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POPIS KRATICA

ASCUS - atipi¢ne plocaste stanice neodredenog znacenja
CDK - ciklin ovisna kinaza

CIN — cervikalna intraepitelna neoplazija

DNA — deoksiribonukleinska kiselina

HIV — virus humane imunodeficijencije

HLA — humani leukocitni antigen

HPV — humani papiloma virus

HR — visoki rizik

HSIL — skvamozna intraepitelna lezija visokog stupnja
LR — niski rizik

LSIL — skvamozna intraepitelna lezija niskog stupnja
MIC — mikroinvazivni rak

ORF — otvoreni okvir o¢itavanja

PCR — polimerazna lancana reakcija

pRb — retinoblastomski protein

SIL — skvamozna intraepitelna lezija

SKG - skvamokolumna granica

TZ — zona preobrazbe

URR — nekodirajuca regulatorna regija



1.UvOoD

1.1. CERVIKALNA INTRAEPITELNA NEOPLAZIJA

1.1.1. Etiologija i epidemiologija

Rak vrata maternice je dugo bio najces¢i rak medu Zenama u razvijenim zemljama dok
ga u ranim devedesetim godinama prethodnog stolje¢a nije premasio rak dojke (1,2).
Najvise se pojavljuje u nerazvijenim zemljama jugozapadne Afrike, Juzne Amerike i
jugoisto¢ne Azije. Na te zemlje otpada oko 80% svih novootkrivenih slu¢ajeva raka vrata
maternice (3). GodiSnje se u svijetu registira gotovo 500 000 novooboljelih, a oko 270 000
je smrtnih ishoda (1).

Stope pojavnosti raka vrata maternice u razvijenim zemljama su do 10/100 000 Zena, a

u zemljama u razvoju i vece od 20/100 000 zena (slika 1.).
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Slika 1. Pojavnost i smrtnost od raka vrata maternice u pojedinim dijelovima svijeta



U razvijenim se zemljama rak vrata maternice nalazi na desetom mjestu po ucestalosti
raka u Zena, a U Hrvatskoj je osmi po ucestalosti i pojavljuje se u 15,6/100 000 zena prema
podatcima Zavoda za javno zdravstvo iz 2008. godine. Smrtnost od raka vrata maternice u
Hrvatskoj je 4,5/100 000 zena. U 2007. godini registrirano je 387 novih bolesnica, a 114 ih
je umrlo od ove bolesti (4). U Hrvatskoj se rak vrata maternice rjede pojavljuje nego u
drzavama srednje i jugoisto¢ne Europe.

Pojavnost i smrtnost su znacajno snizeni zahvaljujuéi citoloskom Papanicolau (PAPA)
testu kod dobro organiziranog programa probira otkrivanja preinvazivnih promjena (5). U
populacijama, koje nisu podvrgnute citoloSkom probiru ili je on nepotpun, rak vrata
maternice se ¢eSce javlja.

Rak vrata maternice nastaje iz preinvazivnih neoplasticnih promjena sa stani¢nom
displazijom, kao §to su cervikalne intraepitelne neoplazije (engl. cervical intraepithelial
neoplasia — CIN) stupnja I, 11 i 1l (6). Sto je veéi stupanj displazije, to je vjerojatniji
prijelaz u invazivni rak (6,7). Samo manji broj displazija progredira, a ve¢i dio traje
godinama ili spontano regredira (6).

Etioloska uloga ljudskog papiloma virusa (engl. human papilloma virus — HPV) u
karcinogenezi vrata maternice dobro je proucena i potvrdena mnogim studijama (1,8-10).
Vecina drugih rizi¢nih ¢imbenika su zapravo povezani sa zarazom HPV-om i ne mogu se
zasebno izdvojiti (11). Smatra se kako od trajne zaraze HPV-om do invazivnog raka vrata
maternice treba pro¢i od 7 do 10 godina (10).

Ucestalost zaraze HPV-om u SAD-u i Europi medu Zenama u dobi od 14. do 59.
godine je 26,8%, najveca je medu zenama od 20. do 24. godine (33,8%), a smanjuje se
nakon 30. godine (12,13). Smatra se kako ¢e se 75% — 80% spolno aktivnih zena zaraziti
HPV-om prije 50. godine Zivota (14).

U svijetu je u urednim nalazima PAPA testova nadeno oko 10% Zena zarazenih
HPV-om, a najvise ih je u Africi 22% (15). Normalan PAPA nalaz imalo je 52% Zena
zarazenih HPV-om (16).

Najvazniji rizik zaraze HPV-om je spolna aktivnost (17,18). lzravno je povezan s
brojem spolnih partnera, ali je relativno visok (4% — 20%) i kod onih sa samo jednim
partnerom (16,18,19). Kao kod svih spolno prenosivih bolesti, spolni odnos s novim
partnerom je najvazniji rizi¢ni ¢imbenik za razliku od odnosa sa stalnim partnerom (18,19).

Medu adolescenticama, koje su bile spolno aktivne dvije godine i imale Cetiri partnera
naden je HPV u 64% slucajeva (16). Druge studije pokazuju ucestalost nove zaraze

HPV-om u studentica tijekom jedne do dviju godina nakon njihova prvog spolnog partnera



od oko 30% (18,20). Zarazu HPV-om nije moguce dokazati kod djevica ili je mnogo niza
nego kod spolno aktivnih Zena — 4% prema 22% (21). Pocetak prijenosa zaraze HPV-om s
muskarca na Zenu je obi¢no asimptomatski i bez znanja da se dogodila zaraza (22). Studije
su jasno ukazale kako rak vrata maternice gotovo i ne postoji u zena koje nisu imale spolne
odnose (23).

Stupanjem u spolne odnose 44% — 69% djevojaka dolazi u kontakt s HPV-om (17,24).
Smatra se kako ih 91% razvije prolaznu zarazu HPV-om i veéina ih u odredenom
vremenskom razdoblju postaje HPV negativna, a stalnu zarazu razvije samo manji broj
7ena (17). Zene koje su imale prvi spolni odnos u dobi mladoj od 20 godina imaju relativni
rizik nastanka raka vrata maternice 2,55 puta veci od onih koje su kasnije zapocele sa
spolnim zivotom (25). Pretpostavlja se kako je razlog povecanog rizika adolescentica
aktivni proces metaplazije na porciji jer su pricuvne stanice posebno podlozne zlo¢udnim
¢imbenicima.

Spolni odnosi u mladoj Zivotnoj dobi, rana dob ulaska u bra¢nu zajednicu i prva
trudnoca ne predstavljaju rizi€ne ¢imbenike za razvoj raka vrata maternice, ve¢ izlozenost
spolno prenosivim kancerogenima. U zajednicama gdje Zene tradicionalno rano stupaju u
bra¢nu zajednicu i gdje je monogamija uobicajena, ucestalost raka vrata maternice je vrlo
niska (26). Pokazalo se kako broj spolnih partnera, ako nisu zarazeni HPV-om, ne
predstavlja rizi¢ni ¢imbenik za nastanak raka vrata maternice (27).

U Zena ¢iji su muzevi imali spolne odnose sa Zenama oboljelim od raka vrata
maternice nadena je velika ulestalost istog raka (28). Zene ¢&iji muZevi imaju spolne
odnose izvan bra¢ne zajednice imaju 7,8 puta veéi rizik za nastanak raka vrata maternice
(29).

Multicentri¢na studija IARC pokazala je kako veliki broj poroda povisuje rizik od raka
vrata maternice medu Zenama zarazenim HPV-om (30). Moguce objasnjenje je U
ponavljanoj ozljedi vrata maternice, nedostatku vitamina, nedostatnoj prehrani tijekom
trudnoc¢e te hormonskim ¢imbenicima. Niski socioekonomski status predstavlja ¢imbenik
rizika nastanka raka vrata maternice i nakon isklju¢ivanja zaraze HPV-om i ostalih
¢imbenika (31).

Vecina zaraze HPV-om medu mladim Zenama je prolazna i1 asimptomatska te vise od
50% novonastalih zaraza nestaje u razdoblju od 6 do 8 mjeseci, a 80% — 90% nestaje
unutar dviju do pet godina (32-34). Manji broj zaraza HPV-om perzistira i moze zapoceti
stani¢nu transformaciju, ali to nije uvijek dovoljno za razvoj prekanceroza i raka vrata

maternice (35). Nije sasvim jasno je li kod HPV pozitivnih Zena, koje s vremenom postanu



negativne, virus u potpunosti nestao iz organizma ili je ostao u inaktivnom, odnosno slabo
aktivnom obliku.

Cervikalne displazije inducirane su zarazom HPV-om i genomi tih virusa otkriveni su
kod njih u velikom broju, a nadeni su u gotovo svim slucajevima raka vrata maternice
(36,37). Pojedini istrazivaci smatraju kako ne postoji rak vrata maternice negativan na
HPV (38). Negativan nalaz je posljedica krivog uzimanja uzorka, osjetljivosti metode
detekcije, postojanja jo$ netipiziranih HPV-a i oste¢enja genoma HPV-a tijekom ugradnje
u kromosom domacina.

Kod perzistentne zaraze HPV-om abnormalnosti plocastih stanica vrata maternice
nakon nekog vremena otkrivaju se u 94% slucajeva (39). Stalna zaraza HPV-om ima 30
puta veci rizik nastanka CIN-a Il te 213 puta veéi rizik nastanka invazivnog raka u odnosu
na nezarazene (40,41).

Nestajanje zaraze HPV-om predvida regresiju cervikalne displazije (42). Perzistentna
zaraza HPV-om je ona koja traje dulje od 6 ili 12 mjeseci i nije poznato zbog ¢ega u nekih
Zena perzistira, a u drugih ne. Vjerojatnost stalne zaraze povezana je s nekoliko ¢imbenika:

— onkogenost: HPV visokog rizika ¢eSce perzistira nego HPV niskog rizika (17)

— trajanje zaraze: $to je duze vremena zaraza HPV-om trajala, to je ve¢a mogucnost

perzistencije

— starija dob: 50% zaraza HPV-om visokog rizika perzistira u starijih od 55 godina

u odnosu na 20% onih ispod 25 godina (43).

Danas se smatra kako je stalna zaraza HPV-om visokog rizika, dobivena spolnim
putem, najvazniji nezavisni rizi¢ni ¢imbenik u razvoju visokostupnjevanih displazija i raka
vrata maternice (32,33,43-48).

Pracenje zena koje su zarazene HPV-om tijekom cetiriju godina pokazalo je
perzistenciju istog tipa HPV-a u 4,8% Zzena uz povezanost s patoloskim promjenama (49).
Kod zaraze HPV-om visokog rizika, koja perzistira duze od 12 mjeseci, 21% Zena razvilo
je CIN I1ili CIN 11 tijekom 30 mjeseci pracenja (33).

Povezanost izmedu intraepitelnih neoplazija anogenitalne regije s HPV tipovima 16 i
18 je obilno dokumentirana, ali nesumljiva evidencija povezanosti HPV-a s rakom postoji
jedino za rak vrata maternice (50,51). Da HPV visokog rizika zarazi Zenski spolni trakt,
nije nuzna zona preobrazbe te je ista ucestalost tih tipova u rodnici histerektomiranih i
nehisterektomiranih Zena (52).

Utjecaj koli¢ine HPV-a na rizik nastanka displazija je predmet rasprave jer jedne

studije pokazuju porast rizika s povecanjem koli¢ine virusa, a druge to ne pokazuju



(53,54). Predlozene su sljedece hipoteze koje objasnjavaju te razlike: Koli¢ina virusa varira
0 tipu HPV-a ili je virusna integracija kod visokostupnjevane bolesti povezana sa
smanjenjem njegove koli¢ine.

Pojavnost cervikalnih displazija varira medu pojedinim zemljama, a razloge treba
traziti u gospodarskoj razvijenosti, o ¢emu ovisi dostupnost PAPA testa, razlicite spolne
navike i utjecaj religije na sveukupan zivot populacije.

Blazi stupnjevi cervikalnih displazija ne prijavljuju se Nacionalnim registrima za rak
te su stoga podatci 0 njihovoj ucestalosti dostupni iz svega nekoliko objavljenih studija.
Visokostupnjevane promjene su najcesce dijagnosticirane u dobi od 25. do 35. godine, a
invazivni rak se ve¢inom javlja nakon 40. godine. Danas se citoloski nalaz CIN-a I1/I11
moze naéi i u osoba mladih od 15. godine i naglo raste od 20. do 24. godine neposredno
nakon pocetka spolne aktivnosti. Najveca je uestalost od 25. do 29. godine s visokim
pobolom sve do 50. godine.

Jednogodi$nja procjena ucestalosti u SAD-u bila je 4% za CIN I i 5% za CIN II/11I
(55). Studija Americkog druStva patologa, nazvana Q-Probes, je na uzorcima PAPA
testova nasla 2% LSIL-a i 0,5% HSIL-a (56). U drugoj velikoj americkoj studiji National
Breast and Cervical Cancer Early Detection Program (NBCCEDP) ucestalost
abnormalnih PAPA testova medu socijalno ugrozenim zenama iznosila je 2,9% LSIL-a i
0,8% HSIL-a (57). Prema americkom registru za rak — SEER (Surveillance, Epidemiology
and End Results) pojavnost CIN-a 11 iznosi 31,4/100 000 zena (58).

Porast ucestalosti abnormalnih PAPA testova i citoloski potvrdenih HPV promjena u
adolescentica i mladih zena u Hrvatskoj pokazan je u istrazivanju Audy-Jurkovi¢ i sur.
(59). Ucestalost zaraze HPV-om u Zena s citopatoloskim suspektnim nalazom porasla je u
Hrvatskoj s 5% 1990. godine na 66% 1996. godine (60). Prema podatcima Hrvatskog
zavoda za javno zdravstvo iz 2009. godine, broj hospitalizacija zbog preinvazivnih
promjena vrata maternice iznosio je 2086, a broj operativnih postupaka izvedenih u
privatnim poliklinikama nije poznat. U zemljama s organiziranim programom probira se na
jedan invazivni rak vrata maternice otkrije 7 — 12 preinvazivnih promjena (61). Stoga se
moze pretpostaviti kako je broj cervikalnih intraepitalnih neoplazija u Hrvatskoj oko 4000
godisnje.

Iako rezultati jasno ukazuju kako je HPV nuZan etioloski Cimbenik raka vrata
maternice, vecina zarazenih ne ¢e nikada oboljeti od raka (40,62,63). Nesklad izmedu
visoke ucestalosti zaraze HPV-om 1 relativno niske ucestalosti raka vrata maternice

pokazuje kako zaraza predstavlja tek pocetak procesa karcinogeneze i sama nije dovoljna



za nastanak raka. Samo manji broj bolesnica s cervikalnim displazijama razvije invazivni
rak nakon dugog razdoblja latencije te postoji opravdana sumnja kako neki genetski
¢imbenici, ovisni ili neovisni o djelovanju HPV-a, imaju ulogu u etiologiji ovog raka (64).

Jo§ uvijek ne postoji pouzdani nafin utvrdivanja koja ¢e cervikalna displazija
nazadovati, ostati u istom obliku ili napredovati. Za dinamicku interpretaciju morfologije
cervikalnih displazija nuzne su dodatne metode vazne za bolje razlikovanje reaktivnih
promjena od CIN-a, kao i za procjenu rizika njihove progresije.

U prospektivnoj analizi MclIndoea i sur. CIN Il progredirao je u invazivni rak u
34,6% slucajeva kroz 14 godina (65). Nasiell i sur. su jo§ 1986. godine pokazali da 62%
blagih displazija regredira prema normalnom nalazu, 22% perzistira, a 16% progredira
(66). Kod srednje teskih displazija (prac¢enih dulje od Cetiriju godina) doslo je do regresije
u 28% slucajeva, a 50% progrediralo je prema teskoj displaziji (66). Oester je 1993. godine
objavio kako je rizik progresije u invazivni rak razli¢it i kako ovisi o stupnju displazije te
za CIN I iznosi otprilike 1%, za CIN Il 5% i za CIN Ill najmanje 12% (6). Regresija je u
obrnutom odnosu sa stupnjem promjene, ali i visi stupnjevi mogu spontano regredirati u
znacajnom broju — CIN 111 u 32% (6). Prema kanadskoj studiji, bez lije¢enja i tijekom 10
godina, progredirat ¢e 12% blagih, 17% srednje teskih i 21% teskih displazija (67).

HPYV je epiteliotropni virus 1 kad je epitel jednom zaraZen virusom moze perzistirati u
citoplazmi ili se integrirati u genom domacina. Kada HPV ostaje u episomalnom
neintegriranom obliku, to ¢e rezultirati niskostupnjevanom promjenom (CIN 1), a kada se
ugradi u genom, moze Se razviti visokostupnjevana promjena (CIN II/11l) i rak vrata

maternice (68).

S obzirom da zaraza HPV-om ne dovodi nuzno do neoplasti¢ne pretvorbe, u ranom je
stadiju vazan ¢imbenik individualna prijemljivost, odredena imunoloSkim sustavom
domacina (69). On moze eliminirati virus, ali ako je neprimjeren, tada zaraza moze biti
trajna i dovesti do prekanceroznih promjena i raka vrata maternice. Moguce je da sustav
HLA (humani leukocitni antigen) ima vaznu ulogu u nastanku trajne zaraze HPV-om jer
proteinski produkti HLA sudjeluju u prezentaciji antigena HPV-a T-limfocitima domacina.
Odredeni HLA tipovi mogu $tetno utjecati na rizik stjecanja zaraze HPV-om i zbog toga su
neke zene vise podlozne zarazi temeljenoj na genetskom faktoru (70).

Nestanak zaraze povezan je s regresijom citoloskih promjena, $to je barem djelomi¢no
uzrokovano sa stvaranjem protutijela na HPV i regrutiranjem makrofaga natural killer

cells i akiviranjem CD4+ T-limfocita (71,72). U ve¢ini sluc¢ajeva je imunoloski odgovor



dominantan proces i zaraza ostaje latenta ili je brzo suprimirana, ali tim protutijelima
trebaju mjeseci kako bi se razvili ili se uopce nikad ne razviju (73).

HPV se odliéno prilagoduje razli¢itim epitelnim stanicama Sluznice i koze
iskoriStavajuéi stani¢ne mehanizme i pritom izbjegava imunoloski mehanizam domacina.
Naime, zaraza HPV-om je intraepitelna i teoretski bi trebala biti otkrivena putem lokalnih
makrofaga — antigen presenting cells (APC), odnosno Langerhansovim dendritickim
stanicama. Tako aktivirane Langerhansove stanice kre¢u prema prvom drenaznom
limfnom ¢voru i prezentiraju antigen HPV-a T-limfocitima. Potom se T-limfociti
diferenciraju u razli¢ite efektorne stanice koje se krecu prema mjestu zaraze i unistavaju
zarazene stanice (71,72). Medutim, nije poznato zasto se to kod zaraze HPV-om ne dogada

i nedostaje li esencijalni signal aktivacije lokalnog imunoloskog sustava.

Unato¢ tomu, stanice zarazene HPV-om mogu aktivirati mo¢an obrambeni sustaVv
preko sekrecije interferona 1 (IFN-a i IFN-B) koji imaju snaZan protuvirusni,
protuproliferacijski, protuangiogeni 1 imunostimulatorni u¢inak. Ovi interferoni su kljucne
,molekule mostovi” izmedu urodenog i steCenog imuniteta. Medutim, HPV (kao i vec¢ina
DNA-virusa) uzrokuje ,,downregulation” IFN-o gena i tako onemogucuje sintezu ovog in-
terferona. Prema tome, HPV ima mehanizme ,bijega” prirodenoj imunosti i tako
onemogucuje stjecanje imuniteta. To objaSnjava Cinjenicu kako Zene, koje su imale
prolaznu zarazu HPV-om, nisu imune na kasniju ponovnu zarazu. Vazno je naglasiti kako
kod zaraze HPV-om nema viremije i ne mogu se stvoriti cirkulirajuc¢a blokirajuca antitijela
na novu zarazu. Upravo je ova spoznaja omogucila stvaranje cjepiva protiv nekih tipova
HPV-a.

Kod imunokompromitiranih ¢es¢e se javljaju displazije vrata maternice zbog
neprepoznavanja promijenjene stanice i smanjene otpornosti na mutagene viruse. Zene S
kroni¢nim bolestima i dugotrajnom imunosupresivnom terapijom (transplatacija, sistemski
lupus eritematoides) imaju poviseni rizik za razvoj displazija (74,75).

Zaraza HIV-om (engl. human immunodeficiency virus) predstavlja rizi¢ni ¢imbenik za
nastanak zaraze HPV-om i za nastanak cervikalnih displazija (76,77). Rak vrata maternice
je jedan od najéesc¢ih s AIDS-om povezanih malignoma u zena (78). Ucestalost zaraze
HPV-om je znacajno viSa u Zena zarazenih HIV-om unutar svih dobnih skupina i prema
tipovima HPV-a visokog rizika (79,80).

Zaraza klamidijom, herpes simplex virusom ili drugim spolno prenosivim bolestima

mozZe biti samo biljeg spolnog ponasanja i izloZzenosti HPV-u, ali nisu 1 uzro¢ni ¢imbenici



nastanka displazija vrata maternice (81,82). Oni mogu promijeniti i smanjiti imunitet
domacina i time olakSati perzistenciju zaraze HPV-om (83). Herpes simplex virus 2 ne
smatra se bitnim etioloskim ¢imbenikom iako bi mogao biti kofaktor u stvaranju atipije
stanica (82).

Pusenje i1 nastanak displazija i raka vrata maternice pozitivno su povezani (84,85).
Razlog moze biti u izravnom mutagenom djelovanju raspadnih produkata pusenja (nikotin
i kotinin) koncentriranih u cervikalnoj sluzi, gdje mogu potaknuti stani¢ne epitelne
abnormalnosti sa slabijim lokalnim imunitetom na HPV zbog smanjenjenja broja
Langerhansovih stanica (86,87). Pusenje i zaraza HPV-om imaju sinergisticke u¢inke na
razvoj displazija i raka vrata maternice pa je u Zena koje puse cigarete rizik dva do Cetiri
puta vec¢i u odnosu na nepusacice (88). Jedna studija izvijestila je o relativnim rizicima
(RR) od 2 za CIN II/lll kod pusenja, 15 za zarazu HPV-om i 66 zajedno za pusenje i
zarazu HPV-om (89).

Koristenje oralnih hormonskih kontraceptiva vise od pet godina povisuje rizik
nastanka raka vrata maternice od dva do Cetiri puta uz kontroverze nacina utjecaja (90).
PoviSeni rizik opada nakon prekidanja oralne kontracepcije te se za deset godina vraca na
osnovni rizik (91). Zato se smatra kako moze biti samo biljeg izloZenosti zarazi HPV-om
prije nego uzro¢ni ¢imbenik.

U bolesnica s cervikalnim displazijama nadene su nize koncentracije vitamina C, a
nedostatak nije naden kod oboljelih od raka vrata maternice (92,93). Neke studije nasle su
povezanost izmedu niske razine beta karotena u krvi i invazivnog raka, ali primjena
njegovih visokih doza nije sprije¢ila progresiju displazija (94). Povezanost nedostatka
folne kiseline i nastanka raka vrata maternice nije epidemioloski dokazana (95). Druge
studije navode kako prehrana bogata voéem i povréem, visoke doze C i E vitamina te alfa i
beta-karotena mogu smanjiti rizik od zaraze HPV-om (34).

U nekim studijama nadeno je kako se utjecaj obiteljskog nasljedivanja djelovanja
¢imbenika iz prirodne okoline kao kofaktora ne moze iskljuciti (96). Danas se smatra kako
genetski, obiteljski, prehrambeni i endogeni hormonski ¢imbenici nisu sposobni igrati

ulogu u razvoju displazija prema raku vrata maternice (97).



1.1.2. Povijesni pregled nazivlja

John Williams je 1886. godine opisao postojanje neinvazivnih promjena epitela uz
invazivni rak plocastih stanica vrata maternice (98). Cullen je 1900. godine objavio kako
neinvazivne promjene epitela histoloski slice raku vrata maternice (99).

Naziv karcinom in situ (lat. carcinoma in situ — CIS) prvi su predlozili Schottldnder i
Kermauner 1912. godine (100). U praksu ga je uveo Broders 1932. godine i opisao
morfoloske karakteristike (101). Pemberton i Smith prikazali su povezanost izmedu CIS-a i
nastanka invazivnog raka vrata maternice retrospektivnom analizom bioptickih materijala
(102).

Prihvacanjem kako je CIS prethodnik invazivnog raka, postala je vazna citoloska
analiza obrisaka vrata maternice. UoCene su epitelne abnormalnosti koje se citoloski i
histolo§ki medusobno razlikuju i manje su izrazene nego CIS, ali imaju i mnoge njegove
karakteristike.

Za blaze oblike tih atipija koristen je wveliki broj naziva: displazija, atipi¢na
hiperplazija itd. Reagan i Hamonic zasluzni su za Siru uporabu naziva displazija i za
objasnjenje razlike prema CIS-u (103).

Naziv displazija potvrdilo je 1961. godine Povjerenstvo za histolosko nazivije lezija
vrata maternice na Prvom internacionalnom kongresu eksfolijativne citodijagnostike:
,,CIS-om se moZe smatrati samo ona lezija koja nije invazivna i kod koje u cijeloj debljini
povrsnog epitela nema znakova diferencijacije. Procesom mogu biti zahvacene i Zlijezde.
Svi drugi poremecaji diferencijacije u plo¢astom epitelu, koji pokriva zlijezde ili povrSinu,
klasificiraju se kao displazija” (104). Od tada su displazija i CIS vodeée nazivlje koje
koriste citolozi i patolozi, a odvajanje bi znacilo postojanje bioloske razlike izmedu njih.
Smatralo se kako displazija oznacava reverzibilni proces, a CIS premaligni proces.

Richart i Barron su 1969. godine uveli naziv cervikalna intraepitelna neoplazija (CIN)
(105). Nazivlje CIN podijelilo je premaligne promjene u Cetiri stupnja: CIN | prije nazivan
blaga (laka) displazija, CIN 1l umjerena (srednje) teska displazija, CIN Il teska displazija,
a CIS je bio cetvrti stupanj. Budué¢i da je CIN III i CIS tesko citoloski i histoloski
razlikovati, a imaju sliénu prognozu i indikaciju za lijecenje, zajedno su grupirani u CIN
I1l. Smatralo se da svi poremecaji, koji prethode raku vrata maternice, predstavljaju

jedinstveni patohistoloski proces (105).



Richart je 1990. godine modificirao svoje nazivlje pa je umjesto triju stupnjeva CIN-a
predlozio samo dva stupnja: CIN niskog stupnja (CIN 1) i CIN visokog stupnja (CIN 11 i
CIN I11) (106).

1.1.3. CitoloSka i patohistoloska podjela

Boljim razumijevanjem patogeneze prekanceroza vrata maternice predlozena je
najnovija terminologija nazvana ,Bethesda sustav” koja je najvecu primjenu naSla u
citoloskoj dijagnostici (107). Ona koristi izraz skvamozna (plocasta) intraepitelna lezija
niskog stupnja (engl. low-grade squamous intraepithelial lesion — LSIL) za promjene prije
nazivane koilocitna atipija i CIN | te SIL visokog stupnja (engl. high-grade squamous
intraepithelial lesion — HSIL) za promjene prije nazivane CIN Il i CIN I1I.

Prednost SIL terminologije je to¢nije odrazavanje bioloskih procesa koji su podloga
histoloskim promjenama, a mogu Se koristiti za citolosku i histolosku dijagnostiku u skladu
s danasnjim klinickim pristupom u lijeGenju prekanceroza. Smatra se kako LSIL
predstavlja bioloski razli¢itu skupinu u odnosu na HSIL, Sto se ocituje viSom Stopom
spontane regresije i nizom progresijom.

U Hrvatskoj se za opis PAPA testa koristi modificirani oblik Bethesda klasifikacije od
2001. godine (108).

Citoloski nalaz oznacava se kao uredan, bez citoloskih atipija (ali uz upalne promjene i
eventualno vidljivog uzro¢nika) i kao abnormalan nalaz.

Abnormalan citoloski nalaz moZe biti iskazan kao atipija plocastih stanica (engl.
atypical squamous cell — ASC), kao LSIL (odgovara patohistoloskom nalazu CIN I) i kao
HSIL (patohistoloski CIN II i CIN III/CIS). Na nalazu se oznacava citoloski vidljiva zaraza
HPV-om kao koilocitoza.

Citoloska dijagnoza ASC-a dijeli se u dvije podskupine: ASC neodredenog znacenja
(engl. ASC of undetermined significance — ASCUS) i ASC-HSIL se ne moze iskljuciti
(engl. ASC — cannot exclude HSIL — ASC-H).

Neki autori u SAD-u koriste modificirani Bethesda sustav za opisivanje histoloskih
nalaza tako da danas usporedno postoje obje terminologije (109). U vecini drugih zemalja
koristi se klasi¢no nazivlje CIN za opis histoloskih nalaza, a displazija/CIS se rijetko
koristi (slika 2.).
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Slika 2. Nazivi koji se koriste kod premalignih promjena vrata maternice

CIN se odnosi na epitelne promjene koje se smatraju prekancerozama, ali nemaju
karakteristike invazivnog raka jer nema prodora kroz bazalnu membranu.

Stupnjevi CIN-a se mikroskopski odreduju u odnosu na debljinu viseslojnog ploc¢astog
epitela s atipijama i abnormalnostima stanica, gledaju¢i od bazalne membrane prema
povrsini.

CIN se patohistoloski dijeli na tri stupnja koji se zasnivaju na znacCajkama stanica,
nacinu njihova rasporeda, stupnju zrelosti i odnosu prema Zljezdama i stromi. Te promjene
se zbirno mogu prikazati kao nejednakosti u obliku i veliini stanica, poremecaju
sazrijevanja i odnosa citoplazma/jezgra, razli¢itoj koli¢ini i kvaliteti kromatina, izgledu i

broju jezgri, nazo¢nosti mitoza te na¢inu orijentacije jezgara (slika 3.).

CIN I (dysplasia gradus levioris, SIL niskog rizika)

Morfoloske promjene ograni¢ene su na bazalni i parabazalni sloj, odnosno na jednu
tre¢inu epitela ili podrucja plocaste metaplazije. Polaritet je umjereno poremecen, a
stratifikacija i diferencijacija intermedijalnog i superficijalnog sloja je zadrZana.
Abnormalnosti jezgara su minimalne, a blago je povec¢an odnos izmedu jezgre i citoplazme

te se vidi svega nekoliko mitoza.

CIN Il (dysplasia gradus medii, SIL visokog rizika)
Poremecaj rasporeda i sazrijevanja stanica Vidljiv je u donjim dvjema tre¢inama
epitela. Prisutne su i nezrele stanice uz povecan sadrzaj kromatina, abnormalne mitoze i

umjerene atipije stanica uz o¢uvano epitelno sazrijevanje (maturacija).
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CIN 11 (dysplasia gradus gravis ili carcinoma in situ, SIL visokog rizika)

Promjene sa znacajnom atipijom stanica zauzimaju vise od dviju trecina epitela ili
cijelu debljinu — CIS. Ve¢i je broj nediferenciranih stanica bazalnog tipa, a mitoze su
brojnije. Takva promjena ograni¢ena je na epitelni sloj i nema prodora kroz bazalnu
membranu, a Sirenje u zljezdane kripte cilindri¢énog epitela je Cesto. Nalaz koilocita

izrazava se i u dijagnozi.
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Slika 3. Cervikalna intraepitelna neoplazija: CIN I, CIN I1'i CIN 111

Histolosko razlikovanje displazija je zlatni standard u dijagnostici preinvazivnih
promjena vrata maternice. Najce$¢i diferencijalno dijagnosti¢ki problemi vezani su za
razlikovanje kondiloma i CIN-a. Kondilomatozna atipija je najo¢itije i predominantno
izrazena u gornjim slojevima, a CIN zapocinje u bazalnom i parabazalnom sloju.
Abnormalne mitoze ne vide se ako je prisutan samo kondilom, ali s¢ mogu naci ako je
kondilom prisutan uz klasi¢nu displaziju.

Promjene nazivane koilocitna atipija, koilocitoza, ravni kondilom, laka displazija ili
CIN I predstavljaju produktivnu virusnu zarazu, karakteriziranu promijenjenim stanicama
zbog perinuklearne vakuolizacije i perifernog pomicanja zgusnute citoplazme (koilociti)
(110). Promjene CIN-a Il/111 i CIS-a su uglavnom povezane s HPV-om visokog rizika, ¢ija
je DNA cCesto inkorporirana u genom zarazene stanice i One imaju znatno veci potencijal
progresije prema invazivnom raku.

Patohistoloska klasifikacija CIN-a ima nedostataka jer se zasniva na morfoloskim
promjenama ne uzimajuéi u obzir kako je to dinamican proces koji nekad progredira, ali

moZe perzistirati ili regredirati.
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1.1.4. Dijagnoza i lijeCenje

Cervikalne displazije su obi¢no bez subjektivnih simptoma i makroskopski bez
vidljivih promjena. Kod vecih vulnerabilnih eritroplakija, ali i kod invazivnog raka
moguce je kontaktno krvarenje. CIN se dva puta ¢eSée razvija u prednjoj usni porcije, a
rijetko se nalazi na postranicnim mjestima. U najve¢em broju slucajeva pocinje u zoni
preobrazbe po kojoj se horizontalno §iri te u dodiru s originalnim plocastim epitelom
njegovo $irenje prestaje, a moze se Siriti u zljezdane kripte cilindri¢nog epitela.

Displazije se uglavnom otkrivaju citoloskim obriscima vagine, cerviksa i endocerviksa
(VCE) — PAPA testom i kolposkopskim pregledom, a potvrduju se patohistoloskom
analizom.

Prema preporuci Americkog drustva ginekologa i opstetricara, PAPA test treba
napraviti jednom godis$nje kod spolno aktivnih Zena ili s 18 godina. AKO je u Zene tijekom
triju godina uzastopce nalaz bio uredan, PAPA test moze se raditi i rjede. Godi$nje
uzimanje PAPA testa smanjuje moguénost smrti od raka vrata maternice S 5/10 000 na
4/1 000 Zena (111).

Kolposkopija se danas smatra komplementarnom metodom citologiji za rano
otkrivanje raka vrata maternice. Zasniva se na promatranju vrata maternice pod
poveéanjem od 3,5 do 50 puta radi otkrivanja promijenjenog i atipi¢nog epitela.
Poboljsanje kolposkopskih slika postize se premazivanjem s 3% ili 5% octenom Kiselinom.
Pod njezinim djelovanjem dolazi do koagulacije bjelan¢evina u epitelnim stanicama pa
tkivo s vetom proliferacijom (atipicne 1 nezrele stanice) poprima bijelu boju.
Karakteristi¢ne kolposkopske slike stvara i krvozilna mreza.

Kolposkopsko nazivlje koristi Kklasifikaciju usvojenu na 7. svjetskom kongresu za
cervikalnu patologiju i kolposkopiju odrzanom 1990. godine u Rimu (112).

Normalne kolposkopske slike predstavljaju originalni plocasti epitel, cilindri¢ni epitel
i normalnu zonu preobrazbe.

Abnormalne kolposkopske slike su acidobijeli epitel, punktacije, mozaik, leukoplakija,
jod-negativna podrudja i atipi¢ne krvne zile.

U sluc¢aju kolposkopski vidljive abnormalne slike treba u¢initi ciljanu punch biopsiju
klijestima ili dijatermijskom petljom, a kod sumnje na pocetnu invaziju treba uciniti
klinastu biopsiju nozem. Uzorak tkiva za patohistolosku analizu treba sadrzavati epitel,

bazalnu membranu i dio podlezece strome. U slucajevima gdje promjena nije vidljiva u
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cijelosti ili se jasno Siri u cervikalni kanal treba uciniti ekskohleaciju endocerviksa i uzorak
histoloski analizirati.

Podjela prema morfoloskom izgledu CIN-a u tri stupnja podloZzna je subjektivnosti
patologa, $to moze rezultirati znacajnim razlikama u nalazima (113,114). Pogrjesna
dijagnoza stupnja CIN-a moze dovesti do nepotrebnog ili neprikladnog postupka lije¢enja,
Sto je posebno bitno u reproduktivnoj dobi.

Kod CIN-a I je klinicki postupak prvenstveno pracenje i uporaba manje agresivnih
ablacijskih postupaka, a kod CIN-a II/III lijeCenje se temelji na ekscizijskim postupcima.
Zbog toga je razgrani¢enje izmedu CIN-a | i CIN-a II/III za klinicara klju¢no u odabiru
metode lijeCenja te je pozeljno potvrdivanje dijagnoze od dvoje ili vise patologa.

U Hrvatskoj se za pracenje i lije¢enje cervikalnih displazija koristi Hrvatski postupnik
za dijagnosticiranje i lijecenje premalignih lezija vrata maternice (115) Kkoji je
modificirani postupnik Federation International of Gynecology and Obstetrics — FIGO
(116).

Danas se u sklopu uobicajene obrade cervikalnih displazija predlaze i odredivanje
prisustva HPV-a visokog ili niskog rizika (117). To je uvrsteno i u novi Hrvatski postupnik
donesen 2005. godine (118).

Nedostatak seroloskih pretraga na HPV je u slabom imunoloskom odgovoru domacina
na zarazu jer serokonverzija moze uslijediti tek nekoliko mjeseci nakon prisutnog virusnog
genoma, ali moZe i u potpunosti izostati (119). Glavni problem je $to su HPV ubikvitarni
virusi pa je imunoloski odgovor pretezno grupno specifian i nije povezan s odredenim
genotipom te protutijela na njih imaju ¢ak i djevice i mala djeca (120).

Specifiéno odredivanje genotipa HPV-a korisnije je od testova na pozitivnu ili
negativnu skupinu HPV-a visokog rizika jer je to klinicki vazno u donoSenju odluke o
lijeCenju, ali ti testovi nisu uvijek dostupni (121,122).

Nakon upoznavanja genoma HPV-a razvijene su dijagnosticke metode kojima se on
moze otkriti i diferencirati osjetljivim i specifiénim testovima znatno pouzdanije nego
seroloSkim pretragama (123). KoriStene su metode hibridizacije po Southernu — dot-blot i
slot-blot, in situ hibridizacija na membrani (engl. filter in situ hybridization — FISH) i
tkivna in situ hibridizacija. Kako bi se metodom in situ hibridizacije utvrdila prisutnost
genoma HPV-a, potrebno je oko 50 njegovih kopija (124).

Najspecificnijom i najosjetljivijom metodom za detekciju DNA HPV-a pokazala se
metoda umnozavanja DNA lan¢anom reakcijom polimeraze (engl. polymerase chain

reaction — PCR) kojom se, teoretski, moze otkriti jedna kopija genoma u 100 000 stanica
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(125). Zato se za izolaciju DNA HPV-a u displazijama i stanicama raka vrata maternice
naj¢esce koristi metoda PCR (44).

Medutim, PCR odreduje samo tip HPV-a kojeg je u uzorku najvise, a oko 20%
izoliranih nisu najces¢i tipovi 16, 18, 31, 33 i 45. Buduéi da su sve ¢eSce visestruke zaraze
HPV-om potrebno je odrediti i druge tipove. Zato se koristi PCR s reverznom
hibridizacijom koja se u mnogim studijama pokazala pouzdanim dijagnostickim
postupkom za otkrivanje i diferencijaciju svih 25 tipova HPV-a u tumorskim stanicama
CIN-a i raka vrata maternice (126).

Nedostatak metode PCR je $to je pretezno kvalitativna, a ne i kvantitativna pa ce
latentna subklinicka zaraza 1 jaka klinicka promjena dati usporedive pozitivne rezultate.
Osim toga, ¢ak 1 mala kontaminacija uzoraka moZe dati lazno pozitivne rezultate.

Nova metoda pretrazivanja DNA HPV-a je Hybrid Capture System koja se zasniva na
hibridizaciji (u mikrotitarskim plocama) DNA uzoraka s dvjema skupinama proba. Prva
proba je mjeSavina devet virusnih DNA povezanih s rakom (tip 16, 18, 31, 33, 35, 45, 51,
52 i 56), a druga je mjeSavina pet virusnih DNA povezanih s kondilomima (tip 6, 11, 42,
43 i 44). Detekcija hibrida obavlja se s enzimatsko-kalorimetrijskom metodom koja je
pogodna za klinicka i1 epidemioloska istrazivanja Sireg opsega. Manje je osjetljiva od
metode PCR, ali je prednost niska cijena.

Za lijeCenje preinvazivnih promjena vrata maternice potrebno je odabrati metode koje
¢e biti dostatne u njihovu odstranjenju, a ne ¢e ostaviti trajnije posljedice na reprodukcijsku
funkciju. Uglavnom se koriste medikamentozne metode lijecenja, lokalno destruktivni i
ekscizijski kirurski postupci.

Medikamentozno lije¢enje displazija (podofilin, podofilotoksin, trikloroctena kiselina,
5-flourouracil, imiquimod, interferon) za sada nije dalo zadovoljavajuce rezultate jer je
virusna DNA, prisutna u okolnom tkivu, dovoljna za razvoj novih promjena.

U lokalno destruktivne metode ubrajaju se eletrokauterizacija, krioterapija, laser
evaporizacija ugljiénim dioksidom i hladna koagulacija. Ovim metodama nastoji se unistiti
promijenjeni epitel, ali se ne dobiva uzorak za patohistolosku analizu i ostaje upitno je li
abnormalni epitel u potpunosti uniSten. Za lijeCenje lokalno destruktivnim metodama
pogodne su samo kolposkopski vidljive promjene i sljedeci uvjeti: patohistoloski nalaz
CIN-a I ili CIN-a 1l bez HPV-a visokog rizika te mala i glatka promjena smjestena samo na
egzocerviksu (127). PAPA test i patohistoloska analiza su otezani i neprimjereni nakon

lokalno destruktivnin metoda te se one nastoje izbjegavati.
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Konizacija hladnim nozem (engl. conisation) je godinama bila glavna kirurSka
ekscizijska metoda lijecenja CIN-a. Konizacijom se nastoje posti¢i dva cilja: postavljanje
tocne dijagnoze 1 izljeCenje odstranjivanjem promjene u cijelosti. Kod CIN-a u
perimenopauzi i postmenopauzi, a nakon isklju¢ivanja moguce invazivne promjene metoda
izbora je histerektomija.

Danas se u operativnom lijeCenju displazija U Zena, Koje jo$ nisu rodile, prednost daje
postednijim zahvatima, kao Sto su ekscizija niskovoltaznom dijatermijskom petljom —
LLETZ (engl. Large Loop Excision of the Transformation zone) ili LEEP (engl. Loop
Electrosurgical Excision Procedure) i laserska konusna biopsija ugljicnim dioksidom.
Prednosti ekscizijskin metoda nad lokalno destruktivnim je dobivanje tkiva za
patohistolosku analizu.

Za pravilno lijeenje cervikalnih displazija vazno je otkriti ¢cimbenike rizika njihove
progresije. Za sada ipak nema dovoljno pokazatelja koji upucuju na sigurnu progresiju
prekanceroznih promjena. Uz klasi¢ne citoloske i patohistoloske ¢imbenike govori se 0
tipu HPV-a i ploidnosti stanica CIN-a.

Prema Hrvatskom i FIGO postupniku konizacija ili histerektomija je potrebna kod
patohistoloSkog nalaza biopsije CIN-a Il/l11l i HPV-a visokog rizika te ponovljenog nalaza
PAPA testa CIN-a II/111 nakon dva do tri mjeseca.

U Hrvatskoj se godi$nje u¢ini oko 700 konizacija uglavnom u Zena generativne dobi s
obzirom na to da je najveca ucestalost CIN-a Il od 25. do 35. godine. Treéina tih Zena nije
jos$ rodila, a trecina je imala samo jedan porod. Veliki broj zeli roditi i poslije konizacije,
ali ih vise od 10% ima komplikacije vezane za operativni zahvat ili daljnji fertilitet —
neplodnost, pobacaj ili prijevremeni porod. Zbog toga je oko 70 Zena godiSnje u Hrvatskoj
hendikepirano za jedan ili viSe poroda. Takoder, oko 500 konizacija godiSnje u Hrvatskoj
je mozda nepotrebno ili prerano u¢injeno jer oko 80% CIN-a II/lll ne ¢e napredovati u
invazivni rak.

Zbog toga je od velike klinicke vaznosti imati individualni pristup i kod nekih Zena
produziti vrijeme do konizacije jer su Zene s cervikalnim displazijama sve mlade. Time bi
mogli smanjiti broj nepotrebnih ili preranih konizacija i omoguciti dijelu Zena ostvarenje
reprodukcijske Zelje uz privremenu ili trajnu odgodu operativnog zahvata.

Ako se potvrdi prognosti¢ka uloga tipa HPV-a i ploidnosti stanica u CIN-u visokog
stupnja (CIN /1), kod jednog dijela Zena ne ¢e uopée biti potrebe za operativnim

zahvatom.
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U zadnjih nekoliko godina sve se viSe napora ulaze u dobivanje kvalitetnog cjepiva
protiv HPV-a. Danas su na trzistu dvije vrste profilaktickih cjepiva, a u ispitivanju Su i

terapijska cjepiva (128,129).

1.2. PAPILOMA VIRUSI COVJEKA

1.2.1. Povijest

Uocivsi kako je rak vrata maternice ¢e$¢i u promiskuitetnih osoba, Rigoni-Stern je
1842. godine postavio hipotezu o njegovoj virusnoj etiologiji (130). Tek 1976. godine zur
Hausen je iznio pretpostavku o ulozi HPV-a u nastanku raka vrata maternice (131).

Pojam epitelioza kao proliferacija epitelnih stanica pod utjecajem raznih virusa uveden
je 1903. godine (132). Potom je 1907. godine potvrdena virusna etiologija bradavica na
osnovi pokusa bezstani¢nog prijenosa papiloma virusa (133). Zatim je postavljena hipoteza
0 djelovanju papiloma virusa u divljeg kunica (engl. cottontail rabbit papillomavirus —
CRPV) i kemijskih kancerogena (mazut) u nastanku raka koze (134). Virusna Cestica u
bradavicama Covjeka videna je prvi put 1949. godine putem elektronskog mikroskopa
(135).

Koss i Durfee primijenili su 1956. godine naziv koilocitna atipija za opis
promijenjenih stanica plocastog epitela s perinuklearnom vakuolizacijom i perifernim
pomicanjem zgusnute strome (koilociti) u obriscima vrata maternice kod displazije i
invazivnog raka (136). Crawford je 1965. godine detaljno opisao strukturu DNA papiloma
virusa (137).

Nekoliko autora je 1976. godine ukazalo na istovjetnost koilocita i stanica spolnih
bradavica koje sadrze HPV (138,139). Uporaba metoda molekularne biologije omogucéila
je razumijevanje odnosa izmedu HPV-a i raka vrata maternice. Zur Hausen i sur. su prvi
izolirali nove tipove HPV-a iz anogenitalne regije: 1980. godine izoliran je HPV tip 6 iz
spolnih bradavica, a 1985. godine HPV tipovi 16 i 18 iz raka vrata maternice (140,141).

Prvi opisani slijed nukleotida cijelog genoma virusa bio je slijed govedeg papiloma
virusa tip 1 (engl. bovine papillomavirus — BVP 1) (142). IstraZivanja bioloskih funkcija,
poglavito nacin specificnog prepisivanja i ugradivanja genoma HPV-a, zapoceta su 1985.
godine (143,144). Iste godine je u kulturi stanica misa i1 u kulturi fibroblasta i keratinocita

covjeka postignuta zlocudna preobrazba putem DNA HPV tipa 16 (145).
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Svjetska zdravstvena organizacija proglasila je HPV humanim karcinogenom 1995.
godine (146).

Do 2000. godine klonirano je i sekvencionirano vise od 85 razliCitih genotipova
papiloma virusa, a preko 120 novih tipova je djelomi¢no sekvencionirano (147).

Zbog otkri¢a poveznice izmedu zaraze onkogenim tipovima HPV-a i raka vrata

maternice, Harald zur Hausen je 2008. godine dobio Nobelovu nagradu za medicinu.

1.2.2. Klasifikacija

Papiloma virusi pripadaju obitelji Papovaviridae i podobitelji Papillomaviridae.
Specifi¢ni i patogeni su za odredenu vrstu domacina te tako dobivaju i ime: papiloma virus
Covjeka — HPV, govedi papiloma virus — BPV itd.

Za razliku od vecine drugih virusa u kojima bjelanCevine kapside imaju razli¢itu
antigenu strukturu, kod svih papiloma virusa zivotinja i ljudi je konzerviran slijed
aminokiselina (148). Zbog toga protutijela na bjelanc¢evine kapside BPV-a krizno reagiraju
s HPV-om pa se specifi¢ni tipovi ne mogu identificirati seroloSkim metodama (serotipovi),
ve¢ sekvencioniranjem DNA (genotipovi) (149).

Tipovi HPV-a oznacavaju se brojevima prema vremenskom slijedu njihovih otkrica.
Izolati iz iste vrste domacina prvobitno su se tipizirali prema slicnosti genoma temeljenoj
na hibridizacijskim svojstvima. Izolat je novi tip ako je pokazivao manje od 50% krizne
hibridizacije u restrikcijskim uvjetima s prethodno definiranim tipovima.

S obzirom da danas postoji moguénost sekvencioniranja genomske DNA, nova
definicija genotipova temelji se na homologiji slijeda nukleotida. Razli¢itim tipovima
smatraju se izolati koji dijele manje od 90% nukleotida u konzerviranim regijama genoma
L1, E6 i E7 (150). lIzolirane su i varijante specificnih tipova, odnosno podtipovi koji
moraju imati vise od 90% homologije s originalnim tipom. Razli¢iti podtipovi mogu imati
drukéije bioloSke znacajke pa je tako otkriveno kako neki podtipovi HPV-a 16 imaju
najizrazeniju sposobnost zlo¢udne preobrazbe (151).

Osim $to su vrsno specifiéni, ovi virusi imaju poseban afinitet za epitelne stanice
sluznice i koze pa na tim mjestima izazivaju proliferaciju epitela (152). Te dobroc¢udne
proliferacije epitela ili papilomi u odredenim uvjetima imaju sposobnost zloc¢udne
preobrazbe. HPV zarazava epitel genitalne regije obaju spolova, analnog podrucja,

mokra¢nog mjehura, usne Supljine, grkljana, duSnika, jednjaka i spojnice oka.
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Prema tkivu kojeg najéeSce zaraze, pojedini se tipovi HPV-a dijele u tri skupine:
kutanu, mukokutanu i mukoznu.

Mukokutanoj skupini pripadaju virusi koji zaraze anogenitalnu regiju, sluznicu i kozu
usne Supljine, a i oni koji uzrokuju epidermodysplasiu verruciformis.

Odredeni tipovi HPV-a imaju sklonost prema zarazi mukozne membrane spolnih
podrucja u zena: vrat maternice, rodnica, stidnica i perianalna regija. Glavne manifestacije
zaraze anogenitalnih tipova HPV-a su:

— Bowenoidne papule i Bowenova bolest

— genitalne ili spolne bradavice (condylomata accuminata)

— velika bradavica (giant condyloma, Buschke-Loewenstein tumors)

— intraepitelne neoplazije i rak vrata maternice, rodnice i stidnice.

Bowenova bolest je forma plocastog raka in situ i ima obje forme — genitalnu i
visokoonkogene (1,153).

U spolno aktivnih osoba prisutnost spolnih bradavica je visoka, s ucestalosti od 1% u
SAD-u do priblizno 10% u skandinavskim zemljama (22,154). Muskarci i Zene sa spolnim
bradavicama ¢esto dozivljavaju psiholoske poremecaje i prekide seksualne veze (155).

Postoji oko 100 tipova HPV-a, a priblizno 40 ih je specificno za anogenitalnu regiju i
imaju razliCiti potencijal uzrokovanja raznih poremecaja, od spolnih bradavica do
prekanceroznih i zlo¢udnih promjena (156).

Oko 15 tipova HPV-a visokog su onkogenog rizika (engl. high risk — HR) i zna¢ajno
Su povezani s progresijom u invazivni rak vrata maternice (73).

Drugi tipovi HPV-a niskog su onkogenog rizika (engl. low risk — LR) i ne ugraduju se
u stani¢ni genom domacina, nego samo uzrokuju niskostupnjevane promjene (CIN I,
LSIL) i benigne spolne bradavice (157-159). Stoga se smatra kako je sposobnost izazivanja
zlo¢udne preobrazbe ovih tipova HPV-a niska.

Prema klinickoj manifestaciji zaraze i promjenama koje najé¢esc¢e uzrokuju, odnosno na
osnovi potencijala izazivanja zlo¢udne preobrazbe, tipovi HPV-a dijele se u dvije skupine:

— niskog onkogenog rizika (HPV LR): 6, 11, 14, 40, 42, 43, 44, 54, 55, 61, 70, 721 81

— visokog onkogenog rizika (HPV HR): 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56,

58, 59, 66, 68, 73 i 82 (36,157).

Tipovi HPV-a 6 i 11 odgovorni su za oko 10% niskostupnjevanih promjena i 90%

spolnih bradavica (157,159).
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Tipovi HPV-a visokog rizika povezani su u pravilu s visokostupnjevanim promjenama
(CIN 11/111, HSIL), ali su cesto prisutni i u niskostupnjevanim promjenama. Oni imaju
razliiti onkogeni potencijal, ¢ak 1 medu varijantama unutar specificnih tipova
(151,159,160). Tipovi HPV-a visokog rizika, povezani s plo¢astim rakom vrata maternice,
razli¢ito su zastupljeni kod adenokarcinoma (161).

HPV tip 16 je najznacajniji ¢imbenik rizika za postojanost i visoku stopu progresije
displazija tijekom pracenja (126,162). Dvogodisnji kumulativni apsolutni rizik za razvoj
CIN-a Il je znacajno veéi u zarazenih HPV tipom 16 nego u zarazenih drugim tipovima
HPV-a visokog rizika (30% — 40% prema 8% — 10%) (163). HPV tip 18 je uz promjene
plocastog epitela odgovoran i za prekanceroze zljezdanog epitela i adenokarcinom vrata
maternice (36).

Distribucija tipova HPV-a razli¢ita je prema zemljopisnim podru¢jima, $to se istrazilo
na preko 15 000 spolno aktivnih Zena u dobi od 15 do vise od 65 godina s normalnim
PAPA nalazom (164). U svijetu su najzastupljeniji HPV tipovi 16 i 18, a u Europi je vise
zastupljen HPV tip 16 (15,164). Istrazivanje u SAD-u pokazalo je razlic¢itu ucestalost HPV
tipova 6, 11, 16 i 18 od 17%, 7%, 16% i 7% (165). Stjecanje jednog tipa HPV-a i nestanak

drugog su neovisni dogadaji.

1.2.3. Genom i zivotni ciklus

HPV pripada skupini DNA (engl. deoxyribonucleic acid) virusa. Organizacija genoma

ista je za razli¢ite tipove HPV-a, a sastoji se od triju vecih regija:
1. uzvodna regulatorna regija (engl. upstream regulatory region — URR)
veli¢ine 1 kb (kilobaza) koja se naziva i dugacka kontrolna regija (engl. long
control region — LCR) ili nekodirajuca regija (engl. noncoding region — NCR)
2. rana kodirajuca regija (engl. early — E) veli¢ine oko 4,5 kb

3. kasna kodirajuca regija (engl. late — L) veli¢ine 2,5 kb (slika 4.).

Virion je bez ovojnice promjera od 55 do 60 nm s ikozaedarnom kapsidom koja se
sastoji od 72 kapsomere. Genom je vezan histonima i graden od dugacke dvolancane
kruzne DNA velic¢ine 7200 — 8.000 pb (parova baza) uklopljene u ljusku sastavljenu od

dviju molekula bjelancevina L1 i L2.
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Obje skupine gena razdvojene su uzvodnom regulatornom regijom (URR) koja ne

moze kodirati bjelanCevine, ali sadrzavaju elemente potrebne za regulaciju ekspresije

pojedinih gena, replikaciju i inkorporiranje genoma. URR sadrzi vezna mjesta za virusne i

stani¢ne bjelancevine ukljucene u regulaciju transkripcije ranih i kasnih regija.

Rana regija sastoji se od Sest otvorenih okvira ocCitavanja (engl. open reading frames —
ORF) koji se nazivaju E1, E2, E4, E5, E6 i E7. Oni su segmenti DNA Kkoji predstavljaju

transkripcijske jedinice i kodiraju sintezu bjelancevina vaznih za virusnu replikaciju u

zarazenoj stanici domacéina. Dva ORF-a rane regije E6 i E7 daju Sifru za sintezu

onkoproteina klju¢nih za kontrolu stani¢nog ciklusa.

Kasna regija sadrzi dva ORF-a nazvana L1 i L2 koji daju kod za bjelancevine virusne

kapside.

uzvodna

kasni gen, kodira za
male proteine kapside

regulatorna regija \

kasni gen, kodira za
glavne proteine kapside

transformirajuci geni,

stimulacija rasta
URR E6 E7

regulacija virushe
replikacije

E1l

regulacija virusne

/ L2
/E5
StimU|aCija izlazak viriona
rasta iz stanice

Slika 4. Genom papilomavirusa ¢ovjeka

E
\ transkripcije i replikacije

Zaraza HPV-om nastaje kod mikrotraume epitela kada virus dolazi u kontakt s

bazalnim epitelnim ili nezrelim plo€astim stanicama transformacijske zone vrata

maternice. Cini se kako ove stanice posjeduju receptore za HPV (166).
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Ulaskom u stanicu replikacija virusnog genoma odvija se na tri nacina:

1. umnazanje u mali broj kopija koje mogu uzrokovati odgovor stanica imunoloskog

sustava domacina i mozda suzbiti zarazu u ovom stadiju

2. minimalno umnozavanje kad se virus nalazi u latenthom stanju u bazalnim

stanicama u formi episoma i prati njihovu diobu (latentna zaraza)

3. normalno umnozavanje i stvaranje novih viriona u diferenciranim bazalnim

stanicama epitela (produktivna zaraza).

Zarazene bazalne stanice napreduju u suprabazalni sloj (stratum spinosum) uz
replikaciju virusa i time gube mogucénost diobe. Zrele virusne Cestice oslobadaju Se u
okruzje s odljustenim epitelnim stanicama, S$to uzrokuje njithov novi zZivot u stanicama
povrsnog epitelnog sloja.

Kao rezultat zaraze HPV-om mogu nastati razli¢ite posljedice:

— latentna zaraza bez vidljive citoloske ili histoloske manifestacije; ovo je naj¢esca

posljedica i javlja se u vise od 90% slucajeva

— aktivna zaraza kod koje dolazi do vegetativne replikacije HPV-a, ali bez ugradnje u

genom

— neoplasticna transformacija kojom se HPV integrira u humani genom; klinicka

manifestacija uklju¢uje HSIL i rak, a za to treba proc¢i viSe godina nakon zaraze.

U stanici se virus stabilizira u episomalnom stanju i umnozi u oko 20 do 100 kopija.
Replikacija episomalne DNA u latentnoj se zarazi odrzava na razini koja prati diobu
bazalnih i parabazalnih slojeva. Budu¢i da se u latentnoj zarazi ne stvaraju kompletni
virioni, to ne dovodi do nastanka karakteristiénog citopatskog ucinka i prisustvo HPV-a
moze se utvrditi jedino metodama molekularne biologije.

Usporedno s diferencijacijom stanica intermedijalnog i superficijalnog sloja, virus
umnaZza svoj genom dovodeci do ekspresije kasnih gena i koriStenja specifi¢nih ¢imbenika
transkripcije koji stimuliraju stvaranje bjelancevina kapside virusa. Taj proces omogucuje
stvaranje zrelog virusnog potomstva i1 nastanak karakteristicnog citopatskog ucinka
(koilociti).

Aktivno repliciraju¢éi HPV uzrokuje karakteristiéne stanicne promjene: uvecanje
jezgre, multinuklearnost, hipekromaziju i perinuklearni citoplazmatski halo (167). Ove
promjene se obi¢no javljaju dva do osam mjeseci nakon primarne zaraze (73). Citoloski
nalazi s Kkarakteristikama ASCUS-a i LSIL-a uz pozitivan HPV smatraju se

manifestacijama aktivne zaraze.
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Povecani rizik za napredak nastalih promjena u neoplaziju je rezultat medudjelovanja
virusnih DNA sekvenci s odredenim sekvencama stanice domacina. Ugradnjom virusne
DNA nastaje ireverzibilno ostecenje genoma zarazene stanice. S obzirom na ciljno mjesto
u genomu, ugradnja DNA HPV-a je slucajan dogadaj i stoga moze dovesti do razli¢itih
kromosomskih promjena. Razlog brze progresije u zlo¢udnu preobrazbu (nakon ugradnje
HPV-a) mogu biti strukturne promjene virusnog genoma koje omogucuju pojacanu i
nekontroliranu ekspresiju virusnih onkogena.

Razlika izmedu zaraza HPV-om visokog i niskog rizika je u fizickom stanju njihovih
genoma u stanici domacina. Episomalni oblik DNA HPV-a prisutan je u kondilomima i
CIN-u I (143). U stanicama CIN-a Il i raka vrata maternice stvaranje viriona je neznatno
jer su genomi HPV-a ugradeni u kromosome stanica domacina (144).

Virusna DNA, ugradena u genom domacina, nalazi se u veéini stanica CIN-a Il/111, u
stanicama raka vrata maternice i njegovim metastazama (168). Do ugradnje dolazi u ranoj
fazi nastanka zlo¢udne preobrazbe, §to se ocCituje monoklonalno$¢u stanica tumora (169).
Ugradnja DNA HPV-a predstavlja mutaciju genoma virusa i genoma stanice domacina
(143,144).

Onkogeneza inducirana HPV-om djeluje mijenjajuci stani¢ni ciklus u zarazenim
stanicama preko vise mehanizama od kojih se neki tek trebaju razjasniti. Zato su
identifikacije oStecenja genoma i novih genetskih ili kromosomskih promjena bitne za
razumijevanje biologije ovog tumora i predvidanje daljnjeg tijeka bolesti.

Pokazateljima stani¢nog ciklusa pripisuje se potencijalni prognosticki znacaj te je
otkrivanjem stani¢nih regulacijskih gena i nekih specifi¢nih mutacija mogué nalaz biljega
tumorske progresije.

Geni povezani s nastankom raka mogu se podijeliti u dvije glavne skupine: onkogeni i
tumor supresorski geni.

Onkogeni nastaju strukturnom ili funkcionalnom promjenom protoonkogena
normalnih gena stanice koji su ukljuceni u reguliranje rasta i diferencijacije. Razliciti su
mehanizmi pretvorbe normalnog gena s fizioloskom funkcijom u onaj onkogeni —
translokacije, tockaste mutacije, amplifikacije i gubitak heterozigotnosti. Bez obzira kojim
mehanizmom nastaje onkogen, posljedica njegove aktivacije je stvaranje ili povecanje
koli¢ine strukturno/funkcionalno promijenjenih proteinskih produkata i izazivanje
zlo¢udne preobrazbe.

Tumor supresorski geni reguliraju normalan rast stanice i koCe nenormalnu

proliferaciju, a uslijed gubitka njihove funkcije ili inaktivacije dolazi do progresije prema
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zlo¢udnoj promjeni. U mnogim radovima istrazivani SU postojanje i smjesStaj tumor
supresorskih gena (170,171).

Produkti tumor supresorskih gena normalne stanice su p53 i pRb (engl. retinoblastoma
gene). To su srediSnje molekule kontrole stani¢nog ciklusa i mutirane su u mnogim
ljudskim zlo¢udnim tumorima. U patogenezi raka vrata maternice uloga HPV-a moze biti
sli¢na genetski nastaloj mutaciji jer zaraZzene stanice sli¢e onima s mutiranim p53 i pRb
(172). Gubitak funkcije p53 i pRb dovodi do kontinuirane replikacije i proliferacije stanica.
Zbog toga je stimulirana sinteza DNA bez popravka ostecene DNA, nakupljaju se genetske
grjeske, izostavljena je programirana smrt stanice i tako dolazi do zlo¢udne preobrazbe.

Godine 1988. otkriveno je kako onkogeni E6 i E7 imaju klju¢nu ulogu u nastanku
zlo¢udne preobrazbe (173). Dugotrajna zaraza HPV-om uzrokuje stalnu aktivnost virusnih
regija E6 1 E7, povecava gensku nestabilnost, akumulira onkogene mutacije i uzrokuje
gubitak kontrole stani¢nog ciklusa, §to na kraju rezultira razvojem raka.

HPV utje¢e na mehanizam kontrole stani¢nog ciklusa i potice zlo¢udnu transformaciju
tako Sto se onkoproteini E6 i E7 vezu na tumor supresorske bjelancevine p53 i pRDb.
Nastanak displazije ili raka vrata maternice potaknut je nekontroliranom ekspresijom E6 ili
E7 u proliferiraju¢im bazalnim i parabazalnim epitelnim stanicama (174). Pritom dolazi do
integracije virusne DNA u genom stanice domacina, $to se smatra kriticnim trenutkom u
HPV-om induciranoj onkogenezi. Kao posljedica kromosomske nestabilnosti i virusne
integracije dolazi do razdora E1 i E2 genskih sekvenci koje obavljaju kontrolu
transkripcijske regulacije E6 i E7 te je njihovo prekomjerno izrazavanje ¢imbenik koji
poti¢e karcinogenezu (175).

Model patogeneze raka vrata maternice, temeljen na inaktivaciji E2 uslijed virusne
ugradnje i time povecane ekspresije E6 i E7, ne objasnjava u potpunosti njegov nastanak.
Iako je u veéini slucajeva raka virusna DNA ugradena u genom stanica, U rijetkim je
nadena u episomalnom obliku i tada je E2 obi¢no mutiran (176). Nadeno je kako spajanje
virusom promijenjenih stanica s normalnima moze dovesti do stvaranja zdravih hibrida
iako je u njima i dalje povecana ekspresija E6 i E7 (177).

Neoplasti¢na transformacija, nastala kao rezultat zaraze HPV-om, moze se dokazati
specificnim DNA, RNA ili proteinskim biljezima. Idealan biomarker trebao bi se aktivirati
u stanicama domacina kao odgovor na ekspresiju virusnih onkogena i ne nalaziti se u
normalnim nepromijenjenim stanicama. Zajedno s morfoloskim pretragama (citologija i
histologija) i odredivanjem HPV-a takav biomarker mogao bi pokazivati je li doslo do

promjena koje vode prema zlocudnoj preobrazbi. Veliki broj biomarkera proucavan je u
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svrhu to¢nijeg otkrivanja preinvazivnih promjena vrata maternice. Potencijalno najkorisniji
biljezi su proliferacijski antigen Ki-67 i inhibitor ciklin ovisnih kinaza p16INK4a (p16).

Djelovanje p16 regulirano je negativnom povratnom spregom od strane pRb preko E7
pa smanjenje ili gubitak aktivnosti pRb rezultira porastom p16 (178). Aneuploidnost se
javlja prije integracije genoma HPV-a, a pojacano djelovanje pl6 posljedica je te
integracije.

Smatra se kako je prvi dogadaj u nastanku HSIL-a zaraza HPV-om visokog rizika koju
slijede genetske promjene (aneuploidnost) i gubitak regulacije p16, $to na kraju dovodi do
porasta proliferacijske aktivnosti koja se dokazuje s Ki-67 (179).

1.3. PROTOCNA CITOMETRIJA

1.3.1. Faze stani¢nog ciklusa

Jedna od zadaca stani¢nog ciklusa je osigurati vjernu kopiju DNA i raspodijeliti je na
dvije stanice kéeri. Vrijeme i redoslijed tih dogadaja regulirani su nizom gena ¢iji produkti
(bjelancevine) djeluju u kontrolnim tockama i u slucaju pogrjeske na DNA ili diobenom
vretenu inhibiraju stani¢ni ciklus (180).

Stanicni ciklus je slijed zbivanja u stanici (ponajvise u jezgri) izmedu dviju mitoza i
ima nekoliko faza: GO faza mirovanja (engl. gap phase), G1 presintetska faza, S faza
biosinteze i udvostru¢enja (engl. synthesis), G2 prediobena faza i M faza diobe (engl.
mitosis). G1 i G2 su medufaze izmedu mitoze (M) i S faze. U njima nema biosinteze DNA.
U G1 fazi sintetiziraju se stani¢ne bjelancevine, a u G2 fazi bjelancevine potrebne za
mitozu.

Prolaz stanica kroz ciklus omogucuju ciklin ovisne kinaze (engl. cyclin dependent
kinases — CDK). To su enzimi koji fosforiliraju ¢itav niz bjelanéevina ¢ime se koci ili
potice njihovo djelovanje.

Izmjena stanica u epitelu vrata maternice je vrlo brza i smatra se kako je Zivotni vijek
normalnih stanica Cetiri do pet dana, displasti¢nih stanica jo$ i kraci, a stanica CIN-a 1l
samo 12 sati (181).

Dva su osnovna stanicna mehanizma prevencije razvoja raka u stanicama s
akumuliranim somatskim mutacijama: starenje (engl. senescence) i programirana smrt

(engl. apoptosis). Starenje je stanje u kojem se metabolicki aktivne stanice prestanu dijeliti
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i stani¢ni ciklus se zaustavlja u G1 fazi (182,183). Smatra se kako je to mehanizam koji
sprjecava da stanice, koje sadrze onkogene mutacije, idu u daljnju replikaciju i razvoj raka.

Aktivacija p53 dovodi do zaustavljanja stanice u G1 fazi, ¢ime se osigurava vrijeme
potrebno za popravak oStecenja DNA i sprjeCava prijenos oSteCenja na stanice potomke
(184). U situacijama kad stanica ne moze popraviti DNA ostecenje, p53 vodi stanicu
prema apoptozi (185). Ovim se procesom organizam rjesava stanica s izrazenim genskim
oSte¢enjem 1 ¢uva genom od zlocudne preobrazbe. Produkt retinoblastoma gena pRb

inhibira ulazak stanice u S fazu.

1.3.2. Ploidnost stanica

Dugotrajna zaraza onkogenim tipovima HPV-a dovodi do zlo¢udne preobrazbe
izazivaju¢i promjene regulacije stani¢nog ciklusa, gensku nestabilnost i inducira DNA
aneuploidnost stanice domacina (36,186). Aneuploidnost odraZzava stanje nekontroliranog
porasta DNA i gubitak esencijalnih informacija.

Krajnji stupanj u procesu zlo¢udne preobrazbe stanice je akumuliranje mnogih genskih
dogadanja koji vode do DNA ostecenja, Sto se manifestira kao kvantitativne promjene
DNA sadrzaja. Genska nestabilnost, koja dovodi do aneuploidnosti i stani¢ne proliferacije,
dio je istog patoloskog procesa koji vodi od zaraze HPV-om preko displazija do raka vrata
maternice.

U populaciji zlo¢udnih stanica, kod kojih je proces karcinogeneze zavrSen, sadrzaj
DNA je abnormalan — aneuploidan (186). Stani¢na atipija i posljedicne promjene sadrzaja
DNA u cervikalnim displazijama rezultati su prethodne zaraze HPV-om. Displazije s

episomalnom zarazom HPV-om su DNA diploidne.

1.3.3. Metode proto¢ne citometrije

Klonovi aneuploidnih stanica mogu se otkriti u tumorskim stanicama displazija i raka
vrata maternice s pomocu visokorezolutne DNA protocne citometrije (162).

Koristenjem DNA protoéne citometrije i DNA prikazane citometrije uocena je
znacajna korelacija izmedu aneuploidnosti i stupnja displazije vrata maternice (37,126).
Nekoliko istrazivaca pokusalo je odrediti prognosticku vrijednost aneuploidnih histograma
u perzistenciji ili progresiji cervikalnih displazija, ve¢inom koriste¢i DNA prikazanu
analizu (126,187).
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Na temelju jednoparametrijskog histograma fluorescencije i njegovih brojcanih
izvedenica dobiva se sadrzaj DNA i raspodjela stanica prema fazama ciklusa (188).

Odredivanjem ploidnosti tumorskih stanica moze se dobiti diploidni, tetraploidni,
poliploidni i aneuploidni nalaz. Histogram se tumaci kao diploidan ako postoji jedan
simetrican vrSak G0-G1, a prisutnost dodatnog odvojenog GO-G1 vrska pokazuje da se radi
0 aneuploidnosti, sto je prikazano na slici 5. (189).

Nalazi s trima ili vise GO-G1 vrSaka su tetraploidni.
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Slika 5. Primjer nalaza aneuploidnosti tumorskih stanica

Proliferacijska aktivnost stanica izrazena je kao ukupna S faza (USF), odnosno kao

postotak svih izmjerenih stanica u toj fazi. USF diploidnih nalaza je izmjerena vrijednost
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udjela stanica u S fazi, a kod aneuploidnih nalaza moguce je ustanoviti posebno udjele
diploidnih i aneuploidnih stanica.

Brojcani pokazatelj stupnja ploidnosti stanica je DNA-index. To je omjer relativhog
sadrzaja DNA GO-G1 faze ispitivanog uzorka i relativnog sadrzaja DNA stanica standarda.
Medutim, preporuka je SAC-a (engl. Society of Analitical Cytology Subcommitee, 1990) da

se aneuploidni DNA sadrzaj ne izrazava putem DNA-indexa (189).
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2. HIPOTEZA | CILJEVI ISTRAZIVANJA

2.1. HIPOTEZA

Odredivanjem tipa HPV-a i ploidnosti stanica u CIN-u visokog stupnja moguce je

izdvojiti skupinu bolesnica kod kojih nije potrebna zurna konizacija.

2.2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

* pokusati otkriti ulogu i medusobnu vezu tipa HPV-a i ploidnosti stanica u CIN-u visokog
stupnja (CIN I1'i CIN 1) u njihovoj progresiji u invazivni rak vrata maternice

* U Hrvatski postupnik predloziti odredivanje tipa HPV-a i ploidnosti stanica u CIN-u
visokog stupnja (CIN I1'i CIN 111)
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3. ISPITANICE | METODE

3.1. ISPITANICE

U 147 bolesnica s potvrdenom dijagnozom CIN-a Il ili CIN-a Il na punch biopsiji
vrata maternice ucinjena je konizacija ili histerektomija postupaju¢i po Hrvatskom
postupniku za dijagnosticiranje i lijecenje premalignih lezija vrata maternice.

Sve bolesnice lijecene su i pracene u Klinici za Zenske bolesti i porode KBC-a Zagreb

1 Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

Prema definitivnom patohistoloskom nalazu vrata maternice (konus, uterus) dobivene

su Cetiri skupine: CIN I, CIN I1, CIN I i mikroinvazivni karcinom (MIC).

Patohistoloska analiza, metoda PCR i proto¢na citometrija u¢injene su u Laboratoriju

za molekularnu patologiju Klini¢kog zavoda za patologiju KBC-a Zagreb.

3.2. METODE

Kriteriji za uklju¢ivanje u ovo istrazivanje su patohistoloski nalaz CIN-a Il ili CIN-a
III biopsije vrata maternice. IskljuGene su bolesnice s promjenama zljezdanog epitela i
prethodnim terapijskim postupcima na vratu maternice. Nakon biopsije provedena je
citoloska kontrola PAPA testom za tri mjeseca i u slucaju nalaza CIN-a Il ili CIN-a IlI

ucinjen je operativni zahvat prema Hrvatskom postupniku — konizacija ili histerektomija.

Usporedeni su prisutnost tipa HPV-a i nalazi ploidnosti stanica prema stupnjevima
CIN-a i mikroinvazivnog karcinoma.
Na svim uzorcima provedeni su sljedeci postupci:
— patohistoloska analiza
— tipizacija HPV-a visokog i niskog rizika lan¢anom reakcijom polimeraze (PCR)

— odredivanje DNA ploidnosti proto¢nom citometrijom.
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3.2.1. Patohistolos§ka analiza

Tkivo za patohistolosku analizu fiksirano je 24 sata u 4%-tnom puferiranom
formalinu. Nakon fiksacije uklopljeno je u parafin, rezano u rezove debljine 4 um, a zatim
bojano hemalaun-eozinom.

Kriterij ukljucenja u istrazivanje je jasno definirana patohistoloska dijagnoza od strane

istog patologa eksperta za ginekolosku patologiju.

3.2.2. PCR izolacija humanog papiloma virusa

Koristen je PCR s reverznom hibridizacijom za izolaciju DNA HPV-a iz tkivnih
blokova uklopljenih u parafin koriste¢i Nucleo Spin Tissue reagense (Machery-Nagel,
Diiren, Njemacka). Prije izdvajanja DNA ucinjena je deparafinizacija koriste¢i uobicajeni
trostupnjevani postupak ksilolom i apsolutnim etanolom.

Kombinirane su zajedni¢ke pocetnice za veéinu tipova HPV-a — degenerirane
pocetnice My09/My 11, CPI/CP2l G i Gp5/6+ koje se detektiraju na L1 i E1 regijama.
Svaki je uzorak potom proveden kroz sve reakcije s pocetnicama specifi¢nih tipova HPV-a
za niski, visoki i nepoznati rizik onkogenosti.

Uvjeti u kojima se PCR odvijala bili su sljede¢i: 94 °C — 5 min; 94 °C — 0,5 min; 55
°C — 2 min; 72 °C — 2 min (30 ciklusa) i 72 °C — 10 min. Pozitivna i negativna kontrola
provedene su u svakoj reakciji. Produkti PCR-a analizirani su elektroforezom na 3%-tnom
agaroza gelu.

Odredivani su genotipovi HPV-a visokog rizika 16, 18, 31 i 33 i genotipovi HPV-a

niskog rizika 6 i 11 te skupno ostalih 15 genotipova HPV-a nepoznatog rizika onkogenosti
(tip X).

3.2.3. Protoéna citometrija

Dobiveno tkivo pregledao je patolog i parafinski uzorak bojan je hemalaun-eozinom
prije i poslije rezanja za proto¢nu citometriju radi odabira najreprezentativnijih uzoraka i
provijere njihove valjanosti.

Analiza sadrzaja DNA stanica provedena je u Klinickom zavodu za laboratorijsku

dijagnostiku KBC-a Zagreb na proto¢nom citometru FACScan (Calibur/Becton Dickinson,
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San Jose, CA, SAD) na osobnom racunalu Macintosh 7600 uz uporabu racunalnih
programa Cellquest™ (Becton Dickinson Immunochemistry Systems, San Jose, CA, SAD)
i Modfit LTV 2.0 (Verity Software House, Inc., SAD). Program Cellquest™ sluzi za
mjerenje uzoraka i pohranjivanje izmjerenih podataka.

Za svaki uzorak se kroz proto¢ni citometar propusta 20 000 jezgara. Dobiveni
jednoparametrijski histogram je prikaz relativnog intenziteta fluorescencije i broja
propustenih jezgara analiziranih programom ModFit LTV 2.0. Iz njega su dobiveni podatci
0 udjelu stanica u pojedinim fazama stani¢nog ciklusa: GO faza mirovanja, G1 presintetska
faza, S faza sinteze i proliferacije, G2 prediobena faza i M faza diobe.

Nalazi s jednim GO-G1 vrskom klasificirani su kao diploidni, oni koji imaju i dodatni
odvojeni GO-G1 vrsak (s vise od 10% jezgara cijele populacije) kao aneuploidni, a oni s
trima ili vise odvojenih GO-G1 vrSaka su tetraploidni (poliploidni) (55). Koeficijent
varijacije (CV — standardna devijacija u odnosu na srednju vrijednost) izracunat je na GO-
G1 vrsku, uz gornju prihvatljivu vrijednost od 8%. Uzorci s CV > 8%, agregatima > 10%
te BAD (pozadina histograma, agregati i debri) > 20% neprimjereni su za identifikaciju
DNA aneuploidnih populacija ili za odredivanje S faze te su po preporukama konsenzusa

iskljuceni iz ispitivanja (55).
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3.3. STATISTICKA OBRADA

Statisticka obrada dobivenih podataka provedena je sljede¢im testovima:

1. #* test, odnosno po potrebi Fischerov egzaktni test

2. ocjena valjanosti ploidnosti u procjeni CIN-a i MIC-a prema tipovima HPV-a

Za statistiCku obradu podataka koristio se program Statistica 10 (StatSoft, Inc., Tulsa,
USA). Nominalni podatci bili su usporedeni y° testom, a kontinuirani podatci Studentovim
t testom i analizom varijance. Normalnost raspodjele kontinuiranih vrijednosti provjerena
je upotrebom Kolmogorov-Smirnov testa normalnosti. Tamo gdje je raspodjela znacajno
odstupala od normalnosti, koristili su se neparametrijski testovi (Mann-Whitney U-test i
Kruskal-Wallis test).

U svim statistickim analizama znac¢ajnom je smatrana p vrijednost manja od 0,05.
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4. REZULTATI

Ukupno je analizirano 147 bolesnica lije¢enih konizacijom ili histerektomijom zbog

CIN-a Il ili CIN-a Il dobivenih punch biopsijom. Raspodjela tezine patohistoloske

dijagnoze i dobi bolesnica prikazana je u tablici 1.

Tablica 1. Patohistoloska dijagnoza i dob analiziranih bolesnica

DIJAGNOZA N (%) DOB (god.)
CIN I 39 (26,5) 25,9+4,8
CIN Il 37(252) 27,2466
CIN 1l 40 (27,2)  31,646,0
MIC 31(21,1) 33,342
UKUPNO 147 (100)  29,4+6,3
p <0,001

Utvrdena je statisticki znaCajna pozitivha povezanost dobi bolesnica 1 tezine

patohistoloske dijagnoze medu svim promatranim skupinama s koeficijentom povezanosti

(r =0,516: p < 0,001).

Tipovi HPV-a nadeni u analiziranih bolesnica prikazani su u tablici 2. i na slici 6.

Tablica 2. Tipovi HPV-a u analiziranih bolesnica

HPV TIP N %

6/11 15 8,9
16 79 47,0
18 11 6,6
33 11 6,6
31 12 7,1
X* 40 23,8
UKUPNO 168 100

*tip X — HPV nepoznatog rizika onkogenosti
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Slika 6. Raspodjela tipova HPV-a u analiziranih bolesnica

Kako je iz tablice 2. vidljivo, u 147 analiziranih bolesnica izolirano je ukupno 168
tipova HPV-a, s§to govori da je u pojedinih bolesnica istodobno nadeno vise tipova HPV-a:
visokog rizika (tip 16, 18, 31 i 33), niskog rizika (tip 6 i 11) i HPV nepoznatog rizika
onkogenosti (tip X). Od 168 izoliranih virusa u njih 40 (23,8%) nije se moglo odrediti

pripadaju li visokom ili niskom riziku onkogenosti (tip X).

Bolesnice istodobno zarazene s 2 ili vise tipova HPV-a prikazane su u tablici 3.

Tablica 3. Raspodjela istodobne visestruke zaraze tipovima HPV-a

HPV TIPOVI N %
LR/X 4 20
LR/HR (16 i 16+31) 2 10
HR/X (3x16, 2x33,1x31) 6 30
HR/HR (4x16/18, 2x16/33, 1x16/31, 1x18/33) 8 40
UKUPNO 20 100

(LR — niski rizik, HR — visoki rizik)

Tablica 3. pokazuje istodobnu zarazu s vise tipova HPV-a u ukupno 20 (13,6%)
analiziranih bolesnica kod kojih se radi o kombinaciji raznih tipova virusa. Vidljivo je da
se gotovo uvijek radi o zarazi s 2 tipa HPV-a (95%), a vrlo rijetko o istodobnoj zarazi s
vise tipova HPV-a (5%).
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Nalaz pojedinih tipova HPV-a u analiziranih bolesnica podijeljenih prema tezini
patohistoloske dijagnoze prikazan je u tablici 4.

Tablica 4. Tip HPV-a i patohistoloska dijagnoza

DIJAGNOZA HPV TIP
(N=147) 6/11 16 18 31 33 X
CINT (N=39) |8 (20,5%) 18 (46,2%) O 4(10,3%) 3 (7,7%) 15 (38,5%)

CINII (N=37) |5(13,5%) 18 (48,6%) 3(8,1%) 3(8,1%) 2 (54%) 10 (27%)
CINTI (N=40) |2 (5%) 24 (60%) 3 (7,5%) 3(7,5%) 3(7,5%) 10 (25%)

MIC  (N=31) |0 19 (61,3%) 5(16,1%) 2 (4,8%) 3(9,7%) 5 (16,1%)
HPV (N=168) | 15 79 11 12 11 40
p<0,01 p<0,05

Iz tablice 4. vidljivo je kako se zastupljenost tipova HPV-a 6 i 11 (niski rizik)
smanjuje s tezinom patohistoloske dijagnoze, odnosno u mikroinvazivnhom karcinomu
(MIC) zaraze ovim virusom nema (0/31), Sto predstavlja statisticki znacajnu negativnu
povezanost (r =-—0,256; p = 0,002).

U slu¢aju zaraze HPV tipom 18 dolazi do potpuno suprotne situacije jer se ovaj tip
virusa naj¢esce nalazi u bolesnica s MIC-om, a u onih s CIN-om | ga nema, $to predstavlja
statisticki pozitivnu povezanost (r = 0,195; p = 0,018).

U slucajevima zaraze ostalim tipovima HPV-a nema statisticki znaCajnih razlika u

odnosu na tezinu patohistoloske dijagnoze.
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Na slici 7. prikazane su statisticki znacajne razlike tezine patohistoloske dijagnoze u
bolesnica zarazenih HPV tipovima 6 i 11, odnosno HPV tipom 18.

HPV TIP
HPV6/11 HPV 18

MIC [~ MIC

CIN I FCIN I

DIJAGNOZA
YZONOVMa

CIN I FCIN

CINH mCINI

Slika 7. Patohistoloska dijagnoza uz HPV tipove 6 i 11 i HPV tip 18

Iz slike 7. vidljiva je negativna povezanost tezine patohistoloske dijagnoze u slu¢aju
zaraze HPV tipovima 6 i 11, odnosno pozitivna povezanost u slucaju zaraze HPV tipom
18.
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Takoder, iz tablice 4. vidljivo je da se HPV nepoznatog rizika onkogenosti (tip X)
nalazi u svim cervikalnim intraepitelnim neoplazijama, ali i u MIC-u.

Od 147 analiziranih bolesnica u njih 30 (20,4%) naden je virus nepoznatog rizika
onkogenosti (tip X) samostalno, a u 10 (6,8%) bolesnica uz neki drugi tip (ili visoki ili
niski rizik).

Na slici 8. prikazana je raspodjela HPV-a nepoznatog rizika onkogenosti (tip X) prema

teZini patohistoloSke dijagnoze.
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Slika 8. HPV tip X i patohistoloska dijagnoza
1z slike 8. vidljivo je kako se ucestalost HPV-a nepoznatog rizika onkogenosti (tip X)
smanjuje prema tezini patohistoloske dijagnoze, bilo samostalno ili uz neke druge tipove

HPV-a, a jedino u mikroinvazivnhom karcinomu se uvijek nalazi samostalno u pet (16%)
uzoraka.
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Nalazi istodobne zaraze s 2 i viSe tipova HPV-a u 20 (13,6%) analiziranih bolesnica

prema tezini patohistoloske dijagnoze prikazani su u tablici 5.

Tablica 5. Istodobna visestruka zaraza tipovima HPV-a i patohistoloska dijagnoza

D'J(':SE%ZA VISE HPV TIPOVA
CIN1 (N=39) 8 (20,5%)
CIN Il (N=37) 4 (10,8%)
CIN 111 (N=40) 5 (12,5%)
MIC (N=31) 3 (9,7%)
UKUPNO 20 (13,6%)

Iz tablice 5. vidljivo je da se ucestalost istodobne visestruke zaraze tipova HPV-a

smanjuje s tezinom patohistoloske dijagnoze, ali ona nije statisti¢ki zna¢ajna.

Nalazi ploidnosti tumorskih stanica u analiziranih bolesnica podijeljenih prema tezini

patohistoloske dijagnoze prikazani su u tablici 6.

Tablica 6. Ploidnost tumorskih stanica i patohistoloska dijagnoza

AN PLOIDNOST
(N=147) | b|pLOIDNI | ANEUPLOIDNI* | TETRAPLOIDNI

CINI (N=39) |37 (94,9%) | O 2 (5,1%)

CIN Il (N=37) | 26 (70,3%) | 7 (18,9%) 4 (10,8%)

CIN 111 (N=40) | 16 (40%) | 20 (50%) 4 (10%)

MIC (N=31) | 7(22,6%) |22 (71,0%) 2 (6,5%)
UKUPNO 86 (58,5%) | 49 (33,3%) 12 (8,2%)

*p < 0,001
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Iz tablice 6. vidi se negativan odnos diploidnosti tumorskih stanica i tezine
patohistoloske dijagnoze jer se najéesce nalaze u CIN-u I, a najrjede u MIC-u, ali bez
statisticke znacajnosti.

Pozitivan odnos aneuploidnosti tumorskih stanica i tezine patohistoloske dijagnoze
takoder se vidi iz ove tablice, odnosno u CIN-u | ne nalazi se aneuploidnost, a ona raste
prema MIC-u, $to predstavlja statisti¢ki znac¢ajnu povezanost (r = 0,554; p < 0,001).

Tetraploidnost tumorskih stanica nije povezana s tezinom patohistoloske dijagnoze.

Na slici 9. prikazana je raspodjela diploidnih i aneuploidnih nalaza u analiziranih

bolesnica prema teZini patohistoloske dijagnoze.

PLOIDNOST
DIPLOIDNI ANEUPLOIDNI
Mic -MIC
CIN IIiH =CIN Ii
N =)
o (=
z 5
o -4
< o
=)
a g
CIN IH FCIN I
CIN H FCIN |

40 30 20 10 0 10 20 30 40

Slika 9. Diploidnost i aneuploidnost prema patohistoloskoj dijagnozi
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Istodobni nalazi ocekivanih negativnih prognostickih ¢imbenika (aneuploidnost
tumorskih stanica i tipovi HPV-a visokog rizika — 16, 18, 31 i 33) u odnosu na tezinu
patohistoloske dijagnoze u analiziranih bolesnica prikazani su u tablici 7. i na slici 10.

Tablica 7. Patohistoloska dijagnoza i aneuploidnost uz HPV visokog rizika

DIJAGNOZA | ANEUPLOIDNOST | DIJAGNOZA
(N=147) + HPV visokog rizika %
CIN1 (N=39) 0 0
CIN Il (N=37) 5 13,5
CIN 111 (N=40) 17 42,5
MIC (N=31) 19 61,3
UKUPNO 41 27,9
70
60 =
50
40 /
IS
30
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Slika 10. Patohistoloska dijagnoza i aneuploidnost uz HPV visokog rizika

Iz tablice 7. i slike 10. vidljivo je da se radilo o ukupno 41 (27,9%) analiziranoj
bolesnici zarazenoj tipovima HPV-a visokog rizika (16, 18, 31 i 33) uz istodobni nalaz
aneuploidnosti tumorskih stanica. Ova kombinacija negativnih prognosti¢kih ¢imbenika
nije pronadena u CIN-u | (0/39), a njihov postotak raste prema tezini patohistoloske
dijagnoze, Sto predstavlja statisticki znacajnu pozitivnu povezanost medu svim
promatranim skupinama (razlike u postotku aneuploidnosti + HPV visokog rizika) — CIN 11
prema CIN-u Il (*=6,564; p = 0,014) i CIN Il prema MIC-u (x*= 14.848; p < 0,001).
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Nalazi ploidnosti tumorskih stanica i tipova HPV-a u analiziranih bolesnica prema
tezini patohistoloske dijagnoze prikazani su u tablici 8.

Tablica 8. Ploidnost i tip HPV-a prema patohistoloskoj dijagnozi

HPV TIP

DIJAGNOZA (N=147)

6/11 16 18 31 33 X UKUPNO

CIN I (N=39)
DIPLOIDNOST| 8 |17 ]| 0 | 3 | 3 | 14 45
ANEUPLOIDNOST| 0 [0 | 0| 0] 0] O 0
TETRAPLOIDNOST| 0 |1 |0 | 1|0 |1 3
CIN 11 (N=37)
DIPLOIDNOST| 5 |14| 0| 2| 0| 6 27
ANEUPLOIDNOST| 0 [ 3|3 ] 0| 1] 2 9
TETRAPLOIDNOST| 0 |1 |0 |1 |12 5
CIN 111 (N=40)
DIPLOIDNOST| 1 | 9|0 | 1| 1] 4 16
ANEUPLOIDNOST| 0 |13 3| 2| 2| 5 25
TETRAPLOIDNOST| 1 |2 |0 |0 |0 |1 4
MIC (N=31)
DIPLOIDNOST| 0 |4 |0 | 1] 2|1 8
ANEUPLOIDNOST | 0 |14 |5 | 1| 1| 3 24
TETRAPLOIDNOST| 0 |1 |0 |0 |0 |1 2

UKUPNO

Iz tablice 8. vidljivo je da u bolesnica s patohistoloskom dijagnozom CIN I, bez obzira
na tip HPV-a, niti u jednom slucaju nije pronadena aneuploidnost.

Takoder je vidljivo da u MIC-u, bez obzira na ploidnost tumorskih stanica, niti u
jednom slucaju nisu samostalno pronadeni tipovi HPV-a niskog rizika (6 i 11).

Vidljivo je i da su kod bolesnica zarazenih HPV tipom 18, bez obzira na teZinu

patohistoloSke dijagnoze, tumorske stanice uvijek aneuploidne.
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Za ostale tipove HPV-a visokog rizika (16, 31 i 33) tek je s progresijom bolesti u
CIN 11 u vecini slu¢ajeva nadena i aneuploidnost tumorskih stanica — CIN | u 0% (0/23),
CIN 11 u 25% (4/20), CIN 11l u 60,7% (17/28) i MIC 69,6% (16/23), §to je prikazano na
slici 11.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%

10%

0%
CIN| CINII CINIII MIC

DIPLOIDNOST 23 16 11 7
BANEUPLOIDNOST 0 4 17 16

Slika 11. Diploidnost i aneuploidnost prema patohistoloskoj dijagnozi uz tipove HPV-
a visokog rizika (16, 311 33).
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5. RASPRAVA

Unato¢ velikom uspjehu, koji je postignut uobiajenim probirom na rak vrata
maternice, pouzdanost standardne citoloske i histoloske dijagnostike nastoji se poboljsati
novim metodama. Zaraza HPV-om i cervikalne displazije uocavaju se prosje¢no desetak
godina prije nastanka invazivnog raka vrata maternice, a samo manji broj zarazenih zena
razvije rak, S$to je potvrdeno 1 ovim istrazivanjem jer je s porastom zivotne dobi bolesnica
statistiCki znacajno rasla i izrazenost, odnosno tezina epitelne promjene (od CIN-a I do
mikroinvazivnog karcinoma).

Prema podatcima iz literature promjene CIN-a I/l samo ¢e u oko 1/3 progredirati u
CIN 11 od kojeg ¢e samo nesto vise od 12% progredirati dalje u invazivni rak (6). Vrijeme
progresije od CIN-a Il do invazivnog raka vrata maternice vjerojatno iznosi 3 — 10 godina,
o ¢emu je tesko pronac¢i pouzdane podatke, upravo zbog karaktera bolesti 1 nemogucnosti
provodenja istrazivanja na ljudima (7,10).

Poznato je kako ¢e promjene vrata maternice, pozitivne na DNA HPV-a, vjerojatnije
rezultirati progresijom bolesti nego one koje ne sadrze virusnu DNA (162). Mnoge studije
pisu o zlo¢udnom potencijalu HPV-a visokog rizika u displazijama i invazivnom raku vrata
maternice, a razli¢iti tipovi posjeduju individualni rizik za tumorsku progresiju. Smatra se
kako ¢e zaraza HPV-om visokog rizika rezultirati razvojem displazija u 20% slucajeva
(190).

Za razliku od HPV-a visokog rizika, HPV niskog rizika nema utjecaja na nastanak
raka vrata maternice jer se ne ugraduje u genom stanice domacina. On se nalazi u tkivu
dobro¢udnih promjena kao Sto su spolne bradavice (condylomata accuminata) i
niskostupnjevane promjene (CIN I, LSIL) (36,157). HPV tipovi 6 i 11 odgovorni su za oko
10% CIN-a I i 90% spolnih bradavica (157-159). U tkivu CIN-a | utvrdena je zaraza
brojnim tipovima HPV-a koji uzrokuju anogenitalne zaraze, a ima ih vise od 40 (110,191).

U ovom istrazivanju HPV tipovi 6 i 11 najc¢esce su bili prisutni u CIN-u I (53,3%), u
promjenama CIN-a Il i CIN-a Ill pronadeni su statisticki znacajno rjede, a u tkivu
mikroinvazivnog karcinoma nisu pronadeni niti u jednom slu¢aju. U samo 10,3% slucajeva
CIN-a | zaraza HPV tipovima 6 i 11 bila je samostalna, a u ostalim promjenama CIN-a |
pronadena je zaraza razliCitim tipovima HPV-a, kako niskog, tako i visokog rizika
onkogenosti pa i zaraza tipovima nepoznatog rizika onkogenosti (tip X), no zanimljivo je

kako nije pronaden niti jedan slucaj zaraze HPV-om visokog rizika tipa 18.

44



Za razliku od promjena niskog stupnja (CIN 1), u visokostupnjevanim promjenama
(CIN 11/111) istrazivanja ukazuju na prevladavanje HPV tipa 16 pa ¢ak i na njegovu veéu
povezanost s prekancerozama u odnosu na druge tipove visokog rizika (162,163). HPV
tipovi 16 i 18 otkriveni su u 25% niskostupnjevanih (CIN 1) i 50% - 60%
visokostupnjevanih promjena (CIN 11/111) (192).

I u ovom istrazivanju HPV tip 16 pronaden je najces¢e u svim uzorcima displazija —
46,2% u CIN-u I, 48,6% u CIN-u Il i 60% u CIN-u Ill. HPV tip 18 nije pronaden niti u
jednom slu¢aju promjena CIN-a I, a u CIN-u Il/11l zaraza HPV tipovima 16 i 18 nadena je
u 62,3% slucajeva.

Podatci iz literature pokazuju kako su i drugi tipovi HPV-a visokog rizika takoder
povezani s CIN-om II/111 i rakom vrata maternice, no znatno rjede iako imaju sposobnost
zlo¢udne preobrazbe (193). U ovom istrazivanju HPV tipovi 31 i 33 nadeni su u 18% CIN-
al, 13,5% CIN-a Il, 15% CIN-a Il 1 16,2% u MIC-u.

Premda vecina podataka dobivena istrazivanjima ove problematike ukazuje i1 dokazuje
da su cervikalne displazije inducirane zarazom HPV-om, a genomi tih virusa otkriveni su u
velikom broju njih, podatci o slaboj povezanosti tipa HPV-a i stupnja bolesti ipak postoje
(194).

Povezanost invazivnog raka vrata maternice s HPV tipom 16 u literaturi iznosi oko
50%, a s HPV tipom 18 znatno je manja i iznosi od 15% — 20% (168,183,192). Sli¢ni su
rezultati dobiveni i ovim istrazivanjem: HPV tip 16 naden je u 61,3% MIC-a, a HPV tip 18
u 16,1% slucajeva (zajedno 77,4%).

U tkivu karcinoma plocastih stanica vrata maternice najceS¢e su dokazani HPV tipovi
visokog rizika 16, 18, 31, 33 i 45 i zajedno su prisutni u oko 90% slucajeva (157,183). U
ovom su istrazivanju HPV tipovi 16, 18, 31 i 33 dokazani u 93,5% mikroinvazivnih
karcinoma.

U radovima se navodi da su Ceste istodobne viSestruke zaraze razlicitim tipovima
HPV-a, a prema nekima i do 43,2% slucajeva (195,196). Medutim, ovo je istraZivanje
pokazalo takvu zarazu s vise tipova HPV-a svih kombinacija u 13,6% slucajeva, a samo u
jednom slucaju dokazana je istodobna zaraza s 3 tipa HPV-a. Takva istodobna visestruka
zaraza tipovima HPV-a, prema ovim rezultatima, ne utjeCe na progresiju bolesti u odnosu
na zarazu s jednim tipom HPV-a visokog rizika.

Oko 10% nalaza kod CIN-a Il i invazivnog raka vrata maternice moze biti negativno
na HPV visokog rizika (197). U ovom istrazivanju takvih negativnih nalaza na odredivane
tipove HPV-a visokog rizika 16, 18, 31 i 33 bilo je 22,5% u CIN-u Il i 16,1% u MIC-u.
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Medutim, HPV nepoznatog rizika onkogenosti (tip X) samostalno je naden u 20% CIN-a
I11116,1% MIC-a.

U literaturi se uocavaju nalazi visokostupnjevanih promjena (CIN II/IIT) negativni na
HPV visokog rizika, a uz prisutne samo HPV niskog rizika u oko 3% (198). Samostalna
zaraza HPV-om niskog rizika u promjenama CIN-a Il u ovom radu pronadena je rijetko
(2,5%), a u sluc¢ajevima MIC-a nije pronadena niti jednom.

Usprkos tehnoloskom napretku i novim mogucnostima dijagnostike, postoje i
odredena ogranicenja zbog Cega sve dobivene rezultate treba uvijek prihvacati s malom
zadrSkom. Naime, uslijed fiksacije u formalinu i uklapanja u parafin moze do¢i do
fragmentacije DNA, S$to smanjuje uspjeSnost njena izoliranja lan¢anom reakcijom
polimeraze (194). Kako se iz istog uzorka tkiva za patohistolosku analizu cesto rade
pretrage genotipizacije HPV-a i DNA ploidnost, moguce je da se u rezovima za analizu
DNA HPV-a nije nalazila dovoljna koli¢ina tumorskih stanica ili ih nije ni bilo. Takoder,
ne treba zaboraviti da HPV nije neophodan za nastanak raka vrata maternice i kako do
aktivacije gena ukljucenih u proces karcinogeneze moze do¢i i na drugi nacin.

Specifi¢no odredivanje genotipa HPV-a je bolje od testiranja na pozitivni ili negativni
HPV visokog rizika jer je klini¢ki korisnije, ali ti testovi nisu uvijek dostupni (122).
Metodom PCR odreduju se samo tipovi HPV-a kojih je u uzorku najvise, a oko 20%
izoliranih virusa nisu naj¢es¢i tipovi 16, 18, 31, 33 i 45.

Identi¢ni su podatci nadeni i u ovom istrazivanju gdje su u 23,8% uzoraka izolirani
tipovi HPV-a nepoznatog rizika onkogenosti (tip X), a samostalna zaraza ovim tipovima
HPV-a pronadena je u 20,4% analiziranih uzoraka. U ovim nalazima su medu pronadenim
HPV tipovima X gotovo sigurno zastupljeni i oni visokog rizika. U prilog tomu govori
¢injenica da je samostalna zaraza HPV tipom X otkrivena u 16,1% MIC-a i 20% CIN-a IlI
te u 16,3% aneuploidnih tumorskih stanica, $to naglasava potrebu odredivanja i drugih
tipova HPV-a. U te svrhe se, kao pouzdan dijagnosti¢ki postupak za otkrivanje i
diferencijaciju svih 25 tipova HPV-a u tumorskim stanicama displazija i raka vrata
maternice, koristi PCR s reverznom hibridizacijom. Medutim, ova metoda je vrlo skupa,
Sto je ¢ini neprikladnom za svakodnevnu primjenu (126).

Zaraza HPV-om dovodi do kromosomske nestabilnosti koja uzrokuje aneuploidne
promjene, a one olakSavaju ugradnju genoma HPV-a u genome stanica displazija i
invazivnog raka vrata maternice (199,200). Aneuploidnost je uoc¢ena kod displazija s HPV-

om visokog rizika, a kod onih s HPV-om niskog rizika nije pronadena (201).
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U ovom istrazivanju promjene sadrzaja DNA bile su znacajno povezane s HPV
statusom jer je nadena statistiCki znacajna razlika kod usporedbe nalaza tipova HPV-a
visokog rizika u diploidnim prema aneuploidnim tumorskim stanicama analiziranih
bolesnica. Od 49 nalaza aneuploidnih uzoraka bilo je 83,7% s analiziranim tipovima
HPV-a visokog rizika (16, 18, 31 i 33), a 16,3% sadrzavalo je samostalni HPV nepoznatog
rizika onkogenosti (tip X). Niti jedan aneuploidni uzorak nije sadrzavao tipove HPV-a
niskog rizika 6 i 11. U aneuploidnim tumorskim stanicama najéesée je naden HPV tip 16
(61,2%). Svi uzorci u kojima je dokazana zaraza HPV tipom 18 sadrzavali su aneuploidne
tumorske stanice.

S obzirom na to da displasti¢ni epitel predstavlja potencijalno prekancerozno stanje, u
kojem je rizik progresije prema invazivnom raku obi¢no nepoznat, smatra se da
odredivanje aneuploidnosti u displasticnim stanicama moZe povisiti prognostiCku
vrijednost za zlo¢udnu preobrazbu (202).

Vecina studija pokazuje da se rak vrata maternice razvija na temelju perzistencije
aneuploidnosti te kako ona ukazuje na razvoj teskih displazija ili na invazivni rak
(203,204). Neki autori smatraju da aneuploidnost igra klju¢nu ulogu u neoplasticnom
razvoju (205,206). Duesberg je pokazao da se aneuploidni rak opéenito smatra opasnijim i
agresivnijim od diploidnoga (207).

Kod prekanceroza i raka vrata maternice pronadeni su genski poremecaji i poremecaji
broja kromosoma (aneuploidija i tetraploidija), ¢esto uz prisutnost HPV-a (199,203,208).
Ovisno o zarazi HPV tipom 16 i aneuploidnosti kao prognosti¢kim ¢imbenicima, pokusala
se na¢i mogucéa povezanost prezivljenja ili prognoze kod bolesnica s invazivnim rakom
plocastih stanica vrata maternice (209).

Pronadeno je kako sadrzaj DNA tumorskih stanica displazija i invazivnog raka vrata
maternice moze korelirati s prognozom (210-212). Klini¢ka istrazivanja pokazuju da
promjene s aneuploidnim DNA sadrzajem imaju vecu vjerojatnost perzistiranja ili
napredovanja iz blazih prema tezim stupnjevima displazija nego one s diploidnim
sadrzajem DNA (162,210,213,214).

Bollmann i sur. usporedili su HPV status i aneuploidnost u 112 tekuéinskih citoloskih
preparata (engl. liquid-based cytology) od kojih je bilo 63 CIN-a | i 49 CIN-a II/1ll te su
nasli ukupno 44% aneuploidnih tumorskih stanica, a od toga 8% u CIN-u I (201). Singh i
sur. su u svojoj studiji pokazali da je aneuploidnost stanica u svim stupnjevima displazija
iznosila sveukupno 92% uz povecanje postotka aneuplodnih nalaza s progresijom tezine

stupnja promjene, ¢emu se pridaje prognosticka vaznost (215).

47



Za razliku od prethodno navedenih istrazivanja U Ovom su istrazivanju rezultati
pokazali znatno manji ukupni broj aneuploidnosti od 23,3% u svim stupnjevima displazija.
Sveukupno manji postotak aneuploidnih nalaza vjerojatno se moze pripisati ¢injenici da u
promjenama CIN-a | aneuploidnost uopée nije pronadena. Potvrdena je progresija
aneuploidnosti prema tezini promjene jer je zastupljenost aneuploidnih tumorskih stanica
statisti¢ki znacajno rasla prema tezini patohistoloske dijagnoze (18,9 % u CIN-u 11, 50% u
CIN-u I11'i 71% u MIC-u), a diploidnih se znac¢ajno smanjivala.

Rezultati ovog istrazivanja ukupnog postotka aneuploidnosti tumorskih stanica u
displazijama su nizi iako je broj CIN-a I1/l11 u odnosu na CIN | bio veéi. Osim ¢injenice da
aneuploidnost uopée nije pronadena u promjenama CIN-a I, ova se razlika moze objasniti
¢injenicom da su Bollmann i Singh analizirali citoloske preparate u kojima je dijagnoza
displazija manje pouzdana u odnosu na zlatni standard patohistoloskog nalaza.

Lorenzato i sur. su u istrazivanju na 99 biopti¢kih uzoraka tkiva vrata maternice u
skupini od 27 histoloski normalnih nalaza pronasli aneuploidnost u 11% uzoraka (179). U
istom istrazivanju u CIN-u | pronadeno je 73% aneuploidnih uzoraka, a u CIN-u 1I/111 93%
uzoraka. Analiziraju¢i samo pozitivne uzorke s HPV-om visokog rizika, dobili su u objema
skupinama gotovo iste postotke (179).

U ovom istrazivanju, ¢ak niti uz dokazanu zarazu HPV-om visokog rizika, u
promjenama CIN-a | aneuploidnih tumorskih stanica nije bilo. Za razliku od tog nalaza,
aneuplodne stanice pronadene su u 35,6% uzoraka CIN-a Il/lll, od ¢ega 28,6% uz HPV
visokog rizika, $to je znatno manje od prethodnog rada.

Melsheimer i sur. su u 85 bioptickih uzoraka tkiva vrata maternice pozitivnih na HPV
16, nasli aneuploidnost tumorskih stanica u 20% CIN-a I, 32% CIN-a /Il i 80% u
invazivnom raku vrata maternice (199). Ti su rezultati samo donekle sli¢ni rezultatima
ovog istrazivanja za aneuploidnost tumorskih stanica uz HPV tip 16 od 20,8% u CIN-u
I/ i 41,2% u mikroinvazivnom karcinomu, a u CIN-u I nisu nadene aneuploidne
tumorske stanice.

Razlike u rezultatima ovog istrazivanja prema prethodnim dvama radovima objasnjive
su time $to su ovim istrazivanjem obuhvaceni vecéi patohistoloski uzorci (konus ili cijeli
vrat maternice nakon histerektomije), gdje su materijal i koli¢ina epitelnih stanica bili

znatno vecl.

Izrazito razliCiti nalazi ucestalosti aneuploidnosti tumorskih stanica u pojedinim

stupnjevima displazija kod raznih autora upucuju na oprez pri tumacenju rezultata, Sto
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dijelom potvrduje i ovo istrazivanje. Kako aneuploidnost tumorskih stanica u ovom radu
ipak nije nadena kod veceg broja teskih displazija (81,1% CIN II i 50% CIN III), a kod
mikroinvazivnog karcinoma nije nadena u ¢ak 29% nalaza, to ukazuje da ona sama po sebi
nije dovoljno pouzdan biljeg u procjeni progresije bolesti.

Istrazivanja pokazuju da je abnormalni DNA sadrzaj u stanicama uzrok, a ne
posljedica zlo¢udne preobrazbe (216). DNA sadrzaj moze odrazavati genetsku nestabilnost
stanica veoma rano u zlo¢udnom procesu u trenutku kad morfoloske promjene
prekanceroze ili zlo¢udnosti nisu jos histoloski o¢igledne (217).

Studija Singha i sur. prikazala je pozitivhu korelaciju progresije bolesti kod
aneuploidnosti uz perzistentnu zarazu HPV-om, §to je navelo na zaklju¢ak da bi
odredivanje ploidnosti (kao bioloskog biljega kod normalnog ili ASCUS nalaza) moglo biti
vrijedna pomo¢ U ranom pracenju razvoja bolesti (215). Do sli¢nog zakljucka dosli su i
Bollman i sur. ¢iji je rad pokazao da nalazi ASCUS-a s abnormalnim DNA sadrzajem uz
HPV visokog rizika imaju iste bioloSke osobine ponasSanja kao visokostupnjevane
promjene uz visoki rizik napredovanja prema tezim stupnjevima displazija i razvoja raka
(201).

Moguce je da promjene oznaCene kao nedisplastiéne (zbog Cega se smatra da ne
predstavljaju rizik za razvoj zlo¢udnosti ili da je on minimalan) mogu ipak sadrzavati
promjene DNA s aneuploidnosti i biti potencijalno zlo¢udne (217,218).

Boecking je takoder iznio prospektivnu studiju predvidanja progresije zlo¢udnosti kod
nalaza ASCUS-a te je zakljucio kako se na temelju visoke prognosticke vrijednosti
aneuploidnosti takve promjene moraju histoloski kontrolirati ili kirur§ki ukloniti (219).

Navedeni autori zaklju¢uju da analiza DNA sadrzaja proto¢nom citometrijom pruza
kvalitativne podatke o nalazu aneuploidnih stanica i moze, u kombinaciji s citologijom i
patohistologijom, posluZziti kao koristan parametar i biti novo dijagnosticko orude za ranu
detekciju prekanceroza vrata maternice uz dobru specifi¢nost i osjetljivost.

Citodijagnostika je omogucila pouzdano otkrivanje promjena visokog stupnja
displazije (CIN 1I/lll), ali se ona veinom oslanja na subjektivne parametre.
Neodgovaraju¢e uzimanje i pregledavanje uzoraka moze dovesti do nalaZenja blazih
morfoloskih promjena unato¢ ranoj progresivnosti ponasanja (220). Ako bi se rizi¢ne
bolesnice s cervikalnim displazijama mogle ranije otkriti analizom parametara Koji
odrazavaju biolosko ponasanje promjene (ploidnost, HPV tipizacija), nacin lijeCenja postao
bi selektivniji i time bi se poboljSao sadasnji lo$ stupanj prezivljenja kod raka vrata

maternice (221).
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Postoji vise radova u kojima se izvjeStava 0 povezanosti tipa HPV-a i ploidnosti
stanica kod displazija na citoloskim uzorcima vrata maternice (126,222,223). Singh
predlaze koncept probira na HPV pri kojem bi se citologija kombinirala s DNA proto¢nom
citometrijom radi otkrivanja moguée progresije displazije uz najvecu osjetljivost i
specifi¢nost (215). O osjetljivosti takve kombinacije za otkrivanje onih CIN-a I/II koji ¢e
perzistirati ili napredovati postoje i drugacija misljenja (162).

Upravo zbog proturje¢nosti misljenja o kombinaciji dijagnostickih metoda, ovo je
istrazivanje pouzdanije jer je na patohistoloskim uzorcima vrata maternice pronadeno da
aneuploidnost tumorskih stanica u kombinaciji s prisutnosc¢u tipova HPV-a visokog rizika
raste s tezinom patohistoloSke dijagnoze sa statisticki zna¢ajnom povezanosti.

Kad se koristi termin HSIL vazno je definirati radi li se o CIN-u Il ili CIN-u IlI,
osobito u mladih bolesnica i onih koje nisu radale. Istrazivanja su pokazala da ¢e CIN Il
regredirati nakon biopsije u priblizno 40% slucajeva zbog cega klini¢ar/kolposkopicar
mora na odgovarajuéi naéin dijagnosticki pratiti mlade Zene koje nisu ispunile
reproduktivnu funkciju, a u slucajevima CIN-a 11, koji regredira u vrlo malom postotku
slu¢ajeva, klini¢ki postupak odnosno lijeCenje mora biti agresivnije (224).

Prijelomna vrijednost ucestalosti ancuploidnosti tumorskih stanica kod zaraze s
tipovima HPV-a visokog rizika nalazi se izmedu CIN-a Il i CIN-a Ill, §to su pokazali i
rezultati ovog istrazivanja jer je nadena statisticki znacajna povezanost porasta takvih
nalaza izmedu CIN-a Il i CIN-a Ill. Zbog toga se u bolesnica, koje Zele odgoditi kirurski
zahvat, moze uciniti tipizacija HPV-a i u slucaju nalaza visokog rizika odrediti i ploidnost
tumorskih stanica. Kad su tumorske stanice diploidne bolesnicu se moze pratiti, a u slu¢aju
aneuploidnosti treba pristupiti zahvatu. To govori 0 vaznosti odredivanja ploidnosti stanica
cervikalnih displazija prije operacijskog zahvata u nekih bolesnica jer nam moze ukazati na
mogucu progresiju ili regresiju promjene.

Odredivanje tipa HPV-a i ploidnosti stanica u bioptickim uzorcima CIN-a II/1ll ima
vrijednost u procjeni progresije promjene, $to je ovim istrazivanjem i potvrdeno. Medutim,
ove dvije dijagnosticke metode u kombinaciji nije potrebno provoditi rutinski, ve¢ samo
kod odredenih bolesnica. Time bi se i lijeCenje individualiziralo, smanjio bi se broj
nepotrebnih kirurskih zahvata (konizacija, histerektomija) i mnogim bi se Zenama
omogucila bolja kvaliteta Zivota i ostvarenje reprodukcijske zelje.

S obzirom na to da u Hrvatskom postupniku za lijecenje preinvazivnih lezija vrata
maternice nije ukljuceno odredivanje tipa HPV-a niti analiza ploidnosti tumorskih stanica,

doprinos ovog istrazivanja mogao bi biti u nadopunjavanju i poboljsanju naseg postupnika,
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a u svrhu jo$ to¢nijeg i1 pravilnijeg dijagnosticiranja, lije¢enja i pracenja bolesnica s
cervikalnim intraepitelnim neoplazijama.

Otkrivanje ploidnosti stanica u kombinaciji s tipizacijom HPV-a u CIN-u 11/I11 moglo
bi Koristiti u klinickoj primjeni pronalazenja onih bolesnica u kojih nema potrebe za

operativnim zahvatom.
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6. ZAKLJUCCI

Tezina bolesti statisti¢ki znacajno raste s dobi bolesnica.

Bolesnice s najslabijim stupnjem promjene (CIN I) mogu biti zarazene i s HPV-om
niskog i visokog rizika, ali nije pronaden niti jedan slucaj s izoliranom zarazom
HPV-om tipa 18.

U mikroinvazivnom karcinomu se nikad ne nalazi samostalno HPV niskog rizika, ali
se rijetko (2,5%) nalazi u CIN-u Ill, sto znaci da se takve bolesnice mogu duze pratiti
bez terapijskog zahvata (konizacija ili histerektomija) kako bi sigurnije obavile
reprodukcijsku funkciju. Ovo je razlog da se kod Zena koje zele odgoditi zahvat moze
u CIN-u Il odredivati tip HPV-a kako bi se isklju¢io HPV niskog rizika.

Gotovo 14% bolesnica je istodobno zarazeno s dvama ili vise tipova HPV-a, §to prema
rezultatima ovog istrazivanja ne utjece na progresiju bolesti u odnosu na zarazu jednim

tipom HPV-a visokog rizika.

Prema rezultatima ovog istrazivanja najagresivniji je HPV tip 18 i u svih bolesnica
zarazenih ovim tipom HPV-a tumorske stanice su aneuploidne, §to govori u prilog

potrebi $to hitnijeg kirurSkog zahvata.

U CIN-u II/lI i MIC-u tumorske stanice mogu biti diploidne, tetraploidne i
aneuploidne, a u CIN-u | tumorske stanice, prema rezultatima ovog istraZivanja,

nikada nisu aneuploidne pa ploidnost u CIN-u I nije potrebno odredivati.

Aneuploidnost tumorskih stanica statisticki znacajno raste prema tezini bolesti, a
ucestalost nalaza diploidnih tumorskih stanica se znac¢ajno smanjuje s tezinom bolesti.
Prijelomna vrijednost ucestalosti nalaza aneuploidnosti kod zaraze HPV-om visokog
rizika dogada se izmedu CIN-a Il i CIN-a Ill. S obzirom na to, u odredenih bolesnica
koje Zele odgoditi kirurski zahvat (konizacija ili histerektomija) zbog o¢uvanja fertilne
sposobnosti moze se uciniti i tipizacija HPV-a te u slucaju nalaza visokog rizika (osim
HPV tipa 18) odrediti i ploidnost tumorskih stanica. Ako su tumorske stanice

aneuploidne, trebalo bi odmah pristupiti kirurskom postupku.
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Na temelju prethodnih zakljucaka smatra se da u odredenim (gore navedenim)
situacijama nije dovoljno samo rutinsko odredivanje skupine HPV-a visokog rizika,
ve¢ je potrebno odrediti genotip pojedinog virusa i ploidnost tumorskih stanica.

U skupini HPV-a nepoznatog rizika onkogenosti (tip X) su vrlo vjerojatno zastupljeni i
tipovi HPV-a visokog rizika. Na to navodi ¢injenica da je taj tip HPV-a naden
samostalno u 16,1% MIC-a i u 20% CIN-a Ill. Ovaj tip HPV-a naden je samostalno u
sveukupno 16,3% uzoraka s aneuploidnim tumorskim stanicama, sto zahtijeva dodatnu
analizu genotipa tih virusa i njihova utjecaja na biologiju tumora.
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7. SAZETAK

Ciljevi istrazivanja: Pokusati otkriti ulogu i medusobnu vezu tipa HPV-a i ploidnosti
stanica u CIN-u visokog stupnja (CIN Il i CIN I11) u njegovoj progresiji u invazivni rak

vrata maternice te izdvojiti skupinu bolesnica kod kojih nije potrebna Zurna konizacija.

Ispitanice i metode: U 147 bolesnica s dijagnozom CIN-a visokog stupnja (CIN 11 i CIN
[11) na biopsiji vrata maternice ucinjena je konizacija ili histerektomija. Dobiveni materijali
pregledani su patohistoloski, ucinjena je PCR i analiza sadrzaja DNA proto¢nom

citometrijom.

Rezultati: Dob bolesnica je pozitivno korelirala s porastom stupnja epitelne promjene od
CIN-a | do MIC-a (p < 0,001). Ukupno je nadeno 168 tipova HPV-a: 67,3% visokog
rizika, 8,9% niskog rizika i 23,8% tipova nepoznatog rizika onkogenosti. HPV tip 16 je
naj¢es¢i izolirani virus (47%), a istodobna viSestruka zaraza tipova HPV-a nadena je u
13,6% uzoraka (NS). Prema tezini patohistoloske dijagnoze pronadena je negativna
povezanost za HPV tipove 6 i 11 (p < 0,01) (nikad aneuploidni) i pozitivna povezanost za
HPV tip 18 (p < 0,05) (uvijek aneuploidni), a za ostale tipove HPV-a nije nadena (NS). U
MIC-u se nikada ne nalaze samostalno HPV tipovi 6 i 11, ali se nalaze u 2,5% bolesnica s
CIN-om 1ll. Nadeno je 58,5% diploidnih, 33,3% aneuploidnih i 8,2% tetraploidnih
uzoraka. Nadena je povezanost aneuploidnosti s porastom tezine dijagnoze — 0% za CIN I;
18,9% za CIN II; 50% za CIN 11 i 71% za MIC (p < 0,001). Kod zaraze tipovima HPV-a
visokog rizika (16, 31 i 33) raste ucestalost aneuploidnosti prema tezini dijagnoze sa

statisticki zna¢ajnom povezanosti.

Zakljucak: U cervikalnim intraepitelnim neoplazijama nije potrebno rutinski odredivati
tipove HPV-a (osim skupine HPV-a visokog rizika) i ploidnost tumorskih stanica.
Tipizacija HPV-a opravdana je u bolesnica s CIN-om Il ili Il koje Zele zanijeti, zbog
mogucnosti postednog pristupa (pracenje bez zurne konizacije). Uz nalaz HPV tipova 6 i
11 bolesnicu je moguce samo pratiti, u sluéaju nalaza HPV tipa 18 potrebno je uciniti
zahvat, a kod nalaza HPV tipova 16, 31 i 33 treba odrediti ploidnost tumorskih stanica jer

diploidnost ukazuje na sporiju progresiju promjene, Sto omogucuje klini¢ko pracenje.
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8. SUMMARY

Research goals: It is an attempt to discover the relationship between HPV type and cell
ploidy in high grade CIN in its progression to invasive cervical cancer and to detect the
fraction of the patients who do not need urgent conization.

Examinees and methods: Hysterectomy or conization was done in 147 patients with the
diagnosis of high grade CIN on the biopsy. Patohystological analysis, PCR and flow
citometry of the DNA was done on the obtained specimen.

Results: Patient age positively correlates with higher grade of CIN, from CIN | to MIC
(p < 0,01). 168 HPV types was detected; 67.3% of HR, 8.9% of LR and 23.8% of
unknown oncogenic risk type. The most common was HPV type 16 in 47% samples and
in 13.6% samples we found infection with multiple HPV types. Higher CIN negatively
correlates with HPV types 6 and 11 (p < 0,01) (never aneuploid) and positive correlates
with HPV type 18 (p < 0,05) (always aneuploid). Correlation between higher CIN and
other HPV types was not established. HPV types 6 and 11 was not solely found in MIC
but it was found solely in 2.5% of the patients with CIN IlI. In all samples we detected
58.5% diploidy, 33.3% aneuploidy and 8.2% tetraploidy. We found correlation of
aneuploidy with higher grade of the disease - 0% CIN I; 18,9% CIN I1; 50% CIN I11; 71%
MIC (p < 0,001). We found statistically significant correlation between high risk HPV
types (16, 31 and 33) and frequency of aneuploidity in patients with higher grade CIN.

Conclusion: It is not necessary to routinely detect HPV types (it is enough to establish
high risk HPV group) or ploidity of the tumor cells in CIN. If the patient with CIN 11/111
desires fertility and insists on conservative approach (follow up without immediate
conization), HPV type can be detected. If HPV types 6 and 11 was detected, patient can be
only closely followed; in the case of HPV type 18 we should proceed with the treatment
and if HPV types 16, 31 or 33 are detected, ploidity of the tumor cells should be assessed

and if the tumor cells are diploid, close follow up is warranted.
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