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1. Bevezetés

1.1. A méhnyakrak epidemiologiaja, a sziirés jelentésége, a human papilloma virus

(HPV) szerepe

A méhnyakrdk a Globocan 2018-es adatai szerint mind eléfordulasban, mind
halalozésban a 4. helyen all a nék daganatos megbetegedései kozott, 185 orszagban
végzett felmérés alapjan (Bray et al. 2018). A WHO becslése szerint ez 570 000 4j beteget
¢s 311 000 méhnyakrak-okozta haldlozast jelent évente (Bray et al. 2018). Bar a
mortalitds a fejlett orszagokban az utdbbi években csokkent, az el6fordulas vilagszerte
emelkedik, féleg a kevésbé fejlett orszagokban. A méhnyak citologiai modszerrel torténd
szlirésének elterjedése, elsdsorban a populacids-alapu sziirések, melyek a Papanicolaou-
modszert (,,Pap” teszt) alkalmazzak, jelent6sen csokkentették mind a mortalitast, mind az
el6fordulast (Safaeian and Sherman 2013, Bray et al. 2018, Laengsri et al. 2018). A
citologiai kenetek vilagszerte bevezetett egységes értékelési szempontjainak
alkalmazasa, melyet a Bethesdaban (MD, USA) tartott konferencian fogalmaztak meg
elészor 2001-ben, tovabb segitette a méhnyakrak és rak(meg)el6zé elvaltozasainak
felismerését ¢és értékelését, valamint egységes nevezéktan alkalmazasat, ami a

méhnyakrak eléfordulasanak tovabbi csokkenéséhez vezetett (Solomon et al. 2002).

A kovetkezd jelentds elérelépést a human papilloma virus (HPV), mint kérokozo
szerepének a felismerése, valamint a HPV-ellenes populacids szintli vakcinacid
bevezetése jelentette a vilag szamos orszagaban, mely jelent6s eredményekhez vezetett a
méhnyakrak és rakeldtti (premalignus) elvaltozasok korai felismerésében, illetve
csokkentésében (Stanly 2006, Darragh et al. 2012, Crosbie et al. 2013). Ismertté valt
ugyanis, hogy a HPV DNS a méhnyakrak kiilonb6z6 formaiban (laphamrak — carcinoma
planocellulare-, valamint adenocarcinomaban) 90 % felett megtalalhaté a
tumorszovetben (Nicolas et al. 2020). A HPV szerkezetének, genomjanak megismerését
kovetden feltartak azt a mechanizmust is, mely a HPV onkogén hatasaért felelés. A HPV
kettds szala circularis DNS-t tartalmazd genomja kiilonbozd régiokra oszthatd, melyek
befolyasoljak mind a virusreplikéciot, mind a sejtciklust és feleldsek a virus daganatkeltd
— onkogén — hatasaért, melyek kozott kiemelt szerepet jatszanak az E6 és E7 régio altal

kodolt onkoproteinek. A HPV E6 protein interferal a p53 apoptozist gatlo fehérjével, mig
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crer

(Scheffner et al. 1990, Boyer et al. 1996,).

Jelenleg to6bb mint 150 emberi fert6zést okoz6 HPV tipus ismert, melyek a DNS
szekvencia alapjan 6t csoportba sorolhatok (Alpha-, Beta-, Gamma-, Nu-, Mu-papilloma
virus). Ezek koziil kiemelkedd jelentdségli az Alpha-papilloma virus csoport, melybe a
méhnyakrak szempontjabdl, az elsésorban a nemi szervi szemolcsokért felelés u.n.
alacsony kockazatu” (low-risk, Ir) tipusok, és a ,,nagy kockazata” (high risk, hr) tipusok
tartoznak. Az utébbiak kozé jelenleg 12 HPV tipust sorolnak (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59), melyek a méhnyak daganatmegel6z6, premalignus elvaltozasaiért és
malignus daganataiért felelések (Bernard et al. 2010, Parkin and Bray 2016).

Az értekezésnek nem targya a HPV-fert6zés mechanizmusdnak, a virus
¢letciklusanak a tanulményozasa, igy csak igen roviden szeretnék szélni a produktiv és
perzisztalo/abortiv. HPV  fertézés jelent6ségérol. A HPV  fert6zés elGszor a
differencialatlan (a laphdm bazalis sejtrétegében elhelyezkedd) hamsejtekben indul, majd
a ham differencialodasaval torténik a virus érése az u.n. ,produktiv virusfertozés”,
melynek soran a virus a fels6 hamréteg sejtjeiben lokalizalodik, majd a hamsejtek
levalasaval kikeriil a hambol. Ezen produktiv fert6zés nem feltétleniil jar klinikailag
tiinetekkel, esetleg atmeneti joindulata hamproliferaciot okozhat. Az allanddsult,
perzisztalo HPV fertézésekben azonban, elsésorban az E6, E7 onkogén fehérjék nagyobb
aranyban termelddnek és a virus életciklusa nem valik kompletté (Boyer et al. 1996,
Scheffner et al. 1990). Mindez a sejtproliferacié egyensulyanak felbomlasahoz vezet,
mely végiilis premalignus — malignus elvaltozast eredményezhet. Ehhez a viralis - DNS
sejt - DNS-be valo integracidja is tarsul, mely a génexpresszid egyensulyanak tovabbi
felbomlasat eredményezi (deFreitas et al. 2013, Nicolas et al. 2020).

A HPV ezen, rakkelté szerepének a felismerése szempontjabol volt kiemelt
fontossaga annak, hogy a Semmelweis Egyetem Il. Sz. Sziilészeti és Nogyogyaszati
Klinik4jan megalakult az Els6 Magyarorszagi HPV Kozpont, melynek munkajaban
magam is kezdettdl részt vehettem és értékelhettem a HPV egyes tipusainak eléfordulasat
a hazai népességben (Galamb és mtsai 2011). Ennek részleteirdl a késébbiekben
beszamolok.

A HPV Kozpontban nyert eredmények és megtigyelések azonban ijabb kérdéseket,

problémakat vetettek fel, elsdsorban a korai diagnosztika teriiletén, melyek a négyodgyaszt
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gyakran hoztak nehéz dontési helyzetbe, és erre vilagszerte szamos kollega is felhivta a
figyelmet. A citologiai vizsgalatrél bebizonyosodott, hogy bar specificitisa magas,
szenzitivitasa alacsony (Isidean and Franco 2014). A HPV molekularis patologiai
modszerekkel torténd kimutatasa ezzel szemben forditott képet mutatott, magas
érzékenységli és alacsony fajlagossagu tesztként épiilt be a méhnyakrak korismézésében.
Ismertté valt, hogy a hrHPV kimutatasa nem bizonyitja a méhnyak premalignus/malignus
eltéréseinek jelenlétét, mivel a HPV fert6zés lehet atmeneti, kiilonésen a fiatalabb

populacioban (Arbyn et al. 2012, Tornesello et al. 2013, Ronco et al. 2014).

Mindezek alapjan szamos ,kiegészit6” teszt, biomarkerek bevezetésével
probalkoztak vilagszerte, melyek a fenti hianyossagokon javithatnak és erre magunk is,
masok mellett, tobb kdzleményiinkben és eléadasunkban felhivtuk a figyelmet (Arbyn et
al. 2012, Benczik és mtsai 2013, de Freitas et al. 2013, Tornesello et al. 2013, Galamb et
al. 2015, Varga et al. 2017, Kawai et al. 2018) (1. abra).

1. abra

A meéhnyakrak szlrése, diagnosztikaja

PAP teszt - Cytologia HPV teszt, tipizalas

Convenlional Pap Tes! .‘ =
Inkodiced by Babes and | .
Papenicalacu n 1820's [
Became widely adopted in d ;
1he US i the 135054
Reduced oanvical Gancar +
dramatealy

Dr, Govgw M. Papueaialeny
18331962

PYOE HAOAD 2ut Mnsen

Problémak Problémak
- Szenzitivitds (slacsony) - Szenzitivitds (magas)
- Specificités (magas) - Specificitds {alacsony)
. Egyéb. V:zsg&"OR, modszerek - Egyéb: hrHPV pozitiv + citol. negativ esetek
kozotti kildnbség stb - Atmeneti fertzés énékelése
- Fiatal dletkor st

4+ |Biomarkerek

(Sobel G,...Galamb A és mtsai. . Interdiszciplindlis HPV Kongresszus,
2015. marc. 20-21. Budapest)
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Ezen, a méhnyak premalignus és malignus elvéltozasaira utald biomarkerek
alapveten két csoportra oszthatok, sejtes (cellularis) és viralis markerek (1. tablazat). A
viralis markerek széles csoportjaval jelen értekezés keretében nem foglalkozom, mivel
munkank az u.n. sejtes biomarkerek korébe sorolhat6 tesztekkel, az altalunk kifejlesztett
reakciokkal foglalkozik. A kovetkezokben az ezekkel kapcsolatos ismereteket foglalom

0ssze az altalunk végzett munka indoklasaként.

1. tablazat A méhnyak premalignus és malignus elvaltozésaira utaldé biomarkerek

1. Sejtes (cellularis) biomarkerek
P16 immunhisztokémia/immuncitokémia (CINtec®, Roche)
P16/ Ki67 kettés immunhisztokémia/immuncitokémia (CINtec®Plus, Roche)
ProEx C (TOP2A/MCM2, Beckton Dickinson)
Claudin] (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 DNS, Innogenetics)
Linear Array (L1 HPV DNS, Roche)
Genoid Genital HPV Detektalé Rendfzer (L1 HPV DNS, Genoid)

(Benczik M, Galamb A és mtsai. (2013) Négyégydszati Onkoldgia, 18:63-67.)

10
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1.2. Cellularis biomarkerek a méhnyakrakban és rakmegel6zé elvaltozasaiban
1.2.1. p16'NK4a Ki67 (MIB1), CINtec®, CINtec®PLUS

A sejtes biomarkerek kozott is kiemelend6 a kdzelmultban széles korben ismertté
valt, a Roche cég 4ltal fejlesztett CINtec®, majd ezt kovetve a CINtec®PLUS teszt. Ezen
immunhisztokémiai modszerek Segitik a citologiai kenetekben és szdvettani
metszetekben annak meghatarozasat, hogy a laphamsejtek transzformacidja
bekovetkezett-e és a cervikalis laphamelvaltozasok milyen fokozatardl, sulyossagarol van
sz0. Ennek tisztazasa kiilonosen a CIN2 elvaltozasok esetében jelentds. Mindez alapvetd
a ndgyodgyasz és természetesen a beteg szamdra is annak eldontésében, hogy milyen

terapiat hataroz meg a tovabbiakban, azaz miitéti beavatkozasra sor kertil-€.

A p16'NK4 (ciklin-dependens kinaz inhibitor 4) cellularis fehérje, mely a normal
sejtekben csak igen kis mennyiségben, mig a daganatsejtekben fokozottan termelddik és
ez a mennyiségében megnovekedett fehérje immunmodszerrel kimutathat6, megfeleld
antitestet és masodlagos reakciot hasznalva. A p16'NK42 fehérje a sejtciklus progressziojat
Amikor a pRB funkcionalisan inaktiv, a p16™% upregulalt (Nicolas et al. 2020). A
p16'NK4a kimutathatossaga immunhisztokémiai médszerrel transzformdlé HPV fertdzést
jelent, mivel a tumorszuppresszor fehérje pRB inaktivalasa a hrHPV hatasara (E7 virus
fehérje) sziikséges 1épés a karcinogenezis folyamatanak elinditasaban (Boyer et al. 1996,
Scheffner et al. 1990). Ennek kovetkezményeként a transzformalt sejtekben a p16'NK42
kimutathato, tobbnyire barna szinreakci6 formajaban, amennyiben 3’3-diaminobenzidint
(DAB) hasznalnak jelz6anyagként (2. abra). Ezen modszer alkalmazasaval, bar jelentésen
emelheté volt a citologiai mintak szenzitivitdsa, a specificitas még mindig nem volt

megfelelé (Dahlstrand et al. 2005, Denton et al. 2010).

11
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2. abra. p16™K immunhisztokémiai reakcié LBC mintaban. A barna szinreakci6 jelzi
a pozitiv, transzformalt sejteket. (Hematoxilin festés, x 250)

A p16™NK49 Kimutatasat célzé6 immunreakcié szerepelt a Roche cég CINtec®
tesztjében. A specificitas novelésére keriilt sor egy masik fehérje, a Ki67 (MIB1)
beépitésével, kettés immunreakcioban alkalmazva, az u.n. CINtec®PLUS tesztben. A
Ki67 sejtproliferaciot jelzd antigén, mely a sejtciklus minden fazisdban expresszalodik és
nagyobb aranyu jelenléte fokozott sejtszaporodast jelent. A két 1épcsdben elvégzett
reakcio soran a p16'NK4barna reakcioként, a Ki67, mint nuklearis piros reakcio (fast-
red jelzdanyagot haszndlva) mutathat6 ki. Pozitivnak az a reakcid tekinthetd, amelynek
soran ugyanazon sejtben jelentkezik a barna és a piros szinreakcié (3. abra) (Ikenberg et

al. 2013, Wentzensen et al. 2012).

-
; g ‘

3. abra. CINtec®PLUS reakcié6 LBC mintan. A kéros sejtben a Ki67 piros magi, a
p16™NK4 barna citoplazmatikus reakciot ad a kettds immunhisztokémiai reakciot

kovetden. (Hematoxilin festés, x250)

12
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1.2.2. Sejtkapcsolo strukturak, a claudin-1 (CLDN1)

A fentiek alapjan tobb munkacsoport kiegészitd tesztek kidolgozasat tlizte ki
célul, hogy segitse a kétséges cervix kenetek és hisztologiai mintak diagnosztikajat és
ennek alapjan a legmegfelelobb terapia alkalmazasat. Magunk is ezen célt szem elott
tartva kezdtiikk munkénkat.

Témavezetém, Dr. Sobel Gabor és munkatarsai (2005) korabbi munkassaga alapjan
bizonyitast nyert, hogy a sejtkapcsolo struktirakat képezd egyes fehérjék, elsdsorban a
claudin-1 (CLDN1) fokozottan termelddik méhnyakrakban és annak premalignus
elvaltozésaiban. Ennek alapjan felvetddott, hogy hisztoldgiai bizonyitas utan, citologiai
mintakban, valamint nagyobb szamu hisztologiai anyagon is vizsgaljuk a kiilonb6z6
CLDN fehérjék kimutathatosagat, illetve fokozott megjelenését, mely esetleges
biomarkerként ndvelheti a tesztek szenzitivitasat €s specificitasat.

A sejtkapcsolo strukturak koziil az u.n. tight junction (TJ), azaz szoros kapcsolatot
1étrehozo6 sejtstruktira, azon beliil a claudinok expresszioja megvaltozasanak jelentdségét
a karcinogenezisben - beleértve a cervikalis karcinogenezist - tobben vizsgaltak, beleértve
munkacsoportunkat (Sobel et al. 2006, Szabo et al. 2009).

A TJ az endotél, valamint az epitélsejtek taldlkozésanal, rés nélkiili, ,,szoros”
kapcsolat, mely kontrollalja az ion és folyadékaramlast, elvalasztja a bazalis-oldalso és
csticsi membran felszineket ugy, hogy a két oldalon 1év6 fehérjék aszimmetrikus
eloszlasat alakitja ki (4. abra). A TJ résztvesz a paracellularis permeabilitas
szabalyozasaban, a sejtpolaritds fenntartdsdban és szerepet jatszik a sejt jelatviteli
folyamataiban is. Emellett fontos funkciot tolt be a sejtproliferacio szabalyozasaban és
befolyasolja a jelatviteli folyamatokat. Mindezen funkciok révén a TJ szabalyozza a sejt
¢lettani transzportfolyamatait, igy a makromolekulak, novekedési faktorok, folyadékok
aramlasat €és biztositja a sejt polaritds fenntartasat. A TJ-t szdmos fehérje épiti fel,
melyeket alapvetden két csoportra oszthatunk, igy az u.n. transzmembrdn és a periférids
membranfehérjék csoportra. Az utobbiak segitik a PDZ doménjaik altal, hogy a TJ
kapcsolatot 1étesitsen a sejtvazzal (5, 6. abra) (Anderson and Van Itallie 2009, Forster
2008). A TJ egyes fehérjéi olyan extracellularis doménnel is rendelkeznek amelyek virus
receptorként is szolgalhatnak, pl. az adeno- coxacki- €s

hepatitis C virus szamara (Forster 2008, Szab¢ et al. 2009).
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Functions of tight junctions (TJ)

Fence function Barrier function

= TR 2

HIR

Selective channels

EBasad on Sawada et al. Med Electron Micros 38147 2003

4. abra. A TJ funkcidja (Sawada et al. (2003) alapjdn, Szabo Erzsébet PhD szerkesztése)

Based on ForsterC et al, 2008

TIGHT JUNCTION

5. abra. A tight junction (TJ) sémas szerkezete (Forster et al. (2008) alapjan, Szabo
Erzsébet PhD szerkesztése)
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1. Transzmembran fehérjék
Claudinok (CLDN-1, ...-27 eml6sokben, emberben 26)
TJ-asszocialt MARVEL proteinek (TAMPs): occludin, tricellulin, MARVELD3
Immunglobulin szupercsalad: JAM-A, -B, -C; CAR; ESAM
Lipolizis stimulalt lipoprotein receptor (LSR)
2. Citoplazmatikus, periférias fehérjék
a. PDZ doménnel rendelkezé fehérjék: zonula occludens (ZO-)-1, 2, 3,
MAGI-1, -2; PAR-3, -6; afadin, MUPP-1
b. PDZ doménnel nem rendelkezé fehérjék: cingulin, symplekin, Rab

fehérjék, merlin, angiomotin

6. abra. A tight junction (TJ) fehérjék csoportositasa (Sawada et al. (2003) alapjan)

A TJ kulcsfontossagu transzmembran fehérjéi, a mintegy ,,gerincet” képezé claudinok
(CLDN), 20-27 kDa nagysagu fehérjecsaladot képeznek. Tsukita és Furuse irta le
elséként a csalad elso tagjat, a CLDN1-t (Tsukita and Furuse 1999). Jelenleg a claudinok
expresszios mintazata alapjan 27 tag ismert emlésokben, emberben 26 (Mineta et al.
2011). A CLDN molekula négy transzmembran doménnel rendelkezik, két sejten kiviili
hidrofob hurokkal, egy citoplazmatikus N terminalis €és egy sejten beliili C terminalis
résszel, amelyet egy PDZ koté domén alkot. A kotdhelyhez szamos PDZ doménnel
rendelkezd, elsdsorban periférias membranfehérjék képesek kapcsolodni, példaul a ZO -
1, -2, -3 (Singh et al. 2010; Sobel et al. 2005) (5. abra). A kiilonb6zé6 CLDN-tipusok
megjelenése az egyes szervekben és szovetekben specifikus, allandé Osszetételd, igy az
u.n. ,,claudin-mintazat” nagy mértékben jellemzi az adott sejtet, szovetet. Ezért is tlint
jelentdsnek Sobel és mtsai kozlése 2005-ben, akik elsdként tobb CLDN, kiemelten a
CLDNL1 fokozott expressziojat mutattak ki CIN-ben és cervix carcinomaban (Sobel et al.
2005) (7. abra). Ennek alapjan tobb n6gyodgyaszati tumorban vizsgaltak a CLDN eloszlast
¢és a kialakult mintazat jelent0ségét, melyet a négydgyaszati tumorokra vonatkozdan

Szabo és mtsai foglaltak 6ssze (Szabo et al. 2009) (8. abra).
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7. abra. Claudinok CIN-ben (Sobel G et al. (2005) Hum Pathol, 36:162-169.)

Méhnyakrak : 1 claudin-1, -7
Endometrium:
Carcinoma: 1 claudin-3, -4
Ltipus: 1 claudin-2, ILtipus: 1 claudin-1
Endometriosis: 1 claudin-3

Ovarium carcinoma: 1 claudin-3, -4

8. abra. Claudinok a ndgyodgyaszati daganatokban (Szabo et al. (2009) Histol
Histopathol, 24:1607-1615.)
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1.2.3. mikroRNS-ek

A méhnyakrak és premalignus elvaltozasai diagnosztikdjanak 1jabb
megkozelitését, tovabbi lehetdségeit vizsgdlva, egyes epigenetikai eltérések felé
fordultunk. Ismertté valt, hogy az u.n. mikroRNS-ek (miRNS), ezen kis méreti, endogén,
nem kodolo ribonukleinsav  (RNS) molekulak, amelyek a génmikodést
poszttranszkripcios szinten szabdlyozzdk, expresszidja megvaltozik szdmos daganat
kialakulasa és progresszidja soran, valamint a HPV fert6zés hatasara is. A miR-ek szamos

tipusa ismert, jelenleg mar 2500 koriili (miRBase database (www.mirbase.org). Mivel a

miRNS mintazat tobbnyire jellemz0 az egyes sejtekre, szovetekre, daganatok esetében is
szamosan tanulmanyoztdk a miRNS mintdzat valtozasat, remélve a tumorok jobb
jellemzését. Tobb szerv daganata esetében mar sikerrel alkalmaztak a miRNS expresszio
valtozas detektalasat mind szovetekbOl, mind a vérbdl szarmazd mintakban és
diagnosztikus biomarkerként, prediktiv és progressziot jelzé markerként valod
felhasznalasuk is felmeriilt, mint csoportunk esetében is (Gyugos et al. 2014, Lendvai et
al. 2010, 2019).

A mIiRNS expresszios profilok eltéréseit a normalis és daganatos méhnyakhamban
tobb munkacsoport is vizsgalta, hazai szerzok is (Gocze et al. 2013, 2015), azonban ezen
munkak jelentds része nem vezetett egyértelmii kovetkeztetésekhez az irodalomban.
Ugyancsak kevesen vizsgaltdk a premalignus elvaltozasokban bekovetkezd eltéréseket
ugyanazon betegb6l szarmazé normalis cervix hammal Osszevetve, melyre magunk is
felhivtuk a figyelmet a MiIRNS-ek ndgyogyaszati tumorokban vald expresszidjat
Osszefoglal6 kézleménylinkben (Galamb et al. 2015) .

A fentiek figyelembevételével hataroztuk meg célkitlizéseinket, mely a méhnyakrak
¢s rakelotti (,,megel6z6”, premalignus) elvaltozasok korai detektalasara, (1j biomarkerek
alkalmazésara iranyult.

A citologiai, hisztoldgiai, immuncito- €s hisztokémiai vizsgalatok a Semmelweis
Egyetem Il. Sz. Patologiai Intézetében patologusokkal és citologusokkal egyiittmiikodve
torténtek. A statisztikai értékelésben, valamint a molekularis vizsgalatok végzésében
Szekerczés Timea biomérnok PhD hallgaté és Dr. Lendvai Gabor, PhD biologus,
molekularis laboratoriumvezetd segitett. A felsorolt munkatarsakkal tobb, az
értekezésben szerepld kozleményben tarsszerzoként jeleniink meg. Kollaboracioban

végeztem egyes vizsgalatokat Dr. Benczik Mdrta, PhD és dr. Kocsis Adrienn (GenolD
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Molekularis Diagnosztikai Laboratéorium, Neumann Diagnostics) segitségével ¢és
egyittmikodésével, akik a HPV meghatarozasokat végezték és részt vettek az

eredmények kiértékelésében.
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2.  Célkitiizések

Munkam soran cél volt:
2.1. Az Els6 Magyarorszagi HPV Koézpontban vizsgalt ndk HPV fertézottsége, a HPV
tipusok eloszlasanak vizsgalata.
2.2. A ,hagyomanyos” és folyadék alapu (,,liquid based cytology” - LBC) mintak
értékelési eredményeinek 6sszehasonlitasa.
2.3. A sejtkapcsolo fehérje claudin-1 (CLDNI1) kimutatds diagnosztikus értékének
vizsgalata folyadék alapu (LBC) cervix mintakon, nagyobb szamu hisztologiai mintan és

6'NK4 immunreakcidval.

Osszevetése a pl
2.4. A CLDNI1 fokozott expresszio diagnosztikus értékének novelése egyéb biomarkerek
(Ki67 proliferaciéos marker) alkalmazasaval kett6s immunhisztokémiai modszerrel,
cervix citologiai és hisztologiai (konizacidos) mintakban, célul tlizve ki a moddszer
szenzitivitasanak és specificitasanak novelését.

2.5. A CLDN1/Ki67 kettés immunmodszer eredményeinek 6sszehasonlitasa a p16/Ki67
kettds immunreakcidé (CINtec®PLUS teszt) eredményeivel LBC modszerrel készitett
citologiai és konizacio Gtjan nyert hisztologiai mintdkon.

2.6. A miR-expresszid valtozasainak vizsgalata premalignus cervix elvaltozasokban,

premalignus konizacids anyagban.
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3. Anyag és modszer
3.1. Betegek, mintak

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 a kiilonbozo vizsgalatokban eltérd
szamu betegb6l szarmazé mintakon végeztilk, melyre vonatkozd részletes adatok,
szamok, tablazatok az egyes vizsgalatok ismertetése soran keriilnek bemutatasra.
Osszefoglalva, az késébbiekben bemutatandd eredmények sordn részletezendd
vizsgalatokban 0sszesen 9847 mintdt vizsgaltunk. A vizsgéalatok induldsakor, eldszor a
»hagyomanyos” kenetek és az LBC preparatumok értékelését hasonlitottuk Ossze,
parhuzamos mintakon. Az immunreakciok egy részét parhuzamosan LBC és hisztologiali
mintakban, CINtec®PLUS és CLDNI1/Ki67 reakcioval. 100-100 minta a reakciok
beallitasara szolgald tanuldhalmaz (,learning-set”) volt. Az immunhisztokémiai
reakcidkat konizacids anyagban végeztiink. Ebbol 1155 az elsd, a CLDN1-t kimutatd
munkaban keriilt vizsgalatra, 50 minta a kettds reakcio soran és 22 mintapar a mikroRNS

vizsgalatokban (2. tablazat).

2. tablazat. A kiilonbdzd vizsgalatokba bevont betegmintak szama

HPV CONITUM.....coiiiii e 1155 minta

Hagyomanyos kenetek és LBC mintak osszehasonlitésa........... 687 (2x).......1374 minta

CLDNI immunreakcido LBC keneteken...........cccccoeviieiiiniiiiiiniiciiciiceee 502 minta

P16™K% reakcid LBC KeNEteKen. ...........co.cvevevceeeeeeeeeeseeeeeeeseseeeneeesesenie e, 502 minta

CLDN1/Ki67 immunreakcido LBC keneteken...........ccecevverieienienenienienn 2907 minta

CINtecPLUS reakcido LBC KeneteKen...........cccecveverierenenienieieieieieniesesenes 2907 minta

KONIZATUM. ...t 352 minta + 22 par
(MIR-hez)

CLDN1/Ki67 immunhisztokémiai vizsgalat............cccooveriiiviiieniniinieni e 63 minta

CINtec®PLUS immunhiSZtoKEMIA. .........coiiiiiiiiiiiieiceee et e 63 minta

Osszes citologiai, immunreakcié és hisztolégiai mintaszam: 9847 minta
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3.2. Médszerek
3.2.1. Citologia, folyadékalapi citologia (liquid based cytology — LBC)

A vizsgalatok elsé 1épéseként a betegektdl citologiai célra vett mintdkat mind
,hagyomanyos”, mind folyadék alapu citologiai (LBC) modszerrel feldolgoztuk és
értékeltiik, miel6tt az immuncitokémiai reakciokat elvégeztik. A ,hagyomanyos”
kenetek a szokott modon, a kefével vett sejtek targylemezre valo ,.kenésével”, majd
alkoholos fixalas és Pap (Papanicolaou) festés utan keriiltek értékelésre. Az LBC
mintékat PreserveCyt Solution (Hologic™ Inc. Marlborough, MA, USA) folyadékban
gyljtottik a kefével torténd mintavétel sordn. A tovabbiakban a prepardtumokat
asszisztens készitette a membran technoldgian alapuld ThinPrep® 2000 Processor
(Hologic Inc.) késziilék segitségével, a cég leirdsa alapjan. A késziilék tobb 1épésben
(diszperzio, gyljtés, transzport) eldre fixalt targylemezre, egy 20 mm-es atmérdji kor

teriiletre tapasztotta a sejteket (9, 10. abra).

9. abra. A hagyomanyos és folyadék alapt preparatumok Papanicolaou festés kovetden

A mintakat a Semmelweis Egyetem II. Sz. Patoldgiai Intézetébe szallitottuk tovabbi

feldolgozasra, majd a GenolD Laboratériumba HPV meghatarozasra. A kenetek
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értékelése a Bethesda rendszer szerint tortént, amelyet citologus eldsziirdk és

szakorvosok végeztek.

1. Osszekeverds 2. Sejtek dsszegyiijtése 3. Transgport

F—

10. abra A ThinPrep 2000 processzor folyamatai (Hologic; ThinPrep®2000 System
Operator’s Manual, n.d.)

A mintdbdl szdrmazo elsé lemez szokott technikdval Pap-festésre és a diagnozis
megallapitasara keriilt. A kovetkezd lemez - a kettds festéses vizsgalatokban -
CINtec®PLUS reakciora, a harmadik lemez CLDN1/Ki67 reakciora keriilt felhasznalasra.
Maximalisan 4-5 lemezt tudtunk késziteni egy mintavétel soran, ahogy az a cég leirdsaban
is szerepel. Sajnalatosan azonban idénként, kiilonosen amikor a HPV vizsgalat kezdetben
megeldzte az LBC preparatum készitését, a sejtszam nem volt elegendé mindharom
lemez elkészitésére. Ennek részleteit, illetve a hasznalhaté ,,parhuzamos” mintak

értékelését a megfeleld fejezetek ,,eredmény” részében ismertetem.

3.2.2. Hisztolégia, mikrodisszekcio

A mintdkat hisztologiai vizsgalatra konizacié Utjan nyertiink, melyre a klinikai
indikacié alapjan keriilt sor. A betegekre vonatkoz6 pontos adatok, szdmok, illetve
eredmények késobb keriilnek ismertetésre tablazatos formaban. A konizatumok formalin
fixalas, paraffinba agyazas (FFPE), majd metszés (3-4 um vastagsagi metszetek) és
hematoxilin-eozin (HE) festés utan keriiltek patologiai értékelésre és a diagndzis

megallapitasara, illetve tovabbi immunhisztokémiai vizsgalatokra a SE 1l. Sz. Patologiai
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Intézetben. A diagnézis alapjan kivalogatott anyagokat patologus szakorvosok (prof.
Schaff Zsuzsa, Dr. Schlachter Krisztina) ismételten attekintették a diagnozis
ellendrzésére és a megfeleld blokkok, teriiletek kivalasztasara, mely munkaban magam is
részt vettem.

A mikrodisszekcio a mikroRNS vizsgalatok céljara a II. Sz. Patologiai Intézetben
tortént, az u.n. ,,laser captured” mikrodisszekcio céljara szolgaldo miiszerrel. Az eljaras
soran 4-5 um vastagsagi FFPE metszeteket FrameSlides 1,4 um Pet Membrane
(MicroDissect GmbH, Herborn, Germany) lemezekre jutattuk. A mikrodisszekciora
Leica AS LMD (Meyer Instruments, Houston, Texas, USA) késziiléket hasznaltunk.
Ennek segitségével, mely mikroszkopos kontroll mellett teszi lehetové a kérdéses teriilet
kivalasztasat, keriilt kivagasra a HSIL és a morfologiailag diszplaziat nem mutato,
“normalis” teriilet. Mintdnként, illetve teriiletenként 10-12 metszetet gyiijtottiink 6ssze az
RNS izolalashoz a tubusokban (BRAND®PCR-tubes, 0,5 ml, BrandTech® Scientific,
Merck KGaA, Darmstadt, Germany).

3.2.3. Immuncitokémia és immunhisztokémia

CLDN1 - ellenes antitesttel végzett immunreakciohoz az antitestet 1:100x
higitasban hasznaltuk (Zymed, San Francisco, CA, USA, valamint a Cell Marque, Roclin,
CA, USA) és a Dako (Glostrup, Denmark) cégekt6l beszerezve. A lemezeket 30 percig,
42 C°-on inkubaltuk a primer antitesttel. A reakcio kivitelezése a Ventana ES automata
immunfestd késziilék segitségével (Ventana Medical System Inc., Tucson, AZ), a SE II.
Sz. Patoldgiai Intézetben tortént, immunhisztokémiai szakasszisztens kivitelezésében,
peroxiddz (HRP) multimer-alapu, biotin-mentes, 3’3 diaminobenzidint, mint kromogént
hasznélva jelzéanyagként. A reagenseket, valamint a mésodlagos antitesteket a Ventana
cégtol (iView DAB Detection Kit) szereztiik be. A kettés reakcioban (CLDN1/Ki67) az
els6 immunreakciét manualisan kovette a masodik, melyben Ki67-ellenes primer
monoclonalis antitestet (Dako) hasznaltunk (1:100 higitas, 30 perc, szobahén). A
masodlagos antitesttel vald reakciot (IMMPRESS AP Reagent, Vector Lab.) alkalikus
foszfataz (AP) jeloléssel (Vector Red Alkaline Phosphatase Substrate Kit, Vector Lab.)
¢s 25 perces Fast Red kromogénnel vizualizaltuk. Pozitivnak azon sejteket tekintettiik,

melyek az egy primer antitestet hasznald reakcidkban barna membrandzus festédést
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mutattak. A kettdés reakcioban pozitivnak tekintettiik azon sejteket, melyek barna

membranodzus €és piros nuklearis reakciot mutattak (11. abra).

.’, |

11. abra. CLDN1/Ki67 kett6s immunreakcié. A CLDN1 barna membranozus festés, a

Ki67 piros magi festés formajaban lathat6. (Hematoxilin festés, 400x)

A CINtec®PLUS reakciot a cég elirasai szerint végeztiik (Hoffmann-La Roche,
Basel, Svajc), manualisan, immunhisztologus asszisztens segitségével. Azon mintakat
tekintettiik pozitivnak, a cég leirasa alapjan, melyekben ugyanazon sejtben tudtuk
kimutatni a citoplazmatikus barna szinii p16 és a piros nuklearis Ki67 reakciot (3. abra).
A reakciok értékelése multidiszkusszios mikroszkoppal, citologus/patologus és biologus
munkatarsakkal (prof.Schaff Zsuzsa, Szekerczés Timea) egyiittmikodve tortént.
Ugyanazon LBC szuszpenzios mintakbol készitett parhuzamos lemezeken végeztiik el a
CLDN1/Ki67 reakciot, hasonl6 értékelési elv alapjan.
Az immuncitologiai vizsgéalatokat szemikvantitative értékeltiik mikroszkoposan,
40x-0s objektiv nagyitassal, 10 latotérben vizsgalva a sejteket. Latoterenként 100 sejtet

szamolva regisztraltuk a pozitiv sejtek szamat.
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A citologia és a HPV triage 0sszehasonlitd vizsgalatokat Dr. Benczik Marta PhD
elemezte a citologiailag illetve HPV tesztre pozitiv (ASCUS+, hrHPV+) mintakon és
ezzel vizsgalta a triage-ban alkalmazott tesztek diagnosztikai értékét. Ennek részletei
értekezésében keriiltek leirasra, igy arra magam nem térek ki.

3.2.4. Molekularis vizsgalatok, mikroRNS meghatarozas

A formalinban fixalt, paraffinba dgyazott (FFPE) mintakbdl végeztiik a totdl RNS,
benne a mikroRNS meghatarozast a RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) segitségével, a gyartéd instrukcidja szerint, a SE 1.
Sz. Patologiai Intézetben. A reverz transzkripcio (RT, TagMan MicroRNA Reverse
Transcription Kit, mely 10 ng total RNS-t tartalmazott) és kvantitativ PCR reakcio
(QPCR) megfelel6 kittel (TagMan Universal Master Mix I, no UNG, mely 0.65 uL RT
terméket tartalmazott), majd az amplifikacié Light Cycler 480 Instrument Il (Roche
Diagnostics, Indianapolis, IN, USA) segitségével tortént. A tisztitott RNS-t -80 C°-on
taroltuk a RNS koncentracidé meghatarozasaig. Ezen munkdkat Szekerczés Timea
biomérnok PhD hallgatd végezte, Lendvai Gabor, PhD laborvezet$ ellendrzésével. A
kivalasztott miRNS-ek expresszioja TagMan MicroRNA Assays-vel tortént (Life
Technologies of Thermo Fisher Scientific Inc. Waldtham, MA, USA). A relative
expresszio (ACT) az RNU48 ¢és U6, mint két legstabilabb referencia, atlagaként kertilt

meghatarozasra a NormFinder applikacioval (Andersen et al. 2004).

3.2.5. HPV meghatirozas, HPV tipizalas

A HPV meghatarozas az LBC-ra levett cervix sejtszuszpenziobdl tortént a
GenoID Molekularis Diagnosztikai Laboratoriumban (Budapest), Dr. Benczik Marta és
dr. Kocsis Adrienn iranyitasaval és a laboratorium értékelésével. A cervikalis mintat, a
laboratorium instrukcidja szerint ,,cytobrush” mintavételi eszkoz segitségével vettiik le a
méhsz4j endo- €s ectocervikalis felszinérdl, majd azt a laboratérium altal rendelkezésre
bocsatott mintatarold edénybe helyeztiik. Ezt kdvetden a minta a GenolID laboratériumba
keriilt elszallitasra. Dr. Benczik Marta leirasa szerint a HPV DNS-t a Genoid
Laboratériumban fejlesztett ,,Full Spectrum HPV Amplifikacios és Detektald teszttel”
végezték, majd a hrHPV-t tartalmaz6 mintakat PCR-rel egyedileg genotipizaltak a Full
Spectrum L1F/L1R-HPV teszttel (Genoid, Hungary, Budapest) (Jeney et al. 2007), ahogy
erre Dr. Benczik Marta hivatkozik a dolgozatidban. A HPV vizsgéalathoz a DNS-t az
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AmpliLute Liquid Media Extraction kittel (Hoffmann-La Roche Ltd., Basel, Switzerland)
preparaltdk 4 ml PreservCyt mintdbol. A Full Spectrum LI1F/L1R-HPV tesztet

alkalmaztak a HPV fert6zés kimutatasara és genotipizalasra.

3.2.6. Statisztikai értékelés

A statisztikai elemzést Szekerczés Timea biomérnok PhD hallgatoval egyiitt
végeztem, akivel tobb kozleményben szerepliink tarsszerzoként. Az értékelésben két-
iranya kontingencia analizist hasznaltunk 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. Emellett a
STATISTICA szoftver v 12 (StatSoft: Tulsa, OK, USA) is felhasznélasra keriilt. A
kiilonbségeket statisztikailag p<0.05 értéknél tekintettiik szignifikansnak.
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4. Eredmények
4.1. Az Els6 Magyarorszagi HPV Kozpontban vizsgalt n6k HPV fertozottsége, a
HPYV tipusok eloszlasa, a 2007-2011 kozott végzett vizsgalatok eredményei

A HPV Kozpontban 2007-2011 kozott 6sszesen 1155 paciens esetében kertilt sor
HPV meghatarozasra, akik kor szerinti megoszlasat a 3. tablazat tartalmazza. A HPV
DNS PCR modszerrel keriilt meghatirozasra az altalunk vett mintakbol, a GenolD
laboratoriumban. A vizsgalat soran a IrHPV tipusok, mint ,,NA” (,,nem azonosithat6”)
kertiltek egy csoportba az egyéb, nem- hrHPV-vel. Az utobbiak esetében az egyes tipusok
egyenként keriiltek meghatarozasra. Minden esetben citoldgiai vizsgalatra is sor keriilt
hagyomanyos kenetkészitéssel, melyet a Bethesda-rendszer szerint osztalyoztak a SE I1.
Sz. Patologiai Intézetben.

Az eredmények alapjan a vizsgalatra keriiltek 55,5 %-4ban volt HPV DNS
kimutathato, ezekbdl 38,5 %-ban hrHPV, a maradék 17 %-ban IrHPV (12, 13. abra).
Korcsoportok szerinti megoszlasban a legnagyobb ardnyu HPV-fertézottség a 15-25
évesek kozott, ezt kovette a 26-45 év kozotti korosztaly. Meglepd volt a magas
fert6zottség az 56 év felettick kozott. A hrHPV kozott a HPV16-0s volt a leggyakoribb,
ezt kovette az HPV51-es. A HPV18-as a 7. helyen allt (12. abra). Azon esetekben (445
minta, 32,1 %), amelyekben citologiai eltérés is volt (ASCUS, CIN1-3, ASC-H), a
HPV16 ugyancsak az 1. helyen allt gyakorisdgban, melyet az 51-es és 31-es kovetett.
Ezen esetekben a HPV18 a 4. helyen volt, a HPV66-tal egyiitt (13. abra).

3. tablazat A HPV pozitivitas korcsoportok szerinti bontasban
(Galamb A és mtsai. (2011) Orv Hetil, 45:1804-1807.)

Tipizalasok HPV-negativ HPV-pozitiv

szama (-) (+)
Osszes piciens 1155 44.5% 55,5%
15-25 év 251 37,1% 62,9%
(n=93) (n=158)
26-45 év 792 43 8% 56,2%
(n=347) (n = 445)
46-55 év 88 70,4% 29.,6%
(n=62) (n=26)
56 év felett 24 50% 50%
(n=12) (n=12)
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12. abra. HPV genotipusok gyakorisdg szerinti megoszlasa a HPV pozitiv esetek
szazalékaban (Galamb 4 és misai. (2011) Orv Hetil, 45:1804-1807.)
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13. abra. HPV-genotipusok gyakorisadg szerinti megoszldsa a citologiai eltéréssel jard
esetekben (Galamb A4 és mtsai. (2011) Orv Hetil, 45:1804-1807.)
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4.2. A ,hagyomanyos” (H) és folyadék alapi (,,liquid based cytology” - LBC) mintak

elokészitésének és értékelési eredményeinek 6sszehasonlitasa

Az LBC-t, mint 4j technikat, egy rendelkezésiinkre bocsatott késziilékkel végeztiik
(Hologic). A mintak értékelése és a késébbiekben alkalmazott immunreakciok elvégzése
elétt osszehasonlitottuk a ,,hagyomanyos” (H) és a LBC kenetek preparalasanak és
értékelésének esetleges kiilonbségeit, a jelentkezd technikai €s értékelési hibakat. A
késziilék lizembe allitasa eldtt a projektben résztvevo citologus szakorvosok (prof.Schaff
Zsuzsa, Dr. Jaray Baléazs, Dr. Székely Tamas), valamint asszisztensek (Pekar Magdolna)
elvégezték a Hologic cég erre vonatkoz6 tanfolyamat. A tanfolyam utan, a ,,betanulasi
fazisban” 687, parhuzamos ,,hagyomanyos” cervix mintat vettiink kolposzkopos kontroll
mellett, azaz kenetet készitettiink, a kordbban leirt mddon. Emellett minden esetbdl
parhuzamosan LBC-re is tortént mintavétel, az elézovel egyidoben. A ,hagyomanyos”
(H) kenetre valdo mintavétel, megeldzte az LBC-re vett mintavételt (4. tdblazat). A
parhuzamos kenetek vizsgalatanak az Osszehasonlitasa Kiterjedt technikai kérdésekre,
valamint az értékelésre.

Az értékelés tekintetében, mely a szokott mddon, azaz eldszor citologus eldsziirdk,
majd citolégus szakorvos altal tortént, nem volt lényeges kiilonbség a hagyomanyos €s
LBC mintak kozott, a diagndézisok mindkét moddszerrel preparalt mintdkban
megegyeztek. A hagyomanyos kenetek koziil 11 esetet nem tudtunk értékelni, elsGsorban
a kenetek sejtszegénysége miatt. Ehhez hasonloan, 10 eset keriilt LBC esetében a nem
értékelhetd csoportba (4. tablazat).

A technikai szempontokat értékelve, nem készitettiink szamszer(i felmérést. Mind
az eldszlir6k, mind a citologus szakorvosok véleménye azonban megegyezett a cég altal
igazolt adatokkal és felmérésekkel, hogy az LBC mintdkban mind a hattér (nyak,
sejttormelék), mind a vordsvértestek csak minimalis szdmban, vagy egyaltalan nem
voltak jelen. Ugyancsak elény volt, hogy a sejtek egy jol meghatarozhaté teriileten
(koron) beliil helyezkedtek el, igy a lemezek attekintése egyszeriibb volt, ami segitette a
diagnosztikus értékelést. Osszefoglalva, bar nem ,,mértiik” és elemeztiik, azonban az
elésziirk és citologusok véleménye szerint az LBC lemezeket Iényegesen konnyebb volt
értékelni, az emlitett attekinthet6ség, ami a jol koriilhatarolt teriiletbdl eredt, valamint a

,,tiszta” hattér miatt.
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4. tablazat A konvencionalis (hagyomanyos) és folyadékalapti (LBC) mintak értékelési

eredményeinek Osszehasonlitasa

Folyadék alapu citolégia

(n=687)

Konvencionalis Nerm
citolégia L )
(n=6897) Normal ASCUS LSIL HSIL (n=22) ertf/l;elheto

(n=561) (n=15) (n=79) vagy
sejtszegeny
(n=10)
(l‘::'sn;;; 2 3 19 3 8
ASCUS
4 12 3 0 0
(n=19)
LSIL
7 0 50 6 1
(n=64)
(rl;l=s1"6) 1 0 2 13 0

Nem értékelheto
vagy
sejtszegény 5 0 5 0 1
(n=11)
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4.3. A sejtkapcsolo fehérje claudin-1 (CLDN1) kimutatas diagnosztikus értékének
vizsgalata folyadék alapu (LBC) cervix mintikon és nagyobb szamu
hisztologiai mintan (Benczik M, Galamb A. et al. (2016) Pathol Oncol Res,
22:179-188)

Sobel és munkatarsai (2005) korabbi kozlése inditott arra, hogy a hisztoldgiai mintak
mellett citologiai mintakon is vizsgaljuk a CLDN1 megjelenését és értékét, a p16'NK4a
immunreakciokkal Osszevetve. Emellett nagyobb szamu hisztologiai anyagon is
igyekeztliink igazolni a korabbi megfigyeléseket a CLDN1 fokozott expresszidjara
vonatkozoan.

A Genoid Laboratérium altal szervezett HPV_SCREEN multicentrikus klinikai
vizsgalat és a KT121128 KMR BIOMARKER vizsgalat soran, melyre a Semmelweis
Egyetem Il. Sz. Patologiai Intézetével, II. Sz. Nogyogyaszati Klinikajaval és néhany
egyéb résztvevovel egyiitt keriilt sor, 502 beteg mintaja keriilt be a vizsgalatba. Ezen
betegek koziil 342 esetben mind az LBC minta, mind a konizacios hisztologiai
preparatum rendelkezésre allt. 150 tovabbi LCB minta a ndgydgyaszati sziiréseken
megjelent populaciobodl szarmazott (5, 6. tablazat).

Az értekezésemben csak a CLDN1 és p16'N€%2-ra vonatkozo eredményeket, illetve
szamitasokat ismertetem, ugyanis a HPV-re ¢és ennek Osszefiiggésére az
immunmarkerekkel vonatkozo vizsgalatokat Dr. Benczik Marta értékelte és képezte
értekezése anyagat. Dr. Benczik Marta kozlése szerint, melyet értekezésében foglalt
Ossze, "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.”
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5. tablazat A CLDNI és p16™K*® immunreakciok mintaszdmai

IC=immuncitokémia, IH=immunhisztokémia (Dr. Benczik Marta értekezésében szerepld
tablazat alapjan keriilt oésszedllitasra). A tovabbiakban csak az immunreakciok
eredményeire térek ki. A HPV vizsgalat eredményei (sotétsziirkével jelolve), ennek
értékelése és Osszefiiggése az immunreakciok eredményeivel Dr. Benczik anyaga és
értekezésében szerepel, ezt nem ismertetem. (Benczik M, Galamb A. et al. (2016) Pathol
Oncol Res, 22:179-188)

DRV RS IC- IC- IH- IH-
Hisztolégia | Citologia | HPV pl6INK4a | CLDN1 | p16INK4a | CLDN1

Bsszes vizsgalat 342 458 452 202 194 288 280
statisztikara 201 395 395 172 172 261 261
alkalmas minta
h1szt019g1a 201 279 162 162 239 239
eredménnyel
c1tolog1a 291 395 158 158 210 210
eredménnyel
HPV 279 395 172 172 195 195
eredménnyel

Az elvégzett immuncitokémiai reakciok szerint, a CLDN1, er6s membrandzus reakciot
adott, mely DAB kromogént hasznalva, barna szinben lathatd (14. abra). A pl6
immunreakcid a koros sejtek citoplazmdjaban mutat barna szinreakciot (15. abra).
Mindkét reakcio utan jol lathatod, hogy a morfologiai eltérést nem mutatd cervikalis
laphdmsejtek nem reagélnak az immunreakcidban, kékes szinben festddnek. A kornyezd

sejttormelék (valoszintileg széteso sejtek) nem adnak aspecifikus reakciot (14. dbra).
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14. abra. Claudin-1 LBC cervix preparatumban (a, b). A cervicalis hamsejtek
halvanyan festédnek. A CLDNI pozitivitast mutatd diszplasztikus sejtek membanjan
barna festddés lathat6, mely néhol pontozott. (CLDN1 immunhisztokémiai reakcio, DAB

kromogén, hematoxylin festés, 250x)

@
14.a abra
B -
14.b abra

33



DOI:10.14753/SE.2020.2384

15. abra. P16"™K% (a) és CLDN1 (b, ¢) immuncitokémiai reakcié LBC lemezeken.
A barna szinreakcio jelzi a pozitiv sejteket. (DAB kromogén, 250x)

—
e 1

15.a abra

15.b abra

15.c abra
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Az immunhisztokémiai reakciok erés membran pozitivitast mutattak CLDN1-ellenes
antitestet hasznalva (16. abra), barna citoplazmatikus szinreakcié volt lathato p16'™NK4-

reakcid utan (17. abra) CIN 2-3 esetekben, konizacids anyagban.

16. abra. CLDNI1 immunreakcid konizatumban (@, b). Er6s barna szinii
membranézus reakci6 lathaté a diszplasztikus sejtekben CIN1-2-ben (a) és CIN2-3-ban
(b). (DAB kromogén, a:250x, b:400x)

16.a abra

16.b abra
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17. abra P16™K* immunreakcié konizadtumban (@), Osszehasonlitva CLDNI1
immunreakciéval (b). A barna citoplazmatikus reakcio6 jelzi a pozitiv sejteket P16'N<4
reakcioban (a), membranozus reakcio lathatdé CLDNI reakcio utan (b) CIN2-3-ban.

(DAB kromogén, hematoxilin festés, 250x)

17.a abra

17.b abra

A statisztikai elemzések szerint a CIN2+ hisztologiai eredményeket végpontnak
tekintve, az IC-CLDNI1 szenzitivitisa kissé magasabb volt, mint az IC-p16/NK4a
érzékenysége [77,3 % (68,7-84,6) vs. 69,3 % (60,9-76,3)]. Az IC-CLDNL specificitasa
azonban alacsonyabb volt, mint az IC-16"N%4 ¢rtéke [60,9 % (53,5-67,2) vs. 80,5 % (73,2-
86,5)]. Osszevetve a harom teszt (citologia, IC-CLDN1, IC-16'NK4%  adatait, az IC-

CLDN1 szenzitivitasa volt a legmagasabb a harom teszt k6z6tt, minimalisan meghaladva
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a citologia érzékenységét. Specificitasban azonban a harom kozott az utolsé helyen
végzett a IC-p16'NK42 &5 citologia mogott (6. tablazat).

Az immunhisztokémia eredményeit vizsgalva az IH-CLDN1 szenzitivitdsa
meghaladta az IH-p16'NK4 ¢rtékét (88,2 % vs 75,5 %), azonban specificitasban elmaradt
mogotte (33,3 % vs 68,1 %) (6. tablazat). A fenti eredmények olyan kiegészitd teszt
bevezetését tették sziikségessé, melynek a specificitisa jelentésen novelheti

diagnosztikus értékét.

5. tablazat Az immunreakcidk és citoldgia szenzitivitasa és specificitasa a CIN2+
hisztologia diagn6zishoz, mint ,,gold standard”-hez viszonyitva

Kiértékelési protokoll

IC-CLDN1 szenzitivitas (95%CI) 77,3 %(68,7-84,6)
specificitas  (95%CI) 60,9 %(53,5-67,2)
IC-p16'NKsA szenzitivitas (95%CI) 69,3 %(60,9-76,3)
specificitas (95%CI) 80,5 %(73,2-86,5)
IH-CLDN1 szenzitivitas (95%CI) 88,2 %(81,7-93,2)
specificitas  (95%CI) 33,3 %(28,5-37)
IH-p16'NKAA szenzitivitas (95%CI) 75,5 %(67-81,1)
specificitas  (95%CI) 68,1 %(62,6-73)
citologia szenzitivitas (95%CI) 75,2 %(68,9-80,8)
specificitas  (95%CI) 66,5 %(61,1-71,2)
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4.4. A CLDNI1 és Ki67 kettos immunreakcio eredményei citologiai és hisztologiai
anyagban, dsszehasonlitiasa a CINtec®PLUS reakcié eredményeivel

A korabbi vizsgalatok eredményei alapjan, melyek a CLDN1-re, mint biomarkerre
vonatkoztak, vet6édott fel egy tovabbi biomarker, a Ki67 beépitése, mint kettés IC/TH
reakcio, a tesztbe. Ezidében keriilt forgalomba a Roche cég CINtec®PLUS tesztje, mely

ugyancsak kettds immunreakciot, a p16N<4-t ¢s Ki67-t hasznal.

A vizsgalat els6 1épésében beallitottuk és értékeltiik a CINtec®PLUS reakciot, melyrdl

els6ként szamoltunk be Magyarorszagon (18. abra), (Sobel és mtsai, I. Interdiszciplinaris

HPV Kongresszus, Budapest, 2015).

18. abra. CINtecPLUS reakcié LBC preparatumban (a, b). A p16NK4@ barna szinben, a
Ki67 reakcio a magban piros szinben lathat6. A normalis cervikalis laphamsejtek nem

adnak barna szinreakciot. (Hematoxilin festés, 250x)

v
)
. B >
) "\
i X
18.a abra
-
- . @ »
-
18.b abra
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Ezt kdvetben allitottuk be a CLDN1/Ki67 kettés immuncitokémiai reakciot (19. abra).

19. abra (a, b) A CLDN1/Ki67 kettds immuncitokémiai reakcid a pozitiv sejtek

membranjat barna szinnel festi, a magvak pirosak. (Hematoxilin festés, 250x)

19.a abra
ﬁi—g\/ ~ ’
“ "A.
1
o,
e
» \‘"‘"‘ ’
19.b abra
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A CINtec®PLUS ¢és CLDN1/Ki67 reakci6 beallitasa utan parhuzamosan vizsgaltuk a
LBC valamint hisztologiai mintakat a két kettds jelolésii immunreakcioval, melyek

Osszehasonlito képét a 20. abra mutatja (20. a, b, ¢, d abra).

®
B 4
1 m .
o K
c d & p
pe »

20. abra. CINtec®PLUS (a), CLDNI1 reakci6 (b, ¢, d) LBC mintakban. Nuklearis piros
festddés és citoplazmatikus (a), valamint membranézus (b, c, d) barna reakcio lathato a

koros sejtekben. (Hematoxilin festés, scale: 35um)
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A total of 2907 women in study

population
|
1 1 I | 1
N B
Not valid x Normal AS-CUS LSIL HSIL
(n=16) (n=2380) (n=51) (n=339) (n=121)
J J
STV
(" heHPy ) ( Py ) ( hetpy ) A hrHPY heHPY
LS| Negative L5 Negative > Negative Ls] Negative >] Negative Negative
| L =12 ) | (n=1833) | [ (=27) | (n=149) (n=17) (n= 2038)
("~ hrHPV ) (" hrHPV ) (" hrHPV ) ("~ hrHPV ) (" hrHPV )
i P> Positive P> Positive = Positive —>| Positive —>| Positive P'::zx,
o Um=3) L (n=507) ) L (n=18) (n=181) (n=96) (n= 805)
| [ heHPv ) [ hrHPY ) (" hrHPV ) hrHPV hrHPV heHPY
i 21 Not valid -1 Not Valid ~> Not Valid —> Not Valid > Not Valid Not Valid %
L =) | (n=40) ) | (n=6) (n=9) (n=8) (n=64)

x ,Not valid” means that the samples could not be evaluated for cytology; HPV testing

21. abra A vizsgélatba bevont, LBC-val vizsgalt populacié (Szekerczés T, Galamb A et
al. (2019) Pathol Oncol Res, 25:477-486.)

Mint a 21. abrabol lathatd, 6sszesen 2907 citologiai mintat vontunk be a vizsgalatba,
melyen a diagndzis szerinti megoszlas is fel van tiintetve. A mintak jelentds része nem
mutatott eltérést (2380 eset), AS-US 51, LSIL 339, HSIL 121 esetben volt
diagnosztizalva. 16 esetben a mintdkat nem lehett értékelni. hrHPV 805 mintaban volt
jelen (GenolD eredménye). A vizsgalatba 63 hisztologiai minta keriilt bevonasra (7.

tablazat).

7. tablazat A hisztologiai mintdk diagndzis szerinti megoszlasa (Szekerczés T, Galamb

A et al. (2019) Pathol Oncol Res, 25:477-486.)

Histological MNumber of Average CINtec™ PLUS CLDNI1/Ki67
diagnoss Cases ages (yrs)
Positive Megative Positive MNegative

Carcinoma in situ 7 40.57 7 0 7 0

HSIL (CTN 2 or 3) 30 33.50 30 0 30 0

LSIL (CIN 1) 3 4233 3 3

Mo dysplasia, chronic 23 35.61 0 23 0 23

cervicitis

CLDNI claudin-1, HSIL high grade squamous intracpithelial lesion, LSIL low grade squamous intracpithelial
lesion, CIN cervical intraepithelial neoplasia
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4.5. A CINtec®PLUS és CLDN1/Ki67 citolégiai és hisztolégiai eredmények
osszehasonlitasa (Szekerczés T, Galamb A et al. (2019) Pathol Oncol Res, 25:477)

A CINtec®PLUS reakciot 1596 LBC mintan végeztiik el (8. tablazat). A pozitiv
reakcidé a korabban leirt barna citoplazmatikus €s piros nuklearis reakcido formajaban
lathat6 (18. abra). Az 1596 mintabol 1386 adott értékelhetd eredményt mind Pap teszttel,

mind CINtec®PLUS reakcidval. 207 esetben valamelyik minta nem volt értékelhetd.

8. tablazat A CINtec®PLUS reakcié LBC mintakon (Szekerczés T, Galamb A et al
(2019) Pathol Oncol Res, 25:477)

CINtec” PLUS
Liquid-based (n=1596)
cytology (LBC) Positive Negative Not valid
(n=317) (n=1072) (n=207)
Normal
(n=1226) 173 880 173
ASC-US -
(n=33) 8 20 . 3
LSIL
(n=233) 62 151 20
HSIL
(1=98) 72 20 6
Not Valid
X (n=6) 2 ! 3
* the highlighted section shows the number of acceptable cases by both Pap
test and CINtec® PLUS (r= 1386)

A CLDNUI/Ki67 citokémiai reakcié Osszesen 1358 esetben keriilt elvégzésre,
melybdl 1159 adott elfogadhatd IC reakciot (9. tablazat). A pozitiv sejtek a kettds

reakcioban piros magi festddést s barna membran-festddés mutattak (19, 20. abra).

9. tablazat A CLDNI1/Ki67 reakci6 LBC mintakon (Szekerczés T, Galamb A et al.
(2019) Pathol Oncol Res, 25:477)

CLDN1/Ki67
Liquid-based (n=1358)
cytology (LBC) Negative Positive Not valid
(n=962) (r=200} (n=196)
Normal
(n=1085) 803 117 165
ASC-US
ne25) 13 7 . 5
LSIL
e 131 L | 18
HSIL
(n=56) 12 39 5
Not Valid
% (n=6) | 3 _ 0 | | 3
* the highlighted section shows the number of acceptable cases by both
Pap test and CLDN1/KI67 (n=1159)
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A CLDNI/Ki67 és CINteC®PLUS reakcié 63 hisztologiai mintan tortént (22, 23.
abra). Mindkét teszttel a Ki67 pozitiv magvak pirosak. Az CLDN1/Ki67 reakcioban a
CLDN1 membranézis festddést mutat (22., 23.d dbra). A CINtec®PLUS reakcioval

citoplazmatikus, barna szinii reakci6 latszik a koros hamban (23.c abra).

'.~ ""P&- "’l
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22. abra. CLDN1/Ki 67 reakci6 LBC mintakban (a, b) és hisztologiai metszeteken (C,
d). A barna membanreakcié a CLDNI1-t jel6li, mely jol koriilrajzolja a koros sejteket
mind az LBC mintakban (a,b), mind a hisztoldgiai metszetekben (c,d). A Ki67 piros

nuklearis reakcio formajaban lathato. (Hematoxilin festés, scale: 35um).
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23. abra. CINtec®PLUS (a,c) és CLDN1/Ki67 (b,d) reakcio normalis cervikalis hamban
(a, b) és HSIL Iézioban. A normal hamban csak a bazalis sejtek magvai festddnek Ki67
reakcio utdn (piros szin), HSIL 1ézidban a Ki67 reakcid kiterjedt és ugyanazon sejtek
citoplazmaja p16'™K4 pozitiv (barna szin, c), vagy ,,lépesméz”-szer{i membran festddést

mutat CLDN1 reakci6 utan (d). (Hematoxilin festés, scale: 50 um)

A CLDNI/Ki67 és a CINtec®PLUS reakciok értékét viszonyitva a citologiai
értékeléshez, mindkét reakcio elfogadhatdo volt 1097 esetben (10. tdblazat). A két
immunreakcid megegyezett 1003 mintaban (840 negativ, 163 pozitiv, 94,1 %). A két
reakcié értéke megegyezett Kappa teszttel (k= 0,724: 95 % CI1 0,672 —0,776).
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10. tablazat A CLDN1/Ki67 és CINtec®PLUS reakci6 dsszehasonlitisa LBC mintakban
(Szekerczés T, Galamb A et al. (2019) Pathol Oncol Res, 25:477)

CINtec* CL{“E 1;; Ki67
PLUS _ {1=2332) |
= 1352) Positive Negative Not valid
o (n=197) (n=959) (n=196)
Negative -
r=890) 25 840 . 25
Positive
=261) 163 69 35
Not valid g 0 36
¥ (1=195) )
* the highlighted section shows the number of acceptable cases (n=1097)

A két teszt teljesitménye, a citologiai értékelés és efficiencia értékek [szenzitivitas
és specificitas, pozitiv (PPV) és negativ érték (NPV)] a 11. tablazatban lathatok.
Osszegezve az olvashato le a tablazat értékeibdl, hogy a két teszt kdzott nem volt 1ényeges
kiilonbség a fenti paraméterekben. LSIL esetében ugyan kissé magasabb szenzitivitast
mutatott a CINtec®PLUS, mint a CLDN1/Ki67 (40,28 vs. 35,07 %), de a specificitasi
értékei alacsonyabbak voltak (83,41 vs. 87,13 %). A HSIL esetében mind a szenzitivitas,
mind a specificitds jOo értéket ért el, 70-80 % kozott. A CLDNI1/Ki67 kissé jobb
szenzitivitast mutatott [76,00 % (95 % CI1 61.83 %-86.94 %); specificitas 85,67 % (95 %
CI 83,40 %-86,74 %)], mint a CINtec®PLUS (11. tablazat). (Szekerczés et al. 2019).
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11. tablazat A CINtec®PLUS és CLDNI1/Ki67 reakcid szenzitivitasa, specificitasa,
pozitiv prediktiv értékei (PPV) és negativ prediktiv (NPV) értékei (Szekerczés T, Galamb
A et al. (2019) Pathol Oncol Res, 25:477)

a,
Positive Negative
CINtec® PLUS Sensitivity Specificity Predictive Value | Predictive Value
(PPV) (NPV)
ASCLSIASC 1 39019 83.56 % 38.36% 84.05 %
(95% Cl) (3425'8819%0 (80.93% t0 85.97%)  (32.07% to 44.95%)  (81.43% to 86.42%)
LSIL/LSIL+ 40.28% 83.41 % 36.64% 85.43 %
(33.61% to
(95% CI) 47.24%) (80.79% to 85.80%)  (30.43% to 43.19%)  (82.90% to 87.72%)
HSIL 74.00% 81.38 % 15.95% 98.50 %
(95% CI) (%%6367%0 (78.88% 10 83.69%)  (11.48% t0 21.31%)  (97.44% to 99.20%)
b,
Positive Negative
CLDN1/Ki67 Sensitivity Specificity Predictive Value | Predictive Value
(PPV) (NPV)
ASCUSIASC- 1 34.36% 87.36 % 41.49% 83.61 %
(95% Cl) (24%2903%0 (84.96% t0 89.49%)  (34.37% to 48.89%)  (81.04% to 85.96%)
LSIL/LSIL+ 35.07% 87.13 % 39.36% 84.93 %
(28.65% to
(95% CI) 41.92%) (84.75% t0 89.27%)  (32.33% t0 46.73%)  (82.43% to 87.19%)
HSIL 76.00% 85.67 % 20.21% 98.68 %
(95% CI) (%16%3:@) )to (83.40% t0 87.74%)  (14.72% 10 26.67%)  (97.71% to 99.32%)
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Receiver Operating Characteristic (ROC) gorbe analizissel volt demonstralhaté az
immunreakciok teljesitménye kozotti kiilonbség (24. abra). A gorbék alapjan nem volt

szignifikans kiilonbség kimutathatd kozottiik, mivel a két teszt kozti teriilet kiilonbség
0,0317 volt.

100 4
%0 .

: — CINtec® PLUS
£ 5] — CLDNI/Ki67
,51'3" 40-;

20
04

0 200 40 6D B0 100
100-Specificity

24. dbra A két LCB immunreakcié ROC analizis gorbéi. A CLDN1/Ki67 (vrds) gorbe
enyhén magasabb, mint a CINtec®PLUS (zold) gorbe, de a kettd kozti kiilonbség nem
szignifikans (p=0,177) (Szekerczés T, Galamb A et al. (2019) Pathol Oncol Res, 25:477)
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4.6. A mikroRNS expresszié vizsgalata premalignus (HSIL, CIN2-3) mintakban

A vizsgalatra kivalasztott 22 beteg adatait a 12. tablazat mutatja. Retrospektiv
modon, a II. Sz. Patoldgiai Intézet archivumabol 22 olyan formalinban fixalt, paraffinba
agyazott (FFPE) blokkot valasztottunk, amelyben a diagnozis CIN2-3/HSIL volt. A
betegek atlagéletkora 32,9 év volt. HPV-t a 22 mintabdl 17 esetben lehetett kimutatni,

HPV16 13 esetben volt jelen, a GenoID Laboratoriumban végzett meghatarozas alapjan.

12. tablazat A HSIL(CIN2-3)-ben szenvedd betegek kora és HPV fertézottsége

No Kor HPV tipus
(év)

1 31 16*

2 30 16*

3 38 Negativ

4 25 16+

5 44 16+

6 32 Negativ

7 34 33*

8 27 16*

9 30 Negativ

10 32 58*

11 23 16*

12 25 16%; 31%; 33*
13 35 18+

14 28 16%, 66", 45, 59*
15 35 16*

16 34 Negativ

17 43 16+*,18*

18 36 16*

19 43 Negativ

20 22 16*

21 85 LR* and 56*
22 42 16*

atlag: 32.9
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A modszertani fejezetben leirt modon, (3.2.4. fejezet) mikrodisszekcioval vagtuk
ki a mintakbdl a koros teriileteket, valamint az alteracidot nem mutatd, morfologiailag
épnek tind hamteriiletet. A 13. tdblazatban felsorolt 9 miRNS-t vizsgaltuk.

A statisztikai analizishez a nem parametrikus Wilcoxon Matched Pairs Test,
STATISTICA software, version 12-t (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA) hasznaltuk. A
szignifikancia p értéke 0,05 volt.

13. tablazat A vizsgalatban kimutatasra kertilt mikroRNS-k

Assay 1D MIiRNS
001014 hsa-miR-20b
000437 hsa-miR-100
000469 hsa-miR-147
000515 hsa-miR-212
000402 hsa-miR-24
000405 hsa-miR-26a
000413 hsa-miR-29b
002369 hsa-miR-515-3p
000435 hsa-miR-99a
Referencia:

001006 RNU48
001973 U6

A HSIL és kornyez6 normal ham kozott a miR-20b esetében tudtunk szignifikans
kiilonbséget kimutatni (p<0,0001, 25. abra). A miR-212 és a miR-515 esetében is volt
kiilonbség az egyes parok kozott, azonban ezek nem bizonyultak szignifikdnsnak.
(p=0,06 ¢és p=0,07), (26.a,b abra). A tovabbi, vizsgalt miR-ek esetében nem volt

kiilonbség a mintaparok kozott.
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25. abra. Szignifikans kiilonbség (p<0,0001) a HSIL/CIN3 (v6rds pontok) €s normalis
ham (kék haromszogek) kozott. A miR-20b upregulalt a normalis hdmhoz viszonyitva.
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26.a abra. Kiilonbség lathatdo a miR-212 expresszidjaban, azonban ez nem szignifikans
(p=0,06) (piros pontok: HSIL, kék hdromszogek: normal)

miR-515

12- p=0.07

-164

-204

Relative miRNA expression (log ,ACT)

24

Normal CIN3

26.b abra. Kiilonbség lathaté a miR-515 expresszidjaban, azonban ez nem szignifikans
(p=0,069) (piros pontok:HSIL, kék haromszégek: normal)
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14. tablazat Eltérést mutatd mikro-RNS-ek

miRNA p value
miR-20b <0.0001
miR-212 0.06
miR-515 0.069
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5. Megbeszélés

A méhnyakrak eléforduldsa és az ezzel Osszefliggd haldlozas, bar némi csokkenést
mutatott a vilagban, azonban ez szamos orszagban nem kovetkezett be. Hazankban is
csokkent ugyan 10 éves atlagban mindkét mutatd, azonban az elmult évek adatai,
els6sorban az Orszagos Rakregiszter szerint, jelentds csokkenést nem mutattak.
Szentirmay és mtsai (2017) szerint 2015-ben enyhe emelkedés is megfigyelhet6 volt az
eléfordulasban a 2009-ben regisztralt esetekhez viszonyitva, 980-r61 1200 esetre nétt a
betegségben szenveddk szama. A mortalitas ugyancsak novekedett, 400-rol 430-ra. 2018-
ban az incidencia tovabb nétt, 1312-re, a mortalitas 499-re. A kor szerinti megoszlas is
figyelemre mélto adatokat mutatott, a 45-49 év kozotti korcsoportban észlelt magasabb
esetszam (143) mellett, a 60-64 évek kozott is jelentds emelkedést észleltek (163 eset)
(Orszagos Rakregiszter adatai, 2018). Mindez felhivja a figyelmet a méhnyakrak elleni
kiizdelem fokozasanak sziikségességére hazankban.

A HPV koérokozd szerepének felismerése Harald zur Hausen és mtsai nevéhez
fiizédik, melyért 2008-ban Nobel-dijjal jutalmaztak a professzort, alapvetéen
megvaltoztatta szemléletiinket a méhnyakrak patogenezise tekintetében. Jelenleg
csaknem 200 (2015-ig 198) HPV tipust azonositottak (Arroyo Miihr et al. 2015). Az
elkovetkezd idOszak intenziv kutatdsai feltartdk a méhnyakrak szempontjabol kiilondsen
nagy kockazati HPV (hrHPV) tipusokat, melyekhez jelenleg 12 tipust sorolnak (Arroyo
Miihr et al. 2015). Vilagszerte kiterjedt epidemiologiai vizsgalatok detektaltdk ezen
tipusok el6fordulasat, eloszlasat (Nicolas et al. 2020). Az atlagos néi népességben,
akiknek nem volt cervix abnormalitasuk, a HPV prevalencia 11-12 % szerinti bontasban
a leggyakoribb fert6zés (Torres-Poveda et al. 2019 vilagszerte. Magunk a vizsgalt 1155
paciensben 55,5 %-ban detektaltunk HPV pozitivitast. Ezen paciensek kozott hrHPV 38,5
%-ban fordult el6. Ezen magas arany magyarazata az lehet, hogy a HPV Koézpontban, a
meghirdetett HPV tesztre elsGsorban azon ndbetegek jelentkeztek, akiknek mar
valamilyen panaszuk volt, ezért érdeklddtek fokozottan a HPV teszt irant, igy népesség
szempontjabol az adatok nem mérvadok. A koézelmultban (2017-2018) Dr. Kosa
Zsigmond vezetésével ,,Komplex népegészségiigyi sziirések” elnevezést kiemelt projekt
részeként, HPV-sziirés zajlott hazankban, melybe mintegy 4000 n6t vontak be a 25-65

év  kozotti  korcsoportbol, vidéki és  févarosi/nagyvarosi lakossagot, illetve
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kisvarosi/faluban éloket (EFOP-1.8.1.). A még nem publikalt adatok szerint, koziilik
11,15 % bizonyult hrHPV pozitivnak, mely arany a févarosban magasabb volt.
Csaknem minden kozleményben a vildgon a HPV16-t talaltdk a leggyakrabban
elé6forduld korokozonak a tipusspecifikus megoszlasban méhnyakrakban (Munoz et al.
2003, Tjama et al. 2013, Torres-Poveda et al. 2019), 3,2 %, cervikalis eltéréssel nem jaro
esetekben. Sajat vizsgalatunkban is a HPV16-t talaltuk leggyakoribbnak, bar az altalunk
vizsgalt populdcidoban magas volt a cervix abnormalitassal jaro esetek szdma (Galamb és
mtsai 2011). Ezen adatok megegyeztek a fent emlitett, Dr. Kosa iranyitotta vizsgalattal
Is. Tanulméanyunkban ezt a HPV51 és HPV31 kovette, a Dr. Kosa-féle anyagban a
HPV31, HPV51 és HPV58. A HPV genotipusok eloszlasa azon eseteinkben viszont,
melyek citologiai eltérést mutattak, a sorrend HPV16, HPV51, HPV31 és HPV18 volt.
Szamos kozleményben a HPV18-as tipus kovetkezik a masodik helyen a HPV16-t
kovetéen (Munoz et al. 2003, Tjalma et al. 2013, Torres-Poveda et al. 2019, Nicolas et
al. 2020), mely azonban a mi vizsgalatunkban a 7. helyen volt a hrHPV gyakorisag
szerinti eloszlasban. A citoldgiai eltéréssel jaro esetekben viszont a HPV18 el6bbre
keriilt, a 4. helyen allt vizsgalatainkban, mely hasonlé a Tjalma és munkatarsai (2013)
altal kozolt, 2001-2008 kozott 17 orszagban (koztiik Magyarorszag) keresztmetszeti
vizsgalattal, mely a HPV18-t a 4. helyen talalta CIN2-3 és adenocarcinoma esetén,
azonban invaziv cervikdlis carcinomaban a HPV18 a masodik helyet foglalta el a
gyakorisagban. Ezen adatok felhivjdk a figyelmet a HPV genotipusok eloszlasanak
kiilonbozdségére a vildg egyes régidiban, mely kiillondsen a HPV-elleni vakcinécio
esetében lényeges. Ennek alapjan hazankban is a kordbban populacié szintli oltasként
bevezetett 2-komponensti (HPV16 és HPV18 ellenes) vakcina, mellyel a 12-13 éves
lanyokat oltottak, a HPV16 mellett nem, vagy csak kis mértékben ad védelmet a tobbi
hrHPV-vel szemben és a HPV 18, a vakcina masik komponense csak a viszonylag ritkabb
el6fordulast HPV18 ellen véd. Az Gj, 9 komponensii vakcina, mely 7 hrHPV komponenst
tartalmaz (HPV16/18/31/33/45/52/58) és két IrHPV-t (HPV6/11), varhatéan nagyobb
védettséget biztosithat a HPV fert6zésekkel szemben (Guan et al. 2012, Joura et al. 2014).
A bevezetében ramutattunk a citologia és a HPV-tesztek szenzitivitasaban és
specificitasaban mutatkozo kiilonbségekre, ami egyéb biomarkerek bevezetését
indokolta a méhnyaksziirésbe (Benczik et al. 2013, 2016; de Freitas et al. 2013, Gocze et
al. 2013, 2015, Tornesello et al. 2013, Isidean and Franco, 2014, Galamb et al. 2015,
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Varga et al. 2017, Pardini et al. 2018, Wang and Chen 2018). Az u.n. cellularis
biomarkerek koziil kiemelkedett a pl16'NK4 kimutatisa, mint a fert6zott sejtek
daganatokban tobb kézlemény igazolta és kiterjedten hasznaljak biomarkerként (Tringler
et al. 2004, Carozzi et al. 2008, Kanthiya et al. 2016, Nikolas et al. 2020). A
felszaporodott fehérje immunmoddszerrel (immuncito- vagy immunhisztokémia)
kimutathaté, mint azt korabban bemutattuk. A HPV tesztr6l ismert ugyanis, hogy
magasabb ¢érzékenységli a citoldogiaval szemben, azonban specificitasban elmarad
mogotte. Ennek oka elsésorban az, hogy a HPV fertdzések jelentds része atmeneti és a
szervezet immunrendszere legydzi a virust, elimindlja, kiilondsen fiatal nékben és nem
hoz 1étre transzformalo, perzisztens virusfertézést (Benczik et al. 2016). Tébb csoport
javasolta a primer HPV DNS-alapt sziirés alkalmazasat, melyet a hrHPV-pozitivnak
bizonyult esetekben citologiai vizsgalat kovet (Naucler et al. 2009, Rijkaart et el. 2012).

Munkacsoportunk korabban egy masik cellularis biomarker, a claudinl (CLDN1)
fokozott expresszidjat mutatta Ki a cervix premalignus és malignus elvaltozasaiban (Sobel
et al. 2005), valamint endometrialis carcinomaban (Sobel et al. 2006, Szabo et al. 2009).
Ezen vizsgéalatok inditottdk el a SE Il. Sz. Patologiai Intézetben a claudinokkal
kapcsolatos vizsgalatokat, melyek tobb, egyéb claudin altipus koros expresszidjat
igazoltak, a 26, emberben eddig identifikalt claudin tipus ko6zott. Tobb claudin,
elsésorban a CLDNI ¢és CLDN4 fokozott expresszidja volt kimutathatd
cholangiocarcinomaban (Lodi et al. 2006), az emldcarcinoma egyes tipusaiban (Tokés et
al. 2005), pancreas carcinomaban (Borka et al. 2007), oesophagus carcinomaban (Gy6rffy
et al. 2005), pajzsmirigycarcinomaban (Németh et al. 2010) és néhany egyéb tumorban.
Ezen elézmények utan inditottuk el azon vizsgalatokat, melyek a CLDN1 fokozott
expressziojanak kimutatdasat tiizték ki célul citologiai anyagban.

Az immuncitokémiai vizsgalatok soran a folyadékalapu citologiat alkalmaztuk
(LBC) a ,,hagyomanyos” kenetek helyett, az Anyag és modszer fejezetben leirtak szerint.
Ismert ugyanis, hogy a ,,hagyomanyos” keneteken tobb sejtréteg egymasra vetiilhet, a vér
¢és nyak zavarhatja az értékelést. Masrészrol a tervezett vizsgalatokban tobb parhuzamos
lemezre volt sziikség, melyet az LBC technika tudott biztositani. A vizsgalatok elkezdése
elétt parhuzamosan nagyszamu (687) ndégyodgyaszati hagyomanyos kenetet és LBC

mintat vettiink (valamint az LBC folyadékbol HPV meghatarozasra anyagot). A
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bemutatott eredmények (4. sz. tablazat) alapjan a Bethesda-szerinti értékelés
szempontjabol nem volt kiilonbség a kétféle modszer kozott, bar a preparatumok mindsége
Iényegesen jobb volt LBC-vel (egy sejtréteg, vér, nyak mentes minta). Az elemzések
soran azonban egyértelmiivé valt, hogy kiegészitd immuncitologiai vizsgalat végzése
esetén az LBC mintak készitésének (sziikség szerint 3-4) meg kell eléznie a HPV
vizsgalatra, a sejtszuszpenziot tartalmazo edénybdl erre a célra kivett anyagot. Ennek oka,
hogy kedvez6bb, ha a citologiai vizsgalatra ,,frissebb” anyag érkezik (a szuszpenzd 1-2
hétig +4C°-on tarolhatd, melyet ugyancsak teszteltiink), masrészt igy az LBC-re juto
sejtszam magasabbnak bizonyult, kiilondsen tobb lemez készitése esetén. A
négyogyasznak is ,alkalmazkodnia” kellett az ) mintavételi technikdhoz, azaz
igyekeznie kellett nagyobb mennyiségii sejtet tartalmazo mintavételre. A HPV DNS
vizsgalatot nem zavarta, ha késébb (1-2 hét utdn) érkezik vizsgdlatra az anyag és a
,maradék” minta elegendének bizonyult a HPV DNS meghatarozasara.

Az LBC lemezeken az elsd minta a diagndzis megallapitasat szolgalta, mint erre
mar utaltunk. A masodik lemezen a p16'NK% reakciot végeztiik el, majd a harmadik
lemezt hasznaltuk a CLDN1 kimutatasara. A parhuzamos immuncitokémiai vizsgalatok
a két teszt (pl6 ¢és CLDNI1) értékének Osszehasonlitdsat szolgaltdk. Tobben
hangstlyozzak, hogy egy 0j biomarker értékének a meghatarozasat, egy mar elfogadott
teszthez kell viszonyitani (Denton et al. 2010, Galamb et al. 2015). Az eredmények
alapjan magas korrelacid volt kimutathato a két biomarker kozott. Az egyezés a CLDN1
immunfestésben CIN2+ esetében 84,0 % (73,8-89,3) volt. A CIN2 negativ esetekben 69,0
% (59,6-75,8). Mindezek alapjan megallapithatjuk, hogy a CLDNI potencialisan a
p16'™NK42 ¢rtekének megfelelden teljesitett a tesztben. Kiemelendd, hogy vizsgalatainkban
a mintak jelentds része (352 minta) olyan nokt6l szarmazott, akik konizacion estek at,
tehat a citologiai diagnozisok ellendrzése hisztologiai vizsgalattal is megtortént, mint
,»gold standard”. Mindkét immunreakcio esetében azonban nagy volt az olyan CIN2+
negativ 1ézidok szama, melyek fals pozitiv p16 reakciot és ugyancsak fals pozitiv CLDN1
reakciot mutattak. A fenti eredmények igazoltak, hogy a CLDNI fokozott expresszidja
citoldgiai mintdkban is kimutathaté, és nem marad el a p16'Nk* eredményei mellett.
Mindkét teszt azonban specificitasban gyengén teljesitett a citologiai vizsgalathoz

viszonyitva, ami tovabbi, kombinalt biomarkerek felé iranyitotta a figyelmiinket.
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Benczik dr, a k6zosen publikalt munkankban (Benczik et al. 2016) a HPV DNS
teszt eredményeit hasonlitotta §ssze az immuncitokémiai vizsgalatokkal. Megallapitotta,
hogy az IC-CLDN1 a HPV teszttel 6sszehasonlitva alacsonyabb szenzitivitast mutatott,
hasonl¢ specificitas értékekkel [szenzitivitas: IC-CLDN1 77,3 % (68,7-84,6) vs. HPV 95
% (89,9-97,7), specificitas: IC-CLDN1 60,9 % (53,5-67,2) vs. HPV 61,4 % (57,4-63,6)].

Megallapitotta viszont, hogy az 1C-p16'NK4a

még alacsonyabb szenzitivitast, azonban
magasabb specificitast mutatott [szenzitivitas: 69,3 % (60,9-76,3), specificitas: 80,5 %
(73,2-86,5)].

A tovabbi 1épést vizsgéalatainkban a kombinalt , kettds” immunteszt alkalmazasa
jelentette, a CLDNI1 reakciot kovetéen alkalmazott Ki67 proliferaciés markerrel
kiegészitett immunreakcioval, citologiai és hisztologiai anyagon. A bemutatott
eredmények szerint Osszesen 2907 LBC mintat gylijtottiink Ossze a vizsgalathoz,
melyeket Bethesda-rendszer szerint keriilt értékelésre. Ezt kovetden a tovabbi lemezeken
a CINtec®PLUS és CLDN1/Ki67 reakciot végeztiik el, lehetéség szerint parhuzamosan.
Pozitivnak azon sejteket tekintettiik, melyek az adott tesztben ugyanazon sejtben
lokalizalt barna citoplazmatikus (p16), vagy membran (CLDN1) és piros magi reakciot
adtak.

A nagyszamu mintabol 2380 normal citoldgiai képet mutatott. 51 esetben AS-CUS,
339-ben LSIL és 121 esetben HSIL volt a diagnozis. A CINtec®PLUS reakciot 1596
mintdban tudtuk elvégezni, a CLDNI1/Ki67 kettds immunreakciét 1358 mintan.
Osszevetve a két reakciot, azok az esetek keriiltek be az 6sszehasonlitisba, melyek mind
az értékeld citologia, mind a CINtec®PLUS és CLDNI1/Ki67 reakciokkal egyarant
megfeleld mindséglicknek bizonyultak. A két teszt 1003 esetben megegyezett, ugyanis
mindkettd negativ volt 840 mintaban és 163 pozitiv immuncitokémiai eredményt adott.
Ez 91,4 %-os egyezést jelentett ( k=0,724, 95 % CI). A kiilonbség becslését a ROC
analizis is szolgélta, mely hasonld szintli egyezést mutatott. Az immunhisztologiai
értékelés soran a bevont 73 esetbdl (CIS:7, HSIL:30, LSIL:3, nincs dysplasia:23) teljes
egyezés volt a CINtec®PLUS és CLDN1/Ki67 reakciok kozott.

Korabban utaltunk az egyes biomarkerek, kiemelten a p16, valamint a p16/Ki67
kombinalt kettés teszt alkalmazasanak értékére, melynek alkalmazhatdsagat
multicentrikus, prospektiv, paneurdpai vizsgalatok (PALMS study) igazoltak (lkenberg
et al. 2013, Possati-Resende et al. 2015, Wentzensen et al. 2015, Yu et al. 2016, Polman
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et al. 2017). Ezen vizsgalatok szerint ezen teszt prediktiv értéke meghaladta a HC2 HPV
teszt értékét CIN2+ léziokban (Bergeron et al. 2015). Ugyancsak igazoltak, hogy a
p16/Ki67 reakcio hrHPV perzisztalassal is dsszefiigg (Yu et al. 2016). Ennek tiikrében
értékelhetd a sajat vizsgalatunk, mely a CLDN1/Ki67 reakcid teljesitését hasonlitotta
ossze a pl6/Ki67 (CINtec®PLUS) reakcidval. A kordbbi, csak pl6 és CLDNI-re
vonatkoz6 immunreakciok Osszehasonlitdsa vetette fel, hogy a két biomarker (pl6 és
CLDN1) hasonlé értékii lehet. Mint el6zéleg ismertettilk, azonban mindkét teszt
specificitasa alulmaradt a citologiai vizsgalattal szemben. A claudinokkal kapcsolatban
utaltunk korabban arra, hogy ezen sejtkapcsold fehérjék expresszidja hogyan modosulhat
a daganatos atalakulds soran. Az egyes claudinok fokozott expresszioja nem feltétlentil
»erosebb sejtkapcsolatot” jelent, hanem az egyes, TJ-t képezd fehérjék egyensulyanak
Ez nemcsak a sejtkapcsolatokat, hanem egyes jelatviteli folyamatokat is érinti, ami
sejtmorfologia valtozasokhoz is vezet (Furuse et al. 1998, Morin 2005, Soini 2005,
Cunniffe et al. 2014, Akimoto et al. 2016). Az altalunk észlelthez hasonlé fokozott
expresszi0 mds ndgyodgyaszati daganatokban és egyéb szervek daganataiban is
kimutathat6 (Gyorffy et al. 2005, Lee et al. 2005, Lodi et al. 2006, Soini 2005, Szab¢ et
al. 2009, Toékés et al. 2005, English and Santin 2013). A CLDN1 megnovekedett
expresszidja példaul a nyel6csé laphameredetti daganataiban (Gyorffy et al. 2005), a
CLDN4 cholangiocarcinomaban (Lodi et al. 2006), prosztata carcinomaban (Szasz et al.
2010) stb. is megfigyelhet6 volt.

A két kettés immuncitologiai teszt 0Osszehasonlitasakor HSIL-citologiai
eredményre vonatkoztatva a CLDN1/Ki67 szenzitivitasa 76 %, specificitasa 85,67 %
volt. Ezen értékek a CINtec®PLUS esetében 74 %-os szenzitivitas, és 81,38 %-0s
specificitas voltak, amikor a Pap citologia eredményeire vonatkoztattuk az értékeket.
Ennek alapjan a CINtec®PLUS és a CLDN1/Ki67 fenti értékei nagyon kozel alltak
egymashoz, koztiik szignifikans kiilonbség nem volt megallapithatd. Ehhez hozza kell
venniink, hogy etikai szempontok figyelembevételével, a 3. lemezt hasznéltuk a
CLDN1/Ki67 reakcio elvégzésére, mely kissé¢ kevesebb sejtet tartalmazott. A 62
konizacioval nyert hisztologiai esetet elemezve, a két kettds immunhisztokémiai teszt

teljes egyezést mutatott. Mindez azt igazolta, hogy a CLDN1/Ki67 és a CINtec®PLUS
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kettés immuntesztek immuncitokémidval és immunhisztokémidval hasonld eredményt
nyujtanak mind szenzitivitdsban, mind specificitasban.

Korabban Wentzensen és mtsai (2015) értékelték a p16/Ki67 immunreakcidt a Pap
citologiahoz viszonyitva. Tanulmanyukban, a kettds festés alacsonyabb pozitivitast
mutatott, mint a Pap citologia az AS-CUS tartoményban. CIN2+-diagnézis esetén a kettds
reakcio szenzitivitasa a citolégidval megegyezett és magasabb specificitdst mutatott.

Egy masik, 5 eurdpai orszdgban végzett vizsgalat soran CIN2/CIN2+ mintakat
vizsgaltak, melynek soran a pl16/Ki67 kettés festés AS-CUS-ban hasonld eredményt
adott, mint a HC2 HPV teszt (Qiagen, Hilden, Germany), alacsonyabb volt LSIL-ben, de
magasabb specificitast, mint a HC2 HPV teszt (Bergeron et al. 2015).

Figyelembe véve, hogy magunk hasonlé eredményt értiink el a CLDN1/Ki67
teszttel, mint a CINtec®PLUS reakcidval, €z arra utal, hogy teljesitménye megfeleld lehet
egy biomarker tesztként vald hasznalathoz. Ezt kiegészitik azok az eredmények, melyeket
az immunhisztokémiai vizsgalatok soran nyertiink. Ezen sszehasonlitod vizsgalatok azt
mutattak, hogy a CINtec®PLUS és a CLDNI/Ki67 reakcié eredményei megegyeztek,

azaz mindkét reakcio megbizhato biztonsdaggal jelolte a koros sejteket.

Az utobbi években az epigenetikai vizsgalatok, mint a miRNS expresszio
valtozasanak a kimutatasa, blvitették a lehetséges biomarkerek sorat, mely a
méhnyakrak és rakel6zd elvaltozésainak teriiletére is kiterjedt. Ennek jelentdségére
magunk mar koran felhivtuk a figyelmet 6sszehasonlité kdzleménytlinkben (Galamb et al.
2015). Ezen munkaban, attekintve az irodalmat, csoportositottuk az eddig k6zolt koros
miRNS expressziot mutatdé miRNS-eket méhnyakrakban és premalignus 1éziokban. Igen
kiterjedt tablazatot mutattunk be, melyben 42 fokozottan expresszalt és 40 csokkent
expressziot mutatd miRNS-re vonatkozo kozlést talaltunk az irodalomban. Mindezen
adatok arra utaltak, hogy a miRNS-ek feltehetéen fontos szerepet jatszanak a
karcinogenezisben, beleértve a méhnyakrakot is. Az értekezésben bemutatott munkak
ezen irodalmi attekintés és Osszefoglalo értékelés alapjan indultak el. Megéllapitottuk
ugyanis, hogy a k6zolt eredmények soran az §sszehasonlitott mintak, azaz a koros és a
,»hormal”, a kozlemények tobbségében nem ugyanazon egyénekbdl szarmaztak. A
szerzOk tobbsége méhnyakrakos betegek tumorait és mas egyének normal méhnyakham

szovetét hasonlitotta Ossze (Nan et al. 2019). Ugyancsak a munkak tobbsége mar
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kialakult, invaziv méhnyakrakot vizsgalt, csak kevesen tanulmanyoztak premalignus
elvaltozasokat (Gocze et al. 2013, 2015; Pardini et al. 2018). Ezért volt célunk olyan
tanulmanyt végezni, mely ugyanazon betegekbdl szarmazo premalignus 1ézidkat (CIN2-
3/HSIL) hasonlit 6ssze a kornyezd, morfologiailag diszplaziat nem mutatd6 hdmmal. A
lehetd legpontosabb mintavétel céljabol, a megfeleld mintdk szeparalasat lézer
mikrodisszekcidoval végeztiik. Hasonld6 modon feldolgozasra keriilt anyaggal nem
talalkoztunk az irodalomban.

A munka sordn a feldolgozott 22 mintaparban, melyben 9 miRNS expresszidjat
vizsgaltuk, a miR-20b jelentdsen fokozott expresszidjat talaltunk (2,4x, p<0,0001).

A miRNS-ek kis (18-25 nukelotid nagysagu) endogén, nem kodolé RNS
molekulak, melyek, mint wutaltunk ra a Bevezetésben, a génexpresszidt
poszttranszkripcios szinten befolyasoljak, a messenger RNS (mRNS) szuppresszidjaval
(Lendvai és mtsai 2010, Pardini et al. 2018). A 2015-ben megjelent kdzleményiinkben
(Galamb et al. 2015) még csak ,,1000-en feliili” miRNS-rdl irtunk, azonban ez a szam

2019-re a miRBase database (www.mirbase.org) adatai alapjan kb. 2500 huméan miRNS-
re nott és feltehetden ez a szam sem tekinthetd véglegesnek. A miRNS-ek szovet-, szerv-
, sejt- és ,differenciacio”- specifikusak, ami azt jelenti, hogy a miRNS mintazat
nagymértékben jellemzi a fentieket. Szamos koros folyamatban, kiilondsen a
karcinogenezisben, ez a mintazat megvaltozhat, ami felhasznalhatdé lehet egyes
folyamatok megértésében, s6t biomarkerként segitheti a diagnozis megallapitasat. A
MIiRNS-ek egy része ,,oncomir”-ként funkcional, azaz onkogén, vagy szuppresszor hatast
fejt ki a karcinogenezis soran, attol fiiggden, hogy a mRNS, melyhez kapcsolodik, milyen
fehérjét szabalyoz és az milyen funkciot tolt be a sejtben. A miRNS-ek ezen fokozott
(,up”) vagy csokkent (,,down”) regulacidja/expresszidja detektalhatd és potencidlis
tumormarkerként felhasznalhato lehet (Gocze et al. 2013, 2015, Gonzalez-Quintana et al.
2016, Torres et al. 2016, Laengsri et al. 2018, Liu et al. 2018, Pardini et al. 2018, Pedroza-
Wang and Chen 2018, Nan et al. 2019).

Pardini és munkatarsai (2018) a Pubmed database-ben 24 olyan tanulmanyt talaltak,
melyben miRNS expressziot vizsgdltak méhnyakrdkban és ezen vizsgalatok,
megallapitasuk szerint is ,nagy variabilitast” mutattak. Attekintve az egyes
tanulmanyokat, igen eltéré szamu mintat, kiilonb6z6 tipusti anyagokat (folyadek, szolid

szovet, formalinban fixalt, paraffinba agyazott, fagyasztott) hasznaltak a mIRNS-k
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vizsgalathoz. Ugyancsak nem volt egységes a szovettani diagnozis, azaz premalignus,
vagy malignus elvaltozas, mint kiindulasi anyag, valamint eltérések voltak az izolalasi
technikéakban is. Ezen tanulmanyokban a miR-20b ismételten fokozottan expresszaltnak
bizonyult, hasonléan a mi vizsgalatunkhoz, melyben a CIN2-3/HSIL mintdikban észleltiik
ezt, a beteg sajat, normalis cervikalis lapham szévetéhez viszonyitva.

A miR-20b-t a miR-106a-363 klaszter kodolja, mely az X kromoszoéman
helyezkedik el. Feedback hurkot mutattak ki az E2F1 és a miR-20b_5p kozott, ami a

proliferacioban ¢és differenciacioban érintett (Xu et al. 2019). Emlérakban kimutattak,

crer

crcr

miR-20b-t és eldsegiti az invazidt méhnyakrakban, megcélozva a szoveti inhibitor
metalloproteinaz 2-t (Cheng et al. 2017).

Cheung et al. (2012) normal hamot, CIN és carcinoma mintakat hasonlitottak 6ssze.
10 miRNS fokozott, 2 miRNS csokkent expresszidjat észlelték a CIN lézidkban. Ezek
kozott a miR-20b és a miR-9 fokozott expresszidja mutatta a legnagyobb ndvekedést a
CIN2/3-ban, a normalis szovethez viszonyitva. Ez hasonlé eredmény az altalunk végzett
tanulményhoz, melyben a miR-20b expresszio jelentds novekedését észleltiik CIN2/3
1ézidkban, a kornyezd, nem diszplasztikus hamhoz viszonyitva.

Pereira és munkatarsai (2010) tanulmanyukban 25 szdvetmintat hasznaltak 281
MiRNS-t tartalmazo6 microarray-vel vizsgalva. 8 miRNS progressziv csokkenést mutatott
a CIN 1ézi6tol a carcinomaig, mig 5 novekedést. Li és munkatarsai (2011) 18 mintat
analizalva 31 csokkent és 17 fokozott miRNS expressziot észleltek, tovabbi validalas
soran a miR-99a ¢és a miR-29a mutatott upregulaciot. Liu és munkatarsai (2018) 582 beteg
mintdjat vizsgdlva 6 miRNS fokozott expresszigjat talaltdk méhnyakrdkban és
premalignus lézidkban, azonban a koros mintdkat nem azonos betegekbdl szarmazo
hammal hasonlitottak ossze.

Mas munkakban a miR-218 expresszio csokkenését mutattak ki CIN2/3-ban és
carcinomdban ¢és ezen miRNS antitumor aktivitdsdnak szerepét vetették fel
méhnyakrakban (Liu et al. 2020). A szerzok azt talaltak, hogy a miR-218 forditottan fiigg
Ossze a tumor méretével és az érinvazidval. Masok alacsonyabb miR-100 expressziot
észleltek CIN3-ban, mint CIN1/2-ben (Li et al. 2010). Magunk nem talaltunk szignifikans

kiilonbséget a miR-100 expresszioban a CIN2/3 és a normalis ham kozott.
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Korabban Gocze és mtsai (2015) a miR-27a progressziv novekedését talaltak
CIN2/3-ban a CIN1-hez, valamint a laphamrakban, a CIN2/3-hoz viszonyitva. A szerzok
alacsonyabb miR-34a szintet mértek CIN2/3-ban, a CIN1-hez és laphamrakban a CIN2/3-
hoz viszonyitva (Gocze et al. 2015). Mas kutatok a miR-101 szérumban mért szintjét
javasoltak biomarkerként, melynek valtozasa megitélésiik szerint Osszefiigg a
metasztazissal és a méhnyakradk prognézisaval (Jiang et al. 2017), mig a miR-140-5p

csokkenése méhnyakrakban rossz taléléssel fliggott 6ssze (Su et al. 2016).

Gocze ¢és munkatarsai (2013) kiilonbséget észlelt a miRNS expresszioban a
méhnyak laphdmrékja és az adenocarcinoma kdzott. Tobb miRNS fokozott expressziojat
detektaltak laphamrakban, melyek koziil tobb a HPV pozitiv laphamrakokat jellemezte
(miR-21, miR-27, miR-34a, miR-196a és miR-221), ellentétben az adenocarcinomakkal.
Masok Osszefiiggést talaltak a miRNS expresszio és a hrHPV fertézés kozott (He et al.
2016, Liu et al. 2018) és egy masik csoport adatai szerint sszefiiggés volt a HPV16 és
HPV 18 fert6zés és tobb miRNS fokozott, vagy csokkent szintje kozott (Wang et al. 2014,
Virtanen et al. 2016, Cheng 2017).

A fentiek alapjan, bar egyértelmii, hogy szdmos miRNS szabalyozéasa érintett a
cervikalis karcinogenezisben, azonban a jelenlegi kép nem egyértelmii. Ugyancsak nem
teljesen vilagos, milyen mechanizmussal befolyasoljak a miRNS-ek a karcinogenezist.
Egyesek a miR-224 koros szabalyzasat talaltak, melynek kozvetlen célpontja az EZH2
(Enhancer of zeste homolog 2), az egyik sejtproliferacio regulator, mely tumor
szuppresszorként hat (Yang et al. 2018). Masok azt talaltak, hogy a miR-202 csokkent
carcinoma mintakban és annak fokozataval, stadiumaval és a tuléléssel is 6sszefiigg (Yi
etal. 2016). In vitro igazoltak, hogy a miR-202 a cyclin D1 proteint befolyasolja, melynek
a sejtproliferacioban van jelentds szerepe (Yi et al. 2016). Egy masik munkaban azt
mutattak ki, hogy a csokkent miR-140-5p expresszid rossz prognoézissal jar és korrelal az
inzulin-like growth factor 2 kot6 proteinnel (IGF2BP1), amely a c-myc proto-onkogénnel
vald interakci6 révén hat (Su et al. 2016). A kozelmultban megjelent tanulmanyban a
méhnyakrak progressziojat gyorsitja, az EGFR jelatviteli utvonal befolyasolasa révén

(Varghese et al. 2019).
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Tobb csoport kozolt adatokat a koros miRNS  detektalasarél nem-szolid
szovetekben, igy vérben, vaginalis nyakban, nyalban, vizeletben stb. (Kawai et al. 2018,
Berti et al. 2019). Kawai és munkatarsai (2018) négy miRNS fokozott expresszidjat
mutattdk ki cervikalis nydkban, CIN 2/3, laphamrak ¢és adenocarcinoma esetekben,
melyet késObb ugyanazon beteg fagyasztott anyagaban is igazoltak. Az altalunk
szignifikdnsan emelkedettnek talalt miR20b is koztiik volt. A nem-szolid szovetekben
talalt miRNS-ek egy része az u.n. ,,Argonauta (AGO)” proteinekkel asszocialt, mig
masok extracellularis vezikulakban ,,széles diverzitasban™ teriilhetnek szét és nemcsak
sejtekben, hanem extracellularisan is elhelyezkedhetnek (Berti et al. 2019). Ezen
adatoknak a késobbiekben jelentdsége lehet 01 biomarkerek alkalmazasaban, mivel a
testfolyadékokban, szekrétumokban megjelend miRNS-ek konnyebben hozzaférhetdek a
diagnosztika szempontjabol. Mindez hangstlyozza a jelenleg még nem teljesen értett és
feltart mMIRNS szabalyzas és a szoveteket, sejteket jellemzé miRNS mintazat

megismerésének a fontossagat normalis €s koros koriilmények kozott.
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6. Kovetkeztetések

6.1. Az Els6 Magyar HPV Kozpont adatai alapjan 2007-2011 kozott hazankban, a
vizsgalt népességben a legyakoribb a HPV16, ezt kovette a HPV31 és HPV51-es

tipusok. Ezen adatokat kés6bb masok is megerdsitették.

6.2. A folyadékalapu (LBC) és ,,hagyomanyos” citologiai mintak Bethesda-rendszer
szerinti értékelésének eredményei kozott nem volt 1ényeges kiilonbség. A tobb lemez
eloallitasat lehetové tévo LBC az értékelés szempontjabol elénydsebb és tovabbi

immunhisztokémiai reakciok elvégzését teszi lehetévé.

6.3. A CLDN1 immuncitokémiai reakci6 segitségével - a hisztologiai metszetekhez
hasonldan - citologiai mintakban is lehetséges a koros ham/daganatsejtek kimutatasa a
sejtfelszint festd szinreakcid formajaban. A CLDNI1 reakcio eredményét 0sszevetve a
p16™N%4 immunreakcioval, nem volt lényeges kiilonbség a kettd kozott. A statisztikai
értékelések alapjan azonban, bar a CLDNI reakcio szenzitivitdsa magasabb volt, de
specificitasa nem érte el a citologiai vizsgalatokét. Mindez arra utalt, hogy a CLDN1
reakcio alkalmazhat6 a premalignus és malignus cervikalis hamsejtek/tumorsejtek

kimutatasara, azonban a specificitas tovabbi javitast igényel.

6.4. Ki67 proliferaciés marker alkalmazasa CLDN1 reakciot kovetden, kettds
immunreakcidban, mind szenzitivitasban, mind specificitdsban azonos eredményt adott a
p16/Ki67 (CINtec®PLUS) reakcié eredményeivel. Ez azt igazolta, hogy a CLDN1/Ki67
kettos immunreakcio megfelelo a transzformalt cervikalis sejtek detektalasara,
hasonlé szenzitivitasu és specificitasi, mint az oOsszehasonlitasként alkalmazott
pl6/Ki67 (CINtec®PLUS) teszt. Ez a jovoben 0j molekularis teszt kifejlesztését

eredményezheti a méhnyakrak citologiai €s hisztopatoldgiai diagnosztikédjaban.

6.5. A mikroRNS expresszio valtozasainak vizsgalata a cervix premalignus és malignus
elvaltozasaiban ellentmonddsos adatokat szolgéltatott az irodalomban. Jelen
eredményeink alapjan a miR-20b jelentésen fokozott expressziot mutatott CIN2-3
(HSIL)-ban a kornyezd, azonos betegekbdl szarmazé normal hamhoz viszonyitva
(p<0,0001). Ennek alapjan a miR-20b a jovOben esetlegesen biomarkerként hasznalhato.
Ezen adatainkkal hozzajarultunk egyes mikroRNS-k szerepének vizsgalatahoz a

méhnyak karcinogenezisében.
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6. Osszefoglalas

A méhnyakrak a 4. helyen all a n6k daganatos megbetegedései kozott, melynek
elé6fordulasat a méhnyak citoldgiai modszerrel torténd sziirésének bevezetése ¢s a human
papilloma virus (HPV) korokozo szerepének felismerése csokkentette. A Semmelweis
Egyetem Il. Sz. Sziilészeti és Nogyogyaszati Klinikdjan megalakult Elsé Magyarorszagi
HPV Koézpontban 1155 ndbeteget vizsgalva, munkatarsaimmal igazoltuk, hogy a
leggyakoribb a HPV16, majd a HPV 31 és HPVS51, a HPVI18 a 4. helyen all ezen
populacidban. Ismert, hogy a citoldgiai vizsgalat, bar specificitdsa magas, szenzitivitdsa
alacsony, mig a HPV nagy kockazati tipusainak (hrHPV) kimutatésa ezzel forditott képet
mutat. Mindez sziikségessé tette tovabbi ,kiegészité” biomarkerek bevezetését. A fentiek
alapjan hataroztuk meg célkitizéseinket, mely a méhnyakrak és rakel6tti (premalignus)
elvaltozasok korai detektdlasara iranyult.

Munkacsoportunk korabban hisztologiai anyagban igazolta, hogy a sejtfelszinen
detektalhat6 egyik sejtkapcsolo fehérje, a claudin-1 (CLDN1) fokozottan expresszalodik
méhnyakrakban és premalignus elvaltozasaiban. Ezen munka folytatasaként magunk
kimutattuk 502 folyadék alapu (liquid based cytology — LBC) mintat hasznalva, hogy a
CLDNI1 jol hasznalhato immuncitokémiai marker citologiai anyagban a transzformalt
sejtek jeldlésére, azonban specificitdsa nem éri el a citoldgiai értékelését. A modszert
tovabbfejlesztve a CLDNI reakciot egy proliferacios markerrel (Ki67) kombindlva,
kettds immuncitokémiai és immunhisztokémiai modszert dolgoztunk ki (CLDN1/Ki67)
¢s azt 2907 minta felhasznalasaval, LBC preparatumokban vizsgaltuk. lgazoltuk, hogy a
CLDN1/Ki67 reakcié mind specificitasban, mind szenzitivitisban megegyezik az
Osszehasonlitasként parhuzamosan alkalmazott CINtec®PLUS reakcié eredményeivel,
mely a jovében 0j molekularis teszt kifejlesztését eredményezheti. Az egyezést 63
hisztoldgiai mintan is igazoltuk.

22 mintaparban (CIN2-3/HSIL ¢és kornyezé ham) vizsgaltuk 9 mikroRNS (miR)
expresszidjat. Megallapitottuk, hogy a miR20b jelentésen (p<0,0001) megemelkedett a
koros sejtekben, a kdrnyezd, elvaltozast nem mutato sejtekhez viszonyitva.

Mindezen vizsgalataink a méhnyakrak korai felismerésének uj lehetdségeit és Uj

biomarkerek alkalmazédsanak lehetdségét tartak fel.
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7. Summary

Cervical cancer is the fourth most common cancer in women, the incidence of which
has decreased owing to introduction of cervical cytology and HPV screening tests. At the
First Hungarian HPV Center established at 2nd Department of Obstetrics and Gynecology
of Semmelweis University, with my coworkers we examined a total of 1155 patients
whose data showed that the most common HPV type is HPV16, followed by HPV31 and
HPV51, and HPV18 stands fourth. It is known that the cytological test has high specificity
but low sensitivity, whereas detection of the high risk HPV types (hrHPV) shows the
reverse. Accordingly, the introduction of ,,complementary” biomarkers became
necessary. Based on the above, our aim was the early detection and diagnosis of cervical
cancer and the premalignant lesions.

Our team has previously revealed that the cell junction protein claudin-1 (CLDN1)
shows increased expression in cervical cancer and precancerous lesions. Further to this,
we have demonstrated in a collection of 502 liquid-based cytology (LBC) samples that
CLDN1 is a good immunocytochemical marker suitable for labeling transformed cells in
cytological specimens. Its specificity, however, does not reach that of cytological tests.
We therefore used the Ki67 proliferation protein as a marker following CLDNL1 reaction,
producing a CLDN1/Ki67 double immunocytochemical reaction, which was examined in
a total of 2907 LBC specimens. We found that the CLDN1/Ki67 reaction gave similar
results regarding both specificity and sensitivity as did the CINtec®PLUS test that was
used as a comparison. This finding may lead to the development of a new molecular test
in the future. The found similar results were also confirmed in case of 63 histological
samples.

Studying the expression of 9 microRNAs (miR) in 22 sample pairs (CIN2-3/HSIL
and surrounding epithelium) were able to demonstrate that miR20b was significantly
increased in abnormal cells (p<0.0001) as compared to the surrounding normal cells.

Our studies support the possibility of new opportunities for the early detection of

cervical cancer and for the application of new biomarkers.
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Az els6 magyarorszagi human
papillomavirus kézpont tapasztalatai

(2007-2011)
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Semmelweis Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, I1. Sziilészeti és N8gyodgyaszati Klinika, Budapest

A humin papillomavirus (HPV) a XXI. szdzad leggyakoribb nemi Gton terjedS korokozoja. A daganatkelté (onko-
gén) HPV-tipusokkal torténd fert6zés tehetd feleléssé a méhnyakrikok 99,7%-dnak kialakuldsaért. A megel6zés-
ben dont§ szerepe van a sziirésnek, amely a méhnyakrdk elGfordulasit és halilozdsit bizonyitottan csokkentheti.
Jelenleg 16 n6i HPV-centrum mukodik orszagszerte, amelyekben egységes irdnyelvek alapjan végeznek sztirése-
ket, tandcsadast és gondozist. Az elsé kozpontot 2007 mdrciusiban jelen kozlemény szerz6i hoztik 1étre Buda-
pesten, a Semmelweis Egyetem II. Szama Sziilészeti és NGOgyogyaszati Klinikajan. Betegek és modszerek: A szerzk
1155 péciensnél végeztek HPV-tipizdlast, a virus DNS-ének PCR-moédszerrel valé kimutatdsival. Vizsgéltik, hogy
ebben a nem valogatott népességben milyen ardnyban mutathaté ki a HPV-vel val6 fert$zottség, milyen a kiillonb6z6
genotipusok, illetve a magas kockdzatd (onkogén) tipusok ardnya, milyenek a fenti mutaték korcsoportokra ve-
titve, valamint milyen ardnyban mutathaté ki egyidejileg citolégiai eltérés. A szerzék a kozpontban elvégzett szi-
rések adatait 6sszehasonlitottdk a fejlett orszagokban talalt eredményekkel, és vélaszt kerestek arra, vajon magasabb-¢
a virussal val6 fert6zottség ardnya a hazai népességben. Eredményeck: A piciensek 55,5%-dban volt kimutathat6 a
virus valamelyik tipusa, 38,5%-dban az onkogén tipusok egyike. A HPV-vel valé fert§zottség ardnya a 15 és 25 év
kozotti korosztilyban volt a legmagasabb (62,9%). A magas kockdzatt tipusok kozott a 16-os volt a leggyakoribb,
19,5%-0s ardnnyal. A magas kockdzatt virussal valé fert6zottség mellett 32,1%-ban fordult el§ egyidejd citologiai
eltérés, s ezek tobb mint kétharmadaban (70,6%) tobb magas kockazatt tipus egyidejd jelenlétét igazoltak. A citolo-
giai eltéréssel jar6 esetekben 32%-ban volt kimutathat6 a 16-os tipus. Kovetkeztetések: A szerzEk altal vizsgilt, nem
valogatott népesség fert6zottségének arinya meghaladja a nemzetkozi adatokat. Figyelemre méltd a legfiatalabb
korosztily magas fert6zottségi aranya, valamint a tobb onkogén tipussal valé egyidejl fertézottséggel jaré maga-
sabb kockazat. A 16-0s és a 18-as tipus magas daganatkelts képessége szembet(ing az altalunk vizsgalt csoportban,
de nem elhanyagolhat6 az 51-es és a 31-es tipus szerepe sem. Orv. Hetil.,, 2011, 152, 1804-1807.

Kulcsszavak: humdn papillomavirus-fert6zés, méhnyakrak, rakmegel6z6 allapot, szlrés

Results of the first human papilloma virus center in Hungary
(2007-2011)

Human papilloma virus (HPV) is the most common sexually transmitted infection in the 21% century. It has been
established that infections with specific HPV types are contributing factors to cervical cancer. Approximately 99.7%
of cervical cancers are associated with high risk HPV types. HPV testing plays an important role in the prevention,
by decreasing the prevalence and the mortality of cervical cancer. There are 16 HPV-centers operating in Hungary,
in which patients undergo HPV screening, cervical exams, and treatment based on standardized guidelines. Patients
and methods: The first HPV-center was founded in 2007 in Budapest, at the 2" Department of Obstetrics and
Gynecology, Semmelweis University. This study aimed to define the presence and prevalence of HPV-DNA in the
cervical swab samples obtained from patients in our center. Authors conducted to assess the age-specific-prevalence,
and HPV type distribution, the associated cervical abnormalities, comparing our results with international data.
Results: Overall 1155 woman underwent HPV-testing and genotyping, using polymerase chain reaction. Overall,
55.5% of patients had positive test for HPV DNA types, in which 38.5% for high-risk HPV DNA. Overall prevalence
was the highest among females aged 15 to 25years (62.9%). The most common HPV type found was the high risk
type 16 (19.5% among the patients with positive HPV testing). Presence of high risk HPV with concurrent cervical
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cytological abnormality was in 32%. More than two-thirds of woman with cytological atypia (70.6%) were infected
with two or more high risk HPV types. HPV 16 was detected in 32% of patients with cytological abnormalities.
Conclusions: The results suggest that the prevalence of HPV in this study population exceeds the international data.
The results attracts the attention the peak prevalence of the high risk types in the youngest age-group, and the
higher risk of cervical abnormality in case of presence of two or more HPV types. The dominance of type 16 and 18
was predictable, but the strong attendance of type 51 and 31 among patients who had cytological atypia, was slight-

ly surprising. Orv. Hetil., 2011, 152, 1804-1807.

Keywords: human papillomavirus infection, cervical carcinoma, preblastomatosis, screening

(Beérkezett: 2011. szeptember 7.; elfogadva: 2011. szeptember 26.)

Roviditések

ASCUS = (atypical squamous cell of undetermined signifi-
cance) atipusos laphdmsejtek nem meghatirozhat6 jelentd-
séggel; ASC-H = (atypical squamous cells, can not exclude
high-grade squamous intraepithelial lesion) atipusos lap-
hdmsejtek, nem zarhaté ki H-SIL jelenléte; CIN = cervicalis
intracpithelialis neoplasia; HPV = humdan papillomavirus;
H-SIL = (high grade squamous intraepithelial lesion) kifeje-
zett intracpithelialis laphdmelviltozas); L-SIL = (low grade
squamous intraepithelial lesion) enyhe foka intraepithelialis
laphdmelviltozas; PCR = (polymerase chain reaction) polime-
rdz lancreakcid

A méhnyakrik vilagszerte a masodik leggyakoribb rossz-
indulatt betegség a fiatal n6k kozott az emld rosszin-
dulatd daganata utin. Evente 371 000 méhnyakrikot
kérisméznek vildgszerte, és kortilbeldl 240 000 né esik
a betegség dldozataul. Az esetek 83%-a fejl6dé orsza-
gokra esik, ahol a n6i daganatok 15%-at teszi ki. A méh-
nyakrak el6forduliasa Eurdpiban kevesebb mint 15/
100 000/¢év, mig a fejl6dS orszagokban ennck a két-
szerese (30/100 000/¢v) [1, 2, 3]. Magyarorszigon
a Kozponti Statisztikai Hivatal adatai szerint évente
1500-1600 6j esetet koérisméznek, és 500 beteg hal
meg ¢ betegség kovetkeztében. Hazdankban a haldlozasi
atlag két—hdromszorosa az curdpai dtlagnak, és ezek
az adatok 10 éve viltozatlanok. Az Osszes emberi da-
ganat 6,7%-anak és a méhnyakrakok 99,7%-anak kiala-
kulasaért az onkogén HPV (human papillomavirus) -ti-
pusokkal valo fert6zés tehetd felelGssé [1].

A betegség megel6zésében donté szerepe van a szl-
résnek és a HPV tipizalasinak, amely a méhnyakrak el6-
fordulasat és halalozasat bizonyitottan csokkentheti[1].
Jelenleg 16 n6i HPV-kozpont mikodik orszagszerte,
amelyekben egységes irdnyelvek alapjan végeznek citolo-
giai szlrést, HPV-tipizalast, sziikség esetén kezelést és
tandcsadast. Az elsé kozpontot 2007 marciusaban hoz-
tuk 1étre Budapesten, a Semmelweis Egyetem II. Szama
Sziilészeti és NGgyodgyaszati Klinikdjan, amely azota fo-
lyamatosan és eredményesen miikodik.

Vizsgalt betegek és modszerek

Kozpontunkban 2007 és 2011 kozott 1155 személynél
végeztiink HPV-meghatirozist, legtobbszor citoldgiai
kenetvétellel egybekotve. A paciensek egy része sajat
esetleges HPV-fert6zottségét kivanta felmérni, masik
rész¢énél a kordbbi citolégiai vizsgalat sorin HPV je-
lenlétének gyantja meriilt fel, ezért kérték a vizsgalatot.
Kisebb részben pozitiv sejtkenet vagy mdr koros szo-
vettani lelet birtokdban (,,posztoperativ tipizalds”) je-
lentkeztek a centrumban. A virus DNS-ét a méhnyak
valadékabol vett mintibél PCR-modszerrel mutatta ki
a GenolD laboratérium. Vizsgiltuk, hogy ebben a nem
valogatott népességben milyen arinyban mutathaté ki a
HPV-vel val6 fert6zottség, milyen a kiillonboz6 geno-
tipusok, illetve a magas kockazatt tipusok ardnya, és
milyenek a fenti mutatok korcsoportokra vetitve. Meg-
vizsgaltuk tovabba, hogy a HPV jelenléte mellett mi-
lyen aranyban mutathaté ki egyidejii citolégiai eltérés,
milyen foktiak az eltérések a Bethesda-osztilyozis, il-
letve a sejtkenetek eltéréseivel jard esetekben, mely vi-
rustipusok mutathaték ki és milyen aranyban. Az ala-
csony kockdzati HPV-genotipusokat (példaul: 6, 11) és
az ugynevezett ,NA” (nem azonosithatd) valtozatokat
egy-egy kozos csoportba soroltuk, az onkogén tipuso-
kat egyenként vizsgaltuk.

A kozpontunkban elvégzett szlirések adatait Ossze-
hasonlitottuk a fejlett ipari orszigokban mért eredmé-
nyekkel, és vilaszt kerestiink arra, vajon magasabb-e a
virussal val6 fert6zottség ardnya a hazai populaciéban.

Eredmények

A paciensek 55,5%-dban lehetett kimutatni a virus va-
lamely genotipusinak DNS-ét, ebbdl 38,5%-ban az
onkogén tipusok egyike (is), a maradék 17%-ban pedig
az alacsony kockazatt és a nem azonosithaté tipus volt
jelen. Korcsoportokra vetitve a HPV-fert6zottség a 15
és 25 ¢év kozotti korosztilyban volt a legmagasabb
(62,9%), de 50% feletti volt a 26 ¢és a 45 év kozott

ORVOSI HETILAP

2011 m 152. évfolyam, 45. szam



EREDETI KOZLEMENYEK

1. tablazat HPV-pozitivitds korcsoportok szerinti bontasban (HPV: humdn

papillomavirus)

Tipizalasok HPV-negativ HPV-pozitiv
szama (=) (+)
Osszes paciens 1155 44 5% 55,5%
15-25 ¢év 251 37,1% 62,9%
(n=93) (n=158)
2645 ¢év 792 43,8% 56,2%
(n=347) (n =445)
46-55 ¢v 88 70,4% 29,6%
(n=062) (n=206)
56 év felett 24 50% 50%
(n=12) (n=12)

korosztilyban is (56,2%) (1. tdblizat). A legfiatalabbak
csoportjaban az 6sszes virusfertézott kozott 70%-ban
volt jelen a magas és 30%-ban az alacsony kockizata ti-
pus. Az 1. 4bra mutatja be a kiilonb6z8 HPV-genotipu-
sok el6forduldsi gyakorisagait a HPV-pozitiv leletek
szdzalékdban. Az onkogén tipusok kozott a 16-os volt
a leggyakoribb, 19,5% az Osszes fert6zott kozott, ezt
kovette az 51-es és a 31-es tipus (12,4, illetve 10,1%),
majd a tobbi onkogén tipus kisebb aranyokban fordult
el6. A nem azonosithaté tipus 26,9%-ban volt jelen,
21,8%-ban az alacsony kockazatt tipusok egyike volt ki-
mutathaté. Az onkogén genotipussal valé fertézottség
mellett, 32,1%-ban (445-bdl 143 esetben) allt fenn egy-
ideji citolégiai eltérés, ebbdl 45 esetben ASCUS,
68 esetben CIN I, 24 esetben H-SIL (CIN II vagy
CIN III), két esetben ASC-H fordult el6. A 143, ci-
tologiai eltéréssel jard eset 70,6%-aban (101 eset) pedig
tobb onkogén tipus egyideji jelenléte volt kimutat-
hat6. Amennyiben a sejtkenetben L-SIL-t vagy H-SIL-t
észleltek, az onkogén virusok egyike minden alkalom-
mal jelen volt egyidejlleg. A citologiai eltéréssel jaro ese-
tekben 32%-ban volt kimutathaté a 16-os, 26,8%-ban
az 51-es és 17,8%-ban a 31-es tipus (2. 4bra). Figyelem-
re méltd, hogy a citologiai eltérések 10,7%-ban az tgy-
nevezett ,nem azonosithat6” virusok egyik tipusit mu-
tattak ki.

Megbeszélés

Az ambulancidra jelentkez6k HPV-fert6zottsége joval
meghaladja a nemzetkozi irodalomban kozolt atlagot.
Vilagszerte 10%-ra becstilik a normdl citolégiai lelettel
biré paciensek HPV-fert6zottségi ratdjat [4]. Az alta-
lunk vizsgalt mintaban ez a szam jelentGsen magasabb,
49.2% (1012-bél 498 eset) volt, az Amerikai Egyesiilt
Allamokban ugyanez az érték 39,2%, Chilében 29,2%,
Afrikdban dtlagban 22% koriili, mig egy olaszorszagi ta-
nulminyban (Torino) minddssze 9%-os fert6zottséget
taldltak [5, 6, 7]. A harmadik vilig bizonyos orszigai-
ban (Uganda) a pontprevalencia a 75%-ot is meghaladja
[8]. A magas rizikéja tipusok aranya a tumorcitoldgiai
eltéréssel nem bird esetekben a hazai mintidban 29,8%
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1. dbra Humin papillomavirus (HPV) -genotipusok gyakorisig szerinti
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2. dbra Human papillomavirus (HPV) -genotipusok gyakorisdg szerinti

megoszldsa a citolégiai eltéréssel jird esetekben (NA: nem azo-
nositott kockdzata)

volt, mig az Amerikai Egyesiilt Allamokban 26,7%, Chi-
1ében 15,1%, Olaszorszigban 7,1% [5, 6, 7].

A genotipusok megoszlasi gyakorisagat tekintve vi-
lagviszonylatban a 16-os és a 18-as a két leggyakoribb
onkogén valtozat, ezzel szemben a fenti eredmények
szerint hazdnkban a leggyakoribb 16-o0s tipus (19,5%)
mellett a 18-as joval ritkdbb (5,3%), s ¢z megegyezik az
Amerikai Egyesiilt Allamokban (16, illetve 7%) és Chilé-
ben észlelt aranyokkal; megjegyzendd, hogy az ut6ébbi
vizsgalatban a 18-as tipust szinte egyaltalin nem észlel-
ték [9]. A tanulmanyok alapjin Afrikiban az 51-es tipus
el6forduldsa a leggyakoribb. Figyelemre mélté a legfiata-
labb korosztily magas fert6zottségi aranya, amely a fej-
lett orszagok adataival vethetd Ossze: 20 és 24 év kozott
az Amerikai Egyesiilt Allamokban 45%, a vizsgilt hazai
népességben pedig 63% [10]. Nemzetkozi adatok sze-
rint 30 éves kor felett a HPV prevalenciija erésen csok-
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ken, az dltalunk vizsgilt népességben mérsékelt csok-
kenést észleltiink [11].

A tobb onkogén tipussal valé egyideji fertézottség-
gel jar6 magasabb kockazat logikusnak tlinik, azonban
az erre vonatkozdé nemzetkozi adatok szegényesek.
A 16-0s és a 18-as tipus magas onkogén potencidlja rég-
oOta ismert, a méhnyakrikok 70%-4ért ez a két genotipus
felel6s [12]. Ez a tendencia az altalunk vizsgélt populd-
ciéban is kovethetd volt. Az 1. és o 2. dbra sszevetésé-
b4l kitlinik az 51-es és a 31-es tipus erds daganatkelt§
potencialja is, amelyek nemcsak gyakorisigban, hanem
a citoldgiai pozitivitds melletti elGfordulasukban is szo-
rosan kovetik a 16-os tipust. A laboratérium, amellyel
magunk is egyiittmikodtiink, szamos HPV-genotipust
»hem azonositott kockizata”-ként (NA) sorol be,
vagyis eddig még ismeretlen fokd kockizatot hordoz.
Mais forrasok ezen tipusok kozil néhinyat (26, 53)
»lehetséges, hogy magas rizik6ja”-ként emlitenek, ami
mast jelent, tehit nincs egységes allaspont a ,,nem azo-
nosithat6” tipusokat illetGen [13].

Erdekesség, hogy a centrumban megfordult pécien-
sek 26,9%-dban és a citoldgiai eltéréssel jard esetek
10,7%-4aban az NA virusok egyik tipusit mutattuk ki.
Ez utébbi felveti annak lehetségét, hogy az NA meg-
nevezés mogott valdjaban tobb eddig azonositatlan,
magas rizikéja tipus allhat. Lehetséges azonban, hogy
az ,NA” csak egy kordbban jelen 1év§ ismert onkogén
tipus DNS-ének maradvinya, amely az immunrendszer
mikodése kovetkeztében elimindlédott, 4m a jelenlegi
laboratériumi technika még nem képes pontosabban
azonositani.

A legtijabb szakirodalmi adatok szerint a HPV-tipi-
zdlassal kiegészitett citologiai vizsgalat egyértelmden
magasabb érzékenységli a méhnyak rikmegel6z6 élla-
potainak sziirésében és elbrejelzésében, mint 6nmagdi-
ban a citoldgiai kenetvétel [14]. Harmincéves kor alatt,
negativ citolégiai lelet és HPV-teszt birtokdban a szl-
rést kovetd 10 évben CIN III vagy stlyosabb elvaltozis
kialakuldsinak esélye kevesebb mint 2% [15].

Az dltalunk kozolt eredmények 6sszhangban vannak
a fentickben idézett szerz8k megfigyeléseivel és azzal a
gyakorlattal, amely szerint a magas rizik6ja tipusokat
hordozé paciensek magasabb kockazat(i csoportba so-
rolandék a méhnyak rosszindulati elviltozdsainak ki-
alakuldsa szempontjabodl. Megfigyeléseink alatimasztjak
a virus vizsgilatdnak jelentéségét, kiilonosen a perzisz-
tal6 HPV-infekcié prediktiv értékét a rdkmegel$z4 alla-
potok kialakulasanak elérejelzésében.
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B OSSZEFOGLALO

A méhnyak sejtkeneti szlir6vizsgalatanak bevezetésével a méh-
nyakrak el6fordulasa a fejlett orszagokban jelentdsen csokkent.
Tovabbi elérehaladast jelentett a méhnyakrak és a human-papil-
lomavirus (HPV) kozotti kapesolat felismerése. Ennek ellenére
a jelenlegi szlirémodszerek mind érzékenységben, mind fajla-
gossagban elmaradnak a legjobbtol. Uj, korszerii médszereken
alapul6 eljarasok bevezetésétdl tovabbi eredmények varhatok a
méhnyakrak korai felismerésében. Kozleményiink célja a jelen-
leg elérhetd, 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) kifejezddését vizsgalja (Aptima, NucliSense
EasyQ, OncoTect stb.), a masik csoport a daganatosan atalakult
sejtekben észlelhetd jellegzetes fehérjeelvaltozasokat mutatja
ki. Az utobbiak koziil a pl6™# fokozott jelenlétének bizonyi-
tasaval, a kettds jelolési teszt (CINTec Plus, Roch), a ProEx C
(Beckton Dickinson) alkalmazasaval, a sejtkapcsold moleku-
lakkal (claudinl) és a mikroRNS-kel, mint korismézési jelzo-
anyagokkal, biologiai jelzékkel foglalkozik a kdzlemény.

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 1ényegesen kiilonbdznek az egyes foldrajzi te-
riiletek kozott. A megbetegedési gyakorisag, azaz az incidencia
Afrikiban a legmagasabb, Ausztrilidban 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 Kdasler 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 sarkalltdk a kutatokat, 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 elfogadotta, jelent6sen csdkkentette
a méhnyakrak el6forduldsat, elsdsorban a fejlett orszagokban
(4). Az értékelés tobbszori modositasa, kiemelten a Bethesda

* Dr. Sobel Gabor a Semmelweis Forum 11., ,,NOgyogyaszati daganatok megel6zése €s sziirése” cimii rendezvényen elhangzott eléadasa alapjan.
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Szerzé

Konferencian, a 2001-ben megfogalmazott diagnosztikus ne-
vezéktan (5) jelentds elérehaladast jelentett a korismézésben.
Az elmult években azonban egyre tobb kritikat fogalmaztak
meg ezzel a vizsgalati mdodszerrel kapcsolatban, kiemelve a
sejtvizsgalat viszonylag alacsony érzékenységét (szenzitivita-
sat), elismerve a magas fajlagossagat (specificitasat) (6). Tob-
ben ramutattak az egyes vizsgalok és az alkalmazott modszerek
kozotti kiilonbségekre is.

A sejt- és szovettanaszok 2013-ban Lisszabonban, az Eurdpai
Patologus Kongresszuson kiterjedt dsszehasonlitd vizsgalatok
alapjan a kovetkez6 nehézségeket fogalmaztak meg:
* asejtvizsgalat és a mintavétel nem mindig tiikkrozi 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 javithatok ki teljesen a vizsga-
16k kizarolag sejttani elveken alapuld 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 megitélésrél, Bosze
Péter professzor foglalta 6ssze nemrégiben e folyoiratban meg-
jelent kitting attekinté kozleményében (7).

Jelent6s attorést hozott a méhnyak elvaltozasainak értékelésé-
ben a human-papillomavirussal (HPV) valo 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 biologiai mod-
szerek sz¢lesebb korl alkalmazasa (8—12). A HPV-fert6zés ki-
mutatasa azonban dnmagaban nem azonos annak eldontésével,
hogy megmaradé/atmeneti vagy transzformaldo HPV-fert6zésrol
van-e sz0. A nagy kockazati HPV (hrHPV) pozitiv és a sejtvizs-
galattal negativ esetek értékelése és foleg kezelése tovabbi ujabb
nehézségeket és eldontendd 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 kimutatasdra alkalmas teszt keriilt kereskedelmi
forgalomba, amelyek koziil a legismertebbek, illetve néhany,
fejlesztés alatt 4llo biomarker/teszt felsorolasa és rovid attekin-
tése kozleményiink célja.

Il BIOMARKEREK/TESZTEK A MEHNYAKRAK
KORISMEZESEBEN

A jelenleg elérhetd, nagyrészt mar kereskedelmi forgalomban is

kaphat6 legfontosabb, 1j, biomarkereket, azaz biologiai jelzo-

anyagokat és ezek kimutatasan alapuld teszteket, amelyeket a
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kovetkezokben roviden attekintiink, az 1. sz. tablazatban sorol-
tuk fel. Ezen tesztek alapja részben a korokozo virus, a hrHPV-
nukleinsavak, illetve virusfehérjék (onkoproteinek, az E6/E7)
kimutatasa, masrészt a daganatos sejtszaporodassal, a sejtek
koros atalakulasa miatt fokozottan termel6édo vagy jelen 1évo
gazdasejti fehérjék, hirvivo (messenger) RNS-k (mRNS) kimu-
tatasa, amelyek kozvetve bizonyitjak a daganatos folyamatot (9,
13). Ezen vizsgalatok tobbsége in vitro tesztben és/vagy a sejt-
keneteken, szdvettani mintakon is elvégezhetd, parhuzamosan a
morfoldgiai vizsgélatokkal. Jelen Osszefoglaloban nem foglal-
kozunk a HPV-DNS kimutatasanak mar széles korben, évek ota
alkalmazott molekularis biologiai modszereinek 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 kett6s 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 tesztek nem ismertettiik az 6sszefoglalo kozleményben

B SEJTES (,CELLULARIS”) BIOMARKEREK, TESZTEK

1. P16"¥%: CINTEC

A P16 ciklin-dependens kinazinhibitor 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 p16™"™4-t fokozottan képz6 sejtek
magvai és/vagy plazmaja erés barnas szintien festédik az emli-
tett modszerekkel (1, 2. abra). A fehérje fokozott megjelenését a
HPV hatésara bekovetkezo6 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

Négyogyaszati Onkologia 2013; 18:



DOI:10.14753/SE.2020.2384

-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. dbra. P16 immuncitokémiai reakcio méhnyaki kenetben. A pozitiv sejtek barnan
festddnek

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

A mar emlitett 2013-as Eurdpai Patologus Kongresszuson,
Lisszabonban, 1500 méhnyaki laphamminta vizsgalatanal a p16
fokozott képzddését az ép hamsejtek 5%-ban, CIN1-ben 39%-
ban, CIN2-ben 77%-ban és CIN3-ban 99%-ban észlelték (20).

Négyogyaszati Onkologia 2013, 18:

Az Amerikai Egyesiilt Allamokban nagyszamu, CIN2-nek
korismézett, méhnyaki szovetmintdkon végzett pl6 immun-
hisztokémiai reakcidé eredményeit dsszevetették 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 pl6 immunhisztokémiai reakcio alkalma-
zasaval javithatdo a méhnyak daganatos elvaltozasainak kimu-
tatasara szolgalo tesztek érzékenysége és fajlagossaga. Ezt
kiegészitve egy masik, a sejtciklus eldrehaladasat és a sejt-
gyarapodast jelzé antigénnel, a Ki67-tel (Mibl), még jobb ta-
lalati aranyok érhetdk el (9, 13, 14, 16, 21). Ez valdosult meg
a CINtecPlus (Roch) tesztben, amely egyidejiileg mutatja ki a
plénk és Ki67-fehérjéket a koros sejtekben, kenetmintakban
(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 szinreakcio egyazon sejtben valdo megjelenése jelzi (3. dbra).

3. abra. CINTec Plus (Roche) reakcio méhnyaki kenetben (a, b). A Ki67 pozitivi-
tas a koros sejtek magvaban piros szinreakcid, az ugyancsak magi és citoplazma-
tikus p16 reakcid barna szinreakcio 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 jelentSs tobbletkoltségét. Ridder (20) szerint a
ploina illetve a kettGs reakcio elvégzése a kovetkezo feltéte-
lek mellett javasolt:

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

* Ha a szdvettani/sejttani korisme CIN2.

* Amennyiben a szakmai vélemények nem egyeznek a min-
ta értékelésében, elsésorban a CIN2/CIN3 megitélésében.
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Szerzd

A fentiekkel ellentétben nem ajanlott a pl6-reakcio elvégzése,
amennyiben a HE alapjan a vélemény ép ham, CIN1 vagy egy-
értelmt CIN3. Ajanlott viszont minden olyan CINI-nek kor-
ismézett esetben, amelyben felmeriil a stlyosabb elvaltozas
gyantja a korabbi diagnézis alapjan (HSIL, ASC-H, ASC-US/
HPV16+, AGC) (20).

Az eddigi vizsgalatok szerint a p16/Ki67 kettés immunhiszto-
kémiai reakcid novelte a rakel6z6 méhnyaki elvaltozasok elkii-
16nitésének az érzékenységét és fajlagossagat a HPV-tesztekkel
(21), valamint a Pap-teszttel dsszevetve (14, 17).

3. ProEx C KIT (BECKTON DICKINSON)

A reakcio a TOP2A (topoizomeraz-1I1-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
rednszer, 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 fehérjek
egyikének, a claudin-1-nek a mennyisége jelentdés mértékben
fokozodik a rakel6z6 és rosszindulati méhnyaki elvaltozasok-
ban. A korszovettani mintdkban kimutathatoé fokozott immun-
hisztokémiai reakcié (4. abra) a sejtkenetekben is jol lathatd
immunhisztokémiai reakcidval (5. abra), amely jelzi a fokozott
mennyiségben jelen 1évo fehérjét, barna szinreakcid formaja-
ban (amennyiben diamino-benzidin — DAB — a jelzbanyag).

5. A MICRORNS-EK JELENTOSEGE A MEHNYAKI DAGANATOK
KORISMEZESEBEN

A microRNS-ek (miRNS) kis, endogén, nem kodoldo RNS-mole-
kulak, amelyek a génmiikodést poszttranszkripcids szinten sza-
balyozzak, és jelenleg szamos tipusuk (1000 felett) ismert (26).
Korismézési felhasznalhatésaguk alapja az, hogy a miRNS-
mintazat jellemzd az egyes sejtekre és szovetekre, illetve jelleg-
zetes valtozasa a daganatos atalakulas 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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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 vizs-
galatok, azonban ett6l a gyorsan novekvo kutatasi teriilettol
varhato, hogy az uj diagnosztikus jelzék mellett segitséget
nyujtanak a korjoslat meghatarozasaban, s6t kezelési célpont
azonositasahoz is vezethetnek az ezen a teriileten 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-
kacios teszt, amely 14 hrHPV-fajta E6/E7 mRNS-ét mutatja
ki. Klinikai érzékenysége hasonld a Hibrid Capture 2 HPV-
probahoz, a fajlagossaga viszont magasabb (9, 36).

2. NucliSense EasyQ (bioM¢érieux): ugyancsak nukleinsav-
alapu teszt, amely 6tféle hrHPV E6E/7 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 Osszefoglalasbol 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 Osszefliggésének a megallapitasa, il-
letve a szlirémodszerek, elsdsorban a sejtvizsgalat alkalmazasa
jelentette. Remélhetd, hogy a sziirések 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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Abstract Several immunochemistry tests are used for triaging
human papilloma virus (HPV) and cytology positive cases in
cervical cancer screening and as an adjunct test to diagnose
cervical cancer. Claudin-1 (CLDN1) protein is a major compo-
nent of the tight junction, shown to have altered expression in
cervical cancer. In this study, value of CLDN1 was analysed as
a screening and triage immunochemistry test compared to cy-
tology and HPV testing. A population of 352 women attending
colposcopic referral visits resulting in cervical conisation and a
second population of 150 women attending routine
gynaecological visits with negative cervical cytology were en-
rolled in a multi-centre clinical study in Hungary. Cytology and
HPV (Genoid Full Spectrum HPV Amplification and Detection
System) testing were carried out along with immunocytochem-
istry for CLDNI, and as a reference, using CINtec pl16
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Cytology Kit. Three different evaluation protocols were used
which assessed immunostaining characteristics with or without
cytological readings. High correlation observable between
p16™%** and CLDNI established CLDN1 as a competing
marker in cervical cancer. Concordance of CLDN1 immuno-
staining of cervical intraepithelial neoplasia 2 and above
(CIN2+) positives was 84.0 % (73.8-89.3); concordance of
CIN2+ negatives was 69.0 % (59.6—75.8). In conclusion,
CLDNI1 has similar diagnostic potential as p16™%42 our results
established it as a histological and cytological biomarker with
the potential to improve the clinical performance of cervical
cytology and histology.

Keywords Cervical cancer - Biomarker - Claudin-1 -
Immunocytochemistry

Introduction

Global cervical cancer incidence increased from 378.000
(256.000-489.000) cases per year in 1980 to 454.000
(318.000-620.000) cases per year in 2010, which is a 0.6 %
annual rate of increase. Cervical cancer death rates have been
decreasing but the disease still killed 200.000 (139.000—
276.000) women in 2010, of whom 46.000 (33.000-64.000)
were aged between 15 and 49 years in developing countries
[1]. Cervical cancer is usually preceded by a long phase of pre-
invasive disease called cervical intraepithelial neoplasia
[CIN]. This precursor phase is generally asymptomatic and
can occur over a period of 10-20 years [2]. Cytology based
primary cervical cancer screening of these precancerous le-
sions has reduced the incidence and mortality of cervical can-
cer after its introduction in the 1940s [3, 4].

High-risk human papillomaviruses (hr-HPYV, in this paper
referred to as HPV) are definite aetiological agents of almost

@ Springer
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all cervical carcinomas [5]. Based on the findings of different
clinical trials, HPV testing further improves the efficacy of
primary screening as compared with cytological screening
[6-8]. The HPV test is less specific than the cytology test by
reason that the vast majority of infections are transient and
cleared, particularly in young women [9, 10]. HPV testing is
not recommended under 30 years of age, in this age group the
cytology test is more specific [11] due to the high prevalence
of HPV infections.

It is important to increase specificity in order to reduce the
cost of HPV based cervical cancer screening and although
being costly, maintaining high sensitivity also has public
health significance. The primary HPV DNA-based screening
with cytology triage and repeated HPV DNA testing of
cytology-negative women has been suggested as an effective
triage strategy amongst the available techniques, however cy-
tology testing lacks sensitivity whereas repeated HPV testing
still lacks specificity [12, 13]. An alternative strategy would be
HPYV genotyping, which is based on the increased cancer risk
of the HPV-16 genotype, however, genotyping tests are not
widely available [14].

Great efforts have been made to identify novel biomarkers
aiming at improving the specificity of screening, which could
distinguish between productive and transforming HPV infec-
tions and/or could predict disease severity. Different technol-
ogies have been proposed, such as HPV triage based technol-
ogies like p16™*** and ProexC (combined MCM2 and
TOP2A detection), or either cellular gene or HPV gene pro-
moter methylation based biomarkers or microRNAs [15-21].

p16™ 4 has been proposed as a biomarker for transforming
HPV infection, originally introduced for improvement of the
histological and cytological evaluation of cervical precancerous
lesions. Usually, pl6™ ** is expressed at a very low level in
healthy cells, whereas being strongly over-expressed in almost
all CIN2+ cases in which HPV is present [21-24].

Claudins are functional and structural components of tight
junctions (TJ) belonging to a large family of transmembrane
proteins with a function of regulating paracellular permeabil-
ity, maintaining cellular polarity and playing a role in signal
transduction [25]. Alterations of claudin expression patterns
have been described in many types of gynaecological cancers
such as cervical and endometrial, ovarian cancers and in pre-
malignant lesions [26—30]. Significant increase in CLDN1
and 7 was detected in premalignant cervical lesions and inva-
sive cancers as compared with the normal cervical epithelium
[29-31]. These findings are consistent with the facts that TJs
are disassembled during tumorigenesis and that overexpressed
claudins may have roles in motility, invasion and survival.

In the current study we analysed the value of CLDN1 and
p16™* immunocytochemistry and immunohistochemistry
in cervical cancer diagnostics, in screening and triage settings
and we compared the results with those of cytology and
HPV testings.

@ Springer

Material and Methods

Patient Population In total, 502 patient samples were en-
rolled including 352 cytology [liquid based cytology (LBC)]
controlled conisation (both loop and knife) samples (histology
samples) and 150 consecutive screening population based
LBC samples enrolled in the HPV_SCREEN multi-centre
clinical study and the KTI121128 KMR_BIOMARKER
study in Hungary (see details in Table 1.). Cases with valid
histology or cytology diagnosis were considered eligible. All
clinical samples were obtained with the permission of the
National Ethical Committee and all patients gave informed
consent.

Cytological Diagnosis Cytology was evaluated by the
Bethesda system for cervical smears and concurrently the
PreservCyt (Hologic, Bedford, USA) cervical specimens were
used for subsequent testing including HPV and immunocyto-
chemical reactions (see later).

HPYV Testing DNA was extracted from cervical samples, col-
lected in PreservCyt media using AmpliLute Liquid Media
Extraction Kit (Hoffmann-La Roche Ltd., Basel,
Switzerland) from 4 ml of PreserveCyt sample. HPV testing
was carried out using Full spectrum HPV System HPV
Amplification and Detection System (Genoid, Budapest,
Hungary) according to manufacturer’s instructions.

Triage Testing The diagnostic performances of cytology and
HPV triage were calculated for the different tests. Sensitivity
and specificity of cytology (for ASCUS+ samples) and HPV
(for hr-HPV+ samples) triage populations were assessed using
gold standard CIN2+ histology as positivity cut-off. For the
sake of comparison, results of the pooled population (PP),
where the figures represented the whole study population, as
well as results of only the triage test positive population (TP)
were calculated.

Immunohistochemistry and Immunocytochemistry

Immunohistochemistry (IH) Four um thick formalin-fixed
paraffin-embedded (FFPE) sections were used for the IH re-
actions. CINtec p16™ 4* Kit (Hoffmann-La Roche, Basel,
Switzerland) was used on the slides according to manufacturer
instructions. Parallel slides were prepared from each case and
immunostained for CLDN1 using an antibody (Zymed, San
Francisco, CA, USA) in 1:100 dilution for one hour, at room
temperature. The reaction was carried out in Ventana ES au-
tomatic immunostainer (Ventana Medical System. Inc.,
Tucson, AZ, USA) using HRP multimer-based, biotin-free
detection technique. Reagents and secondary antibody were
obtained from Ventana (iView DAB Detection Kit, Ventana).
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Immunocytochemistry (IC) Cytology slides were prepared
using cytospin centrifugation applying 2 ml of LBC
PreserveCyt sample. The CINtec pl16™ ** Cytology Kit
(Hoffmann-La Roche) was used according to the manufactur-
er instructions with slight modification. Briefly, a protein
blocking reagent (Protein Block Serum Free, Dako
Cytomation, Glostrup, Denmark) was used after the
peroxydase blocking step, incubating the slides with the re-
agent for 30 min, followed by two washing steps for 5 min.
Parallel cytospin slides were prepared from each case and
immunostained for CLDN1 as well as by CINtec p16™ 44
Cytology Kit.

CLDNI1 immunocytochemistry was performed by replac-
ing the p16™*** antibody in the kit with CLDN1 antibody
(Zymed) in 1:100 dilution incubated for one hour at room
temperature according to the protocol described above. The
slides were evaluated by two experienced cytopathologists
both blinded to all results.

Evaluation of Immunocytochemistry For semiquantitative
evaluation of CLDN1 and p16™ ** IH, 10 areas were select-
ed and 100 cells per field were analysed using high power
field objective (x40). Different protocols were used for eval-
uation of immunocytochemistry, which assessed staining
characteristics with or without the cytomorphological read-
ings of dysplastic cells.

The simple scoring method (SM) was a semiquantitive
evaluation of the staining intensity without cytomorphological
reading. The following grades were used: 0: no staining, 1:
weak staining, 2: medium staining, 3: strong staining. Score 1
was the positivity cut-off value for this method.

The morphological reading adjusted scoring method
(MASM) evaluated and calculated staining intensity as
described above. In addition, the cytomorphologically
positive (ASCUS+) dysplastic cells were accessed,
followed by calculation of the percentage of positively stained
ASCUSH cells.

CLDNI and p16™%** were combined in certain evalua-
tions providing double triage settings (DTS) as well. In triage
settings, the triage test was evaluated only in case of the base
test positives, however, in order to provide better comparabil-
ity of the methods, sensitivity and specificity values were also
calculated for both the whole population including base test
negatives (pooled population) as well as for only the base test
positives (triage of positives).

Statistical Analysis

Two-way Contingency Table Analysis was carried out using
JavaStatistics (http://statpages.org/ctab2x2.html). Yates-
corrected chi-square, Mantel-Haenszel chi-square, Fisher
Exact Test were calculated, and only the significant measures
were used in the study. Statistical measurements were

@ Springer

calculated, including sensitivity, specificity, positive
and negative predictive values, positive and negative
likelihood ratios, diagnostic and error odds ratios.
Confidence intervals for the estimated parameters were
computed by a general method (based on “constant chi-
square boundaries”). The gold standard clinical cut-off
was CIN2 or greater histological findings (CIN2+) used
in contingency tables. To analyse two treatments given
to matched subjects, McNemar’s test was used (see sup-
plement material).

Results

Study population characteristics are given in Table 1. In the
evaluation of test performances CIN2 or greater histo-
logical findings (CIN2+) were considered as being pos-
itive for cervical disease. In the eligible study popula-
tion 45.7 % of cases were CIN2+ (133/291) and
ASCUS or greater cytology (ASCUS+) diagnosis was
detected in 41.7 % (165/395) of eligible cases. Similarly, the
prevalence of HPV was high, 45.5 % (179/395) including all
cases (Table 1.). The performance of immunochemistry was
evaluated in the triage settings for both cytology and
HPV triage.

Comparing test performance for CLDN1 and p16™%4*
immunochemistry, scoring based evaluation (SM)

Sensitivities and specificities for immunochemistry were cal-
culated for both CLDNI1, see representative images in figures.
(Figure 1b, d, Fig. 2b, c, d) and p16rNK4A (Fig. 1a, c, Fig. 2a)
against CIN2+ as positives using the simple scoring method
(SM), with mean values given. For details see Table 2. The
immunocytochemistry (IC) results indicated that IC-CLDNI1
sensitivity was slightly higher than IC-p16™ ** sensitivity
[77.3 % (68.7-84.6) vs. 69.3 % (60.9-76.3)], whereas speci-
ficity of IC-CLDNI [60.9 % (53.5-67.2) vs. 80.5 % (73.2—
86.5)] was found to be lower. The same pattern was evident
for immunohistochemistry (IH) [IH-CLDNI1 sensitivity:
88.2 % (81.7-93.2) vs. IH-p16™ 4 755 % (67-81.1) and
specificity: 33.3 % (28.5-37) vs. 68.1 % (62.6-73)], although
the differences between the two biomarkers were more prom-
inent, especially in regard to specificity.

Comparing CLDN1 immunocytochemistry to cytology
(Table 2.) insignificant differences were demonstrable [sensi-
tivity 77.3 % (68.7-84.6) vs. 75.2 % (68.9-80.8) and speci-
ficity (60.9 % (53.5-67.2) vs. 66.5 % (61.1-71.2)], however
p16™** immunocytochemistry results showed lower sensi-
tivity [69.3 % (60.9-76.3) vs. 75.2 % (68.9-80.8)] but higher
specificity [80.5 % (73.2-86.5) vs. 66.5 % (61.1-71.2)].
Comparing IC-CLDN1 to HPV performance, lower sensitiv-
ity was observable [77.3 % (68.7-84.6) vs. 95 % (89.9-97.7)]
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Fig. 1 Immunocytochemical a
reaction for p16™ %4 and CLDN1

in LBC samples. Strong dark

brown positive reaction can be

seen for p16™%4? in the nuclei

and cytoplasm of dysplastic cells

(a, ¢). Thin linear membranous

reaction b and dot-like

membranous and cytoplasmic

reaction d are observable for

CLDNI1. Several normal cells in

the samples do not express the

antigens, scalebars represent c
35 um

with the same specificity [60.9 % (53.5-67.2) vs. 61.4 %
(57.4-63.6)] and the results of p16™*** immunocytochemis-
try revealed even lower sensitivity [69.3 % (60.9-76.3) vs.
95 % (89.9-97.7)], but higher specificity [80.5 % (73.2—
86.5) vs. 61.4 % (57.4-63.6)]. The immunohistochemistry
of CLDNI showed unacceptably low specificity [33.3 %
(28.5-37)] paired with very high sensitivity [88.2 % (81.7—
93.2)]. On the contrary, p16™*** immunohistochemistry per-
formed better, showing the same range, but slightly higher
specificity than HPV testing [68.1 % (62.6-73) vs. 61.4 %
(57.4-63.6)] and a much lower sensitivity [75.5 % (67-81.1)
vs. 95 % (89.9-97.7)].

Fig. 2 Immunohistochemical
reaction for p16™%** and CLDN1
in cervical samples. Strong
nuclear and cytoplasmic reaction
can be seen for pl6™<** a ina
CINS3 lesion. The reaction for
CLDNI1 is membranous as it can
be demonstrated in CIN3 b, d and
CINI ¢ lesions. CLDN = claudin,
scalebars represent 50 pm

¢

— 2 &
d o
s » « ¥
&Qf .
Comparing test performance for CLDN1 and p16™%4*

immunochemistry, morphological reading adjusted
scoring based evaluation (MASM)

These figures changed significantly when the full staining of
morphologically evident lesions was taken into account as
positives only (morphological reading adjusted scoring meth-
od - MASM). In general, the sensitivities were found to be
lower, however, better correlations were noticeable between
the test performances of CIN2+ negative cases [e.g. concor-
dance of CIN2+ negatives in comparison with SM IC-CLDN1
and IC-p16™*44: 69.0 % (59.6-75.8) vs. MASM for the same
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Table 2 Sensitivity and
specificity data of the
immunochemistry tests for
samples with CIN2+ histology
diagnosis as positivity gold
standard clinical cutoff

evaluation protocols

IC- CLDNI
IC- p 1 6INK4A

IC- p16™%4* and IC-CLDN1
IH- CLDN1

H- pl GINK4A

H- p16™54* and TH-CLDN1

HPV

cytology

SM MASM
sensitivity (95%CI) 77.3 %(68.7-84.6) 53.3 %(44.7-61)
specificity (95%CT) 60.9 %(53.5-67.2) 77 %(69.6-83.6)
sensitivity (95%CI) 69.3 %(60.9-76.3) 52 %(43.8-58.6)
specificity (95%CI) 80.5 %(73.2-86.5) 85.1 %(78-90.8)
sensitivity (95%CI) 69.3 %(60.7-76.8)
specificity (95%CI) 73.6(66.1-80)
sensitivity (95%CI) 88.2 %(81.7-93.2) 52 %(44.3-59)
specificity (95%CI) 33.3 %(28.5-37) 69.3 %(63.6-74.8)
sensitivity (95%CI) 75.5 %(67-81.1) 54.9 %(48.8-59.8)
specificity (95%CI) 68.1 %(62.6-73) 91.2 %(86.4-94.4)
sensitivity (95%CI) 85.3 %(78.4-90.7)
specificity (95%CI) 67.2 %(62-71.2)
sensitivity (95%CI) 95 % (89.9-97.7)
specificity (95%CT) 61.4 % (57.4-63.6)
sensitivity (95%CI) 75.2 % (68.9-80.8)
specificity (95%CI) 66.5 % (61.1-71.2)

SM simple scoring method; MASM morphological reading adjusted scoring method. HPV (hr-HPV) and cytology
(ASCUSH) sensitivity and specificity data are also shown

tests: 85.1 % (76.8-90.0)] (See Supplement Table 1.).
Noteworthy were the findings that marginal homogeneity
was also improved according to the McNemar’s test values
and that the MASM evaluation improved the association be-
tween the test results. Mirroring the decrease in sensitivity
observable during MASM evaluation, the concordance be-
tween tests of CIN2+ positives cases was also lower [e.g.
concordance of CIN2+ positives in comparison with SM IC-
CLDNI and IC-p16™%*: 84.0 % (73.8-89.7) vs. MASM of
the same: 69.3 % (56.8—79.7), see Supplement Table 1.].
More importantly, the specificities over the markers and
test methods were also improved, especially for p16™ 44
(see details in Table 2.). IC-CLDNI1 sensitivity was equal to
IC-p16™ 4 sensitivity [53.3 % (95 % (89.9-97.7) vs. 52.0 %
(43.8-58.6)], however the specificity of IC-CLDN1 was im-
proved as compared with the SM evaluation [77.0 % (69.6—
83.6) vs. 60.9 % (53.5-67.2)] but was lower than the IC-
p16™4 value [77.0 % (69.6-83.6) vs. 85.1 % (78-90.8)].
The same pattern was evident for immunohistochemistry re-
garding TH-CLDNI [sensitivity: 88.2 % (81.7-93.2) vs.
52.0 % (44.3-59) and specificity: 33.3 % (28.5-37) vs.
69.3 % (63.6-74.8)], in which case specificity was again
found to be highly improved as compared with sensitivity.

Comparison Between Cytology and HPV Test
Performance and Immunochemistry

Regarding comparison of cytology and HPV test perfor-
mances with immunochemistry (both IC and IH), higher
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specificity was manifest in case of biomarkers, especially
concerning MASM evaluation, which outperformed the spec-
ificity of either cytology or HPV testing [77.0 % (69.6-83.6)
for IC-CLDNI, 85.1 % (78-90.8) for IC-p16™%*4 69.3 %
(63.6-74.8) for IH-CLDNI1, 91.2 % (86.4-94.4) for IH-
p16™ 4 s, 66.5 % (61.1-71.2) for cytology and 61.4 %
(57.4-63.6) for HPV]. Another important feature of this eval-
uation method was the remarkably similar test performances
of p16™** and CLDNI tests with the noticeable exception
of IH-CLDNI1 (Fig. 2b, d), which showed much higher spec-
ificity as compared with the SM evaluation, but was still sig-
nificantly lower than the specificity value of IH-p16™ 44
(Fig. 2a, c). Nevertheless the agreement between IC and IH
tests was also highly improved compared with the SM evalu-
ation in test negative cases (see Supplement Table 1.) along
with the marginal homogeneity of the test comparisons.
During analysis, however, it was evident that the concor-
dance between tests for a given sample was moderate only (for
CIN2+ positives in the range of 39 %-84 %, where the MASM
[H-p16™ A vs. IC-p16™ 4" was at the lower, and the
MASM IC-CLDN1 vs. IC- p16™** was at the higher end
of the range). This finding warrants the combination of these
markers (Supplement Table 1.). Theoretically, in case of any
marker combinations, either test positivity requirement would
improve the sensitivity and lower the specificity as a tendency.
Accordingly, combinations for MASM evaluation were calcu-
lated (Table 2.). The expected tendency of the changes in test
performance was found to be generally true; both the combi-
nation of IC and IH tests showed higher sensitivity together
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with a moderate decrease in specificity [sensitivity: 69.3 %
(60.7-76.8) for combined IC test, 85.3 % (78.4-90.7) for com-
bined IH test; specificity: 73.6 % (66.1-80) for combined IC
test, 67.2 % (62-71.2) for combined IH test]. In case of com-
bined IH evaluation test, high sensitivity and acceptable speci-
ficity were found, however in case of combined IC test the non-
combined SM evaluation of IC-p16™ ** performed better than
the combined IC-CLDN1-p16™%4A MASM evaluation.
Overall, the improved sensitivities of the combinations of bio-
markers imply their staining or biological variations for CIN2+
cases. This is underlined by the significant McNemar’s test for
immunohistochemistry of p16™*** vs. immunohistochemistry
of CLDNI1 regardless of the evaluation method, also indicating
differences in staining behaviour (see Supplement Table 1.).

Comparing Test Performance for CLDN1 and p16™%4*

Immunochemistry in Cytology and HPV Triage

As the major area of application of biomarkers is in different
triage settings, HPV and cytology triages with different bio-
marker tests were calculated. Without requirement of full stain-
ing of the morphologically evident lesions (SM evaluation),
the tests generally have higher sensitivities and lower specific-
ities. In our study, the MASM evaluation of the tests gave
higher specificities and lower sensitivities, a behaviour which
was in agreement with that observed in non-triage settings. As
a baseline, triaging cytology with HPV resulted in a sensitivity
0f 97.6 % (92.3-99.6) and a specificity of 44.9 % (36.0-48.3)
(Table 3.). All biomarker based triage strategies are likely to
perform better, since they have higher specificities. In this re-
gard, IC-p16™5** (in the range of 81-86 % over evaluations
and triage settings) demonstrated higher specificity but lower

Table 3

sensitivity than IC-CLDN1 (58-76 %), which finding validates
the established application of IC-p16™** in triage. Generally,
MASM evaluation further improved the specificity to the det-
riment of sensitivity (see Supplement Table 2.).

As correlation between biomarkers is moderate at sample
level, the combination performance of these markers in triage
was also determined. Only combinations for MASM evalua-
tion were calculated (Table 3.). The specificities were found to
be highly improved, however only small drops in sensitivity
were evident. Especially cytology IC-CLDN1-p16™ 44 tri-
age showed good test performance: 70.5 % (62.4-76.9) re-
garding sensitivity and 72.7 % (57.7-84.7) regarding specific-
ity, which latter value was much better than the 44.9 % (36—
48.3) observed for cytology HPV triage, while the otherwise
significant drop in sensitivity from 97.6 % (92.3-99.6) (cytol-
ogy HPV triage) to 70.5 % (62.4-76.9) could be regarded as
an acceptable trade-off in cervical cancer screening. However,
the SM evaluation but not the MASM evaluation of the
standalone IC-P16™ " test is still a competitive alternative.

Discussion

There are many biomarkers proposed for cervical cancer
screening, which have been discussed in detail [32, 33].
Well established commercial diagnostic platforms exist for
immunochemical methods, however, more clinical data are
needed to support their use, particularly regarding well con-
trolled cross-sectional and longitudinal studies where the can-
didates are assessed alongside concurrent pathology. In gen-
eral, there is a lack of literature reviewing side-by-side com-
parisons between competing tests.

Sensitivity and specificity data of cytology (ASCUS+) and HPV (hr-HPV+) triage with combined biomarker tests

triage methods evaluation protocols

HPV HPV cytology cytology PP
TP PP TP MASM
MASM MASM MASM
IC- p16™ 4 and IC-CLDN1  sensitivity (95%CI)  62.3 % (54.7-68.5)  58.1 % (50.1-64.1)  70.5 % (62.4-76.9)  63.9 % (55.9-69.7)
specificity (95%CIT) 73 % (58.8-84.5) 88.5 % (81.7-93.6)  72.7 % (57.7-84.7)  88.3 % (80.9-93.7)
[H- p16™5** and TH-CLDN1  sensitivity (95%CI)  73.1 % (66.4-78.6)  66.9 % (62.6-75.2)  77.1 % (70.4-82.4)  53.9 % (47.2-58.5)
specificity (95%CI)  68.6 % (53.7-80.9)  90.7 % (85.1-94.8)  70.4 % (52.9-84.1)  92.7 % (87.3-96.4)
HPV sensitivity (95%CT) 97.6 % (92.3-99.6) 75 % (68.3-80.7)
specificity (95%CT) 44.9 % (36-48.3) 79.8 % (74-84.8)
cytology sensitivity (95%CI) 81 % (75.4-86.3) 76.4 % (69.6-82.2)
specificity (95%CT)  43.8 % (32.1-54.7)  78.6 % (74-84.8)

Test outcome is regarded positive if either test combination is positive. For better comparison the table shows the results of the pooled population (PP)
with the figures representing the whole study population and with values for the base test positive population only (TP). Immunochemistry was evaluated
using two different protocols: SM simple scoring method; MASM morphological reading adjusted scoring method. Sensitivity and specificity data for

HPV and cytology are also shown
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A meta-analysis has established the value of p16™ * yse
in cytological or histological specimens of uterine cervix. It
has been shown that the proportion of cervical smears over-
expressing p16™<** increases with the severity of cytological
abnormality and histological grade, however the consistency
of positive staining is varied depending on the severity of the
lesion [20]. The immunohistochemical (IH) p16™** staining
of cervical biopsies with a rigorous evaluation was found to be
a moderate diagnostic adjunct for distinguishing biopsies with
or without CIN2+ (sensitivity 86.7 %, specificity 82.8 %)
[21]. A multicentric study compared the sensitivity and spec-
ificity of p16™** immunocytochemistry with HPV testing in
histologically detected CIN2+ cases, in the triage of atypical
cells of undetermined significance (ASCUS) and low grade
squamous intraepithelial lesions (LSIL). The IC-p16™<44
sensitivity was found to be similar to HPV testing in both
triage settings (ASCUS: 92.6 % vs. 90.1 %; LSIL: 92.0 %
vs. 95.7 %). P16™%4A however provided significantly
better specificity than HPV alone for the triage of ASCUS
Pap cytology cases (63.2 % vs. 37.8 % and LSIL (37.1 %
vs. 18.5 %) [22]. In their report, these authors discussed the
need for more comprehensive and powerful studies to
demonstrate the performance of p16™ ** testing in cervical
cancer screening. In addition, there is a high variability in
the literature regarding the evaluation protocols and cut-offs
for p16™*** immunocytochemistry and immunohistochem-
istry positivity [20, 23].

Any new cervical cancer biomarker should be compared
with existing tests, especially with p16™**. To complicate
the picture, the value of p16™%** has been disputed and
analysed in a number of studies [20, 23] with variable conclu-
sions; furthermore, there is no clear consensus on what would
be the most appropriate method for evaluation of immuno-
chemical results. Another aspect is the highly anticipated
and reportedly [20] unmatched performance of p16™ 4" jm-
munochemistry in cytology and histology specimens, which
has been confirmed by our data on the basis of the concor-
dance of CIN2+ positive cases comparing SM [H-p16™K44
and IC-p16™*** In our study the gold standard histology and
immunohistochemistry/immunocytochemistry tests for
p16™54 and the performance of a new biomarker claudin 1
(CLDNI1) were evaluated in case-control manner, with mor-
phology control at the sample level in certain cases.

The proposal that the morphology of lesions is still a sig-
nificant aid in the evaluation of both immunocytochemistry
and immunohistochemistry has been underlined in our study
by the large differences between cytology and histology
concerning the performance of p16™<**, especially in triage
(Supplement Table 1.) when applying the traditional immuno-
cytochemistry reading (SM evaluation). Strikingly, the perfor-
mance of p16™** was highly reduced if the evaluation was
restricted to only morphologically evident lesions (MASM
evaluation) in negative cases, whereas the positive cases
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exhibited lost concordance, indicating other factors in the
background. It is, however, noteworthy that the marginal ho-
mogeneity of concordances was found to be improved. This
was also true for CLDNI1. Apparently, a large number of
CIN2+ negative lesions showed false-positive TH-p16™ 44
(and TH-CLDN1) staining (see Supplement Table 2.).
Moreover, the unspecific staining was most probably a signif-
icant factor of false positivity in case of both immunocyto-
chemistry and immunohistochemistry, since all specificities
were found to be improved using MASM evaluations. In this
regard, the problem of CLDNI1 false positivity in case of both
IC and IH was more evident (see Supplement Table 2.).

Recent analyses of claudins have suggested that the TJ-
based perm-selective barrier system is involved in the regula-
tion of cell proliferation [25, 26]. CLDN1 overexpression was
demonstrated in cervical cancer biopsies by cDNA array tech-
nology [34]. In another study the expressions of CLDN1 and
claudin-7 were gradually increased in accordance with the
progression from LSIL to in situ CC, however expression of
these proteins was very low in normal cervical epithelium by
immunohistochemistry, thus these proteins may serve as diag-
nostic markers for CINs [28, 29, 31].

Regarding CLDN1 immunocytochemical staining, a re-
markable finding in our study was that CLDN1 — p16™<#
concordance (SM evaluation) was very high [e.g. concor-
dance of CIN2+ positives 84.0 % (73.8-89.3); concordance
of CIN2+ negatives 69.0 % (59.6-75.8), see Supplement
Table 2.]. As a consequence, CLDNI is a promising, new
immunochemistry cervical biomarker with a very similar per-
formance to, but being generally less specific than p16™ 44
(see Table 2, Supplement Table 1.). In our study, CLDN1
showed advantages especially in IC (SM evaluation) and
stained p16™ ** CIN2+ negative lesions more intensely than
pl16™K44 did CLDN1 negative lesions (both IC and IH,
Supplement Table 1.). This finding was partly true for
MASM as well. As a consequence, the application of
CLDNI as a combinational marker with the p16™ 4" triage
test seems a straightforward strategy for obtaining a balanced
sensitivity and specificity.

An effective cytology triage would be a mandatory techno-
logical advance in cervical cancer screening, since in the ab-
sence of such technology cytology should be replaced by oth-
er screening technologies such as HPV testing, resulting in
loss of grading information and producing uncertainty in pa-
tient management. Our study population was well suited to
assess the value of HPV triage strategies compared to cytolo-
gy triage strategies, since the number of ASCUS cases was
high (62/389). In our study, the cytology HPV triage was only
slightly different from the HPV cytology triage [97.6 % (92.3—
99.6 %) vs. 81.0 % (75.4-86.3 %) for sensitivity and 44.9 %
(36.048.3) vs. 43.8 % (32.1-54.7 %) for specificity]. More
importantly, the cytology biomarker triage and the HPV bio-
marker triage were not found to significantly differ in case of
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either evaluation method (see Supplement Table 1.), enabling
usage of biomarkers after both tests.

HPV tests are also used in the triage of equivocal cytolog-
ical abnormalities and post-treatment surveillance [5]. HPV is
a sensitive marker for identifying patients at risk for cervical
neoplasia and has greater sensitivity than conventional cytol-
ogy for identifying CIN2-3 cases [7, 8]. In a published pooled
analysis of studies with HPV testing pooled sensitivity of
96 % (94 %-97 % CI95%) versus 53 % (49 %-57 %
CI95%) was shown for CIN2+ compared to cytology, but
the pooled specificity was found to be 91 % (90 %-91
CI95%) versus 96 % (96 %-97 % CI95%) for cytology in
women between the age of 18-96 years [6]. The HPV high
sensitivity encourages policies to widen the screening interval
with reduced overall costs, however, several drawbacks are
involved as compared with the high specificity triage options,
including lower chances of incidental diagnosis of advanced
lesions and possible lower screening compliance. Our study
reflects that HPV and cytology based HPV or cytology triage
strategies show low specificities. Regarding immunochemical
triage strategies, traditional (SM) immunochemistry evalua-
tion generally showed inferior case-control correlation for
CIN2+ negatives between cytology and histology in our
study, which was improved by MASM evaluation. In this
scenario, cytology IC-CLDN1-p16™K44 triage using
MASM evaluation showed a performance comparable to
HPV IC-p16™ " triage with the advantage of better CIN2+
negative correlation between IC and IH than the SM based
pl16™84A (82,1 % vs 68 %) (Supplement Table 2.). This un-
derlines the importance of morphological readings of cervical
smear immunochemistry and shows that cytology can be im-
proved in order to achieve the state-of-the-art of HPV based
screening technologies, which might be of interest in the fu-
ture of screening protocols. In those countries where cytology
screening is in place, its replacement with the less informative
HPYV screening test would result in reduced quality of patient
management.

The current study focused on the clinical behaviour of cer-
vical pre-cancer and cancer specific biomarkers, general pro-
liferative markers were therefore not considered. The pub-
lished and newly established immunocytochemical dual stain-
ing protocol - which is a combination of p16™*** and prolif-
eration marker Ki-67 immunochemistries (CINTtec® Plus) -
is based on a novel definition of positivity [35]. Introduction
of a proliferative marker is a sound concept regarding the
nature of the carcinogenic process, however taking together
our morphological findings concerning the unspecific and var-
iable staining of diseased cells, further evaluation is necessary.
Especially the existence of pl6™<** and CLDNI1 single
marker positive diseased cells warrants more fundamental
studies on the gene expression variations in cervical pre-
cancer and cancer lesions. In our study, by restricting the im-
munocytochemical and immunohistochemical readings to

morphology positive cells, the number of positive test out-
comes was significantly reduced for both CLDN1 and
p16™ 4 covering all methods, and reduced CIN2+ positive
concordance was also shown. Even though we found certain
advantages regarding the combination of morphology and im-
munochemistries, neither morphology nor biomarkers alone
or in combinations were able to deliver an ultimate test per-
formance. In conclusion, the combination of different markers
is a logical next step for the future. These studies can lead to
the better understanding of the cervical carcinogenesis process
and will ultimately result in cervical diagnostic tests which
will have better diagnostic performance.
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Abstract

Several biomarkers are in use to improve the sensitivity and specificity of cervical cancer screening. Previously, increased expres-
sion of tight junction protein claudin-1 (CLDN1) was detected in premalignant and malignant cervical lesions and applied for
cytology screening. To improve the specificity, a double immunoreaction with CLDN1/Ki67 was developed in the recent study.
Parallel p16/Ki67 (CINtec® PLUS) and CLDN1/Ki67 dual-stained cytology and histology were performed and compared. p16/
Ki67 immunoreaction showed positivity in 317 out of 1596 smears with negativity in 1072 and unacceptable reactions in 207
samples. CLDN1/Ki67 dual staining was positive in 200 of 1358 samples, negative in 962, whereas 196 smears could not be
evaluated due to technical reasons. Considering the high-grade squamous intraepithelial lesion cytology as gold standard, sensitivity
of CLDN1/Ki67 reaction was 76%, specificity was 85.67%, while for p16/Ki67 sensitivity was 74% and specificity was 81.38%.
Comparison of CLDN1/Ki67 and p16/Ki67 dual stainings showed the results of the two tests not to be significantly different.
Analysing histological slides from 63 cases, the results of the two tests agreed perfectly. As conclusion the sensitivity and specificity
proved to be similar using p16/Ki67 and CLDN1/Ki67 double immunoreactions both on LBC samples and on histological slides.

Keywords Cervical cancer - Claudin-1/Ki67 immunochemistry - p16/Ki67 reaction - Claudins

Introduction

Papanicolaou (Pap) smear-screening significantly reduced the
incidence and mortality of cervical cancer, however, because
of the low sensitivity and poor reproducibility in contrast to
the high specificity, more “sophisticated” methods have been
introduced in the last decades and new screening guidelines
have been proposed [1-6].
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High-risk human papillomaviruses (hrHPV) play crucial
role in the development of premalignant and malignant cervi-
cal lesions and HPV DNA-based testing has significantly in-
creased the sensitivity of primary cervical screening [3, 5, 7].
HPV testing however, is less specific than cytology, mainly
because the majority of infections are transient and spontane-
ously eliminated in the majority of cases [3, 6, §].

New biomarkers aiming to improve the specificity of
screening have been developed, which might be used to dif-
ferentiate the productive and transforming HPV infection and/
or predict disease severity [6, 9, 10]. Several new tests were
introduced, such as p16mK4A, dual pl6mK4a/Ki67 staining,
ProexC (combined MCM2/TOP2A), etc. [6, 10, 11].

Previously, our group as well as others demonstrated sig-
nificantly increased expression of the tight junction (TJ) pro-
tein claudin-1 in premalignant and malignant cervical lesions
[12—14]. Claudin-1 (CLDN1) as a biomarker has been sug-
gested to be used for both cytology and histology with similar
diagnostic potential as p16™<** [9]. Claudins are the main
functional and structural components of TJs, playing role in
paracellular permeability, maintaining cellular polarity and
participating in signal transduction [15]. The limitation of
our previous study was the relatively low specificity of
CLDNI1 staining similarly to p16™%** testing [9]. For this
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reason, the aim of the present study was to test a double im-
munoreaction using antibodies against CLDN1 and the pro-
liferation marker Ki67 on cytological and histological sam-
ples, in order to improve specificity. The results of the p16/
Ki67 (CINtec® PLUS) and CLDN1/Ki67 dual
immunostainings were compared with each other, as well as
with the cervical cytological readings and also with the histo-
logical results, and then analysed statistically.

Materials and Methods
Patient Population and Tissues Samples

An outpatient population of 2907 women between 18 and
65 years of age who attended routine gynaecological screen-
ing between 2013 and 2015 were enrolled in the TRACE
clinical study conducted in Hungary [11] (Fig. 1). All clinical
samples were obtained with the approval of the National
Ethics Committee (asset number: V-R-021/04346-4/2013),
all patients gave informed consent and the trial was performed
in accordance with the Declaration of Helsinki. Cervical cy-
tology samples were collected after colposcopy assisted visual
inspection of the cervix by gynecologists and were kept in
preservation solution for subsequent liquid-based cytology
(LBC) analysis. When required by the cytological diagnosis,
confirmatory histological diagnosis was made (cone or punch
biopsy).

Cytological Diagnosis

All samples obtained for cytology were collected in
PreservCyt® Solution (Hologic™ Inc. Marlborough, MA,

USA) and processed using ThinPrep® 2000 Processor
(Hologic™ Inc.). The first slide from each vial was taken for
cytology smears, Pap-stained and reported using the 2001
Bethesda Reporting System [16, 17]. Further ThinPrep slides
were prepared from the same container for immunocytochem-
ical reactions and for subsequent HPV testing (see below).
ThinPrep smears were evaluated if at least 500 cervical epi-
thelial cells were present.

HPV Testing

HPV viral DNA detection was performed on LBC samples
using CONFIDENCE HPV™ test, which detects HPV 16 and
HPV 18 separately and other high-risk types in groups based
on multiplex real-time PCR technology [11].

Immunocytochemistry and Immunohistochemistry

Parallel ThinPrep slides from the residual material from each
vial were used for the immunoreactions (CINtec® PLUS,
CLDN1/Ki67 sequence). For immunohistochemistry the
3—4 pm thick, formalin fixed paraffin embedded (FFPE)
sections were cut and prepared further.

CINtec®PLUS Immunoreaction (p16™**?/Ki67
Testing)

ThinPrep slides were prepared for CINtec® PLUS (Roche
mtm Laboratories AG, Mannheim, Germany) reaction accord-
ing to the manufacturer’s instructions. When accessing the
reactions, the cases were called positive if one or more cell(s)
out of at least 500 normal or altered squamous epithelial cells

Fig. 1 Cytology (liquid-based

cytology) diagnosis and hrHPV A total of 2907 women in study population

testing of the study population.
hrHPV = high-risk human

papilloma virus, AS-CUS = I I

atypical squamous cells of Not valid x N | AS-CUS ) )
undetermined significance, otvall orma -CU LSIL HSIL
LSIL = low-grade squamous (n=16) (n=2380) (n=51) (n=339) (n=121)
intraepithelial lesion, HSIL = J J
high-grade squamous GEWTSTER
: ﬁ g'th l'C{l . (" heHPY ) (" heHPY ) (" nHPV ) ( heHPV ) hrHPV ey
Intraepithelial lesion > Negative 5| Negative 5]  Negative 5| Negative >| Negative Negative
| U @12 [ (=1833) [ =27 [ =149 (n=17) (n=2038)
(" heHPV ) ( hHPV ) ( heHPV ) (( heHPV ) (( hHPV )
o . iy hrHPV
. P> Positive > Positive F>»  Positive [>{ Positive > Positive stiﬁve
U ey [ @=507) | L @=18) ) L =18 | (0=96) (=505
| nempv ) (" hrHPY ) (" hrHPYV ) (" HPV ) R .
i ™1 Not Valid => Not Valid ~>| Not Valid —>| Not Valid —>1 Not Valid Not Valid x
i (n=1) ) L (n=40) (n=6) ) L (n=9) ) (n=8) (n=64)

x ,Not valid” means that the samples could not be evaluated for cytology; HPV testing
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on the slides stained both with a brown cytoplasmic/nuclear
(p16) and a red nuclear (Ki67) reaction irrespective of the
interpretation of morphologic abnormalities.

CLDN1/Ki67 Immunoreaction

Parallel LBC (3rd slide from the collection vials) and FFPE
slides were prepared for CLDN1 and Ki67 reactions.
Similarly as in the case of CINtec® PLUS reaction, a case
was considered positive if one or more cervical epithelial
cell(s) had both a brown membrane stain (CLDN1) and a
red nuclear reaction (Ki67).

CLDNI1 reaction was carried out in a Ventana ES automatic
immunostainer (Ventana Medical Systems Inc.; Tucson, AZ,
USA). The slides were incubated for 30 min at 42 °C with the
primary polyclonal rabbit antibody against CLDN1 in 1:100
dilution (Cell Marque, Roclin, CA, USA), followed by a HRP
multimer-based, biotin-free detection method. Secondary an-
tibody and reagents were obtained from Ventana (iView DAB
Detection Kit; Ventana Medical Systems Inc.). Bluing reagent
was not used because CLDN1 immunoreactions were follow-
ed manually by Ki67 reaction. In the first step, antigen retriev-
al was used again for 10 min at 95 °C with Antigen
Unmasking Solutions (Vector Laboratories, Burlingame,
CA, USA, in 1:100 dilution). Thereafter the slides were incu-
bated for 30 min with the mouse monoclonal primary anti-
body against Ki67 (Dako, Glostrup, Denmark) diluted 1:100,
at room temperature. The secondary antibody reagent
(ImmPRESS AP Reagent; Vector Laboratories) included a
polymer reagent conjugated to alkaline phosphatase (AP)
and goat anti-mouse Fab' antibody fragments for detection
of Ki67, applied for 30 min at room temperature (1:100 dilu-
tion). Vector Red Alkaline Phosphatase Substrate Kit (Vector
Laboratories) was applied for 25 min using Fast Red as chro-
mogen. Finally, the slides were counterstained with alcohol-
free hematoxylin and coverslipped with xylene-based
Cytoseal XYL Mounting Medium (Richard-Allan Scientific,
Thermo Scientific, Kalamazoo, MI, USA).

Statistical Analysis

Statistical analysis was carried out using STATISTICA soft-
ware v12.0 (StatSoft; Tulsa, OK, USA) and MedCalc
(v12.4.0.0; MedCalc Software, Mariakerke, Belgium).
Differences were considered statistically significant when
p<0.05. McNemar’s test was used to evaluate differences in
positivity for p16/Ki67 and CLDN1/Ki67 in cytological sam-
ples. Kappa test was used to measure the agreement of the two
immunochemical tests. Sensitivity, specificity, positive pre-
dictive value (PPV), negative predictive value (NPV), with
95%-confidence intervals were calculated for endpoint
which was CIN2/CIN2+ (cervical intraepithelial neoplasia,

high-grade squamous intraepithelial lesion - HSIL). Receiver
Operating Characteristic (ROC) curves and Area under the
curve (AUC) were computed to further compare CINtec®
PLUS with CLDN1/Ki67.

Results
1. Patient Population, Cytology and Histology

Out of a total of 2907 women who underwent LBC for
routine cervical cancer screening, 2891 samples provided
acceptable results, from which 2380 proved to be normal as
shown together with the results of hrHPV testing (Fig. 1).
High-risk HPVs (hrHPV) were detected in 805 samples,
negative results were found in 2038 samples and no accept-
able results were received in 64 cases (Fig. 1). The diagno-
sis of the 63 histological samples is demonstrated on
Table 1.

2. Comparing Cytology and Histological Diagnosis to p16/
Ki67 (CINtec® PLUS) and CLDN1/ Ki67 Dual-Stainings

a) Comparing Cytology Diagnosis and p16/Ki67 (CINtec®
PLUS) Reaction

CINtec® PLUS reactions were performed in 1596 cases
(Table 2). The positive reaction presented a brownish
cytoplasmic/nuclear reaction for p16 and a red immunostain-
ing for Ki67 simultaneously in one or more cervical epithelial
cells (Fig. 2a). Out of the 1596 samples, 1386 presented
evaluable results with both Pap test and CINtec® PLUS reac-
tions, in 207 cases one of the tests could not be evaluated
because of technical reasons (Table 2).

b) Comparing Cytology Diagnosis with CLDN1/Ki67

CLDNI-positive cells gave an intense brown linear
circular/semi-circular or spotted reaction along the cellular
membranes, sometimes in the cytoplasm, together with a
bright red nuclear Ki67 reaction in the same cells (Fig. 2b, c,
d; Fig. 3a, b). CLDN1/Ki67 dual-immunostaining was per-
formed in 1358 cases and 1159 provided acceptable immuno-
staining as shown on Table 3.

¢) Comparing Histology Diagnosis with CLDN1/Ki67 and
p16/Ki67 (CINtec® PLUS)

Parallel slides from the FFPE blocks were used for immu-
nohistochemistry. Ki67 positivity was seen in the cells of the
basal layer in normal cervical squamous epithelium both by
CINtec® PLUS and by CLDN1/Ki67 reaction (Fig. 4a, b).
Brownish reaction for p16 (Fig. 4c) and CLDN1 (Fig. 3c, d;
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Table 1 P16/Ki67 (CINtec®

PLUS) and CLDN1/Ki67 on Histological Number of Average CINtec® PLUS CLDNI1/Ki67
histological section (n = 63) diagnosis cases ages (yrs)
Positive Negative Positive Negative

Carcinoma in situ 7 40.57 7 0 7 0

HSIL (CIN 2 or 3) 30 33.50 30 0 30

LSIL (CIN 1) 3 42.33 0 3 0 3

No dysplasia, chronic 23 35.61 0 23 0 23

cervicitis

CLDNI claudin-1, HSIL high grade squamous intraepithelial lesion, LS/L low grade squamous intraepithelial
lesion, CIN cervical intraepithelial neoplasia

Fig. 4d) and numerous Ki67 positive red nuclei could be dem-
onstrated by both tests in the CIN2+ lesions. By comparison of
the two tests (CINtec® PLUS and CLDN1/Ki67), the results
agreed perfectly (Table 1).

3. Comparing Test Performance for CLDN1/Ki67 and p16/
Ki67 (CINtec® PLUS) Considering the Cytological
Evaluation

CINtec® PLUS and CLDN1/Ki67 could be performed par-
allel in 1352 cases. Both reactions were accepted in 1097
cases (Table 4). Assessment of the two immune tests equalled
in 1003 samples (840 negative and 163 positive, 91.4%)
(Table 4). The value of agreement between the two tests by
Kappa tests and the result of the two tests agreed accordingly
(k=10.724; 95% CI from 0.672 to 0.776).

Furthermore, comparison of the test performances for
CINtec® PLUS and CLDN1/Ki67 considering cytological
evaluation and efficiency values [sensitivities, specificities,
positive (PPVs), and negative predictive values (NPVs)] for
all screening methods to detect ASC-US, LSIL or HSIL is
summed in Table 5 a and b. It is worthy of note that among
women with LSIL cytology CINtec® PLUS showed slightly
higher sensitivity than CLDN1/Ki67 (40.28 vs. 35.07%) but
the specificity values were lower (83.41 vs 87.13%). For pa-
tients with HSIL, the sensitivity and specificity values reached
a good, evaluable range, over 70-80%. CLDN1/Ki67 showed
slightly better sensitivity [76.00% (95% CI from 61.83% to
86.94%)] and specificity [85.67% (95% CI from 83.40% to
87.74%)] (Table 5 b) than the CINtec® PLUS values [sen-
sitivity 74.00% (95% CI from (59.66% to 85.37%) and
specificity 81.38% (95% CI from 78.88% to 83.69%)].

Table 2 Results of p16/Ki67 (CINtec® PLUS) on LBC specimens.
CINtec® PLUS
Liquid-based (n=1596)
cytology (LBC) Positive Negative Not valid
(n=317) (n=1072) (n=207)
Normal
(n=1226) 173 880 173
ASC-US
(n=33) 8 20 . 5
LSIL
(n=233) 62 151 20
HSIL
(1=98) 72 20 6
Not Valid
X (n=6) 2 ! 3
* the highlighted section shows the number of acceptable cases by both Pap
test and CINtec® PLUS (n= 1386)

AS-CUS atypical squamous cells of undetermined significance, LSIL low grade squamous intraepithelial lesions, HSIL high grade squamous

intraepithelial lesion

@ Springer



Dual-Stained Cervical Cytology and Histology with Claum rn]!djlé_lz4753/SE 2020 .2384

Fig. 2 Dual immunoreactions on

LBC (ThinPrep) cytology slides

(a). p16/Ki67 (CINtec® PLUS)

reaction shows positive cells with

red nuclei and brown cytoplasmic

staining (a). CLDN1/Ki67 B
positive cells have red nuclei and

brown membranous linear or

spotted staining (b, ¢, d). LBC = & -
liquid-based cytology, CLDN1 =
claudin-1. Scalebar: 35 pm

C

- ..

Regarding the efficiency of the CINtec® PLUS and CLDN1/
Ki67 test analysis, Receiver Operating Characteristic (ROC)
curves were demonstrated to assess differences between the
two immunoreaction performances. The result of the analysis
are given in Fig. 5. Data were similar to the previous compar-
ison above, CLDN1/Ki67 had slightly higher curve [AUC =
0.806 (95% CI from (0.781 to 0.829)] than CINtec® PLUS
[AUC=0.774 (95% CI from 0.748 to 0.798)], but no signifi-
cant difference (p=0.177) was found between the two tests
since the difference area was only 0.0317.

Fig. 3 CLDNI1/Ki67
immunreactions on LBC (a, b)
and histological slides (¢, d). Red
nuclei and brown membranous
staining show positive cells.
CLDNI =claudin-1, LBC =
liquid- based cytology. Scalebar:
35 um (a, b) and 50 um (c, d)

‘ ; ;“gﬁ{b
'_@‘- . = 1

*

Discussion

Several biomarkers have been introduced for cervical cancer
screening so as to improve sensitivity and specificity as com-
pared with Pap cytology readings and HPV testing [10, 18, 19].
Among these, immunochemical methods are already commer-
cially available and several studies have proved their usefulness
in diagnostic practice [20].

Detection of p16™ * is one of the extensively evaluated
methods for recognition of altered dysplastic cervical cells,

b
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Table 3  Results of CLDN1/Ki67 on LBC specimens.

CLDNI1/Ki67
Liquid-based (n=1358)
cytology (LBC) Negative Positive Not valid
(n=962) (n=200) (n=196)
Normal
(n=1085) 803 117 165
ASC-US
(n=25) 13 7 . 5
LSIL
(1-186) 131 37 18
HSIL
(1=56) 12 39 5
Not Valid
X (1=6) 3 0 3

* the highlighted section shows the number of acceptable cases by both

Pap test and CLDN1/KI167 (n=1159)

CLDNI claudin-1, AS-CUS atypical squamous cells of undetermined significance, LSIL low grade squamous intraepithelial lesions, HSIL high grade
squamous intraepithelial lesion

and the specificity of the reaction increased significantly after
being combined in a dual immunostaining with Ki67 [5, 6,
20-22]. The results have been confirmed in a multicentric,
prospective, pan-European study (PALMS study), which

Fig. 4 CINtec® PLUS (a, ¢) and
CLDNI1/Ki67 (b, d)
immunoreactions on histological
slides. Ki67 positive red nuclei
are detected in basal cells of the

normal cervical epithelium (a, b)

by both stainings. Nuclear

reactions are more extended in the

HSIL samples together with
brown p16 cytoplasmic reaction
with CINtec® PLUS (¢) and
membranous reaction with
CLDNI1 (D). CLDNI1 = claudin-
1, HSIL = high-grade squamous

epithelial lesion. Scalebar: 50 pm

@ Springer

found that positive predictive values for CIN2+ were higher
for p16/Ki67 immunocytochemistry versus HC2 HPV testing
[10]. More recently it has been shown that p16/Ki67 reaction
is associated with hrHPV persistence and CIN2+ lesions [21].
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Table 4 Comparison of CLDN1/Ki67 and p16/Ki67 (CINtec® PLUS) results on LBC samples.

CINtec” CLDE% I2<‘67
PLUS _ (n=1352) ,
(n = 1352) Positive Negative Not valid
(n=197) n=959) (n=196)
Negative
(n=890) 25 840 . 25
Positive
(n=267) 163 69 35
Not valid 9 50 o
x (n=195)
* the highlighted section shows the number of acceptable cases (n=1097)

CLDNI claudin-1

The objective of our current study was to compare side-by-
side the results of the commercially available test, p16™ 4/
Ki67 (CINtec® PLUS) dual staining with our newly devel-
oped CLDN1/Ki67 double immunoreaction. In our previous
study the detection of tight junction protein CLDN1 proved to
have similar diagnostic potential as pl16"™%** [9].
Concordance of CLDN1 immunocytochemistry of HSIL pos-
itives was 84.0%, being 69.0% for negatives, suggesting
CLDNI to be a competing marker for detection of premalig-
nant and malignant cervical lesions [9].

Claudins (CLDNSs) belong to the family of integral mem-
brane proteins [23] and are the main components of the belt-
like networks of tight junctions (TJs). TJs act as important

paracellular seals, semi-barriers for trafficking different mole-
cules, ions and water and participate in the maintenance of
cellular polarity. TJs are dynamic structures undergoing con-
tinuous “molecular remodelling” and respond to several stim-
uli as to cytokines and growth factors or epigenetic events
[24]. CLDNs interact with other proteins and participate in
signal transduction through a PDZ domain, influencing cell
proliferation and transformation [24]. Deregulation of TJ pro-
teins - increase, decrease or loss - in association with altered
cellular morphology during carcinogenesis and with the pro-
gression of the lesions is well documented [13, 25, 26]. A
significant upregulation of CLDN1 was demonstrated in pre-
malignant and malignant cervical squamous [12, 14] and

Table 5 Performance of p16/Ki67 (a) and CLDN1/Ki67 (b) in abnormal cervical lessions (n=1097)

a.

CINtec® PLUS Sensitivity Specificity Positive Predictive Value (PPV) Negative Predictive Value (NPV)
ASC-US/ASC-US+ 39.21% 83.56% 38.36% 84.05%

(95% CI) (32.81% to 45.89%) (80.93% to 85.97%) (32.07% to 44.95%) (81.43% to 86.42%)
LSIL/LSIL+ 40.28% 83.41% 36.64% 85.43%

(95% CI) (33.61% to 47.24%) (80.79% to 85.80%) (30.43% to 43.19%) (82.90% to 87.72%)

HSIL 74.00% 81.38% 15.95% 98.50%

(95% CI) (59.66% to 85.37%) (78.88% to 83.69%) (11.48% to 21.31%) (97.44% to 99.20%)

b.

CLDNI1/Ki67 Sensitivity Specificity Positive Predictive Value (PPV) Negative Predictive Value (NPV)
ASC-US/ASC-US+ 34.36% 87.36% 41.49% 83.61%

(95% CI) (28.20% to 40.93%) (84.96% to 89.49%) (34.37% to 48.89%) (81.04% to 85.96%)
LSIL/LSIL+ 35.07% 87.13% 39.36% 84.93%

(95% CI) (28.65% to 41.92%) (84.75% to 89.27%) (32.33% to 46.73%) (82.43% to 87.19%)

HSIL 76.00% 85.67% 20.21% 98.68%

(95% CI) (61.83% to 86.94%) (83.40% to 87.74%) (14.72% to 26.67%) (97.71% to 99.32%)

CLDNI claudin-1, AS-CUS atypical squamous cell of undetermined significance, LSIL low grade squamous intraepithelial lesions, HS/L high grade
squamous intraepithelial lesion
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Fig.5 ROC analysis curves of the two dual stainings. CLDN1/Ki67 (red)
has slightly higher curve than CINtec® PLUS (green), but no
significant difference (p =0.177) was found. ROC = Receiver Operating
Characteristic, CLDN1 = claudin-1

glandular lesions [13, 27], in other squamous carcinomas as in
esophageal [28] cancer, in different forms of breast cancer
[29] etc. Other claudins such as claudin-3 and -4 were highly
expressed in cholangiocarcinomas [30], in prostate [31] and
ovarian cancers [32] etc. Increased expression of certain
claudins does not necessary mean the “increased tightness”
or “better” function of TJs, it is rather a deregulation of the
interaction between TJ proteins in the multiprotein complexes
and expresses disturbed protein “partnering” with other pro-
teins in these dynamic structures.

Based on our own previous observations as well as of others,
increased expression of CLDNI1 characterizes the neoplastic
cervical epithelial cells, which can be demonstrated both by
histology, cytology and by cDNA array technique [9, 12, 14,
33]. It was proved that the expression of CLDN1 increases with
the severity of the cervical lesions from CIN1 to CIN2+ and
invasive cancer [12]. Previously CLDNI1 has been suggested to
be a biomarker in cervical cytology however, in that particular
study the proliferative marker was not considered [9].

In the recent study, expressions of CLDN1 and prolifera-
tion marker Ki67 were combined in dual immunostaining and
compared with the results of p16/Ki67 (CINtec® PLUS) reac-
tion. The latter test showed a sensitivity of 74.00% and a
specificity of 81.38%, while for CLDN1/Ki67 they were
76.00% and 85.67%, respectively using Pap cytology read-
ings as reference.

Taking ethical questions into consideration, the first slide
from each LBC vial was used for Pap cytology diagnosis
evaluated by the Bethesda system, the second slide for
CINtec® PLUS and the third for CLDN1/Ki67 immunoreac-
tion. Those samples where the cell number was not sufficient
for any of the three tests were excluded from further evalua-
tion, decreasing the power of the statistical analysis.

One of the main goals of the current study was the com-
parison of the recently available and widely used dual immu-
nostaining method for p16/Ki67 (CINtec® PLUS) with our

@ Springer

newly developed reaction (CLDN1/Ki67). The relatively
large number of samples available for comparing the two tests
seemed to be sufficient for statistical analysis. In addition, the
fact that the 3rd sample from the LBC collecting vials was
used for the CLDN1/Ki67 staining, probably with a less num-
ber of cells, further strengthens our results, which demonstrat-
ed that no significant differences were found between the
CLDN1/Ki67 and CINtec® PLUS dual stainings.

Previously, significantly increased CLDN1 expression was
demonstrated with the severity and progression of histological
grade during cervical carcinogenesis detected by immunohis-
tochemistry [12]. In the recent study, the CLDN1/Ki67 reac-
tion gave a result similar to the reaction with CINtec® PLUS.
This suggests that the CLDN1/Ki67 dual staining might be
used in the future for the detection of CIN2/CIN2+ lesions on
histological slides too.

A new cervical biomarker test needs to be compared with
existing ones, in this case CLDN1/Ki67 to p16/Ki67
(CINtec® PLUS) for cervical immunochemistry and immuno-
histochemistry, as discussed above. Wentzensen et al. [6] eval-
uated the clinical relevance of the dual immunoassay with
p16/Ki67 compared with Pap cytology diagnosis. In their
study, the double staining demonstrated lower positivity than
cytology at ASC-US threshold. For CIN2+, the double stain-
ing had similar sensitivity and higher specificity as compared
with cytology, and the pattern for CIN2+ was similar [6].

Bergeron et al. [10] in the PALMS study involving 5
European countries, using colposcopy-guided biopsy diagno-
sis of CIN2/CIN2+ as clinical endpoints, found that the p16/
Ki67 dual staining cytology gave comparable results for ASC-
US as HC2 (Qiagen, Hilden, Germany) testing and lower for
LSIL, but higher specificity compared to HC2 HPV testing
both for ASC-US and LSIL.

In our recent study the p16/Ki67 (CINtec® PLUS) and
CLDN1/Ki67 dual reactions were compared in a case-control
manner. The sensitivity and specificity of the two tests were
performing equally in a large number of sample sets, which
suggests that the CLDN1/Ki67 double immunoreactions might
be used in the future for the detection of premalignant and
malignant cervical lesions.
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Abstract Data discussed in recent reviews demonstrated that
dysregulation of microRNA (miRNA) expression profiles
occurs during cervical carcinogenesis and characteristic up-
or downregulation of certain miRNAs might be used as bio-
markers. The majority of altered miRNAs, however were
found to be inconsistent upon comparison with cancerous
and normal cervical epithelia in the discussed studies due to
several reasons. The results obtained in this present review
suggest the need for further investigations on miRNAs on
larger sample sizes in order to indicate sensitivity and speci-
ficity by means of well defined, “unified” methods. In addi-
tion, obtaining further data on the clinical course and outcome
of patients in comparison to the dysregulation of miRNA
expression profile could turn miRNAs into prognostic and/or
progression markers. Inhibition of overexpressed miRNAs, as
suggested by some authors, might even serve as target for
cancer therapy.
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Introduction

Cervical cancer is the third most common malignant tumor
among women worldwide, responsible for 529 800 cases
yearly and 275 100 cancer-related deaths in 2008 [1, 2]. There
are, however, significant geographical differences around the
world in cervical cancer incidence and mortality, with more
than 85 % of cases occurring in developing countries [1, 2].
Introduction of the “Pap” test for cervical cancer screening
resulted in a significant reduction of both cancer incidence and
mortality [3]. Moreover, early cancer detection was further
supported by new evaluation methods, especially the guide-
line summarized at the Bethesda Conference in 2001 [4], as
well as by the etiological role of the human papilloma virus
(HPV), discovered by Harald zur Hausen and his group, in
cervical carcinogenesis [5].

More recently, cytology as a gold standard has been criti-
cized, since while the high specificity of this method is ac-
cepted, its relatively low sensitivity is a problem [6]. Accord-
ing to a recent study by Ronco et al., the more extensive use of
modern molecular biological methods, first of all HPV DNA
testing, led to a 60—70 % reduction in invasive cervical cancer
incidence as compared with cytology-based screening [7].

Detection of high risk HPV (hrHPV) infection, however
does not provide answers to whether the infection is of the
productive, transient or of the transforming type [5, 7-10].
Several novel biomarkers have been developed for detec-
tion of transformed, neoplastic cells, with the goal to
increase the sensitivity and/or specificity of cervical cancer
screening tests, even in combination with cytology and/or
HPV DNA testing (for review see [9, 11]. Some of these
biomarkers might even have the potential to become prog-
nostic markers [12, 13].

Besides HPV DNA, the newly introduced biomarkers are
also capable of detecting other viral components, such as HPV
RNA, HPV oncoproteins (E6/E7) or overexpressed cellular
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genes, RNAs and/or proteins involved in cervical carcinogen-
esis [8, 9] .

Several studies proved the correlation between microRNA
(miRNA) expression and carcinogenesis including premalig-
nant cervical lesions, preinvasive and invasive cervical cancer
[14-21]. Some of the miRNAs, which become altered in
cervical cancer were suggested to be useful biomarkers in
diagnostics or even suggested as possible prognostic markers
and targets for therapy [13]. In the followings, recent progress
in the field of miRNA research will be presented with focus on
the potential of miRNA expression profiles as diagnostic,
prognostic markers and potential targets for therapy in cervical
carcinogenesis.

miRNAs

miRNAs are small (18-25 nucleotides in size) endogenous
non-coding RNA molecules, which regulate gene expression
at posttranscriptional level by affecting messenger RNAs
(mRNA) by means of translational suppression (Fig. 1a—d).
Since partial complementer binding of miRNA is sufficient
for the regulation effect much effort has been made to reveal
the potential ways a miRNA is able to bind to mRNA [22],
indicating an unsurpassed help in target prediction of miRNAs
(Fig. 1b and c). Over 1000 human miRNAs have been iden-
tified since the first one discovered in 1993; at the time named
lin-4 [23], later identified by the term miRNAs [24, 25].
Shortly after their discovery, data saw light suggesting that
miRNAs are involved in carcinogenesis [26] referred to as
“oncomirs” by some authors [15]. It was verified that
miRNAs might function as either oncogenes or tumor sup-
pressors depending on the cell/tissue types (Fig.1d) [15, 27,
28]. Studies demonstrated that miRNAs are dysregulated in
cancer and the changes in expression profiles might classify
human malignancies and even predict the outcome [12, 26,
27, 29]. This means that each cancer has a specific miRNA
profile or pattern [26], which reflects both the tissue of origin
and the stage of carcinogenesis [15, 27, 29-32]. The
mechnism of miRNA deregulation, however, is not exactly
clear, there are several biogenesis machineries contributing to
the alteration [18, 27]. Both up- and downregulation of differ-
ent miRNAs were reported in different types of cancer [27,
28].

miRNA Expression Profiles in the Normal Cervix
and in Preneoplastic and Invasive Cancerous Lesions

miRNA expression profiles were characterized in human
cervical cancer cell lines and normal cervical tissues [20]
followed by several studies in cervical cancer, which dem-
onstrated that miRNA expression profiles are different in
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the normal and cancerous cervix. The majority of these
studies compared miRNA expression profiles in cervical
cancer with their normal — usually matched - cervical tissue
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counterparts [16, 19, 20]. The results of these studies,
however are inconsistent [31, 33].

High variability of miRNA expression was observed in 4
cervical squamous cell carcinomas, 5 high-grade (HSIL) and 9
low-grade (LSIL) squamous intraepithelial lesions, as com-
pared with 19 normal cervical tissues [16]. It was shown that
high “natural expression variability exists among human sam-
ples”, however, aberrant miRNA expression was present in
the studied cancerous and preneoplastic lesions [16]. The
samples could not be separated from each other based on
miRNA pattern, probably due to the previously mentioned
high varability. The authors of this particular study suggested
that the “variability” might be associated with the fact that
some of the normal cervical samples were infected with HPV,
which might influence miRNA expression, or that natural
genetic variations, aging and other health problems are linked
to the variability [16].

It was demonstrated that some miRNAs are upregulated (as
miRs —21, —27a, 34a, —155, 182, —196a, —199, —221), while
others are downregulated (as miRs —143, —145, —99a, —26a,
—203, 218497 etc.) in different stages of cervical carcino-
genesis [13, 15-17, 20, 21, 31, 34-36] (Table 1). Certain
authors have found the downregulated miRNAs to be down-
regulated in other cancers, too, such as miRs —143, —145 in
colorectal cancer [37], miR-199a in hepatocellular carcinoma
[38]. Others, however, have reported on contradictory data,
according to which increase rather than decrease of miRNA
expression was detected in invasive cervical carcinoma when
compared with normal cervical tissue [19].

miRNA expression was analysed comparing normal cervix
and preneoplastic cervical lesions [16]. Interestingly some
miRNAs were downregulated in preneoplastic lesions as com-
pared to normal tissues, but upregulated in cancer [16].

Several miRNAs were found to be upregulated in
preneoplastic lesions, such as miRs —148a, —302b, —10a,
=196 and —132 [16]. Interestingly, known oncogenes (as
myc, kRAS etc.), tumor suppressors (TP53, PTEN) were
found to be specific targets of the aberrantly expressed
miRNAs [16]. It was found that miR-92 is highly expressed
in cervical cancer as compared with normal cervical tissue
[39].

Lee et al. [19] in a study of 10 cases each of advanced
invasive cervical cancer and normal cervix found that miR-
127 is a marker for lymph node metastasis of invasive cervical
cancer and suggested that miRNA profiling might be used as a
prognostic marker for “clinical aggressiveness”. In another
study on 102 cervical cancer cases miR-200a and miR-9 were
found to probably influence metastasis of cervical cancer cells
and to likely predict survival of the patients [12]. These
authors suggested a “miRNA-based model to predict cervical
cancer survival” [12]. Luo et al. [13] analysed 60 cervical
cancer tissues and corresponding non-tumorous epithelia for
the expression of miR-497. They found that miR-497 was

Table1 Altered expression of miRNAs in premalignant and malignant
cervical lesions

a. Increased expression of miRNAs References
let-7f [43]

miR-7 [17]

miR-9 [19, 43]
miR-10a (16, 21]
miR-15b [21]
miR-16 [21, 41, 43]
miR-17 [43]
miR-18a [17]
miR-20a,b [17,21, 41]
miR-21 [12, 20, 21, 33, 41, 43]
miR-24 [21]
miR-27a [43]
miR-31 [17,43]
miR-34a [43]
miR-92 [39]
miR-93 [17,21, 41]
miR-106a [21, 41]
miR-127 [19, 43]
miR-132 [21]
miR-133a,b [19, 43]
miR-141 [17]
miR-142 [17]
miR-145 [19]
miR-146a [17,21]
miR-148a [21]
miR-155 [21, 41]
miR-181c [21]
miR-182 [21, 31, 41]
miR-183 [21, 31, 41]
miR-185 [21, 41]
miR-193 [43]
miR-196a [21]
miR-199 [19, 43]
miR-200 [17,43]
miR-203 [12, 16]
miR-205 [21, 43]
miR-210 [17,43]
miR-214 [19, 43]
miR-223 [21]
miR-224 [17,21, 41]
miR-302 21]
miR-324 [21]
miR-429 [17]

b. Decreased expression of miRNAs References
miR-1 [17]

let-7b, ¢ [21, 36, 44]
miR-10b [17, 21, 44]
miR-26a [16,21]
miR-29a [16, 21, 41]
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Table 1 (continued)

miR-30b [21]

miR-34a [21, 41]

miR-99a,b [16, 17,21, 31]
miR-100 [17,21, 41, 44]
miR-125a,b [21, 41, 44]
miR-126 [21, 41]

miR-127 [17,21, 41]
miR-133a,b [21]

miR-140 [17]

miR-142 [31]

miR-143 [16, 17,20, 21, 31, 36, 44]
miR-145 [16, 17,21, 36, 41, 44]
miR-149 [19, 36]

miR-150 [31]

miR-152 [17]

miR-195 [17,31]

miR-196b [36]

miR-199a,b [16,21, 31, 44]
miR-203 [12, 16, 19, 21, 36]
miR-211 [31]

miR-214 [17]

miR-218 [12, 17,21, 41, 42]
miR-223 [31]

miR-320 [17]

miR-328 [31]

miR-368 [17]

miR-376 [17]

miR-378 [21]

miR-422a [21]

miR-424 [21]

miR-450 [21]

miR-455 [21]

miR-497 [13,17]

miR-513 [16, 21]

miR-574 [21]

downregulated in the cancerous tissue and correlated closely
with FIGO Federation International of Gynecologists and
Obstetrics) stage and lymph node metastasis in cervical cancer
patients [13].

Rao et al. [17] studied 13 HPV-16 or —18 infected patients
with cervical cancer. A total of 18 miRNAs were upregulated,
19 miRNAs were downregulated out of 924 miRNAs, as
compared with the normal adjacent cervical tissue. They
concluded, however, that miRNA expression was not associ-
ated with lymph node or vascular invasion and histological
differentiation of the cancerous tissue, and also that the ex-
pression was independent of cancer stage and metastasis [17].

HPV and miRNA Expression Profile

After discovery of the association between HPV infection and
cervical cancer major progress was made by learning how the
binding of HPV oncoproteins E6 and E7 results in degradation
of tumor suppressor proteins p53 and pRb and leads to cervi-
cal cancer [40].

@ Springer

Wang et al. [21] demonstrated aberrant expression of sev-
eral miRNAs in association with HPV infection. Decreased
p53 expression increased miR-200c expression resulting
deactivated SLIT2 — a “candidate tumor suppressor gene” —
expression, which resulted the development of cervical carci-
noma. Other studies did not find different expressions of miR-
9 and miR-200a between normal and cancerous cervical tissue
[21,41]. Lietal. [41] analysing 78 samples, demonstrated that
reduced miR-218 expression was associated with hrHPV
infection and according to their opinion down-regulation of
miR-218 has a role in development of cervical carcinogenesis.

Based on microarray and/or quantitative real-time PCR
analysis, Martinez et al. [42] showed that 3 miRNAs were
overexpressed, 24 were underexpressed in cervical cell lines
with integrated HPV-16 DNA. miR-218 was “specifically
underexpressed” in HPV containing cell lines and cervical
carcinoma tissue and was associated with the E6 oncogene
of HPV-16. More recently “progressive miRNA profiles”
were demonstrated during cervical carcinogenesis with in-
creased expression of 12 and decrease expression of 9
miRNAs [41].

It was shown that HPV E6 regulates the expression of miR-
23b, miR-34a, miR-218 and HPV E7 of miR-15a/-16-1, —203
[28]. On the other hand, it was demonstrated that cellular
miRNAs might regulate HPV viral gene expression [28]. Yu
et al. [39] detected high expression of miR-92 in 34 cervical
cancers compared with 34 normal cervical samples. They
found that HPV 16 E6 upregulates miR-92 expression in
cervical cancer cell lines in association with the decrease of
tumor suppressor phosphatase and tensin homologue (PTEN)
protein expression [39].

Conclusions

A large number of studies have analysed the expression pro-
file of miRNA in premalignant and malignant cervical squa-
mous epithelial lesions in comparison with normal cervical
squamous epithelia. The results, the identified up- or down-
regulation of certain miRNAs, are quite inconsistent upon
comparison of the discussed studies. This might be due to
the way the samples were collected (fresh, frozen, paraffin
embedded), the mode of cell isolation (macro-, microdissec-
tion or no dissection), the HPV status of normal and neoplastic
samples used, the available clinical data, the application of
in vitro or in vivo models as cell lines, xenographs etc.). All
data agree, however, that significant dysregulation of miRNA
expression profiles occurs during cervical carcinogenesis and
certain miRNAs act as oncogens, while others as tumor sup-
pressors. Some of the up- or downregulated miRNAs may be
so characteristic that they might be used as biomarkers. For
this, however, studies should be performed on larger sample
sizes to indicate sensitivity and specificity using well defined,
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“unified” methods. In addition, obtaining further data on the
clinical course and outcome of patients in comparison to the
dysregulation of miRNA expression profile could turn
miRNAs into prognostic and/or progression markers. Inhibi-
tion of overexpressed miRNAs, as suggested by some authors,
might even serve as target for cancer therapy.
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Abstract

Cervical cancer is a common malignant tumor worldwide ranking fourth in incidence
and mortality among females, which was reduced significantly by cytology screening and
human papilloma virus (HPV) DNA testing. The specificity of cytology is high; however, the
sensitivity is low, in contrast to the HPV DNA testing. Despite the success of these measures,
new biomarkers are still considered to aim increasing sensitivity and specificity of screening
and diagnosis. Significant alterations in microRNA (miRNA) expression have been detected in
several cancers with variable consistency. To investigate the stratification role of miRNAs
between normal epithelium and cervical intraepithelial neoplasia (CIN2-3), we screened the
expression of 667 miRNAs to identify significant markers (n=10), out of them 9 miRNAs were
applied in the study (miR-20b, -24, -26a, -29b, -99a, -100, -147, -212, -515-3p) along with
RNUA48 and U6 as the references. To benchmark the miRNAs, 22 paired (tumor-free and tumor
tissue pairs) laser microdissection-obtained cervical formalin fixed, paraffin embedded tissue
samples were assayed. The expression of miR-20b was 2.4 times higher in CIN2-3 samples as
compared to normal tissues (p<0.0001). In the HPV16-positive subsets of the samples (n=13),
miR-20b showed 2.9-times elevation (p<0.001), whereas miR-515 was 1.15-times
downregulated (p<0.05) in CIN2-3 as compared to normal tissue. These results suggest the
potential value of miR-20b as a starification biomarker in order to differentiate neoplastic and

non-tumorous cases.

Keywords: cervical cancer, cervical intraepithelial neoplasia (CIN), microRNA, human
papilloma virus
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Introduction

Cervical cancer is a common malignant tumor worldwide among females regarding both
incidence and mortality, ranking fourth after breast, lung, and colorectal cancer with an
estimated 570,000 new cases yearly and 311,000 cancer related deaths in 2018 according to
GLOBOCAN sources [1]. There is, however, great variability across the geographic regions of
the world, with higher numbers occurring in several developing countries, where cervical
cancer ranks second for both incidence and mortality[1]. The effect of population-based
screening programs using the Papanicolaou (,,Pap”) test for cervical cancer resulted a
significant decrease both in incidence and mortality [1-3]. Introduction of world-wide accepted
guidelines for new evaluation methods, including the one formulated at the Bethesda
Conference in 2001 [4], led to further decline in cervical cancer incidence. Discovery of the
etiological role of the human papilloma virus (HPV) in cervical carcinogenesis [5] and the
introduction of population-based vaccination programs were further steps towards the
prevention of cervical cancer [6]. It became clear, however, that while being highly specific,
the sensitivity of cytology is relatively low regarding the detection of high-grade squamous
intraepithelial lesions (HSIL) or cervical intraepithelial neoplasia (CIN) [7]. Recently, more
sensitive though less specific HPV DNA molecular detection tests have been introduced into
the screening system effectively reducing cervical cancer incidence better than cytology
screening alone. The demonstration of high-risk HPV (hrHPV) infection however does not

prove whether the infection is transient or of the transforming type. [6,8-10]

Several new biomarkers have been applied for detection of transformed cells aiming to
increase the sensitivity and/or specificity of the screening tests and/or in combination with
cytology and/or with HPV DNA testing [8,11]. More recently, several groups have
demonstrated aberrant expression of microRNAs (miRNAS) in premalignant and malignant
cervical lesions, suggesting that this might be used as a more specific biomarker [3,12-19]. The
majority of these works analyzed cervical cancer and/or premalignant lesions, with no
surrounding tumor-free tissues coming from the same patient. For this reason, we performed a
study comparing the miRNA expressions of HSIL/CIN2-3 lesions and histologically non-

altered surrounding cervical epithelium in pairs deriving from the same patients.

Materials and methods

Patients and specimens
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In total, 10 paired (normal/diseased) formalin fixed paraffin embedded (FFPE)
histological samples with CIN1, 2, 3 and in situ carcinoma (CIS) were applied for miRNA
screening and further 44 FFPE tissues (22 pairs of CIN2-3 and surrounding normal tissue) were
chosen for validation of the results. The samples were selected from the archives of the 2nd
Department of Pathology of Semmelweis University. The study was performed with the
permission of the National Ethical Committee (V-R-021/04346-4/2013), according to the
principles of the Declaration of Helsinki and with written consent from the patients. The
samples derived form patients between 22 and 45 years of age at the time of obtaining tissue
material with an average of 32.9 years (Table 1). Laser captured microdissection was used for
selection and isolation of morphologically altered, dysplastic and non-tumorous foci performed
by experienced pathologists. The 4-5 pm-thick FFPE sections were cut on FrameSlides 1.4 um
Pet Membrane (MicroDissect GmbH, Herborn, Germany). Leica AS LMD (Meyer Instruments,
Houston, Texas, USA) instrument was used for microdissection of the areas of HSIL and non-
altered epithelium, which were collected in BRAND®PCR-tubes (0,5 ml, BrandTech®
Scientific, Merck KGaA, Darmstadt, Germany). A total of 10-12 microdissected sections were

collected from the selected areas for the subsequent RNA isolation.

HPV genotyping test

The Human papilloma virus (HPV) viral DNA detection was perfomed by
CONFIDENCE HPV™ test (GenolD, Budapest, Hungary), which detects HPV16, HPV18
separately, and the other high-risk HPV-types (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 and 68)
in group using multiplex real-time polymerase chain reaction technology [20].

RNA isolation

Total RNA including the miRNA fraction was extracted from the removed tissue areas
by RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit (Ambion brand by Life Technologies,
Carlsbad, California, USA) according to the manufacturer’s instructions. The purified RNA
was kept until use at -80°C after the determination of the RNA concentration by a NanoDrop
1000 spectrophotometer (Life Technologies of Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA,
USA).
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mMiRNA Screening

A preliminary miRNA expression screening was perfomed in 10 paired (normal/tumor)
samples using TagMan Array (TagMan Array Human MicroRNA Cards Set v2.0, Panel A and
B, Life Technologies, Foster City, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions
(Table 2). The two-card sets contained 667 specific assays to human miRNAs and four control
assays (three endogenous control and one negative control assays). In order to increase
sensitivity of the analysis for miRNAs being present in lower concentration, a preamplification
step was included using Megaplex PreAmp Primers (Applies Biosystems by Life Technologies
Foster City, CA, USA). The miRNA measurements were performed in 384-plate format in a
7900HT Fast Real-Time PCR System (Applies Biosystems by Life Technologies Foster City,
CA, USA). Ct values were calculated using the SDS software v.2.1 using automatic baseline

settings.

Determination of the expression levels of miRNAs identified in the screening

The expression of the selected miRNAs listed in Table 3 was determined using TagMan
MicroRNA Assays (Life Technologies brand of Thermo Fisher Scientific Inc). Reverse
transcription (RT) and quantitative polymerase chain reaction (QPCR) were performed
according to manufacturer’s instructions. RT reaction was carried out using TagMan
MicroRNA Reverse Transcription Kit containing 10 ng total RNA. The gPCR was performed
by applying TagMan Universal Master Mix Il, no UNG and 0.65 uL of the RT product. Owing
to low copy numbers of miRNAs initially present in the samples, two miRNAs (miR-147 and
miR-515) were preamplified just before gPCR for 12 cycles including the assays for reference
as well. The amplification reaction was run in triplicates on a LightCycler 480 Instrument 11
(Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA). Relative expression (249, where ACq=C0Rref-
Camir) Was calculated applying the average of RNU48 and U6 as the most stable reference

determined by the NormFinder application [21].

Statistical analysis

The differences between normal and HSIL/CIN2-3 lesions were analyzed by means of
non-parametric Wilcoxon Matched Pairs Test using STATISTICA software, version 12
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(StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA). A p value of 0.05 was set as the threshold for statistical

significance.

Results

To investigate whether miRNAs could predict the difference between normal and
HSIL/CIN2-3 tissue samples, we analyzed the expression of 667 miRNAs in a preliminary set
of samples (n=10). The paired healthy and diseased samples were evaluated according to the
average down-regulation / up-regulation and their respective standard deviation and miRNAs
with significant values (compared to the zero change) were selected for the study. It is
noteworthy that there were significant average fold changes in the data sets. A total of 52
dysplasia upregulated and 27 dowregulated miRNAs with more than 3-fold changes were
detected, but the majority of these changes was also highly variable, which renders them
statistically insignificant. The final selection of the miRNAs was based on significantly
different expression in diseased as compared to healthy tissue pairs (miR-20b, -24, -26a, -100)
and additional miRNAs were selected based on a literature review (miR-29b, -99a, -147, -212,
-515-3p).

In order to assess the expression of these selected 9 miRNAs in HSIL/CIN2-3 and
surrounding morphologically non-altered (“normal”) epithelia, further 22 paired FFPE cervical
samples was used from the patient cohort. Statistical analysis of the miRNA expressions in the
sample pairs (normal contra HSIL) showed a 2.4 fold overexpression of miR-20b in
HSIL/CIN2-3 samples compared to normal tissues with high statistical significance (p<0.0001)
(Fig. 1). Additionally, miR-212 was also elevated with 1.6 fold increase (p<0.06) and miR-515
showed 4 fold downregulation (p<0.07) in dysplasia tissue compared to normal; however, these
differencies were not statistically significant (Table 4). The other miRNAs analyzed did not
show any difference between dysplasia and normal areas.

When investigating miRNA expression in the samples tested to be HPV16-positive
(n=13), miR-20b showed 2.9 fold upregulation (p<0.001) and miR-515 was 1.15 fold
downregulated (p<0.05) in HSIL/CIN2-3 compared to normal tissue, which were statistically

significant (Fig. 2).

Discussion
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The novelty of our study is the pairs of HSIL/CIN2-3 and morphologically non-altered
tissues, derived from the same patients as the source of miRNAs, precisely removed by laser
microdissection, which has been rarely done in previous reports [22]. Our results demonstrated
significantly increased expression of miR-20b in HSIL/CIN2-3 lesions in comparison to the
surrounding morphologically non-altered cervical epithelium; while increased miR-212 and
decreased miR-515 expression were also detected, however, these expressional differences

were not statistically significant regarding the whole study population.

miRNAs are a family of small (18-25 nucleotides in length) single-stranded non-coding
RNA molecules, which regulate gene expression at post-transcriptional level. miRNAs affect
messenger RNAs (mMRNAS) by degradation or by repression of translation via binding to the 3'
untranslated region of the targeted mRNAs [11,17,23]. Until now, approximately 2500 human

miRNAs have been described in the miRBase database (www.mirbase.org), consisting of

tissue-, organ-, cell- and ,differentiation”- specific miRNAs. It has been shown that
dysregulated miRNA-expression is involved in various biological processes including
carcinogenesis. mMiRNAs may act as ,,oncomirs” functioning as either oncogenes or tumor
suppressors depending on the type of tissue and stage of tumor development. miRNAs may be
up- or downregulated in cancer tissue and thus these molecules have been suggested to be
potential novel tumor markers [3,13,14,17,19,24-28].

Accordig to Pardini et al., 24 studies targeting miRNA expression in cervical cancer
show ,,great variability”. The variability, however, can be attributed to the differing numbers of
samples (and consequently the varied statistical power) and the studied different histological
backgrounds (premalignant or malignant lesions). Nevertheless, the analyzed samples (liquid,
solid, FFPE or frozen) and the RNA isolation methods are also varied. Despite the mixed
backgrounds, miR-29a and miR-21 were the most often found down- and upregulated miRNAs
in invasive cervical cancer, while the altered expression of other miRNAs, especially miR-20b,
was found to be associated with a range of patological lesions including from premalignant to
malignant stages [17]. Cheung et al., by comparing normal epithelium, CIN and carcinoma
samples, found 10 upregulated and 2 downregulated miRNAs in CIN lesions. The upregulation
of miR-20b was found to be of the highest fold changes (2.89) in CIN2-3 lesions compared to
normal tissue. As miR-20b was shown to be upregulated from the stage of premalignancies to

invasive cancer, our results confirm the earlier findings regarding HSIL/CIN2-3 samples [29].


http://www.mirbase.org/
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miR20b is encoded by the miR-106a-363 cluster located on human chromosome X and
an autoregulatory feedback loop exists between E2F1 and miR-20b-5p, which was shown to be
involved in proliferation and differentiation [30]. In a breast cancer study, miR-20b was shown
to act as a tumor suppressor by inhibiting the migration and invasion of breast cancer cells [30]
. Others demonstrated that HPV E6-regulates miR-20b and promotes invasion in cervical cancer

by targeting the tissue inhibitor metalloproteinase 2 [31].

Regarding other dysregulated miRNAs in cervical cancer development, Pardini et al.
and He et al. reviewed the available studies, with listing miR-26a, -29a, -99a, -100, and -212
reported to be downregulated in CIN2-3 and/or cervical cancer in comparison to normal
cervical epithelium [17,32]. In addition, aberrant expression of miR-24 and -29b has been
observed in cervical cancer [33-35] and downregulated miR-147 and upregulated miR-515-3p
have been found in several solid cancers [36,37]. However, we did not find statistically
significant differences in the expression of these miRNAs when all of the 22 paires of

HSIL/CIN2-3 samples were analyzed.

When examinig the miRNA expression in the 10 pairs of preliminary samples, we
observed highly variable fold changes with relative large standard deviation, suggesting that
the samples were rather heterogenous. This means that samples of different molecular
background might have been put into the same group of HSIL/CIN2-3, which signifies the
finding of a more efficient way for the stratification of samples with the aim to reduce the
heterogeneity between the samples even more. For this reason, we chose a subgroup of samples
tested positive for HVP16 and found a more upregulated miR-20b in HPV16-positive
HSIL/CIN2-3 samples as compared to normal cervical epithelium. Association between
miRNA expression and hrHPV infection has been reported [16,32,38]. For example, Wang et
al. (2014) detected 13 up- and downregulated miRNAs, which were associated with hrHPV 16
and 18 [39].

In association with CIN2-3 and cervical carcinoma, several further miRNAs showing
dysregulated expression have been reported, such as miR-218, 29a, -101, -140-5p [40-44]. In
the study of Gocze et al (2015), progressively increased expression of miR-27a was
demonstrated in CIN2-3 as compared to CIN1 and in squamous cell carcinoma (SCC) as
compared to CIN2-3, while the levels of miR-34a were found to be lower in CIN2-3 when
compared to CIN1 and in SCC in comparison to CIN2-3. These data were found to be correlated

with HPV16 positivity [14]. Differences were also detected in miRNA expression between SCC
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and adenocarcinoma [13]. Overexpression of several miRNAs was shown in SCC (miR-21, -
27a, -34a, -155, -196, -203, -221) regardless of HPV status, however miR-21, -27a, -34a, -196a,
and -221 characterized HPV positive SCC, in contrast to adenocarcinoma having the same HPV
status [13].

More recently, altered miRNA expression has been reported in non-solid tissues, such
as biofluids (blood, vaginal mucus, saliva, urine etc.) [18,45]. Four miRNAs were upregulated
in CIN2-3, SCC and adenocarcinoma, showing a correlaion with hrHPV. The data were
confirmed in frozen tissues coming from the same patients and miR-20b was among the
upregulated miRNAs, as found in our HSIL/CIN2-3 cases. miRNAs may be associated with
,Argonaute (AGO) proteins” or located in extracellular vesicles implying that miRNAs are
»diversely distributed” across tissues and extracellular fluids, meaning that miRNAs are present

intracellularly and extracellularly as well [45].

To summarize, our study revealed overexpression of miR-20b in HSIL/CIN2-3 tissue
lesions as compared to the morphologically non-dysplastic adjacent epithelium. This might
suggest the use of miR-20b as a potential biomarker in order to differentiate neoplastic from
normal tissues. Further studies may examine the use of miR-20b as a marker in vaginal

fluid/mucous and/or in liquid based cytology samples.
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Tables List

Table 1. List of patients
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No Age HPV type
1 31 16"

2 30 |167

3 38 Negative

4 25 16+

) 44 16+

6 32 Negative

7 34 33"

8 27 16"

9 30 Negative

10 32 58"

11 23 16"

12 25 16%; 31%; 33"
13 35 18+

14 28 16", 66", 45%, 59"
15 35 16"

16 34 Negative

17 43 16%,18"

18 36 |16"

19 43 Negative

20 22 16"

21 35 LR" and 56"
22 42 16"

Average: 32.9

HR: high risk HPV types; LR: low risk HPV types
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Table 2. Kits used for preliminary miRNA expression screening

Name of the kit Catalogue
Number
TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit 4366596
Megaplex RT Primers Human Pool A 4399966
Megaplex RT Primers Human Pool B 4399968
TagMan PreAmp Master Mix Kit 4384267
Megaplex PreAmp Primers Human Pool A 4399233
Megaplex PreAmp Primers Human Pool B 4399201
TagMan 2X Universal PCR Master Mix, No AmpErase UNG (1 x 5 4324018

ml)

Human Array A and B 4400238

Table 3. The list of selected miRNAS

Assay ID MiRNA
001014 hsa-miR-20b
000402 hsa-miR-24
000405 hsa-miR-26a
000413 hsa-miR-29b
000435 hsa-miR-99a
000437 hsa-miR-100
000469 hsa-miR-147
000515 hsa-miR-212
002369 hsa-miR-515-3p

For reference:
001006 RNU48
001973 U6
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Table 4. miRNAs showing statistical differences between HSIL/CIN2-3 and
corresponding normal tissue

mMiRNA p value
In the 22 pairs
miR-20b <0.0001
miR-212 0.06
miR-515 0.07
In HPV16+ samples
miR-20b <0.001
miR-515 <0.05
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Figure legends

Fig. 1. Relative miRNA expression in HSIL/CIN2-3 and corresponding normal cervical
samples. Black interrupted lines represent the pairs of samples and indicate the direction of

alteration of miRNA expression in dysplastic samples as compared to normal tissue.

Fig. 2. Relative miRNA expression in HSIL/CIN2-3 samples known to be HPV16 positive
and in corresponding normal cervical samples (n=13). Black interrupted lines represent the
pairs of samples and indicate the direction of alteration of miRNA expression in dysplastic

samples as compared to normal tissue.
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