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Popis kratica

1. AGCUS - atipi¢ne Zljezdane stanice neodredenog znacenja (engl. atypical glandular cells
of undetermined significance)

2. ASCUS - atipi¢ne skvamozne stanice neodredenog znacenja (engl. atypical squamous cells
of undetermined significance)

3. CIN - cervikalna intraepitelna neoplazija
4. DNA — deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)
5. HPV — humani papiloma virus (engl. human papillomavirus)

6. MALDI-TOF spektrometra masa (engl. Matrix Assisted Laser Desorption lonization -
Time of Flight)

7. PCR - lan¢ana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction)
8. RNA - Ribonukleinska kiselina (engl. ribonucleic acid)

9. SIL - skvamozna intraepitelna lezija (engl. squamous intraepithelial lesion)


https://bs.wikipedia.org/wiki/Engleski_jezik
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1. UvOD
1.1. Humani papiloma virus

Humani papiloma virus (HPV) spada u porodicu Papillomaviridae. Virusi porodice
Papillomaviridae relativno su mali DNA virusi, nemaju lipidnu ovojnicu i promjera su od 45
do 55 nm. Zbog toga $to ne sadrze lipidnu ovojnicu otporni su na djelovanje 70 % etanola,
etera, kloroforma i drugih otapala. Humani papiloma virus (HPV) uzrokuje pojavu
anogenitalnih bradavica ili ¢ak neoplaziju vrata maternice. Cervikalna intraepitelna neoplazija
(CIN) je preinvazivna promjena za koju se danas zna da, iako se ne lijeCi, ve¢inom se
spontano povlaci. CIN promjene se tijekom odredenog vremena mogu razviti u karcinom in
situ. Anogenitalne bradavice najces¢e su prisutne u spolno aktivnih osoba i one mogu
spontano nestati (1). Veliki problem u rjesavanju infekcije HPV-om predstavlja ¢injenica da
ne postoji specificéni lijek. Od 2006. godine na trzistu su dostupna cjepiva protiv onkogenih
tipova humanog papiloma virusa. Infekcija u organizam ¢ovjeka ulazi kroz ostecene dijelove
koze i sluznice, a neki se genotipovi HPV-a §ire spolnim odnosom. Infekcije spolnog sustava
humanim papiloma virusom danas se ubrajaju u spolno prenosive bolesti (2). Tezi oblici
infekcije HPV-om osim anogenitalnog su i karcinom plocastog epitela usne Supljine i
orofaringealni karcinom koji su uzrokovani visokorizi¢nim tipom HPV-a. HPV virus uzrokuje
i Heckovu bolest (fokalna epitelijalna hiperplazija) te se povezuje i s leukoplakijom
(promjene mukoznih membrana sa zlo¢udnim potencijalom) (3). Analizom genoma otkriveno
je vise od 150 genotipova: onih koji mogu inficirati mukozu (oko 40 genotipova) i onih koji
inficiraju koZu (oko 110 genotipova). Po svom onkogenom potencijalu mogu se klasificirati u
dvije skupine. Prvu skupinu ¢ine genotipovi niskog rizika (engl. low risk HPV), a drugu
genotipovi visokog rizika (engl. high risk HPV). Najées¢i niskorizi¢ni genotipovi HPV-a su 6
i 11. Skoro sve vrste benignih lezija, u koje se ubrajaju kondilomi i laringealni papilomi,
uzrokovane su s ova dva tipa niskorizicnog HPV-a. Tipovi 16 1 18 su najces¢i tipovi
visokorizi¢nog HPV-a i uzrokuju 70 % karcinoma maternice. lzvijesca iz razli¢itih krajeva
svijeta pokazuju kako je HPV 16 najucestaliji tip dok pojava ostalih ucestalih genotipova
HPV-a ovisi o geografskom polozaju, demografskim kretanjima, klinicko-patoloskim
¢imbenicima, a ovisi i 0 metodama detekcije (4). Genotipizacija HPV-a znadajna je za
otkrivanje visokorizi¢nih genotipova koji uzrokuju rak vrata maternice. Faktori Koji
povecavaju rizik infekcije od visokorizicnog tipa HPV-a su pusSenje, Kkoje uzrokuje
orofaringealni karcinom, zatim oslabljeni imunitet, dugo koristenje oralnih kontraceptiva, losa

oralna higijena i prekomjerna konzumacija alkohola (5).
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1.2. Genom HPV-a

Genom HPV-a je kruzna dvolanc¢ana DNA veli¢ine oko 8000 pb dobro poznate strukture i
organizacije gena. Dijeli se na tri podrucja: podrucje L (engl. late) koje kodira sintezu
strukturnih proteina, podrucje E (engl. early) sa zapisima odgovornim za onkogeni ucinak
stanice i umnozavanje virusa te podru¢je R (engl. regulatory) sa zapisima za regulacijske
proteine Koji upravljaju procesima umnozavanja virusa. Vecina genotipova HPV-a ima Sest
razli¢itih ranih gena: E1, E2, E4, E5, E6 i E7, koji kodiraju proteine potrebne za umnozavanje
virusa (replikaciju i transkripciju virusne DNA). Medutim, kod genotipova visokog rizika,
rani geni sudjeluju i u transformaciji zarazenih stanica. Geni L1 i L2 kodiraju strukturne
proteine kapside virusnih Cestica. DNA humanog papiloma virusa u pocetnim je stadijima
cervikalnih lezija u stanici prisutna u ekstrakromosomskom, episomalnom, obliku. Za razliku
od niskorizi¢nih genotipova, genom visokorizi¢nih tipova HPV-a ima sklonost ugradnji u
genom stanice domacina ¢ovjeka. Prije ugradnje u genom ljudske stanice virusni genom se
,otvori® (lomi) u genu E1 i/ili E2, dok E6/E7 regije ostaju cjelovite. Gubitak funkcije gena E2
rezultira nekontroliranom povecanom ekspresijom proteina E6 i E7 (6). U svim karcinomima
vrata maternice nadena je povecana ekspresija virusnih proteina E6 i E7. Proteini E6 i E7
HPV-a imaju znacajnu ulogu u nastanku karcinoma vrata maternice, $to je potvrdeno i in
vitro pokusima imortalizacije stanica fibroblasta u kulturi nakon transfekcije s proteinima E6 i
E7. Nadalje, in vitro pokusi pokazuju da je za transformaciju stanica nuzna suradnja ovih
virusnih gena sa stani¢nim genima kao §to je onkogen H-ras. Dokazano je da virusni protein
E6 ima sposobnost vezanja s razli¢itim vaznim regulacijskim proteinima stanice domacina
kao sto je p53 (7). Vezanje E6 s p53 dovodi do razgradnje p53 ¢ime se gubi njegova uloga u
kontroli gena koji kontroliraju zastoj u G1-fazi, pa se, dozvoljavanjem prolaza kroz stani¢ni
ciklus prije nego $to je DNA popravljena, omogucava nakupljanje mutiranih gena. Protein E7
HPV-a visokog rizika ¢ini komplekse s proteinom Rb i u tom obliku ometa put djelovanja
ovog proteina. Protein Rb se u interakciji s transkripcijskim ¢imbenikom E2F veze za
promotore i blokira ekspresiju gena. Kada je Rb inaktiviran, na primjer kada ¢ini kompleks s
proteinom E7, stanice su sklonije ulasku i zaostajanju u S-fazi, Sto stimulira replikaciju DNA,

a posredno i proliferaciju stanica.
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Slika 1. Genom HPV tipa 16 (prilagodeno prema 8) funkcije gena: L1 i L2 - proteini kapside
virusne Cestice; E1 — regulacija episomalne replikacije virusne DNA; E2 — regulacija
transkripcije i replikacije virusne DNA; E4 — oslobadanje virusnih ¢estica; E5 — stimulacija
stani¢ne proliferacije; E6 — deregulacija kontrole stani¢nog ciklusa inaktivacijom/razgradnjom

p53; E7 - deregulacija stani¢nog ciklusa inaktivacijom proteina Rb

1.3. Znacaj detekcije i genotipizacije HPV-a

Rak vrata maternice je po ucestalosti Cetvrti karcinom u Zenskoj populaciji u svijetu. Prema
podacima Medunarodne agencije za istrazivanje raka (engl. International Agency for
Research on Cancer) Svjetske zdravstvene organizacije (engl. World Health Organization) od
raka vrata maternice godiSnje oboli 528.000 Zena (podaci za 2012. godinu). Vecina (85 %)
javlja se u slabije razvijenim dijelovima svijeta (9). U Hrvatskoj je incidencija raka vrata
maternice (15,3/100.000) najvisa u dobi od 30. do 34. godine Zivota, a odnos izmedu
karcinoma in situ i invazivnog raka vrata maternice je u 2013. godini bio 1:1 (10). Detekcija i
genotipizacija HPV-a znacajna je za otkrivanje visokoriziénih genotipova koji uzrokuju rak
vrata maternice. Danas je detekcija visokorizicnog HPV-a uvrStena u probir za rak vrata

maternice i to kroz tri modela (11):
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1. Test probira za Zene s granicnim citoloskim nalazom prisustva atipi¢nih skvamoznih
stanica neodredenog znacenja (ASCUS, engl. atypical squamous cells of undetermined
significance), atipi¢ih zljezdanih stanica (AGC, engl. atypical glandular cells) i
skvamoznih intraepitelnih lezija (SIL) koje ¢e trebati daljnje pracenje.

2. Primarni test probira — samostalno ili u kombinaciji s Papa-testom za ranu detekciju
prekursora raka vrata maternice.

3. Test prac¢enja nakon ekscizijskog lije¢enja SIL-a visokog stupnja.

Dokazano je da pozitivan HPV test nakon lijeCenja CIN-a (cervikalna intraepitelna
neoplazija ) ima vecu osjetljivost u usporedbi s ponovljenom citologijom i iz tog razloga HPV
test uveden je u protokole pracenja nakon lijeCenja CIN-a te se preporucuje dvostruko
testiranje Papa-testom i HPV testom Sest mjeseci nakon zahvata. Rastu¢a saznanja o vezi
HPV infekcije i raka vrata maternice dovela su do stvaranja profilaktickih cjepiva s ciljem
primarne prevencije bolesti. Danas se koristi nekoliko komercijalnih cjepiva koja ukljucuju
razli¢ite HPV tipove. Poznata su dvovalentna (protiv HPV-a 16 i 18), ¢etverovalentna (protiv
HPV-a 6, 11, 16, 18) te 9-valentna (protiv HPV-a 6, 11, 16,18, 31, 33, 45, 52 i 58) cjepiva
(12). Genotipizacija HPV-a ima vaznu ulogu u detekciji displazija i pomaze u smanjenju broja
lazno pozitivnih rezultata Papa-testa. Zene starije od 30 godina s negativnim nalazom HPV-a
imaju mnogo manje Sanse za razvoj raka vrata maternice te s negativnim nalazom Papa-testa i

HPV testa ne moraju biti testirane sljede¢ih 5 godina (13).

1.4. Metode molekularne dijagnostike za detekciju infekcije HPV-om

Kultivacija HPV-a u stani¢énim kulturama in vitro nije moguca pa se za detekciju infekcije
HPV-om koriste metode molekularne dijagnostike. U pocetku su za detekciju HPV-a
koristene tehnike Southern hibridizacijske analize te in situ hibridizacija i dot-blot
hibridizacija pomoc¢u radioaktivno obiljeZenih proba. Navedene tehnike bile su niske
osjetljivosti, zahtijevale su vece kolic¢ine procis¢ene DNA, a i same procedure su zahtijevale
vise vremena (6). Danas se molekularna dijagnostika i analiza HPV-a sastoji od kvalitativnih
testova za detekciju DNA HPV-a, genotipizacijskih testova i sekvencioniranja virusne DNA.

Kwvalitativni testovi ve¢inom omogucavaju detekciju visokorizi¢nih genotipova HPV-a,
samo neki testovi omogucavaju i detekciju niskorizi¢nih genotipova. Za test je vazno da je
validiran za klinicku upotrebu, standardiziran i visoko reproducibilan (14). Za rutinsku

dijagnostiku primjenjuju se kvalitativni testovi za detekciju HPV DNA koji se temelje na

5
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razli¢itim tehnikama detekcije. Dvije najzastupljenije metode detekcije genoma HPV-a su
hibridizacija s amplifikacijom signala npr. hibridizacijski test Digene HPV Test (Qiagen) i
testovi amplifikacije nukleinskih kiselina npr. Amplicor HPV Test (Roche Molecular
Diagnostics). Digene HPV Test moze dokazati HPV DNA jednog ili viSe visokorizi¢ni HPV-
a, a za razliku od veline kvalitativnih testova ima mogucnost detekcije i niskorizi¢nih
genotipova. Test se temelji na metodi tekuéinske kromatografije primjenom smjese
specificnih RNA proba i enzimskoj amplifikaciji signala. Amplicor HPV Test temelji se na
kombinaciji PCR-a uz uporabu specifiénih pocetnica i hibridizacije nukleinskih kiselina.
Ovim testom moze se dokazati prisutnost jednog ili viSe visokorizi¢nih tipova HPV-a.
Dostupnost komercijalnih standardiziranih testova omogucila je genotipizaciju HPV-a kao
rutinsku metodu. Najcesée koriSten genotipizacijski test je Linear Array HPV Genotyping
Test (Roche Molecular Diagnostics) koji omoguéava detekciju 37 genotipova HPV-a.

Neke od metoda za detekciju i genotipizaciju HPV-a prikazane su u Tablici 1.
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Tablica 1.: Metode za detekciju i genotipizaciju HPV-a. Uz neke od metoda naveden je naziv
komercijalnog testa.

Hibridizacija nukleinskih e Southern blot

kiselina e Insitu hibridizacija
e Dot-blot hibridizacija
Amplifikacija signala e Hibridizacija ciljne DNA HPV-a obiljezenim RNA
probama

(Hybrid Capture 2, Digene)
Amplifikacija nukleinskih | ¢ PCR-RFLP

kiselina Amplificirana DNA razgraduje se restrikcijskim
(PCR + postamplifikacijska enzimima. Fragmenti DNA razdvajaju se gel
detekcija DNA HPV-a) elektroforezom.

¢ Lancana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu
(engl. real-time PCR)
Uporabom fluorokroma amplifikacija se prati u stvarnom
vremenu, a viSestrukim (engl. multiplex) reakcijama
omogucena je detekcija vise tipova HPV-a u jednoj PCR
tubici.
(COBAS 4800 HPV test, Roche; INNO-LIiPA,
Innogenetics)

e Metoda mikrocipova (engl. microarray)
PCR produkt se hibridizira na Cip, hibridizirani signali se
prikazuju pomocu Cip skenera.
(PapilloCheck, Greiner Bio One; CLART human
papillomavirus 2, Genomica)

e Sekvencioniranje genoma HPV-a

1.5. Detekcija HPV-a metodom PCR i reverznom hibridizacijom

Genom HPV-a, kao i vecine virusa, nije dovoljno velik niti ga ima u dovoljnoj koli¢ini da bi
se mogao izravno detektirati pa se zato radi lancana reakcija polimerazom (PCR, engl.
polymerase chain reaction). Metodom PCR-a umnaza se dio DNA iz malog broja kopija na
nekoliko tisuca i nekoliko milijuna kopija. Pocetni korak PCR je denaturacija DNA na visokoj
temperaturi (94-96 °C), nakon toga razgradena DNA hibridizira s oligonukleotidnim

pocetnicama i u ovom koraku temperatura se smanjuje na 55-65 °C. DNA se zatim sintetizira



Uvod

uz pomo¢ Taq DNA-polimeraze na temperaturi od 72 °C. Ovaj se ciklus ponavlja 20 - 40 puta
(2). Nakon $to je DNA umnozena metodom PCR-a koristi se reverzna hibridizacija kako bi se
mogla prikazati DNA. Najmanji broj kopija virusne DNA koji je mogucée dokazati testom
HPV Easy - screening je 10%, $to ujedno predstavlja i najmaniji titar virusne DNA od klini¢kog
znacaja. Reverzna hibridizacija temelji se na hibridizaciji specificnih DNA proba koje se
nalaze na nitroceluloznim trakicama. Prvi korak je denaturacija PCR produkta i vezanje
jednolanc¢anih odsjeCaka DNA s oligonukleotidnim probama koje su imobilizirane na
nitroceluloznim trakicama s virusnom DNA. Produkti PCR-a za koje se oligonukleotidne
pocetnice nisu vezale s komplementarno$¢u od 100 % ispiru se. Na PCR produkte vezan je
biotin pa hibridizacijom PCR produkta i oligonukleotidnih pocetnica nastaje biotinizirani
hibrid. Taj biotinizirani hibrid prikazuje se uz pomo¢ konjugacijskog spoja enzima alkalne
fosfataze i streptavidina koji specificno veze biotin. Dodatkom supstrata dolazi do obojenja
dijela trakice na kojem se nalazi hibridni kompleks PCR produkt-oligonukleotidna proba. Uz

pomo¢ sheme za o€itavanje i interpretaciju rezultata oCitavaju se rezultati testiranja (14).
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2. CILJ RADA

Analiza rezultata molekularne dijagnostike HPV-a ucinjene u dijagnostickom programu
KBC-a Osijek u periodu 2014. - 2016. godine metodom kombinacije PCR-a i reverzne

hibridizacije.
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3. ISPITANICI I METODE

3.1. Ustroj istrazivanja

Istrazivanje je ustrojeno kao retrospektivna studija (15).

3.2. Ispitanici

Ispitivana skupina sastojala se od 448 ispitanika kojima je molekularna dijagnostika
genitalne infekcije HPV-om ucinjena u rutinskom dijagnosti¢kom programu u Laboratoriju za
molekularnu dijagnostiku i tipizaciju tkiva KBC-a Osijek u periodu od 2014. do 2016. godine.
Pacijenti nisu aktivno sudjelovali u istrazivanju te istrazivanje nije zahtijevalo nove kontakte
prema ispitanicima. Uzorci brisa vrata maternice bili su popraceni lije¢nickom uputnicom i pri
dolasku u laboratorij dobili su jedinstvenu oznaku. Svi podaci su anonimnog i agregiranog
karaktera. U istrazivanju su koristeni podaci iz elektronske baze podataka Laboratorija za
molekularnu dijagnostiku i tipizaciju tkiva KBC-a Osijek. Istrazivanje je odobreno od strane

etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta Osijek.

3.3. Uzorkovanje brisa vrata maternice

Uzorkovanje brisa vrata maternice obavljano je u ginekoloSkim ordinacijama. Uzorci su
uzimani Rovers Cervex Brush (Rovers Medical Devies) koja se rotira 5 puta u smjeru
kazaljke na satu. Cetkica mora biti dovoljno duboko kako bi kra¢a vlakna mogla doticati
ektocerviks. Odmah nakon uzimanja uzorka cetkica se uroni u transportni medij ThinPrep
PreservCyt (Hologic, SAD) gurajuci Cetkicu na dno bocice kako bi se dovoljno razdvojili
dijelovi cetkice. Vazno je nakon ispiranja Cetkice dobro zatvoriti bocicu kako ne bi doslo do
prolijevanja medija prilikom transporta. Prikupljeni se uzorci transportiraju u laboratorij gdje
dobiju jedinstvenu oznaku te se ¢uvaju na sobnoj temperaturi do izolacije DNA. Postupak

izolacije DNA izvodi se unutar tjedan dana od primitka uzorka.



3. Ispitanici i metode
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Slika 2. Pribor i materijal za uzimanje brisa vrata maternice (fotografirala Karla Kegalj)

3.4. Metode
3.4.1. Izolacija DNA iz stanica epitela vrata maternice

Izolacija DNA radena je pomocu High Pure PCR Template Preparation kita (Roche
Diagnostics, Njemacka) prema uputama proizvodaca. DNA se izolira iz epitelnih stanica vrata

maternice koje su pohranjene u ThinPrep PreservCyt otopini.

Materijal: High Pure PCR Template Preparation Kkit, 2-propanol, apsolutni etanol,

redestilirana H,O

Laboratorijska oprema: mikrocentrifuga, grija¢/tresilica, mikropipete volumena do 10, 100,

2001 1000 pL, sterilni nekoriSteni nastavci, sterilne nekoriStene tubice volumena 2,0 1 0,5 mL
Protokol izolacije DNA

U obrazac za popis testova upisuje se datum koriStenja testa i broj potrosenih testova. Sve
bocice s uzorcima brisa vrata maternice prethodno su oznaéene. Neposredno prije izolacije

DNA potrebno ih je promuckati.

1. Iz bocice ThinPrep PreservCyt odvojiti 1 mL uzorka te uzorak centrifugirati 10 minuta

na 2000 okretaja po minuti na sobnoj temperaturi. Nakon centrifuge odliti supernatant.
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3. Ispitanici i metode

2. Dodati 200 pL redestilirane vode i 200 pLbinding pufera i 40 pL radne otopine
Proteinaze K, vorteksirati i inkubirati 10 minuta na + 70 °C.

3. Dodati 100 pL 2-propanola, dobro promijesati i staviti u Filter tubicu koja se nalazi na
Collection tubici. Centrifugirati 1 minutu na 8000 x g, odbaciti Collection tubicu i
Filter tubicu staviti na novu Collection tubicu.

4. U Filter tubicu dodati 500 pL radne otopine Inhibitor Removal pufera i centrifugirati 1
minutu na 8000 x g. Filter tubicu nakon centrifugiranja staviti na novu Collection
tubicu.

5. Dodati 500 pL radne otopine Wash pufera u Filter tubicu i opet centrifugirati, staviti
novu Collection tubicu.

6. Ponovno dodati 500 pL radne otopie Wash pufera i centrifugirati 1 min na 8000 xg,
odbaciti tekucinu iz Collection tubice i Filter tubicu staviti na istu Collection tubicu.

7. Centrifugirati 10 sekundi maximalnom brzinom od 13000 x g te odbaciti Collection
tubicu.

8. Filter tubicu staviti u novu ¢istu tubicu od 2 mL i dodati 210 pL zagrijanog Elution
pufera, centrifugirati 1 min na 8000 x g.

9. Uzorke DNA iz tubice od 2 mL prebaciti u obiljezenu tubicu s navojem te uzorke
DNA skladistiti na - 20 °C.

Slika 3. Materijal i pribor pripremljeni za izolaciju DNA iz stanica epitela vrata maternice
(fotografirala Karla Kegalj)
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3. Ispitanici i metode

3.4.2. Lancana reakcija polimerazom (PCR)

PCR amplifikacija provodena je pomo¢u HPV Easy komercijalnog seta prema uputama
proizvodaca. Komercijalni set sadrzi mjeSavinu biotinom obiljezenim oligonukleotidnih
pocetnica za umnozavanje naj¢e$¢ih HPV genotipova. Najucestaliji HPV genotipovi mogu
biti niskog ili visokog rizika za razvoj cervikalnih intraepitelnih neoplazija (CIN) i tumora
grlica maternice. MjeSavina pocetnica sadrzi i oligonukleotide za umnoZzavanje odsjecka
humanog gena za gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenazu (GAPDH) u svrhu unutrasnje kontrole
procesa izolacije i umnozavanja DNA. Umnozavanje DNA odvija se u PCR uredaju koji daje

rezultate unutar 1 h i 15 min.

Materijal: HPV Easy komercijalni set (GenID, Njemacka), Hot start Taqg DNA polimeraza
(Euroclone, Italija), PCR pufer konc 10X, MgCl,, PCR grade H,O, uzorci DNA ispitanika

Laboratorijska oprema: PCR uredaj Veriti (Applied Biosciences), PCR kabinet za sterilni
rad (Aura PCR, Bioair Euroclone), PCR tubice volumena 200 uL, short-spin centrifuga,
mikropipete volumena do 2,5 pL, 10 uL, 100 pL i 1000 pL, sterilni nekoriSteni filter nastavci,

zamrzivac (- 20 °C).

Postupak: U ohladenoj reakcijskoj tubici pripremi se reakcijska smjesa. PCR reakcijska
smjesa sastojala se od: HPV Easy-PN-Mix-a (15 uL), PCR pufera bez Mg?" konaéne
koncentracije 1X, MgCl. kona¢ne koncentracije 2,5 mM, Taq DNA polimeraze (1,0 U) i H20
(nadopunjeno do 25 pL). Ukupni volumen reakcijske smjese bio je 25 pl. Smjesa se njezno
promijesa i spusti (spin down). Po 20 uL reakcijske smjese prenese se u PCR tubice. U
reakcijske tubice tada se stavlja po 5 pL uzorka DNA. Zajedno s uzorcima uvijek su vozene
negativna kontrola (kalup DNA zamijenjen s vodom) i pozitivna kontrola (kontrolna DNA

GAPD iz komercijalnog seta).

Tablica 2: Uvjeti PCR reakcije

Broj ciklusa | Temperatura (°C) Trajanje (min)

1 95 03:00

10 96 00:10

60 00:20

95 00:10

26 55 00:15

72 00:15

1 72 03:00

8 HOLD
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3. Ispitanici i metode

3.4.3. Agarozna gel elektroforeza

PCR produkte mozemo provjeriti elektroforezom u agaroznom gelu. Agarozna gel-
elektroforeza je korisna i jednostavna te brza metoda. Agarozni gelovi koriste se za
razdvajanje dvolan¢anih DNA molekula od 300 do1000 ili vise parova nukleotida. Velic¢ina
odsjecaka DNA se odreduje pomoc¢u standarda koji je smjesa odsje¢aka poznate velicine, a

DNA se vizualizira dodatkom boje koja fluorescira pod UV svjetlom.

Materijal: Agaroza (Roche Diagnostics), DNA marker (Olerup), 1XTAE pufer, GelRed boja

za bojanje nukleinskih kiselina (Olerup)

Laboratorijska oprema: Jedinica za elektroforezu Vari-Gel (Scie-Plas), power supply
PowerPac Basic (Biorad), UV transiluminator s digitalnom kamerom (ImageQuant), vaga
(Mettler Toledo), mikrovalna peénica, staklena okrugla tikvica volumena 250 mL, staklena
¢asSica (10 mL), menzura (250 mL), mikropipeta volumena do 10 pL, sterilni nekoriSteni

nastavci volumena 10 pL

Postupak: Otapanjem agaroze u 1XTAE puferu pripremi se 2 % agaroza. Grijati u mikovalnoj
peénici dok se agaroza potpuno ne otopi. U vruéi gel doda se GelRed boja za bojanje
nukleinskih kiselina. Gel se pazljivo ohladi, no ne previse, te se izlije u pripremljenu kadicu.
Stavi se ,,Cesalj te se ostavi da se potpuno ohladi i skrutne. Izvadi se ¢eSalj te se u rupice
nanosi po 5 puL uzorka. Elektroforeza se vozi pri odredenim vrijednostima struje i napona
namjestene na power supplyu. PCR produkti razdvojeni gel elektroforezom prikazu se

pomocu UV transiluminatora te se gel fotografira (Slika 4).

1 2 20 R 5 6 7 8 9 105 118" 12

NC PC I '
UZORCI

Slika 4. Umnozeni fragment HPV-DNA veli¢ine je otprilike 180 pb dok amplifikacijom
kontrolne DNA (GAPDH) nastaje fragment veli¢ine 174 pb
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3. Ispitanici i metode

3.4.4. Reverzna hibridizacija

Reverzna hibridizacija umnozene virusne DNA na specificne oligonukleotidne probe
vezane na nitroceluloznim trakicama omogucéava identifikaciju najucestalijih genotipova

HPV-a visokog i niskog rizika.

Materijal: ploca sa 12 inkubacijskih kadica, biotinom obiljezeni PCR produkti dobiveni
amplifikacijom virusnih sljedova, biotinom obiljezeni PCR produkti humanog gena za
GAPDH, nitrocelulozne trakice presvucene s HPV probama, denaturacijska otopina,
hibridizacijski pufer, otopina za ispiranje (Stringent wash), sredstvo za ispiranje (Rinse),
otopina konjugata, pufer za pripremu konjugacijske otopine, supstrat

Laboratorijska oprema: termomikser (Eppendorf), vortex mijeSalica, vodena kupelj,
multiknalna mikropipeta volumena 300 pL, mikropipete volumena do 20, 200 i 1000 pL,

filter nastavci, kivete s Cepom volumena 15 mL, pinceta, Pasteur pipeta, papirnati ubrusi

Postupak: Potrebno je pripremiti radne otopine, hibridizacijski pufer i otopinu za ispiranje
(Stringent) tako §to ih zagrijemo na 47 °C. Sredstvo za ispiranje (Rinse) zagrijemo u kupelji i

razrijedimo s deioniziranom vodom u omjeru 1:5 (1 dio Rinse u 4 dijela H-0).

1. Oznaciti inkubacijske kadice brojem uzorka onim redoslijedom kojim namjeravamo
testirati uzorke.

2. Pipetirati 20 uL denaturacijske otopine u jazicu na vrhu svake inkubacijske kadice.

3. Pipetirati 20 pL PCR amplikona u kadicu koja je obiljeZena brojem uzorka koji
testiramo, dobro promijesati pipetom i inkubirati 5 min na sobnoj temperaturi.
Stopericu pokrenuti odmah nakon $to dodamo PCR uzorak u 1. kadicu.

4. Pipetirati 1 mL zagrijane, prethodno promijeSane otopine hibridizacijskog
pufera u svaku kadicu. Pipetirati tako da denaturirani PCR produkt isperemo iz jaZice
s vrha kadice 1 rasporedimo cijelom duZinom kadice.

5. U kadice dodati nitrocelulozne trakice. Trakice moraju cijele biti prekrivene
teku¢inom.

6. Inkubirati plocu s kadicama 30 min na 47 °C u termomikseru na 400 rpm.

7. Nakon inkubacije ukloniti teku¢inu iz kadice pazeci da trakice ostanu u kadici.

8. Isprati trakice tako da se u svaku kadicu doda 1 mL zagrijane otopine za intenzivno
ispiranje (Stringent) i plo¢u, zatim inkubirati 1 min na sobnoj temperaturi uz lagano

tapkanje ploce. Ovaj postupak ponoviti 2 puta.
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3. Ispitanici i metode

9. Izbaciti tekuéinu i dodati 1 mL zagrijane otopine za intenzivno ispiranje (Stringent) u
svaku kadicu i inkubirati 15 minuta na 47 °C u Termomikser mijesalici na 400 rpm.

10. Za vrijeme inkubacije razrijediti koncentriranu otopinu konjugata s konjugacijskim
puferom u omjeru 1:100.

11. Nakon inkubacije ukloniti tekucinu iz kadica i dodati 1 mL razrijedenog sredstva za
ispiranje. Postupak ponoviti 2 puta i prije sljede¢eg koraka ostatak tekuéine koji se
zadrzao u kadicama pokupiti pipetom.

12. Dodati 1 mL razrijedene konjugacijske otopine u svaku inkubacijsku kadicu i
inkubirati 30 min na horizontalnoj mijesalici na temperaturi od 22 °C.

13. Ukloniti konjugacijsku otopinu i isprati kadice dodavanjem 1 mL razrijedenog
sredstva za ispiranje (Rinse). Postupak ispiranja ponoviti 3 puta.

14. U kadice dodati 1 mL supstrata i inkubirati u mjesalici na 400 rpm 10-20 minuta
ovisno o intenzitetu razvoja boje. Reakciju zaustaviti ispiranjem sa 1 mL destilirane
vode. Postupak ispiranja ponoviti 2 puta.

15. Izvaditi trakice pomocu pincete 1 osuSiti ith na papirnatim rucnicima te analizirati

pomocu liste za ocjenjivanje. Trakice spremiti zasticene od svjetlosti.

“AAQﬂARG

[ i

Slika 5. Rezultati HPV testa na nitroceluloznim trakicama (fotografirala Karla Kegalj)
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3. Ispitanici i metode

3.4.5. Interpretacija rezultata

Rezultati postupka reverzne hibridizacije ocitavaju se i interpretiraju pomocu sheme

priloZzene u komercijalnom setu HPV Easy-Screening (Slika 6).

kontrola konjugacije

kontrola amplifikacije

prisutan visokorizini i niskorizicni tip HPV-a
prisutan visokoriziéni tip HPV-a

prisutan HPV tip 16

prisutan HPV tip 18
prisutan niskorizicni tip HPV-a

Slika 6.Shema za ocitavanje i interpretaciju rezultata genotipizacije HPV-a

Svaki uzorak mora imati potpuno razvijenu kontrolu konjugacije, a ukoliko ona nije
prisutna, uzorak moZzemo smatrati laZzno negativnim i treba ponoviti testiranje. Svaki uzorak
mora imati razvijenu i kontrolu amplifikacije. Ona predstavlja kontrolu izolacije i
amplifikacije DNA. Jacina signala kontrole amplifikacije moze varirati u ovisnosti o
koncentraciji i humane DNA i HPV-DNA u uzorku. U slu¢aju visoke koncentracije HPV-
DNA u uzorku jacina signala kontrole amplifikacije moze biti slabija. Razvijena HPV-poly
zona trakice oznacava prisustvo bilo kojeg genotipa HPV u uzorku. Prisutnost razvijene HPV
high risk zone oznacava uzorak pozitivan za neki od visokorizi¢nih tipova HPV-a (HPV16,
18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 67, 68, 69, 70, 73, 82, 85, 97). Pozitivna
zona HPV 16 znaci prisutnost genotipa HPV-a 16 u uzorku, a zona HPV 18 prisutnost HPV-a
18. Razvijena HPV low risk zona ukazuje da je uzorak pozitivan na neki od niskorizi¢nih
genotipova (HPV 6, 11, 40, 42, 44, 54).
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Slika 7. Primjer rezultata kvalitativne detekcije HPV-a u jednom setu uzoraka (trakice 3-12).
Negativna kontrola — trakica 1; pozitivna kontrola — 2; HPV nije prisutan u uzorcima — trakica

3,4,6,7,8,9; uuzorcima prisutan neki od visokorizi¢nih tipova — trakice 5, 10, 11, 1

17



3.Ispitanici i metode
3.5. Statisticka obrada podataka

Rezultati dobiveni kvalitativnom detekcijom HPV-a u uzorcima brisa cerviksa maternice

obradeni su metodama deskriptivne statistike s programskim paketom za statisticku obradu
Excel 2013.
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4. Rezultati

4. REZULTATI

4.1. Raspodjela visokorizi¢nih i niskorizi¢nih tipova HPV-a u skupini ispitanika

U razdoblju od 2014. do 2016. godine testirano je 448 pacijenata, 4 uzorka su bila
neadekvatna pa se trazilo ponovno uzorkovanje. Daljnjom obradom 444 uzoraka dobiveni su

rezultati prikazani na slici 8.

m nije naden genom HPW
B i skorizicni
m viso korizicni

B niskorizioni | visokorzicni

Slika 8. Rezultati kvalitativne detekcije HPV-a u ukupnoj skupini ispitanika. Udio

pojedinih tipova HPV-a izraZen je u postotcima.

Od ukupnog broja testiranih uzoraka brisa vrata maternice 50,9 % ih je bilo negativno na
prisustvo HPV-a. Skoro tre¢ina ukupnog broja uzoraka (28,38 %) nosila je i visokorizi¢ni i
niskorizi¢ni genotip HPV-a (Slika 8). Najveci postotak pacijenata nalazi se u skupini u kojoj
nije naden genom HPV-a. U toj skupini dob je 39 + 11, $to ¢ini pacijente koji nemaju HPV
najstarijom od 4 skupine u kojima su podijeljeni pacijenti. Najmladu dobnu skupinu ¢ine
pacijenti s niskorizi¢énim tipom HPV-a. Prosje¢na Zivotna dob u toj skupini je 34 + 11.
Pacijenti koji se nalaze u skupini visokorizi¢nih i niskorizi¢nih tipova HPV-a te oni koji se

nalaze u skupini s visokoriziénim tipom imaju prosje¢nu dob od 35 + 11 (Tablica 3.).
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Tablica 3. Prosje¢na dob pacijentica prilikom upucivanja na genotipizaciju HPV-a.

4. Rezultati

Nije naden Niskorizi¢ni | Visokorizi¢ni | Visokorizi¢ni
genom HPV-a 1 niskorizi¢ni

Dob prilikom genotipizacije

HPV-a (prosjek godina + SD) 39+11 34+11 35+11 35+11

Od ukupno 126 uzoraka pozitivnih na prisustvo visokorizi¢nog tipa HPV-a 50 % je nosilo
neki od visokorizi¢nih tipova HPV-a (HPV 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58,
59, 66, 67, 68, 69, 70, 73, 82, 85, 97). Na HPV tip 16 pozitivno je bilo 39,7 % visokorizi¢nih,

dok je 9,5 % visokorizi¢nih bilo HPV tipa 18. Samo jedan uzorak nosio je oba visokorizi¢na

tipa HPV-a 16 i 18 (Slika 9).

4o
braj ispitanika

(5.1
[=]

Slika 9. Raspodjela visokorizi¢nih tipova HPV-a u skupini uzoraka pozitivnih na

visokorizicni HPV genotip

U skupini od 68 ispitanika koji su bili pozitivni i na visokorizi¢ni i na niskorizi¢ni tip HPV-

a 77,8 % ima neki od visokorizi¢nih tipova HPV-a, 16,2 % je pozitivho na HPV 16, a 5,9 %

na HPV 18. Ni jedan uzorak pozitivan mijeSanog nisko-visokorizi¢nog tipa HPV-a nije imao

oba visokorizi¢na tipa 16 + 18 (Slika 10).
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4. Rezultati

broj ispitanika

Slika 10. Raspodjela visokorizi¢nih tipova HPV-a u skupini mijesanih nisko + visokorizi¢nih
HPV infekcija

4.2. Prikaz rezultata HPV testiranja kroz tri godine

Tablica 4. prikazuje rezultate HPV testiranja u razdoblju od 2014. do 2016. godine. Tijekom
rutinskog dijagnosti¢kog programa u Laboratoriju prikupljeno je 444 uzoraka za molekularnu
dijagnostiku i tipizaciju tkiva KBC-a Osijek. Mozemo uo¢iti kako su rezultati testiranja kroz
godine varirali. Ucestalost niskorizi¢nog tipa HPV-a ima tendenciju pada od 2014. do 2016.
godine. Za skupinu uzoraka mijesanog visoko + niskorizi¢nog tipa ucestalost je bila otprilike
dva puta veéa u 2015. godini u odnosu na 2014. i 2016. godinu. Svake godine oko 50 %
uzoraka bude negativno na prisustvo HPV-a. Uocljiv je pad ucestalosti visokorizi¢nog tipa za
5,8 % u 2015. godini u odnosu na 2014., dok u 2016. godini ucestalost raste za 7,2 % u
odnosu na prethodnu godinu.

Tablica 4. Rezultati HPV testiranja od 2014. do 2016.godine

: e : e Visoko i Nije naden | Ukupan broj
godina Niskorizi¢ni Visokorizi¢ni niskoriziéni | HPV genom uzoraka
2014 6 (6,9 %) 26 (29,9 %) 11 (12,6 %) | 44 (50,6 %) 87
2015 10 (6,2 %) 39 (24,1 %) 36 (22,2 %) | 77 (47,5 %) 162
2016 8 (4,1 %) 61 (31,3 %) 21 (10,8 %) | 105 (53,8 %) 195
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4.3. Rezultati detekcije HPV-a s obzirom na uputne dijagnoze

Tablica 5. Rezultati detekcije HPV-a s obzirom na uputne dijagnoze

. broj o VisoKo i
Uputna dijagnoza HP_V niskorizi¢ni visokorizi¢ni
uzoraka negativan niskorizi¢ni
Dysplasia cervicis 313 151 18 51 93
uteri (48,24 %) (5,75 %) (16,29 %) (29,71 %)
Karcinom in situ vrata . 4 0 1 2
maternice (57,14 %) (14,28 %) (28,57 %)
15 8 1 1 5
CIN 11 (53,33 %) (6,67 %) (6,67 %) (33,33 %)
4 6
10 0 0
CIN I (40,0 %) (60,0 %)
12 4 9
25 0
CIN| (48,0 %) (16,0 %) (36,0 %)
Anogenitalne o6 8 4 7 7
bradavice (30,77 %) (15,38 %) (26,92 %) (26,92 %)
Op¢i ginekoloski 30 16 1 2 11
pregled (53,33 %) (3,33 %) (6,67 %) (36,67 %)
Ulcerozni kolitis/ 7 3
10 0 0
Crohnova bolest (70,0 %) (30,0 %)
7 1
- 8 0 0
druge dijagnoze (87,5 %) (12,5 %)

Prema tablici 5. moze se uociti kako je najveéi broj uzoraka s uputnom dijagnozom

Dysplasia cervicis uteri bio negativan na prisustvo HPV-a (48,24 %). Za istu uputnu

dijagnozu od HPV pozitivnih bilo je najviSe visokorizicnih (29,7 %). Otprilike je sli¢na

ucestalost kod uputne dijagnoze karcinoma in situ s tom razlikom §to u ovoj skupini nije

naden ni jedan uzorak s niskoriziénim HPV-om. Ucestalost prisutnosti pojedinih tipova HPV-

a kod uzoraka dijagnoze CIN III 1 CIN I sli¢ne su rezultatima za skupinu displazije. U skupini

uputne dijagnoze CIN II ni jedan uzorak nije bio samo visokorizi¢ni, nego su svi pozitivni

uzorci bili mijeSanog tipa infekcije. U skupini uzoraka uputne dijagnoze anogenitalnih
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4. Rezultati

bradavica bilo je, u odnosu na sve ostale uputne dijagnoze, najviSe uzoraka pozitivnih na
niskorizi¢ni tip HPV-a te isto tako u odnosu na ostale uputne dijagnoze najmanje uzoraka
negativnih na prisustvo HPV-a.

Tablica 6. Raspodjela visoko i niskorizi¢nih tipova HPV-a u ukupnom broju pozitivnih

uzoraka s obzirom na uputne dijagnoze.

ukupan Ukupo Ukupno
Uputna ] . e . e
broj HPV HPV niskorizi¢nih visokorizi¢ih
dijagnoza negativni | pozitivni (% od HPV (% od HPV
uzoraka pozitivnih) pozitivnih)
Dysplasia 313 151 162 69 144
cervicis uteri (48,24 %) | (51,76 %) (42,59 %) (88,89 %)
Karcinom in situ . 4 3 1 3
vrata maternice (57,14 %) | (42,8 6%) (33,33 %) (100,0 %)
15 8 7 2 6
CIN 11 (53,33 %) | (46,67 %) (28,57 %) (85,71 %)
10 4 6 6 6
CIN I (40,0 %) (60,0 %) (100,0 %) (100,0 %)
- 12 13 4 13
CIN I (48,0 %) (52,0 %) (30,77 %) (100,0 %)
Anogenitalne 26 8 18 11 14
bradavice (30,77 %) | (69,23 %) (61,11 %) (77,78 %)
Op¢i 16 14 3 13
ginekoloski 30 (64,67 %) (21,43 %) (92,86 %)
(53,33 %)
pregled
Ulcerozni . 3 3 3
kolitis/ 10 (30,0 %) (100,0 %) (100,0 %)
(70,0 %)
Crohnova bolest
o 7 1 1 1
druge dijagnoze (87,5 %) (12,5 %) (100,0 %) (100,0 %)

U¢€inimo i analizu podataka tako da gledamo raspodjelu visoko i niskorizi¢nih u skupini

uzoraka pozitivnih na HPV mozemo uociti (Tablica 6) da su sve bolesnice s uputnim
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dijagnozama karcinoma in situ vrata maternice, CIN I, CIN II, ulcerozni kolitis/Crohnova
bolest i druge dijagnoze, koje su bile pozitivne na HPV, imale visokorizi¢ni tip HPV-a. U
pozitivnih uzoraka je visoka ucestalost visokorizi¢nog tipa i kod uputnih dijagnoza op¢i
ginekoloski pregled (92,86 %), displazije cervicis uteri (88,89 %), CIN Il (85,71 %) te
anogenitalnih bradavica (77,78 %). Niskorizi¢ni tip HPV-a imale su sve ispitanice pozitivne
na HPV koje su imale uputnu dijagnozu CIN I, ulcerozni kolitis/Crohnova bolest i druge
dijagnoze. Niskorizi¢ni tip HPV-a u pozitivnih ispitanica uputne dijagnoze anogenitalnih
bradavica imao je ucestalost 61,11 % te 20 - 40 % u skupinama op¢i ginekoloski pregled, CIN

I11, CIN I, karcinom in situ vrta maternice i displazija cervicis uteri.
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5. RASPRAVA

Od 2014. do 2016. godine ukupan broj uzoraka testiran na infekciju humanim papiloma
virusom metodom PCR-a i reverzne hibridizacije u Laboratoriju za molekularnu dijagnostiku
i tipizaciju tkiva KBC-a Osijek je 444 uzoraka brisa grlica maternice. Mozemo primijetiti da
raste broj uzoraka koji se godiSnje testira na infekciju HPV-om. Niskorizi¢ni tipovi HPV-a
naj¢eS¢e uzrokuju anogenitalne bradavice dok visokorizi¢ni tipovi uzrokuju rak grlica
maternice ili neoplaziju vrata maternice (CIN) (16). U ovom istrazivanju Su sve pacijentice s
uputnom dijagnozom karcinoma in situ vrata maternice koje su pozitivne na HPV imale
visokorizi¢ni tip HPV-a, dok nijedna nije bila pozitivna samo na niskorizi¢ni tip HPV-a. Ovaj
podatak slaze se s podacima iz literature koji navode da karcinom in situ uzrokuju
visokorizi¢ni tipovi HPV-a. U provedenom istrazivanju je u skupini pacijentica s uputnom
dijagnozom anogenitalnih bradavica bio najveéi postotak uzoraka pozitivnih samo na
niskorizi¢ni tip HPV-a u odnosu na ostale uputne dijagnoze, a 29,6 % ih je imalo mijesanu
visoko + niskorizi¢nu infekciju HPV-om $to je u skladu s literaturnim navodima kako

niskorizi¢ni tipovi uzrokuju anogenitalne bradavice (17).

Kombinacijom preventivnih metoda i metoda ranog otkrivanja infekcije HPV-om moguce
je sprijeciti nastanak i razvoj gotovo 95 % slucajeva raka vrata maternice. Nazalost, u brojnim
nerazvijenim zemljama svijeta primjena Papa-testa je nezadovoljavaju¢a ili potpuno
nepoznata pa je u svijetu rak vrata maternice jedan od naj€esc¢ih uzroka smrti u Zena (9 % od
svih smrti od raka u Zena) (18). Prema dostupnim podacima, citoloski screening (Papa-test)
Zene ne trebaju raditi prije dvadeset pete godine, a nakon toga bi se trebao raditi svakih 3 do 5
godina.Specijalnu pozornost treba obratiti na starije Zene koje nikad nisu sudjelovale u
screeningu. Oportunisti¢ki screening (testiranje na zahtjev pojedinca) najc¢esce se provodi u
populaciji zena koje imaju dobre rezultate na testiranje Papa i HPV testom $to dovodi do lose
efektivnosti do koje ne bi doslo da se oportunisticki screening odvija u populacijama zena
losijeg socioekonomskog statusa (19). Rak vrata maternice rijetko se javlja prije 30. godine
zivota pa se mlade Zzene ne trebaju testirati toliko Cesto. Svjetska zdravstvena organizacija
preporuca testiranje svake 3 godine kod mladih Zena i pokazuje kako je testiranja svake tri
godine jednako ucinkovito kao testiranje svake godine (20). Papa-test je morfoloski test Koji
najtocnije 1 najbrze otkriva rak vrata maternice. Upotreba Papa-testa dovela je do velikog
smanjenja morbiditeta i mortaliteta od raka vrata maternice, pa se smatra najboljim testom

probira za rak uopce.
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Razvojem tehnologije nastale su nove tehnike za detekciju infekcije HPV-om i za analizu
DNA HPV-a. Ni jedna od razvijenih tehnika ne smatra se ,,zlatnim standardom® detekcije
HPV-a. Metode detekcije HPV DNA koje se trenutno koriste u molekularno-dijagnostickim
laboratorijima mogu se podijeliti u 2 skupine: (1) tehnike amplifikacije signala (hibridizacije)
I (2) tehnike kombinacije PCR-a (engl. polymerase chain reaction) s nekom od
postamplifikacijskih metoda detekcije HPV-a. Test Hybrid Capture 2 HPV DNA razvijen je
1997. godine u Americi i naj¢eSc¢e je koriSteni test za detekciju HPV-a u svijetu, a Koristi
tehniku hibridizacije. Test ima manju osjetljivost od PCR tehnika ali se tehnicki lakse izvodi.
Ovaj test omogucuje grupnu detekciju 13 visokorizicnih HPV tipova, a moze detektirati i
grupu HPV tipova niskog rizika. Nema moguénost individualne genotipizacije HPV-a.

Test koriSten u ovom istrazivanju koristi tehniku PCR-a, a nakon amplifikacije PCR produkti
amplifikacije signala. Ima moguénost, osim grupne detekcije visokorizi¢nih i niskorizi¢nih

tipova HPV-a, individualno tipizirati HPV 16 i HPV 18.

Osim hibridizacijom, nakon amplifikacije PCR produkti mogu bit analizirani
sekvencioniranjem, real-time PCR-om ili tehnologijom mikro¢ipova. Primjerice, PCR testovi
nove generacije imaju automatiziranu pripremu uzorka za analizu u kombinaciji s real-time
PCR tehnologijom. Koriste vrlo male reakcijske volumene i mogu obraditi ve¢i broj testova u
kra¢em vremenskom periodu (21). Tehnologija mikro¢ipova koristi se pri analizi velikog
broja uzoraka. Nadalje, nakon umnozavanja PCR-om produkte je moguce genotipizirati i
pomoc¢u MALDI-TOF spektrometra masa (eng. Matrix Assisted Laser Desorption lonization -
Time of Flight). Ova metoda ima visok stupanj specifi¢nosti, osjetljivosti i efikasnosti (4500
uzoraka u 24 sata) (22). U fazi istrazivanja je i metoda identifikacije HPV-a pomocu
biosenzora. Kombinacija mikro¢ipova i bioloskih materijala omogucila je konstruiranje
biosenzora koji rade na nacin da supstrat, koji se mjeri, prolazi kroz tanku membranu i nailazi
na bioloski senzor (enzim, protutijelo ili cijela mikrobna stanica). Kao proizvod reakcije
izmedu supstrata i senzora mogu nastati elektricna struja, toplina, plin ili neki topivi kemijski

spoj. Nastali proizvod se pomocu mjernog pretvarata ocitava kao elektriéni signal.

Metodologija biosenzora zahtjeva dodatna istrazivanja (23).

Kao rezultat velikog napretka tehnologije u danaSnje vrijeme na trZistu je sve viSe metoda
pogodnih za rutinsku dijagnostiku HPV-a koje se odlikuju visokom specificnoscu,

osjetljivos¢u 1 mogucénoscu obrade velikog broja uzoraka u kratkom vremenskom periodu.
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6.ZAKLJUCAK

U provedenom istrazivanju dobiveni su sljedeci zakljucci:

- U razdoblju od 2014. do 2016. godine testirano je 448 pacijenata, 4 uzorka su bila

neadekvatna pa se trazilo ponovno uzorkovanje.

- Od ukupnog broja testiranih uzoraka brisa vrata maternice polovica ih je bilo negativno na
prisustvo HPV-a.

- Skoro tre¢ina ukupnog broja uzoraka nosila je 1 visokorizi¢ni i niskorizi¢ni genotip HPV-a.

- Najmladu dobnu skupinu ¢ine ispitanici s niskorizi¢nim tipom HPV-a, prosje¢na zivotna dob

u toj skupini je 34 + 11.

- U periodu od 2014. do 2016. godine ucestalost niskorizi¢nog tipa HPV-a u prosjeku je bila
5,7 % s tendencijom pada. Ucestalost visokorizi¢nog tipa blago varira, no U prosjeku ¢ini oko
28 % testiranih uzoraka. Ucestalost mijeSane visoko + niskorizi¢ne infekcije HPV-om u
prosjeku je 15,2 + 6 %. Polovica testiranih uzoraka je svake godine bila negativha na

prisustvo HPV-a.

- U ovom istrazivanju su sve pacijentice s uputnom dijagnozom karcinoma in situ vrata
maternice, a koje su pozitivne na HPV, imale visokorizi¢ni tip HPV-a, dok nijedna nije bila
pozitivna samo na niskorizi¢ni tip HPV-a. U skupini pacijentica s uputhom dijagnozom
anogenitalnih bradavica najvec¢i postotak uzoraka bio je pozitivan samo na niskorizi¢ni tip
HPV-a u odnosu na ostale uputne dijagnoze, a 29,6 % ih je imalo mijeSanu Vvisoko +

niskorizi¢nu infekciju HPV-om.
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8. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Metodom kombinacije PCR-a i reverzne hibridizacije analizirati rezultate
molekularne dijagnostike HPV-a uéinjene u dijagnostickom programu KBC-a Osijek u
periodu 2014.-2016. godine.

Nacrt studije: Retrospektivna studija

Ispitanici i metode: U ovo istrazivanje ukljuéeno je 448 ispitanica kojima je detekcija HPV-a
u brisu vrata maternice ucinjena u rutinskom dijagnosticCkom programu Laboratorija za
molekularnu dijagnostiku i tipizaciju tkiva KBC-a Osijek. 1z elektronske baze podataka
prikupljeni su arhivski podatci o rezultatima HPV testa, dobi bolesnica i uputnoj dijagnozi.
Izracunata je dob ispitanica u trenutku uzimanja tkiva za analizu i napravljena deskriptivna

statistiCka obrada rezultata testiranja.

Rezultati: Od ukupnog broja testiranih uzoraka brisa vrata maternice 50,9 % ih je bilo
negativno na prisustvo HPV-a. Skoro treé¢ina ukupnog broja uzoraka (28,38 %) nosila je i
visokorizi¢ni 1 niskorizi¢ni genotip HPV-a. Najvec¢i postotak pacijenata nalazi se u skupini u
kojoj nije naden genom HPV-a, u toj skupini dob je 39 + 11 §to ¢ini pacijente koji nemaju
HPV najstarijom od 4 skupine u kojima su podijeljeni pacijenti. U pozitivnih uzoraka je
visoka ucestalost visokorizi¢nog tipa i kod uputnih dijagnoza opc¢i ginekoloski pregled
(92,86%) i displazije cervicis uteri (88,89%). Niskorizi¢ni tip HPV-a imale su sve ispitanice
pozitivne na HPV koje su imale uputnu dijagnozu CIN I, ulcerozni kolitis/Crohnova bolest i

druge dijagnoze.

Zakljucak: Rezultati raspodjele i ucestalosti nisko i visokorizi¢nih tipova HPV-a u ispitivanoj

skupini s obzirom na uputne dijagnoze u skladu su s literaturnim podacima.

Kljuéne rijeci: HPV, PCR, hibridizacija
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9. SUMMARY

Objectives: The aim of this study was to analyze results of the HPV molecular
diagnostic techniques in the diagnostic program in KBC Osijek in the period from 2014 until
2016. This study used two methods, namely PCR (polymerase chain reaction) and reverse
hybridization.

Study design: Retrospective study

Participants and methods: 448 patients involved in the study did an HPV test in the diagnostic
program at the Laboratory for Molecular Diagnostics and Tissue Typing in KBC Osijek.
Archive medical documentation gave us the results on the HPV test, patients’ age and
cytology diagnostics. Patients’ age was calculated at the moment of sampling tissues for the
analysis. When the results of the HPV test arrived, they showed the percentage of a low grade
and high grade risk HPV.

Results: From the total number of tested samples, 50.9% was negative on HPV. 28.38% had a
high grade risk and low grade risk HPV. The highest percentage of patients were in the group
that tested negative for the HPV genome. In that group, the patients’ age was 39411, which
made this group the oldest out of four groups. The samples that had been tested positive for
the HPV genome had a high frequency of a high risk HPV especially in the samples that had a
diagnosis for dysplasia cervices uteri (88.89%) and general gynecology examination
(92.86%). All patients with diagnosis CIN Il, Crohn's disease/ulcerative colitis and other

diagnosis were tested positive for a low risk HPV.

Conclusion: The results and frequencies of a low and high risk HPV in the tested group
considering their prompt diagnosis are in line with the previously reported similar research

results.

Key words: HPV, PCR, hybridization
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