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B OSSZEFOGLALO

A méhnyak sejtkeneti szlir6vizsgalatanak bevezetésével a méh-
nyakrak eléfordulasa a fejlett orszagokban jelent6sen cskkent.
Tovabbi eldrehaladast jelentett a méhnyakrak és a human-papil-
lomavirus (HPV) k6z6tti kapcesolat felismerése. Ennek ellenére
a jelenlegi szlirémodszerek mind érzékenységben, mind fajla-
gossagban elmaradnak a legjobbtol. Uj, korszerti modszereken
alapuld eljarasok bevezetésétol tovabbi eredmények varhatok a
méhnyakrak korai felismerésében. Kozleménytink célja a jelen-
leg elérheto, illetve részben még kutatas alatt all6 modszerek,
biojelzok attekintése. E modszerek alapvetden két csoportra
oszthatdk, az egyik a HPV-DNS vagy az E6/E7 fehérjék hirvi-
v6 RNS-(mRNS) kifejez6dését vizsgalja (Aptima, NucliSense
EasyQ, OncoTect stb.), a masik csoport a daganatosan atalakult
sejtekben észlelhetd jellegzetes fehérjeelvaltozasokat mutatja
ki. Az utdbbiak koziil a pl6™™ fokozott jelenlétének bizonyi-
tasaval, a kettds jelolési teszt (CINTec Plus, Roch), a ProEx C
(Beckton Dickinson) alkalmazasaval, a sejtkapcsoldo moleku-
lakkal (claudinl) és a mikroRNS-kel, mint kdrismézési jelzo-
anyagokkal, bioldgiai jelzdkkel foglalkozik a kozlemény.

Kulcsszavak: méhnyakrak, biomarker, p16, CINTec, claudin

B ABSTRACT

Cervical cancer screening has led to a dramatic decrease in
the rates of cervical cancer, especially in developed countries.
Further progress has been made owing to the discovered re-
lationship between cervical cancer and infection with the hu-
man papillomavirus (HPV). The current screening methods,
however, are less than optimal in regard to both sensitivity
and specificity. Introduction of new, modern techniques is ex-
pected to result in early recognition of cervical cancer. This

survey gives a review of the methods and biomarkers which
are currently available or are still under investigation, respec-
tively. The methods can basically be divided into two groups;
one which studies the expression of HPV DNA or E6/E7 onco-
protein messenger RNA (mRNA) (Aptima, NucliSense EasyQ,
OncoTect, etc.), the other which demonstrates the characteris-
tic alterations of the protein composition in tumor cells. From
the latter, a review is given of the increased presence of the
so-called p16™ the use of double labelling test (CINTec Plus,
Roch), ProEx C (Beckton Dickinson), as well as of cell junc-
tion proteins (claudinl) and microRNAs, as diagnostic markers.

Keywords: cervical cancer, biomarkers, pl6, CINTec, claudin

B BEVEZETES

A méhnyakrak a n6i rosszindulati daganatok eléfordulasi gya-
korisagaban vilagszerte a 3. helyen all, ez 529 800 megbete-
gedést és 275 100 halalesetet jelentett 2008-ban (1, 2). Ezen
adatok azonban lényegesen kiilonboznek az egyes f6ldrajzi te-
riiletek k6zott. A megbetegedési gyakorisag, azaz az incidencia
Afrikaban a legmagasabb, Ausztraliaban és Eszak-Amerika-
ban a legalacsonyabb (1). A halalozasban is az afrikai alla-
mok vezetnek, itt a méhnyakrakban megbetegedettek csaknem
70-80%-at, mig a fejlettebb orszagokban 30%-at veszitik el (1).
Hazankban Kdsler és Otto adatai szerint (3), a Kdzponti Sta-
tisztikai Hivatal adataira timaszkodva 2008-ban a méhnyakrak
miatt 416 n6 halt meg, ezzel ez a daganat a hazai halalozasok 9.
helyét foglalta el a ndknél. A fenti népességi adatok vilagszerte
arra sarkalltak a kutatdkat, hogy noveljék a méhnyakrak korai
felismerésének a lehetdségeit.

A mindenki altal jol ismert ,,Pap-teszt” alkalmazasa, amelyet
Babes és Papanicolaou 1920-ban vezetett be, és az 1950-es
években valt altalanosan elfogadottd, jelent6sen csokkentette
a méhnyakrak eldforduldsat, elsdsorban a fejlett orszagokban
(4). Az értékelés tobbszori modositasa, kiemelten a Bethesda

* Dr. Sobel Gabor a Semmelweis Forum 11., ,,N6gyogyaszati daganatok megel6zése és sziirése” cimil rendezvényen elhangzott eldadasa alapjan.
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Konferencian, a 2001-ben megfogalmazott diagnosztikus ne-
vezéktan (5) jelentds elorehaladast jelentett a korismézésben.
Az elmult években azonban egyre tobb kritikat fogalmaztak
meg ezzel a vizsgalati modszerrel kapcsolatban, kiemelve a
sejtvizsgalat viszonylag alacsony érzékenységét (szenzitivita-
sat), elismerve a magas fajlagossagat (specificitasat) (6). Tob-
ben ramutattak az egyes vizsgalok ¢s az alkalmazott modszerek
kozotti kiilonbségekre is.

A sejt- és szovettanaszok 2013-ban Lisszabonban, az Eurdpai
Patologus Kongresszuson kiterjedt dsszehasonlitd vizsgalatok
alapjan a kovetkezo nehézségeket fogalmaztak meg:
* asejtvizsgalat és a mintavétel nem mindig tiikrozi és/vagy
tartalmazza a koros teriiletet;
+ az értékelés értelmezésében eltérés van a vizsgalok kozott;
* acervicalis intraepithelialis neoplasia-2 (CIN2) igen bizony-
talan fokozat mind az értékelésben, mind a kezelésben;
* az értékelés eltérései nem javithatdk ki teljesen a vizsga-
10k kizarolag sejttani elveken alapul6d képzésével.

Emellett sok vizsgaloban megfogalmazodott, hogy a jelenlegi
rakmegel6z6 méhnyakelvaltozasok beosztasa, illetve elneve-
zése sem teljesen megfeleld. Ezt a kérdést, illetve az Amerikai
Patologusok Kollégiumanak véleményét a megitélésrol, Bsze
Péter professzor foglalta 6ssze nemrégiben e folyoiratban meg-
jelent kitiing attekintd kozleményében (7).

Jelentos attorést hozott a méhnyak elvaltozasainak értékelésé-
ben a human-papillomavirussal (HPV) valé kapcsolat felismeré-
se, amely a 2008-ban Nobel-dijjal kitiintetett Harald zur Hausen
professzor és munkacsoportjanak az érdeme, valamint a HPV
kimutatasara kialakitott, elsésorban molekularis bioldgiai mod-
szerek szélesebb kord alkalmazasa (8—12). A HPV-fert6zés ki-
mutatasa azonban 6nmagéaban nem azonos annak eldontésével,
hogy megmaradé/atmeneti vagy transzformalé HPV-fertézésrol
van-e sz0. A nagy kockazata HPV- (hrtHPV) pozitiv és a sejtvizs-
galattal negativ esetek értékelése és foleg kezelése tovabbi ujabb
nehézségeket és eldontendo kérdéseket vetett fel (9, 13).

Mindez annak sziikségességét hangsulyozza, hogy ujabb — el-
sdsorban modern molekularis — modszereket dolgozzanak ki és
alkalmazzanak, amelyek nagyobb érzékenységgel és a sejtvizs-
galathoz hasonloan fajlagossaggal jelzik a méhnyakham daga-
natos atalakulasat, lehet6leg annak korai, rakel6z6 szakaszaban
is (9, 13). Ezen gondolatmenet alapjan szamos biomarker, il-
letve azok kimutatdsara alkalmas teszt keriilt kereskedelmi
forgalomba, amelyek koziil a legismertebbek, illetve néhany,
fejlesztés alatt 116 biomarker/teszt felsorolasa és rovid attekin-
tése kozleményiink célja.

Il BIOMARKEREK/TESZTEK A MEHNYAKRAK
KORISMEZESEBEN

A jelenleg elérhetd, nagyrészt mar kereskedelmi forgalomban is

kaphaté legfontosabb, 1j, biomarkereket, azaz biologiai jelzo-

anyagokat és ezek kimutatasan alapuld teszteket, amelyeket a
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kovetkezokben réviden attekintiink, az 1. sz. tablazatban sorol-
tuk fel. Ezen tesztek alapja részben a kdrokozo virus, a hrHPV-
nukleinsavak, illetve virusfehérjék (onkoproteinek, az E6/E7)
kimutatasa, masrészt a daganatos sejtszaporodassal, a sejtek
koéros atalakulasa miatt fokozottan termelédd vagy jelen 1évo
gazdasejti fehérjék, hirvivo (messenger) RNS-k (mRNS) kimu-
tatasa, amelyek kozvetve bizonyitjak a daganatos folyamatot (9,
13). Ezen vizsgalatok tGbbsége in vitro tesztben és/vagy a sejt-
keneteken, szévettani mintakon is elvégezhetd, parhuzamosan a
morfologiai vizsgalatokkal. Jelen Osszefoglaloban nem foglal-
kozunk a HPV-DNS kimutatasanak mar széles korben, évek ota
alkalmazott molekuldris bioldgiai mddszereinek az ismerteté-
sével, csak az ujonnan bevezetett eljarasok koziil azokat ismer-
tetjiik roviden, amelyek a gazdasejtben bekdvetkezd daganatos
atalakulast jelzik, illetve a virusfehérjéket mutatjak ki.

1. tablazat. A méhnyakrak és rakelzo elvaltozasainak korismézésében hasznalatos
sejtes és viralis biomarkerek (*)

1.SEJTES (CELLULARIS) BIOMARKEREK

P16 immunhisztokémia/immuncitokémia (CINtec, Roch)

P16/ Ki67 kettés immunhisztokémia/immuncitokémia (CINtec Plus, Roch)
ProEx C (TOP2A/MCM2, Bechton Dickinson)

Claudin 1 (tight junction fehérje)

Egyéb receptorok és sejtfelszini markerek

2.VIRALIS MARKEREK

HPV RNS

APTIMA (15 hrHPV E6/E7 mRNS, GenProbe)
PreTect Proofer (5 hrHPV E6/E7 mRNS, Norchip)
NucliSens EasyQ (5 hrHPV, Biomerieux)

Onco Tect (13 hrHPV E6/E7 mRNS, IncellDx)

HPV DNS (**)

Cobas 4800 (L1 HPV DNS, Roche)

Hybrid Capture 2 (L1 HPV DNS, Qiagen)

Amplicor (L1 HPV DNS, Roche)

Digene HPV eHC (teljes genom, Qiagen)

Digene HPV eHC 16 18 45 (teljes genom, Qiagen)

InnoLiPA (L1 HPV DNS, Innogenetics)

Linear Array (L1 HPV DNS, Roche)

Genoid Genital Human Papillomavirus Detektalo Rendszer (L1 HPV DNS, Genoid)

* A jegyzék nem teljes, csak a legismertebb és hazankban alkalmazott vagy ki-
probalt teszteket soroltuk fel
** A felsorolt teszteket nem ismertettiik az dsszefoglalo kozleményben

B SEJTES (,CELLULARIS”) BIOMARKEREK, TESZTEK

1. P16'K%;: CINTEC

A P16 ciklindependens kindzinhibitor daganatgatloként valt
ismertté (9, 14, 15). Alkalmazasanak alapja az, hogy a daganato-
san atalakult méhnyaki hamsejtekben a hrHPV E7-fehérje foko-
zottan képzddik, felhalmozddik a sejtplazaban és a magban, és
ez elsésorban immunhisztokémiai/immuncitokémiai modsze-
rekkel kimutathato (16, 17). A pl6™™4-t fokozottan képz6 sejtek
magvai €s/vagy plazmaja erds barnas szintien festodik az emli-
tett modszerekkel (1, 2. dbra). A fehérje fokozott megjelenését a
HPYV hatésara bekovetkezo atirddas hozza 1étre, ennek ellenére
a fokozott pl16™“-fehérjék nem gatoljak a sejtciklus elérehala-
dasat (15, 18). A fokozddas részben azzal magyarazhato, hogy
a hrHPV-E7 gatolja a pRB (retinoblastoma tumor-szuppresszor
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1. abra. P16 immunhisztokémiai reakcio CIN2-ben (a) és CIN3-ban (b). A barna

magi és/vagy citoplazmatikus szinreakcio jelzi a koros sejteket a paraffinban agy-
azott szovettani metszetekben
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2. abra. P16 immuncitokémiai reakcié méhnyaki kenetben. A pozitiv sejtek barnan
festddnek

fehérje) miikodését, az E2F atirddasi faktorhoz valo kotddés
gatlasaval (19). Ez a folyamat, azaz a hrHPV-E7 gétl6 hatasa
olyankor érvényesiil, amikor az fokozottan termel6dik a virus-
DNS sejtmagba vald beépiilése kovetkeztében (13).

A mar emlitett 2013-as Eurdpai Patologus Kongresszuson,
Lisszabonban, 1500 méhnyaki laphamminta vizsgalatanal a p16
fokozott képz6dését az ép hamsejtek 5%-ban, CIN1-ben 39%-
ban, CIN2-ben 77%-ban és CIN3-ban 99%-ban észlelték (20).
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Az Amerikai Egyesiilt Allamokban nagyszamu, CIN2-nek
kérismézett, méhnyaki szovetmintdkon végzett pl6 immun-
hisztokémiai reakci6é eredményeit osszevetették a csak hema-
toxilin-eozin (HE) festéssel végzett vizsgalatok eredményével.
Megéllapitottak, hogy az érzékenység 85,6%-1dl (csak HE)
90,8%-ra (HE+p16) ndtt, mig a fajlagossag nem valtozott (20).

2.P16"%*A [ KI67 (MIB1) KETTOS TESZTEK (CINTECPLUS, ROCH)
A fentiek alapjan a p16 immunhisztokémiai reakcio alkalma-
zasaval javithatdo a méhnyak daganatos elvaltozasainak kimu-
tatasara szolgalo tesztek érzékenysége és fajlagossaga. Ezt
kiegészitve egy masik, a sejtciklus elérehaladasat és a sejt-
gyarapodast jelzé antigénnel, a Ki67-tel (Mibl), még jobb ta-
lalati aranyok érhetdk el (9, 13, 14, 16, 21). Ez valdsult meg
a CINtecPlus (Roch) tesztben, amely egyidejiileg mutatja ki a
plénk és Ki67-fehérjéket a koros sejtekben, kenetmintdkban
(3. abra) és szoveti metszetekben egyarant. A két 1épésben vég-
zett immunreakcid két elsédleges monoklonalis ellenanyagot
alkalmaz, eltérd szinii (barna és piros) masodlagos kimutatési
rendszerrel parositva. Ennek eredményeként a koros sejteket a
két szinreakcid egyazon sejtben valé megjelenése jelzi (3. abra).

3. abra. CINTec Plus (Roche) reakcié méhnyaki kenetben (a, b). A Ki67 pozitivi-
tas a koros sejtek magvaban piros szinreakcid, az ugyancsak magi és citoplazma-
tikus p16 reakcid barna szinreakcié forméjaban lathato a folyadékalapu sejtekkel
készitett kenetekben

Kérdés, hogy a HE-vel végzett értékelés mellett a p16™™4 vagy
a kettds reakcio alkalmazasa mikor indokolt, figyelembe véve
az utobbiak jelentds tobbletkoltségét. Ridder (20) szerint a
ploin illetve a kettGs reakcio elvégzése a kovetkezd feltéte-
lek mellett javasolt:

* Minden olyan esetben, amelyben a HE-morfoldgia alap-
jan nem egyértelmi a CIN2 vagy CIN3 elkiilonitése a
kissé hasonld képet nyujtod elvaltozasoktdl (pl. éretlen
hamatalakulas, reparativ eltérések, sorvadas stb.).

* Ha a szovettani/sejttani korisme CIN2.

* Amennyiben a szakmai vélemények nem egyeznek a min-
ta értékelésében, els6sorban a CIN2/CIN3 megitélésében.
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A fentiekkel ellentétben nem ajanlott a pl6-reakcio elvégzése,
amennyiben a HE alapjan a vélemény ép ham, CIN1 vagy egy-
értelmli CIN3. Ajanlott viszont minden olyan CINI-nek kor-
ismézett esetben, amelyben felmeriill a stlyosabb elvaltozas
gyanuja a korabbi diagnozis alapjan (HSIL, ASC-H, ASC-US/
HPV16+, AGC) (20).

Az eddigi vizsgalatok szerint a p16/Ki67 kettdés immunhiszto-
kémiai reakcié novelte a rakel6z6 méhnyaki elvaltozasok elkii-
l6nitésének az érzékenységét és fajlagossagat a HPV-tesztekkel
(21), valamint a Pap-teszttel osszevetve (14, 17).

3. ProEx C KIT (BECKTON DICKINSON)

A reakcié a TOP2A (topoizomeraz-II-alfa) és az MCM2 (,,mini-
chromosome maintenance protein 2”) méhnyakrakban bizo-
nyitott fokozott keletkezésének a kimutatdsan alapszik (22).
Az eddigi vizsgalatok szerint a ProEx C érzékenysége hasonlo
a hibrid capture 2 (HC2)-hoz, a fajlagossaga azonban nagyobb.
Az enyhébb laphamelvaltozasokban (LSIL) fokozott, a sulyo-
sabb eltéréseknél azonban kevésbé volt érzékeny (9). Kiegészi-
t6 vizsgalatként javasoljak.

4. SEJTKAPCSOLO SZERKEZETEK FEHERJEI MINT JELZO ANYA-
GOK A MEHNYAKRAKBAN

A daganatos atalakulaskor jol ismert, hogy a sejtkapcsolatok
megvaltoznak, tobbnyire fellazulnak, és ez az egyes sejtkap-
csold rendszereket alkotd fehérjék Osszetételének a megval-
tozasaval is egyiitt jar (23). Az egyik jellegzetes sejtkapcsold
rendszer, amely a sejtek polaritasat, a sejten beliili ion- és fo-
lyadékeserét szabalyozza, a tight junction (TJ), amelyet sza-
mos fehérje képez, koztik a gerinciiket alkotd claudinok.
El6szor Sobel és mtsai (24, 25) mutattak ki, hogy e fehérjck
egyikének, a claudin-1-nek a mennyisége jelent6s mértékben
fokozodik a rakeldz6 €s rosszindulatit méhnyaki elvaltozasok-
ban. A kérszovettani mintakban kimutathaté fokozott immun-
hisztokémiai reakci6 (4. abra) a sejtkenetekben is jol lathatd
immunhisztokémiai reakcidval (5. abra), amely jelzi a fokozott
mennyiségben jelen 1évo fehérjét, barna szinreakcié formaja-
ban (amennyiben diamino-benzidin — DAB — a jelzbanyag).

5. A MICRO-RNS-EK JELENTOSEGE A MEHNYAKI DAGANATOK
KORISMEZESEBEN

A microRNS-ek (miRNS) kis, endogén, nem kodolé RNS-mole-
kulak, amelyek a génmikodést poszttranszkripcids szinten sza-
balyozzak, és jelenleg szamos tipusuk (1000 felett) ismert (26).
Kérismézési felhasznalhatosaguk alapja az, hogy a miRNS-
mintazat jellemz6 az egyes sejtekre és szovetekre, illetve jelleg-
zetes valtozasa a daganatos atalakulds soran is megfigyelhetd.
Onkogénként és daganatgatloként is érvényesiilhet a hatasuk,
mintazatuk tiikrozheti a daganat szoveti eredetét, a daganat ti-
pusat, st egyes esetekben a klinikai kimenetelt is (26-31).

Az elmult években tobb munkacsoport vizsgalta a miRNS-

mintazat valtozasat a méhnyakrak kialakulasa soran, an-
nak egyes stadiumaiban (32). Megallapitottak, hogy egyes
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4. dbra. Claudin 1 immunhisztokémiai reakcié CIN3-ban. Intenziv pozitiv reakcid
lathato a koros sejtek memrbanjan a méhnyaki ham teljes vastagsagaban, a paraf-
finba dgyazott szgvettani metszetekben (a, b)
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5. abra. Claudin 1 immuncitokémiai reakci6 méhnyaki sejtkenetben. A pozitiv
koros sejtek hartyajan erds barna szinreakcio lathatd

miRNS-ek feliilszabalyozottak, igy a miRNS-199, -133, -214
stb., masok alul, igy a miRNS-149, -203, -218 stb. (15, 29,
30, 33, 34). Bar jelenleg még csak kutatas szintjén folynak
a vizsgalatok, am ettdl a gyorsan ndvekvo kutatasi tertilettol
varhat6, hogy az 1j diagnosztikus jelzok mellett segitséget
nyujtanak a korjoslat meghatarozasaban, sot kezelési célpont
azonositasahoz is vezethetnek az ezen a terlileten nyert meg-
figyelések (35).
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M 11. UJ VIRALIS HPV-RNS-TESZTEK

HPV-E6/E7 MRNS-TESZTEK

Ezen tesztek alapja az, hogy a HPV-E6/E7 termelésében szerep-
16 mRNS-ek ugyancsak fokozottan kifejezédnek a méhnyakrak
kialakulasakor. A legismertebb tesztek a kovetkezok:

1. APTIMA (GenProbe): olyan kvalitativ nukleinsav amplifi-
kacids teszt, amely 14 hrHPV-fajta E6/E7 mRNS-ét mutatja
ki. Klinikai érzékenysége hasonlé a Hibrid Capture 2 HPV-
probahoz, a fajlagossaga viszont magasabb (9, 36).

2. NucliSense EasyQ (bioM¢érieux): ugyancsak nukleinsav-
alapu teszt, amely 6tféle hrHPV E6/E7 mRNS-ét mutatja ki.
Az adatok alapjan specifikusabb, mint az APTIMA és a HC2,
am kevésbé érzékeny (9, 36).

3. OncoTect (IncellDx): 13 hrHPV E6/E7 mRNS-ét mutatja ki (9).

A fenti Osszefoglalasbdl kitlinik, milyen kiterjedt jelenleg a
méhnyakrak korismézésében mar elérhetd és jelenleg még a ku-
tatas szintjén all6 biomarkerek és tesztek teriilete, amelyek koziil
a legismertebbeket soroltuk fel. Mindehhez az alapot a HPV-
fertézés és a méhnyakrak osszefuiggésének a megallapitasa, il-
letve a szlirdmodszerek, elsdsorban a sejtvizsgalat alkalmazéasa
jelentette. Remélhetd, hogy a szlirések érzékenységének és fajla-
gossaganak novelésével, illetve a fent felsorolt tesztek alkalma-
zasaval az eddiginél is jobb eredmények érhetdk el a méhnyakrak
korai felismerésében és igy az eredményesebb gyogyitasaban.
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