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ROVIDITESEK JEGYZEKE

kifejtett rovidités magyar

Rovidités kifejtett rovidités
nyelven
AC adenocarcinoma adenocarcinoma
ADRA1D alpha-1A-adrenergic receptor alfa-1A-adrenerg receptor
AGC atypical glandular cells atipusos mirigyhamhsejtek
AGC- atypical glandular cells, suspicious | atipusos mirigyham sejtek,
neoplastic for AIS or cancer gyanusak AIS-re vagy rakra
AGC-NOS atyplca_l glandu_lfflr cells not nem meg,ghatar.ozott atipusos
otherwise specified mirigyham sejtek
AlS adenocarcinoma in situ adenocarcinoma in situ
adherens junctions associated adherens junctions associated
AJAP1 : .
protein 1 protein 1,
ASCCP American Society for Colposcopy | Amerikai Kolposzkopos és
and Cervical Pathology M¢hnyak Patologiai Tarsasag
ASCH atypical squamous cells — cannot atipusos laphamsejtek - nem
exclude HSIL zarhato ki a HSIL
American Society for Clinical Amarikai Klinikai Patologiai
ASCP o
Pathology Tarsasag
ASCUS atypical squamous cells of atipusos laphamsejtek
undetermined significance meghatarozhat6 ok nélkiil
Addressing the Need for Advanced | A fejlett HPV diagnosztika
ATHENA : . o o o
HPV Diagnostics szlikségességének vizsgalata
BIRC5 survivin survivin
bactericidal/permeability- bactericidal/permeability-
BPIFB1 increasing-fold-containing family B | increasing-fold-containing
member 1 family B member 1
CADM1 cell adhesion molecule 1 cell adhesion molecule 1
CAP College of American Pathologists Ame,nl?al Patologusok
Kollégiuma
CDK4 cyclin dependent kinase 4 cyclin dependent kinase 4
CDKN2 cyclin-dependent kinase inhibitor cyclin-dependent kinase
2A inhibitor 2A
CERVIVA Irish Ce_rV|caI Screening Research | Ir Mehn}_/akszures Kutatasi
Consortium Konzorcium
CES common fragile site gyakori torési hely
cervicalis intraepithelialis neoplasia | cervicalis intraepithelialis
CIN1 .
grade 1 neoplasia 1. fokozat
cervicalis intraepithelialis neoplasia | cervicalis intraepithelialis
CIN2 .
grade 2 neoplasia 2. fokozat
CIN2 vagy magasabb foku CIN2 vagy magasabb foku
CIN2+ . : , A
displasia hamelvaltozas
CIN3 cervicalis intraepithelialis neoplasia | cervicalis intraepithelialis

grade 3

neoplasia 3. fokozat
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cervicalis intraepithelialis neoplasia

cervicalis intraepithelialis

CIN2/3 grade 2 and 3 neoplasia 2. és 3. fokozatok
CINS vagy magasabb foku CIN3 vagy magasabb foku

CIN3+ . . . A
displasia hamelvaltozas

CIP2A cancerous inhibitor of protein cancerous inhibitor of protein
phosphatase 2A phosphatase 2A

CIS carcinoma in situ karcinéma in situ

CLDN1 claudin 1 claudin 1

COL6A2 collagen Type VI Alpha 2 collagen Type VI Alpha

CpG cytosine-phosphate-guanine citozin-foszfat-guanin

Ct threshold-cycle ciklus k6szob

CWIUH Copmbe_ Women and Infants Coombe Nc’&i és Gyermek
University Hospital Egyetemi Korhaz

CXCL13 chemokine (C-X-C motif) chemokine (C-X-C motif)

DNS desoxyribonukleinsav desoxiribonukleinsav

dNTP deoxynucleotide triphosphate desoxinukleotid trifoszfat

DSG3 desmoglein 3 desmoglein 3

dT deoxythymine desoxi-timin

DTT dithiothreitol dithiothreitol

E early korai

E2F transcription factor 2 trakszkripcids faktor 2

EDN3 endothelin 3 endothelin 3

EMA European Medicines Agency Eurdpai Gydgyszeriigynokség

EPO erythropoietin eritropoetin

EU European Union Eurdpai Unid

FAM carboxyfluorescein garboxyfluorescein

FDA Food and Drug Administration Ele,hmszer' ©5

gyogyszerfeliigyelet
FFPE formalin-fixed paraffin-embedded formalin-fixalt, paraffin-
bedgyazott

FIGO International Federation _Of Nemzetkozi Nogyogyaszati és
Gynecology and Obstetrics Sziilészeti Szovetség

FS-HPV Full Spectrum HPV Full Spectrum HPV

FSW female sex worker ndi szexmunkds

HC2 Hybrid Capture 2 Hybrid Capture 2

HDI Human Development Index Human Fejlettségi Index
high-grade cervical intraepithelial | magas foku cervicalis

HGCIN . ) o :
neoplasia intraepithelialis neoplasia

HGSIL vagy | high grade squamous intraepithelial | magas foka squamous

HSIL lesion intraepithelialis elvaltozas

HPLC high-performance liquid nagy teljesitményti
chromatography folyadékkromatografia

HPV human papilloma virus human papilloma virus

hrHPV high risk HPV magas kockézata HPV

HRP horseradish peroxidase torma peroxiddz

HS3ST? heparan sulfate glucosamine 3-O- | heparan-szulfat glilkozamin-3-

sulfotransferase 2

O-szulfo-transzferaz
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IC internal control belsd kontroll
IC immunocytochemistry, immuncitokémia
IH immunohistochemistry, immunhisztokémia
JOE xanthene fluorophore with yellow | xantén fluorofor sarga
fluorescence fluoreszcenciaval
kb. koriilbeliil koriilbeliil
kbp kilo base pair kilé bazispar
KRT78 keratin 78 keratin 78
L late késdi
LA-HPV Linear array-HPV Linear array-HPV
lower anogenital squamous alacsonyabb anogenitalis
LAST : . N
terminology lapham terminoldgia
LBC liquid based cytology folyadék alapu citologia
LCR long control region hosszu ellenbrzési régio
loop electrosurgical excision of the | a transzformacios zona elektro-
LEETZ ; o o
transformation zone kirurgikus kivagasa
low-grade cervical intraepithelial alacsony foku cervicalis
LGCIN . X o :
neoplasia intraepithelialis neoplasia
LGSIL vagy | low grade squamous intraepithelial | alacsony foka squamous
LSIL lesion intraepithelialis elvaltozas
IrHPV low risk HPV alacsony kockazatu
membrane-associated guanylate membranhoz kotott guanilat
MAGI2 . .
kinase 2 kinaz 2
MAL MAL family of proteolipids MOL proteolipidek csaladja
morphological reading adjusted morfologiai olvasassal
MASM i g .
scoring method korrigalt pontozasi modszer
MBRT molecular beacon real-time molekuldris beacon valds idej
MCA melting curve analysis olvadasi gorbe analizis
MCM5 minichromosoma maintenance 5 gﬁlnlchromosoma maintenance
MRNS messenger-RNS messenger-RNS
mMiRNS micro-RNS micro-RNS
mtsai. munkatarsai munkatarsai
MMP9 metalloproteinase 9 metalloproteinaz 9
MUC5AC mucin 5AC mucin 5AC
NA not applicable nem kezelhetd eset
kockazati csoportba nem sorolt kockazati csoportba nem sorolt
NA-HPV HPV HPV
National Center for Biotechnology | Orszagos Biotechnologiai
NCBI , AR
Information Informécids Kozpont
NILM Negative for Intraepithelial Lesion | negativ az intraepitelialis
or Malignancy elvaltozasra vagy malignitasra
NTC no template control negativ kontroll
Orszagos Egészségbiztositasi Orszagos Egészségbiztositasi
OEP L o
Pénztar Pénztar
ORF open reading frame nyitott olvasasi keret
p1e!NKaa protein 16'NK4a fehérje 16'NK*
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Pap Papanicolaou Papanicolaou
PAX1 Paired Box 1 Paired Box 1
PIK3APL phosphoinositide-3-kinase adaptor fosz,fpinozitid-3-kinéz adapter
protein 1 fehérje 1
pKi67 protein Ki67 fehérje Ki67
POU4F3 POU Class 4 Homeobox 3 POU Class 4 Homeobox 3
PP teljes populacio teljes populacio
PPV positive predictive value pozitiv prediktiv érték
pRB protein retinoblastoma fehérje retinoblastoma
PTE Pécsi Tudomanyegyetem Pécsi Tudoméanyegyetem
PTGDR prostaglandin D2 Receptor prostaglandin D2 receptor
PVP polyvinylpyrrolidone polivinilpirrolidon
RLU/CO relative light units/cutoff relativ fényegységek / cutoff
RNS ribonukleinsav ribonukleinsav
rRNS riboszomalis RNS riboszomalis RNS
SCC sguamosus cell carcinoma laphamsejtes carcinoma
SCJ sguamous columnar juction lapham hengerham talalkozasa
SM simple scoring method egyszerli pontozasi modszer
SOX1 SRY-Box 1 SRY-Box 1
SOX17 SRY-Box 17 SRY-Box 17
SOX8 SRY-Box 8 SRY-Box 8
ST6 beta-galactoside alpha-2,6- ST6 béta-galaktozid alfa-2,6-
ST6GAL2 sialyltransferase 2 sziilil-transzferaz 2
SYT9 synaptotagmin-9 synaptotagmin-9
TET tetrachlorofluorescein tetrachlorofluorescein
TEXASRED | sulforhodamine 101 acid chloride sulforhodamin 101 savklorid
m melting temperature olvadési hdmérséklet
TOP2A topoisomerase 2 alpha topoizomeraz 2 alfa
TP triage populacid triage populacid
TP63 tumor protein p63 tumor fehérje p63
Triage and Risk Assessment of triage és méhnyakrak
TRACE Cervical Precancer by Epigenetic kockazatértékelés epigenetikus
Biomarker biomarkerrel
TS tumor supressor tumorszuppresszor
U6 snRNS U6 small nuclear RNS U6 kis nukledris RNS
UTR untranslated region nem transzlatalt régid
WHO World Health Organisation Egészségiigyi Vilagszervezet
ZNF614 zinc finger protein 614 cink ujj-fehérje 614
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1. Bevezetés

1.1. A human papilloma virus (HPV, human papillomavirus) kéroki

szerepe a cervikalis carcinoma és rakmegelozo allapotaiban

1.1.1. A HPV fertozés szerepe a méhnyakrak etiologiajaban

crer

(1-4). Az eset-kontroll és HPV prevalenciat vizsgald tanulmanyok adatai szerint a HPV
Orokité anyaga (desoxyribonukleinsav, DNS) a carcinoma planocellulare (SCC,
squamosus cell carcinoma, laphamsejtes carcinoma,) 96,6%-aban és az adenocarcinoma
(AC, mirigyhamsejtes carcinoma) és a kevert tipusu carcinomak (SCC+AC) 91,9%-aban
kimutathat6. (1)

A HPV egy kb. 8000 bazisparbol (base pair, bp) allé burokkal nem rendelkezé
cirkularis kettds szala DNS tumor virus, 72 kapszomerbdl allo ikozahedralis kapsziddal.
A HPV genomja harom régiora oszthatd. Az elsé szakasz egy koriilbeliil (kb.) 1000 bp
nagysagu, ugynevezett hosszl szabalyozo régio (long control region, LCR), mely fehérjét
nem kodol, az E2 virdlis protein és cellularis transzkripcios faktorok kotohelyeit
tartalmazza, illetve ezen a teriileten talalhaté a virus replikacios origdja. A masodik
szakasz, a korai (early, E) régi6 mintegy 4000 bp hossza, mely hat nem strukturalis
fehérjét kodolo ORF-et (open reading frame) tartalmaz (E1, E2, E4"EL, ES, E6 és E7),
melyek a HPV genom replikacidt, a transzkripciot, a sejtciklust, az apoptozist az
immunmodulalé folyamatokat szabalyozzak, és szerepet jatszanak a virus okozta
onkogenezisben. A korai fehérjék (E1, E2, E5, E6, E7) fobb funkcioi: az E1 protein a
sejtciklus-fiiggd replikaciojaért felel (5); az E2 protein a korai fehérjék traszkripcios
szabalyozéasaban jatszik szerepet, a HPV16 és 18 LCR-eihez kétddve gatolja az E6 és E7
proteinek transzkripcidjat (6, 7), az El1 proteinnel egyiitt részt vesz a replikacio
iniciaciojaban (8), és eldsegiti a virusgenom bejutasat a HPV fert6zott utodsejtekbe (9);
az E4"E1 protein a virion ORF-je ugyan a korai régioban van, azonban a produktiv
virusinfekcio késoi fazisdban a differencialt epitheliumban mutathato ki, vélhetdleg a

virion sejtb6l torténd kijutasat segiti el (10); az E5 protein a sejtkornyezet

crer
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okozta koilocyta sejtelvaltozasokat okozo folyamatokban mutattak ki a szerepét (12). Az
onkogenitasban szerepet jatszo E6 és E7 onkoproteinek egyik legfontosabb feladta, hogy
sejtciklust indukalnak, mely fontos a virus genom replikacidjahoz. Ezen folyamat
részeként a HPV E6 protein ubiqutin-fiiggé proteolizis révén a p53 sejtciklust gatlo illetve
apoptozist indukald fehérjét hatékonyan eliminalja (13), tovabba a HPV E7 protein a
vezet, mikdzben hozza kotédik (14). Az onkogén HPV tipusok (high risk HPV, hrHPV)
okozta méhnyak carcinoma és adenocarcinoma kialakulasanak hatterében a virus E6 ¢és
E7 onkoproteinek overexpresszidjat figyelhetjiik meg, (15). A HPV genom harmadik,
ugynevezett késoéi régioja (late, L) 3000 bp hosszl, mely az L1 és L2 strukturalis
fehérjéket kodolja. A virus késéi fehérjéi (L1, L2) az elszarusodd6 hamban
expresszalodnak, melyek csak produktiv virusinfekcid estén mutathatok ki, €s az jjonnan
szintetizalodott virus genom nukleokapszidjat képezve viriont hoznak 1étre. A papilloma
virusok immundominans epitdpjai az L1 fehérjén helyezkednek el. Az L2 protein az L1
kapszid pentamérjeihez kapcsolodva a virus enkapszidacidjaban jatszik szerepet (16).
Mara tobb mint 150 humén fertézést okoz6 HPV tipus teljes szekvenciajat
ismerjiik. A HPV okozta epithelialis elvaltozasok ugy tiinik, dsszefliggést mutatnak a
terjedésiik €és szaporodasuk kiillonbozdségeivel és valdszinlileg az immunrendszer és a
virus k6zott 1étrejovo kiilonb6zo kolesonhatasokkal. DNS homoldgia alapjan a papilloma
virusok 6t evolucios csoportba sorolhatok (Alpha-, Beta-, Gamma-, Nu-, Mu-papilloma
virus), mely beosztas jo egyezést mutat epithelialis tropizmusukkal és koroki szerepiikkel
egyarant. Az Alpha-papilloma virus csoport tartalmazza az alacsony kockazata (low-risk,
Ir) nyéalkahartya tipusokat, melyek nemi szerveken szemdlcsoket okoznak, és a magas
kockézat (high risk, hr) nyalkahartya tipusokat, melyek cervikalis-preneoplaziakat és
carcinomat, adenocarcinomat okoznak (17). A méhnyakrakot okozod Alfa csoport
tipusairol jelent6s mennyiségii kutatasi adat ismert, melyek szerint a méhnyakrak mellett
egyéb epithelialis szovetekben, mint vagina, anus, penis, oropharynx teriiletén kialakulo
rakokban is szerepet jatszanak (18). A World Health Organisation (WHO) 12 HPV tipust
(16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59) sorol a hrHPV csoportba. Ezen tipusokon
kiviil még nyolc HPV tipusrol (26, 53, 66, 67, 68, 70, 73 és 82) bizonyitott egyedi
esetekben, archiv mintdkon patogén szerepiik, mely alapjan a feltételezetten hrHPV

tipusok csoportjaba soroljak Oket, és koziiliik a HPV66 és HPV68 tipusokat egyes HPV

10
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tesztek a 12hrHPV tipussal egyiitt kimutatjdk. Mindezidaig nem all rendelkezésiinkre
kell6 mennyiségli indikacio a feltételezetten hrHPV tipusok populacids szinti
szliréprogramokban vald alkalmazasara (19, 20). Alacsony kockazatu torzsek (HPV 6,
11, 42, 43, és 44) condyloma ¢€s alacsony foki méhnyaki elvaltozasokkal tarsulnak, mint
példaul az enyhe foku diszplazia (low grade squamous intraepithelial lesion, LSIL) (17
198, 21 395) Az alacsony kockazati HPV-fertézés okozta elvaltozasok nagy
valoszintiséggel regredialnak, és nem tartjak 6ket vagy csak kis mértékben tekintik oket
onkogén kockazatiiaknak (22). A nemi szemdlcsokben (condylomakban) leggyakrabban
el6forduld IrHPV tipusok prevalenciaja az ASCUS (atypical squamous cells of
undetermined significance) vagy stlyosabb foki (ASCUS+) citologia mintakban a HPV
6 ¢s HPV11 esetén 0,2% (HPV 6/11 6nmagéban) illetve 0,7% (beleértve a HPV 6/11-et
mas IrHPV virus torzsekkel valo egyiittes fertézéseket) értéket mutatott egy olaszorszagi
tanulmanyban (23). Egy svéd tanulmény szerint nemi szemolcsokben a leggyakoribb
nemi uton terjedé IrHPV a HPV6, ahol condylomak kilencvennégy szézaléka genitalis
HPV genotipusokat tartalmazott, amelyek koziil a HPV6 (62%), a HPV16 (13%) és a
HPV11 (10%) volt a leggyakoribb (24). A condyloma éves incidencidja a fejlett
orszagokban 0,1-0,2%, a tinédzser és a fiatal felndtt korosztilyban kicsicsosodd
értékekkel (25).

A HPV els6sorban szexudlis uton terjedve mikrosériiléseken keresztiill €és a
differencidlatlan bazalis sejteket fertdzi meg a hamban. A HPV életciklusa a hdmban zajlo
differencidlodasi folyamatok fiiggvényében zajlik. A produktiv virusfertézés sordn a
virion mikroszkopikus hamsériiléseken keresztiil a ham also rétegében talalhatd osztddo
stratum basale hamsejteket fertézi meg. A fehérje burkat elveszitve (dekapszidacio) a
sejmagba keriild virion DNS genomja kis kopiaszamban amplifikdlodik, majd a
sejtciklussal egyiitt replikaloédik (maintenance). A nagy koépiaszamot eredményezd
produktiv fertézés csak a terminalisan differencialodott hamsejtekben jelentkezik (26).
Az esetek egy részében a fertdzott sejt magjaban a HPV DNS alacsony kopiaszamban
perzisztal (episzomalis forméaban), csak a korai viralis fehérjéket expresszalva (E6, E7).
Az EG6/E7 korai virusfehérjék szerepe, hogy sejtciklust indukaljanak a ham felsébb
rétegeiben a mar differencidlodéasra elkotelezett keratinocitdkban - melyek normal
esetben mar nem lennének szaporodoképesek - annak érdekében, hogy megsokszorozzak

a genomjukat és fert6zé viruspartikuladkba csomagoljak 6ket. Ahhoz, hogy ezt
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megtehessék a virus korai fehérjéi (E6, E7, ES) sziikségesek, melyek megzavarjak a
sejtciklus szabalyozast és gatoljak a sejt apoptozis valaszat a szabalyozatlan DNS
replikaciéra. A IrHPV tipusokkal ellenétben a hrHPV tipusok a ham felso rétegén kiviil a
fert6zott bazalis sejtekben is képesek E6/E7 expressziora (ismeretlen okokbol), mely a
bazalis sejtek szaporodasat stimulalja (26).

A replikacidohoz hasonldan a virus altal kodolt gének expresszidja is szabalyozottan
alsobb epithel rétegekben a virus E6 és E7 fehérjéinek az expresszidja megzavarja a

sejtciklus szabalyozasat, indukalja a sejtciklus S fazisat, amely a virus DNS

crer

crer

L1 proteinek az L2 kozvetitésével Gsszeallnak virionna. A virus érése a ham legfelsd
elhal6 keratinocita rétegében zajlik, ahol a virus L1 proteinjei kozott diszulfid kotések
alakulnak ki, mely stabil, fert6z6képes virust eredményez. Ezt kovetden az E4"Elprotein
a keratin struktiira megzavarasaval segiti a virus kiszabaduldsat a sejtekbdl, illetve a
virusok a ham felsé rétegében 1évo sejtekkel (stratum spinosusm felsé rétege, stratum
granulosum vagy stratum planocellulare) egyiitt lesodrodnak (26). A virion a kiszaradasra
rezisztens, fertézoképességét a kiilvilagban tobb napig megdrzi (27).

A produktiv HPV fert6zés klinikailag lehet tiinetmentes vagy benignus
hiperproliferativ elvaltozasokat okozhat a hamban. Ha a lapham permissziv a virion
termelésre, az elvaltozasok atmenetiek, morfologiailag alacsony foku elvaltozast okoznak
(cervicalis intraepithelialis neoplasia grade 1, CIN1, illetve LSIL), mely tilnyomo
tobbségben klinikailag tlinetmentes marad. A produktiv HPV fert6zés okozta 1éziok sejt-
kozvetitett immunvalasz segitségével eliminalodnak, nem okoznak a sejtekben
szabalyozatlan génexpressziot (26).

Az abortiv fertézésben a korai gének (E6, E7 fehérje) folyamatosan
expresszalodnak a ham minden rétegében, mig a késéi fehérjék génjei nem
expresszalodnak, igy nem tud befejezddni a virus életciklusa. A kutatasok alapjan mara
ismert, hogy a viralis onkogén tultermelése (E6, E7 fehérje) sejtburjanzast indukal, mely
klinikailag tartos virus kimutathatosagot, azaz perzisztalo virusfertézést eredményez. A

HPV-lapham kolcsonhatds eredményeként a virus génexpresszidja ¢és a lapham
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.....

rakmegel6z6 1€zidk a jellemzok (cervicalis intraepithelialis neoplasia grade 2, CIN2;
cervicalis intraepithelialis neoplasia grade 3, CIN3). A rakos elfajulas 6sszefliggést mutat
a perzisztalo hrHPV fert6zéssel és a szabalyozatlan virus gén expresszioval, ami a
fertézott sejtekben tulzott sejtproliferaciot indukal és a DNS-repair folyamatok
elégtelenségéhez és a genetikai sériilések halmozodasahoz vezet. A HPV16 fert6zés
atlagosan tovabb perzisztal, mint a tobbi hrHPV, ez lehet az oka annak, hogy a HPV16
legnagyobb szazalékban mutathato ki a rakokban (26).

A CIN2/3 1ézidkban megfigyelt szabalyozatlan E6/E7 expresszio elésegiti az
E6 és E7 gének expresszidjat. Nem teljesen ismert, hogy a korai CIN elvaltozasokban az
episzomadlis virion génexpresszioja miként valik deregulélttd. A kutatdsi eredmények
felvetik a hormonalis hatasok és epigenetikai valtozasok szerepét. Megfigyelték, hogy a
HPV16 LCR estrogen response elementeket (gén promoterében elhelyezkedd rovid DNS
szakaszok, melyek Osztrogén foggd modon a génexpressziot szabalyozzak) tartalmaz
illetve az LCR DNS-metilacidja a betegség sulyossagaval egyiitt valtozik, mely
hatasoknak szerepe lehet a megvaltozott virus génexpresszid szabalyozasban (28-33). A
HPV DNS integracidja a gazdasejt genomjaba a common fragile site (CFS), azaz minen
egyénben eléforduld, térékeny kormoszomalis régiokon torténik legvaldsziniibben (34).
A HPV genom kromoszomalis integracidja a HPV 16 okozta rakok 70%-ban kimutathato,
azonban 30%-aban a virus kizarolag episzomalisan helyezkedik el (35). A HPV genom
integracioja olykor olyan virus gének (E1, E2) sériilését okozza, amelyek feladata az LCR
transzkripcid szabalyozasa lenne. Az E1 vagy E2 gének sériilése az E6/E7 génexpresszid
szabalyozasanak elvesztésével jar, mely folyamatos, emelkedett E6/E7 expressziot
eredményez, mely a genetikai insatbilitasnak (36) és a rak kialakulasanak kedvez.

A HPV okozta onkogén sejttranszformacio Herf és munkatarsai (mtsai.) szerint
gyakorlatilag kizardlag egy bizonyos sejt populacioban alakul ki a cervix ecto-
endocervikalis squamous columnar junction (SCJ) teriiletén (37), mely sejtek egyedi
génexpresszidt mutatnak, és az elvaltozas miitéti eltdvolitasa utdn nem regeneralddnak.
A vizsgalat eredményei a méhnyakrak megel6zés potencialis célpontjat tartak fel, mely a
méhnyakelvaltozasok kockazatértékelésének eszkoze lehet, és modellként szolgalhat a

hrHPV fert6zést kovetd rakkeltd folyamatok felderitéséhez.
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A hrHPV ¢életciklusa hasonld a IrHPV-hez, azonban a két viruscsoport jelentdsen
kiilonb6zé mértékben képes a bazalis €s parabazalis sejtrétegben a sejtciklust €s a sejtek
proliferaciojat indukalni. Ez részben 0sszefiiggést mutathat azzal, hogy a hr és [rtHPV E6
fehérjéi a p53 és a PDZ domain fehérjék kotodése kiilonbozo, illetve, hogy a hr és IrHPV
E7 fehérjék affinitasa kiilonb6z6 a pRB csalad fehérjéihez (p105, p107, p130). A hrHPV

a targetjeit ubiquitinalasi lebonto folyamatok segitségével bontja le (38).

1.2. A cervikalis hrHPV fertozés kockazati tényezoi

A hrHPV tipusok nem egyforma mértékben hordoznak carcinogén kockazatot (39).
Castle és mtsai. a costa ricai HPV pozitiv ndbetegeken egy rovid tava prospektiv
vizsgalataban megallapitotta, hogy a hrHPV tipusok perzisztdlo fertézése (foleg a
HPV16) 6sszefliggést mutatnak az elkdvetkez6 3-5 évben kialakuld CIN2 vagy sulyosabb
foku elvaltozasok kialakulasaval (40). Azota tobb follow-up vizsgalatban meghataroztak
az egyes hrHPYV tipusok okozta rak illetve rakmegel6z6 allapotok kockazatat (41, 22, 42-
45). Kjaer ¢s mtsai 8656 nébetegen végzett hosszu tava prospektiv vizsgalataban (22) 12
éves utankovetés eredményei alapjan hataroztak meg azoknak az eseteknek a HPV
tipusokra vonatkozd CIN3 vagy sulyosabb fokt (CIN3+) hisztologia abszolut kockazatat,
igazolodott, illetve perzisztalo HPV fert6zés (kétéves intervallumban egymas kovetéen
pozitiv HPV eredmény) allt fent. A HPV tipusok koziil a HPV16 tipus specifikus CIN3+
abszolut kockazata volt a legnagyobb friss fert6zés esetén 26,7% (95% CI: 21,1-31,8%).
A HPV16-ot kovette a HPV18 19,1% (95% ClI: 10,4-27,3) és a HPV31 14,3% (95% CI:
9,1-19,4%) majd a HPV33 14,9 (95% CI: 7,9-21,1%). A tobbi hrHPV tipus egyiittes
kockazta 6,1% (95% CI: 3,8-8,3%) volt Gsszesen, mig a negativ HPV teszt 3,0%
kockézatot jelentett a CIN3+ 12 éven beliili kialakuldsara. A 2 éven beliili ismételt
HPV16 pozitivitas jelentds, 47% (95% CI: 34,9-57,5%) kockazatot jelentett a 12 éven
beliili CIN3+ elvéltozas kialakuldsara. A HPV16 perzisztalo fert6zés esetében tapasztalt
magas CIN3+ abszolut kockéazat felveti a HPV tipizalas jelentdségét a méhnyakrak
szlirésben. Mindezt szintén aldtamasztotta az ATHENA study 3 éves utankodvetéses
vizsgalatadban a 30 év feletti korosztalyokban a negativ citologia eredménnyel tarsuld

HPV 16 fert6zésben kimutatott 8,2% (95% CI: 5,8-11,4%) CIN3+ abszolut kockazat (43).

14



DOI:10.14753/SE.2018.2187

1.3. A hrHPYV fertézések prevalenciaja

kiilonbségeket mutat, mely vilag atlagban 11,7%, és a legmagasabb a sub-saharai
Afrikaban (24%), kelet-Europaban (21,4%), és Latin-Amerikaban (16,1%) (46, 47, 2). A
HPV fertdzés korosztalyi ingadozast mutat, miszerint 25 éves kor alatt a legmagasabb a
fertzottek aranya, mely a korral egyiitt haladva folyamatosan csokkend tendenciat mutat,
majd 45 éves korban egy ujabb csucsot ér el. Az ATHENA (Addressing the Need for
Advanced HPV Diagnostics) studyban, mely az USA-ban 46601 mintan vizsgalta a
cobas® HPV teszt diagnosztika szerepét egy prospektiv multicentrikus méhnyakrak
sziirévizsgalatban, a vizsgalatra bevont betegekben a cobas® HPV teszttel mért 14 hrHPV
egylittes prevalenciaja 12,6% volt. Ugyanakkor, a 20-24 évesek 30,5%-ban voltak HPV
pozitivak, ami ez a 40-44 éveseknél 7,5%-ra csokkent és 70 év felett csak 5%-ot ért el
(48).

Az ATHENA studyban publikalt HPV tipizalasi eredmények alapjan (43) a teljes
populacidban 10,3% (4220/40901) volt az egyszeresen fertdzottek HPV prevalencidja.
Korosztalyi felbontasban az egyszeres fertézések Osszes HPV tipusra egyesitett
prevalenciaja a 25-29 éves korosztalyban volt a legmagasabb, 17,8%, ami fokozatosan
csokkent, a 30-39 éveseknél 11,6% és 50 éves korban és felette 6,5%, amely érték a 70
éves korban és felette 5,1%-ra csokkent. A hrHPV tipusok koziil a HPV16 prevalenciaja
volt a legmagasabb a teljes korosztalyban 1,6%, a 25-29 éveseknél 3,5%, 30-39 évesnél
1,8%, a 40-49 éveseknél 1,1%, 50 éves korban és felette 0,8%. A masodik legmagasabb
prevalenciaju a HPVS52 volt 1% prevalencia értékkel a teljes korosztalyban vizsgalva.

Bruni metaanalizise szerint a HPV tipusok eloszldsa ugyan valtozo a vilag kiilonboz6

crcr

(3,2%), a HPV-18 (1,4%), a HPV-52 (0,9%), a HPV-31 (0,8%) és a HPV-58 (0,7%), mig
a tobbi hrHPV tipusok prevalenciaja 0,6% vagy alatti értéket mutat (46).

Az 1999-ben publikalt magyarorszagi adatok szerint az egészséges ndk korében
atlagosan 17,5% volt a HPV prevalenciaja és a vizsgalt régidkban nagy szorast mutatott
(Szeged kornyéke 27%, Budapest 15%) (49). A tanulmanyban a korosztalyi eloszlas
szerinti HPV prevalencia adatok a 20 év alattiakban 32% volt, majd folyamatosan
csokkent és 42 év felettiekben 10,2%-ot ért el. A HPV tipusok citologiai diagnézisok

szerinti eloszlasarol Szentirmay készitett tanulmanyt 2048 Linear Array-HPV teszttel
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(Roche, Mannheim, Germany) 2006-2016 kozott gyiijtott magyarorszagi citologiai
mintan, ahol a HPV16 el6fordulasa méhnyakrak megel6zé allapotokban 30%-kal a
leggyakoribb genotipus volt, és a HPV 18 a 9. helyen volt ezen listan (50).

Ismert, hogy a HPV prevalencia a cervikalis elvaltozasok sulyossagi fokaval egyiitt

emelkedik (51). Egy 423 vizsgalatot Osszefoglald tanulmanyban Gsszehasonlitottak a

crey

crer

normadl citologia, az ASCUS, az LSIL vagy a CIN1 ko6zott nem volt jelentds kiilonbség a
HPV-genotipus eloszlasban. A HPV16 pozitivitaisa azonban meredeken emelkedett a
normal/ASCUS/LSIL/CIN1 (20-28%), a CIN2/HSIL (40/47%) ¢és a CIN3/CIS (58/63%)
citologiai diagndzisok kozott (52). A harom leggyakoribb rakot okozé HPV tipust (16,
18, 45) tanulmanyozva, a HPV 16, 18 és 45 nagyobb vagy egyenl6 aranytiak voltak a CIS-
ben, a normal citologidhoz képest (CIS: normal arany = 3,07, 1,87 és 1,10), ugyanez a
CIN3 esetében mas értéket adott (CIS: CIN3 arany 1,08, 2,11 és 1,47). Megallapithato,
hogy ez egyes HPV tipusok jelenléte kiilonb6z6é ardnyban véltozott a rdkmegel6zd
allapotok eldrehaladtaval: mig a HPV16 esetében megharomszorozodott, a HPV18
esetében kétszerese lett, addig a HPV45 esetében nem valtozott. Egy masik publikacioban
is leirtdk a méhnyaki elvaltozas progresszidjanak fliggvényében megfigyelheté HPV

tipusok eloszlasaban bekdvetkezé hasonld valtozasokat (2).

1.4. A méhnyakrak megel6zés és sziirés jelentosége

A méhnyakrakos esetek szdmdnak jelentds csokkenését eredményezte a fejlett
orszagokban (53) a méhnyakrak elsddleges megelézése, a HPV oltas, illetve a
masodlagos megelézése, a rdkmegel6z6 elvaltozasok kimutatasat célz6 méhnyakrak
sziirési protokollok alkalmazésa. Vilagviszonylatban azonban a méhnyakrakos esetek
szama a rendelkezésre allo hatékony prevencidos modszerek ellenére folyamatosan
novekedik, mely 2008-ban a nék korében a harmadik leggyakoribb rak volt, a mellrak és
a vastagbélrdk utan (25). Osszességében évente félmillio6 méhnyakrakot regisztralnak a

vilagon és nagyjabdl ezek fele halalos kimeneteli [www.who.int/hpvcentre/en]. A

méhnyakrak el6forduldsa szoros Osszefiiggést mutat a gazdasag fejlettségi szintjével

(Human Development Index, HDI). A rakok szdma négyszeres kiilonbséget mutat az
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alacsony és a magas HDI orszagok kozott €s az 5 éves tulélés esélye is erdsen korrelal a
HDI értékkel. Az ujabb méhnyakrakos esetek koriilbeliil 86%-ban és a halalesetek 88%-
ban a vilag kevésbé felett orszagaiban fordulnak elé (54). Az eurdpai unié (EU) 28
tagallamaban 34 000 ij méhnyakrakos esetet és 13 000 halalesetet regisztraltak 2012-ben
(55). Az EU-hoz 2003 utan csatlakozott orszagokban, koztilk Magyarorszagon Is
magasabb a méhnyakrak mortalitasa az EU atlaghoz képest
http://eco.iarc.fr/eucan/CancerOne.aspx?Cancer=25&Gender=2 (Magyarorszag:
6.9/100000, EU: 3,7/100000), ¢és a méhnyakrak incidenciaja is hasonld képet mutat
(Magyarorszag: 20,5/100000, EU:11,3/100000).

A méhnyakrak szlirés diagnosztikdjaban a hisztologia a ,,gold standard” modszer.
A cervikdlis hisztolégia a cervixrdl nyert szdvettani minta (biopszia, konizatum)
metszeteinek, HE-festéssel végzett mikroszkopos vizsgalata (56, 57). A CAP (College of
American Pathologists) - ASCCP (American Society for Colposcopy and Cervical
Pathology) LAST (Lower Anogenital Squamous Terminology) Konszenzus Konferencia
munkacsoportjai megallapitottak, hogy a 2-tagu terminologia (low grade squamous
intraepithelial lesion, LGSIL and high grade squamous intraepithelial lesion, HGSIL)
tikkrozi a legjobban a HPV fert6zés kétfeéle kimenetelét, az atmeneti, produktiv és a
perzisztald, precancerosus elvaltozasokat. (58).

A cervikalis carcinoma sziirési programok célja, hogy a lehetdleg legkevésbé
invaziv modszer alkalmazasaval, idében felismerjék a magas foki rdkmegel6zd
hamelvaltozasokat (CIN2, CIN3 vagy wjabban HGSIL), melyek kezelése sikeresen
megakadalyozza a rdk kialakulaséat. A sziirés hatékonysdga a szlirdteszt szenzitivitasan
tal szamos egy¢eb faktortdl fiigghet: (1) CIN 2, 3 1¢éziok kiilonbozdsége, melyek koziil az
adott szlirdmodszer esetleg nem mutatja ki mindegyiket; (2) az idd, ami sziikséges ahhoz,
hogy a CIN 2, 3 1éziobol invaziv rdk alakuljon ki; (3) a szlirés gyakorisaga; (4) a
célpopulacioban a sziirési lefedettség.

A legelterjedtebben alkalmazott masodlagos prevencios méhnyakraksziird modszer
az évenkénti, vagy 2-3 évenkénti (orszdgonként valtozd gyakorisdggal) citologiai
kenetvétel a méhnyakrol (hagyomanyos citologiai teszt, Pap teszt vagy folyadék alapt
citologiai teszt, liquid based cytology, azaz LBC), mely szdmos fejlett orszédgban
hatékonynak bizonyult a rakos esetek csokkentésére (53). A méhnyaki citologiai

kenetvizsgalat sordn a cervix (endo €s ecto) teriiletér6l mintavevd eszkozzel levett
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sejtkenet mikroszkopos vizsgalata torténik. A Bethesda klasszifikacid a citologiai

elvaltozésokat az alabbi kategoridkba sorolja:

Kéros laphamsejtek:

e ASCUS, atipusos laphamsejtek meghatarozhato ok nélkiil (atypical squamous
sells (ASC) of undetermined significance)

e ASCH, atipusos laphamsejtek, nem zarhat6 ki HSIL (atypical squamous cells,
cannot rule out HSIL)

e LSIL, enyhe foku laphdm-eredetii intraepithelialis 1¢zi6 (CIN1)

e HSIL, sulyos fokt lapham-eredetii intraepithelialis 1¢zi6 (CIN2, CIN3, CIS)

e carcinoma planocellulare (lapham sejt eredetii carcinoma)

Koéros mirigyhamsejtek:

¢ endocervicalis eredetti AGC (atypical glandular cells)

e endometrialis eredetii AGC

e mirigyhamsejtek-NOS (not otherwise specified; maskiilonben nem részletezett)
AGC

e endocervicalis eredetli mirigyham, inkabb rosszindulati daganat AGC

o mirigyhdmsejtek-NOS, inkabb rosszindulata daganat AGC

e mirigyhamsejt eredetii korai rak AIS (adenocarcinoma endocervicalis in situ)

¢ endocervicalis eredetli adenocarcinoma

o endometrialis eredetli adenocarcinoma

e méhen kiviili eredetii adenocarcinoma

e adenocarcinoma-NOS

A citoldgia legfontosabb limitacidja az alacsony szenzitivitdsa. Egyetlen Pap teszt
szenzitivitasa a CIN2+ hisztologiara nézve egy europai €s észak-amerikai tanulmanyokat
Osszefoglalo analizisben 53% volt (59). Azonban ismert, hogy a CIN2/3 1€ziébdl hosszu
évek alatt fejlodik ki az invaziv rdk, ami lehetdvé teszi, hogy a citologia alacsony
szenzitivitasat részlegesen kompenzalni tudjuk a szlirési intervallum csokkentésével, ami
viszont megneheziti annak elérését, hogy minden ndé rendszeresen részt vegyen a

szlirésben. A fejlett orszagokban ingyenesen elérhetd szlirOprogramok ellenére vannak
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noék, akik soha nem jelennek meg méhnyakrak sziirésen (60). A citologia alapt
méhnyakrak szlirés korlatozott szenzitivitasa miatt a szlirés gyakori ismétlése sziikséges,
mely ezaltal draga és nehezen fenntarthato (61).

szdmos nagy populacion végzett randomizalt kontrollalt klinikai vizsgéalat eredményei
alapjan (62, 63) elsédleges HPV alapt sziirés a javasolt méhnyakrak sziird6 modszer. A
primer HPV teszt eldnye a magas szenzitivitdsa €és ebbdl eredéen a magas negativ
prediktiv értéke, miszerint a HPV negativitas extrém alacsony kockazatot jelent a stilyos
foku rakmegel6z6 1éziora és a rakra (cervical intraepithelial neoplasia, CIN3+) (64).
Mindemellett a HPV negativitas a citolégianal hosszabb védelmet nyujt, ugyanis a CIN3+
kockazata nagyon alacsony marad negativ HPV teszt utan még 6 évvel is (65). Dillner
utankdvetéses tanulmanyaban a CIN3+ kumulativ eléforduldsi ardnya 6 év utan
lényegesen alacsonyabb volt a kiindulaskor HPV negativ (0,27%, 95% CI: 0,12% -
0,45%), mint a kiindulaskor negativ citologia eredménnyel biré nék koérében (0,97%,
95% CI: 0,53% -1,34%). A legljabb curdpai és amerikai ajanlasok a HPV tesztet
onalldan, mint elsédleges sziird tesztet ajanljak, és negativ szlirteszt eredmény esetén 5
évente, illetve korosztalytol fliggben, akar 10 évente javasoljak alkalmazni (62, 66). A
problémat a HPV teszt alacsony CIN3+ specificitasa okozza, ugyanis az egyszer elvégzett
HPV teszt nem ad informaciot arr6l, hogy HPV pozitivitas esetén atmeneti, produktiv
vagy perzisztalod fert6zésrol van-e sz, ezért kiegészito (triage) teszt alkalmazasa, illetve
utankovetés javasolt HPV pozitivitast kovetden (67).

Az amerikai szakmai kollégiumok altal publikalt legiijabb HPV sziirési protokoll
javaslat a HPV pozitiv teszt eredményt citologia €s HPV16/18 tipizalas tesztekkel egésziti
ki (62). A citologia teszt nagy specificitasa mutatkozik a legalkalmasabb modszernek az
atmeneti HPV fert6zések elkiilonitésére a beavatkozast igényld, nagyobb rak kockazattal
jaro esetektdl, mig a HPV16 és HPV18 tipusok magas pozitiv prediktiv értéke (positive
predictive value, PPV) indokolja az alkalmazasukat, és pozitivitasuk esetén kolposzkdpia
javasolt (62). Az amerikai protokoll a HPV 16/18 tipusok meghatarozasa mellett az egyéb
magas kockazati HPV csoport pozitivitdsa esetén citologia triage teszt végzését javasolja
(62). Az eurdpai javaslatokban a citologia tesztet javasoljak minden HPV pozitiv esetben
kiegészité vizsgalatként alkalmazni (66). A citologia kelléen specifikus teszt, ezért

megfelel triage tesztnek, azonban nem elég szenzitiv, igy nem talal meg minden beteget.
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Az amerikai protokollban citologia triage kombinacidja a HPV 16/18 tipizalassal javitja
a citologia szenzitivitasat (68).

Magyarorszagon jelenleg a citoldgia alapu sziirés a javasolt mddszer, melyet az
opportunista és szervezett sziirés kombinaciojaként alkalmaznak. Boncz és szerzbtarsai
az Orszagos Egészségbiztositasi Pénztar (OEP) altal, Magyarorszdgon rutinszeriien
gyljtott finanszirozasi adatait elemezte. A 25-64 év kozotti ndi korosztalyi adatokat
gyljtotték ki a 2000 és 2002 kozotti 3 éves periddusban, mint az opportunista szlirést
magaba foglalo referencia-idészakot és a 2003 és 2005 kozotti 3 évet, mint a szervezett
sziirés els6 szlirési ciklusat (69). A szervezett szlirés elsé ciklusaban minimalis (3,7%)
szlrési lefedettség novekedést tapasztaltak az opportunista szliréshez képest, az elvégzett
citologia vizsgalatok szama 1 667 618-r61 1 749 498-re emelkedett a vizsgalt idészakban.
Megallapithatd, hogy a szervezett szlirés nem eredményezett jelentds hatékonysagbeli
novekedést (69). Az europai méhnyakszlirési ajanlasokat kovetve 2017-ben publikalt, és
tobb szakmai forumon elhangzott javaslat a hrHPV vizsgalat 6nallo szlirtesztként valod
alkalmazasara a méhnyakszlirésben Magyarorszagon (70).

A méhnyakrak megel6zés elsddleges modszere, a HPV oltéas széleskorii bevezetése
hatékonyan csokkenti a két leggyakoribb rakot okozdé HPV tipus (HPV16, HPV18)
okozta fertézések €s az adott HPV tipusok okozta elvaltozasok, illetve varhatolag a rakok
szamat. Szamos publikacid foglalkozott 2 komponensti (HPV16/18) és a 4 komponensii
(HPV6/11/16/18) HPV  fertézést megel6z6 oltasok  biztonsagossagaval és
hatékonysagaval (71-73). Az European Medicines Agency (EMA) mindkét oltast
engedélyezte (4 komponensii: 2006-ban; 2 komponensii: 2007-ben) és 2014-ig az EU 21
tagallamaban nemzeti olt6 program keretében bevezették a HPV oltast (74). 2016-ban
bevezetésre keriilt 9 komponensii HPV oltas, mely 7 hrHPV (16, 18, 31, 33, 45, 52, 58)
és 2 IrtHPV (6, 11) tipust tartalmaz (75). A 7 hrHPV tipus egyiitt a méhnyakrakok 90%-
at okozza (76), igy az oltottak koérében mind a HPV fert6zések mind a méhnyakrakos
esetek szamanak jelentds csokkenése varhatd. A legujabb EU guideline a méhnyakrak
HPV sziirése és HPV oltds témaban kiemeli az oltdsi programok folyamatos
monitorozasanak és értékelésének sziikségességét (66). A HPV oltas hatékonyaga
ellenére sziikséges a méhnyakrak sziirés tovabbi fenntartasa, mivel a jelenleg alkalmazott
oltasok a 14 hrHPV tipus koziil 7 rakot okozo HPV tipus ellen nyujtanak hatékony

prevenciot (77). A HPV oltas széleskorl elterjedésének hatasara idével a citologia és a
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HPV sziirétesztek teljesitoképessége csokkenni fog az oltott populécioban, a betegségek
csOkkent esetszama és megvaltozott jellege miatt. Az oltott populdcidoban megfigyelhetd
sulyos foku esetek csokkenése miatt a citologiai elvaltozasok varhatéan eltolédnak majd
a bizonytalan €s alacsonyfoku elvaltozasok iranyaba. A HPV teszt esetében is észleliink
majd PPV csokkenést, mivel az oltési tipusok okozta fertézések csokkent szdma miatt a
rak jelentdsen ritkabb esemény lesz az oltas hatdséara, viszont a fertdzések szamanak
csokkenése a HPV teszt pozitivitdsi ratajaban csak kisebb mértékli csokkenést
eredményez. Ezek a hatasok egyiittesen a pozitiv HPV teszt eredmény PPV-jének
csOkkenését eredményezik majd. Tehat a jovobeli sziirési stratégiak tervezésékor érdemes

figyelembe venni a sziir6 tesztek oltas okozta csokkent hatékonysagat (78).

1.5. HPV teszt jelenleg javasolt alkalmazasai

Szamos tesztet fejlesztettek ki a HPV nukleinsav kimutatasara cervikalis mintabol
(79), melyek koziil a legelterjedtebbeket és a publikacioban emlitett HPV tesztek f&bb
jellemzdit az 1. tablazatban foglaltam 6ssze. A HPV DNS tesztek koziil négy az FDA
(Food and Drug Administration) altal is elfogadott: Hybrid Capture 2 (HC2) (Qiagen,
Hilden, Germany), Cervista HPV HR (Hologic, Marlborough, Massachusetts, United
States) (80, 81), Cervista HPV 16/18 (Hologic, Marlborough, Massachusetts, United
States), cobas® HPV (Roche, Mannheim, Germany). A HC2 egy szilad fazisu
hibridizacios teszt, amely szignal amplifikdcidval, specialis probak segitségével mutatja
ki a 13 onkogén HPV-t. A HC2 teszt az FDA engedélyt ASCUS triageban és primer
szlirésben citologiaval egylittes alkalmazasra kapta (82). A forgalomban 1évé HPV
tesztek koziil a szakirodalom a HC2 tesztet tekinti klinikailag validaltnak, mert a HC2
teszttel végezték a legnagyobb mintaszamu és a leghosszabb utankovetéses klinikai
vizsgalatokat (12 év) eddig (83). A cobas® HPV HPV egy real-time PCR alapt teszt, mely
a korabban engedélyezett ASCUS triage felhasznalas mellé 2014-ben kapott FDA
engedélyt, a vilagon elséként primer HPV szlirésben val6 alkalmazasra citologiaval vagy
anélkiil (84, 85). A HPV E6 és E7 mRNS-ét kimutato teszt APTIMA (Hologic,
Marlborough, Massachusetts, United States)(86) szintén FDA engedélyt kapott ASCUS

triageban és a primér sziirésben citologia melletti alkalmazasra.
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1. tablazat: A legelterjedtebben alkalmazott és a dolgozatban targyalt HPV tesztek f6bb jellemzoi.
HR-high risk; LR-low risk; NHR-non HR; IVD CE-In Vitro Diagnostics- EU certified; FDA- Food and Drug
Administration; L1-latel; DNS- desoxyribonukleinsav; HPV- human papilloma virus

— HPV HPV
Teszt Gyarto Target Kimutatis senotipizdlds IVD CE
cobas® HPV Roche L1DNS | 13HR &66 16 & 18 v (FDA)
Cervista Hologic L1DNS | 13HR &66 16 & 18 v (FDA)
. teljes
= v
HC 2 Qiagen genom 13 HR (FDA)
RT HPV Abbott L1DNS | 13HR &66 16 & 18 v
Linear 13HR & 24
v
Array Roche L1 DNS NHR HR & NHR
E6/E7
- v
APTIMA GeneProbe MRNS 13 HR & 66 (FDA)
NucliSens . . E6/E7
v
EasyQ Biomerieux MRNS 5HR 5HR
cul 13HR&66 | HR&66
v
Spectrum GenolD L1 DNS 2 33 NHR in hose
HPV
13 HR & 66
- ' - v
MBRT-HPV GenolD L1 DNS 26: 5LR
MRRT- 13 HR & 66, .
HPV_ABI GenolD L1 DNS 26: 5LR 16 & 18 in house

A HPV tesztet széles korben alkalmazzdk a citologia alapu sziirésben triage
tesztként, a bizonytalan citologia diagnoézisok esetében, illetve a kezelés utani
surveillance modszereként is (51, 87-89).

Kiilonb6zd klinikai vizsgalatok eredményei azt igazoltdk, hogy a HPV teszt a
citologiahoz képest tovabb javitja az els6dleges sziirés hatékonysagat (82, 59). A HPV
egy érzékeny marker a méhnyakrak kockézatanak meghatdrozasara €s a citologianal
érzékenyebben képes a magas foku elvaltozasokat kisziirni (90, 91), igy a citologia sziirés

alternativajaként bekeriilt az ajanlott sz{irési protokollokba (62, 66).
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1.6. Biomarkerek a cervikalis carcinoma és rakmegel6zo allapotaiban

Elméleti oldalrdl a progresszio és regresszid hatterében allo bioldgiai folyamatok
azonositasa szolgalhat az objektiv cervikalis rakdiagnosztika alapjaul. A kutatasok
szdmos biomarker jeldltet azonositottak, azzal a céllal, hogy a virusfert6zés és a cervikalis
carcinoma progresszidjanak kiillonb6z6 stadiumait kimutassak. Ezek kdzé sorolhatoak a
virus nukleinsav, virus fehérje, illetve a virus onkoproteinek altal indukalt gazdasejt
valtozasok kimutatasa (92, 79, 68, 93) (2. tablazat). Ezek k6zott szamos csak tudomanyos

publikacié szintjén ismert, és kereskedelmi forgalomban nem elérhetd.

2. tablazat: Biomarkerek modszertani 6sszefoglald tablazata a méhnyaki patologiaban.
Viralis markerek Human cellularis markerek
* HPV protein * protein (immuncitokémia, immunhisztokémia)
* HPVmMRNS * microRNS
* HPVDNS * génexpresszio, mRNS
* HPV DNS-metilacié * human DNS-metilacid

A biomarker tesztek fejlesztése soran a magas specificitasu és egyuttal kellden
szenzitiv biomarker teszteket részesitik elonyben, mert alkalmazasukkal lehetségessé
valhat az utankovetéses vizsgalatok visszahivasi idejének novelése vagy akar a negativ
biomarker teszt eredmény esetén a beteg normal sziirési rendbe vald visszatérése (92). A
jelenlegi ajanlasok szerint az optimalis HPV triage teszt kivalasztasahoz ismerniink kell
a tesztek baseline és 3 éves follow-up (utankdvetés) eredményeit. Meg kell hatarozni az
adott triage stratégiara vonatkozoan a kolposzkodpiara kiildott ndk aranyat, a baseline €s a
legalabb 3 vagy 5 éves follow-up CIN3+ szenzitivitast, a CIN3+ kockézatot a teszt pozitiv
¢és negativ esetekben. A HPV triage protokollok kialakitasakor a legljabb ajanlasok
szerint az adott vizsgélati eredmény vagy eredmények kombinéacidja alapjan a fent
emlitett kockazat alapu elven torténik a klinikai dontéshozatal arrél, hogy mely esetben
kell a beteget kolposzkopiara utalni, mely esetben utankovetni és mikor térhet vissza a

beteg a normal sziirési protokollba (94-96)
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1.7. Viralis markerek

1.7.1. HPV tipizalas

Egy 1000 rakos szovetet HPV genotipizaldo tanulmanyban, HPV 16 és 18
genotipusok 0sszesen a méhnyakrakok 64%-ban volt kimutathato (HPV16 50%, HPV18
14%). A laphamsejtes daganatokban a HPV 16 talsulyban volt (51%), mig a HPV 18
tulsulya volt kimutathaté az adenokarcindmakban (56%) és jelentds ardnyban volt jelen
az adeno-lapham vegyes daganatokban (39%) is (97).

A citologia negativ és HPV16 genotipussal két évig tartd perzisztald fert6zés
esetében egy 12 éves utankovetéses vizsgalatban tapasztalt 47%-0s (95% Cl: 34,9-57,5%)
CIN3+ abszolut kockazat alatamasztja a HPV tipizalas jelentdségét a méhnyakrak
szlirésben (tobbi HPV genotipus adatait lasd a HPV fert6zés kockazati tényezoi
fejezetben) (22). A HPV tipusok okozta CIN3+ kockazat az ATHENA studyban vizsgalt
adatok szerint egyes tipusoknal korosztalyi kiillonbségeket mutatnak (43). Az ATHENA
study harom éves utankovetésben a teljes populacioban vizsgalva a HPV16 okozta a
legnagyobb CIN3+ abszolut kockazatot mind a nék 25-29 éves és >/= 30 éves
korosztalyaiban (14,2% és 15,1%), majd ezt kovette a HPV31 (8,0% és 7,9%), a HPV52
(6,7% ¢és 4,4%) és a HPV18 (2,7% ¢és 9,0%)(43). Mindez felveti a HPV-tipizalas alapt
triage stratégiak korosztalyi kategoridkba sorolasanak sziikségességét a 30 éves és feletti,

illetve a 30 év alatti korcsoportokra (98).

1.7.2. E6/E7T mRNS

Az atmeneti fertdzésbol a transzformald HPV fert6zés progresszidjat az
E6/E7TmRNS és fehérje erésen emelkedett expresszidja jellemzi (26). Szamos tanulmany
vizsgélta az E6/E7TmRNS kimutatas szerepét a cervikalis kenetmintabdl a rakmegel6z6
allapotok diagnosztikdjaban, melyet Burger és kollégai foglaltak 6ssze a kdzelmultban
(99). Jelenleg harom kereskedelmi forgalomban beszerezheté E6/E7TmRNS kimutatd
technologia érheté el. Az egyik a 14 HPV tipust csoportban kimutat6 APTIMA®
(Hologic), melynek klinikai szenzitivitasa kicsit alacsonyabb, mint a Hibrid Capture 2
hrHPV (Qiagen), a specificitasa viszont magasabb (100). A masik az 5 hrHPV tipus
kimutatasara és tipizalasara alkalmas PreTect® Proofer (Norchip), vagy mas néven

NucliSENS EasyQ® (BioMerieux), mely az adatok alapjan specifikusabb, mint az
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APTIMA és a HC2, am kevésbé szenzitiv (100). A harmadik az Oncotect (IncellDx) teszt,
mely a 13 hrHPV E6/E7 mRNS-¢ét fluoreszcencia in situ hibridizacioval (FISH) és flow
citometriaval mutatja ki (101). Két kolposzkopos klinikan begyijtott 1173 mintan
hasonlitottak Ossze az Oncotect teszt klinikai teljesitOképességét CIN2+ végpontra
vonatkoztatva egy hrHPV DNS teszttel, a CLART HPV 2 kittel (Genomica) végzett
Osszehasonlitasban (102). A CLART hrHPV 2 kicsit szenzitivebb volt, mint az Oncotect
(89,8% vs. 85,8%), azonban az az Oncotect jelentésen specifikusabb eredményt adott
(81,5% vs. 57,4%). A 30 év alatti korosztalyban ugyan a specificitasa 76,6%-ra csokkent,
de igy is jelentésen meghaladta a HPV DNS teszt specificitasat ebben a korosztalyban is
(54,1%), mig a szenzitivitasa megkozelitette a HPV DNS teszt teljesitményét (90,2% vs.
91,8%).

1.7.3. HPV DNS-metilacio

Az epigenetikai valtozasok egyik aspektusa a DNS-metilacié6 (DNSme), mely a
génexpresszio fontos szabalyozd eleme, és amelyet leginkabb a CpG szigeteken
tanulmanyoztak. Altalanosan elfogadott, hogy ha a CpG sziget a gén promoteréhez kozel,
vagy a promoterben helyezkedik el, a metilacios mintdzata Osszefiiggést mutat a
génexpresszio szabalyozasaval.

A HPV genom DNSme mintdzatat leginkdbb a HPV 16 esetében tanulmanyoztak,
melyen kb. 113 CpG par taldlhato. Tobb kisebb mintaszamot alkalmazd vizsgalat
eredménye megegyezik abban, hogy erds 0sszefliggés mutathatd ki a HPV16 L1 és L2
ORF DNSme szintje és a CIN2+ kockazat kozott (103, 104), mig mas régiok esetében
eltérnek az eredmények (E4, E6, E2, E7) (105-107). Amenniyben a HPV16 L1 és L2
ORF DNSme teszt diagnosztikai teljesitOképessége megfelelonek bizonyul HPV-triage
tesztként, a HPV16 mellett a tobbi hrHPV tipus, mint a HPV18, 31, 33, 45 esetében is
igazolni kell ezeket az sszefliggéseket (104).

1.7.4. HPV fehérjék

Vizsgalatok folynak a HPV A4ltal kodolt fehérjét kimutatd tesztekkel is a
méhnyakrak kutatdsokban. Jelenleg Kinaban klinikai validalas alatt 4ll az OncoE6 teszt

(Arbor Vita Corporation), mely a HPV 16, 18 és 45 altal kodolt E6 fehérjét mutatja ki,
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mig a Cytoactiv (Cytoimmun Diagnostics) tesz a HPV L1 fehérje expresszio csokkenését

méri, melyet dsszefiiggésbe hoztak a 1ézid progresszidjaval (108, 109)

1.8. Human cellularis markerek

1.8.1. Fehérje expresszié

Az utdbbi évek kutatdsai tobb HPV fertézés indukalta molekuléris valtozast
azonositottak, melyek a replikacid, transzkripcio, DNS-repair mechanizmusok,
apoptézis, proliferacid, invazid és metasztazis folyamatokban jatszanak szerepet és
alkalmazasuk potencialis biomarkerként is felvet6dott. A méhnyakrak sziirésben a
klinikai hatékonysagot mutato targetek a p16NK4 (CDKN2A/p16), survivin (BIRC5),
topoisomerase 2 alpha (TOP2A), metalloproteinase 9 (MMP9), minichromosoma
maintenance 5 (MCMS5), cancerous inhibitor of protein phosphatase 2A (CIP2A) vagy a
pKi67 fehérje (MKIi67) (110-115). A vizsgalatok tobbségében szovettani mintakon
végzett immunhisztokémiai (IH) mddszerrel hataroztak meg a fehérjék expressziojanak
véltozasat a patologias szovetekben. A méhnyaksziirés citologiai kenet mintara a p16NK4a
a legelterjedtebben alkalmazott immuncitokémiai biomarker. Az immunkémiai-tesztek
segitséget nyljtanak a patologids folyamatok molekularis valtozasainak kimutatasara, igy
alkalmazasukkal pontosabb diagnoézist lehet felallitani, azonban a moddszer értékelése
szubjektiv, tobbnyire nem automatizalt, nehezen kvantifikdlhato, ezért véleményem
szerint nem optimalis modszer a sejten beliili valtozasok mértékének objektiv

meghatarozasara.

1.8.2. pleNKea

A p16'NK4 fehérje (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A — CDKN2) egy tumor
szupresszor protein, mely a CDK4 és CDK6, a D-tipusu ciklin-fiiggd kinazok
inhibitoraként miikodik, melyek aktiv allapotukban a retinoblastoma tumor szupresszor
fehérje, pRB foszforilaciojat inicializaljdk. A pl16'™NK* képes leallitani a sejteket a
sejtciklus  Gl-fazisaban. A pl6™K% oén vagy downstream mediatorai gyakran
deregulaltak szamos tipust human rakban.

A p16'NK*® gverexpresszidja a HPV-fertdzés okozta sejttranszformédcidé markere,

amely jelzi a HPV E7 onkogén okozta retinoblastoma (RB)/E2F utvonal zavarat a sejtben.
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A p16'"NK4 gyerexpresszidja szoros dsszefliggést mutat a cervikalis neoplazidval (116). A
p16'™K4a immunfestés klinikai alkalmazhatésagat szamos tanulmdnyban vizsgaltik a
cervikalis hisztologiai és citologiai értékelés kiegészitd diagnosztikai modszereként.

A 2014-ben publikalt LAST hisztologiai terminologidban a bizonytalan CIN2
hisztolégia besorolasara javasoljak alkalmazni (58). A p16™<% alkalmazisa javitja a
hisztologiai értékelés helyességét, megbizhatosagat és reprodukalhatosagat (117-119).

A p16™K% immucitokémia (CINtec®, CE, mtm Laboratories) tesztet, mint 6nallo
méhnyakrak sziirGtesztet vagy a citologia (120, 121); Guo, 2010 #147; Denton, 2010
#142} illetve a HPV kiegészitd tesztjeként (triage) (122, 121, 123) vizsgaltak.
Osszefoglald tanulmanyok jelentek meg a p16™K* immucitokémia sziird illetve triage
teszt alkamazasarol (124-126, 116). A pl16™%* immucitokémia a HPV-hez képest
ASCUS vagy LSIL triageban kozel azonos szenzitivitas mellett nagyobb specificitast
mutat (ASCUS szenzitivititas: 92,6% (84,6-97,2) vs. 90.1% (81,5-95,6); LSIL
szenzitivititas: 92,0% (86,1-95,9) vs. 95,7% (91,0-98,4); ASCUS specificitas: 63,2%
(57,5-68,6) vs. 37,8% (32,4-43,5) és LSIL specificitas: 37,1% (31,4-43,0) vs. 18,5%
(14,2-23,5) (127). Egy 17 tanulmanyt Osszefoglald metaanalizis értékelése szerint a
p16'NK4 teszt pontosabban hatarozza meg ASCUS triageban a CIN2+ eseteket, mint a
HC2 teszt. Az LSIL p16'NK4 triage kevésbé szenzitiv, de specifikusabb, mint az LSIL
HC2 triage (126). A p16™K* fehérje immunfestés az NTCC (“New technologies for
cervical cancer screening”) vizsgélat archiv mintain végzett baseline és 3 éves follow-up
eredményei alapjan kelléen szenzitiv a HPV triageban a CIN3+ esetek kisziirésére
(baseline szenzitivitas 91%, 3 éves follow-up szenzitivitds 82%). A p16™NK4 pozitiv
baseline eredmény azonnali CIN3+ kockazata 7,7% volt, ami a 3 éves follow-up soran
kimutatott CIN3+ esetekkel kiegészitve 9,7% CIN3+ kockazatra emelkedett (122, 128,
68). Tobb szerzd is megallapitotta, hogy a p16'N<*@immunfestés értékelése nem egységes,
ami megneheziti az eredmények Osszehasonlitasat (129), illetve egyes metaplazias
sejtekben is pozitiv festést ad, ezért a sejtek morfologiajat is ajanlott figyelembe venni
kenetek értékelésekor a specificitas novelése érdekében.

A pl16'NK*® fehérje immunfestés magdban, illetve a Ki-67-tel kombinalva a
transzformalé HPV fert6zés soran aktivalt HPV onkogén expresszido (E7) és a virus

crer

bevezetették a pl16'N 42 ¢s a Ki-67 kettds festést alkalmazo imuncitokémia kitet (CINtec®
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Plus, Roche, Mannheim, Germany), ami jelent6sen egyszertisitette és standardizalta a
festett kenetek értékelését. A koros sejteket a két immunfestddés egyazon sejtben valod
megjelenése jelzi. A pozitivitas kimondasdhoz elegendé az egy vagy tobb sejtben
kimutathaté kettds festédés. A p16™NK44/Ki-67 kettés festés kifejlesztésének a célja az
volt, hogy a kenetek értékekését kevésbé szubjektivvé és még specifikusabba tegyék.

A pl16NK¥Ki-67 kettds festést szdmos populacion diagnosztikus szerepben
vizsgaltak, mint biomarkert az ASCUS, LSIL citologia triageban, HPV triageban illetve
elsédleges sziir6 tesztként (132, 124, 133, 121, 134-137). A tanulmanyok eredményei
kovetkezetesen igazoltdk a kettds festés nagyobb CIN3+ szenzitivitasat a citologiahoz

képest, illetve nagyobb specificitasat a hrHPV teszthez képest.

1.8.3. Claudin-1

A daganatos 4atalakulaskor jol ismert, hogy a sejtkapcsolatok kozvetitd struktirak
megvaltoznak, és ez az egyes sejtkapcsold rendszereket alkotd fehérjék Gsszetételének a
megvaltozasaval is egyiitt jar (138). Az egyik jellegzetes sejtkapcsold rendszer, mely a
sejtek polaritasat, a sejtek kozotti ion- és folyadékhaztartast szabalyozza, a tight junction
(TJ), amelyet szamos fehérje alkot, ezek kozott talalhatok meg a claudinok (CLDN)
(139). A claudinok a transzmembran fehérjék nagy csaladjaba tartoznak, mint
funkcionalis és strukturalis komponensei a TJ-oknak, melynek szerepe van a
paracellularis permeabilitds szabdlyozasaban, a sejt polaritasanak fenntartdsdban ¢&s
szerepet jatszik a sejt jelatviteli folyamataiban is. Kimutattak, hogy a sejt TJ-alapu barrier
rendszerének szerepe van a sejt proliferacido szabalyozasaban, valdsziniileg az epithel
sejtet koriilvevé mikrokdrnyezet szabalyozasa altal (140, 141). A claudin fehérje
expresszio valtozasait szamos ndgyogyaszati rakban kimutattdk, mint a méhnyak-,
endometrium-, ovariumrakokban illetve rakmegel6z6 allapotokban (142-144, 138).
El6szor Sobel és mtsai (143, 144) bizonyitottak, hogy e fehérjék egyikének, a claudin-1-
nek (CLDN1) a mennyisége jelentds mértékben fokozodik a rakmegel6zd és
rosszindulati méhnyaki elvaltozasokban. Ezek az eredmények dsszhangban allnak azzal
a ténnyel, hogy a TJ-ok fellazulasa megfigyelhetd a tumorigenzis soran (138). A claudin
fehérjék fokozott expresszidja a sejtek novekedett motilitdsat, invazids képességét és
tulélését segitheti eld, mely kedvez a daganatos atalakulasnak. A legfrissebben publikalt

tanulmanyunkban vizsgaltuk a CLDN1 ¢és a pl6™K% immuncitokémia és
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immunhisztokémia festések teljesitoképességét a méhnyaki diagnosztikaban sziirés és
triage alkalmazasokban - az eredményeket 6sszehasonlitottuk a citologia és HPV tesztek
ugyaneczen felhasznalasa soran kapott értékeivel (145). Egy 2017-ben publikalt
tanulmanyunkban a CLDN1/Ki-67 kett6s festést alkalmaztuk a CLDN1 immunfestés
specificitasanak ndvelésére, és a kapott eredményeket dsszehasonlitottuk a p16™NK4/Ki-
67 kettds festéssel LBC ¢és szdvettani mintdkon. Ereményeink szerint nem volt

szignifikans kiilonbség a két kettés immunfestés kozott (146)

1.8.4. micro-RNS-ek

A micro-RNS-ek (miR) kis, endogén, nem koédol6 RNS molekulak, amelyek a
génmikodést poszttranszkripcids szinten szabalyozzak (1. abra) és jelenleg szamos
tipusuk ismert (1000 feletti). Korismézési felhasznalhatosaguk alapja az, hogy a miRNS
mintazat jellemz0 az egyes sejtekre, szovetekre, illetve jellegzetes valtozasa a daganatos
atalakulas soran is megfigyelhet6 (147). Onkogénként és antionkogénként érvényesiilhet
a hatasuk, mintazatuk tiikrzheti a daganat szoveti eredetét, a daganat tipusat, sot egyes

esetekben a klinikai kimenetelt is (147-152).

A
miRNA
mRNA 5 D -
T 5'UTR T Coding region 3'UTR
+1 ATG
B
miRNA
MRNA == === —— protein +
TS miRNA |
mRNA of an oncogene e === —— protein T
oncomiR T
mRNA of a TS wemm -— protein +
1. abra: A miRNS poszttranszkripcionalis szinten befolyasolja a génexpressziot. (A) A

szabalyozashoz a miRNS a target gén mRNS-¢én az 3’-UTR (untranslated region) szakaszhoz koétddik. (B)
A gén expressziot zavaré miRNS hatdsara a gén mRNS transzlacidja ledll és csokken a fehérje expresszio
mértéke. MRNA Messenger RNS, UTR Untranslated region, ATG Start codon, miRNA micro-RNS, ORF
Open reading frame, TS Tumor szupresszor (gén) Coding region Kodolé szakasz, Oncogene Onkogén,
Protein Fehérje, (153)
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Az elmult években tobb munkacsoport vizsgalta a miRNS mintazat valtozasat a
méhnyakrak kialakulasa sordn annak egyes stddiumaiban. Megallapitottak, hogy egyes
miR-ek feliilszabalyozottak (upregulaltak), (pl. miR-199, -133, -214), mig masok
alulszabalyozottak (downregulaltak) (pl. miR-149, -203, -218) (153-157, 150, 158, 152,
159). Bar jelenleg még csak a kutatas szintjén folynak vizsgalatok, am ettél a gyorsan
novekvo kutatdsi teriilettdl varhato, hogy az uj diagnosztikus entitdsok mellett segitséget
nyljtanak a progresszido meghatarozasaban is, s6t kezelési célpontok azonositasahoz is

vezethetnek az ezen a teriileten nyert megfigyelések (160).

1.8.5. Human génexpresszios biomarkerek — mRNS

Kevés adat all rendelkezésiinkre az mRNS-alapt technikék alkalmazhatosagérol,
mint human génexpresszids biomarkerek kimutathatésagarol a cervikalis LBC mintakbol.
A modszernek az értékét a méhnyakrdk megel6zésben még nem igazoltdk nagyobb
prospektiv vizsgalatokban. Egy kisebb mintaszdmu (n=120) kolposzkopos populdcidoban
az LBC mintabol végzett tanulmanyban a HGSIL hisztologia klinikai végpontra
vonatkoz6 legjobb eredményt a TOP2A ¢és a CDKN2A/pl6é kombinacidja adta
(szenzitivitas: 96% (95% CI. 88-99); specificitas: 71% (95% CI. 55-82)) (161). A
dolgozatom téziseibe nem sorolt publikdcidonkban bemutatott esettanulmany vizsgalatban
562 kolposzkopiara utalt né vett részt, illetve 140 betegségmentes, kontroll né mintaja,
melyek klinikai végpontjai szOvettani és/vagy citologiai vizsgalatokkal lettek igazolva. A
tanulmany kiemeli annak a lehetdségét, hogy a génexpresszios panelek alkalmazhatdak a
HPV alapu méhnyakrak sziirésben biomarker triageként, illetve az elvaltozasok aktualis
prognosztikai markereként is. A kialakitott diagnosztikai panel (PIK3AP1, TP63 és
DSG3) képes arra, hogy hatékonyan megkiilonboztesse az hrHPV pozitiv ndk
citologiailag normal eseteit a hrHPV pozitiv CIN2/3 esetektél. A prognosztikus
génpaletta (KRT78, MUCSAC, BPIFB1 ¢s CXCL13, TP63, DSG3) képes
megkiilonboztetni az hrHPV+ CIN1 és carcinoma eseteket (162).

1.8.6. Human metilaciés biomarkerek

A gazdasejt DNS metilacioja a genom CpG lokuszain valtozik a karcinogenezis
soran. A tumor szupresszor gének promoter régidja hipermetilalodhat, aminek hatdsara a

szabalyozott fehérje expresszidja csokken. A DNS metilacioja stabilan vizsgalhatd
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szdmos mintabol és a daganatképzOdés korai stddiumatdl kezdve az invaziv tumor
kifejlodéséig, ezért a méhnyakrdk sziirésben potencidlisan alkalmazhat6 biomarker
fejlesztés egyik iranya lehet (163-165). Azonban az eddigi vizsgalatok kis mintaszamuak
voltak, ezért a metilaciés biomarkerek klinikai alkalmazhatosaga még nehezen
megitélhetd. A HPV pozitiv esetek triage tesztjeként igéretes eredményt adott a CADM1
¢s a MAL gazdasejt specifikus metilacids teszt (166-171). A legijabb kombinaciéban a
CADMI1 és MAL mellett a miR-124-2 metilacios teszt alkalmazhatosagat is vizsgaltak
(167).

Ezek mellett metilomikai modszerrel szamos mas potencialis gén metilaciojat
kimutattak (ADRA1D , AJAP1, COL6A2 , EDN3, EPO, HS3ST2 , MAGI2 , POU4F3
, PTGDR, SOX8, SOX17, ST6GAL2, SYT9, ZNF614 (172), SOX1 és PAX1 (173)).
A felsorolt metiladlt gének HPV-triageban valé klinikai teljesitOképességének
meghatarozasara tovabbi vizsgalatok sziikségesek (174).

A dolgozatom téziseibe nem sorolt késobbi publikacionkban bemutatott
keresztmetszeti esettanulmany vizsgalatban a POU4F3 gén metilaciojat hasonlitottuk
0ssze az LBC citologiaval a TRACE (Triage and Risk Assessment of Cervical Precancer
by Epigenetic Biomarker) study HPV pozitiv eseteinek mintain, CIN2+/CIN3+ klinikai
végpontra vonatkozdan. A HPV-triage tesztként a POU4F3 gén metilacioja 64%-kal tobb
CIN3+ esetet detektalt, mint az LBC citologia (ASCUS+) (175).
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2. Célkitizések

A méhnyakrak és premalignus elvaltozasainak vizsgalatat tiiztik ki célul, amelyet a
molekularis diagnosztikai modszerek fejlesztésével, a klinikai adatok tiikrében
vizsgaltunk.

A kovetkezo célkitiizéseket fogalmaztuk meg:

1. A HPV fertézések epidemildgiai kérdéseinek tanulmédnyozdsa a HPV tipizélasi
eredmények tiikkrében, a Genoid laboratoriumba magyarorszagi bekiildo
intézményektdl érkezett mintdkon, illetve a néi szexmunkasok magas rizikoju
csoportjaban gytijtott cervikalis garat és anélis mintakon.

2. Ujonnan  kifejlesztett real-time PCR  alapd HPV  teszt  klinikai
teljesitoképességének meghatarozasa klinikailag validalt HPV teszttel végzett
Osszehasonlito vizsgalattal.

3. Uj potencialis biomarkerek klinikai teljesitSképességének meghatarozisa a
Claudinl és p16'NK42 fehérje immunkémia festésével.

4. Tovéabbi 1Uj molekuléaris technoldgidju biomarker kutatds méhnyakrakokban
megfigyelhetd micro-RNS expresszidos mintazat valtozas cervikalis patologiaban

betoltott szerepének feltérképezésére.
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3. Moadszerek

Célkitiizés 1: A GenolD Molekularis Diagnosztikai Laboratériumba 2005/2006-ban
6447 HPV genotipizalast végeztiink a laboratériumba HPV vizsgalatra érkezett cervix,
urethra, ondd, anus, condyloma, hamkaparék, hiivelyvaladék mintakbdl (total: n=12345).
A HPV DNS kimutatdsat a laboratorium altal fejlesztetett Full Spectrum HPV
Amplifikacios és Detektalo teszttel végeztiik, majd a hrHPV (high risk, magas kockazat)
pozitiv mintdk PCR termékeit egyedileg genotipizaltuk. Erre a HPV detektald és
genotipizald rendszerre Full Spectrum LI1F/L1R-HPV tesztként (Genoid, Hungary,
Budapest) hivatkozom a dolgozatomban. A Full Spectrum L1F/L1R-HPV teszt egyedileg
genotipizalja a 14 hrHPV tipust: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 és 68;
csoportban detektalja a kovetkezdket: (1) az 5 IrHPV (low-risk, alacsony kockazatu)
tipust: 6, 11, 42, 43, 44; (2) a 29 NA-HPV (NA, kockazati csoportba nem sorolt)
genotipust: 2a, 3, 7, 10, 13, 26, 27, 28, 29, 30, 34, 40, 53, 54, 57, 61 ,67, 70, 72, 73, 74,
81, 82, 83, 84, 85, 89, 90 és 91.

A nbi szex munkasok (,,female sex workers” — FSW) illetve kontroll csoport
Osszehasonlito vizsgalataban tanulmanyoztuk a szexualis szokasok ¢és a cervikalis, analis,
¢és pharyngedlis HPV fertézés eléfordulasanak gyakorisaga kozotti osszefliggéseket. A
Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Karan tortént a mintak gytijtése. A
FSW (n=34) ¢és kontroll csoport (n= 52) minden vizsgélati alanyanak mindhdrom
testtdjarol mintat gyijtottek, és szexualis és egyéb szokasaikrol kérddivet toltettek ki. A
HPV genotipizalast a Genoid Laboratoériumban a Full Spectrum L1F/L1R-HPV tesztel
végeztiik, értékeltiik.

Célkitiizés 2: A dolgozat masodik célkitiizése a megnovekedett HPV diagnosztikai
kapacitas igényeknek kielégitésére alkalmas, nagy ateresztOképességii HPV kimutatési
eljaras kifejlesztése, klinikai validaldsa. A dolgozatomban vizsgaljuk a Genoid
laboratérium altal Ujonnan kifejlesztett multiplex, egylépéses, HPV tipusspecifikus
probakat alkalmazé real-time-PCR alapa HPV teszt (molecular beacon real-time- HPV,
MBRT-HPV, Genoid, Hungary, Budapest), illetve egy ABI7900 platformra adaptalt
verzidjanak (MBRT-HPV-ABI, Genoid, Hungary, Budapest) klinikai teljesitképességét
klinikailag validalt HPV teszttel végzett 0sszehasonlitd vizsgalattal. A MBRT-HPV teszt
a 14+1 hrHPV tipust csoportban mutatja ki (HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
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58, 59, 66, 68 ¢és a feltételezetten magas kockazati HPV26) és csoportban detektalja az 5
ItHPV tipust (6, 11, 42, 43, 44). A vizsgalatok sordn a Genoid laboratériumba Full
Spectrum L1F/L1R-HPV vizsgalatra érkezett maradék mintakat (n=161), illetve egy
irorszagi laboratoriummal egyiittmikodésben a CERVIVA study (Irish Cervical
Screening Research Consortium) keretén beliil kolposzkdpiara utalt betegektdl levett
LBC (liquid based cytology) cervix mintakat (n=241) vizsgaltunk. Az MBRT-HPV teszt
Osszehasonlitd vizsgalataban a Full Spectrum L1F/L1R-HPV teszthez, mig a MBRT-
HPV-ABI teszt eset¢ben a HC2 (Qiagen, Hilden, Germany), és a Full Spectrum
L1F/L1R-HPV (Genoid, Hungary, Budapest) tesztekhez képest vizsgaltuk az uj HPV
teszt teljesitményét, az eltéréseket e CERVIVA study mintak esetében Linear Array-HPV
(Roche, Mannheim, Germany) teszttel tovabb vizsgaltuk, genotipizaltuk. Az
eredményeket, ahol lehetséges volt a klinikai végpontok (citologia, hisztoldgia)
figgvényében is elemeztiik.

Célkitiizés 3. A dolgozat harmadik célkitiizéseként a citologia- illetve HPV triage-
ban alkalmazott immunkémiai biomarkereket vizsgaltam. A szerzdtarsaimmal egyiitt a
mar publikdlt biomarker, a pl16N<% &s egy Uj biomarker, a claudinl (CLDNI1)
immunhisztokémiai/immuncitokémia tesztek adatait értékeltem a gold standard
szovettanhoz képest, egy eset-kontroll tanulmanyban hagyomanyos kenetcitologia és
LBC citoldgia mintdkon (n=502). Az immunfestések értékelése bizonyos esetekben a
morfologia figyelembe vételével tortént, az immunfestések citologia és HPV triage
elrendezésben valo alkalmazédsaval. A Full Spectrum L1F/L1R-HPV vizsgalatokat a
Genoid laboratoriumban én értékeltem, a rutin citologia. hisztologia értékelést
szerzOtarsaim végezteék. Az immunfestéseket szerzétarsaim értékeltek a kozdsen
kialakitott szempontok szerint.
Célkitiizes 4.: A dolgozat negyedik célkitlizéseként egy kisebb mintaszamu vizsgalatban
vettem részt, melyben molekularis biomarker vizsgalatokat végeztiink retrospektiv
modon a Pécsi Tudomanyegyetem archiv méhnyakrakos mintain. Elsédleges célunk az
volt, hogy feltérképezzilk micro-RNS (miR) expressziés mintdzat valtozasainak
cervikalis patologiaban betdltott szerepét, illetve masodlagos célként a kiilonbozd tipust
rakos szovetmintak HPV fert6zottségével mutatott korrelacidit is tanulméanyoztuk. A
human méhnyakrak formalin-fixalt, paraffinba agyazott (FFPE) szovetmintait (AC: n =

22, SCC: n = 25) a Pécsi Tudomanyegyetem Altaldnos Orvostudoméanyi Karanak
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Pathologiai Intézetének archivumabol véletlenszertien valasztottdk ki elemzésre, a
Sziilészeti és NOgyodgyaszati Klinikdn 2007-2010 kozott diagnosztizalt betegek mintéi
koziil. A  méhnyakrdkok miR  expresszios profiljainak  vizsgalatat Pécsi
Tudomanyegyetemen végezték, a mintabol preparalt DNS mintakbdl a Full Spectrum
L1F/L1R-HPV vizsgalatokat a Genoid laboratoriumban végeztiik, az eredményeket én

értékeltem.

3.1. PhD dolgozat targyaban végzett sajat munka

3.1.1. Full Spektrum HPV Amplifikacios és Detektalé teszt és
genotipizalas (Full Spectrum L1F/L1R-HPV) epidemiologiai

vizsgalatai

3.1.1.1. Genoid Laboratérium HPV tipizalasi eredményei 2005/2006-ban
(176)

Populaciok, mintdk: A GenolD Molekularis Diagnosztikai Laboratoriumba
2005/2006-ban 6447 HPV genotipizalast végeztiink a laboratoriumba HPV vizsgalatra
érkezett cervix, urethra, ondo, anus, condyloma, hamkaparék, hiivelyvaladék mintakbol
(total: n=12345).

Moédszerek: A HPV DNS kimutatdsat a laboratorium altal fejlesztetett Full
Spectrum HPV Amplifikacios és Detektalo teszttel végeztiik, majd a hrHPV (high risk,
magas kockazatl) pozitiv mintdk PCR termékeit egyedileg genotipizaltuk. Erre a HPV
detektald és genotipizald rendszerre Full Spectrum L1F/L1R-HPV tesztként (Genoid,
Hungary, Budapest) (177) hivatkozom a dolgozatomban. A Full Spectrum L1F/L1R-
HPV teszt egyedileg genotipizalja a 14 hrHPV-t: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59, 66 és 68, csoportban detektalja az 5 IrHPV tipust (6, 11, 42, 43, 44); és a 29 NA-
HPV (NA, kockazati csoportba nem sorolt) genotipust (2a, 3, 7, 10, 13, 26, 27, 28, 29,
30, 34,40, 53, 54,57, 61,67,70,72,73, 74, 81, 82, 83, 84, 85, 89,90 és 91). A kiilonb6z6
transzport kozegben: - PBS, azaz phosphate buffered saline pH 7,4 (Sigma), és -
PreservCyt (Cytyc, jelenleg Hologic) érkezett sejtes mintakat (cervix, urethra,
hiivelyvaladék, hamkaparék) centrifugaltuk (50009, 10 min) és mostuk PBS-oldattal. A
sejtiiledéket megemésztettiik 250 pl proteinase-K (2,5 mg/ml proteinase-K, 0,01 M TRIS-
HCI pH 8, 0,001 M EDTA pH 8, Sigma) jelenlétében 56 °C-on 1 6ran keresztiil, melyhez
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standard mennyiségili végkoncentracidban 200 kopia belsé kontrollt (IC) adtunk. DNS
preparalasa a proteinase-K emésztett mintakbol, TECAN RSP150 robotikus platformon,
96 lyukt lemez formatumban, modositott szilika-alapu technologiaval tortént. A PCR
mindségli DNS termékbdl (150ul) a PCR reakciok Osszemérését a TECAN RSP150
robotikus platform végezte 10 ul DNS és 15ul HPV Full Spectrum HPV Amplifikacios
¢és Detektalo kit PCR Master mix pipettazasaval. Tovabbiakban a PCR vizsgalat és a hr/lr
HPV detektaldsa a Full Spectrum kit leiras szerint tortént, ahol a detektalas 1épését
fluorescens jelre valtoztatott protokollra modositottuk, mely roéviden a kovetkezd
1épésekbol allt: a biotinilalt amplikonokat streptavidinnel érzékenyitett 96 Iyuku
mikrotiter lemezeken kotottikk, majd fluoresceinnel jelolt probakkal, csoportokban
detektaltuk: alacsony kockazata (low-risk, Ir), magas kockazatt (high-risk, hr) és a kozos
(mind a 48 HPV genotipus). Minden mintaval egylitt preparalodott az ismert
mennyiségben a mintahoz adott belsé kontroll (internal control, IC; egy mesterséges DNS
darabot tartalmazo plazmid), amit szintén egy specifikus probaval detektaltunk. A csoport
detektalast kovetden a HPV tipizalas soran minden hrHPV pozitiv mintat tipus specifikus
probakkal, a fent emlitett hibridizacios modszerrel egyedileg genotipizaltuk. Az IrHPV
pozitiv és NA-HPV pozitiv mintakat nem genotipizaltuk.

3.1.1.2. A néi szexmunkasok illetve egy kontrollcsoport 6sszehasonlité
vizsgalata a szexualis szokasok és a cervikalis, analis és
pharyngealis HPV fertozés el6fordulasanak gyakorisaga kozotti

osszefiiggések tanulmanyozasa céljabol (178)

A HPV genotipizalast a Genoid Laboratériumban a Full Spectrum L1F/L1R-HPV
tesztel végeztiik, értékeltiik.

A mintavételek HPV vizsgalatra a Genoid Laboratérium tutmutatdja alapjan
torténtek. A cervikalis mintat a cytobrush mintavételi eszkoz korbeforgatasaval vettek le
a nemibeteg szakrendeldben a cervix endo- és ectocervikalis felszinérél. Analis
mintavétel soran egy masodik cytobrush mintavételi eszkozt kb. 1 cm mélyen a végbélbe
tolva korbe forgatak majd dvatosan kihtztdk a végbélbdl. A garat mintat egy harmadik
cytobrush mintavételi eszkozzel a garat-nyalkahartya hatso falarol vettél le. A mintavevd
kefét PBS mintatarol6 kézegbe (GenolD laboratorium) helyezték és -20°C-on taroltak a

vizsgalat megkezdéséig.
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3.1.2. Uj real-time PCR alapii HPV teszt fejlesztése és klinikai vizsgalatai

3.1.21. MBRT-HPV (179)

A MBRT-HPV teszt klinikai vizsgalatban az Gsszehasonlité HPV teszt, a Full
Spectrum L1F/L1R-HPV vizsgalatait én értékeltem, a klinikai vizsgalatban és
eredményeinek értékelésében vettem részt.

Populaciok, mintak: Citologia pozitiv cervikalis mintak (n = 161) az STD- és
ndgyodgyaszati ambulanciakrol keriiltek begytijtésre konszekutiv médon. A MBRT-HPV
keresztreakcioit elemzd vizsgalatokhoz célzottan kivalogatottunk tovabbi cervikalis
mintakat (n=75), melyek koziil 25 minta az a Full Spectrum L1F/L1R-HPV teszttel
IrtHPV pozitiv volt, ¢s 50 minta NA-HPV pozitiv eredménnyel rendelkezett.

Klinikai vizsgalatok: A MBRT-HPV teszt klinikai vizsgalat keretében a citologia
pozitiv (ASCUS+) klinikai mintdkon (n=161) illetve 25 IrHPV pozitiv és 50 NA-HPV
pozitiv mintan hasonlitottuk 6ssze a MBRT-HPV teszttel és a Full Spectrum L1F/L1R-
HPV teszttel kapott eredményeket.

Statisztikai modszerek: A two-tailed Fisher exact probability tesztet hasznaltuk a
Full Spectrum L1F/L1R-HPV rendszerrel és a MBRT-HPV teszt eredményeibdl készitett

kontingencia tablazat adatainak elemzésére.

3.1.2.2. MBRT-HPV-ABI (180)

A Full Spectrum HPV vizsgalatokat a Genoid Laboratoriumban én értékeltem az
irorszagi partneriikkel kozosen. A klinikai vizsgalat eredményeinek értékelésében részt
vettem.

A vizsgalatban Full Spectrum L1F/L1R-HPV tesztet alkalmaztuk a HPV fert6zés
kimutatasara és genotipizalasra. A PreservCyt mintatarold kozegbe levett cervikalis
mintabol 5 ml DNS-t preparaltunk a M48 BioRobot (Qiagen, Hilden, Germany) és a
MagAttract RNA Cell Mini Kittel (Qiagen, Hilden, Germany) egy a PreservCyt mintara
modositott protokoll szerint, ahol a sejt iiledéket a lizis el6tt 400ul Buffer RLT (Qiagen,
Hilden, Germany) pufferrel mostuk. A DNS-t 50uL Buffer TE (Qiagen, Hilden,
Germany) oldatban elualtuk és két részre osztottuk a Full Spectrum L1F/L1R-HPV és a
MBRT-HPV-ABI vizsgalatokhoz.
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3.1.3. HPV triage-ban potencialisan alkalmazhaté biomarker vizsgalatok

3.1.3.1. Caludinl (145)

A mintak gyljtése a HPV_SCREEN multicentrikus klinikai vizsgalat és a
KT121128 KMR_BIOMARKER vizsgalat keretében tortént a Genoid Laboratoriumban.
A Full Spectrum HPV vizsgalatokat Genoid Laboratériumban én értékeltem. Az
eredmények értékelését én végeztem.

Populacié, mintak: A Genoid Laboratérium kutatasvezetésével Magyarorszagon
zajlo. HPV_SCREEN multicentrikus  klinikai  vizsgalat ¢és a KT121128
KMR_BIOMARKER vizsgalat mintai koziil 502 beteg mintat valogattunk be a
vizsgalatba. Ebb6l 352 minta volt a citologiai eredmény alapjan konizaciora indikalt (loop
vagy kés) betegektdl a beavatkozas el6tt levett cervikalis LBC minta, tovabba ugyanazon
beteg konizatumanak hisztologiai mintaja. A bevalogatott mintak masik csoportja rutin
méhnyakrak sziirésen egymast kovetéen megjelent 150 nd cervikalis LBC mintaja volt.
Csak valid citoldgiai vagy hisztologiai eredményii eseteket elemeztiink a vizsgaalatban.
Minden Klinikai mintat a Nemzeti Etikai Bizottsag engedélyével gyiijtottink be és
minden beteg irdsos beleegyezését adta a vizsgalatokhoz.

A citologiai kenet maradék LBC mintait hasznaltuk a HPV és immuncitokémiai
vizsgalatokhoz.

A HPV vizsgalathoz a DNS-t az AmpliLute Liquid Media Extraction Kittel
(Hoffmann-La Roche Ltd., Basel, Switzerland) preparaltuk 4 ml PreservCyt mintabol. A
Full Spectrum L1F/L1R-HPV tesztet alkalmaztuk a HPV fertézés kimutatasara és
genotipizalasra.

Immuncitokémia (IC) reakciokhoz a citologial lemezeket cytospin centrifugalassal
készitettiik 2 ml LBC PreservCyt mintabol. A CINtec p16'NK4a Cytology kitet (Hoffmann-
La Roche) a gyarté utmutatoja szerint alkalmaztuk egy kis modositassal. RGviden, fehérje
blokkolo reagenst (Protein Block Serum Free, Dako Cytomation, Glostrup, Denmark)
hasznaltunk peroxiddz blokkolasi 1épés utan; 30 percig inkubdlva a lemezeket, majd
kétszer mosva 5 percig. Minden LBC mintabol egy masodik lemezt is készitettiink,
melybdl CLDN1 immunfestést végeztiink, szintén a CINtec p16'™K4 Cytology kitet
alkalmazva azzal a modositassal, hogy a p16'N%* antitest helyett a CLDN1 antitestet

hasznaltuk 1:100 higitdsban (Zymed, San Francisco, CA, USA) egy oran keresztiil
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szobahdmérsékleten inkubalva. A lemezeket két szakképzett citopatologus értékelte a
tobbi eredmény ismerete nélkiil.

Immuncitokémiak (IC-CLDNI1 ¢és IC-p16'™K4) értékelésére szemikvantitativ
modszert alkalmaztunk, 10 latotérben kivalasztottunk olyan teriiletet, ahol kb. 100 sejt
volt lathato latdterenként az objektiv 40-szeres nagyitasaval. Kiilonb6z6 protokollokat
hasznaltunk a lemezek értékeléséhez, elemezve a festddés jellegét a citomorfoldgiai
értékeléssel vagy anélkiil. Az egyszerl értékelési modszer (simple scoring method (SM))
a festddés szemikvantitativ értékelése volt, citomorfoldgiai értékelés nélkiil. Az alabbi
értékeket alkalmaztuk: 0: nincs festddés, 1: gyenge festddés, 2: kdzepes festddés, 3: erds
festddés. Az 1-es szint feletti festddéseket vettikk pozitivnak (cut-off). A morfologiai
vizsgalattal kiegészitett értékelésben (morphological reading adjusted scoring method
(MASM)) a fentiek szerint hataroztuk meg a festddés intenzitdsat, amit kiegészitettiink
azzal, hogy csak a citomorfolégiailag pozitiv (ASCUS+) sejteket értékeltiik és
meghataroztuk, hany szazalékuk mutatott pozitiv immunfestédést. A pozitivitas cut-off
értékénél minden citomorfologiailag pozitiv és immunfestéssel is pozitiv esetet
pozitivnak tekintettiink. CLDN1 és a p16'NK*® immunkémidkat kombinaltan értékelve is
meghataroztuk. Az eredményt pozitivnak tekintettiik, ha barmelyik teszt kombinacioja
pozitiv volt.

A citologia és a HPV triage vizsgalatokban a citologiailag illetve HPV tesztre
pozitiv (ASCUS+, hrHPV+) mintdkon elemeztik a triageban alkalmazott tesztek
diagnosztikai teljesitményét (HPV-tirage, citologia-tiage), illetve, ha a teljes populaciora
vonatkozodan is végeztlink szamitasokat, akkor azt kiilon jeloltiik (PP - teljes populacio,
TP - triage populécio)

Statisztikai értékelést a kontingencia analizissel végeztiik. Az analizis sordn a
Yatescorrected chi-square, Mantel-Haenszel chi-square, Fisher Exact Test modszereket
alkalmaztuk. A statisztikai értékelést az alabbi paraméterekre végeztiik: szenzitivitas,
specificitas, pozitiv prediktiv érték, negativ prediktiv érték. A becsiilt paraméterek
konfidencia értékeit az altaldban hasznalatos modon hataroztuk meg. Az értékek
szamitasakor gold standardnak a CIN2+ hisztologiailag konfirmalt eseteket tekintettiik,

mint a pozitivitds klinikai kritériumat.
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3.1.3.2. miRNS (154)

A mintdk gyijtését a DNS preparaldst és a miR vizsgalatokat a Pécsi
Tudomanyegyetem (PTE) laboratoriumaban végezték a szerzétarsaim - a Full Spectrum
HPYV detektalast és genotipizalast én értékeltem. A publikacios eredmények értékelésében
részt vettem.

A HPV kimutatdsi és tipizalasi vizsgalatokat a Genoid Laboratorium a
laboratériumban alkalmazott Full Spectrum L1F/L1R-HPVteszttel végeztiik. A vizsgalat
célja az volt, hogy 8 kiillonboz6é miRNS expresszidjat (miR-21, miR-27a, miR-34a, miR-
146a, miR-155, miR-196a, miR-203, miR-221) és HPV statuszat Osszevethessiik a
méhnyakrak két leggyakoribb szovettani tipusdban. A miRNS panelt szisztematikusan
valasztottuk ki a kozzétett adatok és az epithelidlis tumorokban kordbban szerzett

tapasztalatok alapjan.

3.2. PhD dolgozat targyaban szerzotarsaim altal végzett munka

3.2.1. A néi szex munkasok illetve egy kontroll csoport dsszehasonlité
vizsgalata a szexualis szokasok és a cervikalis, analis, és
pharyngealis HPV fertozés eléfordulasanak gyakorisaga kozotti

osszefiiggések tanulmanyozasa céljabol (178)

Populaciok, mintak: A mintak gyljtése és a kérddivek kiértékelése a pécsi
Orvostudomanyi Egyetemen tortént.

A mintdk vétele 2009. aprilis és 2011. majus kozott Pécs varosaban,
Magyarorszagon tortént 34 ndi szex munkas (female sex worker, FSW) (atlagéletkor:
28,4) ¢és a kontroll csoportban 52 nd a lakossag korébol a FSW-ek atlagéletkoraval
hasonlé korosztalybol (atlagéletkor: 27,7). A szex munkasokat a nemibeteg
szakrendelében rutin STD sziirdvizsgalaton valdo megjelenésiik soran vontak a be
vizsgélatba.

Kérddivek: 27 elembdl allé 6nkitoltés anonim kérdoivet dolgoztak ki kifejezetten
a tanulmany céljabol, amit minden résztvevovel kitoltettek. A kérdéiv az alabbi témakra
kérdezett ra: demografiai adatok, ismeretek a HPV és a méhnyakrak témarol, az STD
prevencid és a HPV elleni véddoltas ismerete. Tobb kérdés kdzéppontjaban a résztvevok

szexualis viselkedése és Ovszer hasznalata allt. A kitoltott kérddiveket lezart boritékokban
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gyujtotték be, amelyeken ugyanolyan vonalkod szerepelt, mint a mintdkon, hogy a
mintakat anonim modon 6ssze tudjak parositani a kérddivekkel.

Statisztikai elemzés: SPSS Windows Version 6.1.4 statisztikai csomagot hasznaltak
az adatok elemzéséhez. Leird statisztikakat és gyakorisagi szamitisokat végeztek az
Osszes valtozoval. A nomindlis valtozok kozotti kétvaltozos kapcesolatot Pearson 2
teszttel elemezték. A statisztikai szignifikancia szintjét 0.05-nél allapitottak meg az
elemzés soran.

Etikai engedély: A kérddiv tartalmat, olvashatosagat és érthetdségét orvosok és
egészségiigyi oktatok vizsgaltdk a Pécsi Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar,
Sziilészeti és Nogyogyaszati Tanszékén és az Orvosi Kozpont Regionalis Kutatasetikai
Bizottsaga jovahagyta az Osszes protokollt (hivatkozasi szam: 3.440,316-8331 / KK41 /
2009).

3.2.2. Uj real-time PCR alapii HPV teszt fejlesztése és klinikai vizsgalatai

3.22.1. MBRT-HPV (179)

A MBRT-HPV teszt fejlesztését a Genoid Laboratorium kutatas-fejlesztési
részlegén dolgozoé kollégaim végezték.

Alkalmazott technologiak: MBRT-HPV plazmid és belsé kontrollokat HPV
kontroll plazmidokbdl vagy HPV pozitiv klinikai mintakbol amplifikalt 244-262 bp
méreti PCR-termékek pCR2.1 TOPO vektorba (Invitrogen, Carlsbad, CA) torténd
szubklonozasaval allitottuk elé. A szubklonozott fullL1F/L1R-HPV amplikon hossza a
kiilonboz6 HPV tipusokban valtozo. llletve szekvenalassal igazolt klinikai mintakat
hasznaltunk egyes HPV tipusok esetén (HPV tipusok a 70, 81, 82, 83, 84, 87, 89, 90, 91)
kontrollként. Tovabba a MBRT-HPV bels6 kontrollja (IC) egy 140 bp hosszu
mesterséges DNS-szekvencia, mely nem rendelkezik homologiaval egyetlen ismert HPV
tipussal sem. Az IC DNS-t a lizis oldathoz adtuk a klinikai minta hozzdmérése el6tt
(koncentracio: 4,8 ng/ ml). igy jelen volt a PCR sorén és parhuzamosan amplifikaltuk és
specifikus internal kontroll probaval detektaltuk.

Primerek, beacon probak: HPLC-tisztitott oligonucleotid primereket az Integrated
DNA Technologies szintetizalta (IDT, Coralville, IA). A molekularis beacon probakat
Tyagi és Kramer (1996) altal publikalt paraméterek szerint terveztiik (181). A probak

olvadasi profiljait és lehetséges masodlagos szerkezetiiket az Mfold (Version 3.2)
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programmal a publikalt leiras alapjan vizsgaltuk (182), mely az alabbi Internet oldalon
talalhato: http://www. bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/cgi-bin/dna-form1.cgi.

A probék szerkezete altalanossagban az alabbiak szerint lett kialakitva: 5’—szar—
HPV komplementer szekvencia—szar-3’ (beacon proba). A beacon loop részében
helyezkedi el a HPV specifikus komplementer szekvencia. A két szarban a bazisparok
komplementerei egymasnak, igy oldatban kettos spiral szerkezetet vesznek fel. A proba
két végén 4 vagy 5 bazisbol allé szekvencidk altalaban palindrom szerkezetliek. A szar
tovabbi szakaszan a nukleotidok C—G parokat alkotnak, bar ettdl eltérd szerkezetii beacon
probékat is ismerilink. A beacon rendszeriinket 10 konvencionalis molekuldris beacon és
11 sharedstem molekularis beacon alkotja. A sharedstem molekularis beacon probaban a
HPV komplementer szekvencia nem a loop szakaszban, hanem a beacon szaridban
helyezkedik el, igy egyrészt részt vesz a target kotodésében, masrészt a beacon szaranak
kettosspiral képzésében. A specifikus probakat ugy terveztik, hogy a szekvenciajukban
a legnagyobb eltérés legyen a HPV tipusok kozott. A loop optimalis olvadaspontja (Tm)
52 °C és 56 "C kozott van, mig a szar Tm-je 48-52 °C kozotti.

A quencher molekula, a DABCYL a 3’ véghez kotott, mig a fluoroforok az 5°
véghez kapcsolddtak. Az IrHPV tipusok probdja TET-tel, a hrHPV tipusok probaja FAM-
mal jelolt. Az IC proba fluoreszcein - TEXASRED wavelength-shifting proba, ami
emisszios hullamhossza mindkét masik probatol kiillonbozik.

HPLC-tisztitott molekularis beacon probakat az Integrated DNA Technologies
(IDT, Coralville, TA) szintetizalta, az IC-proba kivételével (Sigma—Proligo, Boulder,
CO). A 20 HPV tipus specifikus préba elhelyezkedését a HPV DNS-n a 5. abra
tartalmazza.

MBRT-PCR: a reagenseket a Sigma (St. Louis, MO) gyartotta, ellenkez6 esetben
jeloltiik. A reakci6 végtérfogata 22ul, mely 7pl minta DNS-t tartalmaz. A reakcié puffer
az alabbi Osszetevokbdl és végkoncentraciokbol allt: 91mM Tris pH 8, 4,5mM MgCl2,
0,008% Ficoll, 0,008% PVP, 0,68mM DTT, 36mM KCI, 227 uM mindegyik dNTP-bdl,
0,182uM mindegyik primerbdl (kivéve a KP-F/9 0,91uM), 7.5unit AmpliTag Gold
(Applied Biosystems, Foster City, CA). A molekularis beacon probak 0,091-0,545uM
koncentracio tartomanyban kertiltek a reakciomixbe.

A reakciot a LightCycler 2.0 PCR thermal cycler-en (Roche, Mannheim, Germany)
az alabbi paraméterekkel lett optimalizalva: 10 min 95 °C, 5 min 55 °C, majd 35 ciklus,
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ami az alabbi Iépésekbdl allt: 30 s 95 °C, 1 min 42 °C, 30 s 72 "C. A HPV kimutatas
fluorescens jeleit az alabbi hulldamhosszokon detektaltuk: hrHPV tipusok 530 nm, [rHPV
tipusok 560 nm, IC 610 nm. A fluoreszcencia adatokat csak az utols6 20 ciklusban
detektaltuk. Az eredményeket a LightCycler Software 4.0 segitségével elemeztiik. A
szinkompenzaciot 3 szin alkalmazasaval végeztiik el (FAM-, TET-, illetve a wavelength-
shifting FAM-TEXASRED-jel6lt oligodT) a LightCycler 2.0 késziilék kezelési
utmutatoja utasitasai kovetve.

Az analitikai szenzitivitas és specificitas értékeket HPV tipus specifikus plazmidok
illetve szekvenalassal verifikalt diagnosztikai mintak segitségével hataroztuk meg. A 20
kimutatott HPV tipusra vonatkozd szenzitivitdst a legkisebb kimutathaté DNS
kopia/reakcio értékre szamoltuk ki (95% logit analizis). A specificitas vizsgalatkor 45-
féle HPV tipust alkalmaztunk (HPV 2a, 3, 6, 7, 10, 11, 13, 16, 18, 26, 27, 29, 30, 31, 33,
34, 35, 39, 40, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 56, 57, 58, 59, 66, 67, 68, 70, 72, 73, 81, 82,
83, 84, 87, 89, 90, 91).

Szekvenalas: A klinikai mintabol amplifikalt PCR termékeket a High Pure PCR
Product Purification kittel (Roche, Mannheim, Germany) preparaltuk. Ezeket a
templatokat a BigDye Terminator Cycle Sequencing kittel v3.1 (Applied Biosystems)
szekvevaltuk az ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) késziiléken. A
DNS szekvencidkat az NCBI weboldalan talalhaté publikus adatbazison a BLAST

algoritmussal elemeztiik. A szekvenalast a reverz primer szett segitségével végeztiik.

3.2.2.2. MBRT-HPV-ABI (180)
A MBRT-HPV teszt ABI17900 platformra fejlesztését (MBRT-HPV-ABI) a Genoid

Laboratdorium kutatas-fejlesztési részlegén végezték.

A mintdk gyiijtése, a citoldgia, a hisztologia és a Hybrid capture HR-HPV DNA ¢és
a Linear array HPV vizsgélatok, illetve a HPV vizsgalatokhoz a DNS preparalast a
CERVIVA study irorszagi laboratdriumaban dolgoz6 szerzdtarsaim végezték.

Populacio és mintdk: a CERVIVA study keretében (Irish Cervical Screening
Research Consortium), 2008-2010, Coombe Women and Infants University University
Hospital, Dublin (CWIUH)) két vagy tobb tartésan abnormalis kenettel rendelkezd,
kolposzkopiara utalt ndket valogattak be (n = 241). Minden beteg irdsos beleegyezését
adta, a vizsgalatot a CWIUH Etikai Bizottsag jovahagyta. A beteg kolposzkdpia klinikan

tett 1atogatasakor a beavatkozas el6tt cervikalis mintdjat a PreservCyt LBC mintataroloba

43



DOI:10.14753/SE.2018.2187

vették le, melybdl rutin citologiai diagnoézis késziilt a maradék citologia mintat
hasznaltunk a HPV teszthez. A betegek életkora 20-60 év, az atlagéletkoruk 33 év volt.
Citologiai diagndzist a CWIUH specializalt citotechnologusai ¢és citopatologusai
végezték. A koros kenetek diagndzisa Gsszhangban volt a brit Society for Clinical
Citologia nevezéktanaval, amelyet a Bethesda nevezéktanra konvertaltunk.

LEETZ konizacié hisztologiai vizsgalat késziilt. A hisztologiai eredmények a British
Society for Colposcopy and Cervical Pathology iranyelvei szerint késziiltek. A CIN2 és
CIN3 eredményeket 6sszevontan CIN2+ csoportnak neveztiik ebben a vizsgalatban.

Hybrid capture HR-HPV DNA detection kit (HC2) (Qiagen, Hilden, Germany)
vizsgalatban DNS-t preparaltunk a Sample Conversion Kitel (Qiagen, Hilden, Germany)
konvertalt 4ml PreservCyt mintabol. A HPV DNS kimutatast a kit leiras szerint végeztiik,
mely 13 hrHPV tipust (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 és 68) mutat ki. A
gyart6 altal javasolt cut-off (RLU/CO >1) szerint hataroztuk meg a pozitiv eredményt.

A molekularis beacon alapu real-time HPV detektalé kit (MBRT-HPV-ABI)
(Genoid) a korabban publikalt real-time ,,molekularis beacon” alapti multiplex teszt (179)
ABI 7900 platformra adaptalt valtozata (180). A tesztben az 5-JOE-jelolt molekularis
beacon a HPV 16 vagy 18 jelenlétét mutatja ki, a tobbi 12 hrHPV tipust (31, 33, 35, 39,
45,51, 52, 56, 58, 59, 66, 68) a 5-TET-jelolt ,,molekularis beacon” csoportban detektalja,
az IrtHPV6,11 tipusokat a 6-FAM-TEXASRED-jelolt oligod T (wavelength shifted) -jelolt
molekularis beacon mutatja ki és az IC-t az 5-FAM-jeldlt molekularis beacon detektalja.
Az emlitett négy detektalasi reakcid egy reakcioban zajlik. A vizsgalatot a gyartd
utasitasai szerint végeztiik el. Roviden, 3,5ul DNS-t adtunk a MBRT-HPV-ABI Master
mixhez, melynek végtérfogata 11ul volt. A PCR reakcié az AB7900 (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) késziiléken az alabbi hoprofillal futtatuk le: 95 °C 10 min, 55 °C 5
min (95°C 155,30°C 205, 95 °C 155, 50 °C 1 min) x25.

HPV genotipizalasra a Linear array HPV tesztet alkalmaztuk (LA) (Roche,
Mannheim, Germany): A DNS preparalast 250 pl PreservCyt cervix mintabol az
Amplilute Liquid Media Extraction kittel (Roche, Mannheim, Germany) a kit leirasa
szerint végeztilk. A PCR amplifikalas és a line blot kolorimetrias detektalds az alabbi
HPV tipusokat mutatta ki: 6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 45, 51, 52, 53, 54, 55,
56, 58, 59, 61, 62, 64, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 81, 82, 83, 84, IS39 és CP6108.
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Statisztikai vizsgalatok: Az eredmények egyezését Cohen’s Kappa (x) teszttel
vizsgaltuk és a McNemar’s teszttel allapitottuk meg a statisztikai szignifikanciat. A
szenzitivitas, specificitds és pozitiv prediktiv értékek szamitdsanal a hisztologiailag
konfirmalt CIN2+ eseteket tekintettiik ,,gold standard” eredménynek. A konfidencia

intervallumot 0,95 értéknél hataroztuk meg.

3.2.3. HPV triageban potencialisan alkalmazhaté biomarker vizsgalatok

3.2.3.1. Caludinl (145)

Citologia vizsgalatokat a Semmeweis Egyetem Il.sz. Patoldgiai Intézetében
dolgozo szerzotarsaim a Bethesda klasszifikacio szerint értékelését a cervikalis kenet,
illetve PreservCyt LBC (Hologic, Bedford, USA) mintakbol. A hisztologiai vizsgalatokat
a Semmeweis Egyetem Il.sz. Patologiai Intézetében dolgozé szerzdtarsaim értékelték. Az
immunfestéseket szerzotarsaim értékelték a kozosen kialakitott szempontok szerint.

Citologia diagnozis a Bethesda klasszifikacid szerint késziilt a cervikalis kenet,
illetve PreservCyt LBC (Hologic, Bedford, USA) mintakbol.

Immunhisztokémia (IH) reakcidkhoz 4 pum vastag formalinban fixalt blokkbol
késziilt (formalin-fixed paraffin-embedded, FFPE) metszetet hasznaltunk. A CINtec
p16'NK4 kitet (Hoffmann-La Roche, Basel, Switzerland) a gyarté Gtmutatoja szerint
alkalmaztuk. Parhuzamosan késziilt egy masodik metszet, amit CLDN1 immunfestésre
hasznaltunk fel az antitest 1:100 higitasdban (Zymed, San Francisco, CA, USA) egy 6ran
keresztiil szobahOmérsékleten inkubédlva. A reakcidhoz a Ventana ES immunfestd
automata (Ventana Medical System. Inc., Tucson, AZ, USA) HRP (horseradish
peroxidase) multimer-alap, biotin-mentes kimutatasi technikat alkalmaztuk. A
reagenseket és masodlagos antitesteket a Ventana forgalmazta (iView DAB Detection

Kit, Ventana Medical System. Inc., Tucson, AZ, USA)).

3.2.3.2. miRNS (154)

A tanulmanyt a Pécsi Tudomany Egyetem (PTE) Etikai Bizottsaga (3440.316-8331
/ KK41 /2009) jovahagyta. A human primer méhnyakrdk FFPE szdvetmintakat (AC: n =

22 és SCC: n = 25) a PTE Patologiai Osztaly archivumabol véletlenszeriien valasztottak
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ki elemzésre a PTE Sziilészeti és NOgyodgyaszati Klinikdn 2007-2010 kozott
diagnosztizalt betegek koziil.

A méhnyakrakok miRNS expresszios profiljainak vizsgalata sordn, az elsé 1épés a
paraffinos szOvettani mintak deparaffinalasa (harom egyenként 8-10 pm metszet) xilol és
abszolut alkohol alkalmazasaval. A teljes miRNS-t a High Pure mikro-RNS Isolation
kittel (Roche, Mannheim, Germany) a gyarto utasitasainak megfeleléen izolaltunk, majd
ezt kovette az 5 pul extrahalt miRNS reverz transzkripcioja random hexamer primerek és
a Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche, Mannheim, Germany)
hasznalataval a LightCycler® 2.0 (Roche, Mannheim, Germany) késziiléken. A preparalt
RNS tisztasaga 1,9-2,1 kozotti volt az A260/A280 arany szerint. A miRNS prekurzorok
expresszidjat a standard kvantitativ real-time PCR reakcioval hataroztuk meg a
LightCycler® 480 SYBR Green I Master PCR kit protokollal a LightCycler® 480
késziiléken (Roche, Mannheim, Germany). A 20 ul PCR mix az alabbi komponensekbdl
allt: 5 ul cDNS templat, 10 ul PCR Master Mix, 2 pul pre-miRNA-specifikus primer (10
uM minden egyes primerb6l (Exiqgon)) és 3 pul PCR min6ségii viz. A reakciokat 96-well
plétben futattuk az alabbi hdéprofillal: 95 °C 10 min, 55 ciklus 95 °C 10 s denaturalas, 55
°C 20 s kapcsolodas (annealing) és 72 °C 15 s meghosszabbitas (extension). A PCR
futasok értékelése kvantifikalassal zarult egy ciklusnyi olvadasgorbe analizissel (melting
curve analysis, MCA) 95 °C 5 s, 65° C 1 min, folyamatos adatgytjtéssel 97 °C-ig. Minden
vizsgalatot harom parhuzamos mérésben végeztiink el, NTC (no templat control, negativ
kontroll) esetében is. A futasok kozotti kalibratorokat alkalmaztunk, hogy ki tudjuk
szdmolni a futasok kozotti ingadozéasokat €és korrigalni tudjuk az eredményeket. Az
értékek normalizalasat az 5S rRNS €s az U6 snRNS endogén referenciakra vonatkozdan
végeztiik el. A normalizécios faktort a referencia gének threshold ciklus (Ct) (cycle
threshold) értéke alapjan szamoltuk ki. A miRNS expresszid relativ kvantifikalasat az
alabbi moédszerrel szamoltuk ki, 2-*2“t. A normalizalt relativ értékeket hasznaltuk a
tovabbiakban a kiilonboz0 valtozok hatasainak statisztikai elemzéséhez, melyhez az IBM

SPSS Statistics Version 2.0 szoftvert p<0,05 szignifikancia szint beallitassal hasznaltuk.

46



DOI:10.14753/SE.2018.2187

4. Eredmények

4.1. HPV tesztek klinikai alkalmazasa, epidemiologiai eredmények

4.1.1. HPYV genotipusok Magyarorsziagon a Genoid laboratérium
2005/2006-ban végzett 12354 vizsgalata alapjan (176)

A Genoid laboratériumba a féleg ndgyogyaszoktol, kisebb szamban
boérgyogyaszoktol, bér és nemibeteg gondozokbodl, uroldgusoktdl, proktolégusoktol
2005/2006-ban HPV diagnosztikara érkezett magyar mintdkon (n = 12354) készitett
epidemioldgiai  Gsszefoglald tanulmanyunkban 6447 genotipizdlds eredményérol
szamoltunk be.

A HPV vizsgalatok HPV-DNS pozitivitasi rataja 40% kortil mozgott mind a két
évben, ami egyértelmiien magasabb, mint a kordbban publikélt random populdciodban,
ahol atlagosan 17,5% volt (183). A kiilonbséget a vizsgalt populacié kiilonbozosége
okozhatja, mert mig Genoid laboratériumba elsésorban a HPV fert6zés klinikai vagy
citologiai gyanuja okan érkeztek a mintdk, addig a Kornya tanulméanyban random lettek
a ndk bevalogatva. A HPV kimutatdsra elsOsorban cervikalis mintak érkeztek a
laboratériumba (n=8033), melynek 41%-a HPV pozitiv volt 2006-ban. Az egyéb tipust
mintdk szadma jelentdsen alacsonyabb (n=475) volt és a pozitivitasi aranyuk szé€les skalan
mozgott. A HPV pozitivitasi rata a kondiléma/szévet (73-74%) és az analis (67%)
mintdkban volt a legmagasabb, mig az ond6 (10%) esetében a legalacsonyabb.

2006-ban HPV-DNS-pozitiv mintak kockazati tipusok szerinti eloszlasa alapjan (2.
abra) a HPV fertdzések legtobbszor magas kockazatu (67%) tipusok voltak, mig az
alacsony kockdzatliak 8,6%-ban voltak kimutathatéak. A nem klasszifikalt rizikoja
(HPV-NA) tipusok 14,3%-kal a masodik leggyakoribb csoportot képezték a pozitiv
mintdkban. A multivalens fert6zések kiilonb6z6 kockazata HPV tipusok kombinacioi,

melyek koziil a hrHPV és IrHPV egyiittes eléfordulasa volt a leggyakoribb (6,7%).

47



DOI:10.14753/SE.2018.2187

LH 6.79% NHR2.7%

NLR 0.6%

B HR
B LR
0O NA
LH
B NHR
NLR

NA 14.3%

LR 8.6%

HR67.0%

2. abra: HPV-DNS-pozitiv mintdk kockazati tipusok szerinti eloszlasa (2006). A HPV
fertézéseket legtobbszor egy tipus okozza. A tobbszords fertdzések lehetnek kiilonbozé kockazata HPV
tipusok kombinacioi, melyeket az alabbiak szerint jeloltiik: HR: hrHPV; LR: IrHPV; NA: NA-HPV; LH:
IrHPV és hrHPV; NHR: NA-HPV ¢és hrHPV; NLR: NA-HPV és IrHPV [176].

A 2005/2006-ban végzett HPV tipizalasi eredményeket genotipusonként
csoportositottuk (3. abra). Mindkét évben, a legmagasabb szazalékban a 16-os tipus
fordult el6 a mintakban, 15,9% (2005) és 20,5%-ban (2006). Ezt kovetéen 2006-ban a
leggyakoribb HPV tipusok a 31, 51, 66, 56, 58, 33, 39 és a 18 voltak. A HPV tipusok
eloszlasaban kismértékli ingadozds mutatkozott a két évet Gsszehasonlitva, azonban a
HPV 16-ot kivéve az eltérés egyik tipus esetében sem volt nagyobb két szazaléknal. A
HPV preventiv vakcinalassal megelézhetd HPV 16/18 genotipusok 19,8% (2005) és
25,2%-ban (2006) voltak kimutathatéak a HPV-DNS-pozitiv mintakbol. A tipizalasi
eredmény informaciot szolgaltat a multivalens fertdzések eldfordulasi gyakorisagardl is
Megallapithatd, hogy nincs eltérés a két év kozotti eredményekben és a monovalens
fertdzések aranya mindkettdben magas (75%), a bivalens fert6zések képezik a mintak 18-

20%-at és 5% kortili a ketténél tobb tipus a mintakban (4. abra).
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3. dbra: HPV genotipusok eloszlasanak valtozasa 2005-2006-ban. A legmagasabb szazalékban a

16-0s tipus fordult el6 a HPV-DNS pozitiv mintakban, 16% (2005) és 20% (2006)-ban. Tovabbi
leggyakoribb hrHPV genotipusok a 31, 51, 66, 56, 58, 33, 39 és a 18 voltak. A HPV tipusok eloszlasaban
kismértékii ingadozas mutatkozott, mely a HPV 16 esetében volt a legnagyobb [176].

-

® 1tipus
B 2 tipus egylittesen
0O Tébb mint 2 tipus

4. abra: T6bb tipusu fertézések aranya 2005 és 2006-ban. Megallapithato, hogy nincs eltérés a két

év kozott és a monovalens fertdzések aranya magas (75% koriil), a bivalens fert6zések képezik a mintak
18% és 20%-at és 5% koriili volt a kettdnél tobb tipus a mintakban [176].
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4.1.2. Human papillomavirus fert6zések a magyar néi szexmunkasok

korében (178)

A HPV fertézés kiilonbozdé szervi lokalizacioit és gyakorisadgat vizsgaltuk a
szexualis szokdsok fiiggvényében Marek Erika ¢és munkatarsaival készilt koézos
publikéacioban. A FSW-ek mintai koziil legalabb egy HPV DNS pozitiv volt az esetek
nagy tobbségében (82,4%), mig a kontroll n6k mintdinak kevesebb, mint a fele (46,2%)
volt HPV fert6zott (46,2% p<0,05). A cervikalis és analis mintak gyakrabban voltak HPV
pozitivak az FSW-eknél, mint a kontroll csoportban. A FSW-ek kozel fele (44%) mig a
kontrollok kevesebb, mint tiz szazaléka egynél tobb régioban volt HPV pozitiv. A
szexmunkasok hrHPV prevalenciaja magasabb volt (55,9%), mint a kontroll csoporté
(25%) ¢és a cervikalis és analis mintak tobbségben hrHPV pozitivak voltak. Tobbes
fertdzés a szexmunkasok negyedében volt megfigyelhetd, a kontroll csoportban
kevesebb, mint 10%-ban (p<0,05). A vizsgalt két csoport hrHPV pozitiv mintaiban a
HPV31 volt a leggyakoribb (19,3%) - kiilonosen a FWS mintakban -, ezt kovették az
alabbi tipusok 16, 66, 18, 51, 58 és 56 (14%, 10,5%, 8,8%, 8,8%, 8,8%, 7,0%). A HPV31,
16, 18, 58, 66 és 33 foleg a FSW mintaiban volt pozitiv, mig a HPV 51 eldsorban a
kontroll csoportban fordult eld, bar a két csoportban a genotipusok eloszlasdban
megfigyelt kiilonbségek statisztikailag nem voltak szignifikansak.

A szexualis aktivitas kezdetének idépontja, illetve idtartama és a HPV prevalencia
kozott nem volt kimutathatd Osszefliggés egyik csoportban sem. Viszont szignifikans
Osszefiiggés mutatkozott a HPV, a hrHPV és a tobbszords HPV fertézések és a jelenlegi,
illetve napi szexualis partnerek szama kozott.

A FSW-ek hiivelyi kozosiilés soran kovetkezetesen hasznaltak ovszert (94,1%),
azonban kozel kétharmaduk HPV fertézott volt, amelynek 75%-a hrHPV volt és fele
tobbes fertdzésnek bizonyult. A kontroll csoportban a cervikalis mintak egyharmada volt
HPV fert6zott, amelynek 44,4%-a volt hrHPV és tobbes fert6zést 27,7%-ban
detektaltunk, ami érdekes, mert a kontrol csoport tobbsége (57,7%) nem hasznalt dvszert
hiivelyi kozosiilés sordn. Az FSW-ek garat mint4ja haromszor gyakrabban volt HPV
fertdzott, mint a kontroll minték (20,6% vs. 7,7%), és a FSW csoportban az oralis szexet
gyakorlok szama kétszer akkora volt, mint a kontroll csoprotban (21,2% vs. 10,5%). A
kontroll csoportban a ndk tobbsége kondom nélkiil gyakorolt oralis szexet, mégis csak

tizbol egy esetben (11,1%) volt HPV DNS pozitiv a garat mintaja. A FSW-ek tobbsége
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(54,4%) kovetkezetes Ovszer hasznald volt oralis szex kdzben vagy altalaban hasznalt
ovszert (33,3%), a negyediik (24,1%) mégis HPV fert6zott volt a garat teriiletén. Az oralis
szexet nem gyakorlok garat mintai HPV DNS negativak voltak. A FSW-ek fele és a
kontrol csoport negyede gyakorolt analis szexet. A szexmunkasok analis mintainak a fele,
mig a kontroll csoportnak csak a 15%-a volt HPV pozitiv. Az analis HPV pozitiv mintak
tobbsége az andlis szexet nem gyakorlokhoz tartozott (FSW 58,8%, kontroll 75%). A
FSW-ek nagy része (82,4%) kovetkezetes Ovszer hasznald volt andlis szex soran, mégis
a vizsgalt személyek kozel fele HPV pozitiv volt.

Marek Erika munkacsoportja altal 6sszeallitott és elemzett kérddiv adatai szerint a
nemi Gton terjedd betegségek megeldzése érdekében a FSW-ek jelentds szamban (79,4%)
fiirodtek a nemi testtdjékon két partner kozott és hasonld mértékben (78,8%) zuhanyoztak
vagy fiirddtek a kontrol csoportban a ndk a szexudlis aktusok utdn. A kontroll csoport
tagjai tajékozottabbak voltak a HPV és a virus okozta betegségek témajaban; legtobbjiik
(81%) hallott a HPV-r6l és arrdl, hogy a virus rakot okozhat (77%), mig csak a FSW-ek
fele hallott a HPV-rdl és koriilbeliil 40% ismerte a kapcsolatat a méhnyakrakkal. A HPV
¢s a nemi szemdlcs oki Osszefiiggését még kevésbé ismerték mindkét csoportban: a FSW-
ek egyharmada és a kontroll csoport fele ismerte ezt az Osszefiiggést. A FSW-ek
szignifikansan nagyobb szdzalé¢kban szamoltak be korabbi genitalis szemdlcs fertdzésrol
(26,5% vs. 3,8%) és gyakoribb volt ndluk a nemi ton terjedd fert6zés, mint a chlamydia
vagy gonorrhoea, sajat bevallasuk szerint. A HPV oltas ismertsége szignifikansan
nagyobb volt a kontroll csoportban, mint a FSW-eknél (73,1% vs. 41,2%). Ha ingyen
hozza lehetne jutni a HPV oltashoz, szinte mindenki beoltatnd magat a kérdoiv szerinti

valaszok alapjan (FSW 100%, kontroll 94,2%)

4.1.3. MBRT-HPYV teszt fejlesztése és klinikai validalasa

A tudomanyos eredmények Osszegzd tanulmanyai alapjan (51, 62, 66) a HPV
kimutatas alkalmazasi teriiletei a méhnyakrak sziirésben kibdviiltek. A HPV kimutatés
alkalmazasa felmeriilt mind a citologia triage-ban mind, mint elsédleges sziir6 teszt
(citoldgiaval vagy anélkiil). Ezen uj igények, j megkozelitéseket tettek sziikségessé,
mivel az addigi tesztek nem voltak alkalmasak automatizdlasra és az elvégezhetd

vizsgalatok szama is korlatos volt. Elképzelésiink szerint egy 0j real-time PCR
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nagy ateresztoképességli. Ez az ugynevezett molekularis beacon real-time-HPV teszt
(MBRT-HPV teszt) (179), amely a korabban publikalt Full Spectrum L1F/L1R-HPV
primer rendszer alapti multiplex PCR rendszer (177) tovabbfejlesztése. A Full Spectrum
L1F/L1R-HPV primer rendszert a HPV genom L1 génjén az els6 hipervariabilis régioban
helyezkedik el (184) és magas variabilitast mutat lehetové téve a klinikailag fontos HPV
genotipusok megkiilonboztetését. A kifejlesztett real-time HPV teszt 15 hrHPV és 5
IrHPV tipust detektal. A rendszer 16 forward és 16 reverse primert alkalmaz, és
ugyanazon primer kot helyeket alkalmazza, mint a korabbi Full Spectrum L1F/L1R-
HPV amplifikacios rendszer, a reverse primerek ugyanazok, a forward primerek tjra
lettek tervezve arra a szakaszra, ahova a korabbi rendszerben az univerzalis proba kotodik
(177) (5. abra).

F, KP 1P R
— L1F/L1R amplicon
_F T™B R
—_— — RT amplicon
5. abra: A primerek és probak elhelyezkedésének sematikus abrazolasa Full Spectrum L1F/L1R-

HPV és MBRT-HPV reakciokban. Mindkét rendszer targetjét az L1 ORF els6 hipervariabilis régiojara
tervezték. A rovidebb RT amplikon a hosszabb Full Spectrum L1F/L1R-HPV amplikonon beliil
helyezkedik el. A HPV16 L1-ORF (5526-7154bp) esetében a Full Spectrum L1F/L1R-HPV amplikon
5609bp-tol az 5861bp-ig helyezkedik el, mig az RT amplikon s 5724 bp-tol az 5861bp-ig tart. Mindkét
rendszer ugyanazt a reverz primer készletet hasznalja. A forward primerek a RT rendszerben ugyanazokat
a szakaszokat célozzak, ahol a L1F / L1R univerzalis hibridizacios probai helyezkednek el (179).

RT amlpicon: real-time amplikon, azaz MBRT-HPV teszt amplikon, KP: kdzos proba, TP: tipus specifikus
proba, TMB: tipus specifikus molekularis beacon proba

Ez a multiplex rendszer a korabbi (Full Spectrum L1F/L1R-HPV) rendszerrel
azonos HPV tipusokat amplifikalja, viszont csak 20 tipus-specifikus molekuléris beacon
probat tartalmaz a reakcid, azért a rendszer csak 20 HPV tipust képes kimutatni (15
hrHPV ¢és 5 IrHPV csoportban) (5. abra).

A MBRT-HPV reakcio fejlesztdi altal végzett analitikai vizsgalatok adatai szerint
a 20 kimutatott HPV legalacsonyabb detektalhaté kopiaszama 22-700 kozott volt (3.
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tablazat). Az analitikai specificitasi vizsgalatokat 45-féle HPV genotipust hordozé
plazmid és egyesesetekben klinikai mintak segitségével vizsgaluk, ahol a MBRT-HPV
rendszer egyes hrHPV és IrHPV tipusai keresztreakciot mutattak. A hrHPV 31, 39 pozitiv
jelet adott a IrHPV csatornaban, illetve a HPV82, 3, 70, 54 tipusok hrHPV jelet adtak.
Néhany ritka egyéb low-risk tipus keresztreakciot mutatott a low-risk csatornaban (27,
29, 30, 67, 89).

3. tablazat: A MBRT-HPV reakcioban kimutatott 20 HPV tipus legkisebb detektalhatd kopia értékei
(179).

HPV tipus Legkis’eb.b detekt.z’tlhat()
kopia/reakcio
HPV 6 44
HPV 11 44
HPV 42 22
HPV 43 44
HPV 44 22
HPV 16 44
HPV 18 44
HPV 26 700
HPV 31 88
HPV 33 88
HPV 35 44
HPV 39 22
HPV 45 22
HPV 51 22
HPV 52 175
HPV 56 44
HPV 58 612
HPV 59 44
HPV 66 44
HPV 68 350

Sajat vizsgalataim szerint a MBRT-HPV teszt klinikai teljesitoképességének
vizsgéalatdban 161 random klinikai mintat vizsgaltunk ¢és az eredményeket

Osszehasonitottuk a Full Spectrum L1F/L1R-HPV primer alapu multiplex PCR és
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hibridizalas teszttel kapott eredményekkel. A Full Spectrum L1F/L1R-HPV rendszer 14
féle hrHPV genotipust egyedileg tipizal (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66,
68) és csoportban detektalja az 5 IrHPV genotipust (6, 11, 42, 43, 44) illetve a kockazati
csoportba nem besorolt 29 HPV genotipusokat (NA-HPV). A MBRT-HPV teszt a 14+1
hrHPV tipust csoportban mutatja ki (HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
66, 68 ¢és a feltételezetten magas kockazatat HPV26) és csoportban detektalja az 5 IrtHPV
tipust (6, 11, 42, 43, 44). A Full Spectrum L1F/L1R-HPV rendszerrel 80 pozitiv és 71
negativ esetet és tovabbi 10 NA-HPV fertdzést detektalt. A két tesztet 6sszehasonitva az
egyezés 89,44%-0s volt. A 144 MBRT-HPV teszt altal helyesen detektalt minta koziil 50
minta volt hrHPV, 6 minta IrHPV, 11 minta hrHPV és IrHPV pozitiv volt és 77 eset
bizonyult negativnak. Tiz eltéré eredményt adé minta (6,83%) a MBRT-HPV teszttel
negativ eredményt adott. Ezek koziil 6 esetben a Full Spectrum L1F/L1R-HPV rendszer
hibridizaciés jele alacsony volt. Tovabbi 7 esetben a MBRT-HPV pozitiv, eltéré
eredményt adott, valosziniileg MBRT-HPV teszt ismert keresztreakcioi miatt (4,34%).
Ezekben az esetekben a hrHPV31 hrHPV és IrHPV pozitiv lett, illetve a nem besorsolt
HPV tipusok valamelyike hrHPV illetve IrHPV eredményt adott a vizsgalt MBRT-HPV
rendszerrel. Az sszehasonlitd vizsgalat alapjan megbecsiilt szenzitivitas és specificitas
értékeket a 4. tdblazat tartalmazza, mely szerint a becsiilt szenzitivitas 95,45% (63/66) a
becsiilt specificitas 91,57% (87/95) és a two-tailed Fischer exact probability teszt
p=4,65X10? szignifikans eredményt adott. A keresztreakciok tovabbi vizsgalataban a
Full Spectrum L1F/L1R-HPV rendszerrel IrtHPV eredményt ado 25 minta koziil kettd
minta mutatott hrHPV keresztreakciot, melybdl egy szekvenaldssal HPV89 tipusnak
bizonyult, a masik eset kevert fert6zés volt. A Full Spectrum L1F/L1R-HPV rendszerrel
nem besorolt (NA) HPV eredményt ad6 50 minta koziil a real-time rendszer 7 esetben
adott hrHPV jelet. Szekvenalassal ezek a mintak az alabbi HPV tipusokat tartalmaztak:
HPV70, 82, 87, 90, 91, tovabbi két minta HPV45 fertozott volt.
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4. tablazat: A Full Spectrum L1F/L1IR-HPV és az MBRT-HPV tesztek hrHPV kimutatasi
eredményeinek Gsszehasonlitasa. A real-time PCR-alapt rendszer becsiilt szenzitivitasa 95.45% (63/66) és
becsiilt specificitasa 91.57% (87/95) (p=4.65x10—-27 (two-tailed Fisher exact probability teszt)(179).

MBRT-HPV MBRT-HPV Osszes
hrHPV pozitiv hrHPV negativ
Full Spectrum L1F/L1R-
HPV hrHPV pozitiv 63 8 &
Full Spectrum L1F/L1R-
HPV hrHPV negativ 3 87 %0
Osszes 66 95 161

4.1.3.1. CERVIVA study eredmények: Full Spectrum L1F/L1R-HPV és
MBRT-HPV-ABI osszehasonlito vizsgalata (180)

A MBRT-HPV teszt automatizalhatéosdganak tovabbfejlesztése érdekében a
molekularis beacon alapti real-time HPV detektalo teszt (179) egy uj ABI 7900 platformra
adaptalt  verzigjat fejlesztették ki  (MBRT-HPV-ABI). A teszt klinikai
teljesitOképességének vizsgalatait nemzetkozi egylittmiikodés keretében végeztiik (180)

(CERVIVA study - Irish Cervical Screening Research Consortium, www.cerviva.ie). A

studyba 2008-2010 kozott egy irorszagi kolposzkopos klinikan (Coombe Women and
Infants University Hospital, Dublin (CWIUH) megjelent betegek koziil azokat a ndket
valogattak be a vizsgalatokba, akiknek legalabb két egymast kovetd citologiai kenet
eredményiik pozitiv volt. A betegektdl PreservCyt (Hologic) LBC mintat vettek le a
klinikan torténd elsé megjelenésiik alkalmaval. A citologia vizsgéalat utdin megmaradt
mintdkat hasznaltak fel a HPV 6sszehasonlito vizsgalatokhoz. Harom HPV DNS tesztet
hasonlitottunk 6ssze a kolposzkdpia klinikara beutalt betegek mintain: HC2, MBRT-
HPV-ABI, Full Spectrum L1F/L1R-HPV. Minden mintat genotipizaltunk a LA-HPV
teszttel (185), hogy meghatarozzuk, a tesztek kozotti eltérések okat. A vizsgalt betegek
citologiai eredményei a Bethesda értékelés alapjan az alabbi eloszlast mutattak: negativ
14,5% (35/241), ASCUS 9,1% (22/241), LSIL 24% (58/241), HSIL 52,3% (126/241) a
20-60 éves korosztalyban (atlag életkor 33 év). A hisztologiaval konfirmalt esetek szama
185 volt. A hisztologia diagndzisok az aldbbiak voltak: 5,9% (11/185) normal, 23,2%
(43/185) CIN1, 70,8% (131/185) CIN2+. Az LSIL a 30 év alattiak csoportjaban tobb volt
(31,19%(0,95CI 27,1-35,2%)), mint a 30 év felettiekben (17,8% (0,95Cl, 15,3-20,2%). A
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HSIL el6fordulasa a 30 év felettiekben volt gyakoribb (59,3% (0,95CI 55,2-63,3%)) a
harminc év alattiakhoz képest (43,4% (0,95CI 38,7-48,0%)).

A PreservCyt mintan valid eredményt adé (n=241) hdrom HPV DNS teszt a
mutatta: 78,8 (186/236) Full Spectrum L1F/L1R-HPV, 83,3% (195/234) HC2, 78,8%
(166/211) MBRT-HPV-ABI. Ertékelhetd eredményt 198 citologia minta adott mind a
harom HPV teszttel. Ebben a csoportban a tesztek egyezése a HC2 teszthez képest az
alabbi volt: Full Spectrum L1F/L1R-HPV 94,6% (x = 0,792), MBRT-HPV-ABI 87,4%
(x = 0,532). Nem volt szignifikans kiilonbség a Full Spectrum L1F/L1R-HPV és a HC2
teszt kozott a hrHPV detektdlasdban. A MBRT-HPV-ABI ¢és a HC2 teszt kozott
szignifikans volt a kiilonbség (McNemar’s Test, p = 0,0164). A HPV prevalencidk
szignifikans korosztalyi eltérést mutattak a Full Spectrum L1F/L1R-HPV és a HC2
tesztek esetében, a 30 év alatti (<30) és a 30. éviiket betoltott (30+) ndk csoportjaiban. A
MBRT-HPV-ABI teszt HPV prevalencidja nem mutatott korosztalyi eltérést. A hdrom
HPV teszt hrHPV prevalencidit a citologiai kategoriakon beliil vizsgalva megallapithato,
hogy a Full Spectrum L1F/L1R-HPV és a HC2 mindeniitt hasonléan jo eredményt
mutatott, mig a MBRT-HPV-ABI HPV kimutatasi rataja alacsonyabb mindegyik
citologiai kategoriaban (5. tablazat). A Full Spectrum L1F/L1R-HPV ¢és a HC2 teszt
hasonldéan magas HPV pozitivitast adott a NILM (Negative for Intraepithelial Lesion or
Malignancy, negativ az intraepitelialis elvaltozasra vagy malignitasra) citologiai
mintakban (26,1%-30,4%), ezt kovette az ASCUS, majd az LSIL (83,7%-85,7%) végiil
a HSIL (97,3-100%).
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5. tablazat: Teljes HPV ¢és hrHPV kimutatas a kiilonbozd citologiai kategoridkban a HC2, Full
Spectrum L1F/L1R-HPV és a MBRT-HPV-ABI teszttel (180).

Osszes
q Z..0.0Q 10 r e a b c d
Citolégiai diagnozis NILM ASCUS LSIL HSIL HPV pozitiv
30,4% 86,7% 85,7% 100% 87.4%
s e ’ ' ’
hrHPV pozitiv, HC2 (7/23) (13/15) (42/49) (111/111) (173/198
gy pozitiv A 609% | 867% | 980% 99.1% 89.9%
HF;,V (14/23) (13/15) (48149) (110/111) (178/198)
g”:;\rﬁozl_‘fpv ;leluFlzl- 26,1% 80,0% 83,7% 97.3% 84.3%
HF;V (6/23) (12/15) (41/49) (108/111) (167/198)
HPV pozitiv MBRT- 30,4% 60,0% 85.7% 94.6% 85.9%
HPV-ABI (7123) (9/15) (42149) (105/111) (170/198)
hrHPV pozitiv, MBRT- |  30,4% 60,0% 79.6% 94.6% 80.8%
HPV-ABI (7123) (9/15) (39/49) (105/111) (160/198)

a. Negative for Intraepithelial Lesion or Malignancy - negativ az intraepitelialis elvaltozisra vagy malignitasra

b. Atypical Squamous Cells of Undetermined Significance - ASC-US, atipusos laphdmsejtek meghatarozhaté ok
nélkiil

C. Low-Grade Squamous Intraepithelial Lesion - LSIL, enyhe foka lapham-eredetii intraepithelialis 16zi6 (CIN 1)

d. High-Grade Squamous Intraepithelial Lesion - HSIL, stilyos foku laphdm-eredetii intraepithelialis 1ézi6 (CIN 2,
CIN 3, invazi6 gyantja)

€. Hybrid Capture altal kimutatott HPV tipusok: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 és 68.

f. Full Spectrum L1F/L1R-HPV rendszer 4ltal kimutatott HPV tipusok: IrHPV:6, 11, 42, 43, 44; hrHPV:16, 18, 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68; NA-HPV: 23, 3, 7, 10, 13, 26, 27, 28, 29, 30, 34, 40, 53, 54, 57, 61, 67,
70, 72,73, 74, 81, 82, 83, 84, 85, 89,90 és 91.

0. MBRT-HPV-ABI teszt altal kimutatott HPV tipusok: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68, 6 és 11.

A kiilonbozé HPV tesztek Klinikai teljesitOképességének megallapitaskor a
szenzitivitast és a PPV értékeket hataroztuk meg, CIN2+ hisztologiailag konfirmalt
els6dleges klinikai végpontra szdmolva. A 241 ndébeteg ezen specialis cohortjaban 185
esetben volt hisztologiai diagnozis elérhetd. Ertékelhetd eredményt ado hrHPV tesztek
CIN2+ végpontra (n = 122) vonatkoztatott szenzitivitasait és PPV-it a 6. tablazat foglalja
0ssze. A HC2, Full Spectrum L1F/L1R-HPV és a MBRT-HPV-ABI teszt szenzitivitasai
98, 3%, 97,4% ¢és 93,9% voltak, mig a PPV a HC2, Full Spectrum L1F/L1R-HPV és
MBRT-HPV-ABI teszt esetében 94,1%, 94,1% és 97,3% értékeket mutatott.
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6. tablazat: A HPYV tesztek szenzitivitasa és pozitiv prediktiv értéke a CIN2+ betegség diagndzisara
vonatkozoan (n=122) (180).

CIN2+ hisztolégia
HPV teszt
szenzitivitas PPV
. 112/114 (93.3%) 112/119 (94,1%)
95% CI (97,9-98,3%) | 95% CI (93,1-95,1%)
111/114 (97,4%) 111/118 (94,1%)
Full Spectrum-HPV (hrHPV
ull Spectrum-HPV (WMHPV)| - ocor 1 (06.0-97.8%) | 95% CI (93,1-95,19%)
107/114 (93,9%) 107/110 (97,3%)
MBRT-HPV (hrHPV
(hrHPV) 95% CI (92,8-94,9%) | 95% CI (96,8-97,8%)

A HPV genotipusok LA-HPV teszttel végzett meghatarozasat hasznaltuk a harom
vizsgalt HPV-DNS teszt eltér6 hrHPV eredményeinek a feloldasara, nevezetesen, ha a
minta két vagy tobb vizsgalt teszttel egyezé eredményt adott, akkor ezt tekintettiik a
valddi genotipusnak. Ha a két egyezd eredmény koziil az egyik a LA-HPV eredménye
volt, akkor az LA-genotipus eredményét vettiik figyelembe a minta genotipusanak
meghatarozasakor. A negativ LA-HPV eredményt az alpozitiv esetek meghatarozasara
hasznaltuk azokban az esetekben, amikor csak egy teszt adott pozitiv eredményt és az
LA-HPV teszt negativ lett az adott teszt &ltal kimutatott tipusokra. Alnegativ
eredménynek tekintettiik azokat a teszt eredményeket, amikor pozitiv eredményt adott a
masik két teszt vagy az egyik teszt és a LA-HPV teszt azokra a genotipusokra
vonatkozoan, amelyeket az adott technoldgia kimutat. A HC2 4 alpozitiv és 4 alnegativ
esetet mutatott. Két eset keresztreakciot adott IrHPV tipusokkal, a maradék két eset
negativ volt mindegyik teszttel. A 4 alnegativ HC2 minta az alabbi genotipusokat
tartalmazta 16, 39, 56, 51, 52. Négy az 5 mintabol HPV 16 fert6zést is mutatott. A MBRT-
HPV-ABI teszt eredményei 16 esetben bizonyultak dlnegativnak és 3 esetben
alpozitivnak. Az alabbi hrHPV tipusokat tartalmazték az alnegativ mintak: 35, 52, 16, 68,
39, 51, 56, 31, 58. A leggyakoribb alnegativ tipusok a HPV16 (9/16) és a HPV51 (4/16)
voltak a MBRT-HPV-ABI- teszt esetében. Az alpozitiv mintak IrHPV genotipusokat
tartalmaztak (53, 73, 42, 54) és negativak voltak a Full Spectrum L1F/L1R-HPV ¢és a
HC2 tesztekre. A Full Spectrum L1F/L1R-HPV teszt nem adott alpozitiv eredményt, 5
alnegativitast mutatott. Az alnegativ mintak a 16, 18, 31, 33, 52 genotipusokkal voltak
fertdzve. Ot mintabol 2 tartalmazott HPV16 genotipust. Az 5 alnegativ mintabol négy
esetben a MBRT-HPV-ABI ¢és a HC2 is pozitiv volt, mig egy esetben a MBRT-HPV-
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ABl-negativ volt és a HC2-pozitiv lett és a LA-HPV teszt a HPV52- genotipusra mutatott
pozitivitast.

Az LA-HPV teszt HPV genotipizalasi eredményeit (16 hrHPV és 21 IrHPV vagy
egyéb nem klasszifikalt HPV) a citoldgiai kategdridk szerinti csoportositasban a 6. dbran
Osszesitettlik, a hrHPV mellett feltlintetve a tobbszords fertézések aranyat is. A citoldgiai
kategoridk sulyossdgaval emelkedett a hrHPV pozitiv esetek aranya (NILM: 51,4%,
ASCUS:81,8%, LSIL:84,5%; HSIL:100%). A tobbszoros fertdzések szama a legkisebb a
NILM (28,6%) csoportban volt, majd ezt kovette a HSIL (60,0%) az ASCUS (63,8%) ¢és
az LSIL (67,2%).

100%
90%

80%

70%

60%
50%
40%

30%

20% i
10% +— .

0% A — et
NILM ASCUS LSIL HSIL

Cytology

[ % samples with multiple HPVs B8 % samples with high-risk HPV

6. abra: A hrHPV ¢s a tobbszoros HPV fertdzések prevalenciaja a Linear Array HPV Genotyping
teszttel (37 HPV genotipust mutat ki: HPV6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 45, 51, 52, 53, 54, 56,
57, 58, 59, 61, 62, 64, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 81, 82, 83, 84, 1S39, and CP6108) a kolposzkopos
cohortban vizsgalt 239 né mintajan (180).

samples with multiple HPVs: tobbszords HPV pozitiv mintak; samples with high-risk HPV: hrHPV pozitiv

mintak

4.2. CLDN1 immunfestés, mint a cervikalis citologia és hisztolégia
biomarkere (145)

A méhnyakrak sziirés hatékonysaganak novelését célz6 tanulmanyokban a HPV
illetve citologia tesztek kiegészitd, tigynevezett triage moddszereit, mint a méhnyaki

elvaltozasok biomarkereit vizsgaljak. Szerzdtarsaimmal kozosen a CLDNI
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immunfestést, mint a cervikalis citologia és hisztologia biomarkerét alkalmaztuk
citologia, illetve HPV triage elrendezésekben.

A study populacion kapott vizsgalati eredményeket (citologia, HPV, hisztologia,
IC-p16'NK4 |C-CLDN1, IH-p16'™NK48 |H-CLDN1) a 7. tablazatban Osszesitettiik. A
cervikalis betegségre vonatkozolag a CIN2+ hisztologiai eredményt tekintettiik
pozitivnak. Az eredményeket Osszehasonlitd statisztikai szamitasokra csak abban az
esetben valasztottuk be a mintat, ha a mintabol elvégzett 6sszes vizsgalat valid eredményt
adott. Az 6sszehasonlito vizsgalatra bevalogatott esetek koziil 45,7% CIN2+ (133/291),
41,7% (165/395) ASCUS+ eredményt adott és hasonléan magas volt a HPV prevalencia
is 45,5% (179/395). Az immuncitokémia tesztek teljesitményét kétféle sziiréteszt, a

citologia, illetve a HPV triage tesztjeként vizsgaltuk.

7. tablazat: Multicentrikus vizsgalatban vizsgalt mintak eredményei (145).

a. Mintdk diagnozis szerinti csoportositasokban. Osszesen 502 minta begyiijtése, melybol 352 citologiai
indikéacioval végzett konizacids beavatkozas soran levett minta (LBC és hisztoldgia mintak) és 150 egy
szir6 populacioban egymast kdvetden levett LBC minta. A citologia és a HPV teszt szenzitivitdsa és
specificitasa a gold standard hisztologia CIN2+ diagndzisra, mint klinikai cut-offra szamolva.

b. Mintaszamok az elvégzett vizsgalatok szerinti felosztasban (citologia, hisztologia, HPV,
immuncitokémia [IC-CLDN1, IC-p16'"K44] ¢s immunhisztokémia [[H-CLDN1, IH-p16'NK4d] diagnozisok).
Azok a mintak voltak statisztikai szamitasokba alkalmasnak itélve, melyek esetében az adott szamitashoz
sziikséges Osszes vizsgalat el lett végezve.

(LBC: liquide based cytology, CIN2+: cervical intraepithelial neoplasia grade 2 vagy sulyosabb, HPV:
human papilloma virus)

a.
Hisztolégia n=291 Citologia n=395 HPV n=395
CIN1- 129 negativ 230 hrHPV pozitiv 179
CIN1+ 162 ASCUS 62 hrHPV negativ 216
CIN2- 158 LSIL 45
CIN2+ 133 HSIL 58
ASCUS+ 165
szenzitivitas (CIN2+) 75,2 % szenzitivitas 95 %
(95%CI) (68,9-80,8) (CIN2+) (95%CI) | (89.9-97.7)
specificitas (CIN2+) 66,5 % specificitas (CIN2+) 61,4 %
(95%ClI) (61,1-71,2) (95%ClI) (57,4-63,6)

60



DOI:10.14753/SE.2018.2187

b.

. o PR IC- IC- IH- IH-

Hisztolégia | Citologia | HPV pl6™Nkéa | CLDNL | p16™<4a | CLDN1

Osszes teszt 342 458 452 202 194 288 280
statisztikdra 201 395 395 | 172 172 261 261
alkalmas
h1szt019g1a 291 279 162 162 239 239
eredménnyel
c1tologla 291 395 158 158 210 210
eredménnyel
HPV . 279 395 172 172 195 195
eredménnyel

Az SM (scoring method, pontozas alapu modszer) értékeléssel a CLDNI1 és
p16™N%4 immunkémiai vizsgalatok eredményeinek dsszehasonlitasa (lasd a reprezentativ
fotokat az immunfestédésekrdl CLDN1 (7b., 7d., 8b., 8c., 8d. abra) és p16'NK4(7a., 7c.,
8a. abra) CIN2+ klinikai végpontra nézve a 8. tablazatban szerepl6 eredményeket mutatta.
Az immuncitokémia (IC) eredmények szerint az IC-CLDNI kicsit érzékenyebb volt, mint
az IC-p16'™K4a (77,3% (68,7-84,6) vs. 69,3% (60,9-76,3)), mig a specificitas tekintetében
az IC-CLDNL1 adott alacsonyabb értéket (60,9% (53,5-67,2) vs. 80,5% (73,2-86,5).
Hasonl6 mintdzat volt megfigyelhetd az immunhisztokémia eredmények
Osszehasonlitdsakor, azonban a specificitds értékek nagyobb eltérést mutattak
(szenzitivitas: TH-CLDN1 88,2% (81,7-93,2) vs. IH-p16'™NK4 80,5% (73,2-86,5) és a
specificitas: TH-CLDN1 33,3% (28,5-37) vs. IH-p16'N%% 68,1% (96,2-73)). A IC-
CLDNI1 eredményét a citologidval Osszehasonlitva nem mutatkozott szignifikdns
kiilonbség (szenzitivitas: IC-CLDN1 77,3% (68,7-84,6) vs. citologia 75,2% (68,9-80,8)
és a specificitas IC-CLDN1 60,9% (53,5-67,2) vs. citologia 66,5% (61,1-71,2). Azonban
az 1C-p16'™NK4 eredmények alacsonyabb szenzitivitast és magasabb specificitdst mutattak
(szenzitivitas: 69,3% (60,9-76,3), specificitas: 80,5% (73,2-86,5)). Az IC-CLDN1
eredményeit a HPV teszttel dsszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy alacsonyabb lett a
szenzitivitas hasonlo specificitas értékekkel (szenzitivitas: [C-CLDN1 77,3% (68,7-84,6)
vs. HPV 95% (89,9-97,7) és a specificitas IC-CLDN1 60,9% (53,5-67,2) vs. HPV 61,4%
(57,4-63,6)). Az IC-p16™K* eredmények még alacsonyabb szenzitivitist és még
magasabb specificitdst mutattak (szenzitivitas: 69,3% (60,9-76,3), specificitas: 80,5%
(73,2-86,5)). Az IH-CLDNI1 magasabb szenzitivitassal tarsulva (88,2% (81,7-93,2)
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elfogadhatatlanul alacsony specificitasa (33,3% (28,5-37). Ezzel ellentétben all az IH-
p16'NK4 teszt, melynek kicsit nagyobb a specificitasa, ugyanakkor joval alacsonyabb a
szenzitivitasa, mint a HPV tesztnek (szenzitivitas: 75,5% (67-81,1), specificitas 68,1%
(62,2-73)).

A

®

7. abra: p16'NK42 &5 CLDN1 immunocitokémiai reakcié LBC mintakon. Erds sotétbarna pozitiv
p16'NK4e reakci6 a diszplazias sejtek sejtmagjaban és citoplazmajaban (a, c). Vékony linelis membran
CLDNI1 reakcio (b) és pontszeri membran és citoplazma CLDNI reakcid (d). Szamos normal sejt a

mintaban nem expresszalja az antigéneket, az abrazolt skala 35um (145)

62



DOI:10.14753/SE.2018.2187

8. abra: pl16'NK4a ¢s CLDN1 immunhisztokémiai reakcid cervikélis mintdkon. Erds sejtmagi és
citoplazmatikus p16'NK4 reakcio CIN3 (a) lézioban. A CLDN1 reakcié membranhoz kotott a CIN3 (b, d)
és CIN1 (c) 1ézidokban. CLDN = claudin, az abrazolt skala 50 um (145)

A MASM (morphological reading adjusted scoring method, morfologiat
figyelembe vevo értékelési modszer) szerinti immuncitokémiai festések értékelése soran
csak a morfologiailag pozitiv sejteket vettiik figyelembe. Altalaban jellemz volt, hogy a
MASM értékeléssel az immuncitokémidk szenzitivitdsa csOkkent, azonban az SM
értékeléssel 0sszevetve a CIN2- esetekre vonatkozdan észreveheten jobb egyezést adtak
az értékek (IC-p16'™NK“2 ¢s az IC-CLDN1 SM és MASM értékeléssel a CIN2- esetekben
az egyezés: SM (IC-p16'NK4a ¢s az IC-CLDN1 69% (59,6-75,8) vs. MASM IC-p16'NK4a
¢s az IC-CLDN1 85,1% (76,8-90,0). Az eredmények egyezése a CIN2+ esetekben
alacsonyabb értéket adott, az eltérések a MASM értékeléssel kapott alacsonyabb
szenzitivitasbol erednek (IC-p16'™K* ¢s az IC-CLDN1 SM és MASM értékeléssel a
CIN2+ pozitiv esetekben az egyezés: SM (IC-p16'NK42 ¢s az IC-CLDN1 84,0% (73,8-
89,7) vs. MASM IC-p16/NK4a &5 az IC-CLDNL1 69,3% (56,8-79,7). Ennél is fontosabb,
hogy a markerek specificitasa javult a MASM vizsgalati modszerrel, kiilondsen a p16NK42
esetén. Az IC-CLDN1 érzékenysége egyenld volt az 1C-p16'NK* érzékenységgel [53,3%
(95% (89,9-97,7) vs. 52,0% (43,8-58,6)], ennek ellenére az IC-CLDNL1 specificitasa
javult az SM értékeléshez képest [77,0% (69,6-83,6) vs. 60,9% (53,5-67,2)], azonban
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alacsonyabb volt, mint az 1C-p16'NK% ¢riéke [77,0% (69,6-83,6) vs. 85,1% (78-90,8)].
Ugyanezt a mintazatot mutatta az IH-CLDN1 MASM értékelése a SM-hez képest a
specificitas teriiletén az IH-CLDNL1 specificitas [33,3% (28,5-37) vs. 69,3% (63,6-74,8)],
azonban ez a szenzitivitas csokkenésével jart: 88,2% (81,7-93,2) vs. 52,0% (44,3-59)].

Ertékelési protokollok
Vizsgalatok
SM MASM
e 77,3% 53.3%
_ , 0 1
IC- CLDN1 szenzitivitas (95%CI) (68,7-84,6) (44,7-61)
specificitas 60,9 % 77 %
(95%Cl) (53,5-67,2) (69,6-83,6)
69,3 % 52 %
- INK4a sy o ,
IC- p16 szenzitivitas (95%CI) (60.9-76,3) (43.8-58,6)
specificitas 80,5 % 85,1 %
(95%CI) (73,2-86,5) (78-90,8)
IC-p16'NK4 gs/vagy IC-CLDN1 | szenzitivitas (95%CI) NA 69,3 %
(60,7-76,8)
specificitas NA 73,6%
(95%Cl) (66,1-80)
e 88,2 % 52 %
_ , 0 [l
IH- CLDN1 szenzitivitas (95%CI) (81,7-93.2) (44,3-59)
specificitas 33,3% 69,3 %
(95%CI) (28,5-37) (63,6-74,8)
e 75,5 % 54,9 %
_ INK4a . o ) )
IH- p16 szenzitivitas (95%CI) (67-81.1) (48,8-59,8)
specificitas 68,1 % 91.2%
(95%Cl) (62,6-73) (86,4-94,4)
IH- p16'NK42 ¢s/vagy IH-CLDN1 | szenzitivitas (95%CI) NA 85,3 %
(78,4-90,7)
specificitas NA 67,2 %
(95%CI) (62-71,2)
e 95 %
A 0,
HPV szenzitivitas (95%CI) (89,9-97,7) NA
specificitas 61.4 % NA
(95%CI) (57,4-63,6)
8. tablazat: Immunkémiai vizsgalatok szenzitividsa €s specificitasa a gold standard hisztologia

CIN2+ diagnézisra, mint klinikai cut-offra szamolva (145). SM: simple scoring method, egyszer(i
értékelés; MASM: morphological reading adjusted scoring method, morfologiai értékeléssel modositott
pontozasos mddszerrel, HPV (hr-HPV) és citologia (ASCUS+) szenzitivitas és specificitas adatok szintén
fel vannak tiintetve; NA: not applicable, nem kezelhet6 eset
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A citologia és a HPV és az immunkémia (mindkét IC és IH) tesztek
teljesitményének Osszehasonlitasaban sokkal specifikusabbak voltak a biomarkerek,
kiilonosen a MASM értékeléssel, amely feliilmualta a citologia, vagy a HPV teszt
specificitasat [77,0% (69,6-83,6) a IC-CLDN1, 85,1% (78-90,8) az IC-p16™K* 69,3%
(63,6-74,8) IH-CLDN1, 91,2% (86,4-94,4) IH-p16"NK4 vs. 66,5% (61,1-71,2) citolégia
és 61,4% (57,4-63,6) HPV]. A MASM értékelési modszer masik fontos jellemzdje a
p16'NK4 ¢s CLDNI1 vizsgalatok rendkiviil hasonld teszt eredménye az IH-CLDN1
észrevehetd kivételével, melynek esetében az SM értékeléssel kapott eredmények sokkal
specifikusabbak, azonban még mindig 1ényegesen alacsonyabb értékiick, mint az IH-
p16'™NK4 eredményei. Megvizsgaltuk, hogy a tesztek kombinaciéja mennyire javitja a
teljesitményt. Elméletileg, ha barmilyen marker kombinaciot alkalmazunk és barmelyik
teszt pozitivitasat tekintjiik pozitiv esetnek, azt a tendenciat tapasztaljuk, hogy a teszt
érzékenysége ndéni, mig a specificitasa csokkenni fog. Az immunfestések MASM
értékeléssel késziilt kombinacioit Kiszamoltunk (8. tablazat). Az eredmények
valtozasanak vart tendenciaja beigazolodott; mind a IC mind az IH vizsgalatok
kombinécioi nagyobb érzékenységet mutattak egylitt, mérsékelt specificitas csokkenés
mellett [érzékenység: 69,3% (60,7-76,8) kombinalt IC vizsgalat, 85,3% (78,4 -90,7)
kombinalt IH teszt; specificitas: 73,6% (66,1-80) kombinalt IC vizsgalat, 67,2% (62-71,2)
kombinalt IH teszt]. A kombinalt [H értékelés esetén magas szenzitivitas és elfogadhatod
specificitas volt tapasztalhatd, mig a kombinalt IC teszthez képest a nem kombinalt SM
értékelésti 1C-p16'™NK4a jobban teljesitett, mint a kombindlt IC-p16'™K* MASM
értékeléssel. Osszességében a biomarkerek kombindcioja javitotta a teszt érzékenységét,
ami azt jelenti, hogy a CIN2+ esetek biologiailag vagy immunfestéssel eltérdek.

Citologia, illetve HPV triageban alkalmazott p16'NK4¢ ¢s a CLDN1immunfestések
a nem triage esetekhez hasonléan az SM értékeléssel 4ltalanosan magasabb
szenzitivitasiak €s alacsonyabb specificitdsiak, mint a MASM értekeléssel.
Osszehasonlitasi alapnak tekintettiik a citoldgia triageban alkalmazott HPV tesztet,
melynek a vizsgalatainkban a szenzitivitasa 97,6% (92,3-99,6), specificitasa 44,9% (36,0-
48,3) erteket mutatott (9. tablazat). A triage tesztként alkalmazott biomarkerektdl
elvarjuk, hogy specifikusak legyenek. Ebben a tekintetben az IC-p16'NK42 specificitasa
magasabb (81-86% intervallumban az értékelési és triage algoritmustol fiiggden), de

szenzitivitasa alacsonyabb (58-76%) volt, mint az IC-CLDNI1. Ezek az eredmények az
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IC-p16'NK42 triageban valo alkalmazasat tamasztjak ald. Mivel a biomarker tesztek kozotti
korrelacié a minta szintjén csekély, az IC tesztek kombinacidjat megvizsgaltuk triage
felallasban is. Csak a MASM értékelés szerint végeztiink szamitasokat (9. tablazat). A
specificitasok jelentésen emelkedtek gyenge szenzitivitasbeli csokkenés mellett.
Elsésorban a citologia triageban alkalmazott IC-CLDN1-p16 K4 kombincié adta a
legmagasabb értékeket: szenzitivitas 70,5% (62,4-76,9), specificitas 72,7% (57,7-84,7),
mely érték sokkal jobb, mint a citoldgia triageban alkalmazott HPV teszt specificitasa
44,9% (36-48,3). Mig a szenzitivitasbeli csokkenés 97,6% (92,3-99,6)-rol 70,5% (62,4-

76,9)-re triage esetében elfogadhat6 veszteség lehet a méhnyakrak szlirésben.

9. tablazat: Szenzitivitas és specificitas adatok a citologia (ASCUS+) és a HPV (hrHPV) triage-ban
kombinalt biomarker vizsgalatokkal a gold standard hisztologia CIN2+ diagnozisra, mint klinikai cut-off-
ra szamolva. Az immunkémiai teszt eredményt pozitivnak tekintettiik, ha barmelyik teszt kombinacidja
pozitiv volt. A jobb Osszehasonlitas érdekében a tdblazat abrazolja a teljes vizsgalati populacié (PP)
értékeit, illetve a citologia és a HPV teszt pozitiv populdcid, azaz triage populaciéo (TP) értékeit.
Immunkémiakat MASM protokoll szerint értékeltiik. A HPV ¢és a citoldgia szenzitivitas és specificitas
adatait is abrazoltuk. MASM: morphological reading adjusted scoring method; NA: not applicable, nem

kezelhet6 eset; (145).

Ertékelési protokollok
Triage médszerek HPV HPV Citologia Citolégia
TP PP TP PP
MASM MASM MASM MASM
IC- p16'NK4¢s/vagy | szenzitivitas 62,3 % 58,1 % 70,5 % 63,9 %
IC-CLDN1 (95%Cl) (54,7-68,5) (50.1-64.1) | (62,4-76,9) | (55,9-69,7)
specificitas 73 % 88,5 % 72,7 % 88,3 %
(95%Cl) (58,8-84,5) (81,7-93,6) | (57,7-84,7) | (80,9-93,7)
IH- p16'NK4 gs/vagy szenzitivitas 73,1 % 66,9 % 77,1 % 53,9 %
IH-CLDN1 (95%Cl) (66,4-78,6) (62,6-75,2) | (70,4-82,4) | (47,2-58,5)
specificitas 68,6 % 90,7 % 70,4 % 92,7 %
(95%CI) (53,7-80,9) (85,1-94,8) | (52,9-84,1) | (87,3-96,4)
szenzitivitas 97,6 % 75 %
HPV (95%Cl) NA NA (92.3-99.6) | (68,3-80,7)
specificitas 44,9 % 79,8 %
(95%Cl) NA NA (36-483) | (74-8438)
o, szenzitivitas 81 % 76,4 %
Citologia 95%Cl) | (754-86,3) | (69,6-82.2) NA NA
specificitas 43,8 % 78,6 %
(95%Cl) (32,1-54,7) (74-84,8) NA NA
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4.3. A micro-RNS (miR) expresszios profilok vizsgalata az
adenocarcinoma (AC) és a lapham carcinoma (SCC) mintakban
(154)

A micro-RNS expresszios profil vizsgalatok a tumor diagnosztikaban kutatott
Gocze ¢s munkatarsaival kozosen végzett vizsgalatunkban tanulmanyoztuk. A
vizsgalatunkban célul tiiztiik ki a HPV kimutatisa mellett az irodalomban publikalt
micro-RNS (miR) expresszios profilok vizsgalatat Gocze és mtsai altal kivalogatott
adenocarcinoma (AC) és a lapham carcinoma (SCC) méhnyakrakos esetek archiv
szovettani mintain.

A median életkor alacsonyabb volt AC betegeknél, mint SCC betegeknél és a magas
kockazati HPV aranya az SCC ¢és az AC esetekben 76% illetve 68,18% értéket mutatott,
ami alacsonyabb volt, mint amire szdmitani lehet a publikalt adatok alapjan (89). A
HPV16 és 18 tipusokat mutattuk ki a leggyakrabban, az Osszesitett prevalencidjuk
78,95% volt az SCC és 86,67% az AC mintakban. A HPV16 sokkal gyakrabban (14:1),
volt kimutathaté a SCC mintadkban az AC-hez képest, ahol HPV16 és 18 tipusok ardnya
szinte egyenld volt (7:6). A kiilonbségek statisztikailag szignifikansak voltak a két
szovettani altipus kozott (p=0,041, Pearson y? teszt)

A mMIRNS expresszio mintazat vizsgalataihoz 8 féle miRNS-t vizsgaltunk, a
publikalt miRNS profil adatokat figyelembe véve, a méhnyakrak hisztopatologiai
elvéaltozéasainak jellemzésére. A vizsgalt 8 miRNS expresszio kiillonb6zd eredményt
mutatott a SCC és az AC estekben (9. abra). Mind a 8 féle miRNS expresszidja magasabb
volt az SCC esetekben, mint az AC-ben. Az eltérések szinte minden esetben
szignifikansak voltak (kétmintas t-teszt): miR-21, p=0,004; miR-27a, p=0,018; miR-34a,
p<0,001; miR-155, p=0,021; miR-196a, p=0,032; miR-203, p=0,037; és miR-221,
p=0,017; egyediili kivétel a miR-146a, ahol a nem volt szignifikans a kiilonbség. (10.
abra).
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AC miR221, SCC
miR203 —_miR221 miR203 \ .
. miR21
miR196a J ‘miRZI miR196a
miR155 miR155 4miR27a
miR 146a
miR 146a miR27a
miR34a

9. abra: A célzott miRNS expresszios profilok attekintése cervix adenocarcinoma (AC) és lapham

carcinoma (SCC) szévettani mintakon (154).

A HPYV statusz és a miRNS expresszio kozott is vizsgaltuk az dsszefliggéseket. A
miRNS expressziot dsszehasonlitottuk a HPV negativ és HPV pozitiv méhnyakrakokban
(AC+SCC), és azt tapasztaltuk, hogy a miR-21, miR-27a, miR-146a, miR-196a, miR-
203, miR-221 expresszié magasabb, mig a miR-34a és miR-155 szint alacsonyabb volt a

HPV pozitiv csoportban, bar a kiilonbség nem volt szignifikans (11. abra).

0.25

02
0.15

mSCC

0.1 BAC

0.05
0 -
146a 196a 203
10. abra: Célzott miRNS (X tengelyen) expresszido (miRNS expresszio relativ értéke, U6 SNRNS

normalizalas utan, lasd y tengely) a cervikalis lapham carcinoma (SCC) és adenocarcinoma (AC) szovettani
mintakon (154).

A HPV statust tekintetében a célzott miRNS AC és SCC profilok kozott jelentds
kiilonbséget tapasztaltunk, mely statisztikailag szignifikans szintet ért el a HPV pozitiv
AC és az SCC mintaknal a miR-21 (p=0,004), a miR-27a (p=0,02), miR34a (p<0,001), a
miR-196a (p=0,027) ¢és a miR-221 (p=0,031) (kétmintds t-teszt) expresszid

vonatkozasaban. A HPV negativ AC ¢és az SCC mintdkban, a fentiekben emlitett
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kiilonbség nem érte el a statisztikailag szignifikans szintet (12. abra). A Kdrszovettani
diagnoézissal parhuzamosan értékelve a HPV statuszt, a kivalasztott miRNS expressziok
nagyobb valtozékonysagot mutattak. A HPV pozitiv SCC esetében magasabb szintii volt
a miR-21, miR-146a, miR-196a, mMiR-221 expresszidja, mint a HPV negativ SCC
esetekben, azonban egyik kiilonbség sem érte el a statisztikai szignifikanciat. A miR-34a,
miR-155 és miR-203, a HPV pozitiv SCC esetekben alacsonyabb szintli expressziot
mutatott. A kiilonbség ismét nem volt statisztikailag szignifikdns. A HPV pozitiv AC
esetekben magasabb miRNS expresszid volt kimutathatd, mint a HPV negativ AC
esetekben. Az egyetlen kivételt a miR-146a képezte, a kiilonbségek nem érték el a

statisztikailag szignifikans szintet.

B HPV Neg ®HPV Pos

Lh

S = N W

"

- _ T

d
S

34a 146a 155 196a 203 221

11. dbra: A célzott miRNS (x tengely) expresszios profilok (miRNS expresszié relativ értéke, U6
snRNS normalizalas utan, y tengely) attekintése a HPV pozitiv és HPV negativ méhnyakrakos estekben
(154).

A miRNS expresszios profilt szerzétarsaim elemezték a rakok klinikai osztalyba
sorolasa szerinti csoportositasban is. A klinikai allapot kiértékelésére a Sziilészet és
Nogyogyaszat Nemzetkozi Szovetség (FIGO, International Federation of Gynecology
and Obstetrics) fokozatait alkalmazva a vizsgalt betegek mintait a méhnyakrak kiilonb6z6
klinikai stadiumaiba soroltak (FIGO 0: n=5, FIGO I: n=23, FIGO II: n=7, FIGO IlI: n=9,
FIGO IV: n=2). Statisztikai kiértékelés szerint elkiiloniild Osszefliggés mutatkozik a
korszovettani lelettdl fliggetleniil a kdvetkezd célzott miRNS expresszids szintek és a
méhnyakrak FIGO stadiumai kozott: miR-21, p<0,001; miR-27a, p=0,042; miR-34a,
p=0,016; miR-146a, p=0,014; és miR-221, p=0,036 (one-way ANOVA) (13. abra). A
statisztikai elemzés kovetkezd fazisdban Osszehasonlitottdk a betegség kiillonbozo

stadiumaiban a miRNS értékeket (kétmintas t-teszt). Statisztikailag szignifikans
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kiilonbséget kaptak a miR-21 (p=0,001) és a miR-203 (p=0,002) esetében, FIGO 0 és a
FIGO I 6sszehasonlitaskor, minden egyes miRNS magasabb szintli expresszidt mutatott
FIGO 1 esetén (14a. abra). Ugyanez a mintdzat megallapithaté volt a FIGO I és Il
viszonylataban, ahol az expressziok kovetkezetesen magasabbak voltak FIGO II-ben. A
statisztikailag szignifikans kiilonbséget a miR-221 (p=0,015) (14b. abra) adott. Csak a
miR-34a és miR-146a expresszidja volt magasabb FIGO III-ban mint FIGO Il-ben,
azonban egyik eltérés sem volt statisztikailag szignifikans (14c. abra). A FIGO IV-ben a
legtobb miRNS expresszié (miR-27a, miR-34a, miR-155, miR-196a, miR-203 és miR-
221) magasabb volt, mint FIGO Ill-ben. Az alacsonyabb miR-21 és miR-146a
expressziok megkiilonboztetik a FIGO IV-et FIGO I1-t6l. Az eltérések mértéke miR-34a
(p=0,037) és a miR-196a (p=0,007) esetében elérte a szignifikancia szintet (14d. abra). A
tobbvaltozos tesztek (two- and three way ANOVA, logisztikus regresszid) nem talaltak

szignifikans kolcsonhatést a vizsgalt paraméterek kozott.

16
0.2
0.15
0.1 B HPV Pos AC
L m HPV Pos SCC
0.05 —
. ‘ = 0 - !
21 27a  34a 155 221 146a 196a 203
microRNAs
12. abra: A célzott miRNS (x tengely) expresszids profilok (miRNS expresszi6 relativ értéke, U6

snRNS normalizalas utan, y tengely) attekintése a HPV pozitiv cervix adenocarcinoma (AC) és lapham
carcinoma (SCC) szdvettani mintakon (154).
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B miR-21 ®miR-27a ®WmiR-34a W miR-221 EmiR146a
15 7.00E-04
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3.00E-04
5 2.00E-04
1.00E-04
0 0.00E+00
0. I. I1. I11. IV. 0. L. II. M. IV.
FIGO stage 0-1V.
13. abra: A célzott miRNS expresszios profilok (miRNS expresszio relativ értéke, U6 SNRNS

normalizalas utan, lasd y tengelyen) korrelacioja a FIGO klinikai fokozatokkal (FIGO stage, x tengely)
(154).
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21 27a 34a 146a 155 196a 203 221 21 27a 34a 146a 155 196a 203 221
14. abra: (A-D) FIGO klinikai fokozatok szerinti miRNS (x tenfely) expresszidé (miRNS expresszio

relativ értéke, U6 snRNS normalizalas utan, 1lasd y tengelyen) értékek (154).
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5. Megbeszélés

A HPV fert6z¢s jelentds szazalékban atmeneti jellegli és tiinetmentesen elmulik,
azonban kis szazalékban tartds maradhat, melynek talajan az évek soran méhnyakrak
alakulhat ki (186). A HPV fert6zések koziil a jelenlegi diagnosztikai lehet6ségek alapjan
nem sziirhetdek ki egyértelmiien azok az esetek, amelyek méhnyakrak kialakuldsanak
utjara Iéptek. Bizonyitottan a méhnyakrak kialakulasanak feltétele és rizikd tényezdje a
perzisztaldo HPV fert6zés (187) fokozott kockazatot hordoz a rak illetve rak megel6z6
allapotok kialakuldsara. Ezekben az esetekben mas protokoll ajanlott a fertzés
kovetésére (188, 189) A fokozottabb rizikdju betegek kovetésének protokollja
orszagonként valtozo és jelenleg is zajlo vizsgalatok targya (62, 66)

Magyarorszagon a 2006-ban érvényes finanszirozasi eléirdsok szerint a HPV
diagnosztikat meg kellett el6znie két ASCUS vagy ennek megfeleld bizonytalan pozitiv
citologiai eredménynek. Egy részletes 6sszefoglal6 tanulmany adatai alapjan felmeriilt az
a lehetOség is, hogy az ASCUS/AGUS pozitiv mintakat rogton HPV vizsgalatra érdemes
kiildeni, mivel a bizonytalan citologia eredményt a HPV-DNS kimutatasaval, sokkal
pontosabban lehet megerésiteni a CIN-2+ (cervicalis intraepithelialis neoplasia 11
fokozat, vagy rosszabb) hisztologidval megerdsitett elvaltozasok detektalasara, mint a
citologia ismétlésével (51). EQy 7 metaanalizis 6sszegzését ado tanulmany szerint a HPV-
DNS teszt érzékenysége atlagosan 14%-kal volt nagyobb (arany:1,14; 95% CI: 1,08-
1,20), mint az ismételt citologia, mig a két teszt specificitdsa hasonld volt (arany: 0,99;
95% CI: 0,88-1,10). Az ASCUS mintdk azonnali HPV tesztelésével tehat egy
érzékenyebb modszerrel korabban ki lehet szlirni azokat az ASCUS és hrHPV pozitiv
betegeket, akiknél szorosabb utankdvetésre van sziikség (59), mig a HPV-DNS-negativ
esetekben a beteg visszatérhet a rutinsziirési protokollba (190).

A tipizalast lehetévé tevd, nagy befogadokéességil, ,high-throughput”
technologidk kifejlesztése fontos lehet a perzisztalod fert6zések kimutatasara, és ennek
megfeleléen kialakitott protokoll szerinti utinkdvetésben. A tipizalas ateresztOképességét
nagymeértékben fokozni képes a multiplex detektalas, melyre tobb megoldas is elérhetd,
azonban ezek nem terjedtek el diagnosztikai felhasznalasban. A GenolD laboratériumban
alkalmazott Full Spectrum L1F/L1R-HPV teszt egy multiplex PCR és hibridizalas

cre
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pozitiv mintadkon vizsgaltak Hybrid Capture 2 (HC2, Qiagen, korabban Digene) teszttel
végzett Gsszehasonlitd vizsgalatban, melyben eltéré eredmények tisztazasat tartalmazo
szamitasok kivalo egyezést mutattak (96,2%)(177).

A GenolD laboratoriumban 2005/2006 években 12354 minta Full Spectrum
L1F/L1R-HPV vizsgalatabol 6447 HPV DNS pozitiv minta genotipizalasi eredményét
Osszesitd elemzést végeztem a HPV tipusok el6fordulasi gyakorisdganak bemutatdsara
(176). A vizsgalt cervix mintak nagy része mar bizonyos fokti (ASCUS illetve magasabb
foku, ASCUS+) citologiai elvaltozasokkal rendelkezd betegektdl szdrmazott, ezért a
hrHPV pozitivitds ardnya magasabb volt, mint 40%. Hasonlé6 mértékii, azaz atlagosan

42,2%-0s hrHPV-DNS pozitivitast mutattak ki egy tanulmanyban, mely dsszefoglalta az

metaanaliziseket (51). A pozitiv leletek ezekben az esetekben megerésitik a citologiai
eredményt és segitik a klinikust a szlikséges teendok meghatarozasaban. A hrHPV
negativ eredménnyel a bizonytalan citologiai leletek korokabol kizarhatd a HPV jelenléte
¢s ennek értelmében a rutin sziirési intervallumokban kovethetd a beteg allapota.

A HPV tipizalas egyben lehetdséget ad a beteg pontos kovetésére és
rizikobecslésére, illetve a HPV oltas soran a mar szexualis ¢letet megkezdett ndk korében
az oltasi tipusokkal vald fert6zottség meghatarozasara. A 2006-ban  GenolD
laboratériumban vizsgalt HPV-DNS-pozitiv mintdkban kockézati tipusok szerinti
eloszlasa alapjan (2. abra) a HPV fert6zések legtobbszor magas kockazatt (67%) tipusok
voltak, mig az alacsony kockazatiak 8,6%-ban voltak kimutathatéak. A kockdzati
csoportba nem sorolt rizikoju tipusok 14,3 %-kal a masodik leggyakoribb csoportot
képezték. A multivalens fertézések lehetnek kiilonboz6 kockazati HPV  tipusok
kombinacioi, melyek koziil a hr-HPV és IFHPV egyiittes eléfordulasa volt a leggyakoribb
(6,7%).

A 2005/2006-ban a hrHPV tipizalasi eredményeket genotipusonkénti
csoportositasban Osszesitettiik (3. abra). Mindkét évben, a legmagasabb szazalékban a
16-o0s tipus mutattuk ki (15,9%, 20,5%) Ezt kovetéen 2006-ban a leggyakoribb HPV
tipusok a 31, 51, 66, 56, 58, 33,39 és a 18 voltak. A HPV tipusok eloszldsaban kismértékii
ingadozas mutatkozott a két évet dsszehasonlitva, azonban a HPV 16-ot kivéve az eltérés
egyik tipus esetében sem volt nagyobb két szazaléknal. A 16-os tipus alacsonyabb

el6fordulasi szazalékat 2006-ban okozhatta a két év alatt HPV vizsgalatra kiildott mintak
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citologiai elvaltozasainak kiilonb6zésége, ugyanis, ha a 2006-os mintak atlagos citologiai
statusza alacsonyabb szintii volt, mint a 2005-ben érkezett, ennek megfeleléen a HPV 16-
os fertézések szamanak statisztikai valdsziniisége is alacsonyabb, mivel a HPV 16
eléfordulasi gyakorisaga forditottan aranyos a citologiai statusszal. Ugyanis ismert, hogy
mig a HPV 16 illetve 18 el6fordulasi gyakorisdga a citoldgiai statusz romlasaval az
ASCUS-t61 LSIL és HSIL-en keresztiil a méhnyakrakig haladva emelkedik, addig a tobbi
HPV tipusé csokken. A nem HPV 16 és 18 tipusok ASCUS-ban kézel azonos
gyakorisagtiak, mint a HPV-16/18 valamint eléfordulasuk a citoldgiai statusz romlasaval
csokkend tendenciat mutat és a méhnyakrakos megbetegedésekben egylittesen mindossze
23-35%-ban mutathatok ki, mig a HPV 16/18 tipusok 65-77%-ban okoznak
méhnyakrakot (191). A HPV preventiv vakcinalassal megel6zhet6 HPV 16/18
genotipusok 19,8% és 25,2%-ban voltak kimutathatéak 2005/2006-ban a laboratoriumba
kiildott HPV-DNS-pozitiv mintakbol.

A tipizalasi eredmény informaciot szolgaltat a multivalens fertézések el6fordulasi
gyakorisdgarol is (5. dbra), mely a méhnyakrak kialakuldsanak tovabbi rizikdfaktora lehet
(186). Megallapithatd, hogy nincs eltérés a két év eredményei k6zott és a monovalens
fertézések aranya mindkettben magas (75%); a bivalens fert6zések képezték a mintak
18-20%-at és 5% koriili volt a ketténél tobb tipus a mintakban.

Egy masik epidemioldgia tanulmanyunkban HPV fert6zés magas prevalencidjat
mutattuk ki a fertézés kockédzatdnak kitett szexmunkasok cervikdlis, garat és andlis
mintaiban (178). A vizsgalatunk eredményei Osszhangban allnak a korabbi
publikacidkban foglaltakkal, amelyekben szignifikdnsan magasabb a HPV fertdzés
prevalenciaja a ndi szexmunkasok korében (female sex workers, FSW-ek), mint az
altalanos népességben (192-199), a FSW-ek mintai koziil legalabb egy HPV DNS pozitiv
volt az esetek nagy tobbségében (82,4%), mig a rutin STD szlirésen megjelent ndk
kontroll csoportjanak mintai kevesebb, mint a fele (46,2%) volt HPV fert6zott. A hrHPV
tipusok (elsésorban a HPV 16 és 18) szerepe a méhnyakrak kialakulasaban ismert (200),
a tobbes HPV fert6zés szerepe a betegség progresszidjaban nem teljesen tisztazott (186).
Vizsgalatunk igazolni latszik az IARC tanulméanydban kozolt poolozott értékelést,
melyben nem mutattak ki statisztikailag szignifikans 0sszefiiggést a szexualis partnerek
szama ¢és az egyiittes HPV fert6zések szama kozott (201). A leggyakrabban kimutatott
HPV tipusok (gyakorisag szerint rendezve): HPV 31, 16, 66, 18, 51,58 és az 56 voltak.
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A szexmunkdsok minden mintdjdban észlelt 1ényegesen magasabb HPV
prevalencia (a teljes HPV (hrHPV+IrHPV+ NA-HPV), a hrHPV és a tobbszoros HPV
fertézések egyarant) megerdsiti a korabbi tanulmanyok megallapitdsat, miszerint a
promiscualis szexualis viselkedés a genitalis HPV fert6zés megszerzésének domindns
rizik6 faktora. A promiscualis szexualis viselkedés mértékét a szexmunkas és minden
férfi partnerének az élettartam alatti szexualis partner szamaval hatarozzak meg (202-205,
201, 206). A vizsgalatunkban résztvevoket arra kértilk, hogy nevezzék meg a
kozelmultban 1étesitett szexualis partnereik szamat napi felbontasban, mivel ez jobb
elérejelzdje a HPV fertézés prevalencidjanak és az incidenciajanak, mint az élettartam
alatti szexualis partnerek szama (196, 201, 206). Szignifikans Osszefiiggés volt
megfigyelhetd a FSW-ek promiszkuitas mértéke és a teljes HPV, a hrHPV illetve a
tobbszorés HPV fertézés magasabb prevalencidja kozott. A vaginalis szexpartnerek
szaman feliil, a vaginalis szex gyakorisaganak mértéke (203, 204) és az analis szex
gyakorlasa is Osszefliggést mutat a HPV magas prevalencigjaval (203). Ezeken a
tényezOkon kiviil a HPV prevalenciat novelte az jabb partnerrel 1étesitett szexualis
kapcsolatig eltelt intervallum rovidsége is (206).

Nem mutattunk ki dsszefiiggést a HPV prevalenciaval a kontroll csoportba tartozo
nok elsd kozostilésének kezdeti életkora, illetve a szexiparban vald szerepvallalas kezdeti
¢letkora vagy FSW-ek szexiparban eltoltott ideje kozott. Ezért eredményeink
megerdsitik, hogy a fiatalon kezdett elsé kdzosiilés nem fiiggetlen hatasként noveli a HPV
prevalenciat (207, 201), melynek hatasat befolyasolhatja a szexualis partnerek emelkedett
szama (205).

A legljabb tanulmanyok azt mutatjak, hogy erds Osszefliggés mutatkozik a
megnovekedett vaginalis vagy oralis szexpartnerek szama és az oropharyngedlis rak
kialakulasa kozott (208). Azonban az oralis HPV fertdzés prevalenciaja elsdsorban az
¢lettartam soran létesitett szexualis partnerek szamaval mutat Osszefiiggést (209), mig a
szajiregi HPV fertézés ¢és az oralis-pénisz érintkezés szama kozott nem volt
egyértelmiien kimutathaté kapcsolat (209, 206). A magyar FSW-ek garatmintaiban
kimutathaté magasabb HPV prevalencia nem mutatott szignifikans 0sszefiiggést az oralis
szex gyakorisdggal. Eredményeink alatdmasztjdk a promiszkuitas hatasat a
megnovekedett oropharyngealis HPV fertézés gyakorisdgara és megerositik, hogy az

ovszer hasznalata oralis szex soran nem véd a HPV fert6zéstdl. Ennek kovetkeztében az
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FSWek a magas promiszkuitdsuk miatt az atlagos ndéi lakossaghoz képest nagyobb
kockazatnak vannak kitéve a garat HPV fertdzés és egyuttal a garatrak kialakulésara.

Erdekes ellentmondast figyelhettink meg az analis szex tekintetében, mivel
magasabb HPV prevalencia volt kimutathatdé mind FSW-ek és a kontroll csoport végbél
mintdiban az andlis szexet nem gyakoroloknal, mint az andlis szexet gyakorloknal.
Tovabbd, az andlis szexet gyakorlok kozott gyakrabban volt a HPV kimutathaté azok
mintaiban, akik konzekvens kondom hasznalatrél szamoltak be analis szex kozben. Ezek
az eredmények megerdsitik azt a megallapitast, hogy nem mutathat6 ki dsszefliggés az
analis szex gyakorlasa és a végbél nyalkahartya HPV fert6zodése kozott (193).

Alacsony képzettségi szint bizonyitottan fokozott kockéazatot jelent a méhnyakrakra
(202). A szexmunkasok tobbsége (76,4%) csak az altalanos iskolat fejezte be, mig a
kontroll csoportban mindenkinek legalabb kozépiskolai végzettsége volt. A hatékony
megeldzés érdekében fontos a szexmunkdasok és ligyfeleik fokozott szexualis kockazatat
csokkentd célzott tajékoztatds megtervezése és hatékony végrehajtdsa, mivel a HPV
fertdzEs igen jelentds forrasat képezik, mely lakossagi szinten hozzédjarul a magasabb
méhnyakrak morbiditasi és mortalitasi ratahoz. Ford (195) jelentds HPV prevalencia
csokkenést észlelt egy intenziv, sokrétli oktatasi programot kdvetd 18 honapon beliil
(példaul STD kezelése, 6vszer osztogatas, média kampany az tigyfeleknek).

A tanulmanyunk korlatai k6zé tartozik a vizsgalatban résztvevd szexmunkasok
alacsony szama, csak 34 FSW-t sikeriilt bevonni a 2 éves toborzasi iddszak alatt, a
kérdbivek sajat bevallason alapultak, ami kihathat a valaszok valddisagara, kiilonos
tekintettel az ilyen kényes kérdésekben, mint a szexualis szokasok. Tovabba nem
vizsgaltuk az egyéb kockazati tényezok hatasait a HPV prevalenciara, mint példaul a
dohényzas vagy a sziilések szdma. Végiil a kontroll ndk egészségiigyi kozpontokban
torténd kivalasztasa torzithatta az eredményeket. A tanulmanyunk f6 elénye, hogy
ugyanazon személy HPV fert6zottségét tobb anatdmiai régidban vizsgalta és a vizsgalt
csoporttal azonos kort kontroll csoport bevondsaval elemezte a szexualis viselkedést €s
az 6vszer hasznalatot, valamint feltarta a résztvevok ismeretét a méhnyakrdk megeldzési
lehetdségekrodl. Jelen tanulméany eredménye, hogy Magyarorszagon elséként nyujt
betekintést a szexmunkasok HPV prevalencia adataiba, mely megallapitdsok hasznosak
lehetnek a kozép- €s kelet-europai szexmunkasok nagyobb, atfogdbb elemzését célzd

tovabbi vizsgalatok tervezése szamra.
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Egyre nagyobb a jelentésége a HPV pontos kimutatdsanak a méhnyakrak
szlirésben. A HPV tesztet széles korben alkalmazzak a citoldgia alapt sziirésben triage
tesztként, a bizonytalan citologia diagnozisok esetében, illetve a kezelés utani
surveillance modszereként (87-89). 2015 januartol amerikai és europai guideline-ok a
HPV tesztet elsddleges szlirGtesztként is ajanljak, a citologia alternativdjaként alkalmazva
(62, 66). Kiilonbo6z6 klinikai vizsgalatok eredményei azt igazoltak, hogy a HPV teszt a
citologiahoz képest tovabb javitja az elsédleges sziirés hatékonysagat (59). A HPV
érzékeny marker a méhnyakrdk kockdzatinak meghatirozasara ¢és a citologianal
érzékenyebben képes a CIN 2, 3 diagndzisu betegeket kimutatni (90, 91).

Szamos tesztet fejlesztettek ki a HPV nukleinsav kimutatasara cervikalis mintabol
(79). A forgalomban 1év6 HPV tesztek koziil a szakirodalom a HC2 tesztet tekinti
klinikailag validaltnak, mert a HC2 teszttel végezték az eddig legnagyobb mintaszdmu és
leghosszabb utankdvetéses klinikai vizsgalatokat (12 év) (83).

A legtobb HPV kimutatdsara tervezett konvencionalis PCR reakcio degeneralt
¢és/vagy konszenzus primereken alapul, amelyek lehetdvé teszik a HPV tipusok széles
spektrumanak detektalasat. A dolgozaomban targyalt Full Spectrum L1F/L1R-HPV teszt
egy multiplex PCR és hibridizacié-alapu 48 HPV kimutatasara tervezett rendszer, mely
valtozékony szekvencidju génszakasz, melyet kétoldalt erésen konzervalt szekvenciaju
régiok hatarolnak. A HPV genom L1 régidja lehetdvé tette a konszenzus primerekkel
HPV-tipusok széles spektrumanak amplifikalasat és egyuttal ugyanerre a régiora a tipus-
specifikus primerek €s hibridizacids probak tervezését is. Ugyanezt a régiot mutatja ki a
dolgozatomban targyalt Genoid laboratorium 1j fejlesztési real-time PCR-alapt MBRT-
HPV tesztje is (179).

A real-time PCR megkdzelitéseknek szamos elénye van a hagyomanyos PCR-alapu
modszerekhez képest. Amellett, hogy kikiiszoboli a PCR utani kimutatési 1épést, a real-
time PCR egy érzékeny target amplifikacios modszer (210) A kezdetekben kifejlesztett
valos idejii HPV kimutatasi rendszer az ugynevezett ,,molecular beacon” primerekkel
végzett amplifikdciot real-time késziilékben detektdlta, mely lehetdvé tette a HPV
jelenlétének tipus-fiiggetlen eldsziirését a mintakban, €s ezt kdvette a PCR termék tipus
specifikus detektalasa line-blott médszerrel (211). A HPV targetre tervezett molecular

beacon probdk rendkiviil specifikusak és jol alkalmazhatoak multiplexalt kimutatési
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rendszerekben (212). Ezen kivil Wang és mtsai a ,,molecular beacon” probakat
érzékenyebbnek talaltak, mint a TagMan probakat (213, 214).

A MBRT-HPV reakci6 egy multiplex, egylépéses, HPV tipusspecifikus ,,molecular
beacon” prébakat alkalmazé real-time-PCR HPV detektald rendszer, amely a 14+1
hrHPV ¢és az 5 IrHPV tipusok csoportban torténd kimutatasara alkalmas. A magas
kockéazatli és alacsony kockazatt HPV tipusok kiilonb6z6 emisszids csatorndban
mutathatok ki, mig a hozzaadott belsé kontroll reakcié detektalasa egy harmadik
csatorndn torténik. Ez a bedllitas lehetdséget teremt a HPV pontos kimutatdsara és
emellett a reakcid végrehajtasanak belsé mindségellendrzésére. A real-time PCR
moddszerhez nem sziikséges a mintadk post-PCR kezelése, ami csokkenti kontaminécio
kockazatat. A mintdk vizsgalati eredményei az aldbbiak lehetnek: HPV DNS negativ,
hrHPV DNS pozitiv, hrHPV + IrHPV DNS pozitiv, illetve IrHPV DNS pozitiv. Mig a
HPV kimutatasdhoz és tipizalasahoz a Full Spectrum L1F/L1IR-HPV PCR ¢és a
hibridizaci6-alapu rendszerben 8 ora sziikséges, a MBRT-HPV rendszer nagy elénye a

gyorsasaga, mely teszt mar 3 ora elteltével eredményt szolgaltat.

célozza, amely nagyon specifikus detektalast tesz lehetoveé. A fejlesztok altal végzett
analitikai vizsgélatokban, illetve a Genoid laboratorium diagnosztikai mintain végzett
klinikai teljesit6képesség értékelésben a MBRT-HPV teszt specificitas vonatkozasaban
néhany keresztreakciot mutatott az alacsony kockazati HPV tipusokkal, melyek
fontossaga kisebb a méhnyaki patologidban. A rendszer korlatja, hogy keresztreakciot
adott néhany alacsony kockazata tipus a magas kockazatl csatorndban. Bar a primereket
¢és probéakat gondosan valasztottuk ki, hogy megkiilonboztessék a kimutatni kivant HPV
tipusokat, mégis szamos kevésbé gyakori tipus keresztreakcidkat adott, ami Ujabb,
pontosabb molekularis beacon probdk tervezését teszi még sziikségessé. A HPV 82
pozitiv volt a magas kockdzatli csatorndban, de a HPV 82 tipust is a feltételezetten magas
kockazattiak csoportba soroljak (200). A HPV 3 szintén keresztreagalt a magas kockazatu
csatornaban, de ezt a tipust kevésbé tartjak fontosnak a méhnyaki patologiaban. A HPV
70 magas kockéazati jelet generdlt és bar alacsony kockazata tipus, azonban
filogenetikailag a magas kockazati tipusok k6zé soroljak (200). A HPV 54 a magas
kockézata HPV csatornaban volt pozitiv, mig a 87 és 91 feltételezetten magas kockazata

¢s alacsony kockézati keresztreakciokat adott.
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A MBRT-HPV teszt klinikai vizsgalatdban 161 random klinikai mintét vizsgaltunk
¢és az eredményeket 0sszehasonitottuk a Full Spectrum L1F/L1R-HPV teszttel kapott
eredményekkel, ahol az egyezés 89,44%-o0s volt. Az dsszehasonlitd vizsgalat alapjan a
MBRT-HPV teszt becsiilt CIN2+ szenzitivitdsa 95,45% (63/66) a becsiilt specificitasa
91,57% (87/95) volt és a two-tailed Fischer exact probability teszt p = 4,65 x 10%,
szignifikans eredményt adott.

Ami a Full Spectrum L1F/L1R-HPV és a MBRT-HPV rendszer kozotti eltéréseket
illeti, a kiilonb6z6 eredményeket magyarazhatja a felhasznalt minta térfogatok
kiilonbsége, mig a Full Spectrum L1F/L1R-HPV rendszer 10ul mintat, addig a MBRT-
HPV teszt csak 7ul mintat, tehat 30%-kal kevesebbet hasznal a PCR reakcioban. A 10
eltéré eredményt add minta koziil 6 esetben nagyon alacsony hibridizécios jelet kapunk a
Full Spectrum L1F/L1R-HPV rendszerben. Elképzelhetd, hogy a MBRT-HPV
rendszerrel a csokkentett minta mennyiség miatt téves eredményt kaptunk a detektalhatod

Az MBRT-HPV rendszer szamos olyan tulajdonsdggal bir, amely hatékony
eszkozként valo alkalmazasat sugallja a HPV diagnosztika teriiletén. Ez az 1j modszer
alkalmas eszkoze lehet a méhnyakraksziir@ programoknak és megvan az az elonye, hogy
gyors, idotakarékos egylépéses megkozelitést teszt lehetdve.

A Coombe Women and Infants University, Dublin kolposzkdpia klinikan megjelent
ndk cervix LBC citologia mintain Keegan és mktsai egyiittmiikodésben vizsgaltuk HPV
kimutatasara szolgaldo harom modszer klinikai teljesit6képességét: HC2 (Qiagen), Full
Spectrum L1F/L1R-HPV (Genoid) és a MBRT-HPV-ABI (Genoid), mely a teszt
ABI7900 platformra adaptalt verzidja (180). A n6k HPV fertézéseinek genotipusait LA-
HPV teszttel azonositottak az ir laboratoriumban. Ez az els6 tanulmany, amely vizsgalja
a Full Spectrum L1F/L1IR-HPV ¢és a MBRT-HP-ABI tesztek HPV kimutatas
teljesitményét a kolposzkopiara utalt betegeknél, illetve ez az elsé vizsgalat a HPV
genotipusok eléfordulasarol az ir kolposzkopos populdcioban.

Ahogy ez varhat6 volt ebben a betegcsoportban, ahol a nék tartdosan abnormalis
méhnyak citologia kenet eredményt mutatnak, magas volt az egyes tesztekkel mért HPV
prevalencia: 83,3% HC2, 91,9% Full Spectrum L1F/L1R-HPV ¢és 80,1% MBRT-HPV, a
korrigalt, csak hrHPV kimutatas aranya 61,4% Full Spectrum L1F/L1R-HPV és 78,7% a
MBRT-HPV-ABI.
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Mais tanulmanyokban az alkalmazott hrHPV teszt kimutatdsi modszerétol
fiiggetleniil szintén kiugréan magas volt a hrHPV eléforduldsi ardnya a vegyes,
kolposzkopiara utalt populacidkban (215, 216), ami azt jelzi, hogy a legtobb
kereskedelemben kaphato teszt kellden érzékeny a hrHPV kimutatasara ebben a
cohortban. A HC2 teszt és a Full Spectrum L1F/L1R-HPV hasonlé HPV kimutatasi
aranyt mutatott minden citolégia fokozatban, mig a MBRT-HPV-ABI sokkal
alacsonyabb aranyban volt pozitiv, ami valoszintileg a teszt HPV16 tipusra vonatkozo
alacsonyabb analitikai érzékenységének volt koszonhetd, mivel a HPV 16 volt a
leggyakrabban kimutatott HPV genotipus a mintakban.

A HPV vizsgalatok teljesitményét triage beallitdsban korosztaly specifikusan
javasolja értékelni Cuschieri és szerzétarsai (215). A HPV fert6zések ismert
korosztalyhoz tarsultak (<30 év), mig HGCIN-ek a 30 évnél idésebb ndknél voltak
gyakoribbak. A jelen vizsgalatban a hrHPV DNS prevalencidja mindegyik vizsgalt HPV
teszttel a 30 év alatti ndk korében volt a legmagasabb, ramutatva arra, hogy masodik,
ugynevezett triage tesztre lehet sziikség a HPV DNS teszt mellett a fiatalabb nok esetében
a tovabbi kockézati besorolas érdekében.

A Kiilonboz6 teszteld laborokban és  kiilonbozé populaciokon  végzett
vizsgalatokkal kapott eredmények, mint példaul Coombe Women and Infants University,
Dublin kolposzkopia klinikaval egytittmiikodésben végezett tanulmanyunk (180), a két
Genoid laboratérium altal fejlesztett HPV teszt teljesitményének még pontosabb
értékelését tették lehetdvé. Jeney és szerzétarsai publikacidojaban (177) a szerzok
Osszehasonlitottak a Full Spectrum L1F/L1R-HPV tesztet a HC2 kimutatassal 81 n6
ASCUS/LSIL eredményi citologiai mintain, ahol a hrHPV eredmények konkordancia
aranya 83,9% volt. Ez Osszhangban all a Coombe klinikan ugyanazon citologiai
kategoridkban kimutatott 93,7% konkordancia értékkel. A MBRT-HPV teszt
teljesitményérél megjelent elsé publikacioban a Full Spectrum L1F/L1R-HPV teszttel
végzett Osszehasonlitd vizsgéalatban a hrHPV konkordancia 89,44% érteket mutatott
(179), mely hasonlo a Coombe klinikan kapott eredményhez (83,8%). Meijer és mktsai
(217) azt javasolta, hogy az j HPV sziirGvizsgalatokat a HC2 teszthez képest ajanlott
értékelni. Ha 6sszehasonlitjuk a HC2 teszttel a Full Spectrum L1F/L1R-HPV és a MBRT-
HPV-ABI tesztek hrHPV tipusokra vonatkoz6 eredményeit, a Full Spectrum L1F/L1R-
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HPV nagyobb konkordancidt mutatott (94,6% (k=0,792),), mint a MBRT-HPV-ABI
(87,4% (k=0,532)) és nem volt statisztikai kiilonbség a HC2 vizsgalat és a Full Spectrum
L1F/L1R-HPV ko6z6tt a hrHPV kimutatasaban.

Coombe klinika mintain a HC2 tesz volt a legérzékenyebb a hrHPV kimutatasara a
CIN2+ betegség klinikai végpontra nézve (98,3%), ezt szorosan kovette a Full Spectrum
L1F/L1R-HPV (97,4%), majd a MBRT-HPV-ABI (93,9%). A tesztek specificitasat nem
volt lehetséges meghatarozni, mert nem volt elég negativ szovettani eredményii nObeteg
a vizsgalt csoportban és ezért nem volt elég valodi negativ eset a statisztikai
szamitasokhoz.

A MBRT-HPV-ABI teszt statisztikailag szignifikdnsan magasabb PPV (97,3%)
értéket adott, mint a tobbi vizsgalt HPV teszt (HC2 (94,1%); Full Spectrum L1F/L1R-
HPV (94,1%)). A PPV kritikus paramétere a vizsgalat teljesitményének, mivel annak a
valoszinliségét tiikrozi, hogy a pozitiv teszt mennyire jol josolja meg a magas foku
cervikalis betegség jelenlétét. Ez azonban nagymértékben fligg a betegség aktualisan a
vizsgalatban mért eléforduldsi ardnyatol, és a vizsgalt kolposzkopidra utalt betegek
populacidgja magas HPV prevalenciaval rendelkezik, ezért a diagnosztikai tesztek
teljesitményének értékelésekor ennek torzitdo hatisat figyelembe kell venni. Mas
vizsgalatok azt is kimutattak, hogy HC2 magas érzékenységet mutat a magas foka CIN
detektalasara. Egy nemrégiben késziilt tanulmany 0sszehasonlitotta szamos kiilonb6z6
HPV kimutatasi technologia CIN3+ esetek kimutatasi a teljesitményét azon ndknél,
akiknek egy vagy tobb borderline vagy enyhén koros kenetiik volt. A vizsgalat azt
mutatta, hogy az HC2, Abbott RealTime, BD HPV és Cobas 4800 érzékenysége 100%-
0s volt és a HC2 érzékenysége a CIN2+ kimutatasara vonatkozdan 96%-ot mutatott
(218). Egy eurdpai retrospektiv tanulmanyban Denton és mtsai eredményei szerint (127)
a HC2 érzékenysége 90,1% volt a biopsziaval igazolt a CIN2+ azonositasara azoknal a
ndknél, akiknek ASCUS, illetve 95,7% azok korében akiknek LSIL citologiai
elvaltozasuk volt. Egy korabbi tanulmanyban Dublin egyik sziildotthonaban a
kolposzkdpos populacion mért HC2 érzékenység 90,5% volt a CIN2+ detektalasara, ami
valamivel alacsonyabb, mint az ebben a tanulmanyban publikaltak, azonban abban a

tanulmanyban a ndknek kizardlag tartosan alacsony foku citoldgiai elvaltozasuk volt, a

s s
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A Coombe klinika mintadin a harom HPV teszt hrHPV prevalencidit a citologiai
kategoriakon beliil vizsgalva megallapithato, hogy a Full Spectrum L1F/L1R-HPV és a
HC2 mindeniitt hasonléan jé eredményt mutatott, mig a MBRT-HPV-ABI HPV
kimutatasi rataja alacsonyabb mindegyik citologiai kategoriaban. A HC2 és a Full
Spectrum L1F/L1R-HPV teszt hasonléan magas HPV pozitivitdst mutatott a NILM
citologia mintakban (26,1%-30,4%), ezt kdvette az ASCUS illetve LSIL (83,7%-86,7%)
majd a HSIL (97,3-100%), ami hasonl¢ értékeket mutat, mint egy korabbi tanulmanyban
publikalt adatok (220).

Az ir laboratériumban a LA-HPV tesztet alkalmaztak a HPV genotipusok
eloszlasanak meghatarozasara. A tipizalas segitségével megvizsgaltuk, hogy a HPV
genotipus befolyasolta-e az egyes HPV kimutatasi eljarasok klinikai teljesitményét. A
MBRT-HPV-ABI teszt esetében talaltunk alacsonyabb pozitivitasi ratit a HPV16
genotipus esetében. A MBRT-HPV-ABI teszt alacsonyabb analitikai érzékenységgel
mutatja ki a HPV16 genotipust, mint az egyéb vizsgalatok, amelyet a HC2 vagy Full
Spectrum L1F/L1R-HPV vizsgalatokkal szemben kimutatott alacsonyabb Kklinikai
érzékenysége is bizonyit. A HPV16 volt a leggyakoribb genotipus minden citologia
elvaltozasban, ami utan a HPV 18 a 8. leggyakoribb HPV genotipus volt a mintakban és
a 6. leggyakoribb HPV genotipus (6,1%) volt a CIN2+ hisztologiailag konfirmalt mintak
csoportjaban. A HPV 18 prevalenciaja az ir laboratoriumban alacsonyabb volt a Castle és
szerzOtarsai altal publikalt ASCUS LSIL Triage eredményeihez képest (221), ahol a
bevalogatas sordn a hisztologiaval konfirmalt CIN3+ 608 kenet genotipizalt mintabol
atlagosan 13,2% volt a HPV18 pozitiv a LA-HPV teszttel és a HPV18 az 5. leggyakoribb
HPV genotipus volt a CIN3+ kohortban. Egy masik irorszagi publikacioban a 2001 és
2008 kozotti, formalin fixalt archiv nagyfoku cervicalis intraepithelialis neoplasia
szovetteni mintdkon végzett genotipizalds csak 6%-ban volt HPV 18 pozitiv (222).
Vilagszerte a HPV16 és HPV18 ~71%-ban kimutathaté a méhnyakradkokban, azonban
ismert, hogy a HPV18 gyakorisaga foldrajzilag nagyon eltérd, mig Eurdpaban és Eszak-
Amerikaban az 6sszes méhnyakrakos eset 7% -a, addig Oceaniaban 20% és Afrikaban 23
% (223). Egy korabbi vizsgalatban azt vetették fel, hogy a rakot megel6z6
elvaltozasokban a HPV18 vagy HPV45 jelenléte alulreprezentalt lehet, mivel HPV18
vagy 45 tipusokat tartalmazd rdkoknak csak 57%-at sikeriilt kolposzkopiaval

diagnosztizalni, Osszehasonlitva ez az érték 84% volt a HPV16 tipussal kapcsolatos
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rakbetegségek esetében (224). Lehetséges, hogy a citologiai mintavétel nem elég
hatékony a mirigyes léziokat tartalmazé HPV18 kimutatasara, vagy a HPV18 virus
aktivitdsanak kovetkeztében a HPV 18 pozitiv sejtek alulreprezentaltak lehetnek a
citologiai kenetben. (222).

Osszességében az ir tanulmany ismerteti a HC2 és a Full Spectrum L1F/L1R-HPV
teszt hasonlo teljesitményét kolposzkdpidra utalt betegek korében. A MBRT-HPV-ABI
teszt valamivel kevésbé volt érzékeny, mint akar a HC2 vagy a Full Spectrum L1F/L1R-
HPV teszt, azonban magasabb pozitiv prediktiv értéke van és mivel ez egy valos idejii
PCR-alapt technoldgia, konnyen automatizalhatd. Mivel a Full Spectrum L1F/L1R-HPV
PCR-terméket konnyen lehet genotipizalasra alkalmazni, a Full Spectrum L1F/L1R-HPV
egy hasznos alternativaja lehet a HC2 tesztnek olyan populaciok esetében, ahol HPV
genotipus meghatarozasa sziikséges, vagy, ahol a leggyakoribb genotipusok
el6fordulasanak ellendrzése sziikséges.

Kiilonb6zo klinikai vizsgalatok eredményei azt igazoltdk, hogy a HPV teszt a
citologiahoz képest tovabb javitja az els6dleges szlirés hatékonysagat (59). A HPV egy
érzékeny marker a méhnyakrak kockazatinak meghatirozasara és a citologianal
érzékenyebben képes a CIN 2, 3 diagnozist betegeket kimutatni (90, 91). Azonban a HPV
teszt kevésbé specifikus, mint a citoldgia, mert a fertézések tilnyomo tobbsége atmeneti
és elmulik. (225, 226). Ennek bizonyitéka az ir kolposzkopos populacioban a NILM
citologia kategoriaban tapasztalt magas HPV pozitivitasi rata (26,1%-30,4%).

2012 marciusaban az US Preventive Services Task Force (USPSTF) és tobb
szakmai szervezet (ACS, ASCCP, ASCP) kozosen 1j iranyelveket dolgozott ki a HPV, a
citologia ¢s a HPV 16/18 tipizalas alkalmazasara a szlirésben és diagnosztikaban (227,
228). Abban az idoben még nem voltak elég meggy6z6 adatok az elsddleges HPV
szlirésre dnmagaban, azonban az azdta eltelt id0 alatt sikeriilt erds szakmai érvekkel
alatdmasztani az elsddleges HPV szilirés hatékonysagat. A legijabb eurdpai és amerikai
publikalt vizsgélatok eredményei alapjan megallapithatd, hogy a HPV teszt legalabb
olyan hatékony 3 évente alkalmazva, mint a citologia, ami a jelenleg is elfogadott
szlirdmodszer a vilagban, igy a citologia szlirés alternativajaként bekeriilt az ajanlott
szlirési protokollokba (62, 66). A jelenleg javasolt amerikai protokoll a HPV 16/18
tipusok meghatdrozasa ¢és az egyéb magas kockazatat HPV csoport pozitivitasa esetén

citologia triage teszt végzése (62). A citologia kellden specifikus tesztként megfelel reflex
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tesztnek, azonban nem elég szenzitiv, igy nem taldl meg minden beteget. A citoldgia
triage kombinécidja a HPV 16/18 tipizélassal noveli a HPV sziirés specificitasat és
egyuttal javitja a citologia szenzitivitasat. Fontos megjegyezni, hogy szamos vizsgalat
jelenleg is zajlik, melyben a HPV pozitiv ndk kiilonbozo triage stratégiait értékelik.

A legtjabb kutatdsok targya az ujabb generacidés, a HPV illetve a citologia
szlirésben alkalmazhato, nagy specificitdsu kiegészitd tesztek kifejlesztése, melyek a
méhnyakrak kialakulasdban szerepet jatszo, biologiai elkdtelezd 1épések kimutatdsan
alapulo, igynevezett biomarker tesztek csoportjat képezik (92, 79). A nagy specificitast
biomarker tesztek alkalmazasaval lehetséges lehet az utdnkovetéses vizsgalatok
visszahivasi idejének novelése vagy akar a negativ biomarker teszt eredmény esetén a
normal sziirési rendbe vald visszatérése (92).

A publikaciokban szamos biomarkert javasolnak méhnyakrak sziirésre (92, 79, 68,
93). Ezek kozott néhany kereskedelmi forgalomban is elérhetd immunkémiai
diagnosztikai platform, azonban tobb klinikai adatra van sziikség, a tesztek klinikai
hasznalhatosaganak becslésére, kiilonosen, ami a jol kontrollalt keresztmetszeti €s
longitudinalis vizsgalatokat illeti, ahol a biomarker tesztet a patologidval egyidejiileg
vizsgaljak. Altalaban hianyzik a publikalt irodalomban a vizsgélt tesztek egymas melletti
Osszehasonlitasa.

Egy metaanalizis (126) megéllapitotta a p16'N¥*® hasznalati értékét a méhnyak

citolégiai és szdvettani mintakon. Bebizonyosodott, hogy a pl6'NK4

fehérjét
overexpresszald cervikalis kenetek aranya novekszik a citologiai rendellenesség és
szovettani fokozat sulyossagaval, és a pozitiv festddés jellege a 1ézi6 sulyossagatol
fiiggden valtozik. A vizsgalat szerint az immunhisztokémiai (IH)-p16'"™N<* festés a
cervikalis biopszia mintdkon mérsékelt diagnosztikai hozzaadott értéket mutatott a
CIN2+ ¢s anélkiili diagnozisok megkiilonboztetésére (érzékenység 86,7%, specificitas
82,8%) (116). Egy multicentrikus vizsgalatban (229 301) Gsszehasonlitottak a
szovettanilag kimutathato CIN2/3 esetekre a immuncitokémiai (IC)-p16'™NK* és a HPV
teszt érzékenységét és specificitasat az ASCUS és LSIL triageban . Az IC-p16NK4a
érzékenysége hasonld volt a HPV teszthez mindkét triage protokollban (ASCUS: 92,6%
vs. 90,1%; LSIL: 92,0% vs. 95,7%). A p16'NK4 azonban, szignifikdnsan jobb specificitast
mutatott, mint a HPV 6nmagéaban az ASCUS Pap citologia (63,2% vs. 37,8% és az LSIL

(37,1% vs. 18,5%) esetében (229 301). A szerz6k megallapitottak azonban, hogy tobb
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itfogd tanulmany sziikséges a pl6NK4a

vizsgalat méhnyakrak sziirésben valo
teljesitményének bizonyitasara. Ezen kiviil nagy valtozékonysagot mutat a szakirodalom
p16™%4% immunocitokémiai és immunhisztokémiai pozitivitds értékeld algoritmusat
illetden (127 142).

Minden Gjonnan kifejlesztett méhnyakrak biomarker teljesitoképességét ajanlott

6'NK4 immunkémiaval. Tovabb

Osszehasonlitani a meglévé modszerekkel, kiillondsen a pl
bonyolitja a képet, hogy a pl16'™NK*% teljesitéképességét szamos tanulmany elemzi és
valtozo kovetkeztetésekkel targyalja (127 142); tovabba nincs egyértelmii konszenzus,
hogy mi lenne a legmegfelelébb modszer az immunkémiai eredmények értékelésére.
Tanulmanyunkban a gold standard szovettanhoz képest vizsgaltuk a p16'NK* és egy 1j
biomarker, a claudin 1 (CLDNI1) immunhisztokémiai/immuncitokémia tesztek
teljesitoképességét eset-kontroll modon, bizonyos esetekben a morfologia figyelembe
vételével.

A claudinok legujabb elemzése szerint a TJ-alapu (Tight Junction) permeabilitas-
szelektiv barrier rendszer részt vesz a sejtszaporodas szabalyozasaban (139, 141), illetve
CLDN1 overexpressziot igazoltak méhnyakrak biopszias CDNS array technoldgiaval
(230 302). Egy masik vizsgalatban a CLDNI ¢és claudin-7 expresszio fokozatosan
emelkedett az LSIL esetektl CIS esetekig torténd progresszid soran, mig ezeknek a
fehérjéknek az expresszidja nagyon alacsony volt a normalis cervikalis hamban, igy ezek
a fehérjék a CIN diagnosztikai markereként szolgalhatnak (142 160, 143 156, 144 155).

Ami a CLDN1 immuncitokémiai festésrdl a tanulményunkban figyelemremélto,
hogy a CLDN1 - p16'"N%% konkordancia (SM értékelés) igen magas volt (CIN2+ pozitiv
esetek egyezdsége 84,0% (73,8-89,3); a CIN2- egyezdsége 69,0% (59,6-75,8)). Ennek
kovetkeztében CLDNI1 egy igéretes, 11j immunkémiai cervikalis biomarker, mely nagyon
hasonl6 teljesitményt mutat, mint a p16"™<% azonban altaldban kevésbé specifikus, mint
pléNK4a “A CLDNI és p16"™K48 markerek alkalmazasa, mint kombinacids triage teszt ugy
tinik, egy egyszerii stratégia lehet a kiegyenstlyozott érzékenység és specificitas
elérésére.

Egy hatékony citologia triage megvalositasa lenne a kovetkezé nagy technologiai
feladat a méhnyakrak sziirésben, mivel ennek hianyaban a citologiat helyettesiteni kellene
mas szlrési technologiakkal, mint példaul a HPV teszttel, amivel elveszitenénk a

kockazati besorolasi informaciokat és ezaltal bizonytalansagot okozna a betegek
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kezelésében. A tanulmanyunkban vizsgalt populécié kiillondsen alkalmas volt a triage
stratégiak értékeléséhez, mivel az ASCUS esetek szama magas volt (62/389).
Tanulmanyunkban a citologia HPV triage csak kis mértékben kiilonbozik a HPV citoldgia
triage-tol [érzékenység 97,6% (92,3-99,6%) vs. 81,0% (75,4-86,3%) és specificitas
44,9% (36,0-48,3) vs. 43,8% (32,1-54,7%)]. Ennél is fontosabb, hogy a citologia
biomarker triage és a HPV biomarker triage nem mutatott szignifikans kiilonbséget egyik
értékelési modszert alkalmazva sem, amely lehetové teszi a biomarkerek hasznalatat
mindkét vizsgalat utan.

Az immunfestéseket triage felallasokban vizsgald Osszehasonlitdé tanulmanyunk
alatamasztja, hogy a HPV sziirés citoldgia triage, vagy a citologia sziirés és HPV triage
stratégidk mindkét megkdzelitse alacsony specificitdsi. Ami az immunkémiai triage
stratégiakat illeti, a hagyomanyos (SM) immunkémiai értékelés altalaban azt mutatja,
hogy rosszabb az eset-kontroll Osszefiiggés a CIN2- esetek citologiai és szovettani
vizsgalata kozott, amelyet MASM értékelés javitott. Ebben az esetben a citologia sziirés
az IC-CLDN1-p16'NK4a MASM értékeléssel triage hasonlé teljesitményt mutatott mint a
HPV sziirés az 1C-p16'"N<4 SM triage értékeléssel, azzal az elénnyel, hogy az IC és az TH
CIN2- esetek korrelacidja jobb egyezést mutatott, mint az SM alapt p16'NK* értékelés
esetében (82,1% vs. 68%). Ez kiemeli a cervikalis kenet immunkémiai morfologiai
értékelés szerepét €s arra hivja fel a figyelmet, hogy a citoldgia teljesitményét javitani
lehet annak érdekében, hogy a state-of-art HPV alapu sziirés technologiakkal
versenyképes maradjon, amely érdekes lehet a jovOben a sziirés protokollok szamara.

Az  immunkémiai  biomarkerek  klinikai  teljesitOképességét  vizsgalod
tanulmanyunkban az altalanos proliferativ markereket nem vizsgaltuk. Az Gjonnan
alkalmazott immuncitokémiai kettds festési protokoll - amely a p16'NK42 és proliferacios
marker Ki-67 immuncitokémia kombinacidja (CINtec® Plus, Roche, Mannheim,
Germany) — a pozitivitds j meghatarozasara épiil (132, 231). A proliferativ marker
bevezetése logikus 1épésnek hangzik a rakkeltd folyamat természetébdl eredden, azonban
figyelembe véve a morfologiai eredményeinket a nem specifikus és valtozdan fest6dod
beteg sejteket illetden, tovabbi vizsgéalatokra van sziikkség. A tanulmanyunkban
tapasztalak szerint a p16™K4 ¢s CLDNI1 festések kozott gyenge a korrelacid, mig a
diagnosztikus értékiik hasonld, mely felveti a méhnyak rdkmegel6zo és rakos 1€ziok

génexpresszids  valtozasainak tovabbi  tanulméanyozisanak a  sziikségességét.
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Vizsgéalatunkban az immuncitokémiai ¢és immunhisztokémiai értékelés morfologia
pozitiv sejtekre torténd korlatozasaval a pozitiv teszt eredmények szama szignifikansan
csokkent mind a CLDN1 mind a pl16NK% esetében, és csokkent a CIN2+ pozitiv
korrelécio is. Bar azt talaltuk, hogy bizonyos elénydket nyujt a morfoldgia kombinacidja
immuncitokémidval, sem a morfolégia, sem a biomarkerek egyediill vagy
kombinaciokban nem voltak képesek arra, hogy kiemelkedden jo teszt teljesitményt
nytjtsanak. Osszefoglalva, a kiilonbdzé markerek kombinacioja egy logikus 1épés lehet
a jovo méhnyaki diagnosztikdja szamara. A biomarkerek tovabbi kutatasai a cervikalis
carcinogenesis folyamatanak jobb megértéséhez vezethetnek és végsd soron a méhnyaki
diagnosztikai tesztek jobb diagnosztikai teljesitményét eredményezhetik. Azonban az
immunfestések munka és reagens igényes technoldgidk és az eredmények értékelése
szubjektiv, human eréforrast, képzést igényel. A p16™NK4/Ki-67 kettds festés értékelés
reprodukalhatosagi vizsgalataban 480 random kivalasztott citoldgia keneten 10 frissen
képzett, vizsgazott értékel6t hasonlitottak Gssze egy tanulmanyban referencia értékeld
értékelésével és a két értékelés concordancidja jo és kivald érték kozotti tartomanyban
mozgott (k=0,65-0,81; atlagban x=0,71) (136). Az értékelésbeli eltérések kovetkeztében
az Ujonnan vizsgazott értékelOk atlagos CIN2+ szenzitivitasa kissé alacsonyabb volt, mint
a referencia értékeloke (82% vs. 84%). Ugyanakkor, ha a pozitivitas kategéridkat 1 sejt,
2 sejt, 5 sejt 6-50 sejtnél allapitottak meg a referencia értékeldk az alacsonyabb cut-off
esetében az (jonnan vizsgazott értékeldk teljesitménye hatarozottan csokkent és 1 pozitiv
sejt esetén (ez jelenleg a CINtec teszt cut-0ff) csak 52%-ban nevezték az eseteket
pozitivnak (136).

Az objektiv méhnyaki diagnosztika alapjaul szdmos 101j lehetdséget nyujthatnak a
jelenleg fejlesztés és validalas alatt allo 10j, citologia kenet készitését nem igényld,
molekularis modszerli biomarkerek, melyek a progresszid hatterében all6 molekularis
elkotelezo 1épések objektiv azonositasara szolgalnak. Jelenleg szadmos kutatés és klinikai
vizsgalat targyat képezik a molekularis biomarkerek, melyek a szlirés specificitasanak
novelését szolgaljak azaltal, hogy képesek megkiilonboztetni a produktiv és a
transzformaldo HPV fertdzéseket, illetve megjosolni a betegség sulyossagat. A HPV
pozitiv esetek triage tesztjeként potencialisan alkalmazhat6 viralis és human cellularis
molekularis markerek ismertek. (232, 68, 93). Az egyik potencialis lehetéség a micro-

RNS (miRNS) expresszios profil valtozasokat vizsgald megkdzelités (153). Ugyan az
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eddig publikalt adatok mindsége valtozo, de Osszességében megallapithatd, hogy a
cervikalis carcinogenesis sordn jelentds valtozdsok mutatkoznak a miRNS expresszios
profilban és egyes miRNS-ek onkogénként, mig masok tumor szupresszorként hatnak. A
miRNS expresszid up- és downregulacidja a cervikalis patoldgids folyamatokban
jellegzetes mintdzatot mutathat, melynek pontos feltérképezése alkalmassa teheti
biomarkerként valé alkalmazasukat.

Vizsgalatunkban kimutattuk, hogy a miRNS profilok segitségével meg lehet
kiilonboztetni a méhnyakrak két leggyakoribb szovettani tipusat (AC, SCC) (154) és bar
a méhnyakrak diagnézis alapjat jelenleg klinikai €s patologiai vizsgalatok képezik,
eredményeink felvetik annak a lehetdségét, hogy a miRNS expresszios profilok a
daganatok tipusai kozott kiillonbséget tegyenek. Kevés publikalt adat all rendelkezésiinkre
arrdl, hogy miként valtozik a korszovettani diagnozisok fiiggvényében a miRNS-profil.
A miR profil valtozasok hatterében a hrHPV E6 és E7 génjei altal kodolt fehérjék okozzak
a p53 és Rb fehérjék lebomlasat és/vagy inaktivalasat (233). Az E5-E7 onkogén fehérjék
altal kozvetleniil vagy kozvetve szabalyozott HPV asszocialt miRNS-ek (miR-34a, miR-
146a, miR-203) (234, 235) fontos szerepet jatszanak a méhnyakrak kialakulasaban és
progressziojaban. Elemzésiink szerint a két vizsgalt szovettani tipus kozott 1ényeges
eltérést mutattak a miRNS vizsgalatok: miR-21, miR-27a, miR-34a, miR-155, miR-196a,
miR-203, miR-221. Vizsgalatunk szignifikans kiilonbséget igazolt a HPV pozitiv két
szovettani tipus kozott a miR-21, miR-27a, miR-34a, miR-196a és miR-221
expressziojaban. A miR-21 gén a 17q23.2 kromoszéman talalhatd, amely a FRA17B
(common fragile) szakaszon beliil helyezkedik el. Ez a régid tobb szolid tumorban
megsokszorozodik (236), amely 6sszhangban all a vizsgalt rakokban altalunk detektalt
emelkedett miR-21 expresszioval. A HPV16 egyik integracios locuszat 17¢23.2
kromoszoman mutattak ki (237, 34, 238), ami arra utal, hogy a cellularis miRNS gének
expresszioja a HPV integracios helyén vagy annak kozelében hozzajarulhat a tumor
fenotipusdhoz. Vizsgalatunkban kimutattuk, hogy a miR-21 expresszi6é emelkedett a HPV
fertdzott betegekben, ez arra utal, hogy a HPV fertdzés indukalta karcinogenezis
valdsziniileg néhany oncomiR expressziojat megvaltoztatja, mint példaul a miR-21-ét.
Azt talaltuk, hogy a miR-21 bdségesen kifejezodik a HPV pozitiv mintakban altalanosan
¢s mindkét szoveti tipusban kiilon-kiilon egyarant. A miR-21 expresszioja a rak klinikai

fokozataival (FIGO 0-I1II) egyiitt ndvekszik. Yao és Lin kimuattak (239), hogy a miR-21
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tobbfunkcids szerepet jatszik a méhnyaki laphdmrékok kifejlodésében, igy igazoltak,
hogy a miR-21 jelentésen fokozza a sejtosztddast, gatolja az apoptozist €s eldsegiti a
a vizsgalatban azt is bebizonyitottdk, hogy a miR-21 taltermelése a betegség
elérehaladasaval és nyirokcsomo-attétekkel tarsult. Schmitz és mtsai a HPV integracios
helyeket vizsgaltak (240) és arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az integracido nem egy
teljesen véletlen esemény, hanem magéaban foglal preferalt kromoszoma helyeket, példaul
a miRNS kozeli helyeket. Az integracios helyek szomszédsagaban elhelyezkedd 75 féle
mMIiRNS-ek koziil sokukat 6sszefliggésbe hoztak mar rakokkal és ezek koziil a miR-34a,
miR-21 és miR-27a fejez6dnek ki a méhnyakrakos sejtekben.

Korabbi tanulmanyok azt mutattak, hogy a HPV E7-protein downregulalja a miR-
203 expressziot a differencidlodds sordn, amely a mitogén-aktivalt protein (MAP)
kinaz/protein kinaz C (PKC) reakciouton keresztiil torténhet (241). A miR-203 egyik
célpontja a transzkripcios faktorok p63 csaladja és a HPV pozitiv sejtek szignifikdnsan
magasabb szintet tartanak fenn ezekbdl a tényezékbdl differencialddasuk soran, mint a
normalis keratinocitdk. Melar-New és Laimins arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a
magas szintli miR-203 expresszi6 gatolja a HPV amplifikaciot és a HPV fehérjék - annak
érdekében, hogy eldsegitsek a virus produktiv replikacigjat a differencialodo sejtekben -
gatoljak a miR-203 expresszid. Ezen kiviil McCluggage mar korabban kijelentette, hogy
a p63 a méhnyak lapham daganatok biomarkere (242), ami szintén alatamasztja a miR-
203 jelentoségét. A miR-146a expresszidja is méhnyakrak-specifikus, de
bebizonyosodott, hogy fiiggetlen a rak szovettipusatol vagy a HPV fertdzéstol. Ez utobbit,
Wang és mtsai szintén igazoltak (243).
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6. Kovetkeztetések

Célkitiizés 1: A HPV fert6zések epidemiologiai kérdéseinek tanulmanyozasa a
HPV tipizalasi eredmények tiikrében, rutin diagnosztikai mintakon (2005/2006) (176),
illetve a néi szexmunkasok magas rizikdju csoportjaban gyljtott cervikalis garat €s analis
mintakon (178).

A méhnyakrak kialakulasanak feltétele és rizikd tényezdje a perzisztalo HPV
fert6zés (188, 189, 187). A fokozottabb rizikoju betegek kovetésében a HPV genotipus
specifikus adatok klinikai jelent6sége jelenleg is zajlo vizsgalatok targya (62, 66). A
GenolD laboratoriumban 2005/2006 években alkalmazott Full Spectrum L1F/L1R-HPV
teszt 6447 HPV genotipizalas vizsgalaton alapuld elemzésben a HPV genotipusok
eléfordulasi gyakorisagarol szamoltunk be, és a multivalens fertézések gyakorisagat is
meghataroztuk. A HPV tipizéalas egyben lehetdséget ad a beteg pontos kovetésére és
rizikdbecslésére, illetve a HPV oltas sordn a mar szexualis életet megkezdett ndk korében
az oltasi tipusokkal vald fert6zottség meghatarozasara (188, 189, 66. A GenolD
laboratoriumban vizsgalt mintakban 2006-ban HPV-DNS-pozitiv mintak kockazati
tipusok szerinti eloszlasa szerint a HPV fert6zések legtobbszor magas kockazata (67%)
tipusok voltak, mig az alacsony kockazatiak 8,6%-ban voltak kimutathatéak. A nem
klasszifikalt rizikoju (HPV-NA) tipusok 14,3 %-kal a masodik leggyakoribb csoportot
képezték a pozitiv mintakban. Hazankban 2006-ban a klinikai gyakorlatban az ASCUS+
citologiai elvaltozasokkal rendelkez6 betegektdl szarmazott mintakbol kértek
leggyakrabban HPV tipizalast, ezért a hrHPV pozitivitas aranya a 40%-ot meghaladta,
triagerdl publikalt metaanalizis adatokkal {Arbyn, 2006 #294). A tipizalasi eredményeket
genotipusonkénti csoportositasban dsszesitve mindkét évben a legmagasabb szazalékban
a HPV16 fordult eld a legnagyobb szdzalékban a HPV-DNS-pozitiv mintdkban. Ezt
kovetden 2006-ban a leggyakoribb HPV tipusok a 31, 51, 66, 56, 58, 33, 39 és a 18 voltak.
A HPV preventiv vakcinalassal megelézhet6 HPV 16/18 genotipusok 25,2%-ban
fordultak el6 a HPV-DNS-pozitiv mintakban. A tipizalasi eredmény ezen kiviil
informéciot szolgaltat a multivalens fertézések eldforduldsi gyakorisdgarol.

Megallapitottuk, hogy nincs eltérés a két év eredményei kdzott, @ monovalens fertézések
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aranya mindkettdben magas (75%); a bivalens fertdzések képezik a mintak 18-20%-at és
5% kortili volt a ketténél tobb tipus a mintakban.

A HPV fert6zés magas prevalencidjat mutattuk ki a néi szexmunkasok cervikalis,
garat ¢és analis mintaiban és kontroll csoport mintdkhoz képest (178). A ndi
szexmunkasok mintai koziil legalabb egy testrégioban HPV DNS pozitiv volt az esetek
tobbségében (82,4%), mig a rutin STD sziirésen megjelent nék kontroll csoportjanak
mintai kevesebb, mint a fele (46,2%) volt HPV fert6zott. A szexmunkasok minden
mintajaban észlelt [ényegesen magasabb HPV prevalencia (mind a hrHPV és a tobbszoros
HPV fert6zések esetében) megerdsiti a korabbi tanulmanyok megallapitasat, miszerint a
promiscualis szexudlis viselkedés a genitalis HPV fertdzés megszerzésének domindns
rizikd faktora. A magyar FSW-ek garatmintdiban kimutathatdé magasabb HPV
prevalencia nem mutatott szignifikans Osszefiiggést az oralis szex gyakorisaggal.
Eredményeink alatamasztjak a promiszkuitas hatasat a megnovekedett oropharyngealis
HPV fert6zés gyakorisagéara és megerdsitik, hogy az dvszer hasznalata orélis szex soran
nem véd a HPV fertézéstdl. Ennek kovetkeztében az FSWek a magas promiszkuitasuk
miatt az atlagos ndi lakossaghoz képest nagyobb kockéazatnak vannak kitéve a garat HPV
fertdzés és egyuttal a garatrak kialakulasara. Erdekes ellentmondast figyelhettiink meg az
analis szex tekintetében, mivel magasabb HPV prevalencia volt kimutathato mind FSW-
ek és a kontroll csoport végbél mintaiban az analis szexet nem gyakoroldoknal, mint az
analis szexet gyakorloknal. Eredményeink megerdsitik azt a megallapitast, hogy nem
mutathatd ki Osszefiiggés az andlis szex gyakorlasa és a végbél nyalkahartya HPV
fertdzodése kozott. Jelen tanulméany eredményei Magyarorszdgon elséként nyljtanak
betekintést a szexmunkasok HPV prevalencia adataiba, mely megallapitasok hasznosak
lehetnek a kozép- és kelet-europai szexmunkasok nagyobb, atfogdbb elemzését célzo

tovabbi vizsgalatok tervezése szdmra.

Célkitiizés 2: Ujonnan kifejlesztett real-time PCR alapa HPV teszt klinikai
teljesitOképességének meghatarozdsa klinikailag validalt HPV teszttel végzett
Osszehasonlito vizsgalattal (180, 179)

A Genoid laboratérium 4ltal jonna kifejleszzett MBRT-HPV reakcio egy
multiplex, egylépéses, HPV tipusspecifikus molecular beacon probakat alkalmazo real-

time-PCR HPV detektalo rendszer, amely a 14+1 magas kockazatu (hr) és az 5 alacsony
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kockéazati (Ir) HPV tipusok csoportban torténd kimutatasara alkalmas. Az europai
ajanlasok szerint az ij HPV tesztek klinikai teljesit6képességét a HC2 teszthez, vagy
klinikailag validalt teszthez képest ajanlott értékelni. Vizsgalatunkban az wjonnan
fejlesztetett MBRT-HPV tesztet a Full Spectrum L1F/L1R-HPV teszttel hasonitottuk
0ssze, melyrél ismert volt, hogy HC2 teszttel hasonld teljesitményt mutat, amit
dolgozatomban targyalt ir tanulmanyban is igazoltunk. A MBRT-HPV teszt ABI7900
platformra tovabbfejlesztett valtozatat (MBRT-HPV-ABI) és a Full Spectrum L1F/L1R-
HPV tesztet a HC2 tesztel hasonlitottuk dssze egy ir laboratériummal egyiittmiikodésben.
A HC2 teszttel 6sszehasonlitva a Full Spectrum L1F/L1R-HPV és a MBRT-HPV-ABI
tesztek hrHPV tipusokra vonatkoz6 eredményeit, a Full Spectrum L1F/L1R-HPV és a
HC2 teszt nagyobb konkordanciat mutatott, mint a MBRT-HPV-ABI és a HC2 teszt, és
nem volt statisztikai kiilonbség a HC2 és a Full Spectrum L1F/L1R-HPV tesztek kozott
a hrHPV kimutatasaban. Osszességében a MBRT-HPV-ABI teszt valamivel kevésbé volt
érzékeny, mint akar a HC2 vagy a Full Spectrum L1F/L1R-HPV teszt. A MBRT-HPV ¢és
MBRT-HPV-ABI tesztek korlatja, hogy keresztreakciot adott néhany alacsony kockézati
tipus a magas kockdazatl csatornaban, illetve a vizsgalt teszteknél gyengébb szenzitivitast
mutatott a HPV16 tipus kimutatasara. Ezért a MBRT-HPV teszt tovabbi fejlesztése
sziikséges lehet.

Célkitiizés 3: Uj potencidlis biomarker klinikai teljesitSképességének
meghatdrozasa tortént CLDN1 immunreakcidval, dsszevetve a mar kordbban ajanlott
p16'™NK4 reakcioval (145).

A CLDNI1 hasonlé teljesitményt mutatott, mint a p16'K*3 azonban annal kevésbé
specifikus eredményt adott. A CLDNI és pl16™K% markerek alkalmazisa, mint
kombinécios triage teszt ugy tlinik, egy egyszer(i stratégia lehet a kiegyensulyozott
klinikai érzékenység és specificitds elérésére. A citolégia triage IC-CLDN1-p16'NK4
MASM értékeléssel hasonld teljesitményt mutatott, mint a HPV triage IC-p16'NK42
értékeléssel. Ez kiemeli a cervikalis kenet immunkémiai morfologiai értékelés szerepét
és arra hivja fel a figyelmet, hogy a citologia teljesitményét javitani lehet annak
érdekében, hogy a HPV alapu szilirés technologidkkal versenyképes maradjon. Bar azt
talaltuk, hogy bizonyos elényoket nyujt a morfologia kombinacidja immuncitokémiaval,
sem a morfoldgia, sem a biomarkerek egyediil vagy kombinéacidkban nem voltak képesek

arra, hogy kiemelkedden jo teszt teljesitményt nyujtsanak. Osszefoglalva, a kiilonbozé
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markerek kombinécidja egy logikus 1épés lehet a jové méhnyaki diagnosztikaja szamara.
A biomarkerek tovabbi kutatisai a cervikdlis carcinogenesis folyamatdnak jobb
megértéséhez vezethetnek és végsd soron a méhnyaki diagnosztikai tesztek jobb
diagnosztikai teljesitményét eredményezhetik. Azonban az immunfestések munka és
reagens igényes technoldogiak és az eredmények értékelése szubjektiv, humén erdéforrast,
képzést igényel.

kisebb mintaszdmon feltérképeztilk miRNS expresszids mintdzat valtozésainak cervikalis
patologiaban betoltott szerepét (154)

Vizsgalatunkban kimutattuk, hogy a miRNS profilok segitségével meg lehet
kiilonboztetni a méhnyakrak két leggyakoribb szovettani tipusat (SCC, AC) és bar a
méhnyakrdk diagnézis alapjat jelenleg klinikai és patoldgiai vizsgéalatok képezik,
eredményeink felvetik annak a lehetdségét, hogy a miRNS expresszios profilok a
daganatok tipusai kozott kiilonbséget tegyenek. Szignifikans kiilonbséget igazoltunk a
HPV pozitiv két szvettani tipus kozott a miR-21, miR-27a, miR-34a, miR-196a és miR-
221 expresszidjaban. A miR-146a expresszidja is méhnyakrak-specifikus, de

bebizonyosodott, hogy fliggetlen a rak szovettipusatdl vagy a HPV fertézéstol.
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7. Osszefoglalas

Hazai mintdkon végzett kiemelkedéen magas mintaszamut elemzésiink bemutatja a
HPV genotipusok gyakorisagat a Genoid laboratériumban vizsgalt mintdkon. (total:
n=12345, HPV-DNS pozitiv: n=6447) (176). A Genoid laboratériumban 2005/2006-ban
a Full Spectrum L1F/L1R-HPV teszttel (Genoid) HPV-DNS-pozitiv mintak koziil 67%
hrHPV pozitiv volt, melyek koziil gyakorisadgi sorrendben a HPV16, 31, 51, 66, 56, 58,
33, 39 ¢és a 18 genotipusokat mutattuk ki. Egy specialis populacion bemutatott HPV
genotipizalasi eredményeink els6ként nytjtanak betekintést a szexmunkasok cervikalis,
garat és analis mintak HPV prevalencia adataiba (178). A FSW-ek mintai koziil legalabb
egy HPV-DNS pozitiv volt az esetek nagy tobbségében (82,4%), a leggyakrabban
kimutatott hrHPV genotipusok: HPV 31, 16, 66, 18, 51, 58, 56.

Az Ujonnan fejlesztett real-time PCR alapi HPV tesztjeinket (MBRT-HPV,
MBRT-HPV-ABI, Genoid) 0Osszehasonlitottuk két validalt HPV teszttel, ¢és
meghataroztuk a tovabbi fejlesztési iranyokat a teszt klinikai teljesitoképességének
fokozasa érdekében. A Genoid rutin mintakon (n=161) a Full Spectrum L1F/L1R-HPV
¢s a MBRT-HPV tesztet 6sszehasonitva az egyezés 89,44%-os volt a hrHPV kimutatasara
(179). Az irorszagi kolposzkopiara utalt betegek cervix mintakon (n=241) a MBRT-HPV-
ABI teszt valamivel kevésbé volt érzékeny, mint akar a HC2 (Qiagen) vagy a Full
Spectrum L1F/L1R-HPV teszt a hisztologiai €s citologiai klinikai végpontok tekintetében
(180).

Egy 1j potencialis biomarker, a CLDN1 immunreakcid eredményeit vetettiik 6ssze
a mar korabban ajanlott p16INK4a immunreakcioval citologiai mintakon (n=502) (145).
Eredményeink szerint az CLDNI immuncitokémia, mint 0j potencialis biomarker a
citologia teljesitményét javitani képes, ha a pl 6INK4a teszttel kombinéltan értékeltiik.
biomarkert vizsgaltunk, melyben feltérképeztiik a micro-RNS (miR) expresszios mintazat
valtozasainak cervikalis patologidban betoltott szerepét a Pécsi Tudomanyegyetem archiv
méhnyakrakos mintain (adenocarcinoma, AC: n=22, laphamrak, SCC: n=25) (154).
Elemzésiink szerint a két HPV pozitiv szovettani tipusu méhnyakrakban (SCC, AC)
kiilonbség volt a miR-21, miR-27a, miR-34a, miR-196a és miR-221 expressziokban.
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8. Summary

On domestic samples, our high number of genotyping analysis shows the frequency
of HPV genotypes in the samples tested in the Genoid Laboratory by routine diagnostic
service (total: n=12345, HPV-DNA positive n=6447) (176). We summarized the
genotyping results obtained with the Full Spectrum L1F/L1R-HPV test (Genoid) in the
Genoid Laboratory in 2005/2006. Of the HPV-DNA positive samples, 67% was hrHPV
positive with the following most common hrHPV genotypes: HPV16, 31, 51, 66, 56, 58,
33, 39 and 18. Our HPV genotyping results presented in a special population of sex
workers (FSW) provide insight into the prevalence of HPV infection and their genotypes
of cervical, pharyngeal and anal samples collected from FSW-s (178). At least one FWS
HPV-DNA sample was positive in most cases (82.4%). The most commonly detected
hrHPV genotypes were HPV 31, 16, 66, 18, 51, 58 and 56.

Our newly developed real-time PCR based HPV tests (MBRT-HPV, MBRT-HPV-
ABI, Genoid) were compared with two validated HPV tests and further development
directions were defined to enhance their clinical performance. Comparing Full Spectrum
L1F/L1R-HPV and MBRT-HPV tests on the Genoid Laboratory's routine samples, the
match was 89.44% for hrHPV detection (179). On the cervix samples of patients referred
to colposcopy collected in an Irish laboratory (n=241) the MBRT-HPV-ABI test was
slightly less sensitive than either HC2 (Qiagen) or Full Spectrum L1F/L1R-HPV test for
histological and cytological clinical endpoints (180)

The results of a new potential biomarker, the CLDN1 immunostaining, was
compared with the previously known biomarker, the p16™K4 immunostaining on
cytological samples (n=502) (145). According to the results of our biomarker research,
IC-CLDN1 as a new potential biomarker can improve the cytology performance when
combined with the 1C-p16"N%4 test.

In a smaller sample analysis, a new molecular biomarker was studied in which the
role of changes in microRNA (miR) expression pattern in cervical pathology was mapped
at the archive cervical cancer tissue samples of the University of Pécs (adenocarcinoma,
AC n=22, squamous cell carcinomas, SCC n=25) (154). According to our analysis, the
two HPV positive cervical cancers (SCC, AC) had a difference in the miR-21, miR-27a,
miR-34a, miR-196a and miR-221 expression.
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