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Sammendrag

Persisterende infeksjon med humant papillomavirus (HPV) kan fere til utvikling av forstadier
til livmorhalskreft (cervikal intraepitelial neoplasi (CIN)) og livmorhalskreft. P4 verdensbasis
er livmorhalskreft den tredje mest diagnostiserte kreftformen blant kvinner, og den mest vanlige
HPV-relaterte kreftformen. Innforing av screeningprogram har fort til en betraktelig nedgang 1
forekomsten av livmorhalskreft. I dag koniseres kvinner som ved screening far pavist heygradig
HPV-assosiert CIN 1 livmorhalsen, selv om lesjonene i de fleste tilfeller vil g& i regress.
Néverende tester klarer ikke & fastsld hvilke kvinner som har heyere risiko for & utvikle
livmorhalskreft, noe som resulterer i overbehandling. Selv om konisering er avgjerende for 4
forebygge kreftutvikling, kan inngrepet medfere komplikasjoner for kvinnen ved svangerskap.
Det er et stort behov for progresjonsmarkerer som kan optimalisere dagens screening og

redusere overbehandling.

Cellefrie sirkulerende mikroRNA (miRNA) i1 plasma eller serum har fitt en okende
oppmerksomhet for deres potensiale som biomarkerer. MiRNA er sma ikke-kodende RNA
molekyler som fungerer som posttranskripsjonelle regulatorer ved & binde seg til mRNA med
komplementer sekvens. De spiller en avgjerende rolle i regulering av genuttrykk og kontroll
av cellulere og metabolske veier hos mennesker. 1 flere krefttyper, inkludert livmorhalskreft,
er det observert endret genuttrykk av miRNA gjennom karsinogenesen, noe som tyder pa at de
har et potensial som biomarkerer for kvinner med forstadier til livmorhalskreft og

livmorhalskreft.

Hensikten med denne studien var & undersgke om niva av fire kandidat sirkulerende miRNA
identifisert i serum i en pre-screeningstudie; miR-142-5p, miR-423-5p, miR-451a og miR-29c-
3p, korrelerte med ulike lesjonsgrader i livmorhalsen hos kvinner. Endring i genuttrykk vil
kunne indikere deres potensiale som biomarkerer for identifisering og prognose av kvinner med
ulike grader av lesjoner i livmorhalsen, fra lavgradige lesjoner (CIN1), til haygradige lesjoner
(CIN2+, som bestar av kvinner diagnostisert med CIN2, CIN3, adenokarsinoma in situ (ACIS)
eller kreft). Disse ble validert i en kohort bestdende av serumprever fra 280 kvinner henvist til
gynekolog etter unormale funn ved cytologiscreening. Blant de 280 kvinnene var det 85 som
hadde normale funn i livmorhalsen, og 37, 30, 120, 5 og 3 som var diagnostisert med
henholdsvis CIN1, CIN2, CIN3, ACIS og kreft. Mengde sirkulerende miRNA i serumprovene
ble kvantifisert med Droplet digital PCR. Resultatene viste at konsentrasjonen (kopier/pl



serum) av alle de fire sirkulerende miRNA typene var omvendt assosiert med alvorlighetsgrad
av lesjoner i livmorhalsen. Nedreguleringen var signifikant for miR-423-5p (p = 0.008), miR-
142-5p (p = 0.020), og miR-29¢-3p (p = 0.024), mens den var like under 95 % signifikansniva
for miR-451a (p = 0.078). En sammenslding av data fra ulike pasientgrupper viste at
konsentrasjonen av alle fire miRNA typene var signifikant lavere hos kvinner med CIN2+ og
CIN3+ (CIN3, ACIS eller kreft). Det ble ikke identifisert absolutte nivéer av de fire miRNA
typene, alene eller i kombinasjon, som med hey presisjon kunne diskriminere kvinner med
CIN2+ eller CIN3+ fra kvinner med lavgradige eller ingen lesjoner. Ytterligere forskning som
inkluderer flere kohorter i longitudinelle studier, samt flere livmorhalskreftpasienter, vil vare
nedvendig for & undersgke potensialet de ulike typene sirkulerende miRNA har som
biomarkerer for prognose av kvinner med CIN1 eller CIN2+, eller tilbakefallsrisiko hos kvinner

behandlet for hgygradige lesjoner i livmorhalsen.



Abstract

Persistent infection with human papillomavirus (HPV) may lead to the development of
cervical cancer precursors (cervical intraepithelial neoplasia (CIN)) and cervical cancer.
Worldwide, cervical cancer is the third most widely diagnosed cancer among women, and the
most common HPV-related cancer. The introduction of screening programs has led to a
significant decrease in the incidence of cervical cancer cases. Today, women diagnosed with
high-grade HPV-associated CIN during screening undergoes conization, although lesions in
most cases will regress. Current tests are unable to determine which women that are at higher
risk of developing cervical cancer, resulting in overtreatment. Although conization is essential
to prevent cancer development, the procedure can lead to complications for women during
pregnancy. There is a need for progression markers for optimizing today’s screening and thus

reduce overtreatment.

Cell-free circulating microRNA (miRNA) in plasma or serum have received increasing
attention due to their potential as biomarkers. MiRNA are small non-coding RNA molecules
that act as post-transcriptional regulators by binding to mRNA with sequence
complementarity. They play a crucial role in the regulation of gene expression and control of
cellular and metabolic pathways in humans. In several cancer types, including cervical cancer,
altered gene expression of miRNA has been observed through carcinogenesis, suggesting that
they have a potential as biomarkers in women with cervical precursor lesions and cervical

cancer.

The purpose of this study was to investigate whether the levels of four candidate circulating
miRNAs identified in serum in a pre-screening study; miR-142-5p, miR-423-5p, miR-451a
and miR-29c¢-3p, correlated with different degrees of cervical lesions in women. Altered gene
expression could indicate their potential as biomarkers for identification and prognosis of
women with different cervical lesions, ranging from low grade lesions (CIN1) to high grade
lesions (CIN2+, which consist of all women diagnosed with CIN2, CIN3, adenocarcinoma in
situ (ACIS) or cancer). These were validated in a cohort consisting of serum samples from
280 women referred to a gynecologist due to abnormal cytological findings during screening.
Among the 280 women, 85 had no cervical lesion, and 37, 30, 120, 5 and 3 were diagnosed
with CIN1, CIN2, CIN3, ACIS and cancer, respectively. The level of circulating miRNA in
the serum samples was quantified with Droplet digital PCR. The results showed that the



concentration (copies/pl serum) of each of the four circulating miRNAs tested was inversely
associated with the cervical lesion severity. The down regulation was significant for miR-423-
5p (p = 0.008), miR-142-5p (p = 0.020) and miR-29¢c-3p (p = 0.024), whereas for miR-451a
(p =0.078) it was just under the 95 % significance level. When combining data from different
patient groups, the concentration of each of the four miRNA types was significantly lower in
women with CIN2+ and CIN3+ (CIN3, ACIS or cancer). No absolute levels were identified
for any of the miRNAs alone or in combination, that with high precision could discriminate
women with CIN2+ or CIN3+ from women with low grade or no cervical lesion. Further
research including more cohorts in longitudinal studies, as well as more cervical cancer
patients, will be needed to investigate the potential of the various types of circulating
miRNAs as biomarkers for the prognosis of women with CIN1 or CIN2+, or recurrence risk

in women treated for high grade cervical lesions.
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Forkortelser

ACIS
AGUS
ASC-H
ASC-US
AUC
BMI
C.elegans
CIN

Ct
cDNA
ddPCR
DGCRS
DNA
dNTP
GEO
HPV
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HSIL
ICC
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LR
LSIL
miR
miRNA
mRNA
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NTC
PCR
pRB
pre-miRNA
pri-miRNA

Adenocarsinoma (adenokarsinoma) in situ
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Atypiske skvamese celler, kan ikke utelukke HSIL
Atypiske skvamese celler av usikker betydning
Area Under Curve (areal under kurve)

Body Mass Index

Caenorhabditis elegans

Cervikal Intraepitelial Neoplasi

Cycle threshold (terskelsyklus)

Complementary (komplementaer) DNA

Droplet digital PCR

DiGeorge Syndrome Critical Region 8
Deoksyribonucleic acid (deoksyribonukleinsyre)
Deoxynucleoside triphosphate (deoksynukleotidtrifosfat)
Gene Expression Omnibus

Humant papillomavirus

Hoyrisiko

Heoygradig skvames intraepitelial lesjon

Invasive Cervical Cancer (invasiv livmorhalskreft)
Konfidensintervall

Lavrisiko

Lavgradig skvames intraepitelial lesjon

miRNA

Mikro RNA

Messenger (budbringer) RNA

Next Generation Sequencing (neste generasjons sekvensering)
Negativ for intraepitelial lesjon eller malignitet
Negative template control (negativ templat kontroll)
Polymerase Chain Reaction (polymerasekjedereaksjon)
protein Retinoblastoma

Precursor (forloper) miRNA transkript

Primart miRNA transkript
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qPCR
qRT-PCR

RISC
RNA
ROC
RT-PCR
SCC
SCJ

SIL
SPSS
UTR

VI

Quantitative (kvantitativ) real-time PCR

Quantitative Reverse Transcription PCR

Regional Etisk Komite

RNA-induced silencing complex (RNA-indusert silencing kompleks)
Ribonucleic acid (ribonukleinsyre)

Receiver Operating Characteristic

Reverse Transcription PCR (revers transkripsjon PCR)
Squamous cell carcinoma (plateepitel karsinom)
Squamocolumnar junction (plate/sylinderepitel overgang)
Skvames intraepitelial lesjon

Statistical Package for the Social Sciences

Untranslated region (utranslatert region)
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1 Introduksjon

1.1. Humant papillomavirus

1.1.1 Definisjon av HPV

Papillomavirus tilherer familien Papillomaviridae og bestar av en mangfoldig gruppe DNA
virus som kan infisere hud og slimhinner hos bdde mennesker og dyr. Over 200 ulike typer
papillomavirus infiserer mennesker, og for disse brukes betegnelsen humant papillomavirus
(HPV). Rundt 40 typer HPV smitter ved seksuell kontakt og infiserer slimhinner. HPV-
infeksjon er den vanligste seksuelt overforbare infeksjonen bade hos kvinner og menn. De ulike
HPV-typene som infiserer slimhinner klassifiseres i1 lavrisiko og heyrisiko HPV-typer.
Lavrisiko HPV-typer (IrHPV) er assosiert med asymptomatiske infeksjoner, vorter
(papillomer), kjonnsvorter (kondylomer) og lavgradige celleforandringer som gér over av seg

selv, mens heyrisiko HPV-typer (hrHPV) kan forarsake forstadier til kreft og kreft [1].

HPV har et lite sirkuleert dobbelttradet (ds)DNA genom pa omkring 8000 basepar bestdende av
gener som uttrykkes tidlig (E1, E2, E4, ES, E6 og E7) og sent (L1 og L.2) 1 virusets livssyklus.
Disse koder henholdsvis for nedvendige proteiner for kopiering, eller replikasjon, av viralt
DNA, og for overflateproteinene i1 viruspartikkelen. De er avhengige av vertscellens cellulare
DNA polymerase og replikerer ved & indusere S-fase, fasen der den cellulere DNA syntesen
foregar, 1 den infiserte cellen [2]. HPV deles inn 1 fem genus, eller genotyper, basert pa
forskjeller i DNA sekvens for L1 overflateproteinet; Alfa, Beta, Gamma, Nu og Mu, der Alfa
og Beta/Gamma representerer den storste andelen. I motsetning til de andre genotypene kan
HPV typer som tilherer Alfa genus infisere slimhinner 1 tillegg til hud, og er den gruppen som
inneholder de mest karsinogene virusene. HrHPV innenfor Alfa genus er enten bekreftet a vaere
karsinogene virus (HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 og 59), eller mulige
karsinogene virus (HPV26, 53, 66, 67, 68, 70, 73 og 82). Blant disse er HPV16 og HPV 18 de
to typene som forarsaker de fleste HPV-relaterte krefttilfellene [1, 3].

1.1.2 Cervikal HPV infeksjon

HPV er assosiert med flere kreftformer som kreft i hode og halsregionen (orofarynkskreft),
vagina, vulva, penis og anus, men cervikal- eller livmorhalskreft er den mest vanlige. Av
600 000 krefttilfeller forarsaket av HPV 12012 pa verdensbasis utgjorde livmorhalskreft over
500 000 av tilfellene [1]. HPV smitter ved direkte hud-til-hud kontakt, oftest i forbindelse med



seksuell aktivitet. I sjeldne tilfeller kan viruset overferes vertikalt fra mor til barn under fodsel
[4]. HPV forekomsten er hoyest hos seksuelt aktive kvinner under 25 ar. Menn blir p4 lik linje
smittet av viruset, og kan i noen tilfeller utvikle kreft i penis og anus, men risikoen for dette er
lav. Nye HPV infeksjoner spres raskt mellom kvinner og menn i ung alder, da infeksjonen ofte
ikke gir symptomer og derfor er vanskelig & oppdage. Dette kan i flere tilfeller fore til at
individer blir smittet av flere typer HPV samtidig. Infeksjonsraten reduseres i takt med alder,
delvis som et resultat av faerre seksualpartnere, og delvis grunnet utvikling av immunitet hos
tidligere infiserte individer. Det finnes ogsa tilfeller der viruset ligger latent i kroppen i flere ar,
og dermed forblir uoppdaget inntil en eventuell reaktivering av virusinfeksjonen [1]. 80 % av
seksuelt aktive kvinner vil bli infisert med HPV en gang i lapet av livet, men selv om smitteraten
er hoy vil opp mot 90 % av alle HPV infeksjoner bli bekjempet av immunforsvaret og gé i

regress innen to ar [3].

Livmorhalsen er delt inn i ectocervix, endocervix og en tranformasjonssone (Figur 1). I
ectocervix er det plateepitel med flere cellelag, og 1 endocervix er det sylinderepitel bestdende
av kun et cellelag. Sylinderepitelet i endocervix og plateepitelet i ectocervix er avgrenset med
en overgangssone, squamocolumnar junction (SCJ), som flytter seg i lopet av en kvinnes liv.
Omrédet mellom den tidligere SCJ overgangen og den nye kalles for transformasjonssonen, og
er et omrade der plateepitel lages og erstatter tidligere sylinderepitel. Hos unge jenter er
transformasjonssonen lokalisert i den ytre delen av livmorhalsen, men ettersom de blir eldre
flytter sonen seg hayere opp i livmorhalsen. For at HPV skal kunne sikre en produktiv infeksjon
i livmorhalsen er viruset avhengig av tilgang til basalcellene i plateepitelet i ectocervix.
Basalcellene er proliferende celler i deling som viruset er avhengig av for & kunne starte sin
egen replikasjon. Basalcellene er lokalisert nederst i plateepitelet, og det antas at viruset kan fa
tilgang til disse gjennom en rift eller skade i1 epitelet. HPV fullferer en fullstendig
replikasjonssyklus ved celledifferensiering gjennom smittet plateepitel. Etterhvert som infiserte
basalceller deler seg og gér inn i det parabasale laget vil genuttrykket endre seg gradvis gjennom
epitelet. Oppformeringen av det virale genomet skjer normalt i det midterste epiteliale laget,
mens sammensetting og frigjering av nye viruspartikler skjer nar overflaten av epitelet. Ved
en produktiv virusinfeksjon vil altsd de infiserte cellene migrere hele veien gjennom

plateepitelet fra basalcellene til overflaten [1, 5].

HPYV kan ogsa infisere basalceller i endocervix og transformasjonssonen. I endocervix vil ikke

HPV kunne fullfere en fullstendig replikasjonssyklus med utskillelse av nye viruspartikler. I



sylinderepitel er det ikke mulig for viruset & uttrykke alle sine gener slik som ved
celledifferensiering i plateepitel. Infeksjoner som skjer i endocervix vil dermed enten
bekjempes av immunsystemet, ligge latent, eller persistere og kunne fore til utvikling av
adenokarsinom. Et adenokarsinom er kreft i epitelvev hvor kreftcellene utgér fra kjertelvev.
Infeksjoner som starter i transformasjonssonen er de som oftest utvikler seg til lesjoner eller
celleforandringer. Epitelet i dette omradet bestar for det meste av metaplastisk epitel med celler
1 forandring, og det er mer mottakelig for onkogene pavirkninger enn et modent plateepitel. I
SCIJ (Figur 1) finnes det stamcelleliknende celler nar overflaten av epitelet som kan utvikle seg
til enten plateepitel eller sylinderepitel. Disse cellene antas a vaere sarlig utsatt for infeksjon [3,

5, 6].

Virus Infection -

+ 1
Endocervix Ectocervix

Figur 1. Omrader i livmorhalsen der HPV infeksjon kan forekomme. De fleste tilfeller av
livmorhalskreft oppstér ved infeksjon i transformasjonssonen (Transformation Zone) der vevet bestér
av celler som er i forandring (vist i lilla farge pa bildet i midten). I squamocolumnar junction finnes
stamcelleliknende celler som er serlig utsatt for infeksjon (vist i gul farge pa gverste bilde). En produktiv
infeksjon vil sannsynligvis oppsté i ectocervix (vist i grent pa bildet til heyre), mens en ikke-produktiv
eller mislykket infeksjon sannsynligvis vil oppstd i endocervix (venstre bilde). P4 det gverste bildet er

viruspartikler vist som rade prikker (Virus Infection) og de rede pilene indikerer infeksjonssetene [5].



1.1.3 Persisterende HPV infeksjon i livmorhalsen og kreftutvikling

HPYV av hayrisikotype kan hos noen smittede forarsake en persisterende infeksjon som pé lang
sikt kan fore til kreftutvikling i livmorhalsen. De onkogene egenskapene til HPV kommer fra
onkoproteinene E6 og E7 som kodes fra genene uttrykt tidlig i virusets livssyklus.
Genproduktene endrer vertscellens naturlige cellesyklus og kan indusere utvikling av
neoplasier, eller vev med unormal cellevekst, som kan utvikle seg til svulster. E6 binder til og
forer til degradering av vertscellens p53 protein. Normalt fungerer p53 som en sensor for DNA
skade og kan indusere celleded eller stans i cellesyklus dersom en skade ikke repareres. E7
binder til vertscellens retinoblastoma protein (pRB), et protein som normalt regulerer
cellesyklusen til vertscellen, og hindrer dets funksjon. Siden bade p53 og pRB fungerer som
tumor-suppressorer og bidrar til & hemme veksten av kreftceller, s& kan konsekvensen av
onkoproteinbinding vare en forandring av vertscellen som gjor at den vil fortsette & dele seg 1

det smittede epitelet [7].

En persisterende infeksjon kan fore til dannelse av lesjoner i livmorhalsen. Graden E6 og E7
uttrykkes ved er hoyt korrelert med type lesjon. I lavgradige lesjoner er E6 og E7 uttrykt i de
parabasale cellene, men ikke 1 de ovre lagene i epitelet. | hoygradige lesjoner er E6 og E7 uttrykt
i stor grad gjennom hele epitelet [7]. Lesjonene graderes etter en histopatologisk CIN (cervikal
intraepitelial neoplasi) skala, fra CIN1 til CIN3 (Figur 2). CINI representerer lavgradige
lesjoner og CIN2/3 haygradige lesjoner i plateepitel. CIN3 er det siste stadiet for kreft, og pé
dette stadiet produseres det ikke lenger nye viruspartikler grunnet overproduksjon av E6 og E7
1 ovre del av epitellaget og en nedregulering av L1 og L2 overflateproteiner. Det finnes ogsé
subkliniske, latente infeksjoner uten symptomer der virale genomer persisterer i basalcellene
uten utvikling av sykdom [1]. Adenokarsinoma in situ (ACIS) representerer heygradige

lesjoner i sylinderepitel, og er forstadiet til adenokarsinomer i livmorhalsen [8].



SILENT PRODUCTIVE CIN1 CIN2 CIN3
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Figur 2. Ulike stadier pa den histopatologiske CIN skala og endringen av genuttrykk i epitelet.
HPV infeksjon kan fore til en asymptomatisk, subklinisk latent infeksjon, eller alternativt til en
produktiv infeksjon som i CIN1. I noen tilfeller kan en produktiv infeksjon fore til utvikling av neoplasi
som 1 CIN2 og CIN3. I disse stadiene er det virale genuttrykket deregulert (vist som oppadgaende piler
for aktuelle gener), og det produseres ikke lenger nye viruspartikler ved CIN3. CIN2 og CIN3 betraktes
som forstadier til kreft [3].

HPV-infeksjon er dermed en forutsetning for utvikling av livmorhalskreft. P4 verdensbasis er
livmorhalskreft den tredje mest diagnostiserte kreftformen blant kvinner og den fjerde mest
vanlige arsaken til kreftrelatert dedelighet [9]. Selv om en HPV infeksjon 1 over 90 % av
tilfellene vil gé 1 regress, er det fortsatt opp mot 10 % som vil utvikle lesjoner i livmorhalsen
ved en persisterende infeksjon (Figur 3). Flesteparten av lesjonene vil gi tilbake av seg selv,
men hos noen kvinner utvikler disse seg videre til kreft. Ca. 50 % av kvinner diagnostisert med
CIN3 vil utvikle kreft i lopet av 30 &r dersom de ikke mottar behandling [10]. Arlig i Norge
utvikler omlag 6000 kvinner behandlingstrengende forstadier til kreft, ca. 300 kvinner far

livmorhalskreft, og omlag 70 kvinner der av denne kreftformen [11-13].
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Figur 3. Persistens og progresjonsrisiko ved HPV infeksjon. Grafen til venstre viser prosentvis
hvordan andel hrHPV infeksjoner enten klareres, persisterer eller utvikles til heygradige lesjoner i lopet
av de tre forste arene etter deteksjon av infeksjon. Grafen til hgyre viser prosentvis andel individer

diagnostisert med CIN3 som utvikler livmorhalskreft uten behandling [10].



1.1.4 Screeningprogrammet og behandling av forstadier til kreft

Vanligvis utvikler livmorhalskreft seg i lapet av ca 10-30 &r [11]. Den langsomme utviklingen
fra HPV infeksjon til kreft har gjort det mulig & etablere effektive screeningprogrammer med
hensikt om & oppdage forstadier til livmorhalskreft slik at disse kan behandles for en eventuell
kreftutvikling. Innforing av screeningprogram har fort til en betraktelig nedgang i forekomsten
av livmorhalskreft, og mer enn 80 % av nye tilfeller oppstér i land som enda ikke har innfort
dette. Den stadig eokende forstdelsen for betydningen av HPV infeksjon 1 utvikling av
livmorhalskreft har i tillegg nylig fort til to avgjerende strategier for & forhindre kreftutvikling:
primar beskyttelse gjennom vaksinering og sekundaer beskyttelse gjennom HPV testing for
oppdagelse av forstadier til kreft og kreft. Antall tilfeller med forstadier til livmorhalskreft er
betraktelig redusert som folge av innferingen av vaksinasjonsprogram, men ettersom
livmorhalskreft utvikles langsomt har man enda ikke rukket a se effekten av vaksinering pa

selve kreftutviklingen [1, 12, 14].

Et screeningsprogram inneholder i de fleste tilfeller forst en primerscreening for oppdagelse
av lesjoner, videre en eventuell triage test for individer som testet positivt pd primarscreening,
og til slutt en histologisk undersekelse med kolposkopi og biopsi av individene med hoyest
risiko for kreftutvikling. Dersom alvorlige lesjoner (CIN2/3 eller ACIS) oppdages i
biopsiprevene folger det behandling med konisering [1]. Dette er et lite kirurgisk inngrep hvor
omrédene 1 livmorhalsen med heygradige celleforandringer fjernes [15]. De mest benyttede
screeningsmetodene for livmorhalskreft er cytologi og HPV-test. Cytologi innebarer en
mikroskopisk evaluering av celleprove tatt fra livmorhalsen under en gynekologisk
undersokelse. En HPV-test innebarer pavisning av DNA (eller i noen tilfeller RNA) fra
hoyrisikotype HPV 1 cellematerialet ved bruk av molekylerbiologiske teknikker.
Cytologiscreening har lavere sensitivitet enn HPV-testing og krever kortere intervaller mellom
screeninger [1]. Lesjoner eller celleforandringer pavist i celleprove tatt ved cytologisk
undersokelse betegnes som skvamese intraepiteliale lesjoner (SIL) med stigende
alvorlighetsgrad (Tabell 1). Lavgradige skvamgse intraepiteliale lesjoner (LSIL) tilsvarer ofte
CIN1, mens hoygradige skvamese intraepiteliale lesjoner (HSIL) som regel gjenspeiler CIN2,
CIN3 og plateepitel karsinom. ACIS graderes felles for bade cytologi og histologi [16].



Tabell 1. Gradering av cytologi og histologi. Tabellen er utarbeidet fra kreftregisterets flytskjema for

masseundersgkelse mot livmorhalskreft og Pedersen et al. [17, 18].

Cytologi

NILM Negativ for intraepitelial lesjon eller malignitet
*ASC-US Atypiske skvamese celler av usikker betydning
*LSIL Lavgradig skvames intraepitelial lesjon

*ASC-H Atypiske skvamgse celler, kan ikke utelukke HSIL
*HSIL Hoygradig skvames intraepitelial lesjon

**AGUS Atypisk sylinder/kjertelceller av usikker betydning
**ACIS Adenokarsinoma in situ

*ExKreft Kreft

Histologi

Normal Uten péviste neoplastiske forandringer

CIN1 Cervical intraepitelial neoplasi grad 1

CIN2 Cervical intraepitelial neoplasi grad 2

CIN3 Cervical intraepitelial neoplasi grad 3

**ACIS Adenokarsinom in situ

*ExKreft Kreft

CIN2+ CIN grad 2, 3, ACIS eller kreft

CIN3+ CIN3, ACIS eller kreft

* Skvamese celler som representerer plateepitelceller.
** Celleforandringer i sylinderepitel.

**%* Plateepitelkarsinom eller adenokarsinom.

I Norge ble cytologi tatt i bruk som screening mot livmorhalskreft fra 1950-tallet, men denne
provetakingen var uorganisert. Et landsdekkende organisert screeningprogram og
masseundersgkelse for livmorhalskreft ble innfort fra 1995, og innebaerer cytologi-basert
screening hvert tredje ar for kvinner i alderen 25-69 &r. Kvinner som far pavist ulike grader av
celleforandringer i en celleprove ved den cytologiske undersekelsen henvises til videre
oppfelging [18, 19]. 1 2009 ble HPV-test innfort som sekunderscreening i
screeningsprogrammet for kvinner med pdvist lavgradige og usikre celleforandringer etter
primer cytologiscreening. Testen ble utfort samtidig med ny cytologisk undersgkelse 6-12

maneder etter et primer ASC-US/LSIL cytologifunn (Figur 4) [20].
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Figur 4. Masseundersgkelse mot livmorhalskreft i perioden 2009-2014. Nasjonalt flytskjema for
utredning av ASC-US/LSIL og bruk av HPV-test i sekunderscreening. Algoritmen gjaldt kvinner
mellom 25-69 ar [20].

I 2014 ble algoritmen endret for & avklare kvinner raskere, da erfaringer fra den tidligere
algoritmen tilsa at flere kvinner ikke kom tilbake til sine oppfelgingsprever. Det ble derfor
bestemt at kvinner som fikk pavist ASC-US/LSIL etter primerscreening skulle HPV-testes
umiddelbart i en reflekstest, altsd at HPV-test gjores i samme prove som celleproven. Denne
algoritmen ble modifisert ytterligere, og i 2018 ble pavist genotype i HPV test (HPV16/18
versus andre hrHPV) inkludert 1 algoritmens oppfelgingsstrategier. I tillegg blir HPV-testing
innfort som primar screeningstest med en egen algoritme for kvinner mellom 34 og 69 ér i hele
landet, med en implementeringsperiode fra 2019-2021 (Figur 5) [21]. Kvinnene dette gjelder
vil i dag testes hvert femte ar fremfor hvert tredje &r, da HPV-testen har hoyere sensitivitet enn
cytologi og heyere langtids negativ prediktiv verdi [22]. For kvinner under 34 ar, og som er
uvaksinerte, er det er ikke hensiktsmessig at HPV-test erstatter cytologi som primarscreening,

da forbigdende HPV-infeksjon er svert vanlig 1 denne aldersgruppen [21].
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Figur 5. Masseundersokelse mot livmorhalskreft fra 2018. Flytskjema for vurdering av veeskebaserte
livmorhalspraver. Grenne, gule og rosa ruter representerer henholdsvis lav, middels og hey risiko for
alvorlige celleforandringer (CIN2+). *Ved uegnet prave (primer eller refleks) tas ny preve innen 1-3
méneder, og ved uegnet cytologi andre gang gjeres reflekstest. **For kvinner over 34 ar uten tidligere
livmorhalsprever anbefales det & gjore cytologi og HPV-test ved forste livmorhalspreve. ***For HPV
positive prever skal cytologi utferes, men prevesvar skal ikke pavirke oppfelging. Resultatet brukes av
gynekolog ved kolposkopisk undersekelse. ****Ny HPV-test om 3 ar dersom kvinnen ved tidspunkt

for ny preve er fylt 34 ar og regionen har implementert HPV-screening i istedenfor cytologi [21].

I dag behandles haygradige lesjoner i livmorhalsen med konisering [15]. I nesten alle land tilsier
retningslinjene for forebygging av livmorhalskreft at individer diagnostisert med CIN2+ skal
gjennomgé dette inngrepet. Mens CIN3 er en veldig klar heygradig histologisk diagnose blant
patologer, er CIN2 en litt uklar diagnose da den i stor grad avhenger av hva den individuelle
patologen ser ved undersgkelse av livmorhalsprever. For & vere pé den sikre siden er derfor
CIN2 satt som en terskel for behandlingsbehov for de aller fleste kvinner i dag. Navarende
tester, dvs. cytologi og HPV-test, klarer ikke & skille mellom lesjoner som vil ga over av seg
selv og lesjoner som kan utvikle seg til kreft [18]. Ettersom celleforandringene i mange av disse
tilfellene ville gatt tilbake av seg selv forer denne praksisen til en overbehandling av kvinner.
Selv om koniseringen er avgjerende for & forebygge utvikling av livmorhalskreft er den ikke
uten bivirkninger. Konisering kan forarsake nedsatt fertilitet, sen-aborter og premature fodsler
[1, 23]. Det er et behov for identifisering av gode progresjonsmarkerer slik at
oppfelgingsundersgkelser og overbehandling kan reduseres i fremtiden. En progresjonsmarker
som skiller mellom CIN1 infeksjoner som vil utvikles til CIN2+ fra de som mest sannsynlig vil
gd iregress, vil ogsa kunne redusere behov for oppfelgingsprever hos kvinner med lavest risiko.

Dagens oppfelgingsstrategier ved cytologi og HPV-testing vil dermed kunne optimaliseres.



Siden masseundersgkelsen for livmorhalskreft ble innfert i Norge har forekomsten av
livmorhalskreft sunket betraktelig. Det er estimert tre ganger hayere risiko for utvikling av
livmorhalskreft blant dem som ikke screenes med celleprove fra livmorhalsen, og uten
screening ville det anslagsvis vert 1000 nye tilfeller av livmorhalskreft per &r i motsetning til
de ca. 300 som er 1 dag [24]. I tillegg til screening er vaksinering en avgjerende forebyggende
faktor. I Norge har HPV vaksiner vaert en del av barnevaksineringsprogrammet til jenter pa 7.
klassetrinn siden hesten 2009, og fra hesten 2018 fikk ogsé gutter tilbud om vaksine [25]. Selv
om det har blitt vist at HPV-vaksiner forebygger mot livmorhalskreft og andre kreftformer som

skyldes HPV, er det fremdeles store deler av verden der vaksineringen enda ikke er innfort [1].

1.2 miRNA som biomarker

1.2.1 Definisjon og virkemekanisme av miRNA

MikroRNA (miRNA) er sma ikke-kodende RNA molekyler som fungerer som
posttranskripsjonelle regulatorer ved 4 binde seg til messenger RNA (mRNA) med
komplementar sekvens. Oppdagelsen av miRNA ble forst gjort i Caenorhabditis elegans, men
det er nd kjent at disse finnes hos de aller fleste eukaryoter, inkludert mennesker. Det er estimert
at miRNA star for 1-5 % av det menneskelige genomet og regulerer minst 30 % av alle protein-
kodende gener. De spiller derfor en avgjerende rolle 1 regulering av genuttrykk og kontroll av

celluleere og metabolske veier hos mennesker [26].

MiRNA er konserverte enkelttrddete RNA molekyler pa 21-23 nukleotider som genereres i en
flertrinnsprosess (Figur 6). Forst avleses, eller transkriberes, genene som koder for miRNA av
RNA polymerase II i cellekjernen, og det dannes et primaert miRNA transkript (pri-miRNA).
Pri-miRNA bestar av en lekkestruktur (stem-loop) med et dobbelttradet omréde, en 5’ cap og
en poly-A-hale. Spesifikke RNaser kalt Drosha vil sammen med DGCRS8 (DiGeorge Syndrome
Critical Region 8) og kofaktoren Pasha i et mikroprosessorkompleks gjenkjenne
lokkestrukturen til pri-miRNA og kutte i det dobbelttrddede omradet. Dette frigjor en forleper,
precursor-miRNA (pre-miRNA), som videre eksporteres til cytoplasma ved hjelp av proteinet
Exportin-5. Her gjenkjennes pre-miRNA av en annen RNase kalt Dicer, som kutter ut en
dupleks av miRNA-molekylet. Modent miRNA genereres ved at en av trddene i duplekset
binder til en gruppe enzymer kalt RISC (RNA-induced silencing complex). I kompleks med
RISC kan miRNA forhindre proteinsyntese pa ulike mater. Hvert enkelt miRNA-molekyl har
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ulike nivder av komplementaritet til bestemte mRNA-molekyler, ofte i 3> UTR (3 prime
untranslated region). Dersom niva av komplementaritet mellom miRNA-RISC komplekset og
mal-mRNA er 100 % vil mRNA spaltes. Ved delvis komplementaritet vil translasjonsprosessen
hemmes eller avsluttes. Nar miRNA-RISC komplekset hybridiserer med mRNA vil det dannes
dobbelttradet mRNA som ikke kan translateres til protein [26-28].
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Figur 6. MiRNA transkripsjon og dannelse av modent miRNA i en flertinnsprosess. Forst
transkriberer RN A polymerase II et pri-miRNA. Dette gjenkjennes og kuttes av RNasen Drosha sammen
med kofaktoren Pasha, og frigjer pre-miRNA som videre eksporteres til cytoplasma av Exportin-5, hvor
den gjenkjennes av RNasen Dicer som sa kutter ut en dupleks av miRNA. En av trddene i miRNA-
duplekset bindes som modent miRNA til RISC-komplekset (miRISC), som videre binder til mal-mRNA

molekyler med ulike grader av komplementaritet. Illustrasjonen er hentet fra Magri et al. [28].

1.2.2 Sirkulerende miRNA som biomarker

Et stigende antall studier demonstrerer at miRNA regulerer flere karsinogene prosesser
inkludert modning og utvikling av celler, apoptose, autofagi og metastaser. MiRNA har derfor
et stort potensial som biomarker innenfor kreftdiagnose, -prognose og til utvikling av

persontilpasset medisin [29, 30]. Pévisning av cellefrie sirkulerende miRNA-molekyler i blod
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har ogsd fatt en okende oppmerksomhet grunnet deres potensiale som biomarkerer. Disse
skilles aktivt ut fra celler via mikrovesikler som eksosomer, eller ved & binde til lipoproteiner.
Vesiklene/lipoproteinene beskytter sirkulerende miRNA mot RNase aktivitet, men ogsa mot
degradering under tilstander med lav eller hoy pH/temperatur. Dette gjor at de holder seg stabilt
1 blodet og lett kan detekteres [27, 29, 31]. Sirkulerende miRNA kan forholdsvis enkelt
standardiseres, i motsetning til miRNA fra ulike celler eller vev der mengde celler og
cellesammensetning i vevet vil pavirke analyseresultater. En annen fordel er at sirkulerende
miRNA ikke krever invasive prosedyrer ved provetaking, kun en enkel blodpreve. I tillegg er
sirkulerende miRNA egnet for absolutt kvantifisering da det kan méiles per fast serum/plasma
volum. Uttrykksniva pavirkes lite av alder, kjenn, BMI (Body Mass Index), reyking eller andre
karakteristikker hos pasienten. Dette er en fordel nar patogent potensiale skal vurderes. Mange
typer sirkulerende miRNA er like stabile i1 friske som i syke individer, i motsetning til
tradisjonelle biomarkerer som 1 hovedsak produseres i vev eller blod ved sykdom. Endring i
uttrykksmenster for sirkulerende miRNA kan potensielt introduseres ved rutinemessig
undersgkelse for overviakning og tidlig diagnose av for eksempel kreft eller forstadier til kreft

[32].

1.2.3 Bruk av ddPCR til kvantifisering av miRNA

For at sirkulerende miRNA skal kunne brukes som en biomarker for diagnostisering mé
neyaktig kvantifisering veere mulig. Relativ kvantitativ real-time RT-PCR (qPCR) har lenge
veert ansett som en god metode for a kvantifisere bestemte RNA molekyler relativt til endogene
konstant uttrykte RNA 1 celler. Selv om denne metoden er mye brukt, er den ikke uten
svakheter. Det er en utfordring a finne palitelige endogene referanse miRNA 1 serum. Metoden
kan heller ikke generere antall kopier av en milsekvens som et svar eller resultat (output) 1
analysen, noe som gjor den upraktisk ved bruk i kliniske tester. Det er mulig & foreta absolutt
kvantifisering av miRNA med qPCR ved bruk av kalibreringskurver. Disse er som oftest bygget
pa syntetiske kalibratorer med kjent konsentrasjon, og PCR effektiviteten kan avvike mellom

syntetiske standarder og serumprover [31].

Droplet digital PCR (ddPCR) er en teknologi som i senere tid har blitt introdusert som en mulig
metode for absolutt kvantifisering av miRNA [31]. Den er basert pa fordeling av molekylene i
proven (nukleinsyrer, enzymer, dNTP, probe eller DNA-bindende fargestoff fra PCR
reaksjonsoppsett) 1 tusenvis av mikro-reaksjoner med definert volum i form av dréper. Opp til

20 000 driper lages med olje-vann emulsjoner. Etter PCR-reaksjon vil hver drape enten
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inneholde den amplifiserte onskede nukleinsyren eller ikke. Drapene analyseres enkeltvis
gjennom et to-farge-deteksjonssystem for & avgjere om disse er positive eller negative (Figur
7). Ved 4 anta Poisson distribuering av PCR-positive og PCR-negative draper er det mulig &
beregne antall molekyler i reaksjonen, og dermed fa en absolutt kvantifisering av mal-DNA.

Resultatene uttrykkes som antall kopier av mélsekvens per mikroliter av reaksjonen [31].
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Figur 7. Hovedprinsippene ved droplet digital PCR systemet. 1. Drapene lages ved olje-vann
emulsjoner, der hver drape inneholder en mikroreaksjon med alle molekylene i praven. 2. Separat PCR
amplifisering av templatet i hver enkelt drépe. 3. Enkeltvis opptelling av PCR-positive og PCR-negative

dréper gjennom et to-farge-deteksjonssystem. Illustrasjon er hentet fra Bio-Rad sine hjemmesider [33].

Metoden har flere fordeler som gjor den til en mer sensitiv og palitelig kvantifiseringsmetode
enn qPCR. Ettersom absolutt kvantifisering i ddPCR baseres pa prinsippene om fordeling av
molekylene i1 proven og Poisson statistikk, unngas normaliserings- og kalibratorproblemer som
ofte oppstar ved qPCR. Metoden har ogsa vist ekende presisjon og sensitivitet ved detektering
av malsekvenser som er tilstede 1 fa kopier, samtidig som den ikke er spesielt folsom for
potensielle PCR inhibitorer (hemmere) eller forskjeller i provekvalitet. Den storste fordelen er
likevel at ddPCR, 1 motsetning til qPCR, ikke krever noen referanse eller en standard
kalibreringskurve for kvantifiseringen. Dette gjor metoden robust og pélitelig for kvantifisering

av sirkulerende biomarkerer som miRNA [31].

1.2.4 miRNA og livmorhalskreft

Kreftutvikling er et resultat av en multifaktoriell flertrinnsprosess som involverer flere
endringer 1 onkogener og tumor-suppressor-gener over lengre tid, ofte over flere ar. Mange
studier fastslar den viktige rollen miRNA har blant de mange regulerende faktorene involvert i
kreftutvikling. Flere typer miRNA fungerer som onkogener eller tumor-suppressorer i
forskjellige krefttyper, og er involvert 1 bade stimulering og undertrykking av tumorer [30, 34].
Hos mennesker har miRNA ofte blitt funnet 1 kromosomale omrader berort av de genetiske

endringene som oppstdr under kreftutvikling. Derfor antas det at kromosomale endringer utgjor
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en av de sterste mekanismene som ligger til grunn for endret miRNA-uttrykk i kreft. Dette har
allerede blitt vist i foflekkreft, nevroblastom (svulstsykdom), beinmargskreft, eggstokkreft og
brystkreft [35].

Ogsé for livmorhalskreft har flere studier foresldtt miRNA som en mulig biomarker. For
livmorhalskreft er progresjonsutfallet av bade forstadier til kreft og kreft vanskelig & forutsi
[36]. Den mest benyttede biomarkeren for livmorhalskreft i dag er SCC (squamous cell
carcinoma) antigen, som er et antigen assosiert med tumorutvikling i livmorhalsen. Denne
markeren unngar ofte 4 fange opp forstadier til livmorhalskreft, da nivd av antigen under

forstadiene kan vaere for lave til a detekteres. [37, 38].

Ulikheter i tumor-spesifikke miRNA signaturer kan vare hjelpsomme for & skille kvinner med
ulike lesjoner i livmorhalsen. Studier pa livmorhalskarsinom deriverte cellelinjer og vev fra
ulike lesjonsgrader stotter involvering av miRNA i alle stadier av livmorhalskreftutvikling. Det
har blitt observert flere interaksjoner mellom miRNA og HPV onkoproteiner som kan skje pa
ulike tidspunkt i karsinogenesen. Flere typer miRNA er lokalisert i kreftrelaterte omrader i
genomet hvor HPV integreres, og er dermed sarlig utsatt for endring i genuttrykk. Det har ogsa
blitt foreslatt at endringer i DNA metylering, som er en viktig epigenetisk modifisering for
regulering av genaktivitet i celler, fordrsaker unormalt uttrykk av miRNA i livmorhalskreft. E6-
og E7-onkoproteinene fra hrHPV kan indusere okt genuttrykk av DNA-metyltransferaser som
kan fore til okt DNA metylering i miRNA kodende omrader [35, 39-41]. Selv om mange studier
har identifisert en rekke unormalt uttrykte miRNA 1 cellelinjer og biopsier fra livmorhalskreft,
er det f4 som har sett pa sirkulerende miRNA i serum eller plasma, og enda faerre har inkludert

prover fra kvinner med forstadiene til livmorhalskreft [35].

De fleste studier som har blitt gjort pa utvikling av livmorhalskreft og miRNA er basert pa
biopsipraver eller livmorhalskarsinom deriverte cellelinjer. Eksempelvis viste Wang et al. [42]
at nivd av miR-25, miR-92a og miR-378 gkte med lesjonsprogresjon. Flere studier har
presentert at nivd av miR-21 er oppregulert i kvinner med CIN og ICC (Invasive Cervical
Cancer), og den er av spesiell interesse siden den er en av de mest uttrykte miRNA typene i
celler hos pattedyr. miR-21 er ogsa funnet oppregulert i flere andre krefttyper [35, 43-46]. Wang
et al. [47] viste at nivd av miR-214 var signifikant nedregulert i vev fra livmorhalskreftpasienter
og livmorhalskarsinom deriverte cellelinjer. Nedreguleringen ble knyttet til interaksjon mellom

miR-214 og FOXMI1, som er en transkripsjonsfaktor assosiert med utvikling av mange ulike
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krefttyper. I samme studie ble det ogsa observert nedregulering av miR-214 1 vev fra pasienter
med CIN3, som antydet miR-214s hemmende rolle i forstadiene til livmorhalskreft. Li et al.
[48] demonstrerte at nivd av miR-218 var nedregulert 1 vevsprover fra pasienter med CIN1-3,
der genuttrykket var negativt assosiert med lesjonsgrad. I studien ble det ogsa funnet at kvinner
infisert med hrHPV hadde lavere niva av miR-218 enn kvinner infisert med IrHPV eller kvinner
uten HPV infeksjon. Li et al. [49] viste en gradvis og signifikant nedregulering av miR-100 i
vev fra kvinner med forstadier til livmorhalskreft og livmorhalskreft, via interaksjon med PLK1
(Polo-like-kinase 1). Reduksjon i genuttrykk var omvendt korrelert med alvorlighetsgrad av

celleforandringer, og lavest niva av miR-100 ble observert i kvinner med livmorhalskreft.

Av de fa publiserte studiene som har sett pa assosiasjonen mellom niva av sirkulerende miRNA
i serum eller plasma og utviklingen av livmorhalskreft viste Wang et al. [37] at niva av
sirkulerende miR-646 var signifikant oppregulert, og at niva av sirkulerende miR-141 og miR-
542-3p var signifikant nedregulert i serum fra pasienter med livmorhalskreft. Det ble derimot
ikke undersegkt niva av disse miRNA typene 1 de ulike forstadiene til livmorhalskreft. Chen et
al. [50] presenterte at sirkulerende miR-1246, miR-20a, miR-2392, miR-3147, miR-3162-5p
og miR-4484 var oppregulert 1 bdde plasma og vev fra pasienter med livmorhalskreft med
lymfeknutemetastaser sammenliknet med pasienter med livmorhalskreft uten metastaser. De
ulike typene miRNA ble foreslatt som mulige biomarkerer for tidlig identifisering av kvinner
med livmorhalskreft som vil utvikle metastaser. Jia et al. [51] demonstrerte et oppregulert niva
av sirkulerende miR-21, miR-29a, miR-25 og miR-486-5p 1 serum fra pasienter med
livmorhalskreft. Nagamitsu et al. [38] viste at spesielt niva av sirkulerende miR-1290 i serum
steg i takt med alvorlighetsgraden av histologiske diagnoser, og foreslo denne som en mulig
diagnostiske biomarker. Zheng et al. [52] demonstrerte at sirkulerende miR-30d-5p og let-7d-
3p var signifikant nedregulert 1 eksosomer ekstrahert fra plasmaprever hos pasienter
diagnostisert med CIN2+, sammenlignet med pasienter diagnostisert med CIN1 eller normal
cytologi. De foreslo dermed begge disse typene sirkulerende miRNA som verdifulle

diagnostiske biomarkerer.
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2 Formalet med studien

For & velge den beste oppfolgingen av kvinner med ulike grader av livmorhalslesjoner er det
behov for bedre biomarkerer som kan identifisere kvinnene som har sterst risiko for progresjon
til livmorhalskreft. Mange studier pé sirkulerende miRNA har hittil fokusert pa kvinner med

livmorhalskreft, og i liten grad pé kvinner med forstadier til kreft.

Formalet med studien var & undersgke om konsentrasjonen av fire ulike kandidat sirkulerende
miRNA; miR-142-5p, miR-423-5p, miR-451a og miR-29¢c-3p, korrelerte med ulike grader av
celleforandringer i livmorhalsen. Disse miRNA var blitt identifisert som de mest aktuelle i en
pre-screeningsstudie ved bruk av Serum/plasma Focus Panel pd serumprover fra et begrenset
antall kvinner med ulike lesjonsgrader i livmorhalsen. Konsentrasjonen av de fire selekterte
typene miRNA ble mélt med ddPCR i en kohort bestaende av 280 serumprover fra kvinner med
CIN1-3, ACIS, kreft eller normalhistologi, for & vurdere deres assosiasjon med alvorlige
celleforandringer (CIN2+/ CIN3+), og dermed evaluere deres potensiale som biomarkerer for

prognose av kvinner med ulike grader av lesjoner i livmorhalsen.
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3 Materialer og metoder

3.1 Studiepopulasjon

Preovematerialet benyttet under denne studien var serumprover fra kvinner rekruttert som en del
av doktorgradsstudiet til gynekolog Ingrid Baasland ved St. Olavs Hospital, Norges teknisk-
naturvitenskapelige universitet (NTNU). Studiet er godkjent av de Regionale komiteer for
medisinsk og helsefaglig forskningsetikk (REK Vest 2010/420). Kohorten bestod av 305
kvinner henvist til gynekolog for kolposkopi og biopsi etter unormale cytologiresultater-
og/eller HPV positivitet etter screening av celleprove fra livmorhalsen. Median alder i
populasjonen var 35 &r (19 — 75 ar), og prevene ble samlet 1 tidsrommet 2010 — 2012. Ved
inklusjon i kohorten ble det tatt celleprever, biopsier, og serumprever. Serumet ble prosessert
etter rutiner ved det aktuelle laboratoriet og frosset ved -80 °C til det ble tatt 1 bruk.
Celleprovene ble HPV-testet med en kommersiell genotype test; AnyplexTM II HPV28
detection (Seegene, Seoul, Korea, katalognummer: HP7S00X) som paviser og genotyper 28
ulike hrHPV/IrHPV typer. For alle kvinnene i1 kohorten foreld det dermed informasjon om HPV
typer funnet i livmorhalsprevene, samt histologigrad fra biopsier og eventuelle senere konisater
fra livmorhalsen (prever tatt ved konisering) [53, 54]. I videre omtale av histologidiagnose
brukes den alvorligste diagnosen (fra biopsi eller konisering) i tilfeller der det er mangel pa

samsvar.

Av de 305 pasientene fikk 216 diagnostisert histologiske prover med ulike grader av
celleforandringer eller kreft. 250 pasienter viste positivt resultat for minst en HPV-type: 165
pasienter med hrHPV, 11 med IrHPV og 74 med bade hrHPV og IrHPV. 89 pasienter hadde
normale cellepraver, 38 ble diagnostisert med CIN1, 33 med CIN2, 137 med CIN3, 5 med
ACIS og 3 med kreft. Alle pasientene diagnostisert med kreft i studien fikk pavist dette pa det

tidligste stadiet (Ia) og tumoren var begrenset til livmorhalsen.

3.2 Forarbeid

I forkant av dette prosjektet hadde serumprover fra utvalgte kvinner i kohorten med og uten
CIN 2+ (18 stk. normale, 24 stk. CIN3, 5 stk. ACIS og 3 stk. kreft), og med ulike typer HPV
pavist i livmorhalsen, blitt screenet for 179 relevante humane sirkulerende miRNA ved hjelp
av et spesifikt qPCR basert Serum/plasma Focus microRNA PCR Panel (Exiqon (nd Qiagen),
katalognummer: 203699). Ut ifra resultatene fra panelet ble det i denne studien valgt & legge
vekt pa & validere fire ulike miRNA typer identifisert 1 pre-screeningsstudien: miR-142-5p,
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miR-423-5p, miR-451a og miR-29¢-3p. Av de 16 omtalte sirkulerende miRNA typene som er
funnet assosiert med livmorhalskreft i tidligere studier er atte inkludert i fokus-panelet fra
Exiqon. Av omtalte sirkulerende miRNA funnet assosiert med forstadier til livmorhalskreft er
alle inkludert i fokus-panelet [51, 52], med unntak av miR-1290 [38]. Blant disse var det kun
miR-25-3p som var signifikant oppregulert hos kvinner med CIN3 lesjoner i pre-
screeningsstudien, men da med en lavere signifikans enn de fire selekterte typene miRNA.
Valideringen ble utfort ved hjelp av ddPCR pa alle prever i1 pasientkohorten, for utenom
hemolyserte prover. MiR-451a er blant de miRNA som finnes i rade blodceller og brukes ofte
i hemolysekontroll. Likevel var denne blant de mest signifikant nedregulert 1 kvinner med
CIN3+ i fokus-panelet. Uttrykk av andre miRNA som ogsa finnes i rede blodceller slik som
miR-16 eller miR-106a var ikke signifikant endret i pre-screeningen med fokus-panelet, og

derfor ble miR-451a likevel valgt som en av de aktuelle kandidatene [55].

3.3 Ekstraksjon av miRNA fra serumprover

Total RNA, som ogsé inkluderer miRNA, ble ekstrahert fra serumprover ved hjelp av miRNA
Serum/Plasma Advanced kit (Qiagen, katalognummer: 217204). Ekstraksjonen ble utfort pa
200 pl serum i henhold til protokoll. T et ferste lyseringstrinn degraderes proteiner og
nukleinsyrer frigjores, deretter fjernes inhibitorer 1 et presipiteringstrinn, videre tilsettes
isopropanol for bedring av bindingsegenskaper til alle RNA-molekyler i preven, for denne
overfores til en affinitetskolonne. I kolonnen binder RNA til en membran og kontaminanter
vaskes bort 1 flere steg ved tilsetning av vaskebuffere og etanol. Til slutt elueres RNA 120 pl
nukleasefritt vann og lagres ved — 80 °C. For & kunne vurdere ekstraksjonseffektivitet og mulige
PCR inhibitorer ved senere qPCR kjeringer ble det tilsatt 3.5 ul (1.6*10® kopier/ul) av C.
Elegans miR-39 spik-in (miRNeasy Serum/Plasma Spike-in Control, Qiagen, katalognummer:
219610) for ekstraksjonen, 1 henhold til produsentens anbefalte protokoll. Synlig hemolyserte
prover (rede/blodige) ble ekskludert.

3.4 cDNA syntese

Etter RNA ekstraksjon ble det utfort en cDNA syntese der RNA revers transkriberes til cDNA
for videre kvantifisering av miRNA ved ddPCR. En slik syntese er nedvendig siden RNA ikke
er templat for polymerasen i PCR. cDNA syntese ble utfort ved hjelp av miRCURY LNA RT
Kit (Qiagen, katalognummer: 339340) i henhold til produsentens protokoll, pa alle prover som
ikke var ekskludert pa grunn av synlig hemolyse. For en 10 pl reaksjonsmiks ble 2 pl total RNA

18



benyttet som templat for revers transkriptasen. Under tillagingen av cDNA ble det ogsa laget
negative kontroller der nukleasefritt vann ble tilsatt miksen istedenfor templat (NTC — Negative
Template Control). Disse var med i syntesen for & utelukke eventuelle kontamineringer med
uensket RNA eller DNA. Provene ble inkubert i en T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad) med
folgende betingelser: 42 °C 1 60 minutter, 95 °C 1 5 minutter for & denaturere
reverstranskriptasen, og 4 °C co. cDNAet ble deretter alikvotert 1 2 stk 96-brenns plater, med 4
ul 1 hver brenn, og fryst ved - 80 °C inntil videre analyse med ddPCR. Av resterende cDNA
ble det laget en 1:30 fortynning med nukleasefritt vann. Disse ble oppbevart ved 4 °C inntil
hemolysekontroll ved real-time PCR.

3.5 Hemolysekontroll

Hemolysekontroll ble utfort for & underseke om det fantes miRNA i serumprovene som
stammet fra lyserte rode blodceller. Ettersom formalet var & kvantifisere niva sirkulerende
miRNA 1 serum, ville eventuelle hemolyserte serumprover gitt feilaktige resultater.
Hemolysekontroll ble utfort ved real-time PCR pé to ulike miRCURY LNA™ miRNA PCR
assay (Qiagen); hsa-miR-451a (katalognummer: YP02119305) og hsa-miR-23a-3p
(katalognummer: YP00204772), der mengdeforskjell mellom de to ulike miRNA typene (malt
1 forskjell 1 Cycle treshold (Ct) verdier: ACt) ble vurdert. I serum finnes miR-23a-3p som regel
svert stabilt uttrykt, og den pdvirkes ikke av hemolyse. miR-451a finnes derimot i store

mengder inne irade blodceller, og en forhayet ACt verdi vil vaere en god indikator for hemolyse.

Til real-time PCR ble det laget en 10 pl reaksjonsmiks for hver av de to miRNA assayene.
Reaksjonsmiksen bestod av 5 upl 2x miRCURY SYBR Green Master Mix (Qiagen,
katalognummer: 339345), 1 ul resuspendert miRNA PCR assay og 4 ul 1:30 fortynnet cDNA.
Som negativ kontroll ble nukleasefritt vann tilsatt miksen istedenfor cDNA templat (NTC).
Real-time PCR ble utfort pd AriaMx Real-Time PCR System (Agilent Technologies) med
folgende betingelser: 95 °C i 10 minutter, etterfulgt av 40 sykluser bestdende av denaturering

ved 95 °C 1 10 sekunder og hybridisering/elongering ved 60 °C i I minutt.
Av Ct verdiene generert i AriaMx ble det beregnet en ACt verdi mellom de to miRNA assasyene

for hver prove, ACt = Ct(miR-23a-3p) — Ct(miR-451a), og ACt > 7.0 indikerte hemolysering.

Hemolyserte prover ble ekskludert fra videre analyser.
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3.6 Optimalisering for kvantifisering ved digital droplet PCR

3.6.1 Optimalisering av temperatur

Optimal amplifiseringstemperatur til hvert miRNA kan variere. Hvert miRCURY LNA™
miRNA PCR assay (Qiagen); hsa-miR-142-5p (katalognummer: YP00204722), hsa-miR-423-
5p (katalognummer: YP00205624), hsa-miR-451a, og hsa-miR-29¢c-3p (katalognummer:
YP00204729), ble derfor optimalisert med tanke pa temperatur brukt i QX200 Droplet Digital
PCR Systemet. Det ble utfort PCR pa en temperaturgradient fra 55 °C til 65 °C pa T100™
Thermal Cycler (Bio-Rad) for hvert miRNA assay. Instrumentet delte temperaturgradienten
automatisk inn i felgende temperaturer: 65.0 °C, 64.3 °C, 63.0 °C, 61.1 °C, 58.8 °C, 56.9 °C,
55.7 °C og 55.0 °C. Til optimaliseringen ble cDNA fra en av provene i pravesettet, og negative
kontroller benyttet. MiRNA assayene mottas som terrstoff og lagres ved -20 °C. For bruk ble
disse forst spunnet ned, resuspendert i 220 pl RNasefritt-vann som beskrevet i produsentens
manual, og lagret ved -80 °C. For hvert miRNA assay ble det laget en ddPCR mastermiks
bestdende av 11 pl QX200™ ddPCR EvaGreen supermiks (Bio-Rad, katalognummer:
1864036) og 1 ul miRNA PCR assay. Mastermiksen ble tilsatt 10 pul cDNA fortynnet 1:50 1
nukleasefritt vann, eller kun nukleasefritt vann (negativ kontroll), og blandet godt ved

vortexing. Hver reaksjon ble laget i duplikater.

Dréper til ddPCR ble deretter laget i henhold til Bio-Rads anbefalinger. Kort forklart ble 20 ul
av hver prove forst tilsatt bronnene 1 midten av DG8™ Cartridge (Bio-Rad, katalognummer:
1864008), deretter ble 70 pul QX200™ Droplet Generation Oil for EvaGreen (Bio-Rad,
katalognummer: 1864006) tilsatt i nederste brenn (Figur 8). Etter tilsetning ble DG8™
Cartridge med beholder tildekket av en DG8™ Gasket for QX200™ (Bio-Rad, katalognummer:
1863009) og satt i QX200 Droplet Generator (Bio-Rad) for tillaging av draper ved hjelp av
emulsjon. Dréper pd ~ 40 ul ble forsiktig pipettert over i en ddPCR™ 96-bregnns plate (Bio-
Rad, katalognummer: 12001925). Underveis i drapelagingen ble PCR platen tildekket med tape
for & unngéd fordamping av drapene. Etter at alle drapene var overfort til PCR platen ble denne
forseglet med Hot Pierceable foil (Bio-Rad, katalognummer: 1814040) ved hjelp av PX1™
PCR Plate Sealer (Bio-Rad) ved 170 °C 1 5 sekunder. PCR ble utfort i en T100™ Thermal
Cycler (Bio-Rad) ved betingelsene beskrevet 1 Tabell 2. Produsenten anbefaler & starte PCR
reaksjonen innen 30 minutter etter drdpelaging. Praktisk utferelse av dette var vanskelig &
gjennomfere. Ved tillaging av en hel plate ble PCR 1 disse forsgkene satt pd innen 45 minutter

etter forste drépelaging.
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Figur 8. DG8™ Cartridge med brenner for tilsetting av prever, olje, og brenner der driper

genereres. [llustrasjon fra biotype.de [56].

Tabell 2. PCR betingelser benyttet ved optimalisering av amplifiseringstemperatur for

kvantifisering med ddPCR.
Steg Temperatur (°C) Tid Antall sykler

Polymerase 95 5 min 1

aktivering/denaturering

Amplifisering 95 30 sek 40
Temperaturgradient | 1 min Ramp rate: 1.6 C/s
fra 55 °C — 65 °C

Signal stabilisering 4 5 min 1
90 5 min 1
4 00 1

Etter PCR ble dripene lest av 1 QX200™ Droplet Reader (Bio-Rad) med ddPCR™ Droplet
Reader Oil (Bio-Rad, katalognummer: 1863004), og resultater ble analysert i programmet
QuantaSoft™ software tilgjengelig via Bio-Rad [57].

3.6.2 Optimalisering av fortynningsgrad av cDNA templat

Etter initiale forsek med optimalisering av temperatur ble det for to av assayene, miR-29¢-3p
og miR-451a, nedvendig & optimalisere pd fortynningsgrad da disse var svert konsentrert ved
en 1:50 fortynning. Optimaliseringen ble utfort pa samme méte som beskrevet i avsnitt 3.6.1,
men istedenfor en temperaturgradient ble det laget en fortynningsrekke av cDNA. Til

optimaliseringen ble det benyttet cDNA fra 8 vilkarlige ikke-hemolyserte prover samt negativ
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kontroll. Falgende fortynninger ble testet for miR-451a: 1:50, 1:100, 1:200, 1:500 og 1:1000,
mens kun 1:100 og 1:200 ble testet for miR-29¢-3p. Etter optimaliseringen av fortynningsgrad
ble optimalisering av temperatur gjentatt for disse to assayene (avsnitt 3.6.1). Grunnet
alikvotering og begrensninger i antall tining/frysingsrunder anbefalt for cDNA, ble det til de
nye optimaliseringene av fortynningsgrad og temperatur benyttet en 1:30 fortynning av cDNA
som var oppbevart ved 4 °C i 2-3 dager. I henhold til protokoll er det anbefalt & benytte ferskt
tint cDNA til dette formalet. Det ble derfor undersekt og bekreftet at provematerialet fremdeles

var egnet til 8 sammenligne ulike temperaturer og fortynninger av miRNA 1 de samme provene.

3.7 Digital droplet PCR

Valideringsforsgkene pa de fire ulike sirkulerende miRNA typene ble utfort pa pasientpravene
ved a kvantifisere med ddPCR med optimale betingelser for temperatur og templatfortynning.
cDNA fra alle preovene i1 kohorten ble overfort til 4 stk. 96-brennsplater, og hver plate hadde i
tillegg 7-14 NTC. Alle fire miRNA assay ble kvantifisert pd samme dag pa ferskt tint cDNA
for hver plate med prover. Dette ble gjort for & sikre best mulig kvalitet pA cDNA 1 alle provene
pa hvert oppsett. Kvantifiseringen ble utfort i rekkefolgen hsa-miR-29¢c-3p - hsa-miR-423-5p -
hsa-miR-142-5p - hsa-miR-451a, noe som tillot ssmmenligning av absolutte verdier pa tvers av

oppsett for alle provene i studien.

Selve utferelsen av ddPCR metoden ble gjort pd samme mate som under optimaliseringen. |
korte trekk innebar dette & fortynne cDNA til riktig fortynning, blande med ddPCR mastermiks
og lage draper. PCR ble kjort pa optimum amplifiseringstemperatur i syklusene, drapene ble
avlest i QX200 droplet reader, og resultatet analysert i programmet QuantaSoft™ software.
Mengde miRNA ble i QuantaSoft oppgitt 1 antall kopier/ul prove og derfra omregnet til
kopier/pl serum utfra fortynningsfaktorer (55x for miR-142-5p og miR-423-5p, 220x for miR-
29¢-3p og 1100x for miR-451a). Disse ble beregnet fra fortynningene i1 de ulike
analysetrinnene: ekstraksjon, cDNA og PCR. Det ble ogsa satt en individuell terskelverdi i alle

pravene for & skille positive og negative draper.

3.8 Statistisk analyse

Den statistiske analysen ble utfort i SPSS (Statistical Package for the Social Sciences, SPSS
Inc.). Ikke-parametriske tester ble utfort, da initielle Q-Q plot analyser for de ulike miRNA
typene viste at mengde miRNA ikke var normalfordelt i populasjonen. En Kruskal-Wallis test
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ble benyttet for 4 underseke om konsentrasjonen av miRNA var signifikant forskjellig mellom
de ulike histologiske diagnosene. Mann-Whitney U test ble benyttet i analyser for
sammenligning av to uavhengige grupper i datasettet. Data fra kvinner med CIN2+ versus
Normal eller CIN1, og data fra kvinner med CIN3+ versus Normal, CIN1 og CIN2 ble
analysert. Ettersom kvinner infisert med visse hrHPV typer har sterre risiko for 4 utvikle
livmorhalskreft, ble Mann-Whitney U testing ogsa brukt for & analysere data fra kvinner sortert
pa HPV type pavist i livmorhalsen. Mengde sirkulerende miRNA 1 kvinner pavist med
HPV16/18 eller en av de syv mest karsinogene HPV typene i vaksinen Gardasil 9, ble
sammenlignet med mengde sirkulerende miRNA 1 kvinner som ikke har fatt pavist en av de
mest karsinogene typene i livmorhalsen. Dette ble testet blant alle kvinnene i kohorten, men
ogsé blant kvinner med CIN2+, CIN3+, CIN1 og normalhistologi. Signifikansnivaet ble satt til
0.05 for de statistiske analysene, og boksplott ble generert.

Det ble generert ROC (Receiver operating characteristic) kurver for & vurdere de ulike typene
sirkulerende miRNA sin evne til & diskriminere kvinner med CIN2+ fra kvinner med CIN1 eller
normalhistologi, og kvinner med CIN3+ fra kvinner med CIN2, CIN1 eller normalhistologi.
ROC kurver ble generert bade for hvert miRNA enkeltvis og for ulike kombinasjoner av alle

fire miRNA etter en binar logistisk regresjonsanalyse.
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4 Resultater

I denne studien ble assosiasjonen mellom ulike grader av celleforandringer 1 livmorhalsen og
sirkulerende miR-142-5p, miR-423-5p, miR-451a og miR-29¢-3p i serum undersekt. Nivd av
de ulike typene miRNA ble kvantifisert med ddPCR og validert i en kohort bestdende av 280
serumprover fra kvinner diagnostisert med ulike celleforandringer eller kreft i livmorhalsen, 1

tillegg til friske kvinner med normalhistologi.

4.1 Hemolysekontroll

Hemolyserte prover ble ekskludert fra analysen for & unnga feilaktig kvantifiseringen av
sirkulerende miRNA i serum for disse. Totalt utgjorde dette 10 prover for ekstraksjon, basert
pa et blodig utseende (9 stk. CIN3 og 1 stk. normal). Videre ble resten av prevene vurdert for
hemolyse etter cDNA syntese ved Ct verdier generert ved real-time PCR 1 to ulike miRNA
assay; miR-23a-3p og miR-451a. Totalt ble 14 prever ekskludert (7 stk. CIN3, 3 stk. CIN2, 1
stk. CIN1 og 3 stk. normal) fra videre validering av sirkulerende miRNA, da disse hadde en
ACt verdi > 7.0, indikativ for hemolyse. I tillegg ble en preve (CIN3) ekskludert fra videre
analyse grunnet pipetteringsfeil under alikvotering etter cDNA syntese. Totalt ble derfor 25
prover av de opprinnelige 305 serumprevene ekskludert fra provesettet. Tabell 3 viser hvordan
de 280 provene benyttet til valideringen av miRNA assayene er fordelt etter histologisk

diagnose.

Tabell 3. Histologisk diagnosefordeling av kvinnene i kohorten etter ekskludering av hemolyserte

og uegnede preover.

Histologisk diagnose Antall (n) Prosentvis andel (%)
Normal 85 30.4

CIN1 37 13.2

CIN2 30 10.7

CIN3 120 429

ACIS 5 1.8

Kreft 3 1.1

Totalt 280 100
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4.2 Optimalisering for kvantifisering pa digital droplet PCR

4.2.1 Optimalisering av temperatur og cDNA templat fortynningsgrad

For hvert av de fire miRNA assayene ble optimal amplifiseringstemperatur valgt ut ifra
drapefordelingen i resultatene generert av QuantaSoft™ software, der temperaturen som gav
minst regn og klarest skille mellom positive og negative drdper ble valgt. Figur 9 viser
resultatene 1 antall malte draper for miR-142-5p (Figur 9A) og miR-423-5p (Figur 9B) i prover
amplifisert ved temperaturer fra 55 til 65°C. Temperaturen som viste en optimal
amplifiseringstemperatur for miR-142-5p og miR-423-5p var henholdsvis 56.9 °C og 55.0 °C
(kolonner markert med svart i Figur 9). For miR-142-5p ble temperaturen rundet opp til 57 °C
ved PCR 1 den kliniske valideringen.
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Figur 9. Optimalisering av temperatur med ddPCR. A) miR-142-5p. B) miR-423-5p. Bla draper
indikerer positive dréper, grd dréper negative driper og rosa linje den valgte terskelverdi mellom
positive og negative draper. Drapene fordeler seg ulikt i praver amplifisert ved ulike temperaturer, der
de ulike prevene er representert i hver sin kolonne skilt med gule linjer. Temperaturgradienten gikk fra
55 °C (kolonne H) til 65 °C (kolonne A), og preven med valgt optimal temperatur er markert med en

svart boks.

En 1:50 fortynning av cDNA gav for hey konsentrasjon av miR-451a og miR-29¢-3p til at
resultatet ble lesbart i den initielle optimaliseringen av temperatur. Det ble derfor utfort en

optimalisering av fortynningsgrad for disse to assayene. Ut ifra de preliminzre resultatene
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generert etter optimalisering av temperatur pa 1:50 fortynning, ble amplifiseringstemperaturen
satt til 56 °C for begge assay under optimaliseringen. Resultatene 1 Figur 10A viser at en 1:1000
fortynning var optimal for miR-451a, og 10B viser at 1:200 fortynning var optimal for miR-
29c¢-3p.
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Figur 10. Optimalisering av konsentrasjon med ddPCR. A) miR-451a. B) miR-29¢-3p. Bla dréper
indikerer positive dréper, gra draper negative draper og rosa linje den valgte terskelverdi mellom
positive og negative draper. Drapene fordeler seg ulikt i prover med ulik konsentrasjon av cDNA, der
de ulike prevene er representert i hver sin kolonne skilt med gule linjer. Plott A: drépene fordelt gjennom
en fortynningsrekke med folgende fortynninger av ¢cDNA; 1:50, 1:100, 1:200, 1:500 og 1:1000, der
1:1000 ble valgt som optimal fortynningsgrad (kolonne markert med svart). Plott B: drépene fordelt ved
to ulike fortynninger av cDNA; 1:100 og 1:200, der 1:200 ble valgt som optimal fortynningsgrad

(kolonne markert med svart).

Etter optimalisering av fortynningsgrad for miR-451a og miR-29¢-3p ble det pa nytt
optimalisert for temperatur. For begge disse miRNA ble en amplifiseringstemperatur pa 55.7
°C funnet & vere optimal, som vist i Figur 11A og 11B. For begge miRNA assay ble denne

temperaturen rundet opp til 56 °C ved PCR i selve valideringen.
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Figur 11. Optimalisering av temperatur med ddPCR. A) miR-451a. B) miR-29¢c-3p. Bla draper
indikerer positive dréper, gra draper negative draper og rosa linje den valgte terskelverdi mellom
positive og negative dréper. Drapene fordeler seg ulikt i prover amplifisert ved ulike temperaturer, der
de ulike prevene er representert i hver sin kolonne skilt med gule linjer. Temperaturgradient fra 55 °C

(kolonne H) til 65 °C (kolonne A). Prove med valgt optimal temperatur er markert med en svart boks.

4.3 Mengde sirkulerende miRNA per histologisk diagnose

All statistikk ble utfert i SPSS. Figur 12A-D viser at konsentrasjonen (kopier/ul serum) av alle
de 4 undersokte miRNA synker med okende alvorlighetsgrad av celleforandringer i
livmorhalsen. Denne nedreguleringen var signifikant for bdde miR-142-5p (p = 0.020), miR-
423-5p (p = 0.008) og miR-29¢-3p (p = 0.024) 1 en Kruskal-Wallis analyse, mens den var rett
under 95 % signifikansniva for miR-451a (p =0.078). Selve boksen i boksplottene representerer
50 % av provene i1 den aktuelle gruppen, og streken inne i boksen markerer medianverdi.
Streken over og under boksen markerer den laveste og heyeste verdien i gruppen. Sirklene og

stjernene over boksene indikerer henholdsvis uteliggere og ekstreme uteliggere.
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Figur 12. Konsentrasjon av sirkulerende miRNA i ulike histologiske grupper. A) miR-142-5p, B)
miR-423-5p, C) miR-451a og D) miR-29¢c-3p. For miR-142-5p, miR-423-5p og miR-451a vises p-verdi
for grupper som er parvis signifikante. (*) ukorrigert signifikansniva pa 0.05. (**) korrigert Bonferroni

signifikansniva pa 0.0033 (**).

For alle fire miRNA typene ble det funnet signifikante forskjeller mellom kvinner med CIN2+
og kvinner med CIN1 eller normalhistologi, og mellom kvinner med CIN3+ og kvinner med
CIN2, CINTI eller normalhistologi, i Mann-Whitney U analyser. Tilherende boksplott (Figur
13A-D, og 14A-D) viser at nivaet av alle fire miRNA typer er signifikant lavere 1 gruppen med
CIN2+ og CIN3+.
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Figur 13. Konsentrasjon av de ulike typene sirkulerende miRNA for kvinner diagnostisert med

CIN2+ sammenlignet med kvinner diagnostisert med CIN1 eller normal histologipreve. A) miR-

142-5p. B) miR-423-5p. C) miR-451a. D) miR-29¢-3p. P-verdier generert ved Mann-Whitney U testing

er oppgitt 1 blatt for de ulike typene miRNA.
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Figur 14. Konsentrasjon av de ulike typene sirkulerende miRNA for kvinner diagnostisert med
CIN3+ sammenliknet med kvinner diagnostisert med CIN1/2 eller normal histologipreve. A) miR-
142-5p. B) miR-423-5p. C) miR-451a. D) miR-29¢-3p. P-verdier generert ved Mann-Whitney U testing
er oppgitt for de ulike typene miRNA.

Blant alle kvinner i kohorten var konsentrasjonen av miR-423-5p signifikant lavere (p = 0.010)
1 gruppen av kvinner der HPV16/18 typer var pavist i livmorhalsen, i forhold til kvinnene der
disse to typene ikke var pavist (Figur 15A). Mengde miR-423-5p var ogsa signifikant lavere
hos kvinner der minst en av de syv mest karsinogene hrHPV typene inkludert i den nivalente
vaksinen Gardasil 9, var pavist i deres livmorhalsprever (p = 0.003) enn hos kvinnene der ingen
av disse typene var pavist (Figur 15B). Det var ingen signifikante funn for de tre andre miRNA
typene.
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Figur 15. Konsentrasjonen av miR-423-5p i ulike grupper. A) Konsentrasjon av miR-423-5p hos
kvinner som testet positivt p& HPV16 eller HPV18 sammenliknet med de som testet negativt. B)
Konsentrasjon av miR-423-5p hos kvinner som testet positivt pd minst en av de syv hrHPV typene i

vaksinen sammenliknet med de som testet negativt. P-verdier er oppgitt for de ulike typene miRNA.

Blant kvinner med CIN2+ var konsentrasjonen av miR-423-5p signifikant lavere (p = 0.046) 1
gruppen av kvinner der minst en av de syv mest karsinogene typene inkludert i vaksinen var
pavist i livmorhalsen, 1 forhold til kvinner der ingen av typene var pévist. Ellers var det ingen
andre signifikante funn for noen av miRNA typene blant kvinner med CIN2+, CIN3+, CIN1

eller normalhistologi, sortert pd HPV type pdvist 1 livmorhalsprevene.

4.3.1 ROC-kurve

ROC kurver ble generert for & vurdere de ulike miRNA typene, enten enkeltvis eller i
kombinasjoner, sine evner til & diskriminere kvinner med CIN2+ eller CIN3+ fra kvinner med
lavgradige eller ingen lesjoner i livmorhalsen. Alle typene sirkulerende miRNA gav svake AUC
verdier (under 0.7) bade enkeltvis og i kombinasjoner. For CIN2+ varierte AUC (Area Under
Curve) for de enkelte miRNA typene mellom 0.586 og 0.621, for henholdsvis miR-142-5p og
miR-423-5p. Hayest verdi for AUC, pa 0.636 (95 % konfidensintervall (KI): 0.570 — 0.701),
for CIN2+ ble generert ved en kombinasjon av miR-142-5p, miR-423-5p og miR-29¢c-3p, som
vist 1 Figur 16A. For CIN3+ varierte AUC for de enkelte miRNA typene mellom 0.590 og
0.632, for henholdsvis miR-451a og miR-423-5p. Hayest verdi for AUC, pa 0.64 (95 % KI:
0.575 — 0.705), for CIN3+ ble generert ved en kombinasjon av miR-423-5p og miR-29¢-3p,

som vist i Figur 16B.
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Figur 16. ROC kurve generert for ulike kombinasjoner av miRNA. A) ROC kurve generert for

kvinner med CIN2+ ved en kombinasjon av miR-142-5p, miR-423-5p og miR-29¢-3p. B) ROC kurve

generert for kvinner med CIN3+ ved en kombinasjon av miR-423-5p og miR-29¢-3p. Kurvene viser

potensialet kombinasjonene av miRNA har til & diskriminere mellom ulike histologiske grupper.
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5 Diskusjon

I denne studien ble mengden av sirkulerende miR-142-5p, miR-423-5p, miR-451a og miR-29¢-
3p malt ved ddPCR i serum fra kvinner med ulike lesjonsgrader i livmorhalsen. Friske kvinner
med normalhistologi ble benyttet som kontroller. Resultatene viser at konsentrasjonen
(kopier/ul serum) av alle de fire undersegkte sirkulerende miRNA typene var omvendt assosiert
med alvorlighetsgrad av celleforandringer i livmorhalsen. Nedreguleringen var signifikant for
miR-142-5p, miR-423-5p og miR-29¢-3p, men ikke for miR-451a selv om resultatene indikerte
en klar trend blant histologigruppene. Ved a sla sammen pasientgrupper var konsentrasjonen
av alle fire miRNA typene, ogsa miR-451a, signifikant lavere hos kvinner med CIN2+ i forhold
til kvinner med CIN1 eller normalhistologi, og signifikant lavere hos kvinner med CIN3+ i

forhold til kvinner med CIN2, CIN1 eller normalhistologi.

Flere typer miRNA er funnet signifikant opp- eller nedregulert bdde i kvinner med
livmorhalskreft, og med forstadier til livmorhalskreft. De fleste publiserte studier er basert pa
kvantifisering av miRNA 1 vev fremfor sirkulerende i serum eller plasma. Eksempelvis er bdde
miR-100 og miR-218 funnet signifikant nedregulert 1 vev fra kvinner med livmorhalskreft, via
en gradvis reduksjon fra lavgradige og heygradige celleforandringer 1 forstadiene til
livmorhalskreft [48, 49]. Undersgkelse av miRNA konsentrasjon i serum eller plasma er en
ikke-invasiv profileringsmetode som nylig har fatt mye oppmerksomhet. Flere sirkulerende
miRNA typer har blitt foreslatt som potensielle prediktive biomarkerer i ulike krefttyper som
brystkreft [58] og tykktarmkreft [59], men ogsa i utviklingen av livmorhalskreft med forstadier.
Eksempelvis er miR-21, miR-29a, miR-25 og miR-486-5p funnet gradvis oppregulert i serum
fra pasienter med livmorhalskreft. De ble ogsa funnet oppregulert hos kvinner med forstadier,
men det fremgar ikke hvor mange kvinner dette gjaldt eller hvilke CIN stadier kvinnene var
diagnostisert med [51]. Ingen av de sirkulerende miRNA typene som ble funnet i denne studien
er blant de som ble selektert etter pre-screening i var studie. I var kohort var det fa prover fra
kvinner med livmorhalskreft, slik at de fire utvalgte miRNA typene hovedsakelig stammet fra
en screening av miRNA hos kvinner med ulike grader av forstadier til kreft. Samtidig er andre
typer sirkulerende miRNA som miR-30d-5p og let-7d-3p funnet signifikant nedregulert i
eksosomer ekstrahert fra plasma hos kvinner diagnostisert med CIN2+ [52]. Disse miRNA
typene ble heller ikke selektert 1 var studie, men det er vist tidligere at sammensetning av
miRNA kan variere mellom serum og plasmapraver [60]. Det har ogsé blitt observert ulikt niva

av plasma miRNA og eksosom miRNA hos kreftpasienter, 1 motsetning til hos friske individer
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[61]. Selv om flere av de publiserte studiene motstrider hverandre, er det tydelig at det finnes
en assosiasjon mellom sirkulerende miRNA og utviklingen av livmorhalskreft. Ulikheter i de
rapporterte resultatene skyldes antageligvis bade ulike provematerialer
(serum/plasma/eksosomer) og screeningsmetoder (NGS (Next Generation Sequencing)/PCR
basert panel). For 4 finne ut om sirkulerende miRNA har potensiale biomarker i utviklingen av

livmorhalskreft kreves det derfor ytterligere forskning.

Basert pa pre-screeningen med serum/plasma Focus Panel ble miR-142-5p, miR-423-5p, miR-
451a og miR-29¢c-3p selektert grunnet hey signifikans. Screeningen genererte flere aktuelle
kandidater, men grunnet begrenset tid, begrenset holdbarhet av cDNA, og et stort provesett med
mange prover som skulle kjores parallelt pd de ulike miRNA typene samme dag, ble det valgt
a fokusere pa de fire mest signifikante miRNA typene i denne studien. Vére funn med ddPCR
kvantifisering pa hele kohorten bekreftet funnene fra screeningen, og indikerer at fokus-panelet
er egnet til & identifisere gode miRNA kandidater i kreftsammenheng, ogsé blant kvinner med
forstadier til kreft. Et flertall andre studier benytter NGS baserte metoder til screening av
miRNA, hvor alle miRNA typer tilstede i en prove sekvenseres, og signifikante typer selekteres
blant disse. Med NGS basert screening unngdr man & selektere miRNA typene som skal
undersokes pa forhdnd som 1 en panelbasert screening. Til gjengjeld kan NGS teknologi
introdusere ulike bias 1 linearitet og kvantifisering av hvert enkelt miRNA ved ulike trinn 1
metoden, som eksempelvis ved ligering av adaptere eller amplifikasjon av sekvensbiblioteker
[62, 63]. Dette unngas i panelbaserte screeninger der spesifikke PCR reaksjoner for hvert
miRNA kjores hver for seg 1 separate bronner. I fremtidige studier kunne det vart interessant &
undersgke om flere typer sirkulerende miRNA enn de inkludert i serum/plasma fokus-panelet,
som eksempelvis miR-1290 [38], hadde blitt identifisert som like eller mer signifikant enn disse
fire selekterte, i en sekvenseringsbasert screeningsmetode pa var kohort. Med unntak av miR-
1290, er alle sirkulerende miRNA typer funnet hos pasienter med forstadier til livmorhalskreft
[51, 52], blant de typene som finnes i serum/plasma fokus-panelet vi har brukt, og det er derfor
usikkert om en annen pre-screeningsstrategi hadde gitt andre resultater. Det har ogsa blitt vist
at noen typer HPV koder for sitt eget miRNA, og pa denne maten kan regulere sitt virale
genuttrykk. Det har dermed blitt foreslatt at viralt miRNA vil kunne spille en rolle i
virusinfeksjon og karsinogenese [64, 65]. Som en eventuell biomarker vil HPV-kodet miRNA
likevel veere vanskeligere a standardisere da disse er sekvensspesifikke for hver HPV type, og
derfor vil variere grad av genuttrykk etter hvilke typer HPV som gir heygradig lesjon hos hver

enkelt kvinne. I denne studien har vi derfor valgt & fokusere pA miRNA kodet av vertscellen,
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men HPV-kodet miRNA kunne vert interessant & undersgke i denne populasjonen, da det er

blitt utfert genotyping av HPV typene i livmorhalsprevene til alle kvinnene inkludert i studien.

MiR-423-5p, miR-142-5p og miR-451a har blitt rapportert som bade oppregulert og nedregulert
1 ulike krefttyper, som indikerer at de kan fungere som bade onkogener og tumor-suppressorer
1 kreftutvikling avhengig av krefttype. MiR-29¢c-3p er derimot tidligere kun rapportert som
nedregulert i kreft. I denne studien var miR-423-5p den typen sirkulerende miRNA som ble
funnet med heyest signifikans i serum fra kvinner med alvorlige forstadier til livmorhalskreft
og livmorhalskreft. Tidligere har unormalt uttrykk av miR-423-5p blitt observert i flere ulike
krefttyper. I pasienter med eggstokkreft ble miR-423-5p funnet nedregulert i bade vev og
plasmaprover, der uttrykk av miR-423-5p var omvendt korrelert med progresjonen av
eggstokkreft, og nedreguleringen var aller hgyest hos kvinner med metastaser [66]. Ogsa hos
pasienter med tykktarmkreft, inkludert de med kreft pé et tidlig stadium, er niviet av miR-423-
5p iplasma funnet & vere lavere enn hos friske kontroller. I samme studie ble det observert gkt
plasmakonsentrasjon av miR-423-5p 1 pasienter som viste klinisk forbedring etter gjennomgétt
operasjon [59]. I andre krefttyper har miR-423-5p vist & ha en motsatt rolle, altsa vaere assosiert
med kreftutvikling. I vev fra pasienter med gliomer (hjernesvulster) og magekreft er miR-423-
5p funnet oppregulert via henholdsvis regulering av tumor-suppressorene ING-4 og TFF1 [67,
68]. Det er tidligere kun rapportert om ¢€n studie som har sett pa uttrykk av miR-423-5p i
forbindelse med utvikling av livmorhalskreft. Denne studien viste at uttrykket av miR-423-5p
var nedregulert i bdde livmorhalskarsinom deriverte cellelinjer og vev fra indiske kvinner med
livmorhalskreft eller forstadier til livmorhalskreft [69]. Dette er i trdd med vare funn i
serumprover. MiR-423-5p var den typen miRNA 1 var studie som alene viste storst AUC verdi
1 ROC analyse, og dermed best skilte kvinner med alvorlige forstadier til kreft fra de andre
kvinnene. MiR-423-5p var ogsa den eneste miRNA typen som var signifikant nedregulert hos
kvinner infisert med en eller flere av de mest karsinogene HPV typene. Dette kan tyde pa at
nedregulering av miR-423-5p i heyere grad er assosiert med kreftutvikling enn de andre

undersgkte typene sirkulerende miRNA 1 var studie.

Den nest mest signifikante miRNA identifisert i var studie var miR-29¢c-3p, som er en tumor-
suppressor miRNA funnet nedregulert i flere krefttyper [70, 71]. Eksempelvis er miR-29¢c-3p
funnet nedregulert i vev fra pasienter med tykktarmkreft og leverkreft via interaksjon med
henholdsvis det onkogene proteinet SPARC (secreted protein acidic, rich in cysteine) og

DNMT3B (DNA methyltransferase 3B) [72, 73]. Ingen studier er gjort pa miR-29¢-3p og
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livmorhalskreftutvikling. Til gjengjeld er miR-29¢c-3p vist & vare nedregulert 1 kreftvev fra
pasienter med hode- og nakkekreft. Dette er en kreftsykdom som kan vere HPV-relatert, men
i den studien ble det ikke rapportert om kreftpasientenes HPV status. Genuttrykk av miR-29c-
3p ble funnet negativt assosiert med alvorlighetsgrad av svulst, og nedregulert nivd av miR-
29c¢-3p 1 histologisk normalt vev ble assosiert med dérligere prognose [74]. Ettersom HPV
status blant pasientene i denne hode- og nakkekreftstudien var ukjent, kan det derfor ikke
utelukkes at den prognostiske verdien av nedregulering av miR-29¢-3p er ulik for HPV positive

og HPV negative hode- og nakkekrefttilfeller.

For miR-142-5p, finnes det flere studier som har rapportert assosiasjonen mellom dets uttrykk
og kreft. Eksempelvis er miR-142-5p funnet signifikant nedregulert 1 vev fra pasienter med
ikke-sméacellet lungekreft via regulering av PIK3CA (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-
kinase, catalytic subunit alpha), som er en kjent onkogen komponent i PI3K
(phosphatidylinositol 3-kinase) signalvei [75]. P4 en annen side er miR-142-5p funnet
signifikant oppregulert 1 vev fra pasienter med brystkreft via regulering av tumor-suppressoren
PTEN (phosphatase and tensin homolog) [76]. MiR-142-5p har ogsa tidligere blitt assosiert
med utvikling av livmorhalskreft. En studie viste at miR-142-5p var nedregulert i
livmorhalskarsinom deriverte cellelinjer sammenlignet med normale epitelceller dissekert fra
livmorhalsen [77]. Pereira et al. [78] demonstrerte et unormalt uttrykk av miR-142-5p 1
livmorhalskarsinom deriverte cellelinjer og vev fra pasienter med livmorhalskreft og forstadier
til livmorhalskreft. Det ble vist at niva av miR-142-5p var nedregulert i overgangen fra normal
livmorhals til lavgradige og heygradige celleforandringer, og oppregulert 1 overgangen fra
haygradige celleforandringer til kreft i livmorhalsen. Nedreguleringen i vevsprever med CIN1-
3 antydet at miR-142-5p kunne spille en viktig rolle i1 unormal transformasjon av
livmorhalsceller ved HPV infeksjon. Samtidig var uttrykket tilnzermet likt i kreftprover og
normale livmorhalsprever slik at det ble antydet at miR-142-5p ikke var direkte involvert 1
utviklingen til ondartet tilstand. Deler av resultatene funnet av denne gruppen er i trdd med
resultatene i vér studie, da nivd av miR-142-5p ble funnet negativt assosiert med graden av
celleforandringer i1 livmorhalsen i begge studier. P4 en annen side ble nivd av miR-142-5p
undersgkt 1 serumpraver fra kun tre kreftpasienter i vér studie, alle med et tidlig kreftstadium,
og er dermed ikke sammenlignbare med resultatene generert fra kreftpasientene i den andre
studien. Selv om mengde sirkulerende miR-142-5p 1 snitt var lavere hos disse tre kvinnene enn
hos kvinner med CIN3/ACIS, trengs det undersekelse av flere kvinner med kreft for &

ytterligere evaluere dets genuttrykk i denne diagnosen.
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I vér studie var miR-451a kun signifikant nedregulert i gruppene av kvinnene med CIN2+ eller
CIN3+. MiR-451a har tidligere blitt assosiert bade positivt og negativt med flere krefttyper. I
vev fra pasienter med kreft i nedre svelg og nyrecellekreft er miR-451a funnet nedregulert via
interaksjon med henholdsvis onkogenet ESDN/DCBLD?2 (endothelial and smooth muscle cell-
derived neuropilin-like molecule) og PMM?2 (phosphomannomutase 2) [79, 80]. P4 en annen
side er miR-451a funnet oppregulert i vev fra pasienter med HPV-relatert analkreft, mulig via
interaksjon med proteinene CDKN2B og BAK 1 som normalt regulerer cellesyklus [81]. Flere
studier har ogsa tidligere vist en assosiasjon mellom miR-451a og livmorhalskreft, men ogsa
her er de rapporterte resultatene motstridende. En studie utforte dataanalyser med sek i GEO
(Gene Expression Omnibus) databasen og fant nedregulert uttrykk av miR-451a i kvinner med
livmorhalskreft ved regulering PI3K-Akt signalvei og EREG [82], mens en annen studie fant
miR-451a oppregulert i livmorhalskarsinom deriverte cellelinjer og vev fra pasienter med
livmorhalskreft [83]. Ogsa 1 slimpraver fra livmorhalsen til kvinner med livmorhalskreft eller
forstadier til livmorhalskreft ble miR-451a funnet oppregulert. Oppreguleringen var korrelert
med alvorlighetsgrad av forstadier og med hoyest nivé i pasienter med ACIS og kreft. MiR-
451a ble dermed foreslatt som en lovende biomarker for oppdagelse av bade forstadier til kreft,
ACIS og kreft [84]. Disse resultatene strider imot vére funn. Riktignok kan ikke verdiene pa
ACIS og kreft sammenlignes med vare grunnet det lave antallet undersgkte kvinner med ACIS
og kreft. I tillegg er det benyttet ulike prevetyper i denne studien i forhold til var. Samtidig er
miR-451a den miRNA typen i vér studie som ikke ble funnet signifikant negativt assosiert med
lesjonsgrad nar alle histologiske grupper ble vurdert. Den hadde ogsd lavest
diskrimineringsverdi i ROC analysene, slik at dets potensiale som biomarker fra serumprover

hos kvinner med forstadier til kreft og kreft i livmorhalsen 1 denne studien ikke er like lovende.

Resultater generert i denne studien viser bade likheter og avvik fra det som tidligere er
rapportert. Forskjeller i forsgksoppsett og provemateriale gjor det vanskelig & sammenligne
funnene i denne studien med tidligere studier. De fleste studiene kvantifiserer miRNA i vev
eller cellelinjer fremfor i serum eller plasma. Ved bruk av vev eller celleprever vil
cellesammensetningen variere, da det kan medfelge celler som ikke er infisert med HPV og
ekstracelluleert materiale. Sirkulerende miRNA 1 serum er enklere & standardisere og medferer
feerre faktorer som kan pavirke analyseresultatet. Til gjengjeld er serum eller plasma folsom for
hemolyse som kan gi feilaktige resultater. Kirschner at al. [55] viste at niva av flere tidligere

foreslatte biomarkerer ble pavirket av hemolyse. I studien ble 136 typer miRNA detektert i
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serum, og blant disse var det kun 11 som ikke viste nivaforskjell ved hemolyse. Blant de fire
kandidat miRNA typene undersekt i var studie, viste gruppen at niva av miR-451a var en av de
mest pavirkelige, men at ogsa niva av miR-29¢-3p kunne pdvirkes til en viss grad. Samtidig ble
det vist at miR-142-5p var upavirket av hemolyse, og at miR-423-5p verken var blant dem som
var mest eller minst pavirket av miRNA typene undersgkt. Pizzamiglio et al. [85] observerte
ogsa at miR-451a i hey grad péavirkes av hemolyse. Det ber derfor vurderes om denne typen
miRNA ikke er like godt egnet som biomarker, da en eventuell nedregulering som folge av
karsinogenese vil kunne maskeres grunnet pavirkning av hemolysegrad. I vér studie ble miR-
451a funnet signifikant nedregulert hos kvinner med alvorlig cervikale lesjoner, noe som tyder
pa at hemolyse hos disse ikke har pavirket kvantifiseringen. Dersom miR-451a skulle blitt brukt
som en eventuell biomarker fra serum/plasma praver vil det likevel kreves gode prosedyrer for
provehdndtering. I var studie gikk alle prever gjennom en hemolysekontroll, slik at hemolyserte
prover kunne ekskluderes for validering. Samtidig benyttes miR-451a etter produsentens
anbefalinger ogsa i selve hemolysekontrollen, slik at dersom nivaet pavirkes av karsinogenese,
vil dette igjen kunne pavirke resultatene generert i hemolysekontrollen. Ved fremtidige studier
bor det derfor vurderes om en annen type miRNA, som ikke pévirkes av karsinogenese i like

stor grad, kan benyttes som hemolysekontroll.

Blant studier som har undersgkt sammenheng mellom miRNA nivé i vev og serum eller plasma
fra samme pasienter er eksempelvis Wang et al. [86] som viste at ulike typer miRNA var like
mye opp- eller nedregulert i bade serum og vev fra brystkreftpasienter. I pasienter med
livmorhalskreft og forstadier til livmorhalskreft demonstrerte henholdsvis Chen et al. [50] og
Zheng et al. [52] at niva av ulike typer miRNA i serum og plasma ogsé korrelerte med niva i
vev. Den eneste gruppen som har sett pd uttrykket av en av de undersokte miRNA typene i
denne studien, miR-423-5p, i bade vev og plasma er Tang et al. [66]. Gruppen viste at miR-
423-5p var nedregulert i pasienter med eggstokkreft i forhold til friske individer, uavhengig av
provemateriale. For & ytterligere knytte resultatene i var studie opp mot tidligere studier mé det
undersgkes om nivd av miR-423-5p, miR-29¢-3p, miR-142-5p og miR-451a i pasienter med
livmorhalskreft og forstadier til livmorhalskreft er konsistent i livmorhalsprever og

serum/plasma, 1 tillegg til hvilke mal-mRNA sekvenser disse har i livmorhalsprevene.

En annen faktor som kan pavirke analyseresultatet er valg av kvantifiseringsmetode. For
utenom Zheng et al. [52] har alle omtalte studier utfort kvantifisering av miRNA, bade
sirkulerende og ikke, med qRT-PCR. Selv om metoden er vist tilstrekkelig for dette formalet,
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er det rapportert at kvantifisering med ddPCR gir en mer neyaktig og reproduserbar
kvantifisering, og dermed et bedre diagnostisk potensial sammenlignet med qRT-PCR [31, 87].

ROC kurver med en AUC verdi under 0.7 er ansett som svake til & diskriminere mellom testede
grupper [88]. AUC verdiene generert i ROC analyser i1 denne studien er dermed for lave til &
sikkert kunne diskriminere kvinner med CIN2+ fra kvinner med CIN1 og normalhistologi, og
til & diskriminere kvinner med CIN3+ fra kvinner med CIN2, CIN1 og normalhistologi. Dette
kan begrunnes med et visst antall prever med uteliggende verdier som trekker sensitiviteten og
spesifisiteten ned, spesielt i CIN2 gruppen hvor det foreld en preve med unormalt heye verdier
av alle de undersgkte typene sirkulerende miRNA. Vare resultater indikerer helt klart en trend,
men det trengs ytterligere studier med nye kohorter for & underseke de fire ulike typene miRNA
sin diskrimineringsevne i storre grad. I flere av de omtalte studiene har det blitt generert ROC
kurver med betraktelig hoyere AUC verdier, men disse er i hovedsak basert pa ulike typer
miRNA som kan diskriminere mellom kvinner med livmorhalskreft og friske kvinner [38, 50,
51], fremfor mellom kvinner med ulike forstadier til livmorhalskreft. Gruppen kvinner med
forstadier til livmorhalskreft er uensartet. Eksempelvis vil de fleste kvinner med CIN1 lesjoner
aldri videreutvikle kreft. Zheng et al. [52], som 1 sin studie s pd eksosomalt plasma miRNA
hos kvinner med forstadier til livmorhalskreft, genererte ROC kurver med svart hoye AUC
verdier. Det ble dermed foreslatt at miR-30d-5p og let-7d-3p i hey grad kunne diskriminere
kvinner med CIN2+ fra kvinner med CIN1 og normalhistologi, bdde enkeltvis og 1
kombinasjon. Denne studien ble publisert etter at var studie ble startet, og det kvantifiseres
miRNA i eksosomer fremfor 1 plasma eller serum. I var pre-screening ble ikke miR-30d-5p og
let-7d-3p funnet signifikant forskjellig hos kvinner med CIN3+ i forhold til kvinner med lavere
histologigrad. Likevel kunne det vert aktuelt & underseke disse to typene miRNA 1 vér kohort,
siden pre-screeningen var utfert pa et begrenset antall kvinner. Da kunne det blitt vurdert om
disse ogsa kan brukes som serum biomarkerer 1 tillegg til eksosmale biomarkerer, da eksosom

ekstraksjon krever laboratorieekspertise.

Forsgksoppsettet i studien hadde noen svakheter. Antall tilfeller av ACIS og kreft i kohorten
var sapass lavt at det er vanskelig & knytte nedreguleringen av miRNA typene i forstadiene
(CIN1-3) opp mot kvinner med disse diagnosene, selv om resultatene indikerer at
konsentrasjonen fortsetter & synke for alle fire typene miRNA undersgkt. Ytterligere studier av
en kohort som inneholder flere kvinner med kreft og ACIS hadde vert interessant for a

undersgke om konsentrasjonen av de ulike miRNA typene faktisk fortsetter & synke 1 disse
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diagnosene, og om nedreguleringen er signifikant. I tillegg kunne det blitt undersekt om de
ulike typene miRNA kan fungere som biomarkerer for tidlig oppdagelse av kvinner med ACIS,
da denne typen lesjon er vanskelig & oppdage ved cytologi screening [84]. En annen svakhet er

pre-analytiske forhold vi ikke hadde kontroll over.

Resultatene i vér studie viser at miR-423-5p, miR-29¢-3p, miR-142-5p og til en viss grad miR-
451a, har en negativ assosiasjon med histologigrad i livmorhalsen, og dermed et potensial til &
fungere som biomarkerer for identifisering og prognose av kvinner med ulike grader av lesjoner
i livmorhalsen. Det trengs mer forskning for & avdekke de fire typene sirkulerende miRNA sine
mal-mRNA sekvenser hos HPV smittede kvinner, og deres rolle i utviklingen av forstadiene til
livmorhalskreft og livmorhalskreft. Blant kvinner med CIN1 eller normalhistologi ble det ikke
funnet en signifikant nivaforskjell av de fire sirkulerende miRNA typene mellom kvinner som
var infisert av en av de mest karsinogene HPV typene, og de som ikke var det. Dette tyder pa
at genuttrykket av miRNA 1 disse kvinnene ikke pdvirkes noe mer av HPV-infeksjoner
forarsaket av en av de mest karsinogene HPV typene, enn andre HPV -infeksjoner eller HPV-
negative. Signifikant nivéforskjell av de fire sirkulerende miRNA typene ble forst observert hos
kvinner med CIN2+, hvor infeksjonen har gétt over fra & vaere produktiv til & bli en

transformerende infeksjon.

For 4 underseke om det finnes en verdi av miRNA innenfor en histologisk gruppe som kan
skille virusinfeksjoner som videreutvikles fra de som gér i regress trengs longitudinelle studier
som folger kvinnene over lengre perioder. En slik verdi er av spesiell interesse for kvinner
diagnostisert med CIN1, i forhold til hvor tett oppfelgingslep de trenger, samt kvinner med
CIN2 eller CIN3. Disse skal etter dagens retningslinjer gjennomga konisering, som i mange
tilfeller er unedvendig da virusinfeksjonen gar i regress. P4 grunn av bivirkningene
koniseringen kan medfere hos kvinner i fertil alder, blir ikke alltid yngre kvinner diagnostisert
med CIN2 konisert. Noen yngre kvinner med CIN2 lesjon folges heller tett opp, og en
oppfelgingskohort med disse kvinnene ville vaert verdifull for & vurdere de identifiserte serum
miRNA typene i denne studien sin evne til & predikere progresjon. For a4 undersegke om det
finnes nivaer av de ulike miRNA typene allerede hos kvinner med CIN1 som kan predikere
fremtidig utfall, kreves en oppfelgingskohort med prever fra mange flere kvinner med CIN1
lesjon, da de aller fleste av disse ikke vil videreutvikles til haygradige lesjoner og kreft. Det

hadde ogsa vert interessant 4 undersgke om det fantes en verdi av miRNA som kunne skille
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kvinner som far tilbakefall fra de som forblir friske etter forste konisering. Dette krever ogsa

longitudinelle studier av kvinner og ytterligere forskning.
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6 Konklusjon

Resultatene 1 var studie viser at sirkulerende miR-423-5p, miR-29¢-3p, miR-142-5p og til en
viss grad miR-451a i serum, har en negativ assosiasjon med histologigrad i livmorhalsen.
Funnene var mest signifikant for miR-423-5p, og minst signifikant for miR-451a som kun var
signifikant nedregulert hos gruppen av kvinner med CIN2+ eller CIN3+. AUC verdiene
generert i ROC analysene kunne ikke sikkert skille kvinner med CIN2+ eller CIN3+, fra kvinner
med lavgradige eller ingen lesjoner. De ulike typene sirkulerende miRNA sitt potensiale som
biomarkerer for & identifisere kvinner med CIN2+ og CIN3+ er derfor begrenset. Blant kvinner
med CIN2/CIN3/ACIS finnes det likevel noen kvinner med HPV infeksjoner som vil
videreutvikles til kreft, og noen med HPV infeksjoner som vil ga i regress. Det kan derfor ikke
utelukkes at kvinnene med de hoyeste nivdene av de fire miRNA typene gjenspeilte kvinner
med CIN2 og CIN3 lesjoner som ikke ville videreutvikles. For & videre undersoke potensialet
de fire typene sirkulerende miRNA har som biomarkerer for prognose av kvinner med CIN2+,
trengs derfor ytterligere data fra longitudinelle pasientkohorter, samt flere

livmorhalskreftpasienter.
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