Molekularna analiza humanih papilomavirusa i inacica
HPV 16 u bolesnica s cervikalnom intraepitelnom
lezijom visokog stupnja i karcinomom vrata maternice

Karadza, Magdalena

Doctoral thesis / Disertacija
2021

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, School of Medicine / SveuciliSte u Zagrebu, Medicinski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://um.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:035394

Rights / Prava: In copyright /Zasticeno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-15

Repository / Repozitorij:

Dr Med - University of Zagreb School of Medicine
Digital Repository

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:035394
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/mef:3788
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mef:3788

SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI FAKULTET

Magdalena Karadza

Molekularna analiza humanih
papilomavirusa i inac¢ica HPV 16 u
bolesnica s cervikalnom
intraepitelnom lezijom visokog stupnja
i karcinomom vrata maternice

DISERTACIJA

Zagreb, 2021.



SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI FAKULTET

Magdalena Karadza
Molekularna analiza humanih
papilomavirusa i inac¢ica HPV 16 u
bolesnica s cervikalnom

intraepitelnom lezijom visokog stupnja
i karcinomom vrata maternice

DISERTACIJA

Zagreb, 2021.



Disertacija je izradena u Zavodu za ginekoloSku onkologiju KBC Zagreb i Klinici za
infektivne bolesti ,Dr. Fran Mihaljevi¢® u Zagrebu.

Voditelj rada: prof. dr. sc. Adriana Vince

Zahvaljujem se kolegama i ostalim djelatnicima Klinike za Zenske bolesti i porode
KBC-a Zagreb koji su pomogli pri prikupljanju uzoraka, mentorici prof.dr.sc. Adriani
Vince, prof.dr.sc. Snjezani Lepej Zidovec i kolegicama iz Klinike za infektivne bolesti
dr. Fran Mihaljevi¢ gdje je uCinjena analiza tipova HPV u uzorcima tkiva. Takoder se
zahvaljem prof. dr. sc. Mariu Poljaku i njegovom timu iz Laboratorija za molekularnu
mikrobiologiju i dijagnostiku hepatitisa i AIDS-a Instituta za mikrobiologiju i
imunologiju, Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Ljubljani gdje je ucinjeno
sekvencioniranje HPV tip 16 i analiza inacica (varijanti) HPV 16. Mojoj obitelji hvala
na potpori i strpljenju.






SADRZAJ

L I © 1V L RPN 1
1.1 HPVirak vrata maternice .........ccuveiiiiiiie e 1
L2 = o T{o [=T 4o 1To] (oo ] = WU PPPPPPPTUPRPTT 2
1.3 Humani papiloma VIFUS .......ccoouiiiiiiiiieeecee e 5

1.3.1 Klasifikacija humanih papiloma virusa .........ccccccoviiiiiieeie e 5
1.3.2  Genom HPV ..o 10
1.3.3 Mehanizam infekcije i karcinogeneza ..........cccccoeevvveeeeeieniiiieiee e 13
1.4 DijagnostiCke MetOde ........ueiiiiiiiiiie e 17
1.4.1 Metode molekularne dijagnostiKe ... 18

1.4.2 Konvencionalni PAPA test i tekuca citologija (Liquid Based Cytology —
LBC) 21

1.4.3  KOIPOSKOPIJA ....uvveeeeeeeieiiiiiee ettt e e 23

1.5 Kilinicke manifestacije i [feCenje ........oooo oo 25
1.5.1  Preinvazivne l€Zije ..........uiiiiiii e 25
1.5.2 Rak vrata materniCe ... 28

1.8 PreVENCHA ...t 33

2 HIPOLEZA ... e 37
K B O 1] 1= Y I =T £ LTSI 38
4 1SPItaniCe i METOAE ... .. 39
o I T o] =1 g Lo~ PP PP PPPP S PRPPPRPPP 39
2 |V = (o o = PP 40
4.2.1  1zolacija virusne DNA .. ... 40
4.2.2 Amplifikacija HPV-DNA..... .o 41
4.2.3 Hibridizacija PCR produkata...........ccccoeiiiiiiiiiiiiiiieee e 42
4.2.4 Sekvencioniranje inaCica HPV 16.........cccouiiiiiiiiiieeeee e 42

LS = (=4 U | = 1 PR 45
5.1 Raspodijela pacijentica prema patohistoloskim dijagnozama....................... 46
5.2 Podaci za srednju dob, dob menarche, broj poroda i pobacaja te pusenje .56
5.8 Raspodjela HPV tipova u uzorcima prema patohistoloskoj dijagnozi.......... 47
5.4 Usporedba broja jednostrukih naspram viSestrukih infekcija HPV-om ........ 54
5.5 INACICE HPV 16 ..ottt e e e e e e e e e eeeaeees 62
5.6 Genomske inacice HPV 16 u preinvazivnim promjenama............ccccceeeeeenne 63
5.7 Genomske inacice HPV 16 u invazivnim promjenama..........ccccoeccvveeeeennnns 67

B RaASPIAVA.. i e e e e e e e e e e 75

7 ZAKIUCEK ..o e 86



8
9
10
11

Kratki sadrzaj na hrvatskom jeziku
Kratki sadrZaj na engleskom jeziku
Popis literature ...
Kratka biografija .......cc.cccecvveneen.



Popis oznaka i kratica

HPV — humani papilomavirus
DNA — deoksiribonukleinska kiselina; eng. Deoxyribonucleic acid

ICTV - Medunarodni odbor za taksonomiju virusa; eng. International Committee on
Taxonomy of Viruses

HR-HPV — visokorizi¢ni HPV; eng. High Risk HPV
LR-HPV — niskorizi¢ni HPV; eng. Low Risk HPV
E - europska filogenetska linijja HPV 16

As — azijska filogenetska linija HPV 16

AA - azijsko-americ¢ka filogenetska linijja HPV 16
Af 1 - afriCka 1 filogenetska linija HPV 16

Af 2 - afriCka 2 filogenetska linija HPV 16

bp — parovi baza; eng. base pairs

ORF - slijed nukleotida koji moze biti uklju€en u proces translacije; eng. Open
Reading Frames

E — podrucje u genomu HPV odgovorno za umnozavanije virusa; eng. Early

L — podrucje u genomu HPV odgovorno za sintezu strukturnih proteina virusa; eng.
Late

LCR — kontrolno, nekodirajué¢e podrucje u genomu HPV; eng. Long Control Region

VLP — Cestice nalik virusima koje ne sadrze virusni genetski material; eng. Virus Like
Particles

ATP — adenozin trifosfat

URR - dio nukleinske kiseline koji je sposoban povecati ili smanijiti ekspresiju
specificnih gena; eng. Upstream Regulatory Region

HSPG - heparan sulfat proteoglikani

DSBs - prekid dvolancane DNA u kojoj su oba lanca odcijepljena, no dva laca nisu
razdvojena; eng. Double Strand Breaks

CFS - mjesto u kromosomu gdje je vjerojatno da ¢e doci do loma; eng. Chromosome
Fragile Sites

PCR - lan€ana reakcija polimeraze - brza tehnika za umnozZavanje specificnih DNA ili
RNA podr¢ja; eng. Polymerase Chain Reaction



HC Il - metoda za detekciju HPV DNA temeljena na hibridizaciji; eng. Hybrid Capture
I

HC Ill - metoda za detekciju HPV DNA temeljena na hibridizaciji; eng. Hybrid
Capture Il

RNA — ribonukleinska kiselina, eng. Ribonucleic acid.

NASBA — metoda koja se koristi za kontinuirano amplifikaciju nukleinskih kiselina u
smjesi na jednoj temperaturi; eng. Nucleic Acid Sequence-Based Amplification

PAPA — Papanicolaou

LBC — tekuca citologija, metoda pripreme citoloskih uzoraka u kojoj je uzorak
pacijenta suspendiran u tekucini, koja se koristi za proizvodnju tankog sloja stanica;
eng. Liquid Based Cytology

WHO - Svjetska zdravstvena organizacija; eng. World Health Organisation
SIL — skvamozna intraepitelna lezija; eng. Squamous Intraepithelial Lesion

LSIL — skvamozna intraepitelna lezija niskog stupnja; eng. Low grade squamous
Intraepithelial Lesion

HSIL - skvamozna intraepitelna lezija visokog stupnja; eng. High grade Squamous
Intraepithelial Lesion

CIN — cervikalna intraepitelna neoplazija; eng. Cervical Intraepithelial Neoplasia
G1 — blage promjene vidljive kolposkopski; eng. minor changes

G2 — grube promjene vidljive kolposkopski; eng. maior changes

CIN | - blaga cervikalna intraepitelna neoplazija

CIN Il - umjerena cervikalna intraepitelna neoplazija

CIN Il - teSka cervikalna intraepitelna neoplazija

CIS - Carcinoma in situ

LLETZ — ekscizija transformacijske zone velikom om&om; eng. Large Loop Excision
of Transformation Zone

UZV - ultrazvuk

PET/CT - pozitronska emisijska tomografija/lkompjutorizirana tomografija; eng.
Positron Emission Tomography/Computed Tomography

MRI - Magnetska rezonancija; eng. Magnetic resonance imaging

FIGO - Medunarodna federacija za ginekologiju i porodnistvo; franc. Fédération
Internationale de Gynécologie et d'Obstétrique, eng. International Federation of
Gynaecology and Obstetrics)

LVSI - invazija limfokapilarnog prostora; eng. Lymphovascular space invasion



LPSC — laparoskopija

LAP — laparotomija

EU — Europska unija

HDGO - Hrvatsko drustvo za ginekologiju i opstetriciju
KBC — Klini€ki bolni€ki centar

AIDS - sindrom steCene imunodeficijencije; eng. Acquired Immunodeficiency
Syndrome

dNTP - deoksoribonukleotid trifosfat

rpm — broj reakcija u minuti; eng. reactions per minute
AIS — adenocarcinoma in situ

MIC — mikroinvazivni karcinom

SD - standardna devijacija

nt - nukleotid
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1.1

uvoD

HPV i rak vrata maternice

Rak vrata maternice predstavlja globalni javno-zdravstveni problem. U 2008.
godini je zabiljezeno je u svijetu 530.000 novooboljelih Zena od raka vrata
maternice i 275.000 umrlih,’3 a u 2018. godini zabiljezen je porast na 570.000
novooboljelih i 311.000 umrlih Zena.* Ve¢ dugi niz godina je poznato da je glavni
uzro€nik nastanka preinvazivnih lezija i raka vrata maternice humani papiloma

virus — HPV.5.6

Za istrazivanje uloge HPV-a u nastanku raka vrata maternice je 2008. godine
njemacki znanstvenik Harald zur Hausen dobio Nobelovu nagradu za medicinu i

fiziologiju.

Ukupna prevalencija HPV-a u vratu maternice u generalnoj populaciji zena je 10%.
Prevalencija je ve¢a u zemljama u razvoju.” 8 Infekcija HPV-om je naj¢e$c¢a u
mladih, seksualno aktivnih Zena dobi do 25 godina, ali rak vrata maternice je ¢eSci
u starijih Zena, $to sugerira nastanak infekcije u mladoj dobi i sporu progresiju do

karcinoma koja traje godinama.®

O HPV-u se danas mnogo zna, ali i dalje ostaje dosta nerazjasnjenih pitanja, stoga
ne Cudi veliki interes istraZzivaCke zajednice u otkrivanju novih spoznaja, Sto ¢e

imati velikih implikacija i u klinickoj praksi.



1.2 Epidemiologija

Rak vrata maternice je danas drugi vodeéi uzrok smrti Zena u svijetu, a to je bolest
koju je danas zahvaljuju¢i mjerama primarne i sekundarne prevencije moguce

sprijeciti.

Globalno, broj novooboljelih se procjenjuje na 570.000, odnosno 15,1 na 100.000
Zena, a broj umrlih na 311.000, odnosno 8,2 na 100.000 Zena.* Postoje znatne
razlike u incidenciji i mortalitetu izmedu visokorazvijenih i zemalja u razvoju sto je
odraz nepostojanja programa probira raka vrata maternice ili njihove loSe

provedbe.!-3. 10

Vecina spolno aktivnih Zena tijekom Zivota biti ¢e inficirana humanim papilloma
virusom. Ce$ée su infekcije onkogenim nego ne-onkogenim tipovima HPV.!1
Najveci broj infekcija prolazi spontano, no infekcija onkogenim tipovima HPV u

odredenom broju perzistira i napreduje prema prekanceroznim lezijama

(cervikalna intraepitelna lezija) i raku vrata maternice (Slika 1).
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Slika 1. Prirodni tijek infekcije HPV-om. Preuzeto s Interneta. [Pristupljeno
26.01.2021.]. Dostupno na:
http://www.virology.uct.ac.za/vir/teaching/mbchb/human-papillomaviruses



Manje od 5% zena zarazenih HPV tipovima visokog rizika razviti ¢e cervikalnu
intraepitelnu leziju, a samo 10-12% cervikalnih intraepitelnih lezija napreduje

prema invazivnom karcinomu.5 12

Vecina oboljelih i umrlih Zena nalazi se u zemljama u razvoju. Incidencija raka vrata
maternice varira izmedu 1-50 na 100.000 Zena, najvisa je u Latinskoj Americi,

Karibima, subsaharskoj Africi, Melaneziji, te u juznoj i jugoisto¢noj Aziji.13

Predvida se da ¢e do 2050. godine biti milijun novodijagnosticiranih Zena s rakom

vrata maternice, osim ako se ne dogodi drasti¢na promjena u prevenciji bolesti.'*

U Europi je rak vrata maternice po incidenciji na osmom mjestu — 61.072
novooboljelih, odnosno 11,2 na 100.000 Zena. Mortalitet je 25.829, odnosno 3,8

na 100.000 zena.* (Slika 2).
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Slika 2. Distribucija incidencije i mortaliteta od karcinoma Zena u Europi.
GLOBOCAN 2018 (IARC) Section of Cancer Information. Preuzeto s Interneta.
[Pristupljeno 26.01.2021.]. Dostupno na: http://gco.iarc.fr/today/home



Takoder, primjetne su razlike izmedu visokorazvijenih zemalja s dobro
organiziranim programima probira i slabije razvijenih (jugoistoéna Europa).

(Tablica 1).

Tablica 1. Incidencija i mortalitet od raka vrata maternice u Europi po regijama

INCIDENCIJA MORTALITET
CENTRALNA || 35 940 (58,9%) 16 011 (62%)
ISTOCNA EUROPA

ZAPADNA EUROPA 9 658 (15,8%) 4 246 (16,4%)
JUZNA EUROPA 9 155 (15%) 3512 (13,6%)
SJEVERNA EUROPA | 6 319 (10,3%) 2 060 (7,9%)

Vecéi broj novooboljelin i umrlih od raka vrata maternice u isto€noj Europi je
posljedica velikih politickih i ekonomskih promjena u proteklih 20-30 godina koje
su imale utjecaja na loSiju organizaciju javnog zdravstva i programa prevencije svih

vrsta karcinoma, a rak vrata maternice nije bio izuzetak.

Prema podacima Registra za rak Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo za 2015.
godinu ukupna incidencija karcinoma vrata maternice u Hrvatskoj je 12,9 na
100.000 Zena, a ukupna incidencija karcinoma in situ vrata maternice je 22,2 na

100.000 Zena.'®

Stope incidencije karcinoma in situ vrata maternice su najvise u dobi od 25 do 34
godine, a raka vrata maternice u dobi od 40 do 49 godine.'> Odnos izmedu
karcinoma in situ i invazivnog raka vrata maternice je u 2015. godini u Hrvatskoj

bio 1,7:1.'5 Incidencija karcinoma in situ vrata maternice najviSa je u Zena



reproduktivne dobi, §to predstavlja zna€ajan problem za Zene koje nisu jo$ rodile

ili zele jos radati.

1.3 Humani papiloma virus

Nastanak raka vrata maternice nedvojbeno je povezan s trajnom infekcijom
onkogenim tipovima humanog papiloma virusa (HPV). Unato¢ regionalnim
odstupanjima i raznolikosti u razdiobi razliitih tipova HPV-a u pojedinim etni¢kim
skupinama, naj¢esci onkogeni tipovi HPV-a u cijelom svijetu su HPV 16 i HPV 18,
a odgovorni su za nastanak vise od 70% svih karcinoma vrata maternice. Kada im
se pribroje HPV 45 i HPV 31, imamo uzroCnike 80% slu€ajeva raka vrata
maternice.'6-18 HPV 16 ima najveci onkogeni potencijal i dominantan je u svim

dijelovima svijeta.

1.3.1 Klasifikacija humanih papiloma virusa

Humani papilloma virusi se Kklasificiraju u porodicu Papillomaviridae, koja je
heterogena skupina virusa.® 1° (Slika 3). To su mali virusi, u promjeru su priblizno
55 nm. Sastavljeni su od dvolantane DNA, obavijene proteinskim omotacem —
kapsidom. Kapsida je ikozaedri€ne strukture, sastavljena je od 72 pentamerske

podjedinice — kapsomere.

Molekularnom analizom je do sada dokazano 189 razlicitih tipova papiloma virusa,
od toga je 120 ljudskih.20 Tradicionalno, oznaka “tip” se odnosi na virus koji se od
drugog tipa razlikuje u barem 10% slijeda DNA za L1 proteine omotaca, a dva

podtipa su razli¢ita kada je ta razlika u slijedu DNA 2-10%.'2 ' Prema najnovijoj

5



klasifikaciji International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV), papiloma
virusi su organizirani u filigenetsko stablo koje se sastoji od 29 rodova, oznacenih
slovima grékog alfabeta. Od toga je 5 rodova ljudskih papiloma virusa — Alfa, Beta,

Gama, Mu i Nu.

Genus
Alpha-papillomavirus

Beta-
papillomavirus

Delta-
papillomavirus

Gamma-

- . 4
Epsilon-papillomavirus papiliomavirus

Zeta-papillomavirus ¥

\

1 [:11]

/ gat 1 E'HaCIP\nPs P
& "COPY 1 1

¥ /v lCRPV PPy V'IIEP\fsEW I

/ 'y \ ; By |
L o \ \E__:/p‘swv‘“ Pi-papillomavirus
Eta-papillomavirus (‘f"’ / ki R - ) ) .
2 ; :: Omikron-papillomavirus
-]

Mu-papillomavirus Xi-papillomavirus
Lambda-papillomavirus

Kappa-papillomavirus Mu-papillomavirus
lota-papillomavirus

Theta-papillomavirus -

Slika 3. Filogenetsko stablo papilomavirusa. Preuzeto iz: de Villiers EM, Fauquet
C, Broker TR, Bernard HU, zur Hausen H. Classification of papillomaviruses.
Virology. 2004 Jun 20;324(1):17-27.

Razli¢iti rodovi dijele manje od 60% nukleotidnog slijeda L1 podrucja. Rodovi se
dalje dijele na vrste, koje dijele 60-70% nukleotidnog slijeda. Unutar vrsta su

tradicionalni tipovi s podudarno$éu u slijedu od 71-89%.20

Filogenetska istrazivanja snazno upucuju da papiloma virusi evoluiraju zajedno sa

svojim domacinima. Ne prelaze s jednog domacina na drugi, nema rekombinacije



gena i osnovna organizacija genoma je ostala oCuvana tijekom 100 milijuna

godina.

Molekulskoj raznolikosti HPV-a u svijetu pridonose i brojne inacice (varijante)
unutar tipova virusa, a to su izolati koji se u DNA slijedu L1 podrucja razlikuju za
manje od 2%. Genomske inagice HPV-a imaju razli¢ito bioloSko ponasanje i

onkogeni potencijal.5: 21,22

Obzirom na onkogeni potencijal, humani papiloma virusi se dijele na visoko-rizi¢ne,

nisko-rizi¢ne i tipove nedefiniranog malignog potencijala (Tablica 2.).18.23-25

Tablica 2. Podjela tipa HPV obzirom na onkogeni potencijal

Kategorija rizika (onkogenog HPV tipovi

potencijala)

Visoko-riziéni (High-risk HR) 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 68, 73, 82

Nisko-rizi¢ni (Low-risk LR) 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81,
83, 89

Nedefinirani rizik 26, 53, 66



Nisko-rizi€ni tipovi uzrokuju nastanak genitalnih bradavica, dok su visoko-rizi¢ni
tipovi povezani s nastankom preinvazivnih lezija vrata maternice i raka vrata

maternice.

Kod Zena kojima je dijagnosticiran invazivni rak vrata maternice najcesce izolirani

tipovi HPV-a su slijede¢im redoslijedom: 16, 18, 33, 45, 31 i 58.26.27

Humani papiloma virusi koegzistiraju s ljudima — domacinima kroz jako dugo

vremensko razdoblje i kroz taj period su se razvili u viSe evolucijskih linija.20. 28

Obzirom da je HPV 16 najrasprostranjeniji tip, velika paznja je usmjerena na
njegovo proucavanje. Postoje multiple intratipske varijante — inacice HPV 16
nastale varijaciama nukleotidnog slijeda. Obzirom na njihovu geografsku
distribuciju i etniCku pripadnost domacina, definirane su Cetiri filogenetske linije
HPV 16: euro-azijska s podlinijama europska (E) i azijska (As), azijsko-americka
(AA), africka 1 (Af 1) i afriCka 2 (Af 2). Istrazivanje iz 2012. godine je na temelju
sekvenciranja gena E6 i LCR podru¢ja dokazalo postojanje dvaju novih
filogenetskih podlinija u svakoj od africkih, tako da prema toj podjeli postoji
sveukupno devet podlinija: E (europska), As (azijska), Af 1a (africka 1a), Af 1b
(africka 1b), Af 2a (afriCka 2a), Af 2b (afriCka 2b), te prethodno identificirane NA
(sjevernoamericka), AA1 (azijsko-ameri¢ka 1) i AA2 (azijsko-ameri¢ka 2).2% (Slika

4).



Slika 4. Podjela filogenetskih linijla HPV 16. Preuzeto iz: Cornet |, Gheit T,
Franceschi S, Vignat J, Burk RD, Sylla BS | sur. Human Papillomavirus Type 16
Genetic Variants: Phylogeny and Classification Based on E6 and LCR. J Virol.
2012 Jun;86(12):6855-61. doi: 10.1128/JVI.00483-12

U nekoliko je istrazivanja potvrdeno da razli€ite inaCice imaju i razli¢ito biolodko

ponasanje i razli¢it karcinogeni potencijal.> 30-36

Infekcija odredenim inaicama nosi vecu vjerojatnost razvoja preinvazivnih i
invazivnih lezija vrata maternice,?2 37 a osobito su polimorfizmi u genu E6 visoko
zastupljeni u cervikalnim intraepitelnim lezijama visokog stupnja i raku vrata
maternice.®® Uloga pojedinih genomskih inacica u karcinogenezi raka vrata

maternice je jo§ nedovoljno poznata.

Izolati istog tipa HPV-a se nazivaju inaCicama kada je razlika u slijedu njihovih
nukleotida ve¢a od 2% ili kada im se LCR podrucja razlikuju u slijedu barem 5%.2°
Razlicite inaCice HPV 16, kao najvaznijeg tipa po rasprostranjenosti i ulozi u

karcinogenezi, su povezane s razli€itim klini¢kim ishodom.



Prvi izolirani nukleotidni slijed HPV 16 je identificiran u Zene europskog porijekla i
nazvan je europskim prototipom.3% 40 Ne-europske inadice i europske inacice s
polimorfizmom 350 G su povezane s loSijim klinickim ishodom, odnosno s
poviSenim rizikom za progresiju prema cervikalnoj intraepitelnoj leziji visokog

stupnja*!- 42 i invazivnom karcinomu.30. 43, 44
1.3.2 Genom HPV

Virion HPV-a sadrzi cirkularnu dvolan€anu DNA, obavijenu proteinskim omotac¢em

— kapsidom. Samo jedan lanac sluzi kao predlozak za transkripciju.

Genom HPV-a ima 7900 parova baza (bp — base pairs) odnosno osam dijelova
(open reading frames - ORF) organiziranih u tri funkcijska podrucja: rano (E —
early), kasno (L — late) i regulatorno, nekodiraju¢e podrucje (LCR — long control

region).*> (Slika 5)
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Slika 5. Genom HPV. Preuzeto s Interneta. [Pristupljeno 26.01.2021.] Dostupno
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Produkti transkripcije kasnog podrucja (L1 i L2) su veliki i mali strukturni protein
omotaca. Kapsida je sastavljena od 72 pentamera L1 (veliki strukturni proteini ¢ine

80-90% svih proteina kapside) i oko 12 molekula L2.

Prazne kapside, sastavljene samo od proteina L1 ili kombinacije proteina L1 i L2,
a bez nukleinske kiseline se nazivaju Virus Like Particles — VLP.4¢ VLP izazivaju
snazan imuni odgovor posredovan neutraliziraju¢im protutijelima te su temel
razvoja cjepiva.*’”> ¥ L1 je najsacuvanije podrucje genoma i stoga je tijekom
posljednjin 15 godina upravo to podrucje koristeno pri otkrivanju novih tipova
virusa. L2 protein osim svoje strukturne uloge pridonosi interakciji virusa sa
stani¢nim receptorima na povrsini, olak8ava prijenos virusa do stani¢ne jezgre kroz

citoplazmu i pojaCava infektivnost virusa.

Geni ranog podrucja (E) reguliraju virusnu transkripciju, replikaciju i interakciju s
genomom domacina. Vec¢ina humanih papiloma virusa ima Sest razli¢itih E gena:
E1, E2, E4, E5, E6 i E7.4° Prepisivanjem ovih gena, nastaju proteini s razli¢itim

funkcijama:

E1 je protein neophodan za virusnu replikaciju, veze se na specificno vezno mjesto
(origin of replication) i formira heksamerne komplekse uz pomoé E2. Nastali
kompleks ima ATP-aznu i helikaznu aktivnost i zapoCinje odmotavanje DNA,

formirajuci predlozak za sintezu virusne DNA.50

E2 je protein koji sluzi kao glavni regulator transkripcije za virusne promotore
smjestene primarno na LCR. Sastoji se od tri dijela. Prvi dio se veze na LCR,
povezan je srediSnjim dijelom s tre¢im koji je esencijalan za regulaciju transkripcije
i replikacije virusne DNA kroz interakciju s proteinom L1.5" Niske razine E2 proteina

aktiviraju transkripciju virusne DNA, dok visoke razine djeluju kao represori
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mehanizmom negativne povratne sprege snizavajuéi razinu E6 i E7 proteina.5? E2
takoder ima veliku ulogu u odvajanju novonastale virusne DNA i njezinom

jednolikom rasporedivanju unutar stanica kéeri.53

E4 protein primarno je izrazen u kasnijoj fazi virusne infekcije. Funkcija E4 proteina
je olakSavanje otpusStanja novonastalih viriona u okolinu zarazene stanice
razdorom intermedijarnih filamenta njezinog citoskeletona.>* E4 protein sudjeluje
u zadrzavanju stanica u G2 fazi stani¢nog ciklusa, te inhibicijom sinteze stani¢ne

DNA omogucuje pojatano umnozavanje virusne DNA.%

E5 je mali protein koji pridonosi procesu karcinogeneze pojacavajuci
imortaliziraju¢i potencijal E6 i E7 proteina.56 Uz to, inhibira intercelularnu
komunikaciju i na taj na¢in onemoguc¢ava homeostatsku kontrolu okolnih zdravih

stanica nad transformiranim stanicama.

E6 je protein s viSestrukim funkcijama, ali njegova najvaznija uloga je
posredovanje u degradaciji tumor supresorskog gena p53. Na taj nacin zaustavlja
apoptozu induciranu s p53, ukidajuci sposobnost stanice da planiranom smrcu
odgovori na oStecenje DNA.5” E6 djeluje i na ostale staniéne proteine, mijenjajuci
nekoliko metaboli¢kih mehanizama. Njegovim djelovanjem dolazi do poviSenih

razina telomeraze §to omoguc¢ava stanicama da se neograni¢eno dijele.%®

E7 je protein €ija je primarna funkcija inaktivacija pRb tumor supresorskih proteina
i onemogucavanje normalnog staniénog odgovora apoptozom na ostecenje
DNA.% Interakcijom s regulatorima stani¢nog ciklusa dovodi do nekontrolirane
stani¢ne diobe i proliferacije. Destabilizacijom centrosome dovodi do mitotskih

greSaka i nestabilnosti genoma.®0
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LCR ili URR (Upstream Regulatory Region) je podrucje vazno za regulaciju
virusnog umnozavanja i transkripcije virusnih gena. Sadrzi DNA replication origin
(ishodiste replikacije virusne DNA), regulatorne sekvence transkripcije i jedan ili

vise promotora koji reguliraju ekspresiju virusnih onkoproteina E6 i E7.

1.3.3 Mehanizam infekcije i karcinogeneza

Humani papiloma virusi su epiteliotropni virusi i njihov Zivotni ciklus je ograni¢en
na tkivo u kojem se umnazaju. Imaju jedinstveni obrazac infekcije koji je ograni¢en
na stanice epitela u bazalnom sloju. Nakon mikrotraume epitela, bazalna
membrana ostaje ogoljena te se virus veze preko L1 kapsidnog proteina na
dijelove membrane koji sadrze heparan sulfat proteoglikane (HSPG). Tada dolazi
do konformacijske promjene, proteolize L2 kapsidnog proteina i vezanja L1
proteina na receptore s povrSine epitelnih stanica koje su u meduvremenu prekrile
nastalu mikrotraumatsku ranu.6!. 62 Papiloma virusi su jedini poznati virusi koji
zapocdinju proces infekcije izvan stanice. Nakon vezanja za stani¢ni receptor, dolazi
do internalizacije i endocitoze virusa posredovane heterotetramernim aneksinom
A2/S100A10 (A2t).83 Virus se u endosomu oslobada svoje ovojnice i njegova DNA
u kompleksu s L2 proteinom izlazi iz endosoma, preko mreze citoplazmatskih
mikrotubula dolazi do stani¢ne jezgre i smjesta se u subnuklearno podrucje ND10,
gdje zapocinje virusna transkripcija.t* Cjelokupni proces je iznimno spor, traje 12-

24 sata.%5> (Slika 6)
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Slika 6. Mehanizam infekcije HPV-om. Preuzeto iz: Schiller JT, Day PM, Kines RC.
Current understanding of the mechanism of HPV infection. Gynecol Oncol. 2010
Jun; 118(1 Suppl): S12-S17. doi: 10.1016/j.ygyno.2010.04.004

Nakon uspjesne infekcije epitelnih stanica bazalnog sloja, dolazi do sofisticirane
transkripcijske kaskade. U zarazenim stanicama virus ostaje u malom broju, 10-
200 kopija po stanici.®® U donjim slojevima epitela dolazi do transkripcije E1 i E2
proteina koji odrzavaju virusnu DNA u episomalnom obliku5® te olak$avaju
ispravno odvajanje virusnog genoma od genoma domadina. E6 i E7 proteini
odrzavaju stanice u proliferacijskoj S-fazi, sprjeCavajuc¢i njihovu terminalnu
diferencijaciju. E7 se veze na pRb, protein koji u normalnim uvjetima regulira
stani¢ni ciklus sprje€avajuéi stanice da udu u S-fazu. Inhibirajuéi funkciju pRb
proteina, E7 stimulira staniénu proliferaciju.?® Takoder, E6 sprjeCava stani¢nu
apoptozu posredovanu s p53.5” Smatra se da je predisponirajuci faktor u nastanku
karcinoma upravo djelovanje E6 proteina kojim dolazi do destabilizacije

domacinove DNA.60
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U sredisSnjim i gornjim dijelovima zaraZzenog epitela dolazi do pojacane ekspresije
E1, E2, E4 i E5 proteina koji omogucavaju umnazanje virusnog genoma u velikom
broju. Virusni genom se umnozava samo u stanicama koje su u S-fazi. Strukturni
proteini L1 i L2 izraZeni su u gornjim slojevima epitela. Nakon zavrSetka umnazanja
virusnog genoma i proizvodnje L1 i L2 proteina, dolazi do smjestanja virusne DNA
u proteinsku kapsidu, te otpustanja novonastalih viriona u okolinu deskvamacijom
stanica.58 (Slika 7) Za razliku od ostalih virusa, HPV ne koristi liticki proces kako
bi unistio stanicu domacina i omogucio otpustanje novonastalih viriona u okolinu.
Cesto liticki proces izaziva upalu koja aktivira imunosni odgovor protiv virusa.
Papiloma virusi koriste prirodni mehanizam deskvamacije diferenciranih epitelnih
stanica kao neupalni mehanizam otpustanja i time izbjegavanju odgovor

imunolo$kog sustava domacina.
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Slika 7. Shematski prikaz promjena uzrokovanih infekcijom virusom HPV-a u
slojevima epitela. Preuzeto iz: Mufioz N, Castellsagué X, de Gonzalez AB,
Gissmann L. Chapter 1: HPV in the etiology of human cancer. Vaccine. 2006 Aug
31;24 Suppl 3: S3/1-10
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lako vecina Zena tijekom Zivota bude zarazena HPV-om, samo se kod nekih
razvijaju preinvazivne lezije i rak vrata maternice. Tijekom akutne infekcije,
ekspresija virusnih gena je ograniCena na ve¢ diferencirane stanice epitela koje

nemaju mogucnost daljnje diobe i nastanka genotoksi¢nih mutacija.

Klju€ni elementi u progresiji produktivne infekcije u cervikalnu intraepitelnu leziju i
u rak vrata maternice su integracija virusnog genoma u ljudsku DNA i deregulacija

u ekspresiji virusnih onkoproteina E6 i E7 u stanicama bazalnog epitela.”- 68

Integracija genoma HPV u ljudski DNA nije dio normalnog Zivotnog ciklusa virusa.
Mehanizmi integracije jo$ nisu u potpunosti razjasnjeni. Prema mnogim studijama,
nisu svi dijelovi virusnog DNA integrirani u ljudski genom — E1, E6 i E7 su
integrirani u cijelosti, dok E2, E4 i E5 nedostaju.5% 70 Integracija virusnog DNA
najceSce se dogada na mjestima u genomu domacina u kojima postoji defekt
nastao tijekom popravka DNA — Double Strand Breaks (DSBs). Na tim mjestima,
nazvanim Chromosome Fragile Sites (CFS) postoji nestabilnost DNA i
rasporedena su kroz cijeli genom. Istrazivanja su potvrdila povisenu ucestalost

integracije DNA HPYV tipova visokog rizika u podrucjima koja sadrze CFS.71-73

Nejasno je da li je povecana ucestalost virusne integracije u podrucjima s CFS
rezultat genske nestabilnosti uzrokovane prekomjernom ekspresijom E6 i E7
virusnih onkoproteina, ili domaéinova DNA sadrzi sekvence koje povecéavaju

moguc¢nost integracije.”* 7°

Do sada je identificirano preko 190 mjesta gdje se odvija integracija u
domacdinovom genomu, rasprsena su nasumce kroz cijeli genom. Potvrdeno je da

su predilekcijska mjesta za integraciju podrucja koja sadrze CFS.”3
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Prekomjerna ekspresija E6 i E7 proteina neophodna je za malignu progresiju. E6
posreduje u degradaciji tumor supresorskog gena p53 koji regulira zaustavljanje
stani€nog ciklusa i apoptozu induciranu neuspjesnim popravkom oste¢enja DNA.
E6 aktivira ekspresiju hTERT, kataliti¢ku podjedinicu telomeraze. E7 inaktivira
retinoblastom protein — pRb, tumor supresorski protein, oslobada ga iz kompleksa
s transkripcijskim faktorom E2F i na taj nacin poti€e transkripciju gena i ulazak u

S-fazu stani¢nog ciklusa te stimulira stani¢nu proliferaciju.

Zajednickim uc€inkom ova dva onkoproteina preuzimaju kontrolu nad stani¢nim
ciklusom, izazivaju teSku gensku nestabilnost i nekontroliranu proliferaciju Sto vodi

k malignoj transformaciji.

Takoder, oblik virusne DNA (episomalna ili integrirana) ima ulogu u regulaciji
transkripcije. E2 u visokim razinama potiskuje E6 i E7 onkoproteine i besmrtnost
stanica uzrokovanu njihovom prekomjernom ekspresijom. Gubitak E2 nakon

integracije pridonosi nekontroliranom stani€énom rastu i malignoj progresiji.”é 77

1.4 Dijagnosticke metode

Primarne dijagnosti¢ke metode u otkrivanju premalignih lezija i raka vrata maternice
su citologija i histologija. Manjkavost citologije, odnosno PAPA testa je niska
specificnost zbog ¢ega je potrebno €esto ponavljati pretragu, Sto je financijski i
organizacijski ograni¢avajuci ¢Cimbenik. Zahvaljuju¢i napretku tehnologije, razvijene
se brojne molekularne dijagnosticke metode za detekciju virusne DNA koje imaju
visoku osjetljivost, ali i negativnu prediktivnu vrijednost te se na taj nacin produljuje

period izmedu dva pregleda i pojednostavljuje proces pracenja i lijecenja
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pacijentica. Zbog toga se preporuca uvrstavanje ovih metoda u programe probira

za rano otkrivanje raka.

1.4.1 Metode molekularne dijagnostike

HPV se ne moze uzgojiti u konvencionalnim stani¢nim kulturama. Prve metode za
otkrivanje HPV su opisane prije 20-ak godina, a kao prva upotrijebljena polimerazna

lan¢ana reakcija (Polymerase Chain Reaction - PCR).

PCR je biokemijska metoda koja omogucava umnazanje malih koli¢ina specifi¢ne
DNA u nekoliko milijuna kopija koje se koriste za daljnju analizu. KoriStene su
generiCke pocetnice (primeri) koje odgovaraju L1 podru¢ju genoma HPV: MY09/11,

GP5+/6+.78

Danas je dostupno vise komercijalnih testova koji se mogu podijeliti u nekoliko

skupina:

1) testovi koji detektiraju HPV-HR

2) testovi koji detektiraju HPV-HR uz istovremeno tipiziranje samo HPV 16 i HPV

18

3) testovi koji vrse tipizaciju

4) in situ hibridizacija

Glavni predstavnik testova iz prve skupine je Hybrid Capture Il -HC Il (Digene). To
je signal amplifikacijska metoda temeljena na hibridizaciji ciline HPV-DNA s dva
razliita koktela oznacenih RNA proba za HPV visokog rizika (tipovi 16, 18, 31, 33,
35, 45, 51,52, 56, 58, 59 68) i HPV niskog rizika (tipovi 6, 11, 42, 43, 44) u tekuc¢em
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mediju. Nastali DNA-RNA hibridi se potom detektiraju specificnim monoklonskim
protutijelima ozna€enim kemiluminiscentnom tvari, Sto ujedno omogucava
semikvantitativno  odredivanje  koli¢ine  HPV-DNA  prema intenzitetu
kemiluminiscencije. HC |l ne omuguc¢ava identifikaciju specificnih tipova HPV
(genotipizaciju) ve¢ samo daje informaciju da li je HPV iz skupine visokog rizika
prisutan. Studije koje su usporedivale HC Il i PCR su dokazale da je HC Il manje
osjetljiva metoda i da krizna reaktivnost izmedu proba iz dva koktela moze smanijiti
klini¢ki znac¢aj pozitivnog rezultata testa.”® 80 Kako bi umanijili ovu negativnu stranu
HC Il'i povecali osjetljivost, razvijena je nova metoda HC Il (Hybrid Capture Ill) koja
koristi RNA probe s biotiniliziranim oligonukleotidima usmjerenim na podrucja s
jedinstvenim nukleotidnim slijedom unutar ciljanog dijela genoma.8’ Ove dvije

metode imaju gotovo jednaku specificnost, dok HC Il ima nesto vecu osjetljivost.

Ostali testovi iz ove skupine kvalitativnih testova su Amplicor HPV test (Roche
Molecular Systems) i Cervista HPV HR Test (Hologic). Amplicor HPV Test detektira
takoder 13 tipova HPV iz skupine visokog rizika kao i HC Il, ali se bazira na PCR
tehnologiji. Cervista HPV HR test je takoder signal amplifikacijska metoda, te kao i
HC Il ima dozvolu americke FDA (Food and Drug Administration) za detekciju HPV-
HR kao dodatna metoda u probiru za rak vrata maternice u Zena iznad 30 godina u
Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama.8? 8 Qva dva testa, kao i HC Il izrazavaju rezultat

testa na HPV iz visokorizi¢ne skupine kao pozitivan ili negativan.

U drugu skupinu testova spadaju testovi koji uz kvalitativnhu detekciju 13 do 14
visokorizi¢nih tipova HPV vrse i istodobnu tipizaciju HPV 16 i HPV 18. Tu spadaju
Abbott RealTime High Risk HPV Test (Abbott Molecular), Cobas 4800 HPV Test
(Roche Molecular Diagnostics) i Cervista HPV 16/18 Test (Hologic). Abbott

RealTime High Risk HPV Test i Cobas 4800 HPV Test se temelje na real-time PCR
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tehnologiji. Oba vrSe individualnu tipizaciju HPV 16 i HPV 18 te zajednicku detekciju

ostalih HPV-a iz skupine visokog rizika.

Polimerazna lanana reakcija (Polymerase Chain Reaction - PCR) pomocu enzima
polimeraze umnozava ciljani dio DNA (target amplification) pomocu izabranih
zacetnica (primera) ¢ime se osigurava visoka specificnost testa. Ciljani dio DNA se
ciklicki umnozava kroz 30 do 40 ciklusa te se od malih koli¢ina DNA dobiva koli¢ina
virusnog DNA dovoljna za daljnju analizu. Time se postiZe visoka osjetljivost testa.8*
Testovi iz tre¢e skupine koriste upravo PCR metodu za tipizaciju HPV tipova
visokog rizika. Kako bi se u jednom testu moglo tipizirati viSe tipova HPV-HR koriste
se generiCke zacetnice (primeri) usmjerene na L1 podru¢je u genomu HPV
(zaCetnici MY09/11, GP5+/6+, SPF10). Naj¢eSce KkoriSteni testovi za HPV
genotipizaciju se temelje na principu reverzne line-blot hibridizacije — GP5+/6+ RLB
Genotyping Assay.85 Jedan od testova u najSiroj upotrebi je INNO-LiPA HPV
Genotyping Assay, kojim se umnozava dio DNA dug 65 kb u L1 podrucju pomocéu
biotiniliziranog SPF10 zaetnika nakon €ega slijedi hibridizacija s HPV specificnim
oligonukleotidnim probama koje se potom imobiliziraju na nitroceluloznoj
membrani. Ovaj je test pokazao znatno vecu osjetljivost u detekciji infekcije
multiplim tipovima HPV-a u odnosu na Digene HPV Genotyping RH Test RUO.86
Uz ovaj test, postoji i Linear Array HPV Genotyping Test koji kombinira
umnozavanje pomocu PCR i reverznu line-blot hibridizaciju za identifikaciju 36

tipova HPV.

In situ hibridizacija je metoda koja omoguc¢ava pouzdanu detekciju HPV na mjestu
patoloskih lezija, odnosno detekcija HPV se odvija unutar jezgre zarazene stanice
a ne u mediju. Rezultat hibridizacije evaluira se mikroskopski, prikazuje se

odgovarajuci precipitat unutar jezgre stanice indikativan za HPV.
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Osim ovih opisanih testova koji detektiraju virusnu DNA, postoje i testovi koji
detektiraju virusnu RNA, ali nisu jo§ u Siroj upotrebi. Ovi testovi mogu biti od
klinickog znac€aja. To se prvenstveno odnosi na testove koji detektiraju transkripte
virusnih onkoproteina E6 i E7. Virusna RNA moze se detektirati metodom reverzne
transkriptaze real-time PCR ili metodom NASBA (nucleic acid sequence-based
amplification). Trenutno postoje tri komercijalna testa za detekciju E6/E7
transkripata: PreTect HPV-Proofer, NucliSENS EasyQ HPV V1 Assay i APTIMA

HPV Assay.87-88

1.4.2 Konvencionalni PAPA test i tekucinska citologija (Liquid Based Cytology —

LBC)

Citologija kao metoda probira je tijekom zadnjih 35 godina bitno doprinijela padu
incidencije i mortaliteta od raka vrata maternice. Dvije su tehnike citoloSkog probira:
konvencionalni PAPA test i tekucinska citologija (Liquid Based Cytology — LBC).
Obje su metode prihvatljive u probiru. Prednosti tekucinske citologije su vecéa
isplativost i moguénost naknadnog testiranja na HPV.8-9" Glavna zamjerka
tekucinskoj citologiji je manja specifi¢nost te je stoga u nasoj zemlji konvencionalni
PAPA test, uz histoloSku analizu i dalje ostao “zlatni standard” u dijagnostici

preinvazivnih lezija i raka vrata maternice.

PAPA test je skracenica od Papanicolaou test, po americkom citologu grékog
podrijetla koji je 1943. godine inaugurirao ovu metodu. Postoji viSe klasifikacijskih
medoda za procjenu PAPA testa. Uz originalnu klasifikaciju WHO, u Siroj je upotrebi
Bethesda sistem (The Bethesda System) usvojen prvi put 1988. godine u

ameri¢kom gradu Bethesdi, revidiran do sada dva puta, 1991. i 2001. godine. U
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Hrvatskoj se za procjenu PAPA testa koristi Bethesda sistem, odnosno citoloski

obrazac Zagreb 2016, nastao suradnjom svih citoloSkih laboratorija na podrucju

Hrvatske, na temelju ranijih obrazaca Zagreb 1990 i 2002.92 93

Prema ovom obrascu abnormalni citolo$ki nalazi plo¢astih stanica se oznacavaju

sa SIL (squamous intraepithelial lesion). Skvamozna intraepitelna lezija moze biti

niskog stupnja (LSIL — low grade squamous intraepithelial lesion) i visokog stupnja

(HSIL - high grade squamous intraepithelial lesion) i po pravilu odgovara

patohistoloSkim dijagnozama CIN (cervical intraepithelial neoplasia) odgovarajuéeg

stupnja.

LSIL odgovara patohistolo$koj dijagnozi CIN |, a HSIL odgovara dijagnozama CIN

[, CIN Ill'i Ca in situ (Slika 8).
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Viral DNA .—‘-—»
Integration

}

Microinvasive
Carcinoma

Slika 8. Shematski prikaz usporedbe citoloSke i histoloSke klasifikacije promjena
uzrokovanih HPV. Preuzeto iz: Lowy DR, Schiller JT. Prophylactic human

papillomavirus vaccines. J Clin Invest. 2006;116(5):1167-73.
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CitoloSke karakteristike poput povecanja jezgre, visokog omjera jezgra-citoplazma,
gubitak polariteta stanica, nepravilna jezgrina membrane te povi$eni broj mitoza su

prisutne u svim slojevima epitela u intraepitelnim lezijama visokog stupnja.

Manjkavost PAPA testa je njegova niska osjetljivost koja je izmedu 50%- 80% za
pojedini test. Osjetljivost PAPA testa za lezije CIN Il i viSe je samo oko 50%. Serijsko
ponavljanje PAPA testova povecava osjetljivost ove metode na 90%.%* Relativho
dugi period prelaska HSIL prema karcinomu kompenzira nisku osjetljivost PAPA
testa, omogucavajucéi postavljanje ispravne dijagnoze ponavljanjem nekoliko

testova u relativno kratkom intervalu.

Zbog niske osjetljivosti PAPA testova, predlaze se uvodenje dodatnih dijagnostickih
metoda detekcije visokorizi¢nih tipova HPV u programe probira. Kombinacija
citoloskog probira i HPV-HR testa pokazuje vecu osjetljivost, ali nizu specifi¢nost,
kao i vece troSkove.?> Zbog toga se dodatno testiranje na HPV-HR preporuc¢a kod
Zzena u dobnoj skupini iznad 30 godina, obzirom da je u€estalost prolaznih infekcija
u mladoj zivotnoj dobi izuzetno visoka. LSIL u dobnoj skupini 18-22 godine regredira
u 61%, odnosno 91% slu€ajeva u periodu od 1, odnosno 3 godine, a svega 3%

lezija progredira do CIN 111.96

1.4.3 Kolposkopija

Kolposkopija je metoda vizualne inspekcije vrata maternice pomocu instrumenta —
binokularnog mikroskopa koji omogucava povecéanje slike 6-40 puta pod jakim
osvjetlienjem. Ovu metodu je razvio njemacki lije¢nik Hinselman jos 1925. godine,

a danas je standardni dio evaluacije vrata maternice Zena s abnormalnim nalazom
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PAPA testa.?” Glavni cilj kolposkopije je pregled transformacijeske zone na vratu
maternice jer je upravo to najéeSée podrucje nastanka prekanceroznih promjena i
raka vrata maternice. Prednost kolposkopije je moguénost ciljane biopsije
detektiranih promjena. Kolposkopija je dijagnostiCka metoda koja se koristi u
diferencijalnoj dijagnozi abnormalnog citoloskog nalaza, nije prikladna u primarnom
probiru raka vrata maternice. Makroskopske promjene vidljive kolposkopom se

opisuju kao acetobijeljenje, mozaik, punktacije, nepravilni rub te atipi¢ne krvne Zile.

Low-grade CIN High-grade CIN

Slika 9. Prikaz stupnja kolposkopski vidljivih promjena na vratu maternice.
Preuzeto s Interneta.  [Pristupljeno  26.01.2021.].  Dostupno  na:
https://www.kkh.com.sg/patient-care/conditions-treatments/cervical-cancer-

surger

Stupanj ovih promjena moze biti blagog karaktera (G1 — minor changes) i grubog
karaktera (G2 — maior changes) (Slika 9), a za njihovu procjenu se preporucuje

koristiti kolposkopski obrazac “Rio de Janeiro/Zagreb 2011”.98

Poznavanje citoloSkog nalaza poboljSava identifikaciju grubih (G2) kolposkopskih

promjena koje odgovaraju cervikalnim intraepitelnim lezijama visokog stupnja.®®
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Osjetljivost citologije u otkrivanju lezija visokog stupnja je 36-47%, kolposkopije 62-
72%, a kombinacija citologije i kolposkopije poboljSava dijagnosti¢ku osjetljivost za
lezije visokog stupnja na 70-80%, $to znali da jo$ uvijek 20-30% tih lezija ostane
neotkriveno.190 Stoga svim Zenama s abnormalnim citoloSkim nalazom treba uciniti

kolposkopiju.

1.5 Klinicke manifestacije i lijeCenje

1.5.1 Preinvazivne lezije

Cervikalna intraepitelna lezija je premaligna promjena vrata maternice koja nastaje
zbog kroni¢ne infekcije visokorizi€nim tipovima HPV, a ocituje se abnormalnim
rastom plocastih stanica cervikalnog epitela. Ukoliko se ne lijeCe, cervikalne
intraepitelne lezije visokog stupnja (HSIL), tijekom vremena (5-10 godina) u oko

30% sluc¢ajeva progrediraju u karcinom.01

Pacijentice s cervikalnom intraepitelnom lezijom nemaju specifi€nih klinickih
simptoma. Zbog abnormalnog nalaza PAPA testa, pacijentice se upucuju na
kolposkopiju, tijekom koje se abnormalnosti epitela mogu vizualizirati, a definitivha

dijagnoza se postavlja nakon biopsije i histoloSke verifikacije nalaza.

Termin cervikalna intraepitelna neoplazija je uveden 1968. godine, kada je uvedena
i svjetski prihvac¢ena klasifikacija.’%? Stupanj cervikalne intraepitelne neoplazije se

postavlja na temelju debljine zahvacenosti epitela i postoje 3 stupnja. (Slika 10)
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CIN 111

Slika 10. Histoloska slika razli¢itih stupnjava cervikalna intraepitelne neoplazije.
Preuzeto iz: Sattar HA. Female Genital System and Breast. U: Kumar V, Abbas
AK, Aster JC. Robbins Basic Pathology: with STUDENT CONSULT. 10. izd.
London: Elsevier Health Sciences; 2017.

CIN | (blaga cervikalna intraepitelna neoplazija) se odnosi na promjene ograni¢ene

na donju trecinu epitela.

CIN Il (umjerena cervikalna intraepitelna neoplazija) se odnosi na promjene koje

obuhvacaju donje dvije treéine epitela.

CIN 1l (teSka cervikalna intraepitelna neoplazija) se odnosi na promjenu koja
obuhvaca viSe od dvije treéine epitela, moze obuhvacati epitel cijelom njegovom
debljinom. Promjena koja obuhvaca epitel cijelom debljinom naziva se CIS

(Carcinoma in situ).

Nova klasifikacija uvodi pojmove skvamozna intraepitelna lezija niskog stupnja
(LSIL) u koju spadaju ASC-US i CIN I te skvamozna intraepitelna lezija visokog
stupnja (HSIL) u koju spadaju CIN I, CIN Ill'i CIS.'9 Smatra se da ta klasifikacija

bolje zadovoljava klini¢ke potrebe i vierodostojnije odrazava prirodni tijek bolesti.

Moguénost prelaska cervikalne intraepitelne lezije u karcinom ovisi o stupnju
lezije.’* CIN | u preko 50% slucajeva regredira, a tek u 1% progredira u invazivni

karcinom. CIN Il progredira u karcinom u oko 5% slucajeva.!05-107
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Cervikalna intraepitelna lezija se naj¢eS¢e dijagnosticira kod Zena dobi 25-35
godina, ali moZe nastati u bilo kojoj dobi. Rizi¢ni faktori za nastanak bolesti su rano
stupanje u seksualne odnose, veéi broj partnera, imunosupresija zbog neke druge
bolesti ili lijeCenja, HIV-infekcija te puSenje. Skvamozna intraepitelna lezija je Cest
problem Zena reproduktivne dobi, stoga je njegovo adekvatno lijecenje kriticna
komponenta rjeSavanja tog problema. Neadekvatno lije€enje povecava rizik od
karcinoma, ali i posljedica lijeCenja u smislu komplikacija u kasnijim trudno¢ama
(insuficijencija cerviksa povezana s kasnim spontanim pobacajima i prijevremenim

porodajima).108. 109

HistoloSka dijagnoza skvamozne intraepitelne lezije ukazuje na prisutnost lezije
koja bi mogla progredirati u karcinom ukoliko se ne lije€i. Lezije niskog stupnja u
60-70% slucajeva regrediraju u roku od 2 godine,'%” a lezije visokog stupnja
posjeduju visoki potencijal progresije u invazivni karcinom i uvijek zahtijevaju
lijeCenje.109

Temeljni princip lije€enja je uklanjanje transformacijske zone $to se postize

destrukcijom ili ekscizijom,'? a stope izlje€enja su vrlo visoke. !

Cochrane analiza 29 randomiziranih kontroliranih studija navodi regresiju lezija

visokog stupnja u 77-98% sluc¢ajeva.''2

Destrukcijske metode lije€enja su radikalna elektrokoagulacija,
dijatermokoagulacija, laserska vaporizacija, krioterapija i hladna koagulacija.10?
Jedinstveni princip svih ovih metoda je uniStenje kompletne transformacijske zone

do dubine oko 7 mm.110
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Ekscizijske metode su konizacija hladnim nozem, laserska ekscizija i ekscizija
transformacijske zone elektricnom omcicom (LLETZ — Large Loop Excision of
Transformation Zone).109. 110, 113 Prednost ekscizijskih metoda je moguénost
histoloSke analize oboljelog tkiva. Stopa inkompletne ekscizije iznosi 3-7%,'14 115 a
histoloSka potvrda kompletne ekscizije ne iskljuuje pojavu ostatne bolesti, stoga je

neophodno redovito prac¢enje svake pacijentice nakon lijeenja.

Veéina recidiva nastupa unutar dvije godine nakon lije¢enja.''® Incidencija
invazivnog karcinoma cerviksa u Zena lije€enih od CIN-a ostaje i do 10 puta veca
tijekom najmanje sljedecih 20 godina nakon lije€enja, zbog €ega se preporuca

ucestaliji nadzor ovih pacijentica.''”

1.5.2 Rak vrata maternice

Unato€ moguénostima rane prevencije rak vrata maternice i dalje predstavlja vazan
zdravstveni problem. Karcinom je moguce sprijeciti pravovremenim postavljanjem
dijagnoze i lije€enjem preinvazivne bolesti. Vec¢ina zena s rakom vrata maternice u

ranom stadiju moze biti izlijeGena, iako je dugotrajni morbiditet znacajan.''®

Perzistentna infekcija onokogenim tipovima HPV uzrokuje gotovo sve slu€ajeve
karcinoma. HPV DNA je detektirana u 99,7% uzoraka karcinoma.''® Cetiri su glavna
koraka u razvoju karcinoma vrata maternice: infekcija metaplasti¢énog epitela
tranformacijske zone, virusna perzistencija, progresija prema prekanceroznim
lezijama i invazija bazalne membrane.'?0 Infekcija je ¢esta u mladih zena, no

perzistira tek u 10% slu€ajeva. Invazivni karcinom nastaje tijekom nekoliko godina
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u manjeg broja zena s prekanceroznim lezijama, a najveci broj zena je dobi 35-55

godina starosti, $to ukazuje na vrlo spori nastanak i progresiju bolesti.20. 121

Rizicni faktori za nastanak karcinoma, uz perzistentnu infekciju visokorizi€nim
tipovima HPV-a kao glavnim faktorom su: rano stupanje u seksualne odnose (dob
manja od 16 godina), ve¢i broj seksualnih partnera (viSe od 4), niski
socioekonomski status, imunosuprimiranost zbog neke druge bolesti ili lijecenja,
prethodno lije€enje genitalnih bradavica te puSenje (aktivno i pasivno) kao
nezavisni faktor.'20 Karcinogeni iz duhana i policikli¢ki aromatski ugljikohidrati su

pronadeni u cervikalnom epitelu Zena koje puse.'22

HistoloSki, u oko 80% slu€ajeva se radi o karcinomima plo¢astog epitela koji nastaju
iz preegzistiraju¢ih displazija.''® 119 Adenokarcinom ¢ini oko 15-20% sluc¢ajeva
karcinoma. U regijama svijeta s dobro organiziranim programima probira doima se
da udio adenokarcinoma raste, pretpostavlja se da je to posljedica kvalitetnijeg
uzimanja uzoraka i boljeg prepoznavanja prekursorskih lezija u odnosu na zemlje
u kojima je probir loSe organiziran.?0. 123 Rjede zastupljeni histoloSki tipovi su

adenoskvamozni karcinom i karcinom malih stanica.

Naj¢es¢i simptom zbog kojeg se pacijentice javljaju na pregled je vaginalno
krvarenje, vrlo ¢esto postkoitalno. Pacijentice u uznapredovaloj fazi bolesti mogu
imati iscjedak neugodnog mirisa, gube na tezini ili imaju opstruktivnu uropatiju.124
Vecina zena s rakom vrata maternice ipak ima dugi asimptomatski period tijekom

kojeg se karcinom uglavnom otkrije putem abnormalnog nalaza PAPA testa.

Sve pacijentice s rakom vrata maternice treba detaljno pregledati. Uz ginekoloski
pregled u spekulima je neophodan i digitorektalni pregled u anesteziji od strane

dvoje subspecijalista ginekoloske onkologije radi procjene zauzetosti parametrija.
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Ukoliko tumor nije vidljiv makroskopski, neophodno je uciniti kolposkopiju i biopsiju

i dobiti patohistoloSku potvrdu dijagnoze. Ukoliko postoji sumnja na mikroinvaziju

potrebno je uciniti konizaciju.'8

Rak vrata maternice svrstava se u klinicke stadije prema FIGO sistemu, Cija je

modifikacija iz 1994. godine olak$ala stupnjevanje mikroinvazivhog karcinoma (1A1

i 1A2), te podjelu IB grupe u dvije kategorije.''8 125 (TablicaError! Reference

source not found. 3, Slika 11) Stadij se odreduje kod primarnog postavljanja

dijagnoze i ne smije se mijenjati zbog naknadnih nalaza dobivenih proSirenom

obradom (UZV, PET/CT, MRI) ili zbog uznapredovalijeg stadija ustanovljenog

tijekom operacije.''® Stadij se utvrduje na temelju veli¢ine tumora na vratu

maternice i njegovog Sirenja u parametrije.''8

Tablica 3. FIGO klasifikacija raka vrata maternice

duzina lezije < 7
mm

s hidronefrozom ili
afunkcionalnim
bubregom

1A IB | ] v
Lezije Lezije kod kojih | Karcinom se |Karcinom se Siri do zida [Karcinom se Siri na
dijagnosticirane je dubina Siri izvan zdjelice, donje ¥4 bliske i udaljene
mikrosopski, finvazije > 5 mm [erviksa ali ne |rodnice, sve pacijentice organe
nisu vidljive dopire do zida | s hidronefrozom ili
golim okom zdjelice afunkcionalnim
bubregom
1A1 IB1 A A IVA
dubina invazije < | tumor <4 cm | karcinom se |karcinom se Siri u donju |karcinom se Siri na
3 mm Siri u rodnicu, Y5 rodnice prilezece organe
ali ne dopire (mjehur, rektum)
do donje¥s
A2 IB2 IIB B IVB
dubina invazije tumor >4 cm | karcinom se karcinom zauzima udaljene
3-5 mm, Siri u parametrija do zida metastaze
horizontalno parametrija |zdjelice, sve pacijentice
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Za potvrdu postojanja metastatske bolesti u zdjelicnim i paraaortalnim limfnim

¢vorovima je potrebno kirursko stupnjevanje (stage-iranje).

182

1A

IVA

Slika 11. FIGO klasifikacija raka vrata maternice. Preuzeto iz: Quinn MA, Benedet
JL, Odicino F, Maisonneuve P, Beller U, Creasman WT, | sur. Carcinoma of the
cervix uteri. FIGO 26th Annual Report on the Results of Treatment in
Gynecological Cancer. Int J Gynaecol Obstet. 2006 Nov;95 Suppl 1: S43-103.
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LijeCenje podrazumijeva sve moguce opcije: kirurSko lije€enje, radijacija,
kemoterapija ili kemoiradijacija). Kirursko lije€enje je ograni¢eno na pacijentice

sa stadijem bolesti | i lIA.

Kirursko lijeCenje se preferira ukoliko je moguce, osobito kod mladih Zena kod
kojih je vazno ocuvati funkciju jajnika, ali i kod starijih, kako bi se izbjegao

nastanak fibroze od zra€enja (postiradijacijski cistitis i kolitis).

Generalno, ne savjetuje se operirati pacijentice s tumorom >4 cm jer ée takve
pacijentice trebati poslijeoperacijsku radioterapiju, a morbiditet se poveéava
ako se kombiniraju oba modaliteta lijec¢enja. Ukoliko je potrebno zralenje,
funkciju jajnika je moguée ocCuvati njihovom transpozicijom izvan polja

zraCenja.

Vrsta kirurskog lijeCenja:

Konizacija ili jednostavna histerektomija je izbor lije€enja za stadij IA1 (invazija <3
mm i negativna invazija limfokapilarnog prostora - LVSI) jer je rizik za zdjelicne

metastaze limfnih ¢vorova u ovom stadiju <1%.126. 127

Radikalna trahelektomija sa zdje¢nom limfadenektomijom (LPSC ili LAP) je
prihvatljiva metoda lije€enja za pacijentice sa stadijem bolesti IA1 s pozitivnim LVSI,
zatim za pacijentice sa stadijem |A2 i IB1 koje Zele zadrzati moguénost radanja.
Idealne kandidatnjinje za ovaj postupak imaju tumor <2 cm, negativne limfne

¢vorove i negativan LVSI.128, 129

Primarna radioterapija moze biti primijenjena u pacijentica sa svim stadijima bolesti,
obi¢no se sastoji od kombiniranja vanjskog zra€enja (za regionalne limfne ¢vorove)

I unutarnjeg zraCenja — brahiterapije (usmjereno na sami tumor). U pacijentica s
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uznapredovalom bolesti se koristi istodobno kemoterapija kojom se senzitiraju

stanice na radioterapiju, a ¢ime se postize bolji u¢inak.!30. 131

5-godisSnje prezivljenje pacijentica u stadiju IA je gotovo 100%, a pacijentica u
stadiju IB1 i llA (maniji tumori) je izmedu 70-85%. Pacijentice u uznapredovalijoj fazi
bolesti imaju loSije 5-godiSnje preZivljenje i to: IB2i 1IB je 50-70%, za stadij 1l je 30-

50%, a za stadij IV je 5-15%.'18

1.6 Prevencija

Dvije su razine prevencije karcinoma vrata maternice: primarna i sekundarna.

Primarna prevencija podrazumijeva primjenu cjepiva kojima se sprjeCava infekcija
onkogenim tipovima HPV-a. Registrirana su tri cjepiva: dvovalentno, Cetirivalentno i
devetvalentno, koja sadrze specificne procis¢ene L1 proteine kapside, odnosno
virus-like particles (VLP). Dvovalentno cjepivo sadrzi proCis¢ene L1 proteine tipova
16 i 18 HPV-a, Cetirivalentno tipova 16, 18, 6 i 11 HPV-a, a devetvalentno tipova 6,
11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 i 58 HPV-a. Cetirivalentno i devetvalentno cjepivo, osim
8to preveniraju nastanak prekanceroznih lezija i raka vrata maternice, Stite i od
nastanka anogenitalnih bradavica koje su uzrokovane HPV tipovima 6 i 11. HPV
cjepiva sluze samo za profilaksu infekcije, ne mogu izlijeciti ve¢ postojeéu HPV
infekciju.32 Jo$ nije u cijelosti razjaSnjen mehanizam kojim cjepiva induciraju zastitu,
ali ukljucuje stvaranje i stani¢nog imuniteta i neutralizirajuéih protutijela klase 1gG.'33.
134 Cjepiva su namijenjena adolescenticama i mladim Zenama koje jo$ nisu spolno
aktivne, odnosno prije njihovog prvog kontakta s HPV virusom. Dokazano je da

nakon 3 doze dvovalentnog i Cetirivalentnog cjepiva prakticki sve cijepljene mlade
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Zene razvijaju adekvatan imunolo$ki odgovor u vidu specifiénih protutijela.!35 136
Dosadasnja pracenja su pokazala visoku klinic¢ku djelotvornost i zastitu cjepiva.!3”
Protektivni u€inak dvovalentnog cjepiva je o¢uvan i nakon 9,4 godine, '3 a protektivni
ucdinak Cetirivalentnog cjepiva traje barem 9 godina.’3® Nakon cijepljenja se razvija
imunitet ograni¢en na tip HPV-a Ciji se L1 proteini nalaze u cjepivu, ali nastaje
djelomi¢na krizna zastita i protiv drugih filogenetski srodnih onkogenih tipova HPV-
a. Dvovalentno cjepivo pruza zastitu i protiv HPV 45 (59% slu€ajeva), HPV 31 (36%
slugajeva) i HPV 52 (32% slugajeva).0 Cetirivalentno cjepivo smanjuje incidenciju
skvamoznih intraepitelnih lezija visokog stupnja uzrokovanu s drugih 9 filogenetski
srodnih tipova HPV-a koji su uzro&nici otprilike 20% karcinoma vrata maternice diljem
svijeta. Cetirivalentno cjepivo pruza kriznu zastitu protiv HPV tipova 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 58 i 59. Ova zastita je predominatno usmjerena na HPV 31 (70%
sluajeva).’! U Hrvatskoj se od 2009. godine prema preporukama Hrvatskog
instituta za javno zdravstvo vrSi cijepljenje koje nije obavezno, a preporuca se cijepiti

djevojke u dobi izmedu 9 i 26 godina.’4?

Sekundarna prevencija uklju€uje rano dijagnosticiranje i lije€enje bolesti. Metode
sekundarne prevencije su citoloSka analiza stanica dobivenih obriskom vrata
maternice (PAPA test ili LBC), a prema suvremenim smjernicama i testovi otkrivanja
HPV DNA u obrisku vrata maternice.'# Dobro organiziran probir konvencionalnom
citoloSkom analizom smanjuje incidenciju i mortalitet uzrokovan karcinomom vrata
maternice do 70%.'4 Obzirom da samo nekoliko razvijenih zemalja svijeta ima
potpuno uspostavljene programe probira, veéina Zzena u svijetu, osobito u zemaljama
u razvoju biva rijetko ili gotovo nikada podvrgnuta testovima probira kojima se mogu
detektirati prekancerozne lezije.'#> 146 Prema preporukama vijeéa EU programe

ranog probira bi trebalo zapoceti provoditi u Zzena dobi 20-30 godina i nastaviti u 3-5
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godi$njim intervalima do dobi od 60-65 godina.'#”- 148 Velike politicke i ekonomske
promjene na prostoru jugoistoCne Europe u proteklih 25 godina su imale utjecaj na
zapostavljanje javnog zdravstva i programa prevencije raka.#?: 150 U Hrvatskoj ne
postoji organizirani probir, nego oportunisti¢ki jo§ od 1968. godine. To je popraceno
smanjenjenjem incidencije karcinoma vrata maternice, no od 1991. godine nije
zabiljezen daljni pad.’>' Incidencija raka vrata maternice od 12,9/100.000 Zena iz
2015. godini je i dalje visa nego u drzavama koje imaju dobro organizirani program
probira.’™ U Hrvatskoj godiSnje od raka vrata maternice umre 150 Zzena. Manjkavost
oportunistiCkog probira leZi u €injenici da u tom probiru rjede sudjeluju Zene koje su
izlozene vecem riziku za nastanak karcinoma vrata maternice (Zene nizeg
socioekonomskog statusa) i time izbjegnu pravovremenoj dijagnozi u ranijem stadiju
bolesti i adekvatnom lije€enju koje podrazumijeva postednije kirurSke postupke.
Zapazen je blagi pad u incidenciji raka vrata maternice u period od 1988.-2008.

godine u Hrvatskoj $to je posljedica suboptimalne prevencije.'52

2003. godine je osnovana radna grupa Ministarstva zdravlja koja je predlozila
program koji podrazumijava uzimanja PAPA testa u 3-godisnjim intarvalima u
populaciji Zena dobi od 25-64 godine, a sukladno europskim smjernicama.®? Obzirom
na trenutne visoke troSkove zbog lije€enja i bolovanja postojala je procjena se da ¢e
uvodenjem nacionalnog programa probira ustedjeti znatna sredstva vec tijekom prvih
10 godina provodenja.’® Krajem 2012. godine hrvatsko Ministarstvo zdravlja je
pokrenulo nacionalni program probira kojeg organizira Hrvatski zavod za javno
zdravstvo. Plan programa je bio obuhvati populaciju Zzena dobi 20-64 godine, kojima
¢e se uzimati konvencionalni PAPA test u 3-godiSnjem intervalu.®? U prosincu 2012,
je Hrvatsko drustvo za ginekologiju i opstetriciju (HDGO) izdalo S3 struéne smjernice

za dijagnostiku i lijeCenje skvamoznih intraepitelnih lezija Ciji je cilj posti¢i veéu
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sigurnost u odabiru i provodenju medicinskih postupaka u dijagnostici i lijecenju
skvamoznih intraepitelnih lezija, €¢ime se pridonosi napretku u prevenciji, dijagnostici

i lijeCenju.%8

Vecina programa probira karcinoma vrata maternice je preskupa za zemlje u
razvoju,'* pa razvoj profilaktickog cjepiva omogucuje prevenciju za sve Zzene. Unato¢
visokoj ucinkovitosti PAPA testa i u zemljama s dobro organiziranim programima
probira do 20% karcinoma vrata maternice biva neotkriveno.46. 195. 156 Treba naglasiti
da programi probira ne sprijeCavaju uzrok karcinoma vrata maternice — trajnu
infekciju onkogenim tipovima HPV-a . Za ocekivati je da ce cijeplienje znacajno
smanijiti incidenciju karcinoma vrata maternice, a samim time i potrebu za skupim
ljeCenjem. Cijepljenje bi moglo smanijiti Zivotni rizik za nastanak karcinoma vrata
maternice za 35%-80%, no biti ée potrebno ¢ak 20-30 godina za procjenu
ucinkovitosti cijepljenja.’®” Neka dosadasnja istrazivanja veé¢ upucuju na redukciju
prevalencije HPV tipova sadrzanih u cjepivu u opc¢oj populaciji'®8, kao i snizenje u
incidenciji skvamoznih intraepitelnih lezija visokog stupnja.'5%-16" Nazalost, i dalje
najvece koristi od cijepljenja imaju zZene iz bogatijih zemalja svijeta, dok one iz
siromasnih zemalja u kojima je najveca incidencija raka vrata maternice i mortalitet

dalje ostaju nezasti¢ene zbog niske pokrivenosti cijepljenjem. 162

Cijeplienje ne eliminira potrebu za testovima probira kasnije u Zivotu nakon cijepljenja
jer su i drugi tipovi HPV-a, osim tipova 16 i 18 uzroCnici do 30% karcinoma vrata

maternice.

Cijepljenje i ucinkoviti programi probira €ine najucinkovitiji pristup u prevenciji raka

vrata maternice.
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2 Hipoteza

Humani papilomavirus 16 (HPV 16) najcesci je visokorizi¢ni tip u Zena sa skvamoznim
intraepitelnim lezijama visokog stupnja i karcinomom plocastih stanica vrata maternice
u Hrvatskoj, a prevalencija ostalih onkogenih tipova znac¢ajno je manja u odnosu na

tip 16.

Razdioba genomskih ina€ica HPV 16 u skvamoznim intraepitelnim lezijama visokog

stupnja (HSIL) razli¢ita je u odnosu na invazivni karcinom vrata maternice.
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3 Ciljevirada

Op¢i cilj istrazivanja je analizirati razdiobu visokorizi€nih tipova humanih
papilomavirusa u Zena sa skvamoznim intraepitelnim lezijama visokog stupnja i

karcinomom vrata maternice u Hrvatskoj iz svjezih uzoraka.

Specifi¢ni ciljevi su:

Analizirati genomske inacice HPV 16 u E6 podrucju, u razli€itim patohistoloSkim

promjenama komadic¢a tkiva vrata maternice dobivenog biopsijom

Utvrditi uCestalost pojedinih genomskih inadica HPV 16 u postojec¢im premalignim

(HSIL) i malignim promjenama

Analizirati dobivene rezultate molekularne tipizaciie HPV u kontekstu

sociodemografskih i geografskih parametara
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4 Ispitanice i metode

4.1 lIspitanice

U istrazivanje su ukljucene Zene s citoloskim nalazima HSIL (CIN II'i CIN 1l1), karcinom
in situ i invazivni karcinom vrata maternice koje su lije¢ene u Zavodu za ginekolosku
onkologiju i Zavodu za ginekolosku kirurgiju Klinike za Zenske bolesti i porode KBC-a

Zagreb.

U razdoblju od 01.12.2009. do 19.12.2013. godine je uklju¢eno ukupno 406 ispitanica
dobi od 19 do 83 godine, pregledanih i lije€enih u Klinici za Zenske bolesti i porode
KBC-a Zagreb zbog abnormalnog nalaza PAPA testa koji je ukazivao na skvamoznu

intraepitelnu leziju visokog stupnja ili karcinom vrata maternice.
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4.2 Metode

U ispitanica su prikupljeni uzorci za genotipizaciju HPV-a (pomocu standardiziranog
kompleta za uzorkovanje Female Swab Specimen Collection Kit, Qiagen, Germany,
Digene). Uzorci u kojima je analizirana HPV DNA su uzeti na sljedeci nacin: obrisak
vrata maternice i komadic¢ tkiva s kolposkopski sumnjive lezije vrata maternice prilikom
biopsije ili operativnog zahvata stavljeni su u originalni transportni medij. Manji dio
tkiva je namijenjen za analizu HPV DNA, a drugi veci dio tkiva ili kompletni preparat
(konus ili maternica s vratom maternice) za patohistoloSku analizu. Takoder su uzeti i
odgovarajuci klini¢ki podaci (dob, mjesto stanovanja, citoloSka dijagnoza, podaci o
postupku lije€enja, rizi€ni Cimbenici za nastanak karcinoma vrata maternice — pusenje,
paritet, menarche) i rezultati histopatoloSke obrade. Uzorci su pohranjeni na -20°C i
dostavljeni u Kliniku za infektivhe bolesti ,Dr. Fran Mihaljevi¢” u Zagrebu gdje je
ucinjena izolacija DNA i genotipizicija HPV. Uzorci izolirane DNA su potom dostavljeni
u Ljubljanu u Laboratorij za molekularnu mikrobiologiju i dijagnostiku hepatitisa i AIDS-
a Instituta za mikrobiologiju i imunologiju, Medicinskog fakulteta Sveucilista u Ljubljani

gdje je ucinjeno sekvencioniranje HPV 16 i analiza inacica (varijanti) HPV 16.

4.2.1 lzolacija virusne DNA

U Laboratoriju za molekularnu dijagnostiku Klinike za infektivne bolesti ,Dr. Fran
Mihaljevi¢” u Zagrebu izolirana je virusna DNA pomocu standardizirane metode,
kompletom reagensa QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Germany) prema ,Blood and

Body Fluid Spin Protocol” uz pocetni volumen izdvojenog uzorka od 200 pl i krajnjom
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eluacijom nukleinske kiseline u 100 pl eluacijskog AE pufera (Qiagen, Germany).

Izolirana DNA je pohranjena na -20°C do amplifikacije.

4.2.2 Amplifikacija HPV-DNA

U Laboratoriju za molekularnu mikrobiologiju Sveucilidta u Ljubljani u€injena je daljnja
obrada uzoraka. Za amplifikaciju HPV-DNA metodom konvencionalne lan¢ane
reakcije polimerazom (PCR) upotrijebljeni su biotinilizirani nukleotidi (“primeri”)
GP5+/6+/68 kojim se dokazuje 140-150 parova baza (bp) veliki dio gena L1 najmanje
40 razli¢itih genotipova HPV: 6, 11,13,26, 16, 18, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 39, 40, 42,
43, 44, 45,51, 52, 53, 54, 55, 57, 56, 58, 59, 61, 68, 70, 71, 72, 73, 81, 82, 83, 84, 89,

90i 91.

U zasebne reakcijske posudice ispipetirano je 20 ul reakcijske smjese i 5ul HPV-DNA.
Reakcijska smjesa napravljena je sukladno uputama proizvodaa sadrzanim u
HotStar Taq Plus DNA Polymerase (Qiagen) komercijalno dostupnim kompletom
kemikalija. Amplifikacija ciline sekvence L1 regije genoma duge oko 150 bp HPV-a
metodom PCR izvrSena je pomoc¢u aparata GenAmp® PCR System 9700 (Applied
Biosystems, USA)'63, Nakon amplifikacije, prisutnost ciljnog fragmenta DNA veli¢ine

150 bp je dokazana elektroforezom na 2%-tnom agaroznom gelu.
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4.2.3 Hibridizacija PCR produkata

Amplificirani uzorci su potom ukljueni u postupak hibridizacije na nitroceluloznim
membranama komercijalno dostupnog kita Ampliquality HPV-type (AB Analitica).
Oznaceni PCR produkti, odnosno umnozeni dijelovi HPV-DNA se tijekom postupka
vezu na oligonukleotidne probe specificne za pojedine tipove HPV-a na
nitroceloloznim membranama u aparatu AUTO-LIPA, §to omogucuje razlikovanje
razliitih virusnih genotipova (reverse line blot). Rezultati hibridizacije su o itani
pomoc¢u predloSka za genotipizaciju prilozenog u Ampliquality HPV-type testu s
kompletom kemikalija koji omogucuje razlikovanje 29 razli€itih tipova HPV: 6, 11, 40,
42,43, 44,54,61,70,72,81, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66,

68, 731 82.

4.2.4 Sekvenciranje inacica HPV 16

DNA izolirana iz uzoraka Zzena pozitivnih na HPV 16 je potom izdvojena za potrebe
ispitivanja raznolikosti sekvence HPV 16 unutar genomskih podru¢ja LCR, E6 i E7.
Fragment HPV 16 koji se sastoji od otprilike 1700 parova baza (base pairs -bp), a koji
sadrzi cijele regije LCR, E6, te E7 open reading frames je jednom amplificiran
metodom polimerazne lan€ane reakcije (PCR) koriste¢i pocetnice g16f-7122 / g16-
r913 (Tablica 4). Sve probe koristene u istrazivanju su osmidljene prema genomskim

slijedovima referentnog izolata HPV 16 (GenBank accession No. K02718).
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Tablica 4. . Popis poc€etnica koristenih za sekvencioniranje HPV 16 produkata
dobivenih PCR-om

HPV Pocetnica Sekvenca Genomska Sekvencirano
genotip pozicija podrucje
HPV 16 g16f-7122 5 ACAACTGCTAAACGCAAAAA 7122-7141 7155-82
3'
HPV 16 gi6r-7714 5 GCCAAAAATATGTGCCTAACA 7694-7714 (LCR)
3'
HPV 16 g16f-7663 5 AATCACTATGCGCCAACG 3 7663-7680 83-559
HPV 16 g16r-376 5 353-376 (E6)
TGCTGTTCTAATGTTGTTCCATA
3'
HPV 16 g16f-273 5 273-293 562-858
GGAATCCATATGCTGTATGTG
3'
HPV 16 g16r-913 5 CATTACATCCCGTACCCTCT 893-913 (E7)
3'

U zasebne reakcijske posudice su ispipetirane 45 pul reakcijske smjese i 5ul HPV-DNA.
Reakcijska smjesa je napravljena sukladno uputama proizvodaca sadrzanim u High
Fidelity PCR Master (Roche) kompletom kemikalija. Amplifikacija ciljne sekvence L1-
LCR-E6 regije genoma duge oko 1700 bp HPV-a 16 metodom PCR izvrSena je
pomocu aparata GenAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems, USA). Nakon
amplifikacije, prisutnost cilinog fragmenta veli¢ine oko 1700 bp je dokazana
elektroforezom na 0,8%-tnom agaroznom gelu uz dodatak 2 pl Loading Dye u svaku
posudicu s uzorkom od 10 pyl DNA zasebno. Nakon izdvojenih pozitivnih uzoraka
nakon elektroforeze, ucinjeno je &iS¢enje PCR produkata po EXOSAP protokolu
(Fermentas): dodatakom egzonukleaze uzorak se Cisti od zaostalih poCetnica, a

Shrimp Alkaline Phosphatase uklanja suviSak dNTP.
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Potom je o€id¢eni produkt pripremljen sa tri para oligonukleotidnih pocetnica za daljnju
amplifikaciju: g16f-7122, g16r-7714, g16f-7663, g16r-376, g16f-273 i g16r-913, po

prethodno opisanom postupku'®* pomocu aparata GenAmp® PCR System 9700.

Dobiveni PCR produkti procis¢eni su pomoc¢u Big Dye X Terminator®, Aplied
Biosystems (kompleta sastavljenog od dvije kemikalije: X Terminator® otopine koja
skuplja necistoce i SAM® otopine koja pojacava djelovanje X Terminator otopine i
stabilizira uzorak nakon &iscenja. Big Dye X Terminator® se dodaje direktno u PCR
produkte i vorteksira kroz 25 minuta na 2000 rpm (reactions per minute), tijekom ¢ega
Big Dye X Terminator® imobilizira neZeljene necisto¢e na dno, a procisceni produkt
na vrh posudice, koji je potom postavljen u aparat za sekvenciranje 3500 Dx Genetic
Analyzer (Applied BioSystems) koji omogucava automatsko odredivanje slijeda.
Nakon zavrSene analize, podaci o slijedu nukleotida su analizirani kompjuterski
posebnim software-om Vector NTI Advance v11.0 (Invitrogen, Carlsbad, CA) koji ih
prikazuje u obliku elektoferograma s pripadaju¢im nukleotidnim slijedom. LCR, E6 i
E7 genomske inacice HPV 16 su utvrdene pomocu BioEdit Sequence Alignment
Editor v7.0.5.3 (North Carolina State University, Raleigh, NC) koriste¢i slijed
referentnog izolata HPV 16 kao standard za usporedbe. Nukleotidne sekvence HPV16
(geni E6, E7 te podrucje LCR) svih uklju€enih uzoraka i referentni nukleotidni slijedovi
su bili usporedeni sa algoritmom MAFFT v6.846 software.’®> Maximum likelihood
filogenetsko stablo je bilo konstruirano sa algoritmom RAxML HPC2 v7.6.3,16 na

osnovi evolucijskog modela GTRCAT i sa bootstrap vrijednosti 1.000.
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5 Reazultati

U istrazivanje je ukljueno ukupno 406 pacijentica s citoloSkim nalazom HSIL

(=CIN II) pregledanih i lijecenih u Klinici za Zzenske bolesti i porode KBC-a Zagreb u

razdoblju od 01.12.2009. do 19.12.2013. godine.

Raspodijela pacijentica obzirom na citolosku dijagnozu bila je kako slijedi: 54 (13,3%)
pacijentica s nalazom CIN II, 256 (63%) pacijentica s nalazom CIN llI/CIS, 5 (1.2%)
pacijentica s nalazom AGC, 61 (15%) pacijentica s nalazom carcinoma planocellulare,
14 (3,5%) pacijentica s nalazom adenocarcinoma, 7 (1.7%) pacijentica s nalazom AIS,
2 (0,5%) pacijentice s nalazom carcinoma adenosquamosum, 1 pacijentica s nalazom

CIN 111+AIS (0,3%) te 6 pacijentica s nalazom CIN llI/CIS+AGC (1,5%). (Slika 12)

Raspodjela pacijentica prema citoloskoj dijagnozi
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Slika 12. Raspodijela pacijentica prema citoloSkoj dijagnozi
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5.1 Raspodijela pacijentica prema patohistoloskim dijagnozama

Nakon provedene patohistoloske obrade i dijagnostike uzoraka, iz daljnje analize je
isklju€eno 5 pacijentica s patohistoloSkom dijagnozom koja je odgovarala karcinomu
drugog porijekla (3 karcinoma endometrija i 2 karcinoma vagine). Raspodjela prema
patohistoloSkim dijagnozama kod preostale 401 pacijentice je bila sljede¢a: negativnih
nalaza je bilo 70 (17,5%); 5 (1,2%) pacijentica je imalo CIN I; preinvazivnih promjena
bilo je ukupno 221 (55,1%), od toga CIN Il 15 (3.7%), CIN Il 206 (51,4%); a invazivnih
promjena bilo je 105 (26,2%), od toga MIC u 24 (6%) uzorka, carcinoma planocellulare
u 45 (11,2%), AIS 8 (2%), adenocarcinoma je bilo 20 (5%), carcinoma
adenosquamosum in situ je samo 1 (0,2%) i carcinoma adenosquamosum je u 2
(0,5%) uzorka. Jedan uzorak je imao patohistolodku dijagnozu adenocarcinoma i MIC
(0,2%), a 4 uzorka su imala dijagnozu CIN Il i AIS (1%). Oni su pribrojeni u skupinu

invazivnih lezija obzirom na agresivniju komponentu. (Slika 13)
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Raspodjela pacijentica prema patohistoloskoj dijagnozi
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Slika 13. raspodjela pacijentica prema patohistoloskoj dijagnozi

5.2 Raspodjela HPV tipova u uzorcima prema patohistoloskoj dijagnozi

U 6 uzoraka HPV DNA nije bilo moguce izolirati zbog loSe kvalitete tkiva (negativna
unutarnja kontrola). U 13 uzoraka HPV nije otkriven (patohistoloSki nalaz u ovim
uzorcima je takoder bio negativan). U jednom uzorku s negativnim patohistoloskim
nalazom je otkriven LR HPV, a u 3 uzorka je otkriven HR HPV nepoznatog tipa, stoga

ta 23 uzorka nisu uklju¢ena u daljnju analizu.

Genotipizacija je u€injena u preostalih 378 uzoraka: 324 pacijentice s patohistoloski
potvrdenim HSIL ili karcinomom vrata maternice, 5 pacijentica s LSIL i 49 pacijentica

s negativnim patohistoloskim nalazom i pozitivnim HR HPV.
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HR HPV tipovi su otkriveni u 360 od 378 uzoraka (95,5%), a u 3 (0,8%) uzorka je
otkrivena LR HPV infekcija. 15 od 378 (4%) uzoraka bilo je negativho na HPV DNA,
sa sljede¢im patohistoloskim dijagnozama: 8 HSIL, 3 karcinom plo¢astih stanica i 4

adenokarcinom.

Patohistoloske dijagnoze kod HR HPV pozitivnih uzoraka su bile sljedece: 47 uzoraka
s negativnim patohistoloskim nalazom, 5 uzoraka s LSIL (CIN 1), 210 uzoraka s HSIL
(15 CIN 11'i 195 CIN 1ll) i 98 uzoraka s dijagnozom karcinoma vrata maternice (66

karcinom plocastih stanica i 32 adenokarcinom).

U 282 od 360 (78,3%) uzoraka je otkrivena infekcija jednim genotipom HR HPV, a u
78 (21,7%) uzoraka infekcija s viSe genotipova HR HPV: 61 uzorak s infekcijom s 2

genotipa, 12 uzoraka s 3 genotipa i 5 uzoraka s 4 genotipa (Tablica 5).

Tablica 5. Jednostruke i viSestruke infekcija humanim papilomavirusom (HPV) u
odnosu na patohistoloske dijagnoze. HR — visoki rizik; LR — niski rizik

Patohistoloska analiza

KARCINOM
NEGATIVNO L ADENOCARCINOM
@ LSIL (n) HSIL (n) PLOCASTIH @
n

STANICA (n) "

NEGATIVNO 0 0 8 3 4
JEDNOSTRUKA

HPV HR 35 3 167 52 25
INFEKCIJA

VISESTRUKA

HPV HR 12 2 43 14 7
INFEKCIJA

LR HPV 2 0 1 0 0
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Kod pacijentica s negativnom patohistoloSkom dijagnozom (n=49), HPV 16 je bio
najceséi genotip, izoliran je u 21 (42,9%) uzoraka (16 jednostrukih i 5 viSestrukih
infekcija). Od ostalih genotipova izolirani su sljede¢im redom: HPV 31 u 6 (12,2%)
uzoraka (4 jednostruke i 2 viSestruke infekcije), HPV 51 u 5 (10,2%) uzoraka (3
jednostruke i 2 viSestruke infekcije), HPV 52 u 5 uzoraka (2 jednostruke i 3 viSestruke
infekcije), HPV 58 u 4 (8,2%) uzoraka (3 jednostruke i 1 viSestruka infekcija) i HPV 18
u 4 (8,2%) uzorka (1 jednostruka i 3 viSestruke infekcije). Ostali tipovi su nadeni u
jednom ili dva uzorka. U uzorcima s negativhom patohistoloS8kom dijagnozom je bilo

12 (25,5%) vigestrukih infekcija. (Slika 14)

Raspodijela HPV tipova u promjenama s negativnim PH nalazom
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Slika 14. Raspodjela HPV tipova u uzorcima s konacnim negativnim
patohistoloskim nalazom

Bilo je samo 5 pacijentica s LSIL dijagnozom, od kojih je 3 imalo infekciju s jednim
genotipom, a 2 su imale infekciju s vise tipova HR HPV. HPV 51 je bio najcesc¢i genotip
(2 jednostruke i jedna viSestruka infekcija).
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U grupi pacijentica s preinvazivnim lezijama (HSIL grupa; n=219) high-risk HPV
dokazan je u 210 (95.9%) uzoraka, dok je 8 (3,7%) je bilo negativno na HPV DNA, a
1 (0.4%) pacijentica je imala infekciju genotipom niskog rizika (LR HPV). Pri tome 167
(76,3%) pacijentica je imalo infekciju samo jednim tipom dok je njih 43 (19,6%) imalo
viSestruku infekciju. HPV 16 bio je najc¢es¢i genotip: 99 jednostrukih i 28 viSestrukih
infekcija, ukupno je izoliran u 127 (57,9%) uzoraka. Ostali izolirani tipovi po ucestalosti
su bili: HPV 31 u 28 (12,8%) uzoraka (21 jednostruka i 7 viSestrukih infekcija), HPV
33 u 15 (6,8%) uzoraka (9 jednostrukih i 6 viSestrukih infekcija), HPV 58 u 14 (6,4%)
uzoraka (11 jednostrukih i 3 viSestruke infekcije), HPV 52 u 13 (5,9%) uzoraka (7
jednostrukih i 6 viSestrukih infekcija), HPV 18 u 10 (4,6%) uzoraka (3 jednostruke i 7
viSestrukih infekcija) i HPV 45 u 7 (3,2%) uzorka (2 jednostruke i 5 viSestrukih infekcija)

dok su ostali tipovi bili zastupljeni u manjem broju. (Slika 15)

Raspodjela HPV tipova u preinvazivnim promjenama
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Slika 15. Raspodjela HPV tipova u preinvazivnim promjenama

50



U grupi pacijentica s invazivnim lezijama (karcinom plo&astih stanica i adenokarcinom;
n=105) high-risk HPV dokazan je u 98 uzoraka (93,7%) dok je 7 (6,7%) bilo negativno
na HPV DNA. Od pozitivnih uzoraka 77 uzoraka (73,3%) je imalo jednostruku infekciju,

a 21 (20%) uzoraka je imalo viSestruku infekciju.

U uzorcima s dijagnozom karcinoma plocastih stanica (n=69) HPV je dokazan u 66
(95.7%) a negativan u 3 (4,3%) uzorka. U 66 pozitivnin uzoraka HPV 16 je bio
dominantan: 37 jednostrukih i 9 viSestrukih infekcija, ukupno 46 (66,7%). Ostali tipovi
po ucestalosti bili su: HPV 31 u 10 (14,5%) uzoraka (5 jednostrukih i 5 viSestrukih
infekcija), HPV 45 u 5 (7,2%) uzoraka (4 jednostruke i 1 viSestruka infekcija), HPV 18
u 5 (7,2%) uzoraka (3 jednostruke i 2 viSestruke infekcije) i HPV 33 u 4 (5,8%) uzorka
(2 jednostruke i 2 viSestruke infekcije), dok su ostali nadeni u manjem broju.

ViSestrukih infekcija je bilo 14 (20,3%). (Slika 16)

Raspodjela HPV tipova u karcinomu ploéastih stanica
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Slika 16. Raspodjela HPV tipova u karcinomu plo¢astih stanica
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U uzorcima s dijagnozom adenokarcinoma (n=36) HPV je dokazan u 32 (88,9%) a
negativan u 4 (11,1%) uzorka. HPV 16 je bio zastupljen ukupno u 18 (50,0%) uzoraka
(14 jednostrukih i 4 viSestruke infekcije). HPV 18 je otkriven u 15 (41,7%) uzoraka (10
jednostrukih i 5 viSestrukih infekcija), a HPV 45 u 2 (5,6%) uzorka (1 jednostruka i 1

viSestruka infekcija). Uzoraka s viSestrukom infekcijom je bilo 7 (19,4%). (Slika 17)

Raspodjela HPV tipova u adenokarcinomu
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Slika 17. Raspodjela HPV tipova u uzorcima s adenokarcinomom

Na slici 18 je prikazana distribucija najées¢ih HR HPV tipova (ukljuCujuci i one iz
viSestrukih infekcija) u uzorcima pacijentica s razlicitim patohistoloskim dijagnozama
(grupa s negativnim nalazom, grupa s preinvazivnim lezijama, grupa s karcinomom

plo€astih stanica i grupa s adenokarcinomom).
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Slika 18. Distribucija najées¢ih HPV genotipova (ukljucujucéi visestruke infekcija) u
uzorcima pacijentica s razliCitim patohistoloskim dijagnozama (negativno,
preinvazivne lezije, karcinom ploc¢astih stanica i adenokarcinom)

HPV-16 bio je najCeS¢e otkriveni genotip u ispitivanim uzorcima, bez obzira na
histopatoloSku dijagnozu. Sveukupno, HPV-16 otkriven je u 212 od 358 uzoraka
(59,2%): u 166 uzoraka s jednostrukom infekcijom i u 46 uzoraka s viSestrukom
infekcijom. Prevalencija ostalih visoko rizi€nih genotipova HPV-a u uzorcima bila je
sliedec¢a: HPV-31 u 45 (12,6%), HPV-18 u 24 (6,7%), HPV-33 u 22 (6,1%), HPV-52

(5,6%) i HPV-58 (5,0%).
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5.3 Usporedba broja jednostrukih naspram viSestrukih infekcija HPV-om

Ucinjenom usporedbom broja jednostrukih i viSestrukih infekcija HPV-om po
dijagnozama uodljivo je da je broj jednostrukih infekcija veéi nego broj viSestrukih
infekcija u svim patohistoloSkim dijagnozama, odnosno ukupno je jednostrukih

infekcija bilo 78,6% naspram 21,4% viSestrukih. (Tablica 6) (Slika 19)

Tablica 6. Usporedba broja jednostrukih i visestrukih infekcija HPV-om po
patohistoloskim dijagnozama

HPV * PHD Crosstabulation

PHD
Planocelularni
Negativno Preinvazivno |karcinom Adenokarcinom | Total
HPV | SINGLE Count 35 167 52 25 279
HPVHR  To  within [ 12.5% 59.9% 18.6% 9.0% 100.0
HPV %
ZOHD within | 74.5% 79.5% 78.8% 78.1% 78.6%
% of Total |19.9% 47.0% 14.6% 7.0% 78.6%
MULTIPLE | Count 12 43 14 7 76
%  within|15.8% 56.6% 18.4% 9.2% 100.0
HPV %
ZOHD within | 25 5% 20.5% 21.2% 21.9% 21.4%
% of Total |3.4% 12.1% 3.9% 2.0% 21.4%
Total Count 47 210 66 32 355
%  within|13.2% 59.2% 18.6% 9.0% 100.0
HPV %
%  within|100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0
PHD %
% of Total |13.2% 59.2% 18.6% 9.0% 100.0
%
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Usporedba omjera Jednostrukih naspram viSestrukih infekcija po patohistoloskim dijagnozama
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Slika 19. Usporedba broja jednostrukih i viSestrukih infekcija HPV-om

patohistoloskim dijagnozama

po

Analizom dobivenih rezultata u IBM® SPSS® Statistics (Pearson x? test 0,899) nije

dokazana statistiCki znacajna razlika u razdiobi jednostrukih i viSestrukih infekcija u

uzorcima prema razli€itim patohistoloskim dijagnozama. (TablicaError! Reference

source not found. 7) (Slika 20)

Tablica 7. Pearson x? test

Chi-Square Tests

Asymptotic
Significance
Value |Df (2-sided)
Pearson Chi-Square |.589 3 .899
Likelihood Ratio 570 3 .903
Linear-by-Linear .084 1 772
Association
N of Valid Cases 355
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Slika 20. Udio pojedinacnih i viSestrukih infekcija HPV-om po patohistoloskim
dijagnozama

5.4 Podaci za srednju dob, dob menarche, broj poroda i pobacaja te pusenje

Srednja dob pacijentica s preinvazivnim lezijama je bila 36,07 godina (SD 9,091),
pacijentica s invazivnim lezijama je bila 46,35 godina (SD 11,699). Srednja dob
pacijentica s negativnim patohistoloskim nalazom je bila 38,10 godina (SD 12,180).

(Tablica 8)

Tablica 8. Srednja dob pacijentica prema patohistoloskoj dijagnozi

Std. Minimu | Maximu
PHD N Mean Deviation m m
Negativno 49 38.10 12.180 21 69
Preinvazivho |219 36.07 9.091 19 69
Invazivno 105 46.35 11.699 27 83
Ukupno 373 39.23 11.234 19 83
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Srednja dob menarche kod pacijentica s preinvazivnim promjenama je bila 13,15
godina, a pacijentica s invazivnim promjenama je bila 12,86. Pacijentice s negativnim

nalazom su imale srednju dob menarche 12,98. (Tablica 9)

Tablica 9. Srednja dob menarche pacijentica prema patohistoloskoj dijagnozi

Std. Minimu |Maximu
PHD N Mean Deviation m m
Negativho 49 12.98 1.436 10 17
Preinvazivho |219 13.15 1.177 10 17
Invazivno 105 12.86 .955 11 15
Ukupno 373 13.05 1.162 10 17

Srednja vrijednost za paritet pacijentica s preinvazivnom promjenom je bio 1,31 djece,
a za paritet pacijentica s invazivnim promjenama je bio 1,89 djece. Pacijentice s

negativnim nalazom su imale srednju vrijednost za paritet 1,14 djece. (Tablica 10)

Tablica 10. Srednja vrijednost za paritet ispitanica prema patohistolo$koj
dijagnozi

Std. Minimu |Maximu
PHD N Mean Deviation m m
Negativno 49 1.14 1.099 0 4
Preinvazivho |219 1.32 1.179 0 5
Invazivno 105 1.89 1.146 0 5
Ukupno 373 1.45 1.190 0 5

Srednja vrijednost za broj pobac¢aja pacijentica s invazivnim lezijama je bio 0,63, dok
je kod pacijentica s preinvazivnim lezijama taj broj bio 0,47. Pacijentice s negativnim

nalazom su imale prosjecan broj pobac¢aja 0,43. (Tablica 11)
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Tablica 11. Srednja vrijednost za broj pobacaja ispitanica prema patohistoloskoj

dijagnozi
Std. Minimu |Maximu
PHD N Mean Deviation m m
Negativho 49 43 .764 0 3
Preinvazivho |219 47 .750 0 4
Invazivnho 105 .63 .953 0 6
Ukupno 373 51 .815 0 6

Analiza dobivenih rezltata je u€injena statistickim programom IBM® SPSS® Statistics,

razlike u grupama su usporedivane koriste¢i ANOVA post hoc test.

Rezultati upu¢uju da postoji statistiCki znacajna razlika u srednjoj dobi, broju poroda i

navike pu$enja pacijentica s invazivnim lezijama u odnosu na pacijentice s negativnim

nalazom i pacijentice s preinvazivnim lezijama (p<0,05), dok ne postoji statisticki

znacajna razlika u broju pobacaja i dobi menarche. (Tablica 12)

Tablica 12. ANOVA test usporedbe skupina pacijentica prema puseniju, dobi,
broju poroda, broju pobacaja, dobi menarche i pusenju

ANOVA
Sum of Mean
Squares Df Square F Sig.
DOB Between 7571.425 2 3785.713 [35.575 |.000
Groups
Within 39373.283 |370 106.414
Groups
Total 46944.708 |372
P Between 28.540 2 14.270 10.605 |.000
Groups
Within 497.889 370 1.346
Groups
Total 526.429 372
AB Between 2.146 2 1.073 1.620 |.199
Groups
Within 245.071 370 .662
Groups
Total 247.217 372
MENARCHE |Between 6.361 2 3.181 2.373 [.095
Groups
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Within 495.864 370 1.340
Groups
Total 502.225 372
PUSENJE Between 5.840 2 2.920 12.506 |.000
Groups
Within 86.391 370 .233
Groups
Total 92.231 372

Detaljnijom usporedbom ustanovljeno je da su pacijentice s invazivnim promjenama

imale statistiCki znaCajnu vecu srednju dob, veci broj poroda i ¢eS¢e su pusile u

odnosu na pacijentice s negativnim nalazom i

promjenama. (Tablice 13, 14 15)

Tablica 13. ANOVA post hoc test usporedbe skupina po dobi

pacijentice s preinvazivnim

Mean 95% Confidence Interval
Differen | Std. Lower Upper
() PHD (J) PHD ce (I-J) |Error Sig. Bound Bound
Negativno od | preinvazivno |2.029 |1.630 428 -1.81 5.87
invazivno -8.250" [1.785 .000 -12.45 -4.05
Preinvazivno |negativho -2.029 |1.630 428 -5.87 1.81
od invazivno - 1.224 .000 -13.16 -7.40
10.279
Invazivno od |Negativho 8.250° [1.785 .000 4.05 12.45
Preinvazivno [10.279" |1.224 .000 7.40 13.16
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Tablica 14. ANOVA post hoc test usporedbe skupina po broju poroda

95% Confidence
Mean Interval
Difference |Std. Lower Upper
(I) PHD (J) PHD (I-J) Error Sig. Bound Bound
Negativno Preinvazivno |-.172 .183 .616 -.60 .26
od Invazivno  |-.743° 201 [.001 [-1.22 -.27
Preinvazivno | Negativno 172 .183 .616 -.26 .60
od Invazivno  |-.571° 138 [.000 [-.89 -.25
Invazivno od | Negativno 743 .201 .001 27 1.22
Preinvazivno | .571" .138 .000 .25 .89

Tablica 15. ANOVA post hoc test usporedbe skupina po pusenju

Mean 95% Confidence Interval
Difference |Std. Lower Upper
() PHD (J) PHD [ (I-J) Error Sig. Bound Bound
Negativnho |preinvazi |-.003 .076 .999 -.18 18
od vno
invazivno |-.280° .084 .003 -.48 -.08
Preinvazivn |negativno |.003 .076 999 -.18 18
o od invazivno |-.278" .057 .000 -.41 -14
Invazivno  |negativno |.280° .084 .003 .08 48
od preinvazi |.278 .057 .000 14 41
vno

NajviSe pacijentica s dijagnozama CIN Il i CIN lll (preinvazivhe promjene) je bilo u
mladoj zivotnoj dobi, dok je iznad 50. bilo svega 18 pacijentica s preiznvazivnim
promjenama. Pacijentica s dijagnozom karcinoma u dobnoj skupini ispod 30. godina
je bilo 7, dok iznad 30. godine broj pacijentica s dijagnozom karcinoma raste — u
dobnoj skupini 30-39 godina ih je 29, u dobnoj skupini od 40-49 godina ih je 29, u
skupini od 50-59 ih je 23, a u skupini Zena starijih od 60 godina ih je 17. (Tablica 16)

(Slika 21)
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Tablica 16. Raspodjela pacijentica prema dobnim skupinama i prema
patohistoloSkom nalazu

DOB
<=30 31-39 [40-49 |50-59 |>=60
PHD |Negativno 14 17 7 7 4
Preinvazivno |63 81 57 16 2
Invazivno 7 29 29 23 17

Raspodjela ispitanica prema PH dijagnozama i prema dobnim skupinama
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Slika 21. Raspodjela pacijentica prema dijagnozama i prema dobnim skupinama

Bolesnice su uglavnom bile iz Zagreba (165) i Zagrebacke zupanije (72), ukupno

237 (62,7%), ali i iz drugih dijelova Hrvatske: Sredi$nja Hrvatska 50 (13,2%),

Slavonija 44 (11,6%), Dalmacija 34 (9 %) i Istre, Primorja i Gorske Hrvatske 13

(3,5%).
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5.5 Inacice HPV 16

Genotipizacija HPV bila je izvedena za 373 uzorka, a HPV16 pozitivnih uzoraka je bilo
ukupno (jednostruke i viSestruke infekcije) 211. Zbog financijskih ograni¢enja HPV16

LCR-E6-E7 inacice su bile odredene za 130 HPV16 pozitivnih uzoraka. (Slika 22)

HPV 16 INACICE

ENUE RABEND
W ANALIZIRANG

Slika 22. HPV 16 inadice

Na slici 23 je prikazan udio analiziranih inacica HPV 16 naspram neanaliziranih.

Omjer analiziranih i neanaliziranih inaéica HPV 16 prema patohistoloskim dijagnozama

100.0% W NIJE RABEND

W ANALIZIRAND

80.0%
60.0%
40.0%

20.0%

0.0%

Slika 23. Analizirane i neanalizirane inacice HPV 16
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5.6 Genomske inacice HPV 16 u preinvazivnim promjenama

Genomske inacice u podru¢ju LCR HPV 16 iz 73 uzorka s patohistoloSkom

dijagnozom CIN Ill i iz jednog uzorka s CIN Il su prikazane na slici 24.
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Slika 24. Genomske inacice: LCR podrucje. Vertikalno — nukleotidne pozicije; sivo
— pozicije bez mutacija; oznaceno malim slovom — mutirana baza na to¢no
odredenoj nukleotidnoj poziciji; f - broj izolata za odredenu genomsku inacicu

Ukupno je nadeno 35 LCR inacica u uzorcima s CIN Il i jedna LCR inacica u uzorku
s CIN Il. Pet izolata u uzorcima s CIN Il je potpuno nalikovalo referentnom LCR
slijedu. Analiziraju¢i cijeli LCR slijed (823 bp, nt 7155 do 82), nadeno je 43 nt

substitucije i jedna delecija u uzorcima s CIN IlI, te 2 nt substitucije u CIN II.

Geneticki najudaljenija inacica u CIN Il se razlikovala od referentnog HPV 16 u 12 nt,
a maksimalna varijabilnost LCR genomskog podrucja u uzorcima s CIN lll je bila 1,4%.
InaCica u uzorku s CIN Il se razlikovala od referentnog HPV 16 u 2 nt, dakle
varijabilnost LCR genomskog podrucja u uzorku s CIN Il je bila 0,2%. Naj¢esca inacica

u uzorcima s CIN Il je bila 16-LCR-2, s dvije mutacije (G7193T i G7521A), koja je
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nadena u 25/74 (33,8%) izolata. Inacica u uzorku s CIN Il je takoder imala 2 mutacije

(T7230G i A7316G).

Genomske inacice u E6 podrucju 73 HPV 16 izolata kod pacijentica s CIN lll i 1 HPV

16 izolat kod pacijentice s CIN 1l je prikazana na slici 25.

® | w e
EENRVN
® s w e
o lw &
o [0 &
o [0~
RIS
(R TSN
on [0 00
o o
m (W ow o
olo v
o o
0| o~
oo ww
o | W~ w
m [ © w
RPN
©w o~ s
oo w oo
oo w oo

-

~
&

Reference 16-E6-R ala
16-E6-1
16-E6-2
16-E6-3 c

16-E6-4 g

16-E6-5 g c

w

m o || O v ow

w
<

CIN3
16-E6-6 t c g

16-E6-7 c g

16-E6-8 [ [ gt a gt c
16-E6-9 [ g

16-£6-10 g a

CIN2 16-E6-1

AP U I I U U I I

Slika 25. Genomske inacice: E6 podrucje. Vertikalno — nukleotidne pozicije; sivo —
pozicije bez mutacija; oznaceno malim slovom — mutirana baza na to¢no odredenoj
nukleotidnoj poziciji; f - broj izolata za odredenu genomsku inacicu

Ukupno je nadeno 11 E6 inacica u uzorcima s CIN lll. E6 inacica u uzorku s CIN Il je
potpuno nalikovala referentnom slijedu. 25 (34,2%) izolata u uzorcima s CIN Il
potpuno je nalikovalo referentnom EG6 slijedu. Analiziraju¢i kompletni E6 slijed (477
bp, nt 83 do 559), u uzorcima s CIN lll je nadeno 18 nt substitucija. Maksimalna
varijabilnost E6 genomskog podrucja u uzorcima s CIN Ill je bila 1,67% (8nt). T350G

genomska inacica HPV 16 je nadena u 45/73 (61,6%) izolata u uzorcima s CIN III.

Genomske inacice E7 podrucja 73 HPV 16 izolata nadenih kod pacijentica s CIN Ill i

1 HPV 16 izolat kod pacijentice s CIN Il je prikazan na slici 26.
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Slika 26. Genomske inacice: E7 podrucje. Vertikalno — nukleotidne pozicije; sivo —
pozicije bez mutacija; oznaceno malim slovom — mutirana baza na to¢no odredenoj
nukleotidnoj poziciji; f - broj izolata za odredenu genomsku inacicu

Ukupno je nadeno 4 E7 inacice u uzorcima s CIN lll. E7 inacica u uzorku s CIN Il je
potpuno nalikovala referentnom slijedu. 66 (90,4%) izolata u uzorcima s CIN Il je
potpuno nalikovalo referentnom E7 slijedu. Analizom kompletnog E7 slijeda (297 bp,
nt 562 do 858), nadeno je 5 nt substitucija u uzorcima s CIN lll. Maksimalna

varijabilnost E7 genomskog slijeda u uzorcima s CIN lll je bila 0,6% (2nt).

Nakon spajanja slijedova LCR, E6 i E7 podrucja za svaki pojedini izolat, u 73 uzorka
s CIN lll je nadeno 40 razli¢itih genomskih inacica. (Error! Reference source not

found.).

Tablica 17. Genomske inacice u uzorcima s CIN Ill; R- inacice koje potpuno
nalikuju slijedu referentnog HPV 16. N-broj inacica. E — Europska grana, Af —
AfriCka grana

_Gerlgmska LCR inacica | E6 inadica E7 inacica N Grana
inacica

GV1 LCR-R E6-R E7-R 5 E

GV2 LCR-1 E6-1 E7-R 1 E

GV3 LCR-2 E6-2 E7-R 20 E

GV4 LCR-2 E6-R E7-R 1 E

GV5 LCR-2 E6-5 E7-R 1 E
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GV6 LCR-2 E6-6 E7-R E
Gv7 LCR-2 E6-7 E7-R E
GVv8 LCR-2 E6-9 E7-R E
GV9 LCR-3 E6-R E7-R E
GV10 LCR-4 E6-2 E7-R E
GV1i1 LCR-5 E6-2 E7-R E
Gv12 LCR-6 E6-2 E7-R E
GV13 LCR-7 E6-2 E7-R E
GVi4 LCR-8 E6-3 E7-1 E
GV15 LCR-9 E6-2 E7-R E
GV16 LCR-10 E6-4 E7-2 E
Gv17 LCR-11 E6-R E7-R E
Gv18 LCR-12 E6-R E7-R E
GV19 LCR-13 E6-1 E7-R E
GV20 LCR-14 E6-R E7-R E
GVv21 LCR-15 E6-R E7-1 E
Gva22 LCR-16 E6-R E7-R E
Gva3 LCR-17 E6-2 E7-R E
Gv24 LCR-18 E6-R E7-R E
GV25 LCR-19 E6-2 E7-R E
GV26 LCR-20 E6-2 E7-R E
Gva27 LCR-21 E6-2 E7-R E
Gva2s LCR-22 E6-R E7-1 E
GV29 LCR-23 E6-2 E7-R E
GV30 LCR-24 E6-2 E7-R E
GV31 LCR-25 E6-R E7-R E
GV32 LCR-26 E6-8 E7-3 Af
GV33 LCR-27 E6-R E7-R E
GV34 LCR-28 E6-2 E7-R E
GV35 LCR-29 E6-2 E7-R E
GV36 LCR-30 E6-R E7-R E
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GV37 LCR-31 E6-2 E7-R 1 E
GV38 LCR-32 E6-10 E7-R 1 E
GV39 LCR-33 E6-R E7-R 1 E
GV40 LCR-32 E6-1 E7-R 1 E

Uzorak s CIN Il je imao inacicu u LCR podrucju, dok su E6 i E7 potpuno nalikovale
slijedu referentne inacice. Sveukupno, u 74 uzorka s CIN IIl i CIN Il pronadena je 41
genomska inacica, njih 73 (98,6%) su pripadale europskoj grani, dok je jedna (1,4%)

inacica pripadala africkoj grani. (Slika 31)

5.7 Genomske inacice HPV 16 u invazivnim promjenama

Genomske inacice LCR podruc¢ja HPV 16 iz 35 uzorka s karcinomom plocastih stanica

i iz 11 uzorka s adenokarcinomom su prikazane na slici 27 i Slika 28.
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Slika 27. Genomske inacice uzoraka s karcinomom plo€astih stanica. LCR
podrucje. Vertikalno — nukleotidne pozicije; sivo — pozicije bez mutacija; oznaceno
malim slovom — mutirana baza na to¢no odredenoj nukleotidnoj poziciji; f - broj
izolata za odredenu genomsku inacicu
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Slika 28. Genomske inacice uzoraka s adenokarcinomom. LCR podrucje.
Vertikalno — nukleotidne pozicije; sivo — pozicije bez mutacija; oznaeno malim
slovom — mutirana baza na to€no odredenoj nukleotidnoj poziciji; f - broj izolata za
odredenu genomsku inacicu
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Ukupno je nadeno 26 LCR inadica u uzorcima s karcinomom ploc¢astih stanica, te 11
LCR inacica u uzorcima s adenokarcinomom. Jedan izolat u uzorcima s karcinomom
plo¢astih stanica je potpuno nalikovao referentnom LCR slijedu. Analizirajuéi cijelo
LCR podrucje (823 bp, nt 7155 do 82), nadeno je 34 nt substitucija u uzorcima s

karcinomom plocastih stanica i 27 nt substitucija u uzorcima s adenokarcinomom.

Geneticki najudaljenija inadica u uzorcima s karcinomom plo¢astih stanica razlikovala
se od referentnog HPV 16 u 15 nt, a maksimalna varijabilnost LCR genomskog

podrucja u uzorcima s karcinomom plocastih stanica je bila 1,8%.

Geneti¢ki najudaljenija inacica u uzorcima s adenokarcinomom razlikovala se od
referentnog HPV 16 u 16 nt, a maksimalna varijabilnost LCR genomskog podrucja u

uzorcima s adenokarcinomom je bila 1,9%.

Naj¢esca inacica u uzorcima s karcinomom plocastih stanica je bila 16-LCR-17, s dvije
mutacije (G7193T i G7521A), a koja je nadena u 4/35 (11%) izolata. U uzorcima s
adenokarcinomom sve inacice su bile jednako zastupljene, svaka 9%, a niti jedan

izolat nije nalikovao referentnom slijedu.

Genomske inacice E6 podrucja HPV 16 iz 35 uzoraka s karcinomom ploc¢astih stanica

i 11 uzoraka s adenokarcinomom su prikazane na slici 29.
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Slika 29. Genomske inacice uzoraka s karcinomom ploCastih stanica i
adenokarcinomom. E6 podrucje. Vertikalno — nukleotidne pozicije; sivo — pozicije
bez mutacija, ozna¢eno malim slovom — mutirana baza na to¢no odredenoj
nukleotidnoj poziciji; f - broj izolata za odredenu genomsku inacicu

Ukupno je nadeno 11 E6 inacica u uzorcima s karcinomom plocastih stanica i 6 E6
inacica u uzorcima s adenokarcinomom. Referentnom slijedu E6 potpuno je nalikovalo
19 (54,3%) izolata u uzorcima s karcinomom plocastih stanica i 4 (36,3%) izolata u

uzorcima s adenokarcinomom.

Analizirajuc¢i cijeli E6 slijed (477 bp, nt 83 do 559), nadeno je 10 nt substitucija u
uzorcima s karcinomom ploCastih stanica i 8 nt substitucija u uzorcima s
adenokarcinomom. Maksimalna varijabilnost E6 genomskog podrucja u uzorcima s
karcinomom plocastih stanica je bila 1,04% (5nt), dok je maksimalna varijabilnost E6
podrucja u uzorcima s adenokarcinomom bila 1,25% (6nt). Genomska inacica T350G
HPV 16 je nadena u 15/35 (42,8%) izolata u uzorcima s karcinomom plo¢astih stanica,

te u 6/11 (54,5%) izolata u uzorcima s adenokarcinomom.

Genomske inacice E7 podrucja HPV 16 iz 35 uzoraka s karcinomom ploc¢astih stanica

i 11 uzoraka s adenokarcinomom su prikazane na slici 30.
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Slika 30. Genomske inacice uzoraka s karcinomom ploCastih stanica i
adenokarcinomom. E7 podrucje. Vertikalno — nukleotidne pozicije; sivo — pozicije
bez mutacija, ozna¢eno malim slovom — mutirana baza na to¢no odredenoj
nukleotidnoj poziciji; f - broj izolata za odredenu genomsku inacicu

Ukupno je nadeno 3 E7 inacice u uzorcima s karcinomom plo¢astih stanica i 3 E7
inacice u uzorcima s adenokarcinomom. Referentnom slijedu E7 potpuno je nalikovalo
32 (91,4%) izolata u uzorcima s karcinomom plocastih stanica i 8 (72,7%) izolata u

uzorcima s adenokarcinomom.

Analizirajuci cijeli E7 slijed (297 bp, nt 562 do 858), nadene su 3 nt substitucije u
uzorcima s karcinomom ploCastin stanica i 4 nt substituciie u uzorcima s
adenokarcinomom. Maksimalna varijabilnost E7 genomskog podru¢ja u uzorcima s
karcinomom plocastih stanica je bila 0,6% (2nt), dok je maksimalna varijabilnost E7

podrucja u uzorcima s adenokarcinomom bila 1,0% (3nt).

Nakon spajanja slijedova LCR, E6 i E7 podrucja za svaki pojedini izolat, u 35 uzorka
s karcinomom plocastih stanica je nadeno 30 razli€itih genomskih inacica. (Tablica

18).
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Tablica 18. Genomske inacice u uzorcima s karcinomom plocastih stanica; R-
inacice koje potpuno nalikuju slijedu referentnog HPV 16. N —broj inacica. E —

Europska grana, NA — Sjevernoameric¢ka grana

_Gerjpmska LCR inacica | E6 inacica E7 inacica Grana
inacica

GV1 LCR-R E6-R E7-R E
Gv2 LCR-1 E6-1 E7-R E
GV3 LCR-1 E6-2 E7-R E
GV4 LCR-2 E6-R E7-R E
GV5 LCR-3 E6-R E7-R E
GV6 LCR-4 E6-R E7-R E
GV7 LCR-5 E6-R E7-R E
GV8 LCR-6 E6-R E7-R E
GV9 LCR-7 E6-3 E7-R E
GV10 LCR-7 E6-4 E7-R E
GV11 LCR-7 E6-5 E7-R E
GV12 LCR-8 E6-6 E7-1 NA
GV13 LCR-9 E6-R E7-R E
GVi4 LCR-10 E6-R E7-R E
GV15 LCR-11 E6-R E7-R E
GV16 LCR-12 E6-7 E7-R E
GV17 LCR-13 E6-R E7-R E
GV18 LCR-12 E6-8 E7-R E
GV19 LCR-14 E6-R E7-R E
GV20 LCR-15 E6-R E7-R E
GV21 LCR-16 E6-R E7-R E
GV22 LCR-17 E6-9 E7-R E
Gv23 LCR-18 E6-10 E7-R E
GV24 LCR-19 E6-9 E7-R E
GV25 LCR-20 E6-R E7-R E
GV26 LCR-21 E6-R E7-R E
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Gva27 LCR-22 E6-R E7-R 1 E
Gv2s LCR-23 E6-R E7-2 1 E
GV29 LCR-24 E6-R E7-2 1 E
GV30 LCR-25 E6-R E7-R 1 E

Nakon spajanja slijedova LCR, E6 i E7 podrucja, u 11 uzorka s adenokarcinomom je

nadeno 11 razli¢itih genomskih inacica. (Tablica 19).

Tablica 19. Genomske inacice u uzorcima s adenokarcinomom; R- inacice koje
potpuno nalikuju slijedu referentnog HPV 16. N — broj inaCica. E — Europska
grana, AA — Azijskoameri¢ka grana

_Gery_::mska LCR inacica | E6 inacica E7 inacica Frekvencija Grana
inadica

GV-1 LCR-1 E6-R E7-1 1 E
GV-2 LCR-2 E6-1 E7-R 1 E
GV-3 LCR-3 E6-2 E7-R 1 E
GV-4 LCR-4 E6-3 E7-R 1 E
GV-5 LCR-5 E6-4 E7-2 1 AA
GV-6 LCR-6 E6-5 E7-R 1 E
GV-7 LCR-7 E6-5 E7-R 1 E
GV-8 LCR-8 E6-5 E7-R 1 E
GV-9 LCR-9 E6-R E7-1 1 E
GV-10 LCR-10 E6-R E7-R 1 E
GV-11 LCR-11 E6-R E7-R 1 E

Sveukupno gledaju¢i za uzorke s karcinomom plo€astih stanica i uzorke s
adenokarcinomom, 44 (95%) izolata koji se grupiraju u 41 genomske inacice pripadaju
europskoj grani, jedan izolat (2.5%) pripada sjevernoameric¢koj grani (jedan uzorak s
karcinomom plocastih stanica), te jedan (2.5%) pripada azijskoameri¢koj grani (jedan

uzorak s adenokarcinomom). (Slika 31).
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Slika 31. Filogenetsko stablo HPV 16 inacgica u bolesnica s HSIL i karcinomom
vrata maternice u Hrvatskoj
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6 Rasprava

Rak vrata maternice zauzima 10. mjesto po ucestalosti sijela raka u Zena u
Hrvatskoj.’> U Zena fertilne dobi (dobne skupine 20-29, 30-39 i 40-49) spada medu 3
najceS¢a raka, te stoga predstavlja znaCajan javno-zdravstveni problem koji se

potencijalno negativno odrazava i na demografsku statistiku u Hrvatskoj.

Prosje€na dob prvorotkinja 1960. godine bila je 23,5 godina, 90-ih godina je ta dob bila
24,3 godine. Iducih desetljeca trend odgadanja radanja se nastavio, te je 2015.

godine prosje¢na dob prvorotkinje bila 28,6 godina.'6”

Prema dobi majke, najvedi udio u porodima od 34% odnosi se na skupinu rodilja starih
30-34 godina, slijede porodi od majki u dobi 25-29 godine u udjelu od 29,26%, 16,71%
poroda je od majki u dobi 35-39 godine, a svi ostali porodi su u znatno manjem

udjelu.®8 (Slika 32)

Udio u ukupnom broju poroda po dobnim
skupinama

34,00%

Slika 32. Rodilje prema dobi u rodilistima Hrvatske u 2016. godini
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U 2015. godini je bilo 280 novootkrivenih slu¢ajeva oboljelih od raka vrata maternice,
od toga je bilo najviSe u Zena dobi 45-59 godina - 99 (35,4%). Za ca in situ vrata
maternice stope incidencije su najviSe u dobi 30-34 godine.”® Odnos izmedu
karcinoma in situ i invazivnog raka vrata maternice je u 2015. godini u Hrvatskoj bio

1,7:1. Taj odnos u 2011. godini je bio 2:1.15

Broj novootkrivenih pacijentica od 2010. godine je relativno stacionaran. (Tablica 20)

Tablica 20. Broj novooboljelih od raka vrata maternice u Hrvatskoj po godinama

Godina 2010. 2011. 2012. 2013. 2014. 2015. 2017.

Broj 320 324 315 339 307 280 305
novooboljelih

Uodljivo je da su stope incidencije Ca in situ vrata maternice najviSe u dobnoj skupini
30-34 godine, jednako kao i broj poroda. Preinvazivne i invazivne lezije vrata
maternice predstavljaju znacajan i opstetricki problem, obzirom da pacijentice lijeCene
nekom od kirurSkih metoda imaju zna€ajno poviSen rizik od komplikacija u buduc¢im
trudno¢ama u smislu pobacaja i prijevremenog poroda.’®® 170 Stoga, visoka stopa
incidencije od preinvazivnih i invazivnih bolesti vrata maternice predstavlja veliki
problem ne samo na osobnoj razini oboljele zene koja Zeli trudnocu, nego se taj

problem negativno odrazava na demografsku statistiku drzave.

U naSem istrazivanju najveci broj pacijentica s dijagnozom HSIL je bio u dobnoj skupini
od 31-39 (81 od 319, tj. 25%), a broj pacijentica s dijagnozom karcinoma je bio
podjednak u dobnim skupinama 31-39 godina i 40-49 godina (29 u svakoj skupini od
ukupno 105 pacijentica s dijagnozom karcinoma). Upravo prema tim dobnim
skupinama treba usmijeriti pozornost u smislu rane dijagnoze i lije€enja, a kako bi se
smanjila stopa incidencije od raka vrata maternice ali i sprijeCile potencijalne
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opstetricke komplikacije u mladoj dobnoj skupini (31-39) jer je ukupni broj poroda u toj

dobnoj skupini u 2016. godini (Slika 32) bio 50,71%.

Stopa incidencije raka vrata maternice u Hrvatskoj prema podacima Registra za rak
Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo je 12,9/100.000 Zena, a incidencija karcinoma
in situ vrata maternice je 22,2/100.000.'5 Najveci broj pacijentica je otkriven u ranom
stadiju bolesti (FIGO | — 100 pacijentica). Mortalitet od raka vrata maternice je 5,1/100

000 Zena.?®

Globalno je evidentna razlika u razvijenim i nerazvijenim zemljama. Naime, u
razvijenim zemljama godiSnje se otkrije oko 70 tisu¢a novooboljelih, a umre oko 27
tisuca, dok je u slabije razvijenim zemljama disparitet novooboljelih i umrlih puno vedi,

novooboljelih oko 69 tisuc¢a i umrlih oko 50 tisuc¢a.!”!

Usporedimo li dobno standardizirane stope za incidenciju i mortalitet od raka vrata
maternice u Europi, takoder su vidljive znatne razlike po geografsko-gospodarskoj

raspodjeli.’”! (Tablica 2Error! Reference source not found.1).

Tablica 21. Incidencija, mortalitet (*dobno standardizirana stopa, svjetski
standard /100 000) i broj novootkrivenih slu¢ajeva u Europi po regijama

. — o Broj novootkrivenih
Incidencija Mortalitet slu&ajeva (tisuée)
Europa 11,2 3,8 61,07
Centralna i
isto¢na Europa 16,0 3.4 35,9
Sjeverna
Europa 9,5 2,1 6,3
Juzna Europa 7,8 2,2 9,1
Zapadna Europa 6,8 2,1 9,6
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Dobno standardizirana stopa incidencije od 12,9 u Hrvatskoj je niza od zemalja u regiji,

ali jos uvijek dvostruko vi$a od one u razvijenim zemljama.

Trajna infekcija onkogenim tipovima HPV je povezana s nastankom raka vrata
maternice i preinvazivnih lezija vrata maternice. Bez obzira na regionalna odstupanja
u razdiobi razlicitih tipova HPV-a naj¢e$¢éi onkogeni tipovi HPV-a u cijelom svijetu su
HPV 16 i HPV 18. Oni su odgovorni za nastanak vise od 70% svih karcinoma vrata
maternice, a kada im se pribroje HPV 45 i HPV 31, imamo uzro&nike 80% slucajeva
raka vrata maternice.'6'8 HPV 16 ima najveci onkogeni potencijal i dominantan je u

svim dijelovima svijeta.

U Hrvatskoj je provedeno nekoliko istraZzivanja o distribuciji HPV tipova.’”2179 ali jo$
nije sustavno proucavana prevalencija HR HPV-a u tkivu pacijentica s histoloski
dokazanim HSIL-om i karcinoma vrata maternice. Tri istrazivanja provedena s ciljem
otkrivanja distribucije HPV tipova u uzorcima cervikalnih briseva uzetih od Zzena s
abnormalnim nalazima PAPA testa. Cetiri istraZivanja su bila usmjerena na detekciju
prevalencije HPV tipova u opc¢oj populaciji.'”2 174 175 U jednom istrazivanju je
odredivana prevalencija HR HPV bez odredivanja tipova, HPV HR je bio pozitivan u

34,6% slucajeva.’’® (Tablica 22).
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Tablica 22. Istrazivanja o distribuciji HPV tipova u Hrvatskoj; *istrazivanja
provedena na opcoj populaciji

Istrazivanje Distribucija HPV tipova

Gree M. (1997) HPV 16 (20,2%), HPV 31 (17,8%)

Grahovac M. (2007)* | HPV 16 (60,4%), HPV 31 (8,5%), HPV 33 (6,6%), HPV 18
(3,7%)

Kaliterna V. (2007)* HPV 16 (10%), HPV 18 (6,1%), HPV 31 (2,6%), HPV 33 (1,9%)

Milutin-Gasperov N. | HPV 16 (15,9%), HPV 31 (8,7%), HPV 33 (3,8%), HPV 18
(2007) (2,3%)

Roksandié-Krizan HPV 16 (27,6%), HPV 31 (11,8%), HPV 51 (10,2%), HPV 52

(2013) (10,2)

Kaliterna V. (2013)* HPV 16 (15,9%), HPV 18 (7,8%), HPV 31 (2,3%), HPV 33
(1,1%)

Sabol I. (2017) HPV 16 (19,8%), HPV 31 (8,3%), HPV 33 (3,1), HPV 18 (3,8%),

HPV 52 (4,8%), HPV 58 (3,3%)
HPV 16 HSIL (33,3%), HPV 16 Ca Cetvicis (60,9%)

Rezultati pokazuju da je u svim istrazivanjima HPV 16 naj¢es¢i, dok je udio ostalih

tipova u infekcijama razlicit.

Od navedenih istraZivanja najobuhvatnije u procjeni HPV tipova u Hrvatskoj je
istraZzivanje provedeno 2017. godine (Sabol i suradnici) na 4432 uzorka cervikalnih
briseva i 35 parafinskih uzoraka raka vrata maternice, prikupljenih tijekom perioda od
16 godina.'” Od ukupnog broja uzoraka, njih 36,3% je bilo pozitivno na HPV-HR.
Samo 1% uzoraka je imalo potvrdeno patohistoloSku dijagnozu raka vrata maternice,
a 27,9% je bilo s citoloskom dijagnozom HSIL.17® U uzorcima s HSIL po u¢estalosti su
izolirani sljedeéi HPV tipovi: HPV 16, HPV 31, HPV 52, HPV 18 i HPV 58. U uzorcima

s karcinomom su po uc€estalosti bili: HPV 16, HPV 33, HPV 45, HPV 18, HPV 31 i HPV
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58. Unatoc velikom broju uzoraka, ovo istrazivanje je imalo relativno mali broj uzoraka
s najtezim dijagnozama, a Cetvrtina pacijentica je bila dobi mladoj od 25 godina.
Obzirom na ¢injenicu o spontanoj prolaznosti HPV infekcija i regresiji abnormalnog
citoloSkog nalaza nizeg stupnja (a takvih je bilo 71,1% uzoraka), osobito kod
pacijentica mlade zivotne dobi, ovo istrazivanje mozemo smatrati znacajnim za
procjenu distribucije HPV tipova u opc¢oj populaciji, ali ne i u populaciji pacijentica s

najtezim dijagnozama, a upravo su te pacijentice su od najveéeg klinickog znacaja.

2007. godine je provedeno istrazivanje HadZisejdi¢ i suradnika o distribuciji HPV
tipova u parafinskim uzorcima (n=102) s dokazanom patohistoloSkom dijagnozom
adenokarcinoma.’® U uzorcima s adenokarcinomom i adenokarcinomom in situ
naj¢esci je bio HPV 18, a u uzorcima s adenoskvamoznim karcinomom je najc¢esci bio

HPV 16.180

U naSe istrazivanje je bilo uklju€eno 373 pacijentice s patohistoloSki potvrdenim

dijagnozama, a HPV 16 je takoder bio dominantan u svim uzorcima.

U preinvazivnim promjenama HPV 16 je bio naj¢esS¢i genotip, ukupno je izoliran u
127/219 (57,9%) uzoraka. Nakon njega po ucestalosti su bili: HPV 31 u 28 (12,8%),
HPV 33 u 15 (6,8%), HPV 58 u 14 (6,4%), HPV 52 u 13 (5,9%), HPV 18 u 10 (4,6%) i
HPV 45 u 7 (3,2%) uzoraka. ViSestruke infekcije u preinvazivnim promjenama su

nadene u 43 (19,6%) uzorka.

U uzorcima s karcinomom plocastih stanica takoder je dominantno izoliran HPV 16 —
u 46/69 (66,7%) uzoraka. Od ostalih tipova po ucestalosti su izolirani: HPV 31 je
izoliran u 10 (14,5%), HPV 45 u 5 (7,2%), HPV 18 u 5 (7,2%) i HPV 33 u 4 (5,8%)

uzorka. Visetrukih infekcija je bilo 14 (20,3%).
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U uzorcima s adenokarcinomom HPV 16 je izoliran u 18/36 (50,0%) uzoraka. HPV 18
jeizoliran u 15 (41,7%), a HPV 45 u 2 (5,6%) uzoraka. Visestrukih infekcija je bilo u 7

(19,4%) uzoraka. (Tablica 23)

Tablica 23. Distribucija najucestalijin HPV tipova po patohistoloskim dijagnozama

HPV HPV HPV HPV HPV | HPV | HPV VISESTRUKE

16 31 33 18 45 | 58 | 52 INFEKCLJE
PREINVAZIVNE
PROMJENE 57,9% | 12,8% | 6,8% | 4,6% | 3,2% | 6,4% | 59% 19,6%
KARCINOM

o) 0, [0 o) o)
PLOCASTIH STANICA 66,7% | 14,5% | 58% | 7,2% | 7,2% o
20,3%

ADENOKARCINOM 50,0% 41,7% | 5,6%

[
((]
’:h
X

U Hrvatskoj postoji dugogodiSnja tradicija edukacije citologa i citodijagnostiCara s
dobro organiziranom mreZzom citoloSkih labaratorija koja omogucéuje upotrebu
konvencionalnog PAPA testa kao dijagnosti¢kog testa s visokom stopom to¢nosti od
97,2%.93. 181 Metoda probira je oportunisti¢ka, s relativno niskom stopom pokrivenosti
populacije od 68%.%. 181. 182 Unato¢ dugogodisnjoj tradiciji oportunisti¢kog probira, u
posljednja dva desetlje¢a se ne biljezi viSe tako izraziti pad incidencije raka vrata
maternice.'”® (Slika 33Error! Reference source not found.). Jo§ od 2007. se
naglasava potreba uvodenja organiziranog probira s ciliem daljnjeg smanjenja

incidencija raka vrata maternice.'83. 184
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Slika 33. Dobno standardizirana stopa incidencije i mortaliteta (na 100.000 zena)
od raka vrata maternice u Hrvatskoj od 1968. Do 2014. Godine. Preuzeto iz: Sabol
I, Gasperov NM, Matovina M, Bozinovi¢ K, Grubisi¢ G, Fistoni¢ |, i sur. Cervical
HPV type-specific pre-vaccination prevalence and age distribution in Croatia. PloS
one. 2017; 12(7): e0180480. doi: 10.1371/journal.pone.0180480

Obzirom na nezadovoljavajuc¢e stanje u prevenciji raka vrata maternice, u studenom
2012. godine je pokrenut Nacionalni program ranog otkrivanja raka vrata maternice.
Cilj programa je bio smanjenje incidencije raka vrata maternice za 60%-70% u dobnoj
skupini Zena od 25-64 godine osam godina od pocCetka programa te smanjenje
mortaliteta od raka vrata maternice za 80% u dobnoj skupini 25-70 godina 13 godina
od pocetka programa, uz obuhvat 85% ciljne populacije programom ranog otkrivanja
raka vrata maternice tijekom tri godine od pocetka programa.'85 Rezultati programa
nisu poznati, mozemo smatrati da je bio neuspjeSan zbog nepostojanja informatike
potpore, loSe pripreme i nekoordiniranosti na vise razina. U praksi je probir i dalje
oportunisticki, s velikim brojem pacijentica kojima se u€estalo (nepotrebno) ponavljaju
PAPA testovi. U tijeku je reevaluacija programa, uz potencijalno uvodenje novih
metoda probira (HPV tipizacija u dobnoj skupini 30-35 godina). Kao dobar primjer

uspjesno provedenog nacionalnog probira moze posluziti Slovenija, koja je postigla
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40% sniZenje incidencije raka vrata maternice u roku od 6 godina od poc¢etka uvodenja

programa.186. 187

Uz navedeno, od 2007. godine su dostupna HPV cjepiva, kao mjera primarne
prevencije'42 186 Cijepljenje protiv infekcije HPV-om sve od registracije cjepiva pa do
2015. godine je bilo samo preporuceno, ali ne i financirano. Od 2015. godine
cijeplienje je u redovitom programu, kao preporuc¢eno neobavezno cjepivo. Od skolske
godine 2017/2018 cijepe se besplatno djevojcice i djeCaci u osmom razredu osnovne
Skole te djeca iste dobi koja ne pohadaju s$kolu.'88 Na Zalost odaziv na cijepljenje u
Hrvatskoj je izuzetno nizak, oko 10%, $to je povezano s negativhom percepcijom
javnosti te nedovoljnom edukacijom i informiranosti o sigurnosti cijepiva i koristi za
zdravlje. Potrebna je intenzivna javno-zdravstvena aktivnost kako bi se povecao
pozitivan stav o cjepivu prvenstveno roditelja, ¢emu bi uvelike doprinijelo postojanje

jasnih preporuka Ministarstva zdravstva.

Za svaku drzavu je vazno procijeniti prevalenciju HPV tipova prije implementacije
profilakti¢kih cjepiva, a u Hrvatskoj te podatke imamo zahvaljujuéi dosadasnjim
istazivanjima.!72-179 Obzirom da je prevalencija HPV tipova odredivana uglavnom u
opc¢oj populaciji, zatim u populaciji s abnormalnim citoloskim nalazima koji nisu
potvrdeni patohistolodkim dijagnozama, ili u mladoj populaciji za koju je poznato da
velika vecina infekcija HPV prolazi spontano, cilj naseg istrazivanja bio je istraziti
distribuciju HPV tipova u uzorcima tkiva s patohistoloski potvrdenim dijagnozama
(preinvazivnih lezija i karcinoma gdje s dokazanom prisutnosti HPV-a, kako bismo
znali koji tipovi HPV-a dovode do progresivnih lezija i karcinoma. Nasi rezultati
potvrduju da je HPV 16 dominantan i u preinvazivnim i u invazivnim lezijama, dok su
ostavi tipovi nadeni u nizoj ucCestalosti. HR HPV tipovi koje sadrzi najnovije

devetvalentno cjepivo su izolirani u 91,5% naSih uzoraka s patohistoloSkim
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dijagnozama HSIL i karcinoma vrata maternice $to znaci da bi se najveci dio
preinvazivnih lezija i karcinoma mogao prevenirati obuhvatnijom implementacijom
cijepljenja ciljane populacije. K tome treba nadodati da je cjepivo izuzetno sigurno,
najéeSc¢a nuspojava je crvenilo na mjestu uboda.'®® Nije dokazana vec¢a ucestalost

Guillain-Barre sindroma u cijepljene populacije u usporedbi s necijeplienom. 90

U ovom istrazivanju je po prvi put istrazivana genomska raznolikost HPV 16,
najéesceg uzrotnika HSIL i karcinoma cerviksa kod pacijentica u Hrvatskoj.

Pretpostavlja se da neke inacice imaju povec¢an onkogeni potencijal.

LCR je najvarijabilnija regija u genomu HPV 16 u razli¢itim populacijama,’®1-1°4 a bila
je najvarijabilnija i u nasoj studiji. HPV E7 regija je bila vrlo stabilna, s minimalnim
promjenama u genomu. Genomska varijanta T350G HPV 16 pronadena je u 45/72
(62,5%) izolata u HSIL uzorcima, u 15/35 (42,8%) izolata u uzorcima karcinoma

skvamoznih stanica i 7/11 (63,6%) izolata u uzorcima adenokarcinoma.

Neke prethodne studijed 193 195, 19 pokazale su snaZzniji onkogeni potencijal ne-
europskih genomskih varijanti, dok druge studije*4 1°97. 198 nisu podrzale ovaj nalaz. U
njemackoj studiji pokazalo se da je onkogeni potencijal azijsko-americkih ili
sjevernoamerickih loza pod utjecajem polimorfizama u LCR-u i vjerojatno u drugim
regijama virusnih genoma. Nasuprot tome, €ini se da je u europskoj liniji ovaj fenomen
povezan s promjenama E6 regiji, a ne LCR regiji.38 U europskim HPV 16 izolatima,

polimorfizmi u LCR regiji su ¢eS¢i nego u E6.38

U slovenskom istraZivanju,36 ne-europske varijante pronadene su u samo 5% uzoraka
karcinoma cerviksa, $to potvrduje zakljucke o tome da europske varijante
prevladavaju u etni¢ki homogenim populacijama europskih Zzena. U nasoj studiji od

sveukupno 74 uzorka s HSIL pronadena je 41 genomska inacica, njih 73 (98,6%) su
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pripadale europskoj grani, dok je jedna (1,4%) inacica pripadala africkoj grani, dok
gledajuci uzorke s karcinomom plocastih stanica i s adenokarcinomom, 44 (95%)
izolata koji se grupiraju u 41 genomske inacice pripada europskoj grani, jedan izolat
(2,5%) pripada sjevernoameri¢koj grani (jedan uzorak s karcinomom plocastih
stanica), te jedan (2,5%) pripada azijskoameri¢koj grani (jedan uzorak s

adenokarcinomom).

U nasSem istraZzivanju koje uklju€uje bolesnice s HSIL i karcinomom vrata maternice iz

Hrvatske, u vecini su nadene europske genomske inacice HPV 16.

Ova studija pruza vazne informacije o genetskoj varijabilnosti HPV 16 u jugoisto¢noj
Europi. HPV 16 je najesS¢i onkogeni genotip Sirom svijeta, a genomske inacice
izolirane u uzorcima karcinoma cerviksa predstavljaju vecinu onkogenih inacica.
Nedostatak nase studije je mali broj analiziranih uzoraka zbog ograni€enih financijskih

sredstava.

Na$i rezultati podupiru prijadnja otkrica da se uglavnhom europske inacice HPV 16
mogu nacéi u etniCki homogenim europskim populacijama, ali daljnje studije su
neophodne kako bi se dobile vise informacija o genomskoj raznolikosti HPV 16 kod

pacijenata s karcinomom cerviksa u ovom dijelu Europe.

Osim §to na$i podaci daju uvid u distribuciju HPV tipova u histoloSki potvrdenim
lezijama, jednako tako mogu biti podloga za daljnja istrazivanja i pracenje utjecaja
cijeplienja na kontrolu incidencije preinvazivnih lezija i raka vrata maternice u nasoj
populaciji, kao i u procjeni promjene u incidenciji i distribuciji razli€itih HPV tipova, kao

i njihovih inacica.
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7  Zaklju¢ak

U ovom istrazivanju po prvi put je istrazena distribucija HPV tipova i
genomska raznolikost HPV 16 u uzorcima tkiva s patohistoloski potvrdenom

dijagnozom HSIL i karcinoma vrata maternice u pacijentica u Hrvatskoj.

HPV-16 bio je naj¢eS¢e otkriveni genotip u ispitivanim uzorcima, bez obzira
na patohistolosku dijagnozu. Sveukupno, HPV-16 otkriven je u 212 od 358
uzoraka (59,2%): u 166 uzoraka s jednostrukom infekcijom i u 46 uzoraka s
viSestrukom infekcijom. Prevalencija ostalih visoko rizi¢nih genotipova HPV-
a u uzorcima bila je sljedec¢a: HPV-31 u 45 (12,6%), HPV-18 u 24 (6,7%),

HPV-33 u 22 (6,1%), HPV-52 ( 5,6%) i HPV-58 (5,0%)

Visestrukih HPV infekcija bilo je 76 (20,4%).

U preinvazivnim promjenama HPV 16 bio je naj¢eS¢i genotip, ukupno
izoliran u 127/219 (57,9%) uzoraka. Ostali izolirani tipovi po ucestalosti su
bili: HPV 31 u 28 (12,8%), HPV 33 u 15 (6,8%), HPV 58 u 14 (6,4%), HPV
52 u 13 (5,9%), HPV 18 u 10 (4,6%) i HPV 45 u 7 (3,2%) uzorka. U 8/219
(3,7%) uzoraka je HPV bio negativan. ViSestruke infekcije u preinvazivnim

promjenama su nadene u 43 (19,6%).

U uzorcima s karcinomom plocastih stanica takoder je dominantno izoliran
HPV 16 u 46/69 (66,7%) uzoraka. Ostali tipovi po u€estalosti su bili: HPV

31u10(14,5%), HPV 45 u 5 (7,2%), HPV 18 u 5 (7,2%) i HPV 33 u 4 (5,8%)
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uzorka. Visestrukih infekcija bilo je 14 (20,3%). HPV je bio negativan u 3/69

(4,3%) uzorka, a viSetrukih infekcija je bilo 14/69 (20,3%).

U uzorcima s adenokarcinomom HPV 16 je izoliran u 18/36 (50%) uzoraka.
HPV 18 je izoliran u 15 (41,7%), a HPV 45 u 2 (5,6%) uzoraka. Visestrukih
infekcija je bilo u 7/36 (19,4%) uzoraka, a negativnih na HPV je bilo 4/36

(11,1%).

Nije dokazana statistiCki znaCajna razlika u razdiobi jednostrukih i
viSestrukih infekcila u uzorcima prema razliCitim patohistoloskim

dijagnozama.

U 74 uzorka s HSIL pronadena je 41 genomska inacica, njih 73 (98,6%) su
pripadale europskoj grani, dok je jedna (1,4%) inaCica pripadala afri¢koj

grani.

NajCesSc¢a inacica u uzorcima s HSIL je imala dvije mutacije (G7193T i

G7521A), koja je nadena u 25/74 (34,2%) izolata.

U 35 uzorka s karcinomom ploCastih stanica je nadeno 30 razlicitih
genomskih inacica, a u 11 uzorka s adenokarcinomom je nadeno 11

razli¢itih genomskih inacica.

Sveukupno gledajuci za uzorke s karcinomom ploc€astih stanica i uzorke s

adenokarcinomom, njih 44 (95%) izolata pripadaju europskoj grani, jedan
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izolat (2,5%) pripada sjevernoameri¢koj grani (jedan uzorak s karcinomom
plo€astih stanica), te jedan (2,5%) pripada azijskoameri¢koj grani (jedan

uzorak s adenokarcinomom).

Genomska inacica T350G HPV 16 je nadena u 45/73 (61,6%) izolata u
uzorcima s HSIL, u 15/35 (42,8%) izolata u uzorcima s karcinomom

plo¢astih stanica, te u 6/11 (54,5%) izolata u uzorcima s adenokarcinomom.

Ocekivano, najviSe mutacija HPV16 je pronadeno u genskom podrucju

LCR, a najmanje u genu E7.

HPV16 varijante iz na8ih uzoraka uglavnom potjecu iz europske linije (E).

U naSem istrazivanju najveci broj pacijentica s dijagnozom HSIL je bio u
dobnoj skupini od 31-39 (81/319, tj. 25%), a broj pacijentica s dijagnozom
karcinoma je bio podjednak u dobnim skupinama 31-39 godina i 40-49
godina (29 u svakoj skupini od ukupno 105 pacijentica s dijagnozom

karcinoma).

Srednja dob pacijentica s preinvazivnim lezijama (HSIL) je bila 36,07
godina, a pacijentica s invazivnim lezijama (planocelularni karcinom i
adenokarcinom vrata maternice) je bila 46,35 godina.

Pacijentice s invazivnim promjenama imale su statisticki znacajnu (p<0.05)
vecu srednju dob, veci broj poroda i Ee$cée su pusile u odnosu na pacijentice

s negativnim nalazom i pacijentice s preinvazivnim promjenama.
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Ne postoji statisti¢ki zna€ajna razlika u broju pobacaja i dobi menarche.

Svi naj¢esce nadeni tipovi HPV u preinvazivnim lezijama i karcinomima iz
naseqg istrazivanja su tipovi protiv kojih je usmjereno najnovije devet-
valentno cjepivo $to znaci da bi se najveéi dio preinvazivnih lezija i
karcinoma (91,5%) mogao prevenirati obuhvatnijom implementacijom

cijepljienja ciljane populacije.

Dobiveni podaci daju uvid u distribuciju HPV tipova u patohistoloski
potvrdenim lezijama te mogu biti polaziSte za daljnja istrazivanja i pracenje
utjecaja cijepljenja na kontrolu incidencije preinvazivnih lezija i raka vrata

maternice u nasoj populaciji.
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8 Kratki sadrzaj na hrvatskom jeziku

Cilj istrazivanja bio je analizirati distribuciju HR-HPV tipova u bolesnica s HSIL i
karcinomom vrata maternice, te utvrditi uestalost HPV 16 genomskih inacica u

premalignim i malignim promjenama.

HPV-DNA je izolirana iz 373 uzorka pacijentica s HSIL i karcinomom vrata maternice.

Najc¢esc¢i tip u HSIL bio je HPV 16 (57,9%), zatim HPV 31, HPV 33, HPV 58, HPV 52,
HPV 18 i HPV 45 (12,8%, 6,8%, 6,4%, 5,9%,4,6% i 3,2%). HPV 16 je bio dominantan
u karcinomu plo€astih stanica (66,7%), ostali tipovi su bili: HPV 31, HPV 45, HPV 18 i
HPV 33 (14,5%, 7,2%, 7,2% i 5,8%) uzorka. U adenokarcinomu HPV 16 bio je u
50,0%, HPV 18 u 41,7% a HPV 45 u 5,6% uzoraka. Odredene su HPV16 inacice za
130 HPV16 pozitivnih uzoraka. U 74 uzorka HSIL-a pronadena je 41 inacica, 98,6%
pripadalo je europskoj grani, a jedna (1,4%) africkoj grani. Promatrajuci uzorke
karcinoma, 95% izolata svrstano u 41 varijantu pripadalo je europskoj grani, jedan

izolat (2,5%) u Sjeverno Americkoj i jedan (2,5%) azijsko-americkoj grani.

HPV 16 je bio dominantan. HPV 16 varijante dominantno pripadaju europskoj grani
bez obzira na patohistoloSku dijagnozu. Sveobuhvatnim cijepljenjem devetvalentnim
HPV cjepivom mogla bi se prevenirati 91,5% premalignih i malignih llezija vrata

maternice u Hrvatsko;.

90



9 Kratki sadrzaj na engleskom jeziku

Molecular analysis of human papillomaviruses and HPV 16 variants in patients

with high-grade cervical intraepithelial lesion and cervical carcinoma

Magdalena Karadza, MD

The aim of the study was to analyze the distribution of HR-HPV types in patients
with HSIL and cervical carcinoma and to determine the incidence of HPV 16
genomic variants in premalignant and malignant changes.

HPV-DNA was isolated from 373 samples from patients with HSIL and cervical
carcinoma. The most common type in HSIL was HPV 16 (57.9%), followed by
HPV 31, HPV 33, HPV 58, HPV 52, HPV 18 and HPV 45 (12.8%, 6.8%, 6.4%,
5.9%, 4.6% and 3.2%). HPV 16 was dominant in squamous cell carcinoma
(66.7%), other types were: HPV 31, HPV 45, HPV 18 and HPV 33 (14,5%,
7,2%, 7,2% and 5,8%). In adenocarcinoma HPV 16 was in 50.0%, HPV 18 in
41.7% and HPV 45 in 5.6% samples. HPV16 variants were determined for 130
HPV16 positive samples. In 74 HSIL samples 41 variants were found, 98.6%
belonged to the European branch, one (1.4%) to the African branch. Observing
carcinoma samples, 95% isolates grouped in 41 variants belonged the
European branch, one isolate (2.5%) the North American, and one (2.5 %) the
Asian-American branch.

HPV 16 was dominant. HPV 16 variants dominantly belong to European branch

regardless of pathohistological diagnosis. Comprehensive vaccination with the
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nine-valent HPV vaccine could prevent 91.5% of premalignant and malignant

cervical lesions in Croatia.
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