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Leczenie chorob zakaznych
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CZY OBECNOSC HERPESWIRUSOW W WYDZIELINIE SZYJKI MACICY MOZE
BYC CZYNNIKIEM ROKOWNICZYM PATOLOGII SZYJKI MACICY KOBIET
ZAKAZONYCH HPV?*

IS THE PRESENCE OF HERPESVIRUSES IN CERVICAL SECRETIONS A
PROGNOSTIC FACTOR FOR CERVICAL PATHOLOGY IN HPV-POSITIVE WOMEN?
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STRESZCZENIE

Neoplazja komorek szyjki macicy jest procesem
zlozonym 1 niewatpliwie zwigzanym z zakazeniem
wirusem brodawczaka ludzkiego.

Oceniono udzial wirusow CMV, HSV-1, HSV-2
i EBV w zmianach przednowotworowych i raku szyjki
macicy u 125 kobiet z r6znym rozpoznaniem klinicz-
nym: LSIL —44, HSIL-12, rak szyjki macicy —27. Grupe
kontrolng stanowity 42 kobiety bez zmian atypowych
komorek nablonka szyjki macicy. Genomowe DNA
izolowano z wydzieliny szyjki macicy i oceniano przy
pomocy PCR inPCR. Genotypy HPV okreslano metoda
hybrydyzacji (reverse hybridisation line probe assay).

Wsrod infekeji towarzyszacych HPV najczesciej
wykrywano DNA CMV (32%), rzadziej EBV (14%) i
HSV-1 (3%). Zaobserwowano, ze w raku szyjki macicy
zakazenie CMV i EBV wystgpowato istotnie czgsciej
(p< 0,001) niz w pozostatych grupach badanych. Czg-
sto$¢ infekcji EBV narastala wraz z zaawansowaniem
zmian dysplastycznych i byla zwigzana z zakazeniem
HPV-16 (p=0,009).

Ryzyko wystapienia HPV-16 bylo 6,5 razy wyzsze
u kobiet zakazonych CMV (OR=6,44; 95% PU 2,68-
15,48; p=0,001) 1 4,5 razy wyzsze u kobiet zakazonych
EBV (OR=4,58; 95% PU 1,45-14,46; p=0,009). DNA
HSV-1 i/lub HSV-2 wykrywano rzadko i tylko u kobiet
z LSIL i grupy kontrolne;.

Przeprowadzone badania sugeruja, ze herpeswirusy
szczegolnie EBV i CMV moga wspotuczestniczy¢ wraz
z HPV w patogenezie raka szyjki macicy.

Stowa kluczowe: HPV, herpeswirusy, srodnabtonkowa
neoplazja, rak szyjki macicy

ABSTRACT

Cervical carcinogenesis is a complex problem
where papillomavirus is widely accepted as a causative
agent. The correlation of CMV, EBV, HSV-1, HSV-2
with precancerous and cancer cervical lesions was
investigated in 125 women with different diagnoses:
LSIL- 44, HSIL- 12, cervical carcinoma— 27 vs.
42 women without abnormality in cytology (control
group). Cervical secretion samples were submitted for
DNA extraction and determined by PCR and nPCR.
HPV DNA genotyping was performed with the reverse
hybridisation line probe assay. Among HPV-positive
specimens, CMV was detected in 32% of samples,
EBV in 14% and HSV-1 in 3%. The presence of CMV
and EBV DNA was more frequent in cervical cancer
specimen than in other study groups (p<0.001). The
prevalence of EBV infection was increasing with the
severity of cervical smear abnormality and was asso-
ciated with HPV-16 (p=0.009). The risk for HPV-16
infection was 6.4 fold higher for CMV positive women
(OR=6.44; 95% CI 2.68-15.48; p=0.001) and 4.5 fold
higher for EBV positive women (OR=4.58; 95% CI
1.45-14.46; p=0.009). HSV-1 and/or HSV-2 infections
were detected rarely and only in the women with LSIL
and in the control group. Our data suggest that EBV
and/or CMV may be associated with HPV in cervical
carcinogenesis.

Key words: HPV, herpesviruses, squamous intraepi-
thelial lesions, cervical carcinoma
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WSTEP

Wirus Papilloma (HPV) jest uznanym czynnikiem
etiopatologicznym raka szyjki macicy. U mtodych
kobiet zakazenia HPV wystepuja powszechnie i czeg-
sto maja charakter przej$ciowy. Dlugoletnia infekcja
przetrwata, szczegolnie genotypami HPV o wysokim
potencjale onkogennym prowadzi do integracji wirusa
z genomem komorki gospodarza i ekspresji onkogendw
wirusowych E6 i E7. Ocenia sig, ze 75% aktywnych
seksualnie kobiet ma kontakt z wirusem, a na kazdy
milion zakazonych przypada 100 000 kobiet, u kto-
rych rozwijaja si¢ zmiany przednowotworowe (1).
Tak wigc, infekcja wirusowa faktycznie wyprzedza
w czasie pojawienie si¢ raka szyjki macicy, ale samo
zakazenie HPV nie jest czynnikiem wystarczajacym
do rozwoju nowotworu. Na proces karcinogenezy ma
réwniez wplyw szereg innych czynnikow, do ktorych
zaliczy¢ mozna wspolistniejace zakazenia przenoszone
droga plciowa.

Juz w latach 60. 1 70. XX wieku zwrdécono uwage
na 2-3 krotnie wyzsze ryzyko rozwoju raka szyjki ma-
cicy u kobiet posiadajacych przeciwciala swoiste dla
wirusa Herpes simplex typu 2 (HSV-2) w poréwnaniu
z kobietami seronegatywnymi (2). Eksperymenty prze-
prowadzone in vitro dotyczace indukcji transformacji
nowotworowej, immortalizowanych przez HPV ludz-
kich komorek nabtonka szyjki macicy przy pomocy
sekwencji Xholl genomu wirusa HSV-2 pokazaty taki
zwiazek (3). Udalo si¢ tez indukowa¢ zmiany dyspla-
styczne i nowotworowe w obrgbie szyjki macicy u my-
szy po doswiadczalnym zakazeniu inaktywowanym
ludzkim wirusem cytomegalii (CMV) (4). Réwniez
wirus Epsteina-Barr (EBV) odpowiedzialny za rozwoj
chtoniakow (chtoniak Burkitta, Hodgkina, chtoniaki
z limfocytéw T) 1 raka nosogardzieli jest brany pod
uwage w etiopatogenezie takich nowotwordéw jak rak
zotadka i piersi (5, 6).

Celem pracy bylo okreslenie czestosci wystepowa-
nia zakazen wirusami z rodziny Herpesviridae takich
jak CMV, HSV-1, HSV-2 i EBV u kobiet zakazonych
HPV, u ktoérych stwierdzono zmiany patologiczne
W Szyjce macicy.

MATERIAL I METODY

Wymazy z tarczy i kanatu szyjki macicy pobrano od
125 kobiet w wieku 18-77 lat ($r. wiek 39 £15), u kto-
rych rozpoznano $rédnabtonkowa neoplazje malego
stopnia - LSIL (n = 44 ), duzego stopnia - HSIL (n =
12) i raka szyjki macicy (n = 27). Kontrolg stanowity
42 kobiety w wieku 18-35 lat ($r. wiek 26 +7), podda-
ne badaniom profilaktycznym przed planowana ciaza,
u ktorych nie wykazano zmian atypowych komorek

nabtonka szyjki macicy. Do czasu wykonania oznaczen
materialy przechowywano w soli fizjologicznej w stanie
zamrozenia w -70°C.

Genomowe DNA izolowano metoda kolumienkowa
wg zalecen producenta stosujac odczynniki Genomic
DNA Prep Plus kit firmy A&A Biotechnology. Obec-
no$¢ wirusowego DNA oceniano przy pomocy PCR
i nPCR. Reakcje amplifikacji wykonywano z uzyciem
swoistych starteréw i zgodnie z opublikowana wcze-
$niej procedura (7, 8, 9, 10). Produkty reakcji PCR
wykrywano elektroforetycznie. Genotypy HPV okre-
slano metoda hybrydyzacji stosujac zestaw INNO-LiPA
HPV genotyping assay (Innogenetics), umozliwiajacy
rozroznienie genotypow o wysokim potencjale onko-
gennym (HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 66, 68, 70) i niskim potencjale onkogennym (HPV
6, 11, 34, 40, 42, 43, 44, 53, 54, 74). Prawidlowo$¢
reakcji PCR sprawdzano dotaczajac do kazdego cyklu
odpowiednie kontrole dodatnie (komorki linii CaSki
z insertem HPV16, MRC-5 zakazone CMV AD-169,
linia Namalwa z chtoniaka Burkitta, komorki linii RK-
13 zakazone szczepami wzorcowymi HSV-11 HSV-2).
Jako kontrole ujemne stosowano DNA izolowane z ho-
dowli niezakazonych wirusami i dejonizowana wodg.
Reakcja PCR ze starterami swoistymi dla beta-aktyny
stanowita kontrolg procesu izolacji DNA z materiatu
klinicznego (11).

Uzyskane wyniki analizowano stosujac testy staty-
styczne: Fishera (Fisher’s exact test) i Kruskal-Wallisa.
Aby okresli¢ wplyw zakazen herpeswirusowych na
rozwoj zmian $rédnablonkowych szyjki macicy oraz
podatnos¢ na infekcje wysokoonkogennymi typami
HPV wykonano analiz¢ regresji logistycznej standa-
ryzowanej do wieku. Do analizy statystycznej uzyto
pakietu statystycznego STATA 8.0

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

W przeprowadzonych badaniach pojedyncze za-
kazenie wirusowe szyjki macicy obserwowano u 62
kobiet, w tym w 89% przypadkow byly to papillomawi-
rusy, w 8% CMV i w 3% HSV-1. Obecnos¢ 2 wirusow
stwierdzono u 27 kobiet (w 70% HPV i CMV, w 18%
HPViEBV, w4% HPViHSV, w 4% CMV i EBV lub
HSV-11HSV-2) (ryc. 1). Natomiast potrojne zakazenie
dotyczyto gltéwnie pacjentek z rakiem szyjki macicy
(w 8 przypadkach na 10). Obecnos¢ HPV wykazano
u wszystkich pacjentek z rakiem szyjki macicy, 98%
z HSIL, 92% kobiet z LSIL i 21% badanych profilak-
tycznie. Genotypowanie pozwolilo na zidentyfikowanie
dziewigtnastu roznych typéw HPV. Dominowat HPV-16
(37%), nastegpnie HPV-51 (28%) 1 HPV-52 (17%). Wsrod
zakazen towarzyszacych HPV najczgsciej wykrywano
DNA CMV (32%), rzadziej EBV (14%) 1 HSV-1 (3%).



Nr 1 Herpeswirusy a zakazenia HPV 99
o ooy
pojedyncze podwojne potréjne
HPV S HPV+CMV HPV+CMV+EBV
cMv HPV+EBV EZZ HPV+CMV+HSV-1
[ Hsv-1 [ HPV+HSV-1
CMV+EBV
HSV-1+HSV-2
Ryc. 1.  Wystgpowanie wirusowego DNA w wydzielinie szyjki macicy (zakazenia pojedyncze i mieszane)
Fig. 1.  The presence of viral DNA in cervical smears (single and multiple infection)
100+
90+
80+
701
60
% 501
40+
30+
20
10 i
o b 2
kontrola LSIL HSIL rak szyjki macicy
B HPV B HPV-16 Binne HPVs B CMV EHSV-1 B HSV-2 [ EBV
Ryc. 2. Czgstos¢ wystgpowania DNA HPV, CMV, HSV-1, HSV-2 oraz EBV w wydzielinie szyjki macicy u 125 kobiet
w zalezno$ci od zaawansowania zmian $rédnabtonkowych
Fig.2.  Prevalence of HPV, CMV, HSV-1, HSV-2 and EBV DNA in the cervix of 125 women according to the degree

of cervical lesion

Wykazano znamiennie wyzsza czgsto$¢ wystgpowania
DNA wirusow HPV, EBV, CMV w grupie badane]
w porownaniu do grupy kontrolnej (p<0,05) (ryc. 2).
Zaobserwowano, ze w raku szyjki macicy zakazenie
CMV i EBV wystgpowalo istotnie czgsciej (p< 0,001)
niz w pozostatych grupach rozpoznan. W naszych ba-
daniach wykazano wyzszy odsetek (78%) zakazonych
wirusem cytomegalii w grupie pacjentek z rakiem szyjki
macicy w poréwnaniu z danymi dotyczacymi chorych
z Tajwanu (67%) i z Australii (4%) (12, 13). Chociaz
ostatnie doniesienia dotyczace badan przeprowadzo-
nych we Wtoszech nie potwierdzaja bezposredniego
zwiazku CMV z procesem onkogenezy szyjki macicy,
to wskazujq na mozliwa kooperacj¢ wirusa cytomega-
lii z innym herpeswirusem, HHV-6, w rozwoju zmian

srodnabtonkowych szyjki macicy (14). Mechanizm
transformacji komorkowej przy udziale CMV mogtby
by¢ zwiazany z ekspresja wezesnych bialek wirusowych
[E111E2, ktore okazaty si¢ mutagenne na modelu zwie-
rzgcym (15). Zwolennicy teorii ,, hit and run” uwazaja
wirusa cytomegalii za jeden z czynnikow inicjujacych
transformacjg, a trudnosci z bezposrednim potwierdze-
niem tego zakazenia w komorkach nowotworowych
thumacza eliminacja wirusowego DNA w trakcie pro-
cesu onkogenezy (16). Z kolei autorzy angielscy, na
podstawie badan poréwnawczych przeprowadzonych
wsérod pacjentek zakazonych wysokoonkogennymi
typami HPV i1 wérod HPV- negatywnych kobiet, su-
geruja rolg CMV, HHV-6 1 HHV-7 jako wirusow tylko
wspotwystepujacych w nabtonku szyjki macicy, a nie
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kofaktorow procesu nowotworowego (17). W badaniach
wlasnych zaobserwowano znamienna korelacje pomig-
dzy obecnoscia DNA CMYV a papillomawirusami, bez
wzgledu na genotyp HPV (p=0.045).

Czesto$¢ zakazen EBV w badanej grupie nara-
stala wraz z zaawansowaniem zmian dysplastycznych
(p<0,001) 1 wynosita 5% u kobiet z LSIL, 8% z HSIL,
oraz 41% u kobiet z rakiem szyjki macicy. Obser-
wowano takze zwiazek pomigdzy wystgpowaniem
tego wirusa i zakazeniem HPV-16 (p=0.009). Nie
wykazano obecnosci DNA EBV w grupie kontrolnej
(ryc. 2). Podobnie znamienne réznice w czgstos$ci wy-
stgpowania DNA EBV wykazali inni autorzy u kobiet
ze $rodnablonkowa neoplazja i rakiem szyjki macicy
w porownaniu do grupy kobiet bez zmian cytologicz-
nych. Sasagawa i in. stwierdzili obecno$¢ EBV u 55%
kobiet z rakiem w porownaniu do 26% kobiet z grupy
kontrolnej, natomiast Szkaradkiewicz i in. odpowiednio
50% vs 31% a Kim i1in. - 37% vs 9% (18, 19, 20). Rola
wirusa EBV w onkogenezie szyjki macicy moze by¢
migdzy innymi zwiazana ze wzmozong ekspresja wi-
rusowych genéw LMP-1 1 EBNA-2, ktorym przypisuje
si¢ udziat w procesie transformacji ludzkich limfocytow
B (18). Rowniez pewne znaczenie moze mie¢ obec-
nos$¢ metylowanych regionéw promotorowych gendéw
regulatorowych gospodarza w komorkach zakazonych
wirusami HPV i EBV (20, 21).

Wryniki badan serologicznych przeprowadzonych
w kilku osrodkach wskazuja, ze przeciwciata swoiste
dla HSV-2 wystepuja znacznie czegsciej u chorych na
raka szyjki macicy w porownaniu do kobiet z grupy
kontrolnej (22, 23, 24). W naszych badaniach zaobser-
wowano obecno$¢ wirusow opryszczki w wydzielinie
szyjki macicy tylko u kobiet z grupy kontrolnej i z roz-
poznaniem LSIL. Pacjentki te nie mialy klinicznych
objawow zakazenia. Z kolei u kobiet ze znacznymi
zmianami dysplastycznymi (HSIL) i rakiem szyjki
macicy nie obserwowano tych zakazen. Podobnie
Tran-Thanh 1 in. badajac wycinki raka szyjki macicy
nie wykazali sekwencji swoistych dla HSV-2, a Finan
1 in. oceniajac ryzyko rozwoju raka u kobiet HPV-po-
zytywnych, zakazonych Chlamydia trachomatis i/lub
wirusami opryszczki nie obserwowali takiego zwiazku
w przypadku wirusa HSV-2 (25, 26). W badaniach
whasnych ryzyko wystapienia HPV-16, typu najsilniej
zwiazanego z rakiem szyjki macicy, wzrastato u kobiet
zakazonych CMV 6,4 krotnie (OR=6,44; 95% PU 2,68-
15,48; p=0,001) 1 4,5 krotnie u pacjentek zakazonych
EBV (OR=4,58; 95% PU 1,45-14,46; p=0,009).

WNIOSEK

Przeprowadzone badania wsrod kobiet z r6znym
stopniem zaawansowania zmian §rédnablonkowych

szyjki macicy wskazuja, ze ryzyko progresji nowo-
tworzenia wzrasta u kobiet HPV dodatnich zakazonych
wirusami EBV i CMV. Wyniki nasze przemawiaja, ze
wirusy te moga wspotuczestniczy¢ wraz z HPV w pa-
togenezie raka szyjki macicy.
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