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Bioloska oznacevalca p16 in Ki-67 za opredelitev cervikalne intraepitelijske
neoplazije v biopsijskih vzorcih maternicnega vratu

Margareta Strojan FleZar in Helena Gutnik
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Bioloska oznacevalca p16 in Ki-67 sta posredna pokazatelja
okuzbe s humanimi papiloma virusi z velikim tveganjem
(HPV-VT), ki so povezani z nastankom predrakavih sprememb
na materni¢nem vratu. V diagnosticno tezavnih primerih ju
lahko uporabimo za razlikovanje cervikalne intraepitelijske
neoplazije od morfolosko podobnih neneoplasti¢nih spre-
memb. Dolo¢amo ju lahko s standardnimi imunohistokemic-
nimi metodami na tkivnih rezinah biopti¢nih vzorcev mater-
ni¢nega vratu. Pri vsakdanjem histopatoloskem ocenjevaniju
biopti¢nih vzorcev materni¢nega vratu z dodatnim imunohi-
stokemi¢nim barvanjem na p16 in Ki-67 najveckrat izklju¢imo
cervikalno intraepitelijsko neoplazijo visoke stopnje (CIN2

in CIN3), kar prepreci pretirano zdravljenje sprememb na
materni¢nem vratu. Tak diagnosticni pristop je uporaben tudi
za histopatolosko ocenjevanje intraepitelijskih neoplasticnih
sprememb endocervikalnega zleznega epitelija.

UvoD

V Sloveniji smo leta 2003 uvedli drzavni program za zgodnje
odkrivanje predrakavih sprememb na materni¢nem vratu
(Zora), ki je v prvih 7 letih dosegel znaten uspeh, saj se je
pojavnost raka na materni¢nem vratu zmanjsala za vec kot
tretjino (1). Z vkljucitvijo zensk, ki prej niso hodile na redne
ginekoloske preglede z odvzemom brisa materni¢nega vratu
(BMV, test Pap), smo s citopatolosko preiskavo odkrili ved;ji
delez predrakavih sprememb visoke stopnje. Posledicno se je
povecal odstotek histopatolosko potrjenih cervikalnih intrae-
pitelijskih neoplazij (CIN) visoke stopnje (CIN2 in CIN3), ki jih
zdravimo s konizacijo (2).

Histopatoloska preiskava biopti¢nega vzorca materni¢nega
vratu je glede na Smernice za obravnavo bolnic s predraka-
vimi spremembami materni¢nega vratu nujna za odlocitev o
zdravljenju (3). Ceprav so morfoloska merila za histopatolosko
ocenjevanje CIN dobro opredeljena, so razlicne studije
pokazale, da — podobno kot pri citopatoloski oceni brisov
materni¢nega vratu — doloceno stopnjo subjektivnosti lahko
dokazemo tudi pri histopatoloskem ocenjevanju (4, 5). V lite-
raturi navajajo variabilnost med ocenjevalci istega vzorca, po
drugi strani pa lahko po dolo¢enem ¢asovnem obdobju tudi
isti ocenjevalec isti vzorec razli¢no oceni. Najbolj ponovljive
so ocene najvidje stopnje predrakavih sprememb — CIN3,
najmanj pa ocene CINT (4, 5). Se posebno tezavno je razliko-
vanje med reaktivnimi ali reparativnimi atipijami ploscatega
metaplasti¢nega epitelija, nezrelo ploscatoceli¢no metaplazijo
in CIN2, pa tudi med atrofi¢nim ploscatim epitelijem ter
CIN2 in CIN3. Te spremembe zato pogosto povzrocajo
diagnosti¢ne tezave pri histopatoloski interpretaciji biopticnih
vzorcev materni¢nega vratu (4).

Predrakave spremembe materni¢nega vratu so povezane z
vztrajajoco okuzbo z onkogenimi humanimi papiloma virusi

z velikim tveganjem (HPV-VT) za nastanek raka materni¢nega
vratu, vendar dokaz okuzbe s HPV-VT v celicah ne opredeli
stopnje CIN (6). Pri znatnem delezu CIN1 je HPV v episomni
(zunajkromosomski) obliki in vecina teh sprememb spontano
izgine v 6 do 12 mesecih. Po integraciji onkogenih HPV-VT v
gostiteljev genom pa se sprozijo razlicne molekulsko-genetske
spremembe (6).

NADOMESTNI BIOLOSKI OZNACEVALCI OKUZBE Z
ONKOGENIMI HUMANIMI PAPILOMA VIRUSI

V predrakavih spremembah visoke stopnje in raku mater-
ni¢nega vratu se genom HPV integrira v gostiteljev genom,
vendar je mesto integracije povsem nakljucno. Po integraciji
virusnega genoma postanejo celice genetsko nestabilne,
Ceprav integracija genoma HPV ne vpliva neposredno na
izrazanje gostiteljevih protoonkogenov. Ob integraciji se
prekine virusna DNK znotraj odprtega bralnega okvira E1/
E2, sledi izguba virusnega zaviralca E2 in povecano izrazanje
virusnih onkoproteinov E6 in E7 (4).

Onkogeni potencial HPV je povezan s produkti virusnih
genov E6 in E7, ki vplivata na razlicne proteine, produkte
protoonkogenov ali tumor zaviralnih genov, povezanih z
uravnavanjem celi¢ne rasti. E7 se veze na protein Rb (pRb),
kar sprosti transkripcijski faktor E2F in odstrani zavoro za
napredovanje celice skozi celi¢ni cikel. Pomembno je, da
ima protein E7 HPV-VT vecjo afiniteto za vezavo na pRb kot
protein E7 HPV z majhnim tveganjem. E7 veZe in verjetno
aktivira tudi nekatere cikline, ki so pomembno povezani s
celi¢nim ciklom (4).

Protein E6 ima dopolnilni ucinek proteinu E7, ker zavira
apoptozo. E6 se veze na p53 in pospesi njegovo razgradnjo.
Posledica delovanja obeh virusnih onkoproteinov je motnja
uravnavanja celi¢nega cikla in spremenjeno izrazanje Stevilnih
proteinov celicnega cikla. Te proteine so v razli¢nih studijah
analizirali kot mozne nadomestne bioloske oznacevalce za
opredeljevanje stopnje CIN ter za razlikovanje med CIN in
spremembami, ki so ji morfolosko podobne (4).

Najveckrat uporabljen bioloski oznacevalec je p16, navadno
v kombinaciji s Ki-67 (7-10). Protein p16 je zaviralec kinaze,
ki je odvisna od ciklina, in navadno zavira napredovanje
celice skozi kontrolno tocko prehoda iz faze G1 v fazo S
celi¢nega cikla. Povecano izrazanje p16 je odraz motenj v
celicnem ciklu, ki jih povzrocita virusna onkoproteina E6 in
E7, in se pojavlja v razli¢nih stopnjah CIN. Ki-67 je antigen,
ki je izrazen v jedrih vseh celic (normalnih in spremenje-
nih), ki proliferirajo. V razli¢nih raziskavah navajajo, da je
obcutljivost za histopatolosko diagnozo CIN visoke stopnje
(CIN2 in CIN3) od 33- do 90-odstotna, specifi¢nost pa 90-
do 93-odstotna; podobno velja za Ki-67. Pri uporabi obeh
oznacevalcev pa sta obcutljivost in specificnost Se vedji, do
94-odstotni (7, 8).
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IMUNOHISTOKEMICNO DOLQCANJE p16 IN Ki-67 NA
TKIVNIH VZORCIH MATERNICNEGA VRATU

Na Institutu za patologijo Medicinske fakultete Univerze v
Ljubljani smo od leta 2010 dalje izved|i imunohistokemi¢no
barvanje na nadomestni bioloski oznacevalec p16 na 30
biopti¢nih vzorcih materni¢nega vratu, kar predstavlja 6,4 %
vseh tovrstnih tkivnih vzorcev materni¢nega vratu, pregle-
danih v istem obdobju. Dodatno smo v polovici primeroy,

pri katerih smo izvedli imunohistokemi¢no barvanje na

p16, dolocili tudi Ki-67. Med diagnosti¢no tezavnimi vzorci
materni¢nega vratu je bilo 16 odscipov, 9 konusov po metodi
LLETZ, 3 klasi¢ni konusi s skalpelom, en vzorec amputacije
materni¢nega vratu in en vzorec abrazije cervikalnega kanala.

Po histopatoloskem pregledu tkivnih rezin, standardno

obarvanih s hematoksilinom in eozinom (HE), smo se zaradi

diagnosticnih tezav odlocili za imunohistokemicno barvanje.

Najpogostejsa diagnosti¢na tezava je bilo zanesljivo razlikova-

nje med atipi¢no ploscatoceli¢no metaplazijo in CIN (tabela 1).

Tabela 1. Rezultati imunohistokemicnih barvanj na p16 in Ki-67 v
diagnosticno tezavnih primerih biopsij maternic¢nega vratu in
koncne histolosko-patoloske diagnoze.

p16 obarva tudi citoplazmo. Pri CIN2 in CIN3 se s protitelesi
proti p16 difuzno in intenzivno obarvajo celice v celotni
debelini epitelija, ceprav je jakost reakcije pri p16 lahko manj
izrazita v zgomiji tretjini epitelija pri CIN2. Podobno lahko
opazamo nekoliko manjsi delez za Ki-67 pozitivnih celic pri
CIN2, ¢eprav najdemo pozitivne celice v celotni debelini
epitelija. Tudi pri CIN1 je obarvanost v zgorniji tretjini epitelija
lahko Sibkejsa pri p16 oz. je za Ki-67 pozitiven nekoliko
manijsi delez celic.

Znano je, da se s p16 lahko Sibko obarvajo posamezne celice
v ploscatoceli¢cnem metaplasticnem epiteliju in tudi posame-
zne celice endocervikalnega Zleznega epitelija, vendar taksno
obarvanje ne kaze na okuzbo s HPV-VT.

UPORABNOST p16 IN Ki-67 ZA HISTOPATOLOSKO OPRE-
DELITEV CERVIKALNE INTRAEPITELIJSKE NEOPLAZIJE

Kadar nismo uspeli zanesljivo razlikovati med atipi¢no plo-
$catoceli¢no metaplazijo in CIN po histopatoloskem pregledu
preparatov HE, smo z imunohistokemi¢nim barvanjem
ugotovili mocno pozitivno reakcijo na p16 in Ki-67 (ki je bila
narejena le v polovici primerov) v 9 od

tolos « olos « 23 (39,1 %) primerov ter potrdili CIN
Histolosko-patolosk: el ol ) Histolosko-patolosk: ’
di’;;gzﬁgn‘fdﬂé’;f Stevilo primerov | +p16 | +Ki-67 | "° 3?51;“2;0 o visoke stopnje (CIN2 in CIN3) (tabela 1,
slika 1). Po drugi strani je bila reakcija na
CIN/atipi¢na metaplazija 23 9/23 4/11 9/23 CIN2 in CIN3 p16 karv 14 primerih (60,9 %) negativna,
CIN/termicne pogkodbe 1 111 111 1/1 CIN2 kar je skladno z atipicno ploScatocelicno
- - metaplazijo. Bolnice torej niso imele
S AN 2 2/2 4o 22CIN2in CIN3 | 5 redrakavih sprememb (tabela 1, slika 2).
1/2 AlS, Pozitivna reakcija na p16 in Ki-67 je
AlS 2 A A 1/2 CGIN-NS potrdila CIN2 v termi¢no poskodovanem
CIN/kondilom 5 02 0*1 2/2 kondiloma epiteliju resekcijskega roba konusa po
- metodi LLETZ, kar pomeni, da CIN2 ni
Skupaj 30 14/30 7ns bil izrezan v zdravem (tabela 1). Takéna

CIN: cervikalna intraepitelijska neoplazija; AlS: endocervikalni
adenokarcinom in situ; CGIN-NS: cervikalna glandularna
(Zlezna) intraepitelijska neoplazija nizke stopnje; +: pozitivna
imunohistokemicna reakcija; * pozitivna reakcija v bazalnem in
parabazalnem sloju epitelija, enaka kot v normalnem ploscatem
epiteliju

V drugih primerih smo zeleli natan¢neje oceniti atipijo v
termi¢no poskodovanem resekcijskem robu pri LLETZ, opre-
deliti stopnjo CIN, potrditi endocervikalni adenokarcinom in
situ (AlS) ter razlikovati med CIN in kondilomom.

Na dodatnih tkivnih rezinah smo s standardnimi postopki
imunohistokemic¢nega barvanja ugotavljali prisotnost bioloskih
oznacevalcev p16 in Ki-67.

Protein p16 smo ugotavljali z uporabo komercialno dostopne-
ga kita, namenjenega diagnostiki in vitro (IVD, CINtec Histo-
logy V-Kit, mtm laboratories, Heidelberg, Nemcija), ki vsebuje
pripravljeno in razred¢eno protitelo proti proteinu p16INK4a
(klon E6H4). Ki-67 smo dokazovali z monoklonskim protite-
lesom MIB-1 (klon MIB-1, red¢itev 1 : 20, DakoCytomation,
Glostrup, Danska). Vsi postopki imunohistokemi¢nega
barvanja so bili izvedeni po standardnem postopku v aparatu
Ventana Benchmark XT z detekcijskim kitom iVIEW (Ventana
Medical Systems, Tucson, Arizona, ZDA).

Za potrditev pozitivne imunohistokemicne reakcije na p16 in
Ki-67 je nujna pozitivna jedrna reakcija, ¢eprav protitelo za

histopatoloska diagnoza pomembno
vpliva na nadaljnje zdravljenje in spremljanje bolnice po
konizaciji.

Slika 1.

A) Cervikalna intraepitelijska neoplazija stopnje 2 (CIN2) ali
atipija ploscatocelicnega metaplasticnega epitelija?
(HE, x200)

B) Mocno pozitivna imunohistokemicna reakcija na p16
(x200) v celotni debelini epitelija.

) Mocno pozitivne celice za imunohistokemicno barvanje
Ki-67 (x200) v celotni debelini epitelija, potrjujejo CIN2.

SR 0\
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Pri diagnosticnem dvomu o opredelitvi stopnje CIN smo v
obeh primerih potrdili CIN visoke stopnje (CIN2 in CIN3)
(tabela 1).

Reakcija na p16 in Ki-67 je bila moc¢no pozitivna tudi v
mikroskopskem fokusu endocervikalnega adenokarcinoma in
situ (AlS) v vzorcu konusa (tabela 1). V drugem primeru smo
ugotovili pozitivno reakcijo v neenakomerno izrazeni atipiji
epitelija v 2 endocervikalnih Zleznih kriptah, vendar struktur-
na in celi¢na atipija ni dosegala histomorfoloskih meril za AIS
(tabela 1). Pozitivna reakcija na oba oznacevalca je skladna

s cervikalno glandularno (zlezno) intraepitelijsko neoplazijo
nizke stopnje, konizacija pa do sedaj Se ni bila narejena.

V obeh kondilomih je bila reakcija na p16 negativna, Ki-67
pa je bil pozitiven le v bazalnem in parabazalnem sloju
epitelija, kar je sicer obicajna najdba v normalnem plosc¢atem
epiteliju (tabela 1). Negativni reakciji na oba oznacevalca sta
potrdili, da ne gre za okuzbo s HPV-VT. Napravili smo tudi
hibridizacijo in situ za HPV 6 in 11. V obeh primerih je bila
prepricljivo pozitivna, kar potrjuje histopatolosko diagnozo
kondiloma.

SKLEP

Imunohistokemi¢no dolocanje p16 in Ki-67 — nadomestnih
bioloskih oznacevalcev okuzbe s HPV z velikim tveganjem —
je v pomoc pri razlikovanju med CIN visoke stopnje (CIN2 in
CIN3) in posnemovalci predrakavih sprememb, med katerimi

Slika 2. A) Cervikalna intraepitelijska neoplazija stopnje 2 (CIN2) ali
atipija ploscatocelicnega metaplasticnega epitelija?
(HE, x200)

B) Negativna imunohistokemicna reakcija na p16 (x200)
ovrZe sum, da gre za CIN2. Posamezne celice v
normalnem endocervikalnem Zleznem epiteliju se lahko
pozitivno obarvajo s p16, kar predstavlja pozitivno
notranjo kontrolo.

s

- . [}

=
} A . £ .
s M e "

. y AN
,/.,-_ % b = EL :“- 4

» 2

: o TR ;
SRR S S
je najpogostejsa atipi¢na ploscatoceli¢na metaplazija, pogosto
v povezavi z vnetnimi spremembami v plos¢atem epiteliju.
Oba bioloska oznacevalca sta uporabna tudi za zanesljivejse
ocenjevanje predrakavih sprememb na endocervikalnem
Zleznem epiteliju (AIS in CGIN).

Glede na nase izkusnje iz vsakdanjega dela se diagnosti¢ni
dvomi pri histopatoloskem ocenjevanju predrakavih spre-
memb materni¢nega vratu pojavijo pri majhnem odstotku
primerov (pri 6,4 %), vendar je prava histopatoloska diagnoza
pomembna za vsako bolnico. Skladno z objavljenimi izsledki
ugotavljamo, da dodatna diagnosti¢na metoda imunohisto-
kemicnega dolocanja p16 in Ki-67 omogoca zanesljivejso
histopatolosko opredelitev CIN visoke stopnje ter AIS/CCIN

in zato pomembno prispeva k nacrtovanju zdravljenja, ce
intraepitelijske neoplasticne spremembe visoke stopnje
potrdimo, oz. prepreci zdravljenje sprememb, ki nimajo
neoplasticnega potenciala.
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