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Rak vrata maternice Humani papiloma virus

Jedan od smjerova naseg istrazivanja je i detekcija i odredivanje tipova
HPV-a prisutnih u Hrvatskoj populaciji.
lanCanom reakcijom polimeraze (PCR) koristeéi tzv. koncenzus pocetnice
koje prepoznaju veci broj razli¢itih tipova HPV-a. Nakon reakcije produkti
se razdvajaju elektroforezom u gelu agaroze te se provjerava prisutnost
produkta specifiCche veli¢ine. Radene su dvije razliCite reakcije, u jednoj su
koriStene PGMY, a u drugoj LC koncenzus pocetnice. Uzorci su nadalje
testirani tip-specificnim pocetnicama u daljnjim PCR reakcijama koristeci
pocetnice specifiCche za HPV tipove 6/11, 16, 18, 31, 33, 42, 52 i 58.45

Osim sSto je poznato da razliCiti tipovi HPV-a imaju razli¢itu geografsku

Glavni je preduvjet raka vrata maternice humani papiloma
virus (HPV), a najjaCi utjecaj imaju 15 visokorizi¢nih tipova
koji su zna€ajno povezani s napredovanjem bolesti'?.
raka vrata
maternice u svijetu su 16 i 18. Poznate su geografske
razlike u ucestalosti tipova HPV-a, stoga je informativno
Rak vrata
maternice je drugi najucCestaliji tip raka u svijetu sa preko
520.000 slucajeva i 274.000 smrti u svijetu (Slika 1)3. Ovaj tip
raka je u Hrvatskoj na 7. mjestu po ucestalosti sa 400

NajucCestaliji tipovi HPV-a u sluc¢ajevima

odrediti najucCestalije tipove u Hrvatsko,.

slucajeva i 150 smrti godisSnje (podaci HZJZ).

Sama bolest se razvija dulji niz godina kroz sve opseznije
promjene ploCastog epitela vrata maternice koje se
citoloski mogu dobro razlikovati. Citoloski se promjene
dijele na skvamozne intraepitelne lezije (SIL) niskog (L-SIL)
I visokog stupnja (H-SIL), dok se histopatoloski moze
razlikovati viSe stadija od blazih cervikalnih intraepitelnih
neoplazija (CIN) stupnja 1, preko postupno tezih, CIN 2 i 3,
sve do invazivhog karcinoma (Slika 2). Promjene nastale
virusom tako postupno napreduju prema sve tezim, no
¢imbenici koji utjeCu na progresiju pojedine lezije nisu u

potpunosti razjasnjeni.

Detekciju HPV-a radili smo

rasprostranjenost, poznato je da su i razliito uc€estali u uzorcima raka

raka.

glavnog viralnog onkogena E6.

vrata maternice i da stoga razli¢ito intenzivno utjeCu na nastanak samog
raka vrata maternice. Nadalje svaki tip HPV-a ima i brojne virusne varijante
koje takoder mogu utjecati na sposobnost virusa da utjeCe na nastanak

Kako bi analizirali varijabilnost najucestalijeg tipa HPV-a tj. HPV 16 uveli
smo i primijenili metodu analize krivulje meksanja DNA (HRM, engl. High
Resolution Melting).® Slika 5 prikazuje rezultate analize varijabilnosti regije

NasSa prethodna istrazivanja pokazala su postojanje nove varijante HPV16 s
duplikacijom 63-nukleotida unutar E1 regije.” UCestalost te nove varijante

odredena je specificnim PCR-om i pronadena je u oko 11% svih testiranih

uzoraka HPV 16. Od interesa je Cinjenica da je ova varijanta ucCestalija u

Epigenetske promjene

Na progresiju raka vrata maternice utjeCu mnogi €¢imbenici, medutim
prisustvo virusa je kljuéan &imbenik. Cinjenica je da samo mali broj
promjena vrata maternice uzrokovanih visokoriziCnim tipovima HPV-a
nhapreduje sve do raka (Slika 2), a joS nije u potpunosti jasno koji su
to€no €imbenici za to odgovorni. Zna se da tip virusa ima veliku ulogu#s,
broj kopija virusa u zarazenim stanicama, fizicko stanje genoma virusa

(episomalna forma ili ugradnjena virusha DNA u genom stanice
domacina), istovremena infekcija s vise tipova HPV-a, imunosupresija, ali
| status metilacije virusnih i staniCnih gena.

DNA-metilacija, glavha epigenetska promjena u sisavaca, je kovalentna
modifikacija koja se najéesSée javlja na CpG dinukleotidima. Metilacija
citozina unutar promotora nekih tumorskih supresora vrlo je c¢esto
poveéana Sto dovodi do stiSavanja funkcije tih gena i napredovanja
tumora. Metilirani promotori mnogih gena su utvrdeni u samom raku
vrata maternice, ali i u njegovim predstadijima te su predmet opseznih
istrazivanja bududéi da josS nisu pronadeni najbolji biljezi koji bi se koristili
u okviru primarnog populacijskog probira.? Istovremeno se u organizmu
dogada i metilacija virusnog genoma, koja je najviSe proucavana kod
HPV tipova 16 i 18, buduéi da su najucestaliji i najvazniji pokretaci
maligne progresije.

U Hrvatskoj ucCestalost najzastupljenijih tipova HPV-a pada s porastom
dobi ispitanica (Slika 4), dok ucCestalost rijetkih tipova HPV-a (HPV X)
raste. DNA-sekvenciranjem smo naknadno utvrdili da su obriscima vrata
maternice zena starijih od 55 godina neocekivano ucestale infekcije
tipom HPV 53, utvrdene u 10,3% te tipom HPV 66 utvrdene u 3,7%

Slika 1. Dobno-standardizirana uzorcima Sa prOI_njenama blazeg stupnja nego u uzorcima sa promjenama slué¢ajeva. Istrazivanja pokazuju da su HPV tipovi 53 i 66 relativho
incidencija raka vrata maternice tezeg stupnja (Slika 6). ucéestali u uzorcima Zzena s normalnim nalazom brisa vrata maternice, a
ipak jako rijetko pronadeni u invazivhom karcinomu (<1%), tako da je
njihova uloga u karcinogenezi joS uvijek nerazjasnjena. Kako bismo
Slika 3. Prevalencija visokorizi&nih tipova Slika 4. Distribucija HPV tipova po dobi pokysa_l_l razjasniti karcm_cv)_ggnost ovih tipova, ang_llzwall smo s:canj_e
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