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Wystepowanie wirusow Papilloma (HPV) w przerzutach do weziow chionnych
u kobiet z rakiem szyjki macicy — badania wstepne

Stawa Szostek!, Malgorzata Klimek?, Janusz Ry$?,
Jolanta Kope¢!, Barbara Zawilifiska!

Infekcja HPV jest Scisle zwiqzana z rozwojem zmian przednowotworowych i rakiem szyjki macicy (s.m.). Integracja
wirusowego DNA z genomem zakazonej komorki moze sprzyjac rozprzestrzenianiu wirusa. Wystepowanie typow HPV
o wysokim potencjale onkogennym w przerzutach odleglych moze miec wazne znaczenie rokownicze.

Cel. Okreslenie typow HPV w zmianie pierwotnej raka s.m. i przerzutach do weziow chlonnych.

Materiat i metody. Badania przeprowadzono u 5 kobiet poddanych histerektomii i leczonych napromieniowaniem.
Materiat pochodzil ze zmiany pierwotnej i usunietych wezlow biodrowych wewnetrznych, zewnetrznych lub wspolnych. We
wszystkich wezlach chionnych wykazano komdrki nowotworowe. Izolacje DNA przeprowadzono metodg fenolizy. DNA HPV
wykrywano metodg PCR przy uzyciu starterow SPF 10, charakterystycznych dla regionu L1 HPV. Produkty reakcji poddano
genotypowaniu metodq hybrydyzacji na paskach nitrocelulozowych z sondami charakterystycznymi dla 25 typow wirusa.
Wyniki. We wszystkich badanych materiatach wykazano obecnosé HPV 16 i inne typy HPV wysokiego ryzyka. U wszystkich
pacjentek wykrywano zakazenie mieszane w zmianie zasadniczej, natomiast w wezlach chlonnych nastgpila selekcja typow
do HPV 16 i HPV 52.

Wnioski. Wstgpne badania sugerujq istnienie wybiorczej transmisji typow HPV wysokiego ryzyka do zmian przerzutowych.
Okreslenie typow wirusa w usunietych wezlach chionnych moze by¢ dodatkowym markerem rokowniczym w raku szyjki
macicy.

The presence of papillomaviruses (HPV) in lymph node metastases in women with cervical cancer
— a preliminary report

HPV infection is strongly associated with the development of preinvasive lesions and cervical cancer. Integration of viral DNA
into the host genome has been suggested as a phenomenon which facilitates the spread of the virus. The presence of high risk
HPV types in lymph node metastases could have significant prognostic value.

Purpose. To assess the types of HPV in primary cervical cancer and in the nodal metastases.

Material and methods. The investigated group consisted of five patients who had undergone radical hysterectomy and
adjuvant irradiation. The clinical samples were obtained from the primary tumour and the internal, external and common
iliac lymph nodes. The presence of cancer cells was confirmed in all the lymph nodes. DNA extraction was performed using
the phenol-chloroform method. HPV detection was achieved using SPF 10 primers characteristic for HPV L1 region. The
PCR products were genotyped using a reverse hybridization line probe assay for 25 HPV types.

Results. In all specimens HPV 16 and other high risk HPV types were detected. In the primary tumours multiple infections
were confirmed, while in the metastatic nodes we only found HPV 16 and HPV 52.

Conclusions. Preliminary study results suggest selective transmission of the high risk HPV types to metastatic nodes. The
detection of HPV types in extracted lymph nodes could be an additional prognostic marker in the case of women suffering
from cervical cancer.
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Zakazenie wirusami Papilloma (HPV) jest $cile zwiazane

z procesem karcinogenezy w obrebie narzaddw piciowych

i odbytu. Sposrdd dotychczas scharakteryzowanych okoto

100 typow wirusa, 40 uwaza si¢ za tzw. typy anogenitalne,

ktore na podstawie czgstoSci wystepowania w zmianach

przednowotworowych takich jak srédnablonkowa neopla-
zja szyjki macicy i w raku szyjki macicy (s.m.), podzielono
pierwotnie, na trzy grupy:

— o niskim potencjale onkogennym — HPV 6, 11, 42, 43,
44, wykrywane najczeSciej w fagodnych zmianach roz-
rostowych, jak kiykcina konczysta, w §srédnabtonkowe;j
neoplazji malego stopnia, rzadko w raku;

— Srednim potencjale onkogennym — HPV 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56 — spotykane w kiykcinach koficzystych,
Srodnabtonkowej neoplazji oraz w 20-25% przypad-
kéw nowotwordw narzadow plciowych;

— o wysokim potencjale onkogennym — HPV 16 i 18
—najsilniej zwigzane z rakiem inwazyjnym i izolowane
w 50-98% rakdéw s.m, pochwy, sromu, okolicy odbytu
oraz narzadow plciowych meskich [1, 2].

Obecnie wirusy HPV o §rednim i wysokim poten-
cjale onkogennym czgsto traktowane sa jako jedna grupa
wirusOw, stanowigca wysoki stopiefn zagrozenia rozwo-
jem choroby nowotworowej. Badania epidemiologiczne
potwierdzily, ze kobiety zakazone wirusami o §rednim
lub wysokim potencjale onkogennym s3 znamiennie bar-
dziej narazone na rozwdj raka s.m., w porOwnaniu do
kobiet nie zakazonych lub zakazonych wirusami o niskim
potencjale onkogennym. Infekcja wirusowa wyprzedza
w czasie rozw0j nowotworu, a proces karcinogenezy
zalezy rowniez od szeregu innych czynnikéw, takich, jak
czas trwania zakazenia, wiek pacjentki, wystepowanie
wspolzakazen np. Herpes simplex, Chlamydia trachomatis,
ewentualne zaburzenia hormonalne, wydolnos$¢ uktadu
immunologicznego, wystepowanie mutacji w genomie
komorek gospodarza. Wirus po wniknig¢ciu do komor-
ki nabtonkowej s.m. znajduje si¢ w cytoplazmie i jadrze
zakazonej komodrki w postaci episomalnej. W trakcie
transformacji nowotworowej dochodzi do wiaczenia
DNA HPV do genomu komorki gospodarza. Integracja
wirusowego DNA z genomem zakazonej komoérki moze
utatwié rozprzestrzenianie si¢ wirusa w organizmie. Jak-
kolwiek uznano HPV za czynnik inicjujacy raka s.m., jed-
nakze znaczenie tego zakazenia wirusowego w dalszym
przebiegu choroby nowotworowej jest stabo poznane.

Celem pracy byla odpowiedZ na pytanie, czy
i w jakim stopniu w trakcie przerzutowania raka s.m. do
okolicznych weztéw chionnych dochodzi do przeniesienia
zakazenia HPV?

Materialy i metody

Badania przeprowadzono u pigciu kobiet z rozpoznanym
histopatologicznie inwazyjnym rakiem s.m. U wszystkich
chorych wykonano radykalnag histerektomig, a nastepnie
wlaczono uzupelniajace leczenie napromienianiem w dawkach
standardowych. Material do badan wirusologicznych pobrano
ze zmiany pierwotnej i z usunietych we¢ziow biodrowych

wewngtrznych, zewnetrznych lub wspdlnych. We wszystkich
weztach chionnych wykazano komdérki nowotworowe.

Izolacje genomowego DNA przeprowadzono z tkanek
zatopionych w parafinie metodg fenolizy. Skrawki parafinowe
o grubosci 3 um po odparafinowaniu w ksylenie, odwodnieniu
w etanolu i wysuszeniu trawiono proteolitycznie (20 pg/ml pro-
teinazy K) w temp. 55°C przez 48 godz. Reakcj¢ enzymatyczng
przerywano, gotujac probki 10 min. Nastgpnie zastosowano
standardowa metodg fenolizy [3]. Z fazy wodnej wytracano
DNA 7,5 M octanem amonu i zmrozonym alkoholem absolut-
nym.

Obecnos¢ DNA HPV wykazywano metoda PCR, z zasto-
sowaniem starteréw SPF 10, rozpoznajacych sekwencje zloka-
lizowane w rejonie L1 HPV [4]. Amplifikacj¢ przeprowadzo-
no w 50 ul mieszaniny reakcyjnej, zawierajacej: bufor do PCR
(10 mM Tris-HCI pH 9.0, 50 mM KCl, 0,1% Triton X-100,
0,01% zelatyna), 2.0 mM MgCl,, 200 uM kazdego z nukleo-
tydéw, 15 pmol starteréw, 1.5 U Ampli Taq Gold DNA poli-
merazy (f-my Perkin Elmer) oraz 10 ul izolowanego DNA.
Reakcja PCR sktadata si¢ ze wst¢pnej inkubacji w temperaturze
94°C/9 min., 40 cykli obejmujacych denaturacj¢ w temperaturze
94°C/30 sek., przylaczanie starteréw 52°C/45 sek., wydluzanie
faficucha 72°C/45 sek. oraz koficowa elongacje w temperaturze
72°C/5 min. Do kazdej reakcji dolaczano kontrolg ujemna (H,0)
i dodatnig (komorki linii HeLa z insertem HPV 18). Produkty
reakcji PCR wykrywano elektroforetycznie po rozdziale w 3%
agarozie.

Wszystkie produkty reakcji PCR genotypowano, stosujac
metode hybrydyzacji INNO-LiPA (Innogenetics), ktéra umoz-
liwia wykrycie 25 poszczegdlnych typéw HPV:

— typy wysokiego ryzyka — HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59, 66, 68, 70

— typy niskiego ryzyka — HPV 6, 11, 34, 40, 42, 43, 44, 53, 54,
74.

Produkt reakcji hybrydyzacji uwidaczniano w reakcji enzy-
matycznej stosujac, jako koniugat streptawidyng, znakowana
alkaliczng fosfataza.

Wyniki i ich oméwienie

Charakterystyke kliniczng chorych oraz wyniki badan
histopatologicznych i wirusologicznych ujgto w Tabeli 1.
DNA HPV stwierdzono we wszystkich badanych prob-
kach, zardwno w materiatach ze zmiany pierwotnej, jak
i w usunigtych weztach chionnych. Genotypowanie wyka-
zalo obecno$¢ typéw HPV o wysokim potencjale onko-
gennym; we wszystkich materiatach wystepowal HPV 16.
W kazdym przypadku w zmianie pierwotnej zakazenie
mialto charakter infekcji mieszanej. Tylko u jednej pa-
cjentki, z rozpoznanym histopatologicznie rakiem ptasko-
nablonkowym i gruczotowym, wykryto HPV 18. Podob-
nie wykazaly badania innych autoréw, ze DNA HPV 18
czesciej wystepuje w komorkach gruczolakoraka niz raka
plaskonabfonkowego s.m. [5, 6].

Wyniki dotyczace wystgpowania HPV w przerzutach
do weziéw chtonnych potwierdzily obecnos¢ tylko typow
HPV 16 i/lub HPV 52. Nie wykryto pozostalych typow
wirusa identyfikowanych w zmianie pierwotnej. Zbyt
mata grupa badana nie pozwala jeszcze na realng ocen¢
znaczenia selektywnego rozsiewu okreSlonych typow
wirusa, ale wydaje sig, ze jest to zjawisko ciekawe i moze
mie¢ znaczenie w lepszym poznaniu patomechanizmu
przerzutowania do okolicznych weztéw chtonnych.

Rokowanie we wczesnych stadiach raka s.m. po
radykalnej histerektomii zalezy m.in. od wielkosci guza,



Tab. I. Charakterystyka kliniczna pacjentek i wyniki genotypowania HPV

ief Typy HPV
Pacjentka Wiek Guz Stopief Rozpoznanie hist-pat.* . . Py
(mm) wg FIGO szyjka macicy wezly chionne
TP 48 75x40 1B 1 16, 52 16
IN 41 35x30 1B 1 16, 68 16
MM 51 35x30 1B 1 16, 51, 52, 66 16, 52
KO 36 40x40 1B 3 16, 18, 51, 52 16, 52
DB 32 15x10 IB 2 16, 51,52 16
* Wyniki badan histopatologicznych:
1 —rak ptaskonablonkowy nierogowaciejacy
2 —rak plaskonabtonkowy rogowaciejacy
3 —rak plaskonablonkowy i gruczotowy (o mieszanej komponencie)
glebokosci inwazji, inwazji do naczyf i weztow limfa- PiSmiennictwo

tycznych oraz histologicznego typu guza. Przerzuty do
weziow chionnych graja jednak wiodaca role w nawro-
tach choroby nowotworowej. Precyzyjna ocena histo-
patologiczna wycietych wezléw chlonnych jest wazna
w przewidywaniu wyniku leczenia. Obecno§¢ DNA HPV
niemal we wszystkich rakach s.m. sugeruje mozliwo§¢
uzycia tego parametru jako markera wczesnych przerzu-
tow do weztow chionnych. Niektorzy autorzy wykazali
powiazanie pomi¢dzy obecnoscia DNA HPV w weztach
chionnych, w ktérych nie wykryto wczesniej histopato-
logicznych dowodow przerzutowania, a poZniejszymi
nawrotami choroby nowotworowej [7-9]. Natomiast Chan
i wsp. [10] nie wykazali u Zadnej z obserwowanych przez
nich 7 pacjentek nawrotu choroby, pomimo obecnosci
onkogenych typéw HPV w ich weztach chionnych, z réw-
noczesnym negatywnym badaniem histopatologicznym.
Obecnos¢ DNA HPV w weztach chtonnych moze by¢
zwigzana albo z przerzutami komoérek nowotworowych
z HPV pozytywnej zmiany pierwotnej, albo z pojawie-
niem si¢ w krazeniu komorek niosacych sfagocytowane
czastki wirusa. Obecnos$¢ wirusa w wezlach chtonnych
,wolnych” od nowotworu moze by¢ ttumaczona mikro-
przerzutowaniem nie wykrywanym badaniem histopatolo-
gicznym, jak rOwniez wystgpowaniem czastek wirusowych
w ukladzie limfatycznym. Fukaszczuk i wsp. [9] w swojej
pracy formuluje nawet wniosek, ze ocena DNA HPV
moze by¢ bardziej czula metoda wykrywania zagrozenia
przerzutem do weztéw chionnych, niz klasyczne badanie
histopatologiczne.

Wstepne wyniki naszych badan sugeruja, ze istnieje
wybidrcza transmisja okreslonych typéw HPV do zmian
przerzutowych. Mechanizm tego zjawiska nie jest jesz-
cze poznany i wymaga dalszych badah metodami in situ.
Z uwagi na nieliczng grupe analizowanych chorych praca
ma charakter wstepny.
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