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Ludské papilomavirusy (HPV) sa povaZzuju za zavazny etiologicky faktor, zodpovedny za viac ako 99,7 % vset-
kych cervikalnych karcinomov, pricom 14 typov HPV je povaZovanych za onkogénne. Prave perzistentna infek-
cia vysokorizikovymi HPV typmi vedie k zmene epitelovych buniek, k vyvoju prekanceréznych lézii, pripadne az
k vzniku cervikalneho karcindmu. Za obdobie od 1. januara do 31. decembra 2017 sme mali k dispozicii 3 463
pacientok, ktoré podstupili cervikalne cytologické vySetrenie a nasledne molekulovogeneticku diagnostiku HPV
na baze DNA, testom cobas® 4 800 HPV (Roche Molecular Diagnostics, CA, USA), a na baze mRNA, testom Ap-
tima HPV Assay (Hologic, CA, USA). Cielom nasej Statistickej analyzy bolo vyhodnotenie expresie hrHPV pri
oboch molekulovych metddach, a zaroven sledovat korelaciu s jednotlivymi cytologickymi nalezmi. V budicnos-
ti by prave skora detekcia HPV v bunkach kréka maternice zarucila lepsSiu prognézu a nasledne aj efektivnejsiu
liecbu prekancerdz u pacientky.
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Molecular - genetic diagnostics of Human Papillomavirus (HPV) and monitoring of HPV patients

Human papillomaviruses (HPV) are considered to be a significant etiological factor responsible for over 99.7 %
of all cervical carcinomas, while 14 of HPV types being considered as oncogenic. Persistent infection by high-
risk HPV types leads to epithelial cell changes, to the development of precancerous lesions, eventually to cervi-
cal carcinoma. For the period from January 1 to December 31, 2017, we analysed 3463 patients who underwent
of cervical cytology examination and then DNA-based HPV molecular diagnostics were screened by cobas® 4800
HPV (Roche Molecular Diagnostics, CA, USA) and based mRNA, were screened by Aptima HPV assay (Holog-
ic, CA, USA). Our statistical analysis aimed to evaluate the expression of hrHPV in both molecular methods and
their correlation with individual cytological findings. In the future, early detection of HPV in cervical cells would
ensure better prognosis and, consequently, more effective treatment of precancerous conditions in a patient.
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Uvod z hostitel'skej bunky. Multifunkény protein E5 spolu s onko-

V stcasnosti sa ludsky papilomavirus (HPV — Human Pa-
pillomavirus) povazuje za zéakladny etiologicky faktor spo-
sobujuci rakovinu kréka maternice, pretoze bez infekcie
HPV nie je mozny vyvoj prekanceréznych stavov s nasled-
nym progresom do cervikalneho karcinému. Ludské papi-
lomavirusy sa zaraduju do ¢elade Papillomaviridae, pricom
ide 0 malé neobalené dvojvlaknové DNA virusy s genémom
velkosti priblizne 8 000 bp. Patria medzi epiteliotropné viru-
sy zodpovedné za cytopaticky efekt kozného a slizniéného
epitelu. Geném virusu (obrdazok 1) obsahuje 8 — 10 génov
a sklada sa z troch funkénych oblasti — nekddujuca regulac-
na oblast (LCR - long control region), oblast so skoro prepi-
sujucimi sa génmi (Early genes) E1, E2, E3, E4, E5, E6 a E7
a oblast s neskoro prepisujlcimi sa génmi (Late genes) — L1
a L2, ktoré kéduju majoritny a minoritny virusovy kapsidovy
protein a tvoria az 85 — 90 % celkovej hmotnosti virusu. Re-
gulacna oblast obsahuje vdazbové miesta pre virusové pro-
teiny E1 a E2, prométory (P1, P2, P3 a P4) a vazbové mies-
ta pre transkripcné faktory. Oblast so skoro prepisujicimi sa
génmi obsahuje gény pre regula¢né proteiny E1 — E8. Protei-
ny E1 a E2 st zodpovedné za replikaciu a transkripciu virusu,
E4 je neskory protein, ktory uvolfiuje nové virusové Castice

génnymi proteinmi E6 a E7 ovplyvnuje mechanizmus regula-
cie bunkového cyklu®?,

Celkovo existuje viac ako 200 réznych druhov HPV schop-
nych infikovat ludsky organizmus®, z toho 30 — 40 druhov
je sexudlne prenosnych, schopnych infekcie predovsetkym

Obrazok 1. Geném HPV 16
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viacvrstvového dlazdicového epitelu kr¢ka maternice, kde sa
nasledne podielaju na vzniku nadorovych procesov v anoge-
nitalnej oblasti. Na zaklade typu hyperplastickej ézie epitelu
mozno HPV rozdelit do dvoch skupin — HPV infikujuce koZu
a HPV infikujuce sliznicu. Na zaklade stupna koreldcie medzi
infekciou HPV a vyvojom rakoviny kr¢ka maternice su jednot-
livé typy papilomavirusov rozdelené do dvoch kategorii — 1.
IrHPV (nizkorizikové typy HPV) a 2. hrHPV (vysokorizikové ty-
py HPV). LrHPV su zodpovedné za vznik benignych nadorov
vo forme genitdlnych bradavicovitych vyrastkov, papilémov
a kondylomov. NajCastejSie vyskytujice sa IrHPV typu 6 a 11
su pritomné vo viac ako 70 % condylomata accuminata, pri-
¢om ostatnych 30 % kondylémov spdsobuju zvysné IrHPV.
HrHPV dévaju podklad vzniku cervikalnych dysplazii, pripad-
ne az invazivneho karcinému kréka maternice™. Taktiez su
spdjané s oralnymi alebo inymi anogenitalnymi malignitami.
Zo vsetkych 14 hrHPV typov (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59, 66 a 68) je zname, Ze typy HPV 16 a HPV 18 pred-
stavuju priblizne 70 % pripadov rakoviny krécka maternice®.
Bolo zistené, ze hrHPV zohrdvaju ddlezitu ulohu nielen pri
vzniku cervikdlneho karcinému, ale aj v etioldgii inych malig-
nit, karcindmu penisu, konecnika, koze, pripadne niektorych
malignit hornych dychacich ciest.

Korelacia medzi HPV infekciou a rakovinou krcka
maternice

Je preukazané, ze ludsky papilomavirus zodpoveda za
viac ako 99,7 % vsetkych pripadov cervikalneho karcinomu®).
Samotna infekcia cervikalnych epitelovych buniek vysokori-
zikovymi typmi HPV ma odli$né formy. M6zZe ist o prechod-
nu infekciu, ktord je asymptomaticka a nepreukazuje ziadnu
pritomnost patologickych zmien v epitelovych bunkach kré-
ka maternice, respektive preukazuje len pritomnost benig-
nych bradavic az po vysokoinvazivny cervikalny karciném,
ktory je vysledkom prave perzistentnej i transformujucej
sa infekcie. Prave perzistentna infekcia je zakladnou prici-
nou cervikalneho karcindmu a jeho prekurzorov — cervikal-
nych intraepitelovych neoplazii (CIN), ktoré predstavujui zme-
nu v bazalnych epitelovych bunkach s ndslednym vyvojom
prekanceréznych lézii a v konecnom dosledku aj so vznikom
cervikalneho karcindmu®,

Hoci perzistentna infekcia hrHPV sa povazuje za hlavnu
pri¢inu cervikalneho karcinédmu a jeho prekurzorovych |ézii,
velmi nizke percento infekcii hrHPV sa vyvinie az do Stadia
cervikalneho karcinomu. Sexualne prenosna infekcia lud-
skym papilomavirusom nie je v ziadnom pripade ojedinelou
zélezitostou, av§ak vo viac ako v 90 % pripadov infikovanych
zien vznikne imunitna odpoved, ktora nasledne potlaci infek-
ciu v priebehu 6 az 24 mesiacov bez akychkolvek dlhodo-
bych zdravotnych nasledkov®. Infekcia ktorymkolvek typom
HPV moéze vyvolat vznik cervikdalnych intraepitelovych neo-
plazii, ktoré v§ak po potlaceni infekcie imunitnym systémom
zvyCajne zaniknd. Vzhladom na to, Ze virus je v populdcii
prenosny jednoduchym sposobom, infekcia HPV je pomer-
ne Casta zalezitost, pricom sa odhaduje, Ze az 80 % sexual-
ne aktivnej populacie je infikovanych este pred dosiahnutim
50. roku zivota®. Co sa tyka prevalencie HPV, t4 je najvy$sia
u mladych Zien do 25 rokov®, av§ak najvyssi vyskyt rakoviny
kréka maternice je u Zien okolo 40. roku Zivota.

Rakovina kr¢ka maternice sa zaraduje medzi druhé naj-
CastejSie onkologické ochorenie u Zien v celosvetovom reb-
ricku a tretie v Eurdpe, pricom je jednym z ochoreni, ktoré po-
stihuje vo véeobecnosti najma Zeny v produktivnom veku®.
Je povazované za ochorenie, ktoré je ako jedno z mala on-
kologickych ochoreni l'ahko diagnostikovatelné a rovnako aj
efektivne lieCitelné. Takmer 90 % vSetkych umrti na rakovinu
kréka maternice prislicha prave rozvojovym krajinam, ¢o od-
raza rozdiely v dostupnosti cervikalneho skriningu a preva-
lencie infekcie HPV. Hlavnym rizikovym faktorom vzniku cer-
vikalneho karcindmu je vysoka promiskuita, s ktorou suvisi
sexudlne prenosna infekcia HPV. Medzi d'alSie rizikové fak-
tory patri aj tehotenstvo v nizkom veku, fajcenie, trvalé uzi-
vanie antikoncepcie, socioekonomicky status a imunitna od-
poved(9,

Cervikalna intraepitelova neoplazia a karcinogenéza

Karcinogenéza cervikdlneho karcinomu je niekolkostup-
novy proces, v prvom rade sprevadzany infekciou HPV, per-
zistenciou virusu vo forme epizému a jeho ndslednou linea-
rizaciou a integraciou do hostitel'ského genému. Len ¢o je
geném HPV v priebehu karcinogenézy integrovany do chro-
mozému hostitel'skej bunky, vysledkom je okamzita expre-
sia onkogénnych proteinov E6 a E7. Nadmerna expresia on-
kogénneho proteinu E6 zrychluje degradaciu nddorového
supresorového proteinu p53 a vdazba onkogénneho protei-
nu E7 inaktivuje tumorsupresorovy protein pRB. Schopnost
proteinov E6 a E7 viazat a deregulovat bunkové regulatory
proteinovych komplexov vedie pocas proliferacie k aktivacii
malignej transformacie indukovanej HPV(". Strata funkcie
nadorovych supresorov prispieva k procesu malignej trans-
formacie, pretoze vo vysokej miere ovplyviuju proliferaciu
buniek a naslednu diferenciaciu a apoptdzu. Z tohto dévodu
onkogénne proteiny E6 a E7 prispievaju k progresii karciné-
mu kréka maternice, av$ak ich transkripéna schopnost bo-
la preukazana vylu¢ne pri hrHPV, pri ostatnych typoch HPV
ich onkogénna aktivita preukazana nebola®. Maligna trans-
formdcia je proces sprevadzany vyvojom cez cervikalne in-
traepitelové neoplazie (CIN) charakterizované abnormalnou
bunkovou proliferaciou.

Prekancer6ézne zmeny kr¢ka maternice su sledované pro-
strednictvom cervikalneho cytologického vysSetrenia zo ste-
ru buniek z kréka maternice. NajcastejSim miestom vzniku
spominanych prekancerdznych |ézii, respektive nddorovych
stavoy, je miesto medzi dlazdicovym a cylindrickym epitelom
v mieste transformacnej zony, kde virus infikuje bunky bazal-
nej vrstvy epitelu cez mikroskopické poranenia alebo pria-
mym kontaktom(?, Takéto zmeny su na zéaklade histoldgie
klasifikované ako cervikalne intraepitelové neoplazie (CIN),
ktoré sa rozdeluju do troch stadii: CIN | (dysplazia mierneho
stupna), CIN Il (dysplazia stredného stupna) a CIN Ill (tazka
dysplazia zahriujlca aj karcindm in situ) (obrazok 2). Pri his-
tologickom naleze CIN | su viditelné zmeny v dolnej tretine
epitelu s porusenim diferencidcie buniek. Pri CIN Il sa nacha-
dzaju abnormalne bunky v dolnych dvoch tretinach epitelu,
pricom zmeny v epitelovych bunkach su rovnaké ako pri his-
tologickom stadiu CIN I. V pripade tazkej dysplazie oznaco-
vanej ako CIS (carcinoma in situ) alebo CIN I1l/CIS ide o poru-
chu diferenciacie buniek v celej vrstve epitelu" (obrazok 3).

2/2018
ewslab

73




Povodné prace

Obrazok 2. Progresia cervikalnych Iézii po infekcii HPV(®)
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Obrazok 3. Porovnanie jednotlivych nalezov na krcku materni-
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Cytologicky cervikalny skrining

Rakovina krCka maternice sa vo vSeobecnosti povazuje
za ochorenie skriningom dobre sledovatelné, pretoze pre-
kancerézy sa vyvijaju v pomerne dlhom ¢asovom horizon-
te a su l'ahko lieCitelné. V sicasnosti su k dispozicii prebiop-
tické metddy ako cytologicky skrining, respektive sledovanie
pritomnosti infekcie HPV, ktoré sluzia na diagnostiku prekan-
ceréz. Ide o pomerne lacné, pacientku nezataZujlce a zaro-
ven dostatoCne efektivne metddy. Jednou z nich je prave
cytologicky cervikdlny skrining, ktory slizi na vySetrovanie
populacie zien s cieflom detekcie bunkovych abnormalit
skor, ako mozu progredovat az na uroven prekanceréz ale-
bo ranych Stadii cervikalneho karcinému. Spolu s kolposko-
piou a diagnostikou pritomnosti hrHPV patria medzi diag-
nostické metddy podielajlce sa na odhaleni dysplastickych
zmien na kréku maternice. Standardné cytologické vySetre-
nie nateru epitelovych buniek krcka maternice (PAP test) je
uz mnoho rokov Standardnou skriningovou metédou znizu-
jucou vyskyt rakoviny krcka maternice o 60 — 90 % a umrt-
nost az 0 90 %. Obmedzenim tohto testu je vSak pomerne
nizka senzitivita, ktora sa priblizuje k 50 %, a to najma v inter-
pretacii atypickych skvaméznych buniek neznameho pévodu

(ASC-US) a skvamozne intraepitelovych ézii nizkeho stup-
na (L-SIL)("®), ako aj vyrazny podiel nehodnotitelnych vzoriek.
Z tohto dévodu bol ako sucast cervikalneho skriningu, ktory
interpretuje jednotlivé nalezy podla Bethesda systému('¥, za-
radeny test na detekciu pritomnosti vysokorizikovych typov
ludskych papilomavirusov. Zakladom cervikalnej cytologie
je ster Specialnou odberovou kefkou, ktory obsahuje epitelo-
vé bunky z povrchu endocervixu, exocervixu, epitelové bun-
ky transformacnej zény. Dnes mame k dispozicii dva odlis-
né sposoby cytologického vysetrenia. Klasicka (konvencnad)
cytolégia zahfiia odber buniek z transformacnej zény krcka
maternice sterom pomocou odberovych Spachtli a Stetocok,
naslednym natretim buniek na cytologické podlozné skli¢-
ko, kde nasleduje okamzitd fixacia buniek na baze alkoholic-
kych roztokov (metylalkohol, izopropylalkohol) a v laboraté-
riu polychromatické farbenie podla Papanicolauovej metddy.
Ako sucast cytologického vysetrenia sa dnes dostéva do po-
predia inovativny typ cytologického vySetrenia — Liquid Ba-
sed Cytology (LBC) alebo cytoldgia na tekutom zaklade. Ten-
to druh odberového systému posunul cytologické vysetrenie
na vyssiu uroven, pretoze vyhodou tejto metddy je Cistejsi cy-
tologicky material v porovnani s klasickou (konvenénou) cy-
tolégiou, rovnako to, ze 2- az 4-ndsobne zvySuje zachyt pre-
malignych lézii. Vyhodou je takisto fakt, ze z materialu tej
istej vzorky mozno vysetrit HPV, aj HSV, Chlamydia tracho-
matis alebo Neiserie gonorrhoeae.

V podmienkach Slovenskej republiky (SR) ma kazda pa-
cientka vo veku 23 — 64 rokov v rdmci preventivnej gyneko-
logickej prehliadky narok na cervikalny cytologicky skrining,
pricom periodicita je nasledovna: prvé dva odbery cervikalnej
cytoldgie su v rocnom intervale. V pripade negativity tychto
dvoch cytologickych nalezov sa pokracuje v trojrocnom inter-
vale do veku 64 rokov. Skrining sa vo veku 64 rokov ukonci,
ak budu posledné tri cytologické nalezy negativne. V pripa-
de pozitivneho nalezu je interval kontrolnej cytologie 3 az 6
mesiacoy, respektive je odporucené kolposkopické vySetre-
nie, histologické vysetrenie a testovanie pritomnosti vysoko-
rizikovych typov ludskych papilomavirusov(®.

Laboratorna diagnostika l'udského papilomavirusu
(HPV)

Diagnostika pritomnosti infekcie HPV prostrednictvom
molekulovogenetickej laboratérnej diagnostiky méze byt re-
alizovana testovanim na baze DNA alebo mRNA. V oboch pri-
padoch HPV testovania je sledovana pritomnost 14 vysoko-
rizikovych typov HPV (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 66 a 68). HPV je na Slovensku diagnostikované Zzenam
nad 30 rokov s cytologickym nalezom ASC-US, po konizac-
nych a ablacnych vykonoch na kréku maternice, ktoré boli
vykonané z doévodu lieCby dysplazie alebo mikroinvazivneho
karcindmu cervix, respektive v inych pripadoch podla indika-
cie lekdra so Specializaciou onkoldgia v gynekoldgii.

cobas® 4800 HPV

Pritomnost HPV infekcie na Grovni DNA je testovana pro-
strednictvom molekulovogenetickej laboratérnej diagnostiky
technolégiou cobas® 4800 HPV (Roche Molecular Diagnos-
tics, CA, USA), ktory deteguje amplikony HPV DNA dlhé 200
bp majoritného kapsidového proteinu L1 u 14 hrHPV typov
(16,18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 a 68) zo steru
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epitelovych buniek kréka maternice(®. Identifikovana pritom-
nost oblasti virusovej DNA potvrdzuje pritomnost HPV, ¢o
vS8ak neznamena jednoznacne aktivitu virusu a v mnohych
pripadoch moéze byt samovolne potlaceny imunitnym sys-
témom hostitela bez akychkolvek sprievodnych priznakov,
¢o na druhej strane Casto vedie k faloSne pozitivnym vysled-
kom metddy. Ide o automatizovany kvalitativny test na pou-
zitie in vitro detekcie hrHPV. Zalozeny je na subeznej extrak-
cii HPV a celuldrnej DNA, amplifikacii PCR sekvencii cielovej
DNA so suc¢asnym pouzitim HPV a B-globinovych $pecific-
kych komplementarnych primerov a na detekcii flourescenc-
ne znacenych HPV a B-globinovych Specifickych oligonukle-
otidovych detekénych sond prostrednictvom Real-Time PCR
technolégiou LightCycler® 48009, N&sledne sa extrakciou,
amplifikaciou a detekciou B-globinu testovaci proces ukon-
Ci. Vo vysledku su typy HPV 16 a 18 detegované samostatne
ako pozitivne alebo negativne a ostatnych 12 hrHPV typov je
detegovanych spolocne.

Test je indikovany ako sucast skriningu pacientov s cy-
tologickym nalezom ASC-US na urcenie potreby kolposko-
pie, respektive na identifikaciu pritomnosti genotypov HPV
16 a HPV 18, pretoze ich detekcia je odporuc¢ana na sledova-
nie zien, ktoré su pozitivne na hrHPV a zaroven s cytologic-
ky negativnymi vysledkami, Zien vo veku nad 30 rokov spo-
lu s PAP testom ako sucast cervikalneho skriningu, ako aj na
urcenie pritomnosti hrHPV a na identifikaciu pritomnosti ty-
pov HPV 16 a HPV 1809,

Aptima HPV Assay

Aptima HPV Assay je amplifikacny test cielovej sondy
nukleovej kyseliny na in vitro kvalitativhu detekciu E6 a E7
virusovej mMRNA zo 14 hrHPV typov (16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 a 68)("). Test nerozliSuje medzi 14
hrHPV, nezistuje pritomnost HPV DNA, ale deteguje integ-
raciu virusového gendému a genetické zmeny v epitelovych
bunkdach krcka maternice. Inak povedané, deteguje pritom-
nost hrHPV, ktorych DNA sa uz v hostitel'skych bunkach ex-
primuje a v plnej miere sa moze prejavit karcinogénny efekt
virusu. V tomto pripade ide o detekciu perzistentnej infekcie
hrHPV, pri ktorej je takmer isty progres nddorového procesu
v epitelovych bunkach kr¢ka maternice. Kedze expresia on-
kogénnych proteinov E6 a E7 pri hrHPV typoch meni funkcie
bunkovych proteinov p53 a pRB, je dolezité sledovat ich ex-
presiu, pretoze vedie k naruseniu kontrolnych bodov bunko-
vého cyklu v zmysle malignej transformdcie. Aj z tohto dévo-
du s mRNA testy vhodnejSie pri predikcii CIN2.

Mechanizmus Aptima HPV Assay zahfna tri hlavné kroky,
ktoré sa vykonavaju v jednej skimavke: zachytenie ciela a je-
ho amplifikacia pomocou transkripéne sprostredkovanej am-
plifikacie (Transcription — Mediated Amplification — TMA),
nasledna detekcia amplikonov pomocou testu hybridiza¢nej
ochrany (Hybridization Protection Assay — HPA)(""). Detek-
cia amplikénov je realizovana prébou jednoretazovej nukle-
ovej kyseliny chemiluminiscenéne a znacené proby Speci-
ficky hybridizuju a amplikénom. Znacené sondy nukleovej
kyseliny hybridizuju Specificky s amplikénom. Selekéna re-
agencia nasledne rozliSuje hybridizovanu sondu od nehyb-
ridizovanej deaktivaciou znacenia nehybridizovanej sondy.
Pocas detekcného kroku je svetlo vyzarované z oznacenych

hybridov RNA : DNA, merané ako foténové signaly v lumino-
metrii, a intenzita je hldsend ako relativne svetelné jednot-
ky (RLU). Vysledok je interpretovany ako pozitivny, negativ-
ny alebo invalidny.

Pouzitie testu je indikované pri nejasnych cytologickych
nalezoch ASC-US, ASC-H alebo u zien starsSich ako 30 rokov
aj pri opakovanom ndleze L-SIL. TaktieZ po lieCbe prekan-
cerdz, na posudenie kone¢ného vysledku liecby, respektive
na posudenie, ¢i je u pacientok vhodné pokracovat v dal$ej
diagnostike kolposkopiou alebo biopsiou.

Material a metody

Vyber a charakteristika stiboru

Do suboru bolo zaradenych spolu 3 463 pacientok, ktoré
boli vySetrované v casovom obdobi od 1. januara 2017 do 31.
decembra 2017. Z celkového ro¢ného suboru pacientok, kto-
ré v nasom laboratériu diagnostikovali na pritomnost hrHPV
metddou na baze DNA alebo mRNA, boli do suboru zaradené
len tie, ktoré podstupili diagnostiku HPV raz za rok bez ohla-
du na opakovany odber. Statistické analyza taktiez zahffiala
iba pacientky testované na pritomnost hrHPV, ktorych bun-
kové stery z endocervixu a exocervixu boli odobraté do od-
berovej stpravy ThinPrep Pap Test (Preserv Cyt® Solution),
pricom pri vySetreni pritomnosti HPV bolo takmer kazda pa-
cientka podstupila cervikalne cytologické vySetrenie a cyto-
logické vysledky boli interpretované podla Bethesda klasifi-
ka¢ného systému.

Testovanie na baze DNA bolo realizované na 2 126 vzor-
kach a testovanie na baze mRNA bolo uskuto¢nené na 1 337
vzorkach. Molekulovogeneticku analyzu zameranu na detek-
ciu pritomnosti L1 génu metdédou na drovni DNA sme vy-
konali u kazdej z nich, pricom cytologické vySetrenie bolo
uskutocnené celkovo u 2 113 pacientok. V 6 pripadoch ne-
bolo cytologické vySetrenie realizované a v 7 pripadoch bola
adekvatnost vzorky nedostacuijlca na uskutocnenie analyzy
z dévodov pritomnosti krvi, zapalovych elementov, hlienoy,
pomliazdenych buniek, pripadne nespravnym odberom.

Molekulovogenetickl analyzu zameranu na detekciu pri-
tomnosti perzistentnej HPV infekcie metdédou na drovni mR-
NA sme vykonali u kazdej z nich, pricom cytologické vyset-
renie bolo uskuto¢nené u 1327 pacientok. V 7 pripadoch
bolo cytologické vySetrenie nerealizované vobec a v 7 pripa-
doch bola adekvatnost vzorky nedostacujica na uskutoc¢ne-
nie analyzy.

Odber biologického materialu

Biologicky material na molekulovogeneticku diagnosti-
ku pritomnosti hrHPV mozno odobrat do odberovej stipravy
Thin Prep Pap Test (Preserv Cyt® Solution) alebo do odbero-
vej supravy Aptima® Cervical Specimen Collection Kit. Vzor-
ky odobraté do odberovych nadobiek Preserv Cyt® Solution
su stabilné a vhodné na HPV analyzu maximalne 30 dni po
odbere. LBC sa uchovavaju pri laboratdrnej teplote. Vzorky
odobraté do prepravnej supravy Aptima® su stabilné a vhod-
né na HPV analyzu maximalne 30 dni po odbere, ak st ucho-
vavané pre teplote 2 — 8 °C, a maximalne 14 dni po odbere,
ak su uchovavané pri laboratérnej teplote.
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Metody

Na oddeleni lekdarskej genetiky v Medirexe, a. s., mame
dostupné dve testovacie platformy, platformu cobas® 4800
HPV od firmy Roche Molecular Diagnostics (CA, USA) a Ap-
tima HPV Assay z firmy Hologic (CA, USA), pricom obe me-
tédy st schopné detegovat pritomnost 14 hrHPV typov (16,
18,31, 33,35,39,45,51, 52,56, 58, 59, 66, 68). Pristroj cobas®
4800 deteguje amplikény HPV DNA dlhé 200 bp majoritného
kapsidového proteinu L1 metédou Real-Time PCR. Aptima
HPV Assay test deteguje HPV E6 a E7 mRNA onkogénnych
transkriptov. Pokym cobas®4800 deteguje hrHPV na urovni
DNA, Aptima HPV Assay deteguje hrHPV onkogénnu mRNA
expresiu a je navrhnuty na Specifickejsie vyhodnotenie pri
identifikacii vyznamnych hrHPV infekcii, ktora vedie k CIN 2
az CIN 309,

Vysledky a Statistické vyhodnotenie

Cielom Statistického vyhodnotenia bolo monitorovanie
jednotlivych nalezov HPV infekcie a korelacia s cytologicky-
mi nalezmi u pacientok analyzovanych molekulovogenetic-
kou diagnostickou metdédou cobas® 4800 HPV a Aptima HPV
Assay.

Diskusia

Predmetom nasej Statistickej analyzy bolo vyhodnotenie
pritomnosti HPV infekcie pacientok s pritomnou, respektive
nepritomnou vysokorizikovou infekciou HPV. Infekcia hrHPV
typmi je zodpovedna za vznik cervikalneho karcindmu, kto-
rého incidencia a mortalita je napriek mnohym preventivnym
a skriningovym vySetreniam stale vysoka.

Graf 1. PocCet a vekové rozloZenie pacientok testované DNA a mR-
NA HPV testom
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Graf 2. Pomer zastdpenia pacientok v ramci vekovych skupin
vzhladom na DNA pozitivne pacientky v porovnani so vSetkymi
pacientkami testovanymi na pritomnost HPV DNA
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HPV testovanie

V predlozenom sibore sme analyzovali spolu 3 463 pa-
cientok, pricom so znamym vysledkom z cytologického vy-
Setrenia sme analyzovali celkovo 3 440 pacientok. Mole-
kulovogeneticku analyza cobas® 4800 HPV sme pouzili na
identifikaciu pritomnosti hrHPV, a to v kategérii HPV 16,
HPV 18 a ostatnych hrHPV typov, pripadne infekcie viace-
rymi hrHPV typmi suc¢asne. V druhom pripade sme vySetro-
vali nase pacientky metédou Aptima HPV Assay, s cielom
zistenia pritomnosti perzistentnej formy virusovej infekcie
prostrednictvom detekcie expresie onkogénnych proteinov
E6 a E7 mRNA HPV. V roku 2017 sme v8ak nezaznamenali
na nasom oddeleni Ziadnu pacientku, ktora by mala pozitiv-
ny nadorovy nalez — Ca (PAP V). Pre obe testovacie platfor-
my boli celkové pomery hrHPV pozitivnych priblizne rovna-
ké a signifikantne podobné rovnako, ako uddva subor podla
Ovestad et al., 201109,

Prevalencia 14 hrHPV typov identifikovanych pomocou
oboch detekénych metdd viditelne klesa s rastucim vekom.
Najvacsie zastupenie mali pacientky vo veku 27 — 34 rokoy,
¢o mozeme sledovat na grafe 1, ktory porovnava pocet a ve-
kové rozlozenie pacientok testovanych DNA HPV testom
a mRNA HPV testom. Na druhej strane m6Zeme sledovat, Ze
najnizsia prevalencia HPV pacientok je 67 — 79 rokov. S po-
rovnatelnymi Gdajmi sme sa stretli aj pri pilotnej Studii, kde
autori poukazuju na to, ze prevalencia HPV identifikovana pri-
strojom cobas® 4800 HPV taktiez klesa s rastucim vekom®?,
Pri identifikacii HPV bola pritomnost hrHPV identifikovana
u 30,5 % zien vo veku 21 — 24 rokov, ale vo veku 40 — 44 rokov
prevalencia klesla na 7,6 % a pri Zenach nad 70 rokov klesla
prevalencia HPV na 5 %. Podobné znizenie prevalencie HPV
s rastucim vekom zistili aj pri detekcii HPV 16 a HPV 1809

Prave graf 1 poukazuje na to, Zze v naSom subore sa na-
chéadzali zeny od 17 do 79 rokov, pricom priemerny vek na-
mi vySetrenych zien bol v ¢ase odberu vzorky 38 rokov. Naj-
SirSie zastupenie v analyze mali Zeny vo veku 27 — 46 rokov.
Na druhej strane graf 2 zobrazuje zastupenie jednotlivych ve-
kovych skupin a poukazuje na pritomnost virusovej infekcie
potvrdenej testovanim pritomnosti DNA HPV vzhl'adom na
pocet vSetkych testovanych vzoriek. Pritomnost virusovej in-
fekcie bola DNA HPV testom potvrdena pri 853 vzorkach, ¢o
zodpovedalo 40 % vsetkych vySetrovanych vzoriek, graf 3 po-
ukazuje na pritomnost aktivnej formy virusovej infekcie de-
tegovanej metddou na drovni mRNA, ktord bola potvrdena

Graf 3. Pomer zastdpenia pacientok v ramci vekovych skupin
vzhladom na mRNA pozitivne pacientky v porovnani so vSetkymi
pacientkami testovanymi na pritomnost mRNA HPV
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celkovo pri 628 vzorkach, ¢o predstavovalo 47 % vSetkych vy-
Setrovanych vzoriek. Najvacsie zastupenie HPV pozitivnych
pacientok bolo vo vekovej kategdrii od 23 do 24 rokoy, a to
pri oboch testovacich platforméach. Priemerny vek sa v§ak
mierne odliSoval, a to nasledovne: pri DNA HPV teste bol prie-
merny vek v ¢ase odberu vzorky 33 rokov (minimalny vek: 17,
maximalny vek: 79) a pri mMRNA HPV teste bol priemerny vek
v ¢ase odberu vzorky 35 rokov (minimalny vek: 17, maximal-
ny vek: 82) (graf 4).

Cytoldgia vs HPV testovanie

Celkovo bolo v nasom subore zaznamenanych az 53 %
vzoriek, ktoré mali vysledky z cervikalnej cytoldgie negativne
(graf 5). Z tohto poctu 27 % vzoriek malo negativny cytologic-
ky nalez NILM a 26 % vzoriek bolo s cytologickym nalezom
abnormalnych skvamoznych buniek, ¢o sa v§ak povazuje za
negativne vzhladom na nepritomné cervikdlne intraepitelo-
vé neoplazie (CIN). V porovnani so $tudiou, kde bolo analy-
zovanych 46 887 zien vo vekovom rozpati 21 — 93 rokov, bo-
li ndlezy vo viac ako 90 % negativne v zmysle intraepitelovej
lézie a malignity(®. Prevalencia cytologického nalezu ASC-
US a L-SIL bola 20 %, pricom najnizsiu prevalenciu mali cy-
tologické nalezy ASC-H a H-SIL, 4 % a 3 %. V porovnani so
Studiou mame vySSie percento pacientok s nalezom H-SIL
a ASC-H, ¢o je vSak spésobené omnoho nizs§im po¢tom ana-
lyzovanych vzoriek.

Graf 4. Pocet a vekové rozloZenie vyluéne pozitivnych pacientok
testovanych na pritomnost HPV (DNA) a testovanych na pritom-
nost aktivnej formy virusovej infekcie (MRNA)
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Graf 5. Porovnanie jednotlivych cytologickych nalezov bez ohladu
na vysledok molekulovogenetického vysetrenia HPV
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Podiel zien pozitivnych na pritomnost virusovej infekcie
identifikovanej DNA HPV testom stipa s ndrastom stupna
cervikalnej cytolégie. Zenam s cytologickym nalezom L-SIL,
ASC-H a H-SIL je preukazany vyssi pocet pozitivnych pripa-
dov oproti negativnym pripadom (graf 6). Z celkového poctu
441 Zien s nalezom L-SIL, bola HPV DNA pozitivita zazname-
nana v 80 % pripadov a mRNA HPV pozitivita v 74 % pripa-
dov. Taktiez pri naleze ASC-H sme zaznamenali 86 % (DNA)
a 76 % (MRNA) a ndleze H-SIL — 81 % (DNA) a 93 % (mRNA).
Takisto v porovnani so Studiou, kde Zzeny s nalezom CIN 1
predstavovali 65,5 % a s ndlezom CIN 2 83,3 % a CIN 392,6 %.

V analyzovanom subore pacientok bola hrHPV DNA de-
tegovand v 846 pripadoch, ¢o predstavuje 40 % z celkového
suboru. U zien s cytologickymi nalezmi NILM, SBA, ASC-US
prevazuju HPV negativne vysledky. NajCastejSie bola dete-
govana kategéria tzv. inych HPV v 513 pripadoch, ¢o pred-
stavuje 61 %. DalSia najéastejSie detegovana bola infek-
cia typom HPV 16 a koinfekcia HPV 16 spolu s niektorym
z inych hrHPV. Kombinacia HPV 16 a HPV 18 bola pritom-
na len u 0,7 % vSetkych pacientok. Pomocou molekuldrno-
genetického testu cobas® 4800 HPV u pacientok s negativ-
nou cytolégiou (NILM) nebola hrHPV DNA identifikovana vo
vacsine pripadov. V 90 pripadoch bola pritomna DNA ostat-
nych hrHPV, v 2 pripadoch prislichal vysledok kombinacii
HPV 18 s ostatnymi hrHPV a kombinacii HPV 16 a HPV 18
(graf 7).

U cytologicky negativnych pacientok bola z celkového su-
boru 641 Zien pritomnd infekcia HPV u 137. HrHPV boli diag-
nostikované v 90 pripadoch, naproti tomu HPV 18 s ostatny-
mi hrHPV a HPV 16 s HPV 18 len v 2 pripadoch. Cytologické
vysledky SBA (graf 8) koreluju s cytologickymi vysledkami
NILM. No s tymto vysledkom sa v Ziadnom z pripadov nevy-
skytla kombinacia HPV 16, HPV 18 a inych hrHPV. HPV ne-
gativne vysledky predstavuju 76 %.

Graf 6. Zastupenie pozitivnych a negativnych HPV pacientok
vzhladom na jednotlivé cytologické ndlezy
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Graf 7. RozloZenie pritomnosti HPV 16, HPV 18 a inych hrHPV
typov detegovanych DNA HPV testom pri cytologickom naleze
NILM

NILM

® |né
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= HPV 18 + INE
= HPV 16 + HPV18 + INE
= HPV 16 + HPV 18

Graf 8. RozloZenie pritomnosti HPV 16, HPV 18 a inych hrHPV ty-
pov detegovanych DNA HPV testom pri cytologickom ndleze SBA
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Graf 9. RozloZenie pritomnosti HPV 16, HPV 18 a inych hrHPV
typov detegovanych DNA HPV testom pri cytologickom naleze
ASC-US
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V 364 steroch cytologicky diagnostikovanych ako ASC-US
bola identifikovana virusova DNA ostatnych hrHPV v 109 pri-
padoch, v 20 pripadoch HPV 16 a HPV 16 s ostatnymi hrHPV,
v 7 pripadoch HPV 18, v 5 pripadoch kombinacia HPV 18
a ostatnych hrHPV. Len v 1 pripade kombinacia vSetkych
hrHPV. Kombinacia HPV 16 s HPV 18 sa nevyskytla u ziad-
nej pacientky (graf 9). Najviac vSak boli HPV negativne pa-
cientky.

U 414 pacientok s diagnostikovanym L-SIL nebola hrHPV
detegovana v 89 pripadoch, v 190 bola preukdzana DNA
ostatnych hrHPV a len v jednom pripade kombinacia HPV
16 s HPV 18 (graf 10) U pacientok s cytologickym nélezom
ASC-H sa priblizne v rovnakom zastupeni vyskytovali os-
tatné hrHPV, HPV 16 a HPV 16 v kombinacii s hrHPV. Ani

Graf 10. RozloZenie pritomnosti HPV 16, HPV 18 a inych hrHPV
typov detegovanych DNA HPV testom pri cytologickom ndleze
L-SIL
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Graf 11. RozloZenie pritomnosti HPV 16, HPV 18 a inych hrHPV
typov detegovanych DNA HPV testom pri cytologickom naleze
ASC-H
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Graf 12. RozloZenie pritomnosti HPV 16, HPV 18 a inych hrHPV
typov detegovanych DNA HPV testom pri cytologickom ndleze
H-SIL
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u jedenej z pacientok sa nedetegovala sicasné pritomnost
HPV 16 s HPV 18 (graf 11) Cytologicky nalez H-SIL bol naj-
viac asociovany s pritomnostou HPV 16. V Ziadnom vysled-
ku nebola pozorovana pritomnost HPV 18 a HPV 18 v kom-
binacii s ostatnymi hrHPV (graf 12).

Z nasich vysledkov vyplyva, ze test Aptima HPV Assay
ma vyznamne vysSiu Specificitu v predikcii CIN 2 v porovna-
ni s testom cobas® 4800 HPV (2,6 % vs 1,6 %)('®. Rovnaka
priazniva Specificita zistend oboma testovacimi platformami
bola potvrdend aj u Ge et al., 2017. Neustale nové vznikaju-
ce Stidie naznacuju, ze mRNA HPV testy su vo vS§eobecnos-
ti SpecifickejsSie (97 %) ako DNA testy, najma pri detekcii cer-
vikalnych lézii vyssich stuprov(16'9),
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Zaver

Napriek tomu, ze cytoldgia je zatial' neoddelitelnou sucas-
tou skriningu rakoviny krcka maternice, ma niekolko limitov.
Patri tam pomerne nizka reprodukovatelnost pri nalezoch
ASC-US a L-SIL, nizka specifickost ASC-US pre kancerdzne
nalezy, nutnost vyssej frekvencie skriningovych kontrol, kto-
ra musi byt minimalne 2 - 3 roky a falosna negativita az do
30 %. V porovnani s cytoldgiou ma HPV test vyssiu a dlh-
Sie trvajucu prediktivnu hodnotu, znizuje incidenciu karciné-
mu uz pocas 4-5 rokov, ma o 20 — 45 % vysSiu senzitivitu pre
detekciu CIN, ale nizsiu Specificitu (HPV pozitivita je asi 2x
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