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Streszczenie |

Wirus brodawczaka ludzkiego (HPV) nalezy do grupy DNA wirusow. Infekcje wirusem brodawczaka ludzkiego wiaza si¢
z wystepowaniem fagodnych lub ztoliwych zmian w obrebie bton Sluzowych i skory narzadéw piciowych, odbytu, jak row-
niez glowy i szyi. Obecno$¢ wirusa, szczegdlnie typéw wysokoonkogennych, w komorkach nabtonka szyjki macicy bezpo-
$rednio wplywa na rozwdj raka szyjki macicy. Zakazenia HPV w duzym odsetku przebiegaja bezobjawowo i jest to najpraw-
dopodobniej zwigzane z niewystapieniem fazy proliferacyjnej cyklu zyciowego wirusa, a takze majq charakter przejSciowy,
co znacznie utrudnia wezesng identyfikacje wirusa. Wirdd metod diagnostycznych umozliwiajacych rozpoznanie zakaze-
nia wymienia si¢ badanie cytologiczne, kolposkopi, badanie histologiczne, a takze coraz doskonalsze metody molekularne,
ktore pozwalaja wykry¢ wirusowe DNA w przypadkach braku innych wyktadnikow zakazenia. Do metod tych zalicza sig:
Southern Blot, Dot Blot, hybrydyzacje in situ, polymerase chain reaction (PCR), Hybrid Capture System [ i [I (HCI, HCII).
Coraz czesciej wspomina si¢ o testach opartych na izolacji mRNA wirusa HPV (PreTect HPV-Proofer test). Metody te
wykrywajg zintegrowana forme¢ HPV, tzw. forme episomalng wirusa. Uwaza sig, ze obecnos¢ wirusa HPV w tej posta-
ci jest bezposrednio zwigzana z progresja zmian powstatych na podiozu tego zakazenia. Co prawda przy pomocy testu
PreTect HPV-Proofer wykrywa si¢ mniejsza liczbg zakazeit HPV, ale stosujac go, mozna wyodrebnic grupg pacjentek naj-
bardziej narazonych na raka szyjki macicy.

Stowa kluczowe: rak szyjki macicy, wirus brodawczaka ludzkiego, PCR, Hybrid Capture System, mRNA

Summary |

Human papillomavirus (HPV) belongs to the family of DNA viruses. Infection by HPV is associated with the development
of benign or malignant lesions within mucosal membrane and skin of the genitals, anus, head and neck. Presence of the
virus, particularly of the highly oncogenic variants in epithelial cells of uterine cervix directly influences the development of
cervical cancer. In a considerable proportion of cases, HPV infections are asymptomatic and this is probably associated
with lack of proliferation phase of viral life cycle, or may be transient, which greatly complicates early detection of the virus.
Diagnostic techniques enabling diagnosis of HPV infection include: cytological exam (PAP smear), colposcopy, histologi-
cal study, as well as increasingly sophisticated molecular techniques, enabling detection of viral DNA when other indices of
infection are lacking. These techniques include Southern Blot, Dot Blot, in sifu hybridization, polymerase chain reaction
(PCR) and Hybrid Capture System I and II (HCI, HCID). Increasingly often authors refer to tests based on isolation of
viral mMRNA (PreTect HPV-Proofer test). These techniques detect integrated form of HPV, the so-called episomal form of
the virus. In general opinion, the presence of HPV in this form is directly associated with progression of lesions developing
as a result of this infection. While the PreTect HPV-Proofer test detects a smaller number of cases of HPV infection, its use
enables selection of patients most at risk of developing cervical cancer.

Key words: cervical cancer, human papillomavirus, PCR, Hybrid Capture System, mRNA
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Conepxanne |

Bupyc mamanzioma yenoBeka (CocoukoBasi OMmyXodb; COKpAIIeHHOE Ha3BaHKe Ha aHrickoM si3bike XI1B) otHocuTCs K rpym-
ne JTHK Bupycos. WHcekuyn BUpycoM NanuiioMa YesIoBeKa CBA3aHbl C MOSBIEHUEM JOOPOKAUYECTBEHHbIX WM 3710Kaue-
CTBEHHbIX M3MEHEHNI1 B 00J1ACTHU CIM3UCTBIX 000M0UEK 1 KOXKH TONOBbIX OPraHOB, 33JHEr0 NPOXO/A, & TAKXKE TONOBbI U LIEH.
Hamiuue Bupyca, 0c00EHHO BEICOKOOHKOTEHHOT0, B KIIETKAX 3MATES LEHKN MATKY BIMSIET HETIOCPE/ICTBEHHO HA Pa3BUTHE
paka LeiiKi MaTKu. 3apakeHust BUPYCOM NAMIIoMa B OOJIBLIMHCTBE CITyyaeB MPOXOAKUT GECCUMITOMHO. DTO CBA3aHO MOBH-
JIMOMY TIaBHBIM 00PA30M C TeM, UTO He HabIIofaeTCsl MOsIBNIEHNe NpomichepaioHHOl (hasbl KU3HEHHOTO LKA BUpYCa,
a TAKXKe € TeM, YTO OH MMEET NePEXO/IHbII XapakTep, UTO 3HAUUTENLHO OCIIOXKHSIET PAHHIOK HeHTH(UKaLuto Bupyca. Cpeau
JWArHOCTUYECKIX METOJI0B, KOTOPbIE IAIOT BOMOXKHOCTb PACTIO3HAHMSI PACCMATPUBAEMOTO 3apaKeHHs HA3bIBAKOTCS LIMTO-
JIOTHYECKUE VICCIIEJI0BAHNS, KOMIOCKONNS, TUCTONIOTMYECKIE UCCIEJOBaHMS, @ TakxKe Bce 00Jee YCOBEPLUICHCTBOBAHHbIE
MOJEKYJISIPHbIE METOJIbI, KOTOpBIE IA10T BO3MOXKHOCTb 00HapyxuTh Bupyc [IHK B ciyuae otcyTeTBus Apyrux nokasareneii
3apaxerust. K unciy Takux metopios otHocsirest: CoyTepH bniot, rubpujmzatiyis UH CUTY, LEMHAs NOMMMEPUYECKast PeakLst
(cokpaiierHHoe Ha3Banue Ha aurmmiickoM s3bike [TLIP), ru6pupHas cucrema 3axsara 1 u 2 (CoKpallleHHOE Ha3BaHWe Ha
anrymiickom si3bike XK1 n XK2). Bee vate ynomuHaiotest Takxke TecTbl 0CHOBaHHbIe Ha m3omsiuui MPHA paccmarpusae-
moro supyca (IIpeTexr XTIB-IIpoochep tect). YnomsiHyTble METO/IbI OGHAPYXKUBAOT HHTETPUPOBAHHYIO (OPMY paccMaTpy-
BaeMOro BHpYca, TaK Ha3. SMUCOMHYI0 (hopmy. Cumtaercst, uto Hamiuue Bupyca XI1B B TakoM Bujie HEIOCPE/ICTBEHHO CBSl-
3aHO C TPOrpeccreil M3MeHeHuil OSBUBLUIMXCS HAa OCHOBAHMM Takoro 3apaxenus. [Ipasna, mpu nomoum Tecta [IpeTekr
XTIB-ITpoochep 0OHapy:K1BAETCs MEHBbLLIEE KOMMUECTBO 3apAXKEHUI BUPYCOM, OIHAKO MPUMEHSIS 3TOT METOJ MOXKHO Bblfle-

JIATDH TPYMIy MagUEHTOK Hanoonee MOJIBEPTHYThIX OMACHOCTH paKa IEHKHM MaTKHU.

Kniouesble cioBa: pak wweiiku MaTku, BUpyc namiamioma yenoseka, [TLP, ruGpunnas cucrema 3axsara, MPHA

irus brodawczaka ludzkiego (HPV) nalezy do grupy
\ ;s / DNA wirusow. Przez wiele lat zaliczany byt do rodzi-

ny Papovaviridae razem z Polyomaviridae. W ostatnich
latach zaobserwowano jednak znaczne réznice pomiedzy tymi
rodzajami wirusow w budowie genomu, kapsydu, regiondow
transkrypcji i w efekcie wyodrebniono Papillomaviruses jako sa-
modzielng rodzing, ktorg podzielono na 16 grup®.
Wirus HPV nalezy do patogenéw majacych duze powinowactwo
do komorek proliferujacych. Wywoluje on zmiany w obrebie blon
Sluzowych i skory narzadow piciowych, odbytu, jak réwniez glo-
wy i szyi®. Werod drog szerzenia si¢ infekcji genitalnymi typami
HPV wymienia si¢: droge seksualng, wertykalng oraz zakazenia
okotoporodowe. Infekcje HPV narzadu rodnego przenoszone sg
gtownie droga piciowa, aczkolwiek istniejq prace, ktorych autorzy
sugerujg inng droge transmisji tego wirusa®*,
Zakazenie HPV najczeSciej przebiega bezobjawowo 1 jest to
najprawdopodobniej zwigzane z niewystgpieniem fazy prolife-
racyjnej cyklu zyciowego wirusa. W takim przypadku ustale-
nie rozpoznania jest bardzo trudne i mozliwe tylko przy uzy-
ciu badan molekularnych. Wirus przez wiele miesiecy, a nawet
lat, ukrywa si¢ w warstwie przypodstawnej nablonka, nie da-
jac objawow klinicznych. Wymazy i poptuczyny z badanych
regionéw moga dawac wyniki fatszywie ujemne, co wiaze si¢
z umiejscowieniem nicaktywnego wirusa w glebszych war-
stwach nabfonka. Ponadto nie ma odpowiedzi immunologicz-
nej. Druga postacig zakazenia HPV jest infekeja subkliniczna,
w ktorej nie stwierdza si¢ makroskopowych zmian charaktery-
stycznych dla wirusa HPV, ale rozpoznaje si¢ zakazenie przy
pomocy badaf dodatkowych, takich jak badanie cytologiczne,
histologiczne, kolposkopowe czy molekularne®. Trzecim ro-
dzajem zakazenia jest posta¢ jawna - kliniczna, z obecnoScig
egzofitycznych, pojedynczych lub mnogich, widocznych ma-
kroskopowo zmian.
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DNA viruses. For many years it was counted among

the Papovaviridae, together with Polyomaviridae. How-
ever, considerable differences between both types of viruses
have been noticed during the past few years, particularly con-
cerning structure of genome, capsid, transcription regions, re-
sulting in creation of a separate Papillomaviridae family, in turn
subdivided into 16 groups.
HPV is a pathogen showing great affinity to proliferating cells.
It may cause lesions located in mucosal membrane and skin
of genitals, anus, head and neck®. Genital HPV may spread
by sexual and vertical routes, as well as by perinatal infection.
HPV infections of genital organs are transmitted mainly by
sexual intercourse, while some authors suggest other pathways
of transmission of this virus®#.
HPV infection is usually asymptomatic and this is probably asso-
ciated with lack of proliferation phase in the HPV life cycle. In this
situation, reliable diagnosis is extremely difficult and possible only
using molecular studies. Throughout several months or even years,
HPV may hide in epithelial peribasal layer, not provoking any clin-
ical symptoms. Smears and lavage fluid from these areas may pro-
vide false negative results, due to location of inactive viral forms
in deeper strata of the epithelium. Furthermore, there is no discern-
ible immune response at that time. Another form of HPV infection
is the subclinical form, where no macroscopic lesions characteris-
tic for HPV virus are present, but the infection is rather diagnosed
based on ancillary tests, e.g. cytological, histological, colposcopic
and molecular studies®. The third type of infection is the clinical-
ly overt (symptomatic) form, featuring exophytic, single or multi-
ple lesions, visible by naked eye.
Some types of HPV have a propensity to cause benign lesions,
while other - of more malignant forms. Therefore, low-risk and
high-risk groups for oncogenesis have been defined.

Human papillomavirus (HPV) belongs to the family of
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Niektore rodzaje HPV majg predyspozycje do wywotywania
zmian tagodnych, a niektore ztosliwych. Dlatego wyodrebnio-
no grupy niskiego i wysokiego ryzyka onkogennego.
W przypadkach wystegpowania objawdw klinicznych (klykein,
brodawek) rozpoznanie infekcji nie przysparza wickszej trudno-
Sci, a badania dodatkowe s jedynie potwierdzeniem rozpozna-
nia. Problem pojawia si¢, gdy infekcja przebiega subklinicznie lub
jest utajona. W celu rozpoznania zakazenia wykorzystuje si¢ ba-
dania cytologiczne, kolposkopowe, metody molekularne.
Charakterystyczng cechg infekcji HPV w obrazie cytologicz-
nym jest wystepowanie koilocytow. Komorki te charakteryzujg
sic wakuolizacja okotojadrowa. Przejasnienie wokdt jadra komdr-
ki spowodowane jest dziataniem biatka E4, ktére ma za zada-
nie rozerwanie filamentow cytokeratynowych i prawdopodob-
nie umozliwia translacjc poznych biatek L1 i L2. Cytoplazma
ma ostre brzegi, jest zageszczona na obwodzie, zawiera ziarna
eozynochtonne i barwi si¢ intensywnie eozynochfonnie lub
cyjanochfonnie, rzadziej jest amfofilna. Koilocyty zawiera-
ja nieregularne pojedyncze lub mnogie jadra o gruboziarni-
stej chromatynie. Nalezy jednak pamietac, ze pseudokoilocy-
ty stwierdza si¢ rowniez w przypadku zakazenia Trichomonas
vaginalis, jak rowniez w roznego rodzaju artefaktach powsta-
tych w wyniku nieprawidtowego przygotowania materiatu do
badania®. Dlatego tez rozpoznawanie infekcji HPV tylko na
podstawie obecnosci koilocytow moze spowodowac nadroz-
poznawalno$¢ zakazen tym wirusem. Drugim charakterystycz-
nym objawem w obrazie cytologicznym jest nieprawidtowe
rogowacenie nabtonka, tzw. dyskeratosis. Obok koilocytow
widoczne sg mate komorki przedwezeSnie rogowaciejacego,
dojrzatego nabfonka wielowarstwowego ptaskiego, zawiera-
jace nieregularne, nieprzejrzyste i hiperchromatyczne, zwykle
pojedyncze jadra®. Wedtug Korobowicz i wsp.” koilocytoza
i dyskeratoza rozpoznawane sa w 15% przypadkow zakazen
HPV. W pozostatym odsetku obserwowane sg nieswoiste cechy
cytologiczne, ktdre zostaly okreslone przez Baste i wsp. jako
tzw. dyskretne cechy zakazenia HPV®, np.:
* komorki wielojadrzaste;
* komorki powierzchniowe z delikatnymi otoczkami (przeja-
$nieniami) okofojadrowymi bez zmian w samym jadrze;
* komorki z ziarnistosciami keratohialinizacyjnymi;
* komorki bezjadrzaste, duze, pochodzace z warstwy po-
wierzchniowej, zwane rowniez komdrkami hiperkeratotycz-
nymi lub fuskami rogowymi;
komorki z peknigciami cytoplazmy, czyli cracked cells;
komorki z zaburzeniami rogowacenia, mniejsze od po-
wierzchniowych, majace jednak pyknotyczne jadro, zwane
rowniez parakeratotycznymi;
nisko zréznicowane komdrki metaplastyczne, pochodzace
ze strefy regeneracii.
Pomimo opisanych charakterystycznych cech zakazenia HPV
w obrazie cytologicznym zastosowanie tego badania jest ogra-
niczone do wykrywania zmian subklinicznych, poniewaz infek-
cje utajone nie powodujg zmian makroskopowych i mikrosko-
powych. Ponadto badanie to nie réznicuje typow wirusa.
Drugim badaniem umozliwiajacym rozpoznawanie infekcji

42 | HPV jestkolposkopia. Jest to badanie nieinwazyjne i niebolesne.

If clinical symptoms are present (condylomas and warts), di-
agnosis of HPV infection is quite straightforward, and accesso-
ry tests serve only to confirm clinical diagnosis. Problems arise
when infection is subclinical or asymptomatic (occult). Infec-
tion may be diagnosed using cytological, colposcopic and mo-
lecular techniques.
A characteristic feature of HPV infection in cytological stud-
ies is the presence of koilocytes. These cells are characterized
by perinuclear vacuoles. Lucency surrounding cellular nuclei
are the effect of E4 protein, which serves to tear apart cyto-
keratin filaments and probably enables translation of late pro-
teins L1 and L2. The cytoplasm has sharp contours and pe-
ripheral densities, contains eosinophilic granulations staining
with eosin and cyan derivates, rarely — with amphiphilic pig-
ments. Koilocytes contain irregular, single or multiple nuclei
with granular chromatin. Noteworthy is that pseudokoilocytes
are sometimes encountered in Trichomonas vaginalis infections
and also they may be an artifact resulting from incorrect prep-
aration of material for microscopic study®. Therefore, diagno-
sis of HPV infection made only based on the presence of koilo-
cytes may yield false positive results leading to over-diagnosis.
Another characteristic cytological finding is abnormal keratini-
zation of the epithelium, i.e. dyskeratosis. Apart of koilocytes,
visible are small, prematurely keratinizing cells within mature,
stratified squamous epithelium, containing irregular, opaque
and hyperchromatic single nuclei®. According to Korobowicz
et al.?, koilocytosis and dyskeratosis are noticed in only 15%
of HPV infection cases. The remaining cases present non-spe-
cific cytological features, defined by Basta et al.® as “discrete
signs of HPV infection”, e.g.:
 multinuclear cells;
superficial cells with delicate perinuclear lucency without al-
terations in nuclei themselves;
cells containing kerato-hyalinizing granulations;
anuclear cell, large, originating in the superficial layers, also
called hyperkeratotic cells or keratin scales;
cells with fissures within the cytoplasm, i.e. “cracked cells”;
cells with disturbed keratinization, smaller than superficial
ones, although equipped with a pyknotic nucleus, also called
“parakeratotic cells”;
¢ poorly differentiated metaplastic cells, originating in the re-
generative zone.
In spite of the above-mentioned characteristic features of HPV
infection in cytological studies, usefulness of this diagnostic
modality is limited to detection of subclinical lesions only, be-
cause occult infections do not produce macroscopic nor mi-
croscopic lesions. Furthermore, this technique does not differ-
entiate viral types.
The second study enabling diagnosis of HPV infection is col-
poscopy. This is a non-invasive and pain-free examination,
enabling verification of pathologic results provided by cyto-
logical screening. Using much enlarged views, it enables eval-
uation of cervical epithelium. Acetic and iodine tests performed
during the study, in most cases enable determination of nature
of cervical pathology (oncologically suspect or not, inflam-
matory, etc.). Furthermore, as opposed to cytological study,
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Umozliwia weryfikacje nieprawidiowych wynikow uzyskanych
w badaniu cytologicznym. Pozwala w znacznie powickszonych
obrazach oceni¢ nabfonek szyjki macicy. Wykonujac proby
octowa i jodowg w trakcie badania, mozna w wigkszoSci przy-
padkow okresli¢ rodzaj patologii szyjki macicy (podejrzana lub
niepodejrzana onkologicznie, zapalna itd.). Ponadto w odrdz-
nieniu od badania cytologicznego umozliwia ocen¢ rysunku
naczyf krwiono$nych na tarczy czeSci pochwowej szyjki ma-
cicy. Basta® wyroznia nastgpujace kolposkopowe kryteria roz-
poznania infekcji HPV:

1. w przypadku zakazenia jawnego:

* regularna architektonika powierzchni brodawczaka,

* regularny rysunek naczyniowy brodawczaka,

* wtdrne zbielenie zmiany oraz zanik naczyf po probie octowej,

e reaktywno$¢ przebiegajacych w podscielisku naczyi bro-
dawczaka,

* jodopozytywnoS¢ (jodojasnos¢) powierzchni zmiany,

e brak zmian brzeznych;

2. w przypadku infekcji subkliniczne;j:

* po prdbie octowej widoczne jest charakterystyczne wtdrne
zbielenie nabtonka o obrazie poletkowania ptaskiego, ktore
w krotkim czasie zanika,

* wtorne punkcikowanie i mozaika,

* ogniskowy, wtorny nabtonek ptaski poza strefa regeneracji.

Uwaza sie, ze kolposkopia jest bardziej czutym badaniem dia-

gnostycznym od cytologii, jednak swoisto$¢ w rozpoznawaniu

zakazenia HPV jest mniejsza.

Opisywane sa rowniez inne metody wykrywania infekcji HPV.

Nalezy do nich oznaczanie ekspresji biatka p16. Uwaza si¢, iz ste-

zenie tej proteiny znacznie zwicksza sic w przypadkach zakazen

wirusem brodawczaka ludzkiego. Sytuacja ta zwigzana jest z efek-
tem dziatania biatka E7 produkowanego przez HPV, szczeg6lnie
wysokiego ryzyka w przypadkach zmian dysplastycznych duze-
go stopnia. Meyer i wsp.” podaja, ze czuto$¢ oznaczania p16 dla

wykrywania dysplazji Sredniego i duzego stopnia wynosi 81%,

natomiast specyficzno$¢ 62%. Dla poréwnania, w tym samym

badaniu oznaczano DNA HPV przy pomocy testu Hybrid Cap-
ture IT (HCII). Czuto$¢ tej metody wyniosta 100%, jednak spe-

cyficzno$¢ badania okazata si¢ znacznie nizsza i wyniosta 15%.

Prowadzone sg rowniez proby oznaczania biatka L1. Zauwa-

zono, ze brak ekspresji tej proteiny w przypadkach CIN 1T i III

(cervical intraepithelial neoplasia - Srddnablonkowej neoplazji szyj-

kowej) zwiazany byt z wickszg tendencja do progresji tych zmian?.

W pismiennictwie mozna takze znalez¢ prace, ktorych autorzy

oznaczali przeciwciata przeciwko epitopom HPV!V oraz biat-

kom L1 L2113, Metody te maja jednak ograniczong czulos¢.

Metodami pozwalajacymi wykry¢ wirusowe DNA (kwas dez-

oksyrybonukleinowy — desoxyribonucleic acid) w przypadkach

braku innych wyktadnikow zakazenia s3 badania molekularne.

Wsrod nich wymienia si¢ testy oparte na bezposredniej detek-

cji DNA HPV i zalicza si¢ do nich techniki hybrydyzacyjne, takie

jak: Southern Blot, Dot Blot, hybrydyzacje in situ. Wykazujq si¢
one duzg czutoScig 1 swoistoscig, jednak sg doS¢ pracochtonne

i wymagajg znacznej ilosci materiatu biologicznego™®. Obecnie

powszechnie stosowane sa metody wykorzystujace amplifika-

cje, tj. powielanie DNA badanej probki materiatu, np. Hybrid

CURR. GYNECOL. ONCOL. 2010, 8 (1), p. 40-46

colposcopy enables assessment of vascular pattern on the vagi-
nal portion of the cervix. Colposcopic criteria® justifying diag-
nosis of HPV infection are:

1. in the case of clinically symptomatic infection:

* regular architecture of papilloma surface,

¢ regular vascular pattern of papilloma,

¢ secondary bleaching (whitening) of the lesion and disap-
pearance of vessels at the acetic test,

reactivity of stromal vessels of papilloma,

iodine-positive staining of lesion surface,

lack of peripheral pathology;

2. in the case of subclinical infection:

characteristic transient secondary epithelial whitening at the
acetic test, giving the appearance of flat plotting,

secondary punctuate- and mosaic-like pattern,

secondary foci of squamous epithelium out of regeneration
zone.

In general opinion, colposcopy is a more sensitive diagnostic
modality than cytology, but its specificity in the detection of
HPV infection is inferior.

Other techniques for the detection of HPV infections have been
described, including assessment of expression of pl6 protein.
In general opinion, its concentration increases considerably in
HPV infections. This is associated with the effect of E7 pro-
tein produced by particularly high-risk strains of HPV in se-
verely dysplastic lesions. Meyer et al.® estimate the sensitivity
of p16 titer in the detection of moderate and severe dysplasia is
81% and its specificity — 62%. In comparison, in the same study
HPV DNA was assessed using the Hybrid Capture IT (HCII)
kit. Sensitivity of this method reached 100%, but its specificity
was poor and at the level of 15%.

Attempts are underway to assess the level of L1 protein. It was
noticed that lack of expression of this protein in cervical in-
traepithelial neoplasia (CIN) II and IIT was associated with
higher risk of progression of these lesions!!”.

There are reports in the literature evaluating the role of anti-
bodies against HPV epitopes!? and L1/L2 proteins">®, How-
ever, these techniques are hampered by limited sensitivity.
Molecular studies enable detection of viral DNA when other in-
dices of infection are lacking. They include assays based on di-
rect detection of HPV DNA by hybridization techniques, such
as Southern Blot, Dot Blot and in sifu hybridization. They ben-
efit from high sensitivity and specificity, but are relatively labori-
ous and require a considerable amount of biological material ',
Currently, in widespread use are techniques based on amplifi-
cation, i.e. multiplication of DNA present in analyzed samples
of biological material, e.g. Hybrid Capture II (HCII), PCR
- polymerase chain reaction. According to Kwasniewska?, sen-
sitivity of HCII ranges from 1 to 10, i.e. it enables detection of
1000 copies of viral DNA in 1 ml of solution analyzed. On the
other hand, PCR technique enables detection of 1 copy in 1 ml
solution, reflecting exquisite sensitivity of the latter modality.

At present, investigators’ attention is increasingly focused on
improvement of clinical specificity of HPV DNA assays and
improvement of positive predictive value thereof. Techniques
used to this purpose are based on assumptions stemming from
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Capture IT (HCII), PCR - polymerase chain reaction. Wediug
Kwasniewskiej" czufos¢ metody Hybrid Capture IT wynosi od
1 do 10, co oznacza mozliwo$¢ rozpoznania okofo 1000 ko-
pii wirusa w 1 ml badanego roztworu. Z kolei stosujac meto-
de PCR, mozna wykry¢ | kopi¢ wirusa w badanej probce, co
$wiadczy o bardzo duzej czutosci tego badania.

W ostatnich latach coraz wigcej uwagi poswigca sic poprawie
swoistosci klinicznej oznaczefi DNA HPV oraz poprawie pozy-
tywnej wartosci predykcyjnej. W tym celu stosowane sg meto-
dy, ktorych zatozenia odpowiadajg patogenezie rozwoju zmian
na podiozu zakazenia wirusem HPV oraz wykorzystujg zna-
jomos¢ samej biologii wirusa. Od lat wiadomo, ze zakazenia
wysokoonkogennymi typami wirusa brodawczaka ludzkie-
go stanowig czynnik rozwoju zmian dysplastycznych szyjki
macicy, jak rowniez raka szyjki macicy'!?, Uwaza si¢, ze wick-
sz0§8¢ zakazeft HPV ma charakter przemijajacy, jednak w nie-
ktorych przypadkach wirus przechodzi w stan latencji. W przy-
padku ostabienia odpornosci gospodarza wirus uaktywnia sie,
powodujac powstanie brodawek piciowych lub zmian dyspla-
stycznych szyjki macicy matego stopnia (low-grade squamous
intraepithelial lesion, LSIL)"®. Na tym etapie moze jeszcze na-
stapic eliminacja wirusa z organizmu, jednak u okoto 10-20%
pacjentek dochodzi do infekeji przetrwatej, ktora po 4-5 latach
w okoto 8% przypadkéw moze doprowadzi¢ do powstania zmian
typu CIN2/CIN3, a w efekcie do rozwoju raka szyjki macicy!”.

Wiadomo, ze jesli wirus HPV wnika do komorki podstawnej
nabtonka paraepidermoidalnego, pozbywa si¢ kapsydu, a na-
stepnie przedostaje si¢ do jej jadra. W jadrze poczatkowo nie
jest zwigzany z DNA gospodarza i pozostaje w formie episo-
malnej. W miar¢ uplywu czasu dochodzi do integracji DNA wi-
rusa z DNA komorki nabtonka, w wyniku czego nastepuje pro-
dukcja biatek E6/E7. Taka sytuacjg obserwuje si¢ w wigkszosci
przypadkéw infekeji wysokoonkogennymi typami wirusa HPV.
Jeszcze do niedawna uwazano, ze w zmianach LSIL ge-
nom wirusa HPV wystepuje wytacznie w postaci episomalne;j
i w miar¢ zaawansowania choroby wbudowuje sic w genom
gospodarza, natomiast w zmianach typu HSIL (dysplazja
duzego stopnia — high-grade squamous intraepithelial lesion)
mozna spotkac tylko formg zintegrowang®’?", Obecnie wiado-
mo, ze zarGwno w dysplazjach malego, jak i duzego stopnia
mozna spotka¢ obie formy genomu HPV®22, Udowodniono
jednak, ze w zmianach typu LSIL ekspresja biatek E6/E7 jest
staba, co najprawdopodobniej wiaze si¢ z tym, ze transkrypty
E61E7 pochodzg z form episomalnych, ktore sa mniej stabilne
niz transkrypty pochodzace z form zintegrowanych®?. Dlatego
tez uwaza sie, ze wykorzystanie techniki oznaczania transkryp-
tow mRNA onkogenow E6 1 E7 moze by¢ bardzo przydatne
w ocenie progresji zmian typu HSIL, jak rowniez raka®. W tym
celu przeprowadzonych zostato wiele badain®?” majacych na
celu poréwnanie czutosci i swoistosci wykrywania HPV metodg
PCR z testami opartymi na oznaczaniu mRNA wirusa.

Molden i wsp.?” wykorzystali w swoich badaniach trzy meto-
dy do izolacji HPV: test PreTect HPV-Proofer, ktory wykrywa
E6/E7 mRNA HPV typow 16., 18., 31., 33.145., PCR do wy-
krywania tych samych typow HPV oraz test GpS+/6+ consen-
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our understanding of pathogenesis of lesions originating from
HPV infection and biology of the virus itself. For years we know
that infection by highly oncogenic types of HPV are a risk fac-
tor for the development of cervical dysplastic lesions, as well as
of cervical cancer!®!?. It is estimated that most HPV infections
are transient in nature, while in some cases the virus may take
the latent form. In the setting of deficient host immune system,
the virus activates, giving rise to genital papillae (warts) or low-
grade cervical dysplastic lesions (low-grade squamous intraep-
ithelial lesions, LSIL)®. At this stage, virus may be eliminated
from the organism, but 10-20% of patients develop persistent
infection, leading to the development of CIN2/CIN3 lesions in
about 8% of them after 4-5 years, subsequently progressing to
cervical cancer!”,

When HPV penetrates basal cells of paraepidermoid epithe-
lium, it gets rid of its capsid and subsequently penetrates cell
nucleus. Initially it is not bound with host DNA and remains
in the episomal form. With passing time, viral DNA integrates
with host DNA, resulting in the synthesis of E6/E7 proteins.
Such a situation takes place in most cases of infection by high-
ly oncogenic types of HPV.

Until recently it was believed that in LSIL lesions, HPV ge-
nome is present in episomal form only and integrates with host
genome directly proportional to advancing clinical stage, while
in high-grade HSIL lesions (high-grade squamous intraep-
ithelial lesion) only integrated forms may be detected®’2V,
We know at present that both in low-grade and in high-grade
dysplasias both forms of HPV genome may be found®*?,
Studies revealed, however, that in lesions of the LSIL type ex-
pression of E6/E7 proteins is weak, most probably because
E6/E7 transcripts originate in episomal forms, which are less
stable than transcripts originating in integrated forms®¥. So,
in general opinion, the mRNA transcript assay technique for
oncogenes E6 and E7 may be very useful in monitoring pro-
gression of HSIL lesions and cervical cancer®. Several stud-
ies have been performed to this purpose®, aiming at com-
paring sensitivity and specificity of HPV detection by the PCR
technique, using tests based on titration of viral mRNA.
Molden et al.?” implemented three HPV isolation techniques:
the PreTect HPV-Proofer, detecting E6/E7 mRNA of HPV types
16, 18, 31, 33, 45, PCR detecting the same viral types and the
Gp5+/6+ consensus PCR. In patients with normal cytological
findings or with the diagnosis of ASCUS (atypical squamous
cells of undetermined significance) or LSIL, estimated incidence
of HPV was statistically greater when using PCR technique as
compared with the PreTect HPV-Proofer test. In cases of HSIL,
the authors determined specificity of PreTect HPV-Proofer test
at 97.3% and that of Gp5+/6+ PCR at 90%. Positive predictive
values were 10.3% and 3.7%, respectively. They isolated HPV
in cases of histologically verified CIN2. Specificity of the former
test was estimated at 88.9% and of the latter - at 66.7%. Posi-
tive predictive values were 92.3% and 81.3%, respectively. Based
on their studies the authors suggest that detection of HPV using
the PreTect HPV-Proofer, combined with cytological exam may
become an excellent screening test for cervical cancer. Similar re-
marks were presented by Hovland et al.?¥
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cytologii lub z rozpoznaniem ASCUS i LSIL oceniona czgsto$¢
wystepowania wirusa HPV byta statystycznie wicksza w przy-
padku zastosowania metod PCR w pordéwnaniu z testem
PreTect HPV-Proofer. W przypadkach HSIL autorzy okreSlili
specyficznos¢ testu PreTect HPV-Proofer na 97,3%, natomiast
dla metody Gp5+/6+ PCR - na 90%. Pozytywne wartosci pre-
dykeyjne wynosity odpowiednio 10,3 i 3,7%. Izolowali réwniez
HPV w przypadkach potwierdzonych histologicznie CIN2. Spe-
cyficznos¢ pierwszego z testow ocenili na 88,9%, natomiast dru-
giego — na 66,7%. Pozytywne wartosci predykcyjne wynosity
odpowiednio 92,3 oraz 81,3%. Na podstawie przeprowadzonych
badan autorzy zasugerowali, ze wykrywanie HPV metodg PreTect
HPV-Proofer pofaczone z badaniem cytologicznym moze staé
si¢ bardzo dobrym testem przesiewowym w kierunku raka szyjki
macicy. Podobne spostrzezenia przedstawili Hovland i wsp.®
Lie i wsp.®? rowniez zauwazyli przewage testu wykrywajacego
E6/E7 mRNA HPV nad metodg wykrywania DNA HPV. Zasto-
sowali do wykrywania mRNA wirusa test PreTect HPV-Proofer,
natomiast do izolacji DNA HPV - technik¢ Hybrid Capture II.
Stwierdzili przewage badania mRNA HPV nad HCII jako ba-
dania wylaniajacego grupe kobiet zagrozonych rozwojem raka
szyjki macicy. Porownywali czesto$¢ izolacji HPV wyzej wy-
mienionymi metodami w zaleznosci od rozpoznai cytologicz-
nych i histologicznych. Zaobserwowali wigksza specyficzno$é
testu PreTect HPV-Proofer w poréwnaniu z izolowaniem DNA
HPV metodg HCII. Podobne do$wiadczenia zaprezentowali
Keegan i wsp.?®

W zwigzku z tak obiecujacymi wynikami dotychczasowych
badaf nalezy stwierdzi¢, ze oznaczanie transkryptow E6/E7 row-
noczesnie z badaniem cytologicznym moze stac si¢ bardzo pre-
cyzyjng metodg w profilaktyce raka szyjki macicy. Przy pomo-
cy testu PreTect HPV-Proofer wykrywa si¢ mniejszg liczbe kobiet
z pozytywnymi wynikami w kierunku HPV, ale jednocze$nie
metoda ta pozwala wyodrebniC grupe pacjentek, ktdre sg najbar-
dziej narazone na progresj¢ zmian w kierunku raka szyjki macicy.
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