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Stevilne raziskave v zadnjih dvajsetih letih so pokazale, da je okuzba z visokoriziénimi genotipi
humanih virusov papiloma (HPV) glavni etioloski dejavnik za nastanek ploScatocelicnega raka
materni¢nega vratu (RMV). Na osnovi raziskovanja genoma genotipa HPV-16 so ugotovili, da je za
nastanek cervikalne intraepitelijske neoplazije pomembna dolgotrajna okuzba s specificno gensko
razli¢ico visokorizi¢nega genotipa HPV. Genske razli¢ice HPV-16 so na podlagi filogenetskih analiz
razdelili na evropske in ne-evropske. Okuzba z ne-evropsko razlicico HPV-16 naj bi predstavljala
povecano tveganje za nastanek RMV. Za boljSe razumevanje molekularne epidemiologije HPV
okuzbe in molekularni pomen napredovanja intraepitelijskih neoplazij v RMV so potrebne nadaljne
raziskave polimorfizma ostalih genotipov HPV poleg HPV-16. Tako so ugotovili, da genotip HPV-
31, tesen sorodnik genotipa HPV-16 prav tako sestoji iz podtipskih razli¢ic. V nasi diplomski nalogi
smo zeleli opredeliti podtipske razlic¢ice gena E7 17 slovenskih izolatov HPV-31, osamljenih pri
slovenskih Zenskah z razlicnimi stopnjami intraepitelijskih neoplazij (CIN I - CIN III) in RMV, in
jih na podlagi primerjave nukleotidnih zaporedij uvrstiti v obstojece filogenetske skupine. Kot novo
razli¢ico gena E7 genotipa HPV-31 smo opredelili vsak izolat HPV-31, ki se je od referen¢nega
izolata HPV-31 (J04353) razlikoval za najmanj eno tockasto mutacijo v celotnem E7 ORF. Med 17
izolati HPV-31 slovenskih Zensk smo nasli le dve razli¢ici gena E7. Obstoj novih, Se ne opisanih
podtipskih razli¢ic genotipa HPV-31 med slovenskimi izolati nismo uspeli dokazati. Prav tako ne
moremo povezati posamezne razliice s povecanim tveganjem za nastanek RMV, kot je bilo v
predhodnih raziskavah Ze potrjeno. Pri slovenskih izolatih najpogosteje najdene razli¢ice 31-E7-2, ki
naj bi bila uvrscena k afriskim razli¢icam, zaradi geografske lege najverjetneje ne moremo uvrstiti k
razli¢icam afriSkega izvora. Z nadaljnimi raziskavami, ki bi zajele vecje Stevilo izolatov HPV-31 bi
to domnevo lahko potrdili.
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In the past two decades there has been a steady accumulation of data supporting hypothesis that
infection with high-risk genotypes of human papillomavirus (HPV) plays the important role in the
development of cervical cancer. A few previous studies that have investigated the genomic diversity
of HPV-16 have reported that persistent infection with specific genomic variant of high-risk
genotype HPV plays important role in the development of cervical cancer. Phylogenetic analysis of
HPV-16 genomic variants revealed that they were classified into two broad categories: european and
non-european variant. Infection with non-european HPV-16 variant presents greater risk in the
development of cervical cancer. Differences in the polymorphism between types stress the
importance of investigating other genotypes than HPV-16 to better understand molecular
epidemiology of HPV infection and progression of cervical intraepithelial neoplasia into cervical
cancer. Previous reports revealed that HPV-13, closer relative of HPV-16 is also polymorphic. The
purpose of our study was to define genomic variants of E7 gene of HPV-31 isolates among
Slovenian women with different grades of cervical intraepithelila neoplasia (CIN I-CIN III) and
cervical cancer. Nucleotides of E7 DNA that differed from the E7 HPV-31 prototype (J04353) were
recorded as genomic variations. Among 17 primary HPV-31 slovenian isolates a total of 2 E7
genomic variants were identified, and both of them were previously reported. We also cannot
associate specific E7 genomic variant to play important role in the development of cervical cancer,
as was previously reported. There has also been reported that women from african descent are more
frequently infected with 31-E7-2 HPV-31 genomic variant. Because of the geographical position of
Slovenia, we assume that most frequently found 31-E7-2 slovenian variant is probably not of
African descent. However, this assumption needs to be clarified in further studies which should
include higher number of E7 HPV-31 isolates.
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1 UVOD

Virusi papiloma so zelo raznovrstna skupina DNA virusov, med katerimi je najvecja in
najpomembnejsa skupina humanih virusov papiloma (HPV) (Poljak in sod., 1993). HPV
taksonomsko uvr§¢amo v druzino Papillomaviridae, ter rod Papillomavirus (zur Hausen,
1996; de Villiers in sod., 2004).

Stevilne raziskave v zadnjih dvajsetih letih so nedvomno pokazale, da so HPV glavni
etioloski dejavnik za razvoj raka materni¢nega vratu (RMV) (Stoler, 2000; Walboomers in
sod., 1999; Bosch in sod., 1995; Lazo, 1999; Nobbenhius in sod., 1999) in da sta stopnja
displasti¢énih sprememb ploscatocelicnega epitela materni¢nega vratu in dolgotrajna
okuzba z visokorizi¢nimi genotipi HPV najpomembnejsa dejavnika tveganja za nastanek
raka maternicnega vratu (Lazo, 1999; Wallin in sod., 1999). Do sedaj je odkritih ze 96
genotipov HPV, od katerih sta najbolj raziskana genotipa 16 in 18, ki sta povezana z
nastankom malignih novotvorb plosScatocelicnega epitela spolovil ter rodil in ju tako

uvrs¢amo v skupino visokorizi¢nih genotipov HPV (de Villiers in sod., 2004).

Leta 1986 je Lorincz s sodelavci odkril nov genotip HPV in ga na podlagi predhodnih
kriterijev (Coggin in zur Hausen, 1979) opredelil kot nov genotip HPV-31 (Lorincz in sod.,
1986). Z nadaljnimi Studijami je bila ugotovljena tesna sorodnost s HPV-16.

Tako med poglavitne povzrocitelje RMV, poleg HPV-16, uvrs€amo tudi visokorizi¢ni
genotip HPV-31, ki ga po pogostosti pri Zenskah z RMV v svetovnem merilu uvr§€amo na

cetrto mesto za genotipi HPV-16, HPV-18 in HPV-45 (Tornesello in sod., 2004).

Na osnovi raziskovanja genoma genotipa HPV-16 so ugotovili, da je za nastanek
cervikalne intraepitelijske neoplazije pomembna dolgotrajna okuzba s specificno gensko
razliico visokorizicnega genotipa HPV. Z doloCanjem in primerjavo nukleotidnih
zaporedij genov L1, L2, E6, E7 in podroc¢ja LCR genotipa HPV-16 so ugotovili, da sestoji
iz razli¢ic, ki so jih na podlagi filogenetskih analiz razvrstili v evropske in ne-evropske
razli¢ice.

V svojem porocilu so objavili, da okuzba s podtipskimi razli¢icami genotipa HPV-16 iz ne-

evropskih vej predstavlja povecano tveganje za nastanek RMV (Tornesello in sod., 2004).
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V nedavnih raziskavah so ugotovili, da genotip HPV-31 prav tako sestoji iz podtipskih
razli¢ic oziroma, da se posamezni izolati genotipa HPV-31 razlikujejo v nukleotidnem
zaporedju podroc¢ja LCR in virusnih onkogenov E6 in E7. Na podlagi filogenetskih analiz
so razli¢ice genotipa HPV-31 razvrstili v prototipske in ne-prototipske. Kljub tesni
sorodnosti genotipov  HPV-31 in HPV-16 niso uspeli dokazati povezavo dolocenih,
specificnih E6 (E7, LCR) razli¢ic genotipa HPV-31 s povecanim tveganjem za razvoj
RMV. Ugotovljena pa je bila pogostejSa okuzba z ne-prototipsko razli¢ico HPV-31 pri

zenskah Afriskega izvora.

Ker je po dosegljivih podatkih iz literature objavljena le ena raziskava, kjer so bile
molekularno opredeljene podtipske razlic¢ice gena E7 genotipa HPV-31, smo v nasi
raziskavi zeleli opredeliti podtipske razli¢ice gena E7 slovenskih izolatov HPV-31, in jih

na podlagi primerjave nukleotidnih zaporedij uvrstiti v obstojece filogenetske skupine.

Pricakovali smo, da bomo vecino razli¢ic gena E7 slovenskih izolatov HPV-31 uvrstili
med Ze predhodno opisane podtipske skupine tega genotipa in tudi ugotovili obstoj novih
razli¢ic. Poleg tega smo pri¢akovali, da ugotovljenih razli¢ic gena E7 genotipa HPV-31 ne
bomo mogli povezati s povecanim tveganjem za nastanek RMYV, kot je bilo v predhodnih

raziskavah tudi ugotovljeno.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 HUMANI VIRUSI PAPILOMA (HPV)

2.1.1 Zgradba HPV

Humani virusi papiloma (HPV) so zelo heterogena skupina virusov (zur Hausen, 1996).
Taksonomsko jih uvrs¢amo v druzino Papillomaviridae, ter rod Papillomavirus (zur
Hausen, 1996; de Villiers in sod., 2004). Ime te skupine virusov izhaja iz latinske besede

papilla (slov. bradavica) in grske besede oma (slov. tumor) (van Ranst in sod., 1993).

HPV so goli DNA virusi, ki v premeru merijo priblizno 55 nm. Virusni genom je obdan z
dvoslojnim proteinskim plas€¢em, imenovanim kapsida. Elektronskomikroskopske Studije
so pokazale, da je kapsida sestavljena iz 72 morfoloskih enot, kapsomer, med katerimi je
12 pentonov, ostali pa so heksoni.

Morfoloske enote kapside predstavljajo dva tipa strukturnih beljakovin, t.i. malo in veliko
plascno beljakovino. Velika plascna beljakovina (L1) ima povpre¢no molekulsko maso 55
kDa in predstavlja priblizno 80-90 % vseh beljakovin virusnega plas¢a. Ostali del
beljakovin plasca predstavlja mala plas¢na beljakovina (L2) s povprecno molekulsko maso

76 kDa (Pfister in Fuchs, 1994).
2.1.2 Struktura in organizacija genoma HPV
Virusni genom je dvojnovijacna, krozna, kovalentno zaprta DNA velikosti 7200-8000

baznih parov (bp) in molekulske mase 5,2 x 10° Da (zur Hausen, 1996).
Organizacijo genoma HPV 16 prikazuje slika 1.
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Slika 1. Organizacija genoma HPV16 (Poljak in sod., 2005: 60)

Virusni genom sestavljajo kodirajoca in nekodirajoa podroc¢ja. Kodirajo¢a podrocja
delimo na podro¢je L (angl. late, pozno) in podro¢je E (angl. early, zgodnje) (zur Hausen,
1996).

Podroc¢je L nosi zapis za strukturne beljakovine virusnega plasca (L1, L2). Gen L1 vsebuje
zapis za veliko plas¢no beljakovino in je med najbolj ohranjenimi deli genoma med
razliénimi genotipi HPV. Medtem ko gen L2 nosi zapis za malo plas¢no beljakovino

virusnega plasca, ki je pri posameznih genotipih HPV razli¢na (Pfister in Fuchs, 1994).

Podrocje E vsebuje zapis za beljakovine, ki so pomembne pri podvojevanju virusa,
uravnavanjem prepisovanja virusnega genoma in transformacijo okuzenih celic. Vecina
HPV ima najmanj 6 razli¢nih genov E: E1, E2, E4, ES, E6 in E7 (Bosch in sod., 2001).

Med vsemi podrocji genoma sta najbolj raziskana gena E6 in E7. Vecina raziskovalcev je
mnenja, da sta omenjeni beljakovini najpomembnejsi v onkogenezi novotvorb, ki nastanejo
zaradi okuzbe s HPV (Stoppler in sod., 1994; Vousden, 1993). Dokaz za to so pogosto
najdeni prepisi genov E6 in E7 v razli¢nih tumorjih in celi¢nih linijah (Summersgill in
sod., 2000; Vousden, 1993). Virusna beljakovina E1 ima povpre¢no molekulsko maso 68-
76 kDa in predstavlja najvecji HPV protein (Chiang in sod., 1992; Kuo in sod., 1994).

Pomembno vlogo ima pri virusnem razmnoZevanju in vzdrzevanju HPV v obliki
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zunajkromosomskih delcev DNA, t.i. episomov. El se skupaj z E2 veze na ori (angl.
origin of replication) mesto podvojevanja HPV genoma, ki se nahaja znotraj obmoc¢ja LCR
(angl. long control region) in deluje kot encim z ATP-azno in helikazno aktivnostjo
(Poljak in sod., 2005). Gen E2 nosi zapis za beljakovino, ki se veze na virusno DNA in
tako uravnava prepisovanje in podvojevanje virusnega genoma, ter zapis za beljakovini, ki
zaviralno uravnavata prepisovanje E6 in E7. Vloga virusne beljakovine E4 Se ni znana.
Dosedanje Studije so pokazale, da se E4 veze na citokeratin in povzro¢i porusitev
citoskeleta celice (zur Hausen, 1996). Beljakovina ES5 izraza transformirajoce lastnosti, in
sicer inducira celi¢no transformacijo preko tirozin-kinaznih receptorjev nekaterih rastnih

faktorjev (Poljak in sod., 2005).

Nekodirajoce podro¢je LCR, imenovano tudi URR (angl. upstream regulatory region) ne
vsebuje zapisa za beljakovine, ampak predstavlja zaporedja DNA, pomembna za
uravnavanje virusnega razmnozevanja ter prepisovanja virusnih in celi¢nih genov. Nahaja
se med genom L1 in genom E6. Dolzina LCR anogenitalnih humanih papilomavirusov
variira med 800 in 900 bp (zur Hausen, 1996). Funkcija drugega nekodirajocega podrocja,

ki se nahaja med genom ES5 in genom L2 Se ni znana (McGlennen in sod., 2000).

2.1.3 RazvrS$c¢anje HPV

HPV predstavljajo izredno heterogeno skupino virusov, ki jih glede na skladnost
nukleotidnega zaporedja razvr§€amo v razli¢ne genotipske skupine. Do sedaj je popolnoma
opredeljenih 96 razli¢nih genotipov HPV (de Villiers in sod., 2004).

Leta 1978 so na konferenci v Mobilu (Alabama, ZDA) prvi¢ sprejeli predlog o
poimenovanju HPV. Sprejeli so sklep, ki pravi, da novo odkrit HPV virus opredelimo kot
nov genotip, ¢e je skladnost njegovega nukleotidnega zaporedja z Ze znanimi genotipi
manj kot 50 %. Skladnost nukleotidnega zaporedja naj bi ugotavljali z merjenjem
reasociacijske kinetike pri hibridizaciji pod strogimi pogoji (zur Hausen, 1996).

Kasneje (leta 1991) je Mednarodna komisija za nomenklaturo virusov na letnem sestanku v
Seattlu (Washington, ZDA) dolocila nova merila za opredelitev genotipa oziroma podtipa

HPV. Vsak novo odkrit virus, ki kaze ve€ kot 10 % neskladnost nukleotidnega zaporedja z
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7e znanimi genotipi virusa v podro&jih E6, E7 in L1, opredelimo kot nov genotip. Ce je
neskladnost 2-10 %, je to virusni podtip, in kadar je neskladnost pod 2 %, novi virus
opredelimo kot razli¢ico enakega genotipa (zur Hausen, 1996). Leta 1995 na letni
konferenci v Quebec Cityju dolocijo, da je za opredelitev novega genotipa HPV potrebna

le analiza nukleotidnega zaporedja v podrocju L1 (zur Hausen, 1996).

Genotipe HPV razvr§¢amo v doloCene skupine na dva nacina: glede na tropizem HPV za

doloceno vrsto epitela in glede na skladnost nukleotidnih zaporedij.

2.1.3.1 Razvricanje genotipov HPV glede na tkivni tropizem

Na podlagi epidemioloskih raziskav in raziskav evolucijskih odnosov med genotipi HPV,
ter glede na tropizem HPV za doloceno vrsto epitela poznane genotipe HPV razvr§¢amo v

Stiri skupine (Poljak in sod., 2005), kot je prikazano v preglednici 1.

Preglednica 1: Razvrstitev genotipov HPV glede na tkivni tropizem (Poljak in sod., 2005: 62)

Sluznié¢ni (anogenitalni) genotipi HPV
Visokorizi¢ni genotipi HPV
HPV-16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82
Verjetno visokorizi¢ni genotipi HPV
HPV-26, 53, 66
Nizkorizi¢ni genotipi HPV
HPV-6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81, candHPV-89
Genotipi z nejasnim onkogenim potencialom
HPV-34, 55 (podtip HPV-44), 57, candHPV-62, HPV-64 (podtip HPV-34), 67, 69, 71, 74, 83, 84,
1S39 (podtip HPV-82)
Nesluznic¢ni (koZni) genotipi HPV
HPV-1, 3, 4, 10, 28, 29, 41, 48, 50, 60, 63, 65, 78, 88, 94, 95
KoZno-sluzni¢ni genotipi HPV
HPV-2,7,27, 40,43, 57, candHPV-91
Genotipi EV-HPV, povezani z boleznijo epidermodysplasia verruciformis
HPV-5,8,9, 12, 14, 15, 17, 19, 20, 21, 22, 23, 25, 36, 37, 28, 47, 49, 75, 76, 80, candHPV-92, 93, 96
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Sluzni¢ni  (anogenitalni) genotipi HPV okuzijo ploscatocelicni epitelij sluznic
anogenitalnega predela. Glede na zmoZnost povzrocanja benignih oziroma (pre)malignih
sprememb ploscatoceli¢nega epitelija jih delimo na visokorizi¢ne, nizkorizi¢ne in genotipe

HPV z nejasnim onkogenim potencialom. (Mufioz in sod., 2003; Poljak in sod., 2005).

OkuZzba z nizkorizi¢nimi genotipi HPV je povezana predvsem z razvojem benignih
novotvorb plos¢atoceli¢nega epitela, medtem ko je okuzba z visokorizi¢nimi genotipi HPV
etioloSko povezana z nastankom intraepitelijskih neoplazij najvisje stopnje in malignimi
plosc¢atocelicnimi tumorji (Poljak in sod., 1998). Med verjetno visokorizi¢ne genotipe
uvrs¢amo HPV-26, 53 in 66, saj je zbranih premalo epidemioloskih in bioloskih dokazov,

ki bi potrdile uvrstitev teh genotipov k visokorizi¢nim (Mufioz in sod., 2003).

Nesluzni¢ni oziroma kozni genotipi HPV so bili prvotno izolirani iz razli¢nih benignih in
malignih novotvorb koZe. OkuZijo predvsem poroZenel vecskladen ploSc¢atoceli¢ni epitel in
najpogosteje povzrocajo benigne novotvorbe koze (navadne kozne bradavice) (Poljak in
sod., 2005).

KoZno-sluzni¢ni genotipi HPV lahko okuzijo poroZenevajo¢ in neporozenevajo¢ vecvrstni
ploscatoceli¢ni epitel. V zadnjem casu jih povezujejo z neoplasticnimi spremembami

epitela sluznic (de Villiers in sod., 2004; Poljak in sod., 2005).

Genotipi EV-HPV so bili prvotno osamljeni iz resicastih novotvorb koze bolnikov z dedno
boleznijo imenovano bradavicasta epidermodisplazija (epidermodysplasia verruciformis).
Omenjene genotipe HPV pogosto odkrijemo v koznih spremembah bolnikov z oslabljenim
imunskim sistemom, in sicer najpogosteje pri bolnikih okuzenih s HIV (Adams in sod.,

1995).

2.1.3.2 Razvricanje genotipov HPV glede na skladnost nukleotidnih zaporedij

Slede¢i nacin razvr$€anja temelji na medsebojni primerjavi nukleotidnega zaporedja
ohranjenih delov genoma razli¢nih genotipov HPV. Leta 2004 de Villiersova s sodelavci s
primerjavo celotnega zaporedja L1 ORF uvrsti 96 genotipov HPV in 22 Zivalskih virusov

papiloma v razlicne rodove-alfa, beta, gama, delta, epsilon, zeta, eta, teta, iota, kapa,
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lambda, mu, nu, ksi, omikron in pi. V rod virusov papiloma alfa uvrS€amo sluznicne,
kozno-sluzni¢ne in nekatere kozne genotipe HPV. V rod virusov beta uvrS¢amo genotipe
HPV, ki so bili prvotno izolirani iz resicastth novotvorb koze bolnikov z
epidermodysplasia verruciformis (EV-HPV), ter genotipe HPV, ki povzro¢ajo kozne lezije
pri osebah z imunsko pomanjkljivostjo. Rodove virusov papiloma gama, mu in nu
sestavljajo preostali kozni genotipi HPV, medtem ko v preostale rodove uvrs¢amo razli¢ne
zivalske viruse papiloma (de Villiers in sod., 2004; Poljak in sod., 2005).

Sorodnost virusov papiloma prikazuje filogenetsko drevo na sliki 2.

HPV rod Alfa

Slika 2. Filogenetsko drevo, ki prikazuje sorodnost virusov papiloma (Doorbar, 2006: 526)

2.1.4 RazmnoZevanje virusa HPV in njegovi onkogeni ucinki

Okuzba s HPV se vedno za¢ne v bazalnih epitelijskih celicah, kjer se verjetno nahajata
primarni (heparan sulfat proteoglikan) in sekundarni (06 integrin) specifi¢ni celi¢ni
receptor za HPV. Pocasnemu vstopu virusa v celico sledi prenos virusne DNA v celi¢no
jedro (Doorbar, 2006). Proces razmnozevanja HPV je natan¢no uravnan, saj je odvisen od
prisotnosti dolo¢enih virusnih regulatornih beljakovin in stopnje diferenciacije epitelijskih

celic gostitelja. Ker bazalne epitelijske celice Se niso diferencirane, je razmnoZevanje
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virusne DNA, ki se nahaja v izvenkromosomskih delcih, episomih, mocno omejeno. Z
dozorevanjem okuzenih celic se povecuje tudi sposobnost razmnoZevanja virusa v celici,
kompletni virioni pa se sprostijo le iz popolnoma dozorelih celic (de Villiers, 2001;
Schneider, 1994). Z dozorevanjem bazalnih celic epitela v spinozne celice, postane njihovo
znotrajcelicno okolje bolj ugodno za podvojevanje episomske DNA in prepisovanje genov
L1 in L2. Tako pride do sinteze velike in male plas¢ne beljakovine in nastanka popolnih
oblik virusov, ki se sproscajo s celicno lizo in so sposobni okuziti sosednje celice. Zaradi
razmnozevanja HPV nastanejo v povrhnjih epitelijskih celicah za HPV znalilne

morfoloSke spremembe imenovane koilocitoza (zur Hausen, 1996; Schneider, 1994).

Stevilne raziskave kazejo, da je fizikalno stanje DNA HPV v malignih in benignih
tumorjih razlicno (Bosch in sod., 2001). V benignih tumorjih in intraepitelijskih
neoplazijah nizje stopnje (CIN I, CIN II) je virusna DNA prisotna v episomalni obliki, pri
malignih tumorjih in intraepitelijskih neoplazijah najvisje stopnje (CIN III) pa je virusna
DNA vkljucena v genom gostiteljske celice (Bosch in sod., 2001; Poljak in sod., 2005).

Do vkljuc¢evanja DNA HPV v humani genom pride le v primeru dolgotrajne (perzistentne)
okuzbe z visokorizicnimi genotipi HPV, medtem ko je pri prehodnih okuzbah z mejno- in
nizkorizi¢nimi genotipi ta dogodek izjemno redek (McGlennen, 2000). Pri vklju¢evanju
virusne DNA v genom gostiteljske celice pride do prekinitve virusnega genoma na
podro¢ju E2, kar privede do neregulirane povecane ekspresije virusnih beljakovin E6 in
E7, ki sta pomembna virusna onkogena. Beljakovini E6 in E7 se veZeta na gostiteljske
tumor zavirajoCe beljakovine p53 in Rb in tako prepreita njuno normalno delovanje
(Lazo, 1999; zur Hausen, 1996; Walboomers in sod., 1999). Beljakovina p53 deluje kot
aktivator in represor prepisovanja (Vousden, 1993; Lazo, 1999). Ob poskodbi DNA
koli¢ina p53 naraste in zaustavi celicno delitev v G1 fazi. Tako lahko celi¢ni popravljalni
mehanizmi popravijo okvarjene odseke DNA, nivo p53 upade in celi¢ni ciklus napreduje v
S fazo. Ob vecji poSkodbi DNA beljakovina p53 sprozi proces apoptoze. Odsotnost ali
nepravilno delovanje p53 omogoca neovirano delitev celic s posSkodovano DNA, kar lahko
vodi do kopicenja nadaljnih mutacij in s tem do maligne transformacije celic (Vousden,

1993; Lazo, 1999, zur Hausen, 1996).
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Sposobnost vezave z beljakovinama p53 in Rb imata tudi beljakovini E6 in E7
nizkorizi¢nih genotipov HPV, vendar je njuna mo¢ vezave v primerjavi z E6 in E7

visokorizi¢nih genotipov HPV priblizno stokrat manjSa (Summersgil in sod., 2000).

2.2 RAK MATERNICNEGA VRATU

2.2.1 Epidemiologija raka materni¢nega vratu

Ploscatocelicni karcinom materni¢nega vratu je predvsem v razvitih drzavah, za rakom
dojk Se vedno drugi najpogostejsi rak pri Zenskah. Zaradi pogosto dolgega premalignega
stadija bolezni, u€inkovitega odkrivanja in zdravljenja neinvazivne oblike predstavlja rak
materni¢nega vratu eno od redkih onkoloskih bolezni, pri katerih lahko z nacrtnim
iskanjem premalignih sprememb obcutno zmanjSamo Stevilo novih bolnic z invazivnim
rakom materni¢nega vratu (UrSic-Vrs€aj in Poljak, 1995). Za preprecevanje bolezni je
bistveno zgodnje odkrivanje in v razvitem svetu sta se v zadnjih dveh desetletjih
obolevnost in smrtnost zaradi raka materni¢nega vratu zmanjSevali zaradi dobro
zasnovanega in skrbno izpeljanega nacrtnega zgodnjega odkrivanja te bolezni (Vizcaino in
sod., 2000). Kljub temu se incidenca raka materni¢nega vratu v nekaterih dezelah z dobro
organiziranim aktivnim iskanjem in odkrivanjem ne zmanjSuje vec, temvec celo narasca.
Podobno velja tudi za Slovenijo, kjer se je v letih od 1961 do 1982 incidenca raka
maternicnega vratu zmanjSevala, vendar po letu 1982 se obolevnost ne zmanjSuje vec,

temvec se pri zenskah mlajsih od 54 let celo povecuje (Poljak in sod., 2005).

Stevilne raziskave v zadnjih dvajsetih letih so nedvomno pokazale, da so HPV glavni
etioloski dejavnik za razvoj raka materni¢nega vratu (Stoler, 2000; Walboomers in sod.,
1999; Bosch in sod., 1995; Lazo, 1999; Nobbenhius in sod., 1999) in da sta stopnja
displasticnih sprememb ploScatocelicnega epitela maternicnega vratu in dolgotrajna
okuzba z visokorizi¢nimi genotipi HPV najpomembnejsa dejavnika tveganja za nastanek
raka materni¢nega vratu (Lazo, 1999; Wallin in sod., 1999). Poleg okuzbe pa so pogosti
spremljevalci pri vzniku raka maternicnega vratu Se Stevilni drugi dejavniki: pogosto
menjavanje spolnih partnerjev, niZja starost pri prvem spolnem odnosu, Stevilnejsi porodi

in splavi, pogostejSe okuzbe s spolno prenosljivimi mikroorganizmi, kajenje, dolgotrajno
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jemanje hormonskih kontracepcijskih sredstev, dejavniki okolja, nizja izobrazba,
nepravilna prehrana, genetski dejavniki in zmanjS$ana odpornost organizma (Syrjdnen K. in

Syrjdnen S., 2000; Gree in sod., 2001).

Rezultati dveh multicentri¢nih raziskav kazejo, da je prevalenca okuzbe s HPV pri zenskah
z invazivno obliko raka materni¢nega vratu vsaj 99,7 % (Bosch in sod., 1995; Walboomers
in sod., 1999). Dokazano je bilo tudi, da se rak maternicnega vratu ne more razviti pri
zenski, ki ni predhodno nekaj ¢asa okuzena z visokorizi¢nimi genotipi HPV. Kljub temu pa
je vecina okuzb s HPV le prehodnih in ne vodijo v nastanek cervikalne intraepitelijske

neoplazije (CIN) in raka materni¢nega vratu (zur Hausen, 1996).

2.2.2 Predrakave spremembe ploScatoceli¢nega epitelija materni¢nega vratu

Rak materni¢nega vratu se razvije s prehodom preko ve¢ stopenj predrakavih sprememb
ploscatoceli¢nega epitelija (Walboomers in sod., 1999). Z epidemioloskimi $tudijami so
dokazali, da so za njihov nastanek potrebni isti rizi¢ni dejavniki kot za razvoj invazivnega
karcinoma in da predrakave spremembe lahko ugotovimo vsaj 10 let pred pojavom
invazivnega karcinoma. Zenske s predrakavimi spremembami bistveno pogosteje
zbolevajo za rakom materni¢nega vratu, kot Zenske brez taksnih sprememb (Morrison,

1994).

2.2.2.1 Razvrs€anje predrakavih sprememb materni¢nega vratu

Prvi, ki je opisal predrakave morfoloske spremembe celic materni¢nega vratu je bil
Papanicolaou (Papanicolaou, 1948). Leta 1966 je Patten predrakave spremembe razdelil v
dva tipa: displazija in intraepitelijski karcinom in situ (angl. carcinoma in situ, CIS)
(Patten, 1966). Displazijo je opredelil kot mejno rakavo spremembo, ki lahko napreduje v
invazivni karcinom, ostane nespremenjena skozi daljSe Casovno obdobje, ali pa jo
nadomesti normalni epitelij. Intraepitelijski karcinom pa predstavlja tisto predrakavo
spremembo, ki pogosto napreduje v invazivni karcinom.

Kasneje so displazijo razdelili v tri stopnje: blago, zmerno in hudo. Napredovanje

displazije v invazivni karcinom je odvisno od njene stopnje (Koss, 1987).
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Leta 1973 je Richart predlozil novo klasifikacijo, imenovano intraepitelijska neoplazija
materni¢nega vratu (angl. cervical intraepithelila neoplasia, CIN). Morfoloske spremembe
opisane pri blagi displaziji je opredelil kot CIN I, morfoloske spremembe pri zmerni
displaziji kot CIN II in morfoloSke spremembe pri hudi displaziji kot CIN III (Richart,
1973).

2.2.2.2 Odkrivanje predrakavih sprememb materni¢nega vratu

Rak materni¢nega vratu je ena izmed redkih oblik raka, ki ga je mogoce prepreciti s
presejalnim programom. Ucinkovitost presejanja, ki se pokaZe kot zmanjSana incidenca
raka materni¢nega vratu, je po svetu razli¢na. Odvisna pa je od deleza redno presejanih
zensk, odvzema brisa, shranitve odvzetih celic in interpretacije rezultata (Nanda in sod.,

2000; Stoler, 2000).

Klasi¢en nacin za uspesno in mnozi¢no odkrivanje predrakavih sprememb materni¢nega
vratu in neinvazivnega raka je enostaven in periodi¢en odvzem brisa sluznice materni¢nega
vratu pri rednem ginekoloskem pregledu (Nanda in sod., 2000; Stoler, 2000).

Papanicolaou in Traunt sta leta 1941 prvi¢ opozorila na moznost zgodnjega odkrivanja
premalignih sprememb materni¢nega vratu. Vpeljala sta mikroskopski pregled epitelijskih
celic sluznice materni¢nega vratu, ki ga imenujemo test po Papanicolaou ali test PAP in se
kot najenostavnejSa in sploSno priznana metoda uporablja Se danes. K izboljSanju
zanesljivosti metode je pripomoglo barvanje brisov materni¢nega vratu za razpoznavanje
morfoloskih lastnosti jeder odlus€enih celic in izboljSan nacin jemanja brisov z lesenim
lopar¢kom po Ayreju (Stoler, 2000; Nanda in sod., 2000; Marin, 2001).

Kljub temu, da je PAP test enostaven, hiter in poceni, se pojavljajo pomanjkljivosti, ki se
kazejo v slabi oceni morebitnega napredovanja benignih sprememb v invazivno obliko

raka (Crum, 1994).

S potrditvijo etioloSke povezanosti raka materni¢nega vratu z okuzbo HPV je dokaz
prisotnosti doloCenih tipov HPV v citoloskih in tkivnih vzorcih s pomocjo obcutljivejsih,

standardiziranih molekularnih metod pomembna dodatna raziskava v zgodnjem odkrivanju
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rizine skupine bolnic s prekancerogenimi spremembami in karcinomi (UrSi¢-Vrscaj in

Poljak, 1995).

2.3 DIAGNOSTIKA OKUZBE S HPV

HPV se razmnozujejo le v terminalno diferenciranih epitelijskih celicah, zato virusov ni
mo¢ izolirati iz klini€nih vzorcev z metodo gojenja v celi¢nih kulturah (Poljak in sod.,
1998). Zaradi povezave nekaterih tipov HPV z vznikom raka materni¢nega vratu so v
zadnjih 30 letih razvili Stevilne metode za dokazovanje HPV, ki jih delimo na tradicionalne
in molekularne. Poleg citoloSkega testa (PAP) so se danes uveljavile Stevilne metode, ki
temeljijo na odkrivanju povzrocitelja in dokazovanju prisotnosti DNA HPV v klini¢nih
vzorcih. Tako lahko odkrijemo tudi subklini¢no in latentno okuzbo s HPV ter preprecimo

napredovanje bolezni.

2.3.1 Tradicionalne diagnosti¢ne metode

K tradicionalnim diagnosti¢nim metodam priStevamo uporabo elektronskega mikroskopa
pri opazovanju virusnih delcev v odvzetem materialu, imunohistokemic¢ne metode za
odkrivanje strukturnih beljakovin virusa z uporabo mono- in poliklonskih protiteles ter
uporabo svetlobnega mikroskopa pri opazovanju citopatogenih sprememb v okuzenih
celicah ali koilocitih, ki so znacilno poveCane sfericne celice s hiperkromnimi in
polimorfnimi jedri, obdanimi s svetlim pasom (Crum, 1994; Poljak in sod., 1993; Reid in
Lorincz, 1995; Trofatter, 1997). Navedene spremembe sta leta 1956 prvi¢ opisala Koss in

Durfee in jih imenujemo koilocitoza.

Tradicionalne metode niso dovolj obcutljive in ne omogocajo genotipizacije HPV, zato so

se v diagnostiki okuzb s HPV uveljavile le molekularne metode (Poljak in sod., 1998).

2.3.2 Molekularne diagnosticne metode

Molekularne metode temeljijo na zaznavanju znalilnih zaporedij virusne DNA.

Uporabljajo se razli¢ni hibridizacijski testi z RNA in DNA lovkami, usmerjenimi proti
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znacCilnim odsekom genomov razlicnih genotipov HPV, ali testi zasnovani na verizni
reakciji s polimerazo (PCR), v katerih pomnoZujemo znacilna kratka zaporedja virusnega
genoma, pridelek reakcije pa naknadno dokazujemo z razli¢nimi tehnikami (elektroforeza

v gelu, encimska razgradnja, dot blot, encimski oligonukleotidni test).

2.3.2.1 Hibridizacijske metode

Osnovni princip hibridizacijskih metod temelji na hibridizaciji med komplementarnimi
predeli majhnih, oznaenih delcev nukleinskih kislin ali lovk s tarcno DNA. Lovke so
lahko ozna&ene z razli¢nimi radioaktivnimi (*H, **P, *°S) ali neradioaktivnimi oznacevalci
(biotin, digoksigenin). Trdnost povezave med lovko in taréno DNA je odvisna od
skladnosti nukleotidnega zaporedja obeh verig in od pogojev, pri katerih poteka
hibridizacija. Lovke so lahko znacCilne za doloCen genotip (genotipsko-znacilne lovke) ali
za ve¢ genotipov HPV (skupinsko-znacilne lovke). Z uporabo genotipsko-znacilnih lovk je

mogoce opredeliti genotip HPV (Manos in Gravitt, 1993).

2.3.2.1.1 Hibridizacija po Southernu

Metode hibridizacije po Southernu je bila dolga leta temeljna metoda molekularne
virologije za dokazovanje in genotipizacijo HPV (zur Hausen in sod., 1974). Pri tej metodi
iz tkivnih vzorcev ali brisov sluznice najprej osamimo DNA, ki jo nato razrezemo z
ustreznimi restrikcijskimi encimi. Nastale odseke DNA nato lo¢imo po velikosti z
elektroforezo v gelu in prenesemo s kapilarnim ali vakuumskim prenosom na
nitrocelulozno ali najlonsko membrano. Nato izvedemo hibridizacijo z radioaktivno ali
neradioaktivno oznacenimi lovkami . Te se vezejo samo na komplementarna podrocja
DNA HPV. Nevezane lovke po hibridizaciji odstranimo. Polozaj delcev DNA, ki so
hibridizirali z lovkami ugotovimo z avtoradiografijo ali ustrezno encimsko reakcijo

(Southern, 1975).

Metode hibridizacije po Southernu je edina metoda s katero je mogoce ugotoviti fizikalno
stanje DNA HPV v celici oziroma ali je DNA HPV v obliki kroZnih zunajkromosomskih

delcev (episomov) ali je vkljuena v genom celice. Ker pa je metoda ¢asovno zamudna,
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draga in za izvedbo zahteva relativno velike kolicine DNA (5-10 pl), za rutinsko

diagnostiko ni primerna (Brandsma in sod., 1989).

2.3.2.1.2 Hibridizacija dot-blot

Hibridizacija dot-blot je tehni¢no enostavnejsa razli¢ica prej opisane metode. Pri tej metodi
ekstrahirano DNA brez predhodne encimske razgradnje prenesemo na najlonsko
membrano. Sledi hibridizacija z radioaktivno ali neradioaktivno oznac¢enimi lovkami. Pri
pozitivnem rezultatu je na filmu (radioaktivna razli¢ica) ali na najlonski membrani
(neradioaktivna razli¢ica) viden madez. Prav zaradi specificne oblike pozitivnega rezultata

so metodo poimenovali dot-blot (angl. dot-madez) (Poljak, 1998).

Metoda je v primerjavi s hibridizacijo po Southernu hitrejSa, cenejSa in primernejSa za
analizo vecjega Stevila vzorcev, vendar manj obcutljiva in manj specificna (Manos in

Gravitt, 1993).

2.3.2.1.3 Hibridizacija in situ na filtru

Hibridizacija in situ na filtru (FISH, angl. filter in situ hybridization) je poenostavljena
razli¢ica hibridizacije dot-blot, pri kateri se izognemo osamitvi DNA, zato je metoda
hitrejSa, cenejSa, enostavnejSa in omogoca analizo ve¢jega Stevila vzorcev. Pri tej metodi
celice za kratek Cas izpostavimo delovanju mocnih detergentov in encimov, ki celice
razkrojijo. Razkrojene celice prenesemo na najlonsko membrano in izvedemo

hibridizacijski postopek (Poljak, 1998).

2.3.2.1.4 Hibridizacija in situ

Hibridizacija in situ (ISH, angl. in situ hybridization) je metoda, pri kateri potekata
denaturacija in hibridizacija v okuZenih celicah (in situ) in ne na najlonskih ali
nitroceluloznih membranah. ISH lahko izvedemo na citoloSkih vzorcih ali na tkivnih
rezinah. Tkiva primerna za pripravo tkivnih rezin so lahko sveze zamrznjena ali fiksirana v

formalinu oziroma kak$nem drugem fiksativu. Pri razgradnji z razli¢nimi proteazami celice
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postanejo prepustne in tako omogocajo radioaktivno ali neradioaktivno oznac¢enim lovkam
vstop v celico, kjer pride do hibridizacije z znotrajceliénimi nukleinskimi kislinami.
Razvoj neradioaktivno oznacenih lovk in komercialnih diagnosticnih kompletov je
omogocil uvedbo ISH v rutinsko diagnostiko okuzbe s HPV. V vecini diagnosti¢nih
kompletov, ki jih uporabljamo danes, so lovke oznaCene z biotinom. Po vezavi lovke na
komplementarni del taréne virusne DNA biotin prikazemo z visokoznacilnim avidinom ali
antibiotinskimi protitelesi, ozna¢enimi z alkalno fosfatazo ali hrenovo peroksidazo. Po
dodatku encimskega substrata se del celice, kjer se nahajajo iskana nukleotidna zaporedja
pri pozitivni reakciji obarva, kar opazujemo s svetlobnim mikroskopom (Poljak, 1998;

Autillo-Touati in sod., 1998).

Glavne prednosti metode ISH so preprostost, hitrost, ponovljivost, razmeroma nizka cena,
moznost hkratnega testiranja ve¢ vzorcev, moznost natancne lokalizacije virusne DNA v
celici in moznost primerjave morfolosSkih sprememb v tkivih, okuZenih z dolo¢enim
genotipom HPV. V primerjavi z metodami, pri katerih poteka hibridizacija s predhodno
osamljeno DNA, ima ISH nekoliko nizjo obcutljivost, kar je njena glavna pomanjkljivost.
Druga pomanjkljivost je, da so komercialno dostopne le lovke, ki so znacilne za sedem
genotipov HPV (HPV-6, HPV-11, HPV-16, HPV-18, HPV-31, HPV-33 in HPV-51)
(Nuovo in Richart, 1989).

2.3.2.1.5 Tekocinska hibridizacija

Test Hybrid Capture (Digene laboratories, Silver Spring, ZDA) je trenutno edini test za
diagnostiko okuzbe s HPV, ki ima dovoljenje ameriske FDA za uporabo v humani
medicini. Metoda temelji na tekocinski hibridizaciji, pri kateri pride do hibridizacije tar¢ne
DNA HPV z znadilnimi enovijacnimi lovkami RNA prosto v tekoCini. MeSanica lovk je
sestavljena iz dveh kompletov enovijacnih RNA: ene lovke so usmerjene proti
nizkorizi¢nim genotipom, druge proti mejno- in visokorizi¢nim genotipom HPV. Nastali
hibridizacijski kompleksi se vezejo na poliklonska protitelesa, vezana na netopni nosilec
(notranjost reakcijske posodice, vdolbinice mikrotitracijske plosCice, stena epruvete).
Nevezane lovke s spiranjem odstranimo in nato dodamo protitelesa proti DNA:RNA

hibridom, oznacena z alkalno fosfatazo in kemiluminiscentni substrat. Intenziteto svetlobe,
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ki jo oddaja kemiluminiscentni substrat, merimo z luminometrom in jo izrazamo v
relativnih svetlobnih enotah (RLU, angl. relative light units). Intenziteta sproscene
svetlobe je sorazmerna koli¢ini vezanih hibridov oziroma koli¢ini DNA HPV v klini¢nem
vzorcu (Poljak in sod., 1999). Obstajata dve generaciji testa Hybrid Capture. S testom prve
generacije (HC I) je mogoce prepoznati okuzbo s 5 nizkorizi¢nimi genotipi (HPV-6,
HPV-11, HPV-42, HPV-43 in HPV-44) in 9 visokorizi¢nimi genotipi (HPV-16, HPV-18,
HPV-31, HPV-33, HPV-35, HPV-45, HPV-51, HPV-52 in HPV-56). Kljub prakti¢nosti in
zanesljivosti HC I se zaradi premajhne obcutljivosti trenutno v svetu uporablja novejsa,
druga generacija testa Digene Hybrid Capture (HC II). HC II je leta 1998 dobil licenco
ameriSke FDA, da se lahko uporablja kot diagnosti¢ni test za rutinsko dokazovanje HPV. S
spremembo sestave nekaterih reagentov in z vkljucitvijo lovk za prepoznavanje Stirih
dodatnih visokorizi¢nih genotipov HPV (HPV-39, HPV-58, HPV-59 in HPV-68) so
obcutljivost testa povecali. S to razliCico testa je tako mozno zaznati ze 10 do 50-krat
manjS$o koli¢ino virusa kot s HC 1. S temi izboljSavami se je povecala tudi klini¢na
obcutljivost v odkrivanju CIN II/CIN III in raka materni¢nega vratu. Test je hitrejsi in lazje
izvedljiv ter zato bolj prakti¢en za rutinsko uporabo v diagnosti¢nih laboratorijih, saj
poteka hibridizacija v mikrotitrskih plos¢icah (Poljak in sod., 1999; Clavel in sod., 2000).
Pomanjkljivost testa HC II je obCasno lazno pozitiven rezultat zaradi navzkriZzne
reaktivnosti visokorizicnega kompleta DNA lovk z nekaterimi genotipi HPV, ki niso

vkljuceni v test (Poljak in sod., 2002).

2.3.2.2 Verizna reakcija s polimerazo

Verizna reakcija s polimerazo (PCR, angl. polymerase chain reaction) je trenutno najbolj
obcutljiva metoda za dokazovanje okuzb s HPV in genotipizacijo HPV (Poljak in sod.,
1994). Dokazovanje virusov s PCR Dokazovanje virusov s PCR temelji na in vitro
pomnoZzevanju za virus znacilnega majhnega odseka genoma. Reakcija je sestavljena iz 25
do 40 ponovitev temperaturnih ciklov zaporedne denaturacije osamljene DNA, spajanja
izbranih zacetnih oligonukleotidov s komplementarnimi zaporedji ter sinteze nove
komplementarne DNA v podro¢ju med zacetnima oligonukleotidoma. Vsaka novo

sintetizirana kopija odseka DNA sluzi kot matrica v naslednjem ciklu reakcije. Na ta nacin
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se zacetni tarcni odseki virusne DNA v reakciji eksponentno kopicijo (Poljak in sod.,

1994).

Najbolj pomemben korak optimizacije PCR je izbira zacetnih oligonukleotidov, ki
dolocajo del genoma HPV, ki bo v reakciji pomnozen (Poljak in sod., 1996; Manos in sod.,
1989). Za pomnozevanje virusnega genoma HPV izbiramo med dvema razli¢nima vrstama
zacetnih  oligonukleotidov, med genotipsko-zna¢ilnimi in skupinsko-znacilnimi

oligonukleotidi.

Zaradi raznolikosti nukleotidnih zaporedij posameznih genotipov HPV ni mogo¢ razvoj
preprostih, univerzalnih zacetnih oligonukleotidov in protokola PCR za dokazovanje vseh
genotipov HPV (Poljak in sod., 2005). Zato je za dolocitev genotipa HPV potrebna izvedba
vecjega Stevila reakcij PCR z uporabo razlicnih genotipsko znacilnih zacetnih
oligonukleotidov. Kljub ucinkovitosti in visoki specifi¢nosti nekaterih genotipsko-
znalilnih zacetnih oligonukleotidov genotipizacija z genotipsko znacilnimi zacetnimi

oligonukleotidi ni primerna za opredeljevanje genotipov v velikem Stevilu vzorcev.

PomnoZevanje Sirokega spektra genotipov HPV v eni sami reakciji PCR pa je mozZno z
uporabo skupinsko-znacilnih zacetnih oligonukleotidov (Bernard in sod., 1994; Trofatter,
1997; Reid in Lorincz, 1995; Baay in sod., 1996; Resnick in sod., 1990). V literaturi so
opisani Stevilni skupinsko-znacilni zacetni oligonukleotidi, ki pomnozujejo manjSe ali
vecje odseke gena L1 (Manos in sod., 1989; Snijders in sod., 1990; Maki in sod., 1991;
Williamson in Rybicki, 1991; Snijders in sod., 1991; de Roda in sod., 1995; Berkhout in
sod., 1995), E6 (Yoshikava in sod., 1990; Resnick in sod., 1990; Lungu in sod., 1995),
E6/E7 (Fujinaga in sod., 1991; Evander in Wadel, 1991), E7/E1 (Evander in Wadel, 1991)
in E1 (Gregoire in sod., 1989; van den Brule in sod., 1990; Rodu in sod., 1991; Tieben in
sod., 1993; Contorini in Leoncini, 1993). Izmed teh se najveckrat uporabljajo skupinsko-
znacilni  zacetni oligonukleotidi PGMY09/PGMY11, GP5+/GP6+ in SPF10, ki
pomnozujejo 450, 150 oziroma 65 bp dolg odsek mo¢no ohranjenega virusnega gena L1

(Poljak in sod., 2005).
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Vsaki reakciji PCR sledi dokazovanje specifi¢nosti pridelkov, za kar je na voljo ve¢ metod:

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

majhna (Poljak, 1995).

» Z metodo dolocanja polimorfizma dolzine restrikcijskih odsekov (RFLP, angl.
restriction fragment length polymorphism) pridelek reakcije PCR izpostavimo
delovanju restrikcijskih endonukleaz in nastali vzorec primerjamo s teoreti¢no
dolo¢enim vzorcem razgradnje pri¢akovanega odseka DNA. Pri metodi lahko
uporabimo razli¢no Stevilo in razli¢ne vrste restrikcijskih encimov. Metoda je hitra
in enostavna. Njena zanesljivost naraS¢a s Stevilom uporabljenih restrikcijskih
encimov. NajzanesljivejSa je metoda RFLP z uporabo 7 restrikcijskih encimov, a
katero lahko opredelimo 44 razli¢nih anogenitalnih genotipov HPV (Poljak, 1995;
Bernard in sod., 1994).

* V encimsko oligonukleotidnem testu dokazujemo pridelek PCR z znacilnimi
lovkami v  mikrotitracijskih  ploS¢icah. Rezultat hibridizacije odcitamo
spektrofotometri¢no.  Spektrofotometricna  analiza  omogoca  objektivno

interpretacijo rezultatov (Lungu in sod., 1995; Poljak in Seme, 1996).

= Reverzni dot-blot je bila do sedaj najveckrat uporabljena metoda za analizo
pridelkov HPV PCR (Bauer in sod., 1991). Izvaja se po klasicnem protokolu za
dot-blot, le da se na najlonsko membrano s pomoc¢jo vakuuma nanasa pridelek PCR
in ne osamljena DNA (Resnick in sod., 1990). Temu sledi hibridizacija z
genotipsko-znacilnimi lovkami, ki morajo biti izbrane tako, da se v procesu
hibridizacije vezejo na komplementarno zaporedje pomnozenega dela genoma, ki je

znacilno samo za posamezne genotipe HPV.

= Reverzni line-blot je metoda, ki omogoca hibridizacijo produktov PCR z velikim

Stevilom genotipsko znacilnih lovk hkrati, ki so vezane na nitrocelulozno
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membrano v obliki jasno omejenih trakov (Kleter in sod., 1999). Metoda je zato
primerna za analizo velikega Stevila vzorcev. Tako je mogoce opredeliti Sirok
spekter genotipov HPV, med njimi tudi okuzbe z ve¢ razliénimi genotipi HPV
(mesSane okuzbe). V literaturi je opisanih vec razli¢ic metode reverzni line-blot.
Tako so pri druzbi Innogenetics (Ghent, Belgija) razvili komercialno dostopen test
INNO-LiPA, s katerim je mogoce opredeliti 25 razlicnih anogenitalnih genotipov
HPV. Test temelji na pomnoZzevanju 65 bp velikega odseka gena L1 s skupinsko
znacilnimi zacetnimi oligonukleotidi SPF10 (Kleter in sod., 1999; Kleter in sod.,
1998). Druzba Roche Molecular Systems (Branchburg, NJ) pa je nedavno razvila
metodo reverzni line-blot, s katero je mogoce opredeliti 27 razli¢nih genotipov
HPV. Metoda temelji na pomnozevanju 450 bp velikega odseka gena L1 s
skupinsko znacilnimi za¢etnimi oligonukleotidi MY9, MY 11 in HMBO1 (Gravitt in
sod., 1998; Coutlée in sod., 1999). Oba testa imata Stevilne prednosti, vendar se
zaradi komercialnih problemov (prepoved komercialnega trzenja zaradi patenta
druzbe Digene) v diagnostiki Se nista uveljavila.

Nedavno pa je bil razvit komercialni test druge generacije, Linear Array HPV
Genotyping Test, s katerim je mogoce opredeliti 37 genotipov HPV (Poljak in sod.,
2005).

» Metoda dolocanja nukleotidnega zaporedja je edina metoda s katero dokoncéno
opredelimo genotip HPV (Feoli-Fonesca in sod., 1999; Rady in sod., 1993; Rady in
sod., 1995). V primerjavi z ostalimi molekularnimi metodami za genotipizacijo
HPV je dolo¢anje nukleotidnega zaporedja metoda, ki omogoca bolj natan¢no
opredelitev ze znanih genotipov HPV, odkrivanje mutacij, dolo¢anje podtipskih
razli¢ic HPV in opredeljevanje novih genotipov HPV (Rady in sod., 1993). Ker je
metoda ¢asovno zamudna, draga in tehni¢no zahtevna, se danes veCinoma uporablja

le v raziskovalne namene.
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PCR je trenutno najbolj obcutljiva metoda za dokazovanje DNA HPV, saj zazna ze 10 do
100 kopij DNA v preiskovani koli¢ini vzorca. V raziskovanju in v epidemioloskih Studijah
okuzb s HPV je nepogresljiva, vendar pa so zanjo znacilne tudi nekatere pomanjkljivosti:
visoka cena, dolgotrajnost, zapletenost in pogost pojav lazno pozitivnih rezultatov zaradi

kontaminacije in lazno negativnih rezultatov (Poljak in sod., 1998).

2.4. MOLEKULARNA OPREDELITEV IN POMEN PODTIPSKIH RAZLICIC HPV-16
IN HPV-31

2.4.1 Odkritje in razvr$éanje HPV-31

Leta 1986 je Lorincz s sodelavei na podlagi pregleda preko 100 anogenitalnih vzorcev
odvzetih z biopsijo odkril nov genotip HPV. V svojem porocilu je z metodo hibridizacije
dokazal 35-40 % homolognost s HPV-16 in ga na podlagi predhodnih kriterijev (Coggin in
zur Hausen, 1979) opredelil kot nov genotip HPV-31 (Lorincz in sod., 1986).
Goldsborough s sodelavci je tri leta kasneje dolocil celotno nukleotidno zaporedje DNA
(7912 bp) HPV-31. Medsebojno ga je primerjal z dotedaj Ze znanimi zaporedji genotipov
HPV in ugotovil tesno sorodnost s HPV-16 (Goldsborough in sod., 1989).

Na podlagi filogenetskih in epidemioloskih Studij, in glede na tropizem HPV za dolo¢eno
vrsto epitela uvrs¢amo HPV-31 med visokorizicne, alfa HPV (Calleja-Macias in sod.,
2005). Glede na skladnost nukleotidnega zaporedja uvr§€amo genotip HPV-31 v rod alfa in
v vrsto 9 skupaj z nekaj ostalimi visokorizi¢nimi genotipi (HPV-16, 33, 35, 52, 58 in 67),
ki povzrocajo maligne lezije na sluznici (Bernard, 2005).

Dolgotrajna okuzba z visokorizi¢nimi genotipi HPV in izrazanje virusnih onkogenov E6 in
E7 sta poglavitna etioloSka dejavnika za nastanek raka materni¢nega vratu (RMV). Med
poglavitne povzrocitelje RMV, poleg HPV-16, uvr§¢amo tudi visokorizi¢ni genotip HPV-
31, ki ga po pogostosti pri Zenskah z RMV v svetovnem merilu uvr§¢amo na cetrto mesto

za genotipi HPV-16, HPV-18 in HPV-45 (Tornesello in sod., 2004).
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2.4.2 Podtipske razli¢ice HPV-16 in njihov pomen

Na osnovi raziskovanja genoma genotipa HPV-16 Stevilni raziskovalci porocajo, da je za
nastanek cervikalne intraepitelijske neoplazije pomembna dolgotrajna okuzba s specifi¢no
gensko razliCico visokorizi¢nega genotipa HPV. Franco s sodelavci je dolocil kot
pomembno orodje epidemioloskih Studij opredelitev nukleotidnega zaporedja
nekodirajocega podroc¢ja LCR in s tem dolocitev razli¢ic posameznega genotipa (Franco in
sod., 1994). Leta 1996 je Londesborough s sodelavci prvi dokazal povezavo specifi¢ne
podtipske razli¢ice HPV-16 s perzistentno okuzbo (Londesborough in sod., 1996). Leto
kasneje je Xi s sodelavci dokazal, da okuZba z ne-evropsko razli¢ico HPV-16 pomeni vecje
tveganje za perzistentno okuzbo in s tem razvoj RMV (Xi in sod., 1997).

Spremembe nukleotidnega zaporedja v nekodirajo¢em podro¢ju LCR vplivajo na povecano
izrazanje virusnih onkogenov E6 in E7, kar bi posledicno lahko bil vzrok sprememb
bioloskih in patoloskih lastnosti genotipa HPV-16 (Veress in sod., 1999; Kammer in sod.,
2000; Kurvinen in sod., 2000; Tornesello in sod., 2000). Te spremembe lahko vodijo v
perzistentno okuzbo in nadajni razvoj premaligne spremembe v RMV (Dalstein in sod.,
2003; Ferenczy in Franco, 2003).

Z dolo€anjem in primerjavo nukleotidnih zaporedij genov L1, L2, E6, E7 in podro¢ja LCR
genotipa HPV-16 so ugotovili, da sestoji iz razli¢ic, ki so jih na podlagi filogenetskih
analiz razdelili v Sest samostojnih filogenetskih vej: Evropsko (E), Azijsko (As), Azijsko-
amerisko (AA), Afrisko-1 (Afl), Afrisko-2 (Af2) in Severno amerisko (NA1). Stevilne
epidemioloske Studije so skuSale povezati okuZzbo s podtipskimi razli¢icami genotipa HPV-
16 iz evropskih (Zehbe in sod., 1998; Nindl in sod., 1999; Bible in sod., 2000; van Duin in
sod., 2000) in ne-evropskih vej (Xi in sod., 1997; Matsumoto in sod., 2000; Villa in sod.,
2000; Berumen in sod., 2001; Hildesheim in sod., 2001) s povecanim tveganjem za
nastanek RMV. Okuzba s podtipskimi razli¢icami genotipa HPV-16 iz ne-evropskih ve;j

naj bi predstavljala povecano tveganje za nastanek RMV (Tornesello in sod., 2004).

2.4.3 Podtipske razli¢ice HPV-31 in njihov pomen

Za razliko od HPV-16 je po podatkih iz literature znana le pescCica raziskav o podtipskih

razli¢icah genotipa HPV-31. Le Gagnon s sodelavci pa je tudi molekularno opredelil
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podtipske razli¢ice gena E7 genotipa HPV-31. V raziskavi Gagnona in sodelavcev so
ugotovili, da genotip HPV-31 prav tako sestoji iz podtipskih razli¢ic oziroma, da se
posamezni izolati genotipa HPV-31 razlikujejo v nukleotidnem zaporedju podrocja LCR in
virusnih onkogenov E6 in E7 (Gagnon in sod., 2005). Z analizo podrocja LCR so ugotovili
etnografsko specifi¢nost posameznih podtipskih razli¢ic genotipa HPV-31. Kljub tesni
sorodnosti genotipov  HPV-31 in HPV-16 niso uspeli dokazati povezavo dolocenih,
specificnih E6 (E7, LCR) razli¢ic genotipa HPV-31 s povecanim tveganjem za razvoj
RMYV. Posamezne razli¢ice genotipa HPV-31 namre¢ niso uspeli povezati s povecanim

tveganjem za perzistentno okuzbo, ki je pomemben dejavnik pri razvoju RMV.
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2.5 NAMEN DELA

Ploscatoceli¢ni karcinom materni¢nega vratu je predvsem v razvitih drzavah, za rakom
dojk Se vedno drugi najpogostejsi rak pri zenskah. Dolgotrajna okuzba z visokorizi¢nimi
genotipi HPV in izrazanje virusnih onkogenov E6 in E7 sta poglavitna etioloska dejavnika
za nastanek RMV. Med poglavitne povzrocitelje RMV, poleg HPV-16, uvrs¢amo tudi
visokorizi¢ni genotip HPV-31, ki ga po pogostosti pri zenskah z RMV uvr§¢amo na cetrto

mesto.

Z dolo€anjem in primerjavo nukleotidnih zaporedij genov L1, L2, E6, E7 in podro¢ja LCR
genotipa HPV-16 so v Stevilnih raziskavah ugotovili, da sestoji iz razlicic, ki so jih na
podlagi filogenetskih analiz razdelili v Sest samostojnih filogenetskih vej: Evropsko (E),
Azijsko (As), Azijsko-ameriSko (AA), Afrisko-1 (Afl), AfrisSko-2 (Af2) in Severno
ameriSko (NA1). Okuzba s podtipskimi razli¢icami genotipa HPV-16 iz ne-evropskih vej
naj bi predstavljala pove€ano tveganje za nastanek RMV. Mozno je, da so, podobno kot pri
genotipu HPV-16 z nastankom RMV povezane samo dolo¢ene, specificne E6 (E7, LCR)
razli¢ice genotipa HPV-31.

Za razliko od HPV-16 je po podatkih iz literature znana le pes€ica raziskav o podtipskih
razli¢icah genotipa HPV-31. Objavljena pa je samo ena raziskava, kjer so bile molekularno

opredeljene podtipske razli¢ice gena E7 genotipa HPV-31.

V ta namen smo v diplomski nalogi Zeleli opredeliti podtipske razli¢ice gena E7 slovenskih
izolatov HPV-31, in jih na podlagi primerjave nukleotidnih zaporedij uvrstiti v obstojece
filogenetske skupine.

Za opredeljevanje podtipske razli¢nosti gena E7 slovenskih izolatov HPV-31 smo uporabili
metodo dolocanja nukleotidnega zaporedja celotnega gena E7 in primerjali dobljena
zaporedja z nukleotidnimi zaporedji ORF E7 referennega izolata J04353 HPV-31 v
genski banki EMBL.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 MATERIAL

V nalogo smo vkljucili 17 izolatov predhodno opredeljenega genotipa HPV-31 iz arhivske
zbirke Laboratorija za molekularno mikrobiologijo in diagnostiko aidsa, InStituta za
mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete v Ljubljani, osamljenih pri slovenskih
zenskah z razlicnimi stopnjami intraepitelijskih neoplazij (CIN I - CIN III) in rakom

materni¢nega vratu.

3.2 METODE

3.2.1 Verizna reakcija s polimerazo za pomnoZevanje gena E7 DNA HPV-31

Za pomnozevanje gena E7 DNA genotipa HPV-31 smo uporabili za genotip HPV-31
znacilna zacetna oligonukleotida, ki pomnozujeta 542 bp velik del gena E7. Nukleotidna
zaporedja uporabljenih zacetnih oligonukleotidov za podroc¢je gena E7 genotipa HPV-31 in

velikosti pri¢akovanih pridelkov PCR so podani v preglednici §t. 2.

Preglednica 2: Nukleotidna zaporedja zacetnih oligonukleotidov za podroc¢je gena E7 genotipa HPV-31 in

velikosti pri¢akovanih pridelkov PCR

Zacetna Nukleotidno zaporedje zacetnega PomnoZevani Velikost Vir
oligonukleotida oligonukleotida (5' — 3") gen pridelka PCR
E731S CgT TgC ATA gCA TgT Tgg Ag Gagnon in
E7 542bp sod., 2005
E731R CTg CTT CTg CCT gAT TgT Tg v
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3.2.1.1 Sestava reakcijske meSanice za reakcijo PCR

Za natan¢no pomnozevanje (angl. high fidelity) gena E7 genotipa HPV-31 z zacetnimi
oligonukleotidi E731S in E731R smo uporabili komercialno dostopen komplet kemikalij,
in sicer High Fidelity PCR Master (Roche Diagnostics, Mannheim, Nemcija).

Pripravili smo reakcijsko meSanico in doloceno koli¢ino izolirane DNA HPV-31
odpipetirali v sterilne reakcijske posodice in jih vstavili v aparaturo za izvedbo PCR. Za
pomnozevanje gena E7 HPV-31 smo uporabili racunalnisko vodeni GeneAmp® PCR
System tip 2400 (Applied Biosystems, Foster City, ZDA). Reakcijo smo izvedli pod tocno

dolocenimi pogoji.

3.2.1.2 Pogoji pomnozevanja s PCR

V sterilno posodico za pomnozevanje s PCR z zacetnima oligonukleotidoma E731S/E731R
smo odpipetirali 19,4 pul deionizirane vode, 0,3 pl vsakega zaCetnega oligonukleotida (50
uM) in 5 pl osamljene DNA HPV-31. Nastali meSanici smo dodali 25 pl meSanice High
Fidelity PCR Master (Roche Diagnostics), ki vsebuje vse reagente potrebne za izvedbo
reakcije PCR.

Pomnozevanje celotnega gena E7 HPV-31 z zacetnima oligonukleotidoma E731S/E731R
smo izvedli z 10-kratnim ponavljanjem temperaturnega cikla PCR, sestavljenega iz treh
inkubacij: 10 s pri 94 °C, 30 s pri 63 °C in 45 s pri 72 °C. Sledilo je 35-kratno ponavljanje
temperaturnega cikla PCR, sestavljenega iz treh inkubacij: 15 s pri 94 °C, 30 s pri 63 °C in
45 s pri 72 °C. Pred zacetkom prvega cikla smo reakcijsko meSanico 2 minuti inkubirali pri
94 °C, kar naj bi zagotavljalo popolno denaturacijo DNA in aktivacijo meSanice
termostabilnih encimov Taq DNA Polymerase in Tgo DNA Polymerase. Zadnjemu ciklu
PCR je sledila 7 minutna inkubacija pri 72 °C. Encimsko reakcijo smo ustavili z

ohladitvijo reakcijske meSanice na 4 °C.
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3.2.2 Dokazovanje in analiza pridelkov PCR

Pridelke PCR smo dokazovali z elektroforezo v gelu. Uporabljali smo elektroforezno
aparaturo SEA 2000® (Elchrom Scientific AG, Cham, Svica) in komercialno dostopne, Ze
pripravljene hidrogele za vecCkratno uporabo Wide Mini Clearose BG-EtBr (Elchrom
Scientific AG). Geli so sestavljeni iz 1 % agaroze precno zamreZene s polimerom BG (1,
4-butanediol diglicidileter) in omogocajo optimalno zaznavanje delcev DNA, velikih med
100 in 2000 bp. Elektroforezni pufer smo pripravili iz 1950 ml dvojno deionizirane vode,
50 ml 40x pufra TAE (Elchrom Scientific AG) in 100 pl (10 mg/ml) etidijevega bromida
(Innogenetics N.V., Gent, Belgija) in z njim prelili v elektroforezno kadicko vstavljen gel
tako, da je segal nivo pufra 2 do 3 mm nad zgornjo platinasto Zi¢ko v aparaturi. Etidijev
bromid je interkalatno barvilo, ki se vgradi v dvojnovijacno DNA. Po izpostavitvi
ultraviolicni (UV) svetlobi se etidijev bromid, vezan v dvojnovijacni DNA aktivira in tako
omogoca opazovanje delcev DNA v gelu. Gel, ki smo ga uporabili vsebuje 13 vdolbinic
(dolzine ene vdolbinice je 7 mm, Sirina 1,5 mm, visina 2,7 mm), v katere lahko nanesemo

od 5 do 8 pul mesanice pridelka PCR in pufra za nalaganje.

V zacetno vdolbinico gela smo vedno dodali molekularni oznacevalec 100 bp (Roche
Diagnostics), ki vsebuje delce velikosti 100, 200, 300, 400, 500, 600...1500 bp in dodatni
2642 bp dolg delec DNA.

V ostale vdolbinice gela smo nanaSali meSanico, ki smo jo pripravili iz 6 ul pridelka PCR

in 1,6 pl ustrezne tamponske raztopine Sample Loading Buffer (Elchrom Scientific AG).

Elektroforeza v gelu je potekala pri sobni temperaturi 15 minut, s samodejno vkljucitvijo
¢rpalke za krozenje pufra 1,5 minute po zacetku elektroforeze in napetosti med
elektrodama 120 V.

Po koncani elektroforezi smo gel z naneSenimi vzorci pregledali pod UV svetlobo v UV
transiluminatoriju in ga fotografirali s polaroidno kamero. Specifi¢nost namnozenega
pridelka PCR je dolocala njegova velikost glede na velikost pozitivne kontrole in

elektroforezne dolzinske lestvice 100 bp.
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3.2.3 Avtomatsko sekveniranje in dolo¢anje podtipskih razli¢ic gena E7 genotipa
HPV-31

Za opredeljevanje podtipske razli¢nosti gena E7 izolatov HPV-31 smo uporabili metodo
doloc¢anja nukleotidnega zaporedja celotnega gena E7 in primerjali dobljena zaporedja z
nukleotidnimi zaporedji ORF E7 referen¢nega izolata J04353 HPV-31 v genski banki
EMBL.

3.2.3.1 Ciscenje pridelkov PCR in dologanje koncentracije

Pridelke PCR, ki so ustrezali pricakovanim velikostim, smo odistili s komercialnim
kompletom za c¢is¢enje pridelkov PCR, QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden,
Nemcija). Eni volumski enoti pridelka PCR smo dodali 5 volumskih enot pufra PB in
dobro premesali. Nastalo meSanico smo prenesli v mikrokolono, vloZzeno v 2 ml zbiralno
tubico in centrifugirali 1 minuto pri 13000 rpm. Izpirek in zbiralno tubico smo zavrgli,
mikrokolono pa postavili v novo zbiralno tubico in dodali 750 ul pufra PE. Sledilo je
enominutno centrifugiranje vzorca pri 13000 rpm. V nadaljevanju smo mikrokolono
prestavili v novo zbiralno tubico in centrifugirali 1 minuto pri 15000 rpm. V zadnji fazi
smo mikrokolono postavili v novo 1,5 ml tubico, dodali 30-50 pl pufra EB (10 mM Tris-
Cl, pH=8,5) in vzorec inkubirali 1 minuto pri sobni temperaturi. Pridelke PCR smo iz
membranskega filtra mikrokolone eluirali z enominutnim centrifugiranjem pri hitrosti
13000 rpm in jih do uporabe shranili pri -20 °C.

Koncentracijo ocis¢enih pridelkov PCR smo dolocali na 1,7 % agaroznem gelu, ki smo ga
pripravili po standardnem postopku. V stekleno ¢aso smo odtehtali 0,85 g agaroze v prahu
A9539 AGAROSE for rutine use (Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA) in dodali 50 ml Ix
pufra TAE (0,04 M Tris-HCI; 0,02 M NaCl; 2 mM EDTA; 0,02 M Na-acetat pH=8,3).
Raztopino agaroze smo premesali in jo v mikrovalovni pecici segreli do vreliS¢a. Raztopini
smo dodali 5 pl etidijevega bromida (10 mg/ml) (Innogenetics N.V.) in jo ohladili v kalupu
z elektroforeznimi glavnicki.

Strjen gel smo polozili v elektroforezno kadicko HE 33 Mini Submarine Unit (Hoefer, San
Francisco, ZDA) in ga prelili s pufrom 1x TAE, ohlajenim na 4 °C. V zacetno vdolbinico

smo dodali 10 pl koncentracijskega molekularnega oznadevalca Mass Ruler' ™ DNA
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Ladder, Low Range (Fermentas, Vilnius, Litva), ki vsebuje razlicno velike delce DNA (80-
1031 bp) v koncentracijah 0.8, 1, 2, 3,4, 10, 6, 7, 8, 9 in 10 ng/ul. V ostale vdolbinice gela
smo nanasali meSanico, ki smo jo pripravili iz 10 pl ociscenega pridelka PCR in 2 pl

ustrezne tamponske raztopine 6 x MassRuler™ Loading Dye Solution (Fermentas).

Elektroforeza v gelu je potekala pri sobni temperaturi 30 minut in napetosti med
elektrodama 120V. Po koncani elektroforezi smo gel pregledali pod UV svetlobo. 1z
primerjave intenzitete delceve DNA koncentracijskega molekularnega oznacevalca in
pridelkov PCR, smo s pomocjo programa BioRad Gel Doc 2000 System (Bio-Rad) dolo¢ili
koncentracije pridelkov PCR.

3.2.3.2 Dolocanje nukleotidnega zaporedja

Pridelkom PCR smo doloc¢ili nukleotidno zaporedje s komercialno dostopnim kompletom
BigDye® Terminator vl.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). Reakcijska
mesanica za dolocanje nukleotidnega zaporedja izbranega pridelka PCR je vsebovala 2 ul
5x sekvencnega pufra (5x Sequencing Buffer), 4 ul BigDye® Terminator v1.1, 1,3 ul
levega oziroma desnega zaCetnega oligonukleotida (2,46 pmol/ul), 10 ng ocisCenega
pridelka PCR in deonizirano vodo do 20 ul skupnega reakcijskega volumna.

Sekvencno reakcijo smo izvedli s 25-kratnim ponavljanjem temperaturnega cikla PCR,
sestavljenega iz treh inkubacij: 10 s pri 96 °C, 5 s pri 50 °C in 4 min pri 60 °C.

Odstranitev nevgrajenih dideoksinukleotidov smo izvedli s pomoc¢jo kompleta DyeEx 2.0
Spin Kit (Qiagen) po navodilih proizvajalca. Mikrokolono s filtrom, ki vsebuje raztopino
resina, smo narahlo pretresli, za Cetrtino navoja odvili pokrovcek in odlomili spodnji del
mikrokolone. Nato smo mikrokolono vlozili v 2 ml zbiralno tubico in centrifugirali 3
minute pri 3000 rpm. Zbiralno tubico smo zavrgli, mikrokolono pa postavili v novo 1,5 ml
tubico. Na sredino strjenega gela, ki je v mikrokoloni nastal po centrifugiranju raztopine
resina, smo nanesli celotno sekvenc¢no reakcijo in ponovno centrifugirali 3 minute pri 3000
rpm. Reakcijske posodice z eluirano DNA smo nato prenesli v vakuumsko centrifugo
Speed VAC SC110 (Global Medical Instrumentation, Ramsey, ZDA) in susili natanko 20
minut. V nadaljevanju smo posuseni DNA dodali 25 pl na sobno temperaturo ogrete

denaturacijske raztopine Template Supresion Reagent (TSR) ali Hi-Di'™™ Formamide
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(Applied BioSystems) in nastalo meSanico prenesli v 0,2 ml reakcijske posodice za PCR.
V zadnji fazi smo vzorce denaturirali 2 minuti pri 95 °C in jih takoj, za najmanj 2 minuti
postavili v ledeni blok (-20 °C).

Sekvencna analiza oziroma dolo¢anje nukleotidnega zaporedja je bila izvedena na
aparaturi za avtomatsko sekveniranje ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer (Applied
BioSystems). Po kon¢anem delu racunalniSki program Sequencing Analysis, ki je povezan
z aparaturo ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer, avtomatsko obdela zbrane podatke v

obliko elektroferograma s pripadajo¢im nukleotidnim zaporedjem.

3.2.3.3 Analiza nukleotidnih zaporedij in dolo¢anje podtipskih razli¢ic gena E7 genotipa
HPV-31

Nukleotidno zaporedje iz -elektroferograma smo analizirali in obdelali z uporabo
racunalniSkega programa BioEdit Sequence Alignment Editor (North Carolina State
University, ZDA). Iz primerjave komplementarnih nukleotidnih zaporedij smo za
posamezen izolat HPV-31 sestavili smiselno (angl. sense) E7 nukleotidno zaporedje in ga
uporabili za doloc€itev podtipskih razli¢ic gena E7 genotipa HPV-31.

Kot novo razli¢ico gena E7 genotipa HPV-31 smo opredelili vsak izolat HPV-31, ki se je
od referencnega izolata HPV-31 (J04353) razlikoval za najmanj eno tockasto mutacijo v
celotnem E7 ORF. Poravnavo pridobljenih nukleotidnih zaporedij gena E7 izolata HPV-31
z zaporedjem E7 ORF referencnega izolata in doloc¢anje znacilnih mutacij smo izvedli z
uporabo racunalni$kih programov Clustal X (ver. 1.83) in BioEdit Sequence Alignment

Editor.

3.2.4 Filogenetska analiza podtipskih razli¢ic gena E7 genotipa HPV-31

S pomoc¢jo Phylip programskega paketa (ver. 3.66) smo izrisali filogenetsko drevo z
metodo UPGMA (angl. unweighted pair-group method with arithmetic mean), kjer smo
vkljucili vse dotedaj znane razli¢ice gena E7 genotipa HPV-31 in z metodo najblizjega
soseda (angl. neighbour-joining), kjer smo vkljucili samo izolate, ki so med seboj razli¢ni.

Pri risanju filogenetskega drevesa smo vedno vkljucili tudi referen¢ni izolat HPV-31
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(J04353). S programom Treeview (ver. 1.6.6) (Glasgow University, ZDA) smo pridobili
slike filogenetskih dreves.
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4 REZULTATI

4.1 RAZPOREDITEV IZOLATOV HPV-31 GLEDE NA RAZLICNE STOPNJE
INTRAEPITELIJSKIH NEOPLAZIJ IN RAKA MATERNICNEGA VRATU

V nalogo smo vkljucili 17 izolatov predhodno opredeljenega genotipa HPV-31 osamljenih
pri slovenskih zenskah z razli¢nimi stopnjami intraepitelijskih neoplazij (CIN I - CIN III)
in rakom materni¢nega vratu.

Izolate HPV-31 slovenskih Zensk smo razvrstili v posamezne skupine glede na opredelitev

sprememb ploS€atocelicnega epitelija materni¢nega vratu.

6 izolatov HPV-31 je bilo izoliranih pri Zenskah s spremembami ploscatoceli¢nega
epitelija materni¢nega vratu opredeljenih po klasifikaciji po Papanicolaou. 1 izolat HPV-31
je bil opredeljen pri Zenski s PAP 1, 4 izolati HPV-31 so bili opredeljeni pri Zenskah s PAP
2 in 1 izolat HPV-31 pri Zenski s PAP 2-3.

11 1izolatov HPV-31 je bilo izoliranih pri slovenskih Zenskah s spremembami
ploscatoceli¢nega epitelija maternicnega vratu opredeljenih po klasifikaciji po CIN. Pri
tem sta bila 2 izolata HPV-31 opredeljena pri Zenskah s CIN I, 2 izolata HPV-31 pri

zenskah s CIN III in 7 izolatov HPV-31 pri zenskah s karcinomom materni¢nega vratu.
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Preglednica 3 prikazuje razvrstitev izolatov HPV-31 glede na opredelitev sprememb
ploscatoceli¢nega epitelija po klasifikaciji po Papanicolaou in po klasifikaciji po CIN pri

slovenskih Zenskah.

Preglednica 3: Razvrstitev 17 izolatov HPV-31 glede na opredelitev sprememb ploscatoceli¢nega epitelija

po klasifikaciji po Papanicolaou in po klasifikaciji po CIN osamljenih pri slovenskih zenskah

Diagnoza | Stevilo izolatov
PAP 1 1
PAP2 4
PAP2-3 1
CINI 2
CIN 11 2
karcinom 7
Skupaj 17

4.2. DOLOCANIJE PODTIPSKIH RAZLICIC GENA E7 GENOTIPA HPV-31

Za pomnozevanje gena E7 DNA genotipa HPV-31 smo uporabili za genotip HPV-31
znacilna zaCetna oligonukleotida E731S in E731R, ki pomnozujeta 542 bp velik del gena
E7. Sledila je sekven¢na analiza oziroma dolo¢anje nukleotidnega zaporedja ter doloCanje
znacilnih mutacij. Kot novo razli¢ico gena E7 genotipa HPV-31 smo opredelili vsak izolat
HPV-31, ki se je od referencnega izolata HPV-31 (J04353) razlikoval za najmanj eno

tockasto mutacijo v celotnem E7 ORF.

Med 17 izolati HPV-31 slovenskih Zensk smo nasli le dve razli¢ici gena E7. Razlic¢ica 31-
E7-1-S1 je bila 1 (5,9 %), medtem ko smo naSli 16 razli¢ic 31-E7-2-Sl (94,1 %).

Referencnega izolata (31-E7ref) med 17 izolati slovenskih Zensk nismo nasli.
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Obe razlicici sta vsebovali po 4 toCkaste mutacije v primerjavi z referenénim izolatom
HPV-31 (0,7 % E7 ORF). Pri razli¢ici 31-E7-1-SI so nukleotidne mutacije povzrocile
spremembo v 3 aminokislinah (1,7 % E7 proteina), medtem ko pri razlic¢ici 31-E7-2-Sl v 2
aminokislinah (1,1 % E7 proteina). Polimorfizem gena E7 slovenskih izolatov HPV-31

prikazuje preglednica 4.

Preglednica 4: Razliice gena E7 17 slovenskih izolatov HPV-31 s spremembami v aminokislinskem
zaporedju v primerjavi z referen¢nim izolatom: ak kratica oznacuje aminokislino. Mesto, kjer ni prisotna
mutacija v primerjavi z referencnim izolatom je osenceno, medtem ko ¢rka predstavlja mutirano bazo.

Frekvenca oznacuje Stevilo izolatov za posamezno razli¢ico

E7 lege na mestu genoma:

Vo 5 6 6 6 7
E7 razliCice 0 5 ; 0 4 Frekvenca
0 6 0 5 3
referenca g c c g a
mutacija a t t a g
31-E7ref G C C G A 0
31-E7-1-S1 T T A G 1
31-E7-2-SI A T A G 16
Mesto kodona 7 23 37 46 62
Prototipska AK T H A% E K
Mutirana AK T Y A% K E

4.3 RAZPOREDITEV RAZLICIC GENA E7 GENOTIPA HPV-31 GLEDE NA
RAZLICNE STOPNJE INTRAEPITELIJSKIH NEOPLAZIJ IN RAKA
MATERNICNEGA VRATU

Preglednica 5 prikazuje razli¢ici gena E7 genotipa HPV-31 slovenskih zensk v povezavi z
razliénimi stopnjami intraepitelijskih neoplazij (CIN I-CIN III) in rakom materni¢nega
vratu. Razli¢ica 31-E7-1-SI izolata HPV-31 je bila doloc¢ena pri slovenski Zenski s CIN 1,
medtem ko razli¢ica 31-E7-2-Sl izolata HPV-31 pri slovenskih Zenskah z razlicnimi

stopnjami intraepitelijskih neoplazij in rakom materni¢nega vratu.
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Preglednica 5: Razli¢ice gena E7 genotipa HPV-31 pri slovenskih Zenskah z razli¢énimi stopnjami

intraepitelijskih neoplazij in rakom materni¢nega vratu

. Razlic¢ice gena E7 genotipa HPV-31
Diagnoza
31-E7-1-SI (n) 31-E7-2-S1 (n)
PAP 1 1 0
PAP 2 4 0
PAP 2-3 1 0
CINI 1 1
CIN III 2 0
Karcinom 7 0
Skupaj 16 1

4.4 FILOGENETSKA ANALIZA PODTIPSKIH RAZLICIC GENA E7 GENOTIPA
HPV-31

Z metodo UPGMA smo izrisali filogenetsko drevo, kjer smo vkljucili 17 slovenskih in 41
kanadskih (Gagnon in sod., 2005) razli¢ic genov E7 genotipa HPV-31 (slika 3). Kot je
razvidno iz slike so razli¢ice gena E7 genotipa HPV-31 slovenskega in kanadskega izvora

razvricene v tri genetske druZine (genetske druZine A, B in C).

V prvo genetsko druzino (druzina A) uvr§¢amo prototipske razli¢ice (31-E7ref-1 do 31-
E7ref-9) (genetska poddruzina Al) in njim sorodne razli¢ice (31-E7-4) (genetska
poddruzina A2).

V drugo genetsko druzino (druzina B, genetska poddruzina B1) je uvrs¢enih 16 slovenskih
razli¢ic 31-E7-2-S1 (94,1 %) ki so identi¢ne 18 kanadskim razli¢icam 31-E7-2. V druZino
B uvrs¢amo tudi kanadske razlic¢ice 31-E7-3 (genetska poddruzina B2), 31-E7-5 (genetska
poddruzina B3) in 31-E7-7 (genetska poddruzina B4). Celotna genetska druzina B naj bi

predstavljala razli¢ice Afriskega izvora.

V tretjo genetsko druZino (druzina C) je uvrScenih 9 kanadskih razli¢ic 31-E7-1 skupaj z
identi¢no slovensko razli¢ico 31-E7-1-SI (5,9 %) (genetska poddruzina C1). V genetsko
poddruzino C2 iste druzine spada tudi ena kanadska razli¢ica 31-E7-6.

Genetski druzini B in C predstavljata ne-prototipske razli¢ice gena E7 genotipa HPV-31.
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[ 31-E7-4 A2
| 31-ETref-1
31-ETref-2

- 31-E7ref-3
DRUZINA A SIETref4 A
31-ETret-5
31-E7ref-6
31-ETref-7
31-ET7ref-8
31-ET7ref-9
| 31-E7-7 B4
I 31-E7-5 B3
I'l 31-E7-3 B2

31-E7-2-1
31-E7-2-2

. 31-E7-2-3
DRUZINA B 3-E7-2-4
31-ET-25
31-E7-2-6
31-ET-27
31-ET-28
31-E7-2.9
31-E7-2-10
31-ET-2-11
31-ET-2-12
31-E7-2-13
31-E7-2-14
S1-ET-2-15
31-ET-2-16
3LET21T B
31-ET-2-18
31-ET-2-S11
31-E7-2-512
31-E7-2-513
31-E7-2-514
31-E7-2-515
31-E7-2-516
31-E7-2-81.7
31-E7-2-518
31-E7-2-51L9
31.E7-2-Sk10
31-E7-2-8l-11
31-E7-2-Sk12
31-E7-2-S1-13
31-E7-2-S1-14
. 31-E7-2-S1-15
DRUZINA C 31-E7-2-S1-16

] 31-E7-6 Ci

] 31-ET-1-1

JI-ET-12

31-ET-1-3
31-ET-14 .
31-E7-1-5 C2
31-ET-1-6
31-E7-1-7
31-E7-1-%
31E7-19
31-ET-1-S1

0.001

Slika 3. Z UPGMA metodo izrisano filogenetsko drevo 17 slovenskih razli¢ic gena E7 genotipa HPV-31
(31-E7-1-Slin 31-E7-2-SI-1 do 31-E7-2-S1-16) in 41 kanadskih razli¢ic gena E7 genotipa HPV-31 (31-
E7ref-1 do 31-E7ref-9; 31-E7-1-1 do 31-E7-1-9; 31-E7-2-1 do 31-E7-2-18; 31-E7-3 do 31-E7-7)
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Filogenetsko drevo smo izrisali tudi z metodo najblizjega soseda (sliki 4 in 5), kjer smo
vkljucili le izolate HPV-31, ki so med seboj razli¢ni. 1z slik je razvidna razvrstitev razli¢ic
gena E7 genotipa HPV-31 v tri genetske druzine. V druzino A so bile razvr§cene
prototipske razli¢ice (31-E7-4 in 31-E7ref), v druzino B (31-E7-2-Sl, 31-E7-3, 31-E7-5 in
31-E7-7) in druzino C (31-E7-1-Sl in 31-E7-6) so bile razvrs¢ene ne-prototipske razli¢ice.
Kanadskih razli¢ic 31-E7-1 in 31-E7-2 zaradi enakosti s slovenskimi razli¢icami 31-E7-1-

Slin 31-E7-2-Sl v izris filogenetskega drevesa nismo vkljucili.

31-E7-4
PROTOTIPSKE
RAZLICICE
31-ETvel
31-E7-2-51
31-E7-7
JI-E7-5
NE-PROTOTIPSKE
RAZLICICE
J1-E7-3
31-E7-1-51
31-E7-6
0.01

Slika 4. Z metodo najblizjega soseda izrisan filogram 8 razli¢ic gena E7 genotipa HPV-31 slovenskih (31-
E7-1-Sl in 31-E7-2-SI) in kanadskih Zensk (31-E7ref, 31-E7-3, 31-E7-4, 31-E7-5, 31-E7-6 in 31-E7-7)
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31-E7-6 31-ETrel

Druzina C (ne-prototipske
razlicice)

e DruZina A (prototipske

razli¢ice)

31-E74

31-E7-3,

31-E7-2-51

31-E7-7

Druzina B (ne-prototipske
razlicice)

0.01

Slika 5. Z metodo najblizjega soseda izrisano zvezdasto filogenetsko drevo 8 razlicic gena E7 genotipa HPV-

31 slovenskih (31-E7-1-S1 in 31-E7-2-Sl) in kanadskih zensk (31-E7ref, 31-E7-3, 31-E7-4, 31-E7-5, 31-E7-6

in 31-E7-7)
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Preglednica 6 prikazuje vse po podatkih iz literature znane razliCice gena E7 genotipa
HPV-31 in razlic¢ice gena E7 17 slovenskih izolatov HPV-31, ki so razvriene v

prototipske razli¢ice (genetska druzina A) in ne-prototipske razlicice (genetski druzini B in
O).

Preglednica 6: Filogenetska razvrstitev razlic¢ic gena E7 17 slovenskih in 41 kanadskih izolatov HPV-31

Genetska druZina Genetska poddruzina | E7 razli¢ica | Frekvenca
(A) prototipskim Al 31-E7ref 9
podobne razlicice A2 31-E7-4 1
Bl 31-E7-2 34
(B) ne-prototipske B2 31-E7-3 1
razlicice B3 31-E7-5 1
B4 31-E7-7 1
(C) ne-prototipske Cl 31-E7-6 1
razlicice C2 31-E7-1 10
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

5.1.1 Uvod

HPV so izjemno heterogena skupina majhnih DNA virusov, ki jih razvr§¢amo v razli¢ne
virusne genotipe na osnovi skladnosti nukleotidnih zaporedij. Do danes je popolnoma
opredeljenih ze ve¢ kot 45 anogenitalnih genotipov HPV, ki jih glede na zmoZnost
povzro€anja benignih oziroma (pre)malignih sprememb ploscatocelicnega epitela delimo
na nizkorizi¢ne (HPV-6, 11, 40, 42, 43 in 44) in visokorizi¢cne (HPV-16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68, 73, 82 in 83) genotipe HPV (Muioz in sod., 2003).
Dolgotrajna okuzba z visokorizi¢nimi genotipi HPV in izraZzanje virusnih onkogenov E6 in

E7 sta poglavitna etioloska dejavnika za nastanek RMV.

Med poglavitne povzrocitelje RMV, poleg HPV-16, uvrs¢amo tudi visokorizi¢ni genotip
HPV-31, ki ga po pogostosti pri Zenskah z RMV v svetovnem merilu uvr§¢amo na cetrto
mesto za genotipi HPV-16, 18 in 45 (Tornesello in sod., 2004).

Z dolocanjem in primerjavo nukleotidnih zaporedij genov L1, L2, E6, E7 in podro¢ja LCR
genotipa HPV-16 so ugotovili, da sestoji iz razli€ic, ki so jih na podlagi filogenetskih
analiz razdelili v evropske in ne-evropske razlicice. Okuzba s podtipskimi razli¢icami
genotipa HPV-16 iz ne-evropskih vej naj bi predstavljala povecano tveganje za nastanek
RMV.

V raziskavi Gagnona in sodelavcev so ugotovili, da genotip HPV-31 prav tako sestoji iz
podtipskih razliCic oziroma, da se posamezni izolati genotipa HPV-31 razlikujejo v

nukleotidnem zaporedju virusnih onkogenov E6 in E7 (Gagnon in sod., 2005).

5.1.2 Analiza rezultatov

V raziskavi, ki je po podatkih iz literature druga raziskava genetskih razli¢ic gena E7

genotipa HPV-31 smo za molekularno opredelitev podtipskih razli¢ic gena E7 slovenskih

izolatov pomnozili 542 bp velik del gena E7 HPV-31.
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Pridelkom PCR smo dolocili nukleotidno zaporedje in tako dolocili podtipske razliCice
gena E7 genotipa HPV-31.

Kot novo razli¢ico gena E7 genotipa HPV-31 smo opredelili vsak izolat HPV-31, ki se je
od referen¢nega izolata HPV-31 (J04353) razlikoval za najmanj eno to¢kasto mutacijo v

celotnem E7 ORF.

Pricakovali smo, da bomo vecino razli¢ic gena E7 slovenskih izolatov HPV-31 uvrstili
med ze predhodno opisane podtipske skupine tega genotipa.

Z analizo gena E7 slovenskih izolatov HPV-31 smo domnevo tudi potrdili. Prisotno je bilo
majhno Stevilo toc¢kastih mutacij, saj je za gen E7 HPV znacilna manj$a variabilnost kot za

podroc¢je LCR. Insercij ali delecij v genu E7 genotipa HPV-31 nismo nasli.

Obstoj novih, Se ne opisanih podtipskih razli¢ic genotipa HPV-31 med slovenskimi izolati
nismo uspeli dokazati. Verjetno bi bila potrebna Se analiza gena E6 in podro¢ja LCR

oziroma analiza vec¢jega Stevila izolatov HPV-31.

Ugotovili smo, da so nasi rezultati glede prisotnosti dolo¢enih podtipskih razli¢ic gena E7
HPV-31 primerljivi z rezultati do sedaj edine raziskave, kjer so bile molekularno
opredeljene podtipske razliice gena E7 genotipa HPV-31.

Prisotnih je bilo namre¢ najve¢ razliic 31-E7-2, in najmanj 31-E7-1 gena E7 slovenskih
izolatov HPV-31, kar je primerljivo s Studijo Gagnona in sodelavcev. V omenjeni raziskavi
pa je bilo najdeno tudi vecje Stevilo prototipskih razli¢ic gena E7, medtem ko pri
slovenskih izolatih HPV-31 nismo uspeli dokazati obstoj prototipskih razli¢ic. Zenske bele
rase naj bi bile namre¢ pogosteje okuzene s prototipskimi razli¢icami HPV-31. Sklepamo,
da je do razlik lahko prislo zaradi manjSega raziskanega Stevila slovenskih izolatov HPV-
31.

Prav tako ne moremo povezati posamezne razli¢ice s povecanim tveganjem za nastanek

RMYV, kot je bilo v predhodnih raziskavah tudi ugotovljeno.

Pri slovenski razli¢ici 31-E7-1 so nukleotidne mutacije povzrocile spremembo v 3

aminokislinah (1,7% E7 proteina). Sprememba aminokisline na nukleotidnem mestu 626 bi
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lahko povzrocila tudi spremembo v funkciji proteina, saj se to mesto nahaja na domnevni
vezavni regiji z retinoblastoma proteinom (Gagnon in sod., 2005).
Pri slovenski razli¢ici 31-E7-2 so nukleotidne mutacije povzrocile spremembo v 2

aminokislinah (1,1 % E7 proteina).

Gagnon s sodelavci je v svoji Studiji skuSal dokazati etnografsko specificnost posameznih
podtipskih razliic gena E7 genotipa HPV-31. Tako je ne-prototipsko razli¢ico 31-E7-2
uvrstil k razli¢icam afriskega izvora. Ob tem je poudaril, da bi bilo potrebnih vec¢ studij, ki
bi raziskale podtipske razlicice HPV-31 pri Zenskah afriSkega izvora, da bi njegovo
domnevo potrdile.

Pri slovenskih izolatih najpogosteje najdene razli¢ice 31-E7-2 zaradi geografske lege
najverjetneje ne moremo uvrstiti k razli¢icam afriSkega izvora. Z nadaljnjimi raziskavami,

ki bi zajele vecje Stevilo izolatov HPV-31 bi to domnevo lahko potrdili.

Z izrisom filogenetskih dreves, kjer smo vkljucili 17 slovenskih in 41 kanadskih (Gagnon
in sod., 2005) razli¢ic genov E7 genotipa HPV-31 je dobro vidna razvrstitev razli¢ic gena
E7 genotipa HPV-31 v tri genetske druZzine.

V genetsko druZino A so bile razvr§€ene prototipske razlicice. V genetski druZini B in C pa

ne-prototipske razlicice, kamor uvr§¢amo tudi slovenske izolate HPV-31.
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5.2 SKLEPI

V nasi raziskavi, ki je zajela 17 slovenskih izolatov predhodno opredeljenega
genotipa HPV-31 iz arhivske zbirke, smo uspeSno dokazali prisotnost dveh razli¢ic

gena E7 genotipa HPV-31.

Pri slovenskih izolatih je bila pogosteje najdena razli¢ica 31-E7-2 gena E7 genotipa
HPV-31 v primerjavi z razli€ico 31-E7-1, kar je primerljivo s podatki iz literature.
Razlicice 31-E7-2 zaradi geografske lege najverjetneje ne moremo uvrstiti k
razli¢icam afriSkega izvora. Z nadaljnjimi raziskavami, ki bi zajele vecje Stevilo

izolatov HPV-31 bi to domnevo lahko potrdili.

V nasi raziskavi smo potrdili polimorfizem E7 gena genotipa HPV-31. Da bomo
bolje razumeli molekularno epidemiologijo HPV okuzbe in molekularni pomen
napredovanja intraepitelijskih neoplazij v RMV bodo potrebne nadaljnje raziskave

polimorfizma ostalih genotipov HPV poleg HPV-16 in HPV-18.
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6 POVZETEK

Rak materni¢nega vratu je predvsem v razvitih drzavah, za rakom dojk Se vedno drugi
najpogostejsi rak pri zenskah. Poglavitni etioloski dejavnik za razvoj RMV je dolgotrajna
okuzba z visokorizicnimi genotipi HPV in izraZanje virusnih onkogenov E6 in E7. Na
osnovi raziskovanja genoma genotipa HPV-16 Stevilni raziskovalci porocajo, da je za
nastanek cervikalne intraepitelijske neoplazije pomembna dolgotrajna okuzba s specificno
gensko razli¢ico visokorizi¢nega genotipa HPV. Z dolocanjem in primerjavo nukleotidnih
zaporedij genov L1, L2, E6, E7 in podro¢ja LCR genotipa HPV-16 so ugotovili, da sestoji
iz razli€ic, ki so jih na podlagi filogenetskih analiz razdelili na evropske in ne-evropske
razli¢ice. OkuZzba s podtipskimi razli¢icami genotipa HPV-16 iz ne-evropskih vej naj bi
predstavljala povecano tveganje za nastanek RMV.

Med poglavitne povzrocitelje RMV, poleg HPV-16, uvrs¢amo tudi visokorizi¢ni genotip
HPV-31, ki ga po pogostosti pri zenskah z RMV v svetovnem merilu uvr§¢amo na cetrto
mesto za genotipi HPV-16, HPV-18 in HPV-45.

V raziskavi Gagnona in sodelavcev so ugotovili, da genotip HPV-31 prav tako sestoji iz

podtipskih razlicic.

V ta namen smo v diplomski nalogi Zeleli opredeliti podtipske razli¢ice gena E7 slovenskih
izolatov HPV-31, in jih na podlagi primerjave nukleotidnih zaporedij uvrstiti v obstojece
filogenetske skupine. V nalogo smo vkljucili 17 izolatov predhodno opredeljenega
genotipa HPV-31 iz arhivske zbirke laboratorija, osamljenih pri slovenskih Zenskah z
razliénimi stopnjami intraepitelijskih neoplazij (CIN I - CIN III) in rakom materni¢nega
vratu. Za molekularno opredelitev podtipskih razli¢ic gena E7 slovenskih izolatov smo
pomnozili 542 bp velik del gena E7 HPV-31. Pridelke PCR smo o¢istili s komercialnim
kompletom za ¢is€enje pridelkov PCR, QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden,
Nemcija) in jim doloc€ili nukleotidno zaporedje s komercialno dostopnim kompletom
BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). Sekvencna analiza
oziroma dolocanje nukleotidnega zaporedja je bila izvedena na aparaturi za avtomatsko
sekveniranje ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer (Applied BioSystems). Pridobljeno
nukleotidno zaporedje iz elektroferograma smo analizirali in obdelali z uporabo

racunalniSskega programa BioEdit Sequence Alignment Editor (North Carolina State
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University, ZDA). Kot novo razli¢ico gena E7 genotipa HPV-31 smo opredelili vsak izolat
HPV-31, ki se je od referen¢nega izolata HPV-31 (J04353) razlikoval za najmanj eno
tockasto mutacijo v celotnem E7 ORF. Med 17 izolati HPV-31 slovenskih zensk smo nasli
le dve razlicici gena E7. Razli¢ica 31-E7-1-Sl je bila 1 (5,9 %), medtem ko smo nasli 16
razli¢ic 31-E7-2-S1 (94,1 %). Obe razliCici sta vsebovali po 4 tockaste mutacije v
primerjavi z referenénim izolatom HPV-31 (0,7 % E7 ORF). Pri razli¢ici 31-E7-1-Sl, so
nukleotidne mutacije povzro€ile spremembo v 3 aminokislinah (1,7 % E7 proteina),
medtem ko pri razli¢ici 31-E7-2-S1 v 2 aminokislinah (1,1 % E7 proteina).

S pomocjo Phylip programskega paketa (ver. 3.66) smo izrisali filogenetsko drevo z
metodo UPGMA, kjer smo vkljucili vse dotedaj znane razli¢ice gena E7 genotipa HPV-31
in z metodo najblizjega soseda, kjer smo vkljucili samo izolate, ki so med seboj razli¢ni.
Razli¢ice gena E7 genotipa HPV-31 slovenskega in kanadskega izvora so bile razvr§¢ene v
tri genetske druzine (genetske druzine A, B in C). V druzino A so bile razvrS¢ene

prototipske razli€ice, v druzini B in C so bile razvr§¢ene ne-prototipske razlicice.

Ugotovili smo, da so nasi rezultati glede prisotnosti dolocenih podtipskih razli¢ic gena E7
HPV-31 primerljivi z rezultati do sedaj edine raziskave, kjer so bile molekularno
opredeljene podtipske razliice gena E7 genotipa HPV-31.

V studiji Gagnona in sodelavcev je bilo najdeno tudi vecje Stevilo prototipskih razlicic
gena E7, medtem ko pri slovenskih izolatih HPV-31 nismo uspeli dokazati obstoj
prototipskih razli¢ic. Zenske bele rase naj bi bile namre¢ pogosteje okuZene s prototipskimi
razli¢icami HPV-31. Sklepamo, da je do razlik lahko priSlo zaradi manjSega raziskanega
Stevila slovenskih izolatov HPV-31.

Obstoj novih, $e ne opisanih podtipskih razli¢ic genotipa HPV-31 med slovenskimi izolati
nismo uspeli dokazati. Prav tako ne moremo povezati posamezne razlicice s povecanim

tveganjem za nastanek RMV, kot je bilo v predhodnih raziskavah tudi ugotovljeno.

Pri slovenskih izolatih najpogosteje najdene razli¢ice 31-E7-2, ki naj bi bila uvrScena k
afriSkim razli¢icam zaradi geografske lege najverjetneje ne moremo uvrstiti k razli¢icam
afriSkega izvora. Z nadaljnjimi raziskavami, ki bi zajele vecje Stevilo izolatov HPV-31 bi

to domnevo lahko potrdili.
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