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Wykaz skrotow
ACC — doktadnos¢ [testu] (ang. accuracy)

ACOG — Amerykanskie Kolegium Potoznikow i Ginekologéw (ang. American College

of Obstetricians and Gynecologists)

ACS — Amerykanskie Towarzystwo Onkologiczne (ang. American Cancer Society)
AGC — atypowe komorki nabtonka gruczotowego (ang. atypical glandular cells)
AIS — rak gruczolowy przedinwazyjny (fac. adenocarcinoma in situ)

ASCCP — Amerykanskie Towarzystwo ds. Kolposkopii i Patologii Szyjki Macicy
(ang. American Society for Colposcopy and Cervical Pathology)

ASC-H — atypowe komorki nablonka wielowarstwowego plaskiego, nie mozna

wykluczy¢ zmian typu HSIL (ang. atypical squamous cells, cannot exclude HSIL)

ASC-US — atypowe komorki nabtonka wielowarstwowego ptaskiego o nieokre§lonym

znaczeniu (ang. atypical squamous cells of undetermined significance)

ASR — standaryzowany wedtug wieku wspotczynnik (ang. age-standarized rate)

AUC — pole pod krzywa ROC (ang. area under curve ROC)

Cl — przedzial ufnosci (ang. confidence interwal)

CIN — érodnabtonkowa neoplazja szyjki macicy (ang. cervical intraepithelial neoplasia)
CIS — rak przedinwazyjny (tac. carcinoma in situ)

COR — surowy iloraz szans (ang. crude odds ratio)

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

DNMT1 — metylotransferaza DNA 1 - (ang. DNA (cytosine-5)-methyltransferase 1)

E — wczesny region (ang. early region)



ECIS — Europejski System Informacji o Raku (ang. European Cancer Information
System)

EU-27 — 27 panstw cztonkowskich Unii Europejskiej

FDA — Amerykanska Agencja Zywnosci i Lekéow (ang. US Food and Drug
Administration)

FN — fatszywie negatywny (ang. false negative)

FP — falszywie pozytywny (ang. false positive)

H+E — hematoksylina i eozyna

HC2 — ang. Hybrid Capture 2

HIV — ludzki wirus niedoboru odpornosci (ang. human immunodeficiency virus)
HPV — wirus brodawczaka ludzkiego (ang. human papillomavirus)

HR HPV — HPV o wysokim stopniu ryzyka (ang. high risk HPV)

HSIL - $rodnabtonkowa neoplazja duzego stopnia (ang. high-grade sgquamous
intraepithelial lesion)

HSV-2 — wirus opryszczki pospolitej typu 2 (tac. herpes simplex virus 2)

hTERT — odwrotna transkryptaza ludzkiej telomerazy (ang. human telomerase reverse

transcriptase)

IARC — Migdzynarodowa Agencja Badan nad Rakiem (ang. International Agency

for Research on Cancer)

IFCPC — Miegdzynarodowa Federacja Patologii Szyjki Macicy 1 Kolposkopii
(ang. International Federation for Cervical Pathology and Colposcopy

KRN — Krajowy Rejestr Nowotworow
L — pdzny region (ang. late region)

LBC - cytologia na podtozu ptynnym (ang. liquid-based cytology)



LCR — dtugi region kontrolujacy (ang. long control region)

LSIL — s$rodnabtonkowa neoplazja matego stopnia (ang. low-grade sgquamous

intraepithelial lesion)

MIiRNA — jednoniciowa czasteczka RNA (ang. microRNA)

MRNA — matrycowy kwas rybonukleinowy (ang. messenger ribonucleic acid)
NFZ — Narodowy Fundusz Zdrowia

NILM — brak obecnosci neoplazji $rodnabtonkowej lub zmian nowotworowych

(ang. negative for intraepithelial lesion or malignancy)

NLR — iloraz wiarygodnos$ci wyniku ujemnego (ang. negative likelihood ratio)
NOS — niesklasyfikowany (ang. not otherwise specified)

NPV — ujemna warto$¢ predykcyjna (ang. negative predictive value)

OR - iloraz szans (ang. odds ratio)

PCR - reakcja tancuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction)

PLR — iloraz wiarygodnos$ci wyniku dodatniego (ang. positive likelihood ratio)

PPSM GPSK UM w Poznaniu - Poradnia Patofizjologii Szyjki Macicy
Ginekologiczno-Potozniczego Szpitala Klinicznego Uniwersytetu Medycznego

im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu

PPV — dodatnia warto$¢ predykcyjna (ang. positive predictive value)

PTGIP — Polskie Towarzystwo Ginekologéw i Potoznikow

PTKIiPSM - Polskie Towarzystwo Kolposkopii i Patofizjologii Szyjki Macicy

gMSP — analiza ilo$ciowa specyficznej dla metylacji reakcji tancuchowej polimerazy

W czasie rzeczywistym (ang. quantitative methylation-specific PCR)

RCI - skala Reida (ang. Reid Colposcopic Index)



ROC - krzywa ROC (ang. receiver operating characteristic curve)

RT-PCR - reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. real-time

polymerase chain reaction)

SCJ — potaczenie miedzynablonkowe (ang. squamo-columnar junction).

SE — blad standardowy (ang. standard error of the estimate)

SIL — srédnablonkowa neoplazja szyjki macicy — (ang. squamous intraepithelial lesion)
SIMP — System Informatycznego Monitorowania ProfilaktyKi

TBS - system Bethesda (The Bethesda System)

TN — prawdziwie negatywny (ang. true negative)

TP — prawdziwie pozytywny (ang. true positive)

TZ — strefa transformacji (ang. transformation zone)

USPSTF — (ang. The United States Preventive Services Task Force)

WHO — Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)



1. Wstep
1.1. Epidemiologia raka szyjki macicy
1.1.1. Epidemiologia raka szyjki macicy na Swiecie i w Europie

Rak szyjki macicy stanowi istotny problem diagnostyczno-terapeutyczny
W Polsce i na $wiecie. Wedlug Migdzynarodowej Agencji Badan nad Rakiem
(International Agency for Research on Cancer - IARC) jest czwartym najczestszym,
po raku piersi, jelita grubego i ptuc, nowotworem ztosliwym u kobiet w populacji
ogdlnoswiatowej. Szacunkowa liczba rozpowszechnionych przypadkow na $wiecie
z ostatnich 5 lat wynosi 1495211. W 2020 roku globalnie raka szyjki macicy
rozpoznano u 604 127 kobiet, a 341 831 kobiet zmarto z powodu tego nowotworu?,

Wykazano, ze niski status spoteczny i wysoki poziom ubdstwa korelujg
ze zwickszong zachorowalno$ciag 1 umieralnos$cig na raka szyjki macicy. Wpltyw tych
dwoch czynnikow obserwuje si¢ w ponad 50% zgondw na raka szyjki macicy. Efekt ten
wystepuje nawet w krajach wysoko rozwinigtych, jak chociazby Stany Zjednoczone,
gdzie $miertelno$¢ z powodu raka szyjki macicy jest prawie dwukrotnie wyzsza wsrod
kobiet z obszarow o niskim statusie socjoekonomicznym?. Czesto$¢ wystepowania raka
szyjki macicy jest wyzsza wsrod Afroamerykanek w poréwnaniu z Amerykankami rasy
kaukaskiej®*. Podobna zaleznoéé dotyczy Amerykanek pochodzenia latynoskiego, ktéore
rowniez majg wyzszy wspotczynnik zachorowalnosci na raka szyjki macicy. Ponadto,
przebieg choroby nowotworowej cechuje si¢ u nich gorszg progresja i wysoka

$miertelnoscia, w poréwnaniu z innymi populacjami Ameryki Potnocne;j®®.

Szacuje si¢, ze ponad 85% nowych zachorowan na raka szyjki macicy dotyczy
krajow rozwijajacych si¢, glownie Afryki Subsaharyjskiej, Melanezji, Ameryki
Potudniowej 1 Azji Potudniowo-Wschodniej. Najwyzsza globalna zapadalnos$¢
I umieralno$¢ cechuje Afryke Subsaharyjskg, przy czym najwyzszy na $wiecie
standaryzowany wedlug wieku wspoétczynnik zachorowalnosci (age-standarized rate
- ASR), dotyczy Afryki Wschodniej (gtownie Malawi, Gambii, Kenii, Seszeli, RPA,
Ugandy, Zimbabwe), gdzie w 2020 roku zanotowano 40,1 nowych zachorowan

na 100 000 kobiet, a 28,6 na 100 000 kobiet zmarto z powodu raka szyjki macicy?.

Tak wysokie wskazniki zachorowalnosci 1 $miertelnosci w  krajach

rozwijajacych sie¢ wynikajg przede wszystkim z niedostatecznej wiedzy i swiadomosci
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spotecznej, braku skutecznych programéw profilaktycznych oraz niskich naktadow
finansowych na tamtejsze systemy zdrowotne. Przyktadowo w Etiopii wigkszo$¢ kobiet
uwaza, ze badania przesiewowe powinny by¢ wykonywane tylko w przypadku

’a 90% mieszkanek Tanzanii nigdy nie byla przebadana w kierunku raka

objawow
szyjki macicy®. Do duzego rozpowszechnienia tej choroby w Afryce Subsaharyjskiej
przyczynia si¢ koinfekcja wirusami HIV (human immunodeficiency virus) i opryszczki
pospolitej typu 2 (herpes simplex virus 2 - HSV-2). Do innych czynnikow naleza
bariery strukturalne, odlegto$¢ od osrodkéw leczniczych, bariery religijne, czy tez brak
powszechnych, populacyjnych szczepien przeciwko wirusowi brodawczaka ludzkiego

(human papillomavirus - HPV)®1°,

Dla poréwnania z wyzej wymienionymi obszarami, wskazniki zachorowalnosci
sg 0d 7 do 10 razy nizsze w Azji Zachodniej, Australii, Nowej Zelandii i Ameryce
Potnocnej, a $miertelno$¢ jest mniejsza nawet 18-krotnie. Zapadalno$¢ na raka szyjki
macicy w tych rejonach waha si¢ od 4,1 do 6,2 przypadkow na 100 000 kobiet
(dane z roku 2020). Mniejsza liczba nowych przypadkéw raka szyjki macicy w krajach
0 wysokim poziomie rozwoju w ciggu ostatnich kilkudziesieciu lat wynika przede
wszystkim z rosngcego statusu spoteczno-ekonomicznego ludnosci i malejgcego ryzyka
przetrwatej infekcji HPV, co jest efektem poprawy higieny osobistej, zmniejszenia
liczby porodow 1 czgstosci wystgpowania chordb przenoszonych droga plciowa,

a takze usprawnionych programéw profilaktycznych?.

Szacunkowe standaryzowane wiekowo wspdtczynniki zachorowalnosci
I umieralnos$ci na raka szyjki macicy na $wiecie na 100 000 kobiet przedstawiono

na rycinie 1 i rycinie 2.
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ASR/100 000

2252
16.7-25.2
11.7-16.7

7.0-11.7 B nie dotyay
<7.0 Brak danych

Rycina 1. Szacowana zapadalno$¢ na raka szyjki macicy na s$wiecie w 2020 roku;
ASR/100 000 kobiet (GLOBOCAN/IARC 2020)*.

ASR/100 000

2164

9.0-16.4

57-9.0

28-5.7 B Niedotyay

<28 Brak danych

Rycina 2. Szacowana umieralno$¢ na raka szyjki macicy na $wiecie w 2020 roku;
ASR/100 000 kobiet (GLOBOCAN/IARC 2020)*

Pomimo znacznych postepow w zwigzku z wdrazaniem badan przesiewowych
w Kierunku raka szyjki macicy, poczynionych w Europie w ostatnich dekadach,
wskazniki $miertelnosci w wielu krajach tego kontynentu sa nadal wysokie. Wedlug
danych IARC w 2020 roku w Europie rozpoznano 58 169 nowych przypadkow raka
szyjki macicy, a liczba zgonéw wywolanych tym nowotworem wyniosta 25 989.
W catej Europie w 2020 roku standaryzowany wspotczynnik zapadalnosci na raka
szyjki macicy na 100 000 kobiet wynosit 10,7, umieralnosci za$ 3,5%. Zachorowalno$é
I Umieralno$¢ na raka szyjki macicy w wybranych krajach Europy przedstawiono

11



Rumunia Rumunia
Estonia Estonia
Litwa Litwa
Bulgaria

totwa

Bufgaria
kotwa
Stowacia
Wegry
Palska
Irandia
Portugalia

Stowadja
Weary
Polska

Irlandia
Portugalia
Chorwadja
Czechy
Dania
Sawedja
EU-27
Grega
Belgia
Niemecy
Cypr
Francja
Stowenia
Whachy
Niderlandy
Austria
Luksemburg
Hiszpania
Finlandia
Malta

Chorwadja
Czechy
Dania
Szwegja
EU-27
Grecja
Belgia

Niemcy
Cypr
Frangja
Stowenia
Wihochy
Miderlandy
Austria
Luksemburg
Hiszpania
Finlandia
Malta

Zachorowalnosé
Umieralno$é —

2.5 25 7.5 10 125 15 175 20 225 25 275 30 325

Wspdtczynnik standaryzowany wiekiem (nowy europejski} na 100 000

.
o
o

EU-27 — 27 panstw cztonkowskich Unii Europejskiej

Wykres 1. Szacowana zachorowalno$¢ i umieralno$¢ na raka szyjki macicy w Europie w 2020 roku;
ASR/100 000 kobiet (ECIS 2020)™.

Podziat Europy na ,stare” i ,,nowe” panstwa cztonkowskie, ktore przystapity
do Unii Europejskiej po 2004 roku, odzwierciedla duze zrdéznicowanie geograficzne
wystepowania raka szyjki macicy. Kraje z najwyzszymi standaryzowanymi wiekowo
wspotczynnikami zachorowalnosci na 100 000 kobiet (ASR) w 2020 roku wedtug
Europejskiego Sytemu Informacji o Raku (European Cancer Information System
- ECIS) to Rumunia (22,4), Estonia (18,8), Litwa (18,8). Najwyzsze wspotczynniki
umieralno$ci na 100 000 kobiet zaobserwowano rowniez W Rumunii (9,6), atakze
w Butgarii (7,1) oraz na Lotwie i na Litwie (odpowiednio 6,8 i 6,7). Najnizszymi
wskaznikami nowych rozpoznan moga poszczyci¢ si¢ Malta (3,8), Finlandia (5,2),
Luxemburg (5,3), Austria (5,4) i Hiszpania (5,5), a najnizsza liczbe zgondéw prezentuje
Finlandia i Malta (1,1)*.

Zachorowalnos¢ na raka szyjki macicy w Europie znaczaco spada od 1960 roku,
z wylaczeniem Europy Wschodniej. Spadek ten jest najbardziej widoczny w Europie
Potnocnej. Smiertelnos¢ réowniez wyraznie maleje w ciagu ostatnich dziesiecioleci,
glownie w krajach ,starej” Unii Europejskiej, a znacznie wolniej w jej wschodniej
czg$ci. Podziat Europy na dwa kontrastujace ze soba regiony pod wzgledem
wskaznikow epidemiologicznych wynika z opdznien we wdrazaniu SsKriningu

cytologicznego i z réznic w narodowych programach diagnostycznych. Od lat

12



zauwaza si¢ odmienno$¢ W krajowych rekomendacjach profilaktycznych. Rozbiezno$é
wykonywania badan cytologicznych widoczna jest zar6wno w zakresie wiekowym

(od 20-30 do 60-65 roku zycia), jak i w interwatach diagnostyki (co 2 do 5 lat).

Postep we wczesnym wykrywaniu raka szyjki macicy w wielu krajach
kontynentu europejskiego wynika z wprowadzania w ostatnich latach na skalg masowa
testu molekularnego opartego na identyfikacji DNA lub mRNA HPV. Holandia od lat
odnosi najwigksze sukcesy w reformie skriningowej. Od 2017 roku program
profilaktyczny oparty jest na tescie HPV DNA wykonywanym u wszystkich kobiet
w wieku 30-60 lat, w interwatach 5-letnich do 40 r.z., a nastgpnie co 10 lat. Testy
pobierane sg przez lekarzy rodzinnych albo samodzielnie przez pacjentki. W Turcji
od 2014 roku wykonuje si¢ ko-testing (potaczenie cytologii i testu na DNA HPV)
z genotypowaniem HPV 16/18 u pacjentek w wieku 30-65 lat w odstepach 5-letnich??.

Wtochy, Szwecja, Finlandia i Hiszpania wprowadzity skrining raka szyjki
z dodatkowymi testami na HPV w wielu regionach administracyjnych swoich panstw.
W Szwecji wymaz cytologiczny wykonywany jest u miodszych kobiet w wieku
23-29 lat, nastepnie od 30 do 64 r.z. zastgpowany jest przez test na DNA HPV
(do 49 r.z. co 3 lata, potem kolejno co 7). Podobnie badanie cytologiczne wykonuje si¢
u Hiszpanek w wieku 25-30 lat, natomiast po 30 r.z. test na DNA HPV lub test
podwodjny co 5 lat. Kolejne kraje, wtym Norwegia, Dania, Belgia, Niemcy, Malta,
Wielka Brytania (wylaczajac Walig, ktéra w 2018 roku zastgpita cytodiagnostyke
testem HPV DNA), aktualnie sa na réznych etapach modyfikowania swoich planow

prewencyjnych'?,

Podziat epidemiologiczny widoczny na mapie Europy wynika gtéwnie
ze skutecznego ograniczania wystepowania raka szyjki macicy i jego skutkow
w krajach Europy Potnocnej, Zachodniej i Potudniowej, w ktérych od lat funkcjonuja
dobrze zorganizowane programy wczesnego wykrywania raka szyjki oraz masowe
szczepienia przeciwko HPV. Liczba przypadkow tego nowotworu w Europie
Srodkowo-Wschodniej jest nadal alarmujaco wysoka. Wieloletnie zaniedbania i btedy
logistyczne zwiazane z profilaktyka, niskie naklady pienigzne, brak wystarczajacej
liczby  wyspecjalizowanych  osrodkéw  przyczyniaja sie do tak  duzego
rozpowszechnienia i zbyt pdéznego wykrywania raka szyjki macicy. Diugookresowa,

skuteczna prozdrowotna edukacja publiczna, prowadzona konsekwentnie w krajach
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skandynawskich, kontrastuje z bardzo niska $wiadomoscia spoleczng Ccechujaca
populacje wschodnich regionéw Europy. Od 30 lat najwyzsza $miertelno$¢ w Europie
prezentuje Rumunia. Mimo uruchomienia w 2012 roku narodowego programu
przesiewowego dla kobiet w wieku 25-64 lata, zglaszalno$¢ na badania cytologiczne
jest tam bardzo niska. Przyczyng tego stanu jest bledne przekonanie 0 bezcelowosci
tych badan, obawa przed konsultacja ginekologiczng czy brak funduszy. Dodatkowo
badania socjologiczne wykazaly, ze Rumunki prezentujg wysoki poziom Igku
przed szczepieniami przeciwko HPV zwigzany z prze$wiadczeniem, ze szczepionka jest

ryzykowna i stanowi eksperyment badawczy®2,

1.1.2. Epidemiologia raka szyjki macicy w Polsce

Na tle danych $wiatowych Polska jest krajem o $rednim wspolczynniku
zachorowalnos$ci na raka szyjki macicy. Niestety w porownaniu do Europy Zachodniej
zapadalno$¢ jest nadal wysoka. Wedlug danych Krajowego Rejestru Nowotworow
(KRN) z 2018 roku rak szyjki macicy jest siodmym pod wzgledem czestosci
wystepowania nowotworem zto$liwym u kobiet w Polsce. Stanowi to 2,8% rozpoznan
wszystkich nowotworow w populacji zenskiej. Mimo 2360 zdiagnozowanych
przypadkow raka szyjki, widoczna jest znaczna tendencja spadkowa w ciggu ostatnich
dziesigcioleci. W 2018 roku wspotczynnik zachorowalnosci standaryzowany wiekiem
na 100000 kobiet wynosit 7,1, co w porownaniu do wynikéw sprzed 20 lat
(13,8/100 000 ASR) ukazuje korzystne zmiany epidemiologiczne (wykres 2). Trendy
malejace widoczne sg takze w liczbie zgondéw. W 2018 roku z powodu raka szyjki
macicy zmarty w Polsce 1593 kobiety, co odpowiada 3,5% wszystkich zgonow
spowodowanych chorobami nowotworowymi u kobiet. Aktualny wspotczynnik
umieralno$ci wynoszacy 4,0/100 000 ASR obnizyt si¢ 0 ok. 40% w pordéwnaniu
do 2000 roku (wykres 3)*.
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Wykres 2. Trendy czasowe zachorowalno$ci na raka szyjki macicy w Polsce w latach 1999-2018;
wspélczynnik standaryzowany wiekiem na 100 000 kobiet (KRN 2018)%,
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Wykres 3. Trendy czasowe umieralnosci z powodu raka szyjki macicy w Polsce w latach 1999-2018;
wspoélczynnik standaryzowany wiekiem na 100 000 kobiet (KRN 2018)%,

Liczba zachorowan na raka szyjki macicy w Polsce rosnie wraz z wiekiem
poczawszy od 35 r.z., osiggajac W ostatnich latach szczyt w przedziale wiekowym
55-69 lat. W poroéwnaniu do poczatku XXI wieku rozpoznawalno$¢ raka znacznie
spadta w grupie wiekowej 40-49 lat. Wigkszo$¢ zgonoéw takze stwierdza si¢ wsrod
kobiet miedzy 60 a 69 rokiem zycia. Analizujac dane z ostatnich dwudziestu lat
wyraznie wida¢ stopniowe przesuwanie si¢ piku umieralno$ci ku coraz starszym

grupom wiekowym?®,

Wedhig podziatu administracyjnego Polski najnizszg zachorowalnos¢ w 2018
roku (dane KRN) odnotowano w wojewodztwie lubuskim, gdzie standaryzowany
wiekowo wspotczynnik na 100 000 kobiet wyniost 4,5, i matopolskim z wartosciag
wspolczynnika 5,5. Natrzecim miejscu znalazto si¢ wojewodztwo podkarpackie
ze wspoélczynnikiem 6,2. Najmniej zgondéw potwierdzono w wojewodztwie opolskim

i podkarpackim (rownorzednie 3,0/100 000 kobiet) (rycina 3 i 4). Wyrazng poprawe
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wynikow obserwuje si¢ od 2005 roku, kiedy to wprowadzono w Polsce Populacyjny
Program Woczesnego Wykrywania Raka Szyjki Macicy. Program zaktadat
wykonywanie, w ramach powszechnego ubezpieczenia zdrowotnego, masowych badan

cytologicznych u Polek migdzy 25 a 59 r.z., w odstgpach 3-letnich®.

Celem narodowych badan przesiewowych jest doprowadzenie do obnizenia
wskaznikow  epidemiologicznych w  Polsce do poziomu obserwowanego
w przodujacych w tym zakresie krajach. W ramach ustawy o Narodowej Strategii
Onkologicznej trwaja prace nad rozpoczgciem refundacji szczepien przeciwko HPV.
Aktualnie w zakresie programéw promocji zdrowia cze¢$¢ samorzadow finansuje
szczepienia dla nastoletnich dziewczat i chtopcow. Od 2019 roku prowadzone jest
ministerialne badanie pilotazowe nad zastosowaniem badania molekularnego
w kierunku obecnosci DNA HPV jako nowego testu przesiewowego w programie
profilaktyki raka szyjki macicy w Polsce. Centralnym Osrodkiem Koordynujacym
bezptatne badanie kobietom w wieku 30-59 lat jest Narodowy Instytut Onkologii
im. Marii Sktodowskiej-Curie w Warszawie'®. Zgodnie prognozami Krajowego
Rejestru Nowotworow w populacji Polek nalezy spodziewaé si¢ spadku zachorowan

na raka szyjki macicy w kolejnych latach.

Niestety dynamika spadkowa nie jest jednakowa we wszystkich
wojewodztwach. W roku 2018 najwigcej zachorowan na 100 000 kobiet zanotowano
w wojewodztwie pomorskim (8,8), zachodnio-pomorskim i lubelskim (w obu 8,1).
W wojewodztwie lubuskim, mimo najnizszej zapadalno$ci na raka szyjki macicy,
umieralno$¢ jest najwigksza w skali Polski — 4,8/100 000. Takie same wysokie wyniki

prezentuja wojewddztwa pomorskie i dolnoslaskie (rycina 3 i 4)'.

Mimo istniejacego narodowego programu skriningowego, zglaszalnosc¢
na badania cytologiczne Polek jest wcigz niesatysfakcjonujaca. Bardzo niska
frekwencja wynika z niedostatecznej swiadomosci spotecznej w naszym Kraju i ulega
stopniowemu pogorszeniu, od momentu rezygnacji przez Ministerstwo Zdrowia
z wysylania imiennych zaproszen nabadanie cytologiczne, tj. od 2015 roku,
co w konsekwencji wplywa na nizsza i zbyt p6zng wykrywalnos¢ tego nowotworu.
W oparciu o dane Ministerstwa Zdrowia wedtug stanu na dzien 1 marca 2021 roku

jedynie 13,14% populacji kobiet objetych jest skriningiem cytologicznym.
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Przed 2017 rokiem zglaszalno$¢ przekraczata 20%, najwigkszy wskaznik osiggnigto
w 2012 roku, wyniost on 23,75%?.
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Rycina 3. Zachorowalno$¢ na raka szyjki macicy w Polsce w 2018 roku; ASR/100 000 kobiet
(KRN 2018)%,

D Zakres: 3.0 - 3.1
3.0 Podkarpackie
3.0 Opolskie
3.1 Matopolskie
3.1 Podlaskie
3.1 Warmirnsko-Mazurskie

Zakres: 3.6 - 3.8

D 3.6 Swietokrzyskie
3.6 Mazowieckie
3.8 Lubelskie

Zakres: 4.3
4.3 Slaskie

Zakres: 4.4 - 4.5

4.4 todzkie

4.4 Wielkopolskie

4.5 Zachodniopomorskie

I Zakres: 4.7 - 4.8

4.7 Kujawsko-Pomorskie
4.8 Lubuskie
4.8 Dolnoslgskie
4.8 Pomorskie

Rycina 4. Umieralno$¢ na raka szyjki macicy w Polsce w 2018 roku; ASR/100 000 Kkobiet
(KRN 2018)*,

18



Brak wiedzy, niech¢¢ i obawa przed korzystaniem z okresowych kontroli
ginekologicznych przyczynia si¢ do rozpoznawania choroby w wysokim stadium
zaawansowania klinicznego o niewielkich szansach na catkowite wyleczenie. Zgodnie
z danymi Concord-3, opublikowanymi w 2018 roku, leczenie raka szyjki macicy
w Polsce jest mato skuteczne. Pigcioletnie przezycia w latach 2010-2014 uzyskano
w naszym kraju u 55,1% pacjentek z tym rozpoznaniem. Odsetek wyleczalnosci jest
jednym z najnizszych sposrod 71 krajow ujetych w badaniu i drugi od konca w Europie.
Pomimo wzrostu przezy¢ 5-letnich o pie¢ punktéw procentowych, w ciggu 20 lat
0od 1995 roku, Polska zostaje daleko w tyle w poréwnaniu do reszty krajow

rozwinigtych $wiata, ktorych odsetek przezy¢ siega nawet 70-80%17.

By zblizy¢ si¢ do standardow epidemiologicznych Europy Zachodniej, istnieje
konieczno$¢ intensyfikacji dziatan profilaktycznych w Polsce. Prozdrowotna edukacja
spoteczna, ustawowe wprowadzenie populacyjnej profilaktyki pierwotnej, poszerzenie
gamy testow przesiewowych i podniesienie jakosci leczenia przyczyni si¢ do poprawy
wynikéw epidemiologicznych i podwyzszenia wykrywalnosci patologii szyjki macicy
juz na etapie stanéw przedrakowych, ograniczajgc tym samym rozwoj zaawansowanych

klinicznie nowotwordw.

1.2. Etiologia raka szyjki macicy

Punktem zwrotnym w badaniach nad czynnikami rozwoju raka szyjki macicy
bylo odkrycie wirusa brodawczaka ludzkiego 1 jego powigzania z procesem
kancerogenezy. Do lat siedemdziesigtych XX wieku za gtéwny czynnik etiologiczny
uwazano wirus opryszczki typu 2. Dopiero wyizolowanie od kobiet z rakiem szyjki
macicy, przez niemieckiego profesora Haralda zur Hausena, w 1984 roku DNA HPV
16, a rok pdézniej DNA HPV 18 podwazylo t¢ hipoteze. Jego teorie poczatkowo
nie zyskaly powszechnej aprobaty, do momentu ujawnienia, ze HPV stanowi
heterogenng rodzine wiruséw, z ktorej tylko czgs¢ wykazuje potencjat onkogenny.
Profesor zur Hausen w swoich badaniach udowodnil, ze wirusowe DNA =zostaje
wbudowane w genom komorki gospodarza uruchamiajgc proces tworzenia nowotworu
na etapie molekularnym. Ponadto, zauwazyl, ze dwa biatka wirusowe E6 i E7,
odpowiadajg za transformacj¢ nowotworowg prawidlowej komorki. Odkrycie roli
wirusa brodawczaka ludzkiego umozliwilo w kolejnych latach opracowanie testow

do jego identyfikacji oraz rozwoj szczepionki obnizajgcej ryzyko transmisji zakazenia
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I tym samym zachorowania na raka szyjki macicy. W 2008 roku, za swoj wktad do nauk

medycznych, Harald zur Hausen zostat uhonorowany Nagroda Nobla®,

Wedhug ogolnoswiatowych badan IARC z 1999 roku w 99,7% rakéw szyjki
macicy potwierdzono obecno$¢é DNA HPV roznych typow!®. Wirusy brodawczaka
ludzkiego stanowia heterogenng grupe patogendéw zdolnych do zakazenia komorek
nabtonka i skory. Proliferacja komorek nowotworowych zachodzi w blonie Sluzowej
nabtonka narzagdéow moczowo-piciowych, odbytu, jamy ustnej, gardta i drog
oddechowych. Dotychczas zidentyfikowano ponad 200 typow wirusa brodawczaka
ludzkiego, z ktérych okoto 40 wykazuje powinowactwo do komoérek bton §luzowych
narzadoéw moczowo-ptciowych®, W oparciu o potencjat onkogenny, HPV mozna
podzieli¢ na typy niskiego i wysokiego ryzyka nowotworzenia. Sposréd 40 typow
zakazajacych narzady moczowo-pitciowe, okoto 15 wykazuje wlasciwosci rakotworcze,
tj.. 16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68, 70°%. Do najbardziej
onkogennych typow wirusa nalezg: 16, 18, 31, 33, 45. Powszechnie uwaza sig¢, ze typy
HPV 16 i 18 odpowiadaja razem za powstanie okoto 70% raka szyjki macicy
na $wiecie??. HPV 16 jest najczesciej rozpoznawany w rakach plaskonablonkowych,

natomiast gruczolakoraki sg najsilniej powigzane z HPV typu 18.

Wirus brodawczaka ludzkiego jest rozpowszechniony globalnie. Dane dotyczace
czestosci jego wystepowania sg jedynie szacunkowe, gdyz w wielu krajach
nie prowadzi si¢ rejestru bezobjawowych zakazen HPV. Wedlug Miedzynarodowej
Agencji Badan nad Rakiem w 2018 roku potwierdzono 690 000 nowotwordéw rdéznego
typu, ktorych rozwéj jest powigzany z HPVZ, Wieloosrodkowa metaanaliza 194 badan
Z calego Swiata, obejmujaca milion kobiet zakazonych HPV z prawidlowym wynikiem
cytologii, oszacowata czesto$¢ globalnego wystepowania wirusa na 11,7%. Najwigcej
przypadkéw odnotowano w Afryce Subsaharyjskiej (24%)?*. Przewazajacym typem
HPV na $wiecie, w tym w Stanach Zjednoczonych i Europie, jest HPV 16. Czestos¢
jego identyfikacji w nowotworach wynosi okoto 50% przypadkow, pozostate typy
- 18, 31 i 45 razem stanowig W przyblizeniu 30%2°. W Azji natomiast, zaraz po typie
16, najczesciej wystepuje typ 52 i 582%. Do najpopularniejszych wirusow wywotujacych
tagodne zmiany o charakterze ktykcin konczystych naleza typy 6 i 11. Na podstawie
danych epidemiologicznych z catego $wiata opracowano 9-walentng szczepionke
przeciw najczestszym, onkogennym i nieonkogennym typom wirusa brodawczaka
ludzkiego tj.: 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 i 58.
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Najwyzsze rozpowszechnienie HPV stwierdza si¢ u kobiet w mtodym wieku,
szczegblnie ponizej 25 roku zycia. Nastepnie, wraz z wiekiem czgstos¢ wystepowania
spada, co widoczne jest zwlaszcza w Ameryce i Europie. Istnieja doniesienia
0 obserwowanym wzroscie czestosci wystepowania zakazen HPV w populacji kobiet
w wieku pomenopauzalnym?*. Na podstawie metaanalizy 44 badan z réznych regionéw
$wiata stwierdzono, ze czesto$¢ wystepowania HPV jest najwyzsza u kobiet do 35 roku

zycia, nastepnie spada, by ponownie wzrastaé w wieku 45-54 lata?’,

Do transmisji HPV najczesciej dochodzi poprzez kontakt ptciowy. Wirus wnika
do nabtonka skéry lub blony sluzowej w miejscu mikrouszkodzen jego powierzchni,
by nastepnie wbudowaé¢ swoj genom do DNA komorek gospodarza®®. Kluczowymi
czynnikami wplywajacymi na ryzyko zakazenia u kobiet jest liczba partnerow
seksualnych, wiek rozpoczecia inicjacji 1 przeszlos¢ seksualna mezczyzny.
Na podstawie badan wykazano znikome ryzyko zakazenia HPV kobiet bedacych
dziewicami, w przeciwienstwie do czestego wystepowania wirusa u prostytutek.
Mgzczyzni sg nosicielami 1 glownymi wektorami wirusa. Udowodniono, ze obrzezanie
zmniejsza trzykrotnie prawdopodobiefistwo utajonej infekcji HPV?. Potwierdzono
réwniez mozliwo$¢ transmisji wirusa wsrod homoseksualnych partnerow. Ponadto,
do zarazenia moze dojs¢ droga wertykalna, z matki na dziecko. W trakcie porodu
najczesciej dochodzi do zakazenia noworodka nieonkogennymi typami HPV 6 i 11.
Konsekwencjg tego jest ryzyko rozwoju nawracajace] brodawczakowatosci krtani
udzieci®®. Istnieje roéwniez ryzyko przenoszenia wirusa drogg posrednia,
poprzez skazone przedmioty. Inne drogi transmisji, jak karmienie piersig czy kontakt

z krwia sa stabo udokumentowane.

Zakazania onkogennymi typami HPV przebiegaja najczesciej bezobjawowo,
maja charakter przemijajacy 1 ustgpuja samoistnie dzigki dziataniu uktadu
odpornos$ciowego W ciggu kilku miesigcy. Jedynie 10-20% zakazen przyjmuje postac
przetrwatej infekcji, ktora moze doprowadzi¢ do przemiany nowotworowej komoérek
prawidtowego nabtonka. Kluczowym czynnikiem prowadzacym do rozwoju raka szyjki
macicy jest lokalizacja zakazenia w tak zwanej strefie przeksztalcen, miedzy
nabtonkiem wielowarstwowym plaskim pokrywajacym tarcze szyjki macicy,
a nabtonkiem gruczotowym wyscielajagcym kanat szyjki macicy. Topograficznie jest

to najczestsze miejsce inicjacji nowotworzenia dla raka szyjki macicy®!.
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Do waznych czynnikow wplywajacych na progresj¢ zmian wirusowych
I nowotworowych naleza takze zaburzenia funkcji uktadu immunologicznego. Szereg
autorow zwraca uwage¢ na role dlugotrwalego stosowania doustnej antykoncepcji
hormonalnej, co zwicksza ryzyko rozwoju zakazenia HPV 1 jego nastepstw.
Wielorddztwo, powyzej 7 cigz, podnosi ryzyko rozwoju infekcji HPV i raka szyjki
macicy 2-krotnie w poroéwnaniu do kobiet z jednym lub dwojka dzieci i 4-krotnie
w stosunku do nierodek. Palenie papierosow i naduzywanie alkoholu réwniez wplywaja
na podniesienie ryzyka rozwoju przetrwatej infekcji wirusowej. Prawdopodobienstwo
wystgpienia raka szyjki macicy u pacjentek zarazonych HIV wzrasta 5-krotnie
w poréwnaniu do niezakazonych. Stan mikrobiomu pochwy moze mie¢ dziatanie
protekcyjne lub pobudzajace przemiang nowotworowa w obrebie szyjki macicy.
Koincydentalne zakazenie Chlamydia trachomatis lub HSV-2 podwaja ryzyko
kancerogenezy. Oczywistym czynnikiem majacym duzy wplyw na rozwoj raka jest

przebyte w przesztosci leczenie srédnabtonkowej neoplazji szyjki macicy?.

1.3. Wirus brodawczaka ludzkiego i jego rola w procesie kancerogenezy

Grupe dotychczas sklasyfikowanych ponad 200 typow HPV mozna podzieli¢
na podgrupy: a, B, v, u, v. Do podgrupy o nalezy ponad 65 typéw wirusa cechujacych
si¢ powinowactwem do nabtonka btony $luzowej i mogacych sprzyja¢ powstawaniu
raka. Wirusy P i y zakazaja przede wszystkim skore, natomiast pozostate - p oraz v

tworza tagodne brodawki, z reguty nieulegajace przemianie nowotworowej233,

Wirus brodawczaka ludzkiego nalezy do rodziny Papillomaviridae. Jest matym
wirusem, o0 $rednicy 55 nm. Jego materiat genetyczny stanowi dwuniciowy, Kolisty
DNA sktadajacy si¢ z okoto 8000 par zasad. Genom wirusa obudowany jest
bezotoczkowym kapsydem o ikosaedralnej symetrii. Kapsyd tworza 2 biatka
strukturalne L1 i L2. 360 kopii biatka L1 jest zorganizowanych w 72 kapsomery, kazdy

kapsomer powigzany jest dodatkowo z biatkiem 1.2333°,

Genom wirusa mozna podzieli¢ na trzy funkcjonalne regiony. Region wczesny E
(early) koduje sze$¢ biatek niestrukturalnych (E1, E2, E4, E5, E6 i E7)
odpowiedzialnych za replikacje wirusa i regulacje transkrypcji, a takze ochrone przed
uktadem odpornosciowym. Istotne znaczenie majg biatka E6 1 E7 inaktywujace geny
supresorowe gospodarza (p53 ipRB), prowadzac do rozwoju nowotworu. Region

pozny L (late) koduje dwa biatka strukturalne (L1 i L2) tworzace kapsyd wirusa.
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Region LCR (long control region) jest regionem kontrolujacym transkrypcje i replikacje

wirusowego DNA333¢,

Jak juz wspomniano powyzej, do zarazenia HPV dochodzi w miejscu
mikrourazéw odstaniajacych btong¢ podstawng nabtonka, co umozliwia wniknigcie tam
wirusa. Na powierzchni komorek warstwy podstawnej znajduja si¢ receptory Siarczanu
heparyny lub « i B integryn, ktore wiaza siec z DNA wirusowym®’. Po wniknieciu
do nabtonka genom wirusa pozostaje w formie episomalnej. W tej postaci trafia
do jadra komérkowego, gdzie jego wlasne DNA ulega inkorporacji do ludzkiego DNA.
Nastepstwem tego jest wczesna transkrypcja gendw bialek E1 1 E2. Biatka E1 1 E2
kontroluja ekspresje bialek E6 1 E7 oraz utrzymuja ja na bardzo niskim poziomie,
chronigc wirusa przed dziataniem uktadu odpornosciowego. Za proces wniknigcia
do komoérki i transportu do jadra komorkowego odpowiadajg biatka kapsydowe

L1iL2%,

Ekspresja gendéw biatek El, E2, E5, E6, E7 odbywa si¢ w warstwie
ponadpodstawnej nablonka. Biatka E6 i E7 maja zdolno$¢ destabilizacji genomu
komorkowego gospodarza, dzigki czemu petnig kluczowa role w procesie transformacji
nowotworowej. Biatko E6 inaktywuje biatko supresorowe p53, uniemozliwiajac
tym samym regulacje¢ cyklu komorkowego, przebieg apoptozy oraz naprawe uszkodzen
DNA. Ponadto, E6 blokuje biatka proapoptyczne BAX i BAK oraz indukuje inhibitory
apoptozy®¥4°, Wykazano réwniez, ze aktywuje ekspresje Katalitycznej podjednostki
odwrotonej transkryptazy ludzkiej telomerazy (human telomerase reverse transcriptase
— hTERT), co w efekcie stymuluje podziaty komérkowe*!. Drugie biatko wirusowe
E7 blokuje supresor pRB i uwalnia czynnik E2F z kompleksu pRB-E2F, co prowadzi
do transkrypcji cytokin A i E, ktore pobudzajg przejscie komorki do fazy S.

Wiasciwosci  onkogenne wykazuje takze biatko ES5, gléwnie poprzez
wzmacnianie aktywnoéci transformujacej bialek E6 i E7°°. Bialko E4 zatrzymuje
komorke w fazie G2, przez co zapewnia powielanie liczby kopii genomu HPV#2, CykI
zyciowy wirusa konczy si¢ W powierzchownej warstwie nabtonka, gdzie genom wirusa
zostaje wbudowany do kapsydu, a nastgpnie W gotowej postaci uwolniony z komorki®.
Za proces sktadania i uwalniania czastek wirusowych odpowiadaja proteiny E2 i E4.

Peten cykl replikacyjny wirusa zachodzi tylko w zr6znicowanych keratynocytach.
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Warto podkresli¢ takze, ze biatka onkogenne E6 i E7 moga zakldcaé ekspresje
jednoniciowego RNA (microRNA - miRNA). Czasteczki miRNA odpowiadajg
za prawidlowg regulacj¢ cyklu komoérkowego, w tym procesy angiogenezy i apoptozy
oraz komunikacje miedzykomorkows. Zaburzona ekspresja poszczegdlnych miRNA
moze skutkowac¢ tagodnym badz agresywnym przebiegiem choroby i prowadzi¢

do rozwoju nowotworu*44,

1.4. Srédnablonkowa neoplazja szyjki macicy - faktyczny stan

przednowotworowy

Termin rak przedinwazyjny szyjki macicy zostal wprowadzony w 1928 roku
przez Waltera Schillera w celu okre§lenia atypowego rozrostu nieprzekraczajacego
blony podstawnej nabtonka. Nastepniec w roku 1932 Albert Compton-Broders
zaproponowat pojecie carcinoma in situ (CIS) — dostownie rak w miejscu®®. W latach
pigédziesigtych XX wieku Reagan wprowadzit nazwe dysplazja, aby opisac
nieprawidlowy nablonek szyjki macicy, bedacy posrednim stanem mig¢dzy nablonkiem
prawidlowym a CIS*. W zaleznoéci od stopnia zmian w nablonku wyrdzniano
dysplazje tagodng, umiarkowang i cig¢zkag. W 1967 roku Richart zaobserwowat ciag
zmian histologicznych odpowiadajacych progresji W nabtonku i zastapit termin
dysplazja pojeciem s$rodnabtonkowej neoplazji szyjki macicy (cervical intraepithelial
neoplasia - CIN)*. CIN podzielono na stopnie: CIN1, CIN2 i CIN3. Mianem CIN1
okreslono dysplazje matego stopnia, CIN2 $redniego stopnia, a CIN3 duzego stopnia.
CIN3 obejmowal zaréwno dysplazje wysokiego stopnia, jak i CIS. Aktualnie oceny
cytologicznej szyjki macicy dokonuje si¢ w Systemie Bethesda (The Bethesda System
— TBS), ktory zostat wprowadzony w 1988 roku, a nastgpnie zmodyfikowany w 1991
i 2001 roku. Na potrzeby TBS utworzono termin squamous intraepithelial lesion (SIL)
i wydzielono $rodnabtonkowg zmiane matego (low squamous intraepithelial lesion
— LSIL) i duzego stopnia (high squamous intraepithelial lesion - HSIL). Analogicznie
do mianownictwa TBS opisujacego obrazy cytologiczne, w nomenklaturze
histopatologicznej stosuje si¢ LSIL dla srodnabtonkowej neoplazji niskiego stopnia

i HSIL dla srédnabtonkowej neoplazji wysokiego stopnia.

Jak juz wspomniano powyzej zmiany przednowotworowe w 90% przypadkow
rozwijaja sie¢ w tak zwanej strefie transformacji (transformation zone - TZ).

Fizjologiczna granica pomi¢dzy nablonkiem wielowarstwowym plaskim pokrywajacym
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tarcz¢ szyjki macicy, a nabtonkiem walcowatym wyscielajacym kanatl szyjki macicy,
nazywana jest rowniez potgczeniem mig¢dzynabtonkowym (squamo-columnar junction
— SCJ). SCJ moze przemieszczaé Sie¢ z endocervix do ectocervix w okresie dojrzewania,
a nastepnie po tym okresie ponownie cofa¢ si¢ do kanatu szyjki macicy. Jego potozenie
zalezy miedzy innymi od zmian hormonalnych czy mikrobiologicznych, a takze
przebytych porodow 1 zabiegdbw na szyjce macicy. Pod wpltywem czynnikow
draznigcych lub hormonalnych moze dojs¢ do rozwoju metaplazji. Polega ona
naroznicowaniu si¢ komorek nabtonka walcowatego w komoérki nabtonka
wielowarstwowego plaskiego. Proces ten w szyjce macicy ma swoj poczatek
w komodrkach rezerwowych potozonych pod nablonkiem gruczotowym. Obszar
komorek, ktore ulegly metaplazji ptaskonabtonkowej moze miesci¢ si¢ w strefie
transformacji. Jak juz wcze$niej wspomniano, w tym miejscu najczesciej dochodzi

do powstania $rodnabtonkowej neoplazji szyjki macicy i raka*.

W komorkach nabtonka wiclowarstwowego ptaskiego, czyli keratynocytach
pochodzacych ze zmienionego neoplastycznie nabtonka szyjki macicy mozna
stwierdzi¢ charakterystyczne cechy morfologiczne. Widoczny jest polimorfizm jadrowy
i komorkowy. Jadra komodrkowe sg powigkszone, nadbarwliwe, 0 nieréwnomiernym
rozmieszczeniu chromatyny i duzym jaderku. Sasiadujace komorki roznig sie¢ migdzy
soba ksztattem oraz wielko$cig i liczba jader. Obserwuje si¢ zwigkszony stosunek
jadrowo-cytoplazmatyczny. W warstwach powierzchownych i posrednich nablonka
moga znajdowac si¢ koilocyty — komoérki o duzym, hiperchromatycznym jadrze
otoczonym jasng wakuola, tzw. ,,halo”. Koilocytoza jest czestym objawem zakazenia

wirusem brodawczaka ludzkiego.

Histologicznie $rodnabtonkowa neoplazja szyjki macicy cechuje si¢
nieprawidlowym réznicowaniem komorek, zatarciem granic migdzy warstwami
nabtonka, obecnoscig atypowych i licznych figur mitotycznych. Powyzsze zaburzenia
morfologiczne wystepuja W zmiennym nasileniu w réznych warstwach nabtonka,

co stanowi podstawe do wyodrgbnienia trzech stopni SIL/CIN:

CINZ1/LSIL, to jest zmiana s$rodnablonkowa matego stopnia, cechuje si¢
zaburzeniami dojrzewania komoérek oraz nielicznymi figurami podzialu jedynie
w dolnej 1/3 warstwie przypodstawnej nabtonka. 2/3 goérne zbudowane sg z prawidtowo

zroznicowanych komorek. Niewielkie nieprawidtowosci jader mozna zaobserwowac
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na calej gruboSci nablonka. W warstwach powierzchownych moga wystepowac

koilocyty.

Sroédnablonkowa zmiana $redniego stopnia — CIN2/HSIL — charakteryzuje sie
brakiem réznicowania komorkowego oraz wigksza liczba figur mitotycznych
w 2/3 dolnych grubosci nabtonka. Ponadto, w warstwach przypodstawnych spotkac
mozna nieprawidtowe figury podziatu. Dojrzate komorki znajdujg si¢ w warstwach
powierzchownych. W catej grubosci nabtonka widoczna jest bardziej nasilona atypia

jadrowa.

W CIN3/HSIL, czyli srédnabtonkowej zmianie duzego stopnia, dojrzewanie
komorkowe 1 stratyfikacja nabtonka moga by¢ catkowicie nieobecne lub ograniczone
do gornej 1/3 nabtonka. Na wszystkich poziomach nabtonka rozciagaja si¢ liczne,
czesto patologiczne mitozy, a jadra komoérkowe cechuje nierzadko wybitny
polimorfizm. Nabtonek w caloéci jest pogrubialy, o zwickszonej komodrkowosci

i catkowicie nieprawidtowe;j architekturze®.

Przetrwata infekcja wirusem brodawczaka ludzkiego poprzedza powstanie
srodnabtonkowej neoplazji szyjki macicy o kilka lat. Od zakazenia HPV mija $rednio
7-10 lat do powstania zmiany przednowotworowej i kolejne 3-5 lat do powstania
inwazyjnego raka szyjki macicy®. Progresja SIL dotyczy zmian, ktérym towarzyszy
infekcja onkogennymi typami HPV. Szacuje si¢, Zze obecno$¢ wirusa typu 16 zwigksza
pieciokrotnie ryzyko progresji choroby. Przewazajaca cze$¢ zmian CINI1/LSIL ma
posta¢ incydentalng, zwtaszcza u pacjentek w wieku 25-30 lat, i jest eliminowana wraz
ze zniknigciem wirusa w 80 procentach przypadkow w ciggu 12-24 miesiecy. Wedlug
metaanalizy opublikowanej w The BMJ dotyczacej nieleczonych CIN2/HSIL - 50%
zmian w ciggu 2 lat ulega samoistnej regresji, okoto 30% utrzymuje si¢, a 18% ulega
progresji do bardziej zaawansowanych stadiow. U badanych ponizej 30 roku zycia
omawiane wskazniki sg korzystniejsze i wynosza odpowiednio: 60%, 23% i 11%°".
Rak szyjki macicy rozwija si¢ na podtozu zmian typu CIN2+/HSIL. Przemiana
nowotworowa przebiega tym szybciej, im wyzsze jest stadium zaawansowania
neoplazji szyjki macicy. Aktualnie przyjmuje sie, ze CINL1/LSIL jest
histopatologicznym odzwierciedleniem zakazenia HPV, a nie rzeczywistym

prekursorem raka®?. Swiatowa Organizacja Zdrowia (World Health Organization
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—WHO) w wytycznych z 2014 roku podkreslita znaczenie wykrywania i leczenia zmian
co najmniej CIN2+/HSIL.

1.5. Dotychczasowa  metoda  wykrywania  patologii  szyjki  macicy
- cytodiagnostyka

Profilaktyka zdrowotna, wedlug definicji WHO, to dziatania zapobiegajace
chorobom poprzez ich wczesne wykrycie i1 leczenie. Jej glownym celem jest
zmniejszenie zachorowalnosci i1 $miertelnosci populacyjnej. Wyroznia si¢ profilaktyke
wczesng, pierwszej fazy (tzw. pierwotng), drugiej fazy (tzw. wtérng) oraz trzeciej fazy.
Badania przesiewowe mieszcza si¢ w zakresie zadan profilaktyki wtornej. Polegaja
na wskazaniu mozliwosci wystgpienia choroby za pomoca zastosowanych masowo,
nieinwazyjnych, prostych, tanich oraz akceptowalnych dla badanego i badajacego

testow diagnostycznych.

Efektywnos¢ testu skriningowego oceniana jest poprzez jego: czuto$¢ — zdolnosé
do prawidlowego rozpoznania choroby, swoistos¢ — zdolno$¢ do wykluczenia choroby,
dodatnig warto$¢ predykcyjng (positive predictive value — PPV) — proporcje 0sob
z dodatnim wynikiem, ktore rzeczywiscie sg chore oraz ujemng wartos¢ predykcyjng
(negative predictive value — NPV) — proporcje 0séb z ujemnym wynikiem, ktore
rzeczywiscie sg zdrowe. Oczekiwania wobec testu przesiewowego to czutosé

i swoisto$¢ zblizona do 100% oraz wysoka dodatnia i ujemna wartos¢ predykcyjna®.

W wigkszosci krajow $wiata, w tym w Polsce, programy profilaktyczne majace
na celu wykrywanie SIL oparte sg na badaniu cytologicznym. Test polega na pobraniu
szczoteczkg zhuszczonych komorek nabtonka z tarczy i szyjki macicy w sposob
konwencjonalny, wykonujaCc rozmaz na szkietku podstawowym, lub alternatywny,
z wykorzystaniem tzw. podtoza ptynnego (liquid-based cytology — LBC). Wedlug
Polskiego Towarzystwa Ginekologéow i Potoznikow (PTGIiP) rekomendowang metoda
barwienia rozmazow cytologicznych jest metoda Papanicolau. Material badany jest pod

mikroskopem i oceniany wedhig systemu Bethesda®,

Klasyfikacja Papanicolau, ktorej tworca jest ojciec cytodiagnostyki - Georges
Papanicolau, powstala w potowie XX wieku. Wprowadzenie tego waznego narzedzia
diagnostycznego do masowych badan przesiewowych, znaczaco zmniejszyto
zachorowalno$¢ i umieralno$¢ z powodu raka szyjki macicy w ciagu kolejnych 50 lat

konsekwentnego prowadzenia skriningu. Pomimo ogromnego wktadu Papanicolau
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W obnizenie czesto$ci wystgpowania raka szyjki, jego klasyfikacja obecnie uwazana jest
za niejednoznaczng i trudng w interpretacji. W 1988 roku grupa ekspertow stworzyta
nowy system opisu oceny rozmazow cytologicznych — The Bethesda System.
Klasyfikacja byta dwukrotnie modyfikowana i obowigzuje w szeregu panstw od 2001
roku. Celem systemu TBS byto stworzenie korelacji cytologiczno-histologicznej,
poprawa komunikacji migdzy patomorfologami a ginekologami, zmniejszenie liczby
wynikow falszywie dodatnich iujemnych oraz dostarczenie wiarygodnych danych
do porownan miedzy osrodkami. Szczegdtowe opisy zmian umozliwily okreslenie
jakosci rozmazu, a takze rozdzielenie rozpoznan sugerujacych neoplazj¢ od rozpoznan
nienowotworowych, m.in. stanéw spowodowanych czynnikami infekcyjnymi, zmian
odczynowych czy atrofii. W zatozeniu autorow TBS rozpoznania cytologiczne powinny
odpowiada¢ histopatologicznym stopniom zaawansowania SIL/CIN oraz inwazyjnym

rakom szyjki macicy (tabela 1).

Tabela 1. Porownanie Kklasyfikacji rozpoznan cytologicznych i odpowiadajacej jej terminologii
rozpoznan histopatologicznych (na podstawie rekomendacji PTGiP 2016)>.

VBT rozpoznanie Terminologia CIN System Bethesda, SIL
dysplazja
Brodawczak Brodawczak LSIL
Dysplazja malego stopnia CIN1
Dysplazja Sredniego stopnia CIN2
Dysplazja duzego stopnia CIN3 HSIL
Rak przedinwazyjny

Terminologia cytologiczna wedtug klasyfikacji TBS obejmuje:

1. Nieprawidtowe komorki nabtonka wielowarstwowego ptaskiego:

— ASC-US (atypical squamous cells of undetermined significance) —
atypowe komorki nabtonka wielowarstwowego ptaskiego
0 nieokreslonym znaczeniu,

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

— LSIL (low-grade squamous intraepithelial lesion) — $rodnabtonkowa
neoplazja matego stopnia,

— HSIL (high-grade squamous intraepithelial lesion) - $rodnabtonkowa
neoplazja duzego stopnia,

— Rak ptaskonabtonkowy;
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2. Nieprawidtowe komorki nabtonka gruczotowego:
— AGC (atypical glandular cells) — atypowe komorki nablonka
gruczotowego,
— AIS (adenocarcinoma in situ) — rak gruczolowy in situ,

— Gruczolakorak®*,

Konwencjonalna cytodiagnostyka obarczona jest licznymi bledami, ktore
wplywajg na ostateczne rozpoznanie. Bledy techniczne mogg pojawi¢ si¢ na etapie
pobierania, utrwalania, barwienia preparatow oraz interpretacji wynikow. Jako
alternatywe¢ dla cytodiagnostyki konwencjonalnej wprowadzono wspomniang metode
zabezpieczania materialu na podtozu ptynnym (LBC), co poprawito jako§¢ wymazow.
Cytologia ptynna pozbawiona jest efektu naktadania si¢ komorek, cytolizy czy ryzyka
nieprawidlowego utrwalenia. Z preparatéw wyeliminowane sag komorki zapalne, krew,
$luz itp. przez co sg one bardziej czytelne. Wada testoéw LBC jest ich wysoki koszt
ograniczajacy ich stosowanie w krajach o niskich naktadach na system profilaktyki

onkologiczne;j.

Mimo unowoczesnionej klasyfikacji TBS i nowej technologii LBC efektywnosé¢
badan cytologicznych pozostaje na niskim poziomie. Gléwnym ograniczeniem
cytodiagnostyki jest jej subiektywny charakter oceny. Czuto$¢ badan cytologicznych
w identyfikacji CIN2+ oceniana jest na 85%, a swoistos¢ na 23%. Warto$¢ PPV i NPV
wynosi odpowiednio 39% i 72%%. Duze badania kohortowe (ATHENA n=4275,
VUSA n=1303, POBASCAM n=1100) okreslity czulos¢ cytodiagnostyki u pacjentek
HPV-dodatnich z rozpoznaniem CIN2+ na 51,5% do 66%, specyficzno$¢ odpowiednio
73,4% do 89,1%. Dla rozpoznan CIN3+ czutos¢ wyniosta miedzy 53,5% a 75,4%,

specyficznosé zas 73% - 85,6%°5%8,

W ramach Polskiego Programu Profilaktyki Raka Szyjki Macicy realizowanego
przez Narodowy Fundusz Zdrowia (NFZ) wykonywane sa badania cytologiczne metoda
konwencjonalng. Program adresowany jest do kobiet w wieku 25-59 lat, ktére w ciggu
ostatnich 3 lat nie mialy pobranego wymazu cytologicznego. U kobiet obcigzonych
czynnikami ryzyka (zakazonych wirusem HIV, przyjmujacych leki immunosupresyjne,

zakazonych HPV - typem wysokiego ryzyka) badanie wykonywane jest co 12 miesigcy.

Wedlug analizy kosztéw funkcjonowania Programu w latach 2007-2009,
catkowity koszt jednego badania cytologicznego wynosit okoto 60 zt. W 2009 roku
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koszt wykrycia jednego stanu przednowotworowego wyniost ok. 600 zi, natomiast
koszt wykrycia jednego nowego przypadku raka szyjki macicy to ok. 15 tys. zt*.
Zgodnie z analizg oplacalnosci stosowania metody LBC w ramach skriningu
opracowanego na podstawie danych Systemu Informatycznego Monitorowania
Profilaktyki (SIMP) i NFZ (2015 r.) jednostkowa cena cytologii ptynnej jest wyzsza niz
cytologii konwencjonalnej i wynosi odpowiednio 178 zt, w poréwnaniu do 134 zi.
LBC charakteryzuje si¢ wyzszg czuto$cig i nizszg swoistoscig W poréwnaniu do metody
konwencjonalnej. Wigksza czuto$¢ przyczynia si¢ do zmniejszenia nakladow
finansowych na leczenie pojedynczego przypadku raka, ktory jest wykrywany
I rozpoznawany na niskim poziomie zaawansowania. Nizsza specyficznos¢ natomiast
skutkuje zwigkszeniem wydatkow na etapie poglebionej diagnostyki. Wyniki analizy
ekonomicznej sugeruja wydtuzenie oczekiwanego odsetka przezy¢ 5-letnich na korzyscé
cytologii ptynnej, atakze zmniejszenie zachorowalnosci o 41/100 tys. kobiet

t%. Analizy szacunkowe z 2018 roku okreslity,

I Smiertelnosci o 31/100 tys. kobie
ze przy pelnym zastgpieniu cytodiagnostyki  konwencjonalnej przez LBC
I przy utrzymaniu satysfakcjonujacej zglaszalnosci do programu, catosciowy koszt

etapu diagnostycznego w 2021 roku moze wzrosnaé z 11,4 do 21,7 min zt*°,

Cytodiagnostyka, bez wzgledu na metode, nie jest narzedziem idealnym.
Jej podstawowym ograniczeniem jest wysoki odsetek wynikow fatszywie pozytywnych
i falszywie negatywnych wynoszacych nawet 15-50%°%!. Ponadto, niesatysfakcjonujaca
czuto$¢ 1 swoisto$¢ cytologii sa przyczyng prowadzenia intensywnych badan

nad nowymi, ulepszonymi testami wykrywajacymi patologie szyjki macicy.

1.6. Diagnostyka molekularna identyfikujagca HPV
1.6.1. Test HPV DNA

Odkrycie wirusa brodawczaka ludzkiego, poznanie jego biologii i roli
w procesie  kancerogenezy szyjki macicy znalaztlo zastosowanie praktyczne
m.in. w opracowaniu testow molekularnych identyfikujagcych DNA HPV. Pierwsze
badanie oceniajgce aplikacje kliniczng testow na DNA HPV (typ 16) u 21 kobiet zostato
opublikowane w 1989 roku przez Tidy i wsp.®2. W $lad za nim ukazaly si¢ dwa kolejne
opracowania naukowe badajace uzyteczno$¢ kliniczng testow HPV. Pierwsze
przeprowadzone przez Reid’a i wsp. (n=1012) wykazalo zwigkszenie czutosci

wykrywania zmian przednowotworowych w polaczeniu z badaniem cytologicznym®?.
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Drugie z 1992 roku wykonane przez Cox’a i wsp. ocenialo przydatno$¢ pierwszego
testu HPV DNA (ViraPap Test - HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35) zatwierdzonego
do uzytku klinicznego przez Amerykanska Agencje Zywnosci i Lekéw (US Food
and Drug Administration - FDA). W badaniu na 482 pacjentkach oceniono czuto$é¢
samego testu w wykrywaniu zmian CIN2+ na 70%, a w potaczeniu z cytologia na 90%.
Na tej podstawie stwierdzono, ze dzigki wdrozeniu testow na DNA HPV mozna
ograniczy¢ o okoto potowe liczbe wykonywanych kolposkopii z biopsja, co dato pole

naukowcom do tworzenia nowych algorytmoéw diagnostycznych®.

Material do badania DNA HPV pobierany jest szczoteczka ze strefy
przeksztalcen obejmujacej tarcze i kanal szyjki macicy. Wymaz umieszczany jest
w podtozu ptynnym do cytologii LBC i testu HPV, a nastgpnie przechowywany

w temperaturze pokojowej.

Pierwsza metoda molekularng stuzaca do wykrywania infekcji HPV
zarejestrowang przez FDA byt test Hybrid Capture 2 (HC2). Technologia ta oparta jest
na hybrydyzacji wirusowego DNA przy pomocy oznakowanych komplementarnych
sond RNA. Czutos¢ testu jest wysoka 1 porownywalna z nowszymi metodami, wadg jest
natomiast brak mozliwosci  genotypowania poszczegdlnych typow  HPV

oraz wystepujace wyniki fatszywie ujemne®®.

Aktualnie najbardziej znang technika wykrywania DNA HPV jest metoda oparta
na reakcji fancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (real-time polymerase chain
reaction — RT-PCR), ktora w sposob bezposredni wykrywa material genetyczny wirusa.
Reakcja rozpoczyna si¢ od amplifikacji unikalnych dla wirusa fragmentow DNA,
nastepnie przy wykorzystaniu sond fluorescencyjnych dokonywany jest odczyt sygnatu
I analiza przebiegu reakcji. Przekroczenie warto$ci progowej przez krzywa amplifikacji
sekwencji docelowej wskazuje na pozytywny wynik probki. W trakcie jednej reakcji
mozliwa jest jednoczasowa detekcja poszczegdlnych barwnikow fluorescencyjnych
opowiadajacych innym sekwencjom docelowym®. Na $wiecie dostepne sa rézne testy
identyfikujace  DNA HPV umozliwiajace oddzielng detekcje okreslonej liczby

genotypow wirusa.

Poréwnano efektywnos¢ obu powyzszych technologii. Czuto$¢ metody Hybrid
Capture 2 dla wykrywania zmian CIN2+ wyniosta 95,2%, specyficzno$¢ 72,4%,

natomiast metody PCR odpowiednio 93,7% i 77,2%. Warto zaznaczy¢, ze czulo$é
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wykrycia w grupie badanej przypadkéw raka — dla HC2 to 100%, dla PCR — 82,6%°".
W duzym badaniu kohortowym analizujacym strategie triage przy uzyciu
cytodiagnostyki i testow HPV DNA wykazano wyzszg czutos$¢, ale mniejsza swoistos¢
metody molekularnej wykrywajacej obecno$¢ DNA wirusa w poréwnaniu do badania
cytologicznego. Dla wykrywania zmian CIN3+ czuto$¢ cytodiagnostyki wyniosta
70,6%, swoistos¢ 85,6%, natomiast testu na DNA HPV odpowiednio 81,2% i 53,8%.
Polgczenie obu metod razem znacznie zwigkszyto czuto$¢ diagnostyczng
- 96,3% dla zmian CIN3+ i 95% dla CIN2+°7,

U mtodszych pacjentek ze wzgledu na duzy odsetek zakazen incydentalnych
skrining oparty na testach HPV DNA nie jest zalecany. Amerykanskie Towarzystwo
ds. Kolposkopii i Patologii Szyjki Macicy (American Society for Colposcopy
and Cervical Pathology — ASCCP) u kobiet ponizej 25 roku zycia rekomenduje
stosowanie jedynie badan cytologicznych, u starszych pacjentek wskazuje si¢ na duza

role testow wykrywajacych DNA wirusa®,

Negatywna warto$¢ predykcyjna testow HPV DNA jest bliska 100%, co oznacza
wysoka prawdziwos$¢ ujemnych wynikow, a tym samym bardzo niskie ryzyko rozwoju
zmian przednowotworowych i raka szyjki macicy w ciagu najblizszych lat u kobiet
z negatywnym wynikiem testu. Badanie obejmujace ponad 23 tys. pacjentek z 6 krajow
europejskich wykazato, ze przy ujemnym wyniku testu na DNA HPV ryzyko rozwoju
zmian CIN3+ w ciggu 6 kolejnych lat jest znacznie nizsze (0,27%) niz przy
prawidtowym wyniku cytologii (0,97%)%°. Inne duze badanie (n=330 tys.) udowodnito,
ze uyjemny wynik testu na DNA HPV u kobiet powyzej 30 r.z. daje pewnos$¢ braku
zachorowania na raka szyjki macicy w ciggu kolejnych 5 lat. Ponadto dodanie testu
na DNA HPV do badania cytologicznego wykonywanego co 3lata pozwala
na wezeéniejsza identyfikacje kobiet z wysokim ryzykiem nowotworu™. Wdrozenie
testow na DNA HPV do badan skriningowych zwigksza czuto$¢ wykrywania zmian
przednowotworowych oraz pozwala na wydluzenie interwatow miedzy badaniami,
co w konsekwencji prowadzi do zmniejszenia kosztow zwigzanych z programami

diagnostycznymi.

Wedlug wyliczen na potrzeby ,,Programu polityki zdrowotnej w kierunku
wczesnego wykrywania wirusa human papilloma-virus (HPV)” realizowanego

w wojewodztwie opolskim w latach 2016-2020, jednostkowy koszt wykonania testu
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HPV DNA wynosi ok. 120 zI’t. W analizie kosztéw badan przesiewowych przy uzyciu
testow na DNA HPV, przeprowadzonej w 5 krajach rozwijajacych si¢, wykazano
oplacalnos¢ wykonywania skriningu w dhluzszych odstgpach czasowych u kobiet
powyzej 35 r.z., uzyskujac przy tym obnizenie zachorowalnos$ci na raka szyjki macicy
0 ok. 50%. Test na DNA HPV wykonywany w interwatach 5-letnich okazat si¢ lepsza
alternatywa dla programéw profilaktycznych opartych dotad na cytologii
konwencjonalnej pobieranej co 3 lata, zarowno ze wzgledu na korzy$¢ ekonomiczng

jak i epidemiologiczna’?.

1.6.2. Test podwojny

Jednoczesne zastosowanie w programie skriningowym testu na DNA HPV
oraz cytodiagnostyki nosi miano testu podwdjnego, inaczej ko-testingu. Amerykanskie
towarzystwa naukowe zalecajg stosowanie ko-testingu lub samodzielnego testu HPV
DNA w odstepach 5-letnich w miejsce rutynowych badan cytologicznych
wykonywanych co 3 lata. Amerykanskie Towarzystwo Onkologiczne (American
Cancer Society — ACS) w 2020 roku wydato najnowsze wytyczne rekomendujace
rozpoczecie skriningu raka szyjki macicy u pacjentek powyzej 25r.z., opartego
na testach HPV DNA zatwierdzonych przez FDA, wykonywanych raz na 5 lat.
Jako akceptowalna opcje¢ zaleca si¢ test podwojny co 5 lat lub cytologie co 3 lata.
Amerykanskie Towarzystwo ds. Kolposkopii 1 Patologii Szyjki Macicy (ASCCP)
oraz Amerykanskie Kolegium Potoznikow i Ginekologoéw (American College
of Obstetricians and Gynecologists - ACOG) w najnowszych rozporzadzeniach
z 2019 roku stawiaja na rowni jako preferowane metody - oparte na identyfikacji DNA
HPV, w tescie samodzielnym lub w potaczeniu z cytologia, wykonywane co 5 lat,
u kobiet w wieku 30-65 lat. Metodg alternatywna jest badanie cytologiczne realizowane
w interwatach 3-letnich. Towarzystwo The United States Preventive Services Task
Force (USPSTF) traktuje rownorzednie powyzsze trzy opcje diagnostyczne

(tabela 2)%8.7375,
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Tabela 2. Poréwnanie rekomendacji skriningu raka szyjki macicy wedlug amerykanskich

towarzystw naukowych68'73'75.

WIEK ASCCP/ACOG 2019 USPSTF 2018 ACS 2020
Wiek <25 r.z.:
<21r.z. Nie zaleca si¢ Nie zaleca si¢ Nie zaleca sie
Wiek 25 -29 r.z.:

e Test HPV DNA
co5 lat

21-29r.z. Cytologia co 3 lata Cytologia co 3 lata (preferowane)

e Ko-testing co 5
lat lub cytologia
co 3 lata
(akceptowalne)

e Test HPV DNA e Test HPV DNA e Test HPV DNA
lub ko-testing lub ko-testing co 5 lat
co 5 lat co 5 lat (preferowane)
30 -65r.z. (preferowane) (preferowane) e Ko-testing co 5
e Cytologia e Cytologia lat lub cytologia
co 3 lata co 3 lata co 3 lata
(akceptowalna) (akceptowalna) (akceptowalne)
Nie zaleca si¢ Nie zaleca si¢ Nie zaleca si¢
Jesli w wywiadzie nie
bylo zmian >CIN2
>65 r.z. Wymog: w ciagu Wymog: w ciagu Wymog: w ciggu
ostatnich 10 lat (ACOG) / | ostatnich 10 lat ostatnich 10 lat
20 lat (ASCCP) prawidtowe wyniki prawidtowe wyniki
prawidtowe wyniki screeningu screeningu
screeningu
Nie zaleca si¢ Nie zaleca si¢ Nie zaleca sig¢
Stan po
histerektomii | Jesli w wywiadzie nie Jesli w wywiadzie nie Jesli w wywiadzie nie
z szyjka byto zmian >CIN2 lub byto zmian >CIN2 lub byto zmian >CIN2 lub
macicy raka szyjki macicy raka szyjki macicy raka szyjki macicy w
ciggu ostatnich 25 lat

Wedhug analizy efektywnosci diagnostycznej oraz kosztowej, porodwnujacej
3 powyzsze strategie skriningowe na grupie prawie 100 tys. kobiet, wykazano
najwyzsza czutos¢ wykrywania zmian CIN3+ dla testu podwdjnego (99,4%). Czutosé
samodzielnych metod - testu na DNA HPV oraz cytodiagnostyki wyniosta odpowiednio
94,1% i 90,7%. Pojedynczy test HPV DNA okazat si¢ nieco bardziej swoisty (98,1%)
niz pozostate strategie (obie 97,6%) i mial najwyzszy wskaznik PPV (12,1% vs. 10,3%
dla cytologii i 9,6% dla ko-testingu). Warto§¢ NPV byta jednakowa dla wszystkich
metod (>99,9%). W interwale 3-letnim samodzielny test na DNA HPV okazat si¢
najtansza strategia (294 wykryte zmiany CIN3+, przy 2422 wykonanych kolposkopiach,
koszt 3,47 mIn $) i bardziej efektywng niz badanie cytologiczne (9 wykrytych
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przypadkéw CIN3+ mniej, przy wyzszym koszcie diagnostyki poglebionej). Test
podwojny wykryl 14 zmian CIN3+ wigcej niz pojedynczy test na DNA HPV,
co wymagato wykonania ok. 100 tys. dodatkowych wymazéw cytologicznych,
566 dodatkowych kolposkopii, kosztem ponad 170 tys. $ za kazdy zdiagnozowany
przypadek, co razem dato 2,38 mIn $ dodatkowego naktadu finansowego. Samodzielny
pierwotny test na DNA HPV wydaje si¢ by¢ metoda o najlepszych parametrach

diagnostycznych przy zachowaniu optacalnosci budzetowe;j’®.

1.6.3. Test HPV mRNA

Wyrazem postepu diagnostyki molekularnej w ostatnich latach jest opracowanie
metody PCR opartej na identyfikacji transkryptéw mRNA E6/E7 onkogendéw HPV.
W nastepstwie wbudowania genomu HPV w genom komorki gospodarza dochodzi
do nadekspresji biatek E6 1 E7, co $wiadczy o przetrwalej infekcji onkogennymi typami
wirusa. Wynikiem powyzszych proceséw jest destabilizacja genomu, zaburzenie
regulacji cyklu komorkowego, zahamowanie procesow apoptozy, uszkodzenie DNA,
aw konsekwencji przemiana kancerogenna. Obecno$¢ transkyptow E6/E7 $wiadczy
zatem o wysokim ryzyku rozwoju zmian typu HSIL i ich progresji w kierunku raka.
Testy HPV mRNA oparte sg na analizie amplifikacji RNA przy pomocy odwrotnej
transkryptazy. Material pobierany jest szczoteczka z szyjki macicy, tak samo jak

w przypadku testow HPV DNA, na podloze ptynne.

Czutos¢ testow HPV DNA 1 mRNA jest pordwnywalna. Wedlug artykutu
z 2017 roku poréwnujacego obie te metody na 1866 pacjentkach, czulo$¢ obu testow
wykrywajacych 14 typéw HPV wyniosta 97%. Swoistos¢ testu HPV mRNA dla zmian
>HSIL byta jednak istotnie wyzsza niz klasycznego testu HPV DNA, odpowiednio 41%
1 13%. Pozytywna warto$¢ predykcyjna, w wykrywaniu >HSIL, testu opartego
na detekcji mRNA wyniosta 25%, co W porownaniu do metody identyfikujacej DNA
HPV wynoszacej 16%, skutkuje lepsza ocena pacjentek z wysokim ryzykiem rozwoju
zmian zaawansowanych’’. Podobne wyniki uzyskano w badaniu obejmujacym
413 kobiet przy uzyciu obu technologii. Swoisto§¢ metody identyfikujacej mRNA
E6/E7 w stosunku do testu HPV DNA byta prawie trzykrotnie wyzsza (50% vs. 18%).
Warto$¢ PPV dla testu HPV mRNA i DNA wyniosta odpowiednio 62% i52%8.
Ujemne wyniki testow HPV mRNA charakteryzuja si¢ wyzszg wartos$cig prognostyczng
niz testy HPV DNA w populacji kobiet ponizej 30 r.z., u ktorych wiekszo$¢ rozpoznan
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to zmiany ulegajace samoistnej regresji. Procedura oparta na detekcji transkryptow
E6/E7 mRNA, mimo duzego kosztu jednostkowego, pozwala na wykrycie pacjentek
z istotnym ryzykiem progresji zmian w Kkierunku nowotworowym, ograniczenie
wykonywania dodatkowych badan inwazyjnych przy negatywnym wyniku,

a tym samym zmniejszenie kosztow zwigzanych z Kolposkopia i biopsja szyjki macicy.

1.7. Diagnostyka poglebiona - kolposkopia

Etap poglebionej diagnostyki raka szyjki macicy obejmuje badanie
kolposkopowe oraz analize histopatologiczng pobranych wycinkéw z miegjsc
podejrzanych o nowotworzenie. Kolposkopia zostata opracowana przez niemieckiego
ginekologa Hansa Hinselmanna w 1925 roku. Jej nazwa pochodzi od dwoch greckich
stow: kolpos — pochwa i skopeo — uwaznie patrze¢. Polega na doktadnym ogladaniu
szyjki macicy, a takze powierzchni btony $luzowej sromu oraz pochwy przy pomocy
powickszajgcego dwuokularowego urzadzenia optycznego polaczonego ze zrodlem
$wiatla — Kkolposkopu. Czuto$¢ metody w wykrywaniu zmian HSIL+ wynosi
W przyblizeniu 56%, swoistos¢ zas okoto 94%. Dodatnia i ujemna warto$¢ predykcyjna

plasuja si¢ w granicach odpowiednio 77% i 85%"°.

W 2020 roku Polskie Towarzystwo Kolposkopii i Patofizjologii Szyjki Macicy
(PTKiPSM) oraz Polskie Towarzystwo Ginekologéow i Potoznikow (PTGIP) wydato
rekomendacje dotyczace protokotéw kolposkopowych. W zakres zalecanego
optymalnego standardu postgpowania wchodzi:

e ocena koloposkopowa tarczy szyjki macicy z podziatem na kwadranty,

e pobranie wycinkoéw ze wszystkich rekomendowanych obszarow,

e ewentualnie, w przypadku nieuwidocznienia nieprawidlowosci, pobranie biopsji
losowej z nowego SCJ (nowej granicy mig¢dzynabtonkowej) z godzin
2,4,8i 10,

e pobranie materiatu z kanatlu szyjki macicy u wszystkich pacjentek z wyjatkiem

ciezarnych®.

Pierwszym etapem kolposkopii jest ocena makroskopowa sromu oraz $cian
pochwy, nastgpnym - potwierdzenie adekwatnosci badania podczas wstepnej analizy
wzrokowej. Kolposkopia nieadekwatna nie pozwala badajagcemu w pelni postawic

rozpoznania z przyczyn od niego niezaleznych (zmiany zapalne, krwawienie, blizna)®!.
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Kolejno, po przemyciu powierzchni szyjki 0,9% roztworem soli fizjologicznej,
dokonuje si¢ ponownej wizualizacji szyjki i $cian pochwy. Rekomenduje si¢
4- do 15-krotne powigkszenie obrazu. Nastepnym etapem jest ocena tozyska
naczyniowego przy pomocy wbudowanego zielonego filtru. W $wietle zielonym
atypowe czerwone naczynia widoczne sg jako czarne gatazki, ktorych wyglad
umozliwia rozpoznanie charakteru zmiany. Najistotniejszym etapem badania
kolposkopowego jest wykonanie proby z 3-5% wodnym roztworem kwasu octowego,
ktory aplikuje sie na powierzchni¢ szyjki. Kwas octowy powoduje odwracalng
denaturacje¢ cytokeratyn obecnych w nabtonku, co doprowadza do zbielenia jego
powierzchni. W prawidlowym, dojrzalym nabtonku zbielenie jest nieobecne.
Intensywno$¢ zbielenia, obrzgk nabtonka oraz czas trwania reakcji ro$nie wraz
z zaawansowaniem patologii. Oceny szyjki i $cian pochwy dokonuje si¢
po 1 i po 3 minutach od aplikacji kwasu octowego. Ostatnim etapem jest
przeprowadzenie proby Schillera — przemycie czeSci pochwowej szyjki macicy ptynem
Lugola, czyli roztworem jodu w jodku potasu. W prawidtowym nabtonku obecny
glikogen powoduje wybarwienie powierzchni na kolor ciemnobragzowy, reakcja daje
wynik jodopozytywny. Na skutek nasilonej proliferacji komoérek tworzacych SIL
lub bardziej zaawansowane patologie, nablonek pozbawiony jest glikogenu, przez
co nie ulega wybarwieniu. Proba ma charakter nieswoisty, gdyz wynik jodonegatywny
moze by¢ osiggany W innych stanach patologicznych, zmianach doczesnowych, a takze
w nablonku prawidlowym. Ze wzgledu na niespecyficzno$¢ testu, nie jest on zalecany
w podstawowym schemacie badania kolposkopowego. Wspodtczesne kolposkopy
wyposazone sg w cyfrowy aparat fotograficzny umozliwiajacy dokumentacje

powyzszych etapow.

Opisow obrazow kolposkopowych dokonuje si¢ wedlug ujednoliconej
nomenklatury powstatej na drodze konsensusu polskich ekspertow w 2020 roku, opartej
na rekomendacjach Mig¢dzynarodowej Federacji Patologii Szyjki Macicy 1 Kolposkopii
(International Federation for Cervical Pathology and Colposcopy - IFCPC) z 2011 roku.
Tabela 3 przedstawia zalecang terminologie kolposkopowa®L.

Po doktadnej ocenie kolposkopowej dokonywana jest selekcja obszarow,
Z ktérych pobierany bedzie material do badania histopatologicznego. Rekomendowany
protokol obejmuje: biopsje celowang, ewentualnie biopsj¢ losowa oraz pobranie

materialu  z kanalu szyjki macicy. Zlotym standardem w wykrywaniu zmian
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HSIL/CIN2+ jest badanie kolposkopowe potaczone z biopsja celowang, pobierang
z miejsc podejrzanych o rozwoj SIL lub przemiang kancerogenng. Zaleca si¢ pobranie
co najmniej jednego bioptatu kleszczykami o szerokosci cigcia 2mm. Materiat z kanatu
szyjki macicy pobierany jest przy uzyciu tyzki ginekologicznej, ewentualnie za pomoca
szczoteczki kanatowej typu EndoCervex-Brush. Rozpoznania AGC oraz AIS wymagaja
pobrania diagnostycznego materiatlu dodatkowo z jamy macicy. Po zakonczonych

procedurach inwazyjnych stosuje si¢ rutynowa kontrolg hemostazy®.
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Tabela 3. Polska nomenklatura kolposkopowa 2020 w oparciu 0 mianownictwo IFCPC 2011
(rekomendacje PTGiP 2020)8.

KOLPOSKOPIA 2020
POLSKA NOMENKLATURA KOLPOSKOPOWA
w oparciu o mianownictwo IFCPC 2011
KONSENSUS EKSPERTOW

Ocena ogolna

=  Adekwatna/nieadekwatna z powodu...
(np. ograniczonego uwidocznienia szyjki z powodu
zapalenia, krwawienia, blizny)

=  Uwidocznienie nowego potaczenia
mi¢dzynabtonkowego: widoczne catkowicie,
widoczne cze$ciowo, niewidoczne

= Typ strefy transformacji: 1, 2, 3

Prawidlowe obrazy kolposkopowe

Pierwotny nablonek wielowarstwowy plaski
= Dojrzaty
= Atroficzny
Nabtonek walcowaty
= Ektopia
Metaplastyczny nablonek wiclowarstwowy ptaski
= Torbiele Nabotha
= Otwarte krypty gruczotowe
Zmiany doczesnowe w ciazy

Nieprawidlowe
obrazy
kolposkopowe:

Zasady ogolne

Lokalizacja zmiany: w obrebie lub poza strefg
transformacji, lokalizacja zmiany wg potozenia wskazowek
na tarczy zegara

Wielkos$¢ zmiany: liczba kwadrantow, ktora zajmuje
zmiana, wielko$¢ zmiany jako procent zajecia tarczy

Stopien 1 Cienkie zbielenie nabtonka Drobna mozaika
(mniejsze zmiany Nieregularna, geograficzna Drobne punkcikowanie
kolposkopowe) | 9ranica
Geste zbielenie nabtonka Gruba mozaika
Stopien 2 Zbielenie szybko pojawiajace si¢ | Grube punkcikowanie
(wieksze zmian Obwatowane ujscia krypt Ostra granica
K f K Y gruczotowych Objaw granicy
olposkopowe) wewnetrznej
Objaw grzbietu

Niespecyficzne

Leukoplakia (keratoza, hiperkeratoza), nadzerka
Barwienie ptynem Lugola (test Schillera):
zabarwiony/niezabarwiony

Zmiany podejrzane o inwazje

Naczynia atypowe

Objawy dodatkowe: kruche naczynia, nierowna
powierzchnia, zmiana egzofityczna, martwica, owrzodzenie
(martwicze), guz/nowotwor widoczny makroskopowo

Pozostale zmiany

Wrodzona strefa transformacji Zwezenie
Klykciny konczyste Zaburzenia wrodzone
Polip Zmiany po leczeniu

(ektocerwikalny/endocerwikalny) | Endometrioza
Zapalenie
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1.8. Miejsce immunocytochemii w diagnostyce patologii szyjki macicy

Wiedza dotyczaca biologii HPV i procesu kancerogenezy dostarczyta cennych
informacji w zakresie prognozowania zmian w Kierunku inwazyjnego raka szyjki
macicy. Mimo rozwoju metod molekularnych wykrywania DNA i mMRNA HPV, nadal
trwaja badania nad testami diagnostycznymi o zwigkszonej czulosci i swoistosci.
W sferze poszukiwan nad nowymi metodami, umozliwiajacymi rdznicowanie
na wczesnym etapie zmian o charakterze incydentalnym od patologii $redniego

I wysokiego stopnia, znalazta si¢ diagnostyka immunocytochemiczna.

W 2002 roku wprowadzono do badan przesiewowych detekcje biatka p1 6INK4a
(p16) w preparatach cytologicznych oraz histopatologicznych. Fizjologicznie biatko p16
pelni role inhibitora cyklinozaleznej kinazy CDK, przeciwdziata tworzeniu si¢
aktywnego kompleksu CDK4 z cykling D, a tym samym zapobiega fosforylacji biatka
pRb. W konsekwencji pRB tworzy kompleks z czynnikiem transkrypcyjnym EZ2F,
dzigki czemu cykl komoérkowy zatrzymuje si¢ w fazie G1. W prawidtowych tkankach
wykrywana jest niska ekspresja pl6INK4a. W momencie zakazenia onkogennymi
typami HPV, biatko wirusowe E7 prowadzi do zakldocenia szlaku pRb-E2F, wobec
czego dochodzi do nadekspresji pl6INK4a i przejscia komoérki do fazy S. Dlatego
biatko p16 jest uwazane za marker niekorzystnych prognostycznie zmian wykrywanych

na wczesnym etapie kancerogenezy®?.

Metode wykrywania biatka p16 uzupetniono w 2010 roku o detekcje¢ antygenu
jadrowego Ki-67. Biatko Ki-67 jest markerem proliferacji komodrkowej, wystepuje
we wszystkich fazach podziatowych (G1, S, G2, M), z wyjatkiem fazy GO. Ekspresja

Ki-67 wrasta wraz z zaawansowaniem ztosliwego charakteru zmian®?.

Jednoczasowa detekcja biatek p16 i Ki67 zostala wykorzystana do opracowania
testu immunocytochemicznego o nazwie CINtec PLUS. Pozwala on na wykrycie
komoérek 0 zaburzonym cyklu komoérkowym spowodowanym infekcja HPV.
Nadekspresja supresora nowotworow — biatka p16 oraz ekspresja markera proliferacji
— biatka Ki-67 w warunkach fizjologicznych nie wystepuje w tej samej komorce.
Stad, wykrycie koekspresji p16/Ki-67, przy pomocy przeciwciat, stuzy do identyfikacji
transformacji  nowotworowej. Dodatni  wynik reakcji barwnej  wystepuje,
gdy w tej samej komoérce dochodzi jednoczesnie do wybarwienia jadra na kolor

czerwony (ekspresja pl6) i cytoplazmy na kolor brazowy (ekspresja Ki-67).
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Dla postawienia pozytywnego wyniku testu immunocytochemicznego wystarczy
obecno$¢ jednej podwojnie wybarwione] komorki w preparacie cytologicznym. Badanie

pozwala na wyodrebnienie grupy pacjentek, ktore wymagaja diagnostyki pogtebionej®.

W duzej metaanalizie, porownujacej metode podwdjnego barwienia z testem
HPV DNA, na podstawie 38 badan wykazano podobng czuto§¢ obu technik
diagnostycznych dla wykrywania zmian CIN2 i CIN3, przy znacznic wigkszej
swoistos$ci testu p16/Ki-67 (tabela 4).

Tabela 4. Czulo$¢ i swoistos¢ testu p16/Ki-67 oraz testu HPV DNA u pacjentek z rozpoznaniem
cytologicznym ASC-US lub LSIL dla wynikow histopatologicznych CIN2 i CIN3, na podstawie
danych z metaanalizy®.

Pacjentki
) i Liczba badan
Z rozpoznaniem Wynik Czulo$¢ | Swoisto$¢
Test . ) ) wlaczonych
cytologicznym histopatologiczny ) [%%0] [%%6]
do metaanalizy
ASC-US/LSIL
CIN2+ 13 84 77
ASC-US
) CIN3+ 5 88 72
p16/Ki-67
CIN2+ 18 86 66
LSIL
CIN3+ 6 96 47
CIN2+ 25 93 45
ASC-US
CIN3+ 14 98 47
HPV DNA
CIN2+ 25 95 27
LSIL
CIN3+ 13 100 22

U pacjentek z rozpoznaniem ASC-US czutos¢ testu p16/Ki-67 jest mniejsza niz
testu na DNA HPV dla wykrywania zmian CIN3+, odpowiednio 88% i 98%. Natomiast
wykluczenie zmian CIN2 jest bardziej swoiste w przypadku metody podwojnego
barwienia (77% vs. 45%). Czuto$¢ obu metod u pacjentek z rozpoznaniem LSIL
dla wykrywania zmian CIN3+ jest porownywalna, za to specyficzno$¢ wykluczenia
CIN2 jest ponad 2-kotnie wyzsza w przypadku testu immunocytochemicznego — 66%,
w poréwnaniu do testu HPV DNA — 27%. Powyzsze wyniki wskazujg na przewage
metody podwodjnego barwienia nad testem molekularnym wykrywajacym DNA wirusa,
zwlaszcza u pacjentek z cytologig LSIL. Prym immunocytochemii dotyczy wigkszych
zdolnosci metody do potwierdzenia zmian o Wwyzszym zaawansowaniu
histopatologicznym typu CIN2+ oraz do mozliwosci efektywnego wykluczenia

patologii incydentalnej®.
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1.9. Nowa metoda diagnostyczna - metylacja DNA

Aktualnie trwaja  poszukiwania ulepszonych ~metod diagnostycznych
wykrywajgcych zmiany o duzym ryzyku progresji. Skrining w kierunku raka szyjki
macicy nastawiony na identyfikacje pacjentek z zaawansowanymi zmianami
przedrakowymi pozwalalby na wykonywanie diagnostyki poglebionej jedynie
w przypadku rozpoznan rzeczywiscie wymagajacych weryfikacji. Badania nad nowymi
metodami, ktorych czutosé, swoistos¢, warto§¢ PPV 1 NPV bylyby jak najblizsze 100%
w wykrywaniu $rodnablonkowej neoplazji szyjki macicy, sa nadal w toku. Wysokie
parametry diagnostyczne pozwolityby na ograniczenie wykonywania kolposkopii
z powodu wynikow falszywie pozytywnych, co w konsekwencji doprowadzitoby

do oszczgdnosci naktadéw finansowych przeznaczonych na profilaktyke.

W ostatnich latach nastapit postep w dziedzinie nazywanej epigenetyka, czyli
nauka zajmujaca si¢ badaniem procesow modyfikacji ekspresji genow, ktore
nie sg zalezne od zmian sekwencji genomu. Termin ,,epigenetyka” zostal wprowadzony
w 1942 roku przez brytyjskiego biologa Conrada Waddingtona jako interakcje
zachodzace miedzy genami i ich produktami, decydujace o fenotypie®*. Aktualnie
pojecie epigenetyki 0znacza kazda stabilng lub dziedziczng zmiang w ekspresji genow,
ktora nie obejmuje zmian W sekwencji DNA. Spektrum zainteresowan epigenetyki
obejmuje dziedziczenie pozagenowe. Mechanizmy epigenetyczne kieruja organizmem
od stadium zaptodnienia do $mierci. Do gléwnych zmian ekspresji genow
kontrolowanych przez epigenom nalezy metylacja DNA, modyfikacje histonow

oraz wyciszanie genéw oparte na miRNA.

Szczegblne zainteresowanie wsrod naukowcow budzi obecnie udziat metylacji
DNA w powstawaniu nowotworow. Metylacja DNA to proces kowalencyjnego
przytaczania grup metylowych (-CH3) do zasad azotowych nukleotydow, gtownie
do cytozyny, w obrgbie tzw.wysp CpG w pozycji 5’ pierScienia pirymidynowego.
Wyspy CpG to regiony w genomie utworzone z dinukleotydow — cytozyny potaczone;j
wigzaniem fosfodiestrowym z guaning. Reakcja metylacji zachodzi dzigki enzymom
— metylotransferazom DNA, jest procesem enzymatycznym, a zatem odwracalnym,
podlegajacym demetylacji. W prawidlowych komorkach regulacja gendéw zalezy
od okreslonego, niezmiennego wzoru metylacji DNA. Pod wplywem niekorzystnych

czynnikéw kancerogennych wzor metylacji moze ulegaé¢ zmianom®.
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Zaburzone wzorce metylacji DNA pelnig wazng role w procesie nowotworzenia.
Onkogeneza moze by¢ powigzana z réznymi zmianami metylacji, do ktorych naleza:
hipermetylacja wysp CpG, hipometylacja prawidtowo zmetylowanych genow,
metylacja pozostatych zasad azotowych oraz destabilizacja chromosomow.
Hipermetylacja, czyli zwigkszenie poziomu metylacji promotoréw réznych genow
powoduje utrate ich funkcji. Nasilona metylacja promotorow gendow supresorowych
odpowiedzialnych za regulacje cyklu komérkowego i hamowanie procesu proliferacji,
prowadzi do rozwoju kancerogenezy. Po raz pierwszy zaobserwowano zmiany
w metylacji zwigzane z HPV w 1984 roku®®. Biatka E6 i E7 onkogennych typéw HPV
moga zwicksza¢ ekspresje enzymow  metylotransferaz DNA, prowadzac
do hipermetylacji wielu réznych genow. Najistotniejszym skutkiem tego procesu jest
hamowanie  promotorow  gendéw  supresorowych. Proteina E6  aktywuje
metylotransferaze DNA 1 (DNA (cytosine-5)-methyltransferase 1 — DNMT1) poprzez
supresje p53, natomiast biatko E7 moze bezposrednio asocjowa¢ z DNMT1 indukujac

jego nadekspresije®’.

Dotychczas odkryto ponad 100 ludzkich gendéw bedacych biomarkerami
metylacji w raku szyjki macicy, sposrod ktorych szczegétowo w literaturze zostato
opisanych okoto 20. Najbardziej znaczace Klinicznie, wykrywane w zmianach
0 zaawansowanej transformacji nowotworowej i w raku inwazyjnym to: CADMLI,
MAL, FAM19A4, mir124-2, PAX1, SOX1 i EPB41L3%. Kazdego roku odkrywane
sg nowe geny, ktorych aktywnos$¢ jest zaburzona przez hipermetylacj¢ ich promotora.
Aktualnie trwajg prace nad testami diagnostycznymi umozliwiajagcymi detekcje
hipermetylacji promotora réznych genow w materiale pobranym z szyjki macicy. Do tej
pory nie odkryto pojedynczego genu, ktory bytby wystarczajaco czuly iswoisty
W wykrywaniu zaawansowanej $rodnabtonkowej neoplazji szyjki macicy. Obecne
badania sukcesywnie rozszerzaja panele biomarkerow metylacji, konstruujac najlepsze

diagnostycznie kombinacje testowe.

Testy molekularne wykrywajace metylacijc DNA oparte s3 na roéznych
technologiach. Najpopularniejsza metoda jest analiza iloSciowa specyficznej
dla metylacji reakcji tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (quantitative
methylation-specific PCR — gMSP). Probki do testow pobierane z szyjki macicy
lub pochwy mogg by¢ umieszczane w specjalnej cieczy transportowej lub przesytane

w postaci suchej. Wyizolowane DNA z materiatlow klinicznych podlega amplifikacji,

43



a  nastgpnic  poddawane  jest  pirosekwencjonowaniu lub konwersji
wodorosiarczynem®8, Istnieja tez metody analizy calego genomu przy pomocy
roznych chipéw wraz z masowym réwnolegtym glebokim sekwencjonowaniem®. Testy
metylacyjne Multipleks RT-PCR powielaja jednoczasowo regiony promotorow kilku

réznych gendéw supresorowych raka szyjki macicy.

W badaniach klinicznych analizujacych poziomy metylacji wielu roéznych
genéw komorek gospodarza (m.in. CADMI1, MAL, FAM19A4, mirl24-2, JAM3,
C130RF, TERT, EPB41L3, ANKRD18CP, CDH6, GFRALl, GATA4, LHXS,
PRDM14) wykazano wysoka czuto$¢ i swoistos¢ wykrywania zmian zaawansowanych
z krotkoterminowym ryzykiem progresji do raka szyjki macicy. Ponadto, testy
metylacyjne przeprowadzone wsrod pacjentek HPV-dodatnich pozwalaja na oceng
mozliwosci rozwoju zmian CIN3+ z wieloletnim wyprzedzeniem®!. Potaczenie oceny
metylacji promotoréow kilku genow w reakcji multipleks PCR np. CADM1/MAL
lub FAM19A4/mirl124-2, zwigksza skuteczno$¢ diagnostyczng testu, cechuje sie
wysoka powtarzalno$cia, krotszym czasem pracy przy uzyciu mniejszej ilo§ci materiatu

oraz lepsza jakoscia uzyskanych danych®,

Na rycinie 5 przedstawiono mape¢ analizy metylacji DNA. Poziom metylacji
koreluje z progresja zmian. Kazdy rzad prezentuje sondg, ktéra odpowiada markerowi

metylacji DNA. Kazda kolumna oznacza probke pobrang od pacjentki®®.
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Rycina 5. Mapa analizy metylacji wysp CpG w prébkach pobranych z szyjki macicy (n=54 probki
prawidlowe; 50 CIN1; 40 CIN2; 42 CIN3; 270 rak inwazyjny)®.
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Wykazano, ze testy analizujgce hipermetylacjec promotorow  genow
supresorowych: CADM1, MAL, mir124-2 i FAM19A4 charakteryzuja si¢ czuloscia
100% w wykrywaniu raka szyjki macicy®**®®. Metaanaliza poréwnujaca strategie
diagnostyczne u pacjentek z pozytywnym wynikiem HPV ocenita czuto$¢ réznych
testow metylacyjnych w diagnozowaniu zmian CIN3+ mieszczacg si¢ w zakresie
43% - 96%. Swoistos¢ wahata si¢ miedzy 33% a 91%, NPV 91,2% - 93,9%,
a PPV 30% - 48,1%"°".

Metody wykrywajace metylacjc DNA moga by¢é wykorzystywane jako testy
kontrolne, informujace o krotkoterminowym ryzyku progresji u pacjentek z dodatnim
wynikiem HPV  lub nieprawidlowym  wynikiem badania cytologicznego
(ASC-US/LSIL), celem okreslenia koniecznosci wykonania diagnostyki pogtebione;.
Pozytywny wynik testu metylacyjnego mowi o aktywnym procesie kancerogenezy
w komorkach szyjki macicy, sktania tym samym do przeprowadzenia dodatkowych
badan. Natomiast wynik negatywny upowaznia do pozostawienia pacjentki
pod obserwacja. Zdolno$¢ technologii metylacyjnej do oceny ryzyka przemiany
nowotworowej lub regresji infekcji HPV otwiera perspektywy na wprowadzenie
nowych programoéow diagnostycznych. Ograniczenie liczby wykonywanych kolposkopii
jedynie do niezbgdnych, pozwolitoby zmniejszy¢ ogdlne koszty skriningu. Aktualnie
nadal trwajg badania nad rozwojem i komercjalizacja testow metylacyjnych. Okreslenie
ich parametrow diagnostycznych w wykrywaniu zaawansowanych $rédnabtonkowych
neoplazji szyjki macicy, dostarczyloby kompletniejszych informacji, a w potaczeniu
z dotychczasowymi metodami umozliwitoby stworzenie atrakcyjniejszych schematow

przesiewowych.
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2. Cele

Glownym zatozeniem pracy byla analiza przydatnos$ci testu metylacyjnego

dla genéw supresorowych FAM19A4 i mirl124-2, ktéry mialby stanowi¢ alternatywe

lub uzupetienie metody molekularnej identyfikujacej DNA HPV oraz cytodiagnostyki

w wykrywaniu $rodnablonkowej neoplazji szyjki macicy i raka szyjki macicy.

Na swiecie poszukuje si¢ metody diagnostycznej umozliwiajacej redukcje liczby

skierowan na diagnostyke pogtebiong, doprowadzajac do oszczednosci naktadow

finansowych przeznaczonych na profilaktyke raka szyjki macicy, przy zachowaniu

wysokiej wykrywalnosci zaawansowanej neoplazji i raka szyjki macicy.

2.1. Cel glowny

1.

Analiza przydatnos$ci testu metylacyjnego dla genow supresorowych FAM19A4
i mirl24-2 w wykrywaniu $rédnabtonkowej neoplazji szyjki macicy oraz raka

szyjki macicy.

2.2. Cele szczegolowe

1.

Okreslenie warto$ci diagnostycznej testu metylacyjnego dla genow FAM19A4
i mirl24-2 w wykrywaniu $rodnabtonkowej neoplazji szyjki macicy oraz raka

szyjki macicy.

Ocena stopnia korelacji migdzy czestosciag wykrywania procesu metylacji genow
FAM19A4 i mirl24-2 a zaawansowaniem rozpoznanej patologii, z podziatem

na <CIN1, CIN2, CIN3, rak szyjki macicy.

. Ocena korelacji migdzy wykryta metylacja genow FAMI19A4 i mirl24-2

a genotypami HPV, z podzialem na HPV 16, HPV 18 i taczng grupe HPV HR.

Ocena korelacji migdzy wykryta metylacja genow FAMI19A4 i mirl24-2

a wiekiem pacjentek, z podziatem na grupy <30 r.z. 1 >30 r.z.

Poréownanie wartosci diagnostycznej testu metylacyjnego dla genow FAM19A4
I mirl24-2 w wykrywaniu $rédnabtonkowej neoplazji szyjki macicy oraz raka
szyjki macicy z metoda molekularng identyfikujaca DNA HPV, cytodiagnostyka

oraz ko-testingiem.
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3. Material

Badania realizowano w Poradni Patofizjologii Szyjki Macicy Ginekologiczno-
Potozniczego Szpitala Klinicznego Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego
w Poznaniu (PPSM GPSK UM w Poznaniu). Materiat pobierano od marca 2019
do lutego 2021 roku. Badania wykonywane byly prospektywnie.

Kryteria wilaczenia do badania obejmowaty pacjentki skierowane z powodu
nieprawidlowego wyniku cytologicznego lub klinicznego podejrzenia patologii szyjki
macicy przy prawidlowym wyniku cytologii (brak obecno$ci neoplazji
$rodnabtonkowej lub zmian nowotworowych — negative for intraepithelial lesion
or malignancy — NILM). Za wynik nieprawidtowy wedtug TBS uznawano: ASC-US,
ASC-H, LSIL, HSIL, rak ptaskonabtonkowy, AGC, AIS, gruczolakorak. Do badania
zakwalifikowano 98 kobiet migdzy 18 a 69 rokiem zycia.

Kazda pacjentka miata pobrany test HPV DNA HR oraz test metylacyjny
QIAsure. Ponadto, u wszystkich kobiet wykonano kolposkopie z biopsja tarczy szyjki
macicy oraz tyzeczkowanie kanatu szyjki macicy. Cze$¢ pacjentek skierowanych
z powodu klinicznego podejrzenia patologii, ktore nie posiadaly zewnetrznego wyniku
cytologii oraz pacjentki, ktorych wynik cytologiczny wymagal weryfikacji miaty
pobrany wymaz cytologiczny na podtoze ptynne w PPSM GPSK UM w Poznaniu.
Wszystkie badania zostaty przeprowadzone po uprzednim otrzymaniu pisemnej zgody

od kazdej pacjentki.

Na wykonanie badan uzyskano zgod¢ Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie

Medycznym im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu — Uchwata nr 36/19.

*Na potrzeby niniejszej pracy test molekularny identyfikujacy DNA HPV oparty

na reakcji PCR nazwano metodg molekularna.

*Mimo aktualnej nomenklatury histopatologicznej dotyczacej nazewnictwa
srédnablonkowej neoplazji malego stopnia — LSIL oraz $rodnabtonkowej neoplazji
sredniego 1 duzego stopnia — HSIL, na potrzeby niniejszej pracy, zgodnie
Z porownywang literaturg $wiatowa, zastosowano nazwy CIN1 dla LSIL, CIN2 i CIN3
dla HSIL.
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4. Metoda
4.1. Cytodiagnostyka

Materiat do badania cytologicznego umieszczano w podtozu ptynnym na bazie
wodnego roztworu denaturowanego etanolu - BD SurePath Preservative Fluid.
Po uprzednim zatozeniu wziernika i usunig¢ciu z szyjki nadmiaru §luzu przy pomocy
jatlowego gazika, wymaz pobierano jatlowa szczoteczka typu Cyto-Brush z tarczy
i kanatu szyjki macicy. Szczoteczke wprowadzano do zewngtrznego ujécia kanatu
szyjki na glebokos¢ 1-1,5 cm i obracano zgodnie z ruchem wskazowek zegara pigé razy
wokotl wiasnej osi. Nastepnie szczoteczke umieszczano w wigkszym otworze pojemnika
BD SurePath Collection Vial (zawierajacego BD SurePath Preservative Fluid),
przekrecano o 90° 1 pociggano do gory pozostawiajagc koncoéwke szczoteczki
w pojemniku. Tak przygotowany material przechowywano w temperaturze 2-30°C

do czasu analizy cytologicznej.

Preparaty do testu BD SurePath Liquid-based Pap Test przygotowywano przy
zastosowaniu automatycznego systemu BD Totalys SlidePrep firmy Becton Dickinson.
System umozliwia konwersj¢ ptynnych zawiesin z pobranym materiatem komorkowym
w jednorodne, cienkowarstwowe, indywidualnie barwione preparaty. Proces
przeksztalcania materiatu przebiega wieloetapowo. Pierwszym etapem jest mieszanie
na wytrzasarce zakonserwowanych probek. W dalszej kolejno$ci przygotowane probki
nanoszone sg na odczynnik do wirowania w gradiencie ste¢zenia BD Density Reagent.
Podczas wirowania odbywa si¢ wzbogacanie materialu 1 sedymentacja. Z probek
usuwana jest cze¢$¢ komorek zapalnych oraz inne zanieczyszczenia. Nastepnie
wymieszany osad komorek przenoszony jest do komory osadczej zamontowanej
na szkietku podstawowym - BD SurePath PreCoat. Komorki po przej$ciu sedymentacji
grawitacyjnej, barwione s3 zmodyfikowang metoda Papanicolaou. Szkietko
podstawowe przemywane jest ksylenem i pokrywane szkietkiem nakrywkowym.
Wybarwione komorki, gotowe do analizy mikroskopowej, znajduja si¢ w krazku

0 $rednicy 13 mm®.

Preparaty oceniano przy uzyciu mikroskopu optycznego Axioskop 40 (Zeiss)
w powiekszeniu 200- do 400-krotnym przez specjalistow cytomorfologii medyczne;j.
Wszystkie rozmazy ujemne byty oceniane wtornie przez starszego cytotechnika. Dobor

preparatow do tej oceny byt dokonywany metoda ,,schodkowg”. Kazdy nieprawidlowy
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cytoonkologicznie wynik podlegal ponownej ocenie przez lekarza patomorfologa
wyspecjalizowanego w cytodiagnostyce. Klasyfikacji obrazow dokonywano wedlug

systemu Bethesda.

4.2. Test HPV DNA

Materiat komorkowy do badania na DNA HPV oraz do testu metylacyjnego
pobierany byt jalowa szczoteczkg Cervical Brush z tarczy 1 kanalu szyjki macicy
oraz ze sklepien pochwy. Szczoteczke umieszczano centralnie w ujSciu zewngtrznym
kanatu szyjki i obracano pigciokrotnie wokot wlasnej osi zgodnie z ruchem wskazowek
zegara. Materiat do obu testow umieszczano w jednym pojemniku z ptynnym podtozem
— Roche Cell Collection Medium. Szczoteczke wyptukiwano przyciskajac ja
dziesigciokrotnie do dna pojemnika, a nast¢pnie wykonywano ruch wirujacy. Do czasu
analizy wirusologicznej, probki przechowywane byly w temperaturze 2-8°C. Badania

wykonywano w Pracowni Wirusologii Molekularnej PPSM GPSK UM w Poznaniu.

Do detekcji HPV wykorzystano jakosciowy test molekularny oparty na reakcji
Real-Time PCR — Cobas® 4800 HPV Test (Roche Diagnostics). Test ten pozwala
na oznaczenie 14 typow wirusa brodawczaka ludzkiego w warunkach in vitro
z genotypowaniem typéw HPV 16 1 18 oraz zbiorcza identyfikacjg typow wirusa
0 wysokim stopniu ryzyka (high risk — HR): 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66
I 68. Test Cobas® 4800 HPV opiera si¢ na trzech gldéwnych etapach: przygotowaniu
probek, amplifikacji PCR sekwencji docelowych DNA oraz detekcji znakowanych
fluorescencyjnie sond oligonukleotydowych swoistych dla identyfikowanych typow
HPVY",

Przygotowanie probek do testu jest w pelni zautomatyzowane przy uzyciu
aparatu cobas x 480. Probki wczes$niej pobrane na podtoze plynne, poddawane
sg trawieniu w warunkach denaturujacych w podwyzszonej temperaturze, a nastepnie
ulegaja lizie za posrednictwem odczynnika chaotropowego. Uwolnione kwasy
nukleinowe wirusa oraz DNA [-globiny zostaja oczyszczone poprzez absorpcje
do magnetycznych czastek szkla. Jednoczesne, analogiczne reakcje, ktorym ulega
w tescie ludzki gen B-globiny zapewniaja kontrole catego procesu. Dodatni wynik

dla p-globiny w probce badanej potwierdza obecno$é¢ materiatu ludzkiego®’.

Amplifikacja PCR docelowych sekwencji kwasu nukleinowego zachodzi
przy wykorzystywaniu komplementarnych par primeréw dla DNA 14 typéw HPV
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oraz dla DNA B-globiny. Proces odbywa si¢ w analizatorze cobas z 480. Swoiste pary
primerow zawarte s3 w odczynniku Master Mix. Mieszanina, w ktorej zachodzi reakcja
docelowa, po podgrzaniu do temperatury 95°C umozliwia aktywacj¢ polimerazy DNA,
denaturacje DNA wirusa i DNA genomu oraz odstoni¢cie regionéw docelowych
dla starterow. Po obnizeniu temperatury do 55°C dochodzi do potaczenia primeroéw
z sekwencjami docelowymi DNA. Nastepnie temperatura reakcji zostaje podniesiona
do 72°C, polimeraza DNA syntetyzuje ni¢ komplementarng do matrycy, dzieki czemu
powstaje dwuniciowa kopia DNA sekwencji docelowej genomu HPV i genu B-globiny.
Cykl powtarzany jest wielokrotnie, kazdorazowo podwajajac pozadany tancuch

DNA?"%,

Detekcja produktow amplifikacji zachodzi w czasie rzeczywistym przy uzyciu
oznaczonych fluorescencyjnie sond oligonukleotydowych. Cztery rozne reakcje barwne
umozliwiaja wykrycie niezaleznego sygnalu pochodzacego od HPV 16, HPV 18,
pozostatych 12 typéw HPV HR tacznie oraz od B-globiny®’.

4.3. Test metylacyjny

Do czasu wykonania testu metylacyjnego, probki pobrane analogicznie
jak w identyfikacji DNA HPV, na podioze ptynne - Roche Cell Collection Medium,
przechowywano w zamrazarce w temperaturze od -30 do -20°C. Proces umozliwiajacy
detekcje hipermetylacji promotoréw genow FAMI19A4 i mirl24-2 sklada si¢ z kilku

etapow:
1) lzolacja DNA,
2) Oznaczenie stgzenia DNA,
3) Wydzielenie wlasciwej porcji eluatu DNA,
4) Konwersja DNA wodorosiarczynem,
5) Wykonanie testu QlAsure,
6) Interpretacja wynikow.

Pierwszym etapem jest wyizolowanie genomowego DNA 2z materialu
klinicznego. Procedur¢ wykonywano przy zastosowaniu zestawu opartego
na kolumnach - QIAamp DNA Micro Kit. Nastgpnie przygotowywano odczynniki

— CT Conversion Reagent ($wiattowrazliwy) oraz M-Wash Buffer. Dokonywano
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pomiaru st¢zenia DNA w poszczegolnych probkach. Probki do PCR o objetosci 50 pl
inkubowano w temperaturze 37°C przez 15 minut, a po dodaniu CT Conversion
Reagent inkubowano w termocyklerze o temperaturze 50°C przez 12-16 godzin,

po czym ponownie ochtadzano do temperatury 0-4°C.

Optymalna porcja eluatu DNA potrzebna do konwersji wodorosiarczynem
wynosi miedzy 100 ng a 2 ug, 200 ng jest iloScig najbardziej zalecang. Konwersje
wodorosiarczynem przeprowadzano przy pomocy zestawu EZ DNA Methylation™ Kit
firmy Zymo Research, ktory oparty jest na reakcji migdzy wodorosiarczynem sodu
acytozyna. Reakcja polega na przekonwertowaniu niezmetylowanych cytozyn
do uracylu, natomiast zmetylowane cytozyny pozostaja w stanie niezmienionym.
Rycina 6 przedstawia wyniki sekwencjonowania dwuniciowego DNA po konwersji
wodorosiarczynem. Przekonwertowane DNA po reakcji z wodorosiarczynem jest
gotowe do amplifikacji PCR 1 dalszych proceséw. Moze by¢ uzyte natychmiast
lub przechowywane w temperaturze ponizej -20°C. Zalecang porcja eluowanego DNA

do reakcji PCR jest objetoéé 1-4 pl%°,

123 4567 89%101112130415
Oryginalne DNA ze zmetylowanaC=pG P G TTG GO T “"TGCC

Sekwencja DNA po konwersji wodorosiarczznem P G TTGCGTTT TTGTT

ﬂ

Rycina 6. Konwersja  wodorosiarczynem  matryc DNA. Zmetylowana cytozyna
W pozycji 5 utrzymana w stanie niezmienionym, pozostale niezmetylowane cytozyny
przeksztalcone do uracylu®.

QIlAsure Methylation Test firmy QIAGEN jest multipleksowym testem PCR
przeprowadzanym w czasie rzeczywistym, przeznaczonym do diagnostyki in vitro.
Umozliwia amplifikacj¢ metylowanych regionéw promotoréw gendw supresorowych

— FAM19A4 i mir124-2 oraz genu ACTB pehigcego role kontroli jakosci procesu®.

51



Aby wykona¢ test QIAsure, 17,5 ul gotowego preparatu QIAsure Master Mix
umieszczano w rurkach do PCR, nast¢pnie dodawano 2,5 ul wody, 2,5 ul kalibratora
— QIAsure Calibrator i 2,5 ul DNA po konwersji wodorosiarczynem. Mieszanina
Master Mix umozliwia proces amplifikacji DNA, posiada primery i1 sondy
dla docelowych gendéw i genu ACTB. QIAsure Calibrator sklada si¢ z sekwencji
amplikonow trzech genow: FAMI19A4, mirl24-2 oraz ACTB. Procedura PCR
wykonywana byla w aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM rozgrzanym
do temperatury 95°C*%,

Analiza wynikow 1 interpretacja danych przeprowadzana byla w pelni
automatycznie za pomocg oprogramowania Rotor-Gene AssayManager v1.0. Liczba
cykli PCR koniecznych do detekcji sygnatu fluorescencyjnego okreslana jest jako
warto$¢ CT, odpowiada liczbie docelowych czastek w probce. W trakcie interpretacji
wynikOw oznaczana jest wzgledna wartos¢ ilosciowa (ACT) metylacji promotora genow
FAM19A4 i mirl24-2. Warto$¢ ACT stanowi réznice migdzy wartoscig CT genu
docelowego FAM19A4 lub mirl24-2 a warto$cig CT genu ACTB. Dla normalizacji
wynikéw okreslana jest wartos¢ AACT, bedaca roznicg migdzy wartoscig ACT
kalibratora a wartoscia ACT gendéw docelowych FAM19A4 lub mirl24-2. Probke
oceniano jako pozytywna pod wzgledem hipermetylacji (Hypermethylation positive),
jesli wartos¢ AACT dla co najmniej jednego z gendow - FAM19A4 lub mirl24-2 znalazta

sie ponizej punktu odciecial®.

4.4. Kolposkopia

Diagnostyka kolposkopowa w PPSM GPSK UM w Poznaniu przeprowadzana
jest zgodnie z aktualnymi rekomendacjami PTKiPSM oraz PTGIP i obejmuje trzy

gtowne etapy:

1) Ocena kolposkopowa sromu, pochwy, tarczy szyjki macicy z podzialem

na kwadranty oraz okolicy okotoodbytniczej,

2) Pobranie biopsji z miejsc podejrzanych do badan histopatologicznych
(ewentualnie wykonanie biopsji losowej ze strefy przeksztalcen migdzy

nabtonkiem wielowarstwowym ptaskim a gruczotowym),

3) Pobranie materiatu z kanatu szyjki macicy.
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W pierwszej kolejnosci oceniano makroskopowo srom, $ciany pochwy i okolice
okotoodbytnicza. Nastepnie dokonywano kwalifikacji adekwatnos$ci kolposkopii, czyli
mozliwosci postawienia pelnego rozpoznania kolposkopowego. Po uwidocznieniu
szyjki, przemywano jej powierzchni¢ 0,9% roztworem NaCl w celu oczyszczenia
ze§luzu 1 ponownie dokonywano analizy kolposkopowej w powigkszeniu
4-15-krotnym. Przy uzyciu filtru zielonego oceniano podnabtonkowe tozysko

naczyniowe.

W nastgpnej kolejnosci wykonywano probe z 3-5% wodnym roztworem kwasu
octowego, ktéry aplikowano na powierzchnig tarczy szyjki macicy. Niskie pH roztworu
powoduje denaturacj¢ obecnych w nablonku cytokeratyn, doprowadzajac do obrzeku
| zbielenia jego powierzchni. Intensywno$¢ zbielenia oraz czas trwania reakcji nasila si¢
wraz z zaawansowaniem neoplazji. Szyjk¢ 1 Sciany pochwy  oceniano

po 1 i po 3 minutach od aplikacji kwasu octowego.

Ostatnim etapem bylo przeprowadzenie proby Schillera, polegajacej
na przemyciu tarczy szyjki macicy roztworem jodu w jodku potasu (pltynem Lugola).
Reakcja daje wynik jodopozytywny powodujac wybarwienie prawidtowego nabtonka
bogatego w glikogen na kolor ciemnobragzowy. Nabtonek neoplastyczny lub zmieniony
nowotworowo charakteryzuje obnizona zawarto$¢ glikogenu, przez co nie ulega
on wybarwieniu i pozostaje w kolorze zottym. Wynik taki klasyfikowany jest jako
jodonegatywny.

Diagnostyke kolposkopowa wykonywano przy zastosowaniu kolposkopu
stereoskopowego OCS 500 marki OLYMPUS, wyposazonego w cyfrowy aparat
umozliwiajagcy  dokumentacj¢  fotograficzng. Do  automatycznej — archiwizacji

komputerowej postuzyt program IRIS Ginekologia.

Opisow  kolpogramow  dokonywano wedtlug zalecanej ujednoliconej
nomenklatury opartej na wytycznych IFCPC z 2011 roku (tabela 3). Ponadto w ramach
niniejszej pracy do oceny kolposkopowej wykorzystano o$miopunktowa skale Reida
(Reid Colposcopic Index —RCI). Skala ocenia 4 parametry obserwowanej zmiany
- brzeg 1 kolor zmiany po probie z kwasem octowym, charakter naczyn krwiono$nych
oraz reakcje na probe jodowa. Za kazda cech¢ przyznaje si¢ od 0 do 2 punktow. Suma
punktoéw utatwia zakwalifikowanie zmian wedlug zaawansowania patologii. Za wynik

nieprawidtowy uwaza sie przyznanie >3 punktéw wedtug RCI (tabela 5)°.
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Tabela 5. Skala Reida 101102,

Cecha
kolposkopowa

0 pkt

1 pkt

2 pkt

Margines zmiany
— proba z kwasem

octowym

Niewyrazne granice
zmiany, tzw. ,,granice
geograficzne”.
Powierzchnia
ktykcinowata i
brodawczakowata.
Zmiany satelitarne
dobrze odgraniczone

od nowego SCJ.

Ostre granice zmiany.

Zmiana o
regularnych,
widocznych
ksztaltach.

Uniesione, zwiniete,
ztuszczajace si¢
granice zmiany.
Krawedzie

0 zréznicowanym

stopniu zbielenia.

Kolor zmiany

— proba z kwasem

Delikatne zbielenie.

Polprzezroczyste,

Posrednie zbielenie.

Swiecace zbielenie

Intensywne zbielenie.
Matowe, dtugo

octowym $nieznobiate, szybko | 0 szaro-bialym utrzymujace si¢
ustepujace zbielenie odcieniu. zbielenie o szarym
0 potyskujacej odcieniu.
powierzchni.

Naczynia Delikatne Zanik naczyn po Grube

krwiono$ne punkcikowanie probie z kwasem punkcikowanie,

— proba z kwasem i ptaska mozaika. octowym. mozaika, naczynia

octowym nieprawidtowe.

Proba jodowa Reakcja Czesciowy wychwyt | Reakcja
jodopozytywna — jodu. jodonegatywna —
kolor kolor zotty.
ciemnobrgzowy. Obszar
Obszar jodonegatywny
jodonegatywny 0 punktacji >4pkt
0 punktacji <3pkt oceniajgcych trzy

oceniajacych trzy

powyzsze cechy.

powyzsze cechy.

Interpretacja wyniku:
0-2 pkt — wynik prawidtowy lub CIN1; 3-4 pkt — CIN1 lub CIN2; 5-8 pkt CIN2 lub CIN3
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4.5. Biopsja szyjki macicy

Kazdej pacjentce, po dokladnej ocenie kolposkopowej szyjki macicy
Z podziatem na kwadranty, pobierano biopsj¢ celowang z miejsc podejrzanych.
W przypadku nieuwidocznienia nieprawidlowosci wykonywano biopsje losowa z nowe;j
granicy mi¢dzynabtonkowej. Bioptaty pobierano kleszczykami o szeroko$ci cigcia
2 mm. Ponadto, wszystkie pacjentki miaty wykonywane diagnostyczne tyzeczkowanie

kanatu szyjki macicy przy uzyciu tyzki ginekologiczne;.

Material tkankowy utrwalano w 4% zbuforowanym wodnym roztworze
formaldehydu (10% roztworze formaliny). Nastepnie material poddawano procesowi
odwadniania w stezonych roztworach alkoholu przy pomocy urzadzenia HistoCore
PEARL firmy Leica Biosystems. Kolejno, fragmenty tkankowe zatapiano w bloczkach
parafinowych w sposob czgsciowo zautomatyzowany z wykorzystaniem modutowego
centrum do zatapiania tkanek HistoCore Arcadia H+C+EGF (Leica Biosystems).
Uformowane bloczki przechowywano w urzadzeniu chtodzacym, az do momentu
krojenia. Bloczki przy pomocy mikrotoméw marki Leica Biosystems krojono
na kilkumikrometrowe skrawki parafinowe, ktore rozprostowywano w tazni wodnej
Leica HI1210 1 umieszczano na szkietkach podstawowych. Skrawki tkankowe nastepnie
poddawano procesowi odparafinowania i nawodnienia. Tak przygotowane preparaty
barwiono hematoksyling i eozyng (H+E) w sposéb automatyczny w urzadzeniu Leica
ST5010 potaczonym z nakrywarka Leica CV5030. Preparaty przekazywano do oceny
mikroskopowej lekarzowi patologowi. Przygotowanie preparatow histologicznych oraz
analiza patomorfologiczna przeprowadzane byty w Pracowni Patomorfologicznej GPSK

UM im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu.

4.6. Metody statystyczne

Analiza wartoéci diagnostycznych testu metylacyjnego oraz porownywanych
metod skriningowych zostata dokonana przy pomocy pakietu statystycznego PQStat
Software 1.8.2.

Zastosowane metody diagnostyczne scharakteryzowano i poréwnano przy
uzyciu parametrow wyliczonych na podstawie tabeli kontyngencji (tabela 6)

zawierajace] dane o licznosci przypadkow zdiagnozowanych badanym testem
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- prawdziwie: pozytywnych (true positive — TP) i negatywnych (true negative — TN)
oraz falszywie: pozytywnych (false positive — FP) i negatywnych (false negative — FN).

Tabela 6. Tabela kontyngencji 2x2 uzyta do przeprowadzenia obliczen statystycznych.

rzeczywisto$¢ (metoda referencyjna)
Liczno$ci obserwowane
choroba (+) |brak choroby (-) suma
wynik pozytywny (+) TP FP TP+FP
test :
) wynik negatywny (-) FN TN FN+TN
diagnostyczny
suma TP+FN FP+TN TP+TN+FP+FN

W celu scharakteryzowania testu metylacyjnego oraz pozostalych metod

skriningowych uzyto nast¢pujacych parametrow statystycznych:

— Czuto$¢ — zdolno$¢ testu do wykrywania pacjentek rzeczywiscie chorych,
wyliczana ze wzoru:
TP

2ul0de = —————
CZOSC TP+ EFN

—  Swoisto$¢ — zdolnos¢ testu do wykrywania pacjentek rzeczywiscie zdrowych,
wyliczana ze wzoru:
TN

FP4+TN

swolstost =
— Pozytywna warto$¢ predykcyjna (PPV) — prawdopodobienstwo, ze pacjentka
jest chora majac pozytywny wynik testu, wyliczana ze wzoru:
TP
PPV = ————
TP+ FP
— Negatywna warto$¢ predykcyjna (NPV) — prawdopodobienstwo, ze pacjentka
jest zdrowa majac negatywny wynik testu, wyliczana ze wzoru:
TN

NPV =
FN+TN

— lloraz wiarygodnoséci wyniku dodatniego (positive likelihood ratio - PLR) —

iloraz szansy na otrzymanie pozytywnego wyniku przez pacjentke rzeczywiscie
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chorg do szansy, ze pozytywny wynik otrzymalaby pacjentka zdrowa. Parametr

wyliczany ze wzoru:

czulosc TP(TP + FN)

PLR = T Woistosé - FP(FP+TN)

— lloraz wiarygodnosci wyniku ujemnego (negative likelihood ratio - NLR) —
iloraz szansy na otrzymanie negatywnego wyniku przez pacjentke rzeczywiscie
chorg do szansy, ze negatywny wynik otrzymataby pacjentka zdrowa. Parametr
wyliczany ze wzoru:

1 —czulos¢  FN(TP + FN)
swoistoé¢ TN (FP+TN)

NLR =

— Doktadnos¢ testu (accuracy - ACC) — prawdopodobiefstwo postawionej
diagnozy bez wzgledu na wynik (pozytywny lub negatywny), wyliczana
Ze WzOoru:

TP +TN)

n

Aece =

Dla wyznaczanych parametrow 95% przedziat ufnosci (confidence interwal
— CI) budowany byt zgodnie z metoda Cloppera-Pearsona dla pojedynczej proporcji.
Dla ilorazu wiarygodnosci wyniku dodatniego i ujemnego zastosowano metode
wyznaczania przedzialu ufnosci w oparciu o biad standardowy (standard error
of the estimate - SE).

DlaPLR:

f - - - x

1 — czulosé  swoistosc

d.QE = V + .
TF FP

Dla NLR:

czilose 1 — swoistosé
SE = )
R/ FN TN

Na podstawie zebranych licznosci, do oceny przydatno$ci zastosowanych testow
diagnostycznych skonstruowano wykresy krzywych ROC (receiver operating
characteristic curve). Za punkt odcigcia przyjeto wartos¢ 1 (Stymulanta, skala
dychotomiczna 0,1). Jakos$¢ testow zostata opisana za posrednictwem wielkosci pola
powierzchni pod krzywg ROC (area under curve — AUC). Jako$¢ klasyfikacji, lepsza

niz losowy podzial, wyrazalo pole powierzchni AUC istotnie statystycznie wieksze
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niz wartos¢ 0,5. Przedzial ufnosci dla AUC zostal wyliczony w oparciu 0 metodg
DeLong.

Do przeprowadzenia poréwnania testu metylacyjnego z pozostatymi strategiami
diagnostycznymi zastosowano model zalezny. Poréwnywano krzywe ROC zbudowane
na tych samych pacjentkach. Posta¢ statystyki testowej wyrazona zostata wzorem:

, _ [AuC, - AUG,

agE_,iij:‘l —AUCy

gdzie: AUC:;, AUC, i SE roznicy pol wyliczone zostaly na podstawie metody
nieparametrycznej DeLong.

Testy rozktadu cech Chi? Pearsona i test dla trendu Cochrana-Armitage
zastosowano do analizy istotno$ci statystycznej roznic rozktadu dodatniego wyniku
testu metylacyjnego w grupach pacjentek scharakteryzowanych stopniem
zaawansowania zmian histopatologicznych. Analizowano wzajemny rozktad cechy
pomiedzy grupami: <CIN1, CIN2, CIN3, rak szyjki macicy oraz weryfikowano

hipoteze 0 zalezno$ci zaawansowania zmian i nat¢zenia odsetka dodatniej metylacji.

Testy analizujagce rozktad dodatniej metylacji: test doktadny Fishera
i Chi? Pearsona zastosowano takze do oceny istotnosci statystycznej roznic W rozktadzie

metylacji posrod pacjentek, u ktorych zidentyfikowano poszczegdlne typy HPV.

lloraz szans (odds ratio - OR) na wystapienie stanow wyrdznionych: CIN2,
CIN3, >CIN3 na podstawie oceny wystapienia dodatniej metylacji zostat wyliczony
w oparciu 0 model regresji logistycznej. Analiza modelu regresji logistycznej zostata
takze wykorzystana do oceny szansy wystgpienia dodatniej metylacji w zaleznosci

od wieku pacjentki.

We wszystkich zastosowanych testach za poziom istotny statystycznie przyjeto

wartos$¢ p<0,05.
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5. Wyniki
5.1. Wyniki - charakterystyka populacji

Wsrdd pacjentek wiaczonych do badania (n=98) wyodrebniono 53,1% (52/98)
kobiet z cechami neoplazji szyjki macicy. Wyniki uporzadkowano wedlug
poszczegodlnych rozpoznan histopatologicznych (wykres 4) na:

— 46 pacjentek bez cech neoplazji szyjki macicy (46,9%),
— 9 pacjentek ze zmiang CIN1 (9,2%),

— 17 pacjentek ze zmiang CIN2 (17,3%),

— 22 pacjentki ze zmiang CIN3 (22,4%),

— 4 pacjentki z rakiem szyjki macicy (4,1%).

4,1%

22,4% '
‘ 46,9%
17,3%\

9,2%

= Bez cech neoplazji n=46 = CIN1 n=9 CIN2 n=17 = CIN3 n=22 m RAK szyjki macicy n=4

Wykres 4. Udzial procentowy rozpoznan histopatologicznych w calej populacji pacjentek
wlaczonych do badania (n=98).

Do grupy badanej wlaczono pacjentki z potwierdzong neoplazja szyjki macicy
>CIN2 (CIN2, CIN3, rak szyjki macicy). Wsérod pacjentek z rakiem szyjki macicy
wyodrebniono: 1 rak ptaskonabtonkowy, 2 raki gruczotowe i 1 rak neuroendokrynny.
Odsetek grupy badanej wyniost 43,9% (43/98), w ktorej najczestszym rozpoznaniem
histopatologicznym byta $rédnabtonkowa neoplazja szyjki macicy duzego stopnia
— CIN3 (22/43 — 51,2%) (wykres 5). Grupg kontrolng stanowito 55 pacjentek
ze zmianami <CIN1 (bez cech neoplazji szyjki macicy, CIN1).
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9,3%

CIN2 n=17 = CIN3 n=22 = RAK szyjki macicy n=4

Wykres 5. Udzial procentowy rozpoznan histopatologicznych w grupie badanej >CIN2 (n=43).

Srednia wieku wszystkich kobiet wilaczonych do badania zostala obliczona
na 35 lat. Wiek minimalny wyniést 18 lat, maksymalny 69 lat, mediana 32 lata.
Pacjentki w catej populacji ujetej w badaniu zostaly podzielone na 2 grupy wiekowe

—ponizej 30 r.z. (n=36; 36,7%) i powyzej 30 r.z. (n=62; 63,3%).

Najczestszym rozpoznaniem o charakterze srddnabtonkowej neoplazji szyjki
macicy w obu grupach wiekowych byta zmiana CIN3. W grupie pacjentek <30 r.z.
zdiagnozowano 1 przypadek raka gruczolowego i1 1 raka neuroendokrynnego,
aw grupie pacjentek >30 r.z. stwierdzono 1 przypadek raka gruczotowego i 1 raka
ptaskonablonkowego. U pacjentek powyzej 30 r.z. zauwazono stopniowy wzrost
udziatu procentowego rozpoznan o wyzszym zaawansowaniu neoplazji szyjki macicy
w stosunku do mtodszych pacjentek (tabela 7 1 wykres 6).

Tabela 7. Udzial procentowy rozpoznan histopatologicznych w calej populacji pacjentek
wlaczonych do badania (n=98) z podzialem na 2 grupy wiekowe <30 r.z. i >30 r.z.

Bez cech
C_;rupa neoplazji CIN1 CINZ CINS RAK
wiekowa n % . % n % n % n %

<30r.z.| 16 | 444 6 16,7 5 13,9 7 19,4 2 5,6

>30r.z.| 30 | 484 3 4,8 12 19,4 15 24,2 2 3,2
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Bez cech CIN1 CIN2 CIN3 RAK
neoplazji

Wykres 6. Rozklad procentowy rozpoznan histopatologicznych w grupie pacjentek <30 r.z.
i >30 r.z.

W calej populacji kobiet wiaczonych do badania pozytywny wynik testu
molekularnego na DNA 14 typow onkogennych HPV stwierdzono w 75,5%
przypadkéw (n=74), a negatywny w 24,5% (n=24). NajczeSciej identyfikowanym
typem wirusa byl HPV 16 (29/98) - 29,6%. W grupie badanej >CIN2 (n=43), zakazenie
HPV 16 miato 51,2% kobiet (22/43). W grupie pacjentek z rozpoznaniem CIN3,
HPV 16 wyizolowano w 63,6% przypadkow (14/22). Zaréwno u kobiet z CIN3,
jak i z rakiem szyjki macicy nie zaobserwowano przypadku ujemnego wyniku na DNA
HPV (tabela 8).

Tabela 8. Udzial procentowy réznych wariantow wynikéw testu na DNA HPV wsrod pacjentek

Z poszczegolnymi rozpoznaniami histopatologicznymi w calej populacji wlaczonej do badania
(n=98).

\Afyniik testu r?:gp?gg?i CIN1n=9 | CIN2n=17 [ CIN3n=22 [ RAK n=4 | Ogélem n=98
HPV DNA n=46
n % n % n % n % n % n %
HPV 16 7 |12 0| 0o | 6 | 33|14 |636| 2 | 50 | 29 29,6
HPV HR 13 | 283 | 4 |444| 5 | 204 | 2 | 91| 0O 0 24 245
HPV 18 0 o oo |1 ]|59]0 0 1 | 25 2 2
HPV 16 i HR 6 13 1 |111] 3 [ 176 5 | 227 0 0 15 153
HPV 18 i HR 2 4,3 0 0 0 0 1 4,5 1 25 4 4,1
HPV Ujemny 18 (391 | 4 |444| 2 [ 118 0 0 0 0 24 24,5
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Odsetek nieprawidtowych wynikow badania cytologicznego (ASC-US+) w calej
populacji wlaczonej do badania wyniost 92,9% (91/98). Najczestszym rozpoznaniem
cytologicznym wsrdd wszystkich pacjentek byta zmiana LSIL, co stanowito 38,8%
catej populacji (38/98) (wykres 7 i tabela 9). W grupic badanej >CIN2 (n=43),
nieprawidlowe rozpoznanie cytologiczne miato 95,3% kobiet (41/43), a najczestszym

wynikiem w tej grupie byta zmiana HSIL — 37,2% (16/43).

319% 1% 14,3%

15,3% "

' 38,8%
21,4%

= ASC-US n=14 = |SILn=38 = HSIL n=21

ASC-H n=15 AGCn=3 = NILM n=7

Wykres 7. Rozklad procentowy wynikow cytologicznych w calej populacji wlaczonej do badania
(n=98).

Tabela 9. Udzial procentowy wynikéow cytologicznych ws$réd pacjentek z poszczegélnymi
rozpoznaniami histopatologicznymi w calej populacji wlaczonej do badania (n=98).

Bez cech
Rozpoznanie neoEJLIlaézp CIN1n=9 | CIN2n=17 [ CIN3 n=22 [ RAK n=4 | Ogétem n=98
cytologiczne n=
n % n % n % n % n % n %
ASC-US 12 26,1 1 |111 0 0 1 45 0 0 14 14,3
LSIL 19 413 5 | 556 9 52,9 5 22,7 0 0 38 38,8
HSIL 5 10,9 0 0 6 353 9 40,9 1 25 21 21,4
ASC-H 7 15,2 0 0 2 11,8 6 27,3 0 0 15 15,3
AGC 0 0 1 |111 0 0 0 0,0 2 50 3 31
NILM 3 6,5 2 | 222 0 0 1 45 1 25 7 7,1
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W calej populacji pacjentek wiaczonych do badania, odsetek dodatnich
wynikow testu metylacyjnego QIAsure dla genéw supresorowych FAM19A4/mirl124-2
wyniodst 35,7% (35/98). Sposrod pozytywnych wynikéw metylacji, 60% (21/35)
stanowily dodatnie analizy genu FAM19A4, a 40% (14/35) zar6wno genu FAM19A4,
jak i mirl24-2. W catej populacji nie wykazano dodatniego wyniku dla pojedynczego
genu mirl24-2.

Sposrdéd wszystkich pacjentek z dodatnim wynikiem testu metylacyjnego
(n=35), najczgstszym rozpoznaniem histopatologicznym byta $rédnablonkowa
neoplazja szyjki macicy duzego stopnia CIN3, ktorej odsetek wynidst 48,6% (17/35)
(wykres 8).

11,4%

22,9%

. 2,9%
14,3%
%

48,6

= Bez cech neoplazji n=8 = CIN1 n=1 CIN2 n=5 = CIN3 n=17 = RAK szyjki macicy n=4

Wykres 8. Udzial procentowy rozpoznan histopatologicznych ws$réd pacjentek z dodatnim
wynikiem testu metylacyjnego (n=35).
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5.2. Wyniki - ocena testu metylacyjnego

Odsetek dodatnich wynikoéw testu metylacyjnego wsrod pacjentek ze zmiang
<CINI1 (bez cech neoplazji, CIN1) wyniost 16,4% (9/55). Wykazano wzrost rosngcej
liczby dodatnich wynikow testu metylacyjnego wraz zaawansowaniem zmian
histopatologicznych. Dla zmian CIN2 odsetek pozytywnych metylacji wyniost 29,4%
(5/17), dla zmian CIN3 77,3% (17/22), a dla raka szyjki macicy 100% (4/4) (tabela 10).
Test QIAsure wykryt wszystkie 4 raki szyjki macicy, w tym 1 rak ptaskonabtonkowy,

2 raki gruczotowe i 1 rak neuroendokrynny.

Tabela 10. Udzial procentowy dodatnich i uwjemnych wynikéw testu metylacyjnego wsrod
poszczegdlnych rozpoznan histopatologicznych w calej populacji wlaczonej do badania (n=98).

) <CIN1 n=55 CIN2 n=17 CIN3 n=22 RAK n=4
Wynik testu
metylacyjnego
n % n % n % n %
Dodatni 9 16,4 5 29,4 17 77,3 4 100
Ujemny 46 83,6 12 70,6 5 22,7 0 0

Przy uzyciu testu Chi? dla trendu, wykazano istotny statystycznie (p<0,000001)
wzrost obserwowanych przypadkow wystgpienia dodatniej metylacji  wraz
Z zaawansowaniem stwierdzonego stanu histologicznego (poziom istotnosci 0=0,05).
Poddano analizie réznice w rozkladzie dodatnich wynikow testu metylacyjnego
pomiedzy poszczegdlnymi rozpoznaniami histopatologicznymi. Istotng statystycznie
(p<0,05) réznice wykazano miedzy rozpoznaniem <CINI1 a CIN3 i migdzy <CIN1
arakiem szyjki macicy oraz migdzy CIN2 a CIN3 i migdzy CIN2 a rakiem szyjki
macicy (wykres 9).
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p - réznice w rozkltadzie dodatnich wynikéw testu metylacyjnego pomigdzy poszczegdlnymi rozpoznaniami
histopatologicznymi

Wykres 9. Wykazanie wzrostu obserwowanych przypadkéw wystapienia dodatniej metylacji
w zaleznoSci od stwierdzonego stanu histologicznego.

Czuto$¢ metody metylacyjnej wzrastala wraz z zaawansowaniem rozpoznania
histopatologicznego i dla wykrycia zmian CIN2 zostata obliczona na 29,4%, dla zmian
CIN3 na 77,3%, a dla raka szyjki macicy wyniosta 100%. Swoisto$¢ testu
dla wszystkich rozpoznan z osobna osiagneta taki sam wynik — 83,6%. Najwyzsza
warto$¢ PPV oszacowano dla zmian CIN3 — 65,4%. Negatywna warto$¢ predykcyjna
rowna 100% dotyczyla rozpoznania raka szyjki macicy. Niewiele mniejszy wynik NPV

uzyskano dla zmian CIN3 —90,2% (tabela 11).

lloraz wiarygodnosci wyniku dodatniego (PLR) dla zmian CIN3 i dla raka szyjki
macicy wyniost odpowiednio 4,72 1 6,11. Wartos$¢ ilorazu wiarygodnosci wyniku
ujemnego (NLR) metody QIAsure dla rozpoznan CIN2 i CIN3 byla nieznaczna (<0,84).
Dla raka szyjki macicy nie zbudowano ilorazu NLR, gdyz czuto§¢ metylacji dla raka
rowna 100% przy zerowej ilosci wynikoéw falszywie ujemnych s$wiadczy o tym,
ze kazda pacjentka z rakiem otrzymata wynik prawdziwie pozytywny. Najlepsza

doktadnos¢ testu (ACC) dotyczyta raka szyjki macicy — 84,7% (tabela 11).
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Tabela 11. Parametry diagnostyczne testu metylacyjnego dla wykrycia osobno zmian CIN2, CIN3
i raka szyjki macicy.

; Czulo$¢ | Swoistos¢ PPV NPV PLR NLR ACC AUC o

Rohz_poznanle %] %] [%] %] %] p-('v:ggsc
il Rl (95% CI) | (95% CI) | (95% CI) | (95% CI) | (95% CI) | (95% Cl) | (95% CI) | (95% CI)

CIN2 29,4 83,6 35,7 79,3 1,80 0,84 70,8 0,57 04186
(10,3-56,0)| (71,2-92,2)| (12,8-64,9)| (66,6-88,8)| (0,70-4,64)| (0,61-1,17)| (58,9-81,0)| (0,44-0,69)

CIN3 77,3 83,6 65,4 90,2 4,72 0,27 81,8 0,80 <0,0001
(54,6-92,2)| (71,2-92,2) | (44,3-82,8)| (78,6-96,7)| (2,49-8,95)| (0,13-0,59)| (71,4-89,7)| (0,70-0,91)

RAK 100 83,6 30,8 100 6,11 0 84,7 0,92 0,0055
(39,8-100) | (71,2-92,2)| (9,1-6,14) | (92,3-100) |(3,36-11,11 (73,0-92,8)| (0,87-0,97)

Dla analizy przydatnosci testu QIAsure w wykrywaniu osobno zmian CIN2,
CIN3 i raka szyjki macicy wykre$lono wykresy krzywych ROC. Pole powierzchni
pod krzywa ROC (AUC) dla rozpoznania CIN3 zostato obliczone na 0,80 (p<0,0001),
a dla raka szyjki macicy na 0,92 (p=0,0055), co $wiadczy o duzej mocy diagnostycznej
testu w wykrywaniu zaawansowanej patologii szyjki macicy (wykres 10).
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Wykres 10. Wykres krzywych ROC dla testu metylacyjnego zastosowanego w celu wykrycia:
A. osobno przypadkéw CIN2, B. osobno przypadkéw CIN3, C. osobno przypadkéw raka szyjki
macicy.

Dla zmian >CIN2 (CIN2, CIN3 1 rak szyjki macicy) czuto$¢ metody
metylacyjnej zostala oszacowana na 60,5%, dla wspolnych rozpoznan >CIN3
(CIN3 1 rak szyjki macicy) na 80,8%, a dla raka szyjki macicy wyniosta 100%. Z uwagi
na niski odsetek wynikow fatszywie dodatnich testu QIAsure — w przypadku >CIN2
- 9,2% (9/98), w przypadku >CIN3 — 14,3% (14/98), swoistos¢ metody osiggneta
dla zmian >CIN2 az 83,6%, a dla >CIN3 80,6%. Pacjentki z pozytywnym wynikiem
metylacji mogly by¢ w 74,3% (wartos¢ PPV) pewne, ze majg zmiang >CIN2.
Test QIAsure cechowat si¢ wysoka wartoscig NPV — dla zmian >CIN3 - 92,1%,

a dlaraka szyjki macicy 100%. Szansa na otrzymanie dodatniego wyniku metylacji
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przez pacjentke rzeczywiscie posiadajaca zmiang >CIN3 byla 4,15 razy wigksza
(parametr PLR) niz szansa, ze pozytywny wynik otrzymalaby pacjentka ze zmiang
<CIN2. Najlepszag doktadnos¢ (ACC) testu FAMI9A4/mirl24-2 obliczono
dla rozpoznan >CIN3 — 80,6% (tabela 12).

Tabela 12. Parametry diagnostyczne testu metylacyjnego dla wykrycia zmian >CIN2, >CIN3 i raka
szyjki macicy.

Rozpoznanie CZ[;'/Z‘]’“ SWFJ/?]O“ I;(;’\]/ ?"2\]/ PLR NLR A[‘o%: AUC 1 - wartosé
hist-pat. | 9505 c1) | (95% CI) | (95% CI) | (95% CI) | (95% CI) | (95% 1) | (95% Iy | (9596 c1y | (AYO)
>CIN2 60,5 83,6 74,3 73 3,7 0,47 73,5 0,72 0,0002
(44,4-75.0)| (71,2-92,2)| (56,7-87,5)| (60,3-83,4)| (1,94-7,04)| (0,32-0,70)| (63,6-81,9)| (0,63-0,81)
80,8 80,6 60 92,1 4,15 0,24 80,6 0,81
ZCIN3 | (60,6:03,.4)| (69,5-88,9)| (42,1-76.1) | (82.4-67,4)| (2,50-6.89)| (0,11-053)| (71.4-87,9)| (0.72.0,90)| ~0:000L
RAK 100 67 11,4 100 3,03 0 68,4 0,84 0,0237
(39,8-100) | (56,6-76,4)| (3,2-26,7) | (94,3-100) | (2,27-4,05) (58,2-77,4)| (0,79-0,88)

Wielkos¢ pola pod krzywa ROC (AUC) dla zmian >CIN2 wyniosta 0,72
(p=0002), dla zmian >CIN3 0,81 (p=<0,0001), a dla raka szyjki macicy 0,84 (p=0,0237)

(wykres 11).
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Wykres 11. Wykres krzywych ROC dla testu metylacyjnego zastosowanego w celu wykrycia
A. zmian >CIN2, B. zmian >CIN3, C. raka szyjki macicy.

Parametry diagnostyczne testu metylacyjnego dla zmian >CIN2, >CIN3 i raka
szyjki macicy zostaly osobno policzone dla dwoch grup wiekowych <30 r.z. 1 >30 r.z.
Dla zmian >CIN2 i1 >CIN3 czutos¢ 1 swoisto§¢ metody QIAsure byla wyzsza
w miodszej grupie wiekowej. Dla rozpoznan >CIN2 czutos$¢ i specyficznos¢ wyniosty
odpowiednio 64,3% 1 90,9%, a dla >CIN3 obie oszacowano na 88,9%. Wszystkie
przypadki raka szyjki macicy zostaly wykryte w obu grupach wiekowych
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(<30 r.z. - 1 rak gruczotowy i 1 rak neuroendokrynny, >30 r.z. — 1 rak gruczolowy
I 1 rak ptaskonabtonkowy). Najwyzsza warto$¢ PPV osiagni¢to dla rozpoznan >CIN2
u pacjentek ponizej 30 r.z. - 81,8%, a najwyzszg warto$¢ NPV obliczono dla raka szyjKi
macicy w obu grupach wiekowych - 100%. Wysoka negatywna wartos¢ predykcyjng
obliczono rowniez dla zmian >CIN3 ws$rod kobiet <30 r.z. (96%). Postugujac
si¢ analiza pola pod krzywa ROC (AUC), najlepsza przydatnos$¢ testu wynoszaca 0,89
(p=0,0006) oceniono roéwniez dla zmian co najmniej CIN3 u pacjentek <30 r.z.

(tabela 13).

Nie wykazano istotnego statystycznie zwigzku pomigdzy wiekiem pacjentek
a czestoscig obserwowanych pozytywnych wynikow testu metylacyjnego. Obliczen
dokonano przy pomocy analizy modelu regresji logistycznej w przedziatach

wiekowych: rocznych, dziesiecioletnich i dla grup pacjentek <30 r.z. 1 >30 r.Z.

Tabela 13. Parametry diagnostyczne testu metylacyjnego dla wykrycia zmian >CIN2, >CIN3 i raka
szyjki macicy w podgrupach kobiet <30 r.z. i 230 r.z.

Rozpoznanie | Czulo$é¢ [%] |Swoistos¢ [Y6] PPV [%] NPV [%] AUC p-warto$é¢
hist-pat. (95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI) (AUC)
<301z 64,3 90,9 81,8 80 0,78 0,0058
(35,1-87,2) (70,8-98,9) (48,2-97,7) 59,3-93,2) (0,63-0,92)
>CIN2
530 1.4, 58,6 78,8 70,8 68,4 0,69 0,0116
(38,9-76,5) (61,1-91,0) (48,9-87,4) (51,3-82,5) (0,57-0,80)
<3012 88,9 88,9 72,7 96 0,89 0,0006
(51,8-99,8) (70,8-97,7) (39,0-94,0) (79,7-100) (0,76-100)
>CIN3
530 1.4, 76,5 75,6 54,2 89,5 0,76 0,0017
(50,1-93,2) (60,5-87,1) (32,8-74,5) (75,2-97,1) (0,64-0,88)
<30rz 100 73,5 18,2 100 0,87 0,0843
A (2,7-100) (55,6-87,1) (2,3-51,8) (86,3-100) (0,79-0,94)
>30 1. 100 63,3 8,3 100 0,82 0,1300
(2,7-100) (49,9-75,4) (1,0-27,0) (90,7-100) (0,76-0,88)

Postugujac si¢ testem Chi® (p=0,000026) wykazano, ze w grupie pacjentek
z dodatnig metylacja, wszystkie pacjentki mialy jednocze$nie pozytywny wynik testu
na DNA HPV, czego nie zaobserwowano u pacjentek z ujemng metylacja
(p=0,000026).

Rozktad wariantow zidentyfikowanych typow HPV (HPV 16, HPV 18, HPV HR,
HPV 16/HR, HPV 18/HR) byt istotnie statystycznie r6zny (p=0002) w grupie pacjentek
z dodatnim wynikiem testu metylacyjnego w stosunku do grupy pacjentek z ujemng

metylacja (tabela 14).
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Nie wykazano istotnie statystycznych réznic dotyczacych dominujacych typow

HPV w grupach pacjentek z dodatnim i ujemnym wynikiem testu QIlAsure.

Tabela 14. Korelacja migdzy wynikiem testu metylacyjnego a zakazeniem HPV - analiza rozkladu
zidentyfikowanych typow HPV u pacjentek z dodatnim wynikiem testu metylacyjnego w stosunku
do pacjentek z ujemnym wynikiem testu metylacyjnego. Test Chi?.

p=0,0002
ﬁi@kt)tils':u Metylacja (+) Procent (%) Metylacja (-) Procent (%)
HPV 16 dodatni 17 17,35 12 12,24
HPV 18 dodatni 2 2,04 0 0,00
HPV HR dodatni 8 8,16 16 16,33
HPV 16/HR dodatni 7 7,14 8 8,16
HPV 18/HR dodatni 1 1,02 3 3,06
HPV ujemny 0 0,00 24 24,49

p - rozktad wariantow zidentyfikowanych typéw HPV w grupie pacjentek z dodatnim wynikiem testu metylacyjnego
w stosunku do grupy pacjentek z ujemnym wynikiem testu metylacyjnego

lloraz szans (OR) na wystgpienie zmian CIN2 (w poroéwnaniu do braku istotne;
patologii szyjki macicy - <CIN1) u pacjentek z dodatniag metylacja wyniést 2,13
(95% CI: 0,60-7,54). OR wystapienia zmian CIN3 dla kobiet z dodatnim wynikiem
testu QlAsure w stosunku do wystgpienia zmian nizszych niz CINI, oszacowano
na 17,38 (95% ClI: 5,10-59,25). Warto$¢ OR wystapienia zmian >CIN3 byta najwyzsza
i wyniosta 21,47 (95% CI: 6,41-71,91). U pacjentek z dodatniag metylacja wykazano
wieksza Szanse zachorowania na neoplazje szyjki macicy o wyzszym stopniu
ztosliwosci, przy czym dla zmian CIN3 i >CIN3 byla ona istotna statystycznie
(tabela 15).

Tabela 15. Tloraz szans (OR) na wystapienie wyroznionych zmian histopatologicznych: CIN2, CIN3
i >CIN3 (w stosunku do zmian <CIN1), na podstawie oceny wystapienia dodatniego wyniku testu
metylacyjnego.

_Rozpoznanle OR 95% ClI p-warto$¢
histopatologiczne
CIN2 2,13 0,60 -7,54 0,241282
CIN3 17,38 5,10 — 59,25 0,000005
>CIN3 21,47 6,41-71,91 0,000001

Postugujac si¢ testem Chi? dla trendu wykazano

istotny statystycznie

(p<0,000001) wzrost obserwowanych przypadkow wystapienia dodatniej metylacji

w zaleznosci od stwierdzonego rozpoznania histopatologicznego.
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53. Wyniki - poréwnanie testu metylacyjnego do cytodiagnostyki,
testu molekularnego identyfikujacego DNA HPV oraz ko-testingu

Zardéwno cytodiagnostyka, jak i test na DNA HPV wykryly 95,3% (41/43) zmian
>CIN2, a metoda metylacyjna 60,5% (26/43). Badanie cytologiczne i test HPV DNA
nie zdiagnozowaty 2 przypadkow zmian >CIN2, a metoda QIlAsure 17 (tabela 16).
Cytodiagnostyka nie wykryta 1 przypadku raka ptaskonabtonkowego i 1 zmiany CIN3,
ktora po usunigciu za pomocg leep-konizacji réwniez okazala si¢ rakiem
ptaskonabtonkowym. Dla poréwnania metoda identyfikujaca DNA HPV nie rozpoznata
2 przypadkoéw CIN2, a test metylacyjny 12 zmian CIN2 i 5 CIN3.

Odsetek wynikéw fatszywie pozytywnych w przypadku cytodiagnostyki byt
najwyzszy 1 wyniost 51% (50/98). Niewiele mniejszy, bo obliczony na 33,7% (33/98)
dotyczyt metody molekularnej identyfikujacej DNA HPV. Najmniej wynikow fatszywie
dodatnich wykazano dla testu metylacyjnego — 9/98 (9,2%) (tabela 16).

Potaczenie cytodiagnostyki z testem HPV DNA oraz cytodiagnostyki
Zz metylacjg pozwolito na wykrycie wszystkich zmian >CIN2 (n=43), ale wigzalo si¢
z wysokim odsetkiem wynikow falszywie pozytywnych, odpowiednio 53,1% 1 51%
(tabela 16).

Test podwojny ztozony z obu metod molekularnych — metylacji i testu na DNA
HPV — uzyskat taki sam odsetek wynikow prawdziwie (+) i (—) oraz fatszywie (+) i (-)
dla zmian >CIN2, jak samodzielny test HPV DNA. W populacji wlaczonej
do niniejszego badania nie bylo przypadku pacjentki z dodatnia metylacja przy
jednoczes$nie ujemnym wyniku testu wirusowego, stad metylacja nie podnosi wartosci
diagnostycznej testu po potaczeniu z testem na DNA HPV w stosunku do samego testu

identyfikujacego wirusa (tabela 16).

70



Tabela 16. Porownanie ilo$ci wynikéw prawdziwie dodatnich, prawdziwie ujemnych, falszywie
dodatnich i falszywie ujemnych wykrywanych przez poszczegolne metody diagnostyczne dla zmian
>CIN2 w calej populacji pacjentek wlaczonych do badania.

Metoda Prawdziwie Prawdziwie Falszywie Falszywie

diagnostyczna pozytywne negatywne pozytywne negatywne
Cytodiagnostyka 41 5 50 2
Test HPV DNA 41 22 33 2
Metylacja 26 46 9 17

Cytodiagnostyka

+ Test HPV DNA 43 3 52 0
Cytodiagnostyka

+ Metylacja 43 5 50 0
Test HPV DNA

+ Metylacja 4l 22 33 2

Czulo$¢ metody QIAsure dla zmian >CIN2 wyniosta 60,5%, co w poréwnaniu
do cytodiagnostyki i testu HPV DNA bylo nizszg wartoscig (czuto$¢ obu metod
- 95,3%). Polaczenie cytodiagnostyki z testem na DNA HPV oraz cytodiagnostyki
Z testem metylacyjnym pozwolito osiagnac czutos¢ dla rozpoznan >CIN2 rowng 100%.
Multipleksowy test FAM19A4/mir124-2 dla rozpoznan >CIN2 cechowat si¢ najwyzsza
swoistoscig ze wszystkich metod — 83,6%. Specyficznos¢ testu HPV DNA
I cytodiagnostyki wyniosty odpowiednio 40% i 9,1% (tabela 17).

Warto$§¢ PPV metylacji byla najwyzsza ze wszystkich porownywanych strategii
diagnostycznych 1 dla zmian >CIN2 zostala obliczona na 74,3%. Negatywna wartos¢
predykcyjna byla najkorzystniejsza w przypadku testu na DNA HPV, dla zmian >CIN2
wyniosta ona 91,7%, testu metylacyjnego odpowiednio 73%, cytologii zas 71,4%.
Warto$¢ NPV osiaggneta 100% dla testow podwojnych - cytodiagnostyka + test HPV
DNA oraz cytodiagnostyka + test metylacyjny (tabela 17).

Test oceniajacy  hipermetylacje  promotoréw  gendéw  supresorowych
FAM19A4/mir124-2 w stosunku do innych strategii charakteryzowat si¢ najwyzszym
ilorazem wiarygodnosci wyniku dodatniego (PLR). Szansa na otrzymanie pozytywnego
wyniku metylacji przez pacjentke rzeczywiscie posiadajagcg zmiang >CIN2 byta 3,7 razy
wigksza niz szansa na otrzymanie takiego wyniku przez pacjentke ze zmiang <CIN1.
Dla poréwnania parametr PLR cytodiagnostyki wyniost 1,05, a testu HPV DNA 1,59
(tabela 17).

Najlepsza doktadnos¢ testu (ACC) wykazano réwniez dla metody metylacyjne;.

Pacjentki po wykonaniu testu QIAsure mogly by¢ pewne postawionej diagnozy >CIN2
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w 73,5%. Dla zmian >CIN2 ACC badania cytologicznego obliczono na 46,9%, a testu
HPV DNA na 64,3% (tabela 17).
Tabela 17. Porownanie parametrow diagnostycznych cytodiagnostyki, testu na DNA HPYV, testu

metylacyjnego i kombinacji testow podwéjnych w wykrywaniu zmian >CIN2 w calej populacji
pacjentek wlaczonych do badania.

Czulo$¢ | Swoistosé PPV NPV PLR NLR ACC AUC wartosé
[%] [%] [%] [%] [%] PALS)
(95% Cl) | (95% CI) | (95% CI) | (95% Cl) | (95% Cl) | (95% CI) | (95% CI) | (95% ClI)

95,3 91 45,1 714 1,05 0,51 46,9 0,52 0.7070
(84,3-99,4)| (3,0-20,0) | (34,6-55,8)| (29,0-96,3)| (0,94-1,17)| (0,10-2,51)| (36,8-57,3)| (0,47-0,57)| '

Metoda
diagnostyczna

Cytodiagnostyka

953 | 40 | 554 | 91,7 | 159 | 012 | 643 | 068
Test HPV DNA (84,2-99,4)| (27,0-54,1)| (43,4-67,0)| (73,0-99,0)| (1,27-1,99)| (0,03-0,47)| (54,0-73,7)| (0,60-0,75) 0,0028

q 60,5 83,6 74,3 73 3,7 0,47 73,5 0,72
Metylacja (44.4-75,0)| (71.2-92.2)| (56.7-87,5)| (60,3-83.4)| (1.94.7.04)| (0.32-0.70)| (63.68L9)| (0.63-0.81) 00002
Cytodiagnostyka 100 55 45,3 100 1,06 0 46,9 0,53 0.6443
+ Test HPV DNA | (91,8-100) | (1,1-15,1) | (35,0-55,8)| (29,2-100) | (0,99-1,13) (36,8-57,3)| (0,50-0,56)|
Cytodiagnostyka 100 91 46,2 100 11 0 49 0,55 0.4415
*+ Metylacja (91,8-100) | (3,0-20,0) | (35,8-56,9)| (47,8-100) | (1,01-1,20) (38,7-59,3)| (051-0,58) '

Test HPV DNA 95,3 40 55,4 91,7 1,59 0,12 64,3 0,68 0.0028
*+ Metylacja (84,2-99,4)| (27,0-54,1)| (43,1-67,0)| (73,0-99,0)| (1,27-1,99)| (0,03-0,47)| (54,0-73,7)| (0,60-0,75)| '

Poréwnanie parametrow czutosci, swoistosci 1 doktadnosci (ACC) wszystkich

strategii diagnostycznych w wykrywaniu zmian >CIN2 przedstawiono na wykresie 12.
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Wykres 12. Poréwnanie czulo$ci, swoistosci i dokladnosci (ACC) strategii diagnostycznych
W wykrywaniu zmian >CIN2.
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W celu analizy przydatnosci wszystkich metod diagnostycznych w wykrywaniu
zmian >CIN2 wykreslono wykresy krzywych ROC. Najlepsza przydatnosé
diagnostyczng uzyskano dla samodzielnego testu metylacyjnego, pole pod krzywag ROC
(AUC) oszacowano na 0,72 (p=0,0002). AUC dla cytodiagnostyki i testu HPV DNA
wyniosto odpowiednio 0,52 i 0,68 (wykres 13A).

Przydatno$¢ testu QIAsure w diagnozowaniu zmian co najmniej CIN2,
w stosunku do pozostatych strategii poréwnano za pomocg wielkosci pol pod krzywymi
ROC (AUC). AUC testu metylacyjnego miato istotnie statystycznie wyzsza warto$¢
niz AUC cytodiagnostyki oraz testow podwdjnych: cytologia + test HPV DNA
i cytologia + metylacja (wykres 13B).
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Wykres 13. A. Wykresy krzywych ROC: dla cytodiagnostyki, testu na DNA HPV, testu
metylacyjnego i kombinacji testow podwéjnych zastosowanych w celu wykrycia zmian >CIN2;
B. Poréwnania wielkosci pola pod krzywa ROC (AUC) testu metylacyjnego z polami pod krzywymi
ROC (AUC) pozostalych strategii diagnostycznych zastosowanych w celu wykrycia zmian >CIN2.
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Czuto$¢ cytodiagnostyki dla rozpoznan >CIN2 spadata wraz z punktem odcigcia
rozpoznania nieprawidlowego wyniku - ASC-US+, LSIL+, HSIL+ 1 wyniosta
odpowiednio 95,3%, 93%, 60,5%. Swoisto$¢ natomiast rosla wraz z progiem
0 wyZszym zaawansowaniu rozpoznania cytologicznego (9,1%, 32,7%, 76,4%),
Co wigzalo si¢ ze spadajagcym odsetkiem wynikow falszywie dodatnich - 51% (50/98),
37,8% (37/98), 13,3% (13/98) (tabela 18).

Poréwnanie badania cytologicznego przy roznych progach diagnostycznych
do pozostatych metod wykazato, ze dla zmian >CIN2 najwyzsza czulo$¢ osiagnela
cytodiagnostyka ASC-US+ oraz test na DNA HPV (obie metody — 95,3%), nastepnie
kolejno cytologia LSIL+ (93%), cytologia HSIL+ oraz metylacja (obie metody
— 60,5%). Najkorzystniejszg swoistos¢ (83,6%) oraz wartos¢ PPV (74,3%) obliczono
dla testu metylacyjnego FAM19A4/mir124-2. Wartos¢ NPV metody QIAsure (73%)
byla nizsza niz testu na DNA HPV (91,7%) i cytodiagnostyki LSIL+ (85,7%),
ale wyzsza niz cytodiagnostyki ASC-US+ (71,4%) i HSIL+ (71,2%) (tabela 18).

Tabela 18. Poréwnanie cytodiagnostyki przy progu odcigcia ASC-US+, LSIL+, HSIL+, testu

na DNA HPV i testu metylacyjnego w wykrywaniu zmian >CIN2 w calej populacji pacjentek
wlaczonych do badania.

Metoda diagnostyczna C(zs;lslg/(s;éé‘l’?] szgi;tf/‘(’)sré I[;%] 8;};0[2‘;]) g‘;&[g‘g
e (84?3%?5,5) (3,(?—’210,0) (341,1523%3,8) (29?01-51(15,3)
Cytodiagnostyka LSIL+ (80,5?—:38,5) (20?72-112,7) (40,7?33,9) (63?75—577,0)
Cytodiagnostyka HSIL+ (446,318’7?),0) (63?(?-;32,8) (496,386-,83),9) (57791%22,2)
Test HPV DNA (sfié%,@ (27,3-(5))4,1) (43?5%49,0) (739,)01-579,0)
Metylacja (44?2’72,0) (71?552,2) (ss?iés;,s) (60,3?-?53,4)

Test HPV DNA oraz trzy warianty ko-testingu wykryly wszystkie zmiany
>CIN3 (n=26). Cytodiagnostyka prawidlowo zdiagnozowata 92.3% (24/26)
przypadkéw >CIN3, a test metylacyjny 80,8% (21/26) (tabela 19).

Odsetek wynikow fatszywie dodatnich dla rozpoznan co najmniej CIN3
w przypadku badania cytologicznego wynidst az 68,4% (67/98), w przypadku testu
PCR na DNA HPV 49% (48/98). Metoda analizujagca hipermetylacj¢ genow
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supresorowych FAM19A4/mirl24-2 falszywie zdiagnozowata jedynie 14 kobiet
(14,3%), ktore nie miaty rozpoznania >CIN3 (tabela 19).
Tabela 19. Porownanie ilosci wynikéw prawdziwie dodatnich, prawdziwie ujemnych, falszywie

dodatnich i falszywie ujemnych wykrywanych przez poszczegdélne metody diagnostyczne dla zmian
>CIN3 w calej populacji pacjentek wlaczonych do badania.

Metoda Prawdziwie Prawdziwie Falszywie Falszywie

diagnostyczna pozytywne negatywne pozytywne negatywne
Cytodiagnostyka 24 5 67 2
Test HPV DNA 26 24 48 0
Metylacja 21 58 14 5
Cytodiagnostyka
+ Test HPV DNA 26 3 69 0
Cytodiagnostyka
+ Metylacja 26 5 67 0
Test HPV DNA
+ Metylacja 26 24 43 0

Dla rozpoznan >CIN3 czulo$¢ multipleksowego testu FAMI19A4/mirl24-2
zostata obliczona na 80,8%, co w stosunku do badania cytologicznego (92,3%) i testu
na DNA HPV (100%) bylo nizsza wartoscig. Przy pomocy testu molekularnego
identyfikujacego DNA HPV, a takze trzech wariantow testow podwojnych,
zdiagnozowano wszystkie zmiany >CIN3. Metoda metylacyjna dla zmian >CIN3
cechowala si¢ znacznie wyzszg specyficznoscia (80,6%) w poréwnaniu do pozostatych

testow (test HPV DNA — 33,3%, cytodiagnostyka — 6,9%) (tabela 20).

Dodatnia warto$¢ predykcyjna testu QIAsure dla zmian >CIN3 osiagnela
najwyzszy (60%) wynik ze wszystkich poréwnywanych strategii diagnostycznych.
Warto§¢ NPV testu na DNA HPV oraz wszystkich metod podwodjnych wyniosta 100%.
Natomiast pacjentki z ujemnym wynikiem metylacji mogly by¢ pewne w 92,1%

(parametr NPV), ze nie majg rozpoznania >CIN3 (tabela 20).

Szansa na otrzymanie dodatniego wyniku testu QIAsure przez pacjentke
rzeczywiscie posiadajaca zmiang >CIN3 byla 4,15 razy wigksza (parametr PRL)
niz szansa na otrzymanie takiego wyniku przez pacjentke¢ ze zmiang <CIN2. Iloraz
wiarygodno$ci wyniku dodatniego w przypadku badania cytologicznego wyniost 0,99,
a w przypadku testu molekularnego identyfikujacego DNA HPV 1,5 (tabela 20).
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Pacjentki po wykonaniu testu metylacyjnego bez wzgledu na wynik mogly by¢

w 80,6% pewne postawionego rozpoznania (ACC dla zmian >CIN3). Doktadno$¢

cytodiagnostyki i testu HPV DNA wyniosty odpowiednio 29,6% i 51% (tabela 20).

Tabela 20. Porownanie parametrow diagnostycznych cytodiagnostyki, testu na DNA HPYV, testu
metylacyjnego i kombinacji testow podwoéjnych w wykrywaniu zmian >CIN3 w calej populacji

pacjentek wlaczonych do badania.

Metoda Czulo§¢ | Swoistosé| PPV NPV PLR NLR | Acc | auc [
di o] | (%] | (%] | (%] [%] N
lagnostyczna | g5, c1) | (95% CI) | (95% CI) | (95% CI) | (95% Cl) | (95% Cly | (95% C1y | (95% c1y | (AYC)
. 92,3 6,9 26,4 71,4 0,99 1,11 29,6 0,50
Cytodiagnostyka | ;o g0 1)| (2,3-15,3) | (17,7-36,7)| (20.0-96,3) (0.87-1.13)| (0,23-5,36)| (20.8-39.7)| (0.44-0.56)| 2>
100 33,3 35,1 100 15 51 0,67
TeStHPVDNA 1 o6 6.100) | (22.7-45.4)| (20.4-471)| @58100)| 127177) O |@o7-613)| 061072 2012
; 80,8 80,6 60 92,1 4,15 0,24 80,6 0,81
Metylacja (60,6-93.4)| (69.5-88,9)| (42,1-76,1)| (82.4-97.4)| (2,50-6:89)| (0.11-0.53)| (71.4-87,9)| (0.72-0.90)| <0-000L
Cytodiagnostyka 100 4,2 27,4 100 1,04 0 29,6 0,52 0.7537
i Test HPV DNA | (86,8-100) | (0,9-11,7) | (18,7-37,5)| (29,2-100) | (0,99-1,10) (20,839,7)| (0,50-0,54)] "
Cytodiagnostyka 100 6,9 28 100 1,08 0 31,6 0,53 0.6009
i+ Metylacja (86,8-100) | (2,3-15,5) | (19,1-38,2)| (47,8-100) | (1,01-1,15) (22,6-41,8)| (0,51-0,56)| "
Test HPV DNA 100 33,3 351 100 15 0 51 0,67 | 50121
i+ Metylacja (86,8-100) | (22,7-45,4)| (24,4-47,1)| (85,8-100) | (1,27-1,77) (40,7-613)| (0,61-0,72)| "

Poréwnanie parametrow czutosci, swoistosci 1 doktadnosci (ACC) wszystkich

strategii diagnostycznych w wykrywaniu zmian >CIN3 przedstawiono na wykresie 14.
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Wykres 14. Poréwnanie czulo$ci, swoistosci i dokladnosci (ACC) strategii diagnostycznych
W wykrywaniu zmian >CIN3.
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Analiza krzywych ROC wykazala, ze najlepsza przydatnosciag dla wykrycia zmian
co najmniej CIN3 charakteryzuje si¢ samodzielnie uzyty test metylacyjny - AUC=0,81
(p<0,0001). Pole pod krzywa ROC (AUC) testu HPV DNA oraz cytodiagnostyki
obliczono odpowiednio na 0,67 oraz 0,50 (wykres 15A).

W celu oceny przydatnosci testu QIAsure w diagnozowaniu zmian >CIN3,
w stosunku do pozostaltych metod, poréownano wielkosci pol pod krzywymi ROC
(AUC). Krzywa ROC testu metylacyjnego cechowata si¢ istotnie statystycznie
wiekszym polem niz pole kazdej z pozostatych metod, co pozwala na dokladniejsze

diagnozowanie zmian >CIN3 przez test FAM19A4/mir124-2 (wykres 15B).
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Wykres 15. A. Wykresy krzywych ROC: dla cytodiagnostyki, testu na DNA HPV, testu
metylacyjnego i kombinacji testow podwéjnych zastosowanych w celu wykrycia zmian >CIN3;
B. Poréwnania wielkosci pola pod krzywa ROC (AUC) testu metylacyjnego z polami pod krzywymi
ROC (AUC) pozostalych strategii diagnostycznych zastosowanych w celu wykrycia zmian >CIN3.
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Dla zmian >CIN3 czuto$¢ cytodiagnostyki spadata wraz z progiem odcigcia
rozpoznania nieprawidlowego wyniku - ASC-US+, LSIL+, HSIL+ 1 wyniosta
odpowiednio 92,3%, 88,5%, 69,2%. Swoistos¢ natomiast rosta wraz z punktem odcigcia
0 WwyzZszym zaawansowaniu rozpoznania cytologicznego (6,9%, 25%, 70,8%)

(tabela 21).

Poréwnanie badania cytologicznego przy roznych progach diagnostycznych
do pozostatych metod wykazato, ze dla zmian >CIN3 najwyzszg czulo$¢ osiggnat test
na DNA HPV (100%), nastepnie kolejno cytodiagnostyka ASC-US+ (92,3%),
cytodiagnostyka LSIL+ (88,5%), metylacja (80,8%), cytodiagnostyka HSIL+ (69,2%)
(tabela 21).

Dla zmian >CIN3 najwyzsza swoistos¢ (80,6%) oraz pozytywng warto$¢
predykcyjng (60%) oszacowano dla testu QIAsure. Warto§¢ NPV testu metylacyjnego
(92,1%) byla nizsza niz testu molekularnego na DNA HPV (100%), ale wyzsza
niz NPV cytodiagnostyki przy kazdym progu odcigcia (tabela 21).

Tabela 21. Poréwnanie cytodiagnostyki przy progu odciecia ASC-US+, LSIL+, HSIL+, testu

na DNA HPV i testu metylacyjnego w wykrywaniu zmian >CIN3 w calej populacji pacjentek
wlaczonych do badania.

Metoda diagnostyczna C(Z;Slf,’/iéé;y)“] S“Eglss;/‘;s(c: I[;%] g‘;&[g”l]) 2‘)‘;(\)2[?;%
Cytodiagnostyka ASC-USH (735’93;’1) (22_7195’3) (172’55_,3“25 R (29701_54(; .
Cytodiagnostyka LSIL+ (6588-'957,6) (15,5—51)36,6) (253—131,4) (63?75-'57,0)
Cytodiagnostyka HSIL+ (48(??_%2517) (587,8-’881 0 o (?fﬁ 22,8) . E%ﬁ_,ﬁi "
Test HPV DNA (86:,L£(1)00) (22:,%7%13;,4) (24:,2’32117,1) (85%89?00)
TR (602,3(25%,4) (69?5852,9) (42,16-(7)6,1) (82?42-517,4)

Metoda metylacyjna, test na DNA HPV oraz trzy testy podwojne wykryty
wszystkie 4 raki szyjki macicy (1 rak ptaskonabtonkowy, 2 raki gruczotowe, 1 rak
neuroendokrynny). Cytodiagnostyka uzyta samodzielnie nie zdiagnozowata
1 przypadku raka ptaskonabtonkowego szyjki macicy. Odsetek wynikéw falszywie
dodatnich dla rozpoznania raka szyjki macicy w przypadku testu metylacyjnego byt

prawie 3-krotnie nizszy niz pozostatych strategii diagnostycznych (tabela 22).
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Tabela 22. Porownanie ilo$ci wynikéw prawdziwie dodatnich, prawdziwie ujemnych, falszywie
dodatnich i falszywie wujemnych wykrywanych przez poszczegélne metody diagnostyczne
dla rozpoznania raka szyjki macicy w calej populacji pacjentek wlaczonych do badania.

Metoda Prawdziwie Prawdziwie Falszywie Falszywie

diagnostyczna pozytywne negatywne pozytywne negatywne
Cytodiagnostyka 3 6 88 1
Test HPV DNA 4 24 70 0
Metylacja 4 63 31 0
Cytodiagnostyka
+ Test HPV DNA 4 3 9 0
Cytodiagnostyka
+ Metylacja 4 5 89 0
Test HPV DNA
+ Metylacja 4 24 70 0

Dla wykrycia raka szyjki macicy czulos¢ wszystkich strategii diagnostycznych,
z wyjatkiem cytodiagnostyki, wyniosta 100%. Badanie cytologiczne zdiagnozowato
3z4 rakow szyjki macicy. Metoda metylacyjna dla raka szyjki macicy
charakteryzowata si¢ najwyzsza swoistoscig (67%) oraz wartoscia PPV (11,4%)
ze wszystkich pojedynczych testow. Ujemna warto$¢ predykcyjna wszystkich strategii

diagnostycznych, oprocz badania cytologicznego, wyniosta 100% (tabela 23).

Szansa na otrzymanie dodatniego wyniku testu QIAsure przez pacjentke
rzeczywiScie chorag na raka szyjki macicy byla 3,03 razy wigksza niz szansa
na otrzymanie wyniku dodatniego przez pacjentk¢ zdrowa (parametr PLR).
Dla poréwnania wynik PLR cytodiagnostyki oraz testu na DNA HPV wyniost 0,80
i 1,34 (tabela 23).

Szansa na otrzymanie negatywnego wyniku kazdego z testow, z wyjatkiem
cytologii, przez pacjentke rzeczywiscie chora na raka szyjki macicy byla zerowa
(parametr NLR). Natomiast szansa, ze pacjentka z rakiem szyjki macicy otrzyma
prawidlowy wynik badania cytologicznego bylta az 3,92 razy wigeksza niz na otrzymanie

prawidlowej cytologii przez pacjentke ze zmiang <CIN3 (tabela 23).

Najlepszag doktadnos¢ testu (ACC=68,4%), bez wzgledu na wynik,
dla rozpoznania raka szyjki macicy wykazano w przypadku metody metylacyjnej
zastosowanej samodzielnie lub w potaczeniu z testem na DNA HPV. Doktadno$¢
badania cytologicznego obliczono odpowiednio na 9,2%, a testu HPV DNA na 28,6%
(tabela 23).
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Tabela 23. Porownanie parametréow diagnostycznych cytodiagnostyki, testu na DNA HPV, testu
metylacyjnego i kombinacji testow podwojnych w wykrywaniu raka szyjki macicy w calej populacji

pacjentek wlaczonych do badania.

Metoda Czulo$é | Swoistosé | PPV NPV PLR NLR ACC AUC N
diagnostyczna (%] [%] [%] (%] [%] P VXSCO ;-
lagnostycz (95% Cl) | (95% CI) | (95% CI) | (95% ClI) | (95% CI) | (95% CI) | (95% ClI) | (95% ClI) (U
' 75 6,4 3,3 85,7 0,80 3,92 9,2 0,41
Cytodiagnostyka (19,4-99,4)| (2,4-13,4) | (0,7-9,3) | (42,1-99,7)| (0,45-1,41)| (0,61-25,3)| (4,3-16,7) | (0,16-0,65) 0,5297
100 25,5 5,4 100 1,34 28,6 0,63
Test HPV DNA (39,8-100) | (17,1-35,6)| (1,5-13,3) | (85,8-100) | (1,19-1,51) 0 (19,9-38,6)| (0,58-0,67) 0,3888
" 100 67 114 100 3,03 68,4 0,84
Metylacja (39,8-100) | (56,6-76,4)| (3,2-26,7) | (94,3-100) | (2,27-4,05) 0 (58,2-77,4)| (0,79-0,88) 0,0237
Cytodiagnostyka 100 3,2 42 100 1,03 0 7,1 0,52 0.9142
i+ Test HPV DNA | (39,8-100)| (0,7-9,0) | (1,2-10,4) | (29,2-100) | (1,0-1,07) (2,9-14,2) | (0,50-0,53)|
Cytodiagnostyka 100 53 43 100 1,06 0 9,2 0,53 0.8575
i+ Metylacja (39,8-100) | (1,7-12,0) | (1,2-10,6) | (47,8-100) | (1,01-1,11) (4,3-16,7) | (0,50-0,55)| '
i+ Metylacja (39,8-100) | (17,1-35,6)| (1,5-13,3) | (85,8-100) | (1,19-1,51) (19,9-38,6)| (0,58-0,67)|

Poréwnanie parametrow czutosci, swoistosci 1 doktadnosci (ACC) wszystkich

strategii  diagnostycznych w  wykrywaniu

na wykresie 16.
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Wykres 16. Poréwnanie czulo$ci, swoistosci i dokladnosci (ACC) strategii diagnostycznych

w wykrywaniu raka szyjki macicy.
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Postugujac si¢ analizag krzywych ROC okreslono przydatno$¢ wszystkich
strategii diagnostycznych w wykrywaniu raka szyjki macicy. Najlepsza przydatnosé
diagnostyczng uzyskano dla testu metylacyjnego - pole pod krzywg ROC (AUC)
oszacowano na 0,84 (p=0,0237). AUC badania cytologicznego i testu HPV DNA
wyniosto odpowiednio 0,41 i 0,63 (wykres 17A).

Przydatno$¢ testu QIAsure w diagnozowaniu raka szyjki macicy, w stosunku
do pozostatych strategii triage, porOwnano za pomocg wielkos$ci pol pod Krzywymi
ROC (AUC). AUC testu metylacyjnego miato istotnie statystycznie wyzsza warto$¢
niz AUC wszystkich pozostatych strategii diagnostycznych (wykres 17B).
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Wykres 17. A. Wykresy krzywych ROC: dla cytodiagnostyki, testu na DNA HPV, testu metylacyjnego
i kombinacji testow podwéjnych zastosowanych w celu wykrycia raka szyjki macicy; B. Porownania wielko$ci
pola pod krzywa ROC (AUC) testu metylacyjnego z polami pod krzywymi ROC (AUC) pozostalych strategii
diagnostycznych zastosowanych w celu wykrycia raka szyjki macicy.
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Zbadano parametry diagnostyczne wszystkich strategii diagnostycznych
dla zmian >CIN2, >CIN3 i raka szyjki macicy w 2 grupach wiekowych: <30 r.z.

i >30r.z.

Dla zmian >CIN2 wérod kobiet <30 r.z. najwyzsza czulo$¢ oszacowano dla
cytodiagnostyki zastosowanej samodzielnie oraz w potaczeniu z testem na DNA HPV
I z metylacjg (czuto$¢ kazdej strategii 100%). Metoda metylacyjna charakteryzowata si¢
najnizsza czutoscig (64,3%) przy najwyzszej swoistosci (90,9%) 1 wartosci PPV
(81,8%). Najlepsza przydatno$¢ — pole pod krzywa ROC (AUC) obliczono dla testu
QIlAsure (0,78; p=0,0058) (tabela 24).

Tabela 24. Poréwnanie parametrow diagnostycznych cytodiagnostyki, testu na DNA HPYV, testu
metylacyjnego i kombinacji testow podwéjnych w wykrywaniu zmian >CIN2 w grupie pacjentek
<30 r.z.

M Czulosé Swoistos¢ PPV NPV AUC o
etoda - - - - p-warto$¢
diagnostyczna [%] [%] [%] [%] (AUC)
©@5%Cl) | (95%Cl) | (@%cCl) | (95%Cl) | (95% ClI)
: 100 9,1 41,2 100 0,55
Cytodiagnostyka | c5100) | (11202 | (47593 | (27100 | (a4goer | 0049
85,7 31,8 444 77,8 0,59
Test HPV DNA (672:982) | (139549) | (255-647) | (400972 | (045-073) 0,3809
- 64,3 90,9 81,8 80 0,78
il (351-872) | (708989) | (482:977) | 593932 | (063092 0,0058
Cytodiagnostyka 100 4,5 40 100 0,52 0.4102
+ Test HPV DNA |  (76,8-100) (0,1-22,8) (23,9-57,9) (2,2-100) (0,48-057) ’
Cytodiagnostyka 100 9,1 41,2 100 0,55 0.3248
+ Metylacja (76,8-100) (1,1-29.2) (24,6-59,3) (2,7-100) (0,48-0,61) ’
Test HPV DNA 85,7 31,8 44,4 77,8 0,59 0.1905
+ Metylacja (572982 | (139549) | (254-647) | (40097.2) | (045073) ’

Dla zmian >CIN2 wsrdd kobiet >30 r.z. najwyzsza czutos¢ obliczono dla testu
na DNA HPV uzytego samodzielnie oraz dla wszystkich testow podwdjnych (100%).
Test QIAsure cechowat si¢ najnizszg czuloscig (58,6%) przy najwyzszej swoistosci
(78,8%) 1 dodatniej wartosci predykcyjnej (70,8%). Przydatnos$¢ diagnostyczna
0 najlepszych parametrach w wykrywaniu zmian >CIN2 w grupie kobiet powyzej
30r.z. zostala oszacowana dla testu na DNA HPV uzytego samodzielnie

lub w potgczeniu z metylacjg (AUC=0,73; p=0,0022) (tabela 25).
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Tabela 25. Porownanie parametréow diagnostycznych cytodiagnostyki, testu na DNA HPYV, testu
metylacyjnego i kombinacji testéw podwoéjnych w wykrywaniu zmian >CIN2 w grupie pacjentek
=30 r.z.

M Czulos¢ Swoistos¢ PPV NPV AUC W
etoda % - - % p-warto$¢
diagnostyczna [%] [%] [%] [%] (AUC)
(95%Cl) | (95%CI) | (95%CI) | (95%Cl) | (95% CI)
; 931 91 47,4 60 0,51
Cvtodiagnostyka | 779 002) | (19243 | (340610) | (47947) | (©ad0se | 08822
100 45,5 61,7 100 0,73
Test HPV DNA (88,1-100) (28,1-63,7) (46,4-75,5) (78,2-100) (0,64-0,81) 0,0022
; 58,6 78,8 70,8 68,4 0,69
Metylacja (38,9-76,5) (61,1-91,0) (48,9-87,4) (51,3-825) | (0,57-0,80) 0,016
Cytodiagnostyka 100 6,1 48,3 100 0,53 06824
*+ Test HPV DNA |  (88,1-100) (0,7-20,2) (35,2-61,6) (2,7-100) (0,49-0,57) ’
Cytodiagnostyka 100 9,1 49,2 100 0,55 0.5394
+ Metylacja (88,1-100) (1,9-24,3) (35,9-62,5) (29,2-100) (0,50-0,60) ’
Test HPV DNA 100 45,5 61,7 100 0,73 0.0022
+ Metylacja (88,1-100) (28,1-63,7) (46,4-75,5) (78,2-100) (0,64-0,81) ’

Dla zmian >CIN3 wséréd kobiet <30 r.z. czuto$¢ 1 wartos¢ NPV wszystkich
strategii diagnostycznych, z wyjatkiem metody metylacyjnej (odpowiednio 88,9%
1 96%), wyniosty 100%. Test FAMI19A4/mirl124-2 osiagngt najwyzszg swoistos¢
(88,9%) 1 dodatniga warto$¢ predykcyjna (72,7%) w tej grupie kobiet. Czulosé
I swoisto$¢ testu QIAsure wynoszace 88,9% wplynely na najwicksza przydatnosé
diagnostyczng tejze metody wsrdd kobiet <30 r.z. - pole pod krzywa ROC (AUC)
(0,89; p=0,0006) (tabela 26).

Tabela 26. Porownanie parametréow diagnostycznych cytodiagnostyki, testu na DNA HPV, testu

metylacyjnego i kombinacji testow podwojnych w wykrywaniu zmian >CIN3 w grupie pacjentek
<30 r.z.

M Czulo$é Swoistos¢ PPV NPV AUC s
etoda - - - - p-warto$é
diagnostyczna [%] [%] [%] [%] (AUC)
(95%Cl) | (95%Cl) | (95%CI) | (95%Cl) | (95%Cl)
: 100 7,4 26,5 100 0,54
Cytodiagnostyka | o6, "100) | (09243 | (129444) | (27-100) (049059 0.7423
100 33,3 33,3 100 0,67
Test HPV DNA (664-100) | (165540) | (165540) | (664-100) | (0,58-0,76) 0.13%0
. 88,9 88,9 72,7 96 0,89
Metylacja (618998 | (708977) | (39.0-940) | (797-100) | (0,76-100) 0,0006
Cytodiagnostyka 100 3,7 25,7 100 0,52 0.8694
+# Test HPVDNA | (664-100) | (01-190) | (125433) | (22-100) | (048-0,56) !
Cytodiagnostyka 100 7.4 26,5 100 0,54 0,7423
+ Metylacja (664-100) | (09-243) | (129-444) | (27-100) | (0,49-0,59) !
Test HPV DNA 100 33,3 33,3 100 0,67 0.1390
+ Metylacja (664-100) | (165540) | (165540) | (664-100) | (058-076) !
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Dla zmian >CIN3 wsréd kobiet >30 r.z. najwyzsza czulo$¢ osiggnal test
molekularny HPV DNA zastosowany samodzielnie oraz wszystkie strategie ko-testingu
(100%). Metoda metylacyjna charakteryzowala si¢ najnizsza czulo$cig (76,5%) przy
najwyzszej swoistosci (75,6%) i wartosci PPV (54,2%). Najlepsza przydatno$é¢ — pole
pod krzywa ROC (AUC) obliczono réwniez dla testu QIAsure (0,76; p=0,0017)
(tabela 27).

Tabela 27. Poréwnanie parametrow diagnostycznych cytodiagnostyki, testu na DNA HPYV, testu

metylacyjnego i kombinacji testow podwdéjnych w wykrywaniu zmian >CIN3 w grupie pacjentek
=30 r.z.

M Czulosé Swoistos¢ PPV NPV AUC .
etoda % - - % p-warto$¢
diagnostyczna [%] [%] [%] [%] (AUC)
95% Cl) | (95%Cl) | (95%CI) | (95%Cl) | (95% CI)
; 88,2 6,7 26,3 60 0,48
Cytediagnostyka | 36085y | (14183 | (55307 | (47947 | (03d0se) | 0o
100 33,3 36,2 100 0,67
el R (80,5-100) (200-490) | (22,7-515) (782-100) | (0,60-0,74) 00442
- 76,5 75,6 54,2 89,5 0,76
REBLEEE (501-932) | (605-87.1) | (328745 | (752:971) | (0,64-0.88) 00017
Cytodiagnostyka 100 4,4 28,3 100 0,52 0.7885
+ Test HPV DNA | (80,5-100) (0,5-15,2) (17,5-41,4) (2,7-100) (0,49-0,55) ’
Cytodiagnostyka 100 6,7 28,8 100 0,53 0.6874
+ Metylacja (80,5-100) (1,4-18,3) (178-421) | (29.2100) | (0,50-057) '
Test HPV DNA 100 33,3 36,2 100 0,67 0.0442
+ Metylacja (805-100) | (200490) | (227519) | (782-100) | (0,60-0,74) '

Dla rozpoznania raka szyjki macicy wsérdd kobiet <30 r.z. czuto$¢ i negatywna
warto$¢ predykcyjna wszystkich strategii diagnostycznych wyniosty 100%. Najwyzsza
specyficznos¢ uzyskat test QIAsure (73,5%). Najkorzystniejszg przydatnos¢ - pole pod
krzywa ROC (AUC) obliczono réwniez dla metody metylacyjnej (0,87; p=0,0843)
(tabela 28).
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Tabela 28. Porownanie parametréow diagnostycznych cytodiagnostyki, testu na DNA HPYV, testu
metylacyjnego i kombinacji testow podwojnych w wykrywaniu raka szyjki macicy w grupie

pacjentek <30 r.z.

Czulos¢ Swoistos¢ PPV NPV AUC o
Metoda % - - = p-warto$é
diagnostyczna [%] 7] [%] [%] (AUC)
95%Cl) | (95%Cl) | (95%CI) | (95%Cl) | (95% CI)
. 100 59 59 100 0,53
Cytodiagnostyka | ;77 (0,7-19,7) (0,7-19,7) @7100 | 40057 | 08901
100 26,5 7,4 100 0,63
sl A1 (2,7-100) (12,9-44,4) (0,9-24,3) (66,4-100) (0,56-0,71) 0,5342
- 100 73,5 18,2 100 0,87
pIEBIEE (2,7-100) (55,6-87,1) (2,3-51,8) (86,3-100) (0,79-0,94) 0,0843
Cytodiagnostyka 100 2,9 5,7 100 0,51 0.9449
+ Test HPV DNA (2,7-100) (0,1-15,3) (0,7-19,2) (2,2-100) (0,49-0,54) ’
Cytodiagnostyka 100 5,9 5,9 100 0,53 0.8901
+ Metylacja (2,7-100) (0,7-19,7) (0,7-19,7) (2,7-100) (0,49-057) ’
Test HPV DNA 100 26,5 7,4 100 0,63 0.5342
+ Metylacja (2,7-100) (12,9-44,4) (0,9-24,3) (66,4-100) (0,56-0,71) ’

Dla rozpoznania raka szyjki macicy wsrod kobiet >30 r.z. czuto$¢ i warto$¢

NPV wszystkich strategii diagnostycznych, z wyjatkiem cytodiagnostyki, wyniosty

100%. Najwyzsza swoistos¢ (63,3%) 1 najlepsza przydatnos¢ — pole pod krzywa ROC

(AUC) obliczono dla testu QlAsure (0,82; p=0,1300) (tabela 29).

Tabela 29. Poréwnanie parametrow diagnostycznych cytodiagnostyki, testu na DNA HPYV, testu
metylacyjnego i kombinacji testow podwéjnych w wykrywaniu raka szyjki macicy w grupie

pacjentek >30 r.z.

Czulos¢

Swoistos¢

PPV

NPV

AUC

Metoda p-warto$é
. [%0] [%6] [%6] [%0]
diagnostyczna | ggoccly | (9% cCl) | (@5%Cl) | (@5%cCl) | (95% Cl) Gl
: 50 6,7 1,8 80 0,28
Cytediagnostyka |, "oy | (18162) | (00494) | (284995) (0-0,77) 0.3003
100 25 4,3 100 0,62
eestal IR (2,7-100) (14,7-37,9) (0,5-14,5) (782-100) | (0,57-0,68) 0,5501
- 100 63,3 8,3 100 0,82
pEBEE (2,7-100) (49,9-75,4) (1,0-27,0) (907-100) | (0,76-0,88) 0,1300
Cytodiagnostyka 100 33 33 100 0,52 0,9365
+ Test HPV DNA | (2,7-100) (0,4-11,5) (0,4-115) (2,7-100) (0,49-054) '
Cytodiagnostyka 100 5 34 100 0,53 0.9049
+ Metylacja (2,7-100) (1,0-13,9) (0,4-11,7) (29,2-100) | (0,50-0,55) '
Test HPV DNA 100 25 43 100 0,63 05501
+ Metylacja (2,7-100) (14,7-37,9) (0,5-14,5) (782-100) | (0,57-0,68) '
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Sposrod wszystkich testow uzytych samodzielnie w grupach pacjentek ponizej
I powyzej 30 r.z., test na DNA HPV charakteryzowal si¢ najwyzsza przydatnoscia
diagnostyczng dla rozpoznan >CIN2 w grupie kobiet >30 r.z. W pozostalych
przypadkach najwicksze pole pod krzywag ROC (AUC) osiagnat test metylacyjny
QIlAsure.

Poréwnanie wszystkich strategii diagnostycznych wykazato, ze dla samych
zmian CIN2, test QIAsure charakteryzowat si¢ wyzsza swoistoscig (83,6%) 1 wartoscig
PPV (35,7%) od pozostalych metod. Czuto$¢ oraz negatywna warto$¢ predykcyjna
metylacji dla zmian CIN2 okazaly si¢ najnizsze ze wszystkich porownywanych testow,
odpowiednio 29,4% i 79,3%%. Wielkosci p6ol pod krzywymi ROC wszystkich metod
byly podobne (AUC metylacji — 0,57, AUC cytodiagnostyki - 0,55, AUC testu HPV
DNA - 0,64) przy p > 0,05 (tabela 30).

Tabela 30. Poréwnanie parametrow diagnostycznych cytodiagnostyki, testu na DNA HPYV, testu
metylacyjnego i kombinacji testéow podwéjnych w wykrywaniu zmian CIN2 w calej populacji
pacjentek wlaczonych do badania.

Czulosé Swoistosé PPV NPV AUC 33
diagﬂzgc;s;na [%] [%] [%] [%] p_(ﬁf(tzo)sc
©95%Cl) | (95%CI) | (95%Cl) | (95%Cl) | (95% ClI)
: 100 9,1 25,4 100 0,55
Cytodiagnostyka | o071 o) (3,0-20,0) (155-375) | (47,8-100) | (0,51-0,58) 0,5731
88,2 40 31,3 91,7 0,64
Test HPV DNA (636985) | (27.0541) | (187-463) | (730-990) | (0,54-0,74) 0,0801
- 29,4 83,6 35,7 79,3 0,57
Metylacja (103560) | (712922) | (128649) | (666888) | (044-069) 0.4186
Cytodiagnostyka 100 55 24,6 100 0,53 0.7353
+ Test HPV DNA |  (80,5-100) (1,1-15,1) (151365 | (292-100) | (0,50-0,56) '
Cytodiagnostyka 100 9,1 25,4 100 0,55 0.5731
+ Metylacja (80,5-100) (3,0-20,0) (155375 | (47,8100) | (051-0,58) '
Test HPV DNA 88,2 40 31,3 91,7 0,64 0,0801
+ Metylacja (636985 | (27.0541) | (187-463) | (730-990) | (054-074) '

Dla policzonych oddzielnie zmian CIN3 czulo$¢ testu metylacyjnego byla
najnizsza (77,3%) w stosunku do pozostatych strategii diagnostycznych, przy
najlepszych parametrach swoistosci (83,6%) 1 PPV (65,4%). Wartos¢ NPV testu
FAM19A4/mir124-2 (90,2%) byla wyzsza niz samodzielnie uzytej cytodiagnostyki
(83,3%), ale nizsza niz metody molekularnej na DNA HPV i testow podwdjnych:
cytodiagnostyka + test HPVV DNA i cytodiagnostyka + metylacja (NPV wymienionych
strategii - 100%) (tabela 31).
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Najlepsza przydatnos¢ diagnostyczng oszacowano dla pojedynczego testu

metylacyjnego,

pole pod krzywa ROC (AUC) wyniosto 0,80 (p<0,0001).

AUC cytodiagnostyki i testu HPV DNA obliczono odpowiednio na 0,52 i 0,70

(tabela 31).

Tabela 31. Porownanie parametréow diagnostycznych cytodiagnostyki, testu na DNA HPYV, testu
metylacyjnego i kombinacji testow podwdjnych w wykrywaniu zmian CIN3 w calej populacji
pacjentek wlaczonych do badania.

Metoda ngloéc’ Swooistoéc' P(I’:’V NOPV AUC R aRoe
diagnostyczna [%] [%] [%] [%0] (AUC)
©5%Cl) | (95%cCl) | (95%cCl) | (95%Cl) | (95% Cl)
; 95,5 9,1 29,6 83,3 0,52
Cytodiagnostyka | ;5 5, o) (3,0-20,0) (193-416) | (359-99,6) | (0,46-0,58) 0,7565
100 40 40 100 0,70
Test HPV DNA (846-100) | (270541) | (27,0541) | (846-100) | (635-765) 0.0064
- 77,3 83,6 65,4 90,2 0,80
Metylacja (546922) | (112922) | (43828 | (86967 | (7009 | 00001
Cytodiagnostyka 100 55 29,7 100 0,53 0.7098
+ Test HPV DNA |  (84,6-100) (1,1-15,1) (19,7-415) | (292-100) | (0,50-0,56) ’
Cytodiagnostyka 100 9,1 30,6 100 0,55 05351
+ Metylacja (84,6-100) (3,0-20,0) (202425) | (47,8100) | (0,51-058) ’
Test HPV DNA 100 40 40 100 0,70 0.0064
+ Metylacja (846-100) | (270541) | (27.0541) | (846-100) | (0,64-0,77) '
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6. Dyskusja

Aktualnie trwaja prace nad narzgdziami diagnostycznymi zapewniajacymi
wickszg precyzje w wykrywaniu klinicznie istotnej patologii szyjki macicy.
Nowoczesne testy powinny cechowac si¢ wysoka czutoscig, swoistoscig oraz dodatnig
I ujemng warto$cig predykcyjng. Ponadto dzigki obiektywizacji 1 automatyzacji
powinny eliminowac¢ btedy jak w przypadku subiektywnej oceny cytologicznej, a takze
skraca¢ czas oczekiwania na wynik. Kluczowa cecha nowych strategii diagnostycznych
neoplazji szyjki macicy jest zredukowanie liczby nieuzasadnionych klinicznie badan
kolposkopowych. W niniejszej pracy zweryfikowano warto$¢ diagnostyczng testu
metylacyjnego FAM19A4/mirl24-2 w wykrywaniu $rodnablonkowej neoplazji szyjki
macicy oraz raka szyjki macicy, a takze porownano parametry diagnostyczne metylacji

z metodg molekularng identyfikujaca DNA HPV, cytodiagnostyka i ko-testingiem.

Programy skriningowe oparte na cytodiagnostyce przyczynily si¢ do obnizenia
globalnej zachorowalnosci i $miertelnosci z powodu raka szyjki macicy w ciagu
ostatnich 70 lat. Niestety mimo wielu zalet cytodiagnostyki jako testu przesiewowego,
zwigzana jest ona z wysokim odsetkiem wynikow falszywie dodatnich i falszywie
ujemnych. Wyniki falszywie negatywne wigza si¢ z powaznymi konsekwencjami
dla pacjentek, spowodowanymi brakiem wykrycia istniejacej patologii. Skala tego
problemu dla zmian CIN1+ siega nawet 40-50%'%31% Moga one wynika¢ z bledow
na etapie pobierania, utrwalania, barwienia preparatdow oraz ich interpretacji przez
cytotechnika. W pracy chinskiej z 2020 roku sposroéd 1009 preparatow z rozpoznaniem
ostatecznym CIN2+ i ValN2+, 17,8% pacjentek miato prawidlowy wynik oceny
rozmazu cytologicznego!®. W badaniu Gupta i wsp. dokonano ponownej oceny
463 falszywie ujemnych wynikow badan cytologicznych, z czego rozpoznano

ostatecznie zmiany CIN2+ az w 95 przypadkach!®.

W niniejszym badaniu wyniki fatszywie ujemne cytodiagnostyki stwierdzono
w 4/98 przypadkow. Dwa z nich zwigzane byly z zaawansowang patologia szyjki
macicy. W jednym przypadku rozpoznano raka ptaskonabtonkowego, w drugim zmiang
CIN3, ktora po usunigciu za pomoca leep-konizacji rowniez okazata si¢ rakiem
ptaskonabtonkowym. Obie pacjentki zostaty skierowane do PPSM GPSK w Poznaniu
z powodu Klinicznego podejrzenia patologii pomimo prawidlowego wyniku

cytologicznego. Niski odsetek wynikow falszywie ujemnych w niniejszym badaniu
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wynika ze specyfiki wlaczonych do niego pacjentek. Do PPSM GPSK kierowane
sg pacjentki gléwnie z nieprawidlowym wynikiem oceny rozmazu cytologicznego
celem przeprowadzenia poglebionej diagnostyki. Tymczasem w populacyjnych
programach skriningowych nieprawidlowe wyniki cytologiczne stanowig jedynie

ok. 2-7% wszystkich ocenianych rozmazow.

Nalezy podkresli¢, ze w niniejszej analizie cytodiagnostyka wykryta
3 z 4 rakéow, w tym 2 raki gruczolowe i1 1 rak neuroendokrynny. Szacuje sie,
ze U pacjentek z rozpoznaniem AIS wyniki cytologiczne sa ujemne nawet w 52%,
aw przypadku inwazyjnego raka gruczotowego w 24,3%, co istotnie wydluza czas
do postawienia trafnej diagnozy. Ma to niewatpliwy wplyw na szanse¢ pacjentki

na catkowite wyleczeniel’.

Znaczaca wada badan cytologicznych jest duzy odsetek wynikow fatszywie
dodatnich. W niniejszej pracy wyniost on az 51% (50/98) dla rozpoznan >CIN2 wsrod
pacjentek z rozpoznaniem cytologicznym co najmniej ASC-US. Przewazajacy stosunek
nadrozpoznawalnos$ci cytologicznej wynika prawdopodobnie z faktu niedostatecznego
poziomu oceny i jakosci preparatow wykonanych poza PPSM GPSK w Poznaniu.
Jak juz wspomniano powyzej, do Poradni Patofizjologii Szyjki Macicy kierowane
s pacjentki z catej Wielkopolski i sgsiednich wojewodztw w celu przeprowadzenia
poglebionej diagnostyki. Wsrod osrodkow kierujacych do PPSM sg indywidualne
praktyki lekarskie, gabinety ginekologiczno-potoznicze dziatajace w ramach
kontraktow NFZ oraz oddzialy szpitalne. Poziom oceny cytodiagnostycznej
realizowanej przez te jednostki jest bardzo zréznicowany. W przewazajacej wigkszosci

rozpoznania cytologiczne pochodzg z cytologii konwencjonalne;.

Z danych chinskich z 2021 roku wynika, ze z 25 338 pacjentek z ASC-US,
zmiany CIN2+ w histopatologii rozpoznano ostatecznie u 7,1% wszystkich badanych*°®.
W pracy porownujacej parametry diagnostyczne cytologii konwencjonalnej z LBC
udowodniono, ze cytologia plynna charakteryzuje si¢ mniejszg iloScig wynikow
fatszywie dodatnich'®. Z kolei Sodhani i wsp. wykazali, ze ASC-US nie jest klinicznie
istotnym rozpoznaniem i znaczaco, w wiekszosci przypadkoéw niepotrzebnie, zwigksza
ilos¢ wykonywanych kolposkopii z biopsjg. Dodatkowo wskazano, ze cytologia LSIL+
wydaje sie by¢ dopuszczalnym progiem skierowan na diagnostyke poglebiong, istotnie

obnizajac liczbe biopsji, przy zachowaniu wysokiej czutosci testul!®. W niniejszym
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badaniu na 14 pacjentek z ASC-US, neoplazja szyjki macicy (>CIN2) zostata wykryta
jedynie w 1 przypadku. Wedtug wielu analiz ASC-US jest najczgstszym rozpoznaniem
wérod  wszystkich nieprawidlowych rozmazéw  cytologicznych!'!., W badaniu
wykonanym przez PPSM najczestszym rozpoznaniem cytologicznym byto tymczasem
LSIL, ktére stanowito 38,8%. U pacjentek z LSIL+ odsetek wynikow fatszywie
dodatnich dla zmian <CIN1 byt réwniez wysoki | wyniost 48%.

Wysoki odsetek wynikéw fatszywie pozytywnych wplywa na obnizenie
swoistosci testu, a zatem zwigkszenie naktadow finansowych zwigzanych z diagnostyka
poglebiong. W niniejszej pracy swoistos¢ cytodiagnostyki w identyfikacji >CIN2
obliczono na zaledwie 9,1%, przy satysfakcjonujacej czutosci 95,3%. Wartos¢ PPV
i NPV wyniosty 451% i 71,4%. Podobne wyniki uzyskano w krajowym
migdzyosrodkowym badaniu, w ktorym czulo$é, swoistos¢, PPV i NPV wyniosty
odpowiednio 85%, 23%, 39% i 72%>°. W duzym kohortowym badaniu POBASCAM
wyodrebniono 1100 pacjentek HPV-dodatnich, u ktorych okre§lono czuto$¢ i swoistosé
cytodiagnostyki w wykrywaniu zmian CIN2+ na 66% i 81,4%, PPV i NPV
odpowiednio na 87,96% i 54,5%C.

Przetrwale zakazenie wirusem brodawczaka ludzkiego jest silnie przyczynowo
powiazane z ryzykiem rozwoju zaawansowanej neoplazji i raka szyjki macicy. Dlatego
tez testy molekularne identyfikujace DNA HPV umozliwiaja wykrywanie pacjentek
z podwyzszonym ryzykiem rozwoju CIN. Wiele prac dowodzi, ze test HPV DNA
cechuje sie wyzsza czuloscig, ale nizsza swoistoscia niz cytodiagnostykal?-11°,
W badaniach przeprowadzonych na materiale PPSM swoistos¢ testu wykrywajacego
DNA 14 onkogennych typéw HPV dla zmian >CIN2, w poréwnaniu
do cytodiagnostyki, byta wyzsza (40% vs. 9,1%), natomiast czuto$Ci obu testow byty
sobie rowne 1 wyniosly 95,3%. Takie same zaleznosci opublikowali Belinson i wsp.,
uzyskujac podobng czuto$¢ obu testow — 95% dla testu HPVV DNA i 94% dla badania
cytologicznego, a takze wyzsza swoistos§¢ metody PCR niz cytodiagnostyki
— odpowiednio 85% 1 78%. W powyzszej pracy obliczono réwniez parametry
diagnostyczne badania cytologicznego w wykrywaniu neoplazji szyjki macicy dla progu
odcigcia >ASC-US, >LSIL i >HSIL. Wykazano, ze czulo$¢ testu w wykrywaniu
zarowno CIN2+, jak 1 CIN3+ spadata wraz z progiem o wyzszym zaawansowaniu

rozpoznania cytologicznego. Swoisto$¢ cytodiagnostyki natomiast rosta odpowiednio
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dla progu odcigcia >ASC-US, >LSIL, >HSILM®. Zaleznosci te potwierdzono

W niniejszej pracy.

Swoistos¢ testu HPV DNA w populacji kobiet wigczonych do niniejszego
badania dla punktu koncowego >CIN2 wyniosta 40%, a dla >CIN3 33,3% i w obu
przypadkach byla wyzsza od cytodiagnostyki, chociaz nadal niesatysfakcjonujaca.
Na niskg swoistos¢ testu HPV DNA wptyw ma duzy odsetek wynikow fatszywie
dodatnich spowodowanych incydentalnym zakazeniem wirusem brodawczaka
ludzkiego, zwtaszcza w milodszych grupach wiekowych. Wedlug amerykanskich
towarzystw u kobiet <30 r.z. rekomendowane jest wykonywanie jedynie badan
cytologicznych, dopiero po 30 roku zycia wskazuje si¢ na duzag rolg metody
molekularnej identyfikujacej DNA HPV®87375 Taka taktyka redukuje liczbe skierowan
na badania kolposkopowe i ogranicza nieuzasadniong klinicznie diagnostyk¢ inwazyjna
u pacjentek bez neoplazji szyjki macicy. Powyzsza strategia znajduje odzwierciedlenie
w wynikach niniejszej pracy, gdzie swoistos¢ testu HPV DNA dla zmian >CIN2
u mtodszych kobiet wyniosta 31,8% i byta nizsza niz u pacjentek >30 r.z., u ktorych
obliczona zostala na 45,5%. Prawdziwos¢ wynikow dodatnich potwierdza oszacowana
wartos¢ PPV — 44,4% u kobiet <30 r.z. 1 61,7% u kobiet >30 r.z. Analiza swoistosci
testu HPV DNA dla zmian >CIN3 nie réznita si¢ ze wzgledu na wiek i wyniosta

odpowiednio 33,3% w obu grupach wiekowych.

W duzym badaniu kohortowym opublikowanym przez Rijkaarta i wsp.,
analizujgcym strategie triage wykrywania neoplazji szyjki macicy, wykazano wyzsza
czuto$é, ale nizszg swoistos¢ testu podwodjnego sktadajacego si¢ z cytodiagnostyki
I testu HPV DNA, w poroéwnaniu do obu tych metod uzytych samodzielnie.
Dla wykrycia zmian CIN2+ czuto$¢ cytodiagnostyki wyniosta 62,7%, swoisto$¢ 89,1%,
natomiast testu na DNA HPV odpowiednio 77,8% i 56,4%. Potaczenie obu metod
razem znacznie zwigkszyto czulo$¢ diagnostyczng - 95%, ponadto podwyzszyto
warto§¢ NPV do 97,6%°. W niniejszej pracy ukazano tozsame trendy. Warto
zauwazyc¢, ze czulo$¢ oraz negatywna wartos$¢ predykcyjna ko-testingu sktadajacego si¢
z cytodiagnostyki i testu na DNA HPV obliczona na potrzeby niniejszego badania,

dla zmian >CIN2 i >CIN3 we wszystkich grupach wiekowych wyniosta 100%.

Negatywna warto$¢ predykcyjna testu molekularnego bliska 100% oznacza

wysoka prawdziwo$¢ wynikow ujemnych, a tym samym bardzo niskie ryzyko rozwoju
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zmian przednowotworowych i raka szyjki macicy w ciggu najblizszych lat u kobiet
HPV-negatywnych. Randomizowane badanie opublikowane w 2018 roku obejmujace
ponad 16 tys. pacjentek wykazalo, ze przy ujemnym wyniku testu na DNA HPV
czestos¢ wystepowania zmian CIN3+ po 2 latach jest znacznie nizsza (1,4/1000)
niz przy prawidtowym wyniku cytologii (5,4/1000)*". W 2019 roku Gilham i wsp.
przedstawili wyniki badania kohortowego (n=24,496), w ktorym udowodniono,
ze ujemny wynik testu na DNA HPV daje skumulowane ryzyko zachorowania
na>CIN3 po 10 latach (0,31%) porownywalne do ryzyka zachorowania przy
prawidlowym wyniku badania cytologicznego juz po 3 latach (0,30%)8,
Wprowadzenie metody molekularnej do programéw  skriningowych pozwala
na wydluzenie interwatdéw mig¢dzy badaniami, majac na uwadze czas jaki uplywa

od zakazenia HPV do rozwoju patologii szyjki macicy.

Nalezy zwroci¢ uwage na fakt, iz w populacji wiaczonej do niniejszej pracy, test
HPV DNA wykryt 100% zmian CIN3 oraz wszystkie 4 raki szyjki macicy
— 1 rak ptaskonabtonkowy, 2 raki gruczotowe oraz 1 rak neuroendokrynny, co czyni
go najczulszym samodzielnie uzytym testem porownywanym w niniejszej analizie.
Niestety zarowno test na obecnos¢ DNA HPV, jak 1 cytodiagnostyka nie sg pozbawione
wysokiego odsetka wynikow falszywie dodatnich, co generuje duza ilo$¢

wykonywanych badan inwazyjnych oraz ryzyko i naktady finansowe z nimi zwigzane.

Poszukiwania metody diagnostycznej, ktora koncentrowataby si¢ na redukcji
nieuzasadnionej klinicznie diagnostyki poglebionej, doprowadzity do badan nad
molekularnymi testami metylacyjnymi opartymi o hipermetylacje promotorow genow
supresorowych. Aktualnie trwaja prace nad okoto dwudziestoma roéznymi genami
biomarkerow metylacji, ktore koreluja z zaawansowang neoplazja i rakiem szyjki
macicy. Okreslenie spdjnych parametrow diagnostycznych testéw metylacyjnych nadal
nie jest proste. Badania nad wykorzystaniem metylacji wybranych genéw w procesie
wykrywania patologii szyjki macicy sa w duzej mierze niespojne 1 nieporoéwnywalne.
Roéznig sie lokalizacjag badanych genow, metodologig badan czy przyjetymi progami
nasilenia metylacji®>!°. Dla przyktadu analiza metylacji DNA czterech wybranych
gendw w populacji koreanskiej wykazala wyzsza czulo$¢ 1 nizsza swoisto$¢
w wykrywaniu raka szyjki macicy w przypadku genéw ADCYAP1 i PAXI
w porownaniu do gendéw MAL i CADMI1. Ponadto ADCYAPI i PAX1 cechowatly si¢
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wigkszg przydatno$cig niz MAL i CADMI (pole pod krzywa ROC odpowiednio 0,911
i 0,916 vs. 0,854 i 0,756)*%°.

W opublikowanej w 2019 roku metaanalizie 43 wybranych badan oceniono
parametry diagnostyczne metody metylacji u kobiet ze $rdédnablonkowa neoplazja
szyjki macicy. Analizie poddano rdézne testy genowe. Przy standaryzowanej swoistosci
na poziomie 70%, oszacowano tgczng czuto$¢ dla zmian CIN2+ na 68,6%, dla zmian
CIN3+ na 71,1%. W badaniach porownujacych metylacje DNA z cytodiagnostyka,
okreslono nizsza czuto$¢ 1 wyzsza swoisto$¢ testow metylacyjnych dla zmian CIN2+
I CIN3+. W pracach, w ktorych oceniano metode metylacyjng w pordwnaniu do testow
na DNA HPV HR, metylacja okazala si¢ znacznie mniej czuta i duzo bardziej swoista

w wykrywaniu zmian CIN2+%2%,

Gléwnym celem niniejszej pracy byta analiza parametrow diagnostycznych testu
metylacyjnego — QIAsure, oceniajacego hipermetylacje promotoréw  gendéw
supresorowych FAM19A4/mirl24-2, w wykrywaniu $rodnablonkowej neoplazji szyjki
macicy oraz raka szyjki macicy, a takze porownanie tejze metody z cytodiagnostyka,
testem na DNA HPV i Kko-testingiem. Czuto§¢ multipleksowego testu
FAM19A4/mir124-2 wykazana w ramach badan przeprowadzonych na materiale PPSM
dla zmian >CIN2 wyniosta 60,5%, co w poréwnaniu do cytodiagnostyki i testu HPV
DNA bylo nizszg wartoscig (obie metody 95,3%). Test metylacyjny dla zmian >CIN2
charakteryzowatl si¢ natomiast najwyzszg swoistoScig ze wszystkich metod — 83,6%.
Najwyzsza swoisto$¢ testu metylacyjnego jest konsekwencja najnizszego odsetka
wynikow fatszywie dodatnich, jedynie 9,2% (9/98). Podobne tendencje uzyskano
dla zmian >CIN3, gdzie zarowno czutos$¢, jak i swoistos¢ testu QIAsure obliczono
na okoto 80%. Wysoka swoisto$¢ testu pozwala na redukcj¢ nieuzasadnionych
klinicznie skierowan na kolposkopie, ograniczajac przy tym ryzyko i stres pacjentek

zwigzany z diagnostyka inwazyjng.

Wartos¢ PPV metylacji w niniejszym badaniu byta najwyzsza ze wszystkich
metod i dla zmian >CIN2 zostala oszacowana na 74,3%, a dla >CIN3 na 60%,
co $wiadczy o wysokiej precyzji testu. Negatywna warto$¢ predykcyjna okazata sig
najkorzystniejsza w przypadku metody identyfikujacej DNA HPV, dla zmian >CIN3
wyniosta ona 100%, testu metylacyjnego 92,1%, cytologii za$ 71,4%. NPV obu metod
molekularnych dla rozpoznania raka osiagneta wynik 100%. Wysoka wartos¢ NPV daje
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duza pewnos$¢ braku choroby i moze pozwoli¢ na wydhuzenie interwalow miedzy

kolejnymi badaniami u 0s6b z negatywnym wynikiem testu QIAsure.

Analizie poddano takze parametry diagnostyczne policzone osobno dla zmian
CIN2, CIN3 i raka szyjki macicy. Czuto$¢ testu FAM19A4/mirl24-2 wyniosta
dla zmian CIN2 29,4%, dla CIN3 77,3%, a dla raka 100%. Na podstawie wynikow
mozna wywnioskowac, ze czulo$¢ testu metylacyjnego ro$nie wraz z zaawansowaniem

rozpoznania patologii szyjki macicy.

W wieloosrodkowym, retrospektywnym badaniu, zaprojektowanym w ramach
VALID-SCREEN UE Horyzont 2020, poddano ocenie przydatnos¢ kliniczng testu
QIlAsure. Do badania wlaczono 2384 pacjentki z dodatnim testem w kierunku DNA
HPV, z 4 krajow: Szkocji, Danii, Stowenii i Holandii. Wyniki uzyskane w analizie
sa zbiezne z pochodzacymi z niniejszej pracy. Laczna czulo$¢ testu
FAM19A4/mir124-2 dla raka szyjki macicy wyniosta 95%, dla zmian CIN3 77,2%,
adla CIN2 wahata si¢ migdzy osrodkami od 33,3% do 61,1%. Swoistos¢ metody
metylacyjnej zostata oceniona na 78,3%. Warto$¢ PPV dla zmian >CIN2 osiaggne¢ta
wynik 36,7%, a dla >CIN3 28,3%. Parametr NPV dla raka szyjki macicy wyniost
99,9%, dla zmian >CIN3 96,9%, a dla >CIN2 93%. Kazda pacjentka zostala ponadto
poddana badaniu cytologicznemu LBC. W poréwnaniu do metylacji, czutos¢ cytologii
w wykrywaniu zmian CIN3 byta nizsza — przy progu rozpoznania ASC-US wyniosta
75%, przy LSIL 68,2%. Swoisto$¢ cytologii >ASC-US byta nizsza, a >LSIL wyzsza
w stosunku do testu FAM19A4/mir124-2 i wyniosta odpowiednio 70,1% i 85,2%'%2,

W badaniu przeprowadzonym w 2014 roku w 11 osrodkach na Tajwanie
porownano metode metylacji PAX1 i SOX1 z cytodiagnostyka i testem na DNA HPV
oraz oceniono parametry diagnostyczne metod potaczonych. Analiza objgto
676 pacjentek, w calej grupie czegsto$¢ identyfikacji metylacji obu genow wzrastata
wraz z nasileniem neoplazji. Na podstawie danych liczbowych zawartych
w tabeli 3 zamieszczonej w pracy mozna zauwazyé, ze dla zmian CIN3+ najwyzsza
czulo$cia pojedynczego testu charakteryzowato si¢ badanie cytologiczne i test HPV
DNA (91% i 89%). Najkorzystniejsza swoisto§¢ natomiast osiggnat test metylacyjny
PAX1 oraz cytodiagnostyka (91% i 90%). Co ciekawe, najlepsza czulo$¢ testu
podwodjnego wyliczono dla metody sktadajacej sie z cytologii i testu na DNA HPV
(97%), anajwyzsza swoisto$¢ dla testu HPV DNA potaczonego z metylacja PAX1
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(96%). Wielko$¢ pola pod krzywa ROC (AUC) o najwyzszej wartosci wsrod
wszystkich strategii diagnostycznych obliczono dla cytodiagnostyki zastosowanej
samodzielnie (0,91). Nalezy podkresli¢, ze do badania zostaly wiaczone pacjentki
z wynikiem cytologicznym >LSIL, co znacznie poprawia parametry diagnostyczne tejze

metody!?3,

W 2014 roku Verhoef opublikowal wraz z zespotem analize, w ktdrej porownano
multipleksowy test metylacyjny MAL/mirl24-2 wykonywany samodzielnie przez
pacjentki, z badaniem cytologicznym pobieranym przez lekarzy. Czuto$¢ obu metod
dla zmian CIN2+ byla poréwnywalna (cytologia — 70,8%, metylacja — 70,5%),
dlazmian CIN3+ wyzsza w przypadku cytodiagnostyki (74,8%) niz testu
metylacyjnego (67,5%). Badanie dowiodto, Ze samodzielnie pobrany test metylacyjny
stanowi obiektywng alternatywe dla badania cytologicznego, a razem z testem na DNA
HPV pozwala na prowadzenie skriningu catkowicie opartego na diagnostyce

molekularnej*?4.

De Strooper i wsp. w 2014 roku ocenili przydatno$¢ diagnostyczng metody
potaczonej sktadajacej si¢ z testu metylacyjnego dla genow CADMI/MAL
i cytodiagnostyki. Do badania wigczono pacjentki HPV-dodatnie. Analiza danych
wykazala, ze dla zmian CIN2+ test podwodjny cechowat si¢ wyzsza czutoscia (84,5%)
w poréwnaniu do cytologii (65,5%) i metylacji (62,1%) wykonywanych oddzielnie,
przy niewiele nizszej od nich swoistosci: test potaczony - 69,9%, cytologia — 83,5%,
metylacja — 78,4%. Analogicznie wygladalty wyniki dla zmian CIN3+. Kazda
ze strategii triage cechowala si¢ wysokg wartoscia NPV, przy czym dla testu
podwojnego byla ona najwyzsza i dla zmian CIN2+ wyniosta 93,2%, a dla CIN3+
96,2%'%.

Wyniki te mozna odnie$¢ do badan na populacji kobiet wtaczonych do niniejsze;j
pracy. Test podwojny zlozony z cytodiagnostyki oraz metylacji oceniajacej geny
FAM19A4/mirl24-2 charakteryzowat si¢ czutoscig 100% zaréwno dla zmian >CIN2,
jak i >CIN3, co bylo wyzszym wynikiem niz czuto$ci obu tych metod wykonanych
oddzielnie. Niska swoistos¢ cytodiagnostyki, spowodowana bardzo duzym odsetkiem
wynikow fatszywie dodatnich, uzyskana w tym badaniu wplyneta réwniez na niska
swoisto$¢ testu cytologia + metylacja. Dla zmian >CIN2 wyniosta ona 9,1%,

adla>CIN3 zaledwie 6,9%. Nie mozna zignorowa¢ kwestii ograniczenia niniejszej
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pracy, o ktorym wspomniano wcze$niej, jakim jest specyfika wiaczonej do badania
populacji. Prawie 93% badanych stanowity pacjentki z nieprawidlowym wynikiem
cytologii, z czego 55% to wyniki falszywie dodatnie. Fakt ten nie pozwala
na uwiarygodnienie obliczen dotyczacych swoistosci cytodiagnostyki, a tym samym
testu potaczonego z metylacjg. Warto podkresli¢ natomiast, ze wartos¢ NPV obu metod
razem osiggnela 100%. Analiza krzywej ROC wykazata, ze przydatno$¢ testu
podwdjnego w wykrywaniu zmian >CIN2 jest porownywalna z przydatnosciag same;j
cytodiagnostyki, pole pod krzywag ROC (AUC) obliczono odpowiednio, jedynie na 0,55
I 0,52. AUC rowne okoto 0,5 oznacza brak zdolnosci testu do rozréznienia miedzy
wynikami pozytywnymi a negatywnymi. Najlepsza przydatnoscia (AUC=0,72)

charakteryzowat si¢ oddzielnie aplikowany test metylacyjny.

W opublikowanych w 2015 roku przez Verhoefa i wsp. wynikach analizujacych
te same trzy strategie diagnostyczne oparte na cytodiagnostyce oraz tescie
metylacyjnym CADMI1/MAL, w populacji pacjentek HPV-dodatnich (n=354),
otrzymano tozsame trendy dotyczace parametrow diagnostycznych jak powyze;j.
Dla zmian CIN3+ uzyskano wyzsza czulo$¢ testu podwodjnego, przy znacznie nizszej
swoistosci - odpowiednio 88,7% i 53,5%, w poréwnaniu do obu metod wykonanych
samodzielnie. Czulo$¢ i swoistos¢ pojedynczego testu metylacyjnego wyniosty
odpowiednio 69,4% i 71,2%, cytodiagnostyki zas 77,4% i 73,8%. Ponadto autorzy
zaobserwowali wzrost czestosci identyfikacji metylacji wraz z zaawansowaniem
patologii szyjki macicy, w przypadku zmian CIN2 metylacja byta pozytywna w 39,3%,
w CIN3 w 66,1%, a w rakach szyjki macicy w 100%. Metylacja wykryta wszystkie
6 rakow szyjki macicy, 2 z nich nie zostaty zdiagnozowane przez badanie cytologiczne.
Co ciekawe, 17 kobiet z pozytywnym wynikiem testu metylacyjnego miato negatywny
wynik oceny histopatologicznej biopsji tkankowej <CIN11%,

W niniejszej pracy wsrod kobiet z wynikiem biopsji <CIN1 (biopsja bez cech
neoplazji, CIN1) test metylacyjny QIAsure byt dodatni w 9/55 przypadkow. Kazda
ztych 9 pacjentek miata ponadto pozytywny wynik testu na DNA HPV. Warto
zaznaczy¢, ze w odroznieniu od cytodiagnostyki i kolposkopii, test metylacyjny
analogicznie do testu molekularnego na DNA HPV, jest obiektywnym narzedziem
diagnostycznym i daje precyzyjng informacje¢ na temat toczgcego si¢ procesu
kancerogennego na szyjce macicy. Materiat do testu pobierany jest z calej tarczy

I kanatu szyjki macicy oraz ze sklepien pochwy. Wynik biopsji natomiast moze by¢
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falszywie ujemny, co jest konsekwencjg subiektywnej oceny koloposkopowej
I potencjalnie blednie pobranego materiatu diagnostycznego. Na szyjce macicy moga
wystepowac jednoczes$nie zmiany o réznym stopniu nasilenia i czasie trwania. Badania
van Baarsa i wsp. z 2016 roku na 178 biopsjach pobranych od 65 pacjentek z réznymi
stopniami neoplazji potwierdzity te hipotez¢. Kazdy materiat biopsyjny zostat poddany
analizie histopatologicznej oraz metylacyjnej. Autorzy jednoznacznie wskazuja,
ze czestos¢ identyfikacji metylacji CADM1/MAL wzrasta wraz z zaawansowaniem
zmiany na szyjce macicy i jest specyficzna dla tej zmiany. Wigkszos¢ kobiet
z wielokrotnymi biopsjami, w materiale z rozpoznaniem CIN2/3 miato pozytywna

metylacje, a w biopsji bez cech neoplazji wynik testu metylacyjnego byt ujemny*?’,

Wzrost stopnia korelacji miedzy dodatnig metylacja a zaawansowaniem neoplazji
szyjki macicy potwierdza takze publikacja De Strooper i wsp. z 2014 roku, w ktorej
oceniono skuteczno$¢ kliniczng testu FAMI9A4. U pacjentek ze zmiang CIN2
obliczono odsetek pozytywnych wynikow metylacji na 63,2%, ze zmiang CIN3
oraz z rakiem szyjki macicy odpowiednio na 73,3% i 100%. Ponadto autorzy
zaobserwowali wzrost proporcjonalny stopnia korelacji pozytywnej metylacji do czasu
trwania zmiany. Metylacja uzyskata wynik dodatni dla wszystkich rakéw szyjki macicy
(n=22) oraz pdéznych zmian CIN2/3 trwajacych co najmniej 5 lat, podczas gdy
dlawczesnych zmian CIN2/3 metylacja byla pozytywna w 42,1% przypadkow®.
Kontynuujac prace nad metodg metylacyjng, De Strooper i wsp. przedstawili w tym
samym roku wyniki kolejnego badania, oceniajacego przydatnos¢ testu CADM1, MAL
i mirl24-2 w wykrywaniu raka szyjki macicy i endometrium. Potwierdzono, ze test
metylacyjny wykrywa wszystkie raki szyjki macicy (n=79) bez wzgledu na typ

histologiczny, a takze wickszo$¢ - 76% (16/21) rakéw endometrium®*,

Niedawno opublikowano wyniki wieloosrodkowego badania zaprojektowanego
w ramach VALID-SCREEN (666800), finansowanego przez program UE Horyzont
2020, analizujacego metylacje genow FAM19A4/mirl24-2 w wykrywaniu inwazyjnego
raka szyjki macicy. Material pobrano od 519 pacjentek z rakiem szyjki macicy
pochodzacych z 25 krajow. Do analizy metylacji uzyto testu PCR QIAsure. Metylacja
zostala potwierdzona W 98,3% przypadkow raka szyjki macicy (510/519), w tym
w rakach HPV-ujemnych oraz rzadkich typach histologicznych. Dodatni wynik
metylacji uzyskano u pacjentek z rakiem ptaskonablonkowym (313/318),
gruczolakorakiem (121/123), rakiem gruczotowoptaskonabtonkowym (42/42),
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z rzadkimi typami raka (30/32), w tym z rakiem jasnokomoérkowym (14/14), rakiem
neuroendokrynnym (12/13), gruczolakorakiem z elementami raka neuroendokrynnego
w utkaniu histopatologicznym (1/1), gruczolakorakiem §luzowym zotadka (2/2),
gruczolakorakiem s$luzowym niesklasyfikowanym (not otherwise specified — NOS)
(1/1) oraz z nieokreslonymi histologicznie typami raka (4/4). Pozytywnos¢ testu dla obu
gendéw supresorowych wykazano w 79% przypadkéw (n=410), dodatni wynik
dla pojedynczego genu FAM19A4 uzyskano w 13,9% (n=72), a dla mirl24-2 w 5,4%
(n=28)1%8,

Wyniki dotyczace wykrywania raka szyjki macicy przy pomocy metody metylacji
uzyskane w ramach niniejszego badania sg zgodne z przytoczonymi doniesieniami. Test
metylacyjny QIAsure wykryt wszystkie 4 raki szyjki macicy, w tym 1 rak
ptaskonabtonkowy, 2 raki gruczotowe oraz 1 rak neuroendokrynny. Ponadto uzyskano
dodatnig metylacje¢ u pacjentki z wynikiem biopsji CIN3, u ktorej po leczeniu
leep-konizacja, ostatecznym rozpoznaniem rowniez byt rak ptaskonabtonkowy. Dwie
pacjentki z rakiem szyjki macicy otrzymaly wynik metylacji pozytywny dla obu genow
FAM19A4 i mirl24-2, dwie natomiast jedynie dla genu FAM19A4.

W 2018 roku Verlaat i wsp. przedstawili wyniki analizy wzorow metylacji DNA
12 gendéw na modelu in vitro oraz przy uzyciu materiatu pobranego od pacjentek.
W obu modelach wykazano znaczacy wzrost poziomu metylacji wszystkich 12 genow
wraz zaawansowaniem choroby, wskazujac na wczesny poczatek metylacji w zmianach

CIN2/3 i najwyzszy poziom w rakach szyjki macicy'%.

W niniejszej pracy obliczono iloraz szans (OR) zachorowania na neoplazj¢
szyjki macicy u kobiet z pozytywnym wynikiem metylacji. [loraz szans na wystapienie
zmian CIN2 u pacjentek z dodatniag metylacja wyniost 2,13 (95% CI: 0,60-7,54)
w porownaniu do braku istotnej patologii szyjki macicy - <CIN1. OR wystapienia
zmian CIN3 dla kobiet z dodatnim wynikiem testu QlAsure w stosunku do wystgpienia
zmian nizszych niz CIN1, oszacowano na 17,38 (95% CI: 5,10 — 59,25), a zmian >CIN3
na 21,47 (95% CI. 6,41-71,91). Ponadto wykazano istotny statystycznie wzrost
obserwowanych przypadkoéw wystapienia dodatniej metylacji wraz z zaawansowaniem

stwierdzonego rozpoznania histopatologicznego.

W metaanalizie opracowanej w 2019 roku przez Kelly i wsp. wykazano

zwigkszone ryzyko dodatniej metylacji u kobiet ze zmiang CIN2 w stosunku do kobiet

101



ze zmiang <CINI1, surowy iloraz szans(crude odds ratio - cOR) wyniost 2,83
(95% CI: 2,01-4,00). Ryzyko to wzrastatlo wraz zaawansowaniem neoplazji, u kobiet
ze zmiang CIN3, w porownaniu do <CIN1, cOR wynibst 7,92 (95% CI: 6,10-10,29),
a u kobiet z rakiem szyjki macicy 32,11 (95% CI: 22,51-45,79)*?1. Z kolei Bu i wsp.,
w badaniu z 2018 roku oceniajacym metylacjc FAM19A4 u kobiet HPV-dodatnich
w populacji chinskiej (n=230), obliczyli cOR pozytywnej metylacji w grupie pacjentek
ze zmiang histopatologiczng LSIL, HSIL i z rakiem szyjki macicy w stosunku do kobiet
z prawidlowa biopsja, odpowiednio na 4,64 (95% CI: 1,58-13,58),
10,79 (95% CI: 4,21-27,68) i 120,11 (95% CI: 33,35-432,53). Autorzy wykazali takze
dodatnig korelacje miedzy metylacja FAM19A4 a zakazeniem HPV16/18, ktére
wystepowato takze istotnie czesciej w porownaniu do zakazenia HPV 12 innych typow
wysokiego ryzyka (68,81% vs. 30,19%). W badaniu poréwnano ponadto przydatnosc
diagnostyczng metylacji, cytodiagnostyki, genotypowania HPV16/18 oraz testu
polaczonego z metylacji i genotypowania HPV. Czulo$¢ testu FAMI19A4
w wykrywaniu >HSIL byta nizsza niz cytodiagnostyki 1 testu podwdjnego, odpowiednio
75,42%, 83,05% i 86,44% przy najwyzszej sposrod wszystkich metod swoistosci
— 81,44%. Analiza krzywej ROC wykazala najlepsza przydatnos¢ w wykrywaniu zmian
>HSIL dla testu metylacyjnego uzytego samodzielnie, AUC=0,81%°.

Na potrzeby niniejszej pracy dokonano obliczen dotyczacych korelacji miedzy
pozytywnym wynikiem testu metylacyjnego a zakazeniem HPV. W grupie pacjentek
z dodatnig metylacja wszystkie pacjentki miaty jednocze$nie pozytywny wynik testu
na DNA HPV, czego nie =zauwazono u pacjentek z ujemna metylacja
(Test Chi* p=0,000026). Rozktad wariantow dodatniego wyniku HPV byl istotnie
statystycznie rozny w grupie pacjentek z metylacjg (+) w stosunku do metylacji (-),
p=0002. Natomiast nie wykazano istotnie statystycznych réznic dotyczacych
dominujacych genotypow HPV w obu grupach.

W pracy Lin 1 wsp. z 2011 roku poréwnano metode metylacji opartg o analize
genéw PAXI1, WTI, PCDH10, z testem na DNA HPV. Do badania wtaczono
222 pacjentki z rozpoznaniem ASC-US. Wykazano powigzanie metylacji wszystkich
trzech genéw z nasileniem neoplazji szyjki macicy. U kobiet z pozytywnym wynikiem
metylacji iloraz szans (OR) wystgpienia zmian >CIN3 byl wyzszy niz u pacjentek
z dodatnim testem na DNA HPV. W zestawieniu z testem HPV DNA, metoda

metylacyjna charakteryzowala si¢ nizszym odsetkiem wynikéw falszywie dodatnich,
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aco za tym idzie mniejsza ilo$cig skierowan na badania kolposkopowe. Metylacja
natomiast cechowata si¢ wyzszym odsetkiem wynikow fatszywie ujemnych w stosunku
do testu na DNA HPV®L,

Takie same wnioski udato si¢ uzyska¢ Li i wsp. w badaniu opublikowanym
w 2015 roku, w ktérym potwierdzono wigksza skuteczno$¢ metody metylacyjnej PAXI1
w wykrywaniu zmian CIN2+ w poréwnaniu do testu na DNA HPV. Analiza objeto
463 pacjentki z ASC-US, w calej grupie wykazano wzrost stopnia korelacji metylacji
wraz ze wzrostem stopnia zto$liwosci zmian - 0% pozytywnych wynikow
w prawidtowych tkankach, 8,2% w CIN1, 73,7% w CIN2, 92,3% w CIN3 i 100%
w rakach szyjki macicy. Dla porownania w teScie HPV DNA uzyskano wyniki
bez znaczacej tendencji wzrostowej, odpowiednio 17,2%, 60,2%, 57,9%, 69,2%
I 100%. Czulo$¢ i swoistos¢ testu PAX1 dla wykrycia zmian CIN2+ obliczono
na 82,4% 1 95,6%, pole pod krzywa ROC wyniosto 0,89, PPV, NPV i doktadno$¢ testu
odpowiednio 59,6%, 98,6% i 94,6%. Wszystkie powyzsze parametry diagnostyczne
opisane dla metylacji byly wyzsze niz metody identyfikujacej DNA HPV. Autorzy
potwierdzili, iz segregacja pacjentek z ASC-US przy pomocy testu metylacyjnego
pozwala na wykluczenie zmian o niskim stopniu zlosliwosci 1 ograniczenie

wykonywanych badan kolposkopowych'3,

W 2015 roku Xu i wsp. opublikowali prace analizujaca przydatnos¢ metod
molekularnych — metylacji PAX1 i testu na DNA HPV, w wykrywaniu raka szyjki
macicy (n=121). Pozytywny wynik PAX1 potwierdzono we wszystkich przypadkach
raka, w 44% zmian CIN2/3 i 9% zmian CIN1, w tkankach prawidtowych nie wykazano
dodatniej metylacji. Dla poréwnania test identyfikujacy DNA HPV byl pozytywny
w 92% przypadkow raka, 91% CIN2/3, 81% CINI i 17% prawidlowych biopsji. Na tej
podstawie udowodniono lepsza uzytecznos¢ metody metylacyjnej w réznicowaniu raka
I zaawansowanej neoplazji szyjki macicy od neoplazji niskiego stopnia i prawidtowe;j
btony $luzowej. Pole pod krzywag ROC (AUC) testu PAX1 dla rozréznienia raka szyjki

macicy od zmian <CIN3 wyniosto 0,88, przy czutosci 81% i swoistosci 93%*3,

De Strooper i wsp. opublikowali w 2016 roku wyniki analizy uzyteczno$ci testu
FAM19A4/mirl24-2 pobieranego samodzielnie przez pacjentki, w wykrywaniu zmian
CIN3+. Uzyskano satysfakcjonujace parametry diagnostyczne wszystkich zestawoéw

testowych niezaleznie 0d narzedzia uzytego do pobrania probek. Potaczenie metody
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metylacji z genotypowaniem HPV 16/18 zwigkszalo znaczaco czulos¢ testu,
ale zmniejszato jego swoisto$¢é, pozwalajac jednak na catkowicie samodzielne
wykonanie catej diagnostyki skriningowej przez pacjentki‘34. Badanie na samodzielnie
pobranych probkach przeprowadzili takze Hesselink i wsp. w 2014 roku. W oparciu
0 analiz¢ ludzkich genéw B-aktyny uznano, ze 355 z 377 probek zawierato materiat
0 odpowiedniej ilosci DNA i jakosci wymaganej do testow metylacyjnych PCR
— CADM1, MAL i mirl24-2. W pracy poréwnano kombinacje bi-markerow
metylacyjnych. Dla zestawu MAL/mMIirl24-2 uzyskano najlepszg moc diagnostycznag,
ponadto wyzsza czulo$¢ niz dla genotypowania HPV 16/18. Czulo$¢ testu
metylacyjnego MAL/mirl24-2 dla zmian co najmniej CIN3 wzrastata wraz z wiekiem
pacjentek, przy malejacej swoistosci®®. W pracy van Baarsa i wsp. z 2016 roku réwniez
zauwazono powigzanie metylacji z wiekiem. Mianowicie pacjentki ze zmiang CIN2+
i dodatnim wynikiem testu metylacyjnego byly istotnie statystycznie starsze
niz pacjentki z ujemna metylacja (Srednia wieku 42 vs. 30). Dodatkowo stopien
korelacji pozytywnej metylacji CADM1 i MAL wzrastat wraz z wiekiem??’.

Badanie COMETH opublikowane w 2016 roku przez Luttmer i wsp. objeto
508 kobiet z dodatnim wynikiem testu identyfikujagcego DNA HPV. W pracy
porownano rozne strategie skriningowe oparte na osobnym tescie metylacyjnym
FAM19A4, cytodiagnostyce, genotypowaniu HPV 16/18 oraz testach podwojnych
w roznej konfiguracji. Analizujac dane z tabeli 1 zamieszczonej w publikacji mozna
stwierdzi¢, ze najwyzsza czutos¢ dla zmian >CIN3 uzyskano dla testu potgczonego;
metylacja + cytologia — 94,4%. Niewiele nizsza czuto$¢ wykazano réwniez dla testow
potaczonych; metylacja + genotypowanie HPV oraz cytologia + genotypowanie HPV
— oba 92,2%. Maksymalng swoistos¢ wsrod wszystkich strategii diagnostycznych
obliczono dla metylacji uzytej samodzielnie — 71,1%. W pracy wykazano dodatnig
korelacje miedzy czuto$cig i swoisto$cig metylacji FAM19A4 a wiekiem pacjentek.
U kobiet powyzej 30 roku zycia czuto§¢ metylacji dla zmian co najmniej CIN3
wyniosta 88,3% 1 byta wyzsza niz czuto$¢ cytodiagnostyki i genotypowania HPV,
odpowiednio 85% 1 70%. W tej grupie wiekowej osiggni¢to znacznie wyzszg swoistos¢
(62,1%) testu metylacyjnego w poréwnaniu do pozostatych metod uzytych
samodzielnie. Z przytoczonych danych wynika, ze metylacja FAM19A4 jest atrakcyjna
metoda skriningowa dla kobiet HPV-dodatnich po 30 roku zycia®®.
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Jak wynika z obliczen przeprowadzonych na potrzeby niniejszej pracy,
porownujacych wszystkie strategie skriningowe, najlepsza przydatnos¢ diagnostyczna
uzyskano dla samodzielnego testu FAM19A4/mirl123-2. Pole pod krzywa ROC (AUC)
dla zmian >CIN2 oszacowano na 0,72, dla zmian >CIN3 na 0,81, a dla raka szyjki
macicy na 0,84. Pojedynczy test metylacyjny charakteryzowal si¢ najwyzsza
swoisto$cig ze wszystkich metod, dla zmian >CIN2 — 83,6%, dla zmian >CIN3
— 80,6%. Analizujac zestawienie testow podwojnych maksymalng czuto$¢, swoistos¢
| przydatnos$¢ osiggnicto dla testu potgczonego; metylacja + test HPV DNA. Nalezy
zauwazy¢, ze czulo$¢ tego zestawu testowego jest wyzsza niz czuto§¢ samej metylacji
(dla zmian >CIN3 100% vs. 80,8%), przy nizszej swoistosci 1 AUC
(dla >CIN3 33,3% vs. 80,6% i 0,67 vs. 0,81). Nie mozna zignorowa¢ faktu, iz test
potaczony; metylacja + test HPV DNA uzyskat takie same parametry diagnostyczne
dla zmian >CIN2 i >CIN3, jak samodzielny test na DNA HPV. W populacji wigczonej
do niniejszego badania nie ma przypadku pacjentki z dodatnia metylacja przy
jednoczesnie ujemnym wyniku testu wirusowego, stad metylacja nie podnosi wartosci
diagnostycznej po potagczeniu z testem na DNA HPV w stosunku do samego testu

identytikujacego wirusa.

Analiza korelacji migdzy dodatnim wynikiem testu metylacyjnego QIlAsure
a wiekiem pacjentek wykazata, ze dla zmian >CIN3 i osobno dla raka szyjki macicy,
test metylacyjny ma najwigksza przydatno$¢ ze wszystkich poréwnywanych strategii
diagnostycznych bez wzgledu na wiek. Ciekawag obserwacja jest fakt, iz dla zmian
>CIN2 przydatnos¢ metody metylacji u kobiet >30 r.z. byta nieco nizsza niz testu
na DNA HPV, pole pod krzywag ROC (AUC) odpowiednio 0,69 i 0,73. Natomiast
u kobiet przed 30 rokiem zycia dla zmian >CIN2 analiza pola pod krzywa ROC
wykazata, Ze test metylacyjny miat wyzszg wartos¢ AUC niz cytodiagnostyka 1 test
HPV DNA. Powszechnie wiadomo, Ze u pacjentek po 30 r.z. test identyfikujacy DNA
HPV jest bardziej skuteczny niz cytodiagnostyka, a u kobiet mtodszych trend ten jest
odwrotny. W analizowanej grupie kobiet, w przypadku metylacji nie wykazano
korelacji zwigzanej z wiekiem. Jak wynika z powyzszego, metylacja powigzana jest nie

tyle z wiekiem, ile z zaawansowaniem neoplazji szyjki macicy.

W 2018 roku De Strooper i wsp. opublikowali wyniki analizy post hoc
dotyczacej ryzyka zachorowania na raka szyjki macicy u pacjentek HPV-dodatnich
(n=1040) po 14 latach od wykonania diagnostyki przesiewowej. Przy dodatnim
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wyjsciowym wyniku testu QIAsure identyfikujacym metylacje FAM19A4/mirl124-2,
zachorowalno$¢ na raka szyjki macicy po 14 latach wyniosta 5,5%, natomiast przy
nieprawidlowym wyniku badania cytologicznego 4,1%. 14-letnia skumulowana
zapadalno$¢ na raka szyjki, dla kobiet z ujemnym wyjSciowym wynikiem metylacji
zostala oszacowana na 1,7%, a dla kobiet z prawidtowym wynikiem cytologii
na2,4%%’. Z kolei Dick i wsp. w 2019 roku przedstawili badanie follow-up
po 14 latach, analizujace ryzyko wystgpienia zmian CIN3+ u pacjentek HPV-dodatnich
(n=1025). Skumulowana 14-letnia zapadalno$¢ na zmiany co najmniej CIN3 u kobiet
z pierwotnym dodatnim wynikiem testu QIAsure wyniosta 39,8%, a z nieprawidlowa
cytologia 46,5%. WSsrod kobiet z ujemnymi wyjsciowymi wynikami metylacji
FAM19A4/mir124-2 i cytodiagnostyki zachorowalno$¢ po 14 latach byla
poréwnywalna (16,3% vs. 15,6%)'®, Skumulowang czesto$é wystepowania zaréwno
zmian CIN3+, jak i raka szyjki macicy po 14 latach od przeprowadzenia skriningu,
obliczono takze na potrzeby pracy Vinka i wsp. z 2021 roku (n=979). Dla kobiet
z ujemng metylacja FAM19A4/mir124-2 ryzyko CIN3+ po 14 latach wyniosto tyle
samo, ile dla kobiet z prawidlowym wynikiem cytologii — 12,8%. Potaczenie obu testow
przy negatywnym wyniku, dato nizsze ryzyko — 10,9%. Skumulowana czgstosé
wystepowania raka szyjki macicy przy wyjsciowych ujemnych wynikach testu QIAsure
i cytologii byla zgodna z oszacowana w powyzszej publikacji pod Kierownictwem

De Strooper i wyniosta odpowiednio 1,1% i 2,0%%

. Wszyscy autorzy dowiedli, Ze test
metylacyjny jest dobrg alternatywa dla cytodiagnostyki jako triage dla kobiet
HPV-dodatnich, zapewniajac niskie dlugoterminowe ryzyko zachorowania na raka

szyjki macicy przy ujemnym wyniku.

W niniejszej pracy wszystkie kobiety z rakiem szyjki macicy, ktore miaty
wykonany test QIAsure, zostaty prawidtowo zdiagnozowane otrzymujgc dodatni wynik
metylacji. Wartos¢ NPV testu FAM19A4/mirl24-2 wynoszaca 100% dla badanej
populacji informuje o tym, ze pacjentki z ujemnym wynikiem testu metylacyjnego

mogly by¢ w 100% pewne braku raka szyjki macicy.

Jak opisano wczesniej, w populacji kobiet wiaczonych do niniejszego badania,
test metylacyjny QIAsure charakteryzowal si¢ najwyzsza swoistoscig, wartoscig PPV
i polem pod krzywg ROC (AUC) dla zmian >CIN2 i >CIN3, w porownaniu do testu
na DNA HPV i cytodiagnostyki. Zatem 83,6% kobiet bez zmian >CIN2 i 80,6%

bez zmian >CIN3 zostalo poprawnie zdiagnozowanych otrzymujac ujemny wynik
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metylacji, co jest konsekwencja najnizszego odsetka wynikow falszywie ujemnych
— dla zmian >CIN2 — 9,2%, a dla >CIN3 — 14,3%. Pacjentki z pozytywnym wynikiem
testu QIAsure mogly by¢ w 74,3% pewne, ze majg zmiang >CIN2. Najbardziej
optymalne parametry czutosci i swoistosci metylacji daly najwyzszy wynik AUC
ze wszystkich porownywanych testow, dla zmian >CIN2 — 0,72, >CIN3 — 0,81,
a dla raka szyjki macicy 0,84.

Na potrzeby niniejszej pracy obliczono i poréwnano dodatkowe parametry
diagnostyczne wszystkich metod. Test FAM19A4/mirl24-2 w stosunku do innych
strategii cechowal si¢ najwyzszym ilorazem wiarygodno$ci wyniku dodatniego (PLR),
co oznacza, ze szansa na otrzymanie dodatniego wyniku metylacji przez pacjentke
rzeczywiscie posiadajgca zmiang >CIN3 byta 4,15 razy wigksza niz szansa,
ze pozytywny wynik otrzymataby pacjentka ze zmiang <CIN2. Dla poréwnania PLR
cytodiagnostyki wyniost 0,99, a testu HPV DNA 1,5. Najlepsza doktadnos¢ testu (ACC)
wykazano réwniez dla metody QIAsure, pacjentki po wykonaniu metylacji mogly by¢
pewne postawionej diagnozy w przypadku >CIN2 w 73,5%, a w przypadku >CIN3
w 80,6%. Dla zmian >CIN2 ACC cytodiagnostyki obliczono na 46,9%, a testu HPV
DNA na 64,3%, dla zmian >CIN3 odpowiednio na 29,6% i 51%.

W 2019 roku przeprowadzono analiz¢ w 6 osrodkach na materiale pobranym
od 1680 pacjentek, w ktorej oceniono zgodno$¢ miedzy- i wewnatrzlaboratoryjng testu
metylacyjnego QIAsure odpowiednio na 92,5% i 91,4%, co potwierdzito duza
powtarzalnos$é testu'®®. Z kolei Dippmann i wsp. opublikowali w 2020 roku wyniki
pracy porownujacej dwa testy metylacyjne - GynTect® i QIAsure. W badaniu oba testy
wykryly wszystkie raki szyjki macicy, a roznice w identyfikacji zmian CIN1, CIN2
i CIN3 byly nieistotne statystycznie. Test QIAsure cechowat si¢ jednak wyzszym
odsetkiem wynikow falszywie dodatnich i nizsza swoisto$cig dla zmian CIN2+ i CIN3+
W poréwnaniu do testu GynTect®, opartego na szesSciu regionach genow - ASTNI,
DLX1, ITGA4, RXFP3, SOX17 oraz ZNF671'*. Poszerzenie panelu wykrywanych
genow supresorowych w testach metylacyjnych mogloby znacznie zwigkszy¢ ich moc
diagnostyczng, a przy jednoczesnej komercjalizacji utatwiloby wprowadzenie tejze

metody do programoéw skriningowych.

Jak wynika z przegladu literatury oraz z przeprowadzonej na potrzeby niniejszej

pracy analizy, metoda metylacji cechuje si¢ najlepsza przydatnoscig diagnostyczna
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w wykrywaniu zaawansowanej neoplazji oraz raka szyjki macicy w porownaniu
do badania molekularnego na obecnos¢ DNA HPV i cytodiagnostyki. Niewatpliwg
zaletg testow metylacyjnych opartych na markerach epigenetycznych jest ich
obiektywizm, co pozwala unikngé biedow ludzkich takich jak w przypadku
subiektywnej interpretacji cytodiagnostycznej. Wysoka swoistos¢ testu QIAsure przy
zachowaniu  satysfakcjonujacej  czulosci  umozliwia  zredukowanie  liczby
nieuzasadnionych klinicznie skierowan na kolposkopi¢. Jest to zwigzane z nizszym
odsetkiem wynikow falszywie dodatnich niz w przypadku cytodiagnostyki
I niespecyficznego z powodu incydentalnych infekcji wirusowych testu na DNA HPV.
Nie ulega watpliwo$ci, ze zastgpienie badan cytologicznych w selekcji pacjentek
HPV-dodatnich obiektywnym testem metylacyjnym o wysokiej wartosci PPV dla zmian
>CIN2, pozwolitloby na znaczne ograniczenie kosztow zwigzanych z diagnostyka
pogtebiong. Stuprocentowa czuto$§¢ metody molekularnej dla gendéw supresorowych
FAM19A4/mir124-2 w wykrywaniu raka szyjki macicy potwierdza konieczno$é
natychmiastowej weryfikacji histopatologicznej i ewentualnego leczenia wszystkich
pacjentek z dodatnim wynikiem metylacji. Zadowalajaco wysoka negatywna warto$¢
predykcyjna argumentuje za wydluzeniem odstgpow czasowych migdzy badaniami
przesiewowymi opartymi na testach metylacyjnych. Samodzielne pobranie przez
pacjentki probek na obecno$¢ hipermetylacji genoéw supresorowych i DNA HPV
pozwala na przeprowadzenie calkowicie molekularnego badania przesiewowego
o przewidywanej wysokiej frekwencji populacji docelowej. Brak koniecznosci wizyty
w gabinecie lekarskim pozwolitby na zmaksymalizowanie liczby chetnych kobiet
do udziatlu w skriningu przy jednoczesnym ograniczeniu kosztochtonnosci badan
kontrolnych. Na podstawie przytoczonych danych i dokonanych w niniejszej pracy
analiz mozna zalozy¢, ze w bliskiej perspektywie czasowej metoda metylacyjna bedzie
stanowi¢ alternatywe lub uzupelnienie dotychczasowych testow diagnozujacych

srodnabtonkowg neoplazje i raka szyjki macicy.
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7. Whnioski

7.1. Whniosek glowny

1.

Test metylacyjny dla gendéw supresorowych FAMI9A4 1 mirl24-2
charakteryzuje si¢ wysoka przydatno$cig diagnostyczng w wykrywaniu
srédnabtonkowej neoplazji szyjki macicy duzego stopnia oraz raka szyjki

macicy.

7.2. Wnioski szczegélowe

1.

Wysoka swoisto$¢ testu metylacyjnego dla genow FAMI19A4 i mirl24-2 przy
satysfakcjonujacej czulosci potwierdza duza moc diagnostyczng testu
w wykrywaniu s$rodnabtonkowej neoplazji szyjki macicy duzego stopnia

oraz raka szyjki macicy.

llos¢ dodatnich wynikow testu metylacyjnego dla gendéw FAM19A4 i mirl24-2
wzrasta  wraz z zaawansowaniem stwierdzonego rozpoznania

histopatologicznego: <CIN1, CIN2, CIN3, rak szyjki macicy.

Pacjentki z dodatnim wynikiem testu metylacyjnego maja jednoczesnie
pozytywny wynik testu molekularnego na DNA HPV. Nie wykazano istotnie
statystycznych r6znic dotyczacych dominujacych genotypow HPV w grupach

pacjentek z dodatnim i ujemnym wynikiem testu metylacyjnego.

Nie zaobserwowano korelacji migdzy czgstoscia obserwowanych pozytywnych
wynikow testu metylacyjnego dla genow FAMI19A4 i mirl24-2 a wiekiem

pacjentek.

. Test metylacyjny dla genow FAMI19A4 i mirl24-2 cechuje si¢ najwyzsza

swoistoscia, wartoscig PPV, doktadnoscig oraz przydatnoscia diagnostyczng
W wykrywaniu zmian >CIN2, >CIN3 i raka szyjki macicy, w pordéwnaniu
do metody molekularnej identyfikujacej DNA HPV, cytodiagnostyki oraz

ko-testingu.

Wysokie parametry diagnostyczne testu metylacyjnego moga pozwolié
na zredukowanie liczby  skierowan na  diagnostyke  kolposkopowa,
co w konsekwencji doprowadzitoby do oszczgdnosci nakladow finansowych
przeznaczonych na profilaktyke raka szyjki macicy przy zachowaniu wysokiej

wykrywalnos$ci zaawansowanej neoplazji i raka szyjki macicy.
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Streszczenie
Wstep:

Programy skriningowe oparte na cytodiagnostyce i metodzie molekularnej
identyfikujagcej DNA HPV przyczynity si¢ do obnizenia globalnej zachorowalno$ci
I umieralno$ci z powodu raka szyjki macicy. Niestety, mimo wielu zalet powyzszych
testow przesiewowych, zwigzane sg one z wysokim odsetkiem wynikow falszywie
dodatnich, generujagc nadmierng ilo$¢ nieuzasadnionych Kklinicznie skierowan
na diagnostyke poglebiona. Poszukiwania metody skriningowej, ktéra koncentrowataby
si¢ na redukcji liczby wykonywanych kolposkopii, doprowadzity do badan
nad molekularnymi testami metylacyjnymi opartymi o hipermetylacje promotoréw
gendéw supresorowych.

Cele:

Celem pracy byla analiza przydatnosci diagnostycznej testu metylacyjnego
dla genéow supresorowych FAM19A4 i mirl24-2 w wykrywaniu $roédnabtonkowe;j
neoplazji szyjki macicy oraz raka szyjki macicy, a takze poréwnanie tejze metody
z metodg molekularng identyfikujaca DNA HPV, cytodiagnostyka oraz ko-testingiem.
Ponadto do zadan niniejszego badania nalezato okreslenie korelacji migdzy wykrytym
procesem metylacji a zaawansowaniem rozpoznanej patologii szyjki macicy,
genotypami HPV oraz wiekiem pacjentek.

Material i metoda:

Do badania wilaczono 98 kobiet miedzy 18 a 69 r.z. z nieprawidlowym
wynikiem cytologicznym lub klinicznym podejrzeniem patologii szyjki macicy.
Badania prowadzone byty prospektywnie od marca 2019 do lutego 2021 roku
w Poradni Patofizjologii Szyjki Macicy Ginekologiczno-Potozniczego Szpitala
Klinicznego Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu.

Wszystkie pacjentki  miaty wykonany jakosciowy test molekularny
(Cobas® 4800 identyfikujagcy DNA 14 typéw HPV HR z genotypowaniem HPV 16/18)
oraz multipleksowy test metylacyjny QIAsure dla gendéw supresorowych
FAM19A4/mir124-2. Ponadto kazda pacjentka miata wykonang kolposkopi¢ z biopsja
tarczy szyjki macicy oraz lyzeczkowanie kanatu szyjki macicy. Pacjentki, ktore
nie posiadaty wyniku cytologii albo ktorych wynik cytologiczny wymagat weryfikacji,
mialy pobrany wymaz cytologiczny na podloze ptynne. Analiz statystycznych
dokonano przy pomocy pakietu statystycznego PQStat Software 1.8.2.
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Wyniki:

Czuto$¢ testu metylacyjnego dla genéw supresorowych FAM19A4/mirl124-2
w wykrywaniu zmian >CIN2 wyniosta 60,5%, >CIN3 - 80,8%, a raka szyjki macicy
- 100%. Swoistos¢ metylacji potwierdzajaca brak rozpoznania >CIN2 obliczono
na 83,6%. Dla zmian >CIN2, >CIN3 i raka szyjki macicy warto§¢ PPV wyniosta
odpowiednio 74,3%, 60% i 11,4%, a NPV odpowiednio 73%, 92,1% i 100%.
Doktadnos¢ (ACC) testu FAMI19A4/mirl24-2 dla rozpoznan >CIN3 zostata
oszacowana ha 80,6%.

Pole pod krzywa ROC (AUC) testu metylacyjnego wyniosto dla zmian >CIN3
0,81 (95% CI; 0,72-0,90), a dla raka szyjki macicy 0,84 (95% CI; 0,79-0,88),
co potwierdzilo duza moc diagnostyczng testu w wykrywaniu $rodnabtonkowej
neoplazji duzego stopnia oraz raka szyjki macicy.

Test metylacyjny cechowal si¢ najwyzsza swoistoscig, wartoscia PPV,
doktadnoscia (ACC) oraz przydatno$cig diagnostyczng (pole pod krzywa ROC — AUC)
w wykrywaniu zmian >CIN2, >CIN3 i raka szyjki macicy w poréwnaniu do testu
na DNA HPV, cytodiagnostyki oraz ko-testingu.

Wykazano istotny wzrost iloéci dodatnich wynikéw testu metylacyjnego wraz
z zaawansowaniem stwierdzonego rozpoznania histopatologicznego: <CIN1, CIN2,
CIN3, rak szyjki macicy.

Nie wykazano istotnej korelacji miedzy pozytywnym wynikiem testu
metylacyjnego a genotypami HPV oraz wiekiem pacjentek wlaczonych do badania.
Whioski:

Test metylacyjny FAM19A4/mirl24-2 charakteryzuje si¢ wysoka przydatnoscig
diagnostyczng w wykrywaniu §rodnabtonkowej neoplazji szyjki macicy duzego stopnia
oraz raka szyjki macicy. llo§¢ dodatnich wynikow testu metylacyjnego wzrasta wraz
z zaawansowaniem  stwierdzonego rozpoznania  histopatologicznego.  Test
FAM19A4/mirl24-2 cechuje si¢ najwyzszg swoistoscig, wartoscig PPV, doktadnos$cig
oraz przydatnoscig diagnostyczng w wykrywaniu zmian >CIN2, >CIN3 i raka szyjki
macicy w poréownaniu do metody molekularnej identyfikujacej DNA HPV,
cytodiagnostyki oraz  ko-testingu. Wysokie parametry diagnostyczne testu
metylacyjnego mogg pozwoli¢ na zredukowanie liczby skierowan na diagnostyke
kolposkopows, co w konsekwencji doprowadzitoby do oszczednosci nakladow
finansowych przeznaczonych na profilaktyke raka szyjki macicy przy zachowaniu

wysokiej wykrywalno$ci zaawansowanej neoplazji 1 raka szyjki macicy.
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Abstract
Background:

Screening programmes based on cytology and molecular methods of HPV DNA
identification have contributed to the decreased cervical cancer incidence and mortality
worldwide. Unfortunately, despite the many advantages of these screening tests, they
are associated with high percentages of false positive results, which generates
an excessive number of clinically unjustified referrals for more extensive evaluation.
The search for a screening method that would allow to reduce the number
of unnecessary colposcopy examinations has prompted researchers to investigate
methylation assays that detect hypermethylation of tumour suppressor gene promoters.

Aims:

The aims of this study were to assess the diagnostic usefulness of a methylation
assay for the tumour suppressor genes FAM19A4 and miR124-2 in detecting cervical
intraepithelial neoplasia and cervical carcinoma and to compare this method with
a molecular method of HPV DNA identification, cytology and co-testing. This study
was also aimed to determine the correlations between the identified methylation process
and the severity of the cervical pathology identified, the HPV genotypes and the patient

age.

Material and methods:

A total of 98 women aged between 18 and 69 years with an abnormal cytology
result or a clinically suspected cervical pathology were included in the study.
This prospective study was conducted from March 2019 to February 2021
at the Cervical Pathophysiology Clinic, Gynecology and Obstetrics Clinical Hospital,
Poznan University of Medical Sciences, Poznan, Poland.

All the patients had a qualitative molecular assay done (Cobas® 4800
identifying the DNA of 14 high-risk HPV types along with HPV 16/18 genotyping) and
a multiplex methylation assay, QIlAsure, for the tumour suppressor genes
FAM19A4/mir124-2. Each patient also underwent colposcopy with ectocervical biopsy
and endocervical curettage. Patients with no cytology results or with cytology results
requiring verification underwent sampling for liquid-based cytology. Statistical analyses
were carried out using the statistical PQStat Software 1.8.2.
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Results:

The sensitivity of the FAM19A4/mirl24-2 methylation assay for the detection
of >CIN2, >CIN3 and cervical carcinoma was 60.5%, 80.8% and 100%, respectively.
The specificity of methylation confirming the absence of >CIN2 was calculated
at 83.6%. For >CIN2, >CIN3 and cervical carcinoma, PPV values were 74.3%, 60%
and 11.4%, respectively, and NPV values were 73%, 92.1% and 100%, respectively.
The accuracy of the FAM19A4/mirl24-2 methylation assay for >CIN3 was estimated
at 80.6%.

The area under the ROC (AUC) for the methylation assay was 0.81
(95% CI: 0.72-0.90) for >CIN3, and 0.84 (95% CI: 0.79-0.88) for cervical carcinoma,
which confirms the high diagnostic power of the assay for detecting high-grade cervical
intraepithelial neoplasia and cervical carcinoma.

The methylation assay was characterised by the highest specificity, PPV,
accuracy and diagnostic usefulness (AUC) for the detection of >CIN2, >CIN3
and cervical carcinoma compared to HPV DNA testing, cytology and co-testing.

A significant increase in the number of positive results of the methylation assay
was demonstrated along with the severity of the pathological diagnosis: <CIN1, CIN2,
CINS3, cervical carcinoma.

No significant correlation was demonstrated between a positive result
of the methylation assay on the one hand and the HPV genotypes and age of the patients
included in the study on the other hand.

Conclusions:

The FAM19A4/mir124-2 methylation assay is characterised by a high diagnostic
usefulness for detecting high-grade cervical intraepithelial neoplasia and cervical
carcinoma. The number of positive results of the methylation assay increases
with the severity of the pathological diagnosis. The FAM19A4/mirl24-2 methylation
assay is characterised by the highest specificity, PPV, accuracy and diagnostic
usefulness for the detection of >CIN2, >CIN3 and cervical carcinoma compared
to the molecular method identifying HPV DNA , cytology and co-testing. The high
diagnostic parameters of the methylation assay may allow for a reduction in the number
of referrals for colposcopy examinations, which would consequently lead to a decreased
expenditure on the prevention of cervical cancer, while preserving the high detectability

of advanced cervical intraepithelial neoplasia and cervical carcinoma.
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