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1. Wstep

1.1. Rys historyczny

Zmiany kliniczne na skorze takie jak brodawki skorne 1 kiykciny konczyste
znane juz byly w starozytnosci, natomiast ich wirusowa etiologia zostata ustalona
dopiero w 1907 r. na podstawie eksperymentalnego zakazenia czlowieka,
bezkomorkowym ekstraktem uzyskanym z brodawki innej osoby (cyt. wg 116).
Nastepnie na podstawie charakterystycznego obrazu histologicznego potwierdzono
wystepowanie brodawek w roéznych miejscach na ciele cziowieka, gtownie na skorze,
narzadach plciowych 1 w ukladzie oddechowym, jak rowniez u wielu gatunkoéw zwie-
rzat (129).

W 1933 1. R.Shop wykazatl onkogenne whasnosci wirusa Papilloma wyste-
pujacego u krolikéw. Wirus ten zwany obecnie wirusem Shop'a w warunkach
naturalnych wystgpuje w zmianach skornych u krélikow bawetnianoogonowych, a po
przeniesieniu na kroliki domowe powoduje powstawanie brodawczakdéw prowadza-
cych do zmian nowotworowych (cyt. wg 116).

W mikroskopie elektronowym po raz pierwszy stwierdzono obecno$é czastek
wirusowych w materiale z brodawek skornych w 1949 r., a dwadziescia lat pozniej
w preparatach z brodawek wystepujacych na narzadach ptciowych. Dalszy rozwoj
badan byl jednakze ograniczony z powodu braku modelu in vitro, w ktorym mozna
by namnozy¢ wirusy. Sadzono wigc, ze istnieje tylko jeden wirus Papilloma
odpowiedzialny za zmiany rozrostowe na skorze i1 blonach sluzowych.

Dopiero wprowadzenie technik biologii molekularnej w latach 70-tych
pozwolilo na scharakteryzowanie sekwencji wirusowego DNA i rozroznienie typow

wirusa.



1.2.Charakterystyka ludzkiego wirusa Papilloma i klasyfikacja

Wirusy Papilloma charakteryzuja si¢ specyficznoscia gatunkowa. Do tej pory
nie powiodly sig proby przeniesienia zakazenia ludzkim wirusem Papilloma na
zwierzeta. Ten wysoki stopien swoistosci wirusa obserwuje si¢ takze u szczepéw
zwierzecych. Wyjatek stanowia wirusy bydlgce, ktore moga zakaza¢ rowniez konie
(90).

Ludzki wirus Papilloma (HPV) nalezy do rodziny Papovaviridae, rodzaju
Papillomavirus. Rodzaj ten obejmuje wirusy patogenne dla ludzi, ssakow
i ptakow. Wirus HPV o $rednicy 52-55nm nie posiada ostonki, jest ztozony z 72
kapsomerow. Symetria kapsydu jest kubiczna o ksztatcie dwudziestoscianu. Genom
wirusa stanowi podwojna ni¢ kolistego kwasu dezoksyrybonukleinowego (DNA),
Zbudowana z 8000 par zasad (pb) o cigzarze molekularnym 5,2 x 106 daltonow (129)

Badania molekularne sekwencji genomu wykazaly istnienie wielu typow
wirusa. Poszczegolne typy w obrebie gatunku zostaty pierwotnie sklasyfikowa-ne na
podstawie analizy stopnia homologii DNA badanego wirusa do wczesniej po-
znanego. Za nowy typ uznawano wirus, ktorego sekwencje DNA wykazywaly nizsza
niz 50% zdolno$¢ do hybrydyzacji z sekwencjg znanego typu, okreslano go kolejnym
numerem, w zaleznosci od kolejnosci wykrycia.

Obecnie podzial na typy i podtypy ustala si¢ na podstawie porOwnania
sekwencji nukleotydéw w otwartych ramkach odczytu (ORF) E6, E7, L1 badanego
typu wirusa 1 wszystkich znanych typow HPV. Zgodnos¢ przekraczajaca 90% w kto-
rymkolwiek z porownywanych ORF pozwala na zakwalifikowanie badanego wirusa
do danego typu; roznice sekwencji w podtypach wynosza 2%-10%, natomiast po-
migdzy wariantami mniej niz 2% (15,148). Do tej pory znanych jest ponad 80 typow
HPV (15,33,149,).

Pomimo réznic w sekwencji DNA poszczegolnych typéw HPV organizacja

genomu wszystkich wirusow Papilloma jest podobna 1 sklada si¢ z trzech regionow

Ryc.1),



- region wezesny (E) kodujacy biatka biorace udzial w procesach replikacji
1 transkrypcjit wirusowych genéw,
- region pozny (L) kodujacy duze 1 mate biatka wirusowego kapsydu.,
- region regulatorowy zwany tez diugim regionem kontrolnym (LCR - Long
Control Region lub URR - Upstream Regulatory Region) , zawierajacy
sekwencje niekodujace (ok.1000 bp), ktory kontroluje replikacje wirusowego
DNA i transkrypcje wirusowych genow.
Region pozny (L) koduje dwie otwarte ramki odczytu (ORF) oznaczone L1
1 L2, produktami ktorych sa strukturalne biatka wirusa. Geny L1 1 L2 ulegaja ekspresji
tylko w dojrzatych keratynocytach.
- L1 (ORF) jest najbardziej niezmiennym regionem w genomie wirusoOw Papilloma.
Jego rola to kodowanie duzego biatka kapsydu o masie 70 kD. Biatko L1 stanowi
80% catkowitego biatka wirusowego. Jest silnie glikozylowane co przypuszczalnie
pomaga w stabilizacji struktury czastek wirusa 1 zawiera grupowo specyficzne
determinanty antygenowe.
- L2 (ORF) koduje mate biatko kapsydu o masie czasteczkowej 55 kD. Determinanty
antygenowe L2 nie wykazujg reakc;ji z biatkami innych wiruséw nawet z wirusami tej
samej grupy.
Region wczesny (E) koduje do 8 roznych otwartych ramek odczytu. Poznano
do tej pory funkcje szesciu sposrod nich: E1, E2, E4, E5, E61 ET7.
- E1(ORF) jest najwicksza ramka odczytu w genomie wirusow Papilloma.
3' E1(ORF) koduje gen R, ktorego produkt biatkowy jest niezbedny do
replikacji wirusowego DNA, natomiast 5' E1 (ORF) koduje biatko petniace
role modulatora replikacji (biatko M), ktore jest konieczne we wczesne) fazie
replikacji jak rowniez do stabilizacji wirusowego DNA w formie episomalne;
(132).
- E2 (ORF) bierze udziat w regulacji transkrypcji jak rowniez replikacji

wirusowego DNA. Produktami E2 sg trzy biatka: jedno o masie 48 kD



pelniace funkcje¢ transaktywatora transkrypcji oraz biatka o masie 31128 kD,
ktore sq represorami transkrypcji (89).

Pelnej dlugosci biatko E2 moze takze nieznacznie aktywowac transkrypcje gendw

w promotorach innych wirus6w oraz w promotorach genéw z komorek ssakow,

nawet pozbawionych miejsc wigzacych E2. Obecnos¢ jednak jednego miejsca wia-

zania dla biatka E2 w promotorach genéw z komorek ssakow zwigksza tempo
transkrypcji 6-cio krotnie, natomiast dwoch miejsc wigzacych od 20 do 100 krotnie.

Sugeruje to, ze kompleks dwoch dimeréw E2 zwiazany z DNA jest forma funkcjo-

nalna biatka E2.

Dwa dimery biatka E2 zwiazane z dwoma odleglymi miejscami w czasteczce
DNA moga takze wzajemnie oddziatywa¢. W wyniku tych oddziatywan w DNA
tworzg sie petle ulatwiajace zblizenie 1 oddzialywanie odlegle zwiazanych z DNA
dimerow biatka E2 ze sktadnikami kompleksu transkrypcyjnego, polimeraza RNA 11
oraz licznymi aktywatorami 1 koaktywatorami transkrypcji.

Wykazano, ze aktywacja transkrypcji przy udziale biatka E2 znacznie
zwigksza si¢ w obecnosci aktywatoroéw transkrypcji gendw komorkowych poprzez
wigazanie si¢ ze specyficznymi sekwencjami w czasteczce DNA, jak rowniez przez
oddzialywanie z licznymi biatkami komoérkowymi, tworzac struktury utatwiajace
reakcje polimerazy RNA z promotorem.

Mechanizm aktywacji transkrypcji przy udziale biatka E2 jak rowniez rola
komorkowych czynnikow transkrypcyjnych w tym procesie nie sa w pelni poznane
(23,51).

- E4 (ORF) prawdopodobnie odgrywa wazna rol¢ w dojrzewaniu czastek wirusa na
co wskazuje wykrycie mRNA E4 (ORF) wsrod transkryptow genow poznych.

- E5 (ORF) koduje hydrofobowe biatko o cigzarze 10 kD o wiasnosciach
transformujacych m.in. fibroblasty mysie. Biatko E5 w polaczeniu z EGF
(epidermal growth factor) indukuje proliferacj¢ komorek nablonkowych (36).

-E61E7 (ORF) koduja dwa mate bialka o wlasno$ciach transformujacych,

zaliczane do wirusowych biatek onkogennych.



Zaroéwno biatko E6 jak 1 E7 zawieraja w swojej budowie modut o strukturze
palcow cynkowych, w ktorych reszty cysteiny polaczone sa z atomem cynku. Przy
czym biatko E6 zawiera dwa takie moduty, a biatko E7 tylko jeden.

Poza tym w strukturze obu bialek mozna wyr6zni¢ regiony oddzialujace z produkta-
mi komorkowych gendw supresorowych. Biatko E6 ma zdolno$¢ taczenia sig z bial-
kiem p53, a E7 z biatkiem Rb. Mechanizm tych oddzialywan oméwiono w dalszej

czgscl pracy.

1.3. Replikacja wirusowego DNA.

Replikacja wirusowego DNA jest procesem regulowanym przez biatka
wirusowe jak réwniez komorkowe 1 zalezy od stopnia zroznicowania komodrek
nablonka wielowarstwowego plaskiego. W niedojrzatych keratynocytach replikacja
episomalnej formy DNA zachodzi raz w ciagu jednego cyklu komérkowego.
Catkowita replikacja wirusowego DNA oraz wytwarzanie czastek potomnych
przebiega tylko w dojrzatych keratynocytach. Badania wykonane metoda
hybrydyzacji in situ wykazaly, ze transkrypty genow wczesnych wykrywane sq w
warstwie podstawne) nablonka natomiast ekspresj¢ genow pozZnych stwierdza si¢
tylko w warstwie powierzchniowej (134).

W regulacji replikacji wirusa biora udzial wirusowe biatka E1 1 E2 (154).
Biatko E1 wykazuje aktywnos¢ adenozyno 1 guanozyno tréjfosfatazy oraz helikazy.
Kompleksacja biatka E1 z E2 wyraZnie stymuluje jego aktywno$é co prawdopodobnie
spowodowane jest przemiang allosteryczna E1 (143). Nastgpnie powstaly kompleks
wiaze si¢ specyficznie z sekwencjami regionu regulatorowego wirusa. Zostaly pozna-
ne w rejonie URR sekwencje wirusowego DNA zdolne do zapoczatkowania
wirusowej replikacji i1 jej regulacji (147).

Uszkodzenie struktury DNA w obrebie E2 ORF wirusa prowadzi do integracji
wirusowego DNA do genomu gospodarza. Skutkiem tego jest niekontrolowany

wzrost poziomu w komorce onkogennych biatek E6 1 E7.



1.4, Postaci kliniczne zakazenia HPV

Wsrod postaci klinicznych zakazenia HPV wyr6zni¢ mozna brodawki skorne,
ktore sa przenoszone przez kontakt bezposredni z osobg zakazong lub posrednio
przez kontakt z zakazonymi przedmiotami. Sg one najbardziej rozpowszechnione u
dzieci 1 mtodziezy. Ustepuja czesto samoistnie w ciagu 2 lat od zakazenia. Najczesciej
izoluje si¢ z tych zmian HPV typu 1, 2, 3, 4, 10 rzadziejy HPV 7, 26, 27, 28 (33,69).

Inng postacia zakazenia skory jest epidermodysplasia verruciformis (EV).
Przyjmuje si¢, ze czynnikami etiologicznymi tej rzadkiej choroby sa typy wirusa HPV
5,8,9, 12, 14,15, 19-25. Choroba ta stanowi doskonaly model do badan onkogenezy
wirusowej u ludzi. Zmiany pojawiaja si¢ w dziecinstwie, nie ustgpuja, stopniowo
obejmuja cata skore. Brodawki wystepuja w dwoch postaciach, jako brodawki
plaskie zawierajace antygeny wirusow HPV 3, 10 oraz w postaci czerwonych lub
czerwono-brazowych plamek, zawierajacych genomy conajmniej 17-stu innych
wirusow HPV, sposréd ktorych HPV 5, 8 1 14 maja potencjalne wiasnosci onkogenne
(76).

Srednio po 25 latach od poczatku choroby u 33% chorych rozwijaja sie
nowotwory skory, ktore wystepuja glownie na odstomgtych czesciach ciata.
Lokalizacja ta wskazuje na prawdopodobna karcinogenna role promieni ultrafio-
letowych, a mechanizm onkogennego dziatania UVB polega przypuszczalnie na
lokalnym dziataniu immunosupresyjnym. U wigkszosci chorych z EV obnizona jest
odpornos$¢ typu komorkowego co utatwia infekcjg wirusami HPV (94).

Analogiczne typy wirusow HPV, ktore wystepuja w EV sa wykazywane w
brodawkach 1 rakach plaskonablonkowych u biorcow przeszczepdéw oraz u pacjentow
z choroba Hodgkin'a (6,54).

Zakazenia w obrebie uktadu oddechowego objawiaja si¢ gtownie brodaw-
czakami krtani umiejscowionymi na strunach gltosowych jak rowniez w tchawicy,
plucach, nosie, jamie ustnej. Jest to rzadka choroba, ale ze wzgledu na swa lokalizacje

1 nawrotowy charakter, bardzo uciazliwa.
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Obecnie wiadomo, ze czynnikami etiologicznymi brodawczakow uktadu

oddechowego sa wirusy HPV 6 i HPV 11 (1). Wirusowy genom wystepuje

w formie episomalinej i jest wykrywany rowniez w normalnym nablonku przylega-
jacym do brodawczaka. Brodawczaki w uktadzie oddechowym wystepuja u ludzi w
réznym wieku, ale zwraca si¢ uwage na wysokie ryzyko zakazen u dzieci ponizej

5 roku zycia.

Inng postacia zakazenia, wystapujacego na blonie Sluzowej jamy ustnej jest
choroba Hecka. Sa to grudkowe zmiany w obrebie bton sluzowych jamy
ustnej,wystgpujace endemicznie u Eskimosow, w niektorych krajach Afryki ,
Ameryki, rzadko w Europie. Czynnikiem wywolujacym zmiany sa swoiste dla tej
jednostki chorobowej wirusy HPV 13 132 (129).

Obecnie znanych jest ponad 30 typow HPV zwiazanych ze zmianami
wystepujacymi w obrebie narzadow piciowych 1 odbytu (33,158). Udowodniono, ze
zakazenie jest przenoszone droga kontaktu plciowego, chociaz istnieje mozliwo$é
nieseksualnej transmisji wirusa (43).

Zakazenia dotycza przede wszystkim osob miodych, aktywnych seksualnie.
Istnieje korelacja miedzy ryzykiem wystapienia zmian a liczba partnerow i mtodym
wiekiem rozpoczegcia kontaktow seksualnych. Zaobserwowano, ze u 60% partnerdw
seksualnych osob zakazonych, brodawki pojawiaja si¢ w ciagu 3 miesiecy (116).

Coraz czgsciej opisywane sg przypadki wystgpowania kiykcin konczystych u
dzieci przed okresem dojrzewania. Moze to by¢ zakazenie od matki
w okresie okoloporodowym lub od zakazonych o0sob pielegnujacych dzieci.
Konsekwencja zakazenia noworodka moga by¢ brodawczaki krtani, podniebienia
migkkiego 1 spojowek oczu (21,48).

Infekcja narzadéw piciowych wirusami HPV moze przebiegaé w postaci
objawowej, subklinicznej 1 utajonej. W objawowej postaci obserwowane sa kala-
fiorowate zmiany rozrostowe, wystepujace gléwnie na zewnetrznych narzadach

plciowych, zwane klykcing konczysta. Natomiast ktykciny ptaskie wykazywane
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badaniem kolposkopowym i/lub badaniem histopatologicznym, uwazane sa za postac
subkliniczna. Postac¢ utajong zakazenia mozna natomiast stwierdzi¢ jedynie przy po-
mocy metod wykazujacych DNA HPV (116).

U me¢zczyzn zmiany wystepuja na zoledzi, praciu, mosznie, odbycie, u ok. 5%
w cewce moczowej, u kobiet na sromie 1 w pochwie. Na szyjce macicy rzadko obser-
wuje si¢ zmiany egzofityczne, glownie wystgpuja zmiany sublkiniczne.

Morfologicznym wyk}tadnikiem zakazenia nablonka szyjki macicy wirusami
HPYV jest koilocytoza. Wystepujace w rozmazach cytologicznych koilocyty sa komor-
kami warstwy posredniej, zawieraja jedno lub wiecej hiperchromatycznych nieregular-
nych jader otoczonych charakterystycznym przejasnieniem cytoplazmy tzw. halo.
Towarzyszace im czg¢sto komorki z cechami dyskeratozy maja zageszczona cyto-
plazme 1 male, czasami nieregularne jadro (100). Niektorzy autorzy na podstawie
badan kolposkopowych i1 histopatologicznych wyodrebniaja 5 postaci zmian pato-
logicznych w obrebie szyjki macicy, zwiazanych z zakazeniem HPV: klykcing
konczysta, klykcing plaska, kltykcing o wzroscie odwroconym, klykcine atypowa
i niedojrzata atypowa metaplazje (28,31,101). Najczesciej wystepujacg zmiana jest
kiykcina plaska, za$ pozostale zdarzajg si¢ znacznie rzadziej.

Klykciny konczyste zwiazane sa z zakazeniem HPV 61 11 (33). Zmiany te
maja na ogol charakter fagodny, chociaz opisano przypadki wystapienia zmian nowo-
tworowych w postaci raka kolczystokomorkowego tzw. ktykciny olbrzymiej
Biischke-Lowensteina, ktora w wyjatkowych przypadkach daje przerzuty np. do
weztow chlonnych (70).

Meisels 1 wsp. (101) zwrécili uwage 1z czgsto dysplazja malego stopnia
wystepujaca w nablonku szyjki macicy jest w istocie klykcing plaska. W dysplazjach
zaawansowanych 1 rakach okolicy analno-genitalnej, a szczego6lnie w rakach szyjki
macicy najczesciej wykrywanym wirusem jest HPV 161 18, rzadziej
31,33.35,45,51,52,56 (33,158). Te grupe wiruséw wykryto rowniez w przerzutach
raka szyjki macicy do wezlow chlonnych oraz w komérkach otrzewnowych

pobranych od chorych (45,91). W rakach inwazyjnych wykrywa si¢ znacznie czgscie)
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HPV 16 (50-60%) anizeli HPV 18 (10-20%) oraz pozostate typy wirusa (15%)
(129,157). Kautski 1 wsp. (78) analizujac wyniki 21 publikacji stwierdzili przewage
typow 161 18 w zaawansowanych zmianach przedrakowych i rakach inwazyjnych
dotyczacych szyjki macicy, sromu, pracia i odbytu. Obydwa typy wirusa sa wyka-
zywane w komorkach raka plaskonablon-kowego oraz raka gruczotowego szyjki
macicy. W wigkszosci badanych przypadkow raka szyjki macicy 1 hodowli uzyska-
nych z tych komorek stwierdzono obecnos¢ wirusowego DNA wbudowanego

w genom komorki nowotworowej (22,96). Proces integracji wplywa na ekspresje
wirusowych genéw E6 1 E7, ktore w badaniach in vitro okazaly si¢ odpowiedzialne za
uniesmiertelnienie keratynocytow napletka lub szyjki macicy (109,131,152).

W hodowlach organotypowych te uniesmiertelnione komorki przypominaja $rod-

nabtonkowa neoplazje (152).

1.5. Udzial zakazenia HPV w Kkarcinogenezie narzadu rodnego
Na podstawie czgstoSci wystepowania okreslonych typow HPV

w zmianach przednowotworowych to jest w srodnablonkowej neoplazji szyjki ma-

cicy 1 w raku szyjki macicy, podzielono wirusy na trzy grupy (93) :

I grupa HPV 6,11,42,43,44 - typy o niskim potencjale onkogennym, wystepujace
glownie w kiykcinach, CIN1, rzadko w raku,

II grupa HPV 31,33,35,59,45,51,52,56 - typy o $rednim potencjale onkogennym,
wystepujace w klykcinach, CIN oraz 20-25% przypadkow raka szyjki
macicy,

III grupa HPV 161 18 - typy o wysokim potencjale onkogennym, najsilniej zwiazane
z rakiem inwazyjnym, izolowane w 50-70% przypadkow raka szyjki masicy
pochwy, sromu, okolicy analnej oraz narzadow plciowych meskich.

W transformacji nowotworowej komorek biorg udzial gtdéwnie produkty
genow wezesnych HPV czyli biatka E6 1 E7. W celu zbadania zdolnosci biatek E6

1E7 HPV 161 18 do immortalizacji 1 transformacji komdrek in vitro, uzyto ustalonych
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lin1 komoérkowych gryzoni NIH3T3, pierwotnych hodowli fibroblastow gryzoni 1 ke-
ratynocytow ludzkich.

Wykazano, ze biatka E7 HPV o wysokim potencjale onkogennym same
indukuja ogniska wzrostu komorek w ustalonej lini fibroblastow szczurzych jak 1 ko-
morek NIH3T3 (111). Komorki NIH3T3 po kotransfekcji plazmidem z ekspresja
genu E7 HPV 16 nie wykazywaly hamowania kontaktowego wzrostu i byly onko-
genne dla bezgrasiczych myszy. Podobnie jak adenowirusowe biatko E1A tak E7
HPV 16 moze wspoldzialaé z innymi onkogenami na przykiad aktywujac onkogen
ras w transformacji pierwotnych komorek gryzoni (95). Uwaza sig, ze dla pelnej
transformacji komorek konieczny jest aktywny produkt genu ras lub fos. Stwierdzono
rowniez, ze dla utrzymania transformowanego fenotypu pierwotnych komorek gryzo-
ni wymagana jest stala ekspresja E7 (24).

Wykazano wspotdziatanie biatka E6 z E7 w immortalizacji ludzkich keraty-
nocytow. Biatko E6 HPV o wysokim potencjale onkogennym moze samodzielnie
doprowadzi¢ do immortalizacji komoérek nablonkowych sutka (3), jak rowniez moze
wspotdziata¢ z aktywnym onkogenem ras w transformacji pierwotnych komorek
myszy (136).

Wyniki eksperymentéw przeprowadzonych w hodowlach komérek zmobilizowaty do
dalszych badan w celu poznania bialek E6 1 E7 HPV 1 mechanizméw ich oddziaty-
wania na cykl komorkowy.

Biatko E7 , 98-aminokwasowa fosfoproteina, strukturalnie i funkcjonalnie jest
spokrewniona z biatkiem E1A adenowirusa (119). Na podstawze analogii z budowa
E1A adenowirusa mozna wyrdzni¢ w strukturze E7 trzy regiony: konserwatywny 1
(CR 1)12 (CR 2), wystepujace na N-koncu oraz konserwatywny region 3 (CR3)
wystepujacy na C-koncu biatka E7 HPV 16.

Mutacje w regionach CR1 1 CR2 powodujg zanik zdolnosci biatka E7 do
transformacji komorek in vitro. W obrebie regionu CR3 znajduja sig dwa moduly

o strukturze palcow cynkowych (4). Wywolanie mutacji w jednym z tych miejsc
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powoduje zniesienie aktywnosci transformujacej E7, ale nie wpltywa na zdolnos¢ tego
biatka do taczenia si¢ z produktem komoérkowego genu supresorowego
retinoblastomy, pRb (99).

Mutacje w obrebie genu supresorowego Rb po raz pierwszy zostaly wykazane
w przypadkach glejaka siatkowki (retinoblastoma), a pdzZniej w innych nowotworach
(8,52).

Produkt genu Rb jest jadrowa fosfoproteina o ci¢zarze 110 kD i1 posiada zdol-
nos¢ regulacji cyklu komérkowego przez oddzialywanie z czynnikiem transkrypcyj-
nym E2F (Ryc.2a). Czynnik EZ2F kontroluje proces transkrypcji kilku genow konie-
cznych do replikacji komorkowego DNA.

Badania LaThangue (88) doprowadzity do sklonowania E2F i biatka DP
tworzacego z nim heterodimer. Polaczenie biatka Rb z heterodimerem E2F/DP
powoduje zahamowanie aktywnosci transkrypcyjnej E2F 1 pozostanie komorki w
fazie G1(52,88). Laczenie i roztaczanie kompleksu E2F/RB jest kontrolowane przez
procesy fosforylacji 1 defosforylacji biatka Rb. Na granicy faz G1/S, biatko Rb jest
fosforylowane przez kompleks biatek kinazy sktadajacych si¢ z cyklino-zaleznej
kinazy (CDK) i cykliny, to powoduje jego odtaczenie od E2F. Wykazano, ze nad-
ekspresja cyklin A i E pobudza fosforylacje biatka Rb (66), natomiast dziatanie cyklin
D1, D2, D3 jest duzo stabsze (42).

Dziatanie wirusowej onkoproteiny E7 HPV polega na taczeniu si¢ jej z bial-
kiem Rb , co powoduje uwalnianie czynnika transkrypcyjnego E2F z kompleksu
E2F/Rb (Ryc.2b) 1 pozwala na aktywacje transkrypcji genow indukujacych faz¢ S
cyklu komorkowego (120).

Badania wykazaly, ze dwa geny t.j. b-myc i cyklina A zwiazane z dzialaniem
cyklu komorkowego sa transaktywowane przez E7 HPV 16. W tym procesie bierze
udziat element E2F obecny w promotorze obydwu genow (87).

Poréwnujac biatka E7 wirusow Papilloma okazuje sig, ze bialka E7 typow

HPV o wysokim potencjale onkogennym maja $rednio 10 razy wyzsze powinowa-
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ctwo do wiazania pRb niz E7 HPV o niskim potencjale onkogennym (127), jest to
zwiazane z ich zdolnosciami immortalizujacymi (62).

Biatka E7 HPV 6 1 HPV 11 maja stabszy wplyw na transformacj¢ pierwotnych
komorek gryzoni (135) jak rowniez na immortalizacj¢ ludzkich keratynocytow (57).
To tlumaczy sig¢ ich niskim powinowactwem do pRb i mata skutecznosciq w rozrywa-
niu kompleksu E2F/Rb w poréwnaniu z E7 HPV o wysokim potencjale onkogennym
(110).

Miejsca wigzace pRb znajdujace sie w biatku E7 wirusow HPV o wysokim jak
1 niskim potencjale onkogennym roznia si¢ jednym aminokwasem. Domena E7
HPV16 zawiera kwas asparaginowy w pozycji 21 natomiast HPV 6 1 HPV11 glicyne
w pozycji 22. Badania w ktorych podstawiono glicyng kwasem asparaginowym w
biatku E7 HPV 6 wykazaly zwigkszenie zdolnosci tego biatka do wiazania z pRb,

a w analogicznym doswiadczeniu z udziatem genu ras stwierdzono proliferacjg ko-
morek gryzoni (62).

Nie zawsze jest zachowana zalezno$¢ pomigdzy sita wiazania pE7 z pRb, a
aktywnoscig transformacyjna. Biatko E7 wirusa HPV1, ktory z reguly nie wystepuje
w zmianach nowotworowych, zawiera w regionie wiazacym pRb kwas asparaginowy
1 wigze pRb in vitro i in vivo z ta samg zdolnoscia co E7 HPV 16 (18). Pomimo to E7
HPV 1 nie wykazuje zadnej aktywnosci w transformacji pierwotnych komorek gryzo-
ni w kooperacji z onkogenem ras (18). Mozliwe jest, ze istnieja jeszcze inne regiony
w biatku E7 HPV 16, ktore moga bra¢ udziat w transformacji nowotworowe)
komorek.

Biatko E7 HPV oddzialywuje nie tylko z pRb, ale rowniez z innymi biatkami
nalezacymi do tzw. rodziny bialek zwiazanych z Rb. Dotychczas poznano dwa takie
biatka p107 i p130 (98,156), sa one odpowiedzialne za regulacje aktywnosci trans-
krypcyjnej cztonkow rodziny E2F w roznych fazach cyklu komorkowego. Biatko
p130 jest regulatorem w miejscu przejScia komorki z fazy GO w faze G1 (20), nato-

miast p107 jest aktywne na granicy faz G1/S i w fazie G2 cyklu komérkowego.
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Mechanizm dziatania p107 polega na wiazaniu cykliny E lub kompleksu cyklina
A/CDK2 w po6znej fazie G1 i w fazie S (108). Nie wiadomo jeszcze jakq role w tym
kompleksie odgrywa cyklina E lub kompleks cyklina A/CDK2.

Wirusy Papilloma o niskim potencjale onkogennym wiaza p107 z nizszym
powinowactwem niz E7 HPV o wysokim potencjale onkogennym (18). Biatka E7
HPV 16 maja zdolnos¢ taczenia si¢ zarowno z p107 jak i p130 (32). W fazie S cyklu
komorkowego pE7 przylacza si¢ do kompleksu bialek komoérkowych p107/cyklina
A/CDK2 zwiazanych z E2F. W podobnej sytuacji adenowirusowe biatko E1A wiaze
sie¢ z p107 powodujac uwalnianie czynnika transkrypcyjnego E2F (2,41,117).

Biatko E7 HPV poprzez swoje oddziatywanie z pRb 1 biatkami z rodziny pRb
tj. p107 1 p130, odgrywa role w kontrolowaniu wczesnych faz cyklu komérkowego.
Uwaza sig, ze istnieje rowniez mozliwo$é ingerencji pE7 HPV w pdzne fazy cyklu
komorkowego, po replikacji DNA (144).

Fizjologiczne znaczenie oddzialywania biatka E7 z kompleksem kinazy
komorkowej nie jest jeszcze w pelni wyjasnione. Przypuszcza sig, ze pE7 powoduje
odlaczenie kinazy zwiazanej z cykling A od jej normalnych komorkowych substratow.
Te hipoteze potwierdzaja wyniki badan, ktore wykazuja, ze kompleks cyklina
A/CDK2 moze bezposrednio przytaczy¢ si¢ do N-koncowej domeny E2F w fazie S
bez udziahu biatek z rodziny Rb (81). W takiej sytuacji E2F aktywuje transkrypcje
genow charakterystycznych dla fazy G1/S. W zdrowej komoérce w fazie S
transkrypcja tych genow jest wylaczona przez aktywny kompleks cyklina A/CDK2.
To pozwala komorce na kontrolg prawidtowego przebiegu replikacji DNA 1
chronologii procesow w cyklu komorkowym.

Biatko E7 laczac sie z kompleksem cyklina A/CDK2 prawdopodobnie
zapobiega inaktywacji kompleksu E2F/DP w fazie S pozwalajac komorce wymknaé
sie spod kontroli. Potwierdza to fakt, ze pE7 HPV16 indukuje anomalie chromoso-
malne (150).

Przypuszcza si¢ rowniez, ze pE7 taczac si¢ z kompleksem cyklina A/CDK2
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powoduje przesunigcie katalitycznej funkcji kinazy na biatka wirusowe. Kinaza
fosforylujac duze wirusowe biatko replikacyjne E1, stymulowata by replikacje
wirusowego DNA (145).

Biatko E6 HPV skiada si¢ z 151 aminokwaséw, zlokalizowane jest w jadrze
1 we frakcji blony niejadrowej komarki. Charakterystyczna cecha w budowie tego
biatka jest obecnos¢ modutéw o strukturze palcow cynkowych (4). Biatko E6 HPV
o wysokim potencjale onkogennym podobne jak 1 inne wirusowe onkoproteiny tj.
adenowirusowe biatko E1B (pE1B), duzy antygen T SV40, moze tworzy¢ kompleksy
z produktem genu supresorowego p53 powodujac zaburzenie jego funkcji w cyklu
komorkowym (155,103).

Badania molekularne genu supresorowego p53 wykazaly, ze jest to jeden
z najczescie) zmutowanych gendw wystepujacych w ludzkich komorkach nowotwo-
rowych. Fizjologiczna rola p53 polega na zatrzymaniu cyklu komérkowego w fazie
G1/S, w odpowiedzi na dzialanie uszkadzajacych DNA czynnikoéw tj. promieniowanie
UV, jonizujace, promienie X (83,75). To pozwala komorce na naprawe
uszkodzonego DNA przed jego replikacja.

Mechanizm dzialania biatka p53 polega na transaktywacji genu WAF1 lub Cip
1, ktorych produktem jest biatko o masie 21 kDa. Produkt ten faczac si¢ z cyklinami
G1 hamuje ich aktywnos¢ (61,39) powodujac blokade cyklu komorkowego.

Zaobserwowano, ze $redni czas pottrwania p53 w hodowli normalnych
keratynocytéw ludzkich wynosi 1-4 godzin natomiast w przypadku hodowli
keratynocytow uniesmiertelnionych przez E6 HPV 16 okres pottrwania jest krotszy
(15-30 min), a poziom p53 nizszy niz w komorkach pierwotnych (67).

Inkubacja lizatow retikulocytow kroliczych zawierajacych biatko E6 HPV 16
lub HPV 18 i biatko p53 powoduje specyficzna degradacj¢ p53. Degradacji tej nie
obserwuje si¢ jesli w badaniu uzyte zostana biatka E6 HPV o niskim potencjale
onkogennym (126). Jest niemozliwe przeprowadzenie degradacji biatka p53 przez

pE6 HPV 16 w ekstrakcie z kietkow pszenicy dopiero dodanie do proby lizatu
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retikulocytow kroliczych doprowadza do rozpadu p53. Nasunelo to przypuszczenie,
ze aby doszto do degradacji p53 oprocz pE6 HPV musza dzialaé jeszcze dodatkowe
czynniki.

Kolejne eksperymenty prowadzone metoda immunoprecypitacji wykazaty
w lizacie retikulocytow obecno$¢ monomerycznego biatka o cigzarze 100 kDa tzw.
biatka E6-AP czyli biatka zwiazanego z pE6 (68) Okazalo sig, ze ani biatko E6 ani
E6-AP nie moze trwale wigzaé si¢ z pS3. Trwaly jest tylko potréjny kompleks
E6/E6-AP/p53.

Wykazano, ze w degradacji p53 wywolanej przez biatka E6/E6-AP bierze
udziat uktad ubikityny.(63). Uktad ubikityny jest jak dotad najlepiej poznanym poza-
lizosomalnym ukfadem proteolitycznym , wykorzystujacym energi¢ ATP w pro-cesie
rozpadu biatek. Biatkiem charakterystycznym dla tego ukfadu jest ubikityna. Jest to
polipeptyd sktadajacy si¢ z 76 aminokwasow, ktory wystepuje w komorkach zarowno
roslinnych jak 1 zwierzecych. Ubikityna tworzy kowalencyjne polaczenie z substratami
biatkowymi przez co stajq si¢ one podatne na dzialanie proteaz. Ubikitynacja jest
procesem ztozonym, w ktorym biora udzial 3 klasy biatek. W pierwszym etapie
dochodzi do aktywacji ubikityny w obecnosci ATP. Aktywacji podlega grupa karbo-
ksylowa C-konco-wej glicyny w czasteczce ubikityny. Nastgpny etap to reakcja akty-
wowanej ubikityny z akceptorem. Akceptorem ubikityny moga byé grupy aminowe
N-koncowych aminokwaséw lub grupy e-aminowe lizyny substratéw biatkowych.
Tworzy si¢ wowczas wigzanie izopeptydowe, a powstajacy produkt ma charakter
rozgateziony (63). Trzeci etap jest stabo poznany, biatka biorace w nim udziat,
prawdopodobnie wspomagaja dziatanie enzymow drugiego etapu, na co wskazuje
obecnosc na ich powierzchni miejsc wigzacych dla substratow tych enzymow (37).
Badania in vitro wykazaly, ze prawdopodobnie podobna rol¢ w degradacji pS3 maja
biatka E6/E6-AP HPV, ktore utatwiaja taczenie si¢ enzymow drugiego etapu ubikity-
nacji z substratem jakim jest p53. T¢ hipoteze potwierdzaja eksperymenty, w ktorych

biatko E6-AP wykorzystano do stymulacji rozpadu innych bialek komorkowych
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faczac go z enzymami bioracymi udziat w drugim etapie ubikitynacji (127).

Prace tych samych autorow (127) wykazaly, ze tylko biatka E6 HPV 161 18
wykazuja aktywno$¢ w procesie degradaciji p53 in vitro. Biatka E6 HPV
o niskim potencjale onkogennym moga wiazac si¢ z p53 ale to nie wyzwala reakcji
enzymatycznych uktadu ubikityny (25).

Omoéwione powyzej prace wskazuja na udzial biatek wirusowych tj. E6 1 E7
HPV, E1A 1 E1B adenowirusow, antygen T wirusa SV40 w regulacji aktywnosci
genow supresorowych p53 1 Rb. Fakt, ze rozne wirusy DNA korzystaja z tych samych
mechanizméw regulacji cyklu komorkowego, pozwala sadzi¢, ze moga, istnie¢ po-

wigzania pomi¢dzy tymi procesami.

1.6. Wykrywanie zakazen HPV

Jak dotad nie powiodly si¢ proby namnozenia wirusow Papilloma w hodo-
wlach komoérkowych. Zakazenie hodowli ludzkich keratynocytow materialem
uzyskanym z brodawek prowadzi do replikacji wirusowego DNA, nie dochodzi
jednak do syntezy biatek wirusowego kapsydu (142). Nie obserwuje si¢ takze efektu
cytopatycznego. Kolejne pasaze komorek hodowli prowadza do utraty wirusowych
transkryptéw. Réwniez w hodowli keratynocytow uzyskanych z brodawek nie stwier-
dzono powstawania pelnych czastek wirusowych.

Jednakze uzyskano model doswiadczalny, w ktorym udato si¢ namnozy¢
jedynie HPV 11. Doswiadczenie polegalo na przeszczepieniu zakazonej tkanki
nablonka szyjki macicy lub napletka pod torebke nerkowa bezgrasiczym myszom.
Uzyskano po 3-6 miesiacach efekt cytopatyczny i rozrost tkanki przypominajacy
wygladem kiykcing konczysta (80). W tym systemie s3 produkowane biatka kapsydu

1 czastki wirusowe HPV 11, natomiast nie udato si¢ w tym modelu doswiadczalnym
namnozy¢ innych typéw HPV.

W zwiazku z trudnoscig uzyskania antygenu wirusowego w hodowlach in

vitro nie moga by¢ stosowane standardowe metody serologiczne. Wykrycie infekc)i
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HPYV stalo si¢ wigc mozliwe dopiero po wprowadzeniu metod stosowanych w biologit
molekularne;.

Zastosowanie technik immunohistochemicznych pozwolito na wykrycie
grupowo swoistego antygenu kapsydowego lub biatka L1 kapsydu wirusa
w 37-80% patologicznych zmian szyjki macicy (84,130). Metoda immunopero-
ksydazowa jest stosunkowo tanig i fatwa do wykonania technika, ale nie pozwala na
odroznienie typow wirusa. Poza tym istnieje mozliwos¢, ze w komorkach zakazonych
przez HPV nie dochodzi do produkc;ji biatek kapsydu wirusa.

Obecnie diagnostyka wirusologiczna zakazen wywolanych przez HPV opiera
si¢ glownie na metodach hybrydyzacji wykazujacych swoiste sekwencje DNA
réznych typoéw wirusa. Najczesciej stosowane sg : Southern blot, hybrydyzacja filter in
situ , dot-blot lub slot-blot hybrydyzacja, hybrydyzacja in situ.

W metodzie hybrydyzacji Southern blot materialem do badania jest DNA
komorkowy pochodzacy z wymazu szyjki macicy lub biopsji. DNA poddaje si¢
dziataniu enzymow restrykcyjnych. Otrzymane fragmenty DNA rozdziela si¢ przy
pomocy elektroforezy w zelu agarozowym, a po denaturacji 1 neutralizacji nanost si¢
na nitrocelulozowy filtr. Zwiazane z filtrem DNA hybrydyzuje si¢ ze znakowana,
najczesciej radioaktywnie sonda, czyli ze znana sekwencja wirusowego DNA.

Czulosc tej metody zalezy od ilosci wirusowego DNA w komorce oraz
specyficzne) aktywnosci sondy 1 wynosi 0,1 - 0,001 kopn genomu HPV na komorke
(133,138). Metoda ta pozwala na okreslenie typu oraz formy wirusa (episomalnej lub
zintegrowanej) w komorce. Southern blot jest technika czasochlonng 1 wymagajaca
duzego nakladu pracy.

O wiele prostsze 1 szybsze w wykonaniu sa metody slot-blot 1 dot-blot.
Pominiety jest tu etap trawienia DNA enzymami restrykcyjnymi 1 etap rozdzialu frag-
mentow w zelu agarozowym. Oczyszczone DNA jest bezposrednio nakrapiane na filtr
jako "dot"-kropla lub "slot"-§lad , denaturowane 1 hybrydyzowane ze znakowang son-

da. Metody te nadaja st¢ do szybkich badan przesiewowych (34). Wada ich jest duzy
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odsetek falszywie dodatnich wynikdw, natomiast czulo$¢ jest porownywalna z meto-
da Southern blot (129).

W metodzie hybrydyzacji "filter in situ"otrzymane komoérki np. z wymazu
szyjki macicy sa przenoszone na filtr nitrocelulozowy 1 po ich utrwaleniu oraz dena-
turacji DNA, hybrydyzowane ze znakowana sonda. Zaleta tej metody jest mozliwo$¢
testowania wielu probek w krotkim czasie. Natomiast czulo$c jej jest dos¢ niska,
oceniana na 50 a nawet wigcej kopii genomu wirusa na komorke. Czesto dochodzi
takze do niespecyficznego wiazania si¢ sondy z fragmentami komorek.

Na uwage zastuguje natomiast metoda hybrydyzacji in situ (ISH), ktora
pozwala na jednoczesna identyfikacjg 1 lokalizacj¢ komorek zakazonych wirusem
HPYV oraz ocen¢ morfologii tkanki w skrawkach histologicznych (38,82,151).
Technika ta umozliwia wykazanie podwojnej lub mnogiej infekcji HPV, poprzez
dobor réznie znakowanych sond np. dioksygening 1 biotyna (105). Metoda pozwala
na badania retrospektywne.

Czulos¢ metody ocenia si¢ na 20-50 kopii genomu HPV na komorke (129).
ISH jest technika powszechnie stosowana w laboratoriach ze wzgledu na wyze;
wymienione zalety, krotki czas pracy, szybka diagnozg, stosunkowo niskie koszty 1
dostepnosc zestawow komercyjnych, takich jak PathoGene kit (f-y Enzo Diagnostics),
Vira Type kit (f-y Digene Diagnostics).

Za najbardziej czula metode wykazujaca jedna kopi¢ HPV na 105-100 komo-
rek uwaza si¢ PCR - fancuchowga reakcj¢ polimerazy. Jest to metoda polegajaca na
szybkiej enzymatycznej syntezie in vitro pozadanych sekwencji DNA (124). Proces
przebiega w obecnosci dwoch syntetycznych oligonukleotydowych starterow, dezo-
ksyrybonukleotydow i polimerazy DNA. Reakcje prowadzi si¢ w 30-40 cyklach w
okreslonym czasie, az osiagnigta zostanie oczekiwana ilo$¢ produktu amplifikacji. W
skiad kazdego cyklu wchodza trzy oddzielne procesy: denaturacja (w temperaturze
950 - 950C), annealing czyli wigzanie starterow ( w temperaturze 409- 60°C)

1 koncowy etap polimeryzacja czyli wydtuzenie tancucha DNA (w temperaturze
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700-750C) W ciagu dwudziestu do trzydziestu cykli PCR otrzymuje si¢ 100 do 109
kopii materiatu wyjsciowego. Szczegblnie wazna w tej metodzie jest optymalizacja
warunkow reakc;ji 1 wielokrotne kontrole na kazdym etapie badania w celu
wykluczenia zanieczyszczen, a tym samym fatszywie dodatnich wynikéw. Po
amplifikacji produkt koncowy jest identyfikowany, najczesciej z zastosowaniem
elektroforezy w zelu agarozowym 1/lub hybrydyzacji ze specyficzng sonda.
Ostatnio wprowadzona metoda jest amplifikacja sekwencji wirusowych
bezposrednio w materiale tkankowym, czyli technika PCR in situ (117). Laczy ona
wysokg czuto$¢ reakeji PCR z zaletami opisanej powyzej hybrydyzacji in situ.
Umozliwia wykazywanie i lokalizacje amplifikowanego DNA w skrawkach

histologicznych.

1.7. Leczenie i profilaktyka zakazen HPV

Leczenie zakazen wywotanych wirusami HPV zalezy od rodzaju, umiejsco-
wienia 1 masywnosci powstatych zmian. Dobre wyniki leczenia uzyskuje si¢ w przy-
padku skornych brodawek u dzieci 1 w przypadku pojedynczych zmian. ROwniez
giebokie podeszwowe brodawki latwiej poddajg si¢ leczeniu, anizeli brodawki ptaskie.
Najpowazniejsze problemy terapeutyczne wystepuja u zakazonych kobiet w ciazy,

w nawracajacych brodawczakach krtani, u 0sob z obnizona odpornoscia oraz chorych
z epidermodysplasia verruciformis. Oceng efektywnosci leczenia utrudnia czesto
wystepujaca spontanicznie regresja brodawek. Wzrost zakazen narzadu plciowego
oraz nast¢pstwa tych zakazen stymulujg badania nad najbardziej skutecznym modelem
leczenia.

Tradycyjna terapia zmian egzofitycznych opiera si¢ na preparatach stoso-
wanych miejscowo. Sa to substancje dzialajace zluszczajaco na naskorek tj. lapis,
masci z kwasem salicylowym. Do niedawna powszechnie stosowano podofiling,
naturalna substancje o dzialaniu cytotoksycznym. Obecnie jest wypierana przez jej

najbardziej aktywna skladowg podofilotoksyne, ktora wystepuje w preparatach jako
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0,5% roztwor (Condyline f~my Yamanouchi Europe, NL).W leczeniu ktykcin cewki
moczowej do$¢ dobre efekty uzyskano po zastosowaniu jednego z inhibitorow DNA,
5-fluorouracylu w 5% kremie (116). W przypadkach duzych , rozlegtych brodawek
lub klykcin kanatu odbytu, cewki moczowej, gdzie rozmiar zmian nie jest doktadnie
okreslony konieczna jest interwencja chirurgiczna. Stosuje si¢ wtedy jedna z metod
prowadzacych do usunigcia zmiany tj. tyzeczkowanie, elektrokoagulacje, krioterapieg,
lub dziatanie laserem. Badania Wozniaka i wsp. przeprowadzone w grupie kobiet
cigzarnych wykazaly, ze zastosowanie lasera CO» jest skuteczng metoda leczenia
ktykcin konczystych (153). Natomiast metody chirurgiczne sa coraz czeéciej
krytykowane z powodu wystegpujacych nawrotow choroby zwigzanych z przetrwa-
niem wirusa w komorkach nabtonka.

Ostatnie dyskusje dotycza stosowania miejscowo i/lub parenteralnie interfe-
ronu. Gall (46) uwaza, ze jedynie injekcja interferonu a2b do wnetrza zmiany moze
da¢ dobre efekty lecznicze. Zaobserwowano, ze terapia interferonem o lub B daje
lepsze wyniki w leczeniu kiykcin konczystych, anizeli w przypadkach nawracajacych
brodawczakow krtani gdzie poleca si¢ metode chirurgii laserowej (129).

Zapobieganie zakazeniom wirusami HPV jest jak dotad nieswoiste. Opiera si¢
na przestrzeganiu higieny osobistej 1 higieny zycia plciowego. W przypadku osoby
leczonej, konieczna jest kontrola partnera seksualnego.

Najnowsze prace koncentruja si¢ nad swoista immunoprofilaktyka, czyli
uzyskaniem szczepionki. Sukcesy tego kierunku badan obserwuje sie w modelach
zwierzecych. Bydlo szczepione ekstraktem z brodawek zawierajacym bydlecy wirus
papilloma (BPV) nie jest wrazliwe na zakazenie BPV. Stwierdzono wzrost miana
przeciwcial neutralizujacych w surowicach szczepionych zwierzat (71). Najwigkszy
problemem stanowi uzyskanie wigkszych ilosci antygenowych biatek wirusa (47).
Postgpem w pracach jest wprowadzenie fragmentow wirusowego DNA do genomu
bakterii (14) jak rowniez genomu bakulowirusa (66). Uzyskanym w ten sposob

biatkiem wirusowym szczepiono psy, co powodowalo wzrost ochronnych przeciwciat



-24 -

neutralizujacych w ich surowicy (137). Natomiast Feltkamp 1 wsp.(44) stwierdzili, ze
podanie cytotoksycznych limfocytow T zawierajacych epitopy wczesnych genow
wirusowych chroni przed tworzeniem guzow u myszy zakazanych wirusem HPV-16.
Wydaje sig, ze obserwowany postep badan biochemicznych, molekularnych 1
immunologicznych daje nadzieje szybkiego wprowadzenia swoistej profilaktyki zaka-

zen HPV.



-25-

2. Cel pracy

1. Ocena czgsto$ci wystgpowania antygenu kapsydowego HPV w komorkach
nablonka szyjki macicy kobiet z roznym stopniem zaawansowania zmian

klinicznych oraz w grupie kontrolne;.

2. Porownanie metod - techniki immunoperoksydazowej, hybrydyzacji dot blot
1 PCR w wykrywaniu zakazenia HPV w rozmazach cytologicznych szyjki macicy

u kobiet z srodnablonkowa neoplazja matego stopnia.

3. Wykazanie czgsto$ci zakazen HPV i identyfikacja typéw wirusa w materiale
biopsyjnym kobiet z CIN i rakiem szyjki macicy, przy zastosowaniu techniki

immunoperoksydazowej i hybrydyzacji in situ z sondg znakowana biotyna.

4. Analiza wynikow badan uzyskanych metoda hybrydyzacji in situ z sonda

znakowang biotyng i z sondg znakowana 32P oraz metoda PCR.

5. Ocena zalezno$ci pomigdzy obecnoscia DNA HPV w nowotworowych komorkach
nabtonka szyjki macicy, a prawdopodobienstwem 3-letniego, bezobjawowego

przezycia kobiet z rakiem szyjki macicy leczonych napromieniantem.

6. Okreslente relacji pomigdzy czynnikiem prognostycznymi procesu nowotworowego

- biatkiem p53, a zakazeniem HPV u kobiet z rozpoznaniem raka szyjki macicy.
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3.Materialy i metody

3.1.Material kliniczny

Przeprowadzono badania kobiet z rozpoznaniem srédnablonkowej neoplazji
szyjkt macicy, z rakiem szyjki macicy lub ktykcinami konczystymi. Pacjentki leczone
byly w Klinice Ginekologii i Potoznictwa Coll. Medicum UJ, w Centrum Onkologii
Oddzial w Krakowie 1 w Przychodni Kolejowej w Krakowie.

Maternial do badania stanowily skrawki parafinowe 1 wydzielina szyjki macicy,
ktora pobierano w formie rozmazu na szkietka podstawowe oplaszczone 3-amino -
propylo-trjetoksy silanem (Sigma) oraz do probowki z 2ml PBS.

Wydzielina szyjki macicy stanowita material do badan metoda immuno-
peroksydazowa, hybrydyzacji dot blot 1 PCR, natomiast skrawki parafinowe uzyto w
badaniach przeprowadzonych metoda immunoperoksydazowa, hybrydyzacji in situ
i PCR.

Skrawki parafinowe uzyskano dzigki uprzejmosci Prof.dr hab.med. J.Stachury
Kierownika Katedry Patomorfologi Coll. Medicum UJ, Prof. dr hab. med.

A Niezabitowskiego Kierownika Zaktadu Histopatologii w Centrum Onkologii Oddz.
w Krakowie i dr med. A. Sawickiej Kierownika Pracowni Cytologii 1 Histologii

Przychodni Kolejowej w Krakowie.
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3.2. Odczynniki

Nazwa Firma
agar POCH
agaroza Sigma
akrylamid Sigma
alkohol etylowy POCH
alkohol izoamylowy POCH
alkohol 1zopropylowy POCH
bacto-trypton Difco Labolatories
blekit bromofenolowy Serva
bromek etydyny Sigma
BSA Promega
chlorek potasu POCH
chlorek sodu POCH
chloroform POCH
cytrynian sodu POCH
DTT Sigma
DNA nasienia tososia Sigma
EDTA Sigma
fikol Pharmacia
fenol POCH
formamid Fluca
glicerol Sigma
glukoza POCH

hydroksychinolina Sigma
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ksylen
ksylenocjanol
kwas borowy
kwas cytrynowy
kwas octowy
octan amonu
octan potasu
octan sodu

PBS
poliwinylopyrolidon
SDS

TRIS

wodorotlenek sodu

zelatyna
3.3. Enzymy i antybiotyki
Enzymy Firma
RNA-za A Boehringer
proteinaza K Sigma
Taq polimeraza Promega

ampicylina Polfa

POCH
Sigma
POCH
POCH
POCH
Sigma
Sigma
Sigma
WSS w Lublinie
Sigma
Sigma
Sigma
POCH

Sigma
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3.4. Pozywki i roztwory
3.4.1. Pozywki do hodowli E.coli, szczep TG1 zawierajacy wektor pBluescript

KS z wbudowanym genomem wirusa HPV 16.

A. Pozywka ptynna LB (Luria - Broth)
10g bacto-trypton,
10g chlorek sodu
5g ekstrakt drozdzowy
rozpuszczono w 800 ml wody dejonizowanej, doprowadzono do pH 7.6 za
pomoca 10N NaOH i uzupetniono wodg do 1000 ml. Pozywke sterylizowano przez

20 min. w temp. 120°C.

B. Pozywka stata LB

1g ekstrakt drozdzowy,

2g bakto-trypton,

2g NaCl

3g agaroza

rozpuszczono w 150 ml wody dejonizowanej, doprowadzono pH jak wyzej

i uzupeiono do 200 ml woda. Pozywke sterylizowano w temp.120°C przez 20 min.
Po schiodzeniu pozywki do 409C dodano ampicyliny do stezenia koncowego

50mg/ml. Pozywke wylano na jalowe szalki Petriego w ilosci 20 ml na szalke.

3.4.2. Bufor do izolacji DNA z materiatu klinicznego
0.2 M Tris-HCI pH 8.0
50mM EDTA pH 8.0
0.1% SDS.
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3.4.3. Roztwory stosowane do oczyszczania DNA

fenol - wysycono 0.5M roztworem Tris-HCl o pH 8.0. Po uzyskaniu pH 7.0 dodano
8-hydroksychinoliny do koncowego stezenia 0.1%

Chloroform z alkoholem izoamylowym:
do 24 objetosci chloroformu dodano 1 objetosc alkoholu izoamylowego.

Mieszanina fenol-chloroform-alkohol 1zoamylowy:

zmieszano 25 objetosci fenolu, 25 objetosci chloroformu z alkoholem izoamylowym

3.4.4. Roztwory stosowane do izolacji plazmidu metoda lizy alkalicznej
Roztwor1  GTE
25mM Tns pH 8.0
50mM glukoza
10mM EDTA pH 8.0
Roztwor 11 SN
1% SDS
200mM NaOH

3.4.5. Roztwory stosowane do elektroforezy w zelu agarozowym
A. Bufor 10x TBE
0.6M Tris
0.6M kwas borowy
20mM EDTA

B. Bufor 10xTAE
0.5M Tris-HCI pH 7.2
100mM octan sodu

50mM EDTA, pH 8.3



-31-

C. Barwnik obciazajacy proby w procesie elektroforezy w zelu agarozowym
50% glicerol
0.25% ksylenocjanol
0.25% blekit bromofenolowy

3.4.6. Roztwory stosowane do hybrydyzacji
A. Roztwoér denaturujacy
1.5 M Na(Cl
0.5 M NaOH
B. Roztwor neutralizujacy
0.5 M Tris-HCI
3.0 M NaCl
C. Bufor 20x SSCo pH 7.0
3.0 M Na(Cl
0.3 M cytrynian sodu
D. 50x Denhardt
1% (w/V) fikol
1% (w/V) poliwinylopyrolidonu
1% (w/V) BSA (frakcja V)
E. Roztwor hybrydyzacyjny:
40% formamid
5x SSC,
5% Denhard,
1mM EDTA,
0.1% SDS.

50 1g/ml Salmon sperm (DNA nasienia tososia)
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F. Roztwory do ptukania filtrow po hybrydyzacji:
Roztwor RP :
2x SSC
0.1% SDS
Roztwor RO :
0.1x SSC
0.1% SDS

3.4.77. Bufory stosowane w badaniach immunohistochemicznych
A - TBS-pH7.6
0.05 M Tris HCI
0.15 M Na(Cl
B. Bufor cytrynianowy pH 6.0
2,1g  kwasu cytrynowego, jednowodnego
900ml wody dest.
Uzgodni¢ pH, 2 M NaOH i uzupetni¢ woda dest. do 1000ml

3.5.Metody
3.5.1. 1zolacja DNA z komorek nabtonka szyjki macicy

Komorki nablonka pobierano szczoteczka cytobrush (f-my MedScand)
z kanatu szyjki macicy do 2ml PBS (pH 7,5), doktadnie plukano, wirowano (400g,
10 min), supernatant odlewano, a osad zawieszano w 0.5 ml buforu do izolacji DNA
zawierajacym proteinaze K o koncowym stgzeniu 20pg/ml. Probki inkubowano
w 379C przez noc az do catkowitego rozpuszczenia materialu komorkowego. Na-
stepnie material traktowano mieszaning fenol-chloroform. DNA wytracano z fazy

. . ;o . ;o i) 0
wodnej 2,5 objetosciami etanolu w obecnosci 2M octanu amonu w temp.-200C przez
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noc. Osad DNA otrzymany przez wirowanie (12000g, 20 min., w temp. 4°C),
przemywano 75% etanolem, liofilizowano (liofilizator f-my Beckman) 1 rozpuszczano
w wodzie destylowane;.

TIlos¢ DNA w probcee oceniano spektrofotometrycznie mierzac absorbancje

proby przy dlugosci fali 260 nm.

3.5.2. Izolacja DNA ze skrawkow parafinowych

Skrawki parafinowe o grubosci 3um odparafinowano w ksylenie
(1x w temp.600C przez 30 min., 2x temp.pok. przez 10 min.) 1 przeprowadzono
przez gradient alkoholi (etanol 100%, 96%, 70%). Po czym trawiono proteinaza K
(20pg/ml) rozpuszczona w buforze do izolacji DNA, w temp. 520C przez 12 godz.
Nastegpnie probki traktowano trzy-krotnie mieszaning fenol-chloroform. Zebrano faze
wodna z krorej wytracano DNA dodajac do probek 1/3 objetosci 7,5M octanu amonu
12/3 objetosci alkoholu absolutnego. Materialy pozostawiono w temp. -700C przez
godzine. Nastepnie wirowano (12000g, 20 min.) w temperaturze 4°C. Pelet przemy-
to 70% etanolem, wysuszono i rozpuszczono w wodzie destylowanej. Ilos¢ DNA w
probce oceniano spektrofotometrycznie mierzac absorbancj¢ proby przy dlugosci fali

260 nm,

3.5.3. Wykrywanie antygenu kapsydowego HPV metoda immunoperoksydazowa
Gatunkowo swoisty antygen kapsydowy wiruséw Papilloma wykazywano
przy uzyciu surowic f-my Dako. Reakcj¢ przeprowadzano w trzech etapach:
1. inkubacja materiatu z nieznakowanym kroliczym przeciwcialem dla bydlecego
wirusa Papilloma (w temp.pok. 20 min),
2. inkubacja z nieznakowang antyglobuling (w temp.pok. 20 min.),
3. inkubacja z kompleksem peroksydaza-antyperoksydaza (w temp.pok. 20min.).

Aktywnos¢ enzymatyczna peroksydazy powodowala w obecnosci nadtlenku
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wodoru utlenienie substratu, aminoetylokarbazolu, do czerwono zabarwionego
produktu. Wynik badania oceniano w mikroskopie §wietlnym (pow.120x, 480x) na

podstawie reakcji barwnej obserwowanej w jadrach komorek nabtonka.

3.5.4. Wykrywanie DNA HPV metoda hybrydyzacji in situ z zastosowaniem sond
znakowanych biotyna (Digene Diagnostics)

Skrawki parafinowe odparafinowano w ksylenie (1x temp.60°C przez 30
min., 2x temp.pok. przez 10 min.), odwodniono w gradiencie etanolu 1 wysuszono.
Nastepnie trawiono proteolitycznie wg zalecen firmy, w temp.379C przez 15 min..
Denaturacje tancuchow DNA probki jak 1 sondy przeprowadzono rownoczesnie
w temp.95°C w ciagu 5 min. Hybrydyzacje¢ wykonano stosujac sondy biotynylowane
zawierajace sekwencje specyficzne dla typow HPV 6/11, HPV16/18, HPV 31/33/35.
Do reakcjt dotaczono firmowga sonde zawierajaca sekwencje charakterystyczne dla
DNA genomu ludzkiego, jako kontrole pozytywna. Jak rowniez sonde specyficzng
dla plazmidowego wektora pBR322, jako kontrolg ujemna.

Wykazanie wirusowego DNA opierato si¢ na enzymatycznej reakcji barwnej
z zastosowaniem koniugatu alkalicznej fosfatazy 1 substratow tj. roztwor 5-bromo-4-
chloro-3-indolylfosfatazy (BCIP) 1 biekitu tetrazolu (NBT) w dwumetyloformamidzie.
W mikroskopie $wietlnym (pow.120x) stwierdzano obecnos$¢ granatowo-niebieskiego

precypitatu w jadrach komorek zakazonych wirusem.

3.5.5. Przygotowanie sondy znakowanej 32p, zawierajacej DNA HPV 16

Dzi¢ki uprzeymosci Prof.dr hab. A Gozdzickiej-Jozefiak, Kierownika
Pracowni Biochem: Stosowanej Inst. Biologii Molekularnej 1 Biotechnologit UAM w
Poznaniu, uzyskano hodowlg E.coli szczep TG-1 zawierajaca wektor pBluescript

KS(+) z wbudowanym genomem wirusa HPV 16.
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3.5.5.1. Izolacja plazmidowego DNA zawierajacego insert DNA HPV 16

Pojedyncza kolonig bakteryjng E.coli (szczep TG-1) klonu stransfor-
mowanego plazmidem pBluescript KS zawierajacym insert DNA HPV 16 prze-
niesiono do 200ml plynnej pozywki LB z ampicyling o koncowym stezeniu 0.05
mg/ml. Hodowle bakterii inkubowano i wytrzasano w tazni wodnej w temp 370C
przez noc. Komorki bakterii zebrano przez wirowanie (1000g, 20 min. w temp.
+49C), usunigto supernatant, osad zawieszono w 4 ml roztworu GTE, dodawano
400pl izozymu o stezeniu 50 mg/ml 1 inkubowano 5 min. w temp. pokojowe;.
Nastepnie dodano S ml roztworu II (SN) i inkubowano 5 min. w lodzie. Po inkubacji
dodano do proby 3.75 ml SM roztworu octanu potasu i ponownie inkubowano przez
5 min. w lodzie. Lizat bakterii wirowano ( 12000g, 20min. w 4°C), a nastepnie
zbierano supernatant. Plazmidowy DNA wytracano z supernatantu przez dodanie
0.8 objetosci izopropanolu, inkubacje w temp. pokojowej przez 10 min. 1 wirowanie
(12000g, 20 min. w temp. 4°C). Osad DNA suszono, rozpuszczano w 4001 HoO i
przeprowadzano 3 razy ekstrakcje fenolowa.

Zebrana fazg wodng wytracano 2.5 objetosciami etanolu w obecnosci
2M octanu amonu przez 30 min. w temp. -75°C i wirowano w mikrowirowce
(12000g, 20 min.) .Osad DNA przemywano 75% etanolem, wirowano (12000g,
10 min.), suszono 1 rozpuszczano w 100ul HoO. Zawarte w preparacie RNA tra-
wiono RNA-za o stezeniu SOul/ml przez 1,5 godz. w temp. 37°9C. DNA wytracano
przy pomocy 2.5 objetosci etanolu 1 1/5 objetosci 10 M octanu amonu przez 1 godz.
w -759C, a nastgpnie wirowano (12000g, 20 min. w temp. 40C). Osad DNA prze-
mywano dwukrotnie 75% etanolem, wirowano (12000g, 10 min. w temp. 49C),
suszono 1 rozpuszczano w 100pl H»O. Ilos¢ wyizolowanego DNA okreslano przez
analiz¢ na 1% zelu agarozowym lub metoda spektrofotometryczna mierzac absorban-

cje proby przy dtugosci fali 260 nm.
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3.5.5.2. Elektroforeza w zelu agarozowym

Elektroforez¢ DNA prowadzono w 1% zelu agarozowym. W tym celu 1g
agarozy rozpuszczono w 100 ml TAE i dodano bromku etydyny do stgzenia
koncowego 0,5ug/ml. Elektroforeze¢ prowadzono w medium TAE w temp. pokojo-

wej przy napigciu 4V/cm. Wynik rozdziatu oceniano obserwujac zel w swietle UV.

3.5.5.3. Znakowanie DNA metoda "nick translation"

Znakowanie DNA przeprowadzono metoda "nick translation” przy uzyciu
zestawu odczynnikéw firmy Amersham, zgodnie z zalecentami firmy. Reakcj¢
znakowania przeprowadzono przygotowujac nastgpujaca mieszaning reakcyjna:

DNA (0.5-1nug)

5ul buforu zawierajgcego mieszanine nukleotydow:

dATP, dGTP, dTTP (o stezeniu 0.1mM kazdego nukleotydu)

1l znakowanego nukleotydu [a-32P] dCTP o stezeniu 20mCi/ml

1ul roztworu enzymu, zawierajacego polimeraze I (0.5U/ul) 1 DNA-ze

(10pg/ul)

H>0 do 25ul
Mieszaning reakcyjng inkubowano w temp. 169C przez 1 godzine. Nastepnie DNA
wytracano przy pomocy 2.5 objetosci etanolu i 1/5 objetosci 10 M octanu amonu
przez 1 godz. w -759C, wirowano, osad DNA przemywano 75% etanolem, ponownie
wirowano, osad suszono i rozpuszczano w HoO. Aktywnos¢ specyficzna wyznako-

wanego DNA mierzono na liczniku scyntylacyjnym (Beckman).

3.5.6. Wykrywanie DNA HPV 16 metoda hybrydyzacji in situ z zastosowaniem sondy
znakowanej 32P
Material stanowity skrawki parafinowe grubosci ok. 3-4pum pobrane na szkiel-

ka podstawowe optaszczone 3 - amino-propylotréjetoksy silanem (Sigma). Po ich
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odparafinowaniu 3x w ksylenie i odwodnieniu w etanolu, poddawano dziataniu
proteinazy K (20pg/ml), nastepnie ptukano w buforze 0,1M TRIS-HCI pH 8,0
i denaturowano w temp. 959C przez 5 min.

Sondg denaturowano w gotujacej wodzie przez 5 min. Nastepnie material
zanurzano w roztworze hybrydyzacyjnym z sonda zawierajaca sekwencje DNA
HPV 16 znakowane 32P (o koficowej aktywnosci 105 cpm na szkietko) 1 pozo-
stawiono w 42°9C na calg noc. Po inkubacji ptukano w mieszaninie 2xSSC z 0,1%
SDS, trzykrotnie po 30 minut.

Suche szkietka uktadano w kasecie, nakrywano klisza fotograficzng i pozostawiano

w temp. -70°C na 2-8 dni. Wyniki odczytywano na podstawie autoradiografii.

3.5.7. Amplifikacja DNA HPV 16 przy pomocy metody PCR
Do amplifikacji wirusowego DNA uzyto specyficznych primerow dla HPV 16
o sekwencjach zgodnych z podanymi przez Morrison 1 wsp.(106):
5'- GCC TGT GTA GGT GTT GAG GT - 3'
5'- TGG ATT TAC TGC AAC ATT GG - 3'
Oligonukleotydowe startery byly komplementarne do 246 bp regionu L1 HPV 16,
kodujacego biatka kapsydu wirusa.
Réwnolegle wykonywano amplifikacje ze starterami specyficznymi dla
B -globiny, regionu o dlugosci 110 bp jako wewngtrzne) kontroli przebiegu reakcji.
5'- ACA CAA CTG TGT TCACTAGC-3'
5'- CAA CTT CAT CCA CGT TCACC-3'
Kontrole dodatnia stanowit wektor pBluescript KS z wirusowym insertem.
Materiatem do badania bylo DNA izolowane z materialu klinicznego wg
metody opisanej w pkt. 3.5.1.13.5.2.
Amplifikacje wirusowego DNA prowadzono w objetosci 10ul w mieszaninie
zawierajace;j:

100ng DNA
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200uM dNTP (dATP, dTTP, dGTP, dCTP)

1x stezony bufor do Taq polimerazy

1uM startery

1U/25pl Taq polimeraza
Do kazdej z prob dodawano 15ul oleju mineralnego. Préoby poddawano wstepne;
denaturacji przez 5 min. w temp. 94°C (DNA Thermal Cycler-Eppendorf) Nastepnie
wykonano 31 cykli , kazdy sktadat sie z trzech etapow:
1. denaturacja 94°C, 30 sek.
2. przylaczanie starterow 59°C, 30 sek.
3. synteza komplementarnego DNA 720C, 1min.

W ostatnim cyklu etap koncowy przeprowadzano w temp.729C przez 7 min.

3.5.8. Analiza produktow PCR
Produkty PCR analizowano poprzez elektroforeze w 2% zelu agarozowym

z dodatkiem 0,5ug/ml bromku etydyny oraz metoda hybrydyzacji Southern blot.

3.5.8.1. Hybrydyzacja produktoéw PCR metoda Southern blot

Po rozdziale elektroforetycznym produktéw PCR, zel agarozowy umieszczano
w buforze denaturujacym DNA na 30 min. w temp 379C. Poczym zel ptukano w ja-
towej wodzie destylowanej 1 umieszczano w roztworze neutralizujagcym na 30 min.
w temp 379C., nastepnie DNA z zelu przenoszono na filtr nylonowy Hybond-N
(Amersham). Filtr zapiekano w temp. 80°C przez 2 godz. Tak przygotowany filtr byl
gotowy do hybrydyzacji ze znakowang radioaktywnie sonda DNA HPV 16. Do zna-
kowania DNA sondy uzywano metody "nick translation” (w/g pkt.3.5.5.3)).
Prehybrydyzacje prowadzono w roztworze prehybrydyzacyjnym w temp. 42°C, przez
2 godz., a nastgpnie hybrydyzacje przez noc w temp. 420C, w roztworze hybry-
dyzacyjnym zawierajacym znakowana 32P sonde DNA HPV 16 o aktywnosci

5x100cpm/pg. Filtry po hybrydyzacji plukano w roztworze RP kolejno przez 5 min.,
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3 x 20 min. w temp. pokojowej, a nastgpnie przez 1 godz. w temp. 420C w roztworze
RO oraz przez 10 min. w temp. pokojowej ponownie w roztworze RP. Po odpluka-

niu filtry poddawano autoradiografii przez 7-14 dni w temp. -759C.

3.5.9. Wykrywanie DNA HPV 16 metoda dot blot
Izolowane DNA z komérek nabtonkowych szyjki macicy (w/g pkt.3.5.1))
nakrapiano bezposrednio na filtr nylonowy Hybond-N (Amersham) w ilosci 1pg,

a nastepnie postgpowano analogicznie jak w pkt 3.5.8.1.

3.5.10. Wykrywanie nadekspresji biatka p53 metoda immunohistochemiczna

Skrawki parafinowe odparafinowano i odwodniono a nastepnie po przemyciu
w wodzie destylowanej zanurzono w 10mM buforze cytrynianowym pH 6.0 i trakto-
wano mikrofalami o mocy 650W (kuchenka mikrofalowa DMR-901, Elektrim) 2 razy
po 5 min. Nastepnie pozostawiono materiaty w buforze do ostygnigcia (15-20min.).
Po ptukaniu w TBS pH 7.6 (5min.), nalozono na kazda probke mysie przeciwciata
monoklonalne dla ludzkiego p53, klon DO-7 f~-my Dako, rozcienczone 1:100 w roz-
tworze TBS pH 7.6
Proby inkubowano w temp. pokojowej przez 30 min. Obecno$¢ p53 stwierdzano przy
uzyciu zestawu surowic Dako LSAB+ kit,AP, na podstawie reakcji enzymatyczne;j
z alkaliczna fosfataza. Jako chromogenu uzyto fuksyny (New Fuchsin) w 2N HCI.
W mikroskopie $wietinym obserwowano czerwono zabarwione jadra komorek, w
ktorych wystapita nadekspresja p53.
Jako pozytywna kontrol¢.uzyto skrawki parafinowe z materialu biopsyjnego raka
sutka, uzyskane dzigki uprzejmosci Pani A. Ziotkowskiej konsultanta d.s. produktow

f-my Dako.
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3.5.11. Metody statystyczne

Do oceny istotnosci stwierdzanych roznic statystycznych zastosowano
test Ch2, za poziom znamiennosci przyjmujac p < 0.05.

Przy zastosowaniu programu statystycznego Statistica (f-my Statsoft) doko-
nano analizy zwigzku migdzy zakazeniem HPV, a prawdopodobienistwem 3-letniego
przezycia kobiet z rakiem szyjki macicy, hospitalizowanych w Centrum Onkologii
Oddziat w Krakowie.

Wykorzystujac w/w program statystyczny wykreslono krzywe prognozowane przezyé

bezobjawowych 1 catkowitych, w okresie 3 lat, chorych zakazonych i niezakazonych

wirusem.
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4. Wyniki

4.1. Wykrywanie zakazenia HPV w komorkach nablonkowych szyjki macicy.

4.1.1. Wykazanie antygenu kapsydowego metoda immunoperoksydazowa oraz DNA
HPV metoda hybrydyzacji dot blot i PCR.

Badama objely 273 kobiety w wieku 18 - 68 lat (§r.37), w tym 33 z podej-
rzeniem infekcji wirusowej w badaniu cytologicznym, 170 z $rédnabtonkowa neo-
plazja szyjki macicy, 10 z rakiem plaskonablonkowym szyjki macicy , 13 ze zmiana-
mi klykcinopodobnymi na sromie oraz grupa kontrolna, kt6ra stanowito 47 kobiet
w wieku 18 - 60 lat (sr. 35lat), u ktorych nie stwierdzono zmian patologicznych szyjki
macicy.

Zastosowanie metody immunoperoksydazowej pozwolito na wykrycie
antygenu kapsydowego w jadrach komoérek nablonka, zakazonych HPV (Fot.1).
Pozytywne wyniki uzyskano u 11% pacjentek leczonych z powodu CIN lub raka
szyjki macicy. Wykazano znamiennie czgstsza obecnosé antygenu w nablonku szyjki
macicy kobiet z CIN III (32%) w poréwnaniu ze stopniem I 1 IT CIN (p<0.05)
(Tab.1). Nie stwierdzono wirusowego antygenu u kobiet badanych z powodu kiykein
konczystych na sromie 1 w grupte kontrolne;.

U 24 pacjentek z rozpoznaniem CIN I przeprowadzono rownoczesnie badanie
w kierunku obecnosct DNA HPV 16 metoda dot blot 1 PCR. Zaobserwowano zna-
mienne réznice pomi¢dzy wynikami uzyskanymi trzema réznymi metodami.
Zakazenie HPV wykryto u 2 (8%) kobiet metoda immunoperoksydazowa, u 10
(42%) metoda dot blot i u 16 (67%) metoda PCR (Tab.2, Fot.2 i 3).
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4.2. Wykrywanie zakazenia HPV w skrawkach parafinowych materialu

biopsyjnego szyjki macicy.

4.2.1. Wykazanie antygenu kapsydowego metoda immunoperoksydazowa DNA HPV
metoda hybrydyzaciji in situ z zastosowaniem sondy znakowanej biotyna.
Badania przeprowadzono w skrawkach parafinowych uzyskanych od
108 kobiet z histologicznie potwierdzong sr6dnablonkows neoplazja (CIN) lub
rakiem szyjki macicy.

Antygen kapsydowy HPV wykazano u 11% badanych (12/108), w tym u 2 pa-
cjentek z CIN III 1 10 z rakiem ptaskonablonkowym (Tab.3). Stwierdzono czestsze
wystgpowanie zakazenia HPV u kobiet z rakiem w porownaniu z pacjentkami , u kto-
rych rozpoznano CIN.

Badanie metoda hybrydyzacji in situ wykonano przy uzyciu sond zawie-
rajacych specyficzne sekwencje dla HPV 16/18, HPV 31/33/35, HPV 6/11.
Wykazano DNA HPV u 36% kobiet z CIN i 56% pacjentek z rozpoznaniem raka
ptaskonablonkowego. Infekcja byta wywotana gtownie typami wirusa o wysokim
potencjale onkogennym HPV 16/18 (52/108 tj. 94,5%). Zadna z badanych kobiet nie
byla zakazona wirusami HPV 6/11.

Wyniki dotyczace czgstosci zakazen HPV ilustruje tabela 3. Sposrod 80 cho-
rych na raka szyjki macicy u 26 (32,5%) stwierdzono obecnos¢ HPV 16/18, w 3 przy-
padkach HPV 31/33/35 natomiast az 16 pacjentek (20%) mialo infekcj¢ mieszang
(HPV 16/18 1 HPV 31/33/35).

W grupie 28 kobiet z srodnablonkowg neoplazja szyjki macicy u 10 (36%)
wykryto obecno$¢ DNA HPV 16/18. Zaobserwowano czgstsze wystgpowanie wirusa
u pacjentek z CIN III anizeli w nizszych stopniach zaawansowania neoplazji.

Pozytywny wynik hybrydyzacji in situ z sondq biotynylowang dla sekwencjt
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HPYV 16/18 w materiale biopsyjnym szyjki macicy przedstawiono na fotografii 41 5.
Badania wykonane przy wspolpracy z Klinika Ginekologii Onkologicznej
Centrum Onkologii Oddziat w Krakowie dotyczace 39 pacjentek leczonych
napromienianiem z powodu raka szyjki macicy wykazaty, ze chore zakazone HPV
majg nizsze 3-letnie przezycie catkowite i bezobjawowe. Poréwnanie prognozo-
wanych krzywych przezy¢ catkowitych chorych zakazonych 1 niezakazonych wirusem
HPV przedstawia rycina 3. Trzyletnie przezycia catkowite chorych, u ktorych nie
stwierdzono infekcji HPV wynosza 65%, natomiast u kobiet HPV dodatnich 30%.
Roznice te sg statystycznie nieznamienne (p=0,16). Na rycinie 4 porownano prze-
zycia bezobjawowe obu badanych grup. U chorych HPV ujemnych przezycia bez-
objawowe wynosza, 63%, natomiast w grupie HPV-dodatniej 18%. Roznica ta jest

znamienna statystycznie (p=0,04).

4.2.2. Hybrydyzacja in situ z zastosowaniem sondy znakowanej 32P.

U 40 kobiet chorych na raka szyjki macicy wykonano réwnoczesnie badanie
metoda hybrydyzacji in situ z sonda zawierajaca sekwencje DNA HPV 16, znako-
wana 32P jak i sonda biotynylowana charakterystyczna dla HPV 16/18. Obecnosé
wirusa stwierdzono u 21 pacjen-tek (52,5%), w tym u 6 kobiet u ktorych nie
stwierdzono infekcji w badaniu przy udziale sondy biotynylowanej (Tab. 4).

Zgodno$¢ wynikow w obu metodach uzyskano u 15 chorych, u 6 innych
wykazano obecno$¢ HPV 16 tylko metoda izotopowa. U 9 kobiet stwierdzono
obecno$¢ DNA wirusa stosujac sonde biotynylowana HPV 16/18, przy ujemnych

wynikach z sonda HPV 16 znakowana 32P.

4.2.3. Amplifikacja DNA HPV 16 metoda PCR
Materialem uzytym do amplifikacji bylo DNA 1zolowane ze skrawkow
parafinowych ( pkt.3.5.2.) uzyskanych od 40 kobiet z rakiem szyjki macicy. Pacjentki

badano uprzednio metodami hybrydyzacji in situ. Analiza produktow PCR po ich
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rozdziale elektroforetycznym w zelu agarozowym wykazata pozytywne wyniki

w 35 przypadkach (87,5%). Elektroforetyczna analiz¢ produktow PCR materiatow
negatywnych w badaniu metodami hybrydyzacji in situ przedstawiono na zdigciu (Fot.
6a). W pigciu przypadkach stwierdzono DNA HPV 16 (linia 3,4,5,8,9).

Nastepne zdigcie (Fot. 6b) ilustruje wyniki uzyskane po przeniesieniu zelu
agarozowego na filtr nylonowy 1 wykonaniu hybrydyzacji (Southern blot) produktow
PCR z sonda znakowana 32P. Pozytywny sygnal hybrydyzacyjny w liniach
3,4,5,7,8,9 potwierdzil wyniki uzyskane metoda rozdziatu elektroforetycznego
produktéw PCR.

Zwraca uwage fakt, ze w miejscu lini 7, po hybrydyzacji uzyskano pozytywny
rezultat, pomimo ze nie obserwowano zadnych prazkéw na zelu agarozowym w tym
materiale. Jest to dowodd na to, ze jeszcze jeden materiat zawieral DNA HPV 16.
Ogolem zakazenie HPV 16 oceniane metoda PCR wykazano u 36 (90%) chorych na
raka szyjki macicy.

Poréwnanie wynikow badan wykonanych metodami hybrydyzacji in situ
z sonda biotynylowanga dla HPV 16/18 i1 izotopowa dla HPV 16 oraz PCR ze star-
terami dla regionu L1 HPV 16 (Tab.5) wykazato zgodnos¢ wynikéw pozytywnych u
15 kobiet. Korelacja wynikéw obu metod hybrydyzacji do PCR wyniosta 75%,
natomiast korelacja wynikéw hybrydyzacji wzgledem siebie 87,5%. Czutos¢ metody
PCR okazala si¢ najwyzsza. Na uwage zastuguje fakt, ze u dwoch kobiet uzyskano
wynik pozytywny tylko w badaniu metoda hybrydyzacji in situ z sonda biotynylowang
(HPV 16/18), przy ujemnych wynikach badan metodami wykazujacymi HPV 16. To

moze sugerowac, ze te pacjentki sa zakazone HPV 18.

4.3, Wykrywanie nadekspresji pS3 metodq immunohistochemiczng u chorych
zakazonych i niezakazonych HPV
Przeprowadzono badania 35 kobiet z rozpoznanym w Przychodni Kolejowej

w Krakowie rakiem szyjki macicy. Biatko p53 wykazano u 9 badanych (26%)(Tab.6).
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Zdigcie (Fot. 7) przedstawia pozytywny wynik reakcji immunohistochemicznej ze
swoistymi przeciwciatami monoklonalnymi dla p53 w materiale biopsyjnym raka
szyjki macicy.

Zakazenie wirusami Papilloma stwierdzono metodg hybrydyzaciji in situ u 16
pacjentek (46%), w tym HPV 16/18 u 9 (26%), HPV 31/33/35 u 3 (8,5%), natomiast
u 4 (11%) wykryto infekcje mieszang HPV 16/18 1 31/33/35.

Nadekspresja p53 wystepowata czgsciej u kobiet zakazonych HPV (31%) niz w

grupie pacjentek HPV-ujemnych (21%). Rdznice te nie byly znamienne statystycznie.
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5. Dyskusja

Zakazenie wirusami Papilloma towarzyszy zmianom przednowotworowym
i nowotworowym szyjki macicy (79,158). Obecnos¢ wirusa moze by¢ czynnikiem
rokowniczym w procesie karcinogenezy (5,49,139), zatem prawidtowe diagnozo-
wanie infekcji HPV ma istotne znaczenie. Czesto$é wykrywanych typéw wirusa i ich
potencjal onkogenny jest zréznicowany w zaleznosci od obrazu klinicznego (93).
Najczgscie) izolowanym typem w raku szyjki macicy jest HPV 16 zwany typem
wysokiego ryzyka (29).

Badania wlasne przeprowadzono w komorkach nabtonka szyjki macicy,
uzyskanych na drodze wymazu cytologicznego oraz w materiale biopsyjnym szyjki
macicy. Wymazy cytologiczne z kanalu i tarczy szyjki macicy sa materialem rutynowo
pobieranym do przesiewowych badan cytopatologicznych. Materat ten jest latwo
dostepny, uzyskiwany na drodze nieinwazyjnej. W grupie kobiet, u ktorych na
podstawie cytologii i/lub kolposkopii stwierdza si¢ zmiany sugerujace infekcje
wirusowa, wykrywanie zakazenia wirusami Papilloma powinno by¢ badaniem
uzupelniajacym w profilaktyce raka szyjki macicy.

Badaniami objeto 273 kobiety ze zmianami cytopatologicznymi nablonka
szyjki macicy, 13 pacjentek ze zmianami klykcinopodobnymi na sromie oraz
47 kobiet bez zmian patologicznych szyjki macicy, ktore stanowily kontrolg.
Zastosowanie metody immunoperoksydazowej pozwolilo na wykazanie obecnosci
typowoswoistego antygenu kapsydowego wirusow Papilloma u 10% badanych kobiet
ze zmianami przednowotworowymi i nowotworowymi szyjki macicy. Ekspresja
antygenu wystapita znamiennie czesciej u kobiet z CIN III' w poréwnaniu ze stopniem
I111

Wigkszos¢ autorow stwierdza spadek czgstosci wykrywania antygenu
kapsydowego wraz ze wzrostem stopnia zaawansowania CIN (7,35,130). Jednakze
w badaniach prze-prowadzonych wsrod pacjentek regionu krakowskiego Basta (7)

wykazat obecnos¢ antygenu kapsydowego az u 19,9% kobiet z CIN [111u 1.3%
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chorych z rakiem z inwazja mikroskopowa. Autor sugeruje, ze wyniki te dotycza
komorek pochodzacych z obszar6w szyjki macicy spoza ognisk CIN 1 raka szyjki
macicy.

W niniejszej pracy nie stwierdzono obecnosci antygenu kapsydowego w ko-
morkach nablonka kobiet bez zmian patologicznych szyjki macicy, podobnie jak
w badaniach Shepherd i wsp. (130).

U kobiet z prawidtowym obrazem cytologicznym komorek nablonka szyjki
macicy wielu autorow wykazywato natomiast, obecnos¢ latentnej infekcji HPV przy
zastosowaniu metod hybrydyzacji i PCR. Czesto$¢ wykrywanego DNA HPV wyno-
sita, w zaleznosci od stosowanej metody i1 grupy badanych kobiet od 2-53%
(9,50,56,58,106,121,123).

Badania wlasne wydzieliny szyjki macicy uzyskanej od 24 pacjentek z roz-
poznaniem $roédnabtonkowej neoplazji malego stopnia (CIN I) przeprowadzono
trzema réznymi metodami. Tylko w dwéch przypadkach wykazano obecnosé anty-
genu kapsydowego, natomiast DNA HPV 16 stwierdzono az u 67% badanych metoda
PCR. W grupie tej bylo 10 kobiet (42%) z pozytywnym wynikiem hybrydyzacji dot
blot z zastosowaniem sondy znakowanej 32P. Badania niniejsze potwierdzily wysoka
czulos¢ metody PCR, w wykrywaniu wirusowego DNA w komérkach nabtonka
szyjki macicy.

Zblizone wyniki do niniejszej pracy uzyskat Borg 1 wsp. (9). Badaniem objeli
311 kobiet zglaszajacych si¢ po raz pierwszy do Kliniki Choréb Przenoszonych
Droga Seksualna. Zakazenie HPV stwierdzili u 12,6% pacjentek metoda hybrydyzacji
dot blot, a u 23,5% metoda PCR. Wydzielajac sposrod badanych, 37 kobiet ze
zmianami srodnabtonkowymi szyjki macicy matego stopnia, uzyskali wartosci zbli-
zone do przedstawionych w niniejszej pracy; wynosilty one 51% metoda hybrydyzacji
dot blot, a metoda PCR 65% (9). Nizsze warto$ci uzyskali Hallam 1 wsp. (58) ocenia-
jac wymazy cytologiczne 131 kobiet uczgszczajacych do przychodni planowania ro-

dziny. Obecnos¢ DNA HPV wyka-zali metoda hybrydyzacji dot blot u 7% pacjentek,
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metoda PCR u 53% kobiet, a przy uzyciu dwoch metod wykryto DNA HPV u 56%
badanych. Analizujac wyniki dotyczace 20 pacjentek ze srodnabtonkowa neoplazja
matego stopnia, DNA HPV stwierdzili u 15% kobiet badanych metoda hybrydyzacji
dot blot z sonda zawierajacq wspolne sekwencje dla HPV 16/18/31 oraz u 50%
pacjentek ocenianych metoda PCR przy uzyciu starteréw charakterystycznych dla
HPV 16/31/11 (58).

Sposrod zastosowanych metod do oceny zakazenia HPV w komoérkach
nabtonka szyjki macicy najwyzsze wartosci uzyskano metoda PCR.

Nastgpnym etapem badan wiasnych bylo przeprowadzenie analizy wynikow
dotyczacych oceny materialow biopsyjnych szyjki macicy kobiet z rozpoznaniem CIN
1 raka ptaskonablonkowego. Obecnos¢ antygenu kapsydowego wykazano u 11%
(12/108) badanych metoda immunoperoksydazowa, w tym u 2 pacjentek z CIN III
110 z rakiem plaskonablonkowym.

Wyzsza czgstos¢ wystgpowania ekspresji antygenowych biatek kapsydu
wykazali Hara 1 wsp. (60) w badaniach dotyczacych kobiet z analogicznym
rozpoznaniem klinicznym. Autorzy przeprowadzili analiz¢ histopatologiczna
materiatow 1 wykazali dodatnia reakcj¢ immunoperoksydazowa tylko w komorkach
koilocytarnych i dys-keratotycznych. Natomiast nie stwierdzili obecnosci wirusowego
antygenu w jadrach komoérek rakowych, ttumaczac te obserwacje tym, ze najprawdo-
podobniej doszto do wbudowania wirusowego DNA do genomu komorki, co pocia-
ga za soba utrate zdolnosci wirusa do "pelnej” replikaci 1 produkeji powierzchnio-
wych biatek wirusowych.

W pracach innych autoréw, antygen kapsydowy HPV wykazano glownie
w materiale biopsyjnym kobiet ze zmianami brodawkowymi szyjki macicy - 50%

1 ze srodnablonkowa neoplazja - 26%, natomiast w badaniu 8 biopsji raka szyjki
macicy, uzyskano wyniki ujemne (130). Czestsze wystgpowanie antygenu kapsy-
dowego w zmianach srodnablonkowych malego stopnia w poréwnaniu ze zmianami
bardziej zaawansowanymi, wykazywali rowniez Delvenne 1 wsp. (35), odpowiednio

18% 1 4%.
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Zmniejszanie si¢ odsetka kobiet z dodatnim testem immunoperoksydazowym
w miar¢ wzrostu stopnia zaawansowania CIN, mozna réwniez thumaczy¢ integracja
wirusowego DNA z genomem zakazonej komorki i utrata zdolnosci wirusa do eks-
presji péznych gend6w w komorkach dysplastycznych 1 rakowych.

Materialy omawiane w niniejszej pracy, uprzednio badane metoda immuno-
peroksydazowg oceniano pod katem obecno$ci DNA HPV metoda hybrydyzacji
in situ z sondami znakowanymi biotyng (f-my Digene Diagnostics). Wykazano
obecnos¢ wirusowego DNA u 36% kobiet z CIN 1 56% pacjentek z rakiem ptasko-
nablonkowym (140). Dominowaly typy wirusa o wysokim potencjale onkogennym
HPV16/18 (94,5%).

W badaniach innych autoréw, przeprowadzonych ta sama metoda wyniki sg
zroznicowane, DNA HPV wykazano od 13,6% do 60% kobiet z CIN i od 25% do
62% pacjentek z rakiem szyjki macicy (7,35,60,102,130). Nieco rzadziej wykrywano
wirusowy DNA w matertatach badanych metoda hybrydyzacji in situ z uzyciem pla-
zmidowych sond znakowanych biotyna (130,60).

W badaniach wlasnych, uzycie metody hybrydyzaciji in situ pozwolito na
stwierdzenie utajonej infekcji HPV u 43 pacjentek, u ktorych nie wykazano uprzednio
antygenu kapsydowego Swiadczacego o zakazeniu aktywnym. Podobne rezultaty
uzyskali inni autorzy (7,55).

Porownujac wyniki badan niniejszej pracy uzyskane metoda hybrydyzacji
in situ z zastosowaniem sondy charakterystycznej dla HPV 16/18, znakowanej bio-
tyna oraz sondy plazmidowe), znakowane) 3Zp, zawierajacej sekwencje dla HPV 16,
uzyskano wyniki dodatnie obiema metodami u 50% kobiet z rakiem szyjki macicy.

U 6 pacjentek wykazano obecnosé HPV 16 tylko metoda izotopowa. Natomiast

u 9 kobiet stwierdzono DNA wirusa stosujac sondg¢ biotynylowana (HPV 16/18) przy
ujemnych wynikach badan z zastosowaniem sondy radioaktywnej (HPV 16), co mo-
globy sugerowacé, obecnos¢ u tych pacjentek zakazenia HPV 18.

Pomimo iz, uwaza sig, ze wyzsza jest czulos¢ metod hybrydyzacji in situ
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stosujacych sondy radioaktywne w poréwnaniu do sond nieizotopowych (55,118), to
istnieja rowniez opinie przeciwne (19). W pracy Clevel 1 wsp. (19) zaobserwowali
jednakowa czuto$¢ metody hybrydyzacji z zastosowaniem sondy znakowanej 3S jak
rowniez z sonda znakowang digoksygenina,

Zastosowanie w badaniach wlasnych metody amplifikacji wirusowego DNA
u 40 pacjentek z rakiem szyjki macicy, uprzednio ocentanych metodami hybrydyzacji
in situ, spowodowato wzrost wykrywalnosci infekcji HPV do 90% (141). Podobne
wyniki uzyskali Chang i wsp. (16). Inni autorzy rzadziej wykazywali obecnos¢ DNA
HPV 16 (54-83%) przy uzyciu metody PCR w komoérkach raka szyjki macicy
(40,74,112,146).

Stosowane w niniejszej pracy metody hybrydyzacji okazaly sie mniej czule, ale
pozwolily na jednoczesng identyfikacje 1 lokalizacje komorek zakazonych HPV oraz
ocene morfologii tkanki w skrawkach histologicznych.

Przeprowadzone badania metoda PCR wykazaly ze, analiza produktow
amplifikacji metoda elektroforezy w zelu agarozowym jest niewystarczajaca, a peinej
oceny obecnosci DNA wirusa mozna bylo dokonac¢ po zastosowaniu hybrydyzacji ze
specyficzng sonda. Prawdopodobnie jest to spowodowane tak mata iloscia DNA HPV
w badanym materiale, ze barwienie bromkiem etydyny w zelu agarozowym nie jest
wystarczajace do jego ujawnienia (141).

W badaniach Morrison i wsp. wykazano ze, zastosowanie hybrydyzacji
Southern blot z uzyciem sondy znakowanej izotopem lub digoksygening powoduje
100-krotny wzrost czutosci detekcji produktéw PCR w poréwnaniu z metoda
elektroforezy w zelu agarozowym (107). Ostatnio Karlsen 1 wsp. zaproponowali
nowe metody barwienia w celu uwidocznienia produktu PCR w zelu poliakry-
lamidowym (73).

Odrebnym zagadnieniem rozpatrywanym przy wspotpracy z Centrum
Onkologii Oddziat w Krakowie byla ocena wplywu obecnosci zakazenia HPV

na 3-letnie przezycia chorych w zaawansowanych stadiach raka szyjki macicy.
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Badania wykazaty znamiennie wyzsze prawdopodobienstwo (63%) bezobjawowego
przezycia pacjentek niezakazonych wirusem, w poréwnaniu z 18% prawdopo-
dobienstwem dla HPV-dodatnich kobiet. To sugeruje, ze obecno$¢ zakazenia HPV
moze by¢ czynnikiem rokowniczym dla chorych na raka szyjki macicy. Tego typu
analize¢ przeprowadzili inni autorzy (5,11,30,49,64 ,77, 122).

Girardi i wsp. (49) w badaniach 43 kobiet z inwazyjnym rakiem szyjki macicy
stwierdzili, ze u pacjentek u ktorych wykazano obecnos¢ DNA HPV 16 czescie]
wystepowaly przerzuty do weztéw chtonnych miednicy mniejszej niz u chorych
HPV-negatywnych. Podobne wyniki uzyskali Chen 1 wsp. badajac 433 pacjentki
z rakiem plaskonabtonkowym lub gruczolakorakiem szyjki macicy (17). Stwierdzili
oni znamiennie czestsze wystepowanie przerzutow do weztdéw chtonnych u chorych
zakazonych HPV (24,3%) w porownaniu z kobietam: u ktorych nie wykazano obe-
cnosci wirusa (11%) z tym ze, dotyczylo to kobiet z rozpoznanym rakiem ptasko-
nabtonkowym a nie gruczolakorakiem szyjki macicy.

Kedzia i wsp. (77) wskazujg na mozliwos¢ monitorowania leczenia poprzez
oznaczanie obecnosct wirusa HPV w tkance nowotworowej i we krwi przed i po
leczeniu.

Natomiast badania Riou 1 wsp. (122) oraz Higgins 1 wsp. (64) wykazaly ze,
gorsze rokowanie maja chore, ktore nie sa zakazone wirusami Papilloma. Jak wida¢
z przedstawionego piSmiennictwa omawiane zagadnienie jest problemem kontrower-
syjnym.

W ostatnich latach poszukuje si¢ zwigzkow pomigdzy infekcja HPV,

a obecnoscig innych czynnikow wspotdziatajacych w progresji procesu nowotwo-
rowego (7,85,86,97).

W niniejszej pracy podjeto badania w celu okreslenia relacji pomedzy
czynnikiem prognostycznym - biatkiem p53, a zakazeniem HPV u kobiet z rakiem

szyjki macicy.
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Gen p53 jest jednym z najwazniejszych antyonkogenow czyli genow
hamujacych transformacje¢ nowotworowa. Mutacje w obrebie tego genu sg szeroko
rozpowszechnione w ludzkich nowotworach.

Produktem genu p53 jest fosfoproteina jadrowa, tzw. biatko p53. W ko-
moérkach z uszkodzonym DNA wzrasta ilo$¢ biatka p53, co powoduje hamowanie
cyklu komérko-wego na granicy faz G1/S. Niemozliwa staje si¢ wtedy replikacja
uszkodzonego DNA i podzial komoérki. Po ukonczeniu procesow naprawczych,
komorka znowu moze kontynuowaé przerwany cykl rozpoczynajac faz¢ syntezy
DNA. Jesli reperacja jest nieskuteczna wzrost ilosci biatka p53 wplywa na spadek
aktywnosci genu przezycia bcl2, co kieruje komorke na droge apoptozy czyli $mierci
programowane;.

Na skutek mutacji powstaje nieaktywne biatko p53, ktore nie jest w stanie
zatrzymaé komorki w fazie G1, jak rowniez nie ma zdolnosci oddziatywania na gen
przezycia. Komorka z uszkodzonym DNA, zamiast umrze¢ $miercia samobdjcza
zaczyna si¢ dzieli¢. Powoduje to gromadzenie si¢ w organizmie komoérek genetycznie
niestabilnych, obarczonych mutacjami i w konsekwencji szybka selekcje komorek
nowotworowych.

W komérkach zawierajacych zmutowany gen p53 dochodzt do nagroma-
dzenia zmienionego biatka p53, co wynika z przedtuzonego czasu pottrwania tego
biatka. To pozwala na jego wykrycie metodami immunohistochemicznymi.

W badaniach wlasnych podjeto probe korelacji dwoch czynnikow progno-
stycznych procesu karcinogenezy , nadekspresji p53 i obecnosct DNA HPV w raku
szyjki macicy. Badania przeprowadzono u 35 kobiet z rozpoznanym rakiem szyjki
macicy. U 16 badanych wykazano obecnos¢ DNA HPV metoda hybrydyzacji in situ.
W tej grupie nadekspresje p53 wykryto u 5 (31%) pacjentek. Sposrod 19 kobiet
HPV-ujemnych, nadekspresje p 53 stwierdzono w 4 przypadkach (21%). Nie wykryto
znamiennych roznic pomiedzy obecnoscia nadekspresji p53 u kobiet zakazonych 1

niezakazonych HPV.
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Wyniki te sa zgodne z badaniami Ngan 1 wsp. (113), ktorzy wykazali obecno$¢
p53 metoda immunohistochemiczna, w 2 przypadkach raka szyjki macicy spoérod 46
badanych, w tym jeden przypadek byt HPV-pozytywny , a drugi HPV-negatywny.

Podobne rezultaty uzyskali Jeffers 1 wsp. (72) badajac 31 pacjentek
z $rddnablonkowa neoplazja szyjki macicy. Biatko p53 wykazano u 52% badanych
kobiet, u ktorych jednoczesnie wykryto DNA HPV metoda hybrydyzacii in situ
iu 40% HPV-ujemnych pacjentek. Roznice nie byly znamienne statystycznie.

Badania innych autoro6w (104) rowniez potwierdzaja brak korelacji migdzy
infekcja HPV, a wystepowaniem mutacji w genie p53 w komoérkach raka szyjki
macicy.

Powyzsze wyniki nie sa zgodne z wczesniejszymi pracami Crook 1 wsp.
(26,27), ktorzy wysuneli hipoteze o wystgpowaniu w komoérkach raka szyjki macicy,
odwrotnej korelacji pomiedzy infekcja HPV, a obecnos$cia mutacji w genie p53.
Autorzy zasugerowali istnienie dwoch mechanizmow powstawania raka szyjki
macicy: pierwszy zwiazany z infekcja HPV 1 dziatlaniem wirusowej onkoproteiny E6
prowadzacym do degradacji "dzikiego" (fizjologicznego) biatka p53 przy udziale
ubikityny, drugi zwiazany z powstawaniem mutacji somatycznych genu p53, przy
braku zakazenia HPV. Powyzsza hipoteza znalazta potwierdzenie w badaniach,

w ktorych wykazano punkt mutacyjny w genie p53, znamiennie czeSciej u kobiet
z rakiem szyjki macicy, HPV-negatywnych, natomiast nie bylo mutacji w genie p53
w przypadkach potwierdzonej infekcjt HPV (27).

Ponadto badania tych samych autoréw potwierdzily obecnos¢ mutac;i
w obrebie genu p53, w 8 liniach komorek pochodzacych z raka szyjki macicy,

w ktorych nie wykazano DNA HPV (6).

Hipotezie wysunietej przez Crook 1 wsp. przecza wyniki autoréw, ktorzy nie
znalezli mutacji genu p53 w badanych, HPV-negatywnych rakach szyjki macicy
(10,12).

Natomiast Milde-Langosh 1 wsp. (104) przeprowadzili badania porownawcze
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w materiale uzyskanym z 25 rakow ptaskonabtonkowych i 26 gruczolakorakach
szyjki macicy oraz 40 rakach ptaskonablonkowych sromu. Wykazali, ze przetrwate
zakazenie HPV jest waznym czynnikiem w rozwoju zmian nowotworowych w obre-
bie szyjki macicy, w przeciwiefistwie do raka sromu, gdzie mutacja p53 i1 brak infekcji
HPYV jest wskaznikiem onkogenezy (104).

Chociaz przyjeto za istotng rol¢ mutacji punktowej w zaburzeniu ekspresji p53
w ludzkich rakach to sadzi si¢, ze moga by¢ rowniez inne mechanizmy inaktywacji
p53. Badania w tym zakresie przeprowadzono na modelu eksperymentalnej karcino-
genezy nablonka myszy. Wykazano, ze w tym modelowym systemie poziom p53 byt
zwiazany ze stopniem zroznicowania nowotworu i nie wymagat obecnosci mutacji
punktowej (59). Mimo postepu prac dotyczacych funkgcji biatka p53 w raku szyjki
macicy jego zwiazek z zakazeniem HPV pozostaje problemem otwartym.

W badaniach dotyczacych wykrywania zmutowanego biatka p53 znalazty
zastosowanie metody immunohistochemiczne. Czulos¢ tych metod w przypadku
badan prowadzonych w skrawkach parafinowych zalezy m.in. od stosowanych
technik ujawniajacych antygeny. W tkance utrwalonej w formalinie wiele antygenow
jest zamaskowanych, wobec tego konieczne jest uzycie enzymow proteolitycznych
lub mikrofal w celu odstonigcia antygenu (53,114). Zastosowanie mikrofal, wydaje
si¢ by¢ ntezawodna metoda w ujawnieniu biatka p53 w materiale archiwalnym,
zarOwno przy uzyciu przeciwcial monoklonalnych, jak i poliklonalnych (13,53,114).
W oparciu o doswiadczenia innych autorow, w badaniach wiasnych, uzyto
przeciwciat DO-7 firmy Dako, ktore w poréwnaniu z pigcioma réznymi
przeciwciatami dla p53, wykazaly najlepsza immunoreaktywnos¢ (92).

W diagnostyce wirusologicznej zakazen wirusami Papilloma zasadnicze
znaczente ma wykrywanie postaci subklinicznej i latentnej. Rézna patogennoscé
poszczegolnych typow wirusa wymaga zastosowania odpowiednich metod w celu ich
identyfikacj.

Sadzg, ze metoda hybrydyzacji in situ pomimo nizszej czulosci ma wiele zalet.
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ktore uzasadniaja jej stosowanie w badaniach materiatow klinicznych. Stwarza
bowiem mozliwos¢ rozpoznania zakazenia z rOwnoczesnym typowaniem wirusa i
oceng morfologi badanych komdrek.

Sposrod stosowanych w niniejszej pracy metod na uwage zastuguje metoda
PCR pozwalajaca na amplifikacje pojedynczego wirionu. Zastosowanie jej w pola-
czeniu z metodami hybrydyzacji jako technikami wykrywajacymi koncowy produkt,
stanowi najczulsza z obecnie znanych metod stosowanych w diagnostyce medycznej.

Roéznorodnosé¢ metod wykorzystywanych w wykrywaniu zakazen wirusami
Papilloma wymaga od badaczy duzej ostroznosci w porownywaniu otrzymanych

wynikow oraz znajomosci wad i zalet danych technik.
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6. Wnioski

1. Czesto$¢ zakazen HPV u kobiet z patologia szyjki macicy zalezy od
rozpoznania klinicznego, u pacjentek z rakiem szyjki macicy stwierdzono
infekcje znamiennie czesciej niz u kobiet z srédnablonkowa neoplazjq szyjki

macicy (56% vs 36%).

2. Brak ekspresji antygenu kapsydowego HPV w badanym materiale nie moze
by¢ podstawa do wykluczenia infekcji wirusowej, konieczne jest badanie w
kierunku obecnosci wirusowego DNA; badania porownawcze przeprowa-
dzone w materiale cytologicznym szyjki macicy metoda immunoperoksy-
dazowa, hybrydyzacji dot blot 1 PCR wykazaly infekcje HPV u odpowiednio
8%, 42%, 67% pacjentek.

3. Rozpoznanie zakazenia HPV zalezy od czulosci stosowanych metod; czesciej
wykazywano obecnos¢ DNA HPV w materiale biopsyjnym szyjki macicy
stosujac metod¢ PCR anizeli metode hybrydyzacji in situ (90% vs 75%).

4. Pomimo, ze metoda hybrydyzacji in situ jest mniej czula w poréwnaniu
z PCR to pozwala na jednoczesng identyfikacje¢ 1 lokalizacje komorek

zakazonych wirusami HPV.

5. Poniewaz analiza produktow amplifikacji DNA HPV metoda elektroforezy w
zelu agarozowym moze by¢ niewystarczajaca zaleca si¢ zastosowanie meto-

dy hybrydyzacji Southern blot do detekcji produktéw PCR.
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6. Wykazano znamiennie wyzsze prawdopodobiefistwo bezobjawowego
przezycia kobiet z rakiem szyjki macicy niezakazonych HPV, w porownaniu
z grupa pacjentek zakazonych wirusami Papilloma o wysokim potencjale
onkogennym. Sugeruje to, ze obecnos¢ infekcji HPV moze by¢ czynnikiem

rokowniczym dla chorych na raka szyjki macicy.

7. Wyniki badania relacji pomiedzy obecnoscia zakazenia HPV a nadekspresja
p53 w raku szyjki macicy wskazuja na brak wystgpowania zaleznosci
pomiedzy tymi czynnikami, wydaje si¢ jednak konieczne pogiebienie tego
tematu o badania molekularne dotyczace mutacji genu p53 w komorkach

zakazonych 1 niezakazonych HPV.
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7. Streszczenie

W pracy omoéwiono metody stosowane w wykrywaniu zakazen wirusami
Papilloma. Badaniami objeto 273 kobiety ze zmianami cytopatologicznymi nablonka
szyjki macicy, 13 pacjentek ze zmianami klykcinopodobnymi na sromie oraz 47 ko-
biet bez zmian patologicznych szyjki macicy, ktore stanowily kontrole. Zastosowanie
metody immunoperoksydazowej pozwolito na wykazanie obecnosci typowo-
swoistego antygenu kapsydowego wirusow Papilloma u 10% badanych kobiet ze
zmianami przednowotworowymi i nowotworowymi szyjki macicy. Nie stwierdzono
wirusowego antygenu u kobiet z grupy kontrolnej.

U 24 pacjentek z rozpoznaniem CIN I przeprowadzono réwnoczesnie z wy-
krywaniem antygenu kapsydowego badanie w kierunku obecnosci DNA HPV 16
metoda dot blot 1 PCR. Zaobserwowano znamienne réznice pomig¢dzy wynikami
uzyskanymi trzema r6znymi metoda-mi. Zakazenie HPV wykryto u 8% kobiet
metoda immunoperoksydazowa, u 42% metoda dot blot 1 u 67% metoda PCR.
Badania niniejsze potwierdzity wysoka czuto$¢ metody PCR w wykrywaniu wiru-
sowego DNA w komorkach nablonka szyjki macicy.

W nastepnym etapie, przeprowadzono analiz¢ wynikow badan materiatow
biopsyjnych szyjki macicy kobiet z rozpoznaniem CIN lub raka ptaskonabtonkowego.
Badania przeprowadzono technika immunoperoksydazowa i metoda hybrydyzacji
In situ.

Obecnos¢ antygenu kapsydowego HPV wykazano u 11% badanych.
Stwierdzono czgstsze wystepowanie zakazenia HPV u kobiet z rakiem w porownaniu
z pacjentkami , u ktérych rozpoznano CIN. Badanie metoda hybrydyzacji in situ
wykonano przy uzyciu sond zawierajacych specyficzne sekwencje dla HPV 16/18,
HPV 31/33/35, HPV 6/11. Wykazano DNA HPV u 36% kobiet z CIN 1 56%



-59-

pacjentek z rozpoznaniem raka ptaskonablonkowego. Infekcja byla wywotana
glownie typami wirusa o wysokim potencjale onkogennym HPV 16/18 (94,5%).
Zadna z badanych kobiet nie byta zakazona wirusami HPV 6/11.

Nalezy podkreslic, ze infekcje mieszana (HPV 16/18 i HPV 31/33/35) wykazano
tylko u chorych z rozpoznanym rakiem szyjki macicy (20%).

Nastepnie porownano wyniki badan uzyskanych metoda hybrydyzaciji in situ
z sonda znakowang 32P, zawierajacg sekwencje DNA HPV 16 jak rowniez z sonda
biotynylowana charakterystyczna dla HPV 16/18. Zgodno$é wynikow w obu meto-
dach uzyskano u 50% badanych.

Obecno$¢ DNA HPV wykazywano rowniez metoda PCR. Materiat stanowily
skrawki parafinowe uzyskane od 40 kobiet z rakiem szyjki macicy. Zastosowanie
metody PCR spowodowato wzrost wykrywalnosci wirusa HPV 16 w poréwnaniu
z wynikami uzyskanymi metoda hybrydyzacji in situ (90% vs 75%). Analiza
produktow PCR metoda elektroforezy w zelu agarozowym okazata si¢ niewys-
tarczajaca. Zastosowanie hybrydyzacji Southern blot do detekcji produktow PCR
zwigkszyto czulos¢ metody z 87% do 90%.

Poréwnanie wynikow badan wykonanych metodami hybrydyzacji in situ
z sonda biotynylowana dla HPV 16/18 1 izotopowa dla HPV 16 oraz PCR ze
starterami dla regionu L1 HPV 16 wykazalo zgodno$¢ wynikow pozytywnych
u 15 kobiet. Korelacja wynikéw obu technik hybrydyzacji do PCR wyniosta 75%,
natomiast korelacja wynikow hybrydyzacji wzgledem siebie 87,5%. Czuto$¢é metody
PCR okazata si¢ najwyzsza. Na uwage zastuguje fakt, ze u dwoch kobiet uzyskano
wynik pozytywny tylko w badaniu metoda hybrydyzacji in situ z sondg biotynylowang
(HPV 16/18), przy ujemnych wynikach badan metodami wykazujagcymi HPV 16. To
moze sugerowac, ze pacjentki te bylty zakazone HPV 18.

W pracy oceniono réwniez wplyw obecnosci zakazenia HPV na 3-letnie
przezycia chorych w zaawansowanych stadiach raka szyjki macicy. Badania

przeprowadzono przy wspdlpracy z Centrum Onkologii Oddziat w Krakowie.
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Wykazano znamiennie wyzsze prawdopodobienstwo (63%) bezobjawowego
przezycia pacjentek niezakazonych wirusem, w poréwnaniu z 18% prawdo-
podobiefistwem dla kobiet HPV-dodatnich. Sugeruje to, ze obecnos¢ zakazenia HPV
moze by¢ czynnikiem rokowniczym dla chorych na raka szyjki macicy.

Podjeto rowniez badania w celu okreslenia relacji pomedzy czynnikiem
prognostycznym - biatkiem p53, a zakazeniem HPV u 35 kobiet z rakiem szyjki
macicy.

U 9 badanych (26%) wykazano w materiale biopsyjnym raka szyjki macicy
obecnos¢ nadekspresji biatka p 53 przy uzyciu swoistych przeciwcial monoklonalnych
Nadekspresja p53 wystgpowala czesciej u kobiet zakazonych HPV (31%) niz w
grupie pacjentek HPV-ujemnych (21%). Wyniki te nie byly znamienne statystycznie.

Powyzsze badania prowadza do nastepujacych konkluzji:

1. znamiennie czgsciej wykazano obecnos¢ antygenu kapsydowego wirusow
Papilloma w rozmazach cytologicznych u kobiet ze zmianami przednowo-
tworowymi i nowotworowymi szyjki macicy w poréwnaniu z grupa kontrolna.

2. czestos¢ zakazenia HPV 16 w materiale biopsyjnym szyjki macicy badanych kobiet
oceniana metodami hybrydyzacji in situ wynosita 75%, natomiast po zastosowaniu
metody PCR wzrosta do 90%.

3. pomimo, ze metoda hybrydyzacji in situ jest mniej czuta w poréwnaniu z PCR to
pozwala na jednoczesng identyfikacje i1 lokalizacj¢ komorek zakazonych wirusami
HPV.

4. analiza produktow amplifikacji DNA HPV metoda elektroforezy w zelu agarozo-
wym byla niewystarczajaca; zastosowanie metody hybrydyzacji do detekc;ji pro-
duktow PCR zwigkszyto czulos¢ metody.

5. wykazano znamiennie wyzsze prawdopodobienstwo bezobjawowego przezycia
kobiet z rakiem szyjki macicy, niezakazonych HPV, w poréwnaniu z grupa pa-

cjentek zakazonych wirusami Papilloma o srednim 1 wysokim potencjale onko-
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gennym. Sugeruje to ze, obecnos¢ infekcji HPV moze by¢ czynnikiem
rokowniczym dla chorych na raka szyjki macicy.

6. nie wykryto znamiennych roznic pomiedzy obecnoscia nadekspresji p53 w ma-
teriale biopsyjnym kobiet zakazonych 1 niezakazonych HPV.

Podsumowywujac, w diagnostyce wirusologicznej zakazefn wirusami
Papilloma zasadnicze znaczenie ma wykrywanie postaci subkliniczne;j i latentne;j.
Roézna patogennos¢ poszczegdlnych typow wirusa wymaga uzycia metod, ktore
pozwalaja na ich identyfikacje.

Sadze, ze sposrod omoéwionych metod na uwage zashuguje metoda PCR
pozwalajaca na amplifikacj¢ pojedynczego wirionu. Zastosowanie jej w polaczeniu z
metodami hybrydyzacji jako technikami wykrywajacymi koncowy produkt, stanowi

najczulsza z obecnie znanych metod w diagnostyce medyczne;.
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Ryec. 1.

Struktura genomu HPV 16; A kolista, B. liniowa
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El, E2, E4,ES5,E6,E7 - wczesne geny wirusowe
L1, L2 - pézne geny wirusowe
LCR - (long control region) dtugi region kontrolny = region regulatorowy

wg. J.M Huibregtse i M.Scheffner - Virology 1994, 5, 358.
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Ryec. 2.

Mechanizm oddzialywania biatka E7 wiruséw HPV o wysokim potencjale
onkogennym, na cykl komérkowy.

A. komorka zdrowa B. komorka zakazona

Y
p P P"p‘

- L

transkrypcja transkrypcja transkrypcja

enoéw E2F-zaleznych enéw E2F-zaleznych enéw E2F-zaleznych
A - S S | I - A S

A. W zdrowej komoérce aktywnos$¢ czynnika transkrypcyjnego E2F jest
regulowana przez biatko Rb. Polaczenie biatka Rb z E2F powoduje zatrzymanie
cyklu komdrkowego w fazie G1. Fosforylacja bialka Rb wptywa na uwolnienie
E2F. Nastepuje transkrypcja genéw E2F-zaleznych 1 rozpoczgcie fazy S cyklu
komorkowego. W fazie S aktywno$¢ E2F regulowana jest przez p107.

B. W zakazonej komorce wirusami HPV o wysokim potencjale onkogennym
dochodzi do taczenia si¢ wirusowego biatka E7 z niefosforylowanym biatkiem
Rb, co powoduje uwolnienie czynnika transkrypcyjnego E2F 1 rozpoczgcie fa-
zy S cyklu komorkowego. Wirusowe biatko E7 ma rowniez powinowactwo do
p107, a wiazac go zaburza kontrole cyklu komérkowego w fazie S.

wg. D.C.Swan i wsp. - Arch.Virol. 1994, 138, 107.
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Ryc. 3.

Aktualizowane przezycia catkowite chorych zakazonych i niezakazonych HPV
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(log-rang test;, p = 0.16)



Ryec. 4.

Aktualizowane przezycia bezobjawowe chorych zakazonych
i niezakazonych HPV
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(log-rank test; p = 0.0432)
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Tab.1.

Zastosowanie metody immunoperoksydazowej w wykrywaniu

antygenu kapsydowego HPV, w komorkach nabtonkowych szyjki
macicy.

rozpoznanie kliniczne LHPV(+)/1.bad. %

podejrzenie infekcji wirusowej

w badaniu cytologicznym 2/33 6
CINI 10/129 8
CIN II 0/13

CIN III 9/28 32
rak ptaskonabtonkowy 1/10 10
zmiany k}ykcinopodobne 0/13

na sromie

ogolem 22/226 8

grupa kontrolna 0/47
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Tab.2.

Poréwnanie wynikéw badan w kierunku zakazenia HPV komérek
nabtonkowych szyjki macicy metoda immunoperoksydazowa (PAP),
hybrydyzacji dot blot i PCR.

Materiat uzyskany od kobiet z rozpoznaniem CIN I.

Rozpoznanie n Liczba pacjentek HPV-dodatnich (%)
PAP dot-blot PCR

CIN1 24 2 (8) 10 (42) 16 (67)
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Tab.6.

Nadekspresja biatka p53 wykazana metoda immunoperoksydazowa
u chorych z rakiem szyjki macicy, zakazonych i niezakazonych HPV

liczba badanych
liczba badanych pS3 (+) pS3(-) | ogolem
16/18 3 6 9
HPV (+) 31/33/35 1 2 3116
16/18 131/33/35 1 3 4
HPV (-) 4 15 19
Ogolem 9 26 35
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Fot. 1.

Wykazanie obecnosci antygenu kapsydowego HPV metoda
immunoperoksydazowa, w Jqdrach komorek nablonkowych
pobranych z kanatu szyjki macicy pacjentki B.B. 1.29 (pow. 400x).
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Fot. 2.

Wynik pozytywny uzyskany metoda hybrydyzacji dot blot z uzyciem
sondy charakterystycznej dla HPV 16 znakowanej izotopem 32P.
1. kontrola pozytywna - HPV 16 (+) , 2-6 proby badane.
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Fot. 3.

Analiza p’roduktév.v PCR uzyskanych po amplifikacji DNA izolowanego
Z 10ZMazow S.Z}'{]kl macicy kobiet z rozpoznaniem srédnablonkowe;)
neoplazji szyjki macicy malego stopnia (CIN 1).

246 bp HPV 16
110 bp B-globine

Zastosowano metode elektroforezy w 2% zelu agarozowym.
Wykazano obecnos¢ DNA HPV 16 w lini nr 4, 12;
linia nr 13 kontrola dodatnia; linia nr 14, 15 - markery masy.
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Fot. 4.

Materiat biopsyjny pobrany od pacjentki (B.R. 1.39) z rozpoznaniem
srodnablonkowej neoplazji szyjki macicy duzego stopnia.

Metoda hybrydyzaciji in situ z zastosowaniem sondy znakowane;j
biotyna. Wykazano obecnos¢ DNA HPV 16/18 w jadrach komorek
nablonka (pow. 400x).
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Fot. 5.

Material biopsyjny pobrany od pacjentki (M.S. 1.53) z rozpoznanym
rakiem szyjki macicy.

Metoda hybrydyzacji in situ z zastosowaniem sondy znakowane]
biotyng. Wykazano obecnos¢ DNA HPV 16/18 w jadrach komorkowych
(pow. 400x).
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Fot. 6.

Analiza produktow PCR uzyskanych po amplifikacji DNA izolowanego
z materialéw negatywnych w badaniu metoda hybrydyzacji in situ.
A. metoda elektroforezy w 2% zelu agarozowym wykazano obecnos¢
DNA HPV 16 w lini nr 3,4,5,8,9; linia nr 10,11 - markery masy
B. metoda Southern blot wykazano obecnos¢ DNA HPV 16
w lininr 3,4,5,7.8.9.

!

246 bp HPV 16




Fot. 7.

Wykazanie obecnosci biatka p53 metoda immunohistochemiczna
z zastosowaniem swoistych przeciwcial monoklonalnych.

Material biopsyjny pacjentki (J.S. 1.41) z rozpoznaniem raka szyjki
macicy; A. - powigkszenie 100x, B. - powigkszenie 400x.
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9. STOSOWANE SKROTY

bp - (1lo$¢) par zasad

BSA - albumina surowicy bydlecej

CDK - (cyclin - dependent -kinase) kinaza cyklino-zalezna

CIN - (cervical intraepithelial neoplasia) srodnablonkowa neoplazja szyjki
macicy

E - (early genes) geny wczesne wirusa

E2F - komorkowy czynnik transkrypcyjny

E6-AP - biatko zwiazane z wirusowym biatkiem E6

EDTA - 56l sodowa kwasu etylenodiaminoczterooctowego

EGF - (epidermal growth factor) naskérkowy czynnik wzrostu

EV - epidermodysplasia verruciformis

HPYV - (human papillomavirus) ludzki wirus Papilloma

ISH - (in situ hybridization) metoda hybrydyzacji in situ

L - (late genes) geny p6Zne wirusa

OREF - (open reading frame) otwarta ramka odczytu

p53 - biatko bedace produktem genu supresorowego

PBS - zbuforowany roztwor soli fizjologicznej z chlorkiem wapnia i chlorkiem
magnezu

PCR - (polymerase chain reaction) fancuchowa reakcja polimerazy

pRb - biatko bgdace produktem genu supresorowego

RNA-za - rybonukleaza

SDS - siarczan dodecylu sodu

temp. - temperatura

Tris - trojhydroksymetylenoamino metan

URR - (upstream regulatory region) region regulatorowy genomu wirusa
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