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SAZETAK

Citoloski probir ranog otkrivanja raka vrata maternice i intraepitelnih promjena znacajno je
smanjio morbiditet i mortalitet od ove bolesti zadnjih 50-ak godina Sirom svijeta, a narocito u
razvijenim zemljama koje vec¢ desetljeCima provode sustavni nacionalni probir i imaju
dostupne nacionalne baze podataka prethodnih citoloskih, kolposkopskih, mikrobioloskih i
patohistoloSkih nalaza. Najvazniji cilj probira je otkrivanje rizi€ne populacije prije nastanka
invazivne bolesti kako bi lije€enje bilo $to manje invazivno. To je posebno vazno zbog
Cinjenice da Cesto obolijevaju Zene reproduktivne dobi koje jos planiraju trudnocu. Boljim
razumijevanjem karcinogeneze i uloge infekcije humanim papiloma virusom visokog rizika
(hrHPV) razvijeni su komercijalni testovi za otkrivanje ove infekcije i prije razvoja epitelnih
promijena. Hrvatski nacionalni program ranog citoloSkog otkrivanja raka vrata maternice i
intraepitelnih promjena pokrenut je 2012. godine, ali se zbog odredenih nedostataka trenutno
revidira. Trenutni prijedlog pilot programa predvida citoloski probir Zena dobne skupine 20-29
godina, kotestiranje citologijom i hrHPV testom Zena 30-34 godine te primarno hrHPV
testiranje Zena 35-65 godine Zivota.

Cilj ovog rada je doprinijeti izboru najbolje opcije za rani probir raka vrata maternice u
Hrvatskoj, kao i preinvazivnih promjena.

Materijali i metode: U ovom retrospektivhom istrazivanju analizirali smo dostupne podatke iz
bolni¢kog informati¢kog sustava (BIS) za Zzene kojima je tijgkom 2017. Godine, u naSem
patohistoloS§kom laboratoriju, radena analiza promjena vrata maternice. Izdvojeno je 128
Zena s patohistoloS§kom dijagnozom HSIL i dostupnim prethodnim nalazima citologije i hrHPV
testiranja.

Rezultati: Prosje¢na dob zena bila je 44.7 godina s rasponom od 21 do 77 godina. Za 76
bolesnica s dijagnozom HSIL na konusu prosje¢na dob je bila 39.7, a za skupinu od 8
bolesnica s mikroinvazivnim i invazivnim karcinomom prosje¢na dob bila je 44 godine. Kod
76 bolesnica s PHD nalazom HSIL na konusu, PAPA nalazi prije konizacije su bili HSIL/ASC-
H 87% (66/76), CIS/CIN 7.8% (6/76), Ca planocelullare rana invazija 1.3% (1/76), AGC-NOS
1.3 (1/76). U dva slu€aja PAPA nalaz je bio LSIL — 2.6%. Nije bilo citoloSki negativnih nalaza
u obje skupine (LSIL i HSIL). Kod 13 bolesnica s planocelularnim karcinomom cerviksa,
FIGO | A1iFIGO | A2 i s adenokarcinomom, PAPA test prije zahvata je ukazivao na visoki
stupanj preinvazivnih, i sumnje na invazivni zlo¢udni tumor vrata maternice. Kod 19%
bolesnica kod kojih je kona¢ni PHD nalaz bio HSIL, prethodna biopsija je bila negativna.
Analizirajuc¢i hrHPV nalaze, oni su bili pozitivni u 80% bolesnica s HSIL na konusu.

Analizom konusa prema tipu operacije vidljivo je da je neadekvatan nakon LETZ konizacije
bio kod 62% bolesnica, a kod konizacije nozem u 29% bolesnica.

Zakljucak: Citologija je prepoznata kao dobra metoda probira raka vrata maternice, posebno



u Hrvatskoj gdje je ta grana medicine vrlo razvijena. Prikazani rezultati potvrduju pouzdanost
i dijagnosticku tocnost ove metode naroc€ito kod HSIL promjena vrata maternice. Prije
prijelaza na primarni hrHPV probir, trebalo bi napraviti dobro definiranu pilot studiju koja
ukljuCuje kotestiranje, i razmotriti koja metoda hrHPV tipizacije bi se uklju€ila u primarni
probir jer razliCite metode u razli¢itim sredinama nemaju iste rezultate. HrHPV negativni
slu€ajevi HSIL-a opisani su u brojnim radovima u literaturi, a najceS¢e se objasSnjavanju kao:
neadekvatno uzet uzorak za tipizaciju, malen broj Cestica virusa u uzorku, onecisc¢enje

uzorka tvarima koje ometaju analizu, kao i malom broju zaista hrHPV negativnih slu¢ajeva.



SUMMARY

Comparison of cytological and histopathological findings in patients with cervical
dysplasia

The early screening for cervical cancer and intraepithelial changes significantly reduced the
morbidity and mortality of this disease in the last 50 years, especially in developed countries
that have implemented systematic national screening and have available national databases
of previous cystological, colposcopic, microbiological and pathohistological findings. The
most important aim of the screening is to determine the risk population prior to the onset of
invasive disease in order, to make the treatment less invasive. This is especially important
due to the fact that the most common patients are women of childbearing potential. Better
understanding of carcinogenesis and the role of high-risk Human papillomavirus (hrHPV)
infection has developed tests to detect this infection before the development of epithelial
lesions. The first organised national cytology screening program for detecting cervical cancer
and intraepithelial lesions in Croatia was initiated in 2012, but due to the certain
shortcomings, it is currently under revision. The working proposal of the program is to screen
women aged 20-29 by cytology alone, the cytology and high-risk HPV test for women age
group 30-34, and primarily high-risk HPV testing for women 35-65 years old.

The aim of this study is to help to choose the best option for early screening of cervical

cancer, and preinvasive lesions in Croatia.

Sample and methods: In this retrospective study, we have analyzed available information
from the Hospital Information System (BIS) for women who, during the year 2017, underwent
our analysis of cervical changes. 128 women with histopathological diagnosis of HSIL and

available previous cytology and hrHPV testing were selected.

Results: The average age of women was 44.7 years, ranging from 21 to 77 years. For 76
patients with HSIL diagnosis, the average age was 39.7, and for the group of 8 patients with
microinvasive and invasive cancer the average age was 44 years. In 76 patients HSIL on the
PHD was found, and the PAPA-test findings prior to the conisation were HSIL/ASC-H 87%
(66/76), CIS/CIN 7.8% (6/76), early invasion of planocellular carcinoma 1.3% (1/76), AGC-
NOS 1.3 (1/76). In two cases PAPA was found to be LSIL - 2.6%. There were no cytological
negative findings in either of these two groups (LSIL and HSIL). In 13 patients with
planocellular carcinoma of the cervix, FIGO | Al and FIGO | A2 and with adenocarcinoma,
the PAPA test prior to the procedure indicated a high degree of preinvasive and suspected
invasive malignant tumor of the cervix. In 19% of patients with final PHD findings of HSIL, the

previous biopsy was negative. Detecting high-risk HPV was positive in 80% of patients with



HSIL at the cone. The analysis of the cones showed that the sample was inadequatly taken
after LETZ-conization in 62% of the patients, and in the conization with a knife in 29%.

Conclusion: Cytologic evaluation has been recognized as a good method for cervical cancer
screening, especially in Croatia where this branch of medicine is very developed. The results
presented confirm the reliability and diagnostic accuracy of this method, especially in HSIL

cervical occlusion. Prior to the transition to the primary hrHPV screening, a well-defined pilot
study should be conducted because different methods in different environments do not have
the same results. hrHPV negative cases of HSIL have been described in many papers, and

most often explained as: inadequate sampling, small number of virus particles in the sample,

or sample contamination by substances that interfere with the analysis.



1. CERVIKALNA INTRAEPITELNA NEOPLAZIJA (CIN)

1.1 TERMINOLOGIJA | POVIJESNI PRIKAZ

Tijekom posljednjin 50 godina brojnim se istrazivanjima doSlo do klju¢nih spoznaja u
razumijevanju etiologije i patogeneze preinvazivnih promjena vrata maternice. O postojanju
neinvazivnih promjena epitela uz invazivni karcinom plo€astih stanica vrata maternice
poznato je jo§ od davne 1886. godine. Karcinom in situ je stanje u kojemu zlo¢udne epitelne
stanice nisu migrirale ispod granice epitela i vezivnoga tkiva, ili ispod tzv. bazalne
membrane®. Uvidjelo se da mnoge Zene imaju staniCne abnormalnosti, ali citolo3ki i
histoloski slabije od onih koje su opisivane kao CIS. Za promjene s blazim atipijama Reagan
i suradnici uveli su 1956. godine naziv displazija. Ovisno o debljini promjenom zahvaéenog
epitela, displazija je podijeljena u tri kategorije: laku, srednje teSku i teSku. Laka je displazija
podrazumijevala promjene kod kojih je donja tre¢ina epitela zamijenjena nezrelim,
nediferenciranim stanicama s €esto vidljivim mitozama. Srednje teSka displazija odnosila se
na lezije u kojima je promjena zahvacala dvije treéine epitela, dok je u teSkoj displaziji
promjena zahvacala Citavu debljinu epitela. Brojne studije kasnih Sezdesetih godina prosloga
stolje¢a pokazivale su da svi stadiji premalignih promjena planocelularnog karcinoma vrata
maternice oznacCuju proces razvoja iste bolesti. Na osnovi tih bioloSkih studija Richart i
Barron uveli su naziv cervikalna intraepitelna neoplazija (engl. Cervical intraepithelial
neoplasia — CIN). Prema CIN nazivlju preinvazivne se promjene vrata maternice dijele u tri
grupe. CIN 1 odgovara promjenama prije oznacenima kao laka displazija, CIN 2 se poklapa
sa srednje teSkom displazijom, a CIN 3 obuhvaca teSku diplaziju i CIS. Novijim spoznajama
o etiologiji preinvazivnih i invazivnih promjena vrata maternice u smislu infekcije humanim
papiloma virusom (HPV) uvidjelo se da CIN nazivle ne obuhvaéa sve oblike promjena, jer
nije rije¢ samo o jednoj bolesti raznih stadija, ve¢ o dvama razliCitim bioloSkim entitetima.
Jedan je produktivna virusna infekcija, a drugi pravi neoplasti¢ki proces ograni¢en na epitel.
Promjene ranije opisivane kao koilocitna atipija, koilocitoza, ravni kondilom, laka displazija ili
CIN 1, zapravo oznaCuju sliku produktivne virusne infekcije, koju karakteriziraju
perinuklearna vakuolizacija i periferno pomicanje zgusnute citoplazme, tj. stanice nazvane
koilocitima. Odlika takvih promjena jest velika moguénost spontane regresije i nestanka.
Promjene karakterizirane kao srednje teSka i teSka displazija, te CIS, odnosno CIN 2 i CIN 3
uglavnom su povezane s infekcijom visokorizi€nim tipovima HPV-a C&ija je DNK, gotovo u
pravilu, ugradena u genom zarazene stanice, tako da te promjene imaju znatno veci
potencijal maligne progresije. Zbog ovih novih spoznaja, ponovo je predlozena promjena
nazivlja u skladu s citoloSkom Bethesda klasifikacijom. Po Bethesda sustavu, koilocitna

atipija i CIN 1 tvore skupinu — plo€asta intraepitelna promjena niskog stupnja (engl. Low-



grade squamous intraepithelial lesion) -LSIL. CIN 2 i 3 ujedinjeni su u drugu skupinu —
ploCasta intraepitelna promjena visokog stupnja (engl. High-grade squamous intraepithelial
lesion) — HSIL.

1.2 EPIDEMIOLOGIJA

CIN je uglavnom bolest Zena generativhe dobi, a pojavnost se razlikuje medu pojedinim
zemljama. Na rezultate razliCite u€estalosti utje¢u ekonomska razvijenost zemalja i o tome
ovisna masovnost citoloSkog probira, razli€ite spolne navike, kao i utjecaj religije na nacin
Zivota. Q-Probes je studija AmeriCkoga drustva patologa koja je obradila 16132 uzorka
dobivena iz 306 citoloSkih laboratorija iz Citavih Sjedinjenih Ameri¢kih Drzava. Rezultati su
pokazali da 1.97% svih PAPA testova Cine LSIL, a 0.5% HSIL dijagnoze. Posljednjih se
godina diliem svijeta biljezi porast ucestalosti CIN-a. UcZestalost napose raste medu
adolescenticama i Zzenama do 30. godine, pa u nekim studijama iznosi i do 18.8 na 1000
Zena, a sve se CeSce biljezi pojava CIN-a u sve mladoj dobi. Dok se u pedesetim godinama
proslog stolje¢a CIN najviSe pojavljivao izmedu 35. i 40. godine Zivota, danas se HSIL moze
naci i u osoba mladih od 15 godina, a CIN 3 naj¢eSée se pojavljuje u dobi od 25. do 29.
godine zivota. | u Hrvatskoj postoji porast u€estalosti preinvazivnih promjena vrata maternice

medu mladim zenama. Najvecéa se ucestalost CIS-a biljezi u dobi od 30. do 34. godine.

1.3 RIZICNI CIMBENICI

EpidemioloSke su studije upozorile na brojne moguce €imbenike rizika za nastanak i
cervikalnog karcinoma i njegovih preinvazivnih promjena. Zene koje su prvi spolni odnos
imale u dobi mladoj od 20 godina imaju relativni rizik od nastanka CIS-a 2.55 puta veci od
onih koje su kasnije zapocCele spolnu aktivnost. Pretpostavlja se da je proces metaplazije
razlog povecanog rizika u adolescentica, jer su vjerojatno njihove rezervne stanice posebno
podlozne utjecaju onkogenih &imbenika. Zene koje su imale spolne odnose s tri do pet
partnera imaju osam puta vedi rizik nastanka CIS-a u usporedbi sa Zenama s jednim vjernim
spolnim partnerom. Niski socioekonomski status neovisni je Cimbenik rizika za nastanak
karcinoma vrata maternice. U Zena s bilo kojim oblikom imunosupresije, CIN je &eSci.
Uporaba oralnih kontraceptiva viSe od 5 godina dva do Cetiri puta povisuje rizik od nastanka
karcinoma vrata maternice. Sigurno je da Zzene koje se kontinuirano koriste kondomima kao
kontracepcijskim sredstvom imaju nizi rizik nastanka karcinoma vrata maternice. Takoder je
dokazana pozitivna korelacija izmedu puSenja cigareta i nastanka karcinoma vrata

maternice, i to ovisno o dozi. Utjecaj puSenja objasnjava se mutagenim djelovanjem nikotina



i kotinina koji su nadeni u cervikalnoj sluzi Zena pu$acica cigareta, a naden je i smanjen broj
Langerhansovih stanica, $to se moze odraziti na efikasnost lokalne imunosti na HPV. Do
sada su sve epidemioloSke studije upozorile na to da postoji uzro¢no-posljedicna veza
izmedu infekcije odredenim tipovima HPV-a dobivene spolnim putem i nastanka karcinoma
vrata maternice, odnosno promjena koje mu prethode (CIN-a). Infekcija HPV-om tipa visokog
onkogenog rizika snazan je neovisni riziCni cimbenik za nastanak planocelularnog karcinoma

vrata maternice. (1)

1.4 PAPILOMA VIRUSI COVJEKA (HP)
1.4.1 Povijest

Poznato je jo§ od antickih vremena da se genitalne bradavice (condyloma acuminata)
mogu prenijeti spolnim putem. Cinjenica da je karcinom vrata maternice &e$éi u
promiskuitetnih osoba, osnova je hipoteze postavljene 1842. godine, o virusnoj etiologiji ovog
raka. ProSlo je viSe od jednog stolje¢a da bi hipoteza o ulozi papilomavirusa Covjeka u
nastanku raka vrata maternice postala ponovo zanimljiva.(2) Uporaba metoda molekularne
biologije omogucila je razumijevanje odnosa izmedu HPV-a i karcinoma vrata maternice. Zur
Hausen i suradnici prvi su izolirali nove tipove HPV-a iz anogenitalne regije. 1z genitalnih
bradavica izoliran je HPV 6 (3), HPV 11 je izoliran iz papiloma grkljana 1982. godine, a HPV
16 i HPV 18 izolirani su iz karcinoma vrata maternice. Prvi opisani slijed nukleotida cijelog
genoma bio je slijed govedeg papilomavirusa tip 1 (engl. Bovine papillomavirus — BVP 1)(4).
Vise od 85 razliCitih genotipova papiloma virusa do danas je klonirano i sekvencionirano, a
viSe od 120 novih tipova je djelomi¢no sekvencionirano. 1985. godine zapoclela su
istrazivanja bioloskih funkcija, posebno nacina specificnog prepisivanja i ugradivanja genoma
HPV-a u stanice karcinoma vrata maternice.(5) Kljuénu ulogu u nastanku zloéudne
preobrazbe imaju rani geni E6 i E7 HPV-a Sto je otkriveno kasnih osamdesetih godina
pro$log stolje¢a. Dokazano je da produkt gena E7 tipova visokog rizika HPV veze i inaktivira
produkt tumor supresorskog gena Rb. Produkt gena E6 veze produkt tumor supresorskog
gena p53 Cime p53 moze biti inaktiviran ili ¢ak razgraden.(6) U prilog ovome govore i
epidemioloska istraZivanja koja ukazuju na Cinjenicu da je zaraza papilomavirusom Covjeka
glavni ¢imbenik nastanka i razvoja raka vrata maternice te se moze reCi kako ne postoji
karcinom vrata maternice negativan na HPV. Ako je nalaz negativan, uzrok moze biti jedan
od sljedecih ¢imbenika: 1. Pogredno uzimanje uzroka, 2. osjetljivost metode detekcije, 3.
postojanje joS netipiziranih HPV-a, 4. delecija i rearanziranja genoma HPV-a ili 5. prekid

genoma HPV-a tijekom ugradnje u kromosom domacina.(7)



1.4.2 Klasifikacija papilomavirusa Covjeka

Papilomavirusi nalaze se u obitelji Papovaviridae, podobitelji Papillomaviridae. Gradeni su
od dvolan€ane kruzne DNA veli¢ine oko 8 000 pb (parova baza); virion je bez ovojnice,
promjera 55 do 60 nm(8) s ikozaedarnom kapsidom koja se sastoji od 72 kapsomere.
Papiloma virusi su vrsno specifi¢ni, tj. svaki papiloma virus je patogen za odredenu vrstu
domacina, a ime i dobivaju prema svom domacinu; npr. papilomavirus Covjeka - HPV (engl.
human papillomavirus), govedi papilomavirus - BPV (engl. bovine papillomavirus) itd. Za
razliku od vecine drugih virusa u kojih proteini kapside imaju razli¢itu antigenu strukturu, kod
svih papiloma virusa Zivotinja i ljudi proteini kapside imaju konzervirani slijed aminokiselina.
Stoga protutijela na npr. proteine kapside BPV krizno reagiraju s papilomavirusima
Covjeka.(9) To je razlog 3to se specifiCni tipovi HPV ne mogu identificirati seroloSkim
metodama (serotipovi), ve¢ sekvencioniranjem DNA (genotipovi). Tipovi HPV-a oznacavaju
se brojevima, prema vremenskom slijedu njihovih otkrica. Buduc¢i da danas postoji
moguénost sekvencioniranja genomske DNA, nova definicija genotipova temelji se na
homologiji slijeda nukleotida. Razli€itim tipovima smatraju se izolati koji dijele manje od 90%
nukleotida u konzerviranim regijama genoma, L1, E6 i E7.(10) Izolirane su i varijante
specifi¢nih tipova odnosno subtipovi. Da bi se neki virus smatrao subtipom, mora imati viSe
od 90% homologije s originalnim tipom. Razli¢iti podtipovi mogu imati drugacije bioloSke
znacajke. Tako je otkriveno da neki podtipovi HPV-16 imaju izraZeniju sposobnost zloc¢udne

preobrazbe od drugih.(11)

Osim $to su vrsno specifi¢ni, ovi virusi imaju specifi¢an tropizam za epitelne stanice (koza i
sluznice). Na tim mjestima izazivaju proliferaciju epitela.(12) Te dobroc¢udne proliferacije
epitela ili papilomi u odredenim uvjetima imaju sposobnost zloc¢udne preobrazbe.
Papilomavirusi Covjeka zarazavaju epitel spojnice oka, usne Supljine, grkljana, dusnika,

jednjaka, mokra¢nog mjehura, analnog otvora i genitalne regije oba spola.

Prema tkivu kojeg najCesce inficiraju pojedini se papilomavirusi ¢ovjeka dijele u tri grupe:
kutanu, mukokutanu i mukoznu. Mukokutanoj grupi pripadaju: 1. virusi koji inficiraju kozu i
sluznicu usne Supljine, 2. virusi izolirani iz bolesnika s epidermodysplasia verruciformis, te 3.
virusi koji zarazavaju anogenitalnu regiju. U anogenitalne viruse ubraja se vise od 40
razli¢itih tipova. Na osnovu sposobnosti (potencijala) izazivanja zlocudne preobrazbe ovi se

virusi dijele u tri grupe:
1. niski rizik: HPV tip 6, 11, 26, 40, 42, 43, 44, 53, 54, 55, 62, 66
2. visoki rizik: HPV tip 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68

3. vjerojatno visoki rizik: 26,53,66.



1.4.3 Genom papilomavirusa Covjeka

Za razliCite tipove HPV-a, organizacija genoma je ista. Genom svih HPV-a moze se
podijeliti u tri regije: 1. uzvodnu regulatornu regiju (engl. upstream regulatory region — URR)
koja se naziva i dugacka kontrolna regija (engl. long control region - LCR) ili nekodirajuca
regija (engl. noncoding region — NCR), 2. ranu kodirajucu regiju (engl. early - E), i 3. kasnu

kodiraju¢u regiju (engl. late - L).

Uzvodna regulatorna regija (URR) sadrzi niz elemenata koji pod utjecajem raznih
transkripcijskih €imbenika virusa i stanice domacina, kao i drugih molekula, reguliraju
transkripciju i replikaciju papilomavirusa. Rana i kasna regija sadrze gene koji kodiraju za

proteine neophodne za replikaciju i transkripciju virusa te preobrazbu stanica domacina. (12)

ORF E1 (engl. open reading frame — ORF) kodira za fosfoprotein molekulske mase 68 do 85
kDa koji ima vaznu ulogu u izvankromosomalnoj replikaciji virusa. Pokazuje aktivhost ATP-

aze i helikaze.

ORF E2 kodira za dva proteina koji imaju viSe funkcija. Jedan od njih predstavlja glavni
replikacijski protein papilomavirusa. Naime, protein E2 stvara kompleks s enzimski aktivhim
E1 i mjestom pocCetka replikacije - ori (engl. origin of replication). Ori predstavlja djelomi¢ni
palindrom od 18 pb, a nalazi se u regiji URR. Kompleks izmedu E1, E2 i ori prepoznaje
replikacijski sustav stanice domacina i sintetizira novu virusnu molekulu DNA.(13) Produkt
gena E2 vazan je i kao pozitivni i kao negativni regulator transkripcije virusnih gena. Kad
nastaje prepisivanjem cijelog gena ORF E2 ima ulogu transkripcijskog aktivatora (u
skraéenom obliku protein sadrzi samo DNA vezuju¢u domenu koji ima ulogu transkripcijskog
represora). Proteini E2 su vrlo vazni i u regulaciji ekspresije proteina E6 i E7. Smanjuju
prevodenje gena E6 i E7, Cime se smanijuje koli¢ina onkoproteina E6 i E7 u stanici. Protein

E2 moze imati i ulogu u programiranoj stani¢noj smrti (apoptoza). (14)

ORF E4 kodira za nekoliko proteina €ija uloga jo$ uvijek nije jasna, a pretpostavlja se da

imaju znacenje u produktivnoj zarazi te izlasku viriona iz stanice domacina.(15)

ORF E5 kodira za mali, hidrofobni protein, pretezno prisutan u staniénoj membrani te ima

malu sposobnost zloéudne preobrazbe.

ORF E6 kodira za onkoprotein koji se nalazi u jezgri i citoplazmi. Transkripcija gena E6 (kao i
E7) pod negativhom je kontrolom E2. Ugradnjom virusnog genoma gubi se ekspresija gena
E1l i E2, a time i kontrola nad onkogenima E6 i E7, Ciji su transkripti jedini prisutni u

zlocudnim promjenama. (16)



Preko EGAP (engl. EG associated protein) dogada se vezanje proteina E6 s p53. Kompleks
E6-E6GAP veZe i razgraduje tumor supresorski protein p53 ubikvitinskim putem, $to dovodi do
smanjenja koli¢ine p53 u stanici i gubitka njegovog reparatornog svojstva. Vezanje E6 s
EGAP spreCava ubikvitinizaciju i razgradnju tirozin kinaze Blk, Sto moZe dovesti do
stimulacije proliferacije stanica. E6 ima antiapoptotiCki u€inak koji je djelomi&no posredovan
razgradnjom p53 i Bak,(17) E6 mozZe aktivirati i telomerazu, stani¢nu reverznu transkriptazu,
Sto pospjeSuje rast transformiranih stanica. Aktivaciju telomeraze moZe posredovati i

onkogen myc.(18) Osim navedenog pojacava i u€inak proteina E7 u imortalizaciji stanica.

ORF E7 kodira za onkofosfoprotein E7 koji visokim afinitetom vezZe hipofosforilirani oblik
proteina RB Cime se upli¢e u transkripciju u ranim fazama stani¢nog ciklusa, a ujedno se
veze i za proteine p107 i p130 koji imaju vaznu ulogu u kontroli stani¢ne proliferacije.
Vezanje HPV za RB i proteine p120 i p170 spre€ava njihovo vezanje za E2F Sto dovodi do
nekontrolirane proliferacije stanice. Pokusi in vitro su pokazali da je prisutnost gena za E6 i
E7 HPV 16 ili HPV 18, ali ne i HPV 6/11, dovoljna da izazove imortalizaciju stanica u
kulturi.(19) Za zlo¢udnu preobrazbu nuzna je ekspresija oba gena. Vazno je napomenuti da
niskoriziéni HPV mijenjaju stanicu, ali ne izazivaju zlocudnu preobrazbu stanice. Osim
pokusa in vitro, E6 i E7 su uvijek nadeni u karcinomima vrata maternice $to ukazuje da je

prekomjerna ili neregulirana ekspresija tih gena nuzna za odrzavanje zlocudnog stanja.

Kasna regija smjesStena je nizvodno od rane regije, a sadrzi dvije ORF (L1 i L2) koje kodiraju
za dva proteina kapside. Protein L1 je glavni protein kapside. Ima ga dvostruko vise od
manjeg strukturnog proteina L2. L1 ima jako konzervirani slijed aminokiselina u svih
papilomavirusa zivotinja i ljudi. Odredeni slijed aminokiselina proteina L2 saCuvan je u svim
spolnim HPV-ovima i mogao bi biti razlogom specifiénog tropizma tih virusa.(20) Cini se da
transkripciju kasne regije odreduju regulatori transkripcije stvoreni u stanicama domacina,
obzirom da je stvaranje proteina L1 i L2 strogo ogranic¢eno na intermedijalan i superficijalan

sloj epitela.

1.4.4 Zivotni ciklus papilomavirusa ¢ovjeka

Kao posljedica mikrotraume epitela, virus ulazi u pri¢uvne-pluripotentne stanice. Cini se da
ove stanice posjeduju receptore za papilomaviruse Covjeka. Ulaskom u stanicu, replikacija
virusa odvija se na tri nacina: 1. niska razina umnozZavanja neposredno nakon ulaska virusa
u bazalnu stanicu osteéenog epitela, 2. latentno, minimalno umnoZavanje prati diobu
priCuvnih-pluripotentnih stanica (latentna zaraza), i 3. normalno umnazanje — stvaranje novih

viriona u diferenciranim stanicama epitela (produktivna zaraza).



Nakon ulaska u stanicu virus se stabilizira u episomalnom stanju i umnoZzi u oko 20 do 100
kopija. Replikacija episomalne DNA u latentnoj se zarazi odrzava na razini koja prati diobu
bazalnih i parabazalnih slojeva. Obzirom da se u latentnoj zarazi ne stvaraju kompletni
virioni, ne dolazi do nastanka karakteristichog citopatskog ucinka te se nazo¢nost HPV-a
moze utvrditi jedino metodama molekularne biologije. U vid§im slojevima virus umnaza svoj
genom usporedno s diferencijacijom stanica domacina. U diferenciranim stanicama, odnosno
intermedijalnom i superficijalnom sloju, dolazi do ekspresije kasnih gena i koriStenja
specificnih ¢imbenika transkripcije iz stanice domacina koji stimuliraju stvaranje proteina
kapside virusa. Taj proces omogucava stvaranje zrelog virusnog potomstva i nastanak
karakteristiCnog citopatskog ucinka HPV-a koji se moZe dokazati u citoloSkim obriscima i
histopatoloSkim rezovima. Ovaj prikaz vrijedi za tipove HPV-a niske zlo¢udne sposobnosti.
Razlika izmedu nisko- i visokorizicnih HPV-a krije se u fizickom stanju njihovih genoma u
stanici domacina. Episomalni oblik DNA HPV-a prisutan je u kondilomima i CIN 1.(21) Kada
je virus u episomalnom obliku regija ORF E2 je intaktna Sto omoguéava reguliranu
transkripciju ORF E6 i E7. U zlo¢udnim je promjenama stvaranje viriona HPV-a neznatno, jer
je njihova DNA uglavnom ugradena u kromosom domacina.(4) Uslijed ugradnje dogada se
delecija gena E2 (ponekad i E4 i E5) i L2.(22) Obzirom da gen E2 kodira za supresor
transkripcije gena E6 i E7, njegovom delecijom gubi se i kontrola transkripcije ovih gena, a
time i kontrolirana proliferacija stanica. Rijetki su slu€ajevi karcinoma vrata maternice gdje se

HPV moze nadi u episomalnom obliku, a u tim slu€ajevima gen E2 je obi¢no mutiran.

1.4.5 Imunosni odgovor na infekciju humanim papilomavirusom

Infekcija HPV-om karakterizirana je izostankom viremije, upalne reakcije i unisStavanja
zarazenih stanica (stani¢ne smrti). UobiCajeni odgovor na infekciju je aktivacija lokalnih
makrofaga, odnosno Langerghansovih dendritiCkih stanica. Tako aktivirane Langerhansove
stanice krecu prema prvom drenaznom limfnom d&voru i prezentiraju HPV-antigen T-
limfocitima. Potom se T-limfociti diferenciraju u razli€ite izvrSne stanice koje kre¢u prema
mjestu infekcije i uniStavaju zarazene keratinocite. Medutim, to se ne dogada kod infekcije
HPV-om.

Ova infekcija je karakterizirana slabim ili nikakvim otpustanjem proinflamatornih citokina,
stoga nedostaje esencijalni signal aktivacije lokalnog imunosnog sustava. Zarazeni
keratinociti mogu aktivirati snazan obrambeni sustav posredovan sekrecijom interferona.
Pojedini tipovi interferona imaju snazan protuvirusni, protuproliferacijski, protuangiogenicki i
imunostimulacijski u€inak. Medutim, produkti HPV E6 i E7-gena suprimiraju gene odgovorne

za sintezu interferona i na taj nacin ruse vrlo vazan obrambeni sustav. Nadalje, HPV ima



mehanizme izbjegavanja prirodenog imunosnog odgovora i tako onemogucéuje stjecanje
imuniteta i sprjeavanje ponovne zaraze. U odredivanju tijeka HPV-infekcije klju¢an je
stani¢ni imunosni odgovor posredovan CD4 Th1-populacijom limfocita. Imunosni sustav
najéesce uspije eliminirati virus. Proteinski produkti HLA-antigena imaju vaZnu ulogu u
prezentaciji antigena T-limfocitima domacina. U dva odvojena istrazivanja izolirani su razliciti
haplotipovi HLA-sustava. Neki od ovih haplotipova smanjuju rizik od nastanka trajne HPV-
infekcije tri do Cetiri puta, dok nositelji nekih haplotipova imaju do sedam puta veci rizik od

nastanka trajne HPV-infekcije.(23)

1.4.6 Utjecaj virusnih onkoproteina E6 i E7

U svim karcinomima vrata maternice nadena je povec¢ana ekspresija virusnih gena E6 i E7.
Dokazano je da E6 ima sposobnost vezanja s razli€itim vaznim regulatornim proteinima kao
Sto je p53. Vezanje E6 s p53 dovodi do razgradnje p53 ¢ime se gubi njegova uloga u kontroli
gena koji kontroliraju zastoj u G1-fazi, pa se, dozvoljavanjem prolaza kroz stani¢ni ciklus prije
nego Sto je DNA popravljena, omogucéava nakupljanje mutiranih gena. Uloga proteina E7 u
zloéudnoj promjeni ostvaruje se preko produkata tumor supresorskog gena Rb (engl.
retinoblastoma gene).(24) Retinoblastomski protein je glavni negativni regulator stani¢nog
ciklusa. Tijekom GO i Gl-faze staniénog ciklusa Rb je hipofosforiliran i vezan za
transkripcijski ¢imbenik E2F-1 koji ima vaznu ulogu u ekspresiji stani¢nih regulatornih gena
kao Sto je c-myc. Vezanje Rb i proteina p107 i p130 za E2F-1 onemogucéava djelovanje E2F
¢ime se spre€ava ulazak stanice u S-fazu. Pocetak sinteze DNA i prijelaz stanice iz G1 u S-
fazu zahtijeva raspad te veze, koja se dogada hiperfosforilacijom Rb. Visoka razina
nevezanog E2F-1 stimulira ekspresiju drugih staniénih regulacijskih gena i dovodi do
proliferacije. Vezanje HPV E7 za Rb i proteine p107 i p130 onemogucava njihovo vezanje s
E2F-1, Sto uzrokuje nekontroliranu proliferaciju stanice. Gubitak funkcije proteina p53 i Rb
dovodi do kontinuirane replikacije i proliferacije stanica. Stimulirana je sinteza DNA bez
popravka oste¢ene DNA, nakupljaju se genetske greske, izostavljena je programirana smrt

stanice i tako dolazi do zloéudne preobrazbe.

Zaraza HPV-om biljeZi se prosjeCno desetak godina prije nastanka karcinoma vrata
maternice. Osim toga, samo mali broj Zzena zarazenih s HPV-om visokog rizika razvije
karcinom. Svi ti nalazi govore u prilog dodatnih dogadaja ili ¢imbenika koji su bitni za
nastanak karcinoma, stoga je identifikacija dodatnih genetskih — kromosomskih promjena

vrlo vazna za razumijevanje biologije ovog karcinoma. (25)



1.5 DIJAGNOSTIKA CIN-a

PAPA test, kolposkopija s cillanom biopsijom i patohistoloSka analiza uzorka tri su
komplementarne metode otkrivanja i verifikacije intraepitelne neoplazije i potrebno ih je
uciniti u sklopu cjelovite dijagnosticke obrade CIN-a.(26) U novije vrijeme, ovom klasi€hom
dijagnosti¢kom trijasu mozemo dodati i tipizaciju HPV DNK, &iji su nam podaci zanimljivi kod
heterogene skupine LSIL-a, jer je HSIL uglavnom izazvan tipovima HPV-a iz grupe visokog
onkogenog rizika.(27)

1.5.1 CitoloSka slika PAPA testa

Citoloska slika premalignih lezija karakterizira morfolodke promjene koje se ponajprije
nalaze na jezgrama. Prema intenzitetu morfoloSkih promjena intraepitelne lezije ploCastog
epitela dijele se na: dysplasia levis — DL, dysplasia media — DM, dysplasia gravis — DG i Ca
in situ — CIS. Sve citoloSke karakteristike koje se nalaze kod displazije i koje su, obzirom na
tezinu displazije bile sve intenzivnije, kod CIS-a su jo$ jaleg intenziteta uz karakteristi¢nu
pojavu deskvamacije u nizu i sinciciju s preklapanjem jezgara i gubitkom polarnosti, te
zadebljane i naborane jezgrene ovojnice s usjeccima i uzduznim naborima, uz nepravilno

nakupljanje kromatina.

CitomorfoloSke promjene kod intraepitelnih lezija Cesto su udruzene s morfoloSkim
promjenama karakteristiCnima za infekciju HPV-om u obliku uze ili Sire, svijetle, nepravilne,

ostroograni¢ene zone oko jezgre.

1.5.2 PatohistoloSko stupnjevanje CIN-a

Vecina dijagnosticko-terapijskih postupaka preporucuje, u sluaju kolposkopski vidljive
promjene, uciniti ciljanu biopsiju. Uzorci tkiva mogu se uzeti biopti¢kim klijestima (,punch®
biopsija), a pri sumnji na pocetnu invaziju, preporucuje se uciniti klinastu biopsiju nozem (na
raspolaganju vecéa koli€¢ina strome). Upotrebom male niskovoltazne dijatermijske petlie
takoder se dobiva adekvatan uzorak tkiva, a postoji i moguénost da se manje i ograni¢ene
promjene u potpunosti odstrane. Tkivo koje patolog dobiva na uvid trebalo bi sadrzavati
epitel, bazalnu membranu i dio podleZzece strome. Pod pretpostavkom da je analiziran
reprezentativan uzorak tkiva, patohistoloSka se dijagnoza smatra ,zlatnim standardom® u

dijagnostici preinvazivnim promjena genitalnog trakta.

Morfoloski kriterij za postavljanje dijagnoze CIN-a ukljuCuje ove promjene stanica

viSeslojnoga ploCastog epitela vrata maternice: nejednakost u obliku i veli€ini stanica i
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njihovih jezgara, poremecaj sazrijevanja, poremecaj omjera citoplazmaljezgra, kvantitativna i
kvalitativna promjena kromatina, kao i izgled i broj nukleola, prisutnost patoloskih mitoza, te
specifina orijentacija jezgara u stanicama. Za odredivanje patohistoloskog stupnja CIN-a

primjenjuje se procjena debljine promjenama zahvaéenog epitela.

Kod CIN 1 vidljive morfoloSke promjene ograniene su na bazalni i parabazalni sloj, tj.
zahvacéaju do treCine debljine epitela, mjereno od bazalne membrane, uz odrzanu

stratifikaciju i diferencijaciju intermedijarnog i superficijalnog sloja.

Kod CIN 2 moze se vidjeti poremecaj rasporeda i sazrijevanja stanica u donjim dvjema

trecinama debljine epitela, a postoje i patoloske mitoze.

U CIN-u 3 promijenjena je cijela debljina epitela, ali nema prodora kroz bazalnu membranu,
brojne su patoloSke mitoze, a promijenjeni epitel moze manje ili viSe ispunjavati zljezdane
kripte.(26,27)

Citohistolo$ka korelacija

Vrijednost diferencijalne citodijagnostike izravno je ovisna o klasifikaciji citoloSkih nalaza s
obzirom na jasnoc¢u morfoloskih kriterija koji razdvajaju pojedine skupine i broj upotrijebljenih
dijagnostic¢kih skupina. Dijagnosti¢ka tocnost diferencijalne citologije (kod podudarnosti istog
stupnja) za dvije skupine, Bethesda 1988. iznosi 82%, za tri skupine, Zagreb 1968. 53-67%,
a za Cetiri skupine, Zagreb 1990. 51-61%. Analiza vrijednosti diferencijalne citodijagnostike
za pojedine lezije pokazuje da je kod primjene Kklasifikacije ,Zagreb 1990“ s vise
dijagnosti¢kih podskupina citodijagnostika najpouzdanija u predvidanju histoloske dijagnoze
CIS-a, a posebice CIN 3 (dijagnosticka tocnost 88-96%), dok je za lezije blazeg stupnja
nepouzdana, (posebice za srednje teSku displaziju), gdje se u 37-48% sluCajeva krije
histoloSki verificirana teza lezija, Sto upuéuje na potrebu izravne dopunske ocjene
kolposkopijom i po potrebi cilianom biopsijom takvih lezija. Toénost diferencijalne citoloSke
dijagnoze povecava se s tezZzinom intraepitelne lezije i upravo je proporcionalna
reproducibilnosti dijagnoze. Dysplasia media kritiCha je dijagnoza, koja uz slabu

reproducibilnost ima najmanju vjerojatnost da se citoloski otkrije i ispravno dijagnosticira.(28)

1.5.3 Kolposkopija

Kolposkopija je dijagnosticki postupak u kojem se pomocu optiCkog instrumenta,

kolposkopa, pod razli€itim povecéanjima i osvjetljenjima mogu pregledati stidnica, rodnica i
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vrat maternice.(29) Njemacki ginekolog Hans Hinselman izumitelj je kolposkopije.
Kolposkopski aparat sastoji se od stereoskopskog binokularnog mikroskopa s razli€itim
povecanjima 3.5 do 50 puta. Uz to, postoji jaki izvor svjetla. Uobi¢ajeno je raditi proSireni
kolposkopski pregled uz upotrebu 3-5%-tne octene kiseline, pod €ijim djelovanjem dolazi do
koagulacije proteina u jezgrama i citoplazmi pa tkivo s ve¢om stani¢nom aktivnhodéu poprima
bijelu boju. Krvozilna mreza stvara karakteristiCne kolposkopske slike. Kolposkopski bi nam
pregled trebao pruziti ove podatke: je li citoloSki utvrdena atipija epitela uopce kolposkopski
vidljiva, a ako jesti, gdje se nalazi, koliku povrdinu zahvaca, Siri li se u cilindriéni epitel
cervikalnog kanala, je li multicentriCna ili multilokularna, je li promjena u cijelosti vidljiva i

postoji li sumnja na invazivni proces.

Kolposkopska je terminologija u poslijednje vrileme uvelike pojednostavlijena i
standardizirana, a u upotrebi je zadnja klasifikacija usvojena na 7. Svjetskom kongresu za

cervikalnu patologiju i kolposkopiju odrzanom 1990. godine u Rimu.

Abnormalna kolposkopska slika unutar i izvan zone preobrazbe:

1. Acidobijeli epitel 4. Leukoplakija
2. Punktacije 5. Jod negativna podrucja
3. Mozaik 6. Atipicne krvne Zile

Kolposkopija se smatra zadovoljavaju¢om kada je sekundarna SKG u cijelosti vidljiva, tako
da je prikazana ¢itava zona preobrazbe (engl. transformation zone — TZ). ViSeslojni ploCasti
epitel je gladak i blijedoruzic¢ast, dok je cilindricni epitel barSunast ili papilaran i crven.
Prigodom kolposkopije posebno se pretrazuje TZ jer je tu CIN najceSc¢i. Podrucja CIN-a
kolposkopski su vidljiva kao manja ili ve¢a polja acidobijelog epitela (promijenjeni epitel koiji
nakon primjene octene kiseline poprima bijelu boju) udruzenog s karakteristi€nim krvozilnim
slikama punktacija i mozaika. Kolposkopska slika atipi¢nih krvnih Zila upuéuje na invazivni
karcinom vrata maternice, a zile su potpuno nepravilnoga izgleda, Sirokih lumena, jako
izvijugane, neobi¢no razgranate, dok samo poja¢ana, ali pravilna vaskularizacija moze biti

prisutna i u potpuno benignim stanjima kao $to je kronicni cervicitis.

Da bi obrada i lije€enje bolesnica s CIN-om na naSim prostorima bila standardizirana, i u
skladu s najnovijim spoznajama medicinske znanosti, od 2001. godine u primjeni je

.Revidirani dijagnosticko-terapijski postupnik za premaligne bolesti vrata maternice®.
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1.6 LIJECENJE CIN-a

U lije€enju CIN-a prevladava stav o $to poStednijem, a opet dostatnom obliku lije¢enja koje
¢e omoguciti odstranjenje neoplasti¢ne promjene, ali nece ostaviti zna€ajne, trajne posljedice
na zeninim reproduktivnim organima. Perzistencija CIN 1 u kombinaciji s HPV tipom niskog
onkogenog rizika moze se tolerirati do 2 godine, a s HPV tipom visokog onkogenog rizika do
godinu dana. Nakon toga se preporuCuje neka od postednih metoda terapije
(lokalnodestruktivna ili LETZ- Loop excision of the transformation zone). Perzistencija CIN 2
rieSavala bi se unutar godinu dana, napose ako je u kombinaciji s HPV tipom visokog
onkogenog rizika. Patohistolo3ki verificiran CIN 3, koji perzistira i nakon biopsije, treba lijeciti
bez odgadanja, a operativnu metodu treba odabrati u skladu s dobi, paritetom, ginekoloSkom

anamnezom i bolesnicinim Zeljama.

Terapiju CIN-a provodimo uglavhom kirur8kim metodama, bilo da je rije€¢ o
lokalnodestruktivnim ili ekscizijskim tehnikama. U razvijenim je zemljama 80-ih godina
uvedena terapija laserom, a od 90-ih se proSirila metoda ekscizije TZ-a niskovoltaznom

dijatermijskom petljiom (LETZ).

Lokalno destruktivne metode imaju za cilj u potpunosti unistiti promijenjeni epitel, ali pri tome
ne dobivamo tkivni preparat za patohistoloSku analizu. Za lije€enje ovakvim metodama
pogodne su promjene koje su u potpunosti kolposkopski vidljive, koje su smjeStene

egzocervikalno i kod kojih je vidljiva Citava SKG.
Elektrokauterizacija se izvodi ambulantno u lokalnoj analgeziji.

Krioterapija je pothladivanje tkiva teku¢im dusikom ili ugljikovim dioksidom na temperaturu od

-180 °C, a izvodi se ambulantno i ne zahtijeva analgeziju.

Laserska se tehnika moze upotrebljavati kao lokalnodestruktivha — laserska vaporizacija ili
kao ekscizijska metoda. Preciznost laserske zrake pruza maksimalnu to¢nost, a mogucée je
odrediti i dubinu destrukcije tkiva. Zahvat se izvodi ambulantno, u lokalnoj analgeziji, a

nedostatak mu je $to je izrazito skupa metoda.

Danas je u svijetu ekscizija niskovoltaznom dijatermijskom petljom ipak najraSirenija metoda
ljeCenja CIN-a. Elektrodijatermijsku eksciziju malom petljom prvi je opisao Certier 1981.
Godine. Poslije su Prendiville i suradnici poCeli upotrebljavati petlije ve¢ega promjera, kojima
su u jednom potezu odstranili itavu TZ, stoga je metoda nazvana LETZ (Loop excision of
the transformation zone). Princip rada temelji se na niskovoltaznoj visokofrekventnoj

izmjeni¢noj struji koja izaziva vaporizaciju stanica duz linije reza, a istodobno se postizu
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rezanje i koagulacija. Na odstranjenom tkivnom preparatu moguca je uobiCajena
patohistoloSka obrada uz procjenu stanja rubova i teZine lezije. Ovisno o opseznosti zahvata,
ova se metoda moze rabiti i u dijagnostiCke i u terapijske svrhe. Studije su potvrdile visoku
stopu izlje€enja, koja se kre¢e od 90 do 97%, dok su stope intraoperativnih i postoperativnih
krvarenja, te cervikalnih stenoza minimalne. Za sada je joS nedovoljan broj dugorocnih
studija koje bi dokazale nepobitan uc¢inak LETZ-a na fertilnost pa se ne preporu€uje kao prvi

korak u dijagnosti¢koj obradi abnormalnih citoloskih nalaza.

U lije€enju CIN-a konizacija noZzem ima dijagnosti¢ki, a po mogucénosti i terapijski ucinak.
Optimalna bi konizacija trebala odstraniti Citavu promjenu, TZ i barem trec¢inu cervikalnog
kanala. Glavni problem konizacije jest CIN koji zahvaca Zljezdane kripte, stoga, osim veli€ine
samog konusa, veoma bitan i njegov oblik. Konizacija nozem izvodi se u operativnoj dvorani,
u opc¢oj anesteziji, a nakon odstranjenja tkiva skalpelom slijedi uspostava hemostaze. Kao
komplikacije konizacije navode se intraoperativno i postoperativno krvarenje, cervikalna

stenoza te infertilitet.

Bez obzira na provedenu metodu lijeenja, prve godine nakon operacije potrebne su redovite
citoloSke, a po potrebi i kolposkopske kontrole u intervalima od 3 do 4 mjeseca. U
sluCajevima urednih nalaza u sliede¢éim se godinama kontrole mogu provoditi u
SestomjeseCnim razmacima. Ako unutar 3-5 godina nema recidiva, preporuCuje se

standardna godisnja citoloSka kontrola. (30)
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2. ISTRAZIVANJE

2.1. CILJ

Cilj ovog rada je doprinijeti izboru najbolje opcije za rani probir raka vrata maternice u
Hrvatskoj. Trenutna hipoteza je da je najbolji izbor citoloski probir Zena dobne skupine 20-29
godina, kotestiranje citologijom hrHPV Zena 30-34 godine te primarno hrHPV testiranje Zena
35-65 godina.

2.2. MATERIJALI | METODE

U ovom retrospektivnom istrazivanju analizirali smo dostupne podatke iz bolni¢kog
informati¢kog sustava (BIS), za Zene kojima je tijekom 2017. godine u nadem patohitoloSkom
laboratoriju radena analiza promjena vrata maternice. Kod bolesnica je ucinjena konizacija
kao terapijski postupak u lijecenju preinvazivnih lezija vrata maternice.

Izdvojene su Zene koje su imale prethodni PAPA nalaz u nadem citoloSkom laboratoriju, a za
vecinu je postojao PHD nalaz prethodne biopsije i HPV testiranje prije konizacije. Analizirano
je 128 bolesnica.

PHD dijagnoza postavljena je na kirurSkom materijalu, a interpretirao ju je patolog
ginekoloske klinike Petrova (Klinika za patologiju i citologiju), KBC-a Rebro.

Materijal je dobiven ekscizijskom metodom LETZ ili konizacijom hladnim nozem.

HSIL je ukljucio cervikalnu intraepitelnu neoplaziju — CIN gradus 2 i 3 (CIN 2 i CIN 3).
LSIL je uklju€io cervikalnu intraepitelnu neoplaziju — CIN gradus 1 (CIN 1).

Zadnji PAPA test bio je konvencionalni cervikalni obrisak analiziran u citoloSkom laboratoriju
ginekoloske klinike Petrova. Rezultati su objavljeni u formi poznatoj kao ,Zagreb 2002.“.

Za citoloSki — histolosku korelaciju upotrijebili smo PAPA obrisak uzet 4 — 12 mjeseci prije
biopsije.

U ginekoloskoj klinici Petrova, ali i u drugim ustanovama ucinjen je hrHPV test. Nalazi
hrHPV testa pohranjeni su u bazi podataka Klinike, a razliite metode nisu posebno
analizirane.

2.3. REZULTATI
Distribucija po dobi
ProsjeCna dob Zena bila je 44,7 godina, s rasponom od 21 do 77 godina.

Za 9 sluCajeva kod kojih je PHD nalaz bio uredan, a konizacija i amputacija cerviksa su
radeni zbog elongacije ili inkontinencije, prosje¢na dob bila je 59,9 godina.
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Za 76 bolesnica s histoloSkom dijagnozom HSIL na konusu, prosje¢na dob je bila 39,7
godina s rasponom od 22 do 66 godina, a za skupinu od 8 bolesnica s mikroinvazivnim i
invazivnim karcinomom cerviksa, prosjecna dob bila je 44 godine s rasponom 30-58 godina.

Citolodko — histolodka korelacija

Na kona¢nom histoloSkom nalazu konizata, kod 3 bolesnice naden je LSIL. Prethodni PAPA
je u jednom slucaju bio LSIL (1/3), a u dva HSIL /ASC-H (2/3). Kod 76 bolesnica s PHD
nalazom HSIL na konusu, PAPA nalazi prije konizacije bili su: HSIL/ASC-H (66/76)- 87%,
CIS/CIM (6/76)-7,8%, Ca.planocellulare — rana invazija (1/76)-1,3%, AGC-NOS (1/76)-1,3%.
U 2 slu€aja PAPA nalaz je bio LSIL (2/76)-2,6%. Nije bilo citoloSki negativnih nalaza u obje
skupine (LSIL i HSIL).

Tablica 1. Zadnji PAPA nalaz u usporedbi s histoloskim nalazom

Histologija
LSIL HSIL

Citologija

No % No %
Negativna 0 0 0 0
LSIL 1 33,33 2 2,6
HSIL/ASC-H 2 66,66 66 87
CIS/CIM 0 0 7,8
Ca.Plano-ran 0 0 1,3
AGC - NOS 0 0 1,3
Ukupno 3 100 76 100
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Tablica 2. Citolosko-histoloska korelacija

Histologija: b.o. b.o. | Epitel LSIL HSIL | Mikroin | CaPlano AdenoCa
ned. vazovni
CaPlano
Kl.dg. Kl.dg.
elong.. | Dysplasio
Citologija
Neg. 9 1 1
ASC-US 1
DL 1 2
HSIL/ASC-H 6 16 2 66 2
CIS/CIM 2 6 4 1 1*
CaPlano-rana 1 2 1
AGC-NOS 1 1
Adenoca 1
Ukupno 9 7 20 3 76 8 2 3 128
Raspon dob 39-77 28-48 | 21-85 | 48-52 22-66 30-58 39-46 31-59
Prosjek dob 59,89 38,1 43,9 | 49,67 39,69 44 42,5 42,67

Kod 8 bolesnica histoloski nalaz bio je mikroinvazivni planoceluralni karcinom (FIGO 1A1).
Kod te skupine bolesnica konizacija je i konac¢ni terapijski postupak ukoliko su rubovi i vrh
konusa slobodni. Analizirajuéi PAPA nalaz prije konizacije, u 2 sluCaja nalaz je bio
HSIL/ASC-H (2/8), u 4 slu€aja CIS/CIM (4/8) dok je kod dvije bolesnice prethodni PAPA
nalaz bio Ca.planocellularae-rana invazija 2/8.

Kod 2 bolesnice kona¢ni PHD nalaz bio je Ca.Planocellularae 2/128 1,6%., a kod 3
adenokarcinom (3/128), 2,3 %.

PAPA nalazi kod onih sa histoloskim nalazima Ca.Planocellularae bili su CIS/CIM u jednom
sluc¢aju te Ca.planocellularae — rana invazija takoder u jednom slucaju.

Kod 3 bolesnice sa histoloskim nalazom adenokarcinoma PAPA nalaz je bio CIS/CIM 1/3,
adenokarcinom 1/3 te AGC-NOS 1/3.

U skupini od 9 bolesnica kod kojih je konizacija u€injena zbog nekog drugog nalaza, a ne
sumnje na preinvazivne promjene vrata maternice, histoloski nalaz bio je uredan. Kod svih
bolesnica iz te skupine, PAPA nalaz je bio negativan.

Kod 7 bolesnica kod kojih je PHD nalaz bio uredan, a na konizaciju su upucene pod
klinickom dijagnozom sumnje na displaziju, prethodni PAPA je u jednom slu€aju bio
negativan 1/7, a kod 6 HSIL/ASC-H.

Kod 20 bolesnica, 20/128 histoloski nalaz bio je da epitel nedostaje, a izrazen je opisno, nije
bilo definitivne dijagnoze CIN-a. Prethodni PAPA nalaz kod jedne bolesnice je bio negativan
1/20 kod jedne ASC-US 1/20, kod 16 HSIL/ASC-H 16/20, a kod dvije bolesnice CIS/CIM
2/20.
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Tablica 3. Korelacija PHD nalaza biopsije sa kona¢nim PHD nalazom (konus)

Histologija b.o. b.o. Epitel ned. LSIL HSIL Mikroinvazovni CaPlano] AdenoCa
konus: CaPlano|
Kl.dg. elong.. Kl.dg.
Dysplasio
Prethodno biopsija 15 69
Prethodno konus 3 (svi CIN3; 2 5
poz vrh)
Neg. 1 4 2 14 (18,9%)
LSIL 1
HSIL 3 12 47 (63,5%) 1
V.opis SIL 1 1 1 7
VV.opis SIL/inv? 2 3 6
Mikroinv 2
AIS/atip.cil. epitel
Prethodni phd 5 19 74
Nema podatak 2 1 2 1 1
Ukupno 9 7 20 3 76 8 2 3
Raspon dob 39-77 28-48 21-85 48-52 22-66 30-58 39-46 31-59
Prosjek dob 59,89 38,1 43,9 49,67 39,69 44 42,5 42,67

Od 76 bolesnica s histoloSkom dijagnozom HSIL,
biopsije bio negativan (18,9%).

Tablica 4. HPV/HSIL+

N %
Poz 38 79,17
Neg 10 20,83
Ukupno 48 100,0

kod 14 (14/128) je prethodni PHD nalaz

Kod 48 bolesnica s histoloskim nalazom HSIL+ kod kojih je radena hrHPV tipizacija unutar
godinu dana prije konizacije kod 38 je hrHPV bio pozitivan, 78,17%, a kod 10 negativan

20,83%.
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Tablica 5. Valjanost uzoraka tkiva za patohistolosku analizu

Ne zadovoljava (%) Zadovoljava (%) x> P
LLETZ (n=24) 1571 (62,5) 9(37,5) 7,089 0,008
Noz ((n=95) 29% (30,5) 66 (69,5)

T - u 8 sluCajeva nedostaje zona transformacije, u 7 epitel je dijelom artificijelno promijenjen ili
nedostaje; ¥ u 11 sluCajeva nedostaje zona transformacije, u 18 epitel je dijelom artificijelno
promijenjen ili nedostaje; x2 — chi kvadrat, P — statisti¢ka vjerojatnost

Analizom konusa s prethodnim abnormalnim citoloskim nalazom prema tipu operacije vidljivo
je da je nakon 62% LETZ operacija, PHD nalaz neadekvatan (33% nedostaje zona
transformacije, a u 29% dijelom artificijelno promijenjen ili dijelom nedostaje epitel). Kod
skupine od 95 bolesnica operirane noZzem, u 30% PHD nalaz je bio neadekvatan (11.6%
nedostaje zona transformacije, a kod 18.9% dijelom artificijelno promijenjen ili dijelom
nedostaje epitel).

2.4 RASPRAVA

PAPA test, kolposkopija s cilianom biopsijom i PHD analiza uzorka tri su komplementarne
metode otkrivanja i verifikacije intraepitelne neoplazije i potrebno ih je uciniti u sklopu
cjelovite dijagnosticke obrade CIN-a.

U novije vrileme ovom klasiénom dijagnostickom trijasu mozemo dodati i tipizaciju HPV
virusa. Napredak cervikalne citologije pomogao je u smanjenu morbiditeta i mortaliteta
bolesti vrata maternice zadnjih 70 godina, uz limite koji su dobro poznati (31,32,33).

Poznata je direktna povezanost HPV infekcije s visokorizi€nim tipovima i razvoja
preinvanzivnih i invazivnih promjena vrata maternice.

Buduéi da su visokoriziéni HPV tipovi detektirani u 99% invazivnih cervikalnih karcinoma, i u
visokom postotku HSIL promjena, HPV detekcija moze biti alternativa skrining testu za
detekciju prekusorskih promjena koje ¢e progredirati u invazivni karcinom.

Visoka osjetljivost hrHPV testiranja opisana je u literaturi, medutim postoje varijacije ovisno o
metodi i ispitivanoj populaciji.

CitoloSko — histoloSka korelacija

Od 76 bolesnica s HSIL histoloSkom dijagnozom na konusu zadnji konvencionalni PAPA
razmaz bio je abnormalan u svim slu€ajevima, 76/76 (100%). Abnormalni citoloski nalazi bili
su LSIL 2/76, HSIL/ASC-H 66/76, CIS/CIM 6/76, Ca planocellulare rana 1/76, AGC-NOS
1/76.

Kod 3 bolesnice s LSIL histoloSkim nalazom na konusu 33.3% je bilo LSIL, a 66.6%
HSIL/ASC-H.
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Kada je histoloski nalaz konusa bio mikroinvazivni planocelularni karcinom, a rije¢ je 0 8
bolesnica, svi PAPA nalazi su bili abnormalni (100%). U 2 slu¢aja HSIL/ASC-H u 4 CIS/CIM
te u 2 Ca planocellulare rana invazija, kod dvije bolesnica s invazivnim planocelularnim
karcinomom PAPA nalaz u oba slu€aja je bio abnormalan CIS/CIM, a u drugom Ca
planocellulare rana invazija. Isti je slu¢aj i kod 3 bolesnice s adenokarcinomom cerviksa. Kod
sve 3, citolo$ki je nalaz bio abnormalan (1 CIS/CIM, 1 AG-NOS, 1 Adenoca).

Prateéi citolodko-histoloSku povezanost skupine s LSIL histoloSkim nalazom vazno je
napomenuti da nije bilo negativnih PAPA nalaza. Pajtler i suradnici to¢no su predvidjeli samo
30% slucajeva CIN Il. (33) Al-Nafussi i suradnici slicno Pajtleru i suradnicima to¢no su
predvidjeli CIN Il u 35%, a CIN | u 22% bolesnica ali s 15% negativnih nalaza. (34)

U naSem radu kod histoloskog nalaza konusa HSIL PAPA nalaz je bio HSIL, CIS/CIN, Ca
planocelullare rana u 74/76 sluajeva 97.4%. U 2 slucaja ili 2.6% nalaz je bio LSIL.

Pajtler i suradnici su izvijestili 0 97% povezanosti citoloSkog i histoloskog nalaza kod HSIL.

Vazno je napomenuti da je nakon suspektnog PAPA nalaza za HSIL, mikroinvaziju ili
invazivni zlo¢udni tumor bolesnica upuc¢ena na hitnu biopsiju, a nakon toga na operativni
zahvat tako da ishod kod svih bolesnica bio uspjeSan (izljeenje — 100%).

U skupini od 20 bolesnica gdje epitel nedostaje na konacnom PHD nalazu, PAPA prije
operacije kod 90% bolesnica je bio HSIL i CIS/CIN. Kod te skupine provedena je LETZ
biopsija i odstranjena je Citava TZ tako da je kona¢ni PHD nalaz konizacije bio takav da
epitel nedostaje. Kontrolni PAPA nalazi nakon 6 mjeseci su kod svih bolesnica bili uredni
(100%).

Oko 19% bolesnica kod kojih je kona¢ni PHD nalaz konusa bio HSIL, prethodna biopsija je
bila negativha. Za naglasiti je da je kod svih PAPA nalaz bio HSIL, i na konizaciju se i$lo
zbog nepodudarnosti citologije i histologije. Kontrolni PAPA nakon 6 mjeseci kod svih
bolesnica je bio negativan, $to upucuje na neadekvatnu obradu bolesnica s nepouzdanim
kolposkopskim nalazom i biopsijom s pogreSnog mjesta.

U naSem istrazivanju hrHPV test prije histoloSke dijagnoze HSIL i vise (HSIL+ je negativan u
oko 20% bolesnica 10/48). Zhao. i suradnici u periodu od 4 mj. do 3 godine prije histoloSke
dijagnoze HSIL imali su 24 % hrHPV negativnih nalaza (35), sli¢no kao i Kaiser Permanente
study s 20% negativnih nalaza (36). U zadnjem publiciranom Kaiser Permanente study
16.1% negativnih hrHPV nalaza su pronadeni kod bolesnica s biopsijom utvrdenim HSIL.
Suprotno POBASCAM (37) ispitivanje je pokazalo 9% hrHPV negativnih nalaza kod biopsije
HSIL (23/255).
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2.5 ZAKLJUCAK

Citologija je u Hrvatskoj dobro organizirana kao metoda skrininga cervikalne patologije i
rezultati prezentirani u ovom radu to potvrduju.

Za izdvoijiti je da zamjena PAPA testa hrHPV testiranjem treba biti predmet daljnjih
istraZivanja. U kontekstu potencijalne implementacije hrHPV testa kao primarnog u
nacionalnom organiziranom probiru u Hrvatskoj, trebalo bi naglasiti i o nekim nedoumicama,
posebno razli€itostima metoda za hrHPV detekciju.

HrHPV negativni slu€ajevi HSIL-a opisani su u brojnim radovima u literaturi, a najcesce se
objasnjavanju kao: neadekvatno uzet uzorak za tipizaciju, malen broj Eestica virusa u uzorku,
onecid¢enje uzorka tvarima koje ometaju analizu, kao i malom broju zaista hrHPV negativnih
slu¢ajeva.

Budu¢a ispitivanja s velikim brojem uzoraka su neophodna za odgovor na ova pitanja.
Primarni zadatak programa prevencije bio bi da se ukljuci $to vise Zena, te da se formira
nacionalna kompjuterizirana baza podataka koja bi uklju€ila kolposkopski nalaz, citologiju,
hrHPV test i PHD nalaz.
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5. ZIVOTOPIS

Rodena sam 3. srpnja 1994. godine u Zagrebu gdje sam zavrSila osnovnu
Skolu i Prvu gimnaziju. Godine 2013. upisujem Medicinski fakultet u Zagrebu, a
zavrSavam ga 2019.godine.

U djetinjstvu sam se pocela baviti koSarkom $to sam nastavila i tijekom studija
sudjelujuci u koSarkaskoj sekciji. Nastupala sam na SveuciliSnom prvenstvu kao
dio tima gdje smo redovito bili medu prve Cetiri ekipe. Takoder sam sudjelovala na
sportsko-rekreativnom natjecanju Humanijada gdje smo osvajali zlathu medalju
gotovo svake godine.

Osim igranja koSarke, poCela sam se baviti sudenjem utakmica i trenutno imam
rang drZzavnog suca.

Tijekom Skolovanja, polozila sam B1 razinu DELF-a iz francuskog jezika.
Sudjelovala sam na Ljetnoj Skoli intervencijske radiologije u Rijeci 2018. godine.

U kolovozu iste godine provela sam mjesec dana u Houstonu na rotaciji iz
kardiologije gdje sam svladala kliniCki pregled i po€etnicki te€¢aj UZV srca.

2019. godine sudjelovala sam na skupu Prakti¢na znanja za studente u Splitu gdje
sam naucila gotovo sve vrste pregleda i vjestine potrebne za rad u opcoj ili hitnoj
ambulanti.

Bila sam ukljuCena i u projekt Pogled u sebe, u sklopu kojega sam odrzavala
radionice o vaznosti mentalnoga zdravlja uCenicima treCega razreda srednje
Skole. Zbog uspjesnosti i sveobuhvatnosti projekta, nagraden je rektorovom

nagradom kao jedan od najboljih timskih projekata 2019. godine.



