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1. Wstep.

1.1. Epidemiologia nowotworow HPV-zaleznych okolicy anogenitalnej
u kobiet.

Uwzgledniajac szacunkowe dane Migdzynarodowej Agencji Badan nad Rakiem
(IARC, International Agency for Research on Cancer), przyjmuje si¢, ze globalnie w
ciggu zycia u jednej na pi¢¢ osob dojdzie do rozwoju nowotworu zto§liwego, a na skutek
choroby nowotworowej umrze 1 na 8 m¢zczyzn oraz 1 na 11 kobiet. Nowotwory ztos§liwe
sg pierwszg lub drugg przyczyng przedwczesnych zgondéw 0sob przed siedemdziesigtym
rokiem zycia w wiekszosci raportowanych krajow?.

W skali §wiata najczgstszym nowotworem ztosliwym diagnozowanym u kobiet
jest rak piersi. Szacowana zapadalnos¢ to 2,26 miliona nowych przypadkoéw
rozpoznanych w 2020 roku, co stanowi okoto 24,5% wszystkich nowo wykrytych
nowotworow zto§liwych u kobiet. Analizujgc wiodaca zachorowalno$¢ na nowotwory
ztosliwe u kobiet w 2020 roku w populacji ogélnoswiatowej, kolejno po raku piersi
wystepuja: rak jelita grubego (9,4%), rak ptuca (8,4%), rak szyjki macicy (6,5%), rak
tarczycy (4,9%) i rak trzonu macicy (4,5%)2.

Szacowana liczba nowych rozpoznan nowotworow ztosliwych w 2020 roku,
populacja ogolnoswiatowa, kobiety w kazdym wicku, ogotem: 9227484

/ 2261419; 24.5%

3489618;37.8% .
—_— Piers
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Wykres 1. Globalna zachorowalnosé na nowotwory ztosliwe u kobiet w 2020 roku (Zrodto
danych: GLOBOCAN 2020).



Okoto 4,5% wszystkich nowotworow zlosliwych jest zwigzanych z przetrwala
infekcja wirusem brodawczaka ludzkiego (HPV, human papillomavirus). U obu plci
tacznie stwierdza si¢ 630 000 nowych przypadkow w skali roku, przy czym obserwuje
si¢ istotng dysproporcje zapadalnosci na nowotwory HPV-zalezne u kobiet i m¢zczyzn.
W populacji kobiet notuje si¢ rocznie okoto 570 000 przypadkow nowotworow
zwigzanych z infekcjg HPV, co stanowi 8,6% wszystkich nowo wykrytych nowotworow
zto$liwych. W grupie mezczyzn liczba ta wynosi 60 000 przypadkow/rok czyli 0,8%.
Znamienne sg tez roznice w zachorowalnosci na nowotwory HPV-zalezne w r6znych
rejonach §wiata. Dla przyktadu w Indiach 1 Afryce Subsaharyjskiej wysokoonkogenne
typy wirusa brodawczaka ludzkiego sg identyfikowane jako czynnik etiologiczny ponad
20 procent wszystkich nowotworow, bedac znaczacym problemem epidemiologicznym.
Dla poréwnania w wysokorozwinigtych krajach, takich jak Australia, Nowa Zelandia,
Stany Zjednoczone Ameryki Poélnocnej, dzigki wprowadzeniu przed wicloma laty
skutecznych dzialan prewencyjnych, nowotwory HPV-zalezne stanowig mniej niz 3
procent nowych rozpoznan?®.

Kancerogeneza na podlozu przetrwatego zakazenia high-risk HPV jest
czynnikiem sprawczym heterogennej grupy nowotwordw, rozwijajacych si¢ w okolicy
anogenitalnej oraz regionie glowy i szyi. Rak szyjki macicy stanowi 83% wszystkich
nowotworéw HPV-zaleznych. Wirusowi brodawczaka ludzkiego przypisuje si¢ rowniez
udziat w onkogenezie innych nowotwordéw ztosliwych, do ktérych naleza rak odbytu,

sromu, pochwy, penisa, jamy ustnej i jezyka, gardta oraz krtani.

1.1.1. Epidemiologia raka szyjki macicy.

Najczegstszym nowotworem indukowanym przez onkogenne typy wirusa
brodawczaka ludzkiego jest rak szyjki macicy. Stanowi on ponad 80 procent diagnoz
sposréd  wszystkich nowotworéw HPV-zaleznych. Niemal wszystkie przypadki
ptaskonablonkowego raka szyjki macicy maja swoje zrodlo w przetrwalej infekcji
wysokoonkogennymi typami HPV. Wsréd gruczolakorakéw szyjki macicy ten udziat jest
mniejszy, jednak wcigz tylko 5-10% rakow gruczotowych szyjki macicy nie ma zwigzku
z HPV.

W skali catego §wiata, rak szyjki macicy plasuje si¢ na czwartej pozycji wsrod

najczestszych onkologicznych rozpoznan i przyczyn zgonow u kobiet. W 2020 roku



odnotowano 604 127 nowych przypadkéw nowotworu oraz 341 831 zgony z jego
powodu?,

Blisko 2/3 przypadkow raka szyjki macicy wystepuje w krajach stabo
rozwinietych. Swiatowe rozbieznosci we wspotczynnikach zapadalnosci i umieralnosci z
powodu raka szyjki macicy sa dobrym wskaznikiem jakosci opieki zdrowotnej i
profilaktyki onkologicznej. Korelujg one z poziomem zycia i rozwoju gospodarczego, jak
roOwniez z panujacymi nieréwnosciami spotecznymi.

Podazajac za bazg danych GLOBOCAN 2020, utworzong dzigki dziatalnosci
Migdzynarodowej Agencji Badan nad Rakiem i gromadzaca dane epidemiologiczne
pochodzace ze 185 krajow, mozna stwierdzi¢, ze podczas gdy dominujacym
rozpoznaniem onkologicznym wsrdd kobiet ze 159 krajéw w 2020 roku byt rak piersi, to
wcigz istniejg rejony $wiata, gdzie najczesciej diagnozowanym nowotworem pozostaje
rak szyjki macicy. Nowotwor ten prowadzi w statystykach wérdd 23 z pozostatych 26

raportowanych krajow?.

Wskaznik rozwoju spotecznego (HDI, Human Development Index)
Wysoki/bardzo wysoki Niski/éredni

P 55.9
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Zapadalnos¢ I Umieralnosc

Wykres 2. Zapadalnosé i umieralnosé z powodu 15 najczestszych nowotworow ztosliwych
u kobiet na swiecie w 2020 roku z podziatem na kraje o wysokim/bardzo wysokim oraz
niskim/srednim wskazniku rozwoju spotecznego (zrodto danych: GLOBOCAN 2020).



W wielu krajach Afryki i potudniowo-wschodniej Azji rak szyjki macicy
pozostaje najczestszg przyczyna zgondow z powodu choroby nowotworowej u kobiet. W
niechlubnych statystykach przoduje potozona w potudniowo-wschodniej Afryce
Republika Malawi, ktéra nalezy do grona najstabiej rozwinietych krajow $wiata. Na
podstawie szacunkéw Miedzynarodowego Funduszu Walutowego, Produkt Krajowy
Brutto Malawi w 2020r. wyniost 567,59 USD na glowe mieszkanca®. Wsrod krajow
najdotkliwiej zmagajacych si¢ z problemem raka szyjki macicy sg takie, w ktérych
paradoksalnie w 2020 roku obserwowano tendencje spadkowe zachorowan. Nalezg do
nich Kolumbia, Indie, Filipiny. Rownie powazne konsekwencje dla zdrowia spotecznego
ma rak szyjki macicy w krajach, gdzie od lat utrzymuje si¢ staly trend wzrostowy
zapadalno$ci i umieralnosci na ten nowotwor. Przyktadami takich krajow sg Uganda,
Zimbabwe oraz niektore panstwa we wschodniej Europie.

Dla kontrastu, w wysokorozwini¢tych rejonach $wiata, takich jak Ameryka
Potnocna, Australia i Nowa Zelandia, a takze w zachodniej czesci Azji, gdzie lezy Arabia
Saudyjska i Irak, czesto$¢ zachorowan na inwazyjnego raka szyjki macicy jest od 7 do 10
razy nizsza, a zgony z powodu tego nowotworu wystepuja nawet 18 razy rzadziej w
poréwnaniu do rejondow najbardziej dotknigtych czyli krajach Afryki Subsaharyjskiej,
Wysp Melanezji, Ameryki Potudniowej i potudniowo-wschodniej Azji.
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Zapadalnos¢ I Uoicralnosc

Wykres 3. Zapadalnosé i umieralnos¢ na raka szyjki macicy na swiecie w 2020 roku z
podziatem na rejony geograficzne (Zzrodto danych: GLOBOCAN 2020).

Mozna zaobserwowac duzg rozbieznos¢ we wskaznikach epidemiologicznych dla
krajéw zachodniej i $rodkowo-wschodniej Europy®. Korzystajac z danych Komisji
Europejskiej, zawartych w bazie ECIS i dotyczacych dwudziestu siedmiu panstw
cztonkowskich Unii Europejskiej, standaryzowane wspolczynniki zapadalnosci i1
umieralnosci na raka szyjki macicy w 2020 roku wyniosty odpowiednio 12,8/100 000 i
5,3/100 000 kobiet. Wsrod panstw nalezacych do Unii Europejskiej, najtrudniejsza
sytuacja epidemiologiczna wystepuje aktualnie w Rumunii, gdzie zapadalno$¢ wynosi
32,3/100 000, a umieralno$¢ 16,9/100 000. Podobnie niekorzystne trendy
epidemiologiczne utrzymuja si¢ W Bulgarii, na Litwie, Lotwie 1 Estonii. Krajami UE o
najnizszych wspodiczynnikach zachorowalnos$ci s3: Malta (5,7), Finlandia (6,7),
Hiszpania (7,8). Najmniej zgonéw z powodu raka szyjki macicy odnotowano w 2020

roku w Finlandii (2,1), na Malcie (2,2) oraz we Wtoszech (2,7)°.
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Wykres 4. Szacowana zapadalnosé i umieralnosé na raka szyjki macicy w 27 krajach Unii
Europejskiej w 2020 roku (zrodto danych: ECIS).

Wsrod panstw czlonkowskich Unii Europejskiej Polska znajduje si¢ na 8. miejscu
wsrod krajow o najwiekszej liczbie nowo wykrytych przypadkow raka szyjki macicy. W
2020 roku odnotowano 3862 nowe rozpoznania, co przektada si¢ na wartos¢ wskaznika
zapadalno$ci rowng 18,9/100 000. Na uwage zastuguje fakt, ze Polska w tym zestawieniu
znalazta si¢ w niechlubnej czotéwce krajow o najwiekszej liczbie zgonow z powodu raka
szyjki macicy. W 2020 roku zaraportowano 2137 zgondw, co plasuje Polske na 5. pozycji
wsrod panstw UE o najwyzszej umieralno$ci ze wspolczynnikiem zgondéw roéwnym
10,5/100 000. Dla poréwnania, wedtug tej samej bazy ECIS, w 2013 roku w Polsce
stwierdzono 1669 zgonow z powodu raka szyjki macicy, uzyskujac wspolczynnik
umieralnosci na poziomie 8,5/100 0008,

Dodatkowo wedtug badania CONCORD-3, Polska ma jeden z najnizszych w
Europie odsetkow 5-letnich przezy¢ wynoszacy 55,1% w latach 2010-2014, co jest miarg
wyleczalnosci raka szyjki macicy’. Ta katastrofalna sytuacja jest wynikiem op6znionego
wykrywania i rozpoznawania nowotworu. Fakt, ze wigkszo$¢ rakow szyjki macicy jest
stwierdzanych w stadium nieoperacyjnym, ma bezposredni zwigzek z brakiem
zorganizowanych programow profilaktycznych i ogdlng zapascig systemu ochrony

zdrowia w Polsce.
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Globalnie 5-letnie przezycia kobiet z diagnoza raka szyjki macicy, oceniane w
latach 2010-2014, zamykaja si¢ w granicach 50-70%. Sposrod krajow europejskich
najlepsze wyniki leczenia, przektadajgce sie na powyzej 70% 5-letnich przezy¢, osiggneli
Niemcy, Norwegowie i Szwajcarzy. Kraje, ktore wypadty najgorzej w tych statystykach,
to Polska wraz z Lotwa, Litwa, Bulgaria, Rosja i Malta. Wszedzie tam odsetki 5-letnich
przezy¢ mieszczg si¢ w ramach 50-59%. Pozostale 18 badanych krajow znalazto si¢ w

srodku stawki z 5-letnimi przezyciami na poziomie 60-69%/.

Onkogenne typy wirusa brodawczaka ludzkiego sg rozpowszechnione na calym
swiecie. Wedlug szacunkowych danych amerykanskiego Osrodka ds. Zwalczania i
Profilaktyki Chorob (CDC, Centers for Disease Control and Prevention), zakazenie
powodowane przez HPV to najczestsza choroba przenoszona droga piciowa (STD,
sexually transmitted disease)®. Wiekszos¢ infekcji wywotywanych przez HPV ma
charakter incydentalny, bezobjawowy i ustgpuje samoistnie szczegdlnie u kobiet w wieku
do 35 lat.

Zapoczatkowaniu procesOw kancerogenezy oraz powstawaniu i progresji zmian
srédnabtonkowych, czyli stanéw przedrakowych, sprzyja wystepowanie dodatkowych
czynnikdw ryzyka nowotworzenia. Zalicza si¢ do nich wspdtistniejace zakazenie HIV,
Chlamydia trachomatis, palenie tytoniu, wielodzietno$¢ oraz wieloletnie stosowanie
doustnych $rodkéw antykoncepcyjnych. Stopien ryzyka rozwoju przetrwatej infekcji
HPV koreluje rowniez z niskim statusem socjoekonomicznym. Nawet w Krajach z
niskimi wskaznikami zapadalno$ci 1 $miertelnosci z powodu raka szyjki macicy,
zauwazalne s3 duze dysproporcje miedzy populacjami duzych miast o wysokim
standardzie zycia, a ludnoscig zasiedlajaca biedniejsze przedmiescia i tereny wiejskie. W
wielokulturowych i zréznicowanych pod wzgledem rasowym Stanach Zjednoczonych,
stwierdza si¢ wyzsze odsetki rozpoznan raka szyjki macicy u Latynosek (9,3/100 000) 1
Afroamerykanek (8,3/100 000), wzgledem Amerykanek rasy biatej (7,4/100 000)°.

Nierownomierny rozktad wskaznikow zachorowalnosci i umieralno$ci z powodu
raka szyjki macicy jest wynikiem réznic w polityce zdrowotnej oraz nierdwnego dostgpu
do opieki medycznej na §wiecie. Znane s3 skuteczne metody zapobiegania rozwojowi
raka szyjki macicy poprzez prewencj¢ pierwotng, czyli powszechny dostep do szczepien
przeciwko wirusowi brodawczaka ludzkiego, a takze profilaktyke wtorna, czyli badania
przesiewowe oparte 0 ulepszone narzedzia skriningowe, pozwalajagce na wczesne

wykrywanie 1 leczenie stanow przednowotworowych.
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Wyeliminowanie raka szyjki macicy jako istotnego obcigzenia dla zdrowia
publicznego, jest jednym z priorytetowych dziatan Swiatowej Organizacji Zdrowia
(WHO, World Health Organization), co zostato zapoczatkowane 19 maja 2018 roku
apelem Dyrektora Generalnego WHO Dr Tedrosa Adhanoma Ghebreyesusa'®!!, a
nastepnie zaowocowalo opracowaniem i opublikowaniem w 2020 roku ,,Globalnej
strategii na rzecz przyspieszenia eliminacji raka szyjki macicy jako problemu zdrowia

publicznego™*?.

14



1.2. Etiologia i patogeneza raka szyjki macicy.

Wsrod wielu czynnikow ryzyka nowotworzenia identyfikowanych w srodowisku,
istotng role peinig karcynogeny biologiczne pod postacig bakterii i wirusow. Do
najbardziej znaczacych czynnikow infekcyjnych, ktéore moga indukowaé lub wspomagaé
kancerogeneze w organizmie czlowicka naleza: Helicobacter pylori (36,3%), wirus
brodawczaka ludzkiego - HPV (31,1%), wirus zapalenia watroby typu B - HBV (16,3%)
oraz wirus zapalenia watroby typu C - HCV (7,1%), a takze inne o mniejszym wptywie,
odpowiedzialne tacznie za prawie 10% przypadkéw nowotworéw wywolywanych
czynnikami infekcyjnymi, jak wirus Epstein-Barr (EBV), herpeswirus cztowieka typu 8
(HHV-8), nazywany rowniez herpeswirusem zwigzanym z migsakiem Kaposiego
(KSHV), wirus T-limfotropowy typu 1 (HTLV-1) oraz pasozyty Opisthorchis viverrini,

Clonorchis sinensis i Schistosoma haematobium®14,

1.2.1. Wirus brodawczaka ludzkiego jako czynnik etiologiczny rakéw szyjki
macicy.

Powszechnie wiadomo, ze czynnikiem etiologicznym niemal wszystkich
przypadkow raka szyjki macicy jest wirus brodawczaka ludzkiego (HPV)'*8. Odkrycie
to ma swoje korzenie w latach 70-tych XX wieku, kiedy zesp6t pod kierownictwem
niemieckiego wirusologa Haralda zur Hausena rozpoczat badania nad zwigzkiem zakazen
HPV z wystepowaniem raka szyjki macicy'’!®. Przelomowe dokonania profesora
Haralda zur Hausena umozliwily kolejnym pokoleniom badaczy opracowaé testy do
identyfikacji DNA HPV oraz stworzy¢ szczepionki efektywnie zmniejszajace ryzyko
rozwoju przetrwatego zakazenia HPV i tym samym zachorowania na raka szyjki macicy.
Profesor Harald zur Hausen za swoj dorobek naukowy zostat uhonorowany w 2008 roku
Nagroda Nobla w dziedzinie fizjologii i medycyny.

Wedlug danych literaturowych, HPV implikuje okoto 99,7% przypadkéw rakow
ptaskonabtonkowych szyjki macicy. W przypadku gruczolakorakéw korelacja jest
mniejsza 1 zalezy od wieku pacjentek — wsrod kobiet ponizej 40 roku zycia HPV
odpowiada za okoto 89% rakow gruczotowych szyjki macicy, podczas gdy u kobiet po
60 roku zycia udzial HPV obserwuje si¢ jedynie w 43% gruczolakorakow™®.

W naj$§wiezszym raporcie Migdzynarodowej Agencji Badan nad Rakiem,

dotyczacym Ssrodowiskowych czynnikéw rakotwoérczych dla cztowieka, zatytutowanym
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,»1he IARC Monographs on the Identification of Carcinogenic Hazards to Humans”, za
czynniki o dobrze udokumentowanym wptywie onkogennym u ludzi uznano 12 typow
HPV: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 i 59. Kolejne typy HPV sg uznawane za
potencjalnie kancerogenne dla czlowieka: 26, 53, 66, 67, 68, 70, 73, 82%°. W
wieloosrodkowych analizach najczgsciej w komorkach rakéw szyjki  macicy
identyfikowano HPV16 (53%), HPV18 (15%), HPV45 (9%), HPV31 (6%) i HPV33
(3%). Lacznie dwa najczestsze podtypy HPV16 i HPV18 wykrywane sg w prawie 70
procentach wszystkich przypadkow raka szyjki macicy na $wiecie®.

Wirusy brodawczaka ludzkiego to ponad 200 zidentyfikowanych i opisanych
typéw wirusow z rodziny Papillomaviridae. Wykazuja one tropizm do nabtonka
wielowarstwowego ptaskiego w obrgbie skory i bton $luzowych narzadéw pitciowych,
odbytu, jamy ustnej, gardta i krtani. Transmisja wirusa nast¢puje gldwnie droga
kontaktow seksualnych waginalnych, oralnych i analnych. Mozliwe jest zarazenie przez
kontakt skora-do-skory, przez zainfekowane przedmioty, a takze transmisja wertykalna.
Do zakazenia ptodu od matki moze dochodzi¢ przeztozyskowo, droga wstepujaca z
pochwy lub w trakcie porodu podczas przejscia przez kanat rodny. Nastepstwem takiego
zakazenia jest objawiajgca si¢ w wieku dziecigcym milodziencza nawrotowa
brodawczakowatos¢ krtani??.

Szacunkowo okoto 80% ludnosci $wiata, zarowno kobiet jak i mezczyzn, w ciagu
zycia zostanie incydentalnie lub przetrwale zakazonych HPV z grupy niskiego lub
wysokiego ryzyka. Wirusy o niskim potencjale onkogennym, takie jak HPV6 i HPV11,
powoduja brodawki ptciowe w okolicy anogenitalnej, ktykciny konczyste lub ktykciny
ptaskie. U osob aktywnych seksualnie zakazenie HPV stanowi najczestszg infekcje
przenoszong drogy. Zazwyczaj do zakazenia dochodzi w krétkim odstepie czasu po
inicjacji seksualnej, stad najliczniej wystgpuje ono u os6b mtodych do 35 roku zZycia.
Drugi pik zakazen obserwowany jest po osiagnieciu wieku okotomenopauzalnego.

U wigkszosci kobiet zakazenie wirusem brodawczaka ludzkiego przyjmuje postac
utajona, nie powodujac zadnych objawow klinicznych. Dzigki sprawnym mechanizmom
uktadu odpornosciowego, gltownie odpowiedzi komorkowej, zwykle dochodzi do
catkowitej eliminacji wirusa z ustroju w ciggu 12-24 miesigcy od zakazenia. W
przypadku przetrwatej infekcji wysokoonkogennymi typami HPV, dochodzi do
inkorporacji wirusowego DNA z genomem gospodarza, co zapoczatkowuje w komorkach
proces kancerogenezy, skutkujacej rozwojem s$rodnablonkowej neoplazji, a w dalszej

konsekwencji prowadzi do inwazyjnego raka szyjki macicy.
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Narazenie na incydentalng infekcje HPV wsrdd osob aktywnych seksualnie jest
powszechne 1 trudne do unikni¢cia, poniewaz nawet stosunek zabezpieczony
prezerwatywg nie chroni przed kontaktem z wirusem bytujagcym na sromie i kroczu,
mosznie czy w okolicy odbytu®®. Znane sa jednak czynniki istotnie zwiekszajace ryzyko
zakazenia HPV: promiskuityzm, duza liczba partneréw seksualnych, wspotzycie z osoba,
ktoéra w przesztosci utrzymywala kontakty seksualne z wieloma partnerami, wczesny
wiek inicjacji seksualnej, dodatni wywiad w kierunku przebytych innych choréb
przenoszonych drogg piciows, obecnosci brodawek plciowych oraz historii leczenia
stanéw przednowotworowych lub nowotworow HPV-zaleznych.

Wyszczegbdlniono réwniez potencjalne kofaktory, ktore promuja przejscie
przygodnej infekcji HPV w postaé przetrwala oraz zwigkszaja ryzyko progresji zmian
srédnabtonkowych do raka szyjki macicy. Naleza do nich: deficyty odpornosci, na
przyktad w przebiegu zakazenia ludzkim wirusem niedoboru odpornosci (HIV), leczenie
immunosupresyjne po przeszczepach narzadow, ko-infekcje innymi patogenami
przenoszonymi drogg ptciowa, w tym HSV-2 i Chlamydia trachomatis oraz bakteryjna
waginoza, a takze palenie tytoniu, dlugotrwale ponad 5-letnie stosowanie doustnej
dwusktadnikowej  antykoncepcji  hormonalnej,  wielorédztwo, niski  status

socjoekonomiczny, niedobory zywieniowe w tym dieta uboga w antyoksydanty?.

17



1.2.2. Molekularne i komérkowe procesy zaangazowane w karcynogeneze na
podtozu infekcji HPV.

HPV jest niewielkim wirusem o $rednicy okoto 55nm. Material genetyczny
wirusa ma forme kolistej dwuniciowej czasteczki DNA wielkosci okoto 8000 par zasad.
W skilad genomu wchodzg: region niekodujacy, regulatorowy (LCR, Long Control
Region), a takze fragmenty kodujace, tak zwane ,,geny wczesne” (E, Early), stanowigce
ponad 50% genomu, zwigzane z replikacja i transformacja nowotworowa oraz ,,geny
pozne” (L, Late), zajmujace okoto 40% genomu i kodujgce ikozahedralny kapsyd
wirusowy!%22:23,

Wrotami dla zakazenia wirusem brodawczaka ludzkiego sa mikrourazy nabtonka,
powodujace odstonigcie jego warstw przypodstawnych bogatych w integryny, bedace
prawdopodobnymi receptorami wigzacymi czastki wirusa. Biatka kapsydowe L1 1 L2
uczestniczg w dalszej penetracji wirusa do jadra komorkowego.

W patogenezie $rodnabtonkowej neoplazji i raka szyjki macicy najwigksze
znaczenie majg produkty ,.genow wczesnych” czyli biatka E1, E2, E4, E5, E6 i1 E7.
Sposrod wymienionych, kluczowa role przypisuje si¢ onkogennym biatkom wirusowym
E6 i E7, z uwagi na ich wptyw na deregulacje prawidtowego cyklu komérkowego?*.

Cykl zyciowy kazdej komorki organizmu eukariotycznego sklada si¢ ze Scisle
wytyczonych procesoOw prowadzacych do podziatu komorkowego. Mozna wyodrebni¢ 4
stadia tworzace petny cykl komorkowy: faza Gi, faza S i faza G2, zwane tacznie interfaza,
oraz faza M, na ktora sktadaja si¢ kariokineza i cytokineza. Komorka w stanie spoczynku,
czyli nie podlegajaca podzialom, znajduje si¢ w fazie Go. Na regulacje cyklu
komorkowego, zachodzaca w szczegolnosci w fazie Gi, sktada si¢ wiele elementow, w
tym wykrywanie i naprawa uszkodzen materialu genetycznego oraz mechanizmy
nadzoru, zapobiegajace niekontrolowanej proliferacji. Jesli procesy regulujace
prawidtowy cykl komorkowy zawodza, powstaje komorka nowotworowa, ktorg
charakteryzuje zdolno$¢ do niepohamowanych podziatow oraz kumulowanie btedow
genetycznych.

TP53 i RB1 s3 istotnymi ludzkimi genami supresorowymi, ktorych produkty
biatkowe p53 i pRB wptywaja na cykl komérkowy 1 apoptoze.

Podstawowa rolg biatka supresorowego p53 jest aktywacja mechanizmoéw
naprawy DNA, a w sytuacji zaistnienia zbyt powaznych uszkodzen, wprowadzenie

komorki na droge apoptozy czyli programowanej $mierci komoérki?®. Udowodniono, ze
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biatko E6 wirusa HPV typu wysokoonkogennego ma zdolnos¢ degradacji biatek p53.
Dzieje si¢ to na skutek niszczenia w komorkowych proteasomach kompleksow
utworzonych z biatka E6 i enzymu ligazy ubikwitynowej (E6-AP) wraz z przylaczonym
do nich biatkiem p53. W efekcie unieczynnienia biatka p53, nastepuje zahamowanie
procesOw apoptozy, pomimo kumulowania si¢ patogennych zmian w materiale
genetycznym. Wirusowe biatko E6 jest ponadto zdolne do aktywacji genéw kodujacych
enzym telomeraze, odpowiedzialng za odbudowe telomerow skracajacych sie wraz z
kazdym podzialem komorkowym. W wyniku tego procesu powstate komorki
nowotworowe nie ,,starzeja sie”?2.

W prawidlowych warunkach biatko supresorowe pRB ma za zadanie zapobiegac
powielaniu btgdnych gendéw przez hamowanie przej$cia komorki z uszkodzonym DNA z
fazy Gi do fazy S. W komorce zatrzymanej w fazie Gi, nieufosforylowane biatko pRB
wystepuje w kompleksach z czynnikiem transkrypcyjnym E2F, powodujac jego
inhibicje?®>. W wyniku zakazenia wysokoonkogennym wirusem HPV, onkoproteina E7
po potaczeniu z pRB, powoduje jego unieczynnienie, a tym samym zwicksza liczbg
wolnych czynnikéw E2F. Wywoluje to stala, niekontrolowana nadekspresje biatek
uczestniczacych w procesach replikacji DNA. Miarg deregulacji cyklu komoérkowego pod
wpltywem wirusowego biatka E7, sg réwnocze$nie zwickszona produkcja biatka
supresorowego pl6 oraz nadekspresja Ki-67, bedacego markerem zaburzonej
proliferacji.

Wyzej opisane mechanizmy, w potaczeniu z inaktywacja genéw supresorowych
CADM1 i MAL w procesie metylacji, doprowadzajg do uzyskania przez powstalg
komorke nowotworowa jej zasadniczej wlasciwosci, jaka jest nieSmiertelnos¢. Powstata
niestabilno$¢ genomowa nie moze by¢ rdwnowazona przez zaburzone mechanizmy
naprawy DNA. Dotychczas nie ma konsensusu, czy integracja DNA HPV z genomem
gospodarza jest raczej inicjatorem, czy efektem niestabilno$ci genomowej. Niemniej
fuzja materialu genetycznego wirusa z jagdrowym dsDNA komorki nabtonka jest
momentem krytycznym HPV-zaleznego nowotworzenia, prowadzacego do wysokiego
stopnia Srodnabtonkowej neoplazji (HSIL, high-grade squamous intraepithelial lesion) i

W ostateczno$ci rozwoju inwazyjnego raka szyjki macicy’.
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Inaktywacja (metylacja
genow supresorowych
CADMI1 i MAL

Integracja
DNA HPV

Rycina 1. Molekularne i komorkowe procesy zaangazowane w kancerogeneze na podtozu
infekcji wysokoonkogennymi typami wirusa brodawczaka ludzkiego - opis w tekscie
(utworzono na podstawie: World Cancer Report, IARC, 2020).
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1.2.3. Srodnablonkowa neoplazja szyjki macicy jako prekursor raka szyjKi
macicy.

Rzeczywistym stanem przedrakowym szyjki macicy jest s$rodnabtonkowa
neoplazja sredniego lub duzego stopnia (CIN2/CIN3), rownoznaczna z wysokiego
stopnia zmianami $§rodnablonkowymi w komorkach nabtonka ptaskiego (HSIL).

Historia naturalna raka szyjki macicy to powolny i dlugotrwaty proces. Szacuje
si¢, ze od momentu zainfekowania komorek nablonka szyjki macicy przez onkogenne
HPV, do rozwoju inwazyjnego raka szyjki macicy, moze uptynaé nawet 15 lat?®. Taki
scenariusz dotyczy oczywiscie kobiet nieobjetych dziataniami profilaktycznymi i

pozbawionych adekwatnego leczenia na etapie zmian przednowotworowych.

Prawidlowa
szyjka macicy
(100%)
[ 10%
80%| |60% f_(_\
v
D . =
Infekcja HPV 40% 1 Lsim/cmi 30% I HSIL / CIN2~CIN3
80% < 32% < 13%
) 0% %) % L B0
0,
20% '40 -
chzesny inwazyjnf
rak szyjki macicy
& i) 3
100%
Pozny inwazyjny 100% Zgon z powodu
rak szyjki macicy raka szyjki macicy
(5%) (5%)

Rycina 2. Historia naturalna raka szyjki macicy. Procenty odzwierciedlajg dane
szacunkowe dotyczgce konsekwencji zakazenia HPV w ciggu zZycia kobiety, w przypadku
braku dziatan profilaktycznych czyli szczepien ochronnych i badan przesiewowych oraz
wczesnego leczenia zmian przednowotworowych i raka szyjki macicy (utworzono na
podstawie: P. Sasieni, Cancer Research, Wielka Brytania).

Tylko niewielki odsetek incydentalnych infekcji wysokoonkogennymi typami
wirusa HPV przechodzi w zakazenie przetrwale, zdolne do powodowania zmian
srodnabtonkowych (CIN/SIL). Dopdki nie dojdzie do przekroczenia btony podstawnej i
inwazji podscieliska, co jest rOwnoznaczne z powstaniem inwazyjnego raka szyjki

macicy, na kazdym etapie zmiany $roédnabtonkowe szyjki macicy moga ulega¢ zarowno
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progresji do wyzszych stopni zaawansowania, jak 1 samoistnej regresji, a nawet
catkowitemu  samowyleczeniu. Szanse na  spontaniczng regresj¢  zmian
srodnabtonkowych oraz eliminacj¢ wirusa HPV sg wyzsze u mtodych kobiet, szczegolnie
przed 35 rokiem zycia. Znane sg rozne czynniki mogace przyczynia¢ si¢ do akceleracji
procesu powstawania HSIL i raka szyjki macicy. Nalezag do nich: uposledzenie
odpornos$ci, wspotistniejace stany zapalne i zaburzenie mikrobiomu pochwy, palenie
papierosoOw,  wicloletnie  stosowanie  estrogenowo-gestagenowych  tabletek

antykoncepcyjnych oraz przebycie powyzej 4 porodéw drogami natury?’282°,

Srédnabtonkowa neoplazja szyjki macicy (CIN) to nazwa wprowadzona dla opisu
nieprawidlowosci histopatologicznych stwierdzanych w materiale tkankowym
pochodzacym z biopsji. Zastgpila ona wczes$niej uzywane pojecie ,,dysplazji”. W
zmianach typu srodnabtonkowej neoplazji (CIN) obserwuje si¢ zaburzong warstwowos$¢
nabtonka oraz obecno$¢ komorek o odmiennej morfologii. Na atypie komoérkowa
sktadaja si¢: duze, wieloksztattne jadra komorkowe, zaburzony stosunek jadrowo-
cytoplazmatyczny, nadbarwliwo$¢ chromatyny, polimorfizm jadrowy i komoérkowy,
obecnos¢ licznych mitoz, a w zmianach duzego stopnia CIN3/HSIL czgsto rowniez
atypowe figury podziahu®,

Dawna klasyfikacja wyodrgbniata trzy stopnie zaawansowania zmian
srodnabtonkowych, CIN1, CIN2 i CIN3, oznaczajace kolejno neoplazje matego,
sredniego i duzego stopnia. Jako kryterium podzialu ustanowiono grubo$¢ nablonka
wielowarstwowego ptaskiego zajetego przez zmiane¢ srédnablonkows, liczac od blony
podstawnej. Dla CIN1/LSIL nieprawidtowe komorki stwierdza si¢ w 1/3 dolnej grubosci
nabtonka. Dla CIN2/HSIL zmiany wystepuja w 2/3 dolnych czesci grubosci nabtonka.
Natomiast dla CIN3/HSIL srédnabtonkowa neoplazja obejmuje catg grubos¢ nabtonka
wielowarstwowego ptaskiego®..

W 2014 roku Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) zaproponowata
zmodyfikowang nomenklatur¢ dla zmian prekursorowych raka szyjki macicy.
Wprowadzono podziat dwustopniowy na LSIL i HSIL. Akronim LSIL (ang. low-grade
squamous intraepithelial lesion), w thumaczeniu oznacza niskiego stopnia zmiany w
komorkach nablonka ptaskiego. Do tej grupy naleza koilocyty czyli atypowe komorki,
ktoérych obecno$¢ jest najczesciej pochodng infekcji HPV, CINI oraz fagodne

brodawczaki. Wysokiego stopnia zmiany w komorkach nabtonka ptaskiego, czyli HSIL
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(ang. high-grade squamous intraepithelial lesion), to rzeczywiste stany przedrakowe:
CIN2, CIN3 oraz CIS.

Powyzsze nazewnictwo histopatologiczne lepiej koresponduje z rozpoznaniami
cytologicznymi wedlug Systemu Bethesda (TBS). Powszechne wprowadzenie
nomenklatury LSIL i HSIL jest ponadto zgodne z rekomendacjami Projektu LAST (ang.
The Lower Anogenital Squamous Terminology), utworzonego przy wspotpracy Kolegium
Amerykanskich Patologow (CAP, College of American Pathologists) i Amerykanskiego
Towarzystwa Kolposkopii i Patologii Szyjki Macicy (ASCCP, American Society for
Colposcopy and Cervical Pathology)®.

Tabela 1. Porownanie zmian w nazewnictwie stanéw przednowotworowych raka szyjki
macicy (wedtug WHO).

Klasyfikacja WHO Klasyfikacja WHO Klasyfikacja WHO
1975/1994 2003 2014
Lagodna dysplazja CIN1 LSIL
Umiarkowana dysplazja CIN2 HSIL
Cigzka dysplazja CIN3
Rak in situ

Nowy podzial ma duza uzyteczno$¢ kliniczna, poniewaz doskonale rdznicuje
niegrozne z onkologicznego punktu widzenia zmiany o charakterze LSIL, bedace
wynikiem zakazenia wirusowego 1 podlegajace wylacznie obserwacji w oczekiwaniu na
samoistng regresj¢, od rzeczywistego stanu przednowotworowego HSIL, ktory z kolei

zawsze wymaga leczenia ekscyzyjnego.
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1.3.  Profilaktyka raka szyjki macicy.

Rak szyjki macicy to jeden z niewielu nowotwordéw ztosliwych, dla ktérych
opracowano efektywne metody prewencji pierwotnej i wtornej. Dzigki systematycznemu
rozszerzaniu dziatan profilaktycznych na coraz wigksza populacje Swiata, realna wydaje
si¢ wizja catkowitej eliminacji raka szyjki macicy jako problemu zdrowia publicznego.
Stanowi to jedna z priorytetowych inicjatyw Swiatowej Organizaciji Zdrowia (WHO)%3,

Kamieniem milowym w zakresie profilaktyki raka szyjki macicy bylo
wynalezienie, a nastgpnie zarejestrowanie i wprowadzenie do uzytku w 2006 roku,
szczepionki przeciwko wirusowi brodawczaka ludzkiego. Szczepienia populacyjne sa
dobrym przyktadem profilaktyki wczesnej (I fazy), czyli dziatan ukierunkowanych na
zapobieganie wystapienia choroby u 0sob zdrowych. W ostatnich 15 latach, bezpieczne i
skuteczne szczepionki dwu-, cztero- lub dziewieciowalentne*, zostaly zaaprobowane w
ponad 80 krajach, a do roku 2017 ponad 100 milionéw dorastajacych dziewczat
otrzymato minimum jedng dawke szczepionki. Na uwage zasluguje fakt, ze 95%
zaszczepionych nastolatek pochodzilo z krajow rozwinigtych. Stopniowo dostgpnosé
szczepionki rozszerza si¢ rowniez na kraje rozwijajace si¢, ale poziom wyszczepienia jest
nadal niezadawalajacy. Wedlug analiz, globalnie wérod dziewczat w wieku 10-20 lat,
uodpornienie jest na poziomie 32,1% w krajach wysokorozwinigtych i1 zaledwie 0,3% w
krajach o $rednim lub niskim PKB¥®. Do 2020 roku mniej niz 25% panstw o niskich i
30% panstw o $rednich dochodach wiaczyto szczepienia przeciwko HPV do Narodowych
Programow  Szczepien. Jednoczesnie uczynito to ponad 85%  krajow
wysokorozwinigtych. Coraz wigce] panstw wprowadza populacyjne szczepienia
obejmujace juz nie tylko dziewczynki, ale rowniez chtopcow w wieku przed inicjacja
seksualng, dzigki czemu istotnie ogranicza si¢ ryzyko transmisji HPV.

W ramach ,,Globalnej strategii na rzecz przyspieszenia eliminacji raka szyjki
macicy jako problemu zdrowia publicznego”, w WHO postawiono sobie za cel, aby do
2030 roku we wszystkich krajach osiggna¢ wyszczepialno$¢ przeciwko HPV rzedu 90%
populacji dziewczat do 15 roku zycia'?. Istnieje jednak wiele potencjalnych ograniczen,
ktore w wielu rejonach $wiata nie pozwolg osiggna¢ zaplanowanego celu, w tym brak
akceptacji metody, wysoki koszt, niewystarczajaca infrastruktura oraz dziatalnosc¢
ruchow antyszczepionkowych.

Dhugoterminowy  wplyw  szczepien populacyjnych na  ograniczenie
zachorowalno$ci 1 umieralnosci z powodu raka szyjki macicy jest niezaprzeczalny 1
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nalezy szeroko propagowac ide¢ szczepien. Niemniej potrzeba wielu lat, zeby zobaczy¢
pelen efekt tak prowadzonej profilaktyki pierwszorzedowej. Dlatego niezmiernie
waznym dla zdrowia publicznego jest utrzymywanie wysokiej jako$ci programow
skriningowych, aby uchroni¢ przed zachorowaniem na inwazyjnego raka szyjki macicy
wcigz przewazajacg populacje kobiet niezaszczepionych.

Profilaktyka pozna (II fazy) to dziatania majace na celu mozliwie wczesne
wykrycie choroby w stadium przedklinicznym i jej skuteczne leczenie. Tutaj tez
sformutowano konkretne cele w ramach ,,Globalnej strategii na rzecz przyspieszenia
eliminacji raka szyjki macicy jako problemu zdrowia publicznego” WHO. Zalozono
konieczno$¢ wprowadzenia do 2030 roku powszechnych badan przesiewowych, przy
uzyciu testu DNA HPV lub innego o poréwnywalnej doktadnosci, u nie mniej niz 70%
populacji kobiet w 35 roku zycia oraz ponownie w wieku 45 lat. Kolejnym celem jest
uzyskanie poprawy dostepu do swiadczen opieki zdrowotnej tak, aby 90% kobiet z
rozpoznanym stanem przednowotworowym zostatlo poddanych skutecznemu leczeniu

niezwlocznie po uzyskaniu diagnozy*?.
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1.4. 'Wczesne wykrywanie stanow przednowotworowych i raka szyjki
macicy — narzedzia diagnostyczne.

Kluczowym dla powodzenia profilaktyki wtornej raka szyjki macicy jest state
doskonalenie narzedzi diagnostycznych i opracowywanie efektywnych modeli skriningu.

Juz w latach 60-tych ubiegtego stulecia ogloszono pryncypia dla badan
przesiewowych. Powinny by¢ one ukierunkowane na choroby stanowigce istotny
problem dla zdrowia publicznego. Dla takich choréb znane sg wczesne, bezobjawowe
stadia przedkliniczne, ktére wykrywa si¢ przy uzyciu powszechnych, prostych i tanich
metod, akceptowalnych zaréwno dla przedmiotu badan, jak i samego badacza. Istnieja
uznane standardy leczenia takich choréb, a im wczesniej zostanie wdrozona terapia, tym
wigksza skuteczno$¢ i nizszy koszt leczenia, co uzasadnia ekonomicznie prowadzenie
populacyjnych badan przesiewowych®,

Miarg efektywnosci testu skriningowego jest doktadnos$¢ (ang. accuracy), ktorg
definiuje si¢ na podstawie kilku parametrow. Czuto$¢ (ang. sensitivity), oznacza zdolnos¢
testu diagnostycznego do poprawnego rozpoznania choroby, tam gdzie ona rzeczywiscie
wystepuje. Swoistos¢ (ang. specificity), to umiej¢tnos¢é prawidtowego wykluczenia
choroby u osoby zdrowej. Dodatnig warto$¢ predykcyjng (PPV, ang. positive predictive
value), oblicza si¢, jako stosunek prawdziwie chorych do wszystkich osob, ktore w tescie
diagnostycznym uzyskalty wynik pozytywny. Ujemna warto$¢ predykcyjna (NPV, ang.
negative predictive value), to proporcja 0sob rzeczywiscie zdrowych do wszystkich z
negatywnym wynikiem badania przesiewowego. Wymagania, jakie stawia si¢ przed
idealnym testem skriningowym, to czuto$¢ i swoistos¢ bliskie 100% oraz wysokie
warto$ci PPV i NPV,
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1.4.1. Rozwdj cytodiagnostyki — od metody konwencjonalnej do cytologii
cienkowarstwowej na podtozu ptynnym.

Poczatek cytodiagnostyki ginekologicznej datuje si¢ na druga dekade XX wieku,
kiedy George N. Papanicolaou zaobserwowat zwigzane z cyklem menstruacyjnym
réznice morfologiczne w komorkach zhuszczajacego si¢ nabtonka pochwy 1 szyjki
macicy. W 1928 roku na Konferencji w Battle Creek w Michigan po raz pierwszy oglosit
publicznie, ze w wymazach cytologicznych mozna poszukiwa¢ komorek
nowotworowych®®. Niestety jego wystapienie nie spotkalo sie z entuzjastycznym
przyjeciem. Papanicolaou kontynuowal swoje badania, co w 1941 roku zaowocowalo
opublikowaniem, wraz z Herbertem F. Trautem, przetomowej pracy w American Journal
of Obstetrics and Gynecology, zatytutowane;j ,,The diagnostic value of vaginal smears in
carcinoma of the uterus”. W kolejnym roku powstata monografia ,,Diagnosis of Uterine
Cancer by the Vaginal Smear”®®. Odkrycia doktora Papanicolaou staly sie podwalinami
dla wprowadzenia w latach 50-tych XX wieku w Kanadzie i Stanach Zjednoczonych
badan przesiewowych. Najwczesniejsze doniesienia pochodzg z 1949 roku z Kolumbii
Brytyjskiej w Kanadzie®*®. W USA pierwszy program finansowany ze s$rodkow
publicznych wprowadzono w 1952 roku w hrabstwie Shelby w stanie Tennessee, gdzie
w wyniku trzyletnich prac skriningiem objeto 108 000 kobiet, wykrywajac 773 przypadki
raka®®. Na przestrzeni lat badania przesiewowe upowszechniono na catym $wiecie, co
uchronilo wiele milionéw kobiet przed zachorowaniem i $§miercia z powodu raka szyjki
macicy.

Z czasem udoskonalono cytodiagnostyke, miedzy innymi modyfikujac technike
pobierania wymazu cytologicznego. Skonstruowano dedykowane narzgdzia, takie jak
szpatutki Ayre i Aylesbury, ktore nastgpnie zastapita uzywana do dzi$§ szczoteczka Cyto-
Brush. Preferowang metoda przygotowania preparatu do dalszej oceny mikroskopowej,
bylo jego naniesienie na szkietko podstawowe czyli rozmaz cytologiczny i utrwalenie w
wodnym roztworze etanolu lub za pomoca gotowego utrwalacza w aerozolu, a nastepnie
barwienie sposobem Papanicolaou. Metoda ta obecnie nazywana jest cytologia
konwencjonalng.

Historycznie wyniki badan cytologicznych wymazéw z szyjki macicy
przedstawiano za pomoca pigciostopniowej skali Papanicolaou, ktora ostatecznie zostata
wyparta przez wprowadzony w 1988 roku nowy system klasyfikacji obrazow

cytologicznych wg Bethesda (TBS, ang. The Bethesda System)*L,
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Do nieprawidlowych rozpoznan cytologicznych wedlug klasyfikacji Bethesda (w
modyfikacji z 2001 roku)*? naleza:

— ASC-US (ang. atypical squamous cells of undetermined significance) —
atypowe komoérki nabtonka  wielowarstwowego  ptaskiego o
nieokreslonym znaczeniu,

— LSIL (ang. low-grade squamous intraepithelial lesion) — zmiany
srodnabtonkowe niskiego stopnia, W tym: zmiany wywolywane
zakazeniem HPV, fagodna dysplazja, sSrodnabtonkowa neoplazja matego
stopnia (CIN1),

— ASC-H (ang. atypical squamous cells, cannot exclude HSIL) - atypowe
komorki nabtonka wielowarstwowego plaskiego, nie mozna wykluczy¢
HSIL,

— HSIL (ang. high-grade sguamous intraepithelial lesion) — zmiany
srddnabtonkowe wysokiego stopnia, na ktore sktadajg si¢: umiarkowana i
cigzka dysplazja, srodnabtonkowa neoplazja $redniego/duzego stopnia
(CIN2/CIN3) oraz carcinoma in situ (CIS),

— AGC (ang. atypical glandular cells) — atypowe komorki gruczotowe oraz
AIS (ang. adenocarcinoma in situ) — gruczolakorak in situ

— Rak ptaskonabtonkowy oraz rak gruczotowy szyjki macicy.

Wyniki prawidlowe wymazow cytologicznych w nomenklaturze TBS s3 oznaczane
akronimem NILM (ang. negative for intraepithelial lesion or malignancy).

Na chwilg obecng badanie cytologiczne jest podstawowym narzgdziem w
wykrywaniu stanéw przednowotworowych i raka szyjki macicy w Polsce w ramach
Programu Profilaktycznego Narodowego Funduszu Zdrowia (NFZ), jak rowniez w
skriningu oportunistycznym to znaczy ustugach $wiadczonych prywatnie w gabinetach
lekarskich. Badania cytologiczne finansowane ze srodkow publicznych sg dedykowane
kobietom miedzy 25 a 59 rokiem zycia, w interwatach co 3 lata lub wzglgednie w grupach
ryzyka co 12 miesiecy.

Czuto$¢  cytodiagnostyki ~ w  identyfikacji  rzeczywistych  stanow
przednowotworowych szyjki macicy (CIN2+/HSIL) nie jest zadawalajaca. Srednio nie
przekracza 50%, ale w réznych badaniach moze przyjmowac warto$ci z szerokiego
zakresu 30 — 87%. Najwiekszym ograniczeniem cytologii jest wysoki odsetek wynikow

fatszywie ujemnych siegajacy 14 — 33%, co w 2/3 przypadkéw jest spowodowane
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nieprawidlowym pozyskaniem lub utrwaleniem materiatu®®. Ocena rozmazéw, nawet
przez doswiadczonych cytotechnikow, jest mocno subiektywna, przez co dodatkowo
obarczona btedem ludzkim.

Znaczacym skokiem technologicznym w cytodiagnostyce bylo opracowanie w
latach 90-tych XX wieku specjalistycznych podtozy ptynnych, sposrod ktorych ThinPrep
oraz SurePath zyskaty aprobate amerykanskiej Agencji Zywnosci i Lekow (FDA).
Umozliwito to wprowadzenie do diagnostyki raka szyjki macicy nowego narzedzia,
nazywanego cytologig cienkowarstwowa na podtozu ptynnym (LBC, ang. Liquid-based
Cytology). Niewatpliwag zaleta LBC jest poprawa jakosci uzyskiwanych obrazoéw. Jest to
wynikiem braku efektu naktadania si¢ warstw komorek, wyeliminowania tta ztozonego z
komorek zapalnych, erytrocytow 1| zanieczyszczen o0raz ograniczenia btedow
spowodowanych nieprawidtowym utrwaleniem materiatu.

W pierwszych badaniach poréwnawczych potwierdzono istotng przewage LBC
nad cytologia konwencjonalng w wykrywaniu zmian $rodnabtonkowych. Poprawa
wykrywalnosci w przypadku uzycia ThinPrep wyniosta 65% dla zmian typu LSIL lub
wyzszych (p<0,001), a przy uzyciu SurePath detekcja wzrosta o 47% dla LSIL
(p=0,0011) i 0 116% dla HSIL (p=0,0002). Kolejne badania oraz metaanalizy albo
potwierdzity wyzszo$¢ cytologii ptynnej nad tradycyjng, albo nie wykazaty istotnych
statystycznie roznic?044,

Zaleta technologii LBC jest uzyskiwanie wysokiej jakosci obrazéw oraz
mozliwos¢ ograniczenia btedow ludzkich, poniewaz uzyskane obrazy moga byc¢
poddawane wydajnej 1 zobiektywizowanej ocenie automatycznej dzigki dedykowanemu
oprogramowaniu. Wstepna analiza komputerowa nastepnie podlega weryfikacji przez
doswiadczonych cytotechnikow. Dodatkowym walorem LBC jest to, zZe z
zabezpieczonego materialu mozna podzniej wykonywaé dodatkowe oznaczenia
przyktadowo badania molekularne. Na niekorzy$¢ cytologii cienkowarstwowej na
podlozu plynnym przemawia wylacznie wyzszy koszt wzgledem metody

konwencjonalnej.
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1.4.2. Badania molekularne wykrywajace wirusowe DNA lub mRNA.

W  drugiej potowie dwudziestego wieku wymaz cytologiczny stanowit
podstawowg metod¢ wykrywania patologii szyjki macicy, a w wielu krajach stat si¢
jednym z fundamentéw dbania o zdrowie kobiet w ramach profilaktyki wtorne;j.

Po latach zaczeto dostrzegaé ograniczenia cytodiagnostyki i poszukiwad
alternatywnych rozwigzan. Bylo to mozliwe, dzigki zrozumieniu roli przetrwalego
zakazenia wysokoonkogennymi typami wirusa brodawczaka ludzkiego w patogenezie
raka szyjki macicy oraz rozwojowi biologii molekularnej. Stworzono nowe narzedzia
diagnostyczne, opierajace si¢ na identyfikacji materialu genetycznego HPV w probkach
pobieranych z pochwy i szyjki macicy*.

Poczatkowo testy DNA HPV funkcjonowaly jako narzgdzie weryfikujace
koniecznos¢ wdrozenia poglebionej diagnostyki kolposkopowej w przypadkach
niejednoznacznych wynikow cytodiagnostyki glownie ASC-US. Stopniowo rola
diagnostyki molekularnej w praktyce klinicznej rosta. W rekomendacjach z 2011 roku,
wydanych przy wspolpracy trzech amerykanskich towarzystw naukowych ACS, ASCCP
i ASCP, uznano skuteczno$¢ potaczenia obu metod czyli LBC i testu DNA HPV,
nazwanego testem podwodjnym (ang. co-testing), jako pierwszorzutowego badania
przesiewowego dla kobiet w wieku 30 — 65 lat*®. W kolejnych latach wyzszo$¢ takiego
potaczenia byla wielokrotnie poddawana w watpliwos¢ w meta-analizach?’. Z czasem
podniesiono range testow molekularnych, identyfikujacych DNA wirusa HPV, do
samodzielnego narzgdzia pierwszego wyboru w skriningu raka szyjki macicy.

Dnia 24 kwietnia 2014 roku, amerykanska Agencja Zywnosci i Lekow (FDA),
zatwierdzita cobas® HPV Test, jako pierwszorzutowy test przesiewowy dla kobiet
poczawszy od 25 roku zycia*®. Test ten wykrywa 14 wysokoonkogennych typow wirusa
HPV. Pozwala na genotypowanie osobno HPV16 i HPV18 oraz identyfikuje obecnos¢
innych wirusow HR (ang. high-risk) ze zbioru 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 i
68%°.

Uznanie skriningu pierwotnego w oparciu o test DNA HPV, bylo wynikiem
przeprowadzonych duzych badan klinicznych. W prospektywnym badaniu ATHENA
prowadzonym w Stanach Zjednoczonych od 2008 roku, w ciggu trzech lat analizie
poddano niemal 42 tysiace kobiet, ktore ukonczyty 25 rok zycia. Stwierdzono wysoka
czuto$¢ samodzielnego testu DNA HPV w wykrywaniu zaawansowanych zmian

srodnabtonkowych szyjki macicy CIN3+ osiggajacg 76%. Dla poréwnania, czuto$¢ same;j
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cytologii byta na poziomie 47,8%, a dla strategii hybrydowej to znaczy cytologii w grupie
25-29 lat oraz testu podwdjnego >30 lat, wyliczono czuto$¢ na poziomie okoto 61,7%.
Test HPV wykazywatl natomiast najnizsza swoisto$¢ czyli 93,5%, przy swoistosci 97,1%
i 94,6% odpowiednio dla cytodiagnostyki i strategii hybrydowej®®. Wobec tego
sformutowano wniosek, ze skrining w oparciu o test DNA HPV przeznaczony dla kobiet
po 25 roku zycia, a w wielu programach profilaktycznych po ukonczeniu 30 roku zycia,
wykrywa istotnie wigcej rzeczywistych stanow przednowotworowych i raka szyjki
macicy. Ma wysokg ujemng warto$¢ predykcyjng (NPV), co pozwala wydtuzy¢ interwaty
mi¢dzy badaniami, w rekomendacjach zwykle do 5 lat. Niestety, z powodu niskiej
swoistosci, test DNA HPV generuje duza liczbe wynikéw falszywie dodatnich,
wymagajacych dalszej diagnostyki na etapie pogtebionym. Nie jest zalecang metoda
diagnostyczna u mtodszych kobiet ponizej 25 roku zycia, z uwagi na duzy odsetek w tej
grupie incydentalnych, samoograniczajacych si¢ zakazen HPV, ktore przewaznie
ustepuja w ciggu 12-24 miesiecy i nie prowadza do rozwoju rzeczywistej patologii szyjki
macicy.

Istnieja dwie gtowne technologie wykrywania DNA HPV, wykorzystujace albo
technik¢ hybrydyzacji kwaséw nukleinowych (Test Hybrid Capture 2, HC2), albo
amplifikacje genow przy uzyciu reakcji tancuchowej polimerazy (PCR), wykorzystujacej
startery komplementarne do fragmentow gendéw L1, E6 lub E7 wirusa HPV (Test Cobas
4800 System). Najczgs$ciej obecnie stosowana metoda Real Time PCR (RT-PCR),
pozwala na amplifikacje DNA w czasie rzeczywistym, przy uzyciu sond znakowanych
fluorescencyjnie®L,

Duza zaleta testu DNA HPV jest jego latwa aplikacja kliniczna do badan
przesiewowych realizowanych na zasadzie ,self-samplingu”, czyli samodzielnego
pobierania materiatu do badan przez pacjentk¢. Umozliwia to prowadzenie skriningu w
miejscach, gdzie dostep do opieki zdrowotnej jest ograniczony z powodu braku
odpowiedniej infrastruktury 1 kadry medycznej. Rowniez w krajach rozwinietych,
samobadanie stanowi cenne oreze, pozwalajace obja¢ dziataniami profilaktycznymi
dodatkowa grupe kobiet, ktore z powodow kulturowych, religijnych lub osobistych
przekonan, unikaja wizyt w gabinetach ginekologicznych®?. Dla przyktadu, w Argentynie
dzieki zastosowaniu testu DNA HPV w ,self-samplingu” w ramach badan
przesiewowych, zglaszalno$¢ do programu wzrosta do 86% z uprzednio uzyskiwanych
zaledwie 20% w ramach diagnostyki przy uzyciu LBC w placowkach medycznych.

Udowodniono, ze w przypadku testu DNA HPV, doktadnos$¢ metody przy samodzielnym
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pobraniu materiatu przez pacjentke, nie odbiega jakoscia od badania wykonanego przez
profesjonaliste®,

Identyfikacja DNA HPV nie pozwala na rozréznienie zakazenia incydentalnego
od przetrwatego, ktore moze zapoczatkowaé kancerogeneze. W celu wyodrebnienia
pacjentek z grupy podwyzszonego ryzyka rozwoju stanéw przednowotworowych i raka
szyjki macicy, mozna wykona¢ powtérne oznaczenie DNA HPV po 12-24 miesigcach,
identyfikujac te kobiety, u ktorych nie doszto do spontanicznego wyeliminowania wirusa.

Inng dost¢png metoda wykrywajacg przetrwate zakazenie HPV, jest badanie
molekularne, wykrywajace transkrypty mRNA wirusowych onkogenow E6/E7 (PreTect
HPV-Proofer, NucliSENS EasyQ HPV, APTIMA HPV). Test mRNA HPV cechuje si¢
duzo wyzsza swoisto$cia w wykrywaniu rzeczywistych stanéw przedrakowych CIN2+,
ale jest procedurg kosztowng 1 trudniej dostepna. Jest postrzegany jako cenne narzg¢dzie
doprecyzowujace wskazania do kolposkopii, przyktadowo w sytuacji stwierdzenia
mniejszych nieprawidtowosci cytologicznych (ASC-US, LSIL) lub w razie prawidlowe;j
cytologii (NILM) przy obecnym DNA HPV HR>,
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1.4.3. Nowe metody diagnostyczne — rola biomarkerow i epigenetyki.

Ze wzgledu na niedostateczng swoistos¢ dostgpnych narzgdzi diagnostycznych,
rozpoczeto badania nad metodami uzupetniajagcymi, ktére pozwolg zredukowac ilosé¢
uzyskiwanych wynikow falszywie dodatnich, wymagajacych dalszej weryfikacji
kolposkopowej. Narzgdzia doprecyzowujace, czyli drugiego rzutu, pozwalaja zmniejszy¢
stres u pacjentek wywotywany przez niepotrzebne procedury medyczne oraz obnizy¢
catkowity koszt diagnostyki.

W szerokim ujeciu, biomarkery oznaczaja wskazniki biologiczne, ktdrych
badanie pozwala na jakoSciowa i iloSciowg ocen¢ réznych zjawisk wystepujacych w
przyrodzie. Nowoczesna medycyna wyKorzystuje rézne mierzalne biomarkery w tym
molekularne, genetyczne lub biochemiczne, jako narzedzia pozwalajace diagnozowaé
choroby lub indywidualizowa¢ terapie®.

W proces nowotworzenia na podtozu infekcji wysokoonkogennymi typami HPV
zaangazowane sg biatka onkogenne pochodzenia wirusowego (gtownie ES5, E6 1 E7). W
roznych mechanizmach onkoproteiny HPV doprowadzaja do niekontrolowanej
proliferacji komorek, ktore dodatkowo pozbawione s3a zdolnosci do naprawy
powstajacych bledow w materiale genetycznym. Mutacje kumulujg si¢ w kolejnych
podziatach, a uszkodzone komorki nie podlegaja apoptozie. W ostatecznosci doprowadza
to do rozwoju inwazyjnego raka szyjki macicy.

Po zapoczatkowaniu kancerogenezy pod wptywem HPV, w komorkach
gospodarza dochodzi do zaburzenia wielu proceséw metabolicznych i enzymatycznych,
ktore moga przejawia¢ si¢ nadprodukcja pewnych czynnikdéw, stosunkowo tatwych do
detekcji metodami laboratoryjnymi.

W wykrywaniu stanow przednowotworowych i raka szyjki macicy potwierdzono
uzyteczno$é kliniczna biomarkerow p16NK4 j Ki-67.

p16'NK4 jest biatkiem supresorowym, ktore odgrywa istotna role w
mechanizmach regulacji cyklu komérkowego eukariontow. Stanowi element kontroli
przejécia komorki z fazy G1 do S®. Dziata jako inhibitor kinazy cyklinozaleznej, hamujac
fosforylacje biatka retinoblastoma (pRB). Dzi¢ki temu nieufosforylowane biatko pRB
moze pozostawa¢ w kompleksach z czynnikiem transkrypcyjnym E2F, co hamuje postep
cyklu komoérkowego, zatrzymujac go w fazie G1. W procesie rdznicowania si¢ komoérek
p16'™NK4a przeciwdziala podzialom, a jego ekspresja w zroznicowanych komorkach

nabtonka jest minimalna®’.

33



Za sprawa onkoproteiny E7 wirusa HPV dochodzi do inaktywacji pRB 1
uwolnienia czynnikow transkrypcyjnych E2F, co powoduje stala produkcje biatek
uczestniczacych w replikacji DNA 1 promuje podzialty komérkowe. Wysokoonkogenne
wirusy HPV, po wbudowaniu si¢ do genomu gospodarza, powodujg intensywng
produkcj¢  bialek  onkogennych.  Przyjmuje  si¢, ze  wysoki  poziom
wewnatrzkomorkowego E7 potrafi znie$¢ blokade promotora genu CDKN2A kodujacego
p16'"NK4 o skutkuje niekontrolowana nadekspresja p16'NK4,

Podsumowujac, nadprodukcja p16™K4 w  komoérce jest mierzalnym
wyktadnikiem wzmozonej ekspresji onkoproteiny E7, czyli zapoczatkowania
kancerogenezy w przebiegu przetrwalej infekcji wysokoonkogennymi typami wirusa
brodawczaka ludzkiego.

Ki-67 to biatko jadrowe, uczestniczace w procesach proliferacji, czyli jest obecne
w komorkach intensywnie namnazajacych si¢. Moze by¢ wykrywane we wszystkich
fazach postgpujacego cyklu komorkowego (G, S, G2 i M), ale nie w stanie spoczynku
(Go)85°.

Znajomo$¢ wiasciwosci obu biatek pl6'™NK4 oraz Ki-67 pozwolila na
zaprojektowanie uzytecznego testu klinicznego, polegajacego na identyfikacji
powyzszych biomarkeréw przy uzyciu technik immunocytochemii (CINtec® PLUS), co
bedzie szczegotowo omowione w dalszym rozdziale.

Trwaja badania nad kolejnymi potencjalnymi biomarkerami kancerogenezy
zaleznej od HPV. Przyktadem jest ProEx C, skladajacy si¢ z topoizomerazy Il (TOP2)
oraz biatek MCM2 (ang. minichromosome maintenance proteins), obu zaangazowanych
w proces replikacji DNA, a ich nadekspresja koreluje z nieprawidtowa indukcja fazy S
cyklu komorkowego®. Inne postulowane biomarkery sa zalezne od aktywnosci
wirusowego biatka ES. Pod wplywem oddzialywania E5 na receptor dla naskorkowego
czynnika wzrostu (EGFR), dochodzi do aktywacji $ciezki przekazywania sygnalu Ras-
Raf-MAP, co prowadzi do nasilonej proliferacji. E5 wpltywa tez posrednio na
uposledzenie funkcji biatek supresorowych p21 1 p27, bedacych inhibitorami
cyklinozaleznej kinazy (CDK) zaangazowanymi w hamowanie przejs$cia komorki z fazy
Gi1 do S. Postuluje si¢ tez wykorzystywanie jako wskaznikow innych biatek m.in.
cyklooksygenazy typu 2 (COX-2), czynnika wzrostu $rodbtonka naczyn (VEGF) oraz
kaweoliny-1 (Cav-1)%.
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W  komorkach nablonka szyjki macicy, ktore podlegaja transformacji
nowotworowej, dochodzi do wielu zmian na poziomie DNA. Sg to zarowno zaburzenia
genetyczne takie jak mutacje punktowe, delecje pojedynczych gendow czy aberracje
strukturalne chromosomoéw, jak i zmiany epigenetyczne czyli modyfikacje ekspresji
genow bez zmian w prawidtowej sekwencji nukleotydow w DNA.

Epigenetyka jest dziedzing nauki badajacg zmiany ekspresji genow, zachodzace
pod wpltywem roznych endogennych 1 egzogennych czynnikow. Mechanizmy
epigenetyczne kierujg réznicowaniem komorek. Chociaz wszystkie komorki organizmu
pierwotnie posiadaja jednakowy zestaw genow, to moga przyjmowaé rézne fenotypy.
Takie stabilne wzorce ekspresji genow moga podlegaé dziedziczeniu. Inne modyfikacje
umozliwiajg krotkotrwate, odwracalne zmiany ekspresji genéw. Przyktadem procesow
epigenetycznych w organizmie czlowieka sa modyfikacje histonéw, metylacja DNA oraz
wyciszanie genow, gdzie mediatorem jest mikroRNA (MiRNA)®,

Metylacja DNA to zjawisko enzymatycznego przyltaczania grup metylowych do
zasad azotowych nukleotydow. W genomie cztowieka szczegélnie czesto zachodzi w
obrebie tzw. wysp CpG, gdzie grupa metylowa ulega kowalencyjnemu przytaczeniu do
cytozyny, a reakcje katalizuje metylotransferaza DNA (DNMT). Nasilona metylacja w
obszarze wysp CpG, ktére poprzedzaja fragmenty kodujace genomu, skutkuje
zahamowaniem ekspresji znajdujacych si¢ tam genow.

Nieprawidlowe wzorce metylacji DNA s3 stalym przedmiotem badan w
kontekscie kancerogenezy na podilozu przetrwate; infekcji wysokoonkogennymi
wirusami HPV. Wykrywanie za pomocg technik molekularnych w komorkach nabtonka
szyjki macicy, hipermetylacji regionéw promotorowych réznych genow m.in. miR124-
2, CADM1, MAL, PAX1, FAM19A4, moze by¢ wkrotce uzytecznym narzedziem
Klinicznym, pozwalajacym wytypowaé pacjentki z zaawansowanymi zmianami
srddnabtonkowymi (HSIL/CIN3), u ktorych istnieje ryzyko szybkiej progresji do raka
szyjki macicy®.
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1.4.4. Kolposkopia.

Niezaleznie od zastosowanego testu przesiewowego w ramach profilaktyki raka
szyjki macicy, uzyskane wyniki sg obarczone pewnym bledem, ktory wynika z
ograniczonej czulosci i swoistosci dostepnych metod. Kazdy pozytywny wynik badania
pierwszorzutowego, w tym nieprawidtowa cytologia, dodatni test DNA HPV, dodatni test
immunocytochemiczny pl6/Ki67, nasuwa podejrzenie patologii, ale wymaga dalszej
weryfikacji. Diagnostyka poglebiona polega na wykonaniu oceny kolposkopowej z
pobraniem bioptatu z szyjki macicy do analizy histopatologicznej, ktora jest badaniem
rozstrzygajacym tzw. ,,ztotym standardem”.

Historia kolposkopii zaczyna si¢ w polowie lat dwudziestych XX wieku, kiedy
niemiecki ginekolog Hans Hinselmann skonstruowat urzadzenie optyczne stuzace do
lepszej wizualizacji sromu, pochwy i tarczy czesci pochwowej szyjki macicy. Wynalazek
umozliwil szybsze wykrywanie drobnych ognisk rozwijajacego si¢ inwazyjnego raka
szyjki macicy®.

Wspoélczesna kolposkopia pozwala na wykrywanie zmian w stadium
przedklinicznym, czyli na etapie sroédnabtonkowej neoplazji. Dzisiejsze kolposkopy to
najczesciej dwuokularowe mikroskopy oferujace 40-krotne powickszenie obrazu,
wyposazone we wilasne zrodto swiatta (LED, halogen lub ksenon) oraz aparat cyfrowy
umozliwiajagcy podglad obrazu na monitorze, jego digitalizacje i archiwizacje®.

Zasadnicza cz¢$¢ badania odbywa si¢ przy powigkszeniu 4-15x. Po potwierdzeniu
adekwatnych warunkow badania, okresla si¢ dostgpnos¢ strefy przeksztatcen (TZ, ang.
transformation zone), w obrebie ktorej najczesciej dochodzi do rozwoju patologii. W
ponad 90% zmiany przednowotworowe (HSIL) maja poczatek w strefie transformacji,
czyli obszarze pomigdzy pierwotnym i nowym potaczeniem migdzynabtonkowym (SCJ,
ang. squamocolumnar junction), w miejscu, gdzie komodrki nabtonka walcowatego,
stopniowo w procesie metaplazji, sa zastgpowane komorkami nablonka
wielowarstwowego plaskiego. Nalezy okresli¢ typ strefy transformacji (1 - catkowicie
widoczna, 2 — czesciowo widoczna, ale mozliwy pelny wglad przy uzyciu manipulacji
instrumentalnych, 3 — niemozliwa do uwidocznienia w catosci). Uprzedniotyp 112 TZ
kategoryzowatl warunki badania jako satysfakcjonujace, natomiast to okreslenie stracito
na znaczeniu w nowym mianownictwie®,

Kolejno dokonuje si¢ oceny podnabtonkowych naczyn krwiono$nych przy uzyciu

filtra zielonego. Obecnos¢ atypowych naczyn krwionos$nych nasuwa podejrzenie inwaz;ji.
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Kluczowe jest wykonanie proby z 3-5% roztworem kwasu octowego, ktory
doprowadza do obrzgku i zbielenia nablonka szyjki macicy, poniewaz zachodzi
odwracalna chemiczna denaturacja cytokeratyn znajdujacych si¢ w nabtonku i
podscielisku. Wyrazne, szybko pojawiajgce si¢, geste zbielenie nabtonka z utrata jego
przejrzystosci jest cechg sugerujaca duze zmiany Srodnabtonkowe. Do innych wigkszych
zmian kolposkopowych zalicza si¢ gruba mozaike, grube punkcikowanie, ostre
odgraniczenie zmiany lub objaw granicy wewnetrznej i objaw grzbietu®’.

Badanie kolposkopowe mozna uzupetni¢ proba Schillera z zastosowaniem
wodnego roztworu jodu w jodku potasu czyli ptynu Lugola, ktory oddzialuje z
glikogenem zawartym w nabtonku paraepidormoidalnym szyjki macicy. Komorki, w
ktorych zostat zapoczatkowany proces kancerogenezy sg bardziej aktywne metabolicznie
1 zuzywaja glikogen, przez co w probie Schillera nie barwig si¢ na brazowo dajac tzw.
obszar jodonegatywny. Jest to natomiast objaw niespecyficzny®,

Po dokonaniu powyzszej oceny kolposkopowej, z miejsc podejrzanych pobiera
si¢ celowane wycinki do badania histopatologicznego. W razie nieuwidocznienia zmian
akceptowanym postepowaniem jest losowa biopsja tarczy szyjki macicy z miejsca
nowego potaczenia miedzynablonkowego na godzinie 2, 4, 8 i 10. W okreslonych
sytuacjach klinicznych, z wyjatkiem pacjentek ci¢zarnych, rekomendowane jest rowniez
pobranie materialu z kanalu szyjki macicy przy uzyciu ostrej kurety (tyzki
ginekologicznej) lub szczoteczki endocerwikalnej typu CervexBrush®e,

W zalezno$ci od doswiadczenia kolposkopisty 1 liczby pobranych wycinkow
czuto$¢ metody w wykrywaniu zmian $rodnabtonkowych duzego stopnia (HSIL/CIN3+)
siega 49-61%%°. Wedhig innych danych ryzyko przeoczenia zmiany, czyli wyniki
fatszywie ujemne zawierajg si¢ w szerokim zakresie od 13% do nawet 69%°. Chociaz
sama procedura niesie ze sobg bardzo niskie ryzyko powiktan, to powinna by¢
przeprowadzana przez kompetentne 1 dobrze wyszkolone osoby, zeby zredukowaé
ryzyko blednej diagnozy.

Kolposkopia jest technikg bardzo subiektywng, brakuje miedzynarodowych
algorytmow 1 wymogu certyfikacji. W trosce o zapewnienie wysokiej jako$ci i
powtarzalnosci badan kolposkopowych w naszym kraju, wydano w 2020 roku
rekomendacje Polskiego Towarzystwa Kolposkopii i Patologii Szyjki Macicy
(PTKiPSM) oraz Polskiego Towarzystwa Ginekologow i Potoznikow (PTGiP),
dotyczace standardow w kolposkopii. Precyzuja one protokét podstawowy, czyli

minimalny obligatoryjny zakres badania oraz protokot optymalny, ktéry jest
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rekomendowany. Réwniez w 2020 roku, w celu ujednolicenia opisow badan, powstat
konsensus dotyczacy polskiej nomenklatury kolposkopowej, stworzony w oparciu o
mianownictwo IFCPC 2011 Migdzynarodowej Federacji Patologii Szyjki Macicy i

Kolposkopii®’©8,
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1.5.  Immunocytochemia i immunohistochemia — miejsce obu metod w
diagnostyce patologii szyjki macicy.

Diagnostyka immunocytochemiczna i immunohistochemiczna polega na detekcji
wybranych biomarkerow, odpowiednio w preparacie cytologicznym lub materiale
tkankowym, wykorzystujac przeciwciala monoklonalne skierowane przeciwko tym
biomarkerom.

Test immunocytochemiczny identyfikujacy pl6/Ki-67 znajduje szerokie
zastosowanie w rdznych modelach wczesnego wykrywania zmian $rodnabtonkowych
duzego stopnia i raka szyjki macicy. Istotg testu jest jednoczasowa detekcja dwoch
biomarkerow pl16 i Ki-67, ktérych obecno$sé¢ w komorkach nabtonka szyjki macicy

wynika z onkogennego dziatania wirusa HPV 'L,

1.5.1. Zalozenia metodologiczne testu immunocytochemicznego p16/Ki-67.

Znaczenie obu biatek w regulacji cyklu komorki eukariotycznej jest dobrze
poznane. Biatko supresorowe p16'N%4?(p16) dziata jako inhibitor kinazy cyklinozalezne;
CDK4 i CDK6, odgrywajacej rolg w regulacji cyklu komoérkowego. W warunkach
fizjologicznych CDK4/6 wigze si¢ w kompleksy biatkowe z cykling D, powodujac
fosforylacje pRb. Po ufosforylowaniu pRb odlacza sie¢ od czynnika transkrypcyjnego
E2F, ktory uwolniony przenika do jadra komoérkowego 1 indukuje transkrypcje genow
uczestniczacych w przejsciu komorki z fazy Gi do S. Zatem, podsumowujac role biatka
p16, nalezy stwierdzi¢, ze jako inhibitor CDK blokuje progresj¢ cyklu komérkowego. W
prawidlowej komorce wolne p16 wystepuje w niewielkich ilo$ciach i nie jest wykrywane
standardowymi metodami laboratoryjnymi®®=7,

W komorce nablonka szyjki macicy zakazonej wysokoonkogennymi typami
wirusa HPV, po inkorporacji DNA HPV do genomu gospodarza, produkowana w duzej
ilosci wirusowa onkoproteina E7 wigze si¢ z pRb, uwalniajac je z potaczenia z
czynnikiem transkrypcyjnym E2F, co aktywuje postep cyklu komorkowego. Pod
wptywem E7 dochodzi do utraty funkcji pRb, a niejako produktem ubocznym tego
procesu jest stata, niekontrolowana nadprodukcja biatka pl6, co jest wykrywane w
cytoplazmie 1 jadrze komodrkowym przy uzyciu dedykowanych przeciwciat

monoklonalnych?.
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Rycina 3. Patomechanizm odpowiedzialny za nadekspresje p16 w komorce w odpowiedzi
na dziatanie onkoproteiny E7 wirusa brodawczaka ludzkiego (objasnienie w tekscie).

Ki-67 to kolejne biatko wykrywane w te$cie immunocytochemicznym. Petni role
markera proliferacji. W prawidlowym cyklu komoérkowym jest zaangazowane w wiele
waznych procesow, miedzy innymi podczas mitozy uczestniczy w tworzeniu ochronnej
warstwy wokot chromosomow, zapobiegajac ich zlepianiu si¢ podczas podziatu. Antygen
Ki-67 jest wykrywany w jadrach komorek dzielacych sie, w kazdej czynnej fazie cyklu
komorkowego (G1, S, G2 i M), ale nigdy w stanie spoczynku (Go)®8°.

Latwo zauwazy¢, ze oba biatka pelnig przeciwstawne funkcje, to znaczy pl6
hamuje cykl komorkowy, a Ki67 jest markerem proliferacji. Dlatego w warunkach
fizjologicznych p16 i Ki-67 nie moga wystepowaé jednoczesnie w jednej komorce. Ich
wspotwystgpowanie oznacza, ze doszlo do powaznych zaburzen w regulacji cyklu
komorkowego i komoérka utracita zdolnos¢ samokontroli. Koekspresja p16/Ki-67 jest
wiec obrazem deregulacji cyklu komérkowego pod wplywem przetrwatego zakazenia
wysokoonkogennymi typami wirusa HPV i stanowi wskaznik trwajacego procesu
transformacji nowotworowej w komorkach nabtonka szyjki macicy. Koreluje zatem z
wystepowaniem zmian $rodnabtonkowych wysokiego stopnia (HSIL).

Powyzsze obserwacje staly si¢ podstawg stworzenia nowego uzytecznego

narzedzia w diagnostyce standw przednowotworowych i raka szyjki macicy.
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1.5.2. Test diagnostyczny CINtec® PLUS - zasada dzialania.

Dwubarwny test immunocytochemiczny pl6/Ki-67 (w anglojezycznych
publikacjach funkcjonujacy jako pl6/Ki-67 dual-stained cytology) jest dostepny do
uzytku klinicznego w Polsce pod postacia produktu CINtec® PLUS firmy Roche”®.

Zestaw  CINtec® PLUS  zawiera odczynniki do  jednoczesnego
immunocytochemicznego wykrywania obecnosci biatek pl16™K% oraz Ki-67 w
preparatach uzyskiwanych z wymazu cytologicznego szyjki macicy. Znajduje
zastosowanie zarOwno do barwienia preparatow konwencjonalnych utrwalonych na
szkietku podstawowym, jak rowniez do cytologii na podlozu plynnym
(ThinPrep®/SurePath™).

Markery sa wykrywane w reakcji barwnej przy uzyciu gotowej mieszaniny
przeciwcial monoklonalnych. Wykorzystuje si¢ klon E6H4™ czyli monoklonalne
przeciwciato mysie skierowane przeciwko ludzkiemu biatku p16'N€% oraz klon 274-11
AC3 to jest pierwszorzgdowe rekombinowane przeciwcialo krolicze skierowane
przeciwko ludzkiemu biatku Ki-67.

W wyniku reakcji immunocytochemicznej powstajg dwa produkty barwne. W
miejscu nadekspresji antygenu p16'™K4 pojawia si¢ osad bragzowy, a tam gdzie obecna
jest ekspresja antygenu Ki-67 powstaje osad czerwony.

Wynik dodatni badania CINtec® PLUS wystepuje wtedy, gdy w ocenie preparatu
pod mikroskopem §wietlnym, stwierdza si¢ charakterystyczne podwdjne wybarwienie w
przynajmniej jednej komodrce nabtonka szyjki macicy. Cytoplazma barwi si¢ na brgzowo
z powodu p16, a jadro komérkowe na ciemnoczerwono poniewaz obecne sa p16 i Ki67.

Dwubarwnos$¢ komorki jest wskaznikiem koekspresji p16/Ki-67 [Rycina 4].
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Ki-67(+)

Rycina 4. Dodatni odczyn CINtec® PLUS. W jednej komorce zachodzi podwdjne
CzZerwono-brqzowe barwienie, co oznacza koekspresje p16/Ki67.

1.5.3. Rola testu CINtec® PLUS w skriningu pierwotnym - narzedzie
diagnostyczne | rzutu.

Najwazniejsza praca, oceniajaca uzytecznos¢ kliniczng testu
immunocytochemicznego pl16/Ki-67, byto badanie PALMS (akronim od ang. Primary,
ASC-US, LSIL Marker Study), ktérego koncowe wyniki opublikowano w 2013 roku’®,

Byto to szeroko zakrojone wieloosrodkowe badanie prospektywne, prowadzone
w pieciu europejskich krajach (Belgii, Francji, Niemczech, Wtoszech i Hiszpanii).
Badaniem obj¢to populacje 27349 dorostych kobiet, zglaszajacych sie¢ na rutynowe
badania przesiewowe w kierunku raka szyjki macicy. U wszystkich badanych kobiet
uzyto trzech narzedzi diagnostycznych: cytodiagnostyki pod postacig cytologii
konwencjonalnej  albo  cienkowarstwowej na  podtozu  plynnym, testu
immunocytochemicznego pl16/Ki-67 (CINtec® PLUS) oraz testu HPV DNA (Hybrid
Capture 2). Pacjentki, ktore uzyskaly pozytywny wynik testu przesiewowego, czyli
nieprawidlowa cytologi¢ i/lub dodatni wynik p16/Ki-67 i/lub dodatni test HPV, byly
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kierowane do drugiego etapu diagnostyki. U takich pacjentek wykonywano kolposkopig,
z wyjatkiem kobiet ponizej 30 roku zycia, u ktoérych jedyna nieprawidtowoscia byt
dodatni test HPV. W razie stwierdzenia podejrzanych zmian kolposkopowych, pobierano
biopsj¢ szyjki macicy. Potwierdzeniem rzeczywistej patologii szyjki macicy czyli stanu
przednowotworowego, byto rozpoznanie histopatologiczne co najmniej sSrodnablonkowej
neoplazji w stopniu umiarkowanym (CIN2+).

W badaniu PALMS porownano doktadno$¢ wszystkich trzech narzedzi
skriningowych w wykrywaniu rzeczywistych stanow przedrakowych szyjki macicy
(CIN2+)™. Wykazano znamiennie Wyzsza czulo$¢ testu immunocytochemicznego
pl6/Ki-67 w porownaniu z cytodiagnostyka (86,7% versus 68,5%; p<0,001). Nie
stwierdzono réznic w swoistosci obu metod (odpowiednio 95,2% 1 95,4%; p=0,15). U
kobiet, ktore ukonczyly 30 lat, test DNA HPV osiagnat wyzsza czuto$¢ niz CINtec®
PLUS (93,3% versus 84,7%; p=0,03), ale miat nizsza swoistos$¢ (93,0% versus 96,2%;
p<0,001). Podobne wnioski uzyskano zawezajac punkt koncowy badania do zmian
bardziej zaawansowanych (CIN3+). W tej analizie test immunocytochemiczny wykazat

czuto$é 87,4% i swoistos¢ 94,8%4.

1.5.4. Zastosowanie testu CINtec® PLUS w badaniach uzupeltniajacych -
narzedzie skriningowe II rzutu.

Aktualnie w wielu krajach, w tym réwniez w Polsce®, test immunocytochemiczny
identyfikujagcy biomarkery pl6/Ki-67 jest zalecany jako narzedzie skriningowe
dodatkowe, doprecyzowujace wskazania do diagnostyki pogtebionej w kolposkopii, u
pacjentek z niskiego stopnia nieprawidtowosciami lub niejednoznacznym wynikiem
badan przesiewowych.

W badaniach klinicznych potwierdzono jego skuteczno$¢ jako metody
uzupehiajacej w przypadku rozpoznan cytologicznych ASC-US oraz LSIL. Test
CINtec® PLUS pozwala wytypowa¢ pacjentki, ktore sg zagrozone wystgpowaniem
zmian $rédnablonkowych wysokiego stopnia i w zwigzku z tym wymagaja diagnostyki
kolposkopowej’®7".

Pierwsze wyniki opublikowano w 2011 roku na podstawie badania EEMAPS
(akronim od ang. European Equivocal or Mildly Abnormal Pap Cytology Study). Czutos¢
metody immunocytochemicznej w wykrywaniu zmian HSIL/CIN2+, w przypadku
cytologii ASC-US wyniosta 92,2%, a dla LSIL 94,2%. Swoistos¢ to odpowiednio 80,6%
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dla ASC-US i 68,0% dla LSIL. W tej samej analizie test DNA HPV, jako narzedzie
doprecyzowujace wskazania do kolposkopii, wykazywat podobna czuto$¢ wykrywania
CIN2+ to jest 90,9% dla ASC-US i 96,4% dla LSIL, ale istotnie mniejszg swoisto$¢
wynoszaca 36,3% dla ASC-US i 19,2% dla LSIL"®,

W badaniu PALMS poréwnano tez wartos¢ diagnostyczng testow p16/Ki-67 oraz
DNA HPV, w celu selekcji pacjentek z mniejszymi nieprawidlowosciami
cytologicznymi, ktore wymagajg poglebienia diagnostyki. W rezultacie stwierdzono, ze
w  przewidywaniu zmian CIN2+ u pacjentek z ASC-US/LSIL, test
immunocytochemiczny ma wyzsza dodatnig warto$¢ predykcyjng (PPV 16,3% dla ASC-
USi26,5% dla LSIL), w poréwnaniu z testem molekularnym identyfikujagcym DNA HPV
(PPV 10,0% dla ASC-US i 18,6% dla LSIL)"®. Postawiono wniosek, ze dwubarwny test
pl6/Ki-67 z duza doktadnoscia wskazuje, ktore wyniki cytologii ASC-US/LSIL moga
by¢ niedoszacowane i wymagaja pogtebienia diagnostyki w kierunku HSIL. Dzigki temu
moze skutecznie redukowac ilo$¢ niepotrzebnych kolposkopii u kobiet bez istotnych
patologii szyjki macicy.

Po upowszechnieniu w wielu krajach modelu badan przesiewowych raka szyjki
macicy opierajacego si¢ na pierwszorzutowym tescie molekularnym DNA HPV,
zauwazono potrzebe wyboru skutecznego badania dodatkowego, z uwagi na
niesatysfakcjonujaca swoisto$¢ testu wirusowego czyli duzg ilo$¢ wynikow fatszywie
dodatnich. Liczne badania potwierdzity przydatnoéé¢ testu CINtec® PLUS8081828384

Przeprowadzono analize retrospektywna subpopulacji 7727 kobiet powyzej 25
roku zycia z badania ATHENA, u ktorych z powodu dodatniego wyniku testu HPV
wykonano kolposkopi¢ 1 biopsj¢ szyjki macicy. Stwierdzono, ze dla takich kobiet
lepszym badaniem 11 rzutu jest test p16/Ki-67, wykrywajacy CIN2+ z czutoscia 74,9%,
anizeli cytodiagnostyka charakteryzujaca si¢ niedostateczng czuto$cig na poziomie
51,9%. Ponadto, jako najskuteczniejszy model badan przesiewowych, wykrywajacy z
najwyzszg czuloscig zmiany przednowotworowe wysokiego stopnia 1 raka szyjki macicy
(CIN3+), uznano taki skrining, w ktorym wszystkie pacjentki HPV16(+) i/lub HPV18(+)
sa bezposrednio kierowane na kolposkopig, a test CINtec® PLUS shuzy, jako narzedzie
doprecyzowujace wskazania do etapu poglebionego diagnostyki, u tych pacjentek, u
ktorych stwierdzono obecnos¢ innych 12 typow HR HPV®,
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1.5.5. Test CINtec® PLUS do monitorowania nawrotu HSIL po leczeniu.

Wsrod kobiet leczonych z powodu zmian $rodnabtonkowych wysokiego stopnia
(HSIL), czg$¢ niestety doswiadcza nawrotu choroby. Czgstos¢ nawrotdw po leczeniu jest
szacowana na 5-15%, a wigkszos$¢ z nich jest rozpoznawana w ciggu dwoch pierwszych
lat po zabiegu.

Wsrod dobrze udokumentowanych czynnikéw ryzyka nawrotu sa: wiek, stopien
zaawansowania i rozlegto$¢ zmiany, zajgcie marginesOw w materiale histopatologicznym
z zabiegu ekscyzyjnego szyjki macicy najczesciej metoda LEEP (ang. loop
electrosurgical excision procedure), obecnos¢ HSIL w kanale szyjki macicy, przetrwate
zakazenie wysokoonkogennymi typami wirusa brodawczaka ludzkiego szczegélnie
HPV16, stany immunosupres;i®.

W praktyce klinicznej, do diagnostyki u pacjentek po leczeniu z powodu HSIL,
najczesciej wykorzystuje si¢ test polgczony to jest wymaz cytologiczny oraz badanie
molekularne DNA HPV.

Test immunocytochemiczny pl6/Ki-67, byt badany pod katem uzyteczno$ci w
monitorowaniu pacjentek po leczeniu stanéw przednowotworowych szyjki macicy.
Stwierdzono, ze zastosowany samodzielnie test CINtec® PLUS ma niedostateczng
czulos¢ detekcji nawrotéw HSIL wynoszaca 69,2%, przy dobrej swoistosci siegajacej
90,4%. Najlepsze wyniki uzyskano dzigki zastosowaniu potaczenia testu DNA HPV oraz
testu p16/Ki-67 uzyskujac czuto$¢ na poziomie 87,2%, porownywalna do wykorzystania
podwdjnej metody z testem DNA HPV i cytologiag (89,7%), natomiast osiggnicto

7naczaco wyzsza swoistosé (74,2% versus 58,1%)%.
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2. Cele pracy.

Dzi¢ki rozszerzanej na caty §wiat nowoczesnej strategii dziatan profilaktycznych,
opierajacych si¢ na szczepieniach populacyjnych przeciwko wirusom brodawczaka
ludzkiego, realna staje si¢ wizja catkowitej eliminacji raka szyjki macicy jako problemu
zdrowia publicznego. Do czasu osiggni¢cia optymalnego poziomu uodpornienia
populacji ogélnoswiatowej, wazne jest nieustanne doskonalenie metod diagnostycznych
oraz utrzymywanie efektywnych programoéw skriningowych, aby chroni¢ kobiety

nieszczepione przed zachorowaniem na inwazyjnego raka szyjki macicy.

2.1. Cel gléwny.

Zasadniczym celem pracy byla ocena wartosci diagnostycznej testu
immunocytochemicznego identyfikujacego koekspresje biomarkeréw pl6/Ki-67 w

wykrywaniu §rddnabtonkowej neoplazji i raka szyjki macicy.

2.2. Cele szczegélowe.

1) Poroéwnanie warto$ci wykrywczych narzedzi skriningowych wykorzystywanych w
badaniach przesiewowych w kierunku $rdédnablonkowej neoplazji 1 raka szyjki
macicy u kobiet z nieprawidlowym wynikiem oceny rozmazu cytologicznego.
Ocena warto$ci diagnostycznej nastepujacych metod zastosowanych samodzielnie
oraz w modelach potgczonych:

a) testu molekularnego DNA HPV,

b) testu immunocytochemicznego pl6/Ki-67,

c) cytodiagnostyki LBC wzbogaconej o immunocytochemiczne wykrywanie
p16/Ki-67,

d) testu wirusowego DNA HPV w polaczeniu z identyfikacja p16/Ki-67 w tescie
immunocytochemicznym.

2) Ocena uzyteczno$ci metody immunocytochemicznej do weryfikacji poprawnosci
rozpoznan cytologicznych i1 wynikow molekularnej analizy DNA HPV.
Sprawdzenie  przydatno$ci  klinicznej testu pl6/Ki-67 jako narzedzia
doprecyzowujacego wskazania do diagnostyki poglebionej w przypadku

niejednoznacznych wynikéw badan przesiewowych.
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3. Material.

Badania prowadzono w Ginekologiczno-Potozniczym Szpitalu Klinicznym
(GPSK) Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu, w
Pracowni Patofizjologii Szyjki Macicy (PPSM) oraz Pododdziale Ginekologicznym 1.

Rozpoczecie badan poprzedzono uzyskaniem zgody Komisji Bioetycznej przy
UMP (Uchwata nr 234/19 z dnia 07 lutego 2019 r.).

Rekrutacja pacjentek do czeSci prospektywnej badania odbywala si¢ w okresie od
lutego 2019 do lutego 2021 roku. Sposroéd wszystkich kobiet, ktore w tym okresie
zgtaszaly si¢ ze skierowaniem na konsultacj¢ do Poradni Patofizjologii Szyjki Macicy,
jako osrodka referencyjnego w diagnostyce i leczeniu standw patologicznych szyjki
macicy, do badania zakwalifikowano ostatecznie 93 kobiety (n=93).

Badano wytacznie osoby pelnoletnie. Wiek kobiet uczestniczacych w badaniu
miescit si¢ w przedziale od 20 do 70 lat. Od wszystkich pacjentek uzyskano §wiadoma
zgode potwierdzong wlasnorgcznym podpisem na specjalnie przygotowanym

formularzu.

Tabela 2. Rozktad wieku populacji zrekrutowanej do badania.

Wiek Liczba %
<29 26 27,96
30-39 33 35,48
40-49 17 18,28
>50 17 18,28
RAZEM 93 100,00

Wszystkie pacjentki speniaty podstawowy warunek wiaczenia do badania, to
znaczy posiadaty udokumentowany nieprawidtowy wynik badan przesiewowych, czyli
rozpoznanie cytologiczne wg TBS: ASC-US, LSIL, ASC-H, HSIL, AGC, rak albo
klinicznie podejrzewano u nich istnienie powaznej patologii szyjki macicy, pomimo

braku nieprawidtlowosci w cytologii: NILM lub brak wyniku cytologii.
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Tabela 3. Liczebnos¢ w grupach z poszczegolnymi rozpoznaniami cytologicznymi wsrod
pacjentek zakwalifikowanych do badania.

LBC
Brak
wg ASC-US | LSIL [ ASC-H | HSIL | AGC | Rak | NILM | RAZEM
cytologii
TBS
Liczba 22 20 20 16 0 0 12 3 93
% 23,7 21,5 21,5 17,2 0 0 12,9 3,2 100

Pozytywna rekrutacja do badania skutkowala pobraniem materiatu do dalszych
analiz laboratoryjnych. U wszystkich pacjentek pobrano wymaz z tarczy czesci
pochwowej szyjki macicy i/lub sklepien pochwy na podtoze ptynne. Tym sposobem
pozyskano probki do dalszych badan: powtdérnego badania cytologicznego u tych
pacjentek, u ktorych wynik ambulatoryjny byl stworzony w oparciu o metodg
konwencjonalng, testu immunocytochemicznego (CINtec® PLUS) oraz badan
molekularnych (test DNA HPV wykrywajacy 14 typow HR HPV z genotypowaniem 16
i 18). Nastepnie u kazdej pacjentki wykonano ocen¢ kolposkopowa i pobrano biopsj¢
szyjki macicy do badania histopatologicznego.

Na podstawie kofcowego rozpoznania patomorfologicznego kobiety
uczestniczace w badaniu zostaly przypisane odpowiednio do grupy badanej lub
kontrolnej.

Pacjentki, u ktorych potwierdzono histopatologicznie obecnos¢ patologii szyjki
macicy, podlegaty dalszej obserwacji. W przypadku istnienia wskazan do leczenia
chirurgicznego, czyli w razie wykrycia raka szyjki macicy, CIN3/HSIL, CIN2/HSIL oraz
CIN1/LSIL przy braku samoistnej regresji, rejestrowano ostateczne wyniki
histopatologiczne z materialu pooperacyjnego, co stuzylo do dalszych analiz

retrospektywnych.
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4. Metoda.

4.1. Cytodiagnostyka.

Wymaz z tarczy i kanatu szyjki macicy pobierano pod kontrola wzroku, we
wzierniku ginekologicznym typu Cusco, przy uzyciu sterylnej, jednorazowej szczoteczki
cytologicznej Cervex-Brush® z koncowka w ksztalcie wachlarza. Najdtuzsze wypustki
szczoteczki kierowano przez ujscie zewnetrzne do kanatu szyjki macicy na gltgbokos¢ 1
cm, a nastgpnie delikatnie przyciskajac, obracano szczoteczke pigciokrotnie wokot
wilasnej osi zgodnie z ruchem wskazowek zegara. Ta metoda umozliwiata pozyskanie
zhuszczonych komorek z tarczy cze$ci pochwowej oraz kanatu szyjki macicy.

Pobrany materiat utrwalano na podtozu ptynnym na bazie alkoholu SurePath™
produkcji Becton, Dickinson and Company. Szczoteczkg cytologiczng zanurzano w
pojemniku BD SurePath™ Collection Vial, wypemionym roztworem utrwalajacym BD
SurePath™ Preservative Fluid. Wachlarzowata koncoéwke szczoteczki odlaczano od
trzonka i pozostawiano wewnatrz pojemnika.

W kolejnym etapie testu BD SurePath™ Liquid-based Pap Test, zawiesine
poddawano automatycznej obrobce przy zastosowaniu systemu BD Totalys SlidePrep,
dzigki czemu uzyskiwano cienkowarstwowy preparat cytologiczny, pozbawiony tta
sktadajacego si¢ z komoérek zapalnych, erytrocytow i Sluzu. Proces ten przebiegat
wieloetapowo i sktadat si¢ z mieszania na wytrzgsarce, wirowania w gradientach st¢zen
roztworu BD Density Reagent, przeniesienia osadu komorkowego do specjalnej komory
na szkietku podstawowym BD SurePath™ PreCoat, sedymentacji grawitacyjnej
komorek, barwieniu zmodyfikowang metoda Papanicolaou i przemywaniu ksylenem.
Gotowy preparat na koniec zamykano pod szkietkiem nakrywkowym i poddawano
dalszej analizie mikroskopowej.

Do oceny uzywano mikroskopu optycznego Axioskop 40 firmy Zeiss. Badanie
przeprowadzali wykwalifikowani laboranci specjalizujacy si¢ w cytodiagnostyce
medycznej. Wyniki LBC formutowano wg systemu Bethesda, a stwierdzane

nieprawidlowosci cytoonkologiczne weryfikowat nastepnie lekarz patomorfolog.
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4.2. Test immunocytochemiczny CINtec® PLUS.

Do badania immunocytochemicznego przy uzyciu zestawu CINtec® PLUS
Cytology Kit, wykorzystywano te same probki cytologiczne, ktore uprzednio stuzyty do
LBC. Material pobrany na podloze ptynne, po przetworzeniu we wzbogacone pelety
komorkowe, utrwalano w ptynie konserwujacym SurePath™ Preservative Fluid. Tak
zachowany material, przeznaczony do barwienia immunocytochemicznego, mogt by¢
przechowywany w temperaturze pokojowej 15-30°C przez maksymalnie 4 tygodnie lub
w lodowce w temperaturze 2-10°C przez nie wigcej jak 6 miesiecy.

Barwienia immunocytochemiczne wykonywano w PPSM GPSK cyklicznie po
odpowiednim przygotowaniu préobek BD SurePath™ z utrwalonego peletu
komorkowego. Po zakonczeniu obrobki wg instrukcji producenta, uzyskiwano w procesie
sedymentacji cienkowarstwowy, wysuszony preparat, gotowy do dalszego barwienia.

Procedura barwienia przy uzyciu zestawu CINtec® PLUS Cytology Kit byta w
pelni zautomatyzowana i przebiegata wedtug protokotow zalecanych przez producenta.
Wykorzystywano urzadzeniec VENTANA BenchMark z zestawem dedykowanych
odczynnikow. Po wybarwieniu, dla ochrony przed zanikaniem chromogenéw i w celu
zachowania optymalnej czuto$ci metody diagnostycznej, przeprowadzano dwuetapowq
procedure zatapiania. Najpierw preparaty zakraplano wodnym $rodkiem do zatapiania
CC/Mount™, a po jego wysuszeniu, nanoszono szkietka nakrywkowe za pomoca
trwatego $rodka do zatapiania na bazie ksylenu. Tak przygotowany preparat byt gotowy
do oceny pod mikroskopem S$wietlnym przez profesjonalistg, patomorfologa lub
cytodiagnoste, z przeszkoleniem w zakresie interpretacji preparatow barwionych
immunocytochemicznie zestawem CINtec® PLUS.

W celu potwierdzenia dodatniego odczynu CINtec® PLUS nalezato stwierdzi¢ w
badanym preparacie obecnos¢ co najmniej jednej komorki nabtonka szyjki macicy, ktéra
ulegta charakterystycznemu podwoéjnemu wybarwieniu za sprawg koekspresji dwoch
biomarkerow p16'N<42j Ki-67. W zaburzonej komérce, na skutek przetrwatej onkogenne;j
infekcji HPV, dochodzi do deregulacji cyklu komorkowego. W efekcie mozna stwierdzi¢
jednoczesna nadprodukcje biatka p16 'N%% co objawia sie brazowym zabarwieniem
cytoplazmy, oraz silng ekspresj¢ biatka Ki-67, co skutkuje swoistym czerwonym
zabarwieniem jadra komorkowego.

Oba biomarkery sa wykrywane przy uzyciu gotowej mieszaniny przeciwciat

monoklonalnych. Sa to monoklonalne przeciwcialo mysie skierowane przeciwko
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ludzkiemu biatku p16NK4 (klon E6H4™) oraz pierwszorzedowe rekombinowane
przeciwciato krolicze skierowane przeciwko ludzkiemu biatku Ki-67 (klon 274-11 AC3).
Kolejne przeciwciala drugo- 1 trzeciorzedowe tworzg wspolnie ztozone systemy detekcji.
Reakcja barwna, powodujaca powstawanie brgzowego osadu w miejscu wystepowania
antygenu p16'™NK4 polega na konwersji chromogenu DAB (tetrachlorowodorek 3,3’-
diaminobenzydyny) z uzyciem peroksydazy chrzanowej (HRP) [Rycina 5]. Czerwony
osad w miejscu wystepowania antygenu Ki-67 powstaje w wyniku konwersji barwnika

Fast Red z uzyciem fosfatazy alkalicznej (AP) z fosforanem naftolu [Rycina 6].

H (9 Konwersja chromogenu DAB
Osad 22 (tetrachlorowodorek 3,3°-
DAB DAB diaminobenzydyny) z
uzyciem peroksydazy
u chrzanowej (HRP)
HRP Trzeciorzedowe przeciwciato
¢ skierowane przeciwko haptenowi HQ
skoniugowane z peroksydaza
/ \ chrzanowa (HRP)
HQ
\/ Drugorzedowe przeciwcialo kozie
H(Q <€ przeciwko antygenom mysim zwiazane
/ kowalencyjnie z haptenami HQ
Pierwszorzedowe
¢ monoklpnalne grzeciwcialo
/ \ mysie przeciwko p16
(klon EGH4™)
Antygen'pl6 > P16
w komorce

Rycina 5. Detekcja ludzkiego biatka p16™<%,
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Rycina 6. Detekcja ludzkiego biatka Ki-67.
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4.3. Test molekularny DNA HPV.

Materiat do testu DNA HPV pobierano z szyjki macicy i sklepien pochwy przy
uzyciu jalowej szczoteczki Cervex-Brush®. Wymaz polegat na wprowadzeniu koncowki
szczoteczki na glgbokos¢ 1cm do kanatu szyjki i lekkim docis$nigciu, przez co zasadnicza
cze$¢ wypustek pozostawata w kontakcie z tarcza szyjki macicy w rejonie strefy
przeksztalcen, a nastepnie obrocie szczoteczka pigciokrotnie o 360° w prawo. Tak
pobrany materiat umieszczano w pojemniku z podtozem ptynnym Roche Cell Collection
Medium. Po oplukaniu szczoteczki ze zgromadzonego materiatu komorkowego poprzez
energiczne przyciskanie jej do dna pojemnika i ruchy obrotowe, szczoteczke nastepnie
wyrzucano. Przygotowany materiat przechowywano w lodowce w temperaturze 2-8°C.

Identyfikacja wirusa brodawczaka ludzkiego przy uzyciu technik molekularnych
odbywala si¢ w Pracowni Wirusologii Molekularnej PPSM GPSK. Test DNA HPV
wykonywano na urzadzeniu Cobas® 4800 HPV Test firmy Roche Diagnostics, w oparciu
o technologi¢ Real-Time PCR. Test ten umozliwiat wykrywanie DNA 14
wysokoonkogennych typéw wirusa brodawczaka ludzkiego. Oznaczano o0sobno
genotypy HPV16 i HPV18 oraz obecnos$¢ innych wiruséw z grupy HR (ang. high risk),
do ktorych nalezaty typy 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, i 68.

Test DNA HPV sktadat si¢ z kilku etapow. Najpierw przygotowywano materiat z
wykorzystaniem automatu cobas X 480. Probki zabezpieczone w ptynnym medium
poddawano dziataniu wysokiej temperatury. Dochodzito do lizy komorek, dzigki czemu
uzyskiwano wolne kwasy nukleinowe, w tym ewentualne DNA wirusa brodawczaka
ludzkiego. Pozyskane DNA oddzielano od pozostalych zanieczyszczen dzigki absorpcji
na magnetycznych czastkach szkta. Kolejny etap przebiegal w analizatorze cobas z 480.
Podczas denaturacji pod wptywem temperatury 95°C pekaty wigzania wodorowe dsDNA
1 otrzymywano pojedyncze nici kwasow nukleinowych. Nastepnie, po obnizeniu
temperatury do 45-60 °C, w procesie hybrydyzacji przytaczano startery komplementarne
dla DNA okreslonych 14 typow wirusa HPV, zawarte w odczynniku Master Mix. Po
ponownym podgrzaniu mieszaniny reakcyjnej do okoto 72 °C, dochodzito do aktywacji
enzymu polimerazy DNA i jej przylaczania do kompleksow matrycy ze starterem, w
efekcie powodujac elongacj¢ czyli synteze nici DNA. Dzigki temu uzyskiwano
amplifikacj¢ pozadanych fragmentow wirusowego DNA. Cata reakcja ulegala
wielokrotnemu powtdrzeniu powodujac geometryczny przyrost liczby zsyntetyzowanych

czasteczek DNA. Detekcja uzyskiwanych produktow reakcji tancuchowej polimerazy
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zachodzita w czasie rzeczywistym przy uzyciu sond znakowanych fluorescencyjnie.
Uzyskiwano cztery rdzne reakcje barwne osobno dla sygnatow pochodzacych od DNA
HPV16, HPV18, tacznie od innych 12 typow HPV HR oraz dodatkowo od ludzkiego

genu B-globiny, ktéry ulegatl analogicznym reakcjom, stanowiac kontrole catego procesu.

4.4. Kolposkopia.

Diagnostyke kolposkopowa przeprowadzano w Poradni Patofizjologii Szyjki
Macicy GPSK przy uzyciu kolposkopu stereoskopowego model OCS 500 marki
Olympus. Kolposkop wyposazono w aparat cyfrowy umozliwiajagcy podglad na
monitorze, digitalizacje i archiwizacj¢ uzyskiwanych obrazow w programie IRIS
Ginekologia firmy Medicom.

Badanie kolposkopowe przeprowadzano zgodnie z obowigzujacymi wowczas
wytycznymi PTKiPSM oraz PTGIP. Dokonywano ogledzin sromu, pochwy i szyjki
macicy oraz oceniano typ strefy transformacji. Nastepnie, przy uzyciu wbudowanego
zielonego filtra, poszukiwano atypowych naczyn krwiono$nych. W kolejnym etapie
kazdorazowo wykonywano probe z 3-5% wodnym roztworem kwasu octowego a
nastepnie probe Schillera z wodnym roztworem jodu w jodku potasu.

Do opisu kolpogramoéw postugiwano si¢ mianownictwem ustanowionym przez
Miedzynarodowa Federacje Patologii Szyjki Macicy 1 Kolposkopii (IFCPC 2011).
Ponadto wykorzystywano ocen¢ punktowa wedhlug skali Reida (RCI, Reid Colposcopic
Index), uwzgledniajaca cztery parametry, takie jak kolor i granice zmiany po probie z
kwasem octowym, charakter naczyn krwionosnych oraz jodochwytno$¢ po probie z
ptynem Lugola. W ocenie wg RCI zmiana mogta uzyska¢ od 0 do maksymalnie 8

punktow, przy czym za nieprawidtowy uznawano wynik > 3 punkty [Tabela 4].
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Tabela 4. Skala Reida.

Cecha Punktacja w skali Reida
kolposkopowa O pkt. 1 pkt. 2 pkt.
Kolor e subtelne potprzezroczyste [e posrednie zbielenie, o intensywne

zbielenie, 0 szarobiatym perlowobiate zbielenie
e zbielenie wystepujace odcieniu, §wiecace

poza strefg przeksztatcen,
e $nieznobiale zbiclenie z
polyskliwa powierzchnia

Granice zmiany, |egranice zmiany e zmiany regularnego e zwinicte, ztuszczajace
uksztaltowanie postrzepione, ksztattu, si¢ brzegi zmiany,
powierzchni otzw. gra_nice ®0stro od_graniczone od |e zmigqa 0
geograficzne, otoczenia zréoznicowanym
eniewyrazne stopniu zbielenia
odgraniczenie od
otoczenia,

ezmiany satelitarne
wyraznie oddzielone od
nowej granicy
miedzynabtonkowej,

e powierzchnia zmieniona
przez brodawczaki lub

ktykciny
Naczynia e delikatne punkcikowanie |e brak naczyn po probie [egrube punkcikowanie i
krwiono$ne i mozaika z kwasem octowym mozaika
Préba jodowa e jednolicie brunatne eCczeSciowy wychwyt  [eobszar jodonegatywny,
zabarwienie zmiany, jodu, obszar ezmiana
e zmiana jodonegatywna, cetkowany jodopozytywna, ktora
ktora otrzymata <3pkt za otrzymata >4pkt za
pozostate cechy pozostate cechy

4.5. Biopsja szyjki macicy.

U kazdej pacjentki, po dokonaniu oceny kolposkopowej, pobierano wycinki z
tarczy szyjki macicy do badania histopatologicznego. Uzywano kleszczykow
biopsyjnych Tischler. Biopsje¢ pobierano w sposob celowany z miejsc podejrzanych o
srédnabtonkowa neoplazje (RCI> 3 pkt.). W razie nieuwidocznienia zmian wykonywano
losows biopsje tarczy szyjki macicy na godzinie 2, 4, 8 i 10, w miejscu nowego
potaczenia  migdzynablonkowego. = Wszystkie  pacjentki  poddano  rowniez
diagnostycznemu tyzeczkowaniu kanatu szyjki macicy przy uzyciu skrobaczki

ginekologicznej Recamier.

55



Uzyskany material tkankowy zatapiano w 10-procentowym wodnym roztworze
zbuforowanej formaliny na 24-72 godziny. Tak utrwalone preparaty przekazywano do
dalszej obrobki w Pracowni Patomorfologii GPSK, gdzie ostatecznie podlegaty ocenie
mikroskopowej przez lekarza specjaliste w patomorfologii.

Otrzymane wyniki histopatologiczne przyporzadkowano do pigciu kategorii

rozpoznan: bez zmian, CIN1/LSIL, CIN2/HSIL, CIN3/HSIL, rak.

4.6. Analiza statystyczna.

W obliczeniach statystycznych postugiwano si¢ oprogramowaniem PQStat w wersji
1.8.2.

Dla kazdego z ocenianych testow skonstruowano tabele kontyngencji 2x2 wedtug
okreslonego modelu, uwzgledniajacego uzyskane wyniki testu przesiewowego oraz
ostateczne wyniki histopatologiczne [Tabela 5]. Na podstawie wiedzy, czy cecha
wykrywana w tescie diagnostycznym rzeczywiscie wystepuje w tescie potwierdzenia,
wszystkie uzyskane wyniki przyporzadkowano do jednej z czterech kategorii:

e TP - wyniki prawdziwie dodatnie (ang. true positive),

e FP - wyniki falszywie dodatnie (ang. false positive),

e FN - wyniki falszywie ujemne (ang. false negative),

e TN - wyniki prawdziwie ujemne (ang. true positive).

Tabela 5. Modelowa tabela kontyngencji 2x2.

Wynik badania histopatologicznego
Obserwowane licznosci (,,zloty standard”)
Dodatni (+) Ujemny (-)
Wynik testu Dodatni (+) TP FP
diagnostycznego Ujemny (-) FN TN

Wykorzystujac powyzsze dane, wyliczono miary opisujace przydatno$¢ badanych
testow w diagnostyce skriningowe;j:
e SENS - czutos¢ (ang. sensitivity) oznaczajaca zdolno$¢ testu do wykrywania

rzeczywistych stanow przednowotworowych i raka szyjki macicy,
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TP

SENS = ——
TP+ FN

e SPEC - swoistos¢ (ang. specificity) opisujaca zdolnos¢ do prawidtowego

identyfikowania 0s6b zdrowych,

SPEC = 27N

e PPV - warto$¢ predykcyjna dodatnia (ang. positive predictive value), czyli
prawdopodobienstwo diagnozy HSIL po uzyskaniu dodatniego wyniku testu

skriningowego,

PPV = p v Fp

e NPV - wartos¢ predykcyjna ujemna (ang. negative predictive value), czyli
prawdopodobienstwo, ze badana osoba rzeczywiscie nie ma HSIL, jesli uzyskata
ujemny wynik testu przesiewowego,

NPV = ———
VEENTTN

e ACC - doktadno$¢ (ang. accuracy), czyli prawdopodobienstwo uzyskania

poprawnej diagnozy przy uzyciu wykorzystanej metody diagnostyczne;.

Przedzialy ufnosci dla SENS, SPEC, PPV, NPV, PREV i ACC budowano w
oparciu o metode Cloppera-Pearsona dla pojedynczej proporcji. Jako przedzial ufnosci
(ClI, ang. confidence interval) ustanowiono 0,95.

Dla kazdego testu wyliczono iloraz wiarygodnosci wyniku dodatniego (LR+, ang.
likelihood ratio of positive test), czyli iloraz szans, ze wynik dodatni otrzyma osoba chora

do szansy na uzyskanie tego wyniku przez osobe zdrowa.

SENS _ TP(TP + FN)

LR+= =
= 1_"SPEC ~ FP(FP +TN)

Wyliczony iloraz wiarygodnosci wyniku ujemnego (LR-, ang. likelihood ratio of
negative test), oznaczat iloraz szans, ze osoba chora uzyska wynik ujemny do szansy

otrzymania takiego wyniku przez osob¢ zdrow3.
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_1—-SENS FN(TP + FN)
SPEC ~ TN(FP +TN)

Przedziaty ufnosci dla LR+ 1 LR- budowano w oparciu o btad standardowy (SE,
ang. standard error of the estimate).

Zapomocg programu statystycznego skonstruowano nastepnie wykresy krzywych
ROC (ang. receiver operating characteristic curve) dla ocenianych testow
diagnostycznych. Jakos¢ testow okreslono za pomocg pél pod krzywa (AUC, ang. area
under curve), obliczonych metodg DeLong’a.

Dla wszystkich obliczen przyj¢to poziom istotnosci statystycznej 0=0,05.
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5. Wyniki.
5.1. Charakterystyka populacji.

Do badania zakwalifikowano tacznie 93 kobiety w wieku od 20 do 70 lat. Srednia
wieku badanych kobiet wyniosta 39 lat, a mediana 37 lat [Wykres 5]. Dla celéw dalszych
obliczen populacj¢ podzielono na dwie grupy wiekowe, z uwagi na odmienny naturalny
przebieg zakazenia onkogennymi typami wirusa brodawczaka ludzkiego u kobiet przed i
po ukonczeniu 30 roku zycia. Liczebno$¢ 1 udziat procentowy obu grup wiekowych

przedstawiono w tabeli [6].
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Wykres 5. Rozktad wieku badanej populacji (wiek w latach, n=93).

Tabela 6. Liczebnos¢ populacji z podziatem na grupy wiekowe ponizej i powyzej 30 r.z.

Wiek Liczba (n) Procent (%)
<30r.z. 26 28,0
>30r.Z. 67 72,0

Lacznie 93 100




Sposrod zastosowanych metod diagnostycznych za badanie rozstrzygajace
uznano biopsje szyjki macicy. Na podstawie uzyskanych wynikow histopatologicznych
bioptatéw szyjki macicy, kobiety przydzielono odpowiednio do grupy badanej lub grupy
kontrolnej.

Do grupy badanej wilaczono pacjentki z potwierdzong histopatologicznie
sréddnabtonkowsg neoplazja lub rakiem szyjki macicy, czyli 44 kobiety, ktore uzyskaly
wynik histopatologiczny CIN1/LSIL, CIN2/HSIL, CIN3/HSIL lub rak. Grupa badana
stanowita 47,3 procent (44/93).

Na grupe kontrolng sktadaty si¢ te kobiety, u ktérych w ocenie patomorfologicznej
nie stwierdzono patologii szyjki macicy. Prawidtowy wynik histopatologiczny (brak
patologii) uzyskato 49 kobiet co stanowito 52,7 procent wszystkich uczestniczek badania
(49/93).

Liczebno$¢ i odsetki poszczegdlnych rozpoznan histopatologicznych w populacji
wszystkich kobiet zakwalifikowanych do badania zaprezentowano w tabeli [7] i na
wykresie [6].

Tabela 7. Liczba i procent uzyskanych wynikow histopatologicznych dla catej populacji.

Wynik histopatologiczny Liczba (n) Procent (%)
Brak patologii 49 52,7
CIN1/LSIL 19 20,4
CIN2/HSIL 7 7,5
CIN3/HSIL 14 15,1
Rak 4 4,3
Lacznie 93 100,0
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= Brak patologii

= CIN1/LSIL

= CIN2/HSIL
CIN3/HSIL

= Rak

Wykres 6. Rozkiad procentowy uzyskanych wynikow histopatologicznych dla calej
populacji (n=93).

[Tabela 8] i [Tabela 9] przedstawiaja dane dotyczace uzyskanych wynikow
histopatologicznych w zaleznosci od wieku kobiet. Rozktad procentowy poszczegolnych
rozpoznan w obu badanych subpopulacjach, to jest ponizej i po ukonczeniu 30 roku zycia,
jest zblizony. W wartosciach bezwzglednych wigcej przypadkoéw cigzkich patologii
szyjki macicy zdiagnozowano w starszej grupie wiekowej, ale byto to efektem wigkszej
liczebnosci tej grupy. Nie zaobserwowano istotnej statystycznie korelacji stopnia

zaawansowania zmian histopatologicznych z wiekiem badanych kobiet.

Tabela 8. Uzyskane wyniki histopatologiczne z podzialem populacji na dwie grupy
wiekowe (liczba oraz rozktad procentowy wynikéw w obrebie danej grupy wiekowej).

Wiek <30 r.z. >30 r.z.
Hist-pat N % n %
Brak patologii 14 53,9 35 52,2
CIN2/LSIL 4 15,4 15 22,4
CIN2/HSIL 2 1,7 5) 7,5
CIN3/HSIL 5 19,2 9 13,4
Rak 1 38 3 4,5
Lacznie 26 100 67 100
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Tabela 9. Uzyskane wyniki histopatologiczne z podziatem populacji na dwie grupy
wiekowe (liczba oraz odsetek pacjentek w okreslonym wieku w obrebie poszczegolnych
rozpoznan histopatologicznych).

Wiek <30r.z. >30 r.z. Lacznie
Hist-pat n % N % n %
Brak patologii 14 28,6 35 71,4 49 100
CINT/LSIL 4 21,1 15 78,9 19 100
CIN2/HSIL 2 28,6 5 71,4 7 100
CIN3/HSIL 5 35,7 9 64,3 14 100
Rak 1 25,0 3 75,0 4 100

Z grupy badanej wyodrgbniono ponadto pacjentki, ktore uzyskaly wyniki
histopatologiczne $wiadczace o istnieniu powaznej patologii szyjki macicy, czyli
rzeczywistych stanow przednowotworowych CIN2/HSIL, CIN3/HSIL lub raka szyjki
macicy. Na potrzeby pracy opisang grupg nazywano CIN2+.

W grupie CIN2+ znalazto si¢ 25 kobiet, co stanowito 26,9 procent catej populacji
(25/93). Najczesciej diagnozowano CIN3/HSIL, to jest tacznie 14 przypadkow (14/25,
56%) z czego 9 wykryto w subpopulacji kobiet po 30 roku zycia, a 5 w grupie ponizej 30
roku zycia. Drugim w kolejnos$ci rozpoznaniem w grupie CIN2+ byto CIN2/HSIL (7/25,
28%). Wykryto tez cztery przypadki raka szyjki macicy (4/25, 16%). Rozpoznano 2 raki
plaskonabtonkowe i 1 raka gruczotowego u kobiet w wieku odpowiednio 56, 65 i 63 lat
oraz zdiagnozowano 1 rzadkiego raka kosmkowo-gruczotowego u mtodej 28-letniej
pacjentki.

Liczebno$¢ 1 odsetki poszczegdlnych rozpoznan histopatologicznych w grupie

CIN2+ zaprezentowano w tabeli [10] i na wykresie [7].
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Tabela 10. Liczba i procent uzyskanych wynikow histopatologicznych w grupie CIN2+.

Wynik histopatologiczny Liczba (n) Procent (%)
CIN2/HSIL 7 28
CIN3/HSIL 14 56

Rak 4 16
Lacznie 25 100
= CIN2/HSIL
= CIN3/HSIL
= Rak

Wykres 7. Rozktad procentowy uzyskanych wynikow histopatologicznych w grupie

CIN2+ (n=25).
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5.2.  Wyniki poszczegélnych narzedzi skriningowych.

Uczestniczki badania zostaty poddane trzem testom przesiewowym w kierunku
srédnabtonkowej neoplazji i raka szyjki macicy. Wykorzystano nast¢pujgce narz¢dzia
skriningowe: cytodiagnostyke (LBC), test immunocytochemiczny (p16/Ki-67) oraz test
molekularny (DNA HPV).

5.2.1. Cytodiagnostyka (LBC).

Cytologi¢ na podtozu plynnym wykonano u 90 kobiet. Pozostate 3 pacjentki, u
ktérych brakowato danych dotyczacych wyniku cytodiagnostyki, posiadaty wyniki
zewngtrzne, ale zdecydowano o ich wykluczeniu z analiz z powodu braku wiarygodnej
walidacji. Opisane braki danych dotyczyty 3,2 procent catej populacji.

W obregbie populacji wszystkich kobiet wilaczonych do badania (n=93)
stwierdzono 78 przypadkoéw nieprawidtowosci cytologicznych, co stanowito 83,9 procent
catosci. U 12 kobiet wynik cytologii byt prawidlowy okreslany jako NILM (12,9%), a w
3 przypadkach brakowalo odpowiednich danych, co wytlumaczono powyzej. Wsrod
uzyskanych nieprawidlowych wynikow znalazly si¢ takie rozpoznania cytologiczne wg
TBS jak ASC-US, LSIL, ASC-H, HSIL [Wykres 8]. W preparatach cytologicznych nie
stwierdzono zadnego przypadku AGC lub raka.

30 28,2
25,6 25,6
25
22
20 20 20,6
20
16
15
10
5
0
ASC-US LSIL ASC-H HSIL
mLiczba (n) ®Procent (%)

Wykres 8. Nieprawidtowe wyniki cytologii wg TBS (n=78).
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W tabeli [11] i na wykresie [9] przedstawiono rezultaty analizy histopatologicznej
wycinkoéw szyjki macicy uzyskanych od wszystkich kobiet (n=93) z podziatem wedlug
wynikow badan przesiewowych przy uzyciu metody LBC.

W grupie CIN2+ wszystkie wykonane cytologie oceniono jako nieprawidlowe, a
najczestszym rozpoznaniem cytologicznym byt HSIL (13/23; 56,5%), nastepnie ASC-H
(6/23; 26,1%), a znacznie rzadziej LSIL (2/23; 8,7%) i ASC-US (2/23; 8,7%).

Tabela 11. Liczba poszczegdlnych rozpoznan histopatologicznych w podgrupach
utworzonych na podstawie przesiewowych wynikow cytodiagnostyki.

LBC | NILM | ASC-US | LSIL [ ASC-H | HSIL | Brak | Lacznie
Hist-pat danych
Brak patologii 11 13 14 10 0 1 49
CINZ/LSIL 1 7 4 4 3 19
CIN2/HSIL 0 2 2 0 3 0 7
CIN3/HSIL 0 0 0 5 8 1 14
Rak 0 0 0 1 2 1 4
Lacznie 12 22 20 20 16 3 93
25
20 ] —
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0 ||
NILM ASCUS LSIL ASC-H HSIL brak danych
m Brak patologii = CIN1/LSIL = CIN2/HSIL CIN3/HSIL mRak

Wykres 9. Rozktad uzyskanych wynikow histopatologii w podgrupach cytologicznych.
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5.2.2. Test DNA HPV.

Wszystkie kobiety zostaty przebadane testem molekularnym na obecnos¢ DNA
HPV. W badanej populacji dodatni wynik testu dla ktoregokolwiek z 14 genotypow
wirusa brodawczaka ludzkiego uzyskalo 68 z 93 kobiet, co daje odsetek wynikow
dodatnich na poziomie 73,1 procent. Wyniki ujemne stwierdzono u pozostatych 25 z 93
kobiet (26,9%). Na uwage zasluguje fakt, ze u niektérych kobiet wykryto obecnos¢
wiecej niz jednego wysokoonkogennego genotypu HPV. Najczesciej identyfikowano
HPV HR, obecne u 42 z 93 kobiet, nastgpnie HPV 16 (34/93), a najrzadziej HPV 18
(9/93) [Tabela 12].

Tabela 12. Genotypy wirusa brodawczaka ludzkiego izolowane w tescie molekularnym
DNA HPV. Wyodrebniono podgrupy utworzone na podstawie ostatecznego rozpoznania
histopatologicznego.

Hist.pat DNAHPV Hpvi6(+) | HPV18(+) | HPVHR()
Brak patologii 11 3 19
CIN1/LSIL 6 2 11
CIN2/HSIL 5 0 2
CIN3/HSIL 10 2 9
Rak 2 2 1
Lacznie 34 9 42

Wraz z nasileniem zmian w badaniu histopatologicznym, zwigkszat si¢ udziat
dodatnich wynikow testu DNA HPV [Tabela 13 i Wykres 10] . W grupie pacjentek
CIN2+ zakazenie HPV stwierdzono u 92% badanych czyli u 23 z 25 kobiet. We
wszystkich 4 przypadkach rakow szyjki macicy potwierdzono testem molekularnym
obecno$¢ DNA HPV.
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Tabela 13. Liczba i odsetek poszczegolnych rozpoznan histopatologicznych w
podgrupach utworzonych na podstawie przesiewowych wynikow testu DNA HPV.

DNA HPV DODATNI UJEMNY
HPV(+) HPV(-)

Hist-pat N % N %
Brak patologii 29 59,2 20 40,8
CIN1/LSIL 16 84,2 3 15,8
CIN2/HSIL 6 85,7 1 14,3
CIN3/HSIL 13 92,9 1 7,1
Rak 4 100 0 0
Lacznie 68 25
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Wykres 10. Odsetek dodatnich wynikow testu przesiewowego DNA HPV wraz ze
wzrostem zaawansowania zmian histopatologicznych. Wykres obrazuje trend
wzrastajgcy.

Do oceny korelacji miedzy wigksza czestoScia dodatnich wynikéw testu
molekularnego DNA HPV, a wzrastajacym stopniem zaawansowania zmian
histopatologicznych w biopsji szyjki macicy wykorzystano test chi-kwadrat dla trendu,

ktory potwierdzit istnienie takiej zaleznosci z istotno$cig statystyczng p=0,002.
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5.2.3. Test p16/Ki-67.

Ocena wartosci diagnostycznej testu immunocytochemicznego, identyfikujacego
w wymazach z szyjki macicy wspotwystepowanie biomarkeréw p16 i Ki-67, to glowny
cel, ktory powzigto W niniejszej pracy.

Test CINtec® PLUS wykonano u wszystkich 93 kobiet. Dodatni wynik uzyskato
61 z nich czyli 65,6 procent populacji. Badanie statystycznie czesciej dawato wyniki
pozytywne u mtodszych kobiet. W grupie pacjentek <30 r.z. test byt dodatni u 80,8% z
nich (21/26), a u kobiet >30 r.z. dwubarwny odczyn stwierdzono u 59,7% badanych
(40/67). Wsrod wszystkich 61 pozytywnych wynikéw immunocytochemii, 21 (34,4%)
przypadkoéw odnotowano w mtodszej, a 40 (65,6%) w starszej grupie wiekowej, przy
czym starsza grupa wiekowa byta niemal 2,6-krotnie liczniejsza.

Rozktad poszczegolnych wynikow biopsji szyjki macicy wsrod pacjentek z
dodatnim wynikiem immunocytochemii (n=61) przedstawiono na wykresie [11].

CIN3/HSIL
20%

CIN2+
35%

CIN2/HSIL
8%

Wykres 11. Rozktad procentowy zmian histopatologicznych wsrod kobiet z dodatnim
odczynem CINtec® PLUS.

Zaobserwowano wzrastajacy udzial dodatnich wynikow testu p16/Ki-67 wraz z
wyzszym zaawansowaniem zmian histopatologicznych [Tabela 14, Wykres 12 i 13].

W grupie pacjentek CIN2+ (CIN2/HSIL, CIN3/HSIL, rak) dodatni odczyn
CINtec® PLUS stwierdzono w 84% preparatow czyli u 21 z 25 kobiet, w tym u
wszystkich pacjentek z rozpoznanym nowotworem ztosliwym szyjki macicy. Wsrod

kobiet bez stwierdzonych zmian patologicznych lub z mniejszymi nieprawidtowo$ciami

68



histopatologicznymi (CINI1/LSIL)

odsetek

dodatnich wynikow

immunocytochemicznego byl nizszy i wynidst 58,8% (40/68).

testu

Tabela 14. Liczba i procent poszczegolnych rozpoznan histopatologicznych w
podgrupach utworzonych na podstawie wynikow przesiewowych badan z uzyciem testu

pl6/Ki-67.
pl6/Ki-67 DODATNI UJEMNY
pl6/Ki-67(+) p16/Ki-67(-)
Hist-pat N % N %
Brak patologii 27 55,1 22 449
CIN1/LSIL 13 68,4 6 31,6
CIN2/HSIL 5 71,4 2 28,6
CIN3/HSIL 12 85,7 2 14,3
Rak 4 100 0 0
Lacznie 61 32
100%
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Brak patologii CINLZ/LSIL ~ CIN2/HSIL  CIN3/HSIL Rak

Wykres 12. Odsetek dodatnich wynikow testu przesiewowego p16/Ki-67 wraz ze wzrostem

zaawansowania zmian histopatologicznych. Wykres obrazuje trend wzrastajgcy.
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Wykres 13. Udzial procentowy dodatnich i ujemnych odczynéow CINtec® PLUS w
poszczegolnych podgrupach histopatologicznych.

Za pomocg testu statystycznego chi-kwadrat dla trendu przeanalizowano
zalezno$¢ miedzy wigksza czestoscig wykrywania dodatnich odczynoéw pl6/Ki-67, a
wzrastajgcym stopniem zaawansowania rozpoznawanej patologii szyjki macicy.
Potwierdzono taka korelacje, uzyskujac istotno$¢ statystyczng mierzong wartoscig

p=0,008 (poziom istotnosci a=0,05).

Parametry diagnostyczne metody immunocytochemicznej w wykrywaniu zmian
przednowotworowych i raka szyjki macicy obliczono osobno dla wybranych zmiennych.

Dla zmian CIN2+ w obrebie catej populacji (n=93), test CINtec® PLUS uzyskat
nastepujace liczby poszczegdlnych wynikow: ogotem 61 wynikow pozytywnych, w tym
21 prawdziwie dodatnich oraz 40 falszywie dodatnich, ogotem 32 wyniki negatywne, w
tym 4 falszywie ujemne oraz 28 prawdziwie ujemnych. Wobec tego wiarygodnosé
diagnostyczna rozpoznan dla zmian CIN2+ zostala oszacowana nastgpujaco: czuto$¢
84,0%, swoistos¢ 41,2%, wartos¢ predykcyjna dodatnia 34,4%, warto$¢ predykcyjna
ujemna 87,5%, iloraz wiarygodnosci wyniku dodatniego 1,43, iloraz wiarygodnoSci
wyniku ujemnego 0,39, doktadnos¢ testu 52,7%. Wielkos¢ pola pod krzywa ROC (AUC)
wyniosta 0,63 (p=0,064).

Po zaostrzeniu kryterium oceny ciezkiej patologii szyjki macicy do zmian CIN3+,

dla catej populacji (n=93) wyliczono nastepujace parametry diagnostyczne testu
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CINtec® PLUS: SENS 94,4%, SPEC 41,3%, PPV 27,9%, NPV 96,9%, LR(+)1,61,
LR(-)0,13, ACC 51,6%. W analizie krzywej ROC wyliczono AUC réwne 0,68 (z

istotnoscig statystyczng p=0,019).

W tabeli [15] przedstawiono natomiast poréwnanie parametrow wiarygodnosci

diagnostycznej testu p16/Ki-67 w wykrywaniu CIN2+ w zaleznosci od wieku badanych

pacjentek, osobno dla kobiet przed i po osiagni¢ciu 30 roku zycia. Czuto$¢ metody byta

wyzsza w miodszej grupie wiekowej, a swoistos¢ 1 doktadnos$¢ u kobiet po ukonczeniu

30 roku zycia.

Tabela 15. Wartos¢ diagnostyczna testu p16/Ki-67 w wykrywaniu zmian CIN2+/HSIL w

zaleznosci od wieku badanych kobiet.

Grupa wiekowa
Parametr testu
<30r.z. >30r.z.
SENS % 100 76,4
SPEC % 27,8 46,0
PPV % 38,1 32,5
NPV % 100 85,2
LR+ 1,38 1,42
LR- 0 0,51
ACC % 50,0 53,7
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5.3. Analiza korelacji dodatnich wynikéw testu p16/Ki-67 z
nieprawidlowa cytologia oraz obecnoscia DNA HPV.

Wraz ze wzrastajacymi nieprawidlowosciami cytoonkologicznymi w LBC,
obserwuje si¢ czestsze wystepowanie dodatniego odczynu CINtec® PLUS. Podczas gdy
dla wynikoéw prawidtowych cytologii czyli NILM, test immunocytochemiczny byt
dodatni tylko w 50 procentach przypadkéw, to udziat ten stopniowo rost, osiggajac az
87,5 procent dodatnich wynikéw pl16/Ki-67 u kobiet z rozpoznaniem cytologicznym
HSIL [Tabela 16, Wykres 14].

Tabela 16. Dodatnie odczyny CINtec® PLUS stwierdzane w poszczegolnych podgrupach
cytologicznych.

LBC | NILM | ASC-US | LSIL | ASC-H | HSIL | Brak | Lacznie
(n=12) [ (n=22) | (n=20) | (n=20) | (n=16) | danych | (N=93)
pl16/Ki-67 (n=3)

Liczba (n) 6 13 11 15 14 2 61

Procent (%) 50,0 59,1 55,0 75,0 87,5 66,7 65,6
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Wykres 14. Wzrastajgcy stopien nasilenia dodatnich odczynow CINtec® PLUS wraz z
rosngcymi nieprawidtowosciami cytoonkologicznymi w LBC.

Podobnie stwierdza si¢ czestsze wspolwystepowanie dodatnich wynikow

immunocytochemii i testu molekularnego [Tabela 17].
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Tabela 17. Dodatnie odczyny CINtec® PLUS w zaleznosci od statusu HPV w tescie
molekularnym identyfikujgcym DNA wirusa brodawczaka ludzkiego.

DNA HPV Dowolny Wszystkie it

_ HP_V(+) HP_V(-) (n=93)
pl16/Ki-67(+) (n=68) (n=25)
OGOLEM:
Liczba (n) 54 7 61
Procent (%) 79,4 28,0 65,6
DLA HIST-PAT:
Brak patologii 21/29 6/20 27149
CIN1/LSIL 13/16 0/3 13/19
CIN2/HSIL 5/6 0/1 5/7
CIN3/HSIL 11/13 1/1 12/14
Rak 4/4 0/0 4/4

W celu wykazania korelacji dodatnich wynikow testu CINtec® PLUS i testu
molekularnego DNA HPV obliczono iloraz szans na wystapienie jednocze$nie obu
zdarzen. Szansa na to, ze pacjentka z dodatnim wynikiem immunocytochemii bedzie
miata takze dodatni wynik testu molekularnego jest 9,9 razy wigksza niz na to, ze wynik

testu DNA HPV u takiej pacjentki bedzie ujemny. Jest to istotne statystycznie (p<0,0001)
[Wykres 15].

T w5z
B lloraz szans

HPV (<) : O

| | | | | | |
1 1.58 251 358 .31 10 1585 2512
Skala logarytmiczna: OR [przedzial ufnosci]

Wykres 15. lloraz szans (OR) na wystgpienie jednoczesnie dodatnich wynikéw obu testow
czyli p16/Ki-67(+) oraz DNA HPV(+). OR=9,92 (95% CI 3,46-28,41).
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5.4. Porownanie wartosci diagnostycznej poszczegolnych badan
przesiewowych.

Na podstawie zgromadzonych danych, oceniono wartos¢ diagnostyczng i
uzyteczno$¢ kliniczng réznych narzedzi skriningowych w badaniach przesiewowych w
kierunku HSIL i raka szyjki macicy. Porownano nast¢pujace metody diagnostyczne:
cytodiagnostyke (LBC), test immunocytochemiczny (pl16/Ki-67), test molekularny
(DNA HPV), a takze polaczenie testu immunocytochemicznego z cytologiag oraz testu
Immunocytochemicznego z testem wirusowym DNA HPV.

Dzigki skonstruowanym tabelom kontyngencji, uzyskano wiedz¢ na temat
licznos$ci wynikow prawdziwie dodatnich, falszywie dodatnich, falszywie ujemnych oraz
prawdziwie ujemnych, otrzymywanych przy zastosowaniu poszczegdlnych metod
diagnostycznych.

Nastgpnie wszystkie opisane narzedzia diagnostyczne scharakteryzowano za
pomocg parametrow: czutosci, swoistosci, dodatniej 1 ujemnej wartosci predykcyjnej,
wskaznikow wiarygodnosci wyniku dodatniego i ujemnego oraz doktadnosci.

Powyzszych analiz dokonano osobno dla wybranych cech charakteryzujacych

badang populacje.

5.4.1. Ocena testow przesiewowych w wykrywaniu rzeczywistych patologii
szyjki macicy dla zmian CIN2+.

W tabelach [18] i [19] zaprezentowano porownanie parametrow diagnostycznych
pieciu modeli badan przesiewowych w wykrywaniu zmian CIN2+ (CIN2/HSIL,
CIN3/HSIL, rak) dla catej populacji uczestniczacej w badaniu (n=93).

Tabela 18. Wyniki badan przesiewowych dla zmian histopatologicznych CIN2+.

Test diagn{ CYTOLOGIA| DNA HPV p16/Ki-67 Potaczenie Potaczenie
(wyniki dodatnie testow: testow:
to: ASC-H, HSIL) pl6/Ki-67i | pl6/Ki-67 i
Wyniki cytologia DNA HPV
TP 23 23 21 25 24
FP 55 45 40 61 51
FN 0 2 4 0 1
TN 12 23 28 7 17
Lacznie 90 93 93 93 93
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Tabela 19. Ocena wartosci diagnostycznej poszczegolnych narzedzi skriningowych w
wykrywaniu CIN2+ (biopsja jako wartosé referencyjna).

Test diagn|CYTOLOGIA| DNA HPV | pl6/Ki-67 | Potaczenie | Potgczenie
(wyniki dodatnie testow: testow:
10 ASCHLRSIL) pl6/Ki-67 i | p16/Ki-67 i

Parametr testu cytologia | DNA HPV
Czutos¢ (SENS) % 100 92,0 84,0 100 96,0
(95% CI) (85,1-100) | (74,0-99,0) | (63,9-95,5) | (86,3-100) | (79,6-99,9)
Swoisto$¢ (SPEC) % 17,9 33,8 41,2 10,3 25,0
(95% Cl) (9,6-29,2) | (22,8-46,3) | (29,4-53,8) | (4,2-20,1) | (15,3-37,0)
Zgzgtonﬁ (‘ﬁ%ﬁ?ne 29,5 338 34,4 29,1 32,0
(95% Cl) (19,7-40,9) | (22,8-46,3) | (22,7-47,7) | (19,8-39,9) | (21,7-43,8)
Ygg;’:"gﬁ;ﬁ;ﬂy };fyj“e 100 92,0 87,5 100 94,4
(5% C1) (73,5-100) | (74,0-99,0) | (71,0-96,5) | (59,0-100) | (72,7-99,9)
lloraz wiarygodnosci
wyniku dodatniego 1,22 1,39 1,43 1,11 1,28
(LR+)
Iloraz wiarygodnosci
wyniku ujemnego 0 0,24 0,39 0 0,16
(LR-)
Doktadnos¢ (ACC) % 38,9 49,5 52,7 34,4 441
(95% CI) (28,8-49,7) | (38,9-60,0) | (42,1-63,1) | (24,9-45,0) | (33,8-54,8)

W diagnostyce srodnabtonkowej neoplazji szyjki macicy, dla zaawansowania
zmian co najmniej w stopniu umiarkowanym (CIN2+), wszystkie uzyte testy
przesiewowe charakteryzowaly si¢ wysoka czuloscig, dlatego byly uzyteczne jako
pierwszorzutowe narzgdzia skriningowe.

Wsérod  pojedynczych testow czulos¢ na poziomie 100% osiggneta
cytodiagnostyka. Ujemna warto$¢ predykcyjna cytologii wyniosta rowniez 100%. Wobec
tego kobieta uzyskujac wynik wymazu cytologicznego wolny od duzych
nieprawidtowosci cytoonkologicznych takich jak ASC-H lub HSIL, mogla by¢ w 100%
pewna, ze nie ma zaawansowanej choroby szyjki macicy typu CIN2+.
rzedu 84%

immunocytochemiczny. W tym przypadku NPV wyniosta 87,5%, zatem tylko w takim

Sposrod badanych metod najstabszg czutosé uzyskat test

odsetku ujemny wynik p16/Ki-67 dawal pewnos¢ o braku rzeczywistej patologii CIN2+.

W analizowanej populacji test immunocytochemiczny pomylit si¢ z diagnoza
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czterokrotnie, to znaczy u czterech kobiet preparat oceniono na negatywny dla
koekspresji p16/Ki-67, podczas gdy pacjentki w rzeczywistosci cierpiaty na co najmnie;j
umiarkowanego stopnia srédnabtonkowa neoplazj¢ szyjki macicy. Wszystkie te chore
nalezaly do grupy wiekowej > 30 r.z.

Wszystkie metody charakteryzowatly si¢ niskimi parametrami swoistosci, wobec
czego generowaly duzg liczb¢ wynikow fatszywie dodatnich. Konsekwencjg niskiej
swoistosci testow przesiewowych jest niepotrzebne narazenie kobiet na stres zwigzany z
koniecznoscig weryfikacji wynikow na etapie diagnostyki pogtebionej. Oznacza to
réowniez duza liczbg niepotrzebnie wykonywanych kolposkopii, co istotnie zwigksza
koszt prowadzonych badan przesiewowych.

Najwyzsza swoisto$cig wynoszaca 41,2% cechowat sig¢ test p16/Ki-67, a najnizsza
cytodiagnostyka (17,9%) oraz potaczenie immunocytochemii i cytodiagnostyki (10,3%).

Test immunocytochemiczny uzyskatl najwyzszy wynik w ocenie doktadnos$ci
(52,7%), w zwiazku z czym dawal najwigksze prawdopodobienstwo poprawnej diagnozy.

Poréwnanie czutosci, swoistosci 1 dokladnosci  wszystkich metod

diagnostycznych przedstawiono na wykresie [16].
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Wykres 16. Poréwnanie parametrow czulosci, swoistosci i doktadnosci testow
wykorzystanych w badaniach przesiewowych dla zmian CIN2+.

Na podstawie przeprowadzonych obliczen stwierdzono, ze zastosowanie na
pierwszym etapie skriningu polaczenia dwoch metod diagnostycznych, czyli uzycie testu

immunocytochemicznego tacznie z cytologig lub testem DNA HPV, nie przynosi
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oczekiwanych korzysci. Dodanie testu p16/Ki-67 do cytologii nie zwigkszylo juz i tak

maksymalnej czutosci metody, a obnizylo jej swoisto$¢ i doktadno$é. Potaczenie testu

p16/Ki-67 z testem DNA HPV podniosto czutos¢ wykrywania CIN2+, ale spowodowato

istotne pogorszenie parametrow swoistosci 1 doktadnosci.

Do oceny jako$ci poszczegélnych testow w wykrywaniu zmian CIN2+

wykreslono krzywe ROC oraz obliczono wartosci pola pod krzywa (AUC) [Tabela 20,
Wykresy 17, 18 i 19].

Tabela 20. Statystyka opisowa krzywych ROC modeli diagnostycznych w wykrywaniu

zmian CIN2+.
Test diagn| CYTOLOGIA | DNA HPV | pl6/Ki-67 | Polaczenie | Polgczenie
(wyniki dodatnie to: testow: testow:
ASC-H, HSIL) p16/Ki-67 i | p16/Ki-67 i
Parametr testu cytologia | DNA HPV
SENS % 100 92,0 84,0 100 96,0
SPEC % 17,9 33,8 41,2 10,3 25,0
AUC 0,590 0,629 0,626 0,551 0,605
SE(AUC) 0,024 0,040 0,048 0,019 0,033
-95% CI 0,543 0,551 0,532 0,515 0,540
+95% CI 0,636 0,708 0,720 0,588 0,670
Wartosc p 0,202 0,057 0,064 0,448 0,122
dwustronne
Poziom istotno$ci 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
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Wykres 17. Krzywa ROC dla cytologii. AUC = 0,59 (95% CI 0,54-0,66).
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Wykres 18. Krzywa ROC dla testu DNA HPV. AUC = 0,63 (95% CI 0,55-0,71).
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Wykres 19. Krzywa ROC dla testu p16/Ki-67. AUC = 0,63 (95% Cl 0,53-0,72).

5.4.2. Ocena testow przesiewowych w wykrywaniu rzeczywistych patologii
szyjki macicy dla zmian CIN3+.

W kolejnej analizie podniesiono warto$§¢ progu odcigcia nieprawidlowych
wynikow histopatologicznych do zmian CIN3+ (CIN3/HSIL, rak) i ponownie poréwnano
warto$¢ diagnostyczng pieciu wybranych modeli badan przesiewowych [Tabela 21].

W wykrywaniu zmian CIN3+, wszystkie testy charakteryzowaty sie bardzo
wysoka czuto$cia, to jest 100% dla cytodiagnostyki i obu testow potaczonych oraz 94,4%
dla testow DNA HPV i p16/Ki-67.

Jednoczesnie wszystkie metody miaty niedostateczng swoistos¢, najwyzszg dla
samodzielnego testu pl6/Ki-67 (41,3%), a najnizsza dla potaczenia LBC i p16/Ki-67
(9,3%).

Najwigksze prawdopodobienstwo uzyskania poprawnej diagnozy w odniesieniu

do zmian CIN3+ uzyskano dzigki immunocytochemii, ktorej doktadnos¢ siegata 51,6%.
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Tabela 21. Ocena wartosci diagnostycznej poszczegolnych narzedzi skriningowych W
wykrywaniu CIN3+ (biopsja jako wartos¢ referencyjna).

Test diagn|CYTOLOGIA| DNA HPV | pl6/Ki-67 | Potaczenie | Potgczenie
(wyniki dodatnie testow: testow:
OB/ i ikl L) pl16/Ki-67 i | p16/Ki-67 i

Parametr testu cytologia | DNA HPV
Czutos¢ (SENS) % 100 94,4 94,4 100 100
(95% CI) (79,4-100) | (72,7-99,9) | (72,7-99,9) | (81,5-100) | (81,5-100)
Swoistos¢ (SPEC) % 16,2 32,0 41,3 9,3 24,0
(95% Cl) (8,7-26,6) | (21,7-43,8) | (30,1-53,3) | (3,8-18,3) | (14,9-35,3)
;XZ;":I‘; (‘[’Pr;f/y)k(;)yjne 20,5 25,0 27,9 20,9 24,0
(95% Cl) (12,2-31,2) | (15,3-37,0) | (17,1-40,8) | (12,9-31,0) | (14,9-35,3)
K;g;’:‘:(ll\‘;’;if)y (l;fyj“e 100 96,0 96,9 100 100
(5% C1) (73,5-100) | (79,6-99,9) | (83,8-99,9) | (59,0-100) | (81,5-100)
lloraz wiarygodnosci
wyniku dodatniego 1,19 1,39 1,61 1,10 1,32
(LR+)
Iloraz wiarygodnosci
wyniku ujemnego 0 0,17 0,13 0 0
(LR-)
Doktadnos¢ (ACC) % 31,1 441 51,6 26,9 38,7
(95% CI) (21,8-41,7) | (33,8-54,8) | (41,0-62,1) | (18,2-37,1) | (28,8-49,4)

Na wykresie [20] poréwnano czuto$ci, swoistosci i doktadnos$ci wszystkich

narzedzi diagnostycznych w wykrywaniu zaawansowanych zmian przednowotworowych
CIN3/HSIL i raka szyjki macicy.
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Wykres 20. Poréwnanie parametrow czutosci, swoistosci i dokladnosci testow
wykorzystanych w badaniach przesiewowych dla zmian CIN3+.

Jako$¢ wykrywania CIN3+ za pomoca wybranego testu przedstawiono na

wykresach krzywych ROC oraz obliczajac wartosci pola pod krzywg (AUC) [Tabela 22,
Wykresy 21, 22 i 23].

Tabela 22. Statystyka opisowa krzywych ROC modeli diagnostycznych w wykrywaniu

zmian CIN3+.
Test diagn| CYTOLOGIA | DNA HPV | pl6/Ki-67 | Potaczenie | Potaczenie
(wyniki dodatnie to: testow: testow:
ASC-H, HSIL) p16/Ki-67 i | p16/Ki-67 i
Parametr testu cytologia | DNA HPV
SENS % 100 94,4 94,4 100 100
SPEC % 16,2 32,0 41,3 9,3 24,0
AUC 0,581 0,632 0,679 0,547 0,620
SE(AUC) 0,022 0,039 0,040 0,017 0,025
-95% CI 0,539 0,556 0,601 0,514 0,571
+95% CI 0,623 0,708 0,757 0,580 0,669
Wartosc p 0,311 0,083 0,019 0,540 0,115
dwustronne
Poziom istotnosci 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
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Wykres 21. Krzywa ROC dla cytologii. AUC = 0,58 (95% CI 0,54-0,62).
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Wykres 22. Krzywa ROC dla testu DNA HPV. AUC = 0,63 (95% Cl 0,56-0,71).
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Wykres 23. Krzywa ROC dla testu p16/Ki-67.
AUC = 0,68 (95% CI 0,60-0,76); p=0,019.

5.4.3. Pordéwnanie wartosci diagnostycznej testow skriningowych w
poszczegdlnych grupach wiekowych.

Obliczono wiarygodnos$¢ statystyczng poszczegdlnych metod diagnostycznych w
wykrywaniu CIN2+, osobno dla kobiet w wieku ponizej 30 roku zycia oraz po
ukonczeniu 30 roku zycia. Wyniki zaprezentowano w tabeli [23].

W grupie mlodszych kobiet, przed ukonczeniem 30 roku Zycia wszystkie testy
osiggnety czutos¢ 100%, czyli poprawnie identyfikowatly stany patologiczne szyjki
macicy o typie CIN2+. Wszystkie testy mialy wartosci predykcyjne ujemne rowne 100%.
W zestawieniu pozostatych parametrow najkorzystniej wypadl test wirusowy ze
swoistoscia 33,3% 1 doktadno$cia 53,8%, a tuz za nim test immunocytochemiczny ze
swoistoscig 27,8% 1 doktadnoscig 50,0%.

U kobiet w wieku powyzej 30 lat sposrod pojedynczych metod diagnostycznych
najmniej doktadna okazata si¢ cytologia (ACC=36,9%), ktéra mimo 100-procentowej
czutosci, miata bardzo niskg swoisto$¢ 16,3%. Dla kontrastu najbardziej doktadny test
immunocytochemiczny (ACC=53,7%), mimo najnizszej czutos$ci na poziomie 76,5%,

uzyskal dobre parametry swoistosci 46,0%. Nalezy jednak zauwazy¢, ze test p16/Ki-67
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dawal najwigcej wynikow fatszywie ujemnych, czyli nie wykryt az 4 przypadkow
choroby, narazajac kobiety na brak lub opdznienie diagnozy i potencjalnie gorsze wyniki

leczenia.

Tabela 23. Poréwnanie wartosci diagnostycznej badan przesiewowych prowadzonych w
grupach kobiet <30r.z. i >30r.z. (biopsja CIN2+ jako wartos¢ referencyjna).

Test diagn|CYTOLOGIA| DNA HPV | pl6/Ki-67 | Potgczenie | Potgczenie
(wyniki dodatnie testow: testow:
0= ASCHLIRSIL) pl6/Ki-67 i | pl6/Ki-67 i
Parametr testu cytologia DNA HPV
<30r.z. 100 100 100 100 100
SENS %
>30r.z. 100 88,2 76,4 100 94,1
<30r.z. 22,2 33,3 27,8 5,6 11,1
SPEC %
>30r.z. 16,3 34,0 46,0 12,0 30,0
<30r.z. 33,3 40,0 38,1 32,0 33,3
PPV %
>30r.z. 28,1 31,3 32,5 27,9 314
<30r.z. 100 100 100 100 100
NPV %
>30r.z. 100 89,5 85,2 100 93,8
<30r.z. 1,29 1,50 1,38 1,06 1,13
LR+
>30r.z. 1,20 1,34 1,42 1,14 1,34
<30r.z. 0 0 0 0 0
LR-
>30r.2. 0 0,35 0,51 0 0,20
<30r.z. 44,0 53,8 50,0 34,6 38,5
ACC %
>30r.z. 36,9 47,8 53,7 34,3 46,3

Na wykresach [24, 25 i 26] przedstawiono poréwnanie parametrow czulosci,
swoistosci 1 doktadnos$ci pojedynczych narzedzi skriningowych w zaleznosci od wieku
pacjentek. Po osiagnieciu 30 roku zycia obserwowano, najsilniej wyrazony dla testu
pl6/Ki-67, spadek warto$ci wspotczynnika czutosci oraz wzrost wartosci wspotczynnika

swoistosci.
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Wykres 24. Poréwnanie czutosci testow diagnostycznych w dwoch grupach wiekowych.
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Wykres 25. Poréwnanie swoistosci testow diagnostycznych w dwoch grupach wiekowych.
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Wykres 26. Poréwnanie dokladnosci testow diagnostycznych w dwoch grupach
wiekowych.
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5.5. Ocena wartosci diagnostycznej testu CINtec® PLUS jako
narze¢dzia uzupelniajacego diagnostyke pierwszorzutows.

Badano uzytecznos¢ testu immunocytochemicznego jako narzgdzia doprecyzowujacego
wskazania do diagnostyki poglebionej czyli kolposkopii w przypadku niejednoznacznych
wynikow badan przesiewowych.

W przypadku modelu skriningowego opierajacego si¢ na pierwotnej cytodiagnostyce, do
wynikoéw niejednoznacznych zaliczamy ASC-US i LSIL. W grupie 93 kobiet uczestniczacych w
badaniu wynik cytologii ASC-US uzyskato 23,7% kobiet (22/93) a LSIL 21,5% kobiet (20/93).
W tej grupie (n=42) wykryto 4 przypadki powaznych nieprawidlowosci histopatologicznych w
biopsji szyjki macicy, wszystkie o typie CIN2/HSIL, a zadnego CIN3/HSIL i raka. W grupie
kobiet z prawidlowym wynikiem cytologii NILM (n=12) nie stwierdzono zadnego przypadku
CIN2+.

W przypadku diagnostyki molekularnej za jednoznaczne wskazania do kolposkopii
uznaje si¢ stwierdzenie obecnosci genotypow HPV16 i/lub HPV 18, natomiast W razie wykrycia
pozostatych 12 typow wysokoonkogennych, taki wynik jest traktowany jako niejednoznaczny. W
badanym materiale odsetek wynikdéw niejednoznacznych testu molekularnego wynidst zatem
30,1% (28/93).

Wykazano, ze zastosowanie dodatkowego narzgdzia diagnostycznego pod postacig testu
immunocytochemicznego, spowodowato wzrost zdolnosci wykrywczej metody LBC w
przypadku niejednoznacznych rozpoznan cytologicznych [Tabela 24]. Jezeli cytologia ASC-US
1 LSIL sama w sobie nie byta rozstrzygajaca, to dotozenie testu CINtec® PLUS pozwolito wykry¢
w tej podgrupie cytologicznej (n=42) az 50% pacjentek z CIN2+, ktore w przeciwnym wypadku
uzyskalyby wyniki fatszywie ujemne.

Jeszcze wyrazniejszy efekt zaobserwowano w przypadku wykorzystania testu
immunocytochemicznego do doprecyzowania wskazan do diagnostyki pogtebionej w przypadku
wykrycia obecnosci DNA HPV HR (nie-16/nie-18) [Tabela 25].

W obu przypadkach uzupehienie testu przesiewowego testem immunocytochemicznym
w roli narz¢dzia drugorzutowego, spowodowato niestety obnizenie swoistosci. W zwigzku z tym
duza liczba pacjentek uzyskata wyniki falszywie dodatnie, co skutkowato skierowaniem ich na

nieuzasadnione badanie kolposkopowe i zwigkszeniem kosztochtonnosci skriningu.
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Tabela 24. Poréwnanie zdolnosci wykrywczych samej cytodiagnostyki do cytodiagnostyki
uzupelnionej oceng immunocytochemiczng w sytuacji wynikow niejednoznacznych (ASC-

US i LSIL).

LBC
ASC-US i LSIL
(n=42)

LBC

LBC + CINtec® PLUS

SENS % (95% CI) 25,0 (5,6-80,6) 50,0 (6,8-93,2) 1
SPEC % (95% CI) 47,4 (31,0-64,2) 42,1 (26,3-59,2) !
AUC 0,533 0,493 !
Wartos¢ p 0,830 0,966

Krzywa ROC

Tabela 25. Poréwnanie zdolnosci wykrywczych testu DNA HPV do testu molekularnego
uzupelnionego oceng immunocytochemiczng w sytuacji wynikow niejednoznacznych
(HPV HR pozytywny dla genotypow innych niz 16 i/lub 18).

HPV HR DNA HPV DNA HPV +
(nie-16/18) CINtec® PLUS

(n=28)
SENS % (95% ClI) 48,0 (27,8-68,7) 88,0 (68,8-97,5) 1
SPEC % (95% CI) 55,9 (43,3-67,9) 23,5 (14,1-35,4) l
AUC 0,519 0,558 i
Wartos$¢ p 0,775 0,396
Krzywa ROC
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6. Dyskusja.

Ostatnie 15 lat bylo czasem przebudowy dotychczasowej struktury skriningu
cytologicznego w procesie profilaktyki i wczesnego wykrywania raka szyjki macicy.
Znajomos$¢ biologii wirusa brodawczaka ludzkiego i wiedza o jego roli jako
podstawowego czynnika ryzyka rozwoju nowotworu, wymusita te zmiany. Obserwuje si¢
stopniowe odchodzenie od cytodiagnostyki, traktowanej jako narzedzie skriningu
pierwotnego, na rzecz innych metod diagnostycznych. Aktualnie uwaza sig, zZe
pierwszorzutowym testem przesiewowym powinno by¢ badanie molekularne na
obecno$¢ DNA HPV HR.

Zarowno  nieprawidlowy  cytoonkologicznie = wynik oceny  rozmazu
cytologicznego, jak i pozytywny test molekularny identyfikujacy DNA HPV HR,
wymagaja poglebionej diagnostyki w kolposkopii. Jest to badanie subiektywne,
obarczone mozliwoscig btedu ludzkiego i1 kosztochtonne. Dotychczasowe proby
automatyzacji diagnostyki poglebionej takie jak spektrofotometria, fotodynamika czy
optoelektronika nie zakonczyly sie sukcesem. Dodatkowo oba aktualnie stosowane
narz¢dzia pierwszorzutowe skriningu, czyli cytodiagnostyka i test molekularny
identyfikujacy DNA HPV HR, obarczone sa niedoskonatosciami wykrywczymi. Stad
pomyst, aby przed kwalifikacja do diagnostyki poglebionej, kobiety z nieprawidlowym
wynikiem testu pierwotnego poddane zostaly diagnostyce doprecyzowujgcej wskazania
do  kolposkopii.  Postulowanym  testem  doprecyzowujagcym  jest  analiza
immunocytochemiczna materialu komorkowego pobranego do badan cytologicznych lub
molekularnych.

Podjete w ramach niniejszej pracy badania zmierzajag do okreslenia wartosci
diagnostycznych metod pierwszorzutowych tak, aby wskaza¢ te najprecyzyjniej
wykrywajaca kobiety ze $rddnablonkowa neoplazja szyjki macicy wysokiego stopnia
(HSIL). Po drugie, w ramach realizacji celow pracy, przeanalizowano warto$¢ metody
immunocytochemicznej uzytej jako testu doprecyzowujgcego wskazania do kolposkopii.

Efektem tych badan ma by¢ stworzenie podstaw nowej koncepcji skriningowe;.
Powinna si¢ ona sktada¢ z pierwotnego narzgdzia skriningowego o najwyzszych
parametrach wykrywczych oraz testu doprecyzowujacego, ktory dodatkowo ograniczy
skale wynikow falszywie pozytywnych w pierwszorzutowym przesiewie. W ostatecznym
ksztalcie powinno to przynies¢ nowoczesny model badania profilaktycznego, skracajacy

droge pacjentki od wykrycia do rozpoznania i skutecznego leczenia patologii
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identyfikowanej we wczesnym etapie rozwoju. Nie bez znaczenia jest tutaj redukcja
kosztochtonnos$ci dotychczasowego, przestarzatego modelu skriningu.

W przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy badaniach do analizy wigczono
93 kobiety z nieprawidtowym wynikiem oceny rozmazu cytologicznego lub klinicznym
podejrzeniem wystepowania patologii szyjki macicy. Fakt ten spowodowal, ze czutosé¢
cytodiagnostyki uzyskana w toku prowadzonych badan byta ,,sztucznie” zawyzona do
100%, czyli wartosci niespotykanej w praktyce klinicznej. Btad metodologiczny polegat
na nierandomizowanym doborze pacjentek do grupy badanej, gdzie zdecydowana
wiekszos$¢ z nich miata nieprawidtowy wynik oceny rozmazu cytologicznego, a wsrdd
diagnozowanych tylko 12 z 93 miato wynik prawidlowy okreslany jako NILM, przy
jednoczesnym klinicznym podejrzeniu zmian szyjki macicy. Taki dobor grupy
spowodowat, ze uzyskana czulo$¢ i swoisto$¢ cytodiagnostyki nie sg wiarygodne.
Pomimo tego warto zauwazyc¢, ze swoistos¢ cytodiagnostyki oszacowana na 17,9% byta
najnizsza w przeprowadzonych badaniach ze wszystkich analizowanych testow
diagnostycznych. Metoda ta charakteryzowala si¢ rowniez najwyzszym odsetkiem
wynikow falszywie pozytywnych, czyli byta nieefektywna pod katem obserwowanej
kosztochtonnosci. W dyskusji dla cytodiagnostyki wzieto pod uwage gtéwnie doktadnosé
metody jak rowniez PPV i NPV.

W przeprowadzone] analizie najczgstszym rozpoznaniem cytologicznym bylo
ASC-US, ktére stwierdzono u 22 kobiet, co stanowito 23,66% (22/93) catosci.
Liczebnos¢ grup z rozpoznaniem LSIL i1 ASC-H byla analogiczna i wynosita po 20
rozpoznan w kazdej grupie, co stanowilo 21.5% (20/93). Najrzadziej formutowano
cytoonkologiczne rozpoznanie HSIL, ktore dotyczyto 16 kobiet. Rozpoznanie to
stanowito 17,2% catosci (16/93). Pacjentki z prawidlowym wynikiem oceny rozmazu
cytologicznego stanowity 12,9% catosci (12/93).

Pomimo stosunkowo niskiej liczebnos$ci grupy badanej na rzecz niniejszej pracy,
proporcje czgstosci poszczegdlnych nieprawidlowych rozpoznan cytoonkologicznych
pozostaja zgodne z doniesieniami z piSmiennictwa. W badaniach prowadzonych na
duzych wielotysiecznych populacjach roéwniez stwierdzono, ze najczestszym
nieprawidlowym rozpoznaniem cytologicznym jest ASC-US, a czesto$¢ pozostatych
rozpoznan maleje wraz z zaawansowaniem zmian komorkowych, przyjmujac
odpowiednio kolejnos¢ LSIL, ASC-H, HSIL, rak. Wedlug doniesien z brytyjskiego
systemu stuzby zdrowia (NHS, National Health Service), udzial procentowy

poszczegbdlnych nieprawidlowych rozpoznan cytologicznych przedstawia si¢
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nastepujaco: ASC-US 3,8%, LSIL 2,2%, HSIL 1,2%, rak 0,08%®’. Rozpoznanie AGC
nalezy do najrzadziej formulowanych. Zachowanie proporcji poszczegdlnych wynikow
cytoonkologicznie nieprawidtowych typowych dla duzych populacji, czyni grupe badang
reprezentatywna dla potrzeb dalszych analiz.

Jak juz wspomniano powyzej, nie wzigto pod uwage czutosci cytodiagnostyki z
powodu doboru do grupy badanej prawie wylacznie pacjentek z nieprawidlowymi
wynikami oceny rozmazu cytologicznego. Tylko 12,9% (12/93) kobiet diagnozowano z
rozpoznaniem cytologicznym NILM. W ocenie parametrow diagnostycznych
cytodiagnostyki  wzigto pod uwage dokladno$¢ metody. Cytodiagnostyka
charakteryzowata si¢ najnizsza wartoscig wskaznika doktadnosci wykrywania zmian
zarbwno CIN2+/HSIL jak i CIN3+/HSIL w poréwnaniu do testu molekularnego i
immunocytochemicznego. Doktadnosci metod wyniosty odpowiednio 38,9% dla
cytologii, 49,5% dla testu molekularnego i 52,7% dla testu immunocytochemicznego w
identyfikacji CIN2+/HSIL. Dla wykrywania CIN3+/HSIL warto$ci te przedstawiaty sig
odpowiednio: 31,1%, 44,1%, 51,6%. Jest to zgodne z licznymi publikacjami
poréwnujacymi omawiane metody diagnostyczne®.

W toku dalszych badan stwierdzono poréwnywalny rozktad liczebnosci dodatnich
wynikow badania immunocytochemicznego dla dwoch analizowanych rozpoznan
cytoonkologicznych czyli ASC-US i LSIL. W grupie ASCUS na 22 pacjentki z tym
rozpoznaniem 13 byto p16/Ki-67 pozytywnych co stanowilo 59,1%. Podobny wynik
uzyskano dla grupy kobiet z rozpoznaniem LSIL (11/20, 55%). Zgodnos¢ ta jest
obserwowana roéwniez w innych badaniach. White i wsp. poddat diagnostyce
immunocytochemicznej w kierunku koekspresji biatek pl6/Ki-67 oraz testowi
molekularnemu DNA HPV grupe 1349 kobiet z rozpoznaniem cytologicznym ASC-US
lub LSIL"". Rozktad wynikéw pozytywnych dla p16/Ki-67 w zaleznosci od kategorii
rozpoznania cytologicznego nie roznit si¢ istotnie dla ASC-US 1 LSIL, wynoszac
odpowiednio 34,3% vs 28,6% (p=0,189).

W przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy badaniach okreslono, ze 65,6%
(61/93) kobiet miato pozytywny wynik testu immunocytochemicznego w kierunku
pl6/Ki-67. Zawezajac obliczenia wytacznie do kobiet z rozpoznaniem ASC-US i LSIL
uzyskano  ogdlnie  25,8%  (24/93) wynikow  pozytywnych dla  testu
immunocytochemicznego. W grupie pacjentek z ASC-US odsetek wynikow p16/Ki-67
pozytywnych wyniost 59,1% (13/22), a wsrdd kobiet z LSIL 55,0% (11/20). Ponownie,

otrzymane w ramach niniejszej pracy wartosci charakteryzujace odsetek pozytywnych
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wynikow p16/Ki-67 dla rozpoznan ASC-US i LSIL sg porownywalne z duzym liczebnie
badaniem White’a i wsp.

Analiza White’a 1 wsp. wykazala, Zze 62,2% badanych kobiet byta pozytywna dla
DNA HPV HR, a 30,4% pozytywna dla testu immunocytochemicznego. Odsetek kobiet
DNA HPV HR pozytywnych uzyskany w ramach przeprowadzonych badan, byt wyzszy
od wartos$ci przedstawianych przez White’a i wsp. i wynidst 73,1% (68/93).

Kolejnym parametrem opisujgcym reprezentatywnos¢ stosunkowo mato liczebnej
grupy badanej, liczacej 93 kobiety, na potrzeby oceny metod diagnostycznych
wykrywajacych patologie szyjki macicy, jest korelacja odsetka pozytywnie
zweryfikowanych zmian CIN2+/HSIL i CIN3+/HSIL dla analizowanych rozpoznan
cytologicznych ASC-US i LSIL. Wsréd kobiet z rozpoznaniem cytologicznym LSIL
histopatologicznie stwierdza si¢ od 10-20% zmian klasyfikowanych jako CIN 2+ czyli
HSIL®. W Europie ryzyko obecnoéci zmiany CIN3+/HSIL u kobiet z danym
rozpoznaniem cytologicznym, ktdre przekracza 10%, jest wskazaniem do kolposkopii. W
Stanach Zjednoczonych jesli ryzyko przekracza 5,2% to juz zaleca si¢ wykonanie
kolposkopii®®t, Badania przeprowadzone na potrzeby niniejszej pracy wykazaly, ze
rozpoznanie cytologiczne ASC-US koreluje z rozpoznaniem histopatologicznym
CIN2+/HSIL w 9,1%. Dla LSIL ta sama korelacja zostata opisana jako 10,0%. Mozna
stwierdzi¢, ze wyniki te koreluja z oczekiwanymi proporcjami i wypelniaja kryteria
zarOwno europejskie jak 1 amerykanskie, zalecajace w takiej sytuacji algorytm
diagnostyki pogtgbionej oparty o kolposkopie.

Nalezy zaznaczy¢, ze korelacje uzyskane w ramach przeprowadzonych badan,
dotyczace ryzyka obecno$ci zmian CIN2+/HSIL dla kobiet z LSIL sg identyczne jak
wyniki uzyskane przez Ratnama i wsp.? Badanie tego autora dotyczyto populacji 600
kobiet w wieku 19-76 lat z rozpoznaniem cytologicznym LSIL. W badaniu Ratnama i
wsp. rozpoznano CIN2+/HSIL u 9% kobiet z 600 badanych kolposkopowo z
rozpoznaniem cytologicznym LSIL (54/600). Charakterystyczne jest, ze w grupie kobiet
powyzej 30 roku zycia, odsetek pacjentek z HSIL byt nizszy niz w catej badanej populacji
600 kobiet i wynosit 6,2% (24/386). Tymczasem w ramach badan przeprowadzonych na
potrzeby niniejszej pracy uzyskano 10-procentowy udzial zmian CIN2+/HSIL
rozpoznanych histopatologicznie dla kobiet z cytologig LSIL. U Ratnama i wsp. grupe
600 kobiet poddano algorytmowi polegajacemu na wykonaniu u kazdej pacjentki testu
immunocytotechnicznego na obecnos¢ p16 1 Ki-67 oraz testu molekularnego na 13 typow

HPV HR. U kazdej badanej wykonano kolposkopi¢ z biopsja weryfikujacg pobrang z

91



szyjki macicy z miejsc podejrzanych. Uzyskano 44,3% (266/600) wynikow pozytywnych
dla testu immunocytochemicznego. Dla poréwnania test molekularny wykazat obecnos¢
wirusa brodawczaka ludzkiego u 55,2% badanych (331/600).

W  ramach niniejszej pracy rowniez  przeprowadzono  analize
immunocytochemiczng i molekularng dla kobiet z rozpoznaniem cytologicznym ASC-
US i LSIL. Odsetek kobiet z pozytywnym wynikiem testu p16/Ki-67 dla rozpoznan ASC-
US wyniost 59,1%, a dla LSIL 55,0%. Test molekularny identyfikowal DNA HPV HR u
18/22 (81,8%) kobiet z rozpoznaniem cytologicznym ASC-US, 11/20 (55,0%) kobiet z
LSIL, 17/20 (85,0%) z ASC-H oraz 14/16 (87,5%) kobiet z HSIL. Po weryfikacji
histopatologicznej materialu uzyskanego z biopsji, u kobiet w grupie badanej (n=44)
wsrdd tych p16/Ki-67 pozytywnych, dla 13 kobiet rozpoznano CIN1/LSIL p16/Ki-67(+),
co stanowito 29,5%, a CIN2+/HSIL pl6/Ki-67(+) przypisano 21 pacjentkom, co
stanowito 47,7% calosci grupy badanej. Nalezy zarazem zaznaczy¢, ze 6 pacjentek
zweryfikowanych patomorfologicznie jako CIN1/LSIL byto p16/Ki-67 negatywne, co
stanowito 13,6% catosci grupy badanej. Do zmian CIN2+/HSIL p16/Ki-67 negatywnych
zakwalifikowano 4 badane przypadki, co stanowilo 9,1% analizowanej grupy.

W badaniach opublikowanych przez Tjalma przedstawiono zestawienie czuto$ci
i specyficznosci dla cytodiagnostyki, metody immunocytochemicznej oraz testu
molekularnego w identyfikacji zmian CIN2+/HSIL w skriningu prowadzonym od 2016
roku w Belgii dla kobiet w wieku 25-65 lat®. Analiza uzyskanych wynikéw wykazata,
ze czutos¢ metody immunocytochemicznej byla statystycznie znaczaco wyzsza niz
cytodiagnostyki. Zarazem cytodiagnostyka odznaczata si¢ nieistotnie wyzsza wartoscig
swoistosci. Uzyskana w ramach niniejszej pracy wysoka wartos¢ czutosci
cytodiagnostyki jest obarczona wada metodologiczna w doborze grupy badanej, o czym
wspomniano powyzej. Natomiast czulo§¢ metody immunocytochemicznej w
wykrywaniu zmian CIN2+/HSIL wyniosta 84,0% przy swoistosci 41,2%. Doktadnos¢
metody oszacowano na 52,7%. Analogicznie dla warto$ci czulodci i swoistosci testu
molekularnego identyfikujacego DNA HPV HR wyniosty odpowiednio: 92,0% 1 33,8%
przy doktadnosci 49,5%.

W badaniu Tjalma i wsp. czuto$¢ identyfikacji zmian CIN2+/HSIL wyniosta
95,8% zarowno dla testu immunocytochemicznego jak 1 molekularnego. Specyficznos¢
byta rézna dla analizowanych metod i wyniosta odpowiednio 55,0% dla testu
immunocytochemicznego i 50,5% dla testu molekularnego (p=0,503). Mozna stwierdzic,

ze zarOwno przeprowadzone badania wtasne jak 1 publikacja Tjalma 1 wsp. wskazujg na
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bardzo wysoka czulo$¢ metody immunocytochemicznej i molekularnej w identyfikacji
zmian CIN2+ przy niedostatecznej swoistosci.

Publikowana czuto$¢ i specyficznoéé testu CINtec® PLUS dla kobiet z ASC-US i
LSIL w celu identyfikacji zmian HSIL jest zréznicowana. W poréwnaniu do testu DNA
HPV HR, CINtec® PLUS charakteryzuje sic przewaznie znaczaco nizsza czuloscig i
nieistotnie statystycznie wyzsza specyficznos$cig. W badaniu Ratnam i wsp. wykazano,
ze dla identyfikacji zmian CIN2+/HSIL, czutos¢ CINtec® PLUS wyniosta 81,5% versus
94,4% dla testu molekularnego. Podobne wyniki uzyskiwano niezaleznie od wieku
badanych. Tak samo badania przeprowadzone w ramach niniejszej pracy pokazaty
wyzszg czutos$¢ testu molekularnego w poréwnaniu do metody immunocytochemicznej.

Zblizone pod katem zarysowanych powyzej tendencji sa wyniki meta-analizy
dokonanej przez Peeters i wsp., ktora dotyczyla doktadnoSci wykorzystania testu
immunocytochemicznego na obecnos¢ pl6, potaczenia pl6é i Ki-67 oraz testu
molekularnego w identyfikacji zmian HSIL CIN2+/CIN3+%. Analiza objeta 1504
publikacje, ktorych zrodlem byty MEDLINE i EMBASE. Prace publikowane byty
migdzy styczniem 2012 roku a pazdziernikiem 2017 roku. Meta-analiza wykazata, ze dla
kobiet z rozpoznaniem cytologicznym ASC-US zastosowanie tylko barwienia
immunocytochemicznego na obecno$¢ pl6é w cytoplazmie komorki nabtonka
wielowarstwowego plaskiego pozwolita na wykrycie zmian CIN2+/HSIL z czuloscia o
13% nizsza 1 swoistoscig o 60% wyzsza niz test molekularny. Wiaczenie do diagnostyki
podwdjnego barwienia, czyli jednoczasowej immunocytochemicznej identyfikacji p16 i
Ki-67, pokazatlo znaczaco nizszag czulos¢ wykrywania CIN2+/HSIL metoda
immunocytochemii niz przy uzyciu testu molekularnego. Test podwojny p16/Ki-67 byt
zarazem 0 65% bardziej swoisty niz identyfikacja DNA HPV HR w procesie wykrywania
CIN2+/HSIL.  Analogiczne rezultaty ukazujagce nizsza  czulo$¢  metody
immunocytochemicznej w stosunku do testu molekularnego dla kobiet z rozpoznaniem
cytologicznym ASC-US wykazata meta-analiza przeprowadzona przez Roelens i wsp.%*

Meta-analiza Peeters pokazata zarazem, ze nawet jesli zestawi si¢ ze sobg dwa
badania nakierowane technologicznie na wykrywanie wytacznie efektow przetrwalego
zakazenia HPV HR potaczonego z inkorporacjg materiatu genetycznego wirusa do
genomu gospodarza, czyli porowna si¢ badanie immunocytochemiczne i test Aptima
wykrywajacy transkrypty HPV (test mMRNA HPV), barwienie na p16 cechuje si¢ wcigz
nizsza wartos$cig czutosci niz metoda biologii molekularnej. Dzieje si¢ tak, pomimo ze

Aptima identyfikuje tylko pie¢ genotypoéw wysokoonkogennych HPV obdarzonych
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najwyzszym potencjatem karcinogennym. Analogicznie do uprzednio cytowanych
autoréw, rowniez Peeters wykazala w tym zestawieniu wyzsza warto$¢ swoistosci w
wykrywaniu CIN2+/HSIL dla testu immunocytochemicznego w pordéwnaniu do
identyfikacji transkryptow HPV®8, W podsumowaniu autorka wskazuje na niedostateczna
czutos¢ testu pl16/Ki-67 w procesie przesiewowej identyfikacji zmian CIN 2+/HSIL u
kobiet z rozpoznaniem cytologicznym ASC-US.

Peeters oszacowata wartosci diagnostyczne dla testu immunocytochemicznego i
molekularnego oddzielnie dla kobiet z LSIL. Podobnie jak dla ASC-US, tak i dla LSIL
czuto$¢ podwojnego barwienia immunocytochemicznego byta nizsza w poréwnaniu do
testu molekularnego w procesie wykrywania zmian CIN2+/HSIL. Réznica wynosita
14%, czyli byla nieznacznie wyzsza niz dla kobiet z ASC-US. Swoisto$¢ natomiast byta
dwukrotnie wyzsza dla testu immunocytochemicznego niz molekularnego. Czuto$¢
identyfikacji CIN3+/HSIL za pomocg testu immunocytochemicznego byla réwniez
nizsza od wartosci charakteryzujacych test molekularny. Roéznica ta nie byla istotna
statystycznie. Swoisto$¢ dla identyfikacji CIN3+/HSIL przedstawiala si¢ analogicznie jak
dla CIN2+/HSIL.

Przyjete na potrzeby niniejszej pracy zatozenie identyfikacji zmian CIN3+/HSIL,
wykazalo odmienne wartosci diagnostyczne w porownaniu do tych osiaganych przy
wykrywaniu zmian CIN2+/HSIL. Dla CIN3+/HSIL warto$¢ czutosci byta rowna dla obu
metod diagnostycznych i wyniosta 94,4%. Swoisto§¢ metody immunocytochemicznej
oszacowano na 41,3% a doktadnos¢ na 51,6%. Metoda molekularnej identyfikacji DNA
HPV HR uzyskata 32,0% swoistos¢ 1 44,1% dokladnos$¢. Nalezy podkresli¢, ze przy
analogicznej czulo$ci i1 zblizonej swoistosci poréwnanie obu metod uzytych do
wykrywania zmian CIN3+/HSIL wykazuje przewage w doktadnosci metody na rzecz
testu immunocytochemicznego.

Wyniki uzyskane przez Peeters i wsp. sg zgodne z wnioskami z meta-analizy
dokonanej przez Roelens 1 wsp. W tej publikacji autorzy potwierdzili, ze uzycie techniki
immunocytochemicznej identyfikacji biomarkera pl6 do wykrywania zmian
CIN3+/HSIL, jest obdarzone nizsza czuloscig i wyzsza swoistoscig w porownaniu do
diagnostyki molekularnej DNA HPV®4. Podobne wyniki uzyskat Tjalma i wsp. w
cytowane] powyzej publikacji poswieconej analizie warto$ci diagnostycznej
cytodiagnostyki, immunocytochemii i badan molekularnych w skriningu kobiet
mieszkajacych w Belgii. Roéwniez tam u pacjentek skierowanych do etapu pogtebionego

z powodu nieprawidtowego rozpoznania cytologicznego ASC-US i LSIL, badanie
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immunocytochemiczne okazato si¢ mniej czule i bardziej swoiste niz test molekularny®>,
Warto zaznaczy¢, ze dobor grupy badanej dokonany przez Tjalma i wsp. byl analogiczny
do metody przyjetej na potrzeby niniejszej pracy, a uzyskane wyniki sg zblizone.

White i wsp. dokonali prospektywnego badania 1349 kobiet z rozpoznaniami
cytologicznymi  ASC-US i LSIL, wykonujac test molekularny 1 barwienie
immunocytochemiczne na obecnos$¢ p16 i Ki-6777. Celem projektu byto oszacowanie
wartosci wykrywczych w diagnostyce zmian CIN2+/HSIL. Rowniez to badanie
wykazato wyzsza czutos¢ identyfikacji CIN2+/HSIL dla testu molekularnego, wynoszaca
95,8%, w poréwnaniu do immunocytochemicznego ze wskaznikiem czutosci na
poziomie 79,2%. Swoistos¢ metody immunocytochemicznej byta wyzsza niz
molekularnej, odpowiednio 75,2% vs 40,4%.

Wedlug badan przeprowadzonych przez White’a, kobiety ponizej 30 roku zycia
uzyskujg pozytywne wyniki testu immunocytochemicznego statystycznie czesciej W
porownaniu do populacji kobiet powyzej 30 roku zycia. Proporcja pl6/Ki-67
pozytywnych pacjentek z rozpoznaniami cytologicznymi ASC-US lub LSIL w zaleznoS$ci
od tej cezury wiekowej wynosita 36,0% vs 28,6% (p=0,029). Badania wtasne wykazaty
poréwnywalny odsetek immunocytochemicznie pozytywnych zmian CIN2+/HSIL dla
rozpoznan cytologicznych ASC-US i LSIL. White i wsp. oszacowali doktadno$¢ modelu
skriningu raka szyjki macicy, opartego na zestawieniu dwoch testow, ktorych wyniki
stanowig wskazanie do diagnostyki pogtebionej. Kombinacja testu molekularnego 1
immunocytochemicznego pozwala na dos¢ precyzyjne oszacowanie ryzyka wykrycia
zmian CIN3/HSIL. Ryzyko to wynosi 15,6% w sytuacji pozytywnego testu
molekularnego i wzrasta do 27% przy wykorzystaniu obu metod jednoczes$nie, to jest w
sytuacji uzyskania pozytywnego wyniku testu na obecnos¢ DNA HPV HR i
pozytywnego barwienia na p16 i Ki-67.

Koncepcje potaczenia dwoch testow, celem sprawdzenia ich sumarycznej
warto$ci diagnostycznej W badaniach przesiewowych, oceniono réwniez w ramach
niniejszej pracy. W obliczeniach wykorzystano modele potaczone sktadajace si¢ z
cytodiagnostyki i testu immunocytochemicznego oraz poftaczenie metody
immunocytochemicznej z testem molekularnym identyfikujacym DNA HPV HR.
Pierwszy algorytm nie zmienit wskaznika czulo$ci, ktéra 1 tak wynosita 100% dla
cytodiagnostyki uzytej jako samodzielnego testu. Natomiast takie potaczenie dwoch
metod diagnostycznych nie spowodowato poprawy swoistosci, ktora osiggngta wartos¢

10,3%. Pozytywna wartos¢ predykcyjna wyniosta 29,1%, negatywna 100%. Doktadnos¢
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modelu potaczonego ztozonego z cytodiagnostyki i immunocytochemii oszacowano na
34,4%. Interesujaco wypadto potaczenie metody molekularnej i immunocytochemicznej
w identyfikacji CIN2+/HSIL. Czulo$¢ oszacowano na 96,0%, a swoistos¢ 25,0%.
Pozytywna warto$¢ predykcyjna wyniosta 32,0%, a negatywna 94,4%. Dokladnos¢
takiego modelu ztozonego z testu DNA HPV i p16/Ki-67 oszacowano na 44,1%, co jest
wynikiem znacznie wyzszym niz W przypadku wykorzystania cytodiagnostyki z
immunocytochemia.

Biorgc pod uwage wszystkie koncepcje badawcze oceniane w niniejszej pracy do
wykrywania CIN2+/HSIL nalezy podkresli¢, ze najwyzsza doktadno$¢ oszacowano dla
metody immunocytochemicznej. Warto§¢ ta rowna 52,7% przekraczata doktadnos¢
cytodiagnostyki  38,9%, testu molekularnego  49,5%, testu cytologiczno-
immunocytochemicznego 34,4% i molekularno-immunocytochemicznego 44,1%.

Wykonano rowniez obliczenia analogicznych parametrow przy przyjeciu za cel
diagnostyki zmiany bardziej zaawansowane CIN3+/HSIL. Rowniez dla takich zatozen
najwyzsza warto$¢ doktadnosci badania charakteryzowatla metode
immunocytochemiczng i wyniosta 51,6%, co jednak jest wynikiem nieco gorszym niz w
przypadku wykrywania zmian CIN2+/HSIL. Rownie waznym jest fakt, Zze poréwnanie
warto$ci NPV i PPV dla metody immunocytochemicznej uzytej samodzielnie lub w
zestawieniu z cytologia lub testem molekularnym nie zmienialo w sposéb wyrazny
wartos$ci tych parametrow.

Wedlug meta-analizy Peeters i wsp. test immunocytochemiczny charakteryzuje
si¢ wiekszg przydatnoscig dla wykrywania zmian CIN3+/HSIL u kobiet z rozpoznaniem
cytologicznym LSIL. Pozytywna warto$¢ predykcyjna dla wykrywania CIN3+/HSIL u
kobiet z LSIL przekracza 10%, a negatywna warto$¢ predykcyjna nie przekracza 1%,

Wielu autoréw zwraca uwage na rolg wieku badanych kobiet, ktory moze miec
wptyw na uzyskane wyniki 1 przydatnos$¢ okreslonych metod. Zgodnie z wiedzg o biologii
wirusa brodawczaka ludzkiego, wazng cezurg wiekowg jest 30 rok zycia. Przyjmuje sig,
ze kobiety mtodsze niz 30-letnie sa najczg$ciej zakazone HPV HR w sposob
incydentalny. Cecha zakazen incydentalnych jest wysoki odsetek samoistnych remisji.
Po 30 roku zycia wzrasta czgsto$¢ zakazen przetrwalych i ryzyko rozwoju stanu
przedrakowego szyjki macicy. W badaniach przeprowadzonych na potrzeby niniejszej
pracy, populacj¢ kobiet ponizej 30 roku zycia cechowata wyzZsza czulo$¢ i1 nizsza
swoisto$¢ wykrywania CIN2+/HSIL, anizeli w populacji kobiet starszych, po ukonczeniu

30 roku zycia, gdzie obnizeniu czulosci diagnostyki towarzyszyta wyzsza swoisto$¢.
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Takie Kkorelacje stwierdzono réwniez analizujac osobno parametry testu
immunocytochemicznego. Nalezy podkresli¢, ze uwzgledniajac przynaleznos¢ do grup
wiekowych, czuto$¢ testu molekularnego wzgledem testu immunocytochemicznego w
wykrywaniu CIN2+/HSIL, byta réwna dla populacji ponizej 30 roku zycia i wyzsza dla
kobiet starszych niz 30-letnie. Polaczenie obu narzedzi diagnostycznych w testy
podwojne powodowato dramatyczny spadek swoisto$ci przy prawie niezmienionej
czutosci, czyli nadal maksymalnej w grupie kobiet mtodszych i wyzszej 0 zaledwie 5,9%
u kobiet powyzej 30 roku zycia.

Podobne badania przeprowadzit Ratnam i wsp. Dla kobiet w wieku ponizej 30
roku zycia czuto$é¢ identyfikacji zmian CIN2+/HSIL wyniosta 70% dla testu CINtec®
PLUS vs 93,3% dla testu molekularnego. W grupie og6lnej, bez podziatu wiekowego, w
badaniu Ratnama i wsp.®?, gdzie przebadano w sumie 600 kobiet w przedziale wieku od
19-76 lat, czutos¢ testu CINtec® PLUS w identyfikacji HSIL byta wysoka, ale jej warto$é
ustepowata parametrom czuto$ci testu molekularnego. Sytuacja powtarzata si¢ dla grupy
kobiet mtodych, ponizej 30 roku zycia, gdzie czuto$¢ testu molekularnego przewyzszata
znacznie czutoéé CINtec® PLUS w identyfikacji HSIL. Charakterystyczne jest, ze oba
testy diagnostyczne wykazywaly identyczng czuto$¢ identyfikacji CIN2+/HSIL dla
populacji kobiet powyzej 30 roku zycia. Czuto$¢ ta byta bardzo wysoka i wynosita 95,8%.
Jezeli stosujac dawng terminologi¢ patomorfologiczng jako cel badania uwzglednimy
wylacznie srodnabtonkowa neoplazje wysokiego stopnia czyli CIN3 bez wzgledu na wiek
badanych kobiet, to w badaniu Ratnam i wsp. czuto$¢ detekcji zaawansowanego stanu
przednowotworowego dla obu testow wahata si¢ miedzy 97 a 100%.

W badaniach przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy dla testu
immunocytochemicznego czuto$¢ identyfikacji CIN2+/HSIL ulegta spadkowi ze 100%
do 76% w grupie kobiet starszych niz 30 rok zycia. Podobna tendencja rowniez wystapita
dla testu molekularnego, ale obnizenie parametru czutosci w grupie starszych kobiet nie
byto az tak wyrazne. Wartosci zmienity si¢ ze 100% do 88%. Ten zauwazalny wplyw
wieku badanych na warto$ci diagnostyczne analizowanych testow sugeruje pewne
ograniczenia w uzyciu klinicznym CINtec® PLUS, preferujac kobiety ponizej 30 roku
zycia. Natomiast test molekularny wedlug wynikow Ratnama i wsp. jest przydatny
klinicznie bez ograniczen wiekowych.

Konieczno$ci wprowadzenia takiej cezury wiekowej dla diagnostyki przy uzyciu
testu CINtec® PLUS nie potwierdza analiza par CINtec® PLUS/test molekularny

dokonana testem MacNemara, ktorego wyniki opisuja jednakowa, wysoka czuto$¢ obu
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testow jako badan doprecyzowujacych wskazania do kolposkopii u kobiet z
rozpoznaniem cytologicznym LSIL, bez ograniczen wiekowych. Wytlumaczenie
opisanej przez Ratnama obnizonej czulosci CINtec® PLUS dla kobiet z rozpoznaniem
cytologicznym LSIL ponizej 30 roku zycia jako metody wykrywajacej CIN2+/HSIL,
moze wynika¢ z naturalnego potencjalu do samoistnej regresji tych zmian. Szacuje sig,
ze 80% zmian CIN1/LSIL u mtodych kobiet ponizej 30 roku zycia ulega samoistnej
regresji w trakcie 12-24 miesiecznej obserwacji. Podobne zjawisko o nieco mniejszej
skali dotyczy rowniez zmian CIN2+/HSIL. Zar6wno Ratnam jak i Solomon szacuja skale
potencjalnej regresji zmian LSIL na odpowiednio 48,9% po okoto 8 miesigcach i 41,9%
po okoto 2 miesigcach obserwacji®®>. Znajomo$¢ zjawiska naturalnej regresji zmian
wywolanych incydentalnym zakazeniem HPV jest o tyle wazna, ze na przyktad w
kanadyjskim systemie skriningowym S$redni czas oczekiwania kobiet z rozpoznaniem
cytologicznym LSIL, DNA HPV HR (+) wynosi 8 miesigcy. Wedlug cytowanych
powyzej autorow jest to czas najzupelniej wystarczajacy do zaistnienia samoistnej
regresji u 80% kobiet ze zmianami patomorfologicznymi LSIL i dla niematej czesci
zmian HSIL. W takiej sytuacji jest zrozumiale, ze zjawisko samoistnej regresji zmian
przednowotworowych wywotanych przez infekcje wirusowa, jakie zachodzi u kobiet juz
zakwalifikowanych do diagnostyki poglebionej, wplywa znaczaco na zwigkszong liczbe
falszywie pozytywnych wskazan do diagnostyki pogltebionej. Dodatkowo nalezy
podkresli¢ niskie ryzyko progresji ocenione na 8,6% w trakcie 8 miesiecy obserwacji w
badaniu Ratnama i 7,8% w trakcie 2 miesiecy obserwacji dokonanej przez Solomon®.
Podobnie niskie ryzyko progresji zmian LSIL wykazal Trope. Autor ten ocenit skale
ryzyka progresji zmian LSIL w ciggu 7 miesiecy obserwacji na 7,8%%.

Test immunocytochemiczny moze nie wykrywa¢ zmian CIN2+/HSIL, ktore sag w
trakcie trwania samoistnej regresji. Komorki normalizujg swoja morfologie i funkcje
biologiczne. Zanika ekspresja pl6 1 Ki-67. Natomiast wysoka czulos¢ testu
molekularnego dla tych zmian obowigzuje zarowno dla CIN2+/HSIL be¢dacych na drodze
progresji oraz tych stabilnych w procesie karcinogenezy. Ta wysoka czulo$¢ obowigzuje
takze dla zmian w trakcie regresji dopoki obecna jest infekcja wirusowa.

W podsumowaniu wynikow uzyskanych przez Rathama nalezy podkresli¢, ze
pomimo ograniczonej przydatnosci metody immunocytochemicznej do wykrywania
zmian CIN2+/HSIL u kobiet z LSIL ponizej 30 roku zycia, to wciagz metoda ta

charakteryzuje sie znacznie wyzsza czuto$cig niz tradycyjna cytodiagnostyka’ ",
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W badaniach przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy czulo$¢ testu
molekularnego identyfikujacego DNA HPV HR byta wysoka w obu badanych grupach,
to jest 100% dla kobiet do 30 roku zycia i 88,2% dla kobiet starszych niz 30 rok zycia.
Wielka zdobycza technologiczng w ramach testu molekularnego jest mozliwosé
genotypowania HPV16 i HPVI18. Znaczenie informacji o obecno$ci tych dwoch
wysokoonkogennych typow wirusa nalezy polaczy¢ z wiedzg o ich roli w powstawaniu

blisko 70% rakow szyjki macicy na $wiecie®” %

. Zalezno$¢ potwierdzily szeroko
zakrojone badania prowadzone w trakcie prob klinicznych nad szczepionka dwu- i
czterowalentng skierowang przeciwko onkogennym i nieonkogennym typom HPV.
Teoretycznie, pozytywne genotypowanie tylko HPV16 i HPV18 powinno pozwoli¢
wykry¢ okoto 70% zmian HSIL. W praktyce jednak etiopatogeneza CIN3/HSIL nie w
petni pokrywa si¢ z etiopatogeneza rakow inwazyjnych szyjki macicy w kontekscie
identyfikowanych typow HPV. Wedlug metaanalizy dokonanej przez Arbyna i wsp.,
opartej na analizie 5000 kobiet z rozpoznaniem cytologicznym LSIL diagnozowanych w
24 osrodkach, s$rednie ryzyko rozwoju CIN3/HSIL u kobiet HPV16/18 pozytywnych
wynosi 19%%. Ta sama meta-analiza wykazuje réwniez tylko 5% ryzyko rozwoju
CIN3/HSIL u kobiet zakazonych innymi niz HPV16/18 typami wirusa brodawczaka
ludzkiego. Co ciekawe badanie Arbyna i wsp. wykazato, ze detekcja CIN2+/HSIL oparta
na identyfikacji DNA HPVI16/18 jest obdarzona wyzsza czulo$cia 1 nizsza
specyficznoscig niz analogiczna diagnostyka CIN2+/HSIL oparta o identyfikacj¢ innych
onkogennych typow HPV HR. Wedlug Arbyna i wsp. czuto§¢ wykrywania CIN2+/HSIL
oparta o genotypowanie dwoch typow HPV16 1 HPV 18 wyniosta 55,5%. Dla por6wnania
w badaniu Ratnama i wsp. obecno$¢ DNA HPV16/18 zostata potwierdzona dla 28,1%
(93/331) kobiet z rozpoznaniem cytologicznym LSIL niezaleznie od wieku 1 29,1%
kobiet z rozpoznaniem cytologicznym LSIL u kobiet w wieku rownym lub wyzszym niz
30 rok zycia®. Oparcie diagnostyki zmian CIN2+/HSIL o test molekularny prowadzi
wedlug wynikow Ratnama i wsp. do zdiagnozowania u 49% badanych kobiet z LSIL
zmian CIN2+/HSIL (25/51) niezaleznie od wieku. Czuto$¢ tej diagnostyki oceniono na
46,3%. Wartosci wskaznikow czulosci znaczaco rosty w sytuacji zawegzenia grupy
diagnozowanych kobiet z rozpoznaniem cytologicznym LSIL do tych, ktore ukonczyty
30 rok zycia. Czutos¢ wykrycia CIN2+/HSIL przy przyjeciu takich zalozen wzrasta z
46,3% do 58,3%. Specyficzno$¢ wykrywania CIN2+/HSIL w zalezno$ci od omowione;j
powyzej cezury wiekowej wyniosta odpowiednio 84,7% <30 r.z. i 83,8% >30 r.z. Meta-

analiza Arbyna i wsp. okre§lita ogolnie specyficzno$¢ wykrywania CIN2+/HSIL na
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76,3% w populacji 5000 kobiet z rozpoznaniem cytologicznym LSIL bez podzialu na
grupy wiekowe.

Reasumujgc wyniki cytowanych badan, wprowadzenie genotypowania tylko
HPV16/18 w procesie wykrywania CIN2+/HSIL daje w efekcie spadek czutosci
wykrywania $rédnabtonkowej neoplazji w porownaniu do uzycia szerokiego testu na
liczne wirusy onkogenne. Whnioski te potwierdza badanie Ratnama i wsp. oraz meta-
analiza Arbyna i wsp. Bazujac na tych wnioskach zalecenia amerykanskie sugeruja
natychmiastowg kolposkopie u kobiet DNA HPV16/18 pozytywnych. Jednak biorgc pod
uwagge role testu ,,szerokiego” na co najmniej 13 onkogennych typéw HPV, przy jego
pozytywnym wyniku zaleca si¢ powtorny wymaz cytologiczny w krotkim okresie czasu
od poprzedniego badanial®. Ratnam i wsp. ocenil rozpowszechnienie zakazenia HPV HR
na 55,2% badanej populacji 600 kobiet z rozpoznaniem cytologicznym LSIL. Jest to
wynik zblizony do warto$ci opisywanych przez Solomon i wsp., ktory ocenit
rozpowszechnienie HPV u kobiet z LSIL na 76%°%%,

W badaniu Ratnama i wsp. dokonano ponownie rozdzialu badanej populacji
wedtug kryterium wieku. Rozpowszechnienie HPV HR u kobiet powyzej 30 roku zycia
Ratnam wraz zespotem ocenili na 50,6%. Redukcja rozpowszechnienia HPV postepujaca
wraz z wiekiem, opisywana przez wielu autorow, jest podstawowa przyczyng wg
Ratnama i wsp., ktora nie pozwolita na wykazanie statystycznie znaczaco wyzszej
swoistosci testu immunocytochemicznego nad testem molekularnym. Taka wyzsza
swoisto§¢  immunocytochemii  wzgledem testu molekularnego opisuja liczni
autorzy’t74798.101 '\ publikacji Ratnama i wsp. mamy opisana nieistotng statystycznie
wyzsza swoisto$¢ testu immunocytochemicznego w wykrywaniu rzeczywistych stanow
przednowotworowych szyjki macicy u kobiet z rozpoznaniem cytologicznym LSIL.

Test molekularny jest rekomendowany w wielu krajach jako pierwotne narzedzie
diagnostyczne w wykrywaniu HSIL u kobiet z rozpoznaniami cytologicznymi ASC-US i
LSIL. Jego przydatnos¢ kliniczna wzrasta w sytuacji, gdy uzyta technologia umozliwia
genotypowanie. Aktualne zalecenia wskazuja, Ze populacja docelowa dla testu HPV, jako
metody selekcjonujacej pacjentki ze wskazaniami do kolposkopii to kobiety w wieku
rownym lub wyzszym niz 30 rok zycia. Badania Ratnama 1 wsp. wskazaty, ze zalozenia
uzycia testu molekularnego do doprecyzowania wskazan do kolposkopii sg stuszne. W
tej publikacji oszacowano, ze wsrdd kobiet z rozpoznaniem cytologicznym LSIL w wieku
réwnym lub wyzszym niz 30 lat 30% jest HPV pozytywnych. Tylko ta grupa pacjentek
zyskuje doprecyzowane wskazanie do wykonania kolposkopii, czyli kwalifikacje do
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etapu pogtebionego diagnostyki. Dla okoto 70% kobiet z rozpoznaniem cytologicznym
LSIL, ale negatywnym wynikiem testu molekularnego DNA HPV, nie ma potrzeby
kierowania na kolposkopie¢. Te 70% populacji kobiet po 30 roku zycia z rozpoznaniem
cytologicznym LSIL, ale DNA HPV negatywnych, gdyby nie wiedza ptyngca z testu
molekularnego, bylyby zrodtem wynikéw fatszywie pozytywnych i podlegaly
nieuzasadnionej diagnostyce kolposkopowej. Wykonanie kolposkopii w tej grupie
pacjentek  obnizyloby znaczaco kosztoefektywno$¢ prowadzonej procedury
diagnostycznej, a systemowo catego skriningu populacyjnego. Wedtug Ratnama i wsp.
zastosowanie testu molekularnego wraz z genotypowaniem HPV16/18 doprowadzitoby
do redukcji liczby niepotrzebnych kolposkopii 0 85% u kobiet z LSIL przy braku
obecnosci DNA HPV typu 16 lub 18. Fakt ten potwierdzaja rowniez inni autorzy%.

W badaniach przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy sposrod wszystkich
kobiet z pozytywnym wynikiem testu immunocytochemicznego na pl6/Ki-67, ktorych
bylo 61, 20 mialo potwierdzong obecnos¢ DNA HPV 16 (32,8% pacjentek z grupy
CINtec® PLUS pozytywnych), 3 pacjentki DNA HPV 18 (4,9%) i jedna byla pozytywna
dla obu wiruséw (1,6%). W sumie, az 39,3% badanych kobiet HPV 16 i/lub HPV 18
pozytywnych miato rowniez dodatni wynik testy immunocytochemicznego. Kolejne
29,5% pacjentek p16/Ki-67 pozytywnych miato rowniez wykryte DNA HPV HR innych
typow onkogennych poza 16 i 18. Wyniki te pokazuja, Zze nie mozna oprze¢ procesu
wykrywania $rodnabtonkowej neoplazji wylacznie o genotypowanie HPV16/18.
Obserwacje te sg zgodne z najnowszymi danymi o efektywnosci szczepien populacyjnych
przeciwko HPV 16, 18, 6, 11 realizowanych w krajach o ponad 70-procentowym obj¢ciu
populacji docelowej. Mowa tutaj o Australii i Nowej Zelandii'®®, W ramach efektu
uzyskania odpornos$ci populacyjnej przeciwko HPV 16 i 18 w grupie zaszczepionych
przed inicjacja ptciowa, oczekiwano 70% spadku zakazen przetrwatych wywolanych
tymi typami wirusa, a co ma z tym zwigzek obnizeniu o podobny odsetek czestosci
wystepowania zmian CIN2+/HSIL. Aktualne dane z Nowej Zelandii informujg natomiast
tylko o 22% redukcji w statystykach zmian CIN2+/HSIL u kobiet powyzej 30 roku zycia
zaszczepionych przeciwko HPV 16/18.

W dalszym toku badan przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy dokonano
analizy ewentualnej obecnosci DNA HPV u kobiet z ujemnym wynikiem testu
immunocytochemicznego. Dla pacjentek z potwierdzonym DNA HPV 16 i/lub 18, tylko
u dwoéch badanych kobiet test immunocytochemiczny byt ujemny. Natomiast przy

identyfikacji innych typéw HPV HR, az dla 10 badanych pacjentek CINtec® PLUS byt
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negatywny. Daje to w sumie 37,6% kobiet pozytywnych w tescie molekularnym
identyfikujacym DNA HPV HR, ale negatywnych w barwieniu immunocytochemicznym
na pl6/Ki-67. Wytlumaczenie tych wynikow polega prawdopodobnie na istnieniu
zjawiska incydentalnego zakazenia HPV, ktore poprzez fakt braku inkorporacji materiatu
genetycznego wirusa brodawczaka ludzkiego do genomu gospodarza, nie przektada si¢
na obecno$¢ i immuno-detekcje biatek markerowych p16 i Ki-67 w przeprowadzonych
testach. W sumie 68,8% kobiet CINtec® PLUS pozytywnych miato réwnocze$nie
wykryte DNA HPV. Zestawienie korelacji pozytywnych wynikow testu molekularnego
identyfikujacego DNA HPV z dodatnimi wynikami badania immunocytochemicznego
wraz z analizg lacznego wystepowania wynikdw ujemnych obu testow daje bardzo
interesujgce wyniki. W ramach wykonanych badan opierajac si¢ na ilorazie szans
oceniajacych prawdopodobienstwo zaistnienia obu analogicznych wynikoéw u tej samej
pacjentki uzyskano S$cista zalezno$¢ statystyczng. Na tej podstawie mozna ocenié, ze
szansa na to, ze pacjentka pozytywna w tescie CINtec® PLUS bedzie rowniez pozytywna
w tescie wirusowym, jest 9,9 razy wigksza niz to, ze taka sama pacjentka b¢dzie DNA
HPV negatywna (p<0,0001).

W  podsumowaniu poréwnania dwoch wiodacych na $wiecie metod
diagnostycznych drugiego rzutu, stuzacych doprecyzowaniu wskazan do kolposkopii u
kobiet z nieprawidlowym wynikiem cytologii, nalezy wskazac, ktora z nich jest bardziej
wartosciowa w praktyce klinicznej. W efekcie badan przeprowadzonych w ramach
niniejszej pracy zbadano czutos¢ testu molekularnego identytfikujacego DNA HPV HR
oraz metody immunocytochemicznej p16/Ki-67 dla kobiet do 30 roku zycia i powyzej
tego wieku. Wykazano, ze czuto$¢ identyfikacji CIN2+/HSIL dla grupy do 30 roku zycia
jest wysoka, poréwnywalna dla testu molekularnego 1 badania immunocytochemicznego.
Jest to catkowicie zgodne z wnioskami sformutowanymi przez Ratnama i wsp. Zblizone
wyniki przyniosto badania PALMS, w ktorym jednak czuto$¢ testu molekularnego
identyfikujagcego DNA HPV HR jest nieznacznie wyzsza w poréwnaniu do metody
immunocytochemicznej’®. Podobne zestawienie dla kobiet powyzej 30 roku zycia
wykazuje nizsze warto$ci czulosci obu metod wykrywajacych zmiany CIN2+/HSIL w
porownaniu do wczesniej omdwionej populacji kobiet mtodszych. Skala redukcji
warto$ci czuto$ci jest nizsza dla testu molekularnego DNA HPV HR (ze 100% do 88,2%)
niz dla metody immunocytochemicznej (ze 100% do 76,4%). Te prawidlowosé
potwierdza badanie PALMS, gdzie redukcja czutosci dla metody molekularnej DNA

HPV HR (z 97,4% do 95,6%) jest rowniez nizsza niz dla immunocytochemicznej
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identyfikacji p16/Ki-67 (z 93,3% do 87,8%). Badanie Ikenberga i wsp. wykazuje nizsze
warto$ci czutosci dla kobiet >30 r.z. dla obu metod, co jest zgodne z wnioskami
ptynacymi z pracy Ratnama i wsp. oraz badan wtasnych.

W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze obie analizowane metody redukujg
skutecznie liczbe wynikéw falszywie dodatnich i tym samym liczbe generowanych
wskazan do kolposkopii, ale wigksza przydatnos¢ w warunkach klinicznych wykazuje
test molekularny identyfikujacy DNA HPV HR. Nalezy zaznaczy¢, ze niewatpliwy
wplyw na réznice w efektywnosci obu metod ma fakt, ze badanie molekularne DNA HPV
HR jest metodg catkowicie zautomatyzowang, natomiast test immunocytochemiczny jest
obarczony subiektywng ocena barwnych efektow reakcji dokonywang przez czlowieka.
W wyborze metody doprecyzowujacej wskazania do badania kolposkopowego znaczenie
bedzie miata rowniez kosztochtonnos$¢ obu procedur diagnostycznych.

Wraz z wprowadzeniem szczepien populacyjnych przeciwko HPV HR w krajach
o wysokim stopniu rozwoju cywilizacyjnego i gospodarczego, gdzie funkcjonuje réwniez
systemowy skrining cytologiczny pojawita si¢ potrzeba przebudowy catego programu
profilaktyki 1 wezesnego wykrywania raka szyjki macicy. Szczepienia populacyjne beda
nieuchronnie prowadzi¢ do obnizania si¢ wspoOlczynnikéw zachorowalnosci i
umieralno$ci na raka szyjki macicy. Szacuje si¢, ze powszechna obecnos¢ w profilaktyce
pierwotnej trzech szczepionek dwu, cztero- i dziewigciowalentnej stosowanych
populacyjnie, doprowadzi do 75-90% redukcji wystgpowania nowotworow HPV-
zaleznych. Wraz z nowoczesng formg profilaktyki pierwotnej, potrzebg chwili staje si¢
uruchomienie réwnie nowoczesnej propozycji profilaktyki wtérnej, doprecyzowujacej
wskazania do etapu poglebionego diagnostyki u kobiet HPV pozytywnych, zarowno tych
szczepionych jak i nieszczepionych. Takg propozycja jest uzycie jako pierwotnego
narzgdzia skriningowego testu molekularnego na obecno$¢ 14 onkogennych typow HPV,
a nastgpnie testu wtornego, drugorzutowego, pod postacia podwojnego barwienia
immunocytochemicznego na obecno$¢ biomarkerow pl6 i Ki-67. Pierwszy etap, czyli
test molekularny identyfikujacy wirusa brodawczaka ludzkiego, niesie ze sobg znaczace
podwyzszenie czuto$ci w porownaniu do klasycznej, a nawet plynnej cytodiagnostyki,
ale jest zarazem zrodtem wielu wynikow fatszywie pozytywnych. Drugi etap, czyli
badanie immunocytochemiczne pl6/Ki-67, ma zniwelowa¢ najwicksze wady testu
molekularnego, czyli podwyzszy¢ swoistos¢ catego etapu profilaktycznego.

Mowiac jezykiem praktycznym polaczenie testu molekularnego i podwojnego

barwienia immunocytochemicznego ma doprecyzowa¢ maksymalnie wskazania do etapu
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poglebionego profilaktyki czyli do kolposkopii. Efektywnos¢ takiej propozycji nowej
konstrukcji badan przesiewowych raka szyjki macicy jest bezdyskusyjna. Tjalma i wsp.
twierdzg, ze oparcie badan przesiewowych o takie ztozenia projektowe, prowadzi
hipotetycznie do obnizenia zachorowalnosci na raka o 36% 1 umieralnosci o 40% w
grupie wiekowej miedzy 25 a 65 rokiem zycia. Prowadzony w Belgii skrining, gdzie jako
pierwszy test uzywa si¢ identyfikacji molekularnej DNA HPV, a w drugim etapie
wykorzystuje metode podwdjnego barwienia immunocytochemicznego, powoduje
spadek zachorowalnosci o 30% i umieralnosci tez o 30% w grupie wiekowej 30-65 lat®,
Biorac pod uwage, ze taki model skriningu prowadzi do wykluczenia podstawowych wad
profilaktyki opartej wylacznie o cytodiagnostyke, czyli wynikow fatszywie dodatnich i
falszywie ujemnych, oszczednosci w ramach prowadzonej profilaktyki wtornej raka
szyjki macicy, sa widoczne zaré6wno na etapie pierwotnym czyli z wykorzystaniem testu
molekularnego i nastepowym czyli doprecyzowujgcym wskazania do diagnostyki
poglebionej przy uzyciu testu immunocytochemicznego.

W tle tych modyfikacji programow profilaktycznych wczesnego wykrywania
wysokiego stopnia zmian $rodnablonkowych i raka szyjki macicy, lezy niebagatelna
kwestia kosztochtonno$ci catego procesu. W celu jego oszacowania bierze si¢ pod uwage
nie tylko ,,surowe” koszty prowadzenia programu, takie jak optata za logistyke, badania
laboratoryjne, kolposkopi¢ 1 oceng patomorfologiczng wraz z kosztami opieki lekarskiej
swiadczonej w trakcie kolejnych wizyt. Kosztochtonno$¢ profilaktyki powinna by¢
rowniez uzupetlniona o ocen¢ wydatkow budzetowych na leczenie wykrytych i
rozpoznanych nowotworoéw oraz ewentualne koszty socjalne i spoleczne prowadzenia
samej terapii 1 jej niepowodzen. Wedlug cytowanego Tjalma i wsp. zastapienie w
pierwotnym narzedziu skriningowym cytologii konwencjonalnej lub ptynnej testem
molekularnym, 5-krotnie obniza ryzyko zgonu na raka szyjki macicy w populacji objetej
skriningiem. Wiele opracowan analizujagcych model skriningu oparty o test molekularny
jako  pierwotne  narzedzie  skriningowe  potwierdza  optacalno$¢  takiej
koncepcji®®104105106 " \w dokonanej symulacji kosztochtonnosci skriningu w modelu
HPV/pl16/Ki-67 na przyktadzie Belgii, pozwolitoby to na coroczne oszczgdzenie 5,3
miliona euro dla populacji 25-65 lat i 5 milionéw euro dla populacji 30-65 lat® Nalezy
przyjac zasade, ze odejscie od cytodiagnostyki konwencjonalnej na rzecz nowego modelu
skriningu zaprezentowanego powyzej, pozwoli na redukcje wydatkow o 1/5.

Podkreslenia wymaga tez kwestia wieku w momencie rozpoczecia skriningu. Jest

to o tyle wazne, ze w populacji kobiet do 30 roku zycia przyttaczajgca wigkszos¢ bywa
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zakazona HPV. Taka obserwacja dotyczy nawet 80% kobiet w tej grupie wiekowej. W
przewazajacej wigkszosci sa to zakazenia incydentalne, nieistotne dla realizacji celow
prowadzonej profilaktyki i wczesnego wykrywania HSIL. Dzieje si¢ tak z powodu braku
zmian komorkowych, niskiego ryzyka inkorporacji wirusa do genomu gospodarza oraz
niskiego ryzyka progresji zmian do rzeczywistych stanéw przednowotworowych i raka
szyjki macicy. Wigkszo$¢ tych zakazen u miodych kobiet ulega samoistnej regresji w
czasie 12-24 miesi¢cy bez podejmowania jakichkolwiek dziatan terapeutycznych. Skale
samoistnej regresji szacuje si¢ na 80%. Nakierowanie skriningu HPV/p16/Ki67 na t¢
grupe wieckowa jest btedem i powoduje lawinowy wzrost kosztow diagnostyki, bez
przektadania si¢ na wspdlczynniki zachorowalnosci 1 umieralnosci. Stad wcigz toczy sig
dyskusja nad optymalnym wiekiem rozpoczecia skriningu, ktory jest rozny nawet w
sasiadujacych ze sobg krajach UE. Przyktadowo we Wtoszech 1 Holandii skrining raka
szyjki macicy startuje odpowiednio w 21 i 30 roku zycia, a konczy si¢ odpowiednio w 60
1 65 roku zycia. Natomiast w Niemczech rutynowe badania cytologiczne rozpoczynaja
si¢ juz U dwudziestolatek 1 dodatkowo nie ma wieku zakonczenia badan przesiewowych,
czyli skrining raka szyjki macicy jest prowadzony dozywotnio®®’,

Niewatpliwie era cytodiagnostyki jako pierwotnego narzedzia diagnostycznego W
procesie profilaktyki i wczesnego wykrywania raka szyjki macicy dobiega konca.
Przysztos¢ badan populacyjnych bedzie oparta w pierwszym rzg¢dzie o testy molekularne
DNA HPV HR z nastgpowym wykorzystaniem identyfikacji biomarkeréw p16/Ki-67 w

tescie immunocytochemicznym celem doprecyzowania wskazan do kolposkopii.
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7. Wnioski.

. Analiza porownawcza warto$ci wykrywcezych testu molekularnego identyfikujacego
DNA HPV HR oraz testu immunocytochemicznego pl6/Ki-67 wskazuje na
satysfakcjonujgca czulo$¢ i niedostateczng swoistos¢ obu metod uzytych jako
pierwotne narzedzie skriningowe w wykrywaniu srédnablonkowej neoplazji szyjki

macicy.

. Niedostateczna swoisto$¢ zarowno testu molekularnego identyfikujacego DNA HPV
HR, jak i metody immunocytochemicznej pl6/Ki-67, uzytych w skriningu jako
pierwotne narzedzia diagnostyczne, generuje wysoki odsetek wynikow fatszywie

dodatnich.

Test immunocytochemiczny charakteryzuje si¢ najwyzsza doktadnoscig wykrywania
zarowno zmian CIN2+/HSIL jak i CIN3+/HSIL w poréwnaniu do wszystkich
analizowanych metod diagnostycznych stosowanych aktualnie w skriningu raka

szyjki macicy.

. Wysoka doktadno$¢ testu immunocytochemicznego kwalifikuje go jako metode
drugorzutowego doprecyzowania wskazan do kolposkopii u kobiet =z
nieprawidlowym cytoonkologicznie wynikiem oceny rozmazu cytologicznego lub
pozytywnym wynikiem testu molekularnego identyfikujacego DNA HPV HR,
szczegolnie w przypadkach niejednoznacznych diagnostycznie, czyli przy
mniejszych nieprawidlowosciach cytologicznych ASC-US 1 LSIL lub obecnosci
DNA HPV HR genotypéw innych niz 16/18.
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8. Streszczenie.

Wprowadzenie: Rak szyjki macicy jest jednym z najczgsciej diagnozowanych
nowotworow ztosliwych u kobiet na catym swiecie. Podgzajac za statystykami, w 2020
roku przybylo 604 127 nowych rozpoznan i 341 831 zgondéw z powodu raka szyjki
macicy. Dwie trzecie sposrod wszystkich przypadkow jest stwierdzanych w krajach o
niskim poziomie rozwoju gospodarczego. Niemniej, za sprawg programow
profilaktycznych, do ktorych naleza szczepienia populacyjne przeciwko wirusom
brodawczaka ludzkiego oraz badania przesiewowe, rak szyjki macicy jest uznawany za
jeden z nielicznych nowotwordéw, ktérym mozna skutecznie zapobiega¢. Jednym z
kluczowych celow WHO na kolejne lata jest doprowadzenie globalnie do eliminacji raka
szyjki macicy z problemow zdrowia publicznego. Wcigz jednak niedostatecznie wiele
krajow wprowadzito szczepienia przeciwko HPV do kalendarzy szczepien
obowigzkowych. Dopoki nie zostanie osiggni¢ty optymalny poziom wyszczepienia
populacyjnego, bardzo istotne jest stale doskonalenie programéw skriningowych, aby
skutecznie i efektywnie kosztowo wykrywac i leczy¢ stany przednowotworowe szyjki

macicy na wczesnych etapach zaawansowania.

Cele: Zasadniczym celem pracy byla ocena wartosci diagnostycznej testu
immunocytochemicznego identyfikujacego koekspresj¢ biomarkerow pl6/Ki-67 w

wykrywaniu §rodnabtonkowej neoplazji i raka szyjki macicy.

Material i metody: Do badania zakwalifikowano 93 kobiety w wieku od 20 do 70 lat,
wszystkie posiadajace nieprawidlowy wynik cytologii lub kliniczne podejrzenie istotnej
patologii szyjki macicy. U kazdej pacjentki wykonano nastepujace testy diagnostyczne:
cytologie na podtozu ptynnym (LBC), test molekularny identyfikujagcy DNA wirusa
brodawczaka ludzkiego (test DNA HPV) oraz test immunocytochemiczny wykrywajacy
biomarkery pl6 i Ki-67 (test pl16/Ki-67, CINtec® PLUS). Metoda rozstrzygajaca,
decydujacg o przydziale pacjentek odpowiednio do grupy badanej i kontrolnej, byta ocena
histopatologiczna wycinkéw szyjki macicy pobranych w sposéb celowany w

kolposkopii.

Wyniki: Wszystkie narzedzia diagnostyczne poréwnywane w ramach tej pracy

charakteryzowaly si¢ wysoka czuto$cia, lecz niskg swoistoscia w wykrywaniu
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srédnablonkowej neoplazji szyjki macicy w stopniu co najmniej umiarkowanym
(CIN2+/HSIL).

Sposrod wszystkich kobiet uczestniczacych w badaniu u 65,6% (61/93) stwierdzono
dodatni odczyn immunocytochemiczny na pl16/Ki-67. W procesie wykrywania CIN2+
test immunocytochemiczny pl6/Ki-67 wykazal czuto$¢ 84,0%, swoistos¢ 41,2%,
dodatnig warto$¢ predykcyjng 34,4%, ujemng warto$¢ predykcyjng 87,5%, iloraz
wiarygodno$ci wyniku dodatniego 1,43 i ujemnego 0,39.

Doktadnos$¢ testu immunocytochemicznego byta najwyzsza sposrod badanych metod
(CINtec® PLUS 52,7% versus LBC 38,9%, test DNA HPV 49,5%).

Dodatkowo poréwnano w badaniach przesiewowych pojedyncze narzedzia
diagnostyczne oraz modele polaczone: cytodiagnostyke uzupelniona metoda
immunocytochemiczng oraz test DNA HPV lacznie z dwubarwnym testem p16/Ki-67.
Oceniona  warto$¢  diagnostyczna  modeli  potaczonych  skriningu  byla
niesatysfakcjonujaca.

W populacji kobiet ponizej 30 roku zycia test immunocytochemiczny odznaczat si¢
wyzsza czutoscig 1 nizsza swoistoscig w poréwnaniu do kobiet po ukonczeniu 30 roku
zycia (SENS 100% vs 76,4%, SPEC 27,8% vs 46,0%).

Test p16/Ki-67, jako narzedzie wtorne, zwigkszal wykrywalnos¢ CIN2+ wsrdd kobiet z
mniejszymi nieprawidtowosciami cytologicznymi jak ASC-US i LSIL (SENS LBC
samodzielnie 25,0% vs LBC w potaczeniu z CINtec® PLUS 50,0%) oraz u kobiet z
dodatnim wynikiem testu DNA HPV dla innych wysokoonkogennych typow niz HPV
16/18 (SENS HR-HPV samodzielnie 48,0% vs HR-HPV w potaczeniu z CINtec® PLUS
88,0%).

Whnioski: Analiza porownawcza testu molekularnego identyfikujacego DNA HPV HR
oraz testu immunocytochemicznego p16/Ki-67 wskazuje na satysfakcjonujacg czutosé i
niedostateczng swoisto$¢ obu metod uzytych jako pierwotne narzedzie skriningowe w
wykrywaniu $rédnablonkowej neoplazji szyjki macicy. Ta niska swoisto$¢ generuje duza
ilos¢ wynikow falszywie dodatnich w badaniach przesiewowych. Metoda
immunocytochemicznej detekcji p1l6/Ki-67 charakteryzuje si¢ najwyzszg doktadnosciag
wykrywania CIN2+, wobec czego moze stanowi¢ uzyteczne narzedzie drugorzutowe
skriningu, jako narzedzie doprecyzowujace wskazania do etapu poglgbionego,

powodujace redukcje ilosci niepotrzebnie wykonywanych kolposkopii.
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9. Abstract.

Assessment of the diagnostic value of p16/Ki67 immunocytochemistry for HSIL
detection and verification of abnormal results of Pap smears and positive HPV

testing.

Introduction: Cervical cancer is one of the most common malignancies in women
worldwide. According to the statistics, there were 604 127 new cases and 341 831 deaths
due to cervical cancer in 2020. Two-thirds of them occured in the least developed
countries. However, thanks to screening programmes and HPV vaccinations,
cervical cancer is the most preventable of all female cancers. There is even the
global strategy from the World Health Organization to eliminate the disease as a public
health problem. As long as the global population is not fully protected to HPV
infection, and a lot of countries still had not introduced the HPV vaccine into their
national immunization schedules, we need to improve a high-quality and cost-effective
cervical cancer screening to provide early detection and treatment of the premalignant

lesions.

Aim: The goal of this study was to analyze the diagnostic value of pl6/Ki-67
immunocytochemical staining in the detection of high-grade squamous intraepithelial

lesions.

Material and methods: A total of 93 women, aged 20 to 70 years, mostly with abnormal
results of the Pap smear or clinical suspicion of substantial cervical lesions were enrolled
in this study. All of them were tested with LBC, DNA HR-HPV test and p16/Ki-67 dual-
stained cytology (CINtec® PLUS). Colposcopy-guided biopsy results of CIN2+/HSIL

were used as clinical endpoints.

Results: All diagnostic methods compared in this study demonstrated high sensivity but
low specificity for cervical intraepithelial neoplasia grade 2 or worse.

65,6 percent of examined women (61/93) had positive evaluation of the p16/Ki-67 test.
For CIN2+ detection the sensitivity of p16/Ki-67 dual staining was 84,0%, specificity
41,2%, positive predictive value 34,4%, negative predictive value 87,5%, positive
likelihood ratio 1,43, negative likelihood ratio 0,39.
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The accuracy of CINtec® PLUS was the highest from all of the methods used in this
study (for the p16/Ki-67 immunocytochemistry the level was 52,7% versus LBC 38,9%,
HPV test 49,5%).

We also compared single tests and co-testing LBC with p16/Ki-67 or HPV test with
p16/Ki-67, and the results of the combined methods were unsatisfactory.

In the population of young adults under 30, p16/Ki-67 dual staining had higher sensitivity
and lower specificity then in older women > 30 years of age (SENS 100% vs 76,4%,
SPEC 27,8% vs 46,0%).

pl6/Ki-67 increased the detection of CIN2+ in the triage of women with minor
abnormalities in cytology like ASC-US and LSIL (SENS LBC 25,0% vs LBC with
CINtec® PLUS 50,0%) and in the triage of women HPV-positive for other high-risk
genotypes than 16/18 (SENS HR-HPV 48,0% vs HR-HPV with CINtec® PLUS 88,0%).

Conclusion: Comparision of the molecular identification of HPV DNA and
immunocytochemical detection of biomarkers p16 and Ki-67 provide high sensitivity but
dissapointing specificity of both methods in the screening of cervical intraepithelial
neoplasia or cancer. This low specificity generates high amount of false positive results
of the primary screening. p16/Ki-67 immunocytochemistry characterized by highest
accuracy in the detection of CIN2+ is an usefull tool in the second stage of screening to

reduce colposcopy referrals and avoid excessive diagnosis and treatment.
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