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1. Bevezetés

A méhnyakrdk a Globocan 2018-es adatai szerint mind eléforduldsban, mind
halédlozasban a 4. helyen 4all a nék daganatos megbetegedései kozott. Bar a
haldlozas a fejlett orszagokban az utdbbi években csokkent, az eléfordulas
emelkedik, féleg a kevésbé fejlett orszagokban. A méhnyak citologiai modszerrel
torténd sziirésének elterjedése, a human papilloma virus (HPV), mint korokozo
szerepének a felismerése, valamint a HPV-ellenes populacios szintii vakcinacio
bevezetése a vildg szamos orszagaban jelentds eredményekhez vezetett a
méhnyakrak és rakel6tti (premalignus) elvaltozasok korai felismerésében. Ezért is
volt jelentds, hogy a Semmelweis Egyetem I1.Sz. Sziilészeti és Nogyogyaszati
Klinikajan megalakult az Els6  Magyarorszagi HPV Kozpont, melynek

munkdjaban magam is kezdettdl résztvehettem (Galamb és mtsai 2011).

A HPV Kozpontban nyert eredmények és megfigyelések azonban 1jabb
kérdéseket, problémakat vetettek fel, elsdsorban a korai diagnosztika teriiletén,
melyek a ndégyogyaszt gyakran hoztdk nehéz dontési helyzetbe. A citologiai
vizsgalatrol bebizonyosodott, hogy bar specificitdisa magas, szenzitivitdsa
alacsony. A HPV nagy kockazati tipusainak (hrHPV) molekularis patologiai
modszerekkel torténd kimutatasa ezzel szemben forditott képet mutatott, magas
érzékenységli és alacsony fajlagossagi tesztként ¢épiilt be a méhnyakrak
korismézésében. Mindezek alapjan szamos ,kiegészitd” tesz bevezetésével
probalkoztak vilagszerte, melyek a fenti hianyossagokon javithatnak (Benczik,
Galamb és mtsai 2013). Ezek kozott is kiemelendd a kdzelmultban széles korben
ismertté valt CINTec®, valamint CINTec®PLUS teszt, mely segithet a citologiai
kenetekben annak meghatarozasara, hogy a cervikalis laphamelvaltozasok milyen
fokozatardl, sulyossagarol van sz6. Mindez alapvetd a ndgyogyadsz €s
természetesen a beteg szamara is annak eldontésében, hogy milyen terapiat
hatdroz meg a tovabbiakban, azaz miitéti beavatkozasra keriil-e sor. Tobb
munkacsoport kiegészité tesztek kidolgozasat tlizte ki célul, hogy segitse a
kétséges esetek eldontését és a legmegfelelobb terapia alkalmazasat. Magunk is

ezen célt szem elott tartva kezdtik munkankat.



Témavezetom, Dr.Sobel Gébor ¢és munkatarsai kordbbi munkassaga alapjan
bizonyitast nyert, hogy a sejtkapcsold struktirdkat képezd egyes fehérjék,
elsdsorban a claudin-1 (CLDNI) jelentdsen felszaporodik méhnyakrakban és
annak premalignus elvaltozasaiban. Ennek alapjan felvet6dott, hogy hisztologiali,
de kiemelten citoloégiai mintakban vizsgaljuk a kiilonb6z6 CLDN fehérjék
kimutathatdsagat, illetve fokozott megjelenését, mely segitheti a korai diagndzist

¢s ennek alapjan a megfeleld kezelési mod kivalasztasat.

Az 1) megkdzelités tovabbi lehetOségeit vizsgalva egyes epigenetikai eltérések
felé¢ is fordultunk. Ismertt¢ valt, hogy az u.n. mikroRNS-ek (miR), ezen Kis
méretli, endogén, nem kodold ribonukleinsav (RNS) molekuldk expresszidja
megvaltozik szdmos daganat kialakuldsa és progresszidja soran, valamint a HPV
fertézés hatasara is (Galamb et al. 2015). Tébb szerv daganata esetében mar
sikerrel alkalmaztak a miR expresszid valtozas detektalasat mind szovetekbdl,
mind a vérbdl szarmazo mintakban. A miR expresszids profilok eltéréseit a
normalis és daganatos méhnyakhamban tobb tanulmanyban is vizsgaltak, azonban
ezen munkak jelentds része nem vezetett egyértelmt kovetkeztetéshez, valamint a
premalignus  elvaltozdsokban  bekovetkezd — eltéréseket kis  aranyban

tanulmanyoztak.

A fentiek alapjan hataroztuk meg célkitlizéseinket, mely a méhnyakrak és rakeldtti
(premalignus) elvaltozasok korai detektalasara, a HPV fertézéssel vald

Osszefliggésére iranyult.

A vizsgalatokat kollaboracioban végeztem munkatarsaimmal (Dr.Benczik Marta
¢és dr.Kocsis Adrienne, GenolD Molekularis Diagnosztikai Laboratorium), akik a
HPV meghatarozasokat végezték és a Semmelweis Egyetem I1.Sz. Patologiai
Intézetével, ahol a citoldgiai, hisztologiai és immunhisztokémiai vizsgalatok

torténtek.



2. Célkitizések

2.1. Az els6 hazai HPV kozpontban vizsgalt holgyek HPV fertézottsége, a HPV

tipusok eloszlasanak meghatarozasa.

2.2. A ,hagyomanyos” ¢és folyadék alapt (,,liquid based cytology”, LBC) mintak

értékelési eredményeinek dsszehasonlitasa.

2.3 A sejtkapcsold fehérje claudin-1 (CLDN1) immuncitokémiai kimutatas
diagnosztikus értékének vizsgalata parhuzamosan végzett folyadék alapt (LBC) és
hagyomanyos citologiai modszerrel készitett cervix keneteken és osszehasonlitasa a

p16™" 4 detektalasaval.

24. A CLDNI fokozott expresszi6 diagnosztikus értékének novelése egyéb
biomarkerek (Ki67 proliferacios marker) alkalmazasaval cervix citologiai és
hisztologiai (konizacids) mintakban, célul tiizve ki a modszer szenzitivitasanak és

specificitasanak emelését.

2.5. A CLDNI1/Ki67 kettés immunmodszer eredményeinek Osszehasonlitasa a
CINTec®PLUS teszt eredményeivel LBC modszerrel készitett citologiai és konizacid

utjan nyert hisztologiai mintakon.

2.6. A miR-expresszio valtozasai premalignus cervix elvaltozasokban, konizacios

anyagban.



3. Betegek, anyag és modszer

A vizsgalatokat a TUKEB 148/2012 sz. etikai engedélye alapjan, a KMR 12-1-2012-
0032 sz. projekt, valamint OTKA PD105019 sz. palyazat (Dr.Sobel Gabor) tamogatasa

segitségével végeztiik.

Betegek: A citologiai és szoveti mintak értékelését eltéré szamu betegen vizsgaltuk az
egyes tanulmanyokban. Els6 1épésként a betegektdl citologiai célra vett mintakat mind
hagyomanyos, mind folyadék alapu citologiai (LBC) moédszerrel feldolgoztunk, az
utobbi modszer értékének felmérésére, melyeken késdbbiekben a tovabbi elemzéseket
(immunkémiai rekciokat) végeztiik. A hisztoldgiai mintakat konizacio utjan nyertiink,

melyre a klinikai indikacio alapjan keriilt sor.

HPV meghatarozdas: A HPV meghatarozas az LBC-ra levett cervix mintakbol tortént
CONFIDENCE HPV™ segitségével, a GenoID Molekularis Diagnosztikai
Laboratériumban (Budapest), dr Benczik Marta és dr Kocsis Adrienn irdnyitdsaval és

a laboratorium értékelésével.

Citoldgiai és hisztolégiai mintik: Osszesen 9847 mintan végerztiik el a vizsgalatokat,
mely nem azonos a betegszammal, mivel tobb vizsgalatban pathuzamos
immunreakcidkat végeztiink. A pontos szamok az egyes vizsgalatok soran keriiltek
feltiintetésre. A mintdkat a Semmelweis Egyetem I1.Sz Patologiai Intézetébe
szallitottuk  tovabbi feldolgozasra, majd a GenolD Laboratériumba HPV
meghatarozasra. A kenetek értékelése a Bethesda rendszer szerint tortént citologus
elésziirdk és szakorvosok diagndzisa alapjan. Az LBC cervicalis citologiai mintakat
asszisztens készitette a ThinPrep®™ 2000 Processor, Hologic™ Inc. eszkoz segitségével,
a cég leirasa alapjan. A konizatumok formalin fixalas, paraffinba 4gyazas (FFPE) utan
kertiltek patologiai értékelésre, illetve tovabbi vizsgalatokra. A hisztologiai mintakbol
1ézer mikrodisszekcidval tortént a megfeleld teriiletek kinyerése mikroRNS vizsgélat
céljara.

Immuncitokémia/immunhisztokémia: A  CLDNIl-ellenes antitesttel  végzett
immunreakciohoz az antitestet 1:100x higitasban hasznaltuk (részletes leiras a

kozleményekben) a Zymed (San Francisco, CA), valamint a Cell Marque (Roclin, CA)

¢s a Dako (Glostrup, Denmark) cégektol beszerezve. A reakcio kivitelezése a Ventana



ES automata immunfest6 késziilékkel (Ventana Medical System Inc., Tucson, AZ), a
SE I1.Sz. Patolégiai Intézetében tortént. A CINTec®PLUS reakciot a cég eldirasai
szerint végeztik (Hoffmann-La Roche, Basel), manualisan, immunhisztologus
asszisztens segitségével. A reakciok értékelése multidiszkusszios mikroszkoppal,
citologus/patologus munkatarsakkal egylittmiikodve tortént. Azon mintakat
tekintettiik pozitivnak, a cég leirasa alapjan, melyekben ugyanazon sejtben tudtuk
kimutatni a citoplazmatikus és/vagy nukledris barna szinii pl16™<** és a piros
nukleéris Ki67 reakciot. Ugyanazon LBC mintakbol készitett parhuzamos lemezeken

végeztiik el a CLDN1/Ki67 reakciot, hasonlo értékelési elv alapjan.

MikroRNS meghatdrozds: A formalinban fixalt paraffinba agyazott (FFPE) mintakbol
végeztiik a miR meghatarozast TagMan MicroRNA Assay (Life Tech Thermo Fischer
Sci Inc) segitségével. A reverz transzkripcio (RT) és kvantitativ PCR reakcié megfeleld
kittel, majd az amplifikaci6 Light Cycler 480 Instrument Il (Roche Diagnostic)

segitségével tortént.

Statisztikai értékelés: A statisztikai elemzésben Szekerczés Timea biomérndk PhD
hallgatd volt segitségemre, akivel tobb kozleményben szerepliink tarsszerzoként. Az
értékelésben  két-irdnyt  kontingencia analizist hasznédltunk a Java Statistics

(http://statpages.org/ctab2x2.html) alapjan. A tovabbi elemzést a Yates-korrigalt chi-

square, Mantel-Haenszel chi-square, Fischer Exact Test szolgalta.

4. Eredmények

4.1. Az els6 magyar HPV Ko&zpont adatai alapjan 1155 holgy mintéjat elemezve 2007-
2011 kozott , a vizsgalt népességben a legyakoribbnak a HPV16 bizonyult, ezt
kovették a HPVS1 és HPV31-es tipusok hazankban.

4.2. A 687 folyadékalapa (LBC) és ,hagyomanyos” parhuzamosan preparalt
citolégiai mintat Gsszehasonlitva, a Bethesda-rendszer szerinti értékelés eredményei

kozott nem volt 1ényeges kiilonbség.

4.3. Immuncitokémiai reakcioval 502 LBC mintan vizsgaltuk parhuzamosan a
CLDNI1 fehérje és a p16"™<* expresszidjat. A statisztikai elemzések szerint a

CLDN1 immuncitokémia (IC-CLDN1), mely kimutatta a fokozott CLDN1


http://statpages.org/ctab2x2.html

expressziot a premalignus (és malignus) sejteken, szenzitivitasa kissé magasabb
volt, mint a p16™ ** immuncitokémia (IC-p16"™ *?) érzékenysége [77.3 % (68,7-84,6)
vs. 69,3 % (60,9-76,3)]. Az IC-CLDNI specificitasa azonban alacsonyabb volt, mint
az 1C-16"™ * ¢rtéke [60,9 % (53,5-67,2) vs. 80,5 % (73,2-86,5)]. Osszevetve a harom
teszt (citologia, IC-CLDN1, 1C-p16™"4? ) adatait, az IC-CLDNI szenzitivitasa volt a
legmagasabb a harom teszt kozott, minimalisan meghaladva a citoldgia érzékenységét,
specificitasa azonban elmaradt a citologia mogott. Az immuncitokémia eredményeit
vizsgalva a CLDN1-reakci6 szenzitivitisa meghaladta az p16INK4a -reakcio értékét

(88,2 % vs 75,5 %), azonban specificitasban elmaradt mogotte (33,3 % vs 68,1 %).

4.4. Kettés immunreakciot dolgozunk ki, melyben a CLDN1 immunreakciot Ki67
proliferacios  marker  kimutatasa  kovetett (CLDN1/Ki67). [Ezen  teszt
teljesitoképességét a  kereskedelemben  elérhetd ~ CINtec®PLUS  kettés
immunreakcioval hasonlitottuk 6ssze. Az LBC-vel készitett kenetek (2907)
Bethesda-szerinti osztalyozasa a kovetkez6 volt: HSIL 121, LSIL 339, ASC-US 51,
normél 2380 eset és 16 értékelhetetlen mintanak bizonyult. A CINTec®PLUS reakciot
1596 mintan tudtuk elvégezni, melybdl 1386 adott értékelhetd eredményt, a
CLDN1/Ki67 reakciot 1358 esetben, melybdl 1159 volt elfogadhato. 1097 LBC minta
esetében volt lehetséges parhuzamosan a két reakcid 0sszehasonlitasa. 840 negativ és
163 pozitiv minta esetében mindkét teszt egyezett, mely statisztikai egyezést is
mutatott (k=0,724, 95% CI 0,672-t61 0,776-ig). A tovabbi elemzéssel a CLDN1/Ki67
reakcid szenzitivitasa HSIL esetében 76,00%, specificitasa 85,67% volt, pozitiv
prediktiv értéke 20,21%, negativ prediktiv értéke 98,68%. A CINTec®PLUS reakcid
szenzitivitdisa HSIL-ban 74,00%, specificitasa 81,38%, pozitiv prediktiv értéke
15,95%, negativ prediktiv értéke 98,50% volt. A két reakcio eredményeit dsszevetve
ROC (Receiver Operating Characteristic) analizissel, nem mutatkozott szignifikans

kiilonbség kozottiik (p=0,177).

4.5. 63 konizacio utjan nyert hisztolégiai mintan (carcinoma in situ: 7, HSIL: 30,
LSIL: 3, nincs dysplasia: 23) elvégeztik a CLDN1/Ki67 immunhisztokémiai és
parhuzamosan a CINtec*PLUS reakciot. Mindkét kettés immunreakceié egyértelmii
pozitivitast mutatott az sszes vizsgalt premalignus és malignus esetben (CIS, HSIL,

LSIL), mig az ezt nem mutaté mintak negativnak bizonyultak.

4.6. A mikroRNS (miR) expresszid valtozasainak vizsgalata a cervix

premalignus ¢és malignus elvaltozasaiban ellentmondédsos adatokat szolgéltatott az



irodalomban. 22 mintapart (kéros és kornyezd, morfoldgiailag normal cervicalis ham)
vizsgaltunk, melyeket 1ézer mikrodisszekcioval nyertiink. Eredményeink alapjan a
MiR-20b jelentésen fokozott expressziot mutatott CIN2-3 (HSIL)-ban a kdrnyezo,

azonos betegekbdl szdrmazd normal hamhoz viszonyitva (p<0,0001).

5 Kovetkeztetések

5.1. Adataink alapjan a HPV16 a leggyakoribb a hazai holgyek kozott, melyet a
HPV51, majd HPV31 kovet.
5.2. A folyadékalapu (LBC) és ,hagyomanyos” citolégiai diagnosztikai

eredmények megegyeztek. Az egy-sejt rétegii, tobb lemez eldallitasat lehetdvé tevo
LBC az értékelés szempontjabdl elénydsebb a vizsgaldk szamdra, és  tovéabbi
immunhisztokémiai/biomarker vizsgalatok elvégzését teheti lehetévé.

5.3. A CLDNI1 immuncitokémiai reakcio alkalmazhato a koros premalignus
és malignus cervicalis hamsejtek/tumorsejtek kimutatasara. A statisztikai értékelések
alapjan azonban a magas szenzitivitisi CLDN1 reakcio specificitaisa nem éri el a
citologiai vizsgalatok fajlagossagat. Ennek alapjan tovabbi biomarkerekkel valo

kombinaci6 sziikséges.

54. A Ki67 proliferacios marker alkalmazasa a CLDN1 reakciot kovetéen
(CLDN1/Ki67 kettds immuncitokémiai és/vagy immunhisztokémiai reakcio) mind
szenzitivitisban, mind specificitisban hasonldé eredményt adott a CINTec®PLUS
reakcioval. Ez azt igazolja, hogy a CLDN1/Ki67 kettés immunreakciéo megfelelé a
transzformalt cervicalis sejtek detektalasara, hasonlo szenzitivitasu és specificitasu,
mint az dsszehasonlitasként alkalmazott CINTec®PLUS teszt. Ennek alapjan aa

jovoben 1 molekularis teszt fejleszthetd a méhnyakrak diagnosztikdjaban.

5.5. A mikroRNS expresszi6 valtozasainak vizsgalata a cervix premalignus és
malignus elvéltozésaiban ellentmondasos az irodalomban. Jelen eredményeink alapjan
a MiR-20b expresszié jelentésen emelkedett a premalignus és malignus

méhnyakelvaltozasokban és a jovoben esetlegesen biomarkerként hasznalhato.
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