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Sutrumpinimai

APP - absoliutis piky (smailiy) plotai

ASCUS - nenustatytos reikSmeés atipinés ploksciojo epitelio lastelés
Ak-antikiinas

BP - bendras plotas

CIN - intraepiteliné gimdos kaklelio neoplazija

CIS —gimdos kaklelio ryski intraepiteliné neoplazija Ca in situ
CMV - citomegalo virusas

CK — citokeratinas

EBYV — Ebsteino-Baro virusas

FAD — flavinadenindinukleotidas

GK - geriamieji kontraceptikai

GKYV - gimdos kaklelio vézys

G-KSF - granulocity kolonijas stimuliuojantis faktorius

HC — (angl. hybrid capture) — DNR hibridizacijos metodas
HSIL — rySkus gimdos kaklelio intraepiteliniai pokyciai

HSV - herpes simplex virusas

HHYV - human herpes virusas

IPPNN - intraepiteliniy pokyc¢iy arba piktybinio naviko neaptikta
LSIL — nezymis gimdos kaklelio intraepiteliniai pokyc¢iai
LPL - lytiSkai plintancios ligos

MCP - monocity chemotaktinis proteinas

Pap tepinélis - Paponicolaou citologinis tepinélis

PCNA - proliferuojancio lastelés branduolio antigenas

PI - pasikliautinis intervalas

PGR - polimerazés grandininé reakcija

PSPC - pirminés sveikatos prieziiiros centras

SPP - santykiniai piky (smailiy) plotai

STC - skystuy terpiy citologija



SS - $ansy santykis
ZPV - zmogaus papilomos virusas

ZIV - Zzmogaus imunodeficito virusas
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11. PRIEDAI



1. [IVADAS

Gimdos kaklelio vézys pagal piktybiniy naviky dazni uzima antraja vieta, o pasaulinéje
motery mirciy nuo vézio struktiiroje jam tenka treCioji vieta (Arbyn, Raifu et al. 2007,
Ferlay, Autier et al. 2007). Remiantis Pasaulinés sveikatos organizacijos duomenimis,
2005 metais sergamumas gimdos kaklelio véziu Lietuvoje buvo 27,4/100000,
mirtingumas - 11,8/100000. Lietuvos rodikliai gerokai didesni uz vidutinius Europos
rodiklius (World Health Organization. 2008).

Pirminé ir antriné gimdos kaklelio vézio profilaktika stipriai sumazinty sergamuma ir
mirtinguma gimdos kaklelio véziu (GKV). Pirminei profilaktikai priskiriamas GKV
rizikos veiksniy zZinojimas, ty veiksniy eliminacija ir ju jtakos mazinimas. Pirmiausia, tai
liecia motery zinias apie zmogaus papilomos virusg ir Sios infekcijos paplitimo mazinima
(vengimas uzsikrésti, profilaktika skiepais).

Antrinei profilaktikai priskiriama ikivézinés patologijos ir ankstyvy gimdos kaklelio
vézio stadijy diagnostika (Lorincz, Castle et al. 2002), taikant citologiniy tyrimy
metodus, tokius kaip Papanicolaou (Pap tepinélio) metodas. Sis metodas profilaktinése
gimdos kaklelio patologijos patikrose visame pasaulyje naudojamas daugiau nei 50 metuy.
Gimdos kaklelio vézys yra viena i§ nedaugelio piktybiniy ligy, kuria nesunku diagnozuoti
ankstyvoje ikivéziniy poky¢iy stadijoje. Po adekvataus gydymo pasveiksta 95-100 proc.
motery (Kalliala, Anttila et al. 2005). Medicininés statistikos duomenimis, daugiau nei 90
proc. gimdos kaklelio vézio atvejy biity galima iSvengti, jei moterys dalyvauty
prevencijos programoje (Mai 2000). Didzioji motery dalis savo nedalyvavima patikros
programoje pateisina ziniy stoka apie gimdos kaklelio ligas, apie vézio rizikos veiksnius
ir apsisaugojimo biidus, taip pat patiriamu nemalonumu ar géda, kai jas apzilri
ginekologas. Kai kurios moterys akcentuoja neturincios jokios informacijos apie patikros
programa ir sitilomas rekomendacijas (Nugent and Tamlyn-Leaman 1992; Jubelirer,
Blanton et al. 1996; Branoff, Santi et al. 1997; Fitch, Greenberg et al. 1998; Larsen and
Olesen 1998; Munk, Kjaer et al. 1998; Gerhardt, Pong et al. 2000; Munoz, Castellsague
et al. 20006).



Klinikiniy tyrimy rezultatai patvirtina gimdos kaklelio patikros programos veiksminguma
GKYV prevencijoje, vis délto motery dalyvavimas §ioje programoje né vienoje Salyje néra
Simtaprocentinis. Lietuvoje per pirmuosius trejus patikros metus tyrimams Pap tepinélio
metodu atvyko tik 44 proc. motery. Anglijoje ir Svedijoje patikros programoje dalyvauja
apie 83 proc., o Suomijoje — net iki 93 proc. (Anttila, Ronco et al. 2004). JAV
Nacionalinis sveikatos institutas 2004 metais vykusioje konferencijoje pateiké duomenuy,
kad 50-60 proc. miestuose gyvenan¢iy motery samoningai ignoruoja patikros programa,
joje nedalyvauja ir neatvyksta iSsitirti Pap tepinélio metodu. Net 50 proc. motery,
kurioms buvo diagnozuotas invazinis gimdos kaklelio vézys, niekada nebuvo istirtos Pap
metodu arba joms paskutinis tyrimas buvo atliktas anks¢iau nei prieS 5 metus (Spitzer
1998; Sawaya and Grimes 1999).

Pap tepin¢lio metodo jautrumo ribos CIN diagnostikoje svyruoja tarp 30-80 proc.,
specifiSkumo - tarp 14-97 proc. (Nanda, McCrory et al. 2000; Wiley, Monk et al. 2004;
Arbyn, Sankaranarayanan et al. 2008). Tokie dideli rodikliy skirtumai reiskia, kad didelé
dalis tyrimy yra jvertinami klaidingai kaip teigiami arba klaidingai kaip neigiami. Visa
tai skatina ieSkoti naujy tyrimo metody, kurie biity tikslesni ir palengvinty gimdos
kaklelio intraepiteliniy pokyciy diagnostika, biity patrauklis ir tikty rizikos grupiy
moterims.

JAV Maisto ir vaisty kontrolés tarnyba patvirtino nauja vienasluoksnio citologinio
gimdos kaklelio tepinélio tyrimo metoda, kuriam naudojama skysta fiksuojanti terpé su
pasklidusiomis joje lastelémis. Nustatyta, kad centrifugavimo biidu paruosti gimdos
kaklelio citologiniai preparatai pagal ju kokybg ir citologinés medziagos adekvatuma
gerokai kokybiskesni ir mikroskopiniam tyrimui tinka labiau nei iprastiniai. JAV Maisto
ir vaisty kontrolés tarnyba taip pat patvirtino, kad likusi po centrifugavimo skystoji
méginio dalis (supernatantas) yra tinkama Zmogaus papilomos virusui nustatyti (ZPV),
chlamidijoms, gonor¢jai ir kt. lytiniu keliu plintan¢ioms ligoms tirti (Af Klinteberg,
Wang-Nordman et al. 1997; Hillemanns, Weingandt et al. 2000; Munoz, Bosch et al.
2003).



Sukurtos kitos naujos technologijos - automatinis gimdos kaklelio tepinéliy analizatorius,
ZPV nustatymas PGR (hybrid capture) metodu, daug démesio skiriama molekuliniy
gimdos kaklelio véziniy zymenuy paieskai (p16,Ki-67, bcl-2, p53), budy nustatyti
zmogaus papilomos viruso E6/E7 mRNR (Lie, Kristensen 2008; Nam, Kim et al. 2008;
Conesa-Zamora, Domenech-Peris et al. 2009; Haidopoulos, Partsinevelos et al. 2009).
Skysty terpiy citologiniai tyrimai atveria platesnes galimybes ir kitiems diagnostikos
metodams, tokiems kaip optiniai bei proteominiai, nes supernatantuose susikaupia daug
medziagy, budingy ivairiems epitelio pokycCiams charakterizuojanciy epitelio
proliferacijos ypatybes. Tarp Siu apykaitos produkty yra medziagy, kurios gali buti
aptiktos fluorescencinés spektroskopijos biidu. Placids zadinimo zonos fluorescencijos
spektry vizualizacija leisty sukurti taip vadinama ,.elektronini Pap tepineli®, kuris gali
biti informatyvus vaizdinis tyrimo metodas gimdos kaklelio patologijos diagnostikoje ,
taip pat ir patikima skaitmenini diagnostinj algoritma.

Per pastaraji deSimtmet; daug démesio skiriama optiniams diagnostiniams metodams.
Susidoméjima jais stiprina jy neinvazinis pobudis, didesnis jautrumas ir skiriamoji geba
lyginant su jprastais diagnostikos metodais: branduolio magnetiniu rezonansu,
kompiuterine tomografija arba sonoskopija (Hillemanns, Weingandt et al. 2000).
Optiniais metodais galima aptikti morfologinius ir biocheminius gimdos kaklelio epitelio
pokyc¢ius be chirurginés invazijos ir iskart. Tai taip vadinama ,,diagnostika prie paciento
lovos®.

Kiti optiniai tyrimo metodai gimdos kaklelio ligu diagnostikoje yra atspindzio
spektroskopija (Ramanujam, Mitchell et al. 1994; Richards-Kortum, Mitchell et al. 1994;
Ramanujam, Mitchell et al. 1996; Ramanujam, Mitchell et al. 1996), fluorescenciné
spektroskopija (Brookner, Utzinger et al. 1999; Mitchell, Cantor et al. 1999; Chang,
Dawood et al. 2002; Brookner, Utzinger et al. 2003), Ramano sklaidos spektroskopija
(Drezek, Brookner et al. 2001), konfokalin¢ mikroskopija (Shim, Song et al. 2000). Vis
délto 1S neinvaziniy mobiliy diagnostikos metodu labiausiai perspektyvi fluorescenciné
spektroskopija. Sio metodo jautrumas gimdos kaklelio patikroje yra pakankamai aukstas -

75 proc., specifiSkumas - 80 proc. Spektrofotometriniai tyrimai in vitro gali biiti derinami
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su papildomu proteominiu, biocheminiu tiriamosios medziagos iStyrimu ir bioZymeny
panaudojimu, nustatant pakitusius baltymus gimdos kaklelio nuograndose (Wong,
Cheung et al. 2004).

Optinés technologijos turi didziuli pritaikymo klinikingje praktikoje potenciala. Gimdos
kaklelio intraepiteliniy pakitimy diagnostika i§ karto, vietoje, nereikalaujanti papildomy
paciento vizity, sutaupyty laiko ir 1éSy. Visa tai ypac aktualu ekonomiskai silpnose ir
besivystanciose Salyse.

Daug likesCiuy siejama ir su greita nanomedicinos plétra. Pastaruoju metu sparciai
besivystancios mikrogardeliy technologijos atveria klinicistams naujas galimybes tiek
giliau pazinti patologijos procesus, tiek juos aptikti ankstyvesn¢je stadijoje (Tomizaki,
Usui et al. 2005; Eisenstein 2006). Didelis mikrogardeliy metodo privalumas yra tai, kad
tokie irenginiai leidzia betarpiskai analizuoti keliy Simty pacienty méginius vienu metu,
gauti informacija apie pasirinkty baltymy-Zymeny tarpusavio saveikas bei jvairiy
onkogeniniy faktoriy itaka. Be to Sie tyrimo metodai galéty biiti taikomi kaip saves
pasitikrinimo testai gimdos kaklelio patologijos profilaktikoje

Naujy, greity, jautriy, nebrangiy ir neinvazyviy diagnostikos metody paieska sudaryty
galimybe diagnozuoti rySkius intraepitelinius gimdos kaklelio pokyc¢ius (HSIL) jau
pirmojo pacientés apsilankymo pas ginekologa metu, o sukurtas saves testavimo metodas,
kaip patrauklus ir prieinamas kiekvienai moteriai, paskatinty kreiptis i ginekologus
nedelsiant. Sie metodai ir laboratorijoje baty vertingi patikslinant citologinj
jvertinima.Savaime suprantama, kad didelis démesys turi biti skiriamas ne tik
diagnostikos metody tobulinimui, bet ir visuomenés, ypac¢ padidintos rizikos grupiy
Svietimui apie GKV rizikos veiksnius, jy prevencijos galimybes, skatinant moteris
reguliariai lankytis pas ginekologus.

Mes iskéléme sau uzdavini ieskoti naujy molekuliniy diagnostikos metoduy, kuriais biity
galima diagnozuoti HSIL, panaudojant profilaktin¢je gimdos kaklelio vézio patikroje
supernatantinius méginius. Siam darbui pasirinkome optinius ir biocheminius tyrimo
metodus, siekdami nustatytini HSIL rizikos veiksnius. Anketiné motery apklausa buvo

vykdoma, siekiant iSaiskinti Vilniaus mieste gyvenanciy motery zinias apie gimdos
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kaklelio vézio rizikos veiksnius, apie Lietuvoje vykdoma profilakting gimdos kaklelio

vézio patikros programa, nustatyti motery lankymosi pas ginekologus dazni.

1.1. Darbo tikslas
Gimdos kaklelio ryskiy intraepiteliniy poky¢iy tiesioginés patikros metodu paieska ir ju

optimizavimas atsizvelgiant { nustatytus rizikos veiksnius.

1.2. Darbo uzZdaviniai

1. Anketiniy apklausy metodu istirti motery socialiniy ir medicininiy rizikos
veiksniy rysi su ikivézinémis gimdos kaklelio biiklémis.

2. Pritaikyti gimdos kaklelio nuograndy skystosios dalies (supernatanto) tyrimui
tiesioginius molekulinés diagnostikos metodus.

3. Nustatyti supernatanto autofluorescencijos spektry parametry skirtumus,
kuriais remiantis biity galima diagnozuoti ryskius intraepitelinius gimdos
kaklelio pokycius, t.y. atskirti ikivézines bukles nuo sveiky gimdos kaklelio
audiniy.

4. Ivertinti mikrogardeliy metodo tinkamuma diagnozuojant pl6INK4a gimdos

kaklelio nuograndy supernatante.

1.3. Ginami teiginiai

1. Svarbiausi HSIL rizikos veiksniai yra nesiskiepijimas nuo gripo, nepakankamos
higieninés sanitarinés gyvenimo salygos (Lietuvoje tokiomis salygomis dazniausia
gyvena kaimo ir kaimo gyvenvieCiy moterys), ankséiau negydyta gimdos kaklelio
patologija , Zemesnis moters iSsilavinimas (pradinis-spec.vidurinis), valstybinés gimdos
kaklelio patikros programos edukaciniai netolygumai, - visi $ie rodikliai rodo misuy
visuomenés socialinés brandos zema lygi, ir tai trukdo patikros programos sé¢kmei bei
reikalauja specialiy prevenciniy metody pritaikymo rizikos grupéms.

GKYV atrankos programos efektyvumui padidinti butina atsizvelgti 1 zemesnés socialinés

brandos visuomenés dalj pritaikant specialias diagnostikos metodikas.
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2. Mobili autofluorescencijos spektrometrija ir Svytintys proteominiai Zymenys ant
mikrogardeliy yra potencialiis gimdos kaklelio rySkios intraepitelinés neoplazijos
diagnostikos metodai, kuriuos galima taikyti rizikos grupiy moterims neorganizuotos

gimdos kaklelio patikros regionuose.

1.4. Darbo moksliné ir praktiné verté, naujovés

1. Remiantis anketinés apklausos duomenimis, iSaiSkintas Vilniaus mieste
gyvenanéiy motery informuotumas apie ZPV ir gimdos kaklelio vézio patikros
programa Lietuvoje. Darby, kuriuose gimdos kaklelio patologija biity siejama su
demografiniais, socialiniais ir ekonominiais veiksniais Lietuvoje néra publikuota.
Remiantis miisy tyrimy duomenimis, Lietuvoje galima padidinti gimdos kaklelio
patikros programos efektyvuma, atsizvelgiant { motery pasiskirstyma pagal rizikos
grupes. Zemos socialinés brandos rizikos grupei pritaikius tiesioginius ir tikslius
HSIL (CIN2+) atrankos metodus, tikétini s€kmingesni gimdos kaklelio vézio
profilaktikos rezultatai, sumazéty sergamumas ir mirtingumas nuo gimdos kaklelio
veézio.

2. Atlikti spektroskopiniai ir biocheminiai proteominiai gimdos kaklelio nuograndy
supernatanty tyrimai bei lyginamoji duomeny analizé. Spektroskopinés
fluorescencijos tyrimy duomenys buvo lyginti su citologiniy ir histologiniy
gimdos kaklelio tyrimy duomenimis. Nustatytas spektroskopijos metodo jautrumas
ir specifiskumas, kuriais galima remtis, diferencijuojant IPPNN atvejus nuo HSIL,
t.y. citologiniais tyrimais patvirtintus intraepitelinio naviko ir malignizacijos
neturinCius atvejus nuo ryskios intraepiteliniy gimdos kaklelio patologijos.
Supernatanto fluorescencijos spektry tyrimai Lietuvoje atlikti pirma karta
(autofluorescencijos tyrimy literatiroje neaptikta). Praktiné Siy tyrimuy verté:
sukurtas naujas tiesioginis metodas, pagreitinantis gimdos kaklelio ryskiy
intraepiteliniy pakitimy preliminaria diagnostika (galutiné diagnozé remiasi

histologiniu tyrimu),
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- spektroskopiniam tyrimui naudojamas prietaisas yra nesiojamas ir gali biiti
taikomas gydytojo darbo vietoje.
3. Atlikta baltymo p16INK4a paieska supernatante mikrogardeliy metodu, literatiros
Saltiniuose analogo nerasta. Mikrogardeliy praktiné Sio tyrimo verté:
- siiloma mikrogardeliy tyrimo metodo pagrindu sukurti testa, kuris galéty
buti taikomas savityrai-moteris galéty $i testa atlikti pati ir patologijos

atveju kreiptis | gydytojus akuserius ginekologus nedelsiant.
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2. GIMDOS KAKLELIO RYSKIU INTRAEPITELINIY POKYCIU RIZIKOS
VEIKSNIAI IR DIAGNOSTIKOS METODAI (LITERATUROS APZVALGA)

2.1 Gimdos kaklelio vézio epidemiologija

Gimdos kaklelio vézys pagal piktybiniy naviky dazni uzima antraja vieta, o pasaulinéje
motery mirciy nuo vézio struktiiroje jam tenka treCioji vieta (Arbyn, Raifu et al. 2007,
Ferlay, Autier et al. 2007). Europos sajungos 27 valstybése 2004 metais buvo naujai
iSaiskinti 34300 gimdos kaklelio vézio atvejai ir uzregistruota apie 16300 mirciy nuo $ios

ligos, t.y. mirdavo po 44-45 moteris kiekviena dieng (1 pav.).

1 pav. Mirtingumas nuo gimdos

‘W-Age Standardised Rate
(/100 000 women-years)

e v kaklelio vézio Europoje
D 3.0to 449 (8
[J45t0 59 9
Hooto 749 ® (Globocan, 2000, IARC.
W75t 89 (3

W 9.0t011.49 (2

Zemélapj parengé M.Arbyn).

Remiantis Pasaulinés sveikatos organizacijos duomenimis, 2005 metais sergamumas
gimdos kaklelio véziu Lietuvoje buvo 27,4/100000, mirtingumas - 11,8/100000. Lietuvos
rodikliai gerokai didesni uz vidutinius Europos rodiklius (World Health Organization.
2008).

Gimdos kaklelio vézio patikros programos yra taikomos arba stengiamasi jas idiegti
visame pasaulyje, nes sergamumo GKYV problema aktuali visoms pasaulio Salims (Parkin,

Bray et al. 2005). Mazesnis ar didesnis sergamumas bei mirtingumas nuo gimdos kaklelio
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vézio ivairiose Salyse yra aiSkinamas gimdos kaklelio patikros programos efektyvumu
(Parkin, Bray et al. 2001).

Lietuvoje valstybin¢ gimdos kaklelio patikros programa pradéta nuo 2004 m. vidurio, jos
tikslas - sumazinti Lietuvos motery sergamuma ir mirtinguma nuo gimdos kaklelio vézio.
Vertinant Lietuvos vézio registro duomenis apie nauju GKV rodikliy dinamika 2002-
2007 metais, galima teigti, kad nuo gimdos kaklelio piktybiniy naviky prevenciniy
priemoniy jgyvendinimo pradzios (t.y. nuo 2004 m.) sergamumo ikivézinémis gimdos
kaklelio ligomis (D06) iSaiskinimas zenkliai iSaugo (2 pav.). Toks zymus iSaiskinty
susirgimy skaiciaus padid¢jimas yra tiesioginis gimdos kaklelio patikros programos
igyvendinimo rezultatas. Mir¢iy nuo GKV rodikliai 2004-2007 metais Lietuvoje
nesumazéjo, vis deélto po keleriuy mety patikros programos reikSmé mirtingumo

mazg¢jimui turéty iSaiskéti.

1200
oD06
B(C53
1000 ] ] B
800 2747 5177 600| | 5297
600 125 ] ] B
4007 ] ] ] ] ] B
591
2001 483 | 483 | | | 496] | 462! | 485| |
2002 2003 2004 2005 2006 2007

2 pav. I$plitusio gimdos kaklelio vézio ir Ca in situ naujy atvejy iSaiSkinimo rodikliai
Lietuvoje 2002-2007 m.

Skirtingai nei kity lokalizacijy véziniai susirgimai, gimdos kaklelio vézys aptinkamas
jaunoms vaisingo amziaus moterims, todél S§i liga neabejotinai turi jtakos visuomenés

demografiniams ir ekonominiams rodikliams (Zilinskas, Cigréjiené et al. 2002).
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Mokslingje literatiroje aptinkame teiginiy, kad gimdos kaklelio vézys yra viena i$
nedaugelio piktybiniy ligy, kuria nesunku diagnozuoti ankstyvoje ikivéziniy pokyciy
stadijoje, o po adekvataus gydymo pasveikstama 95-100 proc. (Kalliala, Anttila et al.
2005). Taigi gerinant ankstyva diagnostika ir efektyviau iSaiSkinant gimdos kaklelio
patologijos ikivézines biikles bei skatinant moteris aktyviau dalyvauti patikros
programoje, galima pasiekti sergamumo ir mirtingumo nuo gimdos kaklelio vézio
sumaz¢jimo.

Profilaktinése gimdos kaklelio patikrose daugiau nei 50 mety visame pasaulyje yra
taikomas Papanicolaou (Pap tepinélio) metodas. Sio metodo jautrumo ribos svyruoja tarp
30-80 proc., specifiSkumo — tarp 14-97 proc. (Nanda, McCrory et al. 2000; Wiley, Monk
et al. 2004; Arbyn, Sankaranarayanan et al. 2008). Pap tepinélio metodas yra nuolat
tobulinamas, stengiamasi padidinti jo jautruma ir specifiSkuma. Sukurtos naujos
technologijos, papildomi ir alternatyvis tyrimo metodai - skystos terpés citologiniams
tepinéliams, automatinis gimdos kaklelio tepinéliy analizatorius, ZPV nustatymas PGR ir
HC (hybrid capture) metodu, daug démesio skiriama molekuliniy gimdos kaklelio
véziniy Zymeny paieskai (pl16 ir Ki-67) bei ZPV E6/E7 mRNR nustatymui (Lie and
Kristensen 2008); (Anttila, Ronco et al. 2004; Kotaniemi-Talonen, Nieminen et al. 2005;
Nieminen, Kotaniemi et al. 2005).

1996 m. JAV Maisto ir vaisty kontrolés tarnyba patvirtino nauja vienasluoksnio
citologinio gimdos kaklelio tepinélio tyrimo biida. Vienasluoksnis tepinélis ruoSiamas
centrifuguojant skysta fiksuojancia terpe su pasklidusiomis joje lastelémis. Vertinant
gimdos kaklelio citologinius preparatus pagal ju kokybe ir citologinés medziagos
adekvatuma nustatyta, kad Siuo biudu pagaminti tepin¢liai gerokai kokybiskesni ir
mikroskopiniam tyrimui tinka labiau nei iprastiniai Pap tepinéliai.

[vairiy autoriy duomenimis, skysty terpiu citologijos tyrimas yra jautresnis uz Pap
tepinélio metoda 2,8-12 proc. Europos klinikinése mokslo tyrimo laboratorijose atlikta
multicentriné studija parode, jog tiriant skysty terpiu citologijos biidu pavyksta nustatyti
zymiai didesni ikivéziniy gimdos kaklelio susirgimy skai¢iy (ASCUS daugiau nei 29
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proc., LSIL - 39 proc.) nei paprastu Pap tepinélio metodu (Monsonego, Autillo-Touati et
al. 2001).

JAV Maisto ir vaisty kontrolés tarnyba taip pat patvirtino, kad likusi po centrifugavimo
skystoji méginio dalis yra tinkama Zmogaus papilomos virusui nustatyti (ZPV), kuris yra
pagrindinis gimdos kaklelio vézio rizikos veiksnys ir neabejotina jo priezastis (Af
Klinteberg, Wang-Nordman et al. 1997; Hillemanns, Weingandt et al. 2000; Munoz,
Bosch et al. 2003).

2.2. Gimdos kaklelio vézio rizikos veiksniai

Pagal kilmg rizikos veiksniai skirstomi i 3 grupes:

1. Virusiniai: ZPV tipas, virusinio uzkrato krivis, viruso integracija i genoma.

2. Egzogeniniai arba aplinkos (Seimininko koreguojami) veiksniai, tokie kaip
hormoniniai kontraceptikai, rikymas, ivairios lytiskai plintanc¢ios ligos, néstumy skaicius,
lytinio gyvenimo ypatumai ir kt.

3. Endogeniniai (Seimininko nekoreguojami) veiksniai, kaip, pvz., endogeniniy hormony

buklé, genetiniai ir imuniniai veiksniai (Munoz, Castellsague et al. 2006).

2.2.1. Zmogaus papilomos virusas

Rizikos veiksniai, susij¢ su Zzmogaus papilomos virusu, gali biiti skirstomi i infekcijos
plitima skatinancius veiksnius, | viruso persistencija salygojancius veiksnius ir paties
viruso onkogeniSkumo laipsni.

ZPV - lytiniu keliu plintanti liga, tod¢l didziausia rizika uZsikrésti §iuo virusu yra
jauniems, lytiSkai aktyviems asmenims (Schlecht, Franco et al. 2001). Lytiniy partneriy
skaiCius, ju didel¢ kaita, lytinio gyvenimo ankstyva pradzia padidina uzsikrétimo rizika
(Karlsson, Jonsson et al. 1995; Thomas, Ray et al. 1996; Castellsague, Ghaffari et al.
1997; Koutsky and Harper 2006; Szostek, Zawilinska et al. 2009). Mokslinéje literatiiroje
skelbiama, kad jau yra Zinoma daugiau kaip 130 ZPV tipy (Clifford, Gallus et al. 2005;
Dillner, Rebolj et al. 2008).
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ZPV per mikropaZzeidimus patenka i epitelio pamatinio sluoksnio lasteles, ¢ia dauginasi,
patenka | pavirSinius sluoksnius ir iSsiskiria | aplinka. Viruso veikimo esmé - lastelés
geny, dalyvaujanciy lastelés dalijimosi ir proliferacijos procesuose, funkcijy sutrikdymas
(Haverkos 2004). Nustatyta, kad daugiau nei 99,7 proc. gimdos kaklelio naviky
(epiteliniy ir liaukiniy) priezastis yra Zzmogaus papilomos virusas (Af Klinteberg, Wang-
Nordman et al. 1997; Hillemanns, Weingandt et al. 2000; Bosch and Munoz 2002; Kjaer,
van den Brule et al. 2002; Munoz, Bosch et al. 2003).

Kai kurie autoriai tvirtina, kad nuo 70 iki 90 proc. lytiskai aktyviy vyry ir motery bent
karta gyvenime biina uzsikréte ZPV (Walboomers, Jacobs et al. 1999), vis délto per 12-
30 ménesiy virusas i§ organizmo pasisalina savaime iki 90 proc. visy uzsikrétimo atveju
(Evander, Edlund et al., 1995; Ho, Bierman et al., 1998; Moscicki, Shiboski et al., 1998).
Kiti autoriai nurodo, kad onkogeniniy ZPV tipy persistencija organizme yra ilgesné nei
analogiskai mazo onkogeniskumo virusy (Sun, Kuhn et al. 1997; Kjaer, van den Brule et
al. 2002; Bulkmans, Berkhof et al. 2007). Manoma, kad ZPV 16 tipas ir savo genetine
struktiira 1 ji panas$iis virusy tipai persistuoja organizme ilgiausiai, o ilgalaiké persistencija
skatina gimdos kaklelio vézi (zur Hausen 2002; Munger, Baldwin et al. 2004; Woodman,
Collins et al. 2007; Ralston Howe, Li et al. 2009). Gimdos kaklelio audiniai | virusing
infekcija atsako létiniu uzdegimu, audiniy hiperplazija, metaplazija arba displazija, dar
véliau iSsivysto anaplazija ir vézys. Didéjant displazijos laipsniui, atsiranda
imunotolerancija (Mikaelsdottir, Benediktsdottir et al. 2003).

7PV integracija { lastelés genoma yra viena i§ pagrindiniy gimdos kaklelio véZio
priezaséiy. Labiausiai agresyviis yra ZPV 16 ir ZPV 18 tipai, jie sukelia apie 70 proc.
visy ZPV piktybiniy susirgimy (Munoz, Bosch et al. 2004). ZPV 16 tipas daZniausiai
aptinkamas epiteliniuose gimdos kaklelio navikuose, o ZPV 18 - liaukiniuose (Zielinski,
Rozendaal et al. 2003; Clifford, Gallus et al. 2005). Lietuvoje buvo istirtos 588 moterys
dél ZPV infekcijos, i§ kuriy 191 jau sirgo invaziniu véziu. Serganéiosioms
ploks¢ialasteliniu véziu ZPV 16 tipas buvo aptiktas 55,8 proc. atvejy, o adenokarcinoma

- 35,8 proc. atvejy. Kai moterims buvo diagnozuota adenokarcinoma, ZPV 18 tipas
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budavo aptinkamas dazniau (17,7 proc.) nei sergant plokscialasteliniu véziu (5,2 proc.)
(Gudleviciene, Didziapetriene et al. 2005).

Laikotarpis nuo uzsikrétimo ZPV iki pirmujy mikroskopu aptinkamy lastelés pakitimy
yra trumpas — tik 5 metai (Woodman, Collins et al. 2001). Kai kurie autoriai nurodo, kad
ikivéziniai gimdos kaklelio pakitimai histologiskai gali buiti diagnozuojami vos po 2 mety
nuo pirmyjy lytiniy santykiy (Richardson, Kelsall et al. 2003; Winer, Lee et al. 2003).
Daugelis autoriy savo tyrimais patvirtino stipry rySi tarp uzsikrétimo onkogeniniais
virusais ir ankstyvyjuy gimdos kaklelio patologiniy pokyc¢iy (Woodman, Collins et al.
2001; Schlecht, Trevisan et al. 2003) Schlecht et al., 2002).

Kitas naujas tyrimo metodas — tai molekuliniy Zymeny paieska. Zymeny metodu galima
nustatyti ZPV integracijos laipsnj lasteléje ir diagnozuoti karcinoma jau paciose
pirminése stadijose bei prognozuoti ligos eiga. Nustatyta, kad ZVP tipy onkogeniskuma
lemia jy genome esantys vadinamyju ankstyvyjuy baltymy E6 ir E7 genai. Normalids
lastelés dauginimasis koordinuojamas per 2 baltymus: p53 ir pRb. Baltymas p53 yra
atsakingas uz pazeistos lastelés DNR savaiming mirti — apoptoze, o pRb atsakingas uz
tvarkinga lastelés dauginimasi (transkripcija). Kai virusy genai patenka i epiteliniy
lasteliuy DNR, lastelés pacios pradeda gaminti E6 ir E7 baltymus, o Sie savo ruoZtu
sutrikdo abi organizmo savisaugos nuo vézio sistemas. Baltymas E6 suriSa p53 ir
sutrikdo neoplastiniy lasteliy nattralios apoptozés mechanizma, o E7 suriSa pRb ir
sutrikdo neoplastiniy lasteliy DNR replikacijos naturaly stabdymo procesa. Taigi
neoplastinés lastelés naturaliai neziista, jos turi galimybg daugintis sparCiau ir
netvarkingai. Sie ikivézinio epitelio poky¢iai véliau gali progresuoti { invazing
karcinoma. Visa tai patvirtinta daugybe eksperimenty su audiniy kultiromis ir
laboratoriniais gyviinais (Androphy, Hubbert et al. 1987; von Knebel Doeberitz,
Oltersdorf et al. 1988; Sedman, Barbosa et al. 1991; zur Hausen 2001).

Lietuvoje 1998-2001 metais atliktas dviejy etapuy tikslinis lyginamasis tyrimas, siekiant
i$aigkinti miisy 3alies motery uzsikrétimo ZPV statistika. Tyrime dalyvavo 1020 vaisingo

amziaus motery. 25,1 proc. visy tirty motery buvo uzsikrétusios didelés onkogeninés

20



rizikos ZPV tipais. Jaunos moterys iki 35 mety amZiaus onkogeniniais ZPV tipais buvo
uzsikrétusios beveik kas trecia - 28,9 proc. (Kliucinskas, Nadisauskiene et al. 2006).
Zinant, kad gimdos kaklelio vézys yra glaudZiai susijes su ZPV infekcija, galima
prognozuoti, jog naujai sukurti veiksmingi skiepai ir pokyciai seksualinéje elgsenoje gali
zenkliai sumazinti Sios virusinés infekcijos paplitima. Pastaraisiais metais aptariamos
vakcinacijos galimybés ir augantis paskiepyty nuo ZPV jauny mergaidiy skaicius
ekonomiskai iSsivyscCiusiose Salyse suteikia vilties, kad ateityje bus ryskiai sumazintas
sergamumas gimdos kaklelio véziu. Vis délto, nepaisant daug zadanCiy rezultaty,
sergamumo ikivézine gimdos kaklelio patologija sumazinimas vakcinacijos metodu
ilgalaikiais tyrimais dar néra patvirtintas (Paavonen, Jenkins et al. 2007).

Pastaruoju metu ZPV infekcijos problemos yra nagrinéjamos platesniame kontekste. Jau
irodyta, kad ZPV sukelia ne tik gimdos kaklelio véZj, bet apie 50 proc. ZPV tipy gali
sukelti odos-gleivinés piktybinius navikus, tarp ju vulvos, maksties, varpos arba iSangés
(Steenbergen, de Wilde et al. 2005; Kayes, Ahmed et al. 2007), taip pat galvos ir kaklo
odos (Gillison, Koch et al. 2000; Koskinen, Chen et al. 2003; Psyrri and DiMaio 2008).
Siekiant sumazinti sergamuma gimdos kaklelio véziu yra sukurta ir pasauliniu mastu
taikoma gimdos kaklelio vézio patikros programa. Klinicistai gerina GKV diagnostikos
metodus, ieSko jvairiausiy naujy priemoniy apsisaugoti nuo ZPV infekcijos, daug
démesio skiria motery sanitariniam Svietimui ir aiSkinamajam mokymui apie gimdos
kaklelio véZio rizikos veiksnius (rikyma, ZPV infekcija ir kaip jos iSvengti), skatina
vartoti prezervatyvus, bando diegti ZPV testus, kuriuos galéty atlikti padios moterys ir t.t.
(Sanner, Wikstrom et al. 2009). Kuriant naujus ir tobulinant senus diagnostikos metodus,
pasitelkiami kity sri¢iy specialistai - biofizikai, biochemikai, genetikai.

Sergamuma GKV galéty sumazinti tieck pirminé, tiek antriné gimdos kaklelio vézio
profilaktika. Pirminei profilaktikai priskiriamas zinojimas veiksniy, susijusiy su ligos
atsiradimu, ty veiksniy eliminacija ir jy jtakos mazinimas. Pirmiausia tai lieCia zinias apie
7PV infekcija ir visus kitus rizikos veiksnius, kurie susije su $ia infekcija.

Antrinei profilaktikai priskiriama ankstyva ikivéziniy ir ankstyvyju gimdos kaklelio
véziniy bukliy diagnostika (Lorincz, Castle et al. 2002).

21



Daugiau nei 90 proc. gimdos kaklelio vézio atvejy buty galima iSvengti, jei moterys
kaklelio vézio patikros programa yra veiksminga ir padeda uzkirsti kelia invaziniam
GKV. Vis délto dalyvavimas Sioje programoje né vienoje Salyje néra Simtaprocentinis.
Lietuvoje per pirmuosius trejus patikros metus Pap tepinélio tyrimams atvyko tik 44 proc.
motery. Anglijoje ir Svedijoje patikros programoje dalyvauja apie 83 proc., o Suomijoje
— net iki 93 proc. (Anttila, Ronco et al. 2004). JAV Nacionalinis sveikatos institutas 2004
metais vykusioje konferencijoje pateiké duomenuy, kad 50-60 proc. miestuose gyvenanciy
motery samoningai ignoruoja patikros programa ir joje nedalyvauja. Net 50 proc. motery,
kurioms buvo diagnozuotas invazinis gimdos kaklelio véZzys, niekada nebuvo iStirtos Pap
tepinélio metodu arba joms paskutinis tepinélio tyrimas buvo atliktas prie§ 5 metus
(Spitzer 1998; Sawaya and Grimes 1999).

Kokios yra $io reiSkinio priezastys? Didzioji dalis motery savo nedalyvavima patikros
programoje pateisina ziniy stoka apie gimdos kaklelio ligas, vézio rizikos veiksnius ir
apsisaugojimo nuo ZPV biidus. NemaZai motery nurodé, kad jos patiria géda ir jaudiasi
nemaloniai, kai jas apziiiri ginekologas, dalis motery teigé neturincios informacijos apie
patikros programa ir rekomenduojamas profilaktikos priemones (Nugent and Tamlyn-
Leaman 1992; Jubelirer, Blanton et al. 1996; Branoff, Santi et al. 1997; Fitch, Greenberg
et al. 1998; Larsen and Olesen 1998; Munk, Kjaer et al. 1998; Gerhardt, Pong et al. 2000;
Munoz, Castellsague et al. 2006). Jaunos moterys dazniausiai nurodydavo, kad jos bijo
ginekologiniy tyrimy (Branoff, Santi et al. 1997; Fitch, Greenberg et al. 1998).
Apsilankymus pas ginekologa riboja motery migracija, kalbos barjeras, bedarbyste,
socialinis nedraustumas, susisiekimo sunkumai, vis délto didziausias rizikos veiksnys yra
paciy motery nenoras reguliariai lankytis pas ginekologa ir nesuvokimas, kad
profilaktiniai patikrinimai yra itin svarbiis ankstyvai gimdos kaklelio patologijos
diagnostikai.

3 paveikslélyje grafiskai pateikiami JAV Nacionalinio sveikatos instituto duomenys apie

gimdos kaklelio véZzio priezastis. Teigiama, kad gimdos kaklelio priezastis yra dél dvieju
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pagrnidiniy veiksniy-motery nedalyvavimo patikros programoje (neatlicka Pap testo) ir

dél pacio Pap testo netobulumo.

greitas diagnostiniai
progresavimas sunkumai (9-12%) 50-60 proc.
(5-10%)

Tepinélis "reaktyvis
pokyciai”, neadekvatus
gydymas (10-15%)

Tepinélis "reaktyvis PAP
pokyéiai", pacientas niekada
- 0, .
prarastas (10-15%) arba retai

Klaidingai neigiama
citologija (5-10%)

Pagal: NIH Consensus conference, California, 2004

3 pav. Gimdos kaklelio vézio pagrindinés priezastys (pagal NIH Consensus Conference,
California, 2004).

2.2.2. Tabako rukymas

Tabako riikymas apima daugybe akivaizdziy egzogeniniy ir endogeniniy faktoriy, kurie
veikdami kartu su onkogeniniais ZPV tipais labai padidina gimdos kaklelio véZio rizika.
Rysi tarp rikymo ir GKV susirgimy daznio 1977 metais nustaté Winkelstein su
bendraautoriais (Winkelstein, Sacks et al. 1977). Véliau kiti autoriai taip pat patvirtino
rukymo ir GKV rysi (Hildesheim, Herrero et al. 2001; Lacey, Frisch et al. 2001; Castle,
Wacholder et al. 2002; Munoz, Castellsague et al. 2006).

Tabako diimuose aptinkama apie 4000 kancerogenu - benzyl(a)pireny, policikliniy
aromatiniy junginiy, nitrozaminy. Vienas i§ tokiy kancerogeniniy junginiy yra NNK (4-
metilnitrozamino-1-(3-pyridil)-1-butanonas), kurio kiekis rikan¢iy motery gimdos
kaklelio gleivése yra 3 kartus didesnis nei neriikan¢iyju (Prokopczyk, Trushin et al.
2001). GKV atsiradimui vienareik§miska itaka turi rilkymo stazas (Burger, Hollema et al.
1993; Ylitalo, Sorensen et al. 1999; Hildesheim, Herrero et al. 2001; Castellsague, Bosch
et al. 2002; Castle, Wacholder et al. 2002; Plummer, Herrero et al. 2003; Vaccarella,
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Herrero et al. 2008). Glaudus rySys nustatytas tarp ZPV 16 titro rodikliy ir rikymo
(Gunnell, Tran et al. 2006). Vienu metu veikiantys keli rizikos faktoriai, tokie kaip
rikymas, kontraceptikai ir ZPV infekcija, ypaé skatina gimdos kaklelio véZinés
patologijos iSsivystyma (Hwang, Ma et al. 2009). Esama ir kity epidemiologiniy studijuy,
kurios parodé glaudy rysj tarp rukymo ir rizikos susirgti GKV (Slattery, Robison et al.
1989; Haverkos, Soon et al. 2003; Plummer, Herrero et al. 2003). Atkreiptinas démesys i
perspéjancius tyrimy rezultatus, kuriais jrodyta, kad riikymas stipriai sumazina
iSgyvenamuma ty pacienciy, kurios jau serga invaziniu gimdos kaklelio véziu. Taip pat
nustatyta, kad rikymas turi didele itaka ne tik kaip tiesioginis mutageninis veiksnys, bet
ir kaip netiesiogiai veikiantis faktorius, mazinantis imuniteta ir darantis organizma
maziau atspary virusinéms infekcijoms.

Literaturoje apraSyti tyrimai, kai buvo istirti 72 rukanciy motery gimdos kaklelio gleiviy
méginiai uzdegiminiams ir imuniniams citokinams nustatyti. Lyginant su nertikanciy
motery analogiSkais rodikliais, statistiSkai patikimi rodikliy skirtumai nustatyti net vos
vieng cigaret¢ per diena surukancioms moterims (aiSku, skirtumai tuo didesni, kuo
daugiau cigareciy per diena suriikoma). Riikan¢iy motery gimdos kaklelio gleivese
aptiktos mazesnés citokiny IL-1p, IL-6, IFNy ir IL-10 koncentracijos. Riikancioms
pacientéms, kurioms buvo nustatyta ZPV infekcija, taip pat aptiktos sumazéjusios IL-1p ,
IL-6, IL-2 ir IL-13 citokiny koncentracijos, taciau statistiSkai patikimo skirtumo su
analogiskais ZPV infekcijos neturindiy paciendiy rodikliais nenustatyta (p<0,05).
Manoma, kad tabakas galbiit néra tiesioginis gimdos kaklelio kancerogenas, greiciau jis
veikia kaip kofaktorius, kadangi tabako nuodai sutrikdo organizmo imuniteto sistema
(Lieberman, Moscicki et al. 2008).

Lietuvos mokslininky atlikti tyrimai parod¢, kad didelés onkogeninés rizikos zmogaus
papilomos virusai 1,8 karto dazniau aptinkami ritkan¢ioms moterims nei nerukancioms
(Kliucinskas, Nadisauskiene et al. 2006). Vis délto Lietuvoje vykdomos gimdos kaklelio
vézio studijos tiek profilaktikos, tiek ir terapijos srityje yra tik maza dalis darby, kurie

turéty buti vykdomi miisy Salyje. Lietuvoje iki Siol nebuvo taikyta jokiy organizuoto
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moksliniai tyrimai, iSaiSkinta jvairiy rizikos veiksniy svarba bei juy tarpusavio rysiai

gimdos kaklelio vézio etiologijoje.

2.2.3. Lytiné elgsena ir lytinio gyvenimo ypatumai
Chlamydia trachomatis, lytiniu keliu plintanti infekcija, ZPV infekuotoms moterims
padidina gimdos kaklelio displaziju ir GKV rizika (Hakama, Luostarinen et al. 2000;
Koskela, Anttila et al. 2000; Wallin, Wiklund et al. 2002; Smith, Bosetti et al. 2004;
Silins, Ryd et al. 2005; Munoz, Castellsague et al. 2006; Madeleine, Anttila et al. 2007).
Molekuliniai mechanizmai, kaip ir kokiu keliu Chlamydia trachomatis indukuoja
kancerogenezg, kol kas néra pakankamai iSaiskinti. Genetiniy pazeidimy ir neoplastiniy
pakitimy tyrimai in vitro parodé, kad Chlamydia trachomatis atpalaiduoja azoto oksida ir
sutrikdo natiiralia uzkréstos lastelés apoptozés blokada, slopinant mitochondrijy
citochromo C iSskyrima. IS dalies tokius mechanizmus galima paaiskinti kaspaziy
aktyvacija (Gravitt and Castle 2001). Irodyta, kad bakterinés vaginozés infekcija,
Neisseria gonorrhoeae, Treponema pallidum ir Candida albicans taip pat yra gimdos
kaklelio kancerogenezes kofaktoriai.
1985-1990 m. Suomijoje pagal GKV patikros programa buvo istirta 19114 motery. Buvo
tiriami gimdos kaklelio citologinai tepinéliai, ieSkoma lytiniu keliu plintan¢iy infekcijy,
atlikti ZPV, Herpes simplex-2 ir Trichomona vaginalis testai. Véliau $ios moterys 4
metus buvo gydytojo priezitiroje, po to vél buvo tiriami citologiniai gimdos kaklelio
tepinéliai. Klinicistai pri¢jo iSvados, kad Herpes simplex-2 ir Trichomona vaginalis kartu
su ZPV labai padidina GKV rizika (Viikki, Pukkala et al. 2000). Kai moterims buvo
nustatoma ZPV ir Trichomona vaginalis vienu metu, ju statistiniai rodikliai, lyginant su
motery, uzsikrétusiy tik ZPV, analogiskais rodikliais, skyrési (SS = 6,4; 95 proc.PI = 3,7-
10 ir SS = 5,5; 95 proc.PI = 4,2-7,2 atitinkamai). Nors Herpes simplex buvo aptinkamas
retai, taCiau biitent esant Siam virusui nustatytas pats didZiausias statistiniy rodikliy rysys:
SS = 12; 95 proc.PI = 2,4-34 (Viikki, Pukkala et al. 2000).

Mokslinéje literattiroje apraSyti daugybiniy tyrimy duomenys, kurie patvirtina, kad

vairts kiti Herpes Seimai priklausantys virusai, tokie kaip citomegalo virusas (CMV),
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Human herpes-6 virusas (HHV-6), Epstein-Baro virusas (EBV), taip pat transformuoja
audiniy kultiiras, vis délto statistiSkai patikimo rysio tarp Siy virusy ir gimdos kaklelio
vézio rodikliy neaptikta (Razzaque 1990; Kashanchi, Araujo et al. 1997); (Doniger,
Muralidhar et al. 1999). Vélesni tyrimai parodé, kad CMV ir EBV infekcija gali buti
susijusi su ZPV 16 genomo integracija ir gali prisidéti prie gimdos kaklelio véZio
iSsivystymo. Szostek su bendraautoriais tyré CMV, EBV, HSV-1, HSV-2, HHV-6 ir
HHV-7 infekcijy jvairiy rodikliy koreliacija su ZPV genomo fizine bikle gimdos kaklelio
vézio ir ikivéziniy pakitimy atvejais SeSiasdeSimciai motery, kurioms jau buvo
diagnozuota ZPV 16 infekcija. Tyrimy rezultatai parodé, kad citomegalo viruso DNR
dazniau aptinkama méginiuose su misria ZPV 16 forma nei episomine (p<0,025).
Rodikliu koreliacija buvo nustatyta ir EBV atvejais (p<0,005). Kai moterys buvo
infekuotos CMV, integruoto ar misraus ZPV 16 genomo rizikos rodikliai badavo didesni
Sesis kartus (SS = 6,069; 95 proc.PI = 1,91-19,22; P=0,002), tuo tarpu EBV atveju
analogiska rizika iSaugdavo septynis kartus (SS=7,11; 95proc.PI = 1,70-29,67; P=0,007)
(Szostek, Zawilinska et al. 2009).

Genitaliniai moters takai néra apsaugoti nuo infekcijos, kuri stipriai pakenkia gleiving ir
epitelini sluoksni. Mikroorganizmy invazija gali biiti nevaisingumo, prieslaikinio
gimdymo, ikivézinés gimdos kaklelio patologijos ar GKV priezastis (Quayle 2002; Cole
2006). Vis délto moters organizmas turi savisaugos mechanizmy, kaip susidoroti su
patekusiais 1 genitalijas mikrobais, ir svarbiausia grandis yra gleivinés antibakteriniai

peptidai laktoferinas ir lizocimas (Cole 2006).

2.2.4. Socialiné motery padétis ir informuotumas apie gimdos kaklelio patikros
programa

Remiantis pasaulinés statistikos duomenimis, sergamumas gimdos kaklelio véziu ir
mirtingumas nuo jo yra glaudziai susij¢ su socialinémis ir ekonominémis Salies
salygomis. Apie 80 proc. GKV susirgimy uzregistruojama ekonomiskai silpnai
iSsivysciusiose Salyse (Arbyn, Raifu et al. 2007). Be to visuose be iSimties kraStuose $i

liga dazniau aptinkama Zemesnio socialinio sluoksnio moterims.
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Klinicistai daug démesio skiria ZPV infekcijai ir jos vietai gimdos kaklelio véZio rizikos
veiksniy sarae. Siuo klausimu paskelbta daug moksliniy ir visuomenés sanitarinio
Svietimo straipsniy, vis délto jvairiy Saliy motery anketinés apklausos parodé, kad tik
tre¢dalis apklaustyjy (apie 35 proc.) buvo girdéjusios apie ZPV infekcija (Baer, Allen et
al. 2000).

Lietuvoje atlikty apklausy duomenys rodo, jog miisy moterys yra taip pat nepakankamai
informuotos apie gimdos kaklelio vézio priezastis. Bendrovés RAIT 2006 m. gruodi
atliktds Lietuvos gyventoju apklausos duomenimis, tik 22 proc. respondenty zinojo, kad
gimdos kaklelio véZzio pagrindiné priezastis- Zmogaus papilomos virusas. Didzioji dalis
respondenty teigé, kad GKV susergama dél netinkamo gyvenimo biido, ja nulemia
aplinkos veiksniai ir paveldimumas.

Iki $iol, kol néra surastas efektyvus gydymo nuo ZPV metodas, tik visuomenés §vietimas
apie lytiniu keliu plintancias ligas galéty buti efektyvi pirminé priemoné GKV

prevencijos programoje.

2.2.5. NéStumai ir gimdymai

Kai kurie autoriai skelbia aptike rysi tarp GKV ir gimdymy skaiciaus. Lyginant su
negimdziusiy motery duomenimis, gimdziusioms 1-2 kartus per vias naturales rizika
susirgti GKV padidéja 2 kartus, o gimdziusioms 7 ir daugiau karty - net 4 kartus (Evans,
Krivchenia et al. 2002; Munoz, Franceschi et al. 2002). Taip pat nustatytas rySys tarp
aborty skaiCiaus ir gimdos kaklelio patologijos daznio rodikliy. Manoma, kad pastarasis
rySys tiesiogiai priklauso nuo gimdos kaklelio traumavimo pacios procediros metu ir
susidariusiy salygu ZPV infekcijai lengviau patekti i gimdos kaklelio epitelio bazing

membrana.

2.2.6. Kontraceptikai
Mokslinéje literatiiroje aprasyti ZPV infekuoty motery tyrimai, ieSkant rysio tarp
sergamumo GKYV ir kontraceptiky vartojimo. Lyginant su kontraceptiky nevartojanciy

motery duomenimis, oraliniy kontraceptiky vartojimas 5-9 metus rizika susirgti GKV
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padidina 3 kartus, o vartojimas ilgiau nei 10 mety - net 4 kartus (Moreno, Bosch et al.
2002; Appleby, Beral et al. 2007).

Nustatyta, kad gimdos kaklelio transformacijos zona yra labai jautri ZPV infekcijai.
Estrogenai yra fiziologiskai susij¢ su liaukinio epitelio i§veséjimu ir iSvirtimu | maksting
gimdos kaklelio dali bei transformacijos zonos susidarymu. Neseniai atlikti tyrimai su
ZPV E6/E7 transgeninémis pelémis parodé, kad estrogenai taip pat skatina gimdos
kaklelio vézio atsiradima ir tolimesni jo augima (Riley, Duensing et al. 2003; Brake and
Lambert 2005). Nustatyta taip pat, kad sergant GKV, kas treCiai pacientei aptinkamas
fermentas aromatazé, kuris atsakingas uz androgeno virtima estrogenu. Sveikuose gimdos
kaklelio audiniuose, taip pat ikivéziniy pokyCiy pazeistuose audiniuose estrogeno
neaptinkama (Nair, Luthra et al. 2005). Minéti tyrimai taip pat parode¢, kad egzogeniSkai
pakeista aromatazé ZPV uzkréstose gimdos kaklelio véZzinése lastelése stimuliuoja
estrogeno receptorius ir juy transkripcing veikla, lasteliu dauginimasi ir nepriklausoma
augima. [rodyta, kad naviko supresantas BRCA1 slopina estrogeno sukelta estrogeno
receptoriy transkripcing veikla, o E6 bei E7 tiesiogiai veikia BRCAL1 ir prieSinasi jo
slopinimui (Zhang, Fan et al. 2005). Sie rezultatai leidzia manyti, kad estrogenas,
aromataz¢ ir, tikétina, reaguojantys i estrogena genai gali biiti potencialiis rizikos
veiksniai, ne tik sukeliantys GKV, bet kartu su E6 ir E7 skatinantys tolimesni gimdos

kaklelio vézio vystymasi (Yugawa and Kiyono 2009).

2.2.7. Imuniné organizmo buklé

Uzdegimas yra labai dazna patologiné gimdos kaklelio epitelio bukle, kuri gali pasireiksti
per se arba junginyje su neoplazija. Gimdos kaklelio gleivése esantys citokinai vaidina
svarby vaidmeni kontroliuojant patogeny veikima. Organizmo imuninis atsakas yra
siejamas su lastelémis-mediatoriais, kurios dalyvauja vézio vystymosi kontroléje kaip
aktyviis kovotojai su ZPV infekcija. Tai jvairlis makrofagai, natiraliis lastelés kileriai
(NK), T-Iastelés. Lastelés-mediatoriai (T limfocitai ) didina CD4+ir CD8+ populiacijas ir
tiesiogiai kovoja su ZPV infekcija. CD4+T limfocity (lasteliy pagalbininkiy),
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produkuojami citokinai (limfokinai) veikia visas kitas imuninés sistemos Iasteles,
iskaitant B limfocitus, natiiralias lasteles Zudikes ir makrofagus.

CDS8+T limfocitai (lastelés slopintojos) reguliuoja imuninj atsaka, stabdydamos T ir B
limfocity proliferacija, sekretuoja citokinus (limfokinus), bet, svarbiausia, jos veikia
tiesiogiai citotoksiSkai ir naikina virusais infekuotas bei navikines Iasteles.

Imunines lasteles pritraukiantys chemokinai ir jas aktyvuojantys citokinai reguliuoja
fiziologing homeostazg ir yra reikalingi kovai su patogeniniais mikrobais. Veikiant
patogeniniams mikrobams, gimdos kaklelio epitelinése lastelése aptinkama padidéjusi
citokiny IL-8, IL-6, G-KSF ir MCP-1 koncentracija (Fahey, Schaefer et al. 2005; Meter,
Wira et al. 2005). ZPV indukuoja imunini atsaka infekcijos vietoje greidiau, nei
sureaguoja bendra viso organizmo imuniné sistema. Serumo antikiinai prie§ onkoproteing
E7 néra specifinis kriterijus, diagnozuojant arba prognozuojant gimdos kaklelio vézi.
Nguyen su bendraautoriais (2005) aptiko, kad ZPV 16 onkoproteino E7 IgA titras
maksties nuoplovose yra rySkiai mazesnis moterims, serganc¢ioms GKV ir gimdos
kaklelio neoplazija, nei sveikoms pacientéms. Autoriai daro i§vada, kad ZPV infekcija
serganciosioms GKV selektyviai slopina lokalia IgA gamyba (Nguyen, Broker et al.
2005).

Klinicistai pri¢jo iSvados, kad gimdos kaklelio uzdegimas apskritai, nesvarbu koks
bebiity sukéléjas, gali biiti GKV rizikos faktorius, kadangi sudaro salygas jsiskverbti {
lastelg ZPV infekcijai (Castle and Giuliano 2003).

Daugybé autoriy teigia, kad ZPV daniau uZsikredia moterys, sergan¢ios imuniteta
slopinangiomis ligomis. Pavyzdziui, ZIV infekuotos moterys turi stipriai padidéjusia
rizika tiek ZPV infekcijos persistencijai, tiek ligos progresavimui, ypaé tais atvejais, kai
aptinkami sumazéje CD4+ lasteliy kiekiai arba didelis viruso titras (Cappiello, Garbuglia
et al. 1997; Maiman, Fruchter et al. 1997; Sun, Kuhn et al. 1997; Holcomb, Maiman et al.
1998; Maiman, Fruchter et al. 1998; Rezza, Giuliani et al. 1998; Cubie, Seagar et al.
2000; Ellerbrock, Chiasson et al. 2000; Heard, Tassie et al. 2000; Duerr, Kieke et al.
2001; Hawes, Critchlow et al. 2003; Pereira, Antoni et al. 2003).
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Imunosupresija padidina GKV rizika. Australijoje ir Naujojoje Zelandijoje buvo atlikti
klinikiniai tyrimai, kai inksty patologija turin¢ios pacientés buvo ginekologo priezitiroje
vidutiniSkai 5,8 metus. Vienos i§ ju buvo tik dializuojamos, kitoms atlikta inksty
transplantacija. Kartu buvo tiriamos sveikos moterys (kontroliné grupé). Tyrimai parodé,
kad gimdos kaklelio susirgimy daznis tarp inksty transplantacija turéjusiy pacienciy ir
vartojan¢iy imunosupresantus yra didesnis nei bendroje populiacijoje. Lyginant su
kontrolinés grupés rodikliais, moterims po inksty persodinimo operacijos gimdos kaklelio
patologija aptikta 3,3 kartus dazniau, o dializuojamoms moterims - 0,74 karto dazniau
(Fairley, Sheil et al. 1994).

Gimdos kaklelio vézio atsiradimas yra daugiapakopinis procesas, kuris kol kas néra
visiSkai iSaisSkintas. Viena aiSku, kad GKV iSsivysto i§ ikiveziniy lasteliy pokyciu, kurie
atsiranda dél ilgalaikio ZPV infekcijos veikimo (persistencijos), o ZPV persistencija,
savo ruoztu, tiesiogiai priklauso nuo makroorganizmo imuniteto nepakankamumo
(Koutsky, Holmes et al. 1992; Remmink, Walboomers et al. 1995; Nobbenhuis,
Walboomers et al. 1999; Schlecht, Kulaga et al. 2001).

Makrofagai — tai dar vienas ikivézinés gimdos kaklelio patologijos bei GKV iSsivystymo
stadijos kriterijus. Tiriant moteris, turincias sveika gimdos kaklelio struktiirg arba LSIL ir
HSIL pokyciy bei sergancias gimdos kaklelio véziu, nustatyta, kad makrofagy kiekio
rodikliai turi tiesioging priklausomybe nuo gimdos kaklelio patologijos sunkumo
laipsnio: kuo didesni gimdos kaklelio sukelti patologiniai paZeidimai, tuo didesni
makrofagy kiekybiniai rodikliai. Esant didesniam intraepiteliniy pazeidimy laipsniui,
uzdegiminé reakcija pasireiSkia intensyviau, o kai intraepiteliné gimdos kaklelio
neoplazija progresuoja iki invazyvaus vézio fazés, makrofagy migracija i epitelj ryskiai
padidéja. Makrofagy skaiciaus pokyciai aptinkami net esant lengviems gimdos kaklelio
pazeidimams, pvz., LSIL regresijos atveju mazé¢ja ir makrofagy kiekybiniai rodikliai,
taCiau persistencijos ir progresijos atvejais — makrofagy rodikliai visada didé¢ja. Taigi
kaklelio pazeidimai pritraukia makrofagus ir skatina ju proliferacija (Hammes, Tekmal et

al. 2007).
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Mokslinéjé literatiiroje autoriai daznai diskutuoja apie makrofagy vaidmeni CIN
patologijos malignizacijos procese, vis délto rySys tarp makrofagy ir ZPV infekcijos
progresijos rodikliy kol kas pakankamai néra iStirtas (Fujimoto, Sakaguchi et al. 2000;

Schoppmann, Birner et al. 2002; Zijlmans, Fleuren et al. 2006).

2.3. Gimdos kaklelio patologijos diagnostika

2.3.1. Iprastiniai gimdos kaklelio diagnostikos metodai - Pap testas ir skysty terpiy
citologiniai tyrimai

Jei klinicistai turéty galimybe laiku diagnozuoti ikivézinius gimdos kaklelio pakitimus ir
prognozuoti vézi dar iki morfologinés jo iSraisSkos, motery sergamumas GKV biity
sumazintas labai zenkliai, o iSgyvenamumo rodikliai nuo Sios ligos ir apskritai nuo
vézinés patologijos bty patenkinami. Ankstyvosios diagnostikos pagrindas galéty buti
véziui specifinio Zymens nustatymas (Sullivan and Ferrari 2004).

2004 metais Tarptautinis vézio tyrimu centras (IARC) pateiké iSvadas, kad gimdos
kaklelio patikros programoje yra trys patikimi patikros metodai - skysty terpiy citologinis
tyrimas, gimdos kaklelio tepinéliy vertinimas automatiniu analizatorium ir ZPV
testavimas (IARC 2005).

Siuo metu pasaulyje naudojami tokie profilaktinio patikrinimo dél gimdos kaklelio véZio
metodai:

1. Gimdos kaklelio nuograndy citologinis tyrimas. Sis tyrimas laikomas kaip
sékmingiausias gimdos kaklelio vézio kontrolés buidas.

2. Gimdos kaklelio apziiira plika akimi (downstaging). Metodo tikslas - diagnozuoti ne
ikivézing patologija, o GKV ankstyvosiose stadijose. Vis délto Sio metodo jautrumas ir
specifiSkumas yra nepatikimi.

3. Gimdos kaklelio apzitra, pries tai ji sutepus 3—5 proc. acto rugsties tirpalu, kitaip vad.
VIA metodas (VIA - Visual Inspection with Acidi acetici). Metodo jautrumas,

diagnozuojant HSIL, t.y. rySkius intraepitelinius daugiasluoksnio ploksc¢io epitelio
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pazeidimus (HSIL - high grade squamous intraepithelial lesion), prilygsta citologinio
tyrimo jautrumui, taciau specifiSkumas ryskiai mazesnis.

4. Spekuloskopija - gimdos kaklelio apziiira liuminescencingje Sviesoje, pries tai ji
sutepus 3-5 proc. acto rugstimi. Tai tarytum vizualinés apzitros VIA metodu tesinys, tik
jau panaudojant instrumentus. Metodo jautrumo ir specifiSkumo rodikliai prilygsta VIA
metodo analogiskiems rodikliams, vis délto tyrimui biitinas specialus pasiruoSimas
mazina jo populiaruma neturtinguose krastuose.

5. Cervikografija - gimdos kaklelio iSdidinto fotografinio vaizdo analizé. Suteptas 3-5
proc. acto rugsties tirpalu gimdos kaklelis fotografuojamas. Tai tyrimo gimdos kaklelio
apzitros ir spekuloskopijos metodais savotiSkas tgsinys. Metodo jautrumas,
diagnozuojant rySkius intraepitelinius daugiasluoksnio ploks¢io epitelio pazeidimus
(HSIL), yra mazesnis nei citologinio tyrimo ir VIA metody, o specifiSkumo rodikliai visy
metody mazdaug vienodi.

6. Zmogaus papilomos viruso DNR tyrimas. Metodas jautrumo rodikliais prilygsta ir net
lenkia citologinio tyrimo jautrumo rodiklius, taciau specifiSkumo rodikliai yra ryskiai
mazesni. Bitent dél metodo maZo specifiskumo ZPV infekcija gali buti klaidingai
diagnozuojama pakankamai dideliam reliatyviai sveiky jauny motery skaiciui. Tyrimo
kaina ir didelis klaidingai teigiamy atsakymuy skaiCius riboja Sio metodo panaudojima
pirminiam gimdos kaklelio vézio iSaiskinimui. Statistiskai tik 5 proc. motery, kurioms
$iuo metodu diagnozuota ZPV infekcija, negydant isivystyty gimdos kaklelio vézys.

7. Kolposkopija — tai brangus tyrimo metodas, reikalaujantis brangios aparatiros ir
profesionalaus patyrusio klinicisto kolposkopuotojo. Sio metodo jautrumas diagnozuojant
HSIL 30-90 proc., specifiskumas 67-97 proc. (Olaniyan 2002). Vis délto klinicistai
kolposkopijos tyrimo metodo pirminéje gimdos kaklelio patikroje nerekomenduoja
(Kyrgiou, Tsoumpou et al. 2006).Lietuvoje nustatytas 69,3 proc. citologinio ir
kolposkopinio tyrimy jautrumas, diagnozuojant gimdos kaklelio vézj (el-Aawar 2002) .
8.Biopsija ir histologinis medziagos iStyrimas. Invazyvus. Juo remiasi diagnozés

patikslinimas arba patvirtinimas.
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Pirmingje motery sveikatos priezitiros grandyje turéty buti taikomi paprasti ir nebrangis
testai, kuriuos galéty atlikti gydytojai arba vidurinysis medicinos personalas be specialaus
pasiruogimo. Siy tyrimy rezultatai turéty padéti klinicistams apsispresti dél tolimesnés
pacienciy priezitros ir gydymo.

Skysty terpiy citologiniai tyrimai yra alternatyva iprastiniam Pap tepiné¢lio metodui.
Lastelés nuo gimdos kaklelio paskleidziamos ne tiesiogiai ant mikroskopinio stikliuko, o
1 bufering konservuojancia skysta terpg. Terpé centrifuguojama, susidaro plonas
vienasluoksnis tepinélis, kurj nesunku vertinti citologams. Siuo metodu galima sumazinti
tyrimui netinkamy tepinéliy skaiCiy ir dazniau aptikti ikivézing gimdos kaklelio
patologija. Lyginant su iprasto Pap tepinélio diagnostinémis galimybémis, skysty terpiy
citologinio tyrimo metodu diagnozuoti ASCUS pavyksta 29 proc. dazniau, o LSIL — net
39 proc. (Colgan, McLachlin et al. 2004; Doyle, O'Farrell et al. 2006; Giorgi-Rossi,
Segnan et al. 2007). Kiti autoriai teigia, kad ir CIN2+ atvejais skysty terpiu citologijos
metodu teisinga diagnoze¢ galima nustatyti dazniau nei iprasto Pap tepin¢lio metodu — 88
proc. ir 68 proc. atitinkamai (Clavel, Masure et al. 2001; Snijders, van den Brule et al.
2003). Vis delto aptinkama nuomoniy, kad statistiSkai patikimo skirtumo tarp Siy
diagnostikos metody néra (Ronco, Cuzick et al. 2007; Arbyn, Bergeron et al. 2008).
Neziiirint to, klinicistai pirmenybe suteikia skysty terpiy citologijos metodui, nes tai yra
automatizuotas tyrimo budas, leidziantis sutaupyti laiko, 1éSy ir iSvengti netinkanciy
tyrimui tepinéliy skai¢iy (Davey, d'Assuncao et al. 2007; Ronco, Cuzick et al. 2007). Be
to, likusi nucentrifuguota méginio dalis (supernatantas) gali biiti panaudota tyrimams dél
ZPV infekcijos, mikoplazmy, chlamidijy, ureoplazmy paieskos bei biocheminiams,
imunologiniams, imunohistocheminiams, spektriniams ir kt. tyrimams (Monsonego,
Autillo-Touati et al. 2001).

Supernanato tyrimai parod¢, kad gimdos kaklelio nuograndy buferiniame skystyje
centrifugatas turi gausiai {vairiy biologiskai aktyviy medziagy. Ju tyrimo duomenys yra

labai informatyviis gimdos kaklelio patologijos diagnostikoje (pav. 4).
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4 pav. Funkciné gimdos kaklelio ir maksties nuoplovy baltymy klasifikacija (pagal
DAVID bioinformatikos zinynuose skelbiama funkcing baltymy klasifikacija)

2.3.2. Naujieji gimdos kaklelio patologijos diagnostikos metodai

2.3.2.1. Fluorescenciné spektrofotometrija

Lazerio ir Sviesos diody indukuojama skysty terpiu nuoséduy autofluorescencija ir jos
analizé yra daug zadantis optinis tyrimo metodas, kuris gali biiti taikomas gimdos
kaklelio patikros programoje. Supernatanto fluorescencinés spektroskopijos analizé
suteikia daug papildomos informacijos apie neopterino, triptofano, NADH ir kt.
molekules, susijusias su imunine organizmo biikle.

Kitas tyrimo metodas - optinés koherencijos tomografija (OCT). Sio metodo esmé yra
mazos  koherencijos  interferometrija, = naudojant  neinvazinius  nezalingus
infraraudonuosius spindulius. Tiriant §iuo metodu, i§ karto (angl. real-time) in vivo
susidaro didelés skiriamosios gebos tiek kietyjy, tieck minksStyju audiniy dvimaciai ir
trimaciai vaizdai. OCT suteikia informacijos ne apie cheming audinio sudéti, o apie
mikrostruktira. Tiriant sveikus gimdos kaklelio audinius, OCT diagnostiniai rezultatai

100 proc. sutampa su biopsinés medziagos histologinio tyrimo rezultatais. Invazyvaus
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vézio atvejais taip pat aptikta koreliacija tarp OCT ir histologinio tyrimo duomeny, tuo
tarpu vidutings ir ryskios displazijos arba karcinomos in situ atvejais audinio pavirsius tik
turi panasumy i karcinomai biidingus pakitimus. Remiantis tyrimy rezultatais, autoriai
daro iSvada, kad OCT metodas nesudaro galimybés atskirti ikivéziniy pakitimy nuo
véziniy, taCiau Siuo metodu galima identifikuoti sveikus gimdos kaklelio audinius
(Escobar, Belinson et al. 2004). Tolesniy tyrimy rezultatai parod¢, kad OCT metodu
pavyksta diagnozuoti CIN (jautrumas 95 proc.), taCiau cervicito diagnozés atvejais
metodo jautrumas krenta iki 50 proc. (Gallwas, H. et al. 2009).

Difuziné atspindzio spektroskopija — tai dar vienas optinis tyrimo metodas, kuriuo galima
kiekybisSkai jvertinti audinio absorbcinius ir spinduliuotés sklaidymo parametrus.
Naudojant ultravioletinius ir regimosios dalies spindulius, klinicistams pavyko atskirti
sveikus ir ikivéziniy pakitimy gimdos kaklelio audinius (Marin, Milbourne et al. 2005).
AtspindZzio spektroskopijos metodo atmaina yra hiperspektrinis diagnostinis vaizdinimas
(HSDI). Tai potencialus diagnozés nustatymo ir intraepiteliniy pokyciy lokalizavimo
metodas, paremtas ne tik audiniy savybe atspindéti Sviesos spindulius, bet ir sugebé&jimu
fluorescuoti. Gimdos kaklelio pavirSius skanuojamas ultravioletiniais spinduliais ir balta
Sviesa, registruojami trimaciai vaizdai, kuriy 2 dimensijas ekrane sudaro erdvinis vaizdas,
o tre¢ia — spektriné informacija (Gustafsson, McLaughlin et al. 2003). Metodas iki Siol
tobulinamas, nes jis nepigus ir néra paprastas naudoti (Vaitkuviene, Andersen-Engels et
al. 2005).

Pastaraisiais metais fluorescenciné spektrometrija tarp diagnostiniy metody uzima svarbig
vieta, taCiau iki Siol neiSaiSkinti pagrindiniai fluoroforai, dalyvaujantys lasteliu
fluorescencijoje. Identifikavus fluoroforus, biity galima paaiskinti tam tikrus procesus,
vykstancius lastelése. Fluorofory aptikta neutrofiluose. Zmogaus neutrofiluose nustatytos
4 ryskiausios fluorescencijos emisijos: triptofano pikas, esant suzadinimui 290 nm ir 330
nm emisijai; NAD(P)H pikas, esant 350 nm suzadinimui ir 450 nm emisijai; FAD pikas,
kai suzadinama 450 nm ir 530 nm emisija; neidentifikuotos medziagos pikas, esant

suzadinimui 500 nm ir 530 nm emisijai.
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Fotodiagnostinis tyrimo metodas sitilomas taikyti gimdos kaklelio uzdegimui (cervicitui)
diagnozuoti (Palsson, Stenram et al. 2006). Lietuvos moterims cervicitas yra dazna
gimdos kaklelio patologija.

Gimdos kaklelio epitelinio vézio lastelése susidaro didelé triptofano koncentracija, ir tai
potencialiai leidzia atskirti vézi nuo uzdegimo (Heintzelman, Lotan et al. 2000).
Triptofanas ir neopterinas yra fluorescuojanc¢ios molekulés, kurios atpazistamos dél
specifinio fluorescuojancio spektro: triptofanas prie 358 nm (Elbaz, Tayer et al. 2005),
neopterinas — prie 438 nm (Gavryushin, Auksorius et al. 2002; Vita, Kurilcik et al. 2005).
Neopterinas — tai pterino darinys, kuri gamina INF-y stimuliuojami makrofagai ir B
lastelés, daznai taikomas kaip imuninés veiklos suzadinimo zymuo prie ivairiuy ligy,
kurios pirmiausia susijusios su lasteliy reakcija. Padidéjusi neopterino koncentracija
aptinkama gimdos kaklelio véziu sergancioms pacientéms priklausomai nuo vézio
stadijos. Mokslininkai nenustaté jokio rySio tarp neopterino koncentracijos rodikliy ir
didelés arba vidutinés rizikos Zmogaus papilomos viruso DNR. MaZos ZPV rizikos
atvejais neopterino koncentracijos buvo zymiai didesnés nei visomis kitomis ligomis
serganCiy ir kolposkopijos metodu tirty pacien¢iy analogiski rodikliai.

Biocheminiy tyrimy metodikoje baltymu fluorescencijos tyrimai uzima iSskirting vieta.
Daugelis biologiniy medziagy pasizymi savita fluorescencija - autofluorescencija.
Baltymuose yra trys fluorescuojancios aromatinés aminoriigStys: fenilalaninas (Phe),
tirozinas (Tyr) ir triptofanas (Trp). Autofluorescencijos metodas vis plac¢iau naudojamas
tiriant baltymy funkcijas, struktiira, poky¢iy dinamika.

Kiekviena patologija turi savo specifinius simptomus, tik jai budingus lasteliy cheminés
sudéties pakitimus, nuo kuriy priklauso audiniy ir organy struktiiros poky¢iai. Kasdien¢je
ligy diagnostikoje naudojami klinikiniai tyrimai, audiniy biopsija, medicininés
vaizdinimo priemonés, kuriy rezultatai patvirtina diagnoze.

Epiteliniams ikivéziniams susirgimams biidingi architekttiriniai ir morfologiniai lasteliy
pokyciai, pvz., lastelés branduolio apimties sumaz¢jimas, pasikeitusi proporcija tarp
branduolio matmeny ir citoplazmos, hiperchromazija, pleomorfizmas ir kt. Vézio

diagnozés patvirtinimas remiasi biopsinés medziagos 1§ pazeisty gimdos kaklelio viety
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tyrimu ir jy histologiniy poky¢iy vertinimu. Vadinasi, biopsija yra ,,auksinis standartas®,
patvirtinantis arba paneigiantis diagnozg. Tuo tarpu optiniais tyrimo metodais galima
nustatyti morfologinius ir biocheminius gimdos kaklelio epitelio poky¢ius be chirurginés
invazijos ir iSkart, momentaliai. Tai taip vadinama patikra prie paciento lovos (point of
care screening). Taigi optiniai metodai teikia daug vil¢iy ikivéziniy gimdos kaklelio
susirgimy diagnostikoje ir kontrol¢je. Fluorescenciniai metodai, kaip greiti ir
nereikalaujantys tiriamyjy medziagy suardymo, placiai taikomi vertinant baltymus bei
kitus polipeptidinés prigimties junginius (Deshpande 2001).

Optiniy metody taikymui medicinoje per pastaraji deSimtmeti skiriamas didelis démesys.
Fluorescencija, difuzinis atspindys ir Sviesos sklaidos spektroskopija suteikia papildomos
informacijos apie morfologinius ir biocheminius pokycius lastelés ir audiniy lygmenyje.
Apoptozés mechanizmas uzprogramuotoje lastelés mirtyje yra svarbus veiksnys,
kontroliuojant vézio augima. Aptikus apoptozés zymeni molekuliniame lygmenyje,
galima bty jvertinti ir optinius pakitimus gimdos kaklelyje in vitro ir in vivo. Kai
ikivézineé gimdos kaklelio patologija transformuojasi i1 navika, kaklelio epitelis keiciasi
tiek biochemiskai, tiek ir struktiriskai. Siuos pokygius nesunku aptikti, tiriant audinius
fluorescencinés spektroskopijos metodu. Be to optinés spektroskopijos duomenys padéty
sumazinti klaidingai jvertinamy tepinéliy daznj.

Skysty terpiu citologiniai tyrimai atveria platesnes galimybes fluorescencinés
spektroskopijos tyrimams, naudojant nuoplovy supernatanta. Supernatantuose aptinkama
daug medziagy, charakterizuojanciy epitelio proliferacijos ypatumus, kai kurios i$ ju gali
buti nustatomos fluorescencinés spektroskopijos metodu. Vis délto tenka pazyméti, kad
tyréjai iki Siol neatrado kokios nors specifinés medziagos, nurodancios ikivézinés
patologijos malignizacijos pradzia.

Patologinio proceso vizualizacija spektroskopijos pagalba dar stokoja atitinkamo
démesio. Spektrai daznai pateikiami tik siaurai Zadinimo sri¢iai ir atspindi tik dozés-
efekto priklausomybg. Placids Zadinimo zonos fluorescencijos spektry vizualizacija leisty
sukurti taip vadinama ,,elektronini Pap tepinéli*, kuris galéty tapti informatyviu tyrimu

gimdos kaklelio patologijos diagnostikoje. Vis délto efektyviausi fuorescencijos
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suzadinimo/emisijos parametrai dar nenustatyti. Per paskutiniuosius du deSimtmecius
optinio fluorescencinio vaizdinimo pagalba in vivo buvo ieSkoma ivairiy piktybines ligas
nurodanciy egzogeniniy ir endogeniniy Zymeny.

Spektroskopinis biologiniy skysCiy tyrimas taip pat turi pranasumy ir prieS bioptaty
tyrima, - jis nereikalauja intervencijos, yra paprastas, greitas, pigus ir saugus naudoti.
Svarbiausia yra tai, kad spektry pagalba galima skaitmeniskai uzraSyti duomenis, juos
lyginti su ankstesniy tyrimy rodikliais, nustatyti biocheming fluoroforty (fluorescuojanciuy
medziagy) sudéti jau tuomet, kai lastelés dar néra pakitusios, ir galbiit nuspéti tolesng
lastelés morfologing transformacija malignizacijos linkme. Taigi §ie tyrimai padéty
prognozuoti tolesng kitimy eiga. Prognozé remtysi gausia spektrine duomeny baze,
surinkta 1§ visy kancerogenezés etapy ir klasifikuota lyginant su histologiniy audinio
pakitimy vertinimu.

Kiti optiniai tyrimai gimdos kaklelio ligy diagnostikoje yra atspindzio spektroskopija
(Ramanujam, Mitchell et al. 1994; Richards-Kortum, Mitchell et al. 1994; Ramanujam,
Mitchell et al. 1996; Ramanujam, Mitchell et al. 1996), fluorescenciné spektroskopija
(Brookner, Utzinger et al. 1999; Mitchell, Cantor et al. 1999; Chang, Dawood et al. 2002;
Brookner, Utzinger et al. 2003), Ramano sklaidos spektroskopija (Drezek, Brookner et al.
2001) bei konfokaliné mikroskopija (Shim, Song et al. 2000). Tarp visy $iu neinvaziniy
diagnostikos metodu labiausiai perspektyvus yra fluorescencinés spektroskopijos
metodas, kuris gimdos kaklelio patikroje pasirodé turis pakankamai auksta jautruma - 75
proc. ir specifiskuma - 80 proc. Atliktos dvi duomeny metaanalizés parodé, kad
fluorescenciné spektroskopija, lyginant su Pap tepinélio ir kolposkopijos metodais, yra
jautresnis diagnostikos metodas (Mitchell, Cantor et al. 1999; Mitchell, Cantor et al.
1999). Susidoméjima jais stiprina ju neinvazinis pobiidis, didesnis jautrumas ir didesné
skiriamoji geba nei taikant jprastinius diagnostikos metodus: branduolio magnetini
rezonansa, kompiutering tomografija arba ultrasonografija (Hillemanns, Weingandt et al.
2000). Be to gali biiti vertinami ne tik fluorescenciniai, bet ir kiti optiniai audinio ar

nuoplovy parametrai: atspindys, sklaida, sugertis.
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Klinikingje praktikoje taikomas citologinis tyrimo metodas néra pakankamai tikslus, nes
Sepetéliu nubraukiamas gana didelis gimdos kaklelio pavirSius, pirminiame méginyje
lasteliy yra gausu, o po centrifugavimo ju ant stikliuko patenka nedaug ir nebitinai tos
lastelés, kurios buvo mazame pazeistame gimdos kaklelio plote.

Mes savo tyrimuose lyginom po centrifugavimo ant mikroskopinio stikliuko likusiy
lasteliy ir supernatante esanciy medziaguy (leukocity, gleiviy ir bakterijy, kurios turi
informacijos ir apie uzdegima) spektrus. Tyrimas neapima visy gimdos kaklelio epitelio
pokyc¢iy varianty.

Siuo metu audiniams tirti in vivo naudojamas daugiabangis suzadinimas ir vertinami
fluorescencijos, atspindzio ir sugerty spinduliy rodikliai, taip pat taikomas kombinuotas
optiniy parametry vertinimas bei tiriama fluorescencijos gesimo trukmé.
Spektrofotometriniai tyrimai in vitro gali buti atliekami kartu su proteominiais,
biocheminiais tiriamojo substrato tyrimais, panaudojant biomarkerius, ir visus gautus
duomenis panaudoti gimdos kaklelio nuoplovy pakitusiy baltymy vertinimui (Wong,
Cheung et al. 2004).

Gimdos kaklelio displazija bandoma susieti su triptofano, kolageno, NADH kiekybiniais
ar cheminés sudéties poky¢iais. Sie poky¢iai gali atsirasti dél galimy lastelés transportiniy
baltymy mutacijy, dél kuriy tarplasteliniame skystyje, taip pat ir nuoplovose, keiciasi Siy
medziagy koncentracija (Elbaz, Tayer et al. 2005).

Taigi galima drasiai teigti, kad optinés technologijos turi didziuli pritaikymo klinikingje
praktikoje potenciala. Greita diagnostika ¢ia pat vietoje, nereikalaujanti papildomy
paciento vizity, sutaupyty klinicisty ir pacienciy laiko ir 1ésy tiek besivystanciose, tiek ir

ekonomiskai stipriose Salyse.

39



2.3.2.2. Baltymas p16"™<*

Pastaruoju metu atlieckami tyrimai, siekiant nustatyti genu, susijusiy su intraepiteliniy
pokyc¢iy progresavimu, produktus. Tiriami su lasteliy proliferacija susij¢ Zymenys Ki-67,
PCNA (proliferuojancio lastelés branduolio antigenas) ir kinaziy slopiklis p2l,
priklausomas nuo ciklino E. Vis délto ju raiska padidéja ir kitose lastelése, aptinkamose
gimdos kaklelio citologin¢je medziagoje. Pavyzdziui, Ki—-67 ir PCNA padidéjusi raiska
nustatyta mononuklearuose. Taigi minéti Zymenys néra specifiSki ir neatspindi
intraepiteliniy pokyc¢iy progresavimo (Keating, Ince et al. 2001).

Pastaraisiais metais kelios mokslininky grupés nagriné¢ja baltyma pl6INK4a kaip galima
papildoma zZymeni gimdos kaklelio patologijai diagnozuoti (Lu, Toki et al. 1998; Sano,
Oyama et al. 1998; Klaes, Friedrich et al. 2001; Milde-Langosch, Riethdorf et al. 2001;
Klaes, Benner et al. 2002; Saqi, Pasha et al. 2002; Volgareva, Zavalishina et al. 2002;
Agoff, Lin et al. 2003; Murphy, Ring et al. 2003; Negri, Egarter-Vigl et al. 2003;
Volgareva, Zavalishina et al. 2004). Sis baltymas priklauso nuo kinaziy inhibitoriy Cdk4
ir 6 grupés cikliny (Okamoto, Demetrick et al. 1994) ir yra koduojamas vézio supresijos
geno CDKN2 (sinonimai - INK 4a, MTS 1, INK4a/ARF) 9p21 chromosomoje. Genas
vaidina svarby vaidmenj Cdk-Rb-E2F patologiniame procese, - jis inaktyvuoja funkcija
ty cikliny kompleksy, kurie yra atsakingi uz retinoblastomy baltymo (pRb)-E2F
fosforilinimo procesus G1 stadijoje. Baltymas p16 stabdo lasteliy proliferacijos procesus,
slopindamas fosforilinimo reakcijas ir taip inaktyvuodamas pRb. Yra jrodyta, kad p16 yra
svarbus lastelés gyvybinio ciklo reguliatorius, jis nedideliais kiekiais kaupiasi
senstanciose Igstelése.

6™ * nustatymas kartu su citologiniu tepinéliy tyrimu gali padidinti Pap

Baltymo pl
tepinélio metodo jautruma nuo 40 iki 97 proc. (Bibbo, Klump et al. 2002; Klaes, Benner

et al. 2002). Baltymu p16 ir p53 apykaitos schema pateikiama 5 pav.
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5 pav. Baltymy p16 ir p53 apykaitos schema (Pagal C.J.Sherr, 1996)

2.3.2.3. Mikrogardelés

Mikrogardelés (angl. biochip, microarray) yra dvidimensinés biosensoriy gardelés ant
kieto substrato, kuriy kiekviename mikroskopiniame laukelyje biologiniy molekuliy
saveika sukelia kiekybiSkai matuojamus fiziniy parametry pokyc¢ius. Daugelio autoriy
nuomone, mikrogardelés - tai naujausi XXI amziaus biomedicinos poreikiams skirti
technologiniai gaminiai (Tomizaki, Usui et al. 2005; Sotiropoulou, Sierra-Sastre et al.
2008). Klinikingje praktikoje yra paplites kitas biomikrogardeliy pavadinimas — biolustai.
Mokslininkai jau nustaté¢ ir jvardino Zymenis (baltymus), kurie suteikia galimybeg
klinicistams diagnozuoti kai kuriuos vézinius susirgimus (Imafuku, Omenn et al. 2004;
Basil, Zhao et al. 2006; Sanchez-Carbayo, Socci et al. 2006; Zangar, Daly et al. 20006),
Sirdies ligas (Felker, Petersen et al. 2006; Masson, Latini et al. 2006), inksty patologija
(Hewitt, Dear et al. 2004; Bonventre 2008; Bonventre 2009), Alzhaimerio liga
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(Georganopoulou, Chang et al. 2005). Baltymai, fermentai ir biomolekulés, kurias
gamina pacios vézinés lastelés, arba organizmo imuninés sistemos iSskiriamos medziagos
atsiranda organizmo skys¢iuose kaip atsakas i navika. Dauguma aprasomy zymeny
aptinkami serume, Slapime ir plazmoje. Kiti autoriai Zymeny ieSkojo ivairiose kitose
organizmo iSskyrose: aSarose, seilése, cerebrospinaliniame skystyje, audiniy biopsinés
medziagos lizatuose, iSkvépto oro kondensate.

Klinicistams svarbios ne tik patikimy Zymenu paieskos, bet nemaziau svarbios Siy
zymeny pritaikymo diagnostinéje praktikoje galimybés.

Dazniausiai naudojami metodai keletui Zymeny nustatyti vienu metu yra masiy
spektrometrija (Zangar, Varnum et al. 2004; Kolch, Neususs et al. 2005; Ackermann,
Hale et al. 2006), 2-D (dvidimensinis) Western blotas (Imafuku, Omenn et al. 2004;
Sanchez-Carbayo 2006), 2-D (dvidimensin¢) gelio elektroforezé (Choe, Werner et al.
2006) ir imunofermentiniai tyrimai, tokie kaip ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay) metodas (Imafuku, Omenn et al. 2004; Zangar, Daly et al. 2006). (ELISA — tai
biocheminis metodas, dazniausiai naudojamas imunologijos srityje, siekiant nustatyti
antikiiny ir antigeno buvima méginélyje).

Vis délto nei vienas i$ Siy metody nesuteikia galimybés istirti daugelio pacienty méginius
vienu metu. Puiki alternatyva jiems yra mikrogardeliy (lusty) metodas (Angenendt 2005;
Gao, Kuick et al. 2005; Haab 2005; Mattoon, Michaud et al. 2005; Eisenstein 2006;
Nettikadan, Radke et al. 2006; Sanchez-Carbayo 2006).

Molekuliniai gimdos kaklelio kancerogenezés mechanizmai §iuo metu nagriné¢jami
placiai. Paskelbta darby, kuriuose aprasomi specifiniai gimdos kaklelio véziui budingi
baltymai (Bae, Lee et al. 2005; Lin, Lai et al. 2006). Piktybinéje gimdos kaklelio lasteliy
transformacijoje svarbus vaidmuo tenka viruso genuy E6 ir E7 koduojamiems produktams,
kurie sutrikdo pazeistos lastelés dalijimosi cikla - padidina p53 ir pRb baltymy
degradacija (Saito, Ishi et al. 1999; Arias-Pulido, Peyton et al. 2006; Howley 2006).

Baltymo p16 hipersintezavimo mechanizmo grafiné iSraiSka pateikiama 6 paveikslélyje.
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6 pav. Baltymo p16 INK4a hipersintezavimo mechanizmas

Baltymo p16 INK4a hipersintezavimo procesas skatina ydinga kity veiksmy cikla, dél to

INK4 y
6 superekspresija.

atsiranda stipri, nuo ciklinaziy priklausanciy kinaziy inhibitoriy, p1l
Baltymo pl16 INK4a rodikliai atspindi du dalykus: pirma, jis parodo, ar onkogeninio
7PV DNR E7 integruotas lasteléje, ir, antra, ar yra pakenkta lastelés funkcija. Iki $iol
atlikty  tyrimy  autoriai p16INK4a metoda sitlo  taikyti gimdos  kaklelio
imunohistocheminams ir imunocitocheminiams tyrimams, kai moteris, turin¢ias CIN1
arba didesnius gimdos kaklelio epitelio intraepitelinius pazeidimus, reikia istirti dél ZPV
(Volgareva, Zavalishina et al. 2004).

Vézinés ligos diagnostika Siuo metu dazniausiai grindziama lasteliy ir audiniy
patologiniais pokyciais, kurie nustatomi méginiy tyrimais ar vaizdinimo bidu.
Nanotechnologiniais tyrimais siekiama aptikti tokius pirminius molekulinius pokycius,
kurie ispéty apie prasidedancia liga daug anksciau, nei tai imanoma iSaiskinti biopsijos ar
vaizdinimo metodais. Tam reikalingi specialiis prietaisai, kurie biity jautris diagnozuoti
patologija i§ nedidelio medziagos kiekio. Nors technologiSkai toks uzdavinys néra
sudétingas, tatiau ypatingas démesys turi bati kreipiamas j specifiniy ZPV tyrimams
skirty mikrogardeliy patikimuma. Biofizikiniu pozitriu skirtingy biozymeny integracija

vienoje gardeléje yra taip pat sudétinga, pavyzdziui, vienalaiké integracija
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oligonukleotidy, atpaZistandiy ZPV specifines sekas, jvairiy viruso kapsidés baltymuy, ju
produkty bei p16 antikiiny. Sios mokslinés paieskos yra labai vertingos, nes ateityje biity
galima sukurti ir kity véziniy susirgimy diagnostikai tinkamas mikrogardeles.

Pastaruoju metu gerai zinomos ir audiniy lizaty mikrogardelés. Zymeny raiska jvairiuose
naviko progresavimo etapuose taip pat gali biiti nustatyta, iSdéliojant normaly audinj Salia
hiperplastinés, preinvazinés ir invazinés karcinomos audiniy (Salvucci et al., 2006; Xie et
al., 2003; Ashida et al., 2006; Corzo et al., 2006). Vis délto tikroji audiniy mikrogardeliy
(TMAs—tissue microarray) verté yra ju gebéjimas palengvinti raiSkos duomeny
koreliacija su klinikinés informacijos rodikliais (Salvucci et al, 2006). Baltymy
mikrorinkiniai esti dvieju pagrindiniy formy: pirmaeigés fazés ir atbulinés. Pirmaeiges
fazés fiksuojamoji molekulé (antikiinas, peptidas ar baltymas) imobilizuojama ant
substrato ir méginys tiriamas siekiant surasti mus dominantj baltyma lasteliy nuoplovose
ar biologiniuose skysCiuose. Antikiiny mikrorinkiniai ir mikro ELISA rinkiniai yra
pirmaeiges fazés pavyzdziai, kai imobilizuojama fiksuojamoji (gaudomoji) molekulé yra
antikiinas. Vienintelis klinikinis méginys su pirmaeiges fazés rinkiniu sudaro galimybg
vienu metu atlikti daugelio baltymy raiSkos analizg. Siekiant greito klinikinio
patvirtinimo, baltymy mikrorinkinio platformos pajégumai turi biiti pakankami, labai
jautris ir leisty aptikti Zymenis itin mazuose méginiy kiekiuose.

Atbulinés (reversinés) fazés baltymy mikrorinkiniai (RPPMs) tenkina visus minétus
poreikius ir tampa vis naudingesni, nes efektyviai patvirtina ne tik spéjamus bioZymenis.
Tokia platforma dabar naudojama keliy tipy meéginiy tyrimams, iskaitant nuoplovas nuo
lasteliy (Nishizuka et al., 2003-a) ir naviky (Wulfkuhle et al., 2003), o taip pat tokius
biologinius skyscius kaip serumas (Janzi et al., 2005) ir plazma (Ramaswamy et al.,
2005). Vienas didziausiy RPPMs privalumy, lyginant su kitais baltymy nustatymo
metodais, pvz., ELISA metodu, yra tai, kad tyrimui pakanka miniatitiriniy medziagos
kiekiy. | viena vieta-tasSka patenka méginio nanokiekiai, tod¢l galima istirti maziausiai
Simta rinkiniy 1§ vos 25 000 mikroskopiskai suardyty lasteliy (Wultkuhle et al., 2003;

Sheehan et al., 2005). Su tokiais miniatitiriniais medziagos kiekiais vienoje vietoje-taske
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galima paruosti tikstanc¢ius klinikiniy méginiy ant vieno objektinio stiklelio, taip sudarant
salygas labai naSiam ieSkomo Zymens tyrimui.

Kitas tinkamy mikrorinkiniy platformy pranasumas yra galimybé archyvuoti ir ilgai
iSsaugoti paruostus objektinius stiklelius. Vis délto ir Sis metodas turi minusa, - kol kas
stokojama gauty tyrimo duomeny vertinimo standartizacijos, taip pat duomeny, gauty is
skirtingy platformy ir institucijy (ar net i$ skirtingy tos pacios platformos rinkiniy)
vertinimo ir analizés standartizacijos. Visa tai labai riboja lyginamuosius tyrimus.
Mikrorinkinio platformos pranasumai, tokie kaip minimalus brangiy klinikiniy méginiy
panaudojimas, daugkartiniy eksperimenty standartizacija, eksperimento sparta, prieinami
objektiniy stikleliy skaitytuvai ir nesunkus objektiniy stikleliy saugojimas, yra ir bus
s¢kmingai panaudojami klinikinéms diagnozéms patvirtinti ir suteiks galimybe

patologijos interpretacijoms (Aguilar-Mahecha, Hassan et al. 2006).
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3. TYRIMO OBJEKTAS

Profilaktiné motery patikra dél gimdos kaklelio vézio vykdoma daugiau ar maziau
intensyviai beveik visame pasaulyje, o 20-ojo amziaus pabaigoje ir 21-0jo amziaus
pradzioje daugelyje Saliy pradétos vykdyti tikslinés gimdos kaklelio vézio patikros
programos valstybiniu mastu. Ju tikslas — anksti iSaiSkinti vézing gimdos kaklelio
patologija, suteikti savalaik¢ medicining pagalba ir sumazinti motery mirtinguma nuo
gimdos kaklelio vézio.

Lietuvoje valstybiné gimdos kaklelio patikros programa pradéta vykdyti nuo 2004 m.
vidurio.Prevencinéje patikros programoje nurodoma, kad svarbi gimdos kaklelio vézio
profilaktikos grandis yra visuomenés sanitarinis Svietimas, ypa¢ motery informavimas
apie gimdos kaklelio vézi, jo priezastis, rizikos veiksnius ir juy prevencija.

Lietuvoje GKV patikros metu labai greit iSrySkéjo, kad misy moterys Siais klausimais
turi mazai informacijos. Atsizvelgiant | tai, mes savo darba atlikome dviem etapais.
Pirmasis etapas apémé tik anketing motery apklausa, siekiant iSaiskinti motery lankymosi
pas ginekologus daZnj, ju Zinias apie gimdos kaklelio véZio patikros programa ir ZPV
kaip pagrindini gimdos kaklelio vézio rizikos veiksni. Apklausa buvo atlikta 2006 m.
kovo-geguzés ménesiais. Apklausos rezultatai parodé, kad moterys menkai iSmano apie
7PV kaip GKV rizikos veiksnj ir yra nelinkusios kreiptis i ginekologus profilaktiniam
patikrinimui. Dauguma motery buvo linkusios iSvengti reguliariy vizity pas ginekologus,
bet nepriestaravo biiti paskiepytos nuo ZPV (R.Kurtinaitien¢, G.Drasutiené ir kt., 2008).
Biitent tod¢l mes iSkéléme sau kita uzdavini - pabandyti pritaikyti naujus, greitus ir
jautrius tyrimo metodus, kuriais galétume diagnozuoti gimdos kaklelio patologija jau per
pirmaji moters apsilankyma ginekologijos kabinete, arba ieskoti naujy tyrimo testy,
kuriuos moterys galéty atlikti pacios. Tuo tikslu 2007-2008 metais mes pakartotinai
apklauséme moteris ir atlikome iSsamius lyginamuosius sveiky ir turin¢iy gimdos
kaklelio patologija motery klinikinius tyrimus. Sie tyrimai sudaré antraji miisy darbo

etapa.
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Diagnozavus ikivézing gimdos kaklelio patologija, motery prieziiira buvo vykdoma pagal
2000 m. rugpjucio 30 d. patvirtinta gimdos kaklelio ikivéziniy ligy diagnostikos ir
gydymo protokola-rekomendacijas. Visos moterys buvo supazindintos su tyrimo esme,
visos savo paraSu patvirtino sutikima dalyvauti tyrime.

Lietuvos Bioetikos komitetas davé leidima vykdyti §j biomedicininj tyrima (Nr.61, 2006
12 22).

3.1. Tirty motery kontingentas
Pirmoji anketiné apklausa. Apklausoje dalyvavo 1825 moterys, gyvenancios Vilniaus
mieste. Moterys buvo 18-60 mety amziaus, jvairiy tautybiy, jvairaus iSsilavinimo,
savanoriSkai sutikusios uzpildyti anoniming anketa. Apklausa vykdyta Vilniaus
universiteto ligoninés SantariSkiy klinikose, Mykolo Rdmerio universitete, Vilniaus
universiteto Medicinos ir Chemijos fakultetuose, Vilniaus kolegijos Sveikatos prieziiiros
fakultete, Vilniaus pedagoginiame universitete.
Anketos klausimynas apéme tokius punktus:
e socialiniai demografiniai pozymiai (amzius, i$silavinimas, uzsiémimas),
e motery Zinios apie gimdos kaklelio véZio rizikos veiksnius (ZPV, jo tipai,
plitimo biidai),

e motery zinios apie valstybing gimdos kaklelio patikros programa,

e motery lankymosi pas ginekologus daznis,

e motery Zinios apie vakcinacija nuo ZPV, pageidavimas pasiskiepyti.
Anketai uzpildyti tereikéjo 5-10 minuciy. Respondentéms jokios papildomos
informacijos apie ZPV, gimdos kaklelio véZi, jo rizikos veiksnius ir Lietuvoje vykdoma

gimdos kaklelio patikros programa i§ anksto nebuvo suteikiama.
Antrosios anketinés apklausos ir klinikiniy tyrimy kontingentas. Buvo tiriamos

Vilniaus mieste gyvenancios moterys, kurios i ginekologus kreipési pagal Lietuvoje

vykdoma gimdos kaklelio patikros programa arba savarankiskai dél atsiradusiy
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patologiniy pozymiy, ir joms buvo atlikti gimdos kaklelio skysty terpiy citologiniai
tyrimai. I§ viso iStirtos 459 moterys.
I iSsamiy klinikiniy tyrimy (tiriamaja) grupg buvo irasSytos tik tos moterys, kurioms
iprastu Pap tepinélio metodu buvo diagnozuoti ryskiis intraepiteliniai gimdos kaklelio
pakitimai (HSIL) ir kurios dél tolesnio gydymo buvo nukreiptos (arba kreipési pacios) i
Vilniaus Universiteto Onkologijos Instituta arba Vilniaus universitetinés ligoninés
Santariskiy klinikos ginekologijos skyriy.
Kontroling grupe sudaré sveikos moterys, kurios kreipési dé¢l profilaktinés gimdos
kaklelio patikros i pirming sveikatos priezitiros istaiga (PSPI), ju Pap tepinéliai
citologiniais tyrimais ivertinti kaip intraepiteliniy pakitimy ar piktybinio naviko
neturintys (IPPNN).
Tiriamosios grupés moterys privaléjo atitikti tokius kriterijus:

e Citologinis tyrimas patvirtino HSIL diagnozg, kuri véliau patvirtinta biopsinés

medziagos histologiniu tyrimu (patvirtinta CIN2, CIN3 arba CIS patologija);

e Moters laisvanoriskas sutikimas dalyvauti tyrime.

Kontroling grupg sudaré moterys, kurios atitiko Siuos kriterijus:
e Citologiniu tyrimu intraepitelinés patologijojs ar piktybinio naviko neaptikta
(IPPNN);
e Amzius — ne daugiau kaip +3 metai imtinai, lyginant su tiriamosios grupés
motery amziumi;
e Moters laisvanoriskas sutikimas dalyvauti tyrime.
Dalis motery buvo iSbrauktos tiek i§ tiriamosios, tiek i§ kontrolinés grupés ir daugiau
misy tyrimuose nedalyvavo. I$ tiriamosios grupés moterys buvo eliminuojamos, kai
neatitikdavo pagrindinio kriterijaus, t.y. kai Pap tepin¢lio citologinio tyrimo rezultatai
nebiidavo patvirtinami biopsinés medziagos histologiniais tyrimais (nepatvirtinama
CIN2, CIN3, CIS patologija).

IS kontrolinés grupés moterys buvo iSbraukiamos, kai neatitiko $iy kriterijy :
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e Moters amzius skyrési nuo tiriamosios grupé€s motery amziaus daugiau nei +3
metais;

e Moterys, kurioms buvo aptikti jvairiis kiti gimdos kaklelio patologiniai
citologiniai pokyc¢iai (jei kontrolinés grupés moterims buvo nustatoma HSIL
arba biopsinés medziagos tyrimas patvirtindavo CIN2, CIN3, CIS diagnozes,
Si0s pacientés biidavo perkeliamos i tiriamaja grupe);

e NéscCios moterys.

Taigi po pirminio tyrimo i§ 459 motery i tiriamaja grupg buvo pakviestos tik 285

pacientés kaip atitinkancios biitinus kriterijus.

3.2. Gimdos kaklelio nuograndy ir biopsijos méginiai

Visoms moterims pirmiausia buvo atliekama iprastiné¢ ginekologiné apziiira, po to
imamos gimdos kaklelio nuograndos i standarting bufering terp¢ ( GynoPrep arba
PapSpin). IS nuograndy méginio buvo ruoSiami vienasluoksniai citologiniai Pap
tepinéliai, o supernatantas tiriamas optiniais ir biocheminiais metodais. Kai Pap tepinélio
citologinio tyrimo rezultatai patvirtindavo HSIL diagnozg, Sioms moterims buvo
atlickama gimdos kaklelio paZeisty audiniy biopsija (arba konizacija) ir biopsiné

medziaga tiriama histologiSkai bei imunohistocheminiu metodu.
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4. TYRIMO METODAI

Misy darbe buvo naudojami tokie tyrimo metodai.

1. Anketiné tiriamyjy motery apklausa.
2. Laboratoriniai tyrimai:
- gimdos kaklelio i§skyry citologinis tyrimas Pap tepinélio metodu,
- gimdos kaklelio biopsinés medziagos histologinis tyrimas,
- baltymo p16INK4a raiSkos nustatymas imunocheminiais metodais.
3. Optiniai supernatanato tyrimo metodai:
-liuminescencinis spektrofotometrinis tyrimas,,Perkin Elmer LS 50B*,
-savosios fluorescencijos tyrimas lietuvisku 355 nm mikrolazeriu STA-01 su
spektrometru ,,AvaSpec-2048TEC-USB2*.
4. Biocheminiai proteominiai supernatanto tyrimai:
- Svytin¢iy mikrogardeliy metodas,
- elektroforezés metodas,
- Western bloto testas.

5. Statistiné duomeny analizé.

4.1. Anketiné apklausa

Pirmoji anketiné apklausa buvo vykdoma vieninteliu tikslu — iSaiskinti motery zinias apie
gimdos kaklelio véZi, jo rizikos veiksnius (ypa¢ ZPV) ir prevencines priemones, taip pat
apie Lietuvoje vykdoma valstybing gimdos kaklelio patikros programa. Apklausoje
dalyvavo moterys i§ Vilniaus miesto, taip pat i§ kity regiony, kurioms konsultacinés
pagalbos tvarka buvo atlickami Pap tepinélio tyrimai. Moterys buvo ivairiy tautybiy,
ivairaus iSsilavinimo, 18-60 mety amziaus, savanoriskai sutikusios uzpildyti anoniming
anketa. Apklausa vykdyta Vilniaus universiteto ligoninés SantariSkiy klinikose, Mykolo
Romerio universitete, Vilniaus universiteto Medicinos ir Chemijos fakultetuose, Vilniaus
kolegijos Sveikatos priezitiros fakultete, Vilniaus pedagoginiame universitete. IS viso

apklaustos 1825 moterys.
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Anketos klausimynas apéme tokius punktus:
- socialiniai demografiniai poZymiai (amzius, iSsilavinimas, uzsiémimas);
- motery Zinios apie gimdos kaklelio véZio rizikos veiksnius (ZPV, jo tipai,
plitimo biidai);
- motery zinios apie valstybing gimdos kaklelio patikros programa;
- motery lankymosi pas ginekologus daznis;

- motery Zinios apie vakcinacija nuo ZPV, pageidavimas pasiskiepyti.

Pirmosios apklausos anketa i§ viso sudaré¢ 12 klausimy (zr. Priedai). Anketai uzpildyti
tereikéjo 5-10 minuéiy. Respondentéms jokios papildomos informacijos nei apie ZPV,
nei apie gimdos kaklelio vézi ir jo rizikos veiksnius, nei apie Lietuvoje vykdoma gimdos
kaklelio patikros programa i$ anksto nebuvo suteikiama. Klausimyno tinkamumas buvo
tikrinamas pagal tris klausimus — ar respondenté girdéjo ka nors apie prevencijos
programa, ar Zino ka nors apie ZPV, ar Zino apie onkogeninius ZPV tipus. Apskaigiuotas
tinkamumo koeficientas Cronbach alfa pagal Siuos klausimus buvo 0,689. Skai¢iavimai
atlikti naudojant programas STATA ir SPSS.

Antroje anketin¢je apklausoje dalyvavo moterys, kurioms buvo imamas Pap testas. Jos i
ginekologus kreipési pagal Lietuvoje vykdoma gimdos kaklelio patikros programa arba
savarankiskai dé¢l atsiradusiy patologiniy pozymiy. Visoms joms buvo atlikti citologiniai
tyrimai Pap tepinélio metodu. IS viso apklaustos 459 moterys.

Antroji apklausa vykdyta pagal specialiai tam tikslui paruosta originaly klausimyna. Sia
anketa sudaré 42 klausimai (zr. Priedai). Klausimynas sudarytas kartu su epidemiologu (
Lietuvos Vézio registro vadovu Prof. J.Kurtinai¢iu), atsizvelgiant | kity autoriy
mokslinéje literatiroje paskelbtas apklausos anketas, jas koreguojant, papildant ir
detalizuojant klausimus pagal mus dominancius biisimus atsakymus. Klausimynas apémé
socialinius demografinius pozymius (amzius, iSsilavinimas, gyvenamoji vietove,
socialinis sluoksnis), ginekologing anamnezg (lankymosi pas ginekologus daznis,

menarche anamnez¢, gimdymy skaicius, aborty skaiCius, gimdos kaklelio susirgimai
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praeityje, gimdos kaklelio nuograndy citologiniy tyrimy skaicius, kontracepcijos
priemonés ir kt.), seksualinio gyvenimo ypatumus (lytiniy santykiy pradzia, lytiniy
partneriy kaita), moters zinias apie gimdos kaklelio véZzio patikros programa bei ivairius
kitus rizikos veiksnius: stresa, patiriama namuose ar darbe, zalingus iprocius (rikyma),
létines ligas, imuniteta stimuliuojanciy arba slopinanciy vaisty vartojima, vakcinacija nuo
gripo ir kt.

Motery apklausa buvo atliekama pries paimant gimdos kaklelio nuograndy mégini. [
klausimus respondentés atsakinéjo savarankiskai. Jokios informacijos apie GKV rizikos
veiksnius, Zmogaus papilomos virusa ir Lietuvoje vykdoma gimdos kaklelio patikros
programa moterims nebuvo suteikiama. Atsakymy laikas nebuvo ribojamas. Uzpildytos
anketos buvo sumetamos i specialia urna, i§ kuriy iSimamos karta per ménesi. Atsakymai

1 klausimus ir tyrimy duomenys buvo koduojami ir {raSomi i asmeninj kompiuterj.

4.2. Laboratoriniai tyrimai

Tiriamyjy grupiy imties parinkimas. Tiriamosios grupés dydis buvo apskaiCiuotas
remiantis prielaida, jog tiriamieji optiniai metodai bus jautresni diagnozuojant Zymius
intraepitelinius gimdos kaklelio pakitimus uz Pap tepinélj.

Tradicinio Pap tepinélio jautrumas yra 30-80 proc., vidutiniskai 60 proc. Kai vidutiniai
Pap tepinélio metodo jautrumo rodikliai kontrolingje grupéje (pg;) imami uz pagrinda,
nuo jautrumo rodiklio dydzio pasirinkimo tiriamojoje grupéje (Pronrr) priklauso miisy
tiriamojo objekto imtis (N).

Tiriamosios grupés dydziui jvertinti pasirinkome keleta iverCiy, prognozuodami, jog
misy tyrimy metody jautrumas bus 15, 17 arba 20 proc. didesnis, tiriamosios ir
kontrolinés grupés N reikSmiy santykis 1:4, studijos jéga — 0,8, o statistinio patikimumo
koeficientas 0=0,05. Atlikti skai¢iavimai parodé, kad prognozuojant 15 proc. didesni
misy tyrimy jautruma, norint gauti patikimus tyrimy rezultatus, reikia iStirti 78 moteris,
sergancias HSIL. Kai tyrimy jautrumas prognozuojamas 17 proc. didesnis, patikimiems
tyrimy rezultatams gauti reikia iStirti 60 motery, o prognozuojant 20 proc. didesnj tyrimy

jautruma, miisy tiriamojoje grupéje pakakty tik 43 motery (1 lentelé).
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1 lentelé. Tiriamosios ir kontrolinés grupiy imties pasirinkimas priklausomai nuo tyrimo

metodo jautrumo rodikliy

Tiriamosios ir kontrolinés grupiy N rodikliai priklausomai nuo
prognozuojamy jautrumo rodikliy
Grupe Didesnis 15 proc.: | Didesnis 17 proc.: | Didesnis 20 proc.:

ptir = 0’75 ptir = 0577 ptir = 0’80
pkonlr = 0360 pkontr = 0;60 pkonlr = 0360

Patikima tiriamosios grupés

.. 78 60 43

(HSIL) imtis

Kontrolinés (IPPNN) grupés

oo ( ) grup 312 240 172

Motery klinikiniy tyrimy schema grafisSkai pavaizduota 7 paveikslélyje.

Moterys PSPC
(IPPNN)
Anketiné apklausa ir
gimdos kaklelio nuogramduy
citologinis iStyrimas
Moterys VUOI ir VUSKL
(HSIL) |

l l b Supernatantas
Vienasluoksnio skysty terpiy citologinio
tepinelio vertinimas (Bethesda)
Gimdos kaklelio Imunocitologinis medziagos tyrimas
biopsija/konizacija (p16INK4a)
Histologinis vertinimas (CIN) #
v

Imunohistologinis medziagos
tyrimas (p16INK4a) Biocheminiai tyrimai:
- elektroforezé

- Western Blotingo testas

Optiniai tyrimo metodai:
- fluorescenciné spektroskopija
- mikrogardeliu metodas (p16INK4a)

7 pav. Motery apklausos, gimdos kaklelio nuograndy bei biopsinés medziagos paémimo
ir ju laboratorinés analizés ivairiais tyrimo metodais schema

Schemoje matyti, kad visos tirtos moterys buvo apklausiamos ir visoms buvo atlickamas

gimdos kaklelio nuograndy citologinis tyrimas i skysta terpe.

53



4.2.1. Citologinis gimdos kaklelio nuograndy tyrimas Pap tepinélio metodu

Gimdos kaklelio nuograndy meéginys buvo imamas, grieztai prisilaikant metodikos
reikalavimy. Makstis praple¢iama steriliais plétikliais, gimdos kaklelis nuplaunamas
sterilaus fiziologinio tirpalo srove. Po to sterilids Papette™ $luotelés (Wallach, Orange,
CT) virsiiné lengvai ispaudziama i gimdos kaklelio ziotis ir sukama pagal laikrodzio
rodykle ratu 360 laipsniy (8 ir 9 pav.). Sukamojo judesio metu Sluotelés Sereliai nugrando
pavirsinius gimdos kaklelio audiniy sluoksnius ir gleives. Nuograndomis aplipusi Sluotelé
atsargiai iStraukiama lauk, nusukama nuo kotelio ir panardinama | mégintuvélj su skysta
buferine terpe. Mégintuvélis kelis kartus supurtomas, kad nuograndos nuo Sepetélio
nusiplauty i buferinj tirpala. Po to mégintuvélis buvo gabenamas | Vilniaus Patologijos

centra tolimesniems meéginio tyrimams.

8 pav. Papette™ $luotelé gimdos kaklelio nuograndy méginiui paimti
p p g
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9 pav. Gimdos kaklelio nuograndy paémimas Papette™™ $luotele

Patologijos centre buferiné méginio terpé pirmiausia buvo centrifuguojama. VirSutiné
skystoji centrifugato dalis, t.y. supernatantas, buvo naudojamas jvairiems tyrimams
biocheminiais ir optiniais metodais, o apatiné tirStoji meéginio dalis buvo nusiurbiama, 1§
jos ruoSiamas vienasluoksnis citologinis tepinélis.

Ruosiant tepinél;, pirmiausia densitometru buvo matuojamas lasteliy titras (tankis)
nusiurbtoje terpéje. Priklausomai nuo lasteliy kiekio méginyje, densitometras
automatiskai apskaiciuodavo ir pateikdavo ekrane iSvadas, kiek PapSpin fiksuojamojo
skyscCio reikia ipilti { meégini papildomai (dazniausiai nuo 0,2 iki 5,0 ml). Kai lasteliy
kiekis méginyje biidavo per mazas, fiksuojamojo skyscio i§ viso nebuvo pilama. Toliau 2
ml paruosto méginio buvo supilami | specialy megapiltuvéli, i ji istatomas objektyvinis
stiklelis. Megapiltuvélis centrifuguojamas 5 minutes Shandon Cytospin 4 centrifuga 1250
aps/min grei¢iu. Centrifuguojant méginio lastelés uzneSamos ant objektyvinio stiklelio, o
skystis nuteka i piltuvéli. Baigus centrifigavima objektyvinis stiklelis i§ megapiltuvélio
iSimamas nedelsiant, ant jo susidargs plonasluoksnis apnasSas (tepinélis) tuoj pat
fiksuojamas Shandon PapSpin Collection Fluid fiksatoriumi. Po to tepinélis 10 minuciy

buvo fiksuojamas 95 proc. etanoliu ir dazomas standartiniu Papanicolaou metodu.
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Vienasluoksnio Pap tepinélio citologinio tyrimo rezultatai vertinami standartizuotai pagal
Bethesda sistema [Gimdos kaklelio ir maksties citologiniy radiniy terminija, JAV

Nacionalinio vézio instituto rekomendacijos, 2001] (Nayar and Solomon 2004).

4.2.2. Gimdos kaklelio biopsinés medZziagos histologinis tyrimas

Visos moterys, kurioms Pap tepinélio citologinio tyrimo metodu buvo diagnozuojama
HSIL, biidavo nukreipiamos 1 Vilniaus universiteto Onkologijos instituta arba VU
Santariskiy kliniky Ginekologijos skyriy gimdos kaklelio audiniy biopsijai ir tolimesniam
gydymui.

Gimdos kaklelio audiniy biopsija arba konizacija buvo atlieckama tik stacionaro salygomis
diatermine kilpa. Biopsijai buvo naudojama mazoji kilpa.

Gimdos kaklelio konizacija buvo atliekama placiaja kilpa, apimant visa pakitusiy audiniy
sritj ir vienu kilpos pasukimu iSpjaunant vientisa kugi.

Biopsiné medziaga arba konizatas buvo talpinami { 10 proc. formalino tirpala ir siun¢iami
1 Vilniaus patologijos centra histologiniam tyrimui. Patologijos centre histologiniai
audiniy preparatai buvo ruoSiami standartizuotai. Pirmiausia i§ formaline fiksuoty audiniy
imami tam tikro dydzio tiriamosios medziagos gabaliukai ir pagal standarting programa
apdorojami Shandon Pathcentre procesoriumi, t.y. fisuojami, dehidratuojami, skaidrinami
ir impregnuojami standinamaja medziaga. Impregnuoti audiniai buvo tvirtinami parafino
bloke specialiy parafininiy bloky irenginiu, 3 mikrony pjtiviai daromi rotaciniu pusiau
automatiniu mikrotomu Leica. Tiriamosios medziagos mikropjiiviai buvo perkeliami ant
objektyvinio stikliuko ir dazomi hematoksilino-eozino btidu pagal standarting metodika.
Paruosti histologiniai preparatai buvo uzdengiami dengiamaisiais stikleliais, naudojant
specialias terpes.

Gimdos kaklelio biopsinés medziagos histologinio tyrimo rezultatai buvo vertinami pagal
PSO 2003 metais patvirtinta kriity ir moters genitalijy piktybiniy naviky klasifikacija bei
gimdos kaklelio intraepitelinés neoplazijos (CIN) 3 laipsniy sistema (CIN - angl. Cervical
Intraepithelial Neoplasia).
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4.2.3. Imunocheminiai baltymo p16INK4a tyrimo metodai
Baltymui p16INK4a nustatyti buvo taikomi imunohistocheminiai ir imunocitocheminiai
metodai.
Imunohistocheminiai biopsinés medziagos tyrimai buvo atlickami taip pat Vilniaus
patologijos centre. Tyrimui buvo atrenkami reprezentatyviausiy audiniy gabaliuky
parafino blokai, daromi 2 mikrony pjiiviai ir ruoSiami preparatai. Pirmiausia buvo
atlieckama deparafinizacija, po to mikrobanginiu histoprocesoriumi pagal patvirtinta
standarting metodika buvo atstatomi audinio antigenai. Toliau baltymo pl6INK4a
i§ryskinimas buvo atlickamas pagal patvirtinta standartine seka, panaudojus CINtec”
histologini rinkini (DAKO Cytomation, Glostrup, DK, Denmark) pagal protokola:

- peroksido blokingas,

- Ak inkubacija,

- vizualizacija specialiu vizualizacijos tirpalu,

- veikimas DAB chromogeno substrato tirpalu,

- dazymas Mejerio hematoksilinu,

- plovimas amonio ir distiliuotu vandeniu,

- dehidratacija.

Paruosti preparatai buvo tiriami mikroskopiskai.
Imunocitocheminiu metodu baltymas pl6INK4a buvo nustatomas naudojant tuos
pacius vienasluoksnius gimdos kaklelio nuograndy tepinélius, nudazytus Papanicolaou
metodu. IS viso istirti 32 méginiai. Tyrimams naudotas antikiiny rinkinys citologiniams
méginiams dazyti pl6™ - CINtec® (DAKO Cytomation, Glostrup, DK, Denmark),
grieztai prisilaikant gamintojo nurodytos tyrimo metodikos. Pirmiausia tepinéliai buvo
blankinami pagal patvirtinta standarting metodika ir mikrobanginiu histoprocesoriumi
atstatomi tepinélio lasteliy antigenai. Po to tepinéliai buvo apdorojami tokiu pat metodu ir
tokia pat seka kaip ir histologiniai biopsijos preparatai (peroksido blokingas, Ak
inkubacija, vizualizacija specialiu vizualizacijos tirpalu, veikimas DAB chromogeno
substrato tirpalu, dazymas Mejerio hematoksilinu, plovimas amonio ir distiluotu

vandeniu, dehidratacija).
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Tyrimo rezultatai buvo vertinami pusiau kiekybiskai. Kai nusidaziusiy lasteliy i§ viso
nebuvo aptinkama arba silpnas citoplazminis nusidazymas (vertinamas zenklu +) buvo
registruojamas tik pavienése lastelése (iki 5 proc.), tyrimo rezultatas vertintas kaip pl16
neigiamas. Teigiami atsakymai (pl6 teigiamas) pagal nusidaziusiy lasteliy kiekybinius
procentinius rodiklius buvo skirstomi i kelias grupes: 5-25 proc.(+) nusidaziusiy lasteliy,
25-75 proc.(++) ir >75 proc. (+++). Kuo daugiau tepinélyje aptinkama nusidaziusiy

lasteliy, tuo didesni baltymo p16INK4a kiekybiniai rodikliai.

4.3. Optiniai tyrimo metodai

4.3.1. Supernatanto tyrimai liuminescenciniu spektrofotometru

»Perkin Elmer LS 50B*

Visoms moterims, kurioms buvo imami gimdos kaklelio nuograndy meéginiai skysty
terpiu citologiniams tyrimams, buvo atlikta supernatantinés medziagos spektriné analiz¢.
IS viso iStirta 459 motery supernatanty meéginiai. Tyrimai atlikti Vilniaus Universiteto
Onkologijos Instituto Biomedicininés fizikos laboratorijoje.

Supernatanto fluorescencija buvo matuojama kvarcingje kiuveteje, 1 kurig budavo jpilama
2 ml tirlamojo méginio. Matavimai atlikti liuminescenciniu spektrofotometru ,,Perkin
Elmer LS 50B“. Tyrime buvo taikyti tokie parametrai: zadinimo spektrinis plySys 10 nm,
emisijos spektrinis plySys 5 nm, registravimo greitis 200 nm/min, registravimo Zingsnis
0,5 nm.

Kiekvieno méginio fluorescencijos spektrai buvo matuojami naudojant tris zadinimo
bangos ilgius: 290 nm, 300 nm ir 310 nm. Spektrai buvo uzraSomi juostoje pradedant
bangos ilgiu 330 nm ir baigiant 550 nm, kadangi uzrasant spektrus nuo mazesnio bangos
ilgio gali biti registruojama ir Zadinimo Saltinio spinduliuoté.

Visi méginiai optiniu metodu buvo iStiriami per savait¢ nuo gimdos kaklelio nuograndy
paémimo dienos. Iki tyrimo méginiai laikomi Saldytuve +4° C temperatiiroje.

Optiniy tyrimy rezultatai tolimesnei analizei buvo tinkami ne visi. Tik 181 meéginio

spektrai buvo informatyviis , 292 fluorescencijos spektrai statistinei analizei buvo
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netinkami: 101 meéginio (39,3 proc.), taikant suzadinima 290 nm ilgio bangomis; 93
méginiy (36,2 proc.), taikant suzadinima 300 nm ir 98 méginiy (38,1 proc.) — zadinant
310 nm banga. Dazniausia netinkamumo priezastis - netinkamas méginiy paruoSimas
fluorescenciniam tyrimui. Ju spektrai i§ karto skyrési nuo kity savo mazu intensyvumu,
daznai buvo matomas tik pasalinis triuk§mas.
Taikant suzadinima 290 nm bangomis, istirti 89 sveiky motery supernatanty méginiai ir
29 serganciy . Taikant suzadinima 300 nm bangomis, istirti 92 sveiky ir 30 serganciy
motery supernatanty méginiai, ir taikant suzadinimui 310 nm bangas istirti atitinkamai 87
ir 30 supernatanty meginiai.
Tinkami analizei tyrimy duomenys buvo grupuojami pagal 3 pozymius.

1. Pagal Pap tepinélio citologinio tyrimo rezultatus (diagnozg).

2. Pagal biopsinés medziagos histologinio tyrimo rezultatus.
Visi biopsiniai méginiai buvo suskirstyti { 2 grupes: CIN2/CIN3/CIS méginiai ir [PPNN
méginiai. Pastaroji IPPNN grupé susidaré de¢l to, kad biopsiniy méginiy histologinis
tyrimas nepatvirtino Pap tepinélio citologinio tyrimo rezultaty. Kai pagal Pap testa
diagnozé i§ karto buvo nustatoma IPPNN, tokiais atvejais moterims biopsinis tyrimas i$
viso nebuvo atlieckamas.

3. Pagal baltymo pl6INK4a imunohistocheminiy ir imunocitocheminiy tyrimy
rezultatus, pagal kuriuos méginius buvo galima suskirstyti i dvi grupes: pl6 teigiami ir

pl6 neigiami.

4.3.2. Suzadinimas 355 nm ilgio banga portatyviniu lietuviSku mikrolazeriu

STA-01 su spektrometru ,,AvaSpec-2048TEC-USB2, Avantes*

Tyrimai atlikti Vilniaus Universiteto Taikomyju moksly instituto (VU TMI) buvusiame

Biomedicininiy ir informaciniy technologiju skyriuje ir Biomedicininiy technologijy
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sektoriuje. Tyrimams naudotas diodinio kaupinimo mikrolazeris STA-O1 generuojantis
Nd(YAG) spinduliuotés trec¢ia harmonika (UAB ,,STANDA®). Suzadinimo spinduliuoté
irenginyje yra leidziama per filtra UFS-1, kuris praleidzia tik 355 nm ilgio bangas, t.y.
sulaiko pirmaja ir antraja lazerio harmonikas ir palieka tik treCiaja. Dvieju giju
Sviesolaidis buvo panaudojamas eksperimente: viena gija suzadinimas nukreipiamas i

bandini, o kita gija suzadintos meéginio vietos

fluorescencinis atsakas perduodamas i spektrometra.

Pries tyrima UV-FS kvarco plokstelés buvo
nuvalomos ir dezinfekuojamos spiritu, kad nelikty jokiy
riebaliniy démeliy, dulkiy ar kitokiy akimi matomy
ne§varumy, kurie gali sukelti optinj triukima. Saldytuve
' laikytas supernatantas transportiniame mégintuvélyje

paprastai turédavo tipiska iSvaizda — virSutiné dalis biidavo

10 pav. Supernatantas
transportiniame

mégintuvélyje nuosédos (10 pav.).

skaidri, o apacioje susikaupdavo lasteliy ir gleiviy

IS kiekvieno supernatanto méginio atskiru SvirkStu i§ dugno buvo isiurbiama truputi
medziagos, uzlasinama ant kvarco plokstelés ir dziovinama kambario temperatiroje 1,5—
2 valandas. Laso skersmuo 7-12 mm. Naudojant labiau kokybiskas kitos rtsies kvarco
ploksteles, dzitivimo procesas trunka 20-30 minuciy. Lazerio spinduliuoté nukreipiama
Sviesolaidziu | tirilamaji méginj, patalpinta 1-3 mm atstumu, kampas tarp kvarco
plokstelés plokStumos ir lazerio spindulio krypties 60-85 laipsniai. Liuminescencijos
Sviesa buvo surenkama to paties Sviesolaidzio kita gija ir perduodama i spektrometra.
Liuminescencijos rinkimo integracijos laikas 50 ms, vidurkinimas 20 karty, registruojama
zona nuo 350 iki 900 nm. Tyrimas buvo vykdomas tamsiame kambaryje papildomai
apsaugant tiriamosios medziagos tiriamosios medziagos vieta nuo indikatoriy ir
monitoriaus Sviesos bei dulkiy patekimo. Fluorescencija registruojama nuo kvarco
plokstelés pavirSiaus 1§ 3 taSky, kadangi supernatanto nuosédos ant kvarco pasiskirsto
heterogeniSkai, o lazeriu apSvieCiamo ploto skersmuo yra tik apie 2 mm, t.y. daug

mazesnis nei nuosédy laSo parametrai.
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Iki pradedant musy darba, metodikos parengimo tikslu buvo istirti 57 supernatanty
méginiai VU Taikomuyjy moksly institute tikslingai sukurtu lietuvisku portatyviniu 355
nm bangy ilgio mikrolazeriu STA-01 su spektrometru ,,AvaSpec-2048TEC-USB?2,
Avantes®. Dalis méginiy panaudota diagnostinés metodikos kiirimui.

Si pilotiné studija parodé, kad Zadinimas 355nm banga yra tinkamas, gerai skiriami
patologiniai ir sveiky motery supernatanto méginiai. Pagrindinio tyrimo metu iStyréme 11
supernatanto méginiy, kuriy ciologinis atsakymas buvo IPPNN ir 7 supernatanto
méginius, kuriy citologinis ivertinimas buvo HSIL.

Véliau spektriniy tyrimy duomenys buvo iSgryninami, paSalinant optinj triukSma kylanti
i$ kvarco plokstelés, t.y. i§ bendro spektro atimamas kvarco spektras ir padauginama 18§
proporcingumo koeficiento. Proporcingumo koeficientas nustatomas pagal maksimalias
smailiy reik§mes, esancias 370-380 nm banguy juostoje. Smailés susidaro tiek kvarco, tiek
méginiy spektruose. Smailiy dalis, esanti vir§ 800 nm ribos, buvo derinama su nuline
padala. Spektro parametrai vertinti nuo 380-390 iki 900 nm ilgio bangy juostoje.

4.3.3. Spektriniy tyrimy rezultaty vertinimas

Priklausomai nuo zadinimo bangos ilgio (290, 300 ir 310 nm bei 355 nm), spektry analizé
atliekama pagal Gauso arba Lorenco metodus (Pelikan, 1994).

Gausiné funkcija rodo, kad sistema yra chaoso biisenoje, joje visos dalelés saveikauja,
linijos ploti nulemia Siluminiai virpesiai (koreguoti molekulés savityjy virpesiy). Lorenco
funkcija taikoma tada, kada linijos ploti nulemia vidinés molekulés savybés: spektrinés
linijjos pusplotis susietas su suzadintos biisenos gyvavimo trukme. Jei eksperimento
duomenis geriau apraso Lorenco funkcijos artinys, tai galima teigti, kad skystyje esanciy
molekuliy savybés mazai priklauso nuo ju apsupties.

Zadinant 355 nm ilgio bangomis, tiriamasis méginys biudavo iSdZiovinamas, todél
apsuptis tur¢jo didesnés ijtakos molekulés spinduliniams Suoliams, molekulé buvo
trikdoma labiau (atstumai tarp molekuliy ir aplinkos mazesni). Vis délto medicininéje
diagnostikoje néra svarbu, koks yra saveikos mechanizmas. Svarbiausias tyrimo tikslas

buvo nustatyti, ar pagal supernatanto spektrinio tyrimo rezultatus galima diagnozuoti
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patologinius pokycius, t.y. patikimai atskirti [PPNN ir HSIL atvejus, taip pat parinkti
geriausiai tinkantj apraSymo model;.

Tyrimai in vitro sumazina tikimybe paZeisti audinius. Si aplinkyb¢ yra vienas i§ metodo
in vitro privalumy. Méginys iStiriamas greitai, parenkamas fluorescencijos neslopinantis
konservatas ir nesunkiai apsaugoma nuo S$viesos itakos. Ultravioletiné spinduliuoté
gyviems organizmams yra pavojinga dél galimo baltymy ir DNR struktiiros pazeidimy,
ypac¢ trumpinant bangos ilgi, kuomet labai didéja spinduliuotés kvanto energija.
Suskirscius tiriamasias moteris i grupes pagal histologing diagnoze, didziausi spektriniy
parametry skirtumai buvo nustatyti zadinant 290 nm ilgio bangomis, t.y. trumpiausiomis
bangomis 1§ visy misy taikyty. Naudojant zadinimui $io ilgio bangas, visas grupes galima
atskirti didziausiu statistiniu patikimumu lyginant su analogiskais zadinimy 300 ir 310
nm duomenimis. Sekty iSvada, kad taikant ilgesnes zadinimo bangas, tyrimo rezultatai
turéty biiti maziau patikimi. Vis délto miisy tyrimuose taikant zadinima 355 nm bangomis
ir vertinant autofluorescensija 405-424 nm (elastinas) emisijoje gautas geriausias
rezultatas atskiriant HSIL (CIN 2+) nuo IPPNN (p=0,0003). Zadinimas ilgesnémis
bangomis yra maziau pavojingas gyviems audiniams, tod¢l toki zadinima buty galima
taikyti ir zmogui in vivo. Tai buty patogu ir todel, kad tévyninis mikrolazeris yra
nedideliy matmeny ir neSiojamas, tyrimus biity galima atlikti prie ,,pacientés lovos* arba
pirmo apsilankymo pas gydytoja metu. Be to Sis lazeris sukurtas ND YAG kristalo
pagrindu, todél jo Zadinimo bangos ilgj ateityje galima biity keisti (galima realizuoti
zadinima taip pat ir 270 nm ilgio ir 532nm bangomis).

Misy tyrimuose, zadinant 355 nm bangomis, buvo taikytas Gauso metodas ir atlikta
fluorescencijos intensyvumo kreivés aproksimacija Gauso skirstiniais. Skirstiniai i$
kiekvieno méginio buvo grupuojami | 8 kategorijas (komponentus) pagal smailés
maksimumo vieta bangy ilgio skal¢je: 405-424 nm, 424-445 nm, 445-476 nm, 476-515
nm, 476-515 nm, 515-650 nm, 650-695 nm, 695-805 nm.

Kadangi kiekvieno méginio spektrai buvo matuojami 3 taskuose, todél prie§ lyginant
abieju grupiy rodiklius buvo apskaiciuojamas rodiklio SPP (santykinis pikuy plotas)

vidurkis atskirai kiekvienai Gauso kategorijai. SPP — tai kiekvienos kategorijos ploto po
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komponento kreive santykis su bendru plotu po visa eksperimentine kreive, t.y.
kiekvienos kategorijos plotas dalijamas i§ bendro ploto.
Santykiniai piky plotu rodikliai apskaic¢iuojami pagal formulg: SPE, =% ,

k
kur APP;, — skirstinio kategorijos piko plotas absoliuciais skaiciais,
BP, — bendras plotas po visa méginio kreive, t.y. visy Gauso kategorijy komponenty)
suma.
Pasitaikydavo, kad fluorescencija i§ vieno méginio tasko (arba dvieju i§ triju tirty)
budavo silpna, o triukSmo lygmuo labai didelis. Tokiais atvejais vidurkis biidavo
skai¢iuojamas i$ dvieju (arba vienos) SPP vertés. Jei | viena kategorija patekdavo kelios
smailés, ju plotai budavo sudedami.
Zadinant 290 nm, 300 nm ir 310 nm bangomis, dalis smailiy buvo labai i3tjsusio pavidalo
ir labiau atitiko Lorenco modelj (pagal eksperimento duomenis r* > 0,99), todél spektro
kreiviy aproksimacija ir ju analizé buvo atlieckama pagal Lorenco pasiiilyta metoda.
Atlikta tiriamosios ir kontrolinés grupés motery spektriniy tyrimy rodikliy lyginamoji

analiz¢, ieSkota skirtumy.

Lyginimui pasirinkti 3 kriterijai:

1. Absoliutiis piky plotai (APP) kiekvienoje Gauso kategorijoje arba kiekviename
Lorenco kreiviy integrale.

2. Bendri plotai (BP) po visa iSmatuota kreive (méginio visy kreiviy komponenty
suma).

3. Daryta prielaida, kad visi méginiai buvo ruoSiami vienodomis salygomis ir
metodais. Sia prielaida remia keli kriterijai. Visy pirma, gimdos kaklelio nuograndos Pap
tepinéliui buvo imamos standartizuotai, o netinkami meéginiai atmesti. Méginiy
spektroskopija taip pat buvo atlieckama standartizuotai. Lyginamajai tiriamosios ir
kontrolinés grupés motery duomeny analizei buvo imami tik SPP rodikliai ir taip
sumazinama spektry amplitudés itaka, nes intensyvumai absoliuciais vienetais smarkiai

svyravo.
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Tyrimy rezultaty lyginimas pagal apskaiCiuotus ploty po kreive santykinius rodiklius
atliktas pagal Mann-Whitney, kai patikimumo lygmuo p=0,05.

Optinio tyrimo metodo tikslumas vertinamas pagal plota po ROC kreive (AUC).

290, 300,310 nm suzadinimo autofluorescencijos spektry vizualizacijai, transformuojant

3D (triju dimensijy) raiska i plokStuma, naudotas MathCad matematinés analizés paketas.

4.4. Zmogaus papilomos viruso DNR nustymas ir biocheminiai proteominiai

supernatanto tyrimai

Biocheminiai proteominiai supernatanto tyrimai ir Zzmogaus papilomos viruso DNR
nustatymas buvo atlieckama tik hospitalizuotoms moterims, kurioms Pap tepinélio metodu
jau buvo diagnozuota HSIL ir jos nukreiptos arba kreipési pacios | stacionara gimdos
kaklelio kolposkopijai ir biosijai arba konizacijai.

PrieS biopsijos (arba konizacijos) procedira joms pakartotinai Papette Sepetéliu
standartiniu bidu buvo imami gimdos kaklelio nuograndy méginiai, ta¢iau nuograndos
nuskalaujamos ne buferyje, o 0,9 proc. NaCl tirpale be konservanty ir inhibitoriy (20 ml).
Paruostas méginys fiziologiniame tirpale tuoj pat gabenamas { Vilniaus patologijos centra
konteineryje Saldytuve (+4°C) ir iki tyrimo laikomas ne aukS$tesnéje kaip +4°C
temperatiiroje, stengiantis iSvengti baltymu degradacijos.

Metodikos parengimo tikslu, buvo istirti 34 pacienCiy supernatanto méginiai su
standartine konservuojancia terpe. Taciau terpés pagrinda sudaro alkoholis, kuris
denatiiruoja baltyma, tod¢l elektroforetiniame gelyje nustatydavome baltymo p16 Slitizes,
o mikrogadelémis pavyko nustatyti tik fonini Svytéjima. Todél tolimesniems tyrimams
pasirinkta 0,9 proc. NaCl tirpalas be konservanty ir inhibitoriy (20 ml).

Gimdos kaklelio biopsiné medziaga Sioms moterims buvo imama ir tiriama pagal
aukSCiau apraSyta metodika, baltymas pl6INK4a imunohistocheminiu metodu
nustatomas biopsinés medziagos histologiniuose preparatuose, naudojant antikiiny rinkini

histologiniams méginiams dazyti p16™ " CINtec® (DAKO Cytomation, Glostrup, DK,

64



Denmark), grieztai prisilaikant standartiniy reikalavimy. Tyrimo rezultatai buvo
vertinami pagal ta pacia auksc¢iau apraSyta metodika.

Gimdos kaklelio nuograndy méginiai fiziologiniame tirpale Valstybiniame Patologijos
centre buvo centrifuguojami +4°C temperatiroje. Lasteliy ir kity forminiy elementy
nuosédos megintuvélio dugne buvo naudojamos pakartotiniam vienasluoksniam Pap
tepinéliui paruosti. Tepinélis buvo dazomas standartiniu Pap metodu ir vertinamas pagal
Bethesdos 2001 m. klasifikacija (metodikos apra§yma zr. auksciau).

Likusi po centrifugavimo skystoji dalis (supernatantas) buvo tiriamas S$iuolaikiniais
tyrimo metodais. Pirmiausia supernatantas buvo dalijamas i dvi dalis. Viena jo dalis buvo
panaudota zmogaus papilomos viruso DNR nustatymui polimerazés grandininés reakcijos
(PGR) metodu, kita — baltymo pl6INK4a raiSkos nustatymui mikrogardeliy ir
biocheminiais proteominiais metodais.

Visi meéginiai, kurie buvo imti { 0,9 proc. NaCl tirpala buvo istiriami per viena diena,

bandant iSvengti baltymuy degradacijos.

4.4.1. Zmogaus papilomos viruso DNR nustatymas

Zmogaus papilomos viruso DNR buvo nustatoma naudojant QIAamp MinElute Virus
Spin Kit (Qiagen) rinkinj ir automatinj QIAcube (Qiagen) nukleortigsciuy iSskyrimo
aparata. ISskirta DNR buvo amplifikuojama polimerazés grandininés reakcijos (PGR)
metodu, naudojant PCR System 9700 (Applied Biosystems) termocikleri ir HPV4 ACE
Screening (Seegene) rinkinj, specifiskai atpaZistanti ZVP-16 ir ZPV-18 tipus bei
nespecifiskai atpazistanti aukStos (i§ viso 11 tipy) ir Zemos rizikos (i§ viso 5 tipai)
zmogaus papilomos virusy tipus. Susidar¢ amplifikuoti produktai buvo supilami i 2 proc.
agarozes geli, nudazomi etidZzio bromidu ir tiriami transiliuminatoriuje, naudojant UV

Saltinj.

4.4.2. Mikrogardeliy metodas
Tyrimams mikrogardeliy ir biocheminiais proteominiais metodais buvo naudojama

antroji supernatanto dalis (fiziologinio tirpalo pagrindu). Sis supernatantas buvo dar karta
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centrifuguojamas (11 000 aps/min), tyrimams naudota tik mégintuvélio apacioje
susikaupusi tirStesné gleivinga terpé. VirSutinioji skystesné dalis likdavo nepanaudota.
Visi biocheminiai proteominiai tyrimai buvo atlikti Vilniaus UAB ,,Biotechpharma“
laboratorijoje ir MA Fizikos Instituto Funkciniy nanomedziagy skyriuje.

Mokslingje literatiiroje aptinkama daug informacijos apie mikrogardeliy (mikrobiolusty)
tyrimo metodo panaudojima ivairiose medicinos srityse. Mums kilo mintis pritaikyti
mikrogardeliy metoda supernatanto méginiy tyrimams. Jei bty irodyta, kad baltymo
pl6INK4a nustatymas supernatanto meéginiuose mikrogardeliy metodu yra patikimas
tyrimo biidas, tai ateityje pazangi molekulinio lygmens HSIL diagnostika galéty buti
prieinama kiekvienai moteriai. Gal biity galima paruosti specialius savityros testus (pvz.,
panasiai kaip placiai naudojami néStumo testai), kad moteris pati pagal instrukcijos
reikalavimus galéty testa atlikti pati. Baltymo pl16INK4a Zymens atradimas nuoplovy
méginyje labai palengvinty gimdos kaklelio vézio savalaike diagnostika toms moterims,
kurios nesilanko ginekologijos kabinetuose ir priskiriamos HSIL rizikos grupei.
Mikrogardeléms ant aukso pavirSiaus pagaminti buvo naudojami kompaktiniai diskai
(KODAK, su 24 karaty Au danga), kurie sukarpomi i pageidaujamo dydzio lustus.
VirSutinis polimerinis sluoksnis pasalinamas, pamerkiant diska 2-3 minutéms i
koncentruota azoto riigsti. Po to lustas labai kruopsciai nuplaunamas dejonizuotu
vandeniu, i§dZiovinamas azoto dujomis ir i§ karto naudojamas eksperimentui. Pirmiausia
ant Svaraus auksinio lusto pavirSiaus, naudojant specialy invertuota polidimetilsiloksanini
(PDMS)  mikrospauda, buvo sukuriamas metoksi(trietilenglikol)undekantioliu
mikrorastas, sudarytas i§ taisyklingai iSdéstyty 75 um x 75 um dydzio kvadratéliy,
nutolusiy vienas nuo kito per 75 um. Tiolis akimirksniu sureaguoja su auksu ir tokiu
budu suformuoja baltymams atsparia gardelg, o ploteliai, kur anspaudas nesilieté su Au
pavirSiumi, uZpildomi tioliu miSiniu (20 mol proc. Karboksi (heksaetilenglikol)
pentadekanetiolio (HS-(CH,),5-EG¢ -CO,H) ir 80 mol proc. hidroksi (trietileneglikol)
undekanetiolio (HS-(CH,),;-EG; -OH)), pamerkiant anspauduota lusta { miSinio 20 uM
tirpala etanolyje ne trumpiau nei 12 val. Susidariusiy ant aukso SSM (savaime

susirenkanciy monosluoksniy) karboksilinés grupés aktyvuojamos iki N-sukcinimido
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esterio, lusta 25 minutéms pamerkiant i Svieziai paruosta N-hidroksisukcinimido (NHS)
(0,025 M) ir N-(3-dimetilaminopropil)-N-etilkarbodiimido (EDC) 0,1 M vandeninj
tirpala.

Po aktyvavimo stadijos toliau seké baltymy i$ pacientés méginio imobilizavimas ant SSM
substrato. Si procediira atliekama plastikinéje Petri 1eksteléje. Ant lusto uZlaginama apie
200 ul Sviezio tiriamojo méginio (paimto ta pacia diena), lékstelé uzdengiama ir
palieckama kambario temperatiiroje 1 val. Tada lustas gausiai nuplaunamas buferiu (pH
7,5). Nesureagavusios esterinés grupés blokuojamos glikol-mono-amino tirpalu 30 min. ir
vél nuplaunama. Po to pelés monokloniniu antikinu (MsmAb, Abcam®) atlickama

INK4a

baltymo p16 imunodetekcija.

Pirminio antikiino inkubacija trunka 1 valanda. MsmAbD prisijungimas (antigeno-antikiino
kompleksas) detektuojamas naudojant kvantiniy tasky ir ozkos F(ab'), antipelés IgG
antrinio antikino konjugatus (inkubacija trunka 15 min.). Supernatanto baltymuy
imobilizavimo ant SSM substrato schema pateikiama 11 paveikslélyje.

Meéginys tiriamas fluorescenciniu mikroskopu (Olympus BX51): fluorescuojantys laukai

INK4a

parodo, kur ir kiek ant lusto pavirSiaus yra baltymo p16 (santykinai).

kvantinis taskas

Aoikos anti-peles 1gG

#%  pelés anti p16 INK4a

s |
substratas (aukso plokstelé)

11 pav. Supernatanto baltymy imobilizavimo ant SSM substrato grafiné iSraiska
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Taigi zymenj p16™<* atpaZista pelés anti-p16™ " antikiinas, o ju saveika vizualizuojama
fluorescenciniu  mikroskopu, naudojant kvantiniais taskais Zyméta antipelés
imunoglobulina (angl. antimouse IgG-quantum dot conjugate). Kvantiniai tasSkai yra
puslaidininkinés nanodalelés, kurios dél savo puikios emisijos iSeigos ir fotostabilumo vis
dazniau naudojamos kaip alternatyva iprastiniams organiniams dazikliams. Misy
tyrimuose buvo naudojami kvantiniai taskai kuriy emisijos maksimumas yra ties 655 m.

Pagrindinis nanovaizdinimo tikslas - atskirti patologini audini nuo sveiko. Patologijos
atpazinimo klausimas turi biiti iSsprgstas dar pirminéje lasteliy mutacijos stadijoje, todél
tarp Siuolaikiniy diagnostikos metody vis placiau taikomos nanotechnologijos, gebancios
vizualizuoti pavienes lasteles ar net molekulinius pokyc€ius ne tik ex vivo ar in vitro, bet ir
in vivo. Nanotechnologijos suteikia galimybg¢ toliau tobulinti diagnostikos metodus.
Vienas i§ privalumy — tai dideliy informacijos srauty apdorojimas, igalinantis dideliy
ploty vaizdinima (screening). Tai galimybé kai i$ vieno méginio galima nustatyti keleta

ligy arba vienu metu tiriant daug méginiy patvirtinti viena diagnozg.

4.4.3. Dvidimensinés elektroforezés ir Western bloto metodas

klinikiniuose diagnostiniuose tyrimuose suteikia labai daug informacijos. Biitent todél
baltymy tyrimui mes naudojome elektroforezés ir Western bloto metodus.

Dvidimensiné elektroforezé buvo atlieckama pagal Laemmli pasiiilyta metoda (1970).
Metodo esmé — baltymu elektroforezinis frakcionavimas poliakrilamidiniame gelyje,
kitaip vad. natrio dodecylsulfato - poliakrilamido gelelektroforez¢. Sutrumpintai Sis
tyrimo metodas vadinamas SDS-PAGE (angl. Sodium Dodecyl Sulphate —
Polyacrilamide Gel Electrophoresis). Naudojant $i metoda, galima frakcionuoti ir lyginti
sudétingus medziagy miSinius, (vertinti baltymy Svaruma ir fizines baltymuy
charakteristikas, pvz., baltymuy molekuling masg, kriivi, izoelektrini taSka. Frakcionuoti
baltymai vienoje elektroforezingje sistemoje pagal baltymy izoelektrini taSka veliau gali

buti skirstomi kitoje elektroforezinéje sistemoje pagal molekuling masg.
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Imunoblotas, kitaip vad. Western blotas, yra vienas i§ imunocheminés analizés metody.
Western bloto metodu galima iSskirti viena norima baltyma i§ miSinio, panaudojant
specifini antikling. Metodas leidzia nustatyti, ar méginyje yra tiriamojo baltymo ir kiek jo
yra tirlamuoju momentu.

Tiriant SDS-PAGE metodu, kiekvienam takeliui poliakrilamido gelyje (PAG) uzneSama
po 20-25 ul supernatanto. Po to baltymu molekulés denatiiruojamos ir joms suteikiamas
neigiamas kriivis. Véliau molekulés gelyje iSskirstomos, naudojant elektrini lauka.
Skirtingy risiy baltymai identifikuojami pagal iSsidéstyma skaléje, o ju kiekybiniai
rodikliai (koncentracija) nustatomi perneSus baltymus ant nitroceliuliozinés (PVDF)
membranos (90 min. baltymai veikiami 0,6-1 A srove). Po elektropernaSos, siekiant
uzblokuoti visa pavir$iy, membrana 60 minuciy plaunama 5 proc. neriebaus pieno
milteliy tirpalu fosfatiniame buferyje (PBS, 10 mM). Norint i§ miSinio i$skirti tiriama
baltyma (musy atveju pl6INK4a), naudojamas specifinis antikiinas. Ant membranos

. - . .. . .. o - INK4
uzpilama pirminio pelés monokloninio antikiino pl6

(Abcam), susidaro baltymo
pl6INK4a ir antikiino p16™~** pirminis kompleksas. Pirminis kompleksas yra veikiamas
antriniu antikinu, kuris yra prisijunggs fermenta. Fermentas padeda iSrySkinti visa
susidariusi kompleksa. Jei ant membranos biidavo baltymo pl16INK4a, 15 kDa regione
iSryskédavo kelios (dvi-keturios) juostelés.

Tyrimas SDS-PAGE metodu ir baltymy aptikimas specifiniais antikiinais Western bloto
biidu yra tarsi vieno tyrimo metodo du etapai. SDS-PAGE metodu baltymas aptinkamas,
o Western bloto technika leidzia aptiktus baltymus identifikuoti ir jvertinti pusiau
kiekybiniu budu.

Western bloto reakcija pastaruoju metu labai placiai naudojama medicinoje, nustatant

antikiinus prie§ virusus, tokius kaip ZIV, tymy, hepatito B ir C ir kt.

4.5. Statistiné duomeny analizé
Pacienty tyrimo duomenys registruoti statistinéje duomeny bazéje (Microsoft Access),
kur jraSytas tiriamojo subjekto identifikacijos kodas, demografiniai duomenys,

citologinio tyrimo duomenys, histologinio tyrimo duomenys, optiniy ir proteominiy
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tyrimy rezultatai. Spektrinio tyrimo duomenys kaupti spektroskopiniy tyrimy duomeny
bazéje, kurioje greta spektro duomeny irasSytas tik pacienty identifikacijos kodas.
Naudojant jrasy jungimo procediras buvo paruosti duomenys statistinei lyginamajai
tiriamyjy ir kontrolinés grupés motery duomeny analizei.

Taikant vienaveiksnés ir daugiaveiksnés logistinés salyginés regresijos metoda, galé¢jome
nustatyti, kurie pozymiai labiausiai susij¢ su gimdos kaklelio ryskiy intraepiteliniy
pakitimy rizika.

Santykinis rySys tarp rizikos faktoriaus veikimo ir tiriamos patologijos buvo
apskaiCiuojamas kiekvienam analizuojamam pozymiui pagal Sansy santykio rodiklius
(OR-odds ratio) ir ju 95 proc. pasikliautinuosius intervalus.

Statistinio rodiklio p reikSmés vertintos taip: p<0,05 - statistiSkai reikSminga; p<0,01 -
labai reik§minga; p<0,001 - ypac reikSminga; p>0,05 - statistikai nereikSminga.
Apdorojant tyrimo rezultatus statistiSkai, buvo apskaiciuota kiekvieno tyrimo metodo
jautrumas, specifiSkumas, teigiama ir neigiama prognozinés vertés, spektry metodo
tikslumas, vertintas ROC (angl. Receiver operator characteristic curves) Kkreives
apibréztas grafinis plotas.

Jautrumas - rodiklis, apibiidinantis diagnostikos metodo tikslumq ir rodantis tikimybe,
kad sergancio zmogaus tyrimo duomenys patvirtina liga.

SpecifiSkumas - rodiklis, apibtudinantis diagnostikos metodo tikslumq ir rodantis
tikimybe, kad sveiko zmogaus tyrimo duomenys patvirtina, jog jis yra tikrai sveikas.
Prognoziné teigiamo testo verté - tikimyb¢, kad Zmogus serga, jei diagnostinis metodas
yra teigiamas. Tai sergancCiy asmeny, kuriy testas yra teigiamas, ir visy tirty asmeny,
kuriy testas yra teigiamas, santykis.

Prognoziné neigiamo testo verté - tikimybe, kad Zzmogus sveikas, jei diagnostinis testas
yra neigiamas. Tai sveiky asmeny, kuriy testas yra neigiamas ir visy tirty asmeny, kuriy
testas neigiamas, santykis.

Prognozinés ROC Kkreivés parodo bet kurio tyrimo metodo tiksluma ir jo verte.

Diagnostinio tyrimo metodo tikslumas vertinamas pagal plota po ROC kreive: metodo
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tikslumas vertinamas kaip labai geras, jei plotas 0,90-1,0, geras - 0,80-0,90, vidutiniskas

—0,70-0,80, mazai tikslus—0,60-0,70 ir netikslus — 0,50 -0,60.
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5. TYRIMO REZULTATAI

5.1. Pirmosios anketinés apklausos rezultatai

Pirmoji anketiné motery apklausa buvo atlikta 2006 m. kovo-geguzés ménesiais dar pries
pradedant klinikinius tyrimus. Apklausos tikslas - iSaiSkinti motery lankymosi pas
ginekologus dazni, ju Zinias apie Lietuvoje vykdoma gimdos kaklelio patikros programa,
taip pat Zinias apie ZPV, kaip pagrindinj gimdos kaklelio véZio rizikos faktoriy. I§ viso
apklauséme 1825 moteris. Kadangi mus ypa¢ domino moterys, kurios pagal amziy turéty
patekti 1 gimdos kaklelio patikros kontingenta, visos anketos, kuriose nebuvo nurodytas
moters amzius, buvo eliminuotos. Taigi i§samiai analizei tiko 1797 anketos, kuriose buvo
atsakymas { klausima apie respondentés amziy. Siy ankety atsakymy i§samumas i kitus
klausimus sieké 98-99 proc. Klausimyno tinkamumas buvo tikrinamas pagal tris
klausimus: ar girdéjo apie prevencijos programa, ar zino apie ZPV, ar Zino apie
onkogeninius ZPV tipus. Anketos tinkamumo koeficientas (Cronbach alfa) pagal $iuos
klausimus - 0,689. Skai¢iavimai buvo atlikti naudojant programas STATA ir SPSS.
Bendras respondenciy amziaus vidurkis — 32 metai (95 proc. PI 31,5-32,6). Didzioji
respondenciy dalis buvo moterys nuo 30 iki 60 mety, jos sudaré beveik pus¢ misy
apklausty motery (48,6 proc.). Apklaustyju pasiskirstymas pagal amziy pateikiamas 2

lenteléje.

2 lentelé. Motery pasiskirstymas pagal amziy

Amzius N Proc.
<25m. 762 42.4
25-29 m. 162 9,0
30-60 m. 873 48,6
IS viso 1797 100,0

Net 1018 respondenciy (56,6 proc.) buvo susijusios su medicina, t.y. jos arba studijavo
medicinos mokslus, arba dirbo medicinos srityje, ir tik 779 respondentés (43,4 proc.) su
medicina jokiuy ry$iy neturéjo. Si aplinkybé galéjo turéti jtakos motery Zinioms apie
patikros programa ir ZPV, taigi ir atsakymams i anketos klausimus. Ir i§ tikryju, - net

devynios moterys i§ deSimties (89,96 proc.), susijusios su medicina, Zinojo apie gimdos
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kaklelio patikros programa, tuo tarpu kai nesusijusios su medicina moterys apie patikros

programa i§ deSimties zinojo tik 7-8 (76,38 proc.; p<0,05).

Nebaigta aukstaji iSsilavinima turéjo didzioji musy apklausty motery dalis, jos sudaré

60,3 proc. visy apklaustyjy (lentelé 3).

3 lentelé. Motery pasiskirstymas pagal iSsilavinima

ISsilavinimas N Proc.
Aukstasis 280 15,6
Nebaigtas aukStasis 1084 60,3
Vidurinis 202 11,2
Pagrindinis 156 8,7

Neatsaké | klausima 75 472

IS viso 1797 100,0

IS visy 1797 apklaustyju motery apie Lietuvoje vykdoma gimdos kaklelio patikros
programa zinojo 1508 respondentés (83,9 proc.). Idomu tai, kad motery Zinios
nepriklausé nuo iSsilavinimo (4 lentel¢). Tiek aukstaji, tieck zemesnijji iSsilavinima
turin¢iy motery ziniy rodikliai buvo beveik vienodi (atitinkamai zinojo 84,8 ir 85,7

proc.), vidutiniy rodikliy skirtumas statistiskai nepatikimas (p=0,53).

4 lentelé. Motery iSsilavinimo ir ziniy apie gimdos kaklelio véZzio patikros programa
tarpusavio rysys

p (pagal Chi-Square

[$silavinimas Zinojo apie programa testq)

Taip Proc. Ne Proc.
Aukstasis 240 86,0 39 14,0
Nebaigtas aukstasis 907 83,7 176 16,3 > 0,05
Vidurinis 166 83,0 34 17,0
Pagrindinis 138 88,5 18 11,5
Neatsaké | klausima i i i i
346 moterys

Mes tyréme, koks egzistuoja ry$ys tarp motery ziniy apie ZPV ir informuotumo apie

patikros programa. Buvo galima tikétis, kad besidominc¢ios gimdos kaklelio vézio rizikos
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veiksniais moterys labiau domisi ir GKV prevencijos priemonémis, t.y. gimdos kaklelio

vézio patikros programa. Miisy tyrimy duomenys pateikiami 5 lenteléje.

5 lentelé. Motery Ziniy apie ZPV ir gimdos kaklelio patikros programa tarpusavio rysys

Zinojo apie patikros programa p (pagal Chi-Square

Zinojo apie ZPV testa)
Taip Proc. Ne Proc.

Taip 1081 904 |115 |96 <0,000

Ne 413 71,6 164 28,4

Neatsaké 1 klausima
303 moterys

Lenteléje pateikti duomenys rodo, kad misy prognozés pasitvirtino. Moterys, kurios
7inojo apie ZPV, daugiau Zinojo ir apie patikros programa (p=0,000). Tik 9,6 proc.
respondenciy, Zinojusiy apie zmogaus papilomos virusa kaip GKV rizikos veiksni,
nezinojo apie Lietuvoje vykdoma patikros programa.

Visai kitokie rodikliai yra tais atvejais, kai moterys nieko nezinojo apie virusa, - beveik
kas trecia 18 ju (28,4 proc.) nieko nezinojo ir apie patikros programa.

Kitas mus dominantis klausimas buvo iSaiskinti, ar turima informacija apie gimdos
kaklelio patikros programa skatina moteris apsilankyti pas gydytoja ginekologa. Taigi
mes ieSkojome rySio tarp motery ziniy apie programa ir ju lankymosi pas ginekologus
daznio.

Beveik pusé apklaustyjy - 882 moterys (49,1 proc.) atsaké, kad lankosi pas gydytojus
ginekologus reguliariai. IS ju 90,9 proc. zinojo apie patikros programa, ir tik 9,1 proc.
motery apie patikros programa nieko nebuvo girdéjusios (p=0,000). Sie misy tyrimy
duomenys patvirtina, kad informacija apie gimdos kaklelio patikros programa moterims
yra svarbus skatinamasis veiksnys profilaktiskai pasitikrinti ginekologijos kabinetuose, o
profilaktiniai patikrinimai yra geriausia GKV prevencijos bei ankstyvos gimdos kaklelio
patologijos diagnostikos priemoné. Tai turéty nepamirSti visy prevenciniy programy
organizatoriai. Vis délto tarp nesilankanc¢iy pas gydytojus motery 3 i8 keturiy (77,7 proc.)

taip pat zinojo apie Lietuvoje vykdoma gimdos kaklelio patikros programa (6 lentelée).
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6 lentelé. Motery ziniy apie patikros programa ir lankymosi daznio pas ginekologa rysSys

: . p (pagal Chi-
Lankosi pas ginekologa Square testa)
Zinojo apie Reguliariai Nereguliariai/Nesilanko
programa N Proc. N Proc.
Taip 802 90,9 706 71,7
Ne 80 9,1 202 22,3 < 0,000
Neatsaké |
klausima - - - -
7 moterys

Is visu 1797 apklaustyju, tiek zZinanciy apie patikros programa, tiek nezinanciy, 908
moterys (50,5 proc.) pas ginekologa lankydavosi tik tuomet, kai turédavo nusiskundimuy,
arba nesilankydavo visiSkai (atitinkamai 39,7 ir 10,8 proc.).

Dar vienas mus dominantis klausimas buvo iSaiSkinti, kokia itaka motery pozitiriui i

profilaktinius patikrinimus turi jy i$silavinimas. Tyrimu duomenys pateikiami 7 lenteléje.

7 lentelé. Motery iSsilavinimo ir lankymosi daznio pas gydytojus rySys

Lankosi pas gydytoja akuSerj ginekologa géﬁ:fealtecs?a:)-

[8silavinimas N reguliariai nereguliariai/nesilanko

N Proc. N Proc.
Aukstasis 279 155 55,6 124 44,4
Nebaigtas <0,000
aukstasis 1083 480 44,3 603 55,7
Vidurinis 202 102 50,5 100 49,5
Pagrindinis 156 110 70,5 46 29,5
I R

Pastaba: Procentai apskaiciuoti pagal motery, turin¢iy tokij patj i$silavinima, kiekybinius rodiklius.

Pagal miusy apklausos duomenis, turincios vidurini arba pagrindini iSsilavinima moterys

pas gydytoja akuser ginekologa reguliariai tikrinosi dazniau nei turincios aukstaji arba

nebaigta aukstaji (p <0,000).
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Net 44,4 proc. motery, turinCiy aukstajj iSsilavinima ir 55,7 proc. turinCiy nebaigta
aukstaji teigé, kad pas gydytoja akuseri ginekologa visiSkai nesilanko arba lankosi tik
atsiradus nusiskundimuy, tuo tarpu kai dauguma pagrindinio iSsilavinimo motery (70,5
proc.) pas gydytoja lankydavosi reguliariai.

Apklausiamos moterys buvo prasomos pareiksti savo nuomong dél tyrimo Pap tepinélio
metodu. | klausima, kada reikéty pirma karta atlikti tyrima Pap tepinélio metodu, 983
moterys (54,7 proc.) atsaké, kad tai padaryti reikéty po mety nuo lytiniy santykiy
pradzios. Tarp Siy motery 589 respondentés (57,86 proc.) buvo susijusios su medicina ir
394 (50,58 proc.) su medicina nesusijusios.

I klausima, kada reikia pakartoti Pap tepinélio tyrima, jei pirmuoju tyrimu praeityje
patologiniy pokyc¢iu nebuvo aptikta, 1036 respondentés (57,65 proc.) atsaké, kad tepinéli
pakartoti reikia po vieneriy mety. Pagal atsakyma i §i klausima taip pat pirmavo medikés,
- taip teigé 609 su medicina susijusios respondentés (59,82 proc.). Tarp nesusijusiy su
medicina respondenciy analogiSkos nuomonés buvo 54,81 proc. (427 moterys).

Zmogaus papilomos virusa kaip pagrindinj gimdos kaklelio véZio rizikos faktoriy jvardijo
833 apklaustos moterys (46,7 proc.), i§ ju 547 buvo medikés (53,73 proc.). Nesusijusiy su
medicina motery buvo 286 (36,71 proc.). Rodikliy skirtumas statistiSkai patikimas,
p<0,05. 1572 repondentés (87,5 proc.) zinojo, kad ZPV yra lytiniu keliu perduodama
infekcija.

Kai moterys Zinojo, kad ZPV yra viena i3 pagrindiniy gimdos kaklelio véZio priezaséiu,
mums riipéjo isaiskinti, ar jy turima informacija skatina jas pladiau dométis ZPV tipais ir
skiepais nuo ZPV, dazniau apsilankyti ginekologijos kabinetuose, taip pat dalyvauti GKV
patikros programoje. Apklaustas moteris mes santykinai suskirstéme i dvi grupes. Viena
grupe sudaré moterys, kurios iki apklausos turéjo informacijos apie ZPV, kita — nieko
nezinanc¢ios respondentés. Abieju grupiy motery apklausos rodikliai buvo lyginami
tarpusavyje.

Moterys, kurios Zinojo, kad ZPV yra gimdos kaklelio véZio rizikos veiksnys, turéjo

daugiau informacijos ir apie Lietuvoje vykdoma gimdos kaklelio patikros programa, vis
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délto ju informuotumas apie ZPV neturéjo jtakos reguliariam lankymuisi pas ginekologa
(SS =0,95; 95 proc. PI 0,79-1,67).

Abiejy grupiy motery amzius taip pat neturéjo itakos pasitikrinimy dazniui (8 lentelé).

8 lentelé. Motery informuotumo apie ZPV jtaka profilaktiniy pasitikrinimy daZniui ir
pageidavimui pasiskiepyti

Zinios apie ZPV

Klausimas Atsakymas Zino NeZino Sansy santykis
Ar girdéjote apie GKV Taip 724 97 1,79
patikros programa? Ne 757 182 (1,36-2.36)
K2. Ar lankotés pas gydytoja Taip 403 340 0,95
akuSert ginekologa Ne 459 369 (0,78-1,67)
reguliariai?
K3. Ar atlikote Pap po 1 mety Taip 688 133 1,50
nuo lytintio gyvenimo Ne 719 209 (1,17-1,93)
pradzios?
K4. Ar atliekate Pap tepinélio Taip 186 586 1,5
tyrimus kas 3 metai? Ne 147 703 (1,18-1,95)
K5. Ar Zinote apie Taip 703 147 3,78
onkogeninius ZPV tipus? Ne 456 360 (2,99-4,76)
K6. Ar zinote, kad ZPV Taip 486 332 2,75
sukelia lyties organy karpas? Ne 326 613 (2,26-3,36
K7. Ar girdéjote apie ZPV Taip 597 217 2,46
vakcinas? Ne 495 442 (1,99-3,02
K8. Ar norétuméte Taip 156 667 1,05
pasiskiepyti $ia vakcina? Ne 172 770 (0,87-1,34
K9. Ar norétumeéte Taip 705 113 1,36
pasiskiepyti, jei iSlaidas

1,04-1,78
kompensuoty valstybé? Ne 773 169 (

Lenteléje pateikti duomenys rodo, kad Zinan¢ios apie ZPV moterys atlicka Pap tepinelio
tyrimus po mety nuo pirmyjy lytiniy santykiy (SS = 1,50; 95 proc. PI 1,17-1,93), yra
linkusios reguliariai pasitikrinti pas gydytoja akuserj ginekologa (SS = 0,95; 95 proc. PI
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0,78-1,67), jos daugiau Zino ir apie onkogeninius ZPV tipus (SS = 3,78; 95 proc. PI
2,99-4,76), o tai, matyt, skatina dométis ir vakcinomis nuo 7PV (§S = 2,46; 95 proc. PI
1,99-3,02). Vis délto pasiskiepyti nuo ZPV moterys pageidauty, jei islaidos bty
kompensuojamos valstybés (SS = 1,36; 95 proc. PI 1,04—1,78).

12 paveikslélyje grafiskai pavaizduotas motery amziaus rodikliy rySys su atsakymais i
anketos klausimus (pagal SS ir pasikliautinius 95 proc. intervalus). Respondentés buvo
suskirstytos pagal amziy i tris grupes: pirmoji grupé — moterys iki 25 mety, antroji — 25-

29 metai ir trecioji — 30-60 mety.
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12 pav. Motery amzZiaus ir atsakymy i anketos klausimus tarpusavio ry$ys pagal SS ir 95
proc. PI rodiklius (zemiausia linija — moterys iki 25 mety, viduriné — 25-29 mety,

virsutiné — 30-60 mety. K raide pazymétas klausimo numeris, nurodytas lenteléje 8)

Grafike pateikti duomenys rodo, kad jaunesniy ir vyresniy motery atsakymai ryskesniy
skirtumy turi dazniausiai tik atsakant | 6-ta ir 7-ta klausimus (K6 ir K7). Tai klausimai
apie onkogeninius ZPV tipus ir lyties organu karpas. Jaunesnés respondentés labiau
susipaZinusios su naujausiomis Ziniomis apie gimdos kaklelio véZio rizikos veiksnius (SS

=4,82; 95 proc. PI 3,48-6,67). Informuotumo skirtumai tarp jauny (iki 25 m.) ir vyresniy
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motery (30-60 m.), patenkanciy | valstybing gimdos kaklelio patikros programa, rodyty,
kad visuomenés Svietimas apie gimdos kaklelio vezio rizikos veiksnius prevencijos
programoje yra nepakankamas.

Netikétumas buvo tai, kad nesilankan¢ios pas ginekologus moterys (>70 proc.)
pageidavo pasiskiepyti nuo ZPV. Tai rodo, kad dalis motery, matyt, pervertina vakciny
reikSme ir nejvertina reguliaraus tikrinimosi reikSmés kaip gimdos kaklelio piktybinio

naviko profilaktikos priemonés (13 pav.).

Proc. 75
Noréty pasiskiepyti, jei kompensuoty
70
=~ \/;\
65 ~
\ \
60
~N
55 ~
N
50 N
N
45 s
Gird¢jo apie vakcing
40 ; !
Lankosi reguliariai  Kai turi nusiskundimy Nesilanko

13 pav. Motery Ziniy apie vakcinas ir pageidavimo pasiskiepyti nuo ZPV duomeny
grafing iSraiska, atsizvelgiant i lankymosi pas ginekologa daznio rodiklius.

5.2. Antroji anketiné apklausa

Antra karta anketiniu biidu moterys buvo apklaustos 2007-2008 metais. Anketa buvo
sudaryta 18 42 klausimy (ziiir. Priedai). IS viso apklaustos 459 moterys.

Analizei buvo atrinktos tik visiSkai uzpildytos anketos. Statistiniam duomeny
apdorojimui 8 anketos buvo netinkamos, 451 anketa apdorojimui tinkama. Anketos
analizuojamos poruotu pagal amziy atvejo-kontrolés tyrimu. Kiekvienam tiriamosios

grupés individui parinkti analogiski pagal amziy individai i§ kontrolinés grupés santykiu
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1:4. Tai reiskia, kad kiekvienos moters rodikliai i tiriamosios grupés buvo lyginami su
analogisko amziaus (+ 3 metai imtinai) keturiy kontrolinés grupés motery rodikliais.
Anketinés apklausos duomenys apdoroti statistiSkai vienaveiksnés salyginés logistinés

regresinés analizés metodu. Ieskojome rysio tarp jvairiy rodikliy (9 lentelé).

9 lentelé. Antrosios anketinés motery apklausos duomenys (absoliutiniai skaiciai, SS,
95 proc. PI ir p rodikliai)

Tiriamoji | Kontroliné

Tiriamasis rodiklis grupé grupé Ss 95 proc. PI p
N=57 N=228

Gyvenamoji vieta:
miestas 42 202 1 1,36-6,02 0,005
kaimas, kaimo gyvenviete 15 26 2,87
ISsilavinimas:
pradinis-spec.vidurinis 27 57 1 0,21-0,70 0,002
nebaigtas aukstasis, aukstasis 30 171 0,39
Lytinio gyvenimo pradzia nuo 18 m.
Taip 17 48 1,61 0,83-3,13 0,158
Ne 40 180 1
Lytiniy partneriy skaicius
1 29 110 1 0,36-1,44 0,354
2-3 15 79 0,72 0,59-2,76 0,537
>3 13 39 1,27
Vartoja geriamus kontraceptikus
Taip 11 44 1 0,47-2,14 1,000
Ne 46 184 1
Gimdos kaklelis anks¢iau gydytas
Taip 6 64 1 1,34-7,94 0,009
Ne 51 164 3,26
Dalyvavo GK programoje
Taip 14 66 1 0,63-2,51 0,499
Ne 43 162 1,27
Skiepijosi nuo gripo
Taip 2 54 1 2,03-36,63 0,003
Ne 55 174 8,63
Vartoja imunitetg stiprinancius vaistus
Taip 26 141 1 1,07-3,45 0,029
Ne 31 87 1,92
Buvo svarbus ivykis
Taip 35 112 1,74 0,93-3,25 0,080
Ne 22 116 1
Daznai serga persalimo ligomis
Taip 14 52 1,10 0,56-2,18 0,777
Ne 43 176
Rikymas
Taip (riiko, ruké) 17 67 1,02 0,55-1,90 0,949
Ne (neriiko) 40 161 1
Stresas
Taip 36 125 1.41 0,77-2,56 0,258
Ne 21 103 1
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Ménesiniy pradzia

<14 m. 35 172 1 1,04-3,65 0,037
>14 m. 22 56 1,94

Gimdymy skai¢ius

0 16 66 1 0,59-3,03 0,486
1 19 59 1,33 0,39-1,94 0,728
>1 22 103 0,87

Psichofiziniai veiksniai darbe

Taip 45 193 0,69 0,34-1,41 0,309
Ne 12 35 1

Seimos nariai sirgo véziu

Taip 15 60 1 0,50-1,97 1,000
Ne 42 168 1

Riiko $eimos nariai

Taip 16 51 1,35 0,70-2,60 0,366
Ne 41 177 1

Miega gerai

Taip 46 170 1 0,34-1,44 0,338
Ne 11 58 0,70

Gydyta nuo vézio

Taip 3 4 3,00 0,67-13,40 0,150
Ne 54 224 1

Pirmojo gimdymo amzius

<23m. 40 148 1

24-26 m. 7 51 0,52 0,22-1,23 0,139
>27 m. 10 29 1,26 0,55-2,90 0,577
Persileidimai

Buvo 6 33 0,69 0,27-1,75 0,436
Nebuvo 51 195 1

Aborty skai¢ius

0 40 157 1

1 12 39 1,16 0,57-2,39 0,681
> 5 32 0,61 0,22-1,70 0,345

Remiantis miisy tyrimy rezultatais, galima teigti, kad moterims susirgti HSIL turi jtakos
labai daug veiksniy. Tai gyvenimas kaimo salygomis (SS = 2,87; 95 proc. PI 1,36-6,02;
p=0,005), anks¢iau negydytas gimdos kaklelis (SS = 3,26; 95 proc. PI 1,34-7,94;
p=0,009), nesiskiepijimas nuo gripo (SS = 8,63; 95 proc. PI 2,03-36,63; p=0,003),
prasidéjusios vélesniame paauglystés amZiuje (po 14 mety) ménesinés (SS = 1,94; 95
proc. PI 1,04-3,65; p=0,037), nickada vaistais nestiprintas imunitetas (SS = 1,92; 95 proc.
PI 1,07-3,45; p=0,029) ir kt. Labiau iSsilavinusioms moterims (turin¢ioms aukstaji arba
nebaigta aukstaji iSsilavinima) galimybé susirgti HSIL yra mazesné (SS = 0,39; 95 proc.
PI 0,21-0,70; p=0,002).

Tyrimy rezultatai taip pat buvo apdoroti ir daugiaveiksnés salyginés logistinés regresinés

analizés metodu. Buvo vertinamas tarpusavio rySys tarp jvairiy rodikliy: gimdos kaklelio
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ryskiy intraepiteliniy pakitimy, gyvenamosios vietos, iSsilavinimo, lytinio gyvenimo
pradzios, lytiniy partneriy kaitos, geriamyju kontraceptiky vartojimo, ankstesnés gimdos
kaklelio patologijos gydymo, dalyvavimo gimdos kaklelio patikros programoje,
skiepijimosi nuo gripo, imuniteta stiprinanéiy vaisty vartojimo, buvusiy svarbiy
gyvenimo ivykiy, streso, persalimo ligy, rikymo ir kt. (10 lentel¢).

Kai kurie rodikliai, tokie kaip psichofiziniai veiksniai darbe, Seimos nariy sirgimas véziu,
gimdymy skaicius ir ménesiniy pradzios amzius, bendram modeliui buvo nereik§mingi,

todél buvo eliminuoti.

10 lentelé. Daugiaveiksnés salyginés logistinés regresijos analizés Sansy santykiy, 95
proc. pasikliautiniy intervaly ir p rodikliai

Tiriamasis rodiklis SS* 95 proc. PI p
Gyvenamoji vieta:

Miestas 1

Kaimas, gyvenvieté 2,84 1,13-7,18 0,027
I$silavinimas:

Pradinis-spec.vidurinis 1

Nebaigtas aukstasis, aukstasis 0,35 0,16-0,76 0,008
Lytinio gyvenimo pradzia nuo 18 m.

Taip 1,87

Ne 1 0,82-4,28 0,137
Lytiniy partneriy skaicius

1 1

2-3 0,65 0,26-1,60 0,350
>3 1,95 0,72-5,30 0,190
Gimdos kaklelis anks¢iau gydytas

Taip 1

Ne 3,41 1,20-9,67 0,021
Dalyvavo GK programoje

Taip 1

Ne 1,69 0,66-4,36 0,276
Skiepijosi nuo gripo

Taip 1

Ne 11,32 2,23-57,51 0,003
Vartoja imuniteta stiprinancius vaistus

Taip 1

Ne 1,80 0,87-3,72 0,115
Buvo svarbus ivykis

Taip 2,00

Ne 1 0,86-4,61 0,105
Rikymas
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Taip (riiko, ruké) 0,78

Ne(nertko) 1 0,33-1,81 0,558
Stresas

Taip 1,31

Ne 1 0,61-2,80 0,481
Miega gerai

Taip 1

Ne 0,44 0,16-1,18 0,103
Aborty skaicius

0 1

1 0,69 0,27-1,75 0,442
>1 0,45 0,14-1,48 0,189
Gydyta nuo vézio

Taip 2,35

Ne 1 0,32-17,39 0,404
Psichofiziniai veiksniai darbe

Taip 0,81

Ne 1 0,34-1,90 0,623

Lentel¢je pateikti duomenys rodo, kad egzistuoja statistiSkai reikSmingas rySys tarp
rySkiy intraepiteliniy gimdos kaklelio pakitimy ir i$silavinimo, gyvenamosios vietos,
ankstesnés gimdos kaklelio patologijos, skiepijimosi nuo gripo rodikliy.

Mazesné tikimybé susirgti HSIL yra aukStesnio iSsilavinimo moterims (nebaigtas
aukstasis arba aukStasis iSsilavinimas) nei analogiskai turinioms zemesni iSsilavinima
(8S8=0,35; 95 proc. PI 0,16-0,76; p=0,008). Moterys, kurioms praeityje nebuvo gydytas
gimdos kaklelis turi didesng rizika susirgti HSIL (SS=3,41; 95 proc. PI 1,20-9,67;
p=0,021). Gyvenancios kaimo salygomis moterys turi beveik 3 kartus didesng¢ tikimybe
susirgti HSIL nei gyvenanéios miesto salygomis (SS=2,84; 95 proc. PI 1,13-7,18;
p=0,027). Ir net 11 karty didesné¢ galimybe¢ susirgti HSIL yra moterims, kurios né karto
nesiskiepijo nuo gripo, lyginant su analogiskais pasiskiepijusiy rodikliais (§8=11,32; 95
proc. P12,23-57,51; p=0,003).

Kity tirty veiksniy rySys su gimdos kaklelio patologijos tikimybe statistiSkai nebuvo
reikSmingas.

Apklausos duomeny analizé¢ rodo, kad kai kuriais atvejais gydytojas ginekologas gali
stipriai sumazinti gimdos kaklelio vézio rizikos veiksnius. Pirmiausia tai liecia HSIL

rizikos veiksni, kuris ivardijamas kaip anks¢iau negydytas gimdos kaklelis. Tai galéty
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buti siejama su Pap tepinéliu mazu tikslumu ir dé¢l to jai laiku nebuvo diagnozuota
gimdos kaklelio patologija.Taip pat moteris niekada anks¢iau neatliko Pap tepinélio,
todél nebuvo diagnozuota patologija. Kodél ji neatliko Pap gali biiti vél dvi priezastys-
jos neinformavo gydytojai (Ziniy stoka) arba ji samoningai vengé lankytis pas gydytojus

ginekologus.

5.3. Laboratoriniai tyrimai

5.3.1. Gimdos kaklelio nuograndy citologiniy tyrimy rezultatai

Visoms apklaustoms moterims buvo paimtos gimdos kaklelio nuograndos i skysta
standarting bufering terpe (GynoPrep ir PapSpin), kurios iStirtos vienasluoksnio
citologinio Pap tepin¢lio metodu.

IS viso istirti 459 nuograndy citologiniai tepinéliai. Trims moterims i§ keturiy (73,4 proc.)
citologinio tyrimo atsakymas buvo palankus, - intraepiteliniy pakitimy arba piktybinio
naviko joms nebuvo aptikta (diagnozé: IPPNN). Mazdaug kas penkta moteris (18,8 proc.)
turéjo {vairaus laipsnio intraepiteliniy pokyciu, o 3,7 proc. tepin¢liy citologiniam
vertinimui buvo netinkami. Tirty motery pasiskirstymas pagal citologinio tyrimo
rezultatus pateikiamas 11 lenteléje.

11 lentelé. Tirty motery pasiskirstymas pagal citologiniy tepinéliy metodu diagnozuota
gimdos kaklelio patologija

Diagnoze N Procentai
ASCUS 18 3,9
HSIL 69 15,0
LSIL 18 3,9
[PPNN 337 73,4
Netinkami vertinimui 17 3,7
I$ viso 459 100,0

Zemiau pateikiame dvi vienasluoksnio Pap tepiné¢lio mikroskopinio vaizdo nuotraukas.
Vienoje i§ ju (14 pav.) matyti sveikos moters vienasluoksnio citologinio tepinélio

mikroskopinis vaizdas, kitoje (15 pav.) — HSIL pakitimai.
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citologinio  tepinélio  mikroskopinis  vaizdas.
(Papanicolaou dazymo metodas, padidinimas x 40).
Matyti ryskiis intraepiteliniai plokscialasteliniai
pakitimai uzdegiminio eksudato fone, atipiniy
displaziniy  lasteliy =~ kompleksas, stambiis
polimorfiski branduoliai, mazas branduolio ir

citoplazmos santykis, iSsibarst¢ neutrofiliniai

leukocitai.

5.3.2. Gimdos kaklelio biopsinés medziagos histologiniy tyrimy rezultatai

Gimdos kaklelio biopsijos arba konizacijos procediira buvo atlikta 107 moterims. IStyrus
histologinius preparatus, net 74 pacientéms (69,2 proc.) buvo diagnozuota CIN2+.

Motery pasiskirstymas pagal histologiniy tyrimy diagnoze pateikiamas 12 lenteléje.
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12 lentelé. Tirty motery pasiskirstymas pagal gimdos kaklelio biopsinés medziagos
histologiniy tyrimy rezultatus

Histologinio tyrimo

atsakymas N Procentai
Be pakitimy 2 1,9
Cervicitas 24 22,4
CIN1 7 6,5
CIN2 ir daugiau 74 69,2
I$ viso 107 100,0

Pateikiame sergancios CIN3 moters gimdos kaklelio biopsinés medziagos histologinio

preparato mikroskopinio vaizdo nuotrauka (16 pav.).

| 16 pav. CIN3 plitimo endocervikine liauka
1 mikroskopinis vaizdas (Hematoksilino eozino
dazymo metodas, padidinimas x40).

Mes lyginome ty paciy motery vienasluoksnio Pap tepinélio citologiniy tyrimy duomenis
su biopsinés medziagos tyrimy rezultatais. IS 69 motery, kurioms citologiniu Pap
tepinélio metodu buvo diagnozuota HSIL, 65 moterims (94,2proc.) histologiSkai
patvirtinta CIN2+ diagnozé, 3 pacientéms cervicitas, o 1 atveju - CIN1 diagnozeé.

Kai citologiniu tyrimu buvo nustatyta LSIL diagnoze¢, gimdos kaklelio biopsinés

medziagos histologinis tyrimas net 4 atvejais parodé rySkius CIN2+ pakitimus.
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20 pacienciy, kurioms citologiskai patologijos nebuvo aptikta (IPPNN), taciau gydytojui
ginekologui buvo kilg abejoniy, biopsinés medziagos histologiniais tyrimais nustatytos

cervicito (13 atvejuy), CIN1 (2 atvejai) ir net CIN2+ (4 atvejai) diagnozés (13 lentel¢).

13 lentelé. Diagnoziy, nustatyty histologiniais ir citologiniais tyrimo metodatis,
palyginimas

Citologiné
diagnozé
L IS viso
L ASCUS | HSIL | LSIL | Néra ,

Histologiné L pakitimy Netinkamas
diagnozé (IPPNN) | vertinimui
Be pakitimy 1 1 2
Cervicitas 7 3 13 1 24
CIN1 1 3 2 1 7
CIN2 + 65 4 4 72
Invaziné¢ SCC 1 1
IS viso 7 69 7 20 3 107

Diagnozés HSIL patvirtinumui etaloniniu testu laikomas biopsinés medziagos
histologinis tyrimas, vienasluoksnio skystu standartiniy terpiy Pap tepinelio citologinio
tyrimo jautrumas yra 98,0 proc., specifiSkumas — 48,4 proc. Tai reiskia, kad citologiniu
tyrimu galima teisingai identifikuoti 98,0 proc. ligos atveju ir teisingai ivardinti kaip
nesergancius tik 48,4 proc. sveiky asmeny. ApskaiCiuota prognoziné teigiamojo testo
verté yra 75,4 proc., prognoziné neigiamojo testo vert¢ — 93,8 proc. Vadinasi, jei
citologinis testas teigiamas, tikimyb¢, kad asmuo serga, yra 75,4 proc., o jei citologinis

testas neigiamas, tikimybé, kad asmuo sveikas, yra 93,8 proc.

5.3.3. Baltymo p16INK4a raiSkos nustatymas imunocheminiais metodais

Baltymo pl6INK4a raiSka buvo nustatoma imunocheminiais metodais tiek gimdos
kaklelio nuograndy tepinéliuose, tiek biopsinés medziagos histologiniuose preparatuose.
Stacionaro salygomis istirta 14 motery. Sioms moterims prie$ biopsijos arba konizacijos

procediira pakartotinai buvo imamos gimdos kaklelio nuograndos Pap tepinéliui paruosti.
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Taigi stacionaro salygomis pl6INK4a raiska moterims buvo nustatinéjama tiek
imunohisto-, tiek imunocitocheminiu metodu.

IS gimdos kaklelio biopsinés medziagos buvo ruoSiami 2 mikrony storio preparatai
imunohistocheminiams pl16INK4a tyrimams. Siems tyrimams buvo naudojamas

6INK4a

specifinis pl antikiiny rinkinys histologiniams méginiams dazyti CINtec® (DAKO

Cytomation, Glostrup, DK, Denmark) ir grieztai prisilaikoma metodikos reikalavimy.

6™ * antikainy rinkinys

Imunocitocheminiams tyrimams buvo naudotas specifinis pl
citologiniams méginiams dazyti CINtec® (DAKO Cytomation, Glostrup, DK, Denmark),
taip pat grieztai prisilaikant gamintojo nurodytos tyrimo metodikos.

IS viso pagal standartinj imunocitochemini metoda iStirti 33 Pap tepinéliai. Tarp ju buvo
13 tepin¢liy, kurie citologiskai ivertinti kaip IPPNN, 14 tepinéliy, ivertinty HSIL
pakitimais, 5 tepin¢liai — LSIL ir 1 - ASCUS atvejis. Tiriant paruosus Pap tepinélius
imunocitochemiskai, ASCUS atvejo tepin¢lis pasirodé esas netinkamas vertinti, tod¢l 18
tolimesnés analizés eliminuotas.

Histologiniuy preparaty ir citologiniy Pap tepinéliy imunocheminiy tyrimy rezultatai buvo
vertinami pusiau kiekybiskai. Kai nusidaziusiy lasteliy 1§ viso nebuvo aptinkama arba
silpnas citoplazminis nusidazymas (vertinamas zenklu +) buvo registruojamas tik
pavienése lastelése (iki 5 proc.), tyrimo rezultatas vertintas kaip pl16 neigiamas. Teigiami
atsakymai (p16 teigiamas) pagal nusidaziusiy lasteliy kiekybinius procentinius rodiklius
buvo skirstomi | kelias grupes: 5-25 proc.(+) nusidaziusiy lasteliy, 25-75 proc.(++) ir >75
proc.(+++). Kuo daugiau tepinélyje aptinkama nusidaziusiy lasteliy, tuo didesni baltymo
p16 kiekybiniai rodikliai.

17 paveikslélyje pateikiame gimdos kaklelio biopsinés medziagos imunohistocheminio

preparato mikroskopini vaizda.
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17 pav. Teigiama baltymo pl6 reakcija CIN3 epitelio lasteliy branduoliuose ir
citoplazmoje. (CIN3 epitelis iSkloja endocerviking liauka. Displaziniame epitelyje

teigiama imunohistochemin¢ reakcija.

Misy imunocitocheminiy tyrimy rezultatai ir ju rySys su citologinés diagnozés rodikliais

pateikti 14 lenteléje.

14 lentelé. Baltymo p16INK4a raiskos ir citologinés diagnozes rodikliy tarpusavio rySys

pl6INK4a testas | [PPNN HSIL LSIL IS viso
Neigiamas 12 1 2 15
Teigiamas 1 13 3 17
I8 viso 13 14 5 32

Lentelés duomenys labai akivaizdiis. Tarp baltymo pl6INK4a rodikliy ir diagnozés
sunkumo laipsnio egzistuoja stiprus rySys. Kai meéginiuose nebuvo aptinkama baltymo
pl6INK4a, tai ir citologinio tyrimo diagnozé¢ buvo IPPNN. Tik vienu HSIL atveju
baltymo nebuvo aptikta. Ir prieSingai, kai moterims buvo nustatomas teigiamas baltymo
p16INK4a testas, tai ir diagnoz¢ dazniausiai buvo HSIL. Tik viena moteris netur¢jo jokiy

patocitologiniy poky¢iy, nors baltymo testas buvo teigiamas.

89



Tarp gimdos kaklelio vézio histologinio tyrimo duomeny ir baltymo p16INK4a raiskos
rodikliy, nustatyty imunohistocheminiu budu, taip pat aptiktas tiesioginis rysys. IS 12
motery, kurioms nustatyta CIN 2+, net vienuolikai nustatytas teigiamas p16INK4a testas

(15 lentele).

15 lentelé. Baltymo p16 raiSkos ir CIN sunkumo laipsnio tarpusavio rySys

pl6 testas CIN1 CIN2 CIN3 IS viso
Neigiamas 1 1
Teigiamas 1 3 8 13

Klinikiniy tyrimy duomenys rodo, kad baltymo p16INK4a nustatymas gimdos kaklelio
patologija turin¢ioms moterims yra vertintinas tyrimo metodas. Mes apskai¢iavome Sio
tyrimo metodo jautrumo, specifiSkumo, teigiamos bei neigiamos prognozinés vertes
rodiklius, diagnozuojant gimdos kaklelio intraepiteling neoplazija.

Misy statistiniai duomenys pateikiami 16 lenteléje.

16 lentelé. Baltymo p16 tyrimo metodo jautrumo, specifiSkumo, teigiamos ir neigiamos
prognozinés vertés rodikliai dignozuojant CIN (p reikSmés)

Teigiama Neigiama
Diagnozé Jautrumas Specifiskumas | prognoziné prognoziné
(proc.) (proc.) verté verte
CIN 2+ 87 92 93 85

Taigi kai citologinio tyrimo metodu buvo nustatyta CIN2+ diagnoz¢, baltymo p16INK4a
tyrimo metodo jautrumas yra 87 proc., o teigiama prognoziné¢ metodo verté yra 93 proc.
Tai reiskia, kad pagal baltymo pl6INK4a tyrimo rezultatus (pl6 teigiamas) teisingai
galima diagnozuoti 93 proc. atveju. Tyrimo metodo specifiSkumas taip pat labai auksStas —

92 proc.
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5.3.4. Nuograndy supernatanto tyrimy optiniais metodais rezultatai

Misy tirty motery, tiek tiriamosios grupés, tiek ir kontrolinés, supernatanty spektrai
pirmiausia buvo palyginti grafiskai. 290,300ir 310nm fluorescencijos spektrai
matematinio paketo MathCad pagalba buvo transformuojami | 3D plokStuminj vaizda ir
gaunamas taip vadinamas ,elektroninis Pap tepinélis, kurio vaizdiné¢ iSraisSka
klinicistams grafiskai parodo skirtumus, bet nerodo ty skirtumu patikimumo (18 pav.).
Paveikslélyje parodytos suzadinimo-emisijos matricos IPPN ir HSIL grupiy motery
supernatanty meéginiuose. Sveiky ir HSIL grupés supernatanty matricy besiskiriancios
vietos pazymétos baltos spalvos elipsémis.

320

310

g

Excitation, nm

N
3
Excitation, nm

30 350 400 450 500 550

Fluorescence, nm

-paills SRS / }
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18 pav. Supernatantuose suzadintos fluorescencijos matricos: A - IPPNN, B - HSIL
(spalvotos elipsés pazymi vietas, kuriy parametrai 20 ir 21 lentelése iSryskinti spalvotu
fonu, spalva parodo fluorescencijos intensyvuma, raudona-mélyna kryptimi
intensyvumas mazéja)

Esant 355 nm Zadinimui ir autofluorescencijos emisijai 405-424 nm ruoze (elastinas)
gautas geriausias rezultatas atskiriant HSIL (CIN 2+) nuo IPPNN (p=0,0003), IPPNN Sis
komponentas stipriau iSreikStas. Autofluorescencija 475-515 nm juostoje (lipidai:
cholesterinas, dihidroergosterolis) yra svarbi HSIL, cervicito ir IPPNN grupiy atskyrimui,
taCiau geriausiai yra atskiriama nuo kity IPPNN (p=0,001) grup¢, kurioje Sis
komponentas silpniau isreikstas. 515 -650 nm (flavinai, antioksidantai) komponentas yra
stipriausiai iSreikStas [IPPNN grupése, lyginant su kitomis. Cervicitas skyrési nuo [IPPNN

695-805nm stipriau isreikstu komponentu (p=0.0002) ( 17 lentelé).
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17 lentelé. Supernatanto fluorescencijos SPP komponenty skirtumai zadinimas 355 nm (

p reikSmés)

Komponentas Cervicitas HSIL IPPN  Cervicitas nuo Cevicitas  HSIL (CIN2+)
nm nuo kt.  (CIN2+) nuo kt. HSIL (CIN2+) nuo IPPNN nuo [PPNN
nuo kt.
405-424 0.593 0.008 0.003 0.393 0.129 0.0003
424-445 0.175 0.908 0.165 0.382 0.176 0.358
445-475 0.418 0.856 0.577 0.574 0.442 0.904
475-515 0.092 0.092 0.001 0.959 0.007 0.007
515-650 0.005 0.631 0.002 0.109 0.002 0.041
650-695 0.449 0.084 0.017 0.382 0.051 0.051
695-805 0.020 0.492 0.004 0.795 0.0002 0.139

* Mann-Withney testas

I§ visy lempinio spektroskopo zadinimy ( 290, 300, 310nm) didZiausias Svytéjimo atsaky
(emisijos) skirtumas tarp IPPNN ir HSIL(CIN 2+) grupiy randamas esant emisijai virs$
379 nm. Geriausias rezultatas lempiniu spektroskopu zadinant supernatanta 290nm banga
ir autofluorescencijos (emisijos) ruoze >379nm (kolagenas, estronas, elastinas). Patikimai
Sioje srityje atskiriamos abi citologinés grupés tieck IPPNN ir tiek HSIL(CIN 2+) , taciau
IPPNN atskiriamas geriau, atitinkamai p=0.001 ir p=0.008. IPPNN zadinant 300nm
banga patikimai atskiriama ir <342nm (p=0.041) ir 356-380 nm (p=0.045) emisijoje, o
taip pat zadinant 310 nm ilgio banga ir autofluorescensijos ruoze 342-402 nm (p=0.046)
ir >444 (p= 0.023). IPPNN skiriasi nuo kity citologiniy grupiuy esant zadinimui 300nm ir
<342 nm emisijai (betakarotenas, estradiolis, triptofanas) (p<0, 05).

HSIL(CIN 2+) patikimai skiriamas nuo kity citologiniy grupiy esant suzadinimui 310nm
ilgio banga ir emisijai 342-402 nm (p=0.016) ir > 444 nm (p=0.038) ir zadinant 300 nm
banga ir auofluorescensijai 342-356 nm (p=0.049). (18 lentele).
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18 lentelé. Supernatanto fluorescencijos SPP komponenty skirtumai (p reikSmés)

Kompo- p CINI nuo Cevicitasnuo IPPNN  HSIL (CIN2+) plé
nentas, nm kt. kt. nuo kt. nuo kt.
Zadinimas 310 nm
<342 p= 0.479 0.160 0.595 0.403 0.224
342-402 p= 0.591 0.809 0.046 0.016 0.066
402-444 p= 0.101 0.050 0.626 0.481 0.181
> 444 p= 0.028 0.308 0.023 0.038 0.285
Zadinimas300 nm
<342 p= 0.995 0.424 0.041 0.075 0.529
342-356 p= 0.472 0.692 0.089 0.049 0.145
356-380 p= 0.985 0.492 0.045 0.071 0.607
> 380 p= 0.404 0.384 0.473 0.595 0.512
Zadinimas 290 nm
<338 p= 0.692 0.083 0.066 0.300 0.955
338-353 p= 0.512 0.295 0.418 0.156 0.388
353-368 p= 0.905 0.214 0.117 0.390 0.766
368-379 p= 0.617 0.349 0.235 0.628 0.965
> 379 p= 0.721 0.064 0.001 0.008 0.211

* Mann-Withney testas

Nors supernatante, esant 290nm zadinimui rasti komponentai, kurie atspindi triptofano,
neopterino, NADH , keratino, kolageno IV ir VII spektrus, taciau patikimy skirtumy
vertinant patologinius ir nepatologinius méginius nerasta. Esant suzadinimui 355 nm taip

pat rasti neoptering, kolagena VII, NADH atspindintys komponentai, taciau tarp Siy

komponenty skirtumo grupése nerasta.

Suskirscius moteris 1 dvi grupes pagal baltymo p16 raiskos kriterijus Pap tepinéliuose
(pl16 teigiami ir pl6 neigiami), statistiSkai patikimo supernatanty spektriniy rodikliy

skirtumo neaptikome.

93



Zadinant 290 nm bangomis, isry$kéja 3 skirtingos fluorescencijos sritys: 370 nm bangos
Svyti triptofanas, 440 nm Svyti neopterinas, kolagenas VII ir kiti fluoroforai ir 540 nm
bangos Svyti flavinai.

Kai zadinama 300 nm bangomis, skirtumas aptinkamas ties 320 nm bangy fluorescencija,
o zadinant 310 nm bangomis, tarp sveiky ir HSIL grupiy jokiy supernatanto spektriniy
parametry skirtumy nebuvo nustatyta.

Zadinant 290-310 nm bangomis, didZiausias skirtumas tarp spektry aptiktas 370-470 nm
banguy zonoje. Zadinant 280 nm bangomis, didZiausi skirtumai nustatyti ties 425 nm, 440
nm, 360 nm ir 560 nm bangy spektrinémis zonomis.

Optiniy diagnostiniy tyrimo metody tiksluma vertinome pagal plota po ROC kreive.
Mokslinéje literatiiroje plotas po ROC kreive dazniau ivardijamas kaip AUC (angl. Area
Under Curve). Metodo tikslumas yra labai geras, jei plotas 0,90-1,0; geras — 0,80-0,90;
vidutinis$kas — 0,70-0,80; mazai tikslus — 0,60-0,70; netikslus — 0,50-0,60.

Misy tirty supernatanty optiniy rodikliy grafiné iSraiSka ROC kreivés pavidalu rodo, kad
tiriant sveiky ir turin¢iy gimdos kaklelio patologija (HSIL) motery meéginius, §io tyrimo
metodo tikslumas labai priklauso nuo tyrime taikomy zZadinimo bangos ir emisijos
parametry. Kai zadinama 355 nm bangomis, emisija 405-424 nm, metodo tikslumas yra

labai geras, - ROC kreivés apibréztas plotas AUC yra 0,961 (zitr.19 pav.).
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ROC Curve / 405-424nm / AUC=0,961
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19 pav. Supernatanto optiniy rodikliy ROC kreivé HSIL prognozéje (zadinimas 355 nm
bangomis, emisija 405-424 nm , AUC=0,961)

Kai zadinama 355 nm bangomis, emisija 515-650 nm, ty paciy supernatanty meéginiy
optiniy rodikliy ROC kreivés apibréztas plotas AUC yra 0,779, t.y. tyrimo metodo
tikslumas diagnozuojant HSIL yra tik vidutiniskas (20 pav.).

ROC Curve / 515-650nm / AUC=0,779
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20 pav. Supernatanto optiniy rodikliy ROC kreivé HSIL prognozeje (Zadinimas 355 nm
bangomis, emisija 515-650 nm, AUC=0,779)
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Kai zadinimui naudojamos 290 nm bangos, emisija >379 nm, ty paciy supernatanty
méginiy optiniy rodikliy ROC kreivés apibréztas plotas AUC yra tik 0,686, t.y. taikant

nurodytus eksperimento parametrus tyrimo metodas yra mazai tikslus (21 pav.).

ROC Curve / virs 379 nm / AUC=0,686
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21 pav. Supernatanto optiniy rodikliy ROC kreivé HSIL prognozéje (zadinimas 290 nm
bangomis, emisija >379 nm, AUC=0,686)

Taigi remiantis misy tyrimy duomenimis, galima teigti, kad tiriant supernatanty méginius
optiniais metodais patikimiausia yra zadinti 355 nm ilgio bangomis portatyviniu
lietuvisku mikrolazeriu STA-01 naudojant spektrometra ,,AvaSpec-2048TEC-USB2,
Avantes®, vertinant emisija 405-424 nm banguy zonoje.

355nm bangy ilgio mikrolazeris, kuri galima panaudoti prie paciento lovos, t.y. uz
laboratorijos riby, patikimiausiai skiria IPPNN ir HSIL grupes p<0,001 (AUC 0,96,
Jautrumas 0,91, Specifiskumas 1.000) (19 lentel¢).

Maziau patikimai atskirti IPPNN ir HSIL (CIN2+) citologiniy grupiu supernatantus
galima zadinant supernatanta 290nm laboratoriniu lempiniu spektroskopu >379nm

emisijos juostoje, p<0,05 (AUC 0,69, Jautrumas 0,72, Specifiskumas 0,65).
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19 lentelé. Diagnostinés charakteristikos stacionaraus lempinio spektrometro (290nm) ir

nesiojamo mikrolazerio (355nm) supernatanto atskiriant IPPNN ir HSIL (CIN2+) grupes

supernatante

Zadinimas, Kriterijus | SPP | Jautrumas | Specifiskumas | TPV | NPV | AUC p
nm

Supernatanto

290 nm >379 0.021 | 0.716 0.655 0.863 | 0.432 | 0.686 | <0.0001

(skysto)

355 nm 405-424 | 0.033 | 0.909 1.00 1.00 | 0.875 | 0.961 | <0.0001

(dziovinto) | 515-650 | 0.128 | 0.636 0.857 1.00 | 0.636 | 0.779 | 0.003

Taigi remiantis miisy tyrimy duomenimis, galima teigti, kad gimdos kaklelio tepinélio
supernatanty méginiy patikimai optinei diagnostikai tinka 355 nm ilgio bangy
portatyvinis lietuviskas mikrolazeris STA-01 su spektrometru ,,AvaSpec-2048TEC-
USB2, Avantes®, emisijos spektro statistiniam vertinimui pasirenkant 405-424 nm bangy
ruozo autofluorescencija.

Taigi, remiantis misy tyrimy duomenimis, galima teigti, kad dZiovinto gimdos kaklelio
tepin¢lio optiné diagnostika yra galima statistiniam vertinimui pasirenkant
autofluorescencijos spektro ruoza ties 405-424 nm, fluorescencija suzadinant 355 nm

spinduliuote.

5.3.5. Zmogaus papilomos viruso DNR tyrimy rezultatai

Supernatanty méginiuose Zmogaus papilomos viruso DNR buvo iSskiriama naudojant
QIAamp MinElute Virus Spin Kit (Qiagen) rinkini ir automatini QIAcube (Qiagen)
nukleorigs¢iy iSskyrimo aparata. ISskirta DNR buvo amplifikuojama polimerazés
grandininés reakcijos (PGR) metodu, naudojant PCR System 9700 (Applied Biosystems)
termociklerj ir HPV4 ACE Screening (Seegene) rinkinj. Sis rinkinys gali specifiskai
atpazinti ZVP-16 ir ZPV-18 tipus bei nespecifiskai atpazinti dar 11 aukstos rizikos ir 5

zemos rizikos virusy tipus. Susidar¢ amplifikuoti produktai buvo supilami | 2 proc.
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agarozeés geli, nudazomi etidZzio bromidu ir tiriami transiliuminatoriuje, naudojant UV
Saltinj.

Zmogaus papilomos virusas PGR metodu buvo tiriamas moterims, kurios kreipési i
stacionara dé¢l nustatyty gimdos kaklelio pakitimy (HSIL) paprastu Pap metodu. Joms
pakartotinai paimti gimdos kaklelio citologiniai tepinéliai i skysta terpe (0,9 proc. NaCl
tirpala). IS viso iStirta 14 motery supernatanto méginiai. Stacionare papildomais tyrimais
keturioms moterims HSIL diagnozé buvo atmesta. Visy Siy 4 motery supernatanty
méginiuose PGR reakcijos metodu viruso DNR neaptikta. Taigi nors ir labai mazas
tyrimy skaicius, vis délto visais 4 atvejais, kai nenustatyta gimdos kaklelio patologija,
nebuvo aptikta ir ZPV infekcija.

Kitoms deSimc¢iai motery histologinio tyrimo metodu buvo patvirtintos CIN2+ ir
cervicito diagnozés. IStyrus ju gimdos kaklelio nuogranduy supernatanty meéginius,
zmogaus papilomos viruso DNR aptikta SeSioms moterims (60 proc.), i§ ju 1 moteris
turéjo cervicito diagnozeg. Visoms moterims aptiktas aukstos rizikos grupei priklausantis
7PV 16 tipas, vienu atveju ZPV tipas nenustatytas.

Statistinés analizés metodu buvo nustatin¢jama koreliacija tarp ZPV infekcijos ir baltymo
pl6INK4a imunohistocheminiy rodikliy. Kai ZPV testas buvo teigiamas, keturiais
atvejais i$ 6 baltymo p16INK4a reakcija buvo taip pat teigiama. Aisku, dél mazos tyrimy
imties daryti kokiy nors iSvady negalima, bitina sukaupti pakankamai klinikinés

medziagos.

5.3.6. Tyrimy mikrogardeliy ir biocheminiais proteominiais metodais rezultatai

Biocheminiai proteominiai supernatanto tyrimai buvo atlikti tik toms moterims, kurios
buvo hospitalizuotos gimdos kaklelio audiniy biopsijai, iSsamesniam tyrimui ir gydymui.
Stacionaro salygomis §ios moterys buvo tiriamos itin nuodugniai, kai kurie tyrimai buvo
kartojami. Prie§ biopsijos arba konizacijos procediira joms pakartotinai buvo imami
standartiniu biidu gimdos kaklelio nuograndy méginiai, taciau nuograndos nuskalaujamos
ne buferyje, o 0,9 proc. NaCl tirpale be jokiy konservanty ir inhibitoriy (20 ml).

Nuograndy méginiai buvo pakartotinai tiriami citologinio Pap tepinélio metodu, atlieckami
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baltymo p16INK4a imunocitocheminiai tyrimai, o supernatante polimerazés grandininés
reakcijos metodu nustatiné¢jama viruso DNR (ziiir. auksciau), taip pat dalis supernatanto
pakartotinai centrifuguojama ir tiriama mikrogardeliy ir biocheminiais proteominiais
metodais.

Biopsinés medziagos histologiai tyrimai diagnozes Siek tiek pakoregavo: 7 atvejais
patvirtinta CIN 3/CIS, 1 — cervicitas, 2 — CIN2, 4 -IPPNN. Pastarosioms 4 moterims
IPPNN diagnoze taip pat patvirtino ZPV DNR testai bei imunocheminiy tyrimy rezultatai
(véliau Sios moterys i tolimesng analiz¢ nejtrauktos).

I$ likusiy 10 motery, kurioms histologiskai patvirtinta gimdos kaklelio patologija, viruso
DNR testas buvo teigiamas 6 ligonéms, penkioms i$ ju aptiktas aukstos rizikos grupés
7PV 16 tipas.

Hospitalizuoty motery gimdos kaklelio nuograndy ir biopsinés medziagos tyrimy
rezultatai, gauti jvairiais metodais, buvo lyginami tarpusavyje. Siekiant supaprastinti
toliau aprasoma rezultaty analizg, pateikiame Sios grupé€s motery suvestinius tyrimy

rezultatus i$ anksto (20 lentel¢).

20 lentelé. Hospitalizuoty tiriamosios grupés motery tyrimy rezultaty suvestiné

pl6INK4a P16INK4a P16INK4a  pl6INK4a

Meéginio Citologiné Histologiné tyrimas tyrimas tyrimas tyrimas 7PV
Nr. diagnozé diagnozé mikrogardeliy  elektroforezés Western imunohisto-  tipas

metodu metodu bloto cheminiu

metodu metodu

1 HSIL CIS ++ + + ++ 16
2 HSIL CIS ++ + + + nezinomas
13 ASCUS CIN3 - - + 16
14 HSIL CIN3 - - + 16
15 HSIL CIS + - + 16
18 HSIL CIN2 - + - - —
19 HSIL Cervicitas ++ ++ + + 16
20 HSIL CIN3 + + - +++ -
21 HSIL CIN3 - + - ++ -
22 HSIL CIN2 + + - +++ -

99



Remiantis lentel¢je pateiktais duomenimis, galima daryti iSvada, kad histologinio tyrimo
rezultatai beveik visada patvirtina citologiniu metodu nustatyta diagnozeg. Tik ASCUS
atveju histologiskai diagnozuotas CIN3 (méginio Nr.13) ir vieno HSIL atveju — cervicitas
(méginio Nr.19). Beje, abiem Siais atvejais buvo nustatyta teigiama ZPV reakcija.
Citologiné ir histologiné diagnozés praktiskai sutampa su baltymo pl6INK4a
imunohistocheminio tyrimo duomenimis: nusidaziusiy lasteliy buvo aptikta devyniuose i$
desimties meéginiy.

Dvidimensinés elektroforezés metodu supernatanto baltymai pirmiausia buvo
frakcionuoti pagal molekuling masg (21A pav.). Juosta gelyje ties 15 kDa (skalés padala
atitinka baltymo molekuling masg) reiskia tikimybg, kad meéginyje gali biiti baltymo
pl6INK4a. Tokiai prielaidai patikrinti (taip pat ir tyrimy rezultatams biolusty metodu
patvirtinti) to paties méginio tyrimas buvo tgsiamas Western bloto biudu (21B pav.).
Western imunoblotas yra vienas 1§ imunocheminés analizés metody, kuriuo galima
iSskirti viena norima baltyma 1§ miSinio, panaudojant specifini antikiing. Metodas leidzia

nustatyti, ar méginyje yra tiriamojo baltymo ir kiek jo yra tirlamuoju momentu.

MW kDa 1

[ -150

—— 100
— 7 5

p—5

a1

10

21 pav. Baltymo p16™** nustatymas naudojant SDS-PAGE elektroforezés metoda (A)
ir Western bloto metoda (B).
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Pateiktoje nuotraukoje (A) matyti, kad ant gelio ties 15 kDA padala yra susidariusios
baltymy elektroforezés zymés. Jos rodo, jog méginyje yra baltymo pl16INK4a (zr. juostos
2, 3, 4, 5). Toliau pagal Western bloto metodika meéginys buvo veikiamas pelés
monokloniniu anti-p16INK4a antikiinu, susidaré antigeno-antikiino kompleksas, kuris
gelyje virs 15 kDa suformavo 3 fragmentus (juosta 2). Pastarieji duomenys sutampa su
duomenimis ty 3 atveju, kai buvo gauti santykinai stipriis fluorescencijos signalai, o
foniniam p16™** lygmeniui detektuoti pritriiko jautrumo.

Pagal gautus tyrimy rezultatus mes vertinome ir lyginome Pap tepinélio metoda su visais
misy darbe naudotais SiuolaikiSkais molekulinio lygmens tyrimo metodais, kuriais
remiantis biity galima tiksliai nustatyti rySkius gimdos kaklelio intraepitelinius pokycius
pagal baltymo p16INK4a rodiklius.

Mikrogardeliy (biolusty) metodu pakartotinai nucentrifuguotuose supernatanty
méginiuose taip pat buvo ieSkoma baltymo pl16INK4a. Buvo kuriama originali tyrimo
metodika. Tiriant méginius, buvo stengiamasi minimizuoti paSalinius veiksnius, galin¢ius
turéti jtakos tyrimo rezultatams, tod¢l tyrimams buvo naudojami tik ta pacia diena paimti
méginiai, kurie nuo paémimo momento iki eksperimento pradzios (2-3 val.) buvo laikomi
+4°C temperatiiroje. Taip buvo iSvengta méginio saugojimo salygu standartizavimo ir
optimizavimo, baltymuy degradacijos.

Tyrimai mikrogardeliy metodu parodé, kad identifikuojant ryskesnio laipsnio CIN
atvejus, supernantanty méginiuose tirpaus baltymo p16™* fluorescenciné detekcija néra
pakankamai jautri. Trimis atvejais, kai jau buvo Zinoma tiksli citologiné ir histologiné
diagnozg, registruojami signalai buvo zemiau foninio lygio (méginiai Nr.15, 20 ir 22), o
keturiais atvejais fluorescencijos i§ viso nebuvo aptikta (méginiai Nr.13, 14, 18 ir 21). I§
§iy minéty 7 méginiy tiktai trijuose buvo nustatyta ZPV infekcija ir tik trim i§ deSimties
tirtamosios grupés (HSIL/CIN2+) motery mikrolusty metodu buvo nustatytas auksStas

p raiSkos lygmuo. Tas faktas persa iSvada, kad mikrolustams galéjo biiti pasirinkta

neadekvati méginio paémimo arba paruoSimo metodologija.
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22 paveikslélyje pateikiame imobilizuoto baltymo pl6™** fluorescencijos vaizda

mikrogardeliy domenuose

22 pav. Sergantios pacientés méginio baltymo pl6™"* imobilizacija biolusto
duomenuose (fluorescencijos vaizdas, 10x2 s).

23 pav. Padidintas to paties méginio kaip ir 22 paveikslélyje fluorescencijos vaizdas
(40x2 s)

Sveiky motery nuograndy méginiy supernatantuose antikiinai baltymo pl6™<*
neisryskina, Svytintys fluorescencijos laukai nesusidaro.
Sveikos moters supernatanto tyrimo mikrogardeliy metodu fluorescencijos vaizdas

pateikiamas 24 paveikslélyje.
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24 pav. Kontrolinis bandinys su sveikos pacientés supernatanto méginiu (fluorescencijos
vaizdas, 10x2 s)

Gimdos kaklelio nuograndy supernatanty méginiy tyrimai mikrogardeliy metodu parodé,
kad kitose medicinos srityse naudojamas biolusty metodas gali biiti pritaikytas ir baltymo
pl16INK4a paieskai supernatanty méginiuose. . pl6™<* baltymo nustatymo supernatante
gardeliy metodika tikslumu nedaug skiriasi (2 i§ 10 atvejy nesutapo) nuo pl6™<*
tvertinimo etaloniniu imunohistocheminiu metodu. Ar §is tyrimo metodas galéty biiti
taikomas baltymo pl16INK4a paieskai maksties ir gimdos kaklelio nuoplovy méginiuose

savitikros tikslu, atsakyma bus galima duoti tik surinkus pakankamai klinikinés

medziagos
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6. REZULTATU APTARIMAS

Lietuvoje motery sergamumo gimdos kaklelio véziu ir mirtingumo nuo jo rodikliai yra
gerokai didesni nei Europos Salyse. Pastebimas jauny (15-34 mety) motery mirtingumo
did¢jimas nuo 1972 mety (Aleknaviciené¢ B. 2002). 2002 m. diagnozuoti 462 nauji Sio
susirgimo atvejai, 2004 m. — 570 ir 2005 m. — 500 naujy atvejy (Vézio registro duomenys
2003, 2004, 2005 m.).

Gimdos kaklelio vézys yra vienas i§ nedaugelio piktybiniy naviky, kurj nesunku
diagnozuoti ankstyvoje ikivéziniy pokyciy stadijoje, o laiku suteiktas gydymas 95 ir net
100 proc. uztikrina visiSka pasveikima (Kalliala, Anttila et al. 2005). Butent todél
ankstyva diagnostika ir efektyvus gimdos kaklelio ikivézinés patologijos iSaiSkinimas,
taip pat motery skatinimas aktyviau dalyvauti patikros programoje gali Zenkliai pakeisti
sergamumo ir mirtingumo nuo GKV rodiklius.

Profilaktinése gimdos kaklelio patikrose daugiau nei 50 mety visame pasaulyje yra
taikomas Papanicolaou (Pap tepin¢lio) metodas. Vis délto Sio metodo jautrumo ribos
svyruoja tarp 30-80 proc., specifiSkumo — tarp 14-97 proc. (Nanda, McCrory et al. 2000;
Wiley, Monk et al. 2004; Arbyn, Sankaranarayanan et al. 2008), tod¢l nuolat ieSkoma
naujy diagnostikos biidy. Jau yra patobulinti zinomi tyrimo metodai, taip pat jau sukurti
nauji alternatyviis tyrimo biidai. Siandien klinikingje praktikoje taikomas skysty terpiy
citologiniy tepinéliy metodas, automatinis gimdos kaklelio tepinéliy analizatorius,
zmogaus papilomos viruso DNR nustatymas PGR ir HC (hybrid capture) metodais ir kt.
Pastaruoju metu daug démesio skiriama gimdos kaklelio molekuliniy véziniy zymeny
paieskai (baltymo pl6INK4a ir Ki-67) bei Zzmogaus papilomos viruso E6/E7 mRNR
nustatymui (Lie and Kristensen 2008); (Anttila, Ronco et al. 2004; Kotaniemi-Talonen,
Nieminen et al. 2005; Nieminen, Kotaniemi et al. 2005).

Vis délto problema, kaip sumazinti sergamuma gimdos kaklelio veéziu, iki Siol
neisspresta. AiSku viena, kad reikia laiku diagnozuoti ikivézines gimdos kaklelio biikles,
o savalaikei Sios patologijos diagnostikai reikia, kad visos moterys savanoriskai

reguliariai lankytysi ginekologijos kabinetuose profilaktiniams patikrinimams. Tuo tarpu
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daugelio Saliy tyréjai tvirtina, kad moterys nelinkusios lankytis pas ginekologus dél
didelio gédos jausmo arba Ziniy stokos ir ateina i ginekologijos kabineta dél pastebéty
vézio simptomy, kai liga jau biina toli pazengusi.

Mes iskéléme sau uzdavinj iSaiskinti Lietuvos motery turima informacija apie gimdos
kaklelio vézj ir jo rizikos veiksnius (ypaé ZPV), susieti juos su moters sveikatos,
socialiniais ir ekonominiais rodikliais ir pabandyti paieskoti naujy tyrimo metody, ypac
molekulinés diagnostikos srityje, kuriais buty galima diagnozuoti HSIL, panaudojant
gimdos kaklelio tepinélio supernatantinius méginius. Siam darbui pasirinkome optinius ir
imunobiocheminius tyrimo metodus, kuriy pagrindu ateityje bty galima sukurti
neinvazinius savikontrolés testus.

Darbas buvo vykdomas dviem etapais. Pirmojo etapo uzdavinys buvo iSaiskinti miisy
motery zinias apie gimdos kaklelio vézio rizikos veiksnius, Zmogaus papilomos virusg ir
Lietuvoje vykdoma gimdos kaklelio patikros programa, ir, svarbiausia, nustatyti, ar $i
motery turima informacija jas paskatina pasitikrinti ginekologijos kabinetuose
profilaktiskai.

Buvo atliktos dvi apklausos: pirmoji - 2006 m. kovo-geguzés ménesiais, antroji 2007-
2008 metais. Antroji apklausa vykdyta pagal specialiai tam tikslui paruosta originalig
specialisto epidemiologo parengta anketa, detalizuojant klausimus pagal mus
dominancius busimus atsakymus.(Syrjanen, Shabalova et al. 2009).

Atsakymuose tur¢jo biiti pateikiamos ne tik motery zinios apie gimdos kaklelio vézio
rizikos veiksnius bei Lietuvoje vykdoma patikros programa, bet ir apie motery socialinius
demografinius duomenis, ginekologing anamnezg, seksualinio gyvenimo ypatumus, taip
pat stresa, patiriama namuose arba darbe, zalingus jproCius (rikyma), létines ligas,
imuniteta stimuliuojanciy arba slopinanciy vaisty vartojima, vakcinacija nuo gripo ir kt.
Per pirmaja apklausa anketas uzpildé 1825 moterys. Kadangi mus ypa¢ domino moterys,
kurios pagal amziaus rodiklius turéjo patekti | gimdos kaklelio patikros kontingenta, visos
anketos, kuriose nebuvo nurodytas moters amzius, buvo eliminuotos. Taigi iSsamiai

analizei tiko 1797 anketos.
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Apklausos biidu mums pavyko isaiSkinti, kad apie gimdos kaklelio vézi ir jo rizikos
veiksnius daugiau informacijos turi labiau iSsilavinusios moterys, ypac kuriy darbas yra
susijes su medicina. Vis délto motery iSsilavinimas ir turima informacija ju neskatina
apsilankyti pas ginekologus profilaktiniam patikrinimui. PrieSingai, Zemesnio
iSsilavinimo moterys, miisy duomenimis, reguliariai pas ginekologus tikrindavosi dazniau
(nors taip pat nepakankamai daznai) nei turinCios aukstaji arba nebaigta aukstaji
iSsilavinima.

Dauguma motery (83,9 proc.) zinojo apie Lietuvoje vykdoma valstybing gimdos kaklelio
patikros programa, ir §i turima informacija nepriklaus¢ nuo iSsilavinimo, bet Zemesnio
iSsilavinimo moterys neturéjo informacijos apie patikros tvarka. Turint omenyje, kad
butent Zemesnio iSsilavinimo moterys dazniau tikrindavosi profilaktiskai, bet turé¢jo
maziau informacijos apie patikros tvarka, galima teigti, kad informacija apie gimdos
kaklelio vézio rizikos veiksnius ir valstybing patikros programa Lietuvoje suteikia ne
ginekologas.

Vis délto mus labiausiai dominantis atsakymas i klausima, ar zinojimas apie valstybing
patikros programa paskatina moteris profilaktiskai pasitikrinti dél gimdos kaklelio vézio,
gerokai nuvylé, - tik 49,1 proc. motery atsaké, kad lankosi pas ginekologus gana
reguliariai. Daugiau nei pusé motery, turin€iy aukstaji arba nebaigta aukstajj iSsilavinima,
atsaké, kad pas ginekologus arba visiSkai nesilanko, arba lankosi tik atsiradus
nusiskundimy. Nezitrint to, nesilankanc¢ios pas ginekologus moterys labai pageidavo
pasiskiepyti nuo ZPV, ypa¢ jei uz vakcinas biity kompensuojama. Tai rodo, kad Lietuvos
moterys pervertina vakcinacijos reikSme ir visiSkai nejvertina reguliaraus profilaktinio
pasitikrinimo reikSmés kaip pagrindinés gimdos kaklelio vézio profilaktikos priemonés.
Tai rodo, kad Salyje truksta patvirtintos sveikatos Svietimo programos, informuojancios
apie valstybés finansuojamas ligy prevencijos programas.

Antra karta buvo apklausiamos visos moterys, kurios atvyko pasitikrinti profilaktiSkai
pagal valstybing gimdos kaklelio patikros programa. IS viso apklaustos 459 moterys.
Duomeny analizei buvo atrinktos tik visiSkai uzpildytos anketos (statistiniam duomeny

apdorojimui 8 anketos buvo netinkamos). Visos §ios moterys taip pat buvo istirtos dél
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gimdos kaklelio patologijos iprastinés ginekologinés apzitiros buidu, visoms paimtas
gimdos kaklelio nuograndy méginys, kuris buvo tiriamas skysty terpiy Pap tepinélio
metodu. Iki Siol Lietuvoje buvo taikomas tik tyrimas jprastiniu Pap metodu, kai gimdos
kaklelio nuograndos i$ karto yra perkeliamos ant objektyvinio stiklelio.

Pagal Pap tepin¢lio tyrimo duomenis visos moterys buvo suskirstytos i dvi grupes:
tiriamaja (serganciyju HSIL(CIN2+) ir kontroling (sveiky). Abiejose grupése moterys
buvo suskirstytos pagal amziy | pogrupius. Kiekvienam tiriamosios grupés individui
parinkti identiski pagal amziy individai i§ kontrolinés grupés santykiu 1:4. Tai reiskia,
kad tiriamosios grupés motery vidutiniai rodikliai buvo lyginami su analogisko amziaus
(£ 3 metai imtinai) keturis kartus didesnés kontrolinés grupés motery rodikliais.

Aptikus Pap tepinélyje kokiy nors citopatologiniy pokyc¢iy, moterys buvo siun¢iamos i
stacionarag gimdos kaklelio audiniy biopsijai ir iSsamesniam tyrimui bei gydymui.
Biopsinés medziagos méginiai iStirti 107 moterims. Taigi misy surinkti apklausos
duomenys, taip pat citologiniy ir histologiniy tyrimy rezultatai bei supernatanty tyrimy
ivairiais metodais sukaupta informaciné medziaga mums sudaré galimybe lyginti jvairius
rodiklius tarpusavyje, nustatyti ju tarpusavio ryS$i ir, svarbiausia, atskirti fiziologinés
normos rodiklius nuo analogisky rodikliy, biidingy patologijai. Mes bandéme surasti
modernius, bet praktiskai jgyvendinamus tyrimo metodus, kuriais buty galima laiku
diagnozuoti gimdos kaklelio patologija nustatytoms anketiniu tyrimu padidintos rizikos
sirgti HSIL (CIN2+) motery grupémes.

Tiriamosios ir kontrolinés grupés motery anketiniy ir klinikiniy tyrimy duomeny analizé
parodé, kad tarp rizikos veiksniy ir intraepiteliniy gimdos kaklelio pokyciy rodikliy
egzistuoja statistiSkai patikimas rySys atsizvelgiant | motery amziy, iSsilavinima,
gyvenamaja vieta, buvusia gimdos kaklelio patologija ir kt.

Misy tyrimai parodé, kad galima skirti dvi HSIL rizikos veiksniy grupes: socialinius ir
medicininius.

Socialiniy veiksniy grupei priklausyty Zemas moters iSsilavinimas ir gyvenimas kaimo
salygomis. Miisu tyrimy rezultatai patvirtina kity autoriy nuomong, kad didesné rizika

susirgti HSIL yra gyvenanCioms kaime moterims ir turinioms zema iSsilavinima.
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Zemesnis i$silavinimas ir gyvenimas kaimo salygomis neturéjo jtakos misy tirty motery
informuotumui apie ZPV kaip pagrindinj gimdos kaklelio véZio rizikos faktoriy ir apie
Lietuvoje vykdoma gimdos kaklelio patikros programa. Zemas issilavinimas, gyvenimas
kaime ir gyvenvietése nurodo ju blogesni gyvenimo lygi ir Zzemesng socialing visuomenés
branda. Tyrimais patvirtinta, kad tarp viduriniojo ir Zemesniojo issilavinimo motery ZPV
paplitimas yra didesnis, o tikimybé susirgti HSIL kaimo ir kaimisky gyvenvieciy
moterims beveik 3 kartus didesné nei miestietéems (SS = 2,84; 95 proc. PI 1,13-7,18;
p=0,027). Sis rysys tarp isilavinimo ir HSIL gali biti susietas su didesniu ZPV paplitimu
tarp viduriniojo ir Zemesniojo iSsilavinimo motery. Tai patvirtina 1998-2002m. atliktas
dvieju etapy prospektyvinis kohortinis tyrimas Lietuvoje. Didelés rizikos ZPV paplitimo
rizika didina Zemas (vidurinis ar Zemesnis ) moters i$silavinimas ( SS- 1,43, 95%
PI=1,01-2,04) (Kliucinskas, Nadisauskiene et al. 2006).

Visuomeneés socialiné¢ branda apibréziama keletu kriterijy: visuomenés issilavinimas ir
ekonominis lygis, pasaulézitira, dvasiniy ir materialiniy vertybiy skale, taip pat
sugeb¢jimas priimti naujienas mokslo ir ekonomikos srityje, tolerancija (pvz., kitatauciy,
kitatikiy atzvilgiu ir kt.), dalyvavimas politiniame Salies gyvenime.

Apie visuomenés socialing branda galima spresti pagal tai, kaip sugebama tradicines
vertybes, tokias kaip tvirta Seima, dvasinés ir religinés vertybés, sujungti su moderniomis,
SiuolaikiSkomis. Dvasiniai ir etiniai pasiekimai bei socialinis kultiirinis paveldas turéty
buti kombinuojami su ekonominiais, politiniais ir moksliniais pasiekimais bei
technologiniais laiméjimais. Brandzios visuomenés pagrindinis rodiklis yra tos
visuomenés sugebéjimas priimti mokslo ir technikos naujoves, sugebéjimas tas naujoves
pritaikyti savo gyvenime. Taigi kai Lietuvos pilietés Zino apie vykdoma gimdos kaklelio
patikros programa, bet nelinkusios apsilankyti pas ginekologus profilaktiniam
patikrinimui, tai rodo, kad miisy motery nuomon¢ apie tokias patikras yra archaiska,
nepasikeitusi per daugeli deSimtmeciy, kuomet nebuvo patikros programy ir
nesusiformavo jgiidis lankytis pas gydytojus ginekologus profilaktiniam pasitikrinimui.
Todé¢l moterys arba neskuba kreiptis 1 gydytoja, arba i§ viso uzdelsia iki nepagydomu
ligos stadijy.
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Pagal miisy duomenis, gimdos kaklelio patologijos daznis turi atvirkstini rySi su moters
iSsilavinimo rodikliu. Nebaigta aukstaji ir aukstaji iSsilavinima turinioms moterims
tikimybé susirgti HSIL yra maZesné nei Zemesnio issilavinimo pacientéms (SS = 0,35; 95
proc. PI 0,16-0,76; p=0,008).

Pastaruoju metu Lietuvoje susidariusi didelé¢ socialiné atskirtis verCia manyti, kad
moterims teikiama ginekologiné pagalba, tikriausiai, taip pat yra nevienodos kokybés.
Pagal atsakyma i anketos klausima apie lankymosi pas ginekologus dazni, Zemesnio
iSsilavinimo moterys linkusios i ginekologus kreiptis statistiSkai dazniau nei turincios
aukstaji iSsilavinima, vis délto jos statistiSkai patikimai dazniau sirgo ikivézinémis gimdos
kaklelio ligomis. Medicininé statistika rodo, kad labiau pasiturin€ios moterys pasirenka
privacius akuSerius ginekologus. Pavyzdziui, Vilniaus regione per 2005-2007 metus i$
12952 tyrimy Pap tepinélio metodu, 8901 testy atlikta privaciose gydymo istaigose ( t.y.
uz valstybinés programos rémuy).

Kai kurie egzogeniniai GKV rizikos veiksniai priklauso grynai nuo paciy Zmoniy
gyvenimo biido. Moteris pati gali koreguoti tokius rizikos veiksnius, kaip hormoniniy
kontraceptiky vartojimas, rikymas, lytinio gyvenimo pradzia ir ypatumai, partneriy kaita,
lytiniu keliu platinama infekcija, néStumy skaicius ir kt.

Turintys aukstaji iSsilavinima vyrai ir moterys beveik du kartus re€iau riko, reciau
vartoja stiprius alkoholinius gérimus (Kalédiené ir bendraaut., 1999). Pasaulinés
sveikatos organizacijos 2005 mety duomenimis, Lietuvoje riuké 9,8 proc. motery. Sis
procentas pastaraisiais metais smarkiai auga, rikymas labai plinta tarp nepilnameciy.
Rikymo rodikliy koreliacija su gimdos kaklelio displazijos dazniu autoriai vertina
nevienodai. Miisy tyrimuose patikimo rySio neaptikta, vis délto tokioms netikétoms
iSvadoms galéjo turéti jtakos nedidelis miisy tirty motery rukymo stazas. Kiti autoriai
nustate, kad rizika numirti nuo GKV riikan¢ioms moterims yra dvigubai didesné (SS=2.0;
95 proc. PI 1,23-2,91) nei niekada neriikiusioms, o moterims, kurios riikkyti pradéjo iki 20
mety amziaus, tikimybé susirgti gimdos kaklelio véziu yra dar didesné (SS = 3,2)

(Odongua, Chae et al. 2007).
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Kontraceptines tabletes ekonomiskai iSsivysc¢iusiose Salyse nuolat vartoja 30-50 proc.
motery. Lietuvoje Sia kontracepting priemong pasirenka tik apie 5,5 proc. vaisingo
amziaus motery, norin¢iy iSvengti nepageidaujamo néstumo (Stankevicius H., Klimas V.,
2000). Musy tirtos tik 55 moterys (23,9 proc.) teigé vartojusios geriamuosius
kontraceptikus, gal todél mes nenustatéme patikimo rysio tarp kontraceptiky vartojimo ir
HSIL rodikliy.

Kai kurie autoriai skelbia neaptike rysio tarp kontraceptiky vartojimo stazo, ZPV ir GKV
(Flores, Bishai et al. 2008). Tiesioging geriamyju kontaceptiky ijtaka HSIL iSsivystymui
sunku nustatyti. Tikriausiai gimdos kaklelio displazija labiau susijusi su aktyvesniu
lytiniu gyvenimu, kadangi §i patologija daZniau aptinkama moterims, naudojancioms
geriamuosius kontraceptikus, kuriy sudétyje daug estrogeny. Hormoninés kontracepcijos
priemonés sukelia stulpinio epitelio eritema ir edema. Tai sudaro palankesnes salygas
virusinei invazijai.

Dabar paaugléms skiriami kontraceptikai, kuriuose estrogeny koncentracija yra labai
maza. Kai kontraceptikai skiriami gydymo tikslais (pvz., dél anovuliacijos, gausiy
kraujavimy), jie slopina hiperestremija ir subrandina atspary transformacijos zonos
epiteli, kurio lastelés atsispiria ZPV invazijai. Manoma, kad biitent todél uZsienio autoriy
straipsniuose vélyvos menarche rodikliai daugiaveiksnéje statistinéje analizéje
nepasitvirtina, nes paaugliy ménesiniy ciklas papras¢iausiai yra laiku koreguojamas,
sutrikimai 1§gydomi.

Masy darbe atlikta vienaveiksné logistine regresijos analizé parodé, kad moterims, kuriy
ménesinés prasidéjo véliau nei 14 m. amziaus (SS=1,89, 95% PI: 1,07-3,33, p=0,028),
turéjo didesng galimybe susirgti HSIL. Taciau daugiaveiksnéje logistinés regresijos
analizeje Sio veiksnio itaka yra nezymi. Vienmomentinis tyrimas parod¢, kad tos moterys,
kurios neuzilgo po menarches turi pirmuosius lytinius santykius yra didesné rizika
uzsikrésti ZPV infekcija ir turéti gimdos kakelio neoplazija (Shew, Fortenberry et al.
1994; Kahn, Rosenthal et al. 2002; Collins, Mazloomzadeh et al. 2005). Aiskinama tuo,

kad jauny merginy gimdos kaklelio transformacijos zona yra didelé, ,,iSsivertusi { iSorg ,
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todél ZPV nesunku pasiekti gimdos kakelio epitelinio bazing membrang ir sukelti lasteliy
metaplazija.

Tyrimais nustatyta, kad paauglés, pradéjusios lytinius santykius neuzilgo po pirmyju
menarche, turi didesne rizika uZsikrésti ZPV infekcija, o véliau ir susirgti gimdos kaklelio
veéziu (Kahn, Rosenthal et al. 2002; Collins, Mazloomzadeh et al. 2005).

Aiskinama tuo, kad jauny merginy gimdos kaklelio transformacijos zona yra didelée,
liaukinis ir nesubrendgs stulpinis epitelis ,,iSvirtes™ | makstj, todél zmogaus papilomos
virusui nesunku patekti i plono gimdos kaklelio epitelio pamatini sluoksni ir ji infekuoti.
Kai lytiniai santykiai pradedami iki pirmyjuy menarche, rizika susirgti gimdos kaklelio
véziu iSauga iki 26:1. Jei lytinis gyvenimas pradedamas nuo 16 mety, rizika susirgti GKV
Siek tiek sumazéja - 16:1, o jei lytinis gyvenimas pradedamas nuo 20 mety, santyking
rizika sumazéja iki 1:1 (Canavan and Doshi 2000; Lacey, Frisch et al. 2001).

Pastaraisiais metais pasirodé prieStaringy praneSimuy, kuriuose nagrin¢jama sasaja tarp
menarchés pradzios, moters uzsikrétimo ZPV infekcija amziaus ir CIN atsiradimo
(Castle, Walker et al. 2005; Collins, Mazloomzadeh et al. 2005; Vaccarella, Herrero et al.
2006). Ankstesniy mety praneSimuose kai kurie autoriai teigé, kad menarche amzius ir
7PV infekcija yra CIN rizikos faktoriai. Kiti autoriai nurodo, kad CIN atsirasti turi jtakos
pirmyju lytiniy santykiy amzius ir gimdymu skaicius, bet geriamyju kontraceptiky
vartojimas ir moters amzius pirmojo gimdymo metu néra ivardijami kaip reikSmingi
CIN2 rizikos faktoriai (Hildesheim, Herrero et al. 2001; Castle, Walker et al. 2005;
Herrero, Castle et al. 2005).

Mes savo tyrimuose patikimo rySio tarp lytinio gyvenimo pradzios, lytiniy partneriy
skai¢iaus ir HSIL susirgimy daznio nenustatéme.

Medicininiams rizikos veiksniams priklauso nesiskiepijimas nuo gripo ir negydyta
ankstesné gimdos kaklelio patologija. Miisy tyrimas teigia, kad né karto nesiskiepijusios
nuo gripo moterys turi 11 karty didesne galimybe susirgti HSIL nei pasiskiepijusios (SS =
11,32; 95 proc. PI 2,23-57,51; p=0,003). Si reiskinj aigkina gripo vakcinos
imunostimuliaciniu veikimu, nes vakcina nuo gripo, kaip ir nuo ZPV, veikia tuo paciu

principu, t.y. per ta pati IgG (Giannini, Hanon et al. 2006). Taciau studijy, kuriose bty
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nagrin¢jama panaSi problema, neradome. Tai galéty buti tolimesniy darbuy kryptis.
Kadangi klauséme tik apie skiepijimasi gripo vakcina, tai nezinome, galbiit panaSius
rodiklius gautume jei butume klausg¢ apie buvusia vakcinacija hepatito B, C vakcina ir kt.
Sis veiksnys gali bati siejamas su vienaveiksméje analizéje rastu imunitetg
stimuliujojanciy priemoniy nenaudojimu, apibendrinus - imunoprofilaktikos stoka.

Stresas darbe, Seimoje yra vienas i$ rizikos veiksniy susirgti HSIL. Nors mes savo darbe
rysio tarp HSIL ir streso patiriamo namuose ar darbe nenustatéme, remiantis kity autoriy
atliktos studijos hipoteze, kad dazniau patiriamas stresas yra susijg¢s su silpnesniu T
lasteliy atsaku { ZPV (Fang, Miller et al. 2008).

Buvo manoma, kad ZPV infekcija sukelia tik tranzitorinius minimalius gimdos kaklelio
epitelio pokycius (Grenko, Abendroth et al. 2000; Stoler and Schiffman 2001; Woodman,
Collins et al. 2003). Vis délto kai ZPV infekcija negydoma, virusas gali persistuoti ilgus
metus ir po 10 arba daugiau mety sukelti CIN3 ir net invazinj vézi. Literatiiroje aptinkama
duomeny, kad apie 10 proc. CINI atveju ir 20 proc. CIN2 progresuoja i CIN3, o CIN3
nemaziau kaip 12 proc. atvejy transformuojasi 1 vézi (Arends, Buckley et al. 1998; zur
Hausen 2002; Woodman, Collins et al. 2003). ZPV infekcijos persistencijai didelés
reikSmés turi bendras organizmo imunitetas, jo sugeb¢jimas iSsivalyti nuo infekcinio
uzkrato. Misuy tirtos moterys, kurios atsaké, kad niekada nebuvo skiepytos nuo gripo,
turéjo didesng rizika susirgti HSIL. Tai paaiskinama gripo vakcinos jau minétu
imunostimuliaciniu veikimu. Misy atlikta analizé vienaveiksnés logistinés regresijos
metodu taip pat patvirtino, kad imunitetas turi itakos atsirasti HSIL, nes vartojancios
imunostimuliantus moterys statistiSkai patikimai maziau sirgo HSIL (p=0,029).

Mes taip pat nustatéme, kad didesné rizika susirgti HSIL yra toms moterims, kurioms
anks¢iau nebuvo gydytas gimdos kaklelis (SS = 3,41; 95 proc. PI 1,20-9,67; p=0,021).
Kai kurie autoriai pateikia duomenis, kad moterys, kurios niekada nebuvo istirtos Pap
tepinélio metodu, turi dvigubai didesng rizika numirti nuo GKV nei istirtosios (SS=2,0;
95 proc. PI 1,37-1,81). Nustatyta ir kita idomi koreliacija, kai moterys, kurioms niekada

nebuvo atliktas Pap testas, tur¢jo didesne rizika susirgti GKV nei tos, kurioms Pap
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tepinélio metodu buvo nustatyta IPPNN diagnozé (SS=1,21; 95 proc. PI 1,0-1,25)
(Odongua, Chae et al. 2007; Lee, Wark et al. 2008).

Taigi remiantis miisy tyrimy duomenimis, galima daryti iSvada, kad papildomy imuniteta
stimuliuojaniy medikamenty nevartojimas ir gimdos kaklelio negydymas yra
medicininiai rizikos veiksniai susirgti HSIL, susij¢ su sveikatos Svietimo stoka.

Aborty ir gimdymuy skaicius nors ir siejamas su gimdos kaklelio ryskiais intraepiteliniais
pokyciais (Evans, Krivchenia et al. 2002; Munoz, Franceschi et al. 2002), ta¢iau mes
savo darbe Sio rySio nenustatéme. Galbut todél, kad yra nedidelis gimdymu skaicius
bendroje populiacijoje- 2005m. 1000 gyventoju teko 9 gimdymai (World Health
Organization. 2008). Miisy tyrime dalyvavusios moterys vidutiniSkai buvo gimdziusios 2
kartus.

Kity socialiniy bei medicininiy veiksniy patikimo rySio su HSIL daznio rodikliais mums
nepavyko nustatyti, nors literatiiroje aptinkami kontroversiski teiginiai.

Visoms 459 moterims buvo atlikti gimdos kaklelio nuograndy laboratoriniai tyrimai Pap
tepinélio metodu. Mes savo tyrimuose taikéme skysty terpiy Pap tepinélio metoda
(PapSpin ir GynoPrep). Iki Siy mety Lietuvoje buvo taikomas tik iprastinis Pap tepinélio
metodas, kai nuograndos nuo gimdos kaklelio yra perneSamos tiesiai ant objektyvinio
stiklelio. [prastinis metodas turi truikumuy, kadangi nuograndos gali buiti paimtos aktyvaus
uzdegimo fone, tepinélio sluoksnis gali biti storas, kraujingas arba uZzterStas pasalinémis
medziagomis, jame gali susidaryti artefaktai dél dziovinimo patalpos salygomis. Visy Siy
klaidy galima iSvengti naudojant skysty terpiy Pap tepinélio metoda.

Daugumai motery citologiniu testu patologijos nebuvo aptikta, o 107 moterys buvo
nusiystos | stacionara gimdos kaklelio audiniy biopsijai. Biopsinés medziagos
histologinis tyrimas yra vertinamas kaip ,,auksinis standartas®, kuriuo remiantis arba
atmetama, arba patvirtinama gimdos kaklelio patologija. Kai etaloninis testas yra
biopsinés medziagos histologinis tyrimas, miisy skysty terpiy citologinio tyrimo metodo
(tiriant ekspertui) jautrumas yra 98,0 proc., specifiSkumas 48,4 proc., teigiama
prognoziné verté 75,4 proc., neigiama prognozin¢ verté 93,8 proc., o netinkamy vertinti

tepinéliu 3,7 proc. Tai gana auksti rodikliai, vis délto reikia nepamirsti, kad buvo
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kryptingai atrinkta serganciyju pacien¢iy grupé€, todél vertinti kaip populiacinio ar
geresnio nei iprastinis Pap tepinélis testo negalima. 2008m. Valstybinio patologijos
centro citopatologijos skyriaus metin¢je ataskaitoje yra pateikiama, kad Pap testo
jautrumas 61 proc., o specifiSkumas 92 proc., o netinkamuy vertinti tepinéliy yra 6,2 proc.
Turint tai omenyje, mes negalime teigti, kad skysty terpiu citologijos (STC) metodika
yra zymiai vertingesné uz iprastini Pap testa. Dél STC tyrimo metodo pastaruoju metu
yra daug diskutuojama. Yra nuomoniy, kad skysty terpiy metodas, nederinant jo su
papildomais tyrimais, pavyzdZiui, ZPV nustatymu, néra jautresnis nei jpratinis Pap testas
(Ronco, Segnan et al. 2006; Arbyn, Bergeron et al. 2008). Vis délto autoriai teigia , kad
taikant skysty terpiy metodika, Pap tepinélio tyrimo jautrumas iSaugo nuo 65 iki 80 proc.,
taCiau specifiSkumas sumazéjo nuo 95 iki 75 proc.

Biopsinés medziagos histologinis tyrimas, nors ir yra etaloninis btidas diagnozuoti
gimdos kaklelio neoplazijas, vis délto yra invazinis metodas, reikalaujantis specialiy
salygy. Mes lyginome citologiniy tepin¢liy ir histologiniy preparaty imunocheminiy
tyrimy rezultatus. Miisy tikslas buvo iSaiskinti, ar galima pasikliauti imunocitocheminiy
tyrimy rezultatais, apsieinant be biopsijos procediros ir imunohistocheminiy tyrimy.

Preparatuose buvo ieskoma DR ZPV ir i§gyvenamumo susirgus GKV Zymens - baltymo

p 1 6INK4a

Imunocitocheminio tyrimo rezultatai parodé¢, kad tarp baltymo pl6INK4a rodikliy ir
diagnozés sunkumo laipsnio egzistuoja stiprus rysSys. Kai tepinéliuose nebuvo aptinkama
baltymo pl16INK4a, tai ir citologinio tyrimo diagnozé buvo IPPNN. Tik vienu HSIL
atveju baltymo pl6 nebuvo aptikta. Ir prieSingai, kai moterims buvo nustatomas
teigiamas baltymo pl6INK4a testas, tai ir diagnozé dazniausiai buvo HSIL. Vis délto
viena moteris neturé¢jo jokiy patocitologiniy  pokyCiy, nors baltymo testas buvo
teigiamas.

Gimdos kaklelio biopsinés medziagos imunohistocheminiais tyrimais taip pat nustatéme,
kad tarp histologinio tyrimo duomeny ir baltymo pl16INK4a raiSkos rodikliy egzistuoja
tiesioginis rySys. IS 14 motery, sirgusiu GKV, net trylikai nustatytas teigiamas p16INK4a

testas. Taigi miisy imunohistocheminiai tyrimai pakartojo imunocitocheminiy tyrimy
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rezultatus. Vadinasi, imunocitocheminio tyrimo rezultatais galima pasikliauti. Kai Pap
tepinélio metodu buvo nustatyta CIN2+ diagnozé, baltymo pl16INK4a tyrimo metodo
jautrumas yra 87 proc., o teigiama prognoziné verté 93 proc. Tai reiskia, kad pagal
baltymo pl16INK4a tyrimo rezultatus (pl6 teigiamas) teisingai galima diagnozuoti 93
proc. atveju. Metodo specifiSkumas taip pat labai aukstas — 92 proc.

Remdamiesi miisy tyrimy duomenimis, galime teigti, kad baltymo p16INK4a nustatymas
imunocitocheminiu metodu gimdos kaklelio neoplazijai aptikti yra labai vertintinas ir
Siuolaikiskas tyrimo metodas. Sis metodas gali pakeisti daug sudétingesnj
imunohistocheminj tyrima.

Daugiau nei 90 proc. gimdos kaklelio vézio atvejy biity galima iSvengti, jei moterys
dalyvauty prevencijos programoje. Vis délto dalyvavimas Sioje programoje né vienoje
Salyje néra Simtaprocentinis. Lietuvoje per pirmuosius trejus patikros metus Pap tepinélio
tyrimams atvyko tik 44 proc. motery, 2008 m.- 55 proc., kitose EU Salyse §is procentas
svyruoja nuo 10 iki 79 proc. JAV Nacionalinio sveikatos instituto duomenimis, net 50-60
proc. motery samoningai ignoruoja patikros programa ir joje nedalyvauja. Neitikétina, bet
labai daug motery savo nedalyvavima patikros programoje pateisina tuo, kad patiria géda
ir jauciasi nemaloniai, kai jas apzitri ginekologas, taip pat prastomis susisiekimo
salygomis, informacijos apie patikros programa stoka, laiko trikumu ir kt. Ypac
ginekologiniy apziliry bijo ir vengia jaunos moterys (Branoff, Santi et al. 1997; Fitch,
Greenberg et al. 1998). Taigi faktiné situacija yra tokia, kad didziausias gimdos kaklelio
vézio rizikos veiksnys yra paciy motery nenoras reguliariai lankytis pas ginekologa ir
nesuvokimas, kad profilaktiniai patikrinimai yra itin svarbiis ankstyvai GKV ankstyvai
diagnostikai. Turint visa tai omenyje, reikia galvoti apie naujy savityros metody
sukiirima, kai buty iStiriami gimdos kaklelio ir maksties tepinio medziagos ar nuoplovy
méginiai, eliminuojant ginekologo dalyvavima. Biity galima paruosti specialius testus,
kad moteris pati juos galéty atlikti pati. Nuoplovose biity ieSkoma ne tik véziniy
displastiniy lasteliy, bet, svarbiausia, biity tiesiogiai {vertinami ikivézio/vézio zymenys.
Ikivézio ir vézio Zymenuy paieskos ir jy nustatymas Siuolaikiniais diagnostikos metodais

igauna vis didesni pagreiti. Vézio zymenys dazniausiai yra baltyminés molekulés,
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enzimai bei amino rigstys, kuriuos produkuoja vézinés lastelés. Sie markeriai gali bati
aptinkami citologiniuose ir histologiniuose vézio preparatuose, kraujyje, limfoje, kauly
Ciulpuose, §lapime, ascito skystyje ir kt. Zymeny tyrimai suteikia galimybe studijuoti
vézinio proceso ir progresijos mechanizmus (Gray and Herrington 2004; Syrjanen 2005;
Yim and Park 2006), taciau klinicistams zymeny rodikliai yra svarbiis tuo, kad jie gali
biti panaudojami kaip kriterijai, diagnozuojant ankstyva patologija ir stebint gydymo bei
ligos eiga, ypac atokiems gydymo rezultatams jvertinti.

Skystu terpiy Pap tepinélio metodas yra pranasSesnis tuo, kad likusi po centrifugavimo
gimdos  kaklelio nuograndy méginio skystoji dalis (supernatantas) puikiai tinka
papildomiems tyrimams optiniais ir molekuliniais proteominiais metodais, ieSkant
zymenuy, ir suteikia labai daug vertingos informacijos, padedancios aptikti patologija.
Lietuvoje iki Siol supernatanty tyrimai, ieSkant gimdos kaklelio neoplazijos zymenuy,
nebuvo vykdomi. Mes supernatanty méginiuose ieskojome zymens p16INK4a. Si Zymenj
pasirinkome ne atsitiktinai. Sis Zymuo yra pripaZintas didelés rizikos ZPV infekcijos
zymeniu. Baltymas pl6INK4a buvo nustatinégjamas optiniais metodais, taip pat
biocheminiais proteominiais biidais. Sergan¢iy HSIL motery supernatanty meéginiuose
galima aptikti ir jvairiy kity vézio Zzymeny. Mums, pavyzdziui, pavyko aptikti 405-420
nm ruozo fluorescencija. Esant 355nm zadinimui ir atsakui 405-424 nm diapazone
autofluorescensija geriausiai atskiriama IPPNN grupé¢ (p=0,0003). Sioje juostoje ir yra
budinga  autofluorescencija elastinui, estronui, tirpiam kolagenui. Deja, Siame
fluorescencijos ruoze negaléjome HSIL atskirti nuo uzdegimo.

Elastinas taip pat kaip ir elastino peptidai yra potencialiis metastatiniy procesy
inhibitoriai, eksperimentiniuose naviky modeliuose. Tirpus elastinas ir elastino
degradacijos produktai tokie kaip elastino peptidai indukuoja véziniy lasteliy judéjima
tarpininkaujant 67 kDa elstino receptoriui. Yra nuomoniy, kad elastino degradacijos
produktai gali stimuliuoti ekspresija MMP-2 ir MT1-MMP taip pat kaip TIMP-2
padidindami véziniy lasteliy degradacija (Chang, Cartwright et al. 2009).

Syrjanen ir bendraautoriai, i§ 13 reikSmingy CIN2+ diagnostikai Zymeny gauty atlikus

vienaveiksng logisting regresijos analiz¢, daugiaveiksné analizé patvirtino tik tris:

116



1.VEGF-C (angiogenezg atspindintis Zymuo);

2. LR67 ( Laminino receptorius);

3.PCNA (proliferacijos zymuo);

ISgyvenamumo, susirgus gimdos kaklelio véziu, prognostiniai Zymenys yra:

1. TIMP-, (metaloproteinazés);

2. mm2; (metastatinis Zymuo);

3. p16™*** (reguliatorius lastelés ciklo);

(Syrjanen 2009).

Kadangi visy 13 Zymeny panaudojimas CIN diagnostikoje buty sudétingas ir brangus,
uztekty naudoti tik du, t.y. invazija atspindinti Zymeni LR6; ir angiogeneze¢ VEGF-C. Jei
naudotume Siuos Zymenis patikroje teorinis testo specifiSkumas ir teigiama prognosting
verte galéty siekti 100%. Teoriné todel, kad Sie Zymenys rasti jau esant CIN, todél
nezinia kokie biity rodikliai naudojant bendroje populiacijoje (patikroje). Taciau zitirint {
ateiti molekuliniai zymenys bus naudojami patikroje (Crum, Abbott et al. 2003).

Yra du pagrindiniai pozymiai apibréziantys piktybini navika, tai invazyvumas ir
sugeb¢jimas plisti ( metasatzuoti) i kitus organus.

Véziniy lasteliy patekimo pro pamating plévelg (invazija) yra trys pagrindiniai Zingsniai:
1. Véziniy lasteliy saveika su specifiniais pamatinés plévelés pavirSiaus receptoriais.
2.Pamatinés plévelés suskaidymas iSskirtais proteolitiniais fermentais.

3.Véziniy lasteliy migracija | gretimus audinius, patekimas | krauja, limfa ir
metastazuojant i kitas organizmo vietas (Liotta, Steeg et al. 1991).

Kadangi ZPV yra pagrindinis gimdos kaklelio véZio ir ikivéziniy bikliy veiksnys, tai
viruso infekuoty ir ryskiai neoplastiSkai pakitusiy lasteliy patekimas pro bazing
membranag ir salygoja invazinio proceso vystymasi.

IV tipo kolagenas sudaro ne skaidulas, o lakStus. Tai svarbus pamatinés plévelés
komponentas. Kolagenas aptinkamas tik tarplasteliniame uzpilde. Kolageno tinklas kaip
armatlira sutvirtina lamining, kuris yra pagrindinis pamatinés plévelés komponentas.
Strukttiriniy komponenty ir antioksidanty sumazéjimas, lipidu padidéjimas esant CIN2+,

lytiniy hormony, jy pirmtaky ir metabolity dalyvavimas CIN 2+ raidoje patvirtina
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gimdos kaklelio tepinélio supernatanto autofluorescencijos spektry komponenty
skirtumus-esant IPPNN, uzdegimui ir ikivézinei buklei.(Chang, Cartwright et al. 2009).
Masy atliktame supernatanto fluorescencijos tyrime, ikivéziniuose audiniuose pakite
apykaitos procesai atsispindi ir autofluorescencijos spektruose, lyginant juos su
nepakitusiais. Tai ir lemia autofluorescencijos metodo tinkamuma taikyti ikivéziniy
pakitimy diagnostikai.

Fluorescuojancios biologinés molekulés yra labai sudétingos, jas sudaro keletas
pagrindiniy komponenty. Audiniy fluorescencijos spektrai daZzniausiai yra Siy
komponenty suma. Pagrindiniai gimdos kaklelio audiniy chromoforai yra NADH,
elastinas, FAD ir kolagenas. Amino riigStis triptofanas, esanti daugelio baltymu sudétyje
ir daugiausiai aptinkama mitochondrijose, dominuoja fluorescencijos spektruose, kai
zadinama trumpesnémis nei 300 nm bangomis. Kolagenas ir elastinas, esantys
jungiamajame audinyje, pasiZymi fluorescencijos maksimumais atitinkamai ties 390 ir
410 nm. Nikotindinukleotido (NADH), esancio lastelés citoplazmoje ir mitochondrijose,
fluorescencijos maksimumas ties 470 nm, zadinant 355 nm, o porfiriny grupés pigmenty -
ties 610-635 nm ir 670 nm. Karotinoidai, flavinadenindinukleotidas (FAD), keratinas
pasizymi melsva fluorescencija, esant suzadinimui 337 nm bangomis.

Optiniu metodu buvo istirti 459 motery supernatanty méginiai. Kiekvieno méginio
fluorescencijos spektrai buvo matuojami laboratoriniu spektrometru naudojant tris
zadinimo bangos ilgius: 290 nm, 300 nm ir 310 nm. Spektrai buvo uzraSomi nuo 330 iki
550 nm juostoje. Optiniy tyrimy rezultatai tolimesnei analizei buvo tinkami ne visi. Tik
181 méginio spektrinio tyrimo duomenys atitiko visus reikalavimus (i$ viso 543 spektrai).
57 supernatanty meéginiy buvo istirti VU Taikomyju moksly institute tikslingai sukurtu
lietuvisku portatyviniu 355 nm bangy ilgio mikrolazeriu STA-01 su spektrometru
»AvaSpec-2048TEC-USB2, Avantes®. Dalis méginiy panaudota diagnostinés metodikos
kiirimui, o 18 i8dziovinty méginiy $i metodika pritaikyta.

Sunku patikimai atskirti IPPNN ir HSIL (CIN2+) citologiniy grupiy supernatantus,
zadinant 290 nm lempiniu spektroskopu >379nm emisijos juostoje ( p<0,05; AUC 0,69,

Jautrumas 0,72, Specifiskumas 0,65- zemi rodikliai).
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Mikrolazeris, kuri galima panaudoti prie paciento lovos, t.y. uz laboratorijos riby, esant
355nm zadinimui, patikimiausiai skiria i§dziovintose supernatanto nuosédose IPPNN ir
HSIL grupes (p<0,001; AUC 0,96, Jautrumas 0,91, Specifiskumas 1,000).

Ultravioletin¢ spinduliuoté gyviems organizmams yra pavojinga dél galimo baltymy ir
DNR struktiiros pazeidimy. Kuo trumpesnés bangos, tuo pazeidimo pavojus didesnis, nes
trumpéjant bangoms, adekvadiai didéja spinduliuotés kvanto energija. Zinant, kad
zadinimas ilgesnémis bangomis yra maziau pavojingas gyviems audiniams, 337nm ir 365
nm bangos yra taikomos tiriant gyvuosius audinius (Palsson, Stenram et al. 20006).
Tyrimams naudoti mikrolazeri STA-0O1 buty patogu ir todel, kad tévyninis mikrolazeris
su spektrometru yra nedideliy matmenuy ir portabilus, tyrimus biity galima atlikti
tiesiogiai prie paciento, pirmojo apsilankymo pas gydytoja metu. Be to Sis lazeris yra
sukurtas ND YAG kristalo pagrindu, tod¢l jo zadinimo bangos ilgi galima buty keisti,
pvz., zadinti 266, 532nm nm bangomis.

Pazangiausi Sviesos diodai (Sviestukai) yra Siuolaikiniy technologiju produktas,
skleidziantys daugelio bangy ilgio §viesa. Juos visus galima jkomponuoti | miniatitirinius
prietaisus, tinkamus klinikiniam tiesioginiam naudojimui paciento apzitiros metu, arba
mikroskopo optingje sistemoje. Diodai Svyti silpniau bei skleidzia platesnio ruozo Sviesa,
todél abu Sviesos Saltiniai yra jvairiai derinami siekiant mazy apimciy ir tinkamo
apsvitinimo.

Gimdos kaklelio nuograndy supernatante yra matoma lasteliy Svytincia citoplazma ir
Svytindiy apvalkaly, bei gleiviy. Sie elementai i$dZiovinto supernatanto nuosédy
méginyje sudaro fluorescencijos Saltini. Taigi fluorescencinés spektroskopijos metodu
galima vertinti ne tik epitelio lasteles, bet ir kitus Sluotele surinktus gimdos kaklelio
pavirSiaus molekulinius fluorescuojancius elementus. Optinis supernatanto tyrimas gali
papildyti citologinio tyrimo duomenis, fluorescenciné spektroskopija gali biiti taikoma
pacientés tyrimo vietoje dar iki citologinio iStyrimo.

Tobulinant gimdos kaklelio vézio diagnostika, toliau ieSkoma geny ir baltymy, kurie gali
veikti kaip biologiniai Zymenys ir vaidinti tam tikra vaidmeni naviko progresavime.

Navikiniy dariniy diagnozavimas ir tikslus naviko riby nustatymas susij¢s su fluorofory
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koncentracijy pokyciais (triptofano, porfirino), struktiiriniais pakitimais (kolagenas,
elastinas), kvépavimo grandinés aktyvumu (NADH, flavinai) arba visy Siu pokyciy
deriniais (Van Dam J, Bjorkman DJ., 1996).

Yra 2 pagrindiniai audiniy fluoroforai - NADH ir kolagenas. Sios dvi medZiagos yra
rekomenduojamos naudoti kiekybiniam biomarkeriy fluorescencijos vertinimui,
diagnozuojant gimdos kaklelio displazija in vivo (Georgakoudi, Levitt et al. 2005).
Gimdos kaklelio diagnostika optiniais metodais, uzsienio klinikose taikoma jau keleta
desimtmeciy. Musuy atlikti supernatanto autofluorescencijos spektrometriniai tyrimai yra
pirmieji mums zinomi bandymai pritaikyti $i metoda skystiniam tepinéliui (Vaitkuviene,
Auksorius et al. 2004). Anksciau VU Medziagotyros institute tirta sauso tepinélio
fluorescencija gimdos kaklelio kitimams neStumo ir gimdymo metu jvertinti, su misuy
autofluorescencijos supernatante tyrimu (Vaitkuviene, Kurilcik et al. 2007) publikuota ir
skystinio tepin¢lio supernatanto absorbcijos tyrimo infraraudonuoju suzadinimu
medziaga (Walsh, Singh et al. 2008).

[vertinant misuy tyrimy duomenis, galime teigti, kad supernatanty analizé, taikant
zadinima 355 nm bangomis lietuvisku portatyviniu mikrolazeriu STA-01 su spektrometru
»AvaSpec-2048TEC-USB2, Avantes™, yra perspektyvus tyrimo metodas, taikytinas
gimdos kaklelio patologijos tiesioginei diagnostikai ,,prie paciento lovos® ir citologijos
laboratorijoje lygiagreciai su mikroskopija.

Vis délto reikia nepamirsti, kad tiriant supernatanty méginius optiniais metodais biitina
atsizvelgti i kai kurias Zinomas aplinkybes. Visy pirma, skenuojant praskiesty gleiviy
méginius ir iStyrus perdavimo-skvarbos (transmission) spektrus (registracija 1 nm
zingsniu 250-700 nm bangy srityje), nustatyta, kad baltymams biidinga stipri absorbcija-
sugertis Zzemiau 300 nm bangy ribos. Regimojoje spektro dalyje absorbcijos-sugerties
juosty neaptinkama, taCiau skvarbos spektras monotoniskai maz¢ja trumpé¢jant bangai.
Tiriant 337 nm lazeriniu zadinimu pro gleives prasiskverbia tik 40 proc. pradinés
spinduliuotés. Si klifitis atsiranda sugerties tyrimuose.

Antra, kai praskiesty gleiviy fluorescencijos suzadinimo-emisijos matrica ( EEM )

registruojama spektrofluorimetru (zadinimas 250-550 nm bangomis kas 10 nm, emisija
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registruojama kas 5 nm), stipriausia florescencija uzfiksuojama ties triptofano juosta
(suzadinimas 280 nm, emisija 340 nm), maZesni intensyvumai aptinkami ties NADH
(atitinkamai 350/450) ir FAD (atitinkamai 280/340) juostomis. Miisy atlikti supernatanto
EEM patvirtina Siuos duomenis (Vaitkuviene, Kurilcik et al. 2007).

NADH fluorescencija gyvuose displastiniuose audiniuose yra intensyven¢ nei sveikuose.
Pastebéta, kad diplastiniuvose gimdos kaklelio audiniuose yra sumazéjusi
autofluorescencija kolageno ir suintensyvéjusi NADH (Drezek, Sokolov et al. 2001;
Georgakoudi, Jacobson et al. 2002). Mes tyrémé negyvus audinius, todél NADH
fluorescencijos skirtumy [IPPNN ir HSIL (CIN2+) grupése neradome galutinéjel8 tyrimy
serijoje, nors mokomojo bandymo metu jie nustatyti (Vaitkuviene, Kurilcik et al. 2007).
Mikrogardeliy ir elektroforezés metodais, taip pat Western bloto testu buvo istirti
deSimties motery supernatanty méginiai. Moterims Pap tepiné¢lio metodu jau buvo
diagnozuota HSIL, o iStyrus ju biopsing medziaga histologiskai patvirtinta CIN 2+
diagnozé.

Mikrogardeliy (biolusty) metodu supernatanty méginiuose taip pat buvo ieSkoma zZymens
pl6INK4a. Pagrindinis Sio tyrimo tikslas — patikrinti mikrobiolusty technologijomis

paremto metodo tinkamuma markerio ple™ "

detekcijai citologinio méginio
supernatante. Fiziologinis tirpalas gimdos kaklelio nuograndy nuskalavimui buvo
pasirinktas tam, kad biity iSvengta baltymy degradacijos. Yra zinoma, kad terpés
alkoholio pagrindu baltymy i$laikymui néra tinkamos.

Tiriant meéginius, buvo stengiamasi minimizuoti paSalinius veiksnius, galinCius turéti
itakos tyrimo rezultatams. Tyrimai parodé, kad identifikuojant sunkesnio laipsnio CIN
atvejus, supernantanty méginiuose tirpaus baltymo p16™ " fluorescenciné detekcija néra
pakankamai jautri. Trijuose supernatanty méginiuose, kai jau buvo Zzinoma tiksli
citologiné ir histologiné diagnozé, uzregistruoti signalai buvo zemiau foninio lygio, o
keturiais atvejais fluorescencijos i$ viso nebuvo aptikta. IS Siy 7 meginiy tiktai trijuose
buvo aptikta ZPV infekcija. Tik trijuose méginiuose mikrolusty metodu buvo nustatytas

INK4a

aukstas pl16 raiSkos lygmuo. Tokius tyrimo rezultatus paaiSkinti sunku, nes visi kiti

patologinés situacijos duomenys buvo panadiis ir jau Zinomi, o baltymo pl6™"®
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imobilizacija ir vaizdinimas buvo atlickami identiSkomis salygomis. Gali biiti, kad miisy
tyrimuose mikrolusty metodu buvo pasirinkta neadekvati méginio paémimo arba
paruosimo metodika. Tyrimuose mikrogardeliy metodu baltymas pl6INK4a buvo
aptiktas 6 moterims i§ 10 (60 proc.), i§ ju 3 uZregistruoti labai silpni signalai. NeZzitrint
to, galima drasiai teigti, kad biolusty metoda galima taikyti supernatanty méginiams tirti
véziniy zymeny nustatymo tikslu (pvz., baltymo p16INK4a).

Siuo metu gimdos kaklelio véZio diagnostikai taikomi metodai turi akivaizdziy trukiimuy.
Visa tai skatina ieSkoti naujy biomarkeriy, tobulinti jau esamus patikros testus arba kurti
naujus, remiantis moderniomis technologijomis. Baltymy mikrolusty technologijos gali
pasitarnauti vystant analizés metodikas kiekybinei vieno ar keliy 1§ karto biomarkeriy
detekcijai arba lyginamajai daugelio méginiy viename bandinyje analizei. Dél Siy
galimybiy biolusty technologijos turi privalumy prie§ kitus metodus, naudojamus
biomarkeriy tyrimuose, pavyzdziui, masiy spektrometrija, 2-D elektroforeze, 2-D
Western blotas ir ELISA. Ivairiy baltyminiy skys¢iuy tyrimas mikrolusty metodu yra
pranasesnis uz analogiSka audiniy tyrima. Pastarasis suteikia galimybg atlikti tik pusiau
kiekybing baltymu analizg, tuo tarpu kai baltymuy mikrolusty technologijos tinka
analizuoti sudétingiems méginiams (lasteliy lizatai, serumas, plazma) ir juose kiekybiskai
ivertinti i§ karto viso rinkinio biomarkeriy koncentraciju santykinius pokycius. Lusty
technologijomis paremti metodai pasizymi dideliu jautrumu ir atsikartojamumu, todél jie
leisty praplésti klinikinés diagnostikos galimybes ir kokybe, kartu sumazinant ir tyrimy
kastus.

Visy baltymy biolusto konstravimo etapy standartizavimas yra vienas i$ didziausiy
suvienodinimas ir valdymas visy parametry, turin¢iy jtakos rezultatams, leisty lyginti
skirtingy laboratoriju arba net atskiry meéginiy duomeny rodiklius, to paties méginio
domenus, taip pat eksperimentus, atliktus skirtingu laiku ir t.t. (Aguilar-Mahecha, Hassan
et al. 2006). Jau yra zinoma, kad net meéginiy paémimo protokolo kai kurie niuansai gali
turéti itakos rezultatams, pavyzdziui, Papette Sepeteli palikus nuskalavimo terpéje ilgesni

laika, aptinkamos didesnés p16™~* koncentracijos.
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Kad ir kokie kukliis yra misy tyrimai mikrolusty technologijomis, jie patvirtina, kad
supernatantas tinka papildomiems optiniams ir molekuliniams tyrimams. Lusty formatas
yra tinkamas baltymo p16™~* analizei kompleksiniuose biologiniuose tirpaluose. Biitini
tolimesni bandymai, taikant pakoreguota supernatanto méginio paruoSimo schema, biitina

6™ % Kkoncentracija, padidinti mikrolustais paremtos

tvertinti foning baltymo pl
detekcijos jautruma ir patikimuma. Tikimasi, kad mikrolustais paremtos technologijos
bus tinkamos ultrajautriai, sudétinei, labai specifinei detekcijai baltymuy, kuriy lastelése
yra mazi kiekiai. Sudétiné keliy baltymy kiekybiné analizé labai praplésty klinikinés
diagnostikos galimybes ir padéty suprasti daugelio susirgimy mechanizmus. Taip pat Sios
technologijos suteikty galimybe sukurti naujus gimdos kaklelio patologijos testavimo
biidus.

I klausima, ar $is tyrimo metodas galéty biiti taikomas baltymo pl6INK4a paieskai
maksties ir gimdos kaklelio nuoplovy méginiuose savitikros tikslu, atsakyma bus galima
duoti tik surinkus pakankamai klinikinés medziagos, nors vilciy yra jau dabar.
Supernatanto biocheminé proteomin¢ analizé Siuolaikiskais molekulinio lygmens
elektroforezés ir Western bloto metodais buvo atlikta tik keturiolikai motery. Moterys
buvo tiriamos stacionaro salygomis, visoms pakartotinai buvo imami gimdos kaklelio
nuograndy meéginiai, ta¢iau nuograndos nuskalaujamos ne buferyje, o 0,9 proc. NaCl
tirpale be jokiy konservanty ir inhibitoriy, kad véliau nuograndy méginiy supernatantus
biity galima tirti proteominiais metodais. Siems tyrimams buvo naudojamas 2 kartus
centrifuguotas supernatantas. Moterys jau buvo istirtos dél ZPV. Viruso DNR testas buvo
teigiamas 6 ligonéms, penkioms i§ ju aptiktas aukstos rizikos grupés ZPV 16 tipas.
Dvidimensinés elektroforezés metodu supernatanto baltymai pirmiausia buvo
frakcionuoti pagal molekuling mase (zitir. 25A pav.). Susidariusi baltymy juosta gelyje
ties 15 skalés padala reiske, kad méginyje gali biti baltymo p16INK4a. Tokiai prielaidai
patvirtinti méginio tyrimas buvo tgsiamas Western bloto metodu, panaudojant specifini
antikiing(zitr. 25B pav.). Pagal Western bloto metodika méginys buvo veikiamas pelés

INK4a

monokloniniu anti-p16 antikiinu. Kai méginyje biidavo baltymo pl6INK4a,
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susidarydavo antigeno-antikiino kompleksas, kuris gelyje vir§ 15 kDa suformuodavo 3
fragmentus.

Zemas gimdos kaklelio atrankoje stebimas citologinio testo jautrumas ir ZPV testo
specifiSkumas vercia ieskoti naujy tiksliy tyrimo metody gimdos kaklelio patikrai.

Atlikti tyrimai kity autoriy rodo, kad pl6 INK4a baltymo nustatyma lasteléje
kombinuojant su Hybrid capture metodu, kuris nustato ZPV infekcija, galima pasiekti
jautruma 91,8 proc. ( 95% PI, 79,1-100) ir specifiSkuma 86,0 proc. (95% PI, 82,0-89,0)
CIN2+ diagnostikoje (Balasubramanian, Hughes et al. 2009). Taip pat nurodoma, kad Sis
Zymuo ypatingai gerai koreliuoja su ZPV 16 ir 58 tipu (p=0,007) (Nam, Kim et al. 2008).
Kity autoriy nuomone, bet kurio tipo okogeninis ZPV koreliuoja su pl6 INK4a
nustatymu lasteléje (Fujii, Saito et al. 2008). Misy atliktoje studijoje taip pat gavome
gera koreliacija tarp §io baltymo ir ZPV 16 tipo. Tai patvirtina ir kiti autoriai, kurie
nurodo, kad ZPV infekcijos nustatymas ir pl6 INK4a superekspresija lasteléje yra
patvirtinantys HSIL diagnoze faktoriai (Lakshmi, Rema et al. 2009).

Kinijoje atliktas tyrimas (n=1356) parod¢, kad daug démesio skiriama Siam zymeniui ir
manoma, kad $is Zymuo ateityje gali biti panaudotas gimdos kaklelio patikroje. Sioms
Pacientéms atlikta skysty terpiy citologija (ThinPrep) ir paimta tamponu iSskyros nuo
gimdos kaklelio. Rezultatai sulyginti, pasirodé, kad STC tepinélio jautrumas
diagnozuojant gimdos kaklelio displazija ir gimdos kaklelio vézi buvo atitinkamai 82,93
proc.ir 88,11 proc. Tuo tarpu pl6 INK4a Zymuo nustatytas ELISA metodu su gimdos
kaklelio patologija siejosi 87,80 proc. ir 92,43 proc. atitinkamai. Palyginus gautus
rezultatus , gautas statistiokai patikimas skirtumas (p< 0.001) (Ding, Zou et al. 2008).
Metaanalizé 61 straipsnio, kurie iSnagrin€jo $io Zymens jautruma ir specifiSkuma padaré
iSvada, kad p16 INK4a zymuo labai gerai siejasi su citologine ir histologine patologija.
Tarp IPPNN tik 12 proc. (95% PI, 7-17 proc.) buvo teigiamas, tuo tarpu esant HSIL jis
buvo teigiamas 89 proc. (95% PI, 84-95 proc.). Lyginant su histologine diagnoze 68 proc.
CIN2 (95% PI, 44-92 proc.) ir 82 proc. CIN3 (95% PI, 72-92 proc.) atvejais buvo
teigiamas (Tsoumpou, Arbyn et al. 2009).

124



Esant pl6 ir aukstos rizikos ZPV rekomenduojama atlikti biopsija (Ordi, Garcia et al.
2009).

Taip pat randamas tiesioginis rysys tarp aukstos rizikos ZPV viruso krivio (kiekio) ir p16
kiekio lastel¢je (Sung, Kim et al. 2009).Todé¢l galbiit dél to mes negavome pakankamai
auksStos sasajos tarp citologiniy pakitimy ir pl6 baltymo nustatymo mikrogardeliy
metodu.

Neabejotinai CIN progresijos rizikai numatyti reikalingi papildomi molekuliniai testai-
zymenys, kurie leisty nustatyti CIN laipsni (Kruse, Baak et al. 2002; Baak 2006; Dehn,
Torkko et al. 2007).

Taigi SiuolaikiSku molekulinio lygmens tyrimu mums pavyko aptikti supernatante
zymenj pl6 INK4a. Kai pabandéme palyginti proteominiy tyrimy duomenis su kity
tyrimo metody rezultatais, pastebéjome, kad elektoforezés rodikliai labiaui sutampa su
mikrogardeliy tyrimy duomenimis. Ypac¢ pazymeétini tie trys atvejai, kai buvo gauti
santykinai stipriis Zymens fluorescencijos signalai, o foniniam pl6™"* lygmeniui
detektuoti pritriko jautrumo. Taigi ir biocheminiais proteominiais tyrimais buvo
patvirtinta, kad supernatanto méginiai tinka vézio diagnostiniams tyrimams. Taciau
tikslinga atlikti didesnés imties tyrimus, kurie patvirtinty, kad $i testa galima pritaikyti
gimdos kaklelio intraepiteliniy pokyc¢iy diagnostikoje.

Tolimesni eksperimentai, su pakoreguota meéginio paruosimo schema, yra reikalingi,
kuriais biity jvertinta aidki foniné baltymo p16™~* koncentracija, padidintas mikrolustais
paremtos detekcijos jautrumas ir patikimumas. Reziumuojant galima pasakyti, kad

baltymy lusty formatas yra tinkamas p16™~*

analizei kompleksiniuose biologiniuose
tirpaluose. Tikimasi, kad mikrolustais paremtos technologijos bus tinkamos ultrajautriai,
sudétinei, labai specifinei detekcijai baltymy, kuriy lastelése yra palyginti mazi kiekiai.
Sios technologijos yra neabejotinai svarbi ir aktuali tyrimy sritis, kadangi bioZzymeny
prognozuojamoji verté daznai yra gana abejotina, todé¢l sudéting keliy baltymy kiekybiné
analiz¢ labai praplésty klinikinés diagnostikos galimybes ir padéty suprasti daugelio

susirgimy mechanizmus.

125



Biitina prisiminti, kad uz programos rému lieka socialiai pazeidziama motery grupé -
nedraustos moterys. Neturin€ios socialinio draudimo moterys apie profilakting patikra
neinformuojamos, joms neteikiama valstybés garantuota galimybé pasitikrinti
profilaktiskai. [vairiy Saliy statistikos duomenimis, biitent socialiai nedraustos moterys
turi didziausia rizika susirgti GK'V.
Klausimas, kaip sumazinti Lietuvos motery sergamuma gimdos kaklelio véziu, turi buti
sprendziamas kompleksiskai, dalyvaujant ivairioms institucijoms.
Pirminé GKV prevencija yra visuomengés Svietimas. Biitina aiskinti apie gimdos kaklelio
vézio rizikos faktorius, apie vykdomas patikros programas, apie apsisaugojimo nuo ZPV
infekcijos biidus patikros programos rémuose ir visuotino sveikatos Svietimo programose.
Antriné prevencija — reguliari profilaktiné motery patikra dél gimdos kaklelio patologijos.
S¢kmingai vykdancios gimdos kaklelio patikros programa Salys remiasi Pap testo
rezultatais. Kad toks Pap testo metodas sékmingai “veikty“ Lietuvoje, reikia
oportunisting-atsitikting patikra pakeisti organizuota patikra. Be organizuotos patikros
v€Zzio prevencijos programa pasmerkta nesé¢kmei.
Organizuotos patikros s¢kmé yra nulemiama Siy pagrindiniy elementuy:

1. Visuomenés Svietimas,

2. Sveikatos priezitros istaigy koordinuotas darbas: geras griztamas rysys tarp
PSPC, Vézio registro centro, Patologijos centro ir kt.,

3. Medicininiy paslaugy kokybés kontrolé.
Jei Sie pagrindiniai reikalavimai néra realizuojami ir veikla nekoordinuojama, tai
sékmingos patikros programos rezultaty tikétis neverta. Tyrimas Pap tepinélio testu
reikalauja vieningos suderintos sistemos. Kai néra organizuoto motery pakvietimo ir
vieningo gimdos kaklelio nuograndy paémimo sistemos, patikros programa néra efektyvi.
Siuo metu skurdziose $alyse, kuriose nejmanoma jgyvendinti organizuotos programos,
taikoma ,,lab off* sistema, t.y. nelaboratorinis motery tyrimas ir gydymas.
Vien mediky ir pavieniy gydymo istaigy pastangy sutramdyti vézio plitima Lietuvoje
nepakanka. Reikia tobulinti pacia profilaktikos programa ir nuolat kontroliuoti jos

igyvendinima. Siuo metu Lietuvoje apie profilaktinj patikrinima moterims pranesama tik
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tada, kai ji pati ateina i pirming sveikatos priezitros istaiga. Tokia ,kvietimy sistema“
turéty biiti perzitiréta ir patobulinta, remiantis Europos Siaurés $aliy patirtimi. Cia galety
aktyviai dalyvauti nepriklausomas Vézio registro centras, kuriam reikéty patikeéti
kvietimy ir motery stebésenos sistemy igyvendinima. Klausimas, kaip sumazinti Lietuvos
motery sergamuma gimdos kaklelio véziu, turi buti sprendziamas kompleksiskai,

dalyvaujant ivairioms institucijoms.
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7. ISVADOS

1. Anketiniy apklausy btidu nustatyti svarbiausi tirtojo regiono motery gimdos
kaklelio ryskiy intraepiteliniy pokyciy socialiniai rizikos (menkos socialinés brandos)

veiksniai:

e nesiskiepijimas nuo gripo ( p=0,003), Zemesnis i$silavinimas ( p=0,008), anksc¢iau
negydyta gimdos kaklelio patologija (p=0,021); gyvenamoji vieta kaime arba
kaimo gyvenvietéje (p=0,027);

e informuotumas apie ZPV ir valstybing gimdos kaklelio patikros programa

neuztikrina aktyvaus motery dalyvavimo joje ir pacios programos sékmés.

2. Nustatyti supernatanto autofluorescencijos Zadinimo ir emisijos parametrai,
kurie tinka atskirti gimdos kaklelio ikivézing buklg (HSIL/CIN2+) nuo sveikos (IPPNN)

mobiliu spektrometru.

3. Supernatanto méginio fluorescencijos 405-424 nm juostoje, suzadinus 355 nm
banga, tyrimas yra tinkamiausias optinis metodas skirti rySkius gimdos kaklelio
intraepitelinius pokyc¢ius (HSIL/CIN2+) nuo sveiky (IPPNN) (p<0,001; AUC 0,96;
jautrumas 0,91; specifiskumas 1,00). Siems tyrimams sukurtas mobilus jrenginys,

panaudojantis mikrolazeri STA-01 ir spektrometra AvaSpec-2048TEC.

4. Mikrogardeliy metodika yra tinkama perspektyvi pl6INK4a baltymo

nustatymui gimdos kaklelio nuograndy supernatante.
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8. REKOMENDACIJOS

1.Salintini rastieji medicininiai gimdos kaklelio véZio rizikos veiksniai susij¢ su
imunitetu, reikéty uztikrinti vakcinacija nuo gripo ir imuniteta palaikan¢iy priemoniy
prieinamuma zemo socialinio brandumo grupéms.

2. Kol Lietuvoje néra organizuotos gimdos kaklelio vézio patikros bei profilaktinés
vakcinacijos nuo ZPV, didelés rizikos sirgti gimdos kaklelio véziu grupiy patikrai reikéty
pritaikyti moterims patrauklius, bei ekonomiskai efektyvius modernios molekulinés
diagnostikos metodus, ju tarpe ir pagristus Sviesos efektais.

3.Tegsti mikrolazerinio spektroskopo STA-01 diagnostinius klinikinius tyrimus, kurti
diagnostini algoritma, iSplésti suzadinimo bangy diapazona.

4. Tobulinti gimdos kaklelio vézio biologiniy Zymeny paieska Svytinciy mikrogardeliy
metodu.

5. Gimdos kaklelio vézio prevencijos programos pirminés profilaktikos grandis turéty
buti papildyta edukacine dalimi. Bitina tobulinti visuomenés sveikatos Svietima
uztikrinant sisteminga ziniy pateikima viems visuomenés sluoksniams.

6. Bitina informuoti visuomeng apie gimdos kaklelio vézio rizikos veiksnius, ju
prevencija, ankstyvaja vézio diagnostika ir gydymo metodus. Biitina jtikinti visuomeng,
kad gimdos kaklelio profilaktiné patikra yra svarbiausias veiksnys uztikrinant ankstyva
GKYV diagnostika. Sveikatos prieziiiros specialistus, sveikatos apsaugos organizatorius,
Svietimo ir socialinius darbuotojus biitina supazindinti su naujausiy technologiju
diagnostinémis galimybémis ir jy pritaikymu prevencinéje medicinoje, siekiant uztikrinti

efektyvia ir ankstyva gimdos kaklelio patologijos diagnostika ir savalaiki gydyma.
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®
A
Pirmosios apklausos anketa rf 1\ ﬁ

Anketa — ka mes Zinome apie gimdos kaklelio véZio prevencija

1. Ar Zinote apie Lietuvoje vykdomag gimdos kaklelio patikros programa?
ITaip [INe

2.Kaip daZnai lankotés pas ginekologa:
Uprofilaktiskai [ kai turiu ginekologiniy nusiskundimy [Inesilankau

3. Kaip manote, kada moteris pirma karta turéty atlikti gimdos kaklelio citologinj tyrima
Pap tepinélio metodu?

"IPradéjus lytini gyvenima [Pries kiekvieng néStuma
[1Po pirmo vaiko gimimo [ISulaukus pilnametystés (18mety)
[Kita (jrasyti)

4. Po kiek laiko kartoti Pap tepinélio tyrima, jei ankstesnio tyrimo atsakymas buvo
normalus?
[JPo 6 mén. [1Po 1 mety [TPo3 mety [IKita

5. Pagrindiné gimdos kaklelio véZio priezastis:

[]Zmogaus papilomos virusas(ZPV)

[JSeimyniné—genetiné predispozicija

[JAnkstyvi lytiniai santykiai

[Kita (pabraukti): prasta higiena, genitalinés karpos, peroraliniai kontraceptikai,
rikymas

6. ZPV gali buati perduodama per:
10rganizmo skyscius [1Oro laseliais [1Lytiniu keliu

7. Ar anki¢iau esate girdéje apie ZPV?
[Taip "1 Ne

8. Ar esate girdéjusi apie onkogeninius ZPV tipus, kurie sukelia gimdos kaklelio vézj?
[Taip "INe

9. Ar esate girdéjusi apie ZPV, kurie sukelia lyties organy karpas?
[Taip [INe

10. Ar esate girdéjusi apie vakcinas nuo ZPV?
[Taip "I Ne

11. Vakcina Siuo metu kainuoja apie 1200 Lt. Lietuvoje skiepijimas néra kompensuojamas.
Ar norétumeéte pasiskiepyti?
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) Taip ] Taip, jei kompensuoty valstybé "1 Ne
12. Kokia pinigy sumg galétuméte skirti vakcinai nuo ZPV jei Zinotuméte, kad tai sumaZins

rizikg susirgti gimdos kaklelio véziu?

C1Iki 1001t

Jusy amzZius
Jiisy issilavinimas: a) aukstasis b) nebaigtas aukstasis c) aukstesnysis d) vidurinis e)
pagrindinis

Jiisy uzsiemimo sritis [su medicina susijusi

Dékojame.

Antrosios apklausos anketa

Anketa Nr.

Jisy gimimo data

1 1ki6001t

DATA / / d.

[11ki12001t [ nezinau

"1 su medicina nesusijusi

Meg. nr.

miestas ; kaimas; gyvenvieté; be nuolatinés gyvenamosios

2. Gyvenamoji vieta vietos:
3. Seimyniné padétis 1st?keju51; neiStekéjusi;issiskyrusi; gyvenate nesusituoke;
naslé
. e pradinis (3 — 4 klasés); nebaigtas vidurinis (iki 9 klasés);
4.  I8silavinimas e } v .
spec. vidurinis ir vidurinis; nebaigtas aukstasis; aukStasis;
5.  Pirmos ménesinés nuo mety
i turit C i jei . - . .
6. Jer e m@nesmes(]e} e, Ar ménesinés reguliarios? Taip; Ne;
pereikite prie 17 klausimo
7. Ke.up gatisial kraujuojate negausiai; vidutini$kai; gausiai;
meénesiniy metu?
Ar lytinio gyvenimo pradZia N
8- iki 18 mety? Taip; Ne;
9. Iki 5101.turejote lytiniy I; 2-3; 4-10; daugiau;
partneriy:
10. Pirmas gimdymas amZius
11. Persileidimy skaicius
12. Aborty skaiCius
13 Paskutinis gimdymas
| amZius
14.  Gimdymuy skaiCius
15, Ar buvo prieslaikiniy Taip; Ne:
gimdymy?
nesisaugau visai; hormonings tabletes( kiek ménesiy vartojate
Kaip saugojatés nuo [ T 1); spiralé gimdoje (kick ménesiy gimdoje [ [ ]);
16. o o ) . —.
nepageidaujamo néstumo? prezervatyvai?; nutrauktas lytinis aktas?; kalendorinis
metodas; farmatekso zvakutés;
17. Menopauzé mety
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Ar vartojate pakaiting

18, hormony terapija? Taip; Ne
Kaip reguliariai lankotés pas 'Savc? in%ciaty\{a 1-2 kaﬁps per me‘gus ; Kai turiu nusiskundimy
19. ginckologa? ; kai reikalaujama pasitikrinti sveikatg ;
’ Nesilankau ;
Kada Jums pirma karta buvo
20. atliktas onkocitologinis amzius
tepinelis (PAP testas) ?
Kiek kar.tuc Jums Sis testas karty atlikta
21. buvo atliktas ir kada — . 1
paskutini Karta? amzius paskutinio tepinélio metu
2. Ar ankstesnio Pap tepinélio Taip; Ne; Nezinau
atsakymas buvo normalus?
23 Ar anksciau buvo gydytas Taip; Ne;
" gimdos kaklelis? Jei taip, tai prie§ kiek laiko
Ar esate anksciau tirta dél
24 ZPV (zmogaus papilomos Taip: Ne:
viruso)?
Ar girdéjote apie Lietuvoje
vykdoma gimdos kaklelio Girdéjau Taip; Ne;
25. . .
prevencijos programa? Ar Dalyvavau Taip; Ne
dalyvavote?
26. Riikote? T_aip Ne_;R'ﬁkiau ankscCiau 5
rukau (rtkiau) nuo mety amziaus
27, ﬁﬁtgko Jiisy Seimos nariai Taip Ne
28. A.r jusq SCIMOS nariat sirgo Seneliai ; Tévai Broliai ar seserys
veéziu?
Ar esate gydyta( -oma) nuo
29. véziniy susirgimy ( ne Taip Ne
ginekologiniy)?
Ar daznai sergate perSalimo
30. g;g(?rfglli t(li\;zu,s Efg);’klés Taip; Ne Jei taip, tai kiek karty per metus:
uzdegimu)?
31. Ar skiepijatés nuo gripo Taip; Ne
Ar sergate autoimunine
(pvz., reumatoidiniu artritu,
sistemine raudongja
vilklige, autoimuniniu . e e
32. tiroi digtu) ar alergine Taip Ne; Jei taip, tai kokia:
(bronchine astma, atopiniu
dermatitu, alerginiu rinitu
(Sienlige)) liga?
33. Ar sergate cukriniu diabetu? Taip; Ne
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Ar vartojate imuniteta
stiprinancius vaistus

34. o . o Taip; Ne;
(vitaminai, maisto papildai alp> NG
ir kt.)?
35. Ar nakt] miegate gerai? Taip; Ne; vartoju miegui vaistus ;
e Pakeiciau darba ; netekau darbo; padidé¢jo atsakomybe
Svarbiis ivykiai Jisy . e A
36. : . darbe;Seimos nariai i§vaziavo { uzsienj; miré tévai; miré
gyvenime pastaruoju metu . . o
broliai,seserys ; zuvo vaikai
Sunkus fizinis darbas, darbas, reikalaujantis
Su kokiais démesio;darbas su kompiuteriu;
37. psichofiziologiniais emociné jtampa darbe; darbas pamainomis; naktinis
veiksniais susiduriate darbe? darbas; stovimas darbas; tolimas vaiks¢iojimas(vir§ 5 km
per diena)
Ar patiriate Seimoje st . . v - . .
3g, M Patlliale SEIMOje siresa nepatiriu; retkarciais; daznai
ar didelg itampa?
rtinkite Ji i . .
39. Ivertinkite Jusy gyvenimo geros; patenkinamos; nepatenkinamos;
salygas:
. . sunkiis lengvi;
40. Namuy ruoSos darbai:
Ar triksta 1é8 iti . - v - .
41. T truxsta fesy buities daznai; retkarCiais; niekada;
reikméms?
oy e pradinis nebaigtas vidurinis spec.vidurinis ir vidurinis
42. Vyro issilavinimass

nebaigtas aukStasis aukStasis
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