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SOUHRN

Metylacni umléeni nékterych bunécnych gent je znamkou progrese karcinogeneze a proto testy, které metylaci detekuji, by mohly byt vyuzivany v diagnostice
¢i,,stagingu” malignich onemocnéni. V diagnostice dlazdicobunécnych karcinomt délozniho hrdla (DH), které jsou témér ve 100 % zpusobeny dlouhodobou
infekci vysoce rizikovymi lidskymi papilomaviry (HR-HPV), je metyla¢ni umlceni urcitych bunécnych gent vysoce specifickym markerem pokrocilé dysplastické
|éze a zfejmé vznikd dlisledkem aberantni aktivace metyltransferazy DNMT1 virovymi onkoproteiny E6 a E7. Metylacni test provedeny ze vzorku cervikovaginalni
cytologie umoznuje zvysit vypovédni hodnotu tohoto neinvazivniho vysetieni a selektovat pacientky s biologicky zdvaznou dlazdicobunéénou lézi pro nasledné
vysetieni. Pomoci cytologického vysetreni Ize odhalit také méné casté anogenitalni malignity, které jsou indukované HR-HPV v nizsi mie - zldzové Iéze rlizného
plvodu, nejcastéji adenokarcinomy DH a endometria a anélni karcinom. Cilem nasi pilotni studie bylo ohodnotit pfinos metylacniho testu pro diagnostiku
téchto malignit na souboru 50 tekutych cervikovaginalnich cytologii s ndlezem zlazové léze a 74 tekutych anélnich cytologii HIV-pozitivnich homosexuald, ktefi
jsou ve vysokém riziku vzniku karcinomu anu.
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Methylation analysis as an auxiliary tool in cytological diagnostics of infrequent anogenital lesions
- a pilot study

SUMMARY

Methylation silencing of certain cellular genes is a sign of carcinogenesis progression and therefore tests that detect methylation could be used in the diagnosis
or staging of malignant diseases. In the diagnosis of squamous cell carcinomas of the cervix which are almost 100% caused by long-term infection with high-
risk human papillomavirus (HR-HPV), methylation silencing of certain cellular genes is a highly specific marker of advanced dysplastic lesions and appears to
result from aberrant activation of the methyltransferase DNMT1 by viral oncoproteins E6 and E7. A methylation test performed on a cervicovaginal cytology
specimen allows to increase the diagnostic value of this non-invasive test and to select patients with severe squamous cell lesions for follow-up. Other less
frequent anogenital malignancies that are induced by HR-HPV to a lesser extent can also be detected by cytological examination - glandular lesions of various
origins, most commonly cervical and endometrial adenocarcinomas and anal carcinoma. The aim of our pilot study was to evaluate the utility of a methylation
test for the diagnosis of these malignancies in a cohort of 50 liquid-based cervicovaginal cytologies with glandular lesion and 74 liquid-based anal cytologies
from HIV-positive men having sex with men who are at high risk for anal cancer development.
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Dlazdicobunécny karcinom DH je nejdéle studovanou ma-
lignitou indukovanou vysoce rizikovymi lidskymi papilomaviry
(HR-HPV). Znalosti o etiopatogenezi, postupny proces karcino-
geneze a anatomicky pfistupnd lokalita z této malignity cini
jedno z nejlépe preventabilnich onkologickych onemocnéni.
Cytologicky screening dlazdicobunéc¢ného cervikélniho karci-
nomu dramaticky sniZil incidenci a mortalitu tohoto onemoc-
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néni, jez pred implementaci screeningu bylo nej¢astéjsim on-
kologickym onemocnénim u Zen (1). Stald pfitomnost HR-HPV
ve stéru exfoliovanych cervikalnich bunék béhem viech stadii
onemocnéni umoznuje vyuziti detekce virové DNA jako nej-
citlivéjsiho molekularniho markeru onemocnéni (2). Specifita
HR-HPV testu pro detekci klinicky zadvaznych [ézi je ale v obec-
né populaci Zen niz3i, a proto se v mnoha zemich, véetné Ces-
ké republiky, HR-HPV test s Uspéchem vyuzivd jako dopliikovy
test cytologického cervikalniho screeningového programu (3).
Klinicky zédvazné dlazdicobunécné léze vykazuji dalsi vysoce
specifické molekuldrni zmény, které Ize vysetiovat ze stéru ex-
foliovanych bunék epitelu (4,5). Metyla¢ni analyza patii mezi
nejlépe ovéfené metody, které s vysokou presnosti identifiku-
ji karcinom a léze s vysokym rizikem progrese do karcinomu
(6,7).
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Metylace DNA je epigeneticky proces charakteristicky ko-
valentnim navézanim metylové skupiny na cytosin v pozici 5°
v CpG dinukleotidech, které jsou nejcastéji umisténé v regu-
la¢ni oblasti genu. Tento proces je katalyzovdn enzymy me-
tyltransferdzami (DNMT) a patii mezi fyziologické bunécné
mechanismy, které reguluji expresi genu, ovliviiuji replikaci, re-
kombinaci a opravy DNA nebo sestfih RNA (8,9). Metylace a de-
metylace DNA hraji dllezitou roli zejména pfii aktivaci a uml-
¢eni genll béhem zarodecného vyvoje, zachovani genomové
stability a potlaceni replikace a translace virovych gent (10).
Aberantni metylace je jednou z nejc¢astéjsich zmén u nadoro-
vych onemocnéni — hypometylace zvy3uje genovou nestabilitu
a expresi protoonkogend, naopak hypermetylace tumor-supre-
sorovych gend (TSG) vede k utlumeni jejich exprese a ma tedy
podobny nasledek jako inaktiva¢ni mutace. Hypermetylace
desitek bunéénych gent byla prokdzdna u HPV-indukovanych
malignit v rdznych anatomickych lokalitach - ve zdravé tkéni je
metylace téchto genl téméf nulova, ale nardsta v prabéhu pro-
grese prekancerdzni léze a nejvyssich hodnot dosahuje u karci-
nom a pokrodilych dysplastickych |ézi, které maji vysoké riziko
progrese v kratkodobém horizontu. Mezi hypermetylaci uml¢o-
vané geny u HPV-indukované karcinogeneze patfi napt. geny
CCNAT (cyclin A1), TERT (telomerase reverse transcriptase),
MGMT (O-6-methylguanine-DNA methyltransferase), CADM1
(cell adhesion molecule 1), CDH1 (cadherine 1), DAPK1 (death-
-associated protein kinase 1), EPB41L3, FAM19A4, MAL, PAX1
(paired box 1), PRDM14 (PR domain containing 14) a mnoho
dalsich (11).

Na zakladé téchto poznatkl bylo v nedavné dobé validova-
no nékolik komer¢nich metylacnich testd, které na zékladé me-
tyla¢niho statusu odliSuji biologicky zdvazné a nezédvazné léze
DH. Jedna se o testy na bazi metylacné specifické kvantitativni
real-time PCR, které porovndvaji Urovern metylace nékolika TSG
v exfoliovanych burikdch cytologického stéru. Naprosta vétsina
valida¢nich dat pro uziti metyla¢nich testt viak byla ziskdna na
dlazdicobuné¢nych cervikélnich 1ézich a poznatky, jak funguji
tyto testy u dalSich anogenitdlnich (vétSinou HPV-asociova-
nych) malignit, které Ize diagnostikovat z cytologického stéru,
jsou omezené (12).

Cytologicky screening je primarné zaméfeny na véasnou
identifikaci dlazdicobuné¢nych prekancer6z DH, ale v cervi-
kovagindlnim cytologickém stéru mohou byt zachycené
také maligni léze z cylindrického epitelu, nej¢astéji adeno-
karcinomy DH a adenokarcinomy endometria. Incidence
téchto lézi je vyrazné nizsi ve srovnéani s dlazdicobunéénym
karcinomem DH a vzhledem k mensi praktické zkuSenosti
cytotechnologll se zdvaznymi zldzovymi lézemi jsou Castéji
stéry odecteny jako faleSné negativni (13). HR-HPV test zvy-
Suje citlivost zachytu jen ¢astecné, protoze etiopatogeneze
téchto lézi je spojend s HPV v r(izné mife, od 0 % u adeno-
karcinomu gastrického typu, po 72-100 % endocervikalniho
adenokarcinomu obvyklého typu (14). Pokud by se potvrdila
pilotni data o vysoké mife metyla¢ni pozitivity tézkych glan-
duldrnich 1ézi publikovand védeckym tymem, ktery stoji za
vyvojem 2 komercnich testl, mohl by metyla¢ni test zvysit
zachyt téchto vzacnéjsich a casto opozdéné diagnostikova-
nych 1ézi (15,16).

Andlni karcinom (AC) se vyskytuje v obecné populaci
v nizké frekvenci, ptesto je jeho screening opravnény u ri-
zikovych skupin, kde je diky kumulaci rizikovych faktord vy-
sokd incidence tohoto onemocnéni (17). Nejvyssi incidence
AC se udéava ve skupiné HIV-pozitivnich homosexudlnich
muzl (MSM, z angl. Men having Sex with Men) a to az 131
na 100 000 za rok (18). V Ceské republice pilotné probiha
oportunni cytologicky screening MSM s frekvenci jednou
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za rok (19). Citlivost a specifita andIni cytologie pro detek-
ci tézkych lézi je nizsi a vypovédni hodnota HPV DNA tes-
tu je v této skupiné omezena v dusledku vysoké prevalence
HR-HPV (20). Pfi hledani optimalni screeningové strategie
v¢asného zachytu andlniho karcinomu by proto bylo vhodné
doplnit vysetfeni analni cytologie o dalsi molekularné ge-
netické markery, které by zvysily vypovédni hodnotu stéru
a selektovaly pacienty ve vysokém riziku pro nasledné vice
invazivni vysetieni.

Cilem nasi pilotni studie bylo ohodnotit U¢innost metyla¢niho
testu a jeho pfinos pro screening a diagnostiku vyse popsanych
vzacnéjsich, zejména HPV-indukovanych |ézi anogenitélniho
traktu: cervikélnich Zlazovych 1ézi a andlnich lézi.

MATERIAL A METODY

Studie byla schvélena etickou komisi Fakultni nemocnice Na
Bulovce (&islo 7.6.2016/8097/EK-Z). Ucastnici studie podepsali
informovany souhlas. Bylo analyzovédno 50 cervikovaginélnich
cytologickych stérli a 74 anélnich cytologickych stér(i odebra-
nych do ThinPrep media (LBC).

Cervikovaginalni vzorky byly odebrany za Ucelem screenin-
gu karcinomu DH v gynekologickych ambulancich v rdmci celé
Ceské republiky v obdobi 2016-2017 a zpracovany a vyhodno-
ceny v Bioptické laboratofi s.r.o. s ndlezem Zlazové atypie vyssi-
ho stupné AGC-NEO+ (AGC-NEO a tézsi nalez). U 43 pacientek
byl dostupny histologicky material.

AndlIni stéry byly odebrany za ucelem cytologického screenin-
gu AC na dermatovenerologickém oddéleni Fakultni nemocnici
Bulovka v Praze v obdobi 2018-2020 a zpracovany a vyhodno-
ceny v Bioptické laboratofi. Studijni skupinu tvofili HIV-pozitivni
MSM, ktefi uvadi pravidelny andlni receptivni styk. Vsichni pa-
cienti byli vysetieni proktologem pomoci palpaéniho vysetteni.
U 21 pacient, ktefi dodrzeli protokol, byla provedena konven¢-
ni anoskopie.

Cervikovaginalni a analni LBC preparaty byly zhotoveny au-
tomatizovanym systémem Hologic a vyhodnoceny pomoci
ThinPrep Imaging system (Hologic) s pocitacové asistovanou
analyzou obrazu. Klasifikace cytologickych nalez( byla prove-
dena dle tieti edice Bethesda klasifikace, 2014. Ze zbytkového
materiadlu byla provedena molekuldrné geneticka analyza, kte-
rd zahrnovala detekci a genotypizaci HPV a metyla¢ni analyzu.
Pro tyto Ucely byla izolovéna celkovd DNA z T ml cervikalni LBC
pomoci komeréni soupravy QlAamp DNA Micro Kit (QIAGEN)
a 2 ml analni cytologie metodou chelexové izolace. Detek-
ce a genotypizace HPV byla provedena komeréni soupravou
Anyplex Il HPV28 (Seegene), kterad detekuje L1 gen 28 vysoce
rizikovych (HR) a nizce rizikovych (LR) typd HPV na principu
multiplexni real-time PCR, a,in-house” PCR metodou detekuiji-
ci gen E1 Sirokého spektra slizni¢nich a koznich typt HPV (21).
Metyla¢ni analyza byla provedena pomoci komeréni soupravy
QiaSure (Qiagen). Tato souprava detekuje metylaci promotor(
dvou TSG: FAM19A4 a mir124-2 pomoci multiplexni metylac¢-
né specifické real-time PCR. PCR analyze predchazela bisulfi-
tickd konverze izolované DNA komerc¢ni soupravou EZ DNA
methylation™ Kit (ZYMO Research), ktera spociva v konverzi
cytosinu na uracil u jednovlaknové DNA pomoci hydrogensiti-
¢itanu sodného (NaHSO3). Tato konverze neprobéhne u cyto-
sin(, které jsou metylované v pozici 5C. V nasledné PCR dojde
k specifickému namnozeni pouze toho uUseku, ktery byl pGvod-
né metylovany a jeho DNA sekvence obsahuje stéle cytosiny.
Hodnota metylace promotorl FAM19A4 a mir124-2 je vztaze-
na k buné¢nosti vzorku vyjadieného amplifikaci genu pro beta
aktin.
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VYSLEDKY

Cervikovaginalni zlazové léze (n=50)

Vysledky odectu LBC, metyla¢niho testu a HR-HPV detekce
jsou shrnuté v tabulce ¢. 1. Primérny vék zen s nlezem Zldzové
atypie vyssiho stupné v LBC ve studijni skupiné byl 46 let. Nej-
Castéjsim cytologickym nalezem byly atypické Zlazové buriky —
spise neoplastické (AGC-NEO).

HR-HPV test byl pozitivni u 84 % vzork(l. Nejcastéjsim deteko-
vanym HR-HPV typem byl HPV18 (18/50, 36 %), HPV16 (15/50,
30 %) a HPV45 (5/50, 10 %). Jiné HR-HPV typy byly detekova-
ny v 7 pfipadech, které mély cytologickou diagnézu AGC-NEO
a histologicky zde nebyla zachycena tézka Zlazova léze (2 LSIL,
3 HSIL, 2 bez dysplazie). Detailni ndlez u HR-HPV negativnich lézi
je shrnut v tabulce ¢. 2.

Metylaéni test byl pozitivni ve vétsiné vzorkd (90 %). Zeny
s metylacné negativni cytologii nemély pfitomnou tézkou zla-
zovou lézi v histologickém ovéfeni (tab. 2). Metylacné pozitivni

byly Zldzové Iéze HR-HPV asociované i HR-HPV independentni.
18220 Zen s metylacné pozitivnim nélezem AGC-NEO mélo do-
stupné nasledné histologické vysetieni, ve viech byl potvrzen
tézky nélez (9 tézkych Zldzovych 1ézi, 9 tézkych dlazdicobunéc-
nych 1ézi).

Analni léze (n=74)

Vysledky odectu LBC, metyla¢niho testu a HR-HPV detekce
jsou shrnuté v tabulce 3. Primérny vék MSM ve studijni skupiné
byl 36 let. Nejcastéjsim cytologickym nalezem byla LSIL. Nizkd
bunécnost analni cytologie byla ¢astym fenoménem mezi stu-
dijnimi vzorky, 12 cytologii bylo zcela nehodnotitelnych a u dal-
sich 13 cytologii byl stanoveny zavér s poznamkou o nizké bu-
nécnosti vzorku.

HR-HPV test byl pozitivni u 70 % vzorkd. Nejéastéjsim de-
tekovanym HR-HPV typem byly typy HPV56 a HPV52 (15/74,
20 %), HPV16 (12/74, 16 %) a HPV59 (10/74, 14 %). 8 vzorki
nebylo mozné analyzovat na pfitomnost HPV z dlivodu nizké

Tab. 1. Vysledky CV cytologie, metyla¢niho testu a HR-HPV detekce u Zen se zldzovou atypii v LBC.

Cytologicky zavér m metylace pozitivni (n) | HR-HPV pozitivni (n) | prdmérny vék (roky)
45 42 46

celkem 50

AGC-NEO 23 20 22 43 7x v¢etné dlazdicové atypie
AlIS 17 16 15 40 2x véetné dlazdicové atypie
invazivni adenokarcinom 6 6 5 56
invazivni adenokarcinom endometria 2 2 0 75
AGC-NEO endometridlni 1 1 0 80
NILM* 1 0 0 51 *revize nalezu AGC-NEO

Zkratky: CV: Cervikovaginélni, AGC-NEO: atypické Zldzové burky — spiSe neoplastické, AlS: adenokarcinom in situ, NILM: negativni z intraepitelidini 1éze ¢i malignity

Tab. 2. Metyla¢né a HR-HPV negativni LBC - detailni nalez v¢etné histologie.

AGC-NEO negativni HPV39, 58 bez dysplasie
AGC-NEO + LSIL negativni HPV33, 53 HSIL
AGC-NEO negativni HPV68 chronicka cervicitis
AIS + HSIL negativni HPV16 HSIL
NILM negativni negativni bez dysplasie
AlS pozitivni negativni mucinézni adenokarcinom gastrického typu
AGC-NEO pozitivni negativni endometroidni adenokarcinom endometria
invazivni adenokarcinom endometridlni pozitivni negativni endometroidni adenokarcinom endometria
AlS pozitivni NA endocervikalni adenokarcinom in situ
AGC-NEO endometridlni pozitivni negativni endometroidni adenokarcinom endometria
invazivni adenokarcinom endometrialni pozitivni negativni endometroidni adenokarcinom endometria
invazivni adenokarcinom pozitivni negativni endocervikalni adenokarcinom

Zkratky: AGC-NEO: atypické Zldzové buriky - spise neoplastické, AlS: adenokarcinom in situ, NILM: negativni z intraepitelidIni léze ¢i malignity, HSIL - high-grade skvaméz-
ni intraepitelidlni Iéze NA: nelze analyzovat

Tab 3. Vysledky analni cytologie, metylacniho testu a HR-HPV detekce u rizikovych MSM.

Cytologicky zavér m metylace pozitivni (n) HR-HPV pozitivni (n)
22 42

celkem 74
NILM 25 3 15
ASC-US 10 4 8
LSIL 26 14 18
ASC-H 1 0 1
NA 12 1 6

Zkratky: NILM: negativni z intraepitelidIni Iéze ¢i malignity, ASC-US: atypické skvamozni buriky neuréeného vyznamu, LSIL - low-grade skvamdzni intraepitelidini léze,
ASC-H: atypické skvamozni buriky nelze vyloucit HSIL, NA: nelze analyzovat
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bunécnosti nebo pfitomnosti PCR inhibitoru. Nizkd bunécnost
vzorkl predstavovala velkou limitaci metyla¢niho testu. Pro
hodnoceni metylace byla snizena kritéria nutné bunécnosti
uvadénd vyrobcem pro cervikélni cytologii (hodnota ,cycle
treshold” - ct — pro beta aktin 29 a nizsi, vyrobce doporucuje ct
26 a nizsi). Pfesto bylo nehodnotitelnych 35 vzorkl. Metyla¢né
pozitivnich bylo 22 a negativnich 17 vzorkd. Mezi metylacné
negativnimi vzorky byly statisticky vyznamné vice zastoupeny
negativni cytologické nalezy ve srovnani s metylacné pozitiv-
nimi vzorky (Fisher exact test, p = 0.0367) a MSM s metyla¢né
negativni cytologii byli spise mladsi (vékovy pramér 33 let) ve
srovnani s muzi s metylacné pozitivni cytologii (vékovy pra-
mér 39 let). Mezi metylac¢né pozitivnimi vzorky byl ¢astéji de-
tekovédn HPV16 (5 MSM) ve srovnani s metyla¢né negativnimi
vzorky (1 MSM), ale rozdil neni statisticky prikazny. Palpac¢nim
vysetfenim nebyl detekovédn AC u zadného z pacient(. Ano-
skopické vysetfeni provedené u 21 pacientl neobjevilo zad-
nou zdvaznou lézi.

DISKUZE

Metylacni test predstavuje objektivni molekularné-geneticky
pfistup validovany pro pouziti v klinickych laboratotich, ktery
ma vyuziti v cytologickém i primarnim HPV screeningu karcino-
mu DH (12). Pozitivni metylacni test byl ve studiich spojen s pfi-
tomnosti biologicky zavazné dlazdicobunécné Iéze, perzistentni
HR-HPV infekci a nizsi mirou regrese 1ézi (22,23).

Spektrum bunécnych gend umicenych metylaci béhem cervi-
kalni karcinogeneze je ovlivnéné histologickym typem léze. Ve-
lice podobny metyla¢ni profil u dlazdicobuné¢ného karcinomu
a adenokarcinomu DH je vSak popisovan napf. u geni DAPK1,
CADMT1, and RARB (24). V nasi studii byla hodnocena metylace
promotort dvou genli FAM19A4 a miR124-2. Cervikovaginalni
stéry obsahujici cytologicky zdvazné zlazové léze z nasi studie
byly v naprosté vétsiné (45/50, 90 %) metyla¢né pozitivni. Po-
zitivni metylacni status odpovidal zavaznosti Iéze v histologic-
kém ovéreni (43 dostupnych biopsii). Negativni vysledek mety-
la¢niho testu byl u 5 pfipadd, ve tfech z nich nebyla v histologii
popsana tézka léze, ve dvou byl HSIL. Tento nalez je ve shodé
s dvéma dostupnymi studiemi, které proved| tym zodpovédny
za vyvoj 2 komer¢nich metylac¢nich test(. Ve studii z roku 2014
(15) bylo zjisténo metyla¢ni umléeni u vsech 12 testovanych
adenokarcinomt DH (100 %) a u 16 z 21 testovanych endomet-
ridlnich karcinom (76 %). Studie byla provedena s pomoci prv-
ni verze metylacni soupravy, kterd hodnotila metyla¢ni uml¢eni
tfi TSG: CADM1 and MAL, miR124-2. Ve studii z roku 2020, ktera
hodnotila metylac¢ni statut stejnych gent jako nase studie, bylo
metylacné pozitivnich 121 ze 123 testovanych adenokarcinomd
(54 cytologickych vzork(l, 69 FFPE tkéni) a 30 ze 32 vzécnych
histotypl (svétlobuné¢ny karcinom - 14/14, neuroendokrinni
karcinom 12/13, adenokarcinom smiSeny s neuroendokrinnim
karcinomem - 1/1, mucinézni adenokarcinom gastrického typu
- 2/2, mucindzni adenokarcinom, NOS (1/1), ser6zni adenokar-
cinom - 0/1) (16). Na zakladé vysledkd nasi pilotni studie hod-
notime pouziti metylacniho testu ve screeningu a diagnostice
zlazovych genitélnich 1ézi jako velice pfinosné. Jeho velikou vy-
hodou je objektivita, vysoka intralaboratorni a mezilaboratorni
shoda (25) a schopnost detekovat HR-HPV asociované i HR-HPV
independentni gynekologické adenokarcinomy (22,26). Limi-
taci nasi studie je nizky pocet vzacnych typl adenokarcinomt
DH a jiného plivodu a histologicky ovérenych benignich lézi. Vy-
sledky budeme déle ovéfovat na vétSim poctu zen se Zlazovymi
abnormalitami v cytologickém stéru s naslednou histologickou
korelaci.
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V soucasné dobé neexistuje mezindrodni konsenzus pro
rutinni screening AC, nicméné vétsina organizaci jako EACS
(European AIDS Clinical Society) nebo NYSDOH (New York Sta-
te Department of Health) se shoduji na duleZitosti screenin-
gu AC v rizikovych skupinach, a to zejména u HIV-pozitivnich
osob a MSM (27). Detekce ¢asnych stadii AC je krucidlni pro
jeho Uspésnou [é¢bu. Zatimco ¢asna stadia karcinomu velice
dobfe odpovidaji na chemoterapii, pokrocila stadia vyzaduji
naroc¢né chirurgické zakroky, které negativné ovliviuji kvalitu
zivota pacienta (28). Naprosto nejc¢astéjsim histotypem AC je
HPV-asociovany dlazdicobunéc¢ny karcinom (ASCC). Podob-
né jako dlazdicobunécny karcinom DH se AC vyviji postupné
z analni intraepitelidIni neoplazie (AIN). Tézké analni neoplazie
(HGAIN) mohou progredovat do invazivniho andlniho dlazdi-
cobunécného karcinomu, ale zdd se, ze mira progrese HGAIN
do invazivniho stadia je vyrazné nizsi nez v pripadé tézkych
cervikalnich [ézi (29). Pfestoze se HGAIN vyskytuji velice ¢asto,
a to az u 20-40 % HIV-pozitivnich MSM, jednd se o biologicky
nejednotné léze, které Casto regreduji. Pfinos chirurgické lé¢-
by pro pacienta proto neni jasny, nebot abla¢ni zakrok uvnitf
anélniho kanalu je spojeny s rizikem dlouhodobych kompli-
kaci a ovlivnéni funkce svéracu (30). Vice informaci o prospés-
nosti odstrafiovani HGAIN v rdmci prevence AC by méla podat
probihajici studie ANCHOR (31).

Analni cytologie je neinvazivni vysetfeni, které detekuje ma-
ligni zmény v exfoliovanych burnkach ve stéru z andini sliznice.
Citlivost, specifita i opakovatelnost analni cytologie jsou vsak
suboptimalni pro efektivni screening analniho karcinomu (17).
Doplnéni andlni cytologie o molekularni markery by mohlo tvo-
fit idedlni nastroj screeningu anélniho karcinomu, dostupny pro
viechny rizikové pacienty. Pouze selektovani, vysoce rizikovi pa-
cienti by pak podstoupili nékteré z naslednych vice invazivnich
vysetfeni — anoskopii, kolonoskopii, proktoskopii nebo endo-
rektalni ultrazvuk pro detekci a odstranéni biologicky pokrocilé
HGAIN nebo ¢asného stadia invazivniho karcinomu.

Kandidatni biomarker zdvaznosti andini Iéze je genotypizace
HPV16 ve vztahu k jeho unikdtnimu karcinogennimu potencia-
lu (32). Nicméné detekce HPV16 sama o sobé neni dostacujici
zejména u HIV-pozitivnich MSM, kdy je samostatné detekovany
HPV16 pouze v 67 % pripadd AC, na rozdil od HIV-negativnich
jedinc(, kde je frakce AC souvisejici s HPV16 kolem 86 % (33).
Detekce mRNA 14 HR-HPV (transkripcné aktivni infekce) se také
jevi jako slibny biomarker, ale je tfeba vice dat k ovéfeni cha-
rakteristik tohoto markeru (20). Metylace promotor( buné¢nych
genl by mohla byt vhodnym biomarkerem zavaznosti léze, jak
naznacuje nékolik recentnich studii, které prokazaly signifikant-
ni rozdil v metylaci bunéénych gent v bioptickych vzorcich AC
a biologicky pokrocilych analnich |ézi ve srovnani se zdravou
okolni tkani (34-36). V klinické praxi je ale tfeba pouzivat mety-
la¢ni test, ktery je standardizovany a validovany na vzorky analni
cytologie.

V nasi studii jsme hodnotili metylaci gend FAM19A4
a mMiR124-2 pomoci komer¢niho testu QiaSure, validovaného
pro uziti v klinickych laboratofich pro diagnostiku prekanceréz
DH z cytologického stéru. Vysledky metylacniho testu u anal-
nich cytologii byly negativné ovlivnény nizkou bunécnosti stéru
a nedostupnosti histologického ovéreni. Pfi snizeni naroku testu
na bunécnost bylo metylacné pozitivnich 22 vzork( s prevazné
abnormalnim cytologickym nélezem a relativné vy3sim vékem
pacientll ve srovnani se stéry, které byly vyhodnoceny jako me-
tylacné negativni. Také ¢astéjsi nalez HPV16 (statisticky neprQ-
kazny) u metylacné pozitivnich pacientd by mohl naznacovat,
ze se jedna o skupinu pacientl s rizikovéjSimi |ézemi. Nicméné
mira pozitivity metyla¢niho testu (29,3 % pacient(l) naznacuje,
Ze soucasnd vyhodnocovaci kritéria testu nebudou poskytovat
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relevantni vysledky odpovidajici markeru akutni progrese one-
mocnéni. K podobnému zavéru dosla i jedind doposud publiko-
vana studie na podobné téma, kterd hodnotila miru metylace
stejnych gend v anélnich cytologiich u pfevazné HIV-pozitivnich
Zen (37). Vysokd mira pozitivity metyla¢niho markeru u 75 tes-
tovanych Zen (95 %) neodpovidala ptitomnosti HGAIN u 18 %
Zen a autofi doporucovali stanovit vyssi hranici pozitivity mety-
la¢nich marker(, aby vysledky odpovidaly zavaznosti histologic-
kého nalezu. Dle autor(l studie mohla byt vysoka mira metylace
bunécnych gend v analni cytologii ovlivnéna spektrem zachyce-
nych bunék v analnim stéru (vysoky podil keratinocyt(l) a moz-
nou pritomnosti cervikalni léze plsobici metylac¢ni field effect”.
Vyssi mira metylace nékterych gen je také ziejmé dlsledkem
HIV seropozitivity (38).

Histologicky nebylo mozné potvrdit zavaznost |éze, nebot
konvenéni anoskopie (u 21 MSM) ani palpacni vysetieni viech
pacientl (DARE, z angl. Digital Ano-Rectal Examination) neob-
jevily zadné zavazné léze. | kdyz je pravdépodobné, Ze se v nasi
studijni skupiné vyskytuji pacienti s HGAIN, nedokazali jsme
tyto detekovat. Nepochybné k tomu pfispéla velmi nizka citli-
vost konvenéni anoskopie pro detekci intraandlnich 1ézi. Digital-
ni anoskopie s vysokym rozlisenim (HRA, z angl. High Resolution
Anoscopy), kterd je poklddana za zlaty standard v diagnostice
analnich 1ézi, je v nasich podminkach nedostupna (28). Nelze
vyloucit i vliv vékové struktury sledovanych pacientd.

ZAVER

Metylace gent FAM19A4 a miR124-2 se jevi jako témér uni-
verzalni biomarker HPV a non-HPV indukované cervikalni kar-

cinogeneze. Pozitivni metylacni test s vysokou citlivosti oznaci
cervikovaginalni stéry, které obsahuji zdvazné dlazdicobuné¢né
i ZIdzové cervikdlni 1éze a gynekologické malignity jiného, nez
cervikalniho ptvodu jako je endometridlni karcinom. Velky po-
tencial ma metylacni test jako vystupni test pro Zeny opoustéjici
cytologicky screeningovy program, a to diky jeho vysoké dlou-
hodobé negativni prediktivni hodnoté pro Siroké spektrum gy-
nekologickych malignit. Lze rovnéz zvazit jeho vyuziti ve zvIast-
nich situacich a subpopulacich jako tfeba u téhotnych nebo
graviditu planujicich zen s ndlezem HSIL+ nebo AGC-NEO+.

Hodnoceni metylace gentt FAM19A4 a miR124-2 ma zatim
velice limitujici vyuZiti ve screeningu analniho karcinomu. Zjis-
téni, Ze metyla¢né pozitivni pacienti maji statisticky castéji ab-
normalni cytologicky ndlez a vy3si zastoupeni HPV16 ve stéru,
naznacuje slibny potencidl metyla¢nich markerd, ale je treba
upravit hodnotici kritéria pro metyla¢ni pozitivitu v cilové scree-
ningové skupiné nebo detekovat metylaci jinych bunécnych
nebo virovych gend. Vysledky z nasi pilotni studie se ovéfuji na
vétsim poctu MSM.
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