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POPIS KRATICA

DNK - deoksiribonukleinska kiselina

EBV — engl. Epstein-Barr virus

HC — engl. Hybrid capture, metoda hibridizacije

HPV — engl. Human papillomavirus, humani papiloma virus

ISH — in situ hibridizacija

LCR —engl. Long control region, dugacka kontrolna regija

RNA — ribonukleinska kiselina

MRNA — engl. messenger RNA, glasni¢ka ribonukleinska kiselina
NCR — engl. Noncoding region, nekodirajuca regija

ORF — engl. Open reading frames, otvoreni okvir ¢itanja

PCR — engl. Polymerase chain reaction, lan¢ana reakcija polimeraze
Rb — engl. retinoblastoma gene

URR - engl. Upstream regulatory region, uzvodna regulatorna regija

VLP — engl. virus like particles, virusu sli¢ne Cestice



1. UvOD

Sa onkoloskog aspekta, podrucje glave i vrata obuhvaca veliku skupinu tumora koji se protezu
od baze lubanje do klju¢nih kostiju, uklju¢uju¢i tumore usne Supljine, orofarinksa, epifarinksa,
hipofarinksa, grkljana, tumore nosa i paranazalnih Supljina te tumore slinovnica. Osim
navedenih, strukture koje anatomski pripadaju glavi i vratu, ali funkcionalno ¢ine specifi¢ne
skupine su uho i oko, te Stitnjac¢a i paratireoidne Zlijezde. Statisticki podaci pokazuju kako
incidencija karcinoma glave i vrata u svijetu iznosi viSe od pola milijuna ljudi godisnje, $to
iznosi 5% svih zlo¢udnih bolesti i time su oni peti na ljestvici najucestalijih karcinoma u svijetu.
Zastupljenost karcinoma glave i vrata razlikuje se u razli¢itim geografskim podrucjima.
kod muskaraca. Vrsak incidencije tumora glave i vrata je u dobi od 50. do 70. godine zivota. U
Republici Hrvatskoj statisti¢ki podaci iz 2008. godine biljeze sljedece incidencije: grkljan
7,3/100000 (323 oboljela), zdrijelo 4,4/100000 (189 oboljelih), usne 1,8/200000 (79 oboljelih),
krajnici 1,3/100000 (59 oboljelih). Poznati ¢imbenici rizika u razvoju karcinoma glave i vrata
ukljuCuju pusenje cigareta, alkohol, nedovoljnu oralnu higijenu, oskudnu i nekvalitetnu
prehranu, gastroezofagealni refluks, urodene i steCene sindrome imunodeficijencije, pretjeranu
izlozenost UV-zrakama, infekciju humanim papiloma virusom (HPV) te Epstein-Barr virusnu
(EBV) infekciju (za nazofaringealni karcinom). Iz navedenih se istiCu pusenje cigareta i
prekomjerna konzumacija alkohola koji ipak ¢ine najvaznije etioloske ¢imbenike u nastanku
karcinoma glave i vrata. Humani papiloma virus (HPV) je mali DNK-virus koji pripada
porodici Papovaviridae, rod Papillomavirus. Naziv im potje¢e od promjena koje stvaraju,
papiloma odnosno benignim tumorima koze (latinski papilla = bradavica, grcki oma = tumor).
Do danas je otkriveno oko 150 genotipova HPV-a, od kojih svaki ima svoj tropizam za

odredeno tkivo. Uzrokuju benigne i maligne promjene sluznice i koze (karcinom vrata



maternice, bazocelularni 1 planocelularni karcinom koze, genitalne bradavice, benigne
bradavice, karcinom rodnice, anusa, stidnice, penisa te orofarinksa). Spoznaja da pojedini
genotipovi HPV-a imaju razli¢iti onkogeni potencijal potaknula je mnoga istraZivanja klinicke

znadajnosti molekularne heterogenosti ove skupine virusa.®:234%)



2. SVRHA RADA

Humani papiloma virus igra vaznu ulogu u razvoju ne samo karcinoma vrata maternice, za koji
se njegov pojam najcesce veze, vec se istrazivanjima pokazalo kako njegovo prisutstvo moze
biti klju¢no u razvoju karcinoma rodnice, anusa, stidnice, penisa te orofarinksa. U uvodu sam
navela kako je pusSenje cigareta jedan od najvaznijih uzro¢nih ¢imbenika U razvoju karcinoma
glave 1 vrata, medutim danas je poznato da oko 25% dijagnosticiranih karcinoma glave i vrata
nije povezano sa upotrebom duhana, ve¢ se sve vise spominje utjecaj HPV infekcije u nastanku

istih.

Iz upravo navedenih razloga, svrha ovoga rada je, temeljem dostupne i relevantne znanstvene

literature, pojasniti u¢inak HPV-a u razvoju karcinoma glave i vrata.



3. PREGLED LITERATURE NA ZADANU TEMU

3.1. Humani papiloma virus

3.1.1. Taksonomija

Humani papiloma virus pripada porodici DNK-virusa, Papovaviridae, rod Papilomavirus.
Naziv papova akronim je od rije¢i papilom — dobro¢udni tumor koze, poliom — multifokalno
Sirenje, vakuola — uzrokuje Supljine u stanicama, dok je rije¢ papiloma akronim od latinske

rije¢i papilla (bradavica) i gréke rije¢i oma (tumor).®

3.1.2. Genom HPV-a

Humani papiloma virus (HPV) je mali jednostavni virus koji sadrzi malu koli¢inu genetskog
materijala koji ga odreduje. Treba stanicu domacina kako bi prezivio i bio u moguénosti
razmnozavati se. HPV pripadaju heterogenoj skupini DNK-virusa. Simetrije su ikozaedra s
promjerom od 55 do 60 nm. Elektronskom mikroskopijom HPV-a pokazalo se da je proteinska
kapsida sastavljena od 72 morfoloske jedinice, a koje se sastoje od 12 pentavalentnih i 60
heksavalentnih kapsomera. Kapsida je sastavljena od dvije proteinske molekule (L1 i L2).
Veca, L1 proteinska molekula s molekularnom masom od 54 kilodaltona ¢ini 80 do 90% svih
proteina kapside, dok preostali dio kapside tvori mali protein, L2, s molekularnom masom od
74 do 80 Kkilodaltona. HPV su rezistentni na utjecaj 70% etanola, deoksikolata, etera,
kloroforma i drugih otapala, jer ne sadrze lipidnu ovojnicu. Genom HPV-a je zatvorena,
cirkulatorna, dvolan¢ana DNK molekula koju nazivamo episoma, veli¢ine 7.800 — 7.900 parova
baza sa molekularnom masom od 5.2 x 10 daltona. Virusni genom podijeljen je u tri regije i
njehova organizacija je ista za razliite tipove HPV-a. Prva regija, regija R (engl. regulatory)
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odgovorna je za regulacijske proteine koji upravljaju procesima umnoZavanja virusa. TO je
uzvodna regulatorna (URR) regija koja se jo$ naziva i dugacka kontrolna regija (LCR) ili
nekodirajuc¢a regija (NCR) s veli¢inom od oko 1 kilobaze. Ova regija ne kodira bjelancevine,
vec je zaduzena za replikaciju virusa i1 ekspresiju pojedinih gena. Druga regija, E regija (engl.
early) je rana kodirajuca, veli¢ine oko 4,5 kilobaza sa zapisima tvorbe proteina odgovornih za
razmnozavanje virusa i transformaciju stanica, 0dnosno njihov onkogeni u¢inak na stanicu.
Rana kodirajuca regija gradena je od najmanje Sest razli¢itih otvorenih okvira o¢itavanja (ORF):
El, E2, E4, ES, E6, E7. Treca regija je kasna kodirajuca, L (engl. late) koja sadrzi dva velika

otvorena mjesta prepisivanja zapisa za proteine L1 i L2. Veli¢ine je 2,5 kilobaza.®"®

3.1.3. Klasifikacija HPV-a

Do danas je otkriveno oko 150 genotipova HPV-a, od kojih svaki ima svoj tropizam za
odredeno tkivo. Na temelju sukladnosti nukleotidnih nizova, danas poznate genotipove HPV-a
svrstavamo u 3 skupine. U prvu skupinu pripada HPV izdvojen iz bolesnika s bradavi¢astom
epidermodisplazijom, doZivotnom zarazom s HPV-om koja se oCituje resastim promjenama
koze iz kojih se u oko 30% sluc€ajeva razvije planocelularni karcinom. Najvazniji genotipovi
HPV-a ove skupine su 5, 8, 9, 12, 14, 15, 17, 19-25, 36, 46, 47 i 50. U drugu skupinu svrstani
su tzv. kozni genotipovi HPV-a koji su izdvojeni iz dobro¢udnih i zlo¢udnih novotvorina, a
imaju sklonost ka mnogoslojnom ploCastom epitelu s orozenim povrSinskim slojevima.
Najvazniji genotipovi HPV-a druge skupine su: 1-4, 7, 10, 26-29, 37, 38, 41, 48 1 49. Treca
skupina HPV-a ukljucuje HPV izdvojen iz hiperplasti¢nih promjena i epitelnih dobroc¢udnih i
zlo¢udnih novotvorina. To su tzv. sluzni¢ni genotipovi HPV-a koji pokazuju sklonost prema
neorozenom mnogoslojnom plo¢astom epitelu. Prema sposobnosti izazivanja zlo¢udne

preobrazbe navedene tipove HPV-a trece skupine dijelimo u 3 podskupine: A) visokoriziéni



genotipovi — 16, 18, 31, 45, 46; B) grani¢norizi¢ni genotipovi — 33, 35, 39, 41, 51, 52, 58, 59,

68; C) niskorizi¢ni genotipovi — 6, 11, 42-44 i 53-55.©)

3.1.4. Karcinogeneza

Kao $to je navedeno u prethodnom tekstu, genom HPV-a sadrzi dvije strukturne bjelancevine
kapside, L1 i L2, dvije regulatorne bjelancevine, E1 i E2, te tri onkoproteina, E5, E6, E7. Regija
E gradena od regulatornih proteina E1-E2, E4-E7 odgovorna je za regulaciju, replikaciju i
patogenezu HPV gena, dok L regija sadrzi dvije strukturne bjelancevine, L1 1 L2, koji tvore
virusnu kapsidu te nemaju poznatu ulogu u karcinogenezi, medutim, kada se radi o HPV
infekciji, ove molekule predstavljaju glavnu metu imunosnom sustavu. Smatra se da E4 protein
pogoduje otpustanju dijelova virusne ¢estice u okolinu te ko¢i G2 fazu stani¢nog ciklusa stanice

inficirane HPV-om i na taj nadin je odgovoran za njezinu smrt. 10

Primjer vrata maternice najjace opisuje kako HPV visokog rizika mogu biti uzrokom
karcinoma. Medutim, HPV je takoder povezan sa nastankom karcinoma rodnice, stidnice, anusa
i penisa, a od 2007. godine spominje se njegov utjecaj u razvoju karcinoma orofarinksa. HPV-
16 i HPV-18 kao HPV visokog rizika svrstavamo u glavne posrednike veéine karcinoma
povezanih sa HPV-om. Svega 70% karcinoma vrata maternice povezano je sa HPV-om, 50%
karcinoma penisa uklju¢uje HPV DNA, predominantno HPV-16, dok je isti zasluZan za vise od

90% HPV posredovanih karcinoma orofarinksa. %)

Od svih potencijalnih mjesta u podrucju glave 1 vrata, nepane 1 jezi¢ne tonzile predstavljaju
predominantno mjesto za HPV. Stanice bazalnog sloja stratificiranog skvamoznog epitela
bivaju inficirane HPV-om. Retikularni limfoepitel tonzilarnih kripti zatim eksprimira ligand

programirane stani¢ne smrti (PD-L1), koji suprimira odgovor T-stanica na infekciju HPV-om.
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To dovodi do stvaranja ,,imunoloski-povlastene® regije za pokretanje virusne infekcije i
adaptaciju na rezistenciju imunolo§kog odgovora. Infekcija HPV-om pocinje ulaskom virusa
kroz mikrotraumu epitela, iako receptori i mehanizam ulaska virusa jo$ nije poznat. Smatra se
da heparin sulfat posreduje u spajanju virusnih ¢estica za stanicu prije nego virus ude u stanicu
procesom endocitoze. HPV infekcija epitelnih stanica rezultira ekspresijom razlicitih tipova
virusnih proteina i proizvodnjom od 20 do 100, odnosno na tisuc¢e virusnih DNA u svakoj
stanici bazalnog, odnosno povrsinskog sloja. Dok ve¢ina drugih virusnih infekcija rezultira
stvaranjem potomstva iz iste ciljne stanice, stanice inficirane HPV-om ulaze u mitozu te
nastavljaju diferencijaciju. S obzirom na to, stanice bazalnog sloja nisu jedine proliferirajuce
stanice inficiranog epitela, posto je u inficiranim stanicama suprabazalnog sloja prisutan

aktivan stani¢ni ciklus i diferencijacija.(t21314.15)

Razlikujemo tri glavna HPV onkoproteina, E5, E6 i E7. Uzrok su nekontroliranoj proliferaciji
stanica koja zatim dovodi do progresije karcinoma putem istih mehanizama te induciraju
genomsku nestabilnost. E6 1 E7 su glavne odgovorne bjelancevine u malignoj transformaciji i
progresiji kako karcinoma vrata maternice tako karcinoma glave i vrata. Zaustavljaju proces
diferencijacije keratinocita i na taj nafin omogucavaju, modificiranjem stanicnog okolisa,
daljnju replikaciju virusa. Onkoproteini E6 1 E7 vezu se na tumor supresorske bjelancevine p53
i pRb (engl. retinoblastoma gene) i time inhibiraju njihovo djelovanje. E6 virusna bjelancevina
ima afinitet za tumor supresorski protein p53 koji je srediSnji protein u kontroli procesa
staninog rasta 1 diobe, a E7 virusna bjelan¢evina ima afinitet za pRb. Kocenje onkogene
ekspresije E6 i E7 u HPV inficiranim slojevima orofaringealnih skvamoznih stanica rezultira
aktivacijom p53 i Rb tumor supresor proteina i indukcijom apoptoze inficiranih stanica. Upravo
zbog toga, smatra se kako su E6 1 E7 onkoproteini nuzni za odrZzavanje malignih procesa.

Visokorizi¢ni HPV E7 onkoproteini imaju bitnu ulogu u inicijaciji sinteze DNA vezanjem i



inaktivacijom Rb tumor supresor gena i njemu srodnih proteina p107 i p130 djelujuci na njihovu
razgradnju. Rb, kao najpoznatiji iz te skupine proteina, prevenira pretjerani rast stanice
inhibirajuci proces stani¢nog ciklusa. Inaktivacija pRb dovodi do pretjerane ekspresije E2F
transkripcijskog faktora $to uzrokuje prijelaz G1 faze u S fazu stani¢nog ciklusa. Nadalje,
inaktivacijom Rb proteina povecava se razina pl6/CDKN2A koji djeluje kao inhibitor
cdk4/ciklina D 1 cdké6/ciklina D te poti¢e abnormalnu proliferaciju stanica. Stoga, povecana
razina p16/CDKN2A sluzi kao biomarker u dijagnozi transkripcijski aktivne HPV infekcije i
viruom posredovane deregulacije stani¢nog ciklusa. E7 onkoproteini takoder imaju utjecaj na
transkripciju gena djelovanjem na acetiliranje histona u regulatornim podru¢jima putem histon
acetil transferaze ili histon deacetilaze. E7-posredovana proliferacija rezultira aktivacijom p53
tumor supresor gena koji dovodi do inhibicije rasta i apoptoze stanice. Kako bi se to sprijecilo,
HPV E6 uzrokuje degradaciju p53, Sto rezultira inhibicijom apoptoze 1 posljedicnog
nekontroliranog rasta stanice. Molekula p53 regulira stani¢ni ciklus kontrolirajuci prijelaz G1
faze u S fazu djelovanjem na kontrolnu tocku indukcijom ekspresije inhibitora ciklin ovisnih
kinaza (p16, p21, i p27). Stoga, E6 onkoprotein ima negativni utjecaj na kontrolne tocke i G1/S
1 G2/M faze stanicnog ciklusa ukoliko se javi stres stanice, npr. oSte¢enje DNA, Sto u konacnici
vodi genomskoj nestabilnosti. ES protein djeluje zajedno sa E6 i E7 izazivajuci transformaciju
stanice modifikacijom receptora odredenih faktora rasta. Osim toga ES5 blokira apoptozu u

kasnoj fazi HPV-inducirane karcinogeneze.(:8:16:17.18.19)

3.2. Cimbenici rizika za razvoj HPV uzrokovanih karcinoma glave i vrata

HPV-16 je najzastupljeniji visokorizni¢ni tip, dokazan u oko 90% HPV(+) karcinoma
orofarinksa. Dokazano potice rast i razvoj karcinoma orofarinksa te se, trenutno, jedini dovodi
U vezu sa razvojem karcinoma glave i vrata. Za sada poznati epidemioloski podaci govore nam

kako prevalencija oralne HPV infekcije u populaciji SAD-a iznosi 7% te u razvoju iste znac¢ajno
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pridonose sljede¢i Cimbenici: muski spol, zivotna dob, pusenje cigareta, konzumiranje
marihuane, rizi¢no spolno ponasanje (ve¢i broj spolnih partnera tijekom zivota te njihovo
ucestalo mijenjanje). HPV infekcija se prije svega prenosi spolnim putem, odnosno izravnim
kontaktom koZe i sluznice s osobom (vaginalnim i analnim spolnim odnosima) te je postala
najucestalija spolna bolest u svijetu. Procjenjuje se da svake godine HPV-om biva zarazeno 20
milijuna ljudi, od ¢ega se 6,2 milijuna odnosi na populaciju SAD-a. lako udio oralne HPV
infekcije u dobi od 14 do 69 godina (10% muskarci, 4% zene) iznosi 7%, podtipovi HPV-a koji
uzrokuju karcinom glave i vrata ¢ine svega 1% ovih infekcija. Osobe ne znaju da su zarazene
posto nema simptoma ni znakova koji bi ukazivali na infekciju. Do danas nije poznata
uéinkovita terapija u suzbijanju infekcije HPV-om. Srecom, virus se u vecini slucajeva
spontano povlaci unutar 2 godine. Ostaje nepoznato na koji nacin ustanoviti hoce li infekcija u
neke osobe postati kroni¢na i u konacnici progredirati u HPV(+) karcinom glave i vrata.
Nadalje, ne postoji u¢inkovit test screeninga za rano otkrivanje HPV(+) karcinoma orofarinksa,
budu¢i da se vec¢ina karcinogeneze odvija duboko u kriptama krajnika Sto onemogucava laki
pristup uzorku. Kao $§to sam navela ranije u ovom odlomku, zna¢ajni ¢imbenici u razvoju HPV
infekcije i HPV(+) karcinoma glave i vrata su: promjene spolnog ponasanja, rano stupanje u
spolne odnose te broj oralno-genitalnih partnera. Osim toga, oralno-oralni kontakt te perinatalni

prijenos opisuju se kao mogu¢i izvori oralne HPV infekcije.(2021.22.23)

3.3. Epidemiologija HPV uzrokovanih karcinoma glave i vrata

U posljednjih 30 godina diljem svijeta, doSlo je do znacajne promjene u epidemiologiji
karcinoma glave i vrata. Poznato je kako je puSenje cigareta najznacajniji ¢imbenik rizika u
razvoju karcinoma usne Supljine, grkljana i hipofarinksa, medutim do 25% svih nedavno
dijagnosticiranih karcinoma glave i vrata nije u vezi sa konzumacijom duhana. Uzrok nove, u

svijetu brzorastuce skupine karcinoma glave i vrata upravo je HPV infekcija. Syrjanen je 1983.
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godine ustanovio vezu izmedu HPV-a i karcinoma glave 1 vrata zbog slicnih klini¢kih
karakteristika kod oSteCenja usne Supljine 1 genitalnih organa, sli¢nosti epitela tih sustava te
zbog afiniteta HPV-a za epitelne stanice. Donedavno, nije bilo dokaza koji bi potvrdili
Syrjanenov prijedlog. Studije koje su se pocele provoditi u posljednjih nekoliko godina, prije
svega u Svedskoj, pokazale su da znacajan udio tonzilarnih karcinoma uklju¢uje HPV DNA.
Podru¢je orofarinksa je veoma osjetljivo na HPV te je svega 70% karcinoma orofarinksa
podrijetla skvamoznih stanica. Nacionalni institut za karcinome pruza informacije o statistici
karcinoma zastupljenih u SAD-u te je u proteklih 30 godina na temelju analize podataka iz toga
sustava procjenjena incidencija HPV(+) i HPV(-) karcinoma glave i vrata. Statisticki podaci
pokazali su znacajan pad (smanjenje od 1,85% godiSnje) ucestalosti karcinoma glave i vrata u
podru¢jima koja nisu vezana uz HPV infekciju (hipofarinks, usna Supljina, grkljan). S druge
strane, podrucja vezana uz HPV infekciju, tj. podrucje orofarinska, pokazala su znacajan porast
(porast od 0,8% godisnje) tijekom istog razdoblja. Osim toga, u mnogim je zemljama smanjena
ucestalost karcinoma hipofarinksa, usne Supljine i grkljana zbog smanjenja konzumacije
cigareta 1 alkohola. Nasuprot tome, u proteklih 20 godina ucestalost karcinoma orofarinska je
povec¢ana u brojnim zemljama ukljucuju¢i Ujedinjeno Kraljevstvo, Kanadu, Australiju,
Norvesku, Dansku i Nizozemsku. Smatra se da trenutno karcinomi vezani uz HPV ¢ine 30 —
65% svih karcinoma glave i vrata, odnosno 50 — 80% svih karcinoma orofarinksa. HPV/(+)
karcinomi glave i vrata sa specifi¢nim epidemioloskim i prognostickim obiljezjima postaju sve
veci javnozdravstveni problem te se ofekuje da ¢e upravo HPV biti glavni ¢imbenik razvoja
karcinoma glave i vrata u narednom razdoblju. Prema podacima, najvisa stopa HPV(+)
karcinoma glave i vrata zabiljezena je u Svedskoj i SAD-u. Prevalencija genitalne HPV
infekcije, seksualne navike, konzumiranje cigareta i alkohola mogu utjecati na incidenciju
HPV(+) karcinoma glave i vrata. Predmet proucavanja, sto se tice malignih bolesti povezanih

sa HPV-om, preusmjerava se sa anogenitalnih karcinoma, koji se pretezno razvijaju kod Zena,
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na orofaringealne karcinome, koji se pretezno razvijaju kod muskaraca, zbog ¢injenice da je
kod muskaraca zabiljeZeno vise od 70% slu€ajeva HPV(+) orofaringealnih karcinoma. Moze

se re¢i da HPV(+) karcinom orofarinksa postaje epidemijom nase ere.(24252627)

3.3.1. HPV pozitivitet u ne-orofaringealnom dijelu glave i vrata

U dosadasnjem tekstu najvise se spominje utjecaj HPV infekcije na podrucje orofarinksa. Veza
izmedu orofarinksa (predominantno meko nepce, tonzile i korijen jezika) i HPV-a sve je jasnija,
medutim njegov utjecaj na razvoj karcinoma drugih dijelova glave i vrata jo§ uvijek nije
razjasnjen. Smatra se kako HPV infekcija mozZe imati ulogu u nastanku karcinoma
supragloti¢nog dijela grkljana s obzirom na njegovu blizinu s orofarinksom. Suvremena
istrazivanja iz SAD-a primjenom zlatnih standardnih metoda ( specificna HPV E6/E7 mRNA)
otkrila su prisutnost HPV-a u manje od 5% ne-orofaringealnih karcinoma glave i vrata. Ipak,
procjena HPV-infekcijom posredovanih karcinoma glave i vrata varira Siroko u literaturi.
Naime, procjenjena prevalencija HPV-a iznosi 24% u grkljanu, 31% u nazofarinksu, 6-20% u
usnoj Supljini te 21% u sinonazalnom traktu. S druge strane, studije koje su prvenstveno radene
u SAD-u bazirane na testovima in situ hibridizacije (ISH) i detekciji EG/E7 mRNA pokazuju
zastupljenost HPV-a u svega 3% karcinoma usne Supljine, 7% karcinoma grkljana i u 0%
karcinoma hipofarinksa. Mnogi ¢imbenici, ukljuc¢ujuéi anatomsku klasifikaciju dijelova glave i

vrata te metode detekcije HPV-a doprinose toj nepodudarnosti rezultata.(28.29.30)

3.3.2. Karakteristike pacijenata sa HPV(+) karcinomom glave i vrata

Demografske i rizicne znacajke bolesnika s HPV-pozitivnim i HPV-negativnim karcinomom
glave i vrata se bitno razlikuju. Pacijenti s HPV-pozitivitetom su mladi od pacijenata koji su

HPV-negativni. Naime, karcinomi povezani s HPV-om javljaju se u dobi od 40 do 55 godina,

11



dok su pacijenti s HPV-negativnim karcinomom glave i vrata stariji za 4 do 10 godina. Ova
dobna razlika mogla bi objasniti porast incidencije orofaringealnog karcinoma kod mladih
osoba u razvijenim zemljama. S obzirom da se u bolesnika s HPV-pozitivitetom bolest otkrije
u ranijoj fazi, njihov ishod je u konacnici bolji, s manje komorbiditeta. Nadalje, iako je
incidencija karcinoma glave i vrata ve¢a kod muskaraca nego kod Zena, u muSkaraca se
dijagnosticira znatno veca stopa HPV-pozitivnog orofaringealnog karcinoma nego li HPV-
negativnog. Takva saznanja su u skladu s podacima da je oralna HPV 16 infekcija pet puta
¢eS¢a kod muskaraca u usporedbi sa zenama u SAD-u. Osim navedenog, utvrdeno je da se
HPV(+) karcinom glave i vrata ¢e$Ce razvija u bijeloj nego li u crnoj populaciji. Stopa HPV-
pozitiviteta u bijeloj populaciji iznosi 29-34% u usporedbi sa svega 0-4% u crnoj populaciji.
Nadalje, socioekonomski status je takoder karakteristika koja se razlikuje kod HPV-pozitivnih
u odnosu na HPV-negativne bolesnike. Studije su pokazale da je zastupljenost HPV-pozitivnih
karcinoma glave i vrata veca kod pacijenata u braku, onih koji imaju vece prihode i vi$u razinu
obrazovanja. Pokazalo se da pacijenti HPV-pozitivnih karcinoma glave i vrata imaju bolju
denticiju, veci broj seksualnih oralnih partnera, konzumiraju manje koli¢ine duhana i alkohola
te vece koli¢ine marihuane u odnosu na HPV-negativne pacijente. Doza navedenih ¢imbenika

rizika ima veliki zna¢aj u razvoju karcinoma glave i vrata.(%:3)

3.4. Dijagnoza HPV-pozitivnhog karcinoma glave i vrata

3.4.1. Klini¢ke manifestacije i patoloski nalaz

Svega 90% HPV(+) orofaringealnih karcinoma prezentira se bez simptoma bolesti. Limfni
¢vorovi vrata su obicno cisti¢ne strukture te kao takvi nisu pogodan materijal za analizu i
dijagnostiku. Konac¢na dijagnoza, osim zbog navedenog, moze biti odgodena i zbog

nespecificnih anamnesti¢kih podataka (osoba nije pusac) te necjelovitog pregleda. Ultrazvu¢no
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vodena aspiracija finom iglom za pregled limfnih ¢vorova vrata moze povecati vjerojatnost rane

dijagnoze.®?

Mikroskopski, HPV(+) orofaringealni karcinom predstavlja nekeratinizirajucu plocastu ili
bazaloidnu, dobro diferenciranu tvorbu s difuznim nuklearnim i citoplazmatskim p16 bojanjem.
PatoloSka svojstva HPV(+) tumora razlikuju se od HPV(-) tumora, pokazujuci lobularni rast i
infiltraciju limfocitima, ali ne i povrSinsku displaziju ili keratinizaciju. Nadalje, HPV/(+) tumori
¢esto se javljaju s manjim primarnim tumorima, ali uznapredovalim metastazama u limfnim
¢vorovima. Unato¢ tome §to nisu patognomonicni, glavni histopatoloski znakovi tumora glave
i vrata posredovanih HPV-om su prisutnost koilocita, perinuklearnih citoplazmatskih haloa,

displazija jezgara s prisutnom diskeratozom, atipiéna metaplazija, makrociti te binukleacija.®

3.4.2. Testovi i metode u detekciji HPV-a

U laboratorijskoj dijagnostici HPV-a koriste se tradicionalne i molekularne metode.
Tradicionalne metode koriste svjetlosnu i elektronsku mikroskopiju te imunohistokemijske
metode u dokazivanju HPV infekcije. Na svjetlosnom mikroskopu se na temelju uzorka ili
stani¢nog razmaza moze uoCiti prisutnost promijenjenih epitelnih Stanica, tzv. koilocitnih
stanica, dok se elektronskom mikroskopijom moze otkriti prisutnost virusa u testiranom uzorku.
Nadalje, imunohistokemijske metode se temelje na otkrivanju virusnih antigena ¢ime se takoder
moze dokazati infekcija HPV-om. Osnovni nedostatak navedenih dijagnostickih metoda jest
niska osjetljivost i specifi¢nost te nemogucnost genotipizacije HPV-a. Metode izbora u
dokazivanju infekcije HPV-om jesu metode molekularne dijagnostike koje se zbog svoje visoke
osjetljivosti i specifi¢nosti danas najvise koriste. Osim §to dokazuju postojanje HPV infekcije,

molekularne metode omoguéavaju genotipizaciju, odnosno pokazuju radi li se o infekciji s
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niskorizni¢nim ili visokorizi¢nim tipom HPV-a. U danasnjoj praksi metode izbora su lan¢ana

reakcija polimeraze (PCR) i metoda hibridizacije (HC).(:3435.36)

3.4.2.1. Lancana reakcija polimeraze

Ova metoda koristi se za rutinsko dokazivanje infekcije HPV-om, istrazivanje HPV-a te
genotipizaciju. PCR je trenutno najosjetljivija metoda u tom podru¢ju, a temelji se na
umnozavanju dijela DNK molekule uz pomo¢ enzima DNK polimeraze. Izborom
primera/zacetnica odreduje se ciljni dio molekule, koji zatim umnozavaju L1, E6 1 E7 regiju
virusne DNK, nakon ¢ega slijedi analiza produkata. Kako bi se genotipovi umnozili, koriste se
takozvani genericki zacetnici MY9/MY11 i GP5+/GP6+ koji umnozavaju dio gena u L1

regiji.53¢

3.4.2.2. Metoda hibridizacije

Metodom hibridizacije dolazi do spajanja komplementarnih nukleinskih kiselina i ciljne DNK.
Sam postupak svodi se na denaturaciju dvolan¢ane DNK u jednolan¢anu DNK nakon Cega se
potonja detektira sa obiljeZzenim, komplementarnim probama. Ovim testom, kao 1 lan€anom

reakcijom polimeraze, moguée je odrediti prisutnost virusa i genotip.®>39)

3.5. Prevencija — vakcinacija

U prevenciji razvoja karcinoma glave i vrata bitnu ulogu ima kontinuirana sustavna edukacija
te poticanje populacije na odgovorno spolno ponasanje. Unato¢ Cinjenici da profilakticko
cijepljenje u prevenciji razvoja karcinoma glave i vrata jo§ uvijek nije dokazano u

randomiziranim studijama, smatra se kako cijepljenje ipak prevenira razvoj orofaringealnog
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karcinoma uzrokovanog HPV tipom 161 18, s obzirom da je HPV tip 16 naj¢esce detektiran u
karcinomu orofarinksa. Cjepivo protiv HPV-a primjenjuje se u svrhu prevencije infekcije
visokoonkogenim tipovima HPV-a koji mogu uzrokovati maligne promjene. Razlikujemo dva

cjepiva dostupna u svijetu, bivalentno (Cervarix) i kvadrivalentno (Gardasil).

Cervarix cjepivo djeluje protiv HPV DNK 16 i 18. U cjepivu se nalaze prociS¢eni proteini za
dva tipa humanog papilomavirusa (tipove 16 i 18). Osim toga, cjepivo sadrzi adjuvantni sustav
AS04 koji ima ulogu o¢uvanja visoke imunogeni¢nosti cjepiva. Kvadrivalentno cjepivo,
Gardasil, djelotvorno je protiv HPV DNK 16, 18, 6 i 11. Cjepivo ne sadrzava zivuéi virus, a
svoj efekt postize preko L1 proteina kao glavne bjelancevine virusnoga plasta. Nadalje, u
cjepivu se nalaze virusu sli¢ne ¢estice (VLP) gradene od L1 proteina omotaca HPV 16, 18,6 i
11, a koje strukturno nalikuju HPV-u, medutim, ne sadrze virusnu DNK, stoga ne mogu zaraziti

humane stanice. Dodatna tvar u cjepivu koja ubrzava reakciju je aluminij.

Cjepivo se aplicira intramuskularno u tri doze po shemi 0, 2, 6 $to znaci da se druga doza daje

dva mjeseca nakon prve, a treéa doza Sest mjeseci nakon druge doze. (3437:38.39.40)
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4. RASPRAVA

Prototip pacijenta koji boluje od oralnog karcinoma smatra se stariji covjek koji godinama pusi
cigarete i pije alkohol. Medutim, on viSe ne odgovara prototipu danasnjeg pacijenta sa istom
dijagnozom. Bolesnici su danas mlade osobe (40 do 60 godina), pretezito bijele rase koji nikada
nisu pusili cigarete ili pili alkohol. Prevalencija HPV infekcija, prvenstveno infekcija
uzrokovanih visokorizi¢nim tipovima HPV-a, upucuje na potencijalnu etiolosku ulogu virusa u
razvoju karcinoma glave i vrata. Molekularna biologija je dala vazne podatke o interakciji HPV
onkoproteina s genima vaznim za kontrolu stani¢nog ciklusa. Unato¢ tome, potrebno je vise
temeljnih istrazivanja kako bi se opisalo fizicko stanje virusa u razli¢itim tipovima stanica i
njihova interakcija s drugim genima. Nadalje, ne postoji uéinkovit test screeninga za rano
otkrivanje HPV(+) karcinoma orofarinksa te je nuzno da se §to viSe paznje usmjeri na
dijagnostiku ovog patoloskog procesa. Osim toga, potrebno je provesti epidemioloska
istrazivanja kako bi se dodatno razumjela povezanost izmedu HPV-a i demografskih i drugih

¢imbenika rizika, kao i mogucéih puteva prijenosa HPV-a.
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5. ZAKLJUCAK

Infekcija humanim papiloma virusom predstavlja ozbiljnu prijetnju u razvoju karcinoma glave
i vrata. Nagli porast incidencije orofaringealnog karcinoma ukazuje na interakciju
netradicionalnih bihevioralnih ¢imbenika koji uzrokuju ovaj uznemirujuci epidemioloski trend.
Tradicionalni ¢imbenici rizika zamijenjeni su drugim, snaznim ¢imbenicima rizika koji se
odnose na seksualno ponasanje, od kojih je najvazniji veliki broj seksualnih partnera, oralno-
genitalni te oralno-analni odnosi. Oralni anogenitalni kontakt vazan je put prijenosa HPV-a u
usnu Supljinu. Odredeni uvjeti i ponaSanja koja mijenjaju antitumorski imunitet mogu biti vazni
u transformaciji HPV oralne infekcije u HPV malignu promjenu. S obzirom na porast njihove
incidencije, odnosno sve brzem Sirenju HPV infekcija, asimptomatskom razdoblju dok se ne
razviju posljedice, problemu treba pristupiti interdisciplinarno. RijeSenje se nudi u obliku

primarne prevencije, odnosno cijepljenja.
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6. SAZETAK

Humani papiloma virus je DNK virus koji pripada porodici Papovaviridae, rod Papilomavirus.
Do danas je otkriveno oko 150 genotipova HPV-a, od kojih svaki ima svoj tropizam za
odredeno tkivo. S obzirom na onkogeni potencijal, dijelimo ih u dvije skupine: viokorizi¢ni i
niskorizi¢ni tipovi. Najvazniji niskorizi¢ni tipovi su HPV 6 i 11, a najvazniji visokorizi¢ni
tipovi su HPV 16 i 18. HPV-16 je najzastupljeniji visokorizni¢ni tip, dokazan u oko 90%
HPV(+) karcinoma orofarinksa. Dokazano potice rast i razvoj karcinoma orofarinksa te se,
trenutno, jedini dovodi u vezu sa razvojem karcinoma glave i vrata. Epidemioloski podaci
govore kako razvoju oralne HPV infekcije pridonose sljedeci faktori: muski spol, Zivotna dob,
pusenje cigareta, konzumiranje marihuane, rizicno spolno ponaSanje (veci broj spolnih partnera
tijekom zivota te njihovo uéestalo mijenjanje). HPV infekcija se prije svega prenosi spolnim
putem, odnosno izravnim kontaktom koZe i sluznice s osobom (vaginalnim i analnim spolnim
odnosima). Svega 90% HPV(+) orofaringealnih karcinoma prezentira se bez simptoma bolesti.
Metode izbora u dokazivanju infekcije HPV-om jesu metode molekularne dijagnostike. Osim
Sto dokazuju postojanje HPV infekcije, molekularne metode omogucavaju genotipizaciju,
odnosno pokazuju radi li se o infekciji s niskorizni¢nim ili visokorizi¢nim tipom HPV-a. U
danasnjoj praksi metode izbora su lancana reakcija polimeraze (PCR) 1 metoda hibridizacije
(HC). U prevenciji razvoja karcinoma glave i vrata bitnu ulogu ima kontinuirana sustavna

edukacija, poticanje populacije na odgovorno spolno ponasanje i cijepljenje.

Kljuéne rije¢i: HPV, karcinom glave i vrata, metode molekularne dijagnostike, cijepljenje
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7. SUMMARY

Human papilloma virus is a DNK virus from the Papovaviridae family, species Papillomavirus.
Around 150 different HPV genotypes are known to this day, each of which has its own tropism
for specific tissue. Regarding their oncogenic potential, we share them into two groups: high-
risk and low-risk types. The most important low-risk types are HPV 6 and 11, while the most
important high-risk types are HPV 16 and 18. HPV-16 which is detected in about 90% of the
HPV(+) oropharyngeal cancers is the most common high-risk HPV types. HPV-16 is the only
HPV type which is accepted as cancer inducing in the head and neck cancer.
Epidemiological data indicate that the development of oral HPV infection is contributed by the
following factors: male sex, age, smoking of cigarettes, marijuana consumption, risky sexual
behavior (multiple sexual partners during life and frequent alteration). HPV infection is
primarily transmitted through sexual contact, or direct skin and mucous contact with the person
(vaginal and anal sex). Only 90% of HPV(+) oropharyngeal cancer is presented without
sypmtoms of the disease. Molecular diagnostic methods are methods of choice for detecting
HPV infection. Not only they prove the existence of HPV infection, but also they enable
genotyping, that is, they show whether it is an HPV low-risk or high-risk infection.
In today's practice, the selection methods are chain reaction polymerase (PCR) and
hybridization method (HC). An important role in preventing the developement of head and neck
cancer has continuous systematic education, stimulation of the population to responsible sexual

behavior and vaccination.

Key words: HPV, head and neck cancer, molecular diagnostic methods, vaccination
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