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SAZETAK. Invazivni rak vrata maternice po udestalosti zauzima Cetvrto mjesto svih zlo¢udnih bolesti Zenskog repro-
dukcijskog sustava, a godi$nje se u Hrvatskoj otkrije 14 novooboljelih na 100.000 zena. Materijali i metode. Prospekti-
vno je praceno 120 bolesnica, lije¢enih u Klinici za Zenske bolesti i porode KBC-a Zagreb i Medicinskog fakulteta
Sveudilista u Zagrebu tijekom razdoblja 1996-2002. godine zbog raka vrata maternice klinickog stadija IB-I1IB.Cilj.
Odrediti podtip HPV-a metodom PCR-om i Inno Lippa-om kod bolesnica lije¢enih zbog invazivnog karcinoma vrata
maternice, s posebnim osvrtom na mijesane infekcije te utvrditi povezanost podtipa HPV-a sa histoloskim tipom kar-
cinoma vrata maternice. Rezultati. Za analizu je preostalo 102 bolesnice, prosjeéne dobi 51,38 +14,04 (26-83) godine.
U vremenu pracenja (5-98 mjeseci) umrlo je 23 (22,5%) bolesnice zbog raka vrata maternice. Statisticki je znacaj-
na razlika u prezivljenju bolesnica u odnosu na: infekciju HPV tipom 16 (p=0,0008) i postojanju mije$ane infekcije
HPV-om (p=0,0134). Coxovom regresijom analizirali smo sve ¢imbenike, statisti¢ki zna¢ajne univarijantnom analizom,
i formirali model za prezivljenje bolesnica s rakom vrata maternice visoke predikcije (}*=74,222, df=7, p<0,0001). Stati-
sticki je neovisno znacajan prediktor prezivljenja infekcija mijeSanim tipovima HPV-a (p=0,007). Zakljucak. Odredi-
vanje tipa HPV je potrebno kod bolesnica s karcinomom vrata maternice jer je infekcija sa vise od jednim tipom HPV-a
povezana s loSijom prognozom u bolesnica s invazivnim karcinomom vrata maternice.
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SumMARY. Invasive cervical carcinoma is the fourth of all neoplasms of female genital reproductive system and 14/
100 000 women would got ill in Croatia during a year. Material and method. 120 patients with cervical carcinoma
clinical stage IB-IIB treated in Department of Obstetrics and Gynecology Medical School University of Zagreb, were
examined prospectivly during period 1996-2002. The aim of the study was to detect the HPV-type using PCR and Inno
Lippa method and compare their significance as prognostic factors. Results. 102 patients left for the analysis, an average
age was 51.38+14.04 (26-83). During the folow up of 5-98 months 23 (22.5%) patients died from cervical carcinoma.
HPV type 16 infection (p=0.0008) and mixed HPV infection (p=0.0134) are connected with poor surviving. Using
Cox regression model we analysed all the significant factors by univariate method and formed a model of high prediction
for poor surviving (}*=74.222, df=7, p<0.0001). HPV mixed infection (p=0.007) is independent predictive factors for
poor surviving in patients with cervical carcinoma. Conclusion. HPV detection in patients with cervical carcinoma is
necessary because mixed HPV infection is a poor prognostic factor for surveillance of patient with invasive cervical
cancer.

Uvod

U ginekoloskoj onkologiji poseban znac¢aj imaju kar-
cinomi vrata maternice jer se naj¢e$ée pojavljuju u zena
generativne dobi, a rana dijagnostika je kod ovih tumora
najuspjesnija. Godis$nje se u Hrvatskoj otkrije 400 no-
vooboljelih ili 14 na 100000 Zena.'

Poznato je jo§ od anti¢kih vremena da se genitalne
bradavice (condyloma accuminatum) mogu prenijeti
spolnim putem. Cinjenica da je karcinom vrata materni-
ce ¢es¢iu promiskuitetnih osoba, osnova je hipoteze po-
stavljene 1842. godine o virusnoj etiologiji ovog raka.?
Proslo je vise od jednog stoljeca da bi hipoteza o ulozi
papilomavirusa ¢ovjeka u nastanku raka vrata materni-
ce postala ponovo zanimljiva.> Tek je uporaba metoda

molekularne biologije omogucila razumijevanje odnosa
izmedu HPV-a i karcinoma vrata maternice. 1985. godi-
ne zapocela su istrazivanja bioloskih funkcija, posebice
nacdina specifi¢nog prepisivanja i ugradivanja genoma
HPV-a u stanice karcinoma vrata maternice.** Kao po-
sljedica mikrotraume epitela virus ulazi u priCuvne-
-pluripotentne stanice. Cini se da ove stanice posjeduju
receptore za papilomaviruse ¢ovjeka.® Ulaskom u stani-
cu replikacija virusa odvija se na tri na¢ina: 1. niska ra-
zina umnozavanja neposredno nakon ulaska virusa u
bazalnu stanicu ostecenog epitela; 2. latentno, minimal-
no umnozavanje prati diobu pri¢uvnih-pluripotentnih
stanica (latentna zaraza); i 3. normalno umnaZzanje —
stvaranje novih viriona u diferenciranim stanicama epi-
tela (produktivna zaraza).
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Nakon ulaska u stanicu virus se stabilizira u episo-
malnom stanju i umnozi u oko 20 do 100 kopija. Re-
plikacija episomalne DNA u latentnoj se zarazi odrzava
na razini koja prati diobu bazalnih i parabazalnih sloje-
va. S obzirom da se u latentnoj zarazi ne stvaraju kom-
pletni virioni ne dolazi do nastanka karakteristi¢nog ci-
topatskog uc¢inka te se nazo¢nost HPV-a moze utvrditi
jedino metodama molekularne biologije. U visim sloje-
vima epitela virus umnaza svoj genom usporedno s di-
ferencijacijom stanica domacina. U diferenciranim sta-
nicama, odnosno intermedijarnom i superficijalnom
sloju, dolazi do ekspresije kasnih gena i koriStenja
specifi¢nih ¢imbenika transkripcije iz stanice domacina
koji stimuliraju stvaranje proteina kapside virusa. Taj
proces omogucava stvaranje zrelog virusnog potomstva
i nastanak karakteristicnog citopatskog u¢inka HPV-a
koji se moze dokazati u citoloskim obriscima i histopa-
toloskim rezovima.

U svim karcinomima vrata maternice nadena je po-
vecana ekspresija virusnih gena E6 i E7. Preotpostavlja
se da ti geni imaju znacajnu ulogu u nastanku ovog kar-
cinoma, §to je potvrdeno i in vitro pokusima imortaliza-
cije stanica fibroblasta u kulturi nakon transfekcije s
proteinima E6 i E7.7 In vitro pokusi, medutim, pokazuju
da je za transformaciju stanica nuzna suradnja ovih gena
s drugim stani¢nim genima kao $to je onkogen H-ras.?

Dokazano je da E6 ima sposobnost vezanja s razli¢itim
vaznim regulatornim proteinima kao §to je p53.° Ve-
zanje E6 s p53 dovodi do razgradnje pS3 ¢ime se gubi
njegova uloga u kontroli gena koji kontroliraju zastoj u
Gl-fazi, pa se, dozvoljavanjem prolaza kroz stani¢ni
ciklus prije nego $to je DNA popravljena, omogucava
nakupljanje mutiranih gena.

Uloga proteina E7 u zloéudnoj promjeni ostvaruje se
preko produkata tumor supresorskog gena Rb (engl.
»retinoblastoma gene«), koji se nalazi na kromosomu
13q14 covjeka, a kodira za fosfoprotein molekulske
mase 110 kDa i veli¢ine 928 aminokiselina. pRB je
glavni negativni regulator stani¢nog ciklusa.!® Tijekom
GO i G1-faze stani¢nog ciklusa Rb je hipofosforiliran i
vezan za transkripcijski ¢imbenik E2F-1 koji ima vaznu
ulogu u ekspresiji stani¢nih regulatornih gena kao Sto je
c-myc. Vezanje Rb i proteina pl07 i p130 za E2F-1
onemogucava djelovanje E2F ¢ime se sprjecava ulazak
stanice u S-fazu. Pocetak sinteze DNA i prijelaz stanice
iz G1 u S-fazu zahtijeva raspad te veze, §to se dogada
hiperfosforilacijom Rb. Visoka razina nevezanog E2F-1
stimulira ekspresiju drugih stani¢nih regulacijskih gena
i dovodi do proliferacije. Vezanje HPV E7 za Rb i
proteine p107 i p130 onemogucava njihovo vezanje s
E2F-1, $to uzrokuje nekontroliranu proliferaciju stani-
ce. Rb inhibira i transkripciju preko inhibitora ciklin
ovisne kinaze, gena p16INK4A, koji ima ulogu u sta-
ni¢noj proliferaciji. Vezanje E7 s pRb omogucava pre-
komjernu ekspresiju pl16INK4A u stanici.

Protein E7 remeti kontrolu stani¢ne proliferacije tako
da inaktivira ciklin ovisne inhibitore kinaze p21CIP-1 i
p27KIP-1. Inaktiviranje p21CIP-1 1 p27 KIP-1 oslobada
CDK od njihovih stani¢nih regulatora $to moze dovesti
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do nekontrolirane proliferacije stanica. Gubitak funkcije
proteina p53 1 Rb dovodi do kontinuirane replikacije i
proliferacije stanica. Stimulirana je sinteza DNA bez
popravka oste¢ene DNA, nakupljaju se genetske greske,
izostavljena je programirana smrt stanice i tako dolazi
do zlo¢udne preobrazbe.!!

Zaraza HPV-om biljezi se prosjecno desetak godina
prije nastanka karcinoma vrata maternice.'> Osim toga,
samo mali broj zena zarazenih HPV-om visokog rizika
razvije karcinom. Svi ti nalazi govore u prilog dodatnih
dogadaja ili ¢imbenika koji su bitni za nastanak karci-
noma. Stoga je identifikacija dodatnih genetskih — kro-
mosomskih promjena vrlo vazna za razumijevanje bio-
logije ovog karcinoma. Na osnovi sposobnosti (poten-
cijala) izazivanja zlo¢udne preobrazbe ovi se virusi
dijele u tri grupe:

1. Niski rizik: HPV tip 6, 11, 26, 40, 42, 43, 44, 53,

54,55, 62, 66
2. Visoki rizik: HPV tip 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52,56, 58, 59, 68

3. Vjerojatno visoki rizik: 26, 53, 66'.
Ciljevi rada:

1. Odrediti podtip HPV-a u bolesnica lijecenih zbog
invazivnog karcinoma vrata maternice nase popula-
cije.

2. Odrediti u¢estalost mijesanih infekcija HPV-om u
bolesnica s karcinomom vrata maternice nase po-
pulacije.

3. Utvrditi povezanost podtipa HPV-a s histoloskim
tipom karcinoma vrata maternice i s prezivljenjem
bolesnica.

Ispitanice i metode

Analizirano je 120 bolesnica, lije¢enih od 1996. do
2002. godine zbog karcinoma vrata maternice klini¢kog
stadija IB-IIB. Bolesnice su lijecene u Klinici za Zenske
bolesti i porode KBC-a Zagreb Medicinskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu. Koristeni su epidemiolosko-
klini¢ki podatci iz medicinske dokumentacije Arhiva
Klinike. U promatrane epidemioloske podatke uklju¢eno
je: dob bolesnice u trenutku postavljanja dijagnoze iska-
zana u godinama, opstetriCka anamneza iskazana kao
broj poroda i broj pobacaja, odredivanje menopauzal-
nog statusa (bolesnica je u menopauzi ako je od po-
sljednje menstruacije do postavljanja dijagnoze) proslo
vise od godinu dana.

Dijagnoza raka vrata maternice je postavljena prema
sljedecem dijagnostickom protokolu: klinicki gineko-
loski pregled (izgled porcije i pregled parametrija),
PAPA test, kolposkopija, biopsija. 1z uzorka biopsije su
odredeni klasi¢ni PHD parametri: histoloski tip tumora,
stupanj zrelosti, dubina invazije i zahvaéenost limfoka-
pilarnih prostora. Osim ovih klasi¢nih parametara, iz
bioptickog uzorka odredili smo podtip HPV-a. Nalaz i
genotipizacija HPV-a odredena je pomoc¢u Inno Lippa
testa (PCR i reverzne hibridizacije).
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1. Izolacija DNK iz parafinskih uzoraka

U svrhu izolacije DNK-a pripremili smo serije po tri
parafinska reza. Rezovi su inkubirani u 1 mL ksilena, 5
minuta na 55°C i centrifugirani na 10000 g pet minuta
na sobnoj temperaturi. Isti postupak ponovljen je jo$
dva puta. Nakon pazljivog odstranjivanja ostatka ksile-
na, uzorci su kratko inkubirani po dva puta u ImL 100%
etanola te centrifugirani 5 minuta na sobnoj tempera-
turi. Nakon odstranjivanja etanola, pelet smo kratko
posusili na zraku i potom ga inkubirali preko no¢i u
200 pL digestijskog pufera sa svjeze dodanom protei-
nazom K na 55°C. Proteinaza je inaktivirana 10 min na
100°C. (modificirano prema Wrightu i Manosu)."?

2. Polimerazna lan¢ana reakcija (PCR)

Da bi se provjerila kvaliteta i integritet izoliranog
DNK-a odnosno prisutnost inhibitora, za svaki uzorak
prvo se provela reakcija umnazanja specifi¢nim pocet-
nicima za B globin PC04 i GH20 postoje¢im u svim sta-
nicama.

Koristili smo tri para pocetnika zajednic¢ka za vecinu
tipova HPV-a: degenerirane pocetnike My09/Myl1 i
CPI/CPII G te Gp5/6+. Svaki smo uzorak potom pro-
veli kroz sve reakcije s poCetnicima specifi¢nih tipova
HPV-a za niski i visoki rizik.

3. Reverzna hibridizacija

To je metoda koja se temelji na hibridizaciji specific-
nih DNK proba koje su imobilizirane na nitroceluloz-
nim ili najlonskim trakicama. Dizajniran je set pocetnika
(SPF 10) u svrhu umnazanja dijela L1 gena virusnog
DNK-a. Produkt amplifikacije sa SPF pocetnicima je ve-
licine samo 65 pb i omogucuje detekciju 25 novih tipo-
va. Pocetnici SPF su obiljeZeni biotinom. Denaturirani
biotinizirani produkti PCR-a se hibridiziraju sa speci-
ficnim oligonukleotidnim probama koje su imobilizira-
ne kao paralelne linije na membranskim stripovima.
Nakon hibridizacije i ispiranja streptavidin-konjugirana
alkalna fosfataza se dodaje i veze za biotinizirane hibri-
de koji su se prethodno formirali. Inkubacija s BCIP/
NBT kromogenom daje ljubicaste precipitate 1 rezultati
se vizualno interpretiraju.

Ispitanice su razvrstane po klinickim stadijima klasi-
fikacije International Federation of Gynacology and
Obstetrics (FIGO)."* Nakon odredivanja klini¢kog sta-
dija bolesti kod bolesnica je provedeno lijecenje po
tadasnjem protokolu Zavoda za ginekolosku onkologiju
KBC-a Zagreb.

Prezivljenje smo odredili kao razdoblje od postavlje-
ne dijagnoze do datuma posljednje kontrole u Klinici,
iskazano u mjesecima. Iz studije smo iskljucili bolesni-
ce koje nisu zadovoljile kriterije za postavljanje dija-
gnoze, kao 1 one bez svih promatranih epidemiolosko-
klini¢kih podataka.

Statistickom obradom dobivenih podataka pokazali
smo znacenje istrazivanih ¢imbenika, prikazano u tabli-
cama i grafovima. Analiza vjerojatnosti prezivljenja te-
meljena je na podatcima o praéenju bolesnica od dana

postavljanja dijagnoze do smrti od osnovne bolesti (ne-
povoljan dogadaj) ili prestanka istrazivanja (povoljan
dogadaj), tzv. cenzus ispitanika.

Vjerojatnost prezivljenja izracunali smo metodom
zivotnih tablica 1 prikazali graficki Kaplan-Meierovim
krivuljama. Statisticki pokazatelji analize prezivljenja
temeljili su se na log-normalnoj raspodjeli podataka.
Zaklju¢ivanje o statistickim hipotezama u ovom radu
proveli smo uz razinu sigurnosti p<0.05.

Tablica 1. Raspodjela bolesnica s karcinomom cerviksa prema tipu HPV
infekcije.
Table 1. Distribution of patients with cervical cancer in relation to HPV
type of infection.

Cimbenik — Factor N=102 %
HPYV pozitivne — HPV positive 89 87,3
HPYV negativne — HPV negative 13 12,7
Monoinfekcija HPV tip 16
N=82
da —yes 70 85,4
ne — no 12 14,6
HPV mijesani tip — mixet types
da —yes 7 6,9
ne — no 95 93,1
Ukupno HPV tip 16 — Total HPV type 16
pozitivne — positive 77 75,5
negativne — negative 25 24,5
Ukupno HPV tip 18 — Total HPV type 18
pozitivne — positive 6 5,9
negativne — negative 96 94,1
Ukupno HPV tip 58 — Total HPV type 58
pozitivne — positive 6 5,9
negativne — negative 96 94,1

Tablica 2. Zastupljenost HPV monoinfekeija u bolesnica s karcinomom
vrata maternice.
Table 2. Distribution of HPV monoinfections in patients with cervical
cancer.

Broj slucajeva

HPV tip — type Number of cases %
neg. 13 13,7
16 70 73,7
18 4 4,2
44 2 2,1
52 2 21
56 ! L.l
58 3 3.2
Ukupno — Total 95 100

Tablica 3. Zastupljenost mijeSane HPV infekcije u bolesnica s karcino-
mom vrata maternice.
Table 3. Distribution of mixed HPV infection in patients with cervicla
cancer.

Broj slucajeva

HPV tip — type Number of cases %

16+18 2 28,6
16+42 1 14,3
16+45 1 14,3
16+58 2 28,6
16+11+58 1 14,3
Ukupno — Total 7 100
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Tablica 4. Pojavnost tipa mono HPV infekcija u odnosu na histoloski tip tumora.
Table 4. Appearance of the types of HPV infections in relation to histologic type of the tumors.

HPVneg. HPVipl6 HPVitpl8 HPVtp44 HPVip52 HPVtp56 HPV tip 58
PC 9 58 1 2 2 0 2
AC 3 6 1 0 0 1 1
ASC 1 6 2 0 0 0 0
Ukupno 13 70 4 2 2 1 3

Total

PC: Ca planocellulare; AC: Adenocarcinoma; ASC: Ca adenosquamosum

Tablica 5. Pojavnost mijeSanih HPV infekcija u odnosu na histoloski tip tumora.
Table 5. Appearance of mixed HPV infections in relation to histologic type of the tumor.

HPV tip 16+11+58  HPV tip 16+18

HPV tip 16+42

HPV tip 16+45 HPV tip 16+58

PC 0 2
ASC 1 0
Ukupno

Total ! 2

1 1 1
0 0 1
1 1 2

PC: Ca planocellulare; AC: Adenocarcinoma; ASC: Ca adenosquamosum

Tablica 6. Cimbenici koji utjetu na preZivljenje bolesnica s rakom vrata
maternice-univarijantna analiza.
Table 6. Factors influencing survival of the patients with cervical cancer
— univariant analysis.

Cimbenik Univarijantni rezultat (p)
Factor Univariant result (p)
Dob — Age

> 60 6,310,012
Menopauza — Menopausis 0,23 0,634

Klini¢ki stadij IB/IIB
Clinical stage

Histoloski tip — Histologic type

26,01 <0,0001

PC/AC 0,09 0,7677
AC/ASC 0,25 0,6142
PC/ASC 0,13 0,7135
Stupanj zrelosti tumora

;I;IIJIIHOI‘ s maturity grade 13702413
I 0,56 0,4556
VI 0,04 0,8432
InvaZ}]a limfnih kap}lara o 416 0.0414
Invasion of lymphatic capillaries

HPV tip 16 pos. 11,28 0,0008
HPV mijesani tip

HPV mixed type 6,120,0134
HPV neg. 0,40 0,5259

PC: Ca planocellulare; AC: Adenocarcinoma; ASC: Ca adenosquamo-
sum

Rezultati

U studiji su nakon isklju¢ivanja po principima prika-
zanim u materijalima i metodama preostale 102 bole-
snice s rakom vrata maternice klinickog stadija IB do
IIB koje su lije¢ene u Klinici za Zenske bolesti i porode
KBC-a Zagreb u razdoblju od 1996. do 2002. godine.
Prosje¢na zivotna dob ispitanica bila je 51,38+14,04 u
rasponu od 26 do 83 godine. U bolesnica je prosje¢an
broj poroda bio 2,2+1,2 (0-7), prosjecan broj pobacaja
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Slika 1. Prezivljenja bolesnica u odnosu na infekciju HPV tip 16.
Figure 1. Survival of patients in relation to the HPV type 16 infection.

1£1,4 (0-10), a u trenutku postavljanja dijagnoze njih
65 (63,7%) je bilo u menopauzi.

U vremenu pracenja 5-98 (58,37+29,65) mjeseci
umrle su zbog raka vrata maternice 23 (22,5%) bolesni-
ce.

Ucestalost pojedinih istrazivanih ¢imbenika i podti-
pova HPV-a prikazana je u tablicama 1-3, a na tablica-
ma 4—6 prikazana je ucestalost pojedinih podtipova u
odnosu na histoloski tip raka.
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Slika 2. Prezivljenje bolesnica u odnosu na infekciju mijeSanim tipom
HPV-a.

Figure 2. Survival of patients in relation to the mixed type of HPV infec-
tion.

Univarijantnom analizom pokazali smo kako je sta-
tisticki znac¢ajna razlika za prezivljenje bolesnica s kar-
cinomom vrata maternice bila dob >60 godina, klinicki
stadij, invazija u limfokapilarne prostore, infekcija
HPV-podtipom 16 i mijeSana infekcija HPV-om (slike 1
i2).

Rasprava

Invazivni karcinom vrata maternice po ucestalosti
zauzima tre¢e mjesto svih zloéudnih bolesti zenskog re-
produkcijskog sustava, iza karcinoma jajnika i endo-
metrija.

Karcinom plocastih stanica ¢ini 75-85% svih karci-
noma vrata maternice; incidencija adenokarcinoma je u
stalnom porastu i na njega danas otpada 15-25% svih
karcinoma vrata maternice. Za prezivljavanje i prog-
nozu bitni su: klini¢ki stadij bolesti, veli¢ina tumora,
histoloski tip i stupanj zrelosti te stanje limfnih ¢vorova.
Dodatni ¢imbenici prognoze su: analiza ploidije stanica
(analiza proto¢nom citometrijom) te ekspresija HER-2
neu antigena.'>?! Danas je gotovo sigurno da onkogeni
¢imbenici koji izazivaju nastanak atipi¢nih stanica i
moguci razvoj do karcinoma prenose spolnim putem.
Nastojanje klini¢ara i1 patologa je Sto tocnije odrediti
proSirenost tumora, kako bi se odabrao najbolji i naj-
postedniji zahvat, a bez povecanja rizika od kasnije pro-
gresije bolesti. Nacin lijeCenja mora uvijek biti Sto
postedniji jer je osim izljecenja od primarne bolesti bit-
no osigurati §to veéu kvalitetu Zivota. Na temelju kli-
nickog stadija odlucuje se o nacinu lijeCenja tumora
vrata maternice.

Raku vrata maternice prethode dobro definirane pre-
maligne promjene nazvane cervikalne intraepitelne
neoplazije (CIN). Na osnovi patohistoloske klasifika-
cije, ovisno o debljini zahvacenog epitela, dijele se na
tri stupnja. Ukoliko se ne lijece ove lezije mogu sponta-
no regredirati, ali 1 napredovati prema invazivnom kar-
cinomu. Rak vrata maternice kao i lezije koje mu pret-
hode uzroc¢no je u ¢ovjeka povezan s infekcijom papilo-
ma virusom (HPV). Genotipovi HPV-a visokog rizika
kodiraju za dva tipa onkoproteina E 6 i E 7 koji se vezu
na tumor supresorske gene p53 i Rb. Vezanje E 6 za p53
dovodi do njegove razgradnje ubikvitinskim putem,
¢ime se ovaj protein inaktivira. Cinjenica da samo mali
broj zena inficiranih HPV-om oboli od raka vrata ma-
ternice nakon dugog razdoblja latencije, pokazuje da
samo virus nije dostatan za izazivanje zlocudne preo-
brazbe.?>

Napredovanje iz premalignih lezija u invazivni karci-
nom povezano je s aktivacijom onkogena i inaktiva-
cijom tumor supresorskih gena. Gubitak heterozigotno-
sti specifi¢nih kromosoma ukazuje na deleciju jednog

alela u odredenom tumor supresorskom genu, Ciji je
preostali alel ¢esto inaktiviran mutacijom.?2°

S obzirom da se na osnovi morfoloskih promjena ne
moze predvidjeti ponaSanje lezija koje prethode inva-
zivnom karcinomu, nuzno je istrazivanje potencijalnih
molekularnih biljega, koji ¢e omoguciti razumijevanje
patogeneze ovog karcinoma i otkrivanje lezija koje
imaju vedi rizik zloéudne preobrazbe.

Prate¢i studije koje dolaze iz razli¢itih drzava Inter-
nacionalna udruga za istrazivanje karcinoma je izvije-
stila da je najucestaliji visokorizi¢ni HPV tip koji infi-
cira cerviks HPV 16 (53%), HPV 18 (15%), HPV 45
(9%), HPV 31 (6%), HPV 33 (3%). 175 izvijesca iz
razli¢itih krajeva svijeta govore da je HPV 16 najuce-
staliji dok pojavnost ostalih visokorizi¢nih tipova ovisi
o geografskom polozaju, demografskim kretanjima,
klini¢ko-patoloskim ¢imbenicima, a ovisi i 0 metodama
detekcije.®

Metodom Inno Lippa testom koja je kombinacija
PCR 1 reverzne hibridizacije izolirali smo viSe tipova
koji se nisu mogli detektirati klasicnom PCR metodom.
Prednost ove metode je u tome $to smo mogli utvrditi i
viSestruke infekcije.

U radu smo proveli istrazivanje na 102 pripravka
DNK dobivenih iz arhivskih uzoraka tkiva vrata mater-
nice, fiksiranih u formalinu i uklopljenih u parafin, do-
bivenih biopsijom prije lijecenja. 13 uzoraka (12,7%) su
HPV DNA negativni. U ostalih 89 (87,3%) detektirali
smo 9 razli¢itih tipova HPV-a metodom PCR-a i Inno
Lippa-e. Raspodjela tumor pozitivnih uzoraka i tip
HPV-a prikazani su u tablici 9. HPV 16 je u naSem
uzorku najéeséi tip s ucestaloséu 75,5%. Drugi po
ucestalosti je HPV 18 i HPV 58 (5,9%), a ucestalost
ostalih je 1-3%. HPV infekcija u premalignim lezijama
iu cervikalnom karcinomu je u nizu objavljenih radova
izmedu 48 1 100%. Nasi rezultati su sli¢ni (87,3%).
Objavljeni rezultati o HPV 16 kao najces¢em tipu
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izmedu 44 i 84% prate nasi rezultati od 75%.%' Iza njega
slijedi HPV 18 s pojavno$éu 2-39%.%* Nasi rezultati
blizi su donjoj granici. HPV 16 i HPV 18 ¢ine u na$oj
studiji oko 80% svih HPV tipova. To ukazuje na po-
stojanost povezanosti izmedu njih 1 etiologije ranog in-
vazivnog cervikalnog karcinoma.

Prema nasem istrazivanju u najveéem broju tumora u
kojima je HPV DNA pozitivan pronasli smo infekciju
samo jednim tipom HPV-a (93,1%). U samo 7 slucajeva
pronasli smo mije$anu infekciju (6,9%). U radu Gra-
flunda i sur.? uCestalost mijeSanih infekcija bila je
23,6%.

Skupina nasih bolesnica s mijeSanom infekcijom
imala je statisticki zna¢ajno lo$iju prognozu od onih in-
ficiranih jednim tipom HPV-a. U studiji Pilcha i sur.*
kao i kod Graflunda i sur.’?> pokazano je da je infekcija
tipom HPV 16 i 18 povezana s ¢e§¢im zahvacanjem
limfnih ¢vorova, limfokapilarnih prostora i Sirenja u pa-
rametrije, odnosno da imaju lo$iju prognozu. Girardi i
sur. nalaze lo$iju prognozu bolesnica s HPV 16 pozi-
tivnim karcinomom cerviksa. Medutim, suprotno njima
neki autori ne nalaze povezanost HPV-statusa i lo$ije
prognoze.’'=* Do sada je bila uvrijezena ¢injenica da je
HPV 18 povezan s adeno komponentom dok je HPV 16
¢es¢i kod planocelularnog histoloskog tipa. Medutim,
mnogi radovi to demantiraju.’>* U naSoj studiji HPV
18 nasli smo u jednom slu¢aju planocelularnog karci-
noma, jednom kod adenokarcinoma i u dva slucaja ade-
noskvamoznog karcinoma.
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XXXII ALPE ADRIA MEETING OF PERINATAL MEDICINE
Bassano del Grappa, Italia, October 15-16, 2010

Friday 15 * October Morning. Topic 1 — Excessive weight in Perinatology

Introductory Lectures. Excessive Weight in Perinatal Medicine. Josip Djelmis — Croatia
Pediatric aspects of excessive birth weight (4000 g or above). H. Orvos — Hungary.

Obstetric lectures: Maternal weight and pregnancy outcome. M Ivanisevié. Croatia « Mode of delivery and compli-
cations in macrosomic babies retrospective analysis from 2005 to 2009. M. Ballon. Austria « Outcome of pregnancy and
delivery in women with high BMI. B. Sajina-Stritar. Slovenia ¢ Obesity: Risk factor for complications during pregnancy.
T. Bité. Hungary * Fetal Overgrowth. G. D’Ottavio. ltaly.

Pediatric lectures: Effects of maternal overweight/obesity on neonatal outcome. E. Juretié. Croatia ¢ Macrosomia
and the risk for neonatal hypoglycaemia. T. Freidl. Austria ® Newborns in women with high BMI. H. Mole. Slovenia * Mac-
rosomic infants in our neonatal department — A macro dilemma? Z. Gyurkovits. Hungary. « Metabolic disorders in macro-
somic neonates. P. Brovedani. ltaly.

Friday Afternoon — Free communications session (14,30-17,30)

Special Lectures. The Late Preterm and Early Term Deliveries — A Matter of Concern? G. Mandruzzato
Preterm labor: The role of infection. M. T. Gervasi

Saturday 16" October Morning. Topic 2. PROM and PPROM

Introductory Lectures. PROM & PPROM. G. Kavsek. Slovenia
Neonatal consequences of PPROM and the fetal inflammatory response syndrome.
B. Recsh. Austria

Obstetric lectures: Pregnancy and delivery in pregnant patients with PROM Invited and PPROM. S. Skrablin.
Croatia  Preterm Premature Rupture of Membranes 24—34 weeks of gestation: Management and Analysis of the cases
at the Department of Obstetrics, Medical University Graz between 2003 — 2009. M. Bauer. Austria — Management and
outcome of pregnancy in PPROM before 32 weeks. A. Trojnar-Bregar. Slovenia. ¢ Consequences of PPROM. Mészaros
Gyula. Hungary — PROM at term. To wait or not to wait. Y. Meir, Italy.

Pediatric Lectures: Effects of PROM and PPROM on early neonatal outcome, Gverié-Ahmetasevi¢ S. Croatia ©
Preterm neonates with periventricular leucencephalomalacia after premature rupture of the membranes at the NICU Graz.
G. Pichler. Austria.  Neutrophil defensins, interleukin-6 and lipopolysaccharide binding protein as markers of chorioam-
nionitis, fetal inflammation and neonatal infection after PPROM. M. Lucovnik. Slovenia ® The manifestation and outcome
of neonatal infections originating from premature rupture of the membranes. M. Katona. Hungary. « PPROM Chorioamnion
inflammatory scores and neonatal respiratory outcome. V. Zanardo. Italy.

Informations. RegistraRetio is free of charge. Official language is English. The program will be sent after request
by mail to the following address: ogn @aslbassano.it.

Local Organizing Commeetee: Yoram Meir, Cocco Andrea, De Toni Anna, Falconi Gabriele, Perin Daniela, Tinelli
Rafaele. Secretary: Elena Mancin. Operative Unit of Obstetrics and Gynaecology. San Bassano Hospital. Via dei Lotti, 40.
36061 Bassano del Grappa VI. Tel. +39-0424-888502; Fax. +39-0424-888501; E-mail: ogn @aslbassano.it
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