija

Porast znanja i svjesnosti o HPV infekciji uglavnom se odnosi na Zensku populaciju
dok je vrlo malo takvih studija u muskih ispitanika. Rezultati takvih malobrojnih studija
nedvojbeno ukazuju na niZu razinu znanja i razumijevanja prirode bolesti, nacina transmisije 1
dugoroénih posljedica u muskaraca u odnosu na Zene. Stovise, studije potvrduju ¢injenicu da
je stigma udruzena sa spolno prenosivim infekcijama klju¢na zapreka za trazenje informacija,
skrininga, lijeCenja, vakcinacije i bihevioralne intervencije. (135-139) Sve navedeno moze
varirati medu pojedinim etnickim skupinama. Konkretne multidisciplinarne intervencije su
potrebne kako bi se smanjili rizici razvoja sekvela anogenitalne HPV infekcije kod muskaraca

i kod njihovih seksualnih partnera oba spola. (140-141)
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1.10 Patogeneza i prirodni tijek HPV-infekcije

Poznato je da je za razvoj prekanceroznih lezija visokog stupnja i karcinoma potrebna
perzistentna infekcija onkogenim HPV genotipom. Ipak, zasad ne postoji konsenzus oko
definicije perzistentne infekcije. Vecina autora perzistentnom infekcijom smatra onu kod koje
je isti HPV genotip ili skupina HPV genotipova detektirana u dva uzastopna pregleda pri cemu
interval izmedu dva pregleda varira od Cetiri mjeseca do 5-7 godina. (121) Iz tog je razloga
predlozena nova definicija prema kojoj se mjeri trajanje incidentne infekcije. Mnogi aspekti
koji se ticu prirodnog tijeka bolesti ostaju nejasni. Konkretno, nemoguce je utvrditi tocno
vrijeme kada je do infekcije doslo. Nadalje, moguénost postojanja latentne infekcije, njezino
trajanje, razlozi koji uzrokuju prijelaz latentne infekcije u manifestnu kao i udio karcinoma koji
se razviju nakon perioda latencije takoder ostaju otvorena pitanja. Iz tih je razloga zasad

nemoguce precizno utvrditi granicu izmedu prolaznih i perzistentnih infekcija. (120)

Zasad ne postoje pouzdani precizni podaci o vremenu potrebnom do rezolucije infekcije
HPV-om kod muskaraca. Prema podacima kojima raspolazemo, prosje¢no vrijeme do nestanka

infekcije kod muskaraca iznosi 5.9 mjeseci. (84)

Pocetni podaci proizasli iz klini¢kih studija na manjim uzorcima upuéuju na manju
vjerojatnost da ¢e infekcija HPV-om perzistirati kod muskaraca u odnosu na Zene. Stopa
nestanka onkogenih i neonkogenih HPV DNA u godini dana iznosi oko 75%. (75) Za razliku
od Zena, kod muSkaraca dob nije ¢vrsto povezana sa incidencijom i trajanjem HPV infekcije.

(85)

Sto se kondiloma ti¢e, smatra se da vrijeme inkubacije u muskoj populaciji varira od tri
tjedna do osam mjeseci, pri ¢emu se u vecini sluc¢ajeva kondilomi razviju dva do tri mjeseca
nakon infekcije HPV-om. (123, 125, 131) Medutim, spekulira se da bi period inkubacije u
pojedinim sluc¢ajevima mogao biti i znatno dulji. Razvidno je da prirodni tijek ove infekcije
kod muskaraca u velikoj mjeri nije poznat. Iako su benigni i nisu povezani s mortalitetom,
kondilomi su vrlo infekciozni te s procjenjuje da ¢e u 65% slucajeva nezarazeni seksualni
partner osobe s kondilomima razviti i sam kondilome. (131) Osim toga, morbiditetu znacajno
doprinosi kompleksnost lijecenja, psihosocijalna stigma i osjecaj srama. lako je poznato da

otprilike 20-30% kondiloma spontano regredira, visoka je i znacajna stopa recidiva. (120, 126)

U velikoj mjeri zasad je nepoznat razlog zbog kojeg vecina infekcija spontano nestaje
dok manji dio perzistira i pod odredenim okolnostima progredira. Medutim, poznati su faktori

koji utjecu na vrijeme potrebno do nestanka infekcije; HPV genotip, genetski aspekt domacina,
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dob u kojoj je imao prvi spolni odnos i koinfekcije. Ipak njihova je interakcija nedovoljno

razja$njena te se od buducih istrazivanja o¢ekuje rasvjetljavanje ovih aspekata. (126, 142)

1.11 Klini¢ka slika HPV-infekcija

Raspon klini¢kih manifestacija infekcije HPV-om izrazito je Sirok. Razlog tome je $to
klinicka slika ovisi o viSe Cimbenika: virusnom genotipu, vrsti epitela (fenotipu zarazene

stanice), genotipu i imunoloskom sustavu domacina.

Iz toga proizlazi kompleksna klasifikacija polivalentnih klini¢kih entiteta koji su u
starijoj literaturi opisivani samo morfoloski i unutar razli¢itih skupina bolesti s obzirom da je
tek kasnije utvrdena njihova virusna etiologija. Medutim, brojne varijacije klinicke
prezentacije nisu uvijek jednozna¢no odredene genotipom HPV-a na nacin na koji se ranije
mislilo. Stovise, sve je veéi broj dokaza da HPV DNA visokog onkogenog potencijala, a ne

samo niskog mogu biti uzroc¢nici i benignih lezija poput kondiloma.
U suvremenoj literaturi se HPV-infekcije klini¢ki klasificiraju u Cetiri skupine:

- verukozne promjene koze
- promjene kod epidermodysplasia verruciformis (EV)
- genitalne infekcije

- ekstragenitalne infekcije sluznica (usne Supljine, larinksa, konjuktiva) (1)

S obzirom da je predmet istrazivanja ovog rada anogenitalna infekcija HPV-om kod
muskaraca, u nastavku ¢e detaljnije biti opisane samo genitalne manifestacije HPV infekcije u

muskoj populaciji.

S klinickog aspekta genitalne HPV infekcije razlikuje se dominantno sedam entiteta:
condylomata acuminata (Siljasti kondilomi), condylomata plana (ravni kondilomi), gigantski
kondilom Buschke-Loéwenstein, papulosis Bowenoides, erythro(dys)plasia Queyrat (stariji
klini¢ki naziv koji je ekvivalent intraepitelnoj neoplaziji, no, sasvim adekvatan ,,suvremeniji‘
termin jo$ uvijek ne postoji), morbus Bowen te invazivni karcinom penisa. (142) Od navedenih
klini¢kih entiteta papulosis Bowenoides, erythro(dys)plasia Queyrat i morbus Bowen
patohistoloski odgovaraju penilnoj intraepitelnoj neoplaziji. Opisani klinicki entiteti dovode se
u vezu s oko 40 HPV genotipova koji imaju afinitet za sluznicu i kozu genitalne regije. (119,

142) Valja napomenuti i da su supklini¢ke lezije znatno ¢es¢e od vidljivih kondiloma, a u
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njihovoj vizualizaciji moze pomoc¢i i primjena tehnike povecavanja vidnog polja, ponekad i uz

prethodno premazivanje 5% octenom kiselinom. (142-144)

Medu navedenim klinickim entitetima najces¢i su $iljasti kondilomi — condylomata
acuminata. To su egzofiti¢ne papulozne ili nodozne tvorbe glatke ili lobulirane povrSine zbog
¢ega poprimaju ponekad papilomatozni izgled, ¢ija boja moze varirati od boje koze, bjelkaste
(u vlaznim arealima) ili sive do razli¢itih nijansi smede boje. Prema klinickom izgledu mozemo
razlikovati verukozne, papulozne, fibromatoidne kondilome, ili bilo koji prijelazni oblik u tom
smislu. Veli¢ina im varira od 1 do 10 mm no mogu konfluirati u veé¢e tumorske lezije, $to je
osobito izgledno za intertriginozne predjele u kojima maceracija i madidacija imaju vaznu
patogenetsku ulogu. (142) Broj im takoder znatno varira; od 1 do vise od stotinu lezija. (142)
Mogu biti pendulantne ili papilomatozne lezije Siroke baze. Klinicke prezentacije razli¢itih
podtipova Siljastih kondiloma prikazani su na slikama 1.-4. U neobrezanih muSkaraca najcesce
su lokalizirani na unutra§njem listu prepucija, frenulumu i u predjelu sulkusa koronarijusa. U
obrezanih su muskaraca najéesce lokalizirani na corpusu penisa. Mogu biti vidljivi takoder i u
predjelu vanjskog usca uretre, distalne uretre, perineuma, na skrotumu, u pubi¢noj, ingvinalnoj

i perianalnoj regiji. (73, 142)

Slika 1. Siljasti kondilomi (verukozni tip) na glansu i distalnom dijelu genitala
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Slika 2. Siljasti kondilomi (verukozni tip) u predjelu sulkusa koronarijusa, frenuluma i

unutrasnjeg lista prepucija

Slika 3. Kondilomi na distalnom dijelu genitala i u pubi¢noj regiji
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Slika 4. Kondilomi (fibromatoidni tip) ingvinalne regije

Condylomata plana ili ravni kondilomi su papilomatozne tvorbe ravne povrsine koje je
ponekad tesko vizualizirati bez povecala/peniskopa. Ranija literatura svrstava ih pod varijantu
klini¢ke slike $iljastih kondiloma, no danas je poznato da su za razliku od $iljastih kondiloma,
ravni kondilomi naj¢esc¢e uzrokovani onkogenim HPV-genotipovima, primarno HPV16, 18, 31
i/ili 33. (73, 142)

Gigantski kondilom Buschke-Léwenstein (BL) rijedak je tumor genitalne i anorektalne
regije koji se ubraja u skupinu tzv. semimalignih verukoznih karcinoma koji su lokalno
invazivni, no rijetko metastaziraju. U kliniCkom smislu radi se o masivnoj egzofiticnoj
tumorskoj leziji anogenitalne regije koja moze poprimiti veli¢inu ve¢u od 10 cm. Dovodi se u
vezu sa HPV 61 11 genotipom, koji su najcesée detektirani i kod kondiloma, medutim nejasni
su uzroci razli¢itog bioloskog ponaSanja i evolucije u ovom sluéaju. Gigantski kondilomi
prikazani su na slici 5. Postoje takoder dokazi da se kod BL gigantskog kondiloma mogu
detektirati i onkogeni HPV genotipovi. (143) U rijetkim slu¢ajevima zabiljeZena je progresija
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kondiloma u veliku tumorsku masu koja infiltrira podlezece strukture. Do fokalne maligne

transformacije moze do¢i spontano ili nakon iradijacije. (73, 142)

Slika 5. Condyloma giganteum Buschke-L6wenstein perianalne regije

Bowenoidna papuloza klini¢ki se manifestira eritematozno-smedastim papulama ili
plakovima ravne povrsine, najéesée u predjelu penisa, iako se ponekad nadu i u perineumu ili
perianalno. Pojavljuju se u mladih muskaraca i klinickim izgledom donekle podsjecaju na
Siljaste kondilome no njihova histoloska slika upucuje na skvamoznu intraepitelnu neoplaziju
visokog rizika ili planocelularni karcinom in situ. (142) Najcesce se iz takvih lezija izolira
onkogeni HPV 16 genotip. (73, 142)

Erythro(dys)plasia Queyrat (v. ranije u ovom odjeljku!), kao i morbus Bowen
predstavljaju klinicke entitete intraepitelne neoplazije visokog stupnja displazije, naj¢esce, no
ne i jedino u muskaraca starijih od 50 godina. (73) Smatra se da su one prekursori bazaloidnog
i bradaviCastog karcinoma penisa u kojima je prevalencija HPV DNA visoka (80-100%).
Erythro(dys)plasia Queyrat manifestira se nerijetko erozivnim arealima u razini koze.
Dominantno je lokalizirana na glansu penisa, sulkusu koronarijusu te unutra$njem listu
prepucija. Bowenova bolest anogenitalne regije prezentira se zarko eritematoznim barSunastim
solitarnim oStro ograni¢enim plakom koji se §iri centrifugalno te moze zahvatiti 1 vece areale
ukljucujuéi pubicnu, perinealnu i perianalnu regiju. Leukoplasti¢na varijanta prezentira se kao

bijeli ostro ograni¢eni plak glatke ili verukozne povrsine. (73, 142)

Invazivni karcinom penisa moze u svojoj klini¢koj prezentaciji imati varijabilnu sliku;

u nekim slu¢ajevima manifestira se kao egzofiticna tumorska masa, medutim moze poprimiti
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izgled ravnih, eritematoznih, ponekad egzulceriranih lezija, ili pak nepravilnih zadebljanja,
koja mogu imati barSunastu povrsinu ili biti prekrivene krustama. Sekrecija moze biti vidljiva
u nekim sluc¢ajevima. Ponekad je izrazena bolnost iako Cesto potpuno izostaju subjektivne
tegobe. Krvarenje se takoder ponekad moze uoditi. Invazivni je karcinom karakteriziran
polaganim rastom koji postupno moze zahvatiti ¢itav glans i prepucij te se potom prosiriti na

korpus penisa. (142, 144) Klinicke slike karcinoma penisa prikazane su na slikama broj 6. i 7.

Slika 6. Planocelularni karcinom penisa pozitivan na HPV 16 u 59-godisnjeg bolesnika
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Slika 7. Planocelularni karcinom penisa pozitivan na HPV 16 u 89-godisnjeg bolesnika

1.12 Dijagnostika

Sukladno standardnoj medicinskoj praksi, prvi korak prema postavljanju dijagnoze
anogenitalne HPV infekcije predstavlja detaljna anamneza. Poseban osvrt treba biti usmjeren
na seksualne navike bolesnika, te na podatke vezane za njegova seksualnog partnera, kolikogod
je to prakti¢no i vjerodostojno mogucée. Konkretno, za ve¢inu muskih bolesnika, bitan je
podatak o rezultatu citoloSke analize obriska vrata maternice (Papanicolau) njegove partnerice,
osobito ukoliko postoji u takvom nalazu opis “promjena povezanih s HPV-om" poput
koilocitoze i diskarioze, odnosno ukoliko je utvrdena CIN ili SIL (engleski squamous
intraepithelial lesion). Takoder, prisutnost kondiloma kod partnera vrijedan je anamnesticki
podatak. Na osnovu tih informacija usmjerava se postupak postavljanja ispravne dijagnoze
prema detaljnom klinickom pregledu ¢itave anogenitalne regije kao i odabiru diferentnih
pretraga na temelju kojih bismo, s najve€om mogucom sigurnosc¢u, potvrdili ili iskljucili HPV

genitalnu infekciju. (143, 145)

Za postavljanje dijagnoze anogenitalne HPV infekcije kljucan je pazljiv klini¢ki
pregled, $to je joS uvijek najbitniji dijagnostic¢ki parametar. Pritom svakako valja imati na umu
¢injenicu da HPV infekcije penisa mogu biti latentne, supklinicke ili klinicki manifestne. (145)

Latentna infekcija se definira prisutnos¢u HPV DNA u tkivu uz odsutstvo bilo kakvih klini¢kih
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1 histoloSkih promjena. Subklini¢ke infekcije nisu vidljive golim okom iako ih se u odredenim
sluajevima moze vizualizirati nakon premazivanja s 3-5% octenom kiselinom za $to je
potrebno znanje i iskustvo klinicara. U histoloskoj slici kod supklinic¢kih infekcija pristune su
modifikacije vezane su za prisutnost HPV-a. Isto je i kod klini¢kih HPV infekcija kod kojih se

i na makroskopskoj razini mogu uociti klini¢ki vidljive lezije. (142-148)

Klini¢ke lezije vidljive su golim okom. Za razliku od njih, subklinicke lezije, postoji li
indikacija za takvu vrstu pregleda, odnosno pretrage, postaju vidljive tek 2-3 minute nakon
primjene 3-5%-tne octene octene Kiseline namocene u gazu ili vatu. Kao dodatnu pomo¢ u
njihovoj vizualizaciji moze se primijeniti peniskop ili obi¢no povecalo. (149) Primjenom
octene kiseline dolazi do pojave bjelkastih areala glatke ravne povrSine i jasno definiranih
rubova. Taj efekt pojavit ¢e se u arealima sa parakeratozom 1/ili pove¢anom gusto¢om stanica.
Obic¢no se nalaze na mukoznim predjelima poput prepucija ili glansa penisa, a znatno rjede na
oroznjelom epitelu koji se nalazi na vanjskoj strani genitala. Medutim, bioloSka podloga za
takvu reakciju ostaje nerazjasnjena. lako ova metoda moze biti vrlo korisno pomoéno sredstvo
u dijagnostici bolesti muskog genitala, njezina je rutinska primjena za dokazivanje bolesti kod
muskaraca s visokim rizikom obolijevanja od HPV infekcije osporavana s obzirom da nije
poznata njezina pozitivna i negativna prediktivna vrijednost u populacijama s razli¢itim
razinama rizika. (94) Dodatni ,,otezavajuc¢i“ faktor za opravdanost primjene 3-5% octene
kiseline lezi u Cinjenici da nije dovoljno specificna. Tome u prilog govori ¢injenica da ¢e
najprije pobijeliti areali s prisutnom upalom ili abrazijom. Otud i bojazan da bi moglo do¢i do
krive interpretacije nalaza te pogreSnog dijagnosticiranja i lijecenja lezija koje nisu uzrokovane
HPV-om. (94) Metoda je, medutim, ponekad korisna u identifikaciji sitnih klini¢ki

neupadljivih ili supklini¢kih lezija kod muskaraca koji imaju kondilome. (73)

U musSkaraca koji se zale na svrbez ili bolnost te imaju eritem u predjelu genitala,
takoder je potrebno uliniti detaljan pregled s ciljem iskljucivanja penilne intraepitelne
neoplazije (PIN-a) ili invazivnog karcinoma. U tome je od velike pomoc¢i biopsija i
patohistoloSka analiza, medutim ona se rutinski ne primjenjuje ¢esto. Indikacija za biopsiju je
svaka promjena suspektna na prekanceroznu leziju, odnosno invazivni karcinom; primarno
Bowenoidna papuloza, BL, karcinom, kao i svaka ,,nejasna“ promjena koja se ne uklapa u
prethodno navedene klini¢ke ,,obrasce® 1 ne mozZe se svesti na neki drugi, jasno definirani
klini¢ki entitet u genitalnoj regiji te Siljasti kondilomi koji su perzistentni unato¢ provedenoj
terapiji. U nalazu patohistoloske analize kod kondiloma nalazi se akantoza, parakeratoza,

koilocitoza (keratinociti s ekscentriénom jezgrom i relativnom velikim perinuklearnim halo-
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om — posredni dokaz virusne etiologije promjene) i papilomatoza (pojava intrapapilarnih
traCaka koji se Sire prema dermisu). Na temelju rezultata imunohistokemijske pretrage
strukturnih proteina HPV u bioptatu promjene mogu se dobiti potpuniji podaci o virusnoj
etiologiji. Perzistentna infekcija visokoriziénim HPV genotipovima moze dovesti do razvoja
karcinoma. Prekancerozne lezije predstavljaju jedan kontinuum morfoloskih promjena, pri
¢emu je kod PIN I povecanje i hiperkromazija jezgre prisutno samo u nizim slojevima
epidermisa a ponekad je udruzeno s koilocitnom atipijom. (143-144) Kako lezija progredira
tako se postupno promjene $ire na punu debljinu epidermisa pri ¢emu je kod PIN-a III ¢itav
epidermis prozet nezrelim atipi¢nim stanicama bez stani¢ne diferencijacije, maturacije i
organizacije uz brojne Cesto nepravilne mitoze. (142-144) Kod invazivnog karcinoma

tumorske stanice probijaju bazalnu membranu. (73, 142-144)

U dijagnostickom smislu ni tipi¢na klinicka slika kao ni patohistoloske promjene ne
dokazuju prisustvo virusa. Za izravno dokazivanje HPV DNA u tkivu potrebno je primijeniti
neku od metoda molekularne dijagnostike. Radi se, u nacelu, o hibridizacijskim testovima ili o

metodi lan¢ane reakcije polimerazom. (148, 150)

1.13 Tipizacija HPV DNA

Postoji nekoliko metoda za uzimanje uzoraka s muskog genitala od koji se dvije isti¢u
po broju reproducilnih i adekvatnih uzoraka za HPV DNA detekciju. Jedna metoda ukljucuje
abraziju genitalne koze prije uzimanja uzorka Dacronovim §tapi¢em i prikupljanje eksfoliranih
stanica u standarni transportni medij (STM). (151) Druga je metoda kojom se uzorak s
genitalne koZe uzima izravno Dacronovim S$tapi¢em koji je prethodno namocen u fizioloSku
otopinu i prikupljanje u standardni transportni medij (STM). Medutim, znatno je
,reprezentativnije®, osobito u muskaraca, prikupljanje materijala ekskohleacijskom tehnikom.
(74, 145, 151)

Temelj hibridizacije je Watsonovo i Crickovo pravilo komplementarnosti dvaju lanaca
DNA i istovjetno sparivanje purinskih i pirimidinskih baza. Naime, adenin se spaja s timinom,
a guanin s citozinom. Veza izmedu parova baza odnosno izmedu dvostrukih lanaca DNA
prekida se pri poveéanim temperaturama (denaturacija), a ponovo se uspostavlja hladenjem
(renaturacija). Postoji vise vrsta hibridizacijskih metoda. Tako, na primjer, hibridizacija po
Southernu omogucuje detekciju tocno odredenog odsjecka DNA u smjesi odsjecaka razlicitih

duzina. Genomska DNA se najprije pocijepa restrikcijskim enzimima, a dobiveni odsjecci
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odijele se prema veli¢ini elektroforezom u gelu agaroze. Zatim se DNA prenese na
nitroceluloznu ili najlonsku membranu i denaturira u jednolancani oblik. Relativni polozaj
odsjeCaka DNA pri prijenosu na membranu ostaje sacuvan. DNA se na membrani hibridizira
sa specificnom DNA probom koja je obiljezena radioaktivno ili kemijski, pomocu posebne
boje. Nakon toga se provodi detekcija zeljenog odsjecka DNA koji je hibridizirao s probom.
Detekcija se provodi autoradiografskom ili kemijskom metodom. UspjeSna detekcija
hibridizacije ovisi o vise Cinitelja medu kojima treba istaknuti omjer genomske DNA i
specificne probe, veli¢inu probe i njenu specificnu aktivnost te koli¢inu DNA prenesenu na
membranu. HPV DNA moze se takoder dokazati i primjenom dot blot, odnosno slot blot

hibridizacije. (152-154)

Reakcija lan¢ane polimeraze (engleski polymerase chain reaction, PCR) je metoda
sinteze nukleinskih kiselina in vitro kojom se specifi¢ni odsje¢ak DNA moze umnoziti u
velikom broju kopija. (150, 155) PCR je vrlo osjetljiva metoda kojom se umnazanje moze
zapoceti od jedne molekule DNA. Preduvjet umnazanja gena je poznavanje barem jednog
dijela slijeda nukleotida ispitivanog gena. Zbog toga se odabiru pocetni oligonukleotidi DNA
("primeri", "klice") komplementarni grani¢nim dijelovima poznatog slijeda DNA (ciljna
DNA). Pocetni oligonukleotidi sparuju se sa suprotnim lancima ciljne DNA, a orijentirani su
tako da se sinteza nove DNA odvija u regiji izmedu njih. Ukratko, metoda se izvodi tako da se
mjeSavina genomske DNA pomijeSa s pojedina¢nim deoksinukleotidima, parom pocetnih
oligonukleotida, termostabilnom (Tag, Thermus aquaticus) DNA polimerazom te solima i
detergentima odredenih koncentracija. (156) Takva se mjeSavina ciklicki inkubira na to¢no
odredenim temperaturama. Nakon posljednjeg ciklusa cjelokupna se reakcija zaustavlja
hladenjem na 4 stupnja Celzijusa. Svaki ciklus PCR udvostrucava koli¢inu ciljne DNA, a
rezultat toga je eksponencijalno nakupljanje specifi¢nih ciljnih fragmenata. Metoda PCR se

uspjesno primjenjuje i za detekciju virusne DNA. (154-156)

Amplifikacijski kit (INNO-LiPA HPV genotyping Extra Amp) standardiziran je za
pripremu biotiniliranog amplificiranog materijala. Ovaj amplifikacijski kit bazira se na PCR.
Amplifikacijski produkt se potom hibridizira koriste¢i nitroceluloznu membranu na kojoj je

fiksirano 32 tipno specifiénih DNA proba i 4 kontrolne linije. (156-157)
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1.14 Diferencijalna dijagnoza

Premda je u prisustvu tipi¢ne klinicke slike Siljastih kondiloma dijagnoza jasna, u
diferencijalno dijagnostickom smislu treba razlikovati nekoliko klini¢kih entiteta od HPV-
infekcije. Prije svega, moguce je Zlijezde lojnice na prepuciju ili koroni glandis penis zamijeniti
sa $iljastim kondilomima. Sli¢no je i sa papilama (engleski pearly penile papules) podjednake
veli¢ine, boje koze ili nesto svijetlije, poredanima u nekoliko gusto zbijenih redova
cirkumferencijalno u podru¢ju korone glandis penis koje histoloski odgovaraju akralnim

angiofibromima.

Mollusca contagiosa od tipi¢nih se kondiloma razlikuju po tome $to su glatke sjajne povrsine i

obi¢no umbilicirane, odnosno imaju sitno centralno lokalizirano udubljenje.

Vecéi macerirani kondilomi sa Sirom bazom mogu podsjec¢ati na condylomata lata koji su dio
klini¢ke slike sekundarnog sifilisa. Kod ovog tipa kondiloma takoder treba razmotriti i
pemphigus vegetans ili pemphigus familiaris benignus Hailey-Hailey u diferencijalnoj

dijagnozi.

Upalne bolesti poput lichen ruber planus i lichen anularis dolaze takoder u obzir diferencijalno-
dijagnosticki u anogenitalnoj regiji. (158)

Hiperpigmentirani kondilomi verukoidna izgleda potrebno je razlikovati od seborejickih

keratoza.

U perianalnoj regiji iznimno rijetko se vanjski hemeroidni nodusi mogu zamijeniti za

kondilome.

Gigantski kondilom BL potrebno je bioptirati s viSe mjesta kako bi se iskljucio fokalni maligni

prijelaz u verukozni karcinom. (158)

Klinicke manifestacije Bowenoidne papuloze treba oprezno interpretirati i razlikovati od

kondiloma papularnog tipa.

Kod diferencijacije ,,acetobijelih areala nakon primjene 3-5% octene kiseline diferencijalno
dijagnosticki u obzir dolaze balanitis, kandidamiceticna dermatomikoza i traumatske

mikroabrazije.

Diferencijalna dijagnoza kod eritroplazije Queyrat moze, u Sirem smislu, obuhvacati lichen

simplex, iritativni kontaktni dermatitis i psorijazu. (73, 143
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1.15 Lijecenje

Unato¢ Cinjenici da je kod imunokompetentnih osoba ve¢ina HPV infekcija prolazna i
spontano s vremenom nestaje, postoji konsenzus za potrebom lijeCenja klinicki manifestnih
lezija kao i penilne/analne intraepitelne neoplazije. U pogledu lije¢enja supklini¢kih lezija,
misljenja medu pojedinim ekspertima nisu ujednacena. Smisao lijeCenja sastoji se u
sprjeCavanju progresije bolesti kao i transmisije zaraze na druge osobe. Potrebno je svakako
istaknuti da zasad ne postoji specificno protuvirusno (etiolosko) lijeCenje HPV infekcija.
Takoder, ne postoje niti sluzbeni protokoli ni standardi za lije¢enje anogenitalne HPV-infekcije
u muskoj populaciji. Taj nedostatak barem je djelomi¢no posljedica slabog napretka u

istrazivanjima moguénosti lijeCenja HPV anogenitalne infekcije. (159-161)

Dosad je u literaturi opisano viSe raznovrsnih metoda koje se mogu primijeniti u
lijeCenju HPV-infekcije samostalno ili u kombinaciji. (159-161) Unato¢ tome uspjeSnost
lijeCenja je varijabilna uz ucestale recidive (25-65%), velike financijske troskove te moguce
emocionalne i psihosocijalne posljedice. (159-160) Ucestali recidivi mogu se objasniti
¢injenicom da je HPV infekcija tipi¢no rasprostranjena po €itavoj anogenitalnoj regiji ili je
multifokalna. Rezultati klinickih studija ukazuju, dok iskustvo u svakodnevnom radu u
klini¢koj praksi potvrduje bolju u¢inkovitost lijeCenja uz manje recidiva kada se kombiniraju
barem dva oblika lije¢enja. (161) Proaktivno sekvencijsko lije¢enje podrazumijeva takvu
kombinaciju terapijskih modaliteta primjenom npr. imiquimoda i sinekatehina ili sinekatehina
nakon CO: lasera ili krioterapije i sinekatehina. (162-164) Koristeéi sinergijski u¢inak obiju

metoda lije¢enja postizu se optimalni rezultati i manji broj recidiva. (162-164)

Mehanizam djelovanja pojedinih terapijskih modaliteta dominantno se osniva na
izravnoj destrukeiji 1/ili uklanjanju postojecih lezija ili na indukciji citotoksi¢nosti usmjerene
na zarazene stanice. Pojedini modaliteti lijecenja isklju€ivo se primjenjuju od strane lijecnika
u ambulanti, dok se drugi mogu primjenjivati samostalno kod kuée uz povremene lijecnicke

kontrole. (159-161)

Izbor nacina lije¢enja anogenitalne HPV-infekcije ovisi o viSe ¢imbenika; dobi 1 opem
stanju bolesnika, njegovoj sposobnosti tolerancije nelagode uzrokovane lije¢enjem, njegovoj
motivaciji 1 sposobnosti za lije¢enje (osobito kod samostalne primjene lijeka), morfologiji,
veli¢ini 1 lokalizaciji kondiloma, iskustvu terapeuta, te ekonomskim prilikama, odnosno

ograni¢enjima. (73, 143, 159-161)

1. Fizikalna (ablativna) sredstva (lokalna primjena):
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1.1. Tekuéi dusik (N2)
1.2. Ugljikov dioksid (CO2)

2. Kriokirurgija

3. Kiruska terapija

3.1. Ekskohleacija
3.2. Ekscizija/aplanacija
3.3. Elektrokauterizacija

4. Laserska terapija

4.1. CO2 laser

4.2. Neodymium-yttrium aluminium garnet (Nd-YAG) laser

4.3. Pulsed dye laser

5. Kemijska sredstva (lokalna primjena)

5.1. Citotoksi¢na sredstva
5.1.1.1. Podophyllin
5.1.1.2. Podophyllotoxin
5.1.1.3. 5-fluorouracil (5-FU)
5.1.1.4. Bleomycin

5.2. Kausti¢na sredstva
5.2.1.1. Trikloroctena kiselina (70-90%)

5.2.1.2. Salicilna kiselina

6. Imunomodulatori (lokalna primjena)
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6.1. Imiquimod 5%
6.2. Sinekatehini 10-15%

Medu navedenim terapijskim opcijama fizikalne ablativne metode, kirurske i
kriokirurS§ke te laserske metode zajedno s primjenom kausti¢nih sredstava i podofilina
iskljuc¢ivo se vrSe od strane lije¢nika u zdravstvenim ustanovama. Imunomodulatori i neka

druga ,,blaza“ citotoksi¢na sredstva mogu se primjenjivati sa strane bolesnika kod kuce.

Sukladno suvremenim smjernicama za lijeCenje anogenitalne HPV infekcije medu
ku¢nim tretmanima najc¢esce su prema jasno zadanim reZimima primjenjivani podofilotoksin u
obliku otopine ili kreme, 5% imikvimod te 10-15% sinekatehini takoder u obliku kreme. Medu
tretmane koji se obavljaju od strane lije¢nika u zdravstvenim ustanovama najce$ée je
primjenjivana krioterapija, 70-90% trikloroctena kiselina, te kirurS$ko ili elektrokirursko,
odnosno kriokirusko lijeCenje i lasersko lije¢enje. Svakako valja naglasiti da ne postoji
terapijski modalitet koji bi sam po sebi bio optimalan, odnosno ,,bolji od drugih* za lijeCenje
kondiloma anogenitalne regije. U izboru lijeCenja potrebno je uvaziti ¢injenicu kako svaka
opcija ima svoje prednosti ali i ograni¢enja te da je rizik od recidiva razmjerno velik neovisno
o nacinu lijecenja.

Pojedini oblici lijeCenja medu prethodno navedenima, poput podofilina, primjenjuju se rjede u
svakodnevnoj praksi zbog potencijalnog toksicnog uc¢inka pojedinih sastojaka koji su dokazano

mutageni. (160) lako limitirana, njihova je racionalna primjena dozvoljena uz mjere opreza

iskljuc¢ivo kao oblik ambulantnog lijeCenja od strane lije¢nika. (165-167)

Valja svakako napomenuti da oéekivane nuspojave lijeCenja variraju od subjektivnog
osjecaja nelagode, peckanja, Zarenja i bolnosti do nastanka eritema, iritacije, erozija, ulceracija,
postupalnih hiper- ili hipopigmentacija te oziljaka. Kod tezih je nuspojava ponekad potrebno

privremeno obustaviti lijeCenje. (159-161, 166)

1.16 Cjepivo protiv HPV-a

Osim navedenih terapijskih opcija, treba spomenuti da su takoder razvijena i odobrena
za primjenu preventivna cjepiva namijenjena djeci i1 adolescentima prije pocetka seksualne

aktivnosti (pozeljno prije navrSene 12.-e godine), odnosno od 9-26 godina starosti sa ciljem
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prevencije nastanka kondiloma, prekanceroznih lezija i karcinoma. (167-170) S obzirom na
HPV genotip protiv kojeg pruzaju zastitu, na trziStu su povijesno bile dostupne tri vrste cjepiva
¢ija je dugoro¢na ucinkovitost potvrdena u populacijama s visokom razinom procijepljenosti
(84, 93, 168-179):

- dvovalentno (HPV16, 18)
- Cetverovalentno (HPV6, 11, 16, 18)
- deveterovalentno (HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52, 58)

Sva tri cjepiva baziraju se na VLP (engleski virus-like particle) glavnog L1 proteina
papilomavirusne kapside. VLP je protein koji ne sadrzi virusni genom te je neinfekciozan i
neonkogen, zbog ¢ega se cjepiva sSmatraju sigurnijima od atenuiranih vakcina. (180-182)
Generacija cjepiva baziranih na L1-VLP pruza u¢inkovitu zastitu isklju¢ivo od konkretnih
HPYV genotipova, uz napomenu kako dvovalentno cjepivo moze pruziti odredenu kriznu zastitu
i od pojedinih filogenetski povezanih genotipova sa HPV genotipovima 16 i 18; prije svega iz
klastera a-9 (nalik HPV16 su HPV31, 33, 35, 52, 58) i a-7 klastera (nalik HPV18 su HPV 39,
45, 59 i 68). (183) Studijama je utvrdeno da je moguce sprijeciti preko 90% infekcija,
abnormalnosti i prekanceroznih lezija uzrokovanih HPV-om ukoliko ih prime osobe prije
prvog spolnog odnosa. (183) Isti uc¢inak posti¢i ¢e se u svega 50-60% slucajeva kada se
cijepljenje provede nakon pocetka seksualne aktivnosti. (184-185) Sve vise dokaza upucuje na
¢injenicu da se bolji u¢inak cijepljenja postize u populaciji predadolescenta zahvaljujuéi boljem

imunoloskom odgovoru na cjepivo u odnosu na odrasle osobe. (180, 186-187)

Metaanalizom koja je uklju¢ivala 60 milijuna osoba oba spola iz ukupno 14 zemalja
ukazala je znac¢ajan u¢inak dostupnih cjepiva u smanjenju prevalencije HPV-om uzrokovanih
bolesti; primarno genitalnih HPV infekcija, anogenitalnih kondiloma, te histoloski verificiranih
CIN2+ dijagnoza. (188) HPV 16 i 18 reducirani su za 83%, HPV 31, 33 i 45 za 54% medu
djevojkama u dobi od 13 do 19 godina. (183-185) Prevalencija anogenitalnih kondiloma
reducirana je za 67%, dok je dijagnoza CIN2+ reducirana za 51% medu djevojkama Zivotne
dobi od 15 do 19 godina. (184-185) Osim toga, potvrden je i ucinak kolektivnog imuniteta u
populaciji djecaka i starijih Zena. (188)

Kumuliraju se dokazi koji potkrijepljuju preporuke o korisnosti cijepljenja osoba oba spola,
ne samo djevojcica. (187) Usprkos znacajno nizim stopama serokonverzije nakon preboljele
HPYV infekcije u muskoj populaciji, dokazana je gotovo 100% serokonverzija nakon cijepljenja

muskaraca. (130, 189-190) Time vakcinacija muSkaraca postaje jedina dugoro¢no pouzdana
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metoda zastite muskaraca od HPV-om induciranih bolesti. (130) U mnogim je zemljama,
ukljucujuéi i nasu, implementiran program cijepljenja djevoj¢ica i djecaka, a u pojedinima
poput Engleske je uvedeno i besplatno cijepljenje za punoljetne homoseksualne osobe muskog
spola. (189) Kod osoba s povecanim rizikom obolijevanja od HPV infekcija, ukljucujuéi i
osobe koje zive sa HIV-om (engleski human immunodeficiency virus) te MSM populaciju,
HPV cjepivo moze biti korisno unato¢ smanjenoj ucinkovitosti zbog potencijalno slabijeg
imunoloskog odgovora kao posljedice prethodne ekspozije HPV-u. (190) lako je rizik razvoja
HPV-om induciranih karcinoma deset puta veci kod Zena u odnosu na muskarce, poznato je da
muskarci imaju veci rizik od oralne infekcije HPV-om te odredenih (primarno orofaringealnih)
karcinoma induciranin HPV-om. (191-192) To se izravno povezuje sa sveukupno vecim
brojem seksualnih partner(-ic)a tokom zivota te konzumacijom duhana. (191-192) Protektivna
uloga vakcinacije osoba zenskog spola na rizik obolijevanja od karcinoma uzrokovanih HPV-
om kod muSkaraca manifestira na sljede¢i nacin: ukoliko je procijepljeno 60% Zena, rizik
obolijevanja od karcinoma induciranin HPV-om smanjuje se za 37% a u slué¢aju kada je
procijepljeno 90% Zena, rizik se smanjuje za 66%. (193-194) Nazalost u mnogim zemljama
procijepljenost kod zena je na razini ispod 60% zbog Cega je tesko postiéi prizeljkivanu zastitu
osoba muskog spola. (194) Nadalje, taj ucinak je minimalan kod osoba homoseksualne
orijentacije. (194) Multiplim studijama dokazano je da unato¢ nizem omjeru utroska i koristi
(engleski cost-benefit ratio) kod cijepljenja muskaraca u odnosu na Zene, ipak je cijepljenje
djecaka i djevojcica korisnije u prevenciji HPV-om induciranih bolesti i karcinoma nego kada
se cijepe samo djevojéice.(189-190, 193-196) Jedna od prednosti cijepljenja osoba oba spola
je itaj da moze omoguditi bolji efekt kolektivnog imuniteta i kod nizih stopa procijepljenosti
populacije. (193-196)

Danas se najvise (u Svijetu, pa definitivno i u Hrvatskoj) najviSe primijenjuje
deveterovalentno (9v) cjepivo protiv HPV. Ono je uéinkovito u prevenciji infekcije i
prekurskorskih cervikalnih lezija (>95% ukoliko se cijepljenje provede prije ekspozicije HPV-
u). Takoder je za 9v cjepivo utvrdena 90%-tna inhibicija incidencije vulvarnih bolesti te 80-
85%-tna inhibicija vaginalnih bolesti. (197-198) Antitijela inducirana 9v cjepivom mogu
prijeci placentu i tako potencijalno pruziti zastitu novorodenceta od infekcije HPV-om 6 i
HPV11. (199) Smatra se da 9v cjepivo ima minimalno kriznu zastitnu ué¢inkovitost u prevenciji
infekcije i razvoja premalignih i malignih bolesti uzrokovanih drugim HPV genotipovima
izuzev onih devet pokrivenih cjepivom. (180, 200) Za nonavalentno cjepivo potvrden je dobar

1 dugotrajan imunoloski odgovor koji je bio odrzan 1 6 godina nakon cijepljenja. Sigurnosni
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profil cijepiva takoder je vrlo povoljan a medu klju¢ne nuspojave ubrajaju se reakcija na mjestu
uboda u smislu bolnosti i otekline. (201-203) Iako se mogu pojaviti i op¢i simptomi, dosad nije
uocen statisticki znacajan povecéan rizik od sistemskih simptoma. (201, 203-206) Metaanalizma
nisu pronadene znacajne nuspojave kao ni negativni utjecaji na trudnodu niti na pojavu

novoste¢enih autoimunih i/ili neuroloskih bolesti nakon HPV vakcinacije. (204-206)

Znanstvenici i1 dalje ulazu napore u razvoj novih cjepiva, primarno kurativnih koji bi
potaknuli stani¢ni imunoloski odgovor s ciljem izlijeCenja uspostavljenih infekcija i malignih
bolesti. Iduc¢a generacija cjepiva trebala bi pokrivati viSe HPV genotipova te zasad postoje
oc¢ekivanja da ¢e se to mocéi posti¢i primjenom cjepiva koja ¢e se bazirati na L2-VL, odnosno

na kimerickim L1-L2-VLP. (181-182)

Cilj procjepljivanja jest viSestruk i do sada su rezultati brojnih studija vrlo jasno pokazali
viSestruku korist cijepljenja; ovaj ¢as najvidljivije u brojevima u smislu smanjenja ucestalosti
Siljastih kondiloma u zemljama u kojima se HPV cijepljenje provodi ve¢ niz godina. Osim toga,
postoje ve¢ brojni dokazi visestruke koristi HPV-cijepljenja u smislu za sada jedinog cjepiva
koje moze prevenirati nastanak karcinoma i rezultati su u tom smislu ohrabrujuéi. (207-215)
No, razumljive su i barijere koje postoje u raznim zemljopisnim podrucjima, ovisno i 0
kulturnom nasljedu, tradiciji i sli¢no, ¢ak nekad i vise nego o financijskom stanju unutar neke
zajednice. Medutim, ¢vrsto vjerujemo da ¢e posezanje za znanstvenim dokazima i1 zdrav razum
prevladati u cilju osiguranja §to je moguce bolje kvalitete Zivota i zdravlja bolesnica i bolesnika
S HPV-genitalnom infekcijom, kao i u smislu prevencije zlocudnih tumora koji su posljedica
HPV-infekcija.lpak, kriticki treba napomenuti da unato¢ hvalevrijednim naporima u
pronalazenju novih kurativnih i preventivnih modaliteta u kontekstu HPV-infekcije, treba imati
na umu je je ve¢ina HPV genotipova sastavni dio naSeg mikrobioma (viroma) te je stoga malo
vjerojatno da ¢e doéi do njihove kompletne eliminacije. Stovise, nije zasad jasno niti da li je to
uopce pozeljno obzirom na vjerojatnost da HPV igra vaznu ulogu u nasem ekosustavu. 1z toga
slijedi da je uz razvoj novih cjepiva vazno nastaviti dalje istrazivati prirodni tijek HPV-
infekcije, jasnije definirati akutne, latentne 1 kronicne HPV-infekcije, pronaéi markere
kroniciteta, odnosno faktore presudne za prijelaz akutne u kroni¢nu infekciju, istraziti
interakciju virusa sa imunoloskim sustavom domacina i moguénosti modifikacije prirodnog
odgovora na prisutnost virusa, ispitati utjecaj HPV-infekcije na plodnost te pronaci dugotrajne
seroloSke markere infekcije. U tome ¢e znaCajnu ulogu imati prospektivne studije sa
dugoro¢nim pra¢enjem (engleski follow-up) i kratkim intervalima provjere navedenih

parametara. (108)
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2. Hipoteza

Genotipovi HPV-a visokog onkogenog rizika (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68)
mogu biti samostalni uzro¢nici benignih lezija u anogenitalnoj regiji muskaraca u ve¢oj mjeri

nego Sto se do sada opisivalo.
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3. Ciljevi rada

3.1 Opéi ciljevi

Ispitati zastupljenost 18 genotipova HPV-a (konsenzus regija) i pojedinih genotipova HPV-a u
klini¢ki promijenjenoj kozi i sluznici genitalne regije muskaraca, te povezati pojedine
genotipove HPV-a s lokalizacijom i klinickim izgledom promjena koze i sluznice u genitalnoj

regiji.

3.2 Specificni ciljevi

1. Korelirati klinic¢ki izgled i anatomsku lokalizaciju benignih anogenitalnih promjena s

pojavom HPV genotipova visokog onkogenog rizika

2. Korelirati klini¢ki izgled i anatomsku lokalizaciju benignih anogenitalnih promjena s

pojavom HPV genotipova niskog onkogenog rizika

3. Usporediti osjetljivost 1 specifi¢nost dviju metoda za detekciju HPV genotipova u muskoj

populaciji

4. Na temelju rezultata istrazivanja odrediti §to adekvatniju metodu za identifikaciju HPV

genotipova u anogenitalnim lezijama muskaraca
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4. Ispitanici i metode

Presjecno unicentri¢no istrazivanje provedeno je u Ambulanti za spolno prenosive
bolesti i genitalne dermatoze Klinike za dermatovenerologiju Klinickog bolni¢kog centra
Zagreb i Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu i u Zavodu za klini¢ku i molekularnu
mikrobiologiju Klini¢kog bolni¢kog centra Zagreb i Medicinskog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu.

Ciljanu populaciju primjenjenog opservacijskog istrazivanja ¢ine muskarci stari 18
do 65 godina s jasnim klinickim znakovima HPV genitalne infekcije u smislu verukoidnih,
fibromatoidnih, papuloznih i hiperkeratoti¢nih Siljastih kondiloma. U istraZivanje je uvrsten
susljedni uzorak svih muskaraca koji su tijekom razdoblja uklju¢ivanja primljeni u ambulantu
radi lijecenja kondiloma u anogenitalnoj regiji. Od strane svih ispitanika potpisan je informirani
pristanak za sudjelovanje u istrazivanju koji je prethodno odobren od strane Etickog
povjerenstva Klini¢kog bolni¢kog centra Zagreb.

Ekskohleacijskom tehnikom, uz prethodnu primjenu lokalnog anestetika (lokalni
pripravak 2,5 % prilokain i 2,5% lidokain, EMLA® krema), uziman je uzorak klini¢ki
promijenjene koze/sluznice genitalne regije ispitanika. Zbog potrebe za viSestrukom
laboratorijskom analizom — najmanje dvjema razli¢itim metodama, kod svakog su ispitanika
uzeta dva ekskohleata s iste anatomske regije ili je jedan veci kondilom bio razrezan na dva
jednaka dijela. Oba ekskohleata su istoga dana potom poslana na laboratorijsku analizu u
zasebnim epruvetama. Potom je za svakog ispitanika (n=70) iz jednog (od dva zasebno
pohranjena) uzorka ucinjen HPV genotipizacijski test INNO-LiPA (INNOGENETICS, Gent,
Belgija) koji se bazira na principu reverzne hibridizacije sa ciljem identifikacije 32 razli¢ita
HPV DNA tipa ukljucujuéi visokorizi¢ne i niskorizi¢ne. Tom se metodom amplificira fragment
L1 gena koji se sastoji od 65 parova baza koriste¢i SPF10 primer. INNO-LiPA test ucinjen je
na uzorcima svih 70 ispitanika koliko je bilo uklju€eno u nase istraZivanje.

S obzirom da INNO-LiPA metoda zbog svoje tehnicke zahtjevnosti i cijene zasad
nije u komercijalnoj primjeni nego se njome sluzi uglavnom u znanstveno-istrazivacke svrhe,
korelirali smo kod dijela uzoraka nalaz tog testa sa rezultatima dvaju nama dostupnih testova
HPV detekcije. Prvi je komercijalni test Digene HC 11 HPV DNA Test (Qiagen, Njemacka)
koji se osniva na hibridizaciji s amplifikacijom signala. Taj test jo§ uvijek se primjenjuje za
HPV detekciju kod Zena u velikom broju zemalja iako se u novije vrijeme pomalo napusta i

zamjenjuje PCR-om. Dostupna nam je bila jos i in-house PCR metoda Bernard HU i sur (217).
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Ovom in-house PCR metodom izolira sc¢ HPV DNA, a potom se izolirana DNA umnozava
metodom lanc¢ane polimeraze pomocu cCetiri degenerativna grupno specificna oligonukleotida:
MY09/MY 11 koji umnozavaju dio gena L1 veli¢ine 450 bp koji obuhvacéa vise od 50 razli¢itih
genotipova i GH20 i PC04 koji predstavljaju dio gena za B-globin, veli¢ine 268 bp koji se nalazi
u svakoj ljudskoj stanici i koji zbog toga koristimo za kontrolu izolacije ukupne stanicne DNA.
(217)

Zarazliku od INNO-LiPA-e, in-house PCR metoda kao i HC 1l (Digene) koriste se
za detekciju HPV DNA te nisu genotipizacijske metode, §to znaci da njima ne dobijemo

informaciju o HPV genotipu (ili viSe njih) nego samo potvrdu prisutnosti HPV DNA u uzorku.

4.1 Metode molekularne biologije za detekciju HPV DNA

Temelj hibridizacije je Watsonovo i Crickovo pravilo komplementarnosti dvaju
lanaca DNA i istovjetno sparivanje purinskih i pirimidinskih baza. Naime, adenin se spaja s
timinom, a guanin s citozinom. Veza izmedu parova baza odnosno izmedu dvostrukih lanaca
DNA prekida se pri poveanim temperaturama (denaturacija), a ponovo se uspostavlja
hladenjem (renaturacija).

Za detekciju HPV se koriste brojne tehnicki razlicite molekularne metode bazirane
na hibridizaciji nukleinskih kiselina. Princip svih metoda je sparivanje, odnosno hibridizacija
izmedu komplementarnih predjela malih oznacenih dijelova nukleinskih kiselina nazvanih
probe i ciljne DNA. Hibridizacija obuhvaca postupak denaturacije dvolan¢ane DNA u
jednolanc¢anu 1 detekciju jednolancane DNA s obiljeZenim, komplementarnim probama DNA.
Probe su obiljezene s razliCitim radioaktivnim i neradioaktivnim markerima (biotin,
digoksigenin). Cvrsto¢a vezanja izmedu probe i ciljne DNA je ovisna od sukladnosti rasporeda
oligonukleotida u oba lanca, i od uvjeta u kojima se odvija hibridizacija.

Postoji vise vrsta hibridizacijskih metoda. Digene Hybrid Capture 2 je jedna od njih. Bazira se

na tekuc¢inskoj hibridizaciji s amplifikacijom signala.

4.1.1 Hybrid capture Il (HC I1) — Digene

Tekucinska hibridizacija je metoda na kojoj se temelji HC II test (Digene Laboratories,
Silver Spring, SAD). Danas se koristi druga generacija ovog testa. Metoda se temelji na

tekucinskoj hibridizaciji; naime, do hibridizacije ciljne DNA HPV s ozna¢enom RNA HPV
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probom dolazi u tekucini. Nastali hibridizacijski kompleksi se vezu za stijenke epruvete koje
su prekrivene protutijelima protiv hibrida RNA:DNA. Nakon ispiranja dodaju se protutijela
protiv hibrida RNA:DNA oznacena s alkalnom fosfatazom, i kemiluminiscentan supstrat. Na
svako protutijelo konjugirano je nekoliko molekula alkalne fosfataze. Ako se supstrat veze na

alkalnu fosfatazu, emitira svjetlo koje se mjeri luminometrom.

Test omogucuje razlikovanje infekcije s genotipovima visokog rizika od infekcije s
genotipovima niskog rizika, medutim, identifikacija pojedinog genotipa nije moguca. Tim
testom obuhvaceno je 13 genotipova visokog rizika (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 68) i 5 genotipova niskog rizika (6, 11, 42, 43, 44) (referenca). Ovim testom detektira se
cak 1 pg DNA HPV/ml; njegova osjetljivost se gotovo moze usporedivati s PCR. Prednost

ovog testa je relativno jednostavna izvedba i dobra reproducibilnost rezultata.

Princip testa je slijedeci: do hibridizacije ciljne DNA HPV s oznacenom RNA HPV
probom dolazi u tekucini. Nastali hibridizacijski kompleksi vezu se za stijenke epruvete koje
su prekrivene protutijelima protiv hibrida RNA:DNA. Nakon ispiranja dodaju se protutijela
protiv hibrida RNA:DNA oznacena s alkalnom fosfatazom, i kemiluminiscentan supstrat. Na
svako protutijelo konjugirano je nekoliko molekula alkalne fosfataze. Ako se supstrat veze na
alkalnu fosfatazu, emitira svjetlo koje se mjeri luminometrom.

Test se sastojao od slijedecih faza:
e Denaturacija uzorka

Kod otvaranja novog testa reagensu za denaturaciju (NaOH 1x50 mL) dodaje se 5 kapi
boje za indikaciju; tako pripremljen stabilan je 3 mjeseca na 2 - 8°C.

Svakom uzorku (i kontrolnim uzorcima) treba dodati 2 koliine reagensa za
denaturaciju (na 1 mL uzorka dodaje se %2 mL reagensa za denaturaciju); nakon vorteksiranja
(5 sek.) svaki uzorak mora biti ljubicaste boje. Tako obradeni uzorci inkubiraju se u vodenoj
kupelji 45 minuta na 65°.

e Hibridizacija

Probama za HPV genotipove visokog rizika (proba B), ili za genotipove niskog rizika
(proba A) dodaje se diluent u razrjedenju 1:25.

Epruvete za hibridizaciju (po 8 ih je vezano zajedno) stave se u stalak za hibridizaciju;
u svaku epruvetu ukapalo se 25 pL probe A ili probe B (mjesavina genotipova niskog, odnosno,
visokog rizika) i 75 pL denaturiranog uzorka i kontrole. Najprije se ukapava negativna kontrola
(3 x), pa pozitivna kontrola (3 x), a zatim odredenim redom uzorci. Nakon §to se epruvete

pokriju plate sealer-om (ljepljivom folijom) i na stalak stavi poklopac, mije$aju se na rotary
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shaker-u kod 1100 rpm 3 - 5 minuta. Uzorci promijene boju u zuto. Inkubiraju se u vodenoj

kupelji 60 minuta na 65°C da se dovrsi hibridizacija.

e Vezanje hibrida za dno mikroplocice
Na dno mikroploCice vezana su anti RNA:DNA protutijela. Cijeli sadrzaj iz
hibridizacijskih epruveta prenosi se na mikroplo¢icu 8 - kanalnim pipetorom. Zatim se
mikroplocica prekrije plate sealer-om i inkubira 60 minuta na sobnoj temperaturi tresuci se pri

1100 rpm na shaker- u da bi se vezao hibrid RNA:DNA. Nakon toga se odstrani supernatant.

e Detekcija nastalog hibrida

Wash buffer (pufer za ispiranje) priprema se tako da se 100 mL koncentrata pomijesa s
3 L destilirane vode; tako razrijedeni pufer stabilan je 3 mjeseca na 2 - 25°C. Reagensi za
detekciju (1 i 2) priremaju se neposredno prije upotrebe. S obzirom da se reagensi dodaju 8 —
kanalnom pipetom, potrebno je u kadicu odmjeriti to¢nu koli¢inu reagensa prema broju
uzoraka.

U svaku jaZicu ukapa se 75 pL reagensa za detekciju 1 (alkalna fosfataza vezana na
specifi¢na protutijela protiv RNA:DNA hibrida), prekrije se parafinom i ostavi 30 minuta na
sobnoj temperaturi (20-25°C). Nakon S$to se dekantira supernatant i mikroplo€ica otrese na
stanievinu, ispire se 6 puta puferom za ispiranje 1 osuSi 5 minuta na stanicevini. Zatim se
dodaje 75 pL reagensa za detekciju 2 (kemiluminiscentan supstrat, CDP-Star s emeraldom 1)
u svaku jazicu, pokrije se parafinom i inkubira u mraku na sobnoj temperaturi.

Odmabh po isteku inkubacije, rezultati se o¢itavaju na luminometru DML2000 koji mjeri
“relativne jedinice svjetla” — RLU (prema engl. Relative Light Units) i dobivene rezultate

usporeduje sa srednjom vrijednosti pozitivne kontrole koriste¢i Digene system software. (216)
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Slika 8. Postupak izvodenja Digene Hybrid Capture 2 testa

4.1.2 Lancana reakcija polimeraze (PCR)

PCR je metoda in vitro sinteze nukleinskih kiselina kojom se specifi¢ni odsje¢ak DNA
moze umnoziti u velikom broju kopija. PCR je vrlo osjetljiva metoda kojom se umnazanje
moze zapoceti od jedne molekule DNA. Osnovni princip testa je da svaki mikroorganizam
posjeduje jedinstvenu DNA ili RNA “potpisnu sekvencu” koja se ponavljanim ciklusima
sinteze oligonukleotidnog lanca umnozava do detekcijske razine.

Preduvjet umnazanja gena je poznavanje barem jednog dijela slijeda nukleotida
ispitivanog gena. Zbog toga se odabiru pocetni oligonukleotidi DNA ("primeri”, "klice")
komplementarni s granicnim dijelovima poznatog slijeda DNA (ciljna DNA). Pocetni
oligonukleotidi sparuju se sa suprotnim lancima ciljne DNA, a orijentirani su tako da se sinteza
nove DNA odvija u regiji izmedu njih.

Ukratko, metoda se izvodila tako da se mjeSavina genomske DNA pomijesa s
pojedina¢nim nukleotidima, parom pocetnih oligonukleotida, termostabilnom (Taq, Thermus
aquaticus) DNA polimerazom te solima i deterdZentima odredenih koncentracija. Takva se

mjeSavina cikli¢ki inkubira na to¢no odredenim temperaturama. Nakon posljednjeg ciklusa
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cjelokupna se reakcija zaustavlja hladenjem na +4 °C. Svaki ciklus PCR udvostrucava koli¢inu
ciljne DNA, a rezultat toga je eksponencijalno nakupljanje specificnih ciljnih fragmenata.

Metoda PCR se uspjesno primjenjuje i za detekciju virusne DNA .

4.1.2.1 Izolacija DNA HPV za umnozZavanje primerima MY09/ MY11

Izolacija se vrsi iz originalnog transportnog medija. U sterilnu epruvetu za
mikrocentrifugiranje od 1.5 mL stavi se 200 pL uzorka, 20 pL proteinaze K (800 pL/mL) i 2
uL Tween 20. Ova mjeSavina trese se najmanje 2 sata u termobloku na 55°C. Na taj nacin
uni$timo stani¢nu i jezgrinu membranu. Nakon toga inaktiviramo proteinazu K 10 --minutnim
grijanjem uzorka u termobloku na 95°C. Tako obradeni uzorak mozemo cuvati 24 sata na +4°C

ili duze na — 20°C.

4.1.2.2 UmnozZavanje DNA HPV lancanom reakcijom polimeraze

Izoliranu DNA koju smo dobili obradom uzorka umnozavali smo lancanom reakcijom
polimeraze. Za umnoZavanje smo koristili 2 1 degenerativna grupno specificna oligonukleotida,
kao i unutarnju kontrolu:

e MY091MY11, koji umnozavaju dio gena L1 veli¢ine 450 bp koji obuhvaca vise od 50

razli¢itih genotipova.

e GH20iPCO04; to je dio gena za 3-globin, veli¢ine 268 bp koji se nalazi u svakoj ljudskoj
stanici 1 koji zbog toga koristimo za kontrolu izolacije ukupne stanicne DNA;
naime, uspjeSno umnozena unutarnja kontrola pokazuje da je izolacija DNA bila

uspjesna i da u uzorku nema inhibitora PCR-a.

U sterilnu epruvetu se za svaki par zaetnika otpipetirali smo oko 49.75 pL PCR
mjeSavine (master mix) 1 0.25 pL uzorka. Master mix sadrzi: 200 mM dATP, dCTP, dGTP id
TTP, 10 mM Tris-HCI (pH 8.5), 50 mM KClI, 1.5 mM MgCl», 50 pmol svakog zacetnika i 2.5

U enzima Taq polimeraze.

Umnazanje (amplifikacija) je u¢injena u Perkin-Elmer 9600 aparatu. Termalni ciklusi
za oligonukleotide MY09/11 bili su:

43



e inicijalna denaturacija 95°C 1 minuta 1 ciklus
e denaturacija 94°C - 15 sekundi

e sljepljivanje 50°C - 10 sekundi

e ekstenzija 72°C - 20 sekundi 40 ciklusa

Nakon zadnjeg ciklusa PCR slijedi inkubacija od 5 minuta na 72°C. Reakcijsku

mjesavinu smo drzali na +4°C.

4.1.2.3 Detekcija produkata

Specifi¢nost produkata PCR reakcije odredivali smo elektroforezom u gelu.
Gel (4%) se priprema na slijede¢i nacin:
- ucaSu dodamo 2 g metafor agaroze i 50 mL 1x TEA pufera te zagrijavamo do
temperature vreliSta; otopinu ohladimo i tada dodajemo SYBR safe gel stain. To je
fluorescentna boja koja se veze na dvolancanu DNA; pri izlaganju UV svjetlu SYBR safe
gel stain vezan za dvolan¢anu DNA omogucuje vizualiziranje prisutne DNA.
e stvrdnuti gel stavimo u kadu za elektroforezu i dodamo toliko 1x TEA pufera da
pokrije gornju povrsinu gela.
e uprvu jazicu dodamo molekularni marker. Upotrijebili smo molekularni marker od
100 bp.
e U5 pL produkta PCR dodamo 2 pL loading otopine. Ovu otopinu ukapamo u
slijedecu jaZicu.
e elektroforeza u gelu odvija se na sobnoj temperaturi 1 — 2 sata pri naponu od 100
V.

e nakon toga gel osvjetlimo na transluminatoru i snimimo polaroidnom kamerom

Prisutnost HPV DNA odredujemo usporedivanjem veli¢ine produkta PCR, pozitivne kontrole

i dijelova DNA koji sadrzi molekularni marker.
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4.1.3 INNO-LiPA

INNO-LIiPA HPV genotipizacija je metoda koja se bazira na principu reverzne
hibridizacije. Ukratko, dio L1 regije HPV genoma se amplificira pomocu pocetnica SPF10.
Rezultat te amplifikacije su biotinilirani PCR produkti koji se potom denaturiraju i hibridiziraju
sa specifiénim oligonukleotidnim probama. U INNO-Li testu se koriste nitrocelulozne
membrane (test trakice) na kojima su hibridizirane DNA probe specifine za pojedine
genotipove HPV (6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 56, 58, 59,
61, 62, 66, 67, 68, 70, 73, 81, 82, 83 i 89). Sve probe su imobilizirane kao paralelne linije na
nitroceluloznoj membrani, a obiljezene su digoksigeninom. Nakon hibridizacije i ispiranja,
dodaje se konjugacijska otopina (streptavidin obiljeZen alkalnom fosfatazom) koja se veze na
svaki prethodno formirani biotinilirani hibrid.

Zatim se dodaju dvije supstratne otopine: BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl
phosphate) i NBT (nitro blue tetrazolium) u DMF (dimethylformamide) i inkubira se 30 minuta
na 49°C uz njihanje u vodenoj kupelji. Otopina se ukloni, a razvijanje boje zaustavlja se

ispiranjem traka destiliranom vodom.

Slika 9. Inkubacija u vodenoj kupelji
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Boja nastaje kao posljedica djelovanja alkalne fosfataze na supstratnu otopinu, jer ona

cijepa supstratnu otopinu, pa na nitroceluloznim membranama (test trakicama) nastaje

ljubicasti precipitat tako da se rezultati mogu vizualno interpretirati.

Slika 10. Jazice sa probama imobiliziranim na nitroceluloznoj membrani

Amplifikacijski kit (INNO-LiPA HPV genotyping Extra Amp) standardiziran je za

pripremu biotiniliranog amplificiranog materijala. Ovaj amplifikacijski kit bazira se na

polimeraza lanc¢anoj reakciji (PCR).

Amplifikacijski produkt se potom hibridizira koriste¢i nitroceluloznu membranu na kojoj je

fiksirano 32 tipno specifiénih DNA proba i 4 kontrolne linije.

Genotipizacija metodom INNO-LiPA ukljucuje:

Amplifikaciju ekstrahirane DNA

Hibridizaciju amplificiranog produkta na nitroceluloznu membranu, nakon ¢ega
slijedi temeljito ispiranje

Dodatak konjugata i supstrata Sto rezultira razvijanjem boje

Vizualno oditavanje i interpretacija rezultata
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(Dodatni par pocetnica za amplifikaciju humanog HLA-DBP1 gena dodaje se radi
monitoriranja kvalitete uzorka i njegove ekstrakcije).

4.1.3.1 Ocitavanje i interpretacija rezultata

Uzorak se smatra pozitivnim kada se pojavi jasno naznacena linija ljubicaste ili smede
boje na kraju postupka. Trakica s linijama prikazuje polozaj razlicitih oligonukleotidnih proba.
Prva linija neposredno ispod linije markera je linija kontrole konjugata kojom se nadzire
dodatak reaktivne otopine konjugata i supstrata u postupku detekcije. Ona treba uvijek biti
pozitivna i morala bi biti istog intenziteta boje na svim trakicama u istoj testnoj seriji.

Druga linija je kontrola humane DNA kojom se kontrolira kvaliteta uzorka i efikasnost
ekstrakcije. Ona takoder treba uvijek biti pozitivna, osim u slucaju kada je amplifikacija
humane DNA onemogucena zbog velike koli¢ine HPV DNA u uzorku.

Uzorak se smatra pozitivnim ukoliko je najmanje jedna od tipno-specifi¢nih linija ili jedna od
HPV kontrolnih linija pozitivna. Uvijek treba uciniti test pozitivne i negativne kontrole.
Ukoliko se dobije pozitivna linija na liniji gdje je negativna kontrola, rezultati tog testa se
zanemaruju i cijeli postupak je potrebno uciniti ispocetka.

- (

od
-
-
P-

Slika 11. Vizualna interpretacija rezultata INNO-LIiPA testa

\4(\"'
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Trakice se smiju ocitavati isklju€ivo kada su u potpunosti suhe. Uzorak se smatra
pozitivnim ukoliko je najmanje jedna od tipno-specifi¢nih linija ili jedna od HPV kontrolnih
linija pozitivna. Sve jasno pozitivne linije potom se ocjenjuju koriste¢i INNO-LIPA HPV
Genotyping Extra interpretacijsku karticu koja je priloZena uz kit. U toj kartici oznacene su sa
“X” pozitivne linije za razli¢ite HPV tipove (kolumne). Na slici broj 12 moze se vidjeti primjer
dokumenta s o€itanim rezultatima.

Svi HPV genotipovi koji imaju slabiju linijju za odredeni genotip (u usporedbi s
interpretacijskom karticom), moraju se oznaciti kao prisutni ili moguce prisutni u uzorku.
Moguce je da ja neki HPV tip prisutan u uzorku ukoliko su sve linije koje formiraju njegov
specifiéni  hibridizacijski uzorak ve¢ dio jednog ili multiplih specifi¢nih hibridizacijskih
uzoraka drugih HPV tipova.

Uzorci kod kojih se dobije uzorak koji se ne moze pripisati nijednom uzorku genotipa
ili koji nema tipno-specifi¢ne linije (1-32) ali ima barem jednu liniju HPV kontrole pozitivnu,
mora se oznaciti kao HPV pozitivan ali neidentificiran (HPVX).

Materijal kod kojeg se samo dio linijskog uzorka moze pripisati jednom ili vise specificnih
genotipova sadrzi HPV X (neidentificirani HPV tip) kao i konkretne genotipove.

Kada se dobije reaktivnost na svim linijama takav nalaz se smatra neprikladnim za
interpretaciju te se cijeli postupak mora ponoviti pocevsi od ekstrakcije DNA kod svih uzoraka

koji imaju takav rezultat.
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Slika 12. Ocitavanje rezultata INNO-LiPA testa

4.1.3.2 Ogranicenja procedure

INNO-LIPA genotipizacijska metoda ne razlikuje HPV69 i HPV71. Osim toga, INNO-
LiPA Genotyping Extra ne razlikuje HPV tipove u koinfekciji kada je uzorak tog tipa ve¢ dio
uzorka jednog ili viSe specifi¢nih hibridizacijskih uzoraka drugih HPV tipova (npr. HPV31+54
i HPV31; HPV33+54 i HPV33).

Mijesane infekcije s 2 ili viSe HPV genotipova su ¢este. INNO-LIPA HPV Genotyping Extra

Amp kit koristi poCetnice koje amplificiraju sve genotipove simultano. Zbog PCR kompeticije
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1 odsutnosti pojedinih genotipova na trakici, moguce je da pojedini genotipovi prisutni kod

mijesanih infekcija ne budu detektirani. (157)

4.2 Statisti¢ka obrada

Statisticka obrada provedena je u programskom paketu Statistica (TIBCO Software Inc. (2018).
Statistica (data analysis software system), version 13. http://tibco.com.).

Razina statistiCke znacajnosti postavljena je na 0,05. U svim analizama koristili su se
dvosmjerni (engl. two-tailed) testovi. Deskriptivne vrijednosti varijabli mjerenih nominalnom
ili ordinalnom ljestvicom prikazane su kontingencijskim tablicama. Deskriptivne vrijednosti
metri¢kih varijabli, tj. onih mjerenim intervalnom ili omjernom ljestvicom prikazane su kao
srednja vrijednost (aritmeticka sredina), standardna devijacija, medijan i interkvartilni raspon.
Prije provodenja statistickih testova normalnost razdiobe potonjih varijabli ispitana je Shapiro-
Wilkovim testom, nakon ¢ega su u statistickoj analizi koriSteni odgovarajuéi parametrijski
odnosno neparametrijski testovi, kako je navedeno u poglavlju Rezultati.

Za kontinuirane varijable usporedbe dvaju skupina provedene su Mann Whitneyevim U testom
a usporedbe vise skupina Kruskal-Wallis ANOVA-om. Analize varijabli mjerenih nominalnom

ljestvicom provedene su hi-kvadrat testom.
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5. Rezultati

5.1 Op¢i pokazatelji i deskriptivne vrijednosti

U presjec¢no opservacijsko istrazivanje uvrSteno je u razdoblju od ozujka do studenog 2017.

godine ukupno 70 ispitanika muskog spola, starosti od 18 do 63 godine.

Tablica 1. —Deskriptivni podaci za dob bolesnika

N

M

-95% IP

+95% IP

Med

Min

Maks

DK

GK

SD

Dob | 70

32,06

29,79

34,33

30,50

18,00

63,00

24,00

39,00

9,51

* N = broj ispitanika; M = srednja vrijednost; -95% / +95% IP = intervali pouzdanosti; Med =

medijan; Min/Maks = najmanja i naviSa vrijednost; DK/GK = donji 1 gornji kvartil; SD =

standardna devijacija

Deskriptivni podaci dobi ispitanika prikazani su u tablici 1.

Tablica 2. — Trajanje bolesti (kondiloma) [m]]

-95% +959% )
N | M Med | Min | Maks | DK | GK |SD
IP IP
Trajanje | 70 | 15,02 | 6,478 23,57 6,00 | 0,50 | 240,0 | 4,00 | 12,00 | 35,84

Raspon trajanja bolesti (kondiloma) u momentu kada su ispitanici uvrsteni u studiju razmjerno

je sirok; ukljucujuci trajanje od 2 tjedna do 20 godina zbog cega je medijan trajanja infekcije

(odnosno pojave kondiloma) izraZen u mjesecima bolji pokazatelj od srednje vrijednosti

(tablica 2.).
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Tablica 3. — Tip kondiloma

prema klini¢koj prezentaciji

N %
fibromatoidni 4 571
ravni 8 11,43
papulozni 21 30,00
verukozni 37 52,86
Ukupno 70 100,00

S obzirom na precizniju klini¢ku klasifikaciju kondiloma, mozemo razlikovati Cetiri osnovna
tipa (iako niti jedna klasifikacija nije sasvim konzistentna i dovoljno obuhvatna): papulozni,
verukozni, fibromatoidni i ravni. Medu njima je iz tablice 3. vidljivo da su najbrojniji tip
kondiloma verukozni (52,86%) i papulozni (30,00%), dok su ostala dva tipa znatno manje

zastupljena. U tablici 3. prikazana je raspodjela kondiloma po tipu.

Tablica 4. — Lokalizacija

kondiloma

N %
ingvinalno 1| 1,43
sulkus koronarijus | 1 | 1,43
skrotum 2 | 2,86
perianalno 4 | 571
unutraﬁir-lji list o | 1286
prepucija
pubicno 10 | 14,29
korpus 19 | 27,14
radiks 24 | 34,29
Ukupno 70 | 100,00

U tablici 4. prikazana je raspodjela kondiloma po lokalizaciji.
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Osim klini¢kog izgleda kondiloma, analizirana je i lokalizacija kondiloma kako je prikazano u

tablici 4. Razvidno je iz tablice da je naj¢eSca lokalizacija kondiloma u naSem istrazivanju

radiks penisa (34,29%) i distalni dio korpusa penisa (27,14%).

Tablica 5. — Lokalizacija

kondiloma

N %
radiks 24 | 34,29
skrotum 2 | 2,86
perianalno 4 | 571
unutraé-l-lji list o | 1286
prepucija
pubicno 10 | 14,29
korpus 19| 27,14
ostalo 2 | 2,86
Ukupno 70 | 100,00

Udio kondiloma po njihovoj lokalizaciji prikazan je u tablici 5. Isti su rezultati prikazani
graficki na slici broj 13.
S obzirom da su lokalizacije (u koronalnom sulkusu i ingvinalnoj regiji) zastupljene u po samo

jednog ispitanika, u daljnjim analizama svrstane su zajedno u kategoriju “ostalo”.
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Prisutnost HPV DNA VR ispitivana je pomocu dvije metode detekcije; Hybrid Capture 11

%

Slika 13. Graficki prikaz lokalizacije kondiloma

= skrotum

= perianalno

= unut. list prep.

= pubi¢no
m korpus
= radiks

u ostalo

(Digene) kojom je obradeno ukupno 40 uzoraka i polymerase chain reaction (PCR) kojom je

obradeno ukupno 50 uzoraka.

Tablica 6. — HC Il (Digene) VR

N | %
neg 22 | 55,00
poz 18 | 45,00
Ukupno 40 | 100,00

Rezultati HC 11 (Digene) VR metode prikazani su u tablici 6.
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Tablica 7. — PCR

N | %
neg 30 | 60,00
poz 20 | 40,00
Ukupno 50 | 100,00

Rezultati dobiveni koriStenjem metode PCR prikazani su u tablici 7.

U svrhu HPV DNA tipizacije primijenjena je INNO-LiPA metoda na ukupno 70 uzoraka.

Tom metodom utvrden je konkretan HPV genotip ili vise njih.

Tablica 8. — INNO-LiPA

(broj nadenih genotipova)

N | %
0 8 |11,43
1 49 | 70,00
2 9 |12,86
3 4 |5/71
Ukupno 70 | 100,00

Broj genotipova HPV verificiranih po pojedinom uzorku (ispitaniku) metodom INNO-LiPA
prikazan je u tablici 8.. U tablici je prikazan je broj genotipova koji su dokazani. Pri tom je dio
uzoraka imao negativan rezultat na HPV DNA (kategorija “0”; N=8). Od ukupno 8 ispitanika
s negativnim rezultatom INNO-LiPA-e, kod Sestorice se radilo o papuloznim kondilomima; a
medu njima su kod ¢etvorice papulozni kondilomi bili lokalizirani na radiksu penisa. Medutim,
u vecini uzoraka pronaden je barem jedan genotip HPV-a. U najveceg je broja ispitanika
dokazan samo jedan genotip, dok je u 13 ispitanika (18,58 %) dokazana istovremena
(ko)infekcija s dva, odnosno tri genotipa virusa. Jednostavni graficki prikaz rezultata iz tablice

broj 8 vidljiv je i na slici broj 14.
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Slika 14. Graficki prikaz broja genotipova HPV verificiranih po pojedinom uzorku
(ispitaniku) metodom INNO-LiPA

Tablica 9. — INNO-LiPA

(visokorizi¢ni 1 niskorizi¢ni

tipovi)

N %
0 11,43
VR 4 5,71
NR 48 | 68,57
VR iNR 10 | 14,29
Ukupno 70 | 100,00

=(
=]
=2
=3

U tablici 9. prikazan je tip virusa (niskoriziéni ili visokorizi¢ni) utvrden INNO-LiPA metodom.

Prisutnost visokorizicnog HPV genotipa utvrdena je u ukupno 14 ispitanika) (20,00%) kao

jedini genotip virusa i u 10 ispitanika zajedno s virusima niskorizi¢nog genotipa (koinfekcija,

odnosno mijesana infekcija).
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Slika 15. Visoko- i niskorizi¢ni genotipovi verificirani metodom INNO-LiPA

Na slici 15 dan je graficki prikaz udjela dobivenih rezultata prema vrsti HPV genotipova

detektiranih u ispitanika naseg istraZivanja.
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Tablica 10. — Sve kombinacije HPV

genotipova verificirane metodom INNO-

LiPA
N %
HPV6, HPV59 1 1,43
HPV16, HPV66 1 1,43
HPV6, HPV58 1 1,43
HPV52, HPV6 1 1,43
HPV53, HPV66, HPV61 1 1,43
HPV6, HPV66 1 1,43
HPV6, HPV81 1 1,43
HPV58, HPV82, HPV6 1 1,43
HPV6, HPV52 1 1,43
HPV6, HPV16, HPV18 1 1,43
HPV35, HPV45, HPV6 1 1,43
HPV16 2 2,86
HPV18, HPV6 2 2,86
HPV11 3 4,29
Negativan 8 11,43
HPV6 44 | 62,86
Ukupno 70 | 100,00

Tablica 10. prikazuje sve kombinacije HPV genotipova koje su INNO-LiPA metodom
pronadene u istraZivanju. Od ukupno obradenih 70 uzorka, u 8 ispitanika nalaz je bio negativan
na HPV DNA, §to znaci da virus nije dokazan. 1z toga slijedi da je pozitivan nalaz INNO-LiPA

metodom utvrden u ukupno 62 ispitanika.
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Tablica 11. — INNO-LiPA

(raspodjela genotipova)

N %
HPV35 1 1,3
HPV45 1 1,3
HPV53 1 1,3
HPV59 1 1,3
HPV61 1 1,3
HPV81 1 1,3
HPV82 1 1,3
HPV52 2 2,5
HPV58 2 2,5
HPV11 3 3,8
HPV18 3 3,8
HPV66 3 38
HPV16 4 5,1
HPV6 55 69,6
Ukupno 79 100,0

S obzirom da je u nekih ispitanika pronadeno vise od jednog genotipa HPV-a, ukupan broj
pronadenih individualnih genotipova je 79. Tablica 11. prikazuje raspodjelu tih genotipova
(N=79) u ispitanika koji su imali pozitivan nalaz (N=62). Rezultati zapravo pokazuju

distribuciju HPV genotipova u promatranoj populaciji.



5.2 Povezanost tipa i lokalizacije kondiloma s drugim parametrima

Tablica 12. — Srednja dob [g] ispitanika prema lokalizaciji kondiloma

Lokalizacija -95% | +95
M N | SD DK Med GK
IP % IP
unutrasnji list prepucija 27,33 9 5,96 22,75 | 31,91 | 25,00 | 27,00 | 31,00
1
korpus penisa 30,37 o 8,75 | 26,15 | 34,59 | 24,00 | 27,00 | 36,00
perianalno 4400 | 4 | 17,53 | 16,10 | 71,90 | 29,50 | 44,00 | 58,50
2
radiks penisa 32,17 4 944 | 28,18 | 36,15 | 24,00 | 30,50 | 41,50
1
pubi¢no 33,20 0 8,65 | 27,01 | 39,39 | 26,00 | 34,50 | 42,00
skrotum 3850 | 2 | 354 6,73 | 70,27 | 36,00 | 38,50 | 41,00
ostalo 32,00 | 2 | 1,41 | 19,29 | 44,71 | 31,00 | 32,00 | 33,00

p = 0,378; Kruskal-Wallis ANOVA

Tablica 12. prikazuje distribuciju srednje dobi ispitanika prema lokalizaciji kondiloma.

Moze se uociti niza srednja dob ispitanika s kondilomima u predjelu unutra$njeg lista prepucija.
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Tablica 13. — Srednje trajanje [mj] bolesti prema lokalizaciji kondiloma

Lokalizacija +95%
M N SD -95% IP P DK | Med | GK
unutrasnji list
3 4,78 9 2,17 3,11 6,44 | 4,00 | 5,00 | 6,00
prepucija
1640, 120, | 240,0
skrotum 120,38 | 2 | 169,18 | -1399,60 0,75
35 38 0
radiks penisa 10,23 | 24 | 14,84 3,96 16,49 | 3,50 | 6,00 | 8,50
pubi¢no 11,80 | 10 | 13,15 2,40 21,20 | 6,00 | 7,00 | 12,00
. 15,0
perianalno 15,00 4 10,39 -1,54 31,54 | 6,00 0 24,00
korpus penisa 17,39 | 19 | 40,15 -1,96 36,74 | 3,00 | 8,00 | 12,00
ostalo 7,00 2 1,41 -5,71 19,71 | 6,00 | 7,00 | 8,00

p = 0,433; Kruskal-Wallis ANOVA

U tablici 13. prikazani su rezultati srednjeg trajanja bolesti izrazeno u mjesecima prema

lokalizaciji kondiloma.

Tablica 14. — Srednja dob [g] ispitanika prema tipu kondiloma

Tip 95% | +95%
M | N | SD DK | Med | GK

IP IP
ravni 2988 | 8 | 844 | 2282 | 36,93 |22,50 2850 37,50
verukozni 31,11 | 37 | 9,52 | 27,94 | 34,28 |24,00] 27,00 | 35,00
fibromatoidni 33,75| 4 |10,14| 17,61 | 49,89 | 25,00 | 34,00 | 42,50
papulozni 34,24 | 21 | 9,98 | 29,69 | 3878 |26,00 34,00 41,00

p = 0,531; Kruskal-Wallis ANOVA

U tablici 14. prikazana je distribucija srednje dobi ispitanika prema tipu kondiloma.
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Tablica 15. — Srednja trajanje [mj] bolesti prema tipu kondiloma

Tip 950 | +95%
M | N| SD DK | Med | GK

IP IP
fibromatoidni 475 | 4 [ 275 [ 037 913 | 2,50 | 4,50 | 7,00
ravni 550 | 8 | 214 | 3,71 729 | 4,00 | 500 | 7,00
verukozni 144337 [30,84| 415 | 24,72 |3,00 | 6,00 | 12,00
papulozni 2165 |21 [51,12| -161 | 4492 | 6,00 | 8,00 |12,00

p = 0,314; Kruskal-Wallis ANOVA

Tablica 15. prikazuje rezultate srednjeg trajanja bolesti izraZzeno u mjesecima prema tipu
kondiloma. Uocljivo je krace srednje trajanje bolesti kod fibromatoidnih i ravnih kondiloma u

odnosu na ostale tipove kondiloma.

Tablica 16. — Broj genotipova prema tipu kondiloma

Tip M N SD | DK | Med | GK
papulozni 0,90 | 21 | 0,77 | 0,00 | 1,00 | 1,00
verukozni 1,14 | 37 | 0,42 | 1,00 | 1,00 | 1,00
fibromatoidni 1,25 | 4 | 050 | 1,00 | 1,00 | 1,50
ravni 1,63 | 8 | 1,19 | 1,00 | 1,00 | 3,00

p = 0,162; Kruskal-Wallis ANOVA

U tablici 16. vidljiv je veéi broj genotipova kod ravnih kondiloma nego kod papuloznih
kondiloma.
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Tablica 17. — Broj genotipova prema lokalizaciji kondiloma

Tip M N SD |DK | Med | GK
skrotum 0,50 |2 0,71 10,00 | 0,50 | 1,00
radiks penisa 0,88 | 24 0,45 | 1,00 [ 1,00 | 1,00
perianalno 1,00 | 4 0,82 | 0,50 [ 1,00 | 1,50
korpus penisa 1,16 | 19 0,50 | 1,00 [ 1,00 | 1,00
pubiéno 1,20 | 10 0,79 | 1,00 | 1,00 | 1,00
unutrasnji list prepucija 1,78 | 9 0,97 | 1,00 1,00 | 3,00
ostalo 1,50 | 92 0,71 | 1,00 | 1,50 | 2,00

p = 0,061; Kruskal-Wallis ANOVA

1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0

skrotum radiks perianalno korpus pubicno drugo unutrasngi list
prepucija

Srednji broj genotipova

Lokalizacija kondiloma

Slika 16. Broj genotipova prema lokalizaciji kondiloma

Tablica 17. i slika 16. prikazuju broj genotipova prema lokalizaciji kondiloma. Pri tom je

uocljiv veci broj genotipova kod kondiloma lokaliziranih na unutra$njem listu prepucija.
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Tablica 18. — Distribucija tipova kondiloma prema genotipu HPV

Tip NR i
neg NR NR VR Ukupno

N ravni 1 1 4 2 8
% 12,50% | 12,50% | 50,00% | 25,00%

N papulozni 6 1 11 3 21
% 28,57% | 4,76% | 52,38% | 14,29%

N verukozni 1 2 30 4 37
% 2,70% | 5,41% | 81,08% | 10,81%

N fibromatoidni 0 0 3 1 4
% 0,00% | 0,00% | 75,00% | 25,00%

N Ukupno 8 4 48 10 70

p = 0,182; hi-kvadrat test

U tablici 18. prikazana je distribucija tipova kondiloma prema genotipu HPV-a ovisno o tome

je i utvrden niskorizi¢ni, visokorizi¢ni ili mijeSana infekcija niskorizi¢nim i visokorizi¢nim

HPV genotipovima, odnosno negativan nalaz na HPV DNA.
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Tablica 19. — Tip kondiloma prema genotipu HPV

Tip VR NR Ukupno

N ravni 3 4 7

% 42,86% | 57,14%

N papulozni 4 11 15

% 26,67% | 73,33%

N verukozni 6 30 36

% 16,67% | 83,33%

N fibromatoidni | 1 3 4

% 25,00% | 75,00%

N Ukupno 14 48 62

p = 0,471; hi-kvadrat

U tablici 19. prikazan je tip kondiloma prema tipu rizika HPV. MozZe se primjetiti vec¢i udio

visokorizi¢nih genotipova kod ravnih kondiloma u odnosu na ostale tipove kondiloma.
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Tablica 20. — Lokalizacija kondiloma prema genotipu HPV

Lokalizacija Neg VR NR NRi VR Ukupno
N | unutrasnji list prepucija 0 0 5 4 9
% 0,00% | 0,00% 55,56% 44,44%
N | korpus penisa 1 2 13 3 19
10,53
% 5,26% o 68,42% 15,79%
0
N | perianalno 1 0 2 1 4
25,00
% " 0,00% 50,00% 25,00%
0
N | pubi¢no 1 1 7 1 10
10,00 | 10,00
% 70,00% 10,00%
% %
N | radiks penisa 4 1 18 1 24
16,67
% 4,17% 75,00% 4,17%
%
N | skrotum 1 0 1 0 2
50,00
% 0,00% 50,00% 0,00%
%
N | ostalo 0 0 2 0 2
% 0,00% | 0,00% | 100,00% 0,00%
N | Ukupno 8 4 48 10 70

p = 0,498; hi-kvadrat test

U tablici 20. prikazana je lokalizacija kondiloma prema HPV genotipu.
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Tablica 21. — Lokalizacija kondiloma prema tipu rizika HPV

Lokalizacija VR NR Ukupno
N | radiks penisa 2 18 20
% 10,00% | 90,00%
N | pubicno 2 7 9
% 22,22% | 77,78%
N | perianalno 1 2 3
% 33,33% | 66,67%
N | skrotum 0 1 1
% 0,00% | 100,00%
N | unutrasnji list prepucija 4 ) 9
% 44,44% | 55,56%
N | korpus penisa 5 13 18
% 27,78% | 72,22%
N | ostalo 0 2 2
% 0,00% | 100,00%
N | Ukupno 14 48 62

p = 0,466; hi-kvadrat

U tablici 21. prikazana je lokalizacija kondiloma prema prema tipu rizika HPV. Pri tom je na

unutrasnjem listu prepucija uocljiv veci udio visokorizi¢énih HPV genotipova nego na ostalim

lokalizacijama.

Dodatno je na raspolaganju bila informacija o postojanju anogenitalne HPV infekcije (ispunjen

barem jedan od kriterija: klinicki izrazena bolest (kondilomi) i/ili pozitivan HPV test)kod

nerice ili partnera ispitanika. Rezultati su prikazani u tablicama 22. , 23. i 24.

Tablica 22. — HPV infekcija u
partnera/ice (kondilomi ili pozitivan
nalaz HPV testa)

N | %
ne 50 | 71,43
da 20 | 28,57
Ukupno 70 | 100,00
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Tablica 23. — Tip kondiloma prema HPV pozitivnosti partnera/ice

Tip kondiloma Partner - Partner + Ukupno
N | ravni 5 3 8
% 62,50% 37,50%
N | papulozni 15 6 21
% 71,43% 28,57%
N | verukozni 27 10 37
% 72,97% 27,03%
N | fibromatoidni 3 1 4
% 75,00% 25,00%
N | Ukupno 50 20 70

p = 0,944; hi-kvadrat test

U tablici 23. prikazan je tip kondiloma u odnosu na poznati HPV status partnera/-ice.



Tablica 24. — Lokalizacija kondiloma prema HPV pozitivnosti partnera/ice

Lokalizacija Partner - Partner + Ukupno
N | unutrasnji list prepucija 8 1 9
% 88,89% 11,11%
N | korpus penisa 11 8 19
% 57,89% 42,11%
N | perianalno 4 0 4
% 100,00% 0,00%
N | pubi¢no 7 3 10
% 70,00% 30,00%
N | radiks penisa 18 6 24
% 75,00% 25,00%
N | skrotum 1 1 2
% 50,00% 50,00%
N | ostalo 1 1 2
% 50,00% 11,11%
N | Ukupno 50 20 70

p = 0,456; hi-kvadrat test

Tablica 24. prikazuje lokalizaciju kondiloma prema poznatom HPV statusu partnera/-ice.

Tablica 25. — Odnos rezultata dobivenih metodama HC Il (Digene) VR i PCR

HC Il VR PCR - PCR + Ukupno
N - 0 11 11
% 0,00% 100,00%
N + 0 9 9
% 0,00% 100,00%
Ukupno 0 20 20




Tablica 26. — Odnos rezultata dobivenih metodama HC 11 (Digene) VR i PCR

PCR HC Il VR - HC Il VR + Ukupno
N - 0 0 0
% 0,00% 0,00%
N + 11 9 20
% 55,00% 45,00%
Ukupno 11 9 20

Tablice 25. 1 26. prikazuju odnos pozitivnih i negativnih rezultata dobivenih metodama HC Il

VR odnosno PCR. Radi se o istim podacima prikazanima na dva razli¢ita nacina, radi bolje

preglednosti. 1z druge tablice je vidljivo da su ispitanici koji su imali pozitivni rezultat testom

PCR imali podjednaku Sansu (55%/45%) imati ili pozitivan ili negativan rezultat metodom

Digene VR.

Tablica 27. — Odnos rezultata dobivenih metodama HC 11 (Digene) VR i INNO-LIiPA

INNO-LIPA
HC Il VR | 0 genotipova | 1 genotip | 2 genotipa | 3 genotipa | Ukupno
N |- 3 15 3 1 22
% 13,64% 68,18% 13,64% 4,55%
N | + 0 13 4 1 18
% 0,00% 72,22% 22,22% 5,56%
Ukupno 3 28 7 2 40
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Tablica 28. — Odnos rezultata dobivenih metodama PCR i INNO-LiPA

INNO-LiPA
PCR | 0 genotipova | 1 genotip | 2 genotipa | 3 genotipa | Ukupno
N |- 5 21 2 2 30
% 16,67% 70,00% | 6,67% 6,67%
N |+ 0 14 5 1 20
% 0,00% 70,00% | 25,00% 5,00%
Ukupno | 5 35 7 3 50

Tablice 27. i 28. prikazuju odnos rezultata dobivenih metodom HC Il (Digene) VR odnosno
PCR i rezultata dobivenih metodom INNO-LiPA. Smatramo li metodu INNO-LiPA
referentnom, moze se uociti da i HC Il VR i PCR prepoznaju podjednako mali broj istinski
pozitivnih uzoraka kao pozitivne — 18/40 = 45% za HC Il VR odnosno 20/50 = 40% za PCR.
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5.3 ,,Alternativno“ grupiranje rezultata

Prema lokalizaciji, kondilome je moguce podijeliti 1 na druge nacine osim nacina koji
je ve¢ izlozen u prvom dijelu rezultata. To ukljucuje podjelu na genitalnu i ekstragenitalnu
odnosno na proksimalnu i distalnu genitalnu regiju, kako je prikazano u tablicama koje slijede.

U kategoriju genitalne regije ubrajaju se kondilomi lokalizirani na radiksu, korpusu,
unutrasnjem licu prepucija i sulkusu koronarijusu. Ekstragenitalnu kategoriju ¢ini kondilomi u
pubicnoj, ingvinalnoj, skrotalnoj i perianalnoj regiji. Kategoriju proksimalne regije Cine
kondilomi lokalizirani pubi¢no, ingvinalno, skrotalno, perianalno te na radiksu penisa.
Kategorija distalne regije podrazumijeva kondilome korpusa penisa, unutrasnjeg lista prepucija
i sulkusa koronarijusa.

U ovom dijelu disertacije bit ¢e prikazani podaci s pripadaju¢om tablicom i grafikonom
za koje su dobiveni statisticki znacajni rezultati, a na temelju kojih su izvedeni konkretni
zakljucci te dani prijedlozi za postupanje (detaljnije u Raspravi i Zaklju¢cima). Svi ostali

rezultati dobiveni pregrupiranjem na gore opisan nacin nalaze se u Prilogu.

Tablica 29. — Broj genotipova prema lokalizaciji kondiloma [P/D]

Tip M N SD |DK | Med | GK
D 1,38 | 29 0,73 | 1,00 [ 1,00 |2,00
P 0,95 |41 0,59 | 1,00 [1,00 |1,00

p = 0,032; Mann Whitney U test
Iz tablice 29. vidljiv je znacajno veci broj HPV genotipova u distalnoj genitalnoj regiji u

odnosu na proksimalnu genitalnu regiju.
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6. Rasprava

Unato¢ velikoj znanstvenoj aktivnosti u podruc¢ju humanog papiloma virusa, relativno
je malo istrazivanja koja se bave muskom populacijom u kontekstu ubikvitarne infekcije s
dobro opisanim posljedicama koje HPV ima na musko zdravlje i reproduktivni sustav. Osim
nedvojbene uloge muskaraca u transmisiji bolesti, s vremenom se proSiruje i znanje o
bioloskim aspektima infekcije u muskaraca, $to je osobito vazno radi ispravnog prepoznavanja,
pravovremenog lijeCenja 1 prevencije kojoj tezimo, a u koju je, sukladno objektivnim
pokazateljima, neminovno uracunati i osobe muskog spola. Da bismo razumjeli sve aspekte
anogenitalne infekcije HPV-om kod muskaraca i mogli te iste spoznaje inkorporirati u
dijagnosticke, kurativne 1 preventivne algoritme, potrebna su klinicka istrazivanja na
reprezentativnom uzorku muske populacije. S obzirom da trenutno u svijetu, pa tako ni kod
nas, ne postoje standardizirani dijagnosti¢ki postupci u zbrinjavanju anogenitalne infekcije
muskaraca, postoji realna potreba za izu€avanjem 1 korelacijom klini¢kih i laboratorijskih
parametara koji bi nam bili korisni 1 Siroko dostupni u dijagnosticiranju i planiranju lijecenja

ove vrlo Ceste infekcije Cija prevalencija doseze i do 72%. (74, 77)

U naSoj studiji istrazeno je viSe parametara kod muSkaraca s klinicki manifestnom
bolesti. S klinickog stajaliSta znacajnije su informacije o prevalenciji pojedinih genotipova u
klinicki manifestnim lezijama, kako radi moguc¢nosti donoSenja zaklju¢aka o ofekivanom
tijeku bolesti, tako 1 o daljnjoj dijagnostickoj obradi, prac¢enju 1 lije€enju. Pri tom je poznavanje
zastupljenosti pojedinih genotipova u lezijama uzrokovanima HPV-om vazno i radi donoSenja
nacionalnih strategija i planiranja preventivnog, a u buducnosti potencijalno i kurativnog
cjepiva. Osim displasti¢nih lezija koji su zbog svog onkogenog potencijala u fokusu vecine
istrazivanja, ne smije se zanemariti niti troSkove lijeCenja benignih lezija kao niti njihove
psihosocijalne 1 bioloske reperkusije na pojedinca 1 drustvo osobito kada se uzme u obzir da se
radi o naj¢esc¢oj virusnoj spolno prenosivoj infekciji. Podsjetimo se da su kondilomi visoko
infekciozni, udruzeni s nelagodom, boli, krvarenjem i/ili svrbeZom, sklonosti recidivima,
potencijalno udruzeni s povecanim rizikom za akviziciju HIV infekcije (i ostalih spolno
prenosivih infekcija), a procjene troskova njihova lije¢enja u Sjedinjenim americkim drzavama

dosezu i 200 milijuna americkih dolara na godisnjoj razini. (218)

Na temelju postavljenih premisa i1 naSih rezultata smatramo da je ovo presjecno

opservacijsko istrazivanje posebno po tome Sto su komparirane tri metode laboratorijske
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dijagnostike (Hybrid Capture II, in-house PCR i INNO-LiPA) te su korelirane klinicke

odrednice (tip i lokalizacija kondiloma, dob bolesnika, trajanje bolesti) s HPV genotipom.

6.1 Klinicke odrednice anogenitalne infekcije u istraZzivanju

Od malobrojnih postojecih studija na muskarcima sa klini¢ki manifestnom infekcijom
kondiloma. Pri tom valja napomenuti da i medu njima postoje razlike u opisu, odnosno u
nomenklaturi zbog ¢ega ih je gotovo nemoguce medusobno usporedivati te izvoditi zakljucke
koji bi potencijalno bili korisni ili primjenjivi u svakodnevnom klinickom 1/ili istrazivatkom
radu. Razlozi za takvu disonantnost leZe u ¢injenici da ne postoje univerzalni klini¢ki kriteriji
za dijagnosticiranje infekcije humanim papilloma virusom. S druge strane nije opravdano niti
potrebno rutinski raditi biopsiju koja je invazivna metoda i patohistolosku analizu koja
znacajno poskupljuje 1 prolongira dijagnosticki postupak za postavljanje dijagnoze svake
pojedine lezije. Korisnost patohistoloske analize bazira se na potvrdi dijagnoze, te se stoga u
svakodnevnom radu oslanjamo primarno na iskustvo klini¢ara i na cjelokupnu anamnezu i
fizikalni pregled. Metode molekularne dijagnostike u klinicki jasnim sluéajevima nisu
potrebne za postavljanje dijagnoze a njihova primjena u muskoj populaciji limitirana je, izmedu
ostalog, nedostatkom ,,kitova“ za primjenu na vanjskom genitalu kao i konsenzusa oko potrebe

dijagnosticiranja i lijeCenja asimptomatskih anogenitalnih HPV infekcija.

U naSe istrazivanje bili su uvrSteni muskarci s klini¢ki manifestnom anogenitalnom
HPV infekcijom starosti od 18 do 63 godine (tablica 1.), s razmjerno Sirokim rasponom trajanja
bolesti od pojave prvih simptoma do momenta u kojem su potrazili stru¢nu pomoc¢ i lijecenje
koji se kretao od dva tjedna do dvadeset godina (tablica 2.). Pri tom je medijan trajanja bolesti
iznosio 15 mjeseci, Sto priblizno odgovara podacima iz Svedske studije u koju su uvrstena
ukupno 303 muskarca sa rasponom trajanja bolesti od 1 do 180 mjeseci i medijanom trajanja

bolesti koji je iznosio 18 mjeseci. (219)

Prema tipu kondiloma (tablica 3.) razlikovali smo ukupno cetiri vrste kondiloma:
fibromatoidne, papulozne, verukozne i ravne, pri ¢emu su najzastupljeniji bili verukozni
(52.86%) i papulozni (30.0%). Medu iznimno rijetkim studijama koje su dale opis kondiloma
istice se 1 prethodno spomenuta Svedska studija u kojoj su razlikovani na makroskopskoj razini
Siljasti, papulozni, makulozni i kondilomi nalik seborejickim keratozama te su kod neobrezanih

muskaraca (91% ispitanika) Siljasti kondilomi bili prisutni u 41% a papulozni u 35%, sa slicnim
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udjelima Siljastih (45%) 1 papuloznih (27%) kondiloma kod obrezanih muskaraca (ukupno 9%

ispitanika) dok su ostali tipovi detektirani znatno rjede. (219)

6.2 Distribucija kondiloma prema lokalizaciji

Sukladno nas$im rezultatima distribucija kondiloma prema lokalizaciji (tablica 4.),
vidljivo je da su najéeSce lokalizacije kondiloma bile radiks penisa (34.29%) i korpus penisa
(27.14%). Slijede zatim pubicna regija (14.29%) te unutrasnji list prepucija (12.86%) dok su
ostale lokalizacije bile su zastupljene znatno rjede. lako nije strogo pravilo, kod neobrezanih
muskaraca najc¢es$ce lokalizacije kondiloma su unutras$nji list prepucija, frenulum i sulcus
coronarius, dok su kod obrezanih muskaraca kondilomi naj¢e$¢e smjeSteni na COrpusu penisa.
Imaju¢i na umu da su u nasoj studiji svi muskarci bili neobrezani, razvidno je da nasi podaci o
distribuciji kondiloma prema lokalizaciji u tom kontekstu pomalo odstupaju od ocekivanja.
Konkretno, iz frenuluma nije evidentiran nijedan sluc¢aj kondiloma, dok je u sulkusu
koronarijusu kondilom utvrden u svega jednog ispitanika, a na unutra$njem listu prepucija
ukupno je nadeno devet (12,9%) kondiloma. Za usporedbu, u §vedskoj studiji 91% ispitanika
nisu bili obrezani, a medu njima distribucija kondiloma bila je sljedec¢a: korpus penisa (33%),
pubicéna regija (29%) i prepucij (27%). (219)

Sukladno nasim daljnjim rezultatima distribucije kondiloma prema lokalizaciji (tablica
30. i 31. u Prilogu), grupirani su kondilomi prema regijama na genitalnu (76%) i
ekstragenitalnu (24%), te na proksimalnu (41%) i distalnu (59%) genitalnu regiju. Pregledom
literature nije pronadena sli¢na podjela ¢iji smisao se sastoji u smanjenju broja podskupina i
posljedi¢noj disperziji rezultata. Time je omogucena preglednija analiza dobivenih rezultata,
osobito ako se uzme u obzir da su kondilomi na pojedinim lokalizacijama utvrdeni kod vrlo

malog broja ispitanika, ili ¢ak u izoliranim slu¢ajevima.

6.3 Laboratorijske metode molekularne dijagnostike HPV-a

U naSe je istraZivanje uvrsSteno ukupno 70 ispitanika muskog spola kod kojih je prilikom
prvog pregleda u Ambulanti za spolno prenosive infekcije i genitalne dermatoze dijagnoza
postavljena na osnovu anamneze i klini¢kog izgleda kondiloma anogenitalne regije od strane
dva specijalista dermatovenerologa koji su se slozili oko klini¢ke dijagnoze. Svim ispitanicima

po tom je ucinjena genotipizacija primjenom INNO-LiPA metode iz ekskholeata kondiloma,
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¢ime je dijagnoza HPV anogenitalne infekcije konkretnim HPV genotipom ili viSe njih
potvrdena u 88,6%, Sto je usporedivo sa §vedskom studijom na muskarcima sa manifestnom

HPV anogenitalnom infekcijom u kojoj je HPV potvrden u 92% ispitanika. (219)

Dodatno su uzorci bili analizirani sa dvije druge laboratorijske metode; HC 1l kojim su
testirani uzorci ukupno 40 ispitanika uvrsStenih u istrazivanje, te in-house PCR test kojim su
testirani uzorci ukupno 50 ispitanika iz studije. Pri tom su uzorci svakog od ispitanika obradeni
sa (najmanje) dvije razli¢ite laboratorijske metode od kojih je jedna uvijek bila INNO-LiPA a
druge metoda je bila HC Il ili in-house PCR. Kod ukupno 20 ispitanika uklju¢enih u nase
istrazivanje uc¢injena su sva tri testa — INNO-LIPA, HC Il i in-house PCR. Od triju navedenih
metoda, samo INNO-LiPA metodom mogucée je utvrditi konkretan genotip ili vise njih, §to nije
slu¢aj kod Hybrid Capture Il ili in house-PCR metode koje mogu samo detektirati prisutnost

HPV-a visokorizi¢nog ili niskorizicnog genotipa u uzorku.

Konkordantnost rezultata detekcijskih metoda (HC 11 i PCR) u dijelu uzoraka koji su
testirani s obje metode u nasem istrazivanju analizirana je u tablicama 25. i 26.. Interesantan
rezultat koji se moze i$€itati iz njih je da je svega 45% PCR pozitivnih rezultata ujedno bilo
pozitivno i u HC Il (Digene) testu, dok je preostalih 55% pozitivnih u PCR-u imalo u HC i

testu negativan rezultat.

Iz tablica 6. 1 7. uocljiv je veliki udio negativnih rezultata na uzorcima obradenima sa
HC 11 (55%) i PCR metodom (60%). Za razliku od tih metoda, HPV tipizacija metodom INNO-
LiPA bila je negativna u 11,4% uzoraka (tablice 8.1 9., slike 13. i 14.). Drugim rije¢ima, PCR
pozitivni uzorci imali su gotovo jednaku Sansu (45%/55%) imati pozitivan rezultat u HC Il
testu. U brazilskoj studiji na 263 cervikalna uzorka obradena sa HC II 1 PCR testom, rezultati
ovih dvaju testova imali su konkordantnost od 76,5%. (220) S prakti¢nog je aspekta smatramo
stoga korisnim “imati na umu” da je za pozitivan rezultat PCR testa potrebno 500 do 1000
kopija HPV genoma, dok je za pozitivan rezultat HC Il testa potrebno oko 5000 kopija HPV
genoma. (221) Na osjetljivost PCR testova utjecu tehnicke varijable poput HPV primera koji
se koriste, enzima polimeraze i sl. dok je HC Il test u tom smislu jednostavniji. (222)
Konkordantnost rezultata ovih dvaju testova dakako nije 100%-tna ni u istrazivanjima drugih
autora, kako u zenskoj tako i u muskoj populaciji. (222) Razlozi za to su brojni; od vece
kompleksnosti PCR metode zbog koje je postupak izvodenja testa podloZniji potencijalnim
intrinziénim “biasima” 1 vece osjetljivosti PCR metode do razlicitth HPV genotipova u

njihovim panelima te potencijalnih kriznih reakcija HC II sa raznim niskoriziénim 1 HPV X
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genotipovima u pojedinim sluc¢ajevima, te mogué¢im lazno negativnim rezultatima, kao 1
ovisnosti HC Il o celularnoj komponenti uzorka zbog ¢ega moze dati lazno pozitivne rezultate

kod ocitanja sa niskim RFU (eng. relative light units). (223)

Nadalje, valja istaknuti da od uzoraka koji su u naSem istrazivanju INNO-LIPA
metodom bili pozitivni na jedan ili viSe HPV genotipova, u svega 45% uzoraka HC Il metodom
dobiven je pozitivan nalaz. Analogno tome, PCR-om je detektirano ¢ak i manje, konkretno
40% pozitivnih nalaza od svih INNO-LIiPA pozitivnih rezultata. Takvi rezultati dokaz su slabe
osjetljivosti ovih metoda. U tablicama 27. i 28. analizirani su rezultati HC Il i PCR metoda
prema broju genotipova koji su verificirani u uzorcima INNO-LIPA metodom. 1z rezultata je
vidljivo kako je kod ispitanika sa INNO-LiPA potvrdenim jednim HPV genotipom nalaz
detekcijskih metoda PCR-a bio pozitivan u 70%, a HC Il metodom kod 72,2%. Kada su INNO-
LiPOM bila pozitivna dva HPV genotipa zna¢ajno manji dio pozitivnih rezultata bio je utvrden
detekcijskim metodama; 25% pozitivnih PCR-om a 22,2% pozitivnih te HC Il metodom je
dokazano. U slucajevima kada su INNO-LiPA metodom utvrdena tri genotipa, svega 5%
pozitivnih rezultata dobiveno je u PCR-u , dok je HC Il metodom dobiveno 5,56% pozitivnih
rezultata. Razlog tome barem djelomi¢no leZi u ¢injenici da je u naSem istrazivanju mijeSanih
infekcija sa dva ili viSe genotipova opc€enito bilo znatno manje nego onih s jednim genotipom.
U danskoj studiji koja je radena na asimptomatskim vojnicima primjenjene su dvije metode
rezultati kojih su potom komparirani: radi se o0 HC Il i INNO-LIPA uz 77% podudarnost
njihovih rezultata. INNO-LiPA metoda se pokazala osjetljivijom; od INNO-LiPA pozitivnih,
¢ak 50,9% imalo je negativan rezultat u HC 1l testu. (224) U drugim studijama INNO-LiPA
metoda je demonstrirala visoku efikasnost u detekciji visokorizicnith HPV genotipova kao 1
mijesanih infekcija s viSe HPV genotipova. Pretpostavlja se da je uzrok takve superiornosti
metode INNO-LiPA pred ostalim metodama mala veli¢ina HPV amplikona (65bp), koja je
ujedno zasluzna i za moguc¢nost detekcije i onda kada je koli¢ina HPV DNA u uzorku niska ili
kada je suboptimalno prezervirana. (225) Medutim, vazno je napomenuti kako je mogucée da
je medu INNO-LIPA pozitivnim rezultatima i udio HPV X infekcija za koje se spekulira da su
dio heterogene skupine HPV genotipova, odnosno u velikoj mjeri tzv. kutani HPV genotipovi

koji krizno reagiraju sa pojedinim anogenitalnim HPV genotipovima. (224)

Uz ve¢ spomenutu ¢injenicu kako za muSkarce joS uvijek ne postoje standardizirane
metode ni “kitovi” za HPV detekciju, svakako treba napomenuti da ni kod Zena ne postoji jos
uvijek optimalna metoda ni standardizacija HPV detekcije. Rezultati studije kineskih autora na

zenama pokazali su tako da se za detekciju HSIL (eng., high grade squamous intraepithelial
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lesion) u screening skupini (zene koje ranije nisu imale abnormalne nalaze papa testa) i u
dijagnostickoj skupini (zene koje su imale abnormalnosti u papa testu ranije) prednost treba
dati HC II testu u odnosu na PCR jer je utvrdena usporediva osjetljivost i znacajno veca
specificnost HC 1II testa. S druge strane, kada se radilo o LSIL (eng. low grade squamous
intraepithelial lesion), tada se primjena HC II testa ne preporuca zbog dokazano manje
osjetljivosti a veée specifi¢nosti nego PCR. (226) Sto se muske populacije tice, tek se trebaju
uspostaviti dijagnosticki algoritmi i protokoli za pracenje tijeka bolesti. Uvazavajuci ¢injenicu
kako je na sre¢u ipak ve¢ina HPV infekcija prolazna i nije popracena citoloSkim
abnormalnostima i/ili klini¢kim lezijama, screening je potrebno usmjeriti prema identifikaciji
onih visokorizi¢nih lezija koje imaju potencijal za prelazak u invazivni karcinom. Stoga
optimalni test nije onaj kojim se pozitivan rezultat dobije kod manjih koli¢ina HPV DNA koje
su nerijetko prisutne kod zdravih osoba oba spola a koje ¢e s vremenom imunoloski sustav
domacina eliminirati jer takav test nije prakticno koristan. S obzirom da samo perzistentna
infekcija istim visokorizicnim HPV genotipom mozZe s viemenom prijeci u invazivni karcinom,
optimalni test morao bi imati visoku specificnost za prepoznavanje visokorizicnih HPV

genotipova. (227)

Medu pozitivnim uzorcima INNO-LiPA metodom u 70% ispitanika je utvrden po jedan
HPV genotip dok je znacajna manjina (18.6%) imala dva ili tri genotipa (tablica 8., slika 14).
Vise od tri razlicita HPV genotipa nisu detektirana, Sto je potencijalno uvjetovano
ograni¢enjima INNO-LiPA testa te je stoga moguce da nije odraz realnog stanja. Visokorizi¢ni
HPV genotipovi utvrdeni su ukupno u 20% slucajeva, pri cemu su ¢esce (14.3%) pronadeni
kao sastavni dio mijeSane infekcije (visokorizi¢ni i niskoriziéni HPV genotipovi u istom
uzorku). Slicne su brojke iz spomenute $vedske studije kod koje je isklju¢ivo niskorizi¢ni
genotip utvrden u 82% uzoraka, isklju¢ivo visokorizi¢an genotip u 8% uzoraka a infekcija sa
dvaili viSe HPV genotipa u 14% ukupno; od toga se u 10% slucajeva multiplih infekcija radilo
o kombinaciji visokoriziénih 1 niskorizicnth HPV genotipova, u 3% slu€ajeva o kombinaciji
isklju¢ivo visokoriziénth HPV genotipova, te u 1% slucajeva o kombinaciji iskljucivo
niskorizi¢énih HPV genotipova. (219) Medu mijesanim infekcijama u nasoj studiji radilo se o
kombinaciji visokorizi¢nih i niskorizi€énih HPV genotipova u svim slu¢ajevima osim u jednom
gdje je utvrdena kombinacija iskljucivo visokorizicnih HPV genotipova u kondilomu.
Interesantno je da kombinacije isklju¢ivo niskoriziénih HPV genotipova u nasoj studiji nije
bilo. Uloga mijeSanih infekcija u kondilomima zasad nije jasna. Medutim, sve je viSe dokaza

koji upucuju na ¢injenicu kako je rizik obolijevanja od karcinoma anogenitalne regije veci u
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osoba oba spola koje u anamnezi imaju kondilome. (228) Potrebno je napomenuti da unato¢
konzistentno prijavljenom vecem riziku obolijevanja od karcinoma anogenitalne regije kod
zena i muskaraca sa anogenitalnim kondilomima u anamnezi, nijednom se prospektivnom, kao
niti “case-control” studijom ne analizira izravno prisutnost HPV 6 i/ili HPV 11 genotipa u
samim tumorima. Medu iznimno rijetkim studijama koje su prijavile HPV status u tumorima,
vrlo rijetko su (ali, ipak jesu) dokazani HPV 6 i/ili HPV 11. S druge strane, ostaje otvoreno
pitanje u kojoj mjeri je proces karcinogeneze u tim slucajevima izravno posredovan
visokorizi¢nim HPV genotipovima i ukoliko jest, koji bi bili mehanizmi (sklonost perzistenciji
ili nesto drugo?), odnosno postoji li u podlozi odredeni defekt imunoloSke obrane. Kada
govorimo o prisutnosti visokoriziénih HPV genotipova u kondilomu koji je po definiciji
benigna lezija, treba svakako naznaciti moguénost da i takva klinicki (i patohistoloski) benigna
lezija pod utjecajem visokorizicnog HPV genotipa progredira u malignu leziju. (228). Zasad
se, medutim, u rutinskoj praksi (u veéini slucajeva) ne smatra korisnim genotipizirati klasi¢éne
kondilome primarno iz razloga jer nije poznat znacaj prisutnosti visokorizicnih HPV
genotipova na kozi, odnosno sluznici anogenitalne regije kod muskaraca. Slijedom navedenoga
proizlazi zakljucak da je u znanstveno-istrazivacke svrhe vazno proucavati zastupljenost HPV
genotipova kako u kondilomima tako i u asimptomatskih, odnosno latentnih bolesnika, pri
¢emu bi od osobite prakti¢ne koristi bile longitudinalne prospektivne studije. Rezultati takvih
studija uvelike bi pomogli rasvijetliti evoluciju anogenitalne HPV infekcije kod muskaraca te
bi potencijalno razjasnili ulogu visokorizicnth HPV genotipova u kondilomima u procesu

karcinogeneze.

Od ostalih relevantnih studija c¢iji rezultati su usporedivi s naSom, valja spomenuti i
veliku multinacionalnu studiju na muskarcima u kojoj je HPV 6 verificiran je u 43,8%
kondiloma, HPV 11 u 10,7% dok je HPV 16 dokazan u 9,8% kondiloma. Onkogeni HPV

genotipovi pronadeni su u 33,1% kondiloma. (229)

Od rezultata kineske studije na muSkarcima s kondilomima treba istaknuti kako je u
63,1% uzoraka utvrden HPV 6 i/ili HPV 11. (230) U 26,2% uzoraka uz HPV 6 i/ili HPV 11
bio je prisutan bar jos jedan HPV genotip, a sveukupno je u 33,8% potvrdena infekcija s vise
HPV genotipova. (230) HPV 16 i/ili HPV 18 pozitivni su bili u 9,2% uzoraka . (230) U 10.8%
kondiloma uopée nisu potvrdeni HPV 6 i/ili HPV11, nego su bili prisutni drugi HPV
genotipovi. (230)

79



U klinickoj studiji iz Slovenije na musSkarcima sa kondilomima u 23% slucajeva koji

su bili pozitivni na HPV 6/ HPV 11 utvrdeno je da je u uzorku bio pozitivan jos (barem) jedan

drugi HPV genotip, konkretno HPV 16, 31, 51, 53, 55, 62, 66, 70, 73, 84. (231)

U rezultatima studije na muskarcima s kondilomima u sjevernoj Spanjolskoj
dominirale su mijeSane infekcije koje su dokazane u Cak 58.7% uzoraka. (232) Takav udio
mijeSanih infekcija znacajno je veéi nego u drugim studijama. Pritom su, sli¢no kao i u veéini
drugih studija ukljucujuci i naSu, visokorizicni HPV genotipovi ¢esce bili prisutni u mijeSanim
infekcijama s 2 ili viSe HPV genotipova, za razliku od niskorizi¢nih koji su ¢esc¢e utvrdeni
samostalno. Najmanje jedan visokorizicni HPV genotip pronaden je u 51.4% slucajeva, $to je
takoder znacajno vise nego se dosad opisivalo. Pretpostavlja se da kondilomi nisu nastali pod
utjecajem visokorizicnog HPV genotipa nego upravo niskorizi¢nih kako je i ranije potvrdeno
u veéini slucajeva. (232) Medutim, prisutnost visokoriziénog HPV genotipa u kondilomu
mogao bi biti indikatorom seksualne aktivnosti pacijenta, §to je potvrdeno i znacajno veéim
udjelom HPV 16 pozitivnih nalaza u kondilomima kod muskaraca koji su imali vi$e seksualnih
partner(-ic)a tijekom Zivota, pri ¢emu se te brojke, oc¢ekivano, poveéavaju s dobi ispitanika.
(232) Iako je poznato da s dobi raste stopa “klirensa” HPV infekcije, ipak je uocen trend dulje
perzistencije infekcija visokoriziénim HPV genotipovima u odnosu na niskorizi¢ne, te se time
tumaci i ve¢i udio visokorizi¢nih HPV infekcija kod starijih muskaraca. (123) Za sada se
prethodno navedeni zakljucci, iako zanimljivi, mogu (i moraju), sukladno naSem misljenju,

prihvatiti “s rezervom” jer jo§ uvijek dokazi nisu sasvim nepobitni.

Navedene razlike u rezultatima izmedu pojedinih studija pri tom su prvenstveno
uvjetovan razlikama u populaciji koja je u fokusu istrazivanja, nainu uzimanja uzoraka i

obradi materijala i podataka te zemljopisnom podruéju na kojemu je istrazivanje provedeno.

Dominantna zastupljenost niskorizicnog HPV 6 genotipa u 69.6% uzoraka u nasoj
studiji u skladu je s o¢ekivanjima i rezultatima dosadasnjih studija (tablica 11.). Od ukupno 55
uzorka pozitivna na HPV 6 genotip u nasem istrazivanju, u 80% slucajeva utvrden je
samostalno, dok je u preostalih 20% uzoraka pronaden u kombinaciji sa jednim ili dva druga
HPV genotipa. Drugi najces¢i genotip je HPV 16 zastupljen u 5.1% uzoraka koji je u naSem
istrazivanju u 50% slucajeva bio detektiran u kombinaciji s drugim HPV genotipovima,
konkretno s HPV 66 i s HPV 6 i HPV 18 (tablica 11.). U prethodno spomenutom danskom
istrazivanju, HPV 16 bio je prisutan u 5.8% asimptomatskih muskaraca. (224) Ostali

genotipovi zastupljeni su znatno manje. Tre¢e mjesto po ucestalosti dijele HPV 11, HPV 18 i
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HPV 66 koji su zastupljeni u 3.8% slucajeva svaki, pri ¢emu su HPV 18 1 HPV 66 prisutni
isklju¢ivo u kombinacijama sa drugim HPV genotipovima dok je HPV 11 verificiran iskljuc¢ivo
samostalno. Iz ovih se rezultata moze uoditi kako je, za razliku od veéine drugih istraZivanja,
HPV 11 u naSoj studiji znacajno rjede zastupljen. Za usporedbu, u Svedskoj studiji iz 2012.
godine zajednicki udio HPV 6 i HPV 11 iznosio je 89%, ¢ime su potvrdeni rezultati velike
stockholmske studije iz 1980-ih kojom je utvrdeno da je 90% kondiloma pozitivno na HPV 6
i HPV 11. (219) Zbirni rezultat udjela HPV 6 i HPV 11 u nasem istrazivanju nesto je manji i
iznosi 73,4%. U gotovo svim dosadasnjim studijama, ukljucujuci i nasu, HPV 16 je najcesce
zastupljen visokorizi¢ni genotip u kondilomima pri ¢emu udio HPV 16 pozitivnih uzoraka
znacajno varira medu studijama. U ameri¢koj studiji na 463 asimptomatska muskarca HPV 16
genotip bio je najcesce detektiran onkogeni HPV genotip sa zastupljenoscéu od 18.4%, dok su

HPV51 i HPV52 bili prisutni u 9.6% i 7.3% uzoraka. (233)

Vaznost poznavanja distribucije HPV genotipova u kondilomima u pojedinim
zemljopisnim lokacijama bitna je radi procjene ocekivane uspjeSnosti programa HPV
vakcinacije, osobito imaju¢i u vidu mijeSane infekcije kod kojih su uz one najces¢e HPV 6,
HPV 11, HPV 16 i/ili HPV 18 prisutni i drugi HPV genotipovi ¢ija uloga je nejasna u
prirodnom tijeku bolesti kod muSkaraca. Jednostavnim izraCunom na osnovu rezultata
dobivenih u nasem istrazivanju, moguce je procijeniti kako bi ¢etverovalentna HPV vakcina
mogla prevenirati razvoj HPV anogenitalne infekcije u 82,3% muske populacije, a

nonavalentna vakcina isti efekt postigla bi kod 88,6% naSih ispitanika.

Medu kombinacijama pojedinih genotipova koje su navedene u tablici broj 10 moze se
primjetiti da nijedna kombinacija nije utvrdena znacajno ¢e$ce od ostalih, naprotiv ujednaceno
su zastupljene sve kombinacije. Niti iz drugih studija nisu proizasle pojedine Cesce prisutne

kombinacije kod mijesanih infekcija. (77, 232, 234)

6.4 Rezultati vezani za dob bolesnika i trajanje bolesti

Niza srednja dob ispitanika s kondilomima na unutra§njem listu prepucija, iako ne 1
statistiCki znacajno niza, moze se uociti u tablici broj 12. Manje upadljiva razlika koja ne
dostize statisticku znacajnost vidi se i kod podjele na proksimalnu i distalnu genitalnu regiju
pri ¢emu su prosje¢no mladi muskarci sa kondilomima u distalnoj genitalnoj regiji (tablica 38.

, Slika 17 iz Priloga).
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Sli¢no je 1 sa srednjim trajanjem bolesti od momenta kada je ispitanik uocio pojavu
kondiloma do momenta kada je potrazio medicinsku pomo¢. Kondilomi lokalizirani na
unutrasnjem listu prepucija prosjecno su kraceg trajanja u odnosu na ostale lokalizacije, iako
se niti ta razlika nije pokazala statisti¢ki znac¢ajnom (tablica 13.). Kada se u tablici 33. (Prilog)
analizira srednje trajanje bolesti u genitalnoj i ekstragenitalnoj regiji, uocljivo kraéeg vijeka su

oni u genitalnoj regiji u odnosu na ekstragenitalne iako i dalje nedovoljno statisticki znacajno.

Podaci o srednjoj dobi ispitanika prema tipu kondiloma u tablici 14. takoder nisu

ukazali na znacajne razlike.

Interesantan se podatak, medutim, moze primjetiti u tablici 15. iz koje je vidljivo kako
je srednje trajanje ravnih kondiloma krace od trajanja ostalih tipova kondiloma. Premda niti
ovdje se statistickom analizom nije utvrdilo znacajno odstupanje, valja napomenuti da se taj
tip kondiloma najteze moze uociti od strane pacijenta i/ili lijecnika s obzirom da je vrlo Cesto
“diskretan” u izgledu i pojavi. Mogucée je da su ti kondilomi koegzistirali uz drugi tip
kondiloma ili su se pojavili naknadno te nisu bili inicijalni povod dolaska na lije¢nicki pregled.
Osim toga, moguce je da su ti muski ispitanici na pregled dermatovenerologa dosli zbog
pozitivnog nalaza na HPV kod svojih seksualnih partner(-ic)a te su prilikom pregleda slu¢ajno

otkriveni, $to nije rijetkost u svakodnevnoj klini¢koj praksi.

Komparacijske podatke iz drugih studija za prethodno navedene karakteristike nemamo
jer u dosadas$njim studijama takve analize nisu radene, zbog ¢ega smatramo da su nam podaci

dobiveni u nasoj studiji vrijedni.

6.5 HPV genotipovi u odnosu na tip kondiloma i njihovu lokalizaciju

Veci broj genotipova kod ravnih kondiloma u odnosu na papulozne moze se i8€itati iz

tablice 16. premda nije dosegnuta statisticka znacajnost.

Najveci broj genotipova utvrden je kod kondiloma lokaliziranih na unutrasnjem listu
prepucija (1,78), dok je u kondilomima skrotalne regije utvrden najmanji broj genotipova, iako
razlika nije statisticki znacajna kako je vidljivo iz tablice broj 17. i slike broj 16. Sli¢no je i u
tablici 35. (u Prilogu) u kojoj su kondilomi pregrupirani u odnosu na svoju lokalizaciju na
genitalnu i ekstragenitalnu regiju, broj genotipova prema lokalizaciji kondiloma ne ukazuje na
bitnije razlike. Medutim, kada se kondilomi pregrupiraju na proksimalnu i distalnu genitalnu

regiju (tablica 29.), uocljiv je statisticki znac¢ajno veci broj genotipova u distalnoj genitalnoj
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regiji u odnosu na proksimalnu. Takvih podjela kao i analiza u okvirima istih u studijama
drugih autora pronadeno je iznimno malo. Medu njima dostupno je za komparaciju 1 analizu
istrazivanje hrvatskih autora u kojem je na uzorku od 100 osoba muskog spola sa klini¢kim
manifestacijama anogenitalne HPV infekcije pronaden visokorizicni HPV genotip,
dominantno HPV 16 u dvanaest ispitanika te HPV 18 kod sedam ispitanika, dok su HPV 31 i
HPV 33 bili zastupljeni svaki u jednom uzorku. (148) Znacajno ¢esce u toj studiji visokorizi¢ni
HPV genotipovi bili su zastupljeni u distalnom dijelu genitala (glans, unutrasnji list prepucija,
distalni dio korpusa), dok su niskorizi¢ni bili dominantno zastupljeni u proksimalnom dijelu

genitala. (148)

Distribucija tipa kondiloma prema genotipu HPV-a ovisno o tome je li utvrden
niskorizi€ni, visokorizi¢ni tip, mijeSana infekcija niskorizicnim 1 visokoriziénim HPV
genotipovima, odnosno negativan nalaz prikazana je u tablici 18.; uo¢ljivo je da se najveci
(iako ne 1 statisticki znacajan) broj visokorizi¢nih genotipova, samostalno ili u kombinaciji
nalazi kod ravnih kondiloma (VR 12,5%, VR+NR 25%), te kod fibromatoidnih (VR+NR 25%,
VR 0%). Iz iste se tablice moze takoder uociti da je najveéi broj kondiloma s negativnim
nalazom INNO-LiPA-a izoliran iz papuloznih kondiloma. Isti parametri analizirani su u tablici
broj 19 pri ¢emu su u obzir uzeti samo niskoriziéni i visokorizi¢ni HPV genotipovi. Pritom je
uocljiv sveukupno manji broj ravnih i fibromatoidnih kondiloma u odnosu na papulozne i
verukozne kondilome. Zbog takvih je diskrepancija nemoguce postici statisticku znacajnost u

rezultatima.

Analizom lokalizacije kondiloma prema genotipu (VR, NR, VR+NR, neg.)
pronadenom u uzorku u tablici 20. nisu utvrdene statisticki znacajne razlike. MozZe se ipak
uociti da se na unutraSnjem listu prepucija u 44,44% slucajeva nalazi mijeSana infekcija
niskorizi€nim 1 visokoriziénim genotipovima, medutim na toj lokalizaciji bilo je svega 9
kondiloma; iz tog razloga sveukupno gledano ne postoji uvjerljiva povezanost. Kada se uzmu
u obzir samo niskorizi¢ni i visokorizi¢ni HPV genotipovi a zanemare negativni (tablica 21.),
rezultat je ponovo upadljiv kod kondiloma na unutra$njem listu prepucija (44,44%) i perianalne
regije (33,33%) iako se zbog relativno malih brojeva ne moze govoriti o statisticki znaajnim
odnosima. ldenti¢ne analize u¢injene su u tablicama broj 35 i 36 ( u Prilogu) sa alternativno
pregrupiranim kondilomima u odnosu na lokalizaciju na genitalnu i ekstragenitalnu te u
tablicama 40 i 41 (u Prilogu) gdje su pregrupirani na proksimalnu i distalnu regiju. Iz sve Cetiri
spomenute tablice mogu se i8¢itati ujednaceni rezultati medu kojima se ne isti¢u pojedini kao

statisticki znacajni.
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6.6 HPV status partnerice/-a

Dodatno smo analizirali podatke o HPV statusu partnerice/-a. Pri tom je 28,6%
ispitanika prijavilo pozitivan HPV status aktualne/-og seksualne/-og partnerice/-a u smislu
klini¢ki manifestne bolesti (kondiloma), odnosno pozitivnog nalaza HPV testa. Analize tipa i
lokalizacije kondiloma prema HPV pozitivnosti partnerice/-a (tablice 22. i 23.) opc¢enito nisu
statistiCcki znacajne, kao ni kod alternativno pregrupiranih podskupina na genitalnu i
ekstragenitalnu te na proksimalnu i distalnu genitalnu regiju (tablice broj 37. i 42. u Prilozima).
Osim toga, takvi podaci mogu nas navesti na pogreSne interpretacije s obzirom na moguce
brojne confounding (eng.) elemente; pocevsi od svjesnog ili nesvjesnog davanja krivog iskaza,
pa sve do Cinjenice da HPV status aktualne seksualne partnerice ne mora biti u vezi sa HPV
statusom ispitanika ukoliko je ranije imao i druge partnerice/-e ili ima viSe konkomitantnih
partnerica/-a u danom trenutku. Poznavajuc¢i razmjerno dugi period latencije anogenitalne HPV
infekcije kao i uvazavajuéi €injenicu da vecina anogenitalnih HPV infekcija ne dovodi do
pojave ikakvih simptoma te stoga ostaje Cesto neprepoznata (i nelijecena), podaci o HPV
statusu aktualne/og seksualne/-og partnerice/-a (bez uvida u konkretnije okolnosti) nisu nam
od presudne vaznosti u klini¢koj praksi te imaju uglavnom znacaj u epidemioloskim studijama

koje se intenzivnije bave dinamikom transmisije ove infekcije.

6.7 HPV negativni rezultati

Usprkos 55% negativnih rezultata u HC 11 te 60% negativnih u PCR-u medu INNO-
LiPA pozitivnim uzorcima u nasoj studiji, u tablicama 27. i 28. uocljivo je kako su svi INNO-
LIPA negativni rezultati ujedno bili negativni i u detekcijskim testovima, HC Il i PCR-u.
Konkordantnost tih nalaza vjerojatno s visokom razinom pouzdanosti govori u prilog stvarno
negativnim nalazima u konkretnim uzorcima. S klinickog aspekta interesantno je da se od osam
(11,4%) INNO-LIiPA negativnih rezultata u ¢ak 6 (75%) slucajeva radilo o papuloznim
kondilomima te je lokalizacija u 50% slucajeva bio radiks penisa, odnosno u 37,5% slucajeva
radilo se o papuloznim kondilomima na radiksu. Prosjecno trajanje bolesti kretalo se u tim
slu¢ajevima od osam mjeseci do dvije godine. Preostale dvije studije na musSkarcima s
manifestnom HPV anogenitalnom infekcijom imale su 8% (219) i 25% (232) negativnih
rezultata na HPV. Ovdje valja spomenuti rad Johanssona i sur. koji su na HPV negativnim
kondilomima primjenili metodu metagenomickog sekvencioniranja te tako utvrdili da se

zapravo radilo ipak o HPV pozitivnim kondilomima. (235)
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Mogucih uzroka HPV negativnih rezultata ima nekoliko. Prije svega treba istaknuti da
zasad ne postoje komercijalno dostupni testovi niti metode koji bi bili odobreni i registrirani za
uzimanje uzoraka s koze i/ili sluznice anogenitalne regije kod muskaraca sa ciljem HPV
detekcije, odnosno genotipizacije. U tom kontekstu, osobito je problemati¢no uzimanje
muskaraca. Ipak treba istaknuti da je u svakom slucaju tzv. off-label (eng.) testiranje postujuci
tehniCke postulate i upute o pravilnom izvodenju testova uvjerljivo bolje i razboritije rjeSenje
od izvodenja testova koji nemaju dokazanu validnost osobito ukoliko rezultati takvih testiranja
potencijalno mogu utjecati na dono$enje klini¢kih odluka, te formiranje planova i smjernica za
dijagnostiku, lije¢enje i prevenciju. Stovise, tehni¢ki ispravna uporaba takvih off label testova
(u nedostatku validiranih) izvan striktno zadanih okvira ne smatra se vitium artis (lat.) nego je
dapace opceprihvacena u znanstvenoistrazivackoj pa i u klinickoj praksi. Radi jednostavnijeg
snalazenja, bolje preciznosti i vjerodostojnosti te to€nije interpretacije rezultata u mnogim
takvim slucajevima izdani su konsenzusi i smjernice za optimiziranje konkretnih testova,
odnosno kitova koji se koriste izvan svog uskog podrucja indikacije za koji su registrirani.
(236)

Nadalje, moguce je da su lezije iz kojih je uzorak uzet pogresno klini¢ki interpretirane
kao kondilomi. Uvazavaju¢i Cinjenicu kako se u naSem istrazivanju klinicka dijagnoza
kondiloma postavljala na osnovu anamneze 1 klinicke slike neovisno od strane dva specijalista
iz podrucja venerologije koja zajedno imaju vise od 40 godina radnog staZa u klini¢koj praksi,
vjerojatnost za pogresnu interpretaciju je iznimno mala. Medu ostale potencijalne uzroke treba
pribrojiti 1 moguénost uzimanja tehnicki neadekvatnog uzorka (npr. premala koli¢ina HPV
DNA u uzorku) te komplikacije u transportu i obradi materijala. Nadalje, moguci uzrok
svakako moze biti 1 limitiranost postojecih testova na prepoznavanje samo odredenog broja
HPV genotipova zbog ¢ega je moguce da su u kondilomima bili prisutni genotipovi koje se
testom ne mogu detektirati. Osim toga, dosadasnja istrazivanja ukazuju na to da su negativni
rezultati ¢eS¢e utvrdeni u slucajevima kada su prisutna 3 ili viSe HPV genotipa. U naSem
istrazivanju nije detektirano viSe od kombinacije triju razli¢itth HPV genotipova. Ostaje
takoder moguénost da zbog poznatih limitacija hibridizacijske metode INNO-LiPA osobito

onih koje se ticu mijesanih infekcija, dio rezultata ostaje neprepoznat i stoga (lazno) negativan.

Medu studijama koje se bave anogenitalnom HPV infekcijom kod muskaraca, neovisno
imaju li klinicki manifestnu bolest ili su asimptomatski nositelji virusa, u dijelu ispitanika

utvrdena je tzv. HPVX infekcija, $to znac¢i da je PCR metoda dala pozitivan rezultat ali nije
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bilo moguce utvrditi konkretan HPV genotip. (237) Pritom se udio HPV X pozitivnih infekcija
krec¢e od 10-22%. (224, 238) Autori navedenih studija, poput danske studije na velikom uzorku
od 2460 muskaraca kojom je utvrdeno 18% HVPX pozitivnih uzoraka, smatraju da je uzrok
tome krizna reaktivnost odredenih “koznih” tipova koji se ubraju u heterogenu skupinu HPV
virusa, ukljucujuéi B i1 y razrede HPV-a sa HPV genotipovima iz a razreda koje detektiraju
standardizirani testovi kojima trenutno raspolazemo. (224) Pri tom su istrazivanja pokazala da
se ve¢i broj HPV genotipova koji se ubrajaju u B- i y-HPV razrede mogu pronaéi na
nepromijenjenoj kozi anogenitalne regije ali i u kondilomima. Vjeruje se, nadalje, da prisutnost
tih drugih HPV genotipova iz B i y razreda nije razlog nastanka kondiloma iako se i u njima
nerijetko mogu detektirati. (239) Spekulira se da je za prisutnost tzv. “koznih” HPV genotipova
iz razreda B 1 y u anogenitalnoj regiji velikim dijelom zasluzan prijenos autoinokulacijom s
drugih regija (izvan anogenitalne). Sama prisutnost HPV DNA ne mora uvijek nuzno
implicirati prisutnost infektivnog virusa, iako je novija studija ukazala na statisti¢ki znacajnu
konkordantnost B 1 y HPV genotipova prisutnih u anogenitalnoj regiji seksualnih partnera na
uzorku od 25 parova. Iz toga se moze izvesti zakljucak kako se ti HPV genotipovi mogu
prenositi i seksualnim putem, $to zapravo ukazuje na ¢injenicu da je anogenitalna regija ¢eSce
nego se to dosad mislilo podru¢je infektivnosti. (239) Novije studije, iako zasad jos
malobrojne, mijenjaju dosada$nje razumijevanje kako se HPV genotipovi koji pripadaju B i y
razredu nalaze iskljucivo na kozi, za razliku od otprilike 40 ranije opisanih HPV genotipova iz
razreda o koji se isklju¢ivo dovode u vezu sa anogenitalnom sluznicom i kozom. (240, 241)
Stovise, prisutnost HPV genotipova iz B i y razreda detektirana je i u oralnoj $upljini, nosnom
vestibulumu, obrvama, sluznici ezofagusa, ¢ak i u fecesu. (242-246) Osim toga utvrdeni suiu
bioptatima penilne i analne intraepitelne neoplazije HIV-pozitivnih MSM muskaraca. (247)
Zasad nije poznat onkogeni potencijal HPV-a iz i1 y razreda iako je njihova prisutnost
detektirana kod odredenih tipova karcinoma koze. (248) Ostaje takoder otvoreno pitanje o ulozi
perzistentne infekcije pojedinim B i y HPV genotipovima na patogenezu karcinoma. (239)
Standardizirani testovi imaju sposobnost detektirati isklju¢ivo o HPV genotipove i kao takvi
koriste se u gotovo svim postoje¢im studijama koje se bave anogenitalnom HPV infekcijom.
1z tog razloga naSa su znanja o raznovrsnosti te potencijalnoj interakciji medu pojedinim HPV
genotipovima koji pripadaju razli¢itim razredima, odnosno njihovoj sinergiji u patofiziologiji

anogenitalne infekcije limitirana objektivnim otegotnim ¢imbenicima.
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6.8 Noviji podaci o HPV onkogenezi i tipovima HPV

Cinjenica jest da osim potencijalnih reperkusija na somatsko, psihosocijalno i
seksualno funkcioniranje pojedinca, objektivno visokih kumulativnih troSkova lijeCenja,
visoku stopu infekcioznosti, anogenitalna HPV infekcija najve¢u tezinu sadrzi u svom
onkogenom potencijalu. U tom kontekstu vrijedi spomenuti kako postupno raste broj dokaza o
znacajnom udjelu HPV infekcija u premalignim anogenitalnim lezijama kao i u karcinomima
anogenitalne regije. U (PIN) III lezijama visokorizi¢ni HPV genotip, konkretno HPV 16
potvrden je u 75% slucajeva, za razliku od 32% slucajeva PIN I lezija. (249) Pretpostavlja se
da lijecenje PIN visokog stupnja moze smanjiti incidenciju invazivnog karcinoma, no to
zapravo nije jo§ egzaktno dokazano. lako se primjena kondoma muskih partnera Zena sa
cervikalnom intraepitelnom neoplazijom (CIN) povezuje sa regresijom CIN, jo§ uvijek ne
postoje nedvosmisleni dokazi koji bi potvrdili da lijeenje lezija uzrokovanih HPV-om
smanjuje rizik od infekcije i razvoja bolesti kod Zena. (94) Djelomi¢no je i to razlog zasto
rutinski skrining primjenom peniskopa/povecala i octene kiseline nije uSao u standardnu

praksu. (94)

Sto se konkretno karcinoma penisa tice, podaci iz recentnije literature ukazuju na
mogucu pojavu ove bolesti i kod mladih muskaraca nego se ranije mislilo; konkretno u 19%
sluc¢ajeva pojavjuje se u muSkaraca mladih od 40 godina a u 7% slu€ajeva u muskaraca mladih
od 30 godina. (250) U nasoj studiji nismo se izravno bavili premalignim ni malignim lezijama,
medutim treba imati na umu da je progresija u tom smjeru ipak razmjerno spora te stoga
ostavlja dovoljno prostora za intervenciju, pod uvjetom da bolesnik pravodobno potrazi
lijecni¢ku pomo¢. Za biopsiju 1 PHD odlucili bismo se kod svake atipi¢ne lezije, kao 1 kod
perzistentnih lezija 1i/ili onih rezistentnih na uobiCajene terapijske modalitete.
Imunosuprimirane bolesnike takoder ¢e$ée kontroliramo i imamo nizi prag tolerancije za svaku
novonastalu 1/ili atipicnu leziju koju ¢emo se kod imunosuprimiranih bolesnika ¢es¢e, odnosno
ranije odluciti bioptirati. Radi detaljnije procjene rizika za pacijenta moguce je dodatno iz
bioptata pohranjenog u parafinsku kocku uciniti HPV genotipizaciju i tako odrediti konkretan
HPV genotip. Time dobivamo vrijednu informaciju na osnovu koje donosimo daljnje odluke o

nacinu lije¢enja 1 frekvenciji prac¢enja tog bolesnika.
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6.9 Analiza trenutnog stanja i pogled u buduénost

Medu relativno malobrojnim postoje¢im studijama u muskoj populaciji, prevladavaju
studije koje se bave genotipizacijom HPV-a vanjskog genitala, odnosno anogenitalnog
podrucja kod asimptomatskih muskaraca. U tom kontekstu valja imati na umu kako vecina
anogenitalnih HPV infekcija zapravo nije klinicki jasno simptomatska. Rezultati studija
asimptomatskh muskaraca znacajno se medusobno razlikuju prije svega zbog razlika u
populaciji, geografskoj lokaciji na kojoj su istrazivanja provedena, kao i zbog metoda i tehnika
prikupljanja i analize uzoraka. Premda rezultate studija asimptomatskih muskaraca ne mozemo
izravno komparirati s rezultatima studija musSkaraca s klinicki manifestnom bolesti te slijedom
toga niti donositi izravne zakljucke bitne za klinicku praksu, korisno je raspolagati i jednim i
drugim podacima radi kompletnijeg uvida u prevalenciju, incidenciju i distribuciju
anogenitalne infekcije u muskoj populaciji s istog zemljopisnog podneblja. Osim potrebe za
za primjenu u muskaraca, smatramo bitnim usuglasiti indikacije za provodenje testiranja
(kada?; zasto?; kod koga?), anatomskih lokalizacija s kojih ¢e se uzimati uzorci kao i detaljne
upute o samom postupku uzorkovanja i principu izvodenja testa. Trenutno su, u nedostatku
konkretnih smjernica, indikacije za HPV detekciju 1/ili genotipizaciju u muskoj populaciji
varijabilne u klinickoj praksi. Nacelno se, iako ne uvijek, testiraju osobe muskog spola s
klinicki manifestnom bolesti, muskarci ¢ija spolna partnerica/Ciji spolni partner ima
verificiranu anogenitalnu HPV infekciju te musSke osobe koje prijave spolne odnose sa
osobama istog spola. Odgovore o opravdanosti testiranja i/ili potrebi za proSirivanjem
indikacija za testiranje te usuglasavanjem svakodnevne prakse u tom kontekstu mogu dati samo
klinicke studije bazirane na dokazima visoke kvalitete. Kod donoSenja odluka o vrsti
dijagnostickih, odnosno screening (engleski) testova koji ¢e se raditi u konkretnom slucaju,
osim epidemioloskih dokaza koji ¢e se prikupiti kroz spomenuti znanstveno-istrazivacki rad,
vaznu ulogu imaju i ekonomski ¢imbenici koje ne treba zanemariti. UvaZzavajuci aktualni
nedostatak sli¢nih studija, rezultati naseg istrazivanja mogli bi, smatramo, biti koristan izvor

informacija za usporedbu s rezultatima buduc¢ih sli¢nih studija.
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7. Zakljucci

1. Benigne HPV klinicke promjene (Siljasti kondilomi) ne moraju nuzno biti
uzrokovane niskorizicnim HPV genotipovima. Sukladno rezultatima naSeg istrazivanja,
prevalencija HPV DNA tipova visokog onkogenog rizika u kondilomima muskaraca iznosi
20%, $to definitivno nije slu¢ajni, odnosno sporadi¢ni nalaz. MijeSane infekcije visokorizi¢énim
i niskorizi¢nim HPV genotipovima u kondilomima kod muskaraca prisutne su u 15% slucajeva

pri ¢emu nijedna kombinacija nije izolirana ¢eS¢e u odnosu na druge.

2. Komercijalni HC 11 test i “in-house” PCR test primjenjeni, izmedu ostalog, u ovom
istrazivanju nisu dovoljno osjetljive metode za HPV detekciju iz kondiloma kod muskaraca;
pozitivan nalaz na HPV utvrden je kod svega 45% uzoraka obradenih sa HC II testom te kod
40% uzoraka obradenih “in-house” PCR testom u odnosu na INNO-LiPA test kojim je
detektirano 89% HPV pozitivnih infekcija iz kondiloma.

3. Na temelju rezultata naSeg istraZivanja nije utvrdena statisticki znacajna korelacija
izmedu klini¢kih osobina kondiloma (izgled i lokalizacija) anogenitalne regije u muskaraca i

HPV genotipa visokog onkogenog rizika.

4. Medutim, postoji statisticki znacajna korelacija izmedu broja genotipova u
kondilomima (mijeSane infekcije) i1 lokalizacije takvih kondiloma u distalnoj genitalnoj regiji.
U nasoj studiji sve mijeSane infekcije bile su kombinacija niskorizi¢nih 1 visokorizicnih HPV

genotipova.

5. Optimalna 1 jedinstvena laboratorijska metoda koja bi bila “zlatni standard” za
rutinsku verifikaciju svih oblika anogenitalne HPV infekcije u muskaraca jos uvijek ne postoji,
no. Dijagnosticki pristup muskarcu s verificiranom HPV-genitalnom infekcijom treba, stoga,
biti individualiziran.

6. S obzirom na sve veéi broj dokaza koji jasno ukazuju na onkogeni potencijal HPV-a
postoji realna potreba za konkretnim usuglasavanjem oko objektivnih indikacija za HPV
detekciju i/ili tipizaciju kod muskaraca imajuc¢i na umu objektivne moguénosti i limitacije

pojedinih postojecih dijagnostickih metoda.

7. U razvoju daljnjih istrazivanja smatramo smislenim i potrebnim razraditi i usuglasiti

metode HPV detekcije, odnosno genotipizacije kod osoba muskog spola koje ¢e biti
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standardizirane, Siroko primjenjive, dostupne 1 prognosticki konkluzivne pri ¢emu treba voditi

racuna i o ekonomskoj prihvatljivosti.

90



8. Kratki sadrzaj na hrvatskom jeziku
Uvod

Infekcija humanim papiloma virusom (HPV) naj¢eS¢a je virusna spolno prenosiva
bolest. Anogenitalna infekcija HPV-om u muskaraca znac¢ajna je kako zbog Cestih recidiva,
dugotrajnog lijecenja, psihosocijalne stigme te smanjene kvalitete zdravlja 1 Zivota, tako 1 zbog
neosporne povezanosti s karcinomom anusa, penisa i odredenim tipovima karcinoma
orofarinksa. Najces¢a klinicka prezentacija HPV-genitalne infekcije infekcije su Siljasti

kondilomi.

Metode

U nase presjecno opservacijsko istrazivanje uvrsteno je 70 muskaraca u dobi od 18 do
65 godina s jasnim klinickim znakovima HPV genitalne infekcije u smislu verukoidnih,
fibromatoidnih, papuloznih i Siljastih kondiloma te ravnih kondiloma. Ekskohleacijskom
tehnikom uziman je materijal s klini¢ki promijenjene koze/sluznice genitalne regije ispitanika
u svrhu genotipizacije INNO-LIiPA (INNOGENETICS, Gent, Belgija) testom. Radi usporedbe
rezultata dio materijala takoder je bio tipiziran primjenom jednog od dva detekcijska testa;
hybrid capture (HC) II, odnosno ,,in-house* PCR testa. Klinicke odrednice (izgled, lokalizacija,

trajanje kondiloma, dob ispitanika) korelirane su s dobivenim rezultatima.

Rezultati

Sukladno rezultatima naSeg istraZivanja ,,benigne* HPV klinicke promjene (Siljasti
kondilomi) ne moraju biti nuzno uzrokovane samo niskorizicnim HPV DNA tipovima s
obzirom da je prevalencija HPV DNA tipova visokog onkogenog rizika (kao jedini uzro¢nik
1/ili u kombinaciji s niskoriziénim tipom) u kondilomima muSkaraca iznosila 20% Sto
definitivnho nije slu¢ajni, odnosno sporadi¢ni nalaz. S druge strane, prevalencija HPV
genotipova iskljuc¢ivo niskog onkogenog rizika u kondilomima kod musSkaraca u naSem
istrazivanju iznosila je 68,57%. MijeSane infekcije visokorizicnim i niskorizicnim HPV
genotipovima u kondilomima kod muskaraca bile su dokazane u 14,29% pri ¢emu nijedna
kombinacija nije izolirana ¢eS¢e u odnosu na druge. Pozitivan nalaz na HPV utvrden je kod

svega 45% uzoraka obradenih sa HC II testom te kod 40% uzoraka obradenih “in-house” PCR
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testom u odnosu na INNO-LIiPA test kojim je detektirano 88,57% HPV pozitivnih infekcija iz
kondiloma. Dakle, komercijalni hybrid capture 11 (HC II) test i “in-house” PCR test nisu

dovoljno osjetljive metode za HPV detekciju iz kondiloma u muskaraca.

Zakljuéci

Na temelju rezultata naSeg istrazivanja nije utvrdena statisticki znaCajna korelacija
izmedu klini¢kih osobina kondiloma (izgled i lokalizacija) anogenitalne regije u muskaraca i
HPV genotipa visokog onkogenog rizika. Medutim, postoji statisticki znacajna korelacija
izmedu broja genotipova u kondilomima (mijeSane infekcije) 1 lokalizacije takvih kondiloma
u distalnoj genitalnoj regiji. Optimalna i jedinstvena laboratorijska metoda koja bi bila “zlatni
standard” za rutinsku verifikaciju svih oblika anogenitalne HPV infekcije u musSkaraca jo$
uvijek ne postoji. Dijagnosticki pristup muskarcu s verificiranom HPV-genitalnom infekcijom

treba, stoga, biti individualiziran.
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9. Summary

Title:

Association of clinical manifestations and viral genotypes in genital human

papillomavirus infection in men
Ivana Culav, MD, Zagreb, 2021
Introduction

Anogenital HPV infection is the most common viral sexually transmitted disease. It has
been estimated that 60 to 80% of sexually active population will at some point acquire at least

one HPV genotype.
Methods

Cross-sectional unicentric clinical study was conducted in the Sexually Transmitted
Disease Outpatient Clinic of the Department of Dermatology and Venereology and Department
of Clinical and Molecular Microbiology of the Zagreb University School of Medicine and
ZagrebUniversity Hospital Zagreb, Croatia. Seventy male patients, aged 18 to 63 years of age

with condyloma in the anogenital region were included in the study.
Results

Samples from condyloma taken by curretage technique were subjected to
INNO-LIPA genotyping test and positive results for at least one HPV genotype was present in
88.6% of cases. Samples were additionally analysed by two HPV detection tests; HC 1l and
,in-house“ PCR test. The latter two tests gave positive results for HPV DNA; 45% of HC I

and 40% of ,,in-house* PCR results were negative.
Conclusions

Benign HPV lesions in anogenital region are not necessarily caused by low risk HPV
genotypes only. In fact, in 20% of condylomas high risk HPV genotypes were detected. We
found no correlation between the clinical parameters (clinical morphology, localization) of

condyloma in anogenital region in men and high risk HPV genotype.

Bearing in mind the oncogenic potential of HPV infection, there is a justified
»imperative* for reaching a consensus about the reasonably evaluated indications for HPV

detection and/or genotyping in men.
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Prilozi

»~Alternativno* grupiranje rezultata — preostali rezultati

Tablica 30. — Grupiranje kondiloma prema lokalizaciji

Genitalna i ekstragenitalna lokalizacija

Lokalizacija genitalno | ekstragenitalno | Ukupno
perianalno 0 4 4
pubicno 0 10 10
scrotum 0 2 2
ostalo 1 1 2
unutrasnji list prepucija 9 0 9
korpus penisa 19 0 19
radiks penisa 24 0 24
Ukupno 53 17 70
Tablica 31. — Grupiranje kondiloma prema lokalizaciji
Proksimalna i distalna genitalna regija

Lokalizacija distalna gr | proksimalna gr | Ukupno
perianalno 0 4 4
pubicno 0 10 10
radiks penisa 0 24 24
skrotum 0 2 2
drugo 1 1 2
unutrasnji list prepucija 9 0 9
korpus penisa 19 0 19
Ukupno 29 41 70




Analizirat ¢e se grupiranje prema genitalnoj/ekstragenitalnoj regiji (,,G/EG*) odnosno

proksimalnoj i distalnoj regiji (,,P/D*).

Tablica 32. — Srednja dob [g] ispitanika prema lokalizaciji kondiloma [G/EG]

Lokalizacija M N | SD -95% IP | +95% IP |DK | Med | GK
G 30,68 |53 |8,62 28,30 33,06 24,00 | 28,00 | 36,00
EG 36,35 |17 |11,07 | 30,66 42,05 27,00 | 35,00 | 42,00
p = 0,052; Mann Whitney U test
Tablica 33. — Srednje trajanje [mj] bolesti prema lokalizaciji kondiloma [G/EG]
Lokalizacija M N | sp -95% +95% oK | Med | GK
IP 1P

G 11,79 | 53 | 26,03 | 4,62 18,97 3,00 | 6,00 |9,00
EG 25,10 | 17 | 56,53 | -3,96 54,17 6,00 | 8,00 |12,00

p = 0,063; Mann Whitney U test

Tablica 34. — Broj genotipova prema lokalizaciji kondiloma [G/EG]

Tip M N SD |DK | Med | GK
G 1,15 | 53 0,66 | 1,00 | 1,00 | 1,00
EG 1,06 | 17 0,75 | 1,00 [ 1,00 |1,00

p = 0,465; Mann Whitney U test



Tablica 35. — Lokalizacija kondiloma prema genotipu HPV [G/EG]

Lokalizacija | neg vr nr nrivr | Ukupno
N|G 5 3 37 8 53
% 9,43% | 5,66% | 69,81% | 15,09%
N | EG 3 1 11 2 17
% 17,65% | 5,88% | 64,71% | 11,76%
Ukupno 8 4 48 10 70

p = 0,907; hi-kvadrat test

Tablica 36. — Lokalizacija kondiloma prema genotipu HPV [G/EG]

Lokalizacija Vr nr Ukupno
N |G 11 37 48
% 22,92% 77,08%
N | EG 3 11 14
% 21,43% 78,57%
Ukupno 14 48 62

p = 0,906; hi-kvadrat test

Tablica 37. — Lokalizacija kondiloma prema HPV pozitivnosti partnera/ice [G/EG]

Lokalizacija Partner - Partner + Ukupno
N G 37 16 53
% 69,81% 30,19%
N EG 13 4 17
% 76,47% 23,53%
Ukupno 50 20 70

p = 0,597; hi-kvadra

t test




Tablica 38. — Srednja dob [g] ispitanika prema lokalizaciji kondiloma [P/D]

Lokalizacija -95% +95%
M N | SD DK | Med | GK
IP IP
D 29,4529 | 7,84 | 26,47 32,43 24,00 | 27,00 | 31,00
P 33,90 | 41 | 10,23 | 30,67 37,13 25,00 | 33,00 | 42,00
p = 0,086; Mann Whitney U test
;-2131
:;?30
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Slika 17. Srednja dob [g] ispitanika prema lokalizaciji kondiloma [P/D]
Tablica 39. — Srednje trajanje [mj] bolesti prema lokalizaciji kondiloma [P/D]
Lokalizacija -95% +95%
M N | SD DK | Med | GK
IP IP
D 13,09 | 29 | 32,77 | 0,62 25,55 3,00 | 6,00 | 10,00
P 16,40 | 41 | 38,21 | 4,34 28,46 4,00 | 6,00 | 12,00

p = 0,362; Mann Whitney U test




Tablica 40. — Lokalizacija kondiloma prema genotipu HPV [P/D]

Lokalizacija | neg VR NR NR i VR | Ukupno
N|D 1 2 19 7 29
% 3,45% | 6,90% | 65,52% | 24,14%
N|P 7 2 29 3 41
% 17,07% | 4,88% | 70,73% | 7,32%
Ukupno 8 4 48 10 70

p = 0,097; hi-kvadrat test

Tablica 41. — Lokalizacija kondiloma prema genotipu HPV [P/D]

Lokalizacija VR NR Ukupno
N (D 9 19 28
% 32,14% 67,86%
N |P 5 29 34
% 14,71% 85,29%
Ukupno 14 48 62

p = 0,102; hi-kvadrat test

Tablica 42. — Lokalizacija kondiloma prema HPV pozitivnosti partnera/ice [P/D]

Lokalizacija Partner - Partner + Ukupno
N D 19 10 29
% 65,52% 34,48%
N P 31 10 41
% 75,61% 24,39%
Ukupno 50 20 70

p = 0,357; hi-kvadrat test



