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SANTRUMPOS
AGC — atipinés liaukinio epitelio lasteles
AGUS — nenustatytos svarbos atipinés liaukinio epitelio lastelés
ASC-H — atipinés ploksciojo epitelio lastelés, kai negalima paneigti HSIL
ASCUS — nenustatytos svarbos atipinés ploksc¢iojo epitelio lastelés
ASR — atvirasis skaitymo rémelis
CIN — displazija arba intraepiteliné gimdos kaklelio neoplazija
CIN I — lengva displazija
CIN Il — vidutiné displazija
CIN H1/CIS — sunki displazija
LCR - ilgasis kontrolinis regionas
DNR — deoksiribonukleortigstis
E2, E4, E5, E6, E7 — ankstyvieji viruso genai
HC2 — hibrido pagavimo reakcija
HHV-8 — 8 tipo herpes virusai
HLA — zmogaus limfocity antigeny kompleksas
HSIL — didelio laipsnio ploks¢iojo epitelio intraepiteliniai pokyciai
HTLV-1 — Zmogaus T limfocity virusas
L1 ir L2 — vélyvieji viruso kapsidés genai
LSIL — nedidelio laipsnio ploks¢iojo epitelio intraepiteliniai pokyciai
MRNR — informaciné ribonukleoriigstis
pl16 ir p21 — onkogenai
pl6INK4a — baltymas
p53, pRb — genai naviky slopikliai
Pap — Papanicolaou biidu dazytas tepinélis
PGR — polimerazés grandininé reakcija

7PV — zmogaus papilomos virusas



1. IVADAS

1.1. Problemos aktualumas

Zmogaus papilomos viruso (ZPV) infekcija vaidina svarby vaidmeni
intraepiteliniy gimdos kaklelio poky¢iy ir vézio patogenezeje. Uz Sios krypties
mokslinius tyringjimus profesoriui Haroldui zur Hausenui (Harold zur Hausen) 2008
metais jteikta Nobelio premija. Sis tyréjas isskyré ZPV i§ gimdos kaklelio véZio
biopsijos méginiy ir nustaté priezastinius rysius tarp ZPV ir gimdos kaklelio véZio,
kurie duoda pagrindo teigti, kad ZPV yra vienas pagrindiniy intraepiteliniy gimdos
kaklelio poky¢iy ir vézio rizikos veiksniy [1]. Tarp daugiau nei 200 papilomos virusy
tipy apie 120 infekuoja Zzmogu, o apie 20 yra tiesiogiai susij¢ su gimdos kaklelio
veéziu. [vairiy tipy virusai tarpusavyje skiriasi klinikine raiSka, tropizmu audiniui bei
onkogeniniu potencialu [2, 3]. ZPV nustatomas net iki 100 proc. serganéiy gimdos
kaklelio véziu motery (apie 100 proc. esant gimdos kaklelio plokscialastelinei
karcinomai, apie 80 proc. sergant adenokarcinoma); 16 ir 18 tipy ZPV
identifikuojamas 91 proc. atvejy esant sunkiai displazijai (CIN III/CIS) ir tik nuo 5
proc. iki 16 proc. — sveikoms moterims [4-6]. IS pastaryjy nuo 3 iki 10 proc.
(priklausomai nuo populiacijos) yra Sios infekcijos nesiotojos. Jei ju gimdos kaklelyje
ilga laika persistuoja ZPV infekcija, gali pradéti vystytis intraepiteliniai gimdos
kaklelio lasteliy poky&iai ir véZzys [2, 4, 5]. Rizika uZsikrésti ZPV per gyvenima yra
apie 80 proc., taCiau daugeliui infekuotyjy klinikiniy pazeidimo pozymiy
nenustatoma, nes virusas pasiSalina savaime [7, 8]. Daugelis jaunuy ir vidutinio
amziaus motery yra trumpalaikés infekcijos neSiotojos, o infekuotumo ZPV trukmé
nustatoma pagal tai, kiek laiko virusas randamas gimdos kaklelio epitelyje.

I§samus ZPV paplitimo tyrimas (atliktas Katalonijos onkologijos institute),
kurio visuminés metaanalizés duomenis 2007 metais paskelbé Pasaulinés sveikatos
organizacija [6], parod¢, kad tarp 157 897 itraukty i tyrima motery, kurioms
nekonstatuota citologiniy poky¢iu Papanicolaou (Pap) tepinélyje, 10,4 proc. (95%
PI: 10,2+10,7) gimdos kaklelio méginiuose identifikuota ZPV DNR. Didelis
infekuotumas ZPV yra ekonomiskai atsilikusiose Salyse. Labiausiai $i infekcija
paplitusi tarp Afrikos motery, ypa¢ Ryty Afrikos, o maziausiai — tarp PietryCiy Azijos

motery. Panasiis rezultatai gauti ir Tarptautinio véZio tyrinéjimy centro atliktame



tyrime. Buvo iStirta 15 613 15-74 mety amziaus motery i§ 11 Saliy ir atlikta visuminé
metaanalizé. Sis tyrimas turi privalumuy, nes méginiams atrinkti, itirti bei rizikos
veiksniams jvertinti visose Salyse buvo naudojamas tas pats protokolas. Bendrasis
suderintas pagal tiriamyjy amziy ZPV paplitimas sieké 10,5 proc. [2].

Lietuvoje ZPV tyrimai, aikinantis jo vaidmenj gimdos kaklelio
kancerogenezéje, pradéti apie 1999 metus. M. Kliu¢inskas ir bendraautoriai nagrinéjo
ZPV paplisti bei islikti darandius jtaka veiksnius ir ju sasaja su intraepiteliniais
gimdos kaklelio pokyciais. Nustatyta, kad tirty motery infekuotumas didelés vézio
rizikos grupés virusais sieké 25,1 proc.; miesto moterys dazniau infekuotos 7PV,
palyginti su kaimo moterimis [9, 10].

Vilniaus universiteto Onkologijos institute tyrinéta ZPV, jo tipy bei varianty
reik§mé gimdos kaklelio véZio rizikai. Nustatytas didelis ZPV infekcijos paplitimas
tarp Lietuvos motery, serganéiy gimdos kaklelio véziu — ZPV infekcija identifikuota
92,0 proc. atveju; tarp sveiku motery — 23,6 proc. atveju (p<0,0001). Moterims,
sergan¢ioms gimdos kaklelio véziu, dazniausiai identifikuotas 16 tipo ZPV ir $io tipo
E6 genetinis L83V variantas [11].

Lietuvoje nustatytas Zenkliai didesnis ZPV paplitimas, palyginti su ZPV
paplitimo vidurkiu pasaulyje ar Europoje. Siaurés Europos regione, kuriam priklauso
Lietuva, apie 8 proc. bendrosios populiacijos motery infekuotos ZPV. Tad ir
sergamumo gimdos kaklelio véziu bei mirtingumo nuo jo rodikliai yra didesni,
palyginti su Europos rodikliy vidurkiu. Europos Sajungos Salyse sergamumo gimdos
kaklelio véziu vidurkis yra 11,9 atvejai 100 000 motery, Lietuvoje — nuo 20 iki 26
atveju 100 000 motery. Lietuva, Latvija bei Estija, pagal mirtingumo pokycCiy
tendencijas iSsiskiria i$ kity Europos saliy [3].

Siekiant sumazinti sergamuma Sios lokalizacijos véziu bei mirtinguma nuo jo,
biitina plétoti ir tobulinti atrankinés patikros del gimdos kaklelio patologijos
programas. Lietuvoje Valstybiné patikros dél gimdos kaklelio patologijos programa
pradéta 2004 metais. Turint omeny patikros programas, dar svarbiau tampa jvairiais
aspektais tirti ZPV. Didelj vaidmenj gimdos kaklelio kancerogenezéje vaidina viruso
apkrova lasteléje, ilgalaiké viruso persistencija, infekuotumas daugelio tipu ZPV.
Pastaruoju metu, analizuojant ZPV vaidmeni gimdos kaklelio kancerogenezéje, vis

didesnis démesys kreipiamas taip pat | molekulinius Zymenis, tokius kaip viruso



aktyvumo zymenys: ZPV mRNR, geny (pvz., pl6) raiskos ar DNR metilinimo
poky¢iai. Molekuliniai viruso aktyvumo zymenys pradéti tyrinéti ir Lietuvoje [12].

7PV genomo integracija i $eimininko lasteles, sutrikusi E6/E7 geny raiskos
reguliacija bei tolesniy genetiniy poky¢iy kaupimasis salygoja sunkios intraepitelinés
neoplazijos bei gimdos kaklelio vézio iSsivystyma [13]. Manoma, kad nustatytos
integruotos formos ZPV gali biiti vertingas zymuo numatant ligos progresija. Nors
integruotos formos ZPV nustatomos daugiau nei 40 proc. motery, kurioms yra CIN
I11/CIS pokyciy, aktyvi integruoty formu transkripcija nustatoma tik 15 proc. tokiy
motery, o aktyvils integruoti transkriptai turéty didesng prognozing verteg.

Daug diskutuojama apie virusy kiekio ir sunkios displazijos tiesioging sasaja.
Neéra aiSku, ar padidéjusi intraepitelinés gimdos kaklelio neoplazijos (CIN)
progresijos rizika priklauso nuo Seimininko imlumo infekcijai, ar nuo jvairiy tipu
ZPV tarpusavio saveikos, ar atskirai nuo kiekvieno tipo ZPV poveikio, taGiau
duomenys, gauti tiriant sasajas tarp ZPV integracijos { gimdos kaklelio epitelio
lasteliy genoma ir intraepiteliniy gimdos kaklelio pokyCiu progresijos, néra
vienareik§miai. Néra vieningos nuomongs, ar ZPV integracija yra ankstyvasis (nesant
intraepiteliniy gimdos kaklelio poky¢iy) ar vélyvasis (esant sunkiai displazijai ar

gimdos kaklelio véziui) vykis gimdos kaklelio kancerogenezéje.

1.2. Darbo tikslas ir uZzdaviniai

Darbo tikslas — nustatyti, kaip 16 tipo ZPV DNR integracijos i gimdos
kaklelio epitelio lasteliy genoma laipsnis (ZPV E2 geno iskrita) susijes su
intraepiteliniais gimdos kaklelio poky¢iais.

Siam tikslui pasiekti buvo sprendziami tokie uzdaviniai:

1.  Istirti motery infekuotuma ZPV, esant jvairaus laipsnio intraepiteliniy
gimdos kaklelio poky¢iu.

2. Identifikuoti ZPV tipus.

3. Nustatyti didelés onkogeninés rizikos 16 tipo ZPV integracijos laipsni
esant intraepiteliniy gimdos kaklelio pokyc¢iy.

4.  vertinti viruso aktyvuma tiriant ZPV mRNR (stebésenos metu, t.y.

pragjus puses—vieneriy mety laikotarpiui).



1.3. Darbo naujumas

Atlikus ZPV DNR integracijos i gimdos kaklelio epitelio lasteles tyrimus
gauta naujy duomeny.
. Irodyta, kad 16 tipo ZPV integracija i gimdos kaklelio epitelio lasteliy
genoma yra ankstyvasis gimdos kaklelio kancerogenezés jvykis.
e  Nustatyta, kad esant intraepiteliniy gimdos kaklelio poky¢iy vyravo II
laipsnio 16 tipo ZPV integracija.
e 7PV mRNR raiska yra susijusi viruso persistencija gimdos kaklelio

epitelio lastelése.

1.4. Praktiné nauda

Atlikti tyrimai svarbiis gerinant patikros dél gimdos kaklelio patologijos
programas. Derinant Pap testa ir ZPV DNR bei kitus biologinius ZPV zymenis (E2
geno iskrita, mRNR), galima atrinkti infekuotas ZPV moteris, kurioms dar néra
klinikiniy patologijos poZymiu, ta¢iau kurios priklauso didelés rizikos susirgti gimdos

kaklelio véziu grupei.

1.5. Hipotezés

1. Integruotos formos 16 tipo ZPV, esant mazo laipsnio arba net nesant
intraepiteliniy gimdos kaklelio poky¢iy, rodo, kad viruso integracija yra ankstyvasis
kancerogenezes {vykis.

2. Viruso integracijos pobudis (III laipsnio integracija ar episominés formos

virusas) néra susijes su intraepiteliniy gimdos kaklelio poky¢iy laipsniu.



2. LITERATUROS APZVALGA

2.1. Virusy vaidmuo kancerogenezéje

Per 15-20 proc. zmogaus naviky yra susij¢ su virusais. Kai kuriy zmogaus
naviky virusy onkogeninis aktyvumas jau ijrodytas, taciau tiksliis onkogenezés
molekuliniai mechanizmai dar nezinomi. Nepaisant to, kad prielaidos apie galima
infekcing vézio etiologija buvo paskelbtos daugiau kaip prie§ Simta mety, prireike
daug laiko, kol jos buvo patvirtintos eksperimentiskai. Anksciausiai buvo patvirtinti
duomenys apie gyviiny navikus, sukeltus virusy [14]. [rodymy apie Zmogaus naviky
sasaja su virusais reikéjo laukti Zymiai ilgiau. Tik 1980 mety pradZioje pavyko iSskirti
virusy i§ zmogaus navikiniy audiniy [15].

Zmogaus naviky ir virusinés infekcijos prieZastingumo rysius nustatyti sunku
del tam tikry prieZasCiy. Pirmiausia infekcijy sukéléjai, kurie, kaip manoma, yra
susij¢ su zmogaus navikais, dazniausiai paplite tiek aplinkoje, tiek gyvuose
organizmuose, tarp juy ir Zmogaus. Tik maZa dalis infekuoty asmeny suserga véziu.
Periodas, per kuri nuo infekcijos pradzios iSsivysto piktybinis navikas, gali trukti
kelis deSimtmecius. Navikai biina vienakloniai, o tai néra sisteminés infekcijos
pozymis. Kai kurie cheminiai ir fiziniai kancerogenai irgi gali biiti siejami su tos
pacios rusies navikais [16].

Tyrin¢jant virusy vaidmeni formuojantis tam tikros lokalizacijos véziui,
nustatyta, kad vieni juy gali tiesiogiai skatinti lastelés proliferacija, ju onkobaltymams
keiCiant lastelés genuy, susijusiuy su lastelés proliferacija ir metabolizmu, veikla.
Virusai gali dalyvauti kancerogenezéje ir netiesiogiai. Dauguma juy yra
prokancerogenai, jie metabolizuojami lasteléje ir tampa tikraisiais kancerogenais.
Susidaro DNR ir kancerogeno junginiai (DNR aduktai), vyksta protoonkogeny bei
navika slopinan¢iy geny mutacijos. Tokia lastelées DNR pazaida iStaisoma arba,
iSlikus pokycCiams, lastelé tampa inicijuota. Inicijuota lastele paveikus promotoriui
(kuris néra genotoksiskas), lastelé virsta navikine. Navikiné lastele, paveikta
mutuotos genetinés informacijos, nesidiferencijuoja, proliferuoja ir metastazuoja
(vyksta progresija) [17].

Zmogaus imunodeficito virusas (ZIV), netiesiogiai dalyvaudamas

kancerogenezéje, Zenkliai padidina rizika susirgti B-lasteliy limfomomis, Kaposi
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sarkoma, nemelanominiu odos véziu. Kitos virusinés infekcijos (herpes grupés
virusai) gali indukuoti Seimininko lastelés DNR mutacijas, sukelti kity lastel¢je
persistuojanciy virusy dauginimasi.

Papilomos virusy infekcija yra tiesiogiai susijusi su kancerogeneze, kadangi
virusiné DNR persistuoja supiktybéjusioje lasteléje ir yra genetiskai aktyvi [18].
Virusai dazniausiai atlieka tik inicijuojamaji vaidmeni, reikalingos papildomos
lastelés geny mutacijos tam, kad pasireikSty virusy transformuojamasis onkogeninis
potencialas [19].

Zinoma, kad lastelés gyvavimo ciklas kontroliuojamas jos geny ir §ie procesai
tiksliai reguliuojami. Lastelés turi tiksliai apibrézta gyvavimo laikotarpi ir ju Zitis yra
1§ anksto uzprogramuota (apoptoze) [20]. Piktybiniy lasteliy gyvavimo trukmeé, kitaip
nei normaliy, nepriklauso nuo Sios kontrolés. Tokios lastelés nekontroliuojamai
dalijasi. Jos nedalyvauja apoptozés procesuose, dél ko S$iuo atzvilgiu tampa
nemirtingos (imortalizacija). Kancerogenezés procese dalyvauja daugelis lastelés
geny: onkogenai, naviky genai slopikliai, lastelés cikla reguliuojantys genai.
Virusiniai genai, saveikaudami su lasteliniais, stimuliuoja nekontroliuojama lasteliy
proliferacija, d¢l ko vystosi navikai [19].

IS pateiktos Siame poskyryje trumpos literatiiros apzvalgos matyti, kad virusai

dalyvauja jvairiy lokalizaciju naviky kancerogenezéje.

2.2. ZPV Klasifikacija

Iki 1970 mety papilomos virusai buvo Zinomi tik kaip gerybiniu odos ligy —
karpy sukel¢jai. Kadangi karpos sukeldavo tik kosmeting problema, o ne grésme
viuomenés sveikatai, papilomos virusai mokslinio susidomeéjimo, kaip galintys sukelti
gleiviniy, taip pat ir gimdos kaklelio neoplazija, nesulauké. Tik 1980 metais
identifikuoti ZPV esant jvairiems gleiviniy paZeidimams (intraepiteliniai gimdos
kaklelio poky¢iai, gimdos kaklelio vézys) bei lytiniy taky ir gerkly karpoms. Tai davé
impulsa tolesniems papilomos virusy tyrinéjimams [21, 22]. Siuo metu nustatyta
daugiau nei 200 papilomos virusy tipy. Mazdaug 100 tipy ZPV visiskai istirtas
genomas ir atlikta i§sami nukleotidy seky analizé. ZPV skirstomi i tipus polimerazés
grandininés reakcijos (PGR) budu istiriant amplikony sekas, kurios tiksliai leidZia

nustatyti ZPV tipus [23]. ZPV tipo apibrézimas keitési kelis kartus kartu kei¢iantis
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techninéms tyrimy galimybéms bei virusy klasifikacijai. Siuo metu ZPV tipas
apibréziamas kaip genomas, kurio L1 geny seka maziausiai 10 proc. skiriasi nuo kito
tipo ZPV. Papilomos virusy tipai nustatomi geny analizés biidu, todél vartojamas
terminas ,,genotipas®.

1950-1960 metais elektroniniu mikroskopu bei nukleortig§¢iy analizés biidu
identifikuoti papilomos virusai ir poliomos virusai. Nustatyta, kad Sios dvi grupés
virusy turi panasia kapsidés sandara ir dvigubos grandinés ziedini, kovalentiskai
uzdarg DNR genoma. Todél jie buvo sujungti i bendra Papovaviridae Seima. 1980
metais atskleista, jog Siy virusy grupiy panasumai néra tokie dideli, kad juos vertéty
sujungti i viena Seima. Visy poliomos virusy genomo dydis 5 kb, o papilomos virusy
— ape 8 kb. Poliomos virusai turi du transkripcijos vienetus, nuo kuriy vyksta
transkripcija abiem kryptim, o papilomos virusy trankripcija vyksta tik viena
kryptimi. Ir, svarbiausia, S§iy virusy grupiy nukleotidy ar aminorigsciy seku
panasumas néra pakankamas. Ir tik visai neseniai papilomos virusy Seima
(Papillomaviridae) oficialiai pripazinta ir pateikta Tarptautinéje virusy taksonomijos
klasifikacijoje [24, 25].

Terminas subtipai naudojamas atskirti ZPV tipus, kuriy L1 nukleotidy sekos
nuo Zinomo tipo ZPV skiriasi 2-10 proc.; variantu vadinami ZVP, kuriy nukleotidy
sekos skiriasi 2 proc. Moderniosios taksonomijos tikslas — nustatyti rysj tarp virusy
evoliucijos ir ju bendryjy fenotipo bruozy, nes skirtingy tipy ZPV, sukeliantys
panasius pazeidimus, kartais tik mazai tarpusavyje susij¢ (t.y. gali biti skirtingose
evoliucinio medzio Sakose) [26].

Naujausioje taksonomijoje labiau filogenetiSkai susij¢ papilomos virusy tipai
grupuojami gentimis, o smulkiau — ragimis. Zinomi Zmogaus ir gyviny papilomos
virusai sudaro 16 genciy, kurios Zymimos graikiSkomis raidémis. Penkios i§ Siy
genéiy apima i§skirtinai ZPV ir kai kuriuos papilomos virusus, infekuojanéius
bezdziones, o kitos gentys apima tipus virusy, infekuojanciy ivairius Zinduolius ir
pauksCius [24]. Kliniskai svarbiausia gentis yra alfa papilomos virusai. Jie apima
visus ZPV tipus, susijusius su lytiniy organy odos ar gleiviniy pazeidimais. Terminas
risis néra placiai naudojamas mokslingje literatiiroje, tac¢iau Tarptautinéje virusy
taksonomijos klasifikacijoje virusai skirstomi { riiSis pagal skirtingas ju biologines
savybes. Remiantis virusy genomo seky analize, visa alfa papilomos virusy gentis

sudaryta i§ 15 ri$iu. Kiekvienos rasies ZPV tipai skiriasi vienas nuo kito tam tikrais
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ypatumais. Remiantis epidemiologiniais metaanalizés tyrimy duomenimis, pagal
onkogening rizika susirgti gimdos kaklelio véziu ZPV tipai skirstomi i:

o didelés rizikos: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82;

. galbat didelés rizikos: 26, 53, 66;

) mazos rizikos: 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81, CP6108;

o nenustatytos rizikos: 34, 57, 83 [27, 28].

Beta papilomos virusai apima visy tipy ZPV, susijusius su epidermodisplasia
verruciformis — tai genetiSkai predisponuota odos neoplaziné liga. Beta papilomos
virusy ir gama papilomos genciy virusai sukelia besimptomes infekcijas ar mazo
laipsnio gerybinius odos pazeidimus. Siy gendiy virusai pladiai paplite ir tarp ju yra
daugybé ZPV tipy, kurie dar néra aprasyti. 1, 41 ir 63 tipy ZPV neturi jokio rysio su
anksCiau apraSytomis gentimis ir sudaro dvi atskiras gentis. Visy kity genciy
papilomos virusai randami tarp pauk$¢iy ir zinduoliy [25]. Papilomos virusy

filogenetinis medis pateiktas 1 paveiksle.

Alfa papilomos virusai

40 - 653 70 59 Buadingi zmonéms
55 42
. PCPVAIA 1845 27
Lytiniy 13 61 2
organy 151 )
73 3
karpos = 3
RhPV1 20 10
58
33 51
5216 26 20
35 562
31 66
Onkogeniniai ZPV]  ""teeal,, , Rankuy ir pedy karpos
LYY
tipat | e, 65
p N A P,
Mazosrizikos ZPV| 7 7 /[ ) N e o
-.
tipai T,
1
"™ eepy °  Buadingi pauks$éiams
BPV2 49 24 147 36
BPVI, 8 s -
zinduoliams
CRPV/COPV/ [ gpyy 38 15
a1 63 2 9
Kitos rasies 1a MNPV 2 4 g7 Beta ir Gama
papilomos virusai papilomos virusai

1 pav. Papilomos virusy filogenetinis medis, adaptuota pagal de Villiers EM,
ir kt. [29]

IS Siame poskyryje pateikty literatiiros duomeny matyti, kad yra daugybe

papilomos virusy, kurie gali infekuoti paukséius, gyviinus, zmogy ir sukelti ivairius

pazeidimus.
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2.3. ZPV perdavimo keliai, paplitimas ir infekcijos eiga

7PV infekcija yra dazniausiai lytiniu keliu plintanti infekcija. ZPV infekuota
apie 80 proc. lytiskai aktyvios populiacijos. Apie 291 miln. motery pasaulyje
infekuota ZPV kaZkuriuo gyvenimo etapu [30]. Si infekcija daZniausiai perduodama
kontakto biidu per infekuotus lytinius takus ar isange. ZPV infekcijos rizika priklauso
nuo lytinio gyvenimo ypatumy. ReikSmingi lytinio gyvenimo veiksniai — [ytiniy
partneriy skaicius. Veiksmingas ZPV plitimo prevencijos biidas — lytinis gyvenimas
su vienu partneriu. Tiriant moteris, turéjusias tik viena, bet infekuota lytini partnert,
konstatuota, kad po pirmujy lytiniy santykiy ZPV infekuoti 48 mén. laikotarpiu tampa
70 proc. asmeny [30, 31]. Pradéjus lytini gyvenima /ytiniy patneriy kaita didina rizika
uzsikrésti ZPV. Kitas veiksnys — Iytinio gyvenimo pradzia. Kuo ankstesniame
amziuje pradedami lytiniai santykiai, tuo didesné¢ uzsikréetimo ZPV rizika [32].
Ankstyvos Iytinio gyvenimo pradzios itaka ZPV infekcijai plisti gali bati siejama su
biologiniais gimdos kaklelio kitimais paauglysté¢je. Gimdos kaklelio gleiviné
paauglystéje lengvai pazeidZziama ir imli lytiSkai plintanc¢iai infekcijai. Tai salygoja
didele rizika ZPV pasiekti baziniy lasteliy sluoksnj ir infekcijai persistuoti [33].
Ankstyvi lytiniai santykiai, pirmasis gimdymas, esant labai jauno amziaus, lytiniy
partneriy kaita, kitos lytiskai plintan¢ios ligos, motery, kuriy vyrai infekuoti ZPV, —
visa tai, manoma, turi jtakos uZsikrésti ZPV, kurie linke persistuoti ir ateityje sukelti
gimdos kaklelio vézi [32]. Nustatyta, kad ankstyva lytiniy santykiy pradzia, paplitusi
ekonomiskai silpnose Salyse, kur ankstyvi lytiniai santykiai daznai baigiasi gimdymu
esant labai jauno amziaus, salygoja endogeniniy estrogeny padidéjima kraujyje
(néstumo metu estrogeny kiekis padidéja 3-8 kartus) [34, 35]. Zinoma, kad paaugliy
gimdos kaklelio anatomija skiriasi nuo suaugusiy. Paaugliy gimdos kaklelio
transformacijos zona yra gimdos kaklelio iSorinéje dalyje (egzocervikse), joje mazai
gaminama apsauginiy gleiviy, be to, vietinis imuninis atsakas veikia silpniau nei
suaugusiy. Transformacijos zona yra jautri hormoninimas pokyciams, o tai sudaro
palankias salygas ZPV isiskverbti { ja, ten persistuoti bei sukelti transformacijos
zonos neoplazija [33]. Todél pirmasis gimdymas ir ZPV infekcija labiau susije ne su
trauma, o su steroidiniy hormony poky¢iais. Didelis estrogeny receptoriy jautrumas ir

ju poveikis gimdos kaklelio transformacijos zonoje gali sinergistiskai veikti su ZPV
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onkobaltymais, sumazindami citotoksiniy citokiny kieki, o tai mazina lastelés imunini
atsaka ir ZPV nei$nyksta, o persistuoja [34, 35].

Barjerinés kontracepcijos priemonés sumazina rizika uzsikrésti ZPV, tadiau
rizika vis tiek islieka [35, 36].

ZPV perdavimo keliai. Yra horizontalusis ir vertikalusis. Horizontaliuoju keliu
7PV infekcija perduodama per bet kokj lytiniy organy—odos ar burnos gleivinés
kontakta. Tai reiSkia, kad virusas gali buti perduodamas nuo vieny organy kitiems,
nuo burnos gleivinés — lytiniams organams, nuo ranky odos — lytiniams organams
[31, 37]. Virusui perduoti néra bitinas lytinis aktas. 24 ménesius tiriant merginas, dar
neturéjusias lytiniy santykiy, ZPV infekcija nustatyta 15,3 proc. atveju. ZPV infekcija
perduodama per virSutinius odos ar gleiviniy sluoksniy lasteles [31, 36].

ZPV gali biti perduotas ir vertikalivoju biidu: motina perduoda ZPV
naujagimiui gimdymo metu. MaZiau nei 5 proc. motery, infekuoty ZPV, perduoda
infekcija naujagimiui, infekuodamos ju burnos ertmeg ar iSorinius lytinius organus.
Tadiau naujagimiams ZPV infekcija daZniausiai gali i$nykti savaime. DaZniausiai
naujagimiai uzkre¢iami 6 ir 11 tipy ZPV, kurie sukelia 90 proc. karpu. Naujagimiy
kvépavimo taky uzkrétimas ZPV jvyksta gimdymo metu. Tuomet ZPV infekcija gali
sukelti griztamaja respiratoring papilomatoze — bukle, kai reikia skubaus chirurginio
gydymo, nes ZPV sukeltos papilomos gali tapti kvépavimo taky obstrukcijos ir —
labai retai — (1-3 proc. atveju) staigios naujagimiy mirties priezastimi [38].

Virusas taip pat gali buti perduodamas per jvairius instrumentus: pvz.,
chirurgines pirstines, biopsines znyples [31, 37]. Vaikystéje iSoriniy lytiniy organy
papilomos daznai susijusios su lytine prievarta. Nuo 4 iki 8 mety amziaus vaiku,
kuriems nustatomos isoriniy lytiniy organy karpos, atzvilgiu lytinés prievartos rizikos
rodiklis siekia 2,9 karty, o vaiky nuo 8 iki 12 mety — 12,1 karto [39].

ZPV paplitimas tarp motery, neturinciy intraepiteliniy gimdos kaklelio
pokyciy. Nustatyta, kad ir bendrasis ZPV paplitimas ir amziui specifinis ZPV, ir
specifiniy tipy ZPV paplitimas skiriasi priklausomai nuo geografinio regiono [40].
Tarptautinio vézio tyrimo centro duomenimis, moterims, kurioms citologiniame
tepinélyje nenustatyta jokiy poky¢iy, ZPV identifikuojama apie 10 proc. atveju. Sis
procentas gali skirtis priklausomai nuo geografinio regiono. Pavyzdziui, Siaurés
Amerikoje ZPV nustatomas 11 proc., Europoje ir Azijoje — po 8 proc., Piety

Amerikoje — 20 proc., Afrikoje — 22 proc. tokiy motery. Amziui specifinis ZPV
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paplitimas nuolat didelis tarp jauny motery ir palaipsniui mazéja didéjant amziui.
Afrikos, Europos, Amerikos $alyse ZPV paplitimas vél ryskiai padidéja moterims po
menopauzés, 0 Azijoje ZPV paplitimas tarp jvairiy amziaus grupiy islieka beveik
vienodas. Tai susij¢ su lytiniu aktyvumu ir infekcijos perdavimu tarp jauny motery,
taip pat su susilpnéjusiu imunitetu vyresniame amziuje bei vél aktyvesniu lytiniu
gyvenimu [31].

ZPV infekcijos eiga. Apie 80 proc. motery ZPV infekcija yra praeinanti
savaime. Daugumai motery, infekuoty ZPV, virusas isnyksta po 6-12 mén. [7].
Daugelio kohortiniy tyrimy duomenimis, moterims, kuriy imuniné sistema
nenusilpusi, ZPV buvimo gimdos kaklelio lastelése trukmé — 1 metai. llgiausiai
gimdos kaklelyje islieka 16 tipo ZPV — iki 2 mety [7]. Daliai motery (apie 20 proc.)
7PV infekcija i§lieka, persistuoja ir sukelia intraepitelinius gimdos kaklelio poky&ius,
kurie negydant progresuoja i invazini gimdos kaklelio vézi [36]. Vidutinis motery,
serganCiy invaziniu gimdos kaklelio véZiu, amzius — 50 mety, o motery, kurioms
nustatyti zymis gimdos kaklelio epitelio pakitimai — 28 metai. Tai rodo, jog nuo CIN
I11/CIS iki invazinio gimdos kaklelio vézio i$sivystymo yra gana ilgas periodas [7] (2

pav.).

ZPV - imogaus papilomos virusas
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2 pav. ZPV infekcijos eiga, adaptuota pagal Rohl A. [41]
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ZPV ir gimdos kaklelio vézys. ZPV infekcija — svarbus gimdos kaklelio véZio
rizikos veiksnys. Nepaisant daugelyje pasaulio Saliy vykdomy patikros programuy,
gimdos kaklelio vézys pasaulyje yra antroje vietoje motery sergamumo
onkologinémis ligomis struktiiroje. 2002 metais pasaulyje diagnozuota 493 tikst.
nauju gimdos kaklelio vézio atveju ir 274 tukst. motery tais metais miré nuo $io
vézio. Taip yra dél to, kad daugeliui motery ekonomiskai silpnose $alyse neprieinama
patikra dél gimdos kaklelio vézio, kuria vykdant galima Zzenkliai sumazinti
sergamuma gimdos kaklelio véziu ir mirtinguma nuo jo [31]. Gimdos kaklelio vézys
ekonomiskai silpnose $alyse sudaro apie 15 proc. visy véZio atveju. Siose Salyse
gimdos kaklelio vézio atsiradimo rizika per gyvenima (angl. cumulative life time risk)
svyruoja nuo 1,5 iki 3,0 proc.; ekonomiskai stipriose Salyse nauju gimdos kaklelio
vézio atveju nustatoma 3,6 proc., o gimdos kaklelio vézio iSsivystymo tikimybé — 0,8
proc. moterims iki 65 m. amziaus. Maziausias sergamumas yra Europoje (ypac
Vakary Europos Salyse), Siaurés Amerikoje ir Japonijoje — maZiau nei 15/100 000.
Sergamumas gimdos kaklelio véziu ypa¢ didelis Lotyny Amerikoje — amZziaus
standartizuotas sergamumo rodiklis — 33,5/100 000, Karibuose — 33,5/100 000,
Afrikoje — 31,0/100 000, Pictingje Azijoje — 18,3/100 000. EkonomiSkai silpnose
Salyse daug invazinio gimdos kaklelio vézio atveju nustatoma dél blogu socialiniy
ekonominiy salygu bei prastai vykdomos patikros programos. Tikétina, kad gimdos
kaklelio vézio atvejy 2020 metais padaugés iki 40 proc. pasaulyje (56 proc.
ekonomiskai silpnose Salyse ir 11 proc. ekonomiskai stipriose pasaulio Salyse) [31].
Pazymétina, kad pasaulyje yra didelis mirtingumas nuo gimdos kaklelio véZzio.
Penkeriy mety gimdos kaklelio véziu serganciy motery iSgyvenamumo daZnis
ekonomiskai stipriose Salyse sickia 73 proc. JAV ir 63 proc. Europoje. Si liga tokia
aktuali kaip tuberkuliozé ar AIDS (angl. acquired immune deficiency syndrome) [31].
16 ir 18 tipy ZPV sukelia apie 70 proc. visy gimdos kaklelio vézio atvejy [37].
Kiekvienais metais Amerikos vézio draugija ivertina naujai diagnozuoty gimdos
kaklelio vézio atvejuy skaiiy, motery sergamuma gimdos kaklelio véziu bei
mirtinguma nuo jo, taip pat iSgyvenamuma ir palygina su buvusiais duomenimis,
kaupiamais Tarptautiniame véZio tyrinéjimy centre bei Siaurés Amerikos asociacijos
Vézio registro centre.

Sergan¢iosioms gimdos kaklelio vézio ZPV nustatoma 99,7 proc. atveju

Dazniausiai pasitaiko Sie 7PV tipat: 16, 18, 45, 31, 33, 35, 52, 58. Siy tipy virusai
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sukelia apie 90 proc. gimdos kaklelio vézio. Minéty tipy ZPV nustatomi ir esant
didelio laipsnio intraepiteliniams gimdos kaklelio poky&iams (HSIL). 18 tipo ZPV
daugiau susij¢ su adenokarcinoma (sudaro 30 proc. visu esant adenokarcinomai
randamy ZPV tipy). 16, 18 ir 45 tipy ZPV adenokarcinomos atvejais nustatoma apie
85 proc. Gimdos kaklelio adenokarcinoma priklauso tam histologiniam tipui, kuri
sunku nustatyti jprastais patikros metodais, naudojant Pap tepinéli. Moterys, kuriy
Pap tepinélyje nenustatyta jokiu pokycCiy, taciau Kurios yra infekuotos 16 ar 18 tipu
ZPV, CIN III/CIS issivystymo per 10 mety rizika apie 20 proc., o motery, kurios
infekuotos kity onkogeniniy tipy ZPV, CIN I11/CIS issivystymo rizika siekia apie 5
proc. [42-44]. Bitina pazyméti, kad didesné rizika atsirasti intraepiteliniams
poky€iams gimdos kaklelyje ar formuotis gimdos kaklelio véZiui priklauso nuo
motery imuninés biklés bei nuo ju lytinio gyvenimo ypatumy. Kai kuriy tyrimy
duomenys rodo, jog du tre¢daliai CIN atvejy atsiranda po 2 mety nuo to momento,
kai pirma karta nustatoma ZPV infekcija. Tai prie§tarauja nuomonei, kad biitinas
ilgas periodas nuo ZPV infekcijos atsiradimo iki didelio laipsnio ikvéZiniy pakitimy
(CIN 11, CIN HI/CIS) nustatymo, nes kartais nezymis gimdos kaklelio pokyc¢iai
jaunoms moterims greitai progresuoja iki didelio laipsnio gimdos kaklelio gleivinés
pakitimy [31].

Kitos ZPV sukeliamos ligos. Be gimdos kaklelio véZio, tiek moterims, tick
vyrams ZPV yra susijgs su burnos ertmés, ryklés, stemplés, gerkly bei iSangés véziu

(1 lent.).

1 lentelé. ZPV paplitimas, nustatytas tarp serganéiujy véZiu, pasaulyje [45]

Vézio ZPV paplitimas, | 16 ir 18 tipy ZPV, | VéZio atvejy,
lokalizacija atvejuy skaicius atvejy skaicius susijusiy su
ZPV, skaitius
Gimdos kaklelis 100 00 70 00 492 800
Varpa 40 00 63 00 10 500
Makstis 40 00 80 00 16 000
I$ange 90 00 92 00 27 300
Burna 300 95 00 8 200
561 100
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Sergant ryklés véziu, ZPV infekcija nustatoma apie 35 proc. atveju [31, 39].
Kai kurie onkogeniniy tipy ZPV sukelia varpos, vulvos ir maksties vézi. Kity
neonkogeniniy tipy ZPV (6 bei 11 tipu ZPV) sukelia daugiau nei 90 proc.
nepiktybiniy su ZPV susijusiy ligy, tokiy kaip iSoriniy lytiniy organy karpos ir
juveniliné griztamoji respiratoriné papilomatozé [31, 38]. Vulvos véZys, susijes su
ZPV infekcija, nustatomas jauname amzZiuje, prie§ tai buvus ilgalaikei vulvos
intraepitelinei neoplazijai CIN II/II1, o sklerozuojantis ploks¢ialastelinis vulvos vézys
biidingas vyresnio amZiaus moterims ir susijes su létinémis degeneracinémis epitelio
buklémis, tokiomis kaip lichen sclerosus. Maksties vézys apie 90 proc. susijes su 16
tipo ZPV, daugeliu atveju prie§ tai biina maksties intraepiteliné neoplazija [31].
Varpos vézys yra retas, sudarantis 0,5 proc. atvejy tarp vyry, serganciy
onkologinémis ligomis, struktiroje. Zydy tautybés vyrai ypad retai serga varpos
véziu. Nustatyta, jog cirkumcizija (apyvarpés apipjaustymas) Zenkliai sumazina
varpos veézio i§sivystymo rizika, taip pat apsaugo ir nuo kity lytiSkai plintanciy ligy,
tokiy kaip ZIV. Taip apsaugomos moterys nuo ZPV infekcijos pernesimo, dél ko
maze¢ja ir gimdos kaklelio véZio iSsivystymo rizika [46]. [Sangés ir iSangés kanalo
epitelis panasus i gimdos kaklelio kanalo epiteli. ISangés vézys dvigubai daznesnis
moterims nei vyrams, tadiau iSangés vézys daznas tarp homoseksualiy vyry. 85-95
proc. atvejy homoseksualams vyrams randamas 16 tipo ZPV: kiti $ios lokalizacijos
vézio rizikos veiksniai — ZIV infekcija, rikymas, dazni analiniai santykiai bei lytiniy
partneriy kaita [37, 47, 48]. Tod¢l svarstomos berniuky ir vyry skiepijimo galimybés
[47].

I§ §iame poskyryje pateiktos literatiiros apzvalgos matyti, kad ZPV infekuoja
gleivines ir oda, labiau paplites tarp jauny asmeny, gali biiti perduodamas jvairiais

biidais bei yra susijgs su daugeliu Zmogaus naviky.
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2.4. 7PV genomas
Lastelés augimo
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3 pav. ZPV genomo sandara, adaptuota pagal Park TW, ir kt. [49]

ZPV yra DNR virusas, neturintis apvalkalélio, jo DNR Ziedinés formos,
dvigubai susisukusi. ZPV genomas (3 pav.) skirstomas i 3 regionus: ankstyvujy geny
(E1-E7), vélyvyju genu (L1 ir L2) ir ilgojo kontrolinio regiono (LCR). Ankstyvyjy ir
veélyvyju geny regionai yra baltymus koduojantys, o LCR baltymy nekoduoja. LCR
turi keleta suriSanciy viety daugeliui transkripcijos slopintojuy ir aktyvintoju. L1 —
kapsidés baltymas pastovus skirtingoms papilomos virusy raSims. L2 koduojamas
baltymas turi daugiau sekuy variacijyu nei L1 baltymas, todé¢l antikiinai prie§ L2
baltyma yra antigeny $altinis specifiniams ZPV tipy antikiinams [50].

El ir E2 koduoja baltymus, kurie biitini DNR replikuotis ir viruso gyvenimo
ciklui uzbaigti [51]. E2 koduoja 2 baltymus: viena, kuris slopina ankstyvojo regiono
transkripcija, ir kita, kuris suaktyvina ankstyvojo regiono transkripcija. Daugelyje
atveju su ZPV susijusio gimdos kaklelio vézio E2 baltymo iskrita yra skiriamasis
7PV integracijos { lastelés genoma Zenklas. E4 baltymas gaminamas vélyvose

infekcijos stadijose, kai visiSkai susiformuoja virionai, ir jis nepasiZymi
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transformuojanciomis savybémis, taciau manoma, kad turi itakos virusui subresti ir
replikuotis. E4 baltymas suardo citoplazmos citokerating keratinocituose ir taip
iSlaisvina virionus i§ infekuotos lastelés [52]. E5 gimdos kaklelio vézio lastelése
dazna atvirojo skaitymo rémelio (ASR) iskrita (nuo Sios vietos daznai prasideda
viruso amplifikacija), rodanti, kad ES néra bitinas piktybinés lastelés transformacijai
palaikyti. E5 saveikauja su ivairiais transmembraniniais baltymais, tokiais kaip
epiderminio augimo veiksnys, kolonijas stimuliuojan¢io veiksnio-1 receptoriai.
Tiriant 16 tipo ZPV infekuotas lasteles, nustatyta, kad ES5 baltymas pasizymi
silpnomis transformuojané¢iomis savybémis [37].

E6, E7 geny produktai — svarbiausi kancerogeneze¢je. Jie koduoja
onkobaltymus, kurie uztikrina viruso replikacija bei lastelés, kurioje yra ZPV DNR,
imortalizacija ir transformacija. Sie genu produktai reikalingi transformuotam
fenotipui palaikyti, lastelés ciklo kontrolei bei apoptozei sutrikdyti. ZPV E6 ir E7
ypatumai priklauso nuo viruso tipy [53, 54]. Didelés rizikos ZPV E6 baltymas
saveikauja su E7 baltymu imortalizuodamas Zmogaus lasteles. [terpus E6 gena i kai
kurias Zmogaus lasteles, galima jas imortalizuoti ir be E7 pagalbos. Didelés rizikos
ZPV E6 saveikauja su ras onkogenu imortalizuodamas grauziky lasteles. Svarbiausia
E6 savybé yra ta, kad lastelinis p53 gali prisijungti prie E6. Si saveika sukelia p53
suirima [55]. Manoma, kad E6 saveika su p53 yra viena i§ pagrindiniy
chromosominio nestabilumo lastelése priezasCiy. Chromosomu nestabilumas, kurj
sukelia E6, matyt, yra pagrindinis rizikos veiksnys progresuojant intraepiteliniams
poky¢iams iki vézio. Didelés rizikos tipy ZPV E7 baltymai gali jungtis su
retinoblastomos baltymu pRb; maZos rizikos ZPV E7 baltymas jungiasi su pRb 10
karty silpnesniu rySiu. Susidarius kompleksui E7/pRb, iSlaisvintas transkripcijos
veiksnys E2F aktyvina su lastelés proliferacija susijusius genus. Didelés rizikos tipy
ZPV E7 baltymai gali jungtis ir su kitais baltymais, tokiais kaip pl07, p130,
proteinkinaze p33, CDK2 ir ciklinu A. Didelés rizikos tipy ZPV E7 baltymas gali
sutrikdyti p53 indukuojama ciklo sustabdyma G1 fazé¢je DNR pazaidos metu. Tai
siejama su E7 sukeliamomis chromosomy aberacijomis [56].

Apibendrinant Siame poskyryje pateiktus literatiiros duomenis matyti, kad
gimdos kaklelio véZio kancerogenezéje itin svarbus vaidmuo tenka E6 ir E7 geny

produktams.
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2.5. ZPV replikacija Seimininko lasteléje ir ZPV gyvavimo ciklas

Esant ZPV infekcijai vienintel¢ viruso paskirtis yra replikuotis ir gaminti
palikuonis — virionus. Kai kuriais atvejais gimdos kaklelio vézys gali atsirasti, kai
slopinamas viruso replikacijos procesas. ZPV infekcijos metu viruso replikacijos
ciklas glaudziai susijes su Seimininko epitelio lasteléemis. ZPV genomas negali
gaminti DNR polimerazés, todél reikia Seimininko lastelés, kuri uztikrinty ZPV
replikacija [37]. Kadangi ZPV yra epiteliotropinis virusas, jis infekuoja tik epitelio
pavir§iy, atakuoja gimdos kaklelio parabazines ir bazines lasteles. Kad virusas
pasiekty Sias lasteles, reikia pavir§inio epitelio pazeidimo — traumos. Gimdos kaklelio
transformacijos zona yra labai palanki ZPV virusui daugintis, kadangi ¢ia yra daug
nesubrendusiy, metaplazavusiy lasteliy, o tai yra palankus taikinys virusui. Infekuotos
bazinio epitelio lastelés yra mitoziskai aktyvios — jose ZPV yra geros salygos
daugintis [44]. Viruso genomas netenka savo apvalkalélio (kapsidés baltymy) ir
perduodamas lastelés branduoliui, kuriame jis yra neintegruotos, ziedinés episomos
formos. Virusu infekuotos bazinio sluoksnio lastelés pasidalija, viruso genomas
replikuojasi ir tolygiai pasiskirsto dukterinése Seiminko lastelése. Taciau nauja viruso
gamyba Siose lastelése slopinama ir infekuotos ZPV lastelés plinta i virSutinius
epitelio sluoksnius. Neinfekuotame epitelyje ivyksta visiSka lasteliy diferenciacija
[50]. Ankstyvuyju geny E6 ir E7 gamyba yra minimali bei grieztai kontroliuojama, o
E6/E7 transkriptai MRNR yra retai nustatomi [37], kas siejama su latentine infekcija,
kuri nepasireiskia klinisSkai [44].

ZPV viruso gamyba priklauso nuo lastelés fermenty ir kity lastelés sudétyje
esan¢iy veiksniy, lasteles elementy, biating ZPV genomo replikacijai. Viruso
gaminami E6, E7 onkobaltymai stimuliuoja virSutinio sluoksnio infekuoty lasteliy
dauginimasi. Taip uztikrinamas pastovus lastelés replikacijos mechanizmas ir tokia
lastele iSgyvena tol, kol replikuojamas viruso genomas.

Kai virusas pasidaugina lastel¢je iki tiikstanciy karty, tuomet vyksta tolesnis
viruso surinkimas — viruso apvalkalo (kapsidés) (L1 ir L2) sintezé. Si stadija
daugiausia kontroliuojama E2 baltymo, kuris paprastai slopina ir E6 ir E7
onkobaltymy gamyba, sutrikdydamas transkripcijos veiksnio prisijungima prie
ankstyvojo viruso aktyvintojo. Dél sumaZzéjusios ZPV E6 ir E7 geny gamybos

palaikoma visavert¢ viruso replikacijos buklé ir lastele visiskai uzbaigia savo
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diferenciacijos procesa. Surenkami nauji virionai ir jie iSlaisvinami { aplinka kartu su
atsinaujinanGiomis epitelio lasteléemis [31, 50]. Latentineé ZPV infekcija gali
progresuoti | produktyvigja virusing infekcija, kai gaminami dideli viruso daleliy
kiekiai. PrieZastys néra visiSkai aiSkios, taciau Zinoma, kad ankstyvieji genai aktyvina
viruso DNR amplifikacija. Kai infekuotas keratinocitas patenka i diferencijuota
aplinka, sutrinka normalus lastelés ciklas, vyksta gausi E6 ir E7 geny gamyba [37].
Kai Seimininko lastelé subrgsta ir pasiekia epitelio pavir$iy, vélyvieji viruso genai
gamina viruso kapsidés baltymus ir virionas visiSkai suformuojamas. Infekuotos
plokscCiojo epitelio lastelés, pasiekusios epitelio pavirSiy, deskvamuojasi ir, padedant
viruso E4 ASR, atpalaiduojamas ir i§skiriamas i aplinka didelis kiekis viriony [44]. In
vivo Sis infekcijos ciklas apima 2-3 savaites, tiek laiko uztenka baziniams
keratinocitams diferencijuotis ir pasiekti epitelio pavirS$iy [37, 57]. Ketvirtajame

paveiksle pateiktas ZPV gyvavimo gimdos kaklelio epitelyje ciklas.

Gimdos kaklelio S < nly ey
ruso dalelés
kanalas < L —— surenkarnos ir virusas
Subrendes atpalaiducjamas
pavirsinis e — — ————
slucksnls —— : —— ] “rusas naudo)a
e — p— Selmininko I3stelg
Tarpinio — ¥ —
sluoksnio - — - e s wirusings OHR
Igsteles - - e - | - | - replikasal I vrusul
- | - - - - relkalingy baltymy
Farabazinio e — gamybal
sluaksnlo - . - | & | .- |
Igsteles e, S A _
a | . [ - | a8 ZPvwinfekuoja bazinj
Bazinlo JL - -] =] - =l =] =] —] epitelio sluaksnj
slucksnlo —_ 41— _ A
1gstelas Bazine membrana
Momalus Infekuctas
epitelis epitelis

4 pav. ZPV gyvavimo gimdos kaklelio epitelyje ciklas, adaptuota pagal Frazer
IH, ir kt. [57]

I§ pateikty duomeny matyti, kad ZPV dauginimosi ciklas yra glaudZiai susijes

su lastelés gyvavimo ciklu.

2.6. ZPV salygota kancerogenezé

Lasteliy augimas susideda i§ daugybés faziy, kurios sudaro lastelés cikla.

Lastelés S fazéje lastelés genomas pasidvigubina ir susidaro 2 identiskos jos kopijos.
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Mitozés metu lastelé pasidalija i dvi dukterines lasteles. Tai ivyksta M fazéje. S ir M
fazés atskirtos G1 ir G2 faziy. Per¢jimas i§ vienos fazés i kita yra reguliuojamas
daugybés baltymy. Tai uztikrina, kad lastelés dalijimasis ijvyksta tik tuomet, kai
lastelés augimo salygos yra palankios. Rb baltymas yra svarbus kontroliuojant
lastelés proliferacija, kadangi jis regulivoja aktyvuma daugelio transkripcijos veiksniy
(pvz., E2F), kurie reikalingi baltymy, stimuliuojanciy lastelés peréjima i§ G1 i S faze,
gamybai ir lastelés genomo replikacijai. Ar lastelés genomas replikuosis, ar ne,
priklauso nuo Rb fosforilinimo buklés [58]. Jei lastelés augimo salygos palankios, Rb
hiperfosforilizacija ivyksta, tuomet atpalaiduojamas E2F veiksnys, kuris stimuliuoja
baltymuy, leidzianCiy lastelei pereiti 1 S fazg, gamyba. Kai lastelés augimo salygos
néra palankios, Rb biina hipofosforilintos biiklés ir E2F veiksnys glaudZiai prisijungia
prie Rb, dél to lastelés genomo replikacija nejvyksta [31]. ZPV infekuoty lasteliy
peréjimas | S faze priklauso nuo to, ar E7 suriSa Rb ir atpalaiduoja E2F [59]. Rb
funkcija priklauso nuo E7, kuris stimuliuoja Rb baltyma suirti. [60].

Dél nenumatyto S fazés (esant DNR pazaidoms) aktyvinimo turéty biti
skatinama lastelés apoptozé, bet ji yra slopinama E6, kuris slopina tokius
proapoptozinius baltymus, kaip p53 ir BakE6 baltymai, skatina stimuliuojanéio
apoptoze veiksnio suirima, formuodamas kompleksa su lastelés baltymu (E6 — AP),
kuris suardo p53 ir BakE6 [61].

Normalios lastelés dél vadinamojo senéjimo reiSkinio nustoja dalytis.
Nustatyta, kad pasiekusiy Siag stadija lasteliy chromosomuy galinés struktiiros
telomeros yra sutrumpéjusios iki ~ 5 Kb. Telomery ilgis yra svarbus zymuo, norint
nustatyti lasteliy dalijimosi potenciala. Daznai vézinés lastelés pasizymi aktyvia
telomeraze — fermentu prailginanéiu telomeras iki tokio ilgio, kuris leidzia lasteléms
toliau dalytis. Taigi vézinés lastelés gali dalytis neribotai — jgyja nemirtinguma. ZPV
sudétyje esantis E6 aktyvina telomeraze, todél dél ZPV infekcijos taip pat vystosi
infekuoty lasteliy nemirtingumas [62]. Kooperuojantis E6 ir E7 sutrikdoma lasteles
ciklo kontrol¢ ir suardoma normali epitelio lasteliy diferenciacija. Virusas,
naudodamasis lastelés replikacijos sistema, persistuoja proliferuojanciose lastelése

tol, kol jos biina reikalingos viruso genomui visiSkai amplifikuotis [31] (5 pav.).
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Normalus Iastelés ciklas Sutrikdytas lastelés ciklas

Neaktyvus Aktyvus
o —> (_E2F
Cre <%§ |
: Hipo (P) RB
R Netikshs § fazés @
aktyvinimas E6
Sutrikusi p33 é ps3
SR W — reguliacija .
7PV infekcija Apoptozé|—©— p53 suirimas
S fazés geny Aty <= @
transkripeija ™ @4\ H—® %%%
(! RB !
Hiper (P) R8

5 pav. Sutrikusi lastelés ciklo kontrolés reguliacija ir lasteles E6, E7
onkobaltymy gamyba, adaptuota pagal Stern PL, ir kt. [31]

7PV, paveikdamas gimdos kaklelio epitelio lasteles taip, kad jos replikuoty
tik viruso genoma, sukuria lasteléms palankia aplinka proliferuotis ir infekuotoms
lasteléms isgyventi, suardydamas du svarbius genus naviko slopiklius: p53 ir Rb. p53
labai svarbus, nes, pazeidus lastelés genoma, iprastomis salygomis jis sukelia lastelés
apoptoze arba iStaiso genetinj lastelés defekta. Veikiant E6 baltymui ir sutrikus p53
geno funkcijai, atsiranda ir kaupiasi lastelés DNR mutacijos. Jei atsiranda
onkogeninés mutacijos ir jos nepaSalinamos, vyksta lastelés imortalizacija ir jos
virsmas piktybine [63]. E7 taip pat gali prisidéti prie ZPV infekuoty lasteliy genetinio
nestabilumo sutrikdydamas normalia centrosomu — struktiiry, reikalingy diploidiniam
chromosomy rinkinio pasidalijimui, replikacija. Taigi vykstant nuolatinei E6 ir E7
gamybai, lastelé jgyja struktiiriniy chromosomu pokyciy, tokiu kaip translokacijos,
delecijos, amplifikacijos, chromosomy skaic¢iaus pakitimai, aneuploidija [31].

Daugybés tipy ZPV nustatomi gimdos kaklelyje, tadiau i ju tik keliolikos tipy
7PV sukelia gimdos kaklelio vézi. Néra dideliy skirtumy tarp $iy virusy struktiros,
kas galéty paaiskinti jy onkogeniSkumo skirtuma. Skirtumai yra tik dél E6 ir E7 geny
funkcijos, ypa¢ tarp mazos rizikos tipy ZPV ir didelés rizikos tipy ZPV grupiy: maZos
rizikos tipy ZPV E6 baltymai neinicijuoja p53 suirimo, ju E6 geno produktas
neaktyvina fermento telomerazés, E7 baltymai suriSa Rb, taciau silpniau, nei tai
padaro mazos rizikos tipy ZPV baltymai, todél nesuardo Rb, taip pat néra jrodymuy,
jog mazos rizikos tipy ZPV E7 baltymas suardo lastelés centrosomas [31, 62].

25



Genomo integracija ir sutrikusi E6/E7 geny raiskos reguliacija bei tolesniy
genetiniy poky¢iy kaupimasis salygoja sunkios intraepitelinés neoplazijos bei gimdos

kaklelio vézio iSsivystyma [12] (6 pav.)

EPISOMINES FORMOS INTEGRUQTAS

RAUPMO
ME - F% .
DAUGINDIOSI %
P s -
PROLFERACDY . 9% 1 | g
T
BAZINS
SLUOKSNIS

KUNISKAI PASIREISKIANTI ) GMDOSKAKLELIO

PRODUKTYVI INFEKCLJA = : VEIYS IR STNKI
TR LENGVADISPLAZLIA IKIVEZINIAT GIMDOS KAKLELIO POKYCTAL  pyrpgprranvg pisprazmis

O e S

6 pav. Zymeny raiska gimdos kaklelio epitelyje, adaptuota pagal Doorbar J, ir
kt. [12]

Gausi ZPV infekcija skirstoma i keturias fazes, kuriose vyksta viruso
skirtingu baltymy gamyba. Viruso geny raiska prasideda esant lengvai displazijai ir
galiausiai {vyksta gausi infekuoty viriony gamyba. Sutrikusi geny raiska labiausiai
pasireiskia ten, kur yra intraepiteliniy gimdos kaklelio poky¢iy — CIN I-CIN [11/CIS.
Galiausiai neoplazin¢ progresija apibiidinama padidéjusiu E7 gamybos kiekiu bei
sumazéjusia E4 bei L1 gamyba.

Gimdos kaklelio vézys — galutiné ZPV infekcijos isdava, daZnai jam atsirasti
prireikia net 10 mety. Daugelio autoriy atlikty tyrimy duomenys rodo, jog didelés
rizikos tipu 7PV tipy baltymai, veikiantys kartu, imortalizuoja Seimininko lastelg,
tacCiau tai néra pakankama priezastis, kad jie sukelty visiSka lastelés transformacija {
naviking. Manoma, kad tam reikia papildomy genetiniy veiksniy. Pats virusas sukelia
lastelés genetini nestabiluma. Kai infekcija persistuoja, padidéja tikimybe, kad atsiras
daug mutacijy, kurios sukels lastelés imortalizacija, transformacija, ir galiausiai —
metastazes. Toliau daugéja baltymy (E6 ir E7), dél ko vystosi viruso DNR integracija
1 lastelés chromosomas. Kiti veiksniai, padidinantys onkogeniniy mutacijy rizika:
rikymas, sudétinés kontraceptinés tabletés, naudojamos ilga laika. Tod¢l Siuo metu
taikomi nauji ligos prevencijos budai, veikiantys butent E6 ir E7 onkobaltymus

(kuriama gydomoji vakcina) [59].
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Apibendrinant Siame poskyryje pateiktus literatiiros duomenis matyti, kad
7PV sukeltas lastelés kancerogenezés mechanizmas yra viena paskui kita einanéiy
procesy grandiné: lastelés imortalizacija, transformacija, apoptozés bei lastelés
diferenciacijos slopinimas, mutaciju kaupimasis (genetinio nestabilumo prieZastis ir

pasekmé) ir galiausiai gimdos kaklelio vézio atsiradimas.

2.7. ZPV ir jo sukelty intraepiteliniy gimdos kaklelio poky¢iy nustatymo
metodai

Iki XX amziaus devintojo deSimtmedio pagrindiniai ZPV infekcijos
infekuotose vietose. Dazniausiai ZPV infekcija sukelia akimi nematomus pazeidimus,
o daliai ZPV infekuotyjy pasireiskia anogenitalinés srities paZeidimai (karpos,
kondilomos) [64]. Apibendrintos ZPV infekcijos diagnostiniy tyrimy charakteristikos

pateikiamos 2 lenteléje.

2 lentele. ZPV diagnostikos ir ZPV sukelty intraepiteliniy gimdos kaklelio
pakitimy nustatymo metodai, adaptuota pagal Johnson K. [65]

Metodas Jautrumas, | SpecifiSkumas, | Pranasumai Trikumai
% %
Apzitira Vidutinis Zemas Lengvai ir | Nustatomos tik
naudojant acto greitai matomos karpos,
ragsti atliekama pakite gimdos
kaklelio epitelio
plotai
Kolposkopija Zemas Zemas Nustatomi Zemas specifiSskumas,
akimi nenustatomi tipai
nematomi
pazeidimai
Papanicolaou Vidutinis Aukstas Nebrangus Vidutinis  jautrumas,
tepinélis nenustatomi tipai
7PV DNR Aukstas Vidutinis Nustatomas Brangus,
nustatymas 7PV,  atskiri | specifiskumas
ZPV tipai vidutinis

Dazniausiai taikomy ZPV infekcijos diagnostikos metody jautrumas yra
zemas. Todél diagnozuojant ZPV Sie metodai gali biiti tik pagalbiniai. Esant
patologiniam kolposkopiniam vaizdui, serologiSkai nustacius antikiinus prie$

onkogenus E6, E7, o citologiniame tepin¢lyje — lasteliy koilocity, galima diagnozuoti
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subkliniking ZPV infekcija. ZPV infekcijai diagnozuoti taikomi jautriis (galintys kuo
tiksliau nustatyti infekuotus asmenis), specifiski (galintys kuo tiksliau nustatyti
sveikus asmenis), lengvai atlickami, bet branglis metodai, paremti ZPV DNR

nustatymu [66, 67].

2.7.1. ZPV infekcijos molekulinés diagnostikos metodai

Serologiniy tyrimy tikslumas, nustatant ZPV, yra ribotas. Kadangi
humoralinis imuninis atsakas (antikiinai pries ZPV L1 kapsidés antigena) islieka daug
mety, serologinis metodas, nustatant 7PV antikiinus, néra tinkamas atskirti esama ar
buvusia infekcija. Todél tiksli ZPV infekcijos diagnozé remiasi viruso nukleoriigiéiu
nustatymu.

Siuo metu pagrindinés ZPV DNR nustatymo technologijos yra Hybrid
Capture 2 (HC2) ir PGR. Nors naudojant $ias technologijas ZPV DNR nustatymo
technika yra skirtinga, ta¢iau visy ju pagrindas — ZPV specifiniy pradmeny ar zondy
hibridinimo reakcijos su ZPV taikiniais organizme. Signalo pagausinimo metodams
priskiriamas HC2 metodas taikomas klinikinéje praktikoje, PGR naudojama vykdant
mokslinius tyrimus.

HC2 esmé — zondas, komplementarus viruso genomo DNR. Tai svarbu, nes
7PV infekcijos ar ZPV integracijos i lastelés genoma metu ZPV gali prarasti E2, E4,
L2 genus ir dalj L1 geno. Zondas leidzia nustatyti, ar jo atpaZjstama ZPV genomo
sritis néra prarasta. HC metodo principas — tai nukleortig§¢iy hibridizacijos tyrimas in
vitro, kuriam budinga signalo amplifikacija, naudojant chemiliuminescencines
ploksteles. Skystyju terpiy Pap tepinélyje esanti ZPV DNR jungiasi su
komplementariomis RNR baziy poromis tiriamajame tirpale. Viruso DNR jungiasi su
virusui specifiniais RNR Zymenimis, sudarydami hibridus. Tuomet RNR-DNR
hibridai jungiasi su kietos fazés pavir§iumi ir juos ,,sugauna* antikiinai, kurie yra
saviti $iems RNR-DNR nukleoriigé¢iy hibridams. Galiausiai RNR-DNR hibridai
nustatomi Zymétais antik@inais, susijungusiais su Sarmine fosfataze. Vyksta
chemiliuminescenciné reakcija, kai amplifikuoti produktai $vyti ir gali bati iSmatuoti
liumenometru santykiniais Sviesos vienetais. Kuo stipresnis Svytéjimas, tuo didesnis
kiekis DNR-RNR molekuliy. Siuo metodu nustatoma astuoniolika ZPV tipy gimdos

kaklelio méginiuose. Metodo jautrumas yra 94 proc. Tai yra standartizuotas metodas,
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turintis Europos (pranc. Conformité Européene, CE) ir Amerikos (angl. Food and
Drug Administration, FDA) kokybés sertifikatus [68]. Siuo metodu galima nustatyti
mazos rizikos (6, 11, 42, 43 ir 44) bei didelés rizikos (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
56, 58, 59 ir 68) tipy ZPV. HC2 metodo jautrumas ir specifiskumas artimas PGR
metodo jautrumui ir specifiSkumui. Jis tinkamas naudoti didelés apimties
profilaktinése programose [69].

PGR yra perspektyvus metodas ir manoma, kad ateityje tai bus pagrindinis
metodas ZPV nustatyti, nes padidins analitini tyrimo jautruma, igalins tiksliai
identifikuoti ZPV tipus, dél to galima bus perzitréti ar sukurti naujus motery, esant
patologiniy citologiniy radiniy, stebéjimo algoritmus. ZPV integracijai nustatyti
pladiausiai naudojamas tikslinés amplifikacijos metodas PGR, kurio tikslas —
nukleortig§¢iy padauginimas tiriamojoje medZiagoje. PGR yra cikliné ir kiekviena jos
cikla sudaro 3 etapai: DNR denatiiravimas, pradmens prijungimas ir pradmens
pratesimas. Siuo metodu galima nustatyti ZPV DNR, ZPV tipus, atskiry geny raiska,
7PV integracijos i lastelés genoma zymenj — E2 geno iskrita. PGR — jautrus metodas,
kurio metu naudojami trumpi DNR pradmenys. Pagrindiniai placiausiai naudojami
pradmenys ZPV DNR nustatyti yra MY09/MY11 ir GP5,+/GP6+. Sie pradmenys
dazniausiai ZPV L1 geno srityje atpaZista komplementaria seka. Kai kurios
laboratorijos naudoja savo pagamintus reagentus. Tokie reagentai neturi europinio CE
kokybés patvirtinimo, neturi klinikinly duomenuy apie rinkinio jautruma,
nestandartizuoti, tyrimo rezultatas priklauso nuo operatoriaus kruopsStumo ir
profesionalumo [70].

Kitas, naujesnis ZPV infekcijos bei integracijos nustatymo biidas yra realaus
laiko PGR. Atliekant realaus laiko PGR naudojami viruso tipui specifiniai ar plataus
spektro pradmenys, kurie jungiasi su fluorescuojanciais Zymenimis ir galima stebéti
produkto pagausinima realiu laiku, tiesiogiai vykstant reakcijai. Kiekvieno ciklo metu
vertinamas amplifikuojamojo produkto Kiekis, kuris priklauso nuo tiriamojo geno
raiskos ar to geno pradinés koncentracijos. Galima nustatyti ir atskiry onkogeny E6,
E7 raiSka, integruotus transkriptus (E6, E7 mRNR), nustatyti ju kieki, E2 geno i8krita.
[67, 71].
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2.7.2. ZPV integracijos j gimdos kaklelio lasteles nustatymo metodai

7PV integracijos i gimdos kaklelio lasteles nustatymo metodai yra naudojami
siekiant jvertinti integracijos dazni gimdos kaklelio vézio atvejais bei iSsiaiskinti,
kokioje intraepiteliniy poky¢iy progresijos stadijoje integracija jvyksta.

Metodai integracijai nustatyti skirstomi taip:

o metodai, Kuriais nustatoma viruso—Seimininko lastelés susiliejimo
transkriptai, t.y transkripciskai aktyviis (surinkti) viruso integrantai. Tarp tokiy
metody yra ZPV onkogeny transkripty amplifikacija ir mRNR nustatymas [72];

o metodai, kuriais nustatoma integruota viruso DNR pagal jos
transkripcing biiklg. Tarp tokiy metody yra kiekybiné realaus laiko PGR, iskritos
viety PGR ir kiti.

Gimdos kaklelio vézio atveju pastovus integracijos daznis identifikuojamas
taikant bet kurj didelés rizikos tipy ZPV integracijos nustatymo metoda. Taip yra
todél, kad navikinése lastelése, kuriose yra integravesi didelés rizikos tipy ZPV,
integrantai yra transkripciSkai aktyvils, o esant ikivéZiniams gimdos kaklelio
pokyCiams, integrantai tranckripcisSkai aktyvis ne visada. Esant infekuotumui mazos
rizikos tipy ZPV, nustatoma 15 proc. visiskai selektyviy viruso integranty HSIL ir
LSIL atvejais. Didelés rizikos tipy ZPV integracijos daznis abiem SIL atvejais yra
Zenkliai didesnis [59, 73]. Esant HSIL pakitimy gali jvykti didelés rizikos tipy ZPV
integracija 1 lastelg, taCiau viruso—Seimininko transkripty (viruso—lastelés nukleotidu
susiliejimo seky) gali ir nebiiti. Nustatyta, jog viruso integrantuose yra E2 geno ASR
iSkrita, todél panaSu, kad ,,selektyviojo viruso tipas” yra latentinés biklés tol, kol
pradeda veikti papildomi aplinkos veiksniali, didinantys viruso transkripcinj aktyvuma
ir salygojantys visiSka viruso integranty selekcija. Reikia pazyméti, kad didelés
rizikos tipy ZPV integracija ir integranty selekcija gali bati 2 nepriklausomi ir
lygiavertés svarbos veiksniai progresuojant intraepitelinei gimdos kaklelio neoplazijai
[73].

Manoma, kad nustatytos integruotos formos ZPV gali biiti vertingas Zymuo
numatant ligos progresavimo pobidi. Taiau yra keletas problemy. Pirma,
identifikuoti nedideli kieki integruoty formy ZPV, esant dideliam bendram
episominiy formy ZPV skai¢iui, yra techniSkai sunku, nes tik eksfoliuotos lastelés

tinkamos tirti. Antra, kadangi integruotas genomas daznai yra transkripciskai
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neaktyvus ar toks greitai tampa po integracijos, tuomet integruoty formy nustatymas
gali turéti ribota prognozine verte. Nors ZPV integruotos formos nustatomos daugiau
nei 40 proc. motery, kurioms yra CIN Ill/CIS poky¢iy, aktyvi integruoty formuy
transkripcija nustatoma tik 15 proc. tokiy motery. Aktyviy integruoty transkripty
nustatymas turéty didesng prognozing verte.

Irodyta, kad gimdos kaklelio keratinocituose integruotosios formos ZPV
isryskéja sumazéjus E2 gaminandiy episominiy formy ZPV skaigiui. Daugelio atlikty
tyrimy duomenimis, nustatyti E2 iSkrita eksfoliuotose lastelése yra zenkliai techniSkai
paprastesnis biidas bei vertingesnis intraepitelinés progresijos zymuo ZPV
infekuotoms moterims [74].

Apibendrinant Siame poskyryje pateiktus literatiiros duomenis matyti, kad
ZPV ir jos tipams identifikuoti bei integracijos biklei nustatyti dazniausiai taikomas

nukleortigs¢iy amplifikacijos metodas.

2.8. ZPV integracijos j gimdos kaklelio lasteliy genoma mechanizmas bei

integracijos reik§mé intraepitelinés gimdos kaklelio neoplazijos progresijai

Virusy kiekis (viruso kopiju skaicius/pl, nustatomas realaus laiko PGR) yra
siejamas su gimdos kaklelio ikivéziniy pakitimy progresija. Moterims, kurioms
identifikuoti didelés rizikos tipy ZPV ir intraepiteliniai pokyciai Pap tepinéliuose,
dazniau nustatomas didelis virusy kiekis. Taciau, nustatant virusy kiekj, lasteliy
skaiCius méginyje néra standartizuotas, tod¢l sudétinga jvertinti tyrimo reikSme, o
kartu ir gimdos kaklelio vézio iSsivystymo rizika [75, 76]. Daug diskutuojama apie
virusy kiekio ir sunkios intraepitelinés neoplazijos tiesioging sasaja. Ankstesniy
tyrimy rezultatai rodo, kad néra sasajos tarp didesnio virusy kiekio ir LSIL ar HSIL
poky€iy [75]. Taip pat atlikty ilgalaikiy, didelés apimties tyrimy metu nenustatyta
jokios tiesioginés sasajos tarp virusy kiekio ir infekeijos trukmes, virusy iSnykimo i$
organizmo laiko ir intaepitelinés neoplazijos progresijos [76]. Tai galima paaiskinti
keliomis priezastimis. Kadangi integruoty didelés rizikos tipy ZPV formy paplitimas
susijes su intraepiteliniy gimdos kaklelio poky¢iy progresija, natiiralu, kad daugéjant
integruoty formy nustatomas maZesnis virusy kiekis. Uzsikrétimas naujy tipy ZPV
taip pat gali biiti susijgs su virusy kiekio ir CIN poky¢iais. Yra duomeny apie sasaja
tarp virusy kiekio ir intaepiteliniy pokyéiy progresijos, kuri priklauso nuo ZPV tipo.
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Pavyzdziui, virusy Kiekis, esant infekuotumui 16 tipo ZPV, didéja, progresuojant
intraepiteliniams poky¢iams, kitap nei esant infekuotumui 18 tipo ZPV, kadangi,
esant infekuotumui Sio tipo virusais, reCiau nustatomi citologiniai pokyc¢iai Pap
tepinélivose [75]. Todél tam tikro tipo ZPV virusy kiekio nustatymas, kai i§ karto
zinoma ir virusy integracijos biisena, gali biiti naudingas vertinant intraepitelinés
gimdos kaklelio neoplazijos progresija ateityje [76]. Manoma, jog infekcija daugelio
tipu ZPV susijusi su ZPV persistencija, taigi ir su ikivéziniy gimdos kaklelio epitelio
lasteliy pakitimy progresija. Taciau dar néra aiSku, ar padidéjusi CIN progresijos
rizika priklauso nuo Seimininko imlumo, ar nuo vairiy tipy 7PV tarpusavio saveikos,
ar atskirai nuo kiekvieno tipo ZPV poveikio [25]. Didziulis démesys skiriamas
naujiems tyrimams, kuriy tikslas — nustatyti didelés rizikos tipy ZPV integracija i
gimdos kaklelio lasteliu genoma, kadangi integracija gali turéti jtakos intraepiteliniy
gimdos kaklelio poky¢iy progresijai. Yra duomeny, kad ZPV integracija i lasteliy
chromosomas vaidina svarby vaidmenj kancerogenezéje, todél, nustadius ZPV
integracija, ateityje yra didesné galimybé formuotis gimdos kaklelio véziui [51].

Ikinavikiniuose gimdos kaklelio audiniuose ZPV DNR paprastai yra
episominés (neintegruotos i lastelés DNR) biklés, o navikiniuose — ZPV DNR gali
biti ir integruotos, ir episominés formos, nors pazymétina, kad daznesné integracija
yra esant gimdos kaklelio véZiui, susijusiam su 18 tipo ZPV nei su 16 tipo ZPV. Kai
yra CIN I pazeidimuy, ZPV genomas lasteléje biina episominés formos, o nuo genomo
7PV transkribuota mRNR apima isskirtinai tik viruso nukleotidy sekas. Susidaro
episominiai transkriptai. Gimdos kaklelio vézio atveju viruso genomas dazniausiai
biina integruotas i lasteliy chromosomas, o integracijos metu transkribuojama mRNR,
kurios sudétyje yra ir viruso E6, E7 onkogenuy, ir lastelés nukleotidy sekos.
Formuojasi integruoti transkriptai [77]. Pazymétina, kad gauti integruoti transkriptai
yra stabilesni nei tie, kurie gauti i§ episominés virusinés DNR. Integruoty, episominiy
ar abiejy formy paplitimas eksfoliuotose gimdos kaklelio lastelése priklauso nuo
intraepiteliniy gimdos kaklelio poky¢iu laipsnio, ZPV tipo ar metodo, kuriuo
nustatoma viruso biiklé (integruotas ar ne) [78].

Iki Siol néra vieningos nuomonés, ar integracija yra ankstyvasis, ar vélyvasis
tvykis gimdos kaklelio kancerogenezéje. Vieni autoriai paZymi, jog tai ankstyvasis
kancerogenezés ivykis, susijes su LSIL progresija { HSIL [76, 79, 80] (7 pav.), Kiti

mano, jog tai — vélyvasis ivykis, susij¢ su HSIL progresija i invazini gimdos kaklelio
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vézi [77, 81]. Manoma, jog ivairiy autoriy poziiiriai yra skirtingi, matyt, i§ dalies dél
naudoty integracijos nustatymo metody [80]. Anks¢iau ZPV integracija buvo laikoma
vélyvuoju ivykiu kancerogenezéje, nes ankstesniy atlikty tyrimy metu integruotos
formos ZPV retai kada buvo nustatomos esant intraepiteliniams gimdos kaklelio
pokyciams, dazniausiai Sios formos buvo nustatomos tik invazinio vézio atveju.
Taciau kai viruso buklé (integruotas ar ne) nustatoma pagal amplifikuojamo E2 geno
ilgi PGR reakcijos biidu, 16 tipo ZPV E2 geno iskritos nustatymo daZnis yra vienodas
ir moterims, kurioms nustatyti CINIII poky¢iai, ir toms, kurioms yra invazinis vézZys
[81]. Septintame paveiksle parodytas ZPV DNR integruoty ir misriy formy

pasiskirstymas priklausomai nuo gimdos kaklelio epitelio pazeidimo laipsnio.

Normalus
gimdos kaklelis Plokialasteliniai intraepiteliniai pakitimai Invazinis véiys
' 'Nedidelio laipsnio Didelio laipsnio 2

Gimdos kaklelio intraepiteliné neoplazija

Lengva Vidutiné Sunki !

Plokstialystelinie spitelis

Pavirdinis shiokenis

Vadatinis shuokenis

Baginis shickanis | |
Baziné membrana -
Denmna

Viruso genorao integracija

@ Branduoliai su episoraine € Padidéjusi E6 ir E7 garayba | /

viruso DNR. R o Rk 13 U L WR & e
€ Branduoliai su integruota © ) Padidéjusi ankstyrvyjy ir \ — -
viruso DNR welyyjy geny garayba 5 ] 5
€ Normalis branduoliai X o Seimininko £ £ b Seiwininko
5 E DNR : DNR

7 pav. ZPV DNR integruotos ir misrios formos priklausomai nuo gimdos

kaklelio epitelio pazeidimo laipsnio, adaptuota pagal Woodman CBJ, ir kt. [59]

Nors ir ne taip daznai, tatiau integruotos formos ZPV (nustacius E2 ikrita
PGR bidu) taip pat nustatomos ir sveikoms moterims bei toms, kurioms yra CIN .
Kitaip nei esant infekuotumui 16 tipo ZPV, esant infekuotumui 18 tipo ZPV ir CIN
I11/CIS poky¢iy, invazinio gimdos kaklelio vézio atvejais beveik visada nustatomos

integruotos formos ZPV, o episominés — labai retai.
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ZPV DNR integracijos metu viruso genomas daZniausiai nutriiksta E1/E2

regione (8 pav.).

URR  E6

E1

L1/ ZPV P

genomas ZPV genomo ,lazio vieta®,
integruojantis i 1gstelés
chromosomas

ES

8 pav. ZPV genomo ,lizi0 vieta“ integruojantis i lastelés chromosomas,

adaptuota pagal Stern PL. ir kt. [31]

E2 geno, koduojancio baltymus, kurie slopina E6 ir E7 regiony transkripcija,
iSkrita salygoja nekontroliuojamai padidéjusia E6 ir E7 onkogeniniy baltymu raiska,
dél to lastelés transformuojasi, grei¢iau dauginasi ir duoda pradzia navikui formuotis.
Viruso integracija yra susijusi su tam tikra genomo segmenty iSkrita ir su i$ eilés
einanciy seky transkripcija (nuraSymu) i§ integruoto LCR E1 taip pat E2 geny iskrita,
kaip ir ZPV DNR seky nurasymas, skatina E6 ir E7 transkripcija. Pasirodo, kad
nuolatiné E6 ir E7 geny gamyba biitina palaikyti piktybini lastelés fenotipa, taip pat
svarbi lastelés genetiniams bei epigenetiniams veiksniams, kurie reikalingi navikui
formuotis [82]. ZPV integracija i $eimininko genoma susijusi su intraepiteliniy
gimdos kaklelio poky¢iu progresija nuo polikloninés iki monokloninés intraepitelinés
gimdos kaklelio neoplazijos biikles (CIN) [31, 79]. Ekspresuojant integruotiems ZPV
onkogenams, susidaro salygos navikinéms lasteléms daugintis [83]. Integracija,
atsiradusi dél virusinés infekcijos, nustatoma apie 90 proc. gimdos kaklelio véZio
atveju. Sis mechanizmas dar néra aiSkus, tadiau Zinoma, jog yra tendencija
integracijai vykti tam tikrose trapiose chromosomy vietose. Integracija néra normali
didelés rizikos tipy ZPV gyvenimo ciklo dalis. Jai biidinga tam tikry viruso genu,

biitiny viruso sintezei, iSkrita. Nepaisant to, kad lasteliy, 1 kuriy genoma integruotas
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virusas, transkriptuose gali reikstis jvairios viruso genomo daliy iSkritos, nustatyta ir
nuolatiné tam tikry geny iSkrita. Ypac daznai identifikuojama viruso E2 geno, kuris
gali slopinti integruoto viruso promotoriy transkripcija, iSkrita [56]. Kaip minéta
anks¢iau, integracija salygoja padidéjusia E6 ir E7 onkogeny raiska. ZPV genomo
sudétyje esanciy E6 ir E7 genu produkty vaidmuo yra svarbiausias kancerogenezéje.
Sie genai koduoja baltymus, kurie uztikrina viruso replikacija, lastelés imortalizacija
ir transformacija. Jie reikalingi transformuotam fenotipui palaikyti, lastelés ciklo
kontrolei bei apoptozei sutrikdyti. Viruso baltymai, susijungdami su naviko slopikliy
geny iSskiriamais produktais (pRb, p53), juos suardo [56]. Normali naviko slopiklio
baltymo p53 funkcija — aktyvinti transkripcijos genus, tokius kaip p21 (CIP/WAF1)
ar GADD45, ir taip uzdelsti lastelés peréjima i1 S fazg, kol DNR iStaisymas
(reparacija) dar nepasibaiggs. Todé¢l kai E6 onkogenas inaktyvina naviko slopiklio
baltyma p53, sutrinka lastelés ciklas ir susidaro palanki galimybé lastelés mutacijoms.
E7 onkogenas, susijungdamas su naviko slopikliu genu pRb, atlicka papildoma
funkcija kancerogenezéje. Susijungimo metu atsipalaiduoja transkripcjos veiksnys
E2F, kuris aktyvina geny, stimuliuojanéiy DNR sinteze¢ lasteléje, raiSka. Jei ta pati
lastelé, kuri pries tai buvo paveikta E6 onkogeno ir nebéra apsaugota naviko slopiklio
geno p53, iSgyvena ir pereina | S faz¢ esant neiStaisytai DNR, dél E7 onkogeno
poveikio gali replikuotis ZPV DNR [67, 84, 85].

Sios minétos savybés yra bidingos tik didelés rizikos tipy ZPV, dél to, matyt,
galima paaiskinti skirtinga vézio iSsivystymo rizika, susijusia su skirtingais mazos
rizikos tipy ZPV ir didelés rizikos tipy ZPV tipais. E6 ir E7 onkogeny raiska bazinio
epitelio lasteliy viduje, trunkanti ilga laika, salygoja padidéjusia Siy lasteliy
supiktybéjimo rizika — slopinama lasteliy diferenciacija ir padidéja chromosomuy
nestabilumo tikimybe, todél galima lastelés piktybiné transformacija. Daugelyje
gimdos kaklelio véZio atvejy nekontroliuojama viruso onkogeny raiska (ir Seimininko
genomo mutacija) pasireiSkia tose lastelése, kuriose dalis viruso genomo yra
integruota 1 Seimininko DNR. Daugelis atlikty klinikiniy tyrimy yra skirti nustatyti
didelés rizikos tipy ZPV integracijos dazniui gimdos kaklelio navikuose bei igaiskinti,
ar integracija jvyksta tam tikroje displazijos progresijos stadijoje. Daugiausia
analizuota tik 16 ir 18 tipy ZPV integracija, kadangi $iy tipy virusai dazniausiai yra

navikuose [72, 81].
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7PV integracijos daznis vézio atveju visada yra didelis. Esant 18 tipo ZPV —
100 proc., 16 tipo ZPV — siekia 80 proc. [76], o esant jvairiems intraepiteliniams
gimdos kaklelio gleivinés pokyciams integracijos daznis yra skirtingas [44].

Invaziniam gimdos kaklelio véziui ir intraepiteliniams gimdos kaklelio
poky¢iams, susijusiems su didelés rizikos tipy ZPV infekcija, paprastai biadinga ZPV
DNR integracija i Seimininko lastelés chromosomas.

Skiriami transkripciSkai neaktyvis latentiniai” ir visiSkai selektyviis
(surinkti) integrantai. Atlikty tyrimy rezultatai rodo, kad pagrindinis skirtumas tarp
LSIL ir HSIL yra erdvinis viruso onkogenuy gamybos pasiskirstymas. Esant LSIL
pakitimy, onkogeny gamyba slopinama baziniame epitelio sluoksnyje, esant HSIL
pakitimy, viruso onkogeny gamyba vyksta per visa epitelio storj ir yra tik nedidelé
dalis transkripciSkai aktyviy viruso integranty. TranskripciSkai aktyvis viruso
integrantai stimuliuoja gimdos kaklelio kancerogeneze didindami E6 ir E7 gamyba
esant HSIL pakitimy, dideliais kiekiais sukelia genomini nestabiluma bei mutacijy
atsiradima, dél to lastelé tampa navikine. Jei lasteliy populiacijoje episominés formos
7PV isnyksta dél sutrikusios erdvinés viruso episominiy formy onkogeny gamybos,
prarandama viruso onkobaltymy antiapoptoziné funkcija, taigi lastelése, kuriose yra
tik episominés formos virusy, gali ivykti apoptoz¢ [86]. Todé¢l tik tose lastelése,
kuriose vyksta E6 ir E7 gamyba, véliau atsiranda latentiniai integrantai dél
episominiy viruso formy iSnykimo. Pagrindiné priezastis, dél ko jvyksta integranty
selekcija, yra integranty sugebéjimas palaikyti E6 ir E7 gamyba ir slopinti apoptozg.
Toliau daugéja lasteliy klonuy dél selekcijos integranty, kurie gamina dideli E6 ir E7
kieki. Kancerogenezés modelyje, kuriame iSnyksta episominés viruso formos, didelés
rizikos tipy ZPV integracija yra intraepiteliniu gimdos kaklelio pokygiy progresija
lemiantis ir ja prognozuojantis ivykis, o nesant latentiniy integranty, vyksta
intraepiteliniy pokycCiy regresija.

Manoma, kad viena pagrindiniy priezas¢iu, dél ko ivyksta gimdos kaklelio
kancerogenezé, yra uzdaras viruso integranty gamybos ratas. Cis-veikiancios
molekulés gali veikti viruso integranty trans-veikiancias molekules, Seimininko
lastelés sekos gali veikti trans-veikian¢ius Seimininko slopiklius ar viruso E2. Vélesni
integracijos {vykiai gali buti atsparis E2 sukeltam transkripcijos slopinimui ir
integranty selekcijai, tuomet jau nebitinas episominiy viruso formy iSnykimas. Kai

kuriais gimdos kaklelio vézio atvejais vézio lasteliy linijose yra didelés rizikos tipy
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7PV integranty, atspariy E2 poveikiui. Taip galima biity paaiskinti kai kuriuos greitos
intraepiteliniy gimdos kaklelio poky¢iy progresijos iki vézio atvejus, nustatomus
kliniskai.

Esant 16 tipo ZPV infekuotumui, apie 12,5 proc. gimdos kaklelio véZio atvejy
esama viruso transkripty, kuriy kilmé — iSskirtinai episominés formos didelés rizikos
tipy ZPV [59, 83].

Apibendrinant Siame poskyryje pateiktus literatiiros duomenis matyti, kad
ZPV integracija i gimdos kaklelio epitelio lastely genoma yra svarbi, jvyksta
transformuojantis lastelei ir salygoja ikivéziniy pokyCiu progresija iki gimdos
kaklelio vézio.

IS literaturos apzvalgos iSplaukia apibendrinamoji iSvada, liudijanti apie
didelés rizikos tipy ZPV integracijos svarba esant jvairaus laipsnio intraepiteliniams
gimdos kaklelio pokyCiy. Viena vertus, biitina jrodyti, kokio laipsnio pokyc¢iams esant
prasideda didelés rizikos tipy ZPV integracija. Kita vertus, svarbu taip pat nustatyti,
kaip elgiasi virusas esant ilgalaikei aktyviai infekcijai. Tokiu Zymeniu galéty biti

integruoty transkripty mRNR.
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3. TYRIMO MEDZIAGA IR METODAI

3.1. Motery kvietimas dalyvauti tyrime ir jy iStyrimas

I tyrima ijtraukta 253 18-70-ies mety amziaus moterys, kurioms pirminés
patikros metu jau buvo nustatyta gimdos kaklelio patologija tiriant iprastini Pap
tepinéli: atipinés nenustatytos svarbos ploks¢iojo epitelio lasteles (ASCUS), atipinés
ploksciojo epitelio lastelés, kai negalima paneigti HSIL (ASC—H), nedidelio laipsnio
ploksc¢iojo epitelio intraepiteliniai pokyciai (LSIL) ar didelio laipsnio ploks¢iojo
epitelio intraepiteliniai pokyciai (HSIL) bei atipinés liaukinio epitelio lastelés (AGC).

Sutikusios dalyvauti tyrime moterys pasira$¢ Asmens informavimo forma (1
priedas) bei Informuotojo asmens sutikimo forma (2 priedas). Tyrimo protokolas,
Asmens informavimo forma bei Informuotojo asmens sutikimo forma patvirtinti
Lietuvos bioetikos komiteto (gautas leidimas atlikti biomedicininj tyrima, 2008.02.29
Nr.15; 3 priedas). Nésc¢ios moterys i tyrima nebuvo jtraukiamos. Visoms | tyrima
itrauktoms moterims buvo atlickama kolposkopija (t.y. gimdos kaklelio apziiira
optiniu prietaisu — kolposkopu) ir gimdos kaklelio biopsija (17 motery biopsijos
atsisake).

Ginekologinés apzitiros metu, nuvalius gleives, 1§ gimdos kaklelio
transformacijos zonos buvo imamas méginys bendrajam infekuotumui ZPV ir ZPV
tipams nustatyti bei 16 tipo ZPV E2 geno integracijos laipsniui jvertinti. Infekuotumo
dél ZPV 16 tipo viruso identifikavimo ir E2 geno iSkritos tyrimai buvo atlickami
Vilniaus universiteto Onkologijos institute, gimdos kaklelio biopsinés medziagos

tyrimai — Valstybiniame patologijos centre.

3.2. Kolposkopijos atlikimas

Pagrindinis kolposkopijos tikslas — nustatyti labiausiai pazeista vieta ir atlikti
biopsija, kiti tikslai — nustatyti pokycius ploks¢iojo ir liaukinio epitelio jungties
srityje, ivertinti, ar kolposkopija yra pakankamai informatyvi, siekiant ir nustatyti
neoplazinio pazeidimo plota, forma, kontlrus, lokalizacija ir iSplitima. Buvo

atlickama paprastoji ir iSpléstiné kolposkopija. Paprastoji kolposkopija buvo
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atlickama pasalinus gleives nuo tiriamojo pavirSiaus, buvo vertinama gleivinés
spalva, reljefas, epiteliy ribos, kraujagysliy forma ir i§sidéstymas, apzilirima apatiné
gimdos kaklelio kanalo dalis. ISpléstinés kolposkopopijos metu gimdos kaklelis buvo
suvilgomas 3 proc. acto rugsties tirpalu, kuris tirpsta ir skaidrina gleives, iSrySkina
smulkius idubimus, epiteliy ribas, liauky istekamyju lataky angas, cilindrinio epitelio
plotus. Netipiskai pakites epitelis paburksta ir iSbala, Speneliné struktiira tampa
reljefiskesné. ISplestinés kolposkopijos metu buvo atlickamas Silerio méginys,
naudojant liugolio tirpala. Sio tyrimo metu jvertinamas plokigiojo epitelio
subrendimo laipsnis bei epitelio plotai, kuriuose néra glikogeno, todél Sie plotai jodu
nenusidazo (matomas lygus, riigSties iSbalintas epitelis, punktacija, mozaika,
keratozeé, karcinoma). Subrendgs daugiasluoksnis ploksciasis epitelis dazosi tolygiai
rudai (turi glikogeno). Tikroji erozija, cilindrinis epitelis liugolio tirpalu nesidazo
[87].

Kolposkopijos vertinimo kriterijai: epitelio pavirSius, epiteliy jungtis, liaukuy
buvimas ir ju forma, kraujagysliy pieSinys, reakcija i 3 proc. acto rugsties tirpala,
reakcija 1 liugolio tirpala, pakitusiy audiniy ribos. Kolposkopiniai vaizdai buvo
vertinami pagal Amerikos kolposkopijos ir gimdos kaklelio patologijos draugijos
klasifikacija (Barselona, 2002). Pagal Sia klasifikacija kolposkopiniai vaizdai yra

tokie:

Normaliis kolposkopijos vaizdai:

I11. Kolposkopijos vaizdai, kuriais

l.

e originalus ploksciasis epitelis; remiantis galima jtarti invazinj vézi.
e stulpinis epitelis; IV. Neinformatyvi kolposkopija:

e transformacijos zona. e plokscCiojo ir stulpinio epiteliy
Il. Nenormalis kolposkopijos vaizdai: jungtis nematoma;

e lygus, acto riigsties iSbalintas epitelis; ®  rySkus uzdegimas, ryski atrofija,
e grubus, acto rugsties iSbalintas trauma;

epitelis; e gimdos kaklelis nematomas.

e Svelni mozaika; V. [lvairis pazeidimy vaizdai:

e grubi mozaika; e kondilomos;

e Svelni punktacija; e keratoze,

e grubi punktacija; e  erozija;

e i3 dalies jodu nusidazgs epitelis; * uZdegimas;

e jodu nenusidazes epitelis; o atrofijg;

e netipinés kraujagyslés; e deciduozg;

e dideli pokyiai. e polipai.
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Tiksliné biopsija, kontroliuojant kolposkopu, buvo atlieckama ambulatoriskai
elektros kilpa, nuskausminus lidokaino tirpalu. Moterys, kurioms histologinio tyrimo
atsakymas buvo CIN I, CIN I11/CIS, pasiustos i stacionara chirurginiam gydymui —
joms buvo atlickama konusiné biopsija, 0 dviems, kurioms Pap tepinélyje nustatyta
ASC — gimdos kaklelio kanalo tyrimas bei endomeriumo (gimdos gleivinés biopsija).
Moterys, kurioms pirminio vizito metu nustatyta ZPV infekcija, taip pat moterys,
kurioms histologiskai patvirtinta gimdos kaklelio neoplazija (CIN I-CIN [1I/CIS)
buvo kviestos pakartotinio vizito prag¢jus 6 mén.

Tos, kurioms pirminio vizito metu nenustatyta ZPV infekcijos, bei tos,
kurioms biopsijos méginiy histologinio tyrimo rezultatai nerodé intraepiteliniy
gimdos kaklelio pokycCiy, paliktos stebéti vadovaujantis motery, kurioms aptikta
gimdos kaklelio patologiniy citologiniy ir histologiniy pokyCiy, prieZitiros
algoritmais. Antrojo vizito metu buvo atlickamas jprastas Pap tepinélis (nuvalius
gleives nuo gimdos kaklelio kanalo Sepetéliu paimama medziaga i§ egzocervikso ir
endocervikso — Sepetélis jkiSamas | gimdos kaklelio kanalg ir viena karta pasukamas
Ya arba Y42 kaklelio pavirSiaus, paimta medziaga pieSiamuoju judesiu paskleidZziama
objektiniame stiklelyje dalyje. Paruostas tepinélis nedelsiant fiksuojamas aerozoliniu
fiksatoriumi purSkiama i§ 25-30 cm atstumo (2-3 paspaudimai), palaukiama, kol
nudzius bei kartojamas tyrimas dél infekuotumo ZPV. Moterys, kurioms pakartotinio
tyrimo metu buvo nustatyta ZPV infekcija, buvo tiriamos dél viruso aktyvumo, t.y.
paimta medziagos i§ gimdos kaklelio kitam ZPV integracijos Zymeniui — mRNR
(angl. messenger RNA) nustatyti.

Detali tyrimy schema pateikta 9 paveiksle.
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Stekécena
n=159

|

Pakartotinis vizitas l

-

Pap tzpinélis
n=15%

mRNR tyrima
n=20

9 pav. Motery iStyrimo schema: A — pirminis vizitas, B — stebésena
ASCUS — atipinés nenustatytos svarbos ploksciojo epitelio lgstelés, ASC-H — atipinés
ploksciojo epitelio lgstelés, kai negalima paneigti HSIL, LSIL — nedidelio laipsnio
ploksciojo epitelio intraepiteliniai pokyciai, HSIL — didelio laipsnio ploksciojo
epitelio intraepiteliniai pokyciai, AGC — atipinés liaukinio epitelio lgstelés, CIN I —
lengva displazija, CIN Il — vidutiné displazija, CIN I1I/CIS — sunki displazija, ZPV+ —
infekuotumas ZPV, ZPV- — néra ZPV infekcijos.

3.3. ZPV ir jo tipy nustatymo metodai

ZPV bei jo tipy nustatymas. Medziaga infekuotumui ZPV nustatyti (gimdos
kaklelio lastelés) buvo imama streriliu Sepetéliu, kurio galas pamerkiamos i 2 ml PBS
(angl. phosphate buffered saline) buferinio tirpalo. I§ tiriamosios medziagos buvo
igskiriama DNR ir atlickami ZPV tyrimai. DNR i$skirti naudotas komercinis
Sorpoclean DNR isskyrimo rinkinys (AB ,,SORPO diagnostics®, Lietuva), DNR buvo
i8sskiriama pagal gamintojo rekomendacijas.

Lasteliy lize:

e méginiai tiriami kambario temperatiiroje (20-25°C);

e | 1,5 ml centrifugini meégintuvelj ipilama 20 pl proteinazés K tirpalo, 200
ul meéginio ir 200 pl lizes tirpalo;
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e sumaiSoma vorteksuojant 10 s, siekiant gauti homogenini tirpala;

e inkubuojama 10 min. 56°C vandens voneléje.

Lizato filtravimas per kolonéle:

e | méginj jpilama 230 pl etanolio (96-100%);

e miSinys atsargiai perkeliamas ant kolonélés, esancios 2 ml mégintuvélyje,
uzdaromas dangtelis ir centrifuguojama 1 min. 6000xg;

e kolonélé perdedama i Svary 2 ml mégintuvél;.

DNR isgryninimas:

e |kolonélg jpilama 500 ul praskiesto plovimo tirpalo-1, centrifuguojama 1
min. 6000xg;

e paSalinamas meégintuvelis su filtratu, kolonélé perkeliama 1 Svary 2 ml
mégintuvélj, jpilama 500 pl praskiesto plovimo tirpalo-2, centrifuguojama
maksimaliu grei¢iu (20000xg) 3 min.;

e paSalinamas mégintuvelis su filtratu, kolonélé perkeliama | nauja 1,5 ml
meégintuvely.

DNR isplovimas:

e 1kolonélg jpilama 100 pl iSplovimo buferinio tirpalo, pasildyto iki 70°C ir
inkubuojama 2 min. kambario temperatiiroje, centrifuguojama 6000xg 1 min.;

e antra karta kartojamas iSplovimas, nekei¢iant apatinio mégintuvélio;

e PGR atlikti naudojama 5 pl iSskirtos DNR.

PGR reakcijos ypatumai. PGR atlikta 50 pl tirio PGR reakcijos miSinyje,
ZPV nustatyti buvo naudojami bendri MY09/11 pradmenys ir Tagq DNA Polymerase
and dNTP Set (AB Fermentas, Lietuva) rinkinys. PGR mis$inio sudétyje yra 10 mM
Tri-HCI (pH 8,8), 50 mM KCI 0,08 %, Nonidet P40, 1,5 mM MgCl,, 200 nM
kiekvieno dNTP, 50 pmol Kkiekvieno pradmens ir 0,5 U Taq DNA polimerazés
(rekombinantin¢). PGR buvo atlieckama naudojant personalini termocikleri
(Eppendorff, Vokietija).

PGR cikla ZPV nustatyti sudaro:

95°C 3 min. — pradinis denatiiravimo ciklas;

95°C 1 min.— denatiiravimas;

55°C 1 min. 30 s — pradmens prijungimas; 40 cikly

72°C 1 min. — pradmens pratgsimas;

72°C 10 min. — galutinis pradmens pratgsimo ciklas.
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Siekiant jsitikinti, ar visuose meéginiuose tikrai yra amplifikuojama DNR,
pries atlickant PGR buvo tikrinama, ar visuose méginiuose yra [3 globino geno

(amplifikacija su 3 globino geno pradmenimis, 3 lent.).

3 lentelé. B-globino genui nustatyti naudoty pradmeny sekos

B-globino Seka (5'>3") Amplifikuojamasis
pradmuo produktas (bp)
PCO03 5 >ACACAACTGTGTTCACTAGC 110 bp

PC04 5'>CCACTTGCACCTACTTCAAC

Kiekviena PGR reakcija buvo atlieckama naudojant teigiama ir neigiama
kontrolg. Teigiamai kontrolei atlikti buvo naudojamos SiHa ir HelLa lastelés,
neigiamai kontrolei — méginiai, neturintys DNR (su dejonizuotu vandeniu).
Amplifikuoti PGR produktai buvo analizuojami panaudojant elektroforezg.
Elektroforezé buvo atlickama 1,5 proc. agarozés gelyje, dazytame etidZio bromidu.
Elektroforezei atlikti buvo imta 6 pl amplifikacijos produkto, po elektroforezés
etidzio bromidu dazyti produktai analizuoti transiliuminatoriuje naudojant UV

Sviesos Saltinj (312 nm) (Herolab, Vokietija) (10 pav.).

E AR+ A9 A40 A4l A42+445+ pqq A=
— w500
. S0h
b
mrker 2002-04-11 e

10 pav. ZPV identifikavimas gimdos kaklelio méginiuose

ZPV amplifikuojasi ties 450 bp.
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ZVP tipy nustatymas. PGR atlikti buvo naudojama 50 pl tirio PGR reakcijos
misiniai, naudoti komerciniai rinkiniai (AB ,,SORPO diagnostics®, Lictuva).

PGR cikla ZPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 59 tipams nustatyti pagal gamintojo
rekomendacijas sudaro:

95°C 7 min. — pradinis denattravimo ciklas;

94°C 30 s — denattravimas;

56°C 45 s — pradmens prijungimas; 35 ciklai

72°C 45 s — pradmens pratgsimas;

72°C 2 min. — galutinis pradmens pratgsimo ciklas.

Nustatant ZPV tipus gauty PGR produkty elektroforezé parodyta 11

paveiksle.

ZPV1E+

ZPV- contral

-mmml TPV1R+ 4148
trol
— -‘:‘:‘n e — — - — — 13+ —
S 457 hp S 4129 4135 AT37 8138 4149 A147mmw 4150
1 eChE 16+ 16+ =16+ 16+ 16+ 16+ 16+
o AI25 4126 A1356 _3135‘ =
Sbp o i =
2008-07-17 . ;
Iaster nue HPV15-18

‘ o

ZPV- o

comtiok pyry gy RUD1 :

lzp'ﬂa+ 18+ :
cnntml w _$-'
322 4 AT56 w— RTII4 FRUDY
16+
:-3_ 41524153 41557~ gpope M 1 uiia172 a17m
Sibp— S r—— S s
2008.07-17 :

Master mix HEV16-15

11 pav. 16 ir 18 tipy ZPV identifikavimas gimdos kaklelio méginiuose
Pastaba: Raudonai pazyméti 16 ir 18 tipy ZPV teigiami méginiai, juodai — 16
ir 18 tipy ZPV neigiami méginiai.
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Jei, atlikus PGR reakcija 16 ir 18 tipy ZPV nustatyti, $ie tipai nebuvo
identifikuoti, tuomet méginys buvo tiriamas d¢l infekuotumo didelés ir mazos rizikos
grupiy ZPV. Tam tikslui naudotas komercinis Seeplex HPV 4 ACE Screening
rinkinys (Seegene inc., Kor¢ja). Buvo nustatomas infekuotumas didelés (35, 51, 56,
58, 66, 67, 70 tipy) ir mazos (42, 43, 47 tipy) rizikos ZPV [88]. Rinkinys patogus
naudoti, nes vienos reakcijos metu nustatomas infekuotumas didelés ir mazos rizikos
grupiy virusais, tos pacios reakcijos metu atlickama vidiné ir iSoriné méginio

kontrol¢.
3.4. 16 tipo ZPV E2 geno iSkritos nustatymo metodai
16 tipo ZPV E2 geno iskritai nustatyti buvo atliekama PGR naudojant 3
skirtingas pradmeny poras, amplifikuojancias 3 geno fragmentus. Pradmeny sekos

parodytos 4 lenteléje.

4 lentelé. ZPV E2 geno iskritai nustatyti naudotos pradmeny sekos

E2 geno Pradmeny seka Nukleotidy Amplifi-
fragmentas pozicija kuoto
produkto
ilgis
Amplimeras | Al 5-AGGACGAGGACAAGGAAAA-3' nt 2735- 475 bp
A 2753
1 fragmentas A2 5'-ACTTGACCCTCTACCACAGTTACT-3' nt 3187,
3210
Amplimeras | B15-TTGTGAAGAAGCATCAGTAACT-3' nt 3172— 477 bp
B 3193
2 fragmentas B2 5-TAAAGTATTAGCATCACCTT-3' nt 3630—
3649
Amplimeras | C1,5-GTAATAGTAACACTACACCCATA-3' | nt 3597- 276 bp
C 3618
3 fragmentas C2, 5"GGATGCAGTATCAAGATTTGTT'B‘ nt 3853_
3873

PGR cikla ZPV E2 geno iskritai nustatyti sudaro:

95°C 4 min. — pradinis denatiiravimo ciklas;

95°C 1 min. — denatravimas;

58°C 2 min. — pradmens prijungimas; 40 cikly
72°C 1,5 min. — pradmens pratgsimas;

72°C 7 min. — galutinis pradmens pratgsimo ciklas.
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Amplifikuoti PGR produktai buvo analizuojami naudojant elektroforezg.
Elektroforezé buvo atlickama 1,5 proc. agarozés gelyje, dazytame etidzio bromidu.
Elektroforezei buvo imta 6 pl amplifikacijos produkto, naudotas 1xTAE buferinis
tirpalas su etidzio bromidu, 50 bp DNR zymé. Po elektroforezés etidzio bromidu

dazyti produktai analizuoti transiliuminatoriuje naudojant UV S§viesos Saltini (320

nm).
12-ajame paveiksle parodyta 16 tipo ZPV E2 geno atskiry fragmenty

amplifikacija.

I -, — e — J

' A3E AZE 7] L47 A44" AdE AT ASA ASS 550 AE0 LAl -

S ’

— ZPY E2 geno 475 bp fragmentss s

T sobp 2008-05-20 -—

. - -_ e - o e 3 & = & 1‘50 b*

- .
.
— s — — -

— bAS  LA6 LAT  AEE LER O AT0 AT AT5 ATR AT ABA 490

— e
— -

[ —

ey, ZPV E2 geno 475 bp fragmentas

% S0bp 2002-05-20
. 50

12 pav. 16 tipo ZPV E2 geno atskiry fragmenty amplifikacija
3.5. ZPV mRNR nustatymo metodai
RNR isskirti buvo naudojamas komercinis All Prep DNA/RNA rinkinys
(Qiagen, Vokietija). ISskyrimas atliktas pagal gamintojo rekomendacijas:

o Homogenizuotas lizatas perkeliamas ant AllPrep DNA kolonélés ir

centrifuguojamas 30 s >=8000xg (>=10000 rpm).
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o AllPrep DNA kolonélé perkeliama i nauja 2 ml mégintuvélj ir laikoma
kambario temperatiiroje (15-25°).

o Pridedama 1 taris 70 proc. etanolio.

o Perkeliama daugiau nei 700 pul méginio, taip pat ir visas susiformaves
precipitatas | RNeasy kolonéle, esancia 2 ml mégintuvélyje, centrifuguojama 15 s
>=8000xg (>=10000 rpm). PaSalinamas supernatantas.

o Pridedama 700 ul RW1 buferio i RNeasy kolonélg, centrifuguojama 15 s
>=8000xg (>=10000 rpm) siekiant iSplauti kolonélés membrana; paSalinamas
supernatantas.

o Pridedama 500 pl RPE buferio { RNeasy kolonélg, centrifuguojama 15 s
>=8000xg (>=10000 rpm), siekiant iSplauti kolonélés membrana; paSalinamas
supernatantas.

o Pridedama 500 ul RPE buferio | RNeasy kolonéle, centrifuguojama 2
min. >=8000xg (>=10000 rpm). Ilgas centrifugavimas i$dziovina kolonélés
membrana, taip uztikrinama, kad nelieka etanolio.

° RNeasy kolon¢l¢ idedama | nauja surenkamaji 2 ml mégintuvéli;
centrifuguojama visu greic¢iu 1 min.

° RNeasy kolon¢l¢ idedama i nauja surenkamaji 1,5 ml meégintuvelj,
pridedama 30-50 pl RNase-free vandens, centrifuguojama 1 min. >=8000xg
(>=10000 rpm).

. ISskirta RNR naudojama tolesniems tyrimams.

PGR reakcija ZPV mRNR nustatyti atlikta naudojant realaus laiko PGR
aparata Rotor-Gene 6000 (Corbett Research, Australija). Atliekant realaus laiko PGR

amplifikuojamasis produktas matomas kompiuterio ekrane (13 pav.).

40

30

5
gzu - //

Cycle

13 pav. ZPV mRNR amplifikacija
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3.6. Statistiniai metodai

Duomenys analizuoti pagal amziaus grupes, diagnozuotus intraepitelinius
gimdos kaklelio poky¢ius (citologing ir histologine diagnoze), infekuotuma ZPV ir
atskiry tipy ZPV bei 16 tipo ZPV E2 geno integracija (E2 geno iskritos fragmentus)
bei mRNR. Visi tirti pozymiai yra kokybiniai, dél to duomenys analizuoti dazniy
lenteliy pavidalu. Jose pateikti atskiry pozymiu kategoriju dazniai n ir atitinkamos ju
proporcijos (%). Hipotezei apie dvieju kokybiniy poZymiy nepriklausomuma tikrinti
buvo naudotas y? (chi kvadrato), o esant mazam stebéjimy skaiciui — tikslusis FiSerio
testas. XZ kriterijus yra vienas 1§ populiariausiy kriterijy, naudojamuy hipotezéms apie
kokybiniy poZymiy nepriklausomuma ar populiaciju homogeniSkuma tikrinti. Kai
kokybiniai poZymiai yra ranginiai, % testo { ranginiy kintamujy kategoriju i§déstyma
dazniy lentel¢je neatsizvelgiama, dél to ranginiy kintamyju nepriklausomumui
jvertinti disertacijoje buvo naudotas Mantel-Haenszel y? testas, kitaip dar vadinamas
Cochran-Mantel-Haenszel testu. Jis leidzia jvertinti tiesing priklausomybe tarp
ranginiy kintamyjy, t.y., ar, daZnéjant vieno kintamojo aukStesnio rango
kategorijoms, kitas kintamasis taip pat turi tendencija igyti aukStesnio (mazesnio)
rango reikSmes.

Pasikliautinieji intervalai skai¢iuoti pagal formulg:

Kairysis intervalo rézis

Jﬁ —P) _p_19 P( P)

Desinysis intervalo rézis

2 ,21/—P(1n‘ P) _p+196 —P(ln‘ P)

z,,, —Standartinio normaliojo skirstinio 1—«/2 lygmens kvantilis, P — jvertinta
proporcija.

Disertacijoje buvo taikytas logistinés regresijos modelis. Naudojant §§ modelj
buvo vertinama, ar citologiné dinamika priklauso nuo 16 tipo ZPV E2 geno iskritos ir
pacientés amziaus.

Tikrinant hipotezes p<0,05 buvo laikoma statistiskai reik§mingu. Tyrimo

statistiné analiz¢ atlikta, naudojant SPSS 13 ir Excel programing iranga.
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4. REZULTATAI

4.1. Motery infekuotumas ZPV

I tyrima jtrauktos 253 moterys, kurioms, atlikus Pap tyrima, nustatyti ivairaus
laipsnio intraepiteliniai gimdos kaklelio pokyc¢iai (nuo ASCUS iki HSIL). Tyrime
dalyvaujan¢ios moterys pagal amziy suskirstytos i grupes. Visoms moterims buvo
paimta medziaga infekuotumui ZPV, jo tipams bei 16 tipo ZPV E2 geno iskritai
nustatyti. Tiriamosioms atlikta kolposkopija ir biopsija. Tiriant biopsing medziagg ir

nustacius CIN II-III moterys pasiystos gydytis i stacionara.

4.1.1. Infekuotumas ZPV pagal tirty motery amzZiy

Tirtyjy amziaus vidurkis yra 37,9 metai (nuo 18 iki 70 mety, SD=10,48).
Visos moterys pagal amziy buvo suskirstytos 1 5 grupes: I amziaus grupé — 25 mety ir
jaunesnés, II amziaus grupé — 26-35 mety, Il amziaus grupé — 3645 mety, IV
amziaus grupé¢ — 46-55 mety, V amziaus grupé — 56 mety ir vyresnés. DidZiausia
grupe sudaré 26—35 mety amziaus moterys. Motery pasiskirstymas pagal amziaus

grupes parodytas 14 paveiksle.

%
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<25 ‘ 26-35 36-45 ‘ 46-55 ‘ >56

Amziaus grupés

14 pav. Motery pasiskirstymas pagal amZiaus grupes

Pastaba. n — tiriamyjy skaicius.
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Kaip jau buvo minéta, visoms tyrime dalyvavusioms moterims atliktas ZPV
testas. Nustatyta, kad tarp 253 tirtyju ZPV identifikuota 117 moteru, t.y. 46,3 proc.
motery buvo infekuotos (95% PIl: 40,10+52,39). Konstatuoti statistiskai reik§mingi
infekuotumo ZPV skirtumai analizuojant motery infekuotuma ZPV pagal atskiras
amziaus grupes (naudojant y? testa p=0,0002, naudojant Mantel-Haenszel % testa
p<0,0001). Dazniausiai ZPV infekcija, esant intraepiteliniy gimdos kaklelio poky¢iu,
nustatyta 25 mety amziaus ir jaunesnéms moterims: ZPV teigiamas testas buvo 23
motery, ZPV neigiamas — 10, t.y. atitinkamai 69,7 ir 30,3 proc. atvejy. Pakankamai
daznai ZPV infekcija nustatyta ir antroje amziaus grupéje, t.y. 26-35 m. moterims: ju
infekuotumas ZPV sieké 57,0 proc. (45 moterys i§ 79). 36—45 ir 46—-55 mety motery
amziaus grupése infekuotumas ZPV maZesnis ir sické atitinkamai 42,6 ir 25,4 proc.

(15 pav.). Vyresniu nei 56 metai motery buvo tik 10 ir 4 ju buvo infekuotos.
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15 pav. Infekuotumo ZPV analizé pagal amZiaus grupes

Pastaba. n — tiriamyjy skaicius.

Atsizvelgiant { tai, kad, nustacius Pap tepinélyje intraepiteliniy gimdos
kaklelio poky¢iy, biitina pagal nustatytus algoritmus atlikti histologinj tyrima, motery
infekuotumas ZPV analizuotas remiantis ir citologine, ir histologine diagnozémis.
Pazymétina, kad, jvertinus ZPV tyrimy rezultatus pagal citologing ir histologine
diagnozg, yra didesné¢ tikimybé, esant intraepiteliniy gimdos kaklelio pokyciy,

numatyti rizika minétiems pokyciams progresuoti.
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4.1.2. Motery infekuotumo ZPV analizé pagal citologine diagnoze
Tarp 253 motery, itraukty i tyrima, ASCUS diagnozuota 110 motery, ASC-
H/HSIL — 97, LSIL — 44 ir AGC — 2 moterims, atitinkamai 43,1; 30,8; 17,4 ir 0,8

proc. (5 lent.).

5 lentele. ZPV infekuotumas pagl citologing diagnoze

Infekuotumas ZPV
Histologiné neinfekuotos ZPV infekuotos ZPV IS viso, n
diagnozé N % n %
ASCUS 72 65,5 38 34,5 110
ASC-H/HSIL 40 41,2 57 58,8 97
LSIL 23 52,3 21 47,7 44
AGC 1 50,0 1 50,0 2
IS viso 136 53,7 117 46,9 253

Pastaba. ASCUS — atipinés nenustatytos svarbos ploksciojo epitelio lgstelés,
ASC-H — atipinés ploksciojo epitelio lgstelés, kai negalima paneigti HSIL, LSIL —
nedidelio laipsnio ploksciojo epitelio intraepiteliniai pokyciai, HSIL — didelio
laipsnio ploksciojo epitelio intraepiteliniai pokyciai, AGC — atipinés liaukinio epitelio

lgsteles.

DidZiausias infekuotumas ZPV buvo ty motery, kurioms citologiniu tyrimu
nustatyta ASC-H/HSIL (58,8 proc.), beveik dvigubai mazZesnis infekuotumas buvo
ASCUS atveju (34,5 proc.) (16 pav.). AGC nustatyta tik 2 atvejais. Nustatyti
statistiskai reik§mingi infekuotumo ZPV skirtumai priklausomai nuo citologings

diagnozés (p=0,00006).
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16 pav. ZPV infekuotumo analizé pagal citologing diagnoze

Pastaba. ASCUS — atipinés nenustatytos svarbos ploksciojo epitelio lgstelés,
ASC-H — atipinés ploksciojo epitelio lgstelés, kai negalima paneigti HSIL, HSIL —
didelio laipsnio ploksciojo epitelio intraepiteliniai pokyciai, LSIL — nedidelio laipsnio
ploksciojo epitelio intraepiteliniai pokyciai, ZPV+ — infekuotos ZPV moterys, ZPV— —

ineinfekuotos ZPV moterys, n — tiriamyjy skaicius.

4.1.3. Motery infekuotumo ZPV analizé pagal histologin¢ diagnoz¢

I§ 253 jtraukty i tyrima motery histologinis tyrimas atliktas 236-ioms, nes 17
motery atsisaké biopsijos. Displazija nepatvirtinta histologiniy tyrimy 48,3 proc.

(n=114) atvejy. CIN I, CIN II, CIN III/CIS ir invazinis vézys nustatyti atitinkamai
13,1 (n=31), 14,8 (n=35), 21,6 (n=51) ir 2,1 proc. (n=5) atveju.
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6 lentele. Motery infekuotumas ZPV pagal histologing diagnoze

Infekuotumas ZPV
Histologiné diagnozé neinfekuotos ZPV | infekuotos ZPV IS viso,

n % n % n
Displazija yra nepatvirtinta
histologiniu tyrimu (norma) % .0 29 2o He
CIN I 13 41,9 18 58,1 31
CIN 11 4 11,4 31 88,6 35
CIN HI/CIS 18 35,3 33 64,7 51
Invazinis vézys 3 60,0 2 40,0 5
IS viso 123 52,1 113 47,9 236

Pastaba. CIN | — lengva displazija, CIN Il — vidutiné displazija, CIN III/CIS —

sunki displazija.

DidZiausias infekuotumas ZPV buvo ty motery, kurioms diagnozuota CIN II
(88,6 proc.) bei CIN II/CIS (64,7 proc.) (6 lent. ir 17 pav.). Invazinis vézys
nustatytas 5 moterims, tarp kuriy 2 — infekuotos ZPV. Tarp motery, kurioms
displazija nepatvirtinta histologiniu tyrimu infekuotumas ZPV yra 25.4 proc. (n=29)
atveju. Kaip jau minéta, 17 motery histologinis tyrimas nebuvo atliktas, nes joS
atsisaké biopsijos; ju infekuotumas siekia 23,5 proc. (n=4) atveju. Pazymétina, kad
esant sunkesnei gimdos kaklelio displazijai — CIN Il ir CIN 111/CIS — ZPV nustatytas
dazniau negu esant CIN I (p<0,0001).
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17 pav. ZPV infekuotumo analizé pagal histologing diagnoze
Pastaba. CIN | — lengva displazija, CIN Il — vidutiné displazija, CIN III/CIS —
sunki displazija, ZPV+ — infekuotos ZP\ moterys, ZPV— — neinfekuotos ZPV moterys,

N — tiriamyjy skaicius.

4.2. ZPV tipy identifikavimas

Identifikuojant ZPV tipus nustatyta, jog dauguma motery infekuotos 16 tipo
ZPV — 68,4 proc. (80 motery i§ 117) (95% PI: 62,13+78,42), o 18 tipo ZPV — tik 5,1
proc. motery (6 atvejai). Pavieniais atvejais nustatyti 31, 33 ir 45 tipy ZPV.
Konstatuota ir dviguba infekcija: 16 ir 18, 16 ir 31, 16 ir 59, 31 ir 33 bei 31 ir 59 tipu
ZPV. 16 tipo ZPV Kkartu su kito tipo ZPV 71,1 proc. motery (n=83). 15,3 proc. (n=18)
atvejy ZPV tipas, panaudojus SORPO diagnostics rinkinj, nenustatytas.
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7 lentelé. ZPV tipy pasiskirstymas

ZPV tipas Infekuotumas ZPV
daZnis procentas
16 80 68,4
18 6 5,1
16 ir 18 1 0,9
16 ir 31 1 0,9
16 ir 59 1 0,9
31 1 0,9
31ir 59 2 1,7
33 4 3,4
31ir 33 1 0,9
45 2 1,7
DR-ZPV 13 11,0
DR/MR-ZPV 2 1,7
Nepatikslintas 3 2,6
I$ viso 117 100,0

Pastaba. DR-ZPV — didelés rizikos ZPV, MR-ZPV — maZos rizikos ZPV.

m1l6
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ASCUS 16/31

m16/59
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m3l
LSIL

33

®31/59
m33/31
ASC-H/HSIL 45

B DR-ZPV

B DR-ZPV/MR-ZPV
0% 20% 40% 60% 80% 100%

18 pav. Motery infekuotumo atskiry tipy ZPV analizé pagal citologing
diagnozeg

Pastaba. ASCUS — atipinés nenustatytos svarbos ploksciojo epitelio lgstelés,
LSIL — nedidelio laipsnio ploksciojo epitelio intraepiteliniai pokyciai, HSIL — didelio
laipsnio ploksciojo epitelio intraepiteliniai pokyciai, DR-ZPV — didelés rizikos ZPYV,
MR-ZPV — maZos rizikos ZPV.
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Jei PGR metu, panaudojus minéta rinkini (specifinius 16, 18, 31, 45 ir 59 tipu
ZPV pradmenis), viruso tipo identifikuoti nepavykdavo, buvo atlickamos papildomos
PGR, siekiant nustatyti, ar esama infekuotumo didelés ar mazos rizikos grupés ZPV
(naudotas rinkinys Seeplex HPV4 ACE Screening, Seegene Ltd., Koréja). 11 proc.
tirtyju (13 i§ 117) buvo identifikuoti didelés véZio rizikos tipy ZPV, 2 moterims — ir
didelés, ir mazos rizikos ZPV; 3 atvejais, panaudojus abu rinkinius, ZPV tipas
neidentifikuotas (7 lent.). 18 paveiksle parodyta, kokiy tipy ZPV identifikuoti esant
ASCUS, LSIL bei HSIL citologiniy poky¢iy. 19 paveiksle pateiktos nuotraukos,
kuriose matyti ZPV tipy identifikavimas naudojant du skirtingus rinkinius. Kairéje
nuotraukoje naudotas SORPO diagnostics rinkinys 16 ir 18 tipy ZPV identifikuoti,
desinéje — Seegene rinkinys, skirtas suskirstyti virusus i didelés, mazos rizikos grupes

bei kartu identifikuoti minéty 16 ir 18 tipy ZPV.

ZPV16+
ZPV- control

. control  ZPVI18+ o
control 15+

— - — — — e . ¢

= 457hp — 4129 m!g .’A'!% 4133 ;;14453... ALSD MR- Z iy

= itp 16+ 16+ —lét lév a6 16+ ZPVIS G :
_— 4125 A126 i136 Silw - & i
Sty S S = = 5 4 ks
AW0717 = 3 bottor marker

Master mix HPV18-18

;.'r_ﬂ_ldulllw |

4l
i

|
(T

i

ZPY-

controlpy gy RUDL

1ZPY1Es 15+ B
w Tt - - -—

= ¢ pm SE-— FITD4 ElIDZ RUDS
== T 16+ 16+ =16+
— A152 153 A1SS © —  RULG = AITIALT2 A173
Slbp= = = =

e W R N N S e e e e
2008-07-17 z =
Master mix HEV16-18

Raudonai  pazyméti 7PV  teigiami | Raudonai paZyméti teigiami méginiai,

méginiai DR-ZPV — didelés rizikos tipy ZPV, MR-
ZPV — mazZos rizikos tipy ZPV, 16 —16
tipo ZPV

19 pav. ZPV tipy nustatymas ir vizualizavimas elektroforezés metodu
Atsizvelgiant { tai, kad 16 tipo ZPV daZniausiai identifikuojamas esant

intraepiteliniy gimdos kaklelio poky¢iy (tai rodo ir miisy duomenys), detaliau buvo

tyrinétas §io tipo viruso vaidmuo kancerogenezéje.
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Panaiiis rezultatai gauti analizuojant atskiry tipy ZPV spektra pagal
histologing diagnoz¢ (20 pav.).
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20 pav. Motery infekuotumo atskiry tipy ZPV analizé pagal histologing
diagnoze

Pastaba. CIN | — lengva displazija, CIN Il — vidutiné displazija, CIN III/CIS —
sunki displazija.

4.2.1. 16 tipo ZPV paplitimas pagal motery amZiy

Analizuojant gautus rezultatus pagal motery amziy, nustatyta, kad
infekuotumas 16 tipo ZPV bei 16 tipo derinio su kity tipy ZPV abiejose grupése buvo
panaSus (21 pav.). Statistiskai reik§mingy skirtumy tarp infekuotumo 16 tipo ZPV
amZziaus grupése nenustatyta (naudojant x? testa p = 0,9633, naudojant Mantel-

Haenszel % testa p = 0,852).
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21 pav. Infekuotumo 16 tipo ZPV pasiskirstymas pagal amZiaus grupes

Pastaba. n — tiriamyjy skaicius.

4.2.2. 16 tipo ZPV paplitimas esant jvairaus laipsnio intraepiteliniy

gimdos kaklelio poky¢iy

Analizé pagal citologine diagnoze. 16 tipo ZPV buvo identifikuotas esant visy
kategorijy citologiniy pokyc¢iy. Esant ASCUS Sis virusas nustatytas 68,4 proc. atveju,
LSIL — 66,7 proc. ASC-H/HSIL atveju Sio tipo virusas buvo identifikuotas dazniau,
net 79,6 proc. (y° testo p=0,0005, Mantel-Haenszel y* testo p=0,0001) (22 pav.).
AGC atvejais buvo tik 2 infekuotos 16 tipo ZPV moterys.
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ASCUS LSIL ASC-H/HSIL

Intraepiteliniai gimdos kaklelio pokyéiai

22 pav. Infekuotumo 16 tipo ZPV pasiskirstymas pagal citologinius pokygius
Pastaba. ASCUS — atipinés nenustatytos svarbos ploksciojo epitelio lgstelés,
LSIL — nedidelio laipsnio ploksciojo epitelio intraepiteliniai pokyciai, HSIL — didelio

laipsnio ploksciojo epitelio intraepiteliniai pokyciai.
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Analizé pagal histologine diagnoze. Esant CIN | poky¢iy 16 tipo ZPV
identifikuotas buvo 62,5 proc. (10 motery i§ 16 infekuoty ZPV) atvejy, esant CIN Il
poky&iams — 74,2 proc. (23 moterys i§ 31 infekuoty ZPV), esant CIN I11/CIS — 84,4
proc. (27 motery i§ 32 infekuoty ZPV) (32 testo p=0,221, Mantel-Haenszel y? testo
p=0,06). Taigi reciau $io tipo virusas nustatytas esant CIN | ir tais atvejais, Kkali
histologinis tyrimas nepatvirtino citologinio tyrimo rezultaty ir patologijos

nenustatyta (8 lentelé).

8 lentele. Motery infekuotumo 16 bei kity tipy ZPV vertinimas pagal

histologija
Infekuotumas ZPV 5
Histologiné diagnozé 16 tipo ZPV kity tipy ZPV V:o,
n % n % n
Displazija, nepatvirtinta
histologiniu tyrimu 1 055 10 345 2
CIN I 10 62,5 6 37,5 16
CIN 1 23 74,2 8 25,8 31
CIN HI/CIS 27 84,4 5 15,6 32
Invazinis vézys 2 100,0 0 0 2
IS viso 83 72,8 31 21,2 114

Pastaba. CIN | — lengva displazija, CIN Il — vidutiné displazija, CIN III/CIS —

sunki displazija.
[Sanalizavus gautus rezultatus pagal intraepitelinius gimdos kaklelio

citologinius bei histologinius poky¢ius, nustatyta, kad infekuotumo 16 tipo ZPV

pasiskirstymas abiem atvejais iSliko panaSus (atitinkamai p=0,1204 ir p=0,222).
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4.3.16 tipo ZPV E2 geno iSkritos analizé

Dél 16 tipo ZPV E2 geno iskritos tirtos 83 moterys. 16 tipo ZPV E2 geno
integracijos pobtdis buvo vertintas atsizvelgiant i integracijos laipsni:

. néra integracijos (episominés formos virusas) — amplifikavosi visi trys
16 tipo ZPV E2 geno fragmentai;

o | laipsnio integracija — nustatyta vieno E2 geno fragmento iskrita;

. Il laipsnio integracija — nustatyta dvieju E2 geno fragmenty iskrita;

. IIT laipsnio integracija (visiSka viruso integracija) — nustatyta visu triju
E2 geno fragmenty iskrita.

Tiriant 16 tipo ZPV E2 geno atskirus fragmentus, 10,8 proc. atvejy (9 i§ 83)
nustatyta I laipsnio, 54,2 proc. atveju (45 i$ 83) — 11 laipsnio ir 26,5 proc. (22 i$ 83) —
III laipsnio integracija, o episominés formos 16 tipo ZPV — 8,5 proc. (7 moterys i$
83) atveju (p=0,0006) (23 pav.).

B Episominés formos
virusas (n=7)

M | laipsnio integracija (n=9)

26,5%

| [l laipsnio integracija
(n=45)

[l laipsnio integracija
(n=22)

23 pav. 16 tipo ZPV E2 geno iskritos pasiskirstymas pagal integracijos laipsnj

Pastaba. n — tiriamyjy skaicius.

Analizé pagal citologine diagnoze. Esant ASCUS citologiniy poky€iy
dazniausiai buvo identifikuota II laipsnio — 50 proc. (13 motery i§ 26) bei III laipsnio
16 tipo ZPV E2 geno integracija — 42,2 proc. (11 motery i§ 26) atvejy. Episominés

formos 16 tipo ZPV nustatyta tik 1 moteriai. Panasiis rezultatai gauti ir LSIL bei
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HSIL atvejais. Esant LSIL dazniausiai buvo identifikuota II laipsnio viruso
integracija — 58,3 proc. (7 i§ 12); III laipsnio viruso integracija — 33,3 proc. (4 i§ 12)
atvejy. Episominés formos ZPV LSIL atveju nebuvo nustatyta. HSIL atveju
dazniausiai buvo identifikuota II laipsnio — 55,8 proc. (24 i$ 43); reciau — 11 laipsnio
viruso integracija — 16,2 proc. atvejy (7 i8 43). Pazymétina, kad esant HSIL, 14,0
proc. atvejy buvo identifikuotos ir episominés formos ZPV (6 i§ 43) (9 lent.).
Nustatyti statistiskai reik§mingi skirtumai grupése (y° testo p=0,0295, Mantel-
Haenszel 4 testo p=0,0086). ASC-H ir AGC atvejais buvo tik 2 moterys, kurioms 16

tipo ZPV integracija — atitinkamai | ir 11 laipsnio.

9 lentelé. 16 tipo ZPV integracijos (E2 geno iskrita) pobiudzio jvertinimas
pagal citologing diagnoz¢

Citologiné . Integracijos
diagnozé 16 tipo ZPV integracijos pobudis danis Procentas
ASCUS episominés formos ZPV 1 3,9
I laipsnio integracija 1 3,9
Il laipsnio integracija 13 50,0
11 laipsnio (visiska viruso
integracija) 11 42,2
IS viso 26 100
LSIL I laipsnio integracija 1 8,4
Il laipsnio integracija 7 58,3
11 laipsnio (visiska viruso
integracija) 4 33,3
IS viso 12 100
ASC-H/HSIL episominés formos 7PV 6 14,0
I laipsnio integracija 6 14,0
Il laipsnio integracija 24 55,8
III laipsnio (visiska viruso
integracija) 7 16,2
I8 viso 43 100

Pastaba. ASCUS — atipinés nenustatytos svarbos ploksciojo epitelio lgstelés, LSIL —
nedidelio laipsnio ploksciojo epitelio intraepiteliniai pokyciai, HSIL — didelio

laipsnio ploksciojo epitelio intraepiteliniai pokyciai.
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Analizé pagal histologine diagnoze. Nepaisant nedidelio tyrimy skaifiaus,
atskiry histologiniy kategorijy atvejais (CIN I, CIN II ir CIN II/CIS) vyravo 1l
laipsnio viruso integracija, tac¢iau skirtumai nebuvo statistiskai reikSmingi (Fisherio
tikslusis testas p=0,2521). Pazymétina, kad ir tais atvejais, kai iStyrus biopsijos
medziaga nebuvo patvirtinti intraepiteliniai gimdos kaklelio pokyciai, 8 moterims i$
20 nustatyta III laipsnio viruso integracija. Episominés formos 16 tipo ZPV
nustatytos pavieniais atvejais esant CIN | bei nenustatytos displazijos atvejais (10
lent.).

10 lentelé. 16 tipo ZPV integracijos (E2 geno ikrita) pobiidzio jvertinimas

pagal histologing diagnoze

Histologiné Integracijos
diagnozé Integracijos pobudis dadnis Procentas
Nenustatyta episominés formos ZPV 1 5,0
displazijos Il laipsnio integracija 11 55,0
11 laipsnio (visi$ka viruso integracija) 8 40,0
Bendrasis skai¢ius 20 100
CIN I episominés formos ZPV 1 10,0
Il laipsnio integracija 6 60,0
III laipsnio (visiSka viruso integracija) 3 30,0
Bendrasis skai¢ius 10 100
CINII I laipsnio integracija 4 18,2
Il laipsnio integracija 12 54,6
I laipsnio (visi$ka viruso integracija) 6 27,3
Bendrasis skai¢ius 22 100
CIN Il/CIS episominés formos 7PV 5 19,2
I laipsnio integracija 5 19,2
Il laipsnio integracija 14 50,1
IIT laipsnio (visiSka viruso integracija) 3 11,5
Bendrasis skai¢ius 27 100
Invazinis
VezZys Il laipsnio integracija 2 100
Bendrasis skai¢ius 2 100

Pastaba. CIN | — lengva displazija, CIN Il — vidutiné displazija, CIN I11/CIS —

sunki displazija.
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11 lentelé. Citologinio ir histologinio tyrimy rezultatai ir infekuotumas ZPV

esant intraepiteliniy gimdos kaklelio pokyc¢iy

Citologinis Histologinis ZPV ZPV I§ viso
tyrimas tyrimas teigiamas neigiamas n(%o)
AGC invazinis vézys 1 0 1
n=2 poky¢iy nenustatyta 0 1 1
CIN | 6 6 12(10,1)
CIN I 8 1 9
ASCUS CIN HI/CIS 3 0 3
n=110 poky¢iy nenustatyta 17 53 70(63,6)
biopsija neatlikta 4 12 16
CIN | 8 4 12(27,3)
LSIL CIN I 7 0 7
n=44 CIN HI/CIS 1 1 2
poky¢iy nenustatyta 5 17 22(50,0)
biopsija neatlikta 0 1 1
CIN | 4 2 6
ASC— CIN 1l 16 3 19(19,6)
H/HSIL CIN HI/CIS 29 17 46(47,4)
n=97 pokyc¢iy nenustatyta 7 15 22(22,7)
invazinis vezys 1 3 4
IS viso
n=253 117 136 253

Pastaba. ASCUS — atipinés nenustatytos svarbos ploksciojo epitelio lgstelés, ASC-H —
atipinés ploksciojo epitelio lgstelés, kai negalima paneigti HSIL, LSIL — nedidelio
laipsnio ploksciojo epitelio intraepiteliniai pokyciai, HSIL — didelio laipsnio
ploksciojo epitelio intraepiteliniai pokyciai, AGC — atipinés liaukinio epitelio lgstelés,
CIN I — lengva displazija, CIN Il — vidutiné displazija, CIN III/CIS — sunki displazija.

Pazymétina, kad, atlikus histologini tyrima, esant ASCUS citologinei
diagnozei, daugumai motery (70 moterys) nebuvo nustatyta jokiy pokyc¢iy gimdos
kaklelio epitelio lastelése: 17 ju buvo infekuotos ZPV, 9 identifikuotas 16 tipo ZPV.
Atlikus histologinj tyrima, esant LSIL, 12 motery buvo nustatyta CIN I, 7 — CIN I, 2
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— CIN I1/CIS. 22 moteriai poky¢iy gimdos kaklelyje nenustatyta: 5 ju buvo
infekuotos ZPV, o 3 infekuotos 16 tipo ZPV. Esant ASC-H/HSIL citologinei
diagnozei 46 moterims buvo diagnozuota sunki displazija, t.y. CIN I/CIS, 19 motery
— CIN II. Lengva displazija CIN I nustatyta 6 moterims. 22 moterims poky¢iy gimdos
kaklelio epitelio lastelése i§ viso nenustatyta: 7 ju buvo identifikuotas ZPV ir net 5 —
16 tipo ZPV. Moterys, kurioms buvo identifikuotas ZPV, bet citologiniy radiniy

nepatvirtino histologinis tyrimas, yra stebimos toliau (11 lent.).

4.4. Tiriamyjy stebésena

4.4.1. Infekuotimo ZPV dinamika

IS 253 1 tyrima itraukty motery 159 moterys atvyko pasitikrinti pra¢jus pusés-
vieneriy mety laikotarpiui. Pazymétina, kad i§ 136 motery, kurios tyrimo pradzioje
nebuvo infekuotos ZPV, per §j laikotarpi ZPV uzsikrété tik 6 (4,4 proc.) ir 40 (29,4
proc.) motery ZPV infekcijos pakartotinio tyrimo metu nenustatyta. 90 (66,2 proc.)
motery dél infekuotumo ZPV pakartotinai netirtos, kadangi daugelis ju buvo gydytos
arba neatvyko pasitikrinti.

I3 117 motery, kurioms tyrimo pradZioje nustatyta ZPV infekcija, pakartotinio
tyrimo metu ZPV infekcija i§liko 23 (19,7 proc.) ir net 90 (76, 9 proc.) motery ZPV
isnyko. Dauguma §iy motery buvo gydytos, matyt, dél to joms ZPV infekcija

pakartotinio tyrimo metu nebuvo nustatyta (12 lent.).

12 lentelé. Infekuotumo ZPV dinamika

Pradinis ZPV Pakartotinis ZPV Infekuotumas ZPV
testas testas* n %
Neigiamas 40 29,4
Neigiamas Teigiamas 6 4.4
Netirta 90 66,2
IS viso 136 100
Neigiamas 90 76,9
Teigiamas Teigiamas 23 19,7
Netirta 4 3,4
IS viso 117 100

* 7PV testas kartotas praéjus pusés—vieneriy mety laikotarpiui.
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Analizé pagal citologine diagnoze. Tiriant pakartotinai atvykusias moteris, i$
110, kurioms buvo ASCUS pokyciy, citologiné diagnozé pasikeité net 50 motery:
citologiniai poky¢iai iSnyko 41,8 proc. (n=46) atveju ir 2 (1,8 proc.) moterims
pakartotinio tyrimo metu nustatyta ASCUS, 1 — LSIL, 3 — ASC-H/HSIL. I8 pastaryjy
3 motery 2 atsisaké atlikti biopsija, todél diagnozé nebuvo patikslinta histologiniu
tyrimu, o 1 moteriai biopsija neatlikta, nes atliekant joms kolposkopija patologijos
nerasta. Pazymétina, kad net 58 (52,7 proc.) moterys pakartotinai pasitikrinti
neatvyko.

IS 97 motery, kuriy pirminé citologiné diagnozé buvo ASC-H/HSIL, 79,4
proc. (n=77) atveju diagnozé pasikeité. Intraepiteliniai gimdos kaklelio gleivinés
poky¢iai visai iSnyko 77,3 proc. (n=75) atvejuy, nes dauguma motery buvo gydytos; 2
moterims diagnozuota ASCUS, matyt, dél to, kad buvo pasalintas ne visas pazeistas
audinys (pasalinto audinio krasStuose iSliko patologiniy poky¢iy); 4 moterims isliko
ASC-H/HSIL (viena i$ ju po inksty transplantacijos nuolat vartoja imunosupresantus,
kita — infekuota ZIV, dar dviem minéti pokyéiai i§liko, matyt, dél to, kad tiriant
biopsijos medziaga buvo nustatyta CIN |, o moterys nebuvo pasiystos gydytis {
stacionara. 10 motery (16,5 proc.) neatlikti citologiniai tyrimai, kadangi jos neatvyko
pakartotinio vizito.

IS 44 motery, kurioms pirminé citologiné diagnozé¢ buvo LSIL, 26 moterims
(40,3 proc.) citologiniai pokyc¢iai iSnyko, 3 moterims diagnozuota ASCUS.
Pazymétina, kad pastarosios pirminio vizito metu atsisaké biopsijos. Ir net 15 motery,

kurioms buvo nustatyta LSIL, pakartotinio vizito neatvyko (13 lent.).
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13 lentelé. Intraepiteliniy gimdos kaklelio poky¢iy dinamika

Diagnozé Pokytis, n
pradiné pakartotiné*

norma 46
ASCUS ASCUS 2
(n=110) LSIL 1

ASC—H/HSIL 3

netirta 58

norma 75
ASC-H/HSIL ASCUS 2
(n=97) ASC-H/HSIL 4

netirta 16
AGC norma 1
(n=2) netirta 1
LSIL norma 26
(n=44) ASCUS 3

netirta 15

*Pakartotiné — praéjus pusés—vieneriy mety laikotarpiui.
Pastaba. ASCUS — atipinés nenustatytos svarbos ploksciojo epitelio lgstelés, ASC-H —
atipinés ploksciojo epitelio lgstelés, kai negalima paneigti HSIL, LSIL — nedidelio

laipsnio ploksciojo epitelio intraepiteliniai pokyciai, HSIL — didelio laipsnio

ploksciojo epitelio intraepiteliniai pokyciai, AGC — atipinés liaukinio epitelio lgstelés.

Analizé pagal histologine diagnoze. Tarp 159 atvykusiyju pakartotinai
pasitikrinti praéjus pusés—vieneriy mety laikotarpiui 15 motery, remiantis citologine

diagnoze, atlikta biopsija ir histologinis tyrimas. 7 moterims konstatuotas ligos

progresavimas:

norma — CIN I (1 moteriai);
norma — CIN Il (1 moteriai);
norma — CIN H1I/CIS (2 moterims);
CIN I = CIN 1l (1 moteriai);
CIN I > CIN II/CIS (2 moterims).
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Logistin¢ analizé buvo panaudota siekiant nustatyti ZPV infekcijos eiga.

Nustatyta, jog:

o tikimybe, kad ZPV idnyks, jei pirmojo tiriamujy vizito metu buvo
nustatyta ZPV infekcija, yra 4 kartus didesné nei tikimyb¢, kad ZPV isliks. Tikimybe,
kad ZPV i8nyks, jei pirmojo vizito metu moteris buvo infekuota, yra 0,80, o tikimybe,
kad ZPV isliks - 0,20.

) tikimybe, nesant infekuotumo 7PV, uzsikrésti §iuo virusu yra 6,67.

4.4.2. Intraepiteliniy gimdos kaklelio poky¢iy dinamika pagal E2 geno
iSkrita ir ZPV mRNR

[vertinta intraepiteliniy gimdos kaklelio poky¢iy dinamika pagal 16 tipo ZPV
E2 geno integracijos laipsni. Pazymétina, kad daugumai motery, esant jvairaus
laipsnio intraepiteliniy gimdos kaklelio poky¢iy ir integruoty formy virusy, pokyciai
iSnyko (CIN II, CIN III/CIS buvo gydytos). Trim atvejais, kai biopsijos metu nebuvo
nustatyta displazijos, ta¢iau konstatuota 16 tipo ZPV II laipsnio integracija, poky¢iai
progresavo.

7 moterims, kurioms buvo konstatuotas episominés formos ZPV,
intraepiteliniai gimdos kaklelio poky¢iai iSnyko arba liga stabilizavosi. Pazymétina,
kad 1 moteriai esant CIN | histologinei diagnozei ir episominés formos virusui

poky¢iai regresavo savaime (14 lent.).
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14 lentelé. Intraepiteliniy gimdos kaklelio poky¢iy dinamika pagal 16 tipo

7PV E2 geno integracijos laipsni

Histologiné | Integracijos Integracijos Keitis
diagnozé pobiidis daZnis
Nenustatyta | episominés 1 stabilizacija
displazijos | formos ZPV
8 stabilizacija
Il laipsnio 11 1 progresija (CIN 1)
1 progresija (CIN 1)
1 progresija (CIN H1/CIS)
I11 laipsnio 8 stabilizacija
CIN | episominés 1 regresija
formos ZPV
Il laipsnio 6 5 regresija
1 stabilizacija (CIN 1)
[11 laipsnio 3 2 regresija
1 stabilizacija (CIN 1)
CIN I | laipsnio 4 regresija
Il laipsnio 12 regresija
[11 laipsnio 6 regresija
CIN III/CIS | episominés 5 4 regresija
formos ZPV regresija/stabilizacija (CIN I1)
| laipsnio 5 regresija
Il laipsnio 14 regresija
[11 laipsnio 3 regresija
Invazinis Il laipsnio 2 -
VEZys

Bendras skaicius

83

Pastaba. CIN | — lengva displazija, CIN Il — vidutiné displazija, CIN I11/CIS —

sunki displazija.
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ZPV mRNR. Tarp 20 tirtyjy 10 nustatyta 16 tipo ZPV ir mRNR (95%

Moterims, kurioms pakartotinio vizito metu nustatyta ZPV infekcija, tirtos dél

PI:29,93+70,07), kas rodo tebesitgsiandia aktyvia ZPV infekcija (15 lentelé).

15 lentelé. Intraepiteliniy gimdos kaklelio poky¢iy ivertinimas pagal 16 tipo

7PV integracija ir mRNR Zymenj

Eil. Pradinis 16 tipo ZPV Pakartotinis Pokytis
Nr. | citologinis/histologinis integracijos | citologinis/histologinis
tyrimas pobiidis tyrimas
1. | ASCUS/norma Il laipsnio LSIL/CIN | progresija/
stabilizacija

2. | LSIL/norma 11 laipsnio norma regresija

3. | ASCUS/norma episominés ASCUS/CIN Il progresija
formos ZPV

4. | HSIL/CIN II/CIS Il laipsnio norma regresija

5. | ASCUS/CIN I I laipsnio HSIL/CIN 1l stabilizacija

6. HSIL/CIN HI/CIS episomineés LSIL/CIN HI/CIS stabilizacija
formos ZPV

7. | ASCUS/norma Il laipsnio LSIL/CIN | progresija

8. | ASCUS/norma Il laipsnio HSIL/CIN HI/CIS progresija

9. | ASCUS/CIN HI/CIS Il laipsnio norma regresija

10. | ASCUS/CIS 1l I laipsnio norma regresija

Pastaba. ASCUS — atipinés nenustatytos svarbos ploksciojo epitelio lgstelés,
LSIL — nedidelio laipsnio ploksciojo epitelio intraepiteliniai pokyciai, HSIL — didelio
laipsnio ploksciojo epitelio intraepiteliniai pokyciai, CIN | — lengva displazija, CIN 11
— vidutiné displazija, CIN 111/CIS — sunki displazija.

Ivertinus gautus rezultatus, matyti, kad 7 moterims konstatuota ligos
stabilizacija ar regresija (pastarosios buvo gydytos); 3 — liga progresavo (paZzymétina,
kad sios 3 moterys nebuvo gydytos vadovaujantis motery, kurioms aptikta gimdos
kaklelio patologiniy citologiniy ir histologiniy poky¢iy, priezitiros algoritmais, 0 tik
stebétos). Galima daryti prielaida, kad viruso aktyvumo jvertinimas pagal 16 tipo
7PV integracijos laipsni ir mRNR Zymenj rodo tendencija intraepiteliniams gimdos

kaklelio poky¢iams progresuoti, kai biopsijos metu nepatvirtinama displazija. Taigi,
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16 tipo ZPV integracijos laipsnio ir MRNR jvertinimas gali bati papildomi Zymenys
siekiant atrinkti moteris, Kurias, atlickant stebésena, reikia dazniau tikrinti ir laiku

pradéti gydyti.

5. REZULTATU APTARIMAS

Prielaida, kad ZPV infekcija vaidina svarby vaidmenj formuojantis gimdos
kaklelio véziui, buvo padaryta apie 1970 metus. Tai davé impulsa detaliau nagrinéti
7PV sukelto gimdos kaklelio véZio atsiradimo mechanizma. Kaip jau buvo minéta,
2008 metais Nobelio premija uz medicinos srities pasiekimus jteikta Haroldui zur
Hausenui, kuris 1983 metais i§skyré ZPV i§ gimdos kaklelio véZio biopsijos méginiy
ir nustaté priezastinius rysius tarp ZPV ir gimdos kaklelio véZio.

Lietuvoje ZPV paplitimo tyrimai, aiSkinantis jo vaidmenj gimdos kaklelio
kancerogenezéje, pradéti apie 1999 metus. M. Kliu€inskas ir bendraautoriai nagring¢jo
veiksnius, darandius jtaka ZPV paplisti bei islikti ir ZPV sasaja, esant infekcijai, su
intraepiteliniais gimdos kaklelio poky¢iais [9, 10]. [ tyrima buvo jtrauktos sveikos
moterys, atéjusios profilaktiskai pasitikrinti pas ginekologa. Siy tyrimy metu
konkretis viruso tipai nebuvo identifikuojami, tirtas tik infekuotumas didelés vézio
rizikos tipy ZPV, naudotas HC2 metodas. Konstatuota, kad tirty motery infekuotumas
minétos grupés virusais sieké 25,1 proc., miesto moterys dazniau infekuotos ZPV,
palyginti su kaimo (27,0 vs 11,1 proc., p<0,05). 2010 metais Kauno medicinos
universiteto klinikose (dabar Lietuvos sveikatos moksly universitetas, Medicinos
akademijos klinikos) atliktas tyrimas [89] siekiant jvertinti infekuotuma ZPV esant
vairaus laipsnio intraepiteliniy gimdos kaklelio pokyc¢iy. Tyrimo rezultatai parodé,
kad infekuotumas ZPV esant ASCUS/ASC-H/AGUS buvo 32,3-36,4 proc., LSIL —
44,8-55,1 proc. ir HSIL — 62,2-87,8 proc. Vilniaus universiteto Onkologijos institute
tyrinéta ZPV, jo tipy bei ju varianty reik§mé gimdos kaklelio véZio rizikai [11, 90].
Nustatytas didelis ZPV infekcijos paplitimas tarp Lietuvos motery, sergan¢iy gimdos
kaklelio véziu — ZPV infekcija tarp ju identifikuota 92,0 proc. atvejuy, o tarp sveiky
motery — 23,6 proc. atveju (p<0,0001). Sio tyrimo metu jau buvo identifikuojami
atskiri virusy tipai — dazniausiai nustatyta 16 tipo ZPV. Lietuvoje atlikty tyrimy metu
nustatytas Zenkliai didesnis ZPV paplitimas, palyginti su ZPV paplitimo pasaulyje ar

Europoje vidurkiu [91]. Tad ir sergamumo gimdos kaklelio véziu bei mirtingumo nuo
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jo rodikliai yra didesni, palyginti su Europos rodikliy vidurkiu. Lietuvoje taip pat
nagrinétas ZPV paplitimas ligoniams, sergantiems gerkly papilomatoze [92].

Siekiant sumazinti sergamuma Sios lokalizacijos véziu bei mirtinguma nuo jo,
biitina plétoti ir tobulinti atrankinés patikros dél gimdos kaklelio patologijos
programas. Zinoma, kad $ios programos neveiksmingos arba mazai veiksmingos
gimdos kaklelio adenokarcinomy atvejais. Pazymétina, kad nauja pirminés
profilaktikos priemoné — ZPV vakcina, apsauganti daugiausia nuo 16 ir 18 tipy ZPV,
diegiama | praktika kaip S$ios histologinés formos vézio prevencijos priemoné.
Mergaiciy ir jauny motery vakcinacija jau atliekama kai kuriose $alyse, nors vis dar
vyksta aktyvios diskusijos, kurios amziaus grupés mergaites ar moteris vakcinuoti, ar
reikia vakcinuoti berniukus. Tyrimais jrodyta, kad vakcina veiksmingiausia, kai
skiepijama iki uZsikrétimo vakcinos sudétyje esanéiy tipy ZPV, todél prioritetiniu
laitkomas mergaiCiy ir jauny motery skiepijimas [84]. Taigi dar didesn¢ svarba igyja
7PV tyrimai vykdant patikros programas ir esant intraepiteliniy gimdos kaklelio

poky¢iy.

5.1. ZPV ir jo tipy paplitimas esant jvairaus laipsnio intraepiteliniy

gimdos kaklelio pokyc¢iy

Tiriant infekuotuma ZPV, esant intraepiteliniu gimdos kaklelio pokygiy,
nustatyta, kad infekuotumas ZPV priklauso nuo pokygiy laipsnio. [vairiy autoriy
duomenimis, §is virusas nustatomas apie 50 proc. esant ASCUS, per 80 proc. esant
HSIL, ypac jei HSIL patvirtinta atlikus histologinj tyrima ir nustatyta CIN Il ar CIN
I11/CIS [85]. Yra duomenuy, kad motery, kurioms nustatyta jvairaus laipsnio
intraepiteliniy gimdos kaklelio pokyc€iy, kaip ir motery, kurioms citologiniu tyrimu
poky€iy nenustatyta, infekuotumas mazéja 35 mety amZziaus grupéje, o jo antrasis
pakilimas konstatuojamas apie 50 metus [7, 93, 94]. Muasy atlikto tyrimo
duomenimis, esant intraepiteliniy gimdos kaklelio poky¢iy nuo ASCUS iki HSIL
ZPV buvo infekuota 46,3 proc. motery. Didziausias infekuotumas ZPV nustatytas
tarp jauny iki 25 mety motery (69,7 proc.). ISanalizavus miisy gautus rezultatus pagal
histologing diagnoze, nustatytas didesnis motery infekuotumas ZPV esant CIN II
(88,6 proc.) negu esant CIN | (58,1 proc.) ar CIN IlI/CIS/CIS (64,7 proc.)

(p<0,0001). Tadiau zinoma, kad ZPV infekcija gali i§ organizmo pasiSalinti ir

72



savaime, o kai kuriy autoriy duomenimis, pokyciai lastelése gali iSlikti net iki 6
ménesiy, nors virusas jau gali biiti pasiSalings i§ organizmo [85, 95]. Tai, matyt,
galéjo turéti jtakos ir miisy rezultatams, nes esant CIN I11/CIS infekuotumas ZPV
buvo maZesnis nei esant CIN II. Pazymétina, kad literatiiroje infekuotumas ZPV,
esant CIN Il ir CIN 11I/CIS, pateikiamas kartu ir lyginama su ZPV infekuotumu esant
CIN 1. Siame darbe CIN II ir CIN 11I/CIS isskirta i dvi grupes.

Tiriant ZPV tipy paplitima pasaulyje buvo atlikta metaanalizé (jtraukta 6 978
moterys) ir nustatyta, kad HSIL atveju daZniausiai nustatytas 16 tipo ZPV. Sio tipo
ZPV paplitimas svyruoja nuo 51,8 proc. (95% PI: 50,1-53,5) Europoje iki 33,3 proc.
(95% PI: 20,4-48,4) Okeanijoje; bendrasis Sio tipo paplitimas esant HSIL yra 45,4
proc. Kity tipy paplitimo svyravimai néra Zenklis, tai dazniausiai priklauso nuo
geografinés zonos. Nors yra nedideliy ZPV paplitimo svyravimy pagal geografinius
regionus, daZniausiai identifikuojami 16, 18, 33, 45, 31, 58, 52 ir 35 tipy ZPV [96,
97]. Misy tyrimo duomenimis, dauguma tiriamyjy motery buvo infekuotos 16 tipo
7PV ( 68,4 proc.).

Taigi misy gauti infekuotumo ZPV ir atskiry juy tipy paplitimo rezultatai,
viena vertus, patvirtina kity autoriy duomenis, antra vertus, misy nustatytas

infekuotumas ZPV didesnis, palyginti su Europos ar pasaulio vidurkiu [3, 98].

5.2. 16 tipo ZPV integracija | gimdos kaklelio epitelio 1gsteliy genomag

Kalbant apie ZPV vaidmen] gimdos kaklelio kancerogenezéje, turima omeny
ne tik ZPV infekcija, onkogeniniu tipu 7PV, &ia svarbia reik§me vaidina ir virusy
kiekis lasteléje bei ilgalaiké viruso persistencija, infekuotumas daugelio tipy ZPV,
moters imuninés bei antioksidacinés sistemy baklé [99, 100]. Analizuojant ZPV, kaip
pagrindinio gimdos kaklelio véZio i§sivystymo rizikos veiksnio, svarba, vis didesnis
démesys kreipiamas i molekulinius zZymenis, tokius kaip viruso aktyvumo zymenys
(ZPV mRNR), geny (pvz., p16) raiskos, DNR metilinimo pokygiai, ZPV E2 geno
iskrita. ZPV E2 geno iSkrita reiskia viruso DNR dalies integracija { Seimininko
lastelés genoma bei, kaip manoma, salygoja greitesng intraepiteliniy gimdos kaklelio
pokyCiy progresijos nuo mazo laipsnio iki didelio laipsnio intraepiteliniy gimdos
kaklelio poky¢iy bei invazinio gimdos kaklelio vézio iSsivystymo tikimybg [56, 72,
101].
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Manoma, kad ZPV DNR integracijos metu viruso genomas daZniausiai
nutrioksta E1/E2 regione. E2 geno, koduojan¢io baltymus, kurie slopina E6 ir E7
regiono transkripcija, iSkrita salygoja nekontroliuojamai padidéjusia E6 ir E7
onkogeniniy baltymy raiska, dél to lastelés transformuojasi, greiCiau dauginasi ir
duoda pradzia navikui formuotis. ZPV integracija i Seimininko genoma susijusi su
intraepiteliniy gimdos kaklelio poky¢iuy progresija nuo polikloninés iki monokloninés
intraepitelinés gimdos kaklelio neoplazijos buklés (CIN) [102]. Veikiant
integruotiems ZPV onkogenams susidaro salygos navikinéms lasteléms daugintis
[103]. Integracijos mechanizmas iki $iol néra aiskus. ZPV, kitaip nei retrovirusai,
nesintetina integrazés, todél integracija néra normali ZPV gyvavimo ciklo dalis.
Taciau zinoma, kad integracijos pradZiai biitinas viruso ir Seimininko dvigubos DNR
grandinés lizimas. Zinoma, kad integracijos daznis didé¢ja didéjant DNR dvigubos
grandinés laziy skaidiui, didéjant didelés rizikos ZPV E6 ir E7 onkogeny gamybai ar
ASR biidingy liztan¢iy viety gamybai [54].

Apie ZPV integracijos rysj su intraepiteliniy gimdos kaklelio poky¢iy laipsniu
literatiiroje skirtingi autoriai nurodo skirtingus duomenis. Vienuy literatiiros autoriy
duomenimis, ZPV integracija — ankstyvasis kancerogenezés jvykis [5, 76, 79, 81,
104], kity autoriy duomenimis, ji dazniau nustatoma esant jau didelio laipsnio
intraepiteliniams poky¢iams [37, 67, 77, 81, 101, 102, 105]. Taciau neabejojama dél
7PV integracijos reikimés gimdos kaklelio poky¢iams progresuoti [37, 67, 77, 81].
Visiska viruso integracija nustatoma apie 90 proc. gimdos kaklelio vézio atveju.
Dazniausia su onkogeniniy tipy ZPV integracija [106]. ZPV viruso integracija
nustatoma gimdos kaklelio vézio atveju siekia 100 proc. esant infekuotumui 18 tipo
ZPV ir 80 proc. esant infekuotumui 16 tipo ZPV. Tadiau yra maZiau Zinoma apie tai,
kaip integracijos daznis susijgs su intraepiteliniy gimdos kaklelio poky¢iy laipsniu
[59].

Didelés rizikos tipy ZPV integruojantis i Seimininko lastelés genoma,
suardomas viruso E2 reguliacinis baltymas, dél to prarandama viruso onkogeny
gamybos neigiama griztamoji kontrol¢. Manoma, kad E2 geno iSkrita yra esminis
ivykis intraepitelinés gimdos kaklelio neoplazijos patogenezéje ir potencialus ligos
progresijos Zymuo. Taciau tiriant méginius motery, turéjusiy tik viena lytini kontakta
gyvenime, daZnai rasta E2 geno iskrita, ir tai rodo, kad integracija jvyksta jau

infekcijos pradzioje. Be to, E2 geno i8krita buvo daZnesné moterims, infekuotoms 18
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tipo ZPV nei infekuotoms 16 tipo ZPV. Sia ankstyva viruso integracija 18 tipo ZPV
infekuotoms moterims, pasireiskian¢ia sumazéjusiu virusy Kiekiu esant E2 geno
iSkritai, galima paaiSkinti, kodél moterims, infekuotoms minéto tipo virusu, kuris,
kaip zinia, daznai sukelia gimdos kaklelio adenokarcinoma, daznai biina tokie
nedideli citologiniai pokyc¢iai (Pap tepinéliuose) ir todél daznai nejvertinami juos
slepiantys Zymis histologiniai gimdos kaklelio gleivinés pakitimai [51].

Kinijoje atliktas tyrimas, siekiant nustatyti ZPV infekcijos ir ZPV genotipy
paplitima bei 16 tipo ZPV integracijos daznj esant intraepiteliniy gimdos kaklelio
poky¢iy vézio atveju. Tarp 16 tipo ZPV infekuoty motery integracija nustatyta 40
proc. atveju esant LSIL, 88,9 proc. atvejy esant HSIL pakitimams, 86,4 proc. atveju
esant invaziniam véziui. Nustatyta tiesioginé sasaja tarp 16 tipo ZPV integracijos ir
intraepiteliniy gimdos kaklelio poky¢iy laipsnio. Didelés rizikos tipy ZPV infekcija ir
viruso integracija yra daznesné esant didesnio laipsnio intraepiteliniy gimdos kaklelio
poky¢iy. Todél 16 tipo ZPV integracija gali biiti svarbiu Zymeniu siekiant nustatyti
intraepiteliniy gimdos kaklelio pokyCiu potencialia progresija ir vystymasi | gimdos
kaklelio invazinj vézi [107].

Nepaisant to, kad, daugelio autoriy duomenimis, ZPV genomo integracija {
Seimininko lastelés genoma sukelia naviking gimdos kaklelio audinio transformacija,
kartais gimdos kaklelio véZio atvejais 16 tipo ZPV integracijos nenustatoma. Tai
verCia manyti, kad Sio viruso integracija nebiitinai sukelia intraepiteliniy gimdos
kaklelio poky¢iu progresija. Pazymétina, kad esant infekuotumui 18 tipo ZPV, §io
viruso integracija konstatuota beveik visais tirtais gimdos kaklelio vézio atvejais [51,
107]. 18 tipo ZPV bidingas didesnis transformuojamasis aktyvumas in vitro, dél to,
matyt, esant 18 tipo ZPV infekuotumui biidinga agresyvesné ligos eiga. 16 bei 18 tipy
7PV integracija tyrinéjama, tatiau duomeny apie kity ZPV tipy integracijos daznij
beveik néra. Palygintas penkiy daZniausiai nustatomy tipy — 16, 18, 31, 33 ir 45 ZPV
integracijos daznis tiriant gimdos kaklelio méginius (n=835) ir naudojant specifini
mRNR paremta PGR metoda (ZPV onkogeny transkripty amplifikacija). DaZniausiai,
esant intraepiteliniy gimdos kaklelio pokyciy, buvo nustatytos tik episominiy formy
virusai, 0 62 proc. vézio atveju — integruoti viruso genomai. Atlikty tyrimy
duomenimis, 16, 18 ir 45 tipy ZPV buvo Zenkliai dazniau integruotos formos nei 31 ir
33 tipy ZPV. Pazymétina, kad Zymis intraepiteliniai gimdos kaklelio poky&iai ir ju

progresija iki invazinio vézio, esant infekuotumui 16, 18 ir 45 tipy ZPV, ivyko per
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7enkliai trumpesni laika nei eant infekuotumui 31 ir 33 tipy ZPV. Sie duomenys
leidzia manyti, jog onkogeniniy ZPV tipy integracija yra chromosomu nestabilumo
del didelés rizikos ZPV onkogeny E6, E7 sutrikusios raiskos reguliacijos rezultatas, o
ne priezastis. Atskiry tipy ZPV akivaizdziai sukelia jvairios apimties chromosomy
nestabiluma Seimininko lasteliy genomuose ir tai atsispindi ju integracijos daznumu
esant intraepiteliniy gimdos kaklelio poky¢iy bei lemia laika, reikalinga CIN I11/CIS
progresijai, kurios rezultatu tampa gimdos kaklelio vézys [82]. Kai kuriais CIN
[11/CIS atvejais, kai nustatytas infekuotumas 16 tipo ZPV, integracija nenustatoma.
Tai leidzia manyti, kad integracija, esant Sio tipo virusui ne visada salygoja mazo
laipsnio intraepiteliniy poky&iy progresija. Esant infekuotumui 18 tipo ZPV,
integracija nustatoma visais atvejais, tod¢l ir infekuotumas $io tipo ZVP bei $io tipo
viruso integracija | gimdos kaklelio lasteliy genoma turi lemiama reikSme
intraepiteliniy gimdos kaklelio poky¢iy progresijai [108].

Miisy tyrimo metu dél integracijos (16 tipo ZPV E2 geno iskritos) buvo tirtos
83 moterys. Tiriant 16 tipo ZPV E2 geno atskirus fragmentus daZniausiai buvo
nustatyta Il laipsnio integracijos forma: Il laipsnio E2 integracija nustatyta 54,2 proc.
16 tipo ZPV infekuoty motery (45 atvejai i§ 83). III laipsnio E2 integracija nustatyta
26,5 proc. atveju (22 moterys i§ 83), I laipsnio — 10,8 proc. (9 moterys i§ 83),
episominés formos 16 tipo ZPV — 8,5 proc. (7 moterys i§ 83). Pazymétina, kad viruso
integracija nustatyta ir tyrime dalyvavusioms moterims, kurioms nediagnozuota
intraepiteliniy gimdos kaklelio poky¢iy: III laipsnio integracija — 40,0 proc. atveju, o
Il laipsnio integracijos forma — 55,0 proc. atvejy ir tik 5,0 proc. atveju viruso
integracijos nebuvo konstatuota. Tai atitinka literatiros duomenis, kadangi daugelis
autoriy nesutaria, kada jvyksta viruso integracija. Misu tyrimo duomenimis, ji
ivyksta, matyt, dar labai anksti, net tada, kai dar néra jokiy intraepiteliniy gimdos
kaklelio poky¢iy.

Yra duomeny, kad ZPV DNR integracija lemia ne tik greitesne intraepiteliniy
pokyc¢iy progresija, bet ir greitesni pakartotini intraepiteliniy gimdos kaklelio pokyc¢iy
i8sivystyma po taikyto gydymo [82]. Misuy gauti duomenys neparodé tokios
tendencijos, nes daugelis motery, kurioms nustatyta didelio laipsnio intraepiteliniy
gimdos kaklelio poky¢iy bei ZPV DNR integracija, buvo gydytos, o po gydymo,
matyti, stebétos trumpa laika.
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Viruso buklé (integuotas ar ne) yra susijusi ir su motery amzZiumi. S.
Kulmalos ir bendraautoriy duomenimis, integruoty formy 16 tipo ZPV kartu su
episominiy formy ZPV Kkonstatuota jaunoms moterims esant LSIL; isskirtinai tik
integruotos formos ZPV nustatyta esant HSIL ir tik vyresnéms moterims [79].

Vieny autoriy duomenimis [51, 76, 81], ZPV integracija { lasteliy genoma
salygoja selektyvy lasteliy augima ir HSIL atvejais daugiausia nustatomi integruotos
formos virusai. Kity autoriy atlikty tyrimy duomenimis [51, 76], episominés formos
16 tipo ZPV buvo nustatytos iskirtinai tik normaliuose Pap tepinéliuose arba Pap
tepinéliuose, kuriuose buvo LSIL poky¢€iy ir nebuvo nustatyta esant HSIL pokyc¢iy ar
vézio. Vis délto S. Kulmalos ir bendraautoriy [79] atlikty tyrimy rezultatai parodé,
kad esant normaliam Pap ar LSIL, nustatyta daugiausia miSrios ir nedideléje dalyje
méginiy tik integruotos formos ZPV. Panasi ir miisy tyrimo metu nustatyta tendencija
esant LSIL: I ir Il laipsnio integruoty formu virusai nustatyti 8 i 12 motery,
likusioms 4 nustatytos III laipsnio viruso integracija, o episominiy formy ZPV visai
nebuvo konstatuota. Sie rezultatai skiriasi nuo rezultaty ty autoriy, kurie parodé
i§skirtinai episominiy formy 16 tipo ZPV buvima esant normaliam Pap ar LSIL.
Gallo ir kt. [109] bei Kulmala S. ir kt. [79] nustaté ankstyvaja 16 tipo ZPV DNR
integracija atitinkamai 54 proc. ir 46 proc. atvejy. Miisy tyrimo duomenimis, net
nesant jokiy histologiniy pokyciy, III laipsnio viruso integracija nutatyta 8 i§ 20
motery (40 proc.), o esant CIN I pokyc¢iuy — 3 1§ 10 (30 proc.). Tai leidzia manyti, kad
integracijos procesas prasideda jau labai anksti. Cheung JLK. ir kt. [110], Gallo G. ir
kt. [109], kaip ir Kulmala, nustaté 16 tipo ZPV misrias ir episomines formas esant
gimdos kaklelio CIN I poky¢iams, o esant HSIL ar CIN HI/CIS poky¢iams ar
invaziniam gimdos kaklelio véZziui, iSskirtinai episominiy formy virusy nebuvo
nustatyta. Misy tyrimo duomenimis, episominés formos 7PV, esant HSIL, nustatyta
6 (14 proc.) i§ 43 motery, esant CIN II/CIS — 5 (19,2 proc.) i§ 27 motery. S.
Kulmalos ir bendraautoriy duomenimis, esant HSIL/CIN HI/CIS ar gimdos kaklelio
véziui, nustatyta maziau integruoty formy ir daugiau misriy formy, palyginti su kity
autoriy duomenimis [51, 76]. Tokie ir musy tyrimo duomenys: esant HSIL ar
CINII/CIS 1I laipsnio integracijos viruso formy nustatyta daugiausia — 24 (55,8
proc.) i§ 43 ir 14 (50,1 proc.) i§ 27. 16 tipo episominiy formy ZPV nebuvimas, esant
didelio laipsnio gimdos kaklelio poky¢iy, gali biiti dél selektyvinio lasteliy augimo,
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t.y. iskirtinai ZPV episominés formos, esant CIN III/CIS pazeidimu, i$nyksta
progresuojant intraepiteliniams pokyc¢iams [79].

Tadiau tai, kad vienoms moterims, infekuotoms ZPV, kuriy Pap tepinélyje jau
yra citologiniy pokyciy, taciau histologiskai jie nepatvirtinti, viruso integracija jau
nustatyta, o kitoms, infekuotoms 7PV, bet neturinioms histologiSkai patvirtinty
gimdos kaklelio pakitimy, integracijos nenustatyta, leidzia manyti, kad toms, kurioms
viruso integracija nustatyta dar esant mazo laipsnio intraepiteliniy gimdos kaklelio
pokyciu, $iy pokyéiy progresija virstant didelio laipsnio pokyciais vyksta, matyt,
grei¢iau nei toms, kurioms ji nenustatyta. Integracijos Zymens (E2 geno iskritos)
nustatymas leisty iSskirti moteris i atskirg rizikos grupe, kurioje pakitimai progresuos

greiciau.

5.3. Intraepiteliniy gimdos kaklelio poky¢iy progresija ir ZPV testo
pritaikymo galimybés

Kai kurie autoriai teigia, kad esant HSIL, kas dazniausiai i$sivysto | véZzi, jei
pacientés néra gydomos, ZPV gali siekti net 85,0 proc. atveju [96]. Todél svarbu
ivertinti CIN progresijos rizika ir pritaikyti atitinkamus gydymo algoritmus™. CIN
progresijos, irodytos histologiSkai atlickant biopsija, daznis pateiktas 16 lenteléje.

16 lentelé. Displazijos baigtys [95]

Displazijos Regresijos Persistavimo Progresavimo
laipsnis dazZnis, % daznis, % dazZnis, %
CIN | 57 32 11
CINII 43 35 22
CIN HI/CIS 32 56 12

Pastaba. CIN I — lengva displazija, CIN Il — vidutiné displazija, CIN I11/CIS — sunki

displazija.

* Sie algoritmai priklauso nuo esangios gimdos kaklelio intraepitelinés patologijos bei motery
individualiy rizikos veiksniy. [vairaus spektro intraepiteliniy gimdos kaklelio poky¢iy gydymas yra
skirtingas ir gydymo algoritmai pateikti Amerikos kolposkopijos ir gimdos kaklelio patologijos
draugijos rekomendacijose [111].




CIN I susijgs su mazos bei didelés (pastarosios dazniau) onkogeninés rizikos
7PV infekcija. CIN II/CIN I1/CIS i$skirtinai susije su didelés onkogeninés rizikos
ZPV. Esant Siems pazeidimams yra neuZbaigtas viruso replikacijos ciklas. Vélyvuju
geny gamybos arba néra, arba ji zenkliai sumazéjusi, viruso DNR sekos gal buti
integruotos i Seimininko lastelés genoma bei yra sutrikusi E6 ir E7 onkogeny raiska —
vyksta gausi onkogeny gamyba visame epitelyje. Esant CIN I11/CIS poky¢iams visas
gimdos kaklelio epitelio plotas yra uzpildytas plonu sluoksniu proliferuojanciu
lasteliy, kuriy citoplazmos subrendimas yra mimalus, branduoliams budingos
anomalijos, tokios kaip pleomorfizmas, hiperchromija, taip pat gausu atipiniy
mitoziy. Si citologiné bei histologiné atipija atspindi chromosomy aneuploidija
(nenormaly chromosomy skaiciy) bei genetini nestabiluma, kuris kliniskai pasireiSkia
kaip CIN 111/CIS, adenokarcinoma ar ploks¢ialastelinis gimdos kaklelio véZys. Sis
lastelés genomo chaosas yra priezastis, d¢l ko nezymis intraepiteliniai gimdos
kaklelio pokyc¢iai tampa didelio laipsnio. Genetiskai nestabilis pazeidimai
progresuoja i didelio laipsnio, kadangi Seimininko genome atsiranda vis daugiau
mutacijy, dél to galiausiai i$sivysto invazinis ploksc¢ialastelinis gimdos kaklelio vézys
[51].Atliekant miisy tyrima visos moterys, kurioms nustatyti CIN I pokyciai, buvo
stebimos toliau ir gydymas netaikytas, kadangi CIN I pokyciai daznai iSnyksta
savaime, o moterys, turin¢ios didelio laipsnio intraepiteliniy gimdos kaklelio poky¢iy
— CIN 11, CIN HI/CIS, kurie, remiantis literattira, daZznai progresuoja, buvo nedelsiant
gydytos.

ZPV DNR analizé kartu su citologiniu tyrimu naudojama optimizuoti
interaepiteliniy gimdos kaklelio poky¢iu progresijos prognoze. Tiksliai nustatyti ZPV
tipa yra esminis dalykas skirstant pacientus | mazos ir didelés rizikos grupes.
Daugelio tipy ZPV buvimas organizme gali turéti jtakos padidéjusiai ligos progresijos
rizikai. Kadangi tarp miisy tyrime dalyvavusiy motery, infekuoty daugelio tipy ZPV,
buvo nedaug, o ju intraepiteliniy gimdos kaklelio pokyc¢iy laipsnis buvo labai ivairus,
todél daugelio tipy ZPV ijtakos intraepiteliniu gimdos kaklelio pokyéiy progresijai
ivertinti negaléjome. ZPV DNR testo jautrumas yra didesnis, palyginti su citologinio
tyrimo jautrumu (ZPV DNR testo jautrumas — 66—100 proc., citologinio tyrimo — 44—
78 proc.), tatiau ZPV DNR testo specifiskumas — maZesnis (61-96 proc.), palyginti
su citologinio tyrimo specifiskumu (91-96 proc.) [99]. Pazymétina, kad didelis ZPV

tyrimo jautrumas padidina skai¢iy motery, kurioms yra maZo laipsnio citologiniy
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pokyc€iy, taigi jautresnis ar kiekybinis tyrimas gali buti efektyvesnis identifikuojant
moteris, kurioms yra CIN progresijos rizika, pagerindamas tiek teigiamas, tiek
neigiamas prognozines vertes [67]. Svarbu nustatyti didelés rizikos tipy ZPV, kurie
susij¢ su zenkliai padidéjusia gimdos kaklelio vézio rizika. Jautresni tyrimai
reikalingi jvertinti ZPV genotipy spektra. Tokiy tyrimy tikslas — suZinoti maksimalia
informacija apie ZPV paplitima populiacijoje ir detaliai stebéti infekcijos 3altini.
Pavyzdziui, atlickant vakcinacijos tyrimus, tai padéty nustatyti vakcinacijos
veiksminguma ir galima kryZminj reaktyvuma su kity tipy ZPV [67].

Laboratorinis tyrimas dé¢l ZPV infekcijos rekomenduojamas:

o esant neaiSkiems Pap tyrimo rezultatams, kai nustatoma ASCUS ar
itariama LSIL;

. stebint moteris, kuriy Pap testas teigiamas (t.y. ASCUS, LSIL, HSIL),
taciau joms atliktos kolposkopijos ir biopsijos medziagos tyrimas patologijos
nepatvirtino;

o stebint moteris ir prognozuojant rezultatus po CIN gydymo;

o vienas ar kartu su citologiniu tyrimu atlikti pirminei patikrai motery,
kurioms daugiau kaip 30 mety [99].

7PV tipy identifikavimas rekomenduojamas ir taikomas jau turint pirminés
atrankos teigiamus rezultatus: atliekama identifikacija dazniausiai pasitaikan¢iy
didelés rizikos (16 irl8) tipy ir kity tipy ZPV. Sie tyrimai svarbis kuriant naujas
polivalentes vakcinas, kurios apsaugoty ne tik nuo 16 ir 18, bet ir nuo kity tipy ZPV
ateityje [99]. Taigi, kaip minéta, ZPV tyrimas jautresnis nei citologinis testas ir
kolposkopija. 2006 metais Amerikos kolposkopijos ir gimdos kaklelio patologijos
draugija rekomendavo vykdant gimdos kaklelio vézio patikra naudoti ir ZPV DNR
testa. Derinant Pap testa, ZPV DNR testa bei biologinius ZPV Zymenis galima biity
atrinkti moteris, kurioms dar néra klinikiniy poZymiy, taciau kurios priklauso didelés
rizikos susirgti gimdos kaklelio véZiu grupei, parinkti racionaly intraepiteliniy gimdos
kaklelio poky€iy gydymo metoda, pagerinti gimdos kaklelio vézio patikros bei
profilaktikos veiksminguma. leSkoma naujy viruso aktyvumo ar integracijos Zymeny,
(pvz., mMRNR, E2 geno iSkrita), padedanciy identifikuoti moteris, kurioms yra
intraepiteliniy poky¢iy progresavimo rizika.

ZPV persistencijos nustatymas turi biiti jtrauktas i diagnostikos algoritmus

[67]. ZPV infekcija laikoma persisituojanéia, jei nuosekliai kartojant viena paskui kita
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tyrimus, nustatomi identiky tipy ZPV. Sie metodai svarbis paciento klinikinei
stebésenai, ypa¢ po chirurginio gydymo. Misy atliktas pakartotinis motery iStyrimas
del ZPV rodo, kad daugeliui motery ZPV pakartotinai nenustatytas, tik neaisku, ar
virusas i$nyko dél taikyto gydymo. Kalbant apie nedidele dalj motery, kurioms ZPV
buvo konstatuotas pakartotinai, neaiSku, ar virusas dar nepasisalino, ar jos uzsikrété
dar karta.

Atradus jautrius ZPV DNR nustatymo budus, per paskutinius metus jvyko
didelis perversmas ZPV diagnostikoje. Taéiau reikalingi geri tarptautiniai kokybés

kontrolés biidai norint palyginti {vairius diagnostinius metodus.

5.4. Citologinio ir histologinio tyrimo neatitikimy priezastys

Atsizvelgiant | tai, kad miisy tyrimo metu iSrySkéjo neatitikimai tarp
citologinés ir histologinés diagnozés, pateikiame galimas $iy neatitikimy prieZastis.

Vertinant citologinini Pap tyrima, kaip ir dauguma kity tyrimy, gali biti
klaidingai teigiami ir Klaidingai neigiami rezultatai. Konstatuoti atvejai, kai daliai
motery, kurioms diagnozuotas gimdos kaklelio vézys, nebuvo nustatyta
intraepiteliniy gimdos kaklelio poky¢iuy tiriant Pap tepinéli. Klaidingai neigiami Pap
testo rezultatai, esant invaziniam véziui, svyruoja nuo 16 iki 82 proc. atveju. Tai gali
bati dél netinkamo medziagos paémimo, transportavimo bei saugojimo ar
laboratorijos interpretacijos klaidy (neatidziai atlikta pakartotiné, esant normai, Pap
tepinéliy perzitra). Pakartotinai jvertinti klaidingai neigiamus citologinius rezultatus
sudétinga. Todél intraepiteliniams gimdos kaklelio pokyc¢iams patvirtinti atliekamas
histologinis biopsinés ar operacinés medziagos iStyrimas vadovaujantis gimdos
kaklelio patologijos diagnostikos ir stebésenos algoritmais. Taigi -citologiniy
klaidingai neigiamy rezultaty vertinimas néra iSsamus, nes moterims, Kurioms
atliekant Pap tyrima nenustatyta poky¢iy, néra atlickama biopsija, kurios medziagoje
tiriant bity patvirtinta citologiskai nediagnozuota displazija. [vairiu autoriy
duomenimis, Pap tyrimo jautrumo vidurkis yra 49 proc. (30 — 80 proc.), specifiSkumo
— 95 proc. (86 — 100 proc.). Nustatyta, kad esant mazo laipsnio bei didelio laipsnio
plokscialasteliniy intraepiteliniy poky¢iy koreliacijos kappa koeficientas dazniausiai
néra lygus 1, atskiry laboratoriju vertinimo interpretacijos skiriasi. Esant kappa

koeficientui 0-0,2 sutarimas tarp skirtingy tyréju yra mazas (didelis interpretacijy
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skirtumas), 0,2-0,4 — pakankamas, 0,4-0,6 — geras, 0,6-0,8 — labai geras, ir esant
0,8-1,0 — puikus. Pazymétina, kad histologinis $iy kategorijy patikimumas yra
panasus: kappa koeficientas — 0,46 [112]. Vertinant citologinius tepinélius
dazniausiai tyréju nuomonés skiriasi esant ASCUS ir LSIL: pakartotinai tiriant
tepinéli pirminé LSIL i§vada patvirtinama tik 43 proc. atveju, o histologinio tyrimo
metu nenustatoma displazijos net 33,3 proc. atvejy [113]. Pap tyrimo jautrumas esant
HSIL ir jo koreliacija su CIN I11/CIS svyruoja nuo 70 iki 80 proc., ASC-H atvejais
histologinio tyrimo metu displazija (CIN 1I/CIN I11/CIS) patvirtinama nuo 24 iki 94
proc. atveju [114, 115].

Histologinio tyrimo neatitikimai dazniausiai pasitaiko esant CIN I: net 41
proc. CIN I atvejy patologu interpretuojama kaip “néra displazijos”. Patologu
nuomone, viena vertus, CIN I ir koilocity buvimas susije su ZPV dauginimosi ciklu
lasteléje, o CIN 1I/CIS yra tikroji neoplazija, daZniausiai susijusi su viruso
integracija | Seimininko DNR; CIN II diagnoz¢ yra maziau aiski. Kita vertus, tokie
pakitimai kaip atrofija, nebrandi plokscialasteliné metaplazija ar atipija daznai susij¢
su uzdegimu, dél to gali buti klaidingai interpretuojami kaip CIN. Analizuojant
ivairiy patologijos laboratorijy rezultatus nustatyta, kad kappa koeficientas esant CIN
Il buvo 0,69 (95 proc. PI=0,64+0,73), esant CIN HI/CIS - 0,57 (95 proc.
P1=0,51+0,63). Taigi, patologu nuomone, néra aiSkiai apibréztos CIN Il reikSmés
gimdos kaklelio neoplazijos patogenezéje [115].

Esant ASCUS histologiné interpretacija dar sudétingesné. Histologinio tyrimo
rezultaty interpretacija, patvirtinanti sunkia displazija, btina tik apie 43 proc. atveju;
esant HSIL displazija patvirtinama vidutiniskai apie 47,1 proc., LSIL — 27,0 proc.,
ASCUS - 22,6 proc. [116]. Kity autoriy duomenimis, koreliacija tarp citologinio ir
histologinio tyrimy nustatoma iki 82 proc. [117].

Citologinio ir histologinio tyrimo neatitikimams jtakos gali turéti netikslumai
paimant, transportuojant bei saugant tiriamaja medziaga. [112].

Atliekant biopsija taip pat neimanoma iSvengti klaidy, kai biopsijos méginio
kraStuose yra displaziniu poky¢iy, nes lastelés daznai koaguliuoja ir patologui
neimanoma biopsinés medZiagos teisingai jvertinti; neteisingai gali biti parinkta ir
biopsijos vieta.

Neatitikimus gali salygoti ir kolposkopijos tyrimas: §io tyrimo jautrumas 55—

65 proc., specifiSkumas 70-90 proc. Net 52 proc. atveju kolposkopijos metu
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nediagnozuojama patologijos — nepastebimi tikrieji pazeidimai, todél biopsija
paimama ne i8 tos vietos [118].

Matyt, minétos priezastys galéjo daryti jtaka ir misy tyrimo metu dideliam
skai¢iui histologiskai nepatvirtintos patologijos — 48,3 proc. atveju (114 motery i$
236): esant ASCUS, histologinio tyrimo metu nepatvirtinta displazijos 63,6 proc.
atveju, esant LSIL — 50,0 proc. ir esant HSIL — 22,7 proc.
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6. ISVADOS

1. Tarp tirty motery, kurioms nustatyta intraepiteliniy gimdos kaklelio
poky¢iy, ZPV infekuota 46,3 proc. (95% PI: 40,10+52,39): 58,8 proc. atvejy — esant
ASC-H/HSIL (atipinés ploks¢iojo epitelio lastelés, kai negalima paneigti
HSIL/didelio laipsnio ploksciojo epitelio intraepiteliniai poky¢iai), 34,5 proc. atveju,
esant ASCUS (atipinés nenustatytos svarbos ploks¢iojo epitelio lastelés) (p=0,00006);
pagal histologing diagnoze infekuotumas ZPV esant vidutinei bei sunkiai displazijai —
atitinkamai 88,6 ir 64,7 proc. atvejy.

2. 71,1 proc. (95% PI: 62,13+78,42) tirty motery buvo infekuotos 16 tipo
ZPV. Sio tipo ZPV identifikuotas esant ASC-H/HSIL, 79,6 proc. atveju, esant LSIL —
66,7 proc. (p=0,0005).

3. Tirtosioms moterims vyravo — 54,2 proc. — I laipsnio 16 tipo ZPV E2 geno
integracija i gimdos kaklelio epitelio lasteles, III laipsnio integracija buvo 26,5 proc.,
| laipsnio — 10,8 proc. ir episominés formos ZPV nustatyta 8,5 proc. atveju
(p=0,0006).

4. Nenustatyta statistiskai reik§mingo skirtumo tarp ZPV E2 geno integracijos
1 gimdos kaklelio epitelio lasteles pobiidzio ir intraepiteliniy gimdos kaklelio poky¢iy
laipsnio tiek analizuojant gautus rezultatus pagal citologing, tiek pagal histologing
diagnozes. Integruoty formy virusy buvimas net ir nesant intraepiteliniy pokyciy ar
esant nedidelio laipsnio poky¢iams rodo, kad 16 tipo ZPV integracija yra ankstyvasis
tvykis gimdos kaklelio kancerogenezéje.

5. ZPV infekuoty motery pakartotinio tyrimo metu 50 proc. (95%
PI:29,93+70,07) tirtyjuy nustatyta mRNR raiska, kas rodo besitesiandia aktyvia ZPV
infekcija.
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7. PRAKTINES REKOMENDACIJOS

1. Nustadius ZPV integracijos zymenis (E2 geno iSkrita bei mRNR), esant
intraepiteliniy gimdos kaklelio pokyc¢iy, galima identifikuoti moteris, kurioms gimdos
kaklelio vézio rizika didesné.

2. E2 geno iSkritos nustatymas, kuris svarbus numatyti ligos progresavimo
galimybg, yra techniSkai lengviausias ir labiausiai prieinamas budas viruso
integracijos laipsniui jvertinti.

3. Atskiry tyrimo metody derinimas ar sujungimas: skystoji terpé, kuria
panaudojus atliekamas Pap tyrimas, véliau gali biti panaudota ZPV bei jo tipams
nustatyti, o atliekant realaus laiko PGR reakcijas ir ZPV onkogeny E6, E7, E2 iskritai
bei MRNR identifikuoti. Taip galima sumazinti motery papildomy vizity skai¢iy bei
i8skirti 1 atskira grupe moteris, kuriy yra didesné¢ intraepiteliniu gimdos kaklelio
pokyc€iy progresijos ir véZio i8sivystymo rizika.

4. Remiantis vien citologiniy ir histologiniy tyrimy rezultatais ar identifikavus
ZPV DNR, negalima atskirti, ar intraepiteliniai pokyGiai regresuos, persistuos ar
progresuos, bei issivystys gimdos kaklelio invazinis véZzys. Zymenys, rodantys viruso
integracija | lastelés genoma, yra svarbus diagnostiniu ir prognoziniu aspektu
vertinant intraepiteliniy gimdos kaklelio poky¢iu progresija bei parenkant atitinkama
motery gydymo bei stebéjimo taktika.
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1 priedas
Vilniaus universiteto Onkologijos institutas, Vilnius
Moksliniy tyrimy centras 2008.01.14.

VUL Santariskiy klinikos

Asmens informavimo forma
Versija Nr. 1

Informacija dalyvaujantiems tyrime "Zmogaus papilomos viruso (ZPV) integruoty transkripty (iRNR) ir
ZPV E2 geno nustatymo prognoziné reik¥mé gimdos kaklelio intraepiteliniy pokytiy progresijai".

ZPV yra labiausiai pasaulyje paplitusi Iytiniu keliu perduodama infekcija. Moksliniais tyrimais jrodyta, kad 16
ir 18 onkogeniniai ZPV tipai, 6 ir 11 tipai - dazniausiai sukelia i%oriniu lytiniy organy karpas ir kondilomas.
Ekonomiskai i$sivys¢iusiose Salyse daugiau nei 50 mety taikomos organizuotos patikros dél gimdos kaklelio
vézio, atliekant {prastini Pap tepinélj (tiriami gimdos kaklelio lasteliy pakitimai). Taciau §is metodas yra riboto
jautrumo, jo neuztenka prognozuojamt intraepiteliniy pokyCiy vystymosi eiga. leSkoma jautresniy ir
specifiskesniy diagnostikos metody. ZPV infekcija moterims vir§ 30 mety daZnai yra persistuojanti, t.y. ilga
laika binanti organizme, todél svarbu Zinoti, ar ZPV jau isiskverbé i gimdos kaklelio lasteliy geneting
medZiaga (integravosi), dél ko yra didesné lasteliy supiktybéjimo tikimybé nes integruoto viruso organizmas
jau nebepagalins. Pasaulyje atliekami tyrimai ZPV integracijai i lasteliu genoma nustatyti. Kadangi iki §iol
néra tokio Zymens, kuris parodyty, kurie intraepiteliniai pakitimai regresuos ar progresuos, integracijos
reikSmés progresijai nustatymas leisty iSskirti moteris | atskira rizikos susirgti gimdos kaklelio véziu grupg.
Sios moterys biity intensyviau stebimos (dazniau tikrinamos) ar bty skiriamas chirurginis gydymas.
Informuojame Jus, kad tyrime dalyvaus du Simtai 30-60 m. amziaus motery, kurioms atéjus pasitikrinti
profilaktiskai { Pirminj sveikatos priezitiros centra (PSPC) pagal SAM patvirtinta Atranking sveikatos
tikrinimo programa dél gimdos kaklelio patologijos, iprastame PAP tepinélyje nustatyti ikivéziniai gimdos
kaklelio lasteliy pakitimai 08.01-08.03 mén. bei sutiks dalyvauti Siame tyrime ir pasirasys informuoto asmens
sutikimo forma. Jus apZitirés ginekologas, paims gimdos kaklelio epitelio lasteliy pokyéiy nustatymui ir ZPV
bei jo integracijos iStyrimui, jis atsakysite | klausimus apie rikymo jprocius.

Tyrimas yra naudingas Jums, nes biisite nemokamai istirta dél ZPV infekuotumo, bus nustatyti ZPV 6, 11, 16,
18 tipai, atliktas vienasluoksnis Pap tepinélis, kuris yra jautresnis nei iprastas Pap tepinélis. Taip pat Jums bus
atlikta gimdos kaklelio kolposkopija (apzitira mikroskopu) ir, esant reikalui, bus paimtas pakitusio audinio
gabalélis.

Atlikus Siuos tyrimus, bus aisku, ar Jums reikalingas tolimesnis intensyvus, ar chirurginis gydymas, Jlsy
stebéjimas, ar toliau tik jprasta gimdos kaklelio patikra.

Atliekamas tyrimas néra rizikingas ar Zalingas Jums. Atlikus biopsija, gali biti nezymios kraujingos iSskyros
kelias dienas. Po biopsinés medziagos paémimo prasytume 2 savaites neturéti lytiniy santykiy.

Uz atliekamus tyimus Jums papildomai mokéti nereikia. Jis bet kada galésite atsisakyti dalyvauti tyrime.
Pazymime, kad atsisakymas dalyvauti tyrime niekaip neitakos Jusy tolimesnés prieziiros. Gauty tyrimy
rezultatai bus saugomi specialioje anketoje ir tyréjas asmeniskai paaiskins gautus rezultatus ir i$vadas.

Jums sutikus, informuosime Jiisy Seimos gydytoja ar Jusy akuserj ginekologa apie Jusy sprendima dalyvauti
tyrime ir atlikty tyrimy rezultatus. Tyrimo duomenys bus konfidencialts, Jisy vardas ar pavardé nebus
paminéti jokiuose dokumentuose, ataskaitose.

I8kilus neaiskumams ar ieSkant papildomos informacijos, prasome kreiptis i pagrindinius tyréjus:

gyd. Agné Sepetiené

darbo dienomis VUL SK konsultacinéje poliklinikoje +370 688 62150, Moters fiziologijos ir patologijos
centras, l-a ginekologijos skyrius (8-5) 2365253 (mob. tel. +370 69986086)

med. dr. gyd. Zivilé Gudlevi¢iené

Vilniaus universiteto Onkologijos institutas, Moksliniy tyrimy centras +37052629667 (mob. Tel.
+37068682417).

I8kilus klausimams dél savo kaip dalyvio teisiy galite kreiptis i Lietuvos bioetikos komiteto atsakinga
darbuotoja telefonu: (8-5) 212 45 65.
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INFORMUOTOJO ASMENS SUTIKIMO FORMA
(Nr.1 versija)

Tyrimo pavadinimas:

"Zmogaus papilomos viruso (ZPV) integruoty transkripty (iRNR) ir ZPV E2 geno
iSkritos nustatymo prognoziné reikSmé gimdos kaklelio intraepiteliniy poky¢iy
progresijai*.

AS perskaiciau pateikta informacija apie tyrima, kuriame buvau pakviesta dalyvauti. Turéjau
galimybe aptarti smulkmenas ir uzduoti i$kilusius klausimus. Gydantis gydytojas paaiskino
tyrimo esmg bei tiksla ir a$ suprantu, kas man yra sitiloma.

AS buvau informuota, kad negaliu dalyvauti tyrime jei esu nésc¢ia. AS suprantu, kad Sis
tyrimas yra svarbus gerinant medicinos Zinias ir yra patvirtintas Lietuvos bioetikos komiteto.
AS buvau informuota, kad planuojamame tyrime man bus atlikti special@is tyrimai. Taip pat
buvo paaiskinta ir apie galima rizika.

Prireikus papildomos informacijos, susijusios su tyrimu, tyréjams bus suteikta teisé
susipazinti Sumano asmens sveikatos istorija.

Suprantu, kad mano dalyvavimas tyrime ir mano individuallis tyrimo duomenys liks
paslaptyje. Pasinaudoti $iais duomenimis galés tik tyréjy grupés nariai.

Esu informuota, kad atliekamas tyrimas neturi man zalingo poveikio. Man pazadétas
konfidencialumas bei gauty duomeny saugumas. Sutinku, kad man biity atlikta ginekologiné
apzilra, tyrimai dél Zzmogaus papilomos viruso infekuotumo, Zzmogaus papilomos viruso tipy
nustatymas, Sio viruso jsiskverbimo ( integracijos) i lasteliy genoma (geneting medziaga)
zymeny nustatymas, Pap (onkocitologinis) tepinélis (paimant lasteles i§ gimdos kaklelio)
naudojant jprastas bei skystas terpes, kolposkopija (gimdos kaklelio apzitira mkroskopu), bei
jos metu radus pazeidima, pakitusios gimdos kaklelio dalies tiksliné biopsija (pakitusio
gimdos kaklelio audinio gabalélio iStyrimas). Samoningai ir laisva valia sutinku dalyvauti
tyrime, kuris man buvo isaiskintas.

Savanorés vardas, pavardé (didziosiomis raidémis)
Savanorés parasas:
AS, gydytantis gydytojas, patvirtinu, kad paaiskinau anks¢iau paminétai pacientei (savanorei)
biisimojo tyrimo esmg ir tiksla.

Gydantis gydytojas (vardas, pavardé, parasas):

Data:
Jeigu Jums iskilo problemy dél Sio tyrimo, praSome pranesti:

Pagrindinio tyréjo vardas, pavardé, parasas: Zivilé Gudlevigiené tel. +37068682417
Agné Sepetien¢  tel +37069986086

101



3 priedas

ey
% !
BRI
Wi e

o

KL
MGl

R ety
DRI SN
(i1

e
ek

et}

A
b
BRI

) et
s i
Ay

pseeR

LIRS
SO AL

s
i




