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Povzetek

VvV presejanju za RMV.

Svetovna zdravstvena organizacija je napovedala eliminacijo raka materni¢nega vratu (RMV) do konca
21. stoletja. Eden od treh pogojev za eliminacijo RMV je, da bo vsaj 70 % vseh Zensk na svetu v starosti
35-45 let dvakrat pregledanih z zelo natanc¢nim presejalnim testom. Enotno staliS¢e strokovnjakov je,
da je temu pogoju mogoce zadostiti v veliki vecini drzav le z uporabo molekularnih testov HPV. Siroka
uporaba kliniéno nezadostno preverjenih testov HPV Se vedno predstavlja veliki problem, ki se je do-
datno poglobil med pandemijo COVID-19. V prispevku bodo predstavljene novosti na podrocju testov
HPV, tako tistih za dokazovanje DNK HPV kot RNK HPV ter nekateri drugi sodobni molekularni pristopi

Klju€ne besede: rak materni¢nega vratu, ¢loveski papilomavirusi, HPV, presejanje, triaza, metilacija

Uvod

Svetovna zdravstvena organizacija (SZO) je razglasila
nov cilj na podroc¢ju obvladovanja raka materni¢nega
vratu (RMV) — eliminacijo tega pomembnega raka
kot javnozdravstvenega problema. SZO poziva k ce-
lovitemu, na prebivalstvu temelje¢emu pristopu, ki
zZeli eliminacijo RMV doseci $e v tem stoletjuin v prav
vseh drzavah na svetu. S trenutnimi preventivnimi
ukrepi pojavnosti RMV ni mogoce zmanjsati na ni¢ do
konca 21. stoletja (eradikacija RMV). Strokovnjaki
SZ0 so ugotovili, da RMV ne bi smeli vec steti za jav-
nozdravstveni problem, ¢e se starostno prilagojena
pojavnhost RMV zmanjSa na manj kot 4/100,000
Zensk/leto (eliminacija RMV). SZO Zeli dosedi elimi-
nacijo RMV ¢imprej in v ¢im vec drzavah. Zato v ob-
dobju 2020-2030 predlaga kombinirani pristop, ki bo
vsaj nekaterim drzavam omogocil doseci globalne ci-
lje do leta 2030. Predlagani cilji za leto 2030 so:

90 % deklet je pred dopolnjenim 15. letom sta-
rosti v celoti cepljenih s cepivom proti ¢loveskim
papilomavirusom (HPV);

70 % Zensk je pregledanih z zelo natan¢nim pre-
sejalnim testom v starosti 35-45 let;

90 % Zensk z dokazanim RMV oziroma predraka-
vimi spremembami je deleznih ustreznega
zdravljenja in nege.

Enotno stalis¢e strokovnjakov je, da je vsaj 70 % pre-
gledanost Zensk z zelo natancnim presejalnim
testom v starosti 35-45 let na svetovni ravni do leta
2030 mogoce doseci v veliki vecini drzav le z uporabo
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molekularnih testov za dokazovanje HPV, povzrodi-
teljev skoraj vseh primerov RMV. Testi HPV, ki jih
uporabljamo v ta namen, vec¢inoma dokazujejo DNK
HPV omejenega Stevila klinicno najpomembnejsih
genotipov HPV, in sicer najveckrat 13 ali 14 genoti-
pov (1).

Testi za dokazovanje DNK HPV v presejanju za RMV

Smernice, ki narekujejo uporabo testov, ki dokazu-
jejo DNK HPV, temeljijo izklju¢no na uporabi klini¢no
preverjenih testov (2, 3).

Testiranje na DNK HPV za boljSe prepoznavanje
Zensk z vecjim tveganjem za RMV se bistveno razli-
kuje od molekularnega testiranja na druge medicin-
sko pomembne viruse, ker visoka analiticna obcutlji-
vost testa ni glavno merilo za njegovo dobro klini¢no
uporabnost. Kljub temu dejstvu ima vec kot tri Cetr-
tine komercialno dostopnih testov za dokazovanje
DNK HPV, ki se trenutno uporabljajo po svetu, previ-
soko analiticno obcutljivost. Ta vodi v prekomerno
odkrivanje prehodnih klinicno nemih in produktivnih
okuzb s HPV. S tem se veca Stevilo nepotrebnih kol-
poskopij in biopsij, korelacija testa HPV s histologijo
je slaba, vec je nepotrebnega zdravljenja, med zdrav-
niki pa se Siri nezaupanje v pozitivne rezultate testa
HPV.

Druga posebnost testov za dokazovanje DNK HPV, v
primerjavi z drugimi mikrobioloSkimi testi, je ta, da je
za boljSe prepoznavanje zZensk z vecjim tveganjem za
RMV, potrebno uravnovesiti Stevilo tarénih genoti-
pov HPV v testu. Tako je pri na¢rtovanju testa HPV
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potrebno zelo dobro pretehtati, kako uskladiti kli-
ni¢no obcutljivost s kliniéno specificnostjo za odkri-
vanje predrakavih sprememb. Z vkljucitvijo genoti-
pov HPV, ki so pogosti pri nemih okuzbah ali predra-
kavih spremembah nizke stopnje in le redko ali izje-
moma povezani z RMV (npr. HPV53 ali HPV66), tve-
gamo zelo velik padec klinicne specifinosti testa
HPV ob zanemarljivi izboljSavi klinicne obcutljivosti.
Prav tako je potrebno imeti v mislih, da ne glede na
najvecjo mozno analiticno obcutljivost testa HPV, s
katerim npr. izvedemo primarno presejanje za RMV,
negativni izvid ni nikoli popolno zagotovilo za odsot-
nost bolezni. To je posledica mnogih drugih od testa
HPV neodvisnih dejavnikov, kot so npr. nekako-
vostno odvzet bris, za bris nedostopna sprememba,
zamenjan vzorec, neprimeren transport vzorca, pri-
sotnost bioloskih in nebioloskih zaviralcev pomnoze-
vanja DNK v vzorcu, napaka izvajalca testiranja, za-
menjava izvida, neprimerno razumevanje rezultata
testa.

Podobno kot drugi mikrobioloski testi, ki jih uporab-
ljlamo v medicini, mora vsak nov test za dokazovanje
DNK HPV, ki naj bi ga uporabljali v klini¢ni praksi, iz-
polnjevati dogovorjene standarde za klini¢no speci-
ficnost in obdcutljivost. Da bi olajsali evalvacijo in
uvedbo novih komercialno dostopnih testov za doka-
zovanje DNK HPV, so leta 2009 objavili mednarodna
strokovna priporocila o tem, kako ustrezno ovredno-
titi novo razvite teste za dokazovanje DNK HPV pred-
vsem za varno uporabo v primarnem presejalnem
testiranju za zgodnje odkrivanje RMV ter za druge kli-
ni¢ne indikacije (2). Mednarodna priporocila (t.i.
smernice po Meijer-ju) temeljijo na tem, da morajo
testi za dokazovanje DNK HPV izpolnjevati vse dogo-
vorjene standarde za klini¢no obcutljivost, klini¢no
specificnost in znotraj- in med- laboratorijsko ponov-
ljivost (2), medtem ko se lahko razlikujejo glede na
tehnologijo testiranja, stopnjo avtomatizacije, mate-
rialne stroske testiranja in sposobnost analize raz-
licno velikega Stevila vzorcev.

Poleg smernic po Meijer-ju, obstaja Se velik akadem-
ski projekt, ki je klinicno ovrednotil in Se vedno vre-
dnoti Stevilne teste za dokazovanje DNK HPV za
varno uporabo v presejalnem testiranju za zgodnje
odkrivanje RMV (4). Projekt VALGENT (angl. clinical
VALidation of human papillomavirus GENotyping
Tests) omogoca preverjanje in primerjavo vecjega
Stevila testov za dokazovanje DNK HPV na arhivskih
vzorcih brisov maternicnega vratu. VALGENT-1,
VALGENT-2 in VALGENT-3, ki so potekali na belgij-
skih, Skotskih in slovenskih vzorcih so Ze zakljuceni,
medtem ko VALGENT-4 na danskih vzorcih Se poteka

(4).
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Po podatkih zadnjega preglednega ¢lanka je bilo na
svetovnem trziS¢u konec 2020 vsaj 254 razli¢nih ko-
mercialno dostopnih testov za dokazovanje DNK HPV
in vsaj 425 njihovih razli¢ic (5). Kljub tako velikem
Stevilu le zelo omejen nabor testov za dokazovanje
DNK HPV (13-15 testov) izpolnjuje minimalna merila
za varno uporabo v kliniécne namene za vsaj eno od
dogovorjenih klini¢nih indikacij (5, 6). Poleg tega vec
kot 60 % testov, ki so trenutno komercialno do-
stopni, nima niti ene same objave v recenziranih
znanstvenih revijah in vsaj 82 % testov, ki so trenutno
komercialno dostopni, nima niti ene same objave kli-
niéne uporabnosti testa v recenziranih znanstvenih
revijah (5). Enotni zakljucek vseh strokovnjakov je, da
tako komercialno dostopnih testov za DNK HPV kot
tistih razvitih v laboratoriju (angl. in-house tests), ki
niso bili ustrezno klini¢éno preverjeni, ne smemo upo-
rabljati v klini¢ni praksi (1-6). Zaradi pomanjkanja
predpisov in slabega nadzora na tem podrocju se na
Zalost po vsem svetu v vsakdanji praksi uporabljajo
Stevilni testi za dokazovanje DNK HPV, ki niso klini¢no
preverjeni (6). To se na sreco v Sloveniji zaenkrat ne
dogaja in moc¢no upamo, da bo tako ostalo tudi v pri-
hodnje. Poleg tega vecina testov za dokazovanje DNK
HPV, ki so trenutno na trgu, niso popolni diagnosti¢ni
testi, saj ne vsebujejo reagentov za ekstrakcijo nukle-
inskih kislin iz vzorca, in pri vecini testov priporocen
postopek ekstrakcije nukleinskih kislin ni niti ome-
njen v navodilih proizvajalca testa (5). Poleg tega le
manjsina testov na trgu vsebuje t.i. interno kontrolo,
s katero preprecujemo pojav napacno negativnih re-
zultatov (5).

Ze pred pandemijo COVID-19 so se strokovnjaki stri-
njali, da bi se morali proizvajalci testov HPV namesto
na izdelavo popolnoma novih testov osredotoditi
predvsem na klini¢ne validacije Ze obstojecih testov
za dokazovanje DNK HPV in njihove nadaljnje izbolj-
Save, s katerimi bi dosegli optimalno ravnovesje med
klinicno obcutljivostjo in klinicno specifi¢nostjo
testov (6). Zal je pandemija COVID-19 $e dodatno ne-
gativno vplivala na prav vse segmente zdravstva in
gospodarstva po celem svetu, vkljuéno tudi z dolgo-
letnim nacrtovanim uvajanjem testov za dokazova-
nje DNK HPV v presejanje RMV ter triazo (7, 8). Kljub
vsem negativnim vidikom pandemije COVID-19 je
pomembno poudariti, da pandemija COVID-19 lahko
ustvari tudi nove priloZnosti za ucinkovitejSe prepre-
¢evanje RMV: s spodbujanjem stroSkovno ucinkovi-
tejsih, na dokazih temeljecih postopkih presejanja, s
poudarkom na presejanju Zensk, ki imajo najvisje
tveganje za RMV, spodbujanjem testiranja na DNK
HPV na samoodvzetih vzorcih ter odvracanju od ne-
ucinkovitih in financno potratnih presejalnih politik,
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npr. istocasnega presejanja z dvema testoma (citolo-
gijo in HPV) (7, 8).

Testi za dokazovanje RNK HPV v presejanju RMV

Okuzbo s HPV lahko zaznamo tudi z dokazovanjem
virusne informacijske RNK (iRNK). Medtem ko je raz-
vitih na stotine testov DNK HPV, le redki dokazujejo
iRNK HPV (5). Le en test HPV, ki dokazuje iRNA za be-
ljakovini E6/E7 stirinajstih genotipov HPV (APTIMA
HPV Assay), je odobrila ameriska agencija za pre-
hrano in zdravila (FDA) za presejanje RMV, ampak le
v kombinaciji s citologijo. Mednarodnih smernic, ki bi
opredeljevale nacin kliniénega preverjanja meril za
presejalne teste HPV, ki temeljijo na dokazovanju
iRNK tudi Se vedno ni. Zaradi navedenih razlogov je
vprasanje, ali so testi za dokazovanje iRNK HPV ena-
kovredni testom za dokazovanje DNK HPV v preseja-
nju RMV eno od najbolj perecih, ki resno buri duhove
in Ze kar nekaj let pomembno razdvaja skupnost
HPV. Rezultati zadnje, Se neobjavljene metaanalize
nakazujejo, da je test APTIMA nekoliko manj obcu-
tljiv, vendar pomembno bolj specifi¢en za odkrivanje
CIN2+ v primerjavi s klini¢no validiranimi testi za do-
kazovanje DNK HPV, medtem ko za CIN3+ ni bilo po-
membne razlike v obcutljivosti. Vendar to velja le za
brise materni¢nega vratu odvzete pri ginekologu, re-
zultati testa APTIMA so namre¢ na samoodvzetih
vzorcih pomembno slabsi, v primerjavi s klini¢no va-
lidiranimi testi za dokazovanje DNK HPV. Vecletna
kumulativna incidenca CIN2+ in CIN3+ po izhodisc-
nem negativnem rezultatu testa APTIMA se po-
membno razlikuje v razli¢nih raziskavah, z najbolj
obetajoCimi rezultati pridobljenimi le pred kratkim
(9). Po dosegljivih podatkih se test APTIMA v organi-
ziranem presejanju RMV trenutno uporablja le na
Skotskem in v Walesu ter nekaterih drugih obmogjih
Velike Britanije.

TriaZa Zensk s pozitivnim izvidom presejalnega testa
HPV z delno genotipizacijo HPV

Izsledki dosedanjih raziskav in prakti¢nih izkusenj v
nekaterih drZavah kaZejo, da je delna ali razSirjena
genotipizacija HPV lahko ena izmed mozZnosti za tri-
aZo zensk s pozitivnim izvidom presejalnega testa
HPV (bodisi DNK ali RNK), s katero zanesljivo odkri-
jemo Zenske, ki imajo najvecje tveganje za nastanek
predrakavih sprememb in RMV in potrebujejo takoj-
Snjo diagnosti¢no obravnavo in v veliki vecini prime-
rov tudi takojsnje zdravljenje. Na podlagi Stevilnih
raziskav se je najprej uveljavil algoritem primarnega
presejalnega testiranja za zgodnje odkrivanje RMV z
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uporabo testov HPV, ki omogocajo hkratno genotipi-
zacijo za HPV16 in HPV18. Algoritem je odobrila tudi
FDA. Tako se v ZDA Zenske, ki imajo dokazano okuzbo
s HPV16 in/ali HPV18 nemudoma napoti na kolpo-
skopijo, Zenske z dokazano okuzbo z ostalimi 12-timi
genotipi HPV pa se obravnava glede na citoloski izvid,
in sicer se jih v primeru normalne citologije poklice
na kontrolni pregled cez eno leto, v primeru patolo-
ske citologije pa se jih takoj poklice na kolposkopijo
(10). Podoben nacin presajanja RMV in triaze se upo-
rablja tudi v avstralskem presejalnem programu.
Nasprotno, v nizozemskem programu presejanja
RMV, Ceprav v presejanju uporabljajo test HPV s
hkratno genotipizacijo za HPV16 in HPV18, triaza te-
melji le na citologiji. Raziskava na populaciji ve¢ kot
4.000 Zensk iz Slovenije v kateri smo Zenske dvakrat
v treh letih hkrati presejali s testom DNK HPV in cito-
logijo, je pokazala, da bi podobna strategija preseja-
nja in triaze lahko delovala tudi v nasem prostoru
(11). V prvem krogu raziskave smo tako ugotovili
CIN2+ pri 20,4 % (95 % 1Z = 14,6 % - 27,7 %)
HPV16/HPV18 pozitivnih zensk in le v 7,0 % (95 % 1Z
=4,6 % - 10,2 %) Zensk okuZenih z ostalimi onkoge-
nimi genotipi HPV. Skupno (v prvem in drugem krogu
presejanja) smo ugotovili CIN2+ pri 30,5 % (95 % 1Z =
23,1%-39,5 %) HPV16/HPV18 pozitivnih Zensk in pri
13,2 % (95% 1Z = 9,5 % - 17,7 %) zensk okuZenih z
ostalimi onkogenimi genotipi HPV. Podobno razliko
smo ugotovili tudi pri CIN3+ (11).

Ker imata okuzbi s HPV31 in HPV33 vecjo ali vsaj
enako pozitivno napovedno vrednost za CIN2+ in
CIN3+ kot okuzba s HPV18, v novejsem c¢asu predla-
gajo dopolnitev algoritma delne genotipizacije (samo
za HPV16 in HPV18) s posameznim loCevanjem osta-
lih dveh do Stirih najpomembnejsih genotipov, ali z
razvr$¢anjem genotipov HPV v pet do devet skupin
glede na ocenjeno tveganje ali t.i. razSirjeno genoti-
pizacijo HPV (12). Vodilni testi za dokazovanje DNK
HPV na trgu imajo razlicne moznosti za razsirjeno ge-
notipizacijo, tako trenutno ni konsenza, kako naj bi
razSirjeno genotipizacijo HPV uporabljali za triazo
Zensk s pozitivnim izvidom presejalnega testa HPV (5,
6).

TriaZa Zensk s pozitivnim izvidom presejalnega testa
HPV z drugimi molekularnimi testi

Najpogostejsi nacini triaze zensk s pozitivnim izvi-
dom presejalnega testa HPV, ki se trenutno rutinsko
uporabljajo po svetu so: citologija, delna ali razsir-
jena genotipizacija HPV ter barvanje na prisotnost
p16™NK4 in ki-67. Vel kot desetletje se preizkusajo
tudi druge triazne metode, med katerimi se zdi naj-
bolj obetajo¢a metilacija doloc¢enih ¢loveskih genov
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in/ali genov HPV, Ceprav se zaenkrat po dosegljivih
podatkih metilacije rutinsko ne uporablja v nobenem
organiziranem presejalnem programu (13—-15). Meti-
lacijo odlikuje visoka ponovljivost, objektivnost in
uporabnost tako pri brisih maternicnega vratu od-
vzetih pri ginekologu, kot na samoodvzetih vzorcih
(13). Od stevilnih preizkusenih kombinacij najvec
obetajo: (i) FAM19A4 in/ali miR124-2, (ii) CADM1
in/ali MAL in/ali miR124-2, (iii) EPB41L3, (iv) DLX1,
ITGA4, RXFP3, SOX17 in ZNF671 in/ali ASTN1, (v)
POU4F3 ter (vi) PAX1 (13). Najdaljsa vecletna kumu-
lativna incidenca CIN3+ po izhodisénem negativhem
rezultatu metilacijskega testa (14 let) je dolocena za
kombinacijo FAM19A4/miR124-2 in je podobna kot
po negativni triazni citologiji, kumulativna incidenca
RMV po izhodisénem negativnem rezultatu metilacij-
skega testa pa je pomembno niZja kot po negativni
triazni citologiji (16). Uporabnost kombinacije
FAM19A4/miR124-2 v triazi zensk s pozitivnim izvi-
dom presejalnega testa HPV je bila potrjena tudi v
veC evropskih multicentri¢nih raziskavah, v katerih
redno sodelujemo tudi slovenski raziskovalci (17—
21).
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