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SANTRUMPOS

AD — adenocarcinoma (liet. adenokarcinoma, gimdos kaklelio vézio tipas)
AGC — atypical glandular cells (liet. atipinés liaukinio epitelio Igstelés)
ASCUS - atypical squamous cells of undetermined significance (liet.
nenustatytos svarbos atipinés ploksc¢iojo epitelio Iastelés)

AT-KPGR - atvirkstinés transkriptazés kiekybinés PGR metodas

ATP — adenozino trifosfatas, 1gsteliy energijos $altinis

Brd4 — bromodomeng turintis lastelés baltymas

bs — baziy poros

BSA — bovine serum albumin (liet. jaucio serumo albuminas)

Ca — cervical cancer (liet. gimdos kaklelio vézys)

Cdc6 — lastelés dalijimasi kontroliuojancio baltymo 6 homologas

CDKN2A — nuo cikliny priklausomos kinazés inhibitoriy 2A koduojantis
genas

cdk4 — nuo cikliny priklausoma kinazé 4

CIN — cervical intraepithelial neoplasia (liet. histologiniai pakitimai, vadinami
cervikalinémis intraepitelinémis neoplazijomis)

CIN 1 — cervical intraepithelial neoplasia 1 (liet. 1 laipsnio cervikaliné
intraepiteliné neoplazija)

CIN 2 — cervical intraepithelial neoplasia 2 (liet. 2 laipsnio cervikaliné
intraepiteliné neoplazija)

CIN 3 — cervical intraepithelial neoplasia 3 (liet. 3 laipsnio cervikaliné
intraepiteliné neoplazija)

CIS — carcinoma in situ (liet. karcinoma in situ, tai priesvéziné buklé)

El, E2, E4, E5, E6 ir E7 — papilomos viruso baltymai

E2F — transkripcijos faktorius, dalyvaujantis lastelés ciklo reguliavime

ES — Europos Sgjunga

FDA — Food and Drug Administration (liet. Maisto ir vaisty akreditavimo
valdyba)

GP5+/GP6+ — pradmeny rinkinys naudojamas ZPV nustatymui PGR metodu
GSK — Belgijos kompanija GlaxoSmithKline, kuri sukiiré rekombinanting ZPV
vakcing Cervarix

h — tarptautinis valandos simbolis

HSIL — high-grade squamous intraepithelial lesion (liet. didelio laipsnio
ploks¢iojo epitelio intraepiteliniai pokyciai)

KPGR — kiekybiné polimeraziné grandininé reakcija

L1 ir L2 — papilomos viruso kapsidés baltymai

LCR — long control region (liet. ilgasis kontrolinis regionas, esantis ZPV
genome)



LSIL — low-grade squamous intraepithelial lesion (liet. nedidelio laipsnio
ploksciojo epitelio intraepiteliniai pokyciai)

LSMU - Lietuvos sveikatos moksly universitetas

Mcmb — baltymas, dalyvaujantis DNR replikacijos reguliacijoje

Mdmz2 — baltymas, veikiantis kaip baltymo p53 inhibitorius

min — tarptautinis minutés simbolis

MM-1, MM-2, MM-3, MM-4 — dauginés PGR sistemos ZPV genotipavimui
MN — transmembraninis baltymas, aptinkamas pakitusiose, vézinése lastelése
MSD — JAV firma Merck Sharp & Dohme, kuri sukiré rekombinanting ZPV
vakcing Gerdasil

nt — nukleotidai

NVI — Nacionalinio véZio institutas

p16™K* _ baltymas, specifiskai indukuojamas, jvykus lasteliy onkogeninei
transformacijai

p53 — baltymas, dalyvaujantis lgstelés ciklo reguliavime

PAP — The Papanicolaou test (liet. citologinis gimdos kaklelio tyrimas)
PGMY09/11 — pradmeny rinkinys naudojamas ZPV nustatymui PGR metodu
Pl — pasikliauties intervalas, naudojamas statistikoje (angl. Cl — confidence
interval)

pRb — retinoblastomos baltymas, kuris yra lastelés ciklo reguliatorius

PSO — Pasaulio sveikatos organizacija

PV — Paillomavirus (liet. papilomos virusas)

S — tarptautinis sekundés simbolis

SCC — squamous cell carcinoma (liet. ploks¢ialastelinis gimdos kaklelio vézio
tipas)

SS — $ansy santykis, naudojamas statistikoje (angl. OR — odds ratio)

7PV — zmogaus papilomos virusas



IVADAS

Zmogaus papilomos virusas (ZPV) — tai dvigrande Ziedine DNR turintis
virusas, kuris infekuoja zmogaus ir gyviny epitelinio audinio Igsteles. Kai
kurie viruso genotipai sukelia odos ir gleiviniy létinius uzdegimus, kiti —
karpas, treti — anogenitaliniy sri¢iy bei gerkly vézinius susirgimus, i§ kuriy
labiausiai paplitgs yra gimdos kaklelio vézys. Kasmet pasaulyje nustatoma apie
pus¢ milijono naujy Sio tipo veézio atvejy. Yra zinoma, kad apie 70 % motery
per savo gyvenimg uzsikredia ZPV. Daugelio tyrimy duomenimis,
onkogeniniai ZPV genotipai randami iki 99 % motery, sergandiy gimdos
kaklelio véziu, méginiuose. Lietuva pagal sergamumg gimdos kaklelio véziu ir
mirtinguma nuo SioS ligos pirmauja tarp ES Saliy. Kas savait¢ nuo gimdos
kaklelio vézio Lietuvoje mir$ta vidutiniskai 5 moterys.

ZPV infekcijai gydyti néra sukurta jokiy vaisty. DaZniausiai ZPV
infekcija praeina savaime per 1-3 metus. Vakcinacija yra vienintelis budas
apsisaugoti nuo ZPV infekcijos, ta¢iau ji veiksminga tada, kai zmogus dar néra
infekuotas virusu. Todél ypatingai svarbi yra ankstyva ZPV diagnostika, kuri
leisty prognozuoti infekcijos eiga. Siuo metu gimdos kaklelio veézio
diagnostikai naudojamas citologinis tyrimas (PAP testas), kuriuo nustatomos
pakitusios epitelinés lastelés, tadiau §iuo tyrimu ZPV infekcija néra nustatoma.
7PV infekcijai nustatyti laboratorin¢je medicinoje vis dazniau naudojami DNR
pagausinimo metodai (PGR). Sie metodai yra pakankamai jautriis, specifiski ir
leidZia identifikuoti ZPV genotipus.

Skirtingy viruso genotipy DNR sekos yra labai heterogeniSkos, todél
kuriant PGR sistemas yra nejmanoma parinkti pradmeny pory, kurios leisty
nustatyti bent 50 % zinomy ZPV genotipy viename méginyje. Todél svarbu
tobulinti esamas bei kurti naujas ZPV nustatymo PGR sistemas.

Siame disertaciniame darbe buvo sukurtos naujos ir optimizuotos
ankséiau apraSytos PGR sistemos ZPV nustatymui bei genotipavimui. Siy
molekuliniy metody efektyvumas buvo jvertintas, tiriant didel; skaiciy
klinikiniy méginiy. Naudojant ias PGR sistemas, buvo istirtas ZPV infekcijos

bei atskiry ZPV genotipy paplitimas tam tikrose Lietuvos motery ir vyry
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grupése. Tokie viruso paplitimo tyrimai yra svarbas, planuojant prevencines
priemones prie§ ZPV infekcija ir gimdos kaklelio véZ.

ZPV yra svarbiausias gimdos kaklelio véZj sukeliantis veiksnys, ta¢iau
vézio vystymesi svarby vaidmen] atlicka ir kiti rizikos veiksniai (sudétiniy
kontraceptiniy priemoniy vartojimas, rikymas, gimdymy skaicius ir kt.), todél
tikslinga tirti ZPV infekcijos paplitimo ir rizikos veiksniy rysj. Sie rizikos
veiksniai gali nulemti, ar ZPV infekcija i§nyks savaime, ar formuosis lasteliy
piktybiniai pakitimai. Taip pat gimdos kaklelio véziui i$sivystyti jtakos gali
turéti ir genetiniai bei epigenetiniai lgstelés bei viruso pokyciai. ldentifikuoti
karcinogenezés procese dalyvaujanciy lastelés baltymy raiSkos bei
epigenetiniai aukstos rizikos ZPV genomy poky¢iai gali biiti naudojami kaip
7PV inicijuotos karcinogenezés Zymenys.

Sis mokslinis darbas yra tarpdisciplininis, jame apjungiami jvairds
biotechnologiniai ir biomedicininiai aspektai: molekuliniy metody kiairimas, jy
taikymas ZPV paplitimo tyrimams bei rizikos veiksniy, susijusiy su ZPV

infekcija, tyrimai.

Darbo tikslas: molekuliniais metodais istirti ZPV infekcijos ir ZPV genotipy
paplitimg Lietuvoje ir nustatyti tam tikry rizikos veiksniy bei karcinogenezés

Zymeny sasajas su ZPV infekcija.

Darbo uZdaviniai:

1. Sukurti ir optimizuoti PGR sistemas, skirtas bendros ZPV infekcijos
nustatymui bei ZPV genotipavimui.

2. Istirti ZPV infekcijos ir genotipy paplitima tarp Lietuvos motery su
intraepiteliniais gimdos kaklelio pakitimais, tiriant urogenitaliniy
nuograndy klinikinius méginius su zinoma citologine ir histologine
diagnoze.

3. [Istirti ZPV 16, 18 ir 51 genotipy pasirinkty DNR sri¢iy metilinimo daznj ir

jvertinti jy koreliacijg su intraepiteliniy gimdos kaklelio pakitimy laipsniu.



4. Titirti lasteliy Zzymens p16™<** RNR raiska gimdos kaklelio méginiuose ir
nustatyti RNR raiskos lygio koreliacijg su intraepiteliniais gimdos kaklelio
pakitimais ir ZPV genotipais.

5. Istirti ZPV infekcijos ir genotipy daznj atsitiktinai surinkty sveiky motery
urogenitaliniy nuograndy ir burnos epitelio Iasteliy méginiuose.

6. Istirti ZPV infekcijos ir genotipy daznj atsitiktinai surinkty sveiky vyry
burnos epitelio méginiuose.

7. Nustatyti potencialiy rizikos veiksniy (sudétiniy kontraceptiniy priemoniy
vartojimas, rikymas, gimdymy skai¢ius) ir ZPV infekcijos bei genotipy
paplitimo rysj.

Dalis tyrimy buvo atlikti, vykdant Lietuvos Valstybinio mokslo ir
studijy fondo (LVMSF) ir Lietuvos Mokslo Tarybos (LMT) finansuojama
Aukstyjy technologijy plétros programos projekta ,,Naujy diagnostikos
sistemy, skirty Zmogaus papilomos viruso infekcijos ir jos sukelto vézZio

laboratorinei diagnostikai, kiirimas* (B-45/2009, AUT-16/2010).



MOKSLINIS NAUJUMAS

Atliktas tyrimas yra tarpdisciplininis, jis apima molekuliniy metody
kiirimg 1ir optimizavimg bei $iy metody pritaikymg klinikiniy meéginiy
tyrimams.

Darbo metu naujai optimizavome dvi bendraja ZPV infekcija
aptinkan¢ias PGR sistemas (GP5+/GP6+ ir PGMY09/11) ir keturias ZPV
genotipavimo PGR sistemas (MM-1, MM-2, MM-3, MM-4), aptinkancias 16
atskiry aukstos rizikos ZPV genotipy. Bendradarbiaudami su ,,Thermo Fisher
Scientific Baltics* sukiréme nauja aukstos rizikos ZPV genotipy infekcija
aptinkan¢ig HR_HPV PGR sistemg ir jvertinome jos efektyvuma, tiriant
klinikinius méginius.

Naudodami sukurtas ir optimizuotas PGR sistemas, atlikome didziausig
Lietuvoje bendros ZPV infekcijos ir 16 aukstos rizikos ZPV genotipy
paplitimo tyrimg tarp motery grupiy su Zinoma citologine ir histologine gimdos
kaklelio pakitimy diagnoze. Nustatéme, kad tarp Lietuvos motery placiausiai
paplites onkogeninis ZPV 16 genotipas. Priesingai nei kitose $alyse, kur antras
pagal paplitima yra ZPV 18 genotipas, Lietuvoje dominuoja kiti onkogeniniai
ZPV genotipai — ZPV 31, 33, 56.

Pirma karta iStyréme ZPV 51 genotipo L1 3° ir LCR DNR sridiy
metilinimo daZnj klinikiniuose méginiuose ir palyginome jj su ZPV 16 ir ZPV
18 metilinimo profiliu. Nustatéme, kad ZPV 51 L13 srities metilinimas yra
daznesnis nei LCR regiono metilinimas. Be to, ZPV 51 metilinimo daZnis
koreliavo su gimdos kaklelio pakitimy laipsniu. Tokie epigenetiniai aukstos
rizikos ZPV genomy poky¢iai gali buti naudojami kaip ZPV inicijuotos
karcinogenezés zymenys.

Sukiiréme ir optimizavome kiekybinés PGR metoda pl6™<** RNR
raiskos nustatymui ir iStyréme $io Zymens raiskos sgsajas su gimdos kaklelio
pakitimy laipsniu. Nustatyta padidéjusi p16™<** RNR raiska gimdos kaklelio
méginiuose su citologiniais ir histologiniais pakitimais gali buti panaudota kaip

aktyvios ZPV infekcijos Zymuo.
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Pirmg karta Lietuvoje iStyréme ZPV infekcijos ir genotipy paplitima
sveiky, neturin¢iy ZPV infekcijai badingy poZzymiy, motery ir vyry burnos
epitelio méginiuose. Nustatéme, kad vyry burnos méginiuose ZPV infekcija
paplitusi du kartus dazniau, negu motery burnos méginiuose.

Pirmag kartg Lietuvoje iStyréme sudétiniy kontraceptiniy priemoniy
(SKT) vartojimo, rikymo ir gimdymy skaidiaus sasajas su ZPV infekcijos ir
genotipy paplitimu. Misy gauti rezultatai parodé¢, kad net ir trumpalaikis SKT

vartojimas padidina ZPV infekcijos tikimybe.

GINAMIEJI TEIGINIAI

1. Sukurtieji molekuliniai metodai tinka ZPV nustatymui ir genotipavimui
klinikiniuose méginiuose.

2. ZPV infekcijos ir aukstos rizikos ZPV 16 genotipo daznis koreliuoja su
intraepiteliniy gimdos kaklelio pakitimy laipsniu.

3. Metilinimo daZnis aukstos rizikos ZPV 16, 18 ir 51 genotipy L1 3’ DNR
regione koreliuoja su intraepiteliniy gimdos kaklelio pakitimy laipsniu.

4. p16™** RNR raiskos lygis koreliuoja su intraepiteliniy gimdos kaklelio
pakitimy laipsniu.

5. ZPV infekcija labiau paplitusi tarp vyry burnos méginiy lyginant su motery
burnos méginiais.

6. Sudétiniy kontraceptiniy table¢iy vartojimas didina ZPV infekcijos daznj.
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1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. ZPV Klasifikacija

Papilomos virusai (PV) — tai didelé, pasizyminti placia jvairove virusy
grupé. Sie virusai aptinkami zinduoliy ir pauks¢iy organizmuose. PV tipai yra
specifiniai ne tik rasiai, bet ir organui bei audiniui. Pirmieji PV tipai buvo
iSgryninti i§ Zmogaus karpy audinio Zmogaus véZio virusy etiologijos tyrimy
laboratorijoje ir Pastero institute prie§ beveik keturiasdesimt mety (Orth ir kt.,
1977). Virusy klasifikacija remiasi tarptautinio virusy taksonomijos komiteto
kriterijais, kurie iSskiria taksonomijos lygius: Seima, gentis, rasis, genotipas,
subtipas ir variantas (Villiers ir kt., 2004). PV priklauso Papillomaviridae
Seimai, kurioje i$skiriama 30 genciy. Gentys pavadintos graikiSkomis raidémis,
taCiau Siuo metu genciy yra daugiau nei raidziy abéceléje, todel Graiky abécele
naudojama antrg kartg, tik Siuo atveju pavadinime pridedamas ,,dyo* priesdelis
(graikiSkai ,,antrg kartg“), pavyzdziui Dyodelta-PV. Yra Zinoma daugiau negu
200 viruso tipy, i§ kuriy 150 infekuoja Zmogaus Igsteles ir yra vadinami
7mogaus papilomos virusais (ZPV). Daugiau nei 60 tipy aptinkami kity
zinduoliy, paukséiy bei ropliy organizmuose. I§skiriamos penkios ZPV gentys,
1§ kuriy klinikiniu poZitriu svarbiausi yra Alfa papilomos virusai. Dauguma
Sios genties viruso tipy plinta lytiniu keliu ir sukelia gleiviniy ir genitalijy
pazeidimus. Dalis Alfa genties viruso tipy sukelia odos karpas (Bernard ir kt.,
2010). PV klasifikacija remiasi nukleotidy seky skirtumais viruso kapsidés geno
L1 sekoje. Skirtingy genciy viruso genotipai yra labai variabiliis, jy panasumas
yra mazesnis nei 60 %. Viruso tipas priskiriamas naujam genotipui, jei jo L1
geno seka skiriasi daugiau nei 10 % nuo kity zinomy genotipy. Subtipai
iSskiriami esant 2—10 % L1 geno sekos skirtumams, o viruso variantai — esant
maziau nei 2 % skirtumy (Villiers ir kt.,, 2004). Pirmajame paveiksle
pateikiamas 118 PV filogenetinis medis, sudarytas panaudojant Treeview
kompiutering programg Glasgow universitete (Villiers ir kt., 2004). Pirmojoje
lenteléje nurodoma 16 geriausiai istirty PV genciy, jy infekuojami Seimininkai
bei sukeliami pazeidimai (Villiers ir kt., 2004).
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1 pav. 118 PV filogenetinis medis, sudarytas Glasgow universitete naudojant
Treeview kompiutering programg. Skaiciais yra nurodyti PV tipai (Villiers ir
kt., 2004).

1 lentelé. Geriausiai istirtos PV gentys, jy Seimininkai ir sukeliami pazeidimai
(Villiers ir kt., 2004).

Nr. | PV gentys Biologinés savybés

1. Alfa-papilomavirusai Infekuoja Zzmogy ir primatus, sukelia gerybinius ir
piktybinius odos ir gleiviniy navikus.

2. Beta-papilomavirusai Infekuoja zmogy, sukelia odos ir gleiviniy ligas,
infekcija ilgai biina latentingje formoje, suaktyvéja
nusilpus imuninei sistemai.

3. Gama-papilomavirusai Infekuoja zmogy, sukelia Zaizdas odoje.

4, Delta-papilomavirusai Infekcijos sukelia nagy ir raginio audinio pazeidimus,
fibropapilomatozes. Galimas tarpriiSinis infekcijos
perdavimas.

5. Epsilon-papilomavirusai Infekuoja karves, sukelia Zaizdas odoje.

6. Zeta-papilomavirusai Infekuoja arklius, sukelia Zaizdas odoje.

7. Eta -papilomavirusai Infekuoja paukscius, sukelia Zaizdas odoje.

8. Theta-papilomavirusai Infekuoja pauksCius, sukelia zaizdas odoje.

9. lota-papilomavirusai Infekuoja grauzikus, sukelia zaizdas odoje.

10. | Kappa-papilomavirusai Infekuoja triusius, sukelia Zzaizdas odoje.

11. | Lambda-papilomavirusai Infekuoja galvijus, sukelia zaizdas odoje.

12. | Mu-papilomavirusai Infekuoja zmogy, sukelia Zaizdas odoje.

13. | Nu-papilomavirusai Infekuoja zmogy, sukelia odos Zaizdas, gerybinius ir
piktybinius epitelio ar gleiviniy navikus.

14. | Xi-papilomavirusai Infekuoja karves, sukelia zaizdas odoje ir gleivingje.

15. | Omikron-papilomavirusai Infekuoja banginius, sukelia genitalines karpas.

16. | Pi-papilomavirusai Infekuoja  Ziurkénus, sukelia zaizdas odoje ir
gleivinéje.

13




Klinikiniu pozitriu ZPV genotipai klasifikuojami pagal onkogeninj
potenciala. I§skiriami didelés, vidutinés ir mazos vézio rizikos ZPV genotipai.

Virusy tipy klasifikacija pagal onkogeninj potencialg pateikiama 2 lentel¢je.

2 lentelé. Dazniausiai pasitaikan¢iy ZPV genotipy klasifikacija (Villiers ir

kt., 2004).
Didelés rizikos ZPV | Vidutinés rizikos ZPV Mazos rizikos ZPV
genotipai genotipai genotipai
16, 18, 31, 33, 35, 39, | 26, 50, 53, 55 6, 11, 40,42, 43, 44, 54,
45, 51, 52, 56, 58, 59, 61, 72, 81
66, 68, 73, 82

Didelés rizikos ZPV genotipai sukelia gimdos kaklelio vézj, vidutinés
rizikos genotipai vienodu daznumu nustatomi tiek sveikuose tiek véziniuose
audiniuose, o0 mazos rizikos genotipai sukelia nepiktybines odos ir lytiniy taky
gleiviniy karpas (Munoz ir kt, 2003). Labiausiai paplites visame pasaulyje ir
daZniausiai sukeliantis gimdos kaklelio vézj yra ZPV 16 genotipas. Antrasis
pagal paplitima tarp gimdos kaklelio véZio atvejy yra ZPV 18 genotipas
(Clifford ir kt., 2005; Bosch ir kt., 2008; Hammer ir kt., 2015). I3 viso 15 ZPV
genotipy yra priskiriami onkogeniniams (didelés rizikos) ir 3 potencialiai
onkogeniniams (vidutinés rizikos). IS mazos rizikos grupés placiausiai paplite
ZPV 6 ir 11 genotipai. Kity tipy paplitimas skiriasi jvairiuose geografiniuose
regionuose (Gearheart ir kt., 2011; de Sanjose ir kt., 2010).

1.2. ZPV struktiira
7PV yra nedidelis apie 52—55 nm diametro dydZio virusas, sudarytas i
dvigrandés ziedinés DNR (apie 8 kb dydzio) ir kapsidés apvalkalo. Viruso
genomas suskirstytas ] tris regionus: ankstyvyjy geny regionas, vélyvyjy geny

regionas ir ilgasis kontrolinis regionas (angl. long control region, LCR).

1.2.1. ZPV genomas
Viruso genome yra aStuoni savo sekomis persidengiantys genai.

Ankstyvieji genai yra E1, E2, E4, E5, E6 ir E7, 0 vélyvieji — L1 ir L2 genali
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(Favre ir kt., 1975; Zheng ir Baker, 2006). Ankstyvyjy geny regionas uzima

apie 50 % viruso genomo. Viruso genomo struktiira pateikta 2-ame paveiksle.

E6 E7

Replikacijos X i
pradZios tadkas™ h

‘ ‘\‘ 7PV El
\ 7900 bp

L2

| Es5 E2

2 pav. ZPV genomo struktiira (Prendiville ir Davies, 2004).

DNR replikacijoje ir transkripcijoje dalyvauja E1, E2 ir E4 geny
koduojami baltymai. E5, E6 ir E7 yra onkogenai, kurie stimuliuoja Igstelés
augimg. Veélyvyjy geny regionas uzima apie 40 % viruso genomo. Vélyvieji L1
ir L2 genai koduoja strukturinius kapsidés baltymus (Zheng ir Baker, 2006;
Bernard, 2002). Ilgasis kontrolinis regionas uzima apie 10 % genomo. Jame
yra replikacijos pradzios taskas, transkripcijos faktoriy prisiriSimo sritys, bei

ankstyvasis ir vélyvasis promotoriai (Ozbun ir Meyers, 1998; Bernard, 2002).

1.2.2. ZPV baltymai
E1l ir E2 baltymai yra pagrindiniai transkripcijos ir replikacijos
reguliatoriai. Jie jungiasi ir suformuoja kompleksa su replikacijos pradzios
taSku viruso genome. E1 yra nuo ATP priklausoma helikazeé, kuri pries
replikacijg iSvynioja viruso DNR (Mohr ir kt., 1990). E2 baltymas palengvina
E1l baltymo prisiri§ima prie replikacijos pradzios tasko. Jis taip pat pririSa
viruso genomg prie lgstelés branduolio per bromodomeng turint] lgstelés
baltyma — 4 (Brd4). Tokiu budu lasteléms dalijantis virusas paskirstomas j
15



dukterines lasteles (McBride ir kt., 2004). E2 baltymas prisiriddamas prie ZPV
genomo promotorinés sekos, neigiamai reguliuoja onkogeny E6 ir E7 raiska.
Taciau jsiterpus viruso DNR } Seimininko Igstelés genomga, E2 geno DNR seka
prarandama, taip sukeliamas E6 ir E7 geny raiSkos padidéjimas (McBride,
2013).

E4 baltymo intensyviausia raiSka vyksta vélyvojoje viruso infekcijos
fazéje. Sio baltymo didZiausi kiekiai nustatomi virSutiniuose epitelio
sluoksniuose. E4 baltymas suardydamas lgstelés keratino sluoksnj dalyvauja
viruso plitime (Bryan ir Brown, 2001; Bryan ir Brown, 2000; Doorbar, 2013).

E5 yra nedidelis, hidrofobinis baltymas, kuris sutrikdo daugelio Igstelés
membranos baltymy funkcijas (Bravo ir Alonso, 2004). Baltymas E5 veikia ir
kaip onkogenas. Yra Zinoma, kad virusui jsiterpus ] Seimininko genoma,
prasideda intensyvi E6 ir E7 geny raiSka. Sgveikaudami su lgstelés baltymais,
jie skatina lgsteliy proliferacijg ir véZio vystymasi. Viruso integracijos metu E5
geno seka yra prarandama, ta¢iau manoma, kad baltymas E5 kartu su E6 ir E7
baltymais skatina vézio vystymasi virusui esant ir episomy pavidalu (Venuti ir
kt., 2011).

Aukstos rizikos ZPV tipy baltymai E6 ir E7 yra onkobaltymai, kurie
sukelia lasteliy piktybé&jimg. Svarbiausia E6 baltymo funkcija yra jungtis ir
kartu su lastelés ubikvitino ligaze inaktyvuoti baltymg p53, kuris yra lastelés
ciklo reguliatorius. Tuomet sutrinka Igstelés ciklo reguliacija, skatinamas
chromosominis nestabilumas bei kancerogenezés procesas (Rolfe ir kt., 1995;
Kelley ir kt., 2005). Kita svarbi baltymo E6 funkcija yra aktyvinti telomeraze
infekuotose lgstelése ir taip padidinti telomery ilg] epitelinése Iastelése. Yra
nustatyta ir kity lastelés baltymy, kuriuos veikia baltymas EG6, taip trukdydamas
normaliai lgstelés baltymy veiklai (Wallace ir Galloway, 2015).

Pagrindiné E7 baltymo funkcija yra jungtis ir inaktyvinti pRb Seimos
baltymus, kurie yra lIastelés ciklo reguliatoriai. E7 baltymas taip pat aktyvina
lasteliy telomeraze, todél infekuotos Igstelés gali neribotai dalintis (Nishimura
ir kt., 2006; Yim ir Park, 2005).
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Vélyvieji baltymai L1 ir L2 formuoja viruso kapsidg. L1 genas koduoja
didjj; kapsidés baltymg, o L2 mazajj. Jy raiSka vyksta vélai viruso gyvenimo
cikle diferencijuotose epitelio lastelése. Siy baltymy amino rigiéiy sekos yra
konservatyvios tarp skirtingy PV tipy, todél kapsidés baltymai yra tinkami
vakciny ktrimui (Buck ir kt., 2013; Wang ir Roden, 2013).

1.3. ZPV infekcijos ciklas

Zmogaus papilomos viruso infekcijos ciklas vyksta kartu su $eimininko
epiteliniy lgsteliy diferenciacija. Infekcija prasideda nuo viruso DNR patekimo
1 Seimininko epitelio bazines lgsteles per gleivinés jbréZimus. Virusas ] Igstelés
vidy patenka endocitozés biidu, sgveikaujant kapsidés baltymui L1 su lastelés
pavirSiuje esan¢iu heparano sulfatu (Giroglou ir kt., 2001). Viruso patekimas j
lastele uztrunka 1-3 dienas. ZPV patekus j $eimininko lastele, prasideda
ankstyvyjy baltymy E1 ir E2 raiSka, kurie dalyvauja viruso DNR replikacijoje.
Siame etape virusas yra episomy pavidalu. Baltymas E1 jungiasi su ATP
helikaze ir inicijuoja DNR replikacija. E2 baltymas palaiko E1 baltymo
susijungima su DNR bei prisijungdamas prie ZPV promotoriaus slopina
onkogeny E6 ir E7 raiska. Siame etape virusas egzistuoja latentinéje infekcijos
stadijoje. Lasteléje palaikomas zemas viruso DNR kopijy skaic¢ius — nuo 20 iki
100 genomo kopijy. Viruso padauginime dalyvauja Seimininko Igstelés
baltymai, nes virusas nekoduoja DNR replikacijai reikalingy baltymy.
Dalijantis epitelio lasteléms, virusas patenka j dukterines lasteles. Visiskai
diferencijuotose epitelio lastelése viruso DNR kopijy skaicius stipriai padidéja.
Vyksta intensyvesné onkogeny E5, E6 ir E7 raiSka. Taip pat prasideda
velyvyjy kapsidés baltymus koduojanéiy geny raiska ir viruso genomo
padengimas kapsidés L1 ir L2 baltymais. Virusas, pasiekes pavirsinj, visiskai
diferencijuoty epitelio Iasteliy sluoksnj, gali biti perduotas kitiems
Seimininkams (Pyeon ir kt., 2009).

Ilga laika ZPV biina lasteléje episomy pavidalu ir tik visiskai
diferencijuotose lastelése gali integruotis j Seimininko genomg. VéZinése

lastelése virusas aptinkamas tiek integruotas j Seimininko genoma, tiek
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episomy pavidalu. Esant ZPV 16 tipo infekcijai, 70 % vézio atvejy yra su
integruota ZPV DNR | epitelio Igsteliy genoma, 20 % atvejy randama tiek su
integruota tiek su episomine genomo forma ir 10 % atvejy biina tik su
episomine forma. ZPV 18 genotipas vézinése lastelése daZniausiai aptinkamas
tik integruotas j Seimininko genomga (Steenbergen ir kt., 2005). Apie 15-30 %
vézio atvejy virusas randamas tik episomy pavidalu (Pannone ir kt., 2011).
Integracija prasideda, kai E2 geno sekoje atsiranda triikis. Sio proceso metu
7PV praranda dalj savo genomo (prarandami E2, E1, L1 ir L2 genai). I§ 7904
baziy pory | Seimininko genomag jsiterpia 3091 baziy poros, onkogenai E6 ir E7
beveik visada integruojasi (Steenbergen ir kt., 2005). Praradus E2 geno seka,
E6 ir E7 geny raiSka nebeslopinama. Tokia Igstelé pati pradeda gaminti Siuos

baltymus. ZPV onkogeny E6 ir E7 poveikis lastelei pavaizduotas 3 paveiksle.
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3 pav. ZPV onkogeny E6 ir E7 poveikis lasteles gyvenimo ciklui
(https://pharmaceuticalintelligence.com).

E6 baltymas jungiasi su lastelés ciklo reguliatoriumi p53 ir ji
inaktyvuoja. Normaliomis salygomis Igsteléje Sio baltymo aptinkami nedideli
kiekiai, nes baltymas Mdm2 ji ubikvitilina, taip pazymédamas sunaikinimui

proteosomoje. Atsiradus lgstelé¢je DNR pazaidy, baltymas p53 yra
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fosforilinamas, tokia baltymo fosforilinta forma néra atpazjstama baltymo
Mdm?2 ir ciklo reguliatoriaus p53 kiekis stipriai padidéja. Prasideda jvairiy
geny, dalyvaujanéiy lastelés cikle ir apoptozéje, raiska. ZPV baltymui E6
prisijungus prie p53, jis tampa neaktyvus. Tuomet net ir esant DNR pazaidoms,
lastel¢ ir toliau dalinasi, o apoptoz¢ nevyksta (Moody ir Laimins, 2010).
Aukstos rizikos ZPV tipy E6 baltymas aktyvina telomerazés geno raiska.
Vykstant telomery galy ilginimui, véZinés lgstelés gali neribotai dalintis
(Howie ir kt., 2009).

ZPV Dbaltymas E7 jungiasi su lastelés cikla reguliuojaniu
retinoblastomos (pRb) baltymu. Tuomet baltymas pRb nebereguliuoja E2F
transkripcijos faktoriaus, kuris yra atsakingas uz lastelés cikle dalyvaujanciy
baltymy raiska. Tokios nekontroliuojamos lgstelés nebeziista, o pradeda greitai
ir netvarkingai dalintis. Visy ZPV genotipy baltymas E7 jungiasi su pRb,
taciau aukstos rizikos virusy genotipy baltymai pasizymi didesniu

giminingumu (Pyeon ie kt., 2009; Moody ir Laimins, 2010).

1.4. ZPV sukeliamos ligos

7PV sukelia jvairius piktybinius ir nepiktybinius odos, virdutiniy
kvépavimo taky bei lytiniy organy gleiviniy pazeidimus (genitalijy, odos,
gerklés ir gerkly karpas, maksties, varpos, iSangés, gimdos kaklelio, tonziliy
bei liezuvio vézj). Virusas aptinkamas tiek motery, tiek vyry organizmo
epiteliniame lasteliy sluoksnyje. DaZniausiai ZPV uZsikre¢iama lytiniy
santykiy metu, bet ZPV gali bati perduodamas ir gimdymo metu vaikui, taip
pat kontaktiniu biidu per odos ir gleiviniy mikrotraumas. Didelé ZPV genotipy
dalis nesukelia jokiy pakitimy ir per kelis ménesius infekcija praeina savaime.
Apie 90 % ZPV infekcijos atvejy praeina per 2 metus ir tik nedidelé dalis
vystosi iki vézio (Franco ir kt., 1999; Gomes ir Santos, 2007). Hausen H, de
Villiers EM ir Gissmann L buvo pirmieji mokslininkai paskelbe apie ZPV ir
gimdos kaklelio véZio sgsaja (Hausen ir kt., 1981). 2009 metais uz §j atradima

buvo suteikta Nobelio premija.
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1.4.1. Gimdos kaklelio vézys

Gimdos kaklelio vézys yra antras pagal daznj vézys (po kriities vézio)
tarp motery Europos Sgjungos (ES) Salyse. Kiekvienais metais ES Salyse
nustatoma apie 33 tukst. naujy gimdos kaklelio vézio atvejy, apie 15 tukst.
motery ES kasmet mirsta nuo Sios ligos (www.ecdc.europa). Lietuvoje kasmet
nustatoma gimdos kaklelio poky¢iy daugiau kaip 5 tiikst. motery, 1S jy apie 615
vystosi vézys. Sergamumas ir mirStamumas nuo S§io tipo véZio Lietuvoje yra
vienas didziausiy ES (www.hpvcentre.net).

Apie 40 ZPV tipy infekuoja lytiniy organy gleivine. Jais uZzsikre¢iama
lytiniy santykiy metu. Apie 15 ZPV tipy yra siejami su gimdos kaklelio véZio
i§sivystymu. Literattiros duomenimis, 99 % gimdos kaklelio vézio atvejy yra
aptinkama ZPV infekcija (Gearheart ir kt, 2011). Pasaulio sveikatos
organizacijos (PSO) duomenimis, pasaulyje kasmet nuo gimdos kaklelio vézio
mirSta daugiau nei 270 000 motery (www.who.int). Lietuvoje gimdos kaklelio
veZys yra tre€ias pagal paplitimg tarp motery ir pirmas tarp 15—-44 mety motery
(Bruni ir kt., 2015).

Virusas organizme islieka (persistuoja) skirtingg laika, priklausomai nuo
tipo. Véliau infekcija gali idnykti. MaZos rizikos ZPV genotipai persistuoja
apie 4-5 ménesius. Labiausiai paplites ir onkogeniskiausias ZPV 16 genotipas
gali i8bati organizme iki 16 ménesiy, nesukeldamas jokiy lgsteliy pakitimy, 0
véliau i$nykti. Kiti didelés rizikos ZPV genotipai vidutiniskai organizme
iSbiina 8 ménesius (Gearheart ir kt., 2011). Imuninei sistemai nepajégus
susidoroti su infekcija, per kelis metus gali issivystyti lasteliy pakitimai ir
vézys. Sis procesas trunka 10—15 mety (Walboomers ir Jacobs, 1999; Gomes ir
Santos, 2007). Plokscialastelinés gimdos kaklelio karcinomos atveju
dazniausiai aptinkami ZPV 16 ir j ji filogenetiskai panaSiis genotipai.
Adenokarcinomos atveju dazniausiai aptinkamas ZPV 18 genotipas.

ZPV virusas dazniausiai aptinkamas tarp 20-24 mety seksualiai aktyviy
motery. Gimdos kaklelio vézys labiausiai paplites tarp 45-55 mety motery
(Gearheart ir kt., 2011; Bruni ir kt., 2015).
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Isskiriami Sie citologiniai gimdos kaklelio poky¢iai:

1) ASCUS - tai nenustatytos reik§més atipinés ploksciojo epitelio Igstelés.
Lasteliy poky¢iai yra minimalis, kuriuos gali sukelti ne tik ZPV infekcija,
bet ir kiti veiksniai (http://www.cancer.gov).

2) LSIL — tai nedideli lasteliy dydzio ir formos pokyéiai, sukelti ZPV
infekcijos. Daugumai motery Sie pokyciai iSnyksta savaime per 3 metus.
Tac¢iau 15-25 % motery Sie pokyciai progresuoja 1iki Zymiy
plokscialgsteliniy intraepiteliniy poky¢iy (HSIL) (http://www.cancer.gov).

3) HSIL — tai zymis lasteliy dydZio ir formos pokyéiai, sukelti ZPV
infekcijos. Didzioji dalis negydomy S§iy pokyCiy progresuoja iki vézio
(http://www.cancer.gov).

Skiriami du gimdos kaklelio véZio tipai: plokscialgstelinis vézys (SCC)
ir adenokarcinoma (AD). SCC i$sivysto 1§ daugiasluoksnio ploks¢iojo epitelio
lasteliy. Sis vézio tipas sudaro 80-90 % gimdos kaklelio véZzio atvejy.
Adenokarcinoma iSsivysto i$ liaukiniy epitelio lgsteliy. Jis sudaro 10-20 %
gimdos kaklelio vézio atvejy (Saslow ir kt., 2012; http://www.cancer.gov).

7PV infekcija sukelia jvairaus laipsnio histologinius daugiasluoksnio
ploksc¢iojo epitelio pakitimus, vadinamus cervikalinémis intraepitelinémis
neoplazijomis (CIN). CIN apibréziamas kaip sutrikgs epitelio augimas ir
vystymasis. Jam buidingi mikroskopiniai, neuzdegiminiai proliferacijos zidiniai

(Safaeian ir kt., 2007). Skiriami keturi displazijos laipsniai:

1. CIN 1 — lengva displazija, kai 1/3 gimdos kaklelio epiteliniy lgsteliy yra
pakitusios.

2. CIN 2 — vidutin¢ displazija, kai 2/3 gimdos kaklelio epiteliniy lgsteliy yra
pakitusios.

3. CIN 3 — sunki displazija, kai visiskai sutrinka lasteliy dauginimasis, ir
beveik visos gimdos kaklelio epitelio lastelés yra pakitusios.

4. CIS — karcinoma in situ, tai priesvéziné buklé, kuri apima gimdos kaklelio
pavirSinj epiteliniy lgsteliy sluoksnj, taciau neplinta j gretimus audinius

(http://www.cancer.gov).
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Citologiniai ir histologiniai gimdos kaklelio gleivinés epitelio pokyc¢iai

pavaizduoti 4 paveiksle.

Citologija | LSLL | HSIL |
Histologija [ an1 | an2 | CIN3 |
| Normalus | Lengva | Vidutine |  Sunki | Vézys IProgresuojallltis
audinys displazija displazija displazija in situ vézys

integracija Progresuojantis
Vezys

4 pav. ZPV sukelti gimdos kaklelio lasteliy pokyciai (CIN — cervikaliné
intraepiteliné¢ neoplazija; HSIL — Zymis Iasteliy dydzio ir formos pokyc¢iai;
LSIL — nedideli lasteliy dydZzio ir formos pokyciai) (Lowy ir Schiller, 2006).

CIN 1 yra siejama su ZPV infekcija, kuri 60 % visy atvejy pranyksta
savaime. CIN 2 ir CIN 3 yra prieSvézine stadija, kuri iSnyksta savaime tik 30—
40 % atvejy, o negydant daznai progresuoja iki vézio. CIN 1 gali progresuoti j
CIN 3 per kelis ar keliolikg mety, o CIN 3 j CIS per 5-10 mety (Holowaty ir
kt., 1999).

1.4.2. Anogenitalinés srities karpos
Mazos rizikos ZPV genotipai yra susije su gerybinémis papilomomis ir
odos karpomis. Pla¢iausiai paplite Zemos rizikos ZPV genotipai yra 6 ir 11,
PSO duomenimis, sie genotipai sukelia net 90-100 % vyry ir motery genitalijy
karpy. Sie virusai plinta tiesioginio kontakto su infekuotu asmeniu metu.
Uzsikrétus 8iais ZPV genotipais, karpos iSauga po 2—3 ménesiy. Jos retai
vystosi | onkologines ligas. Apie 20-30 % tokiy karpy praeina savaime be
gydymo. Negydomos karpos ilgainiui gali pradéti didéti ir plisti. Susilpnéjus
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Imuninei sistemai, karpos labai iSryskéja. Tokios karpos gydomos jas
pasalinant medikamenty pagalba arba chirurginio gydymo biidu. Koks bus
pasirinktas biidas priklauso nuo karpy riiSies bei jy iSplitimo laipsnio. Taciau
gydymas neuztikrina visisko ZPV ir karpy i$naikinimo, 20-30 % atvejy karpos
atsinaujina (McMillan ir kt., 2012; Handsfield, 2011).

1.4.3. Anogenitalinés srities vézZys
ZPV gali sukelti ne tik gimdos kaklelio véZj, bet ir kity anogenitaliniy
sri¢iy (vulvos, varpos, iSangés) vézj. Vulvos vézys pasitaiko daug re¢iau nei
gimdos kaklelio vézys, o vaginos véZys dar retesnis ir uz vulvos onkologinius
susirgimus (McMillan ir kt., 2012). Varpos vézys taip pat yra retas, sudaro apie
0,5 % visy véziy nustatomy tarp vyry. Esant iSangés véziui, ZPV nustatomas
88-94 % atvejy, vaginos véziui — 40-65 %, vulvos — 40-90 %, o varpos — 40—

50 % atvejy (www.cdc.gov).

1.4.4. Galvos ir kaklo srities vézys

Galvos ir kaklo véziui priskiriamos burnos ertmés, ryklés, nosiaryklés ir
gerkly karcinomos. Tai SeStas pagal paplitimg onkologinis susirgimas zmogaus
organizme (Zandberg ir kt., 2013). Siuose véZio tipuose ZPV aptinkamas 23—
35 % atvejy. Didziausias ZPV paplitimas randamas ryklés véZio atvejais
(36 %), siek tiek maziau burnos ertmés ir ryklés karcinomy atvejais (24 %)
(Kreimer ir kt., 2005). Kaip ir gimdos kaklelio vézio atvejais, daZniausiai
aptinkamas ZPV 16 genotipas (68-87 %). Taip pat randami ir kiti aukstos
rizikos ZPV genotipai: 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52, 56, 58, 59 ir 68 (Zandberg ir
kt., 2013). Zemos rizikos ZPV genotipai (ZPV 6, 11 ir kt.) gali sukelti
papilomatoze kvépavimo taky gleivingje. Papilomos gali uzkimsti kvépavimo
takus, jsiskverbti j plaucius ir sukelti kvépavimo nepakankamumg. Lyginant
infekcijos paplitimg tarp motery ir vyry, serganciy galvos ir kaklo véziu, apie
tris kartus dazniau ZPV randamas tarp vyry (Zandberg ir kt., 2013; Giuliano ir
kt., 2015). Galvos ir kaklo véziu taip pat dazniau serga vyrai, vyresni nei 50

mety. ZPV gali bati uZsikre¢iama lytiniy oraliniy santykiy metu. Tyrimai rodo,
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kad pastaraisiais metais galvos ir kaklo véZio atvejy mazéja, tatiau su ZPV
infekcija susijusiy $io tipo véZio susirgimy daugéja. Be ZPV, pagrindiniais §io
tipo vézio iSsivystymo rizikos veiksniais laikomi riikkymas ir suvartojamo

alkoholio kiekis (Farsi ir kt., 2015).

1.5. Gimdos kaklelio vézio rizikos veiksniai

Epidemiologinés studijos parodé, kad nors ZPV infekcija ir yra
svarbiausias veiksnys sukeliantis gimdos kaklelio vézj, taCiau Siame
kancerogenezés procese svarby vaidmenj atlieka ir kiti jvairiis rizikos
veiksniai. ISskiriami Sie rizikos veiksniai: sudétiniy kontraceptiniy priemoniy
vartojimas, tabako rilkymas, didelis gimdymy skai¢ius, turéty per gyvenimag
seksualiniy partneriy skaicius, kitos lytiniy taky infekcijos. Visa tai lemia, ar
ZPV infekcija i$nyks savaime, ar formuosis gerybiniai gimdos kaklelio
pakitimai, ar lastelés supiktybés ir iSsivystys vézys (Castellsague ir Munoz,
2003).

Duomenys apie ZPV infekcijos ir gimdos kaklelio véZio sasajas su
ilgalaikiu kontraceptiniy priemoniy vartojimu prieStaringi. Vieny tyrimy
duomenimis, sudétiniy kontraceptiniy priemoniy vartojimas ir vartojimo laikas
nepadidina gimdos kaklelio vézio rizikos (Castle ir kt., 2002, 2005; Jensen ir
kt., 2013). Kiti tyrimai parodé, kad $iy preparaty vartojimas padidina gimdos
kaklelio vézio iSsivystymo tikimybe (Castle ir kt., 2002, 2005; Wang ir kt.,
2009; Castellsague ir kt., 2006; Appleby ir kt., 2007). Nustatytas ZPV
infekcijos rysys su ilgalaikiu sudétiniy kontraceptiniy tableciy vartojimu (ilgiau
nei 5 metai) (Ley ir kt., 1991; Kjaer ir kt., 1997; Marks ir kt., 2011). Manoma,
kad $ios kontraceptinés priemonés gali daryti poveikj nuo ZPV priklausomui
karcinogenezés procesui. Taip pat vartojant Siuos preparatus atsiranda
gleivinés poky¢iy, kurie padidina rizika uzsikrésti nauja ZPV infekcija arba
prailgina viruso buvimo laika organizme. Didesnis ZPV infekcijy atvejy
skaicius tarp motery vartojanciy sudétines kontraceptines tabletes siejamas ir
su motery lytiniais hormonais. Tyrimai rodo, kad lytiniai hormonai stimuliuoja

7PV onkogeny raiska lasteliy linijose, veikia gimdos kaklelio vietinj imuninj
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atsakg ir skatina lasteliy proliferacijg (Mitrani-Rosenbaum ir kt., 1989; Mittal ir
kt., 1993; Delvenne ir kt., 2007; Gariglio ir kt., 2009).

Ilgalaikis ir intensyvus riukymas taip pat didina gimdos kaklelio vézio
iSsivystymo rizikg. Nustatyta, kad tabako metabolitai patenka ir tiesiogiai
veikia gimdos kaklelio gleiving. Sios medZiagos slopina vietinj imuninj atsaka
gimdos kaklelio Igstelése ir gali prisidéti prie ilgesnio viruso gyvavimo
lasteléje ir piktybinés 1gsteliy transformacijos (Yang ir kt., 1996; Prokopczyk ir
kt., 2009). Manoma, kad riikymas yra svarbiausias, nepriklausantis nuo ZPV
infekcijos, rizikos veiksnys, sukeliantis didelio laipsnio gimdos kaklelio
pakitimus (Adam ir kt. 2000). Nustojus riikyti, daznai iSnyksta ir gimdos
kaklelio pazeidimai (Castellsague ir Munoz, 2003).

Asmenys, turintys daug seksualiniy partneriy arba turintys lytinius
santykius su partneriu, kuris turé¢jo daug seksualiniy partneriy, turi didesne
rizika uzsikrésti ZPV (Peyton ir kt. 2001). Ankstyva lytinio gyvenimo pradzia
taip pat didina tikimybe uZsikrésti ZPV infekcija, nes paauglystéje gimdos
kaklelio epitelyje gaminamas mazas apsauginiy gleiviy kiekis, todél gleiviné
yra jautresné ir lengviau pazeidZiama lytiSkai plintanciy infekcijy (Bosch ir kt.
2002). Taip pat daugelis autoriy mano, kad kuo anksciau prasideda motery
lytinis gyvenimas, tuo daugiau lytiniy partneriy ji sutinka per gyvenimg ir tuo
didesné tikimybé uzsikrésti ZPV (Bayo ir kt., 2002).

Nustatyta sgsaja ir su gimdymy skai¢iumi ir gimdos kaklelio vézio
atsiradimu. Moterys, infekuotos ZPV ir turéjusios 7 ir daugiau gimdymy, turi 4
kartus didesng¢ rizikg susirgti gimdos kaklelio véziu uz moteris, kurios yra
infekuotos ZPV, ta¢iau negimdZiusios (Munoz ir kt., 2002). Padidéjusi rizika
gali buti dél didesnio hormony kiekio ir susilpnéjusio imuniteto (Appleby ir
kt., 2006). Gimdos kaklelio piktybiniai pakitimai vystosi toje vietoje, kur
gimdymo metu buvo pazeistas gimdos kaklelis (Castle, 2004; Williams ir kt.,
2011).

Lytiniu keliu perduodamos infekcijos (Citomegalo virusas, 2, 6 ir 7 tipo
zmogaus herpes virusai, Chlamydia trachomatis bakterija) taip pat siejamos su

didesne gimdos kaklelio i$sivystymo rizika. Manoma, kad §ios infekcijos yra
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susijusios su ilgesniu ZPV infekcijos issilaikymu organizme (Dias ir Sousa,
2013; Wohlmeister ir kt., 2016; Chan ir kt., 2001).

Svarbiis kancerogenezés rizikos veiksniai yra ZPV onkogeniskumo
laipsnis, viruso kopijy skai¢ius, keliy ZPV genotipy ko-infekcija. Pladiausiai
paplite aukstos rizikos ZPV genotipai ZPV 16 ir 18 sukelia piktybiskesnes ir
grei¢iau progresuojancias onkologines ligas (Baseman ir Koutsky, 2005).
Ligos sunkumas tiesiogiai priklauso ir nuo viruso kiekio organizme. Yra
zinoma, kad ZPV 16 genotipas gali pasiekti daug didesnj kopijy skaié¢iy uz kity
virusy genotipus (Swan ir kt., 1999). Infekcija keliy genotipy ZPV virusais taip
pat didina gimdos kaklelio véZio rizika. DaZniausiai pasitaiko dviejy ZPV
genotipy ko-infekcija, tadiau randami ir trys, keturi ar net penki ZPV genotipai

viename meéginyje (Quint ir kt., 2001; L1 ir kt., 2016).

1.6. Epigenetiniai ZPV genomo poky¢iai

Epidemiologiniai ir molekuliniai tyrimai parodé, kad gimdos kaklelio
vézio iSsivystymui jtakos turi ir genetiniai bei epigenetiniai veiksniai (Lazo,
1999). Dazniausiai geny raiska yra reguliuvojama DNR metilinimo biidu. Sio
proceso metu metilo grupé yra prijungiama prie citozino bazés, fermento DNR
metiltransferazés pagalba. Tokia modifikuota bazé trukdo vykti geny raiskai,
neleisdama prisijungti transkripcijoje dalyvaujantiems baltymams arba
pakeisdama chromatino struktirg. Pastaryjy mety daugelis tyrimy parodé rysj
tarp DNR metilinimo ir jvairiy ligy, tarp jy ir véZio (Kulis ir Esteller, 2010).

7PV ilgajame kontroliniame regione (LCR) yra ankstyvyjy geny
prmotoriy sekos, tarp jy ir onkogeny E6 ir E7, transkripcijos stiprikliy
prisijungimo sritys bei DNR replikacijos pradzios seka (Burd, 2003). Sios
srities DNR metilinimas gali biiti vienas 1§ E6 ir E7 geny raiSkos reguliavimo
bidy. Keletas tyrimy parodé, kad ZPV 16 tipo LCR srities DNR metilinimo
daznis didéja esant sunkesniems gimdos kaklelio pakitimams (Ding ir kt.,
2009; Hong ir kt., 2008; Kalantari ir kt., 2004). VéZio atveju ZPV 16 tipo DNR
sekos daznai integruojasi | Seimininko genomg tandeminiais pasikartojimais,

kurie yra DNR metilinimo taikiniai (Daniel ir kt., 1995). Manoma, kad toks
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ZPV DNR metilinimas yra kaip $eimininko gynybos mechanizmas pries
svetimg integruota DNR. Tac¢iau DNR metilinimas buvo aptiktas ir tarp sveiky
asmeny (Ding ir kt., 2009; Hong ir kt., 2008; Kalantari ir kt., 2004). ZPV 18
tipo atveju DNR metilinimas LCR srityje nebuvo aptiktas (Turan ir kt., 2006;
Badal ir kt., 2004).

Kita sritis tiriama kaip DNR metilinimo taikinys yra kapsidés baltyma
koduojantis genas L1, esantis prie§ LCR sritj. Nustatyta, kad ZPV 16 ir 18 tipy
L1 geno metilinimo daznis koreliuoja su gimdos kaklelio pakitimy laipsniu
(Kalantari ir kt., 2004; Turan ir kt., 2006; Badal ir kt., 2004; Bryant ir kt.,
2014). Manoma, kad $ios srities metilinimas yra ZPV integracijos j §eimininko
genomg rezultatas (Kalantari ir kt., 2004; Bryant ir kt., 2014; Kalantari ir kt.,
2008; Van Tine ir kt., 2004; Kalantari ir kt., 2010).

Paskelbta nedaug duomeny apie kity ZPV tipy metilinimo tyrimus.
Buvo analizuoti ZPV 31, 33, 45, 52, 58 genotipai. Juose didesnis metilinimo
daznis aptiktas L1 geno srityje, lyginant su LCR. Kituose aukstos rizikos ZPV
tipuose DNR metilinimas néra tirtas (Murakami ir kt., 2013; Vasiljevic ir kt.,
2014). Zemos rizikos ZPV tipy (6 ir 11) genomas yra nemetilintas (Ure ir
Forslund, 2012; Gall ir kt., 2011). Iki Siol néra zinoma kaip lgsteliy DNR
metiltransferazés atpaZjsta ZPV DNR sekas ir koks DNR metilinimo vaidmuo

ZPV infekcijos ciklui.

1.7. Imuninés sistemos atsakas j ZPV

Daugumai asmeny po ZPV infekcijos iSsivysto stiprus lastelinis
imunitetas, kuris pasalina lasteliy poky¢ius, atsiradusius dél ZPV. Daliai
asmeny i$sivysto ir humoralinis imuninis atsakas, kurio metu pasigamina
antiklinai prie§ viruso kapsidés L1 baltymg. Taciau antikiing kiekis
dazniausiai biina labai maZzas, o atsakas pavéluotas. Taip yra, nes L1
baltymai pradedami gaminti tik vélyvoje infekcijos stadijoje pilnai
diferencijuotose epitelio Igstelése, todél sunkiai pasiekiami organizmo

imuninei sistemai (O'Brien ir Campo, 2003).
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7PV turi keleta biidy, kaip i§vengti pilnaveréio imuninio atsako. ZPV
infekuoja gleivinés lasteles, o vietinis gleiviniy imunitetas néra toks stiprus
ir veiksmingas kaip sisteminis imuninis atsakas. Be to, gleiviniy imunitetas
yra trumpalaikis, nesusidaro ilgalaiké atmintis, tod¢l gali jvykti pakartotiniai
uzsikrétimai. Taip pat ZPV infekcijos metu yra gaminami tik
nesekretuojami baltymai, jy raiska yra silpna ir vyksta tik organizmo lasteliy
branduolyje. Silpnai aktyvinamas yra ir jgimtas imunitetas, nes virusai
slopina priesvirusiniy citokiny gamybg (Kanodia ir kt., 2007).

Tyrimai su gyviinais parodé, kad antik@inai gali apsaugoti nuo ZPV
infekcijos, nors organizme infekcijos metu susidaro tik nedideli jy Kiekiai.
Suleidus vakcing prie§ ZPV, pasigamina daug didesnis antikiiny kiekis nei
natiralios infekcijos metu. Viruso patekimas ] lgsteles vyksta létai (maziausiai
12-14 valandy), todél po vakcinacijos pasigaming antikiinai spéja uzblokuoti

viruso patekimg j Iasteles (Sapp ir Day, 2009).

1.8. Vakcinos prie§ ZPV infekcija

Siekiant apsisaugoti nuo ZPV buvo sukurtos trys vakcinos. Pirmoji
2006 m. Gardasil vakcina buvo sukurta JAV firmos Merck Sharp & Dohme
(MSD). Vakcina apsaugo prie§ keturis ZPV tipus: 16, 18, 6 ir 11. Antroji
Cervarix vakcina buvo sukurta 2009 m., Belgijos kompanijos
GlaxoSmithKline (GSK). Si vakcina apsaugo pries 2 tipus: 16 ir 18. Naujausia
Gardasil 9 vakcina sukurta 2014 metais tos pacios JAV kompanijos Merck
Sharp & Dohme. Vakcina apsaugo pries 9 ZPV tipus (6, 11, 16, 18, 31, 33, 45,
52, 58) (Bosch ir kt., 2016). Visos vakcinos sukurtos panaudojant L1 baltyma,
kuris formuoja virusg primenancias daleles. Imunizuojant Siomis vakcinomis,
pasigamina dideli antiktiny kiekiai (Kjaer ir kt., 2009; Paavonen ir kt., 2009).
Tyrimai rodo, kad vakcinos prie§ ZPV suteikia ilgailaike apsauga. Nuo
pirmosios vakcinos sukiirimo pra¢jo deSimt mety, visg $j laikotarpj apsauga
iSlieka. Koks ilgiausias vakcinos veiksmingumo laikas, néra zinoma (Lehtinen

ir Dillner, 2013). Jvairiose Salyse rekomenduojamas jvairus amzius, kada atlikti
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vakcinacija. Neatsizvelgiant  Siuos skirtumus, vakcinacijg reikéty atlikti pries

prasidedant moters lytiniam gyvenimui (Campo ir Roden, 2010).

1.9. ZPV infekcijos nustatymo metodai
ZPV infekcijos nustatymui yra sukurta jvairiy citologiniais ir
molekulinés biologijos metodais paremty reagenty rinkiniy. Tarpusavyje
metodai skiriasi savo specifiSkumu ir jautrumu. Tyrimo tikslumui turi jtakos ir

meéginio paémimo metodas, ir vieta, i§ kurios paimama medziaga.

1.9.1. Citologiniai ZPV infekcijos nustatymo metodai

Gimdos kaklelio epiteliniy lgsteliy poky¢iai nustatomi trijy tipy
citologiniais metodais: citologiniu tepinéliu (PAP), skystyjy terpiy citologinis
tyrimas ir kolposkopija su biopsija. 1940 m. PAP testg pasitilé JAV profesorius
G. Papanicolau. Atliekant testa, specialiu Sepetéliu yra paimamos epitelinés
lastelés nuo gimdos kaklelio pavirSiaus. Mikroskopu nustatomos jau pakitusios
epitelio lgstelés. PrieSvézinése lgstelése vyksta daug morfologiniy pokyciy,
kuriuos padeda aptikti Sis testas dar prie$ susergant véziu (Castle ir kt., 2009).
Nuo 2004 m. Lietuvoje vykdoma gimdos kaklelio patalogijos atrankinés
patikros programa. Programos tikslas — sumazinti sergamuma ir mirtinguma
nuo gimdos kaklelio vézio. Pagal §ig programa nemokamai pasitikrinti gali 25—
60 m. moterys vieng kartg per trejus metus.

Skystyjy terpiy citologinis tyrimas atlickamas nuplaunant gimdos
kaklelio lasteles nuo paémejy specialiose terpése. Tokioje terp¢je lastelés yra
atskiriamos nuo gleiviy, kraujo ir bakterijy, todél tepinélis tampa daug
kokybiskesnis, o specialistui lengviau jj vertinti. Dar vienas skystos terpés
tyrimo privalumas yra tas, kad i§ likusiy lasteliy terpéje galima atlikti ZPV
DNR tyrima (Wilson, 2016). Ruosiant paprastg tepin¢lj dalis 1gsteliy lieka ant
paémeéjo, dalis pazeidziamos, yra daug priemaiSy, todél tyréjams biina sunku
istirti Iasteles, o atsakymas daznai btina netikslus (Murphy ir kt., 2003).

Kolposkopija yra gimdos kaklelio apziiiréjimas specialiu optiniu

prietaisu — kolposkopu. Prietaisas vaizda didina 15-50 karty. Sis metodas
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padeda nustatyti tikslig poky¢iy vieta, iSplitimo laipsnj bei parinkti biopsijos
vieta.

Citologiniais metodais nustatomos jau pakitusios epitelinés lgstelés,
ta¢iau ZPV infekcija néra nustatoma. Sie metodai yra paplite ir naudojami
gydytojy ginekology. Taciau jie yra gana Zemo jautrumo ir specifiSkumo, bei
neidentifikuoja ZPV genotipy. Nustatyta, kad $iais metodais diagnozuojant
vézinius pakitimus gaunama apie 30 % Kklaidingai teigiamy rezultaty ir 15—

50 % klaidingai neigiamy rezultaty (Castle ir kt., 2009).

1.9.2. Serologiniai ZPV nustatymo metodai
Serologiniais ZPV nustatymo metodais yra aptinkami antikiinai pries
ZPV. Antikiinai gali bati aptinkami daugelj mety, todél taikant serologinius
metodus nenustatomas infekcijos laikas. Siy metody jautrumas ir
specifiskumas yra Zemas, jais neidentifikuoamas ZPV genotipas. Jie néra
naudojami ZPV diagnostikai, ta¢iau metodai yra tinkami norint jvertinti ZPV
ar vakcinos  sukeltg humoralini imuninj atsakag ar  atliekant

seroepidemiologinius ZPV tyrimus (Dillner, 1999; Molijn ir kt., 2005).

1.9.3. Su ZPV infekcija susije lasteliy Zymenys

Pastaruoju metu intensyviai ieSkoma lgsteliy Zymeny, kurie leisty aptikti
del ZPV infekcijos pakitusias Iasteles. Daugiausia tyrimy buvo atlikta su Cdc6,
Mcm5, MN ir p16™<** baltymais. Cdc6 ir Mcm5 dalyvauja lasteles DNR
replikacijoje. Vézinése lastelése Siy baltymy raiSka suintensyvéja, taiau jy
diagnostiné verté nedidelé, nes jy raiSka vyksta ir normaliose lgstelése.
Baltymas MN yra transmembraninis glikoproteinas, turintis karboanhidrazes
domena. Sis baltymas randamas vézinése gimdos kaklelio Igstelése, tadiau
aptinkamas ir kai kuriose normaliose organizmo lgstelése (Cudzik ir kt., 2006,
Murphy ir kt., 2003).

Baltymas p16"™<**

yra perspektyviausias gimdos kaklelio véZio

INK4A
6

diagnostikos Zymuo. pl yra veézio slopiklis, jo raiSka suintensyveja,

ivykus ZPV sukeltai onkogeninei lasteliy transformacijai. Viruso E7 baltymas
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inaktyvina reguliacinj pRb baltyma. Tuomet prasideda transkripcijos faktoriaus
E2F raiska, kuris aktyvina CDKN2A geno raiska. Sio geno koduojamas
baltymas ir yra p16™"** (Regauer ir Reich, 2007).

Normaliose lastelése baltymas pl16"™<** inhibuoja cdk4/6 ciklino D
komplekso veikimg, todél baltymas pRb néra fosforilinamas. Tuomet pRb
jungiasi su transkripcijos faktoriumi E2F, kuris yra atsakingas uz lgstelés cikle
dalyvaujanéiy baltymy raiska. Infekuotose lastelése ZPV baltymas E7 suardo
pRb baltyma, neleisdamas jungtis su transkripcijos faktoriumi E2F. Tokios
lastelés pradeda greitai ir netvarkingai dalintis, jose prasideda intensyvi
p16™** baltymo raiska (Ishikawa ir kt., 2006). Baltymo p16™"“** raiskos

padidéjimas pavaizduotas 5 paveiksle.

P16 raidka vézinése lastelése

_ ;|
I .7:""1("1“ l—'—.|.> R Lastelés ciklo
1 \EEF) _’ * ~l29_’aktyvinimas

Promotorius  p16™"**genas Promotorius p16™ genas

!

5 pav. Baltymo p16™** raigkos poky&iai lasteléje, susije su ZPV infekcija
(www.perunavitacomeprima.org).

D¢l intensyvios p16™<4A

raiSkos, baltymas gali biiti naudojamas kaip
gimdos kaklelio intraepiteliniy poky¢iy zymuo. Nustatyta, kad nedideli
pakitimai (CIN), kuriuose aptinkama nedidelé p16™<** raiska, daZniau
progresuoja j didesnio laipsnio CIN pakitimus (Kalof ir kt., 2006, Ishikawa ir
kt, 2006). Taip pat p16™“** raiska yra maZesné, esant Zemos rizikos ZPV
infekcijai. Be to, manoma, kad skirtingose gimdos kaklelio neoplazijos
stadijose p16™<** raigka taip pat gali bati skirtingo lygio (Agoff ir kt., 2003).
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7PV diagnostikos tikslais §io baltymo raiska patogu tirti imunohistocheminiu

metodu, kuris yra nesudétingas ir nereikalauja brangios jrangos.

1.9.4. In situ hibridizacija

In situ hibridizacijos metodai paremti Zyméty zondy ir ZPV DNR
sgveika. Dazniausiai diagnostinése laboratorijose naudojamas JAV pagamintas
prietaisas ,,The hybrid Capture II system®, (Digene Corp., JAV)
(www.digene.com). Sioje sistemoje naudojami pazymeéti RNR zondai, kurie
jungiasi su taikiniu ZPV DNR. Saveikos signalui matuoti naudojami
monokloniniai antik@inai ir chemiliuminescencinis substratas. Zondai yra
dviejy rasiy: vienu nustatomi zemos rizikos ZPV genotipai (6, 11, 42, 43 ir
44), kitu — aukstos rizikos genotipai (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59 ir 68). Sistema yra patvirtinta FDA ir yra naudojama jvairiose Salyse. ,,The
Hybrid Capture II* metodas turi keletg triikumy: nors aukstos ir zemos rizikos
ZPV genotipai atskiriami, ta¢iau jie neidentifikuojami. Taip pat metodo
jautrumas yra gana Zemas — ZPV nustatymo riba yra 5000 kopiju (Dunne ir kt.,
2007; Bozzetti ir kt. 2000; Lorincz, 1996).

1.9.5. Polimerazés grandining reakcija (PGR)

ZPV infekcijos nustatymui daugelis diagnostiniy ir moksliniy
laboratorijy naudoja PGR metodg. Aptikus viruso DNR tiriamame méginyje,
PGR metodu galima nustatyti ir ZPV genotipa. ZPV tipo nustatymas padeda
prognozuoti vézio atsiradimo rizikg, parenkant stebéjimo ir gydymo plang.
Taip pat ZPV tipy paplitimo nustatymas svarbus kuriant vakcinas.

Nukleortig§¢iy amplifikacijos reakcijos iSsiskiria i§ kity diagnostikos
metody savo jautrumu ir specifiSskumu. PGR metodu galima aptikti 5 — 10
viruso DNR kopijas (Gravitt ir kt., 2000). 15-20 % motery, kurioms nebuvo
rasta citologiniy pakitimy PAP testu, gali bati aptikti aukstos rizikos ZPV
genotipai PGR metodu (Jacobs ir kt., 1999).

ZPV nustatymui yra naudojami konservatyviis L1 ir E geny seky

fragmentai. Atlikus daugelio ZPV DNR seky palyginima, nustatytas didelis
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heterogeniskumas. Néra net 15-20 nukleotidy sekos, kuri buty vienoda tarp
visy viruso tipy. Todél naudojant bendra ZPV infekcija nustatanéius PGR
metodus méginyje aptinkama tik apie 20 — 50 ZPV tipy. Siuo metu yra
sukurtos ir dazniausiai jvairiose mokslinése ir diagnostinése laboratorijose
naudojamos kelios PGR pradmeny sistemos.

1990 m. buvo sukurta GP5 ir GP6 pradmeny sistema, kuria aptinkama
11 ZPV tipy, tadiau atskiri ZPV genotipai néra identifikuojami (Snijders ir kt.,
1990). Pradmenys yra komplementartis L1 geno sekai. Po penkeriy mety Siy
pradmeny sistema buvo modifikuota, prie 3¢ galo pridedant po tris nukleotidus,
taip stabilizuojant pradmeny ir DNR kompleksa (GP5+/GP6+). Sis pradmeny
patobulinimas leido aptikti apie 35 skirtingus ZPV genotipus viename
méginyje (Husman ir kt., 1995). Po trylikos mety GP5+/GP6+ pradmenys buvo
modifikuoti dar karta, siekiant efektyviau nustatyti tam tikrus genotipus. Kai
kurie pradmeny nukleotidai buvo pakeisti inozinu, kuris gali sudaryti porg su
bet kuriuo nukleotidu ir sistema papildyta didesniu kiekiu pradmeny (8
tiesioginiai ir 2 griztamieji). Su §ia pradmeny sistema efektyviau nustatomi $ie
genotipai: 30, 39, 42, 44, 51, 52, 53, 68, 73, 82 (Schmitt ir kt., 2008).
Naudojant visas Sias PGR pradmeny sistemas yra gaunami 150 bp ilgio DNR
fragmentai.

Dar viena pradmeny sistema buvo sukurta 1993 m. Sistemg sudaro
vienas tiesioginis CP-I ir du grjztamieji CP-1IG ir CP-1IS pradmenys.
Pradmenys yra komplementartis E1 geno sekai. Aptinkama apie 30 skirtingy
7PV genotipy, o PGR fragmenty ilgis yra 188 bp (Tieben ir kt., 1993).

1999 m. Svedijoje buvo sukurtas dar vienas pradmeny rinkinys
(FAP59/64). Pradmenys yra komplementariis ZPV L1 geno sekai. Nustatoma
apie 20 skirtingy ZPV genotipy. PGR produkto ilgis 480 bp (Forslund ir kt.,
1999).

1998 m. buvo sukurtas sesiy pradmeny rinkinys (Spfl/ spf2). Pradmenys
yra komplementaris ZPV L1 geno sekai. Siuose pradmenyse kai kurie

nukleotidai yra pakeisti inozinais, kad sudaryty pora su ypa¢ variabiliais viruso
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nukleotidais. Autoriy duomenimis nustatoma apie 43 skirtingi ZPV genotipai.
PGR produkto ilgis 65 bp (Kleter ir kt., 1998).

1992 m. buvo sukurta 2 pradmeny sistema (MYO09/11). Su jais
aptinkama apie 30 skirtingy ZPV tipy. Pradmenys komplementariis ZPV L1
geno sekai (Bauer ir kt., 1992). 2000 metais §i sistema buvo modifikuota.
Vietoje dviejy pradmeny buvo sukurtas 18 pradmeny rinkinys (PGMY09/11).
Sistema sudaryta i§ 5 tiesioginiy ir 13 griztamyjy pradmeny. Si modifikacija
leido padidinti sistemos jautrumg ir specifiSkumg. Pradmenys yra
komplementariis L1 geno sekai. Autoriai teigia, kad su ja aptinkama apie 40
skirtingy ZPV genotipy. PGR produkto ilgis 450 bp (Gravitt ir kt., 2000).

Siekiant nustatyti viruso DNR kopijy skai¢iy méginyje, yra naudojama
kiekybiné PGR (kPGR). Siuo metodu yra stebima tiesioginé koreliacija tarp
pradinio viruso kiekio méginyje ir kiekio konkre¢iame dauginimo cikle. kPGR
metodas turi ir prognosting reikSme, nes didé¢jant viruso DNR kopijy skaiciui,
didéja ir vézio rizika (Ylitalo ir kt., 2000). Nors §is metodas yra specifiskas ir
jautrus, taciau jj yra sudétinga pritaikyti rutininiam meéginiy tikrinimui, nes jam
reikalingi brangiis reagentai ir jranga (Biedermann ir kt., 2004).

Aptikus ZPV infekcija, biitina nustatyti ir viruso genotipa. Viruso
genotipy identifikavimas yra svarbus ankstyvajai ZPV diagnostikai, véZio
prevencijai, epidemiologijai, vakciny karimui. Esant didelés rizikos ZPV
genotipui, padidéja rizika iSsivystyti gimdos kaklelio véziui (Sotlar ir kt.,
2004).

Klinikinés laboratorijos dazniausiai naudoja pacdiy sukurtas
genotipavimo PGR sistemas, kuriose derina pradmenis specifiSkus jvairiems
ZPV genotipams. Gaunamy PGR produkty ilgiai turéty skirtis bent 20 bp
(Nishiwaki ir kt., 2008). ZPV genotipai gali biiti nustatomi naudojant ir kKPGR
metoda (Strauss ir kt., 2000; Cubie ir kt., 2001). Tagiau ZPV diagnostikoje
pritaikyti kPGR metoda yra sudétinga, nes naudojami ne tik skirtingi
pradmenys, bet ir zondai, kuriems reikalingos PGR salygos gali skirtis. Todél
metodo optimizavimas daznai biina sudétingas, reikalaujantis daug laiko ir

darbo sgnaudy (Hart ir kt., 2001).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI
2.1. Medziagos
25mM MgCl,, agarozé, dATP, dTTP, dGTP, dCTP, dUTP, DNR dazas — 6X
Orange Loading Dye Solution, 6x Loading Dye, DNR endonukleazé (DNazé
I), DNR molekulinés masés standartai — O°GeneRuler™ Low Range,
O‘GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder, GeneRuler'™ 1kb DNA Ladder Plus, Fast
Digest restrikcijos endonukleaziy buferininis tirpalas, glikogenas (20 mg/ul),
Hot Start PGR buferinis tirpalas (10x), IPTG (izopropil-beta-D-
tiogalaktopiranozidazé), jautio serumo albuminas (BSA), Maxima™ Probe
qPCR MasterMix (2x) miSinys, Maxima™ Hot Start Taq DNR polimeraze,
Poly(A), proteinazé K (20 mg/ml), ribonukleaziy inhibitorius — RiboLock™
Rnase Inhibitor, RNR dazas — 2x RNA Loading Dye, RNR molekulinés masés
standartas — RiboRuler™ High Range RNA Ladder, Sapl restrikcijos
endonukleazé, sterilus, be nukleaziy vanduo, T4 DNR ligazé ir buferinis

tirpalas, uracil - DNR glikozilazé (Thermo Fisher Scientific Baltics, Lietuva).

8-oksichinolinas, cinko chloridas, gentamicino sulfatas, izopropanolis, ksileno
cianolis, laurilo sarkozilas, L-glutaminas, li¢io chloridas (LiCl), metanolis,

saponinas, tartrazinas, Tri-(hidroksimetil)-aminometanas (Tris) (Sigma, JAV).

Amonio acetatas (CH;COONHy,), chloroformas, dimetilsulfoksidas (DMSO),
etidzio bromidas, fenolis (CsHsOH), glicerolis, kalcio chloridas (CaCl,), kalio
chloridas (KCI), kalio divandenilio fosfatas (KH,PO,4) natrio acetatas
(C,H3NaO,), natrio chloridas (NaCl), natrio citratas (NaH,CgHsO-), natrio
hidrofosfatas (Na,HPO,), natrio hidroksidas (NaOH), (Roth, VVokietija).

Ampicilinas (AppliChem, Vokietija).

Betainas, etilendiamintetraacto rugstis (EDTA) (Fluka, Vokietija).
Druskos rigstis (HCI) (VWR International, Anglija).

Etanolis 96 % (Vilniaus degtiné, Lietuva).

Fetalinis verSiuko serumas (FS) (Biochrom, Vokietija).
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Guanidino tiocianatas (NH,C(NH)NH,CHNS) (Serva, Vokietija).

2.1.1. Terpés ir tirpalai

Urogenitaliniy nuograndy ir burnos méginiy transportavimo terpés:

Urogenitaliniy nuograndy méginiy transportavimo terpé (22 % etanolis, 3 %
metanolis, 18 % izopropanolis, 100 mM natrio acetatas, 150 mM natrio
chloridas, 5 mM EDTA; 0,005 % saponinas, 0,2 % cinko chloridas).

BD SurePath — urogenitaliniy nuograndy méginiy transportavimo terpé (BD
Bioscience, JAV).

Cymol — burnos epiteliniy lgsteliy transportavimo terpé (Copan, Italija).

Lasteliy ir E.coli bakterijy augimui naudojamos terpés ir tirpalai:

Agarizuota LB terpé (pH = 7) (1 % peptono, 0,5 % mieliy ekstrakto, 0,5 %
NacCl, 2 % agaro).

LB terpé (pH = 7) (1 % peptono, 0,5 % mieliy ekstrakto, 0,5 % NaCl).

Lasteliy auginimo terp¢ (RPMI-1640 terpé su 2 mM L-glutamino, 200 pg/ml
gentamicino, 10 % FS).

Neseruminé terp¢ (RPMI-1640 terp¢ su 2 mM L-glutamino, 200 pg/ml
gentamicino).

Fosfatinis buferinis tirpalas (PBS) (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM
Na,HPO,, 1,8 mM KH,PQO4, pH = 7,2).

Tripsino tirpalas (0,05 % tripsino, 0,02 % EDTA, PBS, pH 7,2).

Fiziologinis tirpalas (0,15 M NacCl).

E.coli kompetentiniy lasteliy ruoSimui naudoti tirpalai:
CaCl, tirpalas (5 mM Tris-HCI (pH = 7,4-8,0), 5 mM MgCl,, 100 mM CacCl,).
NacCl tirpalas (5 mM Tris-HCI (pH = 7,4-8,0), 5 mM MgCl,, 100 mM NacCl).

DNR elektroforezés tirpalai:

Tris acetatinis elektroforezés buferinis tirpalas (TAE) (40 mM Tris, 20 mM

acto ragstis, 1 mM EDTA, pH 8,0)
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Agarozes tirpalai (1-2 % agarozés TAE buferiniame tirpale)
Etidzio bromido tirpalas (10 mg/ml)

RNR ir DNR gryninimo tirpalai:

Licio chlorido tirpalas (0,1 M LiCl tirpalas TE buferiniame tirpale)

LysSol tirpalas (4 M guanidino tiocianatas, 25 mM natrio citratas pH 7, 0,5 %
laurilo sarkozilas)

NaSol tirpalas (2 M natrio acetatas pH 4,0)

SepSol (vandeniu prisotintas fenolio tirpalas, turintis 0,1 % 8-oksichinolino,
sumaisytas su chloroformu, santykiu 5:1)

TE buferinis tirpalas (10 mM Tris, 1 mM EDTA)

2.1.2. Rinkiniai

DNR gryninimo i$ klinikiniy méginiy rinkiniai:

Sorpo clean™ Genomic DNA Extraction Module (UAB Sorpo, Lietuva)
GeneJET™ Genomic DNA Purification Kit ir MagJET Genomic DNA Kit

(Thermo Fisher Scientific Baltics, Lietuva).

DNR fragmenty po PGR reakcijos gryninimo rinkiniai:
DNA Extraction Kit, GeneJET™ PCR Purification Kit ir Gene JET Gel
Extraction and DNA Cleanup Micro Kit (Thermo Fisher Scientific Baltics,

Lietuva).

DNR fragmenty jterpimo j vektoriy rinkinys:
CloneJET™ PCR Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific Baltics, Lietuva).

Plazmidziy gryninimo rinkinys:

GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific Baltics, Lietuva).
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kDNR sintezés nuo RNR rinkiniai:
Maxima First Strand cDNR Synthesis Kit for RT-gPCR ir RevertAid™
Premium First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific Baltics,

Lietuva).

DNR metilinimo nustatymo rinkinys:
DNA Methylation-Gold Kit (Zymo Research, JAV).

2.1.3. Pradmeny sistemos

Darbe naudoti pradmenys buvo susintetinti ir gauti IS Metabion
International AG (Vokietija). GP5+/GP6+ ir PGMY09/11 sistemy pradmenys
buvo pasirinkti remiantis literatiiros duomenimis (Husman ir kt., 1995; Gravitt
ir kt., 2000). HR_HPV sistemos pradmenys buvo sukurti bendradarbiaujant
UAB ,,Thermo Fisher Scientific Baltics” (dr. V. Popendikyté) ir VU
Biotechnologijos institutui, vykdant LMT finansuojama projekta ,,ZPV
diagnostika“ (Simanaviciene ir kt, 2015). Minéty PGR sistemy
amplifikuojama ZPV vieta ir PGR produkty ilgiai nurodyti 3 lenteléje.

3 lentelé. ZPV infekcija nustatanéiy PGR sistemy apibiidinimas.

Amplifikuojama PGR
Pradmenys ZPV genomo produkto Nuoroda
vieta ilgis (bp)
GP5+/GP6+ L1 150 Husman ir kt., 1995
PGMY(09/11 L1 450 Gravitt ir kt., 2000
HR_HPV L1 430 Naujai sukurta pradmeny sistema
(Simanaviciene ir kt., 2015)

Dauginése PGR sistemose buvo naudojama 16 pradmeny pory, su
kuriomis nustatoma 16 aukstos rizikos ZPV tipy. Visi pradmenys pasirinkti
remiantis literatliros duomenimis ir sugrupuoti ] keturias daugines PGR
sistemas (Popendikyte ir kt., 2008). Nustatomi ZPV genotipai pateikti 4

lenteléje.
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4 lentelé. Dauginiy PGR sistemy apibuidinimas

Dauglnes PGR 7PV genotipai PGR produkto
sistemos ilgis, bp
7PV 16 481
. 7PV 18 346
ZPV MM-1 7PV 39 253
7PV 58 152
7PV 52 541
. 7PV 33 422
ZPV-MM-2 7PV 56 354
7PV 31 287
7PV 35 448
y 7PV 68 357
ZPV-MM-3 7PV 59 239
7PV 45 175
7PV 82 623
y 7PV 73 424
ZPV-MM-4 7PV 66 301
7PV 51 247
Pradmenys ir zondai, naudoti p16™** RNR raiskos tyrimuose,

pateikiami 5 ir 6 lentelése. Visi pradmenys ir zondai buvo sukurti
bendradarbiaujant UAB , Thermo Fisher Scientific Baltics” (dr. V.
Popendikyté) ir VU Biotechnologijos institutui, vykdant projekta ,,ZPV
diagnostika“, naudojant Primer3 programa (http://biotools.umassmed.edu)

(Simanaviciene ir kt., 2011).

5 lentelé. p16'™“** genui specifiniai pradmenys.

PGR
Pradmenys produkto Pradmeny sekos, 5°-3°
ilgis (bp)

GGGTCGGGTAGAGGAGGTG
Inkfor-3/Inkrev-3 294 CTCCTCAGCCAGGTCCAC

AATAAATCATAAGCCCAACGCACCGAATAG
Ink4for-1/Inkdrev-1 140 AATAAATCATAAACGGGTCGGGTGAGAGTG
Inkafor-2/Inkarev-2 147 AATAAATCATAAGAGGCCGATCCAGGTCAT

AATAAATCATAAACCAGCGTGTCCAGGAAG

6 lentelé. Zondai, naudoti KPGR reakcijoje, skirtoje tirti p16"™<** RNR raiska.

Zondai Zondy sekos, 5°-3°
Inkprobe-1 FAM-GAGTGGCGGAGCTGCTGCTC-TAMRA
Inkprobe-2 FAM-CACTCTCACCCGACCCGTGCAC-TAMRA
Integrinas JOE-AATCTTGGTCCTCACACTCCCTTGC-TAMRA
GAPDH JOE-CCAACTGCTTAGCACCCCTGGCC-TAMRA
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ZPV tyrimams naudoti vidiniy kontroliy genams (B globino genas,
prostatos specifinio geno 5 egzonas, integrinas, GAPDH) specifiniai
pradmenys, pateikiami 7 lenteléje. Pradmenys buvo sukurti bendradarbiaujant
UAB ,,Thermo Fisher Scientific Baltics” (dr. V. Popendikyté) ir VU
Biotechnologijos institutui, vykdant projekta ,,ZPV diagnostika®, naudojant
Primer3 programa (http://biotools.umassmed.edu) (Simanaviciene ir kt., 2015,

Simanaviciene ir kt., 2011).

7 lentelé. Vidiniy kontroliy genams specifiniai pradmenys.

Pradmenys PGiﬁQgE)Sr?SI;ktO Pradmeny sekos, 5°-3’

IC(435)F 803 TCTCTCTTCTTCCAAAGCTG

IC(1238)R GTCCAGTCCCTCTCCTTACT
AACTGTTGCTTTATAGGATTTT

B-gloF/ p-gloR1 650 AGGAGCTTATTGATAACCTC
AACTGTTGCTTTATAGGATTTT

P-gloF/ p-gloR2 850 ATTGACAAGAACAGTTTGAC

. GGGTCGGGTAGAGGAGGTG

Integrinas 120 CTCCTCAGCCAGGTCCAC

GAPDH 200 AATAAATCATAAGCCCAACGCACCGAATAG
AATAAATCATAAACGGGTCGGGTGAGAGTG

ZPV DNR metilinimo tyrimuose naudoti pradmenys pateikiami 8
lenteléje. ZPV 16 ir 18 genotipy 3’ L1 ir LCR DNR regionams amplifikuoti
buvo naudojama po 3 poras pradmeny, kurios pasirinktos pagal literatiiros
duomenis (Kalantari ir kt., 2004; Badal ir kt., 2004). ZPV 51 genotipo
tyrimams buvo naudotos 4 poros pradmeny, kurie sukurti naudojant
MethPrimer  Design  programg  (http://www.urogene.org/methprimer/)

(Simanaviciene ir kt., 2015).

8 lentelé. ZPV 16, 18 ir 51 genotipy L1 ir LCR regiony DNR amplifikacijai
naudoti pradmenys.

y23% PGR
Pradmenys | genomo produkto Pradmeny sekos, 5°-3’
vieta (nt) | dydis (bp)
16msp3F | 7049-7078 E41 AAGTAGGATTGAAGGTTAAATTAAAATTTA
16msp3R 7590-7560 AACAAACAATACAAATCAAAAAAACAAAAA
16mspdF | 7465-7493 195 TATGTTTTTTGGTATAAAATGTGTTTTT
16msp4R 7732-7703 TAAATTAATTAAAACAAACCAAAAATATAT
16msp5F T748-7777 267 TAAGGTTTAAATTTTTAAGGTTAATTAAAT
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16msp5R 115-86 ATCCTAAAACATTACAATTCTCTTTTAATA
18msp6F 6847-6871 339 TTATTAGTTTGGTGGATATATATTG
18msp6R 7186-7161 AAAACATACAAACACAACAATAAATA
18mspl0F | 7282-7293 465 TAAAATATGTTTTGTGGTTTTGTG
18mspl0OR | 7747-7721 ATAATTATACAAACCAAATATACAAT
18msp8F 7753-7781 TGTTTAATATTTTGTTTATTTTTAATATG
333
18msp8R 186-161 TATCTTACAATAAAATATTCAATTCC
51msplF 6848-6874 216 AATATAAATTTTGGGATGTTGATTTAA
51msp1R 7064-7038 ATTCACAAACATACAAAAACTAACATA
51msp2F 7139-7165 186 TGTATGTATGAGTTATGTATGTTTATT
51msp2R 7354-7326 ACTACAAAATATAACTAAATAACACAAAT
51msp3F 7325-7353 314 TATTTGTGTTATTTAGTTATATTTTGTAG
51msp3R 7639-7553 ATACCAAAAAATACATACCTATAAACA
51msp4F 7668-7696 331 AGGTTAAATATTATGTTTTTAGTGTTAA
51msp4R 99-72 CATAATATTCAACTATACTTTTACCACT

2.1.4. Hela, CaSki ir CHO lasteliy linijos

Jvairiuose ZPV tyrimo etapuose buvo naudojama DNR, iSgryninta i§
HeLa (ATCC NR. CCL-2) ir CaSki (ATCC NR. CRL-1550) lasteliy linijy.
HelLa ir CaSki yra gimdos kaklelio vézio lasteliy linijos su j genoma integruota
atitinkamai ZPV 18 ir 16 genotipy DNR. Sios Igsteliy linijos auginamos ir
saugomos VU Biotechnologijos institute, Imunologijos ir Iastelés biologijos
skyriuje.

IS kinisko Ziurkéno kiausidziy lasteliy linijos CHO (ATCC NR. CCL-

61) isskirta RNR buvo naudojama p16™<**

ir integrino geno transkripty
skiedimui kPGR reakcijoje, siekiant i§vengti titravimo paklaidy. Lasteliy linija
saugoma VU Biotechnologijos instituto, Imunologijos ir lastelés biologijos

skyriuje.

2.1.5. pTZ57R plazmidé, A DNR ir E.coli Iastelés
pTZ57R plazmid¢ gauta i§ ,,Thermo Fisher Scientific Baltics®. [
plazmides buvo jklonuoti DNR fragmentai, gauti amplifikuojant p16™<** ir
integrino geny DNR. Nuo plazmidZiy su integruotais DNR fragmentais buvo

sintetinami RNR transkriptai, kurie buvo naudojami p16™** RNR raiskos
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tyrimuose. p16™ ** ir integrino RNR fragmenty sukarimui buvo naudojamos
E.coli DH10B kamienas.

Teigiama kontrole klinikiniy méginiy ZPV genotipavimo tyrimuose
buvo naudota A (lambda) DNR su jklonuotais atitinkamy ZPV genotipy DNR
sekomis, kuri gauta i§ ,,Thermo Fisher Scientific Baltics®.

2.1.6. Klinikiniai méginiai

Urogenitaliniy nuograndy méginiai su zinoma citologine ir histologine
diagnoze bei gerkly vézio epiteliniy Igsteliy méginiai buvo gauti iS$
Nacionalinio veézio instituto (NVI). Tyrime dalyvaujantys asmenys pasirase
Asmens informavimo ir Informuoto asmens sutikimo formas. Lietuvos
bioetikos komiteto leidimas atlikti tyrimg gautas 2009-06-03, Nr. 158200-6-
062-16. Tyrime dalyvaujantiems asmenims buvo imamos ploksc¢iojo epitelio
lastelés nuo gimdos kaklelio sieneliy bei gerkly pazeidimy.

Kita urogenitaliniy nuograndy ir burnos epitelio Igsteliy méginiy grupe
buvo surinkta Lietuvos sveikatos moksly universitete (LSMU) i§ sveiky
asmeny, dalyvaujanciy LSMU Endokrinologijos instituto vykdomame projekte
,2Hormonin¢s  kontracepcijos  poveikis = metaboliniams,  androgeny
koncentracijos, kraujo kreSumo parametry, psichologiniams bei seksualinés
funkcijos poky¢iams moters organizme* bei i$ atsitiktiniy motery, atéjusiy
ginekologo konsultacijai. Tyrime dalyvavo 18-40 mety amziaus Sveikos
moterys, nesergancios létinémis neinfekcinémis ir létinémis ar Uminémis
infekcinémis ligomis. LSMU buvo surinkti ir atsitiktiniy, tyrime dalyvauti
pakviesty vyry, burnos epitelio lgsteliy meéginiai (18—40 mety amziaus). Visi
tiriamieji pasiras¢é Asmens informavimo ir Informuoto asmens sutikimo
formas. Kauno regioninio biomedicinos tyrimy etikos komiteto leidimas atlikti

biomedicininj tyrimg gautas 2013-02-11, Nr. B-2-14.

2.1.7. Iranga
Centrifuga 4524R (Eppendorf, VVokietija)

Centrifugos: J2-21, J2-6 (Beckman, JAV)
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Diuaro indai (Biocane 47, JAV)

DNR elektroforezés aparatai (Cleaver, UK; Sigma, UK)

Gradientinis termocikleris (Eppendorf, VVokietija)

Inversinis mikroskopas (Olympus, Japonija)

Laminariniai boksai (Gelaire, Pranciizija; Labgard, JAV; Thermo Scientific,
JAV)

Lasteliy skai¢iavimo kamera (Sigma, JAV)

Meégintuveliy maiSykle (VortexGenie, JAV)

Mégintuvéliy termostatas (Hettich, Vokietija; Eppendorf, VVokietija)

Mini centrifuga (Eppendorf, VVokietija)

Purtyklé (Certomat, Pranciizija)

Realaus laiko termocikleris Rotor-Gene 6000 (Corbett Research, Vokietija)
Spektrofotometras NanoDrop (Thermo Scientific, JAV)

Svarstyklés (Ohaus Scout Pro, JAV)

Termocikleris (Applied Biosystems, JAV; Biometra, Vokietija)
Termostatas (Memmert, Vokietija)

Transiliuminatorius (“ULTRA-LUM”, JAV)

Vandens termostatas (MLW, Vokietija)

2.2. Tyrimo metodai
2.2.1. Hela, CaSki ir CHO lIasteliy atSildymas ir auginimas

Ampulé su uzSaldytomis Igstelémis atSildoma kambario temperattroje ir
Jos turinys supilamas j 10 ml DMEM terp¢ be serumo. Lastelés
centrifuguojamos 5 min, esant 1000 aps./min grei¢iui. Nucentrifuguotos
lastelés perkeliamos | auginimo terpg, suskai¢iuojamos naudojant lasteliy
skai¢iavimo kamerg ir uzséjamos ] auginimo indus. Lastelés skaic¢iuojamos
pagal pateikta formule: lasteliy kiekis = (B x V x A x 10°) / (15 x 4), kur B —
suskaiciuoty lIgsteliy skaiCius skai¢iavimo kameroje, A — méginio skiedimas
kartais, V — méginio tiiris. Uzséjamy lasteliy tankis: 1x10° — 5x10° lasteliy/ml.
Toliau Igstelés auginamos 5 % CO, inkubatoriuje, 37 °C temperatiiroje.

Lastelés pers¢jamos kas 2—4 dienas, naudojant tripsing. Nuo Igsteliy augimo
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terpé nupilama, lgstelés praplaunamos 10 ml fiziologinio tirpalo. Fiziologinis
tirpalas nupilamas ir uZzpilama 5 ml tripsino tirpalo. Sis tirpalas laikomas kelias
minutes, kol stebint mikroskopu, pasirodo lgsteliy slinkimo poZymiai. Ant
lasteliy suspensijos uzpilama 10 ml augimo terpés ir centrifuguojama 5 min,
esant 1000 aps./min grei¢iui. Nucentrifuguotos Igstelés suspenduojamos

augimo terpéje, suskai¢iuojamos ir perséjamos 1 kitus augimo indus.

2.2.2. Klinikiniy méginiy rinikimas ir DNR gryninimas

Gimdos kaklelio ir gerkly epitelinés lgstelés surinktos NVI buvo
imamos $luotele, kurios galvuté dedama j miisy paruostg transportavimo terpe
(22 % etanolis, 3 % metanolis, 18 % izopropanolis, 100 mM natrio acetatas,
150 mM natrio chloridas, 5 mM EDTA; 0,005 % saponinas, 0,2 % cinko
chloridas). LSMU gimdos kaklelio epiteliniy lgsteliy paémimui buvo
naudojama komerciné transportavimo terpé (BD SurePath, BD Bioscience).
Burnos epitelinés 1gstelés buvo imamos specialiu Sepetéliu, kuris jmerkiamas |
komercing transportavimo terpe (Cymol, Copan).

DNR gryninimui i$ urogenitaliniy nuograndy, gerkly naviky bei burnos
epiteliniy lgsteliy éminiy buvo naudojami Sie komerciniai rinkiniai: ,,SOrpo
clean™ Genomic DNA Extraction Module* (UAB ,,Sorpo®, Lietuva),
,,Gene]JET™ Genomic DNA Purification Kit“ (Thermo Fisher Scientific
Baltics, Lietuva), ,,MagJET Genomic DNA Kit*“ (Thermo Fisher Scientific
Baltics, Lietuva). DNR gryninimui i§ HeLa ir CaSki lasteliy buvo naudojamas
,,GeneJET™ Genomic DNA Purification Kit“ (Thermo Fisher Scientific
Baltics, Lietuva) komercinis rinkinys. DNR gryninimas atliekamas pagal

gamintojy pateiktus protokolus.

2.2.3. DNR ir RNR koncentracijos matavimas
Isgrynintos DNR ir RNR koncentracija ir grynumas matuojamas
naudojant  spektrofotometra NanoDrop (Thermo  Scientific, JAV).
Kontroliniam matavimui naudojamas sterilus be nukleaziy vanduo. Ant

kiuvetés las§inama 1 pl méginio tiirio. Matavimas atliekamas esant 260 ir 280
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nm bangos ilgiy sugerties intensyvumui. Kompiuteriné programa pateikia
méginio DNR ir RNR koncentracijg (ng/ul) ir sugerties intensyvumo santykj
esant 260 ir 280 nm bangos ilgiams. Tuo biadu nustatomas DNR ir RNR

grynumas.

2.2.4. Polimeraziné grandininé reakcija (PGR)

PGR metodas buvo naudojamas nustatyti bendraja ZPV infekcija, DNR
pagausinimui po bisulfitinés modifikacijos, bei E.coli rekombinantiniy klony
patikrinimui p16™<** RNR raiskos tyrime. ] PGR reakcijos miinj dedamas
10x koncentruotas Hot Start PGR buferinis tirpalas, 25 mM MgCl,, 2 mM
dNTP/dUTP tirpalo, 1 v/ul uracil-DNR glikozilazé, 5 v/ul Hot Start DNR
polimerazé, atitinkami pradmenys, vidinés kontrolés genams specifiniai
pradmenys, reakcijos priedai (betainas, DMSO, BSA), 2 % tartrazinas, 0,4 %
ksileno cianolis ir sterilus, be nukleaziy vanduo iki galutinio 22 ul PGR
misinio tirio. ] PGR reakcijos misinj dedama 3 pl tiriamos DNR tirpalo.
Reakcija vykdoma ,,Applied Biosystems” DNR amplifikatoriuje pagal
optimalias sglygas. Visy darbe naudoty PGR reakcijy optimaliis komponentai
ir reakcijy salygos nurodytos 3.1., 3.3. ir 3.4.1. skyreliuose.

2.2.5. Dauginé polimerazin¢ grandininé reakcija

Dauginé PGR buvo naudojama 16 aukstos rizikos ZPV genotipy
nustatymui. Buvo naudojamos 4 optimizuotos dauginés PGR sistemos (MM-1,
MM-2, MM-3, MM-4), kuriomis nustatomi §ie ZPV genotipai: 16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68, 73, 82 (Popendikyte ir kt., 2008). ] PGR
reakcijos miSin] dedamas 10x koncentruotas Hot Start PGR buferinis tirpalas
(1x galutiné koncentracija), 25 mM MgCl, (3 mM galutiné koncentracija), 2
mM dNTP/dUTP tirpalo (0,2 mM galutiné koncentracija), 1 v/ul uracil-DNR
glikozilazé (0,01 v/ul galutiné koncentracija), 5 v/ul Hot Start DNR polimerazé
(1,25 v reakcijoje), ZPV genotipams komplementariis pradmenys, priedai
(betainas, BSA), 2 % tartrazinas (galutiné koncentracija 0,03 %), 0,4 % ksileno

cianolis (galutiné koncentracija 0,004 %) ir sterilus, be nukleaziy vanduo iki
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galutinio 22 ul PGR miSinio tirio. | reakcija dedama 3 ul DNR tirpalo,
iSgryninto i§ klinikiniy méginiy. Visy genotipavimo PGR reakcijy optimalis

komponentai ir reakcijy sglygos nurodytos 3.1.2. skyrelyje.

2.2.6. DNR elektroforezé

Priklausomai nuo eksperimento, DNR elektroforezé buvo vykdoma 1-
2 % agarozés geliuose. | pasiruosto gelio Sulinélius jneSama po 12 pl PGR
reakcijos produkto. Elektroforezé vykdoma apie 45 min, naudojant 10 V/cm
jtampa. DNR fragmenty analizei naudoti ,,0‘GeneRuler™ 50 bp DNR® ir
,O‘GeneRuler™ Low Range™ (Thermo Fisher Baltics, Lietuva) fragmenty
ilgio  standartai. Po elektroforezés agarozés geliai  analizuojami
transiliuminatoriaus (“ULTRA-LUM?”) aparatu ultravioletinéje Sviesoje (320

nm).

2.2.7. Bisulfitiné DNR modifikacija ir DNR sekoskaita

DNR méginiy, iSskirty 1§ gimdos kaklelio urogenitaliniy nuograndy,
bisulfitiné modifikacija buvo atlickama naudojant ,,DNA Methylation-Gold
Kit” (Zymo Research, JAV) rinkinj, pagal gamintojo rekomendacijas.
Modifikuota DNR laikoma -20 °C temperatiiroje. Toliau atlickamas tiriamyjy
ZPV DNR fragmenty padauginimas. PGR komponentai ir salygos nurodytos
3.3. skyrelyje. Gauty PGR produkty seka nustatoma atliekant DNR sekoskaita
VU Biotechnologijos instituto DNR sekoskaitos centre, naudojant ,,BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit” (Thermo Fisher Scientific Baltics,
Lietuva) rinkinj ir ,,3730x] DNA Analyzer” (Thermo Fisher Scientific, JAV)

sekoskaitos aparata.

2.2.8. RNR gryninimo metodas naudotas p16™"** raiskos tyrimui
RNR i§ urogenitaliniy nuograndy éminiy buvo iSgryninta naudojant
anksCiau apraSyta metodg (Chomczynski ir Sacchi, 1987). Pateikiamas

apraSymas:

46



. I mégintuvelj su urogenitaliniy nuograndy lastelémis jpilama 400 pl LysSol
tirpalo ir 50 pl sterilaus, be nukleaziy vandens. MaiSoma 5 min kambario
temperatiiroje.

. Ipilama 50 pl NaSol tirpalo ir gerai sumaisoma.

. Ipilama 500 pl SepSol tirpalo, maiSoma 4-5 min kambario temperatiiroje ir
dedama 15 min j ledo vonia.

. Mégintuvélis su RNR ir tirpalais centrifuguojamas 12000 x g greiciu 15
min, 4 °C temperattroje.

. VirSutinis sluoksnis perneSamas j naujg mégintuvélj, jpilamas lygus tiris
chloroformo, maiSoma 5 s ant maiSyklés, centrifuguojama 12000 x g
greiCiu 5 min, 4 °C temperatiiroje.

. VirSutinis sluoksnis perneSamas ] naujg meégintuvelj, pilama 5 M amonio
acetato tirpalo iki galutinés 0,25 M koncentracijos, 2,5 tiirio etanolio ir 3 pl
glikogeno, viskas sumaiSoma. Toks tirpalas palieckamas -20 °C
temperatiiroje 10-12 h, arba -70 °C temperatiroje 1 h. Siame etape yra
iSsodinama RNR. Mégintuvélyje esanti likusi interfazé ir organiné faze
naudojama DNR gryninimui.

. Po inkubacijos RNR centrifuguojama esant 12000 x g greiciui 20 min, 4 °C
temperatiiroje.

. RNR praplaunama 200-300 ul 75 % etanoliu, centrifuguojama esant 12000
x g 10 min, 4 °C temperatiiroje. Nusiurbiamas plovimo tirpalas.

. RNR nuosédos dziovinamos 65 °C temperatiiroje 1-2 min ir tirpinamos
steriliame be nukleaziy vandenyje (15 pl). RNR laikoma -70 °C

temperatiiroje.

2.2.9. DNR gryninimo metodas naudotas p16™"** RNR raiskos tyrimui

I mégintuvelj su organine faze ir interfaze (RNR gryninimo 6 etapas)

jpilama 100 pl 2M LIiCl. MaiSoma 10-15 min kambario temperatiiroje.

Centrifuguojama 12000 x g grei¢iu 5 min, 4 °C temperatiiroje. Supernatantas

nupilamas ir uzpilami 2 turiai etanolio. Mégintuvélis palieckamas per naktj -20

°C temperatiiroje. Centrifuguojama 12000 x g grei¢iu 10 min, 4 °C
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temperatiiroje. Supernatantas paSalinamas, o DNR nuosédos istirpinamos 20 ul

TE buferiniame tirpale (Chomczynski ir Sacchi, 1987).

2.2.10. Kiekybiné polimeraziné grandininé reakcija (kKPGR)

Kiekybiné PGR buvo naudojama siekiant nustatyti p16'™<** geno raiska
klinikiniuose méginiuose. | PGR mi§inj dedama Maxima™ Probe gPCR
MasterMix (Thermo Fisher Scientific Baltics, Lietuva) miSinys iki galutinés 1x
koncentracijos, p16™<** DNR komplementaris pradmenys Ink4for-2 ir
Ink4rev-2 iki 0,4 uM koncentracijos, Ink4-2 zondas iki 0,25 uM
koncentracijos, vidinei kontrolei integrinui specifiniai pradmenys iki 0,2 uM
koncentracijos, integrino zondas iki 0,15 puM koncentracijos, uracil-DNR
glikozilazé iki 0,01 v/ul koncentracijos, sterilus vanduo be nukleaziy iki 23 ul
galutinio tario ir 2 pl KDNR, susintetinta nuo RNR, isskirtos i§ urogenitaliniy
nuograndy méginiy. Reakcija vykdoma Siuo rezimu: 50 °C — 2 min (kryZminiy
reakcijy prevencija), 95 °C — 7 min (Hot Start Taq polimerazés aktyvacija), 40
cikly DNR amplikacijai: 95 °C — 30 s; 55 °C — 20 s (pradmeny prilydymas); 72
°C — 20 s. kPGR atliekamas naudojant Rotor-Gene 6000 (Corbett Research,
Australija) amplifikatoriy.

2.2.11. RNR elektroforeze

Pries vykdant RNR elektroforezg, vonelé ir sudedamosios dalys gerai
iSplaunamos ir inkubuojamos 0,2 M NaOH tirpale 10 min. RNR elektroforezé
atliekama 1 % agarozés gelyje su esanc¢iu 1-0,2 pg/ml etidzio bromidu. |
pasiruoSto gelio Sulinélius jneSama 2 pl iSgrynintos RNR su sumaiSytu 2 pl
RNR dazu ,,2x RNA Loading Dye” (Thermo Fisher Scientific Baltics,
Lietuva). RNR fragmenty analizei naudoti ,,RiboRuler High Range” (Thermo
Fisher Scientific Baltics, Lietuva) fragmenty ilgio standartai, kuris pries RNR
elektroforeze¢ inkubuojamas +70 °C temperatiiroje 10 min ir po to 1-2 min
atSaldomas ledo vonioje. Elektroforezé vykdoma apie 45 min, naudojant 10

V/em  jtampa. Po  elektroforezés  agarozés  geliai  analizuojami
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transiliuminatoriaus (“ULTRA-LUM?”) aparatu ultravioletinéje Sviesoje (320

nm).
2.2.12. Kopijinés DNR (kDNR) sintez¢
Siekiant padauginti p16™*** ir integrino DNR fragmentus kPGR
metodu, nuo i§skirtos totalinés RNR i§ klinikiniy méginiy ir sukurty p16™ ** ir

integrino RNR transkripty buvo sintetinama kKDNR. kDNR sintezei naudoti Sie
komerciniai rinkiniai: ,,RevertAid™ Premium First Strand cDNA Synthesis
Kit“ ir ,,First Strand cDNR Synthesis Kit for RT-qPCR” (Thermo Fisher
Scientific Baltics, Lietuva). kDNR sintezés reakcija vykdyta pagal gamintojo
rekomendacijas. Vykdant kDNR sintez¢ nuo totalinés RNR, ] reakcijos miSinj
mnesta po 2 ng RNR.

2.2.13. DNR fragmenty iSskyrimas i§ agarozés gelio

IS agarozés gelio buvo iSskiriami, padauginti su specifiniais
pradmenimis, p16™** ir integrino DNR fragmentai, kurie toliau buvo jterpti
pTZ57R/T vektorius. ParuoSiamas 1% agarozés gelis su placiais Sulinéliais
(1,5 cm). ] agarozés Sulinélius jneSsama PGR metodu padaugintos DNR nuo
HeLa lasteliy genomo ir atliekama elektroforezé kaip nurodyta 2.2.6. skyrelyje.
Po UV S§viesa pazymima vieta gelyje, kurioje yra reikalingas DNR fragmentas.
Pazyméta agarozés juostele iSpjaunama ir DNR fragmentai iSskiriami
naudojant ,,DNA Extraction Kit*“ (Thermo Fisher Scientific Baltics, Lietuva)
rinkin. DNR  gryninimas atlickamas pagal gamintojo pateiktas

rekomendacijas.

2.2.14. Kompetentiniy E.coli Igsteliy paruosimas
Kompetentinés E.coli 1astelés buvo naudojamos vektoriy pTZ57R/T, su

6™ * ir integrino DNR fragmentais, transformacijai. E. coli

jterptais pl
DH10B kolonija inkubuojama 5 ml LB terpés per naktj 37 °C temperatiiroje.
Ryte kultiira skiedziama 50-100 karty ta pacia terpe ir auginama 2-2,5 h

purtykléje, 37 °C temperatiiroje (kol lasteliy kultiiros tankis pasiekia 0,6
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optinio vieneto prie 550nm bangos ilgio). Tolesnés procediros atlickamos ledo
vonioje. Lastelés centrifuguojamos 10 min, esant 3000 aps./min grei¢iui, 4 °C
temperatiiroje. Supernatantas nupilamas, o lastelés uzpilamos 2,5 ml NaCl
tirpalu. Centrifuguojama tomis paciomis saglygomis. Supernatantas nupilamas,
lastelés uzpilamos 2,5 ml CaCl, ir laikomos 30 min lede. Toliau lgstelés
centrifuguojamos tomis paciomis sglygomis. Supernatantas pasalinamas, o
lastelés suspenduojamos likusiame terpés laSe ir naudojamos transformacijai
(Ausubel ir kt., 1999; Sambrook ir Russell, 2001).

2.2.15. DNR susiuvimas

p16™ * ir integrino DNR fragmentai buvo jterpti i pTZ57R/T
vektorius, siekiant sukurti p16™<** ir integrino RNR fragmentus. DNR
susiuvimo reakcija atlickama naudojant ,InsTAclone PCR Cloning Kit*
(Thermo Fisher Scientific Baltics, Lietuva) rinkinj, pagal gamintojo
rekomendacijas. Reakcijos mi$inj sudaro: vektorius pTZ57R/T (0,165 pg/3 ul),
DNR ligazés buferinis tirpalas 5x (6 pl), DNR (p16™<** atveju 0,025 pg,
integrino — 0,02 pg), T4 DNR ligazé (1 pl), sterilus vanduo be nukleaziy, iKi
galutinio 30 pl torio. Susiuvimo reakcija vykdoma 1-2 h kambario
temperatiiroje arba 4 °C temperatiiroje per naktj. DNR susiuvimo miSiniu

transformuojamos paruostos kompetentinés E.coli 1astelés.

2.2.16. E.coli kompetentiniy lasteliy transformacija

Vektorius pTZ57R/T, su jterptais p16' <

ir integrino DNR fragmentais
buvo transformuojamas j paruostas E.coli kompetentines lasteles. | mégintuvélj
jpilama 50 pl paruosty kompetentiniy E.coli lgsteliy suspensijos ir 2,5-3 ul
liguotos DNR tirpalo (apie 100 ng). Misinys laikomas lede 30 min, po to 2 min
42 °C temperatiiroje ir 2 min atSaldomas lede. MiSinys uzpilamas 1 ml LB
terpés ir inkubuojamas 2 h 37 °C temperatiroje. Lastelés centrifuguojamos 2
min 5000 aps./min grei¢iu. Supernatantas nupilamas. Lastelés iSsé¢jamos ant
agarizuotos LB terpés su ampicilinu (100 pg/ml). Lékstelés laikomos 37 °C

temperatiiroje per naktj (Ausubel ir kt., 1999; Sambrook ir Russell, 2001).
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Uzaugusios lastelés naudojamos plazmidziy i$skyrimui su ,,GeneJet™ Plasmid
Miniprep Kit“ (Thermo Fisher Scientific Baltics, Lietuva) pagal gamintojo

rekomendacijas.

2.2.17. Plazmidziy linearizacija, karpant restriktaze FastDigest Sapl (Lgul)

Isgrynintos pTZ57R/T plazmidés, su jterptais p16™ " ir integrino DNR
fragmentais, kerpamos FastDigest Sapl (Lgul) restriktaze (Thermo Fisher
Scientific Baltics, Lietuva). Restrikciné analizé atlickama FastDigest
buferiniame tirpale. Karpymui naudojama 2 pl Sapl restriktazés, 2 ug
plazmidinés DNR (plazmidés dydis 2797 bp), 5 ul FastDigest buferinio tirpalo,
pridedant vandens iki 50 pl bendro tiirio. Reakcija vykdoma 1 h 37 °C
temperatiiroje. Po karpymo restriktazé iSveiklinama inkubuojant reakcijos

misinj 5 min 65 °C temperatiiroje.

2.2.18. DNR iSsodinimas

I misinj po pTZ57R/T plazmidés karpymo jpilama sterilaus vandens be
nukleaziy iki 500 pl torio. Dedamas lygus tiris fenolio (pH 7,5-8) ir
chloroformo miSinio (500 pl). Centrifuguojama 5 min, esant 5000 aps./min
greiCiui. VirSutiné vandens frakcija nusiurbiama. Pilamas lygus tiris
chloroformo (500 pl). Centrifuguojama tomis paciomis sglygomis. VirSutiné
vandens frakcija nusiurbiama. Dedama 1/10 tirio (50 pl) 3 M natrio acetato
(pH 5,5) ir 1 ml etanolio. Laikoma per naktj -20 °C temperatiiroje. Misinys
centrifuguojamas 20 min, esant 12000 aps./min grei¢iui, 4 °C temperatiiroje.
Supernatantas nusiurbiamas, o sukarpyta ir iSsodinta plazmidiné DNR

uzpilama 11 pl DEPC valytu vandeniu (Ausubel ir kt., 1999).

2.2.19. Transkripcija in vitro

Sukarpytos pTZ57R/T plazmidés naudojamos DNR transkripcijai in

vitro, siekiant sukurti p16"™<**

ir integrino RNR fragmentus. Transkripcija
atlieckama naudojant ,,Transcript AID™ T7 High Yield Transcription Kit*

(Thermo Fisher Scientific Baltics, Lietuva) rinkinj, pagal gamintojo
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rekomendacijas. Transkripcijai naudojama apie 1 pg sukarpytos ir i§sodintos
plazmidinés DNR. Reakcijai naudojami $ie komponentai: Transcript AID™
buferinis tirpalas, INTP misinys, Transcript AID™ fermenty misinys, DEPC
valytas vanduo. Bendras transkripcijos miSinio taris 20 pl. Transkripcija
vykdoma 2 h, 37 °C temperatiiroje. Siekiant paSalinti plazmidine DNR, j
reakcijos miSinj dedama 2 pl DNazés 1 (Thermo Fisher Scientific Baltics,
Lietuva) ir inkubuojama 15 min 4 °C temperatiiroje. DNazés I i§veiklinama j
misinj jdedant 2 pl 0,5 M EDTA (pH 8), inkubuojama 10 min 65 °C

temperatiiroje.

2.2.20. RNR i8sodinimas

I pTZ57R/T plazmidés transkripcijos reakcijos misinj dedama 115 pl
sterilaus vandens be nukleaziy ir 15 pul 3 M natrio acetato (pH 5,2), viskas
sumaiSoma. Pilamas lygus turis fenolio/chloroformo (1:1) miSinio.
Centrifuguojama 5 min, esant 5000 aps./min grei¢iui. VirSutiné vandeniné fazé
nusiurbiama. Du kartus pilamas lygus tiiris chloroformo. VirSutiné vandens
fazé¢ nusiurbiama. Jpilami du tiriai etanolio. Per naktj lailoma -20 °C
temperatiroje. Centrifuguojama 20 min, esant 10000 aps./min grei¢iui, 4 °C

temperatiiroje. RNR nuosédos tirpinamos 20 pl vandens (Ausubel ir kt., 1999).

2.2.21. Statistin¢ analizé

Statistinei analizei naudotos Microsoft Excel 2010, SPSS 22.0 ir
Statistica 8 programos. PGR sistemy palyginimui buvo paskaiCiuotas
koeficientas (kappa). Kai k koeficiento reikSmé gauta nuo 0,81 iki 1, sistemy
atitikimas vertintas kaip puikus, nuo 0,61 iki 0,8 — geras, nuo 0,41 iki 0,6 —
vidutinis, nuo 0,21 iki 0,4 — ribinis ir maziau kaip 0,2 — blogas.

ZPV paplitimo skirtumai tarp skirtingy grupiy buvo vertinti naudojant
Chi-kvadrato testa (y%). Siekiant jvertinti ry3j tarp gimdos kaklelio pakitimy ir
7PV infekcijos bei genotipy buvo skaiGiuojams Sansy santykis (SS) su 95 %
pasikliauties intervalais (Pl). DNR metilinimo tyrimuose, siekiant palyginti

DNR taikiniy metilinimo daznj tarp skirtingy grupiy, buvo naudojamas FiSerio
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tikslusis testas. p16™<** RNR raiskos tyrime buvo skai¢iuojamas aritmetinis
vdurkis ir standartinis nuokrypis. Tolydaus kintamojo normalumo prielaida
tikrinta naudojant Kolmogorov-Smirnov testg. Kintamiesiems netenkinant
pasiskirstymo normalumo sglygos, buvo taikomi neparametriniai metodai:
Kruskal-Wallis ir Mann-Whitney U. Skirtumai tarp grupiy laikyti statistiSkai

reikSmingais, kai reikSmingumo lygmuo p < 0,05.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

7PV infekcija sukelia odos ir gleiviniy paZzeidimus bei véZj. Gimdos
kaklelio vézio atveju iki 100 % biopsijos méginiy randama ZPV infekcija.
Gydymo nuo ZPV infekcijos néra, todél ZPV infekcijos ir genotipy
identifikavimas, vézio rizikos veiksniy ryS$io nustatymas bei vézio Zymeny
tyrimai yra labai svarbiis prognozuojant vézio i$sivystyma bei kuriant vakcinas.

Sio tyrimo metu buvo sukurtos naujos bei parinktos ir naujai
optimizuotos literatiiroje aprasytos PGR sistemos, skirtos nustatyti bendraja
7PV infekcijg ir atskirus ZPV genotipus. Taikant sias PGR sistemas buvo
tiriamas ZPV infekcijos ir genotipy paplitimas tam tikrose Lietuvos motery ir
vyry grupése. Taip pat buvo istirtas ZPV infekcijos paplitimo ir rizikos
veiksniy rySys (sudétiniy kontraceptiniy priemoniy vartojimas, ruakymas,
gimdymy skai¢ius). ZPV infekcijos sukelto gimdos kaklelio véZio tyrime buvo
istirti potencialéis gimdos kaklelio vézio zymenys (p16™<** RNR raiska, ZPV

DNR metilinimas) ir jvertinta jy diagnostiné verte.

3.1. PGR sistemy optimizavimas

Klinikiniy meéginiy tyrimui pasirinkome dvi literatiiroje aprasytas
bendros ZPV infekcijos PGR sistemas: GP5+/GP6+ ir PGMY09/11 (Gravitt ir
kt., 2000; Husman ir kt., 1995) ir jas optimizavome, padidindami jy
efektyvumg. Taip pat patobulinome ir optimizavome anksciau apraSytas
daugines ZPV genotipavimo PGR sistemas (MM-1, MM-2, MM-3, MM-4),
skirtas atskiry ZPV genotipy identifikavimui (Popendikyte ir kt., 2008),
sukurdami papildomas pradmeny poras ZPV 73 ir ZPV 82 genotipy
nustatymui. Vykdydami LMT finansuojama projekta ,,ZPV diagnostika® ir
bendradarbiaudami Siame projekte su UAB ,,Thermo Fisher Scientific Baltics*
(dr. V.Popendikyte), sukiiréme nauja aukstos rizikos ZPV infekcijos nustatymo
PGR sistema (HR_HPV) ir jvertinome jos efektyvumg tirdami klinikinius

méginius (Simanaviciene ir kt., 2015).

54



Visoms PGR sistemoms buvo nustatyti Sie optimaliis parametrai:

1. Nustatoma pradmeny prilydymo temperatiira, panaudojant gradienting
PGR.

2. Parenkamos tinkamiausios pradmeny koncentracijos.

3. Nustatoma tinkamiausia Taq polimerazés koncentracija.

4. Patikrinama priedy jtaka PGR efektyvumui (betainas, BSA, DMSO,
glicerolis).

5. Parenkamas tinkamiausios vidinés kontrolés genas, komplementaris
pradmenys ir jy koncentracijos.

Bendros ZPV infekcijos nustatymo PGR sistemy optimizavimui buvo
naudoda DNR, i$gryninta i§ HeLa lasteliy. Siose lastelése yra integruotos ZPV
18 genotipo DNR sekos. Genotipavimo PGR sistemy optimizacijai naudojome
A DNR, kurioje jklonuotos atitinkamy genotipy DNR sekos (gauta 1§ ,,Thermo

Fisher Scientific Baltics®).

3.1.1. Bendraja ZPV infekcija nustatandiy PGR sistemy optimizavimas

ZPV genotipy genomas yra labai heterogeniskas, todél siekiant nustatyti
kuo daugiau genotipy, labai svarbi yra PGR sistemy optimizacija.
Optimizuojant yra parenkami tinkamiausi reagentai, jy koncentracijos bei
reakcijos sglygos. Visi GP5+/GP6+ ir PGMY09/11 PGR sistemose patikrinti
parametrai pateikiami 9 lentel¢je. Patikrinus visus 9 lenteléje pateiktus
GP5+/GP6+ ir PGMY09/11 PGR sistemy komponentus, buvo atrinkti
tinkamiausi, kurie pateikiami 10 lenteléje. Jie buvo naudojami klinikiniy

meéginiy tyrimams.

9 lentelé. PGR sistemy GP5+/GP6+ ir PGMY09/11 optimizacijoje patikrinti

parametrai.
OPTIMIZACIJOS PGR SISTEMOS
PARAMETRAI GP5+/GP6+ PGMY09/11
Pradmenuy
prilydymo 37-59°C 48-60 °C
temperatiira
ZPV nustatymo
pradmeny 0,1-1 uM 0,15-0,5 uM
koncentracija
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Taq polimerazés

05v;1v;15v;2v

1v;15v;1,75v;2Vv

koncentracija
Priedai ir ju 1) Betainas (0,5-1 M) 1) Betainas (0,5-1 M);
koncentracijos 2) DMSO 4% 2) DMSO 4%
3) Betainas1 M + DMSO 4 % | 3) Betainas 1 M + DMSO 4 %
4) BSA (1-15 pg) 4) BSA (1-15 pg)
5) Betainas (1 M; 0,75 M; 0,5 | 5) Betainas (1 M; 0,75 M; 0,5
M) + BSA (2 pg; 5 pg; 7,5 M) + BSA (2 pg; 5 pg; 7,5
Hg) He)
6) DMSO4%+10ugBSA | 6) Betainas 1 M + DMSO 4 %
7) 7% glicerolis + 15 ug BSA + 10 ug BSA
Vidinés kontrolés | 1) B-gloF/R 1) B-gloF/R
geny pradmenys 2) PSA (IC 119+IC 992) 2) PSA (IC 119+IC 992)
3) PSA (IC 435+IC 1238) 3) PSA (IC 435+IC 1238)
4) PSA (IC 119+IC 1238) 4) PSA (IC 119+IC 1238)
Vidinés kontrolés 1) B-globF/R (0,1-0,5 uM) 1) B-globF/R (0,1-0,5 uM)
geny pradmeny 2) PSA (IC 119+1C 992) (0,2— |2) PSA (IC 119+IC 992) (0,05
koncentracija 3 uM) 0,3 puM)
3) PSA (IC 435+IC 1238) |3) PSA (IC 435+IC 1238)
(0,2-3 uM) (0,05-0,3 uM)
4) PSA (IC 119+IC 1238) |4) PSA (IC 119+IC 1238) (0,3

(0,2-3 uM)

uM)

10 lentelé. PGR sistemy GP5+/GP6+ ir PGMY tinkamiausi parametrai.

OPTIMIZACIJOS PGR SISTEMOS
PARAMETRAI GP5+/GP6+ PGMY09/11
Pradmeny prilydymo 50 °C 55 °C
temperatiira

Pradmeny koncentracija 0,5 uM 0,15 uM

Tag polimerazés koncentracija lv 2V

Priedai BSAS5 ug BSA 1 g
Vidinés kontrolés pradmenys B-gloF/R1 PSA (IC 435+IC 1238)
Vidinés koq_trolés pradmeny 0.3 uM 0,1 uM
koncentracija

PGR GP5+/GP6+

sistemoje naudojama viena pradmeny pora.

Padauginto produkto ilgis yra 150 bp (6 pav.). Amplifikacija vykdoma Siuo

rezimu: 50 °C — 2 min (kryzminiy reakcijy prevencija), 95 °C — 6 min (Hot

Start Taq polimerazés aktyvacija), 40 cikly DNR amplikacijai: 95 °C — 30 s; 50
°C — 1 min (pradmeny prilydymas); 72 °C — 30 s, galutinis ciklas: 72 °C — 2

min. Vidinés kontrolés amplifikacijai pasirinkti B globino genui specifiski

pradmenys (Simanaviciene ir kt., 2015). Parinkus optimalius PGR GP5+/GP6+

pradmeny sistemos parametrus, patikrintas ir sistemos jautrumas. | reakcija

buvo dedamas Zinomas, 1§ HeLa lasteliy iSgrynintos, DNR kopijy skaicius.
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Patikrinta nuo 10° iki 1 HeLa genomo Kopijos ir nustatytas maZiausias DNR
kiekis, kuris aptinkamas PGR. Kiekvienos koncentracijos méginys pakartotas
du kartus. Pagal pateikiamg mokslin¢je literatiiroje informacija, HeLa lgsteliy
genome gali biti jsiterpe 10-50 ZPV 18 genotipo DNR kopijy (Macville ir kt.,
1999). Nustatéme, kad PGR GP5+/GP6+ pradmeny sistemos jautrumas yra 1
HeLa DNR kopija (10-50 viruso genomo kopijy).

M 1 2 3 4 5 6 7 8, 9 &
1000 bp
500bp! !
250bp! =
T D D G BN SRR WS W e e - -

50bp =

6 pav. ZPV PGR GP5+/GP6+ pradmeny sistemos produkty analizé agarozés
gelyje. 1-8 takeliai skirtingas HeLa DNR kopijy skai¢ius: 1) 10° , 2) 500 , 3)
250, 4) 100; 5) 50; 6) 10; 7) 5; 8) 1 HeLa DNR kopija, 9) neigiama kontrolé.
M — DNR fragmenty ilgio standartas (O‘GeneRuler™ 50 bp DNA, Thermo
Fisher Baltics, Lietuva).

PGR PGMY09/11 pradmeny sistemoje naudojama 18 pradmeny (5
tiesioginiai ir 13 grjztamyjy pradmeny). Padauginto produkto ilgis yra 450 bp
(7 pav.). Amplifikacija vykdoma §iuo rezimu: 50 °C — 2 min, 95 °C — 7 min
(Hot Start Taq polimerazés aktyvacija), 40 cikly DNR amplikacijai: 95 °C — 30
s; 55 °C — 30 s (pradmeny prilydymo temperatiira), 72 °C — 30 s, galutinis
ciklas: 72 °C — 2 min. Vidinio geno amplifikacijai naudoti PSA (prostatos
specifinio geno 5 egzonas) genui komplementariis pradmenys (IC 435 + IC
1238) (Simanaviciene ir kt., 2015).

Toliau buvo patikrintas sios PGR sistemos jautrumas. Nustatyta, kad Sia
PGR sistema aptinkamos 5 HeLa genomo kopijos (50-250 ZPV DNR kopijos).
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7 pav. ZPV PGR PGMY09/11pradmeny sistemos produkty analizé agarozés
gelyje. 1-8 takeliai skirtingas HeLa DNR kopijy skai¢ius: 1) 10®, 2) 500 , 3)
250 , 4) 100; 5) 50; 6) 10; 7) 5; 8) 1 HeLa DNR kopija, 9 — PGR neigiama
kontrolé. M — DNR fragmenty ilgio standartas (O‘GeneRuler™ 50 bp DNA,
Thermo Fisher Baltics, Lietuva).

UAB ,,Thermo Fisher Scientific Baltics* ir VU Biotechnologijos
institutui vykdant LMT finansuojama projekta ,,ZPV diagnostika®, 2009-2011
metais buvo sukonstruoti pradmenys ir sukurta nauja PGR sistema, skirta visy
$iuo metu zinomy didelés rizikos ZPV genotipy nustatymui viename méginyije
(HR_HPV PGR). Sioje naujoje PGR sistemoje naudojama 19 pradmeny (13
tiesioginiy ir 6 grjztamieji pradmenys). Su ja nustatoma 16 aukstos rizikos
genotipy bendra ZPV infekcija, bei iy genotipy variantai. Amplifikacijai
naudoti §ie komponentai: Maxima™ Hot Start PGR buferinis tirpalas (1x),
MgCl, (3 mM), dNTP/dUTP misinys (0,2 mM), Maxima™ Hot Start Taq DNR
polimerazé (1,25 v), Uracil DNR glikozilaz¢ (0,01 v/ul), BSA (7,5 pg),
betainas (0,3 M), 19 pradmeny misinys (0,3 uM), vidinés kontrolés 3 globino
genui specifiski pradmenys (0,1 uM) ir vanduo iki galutinio 25 pl reakcijos
tiirio. Amplifikacija vykdoma Siuo rezimu: 50 °C — 2 min, 95 °C — 7 min (Hot
Start Taq polimerazés aktyvacija), 5 ciklai DNR amplikacijai: 95 °C — 30 s; 60
°C — 30 s (pradmeny prilydymo temperatiira), 72 °C — 60 s, 5 ciklai DNR
amplikacijai: 95 °C — 30 s; 55 °C — 30 s (pradmeny prilydymo temperatiira), 72
°C - 60 s, 25 ciklai DNR amplikacijai: 95 °C — 30 s; 50 °C — 30 s (pradmeny
prilydymo temperatiira), 72 °C — 60 s. PGR HR_HPV pradmeny sistemos
padauginto produkto ilgis yra 430 bp. Naudojant HeLa Igsteles, buvo jvertintas
Sios naujai sukurtos PGR sistemos jautrumas. Su Sia sistema aptinkamoS 5

HeLa genomo kopijos (50-250 ZPV DNR kopijos) (8 pav.).
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8 pav. ZPV PGR HR_HPV pradmeny sistemos produkty analizé agarozés
gelyje. 1-8 takeliai skirtingas HeLa DNR kopijuy skai¢ius: 1) 10° , 2) 500 , 3)
250 , 4) 100; 5) 50; 6) 10; 7) 5; 8) 1 HeLa DNR kopija, 9 — PGR neigiama
kontrolé. M — DNR fragmenty ilgio standartas.

HR_HPV PGR sistemos efektyvumas buvo jvertintas, tiriant klinikinius
méginius ir lyginant gautus rezultatus su rezultatais, gautais optimizuotomis
PGR sistemomis GP5+/GP6+ ir PGMYQ09/11. I$ viso buvo istirti 108 motery
urogenitaliniy nuograndy méginiai, kurioms nustatyta gimdos kaklelio
cervikaliné treCio laipsnio intraepiteliné neoplazija (CIN 3/CIS) arba vézys. Su
GP5+/GP6+ PGR sistema buvo nustatyti 62,6 % ZPV teigiami méginiai, su
PGMY09/11 — 56,1 %, 0 su HR_HPV — 91,6 %. Lyginant nustatyta ZPV
teigiamy méginiy skai¢iy su HR_HPV PGR sistema ir GP5+/GP6+ bei
PGMY09/11 PGR sistemomis, nustatytas statistiSkai patikimas skirtumas (p <
0,001). Rezultatai pateikti 9 paveiksle.

100% w
T  90% .
£ 80%
D 70% L —
£ 60% ] : - 1 s
T 50% - : -
S 40% : 8 | - : - :
% 30% -
= 20% .
2 10% L s . . : s
‘N 0% ; T
GP5+/GP6+ PGMY09/11 HR_HPV
PGR sistemos

9 pav. GP5+/GP6+, PGMY09/11 ir HR HPV PGR sistemy palyginimas,
tiriant motery urogenitaliniy nuograndy méginius, kurioms nustatytas gimdos
kaklelio CIN 3/CIS arba vézys.

* ** p < 0,001, remiantis y* testu.
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Siekiant palyginti visy tirty PGR sistemy nustatomy ZPV teigiamy
méginiy sutapimg, buvo skaiCiuojamas k koeficientas. Tarp GP5+/GP6+ ir
HR _HPV « koeficientas lygus 0,2, o tarp PGMY09/11 ir HR_HPV < 0,2.
Gauta « koeficiento reikSmé yra Zema, nes PGR sistemos nustato skirtingus
viruso genotipus. GP5+/GP6+ ir PGMY09/11 PGR sistemos nustato apie 40
tiek maZos, tiek aukstos rizikos ZPV genotipy. Tuo tarpu HR_HPV sistema
nustato 16 aukstos rizikos ZPV genotipy bei didesn] ju varianty skai¢iy, kurie
tarpusavyje gali skirtis iki 2 %. Su HR_HPV sistema nustatyti 29,9 % ZPV
teigiami méginiai, kuriy neaptiko GP5+/GP6+ sistema ir 36,4 % teigiami
méginiai, kuriy neaptiko PGMY09/11 sistema. Taigi, atlikti tyrimai parodé,
kad naujai sukurta HR_HPV PGR sistema zymiai efektyviau nustato aukstos
rizikos ZPV genotipus, nei anks¢iau sukurtos GP5+/GP6+ ir PGMY09/11 PGR
sistemos. Todél tikslinga klinikiniy méginiy tyrimams taikyti $ig PGR sistema,
kuri nustato aukstos rizikos ZPV genotipus ir jy variantus, nes bitent jie

sukelia gimdos kaklelio véZ.

3.1.2. Dauginiy PGR sistemy optimizavimas

Nustadius ZPV infekcija méginyje, svarbu atlikti ZPV genotipavima ir
jvertinti ar tai mazos ar didelés rizikos viruso genotipas. Tam tikslui buvo
optimizuotos 4 dauginés PGR sistemos, anks¢iau sukurtos 16 atskiry ZPV
genotipy identifikavimui: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68,
6, 11 (Popendikyte ir kt., 2008). Anks¢iau publikuotose sistemose buvo
nustatomi du Zemos rizikos ZPV genotipai (6 ir 11), misy patobulintoje
sistemoje, vietoj Siems genotipams specifiniy pradmeny, naudojome naujai
sukurtus pradmenis komplementarius potencialiai onkogeniniams ZPV 73 ir 82
genotipams (Simanaviciene ir kt., 2015). Visi pradmenys sugrupuoti j 4
daugines PGR sistemas. Tarpusavyje PGR produkty dydziai skyrési daugiau
kaip 50 bp, todél juos galima identifikuoti agarozés gelyje. Pradmenys yra
komplementariis viruso L1 ir E2 geny sekoms. Optimizacijoje buvo naudojama

A DNR su jterptomis atitinkamy genotipy DNR sekomis (gauta i§ ,,Thermo
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Fisher Scientific Baltics”). Dauginés PGR sistemos buvo optimizuojamos pagal
pateiktus parametrus:
1) Nustatoma optimali pradmeny prilydymo temperatiira: 55-70 °C.
2) Nustatomos optimalios pradmeny koncentracijos: 0,1-0,3 uM.
3) Parenkama tinkamiausia Hot Start Taq polimerazés koncentracija: 1-1,75v.
4) Patikrinta priedy jtaka PGR efektyvumui:

a) Betainas — 0,5-1,5M

b) BSA-1-15 ng

c) DMSO 4 %

d) Betainas (0,4-1,2 M) + BSA (1-15 ng)

e) DMSO 4 % + BSA (3 pg; 10 ug)

f) Glicerolis 7 % + BSA 15 pg

Nustatyti optimaltis dauginiy PGR sistemy parametrai pateikti 11

lentel¢je.

11 lentelé. Dauginiy PGR sistemy optimaliis parametrai.

OPTIMIZACIOS DAUGINES PGR SISTEMOS
PARAMETRAI MM-1 MM-2 MM-3 MM-4
Pradmeny prilydymo | 72°C;62°C; | 72°C;62°C; | 72°C;62°C; | 72°C;62°C;

temperatiira 56 °C 56 °C 56 °C 56 °C
Pradmenu
koncentracija 0,3 uM 0,3 uM 0,2 uM 0,2 uM
Taq pollmer_azes 1v 1v 1v 1v
koncentracija
Priedai BSA 5 ug;

BSA5 g BSA5 g Betainas 0,5M BSAS5 g

Kadangi dauginése sistemose naudojama 16 pradmeny pory, jy
lydymosi temparatiira skiriasi. Siekiant padidinti sistemy jautrumg ir
specifiskumg, buvo taikomas keliy zingsniy PGR rezimas: 50 °C — 2 min
(kryzminiy reakcijy prevencija), 95 °C — 7 min (Hot Start Taq polimerazés
aktyvacija), 4 ciklai DNR amplikacijai: 95 °C — 30 s; 72 °C — 30 s (pradmeny
prilydymo temperatiira), 4 ciklai DNR amplikacijai: 95 °C —30's; 62 °C — 30 s;
72 °C — 30 s, 25 ciklai DNR amplikacijai: 95 °C —30's; 56 °C —30's; 72 °C —
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30 s, 72 °C — 5 min (galutinis ciklas). Dauginiy PGR sistemy produktai, po A
DNR ir ZPV teigiamy klinikiniy méginiy amplifikacijos, pateikiami 10
paveiksle.

| jomn
150 b
100 bp e - -

i - - -
o - -

130 bp - - BT

100 bp * D -

10 pav. PGR produktai gauti su dauginémis PGR sistemos. A — MM-1; B —

MM-2; C — MM-3; D — MM-4. 1-8 agarozés gelio takeliuose gauti PGR

jterptais ZPV genotipy DNR fragmentais; 7, 8) PGR neigiama kontrolé¢. M —
DNR fragmenty ilgio standartas (O‘GeneRuler™ Low Range).
Patikrinus dauginiy PGR sistemy amplifikacija su A DNR ir ZPV

stebimi.

3.2. Klinikiniy méginiy tyrimai
3.2.1. ZPV infekcijos daznis motery grupése su zinoma citologine ir
histologine diagnoze
Naudojant optimizuotas PGR sistemas, ZPV infekcija buvo istirta
didelés grupés motery (n = 824), kurioms nustatyta tiksli gimdos kaklelio
poky¢iy Ccitologiné ir histologiné diagnozé, urogenitaliniy nuograndy
ten pat patvirtinta citologiné ir histologiné diagnozé. Méginiai buvo renkami
vadovaujantis Lictuvos bioetikos komiteto leidimu atlikti tyrimg (2009-06-03,
Nr. 158200-6-062-16). Visos tiriamosios moterys pasiras¢ Informuoto asmens

sutikimo forma. Méginiai suskirstyti j dvi grupes: tiriamoji grupé, kurioje buvo
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547 méginiai su jvairaus laipsnio intraepiteliniais gimdos kaklelio pakitimais,
ir kontroliné grupé, kurioje buvo 277 sveiky motery méginiai. Visi méginiai
idtirti trimis bendraja ZPV infekcija nustatanéiomis PGR sistemomis:
GP5+/GP6+, PGMY09/11 ir HR_HPV.

I3 viso 437 méginiuose i§ 824 (53,0 %.) buvo aptikta ZPV infekcija bent
su viena PGR sistema. Tiriamojoje grupéje buvo nustatyti 67,6 % ZPV
teigiami méginiai, o kontrolinéje grupéje — 24,2 % ZPV teigiami méginiai (12
lentelé). Skirtumas tarp abiejy grupiy yra statistiSkai patikimas (p < 0,0001).
Taip pat nustatytas stiprus rysys tarp ZPV infekcijos ir intraepiteliniy gimdos
kaklelio pakitimy (SS = 6,6, 95 % PI 4,7-9,1, p < 0,0001). Tiriamojoje grupéje
su GP5+/GP6+ sistema buvo nustatyti 297 (54,3 %) ZPV teigiami méginiai, su
PGMY09/11 — 279 ZPV teigiami méginiai (51,0 %), 0 su HR_HPV — 299 ZPV
teigiami méginiai (54,7 %). Kontrolingje grupéje su atitinkamomis PGR
sistemomis buvo nustatyti 36 (13,0 %), 51 (18,4 %) ir 29 (10,5 %) ZPV
teigiami méginiai (11 pav.). Lyginant naujai sukurta HR_ HPV PGR sistemag su
literattiroje jau apraSytomis GP5+/GP6+ ir PGMY09/11 PGR sistemomis, su
naujaja HR_HPV PGR sistema ZPV infekcija buvo nustatyta didesniame
skai¢iuje meginiy — net 21 méginyje kitos dvi PGR sistemos ZPV infekcijos
neaptiko. Tai patvirtina naujosios HR_HPV PGR sistemos, kuri nustato
aukstos rizikos ZPV genotipus ir jy variantus, efektyvuma, nes biitent aukstos
rizikos ZPV genotipai yra pagrindiniai gimdos kaklelio véZio rizikos veiksniai.

Misy tyrime sveiky motery grupéje nustatytas ZPV infekcijos daZnis
(24,2%) yra panasus ] anksCiau Lietuvoje atlikty tyrimy duomenis.
Ankstesniuose tyrimuose aptikta 26,7 % (Gudleviciene ir kt., 2005) ir 23,6 %
(Gudleviciene ir kt., 2006) ZPV teigiamy méginiy tarp sveiky motery. ZPV
infekcijos paplitimas tarp sveiky Lietuvos motery yra gana aukstas, lyginant su
kity $aliy duomenimis: Afrikoje nustatyta 22,1 % ZPV teigiamy méginiy,
Centrin¢je Amerikoje ir Meksikoje — 20,4 %, Siaurés Amerikoje — 11,3 %,
Europoje 8,1 %, Azijoje — 8 % (De Sanjose ir kt., 2007). Dal;j skirtumy gali
lemti méginio paémimo metodas, ZPV infekcijos nustatymo metodas bei

meéginio tipas (Gravitt ir kt., 2007). Taciau net ir atsizvelgiant | Siuos galimus
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skirtumus, misy tyrimas parodé dideli ZPV infekcijos paplitima tiek tarp

sveiky, tiek tarp gimdos kaklelio pakitimy turinéiy Lietuvos motery.

12 lentelé. ZPV infekcijos paplitimas tiriamojoje (moterys su intraepiteliniais
gimdos kaklelio pakitimais) ir kontrolinéje (sveikos moterys) grupése.
Tiriamoji grupé | Kontroliné grupé

ZPV infekcija . % = SS, 95 % PI
V 0 n )
ZPV neigiamas 177 32,4 210 75,8
7PV teigiamas 370 67,6 67 24,2 6,6 (4,7-9,1)*
IS viso 547 100,0 277 100,0

* p < 0,0001, remiantis y° testu.
80% -
70% - =
60% - OGP5+/GP6+
50% B PGMY09/11
40% DI-VIR._HPV
: IS viso

30% +—— =
20% +—— -

0% -

Tiriamoji grupé Kontroliné grupée

11 pav. ZPV infekcijos paplitimas tiriamojoje (moterys su intraepiteliniais
gimdos kaklelio pakitimais) ir kontrolinéje (sveikos moterys) grupése,
nustatytas su skirtingomis PGR sistemomis.

*p < 0,0001, remiantis x* testu.

Siekiant istirti ZPV infekcijos ir citologiniy pakitimy rysj, tiriamosios
grupés méginiai buvo iSskirstyti j 4 pogrupius pagal citologing gimdos kaklelio
poky¢iy diagnoze: ASCUS — nenustatytos svarbos atipinés ploksc¢iojo epitelio
lastelés (n = 174), LSIL — nedidelio laipsnio ploksciojo epitelio intraepiteliniai
poky¢iai (n = 67), HSIL — didelio laipsnio ploks¢iojo epitelio intraepiteliniai
pokyciai (n = 244) ir plokscialgsteliné karcinoma (SCC) (n = 62). SCC
pogrupyje taip pat buvo priskirtas 1 atipinés liaukinio epitelio 1astelés (AGC) ir
1 adenokarcinomos in situ diagnozés méginys. ZPV infekcijos daznis koreliavo
su citologiniy pakitimy laipsniu (p < 0,0001). ASCUS pogrupyje nustatyta
50,0 % ZPV teigiamy méginiy, LSIL — 55,2 %, HSIL — 80,3 % ir SCC —
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80,6 % ZPV teigiamy meéginiy. ASCUS ir LSIL pogrupiuose didZiausia ZPV
teigiamy méginiy kiekj aptiko GP5+/GP6+ (atitinkamai 40,2 % ir 38,8 %) ir
PGMY09/11 (atitinkamai 33,3 % ir 52,2 %) PGR sistemos. Didelj lgsteliy
pakitimo laipsnj turindiuose HSIL ir SCC pogrupiuose daugiausiai ZPV
teigiamy méginiy nustaté naujai sukurta aukstos rizikos ZPV genotipus
aptinkanti HR_HPV sistema: HSIL pogrupyje nustatyta 68,9 %, o SCC
pogrupyje — 72,6 % ZPV teigiamy méginiy. Duomenys apie ZPV infekcijos
daznj motery pogrupiuose su nustatyta citologine diagnoze pateikiami 13
lentel¢je. StatistiSkai patikimi  skirtumai gauti tarp ASCUS ir HSIL
(p <0,0001), ASCUS ir SCC (p < 0,0001), LSIL ir HSIL (p < 0,0001), LSIL ir
SCC (p < 0,001) pogrupiy. Taip pat statistiSkai patikimi skirtumai gauti tarp
sveiky motery (kontroliné grupe¢) ir visy pogrupiy su citologiniais pakitimais
(p < 0,0001). Duomenys apie ZPV daznj méginiuose, suskirstytuose pagal
citologine diagnoze, bei tyrimams naudoty trijy PGR sistemy efektyvuma
apibendrinti 12 paveiksle.

13 lentelé. ZPV infekcijos paplitimas tarp méginiy su Zinoma citologine
diagnoze.

Citologiné diagnozé

ZPV infekcija ASCUS LSIL HSIL SCC

n % n % n % n %
7PV neigiamas 87 | 50,0 30| 44,8 | 48 | 19,7 | 12| 194
7PV teigiamas 87 | 50,0 |37 | 552 |19 | 80,3 | 50 | 80,6

IS viso 174 | 100,0 | 67 | 100,0 | 244 | 100,0 | 62 | 100,0

90% -

80% A+

70% 1 B OGP5+/GP6+
60% - ] - oPGMY09/11
50% -
40% 1 oHR_HPV
30% - IS viso

20% A

10% A

D% T T T T

ASCUS LSIL HSIL SCC Kontroliné grupe

12 pav. ZPV infekcijos daznis méginiuose, suskirstytuose pagal gimdos
kaklelio poky¢iy citologing diagnoze, nustatytas trimis skirtingomis PGR
sistemomis.
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Toliau buvo istirtas ZPV infekcijos ir histologiniy gimdos kaklelio
pakitimy rySys. Pagal Zinoma histologine diagnoze méginiai buvo i8skirstyti j 5
pogrupius: CIN 1 — lengva displazija (n = 35), CIN 2 — vidutiné displazija
(n =43), CIN 3/CIS — sunki displazija arba karcinoma in situ (n = 157), Ca —
gimdos kaklelio vézys (n = 75) ir ,Nepakitusi histologija” — citologiniai
pakitimai nepatvirtinti histologiniu tyrimu (n = 133). Gimdos kaklelio vézio
pogrupyje (Ca) buvo 70 meéginiy, kuriems nustatyta ploksc¢ialgsteliné
karcinoma (SCC) ir 5 méginiai, kuriems patvirtinta adenokarcinoma (AD).
ZPV infekcijos daznis koreliavo su histologiniy pakitimy laipsniu (p < 0,0001).
Didziausias ZPV infekcijos daznis nustatytas CIN 2, CIN 3/CIS ir gimdos
kaklelio vézio pogrupiuose (atitinkamai 86,0 %, 89,2 % ir 82,7 %). CIN 3/CIS
ir Ca pogrupiuose didziausia ZPV teigiamy méginiy kiekj aptiko naujai sukurta
HR_HPV PGR sistema (atitinkamai 80,3 % ir 73,3 %). Maziausiai ZPV
teigiamy meéginiy nustatyta CIN 1 (68,6 %) ir ,,Nepakitusios histologijos”
pogrupiuose (41,4 %). Siuose pogrupiuose didesnj ZPV teigiamy méginiy
skaiiy aptiko auks$tos ir Zemos rizikos tipus aptinkan¢ios GP5+/GP6+ ir
PGMY09/11 PGR sistemos. Duomenys apie ZPV infekcijos daznj pogrupiuose
su skirtinga histologine diagnoze ir PGR sistemy efektyvumg pateikiami 13
paveiksle. StatistiSkai patikimi skirtumai gauti tarp visy pogrupiy su
histologiniais pakitimais, lyginant juos su sveiky motery grupe (kontroliné
grupé) ir ,,Nepakitusios histologijos” pogrupiu (p < 0,01), taip pat tarp CIN 1 ir
CIN 3/CIS pogrupiy (p < 0,01). Lyginant sveiky motery grup¢ su motery,
serganciy gimdos kaklelio véziu, pogrupiu, nustatytas stiprus rysys tarp ZPV
infekcijos ir gimdos kaklelio vézio (SS = 14,95, 95% PI 7,7-28,9, p < 0,0001).
Duomenys apie ZPV infekcijos daznj grupése su histologine diagnoze

apibendrinti 14 lenteléje.
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14 lentelé. ZPV infekcijos ir genotipy daznis méginiuose, suskirstytuose pagal
histologine diagnoze.

Histologiné diagnozé

Y . .. »NepakKitusi
ZPVinfekeija | o)y ¢ CIN2 | CIN3/CIS Ca histologija®
n % n %°? n % n %°? n %

ZPV-neigiamas | 11| 31,4 | 6 | 140 | 17 10,8 | 13| 17,3 78 58,6
ZPV-teigiamas |24 | 68,6 | 37 | 86,0 | 140 | 89,2 | 62 | 82,7 55 414
IS viso 35| 100,0 | 43 | 100,0 | 157 | 100,0 | 75 | 100,0 | 133 100,0

® ZPV genotipy paplitimo procentai skai¢iuoti nuo bendro ZPV teigiamy
meéginiy skaiciaus.

100% -

90% A

0, -
e ] B m | OGP5+/GP6+
60% -
50% | oPGMY09/11
40% A OHR_HPV
30% A
20% -~ |5 viso
o THl

Dcy[) T T T T T
CIN 1 CIN 2 CIN 3/CIS Ca ~Nepakitusi Kontroliné
histologija” grupe

13 pav. ZPV infekcijos daznis méginiuose su zinoma histologine diagnoze,
nustatytas trimis skirtingomis PGR sistemomis.

Miisy tyrime nustatytas didelis ZPV infekcijos daznis gimdos kaklelio
vézio atveju (82,7 %) yra panasus | kity Saliy pateikiamus rezultatus (Jarell ir
kt., 1992; Agoff ir kt., 2003). Jvairiuose tyrimuose nustatomas ZPV infekcijos
daznis gimdos kaklelio vézio méginiuose varijuoja nuo 79 % iki 95 %,

priklausomai nuo regiono (Smith ir kt., 2007).

3.2.2. ZPV genotipy nustatymas klinikiniuose méginiuose
Siekiant nustatyti labiausiai paplitusius ZPV tipus, visuose ZPV
teigiamuose méginiuose (N = 437) buvo atlickamas viruso genotipy
nustatymas, panaudojant optimizuotas keturias daugines PGR sistemas (MM-1,
MM-2, MM-3, MM-4). Su Siomis sistemomis identifikuojama 16 aukstos
rizikos ZPV genotipy (ZPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66,
68, 73 ir 82). I§ 437 ZPV teigiamy méginiy, 94 méginiuose (21,5 %) nebuvo
nustatytas joks ZPV genotipas: 71 (19,2 %) i§ grupés su citologiniais
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pakitimais ir 23 (34,3 %) is sveiky motery grupés. Tai rodo, kad $ios moterys
gali biti infekuotos Zemos rizikos ZPV genotipais, kurie néra nustatomi $iomis
dauginémis PGR sistemomis.

Labiausiai paplites buvo ZPV 16 genotipas, nustatytas 185 méginiuose
i§ tirty 437 (42,3 %) (p < 0,0001). Toliau pagal paplitimg buvo Sie genotipai:
ZPV 31 (10,1 %), ZPV 33 (8,2 %) ir ZPV 56 (5,7 %). ZPV 18 genotipas
nustatytas tik 3,9 % ZPV teigiamy méginiy. ZPV 16 genotipas buvo labiausiai
paplites abiejose motery grupése: tiek tiriamojoje, t.y., motery su
intraepiteliniais gimdos kaklelio pakitimais (46,8 % ZPV 16 teigiamy
méginiy), tiek kontrolingje, t.y., sveiky motery grupése (17,9% ZPV 16
teigiamy méginiy) (15 lentelé). Taip pat buvo nustatytas statistiSkai patikimas
ry$ys tarp ZPV 16 genotipo ir gimdos kaklelio pakitimy (SS = 4,03, 95 % PI
2,0-7,7, p < 0,0001). Duomenys apie visy tirty 16 ZPV genotipy daznj

tiriamojoje ir kontrolinéje grupése pateikiami 14 paveiksle.

15 lentelé. ZPV genotipy paplitimas tiriamojoje (moterys su intraepiteliniais
gimdos kaklelio pakitimais) ir kontrolinéje (sveikos moterys) grupése.

v ) Tiriamoji grupé | Kontroliné grupé ¥
ZPYV genotipas n J o%a P n (i)a P SS, 95 % Pl

ZPV 16 173 46,8 12 17,9 | 4,03(2,08-7,76) *
7PV 18 15 4,1 2 3,0
ZPV 39 11 3,0 5 75
7PV 58 14 3,8 3 45
7PV 31 36 9,7 8 11,9
7PV 33 33 8,9 3 45
7PV 52 16 4,3 7 10,4
7PV 56 22 5,9 3 45
ZPV 59 6 1,6 3 45
7PV 68 5 1,4 1 1,5
ZPV 35 13 35 2 3,0
7PV 45 9 2,4 1 1,5
7PV 66 12 3,2 4 5,9
7PV 51 21 5,7 5 75
7PV 73 4 1,1 0 0,0
7PV 82 5 1,4 0 0,0

Nenugtatytas ZPV el 19,2 23 34.3

genotipas

® ZPV genotipy paplitimo procentai skai¢iuoti nuo bendro ZPV teigiamy
meéginiy skaiciaus.
* p < 0,001, remiantis y? testu.
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14 pav. ZPV genotipy daznis tiriamojoje ir kontrolinéje grupése.

Detalesnis ZPV genotipy paplitimas buvo analizuotas tarp pogrupiu,
suskirstyty pagal citologing diagnoze (ASCUS, LSIL, HSIL, SCC). ZPV 16
genotipo daznis koreliavo su citologiniy gimdos kaklelio pakitimy laipsniu
(p < 0,0001). Maziausiai ZPV 16 genotipo teigiamy méginiy nustatyta ASCUS
pogrupyje (27,6 %), nezymiai daugiau LSIL pogrupyje (29,7 %), daugiau
HSIL pogrupyje (55,1 %) ir daugiausiai véziniuose méginiuose (60,0 %).
Statistiskai reikSmingi skirtumai gauti tarp HSIL ir ASCUS (p < 0,0001), HSIL
ir LSIL (p < 0,01), SCC ir ASCUS (p < 0,001), SCC ir LSIL (p < 0,01)
pogrupiy. Lyginant meéginius be citologiniy pakitimy, ZPV 16 statistiskai
dazniau aptiktas HSIL (SS = 5,6, 95 % Pl 2,84—11,16, p < 0,0001) ir SCC
(SS=6,9, 95 % PI 2,96-15,97, p < 0,0001) pogrupiuose. Kity ZPV genotipy
paplitimas buvo panasus visuose pogrupiuose su citologiniais pakitimais.
Duomenys apie ZPV genotipy daznj tarp pogrupiy, suskirstyty pagal citologing

diagnoze, pateikiami 16 lenteléje ir 15 paveiksle.
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16 lentelé. ZPV genotipy paplitimas tarp méginiy su Zinoma citologine
diagnoze.

Citologiné diagnozé
ZPV genotipai ASCUS LSIL HSIL Jele

n 9%° n %? n %? n %?
7PV 16 24 | 276 |11 | 29,7 | 108 | 55,1 | 30| 60,0
7PV 18 3 34 | 2| 54 4 20 | 6 | 12,0
7PV 39 2 23 | 2| 54 6 31 | 1| 20
7PV 58 2 23 | 1| 27 | 10| 51 | 1] 20
7PV 31 7 80 | 6 | 162 | 20 | 102 | 3 | 6,0
7PV 33 8 92 | 1| 27 |24 ] 122 |0 00
7PV 52 5 57 | 3| 81 8 41 | 0| 0,0
7PV 56 8 92 | 4| 108 | 7 36 | 3| 6,0
7PV 59 0 00 | 2| 54 3 15 [ 1] 20
7PV 68 3 34 | 0| 0,0 1 05 | 1| 20
7PV 35 5 57 | 1| 27 6 31 | 1| 20
7PV 45 4 46 | 1| 2,7 1 05 | 3| 60
7PV 66 5 57 | 4| 108 | 3 15 | 0| 00
7PV 51 8 92 | 5| 135 | 7 36 | 1| 20
7PV 73 1 11 | 1| 2,7 2 1,0 | 0| 00
7PV 82 1 11 | 1] 27 2 10 [ 1] 20

® ZPV genotipy paplitimo procentai skai¢iuoti nuo bendro ZPV teigiamy
méginiy skaiciaus.

70% -

0 OKontroling
SOA) 7 grupé
50% - OASCUS
40% 1 mLSIL
30% A
20% BHSIL
10% mSCC

0% -

16 18 39 58 52 33 56 31 35 68 59 45 82 73 66 51
ZPV genotipai

15 pav. ZPV genotipy paplitimas tarp pogrupiy, suskirstyty pagal citologing
diagnozg.

ZPV genotipy paplitimas buvo analizuotas ir pogrupiuose,
suskirstytuose pagal histologine diagnozg (CIN 1, CIN 2, CIN 3/CIS, Ca ir
. Nepakitusi histologija). ZPV 16 genotipo daZnis koreliavo su histologiniy
gimdos kaklelio pakitimy laipsniu (p < 0,0001). ZPV 16 genotipas CIN 1
pogrupyje nustatytas 37,5 % ZPV teigiamy méginiy, CIN 2 — 48,6 %, CIN

70



3/CIS — 57,9 %, Ca — 61,3 % ir ,Nepakitusios histologijos” pogrupyje —
23,6 %. StatistiSkai patikimi skirtumai gauti tarp ,,Nepakitusios histologijos” ir
CIN 2, CIN 3/CIS ir Ca pogrupiy (atitinkamai p < 0,05, p < 0,0001,
p <0,0001), tarp CIN 1 ir Ca pogrupiy (p < 0,05) ir tarp kontrolinés (sveikos
moterys) ir CIN 2, CIN 3/CIS ir Ca pogrupiy (p < 0,001). Lyginant kontroling
grupe ir serganciyjy gimdos kaklelio véziu pogrupj, nustatytas stiprus rysys
tarp ZPV 16 genotipo ir gimdos kaklelio véZio (SS = 7,3, 95 % Pl 3,24-16,26,
p <0,0001). ZPV 18 genotipas nustatytas tik 3,9 % ZPV teigiamy méginiy,
ta¢iau gimdos kaklelio véZio pogrupyje tai buvo antras pagal daznj ZPV
genotipas (11,3 %, p < 0,05). Kity genotipy paplitimas tarp pogrupiy,
suskirstyty pagal histologine diagnozg, buvo panasus (p > 0,05). Duomenys
apie visy tirty ZPV genotipy daZnj grupése, suskirstytose pagal histologine
diagnoze, pateikiami 17 lenteléje ir 16 paveiksle.

17 lentelé. ZPV genotipy daznis méginiuose, suskirstytuose pagal histologing
diagnoze.

Histologiné diagnozé

v . »Nepakitusi

ZPVgenotipas | oy g CIN2 | CIN3/CIS Ca histologija®
n %° n %? n %° n %? n %°

ZPV 16 9| 375 | 18| 486 | 81 | 57,9 |38 | 61,3 | 13 23,6
7PV 18 3| 125 | 1| 27 2 14 | 7 | 11,3 1 1,8
7PV 39 0| 00 | 1| 27 3 21 | 2| 32 2 3,6
7PV 58 0| 00 | 5] 135 | 5 36 | 1| 1,6 3 5,5
7PV 31 4| 167 | 3| 81 | 16 | 114 | 3 | 48 4 7.3
7PV 33 21 83 | 2| 54 |18 | 129 | 2| 32 4 7.3
7PV 52 11 42 | 1| 27 7 50 | 0| 0,0 3 55
7PV 56 2| 83 | 5] 135 | 8 57 | 3| 48 3 55
7PV 59 0| 00 | 2| 54 1 07 | 1| 16 1 1,8
7PV 68 0| 00 | 1| 27 0 00 | 1| 1,6 1 1,8
7PV 35 2| 83 | 1| 27 3 21 | 1| 16 3 5,5
7PV 45 0| 00 |1 27 1 07 | 3| 48 1 1,8
7PV 66 3| 125 | 1| 2,7 3 21 | 0| 00 2 3,6
7PV 51 3| 125 | 4| 108 | 3 21 | 1] 16 5 9,1
7PV 73 21 83 | 1] 27 0 00 | 0| 0,0 1 1,8
7PV 82 0| 00 | 0| 00 2 14 [ 1] 16 2 3,6

® ZPV genotipy paplitimo procentai skai¢iuoti nuo bendro ZPV teigiamy
meéginiy skaiciaus.
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16 pav. ZPV genotipy paplitimas tarp pogrupiy, suskirstyty pagal histologing
diagnozg.

Palyginus misy gautus ZPV aukstos rizikos genotipy paplitimo
rezultatus su ankséiau atliktu tyrimu Lietuvoje, buvo nustatytas didesnis ZPV
teigiamy méginiy skaicius. 2012 m. atliktame tyrime buvo nustatyta, kad 59 %
urogenitaliniy nuograndy méginiy su intraepiteliniais gimdos kaklelio
pakitimais yra infekuoti aukstos rizikos ZPV genotipais. ZPV paplitimas tirtas
,»The Hybrid Capture II metodu, kuriuo nustatoma 13 aukstos rizikos 7PV
genotipy infekcija (Jariene ir kt. 2012). Misy tyrime analizuojant
urogenitaliniy nuograndy méginius su intraepiteliniais gimdos kaklelio
pakitimais buvo nustatyta, kad 80,8 % méginiy yra infekuoti vienu i§ 16
nustatomy aukstos rizikos ZPV genotipy. Minétame tyrime buvo nustatyta, kad
7PV 16, 18 ir 45 genotipai lémé 62 % citologiniy ir 68 % histologiniy gimdos
kaklelio poky¢iy (Jariene ir kt. 2012). Miisy tyrime nustatyta 53 % méginiy
tiek su citologiniais, tiek ir su histologiniais pakitimais, kurie infekuoti ZPV
16, 18 ir 45 genotipais.

Pasaulyje ZPV 16 yra daZniausiai aptinkamas ZPV genotipas gimdos
kaklelio véZio atveju, o ZPV 18 — antras pagal daznuma (Smith ir kt., 2007).
Ankstesni tyrimai parodé, kad ZPV 16 ir 18 genotipai nustatomi apie 70 %
gimdos kaklelio véZio atvejy visame pasaulyje ir bitent Sie ZPV genotipai yra
svarbiausi veiksniai, sukeliantys gimdos kaklelio vézj (Bosch ir kt., 2008;
Baseman ir Koutsky, 2005). Sie duomenys sutampa su misy tyrime gautais

rezultatais. ZPV 16 ir 18 genotipai buvo dazniausiai aptikti gimdos kaklelio
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vézio pogrupyje (72,6 %). ZPV 16 genotipas buvo pats dazniausias visuose
tirtuose pogrupiuose (42,3 % tarp visy tirty ZPV teigiamy méginiy). Sie
rezultatai koreliuoja su mokslingje literattiroje skelbiamais duomenimis apie
ZPV 16 genotipo paplitima visame pasaulyje (Baseman ir Koutsky, 2005) bei
Lietuvoje (Ambrasien¢ ir Popendikyté, 2008). Ta¢iau ZPV 18 genotipo
paplitimas (3,9 % tarp visy tirty ZPV teigiamy méginiy ir 11,3 % tarp gimdos
kaklelio vézio méginiy) miisy tyrime buvo mazesnis, nei kitose Salyse.
Europoje ZPV 18 genotipas nustatytas 17,2 % gimdos kaklelio véZio méginiy,
Siaurés Amerikoje — 22,1 %, Azijoje — 15,3 % (Pagliusi ir Aguado, 2004).
Misy tyrime kity aukstos rizikos ZPV genotipy (31, 33, 56) paplitimas tarp
visy ZPV teigiamy méginiy buvo didesnis, nei ZPV 18 genotipu. Atlikti
tyrimai rodo ZPV genotipy paplitimo geografinius skirtumus, todéel ZPV
infekuotus asmenis bitina tirti ne tik dél ZPV 16 ir 18 genotipy, bet taip pat ir
del kity aukstos rizikos genotipy. Tokie ZPV paplitimo tyrimai skirtingose
Salyse yra svarbuis, kuriant vakcinas bei planuojant prevencines programas
prie§ ZPV.

3.2.3. Keliy ZPV genotipy infekcijos daznis motery pogrupiuose su zinoma
citologine ir histologine diagnoze

Moterys, turindios gimdos kaklelio pakitimy, sukelty ZPV, gali biti
uzsikrétusios dviem ar keliais ZPV genotipais. Siame tyrime 94 méginiuose i3
tirty 437 (21,5 %) nustatéme kelis ZPV genotipus viename méginyje: daugiau
negu vienas genotipas nustatytas 82 (22,2 %) méginiuose su gimdos kaklelio
pakitimais ir 12 (17,9 %) méginiy i$ kontrolinés grupés (sveikos moterys)
(p>0,05). ZPV genotipy pasiskirstymas tarp visy ZPV teigiamy méginiy

demonstruojamas 17 paveiksle.
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17 pav. Vieno ir keliy ZPV genotipy infekcijos pasiskirstymas tarp ZPV
teigiamy meéginiy tiriamojoje (moterys su gimdos kaklelio pakitimais) ir
kontrolinéje (sveikos moterys) grupése.

Pogrupiuose, isskirtuose pagal citologine diagnoze¢, daugiausiai keliy
7PV genotipy infekcijos atvejy nustatyta LSIL pogrupyje (37,8 %), o
maziausiai — serganCiyjy véziu pogrupyje (18,0 %). StatistiSkai patikimi
skirtumai gauti tarp ASCUS ir HSIL (p < 0,01), ASCUS ir SCC (p <0,05),
LSIL ir HSIL (p < 0,05), LSIL ir SCC (p < 0,05) pogrupiy. Ta pati tendencija
nustatyta ir pogrupiuose, isskirtuose pagal histologing diagnoze. Daugiausiai
keliy ZPV genotipy infekcijos atvejy nustatyta CIN 1 pogrupyje (45,8 %), o
maziausiai — vézio pogrupyje (17,7 %). StatistiSkai patikimi skirtumai nustatyti
tarp CIN 1 ir CIN 3/CIS, Ca, ,Nepakitusios histologijos” ir sveiky motery
pogrupiy (p < 0,05) (18 lentelé).
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18 lentelé. ZPV genotipy pasiskirstymas tarp pogrupiy i$skirty pagal citologing
ir histologine diagnoze.

Citologiné diagnozé

7PV infekcija | ASCUS LSIL HSIL sCC Kontrolin¢
grupé
n % n % n % n % n %
1 genotipas 37 | 425 | 15| 40,5 | 131 | 66,8 | 32 | 64,0 | 32 478
2 genotipai 17 | 195 (12| 324 | 35 | 17,9 | 7 | 140 | 10 14,9
3 genotipai 1111|254 1] 2110 2] 40 | 1 15
4 genotipai 3 34 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 15
5 genotipai 0 0,0 0 0,0 1 0,5 0 0,0 0 0,0
Keliy genotipy
2PV infekeija 21 | 241 | 14| 378 | 38 | 194 | 9 | 180 | 12 17,9
ZPV teigiami 87 | 100,0 | 37 | 100,0 | 196 | 100,0 | 50 | 100,0 | 67 100,0
meglnlal
Histologiné diagnozé

7PV infekeija CIN 1 CIN2 |cIN3CIS| ca »Nepakitusi

histologija*

n % n % n % n % n %

1 genotipas 8 | 333 |18 | 486 | 94 | 67,1 | 40| 645 | 27 49.1
2 genotipai 10 | 41,7 | 9| 243 | 28 | 200 | 9 | 145 | 8 14,5
3 genotipai 1142 |21 54 | 1|07 |2] 322 3,6
4 genotipai 0000|001/ 0] 00/ 0] 00]oO0 0,0
5 genotipai 0100 1|27 0] 00/ 0] 00]oO0 0,0
Keliy genotipy
7PV infekeifa 11 | 458 12| 324 | 29 | 20,7 | 11| 17,7 | 10 18,2
ZPV teigiami 24 | 100,0 | 37 | 100,0 | 140 | 100,0 | 62 | 100,0 | 55 | 100,0
meglnlal

® ZPV genotipy paplitimo procentai skaiGiuoti nuo bendro ZPV teigiamy
méginiy skaiciaus.

Siekiant istirti sasajas tarp ZPV genotipy skai¢iaus viename méginyje ir
rizikos iSsivystyti didelio laipsnio gimdos kaklelio pakitimams ar véziui, buvo
analizuojama, kokie ZPV genotipai daZniausia aptinkami keliy ZPV genotipy
infekcijos atvejais tiriamojoje ir kontrolingje grupése. Keliy ZPV genotipy
infekcijos atvejais buvo aptikti visi tirti ZPV genotipai. ZPV 16 genotipas
nustatytas dazniausiai tiek vieno tipo, tiek ir keliy ZPV genotipy infekcijos
atvejais. Tiriamojoje grupéje (méginiai su gimdos kaklelio pakitimais) ZPV 16
genotipas kartu su kitais genotipais nustatytas 48 méginiuose i§ tirty 370
(13,0 %) (18 A pav.), o kontrolinéje grupéje (sveikos moterys) — 7 méginiuose
i8 tirty 67 (10,4 %) (18 B pav.).

75



Tiriamoji grupé

ZPV neigiamas;
19,2%

ZPV 16; 33,8%

Kiti ZPV
genotipai;

34,1% ZPV 16+ 1 ZPV

genotipas;
11,0%
7PV 16+ 7PV 2
genotipai;
1,6%

ZPV 16 + 4 ZPV
genotipai;
0,3%

Kontroliné grupé

ZPV 16 + 1ZPV
genotipas;
8,9%

ZPV 16 +3ZPV
genotipai;

ZPV neigiamas;
1,5%

34,3%

Kiti ZPV
genotipai;
47,8%

18 pav. ZPV 16 ir kity genotipy infekcijos pasiskirstymas tarp tiriamosios (A)

ir kontrolinés (B) grupiy méginiy.

Literatiiroje pateikiami rezultatai apie keliy ZPV genotipy infekcijos
daznj yra pana$is j misy gautus duomenis (nustatyti keli ZPV genotipai
27,4 % tirty meéginiy, kuriuose identifikuoti ZPV genotipai). Kity tyrimy
duomenys rodo, kad apie tre¢dalyje méginiy yra randama keliy ZPV genotipy
infekcija (Zuna ir kt., 2007, Sotlar ir kt., 2004; Molijn ir kt., 2005). Dazniausiai
aptinkama dviejy ZPV genotipy infekcija, taiau pasitaiko ir trys, keturi ar net

penki ZPV genotipai viename méginyje. Tokia daugybiné ZPV infekcija dar
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labiau didina gimdos kaklelio véZzio i$sivystymo rizikag (Quint ir kt., 2001; Li ir
kt., 2016).

3.2.4. ZPV infekcijos daznis gerkly véZiu serganéiy asmeny grupéje

7PV infekuoja ne tik lytiniy taky gleiving, bet taip pat yra aptinkamas ir
burnos gleivingje, kur gali sukelti galvos ir kaklo sri¢iy navikus. Jvairiy tyrimy
duomenimis, ZPV aptinkamas 23-35 % $io tipo véZio atvejy (Kreimer ir kt.,
2005). Tai Sestas pagal paplitimg vézio tipas zmogaus organizme (Zandberg ir
kt., 2013). Literatiros duomenimis, pastaraisiais metais galvos ir kaklo
onkologiniy susirgimy mazéja, tatiau su ZPV infekcija susijusiy $io tipo véZzio
susirgimy daugéja (Farsi ir kt., 2015).

Tyrimui buvo naudota DNR, iSgryninta i§ epiteliniy lgsteliy méginiy,
kurie surinkti Nacionaliniame vézio institute i§ gerkly véziu serganciy
pacienty. Visiems pacientams buvo imamos ploksciojo epitelio lastelés nuo
gerkly paZeidimy ir DNR gryninimas atlickamas panaudojant ,,Sorpo clean"
Genomic DNA Extraction Module* (Sorpo, Lietuva) rinkinj.

Tyrime patikrinti 43 gerkly véziu serganciy asmeny burnos epitelio
lasteliy meéginiai. I§ viso buvo aptikti 9 ZPV teigiami méginiai (20,9 %). Su
GP5+/GP6+ sistema nustatyti 7 ZPV teigiami méginiai, su PGMY09/11 — 1, 0
su HR_HPV — 4 méginiai. Gauti rezultatai panasis ] kity autoriy Europoje
atlikty tyrimy skelbiamus duomenis. 2005 m. buvo paskelbti apibendrinti
duomenys apie gerkly vézio méginiuose nustatyta ZPV infekcija skirtingose
pasaulio dalyse: Europoje ZPV infekcija nustatyta 21,3 % gerkly vézio atvejy,
Siaurés Amerikoje — 13,8 %, Azijoje — 38,2 % (Kreimer ir kt., 2005).

7PV teigiami méginiai toliau buvo genotipuojami. Né vieno ZPV
genotipo nebuvo nustatyta 6 méginiuose, likusiuose trijuose meginiuose buvo
aptikti ZPV 31 (2 méginiai), 58 (I meéginys) ir 39 genotipai (1 méginys).
Viename i§ méginiy aptikta dviejy ZPV genotipy (ZPV 31 ir 39) infekcija. Ne
visuose méginiuose buvo nustatyti ZPV genotipai, nes miisy uZregistruoti
teigiami bendros ZPV infekcijos DNR signalai buvo silpni, todél dauginés

PGR sistemos galéjo bati nepakankamai jautrios ZPV  genotipy
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identifikavimui. Jvairiy tyrimy duomenimis, gerkly ir burnos vézio atveju
labiausiai paplites yra ZPV 16 genotipas (Zandberg ir kt., 2013). Misy
atliktame tyrime jis nebuvo nustatytas. Misy rasti ZPV 31, 58 ir 39 genotipai
taip pat aptinkami ir Kitose Salyse, tiriant gerkly vézio méginius (Syrjanen,
2003).

3.3. ZPV DNR metilinimo tyrimai

[vairGis tyrimai parodé, kad nors ZPV infekcija ir yra svarbiausias
veiksnys gimdos kaklelio véziui iSsivystyti, tafiau jtakos gali turéti ir
genetiniai bei epigenetiniai rizikos veiksniai. Pastaryjy mety daugelis tyrimy
nustaté rysj tarp DNR metilinimo ir jvairiy ligy, tarp jy ir vézio (Kulis ir
Esteller, 2010). D¢l didelio ZPV paplitimo ir gimdos kaklelio véZio
sergamumo Lietuvoje yra tikslinga tirti viruso genomo epigenetinius pokycius.
Identifikuoti epigenetiniai aukstos rizikos ZPV genomy pokyéiai gali biiti
naudojami kaip ZPV inicijuotos karcinogenezés Zymenys.

Miisy atlikto ZPV DNR metilinimo tyrimo tikslas buvo istirti koreliacija
tarp gimdos kaklelio pakitimy laipsnio ir ZPV 16, 18 ir 51 genotipy DNR
metilinimo daznio. Apie ZPV 16 ir 18 genotipy metilinima yra paskelbta
moksliniy duomeny, taciau jvairiuose tyrimuose jie yra nevienareikSmiai (Ding
ir kt., 2009; Hong ir kt., 2008; Kalantari ir kt., 2004; Turan ir kt., 2006; Badal
ir kt., 2004; Van Tine ir kt., 2004; Kalantari ir kt., 2010). 7PV 51 genotipo
metilinimo tyrimai atlikti pirma karta.

Siame tyrime buvo tiriami du viruso genomo regionai: kapsidés baltyma
koduojancio geno L1 3' sritis ir ilgasis kontrolinis regionas (LCR). Metilinimas
tirtas DNR bisulfitinés modifikacijos ir DNR sekoskaitos metodais. I§ viso
istirti 202 ZPV infekcija turintys méginiai (surinkti Nacionaliniame véZio
institute). Sékminga bisulfitiné modifikacija buvo laikoma tada, kai po
sekoskaitos visi citozinai buvo pakeisti | timidinus, iSskyrus metilinimo
taikinius CpG saleles. ZPV DNR regionas buvo laikomas metilintu, jei nors
vienas CpG taikinys buvo metilintas tame regione. ZPV 16 ir 18 genotipy

metilinimo tyrimuose teigiama kontrole buvo naudojama DNR isskirta i$
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CaSki (ZPV 16) ir HeLa (ZPV 18) lasteliy. Visy méginiy sekoskaita buvo
atliekama abiem (3’ ir 5°) DNR kryptimis.

DNR bisulfitiné modifikacija gali sukeltti DNR fragmentacija, todél
tiriamas ZPV DNR rajonas buvo suskirstytas j maZesnes 3—4 sritis. Po
bisulfitinés modifikacijos, 3 poros pradmeny buvo naudojamos amplifikuoti
ZPV 16 genotipo 3’ L1 ir LCR DNR regionus (Kalantari ir kt., 2004). Tyrimui
pasirinktas ZPV 16 DNR regionas buvo suskirstytas j §ias sritis: 7049-7590
nukleotidai (nt), 7465-7732 nt ir 7748-115 nt. ZPV 18 genotipo 3’ L1 ir LCR
DNR regionams amplifikuoti taip pat buvo naudojamos 3 poros pradmeny
(Badal ir kt., 2004). Tirtas ZPV 18 DNR regionas buvo suskirstytas j §ias sritis:
6847-7186 nt, 7282-7747 nt ir 7753-186 nt. ZPV 51 genotipo DNR
metilinimo tyrimams buvo naudojamos 4 pradmeny poros, komplementarios 3’
L1 ir LCR DNR regionams. Sekoms specifiniai pradmenys buvo sukurti
naudojant MethPrimer Design programa (http://www.urogene.org). Tirtas ZPV
51 DNR regionas buvo suskirstytas j Sias sritis: 6848-7064 nt, 71397354 nt,
7325-7639 nt ir 7668-99 nt.

Metilinty ZPV 16, 18 ir 51 DNR seky amplifikacijai buvo optimizuotas
PGR metodas. PGR reakcijos mi$inj sudaré Sie komponentai: Hot Start PGR
buferinis tirpalas, MgCl,, Hot Start Tag DNR polimerazé, dNTP, BSA,
pradmenys ir be nukleaziy sterilus vanduo. PGR reakcija vykdyta 25 ul
galutiniame turyje: 22 pul PGR miS$inio ir 3 pl DNR tirpalo po bisulfitinés
modifikacijos. PGR buvo atlickama $iuo rezimu: 94 °C — 5 min, 40 cikly: 94 °C
—10s, 54 °C —30 s, 68 °C — 1 min, galutinis ciklas: 68 °C — 7 min.

3.3.1. ZPV 16 genotipo DNR metilinimo tyrimai
I$ viso buvo istirti 157 gimdos kaklelio méginiai, kuriuose prie$ tai buvo
identifikuotas ZPV 16 genotipas (zr. 3.2.2. skyrelyje). Visi méginiai pagal
histologing diagnozg¢ suskirstyti j 5 pogrupius: CIN 1 (n = 10), CIN 2 (n = 17),
CIN 3/CIS (n = 70), Ca (n = 31) ir besimptomé ZPV 16 infekcija (n = 29).
Pasirinktame ZPV 16 genomo regione buvo 17 CpG taikiniy: 2 taikiniai 3¢ L1

geno srityje (ZPV genomo sritis nuo 7136 nt iki 7145 nt) ir 15 taikiniy LCR
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regione (nuo 7270 nt iki 58 nt). LCR regionas dar buvo isskirtas j tris sritis: 4
taikiniai LCR 5° srityje (7270 nt — 7461 nt), 6 taikiniai geno stipriklio srityje
(7535 nt — 7862 nt) ir 5 taikiniai promotoriaus srityje (31 nt — 58 nt) (19

lentelé).

19 lentelé. CpG sridiy pozicijos ZPV 16, 18 ir 51 genotipy L1 3°, LCR 5°,
stipriklio ir promotoriaus regionuose.

ZPV DNR ZPV 16 ZPV 18 ZPV 51
regionas CpG, nt CpG, nt CpG, nt
6916, 7011, 7038, 7041, | 6916, 6939, 6946, 6970,
L13 7136, 7145 7062, 7068, 7090, 7110,
7116, 7122 6974, 6983, 7015, 7021
. 7270, 7428,
LCR5 7455, 7461 7316 7228, 7256, 7277, 7283
7535, 7554,
stipriklis | 7677 7460, 7466, 7511, 7573, | 1A% TR T00 Tee
7683, 7695, 7575, 7586, 7597, 7631 7532, 7535, 7594
7862
Promotorius gé 37,43, 52, 7824, 44, 50, 54, 60, 66 | 7762, 32, 48, 54

DNR metilinimas dazniau pasitaiké L1 3° ir promotoriaus regionuose
lyginant su LCR 5° ir stipriklio sritimis. ZPV 16 genotipo DNR metilinimo
daznis koreliavo su gimdos kaklelio pakitimy laipsniu. L1 3¢ srityje DNR
metilinimo daZnis varijavo nuo 0 % CIN 1 iki 32,3 % gimdos kaklelio vézio
méginiuose. LCR 5’ ir stipriklio srityse metilinimo daznis buvo nuo 0 % CIN 1
atveju iki 25,8 % véziniuose méginiuose. Besimptomés infekcijos atveju
metilinimo daznis varijavo nuo 3,4 % L1 3°, LCR 5’ ir promotoriaus srityse iKi
6,9 % stipriklio srityje. StatistiSkai patikimas skirtumas po Bonferroni
korekcijos buvo gautas L1 3” geno stityje tarp besimptomés ZPV infekcijos ir

gimdos kaklelio véziniy méginiy (p < 0,01, 20 lentelé).
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20 lentelé. ZPV 16 genotipo DNR metilinimo daznis L1 3°, LCR 5, stipriklio
ir promotoriaus regionuose.

ZPV 16
L13 LCR5' Stipriklis Promotorius

Grupé 7PV 7PV 7PV 7PV

teig. % teig. % teig. % teig. %
CIN1(n=10) 0 0 0 0 1 10 0 0
CIN2(n=17) 1 59 2 11,8 3 17,6 2 11,8
CIN 3/CIS (n=70) 17 24,3 10 14,3 16 229 | 18 257
Ca(n=31) 11 355* 8 25,8 7 226 | 10 323
Besimptomé ZPV 16
infekcija (n = 29) 1 3,4* 1 3,4 2 6,9 1 3,4

*p < 0,01, remiantis FiSerio tiksliuoju testu.

Atskiry CpG taikiniy metilinimo daZnis varijavo nuo 0 % besimptomés
7PV 16 infekcijos atveju ir CIN 1 atveju iki 11,8 % CIN 2 pogrupiuose.
Didesni metilinimo skirtumai buvo nustatyti CIN 3/CIS ir vézio pogrupiuose.
CpG taikiniy metilinimo daznis Siose grupése varijavo nuo 0 % iki 35,5 %.
DidZiausias metilinimo daZnis nustatytas 7136 ir 7145 nt pozicijoje véZzio
atveju (35,5 %). Statistiskai patikimi metilinimo skirtumai nustatyti 7136 ir
7145 nt pozicijose tarp besimtomés ZPV 16 infekcijos ir véziniy méginiy
(p <0,01). Keturiose CpG pozicijose (7270, 7535, 7695, 7862 nt) metilinimo
daZnis buvo Zemas tarp visy tirty méginiy. Besimtomés ZPV 16 infekcijos
atveju metilinimo daznis buvo 0 %, o vézio atveju — 6,5 %. Pozicijoje 7862 nt
metilinimas nebuvo aptiktas né viename i§ tirty méginiy. Visy kity CpG
taikiniy metilinimo daznis varijavo nuo 0 % iki 32,3 % tarp tirty pogrupiy,

tacCiau tarp jy statistiSkai reikSmingy skirtumy nenustatyta (19 pav., 21 lentelé).
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19 pav. ZPV 16 genotipo CpG sri¢iy metilinimo daznis skirtinguose
pogrupiuose su patvirtinta histologine diagnoze.

21 lentelé. ZPV 16 genotipo CpG sri¢iy metilinimo daznis skirtinguose
pogrupiuose su patvirtinta histologine diagnoze.

ZPV 16 ]
Besimptomé ZPV
CIN1 CIN2 CIN 3/CIS Ca(n = 31) 16 infekcija
CpG (n=10) (n=17) (n=70) (n=29)
7PV 7PV 7PV 7PV 7PV
teig. % |teig. % teig. % teig. % teig. %
7136 0 0 1 59 17 243 11 35,5% 1 3,4*
7145 0 0 1 59 16 229| 11  355%* 0 0**
7270 0O 0] O 0 3 4,3 2 6,5 0 0
7428 0 0 2 118 8 114 7 22,6 0 0
7455 0O 0] O 0 8 11,4| 6 19,4 1 34
7461 0 0] O 0 8 114 7 22,6 1 34
7535 0O 0] O 0 3 4,3 2 6,5 0 0
7554 0 0] O 0 4 5,7 3 9,7 0 0
7677 0 0 1 59 5 7.1 5 16,1 1 34
7683 1 10| 2 11,8| 11 157 6 19,4 2 11,1
7695 0O 0] O 0 2 2,9 2 6,5 1 34
7862 0 0] O 0 0 0 0 0 0 0
31 0O 0] O 0 6 8,6 7 22,6 0 0
37 0 0] O 0 7 10 7 22,6 0 0
43 0O 0] O 0 7 10 8 25,8 1 3,4
52 0 0 2 118 | 17 243| 10 32,3 1 34
58 0 0 2 118| 18 257| 10 32,3 1 3,4

***p < 0,01, remiantis Fiserio tiksliuoju testu.
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Teigiama kontrole naudota DNR, isskirta i§ CaSki Iasteliy linijos, kuri
infekuota ZPV 16 genotipu. Buvo jvertintas $ios DNR metilinimo daznis.
Nustatyta, kad visi CpG taikiniai buvo metilinti tirtuose ZPV 16 DNR
regionuose.

Ankstesniuose tyrimuose taip pat buvo nustatytas teigiamas rySys tarp
metilinimo daznio ZPV 16 L1 geno srityje ir gimdos kaklelio pakitimy laipsnio
(Kalantari ir kt., 2009; Fernandez ir kt., 2009; Brandsma ir kt., 2009; Sun ir kt.,
2011; Mirabello ir kt., 2012). Taciau ankstesniy publikacijy duomenys apie
sasajas tarp ZPV 16 LCR regiono DNR metilinimo ir gimdos kaklelio pakitimy
laipsnj yra nevienareik$miai. Yra atlikty tyrimy, kurie nustaté sumazéjusj LCR
regiono DNR metilinimo daznj gimdos kaklelio méginiuose su didelio laipsnio
intraepiteliniais pakitimais (Ding ir kt., 2009; Badal ir kt., 2003; Xi ir kt., 2011,
Mazumder ir kt., 2011; Snellenberg ir kt., 2012; Vinokurova ir kt., 2011,
Bhattacharjee ir Sengupta; 2006). Nepaisant $iy skirtumy, keletas miisy gauty
ir kity autoriy apraSyty rezultaty yra panasSiis. Kity publikacijy duomenimis
stipriklio regione CpG taikinio esancio 7862 nt pozicijoje metilinimo daznis
yra labai nedidelis. Miisy tyrime 7862 nt pozicijoje esantis CpG taikinys buvo
nemetilintas visuose tirtuose méginiuose. Sioje pozicijoje esantis CpG taikinys
persikloja su viruso baltymo E2 prisijungimo sritimi. E2 baltymas
prisijungdamas prie viruso genomo neleidZia vykti onkogeny E6 ir E7 raiskai.
Taigi, Sios srities metilinimas gali neleisti prisijungti E2 baltymui, todél gali
prasideéti ilgalaiké onkogeny E6 ir E7 raiska (Ding ir kt., 2009; Kalantari ir kt.,
2004; Vinokurova ir Knebel, 2011; Bhattacharjee ir Sengupta, 2006).

Daugelyje ankstesniy tyrimy, taip pat ir miisy, buvo nustatytas padidéjes
promotoriaus regiono metilinimo daznis gimdos kaklelio vézio méginiuose,
lyginant su maZesnio laipsnio pakitimais bei besimtomés ZPV 16 infekcijos
atvejais (Ding ir kt., 2009; Hong ir kt., 2008; Badal ir kt., 2003; Xi ir kt., 2011,
Snellenberg ir kt., 2012; Bhattacharjee ir Sengupta, 2006; Piyathilake ir kt.,
2011). ZPV genomo promotoriaus seka turi dvi baltymo E2 prisijungimo sritis.
Jei Sios sritys yra metilintos, E2 baltymas nebegali prisijungti, tod¢l prasideda

intensyvi E6 ir E7 onkogeny raiska (Thain ir kt., 1996). Manoma, kad
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promotoriaus srities metilinimas gali biiti naudojamas kaip progresuojancios

karcinogenezés zymuo (Bhattacharjee ir Sengupta, 2006).

3.3.2. ZPV 18 genotipo DNR metilinimo tyrimai

IS viso iStirtas 21 gimdos kaklelio meéginys, kuriame prie§ tai buvo
identifikuotas ZPV 18 genotipas (zr 3.2.2. skyrelyje). Visi méginiai pagal
histologine diagnoze¢ suskirstyti 1 5 pogrupius: CIN 1 (n = 3), CIN 2 (n = 2),
CIN 3/CIS (n = 2), Ca (n = 6) ir besimptom¢ ZPV 18 infekcija (n = 8).
Pasirinktuose ZPV 18 genomo regionuose buvo 25 CpG taikiniai: 10 taikiniy
3¢ L1 geno srityje (ZPV 18 genomo sritis nuo 6916 nt iki 7122 nt), 1 taikinys
LCR 5° srityje (7316 nt), 8 taikiniai stipriklio srityje (7460 nt — 7631 nt) ir 6
taikiniai promotoriaus srityje (7824 nt — 66 nt) (19 lentelé).

DidZiausias ZPV 18 DNR metilinimo daZnis buvo nustatytas L1 3’ geno
srityje. CIN 3/CIS ir gimdos kaklelio vézio atveju buvo metilinti visi CpG
taikiniai L1 3’ geno dalyje. Sioje srityje CIN 1 ir besimtomés infekcijos
atvejais buvo metilintas tik vienas méginys, o CIN 2 pogrupyje visi méginiai

buvo nemetilinti (22 lentelé).

22 lentelé. ZPV 18 genotipo DNR metilinimo daznis L1 3°, LCR 5, stipriklio
ir promotoriaus regionuose.

ZPV 18
L13 LCR 5 Stipriklis Promotorius

Grupé 7PV 7PV 7PV 7PV

teig. % teig. % teig. % teig. %
CIN1(n=3) 1 33,3 0 0 0 0 0 0
CIN2(n=2) 0 0 0 0 0 0 0 0
CIN3/CIS (n=2) 2 100 1 50 0 0 0 0
Ca(n=6) 6 100 2 33,3 1 16,7 1 16,7
Besimptomé ZPV 18
infekcija (n = 8) 1 12,5 0 0 0 0 0 0

LCR regione metilinimo daznis buvo maZzesnis nei L1 3’ srityje. LCR 5’
regione buvo metilintas tik vienas méginys i§ CIN 3/CIS pogrupio ir du
méginiai gimdos kaklelio vézio pogrupyje. Stipriklio ir promotoriaus
regionuose buvo metilintas tik vienas gimdos kaklelio véZzio méginys. Kaip ir
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ZPV 16 genotipo atveju, LCR regione esantis 7824 nt pozicijoje CpG taikinys
buvo nemetilintas visuose tirtuose méginiuose (20 pav., 23 lentelé¢). Dél mazo
meginiy skaiciaus, statistiSkai reikSmingy skirtumy tarp CpG taikiniy, lyginant

skirtingus tyrimo pogrupius, nebuvo nustatyta (p > 0,05).
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20 pav. ZPV 18 genotipo CpG sri¢iy metilinimo daznis skirtinguose
pogrupiuose su patvirtinta histologine diagnoze.

23 lentelé. ZPV 18 genotipo CpG sri¢iy metilinimo daznis skirtinguose
pogrupiuose su patvirtinta histologine diagnoze.

CIN1 CIN2 CIN 3/CIS Besimptomé
(n = 3) (n=2) (n=2) Ca(n=6) | 7pv 18 infekcija
CpG ) ) ) ) ) (n=28)
ZPV 7PV 7PV ZPV 7PV
teig. % |[teig. % |teig. % teig. % | teig. %
6916 1 333| 0 0 2 100 6 100 0 0
7111 1 333| 0 0 1 50 6 100 0 0
7038 0 0 0 0 2 100 6 100 1 12,5
7041 0 0 0 0 2 100 6 100 1 12,5
7062 1 333| 1 50 2 100 6 100 1 12,5
7068 0 0 0 0 1 50 6 100 0 0
7090 0 0 0 0 1 50 6 100 0 0
7110 1 333| 0 0 2 100 6 100 1 12,5
7116 0 0 0 0 2 100 6 100 0 0
7122 0 0 0 0 1 50 6 100 0 0
7316 0 0 0 0 1 50 2 33,3 0 0
7460 0 0 0 0 1 50 0 0 0 0
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7466 0 0 0 0 1 50 0 0 0 0
7466 0 0 0 0 1 50 0 0 0 0
7511 0 0 0 0 1 50 0 0 0 0
7573 0 0 0 0 1 50 0 0 0 0
7575 0 0 0 0 1 50 0 0 0 0
7586 0 0 0 0 1 50 0 0 0 0
7997 0 0 0 0 1 50 0 0 0 0
7631 0 0 0 0 1 50 0 0 0 0
7824 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
44 0 0 0 0 1 50 0 0 0 0
50 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
54 0 0 0 0 1 50 0 0 0 0
60 0 0 0 0 1 50 0 0 0 0
66 0 0 0 0 1 50 0 0 0 0

DNR buvo isskirta ir i§ HeLa lasteliy, kurios yra infekuotos ZPV 18
genotipu ir itirtas Sios virusinés DNR metilinimas. Kaip ir klinikiniy méginiy
atveju, nustatyta, kad HeLa lastelése visi ZPV 18 CpG taikiniai yra metilinti
L1 3’ ir LCR 5’ DNR regionuose. Stipriklio ir promotoriaus srityse esantys
CpG taikiniai nebuvo metilinti.

Gauti rezultatai sutampa su ankstesniy tyrimy duomenimis. Visuose
atliktuose tyrimuose L1 3’ geno dalyje ZPV 18 DNR metilinimo daZnis virsijo
80 % gimdos kaklelio vézio méginiuose. Tuo tarpu LCR regione (kaip ir miisy
tyrime) ZPV 18 DNR metilinimo daznis yra labai Zemas arba visi taikiniai yra
nemetilinti (Turan ir kt., 2006; Badal ir kt., 2004; Fernandez ir kt., 2009).

3.3.3. ZPV 51 genotipo DNR metilinimo tyrimai

IS viso buvo istirti 24 gimdos kaklelio méginai, kuriuose pries tai buvo
identifikuotas ZPV 51 genotipas (zr 3.2.2. skyrelyje). Visi méginiai pagal
histologineg diagnozg¢ suskirstyti j 5 pogrupius: CIN 1 (n = 6), CIN 2 (n = 4),
CIN 3/CIS (n = 5), Ca (n = 1) ir besimptom¢ ZPV 51 infekcija (n = 8).
Pasirinktuose ZPV 51 genomo regionuose buvo 27 CpG taikiniai: 8 taikiniai 3
L1 geno srityje (ZPV 51 genomo sritis nuo 6916 nt iki 7021 nt), 4 taikinai LCR
5¢ srityje (7228 nt — 7286 nt), 11 taikiniy stipriklio srityje (7393 nt — 7594 nt) ir
4 taikiniai promotoriaus srityje (7762 nt — 54 nt) (19 lentelé).
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ZPV 51 genotipo metilinimo tyrimai buvo atliekami pirma karta, jokiy
duomeny iki tol nebuvo paskelbta. ZPV 51 genotipo DNR metilinimas buvo
nustatytas tik viename méginyje, kuriame buvo histologiskai patvirtinta
gimdos kaklelio véZio diagnozé. Siame méginyje buvo metilinti visi CpG
taikiniai, esantys ZPV 51 L1 3’ geno dalyje (6916 nt — 7021 nt). Visi kiti CpG
taikiniai visuose tirtuose meéginiuose buvo nemetilinti. ZPV 51 genotipo

metilinimo rezultatai pateikiami 24 lenteléje.

24 lentelé. ZPV 51 genotipo DNR metilinimo daznis L1 3, LCR 5, stipriklio
ir promotoriaus regionuose.

ZPV 51
L13 LCR 5 Stipriklis | Promotorius

Grupé 7PV 7PV ZPV 7PV

teig. % | teig. % | teig. % | teig. %
CIN1(n=6) 0 0 0 0 0 0 0 0
CIN2(n=4) 0 0 0 0 0 0 0 0
CIN 3/CIS (n =5) 0 0 0 0 0 0 0 0
Ca(n=1) 1 10| 0 0] 0 O 0 0
Besimptomé ZPV 51
infekcija (n = 8) 0 0 0 0 0 0 0 0

Apibendrinant ZPV DNR metilinimo tyrimo rezultatus, visy trijy tirty
onkogeniniy ZPV genotipy (ZPV 16, 18, 51) DNR metilinimas daZniau
nustatytas L1 3’ geno sekoje nei LCR regione. Be to, visy trijy tirty ZPV
genotipy DNR metilinimas yra daznesnis gimdos kaklelio vézio atveju nei
besimptomeés ZPV infekcijos atveju. Kity autoriy duomenimis, aukstos rizikos
ZPV 31, 33, 45, 52 ir 58 genotipy DNR metilinimas taip pat buvo dazniau
nustatytas L1 geno srityje nei LCR regione, o metilinimo daznis koreliavo su
gimdos kaklelio pakitimy laipsniu (Murakami ir kt., 2013; Vasiljevic ir kt.,
2014; Wentzensen ir kt., 2012). Svarbu pazyméti, kad Zemos rizikos ZPV 6 ir
11 genotipy genomai yra visiSkai nemetilinti (Ure ir Forslund, 2012; Gall ir kt.,
2011).

Biologinis ZPV L1 3’ geno srities metilinimo ir gimdos kaklelio vézio
progresavimo ry$ys yra nezinomas. Keletas tyrimy parodé, kad ZPV L1 geno
metilinimas yra susijes su ZPV integracija i lastelés genoma (Kalantari ir kt.,
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2004; Bryant ir kt., 2014; Kalantari ir kt., 2008; Van Tine ir kt., 2004). L1
baltymas nedalyvauja karcinogenezés procese, todél ZPV DNR metilinimas
gali biiti interpretuojamas kaip Seimininko gynybos mechanizmas prie$ svetimag
integruotag DNR (Doerfler ir kt., 2001; Sutter ir Doerfler, 1980). Pavyzdziui,
lasteliy linija CaSki turi tandeminiais pasikartojimais integruota ZPV 16
genotipo DNR sekas, kurios yra puikus metilinimo taikinys. Taciau tai
nereiskia, kad ZPV 16 genotipo geny raiska nevyksta. Kai kurie ZPV genomai
liecka nemetilinti, todél ZPV infekcija yra ir toliau palaikoma (Badal ir kt.,
2003). Identifikuoti epigenetiniai aukstos rizikos ZPV genomy poky¢iai gali

biiti naudojami kaip ZPV inicijuotos karcinogenezés Zymenys.

3.4. Zymens p16™"** rai¥kos tyrimai kiekybinés PGR metodu

Gimdos kaklelio epiteliniy lgsteliy poky¢iams diagnozuoti naudojamas
citologinis tepin¢lio tyrimas (PAP). Taciau jo jautrumas ir specifiSkumas yra
gana zemi (Murphy ir kt., 2003). Taip pat nei citologinis testas, nei viruso
genotipy nustatytmas neparodo, ar gimdos kaklelio pakitimai progresuos ar ne
(Cantor ir kt., 2003; Schiffman ir kt., 2007). Todél yra aktualu sukurti metodus,
kurie specifiskai ir tiksliai nustatyty gimdos kaklelio lasteliy pakitimus,
susijusius su karcinogeneze.

Baltymas p16™"**

yra perspektyvus gimdos kaklelio 1asteliy pakitimy
vézio diagnostinis zymuo. Sis baltymas yra vézio slopiklis, kurio raiska
padidéja, jvykus viruso sukeltai onkogeninei lgsteliy transformacijai (Regauer
ir Reich, 2007). D¢l intensyvios pl6™<** baltymo raiskos, jis gali buti
naudojamas kaip gimdos kaklelio intraepiteliniy poky¢iy Zymuo. Yra nustatyta,
kad nedideli CIN pakitimai, kuriuose aptinkama padidéjusi p16™<** baltymo
raiSka, dazniau vystosi j didesnio laipsnio CIN pakitimus (Kalof ir kt., 2006,

Ishikawa ir kt, 2006). Be to, esant zemos rizikos ZPV infekcijai, baltymo

p16™ ** raiska yra mazesné. Manoma, kad skirtingose gimdos kaklelio
neoplazijos stadijose, p16"™ ** raiska taip pat gali biti skirtingo lygio (Agoff ir
kt., 2003).
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Ankstesniuose kity autoriy tyrimuose buvo analizuotas baltymo

6K raiskos  lygis  pakitusiose gimdos  kaklelio lastelése

pl
imunohistocheminés analizés metodu (Dijkstra ir kt., 2010; Ishikawa ir kt.,
2006; Klaes ir kt., 2002). Taciau publikuoti duomenys yra priestaringi.
Paskelbty duomeny skirtumai gali biiti dél nevienody audiniy fiksavimo
metody, skirtingo naudojamy antikiiny skiedimo bei nevienodo taikomy
metody jautrumo (Mulvany ir kt., 2008).

Miisy atlikto tyrimo tikslas buvo istirti p16™<**

transkriptazés kiekybinés PGR metodu (AT-kPGR) gimdos kaklelio

RNR rai8kg atvirkStinés

meéginiuose ir nustatyti RNR raiSkos lygio koreliacija su intraepiteliniais

gimdos kaklelio Igsteliy pakitimais.

3.4.1. AT-kPGR sistemos, skirtos p16™“** RNR raiskos tyrimams, sukiirimas
Ir optimizavimas
AT-kPGR sistemos suktirimui ir optimizavimui buvo naudojama DNR
i§skirta 1§ HeLa Iasteliy. Metodas buvo optimizuojamas pagal Siuos
parametrus:

1. Parenkama tinkamiausia p16™"**

DNR sekai specifiné pradmeny pora.

2. Nustatoma pradmeny prilydymo temperatiira, panaudojant gradienting PGR.
3. Parenkamas tinkamiausias PGR reakcijos buferinis tirpalas.

4. Parenkamas tinkamiausios vidinés kontrolés genas ir komplementaris
pradmenys.

5. Parenkamos tinkamiausios p16™<** ir vidinés kontrolés genams specifiniy

pradmeny ir zondy koncentracijos.

Pirmajame optimizacijos etape buvo sukurti pradmenys ir parenkama
tinkamiausia p16™“** DNR sekai komplementariy pradmeny pora. Pradmenys
sukurti naudojant Primer3 programa (http://biotools.umassmed.edu). Buvo
jvertintos 3 pradmeny poros: Inkfor-3 ir Inkrev-3, Ink4for-1 ir Ink4rev-1,
Ink4for-2 ir Ink4rev-2,
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Naudojant Inkfor-3 ir Inkrev-3 pradmeny pora, gaunamas 294 bp dydzio
PGR produktas, su Ink4for-1 ir Inkdrev-1 pradmeny pora gaunamas 140 bp
ilgio PGR produktas, o su Ink4for-2 ir Ink4rev-2 pradmny pora — 147 bp ilgio
PGR produktas. Amplifikacijai naudoti $ie komponentai: Maxima'™ Hot Start
PGR buferinis tirpalas (1x), MgCl, (3 mM), dNTP (0,2 mM), Maxima™ Hot
Start Taq DNR polimeraze (1 v), betainas (1 M), pradmenys komplementaris
p16™** DNR sekai (0,4 pM) ir vanduo iki galutinio 25 pl reakcijos tirio.
Amplifikacija vykdoma §iuo rezimu: 95 °C — 7 min (Hot Start Taq polimerazés
aktyvacija), 35 ciklai DNR amplikacijai: 95 °C — 30 s; 58 °C — 30 s (pradmeny
prilydymas); 72 °C — 30 s, galutinis ciklas: 72 °C — 5 min. DNR elektroforezés

rezultatai pateikiami 21 ir 22 paveiksluose.

M 1 2
1000 bp
500 bp g
250 bp -
*

50bp

21 pav. p16™“** geno PGR produktas padaugintas su Inkfor-3 ir Inkrev-3
pradmeny pora (M raide pazymétame takelyje DNR fragmenty ilgio standartas
(O‘GeneRuler™ 50 bp DNA, Thermo Fisher Scientific Baltics, Lietuva), 1,2
takeliuose su Inkfor-3 ir Inkrev-3 pradmenimis padaugintas p16™<** geno
fragmentas.

M; 2 3 a4 M
1000 bp ’
500bp -
250bp
O BB -
50bp

22 pav. p16™** geno PGR produktai padauginti su Ink4-1 ir Ink4-2 pradmeny
poromis (M raide pazymétame takelyje DNR fragmenty ilgio standartas
(O*GeneRuler™ 50 bp DNA, Thermo Fisher Baltics, Lietuva), 1,2 takeliuose
PGR produktas gautas su Ink4-1 pradmenimis, 3,4 takeliuose PGR produktas
gautas su Ink4-2 pradmenimis).
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I$ pateikty DNR elektroforezés nuotrauky matyti, kad efektyviausiai
amplifikacija vyko naudojant Ink4for-2 ir Ink4rev-2 pradmeny porg (Ink4-2).
Si pradmeny pora buvo pasirinkta tolimesniam AT-kPGR sistemos sukarimui
ir optimizavimui.

Kitame optimizacijos etape buvo parenkama optimali pradmeny
prilydymo temperattira, tinkamiausias buferinis tirpalas, vidinés kontrolés
genas ir komplementaris pradmenys bei nustatomos tinkamiausios naudoty
pradmeny ir zondy koncentracijos. Visi patikrinti ir pasirinkti parametrai
pateikiami 25 lenteléje.

25 lentele. p16™** AT-kPGR sistemos optimizacijos metu patikrinti ir
atrinkti tinkamiausi parametrai.

OPTIMIZACIOS PATIKRINTOS REAKCIJOS OPTIMALIOS
PARAMETRAI SALYGOS REAKCIJOS SALYGOS
Pradmeny prilydymo 55_69 °C 55 °C
temperatiira
Buferinis tirpalas 1) Maxima™ Hot Start PGR

buferinis tirpalas (10x) Maxima™ Probe @PCR
2) Maxima™ Probe gPCR MasterMix (2x)

MasterMix (2x)
Vidinés kontrolés genas 1) GAPDH

2) Integrinas Integrinas
Ink4-2 pradmeny
koncentracija 0,3-0,4 uM 0,4 pM
Integrinui specifiniy 3 02-0.3 uM 02 pM
pradmeny koncentracija
Ink4-2 zondo
koncentracija 0,2-0,25 uM 0,25 uM
Integrino zondo
koncentracija 0,15-0,25 M 0,15 uM

Patikrinus visus optimizacijos parametrus, buvo atrinkti tinkamiausi:
Ink4-2 pradmeny koncentracija — 0,4 uM, Ink4-2 zondo koncentracija — 0,25
uM, vidinés kontrolés genas — integrinas, bei integrinui specifiniy pradmeny
koncentracija — 0,2 uM, integrino zondo koncentracija — 0,15 uM. kPGR
reakcija vykdymui pasirinktas optimalus rezimas: 95 °C — 7 min (Hot Start Taq
polimerazés aktyvacija), 40 cikly DNR amplikacijai: 95 °C —30's; 55°C - 20's
(pradmeny prilydymas); 72 °C — 20 s,
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Parinkus optimalias kPGR salygas, toliau buvo kuriami p16™"** ir
vidinés kontrolés integrino RNR fragmentai, kurie buvo naudojami, siekiant
nustatyti p16™<** RNR kopijy skai¢iy klinikiniuose méginiuose. Pirmajame
darbo etape buvo iSskirta DNR i§ HeLa lasteliy. Naudojant p16™<** DNR
specifiskus Ink4-2 pradmenis ir integrinui komplementarius pradmenis, PGR

metodu buvo padauginti p16™ <"

ir integrino geno DNR fragmentai ir
iklonuoti j plazmid¢ pTZ57R/T. Toliau plazmidé buvo kerpama su Sapl (Lgul)
restrikcijos endonukleaze ir atliekamas DNR nuraSymas in vitro, naudojant
. Transcript AIT™ T7 High Yield Transcription Kit“ (Thermo Fisher Scientific

NK%A ir integrino RNR

Baltics, Lietuva) rinkinj. Nuo pasigaminty pl6
transkripty buvo susintetinta kopijiné DNR (kDNR), kuri panaudota
standartiniy kreiviy sukiirimui, vykdant AT-kPGR reakcijg. Detalus naudoty

metody apraSymas pateiktas 2.2. skyriuje.

3.4.2. p16"™“**RNR raiskos tyrimai klinkiniuose méginiuose
IS Nacionalinio vézio instituto buvo gauti ir iSanalizuoti 567 gimdos
kaklelio urogenitaliniy nuograndy meéginiai su patvirtinta citologine ir/arba
histologine diagnoze. I$ visy tirty méginiy buvo i$skirta RNR ir DNR. Siekiant
i§ to paties méginio iSskirti RNR ir DNR, buvo naudojamas anks¢iau aprasSytas
metodas (Chomczynski ir Sacchi, 1987) (zr. 2.2.8. ir 2.2.9. skyreliuose). RNR

6K raiskai istirti, o DNR — bendrai ZPV infekcijai ir viruso

naudota pl
genotipui nustatyti. ISskirta RNR buvo verc¢iama j KDNR ir saugoma -70 °C.
Naudojant naujai sukurta ir optimizuotg AT-kPGR sistema, buvo analizuojama
p16™ **RNR raiska. Standartiniy kreiviy sukarimui p16™<**ir integrino RNR
transkriptai buvo skiedziami nuo 10 kopijy/reakcijoje iki 10 kopijy.
Kiekvienas skiedimas buvo pakartojamas 2 kartus. Teigiama kontrole AT-

KPGR reakcijoje buvo naudojama KDNR, susintetinta nuo RNR, iSgrynintos i$

INK4A
6

Analizuojant rezultatus, nustatytas pl geno kopijy skaiCius buvo

dalinamas i§ vidinés kontrolés integrino kopijy skaiciaus ir padaugintas i$
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pasirinkto koeficiento (x1000). I$ ty paciy méginiy iSgryninta DNR buvo
naudojama bendros ZPV infekcijos ir ZPV genotipy nustatymui.

Visi urogenitaliniy nuograndy méginiai su zinoma citologine diagnoze
(n = 348) buvo suskirstyti j penkis pogrupiuds: ASCUS (n = 62), LSIL
(n=21), HSIL (n = 158), SCC (n = 44) ir kontroliné grupé — méginiai be
citologiniy ir histologiniy pakitimy (n = 63). Didziausias p16"™"* RNR raiskos
lygis nustatytas HSIL pogrupyje (RNR kopijy vidurkis 6941), o maZiausias —
LSIL ir kontroliniuose pogrupiuose (atitinkamai RNR kopijy vidurkis 1624 ir
1710) (23 pav.). StatistiSkai reikSmingi skirtumai gauti tarp HSIL ir ASCUS
bei kontrolinés grupés, bei tarp SCC ir kontrolinés grupés (p < 0,05).
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23 pav. pl6™** RNR kopijy skaiGius (vidurkinés reik§meés ir 95 % PI)
méginiuose, suskirstytuose j pogrupius pagal citologing diagnoze.

FFrFXE p < 0,05 remiantis Kruskal-Wallis testu (lyginamos grupés:
* ASCUS ir HSIL; ** HSIL ir kontroliné grupé; *** SCC ir Kontroliné grupé).

Méginiai Su zinoma histologine diagnoze (n = 264), buvo suskirstyti | 5
pogrupius: CIN 1/CIN 2 (n = 15), CIN 3/CIS (n = 111), Ca (n = 54),
,Nepakitusi histologija” (n = 21) ir kontroliné grupé — méginiai be citologiniy
ir histologiniy pakitimy (n = 63). DidZiausias p16™<** RNR raiskos lygis
nustatytas CIN 3/CIS pogrupyje (RNR kopijy vidurkis 14065), o maZziausiaS —
,Nepakitusios histologijos” ir kontrolinéje grupéje (RNR kopijy vidurkis
atitinkamai 449 ir 1710) (24 pav.). Statistiskai reikSmingi skirtumai gauti tarp
dviejy méginiy pogrupiy su gimdos kaklelio pakitimais (CIN 3/CIS ir Ca) ir
dviejy pogrupiy be pakitimy (,,Nepakitusi histologija” bei kontroliné grupé)
(p <0,05).
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24 pav. pl6 RNR kopijy skai¢ius (vidurkinés reikSmés ir 95 % PI)

méginiuose, suskirstytuose j pogrupius pagal histologing diagnoze.

*Fx Kk Fxkx p < 0,05, remiantis Kruskal-Wallis testu (lyginamos grupés:
* CIN3/ CIS ir ,,Nepakitusi histologija*; ** CIN3/ CIS ir kontroliné grupé; ***
Ca ir ,,Nepakitusi histologija®; **** Ca ir kontroliné grupé¢).

Gauti rezultatai rodo, kad p16™** RNR raiska koreliuoja su

citologiniais ir histologiniais gimdos kaklelio pakitimais. Sie rezultatai

sutampa su anks¢iau atlikty tyrimy paskelbtais duomenimis, kur pl6™ "

baltymo raiska buvo nustatoma imunocitocheminés analizés budu (Dijkstra ir

kt., 2010; Hu ir kt., 2005; Ishikawa ir kt., 2006; Keating ir kt., 2001; Klaes ir

INK4A

kt., 2002). Nepakitusiose lastelése baltymo pl6 raiSka nedidelé, taciau

INK4A
6

esant ZPV baltymo E7 raiskai, didéja ir baltymo pl raiSka. Tokia

INKAA RNR raiska gali bati panaudota kaip aktyvios ZPV

padidéjusi pl6
infekcijos Zymuo. Miisy tyrimas taip pat parodé, kad p16"™<** RNR raiskos
lygis yra zemesnis véziniuose méginiuose, lyginant su HSIL ir CIN 3/CIS
meéginiais. Tai rodo, kad lgsteléje vykstantys procesai, kurie reguliuoja
pl
2007). Toks baltymo p16™** raiskos sumaZéjimas vézio atveju gali rodyti

6" raiska, gali buti sutrikdyti progresuojant véziui (Saito ir Kiyono,

klaidingai neigiamus rezultatus, taikant imunodetekcijos metodus.

3.4.3. p16™*** RNR raikos sasajos su bendra ZPV infekcija ir ZPV genotipais

Kadangi gimdos kaklelio Iasteliy onkogening transformacija lemia ZPV
infekcija, istyréme sasajas tarp p16™ " RNR raidkos lygio ir aukstos rizikos
7PV genotipy infekcijos. I§ visy tirty 567 gimdos kaklelio urogenitaliniy
nuograndy meéginiy buvo i$skirta DNR ir nustatyta bendra ZPV infekcija,
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naudojant anks¢iau optimizuotas PGMY09/11 ir GP5+/GP6+ PGR sistemas
(zr. 3.1.1. skyrelyje). IS tirty 567 méginiy teigiamus vidinés kontrolés signalus
(pagal B-globino ir PSA genus) parodé 337 méginiai: 275 méginiai su
pakitimais (tiriamoji grupé) ir 62 méginiai be pakitimy (kontroliné grupé).
Likusieji méginiai, neparode vidinés kontrolés PGR signalo, nebuvo jtraukti |
statisting analize. Tiriamojoje grupéje i§ viso buvo identifikuoti 196 ZPV
teigiami meéginiai (71,3 %), o kontrolinéje — 5 ZPV teigiami méginiai (8,1 %).
Tiriamojoje grupéje istyrus p16™<** RNR raiska, nustatyta, kad tarp ZPV
teigiamy méginiy p16™* RNR kopijy skai¢iaus vidurkis yra 6170, o ZPV
neigiamy méginiy grupéje — 2078 (25 pav). Sis skirtumas buvo statistiskai
reikSmingas (p < 0,001).
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ZPV teigiamas ZPV neigiamas

25 pav. p16™“** RNR kopijy skaitius (vidurkinés reik¥més ir 95 % PI)
méginiuose, kuriuose nustatyta (ZPV teigiami) arba nenustatyta (ZPV
neigiami) bendra ZPV infekcija.

*p < 0,001, remiantis Mann-Whitney U testu.

7PV teigiami méginiai (n = 201) toliau buvo genotipuojami naudojant
anksCiau optimizuotas 4 daugines PGR sistemas, kurios nustato 16 aukstos
rizikos ZPV genotipy (ZPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66,
68, 73 ir 82) (zr. 3.1.2. skyrelyje). Daugiausiai buvo nustatyta ZPV 16 teigiamy
méginiy (37,3 %). Né viename i§ tirty méginiy nebuvo nustatyta §iy ZPV
genotipy: ZPV 58, 59, 68, 73 ir 82. Du ir daugiau genotipy viename méginyje
nustatyta 34 méginiuose (16,9 %). Nei vieno ZPV genotipo nepavyko nustatyti
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47 méginiuose (23,4 %). Sie méginiai gali biti infekuoti Zemos rizikos ZPV
genotipais.

INK4A
6

Lyginant pl RNR raiskos lygj méginiuose, Kuriuose nustatyti

skirtingi aukstos rizikos ZPV genotipai, koreliacijos tarp konkretaus ZPV

genotipo ir p16™"A

RNR raiSkos lygio nerasta (26 lentelé, 26 pav.).
Daugumoje méginiy, su skirtingais ZPV genotipais, p16™ " RNR kopijy
skai¢iaus vidurkiai buvo panasis, pvz.: ZPV 16 — 7054, ZPV 31 — 5959, ZPV
33 — 7409. Panagus p16™"** RNR kopijy skai¢ius ZPV 16, 31, 33, 35, 56 bei
keliy ZPV genotipy infekcijy atvejais rodo, kad aukstos rizikos ZPV genotipai
gali paveikti infekuotos lastelés cikla panaSiais ar tokiais pat molekuliniais

mechanizmais.

26 lentele. p16™<** RNR raiskos lygis méginiuose, infekuotuose aukstos
rizikos ZPV genotipais.

y . Iitirtu mégini 16" RNR kopiju skaitius
ZPV genotipas Kaicias ?vidurkis) Pt
ZPV 16 75 7054
ZPV 18 3 415
ZPV 31 11 5959
ZPV 33 9 7409
ZPV 35 4 6498
ZPV 39 1 298
7PV 45 1 503
ZPV 51 3 1201
7PV 52 1 33

ZPV 56 5 6429
ZPV 66 2 209
Daugiau nei 1 genotipas 34 8458
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26 pav. Aukstos rizikos ZPV genotipy ir p16™** RNR raiskos koreliacijos
analize.

I§ misy atlikto p16™“** RNR raiskos tyrimo galima daryti i$vada, kad
7PV onkogeninis potencialas, o ne konkretus aukstos rizikos ZPV genotipas
yra pagrindinis Igstelés ciklo reguliavimo ir gimdos kaklelio 1asteliy pakitimus

sukeliantis veiksnys.

3.5. ZPV paplitimas sveiky asmeny urogenitaliniy nuograndy ir burnos
epitelio méginiuose bei ZPV infekcijos sasajos su rizikos veiksniais

7PV aptinkamas ne tik lytiniy taky, bet taip pat ir burnos gleivingje, kur
gali sukelti galvos ir kaklo sri¢iy navikus. ZPV gali biiti randamas tiek
sveikoje, tieck vézinéje burnos ertmés gleivinéje. [vairiy tyrimy duomenimis,
7PV paplitimas skirtingo amZiaus ir skirtingose 3alyse gyvenanéiy asmeny
burnos méginiuose skiriasi. Aptinkamy ZPV infekcijos atvejy skaiGius tarp
sveiky asmeny varijuoja nuo 0 % iki 81,1 %. Rezultaty skirtumai yra dél
tyrimui pasirinktos populiacijos, iStirty méginiy skaiciaus, pasirinkty tyrimo
metody (Castro ir Bussoloti, 2006; Terai ir Takagi, 2001).

Manoma, kad dazniausiai ZPV j burnos gleiving patenka oraliniy lytiniy
santykiy metu, ta¢iau apie 20% atvejy ZPV gali biiti perduotas néstumo metu
i§ motinos vaisiui arba virusas perduodamas gimdymo metu (Pannone ir kt.,

2011). Yra paskelbta duomeny, kad ZPV infekcija aptinkama ir vaiky burnos
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gleivingje (Sinal ir Woods, 2005; Durzynska ir kt., 2010). Tokie duomenys
rodo svarby burnos gleivinés vaidmenj ZPV infekcijos kelyje.

D¢l didelio ZPV paplitimo tarp motery urogenitaliniy méginiy bei
didelio sergamumo gimdos kaklelio véziu Lietuvoje svarbu jvertinti ZPV
infekcijos paplitima sveiky asmeny burnos méginiuose. Iki §iol ZPV paplitimas
sveiky asmeny burnos méginiuose Lietuvoje nebuvo tirtas.

Siame darbo etape buvo tiriamas ZPV infekcijos ir atskiry ZPV
genotipy daznis sveiky motery ir vyry burnos epitelio éminiuose, bei ty paciy
motery urogenitaliniy nuograndy meéginiuose. Tyrime naudotos anksciau
sukurtos ir naujai optimizuotos bendraja ZPV infekcija aptinkan¢ios PGR
sistemos (GP5+GP6+, PGMYO09/11 ir HR_HPV) (zr 3.1.1. skyrelyje) bei
genotipus nustatan¢ios dauginés PGR sistemos (MM-1, MM-2, MM-3, MM-4)
(zr. 3.1.2. skyrelyje).
grupes: motery urogenitaliniy nuograndy méginiai (n = 249), motery burnos
epitelio Igsteliy meéginiai (n = 249) ir vyry burnos epitelio lasteliy méginiai (n =
159). Urogenitaliniy nuograndy ir burnos meginiy tyrime dalyvavo tos pacios
moterys. Si motery grupé iSskirstyta dar j tris pogrupius: moterys, kurios 6
ménesius vartojo sudétines kontraceptines tabletes (SKT, n = 67), moterys
kurios nevartojo sudétiniy kontraceptiniy table¢iy (SKT kontroliné, n = 57) ir
atsitiktiniy motery, atéjusiy ginekologo konsultacijai, grupé (,.atsitiktinés

moterys”, n = 125).

3.5.1. ZPV infekcijos daznis motery ir vyry klinikiniuose méginiuose
Visi motery ir vyry méginiai buvo patikrinti trijomis bendra ZPV
infekcija nustatanCiomis PGR sistemomis (GP5+GP6+, PGMYO09/11 ir
HR_HPV). Méginys buvo laikomas ZPV teigiamu, jei bent viena sistema buvo
nustatyta ZPV DNR. IStyrus motery urogenitaliniy nuograndy méginius
(n = 249), tarp jy buvo nustatyta 119 ZPV teigiamy méginiy (47,8 %). Istyrus

motery ir vyry burnos epitelio méginius, tarp motery burnos méginiy (n = 249)
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buvo rasti 23 ZPV teigiami méginiai (9,2 %), tarp vyry burnos méginiy
(n = 159) buvo rasti 35 ZPV teigiami méginiai (22,0 %) (27 pav.).

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

Motery urogenitaliniy Motery burnos epitelio  Vyry burnos epitelio
nuograndy méginiai meéginiai méginiai

27 pav. Bendros ZPV infekcijos daZnis motery urogenitaliniuose ir burnos
méginiuose (N = 249) bei vyry burnos méginiuose (n = 159).
*p < 0,001, remiantis y? testu.

Tyrime dalyvaujan¢ioms moterims nebuvo nustatomi citologiniai ar
histologiniai gimdos kaklelio pakitimai, todél nebuvo iSskiriamos grupés pagal
gimdos kaklelio pakitimus. Sioje grupéje buvo tiriamos atsitiktinés moterys,
kurios gali biiti sveikos arba turéti citologiniy gimdos kaklelio pakitimy.
Lyginant gautus rezultatus su anksciau Lietuvoje atliktu tyrimu, kuriame buvo
tiriamos taip pat atsitiktinés moterys, atéjusios ginekologo konsultacijai, buvo
nustatytas Zzymiai aukstesnis ZPV teigiamy méginiy skaiGius. Miisy tyrime
nustatyta 47,8 %, o 2006 m. atliktame tyrime 25,1 % 7PV teigiami méginiai
(Kliucinskas ir kt., 2006). Sio darbo metu nustatytas ZPV infekcijos daznis yra
panasus ] anksciau Lietuvoje atlikty tyrimy duomenis, kuriuose buvo tiriami
motery urogenitaliniy nuograndy méginiai su nustatytais citologiniais
pakitimais (45,5 %) (Gudlevic¢iené ir kt., 2010). Lyginant gautus rezultatus su
miisy ankséiau atliktu tyrimu, kuriame tyréme ZPV infekcijos daznj motery
grupése su tikslia citologine ir histologine diagnoze (zr. 3.2.1. skyrelyje),
dabartiniame tyrime nustatytas ZPV infekcijos daZnis yra maZesnis, nei motery
grupéje su citologiniais pakitimais (67,6 %), taciau didesnis nei sveiky motery

grupéje (24,2 %.). Lyginant miisy gautus rezultatus su kity $aliy ZPV paplitimo
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duomenimis, ZPV infekcijos daznis tarp atsitiktinai pasirinkty motery
Lietuvoje yra didesnis, nei kitose Salyse: Danijoje buvo nustatyta 33,4 % ZPV
teigiamy méginiy (Rebolj ir kt., 2014), o Estijoje — 36,8 % (Uuskula ir kt.,
2010).

7PV infekcijos daznis tirtuose motery (9,2 %) ir vyry (22,0 %) burnos
epitelio méginiuose statistiSkai reikSmingai skyrési (p < 0,001). Tokie
rezultatai rodo, kad vyrai gali bati viruso neSiotojai ir tai gali buti svarbus
veiksnys ZPV infekcijos cikle.

ZPV paplitimas burnos méginiuose Lietuvoje iki §iol nebuvo tiriamas,
toks tyrimas buvo atlickamas pirmg kartg. Lyginant su kity $aliy duomenimis,
miisy nustatytas ZPV infekcijos daznis vyry burnos méginiuose Lietuvoje yra
auksStesnis, nei Kitose Salyse. Suomijoje vyry burnos epitelio méginiuose buvo
nustatyta 18,3 % ZPV teigiamy méginiy (Kero ir kt., 2012), Italijoje — 14,5 %
(Montaldo ir kt., 2007), Didziojoje Britanijoje — 3,9 % (Kujan ir kt., 2006).
Tuo tarpu misy nustatytas ZPV infekcijos daZnis motery burnos epitelio
méginiuose yra zemesnis nei Suomijoje (17,2 %) (Kero ir kt., 2011), Italijoje
(21,1 %) (Montaldo ir kt., 2007) bei Didziojoje Britanijoje (12,5 %) (Kujan ir
kt., 2006), taciau aukstesnis nei Ispanijoje (8,5 %) (Canadas ir kt., 2004). Visy
atlikty tyrimy bendra tendencija yra panasi: ZPV infekcija dazniau nustatoma
vyry burnos epitelio méginiuose nei motery.

Burnos epitelio tyrimai rodo, kad burnos epitelis ir seilés gali vaidinti
svarby vaidmenj ZPV plitimo kelyje, tod¢l svarbu tirti ne tik gimdos kaklelio
epitelio méginius, bet taip pat ir burnos epitelio méginius. Neinvaziniai burnos
epitelio tyrimai yra paprasti, patogiis ir neskausmingi pacientams. Toks tyrimas
gali buti naudingas prognozuojant galvos ir kaklo vézio atsiradimg, be to
apsaugoty nuo Zalos, kuri gali jvykti, jei nebus laiku nustatytas ZPV, ypaé kai

yra padidéjusi rizika veéziui i8sivystyti (tabako ir alkoholio vartojimas ir kt.).

3.5.2. ZPV infekcijos daznis skirtingo amziaus asmeny grupése
Siekiant jvertinti ZPV infekcijos daznj skirtingose amziaus grupése,

tirlamyjy buvo papraSyta nurodyti savo amziy. IS tyrime dalyvavusiy 657
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asmeny, savo amziy nurodé 637 tiriamieji. Siy asmeny meéginiai buvo
panaudoti ZPV paplitimo analizei pagal amZiaus grupes: motery urogenitaliniy
nuograndy ir burnos epitelio méginiy buvo 241, o vyry burnos epitelio méginiy
— 155. I8 viso buvo isskirtos 3 amziaus grupés: 18-25 m. (n = 111), 26-36 m.
(n =115) ir 3640 m. (n = 23).

Motery urogenitaliniy nuograndy méginiuose daugiausiai ZPV
infekcijos atvejy buvo nustatyta jauniausiy motery grupéje (18-25 m., 56,8 %),
o0 maziausiai - vidurinéje amziaus grupéje (26-36 m., 37,4 %) (p <0,001).
Vyriausiy motery tarpe (36-40 m.) nustatyta 43,4 % ZPV teigiamy méginiy.
ZPV daznis skirtingo amziaus motery urogenitaliniy nuograndy meéginiy

grupése pateikiamas 28 paveiksle.
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28 pav. ZPV paplitimas skirtingo amZiaus motery urogenitaliniy nuograndy
meéginiuose.
*p < 0,001, remiantis ° testu.

Panasi ZPV paplitimo tendencija apraSoma ir mokslingje literatiiroje
(Bruni ir kt., 2016; Gearheart ir kt., 2011). Daugiausiai ZPV infekcijos atvejy
nustatoma jaunesniy motery (iki 25 m.) amziaus grupéje. Véliau — iki 35 m. —
ZPV infekcijos daznis maZéja, o vyresniame amziuje vél padidéja, ypaé
menopauzés laikotarpiu (Bruni ir kt., 2016). Didelis ZPV infekcijos daZnis
jauny motery grup¢je paaiskinamas tuo, kad jauny motery epitelyje gaminamas
mazas apsauginiy gleiviy kiekis, todél Siuo laikotarpiu gleiviné yra jautresné
lytiskai plintandioms infekcijoms (Bosch ir kt. 2002). Priezastys, kodél ZPV
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infekcijos daznis yra didesnis tarp vyresnio amziaus motery, néra iki galo
zinomos. Manoma, kad vyresniame amziuje gali dar kartg suaktyveéti prie§ tai
igyta ZPV infekcija, t.y., ZPV kopijy skai¢ius gali sumazéti iki tokio lygio, kad
jo nepavyksta aptikti, o véliau virusas gali suaktyvéti ir vel biiti aptinkamas.
Organizmo sugebéjimas visiskai sunaikinti ZPV infekcija priklauso nuo
imunings sistemos, lytiniy hormony lygio bei lytiniy taky gleivinés epitelio
funkcijy (Brown ir Weaver, 2013; Gravitt ir kt., 2012).

Motery burnos epitelio méginiuose didziausias ZPV infekcijos daZnis
nustatytas vyriausiy motery amziaus grupéje (3640 m., 13,0 %). Taciau tarp
visy motery amziaus grupiy statistiskai reik§mingo skirtumo nebuvo nustatyta.
Tarp vyry burnos epitelio méginiy didZiausias viruso paplitimas nustatytas
vidutinio amziaus grup¢je (26-35 m., 25,7 %). Tarp vyry amzZiaus grupiy taip
pat nenustatytas statistiSkai reikSmingas skirtumas. Taciau lyginant vidutinio
amziaus motery (6,1 %) ir vyry grupes (25,7 %), nustatytas statistiSkai
reik§mingas skirtumas (p < 0,05). Duomenys apie ZPV paplitima tarp vyry ir

motery burnos epitelio meéginiy skirtingose amziaus grupése pateikiami 29

paveiksle.
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29 pav. ZPV daznis vyry ir motery burnos epitelio méginiuose skirtingose
amziaus grupése.
*p < 0,05, remiantis ° testu.
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Misy tyrime nustatytas ZPV infekcijos daZnis skirtingose amzZiaus
grupése yra didesnis, lyginant su kity autoriy duomenimis. JAV ZPV
paplitimas sveiky motery ir vyry burnos méginiuose buvo atitinkamai 7,8 % ir
15,2 % (D’Souza ir kt., 2014). Kitame JAV atliktame populiaciniame tyrime
bendras 30-34 m. amziaus motery ir vyry nustatytas ZPV daznis burnos

epitelio méginiuose yra 7,9 % (Gillison ir kt., 2012).

3.5.3. ZPV genotipy daznis motery ir vyry klinikiniuose méginiuose

Aptikus ZPV infekcija, biitina nustatyti ir viruso genotipa. Nustadius
aukstos rizikos ZPV genotipa, padidéja rizika iSsivystyti ne tik gimdos
kaklelio, bet ir kity viety (anogenitaliniy sri¢iy, galvos ir kaklo) véziui. Siame
tyrime visi bendrg ZPV infekcija parode méginiai toliau buvo genotipuojami,
naudojant optimizuotas keturias daugines PGR sistemas, kurios nustato 16
aukstos rizikos ZPV genotipy (MM-1, MM-2, MM-3, MM-4).

Motery urogenitaliniy nuograndy méginiy grupéje, ZPV genotipai buvo
nustatyti 71 méginyje i§ tirty 119 ZPV teigiamy méginiy. Motery burnos
epitelio méginiuose genotipai identifikuoti 2 méginiuose i§ tirty 23 ZPV
teigiamy meginiy, o vyry grupéje — 4 meéginiuose 1§ tirty 35. Urogenitaliniy
nuograndy meéginiy grupéje daugiausia nustatyta ZPV 16 genotipo atvejy
(17,7 %) (p < 0,05). Toliau pagal paplitima genotipai i§sidésté taip: ZPV 39 —
9,2 %, ZPV 31 — 8,4 %, ZPV 66 — 5,9 %, ZPV 59 — 5,7 %, ZPV 52 — 5,0 %,
ZPV 33 5,0 %, ZPV 51 — 5,0 %, ZPV 35— 4,0 %, ZPV 18 - 3,4 %, ZPV 58 -
2,5 %, ZPV 56 — 2,5 %, ZPV 73 - 2,5 %, ZPV 18 — 1,7 %, ZPV 45 — 0,8 %.
Motery burnos epitelio méginiuose identifikuoti 3 genotipai (16, 33, 66), o
vyry — 2 genotipai (56, 66). ZPV genotipy paplitimas tarp motery ir vyry

grupiy pateikiamas 30 paveiksle.
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30 pav. 16 ZPV genotipy daZnis tirtuose vyry ir motery klinikiniuose
méginiuose, kuriuose pries tai nustatyta ZPV infekcija.

Gauti rezultatai sutampa su literatiroje pateikiamais duomenimis, kad
visame pasaulyje labiausiai paplitgs yra ZPV 16 genotipas. Nustatytas ZPV 16
genotipo paplitimas (17,7 %) yra pavojingai aukStas, lyginant su visame
pasaulyje pateikiamu Sio tipo paplitimu (19,1 %), kuris aptinkamas jau esant
nedideliems gimdos kaklelio citologiniams poky¢iams (Bruni ir kt., 2015), tuo
tarpu misy tyrime dalyvavo moterys, kurios neturé¢jo jokiy nusiskundimy. Po
ZPV 16 genotipo daZzniausiai buvo aptikti 39 (9,2 %), 31 (8,4 %) ir 66 (5,9 %)
genotipai. Europoje $ie genotipai taip pat patenka j dazniausiai nustatomy ZPV
genotipy sarasa, taciau miisy tyrime nustatytas paplitimo daznis yra aukstesnis
lyginant su Europos vidurkiu (ZPV 39 — 0,8 %, ZPV 31 — 2,3 %, ZPV 66 —
0,8 %) (Bruni ir kt., 2015). ZPV 18 genotipas, kuris literatiiroje apraomas kaip
daZniausiai kartu su ZPV 16 genotipu sukeliantis gimdos kaklelio véZj, misy
tyrime nustatytas tik 3,4 % ZPV teigiamy méginiy.

Motery urogenitaliniy nuograndy ir burnos epitelio meéginiai buvo
surinkti i§ ty pa¢iy motery, todél buvo paraleliai analizuojamas ZPV infekcijos
daznis ty paciy motery burnos ir gimdos kaklelio gleivinés méginiuose. IS 126
urogenitaliniy nuograndy ir burnos ZPV teigiamy méginiy, 16 méginiy
(12,7 %) nustatyta ZPV infekcija abiejy tipy méginiuose. Atsikartojantys ZPV
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genotipai burnos ir gimdos kaklelio méginiuose nustatyti tik vienu atveju:
aptikta dviguba ZPV 16 ir 33 infekcija. Detalesnés genotipy atsikartojamumo
analizés nepavyko atlikti, nes burnos méginiuose ZPV genotipai nustatyti tik
dvicjuose méginiuose. Kituose méginiuose nepavyko nustatyti genotipy
galimai dél dviejy priezas¢iy: arba burnos epitelio méginiai infekuoti zemos
rizikos genotipais (o miisy dauginés PGR sistemos nustato tik aukstos rizikos
genotipus), arba dauginiy PGR sistemy jautrumas buvo per mazas aptikti
infekcija. Pagrindiné problema dirbant su burnos méginiais yra ta, kad
paimamas medziagos kiekis yra nedidelis, be to, viruso Kkiekis burnos
gleivingje taip pat daznai biina mazas. Zema genotipy atsikartojamuma gimdos
kaklelio ir burnos méginiuose patvirtina ir kiti tyrimai (Tatar ir kt., 2014; Liu ir

kt., 2015).

3.5.4. Sasajos tarp ZPV infekcijos daznio ir sudétiniy kontraceptiniy tableéiy
vartojimo

Manoma, kad vienas i§ svarbiy ZPV infekcijos paplitimo ir gimdos
kaklelio vézio iSsivystymo rizikos veiksniy yra sudétiniy kontraceptiniy
tableciy (SKT) vartojimas. [vairlis tyrimai parodé sasajas tarp ilgalaikio SKT
vartojimo (> 5 m.) ir ZPV infekcijos daznio (Ley ir kt., 1991; Kjaer ir kt.,
1997; Marks ir kt., 2011). Iki Siol Lietuvoje panasis tyrimai nebuvo atlikti. Dél
didelio ZPV infekcijos paplitimo Lietuvoje ir didelio SKT populiarumo tokie
tyrimai itin aktualiis. Lietuvoje SKT vartojimas yra aukstas: PSO duomenimis
Lietuva patenka j antrg pagal daznumg SKT vartojimo daznj (< 20,5 %;
vertinimo skalé: < 2,7 %; < 6,6 %; < 12,4 %; < 20,5 %; > 25 %). Todél svarbu
istirti SKT poveikj ZPV paplitimui.

Siame tyrime tyréme sasajas tarp trumpalaikio (6 mén.) SKT vartojimo
ir ZPV infekcijos daznio. Visi motery urogenitaliniy nuograndy ir burnos
méginiai buvo iSskirstyti ] tris grupes: moterys, kurios 6 ménesius vartojo
sudétines kontraceptines tabletes (SKT, n = 67), moterys kurios nevartojo

sudétiniy kontraceptiniy tablec¢iy (SKT kontroliné, n = 57) ir atsitiktiniy
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motery, atéjusiy ginekologo konsultacijai, grupé (,.atsitiktinés moterys”,
n = 125).

Didziausias ZPV infekcijos daznis nustatytas SKT vartojan¢iy motery
urogenitaliniy nuograndy méginiuose (55,2 % ZPV teigiamy méginiy).
Maziausiai ZPV infekcijos atvejy nustatyta SKT nevartojusiy motery grupéje
(31,6 %) (SKT kontroliné). Atsitiktiniy motery grupéje nustatyta 51,2 % ZPV
teigiamy meéginiy. Tarp SKT vartojusiy ir nevartojusiy motery grupiy
nustatytas statistiSkai reikSmingas skirtumas (p < 0,05). Burnos epitelio
meéginiuose statistiSkai reikSmingo skirtumo nenustatyta. Visose grupése rastas
panaSus ZPV teigiamy méginiy skai¢ius (SKT — 10,4 %, SKT kontroliné grupé
— 7,0 %, ,atsitiktinés moterys” — 9,6 %). Duomenys apie ZPV infekcijos daznj

SKT vartojan¢iy, nevartojanciy ir atsitiktiniy motery grupése pateikiamas 31

paveiksle.
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31 pav. Bendros ZPV infekcijos daznis SKT vartojanéiy, nevartojandiy ir
atsitiktiniy motery grupése.
*p < 0,05, remiantis y° testu.

Didesnis ZPV infekcijos paplitimas SKT vartojanéiy motery grupéje
gali buti dél gleivinés pokyciy, kuri tampa imlesné naujoms infekcijoms bei
prailgina jau esamos ZPV infekcijos buvimo laika organizme. Tyrimai parodg,
kad SKT pagreitina gimdos kaklelio gleivinés brendimg ir ji tampa imlesné

infekcijoms (Gariglio ir kt., 2009). Didesnis ZPV infekcijos daznis tarp motery
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vartojan¢iy SKT siejamas ir su motery lytiniais hormonais. Sie hormonai gali
stimuliuoti ZPV onkogeny raiska, veikti gimdos kaklelio vietinj imuninj atsaka
ir skatinti Igsteliy proliferacijg (Mitrani-Rosenbaum ir kt., 1989; Mittal ir kt.,
1993; Delvenne ir kt., 2007; Gariglio ir kt., 2009).

Literatiiroje pateikti duomenys apie SKT ir ZPV infekcijos sasajas yra
gana prieStaringi. Yra tyrimy, kurie neparodé jokio rysio tarp SKT vartojimo ir
ZPV infekcijos paplitimo (Green ir kt., 2003). Tadiau daugelis tyrimy parodé
sasajas tarp ilgalaikio SKT vartojimo (> 5 m.) ir didesnio ZPV infekcijos
daznio (Ley ir kt., 1991; Kjaer ir kt., 1997; Marks ir kt., 2011; Luhn ir kt.,
2013). Kity tyrimy duomenimis, trumpalaikis SKT vartojimas laikomas <5 m.
Vieni tyrimai parodé ZPV infekcijos paplitimo rysj su trumpalaikiu SKT
vartojimu (< 5 m.) (Rousseau ir kt., 2000; Kjaer ir kt., 1997), Kiti rySio
neparodé (Deacon ir kt., 2000; Moreno ir kt., 2002). Tyrimy duomenimis
vartojant SKT 15 ir daugiau mety, padidé¢ja gimdos kaklelio vézio rizika
(Roura ir kt., 2016). Misy tyrimo duomenimis, net ir trumpalaikis (6 mén.)
SKT vartojimas padidina ZPV infekcijos atvejy skai¢iy, todél galima teigti,

kad SKT vartojimas yra svarbus ZPV infekcijos paplitimo rizikos veiksnys.

3.5.5. Sasajos tarp ZPV genotipy daznio ir sudétiniy kontraceptiniy tablegiy
vartojimo

Nustaéius sasajas tarp bendros ZPV infekcijos ir SKT vatojimo, toliau
buvo tiriamas rySys tarp ZPV genotipy ir iy preparaty naudojimo. Moterys,
kuriy urogenitaliniy nuograndy méginiai buvo ZPV teigiami, buvo suskirstytos
1 Sias grupes: moterys, kurios vartojo sudétines kontraceptines tabletes (SKT, n
= 37), moterys kurios nevartojo sudétiniy kontraceptiniy tableciy (SKT
kontroliné, n = 18) ir atsitiktinés moterys, atéjusios ginekologo konsultacijai
(,,atsitiktinés moterys”, n = 64).

SKT vartojanéiy motery grupéje ZPV genotipai buvo nustatyti 24
méginiuose i3 tirty 37 ZPV teigiamy méginiy (64,9 %), SKT kontrolingje — 12
i3 tirty 18 ZPV teigiamy meéginiy (66,7 %), ,,atsitiktiniy motery grupéje — 32

i§ tirty 64 ZPV teigiamy méginiy (50 %). Visose tirtose grupése daugiausiai
107



aptikta ZPV 16 genotipo teigiamy méginiy. SKT grupéje nustatyta 24,3 %
ZPV 16 teigiamy méginiy, SKT kontrolinéje grupéje — 11,1 %, ,,atsitiktiniy
motery” grupéje — 15,6 % ZPV 16 teigiamy méginiy. Lyginant ZPV 16 ir kity
genotipy pasiskirstyma tarp grupiy, statistiSkai reikSmingo skirtumo
nenustatyta (p > 0,05). . ZPV genotipy pasiskirstymas tarp motery

urogenitaliniy nuograndy méginiy grupiy pateikiamas 32 paveiksle.
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32 pav. ZPV genotipy pasiskirstymas SKT vartojandiy, nevartojanéiy ir
atsitiktiniy motery urogenitaliniy nuograndy meéginiuose.

Gauti rezultatai rodo, kad ZPV genotipai tarp grupiy yra pasiskirste
tolygiai, todél galima daryti i$vada, kad SKT vartojimas padidina bendros ZPV

infekcijos rizika, taciau nepadidina konkretaus genotipo paplitimo daznio

3.5.6. Sasajos tarp ZPV infekcijos paplitimo ir gimdymo

Siekiant nustatyti sasajas tarp bendros ZPV infekcijos daznio ir
gimdymo, buvo iStirti 66 motery urogenitaliniy nuograndy méginiai.
Informacija apie gimdymag gavome i§ motery uzpildytos ,,.Bendrosios motery
anketos“. Tyrime dalyvavo 13 gimdZiusiy ir 53 negimdziusios moterys. ZPV
infekcija nustatyta 6 gimdZiusioms moterims (46,2 %) ir 31 negimdZiusiai
moteriai (58,5 %) (p > 0,05). ZPV infekcijos paplitimo rezultatai tarp tirty
grupiy pateikiami 33 paveiksle. Literatiiroje pateikiami duomenys apie ZPV
paplitimg tarp gimdziusiy ir negimdziusiy motery yra priestaringi. Vieni
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tyrimai parodé statisti$kai reikimingg ZPV paplitimo skirtuma tarp §iy grupiy
(Castellsague ir kt., 2002; Jensen ir kt., 2013), kiti reikSmingo skirtumo
nenustaté (Bardina ir kt., 2008).
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33 pav. ZPV infekcijos daznis gimdziusiy ir negimdziusiy motery grupése.

Siekiant jvertinti sasajas tarp gimdymy skaiGiaus ir ZPV infekcijos
daznio, gimdziusios moterys buvo suskirstytos j dvi grupes: vieng (n = 10) ir
du kartus (n = 3) gimdziusios moterys. Vieng kartg gimdziusiy motery tarpe
nustatyti 3 ZPV teigiami méginiai (30,0 %), o du kartus gimdZiusiy motery
tarpe visi trys tirti méginiai buvo ZPV teigiami (100 %). Dél maZo méginiy
skaiciaus statistiSkai reikSmingas skirtumas nenustatytas (p > 0,05). Literatiros
duomenimis, ZPV infekcijos rizika didéja, didéjant gimdymy skai¢iui (Munoz
ir kt., 2002; Jensen ir kt., 2013; Castellsague ir kt., 2002). Padidéjusi rizika
manoma yra dél didesnio hormony kiekio ir susilpnéjusio imuniteto (Appleby

ir kt., 2006).

3.5.7. Sasajos tarp ZPV infekcijos daznio ir rikymo
Siekiant nustatyti sasajas tarp ZPV infekcijos ir rikymo, ityréme 66
motery urogenitaliniy nuograndy méginius. Duomenis apie rilkyma gavome i§
motery uzpildytos ,,Bendrosios motery anketos*. Visi méginiai buvo suskirstyti
1 dvi grupes: rikanciy (n = 23) ir neriikanciy (n = 43) motery. Riikan¢iy motery
grupéje buvo nustatyta 15 ZPV teigiamy méginiy (65,2 %), o neriikanéiy — 22
(51,2 %). Statistiskai reikSmingas skirtumas tarp grupiy nenustatytas
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(p>0,05). ZPV infekcijos paplitimo rezultatai tarp rikanéiy ir nerikanéiy
motery pateikiami 34 paveiksle.

Lyginant ZPV infekcijos daZnj tarp motery, suriikandiy skirtingg
cigareCiy skaicCiy per dieng, méginiai buvo suskirstyti j dvi grupes: moterys
suriikanCios 1-6 cigaretes per dieng (n = 12) ir moterys surtikanc¢ios daugiau
kaip 6 cigaretes per dieng (n = 11). Motery, suriikan¢iy 1-6 cigaretes grupéje
aptikti 6 ZPV teigiami méginiai (50,0 %), o daugiau kaip 6 cigaretes
suriikanéiy motery grupéje aptikti 9 ZPV teigiami méginiai (81,8 %). Dél mazo
meéginiy skaiCiaus statistiSkai reikSmingas skirtumas tarp grupiy nenustatytas
(p > 0,05).

Dauguma literatiiroje pateikty duomeny apie ZPV infekcijos didesnj
paplitimg tarp rtkanéiy motery yra statistiSkai patikimi (Kliucinskas ir kt.
2006; Castellsague ir kt., 2002; Xi ir kt., 2009). Taip pat jvairQs tyrimai parodé
teigiamg ryS] tarp rikymo ir gimdos kaklelio pakitimy iSsivystymo
(Castellsague ir kt., 2002; Holland ir kt., 2015). Rukanciy motery tarpe tabako
produktai yra randami ir gimdos kaklelio gleivinéje. Manoma, kad jie
pazeidZia gleivinés lgsteliy DNR ir taip skatina véZio vystymasi. Rilkymas taip
pat slopina imuning sistema, todél organizmui yra sunkiau kovoti su ZPV

infekcija (Yang ir kt., 1996; Prokopczyk ir kt., 2009).
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34 pav. ZPV infekcijos paplitimo rezultatai tarp rikanéiy ir neriikanciy
motery.
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Apibendrinant miisy atliktus ZPV paplitimo ir rizikos veiksniy tyrimus,
galime teigti, kad kancerogenezés procese svarby vaidmenj atlieka ne tik ZPV
infekcija, bet ir papildomi rizikos veiksniai. Y patingai svarbus rizikos veiksnys
yra sudétiniy kontraceptiniy table¢iy vartojimas. Taip pat turi jtakos rikymas
bei gimdymy skai¢ius. Sie veiksniai veikia lytiniy hormony kiekj bei silpnina
imuninj atsaka. Esant ZPV infekcijai, tai gali skatinti lasteliy piktybéjima ir

véZio vystymasi.
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ISVADOS

. Sukurta nauja PGR sistema (HR_HPV), skirta aukstos rizikos ZPV
genotipy nustatymui viename méginyje. Optimizuotos dvi literattiroje
apraSytos bendros ZPV infekcijos PGR sistemos (GP5+/GP6+ ir
PGMY09/11) ir dauginés PGR sistemos (MM-1, MM-2, MM-3, MM-4),
skirtos 16 aukstos rizikos ZPV genotipy identifikavimui.

. ZPV infekcijos ir ZPV genotipy daznis istirtas 824 motery su Zinoma
gimdos kaklelio pakitimy citologine ir histologine diagnoze
urogenitaliniuose méginiuose. Nustatyta, kad ZPV infekcijos daZnis
koreliuoja su intraepiteliniy gimdos kaklelio pakitimy laipsniu. Tarp
aukstos rizikos ZPV genotipy labiausiai paplitess yra ZPV 16
(identifikuotas 42,3 % ZPV teigiamy méginiy), maziau paplite ZPV 31
(10,1 %), ZPV 33 (8,2 %) ir ZPV 56 (5,7 %) genotipai. Skirtingai nei
kitose Salyse, ZPV 18 daznis yra nedidelis — §is genotipas identifikuotas tik
3,9 % ZPV teigiamy méginiu.

. Igtirtas aukstos rizikos ZPV 16, 18 ir 51 genotipy L1 3’ ir LCR DNR
regiony metilinimo daznis. ZPV 51 DNR metilinimo tyrimas atliktas pirma
karta. Visy trijy tirty ZPV genotipy DNR metilinimas daZniau nustatytas
ZPV L1 3’ geno sekoje nei LCR regione. Metilinimo daznis koreliuoja su
intraepiteliniy gimdos kaklelio pakitimy laipsniu.

. Paruostas AT-kPGR metodas potencialaus vézinio Zymens p16™** RNR
raiskos tyrimui ir §iuo metodu istirtas p16™** RNR raiskos lygis 567
urogenitaliniy nuograndy méginiuose. Nustatyta, kad p16™<** RNR
raiSkos lygis koreliuoja su intraepiteliniy gimdos kaklelio pakitimy
laipsniu. Nerasta koreliacijos tarp konkretaus ZPV genotipo ir pl16™<**
RNR raiskos lygio, kas rodo, kad ZPV onkogeninis potencialas, 0 ne
konkretus ZPV genotipas yra pagrindinis Igstelés ciklo reguliavimo
pakitimus sukeliantis veiksnys.

. Igtirtas bendros ZPV infekcijos ir genotipy daznis 249 atsitiktinai surinkty
sveiky motery urogenitaliniy nuograndy ir burnos epitelio meéginiuose.

Urogenitaliniy nuograndy méginiuose nustatytas aukstas ZPV infekcijos
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daznis (47,8 % visy méginiy), tarp ju dazniausiai identifikuotas ZPV 16
genotipas. ZPV infekcijos daznis motery burnos epitelio méginiuose
sudare 9,2 %.

. Igtirtas ZPV infekcijos ir genotipy daznis 159 atsitiktinai surinkty sveiky
vyry burnos epitelio méginiuose. Nustatytas ZPV infekcijos daznis vyry
burnos méginiuose (22 %) yra aukstesnis lyginant su motery burnos
méginiais (9,2 %) (p < 0,001).

. Istirtos sgsajos tarp jvairiy rizikos veiksniy ir ZPV infekcijos daZnio.
Sudétines kontraceptines tabletes vartojanciy motery grupéje nustatytas
didesnis bendros ZPV infekcijos daznis (55,2 %), lyginant su
nevartojanéiyjy motery grupe (31,6 %) (p < 0,05). Abiejose grupése
labiausiai paplites ZPV 16 genotipas. Nenustatyta statistiskai reik§mingy
sasajy tarp ZPV infekcijos ir rikymo bei ZPV infekcijos ir gimdymy

skaiciaus.
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PADEKA

Nuogirdziai dékoju savo vadovei Aurelijai Zvirblienei uz suteikta
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Ypatingai dékoju mamai uz nuolatinj skatinima, palaikymg ir
nejkainojamg pagalba. Taip pat dékoju téciui, vyrui Tomui ir dukrytei Ugnei

bei visiems artimiesiems uz kantrybe, palaikyma ir supratinguma.

130



