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1. UVOD



1.1.Maternica kao dio Zenskog spolnog sustava

1.1.1. Anatomija i histologija

Zenski spolni sustav ¢ine stidnica, rodnica, maternica, jajovodi i jajnici. Maternica (lat.
uterus) je gradena iz dva dijela: trup maternice (lat. corpus uteri) i grli¢ maternice (lat. cervix
uteri) koji medusobno zatvaraju kut od 120°. Trup maternice je kruSkolikog oblika s vrhom
okrenutim prema dolje, unutar kojeg se nalazi trokutasta Supljina (lat. cavum uteri). Graden je
od tri sloja: perimetrija, miometrija i endometrija. Gornji, proSireni dio trupa maternice
sepreko suzenog dijela (lat. isthmus) nastavlja u grli¢ maternice. Grli¢ maternice je tubularnog
oblika, duzine 4 i Sirine oko 3 cm. Gotovo polovinom svoje duzine nalazi se unutar rodnice
(1). Anatomski se dijeli u egzocervikalni dio (lat. portio vaginalis, exocervix) i endocervikalni
dio. Egzocervikalni dio je, poput stidnice i rodnice, obloZen viseslojnim plocastim epitelom.
Endocervikalni dio je pokriven mucinoznim cilindri¢énim epitelom koji se spusta duboko u

endocervikalnu stromu i stvara endocervikalne Zlijezde (2).

1.1.2. Skvamokolumnarna granica

Skvamokolumnarna granica podrucje je grlica maternice gdje viseslojni plocasti epitel
prelazi u mucinozni cilindri¢ni epitel. Ovo podrucje od izrazitog je znafaja u nastanku
preinvazivnih promjena i raka grli¢a maternice. Njezina anatomska lokacija mjenja se tijekom
Zivota Zene te se mozZe na¢i manje ili viSe unutar endocervikalnog kanala. U adolescentica i
mladih Zena granica je u razini vanjske osi endocervikalnog kanala, vidljiva golim okom kao
oStro ograni¢eno podrucje (lat. ectropion). Osjetljivi cilindricni epitel u podrucju
skvamokolumnarne granice izloZen je kiselom pH rodnice i podlijeZe metaplaziji u manje
osjetljiv plocCasti epitel. Podrucje novostvorenog plocastog epitela naziva se i ,,zonom
transformacije (Slika 1). Tijekom generativne dobi Zene granica se pomice unutar

endocervikalnog kanala, a u postmenopauzi obicno vise nije vidljiva golim okom (1, 3).



Squamo-columnar
junction

Ectocervix

Transformation zone

Slika 1. Zona transformacije. Preuzeto s http://geoffreye-

reedlife.blogspot.com/2010/12/cervical-transformation-zone.html.

1.1.3. CitoloSke osobitosti epitelnih stanica grli¢a maternice

Medu stanicama viSeslojnog plocastog epitela moZemo razlikovati bazalne,
parabazalne, intermedijarne i superficijalne stanice. RazliCite vrste stanica predstavljaju
razli¢ite stupnjeve diferencijacije viSeslojnog plocCastog epitela, a razlikuju se prema velicini
te obliku stanice i jezgre (1, 4).

o Bazalne stanice su male, okrugle do ovalne stanice s mjehurastom, centralno
polozenom jezgrom i oskudnom bazofilnom citoplazmom. Rijetko se nalaze u
citoloSkom razmazu, a njihovo prisustvo moze upuéivati na patoloski proces ili
agresivno uzorkovanje epitela.

o Parabazalne stanice su nesto vece, okruglog do ovalnog oblika, fino vakuolizirane
citoplazme s relativno krupnom, centralno poloZenom jezgrom. Ovaj tip stanica

dominantan je kod Zena u postmenopauzi te prije menarhe.


http://geoffreye-reedlife.blogspot.com/2010/12/cervical-transformation-zone.html
http://geoffreye-reedlife.blogspot.com/2010/12/cervical-transformation-zone.html

o Intermedijarne  stanice su ovalnog (male intermedijalne stanice) do
poligonalnogoblika (velike intermedijalne stanice), bazofilne citoplazme s
vezikularnom jezgrom. Sadrze manje ili vece nakupine glikogena, a rubovi stanica su
najcesce lagano zarolani.

o Superficijalne stanice su poligonalne stanice koje potjecu iz najpovrsnijih slojeva
epitela. Imaju malu piknoti¢nu jezgru i obilnu eozinofilnu citoplazmu. Po veli¢ini se

ne razlikuju od velikih intermedijarnih stanica (Slika 2).

Figure 5-5 Mature squamous cells characterized by production of a large, resilient cytoplasmic surface.
The condensed (pyknotic) nucleus is comparatively small. This cell type is eminently suited for the exercise of
protective function. (Human buccal epithelium.)

Copyright ® 2006 Lippincott Williams and Wilkins.

Slika 2. Superficijalne i intermedijalne epitelne stanice. Preuzeto iz Koss LG,2005.

Endocervikalne stanice su cilindri¢ne stanice koje se javljaju u dva oblika, kao
sekretorne stanice i stanice s trepetljikama. Nalaze se u ploSnim nakupinama i palisadama.
Jezgre su im ovalne, vezikularne s prominentnim sitnim nukleolom, polozene periferno.

Svijetlo - bazofilna citoplazma im je fino vakuolizirana ili homogena, ispunjena sluzi (1, 4).



1.2. Preinvazivne lezije i rak grlica maternice

1.2.1. Epidemiologija

Rak grli¢a maternice na tre¢em je mjestu po ucestalosti malignih novotvorina u Zena.
Prema podatcima Svjetske zdravstvene organizacije (SZO) u svijetu se dijagnosticira oko
530000 novooboljelih Zena godiSnje, od ¢ega prosjecno umire 275000 Zena. GodiSnja stopa
ucestalosti znacajno varira u razli¢itim djelovima svijeta (Slika 3). Kre¢e se od 10/100000
zena godiSnje u razvijenim zemljama do 40/100000 Zena u zemljama u razvoju (5). U JuZnoj
Americi, Africi 1 Aziji najceS¢a je maligna novotvorina u zena (6). U zemljama Europe,
unato¢ znacajnom padu ucestalosti i stope smrtnosti tijekom posljednih desetlje¢a, od ove

bolesti godisnje obolijeva oko 58400, a umire gotovo 24400 Zena (7).
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Slika 3. Incidencija raka vrata maternice u svijetu, 2012.g. Preuzeto s

http://globocan.iarc.fr/Pages/fact_sheets cancer.aspx



http://globocan.iarc.fr/Pages/fact_sheets_cancer.aspx

U Republici Hrvatskoj rak grlica maternice nalazi se medu sedam vodec¢ih malignih
bolesti u zena (Slika 4) i drugi je naj¢esce dijagnosticirani maligni tumor u dobnoj skupini 25-
29 godina, odmah nakon raka dojke. U razdoblju od 2001. do 2011.godine, ukupno je oboljelo
3759 Zena, od toga 307 Zena u Splitsko-dalmatinskoj Zupaniji (7). Najveca ucestalost raka
grliéa maternice zabiljeZena je u Sibensko-kninskoj (84,2/100 000), a najmanja u Pozesko-

slavonskoj zupaniji (2,3/100 000).

ZENE - Females all ages (n = 9684)

Slika 4. Incidencija raka u Zena u Hrvatskoj za 2011.godinu. Preuzeto s

http://www.hzjz.hr/wp-content/uploads/2013/11/rak_2011.pdf
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1.2.2. Etiologija i ¢imbenici rizika

Infekcija Humanim papiloma virusom (HPV) i rizicno spolno ponasanje najvazniji su
¢imbenicirizika za nastanak raka grlica maternice. Rizik HPV-infekcije u spolno aktivnih
Zena 1 muskaraca tijekom njihova Zivota iznosi oko 50%. Osim ucestalog mjenjanja spolnih
partnera vazan je i broj spolnih partnera, a najveci rizik infekcije imaju Zene mlade od 25

godina (8, 9, 10).
Ostali ¢imbenici rizika koji se povezuju s HPV-infekcijom i rakom grli¢a maternice su:

» stupanje u spolni odnos u ranoj zivotnoj dobi ( <18 godina)

» nezasti¢eni spolni odnos

» rana dob prve dovrsene trudnoce (< 18 godina)

» multiparitet (4 i viSe vaginalnih porodaja)

» uporaba kombinirane hormonske oralne kontracepcije duze od 5 godina

» anamneza o drugim spolno prenosivim bolestima [klamidija, humani virus
imunodeficijencije (HIV), herpes simlex virus 2]

» kroni¢ne upale donjeg dijela spolnog sustava

» imunosupresivna stanja

» puSenje (rizik raste s koli¢inom cigareta po danu i broju pusackih godina (5, 9).

1.2.2.1. Humani papiloma virus

Humani papiloma virus je mali DNA virus promjera oko 50 nm koji pripada porodici
Papillomaviridaes. Sastoji se od dvolancane, kruzne DNA (episoma), duzine oko 8 000
parova baza i u potpunosti je ovisan o mehanizmima replikacije stanice domacina. Na temelju
slijeda nukleotida HPV se dijeli u genotipove i varijante. Do danas je izolirano oko 200
razli¢itih HPV genotipova. Prema tipu lezija koje uzrokuju dijele se u tipove visokog rizika
(eng. High Risk; HR) s onkogenim potencijalom i tipove niskog rizika (eng. Low Risk; LR),
koji uzrokuju dobrocudne genitalne bradavice ili kondilomeu podru¢ju malih usana, rodnice,
anusa,tena glavi penisa i prepuciju. Infekcija tipovima niskog rizika moZze biti asimptomatska
ili popracena umjerenim svrbeZom, krvarenjem i boli (11, 12, 13). U vise od 95% karcinoma
grli¢a maternice dokazano je petnaest genotipova HPV-a (HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59, 68, 73 1 82) §to odgovara njihovom snaznom onkogeniom potecijalu i svrstava

ih u visokorizi¢ne genotipove (5).



Genom virusa sastoji se od tri skupine gena: geni kontrolne regije (LCR), strukturni
kasni geni L1 1 L2 (eng. Late; L) koji kodiraju proteinsku ovojnicu, i rani geni (eng. Early; E)
koji kodiraju proteine ukljucene u kontrolu dijeljenja virusa, izrazaja gena i interakcije sa
stani¢nim proteinima domacina. Dva rana proteina, E6 1 E7, su virusni onkogeni ukljuceni u
niz stanicnih procesa medu kojima su najznacajniji podrzavanje stani¢ne proliferacije i
stanicne besmrtnosti, §to su kljuéni koraci u karcinogenezi raka grlica maternice.
Najznacajniji mehanizmi indukcije karcinogeneze su interakcija virusnih onkogenih proteina

E6 i E7 s tumor supresorskim proteinima p53 i pRB (11, 14).

HPV se prilagodio Zivotnom ciklusu epitelnih stanica, dinamici diferencijacije i
obnavljanja epitela, inficiraju¢i bazalne epitelne stanice. Infekcija najéeSce nastaje putem
mikrotraume epitela. HPV genom u inficiranim bazalnim stanicama prisutan je u formi
episoma, a umnaza se koriste¢i replikacijske mehanizme stanice domacina. Svrha je ovog
procesa povecanje broja inficiranih stanica. Kada je infekcija sigurno uspostavljena, HPV se
Sirl na povrsSinu epitela gdje se formiraju virioni, otpustaju se u okolinu i $ire neposrednim

kontaktom zarazenog epitela i sluznice novog domacina (11).

Vise tipova HPV-a moZe koegzistirati u preinvazivnim 1 invazivnim oblicima raka
grlica maternice (5, 15). Najveci onkogeni potencijal za razvoj raka plocastih stanica ima
HPV 16. HPV 18 u najvecem broju slucajeva uzrokuje adenokarcinom koji unato¢ manjoj
ucestalosti spada u vrlo agresivne tumore (16). Dok su visokorizi¢ni genotipovi 16 i 18
odgovorni za nastanak gotovo 90% raka vrata maternice, sve veca prisutnost genotipova 31 i
45 zamjecCuje se u zemljama u razvoju (5). Infekcija HPV virusom prisutna je u znacajnom
postotku i u tumorima drugih sijela kao $to su anus (88%), vulva (43%), penis (50%), rodnica

(70%) 1 orofarinks (12% - 56%) (17).



1.2.3. Prevencija
1.2.3.1. Primarna prevencija

Postupci primarne prevencije obuhvacaju mjere zastite od svih ¢imbenika rizika koji
dovode do nastanka raka grlica maternice. Jedna od klju¢nih preporuka je edukacija o
spolnom zdravlju i odgovornom spolnom ponasanju (8). HPV infekcija najcesc¢a je spolno
prenosiva bolest, a genitalnu infekciju ovim virusom tijekom zivota stekne 75-80% spolno
aktivnih zena i musSkaraca. Prijenos virusa se ostvaruje izravnim kontaktom koze spolnih
partnera, neizravno putem kontaminiranih predmeta (rucnici, spuzve, povrSine) te
autoinokulacijom iz okolnih podruc¢ja koze. Perianalno i skrotalno podrucje su cCesta sijela
kontaminacije virusom S§to omogucava prijenos infekcije i bez vaginalne i/ili analne
penetracije. Uporaba kondoma ne pruza potpunu zastitu od infekcije jer ne prekriva u
potpunosti podrucja koZe koja su potencijalno kontaminirana virusom. Preko 90% infekcija

regredira spontano unutar 1-2.godine (8, 9).

Prestanak pusenja, prehrana bogata antioksidansima kao §to su vitamin C, E, A,
karoten, lutein, likopen, kalcij i polinezasi¢ene masne kiseline mogu pomoc¢i u smanjenju

rizika nastanka prekanceroza i raka grli¢a maternice (18).

Otkri¢e uzrocno-posljedicne veze izmedu visokorizi¢nih onkogenih tipova HPV-a i
raka grli¢a maternice dovelo je do razvoja cjepiva protiv HPV-a. Od 2006. godine na trziStu
se nalazi rekombinantno Cetverovalentno cjepivo, Gardasil (Merck, Pennsylvania) protiv
visokoonkogenih tipova HPV 161 18 te tipova HPV 61 11 koji dovode do nastanka genitalnih
bradavica. Od 2009.godine na trzistu je 1 dvovalentno cjepivo Cervarix (Glaxo Smith Klein,
Belgium) koje §titi od infekcije HPV-om 16 i 18. Oba cjepiva su profilakticka i pokazuju
visoku imunogenost (100%) 1 efikasnost (>90%) protiv trajne infekcije onih HPV tipova koje

sadrzi cjepivo. Cjepiva su dobrovoljna, a uvedena su u vise od 100 zemalja svijeta (5, 18).

HPYV cjepiva su najucinkovitija ako se primjenjuju kod djevojc€ica ili mladih Zena prije
izlaganja HPV infekciji, odnosno prije stupanja u nezasticene spolne odnose (11). Ciljna
skupina su djevojke od 10 do 15 godina starosti. Cjepivo se daje intramuskularno u tri doze po

shemi 0, 2, 6 mjeseci. Postojece studije potvrdile su petogodisnje trajanje zastite (5, 8).



1.2.3.2. Sekundarna prevencija

Cilj sekundarne prevencije je otkrivanje asimptomatskih preinvazivnih lezija odnosno

ranog raka grli¢a maternice. Postoje brojne metode probira preinvazivnih oblika i invazivne

bolesti:

a)
b)
c)
d)
e)
f)

g
h)

Ostale tehnike poput kolposkopije, cervikografije 1 mikrokolpohisteroskopije se koriste za

Citoloska analiza (konvencionalni razmaz ili tekucéinska citologija)

Direktna vizualna inspekcija (DVI)

Vizualna inspekcija pomocu 3%-5% octene kiseline (VIA)

Vizualna inspekcija pomocu 3%-5% octene kiseline s pove¢anjem (VIAM)
Vizualna inspekcija pomoc¢u Lugolove otopine (VILI)

HPV DNA testiranje

Spekuloskopija

Polarne probe

dalnju procjenu abnormalnih nalaza (18).
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1.3. Dijagnostika intraepitelnih lezija i HPV infekcije

1.3.1. CitoloSka analiza

Metoda koja se najcesce primjenjuje u probiru ranog otkrivanja raka grli¢a maternice

je konvencionalni citoloski obrisak po Papanicolaou (Papa test). Ova jednostavna i jeftina

metoda uvedena je u klinicku praksu 50.-ih godina 20 st. Uzorkovanje za citoloSku analizu
v1si ginekolog, bilo drvenom Spatulom i Stapi¢em s vatom za konvencionalni Papa razmaz,

bilo posebno dizajniranom ¢etkicom za metodu tekucinske citologije (LBC) (Slika 5) (1).

Slika 5. Uzimanje Papa razmaza. Preuzeto s

http://www.cybermed.hr/centri_a_z/rak _vrata maternice i _hpv/sto je papa_test
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Tekucéinska citologija (LBC) je metoda pri kojoj se posebno dizajniranom cetkicom

(cytobrush) uzima uzorak s grli¢a maternice i prenosi u teku¢i medij koji djeluje kao fiksativ

).
Prednosti tekucinske citologije u odnosu na konvencionalni Papa razmaz su:

e gotovo 100% uzorkovanih stanica je fiksirano, obradeno i morfoloski analizirano

e tekucinska fiksacija sprjeCava nastanak artefakta

e homogenizirani uzorak u jednoslojnom sedimentu

e manja povrsina za analizu (ThinPrep, 20-mm)

e (ista pozadina bez krvi, sluzi i/ili upalnih stanica koje bi ometale analizu

e znacajno manje neadekvatnih uzoraka

e povecana detekcija skvamoznih intraepitelnih promjena visokog stupnja

e moguénost vefeg broja analiza iz istog uzorka (testiranje na HPV, klamidiju,
gonoreju)

e rezidualni materijal omogucéuje dodatnu imunocitokemiju unutar 6-12 tjedana bez

naknadnog pozivanja pacijentice (4)

1.3.2. Klasifikacija citoloSkih nalaza - Bethesda 2001.

Abnormalni nalazi Papa-testa klasificiraju se prema tzv. Bethesda sistemu iz 2001.

godine (19).

Termin ,,ploCaste intraepitelne lezije* (eng. Squamous Intraepithelial Lesion, SIL)
obuhvaca spektar neinvazivnih abnormalnosti plocastog epitela vezanih uz HPV infekciju, u
rasponu od promjena koje su vezane za prolaznu HPV infekciju pa do abnormalnosti epitela
koje imaju visoki rizik progresije u invazivnu leziju. Prema Bethesda sistemu, ovaj spektar
promjena dijeli se u dvije kategorije: plocCaste intraepitelne lezije niskog stupnja (eng. Low-
grade Squamous Intraepithelial Lesion, LSIL) i plocCaste intraepitelne lezije visokog stupnja

(eng. High-grade Squamous Intraepithelial Lesion — HSIL) (19).
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Plocasta intraepitelna lezija niskog stupnja - LSIL

LSIL ukljuCuje promjene na stanicama definirane kao ,,HPV citopatski efekt

(kolilocitoza), blaga displazija i cervikalna intraepitelna neoplazija 1 (CIN 1) (19).

Citomorfoloski kriteriji koji su potrebni za LSIL dijagnozu ukljucuju:

e povecani omjerom jezgra/citoplazma.

e razlicit stupanj hiperkromazije uz varijacije u veli¢ini, obliku i broju jezgara.

e mogucu binukleaciju i multinukleaciju
e grubo zrnati kromatin
e jezgrica je odsutna, ili neprimjetna ukoliko je ima.

e nepravilan oblik jezgrine membrane

e perinuklearno prosvjetljenje - halo (koilocitoza) ili keratinizirajuca citoplazma (Slika

6) (19).

~%a , ol a

Figure 11-45A Low-grade squamous intraepithelial lesions with koilocytes. Numerous koilocytes in one
field of a cervical smear corresponding to the tissue biopsy shown in B.

Copyright @ 2006 Lippincott Williams and Wilkins.

Slika 6. Plocasta intraepitelna lezija niskog stupnja Preuzeto iz Solomon D, Nayar R 2004.
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Stanice s koilocitozom moraju pokazivati abnormalnosti jezgre kako bi se
dijagnosticirale kao LSIL, a perinuklearni halo u odsutnosti abnormalnosti jezgre ne moze se

interpretirati kao LSIL (19).

Plocasta intraepitelna lezija visokog stupnja — HSIL

HSIL ukljucuje lezije definirane kao umjerena (CIN 2) i teska displazija (CIN 3) te
karcinom in situ (CIS) (19).

Citomorfoloski kriteriji koji su potrebni za HSIL dijagnozu ukljucuju:

e stanice koje su manje i nezrelije od stanica LSIL-a, pojedinacne ili u sincicijskim
nakupinama

e povecan omjera jezgra/citoplazma

e hiperkromazija

e nepravilan oblik jezgrine membrane, urezi

e povremeno izrazeni nukleoli (u stanicama HSIL-a koje se §ire na endocerviks)

e citoplazma oskudnija/oskudna, nezrela, ,cCipkasta®, njezna, povremeno gusto

keratinizirana (Slika 7) (19).

Figure 11-32D Dysplastic (dyskaryotic) parabasal squamous cells. Oil immersion view of nuclei of
parabasal dysplastic cells to coarse gr ion of chr . irregular hapes, and a |
“crease.”

Copyright @ 2008 Lippincott Williams and Wilkins.

Slika 7. Plocasta intraepitelna lezija visokog stupnja Preuzeto iz Solomon D, Nayar R 2004.
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Atipicne plocaste stanice (Atypical Squamous Cells — ASC )

Termin ,,atipi¢ne plocaste stanice* ukljucuje promjene na stanicama koje nisu vezane
uz HPV infekciju te promjene koje upucuju na mogucu podlezecu intraepitelnu leziju. Brojna
reaktivna stanja kao $to su upala, artefakti zbog suSenja preparata na zraku te atrofija s
degeneracijom mogu morfoloski oponasSati intraepitelne lezije. U ASC kategoriji promjene na
stanicama ne zadovoljavaju u potpunosti (kvalitativno niti kvantitativno) kriterije za jasnu

dijagnozu intraepitelne lezije. Dijeli se na dvije podkategorije, a ASC-US i ASC-H (19).

1. Atipi¢ne plocaste stanice neodredenog znacenja (eng. Atypical Squamous Cells of

Undetermined Significance, ASC-US)

Citomorfoloski kriteriji koji su potrebni za ASC-US ukljucuju:

e dvaipol do tri puta vecejezgre od jezgara normalnih intermedijarnih plocastih stanica

e povecan omjer jezgra-citoplazma

e minimalna hiperkromazija jezgre i blaze nepravilnosti u rasporedu kromatina ili oblika
jezgre.

e gustom orangeofilicnom citoplazmom (,,atipi¢na parakeratoza‘®) (19).

2. Atipi¢ne plocaste stanice — ne moze se iskljuéiti HSIL (ASC-H)

Ova kategorija uklju¢uje manje od 10% ASC nalaza. Male stanice s visokim udjelom

jezgra/citoplazma omjerom: ,,atipi¢na nezrela metaplazija“ (19).
Citomorfoloski kriteriji koji su potrebni za ASC-H:

e pojedinacne stanice ili manje nakupine
e pojedinacne stanice su veli¢ine metaplasticnih stanica, s jezgrama koje su jedan i pol
do dva 1 pol puta vece od normalnih

e omjer jezgra/citoplazma slian je kao kod HSIL (19).

3. HSIL — ne moze se iskljuditi invazija

Ova citoloSka dijagnoza rezervirana je za uzorke s tumorskom dijatezom (nekroza, krv
i detritus u pozadini) bez nalaza malignih stanica odnosno za nalaz izrazito pleomorfnih HSIL

stanica bez tumorske dijateze u podlozi (19).
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Invazivni karcinom plocastih stanica

Citomorfoloska dijagnoza invazivnog karcinoma temelji se na nalazu polimorfnih
epitelnih stanica koje pokazuju diferencijaciju prema plocastom epitelu, u tumorskoj nekrozi

(19).
Citomorfoloski kriteriji koji su potrebni za dijagnozu invazivnog karcinoma:

e pojedinacne stanice ili manje nakupine

e izrazita varijacija u obliku 1 veli€ini stanica, vretenasti oblici s gustom acidofilnom
citoplazmom

e grubo granulirani kromatin, hiperkromazija ili prosvjetljenje kromatina

e makronukleoli u nekeratiniziranom tipu

e keratoti¢ne promjene (,,hiperkeratoza® ili ,,pleomorfna parakeratoza“)

e tumorska dijateza (Slika8) (19).

Figure 11-71B Invasive squamous carcinoma. Extraordinary variety of squamous cancer cells in a SurePath

Copyright ® 2008 Lippincott Williams and Wilkins

Slika 8. Invazivni plocasti karcinom. Preuzeto iz Solomon D, Nayar R 2004.
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1.3.3. Molekularna analiza

Vec¢ina komercijalnih testova za dokazivanje HPV DNA temelji se na dvijema
osnovnim molekularno bioloskim metodama:polimeraza lan¢anoj reakciji (PCR, Polymerase
Chain Reaction) i hibridizaciji. PCR metoda temelji se na umnozavanju dijela DNA molekule
pomocu enzima DNA polimeraze, a ciljni dio molekule koji ¢e se umnozavati odreduje se
izborom pocetnica (eng. primer) koje omeduju umnozeni fragment. Izborom pocetnica
osigurava se specificnost testa, a osjetljivost se postize ciklickim umnozavanjem istog
fragmenta u prosjeku od 35 ciklusa. Najcesce se koriste pocetnice koje umnozavaju L1, E6 i
E7 regiju virusne DNA. Odredivanje prisutnosti specificne HPV DNA ili odredivanje
genotipa HPV virusa mozZe se vrSiti nekom od metoda hibridizacije. Neki od dostupnih
testova za dokazivanje HPV DNA su Hybrid Capture 2 (Digene Corp, Gaithersburg, SAD),
Amplicor HPV test (Roche Molecular Systems, Basel, Svicarska), Linear Array HPV
genotyping test (Roche) i PapilloCheck (Grainer Bio-One GmbH, Frickenhausen, Njemacka)

(11).
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2. CILJEVIISTRAZIVANJA
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Ciljevi ovog istrazivanja su:

e odrediti udio pojedinih citoloskih dijagnoza nakon morfoloske analize uzoraka grlica

maternice uzetih metodom tekuéinske citologije (LBC)

e odrediti udio uzoraka koji su molekularnom analizom pozitivni na HPV visokog rizika

e utvrditi valjanost citoloSke analize 1 citomorfoloskih promjena vezanih uz HPV

infekciju u odnosu na HPV tipizaciju
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3. ISPITANICE I METODE ISTRAZIVANJA
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3.1. Ispitanice

Istrazivanjem je obuhvaceno 330 ispitanica ¢iji su uzorci brisa grli¢a maternice uzeti
metodom tekuéinske citologije (LBC) od sije¢nja 2010. do prosinca 2013.g. Uzorci su
obradeni u Klinickom zavodu za patologiju, sudsku medicinu 1 citologiju. Nakon
citomorfoloske analize uzorci su molekularnom metodom tipizirani na HPV visokog rizika.
Medijan zivotne dobi ispitanica ukljucenih u istrazivanje iznosio je 41 godinu (min-max, 21-

82 god.).

3.2. Organizacija studije

Ova studija je presjecna retrospektivna.

3.3. Mjesto studije

Istrazivanje je provedeno na Klinickom zavodu za patologiju, sudsku medicinu i

citologiju KBC Split.

3.4. Metode prikupljanja i obrade podataka

Podatci su prikupljeni pretraZivanjem citoloskih i patoloSkih protokola Klinickog
zavoda za patologiju, sudsku medicinu 1 citologiju KBC Split. Uvidom u medicinsku

dokumentaciju dobiveni su podatci o dobi ispitanica, citoloSkom nalazu i HPV tipizaciji.

Zaprimljeni LBC uzorci obradeni su na ThinPrep 2000 procesoru. Obrada ukljucuje
nekoliko koraka: disperziju 1 homogenizaciju stani¢ne suspenzije, vakum usisavanje stanica
na povrSinu filtra pri ¢emu uredaj prati gustoCu stanica i omogucava prijenos stanica na
predmetno stakalce u jednom sloju uz blago pozitivan tlak. Stakalce se fiksira u 95% etanolu 1
boja klasicnom metodom po Papanicolaou. Citoloski nalaz klasificiran je prema Bethesdi

2001. (19). Nakon morfoloske analize uzorak je poslan na molekularnu analizu.
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U Laboratoriju za klinicku 1 sudsku genetiku Klini¢ckog zavoda za patologiju, sudsku
medicinu i citologiju KBC-a Split provedena je molekularna analiza. KoriSten je

AMPLICOR® Human Papilloma Virus (HPV) Test koji koristi amplifikaciju ciljane DNA

pomocu PCR (Polymerase Chain Reaction) 1 hibridizaciju nukleinske kiseline za detekciju
visokorizicnth HPV DNA genotipova 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 591 68 u

stanicama grli¢a maternice uzetih metodom tekucinske citologije.

Ispitanice koje su imale prethodno poznat nalaz te se nije trazila tipizacija iz

zaprimljenog LBC uzorka, iskljucene su iz ovog istrazivanja.

Prikupljeni podatci uneseni su u programske pakete Microsoft Office za obradbu

teksta te Microsoft Excel za izradbu tabli¢nog prikaza.
Pri statistickoj obradi podataka koristen je program SPSS verzija 10.0 for Windows.

U analizi podataka koriSteni su y2 i Mc Nemara test. Rezultate smo komentirali na

razini znacajnosti p<0.05.
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4. REZULTATI
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U izabranom studijskom razdoblju od sije¢nja 2010. do prosinca 2013. godine,

istrazivanjem je obuhvaceno 330 ispitanica.

U Tablici 1. prikazan je broj (%) ispitanica prema citoloSkom LBC nalazu u odnosu na
HPYV tipizaciju. Uredan citomorfoloski nalaz (LBC) imala je 161 (48.8%) ispitanica od kojih
u 106 (66%) molekularnom analizom nije dokazan HPV visokog rizika. Atipi¢ne stanice
(ASC-US, ASC-H, AGC) nadene su u ukupno 33 (10% ) ispitanica od kojih je 17 (51.5%)
bilo negativno na HPV visokog rizika, dok je kod 16 (48.5%) ispitanica molekularnom
analizom dokazan HPV visokog rizika. Prema definiranim citoloskim kriterijima ukupno 130
(39.4%) uzoraka zadovoljavalo je morfoloske kriterije za plocastu intraepitelnu leziju i to 89
(27%) za intraepitelnu leziju niskog rizika (CIN 1) i 41 (12.4%) za intraepitelnu leziju visokog
rizika (7.9% CIN 1II; 4.5% CIN III). HPV tipizacija je u 54.2% uzoraka dokazala HPV
visokog rizika.U Sest ispitanica uzorak je bio neadekvatan za citomorfolosku analizu. U dva

od Sest uzorka izoliran je HPV visokog rizika.

Tablica 1.Prikaz broja (%) ispitanica prema citoloskom LBC nalazu u odnosu na HPV

tipizaciju.
HPYV visokog HPYV visokog
Citoloski nalaz (LBC) Ukupno rizika negativan  rizika pozitivan
N=330 N=151 N=179
Neadekvatan uzorak 6(1.8) 4(2.6) 2(1.1)
Uredan citoloski nalaz 161 (48.8) 106 (70.2) 55 (30.7)
ASC-US 18 (5.5) 13 (8.6) 5(2.8)
ASC-H 4(1.2) 0 4(2.2) p*
AGC 11 (3.3) 4(2.6) 7(3.9) <0.001
LSIL (CINI) 89 (27) 21 (13.9) 68 (38)
HSIL (CIN II) 26 (7.9) 3(2) 23 (12.8)
HSIL (CIN III) 15 (4.5) 0 15 (8.4)

*)(2 test;
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Nadena je statisticki znacajna razlika u razdiobi citoloskih nalaza (LBC) u odnosu na
HPV tipizaciju (x2=78; p<0.001). U skupini HPV negativnih ispitanica je za 2.3 puta vise
morfoloski urednih citoloskih nalaza i 3 puta vise citoloskih dijagnoza ASCUS u odnosu na
skupinu HPV pozitivnih ispitanica. U skupini ispitanica pozitivnih na HPV visokog rizika, 2.7
puta je vise citoloskih dijagnoza CIN I, i 6.4 puta viSe citoloskih dijagnoza CIN II u odnosu
na skupinu ispitanica negativnih na HPV visokog rizika. Sve ispitanice s citoloSkom

dijagnozom ASC-H i CIN III su pozitivne na HPV visokog rizika.

Za potrebe daljnje statisticke analize, grupirali smo citoloSke LBC nalaze u dvije
skupine (Slika 9.). Prva skupina ukljucuje ispitanice s morfoloski urednim citoloSkimnalazom,
atipicnim plocCastim stanicama neodredenog znacenja (ASC-US) te atipicnim zljezdanim
stanicama (AGC). Druga skupina ukljucuje ispitanice s citolosSkom dijagnozom ASC-H, CIN
I, CIN IT'i CIN III.

HPV visokog rizika

B uredan citoloski nalaz, ASC-US,AGC MASC-H,CIN 1, 11111

Slika 9. U skupini ispitanica negativnih na HPV visokog rizikaje 2.2 puta vise zastupljeno
citoloskih urednih nalaza, ASC-US i AGC (stupi¢ s kosim linijama) u odnosu na skupinu HPV
pozitivnih ispitanica. U skupini ispitanica pozitivnih na HPV visokog rizika je za 3.9 puta vise
zastupljeno citoloskih dijagnoza ASC-H, CIN I, II i Il (stupi¢ s okomitim linijama) u odnosu
na skupinu HPV negativnih ispitanica (y2=69.5; p<0.001).
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U Tablici 2. usporedeni su rezultati HPV tipizacije i1 citomorfoloskih promjena na
stanicama vezanih uz HPV infekciju. Iskljuceno je Sest ispitanica u kojih je uzorak bio

neadekvatan za citolo$ku analizu.

Tablica 2. Prikaz broja (%) ispitanica prema rezultatima HPV tipizacije i citomorfoloskim

promjenama vezanim uz HPV infekciju.

HPYV tipizacija
HPYV visokog rizika  HPV visokog rizika
Varijable negativan pozitivan
N=147 N=177
Bez citomorfoloskih
132 (89.8) 71 (40.1)
znakova HPV infekcije p*
Suspektna HPV <0.001
4 (2.7 20 (11.2)
infekcija
Citomorfoloske
promjene vezane uz 11 (7.5) 86 (48.6)
HPV

*XZ test;

U skupini ispitanica negativnih na HPV visokog rizika je za 2.2 puta viSe ispitanica bez
citomorfoloskih znakova HPV infekcije u odnosu na skupinu ispitanica pozitivnih na HPV
visokog rizika. U skupini ispitanica pozitivnih na HPV visokog rizika je za 4.2 puta vise
citoloSki suspektnih HPV nalaza i za 6.5 puta viSe ispitanica s nalazom jasnih citomorfoloSkih

promjena vezanih uz HPV infekciju (¥2=85; p<0.001).
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U daljnjoj analizi Zeljeli smo utvrditi valjanost citomorfoloSkog nalaza HPV infekcije
u odnosu na nalaz HPV tipizacije kao referentne metode. Mc Nemara testom utvrdena je
statisticki znaCajna razlika izmedu rezultata HPV tipizacije i procjene HPV infekcije putem

citomorfoloskih promjena (¥2=35; p<0.001) (Tablica 3.).

Tablica 3.Prikaz broja (%) ispitanica prema rezultatima HPV tipizacije i citomorfoloskim

promjenama vezanim uz HPV.

HPYV tipizacija
HPYV visokog HPYV visokog rizika Ukupno
Varijable
rizika pozitivan negativan
Citomorfoloske promjene
106 (59.9) 15 (10.2) 121 (37.3)
vezane uz HPV (LBC)
Bez citomorfoloskih znakova
71 (40.1) 132 (89.8) 203(62.7)
HPYV infekcije (LBC)
Ukupno 177 (100) 147 (100) 324 (100)

Osjetljivost citomorfoloske analize (LBC) u procjeni HPV infekcije = 106/177 (60.4%)
Specificnost = 132/147 (89.8%)

Pozitivna prediktivna vrijednost = 106/121 (88%)

Negativna prediktivna vrijednost = 132/203 (65%)

Toc¢nost citomorfoloSke analize (LBC) u procjeni HPV infekcije = 106+132/324 (73.4%)
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Da bismo izna$li $to nepodudarnost u McNemara testu znaci u klinickom smislu

napravili smo slijedecu tablicu (Tablica 4).

Tablica 4.Broj bolesnica (N) prema citoloskom nalazu u odnosu na citomorfoloske promjene

vezane uz HPV i HPV tipizaciju.

Citoloski nalaz (LBC)
Varijable Uredan Atipi¢ne LSIL HSIL HSIL
nalaz stanice (CINI) (CIN II) (CIN I1I)

HPV
tipizacija ] 106 14 12 0 0
HPYV citoloski
HPV

+
tipizacija 55 8 7 1 0
HPYV citoloski
HPV
tipizacija ) 0 0 9 0 0
HPYV citoloSki ¥
HPV

+
tipizacija 0 8 61 22 15
HPYV citoloski ¥

Od ukupnog broja ispitanica koje su HPV negativne po tipizaciji 1 nemaju morfoloske
promjene na stanicama vezane uz HPV (N=132), uredan citoloski nalaz prisutan je u 106
(80%) ispitanica. U ovoj skupini, u 14 (11%) ispitanica citoloSkom analizom nadenesu

atipi¢ne stanice, dok je u njih 12 (9%) postavljena citoloSka dijagnoza CIN L.

Od 71 ispitanice koje nemaju morfoloske promjene na stanicama vezane uz HPV, ali im je
molekularnom analizom identificiran HPV visokog rizika, u 8 (11%) ispitanica je citoloSkom
analizom postavljena dijagnoza atipi¢nih stanica, u 7 (10%) CIN I, u jedne (1%) CIN II, dok

je unjih 55 (78%) citoloski nalaz je bio uredan.
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U svih ispitanica (N=9) koje su po tipizaciji HPV negativne, ali imaju izraZene

morfoloske promjene na stanicama vezane uz HPV, postavljena je citoloska dijagnoza CIN L.
Sve ispitanice koje su po tipizaciji HPV pozitivne i imaju izraZene morfoloske

promjene na stanicama vezane uz HPV (N=106) imaju pozitivan citoloski nalaz; 8 (8%)

atipiéne stanice, 61 (58%) CIN I, 22 (21%) CIN I i 15 (14%) CIN TIL.
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5. RASPRAVA
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Perzistentna infekcija Humanim papiloma virusom visokog rizika najznacajniji je
¢imbenik rizika u karcinogenezi raka grlica maternice (14). Dokaz HPYV infekcije zasniva se
na klinickom pregledu vidljivih lezija, citoloSkoj analizi te detekciji HPV DNA iz stani¢nog
materijala. Standardni postupak probira za rak grli¢ca maternice ukljucuje citoloski razmaz te u
slucaju abnormalnog nalaza dokazivanje HPV DNA S$to omogucava odabir tipa 1 intenziteta
terapije. Otkako je Papa test razvijen i primjenjen u sklopu probira u posljednjih 50 godina,
postao je jedan od najucinkovitijih testova probira u povijesti medicine. Glavni nedostatak
Papa testa je niska osjetljivost koja se krece od 50 — 70%, ¢ime se dijelom objasnjava uocena
stagnacija smanjenja incidencije i mortaliteta od raka grlica maternice posljednjih godina.
Citoloska analiza otkriva stanicne promjene koje su naj¢eS¢e povezane s perzistentnom
infekcijom, a ne samog uzro¢nika bolesti (HPV). HPV DNA testiranje ima vecu osjetljivost
(84% — 100%) nego konvencionakni Papa test 1 to uz visoku negativnu prediktivnu vrijednost
omogucava te dulje vremenske intervale do slijedeéeg ciklusa probira, a da se istovremeno ne
ugrozava zdravlje i sigurnost Zena (11, 20). Iz tog razloga, neki autori sugeriraju HPV

testiranje kao mogucu primarnu metodu probira (5).

Prema istraZivanju Strander B i sur. Papa test temeljen na tekucinskoj citologiji (LBC)
osjetljivija je metoda od konvencionalnog Papa testa (21). Prema istraZivanju Ronca i sur.
(22) standardizacija pripreme uzorka poveéava razinu osjetljivost detekcije promjena na
stanicama uzrokovanih HPV-om na 85% — 95%. Rezultati nase studije ne mogu potvrditi ova
istrazivanja. Povezanost izmedu citomorfoloskih promjena vezanih uz HPV infekciju i HPV
tipizacije nije dovoljno statisticki znac¢ajna da bi samo citomorfoloska analiza mogla
pouzdano otkriti HPV infekciju. Dobiveni rezultati nase analize pokazuju da citomorfoloski
znakovi HPV infekcije imaju samo ograni¢enu vrijednost u predvidanju rezultata HPV
tipizacije, uz osjetljivost LBC metode od 60.4%, ali specifi¢nost od 89.8%. Uz prisutne
citomorfoloske promjene vezane uz HPV postoji 88% vjerojatnost da je nalaz uistinu
pozitivan u odnosu na HPV tipizaciju koja se uzima kao referentna metoda. Prema
istrazivanju Castle PE 1 sur. (23) uzorci obradeni LBC metodom nemaju vecu osjetljivost u
detekciji preinvazivnih lezija u odnosu na konvencionalni Papa test. Prema autorima, jedina
prednost ove metode je u manjem broju neadekvatnih nalaza i brzoj interpretaciji uzoraka. U

skladu s ovom studijom su i rezultati naseg istrazivanja.
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U ovom istrazivanju, od ukupnog broja ispitanica koje su HPV negativne po tipizaciji i
nemaju morfoloSke promjene na stanicama vezane uz HPV (N=132), u 14 ispitanica nadene
su atipi¢ne stanice, dok je u njih 12 (9%) postavljena dijagnoza CIN1. Ove ispitanice
zahtijevaju daljnju obradu 1 ucestalije pracenje da bi se razlucilo radi li se o lazno pozitivnom
citoloSkom nalazu, moguc¢oj HPV infekciji tipom virusa koji nije obuhvacen tipizacijom ili

drugim uzro¢nicima koji mogu dovesti do morfoloskih promjena na stanicama.

Prisutnost HPV infekcije visokog rizika ne znaci da je virus ujedno izazvao
morfoloSke promjene na stanicama u smislu intraepitelne lezije. Prevalencija subklinicke
HPV infekcije moze biti ¢ak do 40% u dobnoj skupini od 18 do 30 godina, dok nakon 30.
godine zivota prevalencija pada na 5% — 10%. Pad u prevalenciji HPV infekcije genitalne
regije s porastom zivotne dobi vjerojatno je posljedica razvoja specificnog imuniteta (11). U
Hrvatskoj, prema podacima studije Grahovac i sur. (24), prevalencija visoko rizicne HPV
infekcije u skupini Zena od 21 do 37 godina s normalnim citoloSkim nalazom iznosi 35.5%
(24). U skladu s ovom studijom su i rezultati naSeg istrazivanja. U skupini ispitanica s
urednim citoloskim nalazom izdvaja se 55 (34%) ispitanica koje su uz uredan citoloski nalaz
bez vidljivih citomorfoloskih promjena vezanih uz HPV, tipizacijom imale dokazanu
infekciju HPV—om visokog rizika. Ove ispitanice spadaju u izrazito rizicnu skupinu jer su
neprepoznate samom morfoloSkom analizom te stoga ne ulaze u algoritam CeS¢eg pracenja i

daljnje obrade.

Istrazivanje Ronca i sur. (22) podrzava uporabu HPV testiranja za Zene starije od
35godina kao primarnu metodu probira, dok citolosku analizu savjetuju kao trijazu kod HPV
pozitivnih Zena. CitoloSka obrada nakon HPV testiranja smanjuje broj preporuka za
kolposkopiju (1.1% citoloska analiza nakon HPV testiranja vs. 2.9% samo citoloska analiza

vs. 6.1% samo HPV testiranje) (20).

Prema istraZivanju Pajtler i sur. (25) HPV testiranje ima viSu osjetljivost u odnosu na
kontrolnu citoloSku analizu (69.2% vs. 61.2%), ali znacajno niZu specifi¢nost (63.2% vs.
93.0%) u predvidanju histoloski potvrdenog CIN3. HPV testiranje nije metoda koja pouzdano
moze predvidjeti ponaSanje lezije (regresija ili perzistencija) odnosno prisutnost intraepitelne
lezije visokog gradusa (CIN 3). Zakljucak tog istrazivanja je da HPV testiranje ima ograniceni
znacaj u svakodnevoj rutini i ne bi se trebao Siroko koristiti dok se kona¢no ne dokaze kao
superiorniji u odnosu na konvencionalne metode u poboljSanju osjetljivosti, specificnosti i

pozitivne prediktivne vrijednosti za CIN3 i invazivni rak grli¢ca maternice (25).
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U Hrvatskoj je Nacionalni program ranog otkrivnja raka vrata maternice zapoceo u
studenom 2012. godine pozivanjem prvih 100 000 Zena koje po evidenciji HZZO-a nisu u
posljednje tri godine napravile kontrolni pregled PAPA-testom. Ciljna skupina su Zene
izmedu 25. i 64. godine starosti. Interval probira je svake tri godine, ¢ime je godisSnje
obuhvaceno 400 000 Zena. Unato¢ sve ujednacCenijem stavu u svijetu da se uz citoloSku
dijagnostiku dokazivanje HPV DNA treba ukljuciti u preventivu i dijagnostiku raka grli¢a
maternice, odabrani test probira je konvencionalni Papa-test koji se provodi prema zadanim
smjernicama ginekoloskih 1 citoloskih drustava, u skladu s EU smjernicama. Nositelj

programa je Ministarstvo zdravlja Republike Hrvatske (8).
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6. ZAKLJUCCI
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10.

Uredan citomorfoloSki nalaz imalo je 48.8% ispitanica od kojih u 66% molekularnom
analizom nije dokazan HPV visokog rizika.

CitomorfoloSkom analizom nadena je plocasta intraepitelna lezija u 39.4% uzoraka: u
27% intraepitelna lezija niskog rizika (CIN I), a u 12.4%intraepitelna lezija visokog
rizika (7.9% CIN 1I; 4.5% CIN III).

HPYV tipizacija je u 54.2% obradenih uzoraka dokazala HPV visokog rizika.

U skupini ispitanica negativnih na HPV visokog rizika je za 2.2 puta viSe zastupljeno
citoloSkih urednih nalaza, ASC-US i AGC u odnosu na skupinu HPV pozitivnih
ispitanica. U skupini ispitanica pozitivnih na HPV visokog rizika je za 3.9 puta vise
zastupljeno citoloskih dijagnoza ASC-H, CIN I, II i IIl u odnosu na skupinu HPV
negativnih ispitanica ( p<0.001).

Povezanost izmedu citomorfoloSkih promjena vezanih uz HPV infekciju 1 HPV
tipizacije nije dovoljno statisticki znacajna da bi samo citomorfoloska analiza mogla
pouzdano otkriti HPV infekciju.

Citomorfoloski znakovi HPV infekcije imaju ograni¢enu vrijednost u predvidanju
rezultata HPV tipizacije, uz osjetljivost metode od 60.4%, ali specificnost od 89.8%.

Uz prisutne citomorfoloske promjene vezane uz HPV postoji 88% vjerojatnost da je
nalaz uistinu pozitivan u odnosu na HPV tipizaciju koja se uzima kao referentna
metoda.

Negativna prediktivna vrijednost citomorfoloske analize je 64%.

Toc¢nost citomorfoloske analize u procjeni HPV infekcije iznosi 73.4%.

Subklinicka HPV infekcija prisutna je u 34% ispitanica. Ove ispitanice spadaju u
1zrazito rizi€nu skupinu jer su neprepoznate samom morfoloSkom analizom te stoga ne

ulaze u algoritam ¢eS¢eg pracenja i daljnje obrade.
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Cilj istrazivanja: Odrediti udio pojedinih citoloskih dijagnoza nakon morfoloske analize
uzoraka grli¢éa maternice uzetih metodom tekuéinske citologije (LBC), odrediti udio uzoraka
koji su molekularnom analizom pozitivni na HPV visokog rizika te utvrditi valjanost citoloske

analize 1 citomorfoloskih promjena vezanih uz HPV infekciju u odnosu na HPV tipizaciju.

Ispitanici i metode: Retrospektivno istrazivanje obuhvatilo je 330 ispitanica ¢iji su uzorci
nakon citomorfoloske analize poslani na molekularnu analizu (HPV tipizaciju) u Laboratorij
za klini¢ku i sudsku genetiku Klini¢ckog zavoda za patologiju, sudsku medicinu i citologiju. U
istrazivanje su ukljuCeni uzorci briseva grli¢a maternice obradenih metodom tekucinske
citologije (LBC), zaprimljeni s Klinike za Zenske bolesti i porode KBC Split te iz
ginekoloskih ordinacija na podruc¢ju Splitsko-dalmatinske zupanije, u razdoblju od 2010. do
2013. godine. Medijan zivotne dobi ispitanica ukljucenih u istrazivanje iznosio je 41 godinu

(min-max, 21-82 god.).

Rezultati: Od ukupnog broja ispitanica koje su HPV negativne po tipizaciji i nemaju
morfoloske promjene na stanicama vezane uz HPV (N=132), uredan citoloski nalaz prisutan
je u 106 (80%) ispitanica. U ovoj skupini, u 14 (11%) ispitanica citoloSkom analizom nadene
su atipicne stanice, dok je u njih 12 (9%) postavljena citoloska dijagnoza CIN 1. Od 71
ispitanice koje nemaju morfoloske promjene na stanicama vezane uz HPV, ali im je
molekularnom analizom identificiran HPV visokog rizika, u 8 (11%) ispitanica je citoloSkom
analizom postavljena dijagnoza atipi¢nih stanica, u 7 (10%) CIN I, u jedne (1%) CIN II, dok
je u njih 55 (78%) citoloski nalaz je bio uredan. U svih ispitanica (N=9) koje su po tipizaciji
HPV negativne, ali imaju izraZene morfoloSke promjene na stanicama vezane uz HPV,
postavljena je citoloSka dijagnoza CIN 1. Sve ispitanice koje su po tipizaciji HPV pozitivne 1
imaju izrazene morfoloske promjene na stanicama vezane uz HPV (N=106) imaju pozitivan

citoloski nalaz; 8 (8%) atipi¢ne stanice, 61 (58%) CIN I, 22 (21%) CIN 111 15 (14%) CIN IIIL.

Zakljucci: Povezanost izmedu citomorfoloskih promjena vezanih uz HPV infekciju i HPV
tipizacije nije dovoljno statisticki znac¢ajna da bi samo citomorfoloska analiza mogla
pouzdano otkriti HPV infekciju. Dobiveni rezultati analize pokazuju da citomorfoloski
znakovi HPV infekcije imaju ograni¢enu vrijednost u predvidanju rezultata HPV tipizacije, uz
osjetljivost metode od 60.4%, ali specificnost od 89.8%. U skupini ispitanica s urednim
citoloSkim nalazom kod 34% ispitanica tipizacijom je dokazana infekcija HPV—om visokog
rizika. Ove ispitanice spadaju u izrazito rizicnu skupinu jer su neprepoznate samom

morfoloSkom analizom te stoga ne ulaze u algoritam CeS¢eg pracenja i daljnje obrade.
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9. SUMMARY
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Diploma thesis title: Cytomorphologic abnormalities of the squamous epithelium and high-

risk HPV in cervical smears processed by liquid based cytology (LBC).

Aims of the study: To determine the specific cytologic diagnosis after morphological
analysis of samples taken from the cervix by liquid based cytology (LBC); to determine the
proportion of samples that are positive for high-risk HPV by molecular analysis; to determine
the validity of the cytological analysis and cytomorphological changes associated with HPV

infection compared to the HPV typing.

Methods: This study included 330 women whose samples after cytological analysis were sent
for molecular analysis (HPV typing) to the Laboratory for Clinical and Forensic Genetics,
Clinical Institute of Pathology, Forensic Medicine and Cytology. The study involved samples
of cervical smears processed by liquid based cytology (LBC), received from the Department
of Gynecology and Obstetrics, Clinical Hospital Center Split, and from the gynecological
clinics in Split-Dalmatia County, in the period from 2010. to 2013. The median age of women

included in the study was 41 years (min-max, 21-82 yr.).

Results: Of the total number of women who were negative by HPV typing and without
cytomorphological changes associated with HPV (N=132), regular/negative cytology findings
were present in 106 (80%) women. In this group, in 14 (11%) cases atypical cells were found
by cytological analysis, whereas in 12 cases (9%) CIN I was diagnosed. Of 71 women who
had no morphological changes in cells associated with HPV, but their molecular analysis
identified high-risk HPV, in 8 women (11%) cytological diagnosis was of atypical cells, in 7
cases (10%) CIN 1, in one case (1%) CIN II, while in 55 cases (78%) cytology was normal. In
all women (N=9) who were HPV negative on molecular analysis, but with marked
cytomorphological changes associated with HPV, on cytological analysis CIN 1 was
diagnosed. All women (N=106) who were HPV positive on molecular analysis and had
marked cytomorphological changes associated with the HPV, had positive cytological results:
8 (8%) had findings of atypical cells, 61 (58%) of CIN I, 22 (21%) of CIN II and 15 (14%) of
CIN IIL

Conclusion: The association between cytomorphological changes associated with HPV
infection and HPV typing is not significant enough to just cytomorphological analysis could
reliable detect HPV infection. The results of the analysis show that cytomorphological signs
of HPV infection have only limited value in predicting the results of HPV typing, with the
sensitivity of the method of 60.4% but a specificity of 89.8%. In the group of women with
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normal cytological results (161 subjects), in 55 women (34%) molecular analysis revealed
high risk HPV. These women are high-risk group because they are unrecognized on the
morphological analysis and therefore not included in the algorithm for more frequent

monitoring and further treatment.
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