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1. UVOD

1.1. Karcinom vrata maternice

Karcinom vrata maternice jedan je od vode¢ih uzroka smrti 1 drugi po ucestalosti
karcinoma u zena u svijetu. Bolest je ¢eS¢a u zemljama niskog ekonomskog statusa zbog
nedostatka zdravstvene zastite 1 loSe osobne higijene. U 2008. godini dijagnosticirano je 530
000 novooboljelih slucajeva od karcinoma vrata maternice. Od ukupno 275 000 smrti
uzrokovanih karcinomom vrata maternice godi$nje u svijetu, 80 % dogada se u zemljama u
razvoju (1, 2).

U Europi od karcinoma vrata maternice godisnje oboli oko 58 000 Zena, a umre oko
24 000 zena (3). Karcinom vrata maternice bolest je mladih Zena, najvece incidencije u dobi
izmedu 35 i 50 godine Zivota. Incidencija ove bolesti najvisa je u zemljama istocne Europe.
Za razliku od drzava srednje i jugoisto¢ne Europe, Hrvatska ima nizu incidenciju ove bolesti
(4). Prema raspodjeli novooboljelih od raka prema sijelima kod Zena u 2016. godini u
Hrvatskoj, rak vrata maternice javlja se u 9 % (1013) slucajeva, od toga 3 % (319) odnosi se

na karcinom vrata maternice (5).

Najces¢i je uzrok nastanka karcinoma vrata maternice infekcija humanim papiloma
virusom (HPV) koji je otkriven u 99,7 % cervikalnih tumora. Istrazivanja su pokazala da su
sojevi 16 1 18 odgovorni za oko 70 % karcinoma vrata maternice porijeklom iz plocastih

stanica 1 za oko 86 % adenokarcinoma vrata maternice (4).

1.2. Humani papiloma virus (HPV)

Humani papiloma virus DNA je virus, promjera oko 50 nm. Pripada porodici
Papillomaviridae. Sastoji se od dvolancane kruzne DNA duzine oko 8000 parova baza.
Kapsida je ikozaedri¢nog oblika, a ¢ine ju 72 kapsomere. Virusni gen podijeljen je na tri
podrucja. Podrucje L (eng. late), u kojem su zapisi za strukturne proteine. Podrucje E (eng.
early) sadrzi zapise za proteine odgovorne za umnaZzanje virusa i transformaciju stanice,
odnosno onkogeni u¢inak. Podrucje R (eng. regulatory) obuhvaca gene koji kodiraju proteine
klju¢ne za regulaciju procesa umnazanja virusa (6, 7). Kasni geni L/ i L2 kodiraju proteinsku

ovojnicu oko virusnog genoma, a rani geni (E/-E7) kodiraju proteine koji su ukljuceni u
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kontrolu replikacije virusa, ekspresiju gena i interakciju sa stani¢nim proteinima stanice
domacina. Virusni onkogeni £6 i E7 ukljuceni su u niz stani¢nih procesa koji dovode do
nekontrolirane proliferacije i stani¢ne imortalizacije. Harald zur Hausen dokazao je da je HPV
uzro¢nik karcinoma vrata maternice, za to je 2008. godine dobio Nobelovu nagradu za
fiziologiju ili medicinu (7).

Infekcija HPV-om odvija se na sljede¢i nacin:

1. Umnozavanje HPV-a ovisi o prisutnosti odredenih virusnih proteina i zrelosti epitelnih
stanica domacina. U stanicama bazalnog sloja ploCastog epitela odvija se pocetak infekcije. U
tim stanicama otkriveni su kruzni izvankromosomski dijelovi virusne DNA te je prisutna
latentna infekcija.

2. Drugli oblik infekcije HPV-om vezan je uz tvorbu razlicitih tumora ploc¢astog epitela koja
se odvija u tri stupnja. U prvom stupnju HPV inficira stanicu, u drugom stupnju uz prisutnost
HPV-a, glavnu ulogu imaju karcinogene tvari, dok treci stupanj karakterizira ugradnja virusne
DNA u genom domacina.

Obiljezja onkogeneze 1 infekcije HPV-om jesu:

= samo kod nekolicine osoba koje su inficirane HPV-om dolazi do tvorbe tumora

= vremenski razmak od pocetka infekcije pa do tvorbe tumora je dug

= sinergisti¢ni u¢inak HPV-a s drugim karcinogenim ¢imbenicima (6).

Do sada je izolirano visSe od 110 genotipova HPV-a. Otprilike njih 40 ima sposobnost
inficirati sluznicu anogenitalnog podrucja. Povrsinski sloj ploCastog epitela koze 1 sluznice je
regija koja je najcesce zahvacena infekcijom. Prema tipu lezija koje izazivaju dijele se u tri
skupine - tipove visokog rizika (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 i 59), moguci
karcinogeni sojevi (26, 53, 66, 68, 73 i 82) te tipove niskog rizika (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54,
61, 70, 72, 81, 89). U vise od 90 % HPV pozitivnih karcinoma vrata maternice dokazana je
prisutnost pet HPV genotipova: HPV 16, HPV 18, HPV 31, HPV 33 i HPV 45 (4, 7).

Infekcija HPV-om prva je najucestalija spolno prenosiva bolest. Rezultati
epidemioloskih studija pokazuju da je prevalencija HPV infekcija najvisa u spolno aktivnih
zena od 25 godina te da naglo opada izmedu 45 - 50 godine zivota. Nakon 50. godine Zivota
zabiljezen je drugi prevalencijski vr§ak §to moZe upucivati na reaktivaciju latentnih infekcija.
Veliki postotak ovakvih infekcija prolazi spontano (4).

Za razvoj preinvazivnih lezija vrata maternice (CIN) i karcinoma potrebna je trajna

infekcija visoko onkogenim sojevima HPV virusa. Utvrdeno je da sklonost za razvoj
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prekanceroznih lezija vrata maternice imaju zene koje su pozitivne na infekciju
visokoonkogenog soja u dva navrata nakon 6 ili 12 mjeseci (4).

Glavni ¢imbenik rizika za kontinuitet i napredovanje infekcija papiloma virusa je
imunodeficijencija i tip ljudskog papiloma virusa. Cimbenici rizika jo§ ukljuéuju: veéi broj
partnera, nedavnu uporabu oralne kontracepcije, puSenje te infekcije Chlamydiom trachomatis

(8).

1.2.1. Imunolo$ki odgovor na infekciju HPV-om

Imunoloski sustav kontrolira ve¢inu infekcija humanim papiloma virusom prije nego
Sto se razvije karcinom. Prvi korak u otkrivanju oste¢enja od strane nespecifi¢nog (urodenog)
imunoloskog odgovora ukljucuje aktivaciju antigen predoc¢nih stanica (APC, eng. antigen
presenting cells). 1zIu¢ivanje proinflamatornih citokina i kemokina potic¢e migraciju viralnog
antigena do regionalnih limfnih ¢vorova. U limfnim ¢vorovima APC stimuliraju razlicite
antigen specificne CD4+ T stanice. Stimulacija CD4+ T stanica moze pomo¢i u aktivaciji
CD8+ T stanica ili omogu¢iti B stanicama proizvodnju neutraliziraju¢ih antitijela usmjerenih
prema proteinima kapside virusa. Aktivacija urodenog imunoloskog odgovora ukljucuje i
aktivaciju NK stanica (eng. natural killer cells), sekreciju interferona i poticanje aktivacije
specificnog (adaptivnog) imunoloskog odgovora. Aktivirane CD8+ T stanice ciljaju stanice
inficirane virusom u bazalnim slojevima epitela i tako postaju klju¢ne za uklanjanje virusne
infekcije. Plazma stanice potom luce neutralizirajua protutijela koja imaju sposobnost

ukloniti ostatke virusa, ali ne i stanice inficirane HPV-om (9).

1.3. Citokini

Citokini su pleiotropni proteini ili mali glikoproteini koji imaju molekularnu masu
manju od 30kDA (200 aminokiselina). Proizvode ih razliciti tipovi stanica poput leukocita
koji reguliraju imunitet, upalna stanja i hematopoezu. Do danas je poznato oko 200 citokina
(10). Funkcija citokina temelji se na gradi pojedinih citokina i njihovih receptora te na vrsti
stanica koje ih luce. Veéina je citokina vazna za rast, sazrijevanje i mobilizaciju stanica
imunoloskog sustava. Uloga citokina o¢ituje se u stvaranju i regulaciji efektorskih funkcija u

imunoloSkom odgovoru na infekcije, transplantaciju organa ili kod autoimunih bolesti.
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Komunikacija izmedu tkiva i imunoloSkog sustava u razliitim bolestima posredovana je
upravo citokinima pa je proucavanje njihova djelovanja vazno za razumijevanje

patofiziologije razli¢itih bolesti (11).

Citokini posreduju medustanicnu komunikaciju, poti¢u aktivaciju, proliferaciju i
diferencijaciju stanica, a mogu djelovati i citotoksi¢no. Djeluju na imunosne, upalne i
hematopoetske stanice (parakrino djelovanje). Autokrino djeluju na stanice koje ih luce. Imaju
utjecaj na udaljena tkiva, a manji broj citokina lu¢i se u krv (endokrino djelovanje). U
djelovanju citokina izrazeni su pleotropizam (jedan te isti citokin djeluje na nekoliko vrsta

stanica) i redundancija (nekoliko citokina moze imati isto djelovanje na istu stanicu) (12).

U literaturi je moguce pronaci razliCite klasifikacije citokina. Jedna je od klasifikacija
klasicna, u kojoj se citokini dijele na interleukine, interferone, cimbenike rasta
hematopoetskih kolonija i citoksine. Takoder, citokini se mogu podijeliti na temelju grade
receptora 1 prijenosu unutarstani¢nog signala na pet obitelji: hematopoetska obitelj (tip I
receptora), interferonska obitelj (tip II receptora), obitelj s receptorom poput imunoglobulina,
obitelj receptora za faktor nekroze tumora (TNF, eng. tumor necrosis factor) i obitel]
kemokinskih receptora. Prema funkciji citokini se dijele u Cetiri skupine: citokini urodene

imunosti, citokini steCene imunosti, ¢imbenici rasta kolonija 1 imunosupresivni citokini (12).

Citokine urodene imunosti ili protuupalne citokine lu¢e makrofagi i ostale akcesorne
imunoloske stanice kao odgovor na nespecificne upalne podrazaje. Navedeni citokini mogu
djelovati lokalno ili sustavno. Lokalno djelovanje obuhvaca aktivaciju endotelnih stanica
kapilara 1 upalnih stanica na mjestu ozljede. Sustavno, citokini povecavaju tjelesnu
temperaturu tijela i sintezu proteina akutne faze u jetrima. Tako se povecava otpornost
organizma na infekcije i Stetne agense. Limfociti su glavni izvor citokina specificne imunosti.
Citokini specificne imunosti poticu rast 1 diobu zrelih limfocita, sazrijevanje aktivnih B

limfocita u plazma stanice, rast i diferencijaciju NK stanica i proizvodnju protutijela (12).

Stvaranje je citokina potaknuto antigen specificnom aktivacijom limfocita T4. Glavni
regulatori imunoloske reakcije su limfociti T4 ili pomo¢nicki limfociti T. Imunoloski odgovor
na infekciju reguliran je ravnotezom izmedu citokina tipa 1 (Thl, eng. T helper 1) i tipa 2
(Th2, eng. T helper 2) (13). Thl - utjecu na stani¢ni imunoloski odgovor. Njihova je funkcija
aktivacija makrofaga i reakcija stani¢ne citotoksi¢nosti, koja ukljucuje faktor nekroze tumora
alfa (TNF-a), interferon y (IFN-y), interleukin-1 (IL-1), interleukin-2 (IL-2), interleukin-12

(IL-12). Th2 - utje¢u na humoralni imunoloski odgovor, inhibiraju makrofage. Neki od njih
4
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jesu: interleukin-4 (IL-4), interleukin-5 (IL-5), interleukin-6 (IL-6), interleukin-8 (IL-8),
interleukin-10 (IL-10) (13, 14).

1.3.1. Interleukin 1 beta (IL-1B)

Obitelj citokina IL-1 sadrzi nekoliko ¢lanova ukljucujuéi IL-1A, IL-1B 1 IL-1
antagonist receptora (IL-1RN) (15). Gen koji kodira humani IL-1 kompleks ( IL-1A, IL-1B,
IL-1RN) smjesten je na kromosomu 2ql4. Ukljucen je u posredovanje akutne i kroni¢ne
upale. Interleukin 1 beta ima moguénost stimulacije mikrookoliSa tumora i povecanja
proliferacije stanica te poticanje angiogeneze tumorskog tkiva. Tako IL-1B postaje klju¢ni
posrednik interakcije izmedu domacina i1 okolisa u karcinogenezi. Gen /L-1B pokazao se kao
vrlo polimorfan gen koji sadrzi nekoliko polimorfizama jednog nukleotida (SNP, eng. single
nucleotide polymorphism) u promotorskoj regiji. Dva SNP-a pronadena u promotorskoj regiji
IL-1B su 31T/C i -511C/T (rs16944). Brojne epidemioloske studije istrazivale su povezanost
izmedu IL-1B -511C/T (rs16944) 1 +3954C/T s razliCitim vrstama karcinoma, kao S§to
karcinom zeluca, plu¢a i dojke (16). IL-1B istiCe se kao najbolje okarakteriziran i najviSe
istrazivan citokin od ukupno 11 ¢lanova obitelji IL-1. IL-1B snazan je proupalni citokin

klju€an za imunoloski odgovor domacina na infekcije i ozlijede (17).

U najvecoj mjeri IL-1B proizvode krvne stanice monociti i tkivni makrofazi, iako ga
izluCuju 1 druge vrste stanica poput dendritickih stanica, neutrofila, masnih stanica, B 1 T
stanica, epitelnih 1 endotelnih stanica. IL-1B povecava ekspresiju kemokina i adheziju
molekula Sto potice infiltraciju upalnih i imunokompetentnih stanica iz cirkulacije u tkiva.
Zbog svoje vazne uloge njegova je funkcija visoko regulirana. Nezreli inaktivni pro-oblik
citokina cijepa protuupalna proteaza kaspaza 1 i tvori bioaktivni, zreli oblik citokina koji se
zatim izluCuje. Aktivacija kaspaze 1 posredovana je inflamosomima. Inflamosomi se sastoje
od najmanje jednog ¢lana NOD-u sli¢nih receptora (NLRs), (NLRP1, NLRP3 I NLRC4)
povezanog s PYCARD ili ASC molekulama. Aktivacija inflamosoma ostvaruje se pomocu

mikrobnih i ne mikrobnih signala (18).

Polimorfizam rs16944 (-511C/T) nalazi se u intronskoj regiji gena IL-1B, povezuje se
s veéom pojavnoséu razli¢itih karcinoma. Takoder, upravo taj polimorfizam uzrokuje
povecanje unutar stanicne koncentracije proteina IL-1B koji ima vaznu ulogu u procesu

karcinogeneze (16).
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1.3.2. Interleukin-10 (IL-10)

Humani IL-10 sadrzi 178 aminokiselina 1 V oblik homodimerskog citokina s
molekularnom masom 37kDa. Spomenuti interleukin kodiran je genom smjeStenim na
kromosomu 1 (1q31-1q32), a sadrzi 5 eksona i 4 introna. Gen za IL-10 visoko je polimorfan s
nekoliko utvrdenih polimorfizama jednog nukleotida u promotorskoj regiji. Neki od SNP-ova
djeluju na izrazaj IL-10 u razli¢itim vrstama karcinoma poput karcinoma vrata maternice (19).
IL-10 glavni je ¢lan superobitelji IL-10 koja ukljucuje IL-19, IL-20, IL-22, IL-24, IL-26, kao i
podobitelj IFN-y tipa III (20).

Interleukin-10 vazan je pleiotropni imunoregulacijski citokin kojeg u prvom redu
izluCuju makrofagi i Thl limfociti, ali i Th2 limfociti, dendriticke stanice, B limfociti,
monociti 1 masne stanice. Istrazivanja su pokazala da ga proizvode i humane stani¢ne linije
karcinoma. Aktivnost IL-10 posredovana je pomocu IL-10 receptora koji je Clan obitelji
citokinskih receptora klase II. Taj interleukin ima vaznu ulogu u inhibiciji sposobnosti
monocita i makrofaga da prezentiraju antigen T stanicama putem inhibicije ekspresije
molekula MHC (eng. major histocompatibility complex) klase II. Znanstvenici su svoje
zanimanje usmjerili na dva ponavljaju¢a dinukleotida (mikrosatelita) 1L10.G 1 IL10.R,
smjestenih 1.2kb 1 4kb uzvodno od mjesta pocetka transkripcije te tri SNPa -1082 A > G
(rs1800896), -819 T > C i1 -592 C > A, koja ¢ine 3 predominantna haplotipa - GCC, ACC i
ATA (21).

Pleiotropni citokin, IL-10 naznacen je kao vazan regulator funkcije limfoidnih i
mijeloidnih stanica. Osim toga, citokin ima snazan supresorski efekt na funkciju makrofaga, T
stanica i NK stanica. Regulacija proliferacije i diferencijacije B stanica, masnih stanica i
timocita joS su neki od nacina na koje IL-10 doprinosi regulaciji imunoloSkog sustava.
Jedinstvena funkcija IL-10 ukljucuje poticanje, ali 1 suzbijanje aktivacije imunoloSkog
sustava. IL-10 pripreman je suzbiti proizvodnju IL-2, IL-3, TNF, faktora stimulacije kolonije
granulocita i makrofaga (GM-CSF), IFN-y i ekspresiju molekula MHC II na makrofagima. S
druge strane, moze stimulirati proliferaciju B stanica, proizvodnju antitijela, masnih stanica i
razvoj timocita. Th2 limfociti najve¢im su djelom odgovorni za proizvodnju IL-10 $to
potiskuje aktivnost Thl limfocita i rezultira smanjenjem IFN-y, IL-2, GM-CSF 1 TNF a
citokinske obitelji (22).
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Veliki broj polimorfizama (prvenstveno polimorfizama jednog nukleotida)
identificiran je u promotoru gena /L-/0. Do danas je na /L-10 genu zabiljeZeno najmanje 50
polimorfnih lokusa, poput -2849, -2776, -2769 1 -2763 i tri SNP -1082 A > G (rs1800896), -
819 T > C1-592 C > A. Za navedene SNP-ove u promotorskoj regiji /L-10 utvrdeno je da
znacajno utjecu na transkripciju i ekspresiju gena. Molekularna istrazivanja pokazala su kako
ovakvi polimorfizmi mogu utjecati i/ili promijeniti osjetljivost pojedinca na razliite oblike

karcinoma poput karcinoma vrata, glave, Zeluca (23).

Polimorfizam rs1800896 (-1082 A > G) gena IL-10 nalazi se 2 kilobaze uzvodno u
promotorskoj regiji gena /L-10 te je povezan s ve¢om pojavnoscu razli¢itth karcinoma

ukljucujuéi karcinom vrata maternice (21).




Hipoteza

2. HIPOTEZA

Dosadasnja istrazivanja pokazala su da medudjelovanje HPV virusa i IL-10 moze dovesti
do nastanka imunosupresivnog mikrookolisa u cerviksu, dok se prisutnost T alela IL-1B
povezuje s kroni¢nom upalom i perzistentnom infekcijom HPV16/18.

Hipoteza polazi od toga da pojedinci s prisutnim T alelom /L-1B (rs16944 ili -511C/T)
koji uzrokuje povecanu produkciju IL-1B i polimorfizmom /L-710 (rs1800896 ili -1082 A > G)

imaju povecan rizik za razvoj karcinoma vrata maternice.




Ciljevi istrazivanja

3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Analiza polimorfizama rs16944 (-511C/T) gena IL-1B 1 rs1800896 (-1082 A > G)
gena IL-10 izmedu ispitanica s dokazanim karcinomom vrata maternice 1 ispitanica u
kontrolnoj skupini.

Utvrditi postoji li statisticki znac¢ajno odstupanje u pojavnosti polimorfizama gena /L-
IB 1 IL-10 izmedu ispitanica s dokazanim karcinomom vrata maternice 1 ispitanica u

kontrolnoj skupini.




Ispitanici i metode

4. ISPITANICI I METODE

4.1. Ispitanici

Uzorci periferne krvi ispitanica prikupljeni su na Odjelu za ginekoloSku kirurgiju
Zavoda za kirurSku onkologiju Klinike za tumore pri Klinickom bolnickom centru Sestre
milosrdnice u Zagrebu (ukupno 161 ispitanica). Prikupljeni su uzorci 81 pacijentice s
dokazanim invazivnim karcinomom vrata maternice te 80 zdravih Zena u kontrolnoj skupini
koje imaju uredna zadnja tri citoloSka nalaza bez abnormalnosti epitela. U istrazivanje nisu
bile ukljuCene Zene s akutnom i kroni¢nom upalnom bolesti, zene koje su primale
imunosupresivnu terapije 1 zene lijeCene od malignih bolesti. Istrazivanje je odobreno od
strane Etickog povjerenstva KBC Sestre Milosrdnice Zagreb. Istrazivanje je provedeno kao

retrospektivno istrazivanje parova.

4.2. Metode

4.2.1. I1zolacija DNA iz pune krvi

Uzorak  krvi uzorkovan je u epruvetu s antikoagulansom EDTA
(etilendiamintetraoctenakiselina). Izolacija DNA ucinjena je pomoc¢u komercijalnog kompleta
za izolaciju DNA NucleoSpin Blood (Macherey-Nagel, Diiren, Njemacka). On sadrzava
Proteinazu K, etanol, kolone, epruvete za prikupljanje uzorka te pufere B3, BW, B5 i BE
(elucijski pufer). Tijekom izolacije DNA, dolazi do kontaminacije proteinima koji se moraju
ukloniti. To se postize Proteinazom K. Proteinaza K enzim je koji cijepa peptidnu vezu u
proteinima pored karboksilne skupine hidrofobnih aminokiselinskih ostataka (acikli¢kih i
aromatskih). Nakon dodavanja pufera B3, smjesa je inkubirana 20 minuta na 70 °C. Nakon
inkubacije, lizatu se dodaje etanol koji ¢e dehidrirati DNA te ukloniti soli zbog razlike u
solubilizaciji. Kaotropni ioni koji se nalaze u lizatu stvorit ¢e hidrofobnu okolinu. Pod tim
hidrofobnim uvjetima, silica membrana NucleoSpin kolona predstavlja vezujuée mjesto za
DNA. Proteini, metaboliti i drugi kontaminanti ne vezu se na membranu 1 stoga se ispiru
tijekom sljedec¢ih koraka pranja pomocu pufera BW te BS. DNA se eluira u zagrijanom blago
alkalnom puferu BE. DNA je ¢uvana u BE puferu na -20 °C. Ukupan volumen izolirane DNA
bio je 100ul (24).
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4.2.2. Lan¢ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (eng. real time PCR)

Analiza toCkastih mutacija izvodi se pomo¢u PCR-a u stvarnom vremenu na uredaju
Applied Biosystems 7500 pomocu seta reagensa za genotipizaciju proizvodaca Life
Techologies/Applied Biosystems ™ TagMan® SNP Genotyping Assays. Ti reagensi koriste
TaqgMan® 5'- nukleaze za amplifikaciju i1 otkrivanje specifi¢nih polimorfizama u proc¢is¢enim
uzorcima genomske DNA. Svaki test omogucuje individualnu genotipizaciju jednog
polimorfizma nukleotida (SNP). Djelovanje 5' nukleaze odvija se tijekom PCR amplifikacije
u svakom ciklusu. Za PCR amplifikaciju, genomska DNA uvodi se u reakcijsku smjesu koja
se sastoji od master mix-a, dvaju primera i dvije TagMan® MGB (eng. Minor groove binder)
probe s ne-fluorescentnim prigusiva¢ima NFQ (eng. Nonfluorescent quencher). Proba za
otkrivanje sekvence alela 1 oznacena je VIC fluorescentnom bojom dok je proba za otkrivanje
sekvence alela 2 oznatena FAM fluorescentnom bojom. Tijekom polimerizacije,
egzonukleazna aktivnost DNA polimeraze cijepa samo probe koje su hibridizirane na ciljanu
sekvencu. Dolazi do odvajanja reporter boje od probe te posljedicno do oslobadanja
fluorescentne boje. Porast fluorescencije javlja se samo ako je proba komplementarna ciljnoj
sekvenci te hibridizirana. Kao rezultat genotipizacije dobija se jedna od sljedece tri
mogucénosti: homozigot wt/wt, heterozigot, homozigot mt/mt. Rezultati real time PCR

amplifikacije analizirani su pomocu 7500 Real time PCR SDS software-a v2.3 (25).

4.2.3. Statisticka obrada dobivenih podataka

Analiza polimorfizama napravljena je programom na internetu SHEsis autora Shi i
suradnika (ver. Online) (26). Analize genotipova napravljene su programom SNPstats autora

Sole i suradnika (ver. Online) (27).
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5. REZULTATI

Ukupno su obradene 161 ispitanice, od toga 81 ispitanica s dokazanim karcinomom vrata
maternice i1 80 ispitanica u kontrolnoj skupini. Prosje¢na Zivotna dob ispitanica u kontrolnoj

skupini je 53 £+ 11 godina, dok su ispitanice s karcinomom bile 53 + 12 godina starosti.
Nije pronadena statistiCki znacajna razlika izmedu polimorfizma rs1800896 (-1082A >
G) gena IL-10 i polimorfizma rs16944 (-511C/T) gena IL-1B izmedu pacijentica s dokazanim

karcinomom vrata maternice i kontrolne skupine (Tablica 1).

Tablica 1. Raspodjela i ucestalost alela polimorfizama gena IL-10 1 IL-1B

Gen Polimorfizam Rjedialel Ucestalog Ucestalog X2 P
rjedeg rjedeg vrijednost
alela kod alela kod
kontrola ispitanica

IL-10 rs1800896 G 0,43 0,39 0,633 0,426

IL-1B rs16944 T 0,39 0,3 3,104 0,078

U Tablici 2 prikazana je raspodjela i ucestalost genotipova polimorfizma rs1800896 (-
1082 A > G) gena IL-10, dok je u Tablici 3 prikazana raspodjela i ucestalost genotipova
polimorfizma rs16944 (-511C/T) gena IL-1B. Na temelju podataka iz navedenih tablica
vidljivo je da ne postoji znacajna razlika u raspodjeli i ucestalosti genotipova izmedu

ispitanica s dokazanim karcinomom vrata maternice i kontrolne skupine.

Tablica 2. Raspodjela i ucestalost genotipova polimorfizma rs1800896 (-1082 A > G) gena
IL-10

Genotipovi Kontrole Ispitanice X2 P vrijednost
AA 22 (27,5 %) 29 (36,2 %)
AG 47 (58,8 %) 40 (50 %) 1,524 0,467
GG 11 (13,7 %) 11 (13,8 %)

Tablica 3. Raspodjela i ucestalost genotipova polimorfizma rs16944 (-511C/T) gena IL-1B

Genotipovi Kontrole Ispitanice X2 P vrijednost
CC 29 (36,2 %) 41 (51,2 %)
CT 39 (48,7 %) 30 (37,5 %) 3,659 0,161
TT 12 (15,1 %) 9 (11,3 %)
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Analizom tri modela genotipova SNPStats programom pokazano je da ne postoji
znaajna razlika kod pojedinog modela u oba istrazivana gena, /L-10 1 IL-1B, izmedu

ispitanica s dokazanim karcinomom vrata maternice i kontrolne skupine (Tablica 4 i 5).

Tablica 4. Modeli genotipova polimorfizma rs1800896 (-1082 A > G) gena IL-10

Model Genotip Kontrole Ispitanice P vrijednost
AA 22 (27,5 %) 29 (36,2 %)
Kodominantni AG 47 (58,8 %) 40 (50 %)
GG 11 (13,8 %) 11 (13,8 %)
AA 22 (27,5 %) 29 (36,2 %)
Dominantni
AG+GG 58 (72,5 %) 51 (63,8 %)
AA+AG 69 (86,2 %) 69 (86,2 %)
Recesivni
GG 11 (13,8 %) 11 (13,8 %)

Tablica 5. Modeli genotipova polimorfizma rs16944 (-511C/T) gena IL-1B

Model Genotip Kontrole Ispitanice P vrijednost
CC 29 (36,2 %) 41 (51,2 %)
Kodominantni CT 39 (48,8 %) 30 (37,5 %)
TT 12 (15 %) 9 (11,2 %)
CC 29 (36,2 %) 41 (51,2 %)
Dominantni
CT+TT 51 (63,8 %) 39 (48,8 %)
CC+CT 68 (85 %) 71 (88,8 %)
Recesivni
TT 12 (15 %) 9 (11,2 %)




Rasprava

6. RASPRAVA

U ovom radu obradena je 161 ispitanica, od toga je 81 ispitanica s dokazanim
karcinomom vrata maternice 1 80 ispitanica u kontrolnoj skupini. Ispitivana je povezanost
izmedu polimorfizma gena /LI-10 i IL-1B izmedu ispitanica s dokazanim karcinomom vrata
maternice 1 kontrolne skupine. Rezultati ispitivanja pokazali su da nije pronadena statisticki
znacajna razlika izmedu polimorfizma rs1800896 (-1082 A > G) gena IL-10 i polimorfizma
rs16944 (-511C/T) gena IL-1B izmedu ispitanica i kontrolne skupine. Kod polimorfizma
rs1800896 (-1082 A > G) gena IL-10 rjede je bio prisutan G alel, dok je kod polimorfizma
rs16944 (-511C/T) gena IL-1B rjede prisutan bio alel T (Tablica 1). Takoder, ne postoji
znacajna razlika u raspodjeli i ucestalosti genotipova izmedu ispitanica s karcinomom i
kontrolne skupine. Analiza tri modela genotipova (kodominatni, dominatni, recesivni)
pokazala je da ne postoji znacajna razlika ni kod jednog modela u oba testirana polimorfizma

gena IL-101 IL-1B (Tablica415).

Interleukin 10 je pleiotropni citokin klju¢an u imunoloSkim i upalnim odgovorima.
Regulira proliferaciju i diferencijaciju B-stanica, pokazuje imunoregulacijske aktivnosti i
djeluje protuupalno. Posljednjih godina provedeno je niz slucaj-kontrola studija kako bi se
procijenio ucinak polimorfizama gena /L-/0 na rizik razvoja bolesti. Zbog male veli¢ine
uzorka 1 etnicke pripadnosti postoje kontroverzni rezultati povezanosti polimorfizma IL-10 i

raka vrata maternice (28).

Poznato je da individualne geneticke varijacije utjecu na imunoloski odgovor domacina
na maligne tumore. Kako su polimorfizmi citokinskih gena glavni akteri u imunoloSkom
odgovoru organizma provedena su brojna istrazivanja koja su se fokusirala na povezanost
polimorfizama citokinskih gena i karcinoma. Medutim, rezultati variraju izmedu populacije
ispitanika. Ucinak polimorfizma [L-10 rs1800896 (-1082A>G) na rizik od nastanka
karcinoma vrata maternice ispitivan je u nekoliko razli€itih studija. Ipak, dobiveni su rezultati
diskutabilni. Uoceno je da je navedeni polimorfizam povezan s povecanim rizikom za
karcinom vrata maternice u populacijama Zimbabvea (30) i Japana (31), dok istrazivanja u
Argentini (32), Juznoj Africi (33), Madarskoj (34), Nizozemskoj (35) 1 Tunisu upuéuju na

nepovezanost s rizikom za nastanak cervikalnog karcinoma (29).
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Nedavno provedena meta-analiza na osam studija za polimorfizam /L-10 rs1800896 (-
1082A > G) kod pacijentica s karcinoma vrata maternice nije pokazala korelaciju za rizik od
nastanka karcinoma vrata maternice u ukupnoj analizi. Podaci ukazuju da nema povezanosti
izmedu polimorfizma gena /L-10 i1 karcinoma. Istrazivanja su ukazala na to da ovaj
polimorfizam moze posluziti kao marker geneticke osjetljivosti za razvoj cervikalnog
karcinoma. Uloga polimorfizma /L-10 rs1800896 (-1082A > G) u sklonosti za nastanak

spomenutog karcinoma ostaje nerazjasnjena (28, 29).

Polimorfizam gena IL-10 rs1800896 (-1082 A > G) ukljucuje tri genotipa: AA, GA i GG.
Genotip AA povezan je s niskom proizvodnjom IL-10, dok su GA 1 GG vezani za srednju i
visoku proizvodnju. Polimorfizam gena /L-10 rs1800896 (-1082A > G) korelirao je sa
zna€ajnim rizikom od raka vrata maternice. Odstupanje je moguce objasniti zbog etnickih
razlika u polimorfizmu [L-10 gena. Nedavna prospektivna studija izvijestila je da
polimorfizam 7L-10 rs1800896 (-1082 A > G) doprinosi perzistentnoj infekciji onkogenog
HPV-a (31).

Guo C. i1 suradnici proveli su meta-analizu izmedu polimorfizama /L-10 1 rizika od
razvoja raka vrata maternice. Pretrazeno je pet internetskih baza podataka (PubMed, Embase,
Web SCI, CNKI i Wan). Razli¢iti ¢imbenici rizika, kao §to su kroni¢na upala, nezdravi
zivotni uvjeti i infekcije HPV-om, dokazano povecavaju rizik od tumorogeneze vrata
maternice. Sedamnaest ¢lanaka s dovoljnim kvantitativnim informacijama uklju¢eno je u ovu

meta-analizu (23).

Stanczuk 1 sur. objavili su 2001. godine prvu studiju sluc¢ajeva i kontrola koja je ispitivala
ucinke polimorfizma gena IL-10 rs1800896 (-1082A>G) na rizik od pojavnosti raka vrata

maternice, a rezultati su pokazali da africke zene s genotipom AG imaju povecan rizik (30).

Do sada su provedene dvije meta-analize ¢iji je cilj bio razjasniti povezanost izmedu
polimorfizama /L-10 i rizika od karcinogeneze vrata maternice. Medutim, ove meta-analize
nisu bile sveobuhvatne i nisu dale dosljedne rezultate (28, 37). Od 2001. godine proveden je
veliki broj molekularnih epidemioloskih studija slucajeva i kontrola, no rezultati nisu bili

konzistentni (29 - 35).

Singhal i sur. izvijestili su da genotipovi AG i GG mogu znacajno povecati rizik od

razvoja raka vrata maternice u usporedbi s AA genotipom u indijskoj populaciji (36).
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Ni 1 sur. objavili su 2013. godine prvu meta-analizu koja je ispitivala povezanost
polimorfizama /L-10 gena i rizika od razvoja raka vrata maternice. Njihova meta-analiza
obuhvatila je osam studija koje su analizirale 1498 slucajeva i 1608 kontrola za IL-10
rs1800896 (-1082 A > G) polimorfizam, kao i pet studija koje su ukljuc¢ivale 2396 slucajeva i
1388 kontrola za IL-10 -592 C/A polimorfizam. Istrazivaci su otkrili da je polimorfizam gena
IL-10-592 C/A povezan s povecanim rizikom od razvoja raka vrata maternice. Nije pronadena

znacajna povezanost za polimorfizam /L-710 rs1800896 (-1082 A > G) (28).

Zhang 1 suradnici proveli su meta-analizu 2014. godine. Njihova studija obuhvatila je
osam studija slucajeva i kontrola s ukupno 1983 pacijentica 1 1618 kontrola. Autori nisu
utvrdili to¢nu povezanost izmedu polimorfizma /L-10 rs1800896 (-1082 A > G) i rizika od
raka vrata maternice. Ova meta-analiza sugerira da su polimorfizmi gena IL-10 rs1800896 (-
1082 A > G) 1-819 T/C povezani s poveéanom osjetljivos¢u za razvoj raka vrata maternice,

ali s kontradiktornim uc¢incima (37).

U usporedbi s prethodnim meta-analizama, meta analiza koju su proveli Guo i sur.
ukljucila je viSe istrazivackih studija (sedamnaest publikacija s ukupno 7286 ispitanica) kako
bi se precizno procijenila povezanost polimorfizma gena /L-10 rs1800896 (-1082 A > G), -
819 T/C 1 -592 C/A 1 rizik od nastanka raka vrata maternice. Njihovi rezultati upucuju na to
da polimorfizam IL-70 rs1800896 (-1082 A > G) moze biti povezan s povecanim rizikom od

razvoja raka vrata maternice (23).

Poznato je da infekcija HPV virusom uzrokuje kroni¢ne infekcije keratinocita cerviksa i
na taj nacin igra klju¢nu ulogu u patogenezi karcinoma vrata maternice. Prethodna
istrazivanja pokazala su da je kroni¢na upala cerviksa povezana s nastankom prekanceroznih
intraepitelnih lezija i karcinomom vrata maternice. Kancerogeni mehanizam raka vrata
maternice obuhvaca degradaciju gena p53 pomocu onkogenog HPV E6 proteina. Mutacije
gena p53 mogu biti povezane s citokinima, ukljucujuci 1 prekomjernu ekspresiju citokina IL-
IB. Interleukin 1 beta je proupalni citokin kojeg proizvode monociti i tkivni makrofazi.
Ukljucen je u posredovanje akutne i kroni¢ne upale. Studija provedena u Egiptu pokazala je
da su genotipovi IL1-B 511C/T i T/T bili povezani sa povecanim rizikom od kacinoma vrata
maternice. Polimorfizam -511C/T moze se razmotriti kao bioloSki marker za rak vrata

maternice (38).
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Kang 1 sur. takoder su izvijestili da su nositelji genotipova —511C/T ili T/T bili izlozeni
vecem riziku od raka vrata maternice kod korejskih Zena (39). Takoder, Singh i sur. izvijestili
su da osobe s polimorfizmom /L-/B-511 imaju ve¢i rizik od raka vrata maternice kod indijske
populacije (40). Osim HPV infekcije, postoje i drugi faktori za nastanak karcinoma vrata
maternice, a to su oralna kontracepcija, pusenje, imunosupresija, imunodeficijencija, prehrana
i obiteljska anamneza karcinoma vrata maternice. Studija provedena u Sjevernoj Indiji
pokazala je da Zene u dobi od 40 godina imaju veéu ucestalost za nastanak karcinoma vrata
maternice. HPV infekcija 1 upala klju¢ne su komponente tijekom karcinoma vrata maternice.
Tijekom HPV infekcije, citokinski geni odgovorni za upalu smatraju se potencijalnim
izvorom karcinoma vrata maternice. Otkriveno je da polimorfizam /L-/B nije povezan s
rizikom od raka vrata maternice u ispitivanoj populaciji. Prethodna izvjesca sugeriraju da se

IL-1B moze ukljuciti u ranim fazama razvoja karcinoma vrata maternice i progresije (41).

Studija provedena na Tuniskoj populaciji pokazala je da polimorfizam /L-/B-511T/T 1
alel T imaju smanjeni rizik za karcinom vrata maternice (43). Polimorfizam /L-1B-511C/T
moze utjecati na osjetljivost karcinoma vrata maternice zbog njegove povezanosti s nekim
drugim polimorfizmom IL-1, koji mozZe izravno utjecati na ekspresiju gena interleukina 1
beta. Genotipovi IL-IB -511C/T i T/T bili su povezani s ve¢im rizikom karcinoma vrata

maternice (42).
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7. ZAKLJUCAK

Rezultati istrazivanja pokazali su da izmedu ispitanica s dokazanim karcinomom vrata
maternice 1 ispitanica kontrolne skupine nije pronadena statisticki znaCajna razlika u
raspodjeli 1 ucCestalosti alela i genotipova za proucavane polimorfizme gena /L-1B
(rs16944) i IL-10 (rs1800896 ili -1082 A > G). Takoder, ne postoji razlika izmedu
razli¢itih modela genotipova u oba istraZzivana gena.

U nasem istrazivanju nije dokazano da polimorfizam rs16944 IL-1B gena i rs1800896

(-1082 A > G) IL-10 gena imaju ulogu u nastanku karcinoma vrata maternice.
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8. SAZETAK

-----

papiloma virusom (HPV) najces¢i je uzrok nastanka tog karcinoma. Istrazivanja su pokazala
da brojni ¢imbenici znacajno povecavaju rizik za karcinom vrata maternice. Za onkogenezu
HPV-a bitan je imunoloski odgovor zaraZzene osobe. Dosadasnja istrazivanja pokazala su da
medudjelovanje HPV virusa i IL10 moze dovesti do nastanka imunosupresivnog mikrookoliSa
u cerviksu, dok se prisutnost T alela IL-1B povezuje s kroni¢nom upalom i perzistentnom
infekcijom HPV16/18.

Ciljevi istrazivanja: Analiza polimorfizama gena rs16944 (-511C/T) IL-1B i rs1800896 (-
1082 A > G) IL-10 izmedu ispitanica s dokazanim karcinomom vrata maternice 1 ispitanica u
kontrolnoj skupini.

Utvrditi postoji li statisti¢ki znacajno odstupanje u pojavnosti polimorfizama gena /L-1B i IL-
10 izmedu ispitanica s dokazanim karcinomom vrata maternice i ispitanica u kontrolnoj
skupini.

Ispitanici i metode: Navedeni polimorfizmi gena analizirani su kod 81 ispitanice s
dijagnozom vrata maternice i 80 ispitanica u kontrolnoj skupini. DNA je izolirana iz uzoraka
pune krvi, a genotipizacija je u¢injena metodom lancane reakcije polimerazom u stvarnom
vremenu uz primjenu Tagman metodologije. Napravljena je statisticka obrada dobivenih
polimorfizama gena rs16944 (-511C/T) IL-1B 1 rs1800896 (-1082 A > G) IL-10.

Rezultati: Ucestalost rjedeg alela G IL-10 rs1800896 (-1082 A > G) bila je 0,43 u kontrolnoj
skupini, dok je kod ispitanica s dijagnozom vrata maternice iznosila 0,39. Ucestalost rjedeg
alela T IL-1B rs16944 (-511C/T) u kontrolnoj skupini iznosila je 0,39 te 0,3 kod ispitanica s
dijagnozom vrata maternice.

Zakljucéak: Nije pronadena statisticki znaCajna razlika u raspodjeli 1 ucestalosti pojedinih
alela i genotipova izmedu ispitanica s dokazanim karcinom vrata maternice i kontrolne

skupine.

Kljuéne rijeci: Karcinom vrata maternice, HPV, IL-10, IL-1B.
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9. SUMMARY

Introduction: Cervical cancer is the second most common cancer in women worldwide. The
most common cause of this cancer is the Human papillomavirus (HPV) infection. Research
has shown that numerous factors significantly increase the risk of cervical cancer. An immune
response is essential for the oncogenesis of HPV infected persons. To date, studies have
shown that the interaction of the HPV virus and /L-10 can lead to the formation of an
immunosuppressive microenvironment in the cervix. The presence of the T allele of /L-1B is
associated with chronic inflammation and persistent infection of HPV16/18.

Research objectives: Analysis of rs16944 (-511C/T) IL-1B and rs1800896 (-1082 A > G) IL-
10 gene polymorphisms between subjects diagnosed with cervical cancer and subjects in the
control group.

The study aimed to determine whether there is a statistically significant difference in the
incidence of IL-1B and IL-10 gene polymorphisms between subjects diagnosed with cervical
cancer and subjects in the control group.

Subjects and Methods: Pre-mentioned gene polymorphisms were analyzed in 81 subjects
diagnosed with cervical cancer and 80 subjects in the control group. DNA was extracted from
the peripheral blood, and genotyping was performed by a real-time polymerase chain reaction.
Results: The frequency of the minor allele G 7L-710 rs1800896 (-1082 A > G) was 0.43 in the
control group, while in subjects diagnosed with cervical cancer was 0.39. The frequency of
the minor allele T /L-1B rs16944 (-511C / T) was 0.39 in the control group, and 0.3 in patients
diagnosed with cervical cancer.

Conclusion: No statistically significant difference was found in the distribution and
frequency of individual alleles and genotypes between subjects with proven cervical cancer

and a control group.

Keywords: Cervical cancer, HPV, IL-10, IL-1B
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