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Uvod

Strucni rad

Humani papilomavirusi (HPV) su heterogena skupina virusa koja se tijekom
evolucije izvrsno prilagodila replikaciji u stanicama epitela. Perzistentna infek-
cija humanim papilomavirusima obvezan je etioloski kofaktor u nastanku be-
nignih i malignih novotvorina plocastog epitela. Prepoznavanje razli¢itosti
onokogenog potencijala pojedinih genotipova HPV-a potaknulo je brojna is-
trazivanja klini¢ke znac¢ajnosti molekularne heterogenosti ove skupine virusa.
Molekularna analiza HPV-a znac¢ajna je ne samo u temeljnim virusoloskim is-
trazivanjima ve¢ i u humanoj medicini s posebnim naglaskom na problematiku
povezanosti HPV-a s odredenim tipovima tumora, razvoj klinicki vrijednih di-
jagnostickih testova, procjenu rizika od nastanka malignih lezija, sastavljanje
klinickih postupnika za probir, pracenje i lijeCenje zarazenih, razvoj cjepiva,
analizu "pre-cjepne" distribucije genotipova, procjenu obuhvatnosti i u¢inkovi-
tosti cjepiva i pracenje distribucije genotipova nakon uvodenja univerzalnog ci-
jepljenja.

Molecular analysis of human papillomaviruses: a clinical significance
Professional paper

Human papillomaviruses (HPV) are a heterogeneous group of viruses that have
throughout their evolution adapted to replication in epithelial cells. Persistent
infection with human papillomaviruses represents a necessary co-factor for the
development of benign and malignant epithelial neoplasia. Different oncogenic
potential of individual HPV genotypes encouraged numerous studies on clinical
significance of the observed molecular heterogeneity of HPV. Molecular analy-
sis of HPV is relevant not only for basic virological research but for human me-
dicine as well with particular emphasis on association between HPV and various
types of human tumors, development of clinically validated diagnostic assays,
assessment of risk for progression of cervical lesions, vaccine design and devel-
opment, analysis of pre-vaccination distribution of HPV genotypes, analysis of
vaccine coverage and efficacy as well as monitoring of possible genotype re-
placement following introduction of universal HPV vaccination.

pojednih genotipova HPV-a s drugim tipovima karcino-
ma, prouc¢avanju molekularne epidemiologije HPV infek-

Humani papilomavirusi (HPV) su heterogena skupina
virusa koja se tijekom evolucije izvrsno prilagodila re-
plikaciji u stanicama epitela [1]. Perzistentna infekcija hu-
manim papilomavirusima obvezan je etioloski kofaktor u
nastanku benignih i malignih novotvorina plocastog
epitela [2—4]. Prepoznavanje razli¢itosti onokogenog po-
tencijala pojedinih genotipova HPV-a potaknulo je brojna
istrazivanja klini¢ke znacajnosti molekularne hetero-
genosti ove skupine virusa [5].

Molekularna analiza HPV-a znacdajno je pridonijela
poznavanju prirodne povijesti infekcije, epidemioloskoj
klasifikaciji genotipova HPV-a obzirom na rizik od na-
stanka karcinoma vrata maternice, procjeni povezanosti
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cije u pojedinim dijelovima svijeta, strukturiranju mole-
kularnih testova za klinicku dijagnostiku HPV infekcije te
dizajnu cjepiva.

Klasifikacija humanih papilomavirusa

Papilomavirusi su DNK virusi koji zarazavaju epitel
kraljeznjaka i ubrajaju se u porodicu Papillomaviridae.
Opisano je oko 250 genotipova HPV-a od kojih je 115
sluzbeno klasificirano [6]. Usprkos tako znacajno mole-
kularnoj heterogenosti, humani papilomavirusi su genet-
ski izrazito stabilni i evolucijski vrlo konzervirani.
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Genom papilomavirusa sastoji se od cirkularne dvo-
lan¢ane DNA veli¢ine oko 8 kb (kilobaza) koja najéesce
sadrzi 8 gena. Za potrebe klasifikacije koristi se analiza
gena L1 koji kodira sintezu jednog od kapsidnih proteina.
Nukleotidna sekvenca L1 gena koristi se u filogenetskoj
analizi i klasifikaciji papilomavirusa [7]. Kriterij za klasi-
fikaciju pojedinih izolata HPV-a u zasebne genotipove jest
razlika u sekvenci nukleotida L1 regije za najmanje 10 %.

Humani papilomavirusi ne mogu se uspjesno uzgojiti u
stani¢nim kulturama in vitro te se klasifikacija humanih
papilomavirusa temelji na sli¢nosti nukleotidnih sekvenci
te na vaznim bioloSkim i biomedicinskim obiljezjima
virusa. Obzirom na ograni¢enja mogucnosti kultivacije,
termin soj (eng. strain) se najéesée ne koristi u uobic¢ajenoj
stru¢noj literaturi u ovom podrucju i zamjenjuje se termi-
nom tip ili genotip. Valja naglasiti da International Com-
mittee on Taxonomy of Viruses (ICTV) za potrebe sluzbene
klasifikacije ipak koristi termin soj (npr. soj HPV-16).

Prva opée prihvaéena klasifikacija objavljena je 2004.
g. [8]. Ova klasifikacija rezultat je rada grupe istrazivaca u
Referentnom centru za humane papilomaviruse
istrazivackog instituta Deutsches Krebsforschungs-
zentrum u Heidelbergu pod voditeljstvom Prof. Ethel-
Michele de Villiers. Ovaj referentni centar osnovan je prije
25 g. i od tada potvrduje nukletodine sekvence novih
genotipova HPV-a, odobrava sluzbenu numericku klasi-
fikaciju novih genotipova HPV-a i pohranjuje referentne
bioloske uzorke pojedinih genotipova. U klasifikaciji
HPV-a iz 2004. g. opisana je taksonomija genotipova
HPV-1do HPV-96. Genotipovi HPV-46, HPV-55, HPV-64
1 HPV-79 nisu ispunili kriterije za neovisne genotipove a
njihovi brojevi vise nisu koristeni. Klinicki najznacajniji
genotipovi prema klasifikaciji iz 2004. g. ubrajaju se u
rodove alfa, beta, gama, nu i mu.

Ista grupa istrazivaca objavila je novu i dopunjenu
klasifikaciju papilomavirusa 2010. g. [9]. Prema novoj
klasifikaciji, porodica Papillomaviridae sadrzi 29 rodova i
189 izolata humanih papilomavirusa (120 tipova) kao i pa-
pilomaviruse izolirane iz sisavaca (64 tipa), ptica (3 tipa) i
reptila (1 tip). Humani papilomavirusi klasificiraju se u 5
rodova dok se papilomavirusi sisavaca dijele na 20 rodova.

Prema novoj klasifikaciji, kloniranje novog genotipa
papilomavirusa iz PCR produkta dostatan je dokaz za pri-
znavanje statusa novog genotipa i ukida se termin "kandi-
data" za novi genotip.

U razdoblju od 2004. g. do 2010. g. opisano je 28 novih
genotipova HPV-a od kojih se 5 ubraja u alfa-papilo-
maviruse (HPV-97,-102,-106,-1141-117), 14 genotipova
u beta-papilomaviruse (HPV-98, -99, -100, -104, -105,
-107, -110, -111, -113, -115, -118, -120, -122 i-124) 1 9
genotipova u gama-papilomaviruse (HPV-101,-103, -108,
-109,-112,-116,-119,-1211-123) [9].

Molekularna heterogenost HPV-a iskazuje se ne samo
na razini genotipova ve¢ i genomskih varijanti unutar
genotipova i subtipova. Obzirom na to da ICTV ne koristi
taksonomiju ispod razine vrste, klasifikacija Bernard i sur.
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iz 2010. g. ne obuhvaca detaljnu klasifikaciju genomskih
varijanti [9]. Medutim, u radu Bernard i i sur. navodi se da
je u pripremi nomenklatura varijanti alfa-papilomavirusa
koji su povezani s karcinomom vrata maternice koja ¢e se
temeljiti na sekvencama kompletnog genoma [9].

Alfa-papilomavirusi i karcinom vrata
maternice

Osnovno biolosko svojstvo HPV-a je savrSena pri-
lagodba stanicama ploc¢astog epitela koze i sluznica.
Povezanost izmedu perzistentne infekcije HPV-om i na-
stanka benignih te malignih novotvorina epitelnih stanica
prepoznata je 70-ih godina 20. stoljeca u tri povijesne pu-
blikacije istrazivacke grupe Haralda zur Hausena [10—12].
U radu Durst i sur. iz 1983. g., grupa Prof. zur Hausena
dokazala je prisutnost DNK HPV-16 u bioptickim materi-
jalima zena s karcinomom vrata maternice iz 4 razlicita
zemljopisna podrucja [12].

Prof. zur Hausen je 2008. g. za otkri¢e povezanosti
HPV-a i karcinoma vrata maternice dobio Nobelovu na-
gradu za medicinu i fiziologiju. Nastanak karcinoma vrata
maternice i drugih karcinoma gentalne regije (npr. vulve)
povezan je s infekcijom papilomavirusima iz roda alfa-pa-
pilomavirusa.

Zivotni ciklus HPV-a je jedinstven upravo zbog
povezanosti s diferencijacijom epitelnih stanica. Johmson
isur. su2010. g. po prvi puta detaljno analizirali ranu fazu
infekcije HPV-om i dokazali da se virioni HPV-a vezu na
molekule heparan sulfat proteoglikana (HSPG) na povr-
$ini cervikovaginalne bazalne membrane (na mjestu
ostecenja sluznice) [ 13]. Nakon kontakta s bazalnim stani-
cama, slijede dvije konformacijske promjene kapside viri-
onaiosobadenje L2 epitopa 17-36 §to omogucuje vezanje
virusne kapside na non-HSPG molekule tj. infekciju
bazalnih stanica koje migriraju preko bazalne membrane
tijekom procesa cijeljenja rane. HPV se u bazalnim stani-
cama nalazi u jezgri u obliku episoma a replicira se ekspre-
sijom E1 1 E2 (ranih) virusnih proteina. Tijekom diferenci-
jacije bazalnih stanica (intermedijarna i povrsinska zona),
HPV-om zaraZene stanice ulaze u S fazu, eksprimiraju se
kasni L1 1 L2 geni, sintetiziraju se strukturalni proteini i
dolazi do oslobadanja infektivnih viriona u ekstracelularni
prostor tijekom eksfolijacije vanjskog sloja epitela.

Sredi$nji dogadaj u zivotnom ciklusu HPV-a u kontek-
stu nastanka karcinoma vrata maternice je integracija
virusa u genom i aktivacija transkripcije E6 i E7 gena ¢iji
proteinski produkti iskazuju onkogeni potencijal.
Onkoproteini E6 1 E7 tijekom interakcije s tumor-supre-
sorskim proteinima (p53, pRB) u stanici onemogucavaju
biolosku kontrolu stani¢nog ciklusa, posebice pri prijelazu
iz Gl u Siiz G2 u M fazu Zivotnog ciklusa. U konacnici,
navedene interakcije dovode do nestabilnosti koromoso-
ma, pojave drugih mutacija koje se povezuju s malignim
transformacijama stanice, gubitka kontrole stani¢nog cik-
lusa te transformacije stanica koja se citoloski karakter-
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iziraju kao cervikalne intraepitelijalne neoplazije (CIN)
lakSeg i tezeg stupnja odnosno karcinom vrata maternice.

Imunoreakcijana HPV iskazuje odredene specifi¢nosti
zbog afiniteta za epitelne stanice i izostanka viremije.
HPV vrlo u¢inkovito izbjegavaju efektorske mehanizme
urodene (interferonska imunost) i specifi¢ne imunosti
(prezentacija antigena). Tijekom infekcije HPV-om ne
dolazi do lize keratinocita tj. nema nekroze i upale te se ne
aktivira upalni imunoloski odgovor. Seroloski odgovor ti-
jekom infekcije HPV-om javlja se u 54—64 % zarazenih
zena a do serokonverzije najcesée dolazi unutar 18 mjese-
ci od infekcije [14].

Molekularna karakterizacija HPV-a i
klini¢ka primjenjivost molekularnih analiza

Obzirom na nemogucnost uspjesne kultivacije HPV-a
u stani¢nim kulturama in vitro, istrazivanje ove skupine
virusa od pocetka se povezuje s molekularnim metodama
¢ije su ciljne strukture HPV DNK ili HPV RNK. U
istrazivanju HPV-a i klinickoj dijagnostici HPV infekcije
najcesce se primjenjuju metode klasi¢cnog PCR-a, PCR-au
realnom vremenu, hibridizacije nukleinskih kiselina,
sekvenciranje pojedinih regija genoma kao i tehnologija
mikrocipovi [15].

Identifikacija pojedinih genotipova HPV-a u bio-
loskim uzrocima najéesée se temelji na PCR-u pri cemu se
koriste tri tipa pocetnica: My09/11 (fragment 450 parova
baza, bp), GP5+/6+ (150 bp) i SPF;, (65 bp).

Primjena PCR metoda za identifikaciju pojedinih
genotipova HPV-a omoguéila je prepoznavanje pove-
zanosti pojedinih genotipova HPV-a i nastanka odredenih
tipova proliferativnih lezija.

Genotipizacija HPV-a kao temelj epidemio-
loske Kklasifikacije HPV-a obzirom na rizik od
nastanka karcinoma vrata maternice i razvoj
klini¢ke dijagnostike HPV infekcije

Razvoj molekularnih metoda za individualnu genoti-
pizaciju HPV-a u bioloskim uzorcima potaknuo je pro-
vodenje klinickih istrazivanja s ciljem procjene onko-
genog potencijala pojedinih genotipova HPV-a.

Munoz i sur. su 2003. g. objavili rad koji je temelj epi-
demioloske klasifikacije HPV-a obzirom na rizik od na-
stanka karcinoma vrata maternice [5]. Rad se temelji na
metanalizi rezultata 11 studija iz devet zemalja u kojima je
sudjelovalo 1918 Zena s histoloski potvrdenim karci-
nomom vrata maternice i 1 928 kontrola. Temeljem rezul-
tata ovog rada genotipovi HPV-a identificirano je 15 geno-
tipova (HPV- 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
68, 73 1 82) koji su povezani s visokim rizikom od nastan-
ka karcinoma vrata maternice kao i 3 genotipa koji su
klasificirani kao vjerojatno visokorizi¢ni genotipovi
(HPV-26, 53 1 66). Niskorizi¢ni genotipovi (HPV-6, 11,
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40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 i CP6108) su takoder
vazni u medicini jer su odgovorni za nastanak vise od 95 %
genitalnih bradavica i laringealnih papiloma.

Rezultati ove studije potaknuli su razvoj prvog kli-
nickog testa za dijagnostiku HPV infekcije hybrid capture
2 (hc2, Digene HPV test, distribucija Qiagen, Njemacka)
koji se temelji na grupnoj genotipizaciji 13 visokorizi¢nih
genotipova HPV-a [15]. Test se temelji na principu teku-
¢inske hibridizacije i koristi koktel komplementarnih
RNA proba koje hibridiziraju DNK HPV-a (episom i inte-
grirani provirus). Hybrid capture 2 omogucuje detekciju
13 visokorizi¢nih genotipova HPV-a (16, 18, 31, 33, 35,
39,45,51,52,56,58, 59, 68) ali daje i moguénost detekci-
je niskoriziénih genotipova (6, 11,42, 43, 44) a u pripremi
je inova verzija testa koja ¢e omoguciti potpunu automati-
zaciju testiranja i individualnu genotipizaciju HPV-16/18 i
-45 [16-17].

Americka uprava za hranu i lijekove (Food and Drug
Administration, FDA) odobrila je 2003. g. primjenu Ay-
brid capture 2 testa za dvije indikacije:

1. primarni skrining zZena u dobi od >30 u kombinaciji
s citologijom u svrhu detekcije infekcije visoko-
rizicnim genotipovima HPV-a

2. trijaza zena s ASC-US-om u svrhu procjene potrebe
dodatne klini¢ke obrade (kolposkopije) [17].

Studije klinicke validacije ovog testa pokazale su da
zajednicka interpretacija rezultata citologije i hybrid cap-
ture 2 testa ima negativnu prediktivnu vrijednost >99 % tj.
da je rizik od nastanka karcinoma vrata maternice u Zena s
normalnom citologijom i negativnim rezultatom hybrid
capture 2 testa iznimno nizak. Jedan od prvih radova koji
je dokazao klinicku vrijednost hybrid capture 2 testa ob-
javili su znanstvenici iz Hrvatske [18].

Klini¢ka znac¢ajnost HPV-16/18 u nastanku
karcinoma vrata maternice

Perzistentna infekcija visokorizi¢nim genotipovima
HPV-a neophodna je za nastanak karcinoma vrata mater-
nice. Danas je poznato da HPV-negativan karcinom vrata
maternice ne postoji. Nemogucnost detekcije HPV-a u
bioptatima karcinoma vrata maternice najcesce se povezu-
je s neadekvatnim uzorkovanjem ili pohranjivanjem uzor-
ka odnosno greskama u molekularnim metodama koje se
primjenjuju za dokazivanje HPV-a. Jedno od istrazivanja
koji potvrduju ove navode je studija Bohemer i sur. u kojoj
je analizirano 511 uzoraka zena s CIN3 i karcinomom vra-
ta maternice i dokazana HPV DNK u svim uzorcima [19].

Munoz i sur. su 2004. g. pokazali da su genotipovi
HPV-a 16,18 i 45 odgovorni za 77,4 % karcinoma vrata
maternice u svijetu, a zatim po ucestalosti slijede HPV-31,
HPV-33, HPV-52, HPV-58, HPV-35 i drugi [20]. Analiza
distribucije genotipova HPV-a na pojedinim kontinentima
pokazala je odredene razlike od kojih valja izdvojiti visoku
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prevalenciju HPV-18 u aftrici (22,4 %) i neuobicajeno
nisku prevalenciju HPV-45 u Aziji (3,1 %) [20].

Incidencija raka vrata maternice u Hrvatskoj je 13,7 na
100 000 zena reproduktivne dobi (15—44 godine), i na dru-
gom je mjestu odmah iza karcinoma dojke. Godisnje se u
Hrvatkoj dijagnosticira 431 novooboljela i 209 smrti
uzrokovanih rakom vrata maternice [21].

Distribucija genotipova HPV-a u Zena s cervikalnim
displazijama tezeg i lakSeg stupnja iz Hrvatske analizirana
je u studiji Hadisejdic¢ i sur. iz 2007. g. [22]. Prema tim po-
dacima prevalencija HPV tipova kod invazivnog adeno-
karcinoma vrata maternice je: HPV-16 (45 %), HPV-18
(36,9 %), HPV-51 (17,6 %), te genotipovi HPV-31 i HPV-
-33 (11,7 %) (31,32) [22]. Podatci o prevalenciji pojedinih
genotipova HPV-a u Zena s planocelularnim karcinomom
vrata maternice iz Hrvatske nisu dostupni.

Preliminarni podatci prve prospektivne studije dis-
tribucije genotipova HPV-a u Zena s karcinomom vrata
maternice iz Hrvatske (Vince i sur., unpublished) pokazuju
visoku prevalenciju infekcije s HPV-om 16 ali i znacajnu
zastupljenost dvojnih (oko 20 %) infekcija te cak 10 % in-
fekcija s po 3 visokorizi¢na genotipa HPV-a. Analiza dis-
tribucije genotipova HPV-a u Zena s karcinomom vrata
maternice iz Slovenije takoder je pokazala visoku zastu-
pljenost infekcije s HPV-16 (64,9 %) 1 HPV-18 (12,2 %) te
Cak 18 % dvojnih infekcija [23].

Najznacajnija prospektivna klinicka studija koja je
nedvojbeno pokazala iznimno snazan onkogeni potencijal
HPV-16 bila je studija Khan i sur. (2005) koja je obuhvati-
la20 810 Zena s normalnom citologijom u Portlandu, SAD
[24]. Tijekom desetogodisnjeg pra¢enja CIN3 je otkriven
u 21 % zena zarazenih s HPV-16, 18 % Zena zarazenih s
HPV-18 dok je 1,5 % zena koje su bile zarazene s jednim ili
viSe od 11 drugih visokorizi¢nih genotipova HPV-a razvio
CIN3 tijekom perioda pracenja. Ova je studija pruzila prve
znanstveno-utemeljene dokaze o mogucoj korisnosti uvo-
denja skrininga koji bi se temeljio na razlikovanju infekci-
je s HPV-16/18 od infekcije drugim visokorizi¢nim geno-
tipovima HPV-a u svrhu identifikacije upravo onih Zena s
najvecim rizikom od nastanka karcinoma vrata maternice.

Grupa stru¢njaka Svjetske zdravstvene organizacije
Working group of the WHO International Agency for
Research on Cancer (IARC) je 2009. g. predlozila novu
sistematizaciju klinicke znacajnosti pojedinih genotipova
HPV-a:

a) HPV-16 — iznimno znac¢ajan humani karcinogen

b) HPV-18 — onkogeni potencijal manji od HPV-16,
posebno znacajan za nastanak adenokarcinoma

c) Sest genotipova (HPV-45, HPV-31, HPV-33, HPV-
-35, HPV-52 1 HPV-58) koji se zajedno s HPV-16 i
HPV-18 ubrajaju u globalno najces¢e genotipove
znac¢ajne za nastanak karcinoma vrata maternice i
drugih karcinoma
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d) genotipovi koji su manje zastupljeni u etiologiji hu-
manih karcinoma (HPV-51, HPV-56, HPV-39 i
HPV-59)

e) HPV-68 i HPV-73 — klini¢ka znac¢ajnost nije u pot-
punosti jasna

f) HPV-66 i HPV-53 — uklju¢ivanje ovih genotipova u
skrining testova za prevenciju karcinoma vrata
maternice smanjilo bi klini¢ku specifi¢nost i pozi-
tivnu prediktivnu vrijednosti ovih testova a istovre-
meno ne bi povecalo osjetljivosti 1 negativnu
prediktivnu vrijednost testova.

Upravo ove znanstvene spoznaje potaknule su razvoj
nove generacije molekularnih testova za klinicku dija-
gnostiku HPV-infekcije koja se temelji na kombinaciji in-
dividualne genotipizacije HPV-16 i HPV-18 te grupne
genotipizacije 12 drugih visokorizi¢nih genotipova HPV-a
[15]. U Europi se najcesce koriste Abbott RealTime High
Risk HPV test (Abbott Molecular, USA) i Cobas 4800
HPV test (Roche Molecular Systems) koji su dostupni od
2009. g [25]. U SAD-u se u svrhu identifikacije Zena s
HPV-16/18 infekcijom koristi kombinacija Cervista HPV
HR testa (detekcija 14 visokorizi¢nih genotipova) i
Cervista HPV16/18 testa (individualna genotipizacija
HPV-16/18) (Third Wave Technologies Inc./Hologic Inc.,
Madison, WI, USA) koje je FDA odobrila 2009. g. [26].

Preporuke strucnog drustva American Society for
Colposcopy and Cervical Pathology (ASCCP) iz 2006. g.
navode da se testovi koji ukljucuju individualnu genotipi-
zaciju HPV-16 i HPV-18 trebaju koristiti u dijagnostickoj
obradi zena s normalnom citologijom i pozitivnim nala-
zom HPV DNK testa za visokorizi¢ne genotipove [27].
Ukoliko se testiranjem dokaze prisutnost HPV-16/-18,
zena se upucuje na koloposkopiju dok se u Zena koje su
zarazene drugim visokorizi¢nim genotipovima HPV-a
preporucuje kontrola za 12 mjeseci i ponavljanje citologi-
je 1 HPV testa.

Dvanaest genotipova iz skupine alfa-papilomavirusa
povezano je s niskim rizikom od nastanka karcinoma vrata
maternice. No, klini¢ki vrlo znacajni i najbolje prouceni
niskoriziéni genotipovi su HPV-6 i HPV-11 koji su odgo-
vorni za nastanak >95 % genitalnih bradavica (condylo-
mata acuminata) i laringealnih papiloma.

Beta- i gama-papilomavirusi

Genotipovi HPV-a iz roda beta-papilomavirusa pove-
zuju se s pojavom epidermodisplazije veruciformis (EV)
[28]. EV je rijetka autosomalna recesivna bolest uzroko-
vana mutacijama u EVERI/EVER2 genima koja se
povezuje s visokim rizikom od nastanka karcinoma koze.
Beta-papilomavirusi koji su u imunokompententnim os-
obama niskovirulentni, iskazuju snazan onkogeni potenci-
jalubolesnikas EV.
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Prosirenost infekcije beta-papilomavirusima potvr-
duju i rezultati rada Poljak i sur. koji su pokazali prisutnost
ovih virusa u korijenima dlaka iz podrucja skrotuma, pu-
bisa i perianalnog podrucja oko 30 % imunokompetentnih

~~~~~

ka bili su HPV-36, HPV-15 1 HPV-14D.

Mu i no-papilomavirusi

Grimmel i sur. su 1998. g. otkrili i karakterizirali HPV-
-41 iz roda Nu [30]. Genotip HPV-1 iz roda Mu su otkrili
Orth i sur. (1977.g.) dok su genotip HPV-63 po prvi puta
karakterizirali Egawa i sur. (1993. g.) [31-32]. Genotipovi
HPV-aizrodova Mu i Nu odgovorni su za nastanak koznih
bradavica. Wang i sur. su 2007. g. opisali klinicki teze
slucajeve koznih promjena uzorkovani HPV-2 iz roda Mu
[33].

Klini¢ka znacajnosti genomskih varijanti
HPV-a

Izolate odredenog genotipa HPV-a koji se medusobno
razlikuju za <2 % na razini nukleotidne sekvence L1 regije
iza <od S5 % na razini LCR regije genoma nazivamo
genomskim variantama [8—9]. Genomske varijante se ana-
liziraju sekvenciranjem (najces¢e MY09/11 ili GP55/6+
PCR produkata) i filogenetskom analizom sekvenci. Ana-
liza genomskih varijanti pojedinih genotipova HPV-a iz-
nimno je znacajno podrucje istrazivanja u molekularnoj
virusologiji HPV infekcije no biomedicinsko znacenje
genomskih varijanti za sada nije u potpunosti razjasnjeno.
Osnovna pitanja koja se postavljaju u kontekstu klinicke
znacajnosti genomskih varijanti HPV-a su:

1. da li je postojanje pojedinih genomskih varijanti
povezano s povecanim rizikom od uspostave perzi-
stentne infekcije pojedinim genotipovima HPV-a

2. dali su pojedine genomske varijante visokorizi¢nih
genotipova povezane s ve¢im rizikom od nastanka
karcinoma vrata maternice

3. dali postojanje genomskih varijanti utjece na dijag-
nosticku to¢nost pojedinih molekularnih testova

4. da li je postojanje genomskih varijanti povezano s
ucinkovitosti cjepiva protiv HPV-a?

Analiza distiribucije pojedinih genomskih varijanti
HPV-a u zena s perzistentnom infekcijom i progresijom
cervikalnih lezija pokazala je poveéanu prevalenciju
genomske varijante 350G HPV-16 (gen E6) u usporedbi s
prototipom 350T. Lee i sur (2008) su takoder pokazali da
je procjena rizika od progresije cervikalnih lezija pove-
zana s polimorfizmom E6 regije HPV-16 [34]. Sichero i
sur. (2007) su takoder pokazali povecani rizik od nastanka
skvamoznih intraepitelijalnih lezija tezeg stupnja (HSIL)
u zena s non-Europskim genomskim varijantama HPV-16
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[35]. Stoga mozemo zakljuciti da postoje odredeni dokazi
o povec¢anom onkogenom potencijalu nekih genomskih
varijanti HPV-16 te da je ovo podrucje potrebno detaljnije
istraziti.

Utjecaj genomskih varijanti na dijagnosticku to¢nost
pojedinih molekularnih testova istrazili su Jiang i sur.
(2009) usporedbom rezultata testa integracije genoma
HPV-16 (odredivanje omjera broja kopija gena za E2 1 E7)
u Europskim, Azijsko-Americkim te dvije Africke genom-
ske varijante HPV-16 [26]. Rezultati ovog rada su pokaza-
li da su rezultati ovog testa integracije za Africke varijante
HPV-16 lazno snizene zbog promjene slijeda nukleotida u
blizini 3' kraja veznog mjesta pocetnice za E2. Ovaj je rad
pokazao da je pri validaciji novih molekularnih testova
vazno analizirati sposobnost ekvivalentne detekcije svih
genomskih varianti pojedinih genotipova HPV-a.

Dokazi o klinickoj znac¢ajnosti genomskih varijanti
potaknuli su raspravu o potrebi prikupljanja izolata poje-
dinih genotipova iz cijelog svijeta kako bi se pripravio svo-
jevrstan "katalog" genomskih varijanti pojedinih geno-
tipova. Prado i sur. su 2009. g objavili rad o genomskim
varijantama genotipova HPV-53, -56 1 -66 i pokazali da
npr. HPV-58 ima 17 genomskih varijanti koje formiraju 3
filogenetska stabla obzirom na zemljopisno porijeklo
(Europske, Azijske i Africke varijante) [37]. Kocjan i sur.
su opisali genomske varijante HPV-38, beta-papiloma-
virusa koji je povezan s karcinomima koze [37]. Temeljem
sekvenci L1, E6 i E7 regija genoma otkriveno je 17
genomskih varijanti od kojih je ¢ak 12 po prvi puta bilo
opisano u ovom radu [38]. Stoga je jasno da se hetero-
genost genomskih varijanti pojedinih genotipova HPV-a
kao i njihova biomedicinska znacajnost tek treba istraziti.

Zakljucak

Molekularna analiza HPV-a zna¢ajna je ne samo u
temeljnim virusoloskim istrazivanjima ve¢ i u humanoj
medicini s posebnim naglaskom na:

1. problematiku povezanosti HPV-a s odredenim
tipovima tumora
2. razvoj klinicki vrijednih dijagnostickih testova

W

. procjenu rizika od nastanka malignih lezija

4. sastavljanje klinickih postupnika za probir, pracenje
i lijecenje zarazenih

. razvoj cjepiva

. analizu "pre-cjepne" distribucije genotipova

. procjenu obuhvatnosti i u¢inkovitosti cjepiva

0 3 O W

. pracenje distribucije genotipova nakon uvodenja
univerzalnog cijepljenja (genotype replacement).

Rad je prezentiran na 2. hrvatskom kongresu o urogenitalnim i
spolno prenosivim infekcijama, s medunarodnim sudjelovanjem,
Opatija, 14.-16.5.2010.
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