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1.UVOD

1.1. POVIJESNI PREGLED

Zapis o koznim i genitalnim lezijama uzrokovanim HPV-om (humanim papiloma virusom)
potjece jos iz doba anticke Grcke. U 4. stoljecu prije Krista Hipokrat je prvi opisao genitalne i
kozne bradavice te cervikalnu neoplaziju (Mammas i sur., 2014). Za genitalne bradavice se
koristio naziv kondilom (gr¢. okrugli tumor), a na kraju 19. stoljea Se uvrijezio naziv
condyloma accuminatum (lat. $iljasti kondilom) (Karamanou i sur., 2010; Syrjénen i sur.,
2008). Rigoni-Stern je 1842. prvi uodio povezanost karcinoma vrata maternice i spolnog
kontakta, proucavaju¢i uzrok smrti Zena u Veroni te otkriv§i da je ucestalost karcinoma
znatno veca kod udanih Zena i udovica nego kod casni i djevojaka koje nisu imale spolni
odnos. O zaraznoj prirodi koznih kondiloma je izvjestio Payne 1891., a desetak godina kasnije
Heidingsfield je uocio zarazni nadin prijenosa i za genitalne kondilome (Syrjanen SM i
Syrjanen KJ, 2008). Virusnu etiologiju kondiloma dokazao je 1907. Giuseppe Ciuffo na
temelju pokusa kojim je uspjeSno inokulirao na kozu ekstrakt kondiloma, iz kojeg su
filtracijom bili uklonjeni bakterije i gljivice, ali ne i virusi (Berkefeld filter) te tako uspio
prenijeti zarazu (Karamanou i sur., 2010). Rous i suradnici su 30-ih godina proslog stoljeca
dokazali kancerogeni potencijal HPV-a, odnosno singeristicko djelovanje papilomavirusa u
divljeg kunica (CRPV - engl. cottontail rabbit papillomavirus) i kemijskih kancerogena u

malignoj transformaciji koznog kondiloma (Syrj&nen SM i Syrjanen KJ, 2008).

Vaznu povijesnu ulogu ima i Nicholas Papanicolaou koji je 1928. proucavao
prekancerozne lezije u vaginalnim razmazima, $to je dovelo do razvoja Papa testa koji je
ubrzo postao standard u probiru karcinoma vrata maternice (Tan i Tatsumura, 2015). 1949. je
elektronskim mikroskopom prvi put videna virusna cestica HPV-a u koznim bradavicama
Covjeka (Strauss 1 sur., 1949), a do kraja 60-ih godina 20. stoljeca 1 u genitalnim bradavicama
(Syrjanen SM i Syrjanen KJ, 2008). Na pocetku druge polovice 20. stolje¢a Ayre opisuje
morfologiju tzv. halo stanica otkrivenih Papa testom (skvamozne epitelne stanice ¢ije su
jezgre okruzene svijetlom zonom) te ih naziva prekanceroznim stani¢nim kompleksom. Koss i
Durfee promatrajuéi citoloske razmaze potvrduju Ayreovo otkrice te 1956. uvode pojam
koilocitna atipija. Promijenjene skvamozne epitelne stanice s povecanim jezgrama i oStro

ozna¢enom perinuklearnom zonom te perifernim pomicanjem zgusnute strome nazvali su



koilocitima (gr¢. Suplja stanica), a pronadeni Su U obriscima vrata maternice zena oboljelih od

displazije te invazivnog karcinoma (Hajdu, 2006; Koss i Dufree, 1956).

Tek 70-ih godina proslog stolje¢a povezanost HPV infekcije i karcinoma vrata maternice
prvi put uocava H. zur Hausen, kojeg nazivaju ,,ocem HPV virologije* (Mammas i sur.,
2014). Zur Hausen 1975. objavljuje hipotezu 0 HPV-u kao jednom od etioloskih ¢imbenika
nastanka karcinoma vrata maternice, a pocetkom 80-ih godina proslog stoljeca je sa
suradnicima prvi put izolirao nove tipove HPV-a iz anogenitalne regije te dosao do otkri¢a da
HPV 6 i HPV 11 uzrokuju genitalne bradavice, a HPV 16 i HPV 18 imaju vaznu ulogu u
nastanku karcinoma vrata maternice. Upravo ¢e to otkrice kasnije pridonijeti razvoju
profilaktickog cjepiva (lrabor i sur., 2018). Zur Hausen je uvelike pridonio razumijevanju
tijeka HPV infekcije, jednako kao i mehanizma karcinogeneze posredovane HPV-om, stoga je
2008. godine dobio Nobelovu nagradu za medicinu zbog otkri¢a da je humani papiloma virus

uzro¢nik karcinoma vrata maternice (HadZisejdi¢ i sur., 2010).

1985. istrazivano je ugradivanje genoma HPV-a u genom stanice domacina, a krajem 80-ih
godina proslog stoljeca otkriveno je da interakcija produkta gena E6 s produktom tumor
supresorskog gena p53 te produkta gena E7 s produktom tumor supresorskog gena Rb
rezultira njihovim vezanjem i degradacijom. Upravo su te spoznaje bile vazne za
razumijevanje unutarstani¢nih dogadaja koji vode do besmrtnosti stanica koje nose virusni
genom. Transformacija stanica uzrokovana virusnim onkogenima (HPV tip 16) prvotno je
prikazana u kulturi stanica glodavaca (NIH3T3), a ubrzo nakon toga i u kulturi stanica
keratinocita 1 fibroblasta Covjeka. U usporedbi s kontrolama, transformirani fibroblasti
pokazali su produzeni Zivotni vijek, a keratinociti neodredeni Zivotni vijek (zur Hausen,

2009).

90-ih godina proslog stoljeca dva vazna podrudja istrazivanja HPV-a bila su cijepljenje i
serologija. Zahvaljuju¢i Kirnbaueru, otkri¢e proizvodnje Cestica nalik virusu (VLP, engl.
virus-like particles ) pomocu L1 proteina, koji je glavni sastojak kapside virusa, odmah je
prepoznato kao potencijalna prilika za razvoj seroloskih testova za mjerenje antitijela na
konformacijske virionske epitope, ali i za razvoj cjepiva za prevenciju HPV-a (Syrjanen SM. i
Syrjanen KJ., 2008).

2006. godine razvijeno je profilakticko cjepivo protiv HPV tipova 6, 11, 16, i 18
(Gardasil®, Merck) te cjepivo protiv HPV tipa 16 i 18 (Cervarix®, GSK). Danas je na
trzistu Siroko primjenjivan Gardasil 9 te sadrzi tipove 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 1 58, koji



pokrivanju gotovo sve vaznije rakove izazvane ovom grupom virusa. Pripremaju se
tehnologijom rekombinantne DNA (deoksiribonukleinska kiselina) iz visoko procis¢enih
Zestica proteina L1. Cestice nalik virusu ne sadrze virusnu DNA, ne mogu inficirati stanice,

razmnoZzavati se niti uzrokovati bolesti (Matijevi¢, 2007; www.hzjz.hr).

1.2. TAKSONOMUA | KLASIFIKACIJA HPV-a

Humani papiloma virusi (HPV) taksonomski pripadaju obitelji Papillomaviridae, rod
Papillomavirus (lat. papilla = bradavica; gré. oma = tumor). Prema klasifikaciji iz 2010.
godine, obitelj Papillomaviridae sadrzi 29 rodova 1 189 izolata humanih papilomavirusa, tj.
120 tipova i papilomaviruse izolirane iz sisavaca (64 tipa), ptica (3 tipa) i reptila (1 tip).
Humani papilomavirusi klasificiraju se prema filogenetskom stablu u 5 rodova: Alfa-, Beta-,
Gama-, Mu- i Nupapilomavirus (Doorbar i sur., 2012). Rod Alfapapilomavirus povezuje se s
karcinomom vrata maternice i genitalnog podrucja te nastankom genitalnih bradavica, rod
Betapapilomavirus s pojavom epidermodisplazije veruciformis, a rodovi Mu- i
Nupapilomavirus odgovorni su za nastanak koznih bradavica (Vince i Zidovec-Lepej, 2010).
Postoji vise od 100 genotipova HPV-a, od kojih 40 vrsta inficira epitel sluznice anogenitalne
regije (16 tipova smatra se onkogenima), dok drugi zahvacaju epitel koze (Munoz i sur.,

2004).

S obzirom na tkivo koje inficiraju, humani papilomavirusi dijele se na kozne (kutane),
mukokutane i sluzni¢ke (mukozne) tipove.

e Sluzni¢ki tipovi HPV-a pokazuju sklonost prema neorozenom mnogoslojnom
ploCastom epitelu te inficiraju anogenitalni 1 aerodigestivni trak. Najvazniji genotipovi
iz te skupine su: 6, 11, 13, 16, 18, 30-35, 39, 40, 42-45 i 51-69.

e KoZni tipovi HPV-a pokazuju sklonost prema oroZenom mnogoslojnom plocastom
epitelu 1 ve¢inom zahvacaju epitel koZe, stoga se rijetko mogu na¢i na anogenitalnim
mjestima ili unutar oralne mukoze. Najvazniji genotipovi su: 4, 7, 10, 26-29, 37, 38,

41, 48 i 49 (Ljubojevi¢ i sur., 2007).

S obzirom na onkogeni potencijal, odnosno potencijal izazivanja zlo¢udne promjene,
mukozni tip HPV-a se prije dijelio na tri skupine (niskog, srednjeg i visokog rizika), a danas
ga dijelimo na dvije skupine: niskorizi¢ni (LR HPV, engl. low risk) i visokorizi¢ni (HR HPV,

engl. high risk) (Tablica 1). No, ova podjela nije konacna te se stalno mijenja i nadopunjuje



kako se otkrivaju novi genotipovi (McGraw, 2014; Ljubojevi¢ i sur., 2007; Munoz i sur.,
2003).

Tablica 1. Podjela HPV-a prema onkogenom potencijalu

HPV niskog rizika (LR HPV) 6, 11, 40, 42, 43, 44,54, 61, 70, 72, 81, 89

16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68,

HPV visokog rizika (HR HPV)
73,82

Najces¢i niskorizi¢ni tipovi su HPV 6 i 11. Uzrokuju 95% benignih genitalnih bradavica
(tj. siljastih kondiloma) i laringealnih papiloma (Vince i Zidovec-Lepej, 2010), a javljaju se i
u skvamoznim intraepitelnim lezijama niskog stupnja (LSIL, engl. low-grade squamous
intraepithelial lesion), odnosno CIN 1 (cervikalna intraepitelna neoplazija). Kod infekcije
HPV tipovima niskoga rizika, DNA je prisutna u episomalnom obliku i ne ugraduje se u
genom domacina te dolazi do potpune ekspresije virusa, stani¢ne proliferacije, pojave
koilocita i smrti stanica. Sposobnost izazivanja zlo¢udne promjene je niska, stoga ih se rijetko
povezuje s invazivnim karcinomom vrata maternice (Vince i sur., 2010; Audy-Jurkovi¢ i sur.,
2003; Burd 2003).

Najces¢i visokorizi¢ni tipovi su HPV 16, 18, i 45, visokog su onkogenog potencijala i
smatraju se uzrokom karcinoma vrata maternice te ih nalazimo skvamoznim intraepitelnim
lezijama visokog stupnja (HSIL, engl. high-grade squamous intraepithelial lesion), odnosno
CIN 2 CIN 3. HPV 16 ima najveci onkogeni potencijal i odgovoran je za otprilike polovinu
svih slu¢ajeva karcinoma vrata maternice, a HPV 16 i 18 zajedno uzrokuju vise od 70% svih
karcinoma vrata maternice Sirom svijeta (Braaten i Laufer, 2008; Ljubojevi¢ i sur., 2007).
HPV 16 osim karcinoma vrata maternice uzrokuje i karcinom vagine, vulve, penisa, usne
Supljine, orofarinksa i tonzila (IARC, 2012). Visokorizi¢ni tipovi se razlikuju od niskorizi¢ih
po tome S§to se njihova DNA ugraduje u genom zaraZenih stanica (te se
pojacava ekspresija virusnih onkogena E6 i E7), vodi do transformacije stanica (bez kasnije

produkcije virusa), proliferacije stanica i klonalne selekcije (Audy-Jurkovi¢ i sur., 2003).

HPV 25, 53 i 66 za sada se smatraju genotipovima "vjerojatno visokog rizika", dok su

tipovi virusa 34, 57 i 83 klasificirani kao oni neodredenog rizika (Ljubojevi¢ i sur., 2007).



1.3. STRUKTURA VIRUSNE CESTICE I ORGANIZACIJA
GENOMA

Humani papiloma virus je relativno mali DNA virus, bez ovojnice, promjera 50-60 nm.
Virusne cestice sadrze dvolanc¢anu DNA koja je povezana s histonima te uklopljena u
ikozaedri¢nu kapsidu, koja je gradena od proteina L1 (glavni protein kapside posto ¢ini 80%
ukupne virusne Cestice; mase 55kDa) i L2 (mali protein kapside; mase 70 kDa). Kapsida se
sastoji od 72 kapsomere, a svaka kapsomera se sastoji od pentamera, koji odgovara glavhom
proteinu kapside L1. Smatra se da pentameri L1 proteina formiraju mreze intra- |
interpentamernih disulfidnih interakcija koje stabiliziraju kapsidu (Conway i sur., 2009; IARC
2007; Sapp i sur., 1995). Kapsida sadrzi 360 kopija proteina L1 i vjerojatno 12 kopija proteina
L2 (Doorbar, 2005).

Slika 1. Model HPV c¢estice (Preuzeto i modificirano sa:

http://www.virology.wisc.edu/virusworld/images/hpv-gwb.jpg)

Virusni genom HPV-a sastoji se od jedne molekule kruzne, dvolan¢ane DNA koja sadrzi
oko 8000 pb (parova baza), a molekularna masa iznosi 5,2 x 10° Da. Veli¢ina genoma moze

neznacajno varirati izmedu razli¢itih tipova HPV-a (Doorbar, 2006).

Genom HPV-a se moze podijeliti u tri regije:
1. Rana regija (engl. early, E)
2. Kasna regija (engl. late, L)
3. Uzvodna regulatorna regija (engl. Upstream regulatory region), poznata kao i

dugacka centralna regija (LCR, engl. Long central region)

LCR je nekodirajuc¢a regija koja se nalazi izmedu krajnjeg dijela ORF L1 i pocetnog dijela
ORF E6 te sadrzi cis elemente odgovorne za regulaciju replikacije i transkripcije nizvodnih

sekvenca u ranoj regiji. Unutar LCR se nalazi virusno ishodiste replikacije (ori), pojacivac


http://www.virology.wisc.edu/virusworld/images/hpv-gwb.jpg

transkripcije, vezna mjesta za protein E2 te rani virusni promotor p97 (HPV 16). Rani
promotor nalazi se uzvodno od E6 gena te potice transkripciju gena rane regije. Jo§ jedan od
elemenata koje nalazimo unutar LCR regije je kasni poliadenilacijski signal (pAL, engl. late
polyadenylation), dok se rani poliadenilacijski signal (pAE, engl. early polyadenylation)

nalazi unutar nekodirajuce regije (NCR), smjestene izmedu E5 stop kodona i L2 start kodona.

LCR ima oko 850 bp te ¢ini 10% genoma (Zheng i Baker, 2006).

Rana regija sadrzi Sest otvorenih okvira za Citanje, ORF: E1, E2, E4, ES5, E6, E7, odnosno
sadrzi gene koji kodiraju proteine potrebne za virusnu replikaciju i transkripciju, no neki
imaju i onkogeno djelovanje (E5, E6, E7). Unutar rane regije, tj. ORF E7 nalazi se kasni
promotor p670 (HPV 16) koji je odgovoran za ekspresiju kasnih gena. Za razliku od ranog
promotora p97, aktivnost kasnog promotora moZze se inducirati samo u terminalno

diferenciranim keratinocitima. Rana regija ima 4,5 kb te ¢ini 50% virusnog genoma.
Kasna regija se sastoji od dva otvorena okvira ¢itanja ORF L1 i ORF L2, koji kodiraju za
strukturne proteine kapside L1 i L2. Oni su potrebni za formiranje viriona. Kasna regija ima

2,5 kb te ¢ini 40% ukupnog genoma (Zheng i Baker, 2006).
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Slika 2. Genom HPV-a i uloga proteina (prema Harari i sur., 2014)



Rani proteini imaju raznolike uloge (Slika 2.). E1 ima helikaznu aktivnost i regulira
replikaciju viralne DNA, E2 regulira replikaciju i transkripciju viralne DNA, usmjerava E1 da
se veze na ishodiste replikacije te je represor E6 i E7 gena, E4 je odgovoran za sastavljanje
(pakiranje) i otpusStanje novih virusnih Cestica, a E5 stupa u interakciju s EGF (epidermalni
faktor rasta) i stimulira stani¢nu proliferaciju. E6 i E7 su onkoproteini koji zaustavljaju proces
diferencijacije keratinocita i omoguéuju kontinuiranu replikaciju virusa. E6 inaktivira i
razgraduje tumor supresorski protein p53 (posljedi¢no vodi do inhibicije apoptoze i
nakupljanja mutacija) te moze aktivirati telomerazu, a E7 veZe i inaktivira tumor supresorski
protein pRb (retinoblastom) te vodi do progresije stani¢nog ciklusa. E6 i E7 omogucuju
amplifikaciju viralnog genoma u gornjim epitelnim slojevima. Kasni proteini su L1 i L2. L1

je glavni protein kapside, a L2 je mali protein kapside virusne ¢estice (Doorbar, 2015).

1.4. ZIVOTNI CIKLUS HPV-A

1.4.1. HPV infekcija

Zivotni ciklus HPV-a slijedi program diferencijacije epitelne stanice domacina. Ciklus
pocinje u bazalnim stanicama, a zavrSava terminalno diferenciranim ploc¢astim stanicama.
HPV prvo inficira nediferencirane bazalne epitelne stanice koje su jedine stanice u plo¢astom
epitelu sposobne za dijeljenje, ¢ime se omogucuje uspostavljanje perzistentne (trajne)
infekcije, a potom se nove virusne Cestice proizvode u diferenciranim stanicama kéeri u
najvisim epitelnim slojevima. Medutim, bazalne epitelne stanice nisu lako dostupne s obzirom
da su zasti¢ene s nekoliko slojeva diferenciranih stanica, stoga da bi doslo do infekcije HPV-
om, Cestice virusa moraju dobiti pristup bazalnom epitelnom sloju Sto se ostvaruje preko
mikrotraume epitela. Dakle, virus ulazi preko mjesta ozlijede u bazalne stanice koje prolaze
proces dijeljenja te se u tom sloju virus nalazi u malom broju kopija episoma. Stanice koje se
nalaze u zoni transformacije vrata maternice i anusa su pristupacnije i stoga osjetljivije na
infekciju HPV-om (Harden i Munger, 2016; Fehrmann i Laimins, 2003).



1.4.2. Adsorpcija, internalizacija i razgradnja kapside

Virusna Cestica se preko proteina kapside L1 veZe za receptore (adsorpcija) na povrSini
izlozene bazalne membrane (ili bazalnih stanica) (Fehrmann i Laimins, 2003). Eksperimenti
su pokazali da je heparan sulfat proteoglikan (HSPG) veoma vazan primarni receptor (Sapp |
Bienkowska Haba, 2009; Fehrmann i Laimins, 2003) dok se a6 integrin (na bazalnim
stanicama) navodi kao moguci sekundarni receptor Koji je potreban za internalizaciju (Raff i
sur., 2013).

Nakon vezanja virusne Cestice, tj. L1 proteina kapside za HPSG na bazalnoj membrani
epitelnih stanica, dolazi do konformacijske promjene kapside viriona koja omogucuje
proteoliti¢ko cijepanje izlozenog N-terminalnog djela proteina L2 pomocu enzima furina, §to
rezultira daljnjom promjenom konformacije kapside. Time se na proteinu L1 otkriva vezno
mjesto za stani¢ni receptor koje postaje dostupnije, olaksSava se daljnje vezanje virusa i
ostvaruje ulazak u stanicu (Harden i sur., 2016; Pinidis i sur., 2016; Howley i sur., 2013).
Dakle, proteoliticko cijepanje proteina L2 dovodi do gubitka afiniteta za primarni receptor te
olaksava prijenos virusne Cestice na sekundarni receptor, koji se nalazi na povrsSini bazalne
stanice te je nuzan za internalizaciju i daljnji prijenos viralnog genoma u jezgru stanice
(Doorbar i sur., 2012).

Unos viriona u bazalne stanice (internalizacija) odvija se procesom endocitoze
posredovane klatrinom (za HPV 16) ili kaveolinom (za HPV 31). Nakon 4 sata Cestica virusa
se nalazi u ranom endosomu, a nakon 12 sati dolazi do razgradnje kapside u kasnom
endosomu te oslobadanja viralnog genoma (u kompleksu s L2) koji zatim putuje kroz
citoplazmu vjerojatno pomoc¢u mikrotubula te se prenosi u jezgru bazalne stanice (Slika 3.). U
jezgri se nalaze u neposrednoj blizini ND10 tijela (engl. Nuclear Domain 10), §to omogucava
pocetak transkripcije (Schiller i sur., 2010). Prema nekim autorima, endocitoza virusa se
odvija procesom sli¢nim makropinocitozi, koji je neovisan o klatrinu, kaveolinu ili lipidnim

splavima (Harden i Munger, 2016).



Vezanje HPV-a za
~  receptor na stanici

Endocitoza

Kasni endosom

Rani c.-ndosomE \

\

/ =
. Transkript \,‘ X
e | Pruenos kompleksa u
jezgru Razgradnja L1

Oslobadanje kompleksa
virusni genom- L2

Jezgra

= -m

Slika 3. Shema internalizacije HPV-a i prijenosa viralnog genoma u jegru (Preuzeto i modificirano od
Schiller i sur., 2010)

1.4.3. Replikacija, odrzavanje genoma i amplifikacija

U ranom stadiju ciklusa, u bazalnim stanicama nalazimo mali stupanj viralne replikacije te
se prepisuju samo rani geni, dok se kasni stadij odigrava u terminalno diferenciranim
plocastim epitelnim stanicama i povezan je s ekspresijom kasnih gena (Ljubojevié¢ i sur.,
2007). Nakon prijenosa viralne DNA u jezgru bazalnih stanica, ona se nalazi u episomalnom
obliku i ne ugraduje se u genom domacina. Inicijalna replikacija (amplifikacija) genoma zbiva
se odmah nakon infekcije bazalnih stanica te se stvara mali broj kopija episoma. Bazalne
stanice s episomima predstavljaju latentnu (neproduktivnu) infekciju (Doorbar i sur., 2012;
Hoffmann i sur. 2006). Za inicijalnu replikaciju DNA potrebni su rani virusni proteini E1 i E2
(Doorbar i sur., 2012). E2 protein nuzan je za pocetak replikacije virusne DNA, posto
prepoznaje palindromski slijed (AACCg(N4)cGGTT) unutar LCR regije, u neposrednoj
blizini ishodista replikacije te se veze za njega. Vezanje proteina E2 je nuZzno kako bi se
protein E1, koji ima aktivnost helikaze, vezao za ishodiste replikacije (ori). Potom slijedi

disocijacija E2, a E1 uz pomo¢ Saperona poprima konformaciju dvostrukog heksamernog
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prstena koji odmotava lance DNA i omogucava pristup DNA polimerazi alfa i replikacijskom

proteinu A.

Nakon brze inicijalne replikacije, slijedi odrzavanje viralnog episoma u niskom broju
kopija u bazalnom sloju (Doorbar, 2006). Genom se stabilno odrzava na toj razini tijekom
slijede¢ih dioba bazalne stanice $to se naziva ,odrzavaju¢om replikacijom* (engl.
maintenance replication). Virusni genom udvostrucuje broj svojih kopija tijekom S faze
stani¢nog ciklusa domacina te se raspodjeljuje izmedu dviju stanica-kéeri (Hoffmann i sur.,
2006). U toj fazi se repliciranjem genoma odrzava stalan broj kopija, u sinkronizaciji sa
staniécnom DNA u stanicama koje se dijele (McBride, 2008). Odrzavanje viralnog episoma je
osnovni zadatak rane, ,,odrzavajuée (engl. maintenance) faze zivotnog ciklusa virusa. E6,
E7, E1 1 E2 su nuzni za kontinuirano odrzavanje episoma. E1 i1 E2 iniciraju virusnu DNA
replikaciju, a E6 1 E7 moduliraju regulatore stani¢nog ciklusa. Ekspresija virusnih proteina je
niska u nediferenciranim stanicama, S$to doprinosi izbjegavanju imunog odgovora i

perzistenciji infekcije (Bodily i Laimins, 2010).

Viralni genom migrira iz bazalnog u suprabazalni sloj kako se inficirane bazalne stanice
dijele, s time da ¢e jedna stanica-kéer migirati prema parabazalnom sloju, a druga ¢e ostati u
bazalnom sloju i stvarati rezervoar virusne DNA. Normalne stanice dijele se samo u bazalnom
sloju, a u visim slojevima plocastog epitela se diferenciraju, za razliku od inficiranih stanica
koje ¢e se nastaviti dijeliti i u suprabazalnim slojevima, a diferencijacija ¢e im biti odgodena
(Doorbar, 2006).

Nakon diferencijacije stanice domacina, virusna DNA (u diferenciranim stanicama)
podlijeze sekundarnoj amplifikacijskoj replikaciji i to u S fazi s obzirom da HPV stimulira
ponovni ulazak u stani¢ni ciklus u intermedijarnom sloju. Broj kopija DNA povecava na
nekoliko stotina ili tisu¢a kopija, nakon ¢ega slijedi pakiranje virusne DNA u virusne Cestice
(White i sur., 2012; Hoffmann i sur., 2006). Ta faza je produktivna, odnosno vegetativna. U
nekim stanicama ¢e produktivna infekcija biti prekinuta, prilikom cega se viralna DNA
ugraduje u genom stanice domacina $to moze rezultirati ozbiljnim lezijama epitela koje mogu
napredovati u karcinom vrata maternice te se smatra kljuénim trenutkom u karcinogenezi
uzrokovanoj HPV-om (Cid-Arregui, 2009; Doorbar, 2006; Munoz i sur., 2006).

HPV ima sposobnost reaktivirati diobu i to u stanicama koje su izaSle iz stani¢nog ciklusa i
u kojima se normalno vise ne bi odvijala replikacija DNA (diferencirane stanice) tako $to ¢e

E6 i E7 inaktivirati p53 i pRb i posljedicno omoguditi S fazu tj. DNA replikaciju, sto je
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veoma bitno posto HPV ne kodira DNA polimerazu i potreban mu je replikacijski aparat
stanice domacina kako bi mogao replicirati svoj genom. Produktivna faza ukljucuje, osim
amplifikacije viralnog genoma, ekspresiju E1-E4, kasnih gena L1 i L2, inkapsulaciju viralne
DNA 1 oslobadanje infektivnih viriona, a javlja se u gornjim, terminalno diferenciranim

stanicama epitela (Kajitani i sur., 2012).

U latentnoj fazi ciklusa genom perzistira u bazalnim stanicama godinama ili desetlje¢ima,
a da bi se desio prijelaz iz stabilne replikacije odnosno odrzavanja genoma (engl. genome

maintenance) u vegetativnu replikaciju DNA, potreban je odredeni okida¢ (Harden i Munger,
2016).

1.4.4. Formiranje i otpustanje viriona

Amplifikacija virusnog genoma prestaje kako se stanice pomic¢u prema gornjem sloju
epitela i prolaze kroz proces diferencijacije. Kad inficirani keratinociti dosegnu gornje slojeve
epitela, po¢inju se ispoljavati proteini E4, L1 i L2 koji su potrebni za formiranje viriona
(Hadzisejdic¢ i sur., 2010). Strukturni proteini kapside (L1 i L2) formiraju s virusnom DNA
nove virusne ¢estice. One napustaju inficirane stanice i otpustaju se u okolinu nakon ljustenja
(deskvamacije) odumrlih epitelnih stanica (Slika 4.) (Doobar, 2005). Protein E4 omogucava
lakse oslobadanje viriona iz stanica pomocu cijepanja intermedijarnih filamenata citoskeleta
keratinocita (Doorbar, 2006).
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Y . . ( #
C e — | . L__Jc o|lo|e 6—10 | Amplifikacija viralnog genoma (u
m | ™ \ ™ | ¢ ‘ stanicama koie se ne dijele)
\ 8o |D|0|0|C 11,12 iE4
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Parabazalne stanice Slelesje stanicna proliferacija (replikacija
o L] A o virusa i stanice)
1,E2,E6iE7
6L°T° olo E1, E2,
Bazalne stanice o 0 o 0 0 | Ulazak virusa i infekcija bazalnih
Bazalna membrana Sl

‘ ' ELiE2
\

Izlaganje bazalne membrane virusu
Dermis

preko mikrotraume

[; | Normalna epitelna stanica @@ HPV-om inficirana epitelna stanica

A- stratum basale, B- stratum spinosum, C- stratum granulosum, D- stratum corneum

Slika 4. Zivotni ciklus HPV-a (Preuzeto i modificirano od Roden i Stern, 2018)

11



1.5. MEHANIZAM KARCINOGENEZE

Sama infekcija HPV-om nije dovoljna da bi dovela do malignih promjena, ve¢ su potrebni
i drugi ¢imbenici (npr. geneticke karakteristike, utjecaj okoline). Ipak, oni nemaju nikakvog
znacaja ako nije prisutna infekcija HPV-om (Subramanya i Grivas, 2008). Klju¢ni dogadaji u
zivotnom ciklusu HPV-a u kontekstu nastanka karcinoma vrata maternice je integracija
(ugradnja) virusa u genom domacina i aktivacija transkripcije E6 i E7 gena, ¢iji proteinski

produkti imaju onkogeni potencijal (Vince i Zidovec-Lepej, 2010).

U nekim stanicama ¢e produktivna infekcija biti prekinuta (,,abortivna infekcija“) prilikom
Cega se viralna DNA ugraduje u genom stanice domacina. Naj¢es¢e mjesto loma i
linearizacije cirkularne virusne DNA je ORF E2, §to ¢e dovesti do prestanka sinteze proteina
E2 i gubitka njegove represorske uloge za transkripciju onkogena E6 i E7 uslijed ¢ega dolazi
do nekontrolirane ekspresije E6 i E7. Konstantna aktivnost tih proteina vodi do genske
nestabilnosti, nakupljanja mutacija i progresije u karcinom, ali samo u sluéaju E6 i E7
visokorizi¢nog HPV-a (Cid-Arregui, 2009; Doorbar, 2006; Munoz i sur., 2006).

U epitelnim stanicama sa znacajnim stupnjem promjene (CIN 2, CIN 3, karcinom vrata
maternice) genom HPV tipova visokog rizika (HR-HPV) je ugraden u genom stanice
domacina, §to ¢e dovesti do zlocudne transformacije te upravo zato ¢ini klju¢ni dogadaj u
onkogenezi uzrokovanoj HPV-om. Za razliku od HR-HPV, HPV niskog rizika se ne ugraduje
u genom domacina te se njegova DNA nalazi u episomalnom obliku, a prisutna je u

kondilomima i stanicama CIN 1 (Ghittoni i sur., 2015; Bosch i sur., 1995).

NajceS¢e mjesto loma i linearizacije cirkularne virusne DNA je okvir ¢itanja E2 gena
(ORF E2), sto ¢e dovesti do prestanka sinteze proteina E2 i gubitka kontrole nad
transkripcijom 1 proliferacijom stanica, tj. gubi se supresijski ucinak E2 proteina nad
proizvodnjom onkoproteina E6 1 E7. Posljedicno se javlja pojacana ekspresija virusnih
onkogena ES5, E6 i E7 te sinteza odgovaraju¢ih proteina (Ghittoni i sur., 2015; Doorbar,
2006). Nekontrolirana, perzistentna ekspresija E6 i E7 u proliferiraju¢im bazalnim i
parabazalnim epitelnim stanicama potice nastanak displazije ili karcinoma vrata maternice.
Najznacajniji mehanizam kojim visokorizi¢ni HPV inducira karcinogenezu, uz perzistentnu
ekspresiju virusnih onkogena E6 i E7, jest njihova interakcija s tumor-supresorskim
proteinima p53 i pRb (protein retinoblastoma), koji imaju znacajnu ulogu u regulaciji

stani¢nog ciklusa i apoptozi (programirana stani¢na smrt) (Ghittoni i sur., 2015). Gubitak
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funkcije proteina p53 i pRb dovodi do stalne replikacije i proliferacije stanica, nakupljanja

genetskih oStecenja, izbjegavanja apoptoze i onkogene promjene (LeSin i sur., 2010).

Onkoprotein E6 se prvo veze za E6AP (engl. E6 associated protein) koji djeluje kao
ubikvintin protein ligaza te nastaje kompleks E6-E6AP. Kompleks se zatim veze za p53, koji

se brzo ubikvintira i razgraduje u proteasomu. Time se smanjuje koli¢ina p53 u stanici

(Ghittoni i sur., 2015).

Naime, p53 je kao srediSnji regulator stani¢nog rasta i diobe odgovoran za oCuvanje
genoma od zlocudne preobrazbe, pa ¢e se u uvjetima stanicnog stresa (virusna infekcija, UV
zraCenje, hipoksija) povecati njegova ekspresija. To ¢e rezultirati zastojem rasta u kontrolnoj
tocki popravka DNA (G1 faza ciklusa) §to omoguéava stanici popravak ostecene DNA, a ako
je popravak nemogu¢, indukciju apoptoze (na taj nacin normalna stanica zaustavlja
neregularnu S fazu ciklusa) (Zekan i sur., 2009). U stanici zarazenoj visokoriziénim HPV-om
smanjena je ekspresija p53 i on ne moze adekvatno obavljati svoju ulogu, a to je regulacija
ekspresije gena koji kontroliraju zastoj stani¢nog ciklusa u G1-fazi i apoptozu pa ¢e takve
stanice, osim kontinuirane proliferacije, imati i sposobnost zaobilazenja apoptoze. AKo se
dopusti prolazak kroz stani¢ni ciklus, stanica nefe imati dovoljno vremena za popravak
ostecene DNA te ¢e doc¢i do posljedi¢nog nakupljanja mutiranih gena, genomske nestabilnosti
(klju¢ni poremecaj u onkogenezi), gubitka kontrole stani¢nog rasta te transformacije stanica
koje se citoloski karakteriziraju kao cervikalne intraepitelne neoplazije (CIN) lakSeg i tezeg

stupnja te konaéno kao karcinom vrata maternice (Vince i Zidovec, 2010; Zekan i sur., 2009).

Dodatno, E6 potice telomeraznu aktivnost, kao i aktivnost vaskularnog endotelnog faktora
rasta (VEGF, engl. Vascular endothelial growth factor), sto dovodi do progresivnog Sirenja

tumora - neoangiogeneze (Zekan i sur., 2009).

Onkoprotein E7 visokorizicnog HPV-a doprinosi zlo¢udnoj transformaciji tako $to se veze
na hipofosforilirani oblik pRb prilikom ¢ega dolazi do odvajanja transkripcijskog faktora E2F
od pRb, s posljedicnim povecanjem aktivnosti E2F — on potice ekspresiju gena potrebnih za
replikaciju DNA i ulazak stanice u S fazu. Na taj nacin se stimulira replikacija virusne DNA,
kao i proliferacija stanica. E7 putem ubikvitin-proteasomnog sustava potice degradaciju pRb
koji viSe ne moze vrsiti svoju ulogu, tj. sprijeciti diobu stanice s oSteCcenom DNA, stoga se

javlja prijevremeni ulazak stanice u S fazu (Ghittoni i sur., 2015; Hadzisejdic i sur., 2010).

U normalnim stanicama pRb kontrolira stani¢ni ciklus tako §to veze 2EF i kontrolira

njegovu aktivnost, ne dopustajuci stanici da ude u S fazu (DNA sinteza) prije nego Sto se
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provede provjera genoma. Tek nakon uklanjanja oStecenja pRb ¢e se fosforilirati te ¢e do¢i do

otpustanja E2F i replikacije DNA u S fazi (Zekan i sur., 2009).

E2F je dakle transkripcijski faktor koji ¢e poticati sintezu proteina potrebnih za S fazu ako
je vezan za promotre gena S faze. Ako se na E2F veZze hipofosforilirani pRb, inhibira se
ekspresija gena 1 stanica ne napreduje u S fazu, ve¢ ostaje u Gl fazi.

(Cabrinik, 2005; Dimova i Dyson, 2005).

Osim toga, stvaranje kompleksa E7-pRb dovodi i do prekomjerne ekspresije p16INK4A,
inhibitora ciklin-ovisne kinaze koja usporava stani¢ni ciklus. Neki autori navode da se
pl6INK4A moze koristiti kao imunohistohemijski biomarker koji ukazuje na onkogenu
aktivnost visokorizicnih HPV tipova (Darragh i sur., 2012). Protein E7 remeti kontrolu
stani¢ne proliferacije inaktivirajué¢i ciklin ovisne inhibitore kinaze p21CIP-1 i p27KIP-1.
Prilikom inaktiviranja p21CIP-1 i p27 KIP-1 dolazi do oslobadanja ciklin ovisnih kinaza
(CDK) od njihovih stani¢nih regulatora te nekontrolirane proliferacije stanica (Pejkovié i sur.,
2008).

1.6. PRIRODNI TIJEK HPV INFEKCUE | KOFAKTORI
RIZIKA PERZISTENTNE INFEKCIJE VISOKORIZICNIM
TIPOM HPV-A

HPV se prenosi spolnim putem, direktnim kontaktom s kozom ili sluznicom zaraZene
osobe te vrlo rijetko s majke na dijete (vertikalni prijenos). Infekcija HPV-om je glavni
¢imbenik rizika za nastanak cervikalne intraepitelne neoplazije (CIN), odnosno premalignih
lezija koje mogu regredirati, perzistirati ili progredirati, s time da ¢e samo mali postotak
napredovati do karcinoma vrata maternice (Stemberger-Papié¢ i sur., 2016; Babi¢ i Macan,
2013). Infekcija HPV-om najcesce se javlja u spolno aktivnih Zena mladih od 25 godina, a
rizik od infekcije tijekom Zivota iznosi minimalno 50% (Coméié 1 sur., 2011; Munoz i sur.,

2003).

Vise od 90% infekcija HPV-om prolazi spontano (razrjeSenje) bez posljedica unutar
nekoliko mjeseci do dvije godine, zahvaljuju¢i imunoloskom odgovoru (Schiffman i sur.,
2007) (Slika 5.). Dulje vremena je potrebno kako bi se povukla infekcija visokorizi¢nim
tipom HPV-a (16 mjeseci za HPV 16) u odnosu na HPV niskoga rizika (4—5 mjeseci) (Babi¢ i
Macan, 2013). U manje od 10% zena koje imaju HPV infekciju ¢e se uslijed neadekvatnog
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imunoloskog odgovora razviti perzistentna (trajna) infekcija (Parkin i Bray, 2006), a ako se
radi o infekciji s visokorizi¢nim tipovima HPV-a postoji veca vjerojatnost progresije do CIN-
a visokog stupnja i karcinoma vrata maternice, a taj proces moze trajati 10 godina (MoscicKi i
sur., 2012; Cid-Arregui 2009; Stanley, 2006). Od 10% Zena s perzistentnom infekcijom, Samo
¢e 1% razviti karcinom vrata maternice. U vise od 99,7% slucajeva karcinoma prisutni su

visokorizi¢ni tipovi HPV-a.

Nuzan etioloski ¢imbenik za nastanak karcinoma vrata maternice je perzistentna infekcija
visokorizi¢nim tipom HPV-a, no ona nije sama po sebi dovoljna za pokretanje karcinogeze,
ve¢ su potrebni i odredeni kofaktori koji utjeCu na rizik perzistencije HPV-a i progresiju
bolesti (Stemberger-Papié i sur., 2016; Deligeoroglou i sur., 2013; Hadzisejdi¢ i sur., 2010;
Smith i sur., 2007) - rana dob prvog spolnog odnosa, veci broj partnera, rana dob prve
trudnoce 1 veéi broj porodaja, prisutnost drugih spolno prenosivih infekcija (Chlamydia
trachomatis, Herpes simplex virus tipa 2), pusenje cigareta, koriStenje oralnih kontraceptiva
dulje od 5 godina te imunosupresivna stanja (osobe zarazene HIV-om ili osobe s
transplantatom) (Castellsague i sur., 2002). Kod Zena koje puse, u sluznici vrata maternice
pronadene su Vvisoke koncentracije metabolita nikotina koji potiskuje imunosnu reakciju
smanjujuci broj Langerhansovih stanica. Dugotrajno koristenje oralnih kontraceptiva dovodi
do hormonski potaknute ugradnje DNA HPV-a u genom domacina te prekomjerne ekspresije
E6 i E7 (Castellsague i Munoz, 2003; Franco i sur., 2001). Infekcija drugim
mikroorganizmima dovodi do narusavanja integriteta i sposobnosti popravka epitela vrata
maternice (Castle i sur., 2003).

10 %

Perzistencija

(]

Infekcija Progresija Invazija

— gl Premaligne
<« PLEGES <—

Normalno e Karcinom

RazrjeSenje Regresija
(spontano povlaéenje)

90 % KOFAKTORI PROGRESLIE | RAZVOJA KARCINOMA
o HPV genotip, veci broj poroda, pusenje,
oralni kontraceptivi, imunosupresija,
prehrana

Slika 5. Prirodni tijek HPV infekcije (Slika modificirana prema Schiffman i Wentzensen, 2013).
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1.7. PREMALIGNE LEZIJE VRATA MATERNICE (CIN)

1.7.1. Citoloske i patohistoloske karakteristike premalignih lezija

Cervikalna intraepitelna neoplazija (CIN) naziv je za premaligne stanicne promjene
plocastog epitela koje mogu prethoditi karcinomu vrata maternice, a povezane su s HPV
infekcijom (Lesin i sur., 2010). CitomorfoloSke osobine abnormalnih, patoloski promijenjenih
ploCastih stanica otkrivenih Papa testom temelj su citoloske klasifikacije lezija vrata
maternice. Tezina lezije se citoloski procjenjuje na temelju nalaza diskarioti¢nih stanica ¢ija
jezgra ima karakteristike malignih stanica, ali im je citoplazma diferencirana. Citomorfoloske
promjene ukljucuju povecanje jezgre s poveanjem omjera jezgra/citoplazma, polimorfije,
binukleacije i multinukleacije te promjene u strukturi kromatina (hiperkromazija, tj. pojacan

intenzitet bojanja, grudi¢ast kromatin) (Stemberger-Papié i sur, 2016) (Slika 6.).

Koilocitoza je takoder povezana s djelovanjem HPV-a, a predstavlja sliku citopatskog
ucinka HPV-a na plocastu stanicu koji nastaje zbog aktivnog umnazanja virusa koje dovodi
do postupnog propadanja inficiranih stanica. Koilociti su displastiéne uveéane stanice s
razli¢itim atipijama jezgre koja je okruzena s oS$tro ograni¢enom svijetlom zonom

(perinuklearni halo) (Stemberger-Papié i sur., 2016; Audy-Jurkovi¢ i sur., 2003).
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Slika 6. Citolosko stupnjevanje cervikalne intraepitelne neoplazije (CIN) (Preuzeto i modificirano sa:

https://www.slideserve.com/sheila/pathology-of-the-lower-female-genital-tract)
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Za histolosko tumacenje intraepitelne lezije vazni su slijede¢i kriteriji: diferencijacija tj.
sazrijevanje i stratifikacija stanica (ima je ili je nema; koliki je dio epitela koji pokazuje
promjene), zatim nuklearne abnormalnosti (povecana jezgra, promjena omjera veliine jezgre
i citoplazme, promjena koli¢ine kromatina - hiperkromazija, broj jezgri) i mitoti¢ka aktivnot
(broj mitoza, dio epitela u kojemu se nalaze mitoze, prisutnost patoloskih mitoza) (Babi¢ i
sur., 2013; Sellors i sur., 2007; Cosette 2007). Mjere¢i od bazalne membrane, promjene
zahvacaju tre¢inu debljine epitela u slucaju blaze intraepitelne lezije (CIN 1), dok kod tezeg
stupnja abnormalnosti (CIN 3, CIS) promjene zahvacaju vise od dvije tre¢ine epitela odnosno

cijelu debljinu epitela (Slika 7.) (Muntean i sur., 2010).

G s

Normailno

Slika 7. Histolosko stupnjevanje cervikalne intraepitelne neoplazije (CIN) (Preuzeto i modificirano sa:

https://www.cancerquest.org/patients/cancer-type/cervical-cancer)

1.7.1.1. CIN1

CIN 1 (istovjetno LSIL) je najblazi oblik cervikalne intraepitelne neoplazije, odnosno
poremecaja plocastog epitela vrata maternice. Promjene su ogranicene na bazalni i
parabazalni sloj, odnosno mjereéi od bazalne membrane promjene ne zahvaéaju vise od jedne
tre¢ine debljine epitela. U bazalnome sloju prisutan je mali broj mitoza. U gornje dvije tre¢ine
debljine epitela (intermedijarni i superficijalni sloj) zadrZana je diferencijacija (dozrijevanje)
uz blage nuklearne atipije sve do povrsine. Citomorfoloski, javlja se diskarioza superficijalnih
(povrsinskih) stanica, jezgra je nepravilna, blago poveéana, s hiperkromazijom ili grudastim
kromatinom, a citoplazma je intaktna i diferencirana (Babi¢ i sur., 2013; Kurman i sur., 2011,

Selloros i sur., 2003; www. pathologyoutlines.com).
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1.7.1.2. CIN2

CIN 2 (istovjetno HSIL) je srednje teski poremecaj u kojem su stani¢ne promjene, tj.
nuklearne abnormalnosti nesto izraZenije nego u CIN 1 te su ograni¢ene na donje 2/3 debljine
epitela sluznice (mjere¢i od bazalne membrane). U tom podrucju je vidljiv poremecaj
rasporeda i sazrijevanja stanica te nalazimo nezrele stanice s pove¢anim sadrzajem kromatina.
ProSiren je sloj bazalnih stanica i u njemu je prisutan ve¢i broj mitoza 1 atipi¢nih stanica. U
gornjoj trecini debljine epitela oCuvano je sazrijevanje stanica, s blazim nuklearnim atipijama
sve do povrsine. Citomorfoloski, vidljiva je diskarioza superficijalnih i intermedijarnih stanica

(Babi¢ i sur., 2013; Kurman i sur., 2011; Selloros i sur., 2003; www. pathologyoutlines.com).

1.7.1.3. CIN3

CIN 3 (istovjetno HSIL) oznacava skupinu promjena karakteriziranu kao najtezi oblik
displazije 1 karcinom in situ (CIS). Promjene zauzimaju viSe od 2/3 debljine epitela ili cijelu
debljinu epitela te je prisutan znaCajan broj mitoza i stanica s izrazitim nuklearnim
promjenama. Sazrijevanje i stratifikacija su ograni¢eni na manje od gornje tre¢ine debljine
epitela ili ih nema. Veéi je broj nediferenciranih stanica bazalnog tipa. Citomorfoloski,
diskarioti¢ne stanice nalazimo kroz cijeli epitel, tj. u slojevima povrsinskih, intermedijarnih 1
parabazalnih stanica. Ove promjene vidljive su i kod CIS-a, ali su citomorfoloski i histoloski
znakovi atipije maksimalno izrazeni. CIS se razlikuje od invazivnog karcinoma posto kod
karcinoma dolazi do prodora malignih, atipi¢nih stanica kroz bazalnu membranu, dok kod
CIS-a nema prodora kroz bazalnu membranu ve¢ je ona intaktna te je promjena ograni¢ena na
epitelni sloj. Bazalna membrana je membrana koja razdvaja epitel od subepitelnog vezivnoga
tkiva u kojemu se nalaze limfne i krvne Zile (Babi¢ i sur., 2013; Kurman i sur., 2011; Selloros

i sur., 2003; www. pathologyoutlines.com).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Perzistentna infekcija onkogenim tipom HPV-a je najvazniji etioloski ¢imbenik razvoja
premalignih i malignih lezija vrata maternice, a od perzistentne infekcije do razvoja
karcinoma treba proé¢i najceS¢e desetak godina. S obzirom da se lezije koje prethode
karcinomu vrata maternice razvijaju godinama te se mogu lako otkriti jednostavnim
pregledom (Papa testom) i uspjesno izlijeéiti, karcinom vrata maternice je bolest koja se lako
moze kontrolirati i prevenirati redovitim provodenjem probira i cijepljenjem. AKo se otkrije u

kasnijim stadijima, znacajno narusava kvalitetu zivota i dovodi do teskih posljedica.

Cilj ovog rada bio je odrediti ucestalost infekcije visokoriziénim HPV-om u zena koje su
na temelju patohistoloskog nalaza (PHD) svrstane u skupinu ispitanica bez lezija na vratu
maternice i u skupine ispitanica kojima su utvrdene skvamozna intraepitelna lezija niskog
(LSIL) ili visokog (HSIL) stupnja. Takoder, odredena je ucestalost infekcije HPV-om 16,

HPV-om 18 te istovremena infekcija HPV-om 16 i 18 u ispitivanim skupinama.

19



3. MATERIJALI I METODE

3.1. Ispitanice

Istrazivanje je ukljucivalo 169 ispitanica, koje su bile podvrgnute citoloSkom probiru,
odnosno Papa testu koji se izvodio Ayreovom Spatulom i ,,Cervical Brush cetkicama®.
Pomoc¢u Ayreove Spatule uzet je obrisak sa straznjeg svoda vagine i cerviksa maternice, dok
je s ,,Cervical Brush cetkicama®“ uzet obrisak iz kanala vrata maternice (endocervikalni
uzorak). Dobiveni stani¢ni uzorci su zatim preneseni na predmetno stakalce i fiksirani 96%-
tnim etanolom te su u citoloskom laboratoriju bojani pomo¢u automatskog aparata metodom
po Papanicolaou. Citoloski nalaz (Papa testa) je klasificiran prema citoloSkom obrascu
»Zagreb 2002.“ koji je medunarodno priznat te predstavlja modifikaciju Bethesda
klasifikacije. Na daljnju obradu, odnosno kolposkopski pregled i biopsiju bile su upucene
pacijentice koje su imale abnormalan citoloski nalaz, klasificiran kao CIN. Kolposkopski
pregled vrata maternice je izveden kolposkopom marke Leisegang (model 3MLW) s
uveéanjem od 7,5/15/30 puta. Kako bi se uklonila sluz, rodnica i vrat maternice premazani su
5%-tnom octenom kiselinom, te zatim Lugolovom otopinom koja sadrzava 126,5 mg/L joda
(1- 5%-tna jodna tinktura). UocCene morfoloske promjene vrata maternice su klasificirane
prema kolposkopskom obrascu ,,Rio de Janeiro|Zagreb 2011.“, Kkoji je napravljen prema
kolposkopskoj klasifikaciji ,,Rio de Janeiro 2011. (Grubisi¢, 2012). Biopsija je uinjena
klijeStima za biopsiju po Tischler Morganu s podru¢ja najveée morfoloske promjene, a
dobiveni uzorak tkiva vrata maternice se fiksira u otopini formalina te se potom izvodi
standardna patohistoloska analiza (PhD), koja se smatra ,,zlatnim standardom* u dijagnostici
intraepitelnih novotvorina (Babi¢ i Macan, 2013). Patohistoloska analiza podrazumijeva
fiksaciju tkiva u 10%-tnom puferiranom formalinu i uklapanje u parafinske blokove, rezanje
tkiva (5 pum debljine), deparafiniranje i bojenje standardnom metodom hemalaun-eozin (HE).
Koristena je ,,Bethesda klasifikacija“ u kojoj se za promjene vrata maternice Koristi naziv SIL
(skvamozna intraepitelna lezija, engl. squamous intraepithelial lesion). SIL se dijeli na lezije
niskog rizika (LSIL, engl. low-grade squamous intraepithelial lesion), koje su histoloskom
klasifikacijom Svjetske zdravstvene organizacije (WHO) svrstane u grupu CIN 1, te na lezije
visokog rizika (HSIL, engl. high-grade squamous intraepithelial lesion), koje su WHO
histoloskom klasifikacijom svrstane u CIN2, CIN3 i karcinom in situ (CIS) (Solomon i sur.,
2002).
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Od 1609 ispitanica ukljucenih u ovo istraZivanje, 44 su imale uredan patohistoloski nalaz,

32 su imale LSIL, a 93 HSIL lezije.

3.2. Metoda odredivanja tipa HPV-a

U ovoj studiji je za detekciju DNA HPV-a koristena PCR metoda, odnosno cobas® HPV
test (Roche). Cobas® HPV test je automatizirani kvalitativni in vitro test koji se temelji na
real time PCR-u (PCR u stvarnom vremenu) te u jednoj reakciji moze otkriti 14
visokorizi¢nih tipova HPV-a. Ovim testom se HPV 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66,
68 ne odreduju zasebno ve¢ kao skupina visokorizicnog HPV dok se HPV 16 i HPV 18

odreduju individualno (www.diagnostics.roche.com).

Metoda lancane reakcije polimeraze (PCR) temelji se na amplifikaciji (umnazanju) ciljne
sekvence DNA zahvaljujuci specificnom paru oligonukleotidnih pocetnica (engl. primer) koji
omeduju umnozeni fragment DNA, a reakcija je katalizirana pomocu enzima DNA
polimeraze (Hadzisejdic¢ i sur., 2010; www.hzjz.hr). Cobas® HPV test koristi pocetnice koje

umnazaju sekvencu od priblizno 200 pb unutar L1 regije DNA HPV-a.

Nakon amplifikacije ciljne sekvence DNA, slijedi specifi¢éna detekcija PCR produkta
pomocu hibridizacijskih sondi koje su obiljeZene fluorescentnom bojom (sluzi kao reporter) i
prigusivatem koji u intaktnoj sondi prigusuje fluorescenciju koju emitira reporter (nakon
ekscitacije). Sonde su specificne za odredenu sekvencu na koju se vezu zahvaljujuci
komplementarnosti, a djelovanjem 5'-3' nukleazne aktivnosti DNA polimeraze dolazi do
njihovog izrezivanja i odvajanja reportera (boje) od prigusivaca, $to dovodi do emisije
fluorescencije valne duljine karakteristicne za pojedina¢nu flourescentnu boju. Amplificirani
signal koji potjece od 12 visokorizi¢nih tipova HPV-a (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
66, 68) otkriva se koristenjem iste fluorescentne boje, dok se za detekciju HPV 16, HPV 18 i
[ globina (kontrola) koristi razli¢ita fluorescentna boja (za svaki zasebna). Amplifikacijom, tj.
ciklickim umnaZanjem istog fragmenta (u prosje¢no 35 ciklusa) postize se visoka razina
molekularne osjetljivosti, dok se specificnost osigurava izborom pocetnica (Heideman i sur.,

2011; Hadzisejdi¢ i sur., 2010; www.diagnostics.roche.com).
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4. REZULTATI

Tablica 2. Broj (N) i postotak (%) ispitanica bez dokazane premaligne lezije vrata maternice i
ispitanica s LSIL i HSIL lezijama (LSIL — skvamozna intraepitelna lezija niskog stupnja,
HSIL - skvamozna intraepitelna lezija visokog stupnja, PhD — patohistoloska dijagnoza)

N (Nukupno: 169) %
PhD negativne 44 26.04
LSIL 32 18.93
HSIL 93 55.03

Ukupan broj (Nukupno) ispitanica koje su uklju¢ene u ovu studiju je 169. Kod 44 ispitanica
(26.04%) patohistoloskom analizom nije potvrdena prisutnost premalignih lezijama vrata
maternice, dok je kod 125 ispitanica (73.96%) dokazana premaligna lezija vrata maternice.
Od 125 ispitanica s potvrdenim CIN-om, 32 ispitanice (18.93%) imale su LSIL leziju, a 93
ispitanice (55.03%) HSIL leziju (Tablica 2.). Broj Zena koje imaju HSIL je gotovo tri puta
veci nego broj Zena koje imaju LSIL te 2,1 puta veci od broja Zena bez dokazanih premalignih

lezija.
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Tablica 3. Broj (N) i postotak (%) ispitanica s negativnim i pozitivnim visokorizi¢nim HPV-
om

N (Nukupnoz 169) %
HPV negativne 20 11.84
Visokoriziéni HPV 149 88.16
pozitivne*

*Visokorizicni HPV pozitivne: HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68

U svih 169 ispitanica odredivana je prisutnost infekcije HPV-om visokog rizika. Od
ukupnog broja ispitanica (Nukupno= 169), kod 20 Zena (11.84%) nije dokazana prisutnost
visokorizi¢nog HPV-a, dok je kod 149 ispitanica (88.16%) dokazan HPV visokog rizika
(Tablica 3.). Ispitanica s dokazanim HPV-om visokog rizika ima 7,5 puta viSe nego ispitanica
kod kojih nije dokazana prisutnost HPV-a.
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Tablica 4. Broj (N) i postotak (%) ispitanica pozitivnih na HPV 16 i 18 u skupini s pozitivnim

visokorizi¢nim HPV

N (Nukupno= 149) %
HPV 16 pozitivne 56 37.58
HPV 18 pozitivne 5 3.36
HPV 16 + 18 pozitivne 9 6.04

U Tablici 4. prikazano je koliko ispitanica unutar skupine visokoriziénog HPV-a ima
dokazano prisustvo visokoriziénih HPV 16 i HPV 18. Ukupan broj ispitanica kojima je
dokazan HPV visokog rizika je 149, od ¢ega je u 56 ispitanica (37.58%) dokazano prisustvo
HPV 16, a u 5 ispitanica (3.36%) HPV 18. Kod 9 Zena (6,04%) nadeni su i HPV16 i HPV 18.
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Tablica 5. Broj (N) i postotak (%) ispitanica s negativnim i pozitivnim visokorizi¢nim HPV-
om u skupini bez dokazanih premalignih lezija vrata maternice (PhD — patohistoloska

dijagnoza)
PhD negativne N (Nukupno = 44) %
Visokorizi¢ni HPV 33 75
pozitivne*
HPV negativne 11 25

*Visokorizicni HPV pozitivne: HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68

U Tablici 5. prikazano je koliko ispitanica unutar skupine Zena koje nemaju dokazanu
premalignu leziju vrata maternice (N= 44 ispitanice) imaju potvrdenu prisutnost
visokorizicnog HPV-a, odnosno koliko ih nema potvrdenu prisutnost visokorizicnog HPV-a.
Od ukupno 44 ispitanice bez premalignih lezija vrata maternice, u njih 33 (75%) je dokazan
visokorizi¢ni HPV, dok kod 11 ispitanica (25%) nije dokazan, §to je 3 puta manje u odnosu na

broj pozitivnih nalaza.
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Tablica 6. Broj (N) i postotak (%) ispitanica pozitivnih na HPV 16 i HPV 18 u skupini bez

dokazanih premalignih lezija vrata maternice

PhD negativne N (Nukupno = 33) %
HPV 16 pozitivne 18 54.54
HPV 18 pozitivne 1 3.03

HPV 16 + 18 pozitivne 5 15.15

Od ukupno 33 ispitanice bez dokazanih premalignih lezija vrata maternice s dokazanom
HPV infekcijom visokog rizika, u njih 18 (54.54%) je dokazan HPV 16, a u samo jedne
ispitanice HPV 18 (3.03%). 5 Zena (15.15%) bilo je pozitivno na HPV 18 te ujedno i na HPV
16 (Tablica 6.).
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Tablica 7. Broj (N) i postotak (%) ispitanica s negativnim i pozitivnim visokorizi¢nim HPV-
om u skupini s LSIL lezijama (LSIL — skvamozna intraepitelna lezija niskog stupnja)

LSIL N (Nukupno = 32) %

Visokorizi¢ni HPV 24 75
pozitivne*

HPV negativne 8 25

*Visokorizicni HPV pozitivne: HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68

Unutar skupine ispitanica koje imaju LSIL leziju, odreden je broj ispitanica kojima je
dokazano prisustvo visokoriziénog HPV-a, kao i broj ispitanica kod kojih nije dokazan
visokorizi¢ni HPV (Tablica 7.). Ukupan broj ispitanica koje imaju LSIL iznosi 32, od Cega je
kod 24 ispitanica (75%) dokazan visokorizicni HPV, dok kod 8 ispitanica (25%) nije
dokazano prisustvo visokorizi¢nog HPV-a. Na temelju prikazanih podataka vidljivo je da je 3
puta veéi broj Zzena koje imaju LSIL i koje su pozitivne na visokorizi¢ni HPV, nego broj Zena

koje imaju LSIL, ali su HPV negativne.
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Tablica 8. Broj (N) i postotak (%) ispitanica pozitivnih na HPV 16 i HPV 18 u skupini s LSIL
lezijama (LSIL — skvamozna intraepitelna lezija niskog stupnja)

LSIL N (Nukupno = 24) %
HPV 16 pozitivne 6 25
HPV 18 pozitivne 1 4.17

HPV 16 i 18 pozitivne 2 8.33

U Tablici 8. prikazan je broj ispitanica unutar skupine s LSIL lezijama koje imaju
dokazano prisustvo visokoriziénih HPV 16 1 HPV 18. Od ukupnog broja ispitanica s LSIL
lezijama kod kojih je dokazana prisutnost HPV visokog rizika (N=24), kod njih 6 (25%)
dokazano je prisustvo HPV 16, dok je prisutnost HPV 18 dokazana samo kod jedne ispitanice
(4.17%). Dvije ispitanice imale su dokazanu infekciju s oba tipa HPV-a (8.33%).
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Tablica 9. Broj (N) i postotak (%) ispitanica s negativnim i pozitivnim visokorizi¢nim HPV-
om u skupini s HSIL lezijama (HSIL — skvamozna intraepitelna lezija visokog stupnja)

HSIL N (Nukupno: 93) %
Visokorizi¢ni HPV 92 98.92
pozitivne*
HPV negativne 1 1.08

*Visokorizicni HPV pozitivne: HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68

Tablica 9. prikazuje kod koliko je ispitanica unutar skupine s HSIL lezijama dokazano
prisustvo, odnosno odsustvo visokorizi¢nog HPV-a. Ukupan broj zena koje imaju HSIL je 93,
od kojih je zaista visok postotak (98.92%, tj. 92 Zena) pozitivan na visokorizi¢ni HPV, dok
kod samo jedne Zene (Sto odgovara 1.08%) nije dokazano prisustvo visokorizi¢nog HPV-a.
Broj ispitanica koje imaju HSIL te infekciju visokorizicnim HPV-om je znacajno veci u

usporedbi s brojem ispitanica koje imaju HSIL ali su HPV negativne.
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Tablica 10. Broj (N) i postotak (%) ispitanica pozitivnih na HPV 16 i HPV 18 u skupini s
HSIL lezijama (HSIL — skvamozna intraepitelna lezija visokog stupnja)

HSIL N (Nukupno = 92) %
HPV 16 pozitivne 39 42.39
HPV 18 pozitivne 4 4.35
HPV 16 i 18 pozitivne 4 4.35

Iz podataka u Tablici 10. moze se vidjeti koliki broj ispitanica s HSIL lezijama ima
dokazano prisustvo HPV 16 te HPV 18. Od ukupnog broja ispitanica koje imaju HSIL leziju i
dokazanu HPV infekciju visokog rizika (N= 92), prisustvo HPV 16 dokazao je u 39 ispitanica
(42.39%) dok je prisutnost HPV 18 dokazano u svega 4 ispitanice (4.35%). Takoder, samo 4
ispitanice (4.35%) imaju pozitivan i HPV 16 i HPV 18.
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5. RASPRAVA

5.1. PREVALENCIJA HPV INFEKCIJE U HRVATSKOJ |
SVIJETU

5.1.1. Prevalencija HPV infekcije u Zena s normalnom citologijom

10.4% Zena s normalnim citoloSkim nalazima bilo je pozitivno na HPV DNA, s time da su
vecu prevalenciju imale slabije razvijene drzave nego razvijene drzave. Istocna Afrika ima
najvecu prevalenciju (31,6%) a najmanju Juznoisto¢na Azija (6,2%) (Bosch i sur., 2008).
Regije s visokom prevalencijom HPV-a su ujedno i regije s najviSom incidencijom karcinoma
vrata maternice te vrijedi i obratno. Medutim, 2 regije su izuzetak - Juzna Azija ima relativno
visoku incidenciju karcinoma, ali nisku HPV prevalenciju te obratno vrijedi za Isto¢nu
Europu. Prevalencija HPV-a je najvisa za zene mlade od 35 godina, a smanjuje se s

povecanjem zivotne dobi (de Sanjosé i sur., 2007).

5.1.2. Prevalencija tipova HPV-a u premalignim lezijama (LSIL, HSIL) i

karcinomu vrata maternice i potencijal progresije u karcinom

Na temelju podataka meta analize, naj¢esc¢i tipovi HPV-a prisutni u LSIL su redom: HPV
16 (26,3%), HPV 31,- 51, -53, -56, - 52, -18, -66 i - 58. U LSIL su pristuni jo$ i HPV 6, HPV
39 te HPV 59 (Clifford i sur., 2005). Usporedujemo li Zene iz Afrike i Europe kojima je
dijagnosticiran LSIL pozitivan na HPV, Zene iz Afrike imaju dva puta manju vjerojatnost na
prisustvo HPV 16, dok ¢e Zene u Sjevernoj Americi vjerojatnije biti inficirane HPV-om 18 u
usporedbi sa Zenama u Europi ili Juznoj Americi (Clifford i sur., 2006). Najucestaliji tip u
HSIL je HPV 16 (45,3%) te ga slijede HPV 31, -33, -58, -18, -52 (Bosch i sur., 2008). HPV
16 ima najvecu prevalenciju u HSIL u svim regijama svijeta, ali varira od 34% u Aziji do
52% u Europi, dok je HPV 18 bio na treem ili ¢etvrtom mjestu u svim regijama, od 6% u
Europi do 10% u Sjevernoj Americi (Clifford i sur., 2006).
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Tablica 11. daje sazeti prikaz najcescih tipova HPV-a u svijetu koji su prisutni u Zena s
normalnom citologijom, premalignim lezijama (LSIL i HSIL) i u karcinomu vrata maternice.
Neovisno o dijagnozi, HPV 16 je najucestaliji tip HPV-a globalno. Kako se povecava tezina

lezije, tako se povecava i njegova ucestalost (Slika 8.).
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Slika 8. Pomak u distribuciji HPV 16 i 18 s povecanjem tezine lezije na vratu maternice (LSIL -
skvamozna intraepitelna lezija niskog stupnja, HSIL - skvamozna intraepitelna lezija visokog stupnja,

SCC - karcinom plocastih stanica) (Preuzeto i modificirano prema: Clifford i sur., 2006)

Dakle, samo je 2,6% HPV 16 prisutno u Zena s normalnom citologijom, zatim slijedi
porast na 26,3% u Zena s LSIL i na 45,3% u HSIL, te kona¢no na 55,2% u zena s karcinomom
plocastih stanica (SCC). HPV 18 je drugi po ucestalosti u u lezijama vrata maternice, ali ga
znacajno vise pronalazimo u adenokarcinomu (ADC) nego u SCC. Prisutnost HPV 45 nije
ucestala u zena s normalnom citologijom, no pokazuje prevalenciju od 2,3% u HSIL te se
postotak udvostru¢ava na 4,6% u karcinomu (SCC). Za razliku od HPV 45, HPV 58 je
relativno ucestali tip u Zena s normalnom citologijom i HSIL lezijom, ali manje prisutan u

7ena s invazivnim karcinomom vrata maternice.
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Tablica 11. Prevalencija (%) tipova HPV-a u Zena s urednim citoloSkim nalazom i kod lezija
vrata maternice povezane s HPV-om (Podaci prema meta analizi Bosch i sur., 2008; *Clifford
i sur., 2005)

Tip HPV-a ';'I‘:QEZ'IT: LSIL* HSIL scc ADC
16 2,6% 26,3% 45,3% 55,2% 48,4%
18 0,9% 8,6% 6,9% 12,8% 36,3%
31 0,6% 11,5% 8,6% 3,8% 0,7%
45 0,4% 4,9% 2,3% 4,6% 5,8%
33 0,5% 7.4% 7,3% 3,7% 204
52 0,9% 9% 5,1% 2,9% 0%
58 0,9% 8,4% % 2,8% 0,7%
Ostali 6,8% . 23,9% 7,6% 7,7%

Sto se tide vjerojatnosti progresije u karcinom vrata maternice, veéu vjerojatnost pokazuju
lezije niskog stupnja rizika (LSIL) koje su pozitivne na HPV 16 i HPV 18, nego LSIL u
kojima su potvrdeni ostali tipovi HPV-a, a isto vrijedi i za lezije visokog stupnja (HSIL).
Zajedno, HPV 16 i HPV 18 prisutni su u preko 70% karcinoma vrata maternice diljem svijeta
te 50% lezija visokog stupnja (HSIL) i priblizno 35% lezija niskog stupnja (LSIL) (Clifford i
sur., 2005).

Oko 40% LSIL pozitivno je na sljedeée najéesce tipove u karcinomu plocastih stanica
(SCC): HPV 31, -33, -45,-52 i -58. Oni pokazuju umjeren potencijal progresije u karcinom i
odgovorni su za otprilike 15% slu¢ajeva karcinoma vrata maternice u svijetu, dok drugi
visokorizi¢ni tipovi poput HPV -35, -39, -51, -56 i -59 (takoder pozitivni u 40% LSIL) imaju
manji potencijal progresije naspram ostalih visokorizi¢nih tipova te ih nalazimo u 3%

slucajeva karcinoma vrata maternice (Clifford i sur., 2005)

Za 3% karcinoma vrata maternice odgovorno je i osam tipova HPV-a koje se svrstava u
skupinu ,,vjerojatno visoko rizi¢nih tipova“ (HPV 26, -53,- 66,- 67, -68, -70, -73 i -82), za
koje autori prema istrazivanju iz 2014. navode da pogadaju iste stani¢ne puteve kao 1 vec¢
priznati visokorizi¢ni tipovi te su pruzili molekularan dokaz njihove karcinogenosti (Halec 1
sur., 2014). Moze se dodatno spomenuti da se niskorizi¢éni HPV 6 i 11 nalaze u 10% LSIL te

90% genitalnih bradavica i ne predstavljaju dodatan rizik za razvoj karcinoma (IARC, 2005).
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5.1.3. Geografska distribucija tipova HPV-a u karcinomu vrata maternice po

kontinentima

Na svim kontinentima HPV 16 zauzima prvo mjesto po ucestalosti u karcinomu vrata
maternice, a zatim ga slijedi HPV 18. Zajedno uzrokuju 71% slu¢ajeva karcinoma vrata
maternice, pri ¢emu najveci doprinos daje Sjeverna Amerika te Australija i Oceanija (oboje
79%) (Slika 9.). HPV 45 je treci najceséi tip na svim kontinentima, osim u Europi gdje se
nalazi na Cetvrtom mjestu, a umjesto njega na treCem mjestu je HPV 33 te iza slijede HPV 31
te HPV 35 1 HPV 52.U Aziji su na ¢etvrtom mjestu HPV 52 1 HPV 58 (koji u Europi imaju
manju incidenciju, a HPV 58 i u ostatku svijeta), a iza su HPV 31 i HPV 33. U Sjevernoj i
Juznoj Americi iza HPV 45 slijede HPV 31, HPV 33 i HPV 52 te HPV 58, a u Africi HPV 35,
HPV 52, HPV 51 i HPV 31. U Australiji i oceaniji nadeni su HPV 68 ili 73 u malo vecoj

prevalenciji nego u drugim regijama (nije naznaceno na Slici 9.) (de Sanjose i sur., 2010).

mHPV 16 HPV 18 mHPV 31 HPV 33 HPV45 mHPV 35 HPV 52 mHPV 58
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Slika 9. Prevalencija tipova HPV-a u invazivnom karcinomu vrata maternice koji su pozitivni na HPV

(po kontinentima), podaci prema de Sanjose i sur., 2010.
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5.1.4. Prevalencija tipova HPV u Hrvatskoj

Istrazivanje provedeno u Hrvatskoj ukljucivalo je veinom Zene s abnormalnim PAPA
nalazima, a 58,8% je bilo pozitivno na HPV. Najvecu prevalenciju (ukljucujuéi jednostruke i
visestruke infekcije HPV-om) je imao HPV 16 (15,9%), a zatim HPV 31, -6/11, -33, -18, -52,
-45 i -58 (Slika 10.) (Milutin-Gasperov i sur., 2007).

HPV 16
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Slika 10. Prevalencija visokorizi¢nih tipova HPV-a u u Hrvatskoj populaciji (ukljuéujuéi jednostruke i

visestruke infekcije) Podaci prema Milutin-Gasperov i sur, 2007.

Prevalencija HPV infekcije uvelike se smanjuje s 69% (dobna skupina od 12-24 godine) na
39% (dobna skupina od 45-55 godina), ali opet raste na 57% u zena starijih od 55 godina.
Znacajan porast ucestalosti u HSIL naspram LSIL uocen je za visokorizi¢ne (VR) tipove

HPV-a, odnosno -16, -18, -31 i -33, ali ne i za -45, -52 i -58 (Milutin-Gasperov i sur., 2007).

Usporedujemo li podatke s podacima meta analize prema Boschu, nai¢i ¢emo na sli¢nosti
ali 1 razlike. Ako promatramo rezultate za HSIL, HPV 16 ocekivano ima najvecu prevalenciju
u zena s HSIL u oba istrazivanja, no ona je u Hrvatskoj gotovo dva puta niza u usporedbi
prema Boshu (45,3%) i iznosi 23% (Tablica 12). HPV 31 se u oba istrazivanja nalazi na 2.
mjestu po ucestalosti (u Hrvatskoj 12% naspram 8,6% prema Boschu), a zatim ga slijedi HPV

33. Manje razlike su vidljive i u incidenciji HPV 18 koji iznosi 5% prema istrazivanju u
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Hrvatskoj, a prema Boschu 6,9%. Najveca razlika se odnosi na HPV 58, koji je relativno
ucestali tip prema Boschu, a u ispitivanih Zena u Hrvatskoj incidencija je 6,3 puta manja te
iznosi 1.1%. MoZemo spomenuti i neoc¢ekivano nisku prevalenciju HPV 52 (2.3%) i HPV 45
(0.9%) u usporedbi s meta analizom prema Boschu. Razlike bismo mogli objasniti niskim
brojem analiziranih uzorka, odabirom seta pocetnica za umnozavanje specifi¢nog tipa HPV-a,

ili je ovo zaista stvarna slika prevalencije HPV-a u Hrvatskoj.

Tablica 12. Prevalencija tipova HPV-a u Zena s HSIL u Hrvatskoj, ukljuujuci jednostruke i
viSestruke infekcije (Podaci prema Milutin-Gasperov i sur, 2007) (HSIL - skvamozna

intraepitelna lezija visokog stupnja)

TIP HPV-A HSIL
16 23%
31 12%
33 6,1%
18 5%
52 2,3%
58 1,1%
45 0,9%
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5.2. USPOREDBA REZULTATA S PODACIMA DRUGOG
ISTRAZIVANJA U HRVATSKOJ

Prema istrazivanju Milutin-GasSperov, od svih ispitivanih Zena 0,7% Ccine ispitanice S
urednim citoloSkim nalazom, a 24,8% je imalo atipi¢ne skvamozne stanice neodredenog
znaCenja (ASCUS, engl. Atypical squamous cells of undetermined significance). U
provedenom istrazivanju je znacajno veci udio Zena bez dokazanah lezija na vratu maternice
(26.1%). Isto tako je u ovoj studiji i manji broj ispitanica koje su imale LSIL leziju (18.9%) u
usporedbi s podacima Milutin-Gasperov (28.8%), no veci postotak zena je imalo dijagnozu
HSIL (55% naspram 40.9% ). Treba spomenuti da je sveukupan broj ispitivanih zena u ovom
radu manji (169 ispitanica) nego u istrazivanju Milutin-Gasperov (2136 ispitanica). Nadalje,
treba napomenuti da su ispitanice u istrazivanju Milutin-Gasperov razvrstane u podskupine na
temelju citoloskog nalaza, dok se u ovom istrazivanju podjela u podskupine vrsila na temelju
patohistoloSke promjene. Kolposkopija pokazuje vecu osjetljivost za dijagnozu cervikalnih
intraepitelnih lezija u usporedbi s citologijom (70.9% naspram 51%) (Karimi-Zarchi i sur.,
2013).

HPV (VR) 88,2%

Podaci prema ovom radu

M Podaci prema Milutin-

11,8% v .
HPY . Gasperov i sur.
0 20 40 60 80 100

Tip HPV-a (u sveukupnom broju)

Postotak (%)

Slika 11. Postotak (%) ispitanica s negativnim i pozitivnim HPV (visokorizi¢nim) — usporedba

podataka ovog rada i podataka drugog istraZivanja u Hrvatskoj (Prema Milutin-Gasperov i sur., 2007.)

Od sveukupnog broja ispitanica u ovom radu, 88.2% Zena ima dokazanu infekciju
visokorizi¢nim HPV-om, dok u 11.8% Zena nije otkrivena infekcija HPV-om (Slika 11.). U
istrazivanju Milutin-Gasperov i sur., 41.2% (881/2136) nema dokazanu infekciju HPV-om, a
27% (577/2136) ima dokazanu infekciju visokorizi¢énim tipom HPV-a.

37



37,6%

HPV 16

Podaci prema ovom radu

3,4%

HPV 18
- 9,5% B Podaci prema Milutin-Gasperov

isur.

Tip HPV-a (u VR HPV pozitivnih)

0 10 20 30 40 50
Postotak (%)

Slika 12. Postotak (%) ispitanica koje su pozitivne na HPV 16 i 18 u skupini ispitanica s
visokorizicnim HPV - usporedba podataka ovog rada i podataka drugog istrazivanja u Hrvatskoj

(Prema Milutin-Gasperov i sur., 2007.)

Od ukupnog broja ispitanica s dokazanom infekcijom visokorizi¢cnim HPV-om, 37.6% ima
otkriveno prisustvo HPV 16, naspram 44% (254/577) prema istrazivanju Milutin-Gasperov;
dok je prisustvo HPV 18 dokazano kod 3.4% zena, naspram 9.5% (55/577) (Slika 12.).
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Slika 13. Postotak (%) ispitanica unutar skupine LSIL koje imaju, odnosno nemaju dokazanu infekciju
visokoriziénim HPV-om te prevalencija (%) HPV 16 i HPV 18 u zena s LSIL lezijom koje imaju
dokazanu infekciju visokorizichim HPV-om — usporedba podataka ovog rada i podataka drugog

istrazivanja u Hrvatskoj (Prema Milutin-Gasperov i sur., 2007.)

Na temelju Slike 13. moze se vidjeti usporedba podataka ovog rada s podacima istrazivanja
Milutin-Gasperov. Unutar skupine ispitanica s LSIL lezijama, u ovom istrazivanju je u 75%
Zena (24/32) dokazano prisustvo visokorizi¢nog HPV-a, naspram 19.4% (119/615).

Od ukupnog broja ispitanica s LSIL lezijom kod kojih je dokazana infekcija
visokorizi¢nim tipom HPV-a, 25% zZena (6/24) je pozitivno na HPV 16, naspram 38.6%
(46/119), sto ¢ini razliku od 13.6%.

Na nesSto manju razliku nailazimo ako usporedujemo vrijednosti za HPV 18. Od ukupnog
broja ispitanica s LSIL lezijom koje imaju dokazano prisustvo visokorizi¢cnog HPV-a, u 4.2%
Zena (1/24) je otkriven HPV 18, naspram 10.9% Zena (13/119), §to je za 6.7% manje u

usporedbi s istrazivanjem Milutin-GaSperov.
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Slika 14. Postotak (%) ispitanica unutar skupine HSIL koje imaju, odnosno nemaju dokazanu infekciju
visokoriziénim HPV-om te prevalencija (%) HPV 16 i HPV 18 u zena s HSIL lezijom koje imaju
dokazanu infekciju visokorizicnim HPV-om — usporedba podataka ovog rada i podataka drugog

istrazivanja u Hrvatskoj (prema Milutin-Gasperov i sur., 2007.)

Iz Slike 14. takoder mozemo vidjeti sli¢nosti i razlike izmedu oba istrazivanja Sto se tice

prevalencije HPV 16 i HPV 18.

Unutar skupine ispitanica s HSIL lezijom, u 98.9% zena (92/93) je dokazana infekcija

visokorizicnim HPV-om, naspram 36.6% (320/874) prema istrazivanju Milutin-Gasperov.

Od ukupnog broja ispitanica koje imaju HSIL leziju i dokazano prisustvo visokorizi¢nog
HPV-a, HPV 16 je naden u 42.4% zena (39/92), §to je slicno rezultatima istrazivanja Milutin-
Gasperov prema kojem je HPV 16 bio pozitivan u 46.6% zena (149/320), dok je HPV 18
otkriven u 4.4% Zena (4/92) naspram 9.7% (31/320).
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6.ZAKLJUCAK

Na temelju rezultata dobivenih u ovom radu, moze se zakljuciti sljedece:

Znacajno je vise ispitanica s dokazanom infekcijom HPV-a visokog rizika (88,2%) u
usporedbi s onima kod kojih nije dokazana prisutnost HPV-a (11,8%)

U skupini ispitanica s potvrdenom infekcijom visokorizi¢nim HPV-om, 37.6% imalo
je infekciju HPV-om 16, dok se istovremena infekcija HPV-om 16 i 18 javlja u
manjem postotku (6,0%), no ipak ve¢em nego u sluéaju jednostruke infekcije HPV-
om 18 (3,4%)

U skupini ispitanica bez dokazanih premalignih lezija, ¢ak 75% ih je bilo pozitivno na
HPV visokog rizika. 54,5% ispitanica koje su imale potvrdenu infekciju
visokorizicnim HPV-om imalo je infekciju HPV-om 16, 3% HPV-om 18, a 15,2%
istovremenu infekciju HPV-om 16 i 18

U skupini s LSIL lezijama, 75% ispitanica je imalo potvrdenu infekciju
visokorizi¢nim HPV-om, dok je u skupini s HSIL lezijama taj postotak znacajno veci
i iznosi 98,9%

U skupini ispitanica s LSIL lezijama, infekcija HPV-om 16 te 18 dokazana je u 25% i
u 4,2% slucajeva, dok je u skupini ispitanica s HSIL lezijama taj postotak iznosio
42,4% 1 4,4%

Istovremena infekcija HPV-om 16 i 18 prisutna je u manjem postotku u ispitanica s
HSIL lezijom (4,4%) u odnosu na ispitanice s LSIL lezijom (8,3%)
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8.SAZETAK/SUMMARY

8.1. Sazetak

HPV je relativno mali DNA virus bez ovojnice, koji taksonomski pripada obitelji
Papillomaviridae (rod Papillomavirus). S obzirom na onkogeni potencijal, dijeli se na
niskorizi¢ne tipove koji uzrokuju benigne bradavice te visokorizi¢ne tipove. Visokorizi¢ni
HPV 16 i HPV 18 odgovorni su za vise od 70% karcinoma vrata maternice. Infekcija HPV-
om je glavni ¢imbenik rizika nastanka CIN-a, odnosno premalignih lezija vrata maternice.
Vise od 90% infekcija HPV-om prolazi spontano zahvaljuju¢i imunolo§kom odgovoru, a mali
postotak zena ¢e razviti perzistentnu (trajnu) infekciju, od kojih ¢e samo 1% razviti karcinom
vrata maternice. Promjene koje prethode karcinomu se razvijaju godinama, a da bi se

osiguralo uspjesno lijeCenje potrebno ih je otkriti na vrijeme.

Cilj rada bio je utvrditi ucestalost infekcije visokorizicnim HPV-om u skupinama
ispitanica bez premalignih lezija vrata maternice i sa skvamoznom intraepitelnom lezijom
niskog (LSIL) i visokog stupnja (HSIL). Nadalje, odredivao se postotak ispitanica koje imaju
infekciju HPV-om 16, 18 te istovremenu infekciju HPV-om 16 i 18.

Istrazivanje je ukljucivalo 169 ispitanica koje su bile podvrgnute Papa testu, a nalaz je
Klasificiran prema citoloskom obrascu ,,Zagreb 2002.“ Na daljnju obradu, odnosno
kolposkopski pregled i biopsiju upuéene su pacijentice s abnormalnim citoloSkim nalazom,
klasificiranim kao CIN. Uocene morfoloske promjene vrata maternice klasificirane su prema
kolposkopskom obrascu ,,Rio de Janeiro|Zagreb 2011, a na podrucju najveée morfoloske
promjene ucinjena je biopsija, nakon Cega se izvodi patohistoloSska analiza koja se smatra
,»zlatnim standardom* u dijagnostici intraepitelnih novotvorina. Za detekciju DNA HPV-a je
koristena PCR metoda, odnosno cobas® HPV test (Roche) koji moze otkriti 14 visokorizi¢nih
tipova HPV-a.

Udio ispitanica s pozitivnim visokorizicnim HPV-om u skupinama bez premalignih lezija
vrata maternice, s LSIL i HSIL lezijama iznosio je 75%, 75% i 99%. U podskupini ispitanica
bez dokazanih premalignih lezija vrata maternice, 54,5% ispitanica koje su imale potvrdenu
infekciju visokorizicnim HPV-om, imalo je infekciju HPV-om 16, 3% HPV-om 18, a 15%
istovremenu infekciju HPV-om 16 i 18. U skupini ispitanica s LSIL lezijama, infekcija HPV-
om 16 i 18 dokazana je u 25% i u 4,2% slucajeva, dok je u skupini ispitanica s HSIL lezijama

taj postotak iznosio 42,4% i 4,4%. Istovremena infekcija HPV-om 16 i 18 prisutna je u
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manjem postotku u ispitanica s HSIL lezijom (4,4%) u odnosu na ispitanice s LSIL lezijom
(8,3%).

Na temelju prikazanih podataka potvrdena je vrlo visoka ucestalost infekcije
visokorizicnim HPV-om u skupini ispitanica s potvrdenim premalignim lezijama vrata
maternice. Ocekivano, najveci postotak infekcije visokorizicnim HPV-om naden je u
ispitanica s HSIL lezijama. Medutim, zacudujuce visoki postotak zena bez dokazanih
premalignih lezija ima dokazanu infekciju HPV-om visokog rizika i veliku vjerojatnost za

razvoj premalignih lezija kroz budu¢i vremenski period.
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8.2. Summary

HPV is a relatively small, non-enveloped DNA virus, which belongs to the
Papillomaviridae family (genus Papillomavirus). HPV has been classified into low-risk types
and high-risk types, based on its oncological potential. Low-risk types cause benign genital
warts. High-risk HPV types, HPV 16 and HPV 18, cause more than 70% of cervical cancer.
HPV infection is the main risk factor for CIN or cervical premalignant lesions. More than
90% of HPV infections are cleared by the immune system and a small percentage of women
will develop persistent infection, but only 1% of them will develop cervical cancer. It takes
years for premalignant lesions to occur, so it is important to discover them on time to provide

successful treatment.

The aim of this study was to determine the frequency of high-risk HPV infection in groups
of patients without premalignant lesions, with low-grade squamous intraepithelial lesion
(LSIL) and high-grade squamous intraepithelial lesion (HSIL). Furthermore, the aim was to
investigate the percentage of women who had HPV 16, HPV 18 and multiple infections (HPV
16 and HPV 18 at the same time).

169 women were enrolled in the study and were submitted to the Pap test. The results were
classified using a modified Bethesda cytologic classification named ,,Zagreb 2002. Women
with abnormal cytological results, classified as CIN, were sent for further analysis —
colposcopy and biopsy. Morphological changes that have been observed were classified using
the colposcopic classification ,,Rio de Janeiro|Zagreb 2011, whereas the sample for biopsy
was taken from the place with biggest morphological change and followed by PhD
(pathohistological diagnosis), which is considered to be a gold standard in the diagnosis of
cervical intraepithelial neoplasia. PCR method that has been used for HPV DNA detection in
cervical DNA samples is cobas® HPV test (Roche), which can detect 14 high-risk HPV types

in a single analysis.

Percentage of women who were high-risk HPV positive in the groups of women without
premalignant lesions of cervix uteri, with LSIL and HSIL was 75%, 75% and 99%. In the
group of women without premalignant cervical lesions, 54,5% women with confirmed high-
risk HPV infection had an infection with HPV type 16, 3% had an infection with HPV type
18, and 15% had multiple infections with both HPV 16 and HPV 18. In the group of women
with LSIL, infection with HPV type 16 and HPV type 18 has been proven in 25% and 4,2%
of women, whereas in the group of women with HSIL prevalence of HPV 16 and HPV 18
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was 42,4% and 4,4%. Multiple infections with both HPV type 16 and HPV type 18 were
found less frequent in women who had HSIL (4,4%) compared to women who had LSIL
(8,3%).

Based on the results shown in the study, a very high frequency of high-risk HPV infection
was confirmed in the group of women with confirmed premalignant cervical lesions.
Expectedly, the highest percentage of high-risk HPV infection was found in the group of
women with HSIL lesions. However, surprisingly high percentage of women without proven
premalignant lesions have been proven high-risk HPV infection and have a high probability

of developing premalignant lesions in the future.
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9. PRILOZI

9.1. Popis kratica

ADC - adenokarcinom (engl. Adenosquamous carcinoma)

ASCUS - atipi¢ne skvamozne stanice neodredenog znacenja (engl. Atypical squamous cells of

undetermined significance)

CIN - cervikalna intraepitelna neoplazija

CIS — karcinom in situ

CRPV - papilomavirus divljeg kunica (engl. Cottontail rabbit papillomavirus)
DNA - deoksiribonukleinska kiselina (engl. Deoxyribonucleic acid)

E6AP — E6-povezani protein (engl. E6 associated protein)

HPV — humani papiloma virus

HR HPV - visokorizi¢ni tip HPV-a (engl. High risk HPV)

HSIL- skvamozna intraepitelna lezija visokog stupnja (engl. High-grade squamous

intraepithelial lesion)
LCR - dugacka centralna regija (engl. Long central region)
LR HPV — niskorizi¢ni tip HPV-a (engl. Low risk HPV)

LSIL - skvamozna intraepitelna lezija niskog stupnja (engl. Low-grade squamous

intraepithelial lesion)

ORF — otvoreni okvir ¢itanja (engl. Open reading frame)

PCR - lan¢ana reakcija polimerazom (engl. Polymerase chain reaction)
PhD — patohistoloska dijagnoza

pRb - protein retinoblastoma

SCC — karcinom plocastih stanica (engl. Squamous cell carcinoma)

SIL - skvamozna intraepitelna lezija (engl. Squamous intraepithelial lesion)
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SUMMARY

HPV is a relatively small, non-enveloped DNA virus, which belongs to the Papillomaviridae family (genus Papillomavirus). HPV has
been classified into low-risk types and high-risk types, based on its oncological potential. Low-risk types cause benign genital warts.
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premalignant lesions, with low-grade squamous intraepithelial lesion (LSIL) and high-grade squamous intraepithelial lesion (HSIL).
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at the same time. 169 women were enrolled in the study and had positive Pap test results. All of them were classified based on
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infections with both HPV type 16 and HPV type 18 were found less frequent in women who had HSIL (4,4%) compared to women
who had LSIL (8,3%). Based on the results shown in the study, a very high frequency of high-risk HPV infection was confirmed in the
group of women with confirmed premalignant cervical lesions. Expectedly, the highest percentage of high-risk HPV infection was
found in the group of women with HSIL lesions. However, surprisingly high percentage of women without proven premalignant
lesions have been proven high-risk HPV infection and have a high probability of developing premalignant lesions in the future.
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