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SAZETAK

Genotipska i intragenotipska varijabilnost humanih papiloma virusa u tkivima
karcinoma grli¢ca materice

Sazetak

UVOD: Znacaj infekcije humanim papiloma virusima (HPV) u razvoju razlicitih karcinoma
kod coveka, a narocito karcinoma grlica materice dobro je dokumentovan. Karcinom grli¢a
materice jedan je od najznacajnijih uzroka smrtnosti Zena u svetu. Genotipovi HPV
udruZeni sa karcinomom grli¢a materice oznacavaju se kao visoko onkogeni, a medu njima
su najucestaliji HPV 16 i HPV 18. U novije vreme, sve je viSe dokaza da pojedine linije i

podlinije u okviru viSe genotipova HPV igraju znacajnu ulogu u razvoju ovog karcinoma.

CILJEVI: U ovom istraZivanju identifikuju se genotipovi HPV, odreduje njihova ucestalost u
tkivima karcinoma grlica materice, kao i povezanost sa patohistoloSkim tipom i
stadijumom karcinoma grlica materice. Takode, ciljevi ovog istraZivanja odnose se na
utvrdivanje i analizu genotipske i intragenotipske varijabilnosti dobijenih HPV izolata
analizom E1, L1, E6/E7 (HPV 16) gena, uz poredenje dobijene ucestalosti i distribucije HPV

genotipova sa uCestaloScu i distribucijom u drugim zemljama.

MATERIJAL I METODOLOGIJA: Studija je ukljucivala uzorke tkiva karcinoma grli¢a
materice, fiksiranih u formalinu i ukalupljenih u parafin, uzeti od 101 pacijentkinje starosti
od 24 do 78 godina. Nakon deparafinizacije i ekstrakcije virusne DNK, primenjivan je PCR
metod uz koriS¢enje odgovarajucih prajmera za dokazivanje L1, E1 i HPV 16 E6/7 gena.
Uzorci kod kojih je detektovana HPV DNK odgovarajucih gena, sekvencirani su metodom
zavrSetka lanca. Detekcija prisustva HPV DNK i genotipizacija izvedena je i metodom
proto¢ne (engl"Flow through") hibridizacije. Identifikovane sekvence, analizirane su
potom filogenetskim metodama. Obradene sekvence upotrebljavane su za utvrdivanje i

poredenje genotipske i intragenotipske varijabilnosti HPV.

REZULTATI: Od ukupno 101 uzorka tkiva karcinoma grlica materice, devedeset jedan

uzorak pripadao je patohistoloSkom tipu planocelularnog karcinoma (90,09%). Prisustvo



HPV E1 gena detektovano je kod 57 (56,43%) od 101, dok je HPV L1 gen dektovan kod 35
(34,65%) od ukupno 101 ispitanih uzoraka tkiva, a oba gena su detektovana kod 23 uzorka.
Ukupno, HPV DNK detektovana je kod 69 od 101 uzorka tkiva karcinoma grli¢a materice.
Metodom DNK sekvenciranja identifikovano je 44 sekvence HPV E1 gena odnosno 9
sekvenci L1 gena. Ukupno, identifikacijom sekvenci za oba gena HPV DNK utvrdeno je
prisustvo 6 genotipova sa visokim onkogenim potencijalom: 16, 33, 58, 45, 18 i 53, kod
ukupno 47 uzoraka tkiva karcinoma. Najvecu ucestalost identifikacije imao je genotip HPV
16, otkriven kod 80,85% uzoraka, a zatim genotip HPV 33 (8,51%) i HPV 58 (6,38%)
Tehnikom protocne hibridizacije je kod 7 uzoraka, od ispitanih 20, potvrdeno prisustvo
HPV DNK. Utvrdeno je prisustvo Cetiri genotipa (HPV 16, 18, 59 i 71). Primenom obe
tehnike HPV genotipizacije, ukupno, je dokazano prisustvo osam genotipova HPV: 16, 18,
33, 45, 53, 58, 59 i 71. Prisustvo mesSovite infekcije potvrdeno je kod 5 uzoraka (4, 95%).
Vecina identifikovanih genotipova utvrdena je kod pacijentkinja starijih od 40 godina I
pripadala je stadijumu I po FIGO klasifikaciji. Genotip HPV16 identifikovan je u 80,43%
planocelularnih i to podtipu nekaratiniziraju¢ih karcinoma i 66,7%, adenokarcinoma. Nije
pokazano postojanje statisticke znacajnosti izmedu prisutnih HPV genotipova i godina
starosti pacijentkinja, stadijuma bolesti i patohistoloSkog tipa odnosno podtipa karcinoma.
Filogenetska analiza sekvenci HPV E1 i L1 izolata, potvrdila je pripadnost HPV izolata iz
naSe populacije odredenim genotipovima i to rodu Alphapapillomavirus odnosno
filogenetskim grupama 9, 7 i 6. Najzastupljeniji su bili genotipovi iz grupe 9. Analiza
genotipske varijabilnosti identifikovanih HPV E1 I L1 izolata pokazala je nukleotidnu
udaljenost izmedu sekvenci istog genotipa od 0-1%, Sto ukazuje na varijabilnost nivou
varijante unutar istog genotipa. 13. Ispitivanje intragenotipske varijabilnosti HPV tipa 16
na nivou E1, L1 i E6/E7 gena je pokazalo da najveci broj izolata pokazuje uskladenost sa
evropskom linijom A odnosno podlinijama A1, A2, A3 i A4 sa nukleotidnom distancom
manjom od 0,5%, $to ukazuje na varijabilnost analiziranih izolata na nivou varijante unutar
podlinija. Pored toga, analiza nukleotidne i aminokiselinske sekvence HPV16 izolata u nasoj
populaciji na nivou E6/E7 gena nije pokazalo postojanje varijante HPV 16 T350G (L83V) sa
izraZenim onkogenim potencijalom. Ispitivanje intragenotipske varijabilnosti HPV tipa 33

na nivou E1 gena je pokazalo da svi identifikovani izolata pokazuju uskladenost sa



evropskom linijom A odnosno podlinijama A1, sa nukleotidnom distancom manjom od
0,5%, Sto ukazuje na varijabilnost analiziranih izolata na nivou varijante unutar navedene
podlinije. Ispitivanje intragenotipske varijabilnosti HPV tipa 58 na nivou E1 gena je
pokazalo da da najveci broj identifikovani izolata pokazuju uskladenost sa dve razliCite
linije (A i C) u okviru ovog genotipa i dve podlinije u okviru linije A (Al i A2). Nukleotidna
distanca je bila manja od 0,5%, Sto ukazuje na varijabilnost analiziranih izolata na nivou

varijante unutar navedenih podlinija.

ZAKLJUCCI: Rezultati ove studije pokazuju da je prisustvo HPV DNK potvrdeno je u 68,
31% ispitvanih uzoraka karcinoma grlica materice, pri ¢emu je veéa HPV pozitivnost
dokazana primenom prajmera za E1 gen. Ukupno, je dokazano prisustvo osam genotipova
HPV: 16, 18, 33, 45, 53, 58, 59 i 71. Najvisa ucCestalost je pokazana za HPV 16, zatim tip 33,
dok su ostali identifikovani tipovi potvrdeni u manjem procentu. Nije pokazano postojanje
statisticke znacajnosti izmedu prisutnih HPV genotipova i godina starosti pacijentkinja,
stadijuma bolesti i patohistoloskog tipa odnosno podtipa karcinoma. Dobijeni rezultati
ispitivanja ucestalosti i distribucije HPV genotipova u tkivima karcinoma grlica materice,
kao i filogenetska analiza genotipske i intragenotipske varijabilnosti pokazuju uskladenost

rezultata u nasoj populaciji sa podacima za evropske zemlje kao i zemlje u regionu.

Kljucne reci: HPV, karcinom grli¢a materice, FIGO klasifikacija, intagenotipska varijabilnost,

genotip,linija, podlinija
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SUMMARY
Summary

INTRODUCTION: Important role of Human papillomaviruses (HPV) in the development of
human carcinoma particularly cervical carcinoma, is well documented. Cervical carcinoma
is one of the most important causes of women mortality, worldwide. HPV genotypes
usually associated with cervical carcinoma, are defined as high-risk, and among them
HPV16 and HPV18 are most frequent. Recently, there are more evidence that certain
lineages and sublineages of HPV genotypes have important role in cervical carcinoma

development.

AIMS: This study aims to identify the presence and distribution of HPV genotypes in
cervical carcinoma tissues, as well as their association with pathohistological type and
disease stage. Further aims of this study are to establish and to analyze genotypic and
intragenotypic variability of HPV isolates by testing E1, L1 and HPV 16 E6/7 genes and to

compare frequency and distribution of HPV genotypes with data from other countries.

MATERIAL AND METHODOLOGY: The study included tissue samples of cervical cancer,
formalin-fixed and paraffin embedded, taken from 101 patients aged 24 to 78 years. After
deparaffinization and the extraction of viral DNA, PCR method was done using primers for
the detection of L1, E1 and HPV 16 E6/7 genes. The samples in which HPV DNA is detected
by the corresponding gene, were sequenced by the chain termination method. HPV DNA
genotyping was also performed by flow through hybridization. The identified sequences
were then analyzed by phylogenetic methods to determine genotypic and intragenotypic

HPV variability.

RESULTS: From total 101 cervical carcinoma tissue samples, ninety-one samples were
planocelullar carcinoma (90.09%). Fifty-seven samples (56,43%) out of total 101 were
HPV E1 gene positive, and thirty-five (34,65%) were HPV L1 gene positive. Both HPV genes
(E1 and L1) were detected in 23 samples. In total, HPV DNA was detected in 69 out of 101
cervical carcinoma tissue samples. Forty-four sequences of E1 gene and nine sequences of

L1 gene were detected by DNA sequencing. In total, for both genes HPV DNK, six high-risk



genotypes were identified: HPV 16, 33, 58, 45, 18 and 53 in 47 tissue samples. The most
frequent was HPV 16 detected in 80.85% tissue samples followed by HPV 33 (8.51%) and
HPV 58 (6.38%) Out of twenty tested samples, seven were HPV DNA positive and HPV
genotypes were identified by flow-through hybridization. Four HPV genotypes were
determined by this method (HPV 16, 18, 59 and 71). In total, eight HPV genotypes ( HPV:
16, 18, 33, 45, 53, 58, 59 and 71) were identified by two methods used. Mixed infection
was confirmed in five tissue samples (4.95%). Most of the identified genotypes was found
in patients older than 40 years, belonged to stage I FIGO classification. HPV16 genotype
was identified in 80.43% squamous cell carcinomas and 66.7% of adenocarcinoma. The
statistical significant difference was not showed between the presence of HPV genotypes
and age of the patient, disease stage and histological type or subtype of cancer.
Phylogenetic analysis of HPV E1 and L1 sequences confirmed the identification of HPV
isolates from our population. The isolates belong to the genus Alphapapillomavirus and
phylogenetic groups 9, 7 and 6: The most common genotypes were in the group 9. The
analysis of genotypic variability of identified HPV E1 and L1 isolates showed the nucleotide
distance of 0-1%, within the same genotype which indicates that the isolates are variants of
the same genotype. The analysis of intragenotypic variability of HPV type 16 E1, L1 and
E6/E7 genes showed that the largest number of isolates demonstrates compliance with
European lineage A and sublineages A1, A2, A3 and A4. The nucleotide distance was less
than 0.5%, which indicates that the isolates are variants within the sublineages. In addition,
analysis of the nucleotide and amino acid sequences of HPV16 E6/E7 gene isolates in our
population did not show the existence of HPV 16 variants T350G (L83V) with strong
oncogenic potential. The analysis of intragenotypic variability of HPV type 33 E1 gene
showed that all identified isolates showed concordance with European A1 sublineage. The
nucleotide distance was less than 0.5%, which indicates that the isolates are variants
within the A1 sublineage. The analysis of intragenotypic variability of HPV type 58 E1 gene
has shown that the largest number of identified isolates indicate compliance with two
different lines (A and C) in the context of this genotype, and two sub-lines within the line A
(Al and A2). The nucleotide distance was less than 0.5%, which indicates that the isolates

are variants within these sublineages.



CONCLUSIONS: The results of this study show that the presence of HPV DNA was
confirmed in 68,31% of tested cervical cancer samples, with higher HPV positivity
demonstrated by E1 gene PCR method. In total, eight HPV genotypes were identified: 16,
18, 33, 45, 53, 58, 59 and 71. The most frequent genotype was HPV 16, followed by HPV 33,
while all other identified types were detected in smaller percentage. The statistical
significant difference was not showed between the presence of HPV genotypes and age of
the patient, disease stage and histological type or subtype of cancer. The data of prevalence
and distribution of HPV genotypes in cervical cancer tissues, and phylogenetic analysis of
genotypic and intragenotypic variability of HPV isolates from our population are consistent

with the available data from other European countries as well as countries in the region.

Key words: HPV, cervical carcinoma, FIGO classification, Intragenotypic variability,

genotype, lineage, sublineage

Scientific field: Molecular medicine/Virology
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Humani papilomavirusi (HPV) obuhvataju grupu DNK virusa bez omotaca koji
pokazuju tropizam ka epitelnim tkivima i mogu da izazivaju benigna oboljenja koze i
sluzokoZa. Pojedini humani papiloma virusi povezuju se razvojem epitelijalnih
malignih oboljenja, posebno karcinoma grli¢a materice i drugih tumora urogenitalnog
trakta, odnosno karcinoma gornjih disajnih puteva. Utvrdivanje povezanosti infekcije
humanim papiloma virusima sa pojavom karcinoma, dovelo je do razvoja prve vakcine

u prevenciji karcinoma.
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1.1 Istorijat

Jos od polovine devetnaestog veka bilo je pokusaja da se karcinom grli¢a materice
poveZze sa infektivnim uzro¢nikom. Kako je to bilo vreme ubrzanog razvoja
bakteriologije, ovi prvi, bezuspeSni pokuSaji, bili su usmereni na pronalaZenje
bakterije uzrocnika i trajali su sve do Sezdesetih godina dvadesetog veka, kada se prvi
put virus, Herpes simplex virus tip 2, pominje kao moguci uzro¢nik ovog oboljenja.
Medutim, obimna prospektivna studija sprovedena u bivioj Cehoslovackoj nije
potvrdila ovu pretpostavku, tako da su tokom ranih sedamdesetih godina pocela
istrazivanja cija je paznja bila usmerena na povezivanje infekcije Humanim papiloma

virusima (HPV) sa ovim oboljenjem.

Genitalne bradavice bile su poznate josS od drevnih vremena starih Grka i Rimljana.
[ako nije bilo sumnje u njihovu infektivnu prirodu, do devetnaestog veka one su
smatrane oblikom sifilisa ili gonoreje. Virusnu prirodu bradavica je potvrdio Ciuffo
1907. godine, tako Sto je pokazao da bezcelijski filtrati dobijeni iz promena prenose
oboljenje (Zur Hausen, 2009; Howley i sar., 2013). Do dvadesetih godina dvadesetog
veka potvrdena je bila i virusna priroda laringealnih papilomatoza i genitalnih
bradavica, a 1949. godine u tkivu bradavica, elektronskom mikroskopijom, potvrdeno

je prisustvo virusnih ¢estica (Strauss i Shaw, 1949).

Eksperimenti koji su za cilj imali dokazivanje povezanosti infekcije
papilomavirusima i karcinoma grlica materice poceli su 1972. godine. Ovi
eksperimenti zasnivali su se na anegdotalnim izveStajima iz medicinske literature o
retkim malignim konverzijama genitalnih bradavica (Siljasti kondilomi) u
planocelularni karcinom. Navedene cinjenice dovele su do hipoteze da uzrok maligne
alteracije mozZe da bude virus koji je izolovan iz S$iljastih kondiloma (Zur Hausen,
2009). U prilog navedenoj hipotezi bila je i pretpostavka da prisustvo koilocitoti¢no

izmenjenih celija u uzorcima, uzetim sa displasticnih promena grlica materice,
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predstavlja citopatolosku promenu kod infekcija papiloma virusima, Sto je i potvrdeno
dokazivanjem tipi¢nih Cestica papiloma virusa u ovim celijama. Tokom 1982. godine,
prvi put se pojavljuju izvestaji o prisustvu DNK humanih papiloma virusa u ¢elijama
karcinoma grlica materice, da bi tokom naredne godine bila izolovana nepotpuno
karakterisana DNK HPV 18 iz biopsija karcinoma grlica materice, kao i HPV 16 u
tipicnim  prekursorskim lezijama anogenitalnih karcinoma, Bowenov-ovoj
papilomatozi, a ve¢ 1984. i u intraepitelijalnim neoplazijama grlica materice (Zur

Hausen, 2009).

Veliki broj studija sa slicnim ciljem koje potom slede, dovode do otkrivanja
znacajnih Cinjenica kao Sto su pojava selektivne transkripcije E6 i E7 gena HPV u
karcinomu grli¢a materice kao i specificne delecije koje se pojavljuju tokom integracije
virusne DNK u genom domacina (Zur Hausen, 2009). Takode otkric¢e interakcije E6
proteina sa p53 proteinom i njegova sledstvena degradacija, kao i interakcija E7 sa
pRb koja dovodi do blokade ovog proteina, bilo je znaCajno za razumevanje
unutarcelijskih dogadaja koji rezultuju imortalizacijom i na posletku pojavom

transformisanog fenotipa Celije koja sadrzi virusni genom (Zur Hausen, 2009).

1.2 OpSte osobine, struktura viriona i organizacija genoma Humanih papiloma

virusa
1.2.1 OpSte osobine HPV

Humani papilomavirusi (HPV) su mali DNK virusi, bez omotaca, sa izrazenim
tropizmom za epitelne cCelije. To su specijes specificni virusi koji izazivaju infekcije
epitela koZe i sluzokoza ljudi (Munoz i sar., 2006). Tokom evolucije, humani papiloma
virusi su se adaptirali na specificne epitelne nise, pri ¢emu su razliciti tipovi povezani
sa razli¢itim oboljenjima odnosno prevalencom razli¢itih oboljenja koZe i sluzokoze

(Doorbar i Quint, 2012). Dosadasnji podaci ukazuju na postojanje vise od 200 HPV



Genotipska i infragenotipska varijabilnost humanin
1. Uvod papiloma virusa u tkivima karcinoma grlica materice

genotipova odnosno identifikovani su kompletni genomi 160 HPV genotipova

(International Human papilloma virus reference center).
1.2.2 Struktura viriona HPV

Humani papiloma virusi su sfericne virusne cCestice bez omotaca, ikozaedarne
simetrije, koji se replikuju u jedru skvamoznih epitelnih ¢elija. Cestice virusa imaju
dijametar oko 60 nm (Slika 1.). Virusna Cestica humanih papiloma virusa sadrzi jedan
molekul cirkularne dvolancane DNK duzine oko 8000bp, koji €ini 12% od ukupne
mase viriona. Nukleinska kiselina je smeStena u proteinski kapsid ikozaedarne

simetrije, koji se sastoji od dva proteina L1 i L2 (Howley i sar., 2013).

Strukturne analize pokazale su da se virus sastoji od 72 pentamerne kapsomere
rasporedene u reSetki ikozaedarne povrSine, ¢iji je triangulacioni broj 7 (T=7).
Kapsomere se sastoje iz pet molekula L1 proteina i jednog molekula L2 proteina.
Analiza proteina unutar virusne cestice pokazala je da je virusna DNK povezana sa

¢elijskim histonima kako bi se formirao hromatinu slican kompleks.

protein kapsida L1

hislon

protein kapsida L2

Slika 1. Elektronska mikrografija i Sematski prikaz HPV Cestica (Howley i sar.,
2013)
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Virusu sli¢ne Cestice mogu da se dobiju iz razliCitih papiloma virusa pomocu
ekspresije samo L1 proteina u ekspresionim sistemima (Celije razliitih sisara ili
drugih vrsta koje ne pripadaju sisarima). Morfologija virusu sli¢nih Cestica koje sadrze
samo L1 protein izgleda identi¢no kao intaktne virusne Cestice, na kriomikrografijama

niske rezolucije (Howley i sar., 2013).
1.2.3 Organizacija genoma HPV

Genomi razlic¢itih tipova HPV odlikuju se visokim stepenom medusobne sli¢nosti
(Slika 2). Jedna od osobina genoma, identicna za sve papiloma viruse, je da su svi
otvoreni okviri Citanja (engl. Open Reading Frames - ORFs) na jednom lancu virusne
DNK, odnosno svi virusni geni nalaze se na jednom lancu DNK, $to je i potvrdeno

ispitivanjem transkripcije papilomavirusa (Howley i sar., 2013).

Virusna DNK sadrZi oko deset otvorenih okvira ¢itanja, koji su klasifikovani kao
rani (engl. early - E) i kasni (engl. late - L), $to je zasnovano na njihovom poloZaju u

virusnom genomau.

Slika 2. Organizacija genoma HPV (Howley i sar., 2013)
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Rani region kodira virusne regulatorne proteine i sadrzi do osam gena (E1 do E8,
E8 gen ima samo HPV 6b Sto je osobina govedih papilomavirusa) koji su odgovorni za
replikaciju HPV DNK (E1 i E2), transkripciju (E2), sazrevanje i oslobadanje (izlazak)
virusnih cestica (E4), transformaciju ¢elija (E5, E6 i E7) i imortalizaciju (E6 i E7). Kod
visoko rizicnih tipova HPV, proteini kodirani E6 i E7 genima mogu da izazovu
imortalizaciju primarnih humanih keratinocita, dok se kod niskorizi¢nih tipova HPV to

ne dogada (Letoisar., 2011; Howley i sar., 2013).

Ekspresija proteina kapsida koje kodiraju L1 i L2 geni dogada se samo u Celijama
koje produkuju viruse. PoloZaj, veli¢ina i funkcija odredenog broja otvorenih okvira
Citanja su dobro konzervirani, sekvencirani i veoma dobro prouceni. U okviru genoma
papilomavirusa, nalazi se region veli¢ine jedne kilobaze koji ne sadrzi otvorene okvire
Citanja, a koji je u literaturi poznat pod razli¢itim nazivima kao $to su dugi kontrolni
region (engl. Long Control Region - LCR), uzvodni regulatorni region (engl. Upstream

Regulatory Region - URR) ili nekodirajuci region.
1.2.4 Klasifikacija HPV

U proslosti papiloma virusi su bili klasifikovani zajedno sa polioma virusima u
okviru jedne familije Papovaviridae. To je bilo uslovljeno slicnostima papiloma i
poliomavirusa kao Sto su genomska dvolancana cirkularna DNK, ikozaedarni kapsid
sastavljen od 72 pentamere, virion bez omotaca i jedro Celije kao mesto gde se odvija
virusna replikacija i sklapanje viriona. Medutim, na osnovu podataka dobijenih
sekvenciranjem utvrdeno je da genom papiloma virusa nema znacajnu homologiju sa
genomom polioma virusa i ima jednosmernu transkripciju za razliku od polioma
virusa kod kojih je transkripcija dvosmerna. Zbog navedenih razlika, papiloma virusi
su izdvojeni u posebnu familiju Papillomaviridae prema sedmom izveStaju
Internacionalnog komiteta za taksonomiju virusa (engl. International Commitee on
Taxonomy of Viruses-ICTV) (Bernard, 2010). [ako su papiloma virusi izolovani kod

razliCitih sisara, ptica i reptila, najbolje prouceni su humani papiloma virusi. Do danas
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izolovano je najmanje 150 tipova humanog papiloma virusa kao i 60 tipova

Zivotinjskih papiloma virusa (Doorbar i sar., 2012).

Tradicionalna klasifikacija papiloma virusa podrazumeva podelu na tipove i
oslanja se na njihovu specifi¢nost za pojedinu vrstu (de Villiers i sar., 2004). U novije
vreme, na osnovu komparativne homologije L1 ORF izvrSena je filogenetska
organizacija, jer iako papiloma virusi imaju sli¢nu organizaciju genoma, razlika medu

najdivergentnijim sekvencama L1 moZe da bude i preko 40%.

Trenutna Kklasifikacija, formalno predloZena u osmom izvesStaju Internacionalnog
komiteta za taksonomiju virusa deli papilomaviruse na sledece kategorije: rod (lat.
genus), vrsta (lat. species), tip, podtip i varijanta (Bernard, 2010). NajSira kategorija
klasifikacije je rod. Papiloma virusi se dele na 29 rodova od kojih je svaki oznacen
slovom grckog alfabeta. U okviru odredenog roda, DNK L1 svi ¢lanovi dele viSe od
60% identicne sekvence. Genomi papiloma virusa u okviru iste vrste dele sekvencu
koja je identi¢na izmedu od 60 do 70%, dok u okviru istog tipa dele sekvencu
identi¢nu od 71% do 89%. Takode, za pojedini tip HPV, definisani su podtipovi koje
karakteriSe identi¢na sekvenca od 90% do 98% i varijante sa identicnom sekvencom
preko 98% (Tabela 1.) (Howley i sar., 2013). Varijante HPV se klasifikuju na osnovu
razlika u sekvenci DNK L1 gena koje iznose oko 1% i oznacavaju se kao linija (engl.
lineage), dok se sli¢ne razlike u DNK sekvenci od 0, 5 do 1, 0% nazivaju podlinijom
(engl. sublineage)(Cornet i sar, 2012)( Burk i sar., 2013)(Kukimoto i Muramatsu,
2015).
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Tabela 1. Kategorije klasifikacije papiloma virusa

Klasifikaciona kategorija Osobina klasifikacione kategorije

1. Rod sekvenca identi¢na viSe od 60%

2. Vrsta sekvenca identi¢na od 60% do 70%
3.Tip sekvenca identi¢na od 71% do 89%
4. Podtip sekvenca identi¢na 90% do 98%

5. Varijanta sekvenca identi¢na preko 98%

Humani papiloma virusi grupisani su u 5 rodova: Alpha-, Beta-, Gamma-, Mu-, i Nu-
papillomavirus (slika 3.) Humani papiloma virusi koji imaju najve¢i medicinski znacaj,
to jest povezani su sa karcinomima pripadaju rodu alfa. Tipovi koji su povezani sa
karcinomom grlica materice, cesto oznaceni kao visoko onkogeni tipovi, pripadaju
vrstama 5, 6, 7, 9 i 11. Humani papiloma virus tip 16 koji se najc¢esS¢e nalazi u
karcinomima grlica materice, pripada vrsti devet, a tip 18 slede¢i po ucestalosti

pripada vrsti sedam (Howley i sar., 2013).

Do danas je opisano vise intragenotipskih linija i podlinija HPV 16: a) linija A
(ranije oznacavana kao Evro-azijska) sadrzi podlinije A1, A2 i A3 (Evropske, EUR) i
A4 (Azijska), b) linija B (Africka 1, AFR1) sadrzi podlinije B1 i B2, c¢) linija C (Africka 2,
AFR2) d) linija D (Severnoameritka/Azijsko-Americka) sadrZi podlinije D1
(Severnoamericka, NA), D2 (Azijsko-Americka 2, AA2), i D3 (Azijsko-Americkal, AA1)
(Kukimoto i Muramatsu, 2015).
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Slika 3. Klasifikacija humanih papiloma virusa (Doorbar i sar., 2012).

Postoje snazni dokazi da pojedine varijante genotipa HPV 16 imaju razliCite efekte
u pogledu perzistencije, progresije u prekancerozne lezije i razvoju karcinoma.
Najveci broj studija ukazuje da neevropske varijante (non-E) pokazuju visSi stepen
patogenosti od evropske (E), odnosno da ceSce izazivaju perzistenciju, kao i
prekancerozne lezije. Postoje i pouzdani dokazi da neevropske varijante genotipa HPV
16 povecavaju rizik od pojave karcinoma, a posebno je ovaj rizik povezan sa
varijantom AA (Zuna i sar., 2009) (Schiffman i sar., 2010). Genomske varijante HPV 18
su grupisane u tri glavna ogranka: Azijsko-Americki (AA), Evropski (E) i Africki (Af)
(Arias-Pulido i sar., 2005).

NajceS¢i uzrolCnik genitalnih bradavica tip 6 pripada vrsti deset. Nasuprot

najveem broju vrsta u okviru Alfa roda, pripadnici alfa vrste 4 (HPV2, HPV27 i

10
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HPV57) su primarno infektivni za negenitalnu kozu. Pripadnici rodova Beta, Gama, Mu

i Nu takode inficiraju delove koZe izvan regiona genitalija. U okviru roda Beta nalaze

se i Epidermodisplasia verruciformis (EV) vrste, jer dovode do pojave lezija kod

pacijenata sa EV (Tabela 2) (Howley i sar., 2013).

Tabela 2. Znacaj pojedinih tipova i rodova HPV, njihovog tropizma i onkogenosti u

humanim oboljenjima (modifikovano prema Tommasino, 2014)

£
— @
s X
g . Lo
g |2 g Tip HPV Oboljenje (% udeo)
o~ = &
HPV16 Planocelularni karcinom (~50)
y= Adenokarcinom grli¢a materice (~35)
Eé’o Orofarinealni karcinom (~25)
= % HPV18 Planocelularni karcinom (~20)
S 2 Adenokarcinom grli¢a materice (~35)
é .2 HPV31, 33, 35, 39, 45,51, 52, 56, 58, Planocelularni karcinom (~30)
> |59
~ | HPV6,11 Benigne genitalne lezije
Eé’n Respiratorna papilomatoza
-
S8 § | HPV13,32 oralna fokalna epitelijalna hiperplazija
22
5 g
SIS
£ HPV2, 3,27,57 koZne bradavice
<< Eo
=
2
= = HPV1 kozne bradavice
= | 8
=
R,
HPV5i8 Prvi beta tipovi HPV izolovani su iz
. planocelularnog karcinoma osoba sa EV
4
@ HPV9, 12, 14, 15,17, 19-25, 36-38, 47, | Najverovatnije povezani sa
= 49,75, 76,80,92,93,96,98-100, 104, | planoceluranim karcinomom osoba sa EV
S 105,107,110, 111, 113,115,118, 120, | imunokompromitovanih i
2 122,124, 143,145, 150- 152, 159 imunokompetentnih osoba
HPV4, 48, 50, 60, 65, 88, 95,101,103, | Nepoznato
© 108,109,112,115,116,119,121, 123,
% 126-142, 144, 146-149, 153-158, 161-
© 170
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1.3 Replikacija HPV

Papiloma virusi su visoko specifi¢ni za vrstu i za celije plocastih epitela. Pojava
produktivne infekcije zavisi od prirode mesta u epitelu gde se odigrala infekcija, kao i

od prisustva spoljnih faktora kao Sto su hormoni i citokini (Howley i sar., 2013).

Produktivna infekcija Celija HPV moZe da se podeli na rani i kasni stadijum. Ovi
stadijumi su povezani sa fazama diferencijacije epitelnih Celija. Bazalne ¢Celije su jedine
Celije plocastog epitela koje mogu da se dele. Stoga, HPV mora da inficira bazalnu
¢eliju plocastog epitela kako bi se uspostavila infekcija. Prisustvo virusne DNK u
bazalnim i parabazalnim ¢elijama papiloma, transkripata virusa u bazalnim c¢elijama
epidermisa i pojedinih ranih virusnih proteina potvrduje navedenu tvrdnju.
Ekspresija kasnih gena, sinteza proteina kapsida, sinteza vegetativne virusne DNK i
formiranje viriona javlja se samo u plocastim epitelnim ¢elijama u fazi terminalne

diferencijacije (Howley i sar., 2013).

1.3.1 Adsorpcija

Proces infekcije humanim papiloma virusima jedinstven je po tome Sto je tesno
povezan sa zZivotnim ciklusom ovih virusa u slojevitom plocastom epitelu. Kao Sto je
ve¢ navedeno, kako bi se uspostavila produktivna infekcija papilomavirusima
neophodno je da dode do infekcije celija bazalnog epitela (Howley i sar., 2013).
Smatra se da je za uspostavljanje infekcije neophodno oStecenje epitela
(makroskopsko ili mikroskopsko) kako bi pristup virusa bazalnoj lamini bio mogu¢
(Doorbar i Quint, 2012). Kako bi selektivna infekcija bazalnih keratinocita bila
moguca, virioni HPV su razvili sposobnost da se prvenstveno vezuju za heparan sulfat
proteoglikane (HSPGs) na bazalnoj lamini pre nego za celije. Dve glavne familije
HSPGs su glipikani i sindekani. Za infekciju HPV 11 i vezivanje virusu sli¢nih Cestica
(engl. virus like particle-VLP) VLP HPV16 izgleda nije neophodan specifican HSPGs

receptor. Sindekan-1 je predominantni HSPG u epitelnom tkivu, pa se pretpostavlja da

12
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je on primarni receptor za vezivanje HPV in vivo zbog visokog nivoa ekspresije u
ciljnim celijama kao i povecanje broja ovih molekula tokom zaceljivanja rane (Sapp i
Day, 2009). Vezivanje za bazalnu membranu inicira konformacione promene kapsida
koje omogucavaju enzimsko isecanje visoko konzerviranog N-terminalnog dela L2

peptida furinom ili proprotein konveratazama 5/6 (Slika 4.) (Howley i sar., 2013).

- 5
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Slika 4. Model in vivo infekcije papiloma virusima (Howley i sar., 2013)

Navedeni proces dovodi do ubrzavanja transfera viriona do drugog receptora na
bazalnim keratinocitima koji je neophodan za penetraciju virusa i sledstveni transfer
virusnog genoma do jedra celije. lako je uloga 06 integrina i receptora za hormone
rasta, kao sekundarnih receptora u ovom procesu detaljno ispitivana, priroda ovog
receptora za sada je nepoznata. U novije vreme, predloZen je alternativni model
adsorpcije, prema kome virioni mogu da interreaguju sa razli¢itim receptorima za
hormone rasta na povrSini Celija, kao visokomolekulski kompleksi koji sadrze

enzimski liziran HSPG i vezane faktore rasta (Doorbar i Quint, 2012).
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1.3.2 Penetracija i dekapsidacija

Ulazak, odnosno penetracija virusa u celiju odvija se endocitozom. U do sada
sprovedenim studijama utvrdeno je da se penetracija kapsida u ¢eliju odvija klatrin
zavisnim ili klatrin nezavisnim procesom preko ranih, a potom kasnih endozoma,
izuzev dve studije koje predlazu model penetracije koji zavisi od kaveolina sa
prenosom viriona do endoplazmatskog retikuluma, odnosno model koji u endocitozi
viriona zahteva prisustvo mikrodomena obogaéenih tetraspaninom (Howley i sar.,

2013).

U proces internalizacije i prenosa viriona kroz ¢eliju ukljuceno je viSe celijskih
faktora. Za otvaranje mesta enzimskog isecanja furinom na L2 proteinu neophodno je
prisustvo ciklofilina B i peptidil-prolil cis/trans izomeraze. Za inhibiciju usmeravanja
kapsida ka lizozomima odgovorna su dva proteina: sorting nexin 17 i FAK-fokalna
adheziona kinaza. Dekapsidacija se, barem delimi¢no, odvija u Lamp-2 pozitivnim
kasnim endozomima, posle 8 do 12 sati od vezivanja za povrsinu celije. Kompleksi L2
proteina i genoma izlaze iz kasnih endozoma. Konzervirani segment na C kraju L2
peptida sa izraZzenom aktivno$¢u osStecivanja i probijanja membrane je uklju¢en u
mehanizam endozomolize. Takode, aktivnost transmembranske proteaze, g-sekretaze
neophodna za infekciju, ima odredenu ulogu u napustanju endozoma. Kretanje kroz
citoplazmu ka jedru odvija se mikrotubulima uz pomo¢ motornog preotina dineina.
Kako je za infekciju, barem in vitro, neophodan uslov Celijska deoba, pretpostavlja se
da je za ulazak kompleksa L2-genom, u jedro Celije, neophodno da postoji poremecaj

integriteta membrane jedra koji se dogada tokom mitoze (Howley i sar., 2013).

1.3.3 Virusna transkripcija

Transkripcija papilomavirusa je sloZena, jer podrazumeva ucesce viSe promotora,
viSestruke obrasce obrade transkripata i sintezu razlic¢itih iRNK u razli¢itim ¢elijama.

Tako na primer kod HPV 31, protein P97 predstavlja glavni promotor aktivan u
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nediferentovanim cCelijama koji usmerava ekspresiju E6 i E7 uz neke druge produkte
ranih gena, analogan je proteinima P97 HPV16 i P1os HPV18. Posle diferencijacije
imortalizovanih keratinocita u kojima se nalazi epizomalna DNK HPV 31 aktiviraju se
kasni promotori zavisni od diferencijacije, Ps70 za HPV 16 i P72 za HPV31 koji
upravljaju ekspresijom produkata kasnih gena, kao Sto su L1 i L2 i poveanom
ekspresijom E1 gena. Takode, postoje razlike u transkripciji i ekspresiji E6 i E7 gena
kod visoko- odnosno nisko onkogenih tipova HPV. Kod visoko onkogenih tipova HPV
jedan promotor (P97 za HPV16 i HPV31 ili P1os za HPV18) upravlja sintezom iRNK za
E6 ili E7 kao intaktnom ili pojavom "splajsova" (engl. splicing) u E6 genu. Nasuprot
ovome, kod nisko onkogenih tipova kao Sto su HPV6 i HPV 11, E6 i E7 geni se

eksprimiraju pod kontrolom dva nezavisna promotora (Howley i sar., 2013).

1.3.3.1 Regulacija transkripcije (Cis elementi)

Proces transkripcije zavisi od faze diferencijacije epitelnih Celija, kao i od celijske
transkripcije, "splajsovanja" (engl. splicing), kao i drugih faktora koji uti¢u na proces
obrade RNK. Dugi kontrolni region (engl Long Control Region - LCR) sadrzi
pojacivacke elemente (cis elementi) koji reaguju kako na ¢elijske faktore tako i na
regulatorne elemente kodirane virusnom nukleinskom kiselinom. Ovi pojacivacki
elementi igraju znacajnu ulogu u inicijalnoj ekspresiji virusnih gena i moZda u
odrzavanju virusne latencije. Utvrden je odreden broj vezuju¢ih mesta na LCR
razlic¢itih papiloma virusa koja vezuju na primer AP1, SP1, Oct-1 i YY1. Takode, LCR
sadrZi i vezujuca mesta za proteine koje kodira virusna DNK kao $to je E2 i pocetno

mesto replikacije DNK koje vezuje E1 faktor replikacije (Howley i sar., 2013).
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1.3.3.2 E2 regulatorni protein

Regulatorni protein E2 ima dobro karakterisane regulatorne funkcije, koje
upravljaju virusnom transkripcijom, replikacijom virusne DNK i dugoroc¢nim
odrzavanjem epizoma. Prvo je otkrivena uloga E2 kao aktivatora transkripcije
posredovana elementima unutar virusnog genoma koji reaguju na prisustvo ovog
proteina. Dva domena ovog proteina su dobro konzervirana kod svih papilomavirusa:
a) domen odgovoran za vezivanje DNK i dimerizaciju na karboksiterminalnom delu
proteina i b) transaktiviSu¢i domen koji je na aminoterminalnom kraju molekula. Ova
dva domena razdvojena su regionom Sarke koji nije dobro konzerviran kako u
pogledu duZine tako i u pogledu amino-kiselinskog sastava (Howley i sar., 2013).
Proucavanjem, na modelu govedeg papiloma virusa identifikovane su tri vrste ovog
proteina. Protein potpune duZine (E2TA) koji moZe da ima ulogu kao transaktivator ili
represor u zavisnosti od mesta u okviru regiona promotora/pojacivaca. Dve krace
forme E2 proteina koje se nazivaju E2TR i E8/E2 imaju ulogu represora zato Sto mogu
da inhibisu ulogu transaktivatora E2TA. Ove forme sadrZe domene za vezivanje DNK i
dimerizaciju, ali im nedostaje transaktivisu¢i domen. E2TR i E8/E2 mogu da inhibisu
transkripcionu i transaktiviSu¢u ulogu polipetida pune duZine kompeticijom za vezna
mesta na DNK, kao i stvaranjem neaktivnih heterodimera sa transaktiviSu¢im
proteinom pune duZine. Mutacije u otvorenom okviru ¢itanja E2 kod BPV1 imaju
plejotropne efekte, koji remete transformaciju, replikaciju i transkripciju (Doorbar i

Quint, 2012; Howley i sar., 2013).

Potvrdeno je da je ekspresija ranih HPV gena pod kontrolom produkta virusnog E2
gena, koji kontroliSe elemente unutar LCR osetljive na protein E2. Vezivanje proteina
E2 za delove LCR rezultuje u izmeni aktivnosti promotora. Kod HPV16 i HPV18
transkripcija E6 i E7 gena je pod kontrolom ranog promotora (P97-HPV16 i P1os-
HPV18) koji se nalaze u LCR delu genoma. U humanim epitelnim ¢elijama protein E2
pune duZine moZe da izazove represiju aktivnosti promotora P97 i P105. Ushodno od

ova dva promotora nalaze se Cetiri vezuju¢a mesta za E2 protein koja posreduju
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navedenu represivnu aktivnost, a osim toga za ovu aktivnost je neophodna i
transkripciona aktivnost proteina E2. Uz navedene uloge proteina E2, znacajna je i
njegova uloga u replikaciji DNK. Protein E2 potpune duZine ima Kriti¢cnu dopunsku
ulogu za replikaciju virusne DNK, Sto je najbolje prouceno kod govedih papiloma
virusa BPV, kod kojih je potvrdeno da E2 formira kompleks sa E1 kako bi pojacao
afinitet E1 za pocCetno mesto DNK replikacije (Doorbar i Quint, 2012; Howley i sar.,
2013).

Takode, prisustvo ovog proteina neophodno je za dugotrajno odrZavanje virusnog
genoma u epizomalnoj formi. Ipak za perzistenciju virusnog genoma u ovoj formi nije
dovoljna samo funkcija proteina E2 u replikaciji virusne DNK, ve¢ je neophodno i
prisustvo cis minihromozoma koji sadrze viSestruka mesta vezivanja za E2 protein. U
prisustvu E2, epizomalni genomi koji sadrZze vezujuca mesta za E2, udruZuju se sa
mitotskim hromozomima. Osim toga, protein E2 pospeSuje segregaciju virusnog
genoma kroz istovremenu interakciju sa kondenzovanim mitotskim hromatinom,
povezujuéi virusni genom sa celularnim mitotskim hromozomima, Sto osigurava
prisustvo virusnog genoma unutar jedrove ovojnice, koja se ponovo formira tokom
telofaze. Prisustvo TA domena je neophodno za opisano povezivanje sa mitotskim
hromozomima i odrZzavanjem genoma u Celijama koje se dele, a pojava specificnih
mutacija u TA domenu onemogucava povezivanje sa mitotskim hromozomima.
Znacajnu ulogu u ovoj ulozi proteina E2 imaju odredeni cCelijski faktori kao Sto su
Brd4, Ch1R. Pojedini HPV tipovi koji pripadaju rodu alfa-papilomavirus (HPV11,
HPV16 i HPV18) pokazuju vedi afinitet za vezivanje proteina E2 sa deobnim vretenom,
odnosno za vezivanje na lokusima ribozomalne DNK pericentromeri¢nih regiona

hromozoma kod HPV8 (Doorbar i Quint, 2012; Howley i sar., 2013).
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1.3.3.3 Ekspresija kasnih gena

Kasne virusne funkcije, kao Sto su sinteza vegetativne DNK, sinteza proteina
kapsida i sklapanja virusnih Ccestica odvijaju se isklju¢ivo u diferentovanim
keratinocitima. Regulacijom transkripcije kasnih gena upravlja specifi¢ni promotor
koji postaje aktivan samo u terminalno diferentovanim keratinocitima. Kasni geni
ukljucuju gene za proteine kapsida L1 i L2, kao i E4 koji se nalazi u okviru regiona koji
obuhvata rane gene HPV. Promotori koji reguliSu transkripciju kasnih gena se ne
nalaze u LCR, ve¢ u okviru E7 gena (na primer P742 kod HPV31 i Ps70 kod HPV16).
Diferencijacija kertinocita moze samostalno da aktivira nizak nivo kasne transkripcije,
a takode i amplifikacija genoma moZe da dovede do povecanja nivoa ekspresije kasnih
gena. Ekspresija kasnih gena L1 i L2 regulisana je na nivou posttranskripcije. Opisani
su cis elementi odgovorni za navedenu regulaciju, koji se nalaze u 32 regiona kasne
RNK, koji se ne prevode u proteine (engl. untranslated regions-UTRs). Ovi negativni
regulatorni elementi dovode do inhibicije stabilnosti kasne iRNK. Postoje najmanje tri
razlicita Celijska faktora (65-kD subjedinica U2 pomoénog faktora splajsovanja, 64-kD
subjedinica faktora koji stimuliSe isecanje i Elav protein slican HuR) koji reguliSu nivo
RNK na nivou postranskripcije. Postoje pretpostavke, da su ovi i drugi Celijski faktori
odgovorni za jedarno zadrzavanje ili nestabilnost u citoplazmi jedarnog retencionog
elementa (engl. nuclear retentnion element NRE). Diferencijacija keratinocita bi
potom vodila promenama navedenih celijskih faktora sa sledstvenim prekidom

inhibicije obrade kasne iRNK (Howley i sar., 2013).

1.3.4 Sklapanje i izlazak virusnih cestica

Sklapanje virusne cCestice odvija se u terminalno diferentovanim keratinocitima u
kojima je doSlo do replikacije virusnog genoma i ekspresije proteina viriona. Ulazak
L1 i L2 proteina u jedro ovih Celija posredovan je ¢elijskim karioferinima (posebno

Kap alfaZ/betal heterodimer), koji mogu da sprece sklapanje nezrelog L1 u
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citoplazmi. L2 protein moZe da poveca efikasnost reakcije sklapanja, koji se u jedru
povezuje sa Hsc70 koji moZda ucestvuje u reakciji sklapanja, ali ga u L1/L2 kapsidu
koji sadrzi genom nema. Pretpostavlja se da se mehanizam enkapsidacije zasniva na
sposobnosti razlikovanja veli¢ine nukleinske kiseline. Nascentni kapsidi mogu da se
nalaze u blizini bilo koje jedarne DNK u obliku nestabilne otvorene strukture. Stabilna
zatvorena struktura moze da se formira samo ukoliko je velicina DNK molekula oko 8
kb Sto odgovara virusnom genomu. Pojava zavisnosti postupka enkapsidacije od L2
proteina varira u zavisnosti od tipa papiloma virusa. Tako, enkapsidacija DNK gotovo
potpuno izostaje kod ekspresije samo BVP1 L1, dok HPV16 L1 efikasno enkapsulira
pseudovirusne genome ili fragmente linearne ¢elijske DNK, iako su dobijene virusne
Cestice suStinski neinfektivne (Howley i sar., 2013). Izlaganje formiranih kapsida
oksidativnoj okolini u terminalno diferentovanom slojevitom epitelu, dovodi do
stabilizacije kapsida formiranjem disulfidnih veza izmedu konzerviranih cisteinskih
rezidua susednih L1 monomera. Ovaj proces sazrevanja kondenzuje kapsid i €ini ga
otpornijim na proteolizu. Na ovaj proces nemaju uticaja ni L2 proteini ni virusna DNK.
Formirane virusne Cestice sadrze 360 molekula L1 organizovanih u 72 pentamerne

kapsomere i najviSe 72 L2 molekula (Slika 5.) (Sapp i Day, 2009).

Slika 5 - Mehanizam sklapanja viriona HPV-a (Modis i sar., 2002)
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Protein E4 prisutan u znatnoj koli¢ini, prema nedovoljno potvrdenim
pretpostavkama, moze da doprinese oslobadanju viriona u gornjim slojevima epitela,
bududi da se organizuje u amiloidna vlakna koja remete strukturu keratina. Papiloma
virusi nisu litiCni, a oslobadanje virusa se dogada kao posledica uobicajenog gubitka
integriteta jedarne i citoplazmatske membrane tokom terminalne diferencijacije
inficiranog keratinocita. Pojava kolapsa citokeratinskih filamenata posredovana E4

proteinom izgleda ima ulogu u oslobadanju virusne cestice (Doorbar i Quint, 2012).

1.3.5 Replikacija virusne DNK

Postoji tri razliCita nacina replikacije kod papilomavirusa. Prvi se javlja posle
infekcije u bazalnim keratinocitima, kada je broj kopija virusnog genoma nizak (50-
100 kopija). O ovom nacinu replikacije virusne DNK, jo$ uvek ima veoma malo
informacija. Drugi nacin replikacije virusne DNK odvija se u celijama u kojima se
nukleinska kiselina odrzavase kao stabilni epizom u viSe kopija i replikuje se prose¢no
jednom po celijskom ciklusu tokom S-faze, sinhronizovano sa hromozomima
domacina. Replikacija virusnih epizoma omogucava perzistentnu infekciju u bazalnim
Celijama epiderma. Vegetativna DNK replikacija javlja se u diferentovanijim c¢elijama
papiloma. Ove Celije ne prolaze kroz celijski ciklus i nisu sposobne da podrZe sintezu
Celijske DNK. Posredstvom E6 i E7, HPV aktivira mehanizme replikacije DNK i
otpocinje vegetativna sinteza virusne DNK koja produkuje genome koji ¢e tokom

procesa sklapanja biti uneseni u otvorene kapside (Howley i sar., 2013).

1.3.5.1 PocCetno mesto replikacije DNK

PocCetno mesto replikacije DNK sadrZi najmanje region bogat adeninom (A) i
timinom (T) (engl. A+T rich region ATR), E1 vezuju¢e mesto koje ukljucuje region

dijadne simetrije-palindrom (engl. region of dyad symmetry-DSR) i mesto vezivanja
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E2. Replikacija DNK zavisna od pocetnog mesta replikacije moze da se pokrene in vitro
pomocu celijskih ekstrakata koji sadrZe visoku koncentraciju iskljucivo E1 u odsustvu
E2. Protein E1 je virusni faktor esencijalan za replikaciju i ima ulogu od ATP-a zavisne
helikaze. Uloga proteina E2 je pomoc¢na u procesu virusne replikacije, aktivacija i
vezivanje E1 za poCetno mesto replikacije je stabilizovana interakcijom sa proteinom
E2 i vezivanjem E2 za mesta u blizini poCetnog mesta replikacije virusne DNK

(Doorbar i Quint, 2012; Howley i sar., 2013).
1.3.5.2 E1 protein

E1 protein je visoko konzerviran medu papilomavirusima. Ovo je nuklearni
fosfoprotein mase 68-kD koji se specificno vezuje za pocetno mesto replikacije. Sama
po sebi, ova veza je slaba, a interakcija sa E2 proteinom je stabilizuje. E1 protein je
aktivan u formi heksamera, ima DNK zavisnu ATP-aznu i helikaznu aktivnost koja se
vezuje za C terminalni kraj molekula, a neposredno uz ovaj region je i sekvenca duZine
160 amino kiselina koja predstavlja mesto za vezivanje DNK (Fernandes i de Medeiros
Fernandes, 2012). Takode, njegovo prisustvo neophodno je za inicijaciju i elongaciju
virusne DNK. Osim interakcije sa proteinom E2, potvrdeno je vezivanje E1 proteina sa
¢elijskim proteinima kao $to je p180 subjedinica Celijske DNK polimeraze &-primaze i
tako pokrece celijski mehanizam DNK replikacije ka poc¢etnom mestu replikacije
virusne DNK. Takode, precizno kontrolisana, sa ¢elijskim ciklusom sinhronizovana,
replikacija virusnih genoma zavisi od veze E1 sa kompleksom ciklina E-Cdk2

specificnim za S-fazu (Howley i sar., 2013).

1.3.5.3 Funkcije E2 proteina u replikaciji virusa

Iako, protein E2 nije esencijalan za replikaciju zavisnu od pocetnog mesta in vitro,
protein E2 znacajno stimuliSe sposobnost E1 da otpocne replikaciju DNK, znacajno
pospesuje sposobnost E1 proteina da se vezuje za pocetno mesto replikacije i moze da

smanji represiju in vitro replikacije virusne DNK posredovanu nukleozomom.
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Kompleks E1-E2 je prekursor veceg multimernog E1 kompleksa, koji posle uklanjanja
E2 izvija pocetno mesto replikacije i na posletku rasplice heliks DNK. Heksamerna
forma E1 proteina povezana sa helikaznom i ATP-aznom aktivnos$¢u je presudna za

otpocinjanje DNK replikacije (Howley i sar., 2013).
1.3.5.4 Vegetativna DNK replikacija

Ovaj nacCin replikacije virusne DNK neophodan je za formiranje genoma koji ¢e
omoguciti morfogenezu virusnih ¢estica. Mehanizmi koji reguliSu prelazak iz stanja
mehanizma odrzavanja epizoma u vegetativnu replikaciju virusne DNK nije poznat.
Ovaj prelazak mozda ukljucuje odsustvo kontrolnih ¢elijskih faktora u keratinocitima
koji se diferentuju. Relativni nivoi virusnih faktora kao Sto su E1 ili E2 (ili njihove
modifikacije) mogu da se promene u keratinocitima koji se diferentuju. Pretpostavlja
se da mehanizam vegetativne replikacije moZe da se odvija na dvosmerni nacin preko

O(teta)-strukturnih intermedijera, slicno kao kod polioma virusa (Howley i sar., 2013).

1.4 Zivotni ciklus HPV, transformacija i imortalizacija inficiranih éelija
1.4.1 Zivotni ciklus HPV

Za pocCetak HPV infekcije, neophodna je pojava mikrotraume u viSeslojnom epitelu,
kako bi infektivni virioni mogli da dopru do bazalne lamine. Inficirane bazalne Celije, u
kojima se virusni genom odrZava u obliku epizoma, formiraju rezervoar infekcije.
Razlic¢iti dogadaji u Zivotnom ciklusu virusa odvijaju se u razli¢itim slojevima epitela
(Slika 6.). U lezijama koje izazivaju tipovi HPV visokog rizika (kao Sto je HPV 16),
deSava se ekspresija E6 i E7 kod celija u nizim slojevima koje prolaze kroz celijski
ciklus i stimulisane su na podelu. U srednjim slojevima, proteini neophodni za
amplifikaciju virusnog genoma su u poviSenoj koncentraciji i iniciraju amplifikaciju
virusnog genoma. U navedenim celijama koje su obi¢no u S ili G2 fazi dolazi do

ekspresije E4. U gornjim slojevima epitela, Celije izlaze iz Celijskog ciklusa, a u grupi E4
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pozitivnih Celija, eksprimiraju se L1 i L2 virusni proteini, omogucavajuci stvaranje
virusnih cestica. Smatra se da HPV moZe da inficira kolumnarne epitelne Ccelije,
rezervne epitelne celije, i Celije skvamo-kolumnarne spojnice u cervikalnoj zoni
transformacije i endocerviksu. Infekcija navedenih tipova celija moze da bude
povezana sa razli¢itim oblicima progresije bolesti i sa pojavom adenokarcinoma

(Doorbar i Quint, 2012).
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Slika 6. Zivotni ciklus HPV (Doorbar i Quint, 2012)

1.4.2. Transformacija i imortalizacija papiloma virusima

Pojedini papiloma virusi su sposobni da izazovu celijsku transformaciju, Sto je i
potvrdeno u in vitro uslovima u kulturi ¢elija. Najbolje proucen iz ove grupe papiloma
virusa je govedi papiloma virus-1 (BPV1) koji transformiSe celije nakon infekcije
miSije C127 i NIH 3T3 C(elijske linije. Ispitivanja koja su izazivala imortalizaciju
primarne Celijske kulture glodara, humanih fibroblasta i/ili humanih keratinocita

omogucila su uvid u proces transformacije i imortalizacije izazvan HPV. Navedena
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ispitivanja pokazala su da su glavni onkogeni HPV geni E6 i E7, a proces imortalizacije
u navedenim primarnim c¢elijama sposobni su da izazovu samo visoko onkogeni HPV

tipovi, ali ne i nisko onkogeni HPV tipovi (Howley i sar., 2013).
1.4.2.1 HPV E6 gen

Protein HPV E6 je velic¢ine oko 150 amino kiselina i sadrzi Cetiri sekvence Cys-X-X-
Cys koji vezuju cink. Prva otkrivena funkcija E6 visoko rizi¢nih tipova HPV roda alfa-
papiloma virusa (na primer HPV 16 i HPV 18) u procesu transformacije bila je njegova
sposobnost komplementarne aktivnosti sa E7 u imortalizaciji humanih keratinocita.
Ova aktivnost objasnjenja je njegovom sposobnoS¢u da formira kompleks sa p53,
osobina koju nemaju E6 proteini nisko onkogenih HPV tipova. Posredstvom
interakcije sa p53, E6 blokira ulogu p53 u transkripciji, jer izostaje aktivacija na p53
osetljivih promotora. Nivo p53 proteina je, uopsteno govoreci, nizak u HPV pozitivnim
¢elijama karcinoma kao i celijama imortalizovanim HPV onkoproteinima, jer E6
protein visoko onkogenih HPV tipova pospesuje od ubikvitina zavisnu degradaciju
p53. Nakon vezivanja E6 proteina odnosno formiranja kompleksa sa ¢elijskom
ubikvitin-protein ligazom E6AP, dolazi do vezivanja ubikvitinina za p53 protein Sto za
posledicu imaazgradnju p53 delovanjem 26S celijskog proteozoma (Slika 7.) (Howley
isar.,, 2013).
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Slika 7. Mehanizam degradacije p53 posredovan formiranjem kompleksa

E6/E6AP (Howley i sar., 2013)
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Osim toga, poluzivot p53 je drasticno smanjen u celijima u kojima se dogada
ekspresija E6, a E6 sprecava porast p53 kada se cCelije izloZe genotoksi¢nim agensima.
HPV E6 poseduje i antiapoptotsku aktivnost posredovanu izmenom regulatornih

funkcija p53 neophodnih za regulaciju ¢elijskog ciklusa (Howley i sar., 2013).

Nivoi p53 u cCelijama koje je imortalizovao E6 ili HPV pozitivnim celijama
karcinoma su, u proseku, dva do tri puta niZi u poredenju sa normalnim celijama. U
¢elijama koje nisu inficirane sa HPV dolazi do znacajnog porasta p53, posle oStecenja
DNK ili genotoksi¢nog stresa. Visi nivoi p53 mogu da dovedu do zastoja rasta u G1 fazi
Celijskog ciklusa ili do apoptoze, kao deo odbrambenog mehanizma Ccelije, koji
omogucava reparaciju nastalih o$te¢enja DNK ili uklanjanje ¢elije. Celije u kojima se
odvija ekspresija E6, ne pokazuju porast nivoa p53 posredovan oSte¢enjem DNK,
ukazuju¢i na sposobnost E6 da pospeSi degradaciju p53 i spreCi porast nivoa p53
iznad odredenog grani¢nog nivoa. PoviSeni nivoi p53 mogu da vode ili u apoptozu ili
zaustavljanje Celijskog ciklusa u G, transkripcijom proapoptotskih gena ili p21¢pl,
Virusni onkoproteini mogu da poremete ovu regulatornu ulogu p53, bilo formiranjem
stabilnog ali nefunkcionalnog kompleksa bilo ubikvitilacijom i pojatanom proteolizom

(Slika 8.).
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Slika 8. Virusna infekcija, ekspresija E7 i agensi koji oSte¢uju DNK podizu nivo

p53(Howley i sar., 2013)
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Protein E6 HPV 16 vezuje se za E6AP u okviru domena na N terminalnom kraju i
usmerava E6AP da ubikvitiluje p53. Otkriveno je takode nekoliko potencijalnih od E6
nezavisnih supstrata E6AP, ukljucuju¢i humani homolog kvasnickog RAD23 proteina
koji je uklju¢en u mehanizam popravke ekscizije nukleotida, Blk kinazu iz src familije i
MCM7 podjedinicu ‘"licencing”" faktora replikacije. Takode E6 indukuje
samoubikvitilaciju E6AP. Postoji pretpostavka da preusmeravanje aktivnosti E6AP
prema p53 posredovano E6 proteinom uti¢e na pospeSivanje ili inhibiciju dejstva
E6AP na njegove uobiCajene supstrate, Sto takode mozZe da bude jedan od
mehanizama E6 proteinom posredovane transformacije celije. E6GAP je deo razlicitih
¢elijskih kompleksa, kao S$to je na primer proteazom i E6 protein postaje deo ovih
celijskih kompleksa preko E6AP. Stoga je moguce da su i druge p53 nezavisne
aktivnosti E6 proteina, posredovane E6AP putem ovih celijskih kompleksa (Howley i

sar., 2013).

Jedna od vaznijih p53 nezavisnih aktivnosti E6 HPV 16 jeste njegova sposobnost
da aktivira telomeraze u keratinocitima. Takode, E6 protein moZe da indukuje i
nestabilnost u genomu, Sto je potvrdeno detekcijom translokacija i aneuploidija, kao i
pojavom odrZavanja epizomalne replikacije tokom Zivotnog ciklusa virusa, odnosno

imortalizacijom humanih epitelnih ¢elija (Klingelhutz, 1996).

1.4.2.2 Protein E7

Protein E7 kod visoko onkogenih HPV tipova je mali protein veli¢ine oko 100
amino kiselina, moZe da vezuje cink, a fosforiliSe ga kazein kinaza II (CKII). Ovo je
multifunkcionalni protein koji pokazuje odredene funkcionalne i strukturne sli¢nosti
sa E1A proteinom adeno virusa i TAg proteinom kod SV40. Strukturni region slican za
sva tri virusa je konzerviran i ima veliki znacaj za proces transformacije kod sva tri

virusa. Potvrdena je uloga ovog proteina u vezivanju za vazne Celijske regulatorne
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proteine, izmedu ostalog i za produkt retinoblastoma supresornog gena pRB i

povezane proteine p107 i p130 (Slika 9.).

CR1 CR2
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Slika 9. Sli¢nost konzerviranih regiona - CR1 i CR2 proteina Ad5 i 38 ak na N-
terminalnom kraju HPV16 E7. Region CR2 sadrZi mesto vezivanja pRB protein i

mesto fosforilacije CKII(Howley i sar., 2013)

Regulacija fosforilacije pRB proteina odvija se tokom celijskog ciklusa tako da je u
fazi Go i G1 hipofosforilisan (aktivnoS¢u enzima fosfataze), a u fazi S, G2 i M fosforilisan
(aktivnoS¢u enzima ciklin zavisne kinaze). Aktivna forma ovog proteina je
hipofosforilisani oblik koja onemogucava dalju progresiju Celijskog ciklusa. E7 protein
HPV16 vezuje se specificno za aktivnu formu ovog proteina i posledi¢no odvaja od nje
transkripcioni faktor E2F, Sto dovodi do nastavljanja celijskog ciklusa u S fazu.
Sposobnost ovog virusnog proteina da napravi kompleks sa pRB, odgovorna je, barem
delom, za indukciju sinteze DNK i Celijske proliferacije (Slika 10.). Takode, dolazi do
vezivanja sa proteinima p107 i p130, uz sledstvenu degradaciju u proteazomu. Motiv

LXCXE u regionu CR2 E7 proteina odgovoran je za vezivanje ova dva proteina, ali je za
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njihovu degradaciju neophodna dodatna sekvenca u neposrednom aminoterminalnom

kraju CR1 regionu (Howley i sar., 2013).
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Slika 10. Protein E7 ukida regulaciju ¢elijskog ciklusa posredovanu proteinom

PRB (Howley i sar., 2013)

Smatra se da navedena aktivnost E7 proteina nije dovoljna da objasni mehanizme
transformacije i imortalizacije u kojima ucestvuje protein E7. lako ovaj protein moZe
da se veZe za veci broj Celijskih proteina, pojedini od njih imaju poseban znacaj. Tako
poseban znacaj ima interakcija E7 sa od ciklina zavisnim inhibitorima kinaze (cdk),
interakcija i ukidanje aktivnosti p27%irl (posreduje inhibiciju ¢elijskog rasta putem
TGF- u keratinocitima). Osim toga, HPV 16 E7 moZe da se poveZe sa p21¢r! i ukine
njime posredovanu inhibiciju cdk kao i inhibiciju replikacije DNK zavisne od
nuklearnog antigena proliferacije ¢elija (PCNA)( Funk,1997; Jones, 1997). Protein
p21¢irl se uobicajeno indukuje tokom diferencijacije keratinocita i pretpostavlja se da
njegova inhibicija posredovana E7 mozZe da bude kritican faktor u omogucavanju

replikacije DNK papiloma virusa u diferentovanim skvamoznim epitelnim celijama.
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Prisustvo E7 proteina je neophodno za odrzavanje HPV epizoma u epitelnim celijama,
a delovi sekvence koji ucestvuju u Ccelijskoj transformaciji takode su znacajni za
funkcije bitne za Zivotni ciklus virusa. Tako, sposobnost E7 proteina da indukuju
replikaciju DNK preko odvajanja E2F faktora transkripcije i inaktivacija proteina
p21¢rl i p27kipl predstavlja esencijalnu komponentu u replikacionoj strategiji HPV.
Protein E7 visoko onkogenih HPV tipova moZe da izazove nestabilnost genoma kod
normalnih ¢elija, a HPV 16 E7 indukuje G1 i S fazu, izaziva defekte kontrolnih tacka
mitoze i razdvaja sintezu centrozoma od ciklusa deobe ¢elije. Ovo dovodi do pojave
multipolarnih mitoza, sa pojavom pogresSne segregacije hromozoma, aneuploidije,
defekata dvolanc¢ane DNK i anafaznih mostova, Sto ukazuje da pored numerickih
anomalija, E7 moZe da indukuje i strukturne aberacije hromozoma. Pojava duplikacije
centrozoma, takode rezultuje u nestabilnosti genoma i aneuploidiji Sto predstavlja

bitnu odliku ¢elija karcinoma (Howley i sar., 2013).

1.4.2.3 Protein E5

Mnogi papiloma virusi koji izazivaju iskljucCivo epitelijalne papilome, u svom
genomu imaju E5 gene koji kodiraju hidrofobne proteine. Ovi proteini kod HPV
neohodni su za optimalni rast. U kulturi ¢elija E5 geni razli¢itih HPV tipova imaju
umerenu transformiSucu aktivnost, a kod transgenih miSeva HPV 16 E5 eksprimiran u
bazalnim keratinoctima moZe da izmeni rast i diferencijaciju stratifikovanog epitela i
izazove tumore epitela. lako mehanizmi kojima E5 protein izaziva navedene efekte
nisu u potpunosti rasvetljeni, pretpostavlja se da ovaj mehanizam moze da ukljucuje
interakcije sa receptorom za epidermalni faktor rasta (EGFR) ili 16 kD subjedinicom
ATP-aze, Sto dovodi do inhibicije acidifikacije endozoma. U najve¢em broju tkiva HPV
pozitivnih karcinoma ne dolazi do ekspresije E5 gena, navodi na pretpostavku da
ukoliko E5 ne dovodi do proliferacije ¢elija in vivo on moZe da ispoljava svoju funkciju

u benignim papilomima, a ne u karcinomima. Moguce da ovaj protein ucestvuje u
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procesu nastajanja karcinoma ili drugim interakcijama virus-domacin. Utvrdena je i

uloga E5 u smanjenoj ekspresiji molekula MHC klase Il (Howley i sar., 2013).
1.5 Patogeneza HPV infekcije i imunski odgovor
1.5.1 Patogeneza HPV infekcije

Dominantan nacin prenoSenja humanih papiloma virusa je direktan kontakt tokom
seksualnog odnosa. Drugi nacini prenosenja su takode potvrdeni, ali je njihov znacaj u
pojavi karcinoma grlica materice neznatan, stoga oboljena izazvana HPV pripadaju
grupi seksualno prenosivih bolesti (Bosch i de Sanjose, 2007). Infekcija razli¢itim
tipovima HPV uobicajeno traje od 12 do 18 meseci i virus iz organizma eliminisSe
imuni sistem. Medutim, kod oko 10% Zena ne dolazi do eliminacije virusa kod kojih se
javlja prezistentna infekcija (Fernandes i sar., 2012). Glavna posledica perzistentne
infekcije visoko onkogenim HPV tipovima je razvoj lezija koje mogu da dovedu do
pojave karcinoma, te stoga perzistentna virusna infekcija predstavlja najvazniji faktor

rizika za razvoj karcinoma grli¢a materice (Moody i Laimins, 2010).

Detalji imunog odgovora koji dovodi do eliminacije HPV infekcije su joS uvek
nedovoljno poznati. [ako se termin eliminacija HPV koristi kada nije moguce utvrditi
prisustvo ovih virusa osetljivim metodama, prisustvo HPV moZda nije u potpunosti
uklonjeno (Baseman i Koutsky, 2005). Nasuprot eliminaciji HPV, rizik od karcinoma
dramati¢no raste kod perzistentne HPV infekcije. Postepeno, dugotrajna perzistentna
infekcija dovodi od pojave karcinoma, mada ona nuZzno ne mora da dovede do pojave
karcinoma. Pojava karcinoma najceS¢e se javlja u takozvanoj zoni transformacije u
kojoj se cilindri¢ni epitel endocerviksa spaja sa slojevitim epitelom egzocerviksa. U
inficiranim Celijama epitela odvija se niz displasticnih promena koje dovode do pojave
bazaloidnih celija i oznacavaju se kao skvamozne intraepitelijalne lezije visokog
stepena (engl Low-grade squamous intraepithelial lesion - LSIL) i skvamozne
intraepitelijalne lezije visokog stepena (engl. High-grade squamous intraepithelial

lesion - HSIL) (Slika 11.). Navedene promene, izuzev invazivnog karcionoma, mogu
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spontano da se povuku, a regresija ovih promena pracena je potpunom eliminacijom

virusa iz organizma (Baseman i Koutsky, 2005; Howley i sar., 2013).
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Slika 11. Progresija displasti¢nih promena epitelnih éelija (Howley i sar., 2013)

U displasti¢nim lezijama visokog stepena, javlja se ekspresija manjeg broja HPV
gena (primarno E6 i E7 gena), koji se najintenzivnije eksprimiraju u bazalnim
slojevima epitela, nasuprot njihovoj dominantnoj ekspresiji u suprabazalnim ¢elijama
tokom produktivne infekcije. Nivoi ekspresije E6 gena znacajno su niZi od nivoa
ekspresije E7 gena. Ekspresija oba gena posredovana je jednim promotorom, a pojava
alternativnog "splajsovanja" odreduje relativni stepen ekspresije ovih gena. Progresija
promena ka displaziji visokog stepena povezana je sa obrascem "splajsovanja” koji
favorizuje ekspresiju E7 gena u odnosu na E6 gen. Geni E6 i E7, koji imaju veci broj
funkcija, su glavni €inioci koji upravljaju progresijom promena ka displaziji visokog
stepena, tako Sto upravljaju nizom patogenetskih promena. Metilacija genoma HPV 16
dovodi do promene nivoa rizika za progresiju ka displaziji visokog stepena ili
karcinomu grli¢a materice, pri Cemu je metilacija CpG lokusa u L1, L2 i E2/E4 genima
povezana sa povecanim rizikom od prekanceroznih lezija (Mirabello i sar., 2013), dok

je metilacija lokusa u LCR (engl long control region-LCR) povezana sa sniZenjem
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rizika od prekanceroznih lezija (Sun i sar., 2011). Integracija HPV DNK nehomologom
rekombinacijom, predstavlja klju¢nu promenu koja stabilizuje visok nivo ekspresije
E6/E7 i Cesto je povezana sa lezijama teZeg stepena. Pojava integracije HPV DNK
najcesce se detektuje u CIN3 promenama i karcinomu. Osim toga, ucestalost pojave
integracije HPV DNK zavisi i od genotipa HPV, pa se integracija moZe da detektuje u
gotovo svim karcinomima grlica materice udruZenim sa HPV 18 i 45, polovini
karcinoma udruZenih sa HPV 16 i oko 40% karcinoma udruZenih sa HPV 31 i 33
(Vinokurova i sar., 2008). Virusna DNK moZe da se integriSe na ve¢em broju mesta u
humanom genomu, ali se najceS¢e dogada na fragilnim mestima u genomu. U
odredenoj leziji integracija moZe da se dogodi na jednom ili vise lokusa (Howley i sar.,
2013). Integracija virusne DNK karakteriSe se pojavom delecija velikih segmenata
virusnog genoma i transkripcijom sekvence nishodno od LCR ( Spangle i sar., 2012). U
integrisanoj formi, E6 i E7 geni ostaju intaktni, a njihova transkripcija se odvija
posredstvom LCR. OStecenja E1 i E2 gena kao i drugih nishodnih delova virusnog
genoma nastala tokom procesa integracije, dovode do pojave viSeg nivoa transkripcije
E6 i E7 gena. Celijski promotorski elementi blizu mesta integracije mogu takode
doprineti poveéanoj ekspresiji intaktnih virusnih gena. Celijske linije izvedene iz
karcinoma grli¢a materice udruzenih sa HPV 16 i HPV 18 sadrZe divlje tipove p53 i
pRb, za razliku od vecine karcinoma koji nisu udruzZeni sa HPV, kod kojih su prisutne
mutirane forme p53 i pRb. Ova Cinjenica navodi na zaklju¢ak da E6 i E7 proteini,
uobicajeno prisutni u navedenim Celijskim linijama, dovode do funkcionalne
inaktivacije p53 i pRb. Osim toga, u ovim ¢elijskim linijama moguce je detektovati
pojavu p16 proteina, Sto je posledica celijskog odgovora na E7 zavisnu inaktivaciju
pRb (Howley i sar., 2013).

Visoko onkogeni genotipovi HPV indukuju patolosku duplikaciju centrozoma, Sto
moZe da dovede do pojave aneuplojdije i nestabilnosti genoma. Deregulacija ovog
koraka mitoze zavisi od E6 i E7 proteina, pri ¢emu je uloga E7 proteina znacajnija.
Pojava aneuplojdije moZe da bude posledica povezivanja E7 proteina sa proteinom

jedarnog mitotskog aparata 1-NuMa (engl. nuclear mitotic apparatus protein 1).
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[spitivanjem ucestalosti aneuplojdije i integracije utvrdeno je da je aneuplojdija
znacajno ceSca od integracije, pa je verovatno da ekspresija deregulisanih virusnih
onkogena dovodi prvo do pojave hromozomske nestabilnosti i aneuplojdizacije, koju
potom sledi integracija virusne DNK (Howley i sar., 2013).

[ako je infekcija humanim papiloma virusima dominantan faktor rizika u pojavi
karcinoma, ne moze se iskljuciti prisustvo drugih faktora rizika koji doprinose pojavi
ovog oboljenja. Navedeni, razliciti ishodi virusne infekcije, kao i dugo vreme potrebno
za razvoj karinoma posle infekcije, navelo je istraZivaCe da ispitaju moguénost
postojanja takozvanih kofaktora, koji doprinose pojavi karcinoma. Tako je potvrdeno
da, trudnoca, prisustvo drugih seksualno prenosivih bolesti, primena oralnih
kontraceptiva i puSenje mogu da doprinesu razvoju karcinoma. Iako mehanizam
dejstva navedenih kofaktora nije poznat, pretpostavlja se da pojedini od njih dovode
do poviSenja rizika od HPV infekcije. Osim toga, prisustvo za duvan specificnih
karcinogena detektovanih u viSim vrednostima u sluznici grlica materice kod Zena

pusaca izgleda ima odredenu ulogu u pojavi karcinoma (Howley i sar., 2013).

1.5.2 Imunski odgovor tokom HPV infekcije

Zivotni ciklus humanih papiloma virusa je vezan isklju¢ivo za epitel, predstavlja
osnovu za razumevanje imunog odgovora, jer presudno uti¢e na prepoznavanje i
efektorne imune mehanizme domacina. Prisustvo virusa u C¢eliji nije praceno
zapaljenjem pa izostaje pojava signala koji bi aktivirali urodenu imunost. HPV nisu
liticki virusi, a visok nivo replikacije i sklapanja virusnih cestica se odvija u terminalno
diferentovanim Kkeratinocitima, ¢elijama u kojima se odigrao program regulisane
¢elijske smrti. lako su ovi virusi sposobni da se veZu i prodru i u druge vrste Celija
osim Kkeratinocita, ekspresija virusnih gena i sinteza virusnih proteina se odvija
isklju¢ivo u keratinocitima. Tako, nema sinteze virusnih proteina u antigen
prezentujucim Celijama. Osim toga, viremije nema ili je beznacajna, a virusna infekcija

odvija se kroz mikroabrazije putem intaktne bazalne membrane, tako da su vaskularni
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kanali, limfni sudovi i regionalni limfni ¢vorovi u kojima se inicira adaptivni imunski

odgovor nepristupacni virusnim ¢esticama (Stanley, 2009).

Pojava adaptivnog imunog odgovora je sporija u odnosu na najveci broj drugih
virusa. Takode, titri antitela koji se pojavljuju posle prirodne infekcije su niski i
prosecno vreme serokonverzije prevazilazi 6 meseci, dok kod oko 30%-50 % osoba sa
znacima perzistentnte infekcije nema pojave antitela (Frazer, 2009). Pojava
znacajnijeg titra antitela na rane virusne proteine retko se detektuje, izuzev u slucaju
pojave invazivnog karcinoma, kada se kod oko 50% pacijentkinja detektuje imuni

odgovor na protein E6 odnosno E7 protein (Frazer, 2009; Howley i sar., 2013).

Ukoliko se u obzir uzmu faktori koji dovode do slabog humoralnog imunog
odgovora, moglo bi da se pretpostavi da imuni odgovor na humane papiloma viruse
moZe u potpunosti da izostane. Medutim, postoje mnogi dokazi koji ovakvu
pretpostavku opovrgavaju. Pojava spontane regresije koZnih i ano-genitalnih
bradavica i imunohistoloska analiza ovog fenomena pruZaju obilje podataka o
imunom odgovoru na HPV. Genitalne bradavice kod kojih nije doSlo do pojave
regresije karakteriSe mali broj prisutnih intraepitelijalnih ¢elija pretezeno CD8+ T
¢elija i prisustvo mononuklearnih celija u stromi bradavice. HistoloSkim ispitivanjem
genitalnih bradavica u regresiji, utvrdeno je prisustvo obilnog infiltrata u stromi i
epitelu bradavica koga ¢ine T celije (CD4+ i CD8+) kao i makrofagi. Na limfocitima
eksprimiraju se markeri aktivacije, dok najveci deo citokina ¢ine IL-12, TNF-a i [FN-y,
a pojavljuje se i povecan broj adhezivnih molekula neophodnih za prenos (engl.
trafficking) limfocita endotelom kapilara u bradavicu (Stanley, 2009). Najverovatnije
je da adaptivni celularni imunitet ima klju¢nu ulogu u pojavi fenomena regresije lezija
koje su izazvane HPV, kao i prevenciji reaktivacije latentne infekcije. Nije
neuobicajeno da, kod visestrukih bradavica, uklanjanje jedne bradavice bude praceno
regresijom i preostalih, Sto ukazuje da je sistemski imunski odgovor pokrenut
oslobadanjem antigena iz leCene bradavice odgovoran za regresiju. Takode, osobe sa

poremecajima T-Celijske imunosti kao Sto je terapija imunosupresivnim lekovima i
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HIV infekcija imaju povecan rizik od pojave perzistentne HPV infekcije, kao i povecan

rizik od pojave karcinoma grli¢a materice (Howley i sar., 2013).
1.6 Oboljenja povezana sa HPV infekcijom

Humani papiloma virusi pokazuju izraziti tkivni tropizam-epiteliotropizam, a
infekcije koje izazivaju mogu da budu akutne ili perzistentne. Oboljenja povezana sa

HPV infekcijom mogu da se podele na benigna i maligna (Chan i sar, 2012).
1.6.1 Benigna oboljenja povezana sa HPV infekcijom

Benigna oboljenja povezana sa HPV infekcijom mogu prema lokalizaciji da se

podele na: a) infekcije negenitalne koze; b) genitalne infekcije i c) oralne infekcije.

a) Infekcije negenitalne kozZe - pojava asimptomatske HPV infekcije koZe koja moze
da perzistira i viSe godina, danas je potvrdena kao uobicajena, zahvaljujuci pojavi
tehnika i metoda visoke senzitivnosti za detekciju ovih virusa. Perzistencija ove
infekcije nije povezana sa godinama starosti, polom, imunosupresivnom terapijom ili

prethodnom pojavom bradavica (Chan i sar, 2012).

HPV izaziva benigne koZne bradavice, koje se javljaju kao ravne ili ¢vrste papule
bez svraba. UobiCajena lokalizacija je na Sakama (verrucae palmares) i stopalima
(verrucae plantares), tipi¢no se povezuje sa infekcijom tipovima HPV 1, 2 i 4 (tabela 3).
Pljosnate bradavice (verrucae planae) su ravne promene boje koZe i mogu da se nadu
na licu i rukama, a izazvane su najceS¢e HPV tipovima 3 i 7. Pojava tzv. bradavica
mesara (engl. Butchers warts) takode je povezana sa infekcijom HPV tip 7

(McLaughlin i Shafritz, 2011).

b) Genitalne infekcije - infekcija HPV genitalnog trakta je jedna od najceS¢ih
seksualno prenosivih infekcija. Cesto ima supklini¢ki tok, dok su klini¢ki manifestne
lezije predstavljene Siljastim kondilomima (condylomata accuminata) koji su cesto

multipli i javljaju se kao egzofitni papilomi crvene do smede boje. Ovo oboljenje
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najcesce izazivaju HPV tipovi 6 i 11, ali i drugi tipovi (Tabela 3.) (Chan i sar, 2009;
Chanisar, 2012).

Tabela 3. Benigne kozne HPV infekcije (modifikacija po Burd, 2003)

Oboljenje Tipovi HPV

Obicne bradavice 2%,1*%, 7% 4, 26,27, 29,41,57, 65,77, 3,10, 28
Pljosnate bradavice 3%, 10% 26, 27, 28, 38,41, 49, 75,76
Plantarne bradavice 1*, 2%, 4, 63

* tipovi HPV sa najve¢om ucestalosti

c) Oralne infekcije - Oralna sluznica takode je osetljiva na HPV infekciju. Ova
infekcija najceS¢e zahvata larinks i manifestuje se kao laringealna papilomatoza, javlja
se u ranom detinjstvu kao posledica vertikalne transmisije infekcije majke, odnosno
kasnije tokom Zivota kao posledica orogenitalnog kontakta. Tipovi HPV6 i 11
uobicajeno se izoluju iz promena koje se nalaze na glasnim Zicama i traheji, a klinicki
se manifestuju stridorom i promuklo$¢u. Lezije mogu da se proSire na pluca, nosnu i
usnu Supljinu. Lecenje je tesko jer Cesto dolazi do ponovne pojave promena, pa je
oboljenje poznato i kao rekurentna respiratorna papilomatoza. Hekova bolest-fokalna
epitelijana hiperplazija, manifestuje se pojavom viSestrukih papiloma na sluznici usne

i obraza (Tabela 4) (Gonzalez i sar., 2007; Feller i sar. 2011; Chan i sar, 2012).

Tabela 4. Benigne HPV infekcije sluzokoze (modifikacija po Howley i sar., 2013)

Lokalizacija Oboljenje Tipovi HPV
Subklinicka infekcija svi genitalni HPV
Genitalni trakt Egzofitni kondilomi 6,11
Pljosnati kondilomi 6,11,16,18,31
Fokalna epitelijalna hiperplazija 13,32
Infekcija sa genitalnim tipovima 6,11,16
Lezije na usni 2
Usna duplja Rekurentni respiratorni papilomi 6,11
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1.6.2 Maligna oboljenja povezana sa HPV infekcijom

Pretpostavka da humani papiloma virusi igraju znacajnu ulogu u razvoju karinoma
grlica materice predloZena je sredinom sedamdesetih godina dvadesetog veka. Tokom
proteklih 45 godina, prikupljen je znatan broj dokaza koji potvrduju etioloSku
povezanost HPV infekcije i razlicitih karcinoma ljudi (Zur Hausen, 2009; Grulich i sar.,
2010; Chan i sar, 2012). Maligna oboljenja povezana sa HPV infekcijom obuhvataju: a)
Epidermodysplasia verruciformis; b) nemelanomske karcinome koZe; c) karcinome
vulve, vagine, anusa i penisa; d) orofaringealne karcinome (karcinomi glave i vrata) i

e) karcinom grli¢a materice.

a) Epidermodysplasia verruciformis (EV) - nasledno hroni¢no oboljenje koze, koje
se klinicki manifestuje pojavom diseminovanih pljosnatih bradavica. Pojedini pacijenti
oboleli od ovog oboljenja imaju mutaciju u EVER1 i EVER2 genima (Ramozi sar, 2002;
Lazarczyk, 2009). Pojedini tipovi HPV koji pripadaju Beta rodu (HPV 5, 8, 9, 12, 14, 15,
17, 19, 25, 36, 38, 47 i 50) specificno su povezani sa EV. Oko polovina od ukupnog
broja pacijenata sa EV razviju planoceluarni karcinom u regionima koze izloZenim
suncu. Najveéi broj malignih promena povezan je sa tipovima HPV 5 i 8 iako
mehanizmi patogeneze navedenih tipova HPV nisu razjasnjeni (Sterling 2005; Dubina

i sar., 2009; Patel i sar., 2010).

b) Nemelanomski karcinomi koze - U poslednje vreme, prikupljeni su dokazi koji
ukazuju na mogucu povezanost nemelanomskih karcinoma koZe kao Sto su
bazocelularni i planocelularni karcinom. Sumnja na virusni uzrok za pojavu
planocelularnog karcinoma zasniva se na zapaZanjima da incidenca ovog karcinoma
raste znacajno kod transplantiranih osoba na dugotrajnoj imunosupresivnoj terapiji
(Chan i sar., 2012). Tipovi HPV koji su izolovani iz planocelularnih karcinoma
pripadaju beta vrstama 1 i 2, ali za razliku od ano-genitalnih karcinoma nije utvrdena
dominacija pojedinih tipova izolovanih iz ovih karcinoma (Forslund i sar. 2007; Patel i
sar., 2008). Ipak, teSko je utvrditi etioloSku povezanost nemelanomskih karcinoma

koZe i HPV infekcije, buduc¢i da je spektar tipova HPV izolovan kod obolelih od
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planocelularnog karcinoma identican spektru HPV tipova u zdravoj populaciji. Osim
navedenog, tipovi HPV 16 i 18 povezuju se sa pojavom Bovenove papilomatoze koja se
manifestuje malim pljosnatim pigmentisanim papulama na spoljnim genitalijama. Ova

promena histoloski je carcinoma-in-situ koji moze da se razvije u invazivni karcinom.

c) Karcinomi vagine, vulve, anusa i penisa - karcinom vagine je veoma redak i
javlja se sa globalnom ucestalos¢u od oko 0,3 do 0,7 na 100 000. Ograniceni podaci o
ulozi HPV u pojavi ovog karcinoma zasnivaju se na proucavanju tkiva karcinoma
ukalupljenih u parafin. U oko 82 - 100% vaginalnih intraeptielnih neoplazija gradus
I1I, kao i u oko 64 - 91% karcinoma vagine se detektuje HPV DNK, a najces¢i je HPV16
(Munoz i sar., 2006; Chao i sar. 2012). Karcinomi vulve imaju globalnu ucestalost oko
0,5 do 1,5 na 100 000. Geografski obrazac javljanja ovog karcinoma se razlikuje u
odnosu na karcinom grlica materice i javlja se sa viSom ucestaloS¢u u nekoliko
razvijenih evropskih zemalja i regiona (Skotska, Danska, Spanija i Italija), dok ima
nisku prevalencu u podsaharskoj Africi, jugoisto¢noj Aziji i latinskoj Americi. Najveci
broj karcinoma vulve su planocelularni karcinomi, a bazocelularni karcinomi se
najcesc¢e povezuju sa HPV infekcijom (tipovi 16, 31 i 33), dok se verukozni podtip
karcinoma, pojedini tipovi prekanceroznih lezija i vulvarni intraepitelijalni karcinom
ne povezuju sa HPV infekcijom (Chan i sar., 2012). Najvec¢i broj karcinoma anusa je
povezan sa HPV infekcijom, koji po histoloSkom tipu mogu da budu planocelularni,
bazocelularni, adenokarcinomi ili kloakogeni karcinomi. Planocelularni karcinom je
najucestaliji i medu muskarcima i medu Zenama. (Chan i sar., 2012). U najve¢em broju
slucajeva, pojava ovog karcinoma povezana je sa HPV infekcijom, dok se iz tkiva
karcinoma izoluje najceS¢e HPV 16 (Howley i sar., 2013). Karcinom penisa je veoma
redak i predstavlja 0,5% od broja svih karcinoma muskaraca. Istovremena pojava
karcinoma grli¢a materice i karcinoma penisa kod vencanih parova kao i geografska
distribucija karcinoma penisa ukazuje da ova dva tipa karcinoma dele istu etiologiju
(Smith i sar., 1980). Seroloske studije potvrdile su ulogu tipova HPV 16 i 18 u etiologiji
karcinoma penisa, dok se u 40-50% uzoraka tkiva ovih karcinoma izoluje HPV DNK

(Picconi, i sar., 2000; Palefsky, 2010; Anici sar., 2011).
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d) Orofaringealni karcinomi (karcinomi glave i vrata) - HPV infekcija se povezuje
sa pojedinim karcinomima glave i vrata. U oko 90% tkiva tumora glave i vrata
pozitivnih na HPV detektuje se HPV 16. Najveci broj tumora glave i vrata povezanih sa
HPV nalaze se u orofarinksu, ukljucujuci krajnike, bazu jezika i meko nepce. Nije jasno
zaSto se HPV-pozitivni tumori preteZzno javljaju u orofarinksu. U Sjedinjenim
Americkim Drzavama, incidenca HPV pozitivnih orofaringealnih karcinoma, koji se
javljaju u mladoj Zivotnoj dobi u odnosu na HPV negativne karcinome, se povecala
Cetvorostruko u periodu 1988. do 2004. godine. Oko tri Cetvrtine pacijenata sa ovim
karcinomima su muskarci (Howley i sar., 2013). Faktori rizika za pojavu ovih
karcinoma sli¢ni su kao kod anogenitalnih HPV pozitivnih karcinoma, a posebno se
kao znacajan faktor rizika izdvaja anogenitalni seks. Ovi karcinomi imaju znatan broj
molekulskih osobina slicnih sa HPV pozitivnim anogenitalnim karcinomima, ali
uprkos sli¢nostima nije opisana jasno definisana prekancerozna promena. Kod
orofaringealnih karcinoma, uobicajena je integracija HPV DNK, prisutna je ekspresija
E6 i E7, a p53 i pRb geni su divljeg tipa, za razliku od HPV negativnih orofaringealnih

karcinoma koji su p16 negativni i imaju mutiran p53 gen (Lace, 2011).

e) Karcinom grli¢ca materice - dosadasnja istrazivanja su potvrdila etiolosku vezu
karcinom grlica materice sa HPV infekcijom, i ovo oboljenje ugrozava srazmerno
najveci broj osoba u odnosu na ostala maligna oboljenja izazvana ili povezana sa HPV

infekcijom (Chan i sar., 2012).

Prema procenama Svetske zdravstvene organizacije (SZO), karcinom grli¢a
materice je Cetvrti najc¢eS¢i karcinom kod Zena globalno, sa 527 624 novoobolelih
godiSnje i 265 653 smrtna ishoda godisnje u 2012. godini (Bruni i sar., 2015a).
Uprkos distribuciji ovog karcinoma Sirom sveta, njegova ucestalost varira znacajno, do
10 puta ¢esce u pojedinim zemljama u razvoju u odnosu na razvijene zemlje (Howley i
sar.,, 2013). Najve¢i broj dijagnostikovanih karcinoma pripada planocelularnom
histoloskom tipu (oko 85%), a ostatak ¢ine adenokarcinomi (Bruni i sar., 2015a).

Najveci broj karcinoma grli¢a materice javlja se u zoni transformacije grli¢a materice,
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gde dolazi do formiranja spoja kolumnarnih C¢elija epitela endocerviksa, sa
stratifikovanim skvamoznim epitelom ektocerviksa. Lezije koje se tokom vremena
razvijaju u karcinom uobicajeno prolaze kroz niz displasticnih promena, tokom vise
godina. Tezina nastale lezije odredena je stepenom do koga je skvamozni epitel
zamenjen bazaloidnim ¢elijama pri ¢emu je kod najtezih displazija Citav sloj ovog
epitela zamenjen. Histoloska klasifikacija cervikalne intraepitelne neoplazije (CIN) 1, 2
ili 3 odgovara blagoj, umerenoj i teSkoj displaziji odnosno carcinoma in situ.
Cervikalne diplazije daju ekvivalentni nalaz u deskvamovanim ¢elijama koje se mogu
detektovati u Papanikolau (Pap) brisu, Sto se ogleda u prisustvu bazaloidnih ¢elija i
koilocitoze. U citoloSkom Bethesda sistemu ove promene se Kklasifikuju kao
skvamozne intraepitelne lezije niskog (LSIL) (engl. low-grade) ili visokog (HSIL) (engl.
high-grade) stepena. Lezije kod kojih nije moguce odrediti citoloski stadijum nazivaju
se atipi¢nim skvamoznim citoloskim promenama neutvrdenog znacaja (engl. atypical
squamous cytology of undetermined significance - ASCUS) (Howley i sar., 2013).

Najveci broj ovih displazija ne progredira, ve¢ najcesS¢e prolazi proces spontane
regresije, pri cemu verovatnoca regresije opada sa teZinom displazije. Uobicajeno, tezi
oblici displazije razvijaju se iz lakSih oblika displazije posle nekoliko godina, iako
pojedine teZe displazije mogu da se razviju brzo bez prolaska kroz stadijume blaze
displazije (Howley i sar., 2013).

Oko 40 HPV tipova, od cega najveli broj pripada alfa rodu, moZe da inficira
genitalni trakt. Samo deo od ovog broja izoluje se uobicajeno u tkivu karcinoma grli¢a
materice, a ovi tipovi se oznacavaju kao visoko onkogeni tipovi HPV. Tipovi koji se
izoluju rede u tkivima karcinoma grli¢a materice oznacavaju se kao nisko onkogeni
tipovi. Istrazivanje koje je izvedeno na 1000 uzoraka tkiva karcinoma, pokazalo je da
viSe od 90% sadrZzi HPV DNK. Iako viSe od 20 tipova HPV moZe da se detektuje u ovim
tumorima, Cetiri tipa (HPV 16, HPV 18, HPV 31 i HPV 45) i to iz roda alfa-7 (HPV 18 i
45) roda alfa-9 (HPV 16 i 31) izoluju se iz gotovo 80% karcinoma grlica materice.
Nasuprot ovim tipovima, nisko onkogeni tipovi (npr. HPV 11 i 16) izolovani su u samo

dva slucaja karcinoma (Howley i sar., 2013).
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1.7 Dijagnoza HPV infekcije

Priroda i osobine HPV infekcije dugo vremena predstavljale su problem za
pronalaZenje adekvatnog dijagnostiCkog pristupa. Izolovanje virusnih Cestica
klasi¢nim tehnikama u sistemima zivih Celija nije moguce, izuzev u specijalizovanim
sistemima zasnovanim na primarnim kulturama humanih keratinocita (engl. "raft"
culture), gde se epitelne celije uzgajaju na poluc¢vrstom agaru i gde je moguca
diferencijacija ovih ¢elija i produktivna replikacija virusa, ali za veoma mali broj
tipova HPV (uglavnom HPV11 i 31) (Dollard i sar., 1992; Chow i Broker, 1997).
Takode, iako imuni sistem igra vaznu ulogu u eliminaciji virusa iz organizma, prirodna
infekcija ne dovodi do snazne proizvodnje antitela. Tako, na primer samo 50-70%
Zena sa perzistentnom cervikalnom HPV infekcijom ima detektabilna antitela, dok
najveci broj Zena sa tranzitornom infekcijom nema detektabilna antitela ili ih ima
samo kratko vreme. Zbog ovoga seroloSke metode imaju ograniCenu vrednost u
dijagnostici (Kirnbauer i sar, 1994; Wikstrom, 1995; Kobayashi i sar, 2004). Navedene
osobine HPV infekcije uslovljavale su da se, do pojave molekularnih tehnika i metoda,
dijagnoza zasnivala na klinickim, citoloSkim ili histopatoloskim metodama
(kolposkopija, Papnicolau test, biopsija). Navedene metode se odlikuju relativno
niskom senzitivnos¢u i specificno$¢u uz pojavu visokog procenta lazno negativnih
nalaza (Burd, 2003). Pojavom i razvojem visoko specificnih i osetljivih tehnika
molekularne biologije i njihovom primenom u dijagnostici HPV infekcije otvorila se
mogucénost za uspesnu kontrolu infekcije kao i prevenciju karcinoma grli¢a materice

(Molijn i sar., 2005).

1.7.1 Molekularna dijagnoza HPV infekcije

Upotreba tehnika i metoda molekularne biologije za detekciju HPV DNK ili iRNK,
bilo da se radi o otkrivanju prisustva HPV DNK (engl. screening) odnosno odredivanju

za tip specificne HPV DNK (genotipizacija) predstavlja molekularnu dijagnozu HPV
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infekcije. Znacaj "screeninga" je prevashodno dijagnosticki, dok genotipizacija ima

ulogu u prognozi i odredivanju adekvatne terapije (Molijn i sar., 2005).

Za molekularnu dijagnozu mogu da se, izmedu ostalog, koriste uzorci uzeti na isti
nacin kao za citoloske tehnike. Koli¢ina uzetog uzorka kao i nacin transportovanja i
cuvanja su kriti¢ni za uspesno izvodenje molekularnih tehnika. Posle uzimanja uzorka,
oni se ¢uvaju u transportnom medijumu ili fizioloSkom rastvoru na temperaturi od
+2°C do +8°C do 72 sata ili na temperaturi od -20°C tokom duZeg vremena. Takode, za
izvodenje molekularnih tehnika mogu da se koriste i uzorci tkiva fiksirani u formalinu
i ukalupljeni u parafin u kojima DNK, iako o¢uvana tokom dugo vremena, formira
unakrsne veze sa proteinima i postaje fragmentisana, Sto moZe da dovede do

smanjenja koli¢ine nukleinske kiseline ekstrahovane iz uzorka (Steinau i sar, 2011).

U zavisnosti od namene za Kkoju se koriste, primenjuju se odgovarajuce
molekularne tehnike (tabela 5). Tehnike i metode koje odreduju tip HPV sa visokom
analitiCkom senzitivnosc¢u i specificnosc¢u su klju¢ne za virusoloski nadzor, ukljucujudi
procenu uticaja vakcinacije na prevalencu tipova HPV u sastavu vakcine, identifikaciju
novih tipova, odredivanje tipova u multiplim infekcijama kao i nadzor nad pojavom
novih tipova koji bi izazivali ista ili slicna oboljenja u post-vakcinalnom periodu (Chan
i sar 2012). Sa druge strane, primenjena u klinickim uslovima za "screening" ili
pracenje posle primenjene terapije, ispitivanja sa niZom analitickom senzitivnoS¢u
mogu da omoguce bolju prediktivnu vrednost (Meijer i sar.,, 2009a; Meijer i sar,
2009b). Neophodno je razlikovati analiticku senzitivnost (najmanji broj HPV genoma
koji mora da bude prisutan u uzorku kako bi se dobio pozitivan rezultat ispitivanja)
od klinicke senzitivnosti (procenat Zena koje imaju oboljenje, a kod kojih je rezultat

ispitivanja pozitivan) (Tabela 5.) (Chan i sar 2012).
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Tabela 5. Parametri za procenu klinickog u¢inka HPV testova za "screening”

karcinoma grli¢a materice (modifikovana prema Chan i sar., 2012)

Terminologija

Osobina koja se meri

Senzitivnost!

Proporcija (izraZena u procentima) pacijentkinja sa potvrdenom boles¢u (npr. CIN III
ili invazivni karcinom) kod kojih ¢e test imati POZITIVAN rezultat, npr. senzitivnost
od 95% za CIN III znaci da ¢e od 100 pacijentkinja 5 imati NEGATIVAN rezultat testa
(laZno negativna) i test ih nece detektovati. Na senzitivnost utice sama priroda test i

manjim delom priroda uzoraka koji se ispituju.

Specificnost?

Proporcija (izraZzena u procentima) pacijentkina sa potvrdenim odsustvom bolesti
(npr. CIN II i tezi oblici oboljenja) koji imaju NEGATIVAN rezultat ispitivanja, npr.
specificnost od 70% znali da ¢e od 100 pacijentkinja bez CIN II ili teZeg oblika
oboljenja koje ucestvuju u "screening-u" 30 imati POZITIVAN rezultat (laZno
pozitivan rezultat) ispitivanja. Na specificnost utiCe sama priroda testa i manjim

delom priroda uzoraka koji se ispituju.

Pozitivna
prediktivna

vrednost

Mogucénost (izraZzena u procentima) da POZITIVNA vrednost HPV testa ukazuje na
prisustvo odredenog oboljenja (npr. karcinoma grliCa materice). U smislu
"screening-a" karcinoma grli¢éa materice deli se na prediktivnu vrednost u trenutku
ispitivanja i prediktivnu vrednost u sledecih 5 ili 10 godina. Pozitivna prediktivna
vrednost testa zavisi prevashodno od prevalence oboljenja u ciljnoj populaciji.
Testovi za "screening" karcinoma, ukljuc¢uju¢i HPV, u opstoj populaciji uobicajeno

imaju nisku prediktivnu vrednost.

Negativna
prediktivna

vrednost

Moguénost (izraZena u procentima) da NEGATIVNA vrednost HPV testa ukazuje na
odsustvo odredenog oboljenja (npr. CIN II i tezi oblici oboljenja). U smislu
"screening-a" karcinoma grli¢a materice deli se na prediktivnu vrednost u trenutku
ispitivanja i prediktivnu vrednost u sledecih 5 ili 10 godina. Pozitivna prediktivna

vrednost testa zavisi prevashodno od prevalence oboljenja u ciljnoj populaciji.

1Prikazana definicija odnosi se na klinicku senzitivnost

2Prikazana definicija odnosi se na klinicku specifi¢nost
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Molekularne metode koje se koriste u dijagnozi HPV infekcije obuhvataju: a)
tehnike hibridizacije; b) tehnike signalne amplifikacije i c) tehnike ciljne (engl. target)

amplifikacije (Molijn i sar., 2005).

a) Tehnike hibridizacije - za dokazivanje HPV DNK mogu da se Kkoriste razlicite
tehnike hibridizacije kao Sto su dot spot hibridizacija, Southern blot hibridizacija, a
najcesce je u upotrebi in situ hibridizacija, komplementarna citoloskim tehnikama
(Molijn i sar., 2005). Ova tehnika podrazumeva upotrebu obeleZenih proba
komplementarnih ciljnoj DNK koje specificno hibridizuju sa HPV DNK unutar
inficirane celije. Za identifikaciju genotipova HPV koriste se tip specificne probe u
viSestrukim ispitivanjima. Uobicajeno, za obeleZavanje proba koriste se enzimi kao Sto
su alkalna fosfataza, peroksidaza, odnosno sistemi biotin-streptavidin-enzim i
digoksigen-antidigoksigenat enzim, a u manjoj meri radioizotopi. Kako bi se nastali
hibrid detektovao, neophodno je dodavanje specificnog supstrata za koriS¢eni enzim,
nakon Cega nastaje bojena reakcija. U jedrima inficiranih ¢elija mogu da se vide
obojeni hibridi HPV DNK/proba u vidu precipitata. Tehnike hibridizacije imaju nisku
senzitivnost, sloZene zahteve za izvodenje, te stoga nisu pogodne za obradu veceg
broja uzoraka uobicajenog za "screening” ispitivanja, pa se u novije vreme sve rede

izvode (Jovanovici sar., 2004; Molijn i sar., 2005).

b) Tehnike signalne amplifikacije - U dijagnostici HPV infekcije, najces¢e se od
tehnika signalne amplifikacije koristi tehnika hvatanja hibrida (engl. Hybride Capture
Assay-HC2). Ovaj metod zasnovan je na hibridizaciji u tecnoj fazi koji koristi duge
sintetske  RNK probe komplementarne odgovaraju¢im genomskim sekvencama
trinaest tipova visokog onkogenog potencijala (HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 591 68) kao i pet tipova niskog onkogenog potencijala (6, 11, 42, 43 i 44), koje
su kombinovane u takozvane koktele proba i koriste se u dve odvojene reakcije
hibridizacije (Lorincz, 1996). Obi¢no se u praksi koristi samo koktel koji sadrZi probe
za tipove visokog onkogenog potencijala. HPV DNK prisutna u uzorku hibridizuje se sa

koktelom proba u rastvoru (tecnoj fazi) i formira specificne HPV DNK-RNK hibride.
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Nastali hibridi se potom vezuju za antitela specificna za RNK-DNK hibride,
fiksirana za bunarCi¢e mikrotitracionih plo¢a. Nakon uklanjanja viska antitela i
nehibridizovanih proba, imobilisani hibridi se detektuju nizom reakcija koje dovode
do stvaranja proizvoda koji emituje svetlost, koja se meri luminometrom. Intenzitet
svetlosti koja se emituje, srazmeran je koliCini ciljne DNK prisutne u uzorku i izrazava
se u relativnim svetlosnim jedinicama, na osnovu cega je moguce semikvantitativno
odredivanje broja virusnih cestica u uzorku. Ova metoda ne zahteva posebne uslove za
izvodenje kako bi se izbegla unakrsna kontaminacija jer se ne oslanja na ciljnu
amplifikaciju kako bi postigla visoku senzitivnost. Nekoliko studija utvrdilo je da
koktel koji sadrzi probe za HPV tipove visokog onkogenog potencijala pokazuje
unakrsnu reaktivnost sa tipovima HPV koji nisu u sastavu koktela (Chan i sar., 2012).
Osim toga, ovom metodom nije moguce ustanoviti specifican genotip koji se nalazi u
ispitivanom uzorku, a metoda ima limit detekcije (analiticku senzitivnost) od oko
5000 ekvivalenata genoma (Molijn i sar., 2005). Kao odgovor na nedostatak adekvatne
metode, za ,screening” karcinoma grli¢a materice u zemljama u razvoju, razvijena je
metoda CareHPV, veoma slicna metodi hvatanja hibrida - HC2 (Arney i Bennett,

2010).

c) Tehnike ciljne amplifikacije - Ove tehnike se zasnivaju na umnozavanju kopija
ciline DNK sekvence, a najpoznatija i najceS¢e koriS¢ena od ovih tehnika je tehnika
lancanog umnozavanja (engl. Polymerase Chain Reaction-PCR) (Arney i Bennett,
2010). PCR tehnikom moguce je, teoretski, da se jedna kopija ciljne DNK sekvence
umnoZi do milion identi¢nih kopija tokom 30 ciklusa ove reakcije (Villa i Denny,
2006). Jedan ciklus u PCR reakciji sastoji se od 3 zasebna koraka: 1) denaturacija; 2)
vezivanje prajmera (engl annealing) i 3) elongacija odnosno sinteza ciljne DNK
sekvence. Denaturacija se najc¢eS¢e odvija na temperaturi od 95°C tokom koje se
raskidaju vodoni¢ne veze izmedu lanaca DNK (Sema 1-1). Vezivanje prajmera se
odvija na temperaturi od oko 55°C (42° - 65°C, u zavisnosti od duZine prajmera)
(Sema 1-2). Tokom koraka elongacije odvija se sinteza komplementarnih lanaca DNK

u 5’-3’ pravcu na temperaturi od 72°C posredovana enzimom DNK polimerazom
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(termostabilna Taq polimeraza) (Sema 1. koracil-3) (Jovanovié i sar., 2004; Arney i

Bennett, 2010).

1. korak w
Denaturacija
(90°- 95°C)

X Z. kor.ak ) Ciklus
Anealing eI Ll ek
(42°- 65°C) wa T s s s nn iy L reakcije
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< <
(72°C) s % s
LI G 5 *

Sema 1. Koraci reakcije lanéanog umnoZavanja

Za izvodenje PCR metode u dijagnostici HPV infekcije mogu da se koriste tip
specificni prajmeri, naj¢eS¢e dizajnirani da detektuju E6 ili E7 regione specificne za
jedan tip HPV-DNK u uzorku, ali je za obradu samo jednog uzorka neophodno
izvodenje viSe zasebnih reakcija, pa je upotreba tip specificnih prajmera skupa i
naporna. Nasuprot tome, opsti ili tzv. konsenzus prajmeri, ¢esce se koriste u rutinskoj
dijagnostici i mogu da detektuju veci broj tipova HPV. Opsti prajmeri su dizajnirani
tako da je njihova ciljna sekvenca komplementarna L1 i E1 konzerviranim regionima
razlicitih tipova HPV. Postoje tri vrste opstih PCR prajmera. Prva vrsta je
komplementarna u potpunosti specificnom konzerviranom regionu jednog ili nekoliko
tipova HPV, a razlike u komplementarnosti sa ostalim tipovima HPV kompenzuju se
niskom temperaturom vezivanja. Primer ove vrste prajmera su GP5+/GP6+. Druga
vrsta prajmera su izmenjeni ili degenerativni prajmeri koji sadrZe jednu ili viSe
izmena u sekvenci kako bi se kompenzovale varijabilnosti sekvence prisutne u
razli€itim tipovima, pa temperatura vezivanja ne mora da bude niska. Primer za ovu

vrstu prajmera je sistem MY09/MY11 koji predstavlja kompleksnu smesu razlic¢itih
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oligonukleotida. Tre¢a vrsta prajmera sadrzi inozin koji moZe da se veZe za bilo koji
nukleotid, te se ovi prajmeri mogu da veZu za veliki broj nukleotida bez obzira na
razlike u sekvenci. Primer ove vrste prajmera su SPFioi PGMY prajmeri (Molijn i sar.,

2005).

Tip specificni i konsenzus prajmeri mogu da se koriste za dijagnostiku HPV
infekcije u reakciji lananog vezivanja u realnom vremenu (engl. Real Time PCR,
gPCR), iako su konsenzus prajmeri manje pogodni za ovu reakciju od tip specifi¢nih.
Osnova za ovu reakciju je klasi¢ni PCR u kome se koristi fluorescentna boja koja se
veze za DNK (SYBR green metoda) odnosno specificne probe obelezene
fluorescentnom bojom (Tagman metoda). Intenzitet fluorescencije koja se javlja
tokom ove reakcije meri se u svakom trenutku i na osnovu njega moguce je odrediti
koli¢inu virusa u uzorku, odnosno broj kopija virusne DNK (engl viral load)

(Jovanovic i sar., 2004; Molijn i sar., 2005).

Za detekciju specificne virusne iRNK, moZe da se koristi jedna od tehnika ciljne
amplifikacije, PCR sa reverznom transkriptazom, RT-PCR (engl. Reverse transcriptase
PCR - RT-PCR). Ova tehnika ima znacaj za procenu rizika za razvoj karcinoma kao i za
prognozu HPV infekcije. Razlika u odnosu na klasicnu PCR reakciju ogleda se u
dodavanju jednog koraka koji podrazumeva primenu enzima reverzne transkriptaze
koji sintetiSe lanac komplementarne DNK (cDNK) po RNK matrici sa sledstvenom
razgradnjom hibrida RNK/cDNK. Potom se na osnovu lanca cDNK sintetiSe drugi lanac
DNK koja se umnozava klasi¢cnom PCR reakcijom. NajCeSce se ova tehnika koristi za
odredivanje ekspresije E6 i E7 onkogena, jer je potvrdeno da ima klinicki znacaj kao i
da ova tehnika moze da bude specifitnija za detekciju simptomatske HPV infekcije

(Jovanovic i sar., 2004; Molijn i sar., 2005).
0 Detekcija i analiza proizvoda amplifikacije

Proizvodi PCR reakcije mogu da se detektuju primenom standardne elektroforeze

u gelu. Ipak za detekciju i analizu proizvoda PCR moZe da se koristi viSe razlic¢itih
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tehnika znatno viSe specificnosti i senzitivnosti. Najvaznije tehnike koje se koriste u

analizi proizvoda amplifikacije su sledece:

- RFLP (engl. Restriction fragment length polymorphism) - posle zavrSene PCR
reakcije sastav dobijenih proizvoda moZe da se ispita primenom restrikcionih enzima
(restrikcione endonukleaze) pri ¢emu se dobija odreden broj fragmenata, koji se
potom detektuju gel elektroforezom. Metoda je jednostavna, ali zahteva znatan napor
pri izvodenju i zavisi od dostupnosti restrikcionih enzima koji mogu da prepoznaju
specificna mesta mutacija. lako moZe da se koristi za genotipizaciju viSe razliCitih
tipova HPV prisutnih u razli¢itim kolicinama u uzorku, u praksi je to veoma

kompleksan postupak i rutinski se ne koristi (Molijn i sar., 2005).

- Southern blotting analiza - ova tehnika sastoji se od gel elektroforeze dobijenog
PCR proizvoda i potom transfera sa gela na nitroceluloznu membranu postupkom
poznatijim kao “blotting”. Potom se vrsi hibridizacija proizvoda prenesenog na
membranu sa obeleZenim probama. Obzirom da je ova tehnika kompleksna i zahteva
znatan napor pri izvodenju razvijene su druge tehnike hibridizacije (Molijn i sar.,

2005).

- Hibridizacija u mikrotitracionim plo¢ama - ova tehnika podrazumeva upotrebu
biotinom obeleZenog prajmera koji omogucava vezivanje stvorenog PCR proizvoda za
bunarci¢e mikrotitracione ploCe koji su obloZeni streptavidinom. Nakon toga izvodi se
denaturacija DNK u alkalnim uslovima i lanac DNK koji nije vezan za mikrotitracionu
ploCu se ispira. Oznacena proba se potom dodaje u mikrotitracionu ploc¢u i odvija se
reakcija hibridizacije. Detekcija stvorenih hibrida sledi posle vezivanja konjugata i

reakcije sa supstratom (Molijn i sar., 2005).

- DNK sekvenciranje - primena ove tehnike zasniva se na odredivanju sleda
nukleotida koji ulaze u sastav odredenog lanca nukleinske kiseline. Do sada je razvijen
veCi broj metoda zasnovanih na ovoj tehnici (Maxam-Gilbert ili hemijsko

sekvenciranje, Sangerov metod ili metod zavrSetka lanca, “Shotgun” sekvenciranje,
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“Bridge” sekvenciranje, “lon Torrent” sekvenciranje, sekvenciranje sintezom,

sekvenciranje povezivanjem (SOLID) itd.

0d navedenih metoda najc¢esc¢e se koristi metoda zavrSetka lanca. Za reakciju
ciklicnog sekvenciranja je, izuzev materijala i reagenasa koji se koriste i u PCR reakcijji,
neophodna i primena didezoksiribonukleotida (ddNTP: ddATP, ddCTP, ddGTP,
ddTTP). Oni su u pogledu ugradnje u novosintetisani lanac DNK analogni
dezoksiribonukleotidima (dNTP), a jedina razlika se ogleda u ¢injenici da ugradnja
didezoksiribonukleotida obustavlja dalju sintezu lanca nukleinske kiseline. Reakcija
sekvencioniranja razlikuje se od PCR reakcije po upotrebi samo jednog prajmera, pa
se tako u svakoj reakciji sintetiSe i odreduje sekvenca samo jednog lanca DNK
molekula. Reakcija se odvija u ciklusima $to za rezultat ima linearno umnoZavanje
cilinog dela DNK i formiranje smeSe fragmenata DNK razli¢ite duZine koja zavisi od
mesta vezivanja didezoksiribonukleotida. Dobijeni fragmenti razdvajuju se
elektroforezom prema duZini i moguce je razlikovanje pojedinih fragmenata koji se

razlikuju za samo jedan nukleotid (slika 12.) (Jovanovi¢ i sar., 2004).

a DA polymerase
N

Slika 12 . Tehnika DNK sekvenciranja metodom zavrsetka lanca (Chial, 2008)
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Tehnika sekvenciranja je brza i fleksibilna, a osim za odredivanje genotipa moze
da koristi i za konstruisanje filogenetskih stabala t.j. filogenetsku analizu. Ogranicenja
ove tehnike uglavnom se odnose na odredivanje tipova HPV kod meSovitih infekcija

(Molijn i sar., 2005).

- Reverzna hibridizacija - suStina ove tehnike se ogleda u vezivanju PCR proizvoda
u te€noj fazi za viSestruke oligonukleotidne probe imobilisane u ¢vrstoj fazi. Najcesce
koriS¢ene metode zasnovane na ovom principu su LiPA ili LBA (engl. Line probe assay
- LiPA; Line blot assay - LBA) kod kojih su viSestruke probe imobilisane kao paralelne
linije na membrani. Proizvod PCR reakcije se dobija primenom prajmera oznacenih
biotinom. Dvolancani proizvod PCR reakcije se denaturiSe u alkalnim uslovima i
dodaje membranama sa imobilisanim probama u hibridizacionom puferu. Posle
ispiranja dodaje se streptavidin konjugat i substrat, Sto rezultuje pojavom bojene
reakcije na membrani u linijama gde se dogodila hibridizacija (slika 13.). Primena ovih
tehnika omogucava odredivanje viSe tipova HPV u samo jednom ispitivanju i zahteva

ogranicenu koli¢inu PCR proizvoda (Molijn i sar., 2005).

j
i
=

% |

Slika 13. Reverzna hibridizacija na membrani (A.KneZevié, privatna kolekcija)
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1.8 Terapija i prevencija HPV infekcije

Tokom prethodne decenije postignut je znacajan napredak u razumevanju
prirodnog toka HPV infekcije i uloge perzistentne HPV infekcije kao faktora rizika u
razvoju karcinoma grlica materice i drugih anogenitalnih karcinoma. Programi
primarne (vakcinacija) i sekundarne ("screening") prevencije mogu da imaju znatan
uticaj u prevenciji karcinoma, ali Cesto nisu dostupni osobama koje su izloZene
najvecem riziku. Stoga sve lezije koje su izazvane HPV infekcijom bilo da se radi o
hroni¢nim ili neoplasticnim lezijama kao i invazivnhom karcinomu zahtevaju
adekvatnu terapiju. [ako se najveci broj postojecih terapijskih metoda odnosi na
hirurSke tehnike, u poslednje vreme istrazuju se mogucnosti primene novije terapije
koja se zasniva na poznavanju principa molekularne virusologije i molekularnih
mehanizama koji se odvijaju tokom HPV infekcije i mehanizmima stimulacije imunog
odgovora na infekciju kako bi doSlo do eliminacije virusa i spontane regresije lezije

(Sternisar., 2012).

Medutim, pojava vakcina namenjenih prevenciji infekcije sa HPV veéim brojem
genotipova daje osnovu za moguénost znacajnog smanjenja ucestalosti karcinoma
grlica materice kod koga je dominantan faktor rizika HPV infekcija. Ipak, malo je
verovatno da se potpuna eliminacija oboljenja izazvanih HPV postigne u skorijoj
buduénosti, pa kombinacija mera prevencije i primena adekvatne terapije lezija, za
sada predstavlja adekvatan odgovor na izazov koji predstavlja HPV infekcija i

oboljenja povezana sa njom.
1.8.1 Terapija HPV infekcije

U uobicajenoj terapiji neoplazija donjeg dela genitalnog trakta, koja obuhvata
cervikalnu intraepitelnu neoplaziju (CIN), vaginalnu (VAIN) i vulvarnu (VIN)
intraepitelnu neoplaziju, koriste se razlicite hirurske tehnike kao Sto elektrohirurska

ekscizija (engl. loop electrosurgical excision procedure - LEEP), konizacija,
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elektrofulgaracija, hladna koagulacija i krioterapija. Primena histerektomije nije
prihvatljiva kao primarna terapija za visoke graduse CIN-a (Stern i sar., 2012).

U terapiji karcinoma grlica materice hirurSke tehnike su takode najznacajnije,
posebno stoga Sto se u programima "screeninga" otkriva najveci broj karcinoma
stadijuma 1la prema FIGO klasifikaciji koji mogu da se leCe konizacijom ili radikalnom
histerektomijom (Stern i sar., 2012). Uznapredovala bolest le¢i se uporednom
primenom radioterapije i cisplatina, Sto omogucéava bolje preZivljavanje ¢ak i kod
pacijentkinja sa potvrdenim metastazama u pelvicnim i paraaortalnim limfnim
¢vorovima (Rose, 2003).

U poslednje vreme, razvijaju se terapijski pristupi koji se zasnivaju na
molekularnim mehanizmima usmerenim na stimulaciju i modifikaciju imunog
odgovora. Poznato je da steCeni imuni odgovor, a narocito T-c¢elijski imuni odgovor,
predstavlja zastitu protiv oboljenja izazvanih HPV. lako, je u slucajevima ovih
oboljenja imuni odgovor kompromitovan (izostanak snaznog HPV specificnog CD4+ i
CD8+ T celijskog odgovora) i u lezijama su prisutne imunosupresivne celije, pod
odredenim okolnostima promena odnosa pozitivnih i negativnih faktora koji uticu na
imuni odgovor moZe da dovede eliminacije HPV iz lezija kao i regresije lezija (Stern i
sar., 2012).

Ovo je osnova za razvoj terapijskih vakcina koje su usmerene na izazivanje ili
pojacavanje HPV specificnog T ¢elijskog imunog odgovora (Stern i sar., 2012). Do sada
su sprovedena ispitivanja na terapijskim vakcinama zasnovanim na rekombinantnim
virusnim vektorima, rekombinantnim proteinima, ogoljenoj DNK, antigenima
aktiviranim dendritskim ¢elijama u terapiji lezija izazvanih HPV16, bez znacajnijeg
klinickog uspeha (Melief i Burg, 2008). U dve skorije studije, postignut je uspesan
ishod lec¢enja kod oko 50% pacijentkinja sa uznapredovalim lezijama vulve izazvanim
HPV16 kao posledica vakcinom indukovanog imunog odgovora. Jedna od vakcina
sadrzavala je kombinaciju dugih sintetskih preklopljenih peptida HPV16 E6 i E7 sa
adjuvansom (HPV 16SLP), a druga rekombinantni HPV16E6E7L2 fuzioni protein
(Kenter i sar., 2009; Daayana i sar., 2010; Welters i sar., 2010). Efikasnost navedenih
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vakcina povezana je sa indukovanjem snaznog HPV specificnog CD4+ odgovora
ukljuCujuci i aktivnost HPV 16 specificnih CD8+ c¢elija. Pacijentkinje kod kojih je
uoCeno odsustvo regresije lezija, imale su smanjeni sistemski imuni odgovor na ove
vakcine i povecan broj supresivnih T regulatornih Celija (Treg) u lezijama (Stern i sar.,
2012).

Mogudéi uspeh terapije zavisice i od pronalaZenja nacina da se izmeni balans
efektornih i supresivnih imunskih c¢elija u leziji (imunomodulatorna terapija).
Uspesno lecCenje lezija izazvanih visokoonkogenim tipovima HPV sa visokim brojem
Treg Celija postugnuto je ciklofosfamidom koji menja lokalni odnos imunskih ¢elija
(supresora i efektora). Konacni cilj navedenog pristupa je pronalaZenje optimalne
kombinacije lekova, kako bi se stvorilo pogodno mikrookruzenje sa T pomoc¢nic¢kim
Celijama tip 1, Sto bi stvorilo povoljne uslove za stvaranje imunog odgovora
indukovanog terapijskim vakcinama i uklanjanje nastale lezije (Stern i sar., 2012). U
terapiji genitalnih i perianalnih bradavica najceS¢e se koristi imunomodulator
Imiquimod, koji se primenjuje kao topikalni preparat. Njegov mehanizam dejstva
posredovan je receptorom slicnom toll-u (TLR7), koji stimuliSe mehanizme urodenog,
ali i adaptivnog imunog odgovora aktivacijom tkivnih antigen prezentujucih celija. U
lezijama kod kojih se javlja regresija uoCen je imuni odgovor posredovan T1
pomoc¢nickim celijama, dok su kod lezija bez regresije prisutne Treg Ccelije u
povecanom broju, kako pre tako i posle terapije. Osim ovog leka, ispituju se cidofovir i
fotodinamska terapija (engl. photodynamic therapy-PDT), kao i potencijalni preparati
usmereni na E6 i E7 HPVgene kao $to su inhibitori preoteazoma (bortezomib i

lopinavir) i inhibitori histon deacetilaze -HDAC (trichostatin A) (Sterni sar., 2012).

1.8.2 Prevencija HPV infekcije

Znacaj koji infekcija humanim papiloma virusima ima u pojavi razlic¢itih oboljenja,
a prvenstveno karcinoma grlica materica i karcinoma anogenitalne regije, kao i

relativno ograniCene moguénosti za leCenje ovih oboljenja, uticali su na razvoj
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razliCitih mera prevencije HPV infekcije (Howley i sar., 2013). Mere prevencije HPV

infekcije podrazumevaju sprecavanje prenosenja i vakcinaciju.

Sprecavanje prenoSenja HPV infekcije podrazumeva mere koje smanjuju rizik od
izlaganja HPV virusu, kao Sto su seksualna apstinencija, smanjenje stepena
promiskuiteta. Upotreba kondoma ima ogranicenu efikasnost u sprecavanju pojave
genitalne HPV infekcije, ali ne i infekcije koZe u genitalnoj regiji koja nije zasti¢ena
kondomom. Kod muskaraca je primena kondoma povezana sa manjim brojem
genitalnih HPV infekcija i njihovim kra¢im trajanjem. Kod Zena nema smanjenja
ucestalosti HPV infekcije, ali dolazi do umerenog smanjenja ucestalosti genitalnih
bradavica, CIN2, CIN3 i cervikalnog karcinoma. Jedna od mera za sprecavanje
prenoSenja HPV infekcije je i cirkumcizija odraslih musSkaraca, koja potvrdeno
smanjuje infekciju visokoonkogenim HPV tipovima za gotovo polovinu posle dve
godine. Osim navedenih mera ispituje se i upotreba karagenana u sprecavanju

prenoSenja HPV infekcije, sloZzenog polisaharida iz crvenih algi (Howley i sar., 2013).

U poredenju sa navedenim merama za sprecavanje prenoSenja HPV infekcije,
osobine humanih papiloma virusa predstavljale su prepreku za brz razvoj vakcine.
Nemogucnost proizvodnje odgovarajucih koli¢ina viriona HPV, zajedno sa prisustvom
onkogena ogranicila je razvoj na subjedini¢nu vakcinu. Klju¢na ¢injenica za razvoj
vakcine bila je da L1 protein moZe spontano da formira virusu sli¢nu partikulu (engl.
virus like particle-VLP) koja je morfoloski i imunoloski sli¢na potpunim virionima
(Hagensee i sar., 1993; Kirnbauer i sar, 1993). Ove virusu sli¢ne partikule su visoko
imunogene i dovode do stvaranja visokog titra neutraliSucih antitela specificnih za
njihov tip i konformaciju (Lowy i Schiller, 2006). U viSe Zivotinjskih modela virusu
slicne Cestice dovodile su do pojave snaznog zastitnog imunog odgovora potvrdenog
eksperimentalnim opterec¢ivanjem inokulumom sa velikim brojem viriona homologog
virusa (Christensen i sar, 1996). Zastitni imunitet bio je tip specifi¢ni, dugotrajan i

mogao je da se pasivno prenosi prenoSenjem antitela klase IgG, Sto je ukazivalo da su
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neutraliSuca antitela dovoljna za zaStitu od infekcije. Ispitivanja na ljudima bila su
usmerena na L1 VLP tipova HPV 16 i 18 budu¢i da poseduju najviSi onkogeni

potencijal.

UspesSno sprovedena ispitivanja na ljudima dovela su do odobravanja dve vakcine
protiv HPV: Cetvorovalentne vakcine koja sadrzi L1 VLP tipova HPV 6, -11, -16 i -18 i
dvovalentne vakcine koja sadrzi L1 VLP tipova HPV 16 i 18. Osim razlika u aktivnoj
supstanci ove dve vakcine se razlikuju i po ekspresionom sistemu u kome se

proizvode, adjuvansu kao i rasporedu vakcinacije (tabela 6.) (Howley i sar., 2013).

Tabela 6. Osobine HPV vakcina

osobina/proizvodac Cervarix Gardasil

Proizvodac GlaxoSmithKline Merck

VLP tipovi 16,18 6,11,16,18

Doza L1 proteina 20/20 pg 20/40/40/20 ug

Ekspresioni sistem Trichopulsia ni (Hi 5) ¢elijska linija | Saccharomyces cerevisiae
inficirana sa L1 rekombinantnim koji eksprimira L1
baculovirusom

Adjuvans 500 pg aluminijum hydroksid, 50 225 pg aluminum
ug 3-0-deacilovani-4'-monofosforil | hidroksifosfat sulfat
lipid A

raspored vakcinacije 0,1, 6 mesec 0, 2, 6 mesec

Gardasil® (Merck & Co., Whitehouse Station, N] USA)

Cervarix® (GlaxoSmithKline Biologicals, Rixensart, Belgium)

U ranim fazama kliniCkih ispitivanja obe vakcine pokazale su zadovoljavajuci
stepen bezbednosti i imunogenosti (Schiller i sar, 2012). U fazi tri klinickih ispitivanja

kod mladih Zena obe vakcine su bile visoko efikasne (74, 9% - 100%) u prevenciji
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infekcije grlica materice i CIN lezija izazvanih tipovima u sastavu vakcine. Osim toga
Cetvorovalenta vakcina je pokazala visoku efikasnost u prevenciji genitalnih
bradavica, vulvarne i vaginalne neoplazije (Kjaer i sar., 2009; Dillner i sar., 2010).
Nijedna od ove dve vakcine nije pokazala znacCajnu efikasnost u eliminaciji postojece
infekcije i regresiji postoje¢ih promena, pa zato i nisu odobrene za lecenje oboljenja

izazvanih HPV (Hildesheim i sar., 2007).

[ako je od prvog odobrenja 2006. godine vakcina odobrena u preko 100 zemalja,
do sada je vakcina uvedena u nacionalne programe vakcinacije samo oko 30 zemalja,
najcesSce visoko razvijenih, jer su vakcine i programi vakcinacije skupi. Nacionalni
programi vakcinacije najceS¢e obuhvataju devojc¢ice u adolescentnom ili
preadolescentnom periodu. Australija je prva zemlja koja je postigla obuhvat
vakcinacijom devojcica u adolescentskom dobu od 70% i koja je prva saopstila
javnozdravstveni uticaj vakcinacije, koji se ogleda u smanjenju pojave genitalnih
bradavica od 90 % kod Zena i heteroseksualnih muskaraca ispod 21 godine starosti za
period 2007/2008 i 2010/2011 u dva najveca centra za leCenje polno prenosivih
bolesti (Howley i sar., 2013).

Tokom 2015. Godine, Evropska agencija za lekove (engl. European Medicines
Agency-EMA) i Americka administracija za hranu i lekove (engl. Food and Drug
Administartion-FDA) odobrile su upotrebu devetovalentne vakcine protiv HPV, koja u
svom sastavu osim tipova HPV koje sadrzi Cetvorovalentna vakcina (6, 11, 16, 18)
sadrZi i VLP HPV sledecih visoko onkogenih tipova (31, 33, 45, 52, and 58). Za ovu
vakcinu je tokom faze 2b-3 faze klinickog ispitivanja sprovedene na 14 215 Zena
potvrdena efikasnost u prevenciji infekcije i oboljenja povezanih sa HPV-31, 33, 45, 52
i 58 kao i podjednaka efikasnost u prevenciji infekcije i oboljenja povezanih sa HPV-6,

11,16 i 18 u sastavu do sada odobrene cetvorovalentne vakcine.

Primena postoje¢ih i novorazvijenih vakcina u okviru nacionalnih programa
vakcinacije, uz ostale mere prevencije, kao i razliCitih programa "screeninga"

predstavljaju osnovu za znacajno smanjenje morbiditeta i mortaliteta HPV infekcije.
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2. Ciljevi istrazivanja
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2. Ciljevi istrazivanja papiloma virusa u tkivima karcinoma grlica materice

Planom istrazivanja predvideni su sledeci ciljevi:

1.

Identifikacija i odredivanje ucestalosti genotipova humanih papiloma virusa u
tkivima karcinoma grlica materice i korelacija sa patohistoloSkim tipom i

stadijumom karcinoma grli¢a materice.

Utvrdivanje i analiza genotipske varijabilnosti prisutnih HPV izolata analizom

E1iL1 gena.

Utvrdivanje i analiza intragenotipske varijabilnosti HPV genotipova analizom

E61iE7 gena (HPV 16).

Poredenje dobijenih rezultata ucestalosti i distribucije HPV genotipova

odnosno varijanti sa ucestalosc¢u i distibucijom u drugim evropskim zemljama.
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3. Materijal i metodologija
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[straZivanje predvideno temom ove doktorske disertacije sprovedeno je u periodu
od januara 2011. do decembra 2015. godine. Izvodenje ovog istraZivanja odobreno je
odlukom Etickog komiteta Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu broj 29/1I1-
19 od 27.03.2015., kao i odlukama Etickog komiteta GinekoloSko-akusSerske Kklinike
»,Narodni Front“ (broj 24/13-4 od 29.12.2014.), odnosno Direktora Klini¢cko-bolni¢kog
centra ,Zemun“ (broj 5763 od 19.12.2014).
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Dizajn studije je studija preseka.

Sva laboratorijska ispitivanja izvedena su u virusoloskoj laboratoriji Instituta za

mikrobiologiju i Imunologiju, Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.

3.1 Materijal
3. 1.1 Pacijenti

IstraZivanje je obuhvatilo uzorke od 101 pacijentkinje iz Ginekolosko-akuSerske
klinike ,Narodni Front” i Klini¢ko-bolnickog centra ,Zemun“ primljenih radi hirurSkog
lecenja karcinoma grli¢a materice u periodu od 2011.-2015. godine. Prosecna starost
pacijentkinja ¢iji su uzorci tkiva karcinoma grlica materice analizirani u ovom
istraZivanju bila je 50,2 * 11,40 godina, od ¢ega je pacijentkinja starijih od 40 godina
bilo 79 (78,21%), a mladih od 40 godina bilo je 22 pacijentkinje (21,78%). Najmlada
pacijentkinja, kod koje je izvedena analiza uzorka tkiva karcinoma grli¢a materice

uzetog tokom operacije, imala je 24 godine, a najstarija 78 godina.

Uzorci tkiva dobijeni posle izvedene radikalne histerektomije bili su analizirani u
patohistoloskim laboratorijama ove dve klinike radi patohistoloske dijagnoze, kao i
klasifikacije karcinoma zasnovanoj na sistemu SZO (Tabela 7.) (Tavassoli i Devilee,

2003).

Za Klasifikaciju karcinoma koris¢ena je FIGO metodologija, koja obuhvata cetiri
stadijuma bolesti: stadijum I (karcinom je striktno ograni¢en na grli¢ materice),
stadijum II (karcinom se prosirio izvan grlica materice, ali ne obuhvata zidove karlice
ili donju trec¢inu vagine), stadijum III (karcinom se prosirio na zidove karlice i donju
tre¢inu vagine) i stadijum IV (karcinom se proSirio izvan Kkarlice ili ukljucuje

sluzokoZu mokra¢ne beSike i/ili rektuma) (Pecorelli i sar., 2009; Pecorelli, 2009).
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Tabela 7. SZO histopatoloska klasifikacija malignih epitelnih tumora grli¢a

materice (Tavassoli i Devilee, 2003).

- keratinizujuci
- ne-keratiniozujuci
. - papilarni
Skvamocelularni pap .
) - verukozni
karcinom . .
- kondilomatozni
- slican limfoepiteliomu
- skvamo-tranzicioni
. . mucinozni
- mucinozni . .
e - endcocervikalni
- endometrioidni ) . )
svetlih ¢elija (Clear-cell) i ]
Adenokarcinom et - karcinom prstenastih
- serozni Y 1es
o celija
- mezonefric¢ni e o s
: - minimalne devijacije
adenokarcinom . .
- viloglandularni
-adenoskvamozni karcinom Neuroendokrini
- karcinom staklastih celija - karcinoid
C : - adenoid cisti¢ni - atipi¢ni karcinoid
Ostali epitelni tumori . . . Y s 1 .
- adenoid bazalni - sitno-¢elijski karcinom
- neuroendokrini - neuroendokrini
- nediferentovani karcinom velikih ¢elija

3. 1. 2 Klinic¢ki uzorci

U okviru ove studije ispitivan je 101 uzorak tkiva karcinoma grlica materice
fiksiranih u formalinu i ukalupljenih u parafin, iz arhiva patohistoloske laboratorije
Ginekolosko-akuSerske klinike ,Narodni Front“ i Klinicko-bolnickog centra ,Zemun®.
[z odabranih blokova tkiva, uzimano je 5-10 isecaka tkiva debljine 5-10 pm koji su do
dalje obrade cuvani na sobnoj temperaturi u mini-epruvetama zapremine 1,5 mL
(Eppendorf, Hamburg, Germany). Prilikom isecanja tkiva iz sledeteg parafinskog
bloka noZz mikrotoma je ispiran 70% alkoholom kako bi se sprecila unakrsna

kontaminacija.
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3.2 Metodologija

Za dokazivanje prisustva HPV u uzorcima tkiva karcinoma grlica materice
koriS¢ena je reakcija lanCanog umnoZavanja (engl. Polimerase chain reaction - PCR)
za dokazivanje HPV DNK, kao i za dokazivanje HPV tip 16 DNK. Za HPV genotipizaciju
koriSc¢en je metod direktnog DNK sekvenciranja. Pored toga, za dokazivanje HPV DNK

kao i genotipizaciju koriscen je i metod protocne (engl. "Flow through") hibridizacije.

Za analizu genotipske odnosno intragenotipske varijabilnosti KkoriS¢ena je

filogenetska analiza nukleotidnih sekvenci.

3.2.1 Dokazivanje HPV DNK i HPV tip 16 DNK - PCR metod

Primenom PCR metode dokazivan je L1 i E1 gen HPV DNK, kao i E6 gen HPV tip 16
DNK. Procedura je obuhvatala: ekstrakciju DNK, PCR reakciju i gel elektroforezu za

vizuelizaciju PCR produkata.

3.2.1.1 Ekstrakcija DNK

Iz tkiva karcinoma grli¢a materice izdvajanje odnosno ektrakcija DNK je uradena
primenom komercijalnog kompleta QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN Inc., Valencia, CA,
USA), prema uputstvima proizvodaca. Reagensi potrebni za izvodenje ekstrakcije DNK
su pripremljeni prema uputstvu proizvoda¢a kompleta i stabilizovani na sobnoj
temperaturi tokom 1-2h. Kako bi se tokom postupka sprecila pojava kontaminacije,
ekstrakcija je izvodena u biobezbednosnoj komori sa laminarnim protokom vazduha i
upotrebljavani su sterilni filter nastavci razli¢itih zapremina, kao i sterilne plasti¢ne

mini-epruvete zapremine 1,5 mL (Eppendorf, Hamburg, Germany).

Procedura je obuhvatala dve faze: a) deparafinizaciju i b) ekstrakciju DNK.
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a) Deparafinizacija:

1

2)

3)

4)

5)
6)

7)

8)

9)

Dodavano je 1200uL ksilola uz energicnu homogenizaciju na vorteks mesalici

tokom 10 sekundi.
Centrifugirana je dobijena smeSa na 13148 x g, 5 minuta na sobnoj temperaturi.

Uklonjen je supernatant pazljivim pipetiranjem bez dodirivanja formiranog

taloga.

Dodavano je 1200uL etanola (96-100%) i paZljivo homogenizovano na vorteks

mesalici tokom 5 do 10 sekundi, kako bi se uklonio visak ksilola.
Centrifugirana je dobijena smeSa na 13148 x g, 5 minuta na sobnoj temperaturi.
Uklonjen je etanol paZljivim pipetiranjem bez dodirivanja formiranog taloga.

Ponavljan je postupak dodavanja etanola, homogenizacije na vorteks mesalici i

centrifugiranja dva puta.

Inkubirana je otvorena mini-epruveta na 37°C od 15 do 20 minuta kako bi

preostali etanol ispario.

Resuspendovan je preostali sediment u 180uL. ATL pufera, dodavano je 20uL
QIAGEN proteaze K i posle paZljive homogenizacije, inkubirano je preko noc¢i

do potpune lize preostalog sedimenta na temperaturi od 56°C.

b) Ekstrakcija DNK

1

2)

Posle uklanjanja parafina uzorku tkiva dodavano je 200uL AL pufera uz

homogenizaciju na vorteks mesalici tri puta po najmanje 5 sekundi

Inkubirano je 10 minuta na temperaturi od 70°C
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3) Dodavano je 200uL etanola (96-100%) homogenizovano na vorteks mesalici i

kratko centrifugirano

4) Dobijena smeSa je pazljivo prebacena u QIAamp Mini kolonu koja se nalazi u
mini-epruveti za zapremine 2mL i centrifugirana na 4293 x g tokom jednog

minuta na sobnoj temperaturi

5) Posle centrifugiranja QIAamp Mini kolona prebacena je u novu mini-epruvetu

od 2mL iz kompleta

6) Dodavano je 500uL. AW1 pufera u kolonu i centrifugirano na 4293 x g tokom

jednog minuta na sobnoj temperaturi

7) Posle centrifugiranja QIAamp Mini kolona prebacena je u novu mini-epruvetu

od 2mL iz kompleta

8) Dodavano je 500pL AW2 pufera u kolonu i centrifugirano na 13 148 x g tokom

jednog minuta na sobnoj temperaturi.

9) Posle centrifugiranja QIAamp Mini kolona prebacena je u mini-epruvetu od
zapremine 1,5 mL (Eppendorf, Hamburg, Germany) i dodavano je 30uL AE
pufera stabilizovanog na sobnoj temperaturi, zatim inkubirano najmanje jedan

minut na sobnoj temperaturi i centrifugirano jedan minut na 4293 x g.

Dobijeni filtrat koji sadrzi ekstrahovanu DNK se koristio za reakciju lan¢anog
umnozavanja-PCR neposredno po zavrSetku ekstrakcije ili se do dalje obrade

cuvao na temperaturi od -20°C.

3.2.1.2 PCR reakcija

Reagensi potrebni za reakciju lantanog umnoZavanja, kao i uzorci DNK
ekstrahovane iz uzoraka tkiva, odmrzavani su na temperaturi od 4°C i pre upotrebe

temeljno homogenizovani na vorteks mesalici. Kako bi se tokom postupka sprecila
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pojava kontaminacije, PCR je izvoden u biobezbednosnoj komori sa laminarnim
protokom vazduha i upotrebljavani su sterilni filter nastavci razlicitih zapremina, kao
i sterilne plasticne mini-epruvete zapremine 0,2mL (Eppendorf, Hamburg, Germany).
Za kontrolu izvedene reakcije, uz uzorke je obavezno pripremana negativna (sterilna

H20) i pozitivna kontrola (HPV DNK).
U reakciji lanCanog umnoZavanja koriS¢eni su sledeci reagensi:

v’ Qiagen Taq PCR Master Mix Kit - 250 U (QIAGEN Inc., Valencia, CA, USA)
v" Oligonukleotidni prajmeri (Operon Biotechnologies GmbH, Cologne, Germany)

v’ Molecular Biology Grade H20 (Eppendorf, Hamburg, Germany)

Za amplifikaciju HPV DNK u uzorcima je koriS¢ena PCR masina (Eppendorf Master

Cycler Gradient, Hamburg, Germany) (Slika 14.).

Slika 14. PCR masina (Eppendorf Master Cycler Gradient, Hamburg, Germany) u
Virusoloskoj laboratoriji Instituta za Mikrobiologiju i Imunologiju Medicinskog
fakulteta u Beogradu
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3.2.1.2.1 PCR za dokazivanje HPV DNK L1 gena

U ovoj reakciji koris¢eni su konzenzus degenerativni MY09/11 prajmeri, Ciji sastav

Cine 24 para prajmera (Tabela 8.) (Gravitt i sar., 2000; Remmerbach i sar., 2004).

Tabela 8. Oligonukleotidna sekvenca MY09/11prajmera (modifikacija po Gravitt
i sar., 2000 Remmerbach i sar., 2004)

MY09 CGTCCMARRGGAWACTGATC

MY11 GCMCAGGGWCTATAAYAATGG

aVarijabilne nukleotidne pozicije su naznacene podebljano i predstavljaju sledece nukleotide:

M=AilliGR=AlliIGW=AiliT;)Y=CIiliT

Reakciona PCR smesSa, zapremine 25pL, pripremana je prema slede¢em sastavu:

v' Taq PCR Master Mix 12,5uL

v' MYO09 prajmer 1,25uL (konc. 1pmol)
v’ MY11 prajmer 1,25uL (konc. 1pmol)
v' H20 S5uL

v Ekstrahovana DNK S5uL

Protokol prema kome je izvodena reakcija lan¢anog umnoZavanja sastojao se od
sledec¢ih koraka: a) pocetna denaturacija na 95°C - 5 minuta; b) replikacioni ciklus koji
se ponavlja 40 puta, a odvija se u tri koraka: denaturacija DNK - 30 sekundi na 94°C,
vezivanje prajmera - 30 sekundi na 58°C i ekstenzija DNK lanca - 1 minut na 72°C; c)
dodatna ekstenzija DNK lanca 20 minuta na 72°C i d) zavrsetak reakcije na 4°C (Gravitt

isar., 2000).
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Po zavrSenoj reakciji, dobijeni produkti amplifikacije odmah su analizirani, ¢uvani
tokom kraceg vremena na temperaturi od 4°C ili duZeg vremena na temperaturi od -

20°C.

3.2.1.2.2 PCR za dokazivanje HPV DNK E1 gena

Za dokazivanje HPV DNK E1 gena koris¢eni su konsenzus prajmeri: GP1 - 5’
TGGTACAATGGGCATATGAT 3’ i GP2 - 5’ATAATGGCTTTTGGAATTTACA 3’. Navedene
prajmere karakteriSe niska temperatura vezivanja, na ¢emu se i zasniva njihova

primena (Tieben i sar., 1993; Azzimonti i sar., 1999).

Reakciona PCR smesSa, zapremine 25pL, pripremana je prema sledecem sastavu:

v Taq PCR Master Mix 12,5ul

v P1 prajmer 2,5ul (konc. 1umol)
v' P2 prajmer 2,5ul (konc. 1umol)
v H0 2,5ul

v Ekstrahovana DNK 5ul

Protokol prema kome je izvodena reakcija lancanog umnoZavanja sastojao se od
sledecih koraka: a) poCetna denaturacija na 85°C - 10 minuta; b) replikacioni ciklus
koji se ponavlja 40 puta, a odvija se u tri koraka: denaturacija DNK - 1 minut na 94°C,
vezivanje prajmera - 1 minut na 50°C i ekstenzija DNK lanca - 90 sekundi na 72°C; c)
dodatna ekstenzija DNK lanca 10 minuta na 72°C i d) zavrSetak reakcije na 4°C
(Azzimonti i sar., 1999).

Po zavrSenoj reakciji, dobijeni produkti amplifikacije odmah su analizirani, ¢uvani
su tokom kraceg vremena na temperaturi od 4°C ili duZeg vremena na temperaturi od

-20°C.
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3.2.1.2.3 PCR za dokazivanje HPV tip 16 DNK E6/7 gena

Za dokazivanje HPV tip 16 DNK E6/7 gena koriS¢eni su prajmeri: FW - 5° ATG CAC
CAA AAG AGA ACT GC 3" i REV- 5" TGC CCA TTA ACA GGT CTT CC 3(Ferris i sar.,
2005).

Reakciona PCR smesa, zapremine 25pL, pripremana je prema sledecem sastavu:

v Taq PCR Master Mix 12,5ul

v' FW prajmer 2,5ul (konc. 1umol)
v" REV prajmer 2,5ul (konc. 1umol)
v H0 2,5ul

v’ Ekstrahovana DNK 5ul

Protokol prema kome je izvodena reakcija lancanog umnoZavanja sastojao se od
sledecih koraka: a) pocetna denaturacija na 85°C - 10 minuta; b) replikacioni ciklus
koji se ponavlja 40 puta, a odvija se u tri koraka: denaturacija DNK - 1 minut na 94°C,
vezivanje prajmera - 1 minut na 50°C i ekstenzija DNK lanca - 90 sekundi na 72°C; c)
dodatna ekstenzija DNK lanca 10 minuta na 72°C i d) zavrSetak reakcije na 4°C(Ferris i
sar., 2005).

Po zavrSenoj reakciji, dobijeni produkti amplifikacije odmah su analizirani, ¢uvani
su tokom kraceg vremena na temperaturi od 4°C ili duZeg vremena na temperaturi od

-20°C.

3.2.1.3 Vizualizacija produkata PCR-elektroforeza u agaroznom gelu

Za vizuelizaciju dobijenih PCR produkata upotrebljena je elektroforeza u 1,5%
agaroznom gelu. Dobijeni umnoZeni ciljni fragmenti DNK identifikovani su na osnovu
broja baznog parova - bp, odnosno na osnovu duZine fragmenta. Etidijum-bromid
supstanca koja ima sposobnost umetanja u molekul DNK i fluorescira kada se osvetli

UV zracenjem, koristi se za vizuelizaciju dobijenih ciljnih fragmenata DNK. Za
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identifikaciju dobijenih produkata PCR koristi se poredenje sa standardom DNK (engl
ladder) u kojoj se nalazi smeSa fragmenata DNK poznatih duZina (T. Jovanovic i sar.,

2004).
Za izvodenje ove metode vizuelizacije koriS¢eni su sledeci reagensi:

v Agaroza (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Germany)

v 1x Tris-acetat-EDTA (TAE) pufer (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Germany

v Etidijum-bromid, vodeni rastvor - 10mg/ml (Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Germany)

v" DNK Standard 100bp (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Germany)

v' 5x Pufer za punjenje - (engl. Loading buffer) (2,5 g saharoze, 1 ml 2,5%

rastvora Bromophenol Blue, u 10ml destilovane H;0)

Za elektroforezu u agaroznom gelu, pripreman je 1,5% rastvor agaroze u TAE
puferu, sa dodatim etidijum-bromidom (1pl/100ml TAE pufera). Priprema uzoraka za
elektroforezu izvodena je tako Sto je 8l svakog uzorka pomesano sa po 2pl 5x pufera
za punjenje. Paralelno sa ispitivanim uzorcima pripreman je standard DNK, tako Sto je
5ul standarda pomeSano sa 2pl 5x pufera za punjenje. Posle pripreme uzoraka i
standarda DNK, u prethodno pripremljeni gel postavljen u sud za elektroforezu,
izvedeno je paZzljivo unoSenje uzoraka u bunarcice gela. Elektroforeza je izvodena sa

naponom od 100V tokom 45-60 minuta.

Osvetljavanjem agaroznog gela UV zracenjem po =zavrSetku elektroforeze
analizirano je prisustvo ili odsustvo PCR produkata odredene veliCine. Veli¢ina
produkta amplifikacije za L1 gen kao i za E1 gen je 450bp, dok je za HPV tip 16 E6 gen
iznosio 735bp. Poredenjem sa standardom DNK, prisustvo fragmenata odredene
duZine tumaceno je kao pozitivan rezultat. Uzorci kod kojih je utvrdeno pozitivno

prisustvo produkata amplifikacije koriS¢eni su odmah za odredivanje odnosno
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potvrdu genotipa HPV metodom DNK sekvenciranja ili su ¢uvani na temperaturi od -

20°C do dalje obrade.

3. 2.2 DNK sekvenciranje

Za odredivanje genotipova HPV odnosno potvrdu HPV tip 16 genotipa koriS¢ena je
metoda DNK sekvenciranja. Nacin sekvenciranja bazirao se na metodi zavrSetka lanca
primenom didezoksiribonukleotida obeleZenih fluorescentnim bojama (Sanger i sar.,

1977; Remmerbach i sar., 2004).

Procedura je obuhvatala precis¢avanje PCR produkata, reakciju ciklicnog
sekvenciranja, preciS¢avanje produkata ciklicnog sekvenciranja, Kkapilarnu

elektroforezu u automatskom sekvencioneru i analiza elektroferograma.

3.2.2.1 Precis¢avanje PCR produkata

Pre izvodenja reakcije DNK sekvenciranja pozitivni PCR produkti L1, E1 i HPV tip
16 E6 gena precisceni su primenom QIAGEN MinElute PCR Purification Kita (QIAGEN

Inc., Valencia, CA, USA) prema uputstvu proizvodaca:

1) U mikro-epruvetu sa PCR produktom dodavano je 75ul PBI pufera i pazljivo

promesano.

2) Dobijeni homogenizat je paZljivo je prebaCen u MinElute kolonu sa mini-
epruvetom za prikupljanje filtrata i centrifugirana na 14000 rpm, 1 minut na

sobnoj temperaturi.

3) Posle centrifugiranja, filtrat je odbacivan, a u MinElute kolonu je unoseno 750pl

PE pufera i centrifugirano na 14000 rpm, 1 minut na sobnoj temperaturi.
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4) Po zavrSetku centrifugiranja, filtrat je odbacivan, a MinElute kolona je
centrifugirana na maksimalnoj brzini od 24000 rpm, 1 minut na sobnoj

temperaturi.
5) Potom je MinElute kolona izvadena i prebacena u ¢istu mini-epruvetu od 1,5ml.

6) Dodavano je 10pl EB pufera direktno na membranu i inkubirano 1 minut na

sobnoj temperaturi, a zatim centrifugirano 1 minut na 14000 rpm.

Dobijeni filtrat koji je sadrzavao precis¢eni PCR produkt je koris¢en odmah za DNK

sekvenciranje ili cuvan na temperaturi od -20°C.

3. 2. 2. 2 Reakcija cikli¢nog sekvenciranja

Reakcija ciklicnog sekvenciranja radena je za svaki DNK lanac pojedina¢no
odnosno u oba pravca (engl. “forward” i “reverse”). KoriS¢en je komplet Big Dye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, Foster City, SAD), uz
primenu istih prajmera koji su koriS¢eni i za PCR metodu. Kako je reakcija
sekvenciranja izvodena za svaki lanac posebno pripremane su dve reakcione smese

(svaka je sadrZavala po jedan prajmer) prema protokolu proizvodaca.
a) HPV DNK sekvenciranje L1 gena

Zapremina reakcione smeSe za jedan uzorak bila je 15uL, koju su ¢inili sledece

komponente:
v' Big Dye Terminator Mix 2uL
v" Big Dye Terminator pufer 2uL
v' MY09ili MY11 1,25uL (konc. 1umol)
v H,0 6,751L
v' Preci$¢ena L1 gen HPV DNK 2uL
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Protokol prema kome je radena reakcija ciklicnog umnoZavanja u PCR masSini
(Eppendorf Master Cycler Gradient, Hamburg, Germany) sastojao se od sledec¢ih faza:
a) pocetna denaturacija na 96°C - 1 minut; b) replikacioni ciklus koji se ponavlja 40
puta, a odvija se u tri koraka: denaturacija DNK - 10 sekundi na 96°C, vezivanje
prajmera - 5 sekundi na 55°C i ekstenzija DNK lanca - 4 minuta na 60°C; c) zavrSetak
reakcije na 4°C.

Posle zavrSetka reakcije, dobijeni produkti ciklicnog umnoZavanja su odmah

preciSceni ili su zamrzavani na -20°C najduze 3 dana.

b) HPV DNK sekvenciranje E1 gena

Zapremina reakcione smeSe za jedan uzorak bila je 15uL, koju su ¢inili sledece

komponente:
v Big Dye Terminator Mix 2uL
v Big Dye Terminator pufer 2uL
v' P1ili P2 1,25ul (konc. 1umol)
v H20 6,75ul
v Precis¢ena E1 gen HPV DNK 2uL

Protokol prema kome je radena reakcija ciklitnog umnoZavanja u PCR masini
(Eppendorf Master Cycler Gradient, Hamburg, Germany) sastojao se od sledec¢ih faza:
a) pocetna denaturacija na 96°C - 1 minut; b) replikacioni ciklus koji se ponavlja 40
puta, a odvija se u tri koraka: denaturacija DNK - 10 sekundi na 96°C, vezivanje
prajmera - 5 sekundi na 50°C i ekstenzija DNK lanca - 4 minuta na 60°C; c) zavrSetak
reakcije na 4°C.

Posle zavrSetka reakcije, dobijeni produkti ciklicnog umnoZavanja su odmah

precisSceni ili su zamrzavani na -20°C najduze 3 dana.
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c) HPV tip 16 DNK sekvenciranje E6/7 gena

Zapremina reakcione smeSe za jedan uzorak bila je 15uL, koju su ¢inili sledece

komponente:
v' Big Dye Terminator Mix 2uL
v' Big Dye Terminator pufer 2uL
v FWili REW 1,25ul (konc. 1umol)
v H20 6,75l
v' PreciS¢ena E6 gen HPV 16 DNK 2L

Protokol prema kome je radena reakcija ciklicnog umnozavanja u PCR maSini
(Eppendorf Master Cycler Gradient, Hamburg, Germany) sastojao se od sledecih faza:
a) pocetna denaturacija na 96°C - 1 minut; b) replikacioni ciklus koji se ponavlja 40
puta, a odvija se u tri koraka: denaturacija DNK - 10 sekundi na 96°C, vezivanje
prajmera - 5 sekundi na 50°C i ekstenzija DNK lanca - 4 minuta na 60°C; c) zavrSetak
reakcije na 4°C.

Posle zavrSetka reakcije, dobijeni produkti ciklicnog umnoZavanja su odmah

preciSceni ili su zamrzavani na -20°C najduze 3 dana.

3. 2. 2. 3 Preciscavanje produkata ciklicnog umnozavanja

Nakon reakcije ciklicnog umnoZavanja izvedeno je preciS¢avanje dobijenih
produkata ove reakcije. Dodavano je 80ul 75% izopropanola pazljivo i
homogenizovano. Po dodavanju izopropanola, dobijeni homogenizat je inkubiran 15
minuta u mraku, a potom i centrifugiran 45 minuta na 2000 x g. Po centrifugiranju
supernatant se odbacivao, a onda su se mikro-epruvete sa uzorcima postavljale u
invertan polozaj i ponovo centrifugirale 2 minuta na 700 x g kako bi se izopropanol u
potpunosti odstranio. Na posletku, mikro-epruvete su se suSile u mraku 60 minuta.
PreciS¢eni uzorci upotrebljavani su odmah za analizu sekvenci ili su Cuvani na

temperaturi od - 20°C.
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3.2.2.4 Kapilarna elektroforeza u automatskom sekvencioneru i analiza
elektroferograma

U okviru pripreme za kapilarnu elektroforezu izvodena je denaturacija DNK.
Uzorcima je dodavano 10pul Hi-Di TM formamida (PE Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA), a potom su sprovedeni sledeci koraci denaturacije: a) 2 minuta na 95°C b) 2
minuta na 4°C. Nakon zavrSene denaturacije uzorci su prenoSeni u sekvenator ABI
Prism 310 Genetic Analyser system-u (Applied Biosystems, Foster City, SAD) u kome

je radena kapilarna elektroforeza (Slika 15.).

Slika 15. Sekvenator ABI Prism 310 Genetic Analyser

Analiza dobijenih sekvenci izvedena je pomoc¢u Sequence Analysis 5.1
programskog paketa (Applied Biosystems, Foster City, SAD). Kako bi kvalitet
sekvenciranja bio adekvatno procenjen analizirane su dobijene nukleotidne sekvence
za L1, E1 i E6 gene. Pojedinacni jasno razdvojeni pikovi u elektroferogramu ukazivali
su na prisustvo infekcije jednim HPV tipom. Pojava preklopljenih ili dvostrukih pikova
ukazivala je na moguce prisustvo mesovite infekcije sa viSe HPV tipova (Remmerbach

etal, 2004; Molijn et al.,, 2005)
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Kako je za svaki uzorak odredena sekvanca u oba pravca, dobijene su dve
nukleotidne sekvence koje su uz pomo¢ SeqScape v2.1 programskog paketa (Applied
Biosystems, Foster City, SAD) medusobno uporedivane (engl. alignment) a zatim su
izvedene “consensus” sekvence. Potom su sekvence za svaki uzorak uporedivane sa
veC poznatim sekvencama pomocu BLAST (engl. Basic Local Alignment Search Tool -
BLAST) programa (http://www.ncbi.nih.gov/BLAST/) programa u GenBank genskoj
bazi podataka (NCBI, National Institute of Health, Bethesda, MD, USA).

Kako bi se odredio HPV genotip primenjivani su slede¢i kriterijumi. Najmanja
duzina sekvence iznosila je 291bp, a sli¢nost sa poznatim tipom HPV iznosila je
najmanje 95%. Kod mesovitih infekcija dominantan tip odredivan je po identi¢nim
kriterijumima. Ukoliko nije bilo moguce ustanoviti dominantan tip, kada je slicnost sa
poznatim genotipom bila manja od 95%, rezultat ispitivanja tumacen je kao meSovita
infekcija bez dominantnog HPV genotipa (Remmerbach et al., 2004; Molijn et al,
2005).

3.2.3. Dokazivanje i genotipizacija HPV DNK metodom protocne (engl. "Flow

through") hibridizacije

Za dokazivanje i genotipizaciju HPV DNK metodom protocne (engl."Flow through")
hibridizacije koriS¢en je komplet GenoFlow HPV Array Test Kit (DiagCor Bioscience,
Hong Kong, Kina), namenjen za genotipizaciju 33 razlicita tipa HPV (6, 11, 16, 18, 26,
31, 33, 35, 39, 40, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 61, 66, 68b, 70, 71,
72,73, 81, 82 i 84). Ovo ispitivanje obuhvata u prvoj fazi amplifikaciju PCR metodom
ekstrahovane HPV DNK i potom u drugoj fazi proto¢nu hibridizaciju sa tip specificnim
probama prema protokolu proizvodaca. Svi potrebni reagensi u sastavu kompleta, kao
i reagensi koji nisu obezbedeni u ovom kompletu pripremljeni su, cuvani i

upotrebljavani prema uputstvu proizvodaca.
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3.2.3.1 HPV DNK PCR amplifikacija

Ukupna zapremina reakcione smeSe koja se koristi za PCR amplifikaciju bila je

25uLiimala je sledeci sastav:

v HPV PCR Premix 19,25uL
v" DNA Taq Polymerase 0,75uL

Pripremljenoj reakcionoj smesi dodavan je uzorak ekstrahovane DNK od 5pL.
Amplifikacija je radena u PCR masini (Eppendorf Master Cycler Gradient, Hamburg,
Germany), po sledec¢em protokolu: a) inicijalna denaturacija na temperaturi od 95°C
tokom 9 minuta; b) replikacioni ciklus koji se ponavlja 43 puta, a obuhvata tri koraka:
denaturacija na temperaturi od 95°C tokom 20 sekundi; vezivanje prajmera na
temperaturi od 55°C tokom 30 sekundi; ekstenzija DNK lanca na temperaturi od 72°C
tokom 30 sekundi; c) finalna ekstenzija DNK lanca na temperaturi od 72°C tokom 5
minuta i d) zavrsetak reakcije na 4°C.

Kako bi se tokom postupka sprecila pojava kontaminacije, PCR je izvoden u
biobezbednosnoj komori sa laminarnim protokom vazduha i upotrebljavani su sterilni
filter nastavci razli¢itih zapremina, kao i sterilne plasticne mini-epruvete zapremine
0,2mL (Eppendorf, Hamburg, Germany). Uz uzorke, radi kontrole reakcije pripremana
je negativna kontrola (sterilna voda), amplifikaciona kontrola koja pokazuje prisustvo
inhibitora ili nedovoljnu koli¢cinu DNK u uzorku i pozitivna kontrola (koja sadrzi HPV

DNK).

3.2.3.2 HPV protoc¢na hibridizacija

Pre pocetka reakcije hibridizacije, hibridizacioni rastvor je zagrevan na
temperaturi od 41°C, a ostali reagensi su stabilizovani na sobnoj temperaturi.
Reakciona komora uredaja DiagCor FT-PRO (DiagCor Bioscience, Hong Kong, Kina)
ispirana je destilovanom vodom i zagrevana na temperaturu od 41°C. U komoru su

zatim ubacivane i fiksirane prethodno oznacene dijagnosticke kasete (slika 16.).
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Slika 16. Dijagnosticka kaseta u sastavu kompleta GenoFlow HPV Array Test Kit

Produkti PCR su pre reakcije hibridizacije denaturisani na temperaturi od 95°C
tokom 5 minuta, zatim ohladeni na ledu tokom 2 minuta (4°C).

Kada se na displeju uredaja DiagCor FT-PRO (DiagCor Bioscience, Hong Kong,
Kina) ocCitavala temperatura od 41°C, unosSeno je pazljivo 750uL prethodno zagrejanog
hibridizacionog rastvora u svaki od cetiri bunarci¢a dijagnosticke kasete i inkubirano
tokom 2 minuta, posle Cega je rastvor uklanjan iz dijagnosticke kasete. Potom je 20uL
denaturisanog PCR produkta homogenizovano sa 500uL zagrejanog hibridizacionog
rastvora i paZljvo dodavano u odgovaraju¢i bunarci¢ dijagnosticke kasete. Posle
inkubiranja dijagnostickih kaseta na temperaturi od 41°C tokom 5 minuta preostala
te¢nost uklanjana je iz bunarcica.

Radi razvoja bojene reakcije podesavana je temperatura uredaja DiagCor FT-
PRO (DiagCor Bioscience, Hong Kong, Kina) na 25°C i dodavano 1000pL rastvora za
blokiranje reakcije hibridizacije. Pri temperaturi od 25°C dodavano je 500pL
konjugata i inkubirano 3 minuta. Potom je uklanjana preostala te¢nost i podeSavana
temperatura na 36°C i ispirani bunarcic¢i dijagnosticke kasete sa 750uL rastvora A
ukupno Cetiri puta. Zatim je dodavano 500uL rastvora za detekciju pri temperaturi od
36°C i inkubirano u mraku 5 minuta. Nakon toga je membrana ispirana sa 750uL B
rastvora ukupno Cetiri puta i inkubirana 1 minut u mraku. Dijagnosticke kasete su
izvadene iz uredaja i osuSene na filter hartiji.

Prisustvo obojenog precipitata na odredenim poziciama u bunarci¢u

dijagnosticke kasete tumaceno je kao pozitivan rezultat (Slika 17.).
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Slika 17. Prikaz interpretacije rezultata ispitivanja GenoFlow HPV Array Test Kit

3. 2. 4 Filogenetska analiza HPV izolata

Za poredenje i poravnavanje dobijenih sekvenci koris¢en je MUSCLE program
(Edgar, 2004). Ovo je opsti program za poravnavanje nukleotidnih sekvenci DNK ili
proteinskih sekvenci. Za dalju filogenetsku analizu koriS¢eni je MEGA (MEGA version
6.0) softverski paket (Tamura, Stecher, i sar., 2013).

Poredenje (engl. multiple alignment) dobijenih sekvenci sa referentnim
sekvencama preuzetim iz GenBank/EMBL/DDB] MUSCLE programa u okviru MEGA
6.0 softverskog paketa, koji je koriS¢en i za odredivanje nukleotidnih distanci.
Navedena distanca medu nukleotidima je evolutivno odstupanje na nivou nukleotida,
a za njeno izracunavanje koriS¢en je Maximum Composite Likelhood model (Tamura,
Nei i Kumar, 2004). Za konstrukciju Maximum likelihood (ML), Neighbor-joining (N]),
i Maximum parsimony (MP) filogenetskih stabala, kao i za odredivanje
najadekvatnijeg modela evolucije za njihovu konstrukciju, koris¢en je MEGA 6.0

softverski paket uz potvrdu znacaja filogenetskih odnosa "bootstrap" analizom sa 500
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ponavljanja. Za graficku prezentaciju i obradu dobijenih stabala, koriséeni su MEGA
6.0 i FigTree v.1.4.2. softverski paketi.

U filogenetskoj analizi su koriS¢eni HPV referentni sojevi genotipova, linija i
podlinija HPV u okviru roda Alpha-papillomavirus (u zagradi su navedeni pristupni

brojevi za NCBI bazu podataka):

a) referentni sojevi - genotip HPV
HPV 16 (K02718), HPV 18 (AY262282), HPV 33 (M12732), HPV 58 (D90400), HPV 45
(X74479), HPV 53 (X74482)

b) referentni sojevi - linije i podlinije HPV

HPV 16

- linija A

podlinija A1-HPV 16 (K02718), podlinija A2-HPV16 izolat European German 131
type (AF536179), podlinija A3-HPV16 izolat AS411 (HQ644236), podlinija A4-HPV
16 East Asian type (AF534061)

- linija B

podlinija B1-HPV 16 izolat African-1 type (AF536180), podlinija B2-HPV16 izolat
7109 (HQ644298)

- linija C

HPV16 variant (African type 2) (AF472509)

-linija D

podlinija D1-HPV16 izolat Qv00512 (HQ644257), podlinija D2-HPV16 izolat
Qv15321A (AY686579), podlinija D3-HPV16 Asian-American variant (AF402678)

HPV 33

-linija A
podlinija A1-HPV33 (M12732), podlinija A2-HPV33 izolat Qv34060 (HQ537698),
podlinija A3-HPV33 izolat LZcc12-33 (EU918766)
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-linija B
HPV33 izolat Qv23819 (HQ537705),
-linija C

HPV33 izolat BF375 (KF436865)

HPV58

-linija A

podlinija A1-HPV58 (D90400), podlinija A2-HPV58 izolat Qv15606(HQ537752),
podlinija A3-HPV58 izolat Qv00961 (HQ537758)

-linija B

podlinijaB1-HPV58 izolat BF134 (HQ537762), podlinija B2-HPV58 izolat
Rw937(HQ537764)

-linija C

HPV58 izolat Qv13816(HQ537774)

-linija D

podlinija D1-HPV58 izolat Qv03841(HQ537768), podlinija D2-HPV58 izolat Rw697
(HQ537770)

c) ostali sojevi korisc¢eni u filogenetskoj analizi

HPV16 izolat CY07-118 (A]617545), Human papillomavirus type 16 isolate Qv24898,
complete genome (JP02078), Alphapapillomavirus 9 isolate I1ARC020237
(gb|KU053936.1)

3.2.5 Statisticka obrada dobijenih rezultata

Za analizu dobijenih rezultata, primenjivane su sledece statisticke metode:
* metode deskriptivne statistike (srednja vrednost i standardna devijacija)

* kappa (k) statisticki metod koriS¢en je za procenu slaganja primenjenih testova
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 Fisher test tac¢ne verovatnoce koriS¢en je za procenu znacajnosti razlika

ucestalosti dihotomnog obeleZja posmatranja izmedu 2 mala nevezana uzorka.

StatistiCcka znacajnost je ocenjivana za nivo znacajnosti od 0,05. Za statisticku

analizu koriS¢en je SPSS 11.0 v. 23 programski paket.
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U periodu od 2011-2015, ispitivano je prisustvo humanog paplioma virusa (HPV),
primenom razli¢itih tehnika molekularne biologije, u 101 uzorku tkiva karcinoma
grlica materice dobijenih iz arhiva patohistoloske laboratorije Ginekolosko-akuSerske
klinike ,Narodni Front“ i Klinicko-bolnickog centra ,Zemun“.Odredivanje prisustva
HPV, kao i ucestalost genotipova HPV u tkivu karcinoma grli¢a materice je izvedeno
razli¢itim tehnikama ciljne amplifikacije, a analiza dobijenih rezultata izvrSena je na

razlic¢ite nacine.
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4. 1 Karakteristike tkiva karcinoma grli¢ca materice

Od 101 wuzorka tkiva karcinoma grlica materice, 91 uzorak pripadao je
patohistoloSkom tipu planocelularnog karcinoma (90,09%), dok je 10 uzoraka

pripadalo patohistoloSkom tipu adenokarcinoma (9,91%) (Grafikon 1.).

B Planocelularni karcinom

B Adenokarcinom

Grafikon 1. Distribucija tkiva karcinoma grlica materice prema patohistoloskom tipu

0d ukupno 91 uzorka planocelularnog karcinoma, 35 uzoraka je pripadalo
podtipu Keratinizuju¢eg Kkarcinoma, a 56 uzoraka podtipu nekeratinizujuteg
karcinoma. Takode od ukupno 10 uzoraka adenokarcinoma, tri uzorka pripadala su

podtipu adenoskvamoznog karcinoma (Tabela 9.)
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Tabela 9. Distribucija uzoraka karcinoma grliéa materice prema patohistoloskom

podtipu
Planocelularni nekeratinizujuci 56 55,44
Planocelularni keratinizujuci 35 34,65
Adenokarcinom 7 6,93
Adenoskvamozni karcinom 3 2,97

4.2 Dokazivanje prisustva HPV u uzorcima karcinoma grli¢a materice

Dokazivanje prisustva HPV u tkivu karcinoma grlica materice izvedeno je

primenom PCR metode za detekciju E1 gena i L1 gena HPV DNK.

4.2.1 Prisustvo HPV DNK E1 gen u uzorcima karcinoma grli¢a materice

Posle izvedene PCR metode za detekciju E1 gena, analiza dobijenih produkata gel
elektroforezom, dokazala je prisustvo specifi¢nih fragmenata E1 gena veli¢ine 450bp

kod 57 (56,43%) od 101 ispitanog uzorka tkiva (Slika 18.)
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i’

v~

Slika 18. Gel elektroforeza za E1 gen HPV PCR (DNK Standard 100bp)

Kod jednog broja uzoraka, utvrdena je pojava nespecificnih produkata PCR

reakcije za E1 gen, veliCine oko 350bp i 550bp (Slika 19.).

Slika 19. Gel elektroforeza za E1 gen HPV PCR (DNK Standard 100bp) nespecifi¢ni PCR
produkti velicine ~ 350bp i ~ 550bp
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Ovi produkti su bili detektovani i nakon smanjenja broja ciklusa u protokolu PCR
reakcije. Paralelno sa analizom produkta PCR reakcije za E1 gen DNK sekvenciranjem

analizirani su i ovi uzorci.

4.2.1 Prisustvo HPV DNK L1 gen u uzorcima karcinoma grli¢a materice

Rezultati gel elektroforeze, izvedene radi analize dobijenih produkata PCR metode
za detekciju L1 gena, pokazali su prisustvo specificnih fragmenata L1 gena velic¢ine
450 bp kod 35 (34,65%) od ukupno 101 ispitanog uzorka tkiva karcinoma grli¢a
materice (Slika 20.).

Slika 20. Gel elektroforeza za L1 gen HPV PCR (DNK Standard 100bp)
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4.2.3 Uporedna analiza PCR metoda za dokazivanje HPV DNK E1 i L1 gena u

uzorcima karcinoma grli¢a materice

Analizom dobijenih rezultata, primenom iste metode, ali uz koriS¢enje prajmera za
fragmente razlic¢itih gena HPV utvrdena je razlic¢ita ucestalost HPV DNK u tkivima
karcinoma grli¢a materice, odnosno HPV DNK E1 gen je ¢eS¢e dokazivan u odnosu na

L1 gen (Grafikon 2.).

& HPV DNK pozitivni
& HPV DNK negativni

Elgen L1 gen

Grafikon 2. Razlika u ucestalosti HPV DNK u tkivu karcinoma primenom PCR metoda za

E1iL1gen

Poredenjem rezultata dobijenih PCR metodom uz koris¢enje prajmera za fragment
E1 gena, odnosno prajmera za fragment L1 gena utvrdeno je da je u pojedinim
uzorcima detektovan samo E1 gen odnosno L1 gen, dok su pojedini uzorci bili

pozitivni za oba gena (Slika 21.).
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Slika 21. Uporedna gel elektroforeza za L1 i E1 gen HPV PCR (L-DNK standard 100bp, N-
negativna kontrola, P-pozitivna kontrola, 10-17 identifikacioni brojevi

ispitanica)

Analizom navedenih rezultata utvrdeno je da je kod 23 uzoraka detektovano oba
gena, dok je znatno veci broj uzoraka tkiva karcinoma bio pozitivan samo na HPV E1

gen u odnosu na L1 gen (Tabela 10.).

Statisticka analiza je pokazala da procenat slaganja ove dve PCR metode iznosi
54,46%. U cilju procene slaganja HPV pozitivnosti, dobijena je kappa (k) vrednost od

0, 124 koja ukazuje na slabo slaganje.
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Tabela 10.

HPV pozitivni uzorci

Ucestalost HPV DNK u odnosu na L1iE1 gen HPV PCR

HPV negativni uzorci

uzorci

4.2.4 Ukupna ucestalost HPV DNK (E1 i L1 gena) u uzorcima karcinoma grlica

materice

HPV pozitivni 23 12
uzorci
HPV negativni 34 32

Prisustvo HPV DNK na osnovu dobijenih rezultata izvedene PCR metode za E1 i L1

gen uspesno dokazano je kod ukupno 69 od 101 uzorka (68,31%) (Grafikon 3.).

\

e —
.
_ .

m HPV DNK pozitivni
= HPV DNK negativni

y

Grafikon 3. Ukupna ucestalost HPV DNK u tkivima karcinoma grli¢éa materice
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4. 3 HPV genotipizacija metodom DNK sekvenciranja

Primenom tehnike DNK sekvenciranja na ukupno 69 HPV pozitivha uzorka

dobijene su 44 nukleotidne sekvence za E1 gen HPV DNKi 9 za L1 gen HPV DNK.

Pri analizi dobijenih elektroferograma, utvrdeno prisustvo pojedinacnih jasnih
pikova sekvence E1 gena HPV DNK oznacavano je kao pojedinacna infekcija (Slika

22.).
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Blosystems ABhpv 25z E1 rev Inst Model/Name 310/ABI PRISM 310
hpv 25z E1 rev Mar 25,2014 06:47AM, CET
S/N G112 A95 T:174 C:83 KB_310_POP6_BDTv3_505td.mob Collection Date Unassigned
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Slika 22. Primer izgleda elektroferograma dobijenog analizom produkta PCR reakcije za

E1 gen HPV (uzorak br. 25 z)
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Pri analizi dobijenih elektroferograma, utvrdeno prisustvo pojedinacnih jasnih

pikova sekvence L1 gena HPV DNK oznacavano je kao pojedinacna infekcija (Slika 23).

I?iggglrlst%ms Cihpv 11 3665 fw Inst Model/Name 310/ABI PRISM 310

hpv 1 3665 fw Aug 24,2012 08:20AM, GMT

SIN G125 A131 T:1198 C.76 KB_310_POPE_BDTv3_50Std.mob Collection Date Unassigned
KB.bcp Pts 1500 to 9360 Pk1 Loc: 1500 Spacing:14.37 Pts/Panel1500
KB11 Cap:1 Version 5.1 HISQV Bases: 364 Plate Name: Unassigned

R . | [P -.-.J I ml
ceE GT C(% CAECEICICCT TCICAAT GTTCCCT TIRIETC T1T ce T:
13 55 6t 73

2073
1382

691

2073
382
691
0 e AN AW ANl |
Printed on: Tue Jan 12,2016 11:31PM, GMT Electropherogram Data Page 1 of 2

Slika 23.Primer izgleda elektroferograma dobijenog analizom produkta PCR reakcije za

L1 gen HPV (uzorak br. 3665)

Prisustvo preklopljenih, odnosno dvoznacnih pikova u nukleotidnim sekvencama
za E1i L1 gen HPV izolata ukazivalo je na eventualno postojanje meSovite infekcije sa

dva ili viSe tipova HPV.
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Svaka dobijena sekvenca u 5’ pravcu, kao i reverzno komplementarna sekvenca u
3’ pravcu medusobno su uporedene i odredena je konsenzus sekvenca koriS¢enjem

SeqScape programskog paketa (Slika 24.)

l-\_pplied Ganeraled al. 13 Jan 2016 at 09:07.50 CET
Biosystems

Project: dijagHPV Specimen: Ca8zE{ Segment: NC_001526 Assembly

1944 185371 963 1973 1983
| ol * M | |

(nnsansis

NTeafz-Fi-myv
| 1 | | I
425 415 : 395
1933 z003 2013 2023 2033
| | | | |
(nnsansis
D7caliz-Ef-rev
| 1 | | 1
178 165 8¢ 1185
Dbcalz-E1i-fw

Slika 24. Uporedivanje sekvence u 5’ i 3’ pravcu primenom SeqScape programskog paketa

(Uzorak br 8z)

Dobijene sekvence uporedivane su sa poznatim HPV sekvencama primenom
BLAST programa u genskoj bazi podataka GenBank i na osnovu dobijenih rezultata

odreden je genotip HPV izolata (Slika 25.).
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-
BLAST > blastn suite » RID-PURRDTUY015

Uzorak 3665

RID PURRDTUYOD1S (Expires on 06-26 00:25 am)
Query ID Icl|Query_27745
Description None
Molecule type nucleic acid
Query Length 431

Edit and Resubmit Save Search Strategies > Formatting options > Download

Other reports: & Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results]
Description Max Total Query E Accession
score score cover value
Human papillomavirus type 18 strain
SRE121AK E1 protein (E1) gene. partial 787 787 100% 0.0 EU77a733.1
cds
Human papiliomavirus type 18 strain
SRBO3SAK E1 protein (E1) gene, parual 781 791 100% [+ K1) EUr7eriia
cds
Ali en
Human papillomavirus type 16 strain SRB121AK E1 protein (E1) gene, partial cds
Sequence |ID: gb|EU779733.1| Length: 447 Number of Matches: 1
Range 1. 1 to 431
Score Expect Identities Gaps Strand Frame
797 bits(431) 0.00 431/431(100% ) 0/431(0%) Plus/Plus
Features:

BlDownload ~ GenBank Graphics

Human papillomavirus type 16 strain SRB121AK E1 protein (E1) gene, partial cds

Sequence ID: gblEU779733 1| Length: 447 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 431 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps
797 bits(431) 0.0 431/431(100%) 0/431(0%)
Query 1 ACRATGGGCATATGATAATGACATAGTAGACGATAGTGAAATT TA
IlIIIIIIIIII[I!IIIII!IHlIIIlIIIIIIIIIIIIiHIlIII 11
Sbjct 1 TOGTACAATGGGCATATGATAATCACATAGTAGACGATAGTGAAATTGCATA TA
Query 61 CACAATTGG GACQCTMTAGTM'{GCA&GTGCCTTTCT CACAGGCAA
i PIRLRLRRERRRRTRTRIN]RTi]] IIIIIIIIIIIIIIIIHIfI1I I1IHII1I1
Sbjct 61 CAl TTGGCAGACACTAATAGTAATGCAAGTGCC TCACAGGCAA
Query 121 AAATTGTASAGCATTGTGCAACAATG (T[AGACAT]’ AAACGAGCAGaaaaaaaaCAAA
PURTETERLR L LR T TR LR R TR I i el ||I|I|I[IIIII! LLLTLLLT
Sbjct 121 TAAAGGATTGTGCAACAATGTGTAGACATTATAAAC CARA
Query 181 A‘[GAGTCMTGGATRWTATAGATLTTGATAGGGTAGATG}!TGGAGGTGATTGGD
ELRLLLRRCR TRttt et v e g e i iiiniilil
Sbijct 181 TGAGTATGAGTCAATGEATAARATATAGATGTGATAGGGTAGATGATGGAGGTGATTGGA
Query 241 GTTATGTT T'TTA.RG TATCAAGGTGTAGAGTTTATGT AACTGCA
: Iiilllrll LIELRLELRTETET )] I?IIIIIIIIIIEI IH!I Hllﬁl}-
Sbjct 241 TTGTTATGTTTTTAAGGTATCAAGGTGTAGAGTTTATGTCATTTTTAACTGCAT
Query 381 TAAARAGATTTT GEAAGGCATACCTaaaaaaaaTTGCATATTACTATATGGT GCTA
" |III|IIIl|I|[|Il NNy
Sbjct 301 GCAAGGCATACCTAAAAARAATTGCATATTACTATATGGTGCAGCTA
Query 361 (i‘_A G AT GAGT'I'I'AATGAAATTTCTGCAAGGGTCTGTAATAT
A I ||I|I!HII|III HIII TLCLETEER e iR iritiriitl
Sbijct 361 GOETATGAGTTTAATGAAATTTCTGCAAGGGTCTGTAATAT
Query 421 GTAAAT 431
s I I I [IH11)
Sbijct 421 GTAAAT 431

Strand

Plus/Plus

50

L)

120
12e
180
18e
240
242
3pe
3ee
Ise
368
420
420

Slika 25. Primer uporedivanja dobijenih sekvenci HPV E1 gena sa poznatim sekvencama

HPV E1 gena primenom BLAST programa (uzorak br. 3665)
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4.3.1 Rezultati E1 gen HPV genotipizacije metodom DNK sekvenciranja

Sekvenciranje E1 gena HPV uspesno je izvedeno kod 44 od 57 uzoraka, kod kojih je
PCR metodom dokazana HPV DNK.

Sekvenciranjem E1 gena HPV DNK pozitivnih uzoraka dokazano je prisustvo 4
genotipa i to HPV 16, 33, 45 i 58. Pokazano je da je najces¢i visoko onkogeni genotip
16 (81,81%), a zatim genotip 33 (9,09%), dok su genotipovi 58 i 45 detektovani kod
6,81% odnosno 2,27% uzoraka, respektivno. Prisustvo meSovite infekcije, kod koje

nije bilo moguce utvrditi dominantni genotip otkriveno je kod 29,54% ispitivanih

uzoraka (Grafikon 4.).

.

|
I!
|

eyesozn [oug
l
I
9
|
&

]
111}

¥ Broj uzoraka

,m
o wn

z
j\cm

mesovita
infekcija

HPV genotipovi

Grafikon 4. Rezulati sekvenciranja E1 gena HPV DNK

Na osnovu analize dobijenih rezultata DNK sekvenciranja nespecifi¢nih produkata
PCR reakcije za E1 gen HPV DNK, utvrdeno je da su dobijene sekvence najsli¢nije

humanoj DNK odnosno hromozomu 16 (Slika 26.).
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Sequences producing significant alignments:

(Click headers to sort columns)

AC135950.1 FHomo sapiens chromosome 1€ clone CID- 300 300 34% 4e-75 GER
241218, complete sequence

AC009033.10 ¥Homo sapiens chromosome 1€ clone RPFL1- 00 300 34% 4e-70 8E%
140124, complete sequence

>~gb|AC135950.1) m Homo sapiens chromosome 1é clone CID-241319, complete sequence
Length=55018

Score = 300 bits ({
Identities = 1lE6/16
Strand=Plus/Plus

), Expect = 4e-T8
98%), Gaps = 0/1é8 (0%)

Query 318 A.nC"‘ TCCACCICTCCCC :CTCA’I‘GGCACCA’IC"‘GGA"'T\.-.AAC'IAC‘..A'IA"TKJ CIC 317
I111] -\III!‘- IEESEEENS RN S NN
Sbjct 44gl2 r}CCnTC\.A&.JICTCCCC ICC TCATGGCACC.'A'l'CCTGGACT:PGC"ACCATFTTGCCT" 44871

l“

Query 378 TTGCCTGGACTACTCCAGGGCCCCCTG :G"ICTTICT’.'CIGT"" TCATCCATICICTA 4382
|||IIII'|\IIiI\:|iIH |11 0 0
Sbjet 4££€72 TIGCCTIGGACTIACTCCAGE CCCCTG"'G'I"‘T'I'ICT:CI\;'I”":" ICATCCATICICTA 4£4731

Query 4395 CTIICGCAGCCAGAGAGGTIIGTGAAAGAGICACATGAGCTICTARCATAC 48€
“i!Illll'\Illi'E'HH:.‘i‘.I]Il BRNNE (N
\ Sbjet 44732 CITCGCAGCCARGACAGCGITCTGAAAGAGTICAGATGAGCICTARCATAC 44779

Slika 26. Poredenje sekvenci nespecifi¢nih produkata PCR reakcije za E1 gen

4.3.2 Rezultati L1 gen HPV genotipizacije metodom DNK sekvenciranja

Sekvenciranje L1 gena HPV bilo uspesno kod 9 od 35 HPV pozitivna uzorka PCR

metodom. Dokazano je prisustvo tri visoko onkogena HPV genotipaito 16,181 53.

Sekvenciranjem L1 gena HPV DNK pozitivnih uzoraka pokazano je da je najcesci
visoko onkogeni genotip 16 (20,0%), dok su genotipovi 18 i 53 detektovani u po
jednom od uzoraka tkiva karcinoma grliéa materice (2,85%). Kod 26 (74,28%)
ispitivanih uzoraka nije bilo moguce utvrditi genotip zbog prisustva preklapajucih

pikova u elektroferogramu (Grafikon 5.).
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Grafikon 5. Rezultati sekvenciranja L1 gena HPV DNK

4.3.3 Ukupna zastupljenost HPV genotipova (E1 i L1 gena) DNK sekvenciranjem

Sekvenciranje E1 gena HPV uspes$no je izvedeno kod 44 od 57 uzoraka, kod kojih

je detektovana HPV DNK PCR metodom, dok je sekvenciranje L1 gena HPV bilo

uspesno kod 9 od 35 PCR HPV pozitivna uzorka (Grafikon 6.).

Uspesno izvedeno

sekvenciranje

100

77,19%

25,78%

E1l gen HPV L1 gen HPV

Grafikon 6. Procenat uspesnosti sekvenciranja E1 i L1 gena HPV DNK
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Ukupni rezultati sekvenciranja za oba gena HPV DNK pokazali su prisustvo 6
genotipova sa visokim onkogenim potencijalom: 16, 33, 58, 45, 18 i 53, kod ukupno 47
uzoraka tkiva karcinoma. Kod jednog ispitivanog uzorka tkiva karcinoma grli¢a
materice, uporednom analizom tipova HPV odredenih na osnovu analiziranih sekvenci

za E11i L1 gen, utvrdeno je prisustvo meSovite infekcije.

Na osnovu analize dobijenih rezultata DNK sekvenciranja utvrdeno je da je
najc¢eS¢i genotip HPV 16, otkriven kod 38 uzorka tkiva cervikalnog karcinoma
(80,85%). Genotipovi HPV 33 i HPV 58 su identifikovani kod 8,51% i 6,38% uzoraka,

respektivno, dok su svi ostali otkriveni tipovi u oko 2% svih uzoraka (Tabela 11.).

Tabela 11. Distribucija genotipova HPV u tkivima karcinoma grli¢a materice

16 Alpha-papillomavirus 9 38 80, 85
[ = mesteeres 4 e
58 Alpha-papillomavirus 9 3 6,38
[ = et 1 2
18 Alpha-papillomavirus 7 1 2,12
[ eesmerss 0 am
Total 47* 100,00

* jedan uzorak sa meSovitom infekcijom HPV 16 i HPV 53
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4.4 Dokazivanje i genotipizacija HPV DNK metodom protocne (engl. "Flow
through") hibridizacije

Kako je na raspolaganju bio ogranic¢en broj kompleta "GenoFlow HPV array test kit
(R2-M)" uradena je protoc¢na hibridizacija za 20 uzoraka izolovane DNK, od kojih je
primenom PCR metode detektovana HPV DNK kod 13 uzoraka samo za E1 gen,
odnosno kod 6 uzoraka za oba ispitivana gena, dok kod jednog uzorka primenom PCR

metode nije detektovana HPV DNK (Slika 27.).

Slika 27. Izgled dokazivanja i genotipizacije HPV DNK metodom protocne hibridizacije

Od ukupno ispitivanih 20 uzoraka izolovane DNK, za 7 wuzoraka (35,0%)
potvrdeno je prisustvo DNK metodom protoc¢ne hibridizacije. U pojedinim uzorcima
dokazano je prisustvo viSe od jednog HPV genotipa, Sto ukazuje na prisustvo meSovite

infekcije (Grafikon 7.).
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Broj uzoraka

M Broj uzoraka

Grafikon 7. Distribucija uzoraka HPV DNK prema broju tipova odredenih metodom

protoc¢ne hibridizacije

Rezultati genotipizacije metodom protoc¢ne hibridizacije pokazali su prisustvo
Cetiri genotipa HPV, bez obzira da li se radilo o pojedinac¢noj ili meSovitoj infekciji, od

Cega tri genotipa visokog onkogenog potencijala (HPV 16, 18, 59) i jednog genotipa
niskog onkogenog potencijala (HPV 71) (Grafikon 8.).

genotip 71
genotip 59

genotip 18

genotip 16

0 1 2 3 4 5 6

Broj uzoraka u kojima je identifikovan HPV
genotip

Grafikon 8. Genotipovi HPV identifikovani metodom protocne hibridizacije
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MeSovita infekcija dokazana je kod 4 od 7 (57,14%) analiziranih HPV DNK
pozitivnih uzoraka. U odnosu na ucestalost pojedinih genotipova HPV kod uzoraka sa
detektovanom meSovitom infekcijom, najceSce je identifikovan genotip 16, zatim
genotip 59, dok su genotipovi 71 i 18 identifikovani u po jednom HPV DNK pozitivhom
uzorku (Grafikon 9.).

penotn 59—

genotipl6

Broj uzoraka sa meSovitom infekcijom

Grafikon 9. Zastupljenost HPV tipova kod uzoraka sa mesovitom infekcijom

4.5 Uporedna analiza HPV genotipizacije metodom DNK sekvenciranja
metodom protocne (engl."Flow through") hibridizacije

Na osnovu poredenja rezultata PCR metode sa rezultatima metode protocne
hibridizacije, utvrdeno je da se, osim za jedan uzorak, radilo o uzorcima kod kojih je

dokazana pozitvnost E1 gena PCR metodom.
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0d dva ispitivana uzorka kod kojih je metodom protocne hibridizacije utvrdeno
prisustvo meSovite infekcije, kod jednog metodom sekvenciranja DNK nije dobijen
rezultat genotipizacije, a kod jednog prisustvo HPV DNK nije ni detektovano PCR
metodom (Tabela 12.).

UspeSna identifikacija genotipova HPV izvedena je kod 7 uzoraka, primenom obe
metode. Kod tri ispitana uzorka metodom proto¢ne hibridizacije potvrdeno je
prisustvo jednog genotipa HPV utvrdeno primenom DNK sekvenciranja. Takode, za
dva ispitana uzorka prisustvo meSovite infekcije utvrdeno DNK sekvenciranjem,

potvrdeno je metodom protocne hibridizacije (Tabela 12.).

Tabela 12. Uporedna analiza rezultata genotipizacije HPV DNK sekvenciranjem i

protocnom hibridizacijom

11324 P N tip 16 tip 16
tipl6
1Z P N tipovi 59/71
mesovita

27 P N tipl6 tipovi 16/18
57 P N tip 16 tip 16
77 P N mesovita tip 16
36Z P N tip 16-mesovita tipovi 16/59
297 N N / tipovi 16/59

P - pozitivan rezultat PCR metode
N -negativan rezultat PCR metode

/-negativan rezultat DNK sekvenciranja
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Primenom obe metode genotipizacije utvrdeno je prisustvo Cetiri genotipa HPV
HPV (16, 59, 18, 71) u ispitivanim uzorcima tkiva karcinoma grliéa materice.
Najzastupljeniji je bio HPV 16, prisutan u svim uzorcima u kojima je izvedena uspesSna
genotipizacija, zatim po ucestalosti sledi HPV 59, dok su ostala dva tipa dokazana u

manjem broju uzoraka (Grafikon 10.).

[l

Identifikovani genotipovi
HPV

tip 16 tip 59 tip 18 tip71

Grafikon 10. Ucestalost HPV genotipova identifikovanih metodom DNK sekvenciranja i

protoc¢ne hibridizacije

Rezultati genotipizacije primenom obe metode su se samo razlikovali kod jednog
uzroka, gde je sekvenciranje pokazalo prisustvo tipa 16 a hibridizacija prisustvo HPV

tipova 591 71.

4.5.1 Ukupni rezultati HPV genotipizacije primenom obe metode

Od ukupno 101 uzorka primenom obe tehnike identifikacije genotipa HPV (DNK
sekvenciranje i proto¢na hibridizacija), HPV genotipizacija je uradena kod 49 uzoraka

tkiva karcinoma.
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Ukupno je dokazano prisustvo osam genotipova HPV: 16, 18, 33, 45, 53, 58,591 71
(Grafikon 11.). Sedam HPV genotipova pripada grupi visoko onkogenih tipova, dok
samo HPV 71 pripada grupi nisko onkogenih genotipova. Prisustvo meSovite infekcije

potvrdeno je primenom obe metode kod 5 uzoraka (4,95%).

\,

.

Grafikon 11. Genotipovi HPV identifikovani metodom DNK sekvenciranja i proto¢ne

hibridizacije

4.6 Povezanost genotipova HPV sa godinama starosti pacijentkinja, stadijumom

i patohistoloskim tipom karcinoma grli¢a materice

Od ukupno ispitanog 101 uzorka tkiva karcinoma grli¢a materice fiksiranog u

formalinu i ukalupljenog u parafinu HPV genotipovi su odredeni kod 49 uzoraka.
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Prema godinama starosti, pacijentkinje su grupisane na pacijentkinje <40 i starije
od 40 godina, pri ¢emu je vecina ispitivanih uzoraka (79,59%) bila od pacijentkinja
starijih od 40 godina. lako je veci broj HPV genotipova sa visokim onkogenim
potencijalom odreden u starosnoj grupi preko 40 godina, statisticki znacajna

povezanost distribucije HPV genotipova i godina starosti nije potvrdena (Tabela 13.).

Stadijum oboljenja utvrden je za sve uzorke kod kojih je odreden genotip HPV, pri
¢emu je najviSe uzoraka pripadalo Stadijumu I prema FIGO Klasifikaciji (32 od 49).
Statisticki znacajna povezanost izmedu distribucije HPV genotipova sa visokim

onkogenim potencijalom i stadijuma oboljenja nije utvrdena (Tabela 13.).

Genotipovi HPV sa visokoonkogenim potencijalom identifikovani su kod 46
uzoraka planocelularnog i 3 uzorka adenokacinoma. HPV 16 identifikovan je u 80,43%
planocelularnih i 66,7% adenokarcinoma. Drugi genotipovi sa visoko onkogenim
potencijalom dokazani su u veCem procentu u tkivima planocelularnog karcinoma, ali
statisticka povezanost izmedu distribucije visoko onkogenih genotipova HPV sa

histoloSkim tipom karcinoma grli¢a materice nije utvrdena (Tabela 13.).

Dalja podela karcinoma grli¢a materice, izvrSena je prema Kriterijumima Svetske
zdravstvene organizacije (SZ0), na nekeratinizujuce i keratinizujuc¢e planocelularne,
adenokarcinome i adenoskvamozne karcinome. Najve¢i broj uzoraka kod kojih su
identifikovani genotipovi HPV sa visokim onkogenim potencijalom pripadao je grupi

nekeratinizujucih planocelularnih karcinoma (28 od 49).

Najcesce identifikovani HPV genotip bio je HPV 16 u svim navedenim histoloSkim
grupama karcinoma grli¢a materice, izuzev adenoskvamoznog karcinoma. Drugi HPV
genotipovi identifikovani su uglavnom u grupi nekeratinizuju¢ih planocelularnih
karcinoma (Tabela 13.). Statisticka analiza nije pokazala znacajnu povezanost izmedu
distribucije HPV genotipova visokog onkogenog potencijala i histoloSkih tipova

karcinoma grli¢a materice (Tabela 14.).
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Tabela 13. Distribucija HPV genotipova visokog onkogenog potencijala i filogenetskih grupa prema starosti pacijenata,

stadijumu i histoloskom tipu karcinoma grli¢a materice

Filogenetska Klasifikacija

Genotipovi

p=0,721 p=0,776
II 17 13 4 0 3 16
<40 10 8 2 1 2 13
p=1,000 p=0,409
>40 39 31 8 0 4 34
Planocelularni 46 37 9 1 6 44
p=1,000 p=1.000
Adenokarcinom 3 2 1 0 0 3

Keratinizujuéi 18 15 3 1 3 17
p=1,000 p=0,500

Nekeratinizuju¢i 28 22 6 0 3 27

Adenokarcinom 2 2 0 0 0 2
p=0,333 p=1,000

Adenoskvamozni 1 0 1 0 0 1

* pet uzoraka sa mesovitom infekcijom
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Tabela 14. Distribucija HPV genotipova po histoloskom tipu karcinoma grli¢ca materice

Keratinizujuci 16 0 1 0 1 1 2
Nekeratinizujuci 22 3 2 1 1 0 1
Adenokarcinom 2 0 0 0 0 0 0
Adenoskvamozni

karcinom 0 1 0 0 0 0 0

Osim toga, Sest HPV genotipova visokog onkogenog potencijala identifikovanih u
ovom istrazivanju, statifikovani su u sledece filogenetske kategorije, tzv. klastere:
Alphapapillomavirus 6 (tip 53), Alphapapillomavirus 7 (tipovi 18, 45 i 59) i
Alphapapillomavirus 9 (tipovi 16, 33 i 58). Genotipovi HPV koji pripadaju klasteru 9
bili su najucestaliji u uzorcima karcinoma grlica materice (47 od 49), kao i u grupi
nekeratinizuju¢ih planocelularnih karcinoma (Tabela 13.). Statisticki znacajna
povezanost filogenetskih Kklastera, starosti pacijentkinja, stadijuma bolesti i

histoloSkog tipa karcinoma grli¢a materice nije potvrdena (Tabela 13.).

4.7 Genotipska varijabilnost - Filogenetska analiza HPV izolata

Filogenetska analiza je izvedena za 44 HPV izolata E1 gena, 9 HPV L1 gena i 3 E6
gena HPV 16. Konstrukcija filogenetskih stabala izvedena je pomoc¢u MEGA 6.0
programskog paketa, zasnovano na sekvenciranim regijama gena E1 od 384 bp, L1

gena od 406 bp i E6 gena od 574 bp, u koja su ukljuceni i referentni HPV sojevi.
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Filogenetska stabla konstruisana su upotrebom Maximum likelihood, (ML)
Neighbor-joining (NJ]) i maximum parsimony (MP) metoda. Primena sva tri navedena
metoda dala je usaglaSene rezultate grananja stabala. Potvrda znacaja filogenetskih

odnosa izvedena je butstrep (engl. bootstrap) analizom sa 500 ponavljanja.

4.7.1 Filogenetska analiza genotipova na osnovu sekvenci HPV E1 gena

KoriS¢enjem programa MEGA 6.0 utvrdeno je da je najadekvatniji model za

konstrukciju filogenetskog stabla identifikovanih HPV E1 sekvenci bio T92+1.

Filogenetska analiza HPV E1 izolata pokazala je da svi identifikovani HPV

genotipovi u ispitivanoj populaciji Zena pripadaju rodu Alpha-papillomavirus .

Na osnovu filogenetske analize HPV E1 sekvenci potvrdena je pripadnost
identifikovanih HPV E1 izolata odgovaraju¢im HPV genotipovima sa visokim butstrep
vrednostima i to filogenetskoj grupi 9 (HPV genotipovi 16, 33, 58) kao i filogenetskoj
grupi 7 (HPV genotip 45) (Slika 26.).

Analizom genske udaljenosti je pokazano da su nukleotidne distance bile u
okviru ocekivanog raspona medu genotipovima i u okviru istog tipa. Nukleotidna
udaljenost izmedu sekvenci istog genotipa je bila na nivou varijante i iznosila je od 0-
1% (Tabela 15. i 16.). Najveca nukleotidna udaljenost utvrdena za uzorak broj 9472,
koji se zajedno sa izolatima JP02078 i gb|KU053936.1, izdvojio kao zasebna grana
HPV tipa 16 na filogenetskom stablu (Slika 28.).
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I 5006-E1 gen (tip 16)

|~ 4862-El gen (tip 16)

|———— 3729-E1 gen (tip 16)

| ——— 3033-F1 gen (tip 16}

|——————————2688-E1 gen (tip 16}

|-—————————2188-E1 gen (tip 16)

97,40 1680-E1 gen (tip 16}
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————————— 324-E1 gen (tip 16)

[———————247-El gen(tip16)

[———————————7096-E1 gen (tip 16)
|~————————6570-E1 gen (tip 16)
[N——————15635-E1 gen (tip 16}
N 3665-E1 gen (tip 16)
N 3345.F1 gen (tip 16)
N~ 10654-E1 gen (tip 16}
| 6934-E1 gen (tip 16)
7602-E1 gen (tip 16}
4849-E1 gen (tip 16)
Reference_E1_gen_tip 16_K02718.1

; 5073-E1 gen (tip 16)
1Z-E1 gen (tip 16)
1137-E1 gen (tip 16}

10707-E1 tip 16
\ 60.2% [-7 gen (tip 16)
11324-E1 gen (tip 16)

5829-E1 gen (tip 16)

5273-E1 gen (tip 16)

93,.4% 9472-E1 gen (tip 16}
% JP 02078 (tip 16)
gbfKU053936.1[:865-2814 Alphapapillomavirus 9 isolate IARC020237 complete genome
73.6% 3103-E1 gen (tip 45)
&:: 2734-E1 gen (tip 45)
Reference_E1_gen_tip 45 X74479

59.6%

100%

Reference_Ei_gen_tip 58 D90400
32z-E1 gen (tip 58)
3984-E1 gen (tip 58)

68.4%

100%

422-E1 gen (tip 58)
Reference_E1_gen_tip 33 M12732.1
1515-E1 gen (tip 33)

3067-E1 gen (tip 33)

7071-E1 gen (tip 33)

43z-E1 gen (tip 33)

100%

100%

| Refrence_E1_gen_BVP.1_X02346

Slika 28. ML Filogenetsko stablo HPV E1 izolata u odnosu na referentne HPV genotipove iz
roda Alpha-papillomavirus (brojevi unutar stabla oznacavaju butstrep vrednosti,

navedene su vrednosti veée od 50%)
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Tabela 15. Nukleotidne distance (% nukleotidne sli¢nosti) identifikovanih HPV E1 izolata

genotipa HPV 16 u odnosu na referentni genotip K02718.1

<+ <+ ~
. E - 2 S g S %
n < o ~ © = = S 3¢)
0,00 0,00 0,0215 0,00 0,00 0,0053 0,00 0,0026 0,00
g | 2 R o 2 5 < 5
© N © © LN =} —
o LN N LN © ~ ol 52 —
0,00 0,0026 0,00 0,0026 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0026
= © © ) o N © — ™
1) 1<S) © e} N © o o ©
) — O =) ~ © S — <
— o o on on < n mn mn
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Y
©
<+ on
S8 3 R 5 3 5 g S | 8¢
- Q
B0
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0188 | 0,0215
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Tabela 16. Nukleotidne distance (% nukleotidne sli¢nosti) identifikovanih HPV E1 izolata
genotipova HPV 33, HPV 58 i HPV 45 u odnosu na referentni genotip

0,00

0,00 0,00

0,00 0,00 0,00

0,00 0,00 0,00 0,00

11,28 | 11,28 | 11,28 | 11,28 | 11,28

11,28 | 11,28 | 11,28 | 11,28 | 11,28 | 0,0026

11,28 | 11,28 | 11,28 | 11,28 | 11,28 0,00 0.0026

11,28 | 11,28 | 11,28 | 11,28 | 11,28 | 0,0026 | 0,0053 | 0,0026

24,67 | 24,67 | 24,67 | 24,67 | 24,67 24,33 24,31 24,32 24,31

24,69 | 24,69 | 24,69 | 24,69 | 24,69 24,33 24,32 24,33 24,32 | 0,0026

24,69 | 24,69 | 24,69 | 24,69 | 24,69 24,33 24,32 24,33 24,32 | 0,0026 | 0,00
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4.7.2 Filogenetska analiza genotipova na osnovu sekvenci HPV L1 gena

Filogenetskom analizom HPV L1 sekvenci potvrdena je pripadnost
identifikovanih HPV L1 izolata odgovaraju¢im HPV genotipovima sa visokim butstrep
vrednostima i to filogenetskoj grupi 9 (HPV genotip 16), filogenetskoj grupi 6 (HPV
genotip 53), kao i filogenetskoj grupi 7 (HPV genotip 18) (Slika 29.).

324-L1 (tip 16-CY07-118)
460-L1(tip 16-CY07-118)
5273-L1(tip 16)

3665-L1 (tip 16)

6827-L1 (tip 16)

5073-L1 (tip 16)

CY07-118-L1 gen (tip 16)

K02718-L1 gen (tip 16)

2688-L1(tip 16)

AY262282-L1 gen (tip 18)
100%
7656-L1(tip 18)

X74482-L1 gen (tip 53)

10654-L1(tip 53)

Slika 29. ML Filogenetsko stablo HPV L1 izolata u odnosu na referentne HPV genotipove iz
roda Alpha-papillomavirus-najadekvatniji model za konstrukciju stabla bio je T92-

(brojevi unutar stabla oznac¢avaju butstrep vrednosti, navedene su vrednosti veée od 60)

Na osnovu analize genske udaljenosti pokazano je da su nukleotidne distance u okviru
ocekivanog raspona za HPV genotipove 16, 18 i 53, dok su medu genotipovima
utvrdene nukleotidne udaljenosti bile na nivou varijante i iznosile su izmedu 0-1%

(Tabela 17ai 17b).
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Tabela 17 a. Nukleotidne distance (% nukleotidne sli¢nosti) identifikovanih HPV L1
izolata genotipova HPV 16, u odnosu na referentni genotip

Tabela 17 b. Nukleotidne distance (% nukleotidne sli¢nosti) identifikovanih HPV L1
izolata genotipova HPV 53 i HPV 18 u odnosu na referentni genotip

4.8 Intragenotipska varijabilnost - Filogenetska analiza HPV izolata

U cilju utvrdivanja intragenotipske varijabilnosti uradena je filogenetska analiza
dobijenih izolata HPV tip 16 (E1, L1 [ E6/E7 gena), tipa 33 i 58 (E1 gen), pri Cemu je

utvrdeno da je najadekvatniji model za konstrukeciju filogenetskog stabla bio T92. Na
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osnovu identifikovanih HPV izolata konstruisana su filogenetska stabla sa

ustanovljenim geografskim linijama i podlinijama iz literature.
4.8.1 Intragenotipska varijabilnost dobijenih HPV 16 izolata
a) Filogenetska analiza HPV 16 E1 izolata

Filogenetska analiza dobijenih HPV 16 E1 izolata je pokazala da je najveci broj
analiziranih izolata pokazao je uskladenost sa Al i A2 evropskim podlinijama, pri

Cemu su se izolati 11324, 10707 i 5829 su se izdvajali kao zasebna grana (Slika 30.).

AB4-E1 ger {tip 16)

rd v 1 go ftip 18]

2671 ger fLpta)

683-£1 ger. [tip 16)

AFS 400 £-F1 yuu AR(E-A7d0) Snrintiavege
5273-E1 qen {up16)

TIGOT1 250 LT gen AS(E-A/L) i ineaye
AF3Ae1 M-E1 gen BT(Afrial tinifa fincage

\ ( — HQG-EEZ98-ELyen B2{AfTily) Friudincage
N, U0

WITZE gt i 16)

AFE 2] Gen (A7 20) 1D1fa NnEagGE
JF0278
HQUH257-ES gENDI(MA 1} Hnyaumrage
AYEB6575-11 den D2{AAZ) BnifuTineuge
AFHIGTN-E) g€ DFAA LY AR ANEagE
GbIXUISE016.1(:365-281 8 Alphapupilioorvicus %isolee idRCG2023T comphete gemomie

Slika 30. ML Filogenetsko stablo HPV 16 E1 izolata u odnosu na referentne HPV
genotipove linija i podlinija (brojevi unutar stabla oznacavaju butstrep vrednosti,

navedene su vrednosti vece od 60)
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[zolat 5273 pokazao uskladenost sa A3 i A4 evro-azijskim podlinijama. Izolat 9472

se izdvojio kao zasebna grana sa najvecom sli¢nosti sa africkom linijom C (Slika 28.).

Na osnovu analize genske udaljenosti utvrdeno je da su nukleotidne distance bile u
okviru ocekivanog za podlinije i unutar pojedine linije i kretale su se od 0-0,5%.

(Tabela 18. data u prilogu).

B) Filogenetska analiza HPV 16 L1 izolata

Uradena je i filogenetska analiza dobijenih HPV 16 L1 izolata i konstruisana su

filogenetska stabla sa ustanovljenim geografskim linijama i podlinijama iz literature

(Slika 31.)

324-L1 (t1p 16-CY07-118)

460-L1(tip 16-CY07-118)

5273-L1(tip 16)

2665-L1 (tip16)

6827-11 (tip 16)

5073-11 (tip16)

AF534061-L1 gen A4(E-A/As) linija/lineage
HQ644236-L1 gen A3(E-A/E)} linija/lineage
2688-L1(tip 16)

K02718-11 gen A1(E-A/E} linija/lineage

AF536179-1L1 gen A2(E-A/E) linija/lineage
AF536180-L1 gen B1(Afria) linija/lineage
HQ644298-L1 gen B2(Afr1b) linija/lineage

AY686579-L1 gen D2(AA2) linija/lineage

f— AF472509-11 gen C(Afr2a) linija/lineage
i HQ644257-L1 gen D1(NA1) linija/lineage
————————— AF402678-11 gen D3(AA1) linija/lineage

Slika 31. ML Filogenetsko stablo HPV L1 izolata u odnosu na referentne HPV genotipove
linija i podlinija-najadekvatniji model za konstrukciju stabla bio je T92-(brojevi unutar

stabla oznacavaju butstrep vrednosti, navedene su vrednosti veée od 60)
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Svi analizirani izolati pokazali su uskladenost sa A1, A3 i A4 podlinijama, HPV 16
evro-azijske linije A. Na osnovu analize nukleotidne udaljenosti, dobijene su vrednosti
koje su ukazivale na varijabilnost analiziranih izolata na nivou varijante sa

nukleotidnom distancom manjom od 0,5% (Tabela 19.).

Tabela 19. Nukleotidne distance (% nukleotidne slicnosti) identifikovanih izolata HPV

L1gena genotipa HPV 16, u odnosu na referentne podlinije A4i A3 HPV 16

0,0024

0,0024 0,0000

0,0024 0,0000 0,0000

0,0024 0,0000 0,0000 | 0,0000

0,0024 0,0000 0,0000 | 0,0000 | 0,0000

0,0024 0,0000 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000

0,0024 0,0000 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000

0,0024 0,0000 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000

C) Filogenetska analiza HPV 16 E6/E7 izolata

Uzorci kod kojih je metodom DNK sekvenciranja odreden genotip 16 HPV, dodatno
su obradivani PCR metodom za detekciju E6/E7 gena veli¢ine 735bp. Ovom metodom,
dobijeno je 6 (17,65%) pozitivnih od ukupno 36 uzoraka kod kojih je metodom DNK

sekvenciranja potvrden genotip 16 HPV.
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Uzorci kod kojih je dokazan E6/E7 gen HPV 16 DNK su analizirani metodom DNK

sekvenciranja i dobijeni rezultati su predstavljeni u vidu elektroferograma (Slika 32.).

plied
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Slika br. 32. Primer izgleda elektroferograma dobijenog analizom produkta PCR reakcije

specifi¢ne za E6/E7 gen HPV 16 (uzorak br. 3665)

Sekvence E6/E7 gena su odredene za 3 od ukupno Sest PCR E6/E7 pozitivnih
uzoraka, i upotrebljene su za konstrukciju filogenetskog stabla. Filogenetska analiza

ispitivanih izolata pokazala je uskladenost izolata 3665 i 10654 sa evropskom linijom
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A, odnosno sa podlinijom A2 i A3, respektivno, dok je izolat 9472 pokazao uskladenost

sa podlinijom D1 severnoamericko/azijsko-americke linije D (Slika 33.).

/ 11Q644298-F6 gen R2(Afr1h) linija/lineage
[ AF472509-E6 yen C(Afr2a) liniju/lineage

_! E— P 1Y S

166% K02718-E6 gen A1(E-A/E) Iinija/lineage
HQ644236-E6 gen A3(E-A/E) linifa/lineage

10654-I6_gen

Slika br. 33 ML Filogenetsko stablo HPV E6/7 izolata u odnosu na referentne HPV
genotipove linija i podlinija-najadekvatniji model za konstrukciju stabla bio je T92-

(brojevi unutar stabla oznac¢avaju butstrep vrednosti, navedene su vrednosti veée od 60)

Na osnovu analize nukleotidne udaljenosti, dobijene su vrednosti od 0-0,5%, koje

su ukazivale varijabilnost na nivou varijante (Tabela 20.).

119



Genotipska i infragenotipska varijabilnost humanih
4 Rezultati papiloma virusa u tkivima karcinoma grlica materice

Tabela 20. Nukleotidne distance (% nukleotidne slicnosti) identifikovanih HPV
izolata E6 gena genotipa HPV 16, u odnosu na referentne linije i podlinije HPV 16

(najnizZe vrednosti oznacene su sivom bojom)

Analizom proteinskih sekvenci HPV16 E6/E7 gena dobijenih izolata, utvrdeno je

postojanje razlika u aminokiselinskoj sekvenci na pozicijama 31, 50, 55 (Slika br. 34).
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Slika br. 34. Varijabilnost identifikovanih aminokiselinskih sekvenci

E6/7proteina

[zolat 3665 je imao zamenu N31S (asparagin/serin) koja se razlikovala u odnosu
na sve ostale izolate kao i geografske podlinije. Izolat 9472 je imao zamenu L55V
(leucin/valin), Sto je sli¢no evropskim linijama A2 i A3, kao i americkoj liniji D1.
Dobijeni izolati u ovom istraZivanju nisu imali zamenu L83V (leucin/valin), odnosno

T350G.

4.8.2 Intragenotipska varijabilnost dobijenih HPV 33 i 58 izolata

[zvedena je filogenetska analiza za izolate sa genotipovima HPV 33 i HPV 58 i to na

nivou E1 gena.

Svi izolati HPV 33 pokazali su uskladenost sa evropskom podlinijom A1 HPV 33.
Kod izolata HPV 58 utvrdena je uskladenost sa dve razli¢ite linije u okviru ovog
genotipa i dve podlinije u okviru linije A, genotipa HPV 58, najzastupljenije u svetu.
[zolat 4z bio je uskladen sa podlinijom A1, izolat 3984 bio je uskladen sa podlinijom

A2, dok je izolat 33z bio uskladen sa linijom C genotipa HPV 58 (Slika br. 35).

121

EER LR

HII
i

il
HHiRE-
i

I'I 1 B e
-0 RemuRcHe- RecRsnanmati-




Genotipska i intragenotipska varijabilnost humanih
4 Rezultati papiloma virusa u tkivima karcinoma grlica materice

_ e HQb37774-E1_gen_HFV_58_C_linija/lineage
14 ‘/—-——7 33z-E1gen (tip58)

i/—i HQ537762-E1 gen HPY 58 B1 linija/lineage

/ L“__— D90400-E1_gen_HPV_56_A1_linija/lineage

/ i — — 477Eigen {tip53)

3984-E1 zen (lip 58]

H0537698.1-E1_gen HPV_33_A2 linija/lineage

KF436865-E1_gen HPV_33_C_linija/lineage

HQ537705-E1_gen_HPV_33_B_linija/lineage

EU918766.1-E1_gen HPV_33_A3_linija/lineage

\ /,/* M12732.1-E1_gen HPV_33_AI linija/iineage
007 i515-E1 gen {iip 33
_I o
K ——— 3067-Ei gen {1ip33)

Slika br. 35. ML Filogenetsko stablo HPV 33 i HPV58 E1 izolata u odnosu na referentne
HPV genotipove linija i podlinija (brojevi unutar stabla ozna¢avaju butstrep vrednosti,

navedene su vrednosti vece od 60)

Na osnovu analize genske udaljenosti utvrdeno je da su nukleotidne distance bile u
na nivou varijante (nukleotidna distanca 0-0,5%) u okviru podlinije i unutar pojedine

linije genotipova HPV 33 i HPV 58 (Tabela 21.).
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Tabela 21. Nukleotidne distance (% nukleotidne slicnosti) identifikovanih izolata HPV

Elgena genotipa HPV 33 i HPV 58 u odnosu na referentne linije i podlinije
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Razli¢ita oboljenja koja izazivaju Humani papiloma virusi (HPV), kao S$to su
genitalne bradavice bile su poznate jo$ od drevnih vremena starih Grka i Rimljana.
Ipak, pokuSaji da se karcinom grlica materice poveZe sa infektivnim uzroc¢nikom
javljaju se tek polovinom devetnaestog veka. Kako je ovo bilo vreme ubrzanog razvoja
bakteriologije, prvi bezuspesni pokusaji, odnosili su se na utvrdivanje bakterijskog
uzrocnika ovog oboljenja. Tek Sezdesetih godina dvadesetog veka se prvi put virus,
Herpes simplex virus tip 2, ispituje se kao potencijalni uzroc¢nik ove vrste karcinoma, ali
ova hipoteza nije potvrdena. Tokom sedamdesetih godina dvadesetog veka javlja se
hipoteza da uzrok maligne alteracije mozZe da bude HPV, koji je izolovan iz Siljastih
kondiloma (Zur Hausen, 2009). Od tada, zahvaljuju¢i razvoju tehnika molekularne
biologije, prikupljen je veliki broj dokaza koji potvrduje presudnu ulogu HPV u

razvoju ove vrste karcinoma, ali i drugih benignih i malignih tumora ¢oveka.
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Karcinom grli¢a materice je po uCestalosti, prema procenama Svetske zdravstvene
organizacije (SZO), Cetvrti najCeS¢i karcinom kod Zena u svetu, sa 527.624
novoobolelih godiSnje i 265.653 smrtna ishoda godiSnje u 2012. godini.
Standardizovana stopa incidencije prema starosti, u svetu iznosi prosecno 14,0 na
100.000, odnosno u zemljama u razvoju 15,7, dok u razvijenim zemljama iznosi 9,9
(Bruni i sar., 2015a)( Bruni i sar., 2015b). U zemljama regiona, standardizovane stope
ucestalosti prema starosti su u Sloveniji 10,5 na 100.00 Zena, Hrvatskoj 14,3, Grckoj
6,7 i Italiji, 10,5 na 100.000 Zena. U Madarskoj, stopa ucestalosti je veca i iznosi 22,5
na 100.000 Zena, a veoma visoka incidenca je zabeleZena je u Bugarskoj od 32,8 na
100.000 Zena (Bruni i sar., 2015b)( Bruni i sar., 2015c)( Bruni i sar., 2015d)(Bruni i
sar., 2015e)( Bruni i sar., 2015f)(Bruni i sar., 2015g).

Znacaj karcinoma grlica materice u Srbiji je veliki, obzirom da je ovaj karcinom,
prema proceni SZO Cetvrti najceS¢i karcinom kod Zena u Srbiji, a drugi najces¢i uzrok
smrti kod Zena starosti od 15-44 godine starosti. GodiSnje se otkrije 1501
novoobolela pacijentkinja i 609 smrtnih ishoda (Bruni i sar., 2015h). Incidenca
karcinoma grli¢a materice, jedna je od najviSih u Evropi sa standardizovanom stopom
od 23,8 na 100.000 (Bruni i sar., 2015h). Prema podacima iz Registra za rak u
Centralnoj Srbii, od 2003. do 2009. godine stope incidence bile su od 21,6 do 27,1 na
100.000 Zena (Registar za rak u Centralnoj Srbiji, 2013). Noviji podaci za 2013. godinu
pokazuju standardizovanu stopu ucestalosti prema starosti od 20,3 na 100.000

(Registar za rak u Centralnoj Srbiji, 2015).

Veli broj dosadaSnjih istrazivanja je potvrdio etiolosku vezu karcinoma grli¢a
materice sa HPV infekcijom, pri cemu ovo oboljenje ugrozZava srazmerno najveci broj
osoba u odnosu na ostala maligna oboljenja izazvana ili povezana sa HPV infekcijom,
pa samim tim ima najve¢i znacaj (Chan i sar., 2012). Najveci broj karcinoma grli¢a
materice javlja se u zoni transformacije grlica materice, gde dolazi do formiranja spoja
kolumnarnih ¢elija epitela endocerviksa, sa stratifikovanim skvamoznim epitelom

ektocerviksa (Howley i sar., 2013).
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Lezije koje se tokom vremena razvijaju u karcinom uobicajeno prolaze kroz niz
displasticnih promena, tokom viSe godina. TeZina nastale lezije odredena je stepenom
do koga je skvamozni epitel zamenjen bazaloidnim ¢elijama pri ¢emu je kod najteZih
displazija citav sloj ovog epitela zamenjen. HistoloSka Kklasifikacija cervikalne
intraepitelne neoplazije (CIN) 1, 2 ili 3 odgovara blagoj, umerenoj i teskoj displaziji
odnosno carcinoma in situ. Najveci broj ovih displazija ne progredira, ve¢ najcesce
prolazi proces spontane regresije, pri Cemu verovatnoca regresije opada sa teZinom
displazije. Uobicajeno, tezi oblici displazije razvijaju se iz laksih oblika displazije posle
nekoliko godina, iako pojedine teZe displazije mogu da se razviju brzo bez prolaska

kroz stadijume blaZe displazije (Howley i sar., 2013).

Oko 40 HPV tipova, od cega najveci broj pripada alfa rodu, moZe da inficira
genitalni trakt. Samo deo od ovog broja izoluje se uobicajeno u tkivu karcinoma grli¢a
materice, a ovi tipovi se oznacCavaju kao visoko onkogeni tipovi HPV. Tipovi koji se
izoluju rede u tkivima karcinoma grli¢a materice oznacavaju se kao nisko onkogeni
tipovi. Istrazivanje koje je izvedeno na 1000 uzoraka tkiva karcinoma, pokazalo je da
vise od 90% sadrzi HPV DNK. lako viSe od 20 tipova HPV se dokazuje u ovim
tumorima, Cetiri tipa (HPV 16, HPV 18, HPV 31 i HPV 45) i to iz roda alfa-9 (HPV 16 i
31) i roda alfa-7 (HPV 18 i 45) izoluju se iz gotovo 80% karcinoma grli¢a materice.
Nasuprot ovim tipovima, nisko onkogeni tipovi (npr. HPV 11 i 16) izolovani su u samo

dva slucaja karcinoma (Howley i sar., 2013).

Uzorci tkiva karcinoma grli¢a materice fiksiranih u formalinu i ukalupljenih u
parafinu (engl. formalin-fixed, parafin-embeded; FFPE) predstavljaju veoma vaZan
izvor za ispitivanje uloge HPV infekcije u patogenezi cervikalnog karcinoma
primenom tehnika molekularne biologije i koriste se u brojnim istrazivanjima (Bryan i

sar., 2006) (Guani sar., 2012).
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[ako bi teorijski u svim uzorcima karcinoma grlica materice trebalo da se dokaze
prisustvo HPV infekcije, u pojedinim studijama se ukazuje na nemogucnost

dokazivanja HPV DNK u tkivima karcinoma (Bryan i sar., 2006).

Nedavna meta-analiza pokazala je da uspeSnost detekcije HPV DNK u tkivima
karcinoma grli¢a materice ukalupljenim u parafinu iznosi izmedu 89% i 90%, u svetu i
na nivou Evrope (Guan i sar., 2012). Smatra se da veli¢cina PCR produkata uti¢e na
senzitivnost PCR metode, posebno u ovim uzorcima (Gravitt i sar., 2000)(Bonin i sar.,
2003)(Steinau i sar., 2010). Pa tako, Jancar i sar. (2009) su u nedavnom istrazivanju
sprovedenom u Sloveniji dokazali HPV DNK u 94,2%, tkiva karcinoma grli¢a materice
uz upotrebu GP5+/GP6+ prajmera koji ogranicavaju PCR produkt velicine 150bp. Van
Muyden i sar. (1999) su, pomocu seta prajmera SPF1 i SPF2 koji su omogucavali
dobijanje PCR produkta veli¢ine 65bp, na uzorku od 159 tkiva karcinoma grli¢a
materice Zena u Rusiji, potvrdili uspesnost detekcije HPV DNK ¢ak u 100% ispitanih

uzoraka.

Pored toga, ukazuje se i da vrsta prajmera koji se koriste za dokazivanje HPV DNK
takode mogu uticati na uspeSnost dokazivanja HPV infekcije u tkivima karcinoma
grlica materice (Molijn i sar., 2005)(Villa i Denny, 2006). U cilju dokazivanja velikog
broja HPV tipova, koji se razlikuju u nukleotidnim sekvencama, postoji veci broj
konsenzus prajmera cija se primena zasniva na niskoj temperaturi vezivanja
prajmera, na primeni inozina ili primene degenerativnih prajmera (Molijn i sar.,
2005). U brojnim studijama poredene su PCR metode sa razli¢itim vrstama prajmera
za L1 gen, kao i metode sa prajmerima za L1 i E1 gen, utvrdene su razlike u detekciji
HPV DNK. Procenat slaganja poredenih metoda za utvrdivanje prevalence HPV
infekcije je u najve¢em broju slucajeva, bio je veoma dobar. Ipak, utvrdeno je nesto
slabije slaganje na nivou HPV pozitivnosti, odnosno pojave pozitivnih nalaza samo sa

jednom vrstom prajmera (Villa i Denny, 2006)( Clifford i sar., 2006).
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Isto tako, pokazano je da prisustvo parafina, fragmentacija izolovane DNK, kao
unakrsno vezivanje nukleinske kiseline sa proteinima nakon izlaganja formaldehidu
moZe uticati na smanjenje prinosa DNK nakon izolovanja i smanjiti efikasnost
amplifikacije u toku PCR reakcije (Karlsen i sar.,, 1996)(Daniel i sar., 2000)(Villa i
Denny, 2006)( Lee i sar., 2007).

Primenom PCR metode, Steinau i sar. (2011) su ispitivali efikasnost razli¢itih
tehnika ekstrakcije HPV DNK iz 150 uzoraka tkiva karcinoma grli¢a materice, pomocu
prajmera koji su omogucavali dobijanje PCR produkta veli¢ine 175bp u okviru L1
gena, pri ¢emu je detekcija HPV DNK bila uspesSna u 77,58% - 87,07% ispitanih

uzoraka.

Smatra se da je moguce podceniti ukupnu prevalencu HPV ukoliko se koristi samo
jedan metod detekcije te je u cilju povecavanja senzitivnosti HPV detekcije koristiti
PCR metodu sa viSe setova prajmera za isti gen ili za razlicite gene, ili koristiti vise
razlicitih tehnika za dokazivanje HPV DNK (PCR, Nested PCR, tehnika hvatanja
hibrida, reverzna hibridizacija) (Baay i sar., 1996)( Molijn i sar., 2005)( Fontaine i sar,,
2007).

U ovom istraZivanju za odredivanje prisustva i ucestalosti HPV infekcije u tkivima
karcinoma grli¢a materice koriScen je PCR metod uz primenu dve grupe prajmera i to:
konsenzus degenerativni MY09/MY11 prajmeri za L1 gen i GP1/GP2 prajmeri sa
niskom temperaturom vezivanja za E1 gen HPV DNK. Veli¢ina PCR produkata za oba

gena je iznosila 450bp.

Od ukupno 101 uzorka tkiva karcinoma grlica materice testiranih u ovom
istrazivanju, HPV DNK je dokazana u 68,31% uzoraka primenom obe PCR reakcije.
Medutim, uocena je razlika u HPV pozitivnosti primenom prajmera za E1 gen koji
pripadaju grupi prajmera sa niskom temperaturom vezivanja u odnosu na
degenerativne prajmere za L1 gen. Pa tako, HPV DNK E1 gen je dokazana u 56,43%
ispitivanih uzoraka tkiva, dok je HPV DNK L1 gen dokazana u 34,65% uzoraka. U
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odnosu na HPV pozitivnost, primenom oba seta prajmera prisustvo HPV DNK
detektovano je kod 23 uzorka, dok je 34 uzorka bilo pozitivno primenom samo
prajmera za E1 gen, odnosno kod 12 Zena HPV infekcija je dokazana primenom samo
prajmera za L1 gen. Primenom statisticke analize utvrden je visoki procenat slaganja

ove dve PCR metode, kao i slabo slaganje na nivou HPV pozitivnosti.

Dobijene razlike u HPV pozitivnosti primenom PCR metode sa dve grupe prajmera,
kao i neSto nizi ukupni procenat dokazivanja HPV DNK u uzorcima tkiva karcinoma
gelica materice u ovom istrazivanju su u skladu sa prethodno navedenim podacima iz
literature i mogu se objasniti razlikama u prinosu izolovane DNK, kvalitetu uzoraka
tkiva (pocetna kolic¢ina tkiva odnosno DNK, degradacija DNK), vrstama primenjenih
prajmera, kao i veli¢inom DNK fragmenata od 450bp koji se koristio za PCR

amplifikaciju u obe metode.

Treba navesti i da je tokom analize elektroforezom dobijenih PCR produkata HPV
E1 gena, utvrdeno je prisustvo nespecificnih produkata duZine 350 i 550 bp.
Sprovedena dodatna analiza prisutnih nespecifi¢nih produkata DNK sekvenciranjem,
dokazala je nespecifi¢nost, odnosno utvrdeno je da se radi o produktima nastalim
vezivanjem konsenzus prajmera za E1 gen za hromozom 16 humane DNK. Pojavu
navedenih nespecificnih produkata, moguce je objasniti niskom temperaturom (50°C)

vezivanja prajmera tokom potvrdivanja prisustva HPV DNK u ispitivanom uzorku.

Do danas je u potpunosti izvrSena karakterizacija preko 160 tipova humanih
papiloma virusa, a oko 60 ovih tipova dominantno se dokazuju u mukoznom
epitelnom tkivu i spadaju u rod Alphapapillomavirus (alpha-PV). HPV izolati koji
pripadaju Alpha-PV uklju¢eni su u razvoj kako benignih (npr. Siljasti kondilomi,
respiratorna papilomatoza) tako i malignih (npr. karcinomi grli¢a materice, glave i
vrata) promena, te tako imaju najvec¢i medicinski znacaj u odnosu na ostale rodove

(Chani sar, 2012)(Howley i sar., 2013).
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Medu ovim oboljenjima, karcinom grlica materice jeste jedan od najcescih uzroka
smrtnosti od karcinoma kod Zena (Burk, 2013)(Bruni i sar., 2015a). Pojedini tipovi
HPV ceSce se mogu izolovati iz tkiva karcinoma grlica materice, pa je na osnovu ovog
sustinski epidemioloSkog zapazanja, izveden zakljucak da je njihov onkogeni
potencijal znacajno veci u odnosu na druge tipove u okviru Alpha-PV kao i ostale

rodove (Munoz i sar., 2003)( Kukimoto i Muramatsu, 2015).

Prema onkogenom potencijalu oko 15 genotipova se Kklasifikuju kao
visokoonkogeni tipovi (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 i 82), dok se
12 HPV genotipova svrstava u nisko onkogene (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61,70, 72,81 i
CP6108). Za tri HPV tipa se pretpostavlja da pripadaju grupi visoko onkogenih (26, 53
i 66), a kod nekoliko genotipova onkogeni potencijal joS uvek nije definisan (tipovi 34,
57 i 83) (Munoz i sar.,, 2003)(Kukimoto i Muramatsu, 2015). Genotipovi koji su
povezani sa karcinomom grli¢a materice, pripadaju vrstama (klasterima) 5, 6, 7,91 11

u okviru Alpha-PV (Howley i sar., 2013).

Za odredivanje genotipa odredenog HPV izolata, moguce je Koristiti vise razlic¢itih
tehnika molekularne biologije, kao Sto su tehnike signalne amplifikacije (tehnika
hvatanja hibrida), tehnike ciljne amplifikacije (tip specificni PCR, PCR-RFLP), tehnike
kod kojih je kombnovana ciljna amplifikacija sa tehnikama hibridizacije (Southern
blot, reverzna hibridizacija, microarray tehnika, hibridizacija u mikrotitracionim

plo¢ama) i DNK sekvenciranje (Molijn i sar., 2005).

Smatra se da je jedina tehnika koja omogucava odredivanje svih genotipova i
varijanti HPV prisutnih u odredenom uzorku, od svih navedenih, DNK sekvenciranje.
Osim toga, DNK sekvenciranje omogucava identifikaciju novih HPV tipova kao i
filogenetsku analizu. Za pouzdanu identifikaciju odredenog genotipa HPV, potrebno je
da duzina nukleotidne sekvence bude najmanje 291bp, uz sli¢nost sa poznatim HPV

genotipom viSe od 95% (Iftner i Villa, 2003)(Molijn i sar., 2005).
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U odnosu na ostale navedene tehnike, nedostatak DNK sekvenciranja uocava se
kod procene prisustva istovremene infekcije sa dva ili viSe HPV tipa ili tzv. meSovite
HPV infekcije u uzorku. Samo ukoliko je jedan genotip HPV prisutan u vecoj koli¢ini u
odnosu na druge tehnikom DNK sekvenciranja moguce je identifikovati tzv.
dominantan genotip. Medutim, ako je infekcija bez dominantnog tipa, nije moguce
dobiti pouzdane rezultate, odnosno odrediti prisutne HPV tipove (Molijn i sar,

2005)(Villa i Denny, 2006).

U okviru ovoga istrazivanja u cilju identifikacije HPV genotipova koriS¢ena je
tehnika DNK sekvenciranja uz primenu istih setova prajmera (za E1 i L1 gen HPV

DNK) za dokazivanje HPV infekcije u tkivu karcinoma grli¢a materice.

Ukupni rezultati DNK sekvenciranja, pokazali su prisustvo Sest visoko onkogenih
genotipova HPV (16, 18, 33, 45, 53, 58) kod ukupno 47 uzoraka tkiva karcinoma, dok
u 42,69% ispitanih uzoraka zbog prisustva preklapajuc¢ih pikova na elektroferogramu
nije bilo moguce identifikovati prisutan HPV genotip. Ovakav izgled elektroferograma
moZe ukazivati na eventualno postojanje meSovite infekcije, Sto je i potvrdeno u

jednom uzorku gde je E1 genotipizacijom dokazan tip 16 a L1 genotipizacijom tip 53.

Slicno kao i u PCR metodi, uspesnost DNK sekvenciranja za E1 gen je bila veca u
odnosu na L1 gen. Pa tako, sekvenciranje E1 gena je bilo uspeSno kod 73,52% HPV
DNK E1 pozitivnih uzoraka, dok je sekvenciranje L1 gena bilo uspesno kod 23,63%
HPV DNK L1 pozitivnih uzoraka. Ovakvu razliku, moguce je, takode objasniti dizajnom
koriS¢enih prajmera. Prajmeri za E1 gen dizajnirani su prema genotipu 16, a vezivanje
za vise tipova HPV moguce je zahvaljujuci niskoj temperaturi vezivanja ovih prajmera.
Nasuprot ovome, degenerativni prajmeri za L1 gen sastoje se od smeSe 24 prajmera
koju karakteriSu razli¢iti nukleotidi na viSe pozicija, Sto omogucéava vezivanje za

sekvencu viSe tipova HPV sa slicnog nukleotidnom sekvencom.

Kako bi se postigla bolja karakterizacija HPV genotipova prisutnih u razli¢itim

tipovima klinickih uzoraka, a pogotovo meSovitih infekcija sa viSe razliCitih HPV
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genotipova, sve CeSce se osim DNK sekvenciranja, za genotipizaciju koriste i razlicite
metode zasnovane na principima tehnike hibridizacije, kao S$to su reverzna
hibridizacija, hibridizacija u mikrotitracionim plo¢ama i microarray analiza. Poredenja
razli¢itih metoda hibridizacije (npr. GenoFlow HPV array test kit, HybriMax i sl.) sa
razli¢itim komercijalnim metodama (npr. Linear Array, Hybrid Capture IIi sl.)
pokazala su pouzdanost, efikasnost i visoku specificnost i senzitivnost u genotipizaciji

HPV DNK (Wong i sar. 2012; Tao i sar., 2012).

Imajuc¢i u vidu navedeno, u ovom istrazivanju je za genotipizaciju koriS¢en i
komercijalni test protocne hibridizacije (GenoFlow HPV Array Test Kit) za
dokazivanje 33 razliCita tipa HPV, a dobijeni rezultati poredeni su sa rezultatima DNK

sekvenciranja.

Metodom protoc¢ne hibridizacije uradena je genotipizacija kod 20 uzoraka
izolovane DNK, kod kojih je primenom PCR metode detektovana HPV DNK bilo za L1
gen ili E1 gen, odnosno oba ispitivana HPV gena i u jednom uzorku nije dokazana HPV
DNK PCR metodom. Ovom metodom pored HPV tipa 16 i 18, identifikovani su i visoko
onkogeni tip 59 kao i nisko onkogeni tip 71. Pored toga, kod 4 uzorka je dokazana

mesSovita infekcija sa dva odnosno tri HPV genotipa.

Ukupno primenom obe tehnike identifikacije genotipa HPV (DNK sekvenciranje i
protoc¢na hibridizacija) dokazano je prisustvo osam genotipova HPV i to sedam visoko
onkogenih tipova (16, 18, 33, 45, 53, 581 59) i jedan nisko onkogeni HPV 71. MeSovita

infekcija je potvrdena primenom obe metode kod 5 uzoraka (4,95%).

Brojne studije sprovedene Sirom sveta, pokazale su povezanost petnaest visoko
onkogenih tipova HPV (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 i 82) sa
razvojem karcinoma grlica materice. Najc¢eSCe izolovani genotipovi HPV koji se
dokazuju u ovim karcinomima su HPV 16 i 18. Prevalenca ova dva HPV tipa je veoma
slicna u svim geografskim regionima sveta i iznosi od 70-76% (Bruni i sar., 2015a).

ProseCna ucestalost genotipova HPV 16/18 u karcinomima grlica materice u
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Evropi iznosi 73,4% sa najviSom prevalencom od 84,8% utvrdenom u

Istocnoevropskom regionu (Bruni i sar., 2015b).

U skladu sa navedenim podacima su i dobijeni rezultati u ovom istrazivanju, da su
ova dva HPV genotipa dokazana u 83% tkiva karcinoma grlica materice. Pored toga,
ovi rezultati su veoma sli¢ni i sa prevalencom HPV 16 i 18 u tkivima karcinoma grli¢a
materice u zemljama regiona, kao Sto su Hrvatska (82,9%), Bugarska (80,3%) i

Slovenija (77,7%)(Bruni i sar., 2015b).

Prema podacima kojima raspolaZe Svetska zdravstvena organizacija u Evropi
prevalenca HPV tipova 16 i 18 iznosi 58,4% i 15,0%, respektivno (Bruni i sar,
2015b). Rezultati meta-analize pokazuju da je u centralnoj i isto¢noj Evropi, prisustvo
HPV 16 utvrdeno prosecno u 59,6% (interval od 30,9% do 79,6%), dok se HPV 18
dokazuje u 16,9% karcinoma grli¢a materice (interval od 0% od 44,4%). Drugi visoko
onkogeni tipovi HPV koji se najceSc¢e detektuju u ovom regionu su HPV 31, HPV 33 i
HPV 45, dok je prevalenca ostalih HPV tipova, kao $to su 35, 39, 51, 52, 56, 58, 59 i 68

znacajno niza (Poljaki sar., 2013).

Rezultati ovoga istraZivanja su u tkivima karcinoma grli¢a materice Zena u nasoj
populaciji pokazali visoku ucestalost HPV tipa 16 (80%), dok je tip 18 dokazan u 3%
ispitivanih uzoraka. Takode, pokazana je veca ucestalost HPV tipa 33 (6%) u odnosu
na zemlje sveta (3,8%), kao i zemlje regiona Sloveniju (4,6%) i Italiju (2,5%). Sli¢no
tome, dobijena je neSto veca ucestalost tipa 58 (4%) u u odnosu na zemlje sveta
(3,8%), kao i zemlje regiona Sloveniju (1,1%) i Italiju (3,5%) (Bruni i sar., 2015a)
(Jancar i sar., 2009)(Rossi i sar., 2012). Ova razlika delimi¢no moZe da se objasni
relativno malim uzorkom ispitanih tkiva karcinoma grlica materice u ovom

istraZivanju.

Znacaj meSovitih infekcija joS uvek nije definisan. Smatra se da je prisustvo
meSovite infekcije udruZeno sa uspostavljanjem perzistentne infekcije, odnosno da

uslovljava duze trajanje infekcije, ali i interakcije izmedu viSe genotipova. Brojne
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studije koje su pokazale da se u tkivima karcinoma grlica materice dokazuje uglavnom
prisustvo samo jednog HPV genotipa. [pak u manjem broju studija je pokazano da se u
manjem procentu dokazuje istovremeno prisustvo dva ili viSe HPV genotipova
(Baseman i Koutsky, 2005). U studiji sprovedenoj u Sloveniji utvrdena je veoma niska
ucestalost mesSovitih infekcija od 1,8% (Jancar i sar., 2009). IstraZivanje u Italiji je
pokazalo ucestalost meSovitih infekcija od 19,9% u tkivima invazivnog karcinoma

grlica materice (Sideri i sar., 2009).

Medutim, drugo istrazivanje u Italiji je pokazalo ucestalost meSovitih infekcija od
7,7% kod planocelularnih karcinoma, dok je kod adenokarcinoma oko 20% (Carozzi i
sar., 2010). Veca ucestalost meSovitih infekcija kod adenokarcinoma pokazana je i u

studiji u Koreji (An i sar., 2005).

U okviru ovoga istrazivanja kod 5 uzoraka planocelularnih karcinoma (4,95%) je
potvrdeno prisustvo meSovite infekcije sa dva ili tri HPV genotipa. S obzirom da je
meSovita infekcija pre svega dokazana primenom metode protocne hibridizacije, kao i
da je veci broj genotipova identifikovan primenom dve razli¢ite metode, ovakav nalaz
ukazuje na znacaj primene viSe tehnika kako u pogledu dokazivanja HPV DNK u
uzorcima tkiva karcinoma grlica materice tako i identifikacije prisutnih genotipova

HPV, odnosno u detekciji meSovitih infekcija.

U centralnoj i isto¢noj Evropi dijagnoza karcinoma grli¢a materice se postavlja kod
Zena prosecne starosti 50,2 godina, a vecina Zena kod kojih se ovaj karcinom
dijagnostikuje su starije od 40 godina. Ipak, u razli¢itim istraZivanjima sprovedenim u
ovom regionu znacajna povezanost godina starosti pacijentkinja u ucestalosti visoko
onkogenih tipova HPV nije pokazana (van Muyden i sar., 1999)(Jancar i sar,
2009)(Poljak i sar., 2013). Rezultati ovog istrazivanja takode su pokazali da se najveci
broj karcinoma grli¢a materice u nasoj populaciji, dijagnostikuje kod Zena preko 40
godina starosti (79,59%). lako je u okviru ove starosne grupe identifikovan veci broj

visoko onkogenih tipova HPV, statisticki znac¢ajna povezanost nije utvrdena.
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Klasifikacija namenjena identifikaciji stadijuma karcinoma grli¢a materice, koristi
se kako bi se procenila teZina i progresija ovog oboljenja (FIGO Committee on
Gynecologic Oncology, 2014). U ovom istrazivanju najveci broj pacijentkinja pripadao
je stadijumu I (65,3%) prema ovoj klasifikaciji. Nije utvrdena statisticki znacajna
povezanost izmedu ucestalosti visoko onkogenih tipova HPV i stadijuma bolesti. Sli¢ni
rezultati dobijeni su i u studiji sprovedenoj na tkivima karcinoma grli¢a materice kod

Zena u Rusiji kao i u svetu (van Muyden i sar., 1999)(Bruni i sar., 2015a).

Planocelularni karcinom je u zemljama sveta najceSc¢i patohistoloski tip karcinoma
grlica materice (80-85%), a potom slede adenokarcinom (10-15%) i mali
neuroendokrini tumor (Bruni i sar., 2015 a). U novije vreme, zabeleZen je porast broja
adenokarcinoma, posebno kod mladih Zena (de Freitas i sar, 2012). U centralnoj i
istocnoj Evropi, najveci broj karcinoma grlica materice pripadaju patohistoloSkom

tipu planocelularnog (89%) i adenokarcinoma (11%) (Poljak i sar., 2013).

Sli¢ni rezultati su dobijeni i u ovom istrazivanju, gde je od 101 ispitivanog uzorka
tkiva karcinoma grlica materice, 91 uzorak pripadao je patohistoloSkom tipu
planocelularnog karcinoma (90,09%), dok je 10 uzoraka pripadalo patohistoloSkom

tipu adenokarcinoma (9,91%).

Od ukupno 91 uzorka planocelularnog karcinoma, 34,65% uzoraka je pripadalo
podtipu keratinizuju¢eg karcinoma, a 55,44% uzoraka podtipu nekeratinizujuceg
karcinoma. Od ukupno 10 uzoraka adenokarcinoma, 2,97% uzoraka pripadala su
podtipu adenoskvamoznog karcinoma. Slicna ucestalost patohistoloskih tipova i
podtipova karcinoma grliéa materice je pokazana u studiji u Italiji, gde su
planocelularni karcinomi su ¢inili 88,5% ispitanih uzoraka, dok je adenokarcinoma
bilo 9,6% a adenoskvamoznih karcinoma 1% (Rossi i sar., 2012). NeSto veca
ucestalost adenokarcinoma odnosno adenoskvamoznih karcinoma pokazana u studiji
u Sloveniji u kojoj su planocelularni karcinomi su cCinili 77,8% uzoraka, dok je

adenokarcinoma bilo 17,3%. Od ovog broja adenoskvamozni karcinomi ¢inili su 7,4%
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(Jancar i sar., 2009). Ispitivanje koje je sproveo Van Muyden i sar. (1999) u Rusiji,
utvrdilo je ucestalost od 59,11% uzoraka nekeratinizuju¢ih planocelularnih
karcinoma, 11,94% uzoraka keratinizujucih planocelularnih karcinoma, kao i 16,98%

adenokarcinoma, odnosno 11,94 % adenoskvamoznih karcinoma.

Rezultati meta-analiticke studije pokazali su da stopa detekcije HPV 16 u
palnoceluranim karcinomima iznosi 59,3%, dok u adenokarcinomima iznosi 36,8%.
Tip 18 se dokazuje gotovo podjednako u oba patohistoloSka tipa (36,3% u

planocelularnim odnosno 36,8% u adenokarcinomima) (Tornesello i sar., 2011).

[ako su rezultati ovog istrazivanja pokazali vec¢u ucestalost HPV tipa 16 u tkivima
planocelularnog i adenokarcinoma (80,43% i 66,7%), kao i nisku stopu ucestalosti
tipa 18 u oba tipa karcinoma, nije pokazana statisti¢ki znacajna povezanost ucestalosti
visoko onkogenih HPV genotipova i histoloSkog tipa odnosno podtipa karcinoma
grlica materice. Razlog za ovakav rezultat moZe biti relativno mali uzorak ispitanih

tkiva karcinoma, posebno adenokarcinoma u ovom istrazivanju.

Visoko onkogeni tipovi HPV koji su povezani sa karcinomom grlica materice
pripadaju filogenetski srodnim vrstama 5, 6, 7, 9 i 11 roda Alphapapillomavirus
(Alpha-PV), pri cemu najveci broj ovih tipova pripada filogenetskom klasteru 9 (HPV
16, 31, 33, 35, 52, 58 i 67) (zur Hausen, 1996)( Bouvard i sar., 2009)( Tomassino,
2014). U okviru rezultata ove studije, takode je utvrdeno, da su se visoko onkogeni
tipovi HPV koji pripadaju klasteru 9 najceS¢e dokazani u ispitivanim uzorcima
cervikalnog karcinoma. Medutim, statisticka analiza dobijenih podataka nije pokazala
znacajnu povezanost filogenetskih klastera HPV sa staro$¢u pacijentkinja, stadijumom

i histoloSkim tipom karcinoma grli¢a materice.

[ako papiloma virusi Cine heterogenu grupu virusa, njihov genom je, kao i kod
ostalih DNK virusa relativno stabilan. Ipak, kako su papilomavirusi izrazito specijes
specificni, oni zajedno sa svojim domacinom, nuzZno prolaze evolutivhe promene,

posredovane razliitim mehanizmima. Navedeni mehanizmi obuhvataju mutacije,
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duplikacije gena, reorganizaciju genoma i rekombinacije, pri ¢emu se za utvrdivanje
odnosa izmedu gena mogu da koriste iskljuCivo mutacije (tackaste mutacije, insercije i
delecije), primenom razlic¢itih filogenetskih metoda. U brojnim studijama,
sprovedenim do danas, potvrdeno je da se promene genoma papiloma virusa kao Sto

su rekombinacije i mutacije izrazito retke (De Villiers i sar., 2004)(Bernard, 2005).

Klasifikacija papiloma virusa, formalno predloZzena u osmom izveStaju
Internacionalnog komiteta za taksonomiju virusa utvrduje podelu papilomavirusa na
sledece kategorije: rod (Ilat. genus), vrsta (lat. species), tip, podtip i varijanta. NajSira

kategorija klasifikacije je rod (Bernard, 2010).

Prema ovoj podeli do sada je utvrdeno 29 rodova papiloma virusa, kojih je svaki
oznacen slovom grckog alfabeta (Alpha-, Beta-, Gamma-, Mu-, i Nu-papillomavirus).
Svi ¢lanovi koji pripadaju odredenom rodu, imaju do 60% identi¢nu sekvencu DNK L1
gena. Genomi papiloma virusa u okviru iste vrste dele sekvencu koja je identi¢na
izmedu od 60 do 70%, dok u okviru istog tipa dele sekvencu identi¢nu od 71% do
89%. Takode, za pojedini tip HPV, definisani su podtipovi koje karakteriSe identi¢na
sekvenca od 90% do 98% i varijante sa identicnom sekvencom preko 98% (Howley i
sar., 2013). Varijante HPV se klasifikuju na osnovu razlika u nukeotidnoj sekvenci
sekvenci DNK genoma koje iznose oko 1% i oznacavaju se kao linija (engl. lineage),
dok se slicne razlike u DNK sekvenci od 0, 5 do 1, 0% nazivaju podlinijom (engl.

sublineage) (Cornet i sar, 2012)( Burk i sar., 2013)(Kukimoto i Muramatsu, 2015).

Do danas izolovano je preko 200 tipova humanog papiloma virusa kao i 60 tipova
Zivotinjskih papiloma virusa (Doorbar i Quint, 2012). Najveci medicinski znacaj koji je
posledica povezanosti sa karcinomima grlica materice imaju humani papilomavirusi
koji pripadaju rodu alfa. Tipovi koji su povezani sa karcinomom grli¢a materice, ¢esto
oznaceni kao visoko onkogeni tipovi, pripadaju vrstama 5, 6, 7, 9 i 11. Humani
papiloma virus tip 16 koji se najcesSce nalazi u karcinomima grli¢a materice, pripada

vrsti devet, a tip 18 sledeci po ucestalosti pripada vrsti sedam (Howley i sar., 2013).
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U ovom istrazivanju, filogenetskom analizom sekvenci HPV izolata, potvrdena je
pripadnost HPV izolata iz nase populacije odredenim genotipovima i utvrdeno je da
svi dobijeni HPV genotipovi pripadaju rodu Alphapapillomavirus. Takode,
filogenetskom analizom ispitivanih sekvenci potvrdena je pripadnost identifikovanih
sekvenci odredenim HPV vrstama i to: Alphapapillomavirus 6 (HPV 53),
Alphapapillomavirus 7 (HPV 18, HPV 45), Alphapapillomavirus 9 (HPV 16, HPV58,
HPV 33), Sto je u skladu sa podacima opisanim u literaturi o geografskoj distribuciji

HPV genotipova u Evropi.

U cilju utvrdivanja genotipske varijabilnosti konstruisana su filogenetska stabla
identifikovanih sekvenci HPV na nivou E1 i L1 gena, sa ustanovljenim referentnim
sekvencama za pojedine genotipove i drugim izolatima dostupnim u genskoj bazi

podataka.

Filogenetska analiza HPV E1 izolata pokazala je da svi identifikovani HPV
genotipovi u ispitivanoj populaciji Zena pripadaju rodu Alpha-papillomavirus. Takode,
potvrdena je pripadnost identifikovanih HPV E1 izolata odgovaraju¢im HPV
genotipovima sa visokim butstrep vrednostima i to filogenetskoj grupi 9 (HPV
genotipovi 16, 33, 58) kao i filogenetskoj grupi 7 (HPV genotip 45). Nukleotidna
udaljenost izmedu sekvenci istog genotipa je bila na nivou varijante i iznosila je od 0-
1%. Najveca nukleotidna udaljenost utvrdena za uzorak broj 9472 koji se izdvojio kao

zasebna grana HPV tipa 16 na filogenetskom stablu.

Sli¢ni rezultati su dobijeni i filogenetskom analizom HPV L1 sekvenci koji su
takode potvrdili pripadnost identifikovanih HPV L1 izolata odgovaraju¢im HPV
genotipovima, kao i filogenetskoj grupi 9 (HPV genotip 16), filogenetskoj grupi 6
(HPV genotip 53), kao i filogenetskoj grupi 7 (HPV genotip 18). Analizom genske
udaljenosti pokazano je da su nukleotidne distance medu genotipovima bile na nivou

varijante i iznosile su izmedu 0-1%.
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Dobijeni rezultati genotipske varijabilnosti koji su pokazali da je varijabilnost HPV
izolata E1 gena odnosno L1 gena u naSoj populaciji na nivou varijante unutar

genotipova Sto je u skladu sa navedenim podacima iz literature.

U novije vreme se sve CeSCe govori o znacaju intragenotipske varijabilnosti HPV
izolata. Navodi se da se intratipske varijante mogu razlikovati u bioloskim i etioloskim
karakteristikama i time uticati na onkogeni potencijal u razvoju karcinoma grli¢a
materice. Razlike u nukleotidnim sekvencama HPV varijanti mogu usloviti promene u
aminokiselinskoj sekvenci ¢cime mogu promeniti onkogeni potencijal. Pored toga, ove
razlike u nukleotidnim sekvencama mogu uticati na razli¢itu incidencu cervikalnog

karcinoma u svetu (de Freitas i sar., 2012).

Veliki znacaj se ukazuje i na to da promene u aminokiselinskim sekvencama
posebno na nivou virusnog kapsida mogu uticati i na efikasnost vakcinacije u

prevenciji HPV infekcije (Perez i sar., 2014).

U okviru pojedinih genotipova HPV je opisano viSe intragenotipskih linija i
podlinija HPV 16: a) linija A (ranije oznacavana kao Evro-azijska) sadrzi podlinije A1,
A2 i A3 (Evropske, EUR) i A4 (Azijska), b) linija B (Africka 1, AFR1) sadrzi podlinije B1
i B2, c¢) linija C (Africka 2, AFR2) d) linija D (Severnoamericka/Azijsko-Americka)
sadrzi podlinije D1 (Severnoamericka, NA), D2 (Azijsko-Americka 2, AA2), i D3
(Azijsko-Americkal, AA1) (Kukimoto i Muramatsu, 2015).

Postoje snazni dokazi da pojedine varijante genotipa HPV 16 imaju razlicite efekte
u pogledu perzistencije, progresije u prekancerozne lezije i razvoju karcinoma (Zuna i
sar.,, 2009)(Schiffman i sar., 2010). Najve¢i broj studija ukazuje da neevropske
varijante (non-E) pokazuju visi stepen patogenosti od evropske (E), odnosno da ¢eSce
izazivaju perzistenciju, kao i prekancerozne lezije. Postoje i pouzdani dokazi da
neevropske varijante genotipa HPV 16 povecavaju rizik od pojave karcinoma, a
posebno je ovaj rizik povezan sa varijantom AA (Zuna i sar., 2009)(Schiffman i sar.,,

2010).
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Genomske varijante HPV 18 su grupisane u tri glavna ogranka: Azijsko-Americki
(AA), Evropski (E) i Africki (Af) (Arias-Pulido i sar., 2005)(Perez i sar., 2014). HPV33
varijante grade dihotomo filogenetsko stablo gde je jedna grana predstavljena sa Al
podlinijom, dok drugu granu c¢ine podlinije A2 i A3 i linije B i C (Chen i sar., 2011).
HPV58 varijante su grupisane u linije A sa podlinijama A1, A2 i A3, liniju B sa
podlinijama B1 i B2, liniju C I liniju D sa podlinijama D1 i D2 (Chan i sar., 2011). Za
navedene linije i podlinije HPV tipova 18, 33 i 58 joS uvek nema pouzdanih podataka o
ulozi pojedinih linija odnosno podlinija u patogenezi karcinoma grlica materice.

(Arias-Pulido i sar., 2005)(Chen i sar., 2011)(Chan i sar., 2011)(Perezi sar., 2014).

U cilju utvrdivanja intragenotipske varijabilnosti HPV 16 izolata, izvedena je
filogenetska analiza na nivou E1, L1 i E6/7 gena HPV16 DNK, pri cemu je konstruisano

filogenetsko stablo sa ustanovljenim referentnim linijama odnosno podlinijama.

Dobijeni rezultati filogenetske analize identifikovanih sekvenci E1 gena HPV 16
izolata, potvrdili su da najveéi broj izolata pokazuje uskladenost sa sekvencom
podlinije A1 u okviru evropske linije A, pri ¢emu su se Cetiri izolata izdvajala kao
zasebna grana na filogenetskom stablu. Samo jedan izolat je pokazao najvecu sli¢nost
sa sekvencama podlinija A3 i A4, evro-azijske linije. Jedan izolat (9472) je pokazao
najvecu uskladenost sa africkom linijjom C. Analizom geneticke udaljenosti
identifikovanih sekvenci E1 gena HPV 16, utvrdeno je da su nukleotidne distance na

nivou varijante podlinije i unutar pojedine linije.

Svi analizirani izolati L1 gena HPV 16, pokazali su uskladenost sa Al, A3 i A4
podlinijama, evro-azijske linije A HPV 16. Na osnovu analize nukleotidne udaljenosti,
dobijene su vrednosti koje su ukazivale na varijabilnost analiziranih izolata na nivou

varijante podlinije i unutar pojedine linije.

Uzorci kod kojih je metodom DNK sekvenciranja odreden genotip 16 HPV,
ispitivani su PCR metodom za detekciju E6/7 gena veli¢ine 735bp. Ovom metodom,

dobijeno je 6 (17,65%) pozitivnih od ukupno 36 uzoraka kod kojih je metodom DNK
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sekvenciranja potvrden genotip 16 HPV. Potom su E6/7 pozitivni uzorci dodatno
ispitivani metodom DNK sekvenciranja i za 3 uzorka od 6 PCR pozitivnih odredena je

sekvenca DNK.

Dobijene sekvence E6/7 gena KkoriS¢ene su za filogenetsku analizu, koja je
izvedena sa konstrukcijom filogenetskog stabla sa referentnim linijama i podlinijama
HPV 16. Nakon filogenetske analize ispitivanih izolata, utvrdena je uskladenost dva
izolata sa podlinijom A2 i podlinijom A3, respektivno, evropske linije A, dok je jedan
izolat pokazao uskladenost sa podlinijom D1 (NA1), severnoamericko/azijsko-

americke linije D.

Dobijeni rezultati intragenotipske varijabilnosti HPV 16 izolata u nasoj populaciji
su veoma sli¢ni dostupnim podacima iz zemalja regiona. Pa tako, u studiji koju su
sproveli Bokal i sar. (2010) na izolatima HPV DNK dobijenim iz tkiva karcinoma Zena
u Sloveniji, utvrdeno je da je najveci broj ispitanih izolata HPV 16 pripadao
evroazijskoj liniji, dok je manji broj izolata pripadao africkoj Afr2, odnosno C liniji i
Azijsko-americkoj odnosno D liniji. U istraZivanju sprovedenom u Italiji svi ispitivani
izolati HPV 16 pripadali su evroazijskoj liniji (Frati i sar., 2011). Rezultati obimnije
studije sprovedene u Grckoj pokazali da izolati HPV 16 Zena u ovoj zemlji pripadaju u
najvecem broju evro-azijskoj liniji, a znatno manji broj izolata pripadao je africkim i

azijsko-americkim linijama (Ntova i sar., 2012).

EpidemioloSke studije su pokazale udruZenost progresije skvamoznih
intraepitelijalnih lezija teSkog stepena ka invazivnom karcinomu i prisustva HPV 16
varijante sa supstitucijom na nivou E6 gena T350G, koja dovodi do zamene leucina na

poziciji 83 u valin (L83V) (Tornesello i sar.)( 2011; de Freitas i sar., 2012).

Analiza nukleotidne i aminokiselinske sekvence HPV16 izolata u nasoj populaciji
na nivou E6/E7 gena nije pokazalo postojanje navedene varijante, Sto se moZe

objasniti malim brojem ispitanih izolata.
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[spitivanje intragenotipske varijabilnosti HPV 33 izolata primenom filogenetske
analize pokazalo je uskladenost svih HPV 33 izolata sa podlinijom Al u okviru
evropske linije A. Nukleotidna udaljenost je ukazivala na varijabilnost analiziranih

izolata na nivou varijante podlinije i unutar pojedine linije.

Genotip 33 se u svetu dokazuje u oko 5% karcinoma grli¢a materice. Distribucija
HPV 33 linija u svetu je veoma geografski kao i etnicki specificna. Pa tako podlinija A je
prisutna svuda u svetu, gde u Evropi dominiraju podlinija A1 i A2. Linija A3 je
specificna za Aziju/Okeaniju, dok je linija B karakteristicna za Afriku. Linija C se
takodje uglavnom dokazuje u Africi (Chen i sar., 2011). Dobijeni rezultati u okviru

ovoga istrazivanja su u skladu sa navedenim podacima iz literature.

[spitivanje intragenotipske varijabilnosti HPV 58 izolata primenom filogenetske
analize pokazalo je da su izolati HPV 58 dokazani u ovom istrazZivanju bili uskladeni sa
dve razlic¢ite linije (A i C) u okviru ovog genotipa i dve podlinije u oviru linije A (A1 i

A2), genotipa HPV 58.

[ako HPV 58 pripada tek trecoj grupi HPV genotipova koji se povezuju sa
karcinomom grli¢a materice ovaj genotip karakteriSe se znaCajnom geografskom
varijabilno$¢u U meta-analizi utvrdeno je da je HPV 58 povezan sa 3,3% karcinoma
grli¢a materice u svetu i 5,6% ovih karcinoma u Aziji (Munoz i sar., 2004.). U studiji
koju je sproveo Chen i sar. (2011) uvrdeno je da linija A najprevalentnija kako u
svetu, tako i u pojedinim regionima sveta, dok je linija C identifikovana u 9,2%
ispitanih izolata sa neSto ve¢om prevalencom ove linije u Africi nego u ostalim
regionima. Delimi¢na usaglaSenost nase studije sa navedenim rezultatima za HPV 58
opisanim u literaturi moZe da se objasni relativno malim uzorkom ispitanim u nasoj

studiji.

Rezultati dobijeni u ovom istrazivanju, karakteriSu humane papiloma viruse u
tkivima karcinoma grlica materice u pogledu identifikacije i odredivanja ucestalosti

genotipova ovih virusa, njihove korelacije sa patohistoloskim tipom i stadijumom
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karcinoma, kao i utvrdivanja i analize genotipske i intragenotpiske varijabilnosti HPV
genotipova identifikovanih u tkivima karcinoma grli¢a materice. Dobijeni rezultati o
osobenostima HPV u tkivima karcinoma grlica materice, kao i drugih do sada
izvedenih i buducih istrazivanja, mogu da se koriste pri formulisanju nacionalnih

preporuka u prevenciji karcinoma grli¢a materice.
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6. Zakljucci
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Na osnovu postavljenih ciljeva, a prema dobijenim rezultatima ovog istrazivanja moguce

je zakljuditi sledece:

1. Prisustvo HPV DNK potvrdeno je u 68,31% ispitivanih uzoraka tkiva karcinoma grli¢a

materice

2. Rezultati PCR metoda za dokazivanje L1 i E1 gena HPV DNK su pokazali ve¢cu HPV
pozitivnost primenom prajmera za E1 gen u odnosu na L1 gen (56,43% vs. 34,65%).
Statisticka analiza je pokazala visoki procenat slaganja ove dve PCR metode, ali slabo slaganje

na nivou HPV pozitivnosti.

3. Metodom DNK sekvenciranja za oba gena HPV DNK utvrdeno je prisustvo Sest visoko
onkogenih genotipova HPV (16, 18, 33, 45, 53, 58) kod ukupno 47 uzoraka tkiva karcinoma
grlica materice. UspeSnost DNK sekvencirana za E1 gen je bila veéa u odnosu na L1 gen
(73,52% vs. 23,63%). Kod jednog uzorka je potvrdena meSovita infekcija (E1 tip16 i L1 tip
53).

4. U odnosu na ucestalost HPV genotipova, najvisa ucestalost je metodom DNK sekvenciranja
pokazana za HPV 16 (80,85%), zatim za tip 33 (8,51%) i tip 58 (6,38%), dok su ostali

identifikovani tipovi potvrdeni u manje od 2% ispitivanih uzoraka.

5. Metodom proto¢ne hibridizacije dokazano je prisustvo Cetiri HPV genotipa, i to tri genotipa
visokog onkogenog potencijala (HPV 16, 18, 59) i jednog genotipa niskog onkogenog
potencijala (HPV 71). Mesovita infekcija dokazana je kod 4 od 7 analiziranih HPV DNK

pozitivnih uzoraka i to kod 3 uzorka sa 2 HPV tipa i jednog uzorka sa tri tipa.

6. U odnosu na ucestalost HPV genotipova, najvisa uclestalost je metodom protocne
hibridizacije pokazana za HPV 16 (7/7), zatim za tip 59 (3/7), dok su tipovi 18 i 71 dokazani u

po jednom uzorku.

7. Ukupno primenom obe tehnike identifikacije genotipa HPV (DNK sekvenciranje i
protoc¢na hibridizacija) dokazano je prisustvo osam genotipova HPV i to sedam visoko
onkogenih tipova (16, 18, 33, 45, 53, 58 i 59) i jedan nisko onkogeni HPV 71. MeSovita

infekcija je potvrdena primenom obe metode kod 5 uzoraka (4,95%).
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8. U odnosu na ucestalost HPV genotipova, primenom obe metode genotipizacije, najviSa
ucestalost je pokazana za HPV 16 (80%), zatim tip 33 (6%), tip 58 (4%) i tip 59 (4%), dok je
tip 18 dokazan u 3% ispitivanih uzoraka. Ostali identifikovani tipovi potvrdeni u manje od 2%

ispitivanih uzoraka.

9. Velina ispitivanih uzoraka karcinoma grli¢a materice (79,59%) je bila od pacijentkinja
starijih od 40 godina, pri ¢emu je najviSe uzoraka pripadalo stadijumu I prema FIGO
klasifikaciji (32 od 49). Nije pokazano postojanje statisticke znacajnosti izmedu prisutnih HPV

genotipova i godina starosti pacijentkinja odnosno stadijuma bolesti.

10. NajcesSc¢e identifikovani HPV genotip u svim ispitivanim patohistoloskim grupama
karcinoma grli¢a materice izuzev u grupi adenoskvamoznog karcinoma je bio HPV 16 koji je
dokazan u 80,43% planocelularnih i 66,7% adenokarcinoma. Nije pokazano postojanje
statisticke znacajnosti izmedu ucestalosti HPV genotipova i patohistoloskog tipa odnosno

podtipa karcinoma grli¢a materice.

11. Filogenetska analiza sekvenci HPV E1 i L1 izolata, potvrdila je pripadnost HPV izolata iz
naSe populacije odredenim genotipovima i to rodu Alphapapillomavirus odnosno

filogenetskim grupama 9, 7 i 6. Najzastupljeniji su bili genotipovi iz grupe 9.

12. Analiza genotipske varijabilnosti identifikovanih HPV E1 I L1 izolata pokazala je
nukleotidnu udaljenost izmedu sekvenci istog genotipa od 0-1%, Sto ukazuje na varijabilnost

nivou varijante unutar istog genotipa.

13. Ispitivanje intragenotipske varijabilnosti HPV tipa 16 na nivou E1, L1 i E6/E7 gena je
pokazalo da najveéi broj izolata pokazuje uskladenost sa evropskom linijom A odnosno
podlinijama A1, A2, A3 i A4 sa nukleotidnom distancom manjom od 0,5%, Sto ukazuje na

varijabilnost analiziranih izolata na nivou varijante unutar podlinija.

14. Analiza nukleotidne i aminokiselinske sekvence HPV16 izolata u nasoj populaciji na nivou
E6/E7 gena nije pokazalo postojanje varijante HPV 16 T350G (L83V) sa izraZenim onkogenim

potencijalom.
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15. Ispitivanje intragenotipske varijabilnosti HPV tipa 33 na nivou E1 gena je pokazalo da svi
identifikovani izolata pokazuju uskladenost sa evropskom linijom A odnosno podlinijama A1,
sa nukleotidnom distancom manjom od 0,5%, $to ukazuje na varijabilnost analiziranih izolata

na nivou varijante unutar navedene podlinije.

16. Ispitivanje intragenotipske varijabilnosti HPV tipa 58 na nivou E1 gena je pokazalo da da
najveci broj identifikovani izolata pokazuju uskladenost sa dve razli€ite linije (A i C) u okviru
ovog genotipa i dve podlinije u okviru linije A (A1l i A2). Nukleotidna distanca je bila manja od
0,5%, Sto ukazuje na varijabilnost analiziranih izolata na nivou varijante unutar navedenih

podlinija.

17. Dobijeni rezultati ispitivanja ucestalosti i distribucije HPV genotipova u tkivima
karcinoma grli¢ca materice, kao i ispitivanja genotipske i intragenotipske varijabilnosti
pokazuju uskladenost rezultata u nasoj populaciji sa podacima za evropske zemlje kao
i zemlje u regionu.
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Skracéenice koriséene u tekstu

ASCUS - engl. atypical squamous cytology of undetermined significance

ATP - adenozin-trifosfat

ATR - engl. A+T rich region

BPV1 - govedi (bovini) papiloma virus-1

CIN- cervikalna intraepitelna neoplazija

CKII - kazein kinaza II

CTL - citotoksicni T limfociti

ddNTP - didezoksiribonukleotidi

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

DSR - engl. region of dyad symmetry

E gen- engl. "early" gen

EMA - engl. European Medicines Agency

EV- Epidermodisplasia verruciformis

FAK - fokalna adheziona kinaza

FDA - engl. Food and Drug Administartion

HC2 - engl. Hybride Capture Assay

HPV - Humani papiloma virusi

HSIL - engl. High-grade squamous intraepithelial lesion
HSPG - heparan sulfat proteoglikani

ICTV - engl. International Commitee on Taxonomy of Viruses
iRNK - informaciona ribonukleinska kiselina

L gen- engl. "late" gen
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LBA - engl. Line blot assay

LCR - engl. Long Control Region

LEEP - engl. loop electrosurgical excision procedure
LiPA - engl. Line probe assay

LSIL - engl. Low-grade squamous intraepithelial lesion
MHC - engl. Major histocompatibility complex

NRE - engl. nuclear retention element

NuMa -engl. nuclear mitotic apparatus protein 1
ORF - engl. Open Reading Frame

PCNA - engl. nuklearni antigen proliferacije Celija
PCR - engl. Polymerase Chain Reaction

PDT - engl. photodynamic therapy

gPCR - engl. Real Time PCR

RFLP - engl. Restriction fragment length polymorphism
RNK - ribonukleinska kiselina

RT-PCR - engl. Reverse transcriptase PCR

SZ0 - Svetska zdravstvene organizacija

TLR - receptor sli¢an toll-u

Treg - T regulatorne cCelije

URR - engl. Upstream Regulatory Region

UTR - engl. untranslated region

VAIN - vaginalna intraepitelna neoplazija

VIN - vulvarna intraepitelna neoplazija
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VLP - engl. virus like particle

VLP - engl. virus like particle

Spisak simbola kojima se skraéeno oznacavaju aminokiseline:

Aminokiselina Simbol (1 slovo) Simbol (3 slova)
Glicin G Gly
Alanin A Ala
Serin S Ser
Prolin P Pro
Valin \Y Val
Treonin T Thr
Cistein C Cys
Leucin L Leu
[zoleucin | lle
Asparagin N Asn
Asparatinska kiselina D Asp
Glutamin Q GIn
Lizin K Lys
Glutaminska kiselina E Glu
Metionin M Met
Histidin H His
Fenilalanin F Phe
Arginin R Arg
Tirozin Y Tyr
Triptofan \ Trp
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Prilog 1.

Tabela 18. Nukleotidne distance (% nukleotidne sli¢nosti) identifikovanih izolata HPV Elgena genotipa HPV 16 u odnosu na referentne linije i

podlinije
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K02718-A1(E-AJE)

HQ644236-A3(E-A/E) | 0.0053

AF536179-A2(E-A/E) 0.0000 | 0.0053

AF534061-A4(E-A/As) | 0.0106 | 0.0106 | 0.0106

AF472509-C(Afr2a) 0.0189 | 0.0246 | 0.0189 | 0.0302

9472-E1_gen_(tip_16) | 0.0217 | 0.0274 | 0.0217 | 0.0274 | 0.0026

8z-E1_gen_(tip16) 0.0000 | 0.0053 | 0.0000 | 0.0106 | 0.0189 | 0.0217

7602-E1_gen_(tip_16) | 0.0000 | 0.0053 | 0.0000 | 0.0106 | 0.0189 | 0.0217 | 0.0000

7096-E1_gen_(tip_16) | 0.0000 | 0.0053 | 0.0000 | 0.0106 | 0.0189 | 0.0217 | 0.0000 | 0.0000

6934-E1_gen_(tip_16) | 0.0000 | 0.0053 | 0.0000 | 0.0106 | 0.0189 | 0.0217 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000

6570-E1_gen_(tip_16) | 0.0000 | 0.0053 | 0.0000 | 0.0106 | 0.0189 | 0.0217 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000

6235-E1_gen_(tip_16) | 0.0000 | 0.0053 | 0.0000 | 0.0106 | 0.0189 | 0.0217 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000

5z-E1_gen_(tip_16) 0.0000 | 0.0053 | 0.0000 | 0.0106 | 0.0189 | 0.0217 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000

5829-E1_gen_(tip_16) | 0.0026 | 0.0080 | 0.0026 | 0.0134 | 0.0218 | 0.0246 | 0.0026 | 0.0026 | 0.0026 | 0.0026 | 0.0026 | 0.0026 | 0.0026

5734-E1_gen_(tip_16) | 0.0000 | 0.0053 | 0.0000 | 0.0106 | 0.0189 | 0.0217 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0026

5635-E1_gen_(tip_16) | 0.0000 | 0.0053 | 0.0000 | 0.0106 | 0.0189 | 0.0217 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0026 | 0.0000

5463-E1_gen_(tip_16) | 0.0000 | 0.0053 | 0.0000 | 0.0106 | 0.0189 | 0.0217 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0026 | 0.0000 | 0.0000




Tabela 18 (nastavak). Nukleotidne distance (% nukleotidne slicnosti) identifikovanih izolata HPV Elgena genotipa HPV 16 u odnosu na referentne

linije i podlinije
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K02718-A1(E-AE)

HQ644236-A3(E-A/E) | 0.0036

AF536179- A2(E-A/E) 0.0000 | 0.0036

AF534061- A4(E-A/As) | 0.0072 | 0.0072 0.0072

AF472509- C(Afr2a) 0.0147 | 0.0186 0.0147 0.0224

5273-E1_gen_(tip_16) | 0.0018 | 0.0018 0.0018 0.0054 | 0.0167

5191-E1_gen_(tip_16) | 0.0000 | 0.0036 | 0.0000 | 0.0072 | 0.0147 | 0.0018

5073-E1_gen_(tip_16) | 0.0000 | 0.0036 0.0000 0.0072 | 0.0147 | 0.0018 | 0.0000

5006-E1_gen_(tip_16) | 0.0000 | 0.0036 0.0000 0.0072 | 0.0147 | 0.0018 | 0.0000 | 0.0000

4862-E1_gen_(tip_16) | 0.0000 | 0.0036 0.0000 0.0072 | 0.0147 | 0.0018 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000

4849-E1_gen_(tip_16) | 0.0000 | 0.0036 0.0000 0.0072 | 0.0147 | 0.0018 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000

3729-E1_gen_(tip_16) | 0.0000 | 0.0036 0.0000 0.0072 | 0.0147 | 0.0018 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000

36z-E1_gen_(tip_16) 0.0000 | 0.0036 0.0000 0.0072 | 0.0147 | 0.0018 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000

3665-E1_gen_(tip_16) | 0.0000 | 0.0036 0.0000 0.0072 | 0.0147 | 0.0018 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000

3345-E1_gen_(tip_16) | 0.0000 | 0.0036 0.0000 0.0072 | 0.0147 | 0.0018 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000

324-E1_gen_(tip_16) 0.0000 | 0.0036 0.0000 0.0072 | 0.0147 | 0.0018 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000




Tabela 18 (nastavak). Nukleotidne distance (% nukleotidne slicnosti) identifikovanih izolata HPV Elgena genotipa HPV 16 u odnosu na referentne

linije i podlinije

s |3 ]85 |28 |8

N 3 3 3 5 o 2 N ~ ® o ~ N 5 3 3
K02718-Al
HQ644236-A3 0.0052
AF536179- A2 0.0000 | 0.0052
AF534061- A4 0.0105 | 0.0105 | 0.0105
AF472509- C(Afr2a) 0.0214 | 0.0270 | 0.0214 | 0.0325
3033- 0.0000 | 0.0052 | 0.0000 | 0.0105 | 0.0214
2z- 0.0000 | 0.0052 | 0.0000 | 0.0105 | 0.0214 | 0.0000
2688 0.0000 | 0.0052 | 0.0000 | 0.0105 | 0.0214 | 0.0000 | 0.0000
25z- 0.0000 | 0.0052 | 0.0000 | 0.0105 | 0.0214 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000
247- 0.0000 | 0.0052 | 0.0000 | 0.0105 | 0.0214 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000
2188- 0.0000 | 0.0052 | 0.0000 | 0.0105 | 0.0214 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000
1680- 0.0000 | 0.0052 | 0.0000 | 0.0105 | 0.0214 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000
1137- 0.0026 | 0.0079 | 0.0026 0.0132 | 0.0241 | 0.0026 | 0.0026 | 0.0026 | 0.0026 | 0.0026 | 0.0026 | 0.0026
11324- 0.0053 | 0.0106 | 0.0053 | 0.0160 | 0.0271 | 0.0053 | 0.0053 | 0.0053 | 0.0053 | 0.0053 | 0.0053 | 0.0053 | 0.0079
10707- 0.0026 | 0.0079 | 0.0026 0.0132 | 0.0242 | 0.0026 | 0.0026 | 0.0026 | 0.0026 | 0.0026 | 0.0026 | 0.0026 | 0.0052 | 0.0026
10694- 0.0000 | 0.0052 | 0.0000 | 0.0105 | 0.0214 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0026 | 0.0053 | 0.0026
10654-E1_gen_(tip_16) | 0.0000 | 0.0052 | 0.0000 | 0.0105 | 0.0214 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0026 | 0.0053 | 0.0026 | 0.0000
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