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Rak przedinwazyjny sromu 1 szyjki macicy
u 32-letniej kobiety DNA HPV 16 pozytywne;j
z mutacja mtDINA — opis przypadku

Preinvasive vulvar and cervical cancer in a 32-year-old woman,
DNA HPV 16 positive with mtDNA mutation — case study
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Streszczenie
Jednoczasowe wspdtistnienie przedinwazyjnego raka sromu i szyjki macicy u miodych kobiet jest zjawiskiem rzadko
wystepujacym. Zmiany typu VIN 3/ rak przedinwazyjny oraz CIN 3/ rak przedinwazyjny sa scisle zwiazane z podfozem
wirusowym i maja charakter wieloogniskowy.
W przedstawionym przypadku wykonano test HPV DNA na obecnos¢ 13 typdw onkogennych HPV, test m RNA HPV
na obecnos¢ transkryptow HPV 16, 18, 31, 33, 45 oraz poddano analizie region petli D mitochondrialnego DNA.
U badanej pacjentki wykazano zakazenie HPV 16 oraz stwierdzono obecnos¢ transkryptow gendw E6/E7 HPV 16.
Analiza regionu petli D mt DNA wykazata zmiany nukleotydowe: T>C 16.192, T>C 16.223, T>C 16.292, C>T 16.325,
C>T 16.579.

Stowa kluczowe: rak przedinwazyjny sromu / rak przedinwazyjny szyjki macicy /
/ HPV 16 / mitochondrialny DNA /

Summary
Coincidence of preinvasive vulvar and cervical cancer in young women is very rare. Lesions like VIN 3 / preinvasive vul-
var cancer and CIN 3 / preinvasive cervical cancer are strictly connected with viral infection and are multilocular.
In the presented case the following tests have been performed: HPV DNA test for the presence of 13 oncogenic HPV
types, MRNA HPV test for the presence of transcripts for HPV 16, 18, 31, 33, 45 and the analysis of mtDNA D-Loop
region.
In the examined patient HPV 16 infection, as well as the presence of transcripts for HPV 16 E6/7 were diagnosed. The
analysis of mtDNA D-Loop region showed nucleotide lesions like: T>C 16.192, T>C 16.223, T>C 16.292, C>T 16.325,
C>T 16.579.
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Wstep

Przetrwate zakazenie onkogennym typem wirusa brodaw-
czaka ludzkiego HPV (human papilloma wirus) jest gidéwnym
czynnikiem ryzyka rozwoju raka szyjki macicy. Sposrod 13 ty-
poéw HPV obdarzonych wtasciwosciami onkogennymi, HPV
16 1 HPV 18 cechuje szczegdlnie duzy potencjal karcinogenny.
Wyraza si¢ to w znaczaco czgsciej, w porownaniu do innych
typow, odsetku rozwoju przetrwalego zakazenia, ktdre jest
podstawowym czynnikiem ryzyka powstania nowotworu i za-
lezy od typu wirusa. Srednia czasu trwania zakazenia dla
HPV 16 wynosi 18,3 miesiaca i znacznie przekracza $rednie
czasy trwania zakazenia dla innych onkogennych typdw wiru-
sa np. HPV 31 — 14,6 miesiaca, HPV 53 — 14,9 miesiaca, HPV
6, 11 i inne nisko onkogenne — 13,4 miesiaca [1].

Czas trwania procesu karcinogenezy liczony od zakazenia
do rozwoju nowotworu szacuje si¢ na okofo 15 lat. Ryzyko
progresji zmian wywotanych zakazeniem HPV 16 dotyczy
20% zakazonych kobiet w poréwnaniu do 5% zakazonych in-
nymi typami HPV wysokiego ryzyka. Srednia czasu rozwoju
CIN 3 u kobiet HPV 16 pozytywnych wynosi 10 lat i jest zna-
czaco krotsza od czasu nowotworzenia zwiazanego z infekcja
wywotang innymi typami HPV [2].

Wedtug IARC (International Agency for Research on Can-
cer) oprocz typu wirusa za progresje zmian odpowiadaja: co
najmniej 10-letnia hormonalna antykoncepcja, wielorodztwo
(RR dla raka inwazyjnego szyjki macicy wzrasta o 10% wraz
z kazda donoszong cigza), nalogowe palenie tytoniu oraz za-
kazenia wspotistniejace: Herpes simplex wirus-2, Chlamydia
Trachomnatis, HIV.

Opis przypadku

Zrédiem materiatu badawczego byla pacjentka lat 32, kto-
ra zglosita si¢ do Pracowni Patofizjologii Szyjki Macicy
GPSK Poznaniu w maju 2008 roku z powodu nieprawidiowe-
go wyniku wymazu cytologicznego HSIL.

Kobieta byta nierddka, w przesztosci nie stosowata anty-
koncepcji hormonalnej, palita okoto 4-5 papieroséw dziennie,
od kilku lat, w wywiadzie podata czterech partneréow picio-
wych. W wywiadzie rodzinnym podaje, ze matka chorowata
we wezesnym wieku, okoto 40 roku zycia na raka sutka, zmar-
fa z powodu udaru mézgu. Pacjentka, poprzednie badanie cy-
tologiczne miata wykonane przed trzema laty i bylo ono pra-
widlowe. Test na obecno$¢ HIV byt ujemny.

W badaniu podmiotowym stwierdzono obecno$¢ licznych
zmian egzofitycznych, ciemno przebarwionych, wieloognisko-
wych i rozproszonych w okolicy anogenitalnej, ze szczegdlnym
nasileniem w obszarze okotoodbytniczym i spoidia tylnego
warg sromowych. W satysfakcjonujacym badaniu kolposko-
powym stwierdzono rozlegly obszar zbielenia po aplikacji 3%
kwasu octowego, zlokalizowany gléwnie na wardze gdrnej
szyjki macicy, od godziny 10.00 do 14.00, dochodzacy prawie
do sklepienia przedniego. Oprocz zbielenia zaobserwowano
wypukta mozaike, a calo$¢ obszaru zmienionego byta jodone-
gatywna. Pacjentka relacjonowala, ze zmiany w obrebie skory
i blony sluzowej przedsionka pochwy wystapity 3-4 miesiace
temu i dosy¢ gwaltownie narastaly bez zadnych dolegliwosci
bolowych, czy dyskomfortu.

(Fot. 1a, 1b). (Fot. 2a, 2b).
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Fot. 1a. Wieloogniskowe, barwnikowe, egzofityczne zmiany
zlokalizowane w obrebie warg sromowych wigkszych
i mniejszych oraz odbytu i krocza.

Fot. 1b. Rozpoznanie patomorfologiczne VIN 3,
carcinoma praeinvasivum vulvae.

Z. powierzchni szyjki macicy i kanatu pobrano wymaz za
pomoca szczoteczki na podtoze ptynne w celu wykonania te-
stu molekularnego na obecnos¢ DNA HPV 13 typéw onko-
gennych. Nastgpnie wykonano biopsj¢ miejsc najbardziej po-
dejrzanych w obrebie egzocerwix 1 biopsje sromu pod kontro-
la kolposkopu. Z kanatu szyjki macicy pobrano wyskorbiny.
Do badan molekularnych zabezpieczono 10ml krwi z zyty
odfokciowe;j.

Jako kontrolg testéw molekularnych na obecnos$¢ mito-
chondrialnego DNA wykorzystano krew oraz skrawki tkan-
kowe pobierane od pacjentek operowanych réwnoczasowo
z powodu migsniakow macicy z prawidiowym wynikiem wy-
mazu cytologicznego, DNA HPV HR negatywnych.

U pacjentki przeprowadzono badanie DNA HPV na obec-
nos¢ ktoéregokolwiek z 13 typow onkogennych HPV, oraz
m RNA HPV na obecnos¢ transkryptow HPV 16, 18, 31, 33, 45.
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Fot. 2a. Zbielenie po aplikacji 3% roztworu kwasu octowego
obszaru potozonego na wardze gérnej szyjki macicy, widoczna
wypukta mozaika.

Fot. 2b. Rozpoznanie patomorfologiczne biopsji okolicy strefy
przeksztatcen CIN 3, carcinoma intraepitheliale colli uteri.

Ponadto analizie poddano region petli D mitochondrial-
nego, DNA (mt DNA). DNA ekstrahowano z krwi obwodo-
wej oraz skrawkow tkankowych i oczyszczano za pomoca ze-
stawow odczynnikowych. Reakcje PCR przeprowadzono
z wykorzystaniem starterow komplementarnych do petli D mt
DNA. Produkty PCR poddawano automatycznemu sekwen-
cjonowaniu. Uzyskane sekwencje nukleotydowe poddawano
analizie z uzyciem programéw Chromas Pro oraz DNAStar
i poréwnywano do Banku Gendw.

Wynik badania patomorfologicznego pierwszej biopsji
szyjki macicy i sromu identyfikowat obecnos¢ CIN 2 i CIN 3
jak rowniez strzepkow nabtonka dysplastycznego w materiale
pochodzacym ze skrobania kanatu szyjki macicy. Przeprowa-
dzony test molekularny na obecnos¢ ktoregokolwiek z onko-
gennych typéw DNA HPV HR byt pozytywny. Genotypowa-
nie wykazato zakazenia HPV 16.

© 2009 Polskie Towarzystwo Ginekologiczne

U badanej pacjentki w wymazach z szyjki macicy stwier-
dzono obecnosc¢ transkryptow genow E6/E7 HPV 16. Analiza
regionu petli D mt DNA wykazata nastepujace zmiany nukle-
otydowe: T>C 16.192, T>C 16.223, T>C 16.292, C>T 16.325,
C>T 16.519. Wszystkie zidentyfikowane zmiany wystgpowaty
w krwi oraz wymazach z szyjki macicy. Zmiana nukleotydowa
w pozycji 16.519 wystegpowata takze w probach kontrolnych.
Biopsja sromu wykazata obecnos¢ VIN 3.

Po przeprowadzeniu rozmowy z pacjentka 1 wyjasnieniu
charakteru choroby ustalono plan wieloetapowego leczenia
oszczedzajacego, na ktory chora wyrazita s$wiadoma zgode.
W lipcu 2008r. wykonano konizacj¢ chirurgiczng szyjki maci-
¢y oraz przy zastosowaniu roztworu biekitu toluidyny wyko-
nano biopsj¢ miejsc podejrzanych na sromie. Wynik badania
patomorfologicznego usunigtych tkanek identyfikowal raka
przedinwazyjnego szyjki macicy, usunietego w granicach tka-
nek zdrowych i raka przedinwazyjnego sromu. Zmiana na
szyjce macicy zostala okreslona jako wieloogniskowa z roz-
nym zaawansowaniem procesu neogenezy. Wobec mtodego
wieku pacjentki podjeto decyzje o dwuetapowym, czgsciowym
wycigciu sromu. Zabieg wykonano we wrzesniu 2008r. Wynik
histopatologiczny potwierdzit rozpoznanie pierwotne. Po wy-
gojeniu rany pooperacyjnej w listopadzie 2008r, pod kontrola
kolposkopu ponownie pobrano 7 wycinkdw z miejsc podejrza-
nych na sromie.

Badanie patomorfologiczne pobranego materiatu opisy-
wato; 2 fragmenty sromu bez zmian nabtonkowych, 2 ogniska
raka wewnatrznabtonkowego oraz 3 fragmenty z srédnabton-
kowa neoplazja sromu Sredniego stopnia VIN 2. W grudniu
2008r. przeprowadzono drugi etap czgsciowego usunigcia
sromu. Ostateczny wynik badania histopatologicznego
— VIN 1/VIN 2.

Obecnie pacjentka pozostaje pod statg kontrola PPSM.
Nie stwierdza si¢ zmian w obrazie kolposkopowym w obrgbie
skory krocza, btony §luzowej przedsionka pochwy jak rowniez
szyjki macicy. Zaréwno kontrolne badanie kolposkopowe jak
i pobierane sekwencyjnie wymazy cytologiczne nie identyfiku-
ja zmian kojarzonych z przybytym rakiem przedinwazyjnym
czy infekcja wirusowa. Pomimo tego test na obecnos$¢ trans-
krypdw, czyli badanie mRNA HPV HR, przeprowadzony na
przetomie 10/11.2008 wykazat obecnos¢ E6/E7 HPV 16.

(Fot. 3a, 3b).

Dyskusja

Autorzy popularnej monografii z zakresu onkologii gine-
kologicznej Di Saia i Creasman opisali w 1999 roku zjawisko
stopniowego obnizania si¢ wieku wystgpowania CIN 3,
w oparciu o wlasny materiat badawczy, z 40 lat na okoto 28 lat
[3]. Zarazem w rozdziale poswigconym neoplazji sromu, ci sa-
mi autorzy stwierdzili, ze okofo 15% nowotworow sromu po-
jawia si¢ u kobiet ponizej 40 roku zycia, czemu towarzyszy
rozlana wewnatrznabtonkowa neoplazja skory sromu. Nato-
miast taczne wystgpowanie obu patologii, na etapie rakow
przedinwazyjnych, u kobiet okoto 30 roku zycia jest zjawi-
skiem mozliwym aczkolwiek rzadko obserwowanym. Czesto$¢
wystepowania VIN 3 ocenia si¢ na 0,0-3,5/100 000 kobiet. Od
72-100% zmian typu VIN 3 jest HPV dodatnich. Wsrod HPV
dodatnich przypadkéw VIN 3, HPV 16 wystgpuje u 65-93%
chorych kobiet [4].
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Fot. 3a. Stan w trakcie gojenia po drugiej operacji usuniecia
przedinwazyjnego raka sromu.

Fot. 3b. Stan obecny, pomimo braku zmian klinicznych test na
obecnos¢ transkryptow mRNA HPV 16 jest pozytywny, wysokie
ryzyko nawrotu $rédanbfonkowej neoplazji szyjki i sromu.
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Zmiany typu VIN 3 /rak przeinwazyjny rozpoznawane
u kobiet mtodych, okoto 30 roku zycia maja charakter wielo-
ogniskowy 1 sg Scisle zwiazane z podiozem wirusowym. Zde-
cydowanie inny charakter dominuje w VIN 3 u kobiet powy-
zej 50 roku zycia, gdzie obserwowane zmiany sa jednoognisko-
we, DNA HPV ujemne. Od dawna wiadomo, ze zmiany przed-
inwazyjne na sromie i w obregbie szyjki macicy u miodych,
okoto 30-letnich kobiet wywotuje najczgsciej, najbardziej on-
kogenny typ wirusa tj. HPV 16 [5]. Zmiany te cechowato sto-
sunkowo niskie ryzyko dynamicznej progresji do raka inwa-
zyjnego szacowane na okoto 8% ale zauwazono znaczny po-
tencjat do nawrotowosci VIN szacowany nawet na 25%, co jest
charakterystyczne dla patologii skory i nabtonka wywolanej
infekcja HPV [6, 7, 8, 9].

Charakterystyczne jest to, ze publikacje opisujace przed-
inwazyjne procesy ograniczone tylko do sromu u kobiet okoto
30 roku zycia bazuja na materiale nie przekraczajacym pigciu
analizowanych przypadkéw, co potwierdza rzadkosc tego ty-
pu patologii sromu u mtodych kobiet [6].

W opisywanej sytuacji klinicznej, czynnikiem decyduja-
cym o nieczgsto spotykanej progresji zmian u mtodej kobiety
bylo niewatpliwie zakazenie najbardziej onkogennym typem
wirusa HPV 16. Nalezy pamigtaé, ze wirus ten jest podstawo-
wym czynnikiem etiologicznym prowadzacym do rozwoju
procesu karcinogenezy w obrebie nabtonka wielowarstwowe-
go plaskiego. Wedtug aktualnych danych infekcja HPV 16 od-
powiada za powstanie 545 rakow ptaskonabtonkowych. Dla
poréwnania HPV 18 bierze udziat w rozwoju ,,tylko” 17%
rakdéw szyjki macicy. Szacuje sig, ze przetrwale zakazenie HPV
16 rokuje najgorzej ze wszystkich typow HPV i taczy si¢ z 5-
krotnym wzrostem ryzyka rozwoju zmian $rédnabtonkowych
wysokiego stopnia w porownaniu do innych onkogennych
typow HPV.

Aczkolwiek wiele przestanek swiadczy o tym, ze same za-
kazenie HPV 16 nie jest wystarczajacym wyttumaczeniem dla
dynamicznej progresji zmian zarowno szyjki jak i sromu
u miodych kobiet okoto 30 roku zycia. Jedna z teorii starajaca
si¢ wyjasni¢ ten nietypowy potencjal onkogenny niektdrych
wirusow typu 16 mowi o mutacjach w wirusowym DNA lub
DNA gospodarza warunkujacych szybsza progresj¢ zmian
przednowowtworowych. Larson opisat mutacje gendw supre-
sorowych w komdrkach zakazonych HPYV, sprzyjajace progre-
sji CIN. Chodzi tu o zaburzona strukturg¢ supresoréow w loci
3p, 11q, 4q 1 4p. Szczegodlnie zmiany w obszarze 3p koreluja
w ponad 80% z powstaniem CIN 3 u kobiet zakazonych HPV.
Mutacje genow wirusowych kodujacych onkoproteiny E61 E7
maja wplyw na dynamike progres;ji [10].

Podobne konsekwencje maja mutacje miejsc wigzacych
biatka, ktore sa odpowiedzialne za represje transkrypcji wiru-
sowych genéw YY1 i PSM [11].

Interesujaca koncepcja ttumaczaca podatnos¢ mtodych
kobiet na zakazenia onkogennymi typami HPV oraz spora-
dycznie obserwowang dynamiczng progresj¢ CIN i VIN jest
teoria zwigzana z mitochondrialnym DNA (mtDNA). MtD-
NA zlokalizowane jest w liczbie 4-10 kolistych czasteczek
w mitochondrium. Kazda czasteczka zbudowana z 16 569 par
zasad koduje 37 genow. Kod genetyczny mtDNA rdzni si¢ od
kodu jadrowego. Mitochondria jednej komodrki moga miec¢
odmienne mtDNA, ktore moze sie rozni¢ nawet w obrebie
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jednego mitochondrium. Dziedziczenie mtDNA u czlowieka
zachodzi prawie wylacznie po linii zenskiej. Mutacje mtDNA
objawiaja si¢ chorobami przekazywanymi dziedzicznie po linii
matczynej, ktore dotycza gtdwnie tkanki migsniowej i nerwo-
wej. Przyktadem dziedzicznej choroby mitochondrialnej jest
zespot Leigha czyli encefalopathia mitochondrialna z kwasica
mleczanowa, charakteryzujacy si¢ epizodami podobnymi do
udaru moézgu. Czgstos¢ wystepowania choréb mitochondrial-
nych okresla sig¢ jak 1:15 000.

Ostatnie lata skierowaly zainteresowanie biologii moleku-
larnej na mutacja mtDNA u kobiet z rakiem szyjki macicy.
Szczegodlnie interesujace sa przypadki nowotworow wystepu-
jace u mlodych kobiet z niecodzienna dynamika progres;ji nie-
typowa dla tego nowotworu. Chen i1 wsp. przebadali 24 raki
szyjki macicy pod katem obecnosci mutacji w mtDNA. Ana-
lizujac petle D mt DNA opisali 30 mutacji tego regionu, u 9
z 24 badanych rakéw. Czestos¢ wystepowania tych mutacji by-
ta zadziwiajaco wysoka, wyniosta 37,5% [12].

Sharma opisat 95% czgstos¢ wystgpowania mutacji mito-
chondrialnego DNA u kobiet z rakiem szyjki macicy. Wedtug
tego autora mutacje mtDNA dotycza réwniez prawidtowych
komorek aczkolwiek wystepuja tam znaczaco rzadziej. Shar-
ma stwierdzil istnienie bardzo prawdopodobnej zaleznosci
pomigdzy mutacjami mtDNA i zakazeniem wysoko onkogen-
nymi typami HPV [13].

W konkluzji nalezy stwierdzi¢, ze mutacje identyfikowane
w regionie petli D mt DNA u badanej pacjentki w DNA
ekstrahowanym z wymazow oraz krwi obwodowej moga by¢
dziedziczne 1 $wiadczy¢ o genetycznych predyspozycjach do
rozwoju infekcji HPV i procesu nowotworowego.

Implikacja kliniczng opisanego przypadku jest zalecenie
kontroli cytologicznej wszystkich kobiet leczonych z powodu
ktykcin konczystych sromu, pochwy, odbytu lub VIN.
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Uprzejmie prosimy wszystkich zainteresowanych o zaktualizowanie danych
adresowych w swoich Oddziatach PTG.

Koszt rocznej prenumeraty (krajowa i zagraniczna) dla oséb nie bedacych
cztonkami PTG i instytucji na 2008 rok wynosi 180,00 PLN.

Zamowienie wraz z kserokopig dowodu wptaty prosimy przesyta¢ na adres:
Redakdja , Ginekologii Polskiej”

Matgorzata Skowroriska

60-535 Poznan, ul. Polna 33

tel. 061 84-19-265; fax.. 061 84-19-465

e-mail: redakcjagp@gpsk.am.poznan.pl; ginpol@onet.eu
www.ginekolpol.com

Whptat nalezy dokonywac na konto:
ING Bank Slaski - nr konta: 14 1050 1953 1000 0023 1354 3718

Instrukcja dla autorow w jezyku polskim i angielskim znajduje sie

na stronie: www.ginekolpol.com

Redakcja
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