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SANTRUMPU SARASAS

APC — antigeng pristatanti Igstelé (angl. Antigen-presenting cell )

AT-KPGR - Atvirkstinés transkripcijos kiekybiné polimeraziné grandininé reakcija
bp — baziy poros

BSA - Jaucio serumo albuminas (angl. bovine serum albumin)

CIN - Displazija arba intraepiteliné gimdos kaklelio neoplazija

CIN1 - Neryski displazija arba intraepitelin¢ gimdos kaklelio neoplazija

CIN2 - Vidutiné displazija arba intraepiteliné¢ gimdos kaklelio neoplazija

CINS3 - Ryski displazija arba intraepiteliné gimdos kaklelio neoplazija

DNR — deoksiribonukleornigstis

dNTP — deoksiribonukleotidas

EDTA — etilendiamintetraacto ragstis

EGF - epidermio augimo faktoriaus (angl. epidermal growth factor)

GKYV - gimdos kaklelio vézys

HNSCC - galvos ir kaklo ploks¢iyjy lasteliy karcinoma (angl. head and neck squamous cell
carcinoma)

HSIL - Zymis plokscialgsteliniai intraepiteliniai pokyciai

IRNR — informaciné ribonukleino rigstis

LCR — lokusag kontroliuojantis regionas (angl. locus control region)

LSIL - nezymis plokscialasteliniai intraepiteliniai pokyc¢iai

LSMU - Lietuvos sveikatos mokslo universitetas

OCSCC - burnos ertmés ploks¢iyjy lasteliy karcinoma (angl. oral cavity squamous cell
carcinoma)

p53 — protoonkogenas 53

Pap — citologinis gimdos kaklelio tyrimas (angl. Papanicolaou (Pap) test )

PGR — polimeraziné grandininé reakcija

pRb - retinoblastomos baltymas

PSO — Pasauliné sveikatos organizacija (angl. World Health Organization)

PV - Papilomos virusas

SCC — ploksciyjy lasteliy karcinoma (angl. squamous cell carcinoma)

SKT - Sudétinés kontraceptinés tabletes



TAE - Tris-acetato-EDTA buferinis tirpalas
TZ - transformacijos zona

7PV - Zmogaus papilomos virusas



IVADAS

Zmogaus papilomos virusas zinomas kaip gimdos kaklelio vézj sukeliantis
veiksnys. Si, daznai pirminiy pozymiy nesukelianti infekcija, persistuodama moters gimdos
kaklelio ertméje sukelia net 99% gimdos kaklelio vézio atvejy. Pasaulinés sveikatos
organizacijos (angl. World Health Organization) duomenimis ZPV — viena daZniausiy
virusiniy infekcijy, aptinkamy moters reprodukciniame trakte, tad yra itin svarbu tyrinéti Sio
viruso paplitimg motery populiacijoje. Taciau $is mazas (8000 bp), apvalkalélio neturintis,
dvigrandine Ziedine DNR pasizymintis virusas infekuoja ne tik moters, bet ir vyro organizmg.
Priklausomai nuo viruso genotipo, lytiniu keliu plintanti infekcija dazniausiai nustatoma vyry
ir motery lytiniuose organuose kaip nepiktybines papilomas bei karpas sukelianti infekcija.
ZPV taip pat identifikuojamas kaip kancerogeninis veiksnys ne tik lytiniy organy, bet ir
galvos bei kaklo véZio atvejais. DidZiausiu paplitimu nustatomi 16 ir 18 onkogeniniai ZPV
tipai.

Siekiant mazinti ZPV paplitimo imtasi jvairiy prevenciniy priemoniy, skatinama
vengti rizikos faktoriy, atlieckami tyrimai sickiant jvertinti atskiry veiksniy ry$j su ZPV
infekcija. Siuo metu sukurtos trys profilaktinés vakcinos, kuriy parinkimui bei tobulinimui
reikalingi populiaciniai bendros infekcijos paplitimo bei atskiry genotipy paplitimo tyrimai
Jvairiuose regionuose.

7PV paplitimas Lietuvoje yra vienas didziausiy Ryty Europos regione.
Infekcijos daznis Lietuvoje vir§ija bendra Europos vidurkj ir yra vienas pirmaujanciy tarp
Europos valstybiy. Didelis mir§tamumas nuo ZPV infekcijos sukelto gimdos kaklelio vézio
Salyje (vidutini$kai 615 atvejy kasmet) skatina atlikti kuo daugiau tyrimy siekiant informuoti
visuomene, raginti imtis profilaktiniy priemoniy bei ugdyti prevencija.

Lietuvoje yra atlikty ZPV infekcijos paplitimo tyrimy tarp motery urogenitaliniy
nuograndy méginiy, ta¢iau néra paskelbta jokiy tyrimy rezultaty, informuojanéiy apie ZPV
viruso paplitimg tarp sveiky motery ir vyry burnos méginiy. Siekiant sukaupti kuo daugiau
ziniy apie ZPV infekcijos paplitima, §iame darbe atlikome tyrimus apie bendros ZPV
infekcijos bei onkogeniniy genotipy paplitima tarp motery ir vyry grupiy. Taip pat pirma karta
Lietuvoje buvo tiriamas rizikos veiksniy (sudétiniy kontraceptiniy priemoniy vartojimas,

rikymas ir gimdymy skaicius) ir ZPV infekcijos paplitimo rysys.



DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Darbo tikslas:

Nustatyti mogaus papilomos viruso (ZPV) infekcija bei genotipus motery

urogenitaliniy nuograndy bei vyry ir motery burnos epitelio Igsteliy méginiuose.

Darbo uzdaviniai;

1. I8gryninti DNR i§ motery urogenitaliniy nuograndy ir motery bei vyry burnos epitelio
lasteliy meginiy.

2. Bendraja ZPV infekcija nustataniomis PGR sistemomis istirti ZPV infekcijos paplitima
motery urogenitaliniy nuograndy méginiuose bei motery ir vyry burnos epitelio Iasteliy
meéginiuose.

3. [vertinti ZPV infekcijos paplitima skirtingose amZiaus grupése.

4. Dauginémis PGR sistemomis istirti ZPV genotipy paplitima ZPV teigiamuose
meéginiuose.

5. Jvertinti bendros ZPV infekcijos bei genotipy paplitimo rysj su sudétiniy kontraceptiniy
preparaty vartojimu.

6. [vertinti ZPV infekcijos paplitimo ir kity rizikos veiksniy (riikymas ir gimdymy skai¢ius)

ry$] motery urogenitaliniy nuograndy méginiuose.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Zmogaus papilomos virusy istorija

Papilomos virusy (PV) Seima Zinoma kaip jvairius odos pazeidimus, karpas ar
navikus sukeliantys virusai. Siy virusy tyrimy istorija prasidéjo nuo karpy, Zinomy nuo
senovés graiky bei romény laiky ir aprasyty Hipokrato darbuose (460-377 pr. Kr.), tyrimy. Iki
pat XIX a. pagrindine karpy susidarymo priezastimi buvo laikoma sifilio bei gonoréjos
susirgimai (David, 2007). Nuomoné pasikeité 1930 m. Richard Shope identifikavus pirma;ji
Seimos atstovg — amerikiniy triusiy papilomos virusg (angl. Cottontail Rabbit Papillomavirus,
CRPV). Taigi 1930-ieji istoriskai laikomi papilomos virusy atradimo metais (Syrjanen ir
Syrjanen, 2008).

Papilomos virusas buvo rastas jvairiose stuburiniy rii§yse bei Zmoguje. Siekiant
identifikuoti kriterijus, nulemiancius virusinés infekcijos eiga, buvo atlickami tolesni tyrimai
(Klein ir kt., 2007). Zmogaus papilomos virusas (ZPV) tapo itin aktualus XIX a. antroje
puséje — XX a. pirmoje puséje, pastebejus karpy perdavimo tendencija, uzsikrétimo nuo kito
asmens galimybe. Identifikavus virusing genitaliniy bei odos pavirSiaus karpy kilme¢, Harald
Sur Hausen pirmakart suformulavo hipoteze apie ZPV onkogeninj potencialg gimdos kaklelio

véziui (Syrjanen ir Syrjanen, 2008).

1.2.  ZPV Klasifikacija

Sukaupus daugiau Ziniy bei atlikus iSsamesnius tyrimus pradétas viruso
klasifikavimas, kuris pasirodé¢ esantis gana sudétingas. Virusas nesukelia nuoseklaus
humoralinio imuninio atsako nei Zmogaus, nei kity zinduoliy organizme, todél nejmanoma
sudaryti viruso taksonomijos serologiniu pagrindu (King ir kt., 2011). Klasifikacija
palengvino savybé, jog visi Zinomi atstovai yra grieztai Seimininkui specifiniai ir
Papillomaviridae $eimos virusai buvo suskirstyti j 29 gentis. Zmogaus papilomos virusas
priskiriamas penkioms gentims: alpha, beta, gamma, mu ir nu. Likusioms 24-ioms gentims

priskirti iSskirtinai gyviiny papilomos virusy atstovai (King ir kt., 2011).



Remiantis viruso DNR nukleotidy sekos tarpusavio skirtumais Papillomaviridae
Seimos virusai suskirstyti j 5 taksonomines kategorijas: gentis, riisis, tipas, potipis ir variantas.
Stambiausios kategorijos, genties, atstovy nukleotidy sekos tarpusavyje skiriasi 40-55%,
risies rango viduje 30-40%, to paties tipo atstovai pasizymi 10-25% skirtumu. Subtipai
pasizymi 2-10% skirtumu. Viruso variantas — smulkiausia taksonominé kategorija, paremta
mazesniu nei 2% nukleotidy sekos skirtumu.

Atsizvelgiant | viruso sukeliamus padarinius lasteléje bei bendrai organizme,
virusas suskirstytas j aukstos ir Zemos rizikos grupes. Zemos rizikos grupei priklausantys
viruso tipai sukelia pirmines nepiktybines karpas, gimdos gleivinés Zaizdeles, retais atvejais
Sio tipo virusai randami supiktybéjusiuose augliuose. Ivairiuose bendrosios populiacijos
tyrimuose dazniausiai aptinkami 6 bei 11 Zemos rizikos grupés viruso tipai, randami jvairiose
genitalinése karpose. Siai rizikos grupei taip pat priskiriami ir re¢iau randami ZPV 40, 42, 43,
44, 54, 61, 70, 72 bei 81 tipai. Aukstos rizikos grupei priskiriami tipai, infekuotoje lasteléje
sukeliantys jvarius struktiirinius pakitimus, neretai lemianc¢ius vézinio darinio formavimasi.
Pavojingiausiais laikomi ZPV 16, 18, 31, 45 tipai yra potencialiis gimdos kaklelio vézio
sukéléjai, randami net 80% ligos atvejy. Trylika aukstos rizikos viruso tipy, ZPV 16, 18, 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 ir 66, laikomi pirminiais gimdos kaklelio véZzio rizikos
veiksniais (Haedicke ir kt., 2013), dar trys ZPV tipai (68, 73 ir 82) laikomi kaip galbiit
kancerogeniniais (Burk ir kt., 2013).

1.3. Viruso struktira

Zmogaus papilomos virusas zinomas kaip nedidelis, dvigrandine Zieding DNR
turintis virusas, besidauginantis epitelinio audinio lgsteliy branduoliuose. Genomg sudaro
apytiksliai 8000 bp (jvairiais Saltiniais varijuoja nuo 7000 iki 8000 bp) ilgio granding,
kompaktiskai susitelkusi j chromatining strukttirg (Knipe ir kt., 2013). Genoma, pavaizduota
1-ame paveiksle, sudaro sudétiniais promotoriais reguliuojami $esi reguliaciniai bei du
struktiiriniai genai, kurie, priklausomai nuo aktyvacijos momento viruso infekcijos cikle,
suskirstyti | ankstyvuosius (E) bei vélyvuosius (L). Ankstyvyjy baltymy grupei priskiriami 6
baltymai (E1, E2, E4, E5, E6, E7) i§ kuriy 3 (E5, E6, E7) pasizymi onkogeninémis
savybémis, skatina viruso replikacija ir transkripcija. Du vélyvieji viruso genai (L1 ir L2)

formuoja iSorine viruso kapside (Scheurer ir kt., 2005).
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Viruso kapsidé sudaryta i§ 72 L1 baltymo kapsomery (pentamery), kuriy
kiekvieng sudaro 55 kDa molekulinés masés monomerai, tarpusavyje sujungti disulfidinémis
jungtimis, blitinomis struktiiros tvirtumui uztikrinti (Klein ir kt., 2007). Mazesnis ir kintantis
L2 baltymo kopijy skaiCius jungiasi prie strukttiros formuojant viding kapsidés dangalo dalj
(Fernandes ir kt., 2013).

Integracijos metu
prarandamas regionas

E2 / / Ziedoskélimovieta
¥ L " integracijos j eiminko
£ E4 150 genomz metu

L2

genomas

u

AuksStesnysis
reguliacinis
regionas

1 pav. ZPV genomas ir jo sritys (Gupta, 2014).

1.4.  Viruso baltymai

E1 baltymas yra vienintelis papilomos viruso koduojamas baltymas,
pasizymintis helikaziniu aktyvumu. Prisikabings prie viruso replikacijos pradzios tasko Sis
fermentas inicijuoja virusinés DNR replikacijos procesg (Hebner ir Laimins, 2006; Scheurer ir
kt., 2005).

E2 baltymas pasizymi keliomis funkcijomis: jis reguliuoja kity viruso geny
raiska, kadangi, priklausomai nuo prisijungimo srities lokusa kontroliuojan¢iame regione
(locus control region, LCR), fermentas gali veikti kaip transkripcijg skatinantis arba ribojantis
veiksnys. Taip pat yra svarbus veiksnys virusinés DNR genomo paskirstyme, virusing DNR
perduodant dukterinéms Seimininko lgsteléms mitozinio dalijimosi metu (Knipe ir kt., 2013;
Gupta, 2014).
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E4 baltymo vaidmuo dar néra pilnai iSaiskintas, veikla siejama su virusinés
DNR padauginimu ir virusinio genomo iSlaisvinimo i§ kapsidés procesu (Gupta, 2014;
Ramirez-Fort ir kt., 2014).

E5 — vienas i§ trijy viruso onkogeniniy baltymy. Jo raiSka vyksta viruso
infekcijos ciklo produktyviosios stadijos metu, kai sgveikaudamas su transkripcijos faktoriais
c-Jun ir c-Fos (faktoriai, dalyvaujantys p53 baltymo degradacijoje nuo ubikvitino
priklausomu keliu) skatina mitozinj lgstelés cikla, palaiko lgstelés dalijimasi. Taip pat
sgveikaudamas su epidermio augimo faktoriaus (EGF) receptoriumi galimai kliudo auglio
vystymasi stabdanciy baltymy veiklai ir inicijuoja kity dviejy onkogeniniy baltymy E6 bei E7
raiska (Klein ir kt., 2007).

E6 ir E7 genai uztikrina replikacinj virusinio genomo pastovuma, kadangi
jungdamiesi su lasteliniais baltymais ir kontroliuodami jy aktyvuma geba reguliuoti ir
islaikyti mitozinj lastelés ciklg. Aukstos rizikos tipo ZPV E6 baltymai inaktyvuoja lastelés
baltymus p53, kurie yra auglio slopikliai ir yra atsakingi uz neatstatomus DNR pazeidimus
turin¢iy lasteliy apoptoze. E6 baltymai gali blokuoti supresorinio baltymo transkripcija,
skatinti represoriniy promotoriy veikla arba sudarant sudétinius kompleksus skatinti baltymo
skaidyma. Pastarasis procesas biidingas aukstos rizikos ZPV tipams, kuomet, dalyvaujant
papildomiems lagsteliniams baltymams, p53 baltymas paZymimas nuo ubikvitino
priklausomam degradacijos procesui. E6 baltymas taip pat zinomas kaip veiksnys,
aktyvuojantis telomerazes. Sio proceso metu yra stabdomas telomery trumpéjimas ir lastelés
gali neribotai dalintis (Klein ir kt., 2007).

E7 geno koduojami baltymai jungiasi prie lastelés ciklo pradZig kontroliuojancio
retinoblastomos baltymo (pRb) ar jo homology (p107, p130), dar vadinamy kiSeniniais
baltymais. Retinoblastomos Seimos baltymai atlieka pagrindinj vaidmenj lastelés ciklo
reguliacijoje, stabdo lastelés peréjimg i§ G1 ciklo fazés | S faze. E7 geno produktams
prisijungus prie pRb, pl07 ar pl30 baltymy, Sie destabilizuojami nuo proteasomy
priklausomu keliu, praranda aktyvumg ir geb¢jimg reguliuoti E2F Seimos transkripcijos
faktorius, kurie yra tiesiogiai atsakingi uz mitozinj lgstelés ciklo reguliavimg (jungiasi su
lastelés promotoriais ir kontroliuoja lgstelés DNR sinteze). Taip lgstelé skatinama pakartotinai
dalyvauti S fazéje, nenutraukiamai dalintis. Taip pat E7 baltymas padidina ir E2F
transkripcijos faktoriais reguliuojamos nuo ciklino priklausomos kinazés — 2 (cdk2) raiska.
Cdk2 reguliuoja S fazés trukme, o Sios kinazés aktyvumo reguliavimas siejamas su ciklinais
A ir E, taip pat su kompleksy tarp cdk?2 ir cdk slopikliy (p21/Cipl, p27/Kip1) susidarymu. E7

inaktyvuoja minétus slopiklius, sudaro kompleksus su ciklinais A ir E ir tokiu biidu apsaugo
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lastele nuo mitozinio aktyvumo praradimo. E7 baltymo jungimasis su retinoblastomos
baltymais taip pat gali inicijuoti padidéjusia p5S3 baltymo raiska, tuomet E6 baltymo
geb¢jimas reguliuoti p53 baltymo kiekj ir palaikyti mitozinj aktyvuma yra itin svarbus (Klein
ir kt., 2007).

L1 ir L2 baltymai formuoja virusing kapsid¢. L1 baltymas svarbus kapsidés
jungimuisi su lgstelés pavirSiaus receptoriais bei kovai su imuniniu atsaku. L2 baltymas
atsakingas uz viriono jungimasi su Seimininko Igstelés receptoriumi, dalyvauja virusinés DNR

pristatyme j replikacijos centrg (Scheurer ir kt., 2005).

1.5.  Viruso infekcijos ciklas

Viruso patekimo j Seimininko Igstele mechanizmas yra gana painus ir iki Siol
pilnai nepaaiskintas. Manoma, kad be jvairiy keratinocito pavirSiuje esanciy receptoriy
svarbus vaidmuo tenka heparano sulfatui, esan¢iam pamatinés membranos pavirSiuje.
Teigiama, jog biitent jis palengvina ZPV dalelés patekima j lastele (Ramirez-Fort ir kt., 2014).
Modelinémis sistemomis pademonstruota, jog viruso patekimui j lastel¢ prireikia apytiksliai 1
— 3 dieny (Knipe ir kt., 2013). Endocitozés biuidu patekes j lgstelés vidy, virusas migruoja
branduolio link, vélyvojoje endosomoje suardoma viruso kapsidé ir laisva viruso genetiné
medziaga, lydima struktiirinio baltymo L2, migruoja j infekuotos lastelés branduolj (Allen ir
kt., 2010).

Branduolyje pradedamas episominéje formoje esancios virusinés DNR
replikacijos procesas. Replikacijai reikalingas transkripcijos baltymas E1, kuris formuodamas
heksamerg jungiasi su ATPaze ir dél savo helikaziniy savybiy yra nepakei¢iamas veiksnys
DNR replikacijos iniciacijai. Produktyviai E1 baltymo veiklai taip pat svarbus E2 baltymas,
palaikantis E1 baltymo susijungimg su viruso DNR. Virusas egzistuoja latentinéje infekcijos
stadijoje, infekuotoje lasteléje palaikomas gana Zemas viruso genomo kopijy skaicius,
vidutini§kai 20 — 50. Proceso metu infekuotose parabazalinio sluoksnio lastelése vykdoma
ankstyvyjy baltymy raiSka (E1, E2, E6 ir E7). Dalinantis infekuotai 1gstelei episominés viruso
DNR kopijos pastoviu kiekiu perduodamos kiekvienai dukterinei Igstelei, mazoji dukteriniy
lasteliy dalis nesidiferencijuoja, lieka tame paciame epitelio sluoksnyje. Dauguma apatiniuose
epitelio sluoksniuose esanciy Igsteliy diferencijuoja ir kyla epiteliu aukStyn, kur bus vykdoma

intensyvesné viruso DNR amplifikacija (2-as paveikslas).
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Diferencijuotoje, epiteliu kylancioje lastel¢je prarandamas mitozinis aktyvumas,
nebesintetinami viruso DNR replikacijai butini fermentai ir substratai (Klein ir kt., 2007).
Tuomet keiCiasi geny raiSka, aktyvuojamas vélyvasis promotorius, atsakingas uz padidintg
El, E2, E4, E5 baltymy raiska ir sukuriamas naujas replikacijos mechanizmas, reikalingas
produktyvios fazés palaikymui ir viruso DNR sintezei (Hebner ir kt., 2006). Aukstesniuose
epitelio sluoksniuose vegetatyvinio gyvenimo ciklo metu svarbus onkogeninis E5 viruso
baltymas, kuris apsaugo endosomas nuo riigsté¢jimo, reguliuoja epidermio augimo faktorius ir
palaiko replikacijai reikalingg aplinkg (Ramirez-Fort ir kt., 2014). Taip pat vyksta
intensyvesné baltymy E6 ir E7, kurie blokuoja supresinius auglio augimo baltymus p53 ir
pRb, raika, iSlaikomas mitozinis aktyvumas ir vykdoma intensyvi ZPV genomo
amplifikacija. Visa pavirsinio sluoksninio epitelio ertmé uzsipildo ZPV turiniomis lastelémis
(Ramirez-Fort ir kt., 2014).

Paskutinioji lastelés diferenciacijos stadija lemia virusiniy promotoriy
persijungimag (Knipe ir kt., 2013). Virusas nustoja daugintis, toliau aktyvuojama viruso
struktiiriniy baltymy L1 ir L2 raiska ir vykdomas viruso genomo supakavimas ] naujai
suformuotg kapsid¢ (Ramirez-Fort ir kt., 2014). Remiantis viena naujesniy hipoteziy, viriono
iSleidimas siejamas su E4 baltymu. Manoma, jog virSutiniuose epitelio sluoksniuose $is
baltymas suardo keratino struktiirg ir trukdo tinkamam raginio sluoksnio surinkimui
(Ramirez-Fort ir kt., 2014). Virusinio ciklo pabaigoje j kapsides supakuoti virusai iSneSami j

apikalinj epitelio pavirsiy ir iSleidziami i lastelés.

Mormalus epitelis 7PV infekuotas epitelis

Ploksteliy uipildymas Viriony isleidimas

Raginis sluoksnis
keratinu

V)

Grudétasis sluoksnis

Kapsidés sintezé/
Keratino surinkimas Surinkimas

hYi

Veélyvyjy promotoriy
Keratino sintezé, aktyvavimas,
brandualio suardymas

Dyglinis sluoksnis

genomo
amplifikavimas

A4

Infekcija, ankstyvyjy

Lgstelés dalijimasis, DNR i *
promaotoriy aktyvacija

sintezé

Pamatinis sluoksnis

2 pav. Epitelio Iasteliy diferenciacijos skirtumai normalaus ir ZPV infekuoto epitelio atvejais
(Hebner ir Laimins, 2006).
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1.6. ZPV integracija i Seimininko genoma

Vienas i§ véZio atveju, susijusiy su ZPV infekcija, siejamas su virusinio genomo
integracija } Seimininko DNR. Ploks¢iyjy Igsteliy karcinomos (angl. squamous cell
carcinoma, SCC) atvejais aptikus virusa, ZPV 16 bina integruotas j eimininko genoma 50-
80% atvejy, o ZPV 18 — beveik visada (Groves ir Coleman, 2015). Episominés viruso DNR
integracija vyksta tik aukstesniuose epitelio sluoksniuose, pilnai diferencijuotose lastelése,

atsitiktinése Seimininko DNR srityse.

E2 represija

1

Promotorius

FT

Epizomineé \

tpvigonr | LT JE1 )
L2 E2
ES
Ed
Integracija
Lzimininko Lzimininko
MR MR
E2 ES L1 s ER E1 E2

3 pav. Virusinio genomo integracija j Seimininko DNR (Ramirez-Fort ir kt., 2014).

3-iame paveiksle vaizduojamas integracijos procesas inicijuojamas Viruso
genome suardzius E2 baltymo, atsakingo uz onkogeniniy baltymy E6 ir E7 raiSka, atvirg
skaitymo rémelj (Ramirez-Fort ir kt., 2014). Rémelio suardymas uZzlaiko onkogeniniy
baltymy raiSka, virusiné DNR integruojama } Seimininko DNR. Galimi jvairiis integracijos
variantai integruojant vieng ar, gimdos kaklelio SCC atveju, kelias viruso DNR kopijas
(Groves ir Coleman, 2015). Integracijos proceso metu daznai iskerpami arba suardomi E2 ir
L2, taip pat E4 bei ES virusiniy baltymy regionai, taciau onkogeniniy baltymy E6 ir E7
regionai lieka iSsaugoti. Linijinéje DNR 8iy geny transkripcijos nebereguliuoja E2 baltymas,
raiSka reguliuojama ilgojo kontrolinio regiono promotoriumi (Groves ir Coleman, 2015).
Eliminavus nuo E2 priklausancia ankstyvojo promotoriaus transkripcija, didinama E6 ir E7

baltymy raiska, todé¢l infekcija progresuoja ir inicijuoja lasteliy supiktybéjima.
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1.7.  ZPV sukeliamos ligos

Zmogaus papilomos virusas — lytiniu keliu plintanti infekcija, biidinga tiek
moters, tiek vyro organizmui. Dazniausiai infekcija nustatoma lytiniuose organuose. Virusui
patekus | organizma, net 90% infekcijos atvejy Seimininko imuniné sistema pati susitvarko su
virusu. Jvairiy tyrimy duomenimis, priklausomai nuo tipo, organizmui iSsivalyti vidutiniskai
prireikia 8 — 16 ménesiy nuo aukstos rizikos ZPV tipy ir 4 — 8 ménesiy nuo Zemos rizikos
viruso tipy (Giuliano ir kt., 2002; Brown ir kt., 2005). Tac¢iau per daugelj mety virusas tapo
evoliuciSkai prisitaikes ir gebantis apeiti Seimininko imuning sistema.

Infekuodamas epitelio lasteles, ZPV sukelia mazas pazaidas ir i§vengia
prieSuzdegiminio organizmo atsako. Virusas neinfekuoja ir nesidaugina epitelyje esanciose
antigeng pristatanéiose lastelése (angl. Antigen-presenting cell, APC), nesukelia infekuotos
lastelés lizés, taigi APC negali apgaubti viriony ir pristatyti jy kilmés antigeny Seimininko
imuninei sistemai. Taip pat, ankstyvyjy virusiniy baltymy sintezé vykdoma epitelio lgstelés
branduolyje, kuris yra sunkiai pasiekiamas S$eimininko imuninei sistemai, o paskutinioji
infekcinio ciklo stadija — imunogeniniy poZzymiy turin¢ios kapsidés surinkimas — vyksta tik
pilnai diferencijuotuose keratinocituose. Taip virusas iSvengia Langerhanso lasteliy, esanéiy
proksimalinéje (esancio arfiau pamatinés membranos) epitelio dalyje, atsako. Atliekant
tyrimus surenkama vis daugiau informacijos, jog viruso koduojami baltymai gali tiesiogiali
trukdyti Seimininko imuniniam atsakui (Tindle, 2002; Klein ir kt., 2007).

Vykstant pilnam infekcijos ciklui, priklausomai nuo viruso tipo, ZPV gali
sukelti jvarius epitelio bei gleivinés sluoksnio pakitimus, nepiktybines papilomas bei karpas
ar tapti vézinio susirgimo priezastimi. Zmogaus organizme ZPV infekcija identifikuojama
kaip kancerogeninis veiksnys SeSiems véZio tipams: gimdos kaklelio, varpos, vulvos,

maksties, iSangés bei burnos ir ryklés, jskaitant liezuvio bei tonziliy pamatines sritis.

1.7.1. Gimdos kaklelio vézys

Siomis dienomis aktualiausia problema laikoma viruso infekcija moters
lytiniuose organuose, kadangi 10 — 15% infekcijos atvejy ZPV infekcija persistuoja ir aukstos
rizikos viruso tipas tampa pagrindiniu ano-genitaliniy vézio formy iSsivystymo faktoriumi
(Groves ir Coleman, 2015). Pavojingiausiu iSskiriamas gimdos kaklelio vézys (GKV), kuris

yra ketvirtas dazniausias piktybinis darinys zmogaus organizme, apimantis 12% visy motery
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vézio atvejy. Net 50% tokio vézio atvejy kasmet baigiasi mirtimi (Groves ir Coleman, 2015).
Paplitimu issiskiria didZiausiu onkogeniskumu pasizymintis ZPV 16 tipas, sukeliantis daugiau
nei 50% visy gimdos kaklelio vézio atvejy, antrg vietg uzima 18 viruso tipas, sukeliantis apie
15% vézio atvejy (Clifford ir kt., 2003; Smith ir kt., 2007).

Lietuvoje 2012 m. duomenimis GKV yra tre¢ias pagal daznumg onkogeninis
susirgimas moters organizme, kasmet diagnozuojama apie 615 naujy ligos atvejy. ZPV
paplitimas Lietuvoje yra pirmaujantis tarp Europos valstybiy. Ty paciy mety statistinés
analizés duomenimis Lietuvoje dazniausiai nustatomas 16 viruso tipas (5,7% normalios
gimdos kaklelio citologijos atveju, 6,7% nezymiy ploks¢ialgsteliniy intraepiteliniy poky¢iy
atveju (LSIL), 48,3% zymiy plokscialgsteliniy intraepiteliniy pokyéiy atveju (HSIL), 56,5%
GKYV atveju). Paplitimu pasizymi ir 39, 31 onkogeniniai ZPV genotipai (Bruni ir kt., 2015).

Gimdos kaklelio vézys atsiranda kaklelio transformacijos zonoje (TZ), esancioje
iSoringje kaklelio sluoksniuotojo epitelio ir vidinés kaklelio ertmés stulpinio epitelio
sandiroje. Mikrotraumy metu suardomas pamatinis epitelinis barjeras ir, vykstant gimdos
kaklelio gleivinés sluoksnio pokyc¢iams, sukuriama palanki aplinka patogeny invazijoms,
palankios salygos ZPV infekcijai (Fernandes ir kt., 2013).

Nacionalinio vézio instituto (angl. National Cancer Institute, JAV)
nomenklatiiroje yra i§skiriami du pagrindiniai gimdos kaklelio véZio tipai: ploks¢iyjy lasteliy
karcinoma (angl. squamous cell carcinoma, SCC) ir adenokarcinoma. Didzioji dalis (80-90%)
veézio atvejy vystosi plokSciosiose lgstelése 1§ prekursoriniy dariniy, klasifikuojamy j tris
displazijos arba intraepitelinés gimdos kaklelio neoplazijos (CIN) atvejus (CIN1,2,3).
Neoplazija, dar vadinama displazija, — sutrikes epitelio augimas ir raida. Proceso metu
padidéja pamatinio sluoksnio aktyvumas, taCiau patologinis procesas nepereina uz epitelio
pamatinés membranos riby (Groves ir Coleman, 2015). ZPV infekcija sukelia laipsnines
neoplazijas, kurios pagal stiprumg skirstomos j nedidelio (CIN1), vidutinio (CIN2) ir didelio
laipsnio neoplazijas (CIN3). CIN3 paprastai progresuoja i invazinj gimdos kaklelio vézj
(Ostor ir kt., 1993). Sis skirstymas atitinka naujesne Bethesdos sistema, turindia du
pagrindinius ranginius vienetus: LSIL ir HSIL. Nezymiis ploks¢ialasteliniai intraepiteliniai
poky¢iai (LSIL) atitinka CINI1, Zymis plokscialgsteliniai intraepiteliniai pokyc¢iai (HSIL) -
CIN2,3 ir carcinoma in situ. Ploks¢iyjy Iasteliy karcinoma progresuoja Iasteléms
prasiskverbus pro pamating epitelio membrang ir infekavus po ja esancig stromg, procesas

pateiktas 4-ame paveiksle.
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4 pav. ZPV infekcijos sukeltas neoplazijos procesas gimdos kaklelio epitelyje (Groves ir
Coleman, 2015).

1.7.1.1. Gimdos kaklelio vézio rizikos veiksniai

Pagrindiniu rizikos veiksniu gimdos kaklelio véziui laikoma ZPV infekcija,
nustatoma 99-100% vézio atveju (Frazer, 2004). Aukstos rizikos ZPV tipy sukeltos infekcijos
progresavimg iki vézio spartina ir rizikos faktoriais taip pat laikomi hormoniniy
kontraceptiniy preparaty vartojimas, gimdymy skaicius, lytiniy partneriy skaicius, rikymas,
ankstyva lytinio gyvenimo pradzia (Castellsague ir kt., 2006).

Kontraceptiniy preparaty vartojimas laikomas vienu svarbiausiu rizikos veiksniy.
Dalis tyrimy $ig sasaja aiskina asociacija su didesniu lytiniy partneriy skaic¢iumi bei barjeriniy
preparaty (prezervatyvy) nenaudojimu, ko pasekoje padidéja rizika uzsikrésti ZPV (Gadducci
ir kt., 2011). Taciau kaip rodo detalesni tyrimai, kontraceptiniai preparatai gali turéti ir
tiesioging jtaka padidéjusiai GKV rizikai organizme sukeldami hormony kiekio padidéjima
(Gariglio ir kt., 2009). Sudétiniy kontraceptiniy table¢iy (SKT) sudétis pagrjsta hormony
estrogeny ir progestiny santykio bei dozés variacijomis. TZ zonoje, kurioje ir vystosi véZiniai
navikai, palyginus su normaliu sluoksniuotuoju epiteliu yra daugiau estrogeno bei
testosterono receptoriniy Igsteliy. TZ zona estrogeno hormonams yra pati jautriausia gimdos
kaklelio vieta. Estrogenas stimuliuoja onkogeniniy viruso baltymy (E6, E7) raiska, skatina

lasteliy proliferacija, stabdo apoptoze, hormony metabolitai sukelia DNR pazaidas (Gariglio ir
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kt., 2009). JvairGs tyrimai rodo, jog ilgalaikis (>5 m.) kontraceptiniy preparaty (SKT)
vartojimas ZPV teigiamu atveju gimdos kaklelio rizika padidina iki 4 karty (Castellsague ir
kt., 2002; Luhn ir kt., 2013).

Gimdymy skaiCius taip pat asocijuojamas su padidéjusia rizika, kadangi néStumo
metu didéja plokséiyjy lgsteliy skaicius transformacijos zonoje (Munoz ir kt., 2002; Gariglio
ir kt., 2009). Néstumo metu vykstantys hormoninio balanso pokyc¢iai motinos organizme
(estrogeno ir progesterono kiekio padidéjimas) gali atsiliepti imuniniam atsakui j aukstos
rizikos ZPV tipa, padidinti infekcijos persistavima ar spartinti progresavima. Tyrimy
duomenimis néstumy ir gimdymy skaicius tiesiogiai koreliuoja su didéjancia gimdos kaklelio
vézio rizika. (Munoz ir kt., 2002; Castellsague ir kt., 2006). Lyginant néStumo neturéjusias
moteris su 2-4 kartus gimdziusiomis, rizika padidéja 2-3 kartus, lyginant negimdZiusias su >7
gimdymus turéjusiomis moterimis, rizika iSauga iki 3-4 karty. (Munoz ir kt., 2002).

Riikymo poveikio vertinimas, pagrjstas populiaciniais tyrimais, rodo, jog ZPV
infekcija 2-5 kartus daznesné rikanéiy ar praeityje rukiusiy motery tarpe, lyginant su
neriikan¢iomis (Gariglio ir kt., 2009; Holland, 2015). Rukan¢iy motery organizmui i$sivalyti
nuo ZPV prireikia daugiau laiko (Fonseca-Moutinho, 2011; Holland, 2015), rikymas taip pat
didina ZPV persistencijos rizika (Gadducci ir kt., 2011). Ry3ys aikinamas tabako sudétyje
esanc¢iy kancerogeniniy medziagy (pvz. nitrozaminy), alkilinan¢iy DNR granding, tiesioginiu
poveikiu kancerogenezés procesui (Gariglio ir kt., 2009). Kituose tyrimuose teigiama, jog
rilkymas skatina kancerogeneze blokuodamas lastelinj imuniteta pries ZPV infekcija

(Gadducci ir kt., 2011).

1.7.2. ZPV sasajos su galvos ir kaklo véziu

Galvos ir kaklo ploksciyjy epitelio lasteliy karcinomy (angl. head and neck
squamous cell carcinoma, HNSCC) grupei priskiriamos burnos ertmés, nosiaryklés, burninés
ryklés, gerkly ir gerklinés ryklés karcinomos. HNSCC grupei priklauso 3-4% visy Siaurés
Amerikoje bei Europoje diagnozuojamy vézio atvejy, tai SeStas pagal daznumga piktybinis
auglys zmogaus organizme (Zandberg ir kt., 2013). HNSCC vézys diagnozuojamas jau kiek
daugiau nei 60 mety, per kuriuos piktybiniy naviky susidarymo atvejy burnos ertméje ir
burninéje rykléje jauny asmeny tarpe (<40 m.) nuolat didéja (Salem, 2010). ZPV virusas
bendrai aptinkamas 23-35% visy HNSCC grupés biopsijy, dauguma ZPV teigiamy véZzio

atvejy kyla i§ burninés ryklés, kur ZPV fiksuojamas net 45-90% paplitimu, daZniausiai
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tonziliy, pamatinéje liezuvio ertméje (Zandberg ir kt., 2013). Platesni sisteminiai apZvalginiai
tyrimai rodo, jog ZPV DNR paplitimas galvos ir kaklo véZiniy susirgimy atveju yra didesnis
burninés ryklés (36%) nei burnos ertmés (24%) ar gerkly (24%) ploksciyjy Iasteliy
karcinomose (Kreimer ir kt., 2005).

Su ZPV susijusio vézinio darinio formavimasis galvos ir kaklo ertméje yra
artimas gimdos kaklelyje vykstan¢iam onkogeniniam procesui (Salem, 2010). Augliuose
dazniausiai aptinkamas tas pats ZPV 16 viruso tipas, randamas 68-87% paplitimu, taip pat
fiksuojami 7PV 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52, 56, 58, 59 ir 68 tipai (Zandberg ir kt., 2013).
Burnos ertmés ploks¢iyjy lasteliy (angl. oral cavity squamous cell carcinoma, OCSCC) vézio
atveju ZPV aptinkamas vidutiniskai 16-17% paplitimu (Mirghani ir kt., 2015). ZPV infekcija
burnoje taip pat iSsiskiria ryskiu paplitimo skirtumu tarp vyry ir motery, vyry populiacijoje
aptinkama apie 3 kartus dazniau nei motery (Zandberg ir kt., 2013; Euromap 2014, Giuliano ir
kt., 2015).

Pagrindiniais rizikos faktoriais galvos ir kaklo vézio atveju laikomi rikkymas bei
suvartojamo alkoholio kiekis, tadiau didéjanéiam ZPV infekcijos plitimui burnos ertméje vis
svarbesniu rizikos faktoriumi laikomas oralinio lytinio akto propagavimas. Tyrimy
duomenimis bendras galvos ir kaklo véZio paplitimas pastaraisiais deSimtmeciais maZzéja,
tadiau su ZPV susijusiy galvos ir kaklo véZiniy susirgimy procentas didéja (Farsi ir kt., 2015).
Paplitimo pokyciai aiSkinami seksualinio elgesio pokyciais, didéjan€iu oraliniy lytiniy

santykiy propagavimu.

1.8.  Vakcinos pries ZPV

Siekiant i§vengti ZPV infekcijos sukeliamy padariniy skatinama vengti rizikos
faktoriy, alkoholio bei cigareCiy vartojimo, svarbiausia vengti atsitiktiniy lytiniy santykiy,
propaguoti prezervatyvy naudojima. Prevencija vykdoma skatinant moteris atlikti citologinj
gimdos kaklelio tyrimg (angl. Papanicolaou (Pap) test), reikalui esant atlikti tolesnius
tyrimus. Tyrimais nustatomi tik jau esami Igstelés pakitimai, todél norint apsaugoti organizmg
nuo infekcijos, buvo sukurtos ir FDA (angl. U.S. Food and Drugs Administration) patvirtintos
trys profilaktinés vakcinos. Keturvalenté Gardasil® vakcina (2006 m.) skirta 10-26 mety
amziaus motery grupei, imunizuojanti prie 16, 18, 6 ir 11 ZPV tipus. Dvivalenté Cervarix®
vakcina (2009 m.) patvirtina 10-15 amziaus moterims, skirta apsaugai nuo 16 ir 18 viruso tipy

infekcijos. Naujausia devynvalent¢ Gardasil 9° vakcina (2014 m.) yra pirma vakcina nuo

20



7PV, tinkama tiek moterims (9 - 25 m.), tiek vyrams (9 - 15 m.), skirta prevencijai prie§ ZPV
6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 ir 58 tipus (Bosch ir kt., 2015).

Vakciny veikimas pagrjstas imuninio atsako i$Saukimu prie§ viruso antigeny
turinCias virusines daleles, atsakg sustiprinant sudétyje esanciais adjuvantais (Schiller ir Kt.,
2012). Virusiniy daleliy sudétyje néra viruso DNR, todél vakcinos yra saugios ir negali
sukelti virusinés infekcijos. Vakcinos sudétyje esantis atitinkamo viruso tipo L1 baltymas
spontanidkai formuoja iSorinj ZPV viruso kapsidés kiauta primenandia virusing dalele ir
iSSaukia organizmo imuninj atsakg (Lehtinen ir Dillner, 2013).

Sukaupus pakankamai statistinés informacijos nuo pirmyjy dvivalentés ir
keturvalentés vakciny patvirtinimo mety, matomas teigiamas vakciny poveikis (Lehtinen ir
Dillner, 2013). JAV Nacionaliniy sveikatos ir mitybos tyrimy apklausy (angl. National health
and nutrition examination surveys) duomenimis, pradéjus taikyti prevencines vakcinas nuo
7PV, zymiai sumazéjo ZPV 6, 11, 16 ir 18 tipy paplitimai, ZPV paplitimas gimdos kaklelio
ertméje sumazéjo kiek daugiau nei dvigubai, nuo 11,5% (2003 - 2006 m.) iki 5,1% (2007 -
2010 m.) 14-16 m. motery grupéje (Markowitz ir kt., 2013). Remiantis tyrimy duomenimis,
profilaktiné ZPV vakcina suteikia ilgalaike, bent 10 mety organizmo apsauga, ta¢iau
atsizvelgiant j salyginai trumpa perioda nuo pirmos ZPV vakcinos sukiirimo, kol kas sunku
tinkamai jvertinti maksimaly vakcinos veiksmingumo laikotarpj (Lehtinen ir Dillner, 2013).
Pirmieji duomenys apie naujausios devynvalentés vakcinos veiksmingumg yra daug Zadantys,
patvirtinantys tokj pati veiksminguma, kaip ir keturvalentés vakcinos, taip pat net 95%
veiksmingumag prie§ vakcing papildziusius aukstos rizikos viruso tipus (Joura ir kt., 2015).

Atkreipus visuomenés démesj ] galimybe imunizuoti organizmg sukurtomis
vakcinomis ir taip i§vengti dazniausiai aptinkamy onkogeniniy ZPV viruso tipy sukeliamy
infekcijos padariniy, skatinant moteris reguliariai tikrintis, buty galima efektyviai kontroliuoti

su ZPV susijusiy susirgimy skai¢iy (Dahiya ir kt., 2015; Frazer, 2004).

1.9.  Metodai taikomi ZPV aptikimui

Zmogaus papilomos viruso infekcija aptinkama jvariais metodais: méginyje
nustatant viruso DNR, iRNR transkriptus ar intensyviau transliuojamus virusinius E6/E7
baltymus (Allen ir kt., 2010). Gimdos kaklelio méginiai dazniausiai tikrinami pritaikius
virusinés DNR ir RNR aptikimo metodus, taikant jvairias polimerazinés grandininés reakcijos

(PGR) metodo technikas. Onkogeniniai baltymai nustatomi hibridizacijos metodais. Burnos,
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galvos ir kaklo augliy méginiai dazniau tikrinami baltymy lygmenyje, taikant

imunohistocheminius analizés metodus, pagrjstus baltymo-antikiino sgveikos analize.

1.9.1. ZPV nustatymas polimerazinés grandininés reakcijos metodu

Taikomoje metodikoje jautrumu iSsiskiria polimeraziné grandininé reakcija
(PGR) bei jos wvariacijos. Metodo jautrumas, pagristas ieSkomos medziagos DNR
padauginimu, sudaro galimybe analizuoti mazu virusinés genetinés medziagos kiekiu
pasizymincius méginius. Metodo variacijos, priklausomai nuo parinkty pradmeny, leidzia
aptikti konkrety viruso tipg ar bendrag viruso infekcijg. Bendros infekcijos nustatymui daznai
naudojami PGMYQ09/11 bei GP5+/6+ pradmenys, amplifikuojantys L1 virusinio genomo
regiong. PGMY09/11 pradmenys sukurti patobulinus MY09/MY11 pradmeny jautruma bei
specifiskumg parinkus nukleotidy rinkinj pagal ta patj L1 jungimosi regiong (Coutlee ir kt.,
2002). PGMY09/11 sistema sudaryta i§ penkiy tiesioginiy pradmeny ir trylikos grjZztamyjy
pradmeny rinkinio. Tai astuoniolikos pradmeny mi$inys, nustatantis apie 40 aukstos ir Zemos
rizikos ZPV tipy. (Gravitt ir kt., 2000). GP5+/GP6+ pradmenys sukurti patobulinus pirminius
GP5/6 pradmenis, prailginus 3¢ sekos galg 3-5 nukleotidais, taip pasiektas didesnis pradmeny
— taikinio stabilumas bei efektyvesnis amplifikacijos procesas (Jacobs ir kt., 1995).
GP5+/GP6+ pradmenys yra komplementariis viruso L1 geno sekai. Kaip ir PGMY09/11
pradmenimis, jais nustatoma apie 40 ZPV tipy.

Atvirkstinés transkripcijos kiekybiné PGR (AT-kPGR) placiai tatkoma E6/E7
onkogeniniy viruso baltymy iRNR amplifikacijai ir aptikimui. Metodas yra auksto jautrumo,
leidzia nustatyti ne tik bendrag virusing infekcija, taciau ir jos kieki, amplifikuoty kopijy

skaiciy (Allen ir kt., 2010).

1.9.2. Kiti metodai ZPV nustatymui

In situ hibridizacijos (ISH) metodas, priklausomai nuo parinkto
komplementaraus zondo, gali biti taikomas tiek viruso DNR, tiek onkogeniniy baltymy iRNR
aptikimui. Infekcijos nustatymui taip pat taikomas nukleortig§¢iy hibridizacijos metodas
naudojant jvairius specifiSkus zondus, aptinkanc¢ius bendra infekcijg arba tam tikra viruso
DNR fragmentg. Imunocheminé baltymy analizé taikoma méginius tikrinant baltymy

lygmenyje, dazniausiai E6/E7 virusiniy baltymy nustatymui. Metodo specifiSkumg uZztikrina
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taikiniams specifiniy antikingy naudojimas. Kolorimetrinés reakcijos metu vizualiai stebimi
pokyciai, nustatomi ieSkomi baltymai bei jvertinama jy lokalizacija 1gstel¢je. Metodas daznai
taikomas siekiant jvertinti ZPV teigiamuose véZiniuose audiniuose intensyvia raiska

pasizymincio p16 baltymo kiekj (McCance, 2002; Allen ir kt., 2010).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Medziagos

25 mM MgCl, (Thermo Fisher Scientific Baltics, Lietuva)

Agaroze (Thermo Fisher Scientific Baltics, Lietuva)

Vanduo be nukleaziy (H20) (Thermo Fisher Scientific Baltics, Lietuva)

Betainas (Fluka, Vokietija)

dATP, dTTP, dGTP, dCTP, dUTP (Thermo Fisher Scientific Baltics, Lietuva)

DNR molekulinés masés standartai — O‘GeneRuler™ Low Range, O‘GeneRuler™ 50 bp
Etidzio bromidas (ROTH, Vokietija)

Hot Start PGR buferinis tirpalas (10x) (Thermo Fisher Scientific Baltics, Lietuva)

Jaucio serumo albuminas (BSA) (Thermo Fisher Scientific Baltics, Lietuva)

Ksilencianolis (Sigma, Vokietija)

Maxima™ Hot Start Green PGR buferinis tirpalas (5x) (Thermo Fisher Scientific Baltics,
Lietuva)

Maxima™ Hot Start Taq DNR polimerazé (Thermo Fisher Scientific Baltics, Lietuva)
Proteinazé K (20 mg/ml) (Thermo Fisher Scientific Baltics, Lietuva)

RNazeé A (10 mg/ml) (Thermo Fisher Scientific Baltics, Lietuva)

TAE (Tris-acetate-EDTA) buferinis tirpalas (Thermo Fisher Scientific Baltics, Lietuva)
Tartrazinas (Sigma, Vokietija)

Uracil — DNR glikozilazé (Thermo Fisher Scientific Baltics, Lietuva)

2.1.1. Rinkiniali
GenelJet™ Genomic DNA Purification Kit (Thermo Fisher Scientific Baltics,

Lietuva) ir MagJET Genomic DNA Kit komercinis rinkinys (Thermo Fisher Scientific
Baltics, Lietuva).
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2.1.2. Pradmeny sistemos

Bendra ZPV infekcija nustatandiy PGR sistemy pradmenys pateikti 1-oje

lenteléje. Naudotos GP5+/GP6+ ir PGMY09/11 sistemos detaliau aprasytos 1.9.1. skyrelyje.

HR HPV sistema buvo naujai sukurta bendradarbiaujant UAB ,,Thermo Fisher Scientific

Baltics“ ir VU Biotechnologijos institutui, vykdant LMT finansuojama projekta ,,ZPV

diagnostika“ (2009-2011). Sioje sistemoje naudojama 19 pradmeny, su kuriais aptinkama 16

aukstos rizikos ZPV tipy (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 66, 73, 82) bei jy

variantai (Simanaviciene ir kt., 2014). PGR sistemy vidinei kontrolei naudoti zmogaus f-

globino geno (B-gloF; B-gloR) ir prostatos specifinio geno 5 egzono pradmenys (IC 435; IC

1238).

1 lentelé. Bendrg ZPV infekcijg nustatan¢iy PGR sistemy pradmenys.

Pradmeny sistema

Amplifikuojama

PGR produkto

Pradmeny skaicius

ZPV geno seka ilgis (bp) reakcijos miSinyje
GP5+/GP6+ L1 150 2
PGMY09/11 L1 450 18
HR_HPV L1 400-430 19

Dauginése genotipavimo PGR sistemose naudojama 16 pradmeny pory,

nustatanéiy 16 aukstos rizikos ZPV tipy. Pasirinkti pradmenys sugrupuoti j keturias PGR

sistemas: MM1, MM2, MM3 ir MM4. Kiekviena sistema nustatomi ZPV tipai pateikti 2-0je

lenteléje.

2 lentelé. Dauginémis PGR sistemomis nustatomi ZPV tipai.

PGR sistema | Nustatomi ZPV tipai
ZPV-MM-1 16, 18, 39, 58
ZPV-MM-2 52, 33, 56, 31
ZPV-MM-3 35, 68, 59, 45
ZPV-MM-4 66, 51, 73, 82

2.1.3. Teigiamos kontrolés

Bendra ZPV infekcija nustatandiy PGR reakcijy metu kaip teigiama kontrolé

buvo naudojama iSgryninta HeLa lasteliy DNR, kuriose integruotas 18 ZPV tipas (HeLa

lastelés auginamos ir DNR iSskiriama VU Biotechnologisjos instituto Imunologijos ir Igstelés
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biologijos skyriuje). Kaip teigiama dauginiy PGR sistemy kontrol¢ buvo naudojama A DNR
su jterptomis atitinkamy genotipy DNR sekomis (gauta i§ UAB ,,Thermo Fisher Scientific

Baltics®, Lietuva).

2.1.4. Klinikiniai méginiai

Klinikiniai urogenitaliniy nuograndy ir burnos epitelio méginiai surinkti i$
atsitiktiniy motery, atéjusiy ginekologo konsultacijai | Lietuvos sveikatos moksly universiteta
(LSMU), taip pat motery, dalyvavusiy LSMU Endokrinologijos institute vykdomame tyrime
»Hormoninés kontracepcijos poveikis metaboliniams, androgeny koncentracijos, kraujo
kreSumo parametry, psichologiniams bei seksualinés funkcijos pokyc¢iams moters organizme*.
Tyrime dalyvavo sveikos moterys (18-40 mety amziaus), nesergancios gretutinémis ligomis:
létinémis neinfekcinémis ligomis ir létinémis arba Gminémis infekcinémis ligomis. Moterys
kreipési ginekologo konsultacijai dél kontracepcijos metodo pasirinkimo ar profilaktiniam
patikrinimui. Tiriamosios uzpildé ,,.Bendrgsias motery anketas“. Visos moterys suskirstytos i
atskiras grupes: sudétines kontraceptines tabletes (SKT) vartojancios moterys (6 ménesius),
sudétiniy kontraceptiniy tableCiy nevartojan€ios moterys (6 ir daugiau meénesiy) (SKT-
kontroliné grupé) ir atsitiktinés moterys, atéjusios ginekologo konsultacijai. Motery
urogenitaliniy nuograndy ir burnos epitelio méginiai surinkti i§ ty paciy motery. Vyry burnos
epitelio lgsteliy méginiai rinkti i§ atsitiktiniy asmeny (18-40 mety amziaus), pakviesty
dalyvauti tyrime.

Tyrime dalyvave asmenys pasira$¢ ,,Asmens informavimo® ir ,Informuoto
asmens sutikimo formas*. Méginiai surinkti gavus patvirtinta Kauno regioninio biomedicinos
tyrimy etikos komiteto leidimg atlikti biomedicininj tyrimg (2013-02-11, Nr.B-2-14).

Urogenitaliniy nuograndy meéginiai rinkti Sluotele, imant gimdos kaklelio
sieneliy ploksc¢iojo epitelio lgsteles. Méginiai rinkti j SurePath terpe (BD Bioscience, JAV).
Burnos epitelio méginiai rinkti Sepetéliu imant burnos ploksciojo epitelio lasteles, méginiai

rinkti ; Cymol terpe (Copan, Italija).

2.2. Jranga

DNR elektroforezés aparatai (Cleaver, UK; Sigma, UK)
Mégintuveliy maiSyklé (VortexGenie, JAV)
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Mini centrifuga (Eppendorf, VVokietija)

Purtyklé (Certomat, Pranciizija)

Saldytuvai -20 °C, +4 °C

Spektrofotometras NanoDrop (Thermo Scientific, JAV)

Svarstyklés (Ohaus Scout Pro, JAV)

Termocikleris (Applied Biosystems, JAV; Biometra, Vokietija)

Termomikseris (Eppendorf, VVokietija)

Termostatas (Memmert, VVokietija)

Transiliuminatorius (ULTRA-LUM, JAV)

Vienkanaliai dozatoriai 10 ul, 20 ul, 100 ul, 200 ul, 1000 ul, 10000 ul (Eppendorf, Vokietija;
Gilson, JAV; Rainin, JAV)

Vienkartiniai antgaliai dozatoriams 200 ul, 1 ml, 10 ml (Nerbe Plus, VVokietija)

Vienkartiniai antgaliai su filtrais dozatoriams 10 ul, 20 ul, 100 ul, 200 ul (StarLab, Vokietija)
Elektros Saltinis elektroforezei (Biometra, Vokietija);

Meégintuvéliy Sildymo jrenginys (Hettich, Vokietija);

Centrifiiga 4524R (Eppendorf, Vokierija)

Laminarinis boksas ,,MSC-Advantage™ (Thermo Scientific)

J2-6 centrifuga (Beckman, JAV)

J2-21 centrifuga, JA-14 (Beckman, JAV)

Plastikiniai plonasieniai PGR meégintuveliai 0,1 ml, 0,2 ml, 0,5 ml (Corbett Research,
Vokietija; Nerbe Plus, Vokietija; BrandTech, UK)

Plastikiniai meégintuvéliai 1,5 ml, 2 ml (Eppendorf, Vokietija)

2.3. Tyrimo metodai

2.3.1. DNR is$skyrimas

DNR i§ burnos epitelio lasteliy meéginiy iSskyrimui naudotas komercinis
,,GeneJetTM Genomic DNA Purification Kit“ (Thermo Fisher Scientific Baltics, Lietuva)
rinkinys. Urogenitaliniy nuograndy meéginiy gryninimui naudotas ,,MagJET Genomic DNA
Kit* komercinis rinkinys (Thermo Fisher Scientific Baltics, Lietuva). Gryninimas atliekamas

pagal gamintojo pateiktas rekomendacijas.
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2.3.2. DNR koncentracijos nustatymas

ISgrynintos DNR koncentracija ir grynumas matuojamas NanoDrop (Thermo
Scientific, JAV) spektrofotometru. Matavimo kontrolei naudojamas sterilus vanduo. Ant
kiuvetés uzlasinami 1ul méginio, pasirinkus 260 ir 280 nm bangos ilgj matuojamas sugerties
intensyvumas. Integruota kompiuteriné programa pateikia DNR koncentracijg (ng/ul) bei

sugerties intensyvumo santykij esant pasirinktiems bangos ilgiams.

2.3.3. Polimeraziné grandininé reakcija (PGR)

Amplifikacijos miSiniy komponentai: Hot Start PGR buferinis tirpalas,
Maxima™ Hot Start Green PGR buferinis tirpalas, MgCl,, ANTP/dUTP tirpalas, Maxima™
Hot Start DNR polimerazé, Uracil DNR glikozilazé, BSA, betainas, ksilencianolis,
tartrazinas, atitinkamy sistemy pradmenys (GP5+/GP6+, PGMY09/11, HR HPV) ir
distiliuotas vanduo iki galutinio bendro 25 pl meéginio tirio. Vidinei PGR kontrolei
naudojama zmogaus B-globino genas (B-gloF; B-gloR) ir prostatos specifinio geno 5 egzonas
(IC 435; 1C 1238). Komponenty koncentracijos atskiroms sistemoms pateikti 3-ioje lenteléje.
Teigiamai kontrolei naudojama idgryninta 18 ZPV tipa turin¢iy HeLa lasteliy DNR. Tikrinant
klinikinius méginius naudojama 3 pl iSgrynintos DNR tirpalo ir 22 pl PGR sistemos miSinio.
Reakcija vykdoma ,,Applied Biosystems” DNR amplifikatoriuje pagal pasirinktas optimalias
salygas, pateiktas 4 — 6 lentelése. PGR reakcijos produktai analizuojami 1,5% agarozés
gelyje, panaudojant O‘GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific Baltics,

Lietuva).
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3 lentelé. PGR sistemy komponenty kiekiai ir koncentracijos.

PGR sistema
Reagentas PGMY09/11 GP5+/6+ HR ZPV
Reagento Reagento Reagento
koncentracija koncentracija koncentracija
Maxima™ Hot start buferis (10x) - 1x 1x
Maxima™ Hot Start Green PCR buffer (5x) 1x - -
MgCl, (25mM) - 3mM 3mM
dNTP/dUTP (2mM) 0,2 mM 0,2 mM 0,2 mM
Uracil DNR glikozilazé (1 v/ul) 0,01 v/ul 0,01 v/ul 0,01 v/ul
Hot Start polimerazé (5 v/ul) 2 viul 1 v/ul 1,25 v/ul
Pradmuo (gp6rev) (10 uM) - 0,5uM -
Pradmuo (gp5forw) (10 uM) - 0,5 uM -
HR_HPYV pradmeny miSinys (5 uM) - - 0,3 uM
PGMY09/11 pradmeny misinys (1 uM) 1,5 pmol/ul - -
B —gloF (10 pM) - 0,3mM 0,1 uM
B -gloR; (10 uM) - 0,3mM -
B —glo R, (10 uM) - 0,1 uM
IC (435) (10 uM) 0,1 mM - -
IC (1238) (10 uM) 0,1 mM - -
BSA (20 mg/ml) 1pg S5ug 7,5 ug
Ksilencianolis 0,4% - 0,004% 0,004%
Tartrazinas 2% - 0,03% 0,03%
4 lentelé. PGMY09/11 sistemos vykdymo salygos.
Nr. Etapas Temperatira, °C | Trukmé, min | Cikly skaicius
1. | Kryzminiy reakcijy prevencija 50 2 1
2. | Hot Start Taq polimerazés aktyvacija 95 7 1
3. | Denatiiracija 95 0,5
4. | Pradmeny prilydymas 55 0,5 40
5. | DNR amplifikacija 72 0,5
6. | Papildoma DNR amplifikacija 74 2 1

5 lentelé. GP5+/GP6+ sistemos vykdymo salygos.

Nr. Etapas Temperatiira, °C | Trukmé, min | Cikly skaicius
1. | Kryzminiy reakcijy prevencija 50 2 1

2. | Hot Start Taq polimerazes aktyvacija 95 6 1

3. | Denatiiracija 95 0,5

4. | Pradmeny prilydymas 50 1 40

5. | DNR amplifikacija 72 0,5
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6 lentelé. HR ZPV sistemos vykdymo salygos.

Nr. Etapas Temperatiira, °C | Trukmé, min | Cikly skaicius
1. | Kryzminiy reakcijy prevencija 50 2 1
2. | Hot Start Taq polimerazés aktyvacija 95 7 1
3. | Denatiiracija 95 0,5
4. | Pradmeny prilydymas 60 0,5 5
5. | DNR amplifikacija 72 1
6. | Denatiiracija 95 0,5
7. | Pradmeny prilydymas 55 0,5 5
8. | DNR amplifikacija 72 1
9. | Denatiiracija 95 0,5
10. | Pradmeny prilydymas 50 0,5 5
11. | DNR amplifikacija 72 1

2.3.4. Dauginé PGR reakcija

ZPV viruso genotipui nustatyti naudojamos 4 VU Biotechnologijos institute,

Imunologijos ir lastelés biologijos skyriuje paruostos dauginés PGR sistemos: MM-1, MM-2,

MM-3, MM-4. Sistemoje naudojami pradmenys aptinka $esiolika aukstos rizikos ZPV viruso

tipy. Amplifikacijos misinio komponentai: Maxima ™ Hot Start buferis, ANTP/dUTP, MgCl,,

atitinkamy sistemy pradmenys, Hot Start polimeraze, Uracil DNR glikozilazé, BSA, Betainas,

Ksilencianolis, Tartrazinas ir distiliuotas vanduo iki galutinio bendro 25 pl méginio tiirio (7-a

lentelé). Kaip teigiama kontrolé buvo naudojama A DNR su jterptomis atitinkamy genotipy

DNR sekomis. Tikrinant klinikinius meéginius naudojama 3 pl i§grynintos DNR tirpalo ir 22

pul PGR sistemos miSinio. Reakcija vykdoma ,,Applied Biosystems” DNR amplifikatoriuje

pagal pasirinktas optimalias salygas (8-a lentel¢). PGR reakcijos produktai analizuojami 1,5%

agarozés gelyje, panaudojant O‘GeneRuler™ 50 bp DNR zymenj (Thermo Fisher Scientific

Baltics, Lietuva).
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7 lentelé. Dauginiy PGR sistemy komponenty kiekiai ir koncentracijos.

PGR sistema
MM1 MM?2 MM3 MM4
Reagentas
Reagento Reagento Reagento Reagento
koncentracija | koncentracija | koncentracija | koncentracija

Maxima™ Hot Start buferis (10x) 1x 1x 1x 1x
dNTP/dUTP (2 mM) 0,2 mM 0,2 mM 0,2 mM 0,2 mM
MgCl;, (25 mM) 3 mM 3 mM 3 mM 3 mM
Pradmenys (12,5 uM) 0,3 uM 0,3 uM 0,2 uM 0,2 UM
Hot Start polimerazé (5 v/ul) 1,25 v/l 1,25 v/l 1,25 v/ul 1,25 v/l
Uracil DNR glikozilazé (1 v/ul) 0,01 v/ul 0,01 v/ul 0,01 v/ul 0,01 v/ul
BSA (10 mg/ml) 5 ug 5 ug 5ug 5 ug
Betainas (5 M) - - 05M -
Ksilencianolis (0.4%) 0,004% 0,004% 0,004% 0,004%
Tartrazinas (2%) 0,03% 0,03% 0,03% 0,03%

8 lentelé. Dauginiy PGR sistemy vykdymo salygos.

Nr. Etapas Temperatiira, °C | Trukmé, min | Cikly skai¢ius
L Kryzminiy reakcijy prevencija 50 2 1
2. | Hot Start Tag polimerazés aktyvacija 95 7 1
3. Denatiiracija 95 0,5
4. Pradmeny prilydymas 72 0,5 4
5. | DNR amplifikacija 72 0,5
6. Denatiiracija 95 0,5
7. Pradmeny prilydymas 62 0,5 4
8. | DNR amplifikacija 72 0,5
9. Denatiiracija 95 0,5
10. | pradmeny prilydymas 56 0,5 25
11. | DNR amplifikacija 72 0,5
12. | Galutinis grandinés prailginimas 72 5 1

2.3.5. Elektroforezé

Surenkamas elektroforezés rémelis, paruoSiamas

1,5% agarozés tirpalas.

Naudojamas TAE buferinis tirpalas. | sustingusio gelio Sulinélius jneSama 12 pl méginio.

Amplifikacijos produkty ilgio identifikavimui naudojami O‘GeneRuler™ 50 bp (Thermo
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Fisher Scientific Baltics, Lictuva) ir O‘GeneRuler™ Low Range (Thermo Fisher Scientific
Baltics, Lietuva) DNR fragmenty ilgio standartai. Elektroforezé vykdoma taikant 10 V/cm
jtampg. Geliai analizuojami transiliuminatoriaus (“ULTRA-LUM”) aparatu, apSvietus 320 nm

ilgio UV spinduliais.

2.3.6. Statistiné analizé
Duomenys apdoroti kompiuterinémis programomis ,,Microsoft Excell 2010% ir

STATISTICALO (StatSoft). Taikytas chi-kvadrato (x?) testas. Statistiskai reik§mingas

skirtumas laikomas kai p<0,05.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Zmogaus papilomos virusas Zinomas kaip viena daZniausiy lytiniu keliu
plintanciy infekcijy. Virusui infekuojant epitelio bei gleivinés sluoksnio Igsteles tiek moters,
teik vyro organizme, priklausomai nuo genotipo, sukeliamos jvairios papilomos ar karpos.
ZPV taip pat pripazintas kaip kancerogeninis veiksnys, daZniausiai sukeliantis gimdos
kaklelio vézj. Lietuva pagal ZPV paplitima tarp motery yra viena pirmaujanéiy valstybiy
Europoje. ZPV infekcijos paplitimas tarp sveiky vyry ir motery burnos ertmés Lietuvoje néra
iki Siol tirtas. D¢l didelio gimdos kaklelio vézio sergamumo Lietuvoje yra svarbu istirti ne tik
viruso paplitimg tarp motery urogenitaliniy nuograndy méginiy, bet taip pat ir infekcijos daznj
tarp motery ir vyry burnos éminiy. VéZzio iSsivystymo tikimybe didina ir tokie rizikos
veiksniai kaip sudétiniy kontraceptiniy priemoniy vartojimas, rikymas, gimdymy skaicius,
todél svarbu istirti ir $iy veiksniy sasajas su ZPV infekcija.

Darbo metu i$ viso patikrinti 665 klinikiniai zmogaus méginiai. Atlikus PGR
reakcija, 9 méginiai nerodé¢ vidinés kontrolés amplifikacijos, todél i statistiniy duomeny
analize nebuvo jtraukti. Tyrime analizuoti 656 méginiai, suskirstyti i tris pagrindines grupes:
motery urogenitaliniy nuograndy méginiai (N=248), motery burnos epitelio méginiai (N=249)
ir vyry burnos epitelio méginiai (N=159). Motery urogenitaliniy nuograndy bei burnos
epitelio méginiai suskirstyti j: sudétines kontraceptines tabletes (SKT) vartojanciy, sudétiniy
kontraceptiniy table¢iy nevartojanciy (SKT kontroliné grupé) bei j ginekologo konsultacijg

atéjusiy atsitiktiniy motery pogrupius, duomenys pateikti 1-0je lenteléje.

1 lentelé. ZPV infekcijos paplitimas tarp tiriamyjy grupiy.

ZPV infekcijos paplitimas
Tiriamuyjuy grupés N N %

I$ viso 248 119 47,98
Urogen]tahnlq SKT grupe 66 37 56,06
nuograndy méginiai SKT kontr. 57 18 31,58
Atsitiktinés 125 64 51,20
I$ viso 249 23 9,24
Motery burnos epitelio SKT grupé 67 7 10,45
méginiai SKT kontr. 57 4 7,02
Atsitiktinés 125 12 9,60
Vyry burnos epitelio 1§ viso 159 35 22,01

méginiai '
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3.1. Bendros ZPV infekcijos nustatymas

Visi meéginiai patikrinti trijomis bendra ZPV infekcija nustatandiomis
sistemomis (PGMY09/11, GP5+/GP6+ ir HR_ZPV). Méginys buvo laikomas ZPV teigiamu
viruso DNR aptikus bent viena i§ naudoty PGR sistemy. Bendra viruso infekcija nustatyta 119
(47,98%) urogenitaliniy nuograndy méginiuose, 23 (9,24%) motery burnos epitelio
méginiuose ir 35 (22,01%) vyry burnos epitelio méginiuose (1-as paveikslas).

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%
Motery urogenitaliniy Motery burnos epitelio Vyry burnos epitelio
nuograndy méginiai meéginiai méginiai

1 pav. Bendros ZPV infekcijos paplitimas tarp motery urogenitaliniy nuograndy ir motery bei
vyry burnos méginiy.
*p<0,05

Tyrime dalyvavusioms moterims nebuvo nustatomi citologiniai gimdos kaklelio
pakitimai, todél negalime iSskirti tiksliy su zinoma citologine diagnoze grupiy. Taciau
nustatytas ZPV infekcijos (47,98%) daznis sutampa su ankséiau Lietuvoje darytu tyrimu, kur
buvo tiriami intraepiteliniy gimdos kaklelio poky¢iy turin¢iy motery urogenitaliniy nuograndy
méginiai (45,5%) (Gudleviciené ir kt., 2010).

Tyrime aptikta daugiau ZPV teigiamy méginiy nei Danijoje jvairia citologija
pasizyminéiy, profilaktinéje gimdos kaklelio patikroje dalyvaujanéiy motery tarpe, kur
nustatytas vidutinis 33,4% ZPV paplitimas (Rebolj ir kt., 2014). Nustatytas ZPV daZnis
(47,98%) virsija ir Estijoje atsitiktiniy motery imtyje nustatyta 36,8% paplitima (Uuskula ir
kt., 2010). Tyrimo metu rastas viruso infekcijos daznis yra stebétinai didelis lyginant su

paplitimu kaimyniniy Saliy normalia citologija pasizyminfiy motery tarpe. Latvijoje
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infekcijos paplitimas siekia 8,0%, Lenkijoje 14,4%, Baltarusijoje - 23,6 % (Bruni ir kt.,
2015).

Vertinant ZPV infekcijos paplitimg burnos ertméje, statistiskai reik§mingu
skirtumu pasizymi infekcijos paplitimas motery (9,24%) ir vyry (22,01%) burnos epitelio
méginiuose (p<0,05). ZPV infekcijos paplitimas burnos epitelio méginiuose Lietuvoje
nustatomas pirmg karta, kol kas néra duomeny, su kuriais biity galima rezultatus lyginti Salies
viduje, taciau rezultatai rodo, jog vyrai yra statistiSkai svarblis Sios virusinés infekcijos
plitime. Pasaulinés sveikatos organizacijos (PSO) 2015 m. duomenimis ZPV paplitimas
sveiky asmeny burnos ertméje varijuoja priklausomai nuo regiono bei tyrimo mety.
Publikuotus Europos valstybiy duomenis lyginant su §io tyrimo rezultatais, ZPV paplitimas
Lietuvos vyry burnos ertméje (22,01%) yra aukStesnis nei tyrimus pristaciusiy valstybiy
(Suomijoje 18,3%, Italijoje 14,5%, Didziojoje Britanijoje 3,9%). Ty paciy mety PSO
duomenimis, ZPV daZnis motery burnos ertméje Suomijoje (17,2%) ir Italijoje (21,1%) yra
didesnis nei Lietuvos motery (9,24%), ta¢iau maZesnis Ispanijoje (8,5%).

Bendra tendencija atitinka pateikiama literatiiroje: ZPV infekcijos paplitimas yra
daznesnis tarp vyry nei motery (Sanders ir kt., 2012, Maura ir kt., 2012). Atlikto tyrimo
duomenimis infekcijos paplitimas vyry burnos epitelio méginiuose (22,01%) yra beveik 2

kartus didesnis nei motery burnos epitelio méginiuose (9,24%).

3.2.  ZPV paplitimas jvairiose amZiaus grupése

Tyrime analizuojant 656 klinikinius zmogaus méginius, atmetus duomeny apie
amziy nepateikusiy asmeny méginius, statistinei analizei pagal amziy jtraukti 636 méginiai.
Atskirose grupése analizuoti motery urogenitaliniy nuograndy méginiai (N=241), motery

burnos epitelio méginiai (N=240) ir vyry burnos epitelio méginiai (N=155) (2-a lentelé).
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2 lentelé. ZPV paplitimas pagal asmens amziy.

Motery urogenitaliniy

Motery burnos epitelio

Vyru burnos epitelio

nuograndy méginiai meéginiai méginiai
AmZius 7PV infekcijos 7PV infekcijos ZPV infekcijos
N paplitimas N paplitimas N paplitimas
N % N % N %
18 2 2 100,00 2 0 0,00 - - -
19 7 5 71,43 7 1 14,29 11 7 63,64
20 8 4 50,00 8 1 12,50 20 5 25,00
21 14 9 64,29 15 1 6,67 19 5 26,32
22 21 10 47,62 21 3 14,29 15 4 26,67
23 15 10 66,67 15 2 13,33 27 2 7,41
24 17 10 58,82 17 4 23,53 11 0 0,00
25 19 9 47,37 18 1 5,56 15 1 6,67
26 34 16 47,06 34 2 5,88 13 5 38,46
27 15 2 13,33 15 0 0,00 2 0 0,00
28 10 6 60,00 10 0 0,00 3 1 33,33
29 7 3 42,86 7 0 0,00 3 0 0,00
30 6 3 50,00 5 0 0,00 5 1 20,00
31 8 2 25,00 8 1 12,50 2 2 100,00
32 10 5 50,00 10 0 0,00 2 0 0,00
33 6 1 16,67 6 1 16,67 4 0 0,00
34 10 3 30,00 10 2 20,00 1 0 0,00
35 7 3 42,86 7 1 14,29 - - -
36 5 2 40,00 5 0 0,00 - - -
37 11 6 54,55 11 2 18,18 - - -
38 1 0 0,00 1 0 0,00 - - -
39 7 2 28,57 7 0 0,00 2 2 100,00
40 1 0 0,00 1 0 0,00 - - -
Viso 241 113 46,89 240 22 9,17 155 35 22,58

Detaliau analizuojant infekcijos paplitima, iSskirtos trys (18-25 m., 26-35 m.,

36-40 m.) amziaus grupés. Infekcijos paplitimas motery urogenitaliniy nuograndy méginiuose

pagal amziaus grupe pateiktas 2-ame paveiksle.

36




60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

18-25m. 26-35m. 36-40 m.

2 pav. ZPV infekcijos paplitimas urogenitaliniy nuograndy méginiuose skirtingo amziaus

grupése.
*p<0,05

Statistinés analizés duomenimis infekcijos paplitimas statistiSkai reikSmingai
skiriasi tarp 18-25 m. ir 26-35 m. amziaus grupiy (p>0,05). Rezultatai taip pat atitinka bendra
literatiiroje publikuojamg tendencija - ZPV infekcijos paplitimas pasaulyje yra daZnesnis
jaunesniy motery tarpe ir turi tendencija maZzéti; antrasis daznio padidéjimas fiksuojamas
vyresniy, menopauze¢ turéjusiy, motery tarpe (Monsonego ir kt., 2004; Bruni ir kt., 2015).
Jauny motery tarpe (<25 m.) Europos regionas i$siskiria vienu didZiausiu ZPV infekcijos
paplitimu (>23%) pasaulyje (Forman ir kt., 2012). Lyginant nustatyta (56,76%) infekcijos
daznj su Pabaltijo regiono Salimis (Estija ir Latvija), atlikto tyrimo duomenimis ZPV
paplitimas jauny motery tarpe didesnis nei Estijoje, kur jis priklausomai nuo amziaus grupés
tarp atsitiktiniy motery varijuoja 44-46% ribose (18-20 m. - 44%, 21-25 m. - 46%) bei
Latvijoje, kur paplitimas jvairia citologija pasiZymin¢iy <25 m. amZziaus motery grup¢je
siekia 21,6% (Uuskula ir kt., 2010; Bardina ir kt., 2008).

Detaliau analizuojant ZPV paplitima Lietuvos vyry ir motery burnos ertméje,

infekcijos paplitimas amzZiaus grupése pateiktas 3-iame paveiksle.
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3 pav. ZPV infekcijos paplitimas vyry ir motery burnos epitelio méginiuose skirtingo
amziaus grupese.
*p<0,05

Didziausiu ZPV infekcijos paplitimu motery tarpe nezymiai i$siskiria vyriausioji
(36-40 m.) amziaus grupé (12,00%). Infekcijos paplitimu vyry tarpe gana dideliu skirtumu
i$siskiria vidurinioji (26-35 m.) amZiaus grup¢, paplitimas siekia 25,71%. Nustatytas daznis
atskirose amziaus grupése virsija didesnius populiacinius tyrimus, kuriy duomenimis bendras
7PV paplitimas sveiky (18-25 m.) vyry ir motery tarpe atitinkamai siekia 15,3% ir 7,8%
(D’Souza ir kt., 2014). Amerikos populiaciniame tyrime fiksuotas bendras (vyry ir motery)
ZPV infekcijos daznio pikas (7,9%) 30-34m. amziaus grupéje (Gillison ir kt., 2012).

Statistinés analizés duomenimis infekcijos daznio pasiskirstymas tarp amZiaus
grupiy néra statistiSkai reikSmingas nei motery, nei vyry grupése (P>0,05). Taciau, 26-35 m.
amziaus grupéje ZPV infekcijos paplitimas tarp vyry (25,71%.) ir motery (6,09%) yra

statistiSkai reikSmingas (p<0,05).

3.3. ZPV infekcijos paplitimo rySys su kontraceptiniy preparaty

vartojimu

Vienas i§ pagrindiniy rizikos veiksniy ZPV infekcijos paplitimui yra
kontraceptiniy table¢iy vartojimas. PSO duomenimis Lietuva patenka j regiong, kurio
valstybése per burng vartojamy kontraceptiniy preparaty paplitimas yra <20,5%, pagal
pateikta vertinimo skalg (<2,7%; <6,6%; <12,4%; <20,5%; >25%) tai antras daznumo
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procentas. Analizuotas ZPV infekcijos rySys su trumpalaikiu (6 mén.) sudétiniy
kontraceptiniy preparaty vartojimu Lietuvos motery tarpe pateiktas 4-ame paveiksle.
Urogenitaliniy nuograndy méginiuose kontraceptines tabletes vartojusiy motery grupéje
(SKT) ZPV paplitimas siekia 56,06%, kontraceptiniy preparaty nevartojusioje motery grupéje
(SKT kontroline grupe) 31,58%, atsitiktiniy motery grupéje infekcijos paplitimas nustatytas

51,20% méginiy.
60% ] Ezcgfsiifaliniq nuograndy
50% = ilgrgrilgisa?pitelio lasteliy
40%
30%
20%
10%

0%

SKT SKT kontroline gr. Atsitiktinés moterys

4 pav. ZPV infekcijos paplitimas motery urogenitaliniy nuograndy ir burnos epitelio
méginiuose.
*p<0,05

ZPV paplitimas tarp kontraceptinius preparatus vartojanéiy ir nevartojanéiy
motery vertintas apskaiCiavus p kriterijy. Bendros infekcijos paplitimas yra statistiskai
reikSmingas urogenitaliniy nuograndy meéginiy grupéje tarp sudétinius kontraceptinius
prepatarus vartojusiy ir nevartojusiy motery (p<0,05).

7PV paplitimo ry$j su kontraceptiniy preparaty vartojimu paaiskina iskelta
hipotezé, kad SKT sudaro prielaidas ZPV onkogeniniam efektui pasireiksti batent gimdos
kaklelio gleivinéje. Kontraceptiniy preparaty sudétyje esancios medziagos gali prisijungti prie
ZPV DNR ir arba padidinti, arba supresuoti tam tikry geny transkripcija. Jvairiis tyrimai rodo,
kad SKT (o taip pat ir kiti faktoriai, pavyzdziui rukymas) gali pagreitinti gimdos kaklelio
brendimo procesg, d¢l to padidéja 1asteliy proliferacija ir galimas didesnis jautrumas virusinei

infekcijai. Statistiniais tyrimais buvo parodyta, kad ilgalaikis SKT vartojimas gali lemti
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gleivinés poky¢ius, todél sudaromos palankios salygos ilgesniam ZPV persistavimui (Peck ir
Norris, 2012).

Literatiiroje pateikiami kontroversiski tyrimy duomenys susije su SKT
vartojimu. Nors dalis tyrimy nerodo jokio sarysio tarp SKT vartojimo ir ZPV infekcijos
daznio (Green ir kt., 2003), dauguma parodé ilgalaikio (>5-8 m.) kontraceptiniy preparaty
vartojimo jtaka didéjanciai ZPV infekcijos paplitimo tendencijai (Castellsague ir kt., 2002;
Luhn ir kt., 2013). Taciau, atlikto tyrimo duomenimis net ir trumpalaikis (6 mén.) sudétiniy
kontraceptiniy tableciy vartojimas turi statistiSkai reikSminga poveikj moters organizmui ir

tampa svarbiu kriterijumi, didinanéiu ZPV infekcijos rizika gimdos kaklelio ertméje.

3.4. ZPV genotipy nustatymas

ZPV genotipy, ypa¢ — aukstos rizikos, identifikavimas turi svarbig reik§me
ankstyvajai diagnostikai bei ligy prevencijai, todél visi bendrg ZPV viruso infekcijos signala
parode méginiai (N=177) toliau analizuoti naudojant daugines genotipavimo PGR sistemas
(MM-1, MM-2, MM-3, MM-4), nustatan¢ias SeSiolika aukstos rizikos 7PV viruso tipy (16,
18, 39, 58, 52, 33, 56, 31, 35, 68, 59, 45, 66, 51, 73, 82) (5-as paveikslas). Septyniasdesimt
viename (71/253) motery urogenitaliniy nuograndy méginyje jvairiu paplitimo dazniu aptikti
15 viruso genotipy (16, 18, 39, 58, 52, 33, 56, 31, 35, 59, 45, 66, 51, 73, 82). Dviejuose (2/23)
motery burnos epitelio méginiuose nustatyti trys genotipai (16, 33 ir 66), keturiuose (4/35)

vyry burnos epitelio méginiuose aptikti du viruso genotipai (56 ir 66).
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5 pav. Aukstos rizikos ZPV genotipy paplitimas tarp tyrimo grupiy.

Didziausiu paplitimu 1Ssiskyré 16 viruso genotipas, nustatytas motery
urogenitaliniy nuograndy (17,64%) bei burnos epitelio méginiuose (8,70%). Sio genotipo
paplitimas urogenitaliniy nuograndy méginiy grupéje statistiskai reikSmingai skiriasi nuo kity
genotipy paplitimo (p<0,05). Genotipy paplitimas gimdos kaklelio méginiuose maZzéjanciu
paplitimu: 16 (17,65%), 39 (9,24%), 31 (8,40%), 66 (5,88%), 59 (6,72%), 52 (5,04%), 33
(5,04%), 51 (5,04%), 35 (4,02%), 18 (3,36%), 58 (2,52%), 56 (2,52%), 73 (2,52%), 82
(1,68%), 45 (0,84%). Tyrimo rezultatai sutampa su literatiiroje pateiktais duomenimis, kad
dazniausiai aptinkamas onkogeninis — ZPV 16 tipas (Bruni ir kt., 2015).

Net astuoni nustatyti genotipai (16, 52, 31, 51, 18 58, 66, 39) jvardijami tarp
desimties onkogeniniy ZPV tipy, daZniausiai nustatomy normalia gimdos kaklelio citologija
pasizyminéiy motery tarpe (Bruni ir kt., 2015). ZPV 16 genotipo paplitimas (17,65%),
nustatytas darbo metu, yra pavojingai aukstas, lyginant su pasauliniu mastu deklaruojamu
19,1% paplitimu, aptinkamu gimdos kaklelyje jau esant nezymiy plokséialgsteliniy
intraepiteliniy poky¢iy atveju (Bruni ir kt., 2015).

Pagal paplitima po ZPV 16 genotipo tirty motery tarpe nustatyti 39 (9,24%), 31
(8,40%) ir 66 (5,88%). Kaimyninése Salyse Sie genotipai taip pat vieni i§ daZniausiai

pasitaikanciy. Populiaciniame Estijos tyrime 39, 31 ir 66 genotipy paplitimas yra Zemesnis,
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nei milsy nustatytas ir atitinkamai siekia 0,3%, 2,1% ir 2,8% motery (Uuskula ir kt., 2010).
Lenkijoje atlikty tyrimy duomenims 31 genotipo paplitimas yra taip pat mazesnis, normalios
citologijos motery atveju daznis siekia 1,3% (Bardina ir kt., 2008). Baltarusijos motery tarpe
39 ir 31 genotipai atitinkamai paplite 0,6% ir 1,9% dazniu (Rogovskaya ir kt., 2013). Minéti
genotipai patenka j dazniausiai Europoje nustatomy ZPV genotipy sarasa (39 — 0,8%, 31 —
2,3%, 66 — 0,8%), taciau paplitimo daznis, nustatytas tyrimo metu, virSija bendrg Europoje
fiksuojama vidurkj (39 (9,24% ir 0,8%), 31 (8,40% ir 2,3%), 66 (5,88% ir 0,8%) (Bruni ir kt.,
2010). ZPV 18 tipas, kuris pasaulyje apibiidinamas, kaip dazniausiai kartu su ZPV 16 tipu
sukeliantis gimdos kaklelio vézj, miisy tyrime yra 10-oje pozicijoje i§ 15-os nustatyty
genotipy (3,36%).

Genotipavus motery ir vyry burnos epitelio méginius, tirti genotipai nustatyti 2-
uose motery ir 4-uose vyry bendra ZPV infekcija turéjusiuose méginiuose. Motery epitelio
méginiuose identifikuoti 16 (8,70%), 33 (4,35%) ir 66 (4,35%) genotipai, vyry burnos epitelio
méginiuose - 56 (5,71%) ir 66 (5,71%). Nacionalinés sveikatos ir mitybos tyrimy apzvalgos
(angl. National Health and Nutrition Examination Survey, NHANES) 2009-2010 m.
duomenimis, JAV gyventojy tarpe ZPV infekcija burnos ertméje nustatyta 7,3% méginiy,
didziausiu paplitimu (14,5%) pasizyméjo 16 viruso tipas (Sanders ir kt., 2012). Publikacijos
duomenys sutampa su atlikto darbo rezultatais, motery burnos epitelio grupéje bendra
infekcija turéjo 9,24% tirty méginiy, 16 viruso tipas identifikuotas 8,70% motery.

I3analizavus bendra ZPV infekcijos paplitimo tendencija vieno asmens gimdos
kaklelio ir burnos ertméje, 16 i§ 127 (12,60%) motery, turéjusiy ZPV, pasizyméjo infekcija
abejose kiino ertmése. Atlikus statistiné analize, ty paciy genotipy koreliacija nenustatyta,
atsikartojantys viruso genotipai (16 ir 33) nustatyti tik vienu atveju. Remiantis rezultatais
galime daryti prielaida, kad infekcijos perdavimas tarp burnos ir gimdos kaklelio ertmiy
veikiausiai vyksta oraliniy santykiy metu, 0 ne persiduoda organizmo viduje. Prielaida
patvirtina ir kiti ZPV infekcijos tyrimai pory atveju, genotipy atsikartojamumas daZniau
fiksuojamas vyry lytiniuose organuose ir moters burnos ertmeje, nei tos pacios moters gimdos
ir burnos ertmése (Tatar ir kt., 2014; Liu ir kt., 2015).

Vertinant tyrimo rezultatus bendrai, infekcija urogenitaliniuose méginiuose
(47,09%) yra 4,6 karty daznesné nei burnos ertméje (10,22%). Rezultatai sutampa su
NHANES publikuojama i§vada, jog ZPV infekcija gimdos kaklelio ertméje (42,7%) yra
gerokai daznesné nei burnos ertméje (3,8%) (Sanders ir kt., 2012).
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3.5. ZPV genotipy paplitimo ir kontraceptiniy preparaty vartojimo rysio

nustatymas

Siekiant nustatyti ZPV genotipy paplitimo ry$j su SKT vartojimu, analizuoti

Sesiy pogrupiy bendrg infekcijos signalg parod¢ méginiai (3 lentelé).

3 lentelé. ZPV genotipy nustatymas motery urogenitaliniy nuograndy ir burnos méginiy

pogrupiuose.

Méginiy skaicius, kuriuose

Méginiy skaicius, kuriuose

Tiriamyjy grupés nustatyta bendrg ZPV A L.
infekcija (N) nustatyti tirti genotipai (N)
Urogenitaliniy SKT grupé 37 24
nuograndy SKT kontr. 18 12
méginiai Atsitiktinés 64 32
SKT grupé 7 2
Motery burnos SKT kontr 4 0
epitelio méginiai —
Atsitiktinés 12 0

Genotipai nustatyti keturiose 1§ SeSiy analizuoty pogrupiy: (24/37) SKT

vartojan¢iy motery urogenitaliniuose meéginiuose, (2/7) SKT vartojan¢iy motery burnos

epitelio méginiuose, (12/18) SKT nevartojanciy motery urogenitaliniy nuograndy meéginiuose

(SKT kontr.) ir (32/64) atsitiktiniy motery urogenitaliniy nuograndy méginiuose. DidZiausiu

paplitimu grupése pasiZymi 16 viruso tipas, atitinkamai aptiktas 24,32% (p<0,05), 28,57%,

(p>0,05), 11,11% (p<0,05), 15,63% (p<0,05) meginiy. Genotipy pasiskirstymas tarp grupiy

pateikiamas 6-ame paveiksle.
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6 pav. Tirty genotipy paplitimas motery méginiuose.

Visi genotipai tarp SKT vartojanciy ir SKT nevartojanciy motery urogenitaliniy
meéginiy pasiskirst¢ tolygiai. Taigi, rezultatai leidZia daryti prielaida, jog sudétiniy
kontraceptiniy tablediy vartojimas padidina bendra ZPV infekcijos rizika gimdos kaklelio

ertmgéje, taciau néra siejamas su konkreciy genotipy paplitimo dazniu.

3.6. ZPV ir Kiti rizikos veiksniai
Remiantis ,,Bendrosios motery anketos duomenimis analizuotas bendros ZPV
infekcijos urogenitaliniuose méginiuose rySys su rikymu bei gimdymy skai¢iumi. Viso

patikrinta 69 urogenitaliniy nuograndy méginiai, 3 i jy po PGR reakcijos nerodé teigiamos

kontrolés amplifikacijos, todél j statisting analizg jtraukti 66 méginiai.

3.6.1. ZPV ir gimdymy skaiius

Vertinant 66 motery urogenitaliniy nuograndy méginius pagal praeityje turéty

néstumy skaiéiy, ZPV infekcijos paplitimo rezultatai pateikti 4-oje lenteléje.
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4 lentelé. ZPV infekcijos paplitimas pagal buvusiy néstumy skaiéiy.

Tiri . ZPV infekcijos © B ®
Iriamoslios paplitimas )g 2 = 2
=5E32
Kategorijos N N % E—E é ~
Tiriamosios (GimdZziusios) 13 6 46,15 0,5366
Kontroliné gr. (Negimdziusios) 53 31 58,49 -
Viso | 66 37 56,06 -
Pagal gimdymy skaiciy 1 10 3 30,00 0,1653
2 3 3 100,00 0,6912

Vertinant urogenitaliniy nuograndy méginius, ZPV infekcija nustatyta 6/13
(46,15%) gimdZiusiy ir 31/53 negimdziusiy (58,49%) motery tarpe (7-as paveikslas).
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7 pav. ZPV infekcijos paplitimas tarp gimdziusiy ir negimdziusiy motery.

Ivairiuose populiaciniuose tyrimuose pateikiamais duomenimis, rezultatai gana
kontroversiski. Lenkijoje atlikty tyrimy duomenimis gimdymy skaiéius neturi teigiamo rySio
su ZPV paplitimu. Analizuoto tyrimo duomenimis ZPV infekcijos daZnis negimdziusiy
motery tarpe (22,8%) yra didesnis nei 1-3 ar daugiau nei 2 kartus gimdziusiy motery (14,5% ir
10,7%) (Bardina ir kt., 2008).

Siekiant jvertinti atliktame tyrime dalyvavusiy motery gimdymy skai¢iaus rysj
su ZPV infekcijos paplitimu, tiriamoji grupé suskirstyta j vieng (N=10) ir du kartus (N=3)
gimdZiusiy motery pogrupius. Nustatytas 30,00% (3/10) ir 100% (3/3) infekcijos paplitimas

atitinkamuose pogrupiuose. Dé¢él mazo meéginiy skaiiaus, rezultatai neturi statistinio
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reikSmingumo, taciau atlikto tyrimo rezultatai sutampa su jvairiy tyrimy duomenimis,
teigiandiais, kad didéjantis gimdymy skai¢ius padidina ZPV infekcijos paplitimo rizika
(Castellsague ir kt., 2002; Munoz ir kt., 2002).

3.6.2. ZPV ir riikymas

2015 mety PSO duomenimis Lietuva patenka j procentiskai daugiausiai (>21%)
riikan¢iy motery pasaulio regiona, tad svarbu jvertinti ir rikymo bei ZPV infekcijos paplitimo
ry$j. Vertinant 66 motery urogenitaliniy nuograndy méginius pagal rakymo istorija, ZPV

infekcijos paplitimo rezultatai pateikti 5-oje lenteléje.

5 lentelé. ZPV infekcijos paplitimas pagal rikymo apklausos duomenis.

ZPV infekcijos

.. - RONNY,) [<5]
Tiriamosios paplitimas SE_Sg
25225
, 22"E5
Kategorijos N N % a8 2
Tiriamosios (Riikancios) 23 15 65,22 1,0000
Kontroliné gr. (Neriikancios) 43 22 51,16 -
Viso 66 37 56,06 -
| suriik . S 1-6 12 6 50,00 1,0000
nga suriikomy cigareciy kiekj per >6 11 9 81 82 0.7879
dieng -
Viso 23 - - -
1-24 6 5 83,33 0,2044
Pagal rikymo trukme (mén.) > 24 16 10 62,50 0,2266
Viso 22 - - -

Atlikto tyrimo duomenimis, ZPV infekcijos paplitimas tarp rikan¢iy motery
urogenitaliniy nuograndy méginiy yra 65,22% (15/23), tarp neriikanciy paplitimas — 51,16%
(22/43) (8-as paveikslas). Didziausias, 81,82%, infekcijos paplitimas nustatytas daugiau nei 6

cigaretes per dieng suriikan¢iy motery grupgéje.
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8 pav. ZPV infekcijos paplitimas tarp riikanéiy ir neriikanéiy motery.

Skirtumas tarp ZPV infekcijos daznio riikkanéiy ir neriikan¢iy motery grupiy néra
statistiSkai reikSmingas (p>0,05) ir koreliuoja su Lenkijoje atlikto tyrimo duomenimis (taip
pat nenustatytas statistiskai reik§mingas rysys tarp ZPV paplitimo ir rikymo) (Bardina ir kt.,
2008). Tagiau ZPV infekcijos paplitimas riikandiy motery tarpe yra 1,27 karto didesnis ir i
tendencija atitinka literatiiroje pateikiamus duomenis, jog riikymo faktorius yra vienas i§ ZPV

infekcija skatinanc¢iy veiksniy (Castellsague ir kt., 2006; Gariglio ir kt., 2009; Holland, 2015).
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ISVADOS

DNR isgryninta i§ 665 Klinikiniy méginiy.

PGR metodais motery urogenitaliniy nuograndy meéginiuose rasti 47,98% ZPV
teigiami meéginiai, motery burnos méginiuose — 9,24%, vyry burnos méginiuose —
22,01%. Nustatytas statistiskai patikimas ZPV infekcijos paplitimo skirtumas tarp
vyry ir motery burnos epitelio meéginiy (p<0,05).

Didziausias ZPV infekcijos paplitimas motery urogenitaliniuose méginiuose
nustatytas 18-25 m. amziaus grupé¢je, maziausias 26-35 m. amziaus grup¢je (p<0,05).
Burnos epitelio méginiy grupéje nustatytas reikSmingas infekcijos daznio skirtumas
tarp 26 — 35 m. amziaus vyry ir motery (p<0,05).

Dauginémis PGR sistemomis istirta 16 onkogeniniy ZPV tipy paplitimas 177
klinikiniuose méginiuose. Labiausiai paplites yra ZPV 16 viruso genotipas.

Didesnis ZPV bendros infekcijos ir ZPV 16 genotipo paplitimas urogenitaliniuose
nuograndy méginiuose nustatytas tarp motery vartojanciy sudétines kontraceptines
tabletes lyginant su nevartojanc¢iomis (p<0,05).

Motery urogenitaliniy nuograndy meéginiuose didesnis ZPV bendros infekcijos
paplitimas nustatytas rikanc¢iyjy motery grupéje lyginant su neriikanc¢iomis (p>0,05).
ZPV infekcijos paplitimas tarp gimdziusiy ir negimdziusiy motery méginiy nesiskiria,
tadiau didesnis ZPV daZnis nustatytas tarp du kartus gimdZiusiy motery lyginant su

gimdZiusiomis vieng kartg (p>0,05).
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Zmogaus papilomos viruso infekcijos bei genotipy paplitimo tyrimai

SANTRAUKA

Zmogaus papilomos virusas (ZPV) - lytiniu keliu plintanti infekcija, pavojinga
tiek moters, tiek vyro organizmui. Pagal onkogeninj potencialg viruso tipai skirstomi j Zemos
ir aukstos rizikos grupes, pastarieji yra itin pavojingi, sukeliantys net 99% gimdos kaklelio
vézio atvejy. Aukstos rizikos ZPV tipa uzfiksavus burnos ertméje didéja tikimybé susirgti
galvos ir kaklo ertmés véziu. Lietuvoje sergamumams gimdos kaklelio véziu ir ZPV
paplitimas yra vienas didziausiy Europoje.

Darbo tikslas buvo iitiri bendros ZPV infekcijos bei 16 onkogeniniy viruso
genotipy paplitimg Lietuvos motery urogenitaliniy nuograndy méginiuose bei pirma karta
Lietuvoje vyry ir motery burnos epitelio éminiuose. Vyry grupe sudaré sveiki atsitiktiniai
vyrai (N=159, 18 - 40m.). Tyrime dalyvavo sveikos, dél kontracepcijos metodo parinkimo ar
profilaktingje ginekologo apzitiroje dalyvavusios moterys (N=249, 18 — 40 m.). I$ ty paliy
motery surinkti urogenitaliniy nuograndy ir burnos epitelio méginiai suskirstyti | sudétines
kontraceptines tabletes (SKT) vartojanciy (N=67), SKT nevartojanciy (N=57), bei atsitiktiniy
motery (N=125) grupes.

Polimerazine grandinine reakcija (PGR) bendra ZPV infekcija aptikta 47,98%
urogenitaliniy nuograndy méginiy, didziausias ir maziausias paplitimas nustatytas 18 — 25 m.
ir 26 — 35 m. amziaus grupése atitinkamai (p<0,05). Didesnis ZPV bendros infekcijos daznis
urogenitaliniy nuograndy méginiuose nustatytas tarp motery, vartojanciy sudétines
kontraceptines tabletes, lyginant su nevartojan¢iomis (p<0,05). Jvertinus riikymo bei
gimdymo skai¢iaus rysj su ZPV infekcijos paplitimu urogenitaliniy nuograndy méginiuose,
reik§mingy skirtumy nenustatyta. Motery ir vyry burnos méginiuose bendra ZPV infekcija
nustatyta atitinkamai 9,24% ir 22.01% (p<0,05), daznis 26 — 35 m. amziaus vyry grup¢je
didesnis nei motery (p<0,05). Rezultatai rodo, jog vyrai yra statistiskai svarbis ZPV
infekcijos paplitime. Dauginémis PGR sistemomis istirtas 16 onkogeniniy ZPV tipy
paplitimas, didZiausiu daZniu pasizyméjo pavojingiausias ZPV 16 (p<0,05) bei 39, 31 ir 66

genotipai.
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Studies on the prevalence of human papillomavirus infection and genotypes

SUMMARY

Human papillomavirus (HPV) is a sexually transmitted infection that puts both
women and men at risk. The virus can be classified into groups of low risk and high risk
according to its oncogenic potential with the later group being particularly dangerous and
causing 99% of cervical cancers. When found in the oral cavity, high risk HPV is associated
with higher risk of developing head and neck cancer. Lithuania is among the leading countries
in Europe in cervical cancer morbidity and HPV incidence.

The aim of the study was to investigate the prevalence of HPV infection and the
incidence of sixteen oncogenic viral genotypes among Lithuanians in the urogenital scrapings
of women and, for the first time in Lithuania, in male and female oral epithelial samples. The
male group was composed of random healthy subjects (N=159, 18 — 40 years old). The
female group was composed of healthy women who had either attended a preventive
gynecological examination or sought a gynaecologists’ consultation for a contraceptive
method of choice (N=249, 18 — 40 years old). Urogenital scrapings and oral epithelial samples
collected were then divided into several groups: combined oral contraceptive pills (COCP)
taking (N=67), COCP non-taking (N=57) and random (N=125).

HPV infection was found in 47,98% of urogenital scrapings samples using
polymerase chain reaction (PCR), with the highest and lowest incidence found among 18 — 25
year olds and 26 — 35 year olds respectively (p<0,05). A higher HPV infection incidence was
found in the urogenital scrapings of women taking COCPs when compared to those not taking
them (p<0,05). No significant differences were found when evaluating the link between
smoking or number of births and HPV infection in urogenital scrapings. HPV infection in
female and male oral samples was found in 9,24% vs. 22,01% (p<0,05) of cases respectively,
with the incidence among 26 — 35 year old men being greater than among women (p<0,05).
These results imply that men are of statistical significance for the prevalence of HPV
infection. Multiple PCR systems were used to analyse the incidence of sixteen oncogenic viral
types with genotypes 16 (p<0,05), 39, 31 and 66 being the most frequent.
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