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V tem preglednem c¢lanku predstavljamo razvrs¢anje in splosne lastnosti
HPV, zgradbo in pomnozevanje HPV, molekularno patogenezo in imuno-
logijo okuzbe s HPV ter osnovni koncept mikrobioloske diagnostike okuzbe
s HPV. Doloc¢enih delno prekrivajocih tem, ki so Ze bile podrobno opisane v
zbornikih predhodnih kolposkopskih tecajev ali izobrazevalnih dni programa
ZORA, nismo ponovno obravnavali.

Razvrscanje in splosne lastnosti HPV

Virusi iz druzine Papillomaviridae ali papilomavirusi (PV) so zelo heterogena
in Siroko razprostranjena skupina DNA-virusov, ki povzroca razli¢ne novot-
vorbe pri ljudeh in Zivalih. Do leta 2000 so bili ti virusi taksonomsko uvrs-
¢eni v druzino Papovaviridae, ki je bila nato razdeljena na dve druzini: Papi-
lomaviridae in Poliomaviridae. Ime papiloma izhaja iz latinske besede papilla
(bradavica) in oma (tumor). Na podlagi skladnosti nukleotidnih zaporedij
PV razvrs¢amo v razli¢ne virusne genotipe, ki predstavljajo tudi osnovno
taksonomsko enoto pri njihovi klasifikaciji. PV najdemo pri vecini sesalcev
in pticev ter nekaterih plazilcih. Nekateri, predvsem evolucijsko nizji sesalci
imajo samo en za vrsto znacilen genotip, medtem ko je raznolikost PV pri
opicah in ljudeh mnogo vedja. Skupino genotipov PV, ki so pomembni v
humani medicini, imenujemo ¢loveski papilomavirusi (angl. human papillo-
maviruses, HPV).

Kot novi genotip PV opredelimo vsak izolat, katerega nukleotidno zaporedje
gena L1 se razlikuje za ve¢ kot 10 % od gena L1 vseh predhodno opredelje-
nih genotipov PV. V primeru, ko je neskladnost med dvema zaporedjema
gena L1 med 2 in 10 %, je to virusni podtip. Ce je razlika manjsa od 2 %,
novi virus opredelimo kot podtipsko (genetsko) razli¢ico enakega genotipa
PV. Genotipe PV razvr$¢amo v rodove, od katerih jih je 23 oznacenih z
grskimi ¢rkami alfa—omega. Ker je Stevilo novoodkritih virusov preseglo
stevilo ¢rk v grski abecedi, preostale rodove oznacujemo z grskimi ¢rkami
delta—rho, ki imajo dodano predpono dyo. Skladnost nukleotidnih zaporedij




v celotnem genu L1 je med razli¢nimi rodovi PV manjsa kot 60 %. Virusne
vrste znotraj posameznega rodu izkazujejo 60—70 % nukleotidno skladnost v
genu L1, medtem ko genotipi znotraj posamezne vrste izkazujejo 71-89 %
nukleotidno skladnost v genu L1. Za vedino genotipov HPV, uvrs¢enih v
eno visto, velja, da imajo podobne bioloske lastnosti, to je tropizem za speci-
fi¢na tkiva in/ali organe ter podoben tumorogeni potencial.

Tradicionalno so genomska zaporedja PV pridobivali iz epitelnih novotvorb
s pomocjo klasi¢nih tehnik kloniranja, ki so primerne predvsem za opredel-
jevanje genotipov HPV, ki so v kliniénem vzorcu prisotni v zelo visokih
koncentracijah. Z napredovanjem molekularne biologije in razvojem tehnik
kot so PCR, podvojevanje celotnega genoma s pomodjo tehnike kotalecega
se kroga (angl. rolling circle amplification) in shotgun sekveniranje so za
identifikacijo novih PV postale veljavne tudi te metode. Uporaba novejsih
metod je pripeljala do identifikacije in karakterizacije $tevilnih novih PV, ki
so v klini¢nih vzorcih praviloma prisotni v zelo nizkih koncentracijah.

Odkrivanje novih genotipov HPV spremljajo v Referenénem centru za HPV
(Human papillomavirus Reference Center, Karolinska Institutet) v Sto-
ckholmu (Svedska), kjer dolo¢ajo tudi zaporedne $tevilke novo opredeljenih
genotipov HPV. Genotipi HPV so (na Zalost) oteviléeni popolnoma nak-
lju¢no, glede na vrstni red osamitve, in ne glede na bioloske lastnosti virusov
ali njihovo genomsko podobnost. Tako npr. genotip HPV 16 oz. krajse
HPV-16, predstavlja Sestnajsti po vrsti odkriti genotip HPV. Do avgusta
2015 je bilo popolnoma opredeljenih Ze ve¢ kot 200 razlicnih genotipov
HPV, po podatkih nedavno objavljenih raziskav, pa obstaja se ve¢ kot 300
potencialno novih genotipov, ki ¢akajo na dokon¢no molekularno in filoge-
netsko opredelitev. V zadnjih petih letih je nasa raziskovalna skupina odkrila
in dokon¢no opredelila deset novih uradno priznanih genotipov HPV in
sicer HPV-120, HPV-125, HPV-150, HPV-151, HPV-159, HPV-174,
HPV-179, HPV-184, HPV-199, HPV-204 in delno opredelila ve¢ kot 60
kandidatnih izolatov za nove genotipe. Za opredelitev in uradno priznanje
novega genotipa HPV je treba $e vedno celotni genom izolata HPV (lahko
tudi po delih) vklonirati v plazmidne vektorje in mu dolo¢iti nukleotidno
zaporedje oz. za PV znacilna genomska podro¢ja. Celotni genom potencial-
no novega genotipa HPV lahko pridobimo z PCR ali s tehniko klasi¢nega
kloniranja.

Odkrivanje in potrjevanje novih Zivalskih PV naj bi spremljali v Referenc-
nem centru za zivalske papilomaviruse (Animal Papillomavirus Reference
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Center) v New Yorku (ZDA), ustanovljenem leta 2010, vendar center Se
vedno ni polno zaZivel. Vsak novi genotip Zivalskih PV je oznacen s kratico
rodu in vrsto zivali, pri kateri je bil osamljen, ter z zaporedno Stevilko osami-
tve (npr. kratici FdAPV1 in FAPV2 oznacujeta PV, odkrita pri domaci macki
— Felis domesticus). Do maja 2013 je bilo popolnoma opredeljenih 112 Zival-
skih PV pri ve¢ kot 54 Zivalskih vrstah.

Nedavno je bila ustanovljena prosto dostopna podatkovna baza PaVE
(PapillomaVirus Episteme), z namenom zagotovitve organiziranega in azur-
nega vira informacij znanstveni skupnosti, ki se ukvarja z raziskavami na
podro¢ju papilomavirusov. Trenutno vsebuje ve¢ kot 300 referen¢nih
genomov PV, ve¢ kot 3.000 posameznih genov in regij genoma, ve¢ kot
2.900 zaporedij virusnih beljakovin in ve¢ kot 50 trodimenzionalnih struk-
tur virusnih beljakovin, ki jih lahko uporabniki brezpla¢no prenesejo, razis-
kujejo in analizirajo.

Vec kot 200 do sedaj znanih genotipov HPV uvrs¢amo, skupaj e z nekate-
rimi opi¢jimi PV, v 5 rodov (alfa, beta, gama, mu in nu). Posamezni rodovi
HPV izkazujejo dokaj znadilen tropizem za doloceno vrsto epitela.

Rod Alpha-PV zdruzuje klini¢no najbolj pomembne HPV, ki so povezani z
nastankom Stevilnih benignih in malignih sprememb vecskladnega ploséato-
celicnega epitela koze in sluznic. V rod Alpha-PV trenutno uvrs¢amo 65
genotipov HPV, ki so razvr$¢eni v 14 virusnih vrst. Priblizno 40 genotipov
HPV iz rodu Alpha-PV s tropizmom za epitel sluznic glede na vrsto novot-
vorb, ki jih povzrodajo, delimo na visokorizi¢ne in nizkorizi¢ne genotipe
HPV. Visokorizi¢ni genotipi HPV (HPV-16, -18, -31, -33, -35, -39, -45, -
51, -52, -56, -58 in -59) so etiolosko dokazano povezani z ve¢ kot 99 %
primerov raka materni¢nega vratu, 70-90 % raka zadnjika in noZnice, 40 %
raka vulve, 47 % raka penisa ter 25-30 % raka ustnega dela Zrela. Nizkorizi-
¢ni genotipi HPV (najpomembnejsa sta HPV-6 in HPV-11) so povezani z
nastankom vseh primerov anogenitalnih bradavic in papilomov grla. V rod
Alpha-PV uvrs¢amo tudi nekatere genotipe HPV (HPV-2, HPV-27 in
HPV-57), ki povzrocajo predvsem okuzbe plos¢atoceli¢nega epitela koze, in
so povezani z nastankom navadnih koznih bradavic in anogenitalnih brada-

VIC.

V rod Beta-PV trenutno uvr$¢amo 51 genotipov HPV (HPV-5, -8, -9, -12, -
14, -15, -17, -19, -20, -21, -22, -23, -24, -25, -36, -37, -38, -47, -49, -75, -
76, -80, -92, -93, -96, -98, -99, -100, -104, -105, -107, -110, -111, -113, -
115, -118, -120, -122, -124, -143, -145, -150, -151, -152, -159, -174, -182,
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-185, -195, -196, -198), ki so razvrséeni v 5 virusnih vrst in smo jih v prete-
klosti povezovali predvsem z bolniki z redko dedno boleznijo, imenovano
bradavicasta epidermodisplazija (angl. epidermodysplasia verruciformis; EV).
Viruse iz rodu Beta-PV najpogosteje dokazemo v zdravi kozi, kjer povzrocajo
prikrite oz. klini¢no neznacilne okuzbe in v dla¢nih mesickih, ki predstavlja-
jo pomemben rezervoar teh virusov, v katerih lahko Beta-PV zakljucijo svoj
zivljenjski krog. Nedavno je bilo dokazano, da lahko Bem-PV okuzijo tudi
sluzni¢ni epitel predela glave in vratu ter poziralnika in koznosluzni¢ni epitel
analnega kanala.

Beta-PV redko zaznamo v sluznici vaginalnega predela. Pri imunsko oslab-
ljenih osebah lahko Beza-PV kot kofaktorji sodelujejo pri nastanku raka
koze.

V rod Gamma-PV je trenutno uvr$¢enih 80 v celoti molekularno opredelje-
nih genotipov HPV, ki so razvr$ceni v vsaj 27 virusnih vrst. Stevilo novo-
odkritih virusov iz rodu Gamma-PV se je v zadnjih nekaj letih zelo povecalo
in preseglo Stevilo genotipov HPV iz rodov Alpha-PV in Beta-PV. Izmed
vseh novo-opredeljenih genotipov HPV v zadnjih petih letih, je bilo 76,4 %
(68/89) genotipov uvrs¢enih v rod Gamma-PV. Gamma-PV so prisotni v
kozi, kjer povzrocajo dolgotrajne okuzbe, lahko tudi dozivljenjske, ki so
najpogosteje prikrite oz. klini¢no neznacilne. Vzorci plosatoceli¢nega karci-
noma koze, bazalnoceli¢nega karcinoma koze, aktini¢ne keratoze, seboroi¢ne
keratoze in keratoakantoma pogosto vsebujejo veliko Stevilo razli¢nih geno-
tipov HPV iz rodu Gamma-PV. Virusno breme Gamma-PV v omenjenih
koznih spremembah je zelo nizko (< 1 virusna kopija/1000 celic), medtem
ko je virusno breme istih virusov na povrsini teh sprememb zelo visoko (do
4.100 virusnih kopij/ul). Visoko virusno breme na povrsini koznih spre-
memb nakazuje na produktivno okuzbo, ki poteka v blizini omenjenih koz-
nih sprememb; virusi iz rodu Gamma-PV tako najverjetneje niso etiolosko
povezani z nastankom teh sprememb. Na podlagi novejsih dokazov lahko
Gamma-PV najdemo tudi v sluznici glave in vratu (ustna in nosna votlina
ter grlo), penisa, materni¢nega vratu in vulve ter v kozno-sluzni¢nem epitelu
analnega kanala, ponavadi v klini¢no neznadilni obliki. Za tovrstne okuzbe
je znacilna odsotnost ali minimalna produkcija zrelih virusnih delcev. Neka-
tere genotipe iz rodu Gamma-PV povezujemo s posameznimi primeri koz-
nih bradavic tako pri imunsko oslabljenih kot tudi pri imunsko kompetent-
nih posameznikih.
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V rod Mu-PV so trenutno uvrsceni trije genotipi HPV (HPV-1, -63 in -
204), ki so razvr$¢eni v tri virusne vrste, medtem ko je v rod Nu-PV trenut-
no uvrsc¢en le en genotip HPV (HPV-41). Viruse iz rodov Mu-PV in Nu-PV
povezujemo z nastankom koznih bradavic.

Zgradba in pomnozZevanje HPV

HPV so majhni DNA-virusi brez ovojnice, ki v premeru merijo priblizno 55
nm. Dedni material je obdan z dvoplastno beljakovinsko sredico. Virusna
sredica (kapsida) ima ikozaedri¢no simetrijo in je sestavljena iz 72 morfolos-
kih enot, t. i. kapsomer, ki jih sestavljata dva tipa strukturnih beljakovin, in
sicer velika (L1) in mala (L2) plas¢na beljakovina. Vsaka od 72 kapsomer je
sestavljena iz petih beljakovin L1 molekulske mase 54 kDa, ki se navzkrizno
povezejo z disulfidnimi mosticki, in ene, aksialno vstavljene beljakovine L2
(74-80 kDa), ki pomaga oblikovati in vzdrzevati strukturo kapsomere.

Virusni genom je krozna, zaprta, dvojnovija¢na molekula DNA, velikosti
7,5-8 kbp in molekulske mase 5,2 x 10° Da (Slika 1). Genom je sestavljen iz
kodirajocega in nekodirajoc¢ega obmocja. Kodirajode obmodje genoma deli-
mo na zgodnje obmod¢je E (angl. early) in pozno obmodje L (angl. laze).

Slika 1: Organizacija genoma HPV. (Vir: Kocjan BJ, Poljak M. Papilomaviru-
si. In: Poljak M, Petrovec M, eds. Medicinska virologija. Ljubljana: Medicinski
razgledi; 2011. p. 41-60.)
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Obmogje E vsebuje zapise (gene) za beljakovine, pomembne za uravnavanje
podvojevanja virusne DNA, uravnavanje izrazanja virusnih genov in interak-
cijo s celi¢nimi beljakovinami gostitelja. Vecina do sedaj opredeljenih geno-
tipov HPV ima do $est razli¢nih genov E, in sicer E1, E2, E4, E5, E6 in E7.
Ti se prepisujejo kot razli¢ne bi- ali policistronske molekule mRNA — vsebu-
jejo bralne okvirje za ve¢ razli¢nih beljakovin — iz zgodnjega promotorja P1
(HPV-11), ki se nahaja v nekodirajo¢em obmodju LCR (angl. long control
region). lzjema so nizkorizi¢ni genotipi HPV, pri katerih se mRNA-
beljakovine E7 prepiSe posebej, in sicer s promotorja P2 (HPV-11), ki se
nahaja v genu EG.

Gena E6 in E7 sta med vsemi obmodji genoma HPV najbolj raziskana, saj
imata najpomembnej$o vlogo v onkogenezi novotvorb, katerih nastanek se
povezuje s HPV. Virusni beljakovini E6 in E7 vplivata na $tevilne celi¢ne
procese, ki lahko vodijo do maligne transformacije s HPV okuzenih celic.
Med njimi so najpomembnejsi spodbujanje oz. vzdrzevanje celi¢ne prolifera-
cije, zaviranje zas¢itnega delovanja celi¢nih tumor zavirajo¢ih beljakovin ter
indukcija celi¢ne nesmrtnosti. Onkogeno delovanje beljakovin E6 in E7 je
podrobneje opisano v poglavju Patogeneza in imunost.

Transformirajo¢e lastnosti izraza tudi virusna beljakovina E5, za katero
domnevamo, da bi lahko sodelovala v zadetni stopnji onkogeneze, posredo-
vane s HPV iz rodu alfa. Beljakovina E5 spodbuja receptorje celi¢nih rastnih
dejavnikov EGF (angl. epidermal growth factor) in PDGF (angl. plateler deri-
ved growth factor) ter na ta nacin poviSuje nivo mitogenih dejavnikov, ki
spodbujajo celi¢no proliferacijo. Najnovejse raziskave ji pripisujejo tudi
pomembno vlogo pri spodbujanju angiogeneze in antiapoptotsko delovanje.
Poleg tega E5 omogoca tudi izmikanje HPV imunskemu odgovoru, saj ovira
zorenje molekul PHK razreda I. Zapis za beljakovino E5 manjka pri vecini
genotipov HPV iz rodov beta in gama. E5 je trenutno ena najbolj raziskova-
nih virusnih beljakovin.

Virusna beljakovina E1 je pomembna za zacetek podvojevanja virusne DNA
in vzdrzevanje HPV v obliki zunajkromosomskih kroznih DNA-delcev ali
episomov. E1 se veze skupaj z beljakovino E2 v blizino o7 mesta podvojeva-
nja virusnega genoma (angl. origin of replication) v nekodirajo¢em obmocju
LCR in deluje kot encim z ATP-azno in helikazno aktivnostjo.

Beljakovina E2 se veze na znadilna zaporedja DNA v nekodirajodem podro¢-
ju LCR in uravnava podvojevanje, segregacijo in izraZanje virusnega genoma.
Vezava E2 je nujna za pritrditev beljakovine E1 na o7i mesto, ki v nasled-
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njem koraku veze celicne beljakovine, potrebne za podvojevanje virusne
DNA, vklju¢no z beljakovino RPA (angl. replication protein A) in DNA-
polimerazo alfaprimazo. Poleg tega je beljakovina E2 potrebna za pritrditev
virusnih episomov na mitotske kromosome in njihovo pravilno segregacijo
med celi¢no delitvijo. Beljakovina E2 je izjemno pomembna tudi za uravna-
vanje izrazanja virusnih onkogenov. V nizkih koncentracijah E2 spodbuja
izrazanje E6 in E7, medtem ko v visokih koncentracijah E2 zavira izrazanje
E6 in E7 z neposrednim oviranjem vezave celi¢nih dejavnikov prepisovanja

SP1in TFIID na zgodnji virusni promotor p97 (HPV-16).

Vloga virusne beljakovine E4 $e ni povsem znana. Dosedanje raziskave so
pokazale, da se E4 veZe na citokeratine okuzenih celic in na ta nadin povzro-
¢i propad celi¢nega citoskeleta. Domnevamo, da je porusenje citokeratinske
mreze potrebno za lazje izstopanje zrelih virusnih delcev iz okuzenih celic.

Obmo¢je L virusnega genoma vsebuje zapisa za strukturni beljakovini virus-
ne kapside (L1 in L2), ki se prepisujeta kot bi- in/ali policistronske mRNA
iz poznega promotorja P3 (HPV-11), ki se nahaja v genu E7. Omenjeni
promotor je pomemben tudi za prepis zgodnjih virusnih beljakovin E1, E2
in E4, ki so pomembne za pomnozevanje virusa v diferencirajocih se epitelih
celicah (glej Proces pomnozevanja HPV). Gen L1 vsebuje zapis za veliko plas-
¢no beljakovino, ki je skupaj z odprtim bralnim okvirjem za beljakovino E1
najbolj ohranjeni del genoma med razli¢cnimi genotipi HPV in predstavlja
osnovo za Klasifikacijo in raziskave evolucijske sorodnosti (H)PV. Beljakovi-
na L1 predstavlja najbolj imunogeno virusno beljakovino, ki v gostitelju
izzove nastanek nevtralizirajo¢ih protiteles, ki so znadilna za posamezen
genotip HPV. Gen L2 ima zapis za malo plas¢no beljakovino, ki je pri
posameznih genotipih HPV razli¢na. Za beljakovino L2 je znacilno, da vse-
buje visoko ohranjene epitope, ki v gostitelju izzovejo nastanek nevtralizira-
jocih protiteles, ki $¢itijo proti Sirokemu spektru genotipov HPV. Navzkriz-
no nevtralizirajoci epitopi so skriti v notranjosti kapside in se razkrijejo Sele
ob vezavi kapside na gostiteljsko celico.

Nekodirajo¢e obmocje LCR ne vsebuje zapisa za virusne beljakovine, ampak
zaporedja DNA, pomembna za uravnavanje podvojevanja in prepisovanja
virusnega genoma: mesto or7, zgodnje virusne promotorje, vezavna mesta za
dejavnike prepisovanja, ojacevalce in represorske uravnalne beljakovine.
LCR se nahaja med genoma L1 in E6. Pomen drugega nekodirajocega
obmodja, ki se nahaja med genoma E5 in L2, $e ni znan.
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Molekularna patogeneza okuzbe s HPV

Okuzba s HPV se pri¢ne z vstopom virusa skozi poskodovani epitel koze ali
sluznice, najpogosteje skozi mikroskopsko razpoko v epitelu, in z okuzbo
bazalnih celic ve¢vrstnega ploscatoceli¢nega epitela (Slika 2). Domnevamo,
da so za vezavo virusa na gostiteljsko celico klju¢ni heparan-sulfatni proteo-
glikani (HSPG), ki se nahajajo na bazalni membrani in povrsini epitelnih
celic. V zacetni stopnji okuzbe pride do vezave virusne kapside oz. beljako-
vin L1 na primarno vezavno mesto, ki ga predstavljajo receptorji HSPG na
bazalni membrani. V nadaljevanju se kapsida prenese do sekundarnega veza-
vnega mesta, ki je na povrsini celic in ki ga prav tako predstavljajo receptorji
HSPG. Pri tem pride do konformacijske spremembe, zaradi katere se izpos-
tavi visokoohranjeni N-terminalni del beljakovine L2, ki ga v nadaljevanju
cepi celi¢ni encim furin. Ti dogodki privedejo do nadaljnjih konformacij-
skih sprememb v kapsidi, ki bodisi zmanjsajo afiniteto kapside do receptor-
jev HSPG ali pa vodijo do izpostavitve mest, ki so potrebna za vezavo kapsi-
de oz. beljakovine L1 na e nepoznane sekundarne receptorje, ki sprozijo
endocitozo. HPV vstopa v celico relativno pocasi (prve prepise virusnih
genov lahko zaznamo Sele po 12—24 urah). HPV-16 vstopa v celice s pomo¢-
jo klatrinsko posredovane endocitoze. Ta mehanizem vstopa najverjetneje ni
univerzalen za vse HPV, saj se lahko razlikuje med posameznimi genotipi.
Tako npr. HPV-31 v celice vstopa s pomocjo kaveolnega endocitotskega
sistema, neodvisnega od klatrina. Poleg tega so ugotovili, da se lahko nekate-
ri HPV, ki v celico vstopijo s pomogjo klatrinskega enodocitotskega sistema,
znotrajceli¢no prenasajo tudi s kaveosomi. Po vstopu v celico se virusni delci
razgradijo v poznih endosomih in/ali lizosomih; s pomodjo virusne beljako-
vine L2 se genom HPV na Se neznan nacin (najverjetneje s pomoc¢jo mikro-
tubolov) prenese v jedro bazalnih celic.
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Slika 2: Potek okuzbe s HPV. (Vir: Kocjan BJ, Poljak M. Papilomavirusi. In:
Poljak M, Petrovec M, eds. Medicinska virologija. Liubljana: Medicinski raz-
gleds; 2011. p. 41-60.)

V nadaljevanju HPV okuzba lahko poteka kot (i) klini¢no nema, (ii) produ-
ktivna ali (iii) nepopolna (transformirajoca, abortivna). Ve¢ informacij o
klini¢nih lastnostih in klini¢nem pomenu posameznih vrst HPV okuzb lah-
ko najdemo v prispevku Ivanu§ U. in Primic Zakelj M. z naslovom Pomen
izvida testa HPV v kolposkopski ambulanti, objavljenem v Zborniku kolpo-
skopskega tecaja 2013.

Proces pomnozevanja HPV je natan¢no uravnan in je odvisen od prisotnosti
oz. odsotnosti dolocenih virusnih beljakovin in tudi od stopnje zrelosti epi-
telnih celic gostitelja. Tako je npr. pomnozevanje HPV v bazalnih epitelnih
celicah moc¢no omejeno. Pozneje se socasno z dozorevanjem okuzenih celic
povecuje tudi sposobnost pomnozevanja HPV, kompletni virioni pa se spro-
$¢ajo le iz popolnoma dozorelih celic. V jedrih bazalnih celic se genom HPV
nahaja izkljuéno v obliki zunajkromosomskih kroznih delcev oz. v t. i. epi-
somih. Bazalne celice z episomi so nosilke latentne HPV-okuzbe in jih histo-
losko ni mogoce razlikovati od neokuzenih celic. Kmalu po okuzbi bazalnih
celic se Stevilo kopij virusnega genoma poveca na od 50 do 100 kopij na
celico, neodvisno od celi¢nega cikla. Podvojevanje virusnega genoma nato
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tesno sledi celicnemu ciklu gostiteljske celice. Navadno se pri eni celi¢ni
delitvi virusni genom podvoji le enkrat. Ko je HPV v bazalnem sloju, je
sinteza virusnih beljakovin minimalna. V glavnem se sintetizirata beljakovini
E6 in E7, poleg minimalne koli¢ine drugih virusnih beljakovin, predvsem
El in E2, ki sta potrebni za zadetek podvojevanja in oddvojitve virusnega
genoma (episoma). S pomocjo beljakovin E6 in E7, katerih izrazanje spod-
buja nizka raven E2 (v tem primeru beljakovine E2 deluje kot aktivator
prepisovanja E6 in E7), HPV v nadaljevanju okuzbe spremeni celi¢no okolje
z namenom, da ustvari pogoje za podvojevanje virusa med potekom diferen-
ciacije okuzenih celic v keratinocite. V fizioloskih pogojih (to je brez prisot-
nosti HPV) bazalne celice, ki vstopijo v suprabazalne epitelne sloje, po dolo-
¢enem Stevilu delitev izstopijo iz celinega ciklusa in za¢nejo proces termi-
nalne diferenciacije s ciljem, da vzpostavijo zas¢itni keratinski sloj, ki ga
normalno zagotavlja koza. Nasprotno se zaradi vpliva beljakovin E6 in E7
ter delno tudi E5 s HPV okuzene celice suprabazalnega sloja delijo veckrat
kot obicajno, preden preidejo v vije sloje epitela. Ko pridejo v stratum spino-
sum, v njih naraste koli¢ina beljakovin HPV, ki so nujne za podvojevanje
virusa (E1 in E2). Povi$ana raven beljakovine E2 zavre izrazanje virusnih
onkogenov, kar zaustavlja proliferacijo epitelnih celic in omogoc¢a njihovo
diferenciacijo v keratinocite. Glede na to, da je izrazanje genov E6 in E7
zavrto, se beljakovini E1 in E2 veZeta na znacilna zaporedja DNA v obmoéju
LCR in aktivirata celi¢ne beljakovine oz. mehanizme, potrebne za podvoje-
vanje virusne DNA. Predvideva se, da tu podvajanje virusnega genoma
poteka po nacinu kotalecega se kroga (angl. rolling circle), tako da v gostitelj-
skih celicah nastaja na tiso¢e kopij virusnega genoma. Ko okuzeni keratino-
citi pridejo v zgornje sloje epitela (stratum granulosum), podvojevanju virus-
nega genoma sledi sinteza virusnih beljakovin, ki so potrebne za sestavljanje
virionov (L1, L2) oz. njihovo spros¢anje (E4) iz gostiteljskih celic. Pri obli-
kovanju infektivnih virusnih delcev ima pomembno vlogo tudi beljakovina
E2, saj povecuje ucinkovitost vkljucitve virusnega genoma v virusno sredico
s strani L1 in L2. Virusni delci nastajajo v zelo velikem stevilu in so sposobni
okuziti sosednje celice.

Aktivno pomnozevanje HPV v anogenitalnem podro¢ju se klini¢no najvec-
krat odraza kot benigne, bradavicam podobne spremembe ali kot cervikalna
intraepitelijska neoplazija 1. stopnje, ki s svoje povrsine sproscajo veliko
koli¢ino infektivnih virusnih delcev. Okuzbo, v kateri virus uspesno zakljuci
svoj zivljenjski krog, imenujemo produktivna virusna okuzba, same spre-
membe, ki pri tem nastanejo, pa produktivne spremembe oz. lezije. V pro-

18



duktivnih spremembah je izrazanje virusnih genov natan¢no uravnavano.
Virusne beljakovine se namre¢ izrazajo v to¢no dolocenih ¢asovnih intervalih
in v nadzorovanih koli¢inah ter sovpadajo z dozorevanjem gostiteljskih celic.
Stevilni genotipi HPV povzrodajo samo to vrsto sprememb, in redko oz.
nikoli nastanek malignih sprememb. Dogodki, ki vodijo do nastanka zrelih
virusnih delcev v zgornjih plasteh epitela, so skupni tako nizkorizi¢nim kot
tudi visokorizi¢nim genotipom HPV. Zaradi pomnozevanja HPV v dokon-
¢no diferenciranih epitelnih celicah se le-te morfolosko spremenijo in za¢ne-
jo postopoma propadati. Ta citopatski u¢inek, znacilen za HPV, imenujemo
koilocitoza. Za koilocite so znadilna skréena, hiperkromna jedra razli¢nih
oblik, kromatin je grudast, okoli jeder se pojavlja znadilen svetli pas ali halo.
Koilocitoza je znak produktivne virusne okuzbe, ki se odraza v propadu
celic, in je histolosko najbolje vidna v zgornji tretjini epitela benignih spre-
memb, povezanih s HPV.

Rak materni¢nega vratu je najhujsa posledica okuzbe s HPV, ki se razvije
postopoma, skozi zaporedje relativno dobro poznanih dogodkov. Rak
materni¢nega vratu lahko nastane le pri Zenskah, ki so dolgotrajno okuzene z
enim ali ve¢ visokorizi¢nimi genotipi HPV, najpogosteje s HPV-16 ali
HPV-18. Pri teh osebah izguba zai¢itnega delovanja celi¢nih tumorje zavira-
jocih beljakovin, ki nastane kot posledica nenadzorovanega izrazanja (delo-
vanja) virusnih beljakovin E6 in E7, vodi do kopicenja razli¢nih sekundar-
nih mutacij, ki lahko ¢ez leta privedejo do nastanka raka.

Molekularni model karcinogeneze, posredovane z visokorizi¢nimi
genotipi HPV

Novejsa spoznanja o HPV so privedla do razvoja molekularnega modela
karcinogeneze, posredovane z visokorizi¢nimi genotipi HPV. Temelj modela
je interakcija virusnih beljakovin z mo¢no kontroliranim spletom celi¢nih
onkogenov in tumorje zavirajocih beljakovin, predvsem p53 in pRB, ki ura-
vnavajo rast in delitev celic. Model opisuje nastanek malignih novotvorb v
treh stopnjah, pri ¢emer kot vzor¢ni tumor sluzi rak materni¢nega vratu. V
prvi stopnji HPV okuzi bazalne celice ploscatoceli¢nega epitela. V' drugi
stopnji pride do vkljuéevanja (integracije) HPV DNA v genom gostiteljske
celice, kar je tudi klju¢ni dogodek v nastanku raka. Do vklju¢evanja virusne
DNA pride le v primeru razmeroma redke dolgotrajne (perzistentne) okuzbe
z visokorizi¢nimi genotipi HPV. Nagnjenost k vklju¢evanju v humani
genom izkazujejo predvsem visokorizi¢ni genotipi HPV (med njimi najvedjo
HPV-16 in HPV-18), medtem ko je ta dogodek pri okuzbi z nizkorizi¢nimi
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genotipi HPV (npr. HPV-6 in HPV-11) izjemno redek (Slika 3). V tretji
stopnji razvoja tumorja imajo poleg HPV (ta deluje kot endogeni karcino-
gen) pomembno vlogo tudi dodatne karcinogene snovi, kot so cigaretni dim,
UV-zarki, obsevanje, najrazli¢nejsi kemié¢ni agensi itd., ker povzrocajo nas-
tanek Stevilnih sprememb ¢loveskega genoma, ki vodijo v nesmrtnost oku-
zenih celic in na koncu do njihove maligne preobrazbe.

Genitalne bradavice Rak
Ekspresija virusnih Virioni % i s % Virioni Ekspresija virusnih
genov o '\J\Lr . 7 genov
11,12, E4 s
samo
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Slikea 3: Povzetek kljucnih dogodkov v patogenezi anogenitalnih bradavic in
raka maternicnega vratu. (J. Triglav, 2011. Prirejeno po: Beutner KR, Tyring
S. Human papilloma virus and human disease. Am | Med. 1997; 102: 9—15,
Figure 2; Doorbar . Molecular bio logy of human papilloma virus infection and
cervical cancer. Clin Sci (Lond). 2006; 110: 52541, Figure 2, Figure 5.)

Stevilne raziskave so pokazale, da je fizikalno stanje genoma HPV v benignih
in malignih novotvorbah oz. razli¢nih predrakavih spremembah epitela razli-
¢no (Slika 3). V benignih novotvorbah, kot so genitalne bradavice, je virusna
DNA prisotna v obliki episoma, medtem ko je pri vedini malignih novot-
vorb in delu CIN III vsaj del virusne DNA (vedno sta vklju¢ena vsaj zapisa
za EG6 in E7) integriran v genom gostiteljske celice. Genom HPV je vkljuc¢en
tudi pri manjsem delezu CIN I, zato domnevamo, da je virusna integracija
najverjetneje zgodnji dogodek v procesu nastanka raka. Mesto v DNA
bazalnih celic, na katerem pride do vklju¢evanja genoma HPV, ni specifi¢-
no. Vgrajeno virusno DNA so nasli na razli¢nih kromosomih, vendar pogos-
to v blizini t. i. krhkih mest, medtem ko se kroini genom virusa pred vklju-
¢itvijo skoraj vedno prekine na istem mestu, tj. v podro¢ju gena E2 (Slika 4).
Glede na to, da je beljakovina E2 odgovorna za zaviranje prepisovanja zgod-
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njih virusnih genov E6 in E7, fizi¢na prekinitev gena E2 vodi do izgube
njene bioloske vloge. Rezultat tega je povecano in nekontrolirano izrazanje
oz. kopicenje beljakovin E6 in E7, ki se vezeta na celi¢ni tumorje zavirajoci
beljakovini p53 in pRB in sodelujeta pri njihovi razgradnji (Slika 4). Do
nekontroliranega izrazanja virusnih onkogenov redkeje prihaja v primeru, ko
gen E2 ni prekinjen, oz. v primeru, ko je vezavno mesto za beljakovino E2
znotraj uravnalnega obmoéja LCR nedostopno oz. metilirano. Ne glede na
mehanizem, zmanjsevanje fizioloskih koli¢in beljakovin p53 in pRB znotraj
celice in prekinitev njunega tumorsko-zas¢itnega delovanja predstavlja klju-
¢ni dogodek v razvoju raka.

HPV genom
| T T O Y A A P e A 4)‘0"%1\)0'\')0{30%
nfegracija Humani LCR Humani
HPV-genoma genom i - genom

@ l '

: :
EZE
Ub\kvirin .— bikvitin
S

Proteoliza p53 Proliferacija epitelnih Proteoliza pRB
celic

Slika 4: Shematski prikaz molekularnih interakcij med virusnima beljakovina-
ma EG in E7 ter celicnima tumorje zavirajocima beljakovinama p53 in pRB (].
Triglav, 2011. Prirejeno po: Vousden K. Interactions of human papilloma virus
transforming proteins with the products of tumor suppressor genes. FASEB J.
1993; 7: 872-9, Figure 1; Lazo PA. The molecular genetics of cervical carci-
noma. Br | Cancer. 1999; 80: 200818, Figure 1.)

Nedavne raziskave so pokazale, da se beljakovina E6 visokorizi¢nih genoti-
pov HPV v gostiteljskih celicah poveze v tridelni kompleks s celi¢no belja-
kovino p53 in celicno ubikvitinsko ligazo EGAP (angl. cellular EGAP
ubiquitin ligase) in sprozi hitro razgradnjo p53 z od ubikvitina odvisnim
sistemom proteaz oz. s proteasomi. Beljakovina p53 je dejavnik prepisovan-
ja, ki normalno uravnava prepisovanje celi¢nih beljakovin, ki sodelujejo v
nadzoru celi¢nega cikla na prehodu iz G1- v S-fazo. Njeno izrazanje lahko
sprozijo razli¢ni geno- ali citotoksi¢ni dejavniki, ki predstavljajo potencialno
nevarnost za celico (najpogosteje so to poskodbe DNA). Po poskodbi celi¢ne
DNA, ki lahko nastane kot posledica normalnega celi¢énega pomnozevanja

21



in/ali zaradi izpostavitve celicne DNA razli¢nim fizikalnim ali kemijskim
agensom, raven p53 naglo naraste (sama beljakovina se aktivira s potransla-
cijskimi modifikacijami), kar zaustavi celi¢no delitev za tako dolgo, dokler
celi¢ni popravljalni mehanizmi ne popravijo okvarjenih odsekov DNA. Po
odpravi poskodb raven p53 upade in celi¢ni ciklus napreduje v S-fazo, kjer
se podvoji popravljena DNA. V primeru, ko so poskodbe celi¢nega genoma
preobsezne ali nepopravljive, p53 sprozi proces celi¢ne apoptoze. Beljakovi-
no p53 so zaradi te vloge poimenovali varuh ¢loveskega genoma. Nasprotno
pa trajno znizana raven beljakovine p53, do katere lahko pride zaradi muta-
cij ali odsotnosti gena p53, ali pa beljakovino p53 inaktivira HPV-E6, omo-
goca neovirano delitev celic s poskodovano DNA, kar v konéni fazi lahko
privede do njihove maligne preobrazbe. Ceprav je osrednja vloga beljakovine
HPV-EG6 vezana na razgradnjo tumorje zavirajoce beljakovine p53, se ta veze
tudi na nekatere ostale celi¢ne beljakovine ali uravnava njihovo izrazanje. Na
ta nacin se prepreci nespecifi¢ni imunski odgovor na okuzbo s HPV npr. z
oviranjem inteferonskega protivirusnega odziva in signalne poti TLR (angl.
toll-like recepror) in od p53 neodvisne apoptotske poti (npr. apoptotska sig-
nalna pot preko membranskih receptorjev TNF ali mitohondrijskih beljako-
vin Bak in Bax) ter se spodbudi proliferacija epitelnih celic in nastanek mali-
gnih tumorjev (npr. z aktivacijo encima telomeraze oz. njegove kataliti¢ne
podenote hTERT, kar vodi v nesmrtnost celic, s povzro¢anjem kromoso-
malnih aberacij, z oviranjem celi¢ne adhezije, z rusenjem medceli¢nih stikov
in celi¢nega citoskeleta, z oviranjem diferenciacije epitelnih celic ter spodbu-
janjem angiogeneze).

Ceprav lahko tudi beljakovine E6 nizkorizi¢nih genotipov HPV tvorijo sta-
bilne komplekse z beljakovino EGAP, ti ne vezejo oz. ne vodijo do razgrad-
nje p53. Zato domnevamo, da so tar¢a kompleksa E6-E6AP nizkorizi¢nih
HPV nekatere druge, $e neznane, celi¢ne beljakovine. Nasprotno pa se lahko
beljakovine E6 tako nizkorizi¢nih kot tudi visokorizi¢nih genotipov HPV
vezejo neposredno na p53 ali povzrocajo njegovo nestabilnost (npr. z inakti-
vacijo encima acetiltransferaze p300 in beljakovine CBP) in na ta nacin
dodatno ovirajo njegovo vezavo na znacilna zaporedja v celi¢cni DNA.

Virusna beljakovina E7 je strukturno in funkcionalno podobna antigenu
E1A adenovirusov (Ad EA1) in velikemu antigenu T virusa polioma SV40
(SV40 T-Ag). Vse omenjene beljakovine tvorijo komplekse s celi¢cno tumor-
je zavirajo¢o beljakovino pRB (retinoblastomska beljakovina) in sorodnima
zepnima beljakovinama (angl. pocker proteins) p107 in p130, ki jih tako
zavrejo. Po vezavi E7 visokorizi¢nih genotipov HPV na beljakovino pRB
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pride do proteolitske razgradnje pRB v celi¢nih proteasomih. Beljakovina
pRB normalno deluje kot zaviralec (represor) druzine dejavnikov prepisova-
nja E2F, ki imajo klju¢no vlogo v aktivaciji genov, potrebnih za sintezo
DNA, in stimulaciji vstopa celice v S-fazo celi¢nega cikla; z vezavo na E2F
beljakovina pRB prepredi izrazanje teh genov. Na koncu G1-faze celi¢nega
cikla, ko so izpolnjeni vsi fizioloski pogoji za vstop celice v S-fazo, od ciklina
odvisne kinaze fosforilirajo pRB in ga tako inaktivirajo, E2F se odcepi od
pRB in aktivira podvojevanje DNA oz. delitev celic. Vezava virusne beljako-
vine E7 z defosforilirano obliko pRB ima v osnovi enak ucinek kot fosforila-
cija pRB; to je odcepitev E2F od pRB in spodbujanje celi¢ne proliferacije.
Ta je za razliko od proliferacije, ki poteka fiziolosko oz. brez prisotnosti
HPV nekontrolirana in povisana ter tako odpira vrata maligni preobrazbi
celice. Inaktivacija pRB z beljakovino E7 visokorizi¢nih genotipov HPV se
odraza v povetanem izraZanju njegovega zaviralca — beljakovine p16™K4,
Ugotavljanje povecanega izrazanja p16™*# v citoloskih in histoloskih vzor-
cih z imunohistokemi¢no metodo se v zadnjih nekaj letih uporablja tudi v
diagnosti¢ne namene za dokazovanje HPV-okuzenih celic, ki imajo povisano
raven izrazanja beljakovine E7 oz. za dokazovanje CIN visjih stopenj in raka
materni¢nega vratu. Beljakovina E7 lahko tvori komplekse tudi z nekaterimi
ostalimi celi¢nimi beljakovinami, ki so posredno ali neposredno odgovorne
za uravnavanje celi¢ne proliferacije (razli¢ni prepisovalni dejavniki, histonske
deacetilaze, beljakovine prepisovalnega kompleksa AP1, ciklina A in E, inhi-
bitorja od ciklina odvisnih kinaz p21 in p27) in preko katerih lahko dodatno
spodbuja pomnozevanje gostiteljskih celic. Podobno kot beljakovina E6 tudi
beljakovina E7 povzroca genetsko nestabilnost celiénega genoma, npr. s
povzro¢anjem anevploidije in preureditve kromosomov, in na ta nacin pos-
pesuje proces karcinogeneze. Povzrocanje genomske nestabilnosti s strani E6
in E7 se smatra za zgodnji dogodek v procesu karcinogeneze, pred integraci-
jo HPV-DNA v celi¢ni genom, in je znacilno le za visokorizi¢ne genotipe
HPV. Beljakovina E7 naj bi bila pomembna tudi za vzdrzevanje aktiviranega
stanja telomeraz in podaljSevanje telomer s sistemom ALT (angl. alternative
lengthening of telomeres). Pomembna dodatna vloga E7 je aktivacija nekaterih
celiénih metabolnih encimov (npr. piruvat kinaze in alfa glukozidaze), ki
omogocajo hitrejso izrabo celi¢nih zalog glikogena, pospesujejo biosintezo in
obenem zmanjsujejo potrebo celice po kisiku (znacilnost tumorskih celic),
ovirajo razli¢cne komponente inteferonskega protivirusnega odziva in apop-
totsko pot anoikis — ta pot se sprozi v celicah, ki vstopajo v S-fazo celi¢nega
cikla in ki niso pritrjene na zunajceli¢ni matriks; z oviranjem te poti virusni
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beljakovini EG in E7 dodatno usmerjata celice v maligno preobrazbo. Spo-
sobnost vezave s tumor zavirajo¢o beljakovino pRB imajo tudi virusne belja-
kovine E7 nizkorizi¢nih genotipov HPV, vendar je njihova mo¢ vezave v
primerjavi z beljakovinami E7 visokorizi¢nih HPV priblizno stokrat manjsa.

Z oviranjem normalnega delovanja poglavitnih protitumorskih zas¢itnikov
nasih celic virusni beljakovini E6 in E7 visokorizi¢nih genotipov HPV omo-
gocata neovirano $kodljivo delovanje razli¢nih karcinogenih dejavnikov (E6
in E7 delujeta kot endogena mutagena) in nenadzorovano proliferacijo celic
s poskodovano DNA, kar lahko vodi do kopicenja razli¢nih sekundarnih
mutacij znotraj ene ali ve¢ celic in s tem do velike nagnjenosti k nesmrtnosti
in maligni preobrazbi s HPV okuzenih celic. Zgodnji genetski dogodki v
procesu karcinogeneze, posredovane s HPV, ki so povezani z indukcijo nes-
mrtnosti, vklju¢ujejo delecije na kromosomih 3p, 6q, 10p, 11p, 11q, 13q in
18q, pridobitve (angl. non-random gains) na kromosomih 5, 7q, 8q, 9q in
20q ter strukturne spremembe na kromosomih 10, 18 in 20. Genetske
spremembe na kromosomih 3p in 6q vodijo do:

e delecije genov, ki nosijo zapise za tumorje zavirajoce beljakovine,

e reaktivacije encima telomeraze (npr. zaradi izgube gena za telomera-
zni represor) in

e izmikanja virusa imunskemu odgovoru (npr. izguba genov za anti-

gene PHK razreda I).

Pozni genetski dogodki v procesu karcinogeneze, ki so povezani z indukcijo
celi¢ne transformacije (invazije), vkljucujejo:

e pridobitve na kromosomu 3q, zaradi katerih se poveca $tevilo genov
za strukturno podenoto hTR-encima telomeraze,

e izgube na kromosomu 11, ki vodijo do delecije genov za nekatere
tumorje zavirajoce beljakovine in

e cpigenetske spremembe oz. hipermetilacijo promotorjev za tumor
zavirajoce beljakovine, kot so TSLC1, CDH1, DAPK, FHIT, HIC-
1, p16, RAR-beta, RASSFIA in TIMP-2.

Genetske spremembe na gostiteljskih kromosomih vplivajo tudi na nepravil-
no oz. povecano izrazanje celi¢cnih onkogenov, kot so EGF-receptor, c-myc,
neu/c-erb-B2, MDM2 in ras, ki tako najverjetneje prispevajo svoj delez k
nastanku malignih sprememb. Njihovo povecano izrazanje je najpogosteje
posledica pomnozevanja kromosomskih odsekov, ki nosijo zapise za te gene.
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Imunologija okuzbe s HPV

Imunski odgovor na okuzbo s HPV je $e poln neznank in je v primerjavi z
vedino ostalih virusov nenavadno slab in pocasen, kar nakazuje na to, da so
HPV evolucijsko razvili mehanizme, s katerimi se uspesno izmikajo imun-
skemu odgovoru. Mehanizem imunskega izmikanja HPV temelji predvsem
na oviranju uéinkovite predstavitve virusnih antigenov. HPV se namre¢
pomnozujejo le v zgornjih plasteh epitela kozZe in sluznic, pri ¢emer ne povz-
ro¢ajo pomembnejse celi¢ne lize oz. nekroze tkiv. Za razliko od vecine dru-
gih virusov v poteku okuzbe s HPV ni viremije. Vse to zmanj$uje koli¢ino
virusnih antigenov, ki so predstavljeni imunskim celicam, in obenem zago-
tavlja minimalno koli¢ino vnetnih signalov, ki bi lahko aktivirali imunski
sistem. Ker je vnetnih citokinov premalo in ker virusni beljakovini E6 in E7
zavirata izrazanje genov MIP3a, IL-8, TLRY, je pomembno motena aktiva-
cija in migracija antigen predstavitvenih celic (Langerhansove celice) in pos-
ledi¢no aktivacija limfocitov T in B. Poleg tega je izrazanje najbolj imuno-
gene beljakovine HPV, tj. velike plas¢ne beljakovine L1, omejeno le na
dokon¢no diferencirane epitelne celice, ki se nahajajo v zgornjih plasteh
epitela. Da bi se izognili hitremu in uéinkovitemu imunskemu odgovoru,
HPV motijo tudi signalne poti, ki jih sprozata interferona alfa in gama, ter
ovirajo izrazanje celi¢ne beljakovine IRF-1 (angl. interferon regulatory factor
I). Le-ta je odgovorna za prepis interferona alfa in beta ter za od interfero-
nov spodbujeno prepisovanje celi¢nih genov. HPV v okuzenih celicah ovira-
jo tudi nastajanje polipeptidih verig molekul PHK razreda I, kar dodatno
ovira proces predstavitve virusnih antigenov. Vse skupaj vodi do relativno
pocasnega celi¢nega in zlasti humoralnega imunskega odgovora. Po mnenju
strokovnjakov se pri vecini okuzenih v prvih treh mesecih po okuzbi najprej
pojavi celi¢ni imunski odgovor proti virusnim beljakovinam E2 in E6, ki
povzrodi uspesno regresijo ve¢ine novonastalih genitalnih bradavic in CIN L
Humoralni imunski odgovor se pojavi le nekaj mesecev kasneje in zanj je
znadilen zelo nizek nivo protivirusnih protiteles anti-HPV. Ocenjeno je, da
je povprecen cas od okuzbe s HPV do pojava merljive koli¢ine protiteles
anti-HPV v serumu (serokonverzije) 12 mesecev. Poleg tega v 18 mesecih po
okuzbi samo 54-69 % okuzenih oseb razvije merljiv nivo protiteles proti
virusni beljakovini L1. Vedina strokovnjakov je prepri¢ana, da so protitelesa
anti-HPV, ki nastanejo po naravni okuzbi, znacilna za dolo¢en genotip HPV
in ne $¢itijo navzkrizno pred okuzbo z drugimi genotipi HPV, za razliko od
protiteles anti-HPV, spodbujenih s cepljenjem proti HPV. Po preboleli
okuzbi s HPV (merilo je izguba HPV-DNA) nivo protiteles anti-HPV z leti
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pada in pri pomembnem delezu inicialno anti-HPV-pozitivnih Zensk po
nekaj letih protitelesa izginejo iz seruma oz. njihova koli¢ina pade pod mer-
ljivi nivo. Nedavne raziskave so pokazale, da po naravni okuzbi nastala proti-
telesa anti-HPV ne $¢itijo popolnoma pred ponovno okuzbo z istim genoti-
pom HPV. Zaenkrat ni jasno, ali je ta fenomen povezan s padcem minimal-
ne koli¢ine protiteles, ki bi bila potrebna za dolgotrajno zas¢ito pred ponov-
no okuzbo z istim genotipom skozi ¢as, ali s kak$nim drugi razlogom.

Osnovni koncept diagnostike okuzbe s HPV

HPV dokazujemo skorajda izklju¢no z molekularnimi metodami. Okuzbo s
HPV je sicer mogoce dokazati tudi z opazovanjem znacilnih citopatskih
sprememb epitelnih celic s svetlobnim mikroskopom, z opazovanjem virus-
nih delcev s pomod¢jo elektronskega mikroskopa ali z dokazovanjem virusnih
strukturnih beljakovin z uporabo poliklonskih protiteles z imunohistokemi-
¢no metodo, vendar se zaradi nizke obcutljivosti in nezmoznosti dolo¢anja
genotipa HPV te metode ne uporabljajo v rutinski diagnostiki okuzb s
HPV.

Klini¢ni pomen izvida testa HPV v kolposkopski ambulanti, indikacije za
uporabo testa HPV v Sloveniji ter problemi povezani z nekriti¢cno uporabo
ali neuporabo testa HPV so podrobno opisani v prispevku Ivanu$ U. in
Primic Zakelj M. z naslovom Pomen izvida testa HPV v kolposkopski
ambulanti, objavljenem v Zborniku kolposkopskega tecaja 2013. V nadalje-
vanju bomo na kratko predstavili osnovni koncept HPV-testiranja v primer-
javi z drugimi mikrobioloskimi testi, ki jih uporabljamo v medicini.

Smernice, ki narekujejo uporabo testov HPV, temeljijo izklju¢no na uporabi
klini¢no preverjenih testov. Po nasih podatkih je bilo na svetovnem trzis¢u
avgusta 2015 vsaj 200 razlicnih komercialno dostopnih testov HPV in vsaj
90 njihovih razlicic. Kljub tako velikem Stevilu testov, smo po nedavnem
natanénem pregledu objav v medicinskih ¢asopisih ugotovili, da le zelo ome-
jeno Stevilo testov HPV na trzis¢u (manj kot desetina) zadovoljuje minimal-
nim kriterijem za varno uporabo v klini¢ne namene za vsaj eno od dogovor-
jenih klini¢nih indikacij. Poleg tega za ve¢ kot tri éetrtine testov HPV, ki so
trenutno komercialno dostopni, kljub obseznemu pregledu literature, nismo
nasli niti ene same objave v recenziranih znanstvenih revijah. Enotni zaklju-
¢ek vseh strokovnjakov je, da tako komercialno dostopnih testov HPV kot
tistih razvitih v laboratoriju (angl. in-house tess), ki niso bili ustrezno klini¢-
no preverjeni, ne smemo uporabljati v klini¢ni praksi. Zaradi pomanjkanja
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predpisov in Sibke kontrole na tem podrocju, se na zalost po vsem svetu v
vsakdanji praksi uporabljajo Stevilni testi HPV, ki niso klini¢no preverjeni.
To se na sreco v Sloveniji zaenkrat ne dogaja in mo¢no upamo, da bo tako
ostalo tudi v prihodnje.

Podobno kot drugi mikrobioloski testi, ki jih uporabljamo v medicini, mora
vsak nov test HPV, ki naj bi ga uporabljali v klini¢ni praksi, izpolnjevati
dogovorjene standarde za klini¢no specifi¢nost in obcutljivost. Da bi olajsali
uvedbo novih komercialno dostopnih testov HPV, so nedavno objavili
mednarodna strokovna priporocila o tem, kako ustrezno ovrednotiti novo
razvite teste HPV predvsem za varno uporabo v primarnem presejalnem
testiranju za zgodnje odkrivanje raka materni¢nega vratu ter za druge klini¢-
ne indikacije. Mednarodna priporodila temeljijo na tem, da morajo testi
HPV izpolnjevati vse dogovorjene standarde za klini¢no obcutljivost, klini¢-
no specifi¢nost in znotraj- in med- laboratorijsko ponovljivost, medtem ko
se lahko razlikujejo glede na tehnologijo testiranja, stopnjo avtomatizacije,
materialne stroske testiranja in sposobnost analize razlicno velikega Stevila
vzZorceyv.

HPV-testiranje za boljse prepoznavanje zensk z vedjim tveganjem za rak
materni¢nega vratu se bistveno razlikuje od molekularnega testiranja na
druge medicinsko pomembne viruse, ker visoka analiti¢na obcutljivost testa
ni glavni kriterij za njegovo dobro klini¢no uporabnost. Kljub temu dejstvu,
ima ve¢ kot tri Cetrtine komercialno dostopnih testov HPV, ki se trenutno
uporabljajo po svetu, previsoko analiti¢tno obcutljivost, ki vodi v prekomer-
no odkrivanje prehodnih klini¢no nemih in produktivnih okuzb, s ¢imer
narasca $tevilo nepotrebnih kolposkopij in biopsij, slabo korelacijo testa
HPV s histologijo, nepotrebno zdravljenje in posledi¢no v zdravnikovo
nezaupanje pozitivnim rezultatom testa HPV.

Druga posebnost testov HPV, v primerjavi z drugimi mikrobioloskimi testi,
je ta, da je za bolj$e prepoznavanje Zensk z ve¢jim tveganjem za rak materni-
¢nega vratu, potrebno uravnovesiti in zmanj$ati Stevilo tarénih genotipov
HPV v testu. Tako je pri naértovanju novega testa HPV, ki naj bi se uporab-
ljal za dogovorjene klini¢ne indikacije, potrebno zelo dobro pretehtati, kako
uskladiti klini¢no ob¢utljivost s klini¢no specifi¢nostjo za odkrivanje predra-
kavih sprememb. Z vklju¢itvijo HPV genotipov , ki so pogosti pri nemih
okuzbah ali predrakavih spremembah nizke stopnje in le redko ali izjemoma
povezani z rakom materni¢nega vratu (npr. HPV-53 ali HPV-66), tvegamo
zelo velik padec klini¢ne specificnosti testa HPV ob zanemarljivi izboljsavi
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obcutljivosti. Prav tako je potrebno imeti v mislih, da ne glede na najvisjo
mozno analitiéno obcutljivost testa HPV, s katerim izvedemo presejalno
testiranje na rak materni¢nega vratu, negativni izvid ni nikoli popolno zago-
tovilo za odsotnost bolezni, zaradi mnogih drugih od testa HPV neodvisnih
dejavnikov, kot so npr. nekvalitetno odvzet bris, za bris nedostopna spre-
memba, zamenjan vzorec, neprimeren transport vzorca, prisotnost bioloskih
in nebioloskih zaviralcev v vzorcu, napaka izvajalca testiranja, zamenjava
izvida, neprimerno razumevanje rezultata testa.

Glavni cilji za nadaljnje izboljsave testov HPV so avtomatizacija, boljsa kli-
ni¢na obcutljivost in vi§ja klini¢na specifiénost. Raziskave razumevanja
mehanizmov patogeneze napredovanja predrakavih sprememb do raka
materni¢nega vratu, ostajajo prednostna naloga, saj bi lahko rezultati taks$nih
raziskav privedli k odkritju novih biomarkerjev za CIN3/rak materni¢nega
vratu, ki bi jih lahko uporabili kot nove tarée v obstojecih triaznih testih ali
presejalnih programih.
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