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Povezanost polimorfizama gena za TNF-a, IFN-y i IL-12 sa nastankom cervikalne

intraepitelijalne neoplazije kod Zena sa infekcijom humanim papiloma virusom
SaZetak

Uvod: Karcinom grlica materice predstavlja ¢etvrti po ucestalosti maligni tumor kod
zena. Infekcija visoko onkogenim tipovima HPV igra centralnu ulogu u razvoju
cervikalne intraepitelijalne neoplazije i cervikalnog karcinoma. Pored HR-HPV, brojni
kofaktori igraju znacajnu ulogu u malignoj transformaciji ¢elija. Najznacajniji medu
njima su faktori domacina (genetski faktori i imunski status), faktori spoljasnje sredine 1
bihejvioralni faktori (multiparitet, upotreba oralnih kontraceptiva, puSenje, infekcija
drugim seksualno prenosivim patogenim uzro¢nicima, ranije stupanje u seksualne

odnose, promiskuitet, 1081 socioekonomski uslovi i nutritivni faktori).

Ciljevi istrazivanja: Cilj ove studije bio je da se kod ispitanica, koje su sa prethodno
definisanim kolposkopskim i citoloskim nalazom bile grupisane u Cetiri kategorije: PAP
[, ASCUS, LSIL, HSIL, utvrdi prisustvoHR-HPV. Takode je kod svih HR-HPV
pozitivnih Zena trebalo ispitati distribuciju genotipova i alela proinflamatornih citokina
TNF-0,IFN-y i IL-12 i njihov uticaj na nastanak cervikalne bolesti udruzene sa HR-
HPV 1 utvrditi koji genotipovi imaju protektivni, odnosno favorizujuéi, znacaj za
nastanak karcinoma grlica materice. Takode, cilj istraZivanja bio je da se kod svih HR-
HPV pozitivnih pacijentkinja na osnovu upitnika utvrde kofaktori rizika za nastanak
cervikalne bolesti i ispita povezanost izmedu kofaktora i konstitucionalnih genskih
polimorfizama proinflamatornih citokina, kao i njihov zajednicki uticaj na nastanak

cervikalnog karcinoma.

Materijal i metodologija: Istrazivanje dizajnirano kao studija preseka sprovedeno je
tokom cetvorogodiSnjeg perioda, od 2014. do 2018. godine i obuhvatilo je 541
pacijentkinju. Svim pacijentkinjama je tokom ginekoloSkog pregleda utvrden
kolposkopski i citoloSki status na grlicu materice. Na osnovu citoloskog nalaza sve
pacijentkinje podeljene su u cetiri grupe: PAP II, ASCUS, LSIL, HSIL. Radi
utvrdivanja prisustva HPV i detekcije SNP za TNF-o,IFN-y i IL-12 pacijentkinjama je

uzet endocervikalni bris i/ili bris sa vidljivih lezija na ektocerviksu tehnikom
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cervikalnog citobrasa. Dalji postupak obrade podrazumevao je izolaciju ukupne DNK

pomo¢u komercijalnog kita za izdvajanje nukleinskih kiselina. Dokazivanje i
genotipizacija HPV izvrSeni su sa dve metode, in house PCR za L1 i E1 gene za
utvrdivanje prisustva virusa u uzorku cerviklanog brisa, a potom genotipizacija
metodom sekvenciranja. Takode, jedan deo uzoraka je tipiziran komercijalnom
metodom. Izolovanje DNK iz cervikalnog brisa za ispitivanje polimorfizama citokinskih
gena izvrSeno je pomoc¢u odgovarajucih kolona. Za dokazivanje 1 analizu polimorfizama
gena za TNF-a, IFN-y i IL-12 gena koris¢ena je SNP TagMan metoda. Statisticka
analiza izvrSena je primenom parametarskih 1 neparametarskih testova 1 korelacione 1

multiple regresione analize.

Rezultati: HR-HPV infekcija dokazana je kod 84 (15,5%), od ukupno 541 ispitanice.
Najcesce izolovani HR-HPV genotipovi iz uzoraka sa grlica meterice su HPV-16, 45,
31, 52, 18, 53, 33, 58, 66, 35, 59, 62. HR-HPV tip 16 se sa znacajno vecom ucestaloscu
javlja kod pacijentkinja sa HSIL. U grupi ispitanica sa HSIL, HR-HPV tip 16 je
otkriven za najve¢om ucestalo$¢u jer je Cak 16/17 ispitanica (86,5%) bilo HPV
pozitivno. Povisena produkcija TNF-a citokina se sa znaajno ve¢om ucestalo$¢u javlja
u lezijama umerenog i teSkog stepena. Dominantan genotip TNF-o. gena u ovim
lezijama je AA genotip. Polimorfizam TNF-a gena je visoko signifikantnim, pozitivnim
koeficijentom korelacije povezan sa citoloSkim nalazom. Polimorfizam gena za IFN-y i
IL-12 nije u znacajnoj korelaciji sa nastankom cervikalne intraepitelijalne neoplazije.
Postoji umerena, negativna, signifikantna veza izmedu polimorfizma gena za IFN-y i
ranijih infekcija. [zmedu polimorfizma gena za IL-12 i ranica na grli¢u materice postoji
negativna 1 signifikantna veza. Starosna dob povecava rizik za razvoj HSIL za 3,5 puta.
BMI ve¢i od 25 uvecava Sansu za nastanak LSIL 1 HSIL za 2-3 puta. Duzina puSackog
staZa utice na nastanak HSIL, dok broj cigareta po danu nema uticaj na nastanak HSIL.
Nizi obrazovni status povecava rizik za razvoj HSIL promena tri puta. Iregularni
menstrualni ciklusi povecavaju rizik za nastanak HSIL za 1,7 puta. Veci broj porodaja
(preko 5) povezuje se sa 5 puta vecim rizikom za razvoj cervikalnih lezija teSkog
stepena. Prethodne i rekurentne infekcije povecavaju rizik za razvoj LSIL dva puta.
Najcesce prisutan STD patogenkod ispitanica sa HSIL je Chlamydia trachomatis koja je
bila prisutna na grlicu materice kod ¢ak 81,8% pacijentkinja, dok su Ureaplasma

urealiticum 1 Trichomonas vaginalis ces¢e korelirali sa LSIL nalazom i to sa
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ucestalos¢u od 58,8% 1 11,8%. Intervencije na grli¢u materice povecavaju rizik za

nastanak HSIL promena dva puta. Upotreba kondoma predstavlja protektivni faktor koji
smanjuje rizik za razvoj HSIL preko 5 puta, LSIL preko 4 puta i nastanak ASCUS oko 2
puta.

Zakljuéak: Sprovedenom studijom utvrdeno je da se kod pacijentkinja sa HR-HPV
infekcijom u lezijama umerenog/teSkog stepena javlja visoka produkcija TNF-a
citokina, kao 1 da je dominantan genotip u ovim lezijama AA genotip. Takode je
utvrdeno da su kofaktori koji imaju uticaj na nastanak cervikalnog karcinoma kod Zena
sa HR-HPV infekcijom starosna dob, BMI, duZina puSackog staza, multiparitet,
prethodne i rekurentne infekcije, nizi obrazovni status,iregularni menstrualni ciklusi i
intervencije na grlicu materice. Upotreba kondoma predstavlja protektivni faktor koji

smanjuje rizik za razvoj cervikalne intraepitelijalne neoplazije svih stepena.

Kljuéne re¢i: HR-HPV, polimorfizmi, TNF-a, IFN-y, IL-12, CIN, cervikalni karcinom
Naucna oblast: Medicina

UZa nau¢na oblast: Molekularna medicina

UDK:
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Cytokine genes polymorphisms of TNF-a,, IFN-y and IL-12 as potential predictors

in the onset of cervical disease associated with HR-HPV infections
Abstract

Introduction: Cervical cancer is the fourth most common malignant tumor found in
women worldwide. Infection with high risk onconegic HPV types plays a central role in
the development of cervical precursor lesion and cervical cancer. In addition to HR-
HPV infection, numerous cofactors are important for malignant cell transformation. The
most important among theme are: host factors (genetic and immune factors),
environmental and behavioral factors (multiparity, use of oral contraceptives, smoking,
sexually transmitted infections, early sexual intercourse, promiscuity, poor socio-

economic conditions and nutritional factors).

Aims: The aim of this study was to determinate the presence of HR-HPV infection in
women that were previously divided into four groups (PAP 1l, ASCUS, LSIL, HSIL)
based on cytological and colposcopic findings. In all HR-HPV positive women, it was
also necessary to investigate the distribution of genotypes and allele of proinflammatory
cytokines TNF-o, IFN-y and IL-12 and their effect on the development of a cervical
illness associated with HR-HPV and also to determine which genotypes possese a
protective or favoring significance for the development of cervical cancer. Further aims
were to establish risk factors for the occurrence of cervical disease in all HR-HPV
positive patients and to examine the association between this cofactors and
constitutional gene polymorphisms of proinflammatory cytokines, as well as their

common influence on the development of cervical carcinoma.

Material and methodology: This four year cross sectional study was conduced from
2014 to 2018 and included 541 patients. Colposcopic and cytological status was
determinated for each patients during the gynecological examination. Based on the
cytological findings, all patients were classifeid into four groups: PAP Il, ASCUS,
LSIL, HSIL. To determinate the presence of HPV infection and single nucleotide
polymorphism of TNF-a, IFN-y and IL-12, cervical swab were taken from visible
lesions on the ectocervix using cervical cytobras. Further procedure involved the

isolation of the total DNA using a commercial DNA extraction kit. Detection and HPV
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genotyping were performed using two methods, in house PCR for the L1 gene and the

E1 for determining the presence of viruses in the samples and then sequencing method
for HPV genotyping.Also,a part of the samples was genotyped using HPV high risk
typing test. Isolation of DNA from the cervical smear to test polymorphisms of the
cytokine gene was carried out using the appropriate columns. Analysis of TNF-a, IFN-y
and IL-12 polymorphism was performed using commercial TagMan assays. Statistical
analysis was performed using parametric and non-parametric tests and correlation and

multiple regression analysis.

Results: From total of 541 patients, 84 (15,5%) were found HR-HPV positive. The
most commonly isolated HR-HPV genotypes from cervical lessions were HPV-16, 45,
31, 52, 18, 53, 33, 58, 66, 35 59, 62. The infectionrate of HPV-
16 wassignificantly higher in HSIL women. 16 of 17 HSIL patients (86,5%) also had
infection with HPV-16. Significantly higher production of TNF-o. was observed in
severe dysplasia. The dominant genotype in these lesions is the AA genotype. The
correlation between TNF-a. gene polymorphism and cervical findings is highly
significant. There is not a significant relationship between IFN-y and IL-12 gene
polymorphism and the onset of cervical intraepithelial neoplasia. There is a moderate,
negative, significant correlation between IFN-y gene polymorphism and earlier
infections. There is a negative significant correlation between the polymorphism of the
IL-12 gene and cervical lesion. Age increases the risk of developing HSIL by 3.5 times.
BMI greater than 25 increases the opportunity for the development of LSIL and HSIL
by 2-3 times. Long term smoking increase the risk for HSIL, while the number of
cigarettes per day has no effect on the occurrence of HSIL. Lower educational level
increases the risk of developing HSIL by 3 times. Irregular menstrual cycles increase
the risk of developing HSIL by 1.7 times. Multiparity is associated with 5 times greater
risk of developing severe cervical dysplasia. Previous and recurrent infections increase
the risk of developing LSIL by 2 times. Chlamydia trachomatis is the most common
STD presented pathogen in patient with HSIL with rate of 81,8%. Ureaplasma
urealiticum and Trichomonas vaginalis are also frequently presented but in women with
LSIL, with rate of 58,8% and 11,8%, respectively. Interventions on the cervix increase
the risk of developing HSIL changes by 2 times. Condom use may reduce the risk for all

degrees of cervical intraepithelial neoplasia.
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Conclusion: Results of the study shows that HSIL lessions are associated with higher

TNF-a. production. The most dominant TNF-o. genotype in this lessions is AA
genotype. It also has been found that, in women with HR-HPV infection, following
cofactors are important for development of cervical cancer: age, BMI, smoking,
multiparity, previous and recurrent cervical and vaginal infections, lower
socioeconomic status, irregular menstrual cycles and surgical procedures on the cervix.

Condom use was found to have protective role in development of cervical changes.

Key words: polymorphism, TNF-a, IFN-y, IL-12, HR-HPV infection, CIN, cervical

cancer
Scientific field: Medicine
Specialised scientific fild: Molecular medicine

UDK:
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1.1. Otkri¢e povezanosti karcinoma grlica materice i HPV

Danasnje poznavanje humanih papiloma virusa (Human papillomavirus - HPV)
nastalo je kao rezultat brojnih istrazivanja i eksperimenata koji su vrSeni u proslosti.
Period od kada su prvi put opisani pa sve do danas moze grubo biti podeljen na dva
dela. Prvi, koga sacinjavaju istrazivanja sprovodena na zivotinjama koja su trajala sve
do prve polovine XX veka i drugi, koji predstavlja period nakon 1970. godine kada raste
svest o znacaju HPV kao uzro¢nika tumorskih promena kod Coveka 1 kada se sprovode

brojna istraZivanja kojima je precizno definisan maligni potencijal ovih virusa.

Genitalne bradavice prvi put se spominju za vreme Hipokrata. U tom periodu
terminom kondilomi opisivane su "kruzne otekline u predelu anusa". Do kraja XIX veka
ustalio se termin condyloma accuminatum (Siljasti kondilomi). Promene su povezivane

sa seksualnim kontaktom i bile naro¢ito izrazene medu homoseksualcima (Oriel, 1989).

Iako su lekarima bile poznate jo§ od davnina, interesovanje za ove promene
pocinje da raste sredinom XIX veka kada italijanski lekar Rigoni Stern objavljuje
izveStaj u kome su analizirani smrtni sluc¢ajevi nastali kao posledica karcinoma u
periodu od 1760-1839. Stern je primetio da se karcinom uterusa ¢e$c¢e javlja kod udatih
zena 1 udovica u odnosu na mlade, nevine devojke i monahinje. Tako su prvi put

dovedeni u vezu cervikalni karcinom i seksualni kontakt (Rigoni Stern, 1982).

Njegovo zapazanje nakratko je privuklo paznju strucnjaka tog doba, ali trebalo je
da prode joS pola veka da infektivna priroda koznih bradavica bude potvrdena od strane
Payne i Jadassohn-a i jo§ 10 godina da se potvrdi i infektivna priroda genitalnih
bradavica. Virusna etiologija bradavica potvrdena je 1907. godine od strane Ciufa koji
je iskoristio necelijski infiltrat dobijen iz promena na kozi kako bi izvrSio transmisiju
oboljenja (Ciufo, 1907). Nakon toga virusna etiologija pripisana je i genitalnim i
laringealnim bradavicama, a 1949. godine pomocu elektronske mikroskopije dokazano
je i prisustvo virusnih partikula u tkivu bradavica (Strauss i sar., 1949). Zbog velike
strukturne sli¢nosti izmedu virusa iz koznih i genitalnih lezija smatrano je da su oba tipa
bradavica uzrokovana istim tipom virusa koji je svrstan u familiju Humanih Papova

virusa.
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Razvoj molekularnih tehnika probudio je ponovno interesovanje za HPV. Tokom

1965. godine prvi put je odredena struktura i molekulska tezina DNK papiloma virusa
iz kutanih lezija, a krajem 60-ih godina utvrdena je i prikazana DNK struktura virusa iz
genitalnih bradavica (Dunn i Ogilvie, 1968). Dalji razvoj molekularnih tehnika utvrdio

je povezanost HPV i cervikalnog karcinoma.

Nakon 1970. godine usledila su brojna istrazivanja koja su pokusala da dovedu u
vezu nastanak karcinoma grli¢a materice sa HPV. NajviSe inovacija i1 zasluga na ovom
polju pripalo je nemackom nau¢niku Haraldu zur Hausenu koji je pokazao da je HPV
etioloSki faktor za nastanak cervikalnog karcinoma (Zur Hausen 1 sar., 1975). Takode,
on je zajedno sa svojim saradnicima utvrdio heterogenost HPV i iz kutanih promena
izolovao Cetiri nova tipa virusa (HPV 1 - 4) (Gissman i sar., 1977). Njegove hipoteze
potvrdene su kroz seroloska ispitivanja koja su ukazala na postojanje razli¢itih tipova

HPV.

Dalji klinicki napredak napravljen je otkrivanjem koilocita u epitelnim lezijama za
koje se smatralo da su povezane sa cervikalnim prekanceroznim promenama (Purola i
Savia, 1977). U ovim c¢elijama je nekoliko godina kasnije, pomocu elektronske
mikroskopije, dokazano prisustvo virusnih partikula HPV, pa je tako postalo jasno da

epitelne lezije predstavljaju manifestaciju infekcije HPV (Della Tore i sar., 1978).

Tokom 70-ih i 80-ih godina XX veka izolovani su novi tipovi HPV §to je uslovilo
nastanak prve klasifikacije. Southern blot hibridizacijom i uz koris¢enje HPV-11 DNK
kao specifi¢ne probe iz bioptata cervikalnog karcinoma izolovani su HPV-16 (Durst i
sar., 1983) i HPV-18 (Boshart i sar., 1984). Ovih partikula nije bilo u benignim
genitalnim promenama $to je jasno ukazalo na povezanost ovih tipova HPV sa razvojem
malignih skvamoznih lezija. U godinama koje su usledile radena su brojna istraZivanja

koja su pomogla u boljem razumevanju uticaja HPV na razvoj malignih promena.

Tokom 1985. ustanovljeno je da prilikom integracije virusne DNK u
hromozomdomacina dolazi do selektivne transkripcije E6 1 E7 gena, kao 1 specificne
delecije. Napredak u razumevanju celijske transformacije indukovane virusom
napravljen je utvrdivanjem interakcije E6 gena sa p53 genom, koja je dovela do

degradacije proteina koji je produkt ovog gena, kao i do reakcija E7 sa pRb
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(Rethinoblastoma protein - pRb), sto je blokiralo funkciju ovog gena. Ovi intracelijski

dogadaji sledstveno su vodili do imortalizacije i pojave transformisanog fenotipa koji

sadrzi virusni genom (Zur Hausen, 2009).

Celijska transformacija nastala kao posledica dejstva ovih onkogena pokazana je
na ¢elijama glodara 1986. a godinu dana kasnije i na humanim keratinocitima. Globalne
epidemioloske studije identifikovale su HPV-16 i HPV-18 kao najvece faktore rizika za
cervikalni karcinom. Dalja dostignu¢a odigravala su se na polju razumevanja
intracelularnih i ekstracelularnih puteva zasluznih za malignu transformaciju, ulogu
ekspresije virusnih onkoproteina u odrzavanju malignog fenotipa, imunskog odgovora u

toku HPV infekcije i razvoja HPV vakcina (Zur Hausen, 2009).

Danas se sa sigurnos$¢u zna da infekcije specificnim tipovima HPV prouzrokuju
cervikalni karcinom. Dugotrajne studije koje prate zene vakcinisane protiv
visokorizi¢nih tipova HPV trebalo bi da pruze bolje 1 preciznije podatke o razvoju
karcinoma. Kako je cervikalni karcinom jedan od naj¢es¢ih maligniteta medu zenama,
specificni tipovi HPV predstavljaju jedan od najvaznijih kancerogena u humanoj

medicini.
1.2. Incidencija karcinoma grli¢a materice

Karcinom grli¢a materice predstavlja cetvrti po ucestalosti maligni tumor kod
zena. Tokom 2012. godine u svetu je registrovano 530 000 novoobolelih slucajeva, a

standardizovana stopa incidencije iznosila je 14/100 000 Zzena (Ferlay i sar., 2015).

Stope incidencije znacajno variraju medu zemljama Sirom sveta (slika 1). Najveci
procenat obolelih (> 85%) registrovan je u slabo razvijenim zemljama (Vaccarella i sar.,
2017). Najvise stope incidencije od cervikalnog karcinoma registrovane su u
Subsaharskim delovima Afrike, Jugoistocnoj Aziji, Latinskoj Americi, Karibima i
Centralnoj i Isto¢noj Evropi. Tokom 2012. godine najveée stope incidencije od
cervikalnog karcinoma zabeleZene su u slede¢ih pet zemalja: Indija (122 844
novoobolelih), Kina (61 619), Indonezija (20 928), Brazil (18 503) i Rusija (15 342)
(Momenimovahed i sar., 2017). Visina standardizovanih stopa incidencije varirala je od
8,5/100 000 Zena u razvijenim zemljama, do 25,7/100 000 Zena, koliko je registrovano u

nerazvijenim zemljama sveta. Opadajuci trend stopa incidencije od karcinoma grli¢a
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materice zabelezen je u najve¢im delovima Evrope, Juzne i Severne Amerike |

Okeanije, kao i u nekim azijskim zemljama poput Japana, Kine i Indije (Vaccarella i
sar., 2013).

I >25.0
I 16.0-25.0
I 14.0-16.0
[ 12.0-14.0
[310.0-12.0
[1<10.0

Slika 1. Standardizovana stopa incidencije cervikalnog karcinoma u svetu za

2012. godinu (Vukicevi¢ i sar., 2015)

U Evropi, najveca ucestalost karcinoma zabelezena je u Rumuniji (28,7/100 000
zena) (slika 2). Nakon Rumunije, visoke stope incidencije zabelezene su 1 u Litvaniji i

Bugarskoj, dok je u 2012. Srbija bila cetvrta u Evropi sa stopom incidencije koja je
iznosila 23,8/100 000 zena (Miljus i sar., 2017).



Povezanost polimorfizama gena za TNF-a, IFN-y i IL-12 sa nastankom cervikalne
intraepitelijalne neoplazije kod Zena sa infekcijom humanim papiloma virusom

Uvod

Rumunija*
Litvanija*
Bugarska*
Srbija
Crna Gora
Estonija*
Moldavija
Madarska*
9 17.3 Letonija*
10 16.6 Ukrajina
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16 13.2 Belorusija
17 12.4 Makedonija
18 12.2 Poljska*
19 10.6 Danska*
20 10.5 Slovenija*
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22 9.8 Norveska
23 9.0 Portugalija*
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39 3.8 Malta*
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Slika 2. Standardizovane stope incidencije cervikalnog karcinoma u Evropi za
2012. godinu (Vukicevi¢ i sar., 2015)

Prema novijim podacima iz 2015. godine cervikalni karcinom bio je Cetvrti po
ucestalosti malignitet u Republici Srbiji sa nes$to nizom standardizovanom stopom
incidencije koja je izosila 23,5/100 000 Zena. Podaci Registra za rak za centralnu Srbiju
pokazuju da su stope incidencije po regionima bile najvece u Zajecarskom (62,3/100
000 Zzena) i Borskom okrugu (49,6/100 000 Zzena), dok su najnize zabelezene u
Zlatiborskom (17,9/100 000 Zena) i Raskom okrugu (19,4/100 000 Zena) (Miljus 1 sar.,
2017).

Tokom 2015. godine u Republici Srbiji registrovano je 777 novoobolelih, a
cervikalni karcinom bio je najzastupljeniji izmedu 45. 1 65. godine Zivota. Stope
incidencije do 35. godine zivota su nize i iznose 10,2/100 000 Zena, kada dolazi do
naglog porasta, pa se nakon 35. godine Zivota stope incidencije kre¢u izmedu 35,7/100
000 i 57,5/100 000 Zena. Najveée stope incidencije zabeleZene su u starosnoj dobi

izmedu 60 1 64 godine (57,5/100 000) (Miljus i sar., 2017).
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Znacajne varijacije u stopama incidencije koje postoje Sirom sveta objasnjavaju se

razlikama u sprovodenju skrining programa, moguénostima za sprovodenje efikasne
prevencije i visokom prevalencijom HPV u odredenim regionima (Torre i sar., 2016;
Vaccarella i sar., 2013). U visoko razvijenim zemljama u kojima se skrining programi
sprovode godinama unazad, stopa incidencije karcinoma grlica materice smanjena je za
4% godiSnje, odnosno za 70% od pocetka sprovodenja programa. Stope incidencije
odrzavaju se u zemljama u kojima se skining uopste ne sprovodi ili se sprovodi
neadekvatno, kao 1 u onim zemljama u kojima je obuhvat stanovniStva mali (Torre 1
sar., 2016). Vakcinacija protiv HPV se ve¢ nekoliko godina Kkoristi u cilju smanjenja
stopa incidencije karcinoma grli¢a materice, pa ipak, ovaj efikasni metod prevencije
ostaje nedostupan u nerazvijenim zemljama zbog visokih troSkova vakcinacije
(Gongalves i sar., 2014). Varijacije nastaju i kao posledica nedostatka resursa,
nedovoljne obucenosti medicinskog osoblja za sprovodenje skrininga i neostupnosti
zdravstvene nege (Akinyemiju 1 sar., 2016). Na stope incidencije karcinoma grlica
materice znacajno utiu i stope prevalencije HPV, pa se tako najveé¢i broj inficiranih
ovim virusom belezi u Africi 1 Latinskoj Americi, odnosno u onim zemljama u kojima

je 1ucestalost cervikalnog karcinoma velika (Bruni 1 sar., 2010).

1.3. Klasifikacija HPV

Prva klasifikacija HPV izvrsena je krajem 70-ih godina proslog veka. Sli¢nosti
koje su tada uocene izmedu papiloma i polioma virusa uslovile su njihovo spajanje u
jednu familiju - Papovaviridae. Odlike ove familije bile su dvolan¢ana DNK,
ikozaedarni kapsid graden od 72 kapsomere, virion bez omotaca i jedro u kome su se
odvijale replikacija virusa 1 sklapanje viriona. Medutim, kasnija ispitivanja i
sekvenciranje genoma pokazali su da medu ovim virusima postoje 1 znacajne razlike.
One se prvenstveno odnose na homologiju nukleinskih i aminokiselinskih sekvenci,
veli¢inu genoma (genom papiloma virusa sadrzi 8000 bp, dok je genom polioma virusa
manyji i sadrzi 5000 bp), razlike u broju otvorenih okvira ¢itanja (Open Reading Frames
— ORF) (papiloma virusi poseduju vise ORF 1 kodiraju veéi broj proteina) i nac¢inu
replikacije (geni papiloma virusa prepisuju se sa jednog lanca, dok se geni polioma
virusa prepisuju i sa komplementarnog lanca) (Bernard, 2005). Postojanje ovih razlika

uslovilo je reviziju prvobitne Kklasifikacije 2004. godine i razdvajanje familije
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Papovaviridae na dve posebne familije - familiju Poliomaviridae i familiju

Papillomaviridae (de Viliers i sar., 2004).
1.4. Molekularna filogenetika HPV

Od trenutka kada su prvi put izolovani, pa sve do danas, prisustvo papiloma virusa
dokazano je u ¢elijama sisara i ptica, a najbolje prouceni su papiloma virusi izolovani iz
humanih ¢elija. Do sada je izolovano najmanje 200 tipova HPV, dok je kod Zivotinja

izolovano priblizno 60 tipova papiloma virusa (Doobar i sar., 2012).

Tipovi papiloma virusa oznaCavaju se brojevima, po redosledu njihovog
otkrivanja (HPV-1, HPV-2). Oni genotipovi ¢iji su genomi identifikovani samo na
osnovu PCR metode (Polymerase chain reaction - PCR) oznafavaju se prefiksom

"cand" - kandidat (candHPV-90) (de Viliers i sar., 2004).

Tradicionalna Kklasifikacija izvrsila je podelu papiloma virusa na tipove oslanjajuéi
se na njihovu specifi¢nost za pojedine vrste. Zahvaljuju¢i komparativnoj homologiji L1
gena izvrSena je 1 filogenetska organizacija, jer papiloma virusi, bez obzira na sli¢nu
organizaciju genoma, mogu pokazivati razliku od preko 40% medu divergentnim

sekvencama L1.

Aktuelna klasifikacija, predlozena od strane Medunarodnog Komiteta za
Taksonomiju virusa deli papiloma viruse na pet kategorija: rod (genus), vrstu (species),

tip, podtip i varijantu (Bernard, 2005).

Rod predstavlja najSiru kategoriju klasifikacije. Na osnovu homologije
nukleotidne sekvence genoma, papiloma virusi klasifikovani su u 53 roda koja se
oznacavaju slovima gréke abecede. HPV svrstani su u pet rodova (Alpha -
papillomavirus, Beta - papillomavirus, Gama - papillomavirus, Mu - papillomavirus,
Nu - papillomavirus), a za humanu medicinu najznacajniji su Alpha - papillomavirus i
Beta - papillomavirus. Do danas je identifikovano vise od 200 HPV tipova koji imaju
od 71% do 90% sli¢nosti u nukleotidnoj sekvenci genoma (ICTV, 2018).
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Slika 3. Rodovi HPV (Doobar i sar., 2012)

Unutar jedne vrste sli¢nost sekvence iznosi izmedu 60% 1 70%, dok je unutar
jednog tipa sli¢nost 71% do 89%. Za odredeni tip definisani su i podtipovi koji imaju
izmedu 90% 1 98% sli¢nosti (Howley 1 sar., 2013). Na osnovu ovih kriterijuma utvrdeno
je da HPV-64 predstavlja podtip HPV-34, a HPV-46 podtip HPV-20 (de Viliers i sar.,
2004).

Varijjante HPV pokazuju sli¢nost sekvenci L1 gena od preko 98%. Dalja
klasifikacija varijanti izvrSena je na linije (lineage), ukoliko razlike u sekvenci L1 gena
iznose 1% i podlinije (sublineage), ukoliko su razlike izmedu 0,5% i 1% (Kukimoto i
Muramatsu, 2015). Odredivanje varijanti omogucéeno je poredenjem segmenata HPV
genoma izolata sa referentnim genomom. Ukoliko izmedu ova dva genoma postoji

razlika od najmanje jednog nukleotida izolat se proglasava varijantom (Bernard, 2010).
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Tabela 1. Klasifikacija HPV
Rod Vrsta Tipovi
1 HPV-32, HPV-42
2 HPV-10, HPV-3, HPV-28, HPV-29, HPV-78,
HPV-94

HPV-61, HPV-72, HPV-81, HPV-83, HPV-
3 84, candHPV-62, candHPV-86, candHPV-87
candHPV-89

HPV-2, HPV-27, HPV-57

HPV-26, HPV-51, HPV-69, HPV-82

HPV-18, HPV-39, HPV-45, HPV-59, HPV-

Alpha-papillomavirus 68. HPV-70

HPV-7, HPV-40, HPV-43, candHPV-91

HPV-16, HPV-31, HPV-33, HPV-35, HPV-

4
5

6 HPV-53, HPV-30, HPV-56, HPV-66
7

8

9 52, HPV-59, HPV-67

10 | HPV-6, HPV-11, HPV-13, HPV-44, HPV-74

11 HPV-34, HPV-73

12 RhPV1

13 HPV-54

14 candHPV-90

15 HPV-71

1 HPV-5, HPV-36, HPV-47, HPV-93

HPV-9, HPV-15, HPV-17, HPV-22, HPV-23,
HPV-37, HPV-38, HPV-80

Beta-papillomavirus HPV-49, HPV-75, HPV-76

candHPV-92

candHPV-96

HPV-4, HPV-65, HPV-95

HPV-48

Gama-papillomavirus HPV-50

HPV-60

HPV-88

HPV-1

Mu-papillomavirus
HPV-63
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1.5. Morfolos$ke i strukturne odlike HPV

Papiloma virusi su mali, sferi¢ni virusi ¢iji dijametar iznosi 52 - 55 nm. Virusne
Cestice imaju ikozaedarnu simetriju i ne poseduju omota¢. Nasledni materijal ovih
virusa predstavlja jedan molekul cirkularne, dvolancane DNK koji se sastoji od
priblizno 8000 baznih parova (bp) i koji je vezan za Celijske histone. DNK je sadrzana u
proteinskom kapsidu gradenom od 72 pentamerne kapsomere. Kapsid sadrzi dva
strukturna proteina: kasni (late - L) L1 protein koji ¢ini 80% mase celokupnog
strukturnog proteina i ¢ija tezina iznosi 55kDa 1 L2 protein molekulske tezine 72 kDa.
Oba proteina kodirana su od strane virusne DNK. Svaka kapsomera sastoji se iz pet
molekula L1 proteina i jednog molekula L2 proteina. Kao produkt ekspresije L1
proteina, samog ili u kombinaciji sa L2 proteinom, nastaju virusu sli¢ne partikule (virus
like particles - VLPs). Intaktni virion ima denzitet od 1,34 g/ml u cezijum hloridu i

sedimentacioni koeficijent 300 (Knipe i Howley, 2013).

L1 protein
Histon

Genomska
DNK

Slika 4. Struktura HPV. A) 3D prikaz; B) Shematski prikaz HPV cestice (Santos Lopez
i sar., 2015)

1.6. Organizacija HPV genoma i Zivotni ciklus HPV

Razli¢iti tipovi HPV odlikuju se genomima koji medusobno pokazuju visok
stepen slicnosti. Jedna od zajednickih karakteristika genoma papiloma virusa je da se
svi ORF nalaze na jednom lancu virusne DNK. Kodirajuéi lanac sa koga se prepisuju

geni moze sadrzati do deset ORF.
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Genom HPV u funkcionalnom smislu podeljen je na tri dela:
1. rani region (early - E) koji kodira proteine E1 - E7
2. kasni region (late - L) koji kodira strukturne proteine L1 i L2
3. dugi kontrolni region (long control region - LCR) ili uzvodni regulatorni
region

Za razliku od prva dva regiona, LCR region ne sadrzi ORF, ali poseduje cis
elemente neophodne za virusnu replikaciju i transkripciju.

7

7 (=) 73
\ 20,
%,
)
ﬁ

uonealded

Growth stimulation

Slika 5. Struktura HPV genoma (Kroupis i Vourlidis, 2011)

Rani okviri ¢itanja prepisuju se u onim celijama koje su inficirane, ali koje joS
uvek ne produkuju viruse. Kod ve¢ine HPV razlikuje se Sest ranih gena oznacenih kao
El, E2, E4, ES, E6, E7, dok samo HPV 6b sadrzi i1 rani gen E8 koji je ujedno i odlika
govedih papiloma virusa. Proteini koji se kodiraju od strane ovih gena ucestvuju u
virusnoj replikaciji 1 transformaciji ¢elije. E1 1 E2 proteini vezuju se za LCR region 1
imaju ulogu u zapocinjanju sinteze virusne DNK. Osim toga, E2 protein funkcioniSe 1
kao glavni regulatorni protein transkripcije virusne DNK. E4 protein ukljuéen je u
kasnu fazu Zivotnog ciklusa virusa i omogucava izlazak virusnih Cestica iz Celije.
Smatra se da E5 protein svoju ulogu ostvaruje i tokom rane i tokom kasne faze zivotnog
ciklusa virusa. lako njegova uloga nije precizno definisana, istrazivanja pokazuju da
ovaj protein vrSi stimulaciju sinteze celijske DNK, kao i da dovodi do povecanja

ekspresije receptora za faktore stimulacije rasta. E6 1 E7 proteini omogucavaju malignu
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transformaciju inficiranih ¢elija i njihovu imortalizaciju. Produkt E6 gena vezuje se za

Rb protein uzrokujuéi njegovu proteolizu, dok E7 protein dovodi do degradacije p53

proteina (Leto i sar., 2011; Howley i sar., 2013).

Kasni region kodira strukturne proteine L1 i L2 koji su neophodni za stabilnost

viriona. Ekspresija ovih proteina odvija se samo u onim ¢elijama koje produkuju viruse.

Papiloma virusi su visoko epiteliotropni virusi koji inficiraju celije koze,
anogenitalne regije i sluzokozu usne duplie. Zivotni ciklus virusa uslovljen je
diferencijacijom inficiranih epitelnih celija 1 njthovom migracijom od bazalnog ka
povrsnom sloju epitela. HPV genomi ne kodiraju polimeraze i enzime neophodne za
virusnu replikaciju ve¢ su zavisni od replikatornih proteina celija domacina koji

posreduju u sintezi virusne DNK (Moody i Laimins, 2010).

HPV dospeva u bazalne ¢elije kroz mikrotraume na povrsini epitela i tu zapocinje
svoj zivotni ciklus. Smatra se da je ulazak virusa u c¢elije omogucen vezivanjem za
receptore koji se nalaze na povrsini ¢elije, medutim, specificni receptor za HPV jos
uvek nije identifikovan. IstraZzivanja pokazuju da o6 integrin moze imati ulogu u
adsorpciji HPV virusa i da ovaj integrinski kompleks pokazuje najveci stepen vezivanja
HPV (Yoon i sar., 2001). Druge studije, pak, pokazuju da prisustvo a6 integrina nije
neophodno za ulazak virusa u celije, kao 1 da se HPV moZe vezati za heparin i

glikozaminoglikane na povrsini ¢elije (Doorbar 1 Quint, 2012).

U inficiranim bazalnim ¢elijama virusni genom smesSten je izvan ¢elijske DNK i
odrzava se u vidu epizoma. Zahvaljujuéi replikatornim mehanizmima c¢elije domacina
genom se umnozava na 50 do 100 kopija replikujuci se samo jednom u toku celijske
deobe. U ovom periodu ekspresija ranih gena je na niskom nivou i prvenstveno se
produkuju E1, E2, E6 i E7 proteini. Uloga E1 i E2 proteina ogleda se u odrzavanju
epizomalne DNK i regulaciji njene replikacije (Doorbar i Quint, 2012), dok produkcija
E6 1 E7 proteina ima za cilj modifikaciju ¢elije domacina, diferencijaciju inficiranih
¢elija u keratinocite 1 stvaranje okoline koja ¢e biti pogodna za dalju replikaciju virusa.
E6 1 E7 proteini takode spreCavaju apoptozu celije koja bi nastala kao posledica
razmnoZavanja virusnog genoma (Yugawa i Kiyonto, 2009). U bazalnom sloju se odvija

I stimulacije celijske deobe i povecanje koncentracije mitogenih faktora pod uticajem
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E5 proteina. Deobom bazalnih ¢elija nastaju dve cerke ¢elije, od kojih jedna postaje

nova bazalna ¢elija, dok druga migrira u vise slojeve epitela gde zapocinje dalju

diferencijaciju.

Aktivnost celijskih faktora u toku diferencijacije celija podstice pojacanu
replikaciju virusnog genoma i ekspresiju ranih gena, pa se u srediSnjim slojevima
epitela vrsi intenzivno umnoZzavanje virusnog genoma i sinteza svih ranih proteina. U
diferentovanim ¢elijama epitela dolazi do transformacije epizoma u vegetativnu DNK.
Mehanizam ove transformacije za sada je nepoznat, ali se smatra da dominantna
ekspresija E1 1 E2 gena ima ulogu u zapoc¢injanju replikacije virusne DNK. Vezivanje
E2 proteina za LCR dovodi do usmeravanja E1 proteina ka po¢etnom mestu replikacije.
Na taj nacin se na inicijalnom mestu stvara E1:E2 kompleks, a dalja replikacija virusa
odvija se nezavisno od deobe ¢elije. Odvajanju E2 proteina iz ovog kompleksa dovodi
do distorzije DNK i olakSanog pristupa celijskih faktora koji nastavljaju replikaciju
(Doorbar i Quint, 2012).

U povrsnim slojevima epitela dominira ekspresija kasnih gena i pojacano se
sintetiSu L1 1 L2 proteini. Mehanizam sklapanja viriona jo§ uvek nije u potpunosti
poznat. Brojna istrazivanja pokazuju da se sklapanje viriona odvija spontano, pri cemu
prvo dolazi do spajanja L1 proteina i obrazovanja pentamernih kapsomera, a potom se
pomocu L2 proteina obrazuje ikozaedarni kapsid od 72 kapsomere. U povrSnom sloju
dolazi i do pojacane ekspresije E4 gena. Produkt ovog gena vezuje se za citokselet,

uzrokuje njegov kolaps i tako omogucéava raspadanje Celije 1 izlazak virusa (Pindis 1

sar., 2015).
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Slika 6. Zivotni ciklus HPV u cervikalnom epitelu (Bodily i Lemins, 2011)

1.7. Tumorski potencijal HPV i mehanizmi cervikalne kancerogeneze

HPV u ¢elijama cervikalnog epitela indukuje ¢elijsku deobu podsti¢u¢i ujedno na
taj nacin 1 replikaciju virusa a tokom infekcije odredenim HPV tipovima dolazi do
gubitka kontrole proliferacije i diferencijacije Sto uzrokuje celijsku transformaciju i
malignu alteraciju ¢elije. Pokazano je da tumorski potencijal imaju E6 i E7 HPV geni,
kao i da imortalizaciju cervikalnih ¢elija mogu da izazivaju samo visokoonkogeni tipovi
HPV (high risk HPV - HR-HPV). Osim ova dva gena, onkogeni potencijal i uloga u

malignoj transformaciji ¢elije pripisuje se 1 ES genu (Howley i sar., 2013).
1.7.1. Tumorski potencijal E6 gena

Protein E6 graden je od oko 150 aminokiselina, a na njegovim krajevima nalaze
se cys domeni koji vezuju cink i koji se oznacavaju kao "cink prsti". Terminalni C kraj
E6 proteina sadrzi S/TXV regiju kojom se ovaj protein vezuje za PDZ domen brojnih
¢elijskih proteina. Svoje dejstvo E6 protein prvenstveno ostvaruje vezivanjem za tumor

supresorski protein p53.

p53 je Celijski protein koji se u zdravim ¢elijama nalazi u niskim koncentracijama
i koji se u odredenim uslovima razlaze posredstvom mdm-2 ubikvitin ligaze. Tokom
virusnih infekcija ili oste¢enja DNK razgradnja p53 proteina je inhibirana, a njegova
koncentracija i posttranslacijska aktivacija se povecavaju. Aktiviran p53 protein

ucestvuje u reparaciji DNK 1 zaustavljanju celijskog ciklusa, a u slucajevima
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ireverzibilnih oStecenja celije pokrece njenu apoptozu. Vezivanjem E6 proteina za p53

indukuje se njegova degradacija. Razgradnja je omoguéena vezivanjem E6 proteina za
E6-AP proteinski kompleks (E6 associated protein - E6-AP), a potom za p53, nakon
cega dolazi do ubikvitinacije p53 proteina i njegove razgradnje posredstvom 26S

¢elijskih proteozoma (Howley i sar., 2013).

p33 degradacija

X

prezivljavanje celije

p53 aktivacija

Slika 7. Degradacija p53 proteina (Ruttkay-Nedecky i sar., 2013)

Pored toga $to indukuje degradaciju p53 proteina, E6 protein svoje dejstvo

ostvaruje i kroz nekoliko dodatnih mehanizama (Fernandes i sar, 2012) :

e inhibicijom vezivanja p53 proteina za specifi¢nu sekvencu DNK,
e inhibicijom acetilacije p53 proteina,

¢ inhibicijom aktivacije p53 proteina blokiranjem p14/ARF puta.

E6 protein svoj onkogeni potencijal ispoljava vezivanjem i za brojne druge
¢elijske proteine. Medu njima su najznacajniji p300, myc protein, interferon regulatorni
faktor 3 (interferon regulatory - IRF3), autokrini faktor motiliteta (autocrine motility
factor 1 - AMF-1/gPS2), proteinski faktori koji posreduju u adheziji i elementima
citoskeleta (paksilin), hTERT (human telomerase reverse transcriptase - hTERT),
produkti proapoptotskih gena Bcl2 1 Bak, faktori replikacije i faktori koji ucestvuju u
reparaciji DNK, kao i brojni drugi (Fernandes i sar, 2012).

15



Povezanost polimorfizama gena za TNF-a, IFN-y i IL-12 sa nastankom cervikalne
intraepitelijalne neoplazije kod Zena sa infekcijom humanim papiloma virusom
Uvod
Proteini p300 i hADA3 (histonska acetilaza) predstavljaju celijske proteine koji

ucestvuju u acetilaciji pS3 proteina. Acetilisani p53 protein podstice transkripciju p53
gena tako $to ispoljava veéi afinitet za vezivanje za DNK sekvence na kojima je lociran
promotor za p53 gen. Vezivanjem E6 proteina za p300 inhibira se acetilacija p53
proteina i smanjuje ekspresija p53 gena (Zimmermann i sar., 2000), dok se vezivanjem
za hADA3 indukuje razgradnja ovog proteina i tako sprecava acetilacija p53 (Kumar i
sar., 2002).

Transformacija zdravih u maligne ¢elije dovodi do povecanja koncentracije p53
proteina i njegove aktivacije posredstvom pl4/ARF signalnog puta. Vezivanjem E6
proteina za ARF protein blokira se njegova aktivacija kao 1 aktivacija p5S3 proteina Sto

omogucava opstanak malignih ¢elija (Shamanin i sar., 2008).

Kao posledica blokade ili degradacije p53 proteina javlja se inhibicija apoptoze
inficiranih ¢elija. E6 protein omogucava inhibiciju 1 spoljasnjeg 1 unutrasnjeg
apoptotskog puta. Inhibicija spoljasnjeg puta apoptoze ostvaruje se vezivanjem E6
proteina za TNFR-1 (Tumor necrosis factor receptor 1 - TNFR-1), FADD (Fas-
associated protein with death domain - FADD) i kaspazu 8 (Garnett i sar., 2006), dok se
inhibicija unutraSnjeg puta ostvaruje vezivanjem za Bak protein i1 njegovom

degradacijom od strane proteozoma (Underbrink i sar., 2008).

Jo§ jedan vazan efekat E6 proteina u nastanku cervikalnog karcinoma je aktivacija
hTERT (Howie i sar., 2009). Ovaj protein ucestvuje u replikaciji krajeva hromozoma iu
normalnim uslovima prisutan je samo u mati¢nim i embrionalnim celijama, dok u
ostalim Celijama aktivacija telomerazne aktivnosti indukuje njihovu imortalizaciju.
Promotor za hTERT sadrzi dva regiona, E kutiju "E box™ i GC kutiju "GC box". Za ova
mesta vezuju se faktori transkripcije koji ukljucuju i ¢elijski myc protein. Vezivanjem
myc proteina kao 1 E6 proteina udruzenog sa E6-AP kompleksom pokrece se acetilacija
histona na promotoru za hTERT i aktivira njegova transkrpcija (Xu i sar., 2008).
Aktivacija dodatno moze biti podstaknuta vezivanjem NFX-123 proteina kojim se

pojacava ekspresija hTERT (Katzenellenbogen i sar., 2007).

Pored povecane ekspresije hTERT, E6 protein utice i na druge proteine koji

ucestvuju u odrzavanju hromozomske stabilnosti kao S§to je hMCM7 (Human
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minichromosome maintenance 7 protein - hMCM?7). Ovaj protein omoguéava da se

DNK replikuje samo jednom u toku celijskog ciklusa, pa interakcija E6 proteina sa
hMCMTY ili njegova degradacija dovode do hromozomskih abnormalnosti. E6 se vezuje
i za dva proteina koja u€estvuju u reparaciji jednolan¢anih DNK prekida. Vezivanjem
za XRCC1 (X-ray repair cross complementing 1- XRCC1) onemogucava se reparacija
DNK ostecenja uzrokovanih alkiliraju¢im agensima, dok se vezivanjem za O-6-metil
guanin metil transferazu indukuje njena degradacija preko E6-AP (Iftner i sar., 2002;
Howie i sar., 2009).

Ekspresija E6 proteina u ¢elijama dovodi i do naruSavanja ¢elijske strukture. E6
se vezuje za paksilin 1 ziksin, adhezione molekule koji povezuju Celijski citoskelet sa
ekstracelularnim matriksom 1 preko aktinskih vlakana ucestvuju u prenosenju signala
izmedu ekstracelularnog matriksa i jedra. Ova interakcija dovodi do gubitka aktinskih
vlakana i nemoguc¢nosti odrzavanja ¢elijske strukture (Howie i sar., 2009). E6 se vezuje
1 za hScrib, protein koji gradi meducelijske spojeve i vezuje bazalne celije za
ekstracelularni matriks, dovode¢i do njegove degradacije (Nakagawa i1 Huibregtse,

2000).

Istrazivanja pokazuju da E6 protein HR-HPV reaguje sa dva proteina koja su
znacajna za urodeni imunski odgovor IRF3 i Toll-like receptor 9 (Toll like receptor 9 -
TLR9). Tokom virusne infekcije, aktivacija IRF3 vodi ka transkripciji interferona 3
(Interferon beta - IFN-B), dok aktivacija TLR9 vodi ka povec¢anoj produkciji citokina.
Ekspresija E6 proteina u ¢eliji dovodi do smanjene transkripcije TLR9 i gubitka njegove

funkcije, a takode je sprecena i transkripcija IFN- (Hasan i sar., 2007).

Gubitak p53 proteina nastao usled dejstva E6 proteina rezultuje gubitkom
kontrolne tacke u Gi fazi ¢elijskog ciklusa. Prolongirana proliferacija u odsustvu p53
proteina vodi 1 ka gubitku kontrolne tacke u G2 fazi ¢celijskog ciklusa 1 sledstveno
nastanku aneuploidije. Sve ove interakcije zajedno uzrokuju genomsku nestabilnost i

ubrzavaju procese kancerogeneze.
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pS3 EGAP p300 hADA3 Gps2 p53 Bak TNFR FADD caspase 8

Modulacija G proteina \ / Izbegavanje imunskog

E6 odgovora
E6TP Tuberin Gps2 IRF-3 TLR9
Degradacija adhezionih / \ Hromozomska
proteina nestabilnost
hDIlg hScrib MAGIs MUPP1 NFX1 p53 hMCM7 XRCC1 MGMT

paxillin/zyxin ERC55 PTPN3

Slika 8. Funkcija E6 proteina (Howie i dr., 2009)
1.7.2. Tumorski potencijal E7 gena

Onkogeni potencijal HR-HPV ispoljava se i preko E7 gena i njegovog produkta

E7 proteina. Ovaj protein svoj efekat ostvaruje vezivanjem za pRb.

pRb protein uéestvuje u kontroli Celijskog ciklusa. Tokom Go i Gi faze ovaj
protein nalazi se u svom aktivnhom, hipofosforilisanom obliku, dok se u M i S fazi
¢elijskog ciklusa nalazi kao neaktivan, fosforilisan oblik. E7 protein poseduje
sposobnost vezivanja za aktivan oblik pRb, ¢ime se od pRb proteina odvaja
transkripcioni faktor E2F i zapocinje proteoliza pRb molekula pomoc¢u kompleksa kulin
2 ubikvitin ligaze. Indukcija proteolize pRb i aktivacija E2F posredovane transkripcije
predstavlja mehanizam pomocu koga ovi virusi uvode ¢eliju u S fazu celijskog ciklusa

(Howley i sar., 2013).
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Slika 9. Mehanizam delovanja E7 proteina (Patil i sar., 2014)

Pored toga $to ulazi u interakciju sa pRb, E7 protein deluje i na nekoliko pRb-u
srodnih proteina. Proteinski faktor retinoblastoma p600 ucestvuje u regulaciji anoikize,
oblika apoptoze koji se aktivira neposredno po ulasku ¢elije u deobu bez istovremene
podele matriksa. E7 se sa p600 povezuje preko CR1 domena i uti¢e na disregulaciju
anoikize, Stite¢i pojedine celije od apoptoze i omogucavajuci na taj nacin replikaciju
virusa i transformaciju ¢elije (DeMasi i sar., 2007). Kontrola ¢éelijskog ciklusa odigrava

se i vezivanjem za jo§ dva dodatna proteina p107 i p130.

Efekat E7 proteina ostvaruje se i kroz nekoliko dodatnih mehanizama koji utiu
na poremecaj regulacije Celijskog ciklusa. Jedan od ovih mehanizama obuhvata
supresiju inhibitora ciklin zavisnih kinaza (cyclin-dependent kinase inhibitors - CKIs)

p21¢PL i p27KIP1 Aktivnost CKIs ogleda se u inhibicija rasta éelije i zaustavljanju
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¢elijskog ciklusa u G fazi ¢elijskog ciklusa. Inaktivacija CKIs pomoéu E7 proteina

dovodi do gubitka kontrolne tacke u G1 fazi, pa nakon zavrSetka deobe ¢elija opet ulazi

u S fazu i zapocCinje novi deobni proces (Nguyen i Munger, 2008).

Dejstvo E7 proteina na pRb/E2F kompleks dovodi do povecéanja nivoa ciklina A i
ciklina E u ¢eliji. Udruzeni sa inhibicijom CKIs, povecani nivoi ciklina u ¢eliji
omogucavaju stalno odrzavanja keratinocita u fazi deobe 1 sinteze DNK. E7 protein
moze se povezati sa ciklin A/CDK2 kompleksom $to dovodi do povecanja CDK2
aktivnosti 1 podstiCe prelazak iz S u G2 fazu ¢elijskog ciklusa (Nguyen i Munger, 2008).
Gubitak kontrolnih tacaka u Gi1, S 1 G2 fazi celijskog ciklusa uzrokuje multipolarne
mitoze, greSke u razdvajanju centrozoma, defekte dvolanc¢ane DNK i aneuploidiju

(Howley i sar., 2013).

U celijama u kojima se eksprimira E7 uoceno je i prisustvo DNK fokusa
reparacije, Sto ukazuje na to da E7 protein dovodi do fragmentisanja DNK molekula, a
takode 1 do sprecavanja njegove popravke. Smatra se da se na taj naCin olakSava
integracija genoma HPV u genom domacina. E7 uti¢e na odvajanje DNK fragmenata iz
cirkularnog genoma virusa i omoguéava njihovu integraciju u hromozom domacina
preko endogenih mehanizama za popravku dvolan¢anih prekida (DNA double-strand
break - DSB). Ukoliko se uzvodni regulatorni region HPV integriSe u hromozom
domacina, sa ovog mesta nastavlja se replikacija virusa i ona traje sve dok se u celiji

eksprimiraju E1 i E2 geni (Kadaja i sar., 2007).

Efekat E7 proteina ogleda se i u blokadi onih faktora koji suprimiraju rast ¢elije.
Na taj nacin podsticu se ¢éelijski rast i deoba i omogucava nekontrolisana proliferacija
¢elija. TransformiSucu faktor rasta B (Transforming growth factor [ - TGF-B) je
potentan inhibitor rasta celija, a sticanje rezistencije na TGF-f je jedan od glavnih
karakteristika karcinoma. E7 protein ima sposobnost blokade funkcije TGF-B sto
dovodi po nekontrolisanog rasta ¢elija. CKIs, p21¢'™! i p27X!™! posreduju u inhibiciji
¢elijskog rasta zajedno sa TGF-P, a inaktivacija ovih CKIs od strane E7 proteina je jo$
jedan od mehanizama kojim se uti¢e na kontrolu celijskog rasta. Faktori supresije
Celijskog rasta, P15Inkb i pl5INKB, koji za pravilno funkcionisanje zahtevaju
funkcionalan pRb, takode bivaju suprimirani pod dejstvom E7 proteina ¢ime se dodatno

podstiCe ¢elijski rast i deoba (MaLac i Munger, 2009).
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E7 protein ima efekat i na interferonske signalne puteve. Efekat E7 proteina

obuhvata inhibiciju translokacije p48 za koji se vezuje interferon stimuliSuci
transkripcioni faktor 3 (Interferon-stimulated gene factor 3 - ISGF3) S§to sprecava
transkripciju ¢elijskih gena koji uéestvuju u apoptozi i kontroli ¢elijskog ciklusa. Osim
toga, E7 protein moZze ometati funkciju interferon regulatornih faktora (interferon
regulatory factors - IRFs) povezanih sa IRF1 i narusiti njihovu transkripcionu aktivnost
(Park i sar., 2000). Pokazano je da IFN-y inhibira ekspresiju E7, a IFN-y indukovana
supresija citokinskog signalnog puta SOCS-1/JAB (cytokine signaling-1 - SOCS-
1/JAB) povezuje se sa ubikvitin zavisnom degradacijom E7 proteina (Kamio i sar.,
2004).

E7 protein vezuje se i za enzime koji modifikuju histone. E7 ulazi u interakciju sa
klasom 1 histon deacetilaze. Ovaj spoj dovodi do povecanja E2F posredovane
transkripcije u diferenciranim c¢elijama 1 ima uticaj na S fazu Ccelijskog ciklusa
(Longworth 1 sar., 2005). E7 protein takode se vezuje i za histon acetil transferaze,

p300, pCAF i SRC1 i inhibira njihovu aktivnost (Baldwin i sar., 2006).
1.7.3. Tumorski potencijal E5 gena

Pored E6 1 E7 proteina, nesto slabiji, ali svakako znacajan onkogeni potencijal
ispoljava 1 E5 protein. Povecana produkcija ES proteina u inficiranim ¢elijama dovodi
do povecane ekspresije receptora epidermalnog faktora rasta (epidermal growth factor
receptor - EGFR) i inhibicije ekspresije glavnog histokompatibilnog kompleksa klase |
(major histocompatibility complex class | - MHC 1) na plazma membrani (Moody i
Laimins, 2010).

E5 protein funkcionise i kao fuzioni protein, a nedavno je utvrdeno da je ovaj
protein neophodan i jedini dovoljan za spajanje Celija, pri ¢emu dolazi do formiranja
tetraploidnih ¢elija (Hu 1 sar., 2009). Ove ¢elije su hromozomski nestabilne, narocito
ukoliko se fuzija odigrava uporedno sa ekspresijom virusnih onkoproteina koji uti¢u na

poremecaj funkcije p53 i ¢elijsku apoptozu.

U prekancerskim lezijama cesto se uocava prisustvo aneuploidije/tetraploidije.
Pokazano je da se poremecaj broja hromozoma moze biti izazvan samo delovanjem E6 i

E7 proteina koji dovode do deregulacije citokineze i tako uzrokuju nastanak
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tetraploidije (Heilman i sar., 2009). Medutim, smatra se da formiranje tetraploidnih

¢elija prvenstveno nastaje kao posledica dejstva E5 proteina. Ovakve ¢elije u kojima
dolazi do ekspresije virusnih onkoproteina i inhibicije apoptoze znacajno utiCu na

stabilnost hromozoma (Duelli i sar., 2007).

In vivo i klinicka ispitivanja pokazuju da hromozomska nestabilnost i
tetraploidija/aneuploidija olakSavaju integraciju Vvirusnog genoma u hromozom
domacina 1 potenciraju ekspresiju E6 1 E7 proteina §to znacajno uti¢e na transformaciju
¢elije. Sve ovo sugeriSe da fuzija ¢elija posredovana E5 proteinom igra kriti€énu ulogu u
ranom stadijumu razvoja karcinoma grlica materice (Gao i Zheng, 2010). U kasnijim
stadijumima razvoja tumora dolazi do delecija ORF koji kodiraju E5 protein Sto ukazuje
na to da ovaj protein nije znacCajan za perzistenciju tumora, ali je njegova uloga u

inicijalnim stadijumima klju¢na.

1.8. Patogeneza genitalne HR-HPV infekcije i povezanost sa nastankom

karcinoma grli¢a materice

HPV u epitel grlica materice najces¢e dospevaju tokom seksualnog kontakta
preko mikroabrazija na povrSini epitela. Infekcija uobicajeno traje od 12 do 18 meseci, a
nakon ovog perioda virus se zahvaljuju¢i imunskom sistemu elimini$e iz organizma.
Kod 10% zena virus se ipak zadrZzava u Celijama te se uspostavlja perzistentna infekcija
(Fernandes i sar., 2012). Posledica razvoja perzistentne infekcije su lezije na epitelu
grlica materice koje mogu progredirati do maligniteta, pa su infekcije HR-HPV vazan

faktor rizika za razvoj cervikalnog karcinoma (Moody i Laimins, 2010).

HR-HPV u celije epitela dospeva vezivanjem L2 proteina sa a6 integrinom,
heparinom ili proteoglikanima keratinocita koji se nalaze u zoni transformacije epitela
(zona u kojoj cilindriéni epitel endocerviksa prelazi u plocasto slojevit epitel
egzocerviksa). To je podru¢je nezrelih celija koje su posebno osetljive na dejstvo
hormona kod Zena u reproduktivnom periodu 1 stoga podlozne infekcijama i
mutacijama. Celije bazalnog sloja imaju visok proliferativni potencijal i poseduju brojne
faktore transkripcije. Neposredno po infekciji, HR-HPV koristi ove Celijske faktore
kako bi zapoceo ekspresiju E onkogena i replikaciju epizoma koja se odrzava na niskom

nivou (50-100 kopija po ¢eliji). Po zavrsetku celijske deobe, ¢erke celije migriraju u
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suprabazalni sloj. U idealnim uslovima, infekcija ostaje asimptomatska zbog efektivne

kontrole inficiranih ¢elija od strane ¢elija imunskog odgovora (Langerhansove celije, T
limfociti). U manjem broju slucajeva suprabazalne celije zapocCinju svoju
diferencijaciju, ali pod dejstvom E onkoproteina dolazi do brzog prelaska G faze u S
fazu celijskog ciklusa §to za posledicu ima ¢elijsku hiperplaziju, pojacanu replikaciju
virusa i poveéanje broja epizoma u celijama (1000 kopija po celiji). Kod genetski
predisponiranih osoba, infekcija HR-HPV zajedno sa odredenim faktorima okoline
dovodi do maligne transformacije ¢elija. Kruzna, epizomalna DNK postaje linearna,
najcesce usled prekida izmedu E2 1 E4 regiona 1 ugraduje se u hromozom domacina.
Integracija se najceS¢e deSava na fragilnim mestima genoma domacina i moze se
odvijati na jednom ili viSe lokusa. U ovoj fazi jo§ ne dolazi do razvoja produktivne
infekcije, ali maligni keratinociti inficirani HR-HPV nalaze se u svim slojevima epitela
gde vremenom probijaju bazalnu membranu i invadiraju okolno tkivo (Howley i sar.,
2013). Integracija virusnog genoma uslovljena je prvenstveno HPV genotipom i kod
HPV-18 i HPV-45 mozZe se sresti kod gotovo svih karcinoma, dok se kod HPV-16 srece

u polovini slu¢ajeva (Vinokurova 1 sar., 2008).

Infekcija HPV dovodi do displasticnih promena 1 pojave atipi¢nih skvamoznih
¢elija koje su neodredenog znaCaja (atypical squamous cells of undetermined
significance - ASCUS). Kod vecine osoba dolazi do regresije ovih promena, medutim,
ukoliko su kod inficirane osobe prisutni i odredeni kofaktori (starija zivotna dob,
genetski faktori,poremecaj imunoloSkog statusa, multiparitet, upotreba oralnih
kontraceptiva, pusenje, ve¢i broj seksualnih partnera, prisustvo HIV infekcije i dr.)

dolazi do progresije epitelnih lezija i razvoja displasti¢nih promena razli¢itog stepena.
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Slika 10. Patogeneza HR-HPV infekcije i progresija displasti¢nih promena
(Kohen i sar., 2019)

Danas su u upotrebi dva sistema pomocu kojih se opisuju displasticne promene
nastale kao posledica perzistentne infekcije (CIN Kklasifikacioni sistem i Betesda
klasifikacija). CIN klasifikacioni sistem razlikuje sledece stepene displazije (Solomon,
2015):

e CIN | (blaga displazija) - karakteriSe se lezijama niskog stepena koje su
lokalizovane u donjoj trecini epitela,

e CIN Il (umerena displazija) - lezije viseg stepena koje se razvijaju u bazalnim i
povr$nim slojevima i koje zahvataju dve trecine epitela,

e CIN III (teSka displazija, carcinoma in situ) - lezije visokog stepena koje
zahvataju ceo epitel,

e Invazivni karcinom cerviksa - zahvacen je Citav epitel, a maligne ¢elije prodiru u
tkivo ispod epitela i mogu se putem krvnih i limfnih sudova $iriti u udaljene

Betesda klasifikacija obuhvata podelu promena cervikalnog epitela na:
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e skvamozne intraepitelijalne lezije niskog stepena (Low-grade squamous

intraepithelial lesion — LSIL) - odgovara blagoj displaziji (CIN 1)
e skvamozne intraepitelijalne lezije visokog stepena (High-grade squamous

intraepithelial lesion — HSIL) - odgovara umerenoj do teskoj displaziji (CIN II i

).

Progresija displasticnih promena odigrava se uporedno sa integracijom virusnog
genoma u genom domacina. U cCelijama cervikalnog karcinoma usled funkcionalne
inaktivacije pRb pod dejstvom E7 proteina dolazi do pojacane ekspresije tumor-
supresorskog proteina p16'N**A koji je produkt CDKN2A gena (Mai i sar., 2015). Ovaj
protein deluje kao inhibitor ciklin zavisne kinaze i aktivira S fazu celijske deobe.
Ekspresija p16'N<*A korelira sa stepenom cervikalne neoplazije. Zato se ovaj protein
moze iskoristiti kao prediktivni marker pomoc¢u koga se mogu identifikovati Zene sa
cervikalom displazijom koje su pod povec¢anim rizikom za progresiju u lezije viSeg

stepena.

Perzistentna infekcija, integracija genoma HPV u genom domacina i povecana
produkcija E6 1 E7 proteina povecavaju rizik za progresiju LSIL u HSIL 1 invazivni
karcinom. E6 i E7 proteini dovode do razvoja hromozomskih nestabilnosti usled
dupliranja centrozoma, uklanjanja kontrolnih tacaka u ¢elijskom ciklusu i1 degradaciji
p53 i pRb proteina (Miinger i sar., 2004). Svi ovi procesi uzrokuju genetske promene

koje se tokom vremena akumuliraju i dovode do razvoja karcinoma.

1.9. Imunski odgovor u toku cervikalne HPV infekcije

HPV infekcija predstavlja lokalnu, latentnu infekciju u kojoj virus u ¢elijama
domacdina moze ostati mesecima, pa Cak i1 godinama. Imunski odgovor cesto nije
dovoljan za kompletno uklanjanje virusa iz organizma zbog Cega se uspostavlja

perzistentna infekcija (Stanley, 2009).

Nakon ulaska HPV u ¢eliju, antigen prezentujuce Celije (antigen presenting cell -
APC) Langerhansove (Lanherhans cell - LC) i dendriti¢ne ¢elije (dendritic cell - DC)
vrS$e obradu i prezentaciju virusnih antigena nezrelim T limfocitima koji se aktiviraju i
potom diferencijraju u efektorske CD4+ i CD8+ T limfocite. CD4+T limfociti se

klasifikuju u dve razlic¢ite subpopulacije limfocita - Thl i Th2 limfocite koji se razlikuju
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prema produkeciji razlicitih citokina kao i efektorskoj ulozi u imunskom odgovoru. Thl

sekretuju proinflamatorne ili tumor-supresivne citokine: IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-6 i IL-
12, a Th2 antiinflamatorne ili tumor-promovisuce citokine: IL-4, IL-5, IL-10 i TGF-p.
Takode, Thl limfociti stimuliSu ulogu CD8+ T ¢elija ¢ija je uloga da virus efikasno
eliminisu, dok je uloga Th2 da aktiviraju B limfocite na produkciju specifi¢nih antitela
kao odgovor na HPV infekciju (Stern, 2005). U infekciji HR-HPV bez displazije
prisutna su oba tipa inflamatornih citokina. Medutim, progresijom HPV promena
pocinje da predominira Th2 tip inflamacije. Inhibiran Thl i stimulisan Th2 citokinski
odgovor tokom infekcije HR-HPV korelira sa progresijom u cervikalnu bolest odnosno

rizikom od nastanka karcinoma grli¢a materice.
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Slika 11. Imunski odgovor na HPV infekciju (Stern i sar., 2012)

U najvecem broju slucajeva virus se unutar dve godine od infekcije eliminiSe iz
organizma. Medutim, HPV su razvili brojne tehnike koje im omogucavaju da opstanu u
¢elijama domacina. Pokazano je da HPV odmah na pocetku infekcije ostvaruje svoj
uticaj na funkciju LC i DC kroz nekoliko mehanizama. HPV infekcija dovodi do
promena u citokinskom miljeu koje uzrokuju inhibiciju LC i DC (Stanley, 2008). L2
protein HPV ima sposobnost inhibicije maturacije, migracije i sekrecije citokina od
strane LC. E6 protein utiCe na smanjenje koncentracije E kadherina, proteina koji
omogucavaju intracelularnu adheziju, dovodeci tako do poremecaja interakcije izmedu

LC i keratinocita (Ghittoni i sar., 2010).
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Osim pocetne inhibicije funkcije LC i DC, HPV su uspeli da razviju brojne

mehanizme kojima izbegavaju imunski odgovor kojim obezbeduju vremenski dugu
perzistenciju u celijama domacina. Njihov zivotni ciklus u potpunosti zavisi od
diferencijacije keratinocita i organizovan je tako da se produkcija virusnih antigena u
nediferenciranim c¢elijama odrzava na niskom nivou, dok se pojacana ekspresija
ostvaruje u visoko diferenciranim c¢elijama. Kasni geni HPV sadrze kodone koji se u
humanim ¢elijama retko prepisuju, pa je produkcija kasnih produkata - proteina
ograni¢ena 1 inhibirana usled nedostatka odgovaraju¢e tRNK. Rani virusni proteini
takode se proizvode u nedovoljnim koli¢inama pa zbog toga ostaju neprepoznati od
strane imunskog sistema (Tindle, 2002). Replikacija virusa, kao i sklapanja viriona
odigravaju se u terminalno diferentovanim ¢elijama koje bi svakako odumrle prirodnim
procesom, pa u njima virusi ostaju neprepoznati od strane imunskog sistema. Pored
toga, virusi u inficiranim ¢elijama ne dovode do razvoja citolize 1 nekroze, te se s toga
ne razvija zapaljenski odgovor. U inficiranom epitelu dolazi do slabog oslobadanja
proinflamatornih citokina koji su vazni za aktivaciju 1 migraciju APC. Tako virus
izbegava pokretanje imunskog odgovora u skvamoznom epitelu i1 prakticno postaje
nevidljiv, Sto mu omogucava dugo prezivljavanje unutar ¢elija domacina (Stanley,

2006).

Tokom infekcije HPV, ¢ak 1 u odsustvu citolize i nekroze, epitelne celije bi
trebalo da zapo¢nu produkciju IFN-1, proteina koji predstavljaju komponentu urodenog
imunskog sistema i1 koji ima snazan antivirusni efekat. U inficiranim ¢elijama
prvenstveno dolazi do stvaranja dva podtipa IFN-1, IFN-o i IFN-B. Oba interferona
poseduju antivirusna, antiproliferativna, antiangiogena i imunomodulatorna svojstva i
deluju kao most izmedu urodenog i steCenog imunskog odgovora (Le Bon i Tough,
2002). HR-HPV imaju sposobnost inhibicije produkcije interferona i u kombinaciji sa
nishodnom regulacijom TLR receptora i odrzavanjem produkcije virusnih proteina na
niskom nivou uspevaju da izbegnu aktivaciju urodenog imunskog odgovora, a samim
tim 1 aktivaciju steCenog imunskog odgovora. Blokada produkcije interferona ostvaruje
se pomoc¢u virusnih proteina E6 1 E7 (Kanodia i sar., 2007). Ovi proteini sprecavaju
transkripciju mnogih interferon-regulatornih gena ukljucuju¢i Stat-1 gen koji je
transkripcioni faktor za interferon inducibilne gene. E6 protein blokira funkciju IRF-3,

aktivaciju protein kinaze R i aktivaciju kinaze Tyk2, dok E7 protein blokira funkciju
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IRF-1 (Stanley, 2009). | jedan i drugi protein imaju sposobnost blokade TLR-9 (Hasan i

sar., 2007).

Tokom infekcije HR-HPV dolazi do promene citokinskog profila uslovljenog
Siftom Thl u Th2 imunski odgovor. Ekspresija brojnih citokina koji se u niskim
koncentracijama sintetiSu u zdravim ¢éelijama biva izmenjena usled infekcije HPV. U
¢elijama se smanjuje sinteza proinflamatornih citokina, IL-1, IL-6, TNF-o i TNF-3, dok
se produkcija antiinflamatornog citokina, kao npr. IL-10 poveéava (Ghittoni i sar.,
2010). Promena u citokinskom miljeu omogucava smanjenje sposobnosti imunskih
¢elija da infiltriSu inficirano tkivo. U keratinocitima se produkcija IFN-o, IFN-f i IFN-
Kk odrzava na niskom nivou. Smanjena ekspresija IFN-k takode doprinosi inhibiciji

ekspresije IFN-inducibilnih gena (Rincon-Orozco i sar., 2009).

Razvoj specifi¢nog T-celijskog odgovora je takode suprimiran ili odlozen, a ovaj
efekat naroCito je izrazen tokom infekcije HR-HPV (van der Burg i Palefsky, 2009).
Jedan od razloga zasto izostaje efikasan T Celijski odgovor u toku HR-HPV infekcije je
i nishodna regulacija MHC I usled delovanja E5, E6 i E7 proteina. Takode, poznato je
da E7 protein ometa prezentaciju antigena preko MHC molekula. Na aktivaciju
imunskog odgovora utiCe 1 blokada IFN-y indukovane prezentacije antigena

citotoksi¢nim T ¢elijama (Ghittoni i sar., 2010).

Pored navedenih mehanizama, HPV izbegava imunski odgovor mehanizmom
baziranim na analogiji u gradi E7 proteina i proteina ¢elija domacina, $to ograniCava
njegovu imunogenost; nishodnom regulacijom ekspresije 1L-18 od strane E6 proteina;
E5 posredovanom acidifikacijom endozoma koja utiCe na obradu antigena i njihovo
prezentovanje od strane APC; E5 posredovanom nishodnom regulacijom CD1d
molekula - MHC T sliénih molekula koji deluju kao antigeni za NK celije, kao i

smanjenom aktivacijom NK ¢elija (Fernandes, 2012).
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Slika 12. 1zbegavanje imunskog odgovora (Stern i sar., 2012)

1.10. Polimorfizmi gena proinflamatornih citokina TNF-a,IFN-y i IL-12 i

njihova uloga u nastanku cervikalne bolesti udruzene sa HR- HPV

Citokini predstavljaju glikoproteine male molekulske mase (6-70 kDa) koji deluju
kao posrednici izmedu ¢elija imunskog sistema i neophodni su za odvijanje svih faza
imunskog odgovora. Citokini se stvaraju od strane razli¢itih ¢elija kao Sto su limfociti,
monociti, makrofagi, fibroblasti, ali i drugih ¢elija izvan imunskog sistema. U citokine
se ubraja grupa IL, IFN i transformiSu¢ih faktora rasta (transforming growth factor -

TGF), a njihovo dejstvo uglavnom je lokalno autokrino i parakrino, rede endokrino.

U nastanku cervikalnog karcinoma posebna uloga pripisuje se TNF-a, IFN-y i IL-
12, a poremecaj koncentracije 1 produkcije ovih citokina u toku infekcije povezuje se sa

perzistentnom HR-HPV infekcijom i progresijom displasti¢nih promena (Kobayashi i
sar., 2008).

TNF-a je citokin graden od 233 aminokiseline, a njegova molekulska teZina
iznosi 25,6 kDa. Prvenstveno ga lu¢e makrofagi kao odgovor na akutnu inflamaciju, ali
se moze produkovati i od strane inficiranih keratinocita. Indukuje apoptozu i nekrozu
malignih ¢elija. U celijama cervikalnog karcinoma ovaj citokin se nalazi u pove¢anim

koncentracijama.
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IFN-y svoje dejstvo ostvaruje preko JAK-STAT i CBL-Crk signalnog puta.

Nedovoljne koncentracije IFN-y u cervikalnom karcinomu povezuju se sa redukcijom
apoptoze 1 celijskom proliferacijom, dok se vise koncentracije IFN-y povezuju sa

smanjenom ekspresijom E6 i E7 gena.

IL-12 je heterodimerni glikoprotein, molekulske tezine 74kDa. Izlucuju ga B
limfociti, dendriti¢ne ¢elije 1 fagociti. U patogenezi cervikalnog karcinoma pokazuje
imunoprotektivno dejstvo. Smanjena produkcija 1L-12 u cervikalnom karcinomu
povezuje se sa smanjenim imunskim odgovorom i sa loSijom prognozom oboljenja

(Paradkar i sar., 2014).

Poslednjih nekoliko godina genetskoj predispoziciji pridaje se sve ve¢a uloga u
nastanku karcinoma grlica materice kod Zena sa HR-HPV infekcijom. Dosadasnja
istrazivanja su pokazala da nastanak cervikalnog karcinoma predstavlja viSestruku

interakciju gena 1 faktora spoljasnje sredine.

Projektom “Genom ¢oveka” (Human Genome Project), koji se bazirao na
sekvencioniranju molekula DNK, pokazano je da u svim genima postoji polimorfizam
nukleotida (single nucleotide polimorphysm - SNP). Genski polimorfizmi su rezultat
evolutivnih procesa i predstavljaju mutacije koje su opstale u populaciji sa frekvencijom
viSom od 1%. Za razliku od polimorfizama, mutacije dovode do izmenjenog redosleda
nukleotida koji je vrlo redak u populaciji i najéeS¢e se manifestuje boleS¢u odnosno,
odredenim patoloskim fenotipom. Polimorfizam je zamena nukleotida u molekulu
DNK, uobicajena u populaciji, pri ¢emu se ni jedan alel ne smatra “standardnim”.
Umesto toga, postoje dva ili nekoliko podjednako zastupljenih redosleda DNK.
Najcesce ispitivani polimorfizmi su SNP koji predstavljaju supstituciju, inserciju ili

deleciju samo jedne baze (Kubistova i sar., 2009).

Funkcionalna uloga svakog pojedinacnog SNP zavisi od njegove pozicije u genu,
a najznacajniji su oni u regulatornom regionu. Polimorfizam lociran u
5’promotoru/enhanceru reguliSe nivo transkripcije 1 ekspresije gena; egzonski
polimorfizmi menjaju kodiraju¢e sekvence DNK S§to uti¢e na promenu redosleda

aminokiselina u proteinu i njihovu funkciju, intronski dovode do promene u obradi
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iIRNK (splicing), dok polimorfizmi u 3' regionu mogu uticati na stabilnost iRNK (Cupi¢
i sar., 2014).

Polimorfizmi gena mogu se otkriti razli¢itim metodama (Kim i Misra, 2007):

metodom reakcije lancane polimerizacije (PCR);

e cepanjem delova DNK odredenim restrikcijskim endonukleazama (odredivanje
duzine restrikcionih fragmenata (restriction fragment length polymorphism -
RELP);

e metodom “Lightcycler” koja se temelji na lan¢anoj reakciji polimerizacije uz
vrlo brze izmene temperaturnih ciklusa;

e metodom koja se temelji na bioluminiscenciji pirofosfata nastalih u specifi¢nim
“proba-produzenim” reakcijama (Bioluminometric Assay Coupled With Modified
Probe Extension Reactions - BAMPER);

e bioinformatickim programima kojima je moguce izracunati mesto SNP u

genomu (Immunoblot/Genoblot Scanning System —Whole-Genome Shotgun

Assembly - WGSA).

Dokazan polimorfizam ima adekvatnu nomenklaturu definisanu brojem referentne
sekvence — rs. Mutacije pojedina¢nih nukleotida (A, T, G, C) defini$u sklonost prema
odredenim bolestima, odreduju rezistenciju ili toleranciju na lekove i samim tim
definiSu nove ciljeve terapije omogucavajuci individualni terapijski pristup mnogim

oboljenjima.

Polimorfizmi pojedinacnih nukleotida u genima koji kodiraju relevantne
proinflamatorne citokine kao $to su TNF-a, IFN-y i IL-12 postaju veoma znacajni
genetski markeri u proceni rizika za nastanak cervikalnog karcinoma udruzenog sa HR-
HPV. Sve ve¢i znacaj dobija uloga specificnih polimorfizama citokinskih gena u

progresiji virusnih infekcija, kao i riziku od nastanka tumora virusnog porekla.

Podaci o genskim polimorfizmima koji imaju uticaja na napredovanje HPV
infekcije ka karcinomu cerviksa, od strane razlicitih istrazivackih timova, razlikuju se
kod razli¢itih etni¢kih populacija sa razli¢itih geografskih podru¢ja (Hoffmann i sar.,
2002).
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Do danas je opisano nekoliko polimorfizama u promotoru TNF-o gena: -238

G/A; -308 G/A,; -857 C/T; -863 C/A. Najvise i najbolje proucen medu njima je SNP na
poziciji -308 G/A (Rotar i dr., 2014). Pokazalo se da je da je SNP na poziciji -308 u
promotoru TNF-a gena (rs1800629) G/A, visoko povezan sa CIN I udruzenim sa HR-

HPV. Smatra se da bi prisutan A alel na poziciji —308 TNF-a. gena, koji predstavlja
visoko sekretorni TNF-o fenotip, mogao da ima snazan uticaj na nastanak HR-HPV
cervikalnog karcinoma (Pan i dr., 2012; Zhang i Zhang, 2013). Pomenuti TNF-a —308
G/A polimorfizam, koji moze za posledicu da imavisoku produkciju TNF-a, favorizuje
aktivnost ciklin zavisne kinaze, ¢ime je pojacana ekspresija iIRNK E6/E7 u HPV
imortalizovanim keratinocitima (Kirkpatrick i sar., 2004). Takode, pokazano je da TNF-
a stimuliSe transkripciju receptora za epidermalni faktor rasta (epidermal growth factor
- EGF) ¢ime se stimuliSe ¢elijska proliferacija i tumorogeneza (Gaiotti i sar., 2000).
Istrazivanja pokazuju da se polimorfizam TNF-o gena povezuje sa pove¢anim rizikom
za razvoj cervikalnog karcinoma. Meta-analiticke studije su potvrdile da prisustvo A
alela (Wang idr., 2015), a posebno AA genotipa, nosi veci rizik za nastanak tumora na

grli¢u materice kod HR-HPV pozitivnih Zena (Liu i sar., 2012).

IFN-y je jedan od najvaznijih Thl imunomodulatora sa antiproliferativnom,
antitumorskom i antivirusnom ulogom. SNP na poziciji +874 (rs62559044) T/A, lociran
u prvom intronu IFN-y gena, povezan je sa poviSenom produkcijom IFN-y i efikasnijom
odbranom od HPV infekcije, dok je njegov nizak nivo prisutan u cervikalnom
karcinomu povezan sa loSijom prognozom. DNK sekvenca koja sadrzi +874 T alel je
specifiéno vezno mesto za NF-«kB transkripcioni faktor (Pravica i sar., 2000). Veliki
broj radova pokazuje da dominacija T alela korelira sa pojaéanom ekspresijom IFN-y i
smanjenim rizikom za nastanak karcinoma cerviksa (Zhang i sar., 2018), dok je
niskosekretorni +874 AA IFN-y genotip povezan sa rizikom za nastanak HR-HPV

cervikalnog tumora (Gey i sar., 2003).

Mnogobrojne studije pokazuju da IL-12 dovodi do efikasne destrukcije celija
karcinoma. IL-12 se sastoji iz dve subjedinice p35 (IL-12A) i p40 (IL-12B) (Chen H i
sar., 2009). Nasledivanje varijanti IL-12A i IL-12B gena, naro¢ito funkcionalnih SNP,
drasticno menja njegovu ekspresiju, kao i drugih citokina ¢ija je funkcija pod njegovim

uticajem. IL-12 kaskadom molekulskih signala stimulise produkciju IFN-y, istovremeno
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inhibira IL-4 koji suprimira sintezu IFN-y i podsti¢e protektivni Thl imunski odgovor.

Najbolje prouceni polimorfizmi gena za IL-12 predstavljaju SNP na poziciji +1188 A/C
u 3’UTR regionu IL-12B gena (rs3212227) i SNP na poziciji +277 G/A u 5’UTR
regionu IL-12A gena (rs568408). SNP na poziciji +1188 A/C u 3°’UTR regionu IL-12B
gena povezan je sa predispozicijom za nastanak karcinoma grli¢a materice kod Zena sa
HR-HPV (de Carvalho i sar., 2012). Istrazivanja pokazuju da je AA genotip povezan sa
progresijom HR-HPV lezija u cervikalni karcinom (Yuzhalin i sar., 2012). Meta-
analiticka studija sprovedena od strane Shi-ja i saradnika iz 2017. godine pokazala je da
SNP u regionu IL-12B gena (rs3212227) nosi povecan rizik za razvoj cervikalnog
karcinoma. Istrazivanja o uticaju SNP u regionu IL-12A gena jos uvek su u ranoj fazi, a
dosadaSnji rezultati pokazuju da polimorfizam ovog gena nema uticaj na produkciju IL-

12 (Tao i sar., 2012; Wang i sar., 2013).

Svakako da pored odredivanja genotipa virusa danas vazan prediktivni ¢inilac u
nastanku karcinoma grlica materice imaju polimorfizmi relevantnih citokinskih gena,
Cije bi odredivanje upotpunilo pracenje toka perzistentne HR-HPV infekcije i
prognoziralo rizik od nastanka cervikalne bolesti. Takode bi doprinelo pravovremenom
terapijskom pristupu i prac¢enju perzistentne HR-HPV infekcije $to bi svakako uticalo i

na smanjenje rizika od nastanka karcinoma grli¢a materice.

1.11. Kofaktori rizika za nastanak i progresiju cervikalne bolesti udruzene sa
HR- HPV

Infekcija visoko onkogenim tipovima HPV igra centralnu ulogu u razvoju
cervikalnog karcinoma i nastanku njegovih prekursorskih lezija. Maligna transformacija
¢elija epitela grlica materice i tumorogeneza su multifaktorijalni i rezultat su udruzenog
dejstva HPV genotipa i njegovog tumorskog potencijala, kao i faktora domacina
(genetski faktori i imunski status), faktora spolja$nje sredine i bihejvioralnih faktora
(multiparitet, upotreba oralnih kontraceptiva (oral contracepive - OC), puSenje,
infekcija drugim seksualno prenosivim patogenim uzro¢nicima (Sexual transmited
disease - STD), ranije stupanje u seksualne odnose, promiskuitet, losi socioekonomski
uslovi 1 nutritivni faktori (Castellsague i sar., 2008). Istrazivanja iz ove oblasti su
utvrdila postojanje jasne povezanosti nekoliko faktora kao Sto su: multiparitet,

dugogodi$nji pusacki staz kao i upotreba OC sa povecanim rizikom za nastanak CIN III
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i cervikalnog karcinoma kod Zena sa perzistentnom HR-HPV infekcijom (Appleby i

sar., 2007; Plummer i sar., 2003).
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Slika 13. Kofaktori cervikalne kancerogeneze (Al-Ouqaili i sar., 2017)

Multiparitet (Sest ili viSe porodaja) se povezuje sa povec¢anim rizikom za razvoj
HSIL i karcinoma grli¢a materice (Castellsague i sar., 2008; Bosch i sar., 2002). Smatra
se da oSteCenje cervikalnog epitela koje nastaje kao posledica cervikalne traume,
porodaja ili STD predstavlja visokorizicno okruzenje koje pomaze HR-HPV da infiltrisu
bazalni sloj 1 uspostave perzistentnu infekciju. Ovo potvrduje i kohortna studija Jensena
1 saradnika u kojoj je utvrdeno da Zene sa perzistentnom HR-HPV infekcijom 1 ve¢im
brojem porodaja imaju povecan rizik za razvoj CIN III (Jensen i sar., 2013). Velika
IARC studija (International Agency for Research on Cancer - IARC)pokazala je da su
zene koje su imale sedam ili viSe terminskih porodaja imale i1 3,8 puta ve¢i rizik za
razvoj skvamocelularnog karcinoma cerviksa u odnosu na Zene koje nisu radale, kao 1

2,3 puta vec¢i rizik u poredenju sa Zenama koje su imale jedan ili dva porodaja (Munoz i
sar., 2002).

PusSenje se ve¢ dugi niz godina dovodi u vezu sa povecanim rizikom za karcinom

grli¢a materice, ali jo§ uvek nije sa sigurnos¢u utvrdeno da li kancerogeni iz duvanskog
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dima olakSavaju nastanak HPV infekcije, omogucavaju perzistenciju infekcije ili deluju

kao kofaktor u progresiji displasti¢nih promena (Appleby i sar., 2006). Pokazano je da
hemijski kancerogeni iz duvanskog dima i cigareta ostvaruju direktan mitogeni efekat
dovodeci do oste¢enja DNK, kao i da pusenje moze da dovede do smanjenja broja LC
(Castellsague i sar., 2008). Rezultati SUCCEED studije (The Study to Understand
Cervical Cancer Early Endpoints and Determinants - SUCCEED) ukazuju da Zene koje
su HR-HPV pozitivne 1 pusaci imaju 2,5 puta veci rizik za razvoj CIN III u poredenju sa
nepusacima (Wang i sar., 2009). Skorasnja studija Fanga 1 saradnika pokazala je da su
medu HR-HPV pozitivnim zenama dugogodis$nji pusaci (8 1 viSe godina) i teski pusaci
(viSe od 18 cigareta dnevno) imali ve¢i rizik za progresiju displasticnih promena u CIN

I11i invazivni karcinom (Fang i sar., 2019).

Oralni kontraceptivi - Rezultati dosadasnjih istrazivanja koja su ispitivala
povezanost OC 1 cervikalnog karcinoma su razli¢ita. Neke studije pokazuju pozitivnu
korelaciju izmedu OC i cervikalnog karcinoma, druge, pak, kazu da ta veza ne postoji.
Smatra se da se rizik za cervikalni karcinom povecéava sa produzenom upotrebom OC.
Meta-analiti¢ka studija Gierisch-a i saradnika iz 2013. godine ukazuje da se kod HR-
HPV pozitivnih Zene rizik za cervikalni karcinom povecava sa viSegodiSnjom
upotrebom OC. Sli¢ne rezultate pokazuje i studija Tao-a i saradnika iz 2014. godine u
kojoj je rizik za karcinom in situ postojao i kod HR-HPV pozitivnih Zena koje su manje
od 5 godina Kkoristile OC, dok je kod HR-HPV pozitivnih zena koje su OC
upotrebljavale duze od 5 godina postojao povecan rizik za razvoj invazivnog karcinoma.
Jansen 1 saradnici u svojoj studiji, pak, nisu utvrdili povezanost izmedu OC 1

cervikalnog karcinoma (Jansen i sar., 2013).

Pored prethodno navedenih kofaktora, uloga u razvoju HR-HPV infekcije

pripisuje se 1 rizicnom seksualnom ponasanju i prekomernoj telesnoj tezini.

Rizi¢no seksualno ponasanje podrazumeva rano stupanje u seksualne odnose i
veéi broj partnera §to predstavlja promovisuce faktore za nastanak STD. Infektivni
kofaktori svoje dejstvo ostvaruju ili direktnom genotoksi¢noséu ili indukcijom
cervikalne inflamacije koja dovodi do genotoksicnih oSte¢enja oslobadanjem
oksidativnih metabolita (Verteramo i sar., 2009). STD kofaktori u nastanku HPV
infekcije i CIN mogu biti bakterijske etiologije (Chlamydia trachomatis - CT, genitalne
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mikoplazme, Neisseria gonorrhoeae, Gardnerella vaginalis), virusne etiologije (Herpes

simplex virus - HSV, Cytomegalovirus - CMV, Human immunodeficiency virus - HIV),
gljivicne etiologije (Candida albicans i non albicans vrste), protozoalne etiologije
(Trichomonas vaginalis).

Dosadasnja istrazivanja su pokazala da infekcija CTolakSava infekciju i
perzistenciju HR-HPV (Paba i sar., 2008), kao i da se iz HSIL promena HR-HPV
pozitivnih Zena u najveéem procentu izoluje CT (Tasi¢ i sar., 2018). Inflamacija koja
nastaje tokom koinfekcije CT/HR-HPV dovodi do stvaranja slobodnih radikala koji
oStecuju Celijsku DNK, inhibiraju apoptozu 1 dovode do genetske destabilizacije ¢elija.
Na povrsini epitela razvijaju se mikroulceracije, a pojacava se 1 ekspresija E6 1 E7
onkogena. Istrazivanja pokazuju da je koinfekcija CT/HR-HPV praéena i poveanom
produkcijom p16'™NK4A u 56,3% sludajeva i pojacanom ekspresijom Ki67 antigena (Calil
i sar., 2011).

Genitalne mikoplazme (Mycoplasma hominis, Mycoplasma genitalium,
Mycoplasma penetrans, Ureaplasma urealyticum) dovode do razvoja inflamatornih
promena cerviksa ¢ime se olakSava perzistencija HPV infekcije. Ove bakterije
pojacavaju ekspresiju myc onkogena, podstiCu virusnu perzistenciju i1 transformaciju
¢elija mehanizmom translokacije/delecije hromozoma. Rezultati istrazivanja Verterama
i saradnika pokazali su znaCajnu povezanost izmedu infekcije HPV i Ureaplasma

urealyticum (Verteramo i sar., 2009).

Smatra se da nastanak infekcije kao i progresiju cervikalnin promena HR-HPV
pozitivnih zena indukuje i HSV-2 (Li i Wen, 2017). HSV-2 dovodi do stvaranja
ulceracija epitela grlica materice ¢ime se olak$ava prodor HPV prema ¢elijama bazalnih
slojeva. Produkt neposredno ranih gena HSV-2 (ICP4,ICP0,ICP27) pojacavaju
ekspresiju protoonkogena kao i E6/E7 onkogena stimuliSuéi na taj naéin replikaciju
HPV.

Pored HSV-2, u nastanku cervikalnog karcinoma znacajnu ulogu igra i infekcija
CMYV. Smatra se da CMV ucestvuje u integraciji HPV genoma u genom domacina sto je
preduslov za malignu transformaciju ¢éelije. Istrazivanja pokazuju da se CMV dokazuje

u promenama na grlicu materice udruZzenim sa HR-HPV sa razli¢itom ucestaloscu.
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Tako je pozitivan nalaz CMV prisutan kod 28% LSIL, dok je u znacajno vecem

procentu ~44% , CMV se dokazuje kao pridruzeni STD patogen kod tezih cervikalnih
promena - HSIL, udruzenih sa HR-HPV (Marinho Dias i Sousa, 2013).

HIV infekcija favorizuje nastanak i perzistenciju HPV infekcije, kao i progresiju
cervikalnih HPVlezija (Buonaguro, 2010). HIV-om uzrokovana imunosupresija i
smanjen broj i repertoar imunskih ¢elija, doprinosi HPV da ne bude prepoznat od strane
APC, kao i nepokretanju i neusmeravanju imunskog odgovora na eliminaciju virusa.
Sve ovo HPV obezbeduje uspostavljanje prezistencije i posledi¢no reaktivaciju kao i
mogucénost maligne transformacije Celije. Hroni¢na inflamacija koja nastaje tokom
koinfekcije HIV/HR-HPV aktivira ciklooksigenazu 2 (Cyclooxygenase 2 - COX-2) u
cervikalnom epitelu i pojacava sintezu prostaglandina 2 (prostaglandin E2 - PGE-2).
Velike koncentracije PGE-2 povezuju se sa nastakom cervikalnog karcinoma u
pacijentkinja sa HIV-om (Fitzgerald i sar., 2012).

Prekomerna telesna tezina i gojaznost predstavljaju faktore rizika za mnoge
hroni¢ne bolesti ukljucujuéi i karcinome. Mnoge studije pokazuju da je indeks telesne
mase (Body mass index - BMI) kod Zena povezan sa incidencijom karcinoma razli¢itih
lokalizacija. Istrazivanja pokazuju pozitivnu korelaciju izmedu BMI i patoloSkog nalaza
Papanikolau testa (Papanicolaou test - Pap test) ukazuju¢i da $to je BMI veci to je i
rizik za nastanak patoloskih promena na grlicu materice ve¢i (Maruthur i sar., 2009; Lee

i sar., 2013).

Nastanak karcinoma grlica materice predstavlja multifaktorijelan proces koji
nastaje tokom viSe godina. Infekcija HR-HPV predstavlja inicijalni proces u nastanku
cervikalnog karcinoma, a istrazivanja koja ¢e se vrsiti u buduénosti treba da utvrde u

kom stepenu i koji kofaktori imaju pospesuju¢u ulogu u ovom procesu.

1.12. Prevencija i terapija HPV infekcije

Visoka ucestalost genitalne HPV infekcije uslovila je potrebu za uvodenjem

brojnih algoritama kojima se ova infekcija moZe uspesno prevenirati i leciti.

Prevencija HPV infekcije vrsi se na primarnom, sekundarnom i tercijarnom nivou.

Primarna prevencija ima za cilj smanjenje rizika za nastanak HPV infekcije. Mere
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primarne prevencije ukljucuju edukaciju o bezbednom seksualnom ponasanju,

faktorima rizika za razvoj HPV infekcije 1 preventivnoj vakcinaciji. Bezbedno
seksualno ponaSanje podrazumeva upraznjavanje sigurnog seksualnog kontakta (stalnog
partnera ili ograniciti broj seksualnih partnera, smanjenje promiskuitetnog nebezbednog
ponasanja) uz obavezno koris¢enje zastite od STD. Upotreba kondoma pruza delimi¢nu
zaStitu od HPV infekcije jer se virus i dalje moze preneti preko nepokrivenog dela koze
(Vaccarella 1 sar., 2006). Ipak, manji broj partnera 1 koriS¢enje kondoma znacajno

smanjuju ucestalost HPV infekcije.

Sekundarna prevencija usmerena je na otkrivanje HPV infekcije u $to ranijoj fazi
uvodenjem skrining metoda koje podrazumevaju redovne ginekoloske preglede Zena,
kolposkopske metode, citoloske pretrage, pre svega Pap test i virusoloSke preglede
HPV testiranjem. Osim toga, mere sekundarne prevencije odnose se i na unapredenje
metoda koje se primenjuju u skriningu i povecanje dostupnosti skrininga §to vecem
broju Zena. Sekundarna prevencija ukljucuje 1 unapredenje antivirusnih terapijskih

procedura kao i razvoj terapijskih vakcina (Botha, 2009).

Tercijarna prevencija usmerena je na sprecavanje progresije ve¢ postoje¢ih HPV

lezija i nastanka komplikacija.

Terapijske procedure koje se primenjuju u leCenju HPV infekcije treba da budu
prilagodene svakom pacijentu, njegovim simptomima i potrebama, ali 1 raspoloZivim
resursima. Specifican antivirusni lek za sada ne postoji ve¢ se terapija primenjuje samo

u tretmanu vidljivih lezija. Dostupni terapijski tretmani uklju¢uju (Yanofsky i sar.,
2012):

¢ hirurske metode:

e kriohirurgija svoj efekat ostvaruje zamrzavanjem intracelularne te¢nosti $to
dovodi do destrukcije celija. MoZe se primenjivati u leCenju genitalnih
bradavica 1 CIN 1. U le¢enju Zena sa CIN I promenama krioterapija dovodi do
povlacenja lezija u 88% slucajeva (Luciani i sar., 2008).

o elektrohirurgija (elektrodesikacija - primenjuje se u leCenju spoljasnjih
genitalnih  bradavica; elektroekscizija (Loop Electrosurgical Excision

Procedure - LEEP) za tretman skvamoznih intrepitelnih lezija).
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hirurSke zahvate (kiretaza, ekscizija) - najstarija metoda u leCenju genitalnih

bradavica sa efikasno$¢u od oko 72%. Danas se najéesce primenjuje u lecenju
ekstenzivnih lezija koje ne reaguju na druge vidove terapije.

lasersku hirurgiju (CO2 vaporizacija) - primenjuje se u le¢enju refraktornih
ili ekstenzivnih lezija, prvenstveno periuretralnih i vaginalnih bradavica kao i
skvamoznih lezija. Ova metoda je efiksna u 80% -91% slu¢ajeva (Aynaud i
sar., 2008).

Farmakoloska terapija:

Imunomodulatorni lekovi:
Interferon - moze se primenjivati lokalno, sistemski i intralezijski. Meta-
analiticka studija Yang i sar. iz 2009. godine pokazala je dobar odgovor na
terapiju interferonom koji je kod 45% primalaca IFN terapije odgovorilo
potpunom eliminacijom virusa i rezolucijom HPV infekcije, dok se recidiv
javlja kod 21% pacijenata. Rizik za recidiv je neSto veci ukoliko se ova
terapija kombinuje sa hirurSkom ekscizijom.
5% imikvimod - utice na pojacanu produkciju IFN-y, IL-6, TNF-q.
Nekoliko randomizovanih studija pokazalo je da lokalna primena 5%
imikvimod krema dovodi do regresije kondilomatoznih promena kod 50%

pacijenata, dok je stopa recidiva 13% -19% (Diamantis i sar., 2009).

Citotoksi¢na sredstva:

Podofilotoksin (0,05% rastvor i 0,15% krem) - vezuje se za celijske
mikrotubule i indukuje ¢elijsku nekrozu. Moze se primenjivati i u kuénim
uslovima. Studije pokazuju efikasnost od 45% do 77%, dok stopa recidiva
iznosi 38% (Lacey i sar., 2003).

Podofilin u koncentraciji od 20% -25% - prvi topikalni lek u tretmanu
genitalnih  bradavica. Njegova upotreba se ne preporucuje zbogmale
efikasnosti i1 velike toksi¢nosti.

5-fluorouracil - primenjuje se u leCenju genitalnih bradavica, vulvarnih i
vaginalnih intraepitelnih neoplazija. Kao i podofilin, ima nisku efikasnost i
veliku toksicnost zbog ¢ega njegova upotreba nije odobrena. Ipak, ovaj lek
ispoljava znacajnu efikasnost u tretmanu CIN II kod mladih zZena (Rahangdale

i sar., 2014).
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o Keratoliticki agensi:
e Trihlorsiréetna kiselina u koncentraciji od 80% -90%predstavlja jeftinu,
metodu Koja nema sistemska nezeljena dejstva, a moze se primenjivati i u
trudno¢i. Svoj efekat ostvaruje denaturacijom proteina i indukcijom ¢Eelijske

smrti. Primenjuje se u leCenju CIN i vaginalnih intraepitelnih neoplazija.
1.12.1. Screening programi za rano otkrivanje cervikalne HR-HPV infekcije

Skrining predstavlja neinvazivan, jednostavan i brz nacin dijagnostikovanja
patoloskih ¢elija cerviksa, prekanceroznih cervikalnih lezija 1 cervikalnog karcinoma u
ranoj fazi. Sve ove lezije dijagnostikovane pravovremeno mogu se adekvatno i uspesno
tretirati Sto poboljSava ishod leCenja, smanjuje nastanak komplikacija 1 znacajno
doprinosi kvalitetu Zivota pacijenta. Procenjuje se da se uspeSno sprovedenim
skriningom incidencija cervikalnog karcinoma smanjuje za 90% (Sasieni i sar., 2009).
Istrazivanja iz Engleske pokazuju da je primena skrininga u periodu od 2008. do 2013.
godine dovela do smanjenja 1A stadijuma cervikalnog karcinoma za 67%, a stadijuma
I za 95%. Primenom skrininga uspeSno je prevenirano 70% smrtnih slucajeva

uzrokovanih karcinomom grli¢a materice (Landy i sar., 2016).

Skrining cervikalnog karcinoma se Sirom sveta sprovodi kao organizovani ili
oportunisticki.Oportunisticki skrining podrazumeva postupak kada se pacijent javi
lekaru iz nekog drugog razloga, ali se ta prilika iskoristi da mu se savetuje neki od
testova za rano otkrivanje cervikalnih promena. O ovom tipu skrininga govorimo i kada
sam pacijent zatrazi od lekara da se podvrgne nekom od testova. Ako se skrining izvodi
na maloj, definisanoj grupi ljudi za koju se smatra da ima povecan rizik za oboljevanje
to predstavlja selektivni skrining. Masovni (populacioni) skrining podrazumeva
organizovano pozivanje velikog broja ljudi za koje se procenjuje da su u povecanom
riziku od odredene bolesti. Ovakav pristup, iako organizaciono zahtevan, smatra se
dugorocno najefikasnijim, te se zato on nalazi u osnovi svih nacionalnih programa za

rano otkrivanje pojedinih malignih bolesti.

Prednost se uvek daje organizovanom skriningu jer je kvalitet programa bolji,

obuhvat stanovnistva veci, a pregledi se vrSe u tatno predvidenim vremenskim
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intervalima. Skrining programi razlikuju se od zemlje do zemlje u odnosu na ciljnu

populaciju, interval skrininga i metode sprovodenja skrininga.

U zemljama Evropske unije u kojima se sprovodi organizovani skrining
obuhvacéene su Zene starosti od 20/30 godina do 60/65 godina (Anttila i dr., 2009).
Preporuke Ameri¢kog udruzenja za ginekologiju i akuSerstvo savetuju zapocinjanje
skrininga 3 godine nakon stupanja u seksualne odnose, a najkasnije do 21. godine
zivota. U Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama (SAD) za Zene starosti preko 30 godina

preporucuje se 1 kombinovano testiranje (Pap test i HPV test) (Berg 1 Atkins, 2003).

Interval za sprovodenje skrininga iznosi od 1 do 15 godina. Kra¢i intervali imaju
veci zastitni efekat, pa zbog toga skrining koji se sprovodi na svakih godinu dana, kao 1
onaj koji se sprovodi na 1-3 godine imaju najve¢i protektivni efekat. U zemljama
Evropske unije, kao i u Velikoj Britaniji, Holandiji, Norveskoj, Svedskoj i Danskoj
sprovodenje skrininga vrsi se na 3-5 godina (Liao i sar., 2012). Ovo je ujedno 1 najces¢i
interval u kom se skrining sprovodi medu zemljama Sirom sveta, ali koji pruza znacajnu

zaStitu samo od nastanka invazivnog karcinoma.

Metode kojima se sprovodi skrining zavise od tehnoloSke razvijenosti neke
zemlje 1 edukovanosti lekara. Skrining za cervikalni karcinom moze se sprovoditi

pomocu:

e vizuelnog pregleda grlica materice golim okom uz primenu sire¢etne kiseline
(Visual inspection with acetic acid - VIA)

e vizulenog pregleda grli¢a materice golim okom uz primenu Lugolovog rastvora
(Visual inspection with Lugol's iodine - VILI)

e Paptesta

e kolposkopije

e HPV tipizacije

citologije na te¢noj podlozi (Liquid based cytology - LBC)

VIA predstavlja vizuelni pregled grli¢a materice pomocu siréetne kiseline. Tokom
pregleda grli¢ materice se premazuje 3%-5% rastvorom siréetne kiseline nakon Cega
dolazi do kratkotrajnog prebojavanja patoloSkog tkiva $to se inspekcijom uocava kao

jasno ograniena, gusta, neprozirna, beliCasta lezija (Aceto-white epitel). VILI
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predstavlja vizuelni pregled grlica materice pomo¢u Lugolovog rastvora (Silerova

proba). Pri prebojavanju Lugolovim rastvorom normalno tkivo grli¢a dobija mrkobraon
ili kestenjastu boju dok se patoloske lezije uocavaju kao zuckasto prebojene. Ovi testovi
imaju specifi¢nost od 82% i senzitivnost od 84% (Sankaranarayanan, 2009). VILI ima
nesto viSu senzitivnost u odnosu na VIA u otkrivanju HSIL zbog cega se smatra
preciznijim testom (Sankaranarayanan, 2004). U nerazvijanim zemljama sveta ovo su
najcesce primenjivane metode skrininga cervikalnog karcinoma (Blumenthal i dr.,

2005).

Slika 14. Pozitivne promene na grlicu materice dobijene tokom bojenja sir¢etnom

kiselinom (levo) i Lugolovim rastvorom (desno) (Rani i sar., 2016)

Pored vizuelnih metoda, skining karcinoma grlica materice moze se sprovoditi i
putem Pap testa. Test se izvodi tako Sto se sa grli¢a pomocu Stapica i Cetkice skidaju
¢elije povrsinskog epitela, razmazuju na mikroskopskoj plo¢ici i potom posmatraju pod
mikroskopom. Rezultati Pap testa svrstavaju se u jednu od 5 grupa: | i 11 normalan
nalaz; 11l - abnormalne ¢elije; IV - maligne ¢elije u malom broju; V- brojne maligne
¢elije. Atipican nalaz ovog testa zahteva izvodenje biopsije i1 histopatolosku potvrdu.
Nalazi Pap testa 1 histopatoloSki nalaz poklapaju se u oko 50% slu€ajeva. Senzitivnost
ove metode iznosi 57%, dok je specificnost 76% (Barut i sar., 2015). Pap test je
najéesce koris¢ena metoda skrininga u zemljama Sirom sveta. Zahvaljuju¢i ovoj metodi

znacajno je smanjena incidencija cervikalnog karcinoma.

Kolposkopija predstavlja vizuelnu metodu u kojoj se uz pomo¢ pokretnog

mikroskopa (kolposkopa) grli¢ materice posmatra pod uvelicanjem od 6-40 puta. Na
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osnovu karakteristicnih znakova (izgled ivica kolposkopskih promena, boje, vaskularne

atipije i bojenja Lugolovim rastvorom) promene su klasifikovane kao: normalan nalaz;
skvamozna metaplazija; leukoplakija; kondilomi; CIN [I; CIN 1l i IlI; invazivni
karcinom. Kolposkopija pokazuje visoku senzitivnost, ali nisku specificnost zbog Cega
se ne moze primenjivati samostalno u skriningu cervikalnog karcinoma (Pimple i sar.,

2010).

HPV tipizacija mozZe se vrsiti kroz nekoliko testova: PCR, test hibridizacije HPV
DNK i test in situ hibridizacije. 1zvodenje HPV tipizacije u oportunom skriningu se ne
preporucuje zbog niske specificnosti ove metode. U kombinaciji sa konvencionalnom

citologijom HPV tipizacija ispoljava visoku senzitivnost i specificnost (Alonso i sar.,
2006).

LBC se u odnosu na tradicionalni razmaz razlikuje po na¢inu uzimanja uzorka.
Nakon uzimanja brisa, cervikalne celije se stavljaju u posudu sa tecnosS¢u za
konzerviranje umesto razmazivanja po mikroskopskom staklu. Ova metoda znatno je
pouzdanija od tradicionalnog brisa jer olakSava pripremu preparata i uklanja krv i

mukus koji mogu otezavati pregled plocice.

Prate¢i preporuke Svetske Zdravstvene Organizacije (SZO) kao i1 rezultate
skrining programa iz drugih zemalja u Srbiji je tokom 2009. godine od strane
Ministarstva zdravlja kreiran i usvojen program organizovanog skrininga za cervikalni
karcinom pod nazivom "Uredba o nacionalnom programu za rano otkrivanje karcinoma
grlica materice". Ovaj program je nekoliko godina kasnije revidiran i unapreden, a od
kraja 2012. godine poceo je da se postepeno uvodi u praksu i sprovodi kao
decentralizovani organizovani skrining. Sprovodenje skrininga vrsi se od strane lekara
koji rade u Primarnoj zdravstvenoj zastiti. Prema ovom programu sve Zene starosti od
25 do 64 godine jednom godiSnje podlezu skrining pregledu, a nakon 3 uzastopna
uredna nalaza skrining se moZe sprovoditi na svake 3 godine. Metoda izbora za
sprovodenje skrininga je Pap test. U slucaju pozitivnih rezultata dalji koraci koji se
preduzimaju zavise od stepena detektovanih promena. LSIL promene se prate, a Pap test
ponavlja jednom godiSnje, dok HSIL promene podlezu daljoj dijagnostici i terapiji u

ustanovama sekundarnog nivoa.
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1.12.2. Preventabilne vakcine i vakcinalni programi za sprecavanje nastanka

genitalne HPV infekcije

Primarna prevencije je, pored edukacije o nafinima spreCavanja nastanka HPV

infekcije, usmerena i na razvoj efikasnih preventabilnih vakcina.

Vakcinalni programi predvidaju obuhvat prvenstveno zenske populacije starosti
od 9 do 26 godina. Pre 15. godine vakcinacija se sprovodi u dve doze, a nakon 15.
godine u tri doze. Kvadrivalentne i nanovalentne vakcine odobrene su i za primenu kod

muskaraca starosne dobi od 9 do 26 godina.

Preporuke su da se sa vakcinacijom zapocne izmedu 11-12 godine Zivota
(kvadrivalentna vakcina se moze primenjivati od 9 godine), odnosno pre stupanja u
seksualne odnose. Na taj nacin indukuje se bolji humoralni imunski odgovor (sinteza
veceg titra antitela) (Reagan-Steiner i sar., 2015; Meites i sar., 2016), koji je uvek slabiji
u odnosu na celularni imunski odgovor, koji se indukuje prirodnom infekcijom. O
efikasnijoj primeni vakcine u mladem Zivotnom dobu svedo¢i i studija iz Svedske u
kojoj je efikasnost vakcine primenjene u dobi izmedu 10 1 13 godina iznosila 93%, dok
je nakon primene u dobi izmedu 20 i 22 godine iznosila 48%, a u dobi izmedu 23 i 26
godina 21% (Leval i sar., 2013).

U svetu su licencirane tri preventabilne vakcina protiv HPV (tabela 2):

e dvovalenta (HPV16/18) - Cervarix - u upotrebi od 2009. godine,

e kvadrivalentna (HPV6/11/16/18) - Gardasil - prva vakcina protiv HPV
registrovana 2006. godine,

e nanovalentna (HPV6/11/16/18/31/33/45/52/58) - Gardasil 9.

Vakcinalni antigen je protein virusnog kapsida - L1. Sintetski stvoreni L1
sposobni su da formiraju VLPkoje se imunskom sistemu prikazuju kao virusne Cestice i
prezentuju pomenute antigenske determinante koje su visoko imunogene. Na taj nacin
sezibiliSe se humoralna imunost i stvara dovoljno efektivan nivo serumskih antitela da
bi zastitio i lokalno sluznicu na mestu ulaska virusa. Antitela transudacijom iz Kkrvi
prodiru u epitel genitalne sluzokoze. Na taj nacin stvorena specificna antitela Stite

lokalno i sprecavaju uspostavljanje HPV infekcije (Wang i sar., 2013).
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Sva tri tipa vakcina preveniraju infekcije onkogenim tipovima HPV (HPV-16/18)

koji su ujedno i uzro¢nici 70% cervikalnih karcinoma Sirom sveta. Nanovalentna
vakcina obuhvata jo$ pet tipova HR-HPV (HPV-31/33/45/52/58) ¢ime se pokriva
gotovo 90% uzro¢nika karcinoma grlica materice (Capra i sar., 2017). Kvadrivalentne i
nanovalentne vakcine usmerene su i protiv niskorizi¢nih tipova HPV (HPV-6/11) koji
uzrokuju anogenitalne bradavice. Nijedna od pomenutih vakcina nema terapeutsko

dejstvo ve¢ se primenjuju iskljucivo u prevenciji HPV oboljenja.

45



Povezanost polimorfizama gena za TNF-a, IFN-y i IL-12 sa nastankom cervikalne
intraepitelijalne neoplazije kod Zena sa infekcijom humanim papiloma virusom

Uvod

Tabela 2. Uporedni prikaz preventabilnih HPV vakcina

Cervarix Gardasil Gardasil 9

30 ug HPV-6 L1
40 pg HPV-11 L1
60 ug HPV-16 L1
40 pg HPV-18 L1
20 ug HPV-31 L1
20 ug HPV-33 L1
20 ug HPV-45 L1
20 ug HPV-52 L1
20 ug HPV-58 L1

20 ug HPV-6 L1
20 ug HPV-16 L1 | 20 pg HPV-11 L1
20 ug HPV-18 L1 | 40 pg HPV-16 L1
20 ug HPV-18 L1

Antigen (doza)

Izvor antigena Baculovirus Kvasci Kvasci
Adjuvansi ASOq4 AlH,04PS* AlH404PS®
9-14 godina: 1.M. (0,5 ml
Doziranje i na¢in .M. (05mlu0,1,6 .M. (0,5mlu 0, u 0 i 6 mesecu)
primene mesecu) 2, 6 mesecu 45 godina: I.M. (0,5 ml u
15-0, 2, 6 mesecu)
Odobrena u 10-25 godina 9-26 godina Muskarci: 9-26 godina

starosnoj dobi Zene: < 45 godina

Brojne studije potvrdile su efikasnost HPV vakcina. Primena dvovalentnih
vakcina dovela je do smanjenja CIN II, kao 1 promena viSeg stepena za 70,2%.
Utvrdeno je i da ove vakcine indukuju dobar imunski odgovor i stvaranje visokog titra
antitela koji se odrzava i 6,4 godine nakon prve doze vakcine (Schwarz, 2008). Studije
koje su pratile imunski odgovor na kvadrivalentnu vakcinu pokazale su da se titar

antitela odrZava na visokom nivou 9 godina nakon prve doze vakcine (Nygard 1 sar.,

2015).

Prac¢enjem efikasnosti preventivnih HPV vakcina uoceno je 1 postojanje unakrsnih
reakcija, odnosno smanjenja ucestalosti cervikalnih HPV infekcija, virusne perzistencije
1 CIN koji su uzrokovani HPV tipovima koji nisu sadrZani u vakcinama. Studija iz
Skotske koja je pratila efikasnost bivalentne HPV vakcine osam godina nakon
sprovodenja prve doze pokazala je da efikasnost protiv HPV tipova 16 1 18 iznosi 89%.

Uoceno je 1 postojanje unakrsne zastite protiv tri znacajna onkogena HPV tipa (HPV-
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31/33/45). Efikasnost protiv HPV-31 iznosila je 93,8%, protiv HPV-45 82,6%, dok je

protiv HPV-33 bila 79,1 % (Kavanagh i sar., 2017).

Tokom 2016. godine objavljena je studija koja je pratila desetogodiSnju efikasnost
primene kvadrivalntne vakcine, a koja je pokazala da su se ucestalost infekcija
izazvanih HPV-6/11/16/18, kao i ucestalost genitalnih bradavica smanjili za 90%, dok
je ucestalost cervikalnih lezija visokog stepena smanjena za 85% (Garland i sar., 2016).
cervikalni karcinom, za 96,7% registrovano je primenom nanovalentne vakcine (Joura i
sar., 2015).

Najces¢i nezeljeni efekti koji se javljaju po primeni HPV vakcina ukljucuju blage
lokalne reakcije (eritem, bol, oticanje) i sistemske reakcije (bol u misi¢ima, groznica,
glavobolja, mu¢nina) 1 obi¢no samostalno prolaze kroz nekoliko dana. Primena vakcina
retko moZe biti pracena i1 razvojem zivotno ugrozavajucih reakcija i stanja (anafilaksa,
autoimunske i neurodegenerativne bolesti). Primena profilaktickih vakcina je
kontraindikovana kod trudnica, osoba koje su alergicne na kvasce ili na bilo koju

komponentu vakcine.
1.12.3. Terapijske vakcine

Primena profilaktickih HPV vakcina napravila je veliki napredak u prevenciji
infekcija i oboljenja koja su povezana sa HPV, pa ipak, u svetu se i dalje registruje
visok procenat obolelih. Usled toga razvila se potreba za obrazovanjem terapijskih
tretmana koji bi pomogli u kontroli i eradikaciji ovih oboljenja. Pored preventabilnih
razvijene su i terapijske vakcine koje se danas sa razliitim stepenom efikasnosti

primenjuju u lecenju infekcija i oboljenja udruzenih sa HPV.

Do danas je dizajnirano nekoliko tipova terapijskih vakcina. Ove vakcine kao
antigene sadrZe Zive vektore, proteine, aminokiseline, kao i cele ¢elije (Yang 1 sar.,
2016). Cilj primene terapijskih vakcina je aktivacija specificnog CD4+ i CD8+ T
¢elijskog odgovora kako bi se virusi eliminisali iz ¢elije. Ve¢ina vakcina usmerena je
protiv E6 i E7 onkoproteina i kreirana tako da prvenstveno pokrene imunski odgovor na
E7 jer ovaj protein ima znatno bolju imunogenost u odnosu na E6 protein (Kumar i sar.,
2015).
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Slika 15. Mehanizam delovanja terapijskih vakcina (Lin i sar., 2010)

Studije koje su ispitivale efikasnost terapijskih vakcina pokazuju razliCite
rezultate. Neka istrZzivanja pokazuju da terapijske vakcine nisu postigle oc¢ekivani uspeh
Sto je objasnjeno nemoguénoséu da se indukuje dovoljno jak specifican T celijski
odgovor (Melief, van der Burg, 2008). Dve skorasnje studije, pak, pokazuju da je
primena terapijskih HPV vakcina postigla uspeh u lecenju 50% lezija visokog stepena
vulve iz kojih je izolovan HPV-16. Radilo se o primeni adjuvantne vakcine koja je
sadrzala sinteticke sekvence E6 1 E7 proteina koje se preklapaju kao i rekombinovani
fuzioni protein E6/E7/L2 poreklom od HPV-16. Efikasnost vakcine povezana je sa
indukcijom jakog CD4+ i CD8+ T ¢elijskog odgovora. Kod onih ispitanika ¢ije su lezije
bile nereaktivne registrovan je slab imunski odgovor na vakcinu kao i poveéanje broja
lezija (Daayana 1 sar., 2010; Welters i sar., 2010). Primena vakcine koja je sadrzala
sintetisane E6 i E7 preklapajuce proteine pokazala je dobar efekat u lecenju cervikalnog

karcinoma (Welters i sar., 2008).
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Planom istrazivanja definisani su slede¢i ciljevi:

1. Kod svih pacijentkinja ispitati prisustvo HR-HPV u cervikalnom brisu.

2. Kod svih HR-HPV pozitivnih pacijentkinja ispitati distribuciju genotipova i
alela proinflamatornih citokina TNF-a,IFN-y i IL-12, kao i njihov uticaj na
nastanak cervikalne bolesti udruzene sa HR-HPV. Takode, utvrditi koji
genotipovi imaju protektivni odnosno favorizujuéi znacaj za nastanak karcinoma
grli¢a materice udruzen sa HR-HPV.

3. Kod svih HR-HPV pozitivnih pacijentkinja na osnovu upitnika utvrditi
kofaktore rizika za nastanak cervikalne bolesti i ispitati povezanost izmedu
kofaktora i konstitucionalnih genskih polimorfizama proinflamatornih citokina,

kao 1 njihov zajednicki uticaj na nastanak cervikalnog karcinoma.
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3.1. Materijal

3.1.1. Pacijenti

Istrazivanje dizajnirano kao studija preseka sprovedeno je tokomcetvorogiSnjeg
perioda, od 2014. do 2018. godine na Institutu za Mikrobiologiju i Imunologiju
Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu i Klinici za ginekologiju i akuSerstvo

,,Narodni front" u Beogradu. Istrazivanjem je bila obuhvacena 541 pacijentkinja.

Sve ispitanice su tokom pregleda bile informisane o istraZivanju koje se sprovodi 1
svojim potpisom su dale saglasnost za u¢es¢e u studiji. Uradena je 1 anonimna pismena
anketa popunjavanjem upitnika koji je sadrzao osnovne podatke o0 pacijentu, socio-
demografske podatke, podatke o seksualnim 1 Zivotnim navikama, kao i podatke o
drugim kofaktorima od znafaja za nastanak perzistentne HPV infekcije/ili cervikalne
bolesti udruzene sa HPV. Svi podaci dobijeni na osnovu upitnika/ankete, kao i uzorci
koji su dobijeni od pacijentkinja su bili odobreni odlukama Etickih Komiteta GAK
"Narodni Front" (24/2-2; 22.10.2013.), odnosno Medicinskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu (29/XI1-2; 20.11.2013.).

3.1.2. Pacijentkinje i njihove karakteristike

Najmlada ispitanica imala je 20 godina, a najstarija 73 godine, srednje uzrasne
dobi 46,5 godina. Najveéi broj ispitanica poticao je iz gradske sredine, pre svega iz
Beograda i bio je srednjeg nivoa obrazovanja, najveci broj ih je bio zaposlen i veéinu Su

¢inile udate Zene.
3.1.3. Klini¢ki uzorci

Tokom &etvorogodiSnjeg perioda, pri posetama dnevnoj bolnici GAK "Narodni
Front" ispitanicama je uraden ginekoloski pregled i utvrden kolposkopski i citoloski
status na grlicu materice. Citoloski gradus utvrden na osnovu Pap testa bio je dalje
kriterijum za virusolosko ispitivanje prisustva HPV na grlicu materice i utvrdivanje
genskih polimorfizama relevantnih citokinskih gena koji se smatraju vaznim

prognostickim biomarkerima za tok i evoluciji HPV infekcije ka LSIL i HSIL.
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Prikupljeni uzorci su potom analizirani u laboratorijama za virusologiju i

imunologijulnstituta za mikrobiologiju i imunologiju Medicinskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu.

Na osnovu Pap citoloskog nalaza na grlicu materice, a prema Betezda

klasifikaciji, ispitanice su potom podeljene u 4 grupe:

1. Zene sa normalnim nalazom na cerviksu - kontrolna grupa PAP II;

2. zene Ciji je citoloski nalaz definisan kao ASCUS;

3. ispitanice sa LSIL ili CIN | koje odgovaraju blagim promenama cervikalnog
epitela sa koilocitozom (¢elije sa perinuklearnim rasvetljenjima indikativne za
HPV infekciju);

4. ispitanice sa HSIL (CIN II/III) koje odgovaraju umerenoj 1/ili teSkoj cervikalnoj
displaziji.

Kako bi se utvrdilo prisustvo HPV infekcije svim ispitanicama uzet je
endocervikalni bris i/ili bris sa vidljivih lezija na ektoceriksu tehnikom cervikalnog
citobrasa. Nakon uzorkovanja brisevi su potapani u epruvete sa Iml transportnog
medijuma (Sacace, Biotechnologies, S.r.l. Italy) radi odrzavanja vlaznosti uzorka i

Cuvani do 24h na temperaturi od +4°C ili zamrzavani na temperaturi od ili -80°C radi

cuvanja u laboratoriji do postupka obrade uzorka i izdvajanja DNK.

Za odredivanje genskih polimorfizama, ispitanicama je uzimano 5 ml periferne
krvi u odgovarajuce epruvete (Becton Dickinson, Nju DZzersi, SAD) sa antikoagulansom
— EDTA, i unutar 4 h transportovano do Laboratorije za imunologiju Instituta za
mikrobiologiju i imunologiju Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu gde je krv

dalje obradivana.

3.2. Metodologija

3.2.1. Izolovanje virusne DNK za virusolosko testiranje HPV

U daljem postupku obrade cervikalni brisevi su vorteksovani u trajanju od 2
minuta kako bi se izdvojio kompletan sadrzaj briseva. Dobijeni sadrzaj potom je
centrifugiran 10 minuta na 3000 obrtaja u minuti (rmp/min). Nakon centrifugiranja

supernatant je odlivan, a dobijeni sediment predstavljao je uzorak iz koga je
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komercijalnim setom za izdvajanje nukleinskih kiselina (QIAGEN Inc., Valencia, CA,

USA) izolovana ukupna DNK. Ekstrakcija je uradena po protokolu proizvodaca uz
odredene modifikacije. Svi reagensi koji su bili koriS¢eni u procesu izolovanja DNK
pripremljeni su prema uputstvu proizvodaca i pre primene stabilizovani na sobnoj
temperaturi 1-2h. Kako bi se sprecila kontaminacija, procedura ekstrakcije DNK radena
je u laminarnoj komori uz kori$éenje filter nastavaka razli¢itih zapremina i sterilnih

plasti¢nih tubica od 1,5 ml (Eppendorf, Hamburg, Germany).
Procedura ekstracije DNK izvrSena je kroz korake:

1) U plasti¢nu tubicu zapremine 1,5 ml sipano je 20 ul Protein kinaze K, dodato
200 pl sedimenta briseva i pazljivo promesano.

2) U uzorak je potom dodato 200ul. AL pufera, a homogenizacija je izvrSena na
vorteks mesalici 3 puta u trajanju od 5 sekundi dok uzorak nije postao homogen.

3) Inkubirano je 30 minuta na temperaturi od 56°C.

4) Nakon inkubacije dodato je 200uL etanola (96-100%), vorteksovano i potom
kratkotrajno centrifugirano.

5) Dobijena smesa prebacena je u QIAamp Mini kolonu sa tubicom za prikupljanje
filtrata i centrifugirana na 8000 rpm, 1 minut na sobnoj temperaturi.

6) Nakon zavrSenog centrifugiranja smeSa je preba¢ena u novu QIAamp Mini
kolonu.

7) U novu QlAamp Mini kolonu dodato je 500 ul AWL1 pufera i centrifugirano na
8000 rmp u trajanju od 1 minuta na sobnoj temperaturi.

8) Posle centrifugiranja QIAamp Mini kolona je izvadena i prebacena u novu
tubicu za prikupljanje filtrata.

9) U novu tubicu potom je dodato i 500uL AW1 pufera i centrifugirano na 14 000
rpm tokom 3 minuta na sobnoj temperaturi.

10) Po zavrSenom centrifugiranju QIAamp Mini kolona je izvadena i premestena u
novu plasti¢nu tubicu ¢ija je zapremina iznosila 1,5 ml.

11) Dodato je 30uL AE pufera direktno na membranu kolone i inkubirano 1 minut

na sobnoj temperaturi, a potom centrifugirano 1 minut na 8000 rpm.

Ekstrahovana DNK kori§¢ena je za PCR reakciju ili je zamrzavana na -20°C do

izvodenja PCR.
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3.2.2. Dokazivanje HPV DNK PCR metodom

Dokazivanje prisustva HPV u uzorku in house PCR metodom kori§¢eni su

konsenzus prajmeri za dokazivanje regiona 450 bp L1 i E1 gena.
3.2.2.1. HPV PCR za L1 gen

Za dokazivanje HPV L1 gena koris¢eni su prajmeri (Remmerbach i sar., 2004):

e MYO09 oligonukleotidne sekvence 5 CGTCCMARRGGAWACTGATC 3
i

e MY11 prajmer 5° GCMCAGGGWCTATAAYAATGG 3.

Svi reagensi koji su bili neophodni za PCR reakciju, kao i uzorci ekstrahovane
DNK otapani su na ledu i pre upotrebe vorteksovani. Kako bi se sprecila kontaminacija,
procedura pripreme PCR reakcione smeSe radena je u laminarnoj komori uz koris¢enje
filter nastavaka razli¢itih zapremina 1 sterilnih plasti¢nih tubica od 0,2 ml (Eppendorf,

Hamburg, Germany).
PCR reakciona smesa imala je zapreminu od 25 ul i sadrzala je:

e 12,5 pul Tag PCR Master Mix -250 U (QIAGEN Inc., USA),
e 1ul prajmera MYO09,

e lulprajmera MY11,

e 5 ul ekstrahovane DNK,

e 5ulHO0.

Uz uzorke su u cilju kontrolereakcije pripremane pozitivna kontrola (HPV DNK).
i negativna kontrola (bez DNK). Aplifikacija se odvijala u PCR termosajkleru

(Eppendorf Master Cycler Gradient, Hamburg, Germany).
PCR protokol za amplifikaciju sastojao se od (Gravitt i sar., 2000):

1. pocetne denaturacije u trajanju od 5 minuta na 95°C,
2. replikacionih ciklusa koji su se ponavljali 40 puta i koji su se odvijali u tri

koraka:
e denaturacija DNK u trajanju od 30 s na 94°C,

e vezivanje prajmera u trajanju od 30 s na 58°C,
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e ekstenzija lanca u trajanju od 1 minut na 72°C
3. dodatne ekstenzije lanca u trajanju od 20 minuta na 72°C.

4. zavrsetak reakcije na 4°C.

Dobijeni PCR produkti su nakon zavrsetka reakcije odmah analizirani ili ¢uvani
na +4°C kra¢i vremenski period do analize ili na -20°C tokom duzeg vremenskog

perioda.
3.2.2.2. HPV PCR za E1 gen
Dokazivanje HPV E1 gena takode je izvrSeno pomocu dva seta prajmera:

e GP1 oligonukleotidne sekvence 5° TGGTACAATGGGCATATGAT 3’ i
e GP2 oligonukleotidne sekvence S’ATAATGGCTTTTGGAATTTACA 3°.

Svi reagensi koji su bili neophodni za PCR reakciju, kao i uzorci ekstrahovane
DNK, otapani su na ledu i pre upotrebe vorteksovani. Kako bi se sprecila kontaminacija,
procedura pripreme PCR reakcione smese radena je u laminarnoj komori uz koris¢enje
filter nastavaka razli¢itih zapremina 1 sterilnih plasti¢nih tubica od 0,2 ml (Eppendorf,

Hamburg, Germany).
Zapremina reakcione smese iznosila je 25 ul 1 sadrzala je:

e 125 ul PCR Master Mix -250 U (QIAGEN Inc., USA),
e 1ul prajmera GP1,

e lulprajmera GP2,

e 5 pul ekstrahovane DNK,

e 5Sumol H20.

Uz uzorke je u cilju kontrole procedure pripremana i negativna kontrola (bez
DNK) kao i pozitivna kontrola (HPV DNK). PCR procedura je radena u PCR masini
(Eppendorf Master Cycler Gradient, Hamburg, Germany).

PCR protokol za amplifikaciju raden je po slede¢em protokolu (Azzimonti i sar.,

1999):

1. pocetna denaturacija na 85° C u trajanju od 10 minuta,
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2. replikacioni ciklusi koji su se ponavljali 40 puta i koji su se odvijali u tri koraka:

e denaturacija DNK u trajanju od 1 min na 94°C,
e vezivanje prajmera u trajanju od 1 min na 50°C,
e ekstenzija lanca u trajanju od 90 s na 72°C.
3. dodatna ekstenzija lanca u trajanju od 10 minuta na 72°C,

4. zavrSetak reakcije na 4°C.

Dobijeni PCR produkti su nakon zavrSetka reakcije odmah analizirani ili na
Cuvani +4°C kraci vremenski period do analize ili na -20°C tokom duZeg vremenskog

perioda ukoliko je to bilo potrebno (Knezevi¢, 2008).
3.3.2.3. Vizualizacija PCR produkata metodom elektroforeze

Vizualizacija PCR produkata izvrSena je elektroforezom u 3% agaroznom gelu sa
dodatkom etidijum bromida. Izvodenje elektroforeze izvrSeno je pomocu slede¢ih

reagenasa.

e Agaroza (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Germany).

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

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

e DNK Standard 100bp (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Germany).

e 5x Pufer za punjenje - Loading buffer (2,5 g saharoze, 1 ml 2,5% rastvora

Bromophenol Blue, u 10ml destilovane H.0).

Vizuelizacija PCR produkata amplifikacije regiona L1 1 E1 gena duZine pribliZzno
450 bp, izvrsena je elektroforezom u 3% rastvor agaroze u TAE puferu sa dodatkom
etidijum-bromida (1ul/200ml TAE pufera) pod UV svetlom. Postupak gel elektroforeze
je podrazumevao da se 8 ul svakog amplikona - uzorka pomesa sa po 2 ul 5x pufera za
punjenje(loading buffer). Uporedno sa ovim uzorcima pripreman je standard DNK
(ladder - komercijani regens koji predstavlja meSavinu DNK poznatih veli¢ina &iji
seprodukti izdvajaju na po 100 bp) (Jovanovic¢ i sar., 2005), tako $to je 5 ul standarda

pomesano sa 2 ul 5x pufera za punjenje. U prethodno pripremljeni gel koji je postavljen
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u sud za elektroforezu potom su sipani produkti ili amlikoni i DNK standard.

Elektroforeza je izvodena pri naponu od 75V - 100V u trajanju od 45-60 minuta.

Nakon zavrSetka elektroforeze agarozni gel osvetljen je UV svetlomu tamnoj
komori i analiziran na prisustvo/odsustvo amplifikovanih segmenata L1 i E1 gena.
Veli¢ina amplifikata za L1 i E1 gen iznosila je priblizno 450 bp. Svaki amplifikat ove

duzine koji je detektovan u agaroznom gelu smatran je pozitivnim rezultatom.

Pozitivni produkti amplifikacije odmah su koriS¢eni za HPV genotipizaciju

metodom DNK sekvencioniranja ili su zamrzavani na -20°C do dalje obrade.
3.2.3. Genotipizacija HPV DNK metodom DNK sekvenciranja L1 i E1 gena

Uzorci kod kojih je dobijen pozitivan rezultat dalje su koriS¢eni za odredivanje
HPV genotipa. HPV genotipizacija izvedena je sekvenciranjem DNK metodom
zavrSetka lanca, primenom didezoksiribonukleotida obeleZzenih fluorescentnim bojama

(Remmerbach i sar., 2004).

Celokupna procedura sastojala se iz preciS¢avanja pozitivnih PCR produkata
DNK 1 naknadnog ciklicnog sekvenciranja. Proces preciS¢avanja izvrSen je pomocu
Qiagen MinElute PCR Purification seta za preciS¢avanje (Qiagen Inc., Valencia, CA,
USA) prema protokolu proizvodaca uz odredene modifikacije. Reagensi koji su bili

neophodni za preciS¢avanje pripremljeni su prema uputstvu proizvodaca.

Procedura precis¢avanja produkata sastojala se iz sledec¢ih koraka:

U tubicu u kojoj su se nalazili PCR produkti dodavano je 75ul PBI pufera i

potom pazljivo promesano.

e Smesa je zatim prenoSena u MinElute kolonu sa tubicom za prikupljanje filtrata i
centrifugirana na 14000 rpm u trajanju od 1 minuta na sobnoj temperaturi.

e Po zavrSetku centrifugiranja filtrat je odbacivan, a u MinElute kolonu dodavano
je 750 ul PE pufera i potom ponovo centrifugirano na 14000 rpm u trajanju od 1
minuta na sobnoj temperaturi.

e Nakon ponovnog centrifuriranja filtrat je odbacivan, a MinElute kolonu je

dodatno centrifugirana na 24000 rpm u trajanju od 1 minuta na sobnoj

temperaturi.
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e Po zavrSetku ovog procesa MinElute kolona je izvadena i prebacena u Cistu

tubicu zapremine 1,5 ml.

e U nowvu tubicu dodavano je 10ul EB pufera direktno na membranu i potom
inkubirano 1 minut na sobnoj temperaturi, a onda jedan 1 centrifugirano na
14000 rpm.

Dobijeni preciS¢eni produkti su nakon zavrSetka reakcije odmah koriS¢eni za

DNK sekvenciranje ili su zamrzavani na -20°C tokom duZeg vremenskog perioda.
3.2.3.1. HPV sekvenciranje L1 gena

Precis¢eni PCR produkti naknadno su sekvencirani pomocu Big Die Terminator
3.1. Cycle Sequencing Kit (PE Applied Biosistems, Foster City, USA) upotrebom istih
setova prajmera koji su koris¢eni i za PCR (Remmerbch i sar., 2004). Sekvencioniranje
je uradeno prema protokolu proizvodaca, uz odredene modifikacije 1 vrSeno je za svaki

lanac posebno, odnosno, pripremane su dve smese koje su sadrzale po jedan prajmer.
U reakciji sekvenciranja L1 gena upotrebljeni su sledeci reagensi:

e Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (PE Applied Biosistems, Foster City,
CA, USA)

e MYO09 ili MY11 prajmeri (Operon Biotechnologies GmbH, Cologne, Germany)

e Molecular Biology Grade H>O (Eppendorf, Hamburg, Germany)

Za svaki od prajmera pripremljena je po jedna reakciona smesa. Zapremina smese

po uzorku iznosila je 15 ul i sastojala se iz:

e Big Dye Terminator Mix 4 uL

e Big Dye Terminator pufer 1ulL

e MYOQ9iliMY11 1,25 uL (konc. 1mmol)
e H20 6,75 puL

e PreciS¢en L1 gen HPV DNK 2 uL

U PCR masini (Eppendorf Master Cycler Gradient, Hamburg, Germany) izvrSena

je reakcija cikliénog umnozavanja koja se sastojala iz:
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a) pocetne denaturacija na 96°C u trajanju od 1 minut;

b) replikacionih ciklusa koji su se ponavljali 30 puta, a koji su se odvijali u tri
koraka: denaturacije DNK u trajanju od 10 sekundi na 96°C, vezivanja prajmera
u trajanju od 5 sekundi na 55°C i ekstenzije DNK lanca u trajanju od 4 minuta na
60°C;

C) zavrSetak reakcije na 4°C.

Po zavrSenoj reakciji, dobijeni produkti ciklicnog umnoZavanja su odmah

prec¢isceni ili zamrzavani na -20°C ne duze od 3 dana.
3.2.3.2. HPV sekvenciranje E1 gena

Za HPV DNK sekvenciranje E1 gena koriS¢en je Big Die Terminator 3.1. Cycle
Sequencing Kit (PE Applied Biosistems, Foster City, CA USA) upotrebom istih setova
prajmera koji su koriS¢eni 1 za PCR. Sekvencioniranje je uradeno prema protokolu
proizvodaca, uz odredene modifikacije 1 vrSeno je za svaki lanac posebno, odnosno,

pripremane su dve smese koje su sadrzale po jedan prajmer.
U reakciji sekvenciranja E1 gena upotrebljeni su sledeci reagensi:

e Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (PE Applied Biosistems, Foster City,
CA, USA)

e P1ili P2 prajmeri (Operon Biotechnologies GmbH, Cologne, Germany)

e Molecular Biology Grade H>O (Eppendorf, Hamburg, Germany)

Za svaki od prajmera pripremna je po jedna reakciona smesa. Zapremina smese po

uzorku iznosila je 15 ul, a smesa se sastojala iz:

e Big Dye Terminator Mix 4 uL
e Big Dye Terminator pufer 1ulL

e P1liliP2 1,25 uL (konc. 1mmol)

e H20 55 puL
e PreciS¢en L1 gen HPV DNK 2 uL

U PCR masini (Eppendorf Master Cycler Gradient, Hamburg, Germany) izvrSena

je reakcija cikliénog umnozavanja koja se sastojala iz:
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a) pocetne denaturacija na 96°C u trajanju od 1 minut;

b) replikacionih ciklusa koji su se ponavljali 30 puta, a koji su se odvijali u tri
koraka: denaturacije DNK u trajanju od 10 sekundi na 96°C, vezivanja prajmera
u trajanju od 5 sekundi na 50°C i ekstenzije DNK lanca u trajanju od 4 minuta na
60°C;

c) zavrSetka reakcije na 4°C.

Po zavrSenoj reakciji, dobijeni produkti cikliénog umnoZavanja su odmah

prec¢isceni ili zamrzavani na -20°C ne duze od 3 dana.
3.2.3.3. Analiza HPV DNK L1 i E1 sekvenci

Analiza produkata ciklicnog umnozavanja HPV DNK L1 1 E1 gena izvrSena je u
sekvenatoru ABI Prism 310 Genetic Analizer (PE Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA). Sekvenciranje je uradeno prema protokolu proizvodaca uz odredene
modifikacije. Produkti cikliénog umnozavanja prethodno su preciS€eni primenom

izopropranola.
Procedura preciS¢avanja obuhvatala je:

1. U tubicu u kojoj su se nalazili produkti cikli¢nog umnozavanja dodato je 80 pl
75% izopropranola i potom pazljivo promesano.

2. Inkubiranje je vrSeno na sobnoj temperaturi u mraku u trajanju od 15 minuta.

3. Po zavrSenoj inkubaciji tubice su centrifugirane na 2000 rpm na sobnoj
temperaturi u trajanju od 45 minuta.

4. Nakon centrifugiranja filtrat je odbacen, a tubice su okrenute naopako i
centrifugirane na 700 rpm na sobnoj temperaturi u trajanju od 2 minuta.

5. Nakon centrifugiranja tubice su osuSene na vazduhu u mraku.

Dobijeni PCR produkti su odmah koris¢eni za analizu sekvenci ili su zamrzavani

na -20°C (prethodno uvijane u providnu i aluminijumsku foliju) do 7 dana.

Po zavrSetku precis¢avanja u svaki uzorak dodato je 10 pl Hi-Di TM formamida
(PE Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), a nakon toga izvrSena je denaturacija
po sledeéem protokolu: 2 minuta na 95°C i 2 minuta na 4°C. Nakon zavriene

denaturaciije uzorci su stavljeni u sekvenator.
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Dobijeni produkti analizirani su i obradeni pomocu softverskog programa

Sequence Analisis 5.1. softwer (PE Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) u kome

su nukleotidne sekvence bile predstavljene pomocu elektroferograma.

Dobijene nukleotidne sekvence za L1 i E1 gen HPV DNK u vidu
elektroferograma analizirane su u cilju procene kvaliteta sekvenciranja. Prisustvo
pojedinaénih pikova ukazivalo je na postojanje infekcije jednim HPV tipom, dok su
dvoznacni pikovi 1 pikovi koji su se preklapali tumaceni kao meSovita infekcija sa vise

tipova HPV (Remmerbach i sar., 2004; Molijin i sar., 2005).

Uzorci su prvo medusobno uporedivani s obzirom na to da je za svaki od uzoraka
radena sekvenca u oba pravca. Potom su uporedivani sa poznatim HPV referentnim
sojevima i dokumentovanim virusnim sekvencama koje su dostupne u GeneBank bazi
podataka (NCBI, National Institute of Health, Bethesda, MD, USA) pomo¢u BLAST
programa (http://vvv.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Nukleotidna sekvenca je dodeljena
odredenom HPV tipu ukoliko se poklapala vise od 95% sa referentnim sojem HPV i
imala duzinu od 291 bp. Kod mesSovitih infekcija dominantni HPV tip odredivan je na
isti na¢in. Ukoliko je sli¢nost sa poznatim HPV genotipom iznosila manje od 95%,
rezultat je tumacCen kao prisustvo meSovite infekcije bez dominantnog genotipa

(Remmerbach i sar., 2004; Molijin i sar., 2005).
3.2.4. Genotipizacija HR-HPV komercijanim testom - Sacacce

Postupak HPV genotipizacije uraden je i komercijalnim testom Sacacce (Sacacce
Biotechnologies, HPV High Risk Screen). Uzorci za ovaj postupak su predstavljali HPV
pozitivni produkti koji su dobijeni nakon amlifikacije HPV DNK PCR in house

metodom skrininga za L1 i E1 gen.
U reakciji genotipizacije HR-HPV upotrebljeni su:

e PCR-mix-1“16-35" - (sadrzi prajmere za sledece HPV tipove - 16/31/33/35i

interna kontrola) 0,275 mL
e PCR-mix-1“18-59” - (sadrzi prajmere za sledece HPV tipove -18/39/45/59 i
interna kontrola) 0,275 mL
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e PCR-mix-1 “52-66" - (sadrzi prajmere za sledece HPV tipove -52/56/58/66i

interna kontrola) 0,275 mL

Za svaki od uzoraka pripremana je posebna reakciona smesa koja je bila

sastavljena od:

e PCR-mix-1(2,3) Sul
e 2,5 Xxpufer 10ul
e TaqgF polimeraza 0,5ul

U svaku tubicu sipano je 15ul reakcione smeSe i potom dodata po jedna kap

mineralnog ulja (25 pl) i 10ul ekstrahovane DNK. Uporedno sa ovim pripremane su i:

e negativna kontrola koja je sadrzala 10ul DNK buffer-a,

e unutrasnja kontrola koja je sarzala 10ul B-globinskog gena,

e trirazli¢ite pozitivne kontrole:
e 10ul PCR-mix-1 “16-35” - HPV 16/31/33/35 DNA (C+),
e 10ul PCR-mix-1 “18-59” - HPV 18/39/45/59 DNA (C+),
e 10ul PCR-mix-1 “52-66" - HPV 52/56/58/66 DNA (C+).

Amplifikacija uzoraka uradena je u PCR masini (Eppendorf Master Cycler

Gradient, Hamburg, Germany), po protokolu proizvodaca:

a) inicijalna denaturacija na temperaturi od 95°C tokom 15 minuta;
b) replikacioni ciklus koji se ponavlja 42 puta, a obuhvata tri koraka:
e denaturacija na temperaturi od 95°C tokom 30 sekundi;
e vezivanje prajmera na temperaturi od 63°C tokom 40 sekundi;
e ekstenzija DNK lanca na temperaturi od 72°C tokom 50 sekundi;
c) finalna ekstenzija DNK lanca na temperaturi od 72°C tokom 1 minuta i

d) zavrSetak reakcije na 10°C.

Analiza specificnih produkata amplifikacije bila jezasnovana na prisustvu/
odsustvu specifi¢nih traka amplifikovane DNK u 3% agaroznom gelu. Pozitivhim

rezultatom smatrani su oni amplifikati ¢ija je duzina prikazana u tabeli 3.

63



Povezanost polimorfizama gena za TNF-a, IFN-y i IL-12 sa nastankom cervikalne
intraepitelijalne neoplazije kod Zena sa infekcijom humanim papiloma virusom

Materijal i metodologija
Tabela 3. Duzina specifi¢cnih DNK amplifikata

PCR-mix-1 “16-35” PCR-mix-1 “18-59” PCR-mix-1 “52-66”
Tip Duzina IC Tip Duzina IC Tip Duzina IC
HPV-16 | 325 bp HPV-18 | 425 bp HPV-52 | 360 bp
HPV-31 | 520 bp 7b2p3 HPV-39 | 340 bp | 723 bp | HPV-56 | 325 bp 7b2p3
HPV-33 | 227 bp HPV-45 | 475 bp HPV-58 | 240 bp
HPV-35 | 280 bp HPV-59 | 395 bp HPV-66 | 304 bp

3.2.5. Dokazivanje polimorfizama gena za TNF-a, IFN-y ilL-12B
3.2.5.1. Izolacija DNK iz uzoraka krvi za dokazivanje genskog profila

Za izolaciju DNK iz krvi ispitanika koriS¢en je GenelJet Genomic DNA
Purification Kit (Thermo Fisher Scientific, Voltam, Masacusets, SAD) prema uputstvu
proizvodaca. Pre pocetka izolacije puferima za ispiranje (engl.Wash buffer - WB) WB 1 i
WB II dodata je propisana koli¢ina 100% etanola. Krv u ,,vakutainer” epruvetama je
promesana okretanjem epruvete gore-dole osam puta nakon cega je iz svake uzimano po
200 pl krvi 1 prenoSeno u obelezene ependorf epruvete zapremine 1,5 ml (Sarsted,
Numbrecht, SR Nemacka). Zatim je svakom uzorku dodavano po 400 pl rastvora za
liziranje 1 20 pl proteinaze K. Nakon toga, svi uzorci su kratko i energi¢no izmesani na
vorteks mesalici 1 inkubirani 10 minuta u vodenom kupatilu na 56°C uz povremeno
mesanje (2-3 puta) okretanjem epruveta gore-dole. U svaki uzorak je potom dodavano
po 200 pl 96% etanola, a zatim je smeSa energi¢no meSana. Nakon toga, sav sadrzaj je
prebacivan u prethodno obelezene kolonice koje su bile ubacene u ependorf epruvete od
2 ml sa odsecenim poklopcem (Sarsted, Niimbrecht, SR Nemacka). Sadrzaj kolonica je
potom centrifugiran 1 minut na 6000 rpm nakon ¢ega su kolonice sa vezanom DNK
prebacivane u kivete za otpad koje su sastavni deo Genelet Genomic DNA Purification
kompleta. DNK vezane za matriks kolona su ispirane dodavanjem po 500 pul WB I i
centrifugiranjem kolona u trajanju od 1 minut na 8000 rpm. Sadrzaj kiveti za otpad je
zatim odlivan, a u kolone je dodavano po 500 ul WB II. Nakon toga, kolone su
centrifugirane 3 minuta na 14 000 rpm, a ukoliko bi u njima ostalo jo§ tecnosti,

centrifugiranje je ponavljano jo§ 1 minut na istoj brzini nakon praznjenja kiveti za
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otpad. Kolone sa vezanom DNK su prebacivane u nove obelezene Eppendorf ,,Safe

Lock® epruvete od 1,5 ml (Eppendorf, Hamburg, SR Nemacka) i pristupalo se
izdvajanju DNK vezane za matriks kolone na slede¢i nacin: u svaku kolonu je dodavano
200 pl pufera za rastvaranje DNK, zatim su kolone inkubirane 2 minuta na sobnoj
temperaturi i centrifugirane 1 minut na 8000 rpm. lzolovanim DNK je zatim

spektrofotometrijski odredivana koncentracija i ¢istoca.
3.2.5.2. Odredivanje koncentracije i ¢istoce izolovane DNK

Uzorak od 8 pl izolovane DNK nanoSen je u mikrokivetu Gene Quant Pro
Calculatora (LKB Pharmacia, Uppsala, Svedska), a zatim su o¢itavane vrednosti
apsorbancije na 230, 260, 280 i 320 nm. Cistoéa DNK je procenjivana na osnovu
vrednosti koli¢nika apsorbancija na 260 nm 1 280 nm (260/280) 1 apsorbancija na 260
nm i 230 nm (260/230). Prihvatljivi opsezi/vrednosti su bili izmedu 1,65 i 1,85
(260/280) odnosno > 1,2 (260/230). U suprotnom, ponavljana je izolacija DNK iz
uzorka krvi. Vrednosti koncentracije izolovane DNK su bile od oko 20 ng/ul. 1z
izolovane DNK uzimani su uzorci od 500 ng i dopunjavani vodom do zapremine od 125
pul ¢ime su dobijana razblazenja od 4 ng/ul koja su koriS¢ena za odredivanje

polimorfizama. Ostatak DNK je ¢uvan na -20°C.

3.2.5.3. Detekcija i analiza polimorfizama gena reakcijom lan¢anog

umnoZavanja (PCR) u realnom vremenu (Real-time PCR)

Jedna od metoda za detekciju SNP-ova jeste i PCR u realnom vremenu sa
primenom TagMan eseja. PCR u realnom vremenu (kvantitativni PCR) predstavlja
modifikaciju konvencionalnog PCR-a gde se dinamika amplifikacije meri u realnom
vremenu nakon svakog PCR ciklusa. U PCR reakciji koriste se, pored prajmera, i alel
specificne oligonukleotidne probe koje su na 5° kraju obelezene razliCitim
fluorescentnim bojama (reporter boje npr. VIC, FAM) dok se na njthovom 3° kraju
nalazi prigusiva¢ (quencher) koji blokira emisiju fluorescencije. Tokom PCR reakcije u
fazi vezivanja prajmera po principu komplementarnosti se za ciljnu sekvencu DNK
vezuje i jedna od proba. Nakon toga, u fazi kada Taq polimeraza dodaje nove nukleotide
dolazi do uklanjanja probe 5°-3° egzonukleaznom aktivnos$¢u enzima. Kako se najpre

odvaja 5° nukleotid sa reporterom, usled njegovog udaljavanja od prigusivaca boja
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pocinje da fluorescira, Sto se registruje pomocu odgovarajuceg detektora u aparatu. Iz

ciklusa u ciklus raste intenzitet fluorescencije, Sto omoguéava da se u realnom vremenu
prati dinamika PCR reakcije. Na kraju PCR reakcije detektovano znacajno povecanje
fluorescencije samo jedne od boja ukazuje na homozigotno stanje za dati alel, dok

povecanje fluorescencije obe boje ukazuje na heterozigotno stanje.

Za detekciju i analizu polimorfizama gena TNF-a i IL-12Bu genomu ispitanica
primenjena je TagMan metoda koriS¢enjem komercijalno dostupnih smesa
oligonukleotida i to za TNF-ars1800629 (#C_ 514879 10) i IL-12Brs3212227
(#C__ 2084293 10) (Thermo Fisher Scientific, Voltam, Masacusets, SAD).
Amplifikacija fragmenata DNK Real-time PCR metodom vr$ena je pomoc¢u navedenih
smeSa komercijalnih oligonukleotida i Maxima™ Probe qPCR 2X Master Mix,
(Thermo Fisher Scientific, Voltam, Masacusets, SAD) prema preporukama proizvodaca
reagenasa. Amplifikacija je vrSena u optickim plo¢ama za PCR, formata 8 x 12
bunarc¢i¢a (Thermo Fisher Scientific, Voltam, Masacusets, SAD), u koje su sipane
reakcione smeSe od 5 pl 2 x Real Master Mix Probe (Thermo Fisher Scientific, Voltam,
Masacusets, SAD), 0,25 ul komercijalne smese oligonukleotida za detekciju navedenih
polimorfizama 1 4,75 ul ispitivanog DNK uzorka (4 ng/ul). PloCe su zatim zatvarane
lepljenjem optickog filma (Thermo Fisher Scientific, Voltam, Masacusets, SAD), kratko
centrifugirane na 1500g i smesStane u termoblok Realplex2 PCR masine (Eppendorf,
Hamburg, SR Nemacka). PloCe su pre amplifikacije inkubirane u termobloku 4 minuta
na 95°C da bi se aktivirala DNK polimeraza. Temperaturni profil amplifikacije je bio
95°C 15 sec — 60°C 1 minut sa 40 ponavljanja. Merenje fluorescencije u svakom
ciklusu vrSeno je na 60°C. Po zavrSetku amplifikacije odredivani su aleli pomocu

Realplex 2.0 softvera uz ru¢no podesavanje linije praga detekcije.

Za polimorfizam IFN-y (-874 T/A; rs2430561), s obzirom da nisu postojali
komercijalno dostupni oligonukleotidi, koris¢ena je smeSa oligonukleotida koja je
posebno dizajnirana uz optimizovanje uslova za amplifikaciju i razlikovanje alela po
protokolu koji je prethodno opisan u Popadi¢ D. i autori (600 nM F / 600 nM R / 250
nM A TagMan proba / 400 nM T TagMan proba, finalne koncentracije). Temperaturni
profil amplifikacije je bio 95°C 15 sec — 55°C 1 minut — 68°C 20 sekundi sa 39

ponavljanja. Merenje fluorescencije u svakom ciklusu vrseno je na 68°. Po zavrsetku
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amplifikacije odredivani su aleli pomocu Realplex 2.0 softvera uz ru¢no podeSavanje

linije praga detekcije.
3.2.6. Statisticka obrada

Prikupljeni podaci su sistematizovani i obradeni na personalnom racunaru uz
primenu standardnih statistickih procedura (SPSS ver 19.0 IBM Corp). U analizi su
razmatrani relevantni parametri 1 obeleZja definisani ciljevima istraZivanja 1

pretpostavljenim hipotezama.
Primenjene su sledece metode statisticke obrade:

e prikupljanje i statisti¢ko sredivanje podataka,

e tabelarno-graficko predstavljanje rezultata.

Analiza signifikantnosti razlika obeleZja izvrSena je primenom parametarskih 1

neparametarskih testova:

e »? (Che Square ) test,

e Fisher-ov exact test

e Student-ov t-test,

e ANOVA-jednofaktorskaanaliza,
e Mann-Whitney U-test,

e Kruskal Wallis test.

Primenjene su i korelaciona analiza (Pearson-ov/Spearman-ov koeficijent
korelacije) i multipla regresiona analiza. Testiranje znacajnosti razlika izvrSeno je na

nivou verovatnoce p<0.05.
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Sprovedeno istrazivanje obuhvatilo je 541 zenu, medu kojima je kod 84 ispitanice

(15,5%) registrovana infekcija visoko onkogenim HPV (HR- HPV).Dalja istrazivanja
definisana ciljevima su se odnosila na HR HPV pozitivne pacijentkinje. Grupa
ispitanica sa HR-HPV potom je podeljena u Cetiri podgrupe prema rezultatu citoloskog
nalaza na cerviksu. Raspodela Zena po ovim podgrupama prikazana je na Grafikonu 1.
Kontrolnu grupu cinile su Zene sa normalnim nalazom na cerviksu (PAP II); drugu
podrgrupu cinile su zene kod kojih je citoloski nalaz atipicnih ¢elija nepoznatog porekla
definisan kao ASCUS; trecu grupu cinile su pacijentkinje sa LSIL nalazom (CIN 1), a
cetvrtu grupu pacijentkinje sa HSIL nalazom (CIN II/IIT).

HR HPV+

LSIL (CIN I
23 (27.4%)

Grafikon 1. Raspodela u ispitivanim grupama prema citoloskom nalazu

Pored prvobitne raspodele, podela ispitanica sa HR-HPV izvrSena je i prema
rezultatu kolposkopskog nalaza. Prvu grupu ¢inile su ispitanice kod kojih je nalaz bio
normalan (54,8%), dok su drugu grupu ¢inile one ispitanice koje su imale atipian nalaz

(45,2%). Ovi rezultati prikazani su na Grafikonu 2.
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KOLPOSKOPSKI NALAZ

atipican
14 (45.2%)

Grafikon 2. Raspodela u ispitivanim grupama prema kolposkopskom nalazu
4.1. Demografske karakteristike pacijentkinja

Najmlada Zena u studiji imala je 20 godina, a najstarija 73 godine. Zene sa
normalnim citoloSkim nalazom su bile najmlade medu svim pacijentkinjama prose¢ne
starosne dobi 0d34,5+8,2 godina, dok su Zene koje su imale ASCUS bile prosecne
starosti 37,1+9,0, Sto nije znacajno razli¢ito u odnosu na grupu Zena sa blagim stepenom
CIN koje su u proseku imale 37,4+9,5 godina. Zene sa najtezim oblicima CIN bile su
signifikantno starije u odnosu na druge grupe, a njihova prose¢na starosna dob iznosila

je 46,7+12,2 (Tabela 4).

Signifikantan broj Zena potice iz gradske sredine, pre svega iz Beograda i po
pitanju ove demografske karakteristike sve uporedivane grupe su sli¢ne. Distribucija
ispitanica prema stepenu $kolske spreme pokazuje da su Zene sa HSIL najéesce srednjeg

nivoa obrazovanja, a u zna¢ajno malom broju slu¢ajeva sa visokom stru¢nom spremom.

Sli¢nost ispitivanih podgrupa uocena je i u raspodelama ispitanica po bracnom i
socijalnom statusu. NeSto veca ucestalost nezaposlenosti registrovana je kod Zena sa

HSIL nalazom, medutim ova razlika nije bila statisti¢ki znacajna (Tabela 4).
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Tabela 4. Demografske karakteristike u ispitivanim grupama
grupa HR-HPV+
citoloski nalaz

PAP I p

(Control) ASCUS LSIL HSIL
starosna dob

34.5+8.2 37.1+9.0 37.4+9.5 46.7+12.2 0.007*
mesto stanovanja
Beograd 15 (75.0) 19 (86.4) 16 (69.6) 13 (68.4)
drugi grad 3 (15.0) 2 (9.1) 5 (21.7) 3 (15.8) 0.507
Selo 2 (10.0) 1 (4.5) 2 (8.7) 3 (15.8)
Skolska sprema
Niza 2 (10.0) 1 (45) 2 (8.7) 4 (21.1)
Srednja 7 (35.0) 10 (45.5) 13 (56.5) 12 (63.2)  0.045%
Visoka 11 (55.0) 11 (50.0) 8 (34.8) 3 (15.8)
bracni status
Udata 9 (45.0) 11 (50.0) 13 (56.5) 11 (57.9)
neudata 11 (55.0) 10 (45.5) 10 (43.5) 3 (15.8) 0.183
razvedena 0 (0) 1 (4.5) 0 (0) 5 (26.3)
socijalni status
zaposlena 12 (60.0) 18 (81.8) 19 (82.6) 11 (57.9) 0.139
nezaposlena 8 (40.0) 4 (18.2) 4 (17.4) 8 (42.1) '

*, significantno p<0.05, Chi-Square-Fisher's Exact Test, One-Way ANOVA, Student’s

t-test sr+sd, n(%).

4.2. Distribucija HR-HPYV genotipova i njihova korelacija sa citolo§kim i

kolposkopskim nalazom

Na grafikonu 3 i tabeli 5 prikazana je distribucija rezultata genotipizacije 12
detektovanih HPV tipova prema definisanim podgrupama citoloSkog nalaza u

ispitivanom uzorku pacijentkinja sa HPV infekcijom.

Najzastupljeniji genotip HPV bio je HR-HPV tip 16 koji je u ukupnom uzorku
detektovan kod 42,9% slucajeva, a §to je bilo bez znacajne razlike u odnosu na pojavu
ostalih HPV tipova zajedno. Drugi po ucestalosti bio je HR-HPV tip 45 zastupljen u
15,5% slucajeva i tip 31 koji je detektovan kod 10,7% ispitanica. Svi ostali tipovi bili su

zastupljeni sa znatno manjom ucestalos¢u od 1,2% do 6%.
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Povezanost polimorfizama gena za TNF-a, IFN-y i IL-12 sa nastankom cervikalne
intraepitelijalne neoplazije kod Zena sa infekcijom humanim papiloma virusom

Rezultati
Testiranjem znacajnosti razlika u raspodelama genotipova izmedu podgrupa

citoloskog nalaza (PAP Il, ASCUS, LSIL, HSIL) dokazuje se da ona postoji na
signifikantnom nivou (Kruskal Wallis Test, p<0.001).

HR-HPV tip 16 u podgrupi ispitanika sa HSIL nalazom bio je zastupljen u 89,5%
slucajeva, dok je u ostalim podgrupama citoloskog nalaza registrovan u oko 10% -50%
slucajeva, $to je statisticki znacajna ucestalost. Medutim, razlika u raspodelama HPV
genotipova izmedu ostalih podgrupa citoloskog nalaza (PAP II, ASCUS, LSIL) nije bila
statistiCki znacajna (Kruskal Wallis Test, p=0.136).
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Grafikon 3. Distribucija HPV genotipova prema citoloskom nalazu
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Povezanost polimorfizama gena za TNF-a, IFN-y i IL-12 sa nastankom cervikalne
intraepitelijalne neoplazije kod Zena sa infekcijom humanim papiloma virusom

Rezultati
Tabela 5. Distribucija HR-HPV pozitivnih zena prema HPV genotipu
grupa HR-HPV+
citoloski status
(KFC’)’:E ol'r']a) ASCUS LSIL HSIL Ukupno
HPV
Genotipovi
16 2 (10.0) 11 (50.0) 6 (26.1) 17 (89.5) 36 (42.9)
18 0 (0.0 0 (0.0 2 (8.7) 2 (10.5) 4 (4.8)
31 6 (30.00 0 (0.0 3 (13.0) 0 (0.0 9 (10.7)
33 2 (10.0) 1 (4.5) 1 (4.3) 0 (0.0 4 (4.8)
35 0 (0.0 0 (0.0 1 (4.3) 0 (0.0 1 (1.2
45 1 (5.0) 5 (227) 7 (30.4) 0 (0.0 13 (15.5)
52 2 (1000 3 (136) 0 (0.0 0 (0.0 5 (6.0
53 3 (15.0) 1 (4.5) 0 (0.0 0 (0.0 4 (4.8)
58 3 (1500 0 (0.0 0 (0.0 0 (0.0 3 (3.6)
59 0 (0.0 1 (4.5) 0 (0.0 0 (0.0 1 (1.2
62 1 (5.0) 0 (0.0 0 (0.0 0 (0.0 1 (1.2
66 0 (0.0 0 (0.0 3 13.0 0 (0.0 3 (3.6)
n(%)

Distribucija rezultata genotipizacije detektovanih 12 HPV tipova prema

kolposkopskom nalazu prikazana je na tabeli 6 i grafikonu 4.

HPV-16 dominantno je bio zastupljen u obe grupe kolposkopskog nalaza. Nesto
veca ucestalost pojave ovog genotipa pri atipicnom kolposkopskom rezultatu nije bila i
statisticki znacajna. Uporedivanjem raspodela ovog i ostalih genotipova sa tabele 6
utvrduje se da se one signifikantno ne razlikuju u odnosu na rezultat kolposkopskog
nalaza: normalan ili atipican, kod HR-HPV pozitivnih zena (Mann-Whitney U-test,
p=0.357)
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Povezanost polimorfizama gena za TNF-a, IFN-y i IL-12 sa nastankom cervikalne
intraepitelijalne neoplazije kod Zena sa infekcijom humanim papiloma virusom

Tabela 6. Distribucija HPV genotipova prema kolposkopskom nalazu

grupa HR-HPV+
kolposkopski nalaz

normalan atipi¢an
HPV genotip
16 8 47.1 8 57.1
18 0 0.0 1 71
31 1 59 0 0.0
33 0 0.0 1 71
45 2 11.8 2 143
53 2 11.8 1 71
58 2 118 0 0.0
59 1 59 0 0.0
66 1 59 1 71
n(%)
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Grafikon 4. Distribucija HPV genotipova prema kolposkopskom nalazu

Rezultati
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Povezanost polimorfizama gena za TNF-a, IFN-y i IL-12 sa nastankom cervikalne
intraepitelijalne neoplazije kod Zena sa infekcijom humanim papiloma virusom

Rezultati
4.3. Polimorfizmi gena za TNF-a, IFN-y i IL-12

4.3.1. Raspodele i korelacije genotipova-polimorfizama

Distribucija genotipova i alela proinflamatornih citokina prema citoloskom nalazu
prikazana je na tabeli 7. Statistickim testiranjem znacajnosti razlika izmedu grupa
pokazalo se da je u grupama razlic¢itog citoloskog nalaza, jedino u slucajevima umerene
1/ili teSke cervikalne displazije, znacajno veca ucestalost visoke produkcije TNF-a gena

(A alela, 75% , p=0.010).

Istovremeno, izmedu ostalih grupa (PAP II, ASCUS, LSIL), raspodele alela
proinflamatornih citokina TNF-a gena, ne razlikuju se znafajno. Dominacija GG
genotipa u oko 72% - 86% slucajeva i izuzetno retka pojava AA genotipa tipi¢na je

raspodela za ove citoloske podgrupe.

U analiziranom uzorku nije dokazana znacajna razlika u distribuciji gena IFN-y i
IL-12 koji kodiraju relevantne proinflamatorne citokine, prema kontrolnoj (PAP 11) i

ostalim grupama citoloskog nalaza (p=0.572 i p=0.513).

Niska produkcija IFN-y homozigotnog AA alela, koja bi prema postavljenoj
hipotezi predstavljala poviSen rizik za nastanak cervikalnog karcinoma, nesto je
ucestalija u ASCUS 1 LSIL cervikalnom nalazu (57,1% 1 50% slucajeva). Heterozigotni
AT alel preovladuje u kontrolnoj, ali i grupi sa HSIL nalazom (71,4% i 100%

slucajeva).

Sli¢na je situacija i u raspodeli alela IL-12, koji u slu¢ajevima PAP II (kontrolna
grupa) ima najvecu ucestalost niske produkcije homozigotnog AA alela (71,4%), dok je
1 kod ASCUS ista ucestalost AC alela ovog gena (71,4%). U citoloSkim nalazima LSIL

i HSIL u 50% zastupljena je rizi¢na, niska produkcija ovog IL-12.
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Povezanost polimorfizama gena za TNF-a, IFN-y i IL-12 sa nastankom cervikalne
intraepitelijalne neoplazije kod Zena sa infekcijom humanim papiloma virusom

Rezultati
Tabela 7. Distribucija genotipova i alela proinflamatornih citokina prema citoloSkom

nalazu
) citoloski nalaz
Ggl'glt)'p PAP II ASCUS LSIL HSIL D
N % N % N % N %
TNF- GG 6 | 8.7 | 5 71.4 5 83.3 0 0.0
o GA 1 14.3 2 28.6 0 0.0 1 | 25.0 | 0.010*
AA°® 0 0.0 0 0.0 1 16.7 3 | 750
IFN-y AA° 1 14.3 4 57.1 3 50.0 0 0.0
AT 5 714 2 28.6 1 16.7 4 |(100.0| 0.572
TT 1 14.3 1 14.3 2 33.3 0 0.0
IL-12 AA° 5 | 714 | 2 | 286 | 3 50.0 | 2 | 500
AC 2 | 286 | 5 71.4 2 33.3 2 |50.0]| 0.513
CC 0 .0 0 .0 1 16.7 0 .0
e - visoka produkcija o - niska produkcija *. signifikantno
p<0.05

U cilju postizanja bolje preglednosti raspodele i uticaja alela proinflamatornih
citokina sa poviSenim rizikom za nastanak promena na cerviksu, oni SU grupisani u
odnosu na njihove heterozigotne kombinacije i uporedeni u kontrolnoj naspram ostalih

grupa citoloskog nalaza (Tabela 8).

Ocigledno je da se svi slucajevi visoke produkcije TNF-o gena javljaju van
kontrolne grupe (100%) i to pri umerenoj i teskoj cervikalnoj displaziji, premda je
visokosekretorni AA alela u kontrolnoj grupi zastupljen sa 65% slucajeva u odnosu na

ostale grupe, tako da statistiCka znacajnost ipak nije dokazana (p=0.160).

Niska produkcija AA alela proinflamatornih citokina IFN-y gena koja bi mogla po
hipotezi da ima vec¢i rizik za prognozu cervikalnog karcinoma, u ve¢em broju slucajeva
zastupljena je pri svim citoloskim nalazima (87,5%) u odnosu na normalan nalaz. Ni u
ovom slucaju to nije statisticki znacajno veca ucestalost u odnosu na nisku produkciju

alela ovog gena (65% slucajeva) u kontrolnoj grupi (p=0.204).
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Povezanost polimorfizama gena za TNF-a, IFN-y i IL-12 sa nastankom cervikalne
intraepitelijalne neoplazije kod Zena sa infekcijom humanim papiloma virusom

Rezultati
Niska produkcija AA alela proinflamatornih citokina IL-12 gena, u ve¢em broju

slu¢ajeva zastupljena je u kontrolnoj grupi (83,3%) u odnosu na sve ostale cervikalne
nalaze (58,3% - ASCUS, LSIL, HSIL). Razlika u ucestalosi niske produkcije AA alela
IL-12 gena izmedu kontrolne i ostalih citoloskih nalaza zajedno, ni u ovom sluc¢aju, nije

znacajna (p=0.178).

Zakljucuje se da je prezentovan uzorak ispitivanih polimorfizama citokinskih gena
pruzio pokazatelje o nekim od pretpostavljenih trendova produkcije koje bi mogle da
imaju protektivni, odnosno favorizujuci znacaj, za nastanak karcinoma grli¢a materice
udruzen sa HR-HPV. Pri ovoj veli¢ini uzorka distribucije genotipova 1 alela
proinflamatornih citokina nije bilo statisticki signifikantnog pokazatelja o njihovoj

protektivnoj ili favorizujucoj ulozi.

Tabela 8. Distribucija genotipova i alela proinflamatornih citokina visoke i niske

produkcije prema kontrolnoj grupi i ostalim citoloskim nalazima

_ kontrolna grupa i ostali nalazi

Gg;glt)'p PAP I ASCUS,LSIL,HSIL

N % N %

TNF-0. GG+GA 7 35.0 0 .0
AA® 13 65.0 4 100.0

IFN-y  AA° 10 62.5 7 87.5
AT+TT 6 37.5 1 12.5

IL-12 - AA° 10 83.3 7 58.3
AC+CC 2 16.7 5 41.7

e - visoka produkcija o - niska produkcija *. signifikantno p<0.05

U nastavku analize uporedivane su distribucije genotipova i alela
proinflamatornih citokina prema kolposkopskom nalazu. Utvrdeno je da se ni jedna od

raspodela ne razlikuje zna€ajno u odnosu na normalan ili atipi¢an kolposkopski nalaz

(Tabela 9).
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Povezanost polimorfizama gena za TNF-a, IFN-y i IL-12 sa nastankom cervikalne
intraepitelijalne neoplazije kod Zena sa infekcijom humanim papiloma virusom

Rezultati
Tabela 9. Distribucija genotipova 1 alela proinflamatornih citokina prema
kolposkopskom nalazu
Geroi kolposkopski nalaz p
é r;glt)'p normalan atipican
N % N %
TNF-a GG 9 75.0 7 58.3
GA 2 16.7 2 16.7 0.443
AA°® 1 8.3 3 25.0
IFN-y  AA° 5 41.7 3 25.0
AT 6 50.0 6 50.0 0.391
TT 1 8.3 3 25.0
IL-12 AA° 7 58.3 5 41.7
AC 5 41.7 6 50.0 0.410
CcC 0 .0 1 8.3

e - visoka produkcija o - niska produkcija *. signifikantno p<0.05

Kao $§to je prethodna analiza pokazala, na ispitivanom uzorku genskih
polimorfizama proinflamatornih citokina nije utvrdena znacajnija genska predispozicija
koja bi mogla da nalaz odredenog citokinskog profila poveze sa nastankom cervikalne
bolesti udruzene sa HR-HPV, osim prisustva TNF-a AA alela koji pokazuje znacajniju

povezanost sa progresijom promena u HSIL, pri HR-HPV infekciji.

4.4. Utvrdivanje i ispitivanje kofaktora rizika za nastanak cervikalne bolesti

Na osnovu anonimne pismene ankete, popunjavanjem upitnika koji je sadrzao
pored osnovnih podataka o pacijentu i socio-demografskih podataka, podatke o
seksualnim 1 Zivotnim navikama, kao i drugim kofaktorima od znaaja za nastanak
cervikalne bolesti udruzene sa HR-HPV, izvrsena je analiza faktora rizika za nastanak
umerene/teSke displazije po ispitivanim grupama (Tabelal0).

Zastupljenost pusaca bila je sli¢na u svim podgrupama i iznosila je od 42% - 59%.
Prose€an pusacki period varirao je od 12 do 20 godina, s tim §to je znaCajno najduzi
period registrovan u grupi ispitanica sa HSIL. Prosecan broj cigareta po danu kretao se

od 14 do 18, sto nije pokazano kao znacajna razlika medu grupama.
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Rezultati
Prose¢na uhranjenost ispitanica izrazenakao BMI bila je najniza u kontrolnoj

grupi kao i1 u grupi ispitanica sa ASCUS nalazom. Kod ispitanica sa LSIL i HSIL

vrednosti BMI bile su signifikantno viSe i nalazile su se u kategoriji gojaznih.

Najveca ucestalost neredovnih menstrualnih ciklusa registrovana je kod ispitanica
sa HSIL cervikalnim nalazom i bila je znacajno visa u odnosu na sve ostale uporedivane
grupe, ali ova karakteristika moze se objasniti i starosnom dobi kojoj ve¢inom pripadaju
Zene iz ove grupe, s obzirom na to da je kod mladih Zena neredovan ciklus zabelezen u

samo nekoliko slucajeva.

U kontrolnoj grupi ispitanica sa PAP Il nalazom, upotreba kondoma kao metode
kontracepcije bila je zastupljena u 70% slucajeva §to je znacCajno vise u odnosu na sve
ostale grupe. Znacajna karakteristika grupe ispitanica sa HSIL nalazom bila je odsustvo
upotrebe bilo kakve vrste kontracepcije u odnosu na ostale grupe, a kada je
kontracepcija bila primenjivana onda je to u vrlo malom broju sluc¢ajeva bila upotreba

kondoma.

Ispitanice sa HR-HPV, bez obzira na citoloski nalaz, imale su menarhu sa oko 13

godina, dok su prvi seksualni odnosi bili u starosnoj dobi izmedu 18 - 19. godine zivota.

Ucestalost veceg broja seksualnih partnera bila je svojstvena skoro svim
ispitivanim grupama sa verovatno¢om od 50% do 55% slucajeva, jedino je u grupi
pacijentkinja sa HSIL nalazom bila nesto ispod 40%. Ni u ovom slucaju se razlike

izmedu ispitivanih grupa nisu pokazale kao statisticki znaCajne.

Prema broju porodaja, broju dece, broju abortusa i spontanih pobacaja, skoro sve
ispitivane grupe bile su vrlo sli¢ne. Ispitanice sa HSIL nalazom u proseku su imale
najveci broj porodaja i dece (median=2), §to je primetno viSe u odnosu na ostale grupe,
ali se na prilozenom uzorku ispitanica nije pokazalo kao statisticki znacajna razlika.
Veéi broj porodaja i dece u ovoj grupi je ha granici statisticke znacajnosti (p=0.06),

imoZze se smatrati znacajnim za prag pouzdanosti p<0.10 (Tabela 10).
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Rezultati

Tabela 10. Analiza faktora rizika za nastanak umerene/teske displazije u ispitivanim

grupama
grupa HR-HPV+
citoloski nalaz
PAP II p
(Control) ASCUS LSIL HSIL
Pusenje
Puga¢ 11 (55.0) 13 (59.1) 10 (43.5) 8  (421) (o
nepusac 9 (45.0) 9 (40.9) 13 (56.5) 11 (57.9)
duZina pusackog staZa
Godine 12.1+7.4 15.2+7.6 15.2+7.2 20.5£10.0 0.015*
broj cigareta
Broj 13.9+4.5 13.9+4.4 15.2+6.4 18.4+5.9 0.175
BMI
Index 21.5+2.2 24.7£2.9 26.5£3.4 26.0£3.9 0.001*
Menarha
Godine 13.0+0.9 13.1+1.6 13.0£1.4 13.5+1.2 0.662
redovnost ciklusa
Da 16 (80.0) 21 (95.5) 19 (82.6) 9 (47.4) 0,030
Ne 4 (20.0) 1 (4.5) 4 (17.4) 10 (52.6)
prvi seksualni odnos
Godine 17.8+£2.6 19.1+2.7 18.4+1.9 18.4+2.3 0.355
zastita od trudnoce
prekinuti snosaj 2 (10.0) 5 (22.7) 8 (34.8) 3 (15.8)
kondom 14 (70.0) 7 (31.8) 4 (17.4) 2 (10.5)
Spirala 0 (0) 2 (9.1) 2 (8.7) 1 (5.3) 0.023*
Eﬁﬂtlgacem'v”e 1 (5.0) 1 (4.5) 2 8.7) 2 (10.5)
NE 3 (15.0) 7 (31.8) 7 (30.4) 11 (57.9)
broj seksualnih partnera
1 1 (5.0) 2 (9.1) 2 (8.7) 5 (26.3)
2 8 (40.0) 9 (40.9) 10 (43.5) 7 (36.8) 0.412
31 vise 11 (55.0) 11 (50.0) 11 (47.8) 7 (36.8)
broj porodaja 0 (02) 1 (03) 0 (01) 2 (03) 0.060
broj dece 0 (02) 1 (03) 0 (01) 2 (04) 0.060
broj abortusa 0 (02) 0 (01) 1 (02) 2 (0 3) 0.100
broj spontanih 0 (00) 0 (02) 0 (01) 1 (01) 0.231

pobacaja

*, significantno p<0.05 , Kruskal Wallis Test, Chi-Square Test,One-Way
ANOVAsrzsd, n(%), median (min max)
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intraepitelijalne neoplazije kod Zena sa infekcijom humanim papiloma virusom

Rezultati
Ostali faktori rizika za nastanak cervikalne displazije prikazani na tabeli 11. Ovi

faktori rizika odnose se na podatke o intervencijama na cerviksu, ranijim infekcijama i
njihovom leCenju, drugim bolestima ispitanica i podacima o ginekoloskim bolestima u

porodici.

Lecenje od STD je u najmanjem broju slucajeva bilo zastupljeno u kontrolnoj
grupi (10%). U ostalim grupama bilo je 16% - 22% ovih sluCajeva, tako da se

uporedivane grupe nisu znacajno razlikovale.

Utvrdeno je da su ranije vaginalne infekcijekao i infekcije na grlicu materice u
signifikantno velikom broju slu¢ajeva bile zastupljene kod Zena koje su imale LSIL
(73,9%), dok su kod ispitanica sa HSIL bile zastupljene u 57,9% slucajeva. Kod

pacijentkinja sa LSIL i HSIL ucestalost je bila znacajno ve¢a u odnosu na kontrolnu

grupu.

Najveca ucestalost rekurentnih genitalnih infekcija bila je zastupljena kod

ispitanica sa LSIL nalazom i to signifikantno viSe u odnosu na sve ostale grupe.

Najveci broj ranije leCenih infekcija je utvrden kod ispitanica sa LSIL i HSIL
nalazom, $to odgovara najve¢em broju ranijih cervikalnih ili vaginalnih infekcija u ovim
grupama. Ipak, primecuje se da je leCenje infekcija u odnosu na njihov razvoj izostalo u

najve¢em broju slucajeva u grupi zena sa LSIL nalazom u odnosu na druge grupe.

Ni za jednu od ispitivanih grupa nije utvrdena statisticki znac¢ajna razlika u odnosu
na nalaz promena na grlicu materice. Kod 59% - 78% Zena koje su imale HR-HPV, bez

obzira na citoloski nalaz, zabeleZena je barem jedna promena na cerviksu.

Intervencije na grliéu materice su se sa signifikantno ve¢om ucestalosti javljale

kod ispitanica sa HSIL, $to je bila razlika u odnosu na ostale grupe.

Pojava ginekoloskih bolesti u porodici najcesce je bila zabelezena kod ispitanica
iz kontrolne grupe, a zatim kod ispitanica sa HSIL promenama, ali utvrdeno je da ta

razlika nije bila statisticki znacajna.
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Rezultati
U grupi ispitanica sa PAP II citoloskim nalazom prisustvo drugih bolesti bilo je

zastupljeno u 5% slucajeva, dok je u drugim grupama bilo zastupljeno u 22% - 37%

sluc¢ajeva, tako da su se ove grupe signifikantno razlikovale u odnosu na kontrolnu

grupu.

Tabela 11. Analiza faktora rizika za nastanak umerene/teske displazije u

ispitivanim grupama

grupa HR-HPV+
citoloski nalaz

PAP I p
(Control) ASCUS LSIL HSIL
ranije leCene od seksualno prenosivih bolesti
Da 2 (10.0) 4 (18.2) 5 (21.7) 3 (15.8) 0.712
Ne 18 (90.0) 18 (81.8) 18 (78.3) 16 (84.2)
ranije cervikalne ili vaginalne infekcije
Da 5 (25.0) 8 (36.4) 17 (73.9) 11 (57.9) 0.007*
Ne 15 (75.0) 14 (63.6) 6 (26.1) 8 (42.1)
ucestale/ponovljene infekcije
Da 4 (20.0) 5 (22.7) 14 (60.9) 2 (10.5) 0.002*
Ne 16 (80.0) 17 (77.3) 9 (39.1) 17 (89.5)
ranije leCene infekcije
Da 5 (25.0) 8 (36.4) 11 (47.8) 10 (52.6) 0154
Ne 15 (75.0) 14 (63.6) 12 (52.2) 9 (47.4)
promene na grlicu materice
Da 13 (65.0) 13 (59.1) 18 (78.3) 12 (63.2) 0559
Ne 7 (35.0) 9 (40.9) 5 (21.7) 7 (36.8)
intervencije na grliéu materice
Da 4 (20.0) 6 (27.3) 4 (17.4) 12 (63.2) 0.006*
Ne 16 (80.0) 16 (72.7) 19 (82.6) 7 (36.8)
ginekoloSke bolesti u porodici
Da 9 (45.0) 4 (18.2) 4 (17.4) 7 (36.8) 0.123
Ne 11 (55.0) 18 (81.8) 19 (82.6) 12 (63.2)
druge bolesti
Da 1 (5.0) 7 (31.8) 5 (21.7) 7 (36.8) 0.039%
Ne 19 (95.0) 15 (68.2) 18 (78.3) 10 (63.2) '

*, significantno p<0.05 ,Chi-Square Test
n(%)
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4.4.1. Kofaktori koji uticu na nastanak nepovoljnog citoloskog statusa

Daljom obradom podataka sve prethodno analizirane varijable su u svojstvu
kofaktora razmatrane u vidu parametara koji predstavljaju meru njihove povezanosti sa
razli¢itim citoloskim statusom (ASCUS, LSIL, HSIL) u poredenju sa kontrolnom
grupom (PAP 11).

Na grafikonu 5 prikazane su procenjene Sanse (0dds ratios - OR) i odgovarajuci
95% intervali poverenja kao mere povezanosti varijabli razli¢itih citoloskih statusa
prema kontrolnoj grupi. Prikazane su samo one varijable koje su znacajne kao rizi¢ni
faktori u naruSavanju normalnog citoloskog statusa u uslovima HR-HPV infekcije,

odnosno, ¢ije su OR 1 95% CI vrednosti signifikantne (p<0.05).

Upotreba kondoma razmatrana je u svojstvu protektivnog kofaktora u HR-HPV
infekciji. Primetno je sa Grafikona 5 da je faktor od najveéeg uticaja pri bilo kojem
neregularnom citoloskom nalazu izostanak kondoma kao kontraceptivhog metoda,
odnosno, ovaj vid zastite bio je primenjivan u signifikantno manjem broju slucajeva,
dok je izuzetno ucestala primena ovog metoda kontracepcije u kontrolnoj grupi, sa
normalnim citoloskim nalazom (95%). Zbog izostanka primene kondoma povecava se
Sansa za nastanak cervikalne displazije HSIL preko 5 puta (OR=5.65, 95% CI 1.738-
20.447), za nastanak LSIL-a Sansa je povecana 4 puta (OR=4.02, 95% CI 1.579-10.260)
i za nastanak ASCUSA-a oko 2 puta (OR=2.02, 95% CI 1.119-4.324) pri infekciji HR-
HPV.

Gojaznost definisana sa BMI>25 je faktor koji uvecava Sansu za LSIL i HSIL
promene za 2-3 puta kod pacijentkinja sa HR-HPV. Osim toga, starosna dob je kod

HSIL nalaza faktor koji, uz gojaznost, na slican nacin povecava rizik

U odnosu na normalan cervikalni status, pri HR-HPV infekciji, kod LSIL
promena dominiraju ranije vaginalne infekcije 1 infekcije grlica materice za koje je
izostalo lecenje i koje su se ponavljale, Sto povecava Sansu za LSIL promenama za 2-3

puta.
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Vecéi broj porodaja, izrazen preko broja rodene dece u slucajevima sa HSIL

promenama uvecava Sansu za ovaj nalaz preko 5 puta, a intervencije na grlicu materice

za oko 2 puta.

HR-HPV pozitivne zene sa HSIL nalazom su po demografskim pokazateljima
naj¢es¢e srednjeg obrazovanja, Sto se pokazuje kao potencijalno rizican faktor ili
obelezje svojstveno HSIL statusu sa ucestaloS¢u preko tri puta ve¢om u odnosu na

normalan nalaz.

Takode je pokazano da kod zena sa HSIL nalazom izvestan hormonski disbalans,
prezentovan kao neregularnost ciklusa, moze biti relativno rizican faktor (OR=1,69), sto
takode moze biti vezano i za vecu starosnu dob pacijentkinja i ulazak u menopauzu
(Grafikon 5).
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OR (95% CI) HASCUS mLSIL m HSIL
*significant p<0.05 4
.. _ 2.20 (1.119-4.324)
kontracepcija-kondom NE p=0.013*
'_ 2.30 (1.353-3.908)
BMI>25 Pro-010"
J 4.02 (1.579-10.260)
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 ——— o
ranije infekcije 2.04 (1.174-3.561)
D i
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Grafikon 5. Faktori rizika u razli¢itim citolos§kim nalazima u odnosu na kontrolnu grupu

kod HR-HPV infekcije
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4.5. Koinfekcije i njihova raspodela prema citoloSkom statusu

Na grafikonu 6 prikazane su cervikalne i vaginalne koinfekcije prema

preovladuju¢im uzrocnicima i u odnosu na citoloski status u ispitivanim podgrupama.

U signifikantnom broju slucajeva u citoloSkom nalazu teske cervikalne displazije
(HSIL) preovladivala je Chlamydia trachomatis kao uzro¢nik (81,8% slucajeva,
p<0.05). U ostalim grupama citoloSkog nalaza postojala je kombinacija uzro¢nika bez

statisticki znaCajne razlike u zastupljenosti.

Vaginalne i cervikalne infekcije
0.0 200 400 60.0 800 100.0

60.0% Ureaplasma urealyiticum i Mycoplasma hominis

LRHPV

PAP-II

LRHPV

ASCUS Ureaplasma urealyiticum

Ureaplasma urealyiticum
LSIL

Chlamydia trachomatis
HSIL

Grafikon 6. Vaginalne i cervikalne infekcije prema citoloskom statusu
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4.6.Povezanost kolposkopskog i citoloSkog nalaza kod pacijentkinja sa HR-

HPV infekcijom

Od interesa za ovo istrazivanje bilo je i da se utvrdipovezanost kolposkopskog i

citoloS§kog nalaza kod pacijentkinja sa HR-HPV infekcijom (Tabela 12).

Raspodela kolposkopskog prema svim podgrupama citoloskog nalaza pokazuje
da se kod normalnog kolposkopskog nalaza ucestalost normalnog citoloskog nalaza na
cerviksu javlja u kontrolnoj grupi (PAP II) u oko 35% slucajeva. Ucestalost ostalih
nalaza na cerviksu, pri normalnom kolposkopskom nalazu, se smanjuje (oko 29%
ASCUS i0ko 18% LSIL i HSIL) (Tabela 12).

Nasuprot tome, kada se ucestalost citoloskog nalaza posmatra u grupi atipi¢nog
kolposkopskog nalaza, trend promene odvija se u suprotnom smeru. U ovoj grupi nije
zastupljen ni jedan slu€aj normalnog citoloskog nalaza, a najve¢u ucestalost imaju

umeren 1 tezak stepen CIN (36%).

Primetna razli¢itost u raspodelama citoloSkog nalaza, dokazuje se statistiCkim
uporedivanjem izmedu grupa prema rezultatu kolposkopskog nalaza. Ove dve grupe se
signifikantno razlikuju na naéin koji je prethodno opisan (Mann-Whitney U-test,
p=0.049<0.05, Tabela 12, Grafikon 7).

Tabela 12. Kolposkopski i citoloski nalaz u ispitivanom uzorku

kolposkopski nalaz

normalan atipican
citoloski nalaz
PAP I 6 (35.3) 0 (0.0
ASCUS 5 (29.4) 4 (28.6)
LSIL 3 (17.6) 5 (35.7)
HSIL 3 (17.6) 5 (35.7)
n(%)
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Grafikon 7. Kolposkopski i citoloski nalaz u ispitivanom uzorku

Uopsteniju predstavu o udelu razli¢itih citoloSkih promena kod normalnog 1
atipicnog nalaza predstavlja prikaz u kome su kontrolna grupa i ASCUS prikazane
sumirano, u odnosu na sve pojave umerene i teSke intraepitelijalne lezije cerviksa

zajedno.

Na tabeli 13 se vidi da se u oko 74% slu¢ajeva umereni i najtezi oblici displazije
cerviksa javljaju pri atipicnom kolposkopskom nalazu. Istovremeno, ovi citoloski nalazi
(LSIL/HSIL) utvrdeni su u oko 35% slucajeva i pri normalnom kolposkopskom nalazu
kod zena sa HR-HPV infekcijom.

Tabela 13. Kolposkopski nalaz u odnosu na grupisani citoloski nalaz

kolposkopski nalaz

normalan atipican
citoloski nalaz
PAP 11/ ASCUS 11 (64.7) 4 (28.6)
LSIL/ HSIL 6 (35.3) 10 (71.4)

n(%)
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Postojanje korelacije izmedu kolposkopskog i citoloSkog nalaza iz prethodne

analize dalje je proverena odredivanjem znaCajnosti 1 stepena ove povezanosti.
Pearsonov koeficijent korelacije od 0.456 svedo¢i da izmedu kolposkopskog i
citoloSkog nalaza postoji dobra, pozitivna, linearna povezanost, koja je statisticki
znacajna (p<0.02, Tabela 14).

To znaci da su povoljni kolposkopski nalazi sa veCom verovatno¢om povezani sa
boljim citoloskim nalazom i obrnuto - uz atipican kolposkopski nalaz ¢es¢e se javljaju

nepovoljniji citoloSki nalazi viSeg stepena.

Tabela 14. Korelacija kolposkopskog i citoloskog nalaza

citoloski nalaz

kolposkopski nalaz Pearson Correlation 0.456
Sig. (2-tailed) 0.02*
N 31

*_signifikantno p<0.05

4.7 Korelacije izmedu kofaktora i genskih polimorfizama proinflamatornih

citokina i njihov zajednicki uticaj na nastanak cervikalnog karcinoma

U nastavku statisticke obrade primenjene su korelaciona 1 multipla regresiona
analiza, Ciji je zadatak bio da pokazu koji od ispitivanih polimorfizama, ali i prethodno
analiziranih kofaktora, imaju dominantan uticaj na progresiju perzistentne HR-HPV
infekcije u cervikalnu bolest.Na tabeli 15 prikazane su samo znaéajne korelacije

polimorfizama koje postoje u ispitivanoj grupi u odnosu na ostale kofaktore.

Tabela 15. Korelacije polimorfizama sa ostalim parametrima

TNF-a citoloski nalaz
Spearman Correlation 0.592
Sig. (2-tailed) 0.002*
IFN-y ranije infekcije
Spearman Correlation -0.472
Sig. (2-tailed) 0.020*
IL-12 ranice na grli¢u
Spearman Correlation -0.444
Sig. (2-tailed) 0.030*

*. signifikantno p<0.05
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TNF-a je visoko signifikantnim, pozitivnim koeficijentom korelacije povezan sa

citoloSkim nalazom. To zna¢i da se viSe produkcije ovoga gena javljaju pri
nepovoljnijem citoloskom nalazu, kao $to je to raspodelama polimorfizama i

nagovesteno (Grafikon 8).

TNFa produkcija i citoloski nalaz
AA
=]
E GA —
1 2 3 4
citoloski nalaz

Grafikon 8. Korelacija TNF-a produkcije i citoloSkog nalaza

Polimorfizam gena za IFN-y i IL-12 proinflamatornih citokina u signifikantnoj je
korelaciji sa pojedinim kofaktorima koji su identifikovani kao rizicni za nastanak

karcinoma grli¢a materice udruzen sa HR-HPV.

Na tabeli 15 se vidi da postoji umerena, negativna veza, koja je signifikantna,
izmedu polimorfizma gena IFN-y i ranijih infekcija. Negativan predznak korelacije

pokazuje da su niske produkcije ovog gena u vezi sa ve¢im brojem prethodnih infekcija

i obrnuto (Grafikon 9).
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IFNY produkcija i ranije infekcije
AAY

T

1 2

ranije infekcije

Grafikon 9. Korelacija IFN-y produkcije i ucestalost ranih infekcija

Produkcija IL-12 povezana je sa dobrim, negativnim i signifikantnim
koeficijentom (-0.444) sa pojavama ranica na grli¢u materice. To znaci da polimorfizam
IL-12 gena koji predstavlja rizi¢an, niskosekretorni genotip, visoko korelira sa

prisustvom ranica na grli¢u materice (Grafikon 10).

IL-12 produkcija iranice na grlicu
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IL-12 produkcija
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Grafikon 10. Korelacija IL-12 produkcije i u¢estalosti ranica na grli¢u materice
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Rezultati
4.7.1. Modeli (jednacine procene rizika)za visoko rizi¢ne polimorfizme

Multipla linearna regresiona analiza primenjena je na svim relevantnim
kofaktorima i polimorfizmima gena koji su bili predmet naseg istrazivanja. Konacan cilj
je bio da se dobiju "modeli" ili jednadine procene rizika koji bi identifikovali najveci i

zajednicki uticaj relevantnih faktora rizika.

Primenjen je metod odabira faktora (“"korak po korak™- stepwise) prema stepenu
njihovog uticaja na odredenu pojavu. U prvom koraku, zavisna promenljiva bila je
pojava visokih produkcija TNF-a gena koji oznacavaju povisen rizik za nastanak tezih
cervikalnth promena. Konacna selekcija kofaktora-varijabli koje su obuhvacene
analizom uvrstila je Cetiri faktora rizika, koji udruzeno predstavljaju najvecu Sansu za
povecanu produkciju visoko rizicnog TNF-a polimorfizma. Ovo su ujedno i ¢lanovi

jednacine modela koji signifikantno opredeljuju ovu pojavu (Tabela 16).

Tabela 16. Model predikcije visoko rizi¢ne produkcije TNF-a polimorfizma

Model B Std. t sig. 95% Confidence Interval
visoko riziéni TNF-a Error for B
polimorfizam Lower Upper
Bound Bound
(Constant) .180 207 | .866| 0.397 -.254 614
citoloski nalaz 420 067 | 6.262 | <0.001* 280 561
kolposkopski nalaz -432 139 -3.115 | 0.006* -.723 -.142
le¢ene infekcije -.494 135 | -3.665 | 0.002* - 776 -212
ranice na grlicu .304 144 | 2108 | 0.049* .002 .606

B-koeficijent regresije Std.Error- stand.greska, 95% CI- interval poverenja (gornja i
donja granica)
*, signifikantno p<0.05

Daljom selekcijom izdvojena su dva kofaktora, koja se povezuju sa niskom
produkcijom IFN-y,odnosno AA polimorfizmom ovog gena, koji predstavlja visok rizik

za cervikalnu bolest.

Na taj nacin dobijena je i1 jednac¢ina modela za prognozu pojave visoko rizicnog

IFN-ypolimorfizma (Tabela 17).
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Tabela 17. Model predikcije visoko rizi¢ne produkcije IFN-ypolimorfizma
Model B Std. t sig. 95% Confidence Interval
visoko rizi¢ni IFN- Error for B
ypolimorfizam Lower Upper

Bound Bound
(Constant) -.083 260 | -.318| 0.754| -623 458
ranije infekcije 414 176 | 2.344 | 0.029* 047 781
broj dece -.191 .085 | -2.248 | 0.035* |  -.368 -.014

B-koeficijent regresije Std.Error- stand.greska, 95% CI- interval poverenja (gornja i
donja granica)
*. signifikantno p<0.05

Pojava visoko rizi€nog IL-12 polimorfizma slede¢a je zavisna promenljiva u

predikcionom modelu. Kona¢nom selekcijom kofaktora izdvojena su dva najcesce

povezana sa niskom produkcijom IL-12 koja predstavlja visoko rizi¢ni polimorfizam

AA ovog gena.

Na tabeli 18 predstavljena je jednac¢ina modela za prognozu pojave visoko

riziénog 1L-12 polimorfizma.

Tabela 18. Model predikcije visoko riziéne produkcije 1L-12 polimorfizma

Model B Std. t sig. 95% Confidence Interval

visoko rizi¢ni 1L-12 Error for B

polimorfizam Lower Upper
Bound Bound

(Constant) -.316 273 | -1.159 | 0.259 -.884 251

ranice na grlicu .587 195 | 3.003 | 0.007* .180 .993

abortusi 281 126 | 2.2310.037* 019 542

B-koeficijent regresije Std.Error-stand.greska, 95% CI- interval poverenja (gornja i
donja granica)
*, signifikantno p<0.05

Finalni model u primeni multiple regresione analize treba da pokaze da li neki od
ispitivanih polimorfizama mogu da predstavljaju biomarker osetljivosti za nastanak
karcinoma grli¢a materice u Zena sa perzistentnom HR-HPV infekcijom. U tom smislu
je pojava HSIL, kao predstavnika tezeg oblika cervikalne displazije, predstavljala

zavisnu promenljivu u odnosu na sve analizirane varijable (Tabela 19).
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Postupkom selekcije korak po korak, po znacaju redukcije varijanse, izdvojen je

samo jedan znacajan prediktor, a to je visoko rizi¢na produkcija TNF-a polimorfizma.

Ovaj polimorfizam gena TNF-a signifikantan je u predvidanju nastanka HSIL kod Zena

sa HR-HPV infekcijom.

Tabela 19. Model za predikciju HSIL na osnovu polimorfizama proinflamatornih

citokina

Model za predikciju HSIL Std. Error sig.
(Constant) 229 172 1.333 0.198
TNF-a polimorfizam 738 257 2.873 |  0.009*
IFN-y polimorfizam .007 201 034 0.973
IL-12 polimorfizam 124 194 640 0.529

B-koeficijent regresije Std.Error- stand.greska,
* signifikantno p<0.05

4.8. Provera usaglasSenosti 2 metode za HPV tipizaciju

Komparacija rezultata genotipizacije HR-HPV dobijenih metodom sekvenciranja i
komercijanom Sacacce metodom pokazala je slaganje u 85,2% (Tabela 20).
Statististickom metodom uporedena raspodela HPV genotipova (sa prethodnim
rangiranjem), utvrdeno je da nema statisti¢ki znacajne razlike u HPV genotipizaciji koja
je uradena metodom sekvenciranja u odnosu na nalaz dobijen komercijalnim kitom za

genotipizaciju Sacacce (Mann-Whitney U-test, p=0.208).
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Tabela 20. Provera usaglasenosti nalaza HPV genotipizacije dobijenih metodom

sekvenciranjain i komercijalnim testom Sacacce za HPVgenotipizaciju tipizaciju

Redni br. Sekvencioniranje Sacacce Sekvenc_ioniranje Sacaccesif
protokol Sif. '

2,878 59 31,59 15 15
2,889 52,6 39,56 10 0*
2,903 35 33,45,56,58 6 0*
2,947 33 33,59 4 4
2,961 16 16 1 1
2,962 16,53 16,45,56 1 1
2 58 18,58 14 14
13 56 56 12 12
127 16 16,35 1 1
161 43,53 33,18,56,58 11 0*
171 6 56,58 0 0*
204 52 33,52 10 10
287 16 16,31,52 1 1
288 16 16,31,52 1 1
289 16 16,31,52 1 1
290 52 16,31,52 10 10
292 16 16,31,52,58 1 1
293 16,18 16,18,31,52,58 1 1
249 16 16,31,52,58 1 1
295 16 16,31,52 1 1
435 16 16,18,58 1 1
2,597 16 16,52 1 1
2,600 16 16,39,52 1 1
2,601 16 16 1 1
2,605 16 16 1 1
2,606 16 16,39,56 1 1
2,607 16 16,39,56 1 1

* neslaganje sekvenciranja i
4/27=14.8% (85.2% slaganja 2 metode za HPV tipizaciju)

komercijalne metode Sacace za HPV tipizaciju

Prednost sekvenciranja je moguénost detektovanja svih do sada utvrdenih HR-

HPV genotipova, dok je komercijalan test limitiran na 14 genotipova odredenih

specifiénim setovima prajmera. Prednost komercijalnog Sacacce testa za genotipizaciju

bila bi moguénost detektovanja vise razli¢itih HR-HPV genotipova prilikom meSovitih

infekcija.
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Infekcija HPV poznata je jos od vremena Hipokrata. Iako u pocetku interesovanj!e
nau¢nika za ovo oboljenje nije bilo veliko, eksperimenti i istrazivanja koja su
sprovodena jo$ od XIX veka pokusavala su da daju precizniji uvid u tok bolesti, kao i
strukturu i osobine HPV. Vremenom, bolesti povezane sa HPV okupirale su paznju sve
veéeg broja naucnika i sve viSe dobijale na znacaju, te tako danas predstavljaju jedan od

velikih i vodec¢ih javno zdravstvenih problema.

Cervikalni karcinom predstavlja Cetvrti po ucestalosti maligni tumor u svetu
(Ferlay i sar., 2015) i drugi po redu uzrok smrti kod Zena starosne dobi od 15 do 44
godine (Bruni i sar., 2015). Incidencija karcinoma grlica materice varira u zemljama
Sirom sveta, a najviSe stope registruju se u Subsaharskim delovima Afrike, Jugoisto¢noj
Aziji, Latinskoj Americi, Karibima i Centralnoj i Isto¢noj Evropi (Momenimovahed i
sar., 2017). Incidencija cervikalnog karcinoma u Srbiji jedna je od najvisih u Evropi sa
standardizovanom stopom koja iznosi 23,8/100 000. Podaci nacionalnog centra za rak
Centralne Srbije pokazuju da se standardizovane stope kre¢u od 17,9/100 000 do
62,3/100 000. Vise stope incidencije se u Evropi jedino registruju u Rumuniji,

Bugarskoj i Litvaniji (Miljus i sar., 2017).

Postoje jasni dokazi da HPV imaju kauzalnu ulogu u razvoju skvamocelularnog
karcinoma anogenitalne regije (vulva, vagina, cerviks, anus i penis), kao i karcinoma u
regionu glave i vrata (farinks, larinks i usna duplja) (Syrjanen i sar., 2012). Perzistentna
infekcija uzrokovana sa jednim ili vise tipova visoko onkogenih HPV neophodna je
kako bi se razvile patoloske promene na cerviksu. Mehanizam kojim HPV ostvaruju
kancerogeni efekat podrazumeva integraciju virusne DNK u genom domacina,
produkciju virusnih onkoproteina i aktiviranje brojnih mehanizama kojima se izbegava

imunski odgovor domacina.

HR-HPV u epitel cerviksa naj¢eS¢e dospevaju tokom seksualnog kontakta kroz
mikroabrazije koje postoje na kozi. Virusi ulaze u bazalne celije epitela koje poseduju
brojne transkripcione faktore i koje im omogucavaju da zapo¢nu replikaciju epizoma.
Rani virusni proteini uti€u na celijski ciklus omogucavajuc¢i brzu celijsku deobu i
pojacanu replikaciju virusnih proteina. Uporedno sa diferencijacijom epitela i

migracijom ¢elija ka povrSinskim slojevima dolazi i do pojacane sinteze kasnih virusnih
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proteina, stvaranja velikog broja kopija virusa i sklapanja virona u najpovrSnijim

slojevima epitela koji potom probijaju bazalnu membranu i infiltriSu okolno tkivo.

U malignoj transformaciji ¢elije znacaju ulogu igraju kasni virusni proteini E6 i
E7. Uloga EG6 proteina prvenstveno se ogleda u inhibiciji i degradaciji p53 proteina, ali i
brojnih drugih enzima. Na taj nacin spreCava se reparacija osteCenih delova DNK
domacina, inhibira se apoptoza i omogucava nekontrolisan rast 1 deoba celije. E7
protein svoju funkciju ostvaruje vezivanjem za celijski pRb protein dovode¢i do

njegove proteolize 1 utiCuci na taj nac¢in na poremecaj ¢elijskog ciklusa.

Ipak, infekcija HR-HPV nije i jedina dovoljna za razvoj displasti¢nih promena, pa
tako brojni kofaktori imaju znac¢ajnu ulogu u razvoju cervikalnog karcinoma (Kim i sar.,
2012). Gotovo 80% HPV infekcija zavrSi¢e se spontanom regresijom 1 eliminacijom
virusa iz organizma dve godine od inicijalnog konakta sa virusom. U manjem broju
slucajeva, uspostavlja se perzistentna infekcija, a 25% Zena koje imaju infekciju HR-
HPYV tipovima razvi¢e CIN prvog stepena koja moze prorgredirati u CIN II i CIN III.
Cervikalni karcinom razvija se u 10% slucajeva, odnosno kod 1% pacijentkinja sa
dugogodisnjom HR-HPV infekcijom. Maligna transformacija nastaje kao posledica
onkogenog potencijala HR-HPV, faktora domacina (genetska predispozicija,
imunoloski status), faktora okoline, kao 1 bihejvioralnih faktora (multiparitet, puSenje,

upotreba OC, promiskuitet, STD, rano stupanje u seksualne odnose, BMI, los

socioekonomski status).

U ovoj studiji obuhvacena je 541 Zena, od kojih je kod 15,5% dokazana HR-HPV
infekcija. Medu HR-HPV pozitivnim Zenama, najviSe ispitanica bilo je u grupi sa LSIL
nalazom (27,4%), dok je ispitanica sa HSIL nalazom bilo neznatno manje (22,6%).
Normalan citoloski nalaz pri HR-HPV infekciji imalo je 23,8% ispitanica, a ASCUS je

registrovan kod 26,2% zena.

Sliéni podaci objavljeni su i u drugim istrazivanjima. U studiji Diksona i
saradnika iz 2014. godine HPV infekcija registrovana je kod 23,7% ispitanica. NeSto
ve¢i procenat registrovan je u velikom ARTISTIC istrazivanju koje je obuhvatilo
24.510 zena medu kojima je infekcija HR-HPV tipovima detektovana kod 27,3%

ispitanica mladih od 30 godina i svega 6,1% Zena starijih od 30 godina (Sargent i sar.,
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2008). Rezultati ispitivanja sprovedenog na Kosta Riki pokazali su da je 50% ispitanica
imalo HPV infekciju, a kod 33,8% izolovani su HR-HPV tipovi (Chaturvedi i sar.,

2011).

Roschit i saradnici pokazali su da prevalencija HPV, HR-HPV infekcije i
citoloskih abnormalnosti opada sa povec¢anjem starosne dobi. U njihovoj studiji, 50%
mladih Zena imalo je HR-HPV infekciju, dok je nasuprot njima, u grupi Zena starosti od

50 do 54 godine HR-HPV infekcija kod 20% ispitanica (Rositch i sar., 2013).

Medu nasSim ispitanicama najcesce izolovan genotip kod HR-HPV pozitivnih Zena
bio je HPV-16 (42,9%), zatim HPV-45 (15,5%) i HPV-31 (10,7%), dok su ostali HPV

genotipovi izolovani u manjem procentu slucajeva.

Testiranjem znacajnosti razlika u raspodeli genotipova prema podgrupama
citoloS§kog nalaza utvrdeno je postojanje razlike na zna¢ajnom nivou. HR-HPV tip 16 je
kod ispitanica sa HSIL bio zastupljen u 89,5% slucajeva, dok je u ostalim grupama
njegova ucestalost bila znacajno niza. Razlika u raspodeli genotipova u ostalim grupama
nije bila statistiCki znacajna. Poredenjem grupa kolposkopskog nalaza (normalan i
atipican) utvrdeno je da je HR-HPV tip 16 bio nesto ¢esS¢i u grupi ispitanica sa atipicnim

nalazom, ali ova razlika ipak nije bila statisti¢ki znacajna.

Literaturni podaci pokazuju da su HPV-16 i HPV-18 naj¢es¢e izolovani tipovi
HPV i da se detektuju u 70% cervikalnih karcinoma (Castle i Maza, 2016). Studije
objavljene u Severnoj i Juznoj Americi, Evropi, Aziji i Africi potvrduju ove navode. U
Turskoj, HPV-16 izoluje se kod 20,7% zena koje su podvrgnute skriningu. Pored HPV-
16 Cest nalaz predstavljaju i HPV-51 (10.8%), 31 (8.7%), 52 (7.1%) i 18 (5.1%)
(Gultekin i sar., 2017). Albawardi i saradnici (2018) objavili su da se kod Zena sa
cervikalnim lezijama visokog stepena iz promena na grli¢u najcesce izoluju HPV-16
(49%), HPV-31 (20%) i HPV-18 (6,6%).

Studija objavljena u Bahrejnu pokazala je da su HR-HPV tip 16 i tip 52 najcesce
izolovani genotipovi iz promena na grlicu materice. Pored ova dva genotipa,
detektovani su i HPV-18, 31, 33, 51, 44, 45, 56, 59 (Magsood i sar., 2011). Sli¢ne
podatke objavili su 1 Haija i saradnici koji su u najve¢em broju slucajeva detektovali

HR-HPV tip 16, zatim tip 18, 45, 62 i 53 (Haija i sar., 2006). Studija u Iranu pokazala je
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da su najces¢i genotipovi kod ispitanica sa abnormalnim citoloskim nalazom HPV-16,

18, 31, 33, 51, 56 1 66 (Eghbali i sar., 2012).

Rezultate naSe studije potvrduje i ATHENA studija sprovedena u SAD koja je
takode pokazala da je HR-HPV tip 16 najcesce izolovani HPV genotip u cervikalnim
promenama visokog stepena. Ovim istrazivanjem je utvrdeno i da se iz insitu karcinoma
1 adenokarcinoma cerviksa ¢esto izoluje 1 HPV tip 18 (Monsonego 1 sar., 2015). Jo$
jedna, novija studija iz SAD objavljena tokom 2016. godine pokazala je da je kod
pacijentkinja sa cervikalnim karcinomom u 94% slu¢ajeva izolovana HR-HPV
infekcija, kao i da su naj¢esc¢e izolovani genotipovi bili HPV-16 i HPV-18 (Mbatani i
sar., 2016). Podaci iz Indije sliéni su onima iz Amerike, medu pacijentkinjama sa
cervikalnim karcinomom u 94% slucajeva izoluje se HR-HPV infekcija, a dominanti
genotipovi su HPV-16, 18,31,33,35 (Bskaran i sar., 2015).

Studije iz Severne Amerike pokazuju da se iz cervikalnih lezija najcesce izoluje
HPV-16 (5,8%), zatim HPV-18 (2,1%) i HPV-52 (2%). U Evropi najéesc¢e izolovani
genotipovi su HPV-16 (4,8%), HPV-31 (2,3%) i HPV-18 (0,9%). Na Africkom
kontinentu se takode najcesce izoluju HPV tip 16 (3,5%), ali 1 HPV tip 52 (2,4%)
(Bruni i sar., 2012).

Kako su u istrazivanju koriS¢ene dve metode za izvodenje genotipizacije HR-
HPV, izvrSeno je i poredenje ove dve metode. Uporedivanjem rezultata dobijenih
metodom sekvenciranja i rezultata dobijenih komercijanom Sacacce metodom,uoceno je
slaganje u 85,2% sluc€ajeva, tj. medu rezultatima dobijenim uz pomo¢ ove dve metode
nije uocena statisticki znacajna razlika. Svaka od metoda pokazala je odredene prednosti
ali i nedostatke. Prednost sekvenciranja ogleda se u moguénosti detektovanja svih do
sada utvrdenih HR-HPV genotipova, dok je komercijalan test limitiran na 14 genotipova
odredenih specificnim setovima prajmera. Medutim prednost komercijalnog Sacacce
testa za genotipizaciju predstavlja mogucnost detektovanja vise razli¢itih HR-HPV

genotipova prilikom meSovitih infekcija koji mogu biti jasno razgraniceni ovim testom.

Cervikalni karcinom nastaje usled interakcije multiplih gena i faktora sredine.
Poslednjih godinaveliki broj istrazivaca usmeren je ka proucavanju genetskih promena

koje imaju ulogu u razvoju karcinoma cerviksa. Zahvaljuju¢i modernim tehnoloskim
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proceduramakoje se primenjuju u ispitivanju genskih polimorfizama, oktriveni su
pojedinacni aleli koji su povezani sa predispozicijom za razvoj karcinoma grlica

materice.

Poznato je da polimorfizmiodredenih citokinskih gena koji kodiraju proteine
uklju¢ene u Thl i Th2 celijski odgovor mogu biti povezanisa boljom ili loSijom
prognozom cervikalne bolestikod Zena sa perzistentnom HR-HPV infekcijom. Stogase
polimorfizmi pojedina¢nih nukleotida gena zaTNF-a, IFN-y i IL-12 mogu smatrati
biomarkerima kojimogu da imaju prediktivnu ulogu u nastanku HR-HPVkarcinoma
grlica materice. SNP se odnose na DNK polimorfizme na genomskom nivou koje
nastaju usled transverzije jednog nukleotida. Poredenjem ucestalosti SNP odredenih
lokusa 1 alela izmedu zdravih pojedinaca (kontrola) i pacijenata sa cervikalnim
karcinomom moze se uociti povezanost izmedu polimorfizma alela i rizika za razvoj

bolesti (Mitjans i sar., 2012).

Ovim istrazivanjem je pokazano da je medu razli¢itim grupama citoloSkog nalaza
TNF-a bio jedini citokin ¢ija se poviSena produkcija sa znacajno vec¢om ucestaloS¢u
javljala u lezijama umerenog do teSkog stepena. Izmedu ostalih grupa nije postojala
znacajna razlika, kako u eksprimiranju TNF-a gena, tako ni u eksprimiranju gena za
IFN-y 1 IL-12. U lezijama umerenog do teskog stepena dominirao je AA genotip, dok je
u ostalim grupama (PAP IlI, ASCUS, LSIL) u 72% - 86% registrovan GG genotip.
Korelacionom i multiplom regresionom analizompokazano je da je TNF-o visoko
signifikantnim, pozitivnim koeficijentom korelacije bio povezan sa citoloSkim nalazom.
To znaci da su se veée produkcije ovoga citokina javljale pri nepovoljnijem citoloskom

nalazu.

Analizom distribucije genotipova i alela proinflamatornih citokina prema
kolposkopskom nalazu utvrdeno je da se prisustvo TNF-a AA alela, pri HR-HPV

infekciji, znacajnopovezuje sa progresijom promena na grliéu materice u HSIL.

TNF-aje multifunkcionalni citokin koji se produkuje od strane monocita i
makrofaga 1 koji igra znacajnu ulogu u promociji inflamatornog odgovora, celijskoj

proliferaciji i indukciji apoptoze. Ovaj citokin je ujedno i najvazniji proinflamatorni
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citokin koji deluje inhibitorno na tumorske celijesprecavajuéi njihov rast i progresiju

tumorskih promena (Waters i sar., 2015).

Proucavanjem SNP na promotoru za TNF-a gen uoceno je da se sledeéi
polimorfizimi povezuju sa genetskom predispozicijom za razvoj cervikalnog karcinoma:
rs361525 (-238), rs1800629 (-308), rs1800750 (-376), rs1799964 (-1031) i rs673 (-244)
(Rotar i dr., 2014). Tokom 2015. godine objavljena je studija sprovedena u Kini u kojoj
je pokazano da je i SNP TNF-agena na poziciji rs1799724 (-857) takode u znac¢ajnoj

korelaciji sa cervikalnim karcinomom(Yin i sar., 2015).

Do danas su najbolje prouceni SNP na poziciji: rs361525 (-238) i rs1800629 (-
308). SNP na poziciji -308 dovodi do zamene G alela u A alel i direktno je i pozitivho
povezan sa specificnom regulacijom sinteze TNF-ana transkripcionom nivou.
Ispitivanjima je utvrdeno da G alel ima dvostruko niZi uticaj na transkripciju TNF-o
gena. lako je veliki broj studija koje su se bavile ispitivanjem SNP u promotoru gena za
TNF-aimalo za cilj da utvrdi njegovu vezu sa povecanom predispozicijom za razvoj
cervikalnog karcinoma, rezultati studija su razli¢iti, a utvrdeno je i postojanje znacajnih

rasnih razlika.

SNP na poziciji-238 lociran je na represorskom genu koji se sastoji od 25 bp, a
SNP na ovoj poziciji povezuje se sa protektivnom ulogom u karcinomu (Jang i sar.,
2001). Ovaj efekat pokazan je i u studiji Liu-a i saradnika u kojoj je prisustvo GA/AA
alela na poziciji -238 povezano sa smanjenjem rizika za razvoj cervikalnog karcinoma
(Liu i sar., 2012). Kaluza i saradnici takode su pokazali da prisustvo AA alela na
poziciji -238 smanjuje transkripciju TNF-agena u T i B limfocitima (Kaluza i sar.,
2000).

Velika studija sprovedena u Kini koja se bavila ispitivanjem povezanosti izmedu
SNP na pozicijama -238, -308, -376, -1031 i -244 utvrdila je da je polimorfizam TNF-a
gena na poziciji -308 povezan sa cervikalnim karcinomom. Ucestalost G alela u ovom
polimorfizmu bila je manja u grupi ispitanika sa cervikalnim karcinomom u odnosu na
kontrolnu grupu, dok je, nasuprot G alelu, ucestalost A alela bila znacajno visa kod
ispitanica sa cervikalnim karcinomom u odnosu na kontrolnu grupu (ORYs 2.58, 95%

ClYs 1.87-3.56). SNP polimorfizam na poziciji -1031 takode je bio povezan sa
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povecanim rizikom za razvoj cervikalnog karcinoma. Kao i kod polimorfizma na
poziciji -308, polimorfizam -1031 bio je pracen smanjenom ucestalos¢u G alela i
poveéanom ucestaloS¢u A alela u grupi ispitanika sa cervikalnim karcinomom.
Polimorfizam na poziciji -238 i prisustvo TT ili TC alela povezani su sa povec¢anim
rizikom za karcinom grli¢a materice, dok je na poziciji -1031 to bilo prisustvo AG ili
AA alela. Razlog zbog koga se cervikalni karcinom ¢esce javljao pri SNP na pozicijama
-238, -308 i -1031 objasnjen je mogucnoséu da SNP u ovom regionu dovodi do
povecéane osetljivost na cervikalni karcinom tako $to uti¢e na poremecaj nivoa TNF-a.
Na taj nacin se stvaraju uslovi za nastanak perzistentne HPV infekcije koja je glavni

faktor rizika za razvoj cervikalnog karcinoma (Li i sar., 2018).

Veza izmedu SNP na poziciji -308 i cervikalnog karcinoma prijavljena je u
mnogim studijama koje su sprovodene medu pripadnicima razliitih rasa, a prisustvo A
alela povezano je sa povecanim rizikom za razvoj cervikalnog karcinoma (Nieves
Ramirez i sar., 2011; Kohaar i sar., 2007). Wang i saradnici sproveli su meta-analiti¢ku
studiju kojom je pokazano da se prisustvo A alela na poziciji -308 povezuje sa
povecanim rizikom za razvoj cervikalnog karcinoma, kao i da su pripadnici bele rase u

ve¢em riziku od pripadnika drugih rasa (Wang i sar., 2015).

Sli¢ne rezultate pokazala je i1 studija u kojoj je utvrdeno da nosioci SNP na
poziciji -308G/A imaju vedéi rizik za oboljevanjem od cervikalnog karcinoma u odnosu
na osobe koje imaju oba G alela (Babapour i sar., 2019). Studija Liu-a i saradnika iz
2012. godina pokazala je da je postojanje AA alela na poziciji -308 povezano sa
povecanim rizikom za nastanak cervikalnog karcinoma, kao i da je efekat ovog

polimorfizma znatno izrazeniji medu Azijatima (Liu i sar., 2012).

Nasuprot ovim rezultatima, studija sprovedena u Africi pokazala je da
polimorfizamTNF-agena na poziciji -308 nema uticaj na razvoj cervikalnog karcinoma
(Govan i sar., 2006). Jasna veza izmedu SNP na poziciji -308 nije pronadena ni u
studijama sprovedenim u Svedskoj (Ivansson i sar., 2011), Koreji (Jang i sard., 2001) i
Kini (Wang i sar., 2012). Studija sprovedena na Tajlandu pokazala je da SNP na
pozicijama -308 i -238 ne dovodi do povecanog rizika za razvoj cervikalnog karcinoma
(Chincai i sar., 2016). Ostala istrazivanja pokazuju da se polimorfizam -308, osim sa

cervikalnim karcinomom, povezuje i sa povecanim rizikom za razvoj drugih karcinoma
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kao sto su karcinom dojke, Zeluca i jetre (Lu i sar., 2010; Shen i sar., 2011; Yang i sar.,

2011).

U odredenim etnickim grupama, SNP na poziciji -308 dokazano je povezan sa
povecanim rizikom za karcinom grli¢a materice (Nieves Ramirez i sar., 2011; Kohaar i
sar., 2007), ali u odredenom broju studija ovi rezultati nisu potvrdeni (Govan i sar.,
2006). Studija sprovedena u Meksiku pokazala je da polimorfizam rs1800750 ima
protektivni efekat u CIN, kao i da polimorfizmi -1031 i -244 nemaju uticaj na nastanak

cervikalnog karcinoma (Nieves Ramirez i sar., 2011).

Rezultati istrazivanja SNP gena u ovoj studiji su pokazali da medu grupama
pacijentkinja sa razli¢itim citoloskim i kolposkopskim nalazom nije postojala znacajna
razlika u distribuciji alela i produkciji IFN-y. Niska produkcija IFN-y, homozigotnog
AA alela,bila je ucestalija u ASCUS i LSIL cervikalnom nalazu dok jeheterozigotni AT
alel preovladavao u kontrolnoj, ali i grupi pacijentkinja sa HSIL nalazom.

U naSem istrazivanju utvrdeno je 1 postojanje negativne, signifikantne veze
izmedu polimorfizma gena za IFN-y i ranijih infekcija. Negativan predznak
korelacijeukazivao je da su niske produkcije ovog gena bile u vezi sa ve¢im brojem

prethodnih infekcija i obrnuto.

IFN-vyje citokin koji se sekretuje od strane Thl limfocita, citotoksi¢nih T limfocita
1 NK ¢elija u odgovoru na antigensku stimulaciju i aktivaciju makrofaga i endotelijalnih
¢elija. Ovaj citokin ostvaruje direktan antiproliferativni i antimetaboli¢ki efekat na
tumorske celije, a uti€e i na inhibiciju angiogeneze u tumoru. SNP na poziciji +847 T/A
lociran na prvom intronu IFN-y gena ima uticaj na sekreciju ovog citokina. Visoka
produkcija IFN-y povezuje se sa efikasnijim odgovorom domacina na virusnu infekciju,
dok se smanjena produkcija IFN-y povezuje sa loSijom prognozom kod pacijenata sa

cervikalnim karcinomom.

Pokazano je da su genski polimorfizmi koji se javljaju u okviru IFN-y gena
povezani sa poremecéajem produkcije i sekrecije IFN-y,te stoga mogu imati veoma
vaznu ulogu u razvoju cervikalnog karcinoma. Nivo IFN-y je znacajno manji samo kod

pacijenata sa uznapredovalim formama cervikalnog karcinoma kod kojih je doslo do
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citokinskog "shifta" i prelaska sa produkcije citokina tip 1 (IFN-y, IL-2) na citokine tip
2 (IL-4,5,10).

Polimorfizam IFN-y na poziciji +874 povezuje se sa povecanom predispozicijom i
progresijom brojnih oboljenja, ukljucuju¢i i cervikalni karcinom. AA genotip
(homozigotni mutant) odgovoran je za nisku citokinsku ekspresiju, s obzirom na to da
DNK sekvenca sadrzi T alel koji je specificno mesto za vezivanje NF-kB
transkripcionog faktora koji je zaduzen za transkripciju gena i produkciju IFN-y. In vitro
studija ukazala je da se polimorfizam AA povezuje sa niskim, AT sa umerenim, a TT sa

visokom produkcijom IFN-y (Pravica i sar., 2000).

Rezultati ovog istrazivanja u skladu su sa rezultatima drugih studija. Tamandani i
saradnici pokazali su da se u normalnom tkivu i ¢elijama cervikalnog karcinoma iRNK
za IFN-y eksprimira u podjednakim koncentracijama (Kordi Tamandani i sar., 2008).
Studija de Carvalho-a i saradnika pokazala je da polimorfizam IFN-y gena ne
predstavlja predisponiraju¢i faktor za razvoj displasticnih promena cerviksa, kao ni
cervikalnog karcinoma (de Carvalho i sar., 2012). Sli¢ne rezultate objavili su i Govan i
saradnici u kojima je pokazano da razlike u etni¢koj pripadnosti i polimorfizmu gena za
IFN-y ne utiCu na razvoj cervikalnog karcinoma, ali da mogu biti vazan marker u

drugim oboljenjima (Govan i sar., 2006).

Odredene studije, pak, pokazuju i pozitivhu vezu izmedu polimorfizma gena za
IFN-y i nastanka cervikalnog karcinoma. Pokazano je da je AA genotip ¢eS¢i kod
pacijentkinja kod kojih su registrovane CIN Il promene u odnosu na kontrolnu grupu,
Sto je ukazalo na to da SNP mogu imati uticaj na progresiju oboljenja (von Linsingen i
sar., 2009). Ove navode potvrdila je i studija Gangwar-a i saradnika u kojim je AA
genotip i A alel bio znacajno ucestaliji kod pacijentkinja sa CIN promenama u odnosu
na zdrave osobe (Gangwar i sar.,, 2009). Lai i saradnici ukazali su na to da je
polimorfizam IFN-ygena povezan sa individualnom ostljivos¢u na nastanak karcinoma
grlica materice (Lai i sar., 2005). Velika meta-analiti¢ka studija koje je obuhvatila 8 do
tada objavljenih istrazivanja i preko 2.375 pacijenta sa cervikalnim karcinomom
pokazala je da je polimorfizam gena za IFN-y na poziciji +874 povezan sa pove¢anim

rizikom za razvoj cervikalnog karcinoma (Liu i sar., 2015). Istrazivanje Zhang-a i
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saradnika iz 2015. godine kojim je bila obuhva¢eno 520 Zena iz ruralnih delova Kine

pokazalo je da je polimorfizam IFN-y gena na poziciji +874T/A povezan sa povecanim
rizikom za razvoj HPV infekcije.

IL-12 je proinflamatorni citokin koga lu¢e APC i koji potom deluje na T helper
¢elije 1 NK ¢elije stimuliSu¢i ih da stvaraju IFN-ykoji je snazan antitumorski faktor
(Croxford i sar., 2014). Niske koncentracije IL-12 uocene su kod pacijenata sa
razli¢itim tipovima karcinoma (Tao et al., 2012), $to ukazuje na Cinjenicu da ovaj

citokin deluje kao snazan antitumorki faktor.

Rezultati ovog istrazivanja su, kao 1 u slucaju polimorfizma gena za IFN-y,
pokazali da ne postoje znacajne razlike u distribuciji i produkciji gena za IL-12 medu
grupama citoloskog i kolposkopskog nalaza. Niske produkcije homozigotnog AA alela
imale su najvecu ucestalost u kontrolnoj grupi, dok je kod ASCUS najucestaliji bio AC
alel. U citoloskim nalazima LSIL i HSIL u 50% bila je zastupljena rizi¢na, niska

produkcija ovog gena.

Ovim istrazivanjem je pokazano da je produkcija IL-12 povezana sa dobrim,
negativnim i signifikantnim koeficijentom sa pojavama ranica na grlicu materice. TO
znaci da polimorfizam IL-12 gena, koji predstavlja rizi¢an, niskosekretorni genotip,

visoko Kkorelira sa prisustvom ranica na grli¢u materice.

Dosadasnja istrazivanja bila Su wusmerena na ispitivanje veze izmedu
polimorfizama IL-12A i IL-12B gena i rizika za razvoj karcinoma. Do danas su najbolje
prouceni SNP polimorfizam na poziciji 1188A/C u 3 regionu (rs3212227) 1L-12B gena
i SNP na poziciji 277G/A u 3" regionu (rs568408), kao i SNP na poziciji 564T/G u 5
regionu IL-12A gena (rs2243115).

Proucavanjem polimorfizama gena za IL-12 utvrdeno je da TA genotip nije
povezan sa nastankom cervikalnih promena, dok je AA genotip znatno ces$¢i kod
pacijentkinja sa cervikalnom displazijom tezeg stepena i cervikalnim karcinomom. AC
genotip znatno se ¢esce javlja kod zdravih osoba, $to ukazuje da C alel ima protektivnu

ulogu u razvoju cervikalnih lezija i njihovoj progresiji (de Carvalho i sar., 2012).
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Polimorfizam IL-12B povezuje se sa razvojem oboljenja koja nastaju kao
posledica promene u sintezi i sekreciji IL-12. Pa ipak, jos uvek nije precizirano da li se
pod promenom nivoa misli na poveéanje ili smanjenje koncentracije IL-12. Mali broj
studija bavio se ispitivanjem prolimorfizma gena za IL-12B i nastanak cervikalnog
karcinoma. Studije sprovedene u Koreji pokazala je da polimorfizam gena za I1L-12B u
regionu 1s3212227 AC/CC povecava rizik za nastanak cervikalnog karcinoma, ali da
razlika nije statisticki znaCajna u odnosu na zZene kod kojih ovaj polimorfizam nije
registrovan (Han i sar., 2008). Sli¢ni rezultati objavljeni su i u studiji sprovedenoj u
Kini. Polimorfizam IL-12B gena u regionu rs3212227nije bio u znacajnoj korelacijisa
poveéanim rizikom za razvoj patoloSkih promena na cerviksu. Studija sprovedena u
Kini ukazala je i na to da polimorfizam IL-12B gena u ovom regionu moze kod
odredenih osoba doprineti pove¢anom riziku za razvoj cervikalnih lezija visokog

stepena, naro¢ito ukoliko je povezan sa velikim brojem porodaja (Chen i sar., 2009).

lako je dokazano da HR-HPV predstavlja etioloski faktor koji dovodi do razvoja
cervikalnog karcinoma, u stru¢noj i nau¢noj javnosti postoji sumnja da li je prisustvo
HR-HPV na grlicu materice dovoljan uslov za nastanak cervikalne bolesti ili je
neophodno prisustvo 1 drugih pomazucih Cinilaca. Nastanak infekcije 1 progresija
cervikalnih promena mogu biti potpomognuti dejstvom brojnih kofaktora koji
olakSavaju ulazak virusa u celije domacina, omogucavaju njegovu perzistenciju i
stvaraju mikrookolinu koja pogoduje progresiji patoloSkih promena. U ovom radu
ispitivali smo koji faktori sredine i bihejvioralni faktori kod HR-HPV pozitivnih Zena

utiCu na razvoj i progresiju cervikalnih promena.

Ova studija je pokazala da starija Zivotna dob povecava rizik za razvoj HSIL
promena tri puta. Zene sa HSIL nalazom bile su znacajno starije od Zena drugih
strarosnih grupa. Prose¢na starosna dob u HSIL podrupi iznosila je 46,7£12,2, dok su
zene sa blagim stepenom CIN bile prosecne starosti 37,4+9,5. NajniZi prosek godina
zabeleZen je u grupi ispitanica sa HR-HPV infekcijom i normalnim citoloskim nalazom

(34,5+8,2 godina).

Ovi rezultati su u skladu sa ¢injenicom koja ukazuje na to da je HR-HPV tipovima
neophodno vise vremena kako bi promene na grli¢u materice progredirale u teZe oblike

cervikalne bolesti koje koreliraju sa losijim citoloskim gradusima. Drugi autori takode
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navode da su Zene starosne dobi izmedu 46 i 55 godina u najveéem riziku za razvoj

HSIL promena (Tao i sar., 2014).

Infekcije HR-HPV tipovima najc¢es$ée nastaju u mladem zivotnom dobu (Sargent i
sar., 2008), ali je neophodno da prode niz godina za progresiju infekcije ka visSim
stepenima cervikalnih promena. Studija objavljena 2010. godine od strane Chan-a i
saradnika pokazala je da se najviSa ucestalost HR-HPV infekcije registruje kod zena
starosne dobi izmedu 26 i 30 godina, a da je nakon uspostavljene infekcije neophodno
da protekne 5 do 15 godina kako bi se ispoljile promene na grli¢u materice u vidu CIN
II/IIT lezija. Prvi pik ucestalosti invazivnog cervikalnog karcinoma zabelezen je kod
Zena starosne dobi 41-45 godina, $to je 15 godina nakon prve infekcije 1 najmanje 10

godina nakon nastanka CIN 11/111 promena.

Istrazivanja pokazuju da nekoliko drugih kofaktora igra znacajnu ulogu u razvoju
cervikalnih promena. Ovi faktori ukljucuju socioekonomske faktore, BMI, puSenje, broj
porodaja, perzistentnu HPV infekciju, kao i perzistenciju drugih genitalnih infekcija.
Pokazano je da postojanje izvesnog hormonskog disbalansa koji se klinicki ispoljava u
vidu neredovih menstrualnih ciklusa, takode moze predstavljati potencijalni faktor
rizika. Hormonski poremecaji mogu se povezati i sa starosnom dobi pacijentkinja i
ulaskom u menopauzu, s obzirom na to da se kod mladih Zena iregularnost menstrualnih

ciklusa belezi u znatno manjem broju slucajeva.

Mnogi autori pokazali su da se nivo obrazovanja moze povezati sa cervikalnim
oboljenjima. U ovoj studiji, Skolska sprema predstavljala je faktor rizika za razvoj HSIL
promena. Ispitanice kod kojih su registrovane promene koje odgovaraju HSIL najceSce
su bile srednjeg obrazovnog statusa, dok su ispitanice sa HSIL i visokim nivoom
obrazovanja registrovane u znacajno malom broju slucajeva. Razlozi zbog kojih se
promene viSeg stepena ceSce registruju kod zena nizeg obrazovnog statusa objasnjavaju
se prisustvom vise razli¢itih markera koji su pokazatelji progresije cervikalnih promena
kod ovih Zena (neadekvatan skrining, rano stupanje u seksualne odnose, ranije trudnoce,
multiparitet, rizicno seksualno ponasanje i ¢eS¢e koinfekcije koji mogu pospesiti razvoj

i progresiju cervikalne HPV infekcije) (Louie i sar., 2009).

108



Povezanost polimorfizama gena za TNF-a, IFN-y i IL-12 sa nastankom cervikalne
intraepitelijalne neoplazije kod Zena sa infekcijom humanim papiloma virusom

Diskusija

Studija Khan-a i saradnika iz 2005. godine koja je ispitivala uticaj
socioekonomskih faktora na razvoj CIN III promena kod zena sa HR-HPV infekcijom
pokazala je da rizik za CIN 1ll raste sa Smanjenjem nivoa obrazovanja. Sli¢ne rezultate
pokazala je i studija objavljena godinu dana ranije u kojoj je nizi nivo obrazovanja i
vedi stepen siromastva povezan sa povecanim stopama incidencije penilnog karcinoma,

kao i karcinoma cerviksa i vulve (Bernard i sar., 2008).

Prekomerna telesna teZina koja se karakteriSe kao BMI>25 predstavlja kofaktor
koji kod zena sa HR-HPV infekcijom povecava Sansu za razvoj LSIL 1 HSIL promena
2-3 puta (Marathur i sar., 2009; Lee i sar., 2013). Sli¢ni rezultati dobijeni su i U 0VO0j
studiji. Kod pacijentkinja kod kojih je su registrovane LSIL ili HSIL promene, nutritivni
status, izrazen preko BMI, bio je znacajno viSi u odnosu na zene sa drugim cervikalnim

nalazom i svrstan je u kategoriju gojaznih.

Studije sprovedene u SAD su pokazale da gojazne Zene imaju vece stope
mortaliteta od cervikalnog karcinoma u odnosu na zene sa normalnim BMI (Calle i sar.,
2003). Jedno od objaSnjenja zbog kojih prekomerna telesna tezina dovodi do razvoja
cervikalnih promena viSeg stepena jeste podatak da se Zene sa ve¢im BMI neredovnije
podvrgavaju skrining programima. Na taj naCin povecava se rizik za progresiju
cervikalnih promena i Sansa za nastanak cervikalnog karcinoma ¢ime se 1 rizik za smrtni
ishod povecava (Maruthur i sar., 2009). Drugi razlog je povecanje serumskih nivoa
polnih hormona kod gojaznih osoba, §to se povezuju sa pove¢anim rizikom za razvoj
karcinoma u zenskom reproduktivnom traktu (Prompakay 1 sar., 2013). Utvrdeno je da
gojaznost ima znacajno veci uticaj na nastanak adenokarcinoma u odnosu na nastanak
karcinoma skvamoznih ¢elija. Ovi rezultati ujedno ukazuju i na to da bi gojaznost mogla

imati uticaj na razvoj glandularnog karcinoma grli¢a materice (Lacey i sar., 2003).

Nasuprot ovim rezultatima, studija Wilson-a i saradnika iz 2013. godina pokazala
je negativnu korelaciju izmedu prekomerne telesne tezine i cervikalnog karcinoma.
Velika meta-analiticka studija koja je ispitivala uticaj prekomerne tezine i gojaznosti na
nastanak cervikalnog karcinoma takode je iznela sli¢ne rezultate. Ova studija obuhvatila
je 9 istraZivanja koja su objavljena do 2015. godine i pokazala da prekomerna telesna
tezina nije povezana sa povecanim rizikom za nastanak karcinoma grli¢a materice, dok

gojaznost ima slab uticaj na razvoj cervikalnog karcinoma (Poorlajal i Jenabi, 2016).
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Upotreba kondoma je, u ovom istrazivanju, prvenstveno posmatrana kao
protektivni kofaktor u razvoju cervikalne displazije kod HR-HPV pozitivnih Zena.
Ukoliko se kondomi koriste ispravno i konstantno, smanjuje se rizik za razvoj STD koje
mogu biti uzrokovane HIV, HSV ili bakterijama CT, Neisseria gonorrhoeae i

protozoom Trichomonas vaginalis (Shew i sar., 2006).

Ovo istrazivanje je pokazalo da je faktor koji povecava ucestalost lezija bilo kog
stepena (ASCUS, LSIL, HSIL) povezan sa odsustvom upotrebe kondoma. Ovaj vid
zastite koriS¢en je u veoma malom broju sluc¢ajeva u svim starosnim grupama izuzev u
kontrolnoj grupi gde je ucestalost upotrebe kondoma iznosila 70%. Zbog smanjene
upotrebe kondoma, Sanse za razvoj cervikalnih promena bile su vece u svim ispitivanim
grupama. Mogucénost za razvoj HSIL promena bila je 5 puta veca kod ispitanica koje
nisu koristile kondom (OR=5.65, 95% CI 1.738-20.447), dok je Sansa za razvoj LSIL
promena bila 4 puta ve¢a (OR=4.02, 95% CI 1.579-10.260). Ispitanice sa HR-HPV
infekcijom koje nisu koristile kondom imale su 2 puta vecéu $ansu za nastanak ASCUS-a
(OR=2.02, 95% CI 1.119-4.324).

Protektivna uloga kondoma pokazana je i u drugim studijama. Konstantna
upotreba kondoma utic¢e na prevenciju HPV infekcije, povecava Sansu za eliminacijom
ve¢ postojece HPV infekcije 1 dovodi do regresije CIN promena bez primene hirurskih
intervencija (Lam i sar., 2014). Upotreba kondoma tokom tri meseca podsti¢e regresiju
promena i eliminaciju HPV infekcije tako Sto omogucava efikasnu eliminaciju virusa od
strane imunskog sistema (Cornelis i sar., 2003). Izlaganje semenoj te¢nosti kod HR-
HPV pozitivnih Zena povecava rizik za razvoj prekanceroznih lezija, pa upotreba

kondoma znacajno sprecava njihov nastanak (Kim i sar., 2012).

Veci broj sekusalnih partnera registrovan je u gotovo svim ispitivanim grupama
osim u grupi ispitanica sa HSIL nalazom gde je iznosio neSto ispod 40%. Ovakav
rezultat moZe se objasniti braénim statusom ispitanica iz ove grupe koje su u najveem
procentu slucajeva bile u braku duZzi vremenski period. Iako se u ovom istraZivanju
razlike medu ispitivanim grupama nisu pokazale kao statisticki znacajne, smatra se da je
veci broj seksualnih partnera znaCajan za sticanje HPV infekcije, ali ne 1 za progresiju

ve¢ postojecih promena.
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Prethodno sprovedene studije pokazuju da je broj seksualnih partnera u pozitivn:Jj
korelaciji sa rizikom za nastanak HPV infekcije (Sanchez Aleman i sar., 2011).
Vaccarella i saradnici u studiji objavljenoj 2006. godine pokazali su da veéi broj
seksualnih partnera poveéava Sansu za razvojem HPV infekcije. Zene koje su imale
multiple infekcije i bile HR-HPV pozitivne imale su i ve¢i broj seksualnih partnera u
odnosu na zene kod kojih je izolovan samo jedan uzro¢nik i niskorizi¢ni tip HPV, ali

ova razlika nije pokazana kao statisticki znacajna.

Koinfekcije predstavljaju znaCajan kofaktor u patogenezi cervikalne HR-HPV
infekcije 1 progresiji cervikalnih promena. NajceSce izolovani infektivni agensi su CT,
genitalne mikoplazme, CMV, HIV, HSV1 i 2, Neisseria gonorrhoeae, Trichomonas
vaginalis. Mehanizam kojim ovi agensi ostvaruju svoj efekat podrazumeva direktnu
genotoksicnost, indukciju cervikalne inflamacije koja uzrokuje genotoksic¢na oStecenja
tako Sto dovodi do poremecaja oksidativnog metabolizma ili indukciju HPV
perzistencije (Castle i Giuliano, 2003). Prethodne infekcije koje nisu leCene ili su
neadekvatno leCene, kao i1 infekcije koje su se ponavljale znacajno utiu na razvoj

displasti¢nih promena na cerviksu.

Ovim istrazivanjem utvrdeno je da su ranije cervikalne ivaginalne infekcije u
signifikantno velikom broju slucajeva bile zastupljene kod Zena koje su imale LSIL
(73,9%), dok su kod ispitanica sa HSIL bile zastupljene u manjem procentu slucajeva
(57,9%). Kod pacijentkinja sa LSIL 1 HSIL ucestalost je bila znacajno vec¢a u odnosu na
kontrolnu grupu. Najveca ucestalost rekurentnih genitalnih infekcija bila je zastupljena
kod ispitanica sa LSIL nalazom i to signifikantno vise u odnosu na sve ostale grupe, dok
su ranije le¢ene infekcije najéesce registrovane kod ispitanica sa LSIL i HSIL nalazom.
Ranije cervikalne ivaginalne infekcije, kao i rekurentne infekcije povecavale su rizik za

nastanak LSIL promena 2-3 puta.

Literaturni podaci pokazuju da su Zene sa HSIL promenama najceS¢e imale
prethodne infekcije sa CT (Quinonez-Calvache i sar., 2016). Ovim istrazivanjem
pokazana je nedvosmislena povezanost izmedu razvoja cervikalnih promena i
koinfekcija sa drugim infektivim agensima koji olakSavaju HPV kolonizaciju i
perzistenciju u epitelu cerviksa. U znaCajnom broju slucajeva, kod pacijentkinja sa

HSIL nalazom iz promena je izolovana CT. U ostalim podgrupama citoloSkog nalaza

111



Povezanost polimorfizama gena za TNF-a, IFN-y i IL-12 sa nastankom cervikalne
intraepitelijalne neoplazije kod Zena sa infekcijom humanim papiloma virusom

Diskusija
izolovana je kombinacija uzro¢nika (niskorizicni HPV, Ureaplasma urealyticum i

Mycoplasma hominis), ali razlika u zastupljenosti nije bila statisticki znacajna.

Epidemioloski podaci pokazuju da CT igra znaCajnu ulogu kao kofaktor u
cervikalnoj kancerogenezi (Silins i sar., 2005), iako jo$ uvek nije sa sigurnos$éu
razjaSnjeno na koji sve nafin CT stupa u interakciju sa HR-HPV i dovodi do
transformacije epitelnih Celija cerviksa (Tavares i sar., 2014). CT povecava osetljivost
na HPV infekciju tako $to odovodi do razvoja mikroabrazija 1 alteracije epitelnih ¢elija
¢ime se olakSava ulazak virusa u epitelne Celije cerviksa. Svoju ulogu CT ostvaruje 1
uCestvovanjem u celijskoj proliferaciji, modulaciji imunskog odgovora, inhibiciji

apoptoze 1 indukciji hroni¢nih inflamatorih promena (Silins 1 sar., 2005).

Prevalencija koinfekcije HPV 1 CT varira u rezultatima razli¢itih studija. Seraceni
i saradnici su utvrdili da je prevalencija koinfekcije sa CT iznosila 58%, kao i da je
najcesce registrovana kod Zena mladih od 25 godina. Kod pacijentkinja koje su imale 1
CT infekciju najcesce su izolovani multipli HPV tipovi (Seraceni i sar., 2016). Nasuprot
ovim rezultatima, studija iz Italije je pokazala da je prevalencija udruzene HPV i CT

infekcije kod mladih Zena znatno manja (2,7%) (Panatto i sar., 2015).

Studija WohlImeistera i saradnika iz 2016. godine pokazuje da se infekcija HR-
HPV najces¢e javlja udruzena sa CT infekcijom. Prisustvo CT najcesSce je bilo
povezano sa infekcijom HR-HPV tip 33 i multiplim infekcijama sa HR-HPV tip 16 i 18.
Ove nalaze potvrduju i brojne druge studije u kojima je koinfekcija CT/HR-HPV bila
povezana sa razvojem cervikalnih lezija visokog stepena (CIN 2/3) (Mancini i sar.,
2018).

Infekcija bakterijom Ureaplasma urealiticum predstavljala je najées¢u prethodnu
infekciju koja je registrovana u tri od Cetiri ispitivane grupe. Rezultati ove studije koji
su se odnosili na ulogu prethodnih STD infekcija kod pacijentkinja sa perzistentnom
cervikalnom HR-HPV infekcijom upucuju na to da je infekcija Ureaplasma urealiticum
bila registrovana kao najée$¢a STD kod pacijentkinja gotovo svih grupa (PAP-II,
ASCUS, LSIL). U grupi ispitanica sa normalnim citoloskim nalazom bila je udruZena sa
infekcijom Mycoplasma hominis. Tako uporedivanjem grupa nije uocena statisticki

znacajna razlika, Ureaplasma urealiticum smatra se vaznim kofaktorom u razvoju HPV
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indukovanih lezija. Svoje ulogu ova bakterija ostvaruje iniciranjem razvoja celijskih
abnormalnosti i omoguéavanju HPV perzistencije. In vitro studije pokazale su da
infekcija sa Mycoplasma hominis moze dovesti do hromozomskih promena i ¢elijske

transformacije (Verteramo i sar., 2009).

Studije pokazuju da multiparitet kod HR-HPV pozitivnih zena moze biti povezan
sa rizikom za razvoj HSIL promena na grliéu materice (Castellsague i sar., 2003). Zene
koje su imale sedam ili viSe porodaja imaju Cetiri puta veci rizik za razvoj
skvamocelularnog karcinoma u poredenju sa Zenama koje nisu radale. Rizik se zna¢ajno
povecava sa povecanjem broja porodaja. Hormonske, traumatske i imunoloske hipoteze
predstavljaju neka od objasnjenja kojima se pokusava utvrditi veza izmedu veceg broja
porodaja i displasticnih promena grlica materice. Multiparitet se povezuje sa
odrzavanjem zone transformacije ektocerviksa tokom duZeg niza godina, ¢ime se
olakSava kolonizacija epitela HPV, kao 1 drugim agensima koji uzrokuju STD.
Hormonske promene u toku trudnoce moduliSu imunski odgovor na HPV infekciju 1
indukuju perzistenciju virusa. Hormonski mehanizmi uticu i na progresiju premalignih u
maligne lezije tako Sto promoviSu integraciju virusne DNK u genom domacina i dovode

do pojacane ekspresije E6 1 E7 onkogena (Gargano 1 sar., 2012; Kim i sar., 2012).

Ovo istrazivanje je pokazalo da su u odnosu na broj porodaja, dece 1 abortusa
skoro sve uporedivane grupe bile jednake, ali ispitanice koje su imale tezi oblik
displazije imale su u proseku i najveéi broj porodaja. Sansa za nastanak HSIL promena
bila je 5 puta veca kod onih ispitanica koje su imale ve¢i broj porodaja. Ovo je bilo
znacajno viSe u odnosu na ostale uporedivane grupe, ali na obuhva¢enom uzorku

ispitanica nije predstavljalo statisticki znacajnu razliku.

Dostupni literaturni podaci ukazuju na razliCite rezultate kada je u pitaju uticaj
koji trudnoca 1 porodaji imaju na razvoj HPV infekcije 1 cervikalnih promena. Studija
koju su sproveli Gargano i saradnici pokazala je da kod HR-HPV pozitivnih Zena
multiparitet predstavlja faktor rizika za razvoj CIN IlIl promena i cervikalnog
karcinoma. Zene koje su bile HR-HPV pozitivne i koje su imale pet ili vise porodaja
bile su u 1,6 puta veéem riziku za razvoj displasticnih promena cerviksa visokog
stepena (Gargano i sar., 2012). Sli¢ne rezultate objavili su i Almonte i saradnici.

Njihova studija obuhvatila je 5435 Zena i pokazala da su one Zene koje su imale HR-
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HPV infekciju 1 tri ili viSe porodaja bile u veéem riziku za razvoj CIN II promena
(Almonte i sar., 2011). Jensen i saradnici takode su pokazali da porodaji predstavljaju
faktori rizika za nastanak CIN 11l promena kod HR-HPV pozitivnih Zena (Jensen i sar.,

2012).

Razli¢ite intervencije na cerviksu podjednako doprinose nastanku i progresiji
promena i povezane su sa ve¢ postoje¢im promenama na cerviksu. Intervencije na grlicu
materice sa znacajno vec¢om frekvencijom bile su zastupljene kod pacijentkinja sa HSIL

nalazom 1 povecavale su rizik za razvoj ovih promena dva puta.

lako je u svim analiziranim grupama bio gotovo podjednak broj puSaca, a
prosecan pusSacki period iznosio je izmedu 12 1 20 godina, najduzi puSacki staz imale su
ispitanice koje su bile u HSIL grupi. Prosecan broj cigareta konzumiranih u toku dana

iznosio je izmedu 14 1 18, Sto nije pokazano kao znaajna razlika.

Kancerogeni efekat cigareta i duvanskog dima dokazano dovodi do poremecaja
deobe celija uzrokuju¢i oSte¢enje DNK. Osim toga, toksi¢ne materije uzrokuju
imunoloSku alteraciju utiCu¢i na smanjenje broja Langerhansovih ¢elija u cerviksu i
redukuju¢i NK ¢elijsku aktivnost (Simen Kapeu i sar., 2008). Brojne studije pokazuju
da se kod Zena koje su puSati znatno ceS¢e registruje HR-HPV infekcija
(Chatzistamatiou i sar., 2013), kao i da se prevalencija HR-HPV infekcije poveéava sa
povecanjem broja cigareta (Vaccarella i sar., 2008). Wang i saradnici su u studiji koja je
obuhvatila 7.129 zena uocili da je kod onih ispitanica koje su bile HR-HPV pozitivne
rizik za razvojem CIN III promena i cervikalnog karcinoma bio znacajno veci ukoliko
su zene bile dugogodisnji ili pusaci koji konzumiraju veliki broj cigareta dnevno (Wang
1 sar., 2019). Ovi rezultati samo su potvrdili ranije sprovedene studije koje su takode
pokazale da su viSegodi$nji i pusaci koji konzumiraju veliki broj cigareta dnevno u

povecanom riziku za nastanak displasti¢nih promena na cerviksu.

Nasuprot ovim rezultatima, studija Plummer-a i saradnika nije pronasla nikakvu
doznu zavisnost izmedu pusenja i cervikalnih promena. Na nastanak cervikalnih lezija
uticaj nisu imali ni vreme pocetka puSenja, kao ni duZina pusackog staza (Plummer i

sar., 2003).
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Pokazalo se da toksicni efekat cigareta perzistira i nakon prestanka pusenja. Bivsi
pusaci (<10 godina) imaju gotovo podjednak rizik za razvoj HR-HPV infekcije kao i
aktivni pusaci, dok one osobe koje su prestale da puse pre 20 godina imaju dva puta
manji rizik za razvojem HR-HPV infekcije (Roura i sar., 2014). Velika IARC studija
pokazala je da aktivni pusSaci, kao i bivsi pusaci (<4 godine) imaju povecan rizik za
razvoj CIN III promena i cervikalnog karcinoma u poredenju sa nepusacima (Appleby i
sar., 2006). Sli¢ne rezultate pokazala je 1 studija iz Velike Britanije u kojoj su pusaci bili

u vec¢em riziku za razvoj cervikalnih promena viseg stepena (Collins 1 sar., 2010).

Prethodne studije koje su ispitivale povezanost izmedu OC 1 cervikalne
kancerogeneze dale su opre¢ne rezultate. Ovim istrazivanjem pokazano je da upotreba
OC nije u korelaciji sa displasticnim promenama koje se razvijaju na grli¢u materice.
Ogranicenje ove studije, u pogledu upotrebe OC, je Sto je studija obuhvatila veliki broj
zena koje nikada nisu koristile OC, kao i nekoliko ispitanica koje su kontraceptive
koristile kra¢i vremenski period i1 nekoliko ispitanica koje su u proslosti koristile

kontraceptive, ali je od poslednje upotrebe protekao duzi vremenski period.

Pozitivna korelacija izmedu upotrebe OC koje sadrze kombinovane hormonske
preparate 1 nastanka cervikalnih HPV lezija uocena je u studiji Marksa 1 saradnika iz
2011. godine. Rezultati ove studije pokazali su da upotreba OC u trajanju od preko Sest
godina povecava rizik za razvojem HPV infekcije. Sli¢ne podatke objavili su Mitchel 1
saradnici, kao i Jensen i saradnici. Ovim istrazivanjima je utvrdeno da su zene koje su
upotrebljavale OC bile u vecem riziku za razvoj perzistentne HPV infekcije u poredenju

sa zenama koje nikada nisu koristile OC (Mitcheli i sar., 2014; Jensen i sar., 2013).

Nasuprot ovim rezultatima, istrazivanje Westreich-a i saradnika iz 2014. godine
pokazalo je da ne postoji povezanost izmedu upotrebe depoa medroksiprogesterona,
preparata noretisterona i kombinovanih OC i povecane incidencije i progresije
cervikalnih lezija. Sli¢ni rezultati dobijeni su i u unakrsnoj studiji Binesh-a i saradnika u
kojima nije potvrdena korelacija izmedu upotrebe kombiovanih OC 1 razvoja
cervikalnih displasticnih promena (Binesh i sar., 2013). Sammarco i saradnici su
pokazali da upotreba OC ne utiCe na perzistenciju virusa i sposobnost organizma da

eliminiSe virusnu infekciju (Sammarco i sar., 2011).
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Posmatraju¢i duzinu upotrebe OC, rezultati studija takode su oprecni. StatistiélJ(i
znacajna razlika u duzini upotrebe OC nije uocena u studiji Lia i saradnika iz 2013.
godine. Sli¢ne rezultate objavili su i Westreich i saradnici, kao i Green i saradnici
(Westerich i sar., 2014; Green i sar., 2003). Odredene studije ukazale su ¢ak da upotreba
hormonskih kontraceptiva, bilo da se primenjuju oralno ili intramuskularno ima
protektivnu ulogu kada je re¢ o nastanku HPV indukovnih lezija ukoliko se

upotrebljavaju manje od 4 godine (Watson Jones i sar., 2013).

Sa druge strane, kohortna studija sprovedena od strane Roure i saradnika ukazala
je da postoji jaka, pozitivna korelacija izmedu duzine upotrebe kombinovanih OC 1
rizika za razvoj HSIL promena i cervikalnog karcinoma. Ispitanice obuhvaéene
njihovom studijom koje su upotrebljavale OC duze od 15 godina imale su i 1,6 puta
vecu Sansu za nastanak HSIL promena, kao 1 1,8 puta veci rizik za razvoj karcinoma
grli¢a materice (Roura 1 sar., 2016). Druge studije su pokazale da upotreba OC duze od

Sest godina predstavlja faktor rizika za razvoj HPV infekcije (Marks 1 sar., 2011).
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Na osnovu rezultata dobijenih u toku ovog istrazivanja izvedeni su sledeci
zakljucci:

1. HPV infekcija visoko onkogenim tipovim dokazana je kod 84 (15,5%), od
ukupno 541, ispitanice koje su bile obuhvaéene istrazivanjem.

2. Kod HR-HPV pozitivnih zena iz cervikalnih promena izolovani su slede¢i HPV
tipovi: HPV-16,45,31,52,18,53,33,58, 66,35,59,62.

3. HR-HPV tip 16 se sa znaCajno vecom ucestaloS¢u javlja kod pacijentkinja sa
HSIL nalazom. 16 od 17 ispitanica (86,5%) koje su imale HSIL imale su i HPV-
16 infekciju.

4. Povisena produkcija TNF-a citokina se sa znacajno ve¢om ucestalo$¢u javlja u
lezijama umerenog do teSkog stepena. Dominantan genotip u ovim lezijama je
AA genotip.

5. Polimorfizam TNF-a gena je visoko signifikantnim, pozitivnim koeficijentom

korelacije povezan sa citoloskim nalazom. Vise produkcije ovog citokina
javljaju se pri nepovoljnijem citoloSkom statusu.

Polimorfizam gena za IFN-y nije u znacajnoj korelaciji sa nastankom CIN.
Postoji umerena, negativna, signifikantna veza izmedu polimorfizma gena IFN-y
i ranijih infekcija. Niske produkcije ovog citokina u vezi su sa ve¢im brojem
prethodnih infekcija.

Polimorfizam gena za IL-12 takode nije u znaajnoj korelaciji sa nastankom
CIN. Izmedu polimorfizma gena za IL-12 i ranica na grlicu materice postoji
dobra, negativna i signifikantna veza. Niskosekretorni genotip za IL-12 u
korelaciji je sa prisustvom ranica na grli¢u materice.

Starosna dob se izdvaja kao jedan od kofaktora sa visokim uticajem na nastanak
HSIL kod Zena sa perzistentnom HR-HPV infekcijom. Zene sa najtezim
oblicima cervikalne bolesti bile su signifikantno starije u odnosu na druge grupe,
a njihova prosecna starosna dob iznosila je 46,7 godina. Rizik za razvoj HSIL je
kod Zena starije zivotne dobi 3,45 puta ve¢i u odnosu na druge ispitivane

podgrupe.
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Zakljucci
BMI veci od 25 je faktor koji uvecava Sansu za nastanak LSIL i HSIL za 2-3

puta kod pacijentkinja sa HR-HPV. Vrednosti BMI su signifikantno vise kod
zena sa cervikalnim lezijama umerenog ili teSkog stepena i nalazile se u
kategoriji gojaznih.

Na nastanak HSIL uticaj ima i duzina puSackog staza. Znacajno najduzi pusacki
staz registrovan je kod ispitanica sa HSIL nalazom (12 - 20 godina). Broj
cigareta po danu nema uticaj na nastanak cervikalnih promena teZeg stepena i ne
razlikuje se medu ispitivanim grupama.

Ispitanice sa HSIL nalazom najeS¢e imaju srednji nivo obrazovanja Nizi
obrazovni status povecava rizik za razvoj HSIL promena tri puta.

Kod ispitanica sa HSIL nalazom c¢eS€e se registruju neredovni menstrualni
ciklusi u poredenju sa ostalim ispitivanim grupama. Iregularni menstrualni
ciklusi povecavaju rizik za nastanak HSIL za 1,7 puta.

Veci broj porodaja (preko 5) povezuje se sa 5 puta vecim rizikom za razvoj
cervikalnih lezija teskog stepena.

Kod ispitanica sa LSIL ¢eS¢e se registruju ranije i ponavljane vaginalne i
cervikalne infekcije. Prethodne i rekurentne infekcije povecavaju rizik za razvoj
LSIL dva puta.

Najcesc¢i prisutan STD patogenkod ispitanica sa HSIL nalazom je Chlamydia
trachomatis(81,8%). U ostalim ispitivanim grupama citoloskog nalaza iz
cervikalnih promena izolovani su Ureaplasma urealyticum i Mycoplasma
hominis, ali su ¢es¢e bili prisutni kod pacijentkinja sa infekcijom niskorizi¢nim
tipovima HPV.

Intervencije na grli¢u materice poveéavaju rizik za nastanak HSIL promena dva
puta.

Upotreba kondoma predstavlja protektivni faktor koji smanjuje rizik za razvoj
CIN svih stepena. lzostanak primene kondoma, pri infekciji HR-HPV, povecava
Sansu za nastanak HSIL preko 5 puta, LSILpreko 4 puta i nastanak ASCUS oko
2puta.

Poredenjem rezultata HR-HPV genotipizacije dobijenih metodom sekvenciranja
i rezultata dobijenih komercijanim testom za HPV tipizaciju uoceno je slaganje

u 85,2% slucajeva.
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Rezultati dobijeni ovim istrazivanjem, posebno utvrdivanje citokinskog profila

pacijentinja  sa HR-HPV infekcijom mogli bi da budu model za
dizajniranjedijagnostickih algoritama koji bi pravovremeno omoguéili predikciju u kom
pravcu ¢e se odvijati tok perzistentne HR-HPV cervikalne infekcije. Takode, dobijeni
rezultati jasno ukazuju na znacéaj kofaktora koji su vazni ¢inioci za nastanak cervikalne
bolesti udruzene sa HPV. Ovakvi programi obezbedili bi dalji, uspesan i personalizovan
terapijski pristup u tretmanu perzistentne HR-HPV cervikane bolesti, odnosno

prevenciji nastanka cervikalnog karcinoma.
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o Poslednji kolposkopski nalaz: 1 -normalan 2 - atipi¢an

o Poslednji Pap-a test: 1—1Ilgrupa 2 - Illagrupa (ASCUS) 3-—Illbgrupa
4 — I11b(LSIL) 5—I1Ib(HSIL) 6— IV grupa

. Koliko godina imate?

. Mesto stanovanja /prebivalista:
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o Stru¢na sprema:

1- niza 2 — srednja 3 - visoka
° Bracni status:
1- udata2 - neudata 3 - razvedena/udovica

o Socijalni status:

1 - zaposlena 2 - nezaposlena
. Etnicka pripadnost:

1- srpska 2 -druga

. PusSenje:

1 -nepusa 2 -pusac: koliko godina broj cigareta na dan
o Telesna teZina: kg Telesna visina: cm
o Vreme dobijanja prve menstruacije : sa koliko godina

1-redovne 2 - neredovne
o Prvi seksualni odnos : sa koliko godina
o Broj seksualnih partnera :

1-jedan 2 —dva 3-triivise
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1-prekinuti snoSaj 2-kondom 3 — spirala 4 - dijafragma

5- kontraceptivne pilule (koliko dugo) 6- NE

J Broj porodaja : prirodnim putem ; carskim rezom
. Broj dece

o Broj pobacaja : namerni (abortus) ; spontani

. Ranije lecenje od seksualno prenosivih bolesti :

1 -DA kojih: 2- NE

. Da i je bilo ranijih vaginalnih ili infekcija na grlicu metrice:
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. ucestale /ponavljane infekcije:

1-DA 2-NE

. lecene infekcije:

1-DA2-NE

o Postojanje promena (ranica) na grli¢u matrice:
1-DA2-NE

. Da li je bilo medicinskih intervencija na grli¢u materice:
1-DA 2-NE

Da li je bilo ginekolo$kih bolesti u porodici:(karcinom grlica materice -majka,sestra):
1-DA 2-NE

Druge bolesti pacijentkinje (SeCerna bolest, hepatitis B/C, sréane, hematoloske,

maligne bolesti):

1-DA 2-NE
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