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3akspyunu: Hajsehm ymeo wHOuUIMpanmx jkeHa Jy)KHOOAukor OKpyra HW3a3BaH je
BHCOKOpm3MYHNM reHoTurnoBuma XIIB 16, 31, 33, 51 xoju cy y BHUIIE O] TOJIOBUHE
UCIINTAHUX CJIydajeBa OHKOI'€HO AKTUBHM. YKYITHA OHKOT€Ha aKTHBHOCT WCIHUTaHHX
reHorunosa XIIB pacte ca mopactoM cTeneHa TeKWHE HEPBUKAIHE WHTPaeHUTEIHE
ne3unje, HpH dYeMy ce oHkoreHo aktuBaH XIIB 16 Hajuemhe nerextyje y
BHCOKOCTETICHUM IEPBUKAIHNM Jie3njaMa. Hacynpor Tome, 3acTynjbeHOCT OHKOTEHO
aktuBHOT XIIB 31 ce HajMame JeTeKTyje y BHCOKOCTENICHMM Jie3njama, JIOK je
3actymbeHOCT XP XIIB 33 m 51 Humcka m HHje cpa3MepHa CTENEHY TeXHHE
nepBHUKaigHe Ne3uje. 3acTymbeHoct XI[IB wmHbpekmuje je oOpHYTO MpOMOpIOHATHA
y3pacTy MmanyjeHTKuka Jy)kH00auKoT OKpyTa IMITO yKa3yje Ja je perpecuja napexnnje
JOMHHAHTaH TPOLEC KOjU je y CKIaay ca aJeKBaTHUM HMMYHCKHM OJTOBOPOM
opraan3Ma. Beha creruduunoct u no3utuBHa npeaukTuBHa BpegHocT HPHK rtecta y




onnocy Ha XIIB JTHK Ttect yka3syje Ha Behy BepoBaTHONY IeTeKIHje MEP3UCTCHTHE
XIIB wHOekIHje TpUIHKOM HeroBe ymorpede. OHKOreHa aKTUBHOCT Hajuemrhe
JIeTeKTOBaHUX BHCOKOpM3MYHNX XIIB MMa NpeAnKTHBHHM HOTEHLHWjal y NPOLEHH
HACTaHKa BHCOKOCTCIICHE JIe3Wje IEPBUKAIHOT emnuTeNa. bromapkepwm ca Hajjaunm
NPEANKTHBHUM BPEAHOCTHMA 332 HACTAHAK OBUX Jie3Hja Cy OHKOreHa akTuBHOCT XIIB
16 ¥ y3pacT nanujeHTKumbA.
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language:

Introduction: It is estimated that almost one-quarter of worldwide
malignancy can be associated with infectious agents, of which approximately
one third is caused by HPV. Cervical cancer caused by persistent infection
with high-risk HPV genotypes is the second leading cause of death in women
aged 15 to 44. Tests based on molecular biological methods commonly used
today in diagnosing HPV infections enable genome detection and
determination of individual HPV genotypes in cervical smear samples.
However, this diagnostic approach does not provide insight into the type of
infection and assessment of the risk of cervical cancer. In recent years,
numerous studies have focused on improving the primary test to find an
appropriate diagnostic method to provide insight into the type of infection.
The study's objectives were to determine the oncogenic activity of the most
commonly diagnosed high-risk HPVs in cervical smear samples using the
MRNA test and compare the results according to the severity of the cervical
intraepithelial lesion.

Material and methods: The study included 365 samples of cervical swabs of
women older than 18 years, referred by gynecologists to the Center for
Virology, Institute of Public Health of Vojvodina from 2017 to 2021.
According to the Bethesda classification, samples were grouped according to




the severity of the cervical intraepithelial lesion (NILM, ASCUS, LSIL,
HSIL). There were at least 25 samples of cervical smears in each group in
which the presence of HPV DNA was proven. Demographic data and risk
factors that contribute to the acquisition and persistence of HPV infection of
the cervical epithelium were recorded. Using a qualitative real time PCR test,
HPV DNA was detected and genotyped in cervical smear samples, while the
reverse transcription and amplification method proved the presence of mRNA
oncogenes E6 and E7, the oncogenic activity of tested HPV. Statistical
analysis was performed using parametric and nonparametric tests, correlation,
univariate, and multivariate logistic regression analysis.

The results indicate that the most common genotypes in the female
population of South Bac¢ka District are HPV 16, 31, 33, and 51. In 84.3% of
the analysed samples, the infection caused by a single genotype was proven,
while in 15.7% of cases, a co-infection is present. A statistically significant
difference was found for HPV 16 (p = 0.035) and HPV 31 (p = 0.017)
depending on the severity of the cytological results, which did not determine
for HPV 33 and 51. The presence of HPV 16 is equally present in all age
categories. The detection of HPV 31 and 33 genotypes decreases with years of
life, while HPV 51 increases. The oncogenic activity was demonstrated in
64.5% of HPV-positive women. A statistically significant difference was
found in the number of positive mMRNA E6/E7 HPV 16 results concerning
cytological status (p = 0.000) and age categories (p = 0.026). Approximately
every other HPV 16 genotype was oncogenically active (48.6%). It was most
prevalent in women with HSIL cytological results (64.2%), while the presence
of MRNA E6/E7 HPV 31 was minimally detected in HSIL (7.5%). The
distribution of oncogenic activity of the remaining genotypes is approximately
the same through different cytological groups and remains at low level (2.2%
— 11.4%). A comparison of tests for the detection of HPV and their oncogenic
activity to assess the progression of cervical intraepithelial lesion indicated
that statistically significantly higher specificity (89.1%) and positive
predictive value (69.8% — 78.7%) were expressed for mRNA EG6/E7 test,
while significantly higher sensitivity is recorded when using the HPV DNA
test (67.6% — 88%). The results of the ROC curve determine the higher
probability of detecting HPV infection by 7% provided by the mRNA test. A
statistically significant final model was defined. The oncogenic activity of
HPV 16 and the age category of HPV-positive women were named as the
strongest predictors for the development of precancerous lesions. Analysis of
the parameters of the observed demographic factors and risk factors of HR
HPV-positive subjects showed a difference concerning the severity of the
cervical lesion.

Conclusions: The largest number of infected women in the South Backa
District is caused by high-risk genotypes HPV 16, 31, 33, 51, which are
oncogenic in more than half of the examined cases. The total oncogenic
activity increases with increasing severity of the cervical intraepithelial lesion,
with oncogenic active HPV 16 being most commonly detected in high-grade
cervical lesions. In contrast, the prevalence of oncogenic active HPV 31 is
minimally detected in high-grade lesions, while the prevalence of HR HPV 33
and 51 is low and not proportional to the severity of the cervical lesion. The
prevalence of HPV infection is inversely proportional to the age of women in
the South Backa District, which indicates that regression of infection is the
dominant process following the adequate immune response. The higher
specificity and positive predictive value of the mRNA test than the HPV DNA
test indicate a higher probability of detecting persistent HPV infection. The
oncogenic activity of the most commonly detected high-risk HPVs has a
predictive potential in assessing the occurrence of high-grade cervical
epithelial lesions. The oncogenic activity of HPV 16 and age were the
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biomarkers with the strongest predictive values for the development of these
lesions.
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Uvod

1.1 Karakteristike Humanih papiloma virusa (HPV)

Procenjuje se da su papiloma virusi (lat. Papilloma Viruses, PV) nastali pre 350
miliona godina (1) paralelno sa pojavom tetrapoda u karbonskom periodu paleozojske ere,
Sto ih svrstava u pripadnike jedne od najstarijih virusnih familija (2). Molekularnim
filogenetskim analizama je ustanovljeno da poticu iz Afrike, odakle su se kasnije proSirili na
ostale kontinente (3). Zbog izgleda koznih promena sa kojima su se ovi virusi prvi put
doveli u vezu, naziv su dobili spajanjem latinske re¢i ,,papilla”, kojom se oznacava
bradavica ili pustula, i sufiksa gréke rec¢i ,,oma”, koji se koristi za formiranje imenica koje

oznacavaju tumore (4).

1.1.1 Morfologija i struktura HPV

lako se dovode u vezu sa razlicitim oboljenjima, svi papiloma virusi imaju
zajednicku gradu. To su male, sfericne virusne Cestice ikozaedarne simetrije, bez omotaca,
dijametra oko 50—60 nm. Genetski materijal ¢ini jedan molekul dvolanc¢ane cirkularne DNK
koji sadrzi od 6.953 do 8.607 baznih parova (engl. base pair, bp) vezan za histone koji
formiraju hromatinu slican kompleks (5-8). Nukleinska kiselina je smeStena unutar
proteinskog omotaca, kapsida koji je graden od 72 pentamerne kapsomere povezane
disulfidnim vezama koje ga stabilizuju. Svaka od kapsomera je gradena od dve vrste
strukturnih kasnih proteina (tzv. L-late) L1 i L2, odnosno, od pentamera L1 proteina (55
kDa) koji ¢ini 80% mase kapsomera i monomera L2 proteina (75 kDa) (9). Ove virione

karakteri$e otpornost na fizicke i hemijske agense (10).

1.1.2 Organizacija genoma HPV

Organizacija genoma kod svih humanih papiloma virusa je veoma sli¢na. Broj gena
je ogranic¢en malom veli¢inom genoma 1 sastoji se od Sest do osam otvorenih okvira ¢itanja
(engl. Open Reading Frames, ORFs) koji su lokalizovani na jednom lancu virusne DNK
(9,11,12). Uprkos razlici u veli¢ini i broju ORFs, svi papiloma virusi sadrze dobro
konzervirane gene uklju¢ene u replikaciju virusnog genoma (E1 i E2) i formiranje kapsida
(L1 i L2) (13-15), dok je prisutan diverzitet preostalin gena (E4, E5, E6 i E7) (1).
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U odnosu na svoju poziciju i poloZaj u genomu geni se svrstavaju u rani (engl. Early,
E) i kasni (engl. Late, L) region. U funkcionalnom pogledu mogu se podeliti u tri regiona,
jedan nekodirajuci i dva kodirajuéa (Slika 1.1) (14,16-18):

1. Dugi kontrolni region (engl. Long Control Region, LCR) ili uzvodni regulatorni
region (engl. Upstream Regulatory Region, URR) od oko jedne kilobaze (engl.
kilobase, kb) nema ulogu u ekspresiji proteina, ali ima ulogu promotora i

regulatornog faktora transkripcije virusnih gena (15);

2. Rani, E region od oko 4 kb se sastoji do 8 ORFs jedinica (E1-E8) koji kodiraju

sintezu nestrukturnih proteina neophodnih za replikaciju i onkogenezu (19);

3. Kasni, L region od oko 3 kb kodira L1 i L2, strukturne proteine virusa (12).

A) B)
L1
L2 0.2 jim

Slika 1.1. Organizacija genoma HPV (A) i slika genoma i nikleoproteina HPV dobijena
elektronskim mikroskopom (B) (modifikovano prema Burley i Roberts (19), dostupno
putem dozvole: CC BY 4.0).

Regulacija sloZzene ekspresije virusnih gena se odvija pod kontrolom humanih, ali 1
virusnih transkripcionih faktora koji su sadrzani u dugom kontrolnom regionu, gde cis
aktivnim elementima reguliSu virusnu transkripciju i pocetak replikacije (9,14,19). Svi
papiloma virusi sadrze URR, bez obzira na varijaciju broja i veli¢ine ORFs (7,9). lako URR
sadrzi oko 10% celokupnog virusnog genoma, nije znacajno konzerviran pa je prisutna

varijabilnost u nukleotidnom sastavu izmedu pojedinacnih genotipova (9,20).
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Rani region sadrzi do osam gena (E1-E8) koji kodiraju proteine sa mnogobrojnim
funkcijama. Ovi proteini su klju¢ni za virusnu transkripciju i1 replikaciju (E1 1 E2), za
sazrevanje i oslobadanje virusnih Cestica (E4), transformaciju ¢elije domacina (ES, E6, E7) 1
¢elijsku imortalizaciju (E6, E7). Geni kasnog regiona L1 i L2 kodiraju oba kapsidna
proteina, od kojih je L1 ORF gen najviSe konzerviran medu svim genotipova HPV, a njegov
proteinski produkt je najzastupljeniji i izuzetno je imunogen (20).

Transkripcija se odvija kroz tri faze (rana, intermedijalna i kasna) i zavisna je od
¢elijske diferencijacije epitela domacina (16). Rana faza transkripcije zapocCinje u
nediferenciranim keratinocitima bazalnog sloja plocastoslojevitog epitela, pocevsi od ranog
promotora (engl. Promotor Early, PE) i zavrSava se na ranom mestu poliadenilacije (engl.
Early polyadenylation site, pAE) (20). Mesto odvijanja intremedijalne transkripcije su
suprabazalne ¢elije epitela u kojima se transkripcija odvija od kasnog promotora (engl. Late
Promoter, PL) pa sve do mesta rane poliadenilacije Sto rezultira pove¢anjem nivoa proteina
replikacije E1 i E2, neophodnih za amplifikaciju DNK (16). Poslednja, kasna faza
transkripcije odvija se od mesta kasnog promotora do mesta kasne adenilacije i rezultira
ekspresijom strukturnih proteina kapsida L1 i L2. Ova faza se odvija samo u ¢elijama
epitela koje odlikuje produkcija virusa (16). Pojava mutacija i rekombinacija u genomu

virusa su retki dogadaji $to ga ¢ini izuzetno stabilnim, a njegov genom stati¢nim (13,20).

1.2 Klasifikacija HPV

Porodicu Papilomaviridae ¢ine raznoliki, drevni DNK virusi koji imaju sposobnost
da inficiraju raznovrsne domacine kao $to su sisari, ptice, gmizavci i ribe (6). Do sada je
otkriveno vise od 650 razli¢itih genotipova papilomavirusa, od kojih je 440 koevolucijom
opstalo u humanoj populaciji (21).

Humani papilomavirusi i poliomavirusi su prvobitnom klasifikacijom bili svrstani u
jednu familiju Papovaviridae zbog =zajednickih morfoloskih osobina i sli¢nosti u
organizaciji genoma (10,13,22). Medutim, sekvenciranjem njihovih nukleotidnih nizova
doslo se do saznanja koja se odnose na razlike u veli¢ini, organizaciji i homologiji sekvence
genoma, kao i nacinu replikacije (23). Ono §to je zajednicko za genome ovih virusa je
homologni segment koji se odnosi na E1 gen papilomavirusa i T antigen poliomavirusa, $to

ukazuje na zajedni¢ko poreklo proteina rane faze (24). Ustanovljene razlike su izdvojile
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papilomaviruse u posebnu familiju Papillomaviridae $to je prihvaéeno od strane
Medunarodnog komiteta za taksonomiju virusa (engl. International Committee on
Taxonomy of Viruses, ICTV) (25).

lako su zahtevi za priznavanje zvani¢nog sistema klasifikacije PV postojali od 1980.
godine, nemogucnost pronalaska adekvatnih sistema c¢elijske kulture za umnozavanje ovih
virusa je predstavljala glavnu prepreku u njihovom proucavanju i taksonomskom poredenju
(13). Prva klasifikacija koja je bila opste prihvacena, formirana je 2004. godine, od strane
De Villiersovog tima, za 118 genotipova PV i zasnivala se na podudarnosti sekvence
genoma (25,26). Kasnije, na osnovu homologije sekvence L1 ORF gena, koji je u okviru
familije najvise konzerviran (13,26,27), izvrSena je klasifikacija i filogenetska analiza koja
ukazuje da identi¢nost divergentnih sekvenci L1 gena razli¢itih subfamilija moze da iznosi
do 45% (13,25).

Sadasnja klasifikacija i nomenklatura papilomavirusa, prihva¢ena od strane ICTV
(Slika 1.2), na osnovu preporuka Grupe za prouCavanje papilomavirusa, podrazumeva
njihovu podelu na: rodove, vrste, (geno)tipove, podtipove i varijante (13,25,28).
Filogenetska analiza PV zasnovana na poredenju nukleotidnih nizova cetiri kodirajuéa
regiona virusnog genoma (E1, E2, L1 1 L2) determiniSe dve subfamilije:
Firstpapillomavirinae koju ¢ini preko 50 rodova i vise od 130 wvrsta i
Secondpapillomavirinae sa pojedina¢nim rodom i vrstom (10). Rod predstavlja najvecu
kategoriju klasifikacije. Papilomavirusi su klasifikovani u 53 roda, od kojih samo 5 spada u
HPV (13). Svaki od njih je obelezen slovima grckog alfabeta (10), dok su genotipovi
oznaceni numerickim obelezjem Koji se ozna¢ava na osnovu redosleda njihovog otkri¢a
(13). Razli¢iti rodovi HPV genotipova imaju do 60% identi¢nosti u nukleotidnoj sekvenci
L1 ORF, dok je identi¢nost sekvence unutar jedne vrste 60% — 70% (13,25).

Tokom poslednje decenije doSlo je do ubrzanog povecanja broja identifikovanih
genotipova HPV, prvenstveno zbog primene novih tehnologija, poput sekvenciranja nove
generacije (engl. Next Genetation Sequencing, NGS), sa tendencijom daljeg rasta njihovog
broja (8). lako se smatra da ima vise od 400 HPV genotipova, do sada su kompletne
sekvence identifkovane za preko 200 genotipova HPV (10). Svi do sada identifikovani
genotipovi HPV imaju u 71% do 89% identi¢nu nukleotidnu sekvencu (13), dok su

podtipovi unutar istog tipa ili intertipske varijante identi¢ni 90% — 98% (20,26).
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Nizom taksonomskom kategorijom definisane su varijante Cija slicnost sekvence
iznosi preko 98% (13). Razlicitost u pojavi varijanti kod najznacajnijih HR HPV genotipova
se dovodi u direktnu vezu sa pojavom malignog fenotipa ¢elije. U nekoliko studija se navodi
da su identifikovane razlicite intratipske varijante E6 HR HPV 16 koje se dovode u vezu sa
postojanos¢u HPV infekcije. Mirabello i saradnici navode da se na osnovu analize sekvence
kompletnog genoma 5.570 uzoraka mogu dokazati varijacije E7 HR HPV 16 koje se u
velikoj meri razlikuju od svog prototipskog modela i dovode do smanjenog rizika od razvoja
onkogeneze. Shodno navedenom, intratipske varijante, iako su filogenetski srodne, mogu
biti definisane na osnovu onkogenog potencijala (29).

Odbor za nomenklaturu papilomavirusa (engl. Papillomavirus nomenclature
Committee) je zauzeo stav da se svaka varijanta HPV moze dalje diferencirati na
filogenetske linije ukoliko je razlika unutar sekvence L1 ORF gena najmanje 1% (28,30,31).
Ovo diferenciranje se vr$i na osnovu njihove geografske rasprostranjenosti, virulentnosti,
regulatornih osobina transkripcije i imunskog odgovora (32). Najznacajniji za nastanak
prekanceroznih i kanceroznih promena, visokorizi¢ni genotip HPV 16 se svrstava dalje u 4
filogenetske linije: A, B, C i D. Mnogobrojne studije ukazuju da pripadnici pojedinih
varijanti, odnosno, linija pokazuju veci stepen patogenosti, a samim tim i ve¢i rizik od nastanka
perzistentne infekcije 1 malignih lezija. Na osnovu dosadasnjih istraZivanja linija D ovog
genotipa HPV ima znacajno vec¢i onkogeni potencijal u odnosu na pripadnike drugih linija istog
genotipa (33,34). Na kraju, najuza kategorija klasifikacije je podlinija (sublinage), koja se

defini$e na osnovu razlika u nukleotidnoj sekvenci genoma od 0,5% — 1% (28,30,31).
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Slika 1.2. Sematski prikaz klasifikacije HPV (modifikovano prema Wang i sar. (35),
dostupno putem dozvole: CC BY 4.0).

Humani papiloma virusi su grupisani u pet rodova: Alphapapillomavirus (a-HPV),
Betapapillomavirus (B-HPV), Gammapapillomavirus (y-HPV), Nupapillomavirus (v-HPV) i
Mupapillomavirus (u-HPV) (13,25,36). Vrste pripadajuéeg roda se obelezavaju arapskim
brojevima (npr. Alphapapillomavirus-9) (28).

Pripadnici razli¢itih rodova HPV su evoluirali u cilju prilagodavanja razlic¢itim
ekoloskim niSama u okviru svog domacina (37) zbog Cega se smatraju jednim od
najuspesnijih virusa koji inficiraju ki¢menjake (7). Smatra se da su razlike nastale u tkivnom
tropizmu posledica razlika u genskoj ekspresiji, odnosno, njenog uticaja na regulatorne

procese epitela razli¢itih lokaliteta (38). Na osnovu ovih ¢injenica, HPV rodovi se mogu
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svrstati u tri grupe: one koji uzrokuju prvenstveno kozne lezije, potom one kod kojih kao
posledica njihovog dejstva nastaje promena na sluzokozi 1 promene povezane sa
veruciformnom epidermoplazijom (lat. Epidermodysplasia Verruciformis, EV) (20).

Virusi unutar rodova Beta, Gamma, Mu i Nu inficiraju prvenstveno kozni epitel.
Pripadnici roda Alpha mogu inficirati epitel sluzokoze i koze i zbog svoje povezanosti sa
karcinomima imaju najve¢i medicinski znacaj. Dalje, mukozni genotipovi HPV se prema
onkogenom potencijalu, svrstavaju u niskorizi¢ne (engl. Low Risk, LR) i visokorizi¢ne
(engl. High-Risk, HR) genotipove HPV (37).

Najznacajniji predstavnici roda Alphapapillomavirus su naj¢e$¢i uzrocnici
karcinoma grli¢a materice 1 smatraju se odgovornim za nastanak 5% svih karcinoma
(39,40). Na osnovu svojih epidemioloskih i bioloskih osobina, Medunarodna agencije za
istrazivanje raka (engl. International Agency for Research on Cancer, IARC) je proglasila
12 HR HPV humanim karcinogenima. Rod Alphapapillomavirus obuhvata 14 vrsta (al1-14)
i 65 identifikovanih genotipova (8). Tu spadaju humani papilomavirusa tipa 16 i 18 koji
pripadaju vrstama 9 i 7 (30). Procenjeno je da je povezanost pomenutog HR HPV 16 sa
karcinomom cerviksa deset puta ja¢a od ostalih pripadnika istog roda, kao §to su HR HPV
31 i 33 (41). Ostali visokorizi¢ni genotipovi HPV koji se dovode u vezu sa nastankom
karcinoma grlica materice su deo vrsta 5, 6, 7, 9 i 11 (13). Pripadnici vrste 10 ovog roda,
genotipovi HPV 6 i 11, se dovode u vezu sa nastankom genitalnih bradavica, dok se HPV
genotip 7 povezuje sa nastankom koznih promena (42).

Rod Betapapillomavirus obuhvata 5 vrsta (B1-5), u okviru kojih se nalazi vise od 54
genotipa (43). Prvenstveno su izazivaci lezija lokalizovanih u blizini noktiju i folikula dlaka,
apokrinog i ekrinog znojnog aparata (44). Genotipovi HPV 5 i 8 koji pripadaju vrsti 1 ovog
roda se najéesce identifikuju u obolelih od EV i asimptomatskih nosilaca kod kojih ne dolazi
do manifestacije koznih lezija (1,42). Znacajna Cinjenica kojom se objasnjava uloga
pripadnika ovog roda u patogenezi oboljenja je da se njihov virusni genom ne nalazi
integrisan u genomu domacina i ne raspolaze se dokazima ekspresije glavnih onkogena
HPV, §to znaci da je njihova uloga ograni¢ena na inicijaciju, ali ne utiCe na odrzavanje

onkogenog procesa (45).
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Rod Gammapapillomavirus ¢ini ve¢ina do sada poznatih HPV, 98 razli¢itih
genotipova unutar 27 razli¢itih vrsta (Y1-27) koji uzrokuju kozne promene, uglavnom
papilome ili bradavice (43). Najznacajniji predstavnik roda Mupapillomavirus, u okviru kog
su identifikovana 3 tipa je HPV genotip 1 koji je uzro¢nik palmarnih bradavica. Genotip 41

je jedini predstavnik roda Nupapillomavirusa i uzro¢nik je benignih kozZnih lezija (20).

1.3 Zivotni ciklus HPV

Velika raznolikost PV i moguénost inficiranja razli¢itih vrsta, ukljucujudi i ljudsku je
posledica njihove evolutivne adaptacije razli¢itim ekoloskim niSama. Uopsteno, izazivajuéi
hroni¢ne, perzistentne infekcije ovi virusi su razvili mnogobrojne mehanizme opstanka sa
produkcijom viriona uz minimalan rizik od imunski posredovane eliminacije (7). Zivotni
ciklus epiteliotropnih HPV uslovljen je diferencijacijom stratifikovanog epitela koze 1
sluzokoze domacina (12,38). Vecéina genotipova HPV uglavnom pokazuje tropizam za
odredenu vrstu tkiva, iako odredeni genotipovi mogu da inficiraju i perzistiraju u razli¢itim
histoloskim strukturama, kozi i sluzokozi (46).

Razli¢iti dogadaji tokom Zzivotnog ciklusa virusa se pokrecu u razli¢itim fazama

migracije ¢elija stratifikovanog epitela (Slika 1.3).
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Slika 1.3. Zivotni ciklus HPV (modifikovano prema Gheit (8), dostupno putem dozvole: CC
BY 4.0).
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Da bi infekcija HPV bila zapoceta, neophodno je da dode do infekcije mitotski
aktivnih ¢elija bazalnog sloja epitela (38). Mikrotraume, naj¢eS¢e nastale tokom seksualne
aktivnosti su najzastupljeniji put ulaska virusa. Takode, HPV infekcija genotipovima Alpha
roda moZze nastati i autoinokulacijom, kao i vertikalnim putem sa inficirane majke na plod
uzrokujuéi klinicke i subklini¢ke forme bolesti (47).

Ulazak HPV u ¢elije se ostvaruje vezivanjem za receptore koji se nalaze na povrsini
¢elija (Slika 1.4). Za sada, primarni receptor koji je neophodan za internalizaciju jo§ uvek
nije sa sigurnos$¢u utvrden (14). Smatra se da a4p6 integrin ucestvuje u adsorpciji virusa.
Isto tako, postoje dokazi da se ovaj virus putem proteina L1 vezuje za heparin
sulfatproteoglikane (engl. Heparan Sulphate Proteoglycans, HSPGs) na bazalnoj membrani
ili tranzijentni receptor laminin-332 ekstracelularnog matriksa (engl. Extracellular Matrix,
ECM). Cepanje L2 posredovano furinom se smatra neophodnim za nastanak infekcije, ali ne
postoji sigurna potvrda njegove uloge u ranoj fazi vezivanja za ¢éeliju. Potom dolazi do niza
konformacionih promena kapsida i gubitka afiniteta za primarni receptor §to omogucava
ulazak virusa putem nedefinisanog sekundarnog receptora keratinocita (38,48,49). Virusne
partikule HPV dospevaju u bazalne keratinocite procesom endocitoze tokom koje dolazi do
insercije membrane posredovane L2 proteinom i formiranja membranske vezikule, koja
potom putem citoplazmatskih faktora transporta, duz mikrotubula, dospeva do mreze
Goldzijevog aparata (50,51). Ovaj process internalizacije virusa ostvaruje se tokom 2 do 4

sata nakon njegovog vezivanja za povrsinu Celije (9,40).
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Slika 1.4. Ulazak HPV u ¢eliju (modifikovano prema Gheit (8), dostupno putem dozvole: CC
BY 4.0).

Nakon inokulacije uspostavlja se stabilna infekcija u kojoj se replikacija genoma

virusa odvija sinhrono sa replikacijom humanog genoma (52,53). Uobicajeno, nakon
internalizacije virusnog agensa u citoplazmu ¢elije domacina dolazi do prepoznavanja strane
DNK i njene destrukcije putem snaznog antivirusnog odgovora (54). Medutim, razvoj
koevolucionih mehanizama HPV je doveo do uspeSnog izbegavanja ove senzorne
intracelularne detekcije sa moguc¢noSc¢u njihovog opstanka (51). Ulazak virusa u jedro se
ostvaruje dezintegracijom jedarnog omotaca tokom mitoze, dok sredi$nji deo L2 kapsidnog
proteina virusa olaks$ava vezivanje za hromozom (11,55).
Procenjeno je da je za pocetak transkripcije virusnog genoma potrebno 1 do 3 dana od
momenta vezivanja za povrsinu celije, a ukoliko su inficirane ¢elije blize mitozi 1 krace.
(40). Nakon zavrsetka mitoze, genom virusa dospeva u subnuklearne strukture, odnosno,
promijelocitna leukemicna tela (engl. Promyelocytic Leukemia Nuclear Bodies, PML-NBs) za
koja se pretpostavlja da su mesto na kome zapocinje transkripcija 1 replikacija virusne DNK
(9,12,56).
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Proces replikacije virusne DNK se odvija kroz tri faze: poCetna amplifikaciona faza,
faza odrzavanja 1 vegetativna faza amplifikacije (9,11,52,57). Tokom pocetne,
amplifikacione faze dolazi do ponavljanja nekoliko replikativnih ciklusa DNK c¢ime se
obezbeduje nastanak malog broja ekstrahromozomske DNK u formi epizoma ili plazmida
koja perzistira u bazalnim cCelijama epitela ¢ine¢i infektivni rezervoar perzistentne HPV
infekcije godinama ili ¢ak decenijama (11,12,16,40). Faza odrzavanja virusne replikacije se
odvija u proliferativnim ¢elijama epitela istovremeno sa replikacijom celija domacina.
Naime, istovremena replikacija ekstrahromozomskog genoma virusa vezanog za hromatin
¢elije domacina obezbeduje njegovo razdvajanje na Cerke celije tokom mitoze. Jedna od
novonastalih ¢elija postaje nova bazalna ¢elija, dok druga migrira u vise slojeve epitela gde
nastavlja dalju diferencijaciju (16,19,36). Ovo odrZavanje broja kopija virusnog genoma na
konstantnom nivou, od 50 do 100, je obezbedeno replikativnim mehanizmima ¢elije
domacina jer se replikacija odvija jednom tokom ¢elijske deobe, a regulacija replikacije 1
opstanak epizomalne forme virusne DNK su pod kontrolom proteinskog produkta E1 i E2
gena (58). U ovoj fazi amplifikacije ekspresija ranih gena se odrzava na niskom nivou i
uglavnom se produkuju proteini E1, E2, E6 i E7 (1). Ovaj mali broj kopija virusnog genoma
se konstantno odrzava sve do faze diferencijacije ¢elija u kojoj dolazi do njihovog
pomeranja u vise slojeve epitela, odnosno, visokog nivoa amplifikacije i ekspresije ranih i
kasnih gena (14,59) .

U diferenciranim celijama odvija se transformacija epizoma u vegetativnu DNK,
odnosno, HPV aktiviraju replikativne mehanizme ¢elije domacina $to omogucéava sintezu
vegetativne virusne DNK (40). U ovoj fazi dolazi do aktivacije promotora gena E7 i
produkcije visokih nivoa proteina E1 i E2 (16). Protein E2 ostvaruje vezu sa LCR S§to
rezultira usmeravanjem E1 proteina na pocetno mesto replikacije. Eksprimiranje gena E6 1
E7 omogucava inficiranoj ¢eliji ponovni ulazak u S fazu sa sledstvenim povecanjem broja
virusnih partikula (1). Dalja replikacija se nastavlja nezavisno od ¢elijske deobe domacina, a
broj novonastalih kopija virusnih cestica se kre¢e do hiljadu po ¢eliji (9,36,60). U povrsnim
slojevima epitela dolazi do eksprimiranja gena E4 i pojacane sinteze kasnih proteina L1 i L2
(36). Potom, dolazi do povezivanja glavnog kapsidnog proteina L1 u pentamere, koji sa
manjim i varijabilnim brojem L2 molekula obrazuje ikozaedarni kapsid (61). Nastali

kapsidni proteini obuhvataju virusni genom formiraju¢i novonastale virione. Vezivanje
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proteina E4 virusa za keratinske filamente ¢elije domacina narusava njenu strukturu i dovodi

do deskvamacije ¢elija bez njihove lize i oslobadanja novostvorenih viriona (1,14).

1.4 Onkogeni potencijal visokorizi¢nih HPV genotipova

Evolutivni razvoj HR HPV, kao $to je navedeno, doveo je do razvoja razli¢itih
mehanizama koji su omogucili uspesnu replikaciju virusnog genoma, prilagodavanje i opstanak
u razli¢itim ekoloskim niSama uz uspe$no izbegavanje efektorskih mehanizama imunskog
odgovora domacina (7,52,62). Proteinski produkti virusnih onkogena E5, E6 i E7 HR HPV
dovode do neregulisane celijske proliferacije i diferencijacije, zbog Cega se smatraju glavnim

akterima virusom indukovane onkogeneze cervikalnog karcinoma (9).

1.4.1 Onkogeni potencijal proteina E5 HR HPV

E5 je mali transmembranski protein primarno lokalizovan u endoplazmatskom
retikulumu (9,63). Pokazano je da samostalna eksprimiranost gena E5 HR HPV iskazuje slab
onkogeni potencijal. Ipak, njegovo prisustvo u ¢eliji povecava transformisucu aktivnost virusnih
onkoproteina E6 i E7 HR HPV kroz nekoliko razli¢itih mehanizama (9).

Transmembranska lokalizacija, hidrofobni karakter i moguénost stvaranja dimera
omogucavaju onkoproteinu E5 u¢esce u procesu fuzije, odnosno spajanju Celija (9,64). Hu i
saradnici (64) su pokazali da je upravo onkoprotein E5 HPV genotipa 16 neophodan i
dovoljan za pokretanje fuzije, Sto vodi stvaranju tetraploidne c¢elije i hromozomske
nestabilnosti. Ovi procesi omogucavaju integraciju HR HPV genoma i1 dalje ubrzavaju
eksprimiranje onkogena E6 i E7 (65). lz tog razloga celijska fuzija indukovana
onkoproteinom E5 predstavlja kljuéni dogadaj u ranoj fazi onkogeneze cervikalnog
karcinoma (66).

Kao dodatni mehanizam navodi se sposobnost onkoproteina E5 da poveéava broj
receptora za epidermalni faktor rasta (engl. Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR) na
povrsini keratinocita (67), kao i da pojac¢ava njihovu aktivnost u slucajevima odsustva
prirodnog liganda intereagujuci sa ATP fosfohidrolazama lokalizovanim u vakuolama. Na
ovaj nacin dolazi do promene pH vrednosti endozoma, odnosno do njegovog oStecenja
acidifikacijom. Ovi procesi rezultuju pove¢anom ,,recikliranju EGFR, odnosno dovode do

konstitutivne signalizacije u ¢eliji (68). Ostale aktivnosti koje se pripisuju onkoproteinu E5
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HR HPV uklju¢uju smanjenje povrsinskih nivoa glavnog histokompatibilnog kompleksa
klase I (engl. Major Histocompatibility Complex class 1 , MHC 1) i ciklooksigenaze (engl,
Cyclooxigenase, COX), modifikovanjem aktivnosti mitogenima-aktiviranih proteinskih
kinaza (engl. Mitogen-Activated Protein Kinases, MAPKSs), odnosno MAPK signalnog puta.
Takode, zapaZena je uloga onkoproteina E5S HR HPV u promeni nivoa kaveolina 1. Ovi
dogadaji su bitni faktori u odrzavanju perzistencije HPV infekcije (9,68).

lIako je zapazena znacajna uloga proteina E5 u onkogenezi, dokazano je da njegovo
eksprimiranje nije uvek prisutno nakon integracije virusne DNK, §to ukazuje da nema ulogu

u odrzavanju fenotipa prethodno transformisane ¢elije cervikalnog karcinoma (14).

1.4.2 Onkogeni potencijal proteina E6 HR HPV

Onkoprotein E6 HR HPV je mali protein koji se karboksilnim krajem vezuje za PDZ
domene (akromin nastao od naziva proteina za koje se prvo otrkrilo da u svojoj strukturi
imaju ovakav domen; engl. Postsynaptic Density protein, PSD95; engl. Drosophila disc
large tumor suppressor, DIgA i engl. zonula occludens-1 protein, zo-1) vise od 14 razli¢itih
proteina (9). Ovaj deo proteina E6 oznacen je kao PDZ vezujuéi motiv (engl. PDZ Binding
Motif, PBM) (69). Upravo ove mnogobrojne interakcije mu omoguéavaju ostvarivanja
onkogenog potencijala (63). Najvaznija razlika izmedu proteina E6 visokorizi¢nih
genotipova HPV u odnosu na E6 niskorizi¢nih genotipova HPV je prisusvo ovog domena
(69).

Najznacajnija funkcija onkoproteina E6 je u smanjenju delovanja tumor-
supresorskog proteina p53, putem razli¢ith mehanizama, $to finalno rezultuje
proliferacijom celija (Slika 1.5). Jedan od pomenutih mehanizama je degradacija proteina
p53 u proteazomima koja zavisi upravo od aktivnosti onkoproteina E6 HR HPV. Ovaj
proces se karakteriSe vezivanjem E6 HPV za E3 ubikvitin ligazu (engl. E6-Associated
Protein, E6AP), odnosno stvaranjem trimernog kompleksa E6-E6AP-p53, sto dalje vodi
povecanju ubikvitinacije tumor-supresora p53, odnosno njegovom obelezavanju za
proteazomalnu degradaciju (70). Oba onkoproteina, E6 HR HPV i E6 LR HPV se vezuju sa
p53, ali je interakcija jac¢a kod visokorizi¢nih genotipova (71). Drugi mehanizam obuhvata
delovanje onkoproteina E6 HR HPV na proces transkripcije i ogleda se u njegovom vezivanju

za kompleks histon acetiltransferazu p300 i proteina koji se vezuje za vezujuci protein elementa
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odgovora na cCAMP (engl. cAMP-Response Element-Binding Protein, CREB-Binding Protein,
CBP), kao i za transkripcioni koaktivator proteina p53, ali i komponentu histon-
acetiltransferaznog kompleksa (engl. Human Alteration/Deficiency in Activation 3, hADA3),
Sto sve rezultira sprecavanjem acetilacije proteina p53, odnosno inhibicijom njegove
aktivatorske uloge. Na ovaj nacin dolazi do inhibicije eksprimiranja gena Cija transkripcija je
pod kontrolom tumor-supresora p53 (68,72). Onkoprotein E6 HR HPV inhibiSe proces
programirane Celijske smrti, apoptoze, koja bi trebala da nastane kao odgovor na prisustvo
odgovaraju¢ih citokina. Inhibicija apoptoze posredovana onkoproteinom E6 HR HPV
ostvaruje se putem razli¢itih mehanizama (Slika 1.5). Prvenstveno, interakcijom E6 HR
HPV sa receptorom faktora nekroze tumora a (engl. Tumour Necrosis Factor (TNF)-a
Receptor, TNFR1), kaspazom 8 i adaptornim proteinom FAS-vezanog proteina sa domenom
smrti (engl. FAS-associated protein with Death Domain, FADD). Drugi mehanizam
inhibicije apoptoze obuhvata uticaj onkoproteina E6 HR HPV na proces degradacije
proapoptoti¢kih proteina BAX (engl. Bcl-2-Associated X protein) i BAK (engl. Bcl
Antagonist/Killer) (68).

U sklopu svoje uloge u onkogenezi protein E6 HR HPV ucestvuje i u promociji
imortalizacije, odnosno dovodenja celije u stanje besmrtnosti inhibicijom procesa
skracivanja telomera, odnosno utiSavanjem celijskog odgovora na perzistentnu proliferaciju
(Slika 1.5). Ovo je omoguéeno interakcijom PBM E6 HR HPV sa transkripcionim faktorima:
specifiénim transkripcionim faktorom (engl. Specific Protein 1, SP1), onkoproteinom MYC,
nuklearnim faktorom transkripcije (engl. Nuclear Factor X box-binding protein-123,
NFX123) i EGAP, ¢ime se povecava ekspresija reverzne transkriptaze telomeraze (engl.
human Telomerase Reverse Transcriptase, hTERT) i telomeraza, $to dalje vodi ka
sprecavanju skra¢ivanju telomera (68).

Onkoprotein E6 HR HPV vezujuéi se za PDZ domene odredenih proteina moze da
dovede do njihove degradacije, Sto uzrokuje gubitak Celijske polarnosti, odnosno indukuje
hiperplaziju. Primer ovakvog delovanja je vezivanje za fokalnu adhezionu kinazu (engl.
Focal Adhesion Kinase, FAK) i time delovanje na protein paksilin, ¢ime se omogucava
Celijski rast bez njenog vezivanja za ECM. Ovakav proces je neophodan za malignu

transformaciju ¢elije (68).
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1.4.3 Onkogeni potencijal proteina E7 HR HPV

Onkoprotein oznafen kao E7 je dominantno lokalizovan u jedru. U njegovoj
strukturi mogu se uociti tri konzervirana regiona (engl. Conserved Region, CR), oznacena
kao CR1-CR3 (73). Na karboksilnom kraju CR3 regiona nalazi se specifi¢an Cys-X-X-Cys
domen za vezivanje cinka, tzv. ,,cinkani prsti“, pomocu kojeg onkoprotein E7 stupa u
interakciju sa brojnim ¢elijskim proteinima (63). Onkoprotein E7 je fosforilisan kazein
kinazom Il (engl. Casein Kinase IlI, CK Il) na amino kraju i neidentifikovanom protein
kinazom na karboksilnom kraju. Njegov poluzivot je kratak i brzo se razgraduje
proteazomalnim putem (74). Svoju ulogu u onkogenezi ¢éelija cervikalnog epitela ostvaruje
kroz nekoliko zasebnih mehanizama (Slika 1.5).

Osnovni proces na koji uti¢e onkoprotein HR HPV E7 je kontrola ¢elijskog ciklusa,
gde su mu ciljni molekuli proteinska porodica retinoblastoma (Rb). HR HPV E7 stupa u
interakciju sa ¢lanovima porodice Rb preko o¢uvanog LXCXE motiva, koji je prisutan u
njegovom amino Kkraju (75). Predstavnici proteinske familije Rb kontrolisu aktivnost E2F
familije transkripcionih faktora (engl. Trancription Factor, TF), koji su klju¢ni u kontroli
tranzicije G1/S posredovanjem transkripcione aktivacije mnogih gena potrebnih za
progresiju Celijskog ciklusa i replikaciju DNK (76). U netransformisanim ¢éelijama, tumor
supresorni protein Rb u svom hipofosforilisanom obliku kreira kompleks sa E2F i tako
deluje represorski u ranoj G1 fazi ¢elijskog ciklusa. Nakon fosforilacije Rb od strane kinaze
zavisne od ciklina (engl. Cyclin Dependant Kinase, CDK) dolazi do prekida interakcije
izmedu transkripcionih faktora, pri ¢emu E2F deluje kao transkripcioni aktivator
eksprimiranja gena za cikline A i E, odnosno promovise S fazu ¢elijskog ciklusa. Kontrola
¢elijskog ciklusa u tacki prelaska Gl u S fazu se gubi u Celijama koje prekomerno
eksprimiraju onkoprotein E7 HR HPV, §to dovodi do nekontrolisane proliferacije celija.
Pokazano je da E7 HR HPV inrerakcijom sa proteinima Rb narusava komplekse Rb-E2F
(68). Takode, pokazano je da je razgradnja Rb u proteazomima posredovana E7 HR HPV.
Efikasno ukidanje supresorne funkcije Rb od strane onkoproteina E7 HR HPV dovodi i do
povecanja Celijskog nivoa p53. Upravo degradiranje ovog proteina od strane onkoproteina
E6 HR HPV, putem ranije opisanog mehanizma, je evolutivni odgovor virusa na ostvarene
mehanizme. Dodatni mehanizam uticaja E7 HR HPV na celijski ciklus ukljucuje

eksprimiranje gena S faze direktnom interakcijom sa E2F faktorima i sa histon deacetilazom
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(engl. Histone deacetylase, HDAC). Interakcijom sa CDK onkoprotein E7 inhibira i
inhibitore ove kinaze: p21 (CDKN1A) i p27 (CDKN1B), koji su odgovorni za ulazak celije
iz Gl u S fazu Celijskog ciklusa, odnosno zapocinjanje celijske deobe. Intereagujucéi sa
inhibitorima CDK (engl. CDK Inhibitors, CDI), CDK 4 i CDK 6 i supresore rasta p15 Inkb,
E7 HR HPV utiCe na smanjenje inhibicije transformiSuceg faktora rasta fl (engl.
Transforming Growth Factor-g1, TGF-B1) (9,68).

Sli¢no onkoproteinu E6, E7 HR HPV deluje na aktivnost paksilina, fibulina i p600,
Sto rezultira promenama u diferencijaciji ¢elija, odnosno, programiranoj celijskoj smrti
zavisnoj od c¢elijskog usidrenja u ECM. Ovaj proces se oznacava kao anoikis. Pokazan je
inhibitorni uticaj onkoproteina E7 na proces programirane celijske smrti. Naime, tokom
infekcije HPV onkoprotein E7 ostvaruje vezu sa razliCitim citokinima, inhibira stvaranje
interferona (engl. interferon, IFN) i vezujuéi se za receptor TNFR1 sprecava Celijsku
komunikaciju. Ovi procesi normalno vode ka apoptozi (9).

TransformiSuéa uloga onkoproteina E7 ogleda se i u njegovom uticaju na stvaranje
genske nestabilnosti, gde je dokazano da utice na poremecaj regulacije centriola, 0dnosno
dovodi do aneuploidije (77).

Integracija genoma HPV se ¢esto odigrava u Myc lokusu §to ¢ini da se promena u
eksprimiranju onkoproteina c-myc moze smatrati indikatorom cervikalnog karcinoma.
Medusobna uloga onkoproteina E6, E7 i c-myc direktno dovodi do ¢elijske imortalizacije
putem ekspresije hTERT, a indirektno preko razlicitih proteina, do stvaranja i odrzavanja

signalnih puteva koji vode u nekontrolisanu proliferaciju ¢éelije (63).
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Slika 1.5. Mehanizmi delovanja onkoproteina E6 i E7 HR HPV (modifikovano prema
Pal i Kundu (63), dostupno putem dozvole CC BB 4.0).

Danas se sa sigurno$¢u zna da su onkoproteini E6 i E7 glavni pokretaci onkogeneze
delujuéi na Sest klju¢nih tacaka ovog procesa, kao §to su pokretanje i odrZzavanje signalnih
puteva koji dovode do transformacije, proliferacije, telomerazne aktivnosti, angiogeneze,

izbegavanja apoptoze i imunskog odgovora sa potencijalnom invazijom i diseminacijom u

okolna tkiva (Slika 1.6) (63).
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Slika 1.6. Molekularni mehanizmi sinergistickog delovanja onkoproteina HPV u
kancerogenezi cervikalnog epitela.

1.5 HPV posredovana onkogeneza cervikalnog epitela

Infektivna priroda karcinoma grliéa materica bila je predmet brojnih istrazivanja
vekovima unazad. Napredak u razvoju molekularno-bioloskih metoda, omogucio je 1965.
godine prikaz genetickog materijala, odnosno DNK papiloma virusa izolovanih iz koznih
lezija (78). Visokorizi¢ni HPV 16 je prvi genotip koji je izolovan iz displasti¢nih lezija
cerviksa, primenom tehnike Southern blot hibridizacije i identifikovan je u preko 60%
bioptata karcinoma cerviksa (79). Nedugo zatim, jo$ jedan genotip HPV je dokazan u istom
tipu genitalnih promena i nazvan je HPV 18 (80). U narednom periodu su usledila brojna
istrazivanja koja su dovela do znaajnih otkri¢a, presudnih za razumevanje onkogeneze
posredovane ovim virusom. Tako je 1985. godine potvrdena ekspresija onkogena E6 i E7 sa
posledi¢nom delecijom DNK prilikom integracije virusnog genoma u genom domacina (81).
Eksperimentalni dokazi onkogenog potencijala ovih gena prvobitno su potvrdeni kod
glodara (82), a potom i humanih keratinocita (83,84). Virusolog Harald cur Hauzen je
ukazao na znacaj HPV kao etioloskog faktora u nastanku karcinoma cerviksa i za to otkrice
je 2008. godine dobio Nobelovu nagradu za medicinu i fiziologiju (47,85). Nakon prve
epidemioloske studije objavljene 1987. godine, nizom narednih kako epidemioloskih tako i
molekularno-bioloskih istrazivanja, koji su se bavili povezano$¢u HPV i karcinoma
cerviksa, potvrdeno je da je infekcija uzrokovana odredenim genotipovima HPV neophodan

faktor u patogenezi ovog tipa karcinoma (20).
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Procenjeno je da se priblizno svaki Cetvrti malignitet moze dovesti u vezu sa
infektivnim uzro¢nikom, odnosno, njegovim uée$¢em u razli¢itim fazama razvoja karcinoma
(17,86,87) Najmanje cetvrtina ovog ucesca se odnosi na HPV (8,12,88-90).

Danas se raspolaze znacajnim dokazima koji potvrduju povezanost HR HPV kao
direktnog kancerogena ili promotera u nastanku malignih oboljenja razli¢itih lokaliteta
(91,92). Na prvom mestu su neoplazije genitalnog trakta, gde je dokazan u skoro svim
cervikalnim karcinomima, zatim u polovini vulvarnih i oko 70% vaginalnih maligniteta
(93,94). Procenjuje se da je uzroénik 20% — 60% orofaringealnih karcinoma (12), zatim u
oko 50% penilnog, oko 90% analnog karcinoma (95), 30% skvamoznog karcinoma koze,
kao 1 da ima moguénost uces¢a u onkogenezi karcinoma bronha i beSike. Kako se navodi u
pojedinim epidemioloskim studijama, prisustvo HPV je dokazano i u karcinomu dojke (94).
Humana kancerogeneza se definiSe pre svega genomskom nestabilno$éu, a prisustvo
obelezja genomske nestabilnosti i somatskih mutacija je potvrdeno u visokostepenim
cervikalnim lezijama uzrokovanim HR HPV (14,96).

Cvrste dokaze za HPV uzroénu etiologiju karcinoma razli¢itih lokalizacija navela je
IARC koja je klasifikovala HPV prema potencijalu da izazovu malignu alteraciju ¢elija, na
sledeci nacin (63):

e Grupa 1 (kancerogeni za ljude) obuhvata HPV genotipove: 16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, i 59

e Grupa 2A (verovatno kancerogeni) obuhvata HPV genotip 68

e Grupa 2B (potencijalno kancerogeni) obuhvata HPV genotipove: 26, 53, 66,
67,70, 73, 82, 30, 34, 69, 851 97

e Grupa 3 (niskorizi¢ni), gde spadaju HPV genotipovi 6 i 11

U odnosu na navedeni onkogeni potencijal, infekcija pojedinim HR HPV genotipom
nosi odreden rizik za razvoj celijske transformacije i maligniteta (97). Naime, jedna od
najvaznijih odrednica stepena patogenosti razlicitih genotipova HPV, kao §to je prethodno
navedeno, jesu funkcionalne razlike izmedu njihovih onkogena E6 HR HPV i E7 HR HPV
(98).

Perzistentna HPV infekcija je najvazniji faktor rizika i neizostavan uslov za nastanak
cervikalnog karcinoma, §to je potvrdeno prisustvom HR HPV u 99,7% uzoraka karcinoma

grli¢a materice (12,99-102). Preciznije, dokazano je da su HR HPV 16 i 18 najvirulentniji i
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da uzrokuju 70% slucajeva raka grlica materice (41,93,103,104), dok su zajedno sa HR
HPV 31, 33, 45, 52 1 58 uzro¢nici vise od 90% svih slucajeva prekursorskih neoplasti¢nih
lezija i karcinoma cerviksa (93).

Infekcija uzrokovana HPV je jedna od najces$¢ih seksualno prenosivih infekcija i
smatra se da preko 80% seksualno aktivnih Zena u nekom momentu svog Zivota biva
inficirano ovim virusom (12). Period inkubacije uobicajeno traje od 3—4 nedelje do par
meseci ili godina zavisno od infektivne doze virusa (90). U najveéem broju sluc¢ajeva, u
vremenskom periodu od 12 do 24 meseca nakon uspostavljanja infekcije, posredstvom
celularnog imuniteta virus se elimini$e ili inaktiviSe iz organizma (105,106). Vreme
eliminacije zavisi od genotipa HPV, infektivne doze virusnog inokuluma,
imunokompetentnosti inficirane osobe i mesta infekcije (107). Ova inicijalna infekcija
protice bez razvoja klinicki manifestne bolesti (108,109) i vrh njene stope specificne
incidencije se registruje u ranim dvadesetim godinama zivota (102). Medutim, u oko 10%
slucajeva infekcija uzrokovanih HR HPV dolazi do razvoja perzistentne infekcije.
Perzistentna infekcija dovodi do nastanka intraepitelnih lezija cerviksa razli¢itog stepena
koje se progresijom bolesti mogu razviti u karcinom (91,100,110-112).

Cervikalne intraepitelne lezije se najéeS¢e dijagnostikuju u tzv. epitelnoj zoni
transformacije, mestu prelaza cilindricnog epitela endocerviksa u plocasto slojeviti epitel
egzocerviksa (113-116). Bazalne c¢elije ove zone su manje slojevite u odnosu na epitel
drugih lokalizacija, Sto ih uz podloZznost hormonskom uticaju estrogena 1 progesterona ¢ini
naroCito osetljivim za razvoj HPV indukovanih promena (9). U ovoj tranzitornoj zoni
nezrelih stem celija kao rezultat adaptacije nastaje metaplazija. Metaplasticni epitel se
karakteriSe poremecenom regulacijom u stvaranju 1 odrzavanju receptora, adhezionih 1
signalnih molekula, kao 1 citoskeletnih proteina Sto rezultira promenama u difrencijaciji,
lokalnom imunskom odgovoru i ve¢om podloZznoS¢u za mehanicka oStec¢enja epitela.
Takode, povecana osetljivost metaplasti¢nih ¢elija za hormone doprinosi kancerogenezi
HPV inficiranih ¢elija ovog podruéja (9). Nakon infekcije epitelnih Celija bazalnog sloja,
HR HPV koriste njihov proliferativni potencijal i mehanizme transkripcije za odrzavanje
niskog nivoa virusnog genoma u formi epizoma (57). Virusni genom se replikuje jednom,
tokom S faze celijskog ciklusa, formirajuéi perzistentnu infekciju koja moze trajati godinama,

zbog Cega se ova faza zivotnog ciklusa HPV naziva latentnom fazom.
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U vedini slucajeva, HPV infekcija proti¢e bez klini¢ki manifestnih znakova i simptoma
oboljenja u uslovima efikasnog nadzora imunskog sistema (40).

Najvisi nivo ekspresije onkogena je u gornjoj tre¢ini epitela (90). Uzrocni
mehanizam prelaska u produktivnu fazu infekcije nije ta¢no poznat. Smatra se da je u
pitanju multifaktorijalan proces, a kao uzroci navode se kako genetski tako i epigenetski
faktori (117). lako se integracijom virusnog genoma u genom celije domacina zavrSava
zivotni ciklus HPV, ona je najcesca pojava kod karcinoma grlica materice (11,118). Mesto
prekida virusnog genoma je znacajan faktor u mehanizmu razvoja onkogeneze. Virusni
genom u formi epizoma se naj¢eSc¢e prekida izmedu E2 i E4 gena, prelazeéi iz cirkularnog u
linearan oblik i ugraduje se u hromozom c¢elije domacina (119). Prekid E2 gena rezultira
gubitkom represivnog dejstva na eksprimiranje onkogena E6 i E7 koji igraju klju¢nu ulogu
u procesu onkogeneze (Slika 1.7) (11,120). Ugradnja genoma HPV se najce$¢e deSava na
fragilnim mestima humanog genoma (121), tzv. ,.kljuénim tackama integracije” i moze biti

lokalizovana pojedina¢no ili multifokalno (122).
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Slika 1.7. Integracija genoma HPV u genom doma¢ina (modifikovano prema Pal i
Kundu (63), dostupno putem dozvole CC BB 4.0).
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Virusna DNK se moze integrisati na dva nacina. Prvi integrativni tip podrazumeva
delimicni ili potpuni gubitak E2 regiona zajedno sa gubitkom gena na mestu poliadenilacije.
Ovaj mehanizam dovodi do stvaranja transkripta nastalog fuzijom gena domacina i virusa,
koji se smatra postojanijim ¢ak i od samog virusa (118). Drugi integrativni tip €ini vise
integrisanih kopija virusne DNK pri ¢emu se selektuju celije koje sadrze transkriptivno
aktivna mesta (123). Kao posledica ovog dogadaja, uofeno je da se u c¢elijama
visokostepenih lezija i karcinoma, na mestima integracije HPV, nalaze razlicite
hromozomske aberacije (117). Procenjeno je da je prisutnost integracije genoma HPV
srazmerna progresiji lezije tako da je u niskostepenim lezijama forma epizoma zastupljenija,
dok je integrisani genom HPV prisutan u preko 80% uzoraka cervikalnog karcinoma
pozitivnih na HPV (120,124). Ovaj sled dogadaja ukazuje da se proces integracije desava u
kasnim fazama razvoja patogeneze karcinoma (120).

U malom broju sluc¢ajeva cervikalnog karcinoma dolazi do opstanka virusnog
genoma u formi epizoma sa ouvanim integritetom ORF E2 (125). Medutim, potvrdeno je
da je ekspresija onkogena E6 i E7 HR HPV integrisane sekvence genoma HPV jace izraZena
u odnosu na onu koja se ostvaruje kod forme epizoma $to dovodi do efikasnijeg nastajanja i
odrzavanja izmenjenog fenotipa inficiranih ¢elija (120). Zapazeno je da se
ekstahromozomski oblik virusne DNK ipak odrZzava u malom procentu ¢elija cervikalnog
karcinoma (120,126). Nastanak maligniteta se u tom slucaju objasnjava povecanom
ekspresijom onkoproteina usled povecanja broja kopija epizoma pri Cemu se krajnji rezultat
izjednacava sa efektom transformacije ¢elija integrisanog genoma HPV (125).

Procenat zastupljenosti integracije zavisi od genotipa HR HPV. Visokorizi¢ni
genotip HPV 16 se nalazi integrisan u humani hromozom u priblizno 80% slucajeva, dok se
HR HPV 18 i 45 nalaze u skoro svim uzorcima cervikalnog karcinoma kod kojih je
potvrdeno prisustvo njihovog genoma (11,120), HR HPV 31 je zastupljen u 81% (120), a
HR HPV 33 u priblizno 40% karcinoma (127).

Prema literaturnim navodima koji su se bavili procenom rizika razvoja cervikalne
intraepitelne neoplazije (lat. Cervical Intraepitelial Neoplasia, CIN) u odnosu na HR HPV,
procenjeno je da je rizik od razvoja CIN najveéi prilikom infekcije sa HR HPV 16 i 33,
potom sa HR HPV 18, 31, 45 (128). Cervikalne intraepitelne neoplazije indukovane HR
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HPV se razvijaju kroz niz promena epitela i smatraju se prekursorima cervikalnog
karcinoma (117,129).

Trenutno je aktuelna upotreba dva sistema klasifikacije pomocu kojih se opisuju
rezultati citoloskog pregleda. Nakon dugogodisnje upotrebe Papanikolau sistema citoloske
klasifikacije, 1988. godine uveden je novi sistem klasifikacije citoloskih nalaza pod
nazivom Bethesda System (engl. ,,The Bethesda System 1988”), koji je revidiran 2001.
godine, pa zatim 2014. godine (,,Bethesda System 2014”) (130). Preporuka Evropskog
vodica za obezbedenje kvaliteta u skriningu karcinoma cerviksa je da se svi citoloski nalazi
izrazavaju sistemom Bethesda klasifikacije, a da se termini CIN upotrebljavaju za histoloske
interpretacije nalaza. Medutim, od 2015. godine i u histoloskoj praksi se koristi nova

terminologija (97) (Slika 1.8).
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Slika 1.8. Prekursorske lezije cervikalnog karcinoma (modifikovano prema Preinvasive
Cervical Neoplasia (131)).
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Upotrebom Bethesda System 2014 citoloske klasifikacije cervikalne intraepitelne
neoplazije se klasifikuju kao skvamozne intraepitelne lezije (engl. Squamous Intraepithelial
Lesion, SIL) (132). U CIN sistemu klasifikacije stepen promena cervikalnog epitela se

izrazava kao:

* CIN I (blaga displazija) koju karakteriSe celularna atipija u donjoj trecini epitela
sluznice grli¢a materice;

* CIN II (srednje teska displazija) lezija zahvata pored bazalnih celija 1 povrSne
slojeve, odnosno, dve trecine epitela;

* CIN III (teska displazija, lat. Carcinoma in situ, Ca) intraepitelne promene zahvataju
sve slojeve epitela (97).

Karcinom cerviksa karakteriSu cervikalne lezije koje pored celokupne debljine
epitela probijaju bazalnu membranu sa potencijalnom hematogenom i/ili limfogenom
diseminacijom u udaljene organske sisteme (97).

Pravac razvoja CIN direktno je srazmeran stepenu tezine lezije. Spontana regresija je
svojstvena za CIN1, dok CIN2 2 i 3 pokazuju veéu verovatnoéu progresije u invazivni
karcinom cerviksa (120), odnosno CIN 1 u preko 70% regredira tako da u vecini slucajeva
ne predstavlja rizik od progresije bolesti. CIN 2 u vremenskom periodu od 4 do 6 godina
progredira u oko 2% slucajeva u CIN 3, dok CIN 3 ima mogucnost da u 30% slucajeva

netretiranih lezija progredira u invazivni karcinom tokom visegodiSnjeg perioda (133).

Bethesda System 2014 citoloske klasifikacije izrazava citoloSke promene epitela cerviksa kao:

*NILM - negativan za intreaepitelnu leziju ili malignitet (engl. Negative for
Intraepithelial Lesion or Malignancy) — nalaz u kome nisu uocene
abnormalnosti;

+ ASCUS - atipicne skvamozne ¢elije neodredenog znacaja (engl. Atypical Squamous
Cells of Undetermined Significance) — karakteriSe citoloSke promene koje
mogu odgovarati reaktivnim promenama ili displaziji;

* ASC-H — atipi¢ne skvamozne celije koje govore u prilog displaziji (engl. Atypical
Squamous Cells — a High grade squamous intraepithelial lesion cannot be

excluded)
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* AGC — atipi¢ne zlezdane ¢elije neodredenog znacaja (engl. Atypical Glandular Cells)

« LSIL — skvamozna intraepitelna lezija niskog stepena (engl. Low—grade Squamous
Intraepithelial Lesion) — odgovara displaziji srednjeg stepena (CIN 1);

* HSIL — skvamozna intraepitelna lezija visokog stepena (engl. High—grade Squamous
Intraepithelial Lesion) — odgovara displaziji teSkog stepena (CIN2 i 3)

* AIS — adenokarcinom in situ (engl. Adenocarcinoma In Situ) (132).

Epigenetske promene bilo da se odnose na sam virus ili na domacina mogu biti
pospesene integracijom virusnog genoma. Istrazivanja potvrduju metilaciju onkogena E2
HPV 16 sa posledi¢cnom inhibicijom u represiji transkripcije onkogena E6 1 E7 HR HPV
(134), kao i da je metilacija gena L1 direktno srazmerna uée$c¢u integracije genoma i tezini
stepena lezije (135).

1.6 Imunski odgovor tokom HPV infekcije

HPV infekcija je lokalnog, intraepitelnog karaktera i hroni¢nog inaparentnog toka u
kojoj je opstanak virusa mogu¢ tokom vise meseci ili godina (1). Uspesno uspostavljanje i
opstajanje infekcije uzrokovane HPV lezi u Cinjenici da je zivotni ciklus HPV vezan
iskljuc¢ivo za diferencijaciju stratifikovanog epitela. Nizak nivo produkcije virusnih antigena
u nizim slojevima nediferenciranog epitela ili pak produkcija kasnih gena i sklapanje viriona
u terminalno diferenciranim c¢elijama skvamoznog epitela koje su podlozne prirodnoj
deskvamaciji ¢ini da ovi virusi ostanu dugo ili trajno sakriveni od imunskog sistema (57).
Preciznije, nizak nivo ekspresije virusnih proteina uz odsustvo viremije i izostanak citolize
su glavni mehanizmi izbegavanja imunskog odgovora domacina (90,136).

lako se priblizno 80% — 90% genitalnih infekcija uzrokovanih HPV uspesno
kontolise, zaustavlja i eleminiSe imunskim odgovorom (102), razvoj perzistentne HPV
infekcije dovodi do niza promena u regulatornim putevima urodene imunosti (137).
Potvrdeno je da je sinergisticko dejstvo onkoproteina E6 i E7 HR HPV neophodno za
represiju gena zaduzenih za regulaciju ovog tipa imuniteta (engl. Innate Immune Genes,
I1G) (89). Na taj nacin se izbegavaju njegove glavne aktivnosti kao §to su prepoznavanje
virusne DNK u inficiranim ¢elijama, aktivacija i kontrola razlicitih signalnih puteva, kao i

produkcija proinflamatornih citokina (138).
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Prvi korak u cilju otkrivanja Celijskog ostecenja, nakon uspostavljanja HPV nfekcije,
dovodi do aktivacije antigen prezentujuéih cCelija (engl. Antigen Presenting Cells, APC)
cervikalnog epitela. Antigen prezentujuce Ccelije, kao Sto su Langerhansove (engl.
Langehans Cells, LC) i dendritske celije (engl. Dendritic Cells, DC), obraduju, prezentuju
antigene 1 dovode do produkcije proinflamatornih citokina i hemokina. Ove ¢elije migriraju
u regionalne limfne ¢vorove gde dolazi do prezentacije obradenog antigena imunoloski
naivnim celijama i Sledstvene aktivacije efektorskih celija: CD4+ (engl. Cluster of
Differentiation, CD), odnosno pomo¢nickih T limfocita (engl. T-helper cells, Th), a potom i
CD8+, odnosno citotoksi¢nih T limfocita (engl. T-cytotoxic cells, odnosno cytotoxic T
lymphocytes, CTL) (139).

Uobic¢ajeno, uloga Toll-slicnih receptora (engl. Toll Like Receptors, TLR) u
prepoznavanju patogena, ispoljenih na Kkeratinocitima genitalnog epitela, dovodi do
aktivacije prvenstveno Thl posredovanog citotoksi¢nog odgovora i produkcije IFN tip 1
(IFN 1). Produkcija oba podtipa IFN 1, IFN-a i IFN-B, ima ulogu antivirusnog,
antiproliferativnog, antianginoznog i imunomodulatorskog dejstva, kao i ulogu posrednika
izmedu urodenog i steCenog imuniteta (57). Nasuprot ovome, tokom perzistiranja HPV
infekcije, aktiviraju se brojni mehanizmi izbegavanja efikasnog imunskog odgovora. Zbog
odsustva signala koji bi bili indukovani citolizom, dolazi do smanjenog lucenja
proinflamatornih citokina $to smanjuje aktivaciju APC (LC, DC i makrofaga) HPV
inficiranog epitela. Isti efekat ispoljava 1 HPV L2 protein koji deluju¢i na LC dovodi do
smanjenja njihove funkcije (57).

Kao 1 ve¢ina drugih DNK virusa, 1 HPV svojim brojnim mehanizmima inhibira
delovanje antivirusnog efekta IFN 1, $to uz nishodnu regulaciju APC i TLR dovodi do
uspesnog izbegavanja aktivacije urodenog, pa sledstveno i ste¢enog imuniteta (57).

Inhibicija stvaranja interferona ostvaruje se na razliCite nacine. Jedan je da
onkoproteini E6 i E7 HR HPV direktno uti¢u na regulaciju signalnog puta IFN, stupajuci u
reakciju sa proteinima urodenog imunskog odgovora. Tacnije, onkoprotein E7 HR HPV se
vezuje i inhibira funkciju regulatornog faktora interferona tipa 1 (engl. IFN Regulatory
Factor-1, IRF1) (140), dok onkoprotein E6 HR HPV stupa u reakciju sa IRF3 (89).
Blokadom aktivacije regulatornih faktora dolazi do smanjenja produkcije IFN-B, dok

blokadom aktivnosti TLR dolazi do smanjenog oslobadanja citokina koji za krajnji cilj
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imaju eliminaciju intracelularnog agensa. S druge strane, smanjena produkcija interferona,
povratnom spregom dovodi do smanjene ekspresije interferon inducibilnih gena (9).

Poznato je da su proteini koji su odgovorni za: produkciju IFN preko protein
prenosioca signala i aktivatora transkripcije 1 (engl. Signal Transducer and Activator of
Transcription 1, STAT1), prepoznavanje virusnih receptora (TLR3, gen | inducibilne
retinoi¢ne kiseline (engl. retinoic acid-inducible gene-1, RIG1) i antigena povezanog sa
diferencijacijom melanoma 5 (engl. melanoma differentiation-associated protein 5, MDAS))
I apoptoznu aktivnost (TNF-slican ligand koji indukuje apoptozu (engl. TNF-related
apoptosis-inducing ligand, TRIL) i XAF1 (engl. XIAP Associated Factor 1)), inhibirani
dejstvom HR HPV 16, 18 i 31 (141). Ova inhibicija je posledica supresivnog dejstva
onkogena E6 na IFNKk (69). Slabljenje produkcije IFNK i liganda za hemokine CXCL14 i
CXCL20 (engl. C-X-C Motif Chemokine Ligand) slabi ulogu APC na mestu delovanja HPV
i ometa adekvatnu aktivaciju steCenog imunskog odgovora (96). Ovaj poremecaj u regulaciji
IFN, ogleda se i u uticaju na aktivaciju signalnog puta cGAS-STING (engl. cyclic GMP-
AMP synthase-stimulator of interferon genes) proteina. Vezuju¢i motiv onkoproteina E7,
koji je odgovoran za degradaciju Rb, inhibira signalnu kaskadu intrizicnog receptora,
odnosno, intacelularnog DNK senzora (cGAS) koja je klju¢na u detekciji virusne DNK
(142,143).

Dolazi do aktivacije obe subpopulacije limfocita. Thl subpopulacija CD4+ ¢elija
produkuje tumor supresivne citokine 1 stimuliSe produkciju CD8+ ¢elija koje ucestvuju u
eliminaciji HPV inficiranih ¢elija. Subpopulacija Th2 lu¢i tumor promoviSuce citokine i
povecava produkciju neutraliSucih antitela od strane B limfocita nakon prepoznavanja L1
proteina virusa (144). Ova specificna antitela, u vidu transudata ili eksudata dospevaju u
sekret mukoznog epitela gde mogu stupiti u specifi¢nu reakciju samo sa virusnim agensima,
ali ne i sa HPV inficiranim ¢elijama. Prema tome, uloga neutraliucih antitela se ogleda u
spreCavanju eventualne naredne infekcije i nema znacajnu ulogu u kontrolisanju postojece.
Upravo ovo ukazuje da je imunski odgovor usmeren protiv specifi¢cnog genotipa HPV
posredovan prvenstveno celularnim imunitetom (139).

Efikasnost T ¢elijski posredovanog imunskog odgovora, putem CD8+ i CD4+
limfocita je takode smanjena tokom perzistentne infekcije uzrokovane onkogenim

genotipovima HPV. Glavni onkoproteini ovog virusa dovode do disregulacije efektorskih
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mehanizama ste¢enog imunskog odgovora na tri nacina: kroz smanjenu aktivaciju APC,
sniZenje nivoa unosa virusnog antigena u ove ¢elije 1 antigene prezentacije na povrsini MHC
i molekula inficiranih keratinocita (145).

HR HPV infekciju karakteriSe promena u odnosu izmedu Thl i Th2 subpopulacije
limfocita. Ova dominacija Th2 subpopulacije ogleda se u promenama u regulaciji ekspresije
citokina. U inficiranim ¢elijama dolazi do smanjenog lucenja proinflamatornih citokina IL-1
(engl. interleukine-1), IL-6, TNF-a. i TNF-B, i povecanog luc¢enju antiinflamatornih citokina,
kao Sto je IL-10 (146). Istovremeno, smanjena je produkcija IFN-o, -B, i -k, a smanjena
ekspresija IFNk vodi ka negativnoj regulaciji ekspresije gena odgovornih za produkciju
IFN. Kao posledica redukcije ovih citokina dolazi do ograniene infiltracije inficiranog
tkiva od strane razli¢itih imunskih ¢elija (147). Smanjena aktivnost ovog tipa imuniteta se,
izmedu ostalog, objasnjava i dejstvom onkoproteina E5, E6 i E7 HR HPV na smanjenu
ekspresiju molekula MHC 1, a time i CTL posredovanu eliminaciju inficiranih éelija. Dalje,
acidifikacija endozoma, koja je rezultat aktivnosti E5 onkoproteina, dovodi do ogranic¢ene
moguénosti antigene prezentacije u APC (148). Njegovom aktivnos¢u dolazi i do nishodne
regulacije MHC | (149) i MHC | sli¢nog glikoproteina (CD1d) ¢ija je uloga prezentacija
antigena NK (engl. Natural Killer cells) ¢elijama S$to sledstveno rezultira njihovom
smanjenom aktivno$¢u (9) (Slika 1.9).

Mehanizam koji se takode smatra bitnim u izbegavanju imunskog odgovora tice se
grade HR HPV onkoproteina. Naime, grada HR HPV E7 onkoproteina i1 nekoliko proteina
humanih ¢elija pokazuju izvesnu slicnost koja dovodi do smanjene imunogenosti ovog
proteina (9). U prilog ovim deS$avanjima, imunohistohemijski je potvrdeno da progresija
CIN1 u CIN3 dovodi do smanjene aktivnosti efektorskih mehanizama imunskog odgovora,
odnosno, smanjene ekspresije alfa4 i beta7 integrina CD8+ T limfocita (57). Takode, zna se
da inficirane celije sa virusnim genomom u formi epizoma bivaju eliminisane nakon
ekspozicije IFN-B, dok ih prisustvo integrisanog genoma u istom tipu Celija ¢ini zaSticenim
od dejstva ovih antivirusnih faktora (150).

Novija istrazivanja koja su se bavila znaCajem cervikovaginalnog mikrobioma u
razvoju infekcije HR HPV ukazuju da promene u broju i kvalitetu bakterijske populacije

direktno utiCu na postojanost infekcije 1 rizik od progresije u intraepitelne lezije visokog
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stepena. Ovaj podatak ukazuje da pojedini bakterijski uzro¢nici mogu ujedno biti bioloski
indikatori, ali i terapijski ciljni molekuli tokom razvoja ovog oboljenja (151,152).

Ovaj sled dogadaja dovodi do relativno dugog vremenskog perioda u kome je omogucena
nesmetana virusna replikacija HR HPV, ekspresija glavnih onkoproteina E6 i E7 HR HPV
sa posledicnom genskom nestabilno$¢u koja omogucava transformaciju ¢elija u pravcu

razvoja malignog oboljenja (8).

l
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’ Tumorska ecma

Granudarni Imunosupreshmi

Suprabazaini

Imunasupresivne telije
Bazalni

Bazalna |
membrana

Normalni epitel HPV inficiran epitel

Slika 1.9. Imunski odgovor HPV infekcije (modifikovano prema Grabowska (153),
dostupno putem dozvole CC BY-NC 3.0).
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1.7 Faktori rizika za nastanak karcinoma grli¢a materice

Imajuéi u vidu razliit tok i ishod, kao i dug period latencije izmedu inicijalne

infekcije HPV i nastanka maligniteta ove lokalizacije dolazi se do zaklju¢ka da HR HPV

infekcija iako je neophodan nije i jedini, odnosno dovoljan uzrok koji dovodi do raka grli¢a

materice (154-156). Danas je poznato da maligni fenotip celije nastaje kao posledica dejstva

mnogobrojnih faktora koji mogu poticati od virusa, domacina i/ili okruzenja (157), kao i

regulatornih mehanizama epigenetskih faktora koji dovode do poremecaja u raznotezi aktivnosti

tumor supresora i onkoproteina (158).

Faktori koji doprinose nastanku i razvoju HPV infekcije sa progredijetnim tokom su:

Rani pocetak seksualne aktivnosti i broj seksualnih partnera, odnosno promiskuitet ve¢
dugo se navode kao faktori koji povecavaju rizik od nastanka i razvoja perzistentne
infekcije HPV (159-161). Stupanje u seksualne odnose pre 18 godine se dovodi u vezu
sa dvostruko vec¢im rizikom od nastanka cervikalnog karcinoma u odnosu na osobe koje
seksualnu aktivnost zapoc¢inju kasnije (162) §to je povezano sa kulturoloskim razlikama
prisutnim u razli¢itim geografskim podru¢jima (155).
Pusenje, bilo aktivno ili pasivno, je povezano sa ve¢im rizikom od nastanka karcinoma
(163). Povecanje rizika je direktno srazmerno broju konzumiranih cigareta na dnevnom
nivou 1 duzini puSackog staza. Dokazano prisustvo metabolickih produkata razgradnje
duvana, poput benzopirena u cervikalnom sekretu Zena, se smatra glavnim karcinogenim
agensom. Ovaj genotoksin doprinosi modulaciji imunskog odgovora (164) ili
genomskog oSteCenja Sto direktno povecava rizik od virusne perzistencije 1 razvoja
onkogeneze (165,166).
Udruzene polno prenosive infekcije (engl. Sexually Transmitted Infections, STI)
povecavaju rizik od nastanka i progresije lezija nastalih usled infekcije HPV bilo da su u
pitanju bakterijski uzrocnici (lat. Chlamydia trachomatis, CT), virusi (lat. Herpes
Simplex Virus, HSV; engl. Human Immunodeficiency Virus, HIV), mikoplazme (lat.
Mycoplasma hominis, lat. Ureaplasma urealyticum), gljivice (lat. Candida spp.) ili
protozoe (lat. Trichomonas vaginalis) (167).

Mnogobrojne studije su potvrdile da CT, kao najcesca bakterijska seksualno

prenosiva infekcija, doprinosi nastanku i perzistiranju infekcije HPV kroz procese
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hroni¢ne inflamacije i odloZene apoptoze (168). Takode, HSV-2 se smatra znac¢ajnim
induktorom nastanka ovog oboljenja, jer pored pojave hroni¢ne inflamacije dovodi i do
ulceroznih promena na epitelu cerviksa i time olakSava put ulaska HPV do bazalnog
epitela, zbog Cega se ova infekcija pet puta ceSce dijagnostikuje kod obolelih od
cervikalnog karcinoma (169). Dugogodisnja istrazivanja koja su se bavila ovom temom
istiu jasnu povezanost izmedu pojedinih faktora, kao Sto su pusenje i koinfekcija
uzrokovana CT ili HSV-2, sa povecanim rizikom od nastanka perzistentne infekcije
HPV i njenim razvojem u pravcu malignog oboljenja (170).

Hroni¢na inflamacija uzrokovana infekcijom HPV, ali i dejstvom pomenutih
infektivnih uzroénika je znaCajan faktor u razvoju karcinoma cerviksa (171).
Prekomerna produkcija reaktivnih kiseoni¢nih Cestica (engl. Reactive Oxygen Species,
ROS) i reaktivnih azotnih Cestica (engl. Reactive Nitrogen Species, RNS) sa posledi¢nim
povecanjem proinflamatornih citokina i slobodnih radikala dovodi do mutacija, delecija
1 rearanziranja gena, odnosno, nakupljanja oSte¢enja DNK. Dokazano smanjenje
aktivnosti oksidativnih enzima u tkivu karcinoma cerviksa, poput superoksid dismutaze,
glutation peroksidaze i katalaze govori u prilog ovoj ¢injenici. Poznato je da akumilacija
genske nestabilnosti nastale na ovaj na¢in doprinosi integraciji genoma virusa i daljoj
onkogenezi (120).

Dugotrajna primena oralnih kontraceptivnih sredstava (engl. Oral Contraceptive, OC) se
smatra nezavisnim faktorom rizika i u korelaciji je sa rizikom od razvoja cervikalnog
karcinoma, narocito zZlezdanog epitela. Rezultati multicentricne studije ukazuju da je
rizik od dalje progresije HPV infekcije tri puta veé¢i kod Zena koje su na kontraceptivnoj
terapiji duze od pet godina (160).

Multiparitet (viSe od tri porodaja) se takode navodi kao faktor koji ucestvuje u
etiopatogenezi karcinoma cerviksa (155,162), a njegov doprinos se objasnjava
ostecenjem cervikalnog epitela koje nastaje kao posledica traume, odnosno, porodaja.
Ovo stanje dovodi do povoljnih lokalnih uslova za nastanak infekcije, ali i sistemskih
izmena putem suprimiranosti adekvatnog imunskog odgovora, uticaja izmenjenog
hormonskog i nutritivnog statusa (172).

Povecana vrednost indeksa telesne mase (engl. Body Mass Index, BMI) i gojaznost se

dovode u vezu sa nastankom mnogobrojnih oboljenja hroni¢nog toka i maligniteta
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razli¢itih lokalizacija. Karcinom cerviksa je jedan od njih, Sto je potvrdeno njegovom
pozitivnom korelacijom sa vredno$¢u BMI i smanjenom primenom fizicke aktivnosti.
Bioloski mehanizmi kojima se objasnjava ova veza odnose se na regulaciju dejstva
endogenih hormona, kao §to su polni hormoni, insulin, insulinu sli¢an faktor rasta (engl.
Insulin-like Growth Factor, IGF) i dr. (173).

e Faktori Zivotne sredine (dim cigareta, derivati katrana uglja, sanitarni proizvodi na bazi
katrana i dr.), za koje je dokazano da imaju pozitivan uticaj na disregulaciju signalnih
puteva HPV inficiranih keratinocita, su od velikog znacaja za razvoj ovog oboljenja u
nerazvijenim zemljama. Identifikovano je preko 80 hemijskih jedinjenja koji se mogu
smatrati znacajnim u kontekstu HPV indukovane kancerogeneze. lako je tacan
mehanizam delovanja pomenutih faktora rizika predmet intenzivnih istrazivanja, smatra
se da je njihovim delovanjem rizik od progresije perzistentene infekcije znatno povisen
(174,175).

Nadzor statusa infekcije HPV i faktora koji se dovode u vezu sa njenim tokom
doprinose ta¢nijem razumevanju patofizioloSskih mehanizama onkogeneze i pruZaju
moguénost za planiranje razlicitih strategija i informativnih programa u cilju prevencije i
kontrole ove bolesti (164).

1.8 Molekularna dijagnostika HPV infekcije

Primena konvencionalnih dijagnostickih metoda koje se koriste u dijagnostici
virusnih infekcija, poput izolacije virusa u kulturi Celija, elektronske mikroskopije,
imunohistohemijskih i seroloskih metoda nije primenljiva ili ima ograni¢enu dijagnosti¢ku
vrednost (109,176,177).

Tokom infekcije HPV, ekspresija razliitith virusnih proteina dovodi do razvoja
humoralnog imunskog odgovora. Vremenski period u kome se mogu indukovati i
detektovati antitela je razlicit, ¢ak i do nekoliko godina (178), Sto seroloske metode ¢ini
nepouzdanim pri odredivanju akutne ili prosle infekcije (87,179). Naime, tokom prirodne
infekcije dolazi do spore produkcije antitela, pri cemu prosecno vreme serokonverzije iznosi
8 meseci za visokorizi¢ni genotip HPV 16. Pomenuta serokonverzija je direktno srazmerna

stepenu tezine cervikalne lezije i registruje se u niskom titru u 50% — 70% slucajeva (95,99).
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Iz navedenih razloga, metode izbora za laboratorijsku dijagnostiku HPV su zasnovane na
detekciji nukleinske kiseline. Razvoj molekularno-bioloskih metoda, visoke senzitivnosti i
specificnosti je omogucio rano otkrivanje infekcije HPV, a samim tim i prevenciju
karcinoma grli¢a materice (177,180). Ove metode omogucéavaju ranu detekciju i procenu
zastupljenosti genotipova HPV kod pojedinacne i/ili udruzene infekcije, odabir pojedinih
genotipova HPV i njihovo ucesc¢e u sastavu vakcine, kao i procenu uticaja vakcinacije na
prevalenciju genotipova HPV u postvakcinalnom periodu (177).

Neophodno je razlikovati analiticku sezitivnost koja se odnosi na najmanji broj HPV
genoma u uzorku kojim se moze detektovati pozitivan rezultat, dok je klinicka senzitivnost
udeo pozitivnih Zena koje se testom potvrduju kao inficirane (181).

Parametri koji se koriste za procenu klinickog ucinka HPV testova su: klinicka
senzitivnost, klini¢ka specificnost, pozitivna prediktivna vrednost (PPV) i negativna
prediktivna vrednost (NPV). Klini¢ka senzitivnost je udeo (u procentima) pacijentkinja sa
potvrdenom boles¢u kod kojih ¢e test imati pozitivan rezultat. Klinicka specifi¢nost je udeo
(u procentima) pacijentkinja sa potvrdenim odsustvom bolesti koji imaju negativan rezultat
ispitivanja. Na oba parametra moze uticati sama priroda testa i manjim delom priroda
uzorka koji se ispituje. PPV je mogucnost iskazana u procentima kojom pozitivna vrednost
HPV testa ukazuje na prisustvo odredenog oboljenja. NPV je mogucnost iskazana u procentima
da negativna vrednost HPV testa ukaze na odsustvo odredenog oboljenja. Oba parametra testa
zavise prevashodno od prevalencije oboljenja u ciljnoj populaciji (181).

Tehnike molekularne detekcije koje se koriste u laboratorijskoj dijagnostici HPV se
mogu grupisati u dve grupe. Prvu ¢ine one koje se zasnivaju na signalnoj amplifikaciji, dok
drugu ¢ine tehnike koje se zasnivaju na ciljnoj amplifikaciji. Ove metode se uglavnom

zasnivaju na lancanoj reakciji polimeraze (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR) (177).

1.8.1 Metode signalne amplifikacije

Metoda hvatanja hibrida (engl. Hybride Capture assay, HC2) je postala deo
dijagnostickih metoda detekcije HPV 1995. godine (177), a zasniva se na hibridizaciji HPV
DNK sa obelezenim RNK probama u te¢noj fazi. Sinteticke RNK probe su deo tzv. koktela
proba i komplementarne su sekvencama genoma pet niskorizi¢nih genotipova HPV (6, 11,

42, 43 i 44) 1 trinaest visokorizi¢nih genotipova HPV (HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
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52,56, 58, 59 1 68). Ukoliko je HPV DNK prisutna u uzorku, nastali hibridi ¢e se vezati za
monoklonalna antitela specificna za RNK-DNK hibride koja su obelezena
hemiluminiscentnim supstratom i fiksirana za zidove bunar¢ica mikrotitarskih ploca.
Nastala hemiluminiscentna reakcija, odnosno, intenzitet emitovane svetlosti srazmeran je
koncentraciji ciljne sekvence HPV DNK u uzorku i izrazava se semikvantitativno u
relativnim svetlosnim jedinicama (176,182). Procenjeno je da senzitivnost ovog testa iznosi
oko 93%. Medutim, detekcija svih onkogenih genotipova HPV nije moguéa. Primeceno je
da postoji ukrstena reaktivnost niskorizi¢nih genotipova HPV 6 i 11 (177), razlicitih proba
koktela kao i da niza analiticka senzitivnost moze smanjiti moguénost detekcije klinicki

relevantnih uzoraka (182,183).

1.8.2 Metode ciljne amplifikacije

Landana reakcija polimeraze (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR)

Ovo je molekularna metoda koja se zasniva na umnozavanju ciljne sekvence DNK
pomocu nukleotidnih nizova (prajmera) u prisustvu termostabilne DNK polimeraze (177).
Nakon reakcije dobijeni produkti se vizualizuju putem agarozne gel elektroforeze.
Senzitivnost i specificnost PCR metode zavise od faktora, kao $to su: izbor lokalizacije i
vrsta uzorka, na€in uzorkovanja, transport 1 skladiStenje uzorka, specifi¢nosti dizajniranih
prajmera, duzine PCR produkta i karakteristika DNK polimeraze (177). Procenjuje se da
analiticka senzitivnost ove metode iznosi priblizno 10 do 100 virusnih genoma u oko 100 ng
izolovane DNK (184).

Uzorkovanje, izolacija i amplifikacija, kao koraci svakog PCR testiranja moraju biti
strogo standardizovani, kako bi dobijeni rezultati bili uporedivi. Nakon izbora uzorka i
naéina uzorkovanja, stabilnost uzorka tokom transporta i skladistenja je klju¢na kako bi se
izbegla degradacija endogenim nukleazama i obezbedilo odrZavanje integriteta DNK (177).

Prilikom dokazivanja HPV DNK ovom metodom, mogu se Kkoristiti dve vrste
prajmera: prajmeri specificni za odredeni genotip i univerzalni prajmeri za nukleotidni niz
koji se najfrekventnije pronalazi u pozicijama poravnatih sekvenci, odnosno za konsenzus
sekvencu. Upotrebom specifiénih prajmera dolazi do detekcije pojedinacnog, specifiénog
genotipa, dok se upotrebom univerzalnih prajmera dokazuje konzervirani deo genoma L1,

karakteristican za veci broj razli¢itih genotipova HPV (182). Upotrebom svakog seta prajmera
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nastaju produkti razli¢itih duzina, $to moze uticati na senzitivnost dokazivanja odredenog
genotipa HPV, posebno u uzorcima pozitivnim na vise razli¢itih genotipova (185).

Prajmeri dizajnirani na osnovu komplementarnosti sa genom L1 su u najSiroj
upotrebi (185). Razlikuju se tri vrste L1 konsenzus prajmera. Prvi prajmeri ove vrste, su
opisani 1989. godine i nazvani su degenerativnim prajmerima. Sadrze izmenjenu sekvencu u
cilju prevazilazenja razlike u sekvencama razli¢itih HPV genotipova. Njihov primer je set
prajmera MY09/MY11 ¢ija smeSa sadrzi 24 specificne oligonukleotidne sekvence. Primer
za drugu vrstu prajmera je GP5+/GP+. Kreirani su tako da su komplementarni
konzerviranom regionu jednog ili vise HPV genoma. S obzirom da komplementarnost nije
moguca sa svim genotipovima HPV, nepodudaranja u sekvencama se prevazilaze nizom
temperaturom vezivanja prajmera (184). Treca vrsta prajmera prevazilazi eventualne razlike
u komplementarnosti sekvenci. Inozin u njihovom sadrzaju im daje moguénost vezivanja za
bilo koji nukleotid. Primer za ovu vrstu su prajmeri SPF10 i PGMY (177). Rezultati
poredenja njihove upotrebe u dijagnostici HPV infekcije ukazuju da se upotrebom prajmera
PGMYO09/11 postize najveéa senzitivnost (95,8%) (186), dok se upotreba univerzalnih
prajmera koji se odnose na detekciju E1 regiona nije nasla u Sirokoj upotrebi (182).

Iako na PCR reakciju utie izbor prajmera, neophodno je voditi rauna i o veli€ini
PCR produkta. Poznato je da je efikasnost PCR reakcije obrnuto srazmerna sa duZinom

amplikona, odnosno fragmanata DNK umnozenog u reakciji (183).

Analiza duzine restriktivnih fragmenata nakon PCR (engl. Polymerase Chain Reaction-

Restriction Fragment Length Polymorphisms, PCR-RFLP)

PCR-RFLP je metoda kojom se detektuju razlike u duzini PCR produkta, upotrebom
restrikcionih endonukleaza (177). Detekcija restrikcionog mesta se vrsi kompjuterski,
odgovaraju¢im programskim paketom. Potom se nastali fragmenti razli¢ite duzine detektuju
upotrebom agarozne gel elektroforeze, a efikasnost metode zavisi od mogucnosti detekcije

odredenih mutacija putem restrikcionih enzima (182).
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Analiza PCR produkata masenom spektrometrijom (engl. Polymerase Chain Reaction-

Restriction Fragment Mass Polymorphism, PCR-RFMP)

PCR-RFMP je metoda koja se zasniva na upotrebi restrikcionih enzima, PCR
amplifikaciji i analizi nastalih produkata pomoc¢u masene spektrometrije sa analizatorom
vremena leta, odnosno matricom potpomognute laserske desorpcije/jonizacije (engl. Matrix-
Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight, Maldi Tof). Upotrebom restrikcionih
enzima dolazi do prepoznavanja, a zatim odvajanja nukleotida na ta¢no odredenim distancama

Sto omogucava detekciju razlicitih genotipova HPV za relativno kratko vreme (187).

Lancdana reakcija polimeraze u realnom vremenu (engl. real time Polymerase Chain

Reaction, real time PCR)

PCR tehnika koja se zasniva na upotrebi nespecifi¢nih fluorescentnih interkalirajucih
boja ili specifiénog oligonukleotida obelezenog fluorescentnom bojom (probe). Kao rezultat
reakcije emituje se fluorescentni signal, koji se meri u realnom vremenu. U cilju procene
koncentracije DNK, nakon svakog ciklusa reakcije, izmerena fluorescencija moze da se
poredi sa poznatom referentnom kontrolom. Nastali intenzitet fluorescencije je srazmeran
koli¢ini nastalog produkta, odnosno, pocetnom broju kopija virusne DNK u uzorku. Ovom
metodom moguce je istovremeno kvantifikovati nekoliko ciljnih sekvenci (multipleks
reakcija) (182). Prednosti real time PCR metode su: moguénost detekcije malih koli¢ine
DNK koje nije moguce dokazati klasicnom PCR reakcijom, mogucnost kvantifikacije DNK
u uzorku, istovremena detekcija viSe genotipova primenom multipleks reakcije; kao 1 vrlo

visoka senzitivnost i reproducibilnost metode (177).

Reverzna transkripcija i PCR u jednom koraku (engl. Reverse-Transcription Polymerase
Chain Reaction, RT-PCR)

Ova metoda se zasniva na primeni enzima reverzne transkripteze koji je zasluZan za
sintezu komplementarnog DNK lanca (engl. Complementary DNA, cDNK), koji se sintetiSe
na osnovu RNK matrice. Nakon razgradnje nastalog hibrida RNK-cDNK, sledi sinteza
drugog DNK lanca na osnovu komplementarne DNK koji se potom amplifikuje klasi¢nim ili

real time PCR. U molekularnoj dijagnostici HPV, najcesce se koristi za detekciju specificne
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IRNK, odnosno, detekciju ekspresije onkogena E6 i E7 HR HPV ¢ime se dobija uvid u

onkogeni potencijal HPV i omogucéava nadzor toka perzistentne infekcije (188).

1.8.3 Sekvenciranje produkata PCR reakcije

Tehnike za sekvenciranje DNK i RNK predstavljaju lak i pouzdan nacin za
otkrivanje primarne strukture nukleinske kiseline. Ove metode su danas automatizovane i
smatra se da je njihovom upotrebom, odnosno, prevodenjem redosleda nukleotida u
redosled proteina lakSe odrediti primarni redosled aminokiselina u proteinu. Kao zlatni
standard u molekularnoj biologiji DNK i RNK molekula, koristi se Sanger osnovano
sekvenciranje automatskom metodom (189).

Postoji vise tehnika sekvenciranja koje se jedna u odnosu na drugu razlikuju u
principima rada. To su: Maxam Gilbert, Sanger, pirosekvenciranje, automatsko
sekvenciranje i NGS (190).

Maxam Gilbert tehnika sekvenciranja
Ova tehnika podrazumeva upotrebu radioaktivnog obelezavanja na 5° kraju DNK.

Hemijskom reakcijom (mravlja kiselina, dimetilsulfat, hidrazin) nastaju prekidi u
nukleotidnim bazama, sa odvajanjem modifikovanih DNK. Nastali fragmenti se
elektroforetski razdvajaju u poliakrilamidnom gelu koji se potom vizuelizuju rentgenskim
filmom za autoradiografiju. Sekvenca se potvrduje prisustvom ili odsustvom odredenih

obelezenih fragmenata (190).

Sangerova tehnika terminacije sinteze lanaca
Ova tehnika je razvijena 1970-tih godina od strane Frederika Sangera. Zasniva se na

upotrebi 2°,3’-dideoksi-nukleotid trifosfata (engl. Dideoxynucleotide triphosphate, ddNTP),
pri ¢emu usled nedostatka 3’-OH grupe izostaje vezivanje slede¢eg nukleotida i prestaje
sinteza DNK (189). Pre planirane reakcije sekvenciranja potrebno je amplifikovati zeljenu
DNK sekvencu, a nakon PCR reakcije preéistiti PCR produkt, odnosno, matricu koja sluzi
za dalje sekvenciranje. Potom se precis¢eni PCR produkt, ¢iji je redosled nukleotida
potrebno odrediti, procesuira u reakciju sekvenciranja, tj. inkubira se sa ddNTP i
uobi¢ajenim PCR komponentama. PCR reakcija se odvija uobiCajeno i nastali DNK

fragmenti se razdvajaju na poliakrilamidnom gelu i detektuju autoradiografijom (190).
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Automatsko sekvenciranje

Automatsko sekvenciranje je omoguceno razvojem fluorescentnih markera i aparata
novijih tehnologija koji su unapredili preciznost i brzinu metode. Naziva se i Sanger
bazirano sekvenciranje jer se zasniva na Sangerovoj metodi, odnosno, primeni ddNTP. Za
razliku od bazi¢ne metode na kojoj se zasniva, ddNTP su u ovoj reakciji obelezeni razli¢itim
fluorescentnim bojama. Nastaju oligonukleotidi razlicite veli¢ine koji se potom razdvajaju
elektroforezom, detektuju preko laserskog snopa pri ¢emu se meri nastala fluorescencija.
Talasna duzina emitovane fluorescencije se instrumentalno beleZi, nastala boja se
identifikuje, a time i nukleotid kojim se DNK fragment zavrSava. PCR fragmenti se
razdvajaju na sekvencer masini gde se kao krajnja informacija dobija sekvenca. Analiza

podataka se vr$i pomocu sofisticiranih bioinformati¢kih programskih paketa (189,190).

Sekvenciranje nove generacije

Ova metoda pruza moguénost sekvenciranja velikog broja fragmenata DNK u isto
vreme. Redosled nukleotida DNK, za razliku od prethodnih tehnika sekvenciranja, se
odreduje ne samo u jednom delu ili celom lancu DNK, nego u ogromnom broju istih delova
ili lanaca DNK koji su predmet sekvenciranja. Prednosti ove tehnike sekvenciranja su: krace
vreme do kona¢nog rezultata analize u odnosu na druge metode sekvenciranja,
sekvenciranje celog genoma, kao i manja pocetna kolicina DNK molekula. Veliki broj
dobijenih podataka o sekvenciranim fragmentima se bioinformaticki obraduje u cilju
rasporedivanja sekvence gena kojima se potom odreduje redosled nukleotida u odnosu na
referentnu sekvencu (190).

Tehnike sekvenciranja genoma se u okviru virusoloske laboratorijske dijagnostike
naj¢eSce koriste za genotipizaciju i1 formiranje filogenetskih stabala. Primena tehnika
sekvenciranja dovodi do novih informacija u pogledu genotipskih i fenotipskih
karakteristika, kao i njihovih uzro¢no posledi¢nih veza, §to dovodi do boljeg razumevanja

mutacija DNK molekula i mogucénosti njihovog dijagnostikovanja (189).
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Tehnike koje koriste probe specifi¢ne za odredeni genotip:

1. Genotipizacija pomoéu DNK ¢ipa (engl. DNA Microarray genotyping assays)

Tehnika se zasniva na kolekciji DNK proba koje su kovalentnom vezom vezane za
¢vrstu fazu. Probe sadrze specificne DNK sekvence koje hibridizuju sa cDNK molekulima
koji su fluorescentno obelezeni. Monohromatsko svetlo detektuje emisiju fluorescencije
koju programski paket ocitava i prezentuje u spotovima. Ova tehnika daje moguénost
detekcije velikog broja razlicitih ciljnih sekvenci i narocito je pogodna za testiranje velikog

broja uzoraka (177).
2. Genotipizacija suspenzije (engl. Suspension Array genotyping, HPV-SA)

Zasniva se na upotrebi razli¢itih mikroelemenata koje sadrze odgovaraju¢e molekule
kao Sto su oligonukleotidne probe, antitela 1 dr molekuli. Svaki od mikroelemenata koji je
suspendovan u rastvoru ima razlicite opticke karakteristike pri ¢emu se detektuju razlike u
kvalitetu i intenzitetu njihovih boja, odnosno, ciljnih molekula. Upotrebom razli¢itih DNK
proba specificnih za svaki genotip HPV omogucena je istovremena detekcija razlicitih

genotipova HPV u kratkom vremenskom periodu (188).
3. Reverzni linijski test (engl. Reverse Line-Blot, RLB)

Primenom ove tehnike se prvo vrSi PCR amplifikacija HPV DNK, pomocu
specifi¢nih prajmera obeleZenih biotinom. Nastali produkti se potom denaturiSu 1 hibridizuju
HPV specifiécnim probama koje su imobilisane na nitroceluloznoj membrane ili najlonu.
Detekcija nastalih hibrida obelezenih biotinom se omoguéava dodavanjem streptavidin
konjugovane alkalne fosfataze ili peroksidaze koja se vezuje za njih, a zatim se inkubira sa
hromogenim supstratima. Nastali obojeni precipitati, odnosno, HPV genotipovi se vizuelno

uporeduju i tumace u odnosu na referentni test za svaki ciljani HPV genotip (188).
4. Fluorescentna in situ hibridizacija (engl. Eluorescence In Situ Hybridization, FISH)

Tehnika koja omogucava direktnu detekciju HPV DNK u preparatima ¢elija i tkiva

koji su fiksirani i ukalupljeni u fiksacione rastvore u cilju oCuvanja genetickog materijala.
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Zasniva se na vezivanju obeleZzene probe sa komplementarnom sekvencom virusnog
genoma. Ova tehnika se sastoji od slede¢ih koraka: fiksacije tkiva, genotip specifi¢ne
hibridizacije i1 detekcije HPV pozitivnih Celija. Genotipovi HPV se identifikuju pomocu
specificnih proba koje su najces¢e obelezene enzimima, kao Sto su: peroksidaza, alkalna
fosfataza, biotin streptavidin, dok se rede koriste radioaktivni izotopi. Produkt reakcije
hibridizacije, obojeni hibridi HPV DNK proba se u vidu precipitata evaluiraju
mikroskopskom tehnikom. Ovu tehniku karakterie niska senzitivnost (50%), Sto je ¢ini

nepovoljnom za analizu veceg broja uzoraka (177).
5. Southern blot test hibridizacije

Od svih navedenih testova, ovaj se prvi put Koristio za klasifikaciju novih
genotipova HPV i u cilju dokazivanja integrisanog genoma HPV. Metoda obuhvata
restrikcionu digestiju izolovanih genoma HPV. Nakon poliakrilamid elektroforeze sa
natrijum  dodecilsulfatom (engl. Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis, SDS-PAGE) vrsi se prenos odvojenih produkata na nitroceluloznu
membranu koji se potom obelezavaju genotip specificnim probama. Probe su najéesce
obelezene radioizotopima, a nastali DNK obelezeni hibridi detektuju se autoradiografski.
Senzitivnost ove metode je oko 70% pa stoga nije pogodna za rutinsku upotrebu (177).

Mnogobrojni HPV DNK testovi koji se koriste u dijagnostici infekcije HPV
pokazuju visok nivo senzitivnosti, ali ne i specificnosti u detekciji HPV uzrokovanih
visokostepenih lezija na grlicu materice. Nemoguénost razlikovanja tranzitorne od
perzistentne infekcije predstavlja glavni razlog za pronalazak 1 procenu specifi¢nih
biomarkera progresije epitelnih lezija indukovanih ovim virusom. Idealan biomarker bi bio
onaj koji bi svojom prediktivnom vrednoScu jasno definisao razliite faze infekcije HPV,
kao Sto su regresija, perzistencija 1 progresija nastalih promena. Ove karakteristike proksi
indikatora bi dale potencijalnom testu visoku pozitivnu prediktivnu vrednost sto je klju¢no u
proceni progresije kancerogeneze (177).

Metode kojima je moguée odrediti vrednosti potencijalnih biomarkera progresije
oboljenja su: kvantitativno odredivanje prisustva partikula HPV u uzorku (engl. HPV viral
load), markeri DNK metilacije, HPV DNK sekvenciranje, odredivanje nuklearnog proteina

Ki-67 i drugih markera proliferacije ili regulacije ¢elijskog ciklusa, odredivanje telomarazne
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aktivnosti i odredivanje ekspresije inhibitora ciklin-zavisne kinaze pl6 (INK4a), kao i
detekcija iRNK E6 i/ili E7 HR HPV (177). Procena znacaja i efikasnosti ovih biomarkera,
kao 1 njihova klinicka primena, predmet su brojnih istrazivanja i klinickih studija koje se

sprovode u cilju unapredenja laboratorijsko-dijagnostickih metoda detekcije ove infekcije.

1.9 Prevencija i terapijske vakcine HPV infekcije

1.9.1 Prevencija HPV infekcije

Razumevanje karakteristika HPV infekcije 1 razvoja premalignih promena su
omogucile da se prevencija cervikalnog karcinoma ostvari na primarnom, sekundarnom i
tercijalnom nivou. Primarna prevencija podrazumeva primenu HPV vakcinacije, uticaj na
bezbedno seksualno ponaSanje i smanjenje faktora rizika, kao i druge mere zdravstvenog
prosvecivanja koje imaju za cilj sprecavanje nastanka HPV infekcije, prekanceroznih
promena i karcinoma cerviksa (97). Implementacija HPV vakcine je jedan od najznacajnijih
koraka koji se odigrao u cilju unapredenja Zenskog reproduktivnog zdravlja u poslednjih
pola veka (170). S tim u skladu, projekcije koje se mogu dobiti upotrebom matematickih
modela ukazuju da bi 20 godina postvakcinalne ere u pojedinim zemljama, poput Australije,
moglo doneti eradikaciju cervikalnog karcinoma (191).

Podaci o najvecoj ucestalosti HPV infekcije ukazuju da je rizik za nastanak infekcije
najve¢i nakon pocetka seksualne aktivnosti. Upravo zato najveci nivo zaStite se postiZze
ukoliko se sa primenom vakcinacije po¢ne pre izlaganja ovom virusu (192,193). Jedan od
najbitnijih faktora koji uti¢e na vakcinalnu imunogenost je uzrast primaoca. Istrazivanja
potvrduju da je visina titra zastitnih anti-L1 VLP IgG (virusu sli¢ne Cestice, engl. virus-like
particles, VLPs) kod devoj¢ica uzrasta 10 do 17 godina, nakon primene dvovalentne
vakcine, najmanje dva puta viSa u odnosu na zaStitni titar koji se postiZe u starijem uzrastu
od 18 do 25 godina. Iz ovih razloga, Svetska zdravstvena organizacija (SZO) je definisala
preporuceni uzrast za vakcinaciju u periodu od 9 do 15 godina (139). Efikasnost vakcine za
uzrast mladih od 9 godina nije ispitana, dok je za uzrast devojcica starijih od 14 godina, bez
prethodne seksualne aktivnosti, procenjeno da se stiCe visoka zaStita. Kod seksualno
aktivnih osoba uzrasta od 12 do 26 godina imunogenost nakon HPV vakcinacije se postize u

znacajno manjoj meri (97).
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Trenutno su u upotrebi tri licencirane vakcine. Prva vakcina koja je prihvacena 2006.
godine od strane Evropske agencije za lekove (engl. European Medicines Agency, EMA)
bila je ¢etvorovalentna vakcina protiv HPV infekcije uzrokovane HPV genotipovima: 6, 11,
16 i 18 (proizvodaca Gardasil, Merck & Co., inc.) (12). Naredne godine licencu je dobila
dvovalentna vakcina protiv HPV genotipova: 16 i 18 (proizvodaca Cervarix, Glaxo Smith
Kline), da bi se 2015. godine pojavila devetovalentna vakcina protiv slede¢ih HPV genotipova:
6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 i 58 (proizvodaca Gardasil9, Merck & Co., inc.) (99). Sve
navedene vakcine sadrze VLP, L1 protein genotipova sadrzanih u vakcini koji se dobija
rekombinantnom  tehnologijom, ekspresijom putem rekombinantnih  gljivicnih
(Saccharomyces cerevisiae) i insekatskih (Baculovirus) vektora. Ove vakcine karakteri$e
odsustvo virusne DNK $to obezbeduje nemoguénost nastanka infekcije tokom njihove
upotrebe (95).

U viSe studija je potvrdeno da nakon primene HPV vakcine dolazi do snaznije
indukcije humoralnog imunskog odgovora u odnosu na prirodnu infekciju (39,194).
Mehanizam delovanja vakcine se objasnjava visokim titrom produkovanih anti-L1 VLP IgG
antitela u eksudatu nastalin mikroabrazija epitela, koji se vezuju za L1 protein HPV i na taj
nacin spreCavaju ulazak virusa u ¢éelije (Slika 1.10). Proces internalizacije virusa u ¢éelije na
pocetku infekcije traje nekoliko sati i dovoljno je dug vremenski period koji omogucava
delovanje ovih ve¢ prethodno stvorenih antitela (139). ViSevalentne vakcine indukuju
produkciju anti-L1 VLP antitela specificnih za odredene genotipove sadrzane u vakcini.
Takode, Sira mogucénost zaStite je potvrdena pojavom ukrStene reaktivnosti, odnosno,
delovanjem antitela protiv srodnih genotipova HPV, iako oni nisu sadrzani u vakcini
(195,196). Titar produkovanih anti-L1 VLP antitela dostize najvisi nivo mesec dana nakon
poslednje doze vakcine, nakon ¢ega se pojava titra odrzavanja u vidu platoa registruje od 18.
do 24. meseca (197). U odnosu na prirodnu infekciju, nakon vakcinacije se registruje 10
puta visi nivo, a mehanizam njenog nastanka se objasnjava dejstvom adjuvansa u sadrzaju
vakcine (99). Serokonverzija nakon primene vakcine se registruje u skoro 100%
vakcinisanih (198), a visina titra anti-L1 VLP antitela je obrnuto srazmerna njihovom
uzrastu (95). Podaci dosadasnjih ispitivanja ukazuju da postvakcinalna zastita traje preko 10
godina (199,200).
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lako se vakcinacija ne primenjuje u sklopu tretmana veé uspostavljenih infekcija,
njeni benefiti su 1 u tom sluaju dokazani. Naime, nakon lokalnog tretmana CIN, i dalje
postoji nezanemarljiv rizik od reinfekcije i razvoja invazivnog karcinoma. U prilog
ucinkovitosti vakcine, dokazano je da je rizik od rekurentne CIN2 nizi kod vakcinisanih u
odnosu na nevakcinisane Zene (201). Rezultati klinickih studija koje su imale za predmet
istrazivanja efikasnost dvovalentne i kvadrivalentne vakcine protiv nastanka cervikalne
HPV infekcije u kojima je ucestvovalo preko 70.000 ucesnica, potvrduju da ona iznosi
preko 95% za vakcinalne genotipove, uz prisustvo ukrstene reaktivnosti za HR HPV koji
nisu sadrzani u vakcini (99). S tim u vezi, procenjuje se da ukrStena reaktivnost za
filogenetski srodne genotipove iznosi: 77% za HPV 31, zatim 43% za HPV 33 i 79% za
HPV 45 (202), dok se primenom devetovalentne vakcine smanjuje rizik od nastanka
infekcije i visokostepenih lezija za preko 95% (198). lako, sve vrste vakcina dovode do
odrzavanja stabilnog nivoa antitela i smanjene prevalencije onkogenih genotipova,
indukovani imunski odgovor se razlikuje. Dokazano je da se primenom vakcine koja sadrzi
aluminijum adjuvans postize visi nivo titra specificnih anti-L1 VLP, odnosno povecana
produkcija Th2 subpopulacije limfocita sa visokim nivoima IgGl i 1gG4, i IgA (203).
Razlike u postignutoj imunogenosti se objaSnjavaju delovanjem razli¢itih adjuvanasa i
proizvodnih sistema koji se koriste za konstruisanje VLP prilikom proizvodnje razli¢itih
vakcina (139).

HPV vakcinacija je implementirana u nacionalni program 76 zemalja, od kojih samo
1% ¢ine zemlje u razvoju (204). Od pomenutih vakcina, u nasoj zemlji su registrovane dve
vrste, dvovalentna (HPV 16 i 18) i kvadrivalentna (HPV 6, 11, 16 i 18). Primena HPV
vakcina u Srbiji jo§ uvek nije deo programa obavezne imunizacije (97). U skladu sa
Zakonom o zaStiti stanovniStva od zaraznih bolesti predvidena je preporucena HPV
imunizacija koja se odnosi na primarnu vakcinaciju dece uzrasta od 9-14 godina oba pola,
kao i adolescenata. Bitno je ista¢i da je, bez obzira na vakcinalni status pojedinca,
neophodno poStovati sve mere nacionalnog programa za skrining cervikalnog karcinoma.
Primena bilo koje od registrovanih HPV vakcina ne obezbeduje 100% zastitu jer se zna da
su visokorizi¢ni genotipovi HPV koji nisu sadrzani u vakcini odgovorni za nastanak oko

30% slucajeva cervikalnih karcinoma (205).
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Sekundarna prevencija cervikalnog karcinoma podrazumeva uvodenje nacionalnog
skrining programa u cilju ranog otkrivanja raka grli¢a materice, smanjenja broja obolelih i
umrlih od ovog oboljenja (97). Da bi se smatrao idealnim i prihvatljivim skrining test treba
da bude: tacan, lako primenljiv, bezbedan po zdravlje i ekonomican (206). Znacaj dobro
organizovanog skrininga potvrduje ¢injenica smanjene incidencije i mortaliteta u zemljama
njegove primene (97). Evidentno je da je uvodenje organizovanog skrininga tokom protekle
dve decenije dovelo do redukcije smrtnosti uzrokovane cervikalnim karcinomom, a u nekim
zemljama, kao $to su zemlje Severne i Zapadne Evrope, taj procenat iznosi i do 90% (207).
Evropske preporuke za rano otkrivanje raka grlica materice savetuju da skrining treba da se
zapocne najranije 3 godine nakon stupanja u seksualne odnose, a najkasnije od 21. godine
zivota. Ukoliko je citoloski nalaz nakon dva uzastopna pregleda u razmaku od 6 meseci
normalan, periodi¢ni pregledi Papanikolau testa (Papa test) se mogu raditi na 3-5 godina
kod Zena prose¢nog rizika, sve do navrSenih 65 godina zivota (97).

Saznanja do kojih se doslo u poslednjih nekoliko decenija su nesumnjivo ukazala na
etiolosku ulogu HPV u onkogenezi karcinoma grli¢a materice, $to je dovelo do unapredenja
laboratorijske dijagnostike ovog oboljenja i uvodenja HPV DNK analize kao dela osnovnog
skrining testa, uz primenu citolo§kog testiranja u razli¢itoj meri (88). Vise vrednosti
senzitivnosti HPV DNK testa i negativne prediktivne vrednosti od oko 100% u odnosu na
konvencionalni Papa test ukazuju na minimalan rizik od nastanka cervikalnog karcinoma
kod Zena sa HPV DNK negativnim nalazom. Ova ¢injenica je dovela do odobrenja i
preporuke njegove upotrebe u svrhu skrininga 2014. godine od strane Americke agencije za
kontrolu hrane i lekova (engl. Food and Drug Administration, FDA) (208) i godinu dana
kasnije od strane Evropskog vodi¢a za osiguranje kvaliteta skrininga. Primarni HPV DNK
test, se prema preporukama, primenjuje od 30 do 65 godine zivota, sa skrining intervalom
od 5 godina kod Zena sa HPV negativnim nalazom. Kod HPV DNK pozitivnih Zena
retestiranje se vrsi na 6-12 meseci (209). Rezultati studija ukazuju da bi upotrebom ovog
testa mortalitet koji nastaje kao posledica invazivnog karcinoma mogao biti redukovan za
priblizno 50% (88). Za razliku od visokog ucesca (88%) u Severnoj Evropi, organizovani
skrining program na nacionalnom nivou je implementiran u samo 11% zemalja JuZne i
Isto¢ne Evrope (210). Nedostatak sveobuhvatnog skrininga na teritoriji Republike Srbije bio

je razlog zapocinjanja aktivnosti za uvodenje organizovanog skrininga 2006. godine, da bi

45



Uvod

Nacionalni program za prevenciju raka grlica materice bio usvojen dve godine kasnije.
Program je saglasan sa smernicama SZO i podrazumeva upotrebu periodi¢nih ginekoloskih
pregleda na 3 godine uz citoloski pregled cervikalnog brisa koji ima za cilj ranu detekciju
cervikalnog karcinoma sa ciljem smanjenja morbiditeta i mortaliteta uz poboljSenje kvaliteta

zivota zena (97).

1.9.2 Terapijske vakcine

Tercijalna prevencija cervikalnog karcinoma podrazumeva lec¢enje prekanceroznih
lezija u cilju spreCavanja razvoja invazivne forme bolesti (97). S obzirom da tematika ovog
istrazivanja naglasava znac¢aj detekcije ekspresije onkoproteina E6 i E7 HR HPV i da se zna
da oni imaju kljuénu ulogu u razvoju i odrzavanju transformisane ¢elije (211), ovo poglavlje se
odnosi na terapijske vakcine ¢iji razvoj po¢iva na ovim molekulima. Poznato je da je HPV
infekcija neizostavni faktor u razvoju karcinoma, ali ne i jedini dovoljan. Upravo zbog toga
razvoj imunoterapije koji se zasniva na prevazilazenju nedovoljnog nadzora imunskog
sistema predstavlja moguénost unapredenja tretmana HPV posredovane onkogeneze (208).
Procenjeno je da je za razvoj HR HPV infekcije u malignu bolest potreban visedecenijski
period, s$to je dovoljan vremenski okvir koji pruza moguénost delovanja imunoterapijskih
procedura kroz prevenciju progresije niskostepenih lezija i regresiju postoje¢ih. Podatak da
je spontana regresija visokostepenih lezija prisutna u 30% slucajeva potvrduje da je smer
bolesti moguce promeniti mehanizmima imunskog odgovora (205). Metodologija aktuelne
imunoterapije podrazumeva primenu: terapijskih vakcina, ciljnih antitela, T ¢elijskih
inhibitora v+ kontrolne tacke i transfera adaptivnih T Celija (208). Smatra se da bi se
udruzenim delovanjem razli€itih terapijskih principa moglo do¢i do bolje potencijalne
ucinkovitnosti tretmana lezija uzrokovanih HPV (212). U tom smislu, imunomodulatorne
vakcine cije se delovanje zasniva na upotrebi agenasa koji menjaju uslove Celijske sredine
za razvoj onkogeneze mogu uticati na povecanje njihove efektivnosti. Ciljni molekuli ovih
imunomodulatora su: regulatorne T c¢elije (engl. regulatory T cells, Tregs), makrofagi
asocirani tumorom (engl. tumor associated macrophages, TAMS), supresorske celije
izvedene iz mijeloida (engl. myeloid derived suppressor cells, MDSCs) (213). Njihovom
upotrebom dolazi do aktivacije niza signalnih molekula koji kontroliSu faktore rasta

transformisanih malignih ¢elija (214) (Slika 1.10).
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U istom cilju se istraZzuje primena kombinovanja razli¢itih vrsta terapijskih vakcina
radi povecanja njihove ucinkovitosti, kao i primena kombinacija profilakti¢kih i terapijskih
vakcina. Istraziva¢i navode da primena imunostimulatora TLR agonista (215), kao i tzv.
imunskih ,.inhibitora kontrolnih tacaka” (engl. programmed death-ligand 1, PD-1 i engl.
cytotoxic T lymphocyte-associated transmembrane receptor 4, CTLA-4) dovodi do
aktivacije ¢elijski posredovanog imunskog odgovora i brze eliminacije virusa (216). Cinjenica
da su trenutno u upotrebi samo profilakticke vakcine, bez terapijskog efekta na postojecu bolest,
¢ini potrebu za terapijskim vakcinama neophodnom (205). lako su brojna klinicka istrazivanja
razli¢itih strategija leCenja u toku, najblize cilju su dva kandidata: terapijska DNK vakcina
VGX-3100 i ADXS11-001 vakcina bazirana na bakterijskom vektoru. Proizvodnja bioloski
aktivnih supstanci, odnosno vakcina, zasnovana na biljnim sistemima se smatra dobrim na¢inom
prevazilazenja visokih cena proizvodnje sa mogucénoséu njihove upotrebe u nerazvijenim
zemljama gde je ova bolest i najzastupljenija (211).

Razvoj genske terapije, naroCito aktuelan poslednjih godina, za leenje HPV
posredovanog karcinoma usmeren je na prekomernu ekspresiju kljuénih onkoproteina E6 1
E7 HR HPV i predstavlja obecavajuu strategiju za buduéi tretman. Zasniva se na

internalizaciji strane DNK sekvence u ¢eliju domacina, §to ima za cilj funkcionalnu izmenu

humane ¢elije (217).
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Slika 1.10. Mehanizam delovanja preventivnih i terapijskih vakcina (modifikovano
prema Han i Sin (218), dostupno putem dozvole: CC BY-NC 3.0).
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1.10 Epidemiologija karcinoma cerviksa

Maligna oboljenja su vodeci uzrok smrti u svakoj zemlji §irom sveta. Procenjuje se
da je tokom 2020. godine priblizno 10 miliona ljudi umrlo od posledica malignih bolesti, a
istovremeno je registrovano skoro dvostruko vise novih sluéajeva. Zene ¢&ine 47% od
ukupnog broja, odnosno 9,2 miliona novoobolelih (219).

Karcinom cerviksa uzrokovan perzistentnom infekcijom HR HPV je jedan od
najzastupljenijih malignih tumora kod Zena (170,192). Sa prose¢no 300.000 smrtnih
slucajeva svake godine svrstava se medu vodece javno zdravstvene probleme u svetu
(220,221). Prema procenama SZO, odnosno, IARC-a u svetu je tokom 2020. godine
registrovano 604.000 novoobolelih i 342.000 smrtnih slucajeva, §to ga ¢ini Cetvrtim
najc¢esce dijagnostikovanim karcinomom kod Zena (219).

Karcinom cerviksa je najc¢es¢e dijagnostikovan lokalitet maligne bolesti u 28 zemalja
i vodeci je uzrok smrtnosti u 42 zemlje (222). Incidencija znacajno varira Sirom sveta i
prvenstveno zavisi od socijalno-ekonomskog statusa stanovni$tva drzava u kojima se
registruje (223). Naime, vecina dijagnostikovanih sluéajeva (vise od 85%) je zastupljena u
zemljama u razvoju (220,222,224,225), pa se shodno tome procenjuje da ¢e tokom narednih
10 do 20 godina ovaj karcinom biti dijagnostikovan kod ¢ak 11 miliona Zena u ovim
zemljama (174).

NajviSe stope incidencije (> 40 na 100.000 Zena) i mortaliteta (> 28 na 100.000) su
registrovane na teritoriji Podsaharske Afrike, Melanezije, Juzne Amerike i Jugoisto¢ne Azije
(220,222,226). Procenjuje se da ¢e, ukoliko ne dode do unapredenja socijalno-ekonomskih
uslova i faktora koji se odnose na smanjenje mogucnosti nastanka perzistentne HPV infekcije
broj smrtnih slucajeva godisnje, do 2030. godine nadmasiti 443.000 sa zastupljenos¢u od 90% u
Podsaharskoj Africi (227). U Kini se registruje najveci broj novoobolelih slucajeva godisnje,
dok se u Indiji registruje najveci broj smrtnih ishoda kao posledica karcinoma cerviksa. Ove dve
zemlje zajedno Cine 35% ukupnog broja dijagnostikovanih slucajeva karcinoma cerviksa i
smrtnih ishoda uzrokovanih ovom boleséu (174,220).

Nasuprot tome, u Severnoj Americi, Australiji, Novom Zelandu i zapadnoj Aziji se
belezi 7 do 10 puta niza stopa incidencije (192), a stope mortaliteta variraju i do 18 puta
manje (228). U Severnoj, Zapadnoj i Juznoj Evropi se registruju nize stope incidencije (< 10

na 100.000 Zena). Najniza stopa incidencije se belezi u zemljama Zapadne Azije (< 5 na
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100.000 Zena) (220) dok se najniza stopa mortaliteta registruje u Australiji i Novom Zelandu
(1,7 na 100.000 Zena) (174) (Slika 1.11).
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Slika 1.11. Uzrasno standardizovana stopa incidencije (engl. Age Standardised Rate, ASR)
cervikalnog karcinoma prema podacima pojedinacnih drzava (procenjeno za 2018.
godinu) (modifikovano prema Arbyn i saradnici (220), dostupno putem dozvole: CC BY 4.0).

lako se tokom poslednjih nekoliko decenija registruje opadajuéi trend stope
incidencije (sa 18,8 na 11,3 na 100.000) i mortaliteta (sa 12,4 na 5,2 na 100.000) Sirom
sveta, one i dalje ostaju disproporcionalno vise u zemljama u razvoju U 0odnosu na razvijene
zemlje (222).

U Centralnoj 1 Isto€noj Evropi cervikalni karcinom se nalazi na petom mestu po
ucestalosti (220). Svake godine se registruje oko 60.000 novoobolelih slu¢ajeva, dok 25.000
zena umre od ove bolesti. Najvisu stopu incidencije 1 mortaliteta medu Evropskim zemljama
ima Crna Gora (26,2, odnosno, 10,5 na 100.000), potom Rumunija (22,6, odnosno, 9,6 na
100.000) dok se Srbija (18,7, odnosno, 7,9 na 100.000) i Litvanija (18,7, odnosno, 6,7 na
100.000) nalaze na trecem, tj. ¢etvrtom mestu (229). Kumulativni rizik obolevanja pre 75.
godine zivota u Isto¢noj Evropi je 4 do 5 puta ve¢i u odnosu na zemlje Zapadne Evrope i
Skandinavije (230). Takode, stopa incidencije cervikalnog karcinoma je vise nego dvostruko
veca u zemljama Centralne i Isto¢ne Evrope (16,6 na 100.000 Zena) u odnosu na zemlje

Zapadne Evrope (7 na 100.000 zena) (229).
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U proteklih 30 godina udeo mladih Zena u ukupnom broju obolelih Zena sa
dijagnostikovanim cervikalnim karcinomom je znacajno veéi i iznosi 10% — 40% (231).
Cervikalni karcinom je drugi po ucestalosti, kao i1 drugi vode¢i uzrok smrti kod Zena uzrasta od
15 do 44 godine (232). Najcesce se dijagnostikuje kod Zena prosecne starosti 53 godine (44—68
godina), dok je prose¢na godina Zivota u kojoj se zavrSava smrtnim ishodom 59 (45-76 godina)
(220). Korelacija izmedu prevalencije HR HPV infekcije i incidencije cervikalnog
karcinoma je odavno ustanovljena i procenjeno je da raste posle 35 godine, odnosno, najjaca
je izmedu 55 i 64 godine. Sirom sveta se zapazaju dva obrasca kretanja uzrasno specifiéne
prevalencije HPV posredovane infekcije. Prvi se moze predstaviti bimodalnom krivom koja
pokazuje vrh prevalencije medu zenama < 25 godina, koga prati plato prevalencije tokom
srednjih godina da bi doslo do ponovnog skoka prevalencije kod Zena > 45 godina. Ovaj
obrazac je zastupljen u Centralnoj i Juznoj Americi, kao i ve¢em delu Afrike. Drugi obrazac
koji se primecuje ima inicijalni vrh kod Zena do 25 godina starosti, potom sledi postepeni pad u

starijem uzrastu, §to se belezi u Severnoj Americi, Aziji i Evropi (170).

1.10.1 Epidemiologija cervikalnog karcinoma u Republici Srbiji

Republika Srbija je 2002. godine imala najviSu stopu incidencije cervikalnog
karcinoma u Evropi (223). Prema podacima Medunarodne agencije za istrazivanje raka iz
2021. godine, u pogledu ucestalosti obolevanja i mortaliteta, cervikalni karcinom je na 5.
mestu medu svim lokalitetima maligne bolesti kod Zena, sa stopom incidencije 18,7 na
100.000. Ona je i dalje skoro dva puta visa od prosecne stope u Evropi (10,6 na 100.000).
Standardizovana stopa mortaliteta od 7,9 na 100.000 Zena svrstava Srbiju, takode, na 5.
mesto u Evropi (229).

Prema podacima Registra za rak iz 2018. godine koji se odnose na Centralnu Srbiju
standardizovana stopa incidencije je najvisa u Borskom (46,1 na 100.000) i Zajecarskom
okrugu (26,4 100.000), dok se najnize stope beleZe u Branicevskom (12,3 na 100.000) 1
Macvanskom (12,8 na 100.000). Okruzi sa najviSom standardizovanom stopom mortaliteta
karcinoma grli¢a materice su Pomoravski (9,8 na 100.000 Zena) i Borski (9,6 na 100.000

zena) (233).
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U AP Vojvodini je standardizovana stopa incidencije karcinoma grlica materice u
2018. godini iznosila 20,5 na 100.000 Zena, pri ¢emu je najvisa vrednost registrovana u
Severnobanatskom okrugu (27,4 na 100.000). Standardizovana stopa mortaliteta u
Vojvodini iznosila je 6,1 na 100.000 zena pri ¢emu je najvisa u Severnobackom okrugu (8,6
na 100.000 Zena) (233).

Kako u svetu tako i kod nas, karcinom cerviksa se naj¢esce dijagnostikuje u uzrastu
od 45 do 65 godina (> 60 na 100.000). Stope incidencije do 35 godina Zivota imaju nize
vrednosti (10,2 na 100.000) da bi nakon tog perioda naglo rasle i krecu se izmedu 35,7 |
57,5 na 100.000 Zena (234). Porast stope mortaliteta srazmeran je uzrastu Zena pa se najveci
mortalitet belezi u najstarijoj zivotnoj dobi, gde je skoro izjednacen sa stopom incidencije.
Visoke vrednosti stopa incidencije i mortaliteta su neprihvatljive i ukazuju na nepovoljnu
epidemiolosku situaciju kako Sirom sveta tako i kod nas (235).

Nemoguénost ili nedovoljno sprovodenje imunizacije protiv HPV, organizovanog
skrininga 1 visoka prevalencija HPV infekcije u zemljama sa ogranic¢enim socioloSko-
ekonomskim resursima su glavni razlozi koji dovode do uocljivih medunarodnih razlika u
ucestalosti obolevanja i umiranja od ove bolesti (220). Smatra se da sprovodenje imunizacije sa
visokim obuhvatom u mladim uzrastima i preventivni organizovani skrining kod Zena od 30.
godine starosti koji omogucava ranu detekciju prekanceroznih promena cerviksa, daju najbolje
rezultate u prevenciji progresije ovog oboljenja kada su 1 mogucnosti za njegovo izlecenje
najvece. Upravo iz ovih razloga, u novembru 2020. godine, SZO je inicirala i promovisala
globalnu strategiju suzbijanja karcinoma cerviksa do eliminacije. U dostizanju ovog cilja ¢e

ucestvovati 194 zemlje sveta (236).
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Opsti cilj ovog istrazivanja je usmeren na evaluaciju klinickog znacaja primene testa za

detekciju onkogene aktivnosti naj¢esce zastupljenih visokorizi¢nih genotipova HPV.

Specificni ciljevi istrazivanja Su:

1.

Utvrditi onkogenu aktivnost tri najcesce dijagnostikovana HR HPV odredivanjem iRNK
E6 i E7 onkoproteina u uzorcima cervikalnih briseva

Uporediti onkogenu aktivnost tri naj¢esce dijagnostikovana HR HPV u odnosu na stepen
tezine cervikalne intraepitelne lezije (NILM, ASCUS, LSIL, HSIL)

Uporediti onkogenu aktivnost tri najcesée dijagnostikovana HR HPV u uzorcima
cervikalnih briseva

Izvrsiti komparaciju klini¢kih karakteristika HPV DNK i iRNK testa za detekciju
visokorizi¢nih genotipova HPV i njihove onkogene aktivnosti u cilju procene progresije
cervikalne intraepitelne lezije

Utvrditi prediktivni potencijal pojedinih faktora rizika na verovatnofu nastanka

visokostepene lezije.

Hipoteze u odnosu na specifi¢ne ciljeve istrazivanja su:

1.

Tri najceS¢e dokazana HR HPV su onkogeno aktivna u najmanje 20% uzoraka
cervikalnih briseva

Zastupljenost onkogeno aktivnih HR HPV raste sa porastom stepena tezine cervikalne
intraepitelne lezije

Visokorizi¢ni tip 16 HPV je najces$¢e onkogeno aktivan

iRNK test iskazuje vecu specificnost i pozitivnu prediktivnu vrednost u odnosu na HPV
DNK test

Onkogena aktivnost najceS¢e detektovanih HR HPV ima prediktivni potencijal u

proceni nastanka visokostepene lezije.
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Istrazivanje je odobreno od strane Komisije za etiCnost klinickih ispitivanja na
¢oveku Medicinskog fakulteta Univerziteta u Novom Sadu (broj dozvole: 01-39/136/1) i
Etickog odbora Instituta za javno zdravlje Vojvodine (broj: 01-252/3).

3.1 Klini¢ki uzorci

Istrazivanjem su bili obuhvaéeni uzorci cervikalnih briseva pacijentkinja starijih od
18 godina, upuéenih od strane ginekologa u Centar za virusologiju Instituta za javno
zdravlje Vojvodine, u periodu od septembra 2017. godine do jula 2021. godine. Prilikom
predaje uzorka, pacijentkinje su bile upoznate sa ciljevima istrazivanja, a potpisivanjem
informisanog pristanka potvrdile su ucesce u istrazivanju (Prilog 1). Uzorci su grupisani
prema stepenu tezine cervikalne intraepitelne lezije po 2014 Bethesda System klasifikaciji
(NILM, ASCUS, LSIL, HSIL). U svakoj grupi se nalazi najmanje 25 uzoraka cervikalnih
briseva u kojima je dokazano prisustvo HR HPV DNK. U cilju ispitivanja uticaja starosne
dobi na HR HPV DNK nalaz formirane su slede¢e uzrasne kategorije: pacijentkinje do
navrsenih 31 godine starosti (mlada uzrasna kategorija), uzrasta od 31 do 44 godine (srednja
uzrasna kategorija) i starije od 44 godina (starija uzrasna kategorija). Uvodenje uzrasnih
kategorija je u skladu sa vaze¢im algoritmom za HPV testiranje objavljenom u okviru
Vodica za cervikalni skrining (engl. European guidelines for quality assurance in cervical
cancer screening) (209) koje je formiran u odnosu na pojavu regresije (< 30 godina) ili
progresije (> 30 godina) cervikalnih abnormalnosti, odnosno belezenjem bimodalne krive
prevalencije dobno specifiéne stope, sa prvim pikom do 25. godine i drugim nakon 45.

godine starosti (170).

3.2 Hemikalije

Kompleti kori$¢eni u radu nabavljeni su od slede¢ih proizvodac¢a: ThinPrep Pap od
Hologic Inc. (Marlboro, Masacusets, SAD), SaMag STD DNA Extraction Kit i HPV High
Risk Typing Real-TM od Sacace Biotechnologies (Komo, Italija). Testovi su komercijalnog

tipa i odobreni su za in vitro molekularnu dijagnostiku.
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Komplet miRNeasy Mini Kit nabavljen je od Qiagen (Hilden, Nemacka).
Invitrogen™ TURBO DNA-free™ Kit, prajmeri i fluorescentno obelezene probe za real time
RT-PCR reakciju, kao 1 wultradista voda oslobodena od nukleaza tretiranjem sa
dietilpirokarbonatom (engl. diethylpyrocarbonate, DEPC) (Invitrogen DEPC-Treated Water)
nabavljeni su od proizvodaca Invitrogen (deo kompanije Thermo Fisher Scientific) (Voltam,
Masaéusets, SAD). Inhibitor RNK nukleaze (RNase Inhibitor) i AgPath-ID™ One-Step RT-
PCR Kit su nabavljeni od proizvodaca Applied Biosystems (deo kompanije Thermo Fisher
Scientific) (Voltam, Masacusets, SAD).

3.3 Obrada uzoraka cervikalnih briseva

Uzorci cervikalnih briseva prikupljeni su pomocu ginekoloskog kompleta ThinPrep
Pap test. Ovaj komplet omogucava da se iz jedinstvenog uzorka pored citoloskih izvrSe 1
molekularno bioloSka testiranja na prisustvo nukleinskih kiselina uzro¢nika seksualno
prenosivih bolesti, uklju¢uju¢i HPV. Na ovaj nacin se poboljSava kvalitet uzorka, Sto
komplet ¢ini prikladnijim za dijagnosti¢ku proceduru (237).

Nakon prijema, uzorci cervikalnih briseva su ¢uvani na temperaturi od 4-8 °C u
periodu do 15 dana od dana uzorkovanja. Priprema uzorka obuhvatala je odvajanje 2 mL
¢elijske suspenzije u tubicu oslobodenu od nukleaza i centrifugiranje (8.000 x g, 5 min.).
Formiran ¢elijski talog je rastvoren u 300 puL ultraciste vode oslobodene od nukleaza 1 dalje

je koriscéen za izolaciju nukleinskih kiselina.

3.4 Citoloska dijagnoza

Uzorci su grupisani u odnosu na stepen teZine cervikalne intraepitelne lezije prema

2014 Bethesda System klasifikaciji.

3.5 Dokazivanje i genotipizacija visokorizicnih HPV

Dokazivanje i genotipizacija HR HPV DNK u uzorcima cervikalnih briseva izvedeni
su primenom kvalitativnog real time PCR testa. Postupak je obuhvatao izolaciju DNK iz
uzorka, amplifikaciju ciljnih gena HR HPV putem real time PCR testa i analizu dobijenih

rezultata.

56



Materijal i metode

3.5.1 Izolacija virusne DNK

Izolacija virusne DNK izvrSena je pomo¢u kompleta SaMag STD DNA Extraction
Kit, uz upotrebu aparata za automatsku izolaciju nukleinskih kiselina SaMag-12 Automatic
Nucleic Acids Extraction System (Sacace Biotechnologies, Komo, Italija) u skladu sa
uputstvom proizvodaca.

Metodoloski princip izolacije nukleinske kiseline iz uzorka zasnovan je na vezivanju
molekula DNK za magnetne Cestice (238). U prvoj fazi izolacije, celije se liziraju u
prisustvu denaturiSuéeg pufera koji sadrzi guanidin-tiocijanat. Nakon toga, molekule DNK
se vezuju za magnetna zrnca, dok se nevezana jedinjenja prisutna u uzorku (poput soli,
raznih metabolita, solubilnih makromolekula) ispiraju u nekoliko koraka, kako bi se sprecio
njihov inhibitorni uticaj na aktivnost polimeraze u real time PCR reakciji. U poslednjoj fazi
izolacije, molekuli DNK se eluiraju sa povrSine magnetnih zrnaca u zapremini od 100 uL pufera

za eluciju (239).

3.5.2 Izvodenje real time PCR testa za dokazivanje i genotipizaciju HR HPV DNK

HPV High Risk Typing Real-TM komplet je upotrebljen za kvalitativno dokazivanje
prisustva HPV DNK i genotipizaciju 12 visokorizi¢nih tipova HPV, oznacenih kao: 16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 i 59 genotip. Testiranje je zasnovano na primeni
fluorescentnih TagMan proba i izvedeno je prema uputstvu proizvodaca testa.

Svaki uzorak je ispitan u Cetiri odvojene viSestruke, odnosno multipleks (engl.
multiplex) real time PCR reakcije. Svaka pojedina¢na reakcija je sadrzala pufer za PCR
reakciju i DNK polimerazu Hot Start, kao i odgovaraju¢e smese prajmera i fluorescentno
obelezenih TagMan proba. Ove smeSe su sadrzale prajmere i TagMan probe specifi¢ne za
sekvence DNK tri genotipa HR HPV i humani B-globinski gen. Dokazivanje prisustva
humanog B-globinskog gena je sluzilo kao interna kontrola endogenog tipa (engl. internal
control, IC), ¢ime se prati kvalitet uzorka. Na ovaj na¢in omoguceno je prepoznavanje lazno
negativnih rezultata nastalih usled nedovoljnog broja epitelnih ¢elija u uzorku. U svako
testiranje bile su ukljucene pozitivne kontrole za svaku pojedinaénu multipleks real time
PCR reakciju. Kao negativna kontrola sluZila je ultracista voda oslobodena od nukleaza.
TagMan probe za detekciju DNK HR HPV genotipova 16, 39, 33 i 58 bile su obelezene
FAM (6-karboksifluorescein) bojom, DNK HR HPV genotipova 31, 45, 35, i 52 JOE (4',5'-
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dihloro-2',7'-dimetoksi-5(6)-karboksifluorescein) bojom, DNK HR HPV genotipova 18, 59,
56 i 51 ROX (6-karboksi-X-rodamin) bojom, a IC sa Cy5 (indodikarbocianin) bojom (240).
Izvodenje real time PCR testa vrseno je koris¢enjem SaCycler-96 Real Time PCR
System (Sacace Biotechnologies, Komo, Italija) i TagMan tehnologije (241). Reakciona
smesa u ukupnoj zapremini od 13 pL sadrzala je: 8 uL odgovarajuce reakcione smese koja
je pored ostalog sadrzala parove uzvodnih i nizvodnih prajmera, kao i fluorescentno
obelezenih TagMan proba i 5 pL izolovane DNK. Nakon pocetne aktivacije DNK
polimeraze na 95 °C tokom 15 min. izvedeno je 5 ciklusa umnozavanja (amplifikacije) u
slede¢im uslovima: 95 °C/5 s., 60 °C/20 s., 72 °C/15 s., a potom 40 ciklusa PCR
amplifikacije: denaturacija molekula DNK (95 °C/5 s.), vezivanje prajmera (60 °C/30 s.) i
ekstenzija nukleotidnog lanca (72 °C/15 s.). Podaci o nivou emitovane fluorescencije,
snimani su u toku 40 ciklusa PCR amplifikacije za vreme faze vezivanja prajmera (60 °C/30 s.).

Svaki uzorak je analiziran u jednoplikatu.

3.5.3 Analiza rezultata real time PCR testa

Kinetika detektovanih fluorescentnih signala pracena je upotrebom SaCycler-96
programskog paketa (Sacace Biotechnologies, Komo, Italija). Dobijeni rezultati u vidu
amplifikacionih kriva su automatski obradeni u istom programskom paketu. Amplifikacione
krive predstavljaju graficki sigmoidni prikaz porasta nivoa fluorescencije koji obuhvata
eksponencijalnu, logaritamsku i fazu platoa, pra¢en tokom 40 ciklusa amplifikacije. Ciklus u
kojem amplifikaciona kriva dostize pragovni nivo fluorescencije (engl. treshold) predstavlja
Ct (engl. Cycle treshold) vrednost. Ova vrednost je obrnuto proporcionalna koli¢ini ciljne
sekvence u uzorku, odnosno, niza Ct vrednost ukazuje na njenu vecu pocetnu koli¢inu u
datom uzorku.

Dobijeni rezultati real time PCR testa za dokazivanje i genotipizaciju HR HPV
DNK, odnosno HR HPV DNK testa, su smatrani validnim ukoliko su rezultati testiranja
svih kontrola bili zadovoljavaju¢i prema uputstvu proizvodaca. Uzorak je smatran
negativnim na prisustvo HR HPV DNK ukoliko nije detektovan fluorescentni signal, dok je
uzorak oznacen kao pozitivan na prisustvo HR HPV DNK ukoliko je uo€ena amplifikaciona
kriva sa zadovoljavaju¢om Ct vrednoScu. Interpretacija dobijenih rezultata pozitivnih na

prisustvo HR HPV DNK vrsena je u saglasnosti sa uputstvom proizvodaca (240).
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3.6 Dokazivanje iRNK E6/E7 visokorizi¢nih HPV

Dokazivanje iRNK E6/E7 HR HPV 16, 31, 33 i 51 u ukupnom uzorku izvedeno je
primenom metode reverzne transkripcije i lanane reakcije polimeraze u realnom vremenu
(engl. real time Reverse Transcription - Polymerase Chain Reaction, real time RT-PCR).
Postupak je obuhvatao izolaciju ukupne RNK iz uzorka, uklanjanje kontaminanata,
izvodenje real time RT-PCR testa i analizu dobijenih rezultata.

3.6.1 lzolacija ukupne RNK

Izolacija ukupne RNK izvrSena je upotrebom komercijalnog kompleta miRNeasy
Mini Kit u skladu sa uputstvom proizvodaca (242). Ovaj komercijalni komplet je prilagoden
izolaciji ukupne RNK prisutne u uzorku vezivanjem za silikatnu membranu spin-kolonica.
Izolacija ukupne RNK vrSena je pomocu aparata za automatsku izolaciju nukleinskih
kiselina QlAcube Connect (Qiagen, Hilden, Nemacka) upotrebom pomenutog kompleta.

U prvoj fazi izolacije, ¢elije su lizirane i homogenizovane u prisustvu denaturiSuceg
pufera koji sadrzi fenol i guanidin-tiocijanat. Tokom liziranja, dolazi do degradacije proteina
1 DNK, kao i1 do inaktivacije RNK nukleaza ¢ime se obezbeduje preciS¢avanje intaktnih
molekula RNK. Nakon toga, dodavanjem hloroforma i centrifugiranjem izvrSeno je
razdvajanje vodene faze (supernatant) u kojoj se nalaze molekule RNK, medufaze sa
molekulama DNK i organske faze sa proteinima. Supernatantu je dodat etanol u cilju
optimizacije uslova za vezivanje molekula RNK za silikathu membranu spin-kolone. U
naredna dva koraka ispirani su proteini, nukleaze i druga jedinjenja koje mogu inhibitorno
uticati na real time RT-PCR reakciju, a zatim je ukupna RNK eluirana u zapremini od 50 pL

ultradiste vode oslobodene od nukleaza.
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3.6.2 Uklanjanje kontaminanata iz uzoraka izolovane ukupne RNK

Upotreba miRNeasy Mini Kit kompleta obezbeduje izolaciju molekula RNK visokog
kvaliteta. Ipak, uzorci izolovane ukupne RNK su podvrgnuti postupku koji je imao za cilj
digestiju molekula DNK, potom inaktivaciju DNK nukleaza, kao i eliminaciju tragova
dvovalentnih jona, magnezijuma i kalcijuma. Upotrebom Invitrogen™ TURBO DNA-fiee™
kompleta, uz pridrzavanje preporuka proizvodaca (243), izvrSeno je uklanjanje ovih
potencijalno prisutnih kontaminanata, koji mogu da degradiraju izolovane molekule RNK.
Pored toga, ovim postupkom se pruza dodatna sigurnost da je pozitivan rezultat dobijen u
real time RT-PCR reakciji, rezultat prisustva iRNK E6/E7 HR HPV, a ne posledica
prisustva HR HPV DNK. Rutinski postupak uklanjanja kontaminanata upotrebom
pomenutog kompleta obuhvatao je dodavanje 5 pL pufera 10xTURBO DNase Buffer i 1 pL
enzima TURBO DNase u pojedinacni uzorak izolovane ukupne RNK (zapremine 50 pL), uz
inkubaciju u trajanju od 20 do 30 min. na temperaturi od 37 °C. Nakon delovanja enzima
dodato je 5 pL inaktivacionog reagensa (Dnase Inactivation Reagent), uz inkubaciju u trajanju
od 5 min., na sobnoj temperaturi i povremeno mesanje. Nakon toga, izvrseno je centrifugiranje
(90 s., 10.000 x Q). Izdvojeni supernatant je pazljivo prenet u zasebnu cistu tubicu oslobodenu

od nukleaza.

3.6.3 Izvodenje real time RT-PCR testa za dokazivanje iRNK E6/E7 HR HPV

Nakon postupaka izolacije ukupne RNK iz uzorka i uklanjanja kontaminanata,
uzorci su podvrgnuti kvalitativnom ispitivanju prisustva iRNK E6/E7 pomocu real time RT-
PCR testa. Test je izveden upotrebom prajmera i TagMan proba specifi¢no dizajniranih za
prepoznavanje EG6/E7 regiona genoma pojedinih tipova HR HPV. Nukleotidni nizovi
prajmera i TagMan proba preuzeti su iz prethodno objavljenog rada Lindh i saradnika (244).
Svaki set se sastojao od dva oligonukleotidna prajmera uzvodno (engl. Forward, F) i
nizvodno (engl. Reverse, R) i dvostruko obelezene TagMan probe. Na 5° kraju TagMan
probe su bile obelezene FAM (6-karboksifluorescein) reporter bojom, a na 3’ kraju
TAMRA (6-karboksitetrametilrodamin) quencher bojom. Duzina dobijenih amplikona je
bila u opsegu 74-113 bp (Tabela 3.1).
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Tabela 3.1. Nukleotidni niz uzvodnih i nizvodnih prajmera i obeleZenih proba za
dokazivanje iRNK E6/E7 HR HPV 16, 31, 33 i 51.

Duzina

Genotip Nukleotidni niz prajmera i fluorescentno obeleZenih proba amplikona (bp)

F: 5>-TTGCAGATCATCAAGAACACGTAGA-3’
HR HPV 16 | R:5-CAGTAGAGATCAGTTGTCTCTGGTTGC-3’ 113
P: S’FAM-AATCATGCATGGAGATACACCTACATTGCATGA-TAMRA-3’
F: 5’>-ATTCCACAACATAGGAGGAAGGTG-3’

HR HPV 31 | R:5-CACTTGGGTTTCAGTACGAGGTCT-3’ 76
P: 5’FAM-ACAGGACGTTGCATAGCATGTTGGA-TAMRA-3’
F: 5’-ATATTTCGGGTCGTTGGGCA-3’

HR HPV 33 | R:5-ACGTCACAGTGCAGTTTCTCTACGT-3’ 74
P: 5’FAM-GGACCTCCAACACGCCGCACA-TAMRA-3""
F: 5>-AAAGCAAAAATTGGTGGACGA-3’

HR HPV 51 | R:5-TGCCAGCAATTAGCGCATT-3’ 81
P: S’FAM-CATGAAATAGCGGGACGTTGGACG-TAMRA-3’

F — uzvodni prajmer (engl. Forward); R — nizvodni prajmer (engl. Reverse); P — TagMan Proba;
FAM — 6-karboksifluorescein; TAMRA — 6-karboksitetrametilrodamin; * — antisens.

Za izvodenije real time RT-PCR testa upotrebljen je komplet AgPath-ID™ One-Step RT-
PCR Kit, prema uputstvu proizvodaca (245). Prajmeri su kori$¢eni u konac¢noj koncentraciji
od 300 nM, dok je kona¢na koncentracija TagMan proba bila 200 nM. Zapremina pufera 2X
RT-PCR Buffer koja se dodaje u reakcionu smesu je bila 12,5 pL, dok je zapremina smeSe
enzima AgPath 25X RT-PCR Enzyme Mix bila 1 pL. U reakcionu sme$u dodat je i 1 puL
reagensa RNase Inhibitor. Ovaj reagens sadrzi rekombinantni enzim koji inhibira aktivnost
RNK nukleaza i tako spre¢ava degradaciju molekula RNK u uzorku. Za svaki set prajmera i
TagMan proba, pripremljena je zasebna reakciona smeSa. U svaki bunar¢i¢ ploce za
odvijanje PCR reakcije (tzv. reakcione ploce) dodato je 20 pL odgovarajuce reakcione
smesSe 1 5 puL izolovane RNK. Reakcione ploce su nakon prekrivanja adhezivnim filmom
centrifugirane 30 s. pri brzini od 500 x g, a zatim prenete u real time PCR aparat.

Radi dokazivanja prisustva ciljnih iRNK, uzorak je prvo podvrgnut reakciji reverzne
transkripcije u toku koje su se na osnovu nukleotidnih nizova prisutnih molekula RNK
sintetisane komplementarne molekule DNK, odnosno formirali su se lanci cDNK. U
narednoj fazi reakcije novosintetisane molekule cDNK komplementarne iRNK EG6/E7
odgovaraju¢ih HR HPV tipova su se, zahvaljujuéi specifi¢nosti setova prajmera i TagMan
proba, selektivno amplifikovale. Za izvodenje real time RT-PCR testa upotrebljen je real

time PCR aparat Applied Biosystems 7500 proizvodaca Applied Biosystems (deo kompanije
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Thermo Fisher Scientific) (Voltam, Masacusets, SAD). Temperatura i vreme trajanja
odgovarajucih faza reakcije zadati su pomocu programskog paketa Applied Biosystems
Software v2.0.6. Reakcija reverzne transkripcije se odvijala u trajanju od 30 min. na
temperaturi od 48 °C. Potom je sledila faza u trajanju od 10 min. tokom koje se vrsi
inaktivacija reverzne transkriptaze i aktivacija Taq polimeraze pri temperaturi od 95 °C.
Nakon toga izvedeno je 45 ciklusa PCR amplifikacije: denaturacija molekula cDNK (95
°C/15 s.) i faza vezivanja prajmera TagMan proba i ekstenzije nukleotidnog lanca (58 °C/1
min.). Podaci o nivou emitovane fluorescencije prikupljani su tokom faze vezivanja
prajmera i TagMan proba u svakom ciklusu amplifikacije. Svaki uzorak je analiziran u

jednoplikatu.

3.6.4 Analiza rezultata iRNK E6/E7 HR HPV testa

Dobijeni rezultati real time RT-PCR testa su obradeni i prikazani u vidu
amplifikacionih kriva i Ct vrednosti pomo¢u programskog paketa Applied Biosystems
Software v2.0.6. Uzorak je dalje oznacen kao pozitivan na prisustvo iRNK E6/E7 odredenog
genotipa HR HPV, ukoliko je sa odgovaraju¢im setom prajmera i TagMan probom dobijena
amplifikaciona kriva. Opisana analiza ekspresije oznacena je kao iRNK E6/E7 HR HPV
test. U cilju olak$ane interpretacije dobijenih real time RT-PCR rezultata izvrSena je
kategorizacija onkogene aktivnosti u odnosu na stepen eksprimiranja iRNK E6/E7 HR HPV
pri datim uslovima reakcije: niska onkogena aktivnost (Ct > 30), umerena onkogena
aktivnost (25 < Ct < 30), visoka onkogena aktivnost (20 < Ct < 25) i veoma visoka
onkogena aktivnost (15 < Ct < 20). Sagledavanje razlika u dobijenim Ct vrednostima

omoguceno je analizom njihove disperzije.
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3.7 Upitnik

Analiza demografskih podataka i faktora rizika za nastanak cervikalnih intraepitelnih
lezija je vrSena na osnovu pismene, anonimne ankete, popunjavanjem upitnika (Prilog 2)
koji je sadrzao pored osnovnih i demografskih podataka o pacijentkinjama, podatke o
seksualnim 1 drugim navikama, kao i dodatnim faktorima koji su prema podacima iz
dostupne literature znacajni za nastanak cervikalne intraepitelne neoplazije posredovane
HPV infekcijom (246). Kako bi se analizirali faktori rizika, obradene su ankete HR HPV
DNK pozitivnih Zena koje su ih dobrovoljno popunile. Upitnik je odobren od strane Etickog

odbora Instituta za javno zdravlje VVojvodine, broj: 07-1086/3-a.

3.8 Statisticka obrada podataka

Za statisticku obradu podataka koris¢en je programski paket za interaktivnu ili
grupnu statisticku analizu IBM Statistical Package for Social Sciences — IMB SPSS 21
(247). Numericka obelezja (Ct vrednost HR HPV, uzrast) su prikazana putem srednjih
vrednosti (aritmeticka sredina) i mera varijabiliteta (opseg vrednosti, standardna devijacija),
a atributivna obelezja (ostala koja nisu numericka) kori§¢enjem frekvencija i procenata.

Komparacija vrednosti numeric¢kih obeleZja izmedu dve grupe vrSena je primenom
Studentovog t-testa, dok je za poredenje vrednosti izmedu tri ili viSe grupa podataka
primenjena jednosmerna analiza varijanse (engl. analysis of variance, ANOVA), kao i
Bonferroni post hoc test.

Testiranje razlike frekvencija atributivnih obelezja vrSeno je primenom Hi-kvadrat
(x?) testa nezavisnosti i kvaliteta podudaranja. Medusobna podudarnost testova vriena je
primenom binominalne distribucije Maknemarovim (engl. McNemar) testom. Ispitivanje
povezanosti dva obelezja vrseno je primenom Pirsonovog (r) i Spirmanovog (p) koeficijenta
korelacije. U cilju kvantifikovanja dijagnostickih sposobnosti izabranog testa i proceni njegovog
znacaja koriséena je ROC (engl. Receiver Operating Characteristics) kriva, koja omogucava
testiranja znacajnosti razlika diskriminacionih potencijala razlicitih varijabli za isti binarni ishod.
Zasnovana je na grafickom prikazu parova senzitivnosti i specifi¢nosti koji se mogu dobiti

procenom grani¢ne vrednosti po svim vrednostima diskontinuiranih varijabli uzorka.
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Za ispitivanje povezanosti dva ili vise obelezja, odnosno generisanje adekvatnih
statistiCkih modela, koriS¢ena je univarijantna 1 multivarijantna logistiCka regresiona
analiza. Univarijantnom multinominalnom logistickom regresijom postupn0 Su ispitani
pojedinacni faktori koji oznafavaju povecanu verovatno¢u za nastanak lezija visokog
stepena cervikalnog epitela. Prediktivni model sadrzi Cetiri nezavisne promenljive: HR HPV
DNK 16, iRNK E6/E7 HR HPV, iRNK E6/E7 HR HPV 16, uzrasnu Kkategoriju
pacijentkinja, dok je HSIL lezija, kao predstavnica visokog stepena cervikalne atipije,
predstavljala zavisnu promenljivu u odnosu na sve analizirane relevantne faktore.
Multivarijantna logisti¢ka regresiona analiza je primenjena na onkogenu aktivnost ispitanih
genotipova HPV 1 potvrdene relevantne faktore, u cilju konstrukcije prediktivnih modela
kojima bi se imenovali najjaci prediktori, kada se posmatra uticaj svih prediktora zajedno za
nastanak visokostepenih lezija cervikalnog epitela.

Statisticki znac¢ajnim se smatraju vrednosti nivoa znacajnosti p < 0,05. Rezultati su

prikazani tabelarno i/ili graficki.
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4. REZULTATI
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4.1 Genotipizacija visokorizi¢nih HPV

Ukupno je testirano 365 uzoraka, od kojih je 246 (67,4%) bilo pozitivno na prisustvo

najmanje jednog od 12 ispitanih visokorizi¢nih genotipova HPV, dok je 119 bilo negativno

na prisustvo istih genotipova (Tabela 4.1).

Tabela 4.1. Analiza prisustva 12 HR HPV DNK u ispitivanom uzorku.

12 HR HPV DNK n (%)
Pozitivno 246 67,4
Negativno 119 32,6

Ukupan broj uzoraka: 365 100

n — broja pacijentkinja.

Rezultati pokazuju da su najéesSce zastupljeni HR HPV genotipovi: 16 (38,3%), 31
(17,2%), 33 (8,8%), 151 (8,8%) i ¢ine 73% (200/274) detektovanih genotipova (Tabela 4.2).

Tabela 4.2. Distribucija 12 HR HPV genotipova.

HR HPV n %
HPV DNK 16 105 38,3
HPV DNK 31 47 17,2
HPV DNK 33 24 8,8
HPV DNK 51 24 8,8
HPV DNK 56 15 55
HPV DNK 52 13 4,7
HPV DNK 58 11 4,0
HPV DNK 18 10 3,6
HPV DNK 59 10 3,6
HPV DNK 45 7 2,6
HPV DNK 35 5 1,8
HPV DNK 39 3 1,1

Ukupan broj genotipova: 274 100

Ukupan broj uzoraka:

246

n - broj HR HPV genotipova. RuZi¢asta boja oznacava Cetiri

najcesce zastupljena HR HPV.
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Uzorak za dalju analizu je obuhvatio 291 cervikalni bris, od kojih je 172 bilo
pozitivno na prisustvo najmanje jednog od Cetiri najzastupljenija HR HPV DNK genotipa, a
119 negativno (Grafikon 4.1). S obzirom na moguénost detekcije razliCitih genotipova u
svakom pojedinacnom uzorku cervikalnog brisa, rezultati su iskazani u odnosu na ukupan

broj pacijentkinja i/ili detektovanih genotipova.

HR HPV DNK test (12 HR HPV)

pacijentkinja pacijentkinja

HR HPV pozitivne HR HPV negativne

1 72 pacijentkinje

HR HPV 16, 31, 33, 51 pozitivne

J

iRNK E6/E7 HR HPV 16, 31, 33, 51 tos

Grafikon 4.1. Konstrukcija uzorka za analizu.

4.1.1 Distribucija HR HPV 16, 31, 33 i 51 genotipova

Kod HR HPV pozitivnih pacijentkinja, najzastupljeniji genotip je bio HR HPV 16
(61%). Sledeci po ucestalosti bio je HR HPV 31 zastupljen u 27,3% slucajeva, dok su HR HPV
33 1 HR HPV 51 bili podjednako zastupljeni kod 14% ispitanih pacijentkinja (Tabela 4.3).
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Tabela 4.3. Distribucija HR HPV DNK 16, 31, 33 i 51 u odnosu na ukupan broj HR
HPV pozitivnih pacijentkinja.

HR HPV DNK Pacijentkinje 2 b
n (%)
+ 105 61,0
HR HPV DNK 16 - 67 39,0
Ukupno: 172 100
+ 47 27,3
HR HPV DNK 31 - 125 72,7
Ukupno: 172 100 877 0,000
+ 24 14,0
HR HPV DNK 33 - 148 86,0
Ukupno: 172 100
+ 24 14,0
HR HPV DNK 51 - 148 86,0
Ukupno: 172 100

n—broj pacijentkinja; ™ p < 0,001.

Utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu broja pacijentkinja sa pozitivnim HR
HPV 16, 31, 33 i 51 genotipovima kod pacijentkinja Juznobatkog okruga (x® = 87,7,
p <0,001).

4.1.2 Distribucija pojedinac¢nih i udruzenih HR HPV infekcija

U 84,3% analiziranih uzoraka dokazana je infekcija izazvana pojedinaénim
genotipom, dok je u 15,7% slucajeva prisutna udruzZena infekcija. HR HPV 16 je najceSce
pojedinacno zastupljeni genotip (48,3%), dok su ostali ispitani genotipovi imali nize ucesce
u strukturi (9,3% — 16,3%). Medu udruzenim infekcijama HR HPV 16 1 31 su prisutni najcescée
(7,6%), dok se prisustvo ostalih ispitanih genotipova u udruzenim infekcijama potvrduje u
manjem procentu (0,6% — 3,5%) (Tabela 4.4).
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Tabela 4.4. Distribucija HR HPV
infekcijama.

16, 31, 33 i 51 pojedinaéno i u udruZenim

Udruzena HR HPV DNK infekcija | HR HPV DNK n (%) n (%)
16 83 48,3

Ne 31 28 163 145 84,3
33 18 10,5
51 16 9,3
16, 31 13 7,6
16, 51 6 3,5
31,33 3 1,7

Da 16, 33 ) 12 27 157
31,51 2 1,2
16, 31, 33 1 0,6

Ukupan broj uzoraka: 172 100 172 100

n—broj pacijentkinja.

4.1.3 Distribucija HR HPV 16, 31, 33 i 51 prema citolo§kom nalazu

Visokorizi¢ni genotip 16 je pozitivan u najviSem procentu bez obzira na Stepen

tezine citoloSkog nalaza (od 44,8% do 75,5%). Ucesce pozitivnih nalaza HR HPV 31 opada

sa stepenom tezine citolo§kog nalaza i najnize je u visokostepenoj leziji cervikalnog epitela

(11,3%). Preostali HR HPV tipovi su pozitivni u manje od 20,7% bez obzira na stepen

tezine citoloskog nalaza (Tabela 4.5).
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Tabela 4.5. Distribucija HR HPV DNK pozitivnih uzoraka prema genotipu i
citolo§kom nalazu.

Citoloski nalaz

HR HPV DNK NILM | ASCUS | LSIL HSIL X p
n % n % |n % | n %
+ 13 44,8 |28 609 |24 545|40 755
HR HPV 16 - 16 552 |18 39,1 |20 455|13 245 | 8,628 |0,035"
Ukupno: | 29 100 |46 100 |44 100 |53 100

+ 11 37,9 |16 348 |14 318| 6 11,3

HR HPV 31 - 18 62,1 |30 652 |30 682 |47 887 10,214 | 0,017
Ukupno: | 29 100 | 46 100 |44 100 |53 100
+ 6 2076 130| 5 114 |7 132

HR HPV 33 - 23 79,3 |40 87039 886 |46 86,8 | 1,398 | 0,706
Ukupno: | 29 100 | 46 100 |44 100 |53 100
+ 4 1385 109|8 182 | 7 1372

HR HPV 51 - 25 86,241 89,136 818 |46 86,8 | 1,045 | 0,790

Ukupno: | 29 100 | 46 100 | 44 100 |53 100

NILM — negativan za intreaepitelnu leziju ili malignitet (nisu uocene abnormalnosti); ASCUS — atipi¢ne
skvamozne celije neodredenog znadaja; LSIL — skvamozna intraepitelna lezija niskog stepena; HSIL —
skvamozna intraepitelna lezija visokog stepena; n — broj pacijentkinja; * p < 0,05. RuZi¢asta boja oznadava
statisticki znacajnu razliku.

Utvrdena je statisticki znacajna razlika u zastupljenosti izmedu broja pozitivnih
nalaza HR HPV 16 (y? test, p = 0,035) i HR HPV 31 (y?test, p = 0,017) u zavisnosti od
stepena tezine citologkog nalaza, $to nije utvrdeno za HR HPV 33 i 51 (y? test, p = 0,706,
odnosno, p = 0,790).

Uces¢e pozitivnih nalaza pojedina¢nih HR HPV infekcija raste sa stepenom tezine
citoloskog nalaza (16,6% — 31,7%). Kod udruzenih infekcija najveée ucesée pozitivnih
nalaza registrovano je kod ASCUS (33,3%). Prema 2014 Bethesda System klasifikaciji bez
registrovane celularne atipije bilo je najmanje uzoraka 16,9%. Sli¢na zastupljenost se zapaza
u grupama ASCUS i LSIL citoloskih nalaza (26,7%, odnosno 25,6%), dok se najveci broj
pozitivnin HR HPV DNK nalaza klasifikuje kao visokostepena lezija cervikalnog epitela
(30,8%) (Tabela 4.6).
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Tabela 4.6. Distribucija pojedinac¢nih i udruZenih infekcija prema citolo§Skom nalazu.

Prisustvo udruzene infekcije
CitoloSki nalaz Ne Da Ukupno
n % n % n %
NILM 24 16,6 5 18,5 29 16,9
ASCUS 37 25,5 9 33,3 46 26,7
LSIL 38 26,2 6 22,2 44 25,6
HSIL 46 31,7 7 25,9 53 30,8
Ukupno: 145 100 27 100 172 100

NILM — negativan za intreaepitelnu leziju ili malignitet (nisu uofene abnormalnosti); ASCUS — atipine
skvamozne c¢elije neodredenog znacaja; LSIL — skvamozna intraepitelna lezija niskog stepena; HSIL —
skvamozna intraepitelna lezija visokog stepena; n—broj pacijentkinja.

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u broju pacijentkinja sa razli¢itim citoloskim

nalazom u odnosu na postojanje pojedinacne i udruzene infekcije (x?=0,962; p = 0,811).

4.1.4 Analiza starosne strukture Zena sa dokazanom HR HPV 16, 31, 33, 51 infekcijom

Najmlada pacijentkinja u ispitivanom uzorku je imala 20 godina, a najstarija 74
godine, dok je prosek bio 36,7 + 12,6 godina. Najveci broj pacijentkinja sa normalnim
nalazom pripadale su mladoj uzrasnoj kategoriji (27,9%), sa prose¢nom starosnom dobi od
31 godine. Podjednak broj pacijentkinja sa nedefinisanim citoloskim nalazom pripadale su
mladoj (30,9%) i srednjoj uzrasnoj kategoriji (33,9%), sa prose¢nom starosnom dobi od 33
godine. Najveci broj pacijentkinja sa niskostepenim lezijama cevikalnog epitela pripadale su
srednjoj uzrasnoj kategoriji (29%), sa prosecnom starosnom dobi od 36 godina. Najveci broj
pacijentkinja sa visokostepenim lezijama cevikalnog epitela pripadale su starijoj uzrasnoj
kategoriji (57,1%), sa prose¢nom starosnom dobi od 43 godine. Medu Zenama Juznobackog
okruga najveca ukupna zastupljenost ispitanih HR HPV se belezi kod mladih zena do 30
godina (39,5%), nesto niza kod pripadnica srednje Zivotne dobi (36%), a najmanja kod Zena

starijih od 45 godina (24,4%) (Tabela 4.7; Grafikon 4.2).
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Tabela 4.7. Starosna struktura ispitanih pacijentkinja prema citoloSkom nalazu.

.. Citoloski nalaz Ukupno
Uzrasna kategorija
(godine) NILM ASCUS LSIL HSIL N o
n (%) n (%) n (%) n (%) 0
<30 19(27,9) 21(30,9)  17(25,0) 11 (16,2) 68 395
31-44 5(8,1) 21(33,9)  18(29,0) 18 (29) 62 36,1
> 45 5(11,9) 4(9,5) 9 (21,5) 24 (57,1) 42 244
22 29,500
0,000
P 172 100
Prosek? 309+122 334+92 358+115 434 +68
p 0,000™ 0,000 0,012 -

Fkk

n — broj pacijentkinja; “p < 0,05;

p < 0,001; # prikazana je srednja vrednost + standardna devijacija. NILM —

negativan za intreaepitelnu leziju ili malignitet (nisu uocene abnormalnosti); ASCUS — atipi¢ne skvamozne
¢elije neodredenog znacaja; LSIL — skvamozna intraepitelna lezija niskog stepena; HSIL — skvamozna
intraepitelna lezija visokog stepena. Ruzi¢asta boja oznacava statisti¢ki znac¢ajnu razliku.

Utvrdena je statisticki znacajna razlika u broju pacijentkinja sa razli¢itim citoloskim

nalazom i u odnosu na uzrasne grupe (y? test; 2 = 29,500; p < 0,001). Utvrdena je statisticki

znacajna razlika u odnosu na citoloski nalaz 1 starost pacijentkinja, gde su pacijentkinje sa HSIL

nalazom bile znacajno starije u odnosu na druge grupe (ANOVA; F = 9,321; p < 0,001).

Bonferroni post hoc testom je utvrdeno da su pacijentkinje sa visokostepenim lezijama

statisticki znacajno starije od onih sa nedefinisanim citoloskim promenama (p < 0,001),

normalnim citoloskim nalazom (p < 0,001) i onih sa niskostepenim lezijama (p = 0,012).
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Grafikon 4.2. Uzrasna struktura ispitanih pacijentkinja prema citoloSkom nalazu.
NILM — negativan za intreaepitelnu leziju ili malignitet (nisu uofene abnormalnosti); ASCUS — atipi¢ne
skvamozne ¢elije neodredenog znacaja; LSIL — skvamozna intraepitelna lezija niskog stepena; HSIL —
skvamozna intraepitelna lezija visokog stepena. Prikazan je minimum, maksimum, donji i gornji kvartil i
medijana. Kvartili dele distribuciju na Cetiri jednaka dela, a svaki deo sadrzi 25% rezultata distribucije. Kruziéi
predstavljaju identifikacione brojeve pacijentkinja.

U Tabela 4.8 i Grafikon 4.3 prikazana je distribucija ispitanih pacijentkinja prema
genotipizaciji HR HPV i njihov prosecan uzrast, odnosno godina zivota najmlade i najstarije
pacijentkinje sa datim HR HPV DNK nalazom.

Prema genotipizaciji HR HPV pozitivnih nalaza se uocava da je prisustvo HPV 16
podjednako zastupljeno u svim uzrasnim kategorijama, detekcija HR HPV 31 i 33
genotipova smanjuje se sa godinama Zzivota, dok se HR HPV 51 povecava (Tabela 4.8,
Grafikon 4.3).
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Tabela 4.8. Analiza HR HPV DNK pozitivnih nalaza u odnosu na uzrast.

HR HPV DNK Uzrasna kategorija (godine) , Sre;'mat Minimum = Maksimum |
4 <30 | 3144 | >45 | Ukupno | ¥ p vrednos (godina) = (godina) P
n % 'n. % 'n % n % * s.d. (godina)
HRHPV16 |41 603 39 629 25 595|105 610 0147 0929 | 369+129 20 74 0,289 | 0,773
HRHPV3l |24 353 15 242 | 8 190 | 47 27,3 3930 0140| 331+108 20 61 2,317 | 0,022"
HRHPV33 |10 147 10 161 4 95 | 24 140 0963 0618 | 341+112 20 63 1,077 | 0,283
HRHPVS5L |6 88 |11 17,7| 7 167 24 1402489 0298 | 40,5+127 23 67 1,610 | 0,109

n — broj pacijentkinja; s.d. — standardna devijacija; t — t-test: “ p < 0,05. RuZi¢asta boja oznacava statisti¢ki zna¢ajnu razliku.

Pacijentkinje sa laboratorijski potvrdenim HR HPV 31 su statisti¢ki znac¢ajno mlade (33 godine) u odnosu na preostale HR

HPV pozitivne pacijentkinje (t = 2,317, p = 0,022). Nije utvrdena statisticki znac¢ajna razlika u broju pozitivnih HR HPV u odnosu na

definisane uzrasne kategorije ispitivanih pacijentkinja.
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Grafikon 4.3. Uzrasna struktura ispitanih pacijentkinja prema HR HPV genotipu: HR
HPV DNK 16 (A), HR HPV DNK 31 (B), HR HPV DNK 33 (C) i HR HPV DNK 51 (D).
Prikazan je minimum, maksimum, donji i gornji kvartil i medijana. Kvartili dele distribuciju na Cetiri jednaka
dela, a svaki deo sadrzi 25% rezultata distribucije. Kruzi¢i predstavljaju identifikacione brojeve pacijentkinja.
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Zastupljenost udruzenih infekcija kod pacijentkinja razli¢ite uzrasne kategorije pokazuje

da je procenat udruZenih infekcija najmanji kod pacijentkinja > 45 godina (Tabela 4.9).

Tabela 4.9. Zastupljenost udruzZenih infekcija u odnosu na uzrasne kategorije ispitanih

Zena.
Uzrasna kategorija (godine)
Udruzena HR HPV 2
infekcija <30 31-44 > 45 Ukupno X p
n % n % % n %
D 12 176 13 210 2 4,8 27 157
: ! ’ ! 15202 0071
Ne 56 824 49 79,0 40 952 | 145 843
Ukupno: [ 68 100 62 100 42 100 | 172 100

n — broj pacijentkinja.

Razlika u zastupljenost udruzenih HR HPV infekcija prema stratifikovanim

uzrasnim kategorijama nije utvrdena na statisticki zna¢ajnom nivou.

4.2 Analiza onkogene aktivnosti visokorizi¢énih HPV 16, 31, 33 1 51

Analiza eksprimiranja onkogena E6 i E7 omogucena je dokazivanjem iRNK E6/E7
HR HPV u ukupnom uzorku (291 cervikalnih briseva). Utvrdeno je prisustvo 115 iRNK
E6/E7 HR HPV (16, 31, 33, 51) kod 111 pacijentkinja, koje ¢ine 38,1% ukupnog uzorka
odnosno 64,5% HR HPV pozitivnih pacijentkinja (Tabela 4.10).

Tabela 4.10. Analiza prisustva iIRNK E6/E7 HR HPV 16, 31, 33 i 51 u ispitivanom
uzorku.

Ukupan broj pacijentkinja HR HPV DNK +

iRNK E6/E7 HR HPV

n (%) n (%)

Pozitivan 111 38,1 111 64,5
Negativan 180 61,9 61 35,5
Ukupno: 291 100 172 100

n — broj pacijentkinja.
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4.2.1 Distribucija onkogene aktivnosti u odnosu na HR HPV DNK 16, 31, 33 i 51

Onkogena aktivnost je dokazana za 115 (57,5%) HR HPV DNK potvrdenih
genotipova. Priblizno svaki drugi HPV 16 genotip je onkogeno eksprimiran (48,6%), dok je
onkogena aktivnost preostalih ispitanih genotipova visa i iznosi 70,2% za HR HPV 31, 66,7%
zaHR HPV 331 62,5 % za HR HPV 51 (Tabela 4.11).

Tabela 4.11. Analiza prisustva iRNK HR HPV 16, 31, 33 i 51.

HR HPV DNK _
iRNK HR HPV Negativni | Pozitivni Uache) LRP'\\‘/K+Ep6;§J7e':tii?jz\(’;)§’d
n n (%)
+ 0 51 48,6
iRNK E6/E7 HPV 16 - 67 54 514 29,7 (51/172)
Ukupno: 67 105 100
+ 0 33 70,2
iRNK E6/E7 HPV 31 - 125 14 298 19,2 (33/172)
Ukupno: 125 47 100
+ 0 16 66,7
iRNK E6/E7 HPV 33 - 148 8 333 9,3 (16/172)
Ukupno: 148 24 100
+ 0 15 625
iRNK E6/E7 HPV 51 - 148 9 375 8,7 (15/172)
Ukupno: 148 24 100
+ 0 115 57,5
Ukupna iRNK HR HPV - 119 85 425 66,9 (115/172)
Ukupno: 119 200 100

n —broj HR HPV genotipova.

iIRNK E6/E7 HR HPV detektovana je isklju€ivo u HR HPV DNK pozitivnim
uzorcima. Shodno navedenom, distribucija rezultata detekcije iIRNK E6/E7 HR HPV 16, 31,
33 i 51 iskazana je u odnosu na ovu frakciju uzorka. Najzastupljenija je bila iIRNK E6/E7
HR HPV 16, koja ¢ini 25,5% HPV DNK dokazanih HR HPV genotipova. Slede¢a po
ucestalosti bila je iRNK E6/E7 HR HPV 31 kod 16,5% uzorka, dok su iRNK E6/E7 HR
HPV 331 51 bile podjednako zastupljene u 8%, odnosno, 7,5% uzoraka (Tabela 4.12).
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Tabela 4.12. Distribucija IRNK HR HPV 16, 31, 33 i 51 u odnosu na HR HPV DNK
genotipove.

iRNK E6/E7 HR HPV n %
- 149 74,5

iRNK E6/E7 HPV 16 + 51 25,5
Ukupno: 200 100

- 167 83,5

iRNK E6/E7 HPV 31 + 33 16,5
Ukupno: 200 100

- 184 92,0

iRNK E6/E7 HPV 33 + 16 8,0
Ukupno: 200 100

— 185 92,5

iRNK E6/E7 HPV 51 + 15 7,5
Ukupno: 200 100

n —broj HR HPV genotipova.

4.2.2 Analiza onkogene aktivnosti HR HPV 16, 31, 33 i 51 u odnosu na citoloske nalaze

Eksprimiranje gena E6 i E7 kao pokazatelja onkogene aktivnosti HR HPV 16, 31, 33 i
51 analizirano je u odnosu na citoloski nalaz. IRNK E6/E7 HR HPV je najzastupljenija u
grupi pacijentkinja sa HSIL citoloskim nalazom (88,9%), dok je u grupi pacijentkinja sa LSIL
citoloskim nalazom dokazana u manjem procentu (60%). Dvostruko niZa zastupljenost uocava
se u grupi pacijenkinja sa ASCUS citoloskim nalazom (29,4%), dok je kod Zena sa normalnim
citoloskim nalazom onkogena aktivnost prisutna u 10,9% slucajeva (Tabela 4.13).

Tabela 4.13. Analiza prisustva iRNK HR HPV 16, 31, 33 i 51 u odnosu na citoloski
nalaz pacijentkinja.

Citoloski nalaz

B NILM ASCUS LSIL HSIL o p
n % n % n % n %
; 13 109 | 20 204 | 30 600 | 48 889

108,623 0,000
- 106 89,1 | 48 706 | 20 400 | 6 111

Ukupno: [ 119 100 | 68 100 | 50 100 | 54 100

NILM — negativan za intreaepitelnu leziju ili malignitet (nisu uocene abnormalnosti); ASCUS — atipine
skvamozne c¢elije neodredenog znadaja; LSIL — skvamozna intraepitelna lezija niskog stepena; HSIL —
skvamozna intraepitelna lezija visokog stepena; n — broj pacijentkinja; ™ p < 0,001. Ruzi¢asta boja oznadava
statisti¢ki znacajnu razliku.
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Utvrdena je statisticki znacajna razlika u broju pozitivnih nalaza onkogene aktivnosti

izmedu stepena tezine citoloskog nalaza (y? test; x% = 108,623; p < 0,001).

Analizirana je distribucija iRNK E6/E7 HR HPV pozitivnih HR HPV DNK uzoraka
prema genotipu i citoloskom nalazu. IRNK E6/E7 HR HPV 16 je najzastupljenija u grupi
pacijentkinja sa HSIL citoloskim nalazom (64,2%), dok je u ostalim grupama citoloskog
nalaza dokazana u manjem procentu (3,4% — 22,7%). Prisustvo iRNK E6/E7 HR HPV 31 je
najmanje detektovano u HSIL (7,5%) u odnosu na ostale grupe citoloSkog nalaza
(22,7% — 26,1%). Distribucija onkogene aktivnosti preostalih genotipova je priblizno ista

kroz razlic¢ite citoloske grupe i zadrzava se na niskom nivou (2,2% — 11,4%) (Tabela 4.14).

Tabela 4.14. Distribucija E6/E7 iIRNK HR HPV pozitivnih HR HPV DNK uzoraka
prema genotipu i citoloSkom nalazu.

Citoloski nalaz

iRNK E6/E7 )
HR HPV NILM ASCUS LSIL HSIL Ukupno Y p
n % n % N % n % n %
= 28 966 40 870 34 773 19 358 121 70,3
16 + 1 3,4 6 130 10 22,7 34 642 51 29,7 | 46,881 0,0007

Ukupno: [ 29 100 46 100 44 100 @53 100 172 100

- 22 759 34 739 34 773 49 925 139 808
31 + 7 241 12 261 10 227 4 75 33 19,2 | 6,858 0,077
Ukupno: [ 29 100 46 100 44 100 @53 100 172 100

- 26 89,7 43 935 39 886 48 90,6 : 156 90,7
33 + 3 103 3 65 5 14 5 94 16 93 | 0682 0878
Ukupno: [ 29 100 46 100 44 100 @53 100 172 100

- 26 89,7 45 978 39 886 47 88,7 157 913
51 + 3 103 1 22 5 114 6 113 15 87 - -
Ukupno: [ 29 100 46 100 44 100 53 100 172 100

n — broj pacijentkinja; ™ p < 0,001; NILM — negativan za intraepitelnu leziju ili malignitet (nisu uo¢ene
abnormalnosti); ASCUS — atipi¢ne skvamozne ¢elije neodredenog znacaja; LSIL — skvamozna intraepitelna
lezija niskog stepena; HSIL — skvamozna intraepitelna lezija visokog stepena. Ruziasta boja oznaCava
statisticki zna¢ajnu razliku.

Statisti¢ki znacajna razlika je utvrdena u broju pozitivnih nalaza iRNK E6/E7 HR
HPV 16 u odnosu na citoloski status (2= 46,881; p = 0,000).
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Ukupna onkogena aktivnost (udruzena i pojedinatna) HR HPV DNK infekcija
detektovana upotrebom iRNK E6/E7 HR HPV testa raste sa stepenom tezine cervikalne lezije
(60% — 100%). Onkogena aktivnost pojedinacnih HR HPV (20% — 85,7%) je veca u odnosu na
onkogenu aktivnost udruzenih genotipova (0% — 40%) (Tabela 4.15).

Tabela 4.15. Analiza onkogene aktivnosti udruZenih HR HPV.

Citolotki UdruZena Pojedinacna UdruZene .ll;o’gﬁglggjgi Ukupna
oles |[HRHPVDNK| L | iRNK EG/E7 | 2 |iRNK E6/E7| 3 | iRNK E6/E7 'HR Hpves | Onkogena
nalez HR HPV HR HPV HR HPV* (%) ) aktivnost

0
16,31 1] 0 0
16,51 1 - 0 |51 1
NILM  [31,33 2 [31,33 1| 0 400 20,0 60,0
31,51 1 |31,51 1 - 0
Ukupno:{ 5 2 Ukupno:{ 1
16 1
16,31 6 |- 0
31 3
16,51 1 - 0 0
’ 22 44,4 66,6
ASCUS 131 33 1 (31,33 1 - 0
31,51 1 (31,51 1 - 0
Ukupno: 9 2 Ukupno: 4
16 1
16,31 3 |- 0
31 2
LSIL  [16,31,33 1 - 0 |33 1 00 833 833
16,51 2 |- 0 |51 1
Ukupno: 6 0 Ukupno: 5
16,31 3 16,31 1 |26 .
31 1
16 1
16,33 2 |- 0
HSIL 33 1 143 85,7 100
16,51 2 | o |1 .
51 1
Ukupno: 7 1 Ukupno: 6

* (f2/f1) x 100; ™ (f3/f1) x 100; NILM — negativan za intraepitelnu leziju ili malignitet (nisu uocene
abnormalnosti); ASCUS - atipi¢ne skvamozne ¢elije neodredenog znacaja; LSIL — skvamozna intraepitelna
lezija niskog stepena; HSIL — skvamozna intraepitelna lezija visokog stepena.
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4.2.3 Analiza onkogene aktivnosti HR HPV 16, 31, 33 i 51 prema uzrasnoj kategoriji

U cilju analize prisustva iRNK E6/E7 HR HPV u odnosu na uzrasnu kategoriju, Zene
sa dokazanim prisustvom su kategorisane prema uzrasnim kategorijama (< 30, 31-44, > 45
godina). Najmanje iRNK E6/E7 HR HPV 16 se detektuje kod pripadnica mlade uzrasne
kategorije, a najviSe kod pacijentkinja uzrasne kategorije preko 44 godine starosti. Detekcija
iRNK E6/E7 HR HPV 31 i 33 opada sa porastom godina zivota pacijentkinja, dok iRNK
E6/E7 HR HPV 51 raste (Tabela 4.16).

Tabela 4.16. Analiza iIRNK HR HPV 16, 31, 33 i 51 u odnosu na uzrasne kategorije
pacijentkinja.

Uzrasna kategorija (godina)

Ukupno
iRNK E6/E7 HR HPV <30 31-44 >45 x2 p
n % n % n % n %
- 55 80,9 42 67,7 24 571|121 70,3
iRNK E6/E7 HR HPV 16 + 13 191 20 323 18 429 | 51 29,7 | 7,331 0,026"

Ukupno: | 68 100 62 100 42 100 | 172 100

- 52 765 52 839 35 833|139 808
iRNK E6/E7 HR HPV 31 + 16 23510 1161: 7 16,7 | 33 19,2 1,373 0,503
Ukupno: | 68 100 62 100 42 100 | 172 100

- 61 89,7 56 90,3 :39 929 | 156 90,7
iRNK E6/E7 HR HPV 33 + 7 103 6 97 3 71|16 93 |0322 0851
Ukupno: | 68 100 62 100 @ 42 100 | 172 100

- 65 956 57 919 35 833|157 0913
iRNK E6/E7 HR HPV 51 + 3 44 5 81 7 167 | 15 87 | 4951 0,084
Ukupno: | 68 100 @62 100 42 100 | 172 100

n — broj pacijentkinja. “ p < 0,05. Ruzi¢asta boja oznadava statisticki znacajnu razliku.

Utvrdena je statisticki znacajna razlika u broju pozitivnih nalaza iRNK E6/E7 HR

HPV 16 u odnosu na uzrasne kategorije (x>= 7,331; p = 0,026).

4.2.4 Evaluacija testa za odredivanje onkogene aktivnosti HR HPV 16, 31, 331 51

Senzitivnost testa koji detektuje onkogenu aktivnosti ispitanih HR HPV genotipova
(16, 31, 33 i 51) prati rast stepena citoloSke abnormalnosti u poredenju sa referentnom
grupom (NILM): ASCUS (29,4%), LSIL (60%), HSIL (88,9%). Ukupna senzitivnost iRNK
E6/E7 HR HPV testa u 2014 Bethesda System klasifikovanom nalazu citoloske

abnormalnosti je 57%, dok je negativna prediktivna vrednost u istom uzorku 58,9%.
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Specifi¢nost ovog testa ista je za sve vrste citoloskog nalaza (89,1%) u odnosu na refrentnu
grupu. Pozitivna prediktivna vrednost prati rast stepena citoloski abnormalne lezije (88,3%)
(Tabela 4.17) .

Tabela 4.17. Klini¢ke karakteristike iRNK HR HPV 16, 31, 33 i 51 testa u odnosu na
referentnu grupu.

Citoloski nalaz Senzitivnost (%0) Specifi¢nost (%) PPV (%) NPV (%)
ASCUS 29,4 89,1 60,6 68,8
LSIL 60,0 89,1 70,0 84,1
HSIL 88,9 89,1 78,7 94,6
ASCUS + LSIL + HSIL 57,0 89,1 88,3 58,9
PPV — Pozitivna Prediktivna Vrednost; NPV — Negativna Prediktivna Vrednost; NILM — negativan za
intraepitelnu leziju ili malignitet (nisu uodene abnormalnosti); ASCUS - atipi¢ne skvamozne Ccelije

neodredenog znacaja; LSIL — skvamozna intraepitelna lezija niskog stepena; HSIL — skvamozna intraepitelna
lezija visokog stepena.

4.2.4.1 Analiza eksprimiranja gena E6 i E7 kao pokazatelja onkogene aktivnosti HR HPV

Kada se posmatraju rezultati eksprimiranja gena E6 i E7 HR HPV 16, 31, 33 i 51
analiziranjem dobijenih Ct vrednosti, prose¢na Ct vrednost je najniza za iRNK E6/E7 HR
HPV 51 (Ct = 28,8), a najvisa za iRNK E6/E7 HR HPV 33 (Ct = 31,3) (Tabela 4.18).

Tabela 4.18. Prose¢na Ct vrednost iIRNK E6/E7 HR HPV prema HPV genotipu.

Ct vrednost
iRNK E6/E7 HR HPV n Srednja Y Makeimam
vrednost + s.d.
iRNK E6/E7 HR HPV 16 51 29,754 16 39
iRNK E6/E7 HR HPV 31 33 30,1+5,7 18 40
iRNK E6/E7 HR HPV 33 16 31,3+45 25 37
iRNK E6/E7 HR HPV 51 15 28,841 21 36

n — broj iRNK E6/E7 HR HPV genotipova; s.d. — standardna devijacija.

Ne postoji statisti¢ki znacajna razlika u Ct vrednostima iRNK ispitanih genotipova
(ANOVA,; F = 0,640; p = 0,591).
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Vecéina onkogene aktivnosti visokostepene lezije potice od HR HPV 16, koja se
detektuje u najsirem opsegu Ct vrednosti (Ct = 16-39). Ovaj genotip iskazuje veoma visoku
onkogenu aktivnost. Niska prosecna ekspresija iRNK E6/E7 HR HPV 31 se detektuje u
niskostepenim lezijama (Ct = 31,8), dok je u drugim lezijama umerena (Ct = 28,5-29,6). U svim
citoloSkim nalazima iRNK E6/E7 HR HPV 33 se detektuje na niskom nivou (Ct = 30,6-32), dok
se IRNK E6/E7 HR HPV 51 detektuje na umerenom nivou (Ct = 26-29,3) (Tabela 4.19,
Grafikon 4.4 i Grafikon 4.5, Prilog 3).

Tabela 4.19. Distribucija Ct vrednosti IRNK HR HPV 16, 31, 33 i 51 u odnosu na
citoloski nalaz.

iRNK E6/E7 | Citoloski n - Ct vrednost ANOVA
HR HPV nalaz Srednja Minimum  Maksimum F
vrednost + s.d.
NILM 1 28,0 28 28
ASCUS 6 30,8+5,.2 22 37
16 LSIL 10 32,2+55 19 38 - -
HSIL 34 28,8+54 16 39
Ukupno: | 51 29,7+54 16 39
NILM 7 29,6 +51 23 40
ASCUS 12 29,5+6,5 18 40
31 LSIL 10 31,8+5,6 22 40 0,444 0,723
HSIL 4 285+57 22 35
Ukupno: | 33 30,1+5,7 18 40
NILM 3 32,0+5;3 26 36
ASCUS 3 32,0+5,6 26 37
33 LSIL 5 31,2+4,3 26 37 0,073 0,973
HSIL 5 30,651 25 37
Ukupno: | 16 31,3+45 25 37
NILM 3 29,3+35 26 33
ASCUS 1 26,0 26 26
51 LSIL 5 29,0+4,8 23 36 - -
HSIL 6 28,8147 21 34
Ukupno: | 15 28,8+4,1 21 36

n — broj iRNK E6/E7 HR HPV genotipova; s.d. — standardna devijacija; NILM — negativan za intraepitelnu
leziju ili malignitet (nisu uoc¢ene abnormalnosti); ASCUS — atipi¢ne skvamozne ¢elije neodredenog znacaja;
LSIL — skvamozna intraepitelna lezija niskog stepena; HSIL — skvamozna intraepitelna lezija visokog stepena.
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Disperzija Ct vrednosti ukupne onkogene aktivnosti

40- n=35l n.="33 n=16 n=15

Ct vrednost

Niskaoa Umerenaoa ®mVisokaoa mVeomavisokaoa

Grafikon 4.4. Disperzija Ct vrednosti iIRNK E6/E7 HR HPV u odnosu na HR HPV (O.a.
— onkogena aktivnost).
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Grafikon 4.5. Disperzija Ct vrednosti IRNK E6/E7 HR HPV 16 (A), iIRNK E6/E7 HR
HPV 31 (B), IRNK E6/E7 HR HPV 33 (C) i IRNK E6/E7 HR HPV 51 (D) u odnosu na

citoloSki nalaz. NILM — negativan za intraepitelnu leziju ili malignitet (nisu uocene abnormalnosti);
ASCUS - atipi¢ne skvamozne celije neodredenog znacaja; LSIL — skvamozna intraepitelna lezija niskog
stepena; HSIL — skvamozna intraepitelna lezija visokog stepena; 0.a. — onkogena aktivnost.
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4.2.4.2 Analiza eksprimiranja gena E6 i E7 HR HPV u odnosu na uzrasne kategorije

Pacijentkinje mlade od 30 godina imaju niZe vrednosti Ct za genotip 16 u odnosu na
one koje pripadaju srednjoj uzrasnoj kategoriji. Prosecna Ct vrednost za IRNK E6/E7 HR
HPV 31 i 33 je najvisa kod pacijentkinja sa > 45 godina (Ct = 31,4, odnosno, Ct = 32), dok
kod iRNK E6/E7 HR HPV 51 pacijentkinje ove uzrasne kategorije imaju najnizu Ct
vrednost (28,1) (Tabela 4.20).

Tabela 4.20. Analiza Ct vrednosti iRNK HR HPV 16, 31, 33 i 51 u odnosu na uzrasne
kategorije.

BNK Y Ctvrednost
| Zrasna
E6/E7 HR kategorija n Srednja ) ANEVA p r p
HPV (godina) vrednost + s.d. Min.  Maks.
<30 13 25,8+ 3,9 19 33 L
iRNK 6,973 0,002
31-44 20 322+59 16 39
E6/E7 HR 0,158 0,268
HPV 16 >45 18 29,8+4,6 22 38
Ukupno: 51 29,7 +54 16 39
<30 16 30,7 5,4 22 40
IRNK 31-44 10 28,1+6,3 18 38
E6/E7 HR 0,903 0,416 | —0,020 0,909
HPV 31 > 45 7 314+55 25 40
Ukupno: 33 30,1+57 18 40
<30 7 30,9 +4,7 26 37
IRNK 31-44 6 315+47 25 37
E6/E7 HR 0,067 0,936 | 0,108 0,691
HPV 33 >45 3 32,0+53 26 36
Ukupno: 16 31,3+45 25 37
<30 3 32,7+35 29 36
IRNK 31-44 5 274+35 23 31
E6/E7 HR 1,915 0,190 | —0,296 0,284
HPV 51 > 45 7 281+472 21 34
Ukupno: | 15 28,8+4,1 21 36

n — broj iRNK E6/E7 HR HPV genotipova; s.d. — standardna devijacija; Min. — minimalna Ct vrednost; Maks.
— maksimalna Ct vrednost; ™ p < 0,01. RuZi¢asta boja oznac¢ava statisticki znacajnu razliku.

Statisticki znacajna razlika izmedu Ct vrednosti je utvrdena za onkogenu aktivnost HR
HPV 16 izmedu mlade i srednje uzrasne kategorije (Bonferroni post hoc test; p = 0,001).
Ispitana je korelacija (Pearson correlation) izmedu uzrasnih kategorija pacijentkinja i onkogene
aktivnosti ispitanih genotipova, pri ¢emu nije uoCena statistiCka znacajnost (iIRNK E6/E7 HR
HPV 16: r = 0,158; p = 0,268), (IRNK E6/E7 HR HPV 31: r = —0,020; p = 0,909), (iRNK
E6/E7 HR HPV 33:r =0,108; p = 0,691), (IRNK E6/E7 HR HPV 51: r =—0,296; p = 0,284).
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4.3 Komparacija testova za detekciju visokorizi¢nih genotipova HPV i njihove

onkogene aktivnosti u cilju procene progresije cervikalne intraepitelne lezije

Zastupljenost ispitanih HR HPV genotipova je visa u odnosu na zastupljenost
onkogene antivnosti istih genotipova kod mladih Zzena (< 30 godina), slicna kod Zena srednje
zivotne dobi (31-44 godina) i niza kod Zena od 45 godina i starijih. Zastupljenot onkogene
aktivnosti ispitanih genotipova raste sa stepenom tezine cervikalne intraepitelne lezije. Isti
parametar je u poredenju sa zastupljeno$¢u ispitanin HR HPV genotipova nizi kod Zena
normalnog i nedefinisanog citoloskog nalaza, priblizno isti kod niskostepene lezije i znatno

visi kod visokostepene lezije Tabela 4.21, Grafikon 4.6).

Tabela 4.21. Zastupljenost ispitanih HR HPV genotipova i njihove onkogene aktivnosti
prema starosnoj strukturi i citoloSkom nalazu.

HR HPV DNK iRNK E6/E7 HR HPV

HR HPV infekcija ' p
n % n %
. <30 81 40,5 39 33,9
Uzra?gzcﬁarf:)gor”a 3144 | 75 375 41 35,7 2971 0,226
>45 44 22,0 35 30,4
NILM 34 17,0 14 12,2
o ASCUS 55 27,5 22 19,1
Citoloski nalaz LSIL 51 255 30 26,1 6,573 0,087
HSIL 60 30,0 49 42,6
n — broj ispitivanih HR HPV genotipova/broj iRNK E6/E7 HR HPV genotipova; NILM — negativan za
intraepitelnu leziju ili malignitet (nisu uodene abnormalnosti); ASCUS - atipi¢ne skvamozne Ccelije

neodredenog znacaja; LSIL — skvamozna intraepitelna lezija niskog stepena; HSIL — skvamozna intraepitelna
lezija visokog stepena.

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u broju dokazanih HR HPV infekcija HR
HPV DNK i iRNK E6/E7 HR HPV testom u odnosu na uzrasne kategorije (x% = 2,971; p =
0,226). Takode, ne postoji statistiCki znacajna razlika u detekciji pozitivnih HR HPV 1

njihove onkogene aktivnosti u odnosu na citologki nalaz (%% = 6,573; p = 0,087).
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Grafikon 4.6. Zastupljenost genotipova i ostvarene onkogene aktivnosti dokazanih HR
HPV prema uzrasnoj kategoriji (A) i citoloSkom nalazu (B). NILM - negativan za

intraepitelnu leziju ili malignitet (nisu uodene abnormalnosti); ASCUS - atipi¢ne skvamozne Ccelije
neodredenog znacaja; LSIL — skvamozna intraepitelna lezija niskog stepena; HSIL — skvamozna intraepitelna
lezija visokog stepena.

Senzitivnost i NPV oba testa rastu sa porastom stepena tezine cervikalne
intraepitelne lezije, pri ¢emu su kod HR HPV DNK testa iskazane na viSem nivou.
Specifi¢nost IRNK HR HPV testa (89,1%) je visa u odnosu na HR HPV DNK test (75,6%).
Pozitina prediktivna vrednost HR HPV DNK testa je priblizno ista za sve vrste citoloSkog
nalaza (61,3% — 64,6%), dok kod IRNK HR HPV testa raste sa porastom stepena cervikalne

intraepitelne lezije (60,6% — 78,7%) (Tabela 4.22).
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Tabela 4.22. Klini¢ke karakteristike HR HPV DNK i iRNK E6/E7 HR HPV testova.

T Citoloski Senzitivnost 1.P. Specifi¢nost I.P. PPV 1.P. NPV I.P.
est
nalaz (%) 95% (%) 95% (%) 95% (%) 95%
67,6 61,3 80,4"
ASCUS 55,2-78,5 75,6 66,9-83,0 49,4-72,4 71,8-87,3
X ¥?=19,899; p=0,000 v?=0,569; p=0,451 v2=4,442; p=0,035
o 88,0™ 93,8"
2 | LSIL 75,7-95,5 75,6 66,9-83,0 60,3 48,1-71,6 86,9-97,7
T ¥?=10,187; p=0,001 v2=4,879; p=0,027
x 98,2 98,9
HSIL 90,1-100,0 75,6 66,9-83,0 64,6 53,3-74,9 94,0-100,0
¥?=3,819; p=0,051 ¥?=27,354; p=0,098
> 89,1
& | ASCUS 29,4 19,0-41,7 82,0-94,0 60,6 42,1-77,1 68,8 60,9-76,0
i ¥?=7,401; p=0,006
L 89,1 69,8
o | LSIL 60,0 45,2-73,6 82,0-94,0 53,9-82,8 84,1 76,6-90,0
S ¥?=7,401; p=0,006 ¥?=19,760; p=0,000
A 89,1 78,7
Z | HsIL 88,9 77,4-95,8 82,0-94,0 66,3-88,1 94,6 88,7-98,0
z ¥?=7,401; p=0,006 ¥?=62,604; p=0,000

Referentna grupa je NILM. I.P. (95%) — Interval Poverenja sa nivoom pouzdanosti od 95%; PPV - Pozitivna Prediktivna Vrednost; NPV — Negativna
Prediktivna Vrednost. NILM — negativan za intraepitelnu leziju ili malignitet (nisu uo¢ene abnormalnosti); ASCUS — atipi¢ne skvamozne celije neodredenog
znadaja; LSIL — skvamozna intraepitelna lezija niskog stepena; HSIL — skvamozna intraepitelna lezija visokog stepena. * p < 0,05; ™ p < 0,01; "™ p < 0,001.

Ruzicasta boja oznacava statisti¢ki zna¢ajnu razliku u karakteristikama testova.

Statisticki znacajno veca specifi¢nost (89,1%) i PPV (69,8% — 78,7%) je iskazana za iRNK E6/E7 HR HPV test, dok se
statisti¢ki znacajno veca senzitivnost beleZi pri upotrebi HR HPV DNK testa (67,6% — 88%).
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Kod Zzena sa dijagnostikovanim visokostepenim lezijama, dijagnosti¢ki testovi su
pokazali medusobnu podudarnost za detektovane HR HPV (p = 0,063). Detektovana je
podudarnost oba dijagnosticka pristupa za HR HPV 31, 33 1 51 u svim citoloskim grupama
(p > 0,05) (Tabela 4.23).

Tabela 4.23. Podudarnost HR HPV DNK i iRNK E6/E7 HR HPV dijagnostic¢kih
testova u citolo§kim nalazima.

Citoloski nalaz
iRNK E6/E7 HR HPV NILM ASCUS LSIL HSIL
- +  Maknemar | - +  Maknemar | — +  Maknemar | - +  Maknemar
iRNK E6/E7 HR HPV 16 HR HPV DNK 16 HR HPV DNK 16 HR HPV DNK 16 HR HPV DNK 16
- 16 12 18 22 20 14 13 6
+ 0 1 0000™ | o 6 0000 |0 10 0000™ | o 34 0,031
Ukupno: | 16 13 18 28 20 24 13 40
iRNK E6/E7 HR HPV 31 HR HPV DNK 31 HR HPV DNK 31 HR HPV DNK 31 HR HPV DNK 31
- 18 4 30 4 30 4 47 2
+ 0 7 p=0125 |0 12 p=0125 |0 10 p=0125 |0 4 @ p=0,500
Ukupno: | 18 11 30 16 30 14 47 6
iRNK E6/E7 HR HPV 33 HR HPV DNK 33 HR HPV DNK 33 HR HPV DNK 33 HR HPV DNK 33
- 23 3 40 3 39 0 46 2
+ 0 3 :p=0250 |0 3 p=0250 |0 5 p=1000 | 0 5  p=0,500
Ukupno: [ 23 6 40 6 39 5 46 7
iRNK E6/E7 HR HPV 51 HR HPV DNK 51 HR HPV DNK 51 HR HPV DNK 51 HR HPV DNK 51
- 25 1 41 4 36 3 46 1
+ 0 3 p=1000 |0 1 :ip=0125|0 5 p=0125 |0 6  p=1,000
Ukupno: | 25 4 41 5 36 8 46 7
iRNK E6/E7 HR HPV
- 90 16 22 26 6 14 1 5
+ 0 13 0,000 0 20 0,000™ 0 30 0,000 0 48 p=0,063
Ukupno: [ 90 29 22 46 6 44 1 53

“p <0,05 ™ p <0,001; NILM — negativan za intraepitelnu leziju ili malignitet (nisu uoene abnormalnosti);
ASCUS - atipiéne skvamozne ¢elije neodredenog znacaja; LSIL — skvamozna intraepitelna lezija niskog
stepena; HSIL — skvamozna intraepitelna lezija visokog stepena. Ruzi¢asta boja ozna¢ava statisticki znacajnu
razliku.

Utvrdena je statisticki znacajna razlika u detekciji HR HPV 16, za sve vrste citoloSkog
nalaza, NILM, ASCUS i LSIL (p < 0,001), odnosno HSIL (p = 0,031). U detekciji svih
ispitanih genotipova HPV utvrdena je statistiCki znaCajna razlika (p < 0,001) u svim

citolo$kim nalazima, izuzev HSIL.
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4.3.1 Grafi¢ki prikaz parova senzitivnosti i specifi¢nosti

Povrsina odredena ROC krivom (engl. Area under the ROC Curve, AUC) iRNK
E6/E7 HR HPV je 0,812 (I.P. (95%): 0,752-0,871), dok je povrsina ispod ROC krive koja
se formira parametrima HR HPV DNK testa 0,740 (I.P. (95%): 0,680-0,799) (Tabela 4.24,

Grafikon 4.7).

Tabela 4.24. Prikaz AUC za HR HPV DNK i iRNK E6/E7 HR HPV testove u

visokostepenim lezijama.

HSIL AUC + SE* .P. (95%)
iRNK E6/E7 HR HPV 0,812 + 0,031 0,000 0,752-0,871
HR HPV DNK 0,740 + 0,030 0,680-0,799

AUC - povrsina odredena ROC krivom (engl. Area under the ROC Curve); standardna greska (engl. Standard
Error, SE); ™ p < 0,001; I.P. (95%) — Interval Poverenja sa nivoom pouzdanosti od 95%.

ROC kriva

08

Senzitivnost

| T
04 as

1- Specificnost

~— IRNK EG'E7 HR HPV
—— HR HPV DNK

Grafikon 4.7. ROC kriva HR HPV DNK i iRNK E6/E7 HR HPV testova u

visokostepenim lezijama.
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4.3.2 Korelacija izmedu faktora progresije cervikalne intraepitelne lezije i citoloskog

statusa

U odnosu na vrednosti koeficijenta Spirmanove korelacije moze se uvesti sledeca
kategorizacija: slaba (p = 0,10-0,29), srednja (» = 0,30-0,49) i jaka (p = 0,50-1,0) (248).
Postoji slaba statisticki znacajna pozitivna korelacija izmedu prisustva HR HPV 16 i stepena
tezine cervikalne lezije pacijentkinja (Spirmanova korelacija; p = 0,190; p = 0,013)

(Grafikon 4.8).
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Grafikon 4.8. Korelacija izmedu prisustva HR HPV DNK 16 i citoloskog statusa. NILM
— negativan za intraepitelnu leziju ili malignitet (nisu uofene abnormalnosti) (1), ASCUS - atipi¢ne
skvamozne Celije neodredenog znacaja (2), LSIL — skvamozna intraepitelna lezija niskog stepena (3), HSIL —
skvamozna intraepitelna lezija visokog stepena (4); * p < 0,05.

Postoji statisti¢ki znacajna pozitivna korelacija srednje jacine izmedu prisustva
onkogene aktivnosti HPV 16 i citoloskog statusa (Spirmanova korelacija; p = 0,494; p <
0,001) (Grafikon 4.9).
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Grafikon 4.9. Korelacija izmedu prisustva onkogene aktivnosti HPV 16 i citolo§kog

statusa. NILM — negativan za intreaepitelnu leziju ili malignitet (nisu uo¢ene abnormalnosti) (1), ASCUS —
atipi¢ne skvamozne ¢elije neodredenog znacaja (2), LSIL — skvamozna intraepitelna lezija niskog stepena (3),
HSIL — skvamozna intraepitelna lezija visokog stepena (4); ™ p < 0,001.

Onkogena aktivnost ispitanth HPV genotipova je povezana jakom  statisticki
znaCajnom pozitivnom Kkorelacijom sa stepenom tezine cervikalne intraepitelne lezije

(Spirmanova korelacija; p = 0,594; p < 0,001) (Grafikon 4.10).
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Grafikon 4.10. Korelacija izmedu prisustva onkogene aktivnosti HPV genotipova i
citoloSkog statusa. NILM — negativan za intreaepitelnu leziju ili malignitet (nisu uo¢ene abnormalnosti)
(1), ASCUS - atipi¢ne skvamozne celije neodredenog znacaja (2), LSIL — skvamozna intraepitelna lezija
niskog stepena (3), HSIL — skvamozna intraepitelna lezija visokog stepena (4); ™ p < 0,001.
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4.3.3 Prediktivni modeli za nastanak visokostepenih lezija cervikalnog epitela

Pacijentkinje sa pozitivnim HR HPV 16 imaju 3,8 puta ve¢u verovatno¢u pojave
(engl. Odds Ratio, OR) da njihov citoloski nalaz pripada kategoriji HSIL u odnosu na
verovatno¢u dijagnostikovanja nalaza bez celularne atipije (OR = 3,79; LP. (95%):
1,44-9,92), odnosno, 2,6 puta vecu verovatnocu da njihov citoloski nalaz pripada kategoriji
HSIL u odnosu na verovatnoc¢u detekcije LSIL nalaza (OR = 2,56, I.P. (95%): 1,08-6,06)
(Tabela 4.25).

Tabela 4.25. Analiza uticaja faktora HR HPV 16 za nastanak visokostepenih lezija
cervikalnog epitela.

HSIL OR .P. (95%) p
+ 3,788 1,445-9,919 N
NILM HR HPV DNK 16 0,007
- 1,00°
+ 1,97 836-4,67
ASCUS HR HPV DNK 16 1%03 0,836-4,673 0,121
LSIL HR HPV DNK 16 ¥ 21’223 1,082-6,0601 0,032"

2 - referentna vrednost; OR — Odds Ratio, koli¢nik verovatnoce; I.P. (95%) - Interval Poverenja sa nivoom
pouzdanosti od 95%; " p < 0,05; ™ p < 0,01; NILM — negativan za intreaepitelnu leziju ili malignitet (nisu
uoCene abnormalnosti); ASCUS — atipi¢ne skvamozne celije neodredenog znacaja; LSIL — skvamozna
intraepitelna lezija niskog stepena; HSIL — skvamozna intraepitelna lezija visokog stepena. RuZi¢asta boja
oznacava statisticki znacajnu razliku.

Za uticaj HR HPV 16 na verovatno¢u pojave HSIL citoloSskog nalaza, utvrdena je
statisticki znacajna prediktivna vrednost kod NILM (p = 0,007) i LSIL (p = 0,032)

citoloSkih grupa.

Ukoliko pacijentkinje imaju potvrdene pokazatelje onkogene aktivnosti imace skoro
7 puta vecu verovatno¢u za dijagnostikovanje HSIL u odnosu na verovatnocu
dijagnostikovanja NILM citoloskog nalaza (OR = 6,67; I.P. (95%): 23,26-181,93).
Pacijentkinje sa pozitivnim iRNK E6/E7 HR HPV imaju 19 puta vecu verovatnocu za
dijagnostikovanje visokostepene lezije u odnosu na verovatnocu detektovanja
nedeterminisane lezije (OR = 19,23; I.P. (95%): 7,09-52,63), odnosno 5 puta vecu
verovatnocu za detektovanje HSIL u odnosu na LSIL (OR = 5,32; L.P. (95%): 1,30-14,71)
(Tabela 4.26).
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Tabela 4.26. Analiza uticaja pokazatelja onkogene aktivnosti ispitivanih HPV
genotipova za nastanak visokostepenih lezija cervikalnog epitela.

HSIL OR .P. (95%) p
+ 181,927
NILM iRNK E6/E7 HR HPV 61%%7 23,255 181, 0,000
_ + 19,231 7,092-52,631
ASCUS  iRNK E6/E7 HR HPV oo 0,000
. + 5,319 1,294-14,706 .
LSIL iRNK E6/E7 HR HPV oo 0,001

OR - engl. Odds Ratio, koli¢nik verovatnoce; @ - referentna vrednost; I.P. (95%) — Interval Poverenja sa
nivoom pouzdanosti od 95%; ™ p < 0,01; ™ p < 0,001; NILM — negativan za intreaepitelnu leziju ili malignitet
(nisu uocene abnormalnosti); ASCUS — atipi¢ne skvamozne ¢elije neodredenog znacaja; LSIL — skvamozna
intraepitelna lezija niskog stepena; HSIL — skvamozna intraepitelna lezija visokog stepena. RuZi¢asta boja
oznacava statisticki znacajnu razliku.

Za uticaj pokazatelja onkogene aktivnosti svih ispitanin HR HPV genotipova (iRNK
E6/E7 HR HPV) na pojavu visokostepenih lezija cervikalnog epitela, utvrdena je statisticki
znaajna predikcija iskazana kod svih citoloskih grupa, NILM (p < 0,001), ASCUS
(p<0,001)i LSIL (p =0,001).

Kod pacijentkinje sa pozitivnim nalazom pokazatelja onkogene aktivnosti HPV
genotipa 16 verovatnoca za dijagnostikovanje visokostepene lezije je 50 puta ve¢a u odnosu
na verovatno¢u dijagnostikovanja normalnog citoloskog nalaza (OR = 50,00; I.P. (95%):
6,29-333,33). Pacijentkinje sa pozitivhim nalazom iRNK E6/E7 HR HPV 16 imaju 12 puta
vecu verovatnocu za dijagnostikovanje visokostepene lezije u odnosu na detekciju ASCUS
citoloSkog nalaza (OR = 11,90; I.P. (95%): 4,27-33,33), dok je kod pacijentkinja sa istim
nalazom iRNK testa, verovatno¢a detekcije HSIL nalaza 6 puta veca od verovatnoce

detekcije LSIL nalaza (OR = 6,10; I.P. (95%): 2,47-14,92) (Tabela 4.27).
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Tabela 4.27. Analiza uticaja pokazatelja onkogene aktivnosti HPV 16 za nastanak
visokostepenih lezija cervikalnog epitela.

HSIL OR I.P. (95%) p
+ -
NILM iRNK E6/E7 HR HPV 16 55’88? 6,289-333,533 0,000
+ —
ASCUS iRNK E6/E7 HR HPV 16 111’(?;5 4,278-33,333 0,000
_ + | 6,007  2469-14,925
LSIL iRNK E6/E7 HR HPV 16 oo 0,000

OR - engl. Odds Ratio, koli¢nik verovatnocCe; @ - referentna vrednost; I.P. (95%) — Interval Poverenja sa
nivoom pouzdanosti od 95%; ™ p < 0,001; NILM — negativan za intreaepitelnu leziju ili malignitet (nisu
uodene abnormalnosti); ASCUS — atipi¢ne skvamozne Celije neodredenog znadaja; LSIL — skvamozna
intraepitelna lezija niskog stepena; HSIL — skvamozna intraepitelna lezija visokog stepena. RuZi¢asta boja
oznacava statisti¢ki znacajnu razliku.

Prilikom pomenute statisticke analize uticaja pojedinacne onkogene aktivnosti HR
HPV 16, bez obzira na detekciju iRNK drugog genotipa visokorizicnog HPV u istom
uzorku, kao pokazatelja za nastanak visokostepene lezije cervikalnog epitela, utvrdena je
statisticki znacajna prediktivna vrednost kod svih vrsta citoloskog nalaza, NILM

(p < 0,001), ASCUS (p < 0,001) i LSIL (p < 0,001).

Verovatnoca za detekciju visokostepenih lezija u odnosu na normalan nalaz kod HR
HPV pozitivnih pacijentkinja je 6,3 puta veca ako one imaju 45 godina i viSe u poredenju sa
zenama do 30 godina starosti (OR = 6,29; L.P. (95%): 2,14-18,52). Sli¢na predikcija za
detekciju HSIL-a iskazana je i u odnosu na ASCUS citoloski nalaz (6,5 puta) (OR = 6,54; I.P.
(95%): 2,15-20,00). Pacijentkinje koje pripadaju najstarijoj uzrasnoj kategoriji imaju 3,4 puta
vecu verovatnocu za detekciju visokostepene lezije u odnosu na LSIL citoloski nalaz od onih iz

najmlade uzrasne kategorije (OR = 3,37; I.P. (95%): 1,19-9,52) (Tabela 4.28).
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Tabela 4.28. Analiza uticaja uzrasne kategorije za nastanak visokostepenih lezija
cervikalnog epitela.

HSIL OR I.P. (95%) p
j <30 | 1,000
NILM Uzras(”zo‘l‘ia;g)gor”a 31-44 | 1,470 0,582-3,717 0,415
J >45 | 6,289 2,141-18,518 0,001
) <30 | 1,000
ASCUS Uzras(”zo‘l‘iant:)gor”a 3144 | 1,169 0,463-2,958 0,740
J >45 | 6536 2,150-20,000 0,001
) <30 | 1,000
LSIL Uzrainzo‘l‘ia;gf’or”a 3144 | 2571 0,330-4,167 0,369
J >45 | 3367 1,190-9,524 0,022"

OR - engl. Odds Ratio, koli¢nik verovatnoce; ? - referentna vrednost; I.P. (95%) — Interval Poverenja sa
nivoom pouzdanosti od 95%; " p < 0,05; ™ p < 0,01; NILM — negativan za intreaepitelnu leziju ili malignitet
(nisu uocene abnormalnosti); ASCUS — atipi¢ne skvamozne ¢elije neodredenog znacaja; LSIL — skvamozna
intraepitelna lezija niskog stepena; HSIL — skvamozna intraepitelna lezija visokog stepena. RuZicasta boja
oznacava statisti¢ki znacajnu razliku.

Za uzrasnu kategoriju utvrdena je statisticki znacajna prediktivna vrednost U
detekciji perzistentne infekcije uzrokovane onkogenim genotipovima HPV kod svih

citoloskih grupa, NILM (p = 0,001), ASCUS (p = 0,001) i LSIL (p =0,022).

Analizom medusobnog uticaja ispitanih relevantnih faktora za nastanak
visokostepenih lezija cervikalnog epitela u odnosu na verovatno¢u dijagnostikovanja
normalnog citoloskog nalaza kao najjaci statisticki znacajan prediktor utvrdena je onkogena
aktivnost HR HPV 16. Ukoliko je detektovana, verovatnoca za dijagnostiku HSIL
citoloSkog nalaza u odnosu na verovatnocu dijagnostikovanja normalnog citoloskog nalaza
se povecava 19 puta (OR = 19,10; I.P. (95%): 1,54-236,98; p = 0,022). Statisti¢ki znacajan,
ali gotovo tri puta slabiji prediktor za detekciju HSIL-a u odnosu na NILM ¢ini pripadnost
pacijentkinja najstarijoj uzrasnoj kategoriji (OR = 6,65; I.P. (95%): 1,66-26,60; p = 0,007),
dok pacijentkinje iz uzrasne kategorije 31-44 godine imaju nesto manju statisticki zna¢ajnu
verovatno¢u (OR = 5,38; I.P. (95%): 1,36-21,30; p = 0,016) za detekciju iste lezije.

Analizom medusobnog uticaja relevantnih faktora za nastanak visokostepenih lezija
cervikalnog epitela u odnosu na verovatno¢u detekcije nedeterminisanog citoloskog nalaza
kao najjaci statisticki znaCajan prediktor utvrdena je uzrasna kategorija. HR HPV DNK
pozitivne pacijentkinje koje pripadaju najstarijoj uzrasnoj kategoriji (> 45 godina) imaju 8,7

puta vecu verovatnocu za dijagnostikovanje HSIL u odnosu na verovatno¢u dijagnostikovanja
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ASCUS citoloskog nalaza u poredenju sa pacijentkinjama koje pripadaju mladoj uzrasnoj
kategoriji (OR = 8,74; L.P. (95%): 2,15-35,57; p = 0,002). Nesto manju verovatno¢u za
detekciju HSIL promene (6,4 puta) u odnosu na verovatnocu dijagnostikovanja ASCUS
promene imaju pacijenkinje sa dokazanom onkogenom aktivnos¢u HPV 16 (OR = 6,38; I.P.
(95%): 1,22-33,54; p = 0,029).

Analizom medusobnog uticaja relevantnih faktora za nastanak visokostepenih lezija
cervikalnog epitela u odnosu na verovatnoéu detekcije niskostepenih lezija kao najjaci
statistiCki znaCajan prediktor utvrdena je onkogena aktivnost HPV 16 (OR = 5,10; I.P.
(95%): 1,09-23,83; p = 0,038), dok nesto slabiju statistiCki znacajnu prediktivnost ispoljava
pripadnost pacijentkinja odredenoj uzrasnoj kategoriji. Pacijentkinje koje pripadaju najstarijoj
uzrasnoj kategoriji (> 45 godina) imaju 3,7 puta ve¢u verovatnocu za detekciju HSIL promene u
odnosu na detekciju LSIL promene u poredenju sa pripadnicama mlade uzrasne kategorije (< 30
godina) (OR =3,72; I.P. (95%): 1,16-11,92; p = 0,027) (Tabela 4.29).
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Tabela 4.29. Analiza medusobnog uticaja relevantnih faktora za nastanak
visokostepenih lezija cervikalnog epitela.

HSIL o
(2= 79,046; p= 0,000") OR 1.P. (95%) p
+ 1,627 0,351-7,531
HR HPV DNK 16 0,534
- 1,007
+ 3,989 0,843-18,882
iRNK E6/E7 HR HPV 0,081
- 1,002
NILM . + 19,099 1,539-236,983 0,022"
iRNK E6/E7 HR HPV 16
- 1,007
<30 1,002
Uzrasna kategorija (godine) 31-44 5,382 1,360-21,296 = 0,016"
>45 6,654 1,665-26,598 @ 0,007
+ 0,957 0,230-3,988
HR HPV DNK 16 0,952
- 1,007
. + 3,910 0,906-16,871
iRNK E6/E7 HR HPV 0,068
- 1,00?
ASCUS . + 6,384 1,215-33,545 .
iRNK E6/E7 HR HPV 16 1.00° 0,029
<30 1,007
. . 0,546
Uzrasna kategorija (godine) 31-44 1,401 0,469-4,182
>45 8,738 2,147-35,568 = 0,002™
+ 1,009 0,243-4,192
HR HPV DNK 16 0,990
- 1,007
. + 1,636 0,377-7,102
iRNK E6/E7 HR HPV 0,511
- 1,007
LSIL . + 5,099 1,091-23,832 .
iRNK E6/E7 HR HPV 16 1.00° 0,038
<30 1,007 0.574
Uzrasna kategorija (godine) 31-44 1,362 0,464-3,992 ’
>45 3,719 1,161-11,920 = 0,027"

OR - engl. Odds Ratio, koli¢nik verovatnoce; @ — referentna vrednost; 1.P. (95%) — Interval Poverenja sa
nivoom pouzdanosti od 95%; * p < 0,05; ™ p < 0,01; ™ p < 0,001; NILM — negativan za intreaepitelnu leziju
ili malignitet (nisu uoéene abnormalnosti); ASCUS — atipi¢ne skvamozne ¢éelije neodredenog znacaja; LSIL —
skvamozna intraepitelna lezija niskog stepena; HSIL — skvamozna intraepitelna lezija visokog stepena.
Ruzi¢asta boja oznacava statisticki znacajnu razliku.

Utvrdeno je da je finalni prediktivni model u celosti statisticki znacajan, x~ = 79,046;

p < 0,001
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4.4 Demografske karakteristike i faktori rizika HR HPV infekcije

Analiza parametara posmatranih demografskih faktora i faktora rizika 101 ispitanice
sa laboratorijski potvrdenom HR HPV infekcijom ukazuje na odredene razlike u odnosu na

stepen tezine cervikalne intraepitelne lezije (Tabela 4.30).

Tabela 4.30. Demografske karakteristike HR HPV DNK pozitivnih Zena prema
citoloskom nalazu.

HR HPV pozitivni uzorci
Demografska karakteristika | NILM ASCUS LSIL HSIL Y p
% n % n % n %
Stepen Srednjailimanje| 8 320 21 538 15 536 6 66,7
; o o 4,604 0,203
obrazovanja  Viga/Visoka 17 680 18 462 13 464 3 333
- Neudata 21 840 17 436 18 643 8 889 "
Bracni status 13,7 0,003
Udata 4 16,0 22 564 10 357 1 111

*k

n — broj ispitanica; ™ p < 0,01; NILM — negativan za intreaepitelnu leziju ili malignitet (nisu uocene
abnormalnosti); ASCUS — atipi¢ne skvamozne ¢elije neodredenog znadaja; LSIL — skvamozna intraepitelna
lezija niskog stepena; HSIL — skvamozna intraepitelna lezija visokog stepena. Ruzi¢asta boja oznacava
statisticki znacajnu razliku.

Utvrdene razlike uglavnom nisu ispoljile statisticku znacajnost. Distribucija
ispitanica prema stepenu obrazovanja, kao jednom od analiziranih demografskih faktora, je
pokazala da su Zene koje imaju visokostepene lezije CeS¢e srednjeg ili nizeg nivoa strucne
spreme (66,7%). Sli¢nost unutar ispitivanih grupa je uofena i u analizi bra¢nog statusa
ispitanica. Naime, veca ucestalost neudatih Zena je registrovana kod ispitanica sa HSIL
nalazom (88,9%). Ova razlika u zastupljenosti je statisticki znacajna (p = 0,003).

Zastupljenost puSaca u svim grupama je bila na slicnom nivou i iznosila je od
44% — 52%. Najkraci pusacki staz, do 5 godina, bio je najviSe zastupljen u grupi ispitanica
sa normalnim citoloskim nalazom (46%), dok se najduzi period puSenja zapaza u grupi
ispitanica sa HSIL (75%) kod kojih se registruje i veéi broj konzumiranih cigareta na
dnevnom nivou (25%). Nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika medu ispitanim grupama.

Kasnije stupanje Zena u prvi seksualni odnos, nakon 18 godina, je bilo ceSce
zastupljeno u grupi ispitanica sa normalnim citoloskim nalazom (64%), dok se upotreba
kondoma i oralnih kontraceptivnih pilula najmanje registruje u grupi ispitanica sa HSIL
nalazom (11%). NekoriSc¢enje bilo koje kontraceptivne metode bila je najmanje zastupljena
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u grupi ispitanica sa normalnim citoloskim nalazom (12%), dok je u grupama ispitanica sa
detektovanim intraepitelnim lezijama razliCitog stepena registruje u ne$to viSem procentu
(22% — 36%). Zastupljenost veceg broja (3 ili vise) seksualnih partnera u poslednje dve
godine (7% — 16%) i dijagnostikovano prisustvo polno prenosivih bolesti (7% — 20%) nije
zabeleZzeno ni u jednoj od ispitanih grupa i kretalo se u priblizno istom nivou.

Namerni prekid trudnoce se ¢eSce registruje medu ispitanicama sa visokostepenim
lezijama (33%) u odnosu na ispitanice sa drugim citoloskim nalazom (14% — 28%), dok se
veéi broj (dva i viSe) ginekoloskih pregleda na godiSnjem nivou zapaza kod Zzena sa
normalnim citoloskim nalazom (68%). Prethodna HPV analiza, putem HPV DNK testiranja
je bila ¢escée radena kod ispitanica sa HSIL nalazom (78%). Bitno je napomenuti da se kod Zena
sa citoloski nedefinisanim i lezijama umerenog stepena analiza vr$ila u manjem procentu (33%,
odnosno, 29%). Dinamika ranijih testiranja zena u ispitanim citoloskim grupama je bila bez
statisti¢ke znacajnosti (p = 0,057) (Tabela 4.31).
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Tabela 4.31. Analiza faktora rizika za nastanak cervikalnih intraepitelnih lezija.

HR HPV DNK

Citoloski nalaz

Faktor rizika NILM = ASCUS LSIL HSIL x P
n % n % n % n %
Da 13 520 20 51,3 14 500 4 444
Pusag 0,167 0,983
Ne 12 480 19 487 14 500 5 556
<5 6 462 7 350 4 286 0 0,0
Pusacki staZ (godina) 5-10 5 385 450 5 357 1 250 - -
> 10 2 154 200 5 357 3 750
N <5 5 385 300 2 143 2 50,0
Broj cigareta 5-10 7 538 10 500 9 643 1 250 - -
(dnevno)
10-20 1 77 4 200 3 214 1 250
; ; <18 9 360 20 51,3 13 464 4 444
Prvi seksulnl_ kontakt 1449 0694
- uzrast (godina) >18 16 640 19 487 15 536 5 556
Kondom | 17 68,0 @ 17 436 14 50,0 6 66,7
- Pilule 40 0 0,0 36 0 00
Kontracepcija - -
Oba 16,0 20,5 179 1 111
Ne 12,0 14 359 286 2 2272
0 40 1 26 36 2 222
Br. seksualnih 11 440 27 692 16 57,1 4 444
partnera u poslednje - -
dve godine 2 36,0 20,5 321 2 222
>3 16,0 77 2 71 1 111
Polno prenosive Da 5 20,0 4 10,3 7,4 1 111
bolesti Ne 20 800 35 897 25 926 8 889
i i Ne 21 840 28 718 24 857 6 66,7
Namerrn prekid 3063 0382
trudnoce Da 16,0 11 28,2 143 3 333
Broj ginekoloskih 0 8.0 4 103 143 0 0.0
pregleda u prethodnih 240 12 30,8 321 . 5 556 - -
godinu dana >0 17 680 23 590 15 536 4 444
Prethodna info o Da 20 80,0 32 82,1 24 85,7 8 88,9
HPV Ne 20,0 17,9 143 1 111
) ) Da 80 | 3 7,7 143 |1 111
Prisustvo kondiloma -
Ne 23 920 {36 923 i24 857 i8 889
. - Da 9 360 (13 333! 8 2867 7718
Ranije radena analiza 7535 0057
HPV Ne 16 64,0 (26 66,7 {20 714 {2 222

NILM — negativan za intreaepitelnu leziju ili malignitet (nisu uoCene abnormalnosti); ASCUS — atipi¢ne
skvamozne ¢elije neodredenog znacaja; LSIL — skvamozna intraepitelna lezija niskog stepena; HSIL —
skvamozna intraepitelna lezija visokog stepena.
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Kada se posmatraju faktori rizika prema genotipu HR HPV mozZe se uoditi da je
statistiCki znaCajno viSe ispitanica sa pozitivnim HR HPV 51 koje konzumiraju cigarete
(p = 0,013) (Prilog 4).

Prilikom analize demografskih faktora prema ukupnoj onkogenoj aktivnosti HR
HPV nije se uodila statisticki znacajna razlika izmedu ispitivanih parametara (Tabela 4.32).
Nasuprot tome, sagledavanje istih faktora rizika prema eksprimiranju pojedina¢nog HR
HPV ukazalo je da je broj ispitanica sa pozitivnim HR HPV 31 nalazom kod kojih nije
radena prethodna HPV analiza bio statisticki znac¢ajno (p = 0,029) veéi u odnosu na broj

zena kod kojih je HPV analiza radena (Prilog 5).
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Tabela 4.32. Analiza faktora rizika u odnosu na onkogenu aktivnost HR HPV.

IRNK E6/E7 HR HPV

Faktor rizika - + X p
n % n %
Da 177 499 27 551
Pusaé 0,473 0,491
Ne 178 50,1 22 449
<5 61 345 7 259
Pusacki staz (godine) 5-10 67 379 13 48,1 | 1,170 0,557
>10 49 277 7 259
<5 52 294 8 29,6
Broj cigareta na dnevnom nivou 5-10 92 52,0 1 16 59,3 | 0,988 0,610
10-20 33 186 3 111
Kondom | 189 53,2 @27 551
. oC 6 1,7 2 41
Kontracepcija Oba 64 180 8 16,3 1,450 0,695
Ne 9% 270 12 245
0 17 4,8 3 6,1
Broj seksualnih partnera u 1 201 566 31 633
posljednje dve gopdine 2 102 28,7 10 204 1,570 0,667
>3 35 9,9 5 10,2
. . Da 43 122 5 104
Polno prenosive bolesti 0,129 0,719
Ne 309 878 43 89,6
i ) ) Ne 277 780 39 79,6
Namerni prekid trudnoce Da 78 220 10 204 0,062 0,804
It o bolest kod &l Da 84 252 12 26,1
Sta maligna oolest Kod clanova
blize ili c%alje porodice Ne 221 66,2 31 674 0.247 0884
Ne znam 29 8,7 3 6,52
Brot sinekologkil ed 0 35 9,9 5 10,2
prr:tlhﬁldﬁh"ggzi;u%raefae au 1 107 30,1 21 429 | 3460 0,177
>2 213 60,0 23 46,9
. Da 298 839 38 77,6
Prethodna info o HPV 1,260 0,262
Ne 57 16,1 1 11 22,4
. . Da 37 104 3 6,1
Prisustvo kondiloma Ne 318 896 46 939 0,892 0,345
. ) Da 134 37,7 14 286
Ranije radena analiza HPV 1,560 0,212
Ne 221 623 35 714

OC - oralna kontraceptivna sredstva (engl. Oral Contraceptive).
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5. DISKUSIJA
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Procenjuje se da se skoro svaki ¢etvrti slu¢aj maligne bolesti u svetu moze dovesti u
vezu sa infektivnim agensom (17,87) od kojih je priblizno svaki tre¢i uzrokovan HPV (88).
Karcinom grliéa materice uzrokovan perzistentnom infekcijom visokorizi¢nim
genotipovima HPV je jedan od najzastupljenijih malignih tumora u zena (170,192). Uloga
HPV u etiologiji humanih karcinoma razli¢itih lokaliteta proucavana je ve¢ pola veka i
danas se raspolaze znaCajnim dokazima koji potvrduju povezanost malignih oboljenja sa
ovim humanim kancerogenom (92). Procenjuje se da genitalni trakt moze da se inficira sa
oko 40 tipova Alpha roda HPV. S obzirom da je u prekanceroznim lezijama i tkivu
karcinoma cerviksa potvrdeno prisustvo 12 genotipova (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59) oni su proglaseni visokoriziénim HPV (167). Veéina studija je zasnovana na
dokazivanju navedenih visokorizi¢nih genotipova u odgovarajuéem uzorku, odnosno
genotipizaciji (HPV DNK test). Daljim razvojem molekularnih metoda, sti¢e se uvid u
genetski materijal virusa, ¢elijske mehanizme koji su neophodni za razvoj maligne alteracije
1 ulogu onkoproteina kao klju¢nih molekula u nastajanju genomske nestabilnosti ¢ime se
potencira uloga HPV kao jednih od najvaznijih kancerogena u humanoj populaciji.
Detekcija iIRNK E6 i E7 HR HPV (iRNK test) moze da posluzi kao molekularno
dijagnosticki pokazatelj njihove perzistencije i onkogene aktivnosti, §to je jedan od fokusa
aktuelnih istrazivanja. Ipak, u domenu identifikovanja iRNK E6 i E7 HR HPV kao
biomarkera prediktivne vrednosti, studije nisu mnogobrojne (221,249,250).

Imaju¢i u vidu prethodno navedeno, u okviru ovog istrazivanja, a u cilju odredivanja
ekspresije gena E6 i E7 kao pokazatelja onkogene aktivnosti HR HPV genotipizacijom su
prvenstveno utvrdeni najces¢i visokoriziéni genotipovi na podrucju JuZnobackog okruga.
Analizirana je distribucija najces¢ih HPV genotipova prema citologiji i uzrasnim
kategorijama. Dalje, ispitana je njihova onkogena aktivnost primenom iRNK testa, odnosno
detekcijom transkripata onkogena E6 i E7 HR HPV. Odredene su klinicke karakteristike
IRNK testa, procenom i poredenjem sa DNK testom. Utvrden je znacaj relevantnih faktora
rizika za progresiju cervikalne intraepitelne lezije i procenjen je stepen ja¢ine njihovog
uticaja. Dobijeni rezultati pomenutih analiza upotrebljeni su u cilju konstruisanja
prediktivnog modela za identifikovanje potencijalnog biomarkera kao najjaceg prediktora za

nastanak skvamoznih intraepitelnih lezija cerviksa. Dodatno je izvrSena procena pojedinih
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bihejvioralnih obrazaca za koje je poznato da utiCu na sticanje i perzistiranje virusne
infekcije.

Uzorci cervikalnih briseva predstavljaju veoma vazan izvor za ispitivanje uloge i
onkogenog potencijala HPV infekcije u etiopatogenezi cervikalnog karcinoma primenom
molekularno bioloskih metoda. Pri tome, kao $to je ve¢ reeno, ThinPrep Pap omogucava
da se iz jedinstvenog uzorka pored citoloskih izvrSe i molekularno bioloSka testiranja na
prisustvo nukleinskih kiselina HPV (237). Poznato je da uzorkovanje na ovaj nacin
povecava senzitivnost 1 specificnost metoda detekcije prekanceroznih lezija i karcinoma
cerviksa (59). Iz tog razloga u okviru ovog istrazivanja analizirani su cervikalni brisevi
uzorkovani ThinPrep Pap, ¢ime je zadovoljen kriterijum kvaliteta neophodan za dalje
ispitivanje onkogenog potencijala HPV infekcije.

Poput pojedinih zemalja regiona, Republika Srbija ne podleze obaveznom
prijavljivanju HPV infekcije §to rezultira nedovoljnim obimom podataka o incidenciji i
prevalenciji ovog virusa. Dostupni podaci se odnose na nekoliko studija (251-254).

Na prisustvo jednog od dvanaest ispitanih visokorizi¢nih genotipova HPV ukupno je
testirano 365 uzoraka pacijentkinja Juznobackog okruga, AP Vojvodina, Republika Srbija.
Od ukupnog broja testiranih, 246 (67,4%) uzoraka je bilo pozitivno na prisustvo najmanje
jednog od 12 ispitanih visokorizi¢nih genotipova. Ovi rezultati su u saglasnosti sa
rezultatima prethodno sprovedenih studija kako u naSem regionu, tako i u pojedinim
drzavama Evrope gde je registrovana visoka prevalencija HPV, i do 87% (225). U
viSegodiSnjim istraZivanjima Kovafevi¢ 1 saradnika HPV infekcija uzrokovana
visokorizi¢nim genotipovima dokazana je u opsegu 50% — 79% ispitanih Zena populacije
Juznobackog okruga (252-254). Rezultati studija koje su za predmet istraZzivanja imale
zastupljenost HPV infekcije, a sprovedene su u zemljama regiona, kao $to je Republika
Hrvatska, pokazale su sliénu zastupljenost (59%) registrovanu tokom istraZivanja
sprovedenog na 2136 zena (255). Isti procenat HPV infekcije je zabeleZzen i u studiji
sprovodenoj deset godina kasnije, ali se ovog puta odnosio pored visokorizi¢nih 1 na
niskorizi¢ne genotipove HPV (256). Slican procenat HPV infekcije je zabelezen na teritoriji
Bugarske (61%) (257), dok se nesSto niza zastupljenost registrovala na teritoriji Italije (53%)
(258). Mijovi¢ i saradnici su dokazali HPV infekciju kod 44% ispitanih Zena Crne Gore
(259), dok su Ursu i saradnici kod 514 Zena Rumunije dokazali prisustvo HPV infekcije u

107



Diskusija

37% (260). Priblizna vrednost (36%) HPV prevalencije je utvrdena i od strane Andonovske
(261) u uzorku od 7.411 Zena iz Severne Makedonije, dok je neznatno manji procenat
detektovane HPV infekcije (33%) zapaZen kod ispitanica na teritoriji Grcéke (262). Studija
koja se bavila utvrdivanjem i poredenjem distribucije HPV u populaciji Zena Turske,
potvrdila je identi¢nu zastupljenost HPV infekcije (33%) (258). U istrazivanju Filipe i
saradnika HPV infekcija je registrovana kod 15% Zena Albanije (263).

Uocene razlike u zastupljenosti HPV infekcije medu ispitanim Zenama u okviru
ove studije i rezultata pojedinih autora mogu se objasniti time Sto detektovana
zastupljenost prvenstveno zavisi od veliine i konstrukcije uzorka, uzrasta ispitanih
zena, kao 1 izbora, odnosno moguénosti odabira metoda koje se koriste za njenu
detekciju (167).

Rezultati istrazivanja su ukazali da je medu ispitanim Zenama Juznobackog okruga
AP Vojvodine, prisustvo HPV 16 (38%) bilo ¢eS¢e potvrdeno u odnosu na ostale ispitane
genotipove. Slede¢i po ucestalosti bili su takode predstavnici Alpha-9 vrste, HPV 31 (17%) i
HPV 33 (9%). Predstavnik Alpha-5 vrste, HPV 51, bio je zastupljen u istom procentu kao i
HPV 33, odnosno u 9% ispitanih uzoraka. U skladu sa definisanim ciljevima istrazivanja,
podjednaka zastupljenost HPV 33 i 51 determinisala je da se istrazivanje nastavi sa Cetiri
naj¢esce zastupljena HPV genotipa. Utvrdena je znacajna razlika u prisustvu HR HPV 16,
31, 33 i 51 genotipova kod pacijentkinja Juznobackog okruga. Preostali ispitani genotipovi
(HR HPV 52, 56, 45, 18, 59, 58, 39 i 35) su bili prisutni u znatno manjem procentu sa
ukupnom zastupljenos$¢u nizom od 30%.

Rezultati genotipizacije dobijeni tokom realizacije projekata ,,Zna¢aj HPV DNK
analize u prevenciji nastanka karcinoma grli¢a materice-2016” (264) i ,,Znacaj HPV DNK
analize u prevenciji nastanka karcinoma grlica materice-2017” (265), podrzanih od strane
Gradske uprave za zdravstvo Grada Novog Sada, ukazuju da su HPV 16, 31, 33 i 51 getiri
najcesce zastupljena visokorizi¢na genotipa kod Zena Juznobackog okruga. Takode, prema
podacima nekoliko nacionalnih 1 regionalnih studija ¢ije se istrazivanje odnosilo na zene sa
normalnom 1 abnormalnom citologijom, HPV 16 je najceS¢e zastupljen visokorizicni

genotip u nasoj zemlji (251-254).
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Prosecna vrednost prevalencije ovog genotipa posmatrana globalno iznosi 32,1%
(225), pri ¢emu su rezultati unutar naseg regiona nehomogeni. U Bosni i Hercegovini,
objavljeni rezultati studije ukazuju da su najc¢esce zastupljeni genotipovi bili HPV 16 (33%),
HPV 31 (14%), HPV 51 (10%), HPV18 (8%) (266). Dominacija genotipa HPV 16 (20%)
registrovana je u Republici Hrvatskoj, dok je prevalencija preostalih najée$ée zastupljenih
genotipova bila: HPV 31 (8%), HPV 52 (5%), HPV 18 (4%), HPV 33 (3%), HPV 45 (2%)
(256). Na teritoriji Slovenije u najve¢em broju slucajeva detektovan je HPV 16 (27%),
potom HPV 31 (20%), HPV 51 (14%) i HPV 52 (14%) (267). Frekvencija HPV genotipova
u Rumuniji je registrovana slede¢im redom: HPV 16 (10%), zatim HPV 53 (5%), HPV 51
(5%), HPV 52 (4%) HPV 18 (3%) i HPV 31 (3%) (260), dok se u Bugarskoj dominacija
HPV 16 registrovala u 4 puta ve¢em procentu (46%), HPV 33 je bio slede¢i genotip
registrovan po ucestalosti (14%), potom HPV 31 (10%) i HPV 58 (7%) (257). Rezultati
genotipizacije analiziranih cervikalnih briseva ukazuju da su najzastupljeniji visokoriziéni
HPV kod Zena naSeg okruga prisutni 1 u infekcijama koje se registruju u drzavama naseg
okruzenja. Odgovarajuce preventivne, dijagnosti¢ke i terapijske mere infekcije posredovane
ovim virusom, direktno su zavisne od lokalne distribucije ovih genotipova, odnosno,
njihovog onkogenog potencijala §to naglasava znacaj laboratorijske dijagnostike u nadzoru
nad ovom infekcijom.

Literaturni podaci iz razliitih regiona sveta pokazuju da su HPV 16 i 18 najcesce
izolovani genotipovi HPV i da su odgovorni za nastanak preko 70% cervikalnih karcinoma.
Studije objavljene u Evropi, Aziji, Severnoj i Juznoj Americi, kao i Africi potvrduju
konzistentnost u nalazu zastupljenosti ovih genotipova, dok je relativni znacaj preostalih
onkogenih HPV zavisan od geografskog podrucja (225).

lako se zna da je HPV 16 najéeSée izolovan genotip HPV, njegova zastupljenost i
distribucija variraju u zavisnosti od uzrasta ispitanica, genetske varijabilnosti i
bihejvioralnih obrazaca koji su determinisani odredenom geografskom 1 etnickom
pripadno$c¢u (268). Pored dominantnog prisustva HPV 16 Cest nalaz predstavljaju i HPV 31,
33, 35, 45, 52 i 58 koji se smatraju odgovornim za nastanak 20% sluc¢ajeva prekanceroznih
lezija i karcinoma grli¢a materice (229). U Evropi su naj¢esce izolovani genotipovi HPV 16,
18, 33 i 45, dok rezultati studija iz Severne Amerike, Azije i Afrike pokazuju da se iz
karcinoma cerviksa najéesce identifikuju HPV 16, potom HPV 18, 45 1 52 (225).
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Moze se zakljuciti da iako su HPV posredovane infekcije Sirom sveta uzrokovane
uglavnom istim visokorizi¢énim genotipovima HPV, postoji varijabilnost HPV genotipske
prevalencije u odnosu na geografske teritorije (225).

Daljom analizom u okviru ovog istrazivanja, a u cilju ispitivanja onkogene
aktivnosti, sagledani su najzastupljeniji visokorizi¢ni genotipovi HPV u odnosu na citoloski
status, Sto ih je predodredilo za istrazivanje njihovog uce$¢a u razvoju cervikalnih
intraepitelnih lezija 1 onkogenog potencijala. Procenjuje se da analiza distribucije
visokorizi¢nih genotipova HPV u odnosu na citoloski nalaz moze posluziti kao pouzdan
pokazatelj njihovog relativnog potencijala u nastanku i razvoju invazivnog kacinoma grlic¢a
materice (269).

Medu zenama kod kojih je potvrdeno prisustvo visokorizicnog HPV genotipa,
najmanji broj uzoraka bio je bez registrovane celularne atipije (17%). Priblizno ista
medusobna zastupljenost se zapaza u grupama ASCUS i LSIL citoloskih nalaza (27%,
odnosno 26%), dok se veéi broj pozitivnih HR HPV nalaza registruje u citoloskoj leziji koja
je klasifikovana kao visokostepena lezija cervikalnog epitela (31%).

Poznato je da prevalencija HPV infekcije raste sa stepenom tezine lezije i da se ovaj
virus smatra uzro¢nikom prakti¢no svih cervikalnih karcinoma (99,7%) (102).

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju da postoji znacajna razlika u zastupljenosti HPV
16, odnosno da je prisustvo HPV 16 ¢escée prisutno (76%) u visokostepenoj u odnosu na
nize nivoe lezija cervikalnog epitela. Studije koje su se bavile zastupljenos¢u HPV 16
genotipa u odnosu na citoloski nalaz, potvrduju ove podatke. Na podru¢ju Evrope prisustvo
HPV 16 u normalnom cervikalnom epitelu dokazano je u 4,8% slucajeva (270), dok je isti
genotip potvrden u 65,5% cervikalnog karcinoma (271). U nasoj drzavi procenat potvrdenog
HPV 16 genotipa u tkivu karcinoma cerviksa je veéi i iznosi 79% (272). U okviru studije
sprovedene medu Zenama JuZnobackog okruga, HPV 16 je bio potvrden kod 78% ispitanica
sa HSIL citoloskim nalazom (254), dok je u istrazivanju u okviru doktorske disertacije dr
Dijane Tasi¢ (273) HPV 16 detektovan u 89,5% visokostepenih lezija cervikalnog epitela u
nasoj sredini. Sli¢ne vrednosti zastupljenosti ovog genotipa registruju se u nekim drzavama
Evrope, u Spaniji (69%) (274) i Holandiji (71%) (229). U Sloveniji se prisustvo HPV 16 u
lezijama registruje sa sli¢nim uces¢em (63%) (275). Niza vrednost ucesca ovog genotipa U

visokostepenim lezijama (49%) od navedenih, utvrdena je u Bosni i Hercegovini (266), dok
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je na teritoriji Republike Hrvatske dokazan u 58% istovrsnih lezija (276). Podaci iz
Makedonije sliéni su rezultatima navedenih studija i ovaj genotip je detektovan u 53% HSIL
nalaza (277), sto je priblizno utvrdenoj ucestalosti (50%) na teritoriji Gréke (278). Studije
koje su imale za predmet istrazivanja prisustvo HPV 16 u HSIL citoloskom nalazu
austrijskih 1 madarskih Zena, utvrdile su priblizno istu medusobnu zastupljenost od 56%
(279), odnosno, 57% (229). Nize vrednosti u¢e$¢a ovog genotipa su objavljene nakon
analize HSIL nalaza u Italiji (36%) (280).

Moze se pretpostaviti da razlika izmedu rezultata detekcije HPV 16 genotipa, u
visokostepenim lezijama poti¢e od razlika u vremenskom okviru aktuelnog istraZzivanja,
konstrukciji uzorka, kao i odabira i moguénosti primene visokosenzitivnih laboratorijsko-
dijagnostickih metoda. U odnosu na druge visokorizi¢ne tipove, ovaj genotip pokazuje vecu
virulentnost, odnosno moguénost razvoja perzistentne infekcije (281). Autori razlicitih
studija navode da se verovatnoc¢a od progresije promena u visokostepene lezije i karcinom
javlja u 40% — 50% slucajeva inficiranog epitela cerviksa u periodu od 10 godina nakon
infekcije (282,283).

Drugi po ucestalosti (17,2%) visokorizi¢ni genotip kod HPV pozitivnih Zena
Juznobackog okruga bio je HPV 31. Rezultati analize u kojoj je uéestvovalo vise od million
Zena ukazali su da je HPV 31, nakon HPV 16, najée$ce zastupljen genotip u Evropi (270).
Podaci iz naseg istrazivanja potvrduju ove nalaze pri ¢emu je HPV 31 dokazan kod svake
trece HPV pozitivne Zene (31,7%) naseg okruga (255). Sabol i saradnici (259) navode da
ovaj genotip zauzima drugo mesto po ucestalosti kod zena u Republici Hrvatskoj, $to je u
saglasnosti sa njegovom pozicijom u rezultatima istrazivanja koja su sprovedena na teritoriji
Bosne i Hercegovine (266), Severne Makedonije (261), Slovenije (267), Italije (280), Kipra
(284) 1 Finske (285). Rezultati ovog istrazivanja ukazuju da sa progresijom intraepitelne
lezije u¢es¢e HPV 31 genotipa opada pri ¢emu je razlika u zastupljenosti HPV 31 pozitivnih
pacijentkinja znacajn0 manja. Nizi procenat prisustva ovog genotipa belezi Se u
visokostepenim lezijama (11,3%) $to je suprotno od HPV 16 koji je najceSce
dijagnostikovani genotip u svim grupama citoloSkog nalaza. lako se navodi kao
visokorizi¢ni genotip HPV koji povecéava rizik od nastanka visokostepenih lezija, opadajuci
trend u zastupljenosti ovog genotipa prema stepenu tezine citoloske lezije se zapaza i u

istrazivanjima drugih zemalja (256,269,276,277,280). U skladu sa navedenim, rezultati
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meta-analize koja je za cilj istrazivanja imala utvrdivanje znacaja genotipizacije HPV u
stratifikaciji rizika od cervikalnog karcinoma ukazuju na istu pojavu, odnosno, priblizno
cetiri puta manju zastupljenost ovog genotipa u analiziranim tkivima karcinoma u odnosu na
prekancerozne lezije, §to ukazuje na nizi onkogeni potencijal u odnosu na druge ispitane
genotipove (269). lako se prema klasifikaciji Medunarodne agencije za istrazivanje raka,
HPV visokog rizika svrstavaju u prvu grupu humanih kancerogena (167), njihov relativni
onkogeni potencijal se medusobno razlikuje u velikoj meri $to naglasava neophodnost
procene onkogenog potencijala svakog pojedina¢nog genotipa u dijagnostickom pristupu
HPV infekcija (286).

Prema rezultatima genotipizacije, sledec¢i po ucestalosti, a podjednako zastupljeni
kod Zena Juznobackog okruga bili su visokorizi¢ni genotipovi HPV 33 i 51. Posmatrano
globalno, HPV 33 se nalazi na Cetvrtom mestu po ucestalosti i glavni je faktor rizika u
nastanku 4,2% svih registrovanih cervikalnih karcinoma (229). Poput HPV 31, pad
zastupljenosti HPV 33 genotipa u HSIL citoloSkom nalazu u odnosu na nalaz normalne
citologije je registrovan i ovim istrazivanjem. Prema podacima iz literature, a suprotno od
HPV 16, moze se zakljuciti da je detekcija HPV 33 u tkivima karcinoma za 40% manje
zastupljena u odnosu na visokostepene lezije. Posmatrano u kontekstu uzrocnika
cervikalnog karcinoma, HPV 51 se ne ubraja u prvih deset najucestalijih HPV genotipova
registrovanih Sirom sveta. Za razliku od prethodno analiziranih genotipova, kako u nasem
okrugu tako 1 globalno posmatrano, trend zastupljenosti HPV 51 u odnosu na stepen teZine
citoloSke promene je neujednacen. Naime, nakon pocetno niZe zastupljenosti visestruko
povecanje detekcije HPV 51 se registruje u niskostepenim lezijama da bi se nakon toga
njegova ucestalost smanjila i konac¢no bila odsutna u detekciji cervikalnog karcinoma (229).
Medutim, detekcija ovog genotipa u okviru ovog istrazivanja kao 1 prethodno sprovedenih
studija u naSem okrugu (252) i pojedinim zemljama Evrope (287-293) stavlja ga medu prva
cetiri najzastupljenija genotipa detektovana u prekanceroznim lezijama cerviksa. Uocena
pojava sugeriSe da bi detaljna karakterizacija mehanizma onkogenog delovanja HPV 51 na

nivou Celija cervikalnog epitela mogla predstavljati predmet buducih istraZivanja.
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Ovo je narocito znacajno ako se uzime u obzir da aktuelne komercijalno dostupne
vakcine ne obezbeduju direktnu zastitu od infekcije posredovane ovim genotipom
(287,294), odnosno, potrebna je pazljiva procena u pogledu izbora preventivnih vakcina i
mogucnosti uticaja njihovih potencijalnih obrazaca unakrsne zastite (291).

Znacaj primene vakcina u prevenciji karcinoma cerviksa je potvrden (196).
Medutim, procene koje se odnose na moguénost postignute zastite primenom profilaktickih
vakcina ne podrazumevaju obezbedenost imuniteta za sve onkogene HPV genotipove. Za
sada se smatra da su nevakcinalni genotipovi (HPV 35, 39, 51, 56, 59 i 68) uzroc¢nici U
manje od 10% cervikalnog karcinoma (295), ali se pri tome naglasava da je ovaj procenat
veéi u pojedinim etnic¢kim grupama zbog cega se Cak predlaze zamena uce$ca vakcinalnih
genotipova koji se na njih odnose (196). Naime, ukoliko posmatramo rezultate u okviru
ovog istrazivanja, podatak o relativno visokom uce$¢u nevakcinalnih genotipova, narocito
HPV 51 (8,8%) je znacajan u kontekstu procene efikasnosti profilaktickih HPV vakcina kod
Zena naSeg regiona. U tom smislu, visokorizi¢ni genotipovi HPV 16 1 18 su detektovani u
41,9% infekcija, a kada se posmatra zastupljenost vakcinalnih genotipova HPV 16, 18, 31,
33, 45, 52 i 58 u ispitanom uzorku, ona iznosi 79,2% infekcija. Na osnovu dobijenih
rezultata koji se odnose na zastupljenost onkogenih HPV kod zena Juznobackog okruga, AP
Vojvodine moze se pretpostaviti da bi se primenom profilaktickih dvovalentnih i
kvadrivalentnih HPV vakcina infekcija uzrokovana HPV 16 i 18 redukovala za 42%, dok bi
primenom devetovalentne vakcine pokrivenost zastupljenih genotipova HPV iznosila
priblizno 80%. Nadalje, mogucnost primene ovih vakcina postavlja pitanja koja bi se mogla
odnositi na buduéa istrazivanja i koja bi mogla dati odgovor na pitanje da li ¢e nastati
eventualna promena u zastupljenosti HPV genotipova Kkoji izazivaju karcinom cerviksa
nakon masovne vakcinacije, odnosno, da li ¢e do¢i do pojave njihovih genotipskih mutacija
i/ili rekombinacija (36).

Udruzene HPV infekcije se navode kao jedan od glavnih faktora rizika koji dovodi
do ¢celijske transformacije inficiranih cCelija 1 progresije intraepitelne lezije u karcinom.
Medutim, uces¢e 1 istovremena detekcija razlicitih genotipova u udruZenim infekcijama
varira. Njihova uloga u cervikalnoj bolesti se moze objasniti kao moguénost nasumicnog

ucesca odredenih genotipova ili kao posledica njihovih sinergisickih reakcija (296). lako se
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moze uoditi istovremeno prisustvo velikog broja razli¢itih genotipova u niskoj frekvenciji,
njihova zastupljenost u istoj leziji pokazuje tendenciju istovremenog pojavljivanja (297).

Dobijeni rezultati u ovom istrazivanju, pokazuju da je u 84% analiziranih uzoraka
dokazana infekcija izazvana pojedina¢nim genotipom, dok je u 16% slucajeva ispitanih Zena
Juznobackog okruga prisutna udruzena infekcija. Rezultati, sli¢ni ovom istrazivanju
dobijeni su u Republici Hrvatskoj gde je genotipizacija HPV ukazala na 10% udruzenih
infekcija, pri ¢emu je HPV 16 bio zastupljen u vise od polovine slu¢ajeva (256). Priblizno
ista zastupljenost koinfekcija uocena je u Rumuniji (14%) (260). Vise od jednog
detektovanog HPV genotipa imala je svaka peta HPV pozitivna Zena Italije (20%) (280),
dok je neSto viSa zastupljenost koinfekcija uo¢ena u Bugarskoj (24%) (257). U Bosni i
Hercegovini je zabelezena ucestalost udruzenih infekcija od 27% (266). Suprotno, studije
sprovedene u populaciji mladih zena (19-26 godina) naseg okruga ukazuju da se udruzena
infekcija moze detektovati kod svake druge ispitanice ovog zivotnog doba (298) sto je
podrzano cCinjenicom da se najveca transmisivnost HPV beleZzi nakon pocetka seksualne
aktivnosti (167). U prilog ovoj Cinjenici govore rezultati istrazivanja koji se odnose na sve
uzrasne kategorije nasih drzavljanki pri ¢emu je registrovana niza zastupljenost udruzenih
infekcija (36,2%) (252). Nesto veca zastupljenost ovih infekcija se registrovala tokom
istrazivanja u Severnoj Makedoniji, gde je zauzela uceS¢e u 40% HPV pozitivnih Zena
(299). Ucesce koinfekcija srazmerno je ukupnoj, odnosno, niskoj HPV prevalenciji ispitanih
zena tako da je u Sloveniji iznosilo svega 3,6% (267).

Ukoliko se posmatra zastupljenost udruZenih infekcija u odnosu na pojedini HPV
genotip moze se uociti da je HPV 16 najceS¢e zastupljen genotip u koinfekcijama Zena
Juznobackog okruga. Njegovo uceS¢e u kombinaciji sa HPV 31 pojavljuje se u polovini
registrovanih udruzenih infekcija, dok se udruzen sa HPV 51 registruje sa dva puta manjim
ucescem. Razli€iti obrasci kombinacije dominantnih genotipova se zapazaju u razli¢itim
regionima sveta, sto dovodi do porasta evaluacije nad ovim infekcijama poslednjih godina
(297). Zapaza se da je tendencija istovremenog pojavljivanja odredenih genotipova u ovom
istrazivanju saglasna sa rezultatima drugih studija. Utvrdeno je da se istovremena detekcija
HPV 16, 31 i 35 javlja sa ve¢om frekvencijom u abnormalnim citoloskim nalazima (300).
Najveca zastupljenost pojedina¢nog, a samim tim i udruZenog pojavljivanja HPV 16

genotipa se zapaza i u studiji Hajia i Sohrabi (297), ali ovoga puta u kombinaciji sa HPV 31
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i 51, dok se u studiji Bruno i saradnici (301) navodi da samo pojava specifi¢nih
kombinacija, kao §to su HPV 161 31 1 HPV 16 i 18 moze imati klinicki znacajan ucinak za
nastanak visokostepenih lezija.

Ukoliko se zastupljenost koinfekcija posmatra u odnosu na citoloski nalaz, nije
utvrdena znaCajna razlika u odnosu na prisustvo pojedinacne i udruZene infekcije Zena
Juznobackog okruga. Dobijeni rezultat je u saglasnosti sa rezultatima drugih istraZivanja iz
naseg okruzenja (266,276,280). Rezultati ovog istrazivanja ukazuju da se ucestalost
koinfekcija ces¢e detektuje u citoloskim lezijama u odnosu na normalan citoloski nalaz,
¢ime se potvrduje potencijal udruzenih infekcija kao moguceg faktora rizika u perzistenciji i
progresiji cervikalne bolesti (297). S druge strane, rezultati istrazivanja sprovedenog na
uzorku od 909 Zena u lItaliji, ukazuju da stepen uce$¢a udruzenih infekcija opada sa
porastom stepena tezine citoloskog nalaza, tako da se njihov najveéi procenat belezi u
niskostepenim lezijama cerviksa (60%). Upravo ovim rezultatom se naglaSava tranzitorna
uloga udruzenih infekcija u patogenezi lezija cerviksa (301).

Detekcija 1 uloga istovremenog prisustva vise razli¢itih HPV genotipova, uprkos
njihovoj observaciji, jo§ uvek nije sasvim razjasnjena. lako se u pojedinim studijama
potencijalna uloga udruZenih infekcija u nastanku karcinoma uzimala u obzir (302), studije
prac¢enja HPV inficiranih Zena sugeriSu da njihovo prisustvo ne uti¢e na tok infekcije (296).
Chaturvedi i saradnici (303) istrazuju¢i HPV koinfekcije, su dosli do zakljuc¢ka da sklonost
ka njihovom nastanku ne zavisi od kombinacije pojedinith HPV tipova, Sto implicira da se
razlog za njihovu pojavu u tom slucaju moZze objasniti uobi¢ajenim faktorima rizika. Smatra
se da je njihova pojava nasumic¢nog karaktera i da svaki od detektovanih genotipova ima
nezavisan mehanizam dejstva u etiopatogenezi cervikalne bolesti (304). S tim u vezi, Bruno
i saradnici (301) navode da se prisustvo udruzenih HPV infekcija dovodi u vezu samo sa
ranim fazama razvoja intraepitelnih lezija, dok se naglasava odsustvo njihovog znacaja u
razvoju karcinoma. Iz ovoga proistice pretpostavka da su pre razliCite Celije inficirane
razli¢itim HPV genotipovima, nego Sto je moguca njihova intracelularna koegzistencija
(301). Navedeni podatak predstavlja osnov za buduca istrazivanja nezavisnih mehanizama

dejstva svojstvenih pojedinacnim genotipovima HPV.
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Zastupljenost HPV infekcija izmedu razli¢itih uzrasnih grupa je neujednacena. Medu
zenama Juznobackog okruga najveca zastupljenost se belezi kod Zena mladih od 30 godina
(39,5%), nesto niza kod pripadnica srednje Zivotne dobi (36,1%), a najniza kod Zena starijih
od 45 godina (24,4%). Sirom sveta se zapaZaju dva obrasca kretanja HPV uzrokovane
infekcije. Karakteristi¢na je pojava bimodalne krive koja pokazuje primarni vrh prevalencije
medu zenama do 30 godina, koga prati plato prevalencije tokom srednjih godina zivota da bi
potom doslo do ponovnog blagog skoka kod Zena nakon 45 godine. Medutim, drugi autori
navode postojanje obrasca kretanja u kome se primecuje inicijalni vrh kod Zena do 25
godina starosti, zatim postepeni pad u starijem uzrastu, $to se belezi u Evropi (170). Ovi
rezultati su o€ekivani s obzirom na ¢injenicu da je seksualna aktivnost, odnosno, rizik od
nastanka HPV infekcije najve¢i u mladem zivotnom dobu (167). Moze se zakljuciti da je
dobno specifi¢na inficiranost Zena naseg okruga u skladu sa podacima koji se odnose na
region Evrope, kao i da su neophodna dalja istrazivanja sa ve¢im obuhvatom Zena ¢ime bi se
omogucilo preciznije sagledavanje prevalencije HPV infekcije.

Ukoliko se analizira prosek godina u odnosu na klasifikaciju cervikalnog nalaza,
zapaza se da su pacijentkinje bez celularne atipije pripadale mladoj uzrasnoj kategoriji, dok
su u grupi pacijentkinja sa HSIL promenama registruju znacajno starije pacijentkinje,
prose¢ne starosne dobi 43,4 godine. Kod vecine Zena inficiranih HPV, u vise od 90%
slucajeva, do¢i ¢e do spontanog nestanka infekcije u vremenskom periodu od 12 do 24
meseca, §to dokazuje 1 niza zastupljenost ovih infekcija kod Zena nakon 30 godina Zivota. U
manjem, preostalom procentu dolazi do razvoja prekanceroznih lezija i karcinoma cerviksa
koji se znaCajno ceS¢e dijagnostikuju u starijih pacijentkinja §to ukazuje na dug latentni i
vremenski zahtevan proces transformacije epitela (8).

U cilju smanjenja mortaliteta i morbiditeta uzrokovanog karcinomom cerviksa,
tokom poslednjih 50 godina, mnoge drZzave su uvele skrining programe bazirane na
citomorfoloskom ispitivanju cervikalnih uzoraka pomoc¢u Papanikolau testa. Medutim, ova
procedura je pokazala manje nego optimalnu senzitivnost (50%) i visoku interindividualnu i

intraindividualnu varijabilnost (305,306).
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Testovi zasnovani na molekularno bioloSkim metodama poput real time PCR danas
se uobicajeno koriste u dijagnostici infekcija HPV. Ove metode odlikuje visoka
senzitivnost, kao 1 kratko vreme do dobijanja kona¢nog rezultata analize. Zasnovane su na
dokazivanju specifi¢nih ciljnih sekvenci genoma HPV (HPV DNK test) u odgovaraju¢em
uzorku i omogucéavaju dokazivanje prisustva pojedina¢nih genotipova HPV, odnosno
genotipizaciju. Genotipizacija omogucéava stratifikaciju rizika, odnosno, ukazuje na
prognozu i doprinosi izboru terapije, kao i razvoju vakcina i proceni efekta imunizacije.
Medutim, samo dokazivanje prisustva genoma HPV u brisu cerviksa, ne pruza uvid u vrstu
infekcije. Ono ne daje odgovor na pitanje da li je prisutna tranzitorna ili perzistentna infekcija u
kojoj se virus aktivno umnoZzava i u kojoj postoji visok rizik od razvoja karcinoma, a samim tim
postoji i potreba za $to ranijim adekvatnim tretmanom pacijentkinja (305).

Ustanovljeno je da je cervikalna kancerogeneza snazno povezana sa nastankom i
razvojem HPV uzrokovane infekcije u kojoj dolazi do transkripcije onkogena E6 i E7 HR
HPV, sa sledstvenim nastankom iRNK i sintezom istoimenih proteina. 1z ovog razloga,
detekcija iRNK E6 i E7 visokorizicnih HPV moze da posluzi kao molekularno dijagnosticki
pokazatelj njihove perzistencije i onkogene aktivnosti (307), sto bi moglo da omoguci bolju
procenu rizika od nastanka cervikalnog karcinoma 1 s tim u vezi da znacajno uti¢e na dalji
algoritam pracenja pacijenata (308).

U okviru ovog istrazivanja analiza eksprimiranja gena E6 i E7 kao pokazatelja onkogene
aktivnosti najzastupljenijih genotipova u zena JuZnobackog okruga (HPV 16, 31, 33, 51)
omogucena je dokazivanjem iRNK istoimenih onkoproteina u ukupnom uzorku. Onkogena
aktivnost je detektovana u 38,1% ukupno testiranih uzoraka, odnosno, kod 64,5% pacijentkinja
sa potvrdenim prisusutvom HPV infekcije. Takode, uofeno je da su pokazatelji onkogene
aktivnosti detektovani samo kod prethodno potvrdenih HPV DNK pozitivnih uzoraka. Ovaj
relativno visok procenat detektovane onkogene aktivnosti je u saglasnosti sa pojedinim
prethodno publikovanim rezultatima koji su se odnosili na najceS¢e globalno potvrdene
visokorizi¢ne genotipove HPV 16, 18, 31, 33 i 45 kod Zena sa nalazima normalne i abnormalne
citologije. Fontecha i saradnici (309) su ukazali da se iRNK E6 i E7 HR HPV pozitivnost
detektovala u 68% HPV pozitivnih Zena, Sto je vrlo blisko rezultatima dobijenim u
multicentricnoj studiji koja se odnosila na pojedine regione Italije (67%) koju su publikovali

Rossi i saradnici (310). Rezultati istrazivanja onkogene aktivnosti visokorizi¢nih genotipova

117



Diskusija

HPV pozitivnih Zena Turske ukazali su na pozitivnost u 56% abnormalnih citoloskih nalaza
(308). Isti rezultat detekcije (55%) je dobijen u studiji Oliveira i saradnika (311), dok se
priblizna vrednost zastupljenosti onkogene aktivnosti HPV (61%) belezi i u studiji Yao i
saradnika (312). Rezultati studija koje su se bavile ovom temom, a odnose se na na$ region
takode naglasavaju relativno visok procenat onkogene aktivnosti testiranih genotipova HPV.
Dabeski i saradnici (299) su potvrdili onkogenu aktivnost u 61% ukupno ispitanih Zena
normalne i abnormalne citologije, dok se ekspresija onkogena E6 i E7 HR HPV u Zena Bosne i
Hercegovine odnosila na 81% HPV pozitivnih Zena sa abnormalnom citologijom (313).
Onkogeni potencijal cirkulisu¢ih genotipova HPV na nivou populacije Republike Srbije prema
podacima iz dostupne literature do sada nije bio predmet istrazivanja, §to ukazuje i naglaSava
aktuelnost ove teme.

Ukoliko se onkogena aktivnost posmatra prema svakom pojedinacno ispitanom
genotipu, zapaza se da se eksprimiranost onkogena E6 i E7 HR HPV 16 moze detektovati kod
svake treCe HPV pozitivne pacijentkinje (29,7%), odnosno svakog Cetvrtog detektovanog
genotipa (25,5%). Onkogena aktivnost HPV 31 je potvrdena u cervikalnom uzorku kod svake
pete HPV pozitivne zene (19,2%), odnosno svakog Sestog detektovanog genotipa (16,6%), dok
se onkogeni E6 i E7 HPV 33 i 51 eksprimiraju u priblizno podjednakom, ali dvostruko manjem
broju slucajeva (9,3%, odnosno, 8,7%).

Analiza prisustva iRNK najzastupljenijih genotipova HPV 16, 31, 33, 51 u odnosu
na citoloSki nalaz testiranih pacijentkinja Juznobackog okruga ukazuje da je procenat
eksprimiranosti onkogena E6 i E7 HPV srazmeran stepenu tezine cervikalne lezije i da su
utvrdene razlike znacajne. Moze se uociti da je priblizno svaka deseta HPV inficirana Zena
(11%) sa normalnim citoloskim nalazom inficirana onkogeno eksprimiranim genotipom,
dok je kod visokostepenih lezija ovaj odnos obrnut. Naime, odsustvo pokazatelja onkogene
aktivnosti HPV se detektuje kod priblizno svake desete zene sa HSIL statusom (11,1%). Ovi
rezultati pokazuju uskladenost rezultata dobijenih istrazivanjem u nasoj populaciji sa
podacima studija sprovedenih u razli¢itim regionima sveta (310,314-317). ZapaZen obrazac
prisustva zastupljenosti detektovanih transkripata u odnosu na citoloski status se smatra0
ocekivanim, s obzirom da se zna da pojava prekomerne ekspresije onkogena E6 i E7 utice na

razvoj neoplasti¢nih promena cervikalnog epitela (318,319).
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Primenom iRNK HPV testa utvrdeno je da priblizno svaki drugi HPV 16 genotip ima
eksprimirane onkogene E6 i E7 (49%). Znacajno viSe pozitivnih iRNK E6/E7 HPV 16
registruje se sa porastom tezine citoloskog nalaza, odnosno zastupljenost njegove onkogene
aktivnosti pokazuje jasan trend rasta u odnosu na stepen tezine cervikalne lezije. U cervikalnim
nalazima koje karakteriSe odsustvo celularne atipije, registrovan je u svega 3%, dok se u HSIL
nalazima detektuje kod dve tre¢ine HPV pozitivnih Zena (64,2%). Kao $to se potvrdilo u ovom
istrazivanju, tako se i od strane vise drugih autora navodi da je transkripcioni produkt HPV 16
najces¢e detektovan, Sto ukazuje da je tendencija ekspresije najznacajnijih onkogena ovog
genotipa u ovoj vrsti lezije znatno ve¢a u odnosu na druge ispitane genotipove (299,308,313),
Sto mu daje status HPV sa najpotentnijim kancerogenim delovanjem (309).

Ukoliko se HPV 31 posmatra u kontekstu ekspresije onkogena E6 i E7 uocava se da je
70% ovog genotipa detektovano kao aktivno. Medutim, nasuprot ovoj visokoj aktivnosti,
ukoliko se njegova zastupljenost posmatra u odnosu na citoloski status uocava se suprotan
trend prisustva od HPV 16 genotipa. Zapaza se da je iRNK E6/E7 HPV 31 najmanje
detektovana (7,5%) u HSIL grupi citoloskog nalaza u odnosu na ostale grupe (23% — 26%).
Razlog za ovu pojavu se moze pretpostaviti i obrazloziti Cinjenicom da je negativan
transkripcioni status ovih onkogena u vecoj meri zastupljen zbog prisustva epizomalne forme
virusa ili uspostavljene kontrole transkripcije koja omogucava spontano uklanjanje infekcije
posredovane ovim genotipom virusa (309), Sto potvrduje i znatno niza detekcija HPV 31 u
analiziranim tkivima karcinoma u odnosu na prekancerozne lezije (269), kao i zna¢ajno ¢eSca
prisutnost ovog genotipa kod pripadnica mlade uzrasne kategorije.

Sliéno prethodno analiziranom genotipu HPV, pokazatelji onkogene aktivnosti su
potvrdeni kod dve treéine ispitanih HPV 33 genotipova. Drugim istrazivanjima registruju se
razli¢iti procentualni rasponi transkripcione detekcije onkogena ovog genotipa, od njenog
izostanka (320) pa sve do potpune ekspresije od 100%. Uzrok za ovu razliku se moze tumaditi
prisutnim varijacijama njihovog broja u ukupnom uzorku (309). Suprotno tome, posmatrano u
odnosu na citoloSku leziju, onkogena aktivnost HPV 33 se detektuje znatno rede, odnosno, kod
priblizno svake desete pacijentkinje sa dijagnostikovanim visokostepenim lezijama (9,4%), Sto
je blisko detekciji ovog genotipa u istovrsnim lezijama posmatrano globalno, u kojima je

njegovo prisustvo potvrdeno kod svake sedme zene (7%) (229).
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U okviru ovog istrazivanja, rezultati detekcije iRNK HPV 51 su priblizno isti sa onima
koji se odnose na HPV 33 i mogu se interpretirati istom zastupljeno$¢u ova dva genotipa kako u
ukupnom uzorku, tako i u distribuciji njihove onkogene aktivnosti kroz razlicite citoloske grupe.
Medutim, iako se globalno posmatrano HPV 51 ne registruje u prvih deset HPV genotipova koji
posreduju u nastanku karcinoma cervikalnog epitela (229), vazna ¢injenica koja naglasava
razliku, a samim tim i potrebu za nadzorom njegovog onkogenog dejstva jeste prisustvo ovog
genotipa 1 njegovog ucesca u visokostepenim lezijama kako u nasem okrugu tako i u pojedinim
regionima sveta (287-293). U istom kontekstu, treba naglasiti da ne postoji pozitivna
korelacija izmedu prevalencije HPV infekcije uzrokovane odredenim genotipom posmatrane
regionalno 1 wucestalosti pojave HPV uzrokovane cervikalne bolesti. Tacnije, ova
diskrepancija se objasnjava povezanosSéu sa molekularnom osnovom infekcije, odnosno,
genetskom varijabilno$¢u odredenog genotipa HPV koji je uzrokuje (225), §to sugerise
opravdanost detaljne analize onkogenog potencijala ovog genotipa u nadzoru cervikalnog
karcinoma.

Ukoliko se detekcija transkripcionih produkata onkogena E6 i E7 posmatra u
kontekstu njihovog uces¢a u pojedina¢nim i udruzenim HPV infekcijama, moze se uociti da
ukupna onkogena aktivnost detektovana upotrebom IRNK E6/E7 HPV testa raste sa
stepenom tezine cervikalne lezije (60% — 100%). Onkogena aktivnost pojedinacnih
genotipova (20% — 86%) je veéa u odnosu na onkogenu aktivnost udruzenih genotipova
(0% — 40%) u istoj vrsti lezija i takode raste sa stepenom njene tezine. U ovom slucaju je
neophodno pomenuti da moguénost detekcije iRNK E6 i E7 u udruzenim infekcijama zavisi
od zastupljenosti integracije virusne DNK u humani genom (321). Ovaj dogadaj dovodi do
gubitka regulacije posredovane E2 represorom i sledstvene disregulacije onkogena E6 i E7
dominantnog genotipa HPV prisutnog u celiji. U ovom kontekstu, istovremena detekcija
drugog genotipa HPV se mozZe objasniti njegovim epizomalnim prisustvom koje karakteriSe
slaba genska ekspresija regulisana adekvatnom funkcijom E2 represora (322). Navodi u
literaturi govore u prilog ovoj €injenici jer se smatra da svaki od detektovanih genotipova
ima nezavisan mehanizam dejstva u onkogenezi cervikalnog epitela (304,323). Rezultati
ovog istrazivanja naglasavaju da iako se uocava da je ucestalost udruzenih infekcija veca u
skvamoznim lezijama nego u citoloski klasifikovanom normalnom epitelu cerviksa,

detekcija njihove onkogene aktivnosti ima obrnut odnos i smanjuje se. Ovaj rezultat je u
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saglasnosti sa literaturnim podacima koji prisustvo ovih infekcija dovode u vezu sa ranim
fazama razvoja cervikalne bolesti i odsustvom njihovog znacaja u razvoju karcinoma (301).

U cilju analize onkogene aktivnosti Cetiri naj¢es¢e dijagnostikovana visokorizi¢na
HPV u zena Juznobackog okruga u odnosu na uzrasne kategorije zapaza se znacajno veca
zastupljenost pozitivnih nalaza iRNK E6/E7 HPV 16 ka starijim dobnim grupama. Saglasno
sa ovim rezultatom, studije koje su istrazivale distribuciju pokazatelja onkogene aktivnosti
HPV prema uzrasnoj kategoriji ukazale su da je detekcija IRNK E6 i E7 HR HPV znatno
veca nakon 30. godine zivota (316,324). Uzimajuéi u obzir da su rezultati u okviru ovog
istrazivanja ukazali na nalaz znaCajno CeS¢e zastupljenosti prekanceroznih lezija kod
pripadnica starije uzrasne grupe moze se smatrati da detekcija eksprimiranosti raste tokom
perioda onkogeneze za koji se navodi da prosec¢no iznosi od 5 do 15 godina (325). Isti
rezultat je podrzan i rezultatima epidemioloskih studija koji navode da ve¢ina mladih zena
ima asimptomatsku formu HPV infekcije koja zahvaljuju¢i imunskom odgovoru stice status
tranzitorne (317,326). Procenjeno je da se ova prirodna regresija infekcije dogada kod
priblizno dve tre¢ine ovih Zena, naroCito sa dijagnostikovanim HSIL citoloskim nalazom
(327), odnosno, da se u vremenskom periodu od Sest do osamnaest meseci HPV infekcija
kod 43% — 65% Zena sa normalnim citoloskim nalazom spontano eleminise (328).

Mnogobrojni HPV DNK testovi koji se koriste u dijagnostici HPV infekcije
pokazuju visok nivo senzitivnosti, ali ne 1 specificnosti u detekciji visokostepenih lezija na
grlicu materice. Nemogucnost razlikovanja tranzitorne od perzistentne infekcije predstavlja
glavni razlog za istrazivanje i procenu specifiénih biomarkera progresije epitelnih lezija
indukovanih HPV. Idealan biomarker bi bio onaj koji bi svojom vredno$¢u jasno definisao
razliCite faze HPV infekcije, kao Sto su regresija, perzistencija i progresija nastalih promena.
Ove karakteristike proksi indikatora bi dale potencijalnom testu visoku pozitivnu prediktivnu
vrednost $to bi bilo od kljuénog znacaja u proceni progresije cervikalne lezije (177).

Znacaj perzistentne HPV infekcije u nastanku i razvoju cervikalnog karcinoma
dokumentovan je u mnogobrojnim literaturnim navodima (102,120,167). Tokom infekcije,
virusni onkogeni E6 i E7 su deo ranog kodirajuceg regiona i normalno se ne eksprimiraju.
Medutim, u sluc¢aju integracije u genom ¢elije domacina dolazi do nekontrolisane ekspresije
onkogena $to omogucava detekciju njihovih produkata transkripcije (329,330). Shodno
tome, potvrda prisustva transkripata, iIRNK E6 i E7, u cervikalnim lezijama bi mogla da posluzi

121



Diskusija

kao potencijalni biomarker u cilju identifikacije klinicki relevantne infekcije sa onkogenim
potencijalom (331). Procena znacaja i efikasnosti ovih biomarkera, kao i njihova klinicka
primena predmet su aktuelnih istrazivanja i klini¢kih studija (221,249,250,332) koje se sprovode
u cilju unapredenja laboratorijsko-dijagnostickih pokazatelja potencijalno progresivne infekcije,
odnosno, redukcije tumacenja tranzitorne kao perzistentne HPV infekcije.

Senzitivnost, specifi¢nost, pozitivna i negativna prediktivna vrednost se primenjuju u
funkciji evaluacije dijagnostickih sposobnosti izabranog testa i proceni njegovog klinickog
naSeg okruga (IRNK test) prati rast stepena citoloSke abnormalnosti u poredenju sa
referentnom grupom (NILM): ASCUS (29%), LSIL (60%), HSIL (89%). Specifi¢nost ovog
testa ista je za sve vrste citoloskog nalaza (89%) u odnosu na referentnu grupu, dok je
pozitivna prediktivna vrednost srazmerna stepenu citoloske lezije i u odnosu na abnormalnu
citologiju je 88%. Bitno je napomenuti da klinicke karakteristike testa onkogene detekcije
pokazuju porast sa progresijom lezije 1 zadrzavaju se na visokom nivou §to je u saglasnosti sa
rezultatima drugih istrazivaca (221,315,316).

Studije koje su se bavile procenom pouzdanosti iRNK testa pokazuju heterogene nalaze
(333). Rezultati najve¢e meta-analize ukazuju da se dobijena vrednost senzitivnosti kretala od
41% do 95%, dok je registrovana specifi¢nost bila u opsegu od 42% — 74% (334). Razlog za
ovu naglaSenu heterogenost rezultata bi se mogao naci u varijacijama koje se ti¢u uzoraka, kao 1
citoloskog statusa uzorkovanih pacijentkinja.

Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da su specifi¢nost (89%) i PPV (70% — 79%)
iRNK testa znacajno veci, dok se za isti test beleZi znacajno niZa senzitivnost u odnosu na
HPV DNK test. Ovi rezultati su u saglasnosti sa navodima pojedinih autora, koji naglasavaju
nesto nize vrednosti senzitivnosti iRNK testa u odnosu na senzitivnost HPV DNK testa, dok je
specifi¢nost iskazana na visem nivou (299,315,335), dok drugi sugerisu da je senzitivnost sli¢na
1 da bi njegova primena znacajno unapredila karakteristike testa koje se ticu specificnosti
(232,250,317,336). Takode, kroz razlicita istrazivanja konstatuju se ekstremne vrednosti
procene klinickih karakteristika koje se odnose na specifi¢nost (25% — 92,5%) i PPV (21% —
91%) (337). Uocena razlika se objasnjava heterogenim uceS¢em cervikalne patologije i
metodoloSkog kvaliteta u razli¢itim studijama §to naglaSava ogranicenost pri generalizovanom

sagledavanju i interpretaciji ovih karakteristika testa (333). lako su rezultati iskazani u Sirokom
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spektru, oni zadrzavaju jedinstven trend i sugeriSu da upotrebom iRNK testa u odnosu na HPV
DNK test dolazi do unapredenja specifi¢nosti (334). Poredenjem klini¢kih karakteristika testa
moze se zakljuciti da detekcija iRNK E6 i E7 HR HPV u odnosu na HPV DNK predstavlja
mnogo bolji marker za precizniji skrining visokostepene celularne atipije cerviksa u cilju
detekcije perzistentne HPV infekcije (315,334). U istom kontekstu, rezultati multicentri¢ne
studije u kojoj je ucestvovalo preko 5.000 Zena ukazuju da je primenom iRNK testa moguénost
detekcije HSIL nalaza za 24% do 29% veca u odnosu na onu vrednost koja se registruje
primenom HPV DNK testa (338). Takode, ne treba zanemariti ni ¢injenicu koja ukazuje da
prilikom integracije HPV u humani genom dolazi do narusavanja celine L1 regiona virusnog
genoma Sto moze da rezultira lazno negativnim rezultatom putem primene HPV DNK detekcije,
dok se u tim sluc¢ajevima HPV perzistentna infekcija nesmetano moze potvrditi upotrebom
IRNK testa (339).

Poredenjem detekcije najzastupljenijih visokorizi¢nih genotipova HPV kod Zena naSeg
okruga, upotrebom HPV DNK i iRNK testova, podudarnost u detekciji HPV infekcije je
registrovana samo u grupi pacijentkinja sa dijagnostikovanim visokostepenim lezijama, dok se u
ostalim grupama citoloskog nalaza razlika u detekciji iskazala na znacajnom nivou. U odnosu na
druge ispitane HPV genotipove, razlika u detekciji genotipa 16 putem ovih testova se
registrovala na znacajnom nivou u svim grupama citoloskog nalaza. Ovaj rezultat navodi na
mogucnost daljeg ispitivanja detekcije ovog genotipa u svrhu determinisanja testa sa boljim
karakteristikama. Rezultati ovog istrazivanja su u delimi¢noj saglasnosti sa rezultatima
istrazivanja Salimovi¢-BesSi¢ i saradnika (313). Sli¢ni su u detekciji HPV infekcije za ASCUS i
HSIL citoloski nalaz, dok se razlike uoc¢avaju u detekciji HPV infekcije za LSIL citoloski nalaz.
Naime, ista stopa detekcije HPV infekcije primenom oba testa se beleZzi u visokostepenim
lezijama u oba istrazivanja. Oba istrazivanja pokazuju postojanje znacajne razlike U Stopi
detekciji HPV infekcije primenom oba testa na nivou ASCUS citoloskog nalaza. Ipak, suprotno
rezultatima istrazivanja Salimovi¢-BeSi¢ i saradnika (313), u ovom istraZivanju se uocava
znacajna razlika u stopi detekciji HPV infekcije primenom oba testa na nivou LSIL citoloskog
nalaza. Visoka podudarnost testova je dokazana samo u HSIL grupi citoloskih nalaza i od strane

autora iz Severne Makedonije (277), §to je u saglasnosti sa nasim rezultatima.
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S obzirom da prethodno navedeni rezultati pokazuju medusobnu podudarnost u
detekciji visokorizi¢nih genotipova HPV pri upotrebi DNK i iRNK testova u
visokostepenim lezijama, u cilju moguce upotrebe pouzdanijeg testa, veceg dijagnostickog
potencijala, u datim uslovima izvrSena je procena njihovih parametara primenom ROC
krive. Rezultati ove analize su ukazali da je moguénost detekcije HPV infekcije iRNK
testom (81%) kod pacijentkinja sa visokostepenim lezijama ve¢a u odnosu na moguénost
njihovog dijagnostikovanja putem HPV DNK testa (74%). Istrazivanja pojedinih autora ¢iji
se cilj odnosio na pronalazenja boljeg trijaznog testa HPV pozitivnih Zena rezultirala su
sli¢nim rezultatima (312,340).

Prethodnim analizama utvrden je znacaj pojedinih faktora na progresiju cervikalne
intraepitelne lezije. Utvrdeno je da dokazano prisustvo genotipa HPV 16, njegova onkogena
aktivnost, kao i onkogena aktivnost svih ispitanih genotipova imaju uticaj na pomenutu
progresiju cervikalne bolesti. Utvrden je znacajan uticaj eksprimiranja onkogena E6 i E7
svih ispitanih genotipova HPV u progresiji perzistentne infekcije i nastanku prekanceroznih
lezija cervikalnog epitela, $to se ogleda jakom pozitivnom korelacijom. Za potvrdu klinicki
relevantne HPV infekcije uzrokovane genotipom HPV 16 utvrden je jaci prediktivni znacaj
IRNK testa (statisticki znacajna korelacija srednje jacine), dok je prediktivni zna¢aj DNK
HPV testa bio slabiji (statisticki znacajna slaba korelacija). Iako, prema raspolozivim
podacima iz dostupne literature korelacija nije primenjena za ovu vrstu analize dobijeni
rezultati su u skladu sa rezultatima dobijenim drugim statistickim metodama. Moze se
zakljuciti da je visok nivo nalaza prekursorskih promena cervikalnog epitela pracen
porastom detekcije transkripata onkogena E6 i E7 svih ispitanih genotipova.

Pored dijagnosticke vrednosti i potencijala, u laboratorijskoj medicini Cesto se
ispituje prediktivni potencijal mnogih faktora (341). Prema ranije utvrdenom stepenu uticaja
na nastanak visokostepenih lezija cervikalnog epitela, odabrani su relevantni faktori, dok je
HSIL kao predstavnica visokog stepena celularne atipije oznacavala zavisnu promenljivu u
odnosu na sve analizirane relevantne faktore. Postupno su ispitani faktori koji predstavljaju
poviSen rizik za nastanak teZih cervikalnih promena (genotip HPV 16, ukupna onkogena
aktivnost svih ispitanih genotipova HPV, onkogena aktivnost HPV 16 i uzrasna kategorija

pacijentkinja).
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Ukoliko posmatramo uticaj HPV 16 na pojavu HSIL citoloskog nalaza vidimo da se
ispoljila znacajna prediktivna vrednost. Pacijentkinje sa potvrdenim prisustvom HPV 16
genotipa putem DNK testa imaju vecu verovatno¢u za dijagnostikovanje visokostepenih
lezija u odnosu na verovatnoc¢u dijagnostikovanja normalnog citoloskog nalaza (3,8 puta) i
niskostepene lezije (2,6 puta). U istom kontekstu, studija Athena rezultirala je zakljuCkom
da relativni rizik za razvoj prekanceroznih lezija u zena inficiranih sa HPV 16 iznosi 42%,
Sto je viSe nego pet puta veci rizik u odnosu na Zene kod kojih je potvrdeno prisustvo
drugog HPV genotipa (342). Rezultati drugih autora navode da prisustvo ovog genotipa
povecava rizik za razvoj lezija tezeg stepena cerviksa do dvanaest puta. Kako se navodi da
ovaj genotip ima najveci onkogeni potencijal i da je njegova povezanost sa prekanceroznim
lezijama znacajna, pojedini autori potenciraju moguénost unapredenja posebnih protokola
koji bi se odnosili na pracenje HPV 16 pozitivnih pacijentkinja (301). Superiornost HPV
genotipizacije u odnosu na citologiju je potvrdena i dokumentovana i u navodima pregledne
literature Cochrane biblioteke (343). Medutim, rezultati genotipizacije, odnosno,
identifikacije prisustva odredenog genotipa HPV ne pruzaju moguénost za trijazu ovih
pacijentkinja na osnovu jasne procene statusa infekcije i moguénosti njene progresije. 1z
navedenog proizilazi potreba za pronalazenjem prediktivnijeg biomarkera koji bi doveo do
unapredenja skrininga i moguénosti uvida u onkogeni potencijal virusa ¢ime bi se jasno
identifikovao rizik usled detekcije HPV 16 (344).

Kada gledamo uticaj pokazatelja onkogene aktivnosti svih ispitanih HPV
genotipova, koja je detektovana iRNK testom, na pojavu visokostepenih lezija cervikalnog
epitela utvrdena je znaCajn0 veca verovatnoca pojave kod svih citoloskih grupa.
Pacijentkinje sa pozitivnim nalazom ovog testa ¢e imati skoro 7 puta vecu verovatnocu za
dijagnostikovanje HSIL lezije u odnosu na verovatnocu dijagnostikovanja nalaza bez
celularne atipije, 19 puta vecu verovatno¢u za dijagnostikovanje HSIL u odnosu na
verovatnoc¢u dijagnostikovanja nedeterminisane lezije, odnosno, 5 puta vecu verovatnocu za
detektovanje HSIL u odnosu na LSIL. Dobijeni rezultati idu u prilog navodima koji se
odnose na istrazivanja znacaja onkogene aktivnosti 1 koji pokazuju da bi detekcija iRNK E6
i E7 HR HPV mogla imati prognosticku vrednost u pracenju razvoja kancerogeneze
(345,346). Rezultati studije Fontecha i saradnika (309), koja je za predmet istrazivanja
imala klinicko pracenje iRNK E6 1 E7 HR HPV pozitivnih zena razliCitog citoloSkog
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statusa, pokazali su da se kod najveceg procenta ovih Zena tokom vremena dijagnostikuje
progresija lezije (53%), zatim perzistiranje abnormalnog citoloskog nalaza (42%), dok se
regresija belezi u deset puta manje slucajeva (4%). U istom kontekstu prognostickog
znacaja, a tokom klinickog nadzora u trajanju od 49 meseci, pokazano je da pacijentkinje sa
potvrdeno eksprimiranim onkogenima putem iRNK testa imaju povecan rizik za nastanak
visokostepenih lezija. U prilog istom nalazu, nijedna zena sa potvrdenom infekcijom putem
HPV DNK testa, a negativnim nalazom iRNK testa nije stekla dijagnostikovanu cervikalnu
leziju tezeg stepena tokom perioda pracenja od Cetiri godine (249,250). Prema rezultatima
Svedskih autora, negativan nalaz onkogene aktivnosti HPV, koji se dobio primenom iRNK
testa ukazuje na visoku verovatno¢u spontane eliminacije postoje¢e HPV infekcije u
vremenskom periodu od jedne godine (249). U radu Zorzi i saradnika (335) se navodi da je
upotrebom iRNK testa, tj. njegovim negativnim nalazom moguce identifikovati Zene koje
nisu u riziku od razvoja invazivnog karcinoma u petogodi$njem periodu. Primena iRNK
testa se pokazala superiornom i u okviru klini¢ke studije Johansson i saradnika (345) u kojoj
je ukazano da pozitivan nalaz ovog testa ima prediktivnu vrednost sa 100% senzitivnosti u
razvoju nepovoljnog citoloskog nalaza kod HPV pozitivnih Zena sa dijagnostikovanim
niskostepenim lezijama. Na osnovu ovoga, pretpostavka je da bi se kod pacijetnkinja sa
prisutnim niskostepenim lezijama cerviksa i negativnim rezultatom iIRNK testa mogao
proceniti bezbedan vremenski interval izmedu retestiranja u trajanju od Cetiri godine (249)
Sto bi moglo znacajno da doprinese unapredenju protokola prac¢enja HPV pozitivnih Zena.
Rezultati u okviru ovog istrazivanja pokazali su znacajnu prediktivnu vrednost
pojedina¢ne onkogene aktivnosti HPV 16, bez obzira na detekciju iRNK drugog tipa
visokorizicnog HPV u istom uzorku, za nastanak visokostepene lezije cervikalnog epitela.
Kod pacijentkinja sa pozitivnim nalazom pokazatelja onkogene aktivnosti HPV
genotipa 16 utvrdena je znacajno veca verovatnoca pojave visokostepene lezije kod svih
vrsta citoloskog nalaza. Verovatnoca za dijagnostikovanje visokostepene lezije je 50 puta
veca u odnosu na verovatnocu dijagnostikovanja normalnog citoloskog nalaza, 12 puta veca
za dijagnostikovanje visokostepene lezije u odnosu na detekciju ASCUS citoloSkog nalaza,
dok je kod pacijentkinja sa istim nalazom iRNK testa, verovatnoc¢a detekcije HSIL nalaza 6

puta veca od verovatnoce detekcije LSIL nalaza.
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Na potrebu za istrazivanjem 1 pronalaskom adekvatnog biomarkera ukazuju i
aktuelni nedostaci Vodica koji se odnose na algoritam pracenja HPV 16 pozitivnih Zena.
Prema aktuelnim smernicama, dokazano prisustvo HPV 16 genotipa u cervikalnom uzorku
ispitivanih Zena zahteva poseban klini¢ki nadzor sa neodloznim sprovodenjem kolposkopije
(347). S obzirom da je rizik od razvoja lezije u pravcu maligne evidentan, ali varijabilan
(348), kao i da manji procenat zena kod kojih je dokazano njegovo prisustvo razvija
visokostepenu leziju (349), stratifikacija rizika je neophodna. Istovremena primena oba
testa, HPV DNK i iRNK, redukuje upuéivanje na neodloznu kolposkopiju za 77,5% (350),
Sto podrzava aktuelnu hipotezu da bi iRNK test mogao biti adekvatan prediktivni biomarker
u sekundarnom skriningu cervikalnog karcinoma. Upravo zbog toga, primena iRNK testa,
koji bi doveo do detekcije onkogene aktivnosti ovog genotipa, omogucéila bi identifikaciju
potencijalno progresivne infekcije i pravovremeni dalji tretman ovih pacijentkinja, kao i
smanjenje primene invazivnih dijagnostickih procedura (351).

Prema dosada$njem uvidu u publikovane navode, jedna od retkih prospektivnih
studija pracenja koje se bavila prediktivnim znacenjem iRNK E6 i E7 HR HPV 16, ukazala
je da je putem detekcije ovog biomarkera moguce potvrditi 87,5% progresivnih HPV
infekcija uzrokovanih ovim genotipom, odnosno, da je u ovom sluéaju rizik od progresije
niskostepenih cervikalnih lezija bio deset puta ve¢i u odnosu na onaj koji se detektovao kod
iRNK negativnih Zena tokom perioda pracenja od 35 meseci (351). U istom kontekstu,
mogu se sagledati rezultati eksprimiranja onkogena E6 i E7 HR HPV iskazani kroz
disperziju dobijenih Ct vrednosti. Oni govore da vecina onkogene aktivnosti detektovane u
HSIL nalazima poti¢e od HPV 16, koji se detektuje najniZom registrovanom vredno$cu
(Ct = 16). Znacajna razlika izmedu Ct vrednosti je utvrdena za onkogenu aktivnost ovog
genotipa, pri ¢emu se najveci broj transkripata E6 i E7 detektuje kod pripadnica mlade uzrasne
kategorije. Dobijeni rezultati potvrduju visoku onkogenu aktivnost HPV 16 genotipa.

Polaze¢i od cinjenice da Ct vrednost korelira sa tezinom cervikalne abnormalnosti,
njena upotreba u trijazi HPV pozitivnih Zena bi se mogla primeniti iskazivanjem u odnosu
na svaki pojedinacni genotip (352). Song i saradnici (353) predlazu uvodenje grani¢ne Ct
vrednosti (Ct = 33,7) za HPV 16 u cilju unapredenja trijaznog algoritma HPV pozitivnih
zena. Noviji literaturni navodi stavljaju ovu temu u fokus istrazivanja (332,354). Jedan od

njih prikazuje opseg koli¢ine transkripata onkogena E6/E7 HPV 16 (Ct = 16-39) koji je u
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saglasnosti sa dobijenim rezultatima u okviru ovog istrazivanja i navodi moguénost
upotrebe ovog parametra u individualnom pristupu procene rizika od razvoja cervikalnog
karcinoma (332).

Poznato je da se prisustvo HPV infekcije potvrduje u svim uzrasnim kategorijama.
Medutim, pripadnost odredenoj uzrasnoj grupi je odrednica koja je znacajno povezana sa
rizikom od sticanja ove infekcije. Rezultati studija ukazuju da je kod vecine mladih Zena
rizik za sticanje ove infekcije najvedi, kao i1 da je tada prisutna tranzitorna HPV infekcija
koja zahvaljuju¢i adekvatnom imunskom odgovoru biva uspesno eliminisana (317,326). Za
progrediranje lezija u teZe oblike cervikalne bolesti neophodan je vremenski period od 5 do
15 godina tokom kog dolazi do perzistiranja infekcije i odvijanja procesa onkogeneze (325),
§to odgovara navodima da su zene izmedu 46 1 55 godina u najve¢em riziku za nastanak
lezija veceg stepena tezine (355). Rezultati ovog istrazivanja potvrduju navedene
konstatacije. Moze se uociti da je kod ispitanih Zena Juznobackog okruga uzrasna kategorija
znacajan prognosticki faktor u progresiji perzistentne infekcije uzrokovane onkogenim
genotipovima HPV kod svih citoloskih grupa. Loopik i saradnici (356) ukazuju da se rizik
od progresije postojece lezije visokog stepena povecava sa godinama zivota, odnosno, da se
kod Zena starijih od 50 godina rizik od nastanka cervikalnog karcinoma povecava 7 puta,
narocCito ukoliko je infekcija uzrokovana HR HPV 16, 18 i 31 (357). Rizik od razvoja
cervikalnih abnormalnosti u ovom Zivotnom dobu, kao i potrebu za primenom iRNK testa u
dijagnostickom protokolu ovih Zena naglasavaju Asciutto i saradnici (249). Pretpostavka za
koju se navodi da mozZe biti razlog ove pojave je reaktivacija latentne HPV infekcije koja je
uzrokovana izmenama imunskog statusa karakteristicnim za ovo Zivotno doba. Takode,
smatra se da postojanje eventualne prethodne cervikalne lezije visokog stepena povecava
moguénost za nastanak ponovne HPV infekcije i razvoj de novo lezija (356).

U okviru rezultata ovog istrazivanja konstruisan je statisticki znac¢ajan finalni model
sa svim prediktorima, koji pokazuje jaCinu potencijala ispitanih faktora, odnosno,
biomarkera za nastanak prekanceroznih 1 kanceroznih lezija u Zena sa perzistentnom HR
HPV infekcijom. Posmatraju¢i svaku citoloSku grupu pojedina¢no, dve nezavisne
promenljive su dale jedinstven statisticki znac¢ajan doprinos modelu i time su imenovane kao
najjaci prediktori. To su onkogena aktivnosti HR HPV 16 i uzrasna kategorija HPV
pozitivnih pacijentkinja.
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Na osnovu literaturnih navoda koji isti¢u nedostatak aktuelnih smernica koje se
odnose na protokol pra¢enja HPV DNK 16 pozitivnih Zena, kao $to je navedeno naglaSava
se potreba za pronalaskom pouzdanijeg biomarkera koji bi se koristio u te svrhe (249,347)
Negativan iRNK nalaz odnosi se na visoku verovatnocu regresivnog toka infekcije u
vremenskom periodu od jedne godine, dok se kao bezbedan procenjuje vremenski interval
izmedu retestiranja u trajanju od Cetiri godine (249). Zasnovano na ovim ¢injenicama, a u
skladu sa jednim od najjacih prediktora, iIRNK E6/E7 HPV 16, identifikovanim kod Zena
Juznobackog okruga, naglasava se aplikativna vrednost dobijenih podataka. Naime, u cilju
formiranja preporuka i unapredenja postojeceg algoritma pra¢enja HPV DNK 16 pozitivnih
pacijentkinja, a na osnovu rezultata ovog istrazivanja i definisanog perioda retestiranja od
strane drugih autora (249,345) predlozen je potencijalni algoritam (Prilog 6). Treba naglasiti
da je neophodno dalje ispitivanje aplikativnosti predlozenog algoritma koje bi se odnosilo
na veci broj zena 1 duzi vremenski okvir studije praéenja moguce progresije skvamoznih
intraepitelnih lezija cerviksa.

Istrazivanje onkogene aktivnosti visokorizi¢nih genotipova HPV, dokazivanjem
IRNK onkogena E6/E7 se prvi put sprovelo u nasoj sredini $to je omoguéilo sticanje uvida u
onkogenu aktivnost najzastupljenijih visokoriziénih genotipova HPV na naSem podrucju.
Kao §to je navedeno, testovi zasnovani na molekularno bioloskim metodama koje se danas
uobicajeno koriste u dijagnostici HPV infekcija omogucavaju dokazivanje genoma i
odredivanje pojedina¢nih tipova HPV u uzorcima cervikalnih briseva. Medutim, ovaj
dijagnosticki pristup ne pruza uvid u vrstu infekcije i procenu rizika od nastanka
cervikalnog karcinoma. Upravo zbog toga, rezultati ovog istrazivanja mogli bi da omoguce
identifikaciju pacijentkinja sa potencijalno progresivhom infekcijom i pravovremeni dalji
tretman. Aplikativna korist dobijenih podataka ogleda se u formiranju potencijalnih
preporuka za poboljSanje algoritma za pracenje inficiranih i tretman Zena sa HPV
infekcijom i1 promenama na grlicu materice. Na taj nacin bi se omogucilo pravovremeno
reagovanje na progresiju premaligne lezije, detekciju karcinoma grli¢a materice u ranoj fazi
1 pravovremeni tretman ¢ime bi se znafajno smanjila primena invazivnih dijagnosti¢kih

procedura, troSkova lecenja, kao 1 mortalitet uzrokovan ovom bolesc¢u.
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Savremena literatura naglasava da je kancerogeneza cervikalnog epitela
multifaktorijalan proces. Imajuéi u vidu razliéit tok i ishod HPV infekcije, kao i dug period
latencije izmedu inicijalne infekcije i nastanka maligniteta dolazi se do zakljucka da iako je
obavezan nije i jedini uslov koji dovodi do karcinoma ove lokalizacije (154-156). Iz ovog
razloga, izvrSena je evaluacija pojedinih bihejvioralnih obrazaca za koje se navodi da uti¢u
na sticanje i perzistiranje HPV infekcije.

Analiza parametara posmatranih demografskih faktora i faktora rizika ispitanica sa
laboratorijski potvrdenom HR HPV infekcijom ukazuje na odredene razlike u odnosu na
stepen tezine cervikalne lezije. Distribucija ispitanica prema stepenu obrazovanja, kao
jednom od analiziranih demografskih faktora je pokazala da su Zene koje imaju
visokostepene lezije (67%) Cesce srednjeg ili nizeg nivoa stru¢ne spreme. Ovaj podatak se
moze obrazloziti uticajem ekonomskih faktora i prisustvom pojedinih obrazaca ponasanja
koji su rizi¢ni za reproduktivno zdravlje. Nizi ekonomski status je povezan sa oskudnom
primenom preventivnih mera, ograni¢enim moguénostima koriS¢enja zdravstvene zastite,
nizim kvalitetom ishrane i1 stanovanja $§to sve zajedno doprinosi virusnoj perzistenciji i
razvoju cervikalne bolesti (167).

Analizom bra¢nog statusa ispitanica, znacajno veca ucestalost neudatih Zena je
registrovana u ispitanica sa HSIL nalazom (89%). Razlog kojim se moze objasniti veca
zastupljenost ovih lezija kod neudatih Zena je povezanost bracnog statusa sa nekim drugim
faktorima ponaSanja koji su vezi sa sticanjem HPV infekcije, poput monogamnih
partnerskih odnosa (358).

Kako se u razvoju cervikalnog karcinoma odreduju cetiri krucijalna koraka
(infekcija, perzistencija, progresija i invazija), tako se i faktori rizika mogu podeliti na one
koji su znacajni za svaki od njih (246). U okviru ovog istrazivanja ispitivani su faktori rizika
koji se posmatraju kao determinante za sticanje HPV infekcije, a to su pocetak seksualne
aktivnosti 1 broj seksualnih partnera, kao i rizi€na ponaSanja i navike koje potencijalno
doprinose virusnoj perzistenciji i progresiji cervikalne lezije (puSenje, upotreba
kontraceptivnih sredstava (kondom, oralna kontraceptivna sredstva), koinfekcije uzrokovane

uzro¢nicima drugih seksualno prenosivih bolesti).
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Kasnije stupanje Zena Juznobackog okruga u prvi seksualni odnos, nakon 18 godina,
je bilo ¢eS¢e zastupljeno u grupi ispitanica sa normalnim citoloskim nalazom (64%), dok se
upotreba kondoma i oralnih kontraceptivnih pilula najmanje registruje u grupi ispitanica sa
HSIL nalazom (11%). Ova zapazanja su ocekivana s obzirom da se ve¢ina HPV infekcija
stice u prvim godinama seksualne aktivnosti i da je rano stupanje u seksualne odnose
potvrden faktor rizika u mnogim studijama (246,359,360). Zna se da je upotreba kondoma
protektivnog, ali ipak ograni¢enog dejstva u odnosu na sticanje i prenoSenje HPV infekcije
zbog nedovoljne obezbedenosti kontaktne barijere (361,362). Znacaj primene oralnih
kontraceptivnih sredstava se razmatra sa aspekta mogucnosti njihovog promotivnog uticaja
na razvoj cervikalnog karcinoma. Podaci veéine epidemioloSkih studija, ukazuju da se
prilikom duze upotrebe (vise od 5 godina) hormonskih kontraceptiva relativni rizik od
cervikalnog karcinoma kod HPV pozitivnih Zena povecava do 3,3 puta (363). U ovom
istrazivanju upotreba kondoma i oralnih kontraceptiva su varijable koje nisu pokazale
znacajnu povezanost sa stepenom tezine citoloske lezije.

Zastupljenost pusaca u svim citolo§kim grupama je bila na slicnom nivou i iznosila
je od 44% — 52%. Najkraci pusacki staz, do 5 godina, bio je najviSe zastupljen u grupi
ispitanica sa normalnim citoloskim nalazom (46%), dok se najduzi period pusenja (preko 10
godina) zapaza u grupi ispitanica sa HSIL nalazom (75%) kod kojih se registruje i veci broj
konzumiranih cigareta na dnevnom nivou (25%). Kada se posmatraju faktori rizika prema
genotipu HR HPV moze se uociti da je znaCajno vise ispitanica sa pozitivnim HR HPV 51
koje konzumiraju cigarete (p = 0,013). Karcinom grlica materice je 2004. godine od strane
IARC-a svrstan medu one koji su uzro¢no povezani sa pusenjem (364). Objavljeni podaci u
stru€noj 1 naucnoj literaturi nisu konzistentni. ZnaCajnu povezanost izmedu pusSenja i
progresije cervikalne bolesti utvrdili su Fang i saradnici (166), dok se suprotni rezultati
beleze u istrazivanju drugih ispitanica (365). Autori sedmogodisnje studije preseka
naglaSavaju da neadekvatna veli¢ina uzorka dovodi do nemoguénosti interpretacije rezultata
1 predlazu odgovarajucu konstrukciju uzorka (vise stotina hiljada ispitanica) kako bi se precizno
analizirala uzro¢na veza izmedu navike pusenja i perzistentne HPV infekcije (365). S tim u vezi,
odsustvo statisticke znacajnosti pusenja kao faktora rizika za pojavu progresije intraepitelne

lezije cerviksa moZe se objasniti neadekvatnom veli¢inom uzorka u ovom istrazivanju.
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U ovoj studiji namerni prekid trudnoce se CeSce registrovao medu ispitanicama sa
visokostepenim lezijama (33%) za ¢iji razlog se pretpostavlja nastanak traume cervikalnog
epitela i naruSavanje integriteta tkiva tokom ove intervencije. Veéi broj (dva i vise)
ginekoloskih pregleda na godiSnjem nivou zapaza se kod Zena sa normalnim citoloskim
nalazom (68%), Sto se moze objasniti pretpostavkom da su redovni ginekoloski pregledi od
znacaja za pravovremenu dijagnostiku i dalji tretman pacijentkinja. Prethodna HPV analiza,
putem HPV DNK testiranja je bila ¢eS¢e radena kod ispitanica sa HSIL nalazom (78%), dok
se kod Zena sa citoloski nedefinisanim i lezijama niskog stepena analiza vrSila u manjem
procentu (33%, odnosno, 29%). Moze se pretpostaviti da je uzrok toga redovno periodi¢no
testiranje HPV potvrdenih pacijentkinja u cilju kontrole statusa HPV infekcije. Nasuprot
tome, sagledavanje istih faktora rizika prema eksprimiranju onkogena E6 i E7 pojedina¢nog
HR HPV ukazalo je da je broj ispitanica sa pozitivnim HR HPV 31 nalazom kod kojih nije
radena prethodna HPV analiza bio znaajno ve¢i u odnosu na broj zena kod kojih je HPV
analiza radena (Prilog 5). Kako onkogena aktivnost ovog genotipa opada sa porastom
stepena tezine cerviklane intraepitelne lezije, pretpostavka kojom bi se dobijeni rezultat
mogao objasniti je da usled odsustva cervikalne abnormalnosti izostaje upudivanje
pacijentkinja na HPV DNK testiranje.

Nadzor statusa HPV infekcije i faktora koji se dovode u vezu sa njenim tokom
doprinose tatnom razumevanju patofizioloSkih mehanizama onkogeneze 1 pruzaju
mogucnost za planiranje razliCitih strategija 1 informativnih programa u cilju prevencije 1

kontrole ove bolesti (164).
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Na osnovu dobijenih rezultata istrazivanja i1 diskusije u kontekstu dostupne literature

mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

v

Najve¢i udeo inficiranih Zena Juznobackog okruga izazvan je visokorizicnim
genotipovima HPV 16, 31, 33, 51 koji su u viSe od polovine ispitanih slucajeva

onkogeno aktivni.

Dominantan visokorizi¢ni genotip je HPV 16 koji je onkogeno aktivan kod svake
trece ispitane zene, potom sledi HPV 31 koji je onkogeno aktivan kod svake pete, dok

su HPV 331 51 onkogeno aktivni kod skoro svake desete pacijentkinje.

Ukupna onkogena aktivnost ispitanih genotipova HPV raste sa porastom stepena

tezine cervikalne intraepitelne lezije.

Onkogeno aktivan HPV 16 se najceS¢e detektuje u visokostepenim cervikalnim
lezijama. Nasuprot tome, zastupljenost onkogeno aktivhog HPV 31 se najmanje
detektuje u visokostepenim lezijama, dok je zastupljenost HR HPV 33 i 51 niska i nije

srazmerna stepenu teZine cervikalne lezije.

Pojedina¢ni genotipovi ispitanih visokorizi¢nih HPV su nosioci onkogene aktivnosti

detektovane u udruZzenim infekcijama.

Zastupljenost HPV infekcije je obrnuto proporcionalna uzrastu pacijentkinja
JuZnobackog okruga $to ukazuje da je regresija infekcije dominantan proces koji je u

skladu sa adekvatnim imunskim odgovorom organizma.

Prisustvo visokorizi€nog genotipa HPV 16 ne zavisi od uzrasta, ali njegova onkogena
aktivnost raste sa uzrastom za razliku od visokorizi¢énih HPV 31 1 33. Zastupljenost i

onkogena aktivnost visokorizicnog HPV 51 su proporcionalni uzrastu.
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v' Veca specifi¢nost i pozitivna prediktivna vrednost iRNK testa u odnosu na HPV
DNK test ukazuju na vefu verovatno¢u detekcije perzistentne HPV infekcije

prilikom njegove upotrebe.

v" Onkogena aktivnost najéeS¢e detektovanih visokoriziénih HPV ima prediktivni
potencijal u proceni nastanka visokostepene lezije cervikalnog epitela. Biomarkeri sa
najja¢im prediktivnim vrednostima za nastanak ovih lezija su onkogena aktivnost

HPV 16 i uzrast pacijentkinja.

Na osnovu dobijenih rezultata preporucuju se dalja istrazivanja onkogene aktivnosti
visokorizi¢nih genotipova HPV sa ciljem poboljSanja postojeceg dijagnostickog algoritma

za pracenje toka HPV infekcije.
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Prilog 1. Informacija za ucesnice ispitivanja i informisani pristanak.

Informacije za uéesnike istrazivanja

Postovani,

Institut za javno zdravlje Vojvedine sprovodi strazivanje sa ciljem utvrdivanga
bioloskih osobina humanih papiloma virusa (HPV) $to b1 u buducnosti moglo da
doprinese unapredenju dijagnostike 1 tretmana Zena inficiranih HPV.

Rezultai analize bioloskih osobina humanih papiloma virusa 1 podaci 1z
ginckoloskog izvestaja bice koristeni u nauéne svrhe. Rezultati ¢e se Cuvati u tajnosti, a
Vadi liéni podaci ¢e biti za&ticeni i neée biti objavijent,

Ukoliko odlucite da date pristanak da se bris koji ste dostavili, pored analize Koju
je trazio Vas ginckolog, upotrebi i za ispitivanje bioloékih osobina humanih papiloma
virusa, molimo Vas da svojim potpisom potvrdite saglasnost
Dodatna analiza ne podrazumeva nikakve dodatne troskove. a rezultati ce biti dostavljeni
Vasem ginekologu.

Da li zelite da uCestviyete u istrazivanju?
DA NE

Potpis ucesnika Datum
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Prilog 2. Upitnik za sprovodenje anonimne ankete.

ANKETA

Postovani,

melimo Vas da popunite ovaj kratki anonimni upitnik sa ciljem da se sagleda ucestalest
faktora rizika koji bi mogli doprineti nastanku promena na polnim organima.

Upitnik se popunjava zaokruZivanjem jednog ponudencg cdgovora, osim ukoliko nije

drugacije naznaceno.

a. Opsti podaci o pacijentu:

Pol

1.)Musko 2.) Zensko

| Zivotna dob (upisati navisene godine 2ivota)

Braéni status:

1) neudata/neoZenjen

2) udata/oZenjen/vanbraéna zajednica
3) razveden/a

4) udovac/udovica

Stepen obrazovanja:

1) nepotpuna osnovna skola
2} osnovna Skola

3) srednja 3kola

4) via £kola

5) visoka skola

b. Faktori rizika:

Da I ste pusaé ?

1)Da 2) Ne 3) Bivi

Ukoliko ste pusili.pusacki staZ je iznosio:

1) de 5 godine

2) 5-10 godina
3)10-20 godina

4) vise od 20 godina

Ako pusite koliko cigareta dnevno 7

1) do 5 cigareta
2) 510

3) 10-20

4) vise od 20

Da li ste nekada ¢uli za HPV?

1)Da 2) Ne
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Nastavak priloga 2. Upitnik za sprovodenje anonimne ankete.

Moguce je zaokruziti viSe odgovora:

Ako je predhodni odgovor ,, DA, na koji naéin
ste dodli do informacija?

1) U porodici

2) U Skoli

3} Putem interneta | medija

4) Tokom razgovora sa lekarom

5) Razgovor sa prijateljima i vrénjacima
6) Drugi izvori (navesti koji)

Da I ste ikada imali seksualne odnose ? 1) Da 2) Ne
Kada ste stupili u prvi seksuaini kontakt
(upisati godine starosti) ?
Da § ste prilikom prveg seksualnog cdnosa | 1) Da 2) Ne
Korstili prezervativ?
Da I redovno koristite prezervativ? 1) Da, uvek

2) Da, ponekad

3) Ne, nikad

Da li konstte oralna
sredstva(anti bebi pilule)

kontraceptivna

Ako ste koristili oralna kontraceptivna sradstva
{anti bebi pilule), keliko dugo ste ih koristili ili
Kkoristite?

1) Da, do pola godine
2) Do godinu dana

3) Vide od godinu dana
4) Ne koristim

Broj seksualnih partnera u poslednje dve
godine (upisati broj) ?

Broj sluajnih seksualnih partnera u poslednje
dve godine (veza kraca od mesec dana) 7

Da & imate neku od sledecih polno prenosivih
bolesti 7

1) Ne

2) Herpes na genttalijama

3) Infekciju hlamidijom

4) Genoreju

5) Sifilis

6) Nefto drugo (navestl)...............

Pitanje se odnosi samo na Zene:

Da Ii ste do sada imali namerni prekid | 1) Nisam
trudnoée (abortus)? 2) Jedanput
3} Dva i vide puta
Da Ii ste bolovali I bolujete od maligne | 1) Da,navesti KOjU...........ocooocieirinnnn.
| bolesti? 2) Ne
Da i je neko u blizoj ili daljoj porodici imao | 1) Da, navesti Koju........ccceoveeecnnnnnnnnn.
malignu bolest? 2) Ne
3) Ne znam

Pitanje se odnosi samo na Zene:
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Nastavak priloga 2. Upitnik za sprovodenje anonimne ankete.

Da i ste | koliko puta u toku prethodnih godinu | 1) Da, ............. puta
dana bili kod ginekolega? 2) Pre viSe od godinu dana
3) Nikada
Podaci o predhodno dijagnostikovanim HPV:
Da li imate kondilome (polne bradavice) | 1)Da 2) Ne 3) Ne znam
na polnom organu ili oko anaine regije?
Da i ste nekada radili analizu utvrdjivanja | 1) Da 2) Ne

infekcije humanim papilema virusima?

Qdgovornti ukoliko je edgover na prethodno
pitanje DA:

Rezultat je bio:

1)Pozitivan 2)Negativan 3)Ne se¢am se

Koji tipovi humanog papiloma virusa su
dokazani:

1) 6
2) 1
3) 16
4) 18
5) 31
6) ne znam

Hvala na saradnji!
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Prilog 3. Onkogena aktivnost HR HPV 16, 31, 33 i 51 prikazana prema disperziji dobijenih
Ct vrednosti. Nema validnih analiza za statisticku obradu.

Citolo$ki nalaz
iRNK E6/E7 hrHPV Onkogena NILM = ASCUS  LSIL HSIL
aktivnost

n % n % n % n %
Niska 0O 00 4 667 7 700 14 412
Umerena 1 100 1 16,7 2 20,0 12 353
iRNK E6/E7 HR HPV 16 Visoka 0O 00 1 1167 0O 00 6 176
Veoma visoka 0 0,0 0 0,0 1 100 2 59
Ukupno: [1 100 6 100 : 10 100 34 100
Niska 3 428 5 417 6 600 2 500
Umerena 2 286 3 250 2 200 1 250
iRNK E6/E7 HR HPV 31 Visoka 2 286 3 250 2 200 1 250
Veoma visoka o 00 1 83 0 00 0 00
Ukupno: [ 7 100 12 100 @ 10 100 4 100
Niska 2 667 2 66,7 2 400 3 600
Umerena 1 333 1 333 3 600 1 200
iRNK E6/E7 HR HPV 33 Visoka 0O 00 0O 00 O 00 1 200
Veoma visoka 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Ukupno: {3 100 3 100 5 100 5 100
Niska 1 333 0 00 2 400 3 500
Umerena 2 667 1 100 2 400 2 333
iRNK E6/E7 HR HPV 51 Visoka 0 0,0 0 0,0 1 200 1 16,7
Veoma visoka 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Ukupno: (3 100 1 100 5 100 6 100

n — broj pacijentkinja; NILM — negativan za intreaepitelnu leziju ili malignitet (nisu uo¢ene abnormalnosti);
ASCUS - atipi¢ne skvamozne celije neodredenog znacaja; LSIL — skvamozna intraepitelna lezija niskog
stepena; HSIL — skvamozna intraepitelna lezija visokog stepena.
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Prilog 4. Analiza faktora rizika u odnosu na HR HPV DNK (n je broj pacijentkinja).

HR HPV DNK
Faktor rizika HR HPV DNK 16 HR HPV DNK 31
— . e p - * X P
n % n % n % n %
Da 22 550 29 475 36 53,7 15 44,1
Pusaé 0,538 0,463 0,834 0,361
Ne 18 450 32 525 31 46,3 19 559
‘ <5 31,8 10 345 11 30,6 6 40,0
gﬁ;‘;’%“al 5-10 40,9 11 37,9 0,055 0,973 |13 36,1 46,7 2,127 0,345
>10 273 8 276 12 333 13,3
do5 182 11 37,9 11 30,6 26,7
Broj cigareta 510 |14 63,6 13 448 2501 0,286 |17 47,2 10 66,7 - -
1020 | 4 182 5 172 8 222 1 67
Prvi seksulni <18 |18 450 28 459 27 40,3 19 559 2,209 0,137
kontakt - uzrast 0,008 0,929
(godina) >18 |22 550 33 541 40 59,7 15 44,1
Kondom | 23 575 31 50,8 34 50,7 20 58,8
B Pilue | 2 50 0 00 1 15 2,9 - -
Kontracepcija - -
Oba 175 11 18,0 15 224 3 88
Ne 20,0 19 311 17 25,4 29,4
) 0 100 1 1,6 3 45 2 59
Br. seksualnih
partnera u 22 55,0 36 59,0 ) _ 40 59,7 18 52,9 O 502 O 918
poslednje dve 2 10 250 18 29,5 18 269 10 294 ’
godine
>3 100 6 9,8 9,0 11,8
; Da 10,3 13,1 11,9 12,1
Polno prenosive 0184 0668 0,001 0,979
bolesti Ne 35 89,7 53 86,9 59 88,1 29 879
i oreki Ne 35 875 44 72,1 49 73,1 30 882
Namerpl prekid 3,349 0,067 3,019 0,082
trudnoce Da 5 125 17 279 18 26,9 11,8
bolest kod ¢I. Ne |23 605 40 702 ggoa ogog |40 645 23 697 (a3 0801
blize ili dalje Ne ’ ’ ’ ’
porodice Znam 4 105 4 7,0 6 9,7 2 6,1
Br. ginekoloskih 0 4 100 6 98 8 119 2 59
pregledau 1 |15 375 17 279 1105 0576 |20 299 12 353 1048 0592
prethodnih godinu
dana >2 21 525 38 623 39 582 20 588
Prethodna info o Da 30 750 54 885 2157 0076 49 73,1 30 882 2402 0.065
HPV Ne 10 250 7 115 ’ 18 269 4 11,8 '
: Da 4 100 6 98 8 11,9 26,5
Prisustvo 0,001 0,978 0,067 0,796
kondiloma Ne 36 90,0 55 902 7 104 3 88
. Da 12 30,0 25 41,0 60 89,6 31 912
Ranije radena 1,256 0,263 1152 0,283
analiza HPV Ne |28 700 36 590 27 40,3 10 294
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Nastavak priloga 4. Analiza faktora rizika u odnosu na HR HPV DNK.

HR HPV DNK
. HR HPV DNK 33 HR HPV DNK 51
Faktor rizika
— + 2 — + 2
n % n % X P n % n % « P
Da 45 506 6 50,0 39 453 12 80,0
Pusad 0,001 0,971 6,135 0,013
Ne 44 494 6 50,0 47 547 3 20,0
<5 15 333 2 333 14 359 3 250
Pusacki sta 510 |19 422 1 167 16 41,0 4 333 0,445
(godina)
>10 |11 244 3 500 9 231 5 417
do5 |14 31,1 1 16,7 12 30,8 3 250
Broj cigareta 510 |23 51,1 4 66,7 21 538 6 500 0610 0,737
1020 |8 178 1 167 6 154 3 250
Prvi seksulni <18 |43 483 3 250 38 442 8 533
kontakt - uzrast 2318 0,128 0,431 0,512
(godina) >18 |46 51,7 9 750 48 558 7 46,7
Kondom | 47 528 7 583 47 547 7 46,7
- Pilue | 2 22 0 00 1 12 1 67
Kontracepcija
Oba |15 169 3 250 13 151 5 333 - -
Ne 25 28,1 2 16,7 25 291 2 133
. 0 4 45 1 83 4 47 1 67
Br. seksualnih
partnera u 51 57,3 7 58,3 47 54,7 11 73,3
poslednje dve 25 281 3 250 27 314 1 67 - -
godine
>3 9 101 1 83 8 93 2 133
olno prenosive Da 11 125 1 83 11 129 1 6,7
bolesti Ne 77 875 11 91,7 74 87,1 14 933
Coreki Ne 69 77,5 10 83,3 67 77,9 12 80,0
Namer[u prekid 0,209 0,647 0,033 0,856
trudnoce Da 20 225 2 16,7 19 221 20,0
) Da 18 21,4 6 545 20 25,0 26,7
Ista maligna bolest
kod ¢lanova blize Ne 59 702 4 364 53 663 10 66,7 - -
ili dalje porodice Ne 7 83 1 91 7 88 1 67
Znam 1 ] ] ]
Broj ginekoloskih 0 8 90 2 16,7 9 105 1 6,7
pregledau 1 28 315 4 333 25 291 7 467 - -
prethodnih godinu
dana >2 53 596 6 50,0 52 605 7 46,7
Prethodna info o Da
HPV Ne 73 82,0 11 917 70 81,4 14 933 - -
Prisustvo Da 16 180 1 83 16 186 1 6,7
kondiloma Ne 9 101 1 83 9 105 1 67
. Da 80 89,9 11 91,7 77 895 14 933
Ramljeradena 0,086 0769
analiza HPV Ne 31 348 6 500 31 360 6 400
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Prilog 5. Analiza faktora rizika u odnosu na iIRNK E6/E7 HR HPV.

IRNK E6/E7 HR HPV 16

Faktori rizika — + x2 P
n % n %
. Da 45 50,0 6 54,5
Pusac Ne 45 50.0 5 455 0,081 0,776
<5 16 35,6 1 16,7
Pusacki staz (godina) 5-10 16 35,6 4 66,7 - -
> 10 13 28,9 1 16,7
do5 12 26,7 3 50,0
Broj cigareta 5-10 25 55,6 2 33,3 - -
10-20 8 17,8 1 16,7
Kondom 48 53,3 6 54,5
Kontracepcija Pilule 2 2,2 0 0,0 i )
Oba 16 17,8 2 18,2
Ne 24 26,7 3 27,3
0 5 5,6 0 0,0
Br. seksualnih partnera u 1 50 55,6 8 12,7 i )
poslednje dve godine 2 25 27,8 3 27,3
>3 10 11,1 0 0,0
Polno prenosive bolesti Da 11 12,4 1 9.1 - -
Ne 78 87,6 10 90,9
. . , Ne 71 78,9 8 72,7
Namerni prekid trudnoée Da 19 211 3 273 0,218 0,640
Ista maligna bolest kod Da 22 25,9 2 20,0
&lanova blize ili dalje Ne 55 64,7 8 80,0 - -
porodice Ne znam 8 9,4 0 0,0
Broj ginekologkih 0 9 10,0 1 9,1
pregleda u prethodnih 1 29 32,2 3 27,3 - -
godinu dana >2 52 57,8 7 63,6
. Da 76 84,4 8 72,7
Prethodna info 0 HPV Ne 14 15.6 3 273 0,961 0,327
. . Da 10 111 0 0,0
Prisustvo kondiloma Ne 80 88.9 1 100 - -
Ranije radena analiza Da 33 36,7 4 36,4
HPV Ne 57 63,3 7 63,6 0,000 0,984

Ruzicasta boja oznacava statisticki znacajnu razliku.
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Nastavak priloga 5. Analiza faktora rizika u odnosu na iRNK E6/E7 HR HPV.

iIRNK E6/E7 HR HPV 31

Faktori rizika - + x2 P
n % n %
L Da 40 51,3 11 47,8
Pusac¢ Ne 38 487 12 52.2 0,085 0,771
<5 13 32,5 4 36,4
Pusacki staz (godina) 5-10 15 37,5 5 45,5 0,617 0,735
> 10 12 30,0 2 18,2
do5 12 30,0 3 27,3
Broj cigareta 5-10 20 50,0 7 63,6 0,907 0,636
10-20 8 20,0 1 9,1
Kondom 40 51,3 14 60,9
Kontracepcija Pilule 1 1,3 1 43 i i
Oba 17 21,8 1 4,3
Ne 20 25,6 7 30,4
0 4 51 1 4,3
Br. seksualnih partnera 1 43 55,1 15 65,2
u poslednje dve godine 2 23 29,5 5 21,7 ) i
>3 8 10,3 2 8,7
) . Da 9 11,5 3 13,6
Polno prenosive bolesti Ne 69 88 5 19 86.4 0,072 0,789
Namerni prekid Ne 59 75,6 20 87,0
trudnoce Da 19 24,4 3 13,0 1335 0,248
Ista maligna bolest kod Da 19 26,0 5 22,7
¢lanova bliZe ili dalje Ne 48 65,8 15 68,2 0,103 0,950
porodice Ne znam 6 8,2 2 9,1
Broj ginekoloskih 0 9 11,5 1 4,3
pregleda u prethodnih 1 22 28,2 10 43,5 - -
godinu dana >2 47 60,3 12 52,2
. Da 67 85,9 17 73,9
Prethodna info o HPV Ne 11 141 6 26.1 1,822 0,177
. . Da 7 9,0 3 13,0
Prisustvo kondiloma Ne 71 91.0 20 87.0 0,330 0,566
Ranije radena analiza Da 33 42,3 4 17,4 .
HPV Ne 45 57,7 19 82,6 4750 0,029
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Nastavak priloga 5. Analiza faktora rizika u odnosu na iRNK E6/E7 HR HPV.

iIRNK E6/E7 HR HPV 33

Faktor rizika - + & P
n % n %
Da 49 52,1 2 28,6
Pusa¢ Ne 45 47.9 5 714 1,446 0,229
<5 16 32,7 1 50,0
Pusacki staz (godina) 5-10 19 38,8 1 50,0 - -
>10 14 28,6 0 0,0
do5 15 30,6 0 0,0
Broj cigareta 5-10 25 51,0 2 100 - -
10-20 9 18,4 0 0,0
Kondom 51 54,3 3 429
Kontracepcija Pilule 2 2,1 0 0,0 ) i
Oba 15 16,0 3 42,9
Ne 26 27,7 1 14,3
0 4 4,3 1 14,3
Br. seksualnih partnera 1 54 57,4 4 57,1 ) i
u poslednje dve godine 2 27 28,7 1 14,3
>3 9 9,6 1 14,3
Polno prenosive bolesti Da 11 118 L 14,3 - -
Ne 82 88,2 6 85,7
Namerni prekid Ne 74 78,7 5 71,4
trudnoce Da 20 21,3 2 28,6 0,203 0,652
Ista maligna bolest kod Da 21 23,6 3 50,0
¢lanova blize ili dalje Ne 60 67,4 3 50,0 - -
porodice Ne znam 8 9,0 0 0,0
Broj ginekoloskih 0 8 8,5 2 28,6
pregleda u prethodnih 1 29 30,9 3 429 | 4,091 0,129
godinu dana >2 57 60,6 2 28,6
. Da 78 83,0 6 85,7
Prethodna info 0 HPV Ne 16 17.0 1 143 - -
Prisustvo kondiloma Da 10 10,6 0 0,0 - -
Ne 84 89,4 7 100
Ranije radena analiza Da 34 36,2 3 42,9
HPV Ne 60 63,8 4 57,1 0125 0.723
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Nastavak priloga 5. Analiza faktora rizika u odnosu na iRNK E6/E7 HR HPV.

iRNK E6/E7 HR HPV 51
Faktori rizika - + N =
n % n %
Pusas Da 43 46,2 8 100 ] i
Ne 50 53,8 0 0,0
<5 16 37,2 1 12,5
Pusacki staz (godina) 5-10 17 39,5 3 37,5 - -
> 10 10 23,3 4 50,0
do5 13 30,2 2 25,0
Broj cigareta 5-10 22 51,2 5 62,5 - -
10-20 8 18,6 1 12,5
Kondom 50 53,8 4 50,0
Kontracepcija Pilule 1 11 1 12,5 i i
Oba 16 17,2 2 25,0
Ne 26 28,0 1 12,5
0 4 4,3 1 12,5
Br. seksualnih partnera 1 54 58,1 4 50,0
u poslednje dve godine 2 27 29,0 1 12,5 i i
>3 8 8,6 2 25,0
Polno prenosive bolesti Da 12 130 0 0.0 - -
Ne 80 87,0 8 100
Namerni prekid Ne 73 78,5 6 75,0
trudnoce Da 20 21,5 2 25,0 0,053 0,818
Ista maligna bolest kod Da 22 25,3 2 25,0
¢lanova blize ili dalje Ne 58 66,7 5 62,5 - -
porodice Ne znam 7 8,0 1 12,5
Broj ginekoloskih 0 9 9,7 1 12,5
pregleda u prethodnih 1 27 29,0 5 62,5 - -
godinu dana >2 57 61,3 2 25,0
. Da 77 82,8 7 87,5
Prethodna info o HPV Ne 16 172 1 125 - -
Prisustvo kondiloma Da 10 108 0 0,0 - -
Ne 83 89,2 8 100
Ranije radena analiza Da 34 36,6 3 37,5
HPV Ne 59 63,4 5 62,5 0,003 0,958

n — broj pacijentkinja; *p < 0,05. RuZi¢asta boja oznadava statistic¢ki zna¢ajnu razliku.
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Prilog 6. Predlog algoritma za dalja istrazivanja u cilju poboljSanja pracenja toka HPV 16
uzrokovane infekcije uvodenjem iRNK E6 i E7 HR HPV testa.

HR HPV DNK 16 +
normalan citoloski nalaz

3

" IRNK E6iE7 HR HPV 16 test

iRNK E6 i E7 HR HPV 16 test

4 godine

Kolposkopija
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LISTA SKRACENICA
atipi¢ne zlezdane Celije neodredenog znacaja (engl. Atypical
AGC
Glandular Cells)
AlS adenokarcinom in situ (engl. Adenocarcinoma In Situ)
ANOVA analiza varijanse (engl. analysis of variance)
APC antigen prezentujuce Celije (engl. Antigen Presenting Cells)
atipi¢ne skvamozne ¢elije koje govore u prilog displaziji (engl.
ASC-H Atypical Squamous Cells — a High grade squamous intraepithelial
lesion cannot be excluded)
ASCUS atipicne skYamozne ¢elije neodredenog znaégja o
(engl. Atypical Squamous Cells of Undetermined Significance)
ASR uzrasno standardizovana stopa incidencije
(engl. age standardised rate)
AUC (engl. area under the ROC curve)
BAK (engl. Bel Antagonist/Killer)
BAX (engl. Bcl-2-Associated X protein)
BMI indeks telesne mase (engl. Body Mass Index)
bp bazni parovi (engl. base pair)
Ca teSka displazija (lat. Carcinoma in situ)
CBP (engl. cA_MP_-Respons_e Element-Binding Protein,
CREB-Binding Protein)
CD (engl. Cluster of Differentiation)
CDI inhibitori CDK (engl. CDK Inhibitors)
CDK (engl. Cyclin Dependant Kinase)
cDNK komplementarna DNK (engl. complementary DNA)

CGAS-STING (engl. cyclic GMP-AMP synthase-stimulator of interferon genes)
cervikalna intraepitelna neoplazija

CIN (lat. Cervical Intraepitelial Neoplasia)

CK 1l kazein kinaza Il (engl. Casein Kinase II)

COX ciklooksigenaza (engl, Cyclooxigenase)

CR konzerviran region (engl. Conserved Region)

CT (lat. Chlamydia trachomatis)

Ct (engl. Cycle treshold)

CTL citotoksi¢ni T limfociti (engl. cytotoxic T lymphocytes)

CTLA-4 (engl. cytotoxic T lymphocyte-associated transmembrane receptor 4)

CXCL (engl. C-X-C Motif Chemokine Ligand)

Cy5 Indodikarbocianin

DC (engl. Dendritic Cells)

ddNTP 2’,3’-dideoksi-nukleotid trifosfat (engl. Dideoxynucleotide
triphosphate)
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DIgA (engl. Drosophila disc large tumor suppressor)
E rani region (engl. Early)
E6AP (engl. E6-Associated Protein)
ECM ekstracelularni matriks (engl. Extracellular Matrix)
EGER receptor za epidermalni faktor rasta
(engl. Epidermal Growth Factor Receptor)
EMA Evropska agencija za lekove (engl. European Medicines Agency)
EV verucif_ormnpm epidermoplazijom (lat. Epidermodysplasia
Verruciformis)
F uzvodni prajmer (engl. Forward)
FADD (engl. FAS-associated protein with Death Domain)
FAK (engl. Focal Adhesion Kinase)
FAM 6-karboksifluorescein
EDA Americka agencija za kontr_ol_u hra_ne 1 lekova
(engl. Food and Drug Administration)
FISH fluorescentna in situ hibr_idizacijg o
(engl. Fluorescence In Situ Hybridization)
hADA3 (engl. Human Alteration/Deficiency in Activation 3)
HC2 (engl. Hybride Capture assay)
HDAC histon deacetilaza (engl. Histone deacetylase)
HIV (engl. Human Immunodeficiency Virus)
HPV-SA (engl. Suspension Array genotyping)
HR visokorizi¢ni genotipovi HPV (engl. High-Risk)
HSIL skvamoz_na intraepitelna lezija visoko_g stepena
(engl. High—grade Squamous Intraepithelial Lesion)
HSPGs heparin sulfatproteoglikani (engl. Heparan Sulphate Proteoglycans)
HSV (lat. Herpes Simplex Virus)
hTERT (engl. Human Telomerase Reverse Transcriptase)
I.P. interval poverenja
IARC Medunarodna _agencije za istrazivanje raka
(engl. International Agency for Research on Cancer)
IC interna kontrola (engl. internal control)
ICTV Medunarodni 1_<omitet za ta_ksonomiju virusa _
(engl. International Committee on Taxonomy of Viruses)
IFN Interferon
IGF (engl. Insulin-like Growth Factor)
G (engl. Innate Immune Genes)
IL (engl. interleukine)
IMB SPSS (engl. IBM Statistical Package for Social Sciences)
IRF1 (engl. INF Regulatory Factor-1)
IRF1 (engl. INF Regulatory Factor-1)
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.......................................... c—

IRNK informaciona RNK
JOE 4'5'-dihloro-2',7'-dimetoksi-5(6)-karboksifluorescein
kb kilobaze (engl. kilobase)
L kasni region (engl. Late)
(engl. Langehans Cells)
LCR dugi kontrolni region (engl. Long Control Region)
LR niskorizi¢ni genotipovi HPV (engl. Low Risk)
LSIL skvamozna intraepitelna lezija niskog stepena
(engl. Low—grade Squamous Intraepithelial Lesion)
Maldi Tof (engl. Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight)
MAPKS mitogeni.ma-aktivir_ane proteins_ke k_inaze
(engl. Mitogen-Activated Protein Kinases)
antigen povezan sa diferencijacijom melanoma 5
MDAS (engl. melanoma differentiation-associated protein 5)
MDSCs (engl. myeloid derived suppressor cells)
MHC | glavni his?okon_]patibilni k_or_n_plek Klase |
(engl. Major Histocompatibility Complex class 1 )
NFX123 (engl. Nuclear Factor X box-binding protein-123)
NGS sekvenciranja nove generacije (engl. Next Genetation Sequencing)
NILM negativan za_intreaepitelnu_lezij_u ili m_alignitet _
(engl. Negative for Intraepithelial Lesion or Malignancy)
NK (engl. Natural Killer cells)
NPV negativna prediktivna vrednost
0.a. onkogena aktivnost
0oC oralna kontraceptivna sredstva (engl. Oral Contraceptive)
OR (engl. Odds Ratio)
ORFs otvoreni okviri ¢itanja (engl. Open Reading Frames)
pAE rano mesto poliadenilacije (engl. Early polyadenylation site)
PBM PDZ vezujué¢i motiv (engl. PDZ Binding Motif)
PCR lan¢ana reakcija polimeraze (engl. Polymerase Chain Reaction)
PCR-RELP (engl. Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length
Polymorphisms)
PCR-REMP (engl. Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Mass
Polymorphism)
PD-1 (engl. programmed death-ligand 1)
PE rani promotor (engl. Promotor Early)
PL kasni promotor (engl. Late Promoter)
romijelocitna leukemicna tela
PML-NBs ]E)engl.JPromyelocytic Leukemia Nuclear Bodies)
PPV pozitivna prediktivna vrednost
PSD95 (engl. Postsynaptic Density protein)
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PV papiloma virusi (lat. Papilloma Viruses)

R nizvodni prajmer (engl. Reverse)

Rb proteisnka porodica retinoblastoma

real time PCR lan¢ana reakcija polimeraze u realnom vremenu

time RT-PCR

(engl. real time Reverse Transcription - Polymerase Chain Reaction)

RIG1 gen I inducibilne retinoi¢ne kiseline (engl. retinoic acid-inducible gene-I)
RLB reverzni linijski test (engl. Reverse Line-Blot)
RNS reaktivne azotne Cestice (engl. Reactive Nitrogen Species)
ROC (engl. Receiver Operating Characteristics)
ROS reaktivne kiseoni¢ne Cestice (engl. Reactive Oxygen Species)
ROX 6-karboksi-X-rodamin
RT-PCR reverzna transkripcija i_PC_:R u jednom koraku_ .
(engl. Reverse-Transcription Polymerase Chain Reaction)
s.d. standardna devijacija
poliakrilamid elektroforeza sa natrijum dodecilsulfatom
SDS-PAGE . : :
(engl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)
SE standardna greska (engl. standard error)
SP1 (engl. Specific Protein 1)
STAT1 (engl. Signal Transducer and Activator of Transcription 1)
STI polno prenosive infekcije (engl. Sexually Transmitted Infections)
SZO Svetska zdravstvena organizacija
TAMRA 6-karboksitetrametilrodamin
TAMs makrofagi asocirani tumorom (engl. tumor associated macrophages)
TF transkripcioni faktor (engl. Trancription Factor)
TGF-B1 transformiSuci faktor rasta 1 (engl. Transforming Growth Factor-f1)
Th (engl. T-helper cells)
TLR (engl. Toll Like Receptors)
TNER1 receptor faktora nekro_ze tumora o
(engl. Tumour Necrosis Factor (TNF)- Receptor)
Tregs regulatorne T Celije (engl. regulatory T cells)
TRIL (engl. TNF-related apoptosis-inducing ligand)
URR uzvodni regulatorni region (engl. Upstream Regulatory Region)
VLP virusu sli¢ne Cestice (engl. virus like particle)
XAF1 (engl. XIAP Associated Factor 1)
zo-1 (engl. zonula occludens-1 protein)
a-HPV (lat. Alphapapillomavirus)
B-HPV (lat. Betapapillomavirus)
y-HPV (lat. Gammapapillomavirus)
u-HPV (lat. Mupapillomavirus)
v-HPV (lat. Nupapillomavirus)
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[Lman TperMana nojaraka

Ha3uB npojexra/mcTpaxnBama

OpnpehuBame excnpecuje E6 u E7 reHa kao mokasaTeshba OHKOTEHE aKTUBHOCTH BHUCOKOPHU3UYHUX
TUTIOBA XyMaHUX MAIWJIOMa BUPYCa y IEPBUKAITHAM UHTPACTIMTCITHUM JIe3HjamMa

Ha3uB nHCTUTYNMje/MHCTUTYIMja y OKBHPY KOjHX Ce CIIPOBOAH MCTPAKMBAHe

a) MactuTyT 3a jaBHO 31paBibe Bojsonune, Hosu Can, Penyonuka Cpouja

Ha3us nporpama y OKBHPY KOI ce peajin3yje HCTPaKUBAbe

JlokTopcke akameMcke cTyanje — JaBHO 37paBibe

1. Onuc mogaraka

1.1 Bpcra cryauje

Yxpamxo onucamu mun cmyouje y oxeupy xoje ce nooayu npukynsajy

Huzaju cryauje npunaga PerpocnektuBHO] cryauju. Y muiby ofpehuBama excripecuje rena E6 u E7
Kao II0Ka3aTesba OHKOTCHE AKTHBHOCTH BHCOKOpM3MYHMX XIIB reHoTHmm3anujoM Cy MpBEHCTBEHO
yTBpheHH Hajuemhu reHOTHIIOBH KOA XeHa Jy>KHOOAYKOr OKpyra Ha y30pKy o 365 nepBHUKaTHHX
OpuceBa TanMjeHTKHWa crapujux of 18 romwHa, ymyheHmx oj crtpaHe ruHekomnora y lleHrap 3a
BUpycoiorujy, Mucruryra 3a jaBHO 3npaBibe Bojsommue, Hosu Can (2017. — 2021. rogmme).
Huctpubynuja najuemthux XIIB renHorunosa nerektoBanux JIHK Tectom je aHamu3upana npema
LIUTOJIOTHjU U y3paCHUM KaTeropHjamMa, 10K je OHKOreHa aKTHBHOCT ucnuTana npumenom nPHK tecra.
OBHUM TECTOM Cy KBaJMTAaTHBHO JCTEKTOBAaHM TpaHCKpUNTH oHkoreHa E6 m E7 Haj3acTyrsbeHHjux
Bucokopusnunux XIIB. Knuawmuke xkapakrepuctuke wPHK Tecta eBamyupaHe cy TpOIEHOM H
nopehemem ca JIHK tectom. YTBpheH je 3Hauaj peneBaHTHUX (paKTOpa pU3MKa U IPOLEHEH je CTeNeH
jauMHEe BUXOBOI yTHIIaja 3a HACTaHAK M MPOTrpecHjy LEpBUKAIHE MHTpaenuTenHe yesuje. odujeHu
pe3yiaTaTH MOMEHYTHX aHalu3a YHOTpeOJbeHU Cy y LUJbY KOHCTpyHCama HNPEAWKTUBHOI MoJerna 3a
HWACHTHU(HUKOBakbE MOTCHLMjaTHOI OMOMapKepa Kao Hajjader MpeIuKTopa 3a HACTAaHAK CKBaMO3HHUX
HMHTpPACIUTEIIHUX Jie3hja LepBUKca. JloJaTHO je W3BpIICHA NPOICHA MOjeIUHHUX JeMOrpaCKux
(akTopa 1 OuxejBUOpaIHUX oOpa3alla 3a Koje je MOTBpheHO Ja yTHUy Ha CTHUIaEkhe M MEP3UCTUPALE
BUpYyCHE UH(]eKIHje.

1.2 Bpcre nogaraka
a) KBAHTUTATHBHHA

0) KBAJIUTATHBHH

1.3. Haunu npukymnsbama moiaTaka

a) aHKeTe, YIUTHHIU, TECTOBU

0) KJIMHUYKe NMPOIeHe, MEIUIIMHCKH 3aNNCH, €JIeKTPOHCKH 3IPABCTBEHH 3aNUCH
B) reHOTHITOBU: HaBecTH BpcTy XIIB reHoTunuzanuja

') aAMHHACTPATUBHU TOJAIH: HABECTH BPCTY

1) y30pILIY TKHBA: HABECTH BPCTY LEPBUKAJHHN OpUCeBH
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1)) caumim, ¢potorpaduje: HaBeCTH BPCTY

€) TeKCT, HABECTH BPCTy AOCTYIIHA HAY4YHa JIMTepaTypa

) Mara, HaBeCTH BPCTY

3) OCTaJ0: OMHUCATH

1.3 ®opmart nogaraka, ynoTpedspeHe cKkaje, KOMHIHHA [To1aTaka

1.3.1 YnorpebsbeHu copTBEp U opMar JaToTeKe:
a) Excel ¢aja

b) SPSS ¢aja

¢) PDF ¢aja

d) Tekcr daja

e) JPG ¢ajn

f) Ocraino, naroreka

1.3.2. Bpoj 3ammca (kox KBaHTUTATUBHUX TO/IaTaKa)

a) Opoj Bapujabiiv BeJTHKH OpPoj Bapujadau

0) Opoj Mepema (MCITaHWKA, TIPOIIEHa, CHUMaKa U cll.) 365 nepBUKAJIHUX OpHceBa

1.3.3. [loHoBJbEHA MEPEHA
a) na

0) He

Vkoauko je OATOBOP Ja, OATOBOPUTH Ha cnez[eha nuTama:

a)BPEMEHCKH pa3Mak M3MeJjy IOHOBJLEHUX Mepa je

0)Bapujabie Koje ce BHIIE MyTa Mepe OJTHOCE ce Ha

B)HOBE Bep3uje (ajiaoBa Koju caapxe MOHOBJbEHA MEpeHha Cy UMEHOBaHE Kao

Hamowmene:
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Ia nu popmamu u cogpmeep omozyhasajy oemerve u 0y20poury 6aiuoHOCm nooamaxa?
a)/la
0)He
Axo je 002080p He, 0bpaznodicumu

2. HI/IKI[J'bal-be nmogaTaxka

2.1 Metoponoruja 3a IpUKyIUbamke/TeHEepUCakhe TIoAaTaKka

2.1.1. Y okBHpY KOT HCTPaXMBAUKOI' HAI[PTa Cy MOJAIH NPUKYIJbEHN?

a) eKCIIEPUMEHT, HABECTH THUII

0) KOpenaroHO NCTPAXKIBAKHE, HABECTH THUII

LI) aHaJIn3a TCKCTa, HaBCCTHU THUII

1) OCTaJI0, HABECTH IITa PeTpocneKTHBHA CTy/IMja MOAATAKA CAKYN/bEHUX TOKOM PYTHHCKOT paja

2.1.2 Hagecmu épcme MepHUX UHCMPYMEHAMA ULU CMAHOApoe No0amaxa cneyupuunux 3a oopeheny
HayuHy OUCYuUnaury (axo nocmoje).

real time PCR anapar

2.2 Kpanurer nojaraka u CTaHIapau
2.2.1. Tperman HepocTajyhux nojaraka

a) [la mu marpuna caapxu Hegocrajyhe nogarke? Jla He

AKO je oroBop Aa, OArOBOPUTH Ha cieneha nurama:

a)Komuku je Opoj Henoctajyhux mogaraka?

0)/la i1 ce KOPUCHUKY MaTpHIIC IIPernopydyje 3aMeHa HepocTajyhux nogaraka? la He

B)AKO je 0IrOBOp Jia, HABECTH CYTeCTHje 3a TPETMaH 3aMeHe HeocTajyhux mojataka

2.2.2. Ha Koju Ha4YMH je KOHTPOJIMCAH KBaJUTET nojaaTaka? OnucaTu

KBanurter 1o0njeHux pe3yJitara je cMaTpaH BATHAHUM YKOJIHKO Cy pe3yJITATH TeCTHPama CBUX
KOHTpoJIa OmiaM 3a70Bo/baBajyhm mpeMa ymyTcTBY npou3Bohlaya KoMepnMjaaTHMX KOMILIETA
HaMemeHHX 3a oapeleny BpcTy MosekynapHo Omosiomke aHaau3e. KBaaurter momaraka je
KOHTPOJIMCAH NMPHMEHOM CTATHCTHYKHX TeCTOBA U BAJINAALNMjOM N00MjeHUX MOJATAKA.

2.2.3. Ha xoju Ha4MH je u3BpIleHa KOHTPOJIa YHOCa TI0/IaTaka y MaTpuiry?

Kontposa yHoca momaraka y maTpuuy je u3BeleHa mnopeleeM J00HMjeHHX mojaTaka ca
JINTEPATYPHUM IOAIUMA.
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3. Tperman nogaraka u npateha fokymeHTanuja

3.1. TpeTMaH u yyBame€ MojaTaKa

3.1.1. llooayu he bumu oenonosanu y Penozumopujymy 0okmopckux oucepmauyuja YHueepzumema
y Hoeom Cady.

3.1.2. URL aodpeca https:cris.uns.ac.rs/searchDissertations.jsf.

3.1.3. DOI

3.1.4. Jla mu he nooayu bumu y omeopeHom npucmyny?

a)/la

0)/la, anu nocne embapea xoju he mpajamu 0o

8)He

Axo je 002060p He, Hagecmu pazioe

3.1.5. llooayu nehe bumu OenoHosanu y peno3umopujym, aiu fie oumu yyearu.

Obpasnooicerve

3.2 MeTtanojany ¥ JOKyMEHTAIIWja ToiaTaKa

3.2.1. Koju cranmapx 3a Meranoaarke he OUTH MPUMEHEH?

3.2.1. HaBectu MeTanosaTke Ha OCHOBY KOjUX Cy MOJALH JCTIOHOBAHH Y PEIIO3UTOPH]YM.

Axo je nompebHno, Hasecmu memode Koje ce Kopucme 3a npey3umaroe no0amaxd, aHaiumuyre u
npoyedypanne ungopmayuje, wuxo8o Kooupare, OemasbHe onuce eapujadau, 3anuca umo.

3.3 Crpareruja u craHiapiu 3a 4yBarbe ojaTaka

3.3.1. Ho xor nepuopa he nmogauu 6uty yyBaHu y penosuropujymy? Tpajuo

3.3.2. Jla 1 he nomanu Outu nenonoBanu nmox mmdpom? Jla He

3.3.3. la 1 hie mmdpa 6utn noctynHa oapeleHom kpyry ucrpakusada? /la He

3.3.4. Jla v ce mojjany Mopajy yKIIOHUTH U3 OTBOPEHOT MPUCTYTIA MOCJe U3BECHOT BpeMeHa?
Ha He

OO0paznoxuTu

HanuoHnanHu noprai oTBOpeHe Hayke — OPen.ac.rs



4. be30eqHOCT MoaTaKa M 3alITHTA MOBEP/LUBUX HHpOpPMaNMja

OBaj onesbak MOPA OuTH MomyseH ako Ballly MOJAI YKJbYYYjy JHUYHE TOJaTKe KOjU Ce OHOCE Ha
YUECHUKE Y UCTPaXKHUBamky. 3a Ipyra HCTpaKUBama Tpeda Takohe pa3MOTPUTH 3aIITUTY B CUTYPHOCT
[o/1aTaka.

4.1 dopmanHu cTaHAApAU 32 CUTYPHOCT WH(pOpMaIyja/moaaTaka

HcTrpakuBaun Koju CTIPOBOZIE HCITUTHBAKA C JBYMMa MOPajy Jla ce MPHUAPKaBajy 3aKoHa O 3aIITUTH
nogaraka o nuunoctu (https://www.paragraf.rs/propisi/zakon o zastiti podataka o licnosti.html) u
oaroBapajyher HHCTUTYLIMOHAIHOT KOJEKCa O aKaJIEMCKOM UHTETPUTETY.

4.1.2. Jla nu je uctpaxkuBame 0J00peHO o] cTpaHe eTruke komucuje? Ja He
Ako je ogrosop Jla, HaBecTH 1aTyM 1 Ha3UB €THYKE KOMICH]€ KOja je 0100pHiia HCTPAKIBAHE

HcTpaxuBame je onmoOpeno o crpaHe Komucuje 3a eTHYHOCT KJIMHMYKHX HCMUTHBAKHA HA
yoBeky MeauuuHckor ¢pakyiarera Yuusep3urera y Hosom Cany (6poj no3Bose: 01-39/136/1) on
02.03.2017. roqune u ETnukor onoopa MHcTUTYTA 32 jaBHO 37paB/be BojBoaune (opoj: 01-252/3)
ox 13.02.2017. roaune.

4.1.2. Jla 1 mojaIy yKJbydyjy JIMYHE MOAATKE yUueCHUKA y uctpaxupamy? Jla He

AKO je oroBoOp /1a, HaBeIUTE Ha KOjU HAYMH CTE OCUTYPAJH MIOBEPJHPUBOCT M CUTYPHOCT HH(pOpMaIiija
BE3aHUX 32 UCITUTAHUKE!

a)[lomary HECY Y OTBOPEHOM MPUCTYITY
0)[logamu cy aHOHUMHU3UPAHH

)Ocrano, HaBeCTH IITa

5. locTtynHoOCT mogaTaka

5.1. llooayu he bumu

a) jaeno oocmynnu

0) 0OCMYNHU CAMO YCKOM Kpyey ucmpasicusaya y oopehenoj Hayuroj obiacmu
y) 3ameopeHnu

Axo cy nooayu oocmynHu camo ycKom Kpyay UCImpaicugaid, Hagecmu noo Kojum YCio8uma Moy 0d ux
Kopucme:

Axo cy nooayu 00cmynuu camo YCKOM Kpyay UCmparicuéayd, Haecmu Ha KOju HAYUH MO2y
npucmynumu no0ayuma:

5.4. Hasecmu nuyenyy noo kojom he npuxynmenu nooayu Oumu apxueupaHi.

AyTOPCTBO — HEKOMEMEePIHjaTHO - JeJIMTH IO HCTHM YCJIOBHMA
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https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka_o_licnosti.html

6. Yiore u oIroBOpHOCT

6.1. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy 61acHUKA (aymopa) nooamaxa

Harama Huxoauh, mann: natasa.nikolic@mf.uns.ac.rs
natasa.nikolic@izjzv.org.rs

6.2. Hagecmu ume u npesume u mejn aopecy ocobe Koja o0paicasa mampuyy ¢ nooayuma

Harama Huxoauh, mani: natasa.nikolic@mf.uns.ac.rs
natasa.nikolic@izjzv.org.rs

6.3. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy ocobe xoja omoeyhyje npucmyn nooayuma Opyum
UCMPaNCUBAUUMA

Harama Huxoauh, mani: natasa.nikolic@mf.uns.ac.rs
natasa.nikolic@izjzv.org.rs
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