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Humani virusi papiloma (HPYV)

M. Poljak, B. J. Kocjan, K. Seme, K. Fujs, M. Poto¢nik, B. Luzar in N. Gale

Humani virusi papiloma (HPV) so zelo heterogena skupina
virusov DNA, ki jih etiolosko povezujemo s Stevilnimi
benignimi in malignimi spremembami plo3catoceli¢nega
epitelija. Poznanih je ze vec¢ kot 95 genotipov HPV. V
prispevku bomo predstavili osnovne lastnosti HPV, genotipe
HPV, razvrscanje in razmnozevanje HPV, karcinogenezo,
posredovano z visokorizi¢nimi genotipi HPV, ter
diagnostiko in moznosti preprecevanja okuzbe s HPV.

Na kratko bomo predstavili tudi tri novotvorbe, ki so
najtesneje etiolosko povezane z okuzbo s HPV: rak
materni¢nega vratu, plo$catoceli¢ni papilom grla in
genitalne bradavice.

ZGRADBA HPV

HPV taksonomsko uvrs¢amo v druzino Papillomaviridae,
rod Papillomavirus (1, 2). So majhni, goli virusi DNA, ki v
premeru merijo priblizno 55 nm. Dedni material HPV je
obdan z dvoplastnim beljakovinskim plas¢em, imenovanim
kapsida. Kapsida je ikozaedri¢na in sestavljena iz 72
morfoloskih enot, kapsomer, ki predstavljajo dva tipa
strukturnih beljakovin, t. i. veliko (L1) in malo (L2) plas¢no
beljakovino. Velika plas¢na beljakovina ima povpre¢no
molekulsko maso 54 kDa in tvori priblizno 80-90 % vseh
beljakovin virusnega plasc¢a. Ostali del beljakovin virusnega
plasca sestavlja mala plas¢na beljakovina z molekulsko
maso 74-80 kDa (3).

ORGANIZACIJA GENOMA HPV IN VLOGA VIRUSNIH
BELJAKOVIN

Genom HPV je krozna, zaprta, dvojnovijacna DNA,
velikosti 7500-8000 baznih parov (bp), z molekulsko maso
5,2 x 10 Da (3). Organizacija genoma HPV je shematsko
prikazana na sliki 1.

Virusni genom sestavljajo kodirajoca in nekodirajoca
obmocdja. Kodirajoca delimo na zgodnje obmocje E (angl.
early) in pozno obmocje L (angl. late).

Obmocje E vsebuje zapis za beljakovine, povezane s
podvojevanjem virusa, uravnavanjem prepisovanja
virusnega genoma in transformacijo okuzenih celic. Vecina
do sedaj opredeljenih HPV ima najmanj 6 razli¢nih genov
E:ET, E2, E4, E5, E6 in E7 (4). Gena E6 in E7 sta med vsemi
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Slika 1. Organizacija genoma HPV-T6.

obmocji genoma HPV najbolje raziskana. Vecina
raziskovalcev meni, da sta beljakovini E6 in E7
najpomembnejsi v onkogenezi novotvorb, ki nastanejo
zaradi okuzbe s HPV (5, 6). Dokaz za to so pogosto najdeni
prepisi genov E6 in E7 v razli¢nih tumorjih in celi¢nih
linijah (7). Onkogeno delovanje beljakovin E6 in E7 je
podrobno opisano v poglavju »Karcinogeneza, posredovana
z visokorizi¢nimi genotipi HPV«.

TransformirajocCe lastnosti izraZza tudi beljakovina E5, katere
temeljna funkcija je indukcija celi¢ne transformacije prek
tirozin-kinaznih receptorjev nekaterih rastnih faktorjev.
Zaradi Sibke transformirajoce aktivnosti in vitro in
odsotnosti pri vecini koznih genotipov HPV in pri genotipih
HPV, prvotno povezanih z bradavicasto epidermodisplazijo,
je vloga E5 v procesu celi¢ne transformacije verjetno
zanemarljiva. Poleg tega beljakovina E5 s $e neznanim
mehanizmom verjetno aktivira razmnoZevanje epitelnih
celic, ki dozorevajo v zgornjih plasteh koze (2, 8, 9, 10).

Virusna beljakovina ET ima pomembno vlogo pri virusnem
razmnozevanju in vzdrzevanju HPV v obliki
zunajkromosomskih delcev DNA ali episomov. E1 se veZze
na ori (angl. origin of replication) mesto podvojevanja
virusnega genoma v nekodirajo¢em obmocju LCR (angl.
long control region) in deluje kot encim z ATP-azno in
helikazno aktivnostjo (8).

Virusna beljakovina E2 se veZe na DNA in uravnava
podvojevanje in prepisovanje virusnega genoma. Z vezavo
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na mesto ori fizi¢no ovira vezavo celi¢nih dejavnikov
prepisovanja SP1 in TFIID, ki so nujni za prepisovanje
virusnih onkogenov E6 in E7 (10).

Vloga virusne beljakovine E4 Se ni povsem znana.
Dosedanje studije so pokazale, da se E4 veze na citokeratine
okuzenih celic in povzroci, da se struktura citoskeleta v
celicah porusi. Zaradi porusenega citoskeleta okuzena celica
dobi znacilen izgled koilocita. Predvidevajo, da je porusenje
citokeratinske mreZe potrebno za lazje izstopanje zrelih
virusnih delcev iz okuzenih gostiteljskih celic (8, 10).

Obmocje L nosi zapis za strukturne beljakovine virusnega
plasca (L1, L2). Gen L1 vsebuje zapis za veliko plas¢no
beljakovino in je skupaj z odprtim obmocjem za prepis
beljakovine E1 najbolj ohranjeni del genoma med
razli¢nimi genotipi HPV. Gen L2 ima zapis za malo plas¢no
beljakovino, ki je pri posameznih genotipih HPV razli¢na

(1).

Nekodirajoc¢e obmocje LCR oziroma URR (angl. upstream
regulatory region) ne vsebuje zapisa za beljakovine, ampak
zaporedja DNA, pomembna za uravnavanje virusnega
razmnozevanja in prepisovanja virusnih genov.
Nekodirajoc¢e obmocje LCR se nahaja med genoma L1 in
E6. Funkcija drugega nekodirajoc¢ega obmocja, ki se nahaja
med genoma E5 in L2, $e ni znana (11).

GENOTIPI HPV

HPV so izjemno heterogena skupina majhnih DNA virusov,
ki jih razvrs¢amo v razli¢ne virusne genotipe na podlagi
skladnosti nukleotidnih zaporedij. Do danes je popolnoma
opredeljenih in uradno priznanih Ze vec¢ kot 95 genotipov
in 4 podtipi HPV (2, 12).

Leta 1978 so na konferenci v Mobilu (Alabama, ZDA) prvic¢
sprejeli predlog o klasifikaciji oz. genotipih HPV. Tako so
novo odkriti virus opredelili kot nov genotip HPV, e je bila
skladnost njegovega nukleotidnega zaporedja z Ze znanimi
genotipi HPV manj kot 50 %. Pri tem so skladnost
nukleotidnega zaporedja ugotavljali z merjenjem
reasociacijske kinetike pri hibridizaciji pod strogimi pogoji
(1). Mednarodna komisija za nomenklaturo virusov je na
letnem sestanku v Seattlu (Washington, ZDA) leta 1991
dolocila nova merila za opredelitev genotipa oz. podtipa
HPV. Vsak novo odkriti virus, ki kaze vec¢ kot 10-odstotno
neskladnost nukleotidnega zaporedja z ze znanimi genotipi
virusa v obmocjih E6, E7 in L1, opredelimo kot nov genotip.
Ce je neskladnost med 2-10 %, je to virusni podtip, in
kadar je neskladnost pod 2 %, novi virus opredelimo kot
razlic¢ico enakega genotipa (1). Leta 1995 so nato na
konferenci v kanadskem mestu Quebec City sprejeli sklep,
da je za opredelitev novega genotipa HPV potrebna le
analiza nukleotidnega zaporedja obmocja L1 (1). Tako
genom HPV, katerega nukleotidno zaporedje celotnega
gena L1 izkazuje manj kot 90-odstotno ujemanje z L1
odprtim bralnim okvirjem (ORF, angl. open reading frame)
uradno priznanih genotipov HPV, opredelimo kot nov
genotip HPV. Podobno izolat HPV, pri katerem poznamo le
del gena L1 in ki z deli L1 ORF uradno priznanih genotipov
HPV izkazuje manj kot 90-odstotno ujemanje, opredelimo

kot potencialno nov genotip HPV (angl. putatively new HPV
genotype). Ce je neskladnost v genu L1 med 2 in 10 %, je to
virusni podtip. Kadar je odstopanje nekega nukleotidnega
zaporedja od prototipskega oz. referen¢nega izolata
(najveckrat prvi izolat nekega genotipa HPV) istega genotipa
HPV manjse od 2 0z. 5 % za kodirajo¢a oziroma za
nekodirajoca podrocja genoma HPV, opredelimo novi virus
kot podtipsko razli¢ico enakega genotipa HPV (12, 13).

Genotipi HPV so torej ostevil¢eni popolnoma naklju¢no —
po vrstnem redu osamitve, in ne po bioloskih lastnostih
virusov ali njihovi genomski sorodnosti. Odkrivanje novih
genotipov spremljajo v Referen¢nem centru za HPV
(Deutsches Krebs-Forschungszentrum) v Heidelbergu
(Nemcija), kjer dolocajo tudi zaporedne stevilke novo
opredeljenih genotipov HPV (14). Za opredelitev in
priznanje novega genotipa HPV je treba celotni genom
(lahko po delih) izolata HPV vklonirati v plazmidne
vektorje in mu dolociti nukleotidno zaporedje oziroma
znacilne ORF. Ce pridobimo genomsko zaporedje
potencialnega novega genotipa HPV z verizno reakcijo s
polimerazo in ne s klasi¢nim kloniranjem, namesto s HPV,
izolat (genotip) oznac¢imo s candHPV in mu dodamo
zaporedno Stevilko (2).

RAZVRSCANJE GENOTIPOV HPV

Genotipe HPV razvrs¢amo v doloc¢ene skupine na dva
nacina: (i) glede na tropizem HPV za doloc¢eno vrsto epitela
in (ii) glede na skladnost nukleotidnih zaporedij.

Razvrscanje genotipov HPV glede na tkivni tropizem

Na podlagi epidemioloskih in molekularnih raziskav in
glede na tropizem HPV za doloceno vrsto epitela, poznane
genotipe HPV razvrs¢amo v §tiri skupine (tabela 1) (2, 15).

Kot je razvidno iz tabele 1, v prvo skupino uvrs¢amo
sluzni¢ne oziroma anogenitalne genotipe HPV, ki jih glede
na njihov onkogeni potencial oziroma zmoZznost
povzroc¢anja maligne preobrazbe ploscatoceli¢nega epitela
sluznic delimo na visokorizi¢ne, verjetno visokorizi¢ne,
nizkorizi¢ne in genotipe HPV z nejasnim onkogenim
potencialom (15). Medtem ko okuZzbo z visokorizi¢nimi
genotipi HPV etiolosko povezujemo z intraepitelijsko
neoplazijo najvisje stopnje in malignimi ploscatoceli¢nimi
tumoriji, je okuzba z nizkorizi¢nimi genotipi HPV povezana
predvsem z razvojem benignih novotvorb plo¢atoceli¢nega
epitela (16). Genotipi HPV-26, HPV-53 in HPV-66 so
opredeljeni kot verjetno visokorizi¢ni genotipi HPV, saj je
do danes zbranih premalo epidemioloskih in biologkih
dokazov, ki bi lahko potrdili filogenetsko uvrstitev teh
virusov k visokorizi¢nim genotipom HPV (15).

Drugo skupino predstavljajo nesluzni¢ni oziroma kozni
genotipi HPV, ki okuzijo predvsem porozenevajoc vecvrstni
ploscatoceli¢ni epitel. Najpogosteje povzrocajo razlicne
benigne novotvorbe koZe oziroma navadne kozne
bradavice.

V tretjo skupino uvrs¢amo genotipe HPV, ki lahko okuZijo
tako porozenevajoc kot neporozenevajoc¢ vecvrstni
ploscatoceli¢ni epitel (kozno-sluzni¢ni genotipi) in jih v
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zadnjem Casu povezujejo tudi z neoplasti¢nimi
spremembami epitela sluznic (2).

V Cetrto skupino uvrs¢amo t. i. genotipe EV-HPV, oziroma
viruse, prvotno osamljene iz resicastih novotvorb koze pri
bolnikih z dedno boleznijo, imenovano bradavicasta
epidermodisplazija. Po podatkih iz literature je s temi virusi
v povprecju okuzenih 40-70 % zdravih ljudi, vendar se
znacilne spremembe povrhnjice koZze razvijejo le pri
majhnem delezu okuzenih, najverjetneje kot posledica
dolgotrajne imunske pomanijkljivosti in posledi¢ne
aktivacije virusa, npr. po presaditvi ali pri osebah, okuzenih
s HIV (tabela 1).

Tabela 1. Razvrstitev genotipov HPV glede na tkivni tropizem in
onkogeni potencial (prilagojeno po ref. 2, 15).

Sluznicni (anogenitalni) genotipi HPV

HPV-16, HPV-18, HPV-31, HPV-33,
Visokorizi¢ni HPV-35, HPV-39, HPV-45, HPV-51,
genotipi HPV-52, HPV-56, HPV-58, HPV-59,
HPV-68, HPV-73, HPV-82
Verjetno
visokorizicni HPV-26, HPV-53, HPV-66
genotipi
HPV-6, HPV-11, HPV-40, HPV-42,
Nizkorizi¢ni HPV-43, HPV-44, HPV-54, HPV-61,
genotipi HPV-70, HPV-72, HPV-81,
candHPV-89
Genotipi z HPV-34, HPV-55 (podtip HPV-44),
nejasnin HPV-57, candHPV-62, HPV-64
onkogenim (podtip HPV-34), HPV-67, HPV-69,
o sialom HPV-71, HPV-74, HPV-83, HPV-84,
p 1S39 (podtip HPV-82)

Nesluznicni (kozni) genotipi HPV

HPV-1, HPV-3, HPV-4, HPV-10, HPV-28, HPV-29,
HPV-41, HPV-48, HPV-50, HPV-60, HPV-63, HPV-65,
HPV-78, HPV-88, HPV-94, HPV-95

Kozno-sluznicni genotipi HPV

HPV-2, HPV-7, HPV-27, HPV-40, HPV-43, HPV-57,
candHPV-91

Genotipi EV-HPV, povezani z boleznijo
epidermodysplasia verruciformis

HPV-5, HPV-8, HPV-9, HPV-12, HPV-14, HPV-15,
HPV-17, HPV-19, HPV-20, HPV-21, HPV-22, HPV-23,
HPV-25, HPV-36, HPV-37, HPV-38, HPV-47, HPV-49,
HPV-75, HPV-76, HPV-80, candHPV-92, candHPV-93,
candHPV-96

Razvrscanje genotipov HPV glede na skladnost
nukleotidnih zaporedij

Genotipe HPV taksonomsko uvrs¢amo v druzino
Papillomaviridae, rod Papillomavirus, natan¢neje v razli¢ne
rodove virusov papiloma alfa, beta, gama, mu in nu (2).

S primerjavo celotnega zaporedja L1 ORF 96 genotipov
HPV in 22 Zivalskih virusov papiloma, so de Villiersova in
sodelavci leta 2004 objavili filogenetsko drevo s 16 rodovi
in 45 vrstami virusov papiloma. V rod virusov papiloma alfa
uvrs¢amo sluzni¢ne, kozno-sluzni¢ne in nekatere kozne
genotipe HPV. Rod virusov papiloma beta sestoji pretezno
iz genotipov EV-HPV. V rodove virusov papiloma gama, mu
in nu uvrs¢amo preostale kozne genotipe HPV. V druge

rodove druzine Papillomaviridae so uvrsceni razli¢ni
zivalski virusi papiloma (2).

RAZMNOZEVANJE HPV

Tar¢ne celice za HPV so bazalne celice vec¢vrstnega
ploscatoceli¢nega epitela, ki so tudi mesto zacetka okuzbe s
HPV. Domnevajo, da imajo zaradi specifi¢ne povezave med
HPV in doloceno vrsto epitela, samo te celice receptorje za
vstop HPV (17, 18).

Proces razmnozevanja HPV je natan¢no uravnan in je
odvisen od prisotnosti nekaterih uravnalnih virusnih
beljakovin ter stopnje dozorevanja epitelijskih celic
gostitelja. Ker bazalne epitelijske celice $e niso dozorele, je
razmnozevanje HPV v njih mo¢no omejeno. Pozneje se
socasno z dozorevanjem okuzenih celic povecuje tudi
sposobnost razmnozevanja HPV v celici, kompletni virioni
pa se sproscajo le iz popolnoma dozorelih celic (17, 18).

V bazalnih epitelijskih celicah se virusna DNA nahaja
izklju¢no v obliki zunajkromosomskih kroznih delcev ali
episomov. Bazalne celice z episomi so nosilke latentne
okuzbe in jih histolosko ni mogoce razlikovati od
neokuzenih celic. Na tej stopnji podvojevanje virusnega
genoma tesno sledi celi¢cnemu ciklu gostiteljske celice.
Navadno pri eni celi¢ni delitvi nastane le ena kopija
virusnega genoma. Pridelki zgodnjih virusnih genov E6 in
E7, ki nastajajo v t. i. vegetativhem virusnem ciklu,
stimulirajo bazalne epitelijske celice k pospesenemu
razmnozevanju. Ob zacetku diferenciacije bazalnih celic
oziroma ko bazalne celice dozorijo v spinozne celice, se
celi¢ni cikel ustavi. Od tu naprej poteka podvajanje
genoma HPV po nacinu kotalecega se kroga (angl. rolling
circle), tako da v gostiteljskih celicah nastaja veliko kopij
virusnega genoma. Pod vplivom celi¢nih dejavnikov
prepisovanja (angl. differentiation-induced transcription
factors) pride do aktivacije promotorjev poznih genov (L) ter
sinteze velike in male plas¢ne virusne beljakovine. Nastali
virioni se sproscajo s celi¢no lizo in so sposobni okuziti
sosednje celice. Zaradi razmnozevanja HPV nastanejo v
povrhnjih epitelijskih celicah za HPV znacilne morfoloske
spremembe, imenovane koilocitoza (1). Za koilocite so
znacilna skrcena, hiperkromna jedra razli¢nih oblik,
kromatin je grudast, okoli jeder pa se pojavlja znacilen
svetel pas ali halo (slika 2).
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KARCINOGENEZA, POSREDOVANA Z VISOKORIZICNIMI
GENOTIPI HPV

Novejsa spoznanja o HPV so privedla do razvoja
molekularnega modela karcinogeneze, posredovane z
visokorizi¢nimi genotipi HPV. Temelj modela je interakcija
genskih pridelkov visokorizi¢nih genotipov HPV (virusnih
beljakovin) z mocno kontroliranim spletom celi¢nih
onkogenov in tumor zavirajocih beljakovin, ki uravnavajo
proliferacijo celic in sintezo DNA. Model je prvi predstavil
zur Hausen (19) in z manjsimi spremembami velja $e danes.
Avtor opisuje razvoj tumorjev v treh stopnjah, pri cemer kot
vzor¢ni tumor sluzi rak materni¢nega vratu (slika 3). V prvi
stopnji HPV okuzi celico. Klju¢ni dogodek pri tem modelu

Perzistentna okuzba

Prehodna HPV okuzba ’

nizje stopnje (CIN I, CIN 11) je virusna DNA prisotna v
episomalni obliki, pri malignih tumorjih in intraepitelijskih
neoplazijah najvisje stopnje (CIN Ill) pa je vsaj del virusne
DNA vkljuc¢en v genom celice gostiteljice (slika 3) (4, 20).
Pri vkljucevanju virusne DNA visokorizi¢nih genotipov HPV
v genom bazalnih celic pride do prekinitve virusnega
genoma skoraj vedno na obmocju gena E2 (21). IzraZanje
gena E2, katerega pridelek (beljakovina E2) nenehno
negativno uravnava izrazanje virusnih genov E6 in E7, je
zaradi fizi¢ne prekinitve gena E2 ob vklju¢evanju v humani
genom onemogoceno. Rezultat tega je povecano,
neregulirano kopicenje virusnih beljakovin E6 in E7 ter
njuna vezava na Stevilne celi¢ne beljakovine, med katerimi
sta najpomembnejsi tumor zavirajoci
beljakovini p53 in pRB. Z vezavo virusnih
beljakovin E6 in E7 je zavrto normalno

‘ e

tumor zavirajoCe zasc¢itno delovanje
‘ celi¢nih beljakovin p53 in RB (20).

+80% ‘
I regresija

HPV-beljakovina E6 se v gostiteljskih

Noomalni stopnija intraepitelijske neoplazije
z:;f:f'“e“i"i -> CINI CINNI CIN 11l
1)

celicah poveze v beljakovinski kompleks
s celi¢no beljakovino E6-AP (angl.
cellular ubiquitin-protein ligase E6-AP), ki

Invazivni rak
materni¢nega
vratu

-

Aktivacija
telomeraze

* Produktivna okuzba

. 5

normalno sodeluje v procesu razgradnje
celi¢nih beljakovin po ubikvitinski poti.

*

| Inaktivacija p53 in Rb

| ‘ Nesmrinost celice

Z vezavo virusne beljakovine E6 se
vloga E6-AP spremeni, tako da v proces
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proteolitske razgradnje celi¢nih
beljakovin prednostno usmerja tumor
zavirajoco beljakovino p53. Beljakovina
E6 v samem procesu razgradnje deluje
kot katalizator, za ucinkovito razgradnjo

f

remembe na
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p53 zadostujejo ze majhne kolic¢ine

Slika 3. Shematski prikaz vecstopenjskega modela razvoja raka maternicnega vratu.

je druga stopnja oz. vkljucevanje
(integracija) DNA HPV v humani genom
(19). Do tega dogodka pride le v primeru
razmeroma redke dolgotrajne (perzistentne)
okuzbe z visokorizi¢nimi genotipi HPV, v
nasprotju s pogostejsimi prehodnimi
okuzbami s HPV, ki so ve¢inoma
subklini¢ne in spontano izginejo (slika 3).
Nagnjenost k vkljucevanju v humani genom
kazejo predvsem visokorizi¢ni tipi HPV
(med njimi najve¢ HPV-16 in HPV-18),
nasprotno pa je ta dogodek pri okuzbi z
nizkorizi¢nimi tipi HPV izjemno redek (11,
19, 20). V tretji stopnji razvoja tumorja
imajo poleg HPV pomembno vlogo tudi
dodatne karcinogene snovi, kot so cigaretni
dim, UV-Zarki, obsevanje, najrazli¢ne;si
kemic¢ni dejavniki itd., ker povzrocajo
nastanek Stevilnih sprememb ¢loveskega
genoma, ki vodijo v nesmrtnost okuzene

celice in mozno maligno preobrazbo.
X4 . . v . . . . GI
Stevilne raziskave kazejo, da je fizikalno

stanje DNA HPV v benignih in malignih
tumorjih oziroma razli¢nih predrakavih

Poskodba DNA

miz

Ustavitev
celi¢nega
cikla
v G1 fazi

HPV E7|

Poskodba DNA
-

l

_—

(7]

spremembah epitela razlicno. V benignih Slika 4.Shematski prikaz molekularnih interakcij med virusnimi beljakovinami E6 in E7 ter

tumorjih in intraepitelijskih neoplazijah

celicnimi tumor zavirajocimi beljakovinami.
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E6 (slika 4). Poleg tega lahko E6 posredno zavre p53 z
vezavo na njegov koaktivator p300/CBP (9, 22).

Celi¢na jedrna beljakovina p53 normalno uravnava
prepisovanje celi¢nih beljakovin, ki sodelujejo v kontroli
celi¢nega cikla na prehodu iz G1 v S oziroma iz G2- v M-
fazo in beljakovina Bcl-2, ki zavira apoptozo. Ob poskodbi
DNA (iz kakrsnega koli razloga) koli¢ina p53 naraste, kar
sproZi prepisovanje ciklin kinaznega inhibitorja p21 (angl.
cyclin kinase inhibitor), ki moc¢no zavre celi¢ni cikel, saj
zmanijsa celi¢no raven Stevilnih od ciklina odvisnih kinaz
cdk (angl. cyclin dependent kinases), ki pomagajo
vzdrzevati celi¢ni ciklus in omogocajo delitev celice.
Celi¢ni popravljalni mehanizmi imajo tako dovolj ¢asa, da
popravijo okvarjene odseke DNA oziroma da se, ¢e je DNA
preve¢ poskodovana, sprozi proces apoptoze. Zaradi te
funkcije so beljakovino p53 poimenovali »varuh ¢loveskega
genomac. Nasprotno, kadar (i) gen p53 manjka, (ii) je gen
p53 mutiran, ali kadar je (iii) beljakovina p53 inaktivirana
zaradi delovanja HPV-beljakovine E6, v jedru celice
prevlada aktivnost cdk, ki fosforilirajo tumor zavirajoco
beljakovino Rb. Tako pride do sprostitve dejavnikov
prepisovanja E2F oziroma prehoda celi¢nega cikla iz G1- v
S-fazo oziroma delitve celice ne glede na prisotnost
potencialno karcinogenih poskodb DNA (22, 23).

HPV-beljakovina E7 je strukturno in funkcionalno podobna
antigenu ETA adenovirusov, velikemu antigenu T-virusa
SV40 in gostiteljski celi¢ni beljakovini ciklinu D1. Vse
omenjene beljakovine imajo sposobnost kompetitivne
vezave s celi¢no tumor zavirajoco beljakovino Rb in
sorodnima beljakovinama p107 in p130, ki jih tako zavrejo.
Z vezavo beljakovine E7 na Rb pride do proteolitske
razgradnje beljakovine Rb po ubikvitinski poti s
proteasomom 26S (9). V nasprotju z beljakovino p53 je
ucinkovitost zaviranja beljakovine Rb odvisna od
koncentracije virusne beljakovine E7.

Celi¢na beljakovina Rb normalno deluje kot zaviralec
(represor) druzine dejavnikov prepisovanja E2F, ki postanejo
aktivni Sele na prehodu iz G1- v S-fazo celi¢nega cikla. V
pozni G1-fazi celi¢nega cikla od ciklina odvisne kinaze
fosforilirajo beljakovino Rb in tako sprostijo negativno
uravnavanje EF2. Dejavniki prepisovanja E2F so pomembni
za prepisovanje mnogih gostiteljskih genov, potrebnih za
sintezo DNA in nadaljevanje celi¢nega cikla (npr. za DNA-
polimerazo a, dihidrofolatno reduktazo, timidinsko kinazo).
Njihova aktivnost upade ob koncu mitoze ob ponovni
vezavi na defosforilirano beljakovino Rb. Vezava virusne
beljakovine E7 na beljakovino Rb povzroci funkcionalno
inaktivacijo beljakovine Rb in sprostitev gostiteljskih
transkripcijskih dejavnikov E2F oziroma prehod celi¢nega
cikla iz G1- v S-fazo neodvisno od cdk. Podobno kot
beljakovina E6 tudi beljakovina E7 zavira ciklin kinazna
inhibitorja p21 in p27, zaradi Cesar se nekontrolirano
poveca kolic¢ina ciklinskih molekul in naraste aktivnost
ciklin/cdk kompleksov (slika 4) (9, 24).

Odsotnost oziroma nepravilno delovanje tumor zavirajocih
beljakovin p53 in Rb v celici zaradi vezave na HPV-
beljakovine E6 in E7 torej omogoca neovirano $kodljivo
delovanje razli¢nih karcinogenih dejavnikov v tretji stopnji
in nekontrolirano pospeseno delitev celic s poskodovano

DNA, kar vodi do kopicenja razli¢nih mutacij in s tem do
velike nagnjenosti k maligni transformaciji s HPV okuzenih
celic. Nekatere znane spremembe genoma, ki so jih
ugotovili pri procesu maligne transformacije in ki so
odgovorne za nesmrtnost celic ter invazijo, so navedene na
sliki 3.

Sposobnost vezave z beljakovinama p53 in Rb imata tudi
beljakovini E6 in E7 nizkorizi¢nih genotipov HPV, vendar je
njuna moc vezave v primerjavi z E6 in E7 visokorizi¢nih
genotipov HPV priblizno stokrat manjsa (7).

Opisani tristopenjski model razvoja raka materni¢nega vratu
pojasnjuje osnovne znacilnosti onkogeneze, povezane z
okuzbo z visokorizi¢nimi genotipi HPV: med 3tevilnimi s
HPV okuzenimi osebami nastane rak le pri redkih, ¢asovni
presledek med okuzbo s HPV in pojavom raka je navadno
dolg, ociten je in tudi na molekularni ravni razloZljiv
sinergisti¢ni uc¢inek HPV in drugih karcinogenih dejavnikov
(slika 3).

DIAGNOSTIKA OKUZBE S HPV

V zadnjih 30 letih so razvili tevilne metode za
dokazovanje HPV, ki jih delimo na tradicionalne in
molekularne (tabela 2).

Tabela 2. Pregled metod za dokazovanje in genotipizacijo HPV.

Tradicionalne metode

e Svetlobna mikroskopija
e Elektronska mikroskopija
¢ Imuhohistokemi¢ne metode

Molekularne metode

Hibridizacijske metode
¢ Hibridizacija Southern blot
e Hibridizacija dot-blot
e Hibridizacija in situ
e Hibridizacija in situ na filtru
e Tekocinska hibridizacija (test Digene Hybrid Capture)

Metode pomnozZevanja nukleinskih kislin

e \erizna reakcija s polimerazo s skupinsko znacilnimi
zacetnimi oligonukleotidi

e Verizna reakcija s polimerazo z genotipsko znacilnimi
zacetnimi oligonukleotidi

e Verizna reakcija s polimerazo v realnem casu (RT-PCR)

¢ PCR-encimsko oligonukleotidni test (Roche AMPLICOR
HPV Test)

e Pomnozevanje, posredovano s prepisovanjem RNA
(NASBA)

Metoda dolocanja nukleotidnega zaporedja

Tradicionalne metode temeljijo na opazovanju znacilnih
citopatskih sprememb epitelnih celic s svetlobnim
mikroskopom (slika 2), opazovanju virusnih delcev z
elektronskim mikroskopom in dokazovanju virusnih
strukturnih beljakovin z uporabo monoklonskih in
poliklonskih protiteles. 1zolacija HPV v celi¢ni kulturi za zdaj
ni mozna, saj se virus razmnozuje le v terminalno dozorelih
epitelnih celicah. Tradicionalne metode niso dovolj obcutljive
in ne omogocajo genotipizacije HPV, zato so se v diagnostiki
okuzb s HPV uveljavile le molekularne metode (16).

Molekularne metode temeljijo na zaznavanju znacilnih
zaporedij virusne DNA. Najveckrat se uporabljajo razli¢ni
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hibridizacijski testi z RNA- in DNA-lovkami, usmerjenimi
proti znacilnim odsekom genoma razli¢nih genotipov HPV,
ali testi, zasnovani na verizni reakciji s polimerazo (PCR), v
katerih pomnoZzujemo znacilna kratka zaporedja virusnega
genoma, pridelek pomnozevanja pa naknadno dokazujemo
z razli¢nimi tehnikami (elektroforeza v gelu, encimska
razgradnja, dot blot, encimski oligonukleotidni test) (tabela
2). Hibridizacijske metode temeljijo na povezavi
(hibridizaciji) med komplementarnimi predeli majhnih,
oznacenih delcev nukleinskih kislin ali lovk in tar¢no DNA.
Lovke so lahko oznacene z razli¢nimi radioaktivnimi (3H,
32p 356) in neradioaktivnimi oznacevalci (biotin,
digoksigenin, fluorescentna barvila). Trdnost povezave med
lovko in taréno DNA je odvisna od skladnosti nukleotidnega
zaporedja obeh verig in od pogojev, pri katerih poteka
hibridizacija. Lovke so lahko znacilne za dolo¢en genotip
(genotipsko znacilne lovke) ali za vec¢ genotipov HPV
(skupinsko znacilne lovke) (25).

Hibridizacija po Southernu

Hibridizacija po Southernu (26) je bila dolga leta temeljna
molekularna metoda za odkrivanje in genotipizacijo HPV.
Metoda hibridizacije po Southernu je se vedno ena
najobcutljivejsih in najbolj specifi¢nih metod za odkrivanje
okuzb s HPV (27). Uporabna je tudi za ugotavljanje
fizikalnega stanja DNA HPV oziroma za ugotavljanje, ali je
virusni genom v gostiteljski celici v episomalni ali vkljuceni
(integrirani) obliki. Ker pa je metoda ¢asovno zamudna,
draga, neprimerna za obdelavo vecjega Stevila vzorcev in
ker za izvedbo zahteva razmeroma velike koli¢ine

DNA (5-10 pl), ni primerna za rutinsko diagnostiko (28).

Hibridizacija dot-blot

Hibridizacija dot-blot je tehni¢no preprostejsa razlicica prej
opisane metode. Test Vira Pap/Vira Type (Digene
Laboratories, Silver Spring, ZDA), zasnovan na metodi dot-
blot, je bil prvi komercialno dostopen test za odkrivanje
HPYV, ki ga je odobrila ameriska Uprava za nadzor hrane in
zdravil (FDA, angl. Food and Drug Administration).
Omogocal je genotipizacijo HPV z uporabo sedmih
radioaktivno oznacenih genotipsko znacilnih lovk RNA
(HPV-6, HPV-11, HPV-16, HPV-18, HPV-31, HPV-33, HPV-
35). Pred razvojem testov na podlagi tekocinske
hibridizacije je bil to najpogosteje uporabljan test v
diagnostiki HPV (16). Zaradi pogostih lazno pozitivnih
rezultatov, premajhne obcutljivosti in uporabe radioaktivno
oznacenih lovk so ga kmalu umaknili s trga.

Hibridizacija in situ

Hibridizacija in situ (ISH, angl. in situ hybridization) je
metoda, pri kateri se postopek dokazovanja DNA HPV
odvija v jedru okuzenih celic. ISH lahko izvedemo na
citologkih vzorcih ali na tkivnih rezinah (slika 5). Glavne
prednosti metode ISH so preprostost, hitrost, ponovljivost,
razmeroma nizka cena, moznost hkratnega testiranja vec
vzorcev, moznost natanc¢ne lokalizacije virusne DNA v
celici in moznost primerjave morfoloskih sprememb v
tkivih, okuzenih z dolo¢enim genotipom HPV (29, 30).

V primerjavi z metodami, pri katerih poteka hibridizacija s

Slika 5. Ploscatoceli¢ni papilom grla, v katerem je s hibridizacijo in
situ dokazana navzocnost HPV-6. Pozitivna reakcija je
vidna v rdecerjavo obarvanih jedrih v zgornjih dveh
tretjinah ploscatocelicnega epitelija. Kontrastirano z
Mayerjevim hematoksilinom.

predhodno osamljeno DNA, je ISH nekoliko manj

obcutljiva, kar je njena glavna pomanjkljivost. Druga

pomanjkljivost je, da so komercialno dostopne le lovke, ki
so znacilne za sedem genotipov HPV (HPV-6, HPV-11,

HPV-16, HPV-18, HPV-31, HPV-33 in HPV-51).

Tekocinska hibridizacija

Test Hybrid Capture (Digene Laboratories, Silver Spring,
ZDA\) je trenutno edini za diagnostiko okuzbe s HPV, ki ima
dovoljenje FDA za uporabo v medicini. Metoda temelji na
tekocinski hibridizaciji, pri kateri pride do hibridizacije
tar¢ne DNA HPV z znacilnimi enovija¢nimi RNA-lovkami
prosto v tekocini. MeSanica lovk je iz dveh kompletov
enovijacnih RNA: en komplet lovk prepozna nizkorizi¢ne in
drugi visokorizi¢ne genotipe HPV. Nastali hibridizacijski
kompleksi se veZejo na poliklonska protitelesa, vezana na
netopni nosilec (notranjost reakcijske posodice, vdolbinice
mikrotitracijske plosc¢ice). Hibride zaznamo z alkalno
fosfatazo oznacenimi protitelesi proti hibridom RNA/DNA
in s kemiluminiscentnim substratom. Intenziteto svetlobe, ki
jo oddaja kemiluminiscentni substrat, merimo z
luminometrom in jo izrazamo v relativnih svetlobnih
enotah. Intenziteta sprosc¢ene svetlobe je sorazmerna
koli¢ini vezanih hibridov oz. koli¢ini DNA HPV v klini¢nem
vzorcu (31).

Obstajata dve generaciji testa Hybrid Capture, od katerih se
trenutno v svetu uporablja novejsa, druga generacija testa. S
kompletom lovk za visokorizi¢ne oziroma nizkorizi¢ne
genotipe HPV lahko s testom Digene Hybrid Capture (HCII)
dokazemo skupino 13 visokorizi¢nih (HPV-16, HPV-18,
HPV-31, HPV-33, HPV-35, HPV-39, HPV-45, HPV-51, HPV-
52, HPV-56, HPV-58, HPV-59 in HPV-68) in skupino 5
nizkorizi¢nih (HPV-6, HPV-11, HPV-42, HPV-43 in HPV-44)
genotipov HPV (31). Test HCIl ne omogoca natanc¢nega
dolocanja genotipa HPV. V primerjavi s PCR je manj
obcutljiv, vendar je bolj specifi¢en in ima vecjo pozitivno
napovedno vrednost za CIN 1l kot PCR. Pomanijkljivost
testa HCIl so obcasni lazno pozitivni rezultati zaradi
navzkrizne reaktivnosti visokorizi¢nega kompleta DNA lovk
z nekaterimi genotipi HPV, ki niso vkljuceni v test (32).
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Verizna reakcija s polimerazo

Verizna reakcija s polimerazo ali PCR je trenutno
najobcutljivejsa metoda za dokazovanje okuzb s HPV.
Dokazovanje virusov s PCR temelji na in vitro
pomnozevanju za virus znacilnega majhnega odseka
genoma. Reakcija je sestavljena iz 25 do 40 ponovitev
temperaturnih ciklov zaporedne denaturacije osamljene
DNA, spajanja izbranih zacetnih oligonukleotidov s
komplementarnimi zaporedji ter sinteze nove
komplementarne DNA v obmocju med zacetnima
oligonukleotidoma. Vsaka novo sintetizirana kopija odseka
DNA v naslednjem ciklu reakcije sluzi kot matrica. Tako se
zacetni tar¢ni odseki virusne DNA v reakciji eksponentno
kopicijo (33).

Ker zacetni oligonukleotidi izbirajo odsek genoma HPV, ki
bo v reakciji pomnoZen, je njihov pravilni izbor
najpomembnejsi korak optimizacije PCR (34, 35). Za
pomnozevanje virusnega genoma HPV izbiramo med
dvema razli¢nima vrstama zacetnih oligonukleotidov, med
genotipsko znacilnimi in skupinsko znacilnimi zacetnimi
oligonukleotidi. Znacilna raznolikost nukleotidnih zaporedij
posameznih genotipov HPV onemogoca razvoj preprostih,
univerzalnih zacetnih oligonukleotidov in protokola PCR za
dokazovanje vseh genotipov HPV. Za dolocitev genotipa
HPV je tako treba izvesti veliko reakcij PCR z uporabo
razli¢nih genotipsko znacilnih zacetnih oligonukleotidov.
Kljub ucinkovitosti in veliki specifi¢nosti nekaterih
genotipsko znacilnih zacetnih oligonukleotidov
genotipizacija z genotipsko znacilnimi zacetnimi
oligonukleotidi ni primerna za opredeljevanje genotipov v
velikem Stevilu vzorcev. Veliko uporabnej$e so metode, ki
temeljijo na uporabi skupinsko znacilnih zacetnih
oligonukleotidov, ki omogoc¢ajo pomnozevanje Sirokega
spektra genotipov HPV v eni sami reakciji PCR. Za
dokazovanje sluzni¢nih genotipov HPV so v literaturi
opisani Stevilni skupinsko znacilni zacetni oligonukleotidi.
Izmed teh se najveckrat uporabljajo skupinsko znacilni
zacetni oligonukleotidi PGMY09/PGMY 11, GP5+/GP6+ in
SPF10, ki pomnoZzujejo 450, 150 oziroma 65 bp dolg odsek
mocno ohranjenega virusnega gena L1 (16, 35, 36).

Vsaki reakciji PCR sledi dokazovanje specifi¢nosti
pridelkov, za kar je na voljo ve¢ metod:

1. Pomnozene dele DNA lo¢imo z elektroforezo v gelu in
njihove velikosti primerjamo z velikostjo standardnih
delov DNA, locenih v enakih razmerah elektroforeze.
Specifi¢nost in obcutljivost tovrstnega dokazovanja
pridelka PCR je majhna.

. Z metodo dolocanja polimorfizma dolzine restrikcijskih
odsekov (RFLP, angl. restriction fragment length
polymorphism) pridelek reakcije PCR izpostavimo
delovanju restrikcijskih endonukleaz in nastali vzorec
razgradnje primerjamo s teoreti¢no doloc¢enim vzorcem
razgradnje pricakovanega odseka DNA. Opisanih je vec
razlicic metode RFLP, ki se med seboj razlikujejo glede
na Stevilo in vrsto uporabljenih restrikcijskih encimov
(16). Zanesljivost metode narasca s povecevanjem Stevila
uporabljenih restrikcijskih endonukleaz. Najzanesljivejsa
je metoda RFLP z uporabo 7 restrikcijskih encimov, s

katero je mogoce opredeliti 44 razli¢nih anogenitalnih
genotipov HPV (13).

3.V encimsko oligonukleotidnem testu dokazujemo
pridelek PCR z znacilnimi lovkami v mikrotitracijskih
plos¢icah. Rezultat hibridizacije od¢itamo
spektrofotometri¢no (35). Roche AMPLICOR HPV Test
(Roche Diagnostics) je najnovejsi komercialno dostopen
test, ki temelji na encimsko oligonukleotidnem testu in s
katerim je mogoce dokazati skupino 13 visokorizi¢nih
genotipov HPV (HPV-16, HPV-18, HPV-31, HPV-33,
HPV-35, HPV-39, HPV-45, HPV-51, HPV-52, HPV-56,
HPV-58, HPV-59 in HPV-68). Njegova pomanjkljivost je
v tem, da ne omogoca neposredne genotipizacije HPV.

4. Reverzni dot-blot je bila do sedaj najveckrat uporabljena
metoda za analizo pridelkov HPV PCR. Izvaja se po
klasi¢cnem protokolu za dot-blot, le da se na najlonsko
membrano z vakuumom nanasa pridelek PCR in ne
osamljena DNA. Temu sledi hibridizacija z genotipsko
znacilnimi lovkami. Te morajo biti izbrane tako, da se v
procesu hibridizacije veZzejo na komplementarno
zaporedje pomnozenega dela genoma, ki je znacilno
samo za posamezne genotipe HPV (29, 34). 5. Reverzni
line-blot je metoda, ki temelji na hibridizaciji s PCR
pomnozenega odseka genoma HPV z genotipsko
znacilnimi lovkami, nanesenimi na nitrocelulozno
membrano v obliki jasnih trakov. Metoda omogoc¢a
hibridizacijo pridelkov PCR z velikim stevilom
genotipsko znacilnih lovk hkrati in je zato primerna za
analizo velikega stevila vzorcev (36). Tako je mogoce
opredeliti Sirok spekter genotipov HPV, med njimi tudi
okuzZbe z vec razli¢nimi genotipi HPV (me3ane okuzbe).
V literaturi je opisanih vec razli¢ic metode reverzni line-
blot (36, 37). Pri druzbi Innogenetics (Gent, Belgija) so
razvili komercialno dostopen test INNO-LiPA, s katerim
je trenutno mogoce opredeliti 25 razli¢nih anogenitalnih
genotipov HPV: 13 visokorizi¢nih (HPV-16, HPV-18,
HPV-31, HPV-33, HPV-35, HPV-39, HPV-45, HPV-51,
HPV-52, HPV-56, HPV-58, HPV-59 in HPV-68/-73), 8
nizkorizi¢nih (HPV-6, HPV-11, HPV-40, HPV-42, HPV-
43, HPV-44, HPV-54, in HPV-70) in 4 genotipe HPV z
nejasnim onkogenim potencialom (HPV-34, HPV-53,
HPV-66 in HPV-74). Test temelji na pomnoZzevanju 65 bp
velikega odseka gena L1 s skupinsko znacilnimi
zacCetnimi oligonukleotidi SPF10 (36). Podobno je druzba
Roche Diagnostics za opredeljevanje anogenitalnih
genotipov HPV nedavno razvila dve razlicici metode
reverzni line-blot. Test prve generacije, s katerim je
mogoce opredeliti 27 razli¢nih genotipov HPV, temelji
na pomnozevanju 450 bp velikega odseka gena L1 s
skupinsko znacilnimi zacetnimi oligonukleotidi
MY09/MY11 (PGMY09/PGMY11) in HMBO1 (37).
Nedavno razviti komercialni test druge generacije, Linear
Array HPV Genotyping Test, omogoca opredelitev 37
genotipov HPV.

Metoda dolocanja nukleotidnega zaporedja je edina, s
katero dokonc¢no opredelimo genotip HPV. V primerjavi z
drugimi molekularnimi metodami za genotipizacijo HPV je
dolocanje nukleotidnega zaporedja metoda, ki omogoca
natanc¢nejso opredelitev Ze znanih genotipov HPV,
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odkrivanje mutacij, dolocanje podtipskih razli¢ic HPV in
opredeljevanje novih genotipov HPV. Metoda je posebno
primerna za dokazovanje in genotipizacijo koznih
genotipov HPV in genotipov EV-HPV, saj je tudi metod, s
katerimi bi lahko potrdili specifi¢nost pridelkov PCR
nastalih s pomnozevanjem s skupinsko znacilnimi
zacCetnimi oligonukleotidi, zelo malo. Zaradi velikega
deleza mesanih okuzb (do 30 % pri okuzbah z genotipi EV-
HPV) je take pridelke PCR priporocljivo najprej vklonirati v
plazmidne vektorje, jih razmnoziti v ustreznih bakterijskih
sistemih in Sele nato iz osamljene plazmidne DNA dolociti
specifi¢na nukleotidna zaporedja (38). Ker je dolo¢anje
nukleotidnega zaporedja ¢asovno zamudno, drago in
tehni¢no zahtevno, se danes vec¢inoma uporablja le v
raziskovalne namene.

PCR v realnem c¢asu (angl. real time PCR) predstavlja
nadgradnjo klasi¢ne PCR, kjer pomnozevanje tar¢ne DNA
HPV poteka isto¢asno kot doloc¢anje specifi¢nosti
pomnozenih pridelkov PCR z uporabo razli¢nih
fluorescentno oznacenih lovk. Metoda bo najverjetneje v
nekaj letih postala najbolj uporabljana metoda za
dokazovanje in genotipizacijo HPV.

Poleg opisanih metod, ki temeljijo na dokazovanju DNA
HPV, se v zadnjem ¢asu uvajajo tudi metode za
dokazovanje sporocilne RNA (mRNA) nekaterih genotipov
HPV. Tako je druzba NorChip (Klokkarstua, Norveska)
nedavno razvila komercialno dostopen test PreTect® HPV-
Proofer Kit, s katerim je mogoce opredeliti E6/E7 mMRNA 5
visokorizi¢nih genotipov HPV (HPV-16, HPV-18, HPV-31,
HPV-33 in HPV-45).

RAK MATERNICNEGA VRATU IN HPV

Rak materni¢nega vratu je predvsem v razvitih drzavah za
rakom dojke drugi najpogostejsi rak pri Zenskah. Zaradi
dolgotrajnega razvoja, razmeroma ucinkovitega odkrivanja
in zdravljenja rizi¢nih sprememb predstavlja rak
materni¢nega vratu eno od redkih onkoloskih bolezni, pri
katerih lahko z na¢rtnim iskanjem rizi¢nih sprememb
obc¢utno zmanj$amo incidenco raka materni¢nega vratu
(39). V razvitih drzavah sta se obolevnost in smrtnost zaradi
raka materni¢nega vratu zmanjsevali predvsem zaradi
dobro zasnovanega in skrbno izpeljanega nacrtnega
zgodnjega odkrivanja te bolezni. Kljub temu se incidenca
raka materni¢nega vratu v nekaterih dezelah z najbolje
organiziranim aktivnim iskanjem in odkrivanjem ne
zmanjsuje vec, celo narasca pri zenskah, mlajsih od 40 let.
Podobno velja tudi za Slovenijo. Po podatkih Registra raka
za Slovenijo se je incidenca raka materni¢nega vratu
zmanijsala od 28,8/100.000 zensk v letu 1961 do
16,1/100.000 Zensk v letu 1982. Od takrat naprej se
obolevnost ne zmanjsuje vec¢, ampak se pri zenskah,
mlajsih od 54 let, celo povecuje. Tako v zadnjih letih za
rakom materni¢nega vratu v Sloveniji zboli blizu 200 Zensk
na leto in umre od 50 do 60 Zensk na leto. Incidenca raka
maternic¢nega vratu se je leta 1994 po desetih letih spet
povzpela na 18/100.000 zensk. Pri tem je bila incidenca
najvecja pri mlajsih zenskah, starih od 30 do 39 let. Leta
1997 je zaradi raka maternic¢nega vratu zbolelo 236 Zensk.

Tako se je incidenca povzpela na 23,1/100.000 zensk. V
zadnjih letih se je, predvsem zaradi zacetka programa
ZORA, incidenca raka materni¢nega vratu v Sloveniji spet
zacCela zmanjsevati (39, 40).

S Stevilnimi raziskavami, ki so bile opravljene v zadnjem
desetletju, so nedvomno dokazali, da je dolgotrajna
(perzistentna) okuzba z visokorizi¢nimi genotipi HPV
najpomembnejsi dejavnik tveganja za nastanek raka
materni¢nega vratu HPV (pregled v ref. 41). Tako so leta
1995 v multicentri¢ni raziskavi, ki je zajela priblizno 1000
zensk iz 22 razli¢nih drzav, ugotovili 93-odstotno
prevalenco okuzbe s HPV pri Zenskah z invazivno obliko
raka materni¢nega vratu (42). V raziskavi, ki je bila
opravljena stiri leta pozneje, so z uporabo novejsih in
zanesljivejsih metod diagnostike okuzbe s HPV znova
analizirali 7 % vzorceyv, v katerih okuzbe s HPV prvotno
niso dokazali. Rezultati obeh raziskav kazejo, da je
prevalenca okuzbe s HPV pri zenskah z invazivno obliko
raka materni¢nega vratu vsaj 99,7 % (43). Nedavna
metaanaliza na 3607 primerih raka materni¢nega vratu iz
25 drzav sveta je pokazala, da je v svetovnem merilu
najpogostejsi genotip HPV povezan z rakom materni¢nega
vratu, HPV-16, ki so ga dokazali v 54,4 % vseh primerov
(44). Sledila sta genotipa HPV-18 in HPV-45 v 11,3%
oziroma 5,2 %. Prevalenca drugih, manj pogostih genotipov
HPV, je bila naslednja: HPV-31 (3,8 %), HPV-52 (2,3 %),
HPV-33 (2,1 %), HPV-58 (1,7 %), HPV-35 (1,3 %), HPV-56
(1,1 %) in HPV-59 (1,1 %). Genotipi (po padajoc¢em
vrstnem redu) HPV-39, HPV-51, HPV-73, HPV-68, HPV-82,
HPV-26, HPV-66, HPV-6, HPV-11, HPV-53, HPV-81, HPV-
55 in HPV-83 so bili dokazani pri manj kot 1 % vseh
primerov raka materni¢nega vratu (44).

Ugotovitve dosedanjih raziskav dokazujejo, da se rak
materni¢nega vratu ne more razviti pri zenski, ki ni
predhodno nekaj ¢asa okuzena z visokorizi¢nimi genotipi
HPV. Schiffman in sodelavci so v epidemioloski raziskavi
povezave med HPV in rakom materni¢nega vratu prvi
ugotovili, da je relativno tveganje (RR) za nastanek raka
materni¢nega vratu pri zenskah, okuzenih z visokorizi¢nimi
genotipi HPV, med 50 in 500 (45). V isti raziskavi je bilo
ugotovljeno, da sta za vznik raka materni¢nega vratu
najpomembnejsa trajanje okuzbe z visokorizi¢nimi genotipi
HPV in stopnja CIN. Tako RR za nastanek raka
materni¢nega vratu pri zenskah s CIN I in okuzbo z
genotipom HPV-16 ali HPV-18 znasa 140, medtem ko je RR
za nastanek raka materni¢nega vratu pri Zenskah s CIN [I-11
in okuzbo z genotipom HPV-16 ali HPV-18 ze 290 (45).
Rezultati novejsih raziskav kaZzejo, da prevalenca
visokorizi¢nih genotipov HPV naras¢a z nara$¢anjem
stopnje CIN. Prevalenca visokorizi¢nih genotipov HPV,
dokazana v razli¢nih populacijah Zensk v svetu, se giblje
med 25-45 % pri CIN |, med 60-80 % pri CIN Il in med
90-100 % pri CIN 11 (41). Nedavna Sestletna prospektivna
raziskava, ki je zajela 353 Zensk z razli¢nimi stopnjami
predrakavih sprememb, je pokazala, da je perzistentna
okuZzba z visokorizi¢nimi genotipi HPV nujna ne samo za
razvoj raka materni¢nega vratu, ampak tudi za nastanek in
vzdrzevanje CIN Il (46). Med Zenskami, pri katerih je prislo
do nastanka CIN IlI, je bilo namre¢ kar 95 % zensk s
perzistentno okuzbo z visokorizi¢nimi genotipi HPV (46).
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Posebej je treba poudariti, da je vecina okuzb z
visokorizi¢nimi HPV le prehodnih in da ne vodijo v
nastanek CIN in raka materni¢nega vratu (slika 3). Tako je
prospektivna raziskava, ki je zajela 608 studentk univerze v
New Jerseyju, pokazala, da je bilo v obdobju treh let 60 %
Studentk vsaj enkrat okuzenih s HPV (47). Pri tem je bil
povpre¢ni Cas trajanja okuzbe s HPV 8 mesecev.
Perzistentna okuzba s HPV je bila ¢ez 12 mesecev
dokazana le pri 30 % in Cez 24 mesecev le $e pri 9 % vseh
okuzenih zensk. Rizi¢na dejavnika za vec¢ kot 6-mesecno
trajanje okuZzbe s HPV sta bila vecja starost in okuzba z
visokorizi¢nimi genotipi HPV, predvsem s HPV-16 in HPV-
18 (47).

Glede na pomembno vlogo visokorizi¢nih genotipov HPV v
razvoju raka materni¢nega vratu so Stevilna strokovna
zdruZenja testiranje na okuzbo z visokorizi¢nimi genotipi
HPV Ze uvrstila v razli¢ne strokovne smernice. Najveckrat
priporocajo testiranje Zensk na visokorizi¢ne genotipe HPV
v naslednjih klini¢nih primerih: (i) kot dopolnilni test v triazi
bolnic z rezultati ASCUS in Pap Il (abnormne in blago
diskarioti¢ne celice), da bi se izboljsala obcutljivost
testiranja za odkrivanje CIN Il in CIN IlI; (ii) za kontrolo
uspesnosti operativnega zdravljenja predrakavih sprememb,
zlasti ¢e ne gre za konizacijo; (iii) za sledenje zensk s CIN [;
(iv) kot primarno presejanje v nerazvitih dezelah in v
deZelah, kjer citolosko testiranje dosega majhno
obcutljivost in specifi¢nost za odkrivanje CIN Il in CIN [II;
(v) kot presejalni test skupaj s citologijo pri zenskah,
starejsih od 30 ali 35 let, v nekaterih razvitih drzavah (41,
48).

PLOSCATOCELICNI PAPILOMI GRLA IN HPV

Med benignimi epitelnimi tumorji sluznice grla je
najpogostejsi ploscatoceli¢ni papilom. Papilom grla je
krhek, resicast ali cvetacast, bledo roznat ali rdeckast tumor,
velik 1-10 mm (slika 6). Lahko vznikne kjer koli na sluznici

Slika 6. Laringomikroskopska slika ploscatocelicnega papiloma
grla.

grla. Redko se pojavlja posamezno. Navadno je v
grozdicastih skupkih, najpogosteje na prostem robu glasilk
in v sprednji komisuri. Pri otrocih lahko prekriva vso
sluznico grla. Histolosko je papilom zgrajen iz resicaste

vezivno-zilne strome, ki jo odeva vecvrstni ploscatoceli¢ni
epitel (49).

Klini¢na znamenja papilomov grla so odvisna od velikosti
in lokalizacije sprememb. Papilomi na prostem robu glasilk
povzrocajo mocno hripavost, dihanje je ovirano pri vecjih
novotvorbah, ki pomembno zozujejo svetlino grla.
Incidenca spontane maligne preobrazbe papilomov grla je
priblizno 1-2 % (v Sloveniji 0,8 %) in v izbranih skupinah
zdravljenih z obsevanjem doseze tudi 10 % (49, 50).
Ceprav so ploscatoceli¢ni karcinomi, ki so nastali z maligno
preobrazbo papilomov grla, histolosko ve¢inoma dobro
diferencirani, so navadno zelo agresivni in povezani s slabo
napovedjo (49).

Povezava med virusno okuzbo in nastankom papilomov
grla je znana ze desetletja. S sodobnimi
molekularnoviroloskimi metodami se je odstotek
ugotovljene okuzbe s HPV v papilomih grla nenehno vecal
in v primeru uporabe PCR v posameznih skupinah
papilomov grla, predvsem pri otrocih, ze dosegel 100
odstotkov (50). Genotip HPV-6 oziroma HPV-11 najdemo v
priblizno 95 % vseh papilomov grla. Okuzba s HPV-6 je
priblizno trikrat pogostejsa. Nastanek in razvoj papilomov
grla pri otrocih in mladostnikih povezujejo s prenosom HPV
z okuzene matere na novorojenca med porodom pri
prehodu ploda skozi porodni kanal (51). Nacin okuzbe
sluznice grla s HPV pri odraslih bolnikih $e ni dokon¢no
razjasnjen. Najpogosteje omenjajo reaktivacijo latentne
okuzbe s HPV, pridobljene pri porodu, ali poznejso okuzbo
zaradi orogenitalnih stikov ali stikov z aerosoli, ki vsebujejo
virusne delce (52). Menimo, kot nekateri drugi avtorji (51,
53), da je prva moznost malo verjetna. Z reaktivacijo
latentne okuzbe s HPV si tezko razlagamo npr. prvi pojav
papiloma grla v starosti 71 let pri eni od nasih bolnic. Ce bi
bila domneva o reaktivaciji latentne okuzbe s HPV pravilna,
bi morali zaradi pogoste prisotnosti genotipov HPV-16 in
HPV-18 v cervikalnem kanalu (tudi do 15 % v populaciji
ginekolosko popolnoma zdravih Zensk) tudi v sluznici grla
pogosteje najti HPV-16 in HPV-18, kar pa je izjemno redko.
Prav tako bi morala biti v primeru pravilnosti te domneve
razporeditev papilomov grla med spoloma pri odraslih
enakomerna (tak$na, kot je pri papilomih grla pri otrocih),
ne pa priblizno dvakrat vecja pri moskih, kot je ugotovljeno
v vseh klini¢nopatoloskih studijah (49).

GENITALNE BRADAVICE IN HPV

Genitalne bradavice (GB) so najpogostejsa benigna
novotvorba v anogenitalnem predelu, ki je etiolosko tesno
povezana z okuzbo z genotipoma HPV-6 in HPV-11.
Klini¢no razloc¢ujemo tri vrste GB: klasi¢ne ostre kondilome
(condylomata acuminata), plos¢ate kondilome
(condylomata plana) in gigantske kondilome (condylomata
gigantea, ali Buschke-Lowensteinovi kondilomi).

Klasi¢ni ostri kondilomi nastajajo predvsem na
neporozenevajocem plosc¢atem epiteliju v prepucijski vreci
pri neobrezanih moskih, v se¢nici in perianalno, pri
zenskah pa na velikih in malih sramnih ustnah, nozni¢nem
preddvoru, v noznici, na materni¢nem vratu in perianalno.
V zacetku vidimo od 1-2 mm velike, ¢e pride do maceracije
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belkaste, sicer roZnate papule. S¢asoma se povecajo po
Stevilu in velikosti, postanejo papilomatozne in zrastejo v
cvetacaste tvorbe, ki lahko prekrijejo celotno zunanje

spolovilo (slika 7). Nastanejo pecljate vzbrsti, ki postanejo

Silka 7. Genitalne bradavice na penisu pri 45-letnem moskem.

na mestih, kjer so izpostavljene pritisku, splos¢ene in v
obliki petelinje roze. So kozne do biserne barve in imajo na
povriini rozeno oblogo. Ce so izpostavljene maceraciji,
postanejo belkaste in zmehcane, v globini koznih gub lahko
tudi odmrejo. Ce GB nastanejo v se¢nici, lahko povzrocajo
krvavitve, izcedke in zmanjsan curek urina.

Plosc¢ati kondilomi (condylomata plana) so ploscate roznate,
lahko stevilne, papule. Pri moskem se pogosteje pojavljajo
na prepuciju, pri Zenski pa na materni¢nem vratu.

Posebna oblika GB so hitro rastoci veliki Buschke-
Lowensteinovi tumorji (condylomata gigantea), ki jih
najdemo v prepucijski vreci, perianalno ali na presredku
(slika 8). Rastejo hitro in destruktivno, navzven in

Slika 8. Condylomata gigantea pri 30-lethnem moskem.

navznoter, lahko prodrejo v brecila ali predrejo kozo penisa
ali prepucija, redko se pojavlja maligna preobrazba.

Zadnija tri desetletja incidenca GB stalno narasca.
Najpogosteje so okuzene zenske med 19. in 22. letom ter
moski med 22. in 26. letom (54, 55). Po ocenah ameriskega
Centra za nalezljive bolezni (CDC) je bilo leta 1992 v ZDA
500.000-1.000.000 novih primerov GB (56), po ocenah iz
leta 1997 pa 1.000.000 (57).

Leta 1976 je zur Hausen prvi odkril povezavo med GB in
okuzbo s HPV (58), leta 1980 pa sta Gissmann in zur
Hausen iz izvlecka GB izolirala DNA, ki se je razlikovala
od petih do takrat poznanih genotipov HPV (59). Novi virus
sta imenovala HPV-6 (60). Stevilne raziskave, opravljene v
zadnjem desetletju, so pokazale, da je odstotek ugotovljene
okuzbe s HPV v tkivnih vzorcih GB Ze dosegel 100
odstotkov. Po podatkih iz dostopne literature genotip HPV-6
oziroma HPV-11 najdemo v priblizno 90 % vseh bradavic
anogenitalnega predela (55, 61). Okuzba s HPV-6 je
priblizno trikrat pogostejsa. Prevalenca mesanih HPV-okuzb
(okuzba z ve¢ HPV-genotipi hkrati) z drugimi, ve¢inoma
anogenitalnimi genotipi HPV, se giblje od 19 % do 44 %
61).

Nacine zdravljenja GB delimo na tiste, ki jih izvaja bolnik
sam (podofilotoksin, imikvimod), in na tiste, ki jih opravi
zdravnik (kirursko zdravljenje: ekskohleacija, ekscizija,
elektrokirurgija, laser; triklorocetna kislina; krioterapija s
tekoc¢im dusikom ali ogljikovim dioksidom). Izbira
zdravljenja je odvisna od morfologije in razsirjenosti
sprememb, temelji pa na dogovoru med bolnikom in
zdravnikom. Vecina bolnikov ima razmeroma majhno
stevilo GB, ki jih lahko odstranimo s katerim koli od
nacinov zdravljenja. Pri bolnikih z eno do pet GB je
najprimernejsa odstranitev pri zdravniku. Noben od nastetih
nacinov zdravljenja GB ni uporaben na vseh lokalizacijah.
GB se ponovijo v vsaj 20-30 % primerov. Z dosedanjim
poznavanjem patogeneze okuzbe s HPV si ne znamo
razloziti, ali gre pri ponovitvi GB za novo okuzbo s HPV ali
ponovni vznik GB spodbudijo HPV, ki so stalno prisotni v
endogenem rezervoarju v okolici odstranjenih GB.

ZDRAVLJENJE OKUZBE S HPV

Trenutno ne poznamo specifi¢nega protivirusnega
zdravljenja okuzbe s HPV. Obstojeci nacini zdravljenja
temeljijo na kirurski ali nekirurski odstranitvi patoloskih
epitelijskih sprememb vecjega ali velikega tveganja ali na
imunomodulaciji celi¢ne imunosti (npr. z imikvimodom ali
interferoni) (57).

PREPRECEVANJE OKUZBE S HPV

Kondom velja kot najuspesnejse sredstvo za prepreCevanje
okuzbe s HPV. Tako je nedavna raziskava v katero je bilo
vkljucenih 997 bolnikov z GB in 977 oseb v kontrolni
skupini, pokazala, da se je z dosledno uporabo kondoma
statisticno pomembno zmanjsalo tveganje okuzbe s HPV in
s tem tudi nastanek GB (56). V nedavni metaanalizi 20
raziskav so ugotovili, da ni trdnih dokazov, da uporaba
kondoma zmanijsuje tveganje za okuzbo s HPV, je pa
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nekoliko manjse tveganje za GB, CIN Il ali CIN IIl in raka
materni¢nega vratu (62). Pri analnih odnosih je poleg
kondoma pomembna tudi uporaba lubrikantov, ki nekoliko
zmanjsajo trenje in poskodbo sluznice, kar nekoliko
zmanj$a moznost prenosa HPV.

Raka materni¢nega vratu in druge s HPV povezane bolezni
bi najlazje, podobno kot pri nekaterih drugih virusnih
okuzbah, preprecili oziroma zdravili z uporabo cepiv. Za
zdaj so najbolj obetavna profilakti¢na cepiva, ki temeljijo
na cepljenju s t. i. virusom podobnimi delci (VLP, angl. virus
like particles) in spodbujajo nastanek protitelesnega
imunskega odziva oziroma protiteles, usmerjenih proti mali
(anti-L2) in veliki (anti-L1) plas¢ni beljakovini HPV (63).
Nastala nevtralizirajoca protitelesa anti-L1 in anti-L2
razreda IgG se izlocajo iz seruma v sluzni¢ni matriks in
preprecujejo vstop HPV v gostiteljsko celico. Protitelesa so
znacilna za genotip HPV (64).

S terapevtskimi cepivi naj bi v prihodnosti dosegli
eradikacijo oz. vsaj omejili ali upocasnili razvoj novotvorb,
povzroc¢enih s HPV. V nasprotju s profilakti¢nimi cepivi
terapevtska cepiva spodbujajo nastanek celi¢nega
imunskega odziva in citotoksi¢nih limfocitov T, ki
prepoznajo in unicijo s HPV okuzene celice, vklju¢no s
tumorskimi celicami. Terapevtska cepiva so usmerjena proti
antigenskim determinantam zgodnjih virusnih beljakovin
E2, E6 in E7. Po dosegljivih podatkih nobeno od
terapevtskih HPV-cepiv $e ni v fazi klini¢nega preizkusanja
(63, 64).

V zadnjih petih letih je bilo izvedenih nekaj raziskav, v
katerih so preverjali ucinek profilakti¢nih cepiv L1 VLP na
zmanjsanje incidence in perzistence okuzb s HPV oziroma
pojavljanja bolezni, ki jih povzrocajo razli¢ni genotipi HPV.
Koutsky in sodelavci so leta 2002 objavili rezultate prve
dvojno slepe, s placebom kontrolirane randomizirane
Studije profilakticnega cepiva HPV (65). V studijo je bilo
vkljucenih 2392 Zensk, starih od 16 do 22 let, ki so prejele
tri odmerke placeba ali cepiva, ki je vsebovalo L1 VLP HPV-
16. Preiskovanke so spremljali povpre¢no 17,4 meseca po
cepljenju. Nobena izmed cepljenih Zensk v opazovanem
obdobju ni razvila perzistentne okuzbe s HPV-16, tudi ne s
HPV-16 povezane CIN (65). V raziskavi Harperjeve in
sodelavcev, objavljeni leta 2004, so uporabili dvovalentno
cepivo L1 VLP proti visokorizi¢nima genotipoma HPV-16 in
HPV-18 (66). V dvojno slepo, s placebom kontrolirano
randomizirano Studijo so vkljucili 1113 Zensk, starih od 15
do 25 let, ki so prejele tri odmerke placeba ali cepiva. Po
27 mesecih spremljanja so ugotovili, da cepivo proti HPV-
16 in HPV-18 ucinkovito zmanjsa tako incidenco kot
perzistenco okuzbe, kakor tudi s HPV-16 in HPV-18
povezane CIN (66). Villa in sodelavci so maja 2005 objavili
raziskavo o ucinkovitosti cepiva, ki poleg L1 VLP
visokorizi¢nih genotipov HPV-16 in HPV-18 vsebuje tudi L1
VLP nizkorizi¢nih genotipov HPV-6 in HPV-11 (67). V
dvojno slepo, s placebom kontrolirano randomizirano
studijo je bilo vkljucenih 552 zensk, ki so prejele po tri
odmerke placeba ali cepiva. Ugotovili so, da kvadrivalentno
cepivo proti HPV-6, HPV-11, HPV-16 in HPV-18 bistveno
zmanijsa incidenco okuzbe in bolezni, povzrocene s HPV-6,
HPV-11, HPV-16 in HPV-18 (67). Prednost tega cepiva je v

tem, da je bilo u¢inkovito tudi pri preprecevanju okuzb z
genotipi HPV, ki so etiolosko povezani z nastankom
ploscatoceli¢nega papiloma grla in genitalnih bradavic.

V naslednjem letu na trgu pri¢akujemo dve cepivi (trenutno
sta v tretji fazi klini¢nega preizkusanja): eno dvovalentno
proti visokorizi¢nima HPV-16 in HPV-18 ter eno
kvadrivalentno cepivo proti HPV-16, HPV-18 in
nizkorizi¢nima HPV-6 in HPV-11 (63, 64).

Strategija cepljenja s profilakticnimi cepivi proti HPV za
zdaj $e ni popolnoma izdelana, prav tako ni znano, katere
starostne skupine bodo vklju¢ene v cepilni program in ali
bodo cepljeni tako decki kot tudi deklice (64). Glavni
pomisleki, ki zadevajo uspesno implementacijo
profilakti¢nih cepiv HPV, so: (i) domnevno visoka cena
cepiv; (ii) ali bo z izkoreninjenjem v cepiva zajetih
genotipov HPV prislo do povecanja incidence okuzb in
bolezni, povzrocenih s trenutno manj razsirjenim genotipi
HPV; (iii) ali bo cepljenje negativno vplivalo na ucinkovitost
obstojecih presejalnih programov za zgodnje odkrivanje
raka materni¢nega vratu, ki temeljijo na citologiji; (iv) ali bo
cepljenje zaradi laznega obcutka varnosti vplivalo na
povecanje nezascitenih spolnih odnosov in tako posredno
privedlo do povecanja incidence drugih spolno prenosljivih
okuzb; in (v) kako se bo cepljenje izvajalo v drzavah v
razvoju (63, 64, 68, 69).
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