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Streszczenie

Wzrost wiedzy na temat procesow kancerogenezy w potgczeniu z rozwojem technologii diagnostyki molekularnej z
wykorzystaniem matryc DNA i mRNA oraz metod immunohistochemicznych wykrywajgcych ekspresje biatka p 16
wprowadzit nowg jakos¢ do badari profilaktycznych raka szyjki macicy sprowadzajgc ja z poziomu komorkowego
na poziom molekut. Pozwala to nie tylko na rozpoznawanie istniejgcych standw przedrakowych i raka ale rowniez na
przewidywanie tych patologii na etapie zmian komdrkowych lub molekularnych za pomocg oznaczer: biomarkerow
onkogenezy. Te nowe narzedzia diagnostyczne dajg nadzieje na poprawe skutecznosci skriningu raka szyjki macicy
oraz znaczng redukcje jego kosztow.
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Summary
Increasing knowledge about the cervical cancer etiology, combined with the development of molecular diagnostics
technology using DNA matrix and mRNA matrix, introduced a new quality in cervical cancer screening. Moving the
diagnostics from the cellular level into the molecular level allowed not only to identify the existing precancerous
states, but also to foresee these pathologies in the stage of cellular or molecular changes using oncogenesis
biomarkers. The new diagnostic tools give hope for the improvement of effectiveness of cervical cancer screening
and for a significant reduction of costs.
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Wprowadzenie 50 lat temu badan profilaktycznych opartych
o rozmaz cytologiczny oceniany wedtug kryteriow PAPA (Papa-
nicolaou) doprowadzito do zmniejszenia $miertelnosci z powodu
raka szyjki macicy w objgtych skriningiem populacjach kobiet
[1]. Mimo tych niewatpliwych sukceséw zastosowanie cytolo-
gii jako podstawowego narz¢dzia diagnostycznego w skriningu
raka szyjki macicy nie jest rozwigzaniem pozbawionym wad.
Podstawowy problem stanowi duzy odsetek wynikoéw fatszywie
negatywnych i falszywie pozytywnych co generuje dodatkowo
wysokie koszty badan przesiewowych [2, 3].

Badanie cytologiczne nie jest doskonatym i jednoznacznym
narzgdziem diagnostycznym w rozpoznawaniu zmian $rodna-
blonkowych i raka szyjki macicy. Czulo$¢ jednokrotnego badania
cytologicznego w rozpoznawaniu tych patologii zalezy w duzym
stopniu od poziomu fachowosci personelu prowadzacego skri-
ning (osoba pobierajaca, sprzet, doktadnos¢ pobrania, utrwalenia,
techniki histologicznej, skriningu cytologicznego, reskriningu).
Dlatego tez czuto$¢ i odsetek wynikow fatszywie negatywnych
jest miarg poziomu konkretnego o$rodka diagnostycznego. Do-
datkowo badanie cytologiczne cechuje ograniczona powtarzal-
no$¢ wynikow oraz duzy odsetek wynikéw niejednoznacznych
(ASCUS, ASC-H, rozmazy nienadajace si¢ do oceny).

Wyniki niejednoznaczne moga dotyczy¢ nawet do 7% ko-
biet objetych skriningiem. U wigkszos$ci z nich stwierdza sig¢ na
szyjce macicy zmiany tagodne, jednak powoduje to konieczno$é
wykonywania kontrolnych rozmazéw cytologicznych oraz do-
datkowych badan diagnostycznych (kolposkopia, badania wi-
rusologiczne, badania histologiczne) co znacznie komplikuje
i zwigksza koszty programéw badan profilaktycznych raka szyjki
macicy [4]. Naktady finansowe ponoszone na weryfikacj¢ niejas-
nych wynikéw rozmazow cytologicznych znacznie przewyzszaja
koszty zwiazane z diagnostyka i leczeniem stanow przedrako-
wych (CIN2+) [5]. Wykrycie 1 przypadku raka szyjki macicy
w oparciu o podstawowe badania cytologiczne wymaga poniesie-
nia kosztow zwigzanych z prowadzeniem badan przesiewowych
u 1000 kobiet przez 35 lat [6].

Wprowadzenie kosztownych modyfikacji klasycznego bada-
nia cytologicznego i stworzenie cytologii na podtozu ptynnym
(liquid base cytology — LBC) nie poprawilo w znaczacym stopniu
jego czutoscei i specyficznosci w wykrywaniu zmian $rédnabton-
kowych i raka szyjki macicy [7]. Dlatego prowadzone sa bardzo
intensywne prace nad poszukiwaniem nowych biomarkeréw raka
szyjki macicy, ktore pozwolityby na pewna identyfikacj¢ grupy
kobiet z niejasnymi wynikami cytologii, u ktorych istnieje bez-
wzgledna konieczno$é wiaczenia szczegdtowej diagnostyki na
etapie poglebionym skriningu.

Wzgledy ekonomiczne i ograniczone mozliwosci diagno-
styczne rozmazu cytologicznego spowodowaly, ze klasyczny
model profilaktyki raka szyjki macicy oparty o skrining cytolo-
giczny, badanie kolposkopowe z wycinkiem celowanym i lecze-
niem stanow przedrakowych ulega obecnie zmianom [8, 9].

Zastosowanie nowych technologii molekularnych ma po-
prawi¢ efektywnos$¢ skriningu poprzez wzrost jego czuto$ci
z jednoczesnym ograniczeniem konieczno$ci wykonywania do-
datkowych badan na etapie poglebionej diagnostyki programéw
profilaktycznych, co ma znacznie obnizy¢ naktady finansowe
przeznaczane na prowadzenie badan profilaktycznych raka szyjki
macicy. Dotyczy to gtéwnie kobiet mlodych z latentna postacia
zakazenia HPV, u ktérych wynik pojedynczego badania cytolo-
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gicznego bardzo czg¢sto moze by¢ nieprawidlowy [10].

Zakazenie wirusem brodawczaka ludzkiego (HPV) jest po-
wszechnie uznawane za gtéwny czynnik etiologiczny rozwoju
stanow przedrakowych i raka szyjki macicy. Zostato to potwier-
dzone w licznych badaniach eksperymentalnych i epidemiolo-
gicznych [11, 12, 13]. Zakazenie jednym z 15 typdéw wirusa HPV
o wysokim potencjale onkogennym jest niezbgdnym, ale niewy-
starczajacym czynnikiem przyczynowym rozwoju zmian $rod-
nablonkowych i raka szyjki macicy [14]. Tylko u czgsci kobiet
zakazonych wirusem HPV rozwija si¢ §rddnabtonkowa neoplazja
lub rak szyjki macicy. U czgéci z nich, gloéwnie kobiet mtodych
przed 30 rokiem, zakazenie moze mie¢ charakter przejsciowy lub
utajony [15]. Czynnikiem niezb¢dnym do wywotania transfor-
macji nowotworowej w komorkach nabtonka szyjki macicy jest
integracja wirusowego DNA z genomem komoérkowym. Ma to
miejsce gtdwnie w postaci przetrwatej zakazenia HPV. Nastep-
stwem tego procesu jest nadekspresja biatek wirusowych E6/E7
o wilasciwosciach transformujacych, ktore inaktywuja gltéwne
regulatory cyklu komérkowego i supresory transformacji nowo-
tworowej p53, pRb (retinoblastoma). Réwnoczesnie aktywuja
one telomeraz¢ powodujac rozwoj zmian s$rodnablonkowych
iraka inwazyjnego [16, 17, 18]. Stwierdzenie przewleklej ekspre-
sji onkogenoéw E6/E7 moze stuzy¢ jako wskaznik prognostyczny
potencjatu transformacji nowotworowej w komoérkach nabtonka
szyjki macicy juz na bardzo wczesnym jej etapie [19].

Sposrod licznych dostgpnych komercyjnych testow DNA
stuzacych do wykrywania zakazenia wirusami HPV, FDA (Food
and Drug Administration) zaaprobowata do badan skriningo-
wych na terenie USA komercyjny test Hybryd Capture 11 (HC2)
firmy Digene [20]. Jednak testy te maja ograniczone zastosowa-
nie u kobiet mtodych ponizej 30 roku zycia, u ktérych bardzo
czgsto stwierdza si¢ utajong postac zakazenia HPV. Stwierdzenie
dodatniego wyniku testu na obecno$¢ DNA HPV ponizej 21 roku
zycia jest mato przydatne w praktyce klinicznej i nie nalezy za-
lecaé jego wykonywania. Jezeli badanie zostalo wykonane w tej
grupie kobiet a jego wynik jest dodatni to nie nalezy poszerzac
diagnostyki (kolposkopia, histologia) w tej grupie pacjentek bo-
wiem w wigkszo$ci przypadkow zakazenie HPV i zmiany z nig
zwiazane ulegna regresji wraz z uptywem czasu [21, 22].

W grupie kobiet starszych testy HPV DNA sa bardzo po-
mocne w prowadzeniu badan profilaktycznych jednak nie pozwa-
laja na podstawie jednokrotnego badania na zréznicowanie utajo-
nej i przetrwalej postaci zakazenia HPV. Poznanie i zrozumienie
przebiegu naturalnego zakazenia HPV jest istotne dla zachowania
rownowagi migdzy odpowiednim prowadzeniem badan przesie-
wowych w celu zapobiegania rozwojowi raka a wykonywaniem
nadmiernej liczby badan, co zwiazane jest z rosnacymi kosztami
skriningu oraz mozliwoscia wystapienia szeregu niekorzystnych
powiktan [23].

Wprowadzenie testow wykrywajacych DNA HPV pozwo-
lito na wdrozenie nowej jakosci do badan profilaktycznych na
etapie poglebionej diagnostyki szczegolnie u kobiet z nieprawid-
towymi wynikami badan cytologicznych. Testy DNA HPV HR
(diagnozujace typy wirusa o wysokim potencjale onkogennym)
wykrywajace obecno$¢ wirusowego DNA posiadaja duzo wigk-
sza czulo$¢ w rozpoznawaniu $rédnablonkowej neoplazji i raka
szyjki macicy niz klasyczny rozmaz cytologiczny [10]. Przydat-
no$¢ kliniczna tych testow potwierdzono w trzech duzych bada-
niach prospektywnych przeprowadzonych zarowno w USA jak
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i w Europie [24, 25, 26]. Jednak powszechne stosowanie tych
testow na etapie poglebionej diagnostyki w ramach badan profi-
laktycznych napotyka na ograniczenia i nie spetnia poktadanych
nadziei. Zwiazane jest to ze stosunkowo niska ich swoistos$cia
oraz niska wartoécia predykcyjna dodatnia (positive predictive
value — PPV) szczegolnie u kobiet mlodych z utajona postacia
zakazenia wirusem Papilloma. Powoduje to konieczno$¢ powta-
rzania tych testow co 6-12 miesigcy w celu potwierdzenia lub
wykluczenia wystgpowania przetrwatej postaci zakazenia, co
znacznie podwyzsza koszty prowadzonego skriningu [27, 28].

Pacjentki z przetrwalg postacia zakazenia wirusami HPV
o wysokim potencjale onkogennym (HR HPV) sa szczegoélnie za-
grozone rozwojem srodnablonkowej neoplazji i raka szyjki maci-
cy. Wymagaja one intensywnego nadzoru, dlatego konieczne jest
szybkie i doktadne ocenianie tej postaci zakazenia [29, 30]. Takie
mozliwosci stwarzaja nowe testy oparte o analiz¢ transkryptow
mRNA wiruséw HPV HR. Wykrycie transkryptéw mRNA HPV
HR wydaje si¢ mie¢ wigksza warto$¢ prognostyczng w rozpozna-
waniu standw przedrakowych i raka szyjki macicy w poréwnaniu
z diagnostyka oparta o rozmaz cytologiczny i testy HPV DNA
[31]. Przydatno$¢ testow DNA HPV w badaniach profilaktycz-
nych raka szyjki macicy zostala szczegdétowo opracowana w licz-
nych doniesieniach, natomiast warto$¢ prognostyczna testow op-
artych o analiz¢ mRNA w rozpoznawaniu zmian $rédnabtonko-
wych i raka szyjki macicy wciaz nie zostata do konca poznana.
W dostgpnym pismiennictwie opublikowano zaledwie kilka prac
poréwnujacych wyniki testow DNA HPV i mRNA HPV u ko-
biet z CIN i rakiem szyjki macicy [10]. Obecnie dostgpny jest
juz na rynku komercyjny test oparty o analiz¢ mRNA wiruséw
HPV dopuszczony do zastosowan klinicznych (NucliSENSE
EasyQ®). Test ten wykrywa obecno$¢ zwigkszonej iloéci tran-
skryptow mRNA onkogendéw E6/E7 pigciu najczesciej wywotu-
jacych raka szyjki macicy onkogennych typow HPV: 16, 18, 31,
33 1 45 i charakteryzuje si¢ wyzsza specyficznos$cia i czuto$cia
w wykrywaniu zmian CIN2+ w poréwnaniu z testami HPV DNA
[32].

Obecnie trwaja poszukiwania innych bardziej obiektywnych
niz testy HPV DNA markeréw molekularnych pozwalajacych na
zréznicowanie postaci utajonej i przewleklego zakazenia HPV.
Wydaje sig, ze rolg takiego biomarkera moze pehi¢ biatko p16
[33]. Biatko pl6 w warunkach fizjologicznych pekni rolg inhi-
bitora cyklinozaleznej kinazy CDK 4/6 i zapobiega fosforylacji
biatka retinoblastoma (Rb) hamujac cykl komérkowy poprzez
utrzymywanie komoérki w fazie G1. Wzrost poziomu onkogendéw
E6/E7 zwiazany z przetrwatym zakazeniem wirusem HPV powo-
duje zwigkszona ekspresj¢ biatka p16 [34].

Silna ekspresje¢ biatka p16 obserwuje si¢ w niektorych no-
wotworach, w tym w raku szyjki macicy. Ekspresja biatka pl16
W moze sugerowac rozwoj Srédnabtonkowej neoplazji plaskona-
btonkowej duzego stopnia (CIN3) Iub wyzszy stopnien patologii
komorek nabtonka szyjki macicy [9]. W pojedynczych pracach
wykazano, ze nasilenie ekspresji biatka p16 jest zwiazane z pro-
gresja Srodnabtonkowej neoplazji i raka [35, 36].

Ekspresj¢ biatka pl6 stwierdza sig¢ rowniez w przypadkach
srédnabtonkowej neoplazji szyjki macicy u kobiet, u ktorych nie
potwierdzono zakazenia wirusami brodawczaka ludzkiego o wy-
sokim potencjale onkogennym. Koszty zwigzane z wykonywa-
niem badan pozwalajacych na stwierdzenie ekspresji biatka p16
sg wielokrotnie mniejsze niz diagnostyka zakazen HPV.

776

By¢ moze wigc oznaczenie ekspresji biatka p16 bedzie wy-
starczajacym sposobem na wyselekcjonowanie grupy pacjentek
zagrozonych rozwojem $rodnablonkowej neoplazji szyjki maci-
cy i raka bez konieczno$ci wykonywania drogiej diagnostyki wi-
rusologicznej z genotypowaniem wirusow papilloma. Konieczne
sa jeszcze jednak dalsze badania nad tym zagadnieniem. Dodat-
kowo w odrdznieniu od wielu klasycznych markeréw nowotwo-
rowych ekspresja biatka p16 nie jest zwiazana z proliferacja, ale
raczej z procesem starzenia si¢ komorki i zahamowaniem cyklu
komorkowego, dlatego nie stwierdza si¢ ekspresji pl6 w pra-
widlowych komoérkach warstwy podstawnej nabtonka i innych
nienowotworowych komoérkach o zdolno$ciach do namnazania
si¢ [37].

Rozpoznanie ekspresji biatka pl6 ustala si¢ za pomocg ta-
nich metod immunohistochemicznych pozwalajacych na wy-
krycie zmian w metabolizmie komorek nabtonka szyjki macicy
w przebiegu przewlektego zakazenia wirusami HR HPV. Me-
todyka badan immunohistochemicznych w kierunku ekspresji
biatka p16 w preparatach histologicznych wykonanych z biop-
tatow szyjki macicy jest doktadnie opracowana a kryteria diag-
nostyczne sa dobrze wystandaryzowane. Natomiast diagnostyka
immunohistochemiczna rozmazéw cytologicznych pobranych
z szyjki macicy jest wciaz przedmiotem badan naukowych
[38]. W pojedynczych doniesieniach zwrocono uwage na duze
korzysci ptynace z oceny ekspresji biatka p16 w rozmazach cy-
tologicznych u kobiet z nieprawidlowym wynikiem konwencjo-
nalnego badania cytologicznego (HSIL). Badania te pozwalaja
bowiem na wyselekcjonowanie z tej grupy kobiet pacjentek p16
negatywnych, u ktoérych ryzyko rozwoju raka szyjki macicy jest
niewielkie. Pozwala to na wdrozenie postgpowania zachowaw-
czego i uniknigcie zbgdnych zabiegéw zwlaszcza u kobiet mlo-
dych w okresie prokreacji. Konieczne sa jednak dalsze badania
kliniczne, ktore potwierdza powyzsze obserwacje [39]. W chwili
obecnej jest juz dostgpny jedyny na rynku komercyjny test po-
zwalajacy na wykrywanie ekspresji pl6 zar6wno w rozmazach
cytologicznych jak i w preparatach biopsyjnych z szyjki maci-
cy (CINtecPlus™) [40]. Prostota wykonania testu, duza czutos¢
i specyficzno$¢ w diagnostyce zmian $rodnabtonkowych i raka
szyjki macicy oraz duzo nizsze koszty w poréwnaniu z testami
HPV DNA i HPV mRNA stwarzaja nadziej¢ na wykorzystanie
tej metody w programach skriningowych.

Wzrost wiedzy na temat procesoOw kancerogenezy w pola-
czeniu z rozwojem technologii diagnostyki molekularnej z wy-
korzystaniem matryc DNA, mRNA oraz metod immunohisto-
chemicznych wykrywajacych ekspresj¢ biatka p16 wprowadzit
nowa jako$¢ do badan profilaktycznych raka szyjki macicy spro-
wadzajac ja z poziomu komoérkowego na poziom molekut. Ba-
dania molekularne doprowadzity do wykrycia i zidentyfikowania
150 gendéw zwiazanych z kancerogeneza, ktore koduja biatka re-
gulujace cykl komérkowy, réznicowanie komorek i ich apoptozg.
Sposrod tych biatek czgs¢ jest juz wykorzystana w diagnostyce
CIN i raka szyjki macicy. Pozwala to nie tylko na rozpoznawanie
istniejacych stanow przedrakowych i raka ale rowniez na przewi-
dywanie tych patologii na etapie zmian komérkowych lub mo-
lekularnych za pomoca oznaczen biomarkeré6w onkogenezy. Te
nowe narzgdzia diagnostyczne daja nadziej¢ na poprawe skutecz-
nosci skriningu raka szyjki macicy oraz znaczna redukcj¢ jego
kosztow.
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