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1.UvOD

1 SRYLMHVQL SUHJ®HG RWNULUD +39

Papilomavirusi (PV) raznolikasu JUXSD YLUXVD NRMD ]rieUM&EMn OMX GH
je povezano romjenama napitelu njihovih GRPDULQD SRMDYRP JPD]RYD
miljuna godna. Od tada su se razvijali i zajeddtdY ROXLUDOL VD VYRMLP GRP
VDGD PRJX SURQDIL]RNRI SWRERDWDRIDFD DOL QH L NRG
ALYRWARQMDR VX YRGR]HPFL )RPRIPEDidentificirani su u obku
YLUDOQLK pHVWLFTL$DNRKXYOMWMH R J MXaifsisa@eaqriolk@ow L
JHPHYD 6KRSH L%HXW¥FD G L JRYHGD NDR L X YHOLN
bradavicamaNaziv virusa dodijeliosetako da se korisbinaziv vrste u kojoj e SUR QDY HQ

npr. bovine papillomavirugBPV) kod govedacottontail rabbit papillomavirugCRPV)

N R G ] Hlp huvhBn papillomavirugHPV, humani papilomavirus) kod ljudi 7DNRYyHU

kako je zaLVW R J GRPD UL QdyeSdRppva/ \Rs® KojRgayrhdgu zaxdi, tada je

nazivu dodan i broj, npr. HPV1 i HPV2 (Bernard 2013). U nosgevriiemenazivi PV-a

formirajus SRPRUX ]QDQVWYHQLK QD]JLYD YUVWH GRPDULQD W
Macaca fascicularis papillomavirus (Joh i sur 2009, Bernard 2013)sprva je zanimanje

za HPV ELOR PDOR L LVWUDALYDQMD VX VH XJPOWDBiM@QRP NRQ
SRQDMSULMH JHpHYLPD L JRANnha@dvedapokazaksdu BekaowBliReM D QD
SRPR U NR GiRVe@xdeLspzlijedile (zur Hausen 2009).

.RAQH L JH QLW DpozQatesit M R@viemerfatstarih Grka i Rimljanali tek je
SUHGLQRP VW R O M HpilDR XpOEMMMEWMD MH R VPUWL aHQD
5LIR@I(BWpPLR XpHVWDOX SRMDYX UDND YUDWD PDWHUC
prostitutki, alii YUOR ULMHWNX SRMDYX LVWH EROHVWL X GMHYL
IDNOMXpLR GD MH ]D UD]JYRM WH EROHVWL Rd@taAROMRUDQ X]
(zur Hausen 2009 Strauss i suradnigrvi suput 1949 godineuspjetdA QR SULND]DOL YLU
b HV \&ldkEotiskim mikroskopom, J]UR jepbMNS XW RSLVDQ JRGLQH F
genetL p NrRaferijah +39 (D & UDOZERUBOMQMD LVWUDALYDQMD YLUX
PLOMHQLFR/PQEDUDHPQRADYDMX X Tek\VeDavoje® RdlekhixrazW X U L
biologije 76ih godnaGYDGHVHW R J V WdRk(bh HHR D géhutiavd haytendglju
UD]JOLND DQWLJHQD JHQLWDOQLK L NRZAQH&UsenPD®DYLFD
Nakon togau ranim 80im godirama 20.VW R O M HM B AL JRR@UBNF it Halgal derviksa

dolaziGR EU]RJ &LUH QMbvilusawdjefednapr&dQued VOMHGHULP JRGLQ
brojnim NOLQLPpNLP '"1$ WHVWRYLPD e«siLi dJUDIPER Berh&dRMB)SLYD
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Upravo tajQDJOL UD]Y RWD LA3®EPIaVeyj®dD izoliranja genomadPV6 iz

spolne bradaviceHPY L] ODULQJHD O Q Rka (GiBsgarO RuA882). RMarddH

zur Hausen 80LK JRGLQD GYDGHVHWRJ NRVIR O19 H uddkoG PmeiD | XMH G
LVWUDALYDpPNLK VW DbeGik x4 hastdnaklprékanberoprihleija & karcinoma

vrata maternicezr Hausen 197%&4h. Usprkos velikim naporima brojnih laboratorija, tek

MH GHYHGHVHWLK JRGLQD SKREODRQRVEB GiwkM BHB =By HHILL W
bitno povezani s pojavom ka@noma vrata maternice, kao i s pojavom prekanceroznih

lezija (Bosch 1995, Schiffman 1993).

, VW U D aL Y Buudlizdild bil Buusmjerena na mehanizme njihoeakogeiosti.
Otkriveni su virusni proteini i njihova ulag ponajprije E6 | E7 proteine XRpHQD MH L
delecija u virusnom genomu priRP LQWHJUDFLMH XSAWQR BUurGRH.D UL QD

1.2.Porodica PV-a

Virusi se Klasificiraju uporodicena temelju filogenetike. Filogenetsko stalgadijagram
sastavlenod grand pYRULAWD IR MIDsS (H/BigfsN BuY.2004 de Villiers

2013. Virusi iz porodice Papillomaviridaevrlo su heterogeni mali DNA virusi koji
]JDUDaEYDRN VSHNWDU YUVWD NUDOMHAQMDND L SRYH]DC
SURPMHQD QRYRWURAzEOM e@itBluubtd @hsali genitalija, teepitel
endocerviksgdKocjan i Poljak2011, Bernard 2013Kocjan i sur2015. PV-i suvirusi pLM L

VH JHQHWVNL PDWHULMDO VDVWRJIMMDNAR G éngl.xickc@dt GYROD
double stranded 1$ Y H O btpiilikeH8 000 parova baza (bp, od enbgase paij koja

NR GLUD ]Dodarigehp t¢ dnicHkozaedersku kapsigtle Villiers i sur 2004, Kocjan

i Poljak, 2011, McLaughl#Drubin 2014, Tommasino 2016[po sadasu otkrivera oko

222 HPV-ate oko211 animalnih PV-a koji su izolirani i sekvencirani. Klasificirani su na

osnhovi svoje genomske sekvence i naziva ih se gendrtia (van Doorslaer i sur. 20).7

Porodica Papillomaviridae podijeljena je u rodove na osnovu L1 (engl. large/major

protein) sekvencePV-i koji dijele identitet u 60+70 % L1 sekvence identificiraju se kao

vrsta, dok se oni sa 7389 % identiteta L1 sekvence smatraju tipoomi sa 90+98 % su

podtipovi, a oni sa >98 smatrajusevarijantamaHarden, 2016).

OHYy X QD URIEY Lreferentni centar (gh International Human Papillomavirus
Reference Center JRGLQH SUHEDDpPHQnstpud & -HHAOIIngks N L
Institutet X 6WRFNKROPX X aYHGVNRM L RGJRYRUDQ MH ]D SF



VNOBI@MAW UHIHUHQWQLK NORQRYD Y Lggnowmilptipatdi@ R PD 3
nekom od pet rodovRV-a AlphapapillomavirugAlphaPV), BetapapillomavirugBeta

PV), Gammapapillomavirus (GammaPV), Mupapillomavirus (Mu-PV) i
Nupapillomavirus(Nu-PV). Svaki RG QMLK L]UDaDYDHWMURSLYDPW D RSV
FilogenetdN L Y HP¥Lp@padaAlpha Betai Gammarodu. Iznimka je HPV1 koji je
JODYQL XJURN EHQLJQLK SODQWDUQ L KlulteRrHP\/41(Qxdjije EUD G D
MHGLQL R Slurdda@icLauglb-RQrubin 2014).

HPV-ise moguXJUXER UD]YUVWDWL X VNXSLQX NRMD ]DKYDUD
epitel sluznice.e=DUD]D QD HSLWHOX NRAHS®RpPpDYW R/H HS M\WH QD M
RELPpQH E|bxe&rYAAFiH RVWDW L ptomatdkigQdifamaDRAP VOX]QLFH
uzrokuje zaraze i replicira se u membrani sluznice (npr. genitalne leR¥g). koji
LQILFLUDMX NRaQL NHUDWLQL]JLUDQL URAaQDWL HSLWHC
na mjestuwzliede dokoni NRML ]D UDXENDRJMMXHSLWHO LQILFLUDMX VS|
na skvamokolumnarnoj zoninfekcije PV-om RELPpQR XBHRNXKK KLSHUSOD
SURGXNWLYQH OH]JLMH NRMH VH RELPpQR QD]JLYD EUDGDYI
bazalnim epitelnim stanicama. SaBURGXNWLY QL ®V4PRpuvezan LN O XV
GLIHUHQFLMDFLMRP LQILFLUDQLK VWDQLFD L XPQRADY
VWDQLFDPD GRPDULQD GH 9LOOLHUV L VXU -Drubin +RZOH\
2014, Quint i sur. 204).

+39 PRAaHPR SpRé&raMfhGvbiy karcinogenom potencijalu, odnosno rgtup

rizika razvoja karcinoma mastankom pieancerogenih lezijaHPV visokog rizika(engl.

high risk HR) YHULQRP VH SRMDYOMXMH X JORUXGQLP RaWHU
displazijama visokog stupmj a HPV niskog rizikgengl.low risk, LR) SRQDMYL&H VH QD
X GREURUXGQLP RAWHUIHQMLPD HSLWXXR] 5R&EBMIIHQLWD
2003, deVilliers i sur. 2004, Stanley sur.2007,Franco2005)

1.2.1.BetaPV

Na Alpha- i BetaPV odlazi 90 % vrsta trenutno karakteriziranih HPA/ U rod BetaPV

pripadaju HPVi povezanisQDVWDQNRP EHQLJQLK L PDOL@QuboK SURPI
RVODEOMHQLK RVRED L EROHVQLND V ULMHWNRP QDVOWMN
epidermodisplazija Epidermodysplasia verruciformiseV). Kod osoba koje nemaju

genetske predispozicije ti virusi qaH a Udostdwjaju latentninfekciju i rijetko uzrokuju
EHQLJQH SURPMHdendtidd\Ria Hodova88B® mma, Mu i Nu uzrokuju razne


https://de.wikipedia.org/wiki/Epidermodysplasia_verruciformis

bengneSURPMHQH QD NRaL 'RRUEDU .RFMDQQuUIRROMDN
I sur. 2014.

GenomiBetaPV-a LPDM X QHNRX LkorrdnX ieXiju (LCR, engl.long control

region) i rezultirgu manjim genomom nego oni kod mukozaltiR-HPV-D 7DNRYHU PX
QHGRVWDMH ( JHQ X UDQRM UHJLML DOL QRYLMD LVWUI
obliku ES"NE2CWUDQVNULSWD WH GD Ld®hroveu @ muko@alnp® KRIXQNF L
HPV-u (Tommasino R16). Smatralo se da su infekcifgetaPV-ima V S H F Lddnjo Q&

pacijente obolje odEVjer VH NRULAWHQMHP VWDQGDUGQLK '"1$ KLEL
a W RSoautkern blgtdot bloti in situ hibridizacija, nije moglo otkritiBetaPV kod

pacijenata bezEV (Majewski i JabR QV ND SRWRpPpQUWRULaAWH@MH P
mogaose otkriti u raznim kutanoznimOH]LMDPD X N €90 % mxnve Mrioimskog

karcinoma N R &ergl. nonmelanoma skin canceraN\MSC) kod imunokompetentnih i
imunooslabljenitpojedinaca SRWRpQLN

1.3.Struktura PV-a

Naziv paploma dolaziRG ODWL Q¥Mlladd BUMBPLY LFD Londathriord. ULMHPp L
,DNR LPDMX UD]OLpLW HpojateP®MERHIANY-i Isu NeRepQulirari tArusi
VLPHWULMH LNR]DHQWD Dodrbdd Z0dp KoLjah i Poljak20171). Imaju
NUXEQYRODQpPDQL '1vsH DdKD B®d i molekulske mase 5,2%10a. yHV W LF D

je promjera 55nm te taksonomski spagu u skupinuPapillomaviridae DNA genom

obavijenje EMHODQpPHYLQWW. PNDGN & W Rie StRMXNeEIMHOD QpHYLQ
bez ovojnice 6WUXNWXUQH EMHODQ pH p¢duQuelikiNNRIMiHmaliIR2GH ND S\
proteini koji su organizirani u 72 mMROR&NH , MVHVGLADBSNWRPHUH 7RpQLN
kapsomera sastofie od 5 virusnih proteina L1 koji su povezani disulfidnim vezama i
MHGQLP DNVLMDOQR SRVWDYOMHQLP YLUXVQLP SURWHLQ
kapsomergSlika 1.). VirusniegHQRP X] SRPRUO KLVWRQD \Blazvedb Y OMHQ
unutar kapsidéDoorbar 2005, 2006, Kocjan i Poljak 201Tommasino 2016McBride

2017).



proteinL1

60LND $ *UDYD YLUXVQH pHVW L FPapHl8raavites pieL2étd R KOCRSI WPhljak SULN D |
2011

Virusni genom dijelimo nawWUL UD]OLpLWIDNBRIGUDIWWHKDD RC QHNRGLUD
SRGUXhMH OR NR GLU@NgX[en rélicgUrarhddRF SUHGVWDYOMD Y
virusnog genoma i dijeli se na L (kasno, efafie) i E (rano, englearly) prema prostorno
YUHPHQVNRP REUDVFX HNVSUHVLMH WLMHNRP ALYRWQR]J
Van Doorslaer 201,3Tommasino 2016 9HULHPD-D LPD aHVW UD]OLpPpLWLK
unutar genotipa E1, E2, E4, E5, E6 i E70ni VD G jua protéine odgovione za
UD]PQRADYDQMH YLUXVD ( ]D UHSOLNDFLMX D ( ]D Wl
( VWDQLpQX WUDGNDRQUMMHD FQAMXHFHSWRUH ]D pLPEHQLN
(E6i E7) (Doorbar2005,2007, Yugawa 2009 Tommasino 2016 'YD QDa&MMAYAQLM
SURWHLQD X SDWRJH Qdsy [E6]I@R (X 18g€iLskir. FORAD HKaswalregija
VDGUAL G DLAWEIK protein kapside (L1) tvorod 80 do 90% svih proteina
NDSVLGH 3UHRVWDOL GLR N DISWRGL p DM EpijeNbRI§ZWRW H L Q
se LIPHYyX / L ( SRGUXpMD JHQD L VDGUAL YHULQX UHJIX

viralni proces replikacije i transkripcije DNA (Tommasino 2016).
1.31.1HNRGLUDMXUH SRGUXpMH

,JPHY X 25) E6 nalaziseLCR D WDNRYHU Vandd.] ipstidard@ Segulatory

region GXaL@Eo0 bp IHNRGLUDMXUH SRGUXpMH /&5 QH QRV
proteine, nego XNOM X p X Mdit- G'MIEHOQ@KI X i LK UHJXODWRUQLK VHNY
replikaciju i transkripciju virusnog genomaP MHV W R SR pijd WrsBogUgdr®®@d. N D

(engl. origin of replication ori), rane virusne promotoyerojna veznanjesta]D VWDQLpPpQH 1
virusne pLPEHQLNH WUDQVNULSFLMH WH SURWHIRHUSRMDpLY
2009, Kocjan i Poljak 2011). Vezna mjest&oja ® pojavijuju u LCR XNOMXpXMX 7%$7$%$
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sekvencedngl. TATA boX ranog promotora transkripcije virusnih gena na koju su vezani
WUDQVNULSFLMVNL IDNWIRTA: YH]X RIMHIGC (BHRWHTADA ,'

binding proteir), te vezna mjesta za preostale fakttranskrpicije stanicaNDR aWR, VX $S
NF-1 i Spl. Na5' kraju postoji konsenzusna sekvenca kasnog poliadenilacijskog signala
($%$7%$%% JGMH GROD]L GR ]DYUAHWND WUDQVNULSFLMH
proteina, te dodavanje poliadenilacijskog repa njihov 3' kraj tijekom obrade u
poliacenilaciji (Chen i sur2009). Na 3' kraju LCRa nalazise RUL PMHVWR NRMH RE
AT-ERJDWR SRGUXpMH PMHVWR YH]DQMD ( SURWHLQD L (
ACC(N)sGGT kao mjesto vezanja za prot&@ (E2BS engl.E2 bindign sit¢ Proein E1

Y H &&ina dugu, nepotpunu palindromsku regiju od 18 bp amori mjesta koja je
VDVWDYOMHQD RG REUQXWLK L SUHNODSDMXUuULK VHTI
konsenzusnim motivom AT(A/G/T)G(C/T)(C/T) i AACNAT. Ti motivi nisu jednako
RpXYDQL gEnovuvinia PV-a Na pRGU Xp MR RHd Blynhjelta vezanjaa
PLPEHQLNH NRML VH LJUDADYDMX VDPR X RGUHYHQLP WL
PV-a (Longworth i Laimins2004 Doorbar 2006, Bergvall i suf013, McBride 2008,

2013, 2017)

1.3.2. Virusni proteini

9LUXVQL JHQRP XSRUDERP YL¥DREHXNKK DSWRHRRYDRWLLY (
LIUHILYDQMD NRGLUD WLSLp@pXNLOINGHeRNBINIB WehWrdm®Q H V YL
AWPR-ima RPRJIJXUXMH GD XV MHa&aQRR V\DOItfiidrHjUINVD0E \stanice

G R P D {DeQ/liers i sur.2004,Kocjan i sur2017). 3SRGUXpMD UDQLKR,SURWHL
( ( ( L ( X N<D M pepHbQijD replikcije virusne DNA, ekspresiju virusnih

JHQD LQWHUDNFLMX VD VWOHDMDP@VUA RGERRWHLRLQD FX i X WSRY
YLUXVQR XPQRADYDQMHRG HROLRUQDBIRWXVIXP SQRKWHLQL ND
i L2) strukturni proeini virusnih kapsiddSlika 2.) (Kocjan i Poljak 2011, McBride017).



Slika 2. Oganizacija genoma HR\preuzeto iz Kocjan i Poljak 2011

El protein je heksamerna, AT®visna DNA helikaa i jedini enzim kodiran od strane

PV-a. Bitan je za replikaciju i amplifikaciju viralnog episoma u jezgri inficiranih stanica
keratinocita(Bergvall 2013 Harden201§. ,PD QD MY Eijalag P¥ gpenoma YHOLPLQD

mu varira od 600 d6500 aminokiselingAK), ovisno ogendipuPV-a 3URWHLQ PRA&H E
podijelien na tri funkcionalna segmenta: -términalnu regulatornu regiju koja je
esencijalna za optimalnu replikacijp vivo FHQWUDOQX YH]JXMRNA GRPHQ
binding domena '%3 NRMD SUHS R QjBskaHha \6infestu. | Chegpminalna

enzimaska domena dostatna gkaganje u heksamere koji pokazuju AaBhu aktivnost i

sposobni su odmotati DNA dupleks (Bergval 20080 VYRP NDUERNVLOQRP NU
ATP-vezno mjesto s konsenzusnim slijedom Gx4GK6T NRML SULMH SRpHWND
YLUXVQRJ JHQRPD X VWDQLpPpQRM Mbhjshe belzdiRih& DXMH G MFE
KHOLND]H QHVSHFLILPQRJ YH]DQMD ( SURWHLQD ]D '1%
vezanja E2 proteina. Amino krajoteina E1V D G U & IOORAK R najmanje je @ XY D Q
segment proteina (Bergva013). SD G brdjhe kratke sekvence ARPRWLYD NRML XNOM
bipartitni jezgreni lokalizacijski signal (gh nuclear localization signalNLS), ciklin
YH]XMXUL P Ra&)lrvbindth® nOtif CBM) koji je u interakciji sa ciklin A/E
kompleksom i ciklinovisnom kinazom 2gngl. cyclin dependet kinase 2Cdk2).NLS je
sastavljenod visokoRpXYDQH VHNYHQFH .5. L PDQMH NRQJHUYLU
OL]LQVNLK RVWDWDND 2ED ERGHRRMD BBJ& YRWIHRDD WHX RE
nalazi leucinom bogat jezgreni signah@l. nuclear export signalNES) s konsenzusnim

motivom Lxpg)Lxo(L/I/V)X(L/T). U nizu NLS postoji vezno mjesto za ciklins
NRQVHQ]XVQLP VOLMHGRP 5[/ QODOinMRvbzhAn Y Honypleksd sFLN O LC
kinazomovisnom o ciklinu, GG N 6WDQLpQD IRVIRULODFLMD VHULQD
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ostataka((S/T)P) tj. cdkfosforilacijska mjesta, u blizini sekvenci dvaju transportnih

signala uzrokuju promjene uohkformaciji i afinitetu NLS-a za vezivanje receptora
nuklearnih transportninQ R \Aiafdierina (importini i eksportini). Tako je reguliran

transport jezgrenecitoplazmatskog protein E1 kroz kompleks jezgrinih pora, te je
RPRJXUHQD UHJXODFLMD L NRRUGISQ XPIOQWRADYBDROIHND FL§
GRPDULQD XQXWDU DMA D BIDONDKitedaHFZSKAH se naziva i origin
YH]XMXU0D GR pPhy@-DindiHgQdbMain OBD). To je prva domena E1 proteina

NRMD MH NULVWDOL]LU DiQ\Btermir@lbeQ&yjje. Rt¢poDINPH YXSEFLILPQ
sekvence u ori mjestu i karakterizirana jessmnaesfT-bogatih nepravilnih palindroma.

Dalinje analilH RYRJ SR GUXpM D/ CBRENECHIN ¥ 2hihGnijestakonsenzus

sekvence BATTGTT-3' (Longworth i Laimins 2004, Joh i st#009, Bergall i sur. 2013,

Chouhy i sur2013,McLaughlin-Drubin 2014, McBride2008, 2017.

E2 protein velik je 350500 AK i u sebi ima dvije funkcionalne domene koje
RPRIXUDYDMX REDYOMDQMH IXQNFLMH WUDQVNULSFLMVN
virusnihgena.2Q MH '1$ YH]XMXUL SURWHLQ NRML VH YHaH QD \
(ACCGN4sCGGT ili ACCNs**7 NRML VX XJODYQRP VPMHAWHQL X /&5
C-terminalna regija(otprilike oko 85400 AK VDGUA&L '1$ YH]X#MHadivonGRPHQ X
leucinskog zatv& DpD /[ /[ /[ / NRMLP VH YLUXVQL SURWHLQ PF
E2BS u LCRX L SRYH]JLYDQMHP V OHXFLQVNLP |DWYDUDPpPHP
dimer (Doorbar 2006Joh i sur 2009 Harden2016, OF% ULGH B3ULMH SR
replikacije virusnog genomg VXUDVXMH V ( k&lpgdraiivhioh @RaRjuXa ori
mjesto jer MH YH]DQMH ( SURWHLQD VODER L QHVSHFLILPQR
proteina na susjedna mjesta E2BS i formiranje E1/E2 kompleksa-iNajlNE2 proteina
SURQDYHQD M liskaWdorbe@aviodai bivt&nkinom koja sedavé QD ( SURWHLQ
kroz vezu sRGUHYHQLP VWDQLpQLP SURWHLQLPD NDR awWR 1|
YLUXVQH '1$ V WUDQVNULSFLMVNL DNWLYQLP UHJLMDPD
aktiviranja transkripcije virsnih gena (Longworth Laimins 2004, McBride2017). Kod

BetaPV VLV R N R R jx% bt usE2 regiji fosforilirarje djelovanjemprotein kinaze

A 7R SRWIILpPBMH QD NURPDWLQ GRPDULQDradEPprove®RWLPpNL N
Zavisne (englhinge regije E2 BetaPV-a bogatesu serirarginin dipeptidimalL WR SRWLpH
lokalizaciju tih proteina s pjegaa spogm (engl.splicing specklgi njihovu asocijaciju sa
VSOLFLQJ SURWHLQLRKX PMHVQD (VDG HL drDkledtd. MHGDQ
Metilacija citR]LQD QD &S* PRWLYX MHGQD MH RG QDMYHUOLK



VWDQLFDPD VLVDYDFD L \peeBjar® RanbkHpcie RMdBiidZpD7).V UH
SURWHLQL ( L ( UHJUXWLUDMX VWDQLPpQH "1$ SROLPHULI
R PR J X 0L O¢iiu svdgGwvdlmedgenoma (Harden 2016).

E4 protein seu potpunostinalazi unutalORFa ( SURWHLQD L VWRJD QHPD Y
(engl. start) kodon te se stoga protein E4 uglavnom prevodi kao fuzijski protein iz mRNA

EI"E JGMH YHULQVNL GWLR SUINSDDGMNRI) SRpHWERJ GLMH
(Longworth i Laimins 2004,Moody 2010, Van Doorslaer i sur2017. E4 doprinosi
XVSMHKX DPSOLILNDFLMH JHQRPD L VLQWH]PridohdsiXVD V Y
dodatnim ulogamaX R W S X & WIDUHORE HEgIMaxXden2016) Jasnoje XRpOMLY X
uzorcima biopsije metodom imunERMDQMD L PRaH ELWL GHWHNWLUDQ
UD]OLMVgsnofovLPD XNOMXpXMX UL ®aQdtbkdl RjGdi. B WoteirdiH p H
Beta, Gamma- i Mu- PV genotipvD VX0 IVAH X N D U D hoaznbtskeN ppr@kad F L
nukleotidne inkluzijske granule(Doorbar 2006, 2013)U diferenciranim epitelnim
VWDQLFDPD ( SURWHLQ VH L]JUDAaDY D PX-a\ D/"W/QULP & LDY|D® M Da
pokazala da svojim djelovanjem dopRnV L XV S M H d QWwfju Milhgrie@ geadna te

se u oliku mutLPHUD PRAaH YHBDWRLWQD VWNHDRW pQ RTim¥ NeH OHW D
SRWLpH UHRUJDQL]DFLMD L SURSDGDQMH QMLKRYH VWUX
L] IDUDAHQH VWD @4vbHNONRPDMX. QDSURWHLQ VDGUAL GRPHQ
motivom LLXLL (engl.leucinecluster domaihili neku od njegovih verzijaTa domena je

N O M X b Q Dcitdkeratifimaydok ENU D M G R Sixegi¥adiu EX@deiba (Doorbar

2006, Kocjan i PoljaR011, Doorbar 2013Harden2016.

ESmalie KLGURIREQL WUDQVPHPEUDQVNL SURWHLQ NRML
svega u membrani endoplazmatskog retikuluma, endosomima i Galggparatu,
SRYUHPHQR L X VWDQLAOME PO R B kid BRY-RVdd Dar D6,

Longworth i Laimins 2004 Harden 2016 8pLQDN ( SURWHLQD SR]JLWL®
recikliranje ili inhibira degeneraciju receptottirozinkinaze epidermalnog faktora rasta

(engl. epidermal growth factor (*) aWR GRYRGL mRaliZadier HQERQ H
(englepidermaln growth factor receptor L SRWLpH SUROLIHUDFLMX VWDC
inicijaciji maligne transformacije za@nih stanica (Doorbar, 2006). Osim toga protein E5

MH XN O M 4gohtri kao iINRG L]EMHJID Y D Q MbgovoraXiibRir@feanN R J
prilenosa molekula glavnogigtokompatibilnog kompleksa (MHC UDJUHGD , X VWDQ
PHPEUDQL 1D WDM QDpLQ E GyRgenobhd liSfatitidd TBMmQAMH Y LU
Alonso 2004, Kocjan i Poljak011, Harden 201p6



Proteine EGIE7 QD]JLYDPR RQNRSURWHLQLPD L RQL VX RGJRYRL
WUDQVIRUPDFLMD VWDQLFD GRPDULQD NRMH GRYRGH GR
YH&E ]D WXPRU VXSUHVRU S L LOQDNWLYLUD br GRN V
retinoblastomai inaktivira ga (Aarthy 2018). 1MLKRYD NOMXpQD XORJD M
RGIJRYDUDMXUH RN R ORMVEHO{IDWXOMNERUERDPYL) @ MIHJ iRfidilahttU D F L M X
VWDQLFD L LQKLELFLMH ]DAWLWQRJ GM HaauyDrapkad VW D QL
VWDQLFDPD QAWLP VOXpDMHYLPD PR&@H GRYHVWL GR EH\
njihove maligne tansformacije (De Villiers i sur. 2004, Kocjan i Poljak 20Tgorbar

2013 Harden2016.

E6 protein sastavleje RG SULEOLAaQR $. L X VHE hkovib @dtijgaL GYLMI
(engl. zincfinger domain koje se uglavnom pronalaze u jezgd YLVRNR RpXYDQ
konsenzusnim sekveama CxxC(x9& [[& NRMH VX PHYyXVREQR RGYRMHQ
FLQNRYH LRQH WH VX RGJR Y RdStQRonf@mXcuxPWiProteimkjiQ Lp Q X V
pokazuje interakciju s E6 JE3 ubikvitin ligaza poznata i kaB6 povezani protein (engl.

E6 associated ptein, E6AP) (Howie 2009 Tomassino 2016Estevao i sur2019.

Ubikvitin kaskada funkcionira tako da cilja proteine za proteosomalngradaju
dodavanjem nekoliko ubikvitinskih monomera na prQeiNRML EL WUHEDR ELWL
identificirani i nDMLVW UDaHQRP ) p5F fu@dv siipresad, iako su i drugi proteini
WDNRyYHU |DKYDUHQL GMHORYDQMHP WRJ NRPSOHNVD OR
vrlo dobro karakteriziran, i naziva sexLL motiv. Sekvenca E6AP koja je u interakciji sa

E6 e ELQELLGE (Howie2009 McLaughlinDrubin 2014. Na Gkraju proteina EGHR-

HPV genotipa nalazi se PBX H] X Mafiia k kBnsenzusnom sekvencom xT/SxV/L Kkoji

VH |IDMHGQR V $. RVWDWFLPD X EOL]|LRIRSBHFHQRLQRWHQ
proteina koji X XNOMXpUHKIXODFLMX VWDQLpNRJ UDVWD VWL
polasroVW L VLJQDOL]DFLMX SRYH]DQX V SUROLIHUDFLMRP |
SRND]DOD GD VH SURWHLQ ( X LQILFLUDQLP VWDQLFDPD
vezaWlL QD YHOLN EURM UD]OLpLWLK VWDQLPpQLK SURWHLC
GRPHQRP L SURWHLQD S NRML LQKLELUD WXPRU D YH]D
7TDNRYyHU MH S URppoEnHR-RPVGDM4d sposobnost aktiviranja ekspresije
kDWDOLWLPpNH VXEWHORPHUD]H K7(57 NRMD X VYDNRM VW
oGUADYD LVWX GXAaLQX WHORPHUD L VSUMHpPpDYD VWDU
kancero QLP L PDWLpPpQLP VWDQLFDPD GRNpRRVREDMW VIN UMD a
(Longworthi Laimins 2004, Thomas i sur. 20083ergin i sur 2013 McLaughlinDrubin
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2014). E6 nekih HPVgenotipva (HPV5 i HPV  WDNRYyHU PRaH FLOMDWL
transkripcijski koaktivator p53 i ostalih transkripcijskih faktora. Inhibicija p300 dovodi do
inhibicijH NDOFLMHP YRYHQH GLIHUHQFLMDFLMH NDR L GR V
nastale kao posljedica UYU D p BMQLduhlin-Drubin 2014)

E7 proteinje SURWHLQ \SIRWPWDYPMHQ RG SULEOLAQRnou $. L QD
MH]JUL ]DUDaH Q u Konkopnr@enhinfalE7 @Hbkvi otkriven mali fosfoprotein i
VDGURDXWWDIQH U Hdnsbhrd rdgipd@R) CR1 CR2, CR3 Tommasino 2016

Estevao i sur2019 ( LPD JODYQX XORJX XP¥-aYJRVEQR B UBDLAN QXWX
VWDQLpPpQL RNR @ddan GDvirglhu EpliRaciiiRoman i Munger, 2013 Prva
LGHQWLILFLUDQD V Wime3driu@daproteiv idtinpblasténa(pRB). CR2
PRVMHGXMH YHXXMXNIXUGRWHQ LV ¥k p QIIRFV P RRPIRUXRDYD VW
povezivanje proteina Riporodce NDG®& s@&Wwi07, p130 pRB NRML SULMH SRp
GLIHUHQFLMDFLMH VWDQLFD UHJXOLUDSv triLpiOtBija VWD Q L
kontrolrgg X VWDQLpPpQL FLNOXV WDNR GD UHJXOLUDMX HNVSU
(McLaughlinDrubin 2014, Tommasino 2016)Vezanje proteina E7 na Rporodicu
SURWHLQD aWLWL Qmdrtk R-¥ixind RD0ABefdinR 30¥2018R Ra Ckraju

proteina E7u CR3,nalazisedomena cinkova prst@xxC(xps«CxxC SRYH]DQD VD VOLY|
motivom E6 proteinakoa SRVSMH&XMH REOLNRYDQMH GLPHUD YLUX
njeno pravilno djelovane 3UHGORAHQR MH GD VX ( L ( SURWHLQL I
WDNR LPDPR VOXpHYMadivad B6 Prété@n, @IHMe E7 i obrnu¢bongworth i

Laimins 2004 Liu i sur. 2006 Roman i Munger 2013V cLaughlinDrubin 2014.

=DYU&HWDN YLUDOQRJ FLNQOXN2prote® poixdbodiitadd pakibiifeS UHV L M-
genoma i formiranje virusne stanice (Hand®916).Elegantna ikzaedralna strukturBVa

formirana je od jedog poteina koji se naziva L1 proteifo je protein od~55 kD sa
VSRVREQRAUX GD VH VSRQWDQR VOR a4 lvirds like paXitiey. QDOLN
VLP-ovi predstavljagju XJODYQRP Q HDI) K X N KXY @RnMmUriekapstliranog
vironaPVa. PropLAUHQL UHNRPELQDQWQL / SURWHLQksaRaH SR
bez prisutnostchaperonakoji su R Q G D PrRuiadéni l(Schiller i Lowy2012, Buck i

sur. 2013). Ova saznanja su dovela do razvoja cjepiva na osnoviRLPD NRMD SUXAabD
HIHNW L YuQHX infEkga\HPWima koji uzrokuju pojavu rakadrugih promjena tkiva

=ERJ WRJD daWR LPD QDMRPXYDQLML 25) RG VYLK YLU>
filogenetsku organizaaij i klasifikaciju HP\ta (Harden2016). L1 tvori kompletnu
YDQMVNX SRYOUBRDX]WAMDRE] YLULRQD L NDR WDNDY PRUD L
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LOL WNLYR GRPDULQD 1DNRQ SULKYsavilveds B dopuBtRaRUD SRV
R W 8nyedmtalnog genoma u novu joill stanicu (Buck i sur 2013pazrijevanje virusne

b HaéWdvijaseu gornjim slojevima terminalno diferemanog skvamoznogSORpDVWRJ
epitela JGMH VX pHVWLFH LJ]ORAHQH RNVLGLUDMXUHP RNROL
DNXPXODFLMX GLVXOILGQLK Y it kardemtgckortka@ideRiiviéd LQD W H
SRYHUDY DstV gtdorBdsOma utedd SURWHROLWLpN20H6)H@jtkeD +DUC
SRYUALQPVYSRIRIGEIMMNFQRDYD 6YDNL R Geod penfaroeneMD VW R ML
kapsomere. Ni C-kraj postavljensutako da formirajuS U R G X & H Qdako)é Wrthixaji W X
SRGUXPpMH L]JPHYX pYRUWR Ydur RADZ \CRrBjHelpbHse & razvijema

vrhovima L]PHyY X VXV MH G Q &KstWij8 RUHiHNG veze. One su bitne za
RGUADYDQMH VWDELOQRVWL YLULRQD LIH]UKWOL YXUQRPO
(Burk i sur 2013). 3 RpHW QD L QW HRYDIN ¥ DM\DWNDDQBL\WFIRPHG RPDULQD VH
pripisati interakciji L1 sa ugljikohidtama heparan sulfata (HSkoji se nalaze na
proteoglikanima (HSPG) (Burk i sur2013). Interakcija kapde s HSPG rezultira

suptilnom konformacijskom promjenokoja uzrokuje izlaganje amirterminalnog dijela

proteinal2 (Richards sur. 2006, Burk i sur2013).

Kapsidni L2 protein igrébitnu ulogu u slagnju PV i infektivnim procesima Dok L1
IRUPLUDX WHDIBMQLGH L PRAaH VB/3 @R ¥ VRNdEHEN|S kbDpanenta
kapside i nedostaje joj sposobnost stvaranja @R (Wangi Roden2013). L2 ima oko
500AK NRMH VI YVHD®@BAXYyMQRP PROHNXODUQRP PDVRP RG R\
SDSPAGE analzom dobije molekularna masa od-88 kDa. Razlog ovog fenomena nije
poznat jer ne postoje poznate posttranslacijeske modifikacije L2 proteina (Doorbar i
Gallimore 198, Jin i sur 1989, Wangi Roden2013). Gnovna struktura virion®V-a
neomotange ikozaalralna kapsida dijametra od 86 QP 6YDNL YLULRQ VDGUA
/| SURWHLQD NRML VH SUYR VWDELOQR VODax X ]JYMH]GD
FHQWUDOQX aXSOMLQX .DSVLGD tel e pavezBjEdufignin R G N
vezama. Kapsi®d WDNRYyHQUHEBRWIWDQ EURM / SURWHLQD LDNR
L2 proteina. (Buck i sur2008, Wang Roden , VWUDALYDQMD )LQQHQD L
HPV11 otkrila su da postoji LYYH]XMXUH PMHVWR QD NDUERNVL NU
terminalna - Y H] X M X 0 2 ProtdihavkArakterizirana je s nekoliko ostataka prolina

3[[3 +RPRORJQL 3[[3 RWWX WHRLL BSQULRPQMKy#ihQdvLDIFP D2
SURWHLQD a4WR QDODaH G-I HJKMXRHGRNMEHR BERIOQED QR /
2008, Lowe isur. 2008, Wang Roden $PLQR WHUPLQDOQL NUDM [ ¢
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dvije visoko konzervirane cisteinske regije (C22 i C28) u st¥ genotipvima koji

formiraju intramolekularne disulfidne strukture ukosnice radije nego da se mostom
povezuju sa L1 (\dhg i Roden2013) 6 WUXNWXUD / VH YUOR j@#idaNR YL]
]JERJ QHRGJRYDUDMXUHJ VODJDQMD X NDSVLGX GHJUDGD
(Wangi Roden2013).NaN- NUDMX SURWHLQD / VH QDOD]L PMHVWR
konsenzusnP PRWLYRP 5[.iHBDWHWIH RPRJIXUXMH XOD] YLULRQL
L YDAaDQ MH NRG NDVQLMH ELMHJD YLUXVQH '1$ RG HQGF
propadanja virusne kapside ovisno o pH. U neposrediofnbN-kraja proteina L2 nalazi

se podXpMH VD UDQVPHPEUDQVNRP GRPHQRP GXAaLQH RWSU
YLVRNR RpXYDQH SUHNULYDMXUH *[[[* PRWLYH WH RPRJ
YLUXVQRP '1$ GD SREMHJQH L] NDVQRJ HQGRVRPD L SURY
membrane('RRUEDU WURQQLPDQQ L VXU :DQJ L 5RGH
LQIHNFLMH YDaQX XORJX LPD DUJLQLQR Rudcary&antioVUDQV S|
signal NRML VH QDOD]JL X VUHGQMHP GLMHOX SURWHLQD / I
MH X RpbXYDQMH NRSOHNVD SURWHLQD / L YLUXVQH "1$ X

14 ALYRWQPWaA NOXV

S vremenom suYLUXVL VLVDYDFD L QMLKRYL GRPDULQL GRVW
GRPDULQ QLMH X QHSRYROMQRPEIBRQRADMK R YRYXKVR@LG
u svom reprodukjskom kapacitetu (Bernard 2003-razer 2009). Sisavci su razvili
VRILVWLFLUDQH XURVHQH L VWHpPpHQH PHKDQL]JPH LPXQR
YLUXVQH LQIHNFLMH L RJUDQLpPLWI MBV HBDSWeEBNGRP D i L Q X
XQDWRpPp VYLP WLP PHKDQL]PLPdugd bpstdi>XQ B RREDHNGX MHU D | 6
2009).

Virus koristi mikroozljedeepitela da hiGRaADR GR ED]D O QM K G\LHUL B WHLQARRAE \V\
aktivnih stanica epitela te uzrokovao hgvu zarazu (Burd2003, Stanley i sur.2007,

Bodily i sur. 2011 Aksoy i Gottschalk 2017)Prvo sepovezye na bazalnu membrana,

QDNRQ WRJD L QD VWDQLpPpQX SRYUALQX SUHNR LQWHUDI
VXOIDW SURWHRJOLN D [JdzPinfek&ijé tlola8 d8 Repathjd/\@udne kapside

L1 na primarno vezno mjesto koje predstavlja receptor HSPG na bazalnoj membrani.
1DGDOMH NDSVLGD VH SUHQRVL GR VHNXQGDUQRJ YH]XI
stanice i koje predstavla receptor 6)88* 8 OD]DN X VWDQLFX |JDKWLM
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konformacijske promjene kapsiqaeko proteaza chaperona te interakciju kapside s
ubD]OLpLWLP UHFHSWRULPD 'RRUEDU .RFMDQ L 3RO|
Gottschalk 2017).

aLYRW Q PVRIubkOjX pbvezan s biologijom keratinocta WRpPpQLMH VWXSQMHP
zrelosti NRML IRUPLUDMX YDQMVNL VORM NRaH HSLGHUPX
SORpBHBWWKIOD NRML XNOMapOS\OXM U € R(BIRANBH BEp&HHEIRI U D O Q X
stanice neitelji HPV-infekcije i nedugo nakon infekcije bazalnih stanica broj virusnih
JHQRPD VH SRYDUUDY Imj@&ka po &a&hici, neSvisno ¥ W D @ LiRlGsR
5HSOLNDFLMD YLUXVQRJ JHQRPD WDWGHCXKXBDRREIDWWDQLPpQL
OrHSOLNDFLML '1$ VWB Qilnkdbavit B/Ej® tdpeddvaniR QL |DGUADYDM
stanicu u replikativnom stanju, t SID]JL AWRPWRHXGKaH R MH SRVHEQR Y
terminalna diferencijacija keratinoctaSUHGVWDYOMD SURJUDPLQUDQX
DSRSWR]X 9LUXV MH XVSLR HYWw@Ewakdkd/E N LS VRV RALIRN N MY
period SID]H WDNR &W Ra MiHorS&ovekior3kMyein pRB (Feltkamp 2008, Kocjan

i Poljak 2011 Harden 2016 Uglavnom se sintetiziraju proteini E6 i E7JUPDOH NROLpPLQ
GUXJLK YLUXVQLK SURWHLQD SRVHEQR ( L ( NRML V
GXSOLFLUDQMD YLUXVQRJ JHQRPD =ERJ XWMHFDMD ( L
VXSHUED]DOQRJ VORMD VH GLMHOH pHAauH s@jeprRIERELP QR
.DGD G Rmyaxsti Xloj (lat.stratum spinosum RQL pLQH SRWUHEQX NROLpPLQ
SRWUHEQLK ]D UHSOLNDFLMX YLUXVD ( L ( SRYLAHQI
RQNRJHQH NRML LVNOMXpXMX SURQIXAMUDFMMKRNYXLBHEQ L
u keratinocitima ffdtkamp 2008Kocjan i Poljak 2011Quint i sur. 20131

normalni epitel virusom inficiran epitel
v

amplifikacijg

P = | sirenje I
roznati sloj = 2 = 2
sranularmi ke
sloj Yo Y ) i
¥ ekspresija
3 AN
Q @(pemstencua -
S [a]virusa
: 0 o)
& —
w
o

(€] r‘aiéiic'avanje fy himns

i’:i’;?"' =) @. : g : ' ': !Gé -Primarna
infekcij

bazalni sloj @ @ O @, @ @dgo@ infekcija

derma

Slika3 ALYRWQL FD NKOGNIHBHQFLUDM XU H PréuketolhvHRHENRP1H SLW H O X
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.DVQD ID]D YLUDOQRJ 3aLYRW Q RUWHLWOM K XWX IMHNRP GNRRI 2
keratinocitima koji se nalaze u teinalnom diferencijaciskom kddNX NRML NRQDpPpQR
do perutanjgdengl.desquamationmrtvih keratinocita uR N R@olo&ar 2005).

UV-radijacijavrio e ELW D Q G L$pekird @rpititeihCzraka i poznata je kao jedan od
YHULK IDNWRUD ULJLND X UD]JYRMX UDND NR&H 89% UDGI
SRWLpH VWDQLFX QD NUDM VWDQLPpQRJ F bAuCSKdtEa sSRSUDY
da su infekcijeBetaPV povezane s utjecajeUV radijaFLMH QD VWDQLdH GRPD!
XWMHpPpX QD SULURGQKRG REHWQ@RW RN WLIh@LRFID @dddi@ RY D QML
interferiranjem s popravkom DNA i apoptozom (Feltkamp 2@@8int i sur. 2014

,QIHNFLMD X NRMRM YLUXV XV Bl Haz@Redrodukiigna ViMsnaY RM &L
infekcija, a promjene koje se tada javljggsu produktivne promjene ili lezije. Mnogi HPV
genotipvL XJURNXMX VDPR RYX YUVWX SURPMHQH L ULMHW
SURPMHQD =ERJ XPQRADNRQDIDENEIRMIE stanicama dolazi do
PRUIRORANLK SURPMHQD 7DM FLWRSDWYV s$ekoidditdddW NDUD
(engl. coilocytosis =D QMX MH NDUDNWHULVWLpPpQD VNULYHQD
oblika, kromatin je skuplijen i oko jezgres ojavljuje prepoznatljiv svijetli pojas ili
DXUHROD .RLORFLWR]D MH ]J]QDN SURGXNWLYQH YLUXVQ
VWDQLFD L KLVWRORANL MH QDMYLGOMLYLMD X JRUQMR
HPV-om (Moody i Laimins 2010Kocjan i Poljak 2011)

Rak vrata maternice najgofja posljedica infekcije HPvom 1DVWDMH NRG &aHQD N
GXJRWUDMQR ]DUBRHRYta MO HR G 39 dd tihd8oba se

LIJXEL 1DAWLWQR GMHORYDQMH VWD Q ltekiadk p&aRA X W X PR
SUHNRPMHU Q ”dsnihBteipd 6H EV L t6 vodi do nastanka raznih sekundarnih
mutacija koje mogu dovesti do pojave rafeltkamp 2008, Moody i &imins 2010,

Kocjan i Poljak 2011)

,PXQRORANL RGJRYRU
,PXQRORANLQRGHIFRYRQIHNFLMX MR&a MH XYLMHNIGOQHSR]QDW
usporedbi sostalim virusima awWwR VXJHULUD GD MH + RG WY RHIXH L M
PHKDQL]JPH NRMLPD XVSMHAaQR L]E RritnabdiYmeharzX® RORAaNL
izbjegavanje prezentacije t@gena, tj.. nedostatak lize stanica i sistematska viremija
VPDQMXMH PRJIXUQRVW S U HgdyQamjedd DeohkD p@igiiavhatbthi@ D N DR
V LJQD O D tdhX @ahdi Kudilo adaptivni imuni odgovor (Frazer 2009 QR ageY D
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samo u gornjim slofYLPD NRAaH L VOX]QLFH EH] ]QDpDMQH OL]H
razliku od drgih virusa tijekom HPV infekcije ne postoji viremijatj. nema prisutnih
YLUXVD X NUYL 1$8mafiuiM N@DRPQQWH YLUXVQRJ DQWLJIHQI
minimalna kolipLQODSDOQLK VLIQDOD NRML EL PRJOQLOIMDNWLYLL
posebnog interesa sHR-PV-i NRML LPDMX SUHGLVSR]JLFLMX ]D VW
genitalija. 3URXpPDYDQMH LPX QR ORADRR VRGAJBREMR VB HRIMUKPp QR V W
MHGQX YUWMNWX LGRPDDQLPpHQLP PRIJXUQRVWLPD LWMWUDALY
vitro (Frazer 2009Kocjan i Poljak 2011Quint i sur. 2004 SURFMHQMXMH VH GD M
vrijeme od HPV infekcije do pojave mjerljivog iznosa aA®V protutijela u serumu
(serovezije) 12 mjeseci, dk u 18 mjeseci nakon infekci|@4 +69 |JDUDAaHQLK RVRE
razvije mjerljivu razinu protutije za virusne proteiné1l (Frazer 2009Kocjan i Poljak

2011) 1LaD UD]LQD KXPRUDOQRJ RGJRYRUD SRWMBN@®XWRJ S
posebno snAQD D QL GXJRWUDMQD 6WRJD DQWLWLMHOD QD
RG SROQRYQH LQIHNFLMH LVWLP +39 JHQRWLSRP 7DNRYyHI
LQIHNFLMRP NDUDNWHUL]JLUDMX RGUHYHQL +39 JHQRWLS
HPV genotipvima (zur Hausen 20Q%razer 2009).

IDMYLAH LPXQRJHQD N RPRaRKHakipsdrbmateiR 1H QfekCija PV

dovodi do humoralnog iomog odgovora na virusnu kapsidu koja je prepoznata &acho

MH VORAHQD X SHQMaRer 20000 Xdaptvii imdini\oXddvor na HPV je puno
VSRULML RG RQRJD ]D YHULQX RVWDOLK SDWRJHQLK YLU>
SULURGQX LQIHNFLjivjX oteditigestv\iina (EerjMsdd HsuR005, Frazer

2009)

OHULQD ija@YH¥YP QH XELMH VYRJ GRPDULQD LOL PX QDUX
ODQMDN RaAWHUHQMD QD VWDQLFL GRPDULQD RVLIXUDYD F
RPRIJXUDYDMXiUL RSVWDQDN YLUDOQLK IXQNFLMD NRMH P!
stalnom mogi QRVWL QDVWDYND YLUDOQH LQIHRK&ZEMBOXQD QRY!
Mody i Laimins 2010.

1.5. Epidemiologija GLMDJQRVW LRV hfdkcipLMHPpHQMH

5D]OLpLWL UaR@Ro¥dse «B® UD]QDpPpLYH WDN®N rvdd ApBQRW LS

uglavnom preQRVH LQWLPQLP NR QW D NQCRWDp N DX QUH NV X DNRGIHP
Ovi sevirusi ULMHWNR SUHQRVH SUHN R preBr@#(iipPdoQd Uil LK SRY
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LIUDPNH NLU Xilv &NNLK dund@inNiz M) Bglavnom inficiraju mukozalni epite
arogenitalnog trakta 1 oralned X S O adpddr 2005 MclLaughlinDrubin 2014.
(SLGHPLRORAND LVSLWLYDQMDboIRkia|dDIRBPV olazZzdo MH YLaH
ne dovode do n&snka premalignih promjena, dok samko 5 +10 [DUDEKHEHQD

razvije tajnu LQIHNFLMX V MR-8RYiake im@iw YHUAHUL]LN RG UD]YRMD
QRYRWYRUEL 8pHVWDAPRPWVIOQEHNN RINGHP U EBKHBEphHe

infekcija HPVvom QDMpHAauH DYV ARIB\R\RFIS &SV kbD mukozalni i poznat

MH GD +39 LQIHNFLMD PR&AH RSVWDWL L GD MH QMHJRY R
HPV povezanog raka 7/DNRYHU YHUOLQD P XRIRUE kDL HvilegodideN FL M D
RG SRpHWND LQIHNFLMH M@ardca@FeltkxndVemeKotj#hX OdljikHW D 7
201). VHULQD LQIHNFLMD QHPD NOLQLpPpNLK PDQLIHVWDFLMI
PRJX SRMDYLWL L OH]JLMH NRMHRWHRPVS R WU BOQWR WX HWBIOU |
HPV11, su odgovorni za nastanak benignih lezija te ne napredujugnmapromjenama.

Dok HR, kao aAWR VX +39 L +39 X ] UhRaépithine & xRpj® Moy H
QDSUHGRYDWL GR SRMDYH UDND 'R VdRaGvbatavirkhteBrR |Q D W R
VDGUAL L L]UD&D-W¥PV-¥, 14 NriveHdQ BIHHP\ELG | HPV18 otkrivieu 70 %
VOXpDMHYD UD N DDoothdr 2005 MeDaghlit Qrubimnt2014).

HPV genotipvi svrstani uBetags Gamma Mu i Nu (Tablica 1) uglavhom se prenose
LIUDYQLP NRQWDNWRWPRHER AMRW H R @@RjkKe poQelzape p NPV

om (npr pHWWRAQH EWDGDQHIFIWDYQR SUHNR NRQWDPLQLUDQ
(npr. WX aHYL VD XKQdn iEPDIjaH 2011, Harden 2016)

Tablica 1.Glavni HPV genotipvi, njihov tropizam ibolesti povezane s njimareuzeto iz Harden 2016

Reprezentativni HPV

Rod Vrsta o Tropizam Povezana bolest

gendip ovi

32 Mukozni Heckova bolest

3, 10, 28 Kutanozni Ravne bradavice

2,57, 27 Kutanozni 2ELpQH EUDGD
Alpha- . Intraepitelna neoplazijg

. 18, 39,4559, 68 Mukozalni ] o

PV invazivni rak

. Intraepitelna neoplazijq
16, 31, 33, 35, 52, 58 | Mukozalni

invazivni rak
6,11 Mukozalni Genitalne bradavice
13 Mukozalni Heckova bolest
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5, 8, 12, 14, 19, 20, 21 Epidermodysplasia

Kutanozni
24, 25, 36, 47 verruciformis
Beta 9, 15 17, 22, 23, 37 ) Epidermodysplasia
Kutanozni ] _
PV 38 verruciformis
Epidermodysplasia
49 Kutanozni P ] y P
verruciformis
Gamma- 4,65 Kutanozni Bradavice
PV 60 Kutanozni Bradavice
Mu- 1 Kutanozni Plantarne bradavice
PV 63 Kutanozni Bradavice
Nu-PV 41 Kutanozni Bradavice

Za razliku odAlphaPV, Beta i Gamma G X aRiVW D M X i Qdavid R &ukzrokuju

skrivene infekcijeBetaPV moguse SUHQRVLWL XQXWDU URAQDWLK VWD
slobodne stanic&kao posljedica toga infekcijBetaPV moguse SRMDYLWL YHUO L SUL
Tako sute infekcije pHVWH X UD QR R isthivige N@tipQmB8t&#PY Xnogu biti

] D U D éokit®lji i njihova djeca(Antonsson i sur. 2003, Quint i sur. 2DITommasino

2016) Osobe sa transplantiranim organima imdiHuUX PRJIXUQRVW |D LQIHNFLWN
Beta39 NDR L SRYHUDQ UL]JLN UD]J]YLWND QHPHODQRPVNRJ
zdravim osobama (Boyle i sur. 1984, Kiviat 1999, Tomassino 264) ljudi oslabljenog
LPXQLWHWD NDR aAWR \0k, R&sBHE HrrdriddlbbrariQanimti se

virusi mogu dARND]DWL X GODpQIRP GRYRMBXOGRDKLSRWH]H GD
LVSXSpHQMde aldQ YOQMVNRJ VORMD GODNH BétdigP98. RG JOD
,VWUDALYDQMD SRND]XBétt- IPDIHQIHWESRIP MBG QILRH QMLK
PMHVHFL LOL GXaH X YHOLNRP EURMX SRMHGLRROFD +V>
utjecajem imunosupresije HPV aktivachetas i Gamma URGD X RYLK EROHVQLNI
UD]JYLMD L V QRY R.\Whdndd BiaPD s€ dxvijaPpdkazravnogkontakta s

NRARP |JDUDAHQH RVREH LOL QMHQLK GHUDo¥rbeWw2DOSNDR aw
Feltkamp 2008Kocjan i Poljak 2011)0R & H Sitkbédijslo razdobljeod 3 tjiedna do 8

mjeseci prije nego lezije posta vidljive. Benigne bradavice mogu biti visoko produktivhe

L VDGUADYBWLUXWG@RLK pHVWLFD L RELPQR SRNR}XKMX KLS
koja vodi do akantozéengl. acanthosi$ ili zadebljanja epitela. Takve lezije imaju deblje
kornificirane VORMHYH KLSHUNHUDWR]D L VDGUAaDYDMX FLW
NDUDNWHULVW lp&3Rdi grph@aiGrd slXju koji se uglavnhom sastoji od
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YLUDOQRJ ( SURWHLQD 9LULRQL NRML VX RWSXaWHQL (
(npr. preko predmeta) ili s osobe na osal@oorbar 2005, Chow i sur. 20LPacijenti koji

imaju EV razvijaju kutanozne bradavice po cijelom tijelu i one imaju tendenciju prolaska
NUR] PDOLJQH SURPMHQH SRVHEQR QD SRGBeXgPMLPD WL
PRAH SURQDIUL X VYDN RN MNOFRPRHOMRM § R@E@ BfufmoQ R PD NF
cell carcinoma SCQ pacijenata s EVPretpostavlja se da je razlog pojaBetaPV
LQIHNFLMH NRG (9 SDFLMHQDWD LPXRWODRENQ DG 8 RHVNDW R B
kod imunooslabljenilpacijenata kojiX SURA&OL WUDQ V®aruQhinDfuhim X RUJD:
2014).=QD VH GD SR\Bad&PM-B VRMILYQUWWKDRWNULYHQL WH MH U
EL VYL PRJOL Edkim Lnjil@vichDoblik@i AKQ uzmemo u obzir i ejgovu

sposobnost opstankhitno je da otkrijemo i koliksei koji dio keratinocita zaraZBeta

39 1HND LVWUDALY DRBeMB 9S RR HH X SAXRRIBniMijElu, u uzorcima
iHXSDQLK GODMBYD NRA&H NRG LPXQRNR PNSIH W\HEQ WIALLKY D @M
otkrladaimje YHMBRMDYQRVW QD SRGUXpMLPD NRMD VX YL&a&H L
Chow i sur. 2010Quint i sur. 2014

OHULQD +39 InestdjeNgohthDXQXWDU MHGQH JRGLQH RG LQIH
prekancerogenih promjenB QRJHQLWDOQRJ SRGUXpMD QDMpH&a&UH VH
metode (nprekscizija zone transformacijeetektU Lp Q R P S HEWZD iMdR §truktivne

metode (nprlasersko spaljivane =D OLMHpHQMH EHQLJQLK QRYRWYR
bradavica, moguVH NRULVWLWL LPXQRPRGXODWRUL VWDQLpPpQF
antimitotici (npr.podofilotoksin) ili antimetaboliti (npb- l OXRURXUDFLO /LMHpPHQ
JUOD QDMpH&UH VH L]YRGL -nikito@hgoikopskimH QEBRNMMN R SV N L
uklanjanjem. Poavljanje infekcije pripisuje se reaktivaciji prikrivenih virusa u blizini

uklonjenih papiloma. Kao kRG YHULQH VSROQR SUHQRVLYLK LQIHT
infekcija rodaAlpha- WHPHOML VH QD $%& QDpHOLPD VX]GUADYDQ
apstinencijgengl.abstinenceA), vjernost jednom partneru (enbgkfaithful B), i pravilna

i dosljedna uporaba kondoma (enghrrectand consistent condom ysg€) (Chow i sur.
2010,Kocjan i Poljak 2011).

Nastanak cjgg D GL]DMQLUDQLK ]D VS ezrihps zarezoHHEBR O H VW L
RPRJIJXULOR MH VD]QDQMH GD VH /D YAHRGELN V OFDEWLIG ® Lh BV F
YLUXVX L GD EL VH QD WDM QDpLQ PRJOR SRWDNQXWL L]C
sur. 1991, Frazer 20099 LU XV X QD OQM VB & WAIF HY telnk YhQuX zatakiti

OMXGVNH VWDQLFH QLWL VH PQBERAQILQ 3URARRMDDWLIER]

19



QHXWUDOL]J]LUDMXuUuLK DQWLWLMHOD ,J* NODVH NRMH ND
cjepivu (Frazer 2009Chow i sur. D10, Kocjan i Poljak 2011 CDC 2014. Zbog unosa
FMHSLYD QD QHSULURGDQ QDpLQ LQWUDPXVNXODUQR Q
QHXWUDOL]JLUDMXULK SURWXWLMHOD X VWRWLQX SXWD
infekcijom. Trenutno na eur8 VNRP WUALaAWIX SERVMORONMKM LPND FM
deveter@alentno, p H WvalErthB i dvovalentno. Deveterowalentno cjepivo & W adV L

genoti@ 16, 18, 31, 33, 45, 52, 58 te 6 itklje odobreno 2014. godinediveroval@tno
VDGUAL YLUXVQH ftipd & Wi, E6i8+t8 euJEUQIRIporabi od rujna 2006a

dvovalenho FMHSLYR VDGU AL tipbl 1V6\WL8 FKdristiz6 od @ RO07. godine

Uporabom cjepiva manjila se pojava raka vrata maternice, prekancerogenih promjena
cerviksa, prekanceroggnrK SURPMHQD &HQVNLK YDQMVBLK VSR
prekancerogenih promjena vagine i anogenitalnih bradaviédJ H S R eXyztad§ lza
FLMHSOMHQMH GMHEDNDRGLGNDH YIR DINIRFLVX SUHWKRGQR
odrasle osobe mogse cijepiti do 26 godine. DA.5 godine cjepivo se daje u dvigloze,

nakon 15 u tri dozéChow i sur. 2010Kocjan i Poljak 2011 &'& O9HNRYLUO L VX
2018 web).

+39 FMHSLYD QHPDMX PMHUOMLY WHUDSLMVNL XpLQDN L
maternice OL SUHNDQFHURJHQLK SURPMHQD X PDWHUQLpPQRP
5D]YRM SURILODNWLpPpNLK FMHSLYD QRYH JHQHUDFLMH W
genotipvD VQLADYDQMX FLMHQH SRYHUDQMX WHPSHUDWXU
aplikaciji (transdermalno, inhalacija/udisan{&pcjan i Poljak 2011)

1.6. Molekularne metodeza identifikaciju novih PV-a

SREROMADQMD X PROHNXODUQLP WHKQLNDPDabtowdslH VH NR
VX GR J]QDpDMQRJ SR UBAWPD gendtipdMDpodljBdvijih ReXdlikd Igadina

(Kocjan i Poljak 2011, Kocjan i sur. 2015).

SUYH QXNOHRWLGQH VHNYHQFH pLWADdshiven8 Su kta@&®iIPD XJO
UD]OLpLWLK SURPMHQD HSLWHOD DQRJHQLWD@QH EUD
PDWHUQLFH L QHRSODVWLpPpQH S & RHVHGHE MokkulareBg@ER OHV Q
kloniranja izoliranih virusnih nukleinskih kiselina ulgzmidne vektore, transformacije

SOD]PLGD X NRPSHWHQWQH EDNWHULMVNH VWOQRWRH L R

relativno jednostavnoj primjeni tehnika izravnog kloniranja izoliranih nukleinskih kiselina
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ima mnogo nedostatakaQ DNRQ UH]DQMBVAUKAIHERPDUQD NUDIUH
restrikcijskim endonukleazama mogu se formirati kratki fragmenti koje jegaaoznom

JHOX YUOR WHANR RWNULWL a&4WR PRAH GRYHVWL GR QHLV
metoda je posebno pogodma identificiranje genotg PV-a prisutnih u velikom broju
virusnihkopija X NOLQLPpNLP X]JRUFLPD SRND]DORPWdEen@a VX RG
WRNVLpQH |]D UD]QH YHNWRUVNH VXVWDYH %URMQL QHC
QRYLMLK L RVMHWOMLYLMLK PHWRGD PROHNXODUQRJ I
virusnog genoma (de Villiers i sur. 2004, Kocjan i sur. 2015).

U zadnjase GYD GHVHWOMHUGD ]D LGH QW PVL KotideD ddere Q R Y L K
PROHNXODUQH PHWRGH NRMH XNOMXpXMX pdyoéer&se UD]Q X
chain reaction XPQRADYDQMH FLMHORJ YLUXMIPMR Xirc))HQRPD ¢
amplification RCA, i sekvemiranje VO MH G H U H (englQleEp Bdglevidindi next

generation sequencin®lGS) (Kocjan i sur. 2015).

Molekularne metode koje se upotrebaljavaju za rutinsko dokazivanje HPV dijelimo na
hibridizacijske metodegdje ga dokazujemo s RNAiI IDNA-markerima usmjerenim na
NDUDNWHULVWLPpQH GLMH®@RnwaHi tdddjdarhd kajeLde kerdse daH QR W L
PQRAHQMH NDUDNWHULVWLPQH VHNYHQFHPCRLPOHMKI®O RI JHQ
QDNQDGQR REUDYyXMHPR, VD] LPpWWR L Borea) eiNamskB
razgradnja PCR produkta, enzimski oligonukleotidni test, metoda reverznelgjdiaeili
XWYUYyLYDQMHP QXNOHRWLGQRJ VOLMHGD 7LMHNRP SRVC
reattime PCR (RTPCR, PCR u realnom vremenu) kao naetoza otkrivanje HP\A

(Chow i sur. 2010, Kocjan i Poljak 2011).

16.1.3ROLPHUD]QD ODQpDQD UHDNFLMD

PCR jein vitro PHWRGD VLQWH]H '1$ SRPRUX WHUPRVWDELOQH
kratkom vremenskom roku (3 sata) PRAHPRQRARBWUHYHQL GLRA PDWLpPpQF
YHOLNL EURM NRSLMD =D XVS M Hi&lnX nijeoHd@i BliijedBRAV UHE QR
jer se reakcija temelji na kciHQMX GYLMH LONRWH H/ HS &P HKWILIHDM X
nukleotidni slijed i usmjeren&/ X WDNR GD VLQWH]DUQRWHR UXS$ LWRHPHX XQ
2VLP PDWLpPpQH '1$ SDUD SRpHWQLFD L '1$ SROLPHUD]H S
G$73 G*73 G&73 L G773 3&5 SXIHU NRML WViSHEY)aL RSWI
MgCL L .&0 NRML RoR Bnzixn&ke kexkcija,sterilna deiordirana voda. @ bi £
SRpHWQLFD YH]DOD, pbe felovd @braGaz®Rojitl GivLMH MHGQRODQD
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molekule DNA. TR VH GR Jbgm kokaku PCRa koji se nazivadenaturacg

G YR OD QpD Q Hdeéaguratd,Jadzvodi sekratkim zagrijavanjemeaakcijske smjese

QD f& 1DNRQ WRJD VOLMHGL SULKYDUDQMpim&ERpPHWQL
annealing SUL pHPX MH WHPSHUDWXUD LQNXEDFLMH UHDNF
talienja (engl.melting temeprature 7P NRUL&WHQLKDSYR) @Rz 8
SURGXaDYDQMD SRpHWQLFD W M VLQWIBNA sQBNAH NRPS
polimerazom u smjer5' prema 3'U ovom koraku vrileme inkubacije reakcijske smjese

ovisi 0 duljini cillanog nukleotidnog slijeda i temperaturi inkubadiglovana DNA
SROLPHUD]H 8 VOXpDMX 7DT '1l$ SROLPHUD]H WD WHPSH
WHPSHUDWXUQL FLNOXV XGYRVWUXpXMH EURM NRSLMD
WHPSHUDWXUQRP FLNOXVX FLMHOD HQ]JLPVND UKH®NFLMD
QD f& 3&u01992 Nicholl 2008.

1D MpHaulL zes defirtajX $ovih PV genotiwa temelji se na primjeni PCR s
UD]OLPLWLP SULPMHQDPD SR plioadpangeDpraniety RihRahilvhid H N W U D
WHPHOMX YLAHVWUXNRW ISRQIDKY QUPRXYNDDYQXMN QU D]JOLpLWLK
PV-D 8SRUDEDBDSRpHRMNRJI VSHNWUDDRNRHI XQDNMFR RMMD W LMLK
priznatih PV genotpvD DOL WDNRYyHU PRA&H RWNULWL QideNH SRW
koji su povezanis ranije igntificiranim genotipvima P\ta ili imaju visok stupanj
VOLPQRVWL XjiaHWHHIGAD. FRVWXSQLK SRpKGMMOB/DL, aLURNR
GP5+/6+, SPF10, FAP59/FAP64, FAP6085/FAP6319, CUT, CODEHOP, CPI/CPIIg,
MdH:) REXKWVWBIRPXYDQLMH JHQRAVMHI ELHKIEMY X X NUXAQRP
virusro P JH Q R P X NnéRellind aasuprot drugstaheli i sur. 2009, Kocjan i sur. 2015).
8SRUDERP SRpHWQLFD &LURNRJ VSHNWUIDve Rejiip QR X P C
nukleotidnih sljedoval20 700 by $NR VH SfeNedadntbdGlijedova potencijalno

noviPV, NRULVWLPR JD NDR UHIHUHQWQL QXNOHRWLGQL QL]
zagenoWLS NRML RPRJIJXUXMH XPQRADYDQMH pLWDYRJ YLUX\
inverted longrange PCR) ili metodom preklapga PCR produkata (engbverlapping

long-range PCR). Vrsno VSHFLILPpQH SRpHWQLKRH GROWDRPXQW DNR
SUHGORADN QDOLMHA&X MbackRoQbackbeVa¥ $AUARIVOB N X SRORHN U X 3 ¢
virusni genom PQRAL 8 3&5 PHWRGL SU bkit® 6j&i€ RMDgedd@® SURG
PQRAL X GYD LOL YL&H VHJPHQDWD VD SUHNODSDMXUULP N
GXJ RNR ES XPQRaDYDQMH JODYQLK GLMHORYD YLUX

DNA polimeraze dugog raspona (erighg rangg koja je tenperaturno stabilna, precizna,
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RVMHWOMLYD L VSRVREQD RMDpDWL QXNOHRWLGQH VHN
RVMHWOMLYRVWL 3&5 PRaH VH SRV-Whl(ehglNe3tBAPCRQLP XJQ
Dobivene PCR produkte kvalitativno odredimo gel elektrof®P® yLWDYD QXNOHR
VHNYHQFD YLUXVQRJ JHQRPD RELpQR VH RGUHYXMH PH
primer walking temeljeno na metodi sekvenciranja po Sangeru (Kocjan i sur. 2015)

8PQRADYDQMH YLUXVQRJ JHQRPD SR SULQFLSX 5&$%$
Za otkrivanje nhovih39 XSRWUHEOMDYD VH SRVHEQD PHWRGD X
genoma (engiwhole genome amplificatioiWGA) te se naziva amplifikacija po principu
kruga (RCA) te se temeljiQD XPQRADY DOXAXQ WKY L'K $ NP fednbt NIliX O D
GYROD GRWQBEWHQMkagne EDN'WHUIROLPHUD]H V NRQWURORI
VOXpDMQLP KHNVDPHUQLP SRpHWQLFDPD NRMH VH SULP®
DNA. Prednost RCA mette jest visoka preciznost iprinos produkta, a RCA s
QDVXPLPpQLP KHNVDPHUQLP SRpHMIW@WUHADRDXR®GRK XY XWDHY @& A
bez prethodne informacije o njihovoj nukleo@dRM VHNYHQFL 5H]XOWDW WR
identificiranja novih P¥a NRML VH UD]JOLNXMX RG YHUO obdlGHQWLIL
6SHFLILPQRVW XPQRa&ZDYPKHWRGRRQBRZE MRAHPR XSRUDERP
VSHFLILPQR NDUDNWHULVWLPpQLK SRsyMVM MIREBMA R 1K IGRAV/ANLXV
molekula DNA RQD X PDQMRM PMHUL SRMDpDYD L OLQHDUQL
GRPDULQD 4WR PRAH XWMHFDWL QD XPQRBADXWO K HX YNNOIXC
XJRUFLPD X VYUOR PDOLP NROLjiuQ hPID U GBH R GXYNRWID QH&
konkatamernekopije cjelokupnog genoma P X NROLpLQDPD NRMH RPRJX
RGUHYyLYDQMH QXNOHRWLGQH VHNYHQFH VHNYHQFLUDQ
restrikcijsku analizu restrikcijskim endonukleazama, molekularno kloniranje RCA kultura
LOL QMLKRYR GDOMQMH XPQRADRNQMXSREDEWDHE&E LR,
identifikaciju velikog broja novih HP\genotipva, posebno onih iBetai Gammaroda,
kao i brojnih animalnihPV (Rector i sur. 2004de Villiers 2013, Rector i Ranst 2013,
Kocjan i sur 2015 Rockett i sur. 2015

1.6.3 Sekvetsir DQMH VOMHGHUH JHQHUDFLMH

6HNYHQFLUDQMH V OMH @extldgenetrddiGhHsgdDéENCciMGS) HRQ Q@ pD Y D
skwpinu modernih metoda visokopropusnog sekvenciranja (ehgih-throughput

sequencing NRML RPRYXABDWWUXNR i SDoDHXHHAE RGUHYLYDQM
nukleotidnog slijedavelikoJ EURMD UD]JOLpLWLK PROHNXOD '1$ X NLU
platformne poput llurma (sekvenciranje pooi X UHYHU]JLELOQH WHUPLQDFL
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(pirosekvencianje), i SOLID (sekvenciranje kgacijom), razlikuju sepo kemijskom

sastavu itehnologii VHNYHQFLUDQMD QDpPLQX SULSUDYH X]RUI
sekvencianja (engl. sequening depth, tj. NROLpPpLQL GRELYHQLK RpLWDQMD
W R p QR ViMiler 011, Kocjan i sur. 2015).

OHWRGH 1*6 VH QPDSRGMXpbMX BOSRWUHEOMDYDMX SUL LGH
genomanakR Q XPQRAaDYDQMD F MetodR REAS QGS netodé se koriste u

analizi produkata PCFD ALURNRJIJWWSMNWJIHNROLNR LVWUDALYDQMD
PCRa prijie NS D RPRJIXUDYD R VivameAcOrivhLivoleMuh (R W8pdredbi s
NRULAWHQMHP 1*6 EH] SUHW KR Gigcitnh (¥. PORaR B QB4iDMQ X NOH L
na toda se u provedbi NG& ne zahtijeva prethodno poznavanje nukleotidne sekyence
RVMHWOMLYRVWijelR&G FRHOMRID YBIRDOMHGQMLK JRGLQD GRE
ukupni nukleotidni sljedovi velikog broja potejano novih genotipva HP\ta i nekih
ALYRWLQ-MVNXLKSBBR-D IX6UD]OLpLWLP HNRORSRERWQ INFDERLT
GRPDULQD UD]JOLpLWLK PMHVWD VOX]QLFH JODYH L YUDW

nov pogled na razumijevanje raznolikostifa\Bzhalava i sur. 2014, Kocjan i sur. 2015).

1.7 &LOM LVWUDALYDQMD

Cilj je ovog rada:

X Napraviti kompletnu molekularnu analizu viralnogenoma ovog genotipa
HPV159

x Filogenetki smjestiti HPV15nutarporodicePV-a
X Odrediti tkivni tropizam HPV159u kolekciji X]RUDND NRULAWHQRM X 1

diplomskog rada

X 2GUHGLWL YLUDOQH YDULMDQWMHNRION®E QM h NX{ RNUDEANR V

u izradi ovog diplomskog rada
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2. MATERIJALI I METODE

2.1. Materijali

2.1.1. Referentnizorak HPV159

SRpHWQD MHioteidaQod 371 bp dobivena je iz DNA uzorka izoliranog iz stidne

dlake zdravog 38IRGLaAaQMHJ P X godibeJdekvenciranjenda LURNR JBet& HNW U D
PV PCR produktaOna je dostupna u GenBank bazi podataka pod pristupnim brojem
AJ646892.Zbog slabe kalitete originalnog izolata noye izolat HPV159uzorkovani

izoliran od imunokompetentnog 36 RGLAQMHJ PXaANDUFD NWRWU DdH Y\DXIEWKX
rasprostranjenjgenotipva HPV u analnom kanalu Slovenaca koji imaju spolne odnose s

PX &N DU BIPRXR anig YdDmpletnog genoma obavlieno je priiengrange PCR

N Rterjein phi29 DNA polimeraze GYD SUHNOD S D M X tbp i F6Epg@)FKeiiQ W D
pokrivaju cijeli genomdobivenasu N R U L & W Rl [QHWH@alsidDd 2., zatim klonirana u
plazmidne vektore i sekvenL U D QD N RpdimérWvalliinlyl kifategije. Kompletna

sekvenca genoma HPV159 dostupmana EMBL, GenBank i DDBJ bazi podataka pod
pristupnim kodom HE96302%Kocjan 2013)

Tablica 2. HHNYHQFH SRpHWQLFD GL]DMQLUDQLK ]D XB® paRetdi MH NRP S
Kocjan 2013

Pozicija 'XaLQl

BRpHWQI Sekvenca (53") )
nukleotida® | produkta®

SIBX8FLR(62) | ACCTGCATTCATAGCATTAATCTGTG | 67296704

7348 bp
SIBX8R-LR(59) AGATGCTGTGGAGCCTACAGAA 68256846
CP62 GTWAATGAAAYTTGYAAATATCC 61816203

761 bp
CP704 AAYTTTCKACCYARAGRATAYTGATC 99416916

U odnosu nakompletnu sekvencu genoma HF38 u GenBankbazi podataka pod prisutpnim brojem
HE963025; ® Prethodno objavljeno Boxman i sur.1997 €7348bp G X J D PORN fragmentdobiven
NRULAVBOOQ@WHRB XP S Polymerak$ Hig Fidelity kit (Invitrogen), dok je761-bp PCR fragment
GRELYHQ N Ra&iSta VeddRsHDMA? Polymerase kit (Qiagen).

2.1.2. Kolekcija uzoraka

, VW U D atoy DiQidindkog radaX N O M Xjp DNA i@dRite reprezentativne kolekcije

uzoraka loja se sastojala o499 NOLQLPpNLK X]JRUDND NiweMbd¥sgS UHWKF

EURMD SRMHGLQDFD 8]JRUFL V Xbris|FBFRE kiv® en@l.tbkaiD XV QH :

fixed, paraffin embeddgdn= XVQH aXSOMLQH L XVWFRERKWOGA=MHOD acC
QRVQRJ GL MNHsD(B=EGeiuko +hicBECyrkljana (FFPE tkivd (n=10),

cerviksa (SMILE) (n=37), penisa (bradavice VY M H 3HnWsN L ahRInog kanala i
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analnog ruba (n421) EUDGDYLFD SHULDQDOQH NRAHWIHDREAVYODLKY
bradavica(FFPE tkivo)(n= 86), SCCtkiva (FFPE tkivo)(n= 50) i tkiva bazocelularnog

karcinoma (FFPE tkivo) (BCC, engl. bazal cell carcinomp (n= NRZHDNRYyHU

KLV W RfoRi&ZNravog mukozalnog tkivaNDR &WR MHAFPE UKVG) WD 1D),

cerviks(bris) (n=60 L NtR &HD b folklla obrva(n=367) bilisu XNOMXpHQL X DQDO

2.2. Metode

/IDERUDWRULM Vjdluz W\ G RR G UDR/ &L Y DefaMada D Yabb&wrritbraL K X Y
Institutu za mikrobiologiju i imunologiju MedFLQVNRJ IDNXOWHWD 6YHXpLC
(slo. , QaWLWXW |]D PLNURELRORJLMR LQ LPXQRORJLMR OHGL

2.21. Molekularna definicija genoma HPV159

Zain silico DQDOL]X ]QDpDMQLK SRGUXp M lehtifikhefygemkoiHQR PD

nose zapis za virusne proteinereferentnom uzorku HPV15%potrijebili smo dostupnu
PUHAMSXOLNDFLMX 25) ILQGHU 1&%, NRMD QDP RPRJ.

ORF s algoritmom Protein BLAST (NCBI) u bazi podataka UniProtKB/SWwiss
8QL3URW &RQVRUWLXP SUHPD +39 VSRhbDNRKRXSKRRRAD DI

SUYRJ QXNOHRWLGD X NUXAaQRP JHQRPX YLUXVD 3RM

QDMRPXYDQLMH IXQNGXRQ@PLOQIHI GC\RPIHKQ KUUKRY hekdkdo X W Y U Y

dostupnin mred QLBKSOLNDFLMD =D R -GdkweideY\ragnoegl pro®adtéra

uporabili smo P U H aglikaciju GPMiner (GPMiner 2017). Za analizu navodnih veznih
PMHVWD ]D UHJXODWRUQH IDNWRNFH, BBPHTMEVenYI DAQMD NDR

element modulatoryattor), TRF (engl. TBP-related factoy i C/EBP beta smo koristili

program SIGSCAN software v4.05 (Prestridge 1991 U H alikaciju WWW Signal

SCAN (WWW Signal Scan, 2017) i program Patch 1.0 BaJ H & Qranigi Gene

Regulation (GeneXplain, 2016). Navwal poliadenilacijska mjesta za rane i kasne virusne

mRNA odredili VPR V P U &pékadjd Poly(A) Signal Miner (Liu i sur 20@).

SULVXWQRVW PRWLYD OHXKHQXMXKRIND VEGVRIPUHIED SXURMEH L QI

smo uporabom internet aplikacije 22Server (Bornberdgauer i sur1998 2ZIP-Server

2017).3UL RGUHYLYDQMX RVWDOLK ]QDpDMQLK IXQNFLRQDO

SURWHLQD NRULVWLOL VPR VH SRVWRMHURP OLWHUDW XL

NTI Advance v11.5.4 (Invitrogenke BioEdit Sequence Alignement Editor v7.2.6.1 (Ibis
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Therapeutics, Carlsbad, CA, ZDA) s kojima smo usporedili sekvetceSRMHGLQDp QL k
proteina HPV15% proteinima srodnih PV genotiga.

222 )LORJHQHWVNR RGUHYLYDQMH JHQRPD +39

Evolucijsku povezanogienomadobivenog iz referentng uzorka HPV18€efiniranim PV
genotipvima odredili smo usporedbom cjelokupnog nukleotidnog slijeda gena L1
referentnog uzorkat+ 3 9 V QXNOHRWLGQLP VHNYHQFDPD YHU GHI
VOXAaEHQR HPV lgepdVa. ik virusnih rodovaAlpha-PV (64), BetaPV (47),

Gamma-PV (78),Mu-PV (3) iNu-PV (1). Nukleotidne sekvence L1 gena spomenBiih

genotipva dobilismoiz besplatno dostupne podatkovne baze referemNilgenotipva
Papillomavirus Episteme (PaVE), koju je izvor podataka nukleotidna podatkovna baza
GenBank (NCBI).

Sve dobivene nukleotidne sekvence L1 gena smo poravnali uporabom algoritma MUSCLE

koji je dio MEGA 7 paketa. Filogenetsisiablo VPR QDSUDYLOL X UDpXQDOQ
0(*$ N R U LV Wnthii likebHogd algoritam (Institute for Genomics and
Evolutionary Medicine, Temple University, Philadelphia, PA, ZDA), a prikazali smo ga
NRULAWHQMHP )LJ7UHH SURJUDPD

Da bsmo dodatno usporedilgenotip referentnog uzorkadPV159 s filogenetski
najsipQLMLEWIBRP +39 L]JUDpXQDOL VPR VOLPpQRVW L]PH]
virusnih proteina, kao i proteinskih sekvenci. Usporedba nukleotidnih sljedova pojedinih
genai sliedova AK pojedLQLK SURWHLQD SURYHGHQDPMHARRULA\
aplikacije EMBOSS Water Pairwise Sequence Alignment tool

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_water/).

2.2.3 Kvantitativni RT-3&5 ]|D XPQRADYDQMH GLMHgDBNIJHQD ]D KXPD¢
6 FLOMHP XWYUyLYDQMDS KFMUHX\LQPR P GRPDEIDERHETRIV D
kolekFLML X]JRUDND NRULaWH QR MazXli 86 RuRelBrtsSAOFRSAMNLRIPD D Q G
kvantitatvni PCR u realnom vremenu (metoda opisana u 2,2k6j) smo Kkoristili u
kombinacijis gPCRRP V NRMLP PRAHPR XPQRALWLhumanb&aGXJ GLR
globin 3BRPRUX QMHJIJD PRAHPR XWYUGLWL HWLRORANX XOF
nastanku novotvorb{van Duin i sur. 2002)Za betaglobin RT-PCR upotrijebili smo

kemikalije komercijalno dostupnog komplefauantiTect SYBR Green PCR + UNG Kit

(Qiagen). Reakcijske smjese pripremilismo u staklenim kapilarama LightCycler
&DSLOODULHV 5RFKH NRMH VX ELOH VPMHaAWHQH X RKC
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su prethodnoR G U H@w&h@Hdin i sur. 2002L SULND]DQH X 7DEOLFL .RQIL

reakcijske smjese je 28-a sastoji se od:

x 12,5 4+2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mixid@en) s fluorescentnom
bojom SYBR Green | za detekciRCRprodukata

X 0,25 —IRUZDUG SR p493Y@©QILMH EHWD

X 0250 UHYHUVH SH5pHBO®)FH EHWD

x 5 -izolrane DNA iz HPV15 LVKRGLAQLK X]JRUDND RSWLPDO
dodane DNA=80G- QJ QD WOOMHNgyP

x 7 -sterilne deionizirane vode NucleaBeee Water (Qiagen)

Tablica3 20LJRQXNOHRWLGQH SRpHWQLF Huifan KePaQ RREY.Q WHHOG h MO D J
(vanDuin i sur. 2002)

Vrsta
,PH SRpHW IXNOHRWLGQD VHNYHBQF
SRpHW
Beta403f forward TGGGTTTCTGATAGGCACTGACT
Beta532r reverse AACAGCATCAGGAGTGGACAGAT

.DSLODUH V UHDNFLMYVNLP snidM&l dtalakl Qabverdl pSkibptént MH O L
centrifugirali 30 sekundi pri 3000 rpm u centrifugi LC Carousel Centria@e(Roche).

Potom smo stalak d<apilarama prenijeli u LightCycler 2.0 Instrument (Roche) s
UDpXQDOQLP VXVWDYRP NRML XPQRADYD '1$ SR SURWRNR

Tablica 4 Protokol umMRADYDQMD GLMHOD JHQRPD +39 V YUVQR VSHFLILpQLI

vremenwza humanibetal ORELQ YHOLpPLQH ES

Broj ciklusa Temperatura Vrijeme
Aktivacija/denaturacija| 1 ciklus 95 £ (20 L£ls) 15 min

94 £ (20 L£Is) 15s

8PQRAaDYD( 45ciklusa 60 (20 LCIs) 20's

72 £* (2 Cls) 20s

Analiza krivulje 95 £ (20 L£ls) Os

taljenja 530 (melting 1 ciklus 50 £(20 £Is) 30s

curve analysis) 95 £* (0,1 £Is) Os

+ODYHQM 1 ciklus 40 £(20 £Is) 30s

* flata gain: single (530%F Adata gain: continuous
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1D NUDMX VYDNRJ FLNOXVD XPQR aD YepQddtdk ¢dLnijeveqid K PR O |
IOXRUHVFHQFH SUL QP WH VPR QD ]JDYU&GHWNX XPQRAL
DQEQDOL]JH NULYXOMH WDOMHQMDQRWMM RBR 5V BR RIGXINOMW DU D
pozitivhe uzorke betglobina odrediismo SRPRUX WHPSHUDWXUH WDOMHQWN
(engl.melting temperatureTm) od 80,5+81, f.&

2.2.4 Izolacija plazmidne DNA

Na kraju inkubacije izolirali smo bakterijske kolonije &ogu rasle na tvrdoj LB (Lura
Bertani) hranjivoj podlozi (egl. lysogeny broth agar V. SR PR U X jaMm& dostupRdg
kompleta kemikalija QIAprep Spin Miprep Kit (Qiagen) u skladu suputama
SURL]YRYDpD

U 2 ml standardnu epicu za mikrocentrifugiranj@ipdtiralismo250 (RKODVYHQRJ SXIHL
P1 sdodanom ribonukleazom (RNaza) A i potom u tome resuspendirali bakterijsku kulturu

V KUDQMLYH SRGORJH 6XVSHQ]JLML VPR GRGDOL O
SURPLMH&DOL NUDWNLP RNHHVEBEQWHPXWRW DIF I EMMPB (B
manje od 5 minuaGRGDMHPR O QHXWDOL]DFLMVNRJ SXIHUD

VDGUADM aHVW SXWD V ODJDQLP RNUHWDQMHP HSLFH
13000 rpm u centrifugCentrifuge 5424 REppendorf). Supernatant prenesemo u QlAprep
2.0 kolonu koju smo stavili u mikroepicu za prikupljanje od 2 ml i ponovno itegitali 1
minutu na 13000 rprte zamijenili mikroepruvete za prikupljenfengl. collection tubep
IDNRQ WRJD VPR ovbBzivan&pansidpe DNA & silikatnu kolonu dodali 500

O SXIHUD 3% L FHQWULIXJLUDOL P L Q Xwkiepruvete kteSSP W H
prikupliane 6 OLMHGL LVSLUDQMH PHPEUDQH GRGDWNRP
centrifugiranje (1 minutal3000 rpm). Za potpuno odstranjivanje pufera PE kolonu smo
MRa MHGQRP FHQWULIXJLUDOL PLQXWD eprwv&® L SUH
za centrifugiranjePlazmidnu DNA eluiralsmo WDNR GD VPR GRGDOL O HOX
EB, kolonu smoinkubirali 1 minutu na sobnoj temperaturi (22 & i nakon toga

centrifugirali 1 minutu na 13000 rpm.

yLVWRUX L NRQFHQWUDFLMX LIROLUDQH SOD]JPLGQH '"1$ |
2000c spektrofotometréNanoDrop Technologies, Oxfordshire, Velika Brifah koji na
WHPHOMX VSHNWURIRWRPHWULMVNLK PMHUHQMD RPRJXI
SURWHLQD X X]JRUNX SULND]JDQR X QJ O =D GDOMQM>
RPMHURP DSVRUEDQFH $ $ LIPHYX L
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2.25. Pripremanje standda

.DNR EL VH XWYUGLOD RVMHWOMLYRVW RJUDQLpHQMD
standardne (kalibracijske) krivulje za genotip HPV1a@remili smo otopinu referentnih
SOD]PLGD NRMD MH R E X HoYID'kk@piaplaRificR BNAQ H @& G

Prvo smo postavili stalak s 1ikroepruveta za centrifugiranjpNA LoBind Tubes
(SSHQGRUI RG PO 7DNRYHU VPR SUYdSosiRa RNA YRGHQ

Carrier RNA (Qiagen) koju smo dobili tako da smo 0,4 ml nositella RNA @)

S R P L MsBB&Bterilne deionizirane vode Nucle&see Water (Qiagen). Za pripremanje

prve otopine smo prema izmjerenoj koncentracijiiravle plazmidne DNAPV genotipa

SR IRUPXOL LIUDpXQDOL EURM NRSLMD SOD]JPLGQH '"1%

potUHEDQ YROXPHQ QD&HJ X]RUND GD—HL WYRSHORMRRARE & Q
NRSLMD SOD]PLG Q HepriviktezaQpredstalé WRpine smo napunilis — O

vodene otopine |NA nositeljicom (engl. carrier RNA 3RWRP VPR X VYDNX V(

mikroepruvetu GRGDOL SR — O SULMDEAQMH RWRSLQH 1DNRQ

prethodne otopine dobsmo S UR P L M H &prdvétefalvdiigku.

) O#H@O#
> o+
NKFGKLE N R a0 7 Hsr{

Napomena:

Na *Avogadrova konstanta [@x1G kopija DNA/mol)

DNA tL]PMHUHQD PDVHQD NRQFHQWUDFLMD SOD]JPLGQH '1%
IDNA +GXALQD SOD]PLGQH '1$ EURM ED]QLK SDURYD

M DNA - molarnamasa 1 baznog para DNA (660 g/(mol x bp))

?2SH8sL 2t H8t
Napomena:
Cl+tSRpHWQD NRQFHQWUDFLMD
V1 + SR pikdimen
C2+NRQDpPpQD NRQFHQWUDFLMD

V2 +tNRQDpPQL YROXPHQ
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2.2.6 8P QR & Diyela@evidtna HPV159 R'PCRom

=D XPQR&A&DYDQMH GLMHOD YLUXVQRJ JHQRPD +39 VPR
QXNOHWRLGQRJ JHQD (HPWIESRTLFO/ANeS/RHAY VEIRITRM/-New) i

probu (sondufHPV159RT-P-New) zareal-time PCR (RFPCR)(Tablica. SUHGYLYHQD
GXaLQD GRELYHQRJ 3&5 SURGXNWD MH ES

Tablica5 20LJRQXNOHRWLGQH SR tig¢iokuniodr trupmogXgErQrRaa HPYD <pekl-Hime
PCRom

Vrsta BRGUXpMH
,PH SRpHW IXNOHRWLGQD VHNY-B)Q
SRpHW na genom
HPV159RT-FW-New forward CGAGTTCAAAGCACGGATG L1
HPV159RT-P-New forward GTGATCGTTTGCTGACAGTAGGAC L1
HPV159RT-RW-New reverse CATCCTGAGAGCGAACATCA L1

3RPHWQLFH LduBtaRiE ¥mo BR®R (X EHVSODW QR &@iRavije X SQH
SULPHU Y , %5 IMLKRYD NHPLMVND L WHUPRGLC
Tm= 50-55 f &omjer baznih parova gvangitozin= 40660 %; za probu (sondu): Tm=

60 f & smo provjerili na bedptno dostupnojP U H aadpIkadiji Net Primer (PREMIER

Biosoft, 2017). Nukleotidne sekvence L1 gena smo dobili iz besplatno dostupne
podatkovne baze referentnilPV genotipva Papillomavirus Episteme (PaVvE
https://pave.niaid.nih.gov/#search/search_datgh&egemu je izvor podataka nukleotidna
podatkovna baza GenBank (NGBittps://www.ncbi.nlm.nih.gco}y/ 6 SHFLILPQRVW UD]YL
SRpPHW@UREH SURYMHUHQD MH NRULaWHQ initrogbril FWR U 1
Carlsbad, CA, ZDA) i besplatnomP U H & @p¥ikacijom BLAST (NCBI, U.S. National

Library of Medicine, Bethesda, MD, ZDA). Pri izvedbi smo Koristili kemikalije iz

komercijalnog kita LidgptCycler480 Probes Master (Roche).

8 VYDNX PO 3&5 PLNURHSUXYHWX GRGDDQsijesaYeR OXPHC
VDGUAaDYDOD

x 10 @C480 Probes Master (2x) (Roche)

X 0,2 GBRpHWQLFRTH8O1HZ 0

x 0,2 GBBRpPpHWQLFRTRW1HZ 0

x 0,2 |probe (sonde) HPV15BT-P-1H Z OFAM)

x 4,4 Qterilne deionizirane vode NucleaBee Water (Qiagen)
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x 5 @O@NAuzorka(optimalna koncentracija dodane DNASO ng)
6YL 3&5 SURWR NR@ihstRi@dutDLygHtQycler 480 Instrument I{Roche) po
protokolu u Tablici 6

Tablica6 3URWRNRO XPQRAaDYDQMD FMHORNXSQRJ YLUXVQRJ JHQRPD -

nukletoidnog gena L1

Broj ciklusa Temperatura Vrijeme

Prenkubacija 1 ciklus f &.4) 10 min
f &.4) 10s
8PQRADY| 40ciklusa f@.2) 30s
f &(4.4) 1s
+ODYHQ 1 ciklus f& 30s

GDWD JDLQ NDQDO ]D SULND] DQDOL]X XPQRADYDQMD )$0

$QDOLWLPpND RVMHWOMLYRVW WHVWD RGUHYHQD MH XSR
VDGUADYDOD JHQRP radjbod 1 ¥o MRiIQSAH QN kopija po reakciji u
prisutnosti 100 ng ljudske DNA, u tri ponavljarffaetoda opisana u 2.2.55luorescencija

je mjerena na valnoj duljini od 530 nm na kraju svake elongacijske faze.

,JUD p X @ DV B QRINj&USHF\H BBHditivnim uzorcima
Broj kopija virusnog genoma u svakom tkivnom uzorku dddito kvantitativnim tipske
]Q D pDMQ@ROROMm7(metoda opisana u 2.2.6.). Brgudskih stanica u svakom
HPV SRILWLYQRP WNLY QR$mXY KR RKXUKEMHEBRGX QeEyOhina
koju smo dobili kvantitativnim RPCRRP NRML RPRJXUDYD XPQRADYDQI
velikog 150 bp za ljudski betglobin (metoda opisana u 2.2.3.) U skladu s objavljenim
radom Hazarda i suradnika (2006) pretpostavili smo da jednskhustanica posjeduje 6,6
pg genomske DNA.9LU XV QR R $HPMA39 hiziakli3Mod-ND R RPMHU L]PHYX EU

kopija virusnog genoma i brojem ljudskih stanica

228 8PQRADCRYMMNMYHQFH +39 ]D RGUHYyaYDQMH YDULMDC
=D XP QR adijgdavigushidg genoma HPYV X NROHNFLML X]JRUDND NRUL
ovog diplomskog radeazvili VPR SR pHW Q hateiméliu Gedokupnogukletoidnog

sljeda LCR(HPV159LCR-FW, HPV159-LCR-RV) (Tablica7). 3BUHGYLYHQD GXaLQD
produkta je666 bp.
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Tablica 7 20LJRQXNOHRWLGQH SRp HiNEI® kifushod Dyenom& RAEDYNR Qevhélju
nukleotidnog slijeda LCR PCRom

Vrsta ) SRGUXpMH
,PH SRpHW Nukleotidna sekvenca R p H W8 |
PRpHW( na genom
HPV159LCR-FW forward GAGCCTACAGAACGTGAAG LCR
HPV159LCR-RV reverse AGGAATAGTCAAGGTATCTGC LCR

BRPHWQLFH ¥R RRIXLEOHV S 0D W QR Sagikavie Rrénersl v0.4.0

(WIBR, 2012).Nukleotidne sekvence LCR smo dobili iz besplatno dostupne podatkovne

baze referentninPV genotipva Papilomavirus Episteme(PaVE), kojemu je izvor

podataka nukleotidna podatkovna baza GenBank (NCB)ihova kemijska i

WHUPRGLQDPLPpNDOBY RMMA Yaznih7pArovgvanincitozin= 40-60 %)

provijerili smo na besplatno dostupnd? U H aapIRadiji Net Primer (PREMIERBiosoft,
6SHFLILPQRVW UD]YLMHQLK SRpHWQLFD SURYMHUHQ

v11.5.4(Invitrogen, Carlsbad, CA, ZDA)i besplatnomP U H a @pitikacijom BLAST (

NCBI, U.S. National Library of Medicine, Bethesda, MD, ZPDA

Dio nukletoidne sekvene uP QR asn® IPCRom na instrumentuVeriti (Applied
Biosystems) Pri izvedbi smo koristili kemistdlije iz komercijalnogkita FastStart High
Fidelity PCR SystenfRoche) Protokol se nalazi uablici 8.

Tablica 8 3URW RN RO vdre dfgaQuiRusiiog genoma HPNG9 na temelju cjelokupnog slijeda
nukletoidnog LCR s PCReRm

Broj ciklusa | Temperatura | Vrijeme
Aktivacija/denaturacij 1 ciklus 9%5 € 2 min
95 f & 30s
8PQRAaDYD| 35ciklusa 50 f & 30s
72 f& 1 min
+ODYyHQM 1 ciklus 72 f& 7 min
4f&
8 VYDNX PO 3&5 PLNURHSUXYHWX GRGDQsiMesaYeR O X P H C

vDGUaDbDYDOD

X 0,5 @NTP mix (10 mM} PCR Nucleotide Mix (Roche)
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x 2,5 QOx FastStart High Fidelity Reaction Buffer (+1,8mM MgQRoche)
X 0,2 O8RpHWRYLFIHCR-): 0

x 02 GBRpHWQLFH +839 /&9

x 0,25 @astStart High Fidelity Enzyme Blend (S5UD(Roche)

x 16,35 G@terilne deionizirane vode NucleaBeee Water (Qiagen)

X 5 @ONA uzorka(optimalna koncentracija dodane DNAS0 ng)

2.29. UmQR aDY D Qaglgenombl po\pnciprolling circle amplification(RCA)
Zbog niske koncentracije virusne DNAobiveneu prethodnom koraku napravili smo
XPQRADYDQMH YLUXVQRJ JHQRBDo &R EIWDLLQ FHIX MNRNQ BHDQ

virusnog genoma u uzorku
U prvom korakusmo u 0,2 ml PCR mikepruvete odpipetriali:

x 5 (@ufera Sample Buffer (GE Healthcare Life Sciences)
X1 OL]JROLUDQH '"1$ L] NOLQLpPpNRJ XJRUND LOL-GHVWLO

Free Water (Qiagen) za negativnu kontrolu).

6DGURAIDNWURHSUXYHWH VPR ODJDQR SURPLMH&RNA&RIN L LQNX
toga, uslijedila je inkubacija od 3 minute na $5% instrumentuVeriti 96-Well Thermal

Cycler Applied Biosystems, Foster City, CA, ZDA)e smo uzorke potom stavili na led

(4 f & Napravili smospin down X]RUDND GD EL VH VSXVWLOH NDSO
poklopca. Zatim smo mikroepruveta centrifugiranjpreEDFLOL X KODGQL EORN |
20 f &

Zatim smo u 1,5 ml standardnu epicu na hladnom bloku za svaki uzorak dodalskeakci

smjesu za RCA (5,7 Dkoja se sastojala od:

x 5 @eakcijskog pufera TempliPhi Reaction BUff&E Healthcare Life Sciencgs

x 05 OPMHADYLQH QXNOHRWLGD 3&5 1XFOHRWLGH OL]
1IMHPDpND

X 0,2 OPMH&ADYLQH 7HPS O L @I IHea@HcaPeHLif6 ISEiencesa fi 29

DNA polimerazom.

U svaku mikroepruvetu s denaturiranom DNA dodali smo Gpripremljenje RCA
UHDNFLMVNH VPMHVH VDGUAaDM ODJDQR SURPLMRBADOL Q
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60MHGHUL GDQ VPRIDINAIMErazée Mikréepiétd inkubirali 10 minuta
pri 65 f & instrumentuVeriti 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems). Dobivene
RCA produkte smo na kraju razrijedili steriinom deioniziranom vodom NuclEese
Water Qiagen, Hilden 1 M H P D priyj@du 1X100 (u 1 ml vode smo stavili 10Dzorka).
Nakon toga uzorksP R p XNYaERO [ &

2210 8JQLMPGRHQL

9LUXVQH YDULMDQWH +39 LGHQWLILFLUDQH VX RGUHY
QHNRGLUDMXUHJ Z&5XBRAGR&KPVDQMH @@L yehod® HPYS9 XV Q
referentnog uzorkamo na tenelju cjelokupnog slijeda nukitLGQRJ /&5 UD]YLOL SRp
za PCR (HPV159CR-FW, HPV159LCR-RV, HPV159LCR-FW-N1, HPV159-LCR-

RV-N1) (Tablica 9).

Tablica9 20LJRQXNOHRWLGQH SRjplsiégyéneida HPVX P QR &1L Q@RdkonH Q L P

. "XaLQ([
Vrsta Nukleotidna sekvenca R p HW
,PH SRpHW PCR PCR
SRpHW (5'-3"
produkta

HPV153LCR-FW forward GAGCCTACAGAACGTGAAG

HPV159LCR-RV reverse | AGGAATAGTCAAGGTATCTGC 666 bp Osnovni
HPV159LCR-FW-N1 | forward GATAGCGGTGCTCAATAAA

HPV153LCR-RV reverse | AGGAATAGTCAAGGTATCTGC 466 bp Nested 1

HPV159LCR-FW forward GAGCCTACAGAACGTGAAG
HPV159LCR-RV-N1 reverse | TGTAGCCAAGTCGGTGTACT 449 bp Nested 2

SRpPHWQLFH VPR UD]YLOL SRPRU dplikatiOmimeBRV0.6.R VW XS (

(WIBR, 2012). Nukleotidne sekvence L&Rsmo dobili iz besplatno dostupne podatkovne

baze referentnih PV genotipovBapillomavirus EpistemgPaVE), kojemu je izvor

podataka nukleotidna podatkovna baza GenBank (NCBI). Njihovaij#tea |

WHUPRGLQDPLPpND BY R&MAf Yaznih7pArova gvanaitozin=40-60 %)

provijerili smo na besplatno dostupnd? U H aapliRadiji Net Primer (PREMIERBiosoft,
6SHFLILPQRVW UD]YLMHQLK SRpHWQLFDA®&&hBEY MHUHQ

v11.5.4 (Invitrogen, Carlsbad, CA, ZDA) L EHVSODWQRP PUHAQRM DSOLN

NCBI, U.S. National Library of Medicine, Bethesda, MD, ZDA).
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6 SRPRiUX XJQLMHAYVHQLK 3 &BCRSRAbNIWHPYFBLCR-BY-N1)
]JDVHEQR VPR XPQRAROL&SRWHNYLHQFIKE GD ELVPR SRYHU

XPQR&DYDQMD FLOMDQRJ QL]D 6OLND RCRAMNILOL VPF
HPV1593LCR-RV-N1, te HPV159L.CR-FW-N1 i HPV159LCR-59 'X&LQD RVQRYQR
3&5 SURGXNWD MH ES D G X aduRQaba jX 468 by Mdsjed QRe] 3&5 S|

449 bp za Nested 2

: 683s LCR (7033-7443 nt) 57
’ i | 3
70|35 72|84

Osnovni HPV159 LCR PCR

60LND 6KHPDWVNL SULND] XPQRaDYDQMD /&5 +39

Dio nukletoidne sekvenceu P Q R a¢n® IPCRom na instrumentuVeriti (Applied
Biosystems) Pri izvedbi smo koristili kemikalije iz komercijalnogita FastStart High

Fidelity PCR SysteniRoche)po protokolu u Tablici 10

Tablica 10 3URW RN ROY PIQ MPIQRADXVQRJ JHQRPD +XRom VD XJQLMHAYHQLP

Broj ciklusa | Temperatura | Vrijeme
Aktivacija/denaturacij 1 ciklus 95 C 2 min
95 f& 30s
8PQRADYD| 35ciklusa 50 f & 30s
72 f& 1 min
+ODYyHQM 1 ciklus 72 f& 7 min
8 VYDNX PO 3&5 PLNURHSUXYHWX GRGDQsiesaYeR OX P H C

VDGUAaDYDOD

X 0,5 @NTP mix (10 mM} PCR Nucleotide Mix (Roche)
X 2,5 QOx FastStart High Fidelity ReactioruBer (+1,8mM MgCl,) (Roche)
x 0,2 @rward SRpHWQIOFH
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X 0,2 @verseSRpHWQLFH 0
0,25 @astStart High Fidelity Enzyme Blend (B YX(Roche)

X

x 16,35 G@terilne deionizirane vode NucleaBeee Water (Qiagen)
x 5 (ODNA-PCR produkt HPV159 LR PCR MMX (optimalna koncentracija
dodane DNA=100 ng)

*NapravieQD VX GYD XJ Qi{aMNestgoHIONDH 9 85H G WH VX SRpHWQLF
kombinaciji HPV159LCR-FW-N1 i HPV153LCR-RV za Nested 1, te HPV15RCR-FW
i HPV1593LCR-RV-N1 za Nested 2

2.2.11. Procjena PCR produkata

PCR produkte razdvojismo SR YHOLPpLQL X] SRPRiU DJDUR]JQH JHO HO
smo pripremili 2 DJDUR]QL JHO WDNR &WR VPR X pLVWX (UOH
agaroze u prahA9539 SIGMA Agarose (SigmaAldrich, St. Louis,M ZDA) i rastopili

ga u 50 ml 1x TAE puferf0,04 M TrisHCI; 0,02 M NaCl;2 mM EDTA; 0,02 M Na

acetat; pH= 8,3)i dodali 2 —0je SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogenpmjesu smo

zagrijavali 3 minute u mikrovalno$ H U @lgg bakon toga izliliuasap X NRML VPR VWD
PHAQMILRUPLUDQMH s$hbgeldaBelstisth.WDYLOL

Iz stisnutog gela uklonismo pHAOMLU L SRORAL Okadiddi pteli @as8lIWURIRUH
SXIHURP 7%( RKODH®LWDQDFH QD JH OX—ddP\WwendgP&D OL
produktai 2 —pDfera 6x DNA Loading Dye (Thermo Scientific, Waltham, MA, ZDA)

.DR VWDQGDUG ]D RGUHYLYDQMH GXAaLQ H-Bntekul@tb® GXNWD
markera (High DNA Mass Ladder (Invitrogen)). Navedeni molekularni marker pokazuje
skauvHOLpLQD SRMHGLQDpPpQLK pHVWLFD NRMH SXWXMX NUR
1000 + ES GXJLK 3&5 SURGXNDWD MHU VDGUAL '1$ pHVW
3000, 4000, 6000 i 10000 bp.

Elektroforeza je tekla kroz 2822 minute na sobnoj tgreraturi (22 f &i pri konstantnom
naponu o0d120V. Nakon toga, gel smo piedali pod UV svjetlom i fotografirali ga
digitalnim detekcijskim sistemom BIS 303 RONR Bio-Imaging Systems, Jeruzalem,

Izrael).
2.2.12. 3UR p L a iATR proadivkia

PCR produkteRpLVWLOL WRPRRRSROX pL & duk&paM(BERVENTAY RJ
mikroepruvetesmo dodali 5—RLR produkta, 0,5—(@0U) eksonukleaze |, 1—(QU)
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AaBKULPS®© DONDOQH IRVIDW D] HpinlddMRpQoAKER suDstaviiti @ D SUD Y (
sekvencski PCR inftument SURWRNR O pLa i HigstvubeMMeriti GApdigdH Q Q D
Biosystems) p@rotokolu u Tablici 11

Tablica 11 Protokol SU Rp L & IPOR praikda

Broj ciklusa | Temperatura | Vrijeme
1 ciklus 37 f & 15 min
1 ciklus f& 15 min
1 ciklus f&

yLAUHQMHP VPR RGVWUDQLOL PDQMH QHVSHFLILPpQH 3&5
VROL '1$ SROLPHUD]H QHXJUDYHQH QXNOHWRLGH L RVWI

2.213. Sekvertiranje PCR produkta

5HDNFLMVNX PMHIEBNWOLR XVSODSXHNLXSXWDPRrcRIARL]YRYD)
dostupnog kompleta kemikalija Big Dye Terminator v3.1 Cycler Sequencing kit (Applied
BioSystems).

.RQDpQL YROXPHQ UHDNFLMVNH PMHA&D YeIDHChBmMes8BN YHQF L

se sastojala od:

X O [ VHNY Hh@FL MVNRJ

X O 00;

x 0, —O VYDNH SRpHWQLFH —0

X 1- —O '1$ @B&lbkta),

Xx GR —O VWHULOQH GH L-RréeplWater QQiagery.RGH 1XFOHDVH

Sekvencijsku reakciju izveBmo nainstrumentuVeriti 96-Well Thermal Cycler (Applied
Biosystems) po prethodno objavign protololu sekveniranja STePPfatti sur. 2007)

koji je naveden u ablici 12.
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Tablical2. Odvijanjasekvencijske reakcijpo STeP protokolgPlatt i sur 2007)

Broj ciklusa | Temperatura | Vrijeme

f& 1 min
f& 10s
15 ciklusa fé& 5s

f& 1 min 15s

f& 10s
5 ciklusa fé& 5s
f& 1 min 30s

f& 10s

5 ciklusa f& 5s
f& 2 min
f&

2212 3 UR p L duidalkBx&gdikiencijske reakcije

yLAUHQMH SURGXNDWD VHNYHQFLMVNH UHDNF pdklieg XNORQ|
izveden u skldu s uputama komercijalno dostupnog kompleta kemikalija BigDye
XTerminator Purification Kit (Applied Biosystems). U sekvencijsku reakciju dostab

10 XTerminator Solution (otopine XTerminator) i 453AM solutona (SAM otopine).

6 PMHVD M HoriP2DO0 ild@aal minuti tjekom 25 minuta i centrifugirana na 3000

okretaja u minuti tijekom 2 minute.

5HDNFLMVNH SORpPpLFH VPR VWDYLOL X UDpXQDOQL VLVW
%LR6\WWHPYV NRML RPRJXUDieDubesttiredg SijddseZs Robvéahje HY LY D
nukletoidnog slijeda PCR produkata izabrali smo dva protokola: ShortReadSeqPOP7 koji

je primjeren za dobivanje nukleotidnih sekvenci dugih 300 pb, i FastReadSeqPOP7 s kojim
PRAHPR GRELWL QXNOHRWLESERQHIVORG GBRYHEBWND DQDOI
SURJUDP GRVWDYONMte uNBukD pakktorféidgiatm@WSULSDGDMXURP

nukleotidnom sekvencom.

2.212.2. Analiza slijeda nukleotida

IXNOHRWLGQH VHNYHQFH GRELYHQH DXWRPDW&MNLP RGUF
smos SRPRUX UDpXQDOQ RdJNTILABRALED ¥1D.19 HIRWifogen, Carlsbad,

ZDA). KorLAWHQMHP VSHF L £d pv@lukP R GekiradduVFRIERDdobili smo

nukleotidne sljedove razlip LW L P S R p IHons@niz&sDePniDkleéotidne sekvence
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3. REZULTATI

3.1. Definicija genoma novootkrivenog genotipa HPV159

Cjelokupna nukleotidna sekvenca genoma HPV159 nakm GenBanku pod brojem

+( RG OLSQMD JRGLQH 'XJD pPiltazivhparova gvanin. L P D
FLWR]LQ .RGL\UeDskkKjise 08 RedanX PRF Jlika 5, Tablica 13). Rana
SRGUXpMD NRMD QRVH ]DSLV ]D YLUXVQH SURWHLQH VX (
NRGLUD SURWHLQH / L / 8 NRPSOHWQRM JHQRPVNRM VH

za virusni protein E5.

HPWSOREF

Slika5 2UJDQL]DFLMD JHQRPD +39 3ROR&ADML YLUXVQLK JHQD ( ( ¢
JHQRPVNRJ SRGUXpPMD /&5 SULND]IVQL VMNQR B8R MRBUSARIBEOFPM 3 H Q X

Tablica B. SRORADM L GX&L QD tahd/(ORR) t 2hdMUuRHRYL5® D p L

ORF | 3BRORADM X JH 'XaLQD
E6 1 +426 426
E7 423 +701 279
El 694 £2514 1821
E2 2456 +3835 1380
E4 2979 £3590 612
L2 3899 5494 1596
L1 5506 +7032 1527

ORFRWYRUHQL R Nnuklédtith bpbdrq) rD QW
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8 JHQRPX +39 VH L]PHYX 25) / L ( QDj©DIR (MQ33MNE3G LU D M X
QW G X ahpQm 5' kraju LCR se nalapioliadenilacijsko mjesto za virusne molekule

MRNA (AATAAA, 7048 QW 8QXWDU /&5 QHNRGLEIMXUH UF
konsenmsna palindromska vezna mjesta za proEEIN(ACCGATAGCGGT, 7032043

nt; ACCGCGCCCGTT, 7133144 nf ACCGATAACGGT, 72897300 nt ) i vezno mjesto

za protein E(TTGTGGTTAACAACAATCAT, 7341-7360 nt) koje se nalazi na kraju

LCR regije. Unutar LCR regije smalentificirali dvije TATA sekvence ranog virusnog
promotora (TATAAA 71547159nt; 74057410nt).

=QDpDM YLUXVQLK SURWHLQD +39
Protein E6HPV159 sastavljerje od 141 AK L VDGUAL O'MHIMMXEHQERPHQH
konsenzusnim slijedom AK CxxC@EECXXC i CxxC(x)290CxxC (2764 AK ; 101-137 AK).
Cink-YH]XMXUH GRPH Qis36AKG NaRNWKijQ E6 proteina alazi se motiv
LxxLL (LIDLL, 20-24 AK) potreban za povezivanje E6 vezanog proteina (E6AP) koji se
SRQDAD NDR XELNYLWLQ OLJD]D

Protein E7 HPV159 vep LQH SHXL WDGUAL YH]QR KehMehYushin ]|D S5 %
slijiedom LXCxE (LHCYE, 2428 AK) i jedno malo izmijenjeno cinkf H] XM XiH PMHVWR
C-kraju, CxC(x»sCxxC (5385 AK).

SURWHLQ ( +39 NRGLUD QDMYHULAK.LOnDeOr€plikagsliR WHLQ
protein i u njegovoj sekvenci na karbcksiminalnom kraju se nalazi AFRzno mjesto

s konsenzusnom sekvenco®xGK(T/S) (GPPDTGKS, 43441 AK) za ATRovisnu
helikazu.NLS MH VDVWDYOMHQ RG YLVR-BRAKpnakoD oi¢ dlUjetld LMH .5
leucinom bogat jezgreni signal NES lk®nsenzusnim motivonix 2 s)Lx2(L/1/V)x(L/1)
(LRSVLAALFW, 267-277 AK). U nizu NLS postoji vezno mjesto za ciklin s konsenzusnim
sljedom RxL (RRL, 109 $. QD NRML VH YHAH FLNOLQ ( FLNOLQ $

kinazom arisnom o ciklinu, cdk2.

( SURWHLQ +39 VDGUAL $. L R@gdwaC-tdrrhihnxiabedgij& UQL S U
(oko 85100 A. VDGUAL '"1$ YH]XMXBRWARRWQRHWXFLQYNRJ ]DV
konsenzusnom sekvencom elxsLx7L (LSDRFNALQETLMELYEAGREDL, 4-26 AK).

Bogat je serinDUJLQLQ GLSHSWLGLPD L LPD YLVRNR R
(RSQSRSQSRSRSRSRS318 $. a4aWR SRWLpH YH]IDQMH NURPDW

stabilizaciju E2 proteina.
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BURWHLQ ( +39 VDGUAL $. L QMHJRY RWYRWHQL RNY
start kodon koji se nalazifPHy X -2990nt($7* 7DNRYyHU ]D UD]JOLNX RG
YLUXVQLK SURWHLQD ( VDGUALRMWRENLXSUWRVWHIRZLL YD GRL
od 10%: E6 proteint4,9%; E7 protein+4,34%; E1 protein+4,6 %; L2 protein 18,2 %;

L1 protein £6,2 %). Na kraju Nkraja virusnog proteina nalazi se konsenzusni motiv
LL(X)sLL (LLSLVLRHLL, 22-31AK) NRML RPRJXUDYD SRYH]LORRMH QD
E4 proteina se u potpunosti preklapa s ORF E2 proteina.

Protein L2 HPV159V DG U AL $. L NRGLUD ]D PDOH SURWHLQVNEHE
Na njenom &ino kraju nalazimo vezno mjestra furin s konsenzusnom sekvencom

RxK/RR (RTKR 69 AK). Na karboksi kraju se nalazi vezno mjesto za L1 karakterizirano
prolinskim ostatcima PxxHPEAP, 497 $. 7TDNRYHU QDOD]JLPR QHNRC
PRWLYD pLMH VX PXWDFLMH YDAaQH7 MR G5338DAR\BBPDOQH U
387 AK).

SURWHLQ / +39 VDGUAL $. L NRGLUD ]D YHOLNH SUR
7R MH QD MR pexicaDriptanyBnovhid Ncdristi se za klasifikaBij

3.3. Filogenetska definicija HPV159

Na osnovu filogenek® stablatemeljenog na svim dostupnim nukleotidnim sekvencama
virusnih gena L1novi genom HP\I59 pripada kutanotrofnom (engtutaneotrofi¢ rodu
Beta-PV, vrsta Bete2. Prikaz filogenetskogstabla nalazi sena Sici 6. HPV159 je
filogenetski najsLp QLML Y LUXV QdRdipa JHRQR & Xoni tvore samostalnu
filogenetsku kupinu u virusnoj vrsti Bet2. U Tablici14. prikazana je usporedba genoma
HPV159 i HPV9
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Slika 6. Filogenetsko stablo dobiveno na osnovu dostupnih nukleotidnih slijedova gena L1 svib. HPV
Crvenom bojomMH R]QDpHQ SRORADM +39
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Tablica 4. OROHN X O D UKPY1500HMVO RV W

ORF 60LPp Q| ORF
HPV159 | sliedova (%) HPV9
E6 nt 73,3%
AK 83,0%

E7 nt 816 %
AK 89,1%

El nt 80,5%
AK 90,7%

E2 nt 77,6%
AK 84,6%

E4 nt 73,2%
AK 72,9%

L1 nt 79,6%
AK 94,5%

L2 nt 75,7%
AK 92,9%

34ATNLYQL WURSL]DP L NOLQLHAVL59QDpPpDM LQIHNFLMH VD

34 .DUDNW H U L VNPUDN:Bkvahtit&tivin BER §ikelnomvremenu

7THVWLUDQMHP WULSOLNDWD UDJUMHYHQMH SOBIPLGQH ']
10 kopija plazmidne DNA/reakciji procijenjena j[® QD OLW Lp N BIPRMNOWENGOMLY RV
V SHFLIRPpEORANa 10 virusnih kopija/reakcijiKorelacijski koeficijent standardne

krivulje (engl. correlation coefficient 5 L] P Hyehglkaktle tresholdl i logaritma
SRPHWQRJ EURMD NRSLMD YLUXVD NUR] QD NPOD@R H UHG
XPpLQNRYLWRVW XPPRaANRIKIYQMD MH ELOD
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Slika7. A) Rezultati HPV159 RT3&5 WHV W L U D Q MziniduedD}NIAVKe]& jiel igndieD0; 80D D
virusnih kopija/reakcij % VWDQGDUGQD NULYXOMD NRMX VPR XSR
koncentracije F8 9 X NOLQLpNLP X]JRUFLPD

3.42. 9LUXV QR R 8WRY1bBpoEtQrrHizorcima

SULVXWQRVW QRYRJ JHQRWLSD +39 X UDEkhipbmbbm™ NOLQL
HPV159 tipske ]Q D p D M QAR r8Zijenog u svrhu izrade ovog diplomskog rada.

Testiral smo reprezentativhu zbirku uzoraka (4499 zdrave i benigne ili maligne
PRGLILFLUDQH NRAaH HK0/49XPJWF izordkdl p&ziRvaih @d prisutnost

HPV159 Prevalenija svih rezulatata prikazana je aflici 15
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Tablica 15 Definiranjeinfekcije HPV159 uJELUFL X]JRUDND V QD]QDpHQLP NROLpPLQDPD

uzoraka i njihovih prevalenci

Broj
) Broj . : ) Prevalendja
Vrsta tkiva $OQDWRPVNR SR GidopM H pozitivnih
uzoraka (%)
uzoraka
8VQD aXSOMLQD EULV )) 401 20 4,9%
8VQD axXXuyMLQ®L RSGGEAPH
) Q ele 135 0 0
tkivo)
NRVQL GLRb&EULMHOD 60 0 0
Mukozalno | Grkljan: verukozni SCC (FFPE tkivo) 10 0 0
Grkljan:normalna histologija (FFPE tkivo) 10 2 20%
Cerviks normalna citologija (bris) 60 0 0
Cerviks: SMILE 37 0 0
3HQLVY EUDGDYLDFH VYMH 51 0 0
Analni kanali analni rub 121 3 2,5%
Muko- 5
BHULDQDOQD HEEBBBDY
kutanozno Q Q ‘P 60 1 1,7%
tkivo)
2EUYH GODpPQL IROLNXOL 367 14 3,8%
.RAMRELPQH EDCEDRWDFH )) 86 0 0
Kutanozno | .RaD QRFRE tkivo) 50 0 0
.RAD %&& ))3( WNLYR 51 0 0
Zajedno 1499 40 2,7%

FFPE tkivot WNLYR ILNVLUDQR X [R papaiird(eQuX fotmafifpixeta figra@im enbeddgd
SCC: SODQRFHO X0 DU QLBOCDHAFoL R P DNREH N D; USMLE RiftradpRedne lezije

stratificiranog sloja koje proizvode mudjanlg.stratified mucin producing intraepithelial lesions

.DR aWR YLGLPR XLURFKQRFR SHF\HBOHUI $Vigh Madtiranim tkivnim
uzorcima je vrflo niNR L NUHUH VH RG GR 4 stanfdaU XV QLK
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Tablica 5.9LU XV QR R & WPN168ipdHt@niinHizorcima

Vista | $QDWRPVNR { Oznaka | 9LUXVQR RSW
tkiva (vrsta uzorka) uzorka (virusne kopije/10* st.)

626 0,002
625 0,002
622 0,003

RaD| 2EUYH GOD)p( 596 0,01
folikuli) 594 0,003

303 0,003

254 0,03

249 0,02

73 0,01

72 0,04

105 0,09

75 0,04

Sluznica| 8VQD axXsSOML 87 0,03
71 0,06

85 0,30

37 0,05

89 0,46

86 0,16

82 0,96

63 0,88

a7



3.5. 8PQRAaDY D Q M H 158 i5dengfikacija viralnih varijanti HPV 159

=D XP QR &DeRuprdd nukleotidnogV OLMHGD QHNRGLUDMXiUHJ JHQTF
/&5 UD]YLOL VPR 3&5 UHDNFLMX V YLVKINR RVDR) DML WILG N NI
Tablice 17, kRG SHW X]R U D N pet@rdIiRiQvargadtlod\ksjiR se odreferentnog

uzorka jedan ne razlikujeiti u jednom mjestu (0/410; %), te se ostali razlikuju u dva

(2/410; 0,48 b H (/410:.0,98%), dvadesef20/410; 4,8%) tet U L G H V(36M1&H VW

8,7 %) nukleotidnih mjesta8]RUDN X NRMHP QLMH X RsmbluQaalabm] OLND G
brisu, dok su uzorci u kojima se pojavljuje razlika u nukleotidnom slijedu defitkioalli

dlaka obrva.
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Tablica 7. Podtipske razlike HPV159 idl@ WLILFLUDQH X SHW X]RUDN$§u QIXIN @ HR W IWs0HO PMHH RWMPD P HOHDUHQWQRJ LJRODWDE
LIPMHQH QXNOHRWLGD *HQRPVND PMHVWD NRG NRMLK QLVX ]JDELOMHAHQH SURPMHQH R]QDPHQD VX W

Nukleotidna mjesta u LCR
N [ N[ N[ N[N N[N [ N[N [N N[ N[ NN [N N[N N[ N[N N[N Y[ Y[
Oznaka uzorka 22 8la(8|8(8/18/8/8/3/9(8/8(g|8(8|8|8/8/8/8/8/58|8
w S ol D ~ o [ N (62} D (o] = B 6] (o] o N w 6] (o] ~ (o] ~ o] (o]
Referenca HE963025HPV159 A|lA|IC|A|IA|A|T|C|A|C|IA|JA|C|T |- |G|T|A|C|T|A|C|T|A T
Dlake obrva | 1-0-1+ C -
Dlake obrva | 17-0-723 . . . . . . . . . T |. . . . -
Dlake obrva | D206 G|T|T|G]|- |. . |A |G |. C|IT|T|AJA|A|C]|- |T|G]|. . T A
Dlake obrva | 1427o-pool . . . . . T |A|. . T T - - TI|T]|C
Analni bris A395Re . . . . . . . . . . . . . . -
Nukleotidna mjesta u LCR
NEERUEREERIEEREERER R R R R R R R R R R R R R RN
Oznaka uzorka B8 (88/88|88/8|8|5|8|8|8|8|8|8|818|8|5
o w o [l EEY (o)) ~ © ol w K- (6] (o)) ~ (o] O = N B~ (o)) © o
Referenca HE963025HPV159 A|T|T|T|C|T|G|IA|A|T |- |- |- |A|JAJA|G|C|A|G|C]|A
Dlake obrva | 1-0-1+ - - - A
Dlake obrva | 17-0-723 . . . . . . . . G|A |- |- |-
Dlake obrva | D206 C|IC|G|A|T|G|A]|C|. c|- |- |- |]T|C|IC|A|G]|. |T|T|G
Dlake obrva | 1427-o-pool . . . C|A|. G|, |A|TI|T|A |G
Analni bris A395Re . . . . . . . . . . - - -
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4. RASPRAVA

PV tvore veliku i raznovrsnuskupira malih DNA virusa bez ovojnicee su povezani sa
nastankom benignih i malignih neoplsLp QLK SURPMHQD NRAQRJ L PXNR]C
I Poljak 2011).International Committee on the Taxonomy of Virugeklasificirao sve

poznate humane i animalf®/ X URGRYD L R]QDpLR LK VORYLPD JUD
do ksi). Pet od njih pripadelPV-ima te se dijele nalpha, Betg Gamma Mu i Nu (de
9LOOLHUV L VXU SRWRpPQLN 8 s @RKEIZkKiRYRJ GL
filogenetski okarakterizirali novi gendip HPV-a On je uzorkovan i izoliran od
imunokompetentnog 3 @RGLAQMHJID PX&EWDURMH VXGMHORYDR X L
ragrostranjenju kutaneotrofnipenotippva HPV-a u analnom kanalu Slovenaca koji ijma

spolne odnose $ X & N D UddieHiDmu virusni tropizam ivirusne varijante tenjegov
NOLQLpNL ]QDpDM

Kompletni viralni genom jepohranjen u Referee Center for Papillomaviruses
+HLGHOEHUJX RGMHBDRMDRM  JR &/IHNH HZRADYM K HV@DX AEH Q F
+39 WH VH PRaH SURQDUL QD (0%/ *HQ%DQN L '""%- ED]D
imenom HE963025 (Kocjan 2013).

Virusnigenoma HPV159G X J D p 4K bpiHime odgovara ostaligenotipvima HP\-

D oML VH JHQHWVNL PDWHULMD @® WQR\QRR VRLE BipiikeY YRHDDLONH
8.000 bp.=D UD]OLNX R Ga kolilkoHiiti -3 8 p H a U, Koje dijeli@®naa HV W

ranihi dva kasndde Villiers i sur 2004, Kocjan i Poljak, 2011, McLaughlDrubin 2014,
Tommasino, 2016) NRGLUDMXUH IHR GadtyisdMddl sedn ORf. Rana
SRGUXpMD NRMD QRVH ]DSLV ]D YLUXVQH SURWHLQH VX (
NRGLUD SURWHLQH / L/ 8 NRPSOHWQRM JHQRPVNRM VH

za virusni protein E5.

E1 proteinje ATP-ovisna DNA helikaza i jedini enzim kodiran od strdfé-a, te je bitan

za replikaciju i amplifikaciju viralnog episoma u jezgnificiranih stanica keratinocita

(Bergvall, 2013, Harden, 201@}1 proteingenotipaHPV159 iP D Q D ®IRHdijélbg PV-
aYHOLpPLQH $. AWR MH X VNODGX VD V-DHBIQWLL PY Y O ILMK
varira od 6006500AK (Bergval 2013)Na svom kapoksiterminanomNUDMX VBDGUAaL $7
vezno mjestaGPPDTGKS (434441 AKy NRML SULMH SRpHWND UHSOLNDFL
VWDQLPpQRM MH]JUL R P RavistiexhikshnMdDINR YlikQ2Anhindbki g

proteina E1 je namanjiRpXYDQ VHJIPHOMN GWRWHLRMQH MKDWNH V
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motiva (Bergval, 2013) 7H VHN Y H Q F NLXKgjOMB psOMMXNV DY OMHQ RG YLV
sekvence KRKkoja se nalazi na 882 AK, anakon ng¢ dolazileucinom bogat jezgreni
signalsaVOLMHGRP /569/$%$/): WH S RORZ BH/ Y Rz N PHpp3toji

vezQR PMHVWR ]D FLNOUQ AKQD]RIRMXL VH YHAH FLNOLQ ( FL
NRPSOHNVX V NLQD]JRP RYLVQRP R FLNcKkfsrilaeisklh 6WDQ |
mjestau blizini sekvenci dvaju transportnih sidaauzrokuju promjene u konformaciji i

afinitetu NLSa za vezivanje receptoraQ XNOHDUQLK WUD@pe&mUW QLK QI
eksportini). 1 D W D Me @duprarQtransport nuklearretoplazmatskog protein E1 kroz

kompleks jezgrinih pora, tee regulira reffacia YLUXVQH '1$ XPQRADYDQMH
GRPDULQD XQXW D UohgWohQ Lairirts 2804,]Ibb Hsur. 2009, Chouhy i sur.

2013 Bergvall i sur. 2013VicBride 2008, 2017, McLaughhkDrubin 2014).

E2 proteinje R E L wédIR350500 AK, a kodgenotipaHPV159 iznosi 459 AK. Usebi
VDGG¥ILMH IXQNFLRQDOQH GR PidRdibnitdieMransiRiftiskoglu DY D M X
faktorakod regulacig ekspresije ranih virusnih gen2 Q MH '1$ YH]XMXuL SURWH
YHAH QD VSHFLILPpQH NR@COGANACCQET, HEEHQW4S H nt;
ACCGCGCCCGTT, 7133144 nt; i ACCGATAACGGT, 7289300 nt ) koji su
VPMHaAWHQL X /&5 SR GterikipaihX redjp X(¥tpriikB oo 85-100 AK)

VDGUAL '1$ YH]XMXPR VGIRPRHQ X0 HX F L Q VQNHREW RD VB UXU D p DM X
XRELpDMHQXR FPLR\WIMSBBLAIH kod HPV159je prisutanLx6Lx6LX7L).

ORWLY OHXFLQVNRJ |DWYDURPDAKVH «QedOoDiL jeQD
LSDRFNALQETLMELYEAGREDL. Njime VH YLUXVQL SURWHLQ PRAaH SR)
E2BS u LCRX L SRYH]JLYDQMHP V OHXFdgQovokein® ERDIEMr&tiU D p H P
dimer (Doorbar 2006, Joh i su2009,Harden 2016, McBrid2017) Kod BetaPV-a je

YLVRNR R$IQSRBFSERSRSRSREBotiv u E2 regijii fosforiliran je djelovanjem

PKA WH V QDOD]JL333RKykKe sesSRWLpH YHIDQMEBR@D INQRPDW
PLWRWLpPpNL N UtBOHIES R2Fprateih. (MdBride, 2017).

E4 proteingenotipa HPV15%e u cijelostnalazi unutaORFa ( SURWHLQD WH VDG
AK (Longworth in Laimins2004 Van Doaslaer i sur. 2017, Moodg017). 8 VHEL VDGUAL
statW NRGRQ $7* NRML VH2ODW. DalsvarhNHNYWIXD M X (  SURWHLQ \
domenuLLSLVLRHLL (22-31 AK) (engl.leucinecluster domai). Ona MH NOMXpQD X Y
s citokeratinima, dok ENUD M G R SHdiiyddiu EX proteina (Doorbar 2006, 2013,

Kocjan i Poljak 2011, HardeB016). Za razliku od ostalih virushiproteina, protein E4

+39 VDGUAL ]QDWQR YHUX% @&mapd 2028).SUROLQD
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Proteini( L ( VX RGJRYRUQL |]D SRMDYOMLYDQMH JORUXGQLE
koje dovode d formacije tumorae ih stoga nazivamo onkoproteinima( VH YHAaH ]D
WXPRU VXSUHVRU S L LOQDNWLYLUD sbbpRB RWDWH y(H ¥ H ®H
inaktivira (Aarthy2018).

E6 proteingenotipaHPV159sastojiseod 141$. L X VHEL VD GéhédcLinkVYih MH GRF
prstiju od kojih je jedna malo izmijenjena. ©re uglavnom pronalaze u jezgrvsoko
RPpXYDQLP NRQV H Q@QMa®xQC(Bso@iGIiChixQ(xpe & [[& QD SR G6A&D M X

AK i101-137 AKte sSUPHYXVREQR R G Y RWHHZOH F\L Q N Rodgtvdrie QuH

]D XQXWDUVWDQLpPQX VW @&masipd 2046) RrviNpR@ihRdeRiDUE L M X
interakciju s E6 je E3 ubikvitin ligazeopnata i kad=6AP (Howie, 2009, Tomassino 2016,

Estevao i sur2019). A pUYL LGHQWLILFLUDQL L QRMS3/MhdDAHQLM
supresor. Motiv na E6AP koji se povezuje na B8H QDOD]L -R4PAKUX je
konsenzusne sekvent&DLL . Na Gkraju proteina EHR-HPV-analazi se PDZYH] XM X U L
PRWLY V NRQVHQ]JXVQRP VHNYHQFRP [7 6[9 / NRML VH VS
OdrHYHQLK VWDQLpQLKEISURWMNHLQBIXAGDMELWX VWDQLPpNRJI U
VW D @adlgr@pkt i signalizacije povezanes proliferacijom i apopotozom stanicod

HPV159 nismo pro® 0L WDNY X NR Q V(HQJwovtiiXamiksNeGO4,Q foxas

i sur. 2008Bergin i sur. 2013, McLaughhkbdrubin 2014.

( SURWHLQ MH S U®tavktéh @Qd SRK DdElap se prvenseno u jezgri

]DUDaH Q L KTowwidsiqol. Z36, Estevao i su2019). On ima glavnu ulogu u

ALYRW QR MHAVIEaNGDIX \DXtafrép@ogramiraV W D Q L b ®dko RilkiR @yddan za
viralnu replikaciju (Roman i Munger, 20133UYD LGHQWLILFLUDQD VWDQLpPQ
supresor retinoblastoma (pRB) koji se povezuje na mofig&[( X VOXpDMX +39 W |
LHCYE (24-48 AK) koji omoJ X UeDs¥abilno povezivanje proteifi@b porodice NDR aWR
su p107, pl130 i protein retinoblastomaRl) (McLaughlinDrubin 2014, Tommasino

2016). Na Ckraju poteina E7 nalazi se malo izmijenjenadomena cinkova prsta
CxC(x)29CxxC (50-85 AK) NRMD S Robl&kdwahgXdiindra virusnog proteina i
RPRJXUDYD QM HabhaniLbngwa@tl R_ainins 2004,ju i sur. 2006, Roman

i Munger 2013, McLaughli#Drubin 2014).

Kra) YLUDOQRJ FLNO X ¥diju XINi Q2\protekd/iddtrébNiba pakianje genoma
I formiranje virusne stanice (Hard&916).Jerima QDMRpPpXYDQLML 25) RG VYL

proteina, L1 se koristi za filogenetsku organiaagiklasifikaciju HP\fa (Harden2016).
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Protein L1genotipa+ 39 VDGUAL $. L NR Gteibske jddinkédelkleNH SUR
kapside(Modis i sur. 2002.

Kapsidni L2 protein igra bitnu ulogu u slagamjiy-ai infektivnim procesimal2 genotipa

HPV159 saGU AL i Bodira male proteinske jedinice virusne kapsi@®orbar i

Gallimore 1987, Jin i sud989, Wang Roden2013). Gterminalna LA YH]XMXuD UHJLMD
proteinaje karakteriziranas nekoliko ostataka prolina PEAP na mjestu 4890 AK
+RPRORJQL 3[[3 RVWDXFO ISHURPUMNHPDMD POUXJILK / SURW
QDODaH GD MH WR YGR K MK te-Ho®RMBagBRick i sur 2008, Lowe i sur

2008, Wang Roden2013. Na N-kraju nalazimo vezno mjesta za furin s konsenzusnom
sekvencom RxK/RR (RTKR-6 $. 7DNRYHU QDOD]JLPR QHNROLNR *[[]
mutacije VDAQH NRG HQGRVRPDO @il 181 WK 8553581 AK,QeD38B M H V W L
387 AK.

,]JPHY X 25)Eb nalaziseLCR GXaLQH E&43 nt).LCR ne nosi zapise za

virusne proteine, neg&X N O M X p X MaHG WYHHIQLOMX U LK UHJXODWRUQLK VHN
replikaciju i transkripciju virusnogenomaNDR aWRHWW R SR pHWinghoty HSOLNL
genoma, rani virusni promotori EURMQD YH]QD PMHVWD ]D ]D VWDQLPp
WUDQVNULSFLMH WH S RN Falrégdladiir (Vb [ kI Kocjan U H S U
Poljak, 2011). Vezna mjeskoja se pojavijuju u LCRXNOMXpXMX GYLMH 7$73% \
(TATAAA 7154-7159; 74057410) ranog promotora transkripcije virusnih gena na koju su
YH]IDQL WUDQVNULSFLMVTEP teDVWANaRMjdstal zaS freddta@ Lfakione Q L
transkiSFLMH VW D QLARD NWD RSpAd VWa 5' kraju LCR se nalazi konsenzusna
sekvenca kasnog poliadenilacijskog signala (AATAAA, 73853 nt)u kojoj dolazi do
]JIDYUAHWND WUDQVNULSFLMH PROHNXOD P513% NDVQLK
poliadenilacijskog repa na njiho¥® kraj tijekom obradeu poliadenilaciji (Chen i sur.

2009). Na 3' kraju LCR nalazise RUL PMHVWR NRMRREXRKYPRGUXDPMH
mjesto vezanja E1 proteindTTGTGGTTAACAACAATCAT, 73417360nt) i tri
konsenzusne sekvence kao mjesta vezanja za pE2e{ACCGATAGCGGT, 7032043

nt; ACCGCGCCCGTT, 7133144 nt; i ACCGATAACGGT, 7289300 nt ). Protein E1

Y Hagd na dugu, nepotpunu palindromsku regiju od 18 bp unutar ori mjesta
(TTGTGGTTAACAACAATCAT, 7341-7360nt) (Longwotth i Laimins 2004, Doorbar
2006,Bergvall i sur. 2013McBride 2008, 2013, 2017).
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Na osnovu rezultata molekularme silico analize genotipaeferentnog uzork&lPV159
]DNOMXpXMHPR GD JHQRP QRVL ]|DSLV ]D ]QDpDMQH YLUX\
GRPHQDPD L PRWLYLPBRWH XpWMMR LU NMRXIIQDpDMQLP UHJ:
VOMHGRYLPD NRML YLUXVX RPRJXUDYDMX GD XVSMH&QR
VWDQLFH GRPDULQD

3R VW R M Hjéhotigpd Pripadaju jednom od pet rodovaPV: Alpha-PV, BetaPV,
GammaPV, Mu-PV i NWPV. 6 YDNL RG QMLK LJUDADYD WepResaL]DP ]D
FilogenetdN L Y H Ud @ifad@9pha Betai Gammarodu (McLauglin-Drubin 2014).

Na osnovudostupnih nukleotidnih sekveneirusnih gena LInovi genom HP\XI59 smo
filogenetski uvrstili u BetaPV. Filogenetskije najsiLp QLML YLUXVdemiPaJHQRPX
HPV9 te oni tvore samostalnu filogenetsku skupinu u virusnoj vrsti-Békocjan 2013).

BetaPV su W L S pdwv€rBnis nevidljivim kutanoznim infekcijama kod ljudi, uglavnom

kod imunokompromitiranih peginaca i pacijenata koji pate od nasljedne bolESti

(Doorbar 2006).8 MHGQRP LV WU D a [eYpDisQthbXt B&&R3\OD PO [p&nim

obrvama zdravih odraslih osoba (de Koning i 2007, Tommasino 2016).ime dolazimo

do hipoteze da je podiuM H L ¥ij& @Bge Hrea varjskog sloja dlake jedan od glavnih

spremnila BetaPV-a. 1D ade rezultati poklapaju stezama prethodno navewih
LVWUDALYDQMBet& 38 UR GOD@MPWYN R IR OLNXQ B DesHr& MHGLQDF
uzorakal4 ih je pozitivnin 3,8%) &AW PRAHPR SRYH]DWL V pLQMHQLFRP G
jedan od glavnih spremniketaPV. 2VLP QDBMNaP¥LVH PRaH SURQDUL L QD |
mukoznom epitelu, obrvama i vanjskim genitalijama (Tomassino 2006DMYLaH SR]LWL®
uzoraka imalsmo QD SR GRIXXNVLAMRO RJ HSLWHOD WRpPpQRMHAXKIVQH aXS
WHVWLUDQLK X]RUDND &aWR MH SRVWRW& N YDWSURVWU
, JUDpX @B W HUH i HQ Milisn¥ Lkop§es RLE* stanica) dobilismo vrlo male
YULMHGQRVWL aAMDRWIR PHDROR RBEWNRD Lp LQRPNR $HU X [RU RIVRIR
niskog virusnog RSWHUKIOMAHWIW LUDQLP X]J]RUFLPD PRAHPR ]DNC
XJURNXMX ODWHQWQH L NOLQLpPpNL QH|he2p@VBottalidkoQ IHNF L
2012, Forslund 2013, Siche?013).

U sklopu avog diplomskog rad#@ kolekcije uzoraka smo dob#i0 uzoraka pozitivnih na
HPV159 6 RE]JLURP QD W rrgkdfiksitdnayHfdrm&libu, Xiklopljena u parafin
LOL VX DUKLYVNL WNLYQL X]RdunBKim \r@GhimrERIS W H Y H/INHRG M HLP V

fragmentiranom DNA za identificiranje genetske raznolikosti genotipa HPV159

54



XVUHGRWRpPLOL VPR VH QD Q BdNgemtipJHPMD59 dMS Rl XpMH /«
proveli XJQLMIXAEKB5 PHWRGX NRMD MH LPDOD (MamaReNI® DQDOL
virusnih kopija/reakcg). Bez obzira a niske vrijednosti virusnogR S W H UZ4 (s¥bQ M D

uzorak smo proveliX J Q L M IR@R,HaRipak nismo mogli dobiti kompletne nukleotidne

sljedove LCR kod svih izolata. Sekwnanjem smouspjeli dobiti gkvencepet uzoraka
SURQDAaOL VPR SRGWLSRY [ uRd&kaNedavi b&ravlidujiR ijedhbirhH U H Q W (
mjestu (0/410; O%) ostaliserazlikuju u GY D PHWLUL
GYDGHVHW WH WU 9 HXKIEN ndn HnevlaUzorak u

NRMHP QLMH XRpHQD UD]JOLND GHILQLUDOL VPR X DQDO
pojavljuje razlika u nukleotidnom slijedu definirali kod dlaka obiSge mutacije HPV159
dokazanesu L]YDQ YDAQLK IXQNFuERD koldd viei@jdirie GaWarijdme

+39 QLVX SDWRJHQR UD]OLpLWH
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5.2%./-8y$%.

X

U sklopu diplomskog radgotpuno je molekublrno i filogenetskianaliziran

cijelokupni nukleotidni slijed genoma HPV159 koji je uzorkovaizoliran od
imunokompetentno6- JRGLaAaQMHJ PXaANDUFD NRML MH VXGMH
rasprostranjenju HP\genotipva u analnom kanalu Slovenaca koji imaju spolne
RGQRVH V PXaNDUFLPD

Molekularnomin silico analizom dokazang organizacija genoma HPV159 AK

VOLMHG OQXAaQEKRWIHIXQWQLKSHFLILPDQLK PRWLYD L G
karakteristikama ostaliBetaPV.

*HQRWLS +39 | LOR JH QIHBAt&2NLé jevhBjsrgdnil $1 gevibEpQm

HPVO.

Na osnovu rezultata molekularimesilico DQ D O L] H ] D NaQgensin HEVR5M H

nosi zaSLV ]D ]J]QDpPDMQH YLUXVQH SURWHLQH V F
domenama/motivima inekGLUDMXUH SRGUXpMH /&5 V ]1QDpDMQL|
sliedovima kojiPV-LPD RPRJXUXMX GD XVSMHaAQR ]DNOMXDpH
LQILFLUDMX QRYH VWDQLFH GRPDULQD

=D XWN&JtkivnoD tropiznD L N O 1 QD jp DINHRWRLEIMazvijrn je i
NRULAMWHWSHFLILPDQ NYDQWLWDWLYQL 3&5 X UHDOQ
3&5 V RVMHWOMLYR&UX RGa YLUXVQLK NRSLMD UHDN
S pPRPRUX +39-PCR7u kombinaciji s kvantitativnim PC&n u realnom

vremenu kojimje u P Q R &B0Cp veliki dio gena za ljudski betgobin dokazano

je YLUXV QR RBWwatithimiuzogcivhl

Testirana je reprezentativha zbirkaoraka (n=1499 zdrave i benigne ili maligne
modificiUDQH NRAaH LjeVvdobivp® 146 Hzovslkd pozitivnih na prisutnost

HPV159. 9LUXV QR R S\WiiUestirah@Mikbrcimerlo e QLVNR L NUHUGOH
od 0,001532 do 0,95568 virusnih kopfja0* stanica.

Na osnovu niskogR SWHUHUHQNMDWHAHNVWXNVIDRLP X]J]RU&LPD ]DN
uglavnhoP XJURNXMX ODWHQWQH L NOLQLpNL QH]QDpDMQF
=D XPQRADYDQMH YLUXVQRJ JHQRPD +Bideotid@® WHPHC(
slijeda LCR razvijene sUSSRpHW QX F@® L MHPERH @4 temelju njegau
identificiranigenomskpodtipoviHPV159.

Kod pet uzaJ DN D S U R ®wiitihayd&RodvkHjih se od referentnog uzorka jedan

ne razlikuju ni u jednom mjestu (0/410;20) , a ostali serazlikuju udva (2/410;
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pHWLUL GYDGHVHW W H
8,7 %) nukleotidih mjesta 8]RUDN X NRMHP QLMH XRpHQD UD]OI
analnom brisu, dok su uzorci u kojima se pojavljuje razlika u nukleotidnom slijedu
definirali kod dlaka obrva.
Sve mutacije HPV159 dokazaee L]YDQ YDAQLK IXQNFLRQMDOQLK RC
na WHPHOMX pHJD SGIHWBRYVWDQYWN BR QLVX SDWRJH
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