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Povzetek

Okuzba s humanimi papiloma virusi (HPV) je pogostejsa kot so predrakave spremembe ali rak ma-
terni¢nega vratu (RMV). Prav zato so v praksi pomemben izziv HPV-pozitivhe Zenske z negativnim
citoloskim izvidom, oziroma brez CIN 2+, ker $e vedno ni povsem jasno, kako naj jih obravnavamo.
Mednarodna strokovna javnost proucuje razlicne triazne metode, s katerimi bi prepoznali HPV-po-
zitivne zenske in jih locili na tiste z vec¢jim ali manjsim tveganjem CIN 2+ in RMV. Cilj je, da se manj
ogrozene HPV-pozitivhe Zenske varno vrnejo v presejanje, bolj ogrozene pa napotitjo na nadaljno
diagnostiko in zdravljenje. Tako v tujini, kot tudi pri nas v raziskavah proucujemo razli¢cne metode,
tako citoloske kot molekularne, vendar vse $e niso preverjene na velikih populacijskih vzorcih. V pri-
spevku so predstavljene metode, ki se bodo morda v prihodnje uporabljale za triazo HPV-pozitivnih
zensk.

Kljucne besede: proteinski oznacevalec, molekularni oznacevalec, bris materni¢nega vratu (BMV),

humani papiloma virus (HPV), triazne metode, presejalni program

Uvod

Spoznanje, da je okuzba z onkogenimi HPV (HPV-
VT) nujna vmesna stopnja v naravnem poteku
nastanka predrakavih in rakavih sprememb ma-
terni¢nega vratu (1-4), je odprlo nove moznosti za
pravocasno prepoznavo bolj ogrozenih zensk v ze
obstojecih organiziranih presejalnih programih. Po
podatkih iz literature je mogoce s HPV-testiranjem
v primerjavi s citoloskim pregledom brisa mater-
ni¢nega vratu (BMV) odkriti okrog 30 % vec prime-
rov CIN2+ in 20 % vec primerov CIN3+ pri Zzenskah,
ki so starejSe od 30 let. Ker so zenske, ki prebole-
vajo okuzbo s HPV-VT, bolj ogrozene z rakom ma-
terni¢nega vratu (RMV) kot zenske, ki te okuzbe ni-
majo, so svoje mesto v presejalnih programih nasli
presejalni testi za odkrivanje okuzb s HPV (PT-HPV).
Negativni PT-HPV test je dovolj zanesljiv pokaza-
telj, da se RMV ne bo razvil v naslednjem destletju.
Klini¢no preverjeni testi HPV imajo v primerjavi s ci-
toloskim pregledom BMV svoje prednosti, kot tudi
slabosti (5, 6).

Glavna prednost PT-HPV, ki jo izkoris¢amo v pre-
sejalnih programih, je njegova velika klini¢na ob-
Cutljivost in v primeru, da je test HPV negativen,
velika negativna napovedna vrednost za predra-
kave spremembe visoke stopnje (CIN 2+) in RMV.
V primarnem presejanju s testom HPV to omogoca
varno podaljSanje presejalnega intervala na 5 let.

Test HPV pa lahko v presejanju uporabimo ne samo
kot primarni presejalni test, ampak tudi kot triazni
test HPV (TT-HPV) pri zenskah z nekaterimi citolo-
Skimi spremembami v BMV. Po slovenskih smerni-
cah za celostno obravnavo Zensk s predrakavimi
spremembami materni¢nega vratu je treba TT-HPV
opraviti pri zenskah s patoloskimi spremembami
nizke stopnje in pri Zenskah po zdravljenju CIN (7).
Ce je TT-HPV pri teh Zenskah negativen, se lahko
praviloma varno vrnejo v presejanje. Tako se je mo-
goce izogniti prepogostim kontrolnim pregledom
in nepotrebni dodatni diagnostiki pri manj ogro-
zenih Zenskah. Pomembna prednost testa HPV je
tudi, da ga je mozno opraviti tudi na cerviko-va-
ginalnih vzorcih, ki si jih lahko zenske odvzamejo
same doma in da je zanesljivost tega testa za odkri-
vanje CIN 2+ primerljiva zanesljivosti citoloskega
pregleda BMV, ki ga odvzame ginekolog. Stevilne
drzave in tudi Slovenija proucujejo moznost, da bi
test HPV doma ponudili Zenskam, ki se ne udelezu-
jejo redno presejalnih pregledov. Prva drzava, ki se
je odlocila za tovrstno nadgradnjo organiziranega
presejalnega programa, je Nizozemska.

Prednost testov HPV je v praksi omejena s (pre-)
majhno klini¢no specifi¢nostjo, kadar se test ne
uporablja pri priporocenih indikacijah. Glavna sla-
bost HPV-testiranja je, da odkrije veliko prehodnih
okuzb, ki lahko spontano izzvenijo. V Sloveniji je v
starosti 2025 let HPV-pozitivnih okoli 25 % zensk
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(8). Te zenske spadajo v skupino manj ogrozenih
zensk, ki ne potrebujejo dodatne diagnostike ali
zdravljenja, ker bodo okuzbe pri njih v veliki vecini
primerov spontano izzvenele.

Okuzba s HPV je veliko pogostejsa, kot so predra-
kave spremembe ali RMV. Prav zato so v praksi
pomemben izziv HPV-pozitivhe Zenske z negativ-
nim citoloskim izvidom, oziroma brez CIN 2+, ker
$e vedno ni povsem jasno, kako jih obravnavati.
Te Zenske lahko prebolevajo klinicno nepomemb-
no, prehodno okuzbo, ali pa klinicno pomembno
okuzbo, ki je v zgodnji fazi in $e ne povzroca pato-
lodkih sprememb na plo$¢atem ali zZleznem epitelu
materni¢nega vratu. Ceprav imajo te Zzenske veliko
manjse tveganje, da imajo ali bodo v prihodnjih
nekaj letih zbolele za RMV, kot Zenske z obema po-
zitivnima testoma, je to tveganje Se vedno preveli-
ko, da bi jih lahko varno vrnili v presejanje. V petih
letih bo namre¢ 6 od 100 Zensk s HPV pozitivnim
testom in negativno citologijo zbolelo s CIN 3+ (9).
HPV-pozitivne Zenske brez patoloskih sprememb
odkrijejo predvsem v primarnem presejanju s te-
stom HPV in s citolosko triazo, ali pa pri socasni
uporabi testa HPV in pregleda BMV v primarnem
presejanju. Zenske so praviloma napotene na kon-
trolni pregled s testom HPV ez eno leto, saj v tem
¢asu lahko okuzba bodisi izzveni, ali pa napreduje
v CIN, ki ga na kontrolnem pregledu tudi odkrijejo.
S tem se sicer prepreci nepotrebno kolposkopsko
in histolosko diagnostiko v ¢asu ¢akanja ter dopu-
sti okuzbi cas, da izzveni. Vendar pa je ¢akanje za
Zenske stresno, saj se po eni strani bojijo za svoje
zdravje, po drugi strani pa se ukvarjajo s tem, ali naj
spremenijo obicajno spolno prakso s svojim dolgo-
letnim partnerjem, ali lahko zanosijo in podobno.
Cakanje je lahko tudi zelo dolgotrajno, saj lahko
od okuzbe do CIN visoke stopnje mine tudi vec let,
celo 10 in vec (9).

Metode za nadaljnjo triazo HPV pozitivnih zensk

Mednarodna strokovna javnost proucuje razli¢ne
triazne metode, s katerimi bi prepoznali HPV-pozi-
tivne Zenske in jih locili na tiste z ve¢jim ali manj-
$im tveganjem CIN 2+ in RMV.Osnovna naloga tri-
aznih metod je lo¢evanje HPV-pozitivnih Zensk na
tiste z visokim in tiste z manjsim tveganjem RMV.
Cilj je, da se manj ogrozene HPV-pozitivhe zenske
varno vrne v presejanje, bolj ogrozene pa napoti na
nadaljnjo diagnostiko.

Trenutno najpogosteje proucevana triaza je citolo-
ki pregled BMV oz. kombinacija citologije in geno-
tipizacije vzorcev za HPV16/18, vendar zaenkrat ta
triaza $e ne omogoca varne vrnitve HPV-pozitivnih
zensk z negativnim triaznim testom v presejanje
(10). Zato strokovnjaki s tega podroc¢ja is¢ejo nove

metode, ki bi bile primerne za triazo. Proucujejo
Stevilne molekularne oznacevalce, kot so metila-
cijski status razli¢nih virusnih in humanih genoy,
in proteinske oznacevalce, kot so nekateri zaviralni
proteini, npr. p16, ali jedrnih proteinov, ki so v ce-
licah, ki proliferirajo (Ki67). Najverjetnejsi pristop k
celoviti obravnavi Zensk iz presejalnih programov
pa bo prej ali slej vkljuceval kombinacijo razli¢nih
molekularnih in citoloskih metod.

Triaza s citologijo

V svetu potekajo razli¢ne raziskave, s katerimi isce-
jo naprimernejse triazne metode za HPV pozitivhe
zenske. V presejalni populacijski kohortni Studiji
VUSA, s katero so preverjali ucinkovitost kombi-
nacije citoloSkega presejanja s HPV-VT testiranjem
(Hybrid Capture® 2-hc2 test) so ugotovili, da je zelo
primerna metoda citolo3ka triaza predvsem v deze-
lah z nizkim odstotkom zensk, ki imajo v brisu ma-
terni¢nega vratu neopredeljene atipi¢ne ploscate
celice (APC-N) in uporabljajo 5-letni presejalni in-
terval (11). Ugotovili so, da je triaza s citologijo zelo
primerna, ker ima veliko negativho napovedno
vrednost (NPV) za CIN3+ in se zato z njo zmanjsa
Stevilo nepotrebnih napotitev na kolposkopijo. Ra-
zen tega pa sta pomembna tudi neposreden stik in
moznost pogovora med ginekologom in Zensko. V
dezelah, kjer je odstotek APC-N velik in so intervali
kontrolnih pregledov krajsi (3 leta), pa se kot triaza
priporo¢a kombinacija citologije in genotipizacije
HPV (na primer dolocanje bolj invazivnih genoti-
pov 16/18/31/33/45) (11).

Druge metode za triazo HPV pozitivnih Zensk

Onkogeni potencial HPV je povezan s produkti
virusnih genov E6 in E7. Virusni beljakovini E6 in
E7 vplivata na Stevilne celi¢ne procese, ki lahko
povzrocijo maligno spremembo s HPV okuzenih
celic. Med njimi so napomembnejsi: spodbujanje
oziroma vzdrzevanje celi¢ne proliferacije, zaviranje
zasCitnega delovanja beljakovin, ki zavirajo rast tu-
morja ter vzpostavitev celi¢ne nesmrtnosti.

Proteinski oznacevalci

V zadnjem casu potekajo Stevilne raziskave, s kate-
rimi iSCejo proteine, ki so v predrakavih in rakavih
spremembah prekomerno izrazeni in kaZzejo na mo-
tnje v celicnem ciklu ali maligno transformacijo celic
(proteinski oznacevalci) in bi se lahko uporabljali za
triazo HPV-VT pozitivnih Zensk. Med njimi so najbolj
raziskovani Ki67, p16, minikromosomski vzdrzevalni
protein 2 (MCM2) in topoizomeraza 2 alfa (Topo2A).
To so proteini, ki so se v razli¢nih raziskavah pokazali
kot najbolj zanesljivi pokazatelji predrakavih in raka-
vih sprememb na materni¢nem vratu.
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P16 je zaviralec kinaz, odvisnih od ciklina, ki je po
izsledkih Stevilnih raziskav zelo povecan pri sko-
raj vseh intraepitelijskih lezijah visoke stopnje in
RMV (12-15). V celicah, ki so transformirane zara-
di okuzbe s HPV-VT, se zaradi nenadzorovane ce-
licne delitve poveca izrazanje p16-proteina, ki pa
zaradi delovanja virusnih proteinov nima vpliva
na regulacijo celi¢ne delitve in se v celici le kopici
(12). Ki67 pa je protein, ki ga najdemo v jedru in
jedrcu celice. Izrazen je v vseh celicah, ki proliferira-
jo, tako normalnih, kot tudi rakasto spremenjenih
(16—19). MCM2 in Topo2A sta sta prav tako jedrna
proteina, ki se kopicita v celicah, ki so transformi-
rane zaradi okuzbe s HPV-VT. Minikromosomski
vzdrzevalni proteini imajo pomembno vlogo v za-
Cetni fazi podvojevanja DNK. Omogocijo vezavo
pre-replikacijskega kompleksa na DNK in odvijanje
dvojne vijacnice DNK. Topo2A je jedrni encim, ki
ima pomembno vlogo med podvojevanjem DNK,
kondenzacijo kromosomov, mitozo in pri delitvi
kromosomov med dve hcerinski celici (20).

Vsi ti proteinski oznacevalci se Ze uporabljajo, saj
izboljsajo diagnosti¢no zanesljivost histoloske
preiskave, tako pri opredelitvi stopnje CIN, kot pri
razlikovanju med CIN in spremembami, ki so jim
morfolosko podobne (18, 20, 21). V raziskavah so
se za razlikovanje med neneoplasti¢nimi in neo-
plasti¢nimi spremembami v histolo3ki in v citoloski
diagnostiki pokazali za boljse in bolj uporabne p16,
MCM?2 in Topo2A, kot pa Ki67 (20).

Razli¢ne raziskave so pokazale, da ima p16 imu-
nocitokemi¢no barvanje zelo veliko obcutljivost
za ugotavljanje CIN2+ in da bi lahko bilo dober
triazni test pri Zenskah, ki so imele BMV ocenjen
s APC-N ali PIL-NS ali pri tistih s pozitivnim testom
HPV (15, 22, 23). Ker pa s p16 imunocitokemi¢nim
barvanjem v BMV prikazemo ne samo celice s pre-
drakavimi in rakavimi spremembami, ampak tudi
nekatere normalne celice ter tudi celice z neneo-
plasti¢nimi spremembami (endocervikalne celice,
ploscatocelicna metaplazija, tubarna metaplazija),
specificnost metode ni zadovoljiva.

Ker je posamezen proteinski oznacevalec Ki67 in
p16 premalo specifi¢en, so razvili dvojno imunoci-
tokemicno barvanje p16/Ki67. To barvanje v vzor-
cih BMV praviloma prikaze le celice s predrakavimi
in rakavimi spremembami, zato je test klinicno
dobro obcutljiv in tudi specificen. Ker se v celicah,
ki so transformirane zaradi HPV-VT okuzbe preko-
merno izrazata tako Ki67, kot tudi p16 protein, je
p16/Ki-67 dvojno imunocitokemi¢no barvanje po-
zitivno le v celicah, ki so maligno transformirane,
ne pa tudi v normalnih celicah. Imunocitokemi¢no
barvanje je pozitivno, Ce se jedro celice obarva rde-
Ce (Ki67), citoplazma pa rjavo (p16). Za pozitiven

test zadostuje le ena pozitivna celica. Morfoloske
znacilnosti celic pri interpretaciji rezultatov p16/
Ki67 dvojnega imunocitokemi¢nega barvanja niso
pomembne, zato je ponovljivost rezultatov dobra
(24).

Dosedanje raziskave so pokazale, da bi p16/Ki67
dvojno imunocitokemi¢no barvanje lahko upora-
bljali kot triazni test v primarnem presejanju z BMV
ali s testom HPV, lahko pa bi ga uporabljali tudi kot
presejalni test. Petry s sodelavci je v svoji raziskavi
pokazal, da s p16/Ki67 dvojnim imunocitokemic-
nim barvanjem z veliko verjetnostjo odkrijemo
vecje tveganje CIN2+ tudi pri Zzenskah, ki imajo ob
pozitivnem testu HPV negativen izvid BMV (25).
Prav te Zenske v presejalnih programih predsta-
vljajo izziv za obravnavo, saj je tveganje CIN2+ pri
njih preveliko, da bi jih vrnili v presejanje, zato jih
je treba spremljati in ¢akati, ali bo okuzba s HPV iz-
zvenela (pri vecini), ali pa se bo razvil CIN 2+. Poleg
tega je ugotovil, da se je zaradi uporabe testa Stevi-
lo napotitev na kolposkopske preglede zmanjsalo
za 75 % (25).

Genotipizacija

Do junija 2014 je bilo opredeljeno ze skoraj 200

razlicnih genotipov HPV (26). Klini¢no najpo-

membnejsi so genotipi HPV iz rodu alfa. Priblizno

40 od teh lahko okuzi plos¢atoceli¢ni epitel sluznic

in jih delimo na genotipe z visokim tveganjem in

z nizkim tveganjem (NT). Med HPV-VT priStevamo

12 genotipov, ki so odgovorni za nastanek vec kot

99 % primerov RMV (26). Najpomembnejsa geno-

tipa sta HPV-VT 16 in18, ki sta povezana z ve¢ kot

70 % RMV (27).

Na svetovnem trzis¢u je bilo ob koncu leta 2013

vsaj 145 razlicnih komercialno dostopnih testov

HPV in skoraj 90 njihovih razlicic, vendar jih zelo

malo zadostuje minimalnim merilom za varno

uporabo v klinicne namene (28). Razli¢ni testi za

HPV-genotipizacijo imajo razli¢ne rezultate:

e na svetovnem trzis¢u najbolj pogosto upora-
bljen test Hybrid Capture® 2 (hc2 ) HPV DNA
Test (Qiagen) zazna prisotnost 13 HPV-VT, ven-
dar ne lo¢i med razli¢nimi genotipi;

e testi, ki zaznajo HPV-VT in hkrati povedo, ali
sta v vzorcu prisotna genotipa HPV-16 in HPV-
18. Prednost teh testov je dolocitev HPV-16 in
HPV-18, ki sta najbolj onkogena izmed HPV, ter
s tem dolocitev Zensk z najvecdjimi tveganjem
CIN2+ ter moznost manj agresivnega zdravlje-
nja Zensk okuzenih z ostalimi HPV;
testi, ki zaznajo posamezne HPV genotipe;
testi, ki temeljijo bodisi na dolo¢evanju virusne
mRNA za virusna proteina E6 in E7;
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e testi, ki temeljijo na metodi in-situ hibridizacije
(27,29).

Vecina testov je zelo analiti¢cno obc¢utljivih, vendar
klini¢na specifi¢nost ni zagotovljena. Velika anali-
ti¢na obcutljivost testov je dobrodosla pri razvoju
cepiv, ni pa primerna za presejanje/triazo HPV-po-
zitivnih Zensk. Pri presejanju/triazi je pomembna
klini¢na specificnost, saj tako Stevilnim zenskam s
klinicno nepomembnimi HPV okuZzbami prihrani-
mo nepotrebne preglede.

Metilacija DNK

Metilacija DNK je bila v zadnjih letih zelo prouce-
vana molekularna metoda za triazo HPV pozitivnih
Zensk. Metilacija DNK je normalen pojav, s katerim
se uravnava izrazanje genov v razli¢nih tkivih, ra-
zvoj tkiv v ontogenetskem razvoju itd. Za mnoge
oblike raka je opisano, da se spremeni delovanje
encimov DNK-metiltransferaze (DNMT). DNMT en-
cimi omogocajo, da se na citozinske baze v DNK
pripnejo metilne skupine, ki kondenzirajo kro-
matin, kar pomeni, da se geni, ki so na tej regiji,
ne prepisujejo. Ali je metilacija vzrok ali posledica
kancerogeneze ni znano, se pa podre uravnavanje
celi¢nega cikla, ¢e so metilirani tumorski zaviralni
geni ali zaviralni elementi protonkogenov.

V strokovni literaturi se Ze vec let opisuje meritev
ravni metilacije kot moZen oznacevalec za triazo
HPV pozitivnih Zensk (30). Meritev metilacije je
mogoce izvesti na DNK, izolirani iz razli¢nih (tudi
samoodvzetih) vzorcev, kar ima velik pomen pri
nadaljnjem razvoju presejalnih programov za RMV
(31). Spremembe v metilacijskem statusu HPV po-
zitivnih Zensk naj bi nastale zaradi neposrednega
vpliva virusnih proteinov na delovanje DNMT enci-
mov in/ali zaradi sprozene obrambne reakcije oku-
Zenih celic, ki s spremenjeno metilacijo virusnih in
¢loveskih genov poskusajo nadzorovati izdelova-
nje proteinov in Stevilo celi¢nih delitev (32).

Za triazo se lahko doloca stopnjo metiliranosti
¢loveskih genov ali pa HPV genov. Pri slednjih so
najveckrat opisani testi za merjenje ravni metilacije
virusnega genotipa HPV16, katerega okuzba vodi v
najvecji delez RMV (33, 34).

Najbolj informativen pristop je verjetno kom-
binacija meritev ravni metilacije na virusnih in
¢loveskih genih. Pred kratkim je bil v literaturi
opisan taksen test: analiti¢na obcutljivost testa
je 90 %, klini¢na specifi¢cnost za HPV 16, HPV 18
in HPV 31 je: 38 %, 53 % in 44 %. Pri hkratnih
okuzbah s HPV 16, 18 in 31 je klini¢na specifi¢-
nost 44 % in pri okuzbah z drugimi HPV geno-
tipi 17 %. Test je bil preverjen na kolposkopsko

pregledani populaciji, njegova prava vrednost
pa se bo pokazala 3ele pri uporabi v primarnem
presejanju (35).

Zakljucek

V zadnjih desetletjih je bilo citolosko presejanje iz-
jemno pomembno za zmanjSanje incidence RMV.
Nova spoznanja na podrocju naravnega poteka
nastanka RMV in nove tehnologije pa predstavljajo
nove izzive za presejalne programe in nalagajo dr-
Zavam resen razmislek o primarni preventivi RMV
s cepljenjem in morebitni uvedbi HPV testiranja v
primarno presejanje. Seveda pa se bomo morali pri
tem odlociti, kako obravnavati HPV-VT pozitivne
zenske, da jih ne bomo po nepotrebnem obreme-
njevali z dodatnimi preiskavami in nepotrebnim
zdravljenjem. Na vse te spremembe bo treba misliti
tudi pri nadaljnjem razvoju programa ZORA.

Na podlagi izsledkov iz literature lahko potrdimo,
da uporaba dodatnih oznacevalcev znatno pripo-
more k povecanju obcutljivosti in specifi¢cnosti od-
krivanja CIN2+in s tem pripomore k ve¢ji kakovosti
presejalnega programa. Na ta nacin se tudi zmanj-
$ajo stroSki programa, zmanjsa se negotovost
Zensk, izognemo pa se tudi nepotrebnim diagno-
sti¢nim in terapevtskim posegom.
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