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POPIS KRATICA

CDK - ciklin ovisna kinaza

CIN - cervikalna intraepitelna neoplazija

DNA - deoksiribonukleinska kiselina

HPV - humani papiloma virus

HSIL - skvamozna intraepitelna lezija visokog stupnja
LSIL - skvamozna intraepitelna lezija niskog stupnja

ORF - otvoreni okvir oCitavanja (engl. open reading frame)
pRb - retinoblastoma protein

SIL - skvamozna intraepitelna lezija

URR - nekodirajuca regulatorna regija (engl. upstream regulatory region)



I. UVOD

1.1. Epidemiologija raka vrata maternice

Rak vrata maternice je, poslije raka dojke, po ucestalosti drugi maligni tumor u
Zzena (1). U zemljama u razvoju, gdje se javlja 80% svih novootkrivenih slucajeva, to
je najcesc¢i maligni tumor u Zena (1). GodiSnje se u svijetu registira gotovo 500.000
novooboljelih (493.243 u 2002. godini) i 250.000 smrtnih slu¢ajeva (273.505 u 2002.
godini) (1,2). Stope pojavnosti u razvijenim zemljama su oko 10/100.000, a u

zemljama u razvoju i vece od 20/100.000 (slika 1).
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Slika 1. Stope pojavnosti i smrtnosti od raka vrata maternice u pojedinim

dijelovima svijeta u 2002. godini.



Zahvaljujudi sistematskom citoloSkom probiru asimptomatskih Zena i otkrivanju
preinvazivnih lezija, pojavnost i smrtnost od invazivhog raka vrata maternice u
razvijenim zemljama znatno su se smanjili. U ovim zemljama se rak vrata maternice
nalazi na 10. mjestu na ljestvici pojavnosti raka u Zzena, dok je u Hrvatskoj osmi po
ucestalosti. U populacijama koje nisu uopcée podvrgnute probiru, ili su podvrgnute
nepotpunom probiru, rak cerviksa nastavlja se javljati. U 2006. godini otkrivene su u
Hrvatskoj 343 nove bolesnice sa stopom pojavnosti 14,9/100.000 i uz smrtnost od oko
100 zena godisnje (3).

1.2. Cervikalna intraepitelna neoplazija

Invazivnom karcinomu vrata maternice prethodi niz promjena u epitelu
karakteriziranih poremecajima stani¢ne zrelosti i orijentacije te nuklearnim atipijama.
Ove promjene se nazivaju cervikalna intraepitelna neoplazija (CIN) i klasificiraju se
mikroskopski s obzirom na debljinu zahvacenog epitela kao CIN 1, CIN 2 i CIN 3 (slika
2) (4). Kao sinonim za cervikalnu intraepitelnu neoplaziju Cesto se koristi i raniji izraz
cervikalna displazija, pri ¢emu blaga displazija odgovara CIN-u 1, umjerena (srednje
teska) displazija je CIN 2, a teSka displazija je CIN 3. Patohistoloska klasifikacija CIN-
a ima niz nedostataka. Zasniva se isklju¢ivo na morfoloskim promjenama vidljivim
standardnim bojenjem hematoksilin-eozinom, ne uzimajuéi u obzir da je CIN

dinamican proces, koji nekad progredira, nekad regredira, a samo ponekad perzistira.

Slika 2. Cervikalna intraepitelna neoplazija: A - CIN 1; B- CIN 2; C-CIN 3



Koncept cervikalne intraepitelne neoplazije podrazumijeva da svi poremecaji koji
prethode ploCastom karcinomu vrata maternice predstavljaju jedinstveni patoloski
proces (5). Boljim razumijevanjem patogeneze cervikalnih prekanceroza predlozena je
i najnovija terminologija nazvana ,Bethesda sustav", koji je najvecu primjenu nasao u
citoloskoj dijagnostici (6). Ova terminologija koristi izraz skvamozna (plocasta)
intraepitelna lezija niskog stupnja (engl. low-grade squamous intraepithelial lesion -
LSIL) za promjene ranije klasificirane kao koilocitna atipija i CIN 1, te skvamozna
(plocasta) intraepitelna lezija visokog stupnja (engl. high-grade squamous
intraepithelial lesion — HSIL) za promjene koje su se ranije nazivale CIN 2 i CIN 3 (7).
Naime, danas se smatra da LSIL predstavlja bioloski razli¢itu skupinu u odnosu na
HSIL, Sto se odituje i viSom stopom spontane regresije, kao i nizom stopom progresije
u usporedbi s HSIL promjenama. Tako danas u patohistoloskom izvjestavanju
paralelno egzistiraju oba ova terminoloska sustava (8). Prednosti SIL terminologije su
da tocnije odrazava bioloske procese koji su podloga histoloskih promjena, da se moze
koristiti i za citolosku i za histoloSku dijagnostiku, te da je u skladu sa sadasnjim

klinickim pristupom u lijec¢enju cervikalnih prekanceroza.

Razvoj invazivnog raka vrata maternice iz cervikalne intraepitelne neoplazije
ukljucuje molekularne promjene i moze se sprijeciti ako se na vrijeme otkrije i lijeci.
Rizik progresije u invazivni rak je razliCit i ovisi o stupnju atipije. Za CIN 1 taj rizik
iznosi otprilike 1%, za CIN 2 iznosi 5%, a za CIN 3 najmanje 12% (9). Mogucnost
regresije u obrnutom je odnosu sa stupnjem lezije, ali ¢ak i visi stupnjevi mogu
spontano regredirati u znacajnom broju slucajeva — CIN 3 u 32% (9). JoS uvijek ne
postoji pouzdani nacin da se utvrdi koji ¢e CIN regredirati, koji ostati u istom obliku, a

koji progredirati.

Podjela morfoloskog kontinuuma kao sto je CIN u tri stupnja podlozna je
subjektivnosti patologa, Sto rezultira znacajnim razlikama u nalazima (10-12). Bududi
da lije€enje ovisi o procjeni stupnja CIN-a (SIL-a), to moze dovesti do nepotrebnog ili
neprikladnog postupka lijeCenja. Kod LSIL-a klinicki postupak je zasnovan prvenstveno
na pracenju i manje agresivnim (ablacijskim) postupcima, dok se kod HSIL-a lijeCenje
temelji na ekscizijskim postupcima. Zbog toga je upravo razgrani¢avanje LSIL-a (CIN
1) od HSIL-a (CIN 2 i CIN 3) za klini¢ara klju¢no u odabiru metode lijecenja.

Za dinamicku interpretaciju morfologije CIN-a nuzne su dodatne metode. Takve
metode su vazne i za bolje razlikovanje reaktivnih promjena od CIN-a, kao i za

procjenu rizika progresije ili regresije intraepitelnih promjena.



1.3. Humani papiloma virus i rak vrata maternice

Danas se na temelju brojnih istrazivanja zna da su preinvazivhe promjene i
invazivni rak vrata maternice rezultat infekcije genitalnim humanim papiloma virusom
(HPV). Harald zur Hausen i suradnici su 1985. godine po prvi put klonirali HPV (tip 16)
iz raka cerviksa, a desetlje¢e poslije je Svjetska zdravstvena organizacija sluzbeno
proglasila HPV humanim karcinogenom (13,14). Istrazivanja su pokazala da se HPV
DNA nalazi u 99,7% karcinoma vrata maternice. Takoder je HPV pod optimalnim
dijagnostickim uvjetima naden u 70 % slucajeva CIN-a 1, 80% CIN 2 promjena i 96%
CIN 3 promjena (15,16). Iako rezultati molekularnih i epidemioloskih istrazivanja
jasno ukazuju da je HPV nuzan etioloski ¢imbenik raka vrata maternice, veéina zena s
HPV infekcijom nece nikada oboliti od raka cerviksa. Nesklad izmedu visoke ucestalosti
HPV infekcije i relativho niske uclestalosti raka cerviksa pokazuje da HPV infekcija
predstavlja tek pocCetak procesa karcinogeneze i da sama nije dovoljna za nastanak
karcinoma. U seksualno aktivnih Zena s citoloski urednim nalazom PAPA testa nadena
je HPV infekcija u 15 - 40% slucajeva (17,18). Infekcija HPV-om visokog rizika

rezultirat ¢e razvojem CIN-a u 20% slucajeva (19).

Postoji vise od 150 genotipova HPV-a. Od toga oko 40 tipova moze inficirati
spolni sustav Zene, uzrokujuéi spektar razlicitih bolesti od bradavica do invazivhog
raka. Epidemioloska istraZivanja govore da su 15 od njih, nazvani onkogeni tipovi ili
tipovi visokog onkogenog rizika, znacajno povezani s progresijom u invazivni rak
cerviksa (20). U ove tipove ubrajaju se HPV 16 i 18 i filogenetski s njima povezani
tipovi (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82) (21,22). Neki ovu skupinu
dijele na skupinu visokog rizika (HPV 16 i 18) i skupinu intermedijarnog rizika (svi
ostali gore nabrojani tipovi). Tri tipa se ubrajaju u vjerojatno visoko rizicne (26, 53,
66). Ostali tipovi HPV koji inficiraju genitalni sustav (6, 11, 14, 40, 42, 43, 44, 54, 55,
61, 70, 72, 81) nazivaju se tipovima niskog onkogenog rizika. Tipovi niskog rizika ne
integriraju se u stani¢ni genom domacdina, a uzrokuju skvamozne intraepitelne lezije
niskog stupnja (L-SIL, tj. CIN 1) i benigne kondilome (23-25). Intermedijarni tipovi
mogu prouzroCiti intraepitelne lezije viseg stupnja (CIN 2 i CIN 3), ali rijetko
napreduju do invazivnog stadija, dok su HPV 16 i 18 izrazito povezani s intraepitelnim

lezijama visokog stupnja (CIN 3) i invazivnim karcinomom.

HPV pripada skupini DNA virusa. Karakteriziran je cirkularnim dvolanc¢anim DNA
genomom od 7.900 parova baza. Virus je za vrijeme svog zivotnog ciklusa u stanici
prisutan u obliku episoma. Virusni genom se sastoji od tri vece regije: rane i kasne
regije za kodiranje sinteze proteina i nekodiraju¢e regulatorne regije (URR -
«upstream regulatory region») (slika 3). HPV genom je vezan histonima i okruzen

ikozahedralnom kapsidom, koja sadrzi kapsidne bjelancevine L1 i L2. URR sadrzi vezna



mjesta za virusne i stani¢ne bjelancevine uklju¢ene u transkripciju i replikaciju virusa
te regulira transkripciju ranih i kasnih regija i replikaciju virusa. Rana regija se sastoji
od Sest otvorenih okvira ocitavanja (ORF - «open reading frames»), koji se nazivaju
E1l, E2, E4, E5, E6 i E7. ORF su segmenti DNA koji predstavljaju transkripcijske
jedinice i kodiraju sintezu bjelancevina vaznih za virusnu replikaciju. Dva ORF rane
regije — E6 i E7, daju Sifru za sintezu onkoproteina klju¢nih za kontrolu stani¢nog
ciklusa. Kasna regija sadrzi dva ORF nazvana L1 i L2. Oni daju kod za bjelancevine

virusne kapside.

E6

URR

E7 transformacija

L1
E1 replikacija
kapsida
L2 E2
E4 replikacija
ES sazrijevanje kapside

Slika 3. Humani papiloma virus — struktura DNA genoma

Do infekcije HPV-om dolazi tako da virus kroz mikrolezije epitela dode u kontakt
s bazalnim epitelnim stanicama transformacijske zone cerviksa. U pocetku se nalazi u
latentnom stanju u jezgri bazalnih stanica u formi episoma, Sto nazivamo fazom
«latentne infekcije». U fazi «produktivne infekcije» stanice kéeri nastale iz bazalnih
stanica repliciraju virusni genom i sintetiziraju proteine ovojnice. Stanice u kojima se
virusi razmnozavaju pokazuju tipi¢ne citoloSke promjene, od kojih je najvidljivija
koilocitiCna atipija (povec¢ana i nepravilna jezgra, perinuklearna vakuolizacija).
Konacno, zrele virusne cestice se oslobadaju s odljustenim epitelnim stanicama na

povrsini epitela.

Iako epidemioloska istrazivanja pokazuju da je viSe od 80% HPV infekcija
dobro¢udno i da prolaze u periodu od 12 - 18 mjeseci, jedan manji dio infekcija
perzistira i moze zapoceti stani¢nu transformaciju (26). Pezistirajuca infekcija HPV-om
visokog rizika je potrebna (ali ne i sama po sebi dovoljna) za razvoj cervikalnih

intraepitelnih lezija i raka cerviksa (27).



Dva su osnovna stani¢na mehanizma prevencije razvoja karcinoma u stanicama
s akumuliranim somatskim mutacijama: apoptoza i starenje (engl. senescence).
Starenje je stanje u kojem su metaboli¢ki aktivne stanice zaustavljene u G1 fazi
stani¢nog ciklusa (28-30). Smatra se da je to mehanizam koji spre¢ava da stanice
koje sadrze onkogene mutacije idu u dalju replikaciju i razvoj karcinoma. Regulatori
stani¢nog ciklusa, kao Sto su proteini ukljuc¢eni u Rb i p53 signalne putove, Cuvari su

koji odrzavaju program starenja.

HPV utjete na mehanizam kontrole stani¢nog ciklusa i potice malignu
transformaciju tako sto se E6 i E7 onkoproteini vezu na p53 i Rb tumor supresorske
bjelancevine. Nastanak displazije ili invazivnog karcinoma potaknut je nekontroliranom
ekspresijom E6 ili E7 u proliferiraju¢im bazalnim i parabazalnim epitelnim stanicama
(31). Pri tome dolazi do integracije virusne DNA u genom stanice domacdina, sto se
smatra kriticnim trenutkom u HPV induciranoj onkogenezi. Naime, ucestalost
integracije HPV-a korelira sa stupnjem displazije, odnosno pojavom invazivnog
karcinoma (32). Integracija se smatra direkthom posljedicom kromosomske
nestabilnosti, koja je inducirana djelovanjemm E6 i E7. Kao posljedica pucanja
episomalnog genoma i viralne integracije dolazi do gubitka E2 genskih sekvenci koje

obavljaju kontrolu nad E6 i E7, Sto je ¢Cimbenik koji potice karcinogenezu (33).

Ferber i suradnici opisuju da se HPV integracija dogada unutar ili vrlo blizu MYC
genskog lokusa i u podruéju telomeraza (34,35). Dakle, vrlo je vjerojatno da je
povecani rizik za napredak HPV-om inducirane preneoplazije u neoplaziju rezultat
interferencije virusnih DNA sekvenci s odredenim sekvencama stanice domadina. Jos
jedno objasnjenje za brzu progresiju u malignitet nakon integracije HPV-a mogu biti
strukturne promjene virusnog genoma koje omogucavaju pojacanu i nekontroliranu

ekspresiju virusnih onkogena.

1.4. Biomarkeri neoplastic¢ne transformacije

Neoplasticna transformacija koja nastaje kao rezultat HPV infekcije moze se
dokazati specificnim DNA, RNA, ili proteinskim biljezima. Buduéi da HPV kao uzrocnik
karcinogeneze djeluje mijenjajuci stani¢ni ciklus u inficiranim epitelnim stanicama,
stani¢ni geni koji su direktno ili indirektno uklju¢eni u taj proces su bili intezivno
istrazivani s ciljem upotrebe u svrhu probira, dijagnoze i prognoze. Idealan biomarker
bi trebao biti gen koji se aktivira u stanicama domacdina kao odgovor na ekspresiju
virusnih onkogena, a koji ne pokazuje ekspresiju u normalnim, nepromijenjenim
stanicama. U kombinaciji s morfoloSkom pretragom i odredivanjem HPV-a visokog
rizika, takav biomarker bi trebao pokazati je li u ispitivanom uzorku doslo do promjena

koje ¢e, ne budu li se lijecile, dovesti do maligne transformacije.



HPV djeluje preko onkoproteina E6 i E7 na tumor supresorske gene p53 i Rb i

smanjuje koli¢inu p53 i Rb bjelancevina u stanicama.

E6 onkoprotein utjeCe na stani¢ni rast, vezuju¢i se na p53 bjelancevinu i
razgradujucéi ju. p53 je protein jezgre koji je ukljucen i u proces apoptoze i u proces
starenja stanice. On regulira stani¢ni ciklus i stani¢ni odgovor na osStecenje DNA,
blokirajuci diobu i zaustavljajuci stanicu u G1 fazi, aktivirajuci inhibitor ciklin ovisne
kinaze, p21. To omogucava popravak DNA, a u slu¢aju nemogucnosti popravka DNA
potice apoptozu, aktiviraju¢i BAX (36,37). Vezanjem HPV E6 bjelancevine na p53
stimulira se raspadanje stani¢cnog p53 selektivhom, ubikvitin ovisnom proteolizom
(38). E6 protein kodiran od HPV 16 ili 18 (visokog onkogenog rizika) ima vedi afinitet

za p53 u usporedbi s E6 proteinom kodiranim od strane HPV niskog rizika (39).

E7 bjelanCevina ima sposobnost vezanja Rb proteina (pRb) i njemu sli¢nih
proteina p107 i p130. pRb je produkt retinoblastoma gena i predstavlja tumor
supresorsku bjelanCevinu koja inhibira ulazak stanice u S fazu. Fosforilacija Rb
proteina dovodi do njegove inaktivacije i smanjenja njegove supresijske aktivnosti, sto

omogucava stanici da prijede iz G1 u S fazu (40-42).

Afinitet vezanja Rb proteina za E7 je veéi u HPV-a visokog onkogenog rizika u
odnosu na HPV niskog rizika (43). Vezanjem E7 bjelancevine za pRb i p107 oslobada
se iz veze s pRb transkripcijski faktor E2F i ubrzava stani¢na replikacija (44).
Hipofosforilirani pRb vezuje E2F i ne dozvoljava prijelaz stanice iz G1 u S fazu i
stani¢nu replikaciju. Hiperfosforilirani pRb oslobada E2F i omogucava nastavak

stani¢nog ciklusa.

1.4.1. p1ehk+

Aktivnost ciklin ovisnih kinaza (CDK) reguliraju njihovi inhibitori — CDK inhibitori.
Jedan od njih je i p16™**2, Bjelancevina p16™**® igra klju¢nu ulogu u kontroli stani¢nog
rasta kompetitivnim vezanjem na ciklin ovisne kinaze CDK4 i CDK®6 i inhibirajuci tako
njihovo vezivanje na ciklin D1. Tako p16™¢* sprije¢ava fosforilaciju retinoblastoma
tumor supresorskog proteina (pRb), ¢ime zaustavlja stanicu u G1 fazi. Ekspresija p16
regulirana je negativhom povrathom spregom od strane pRb (45,46). Smanjenje ili
gubitak aktivnosti Rb proteina trebali bi rezultirati porastom nivoa p16™K4 u
stanicama. Analogno tome, inaktivacija pRb preko HPV E7, negativhom povratnom
spregom dovodi do pojacanja djelovanja p16™%*?, koji tako postaje biomarker
ekspresije HPV onkogena u stanicama (47,48). Pojatana ekspresija p16™%*@ u CIN-u
visokog stupnja i cervikalnom karcinomu povezana je s integracijom virusa u genom

za vrijeme neoplasti¢ne transformacije stanica cervikalnog epitela (47-50).



Istrazivanja to i potvrduju nalazom pojacane ekspresije p16™<*? u displasti¢nim i
neoplasti¢nim stanicama cerviksa (50-54). Neki autori nalaze i smanjenu ekspresiju
p16™K* y stanicama raka cerviksa u usporedbi s normalnim cervikalnim epitelom, $to
tumade inaktivacijom p16™%*® gena uslijed delecije, mutacije ili gubitka ekspresije
gena (55,56).

1.4.2. Ki-67

Ki-67 protein igra vaznu, mada ne joS u cijelosti i istrazenu ulogu u stani¢noj
proliferaciji. Ekspresija Ki-67 antigena prisutna je za vrijeme cijelog stani¢nog ciklusa
osim u GO fazi i koristi se kao biljeg za proliferaciju u razli¢itih tumora, ukljucujudi i

cervikalni karcinom.

Izmjena stanica u cervikalnom epitelu vrlo je brza. Procjenjuje se da je zivotni
vijek normalnih stanica cervikalnog epitela Cetiri do pet dana, displasti¢nih stanica jos i
kraci, za CIN 3 samo 12 sati (57). Stupanj proliferacije cervikalnog epitela odreden
imunohistokemijskim bojenjem s Ki-67 protutijelom vrlo dobro korelira sa stupnjem

cervikalne displazije (50,58,59).

Budud¢i da su antigeni povezani s proliferacijom, kao sto je Ki-67, specifi¢ni za
stanice s aktivhom DNA replikacijom bez obzira na njihov maligni potencijal, njihova
vrijednost u razlikovanju normalno proliferiraju¢ih i metaplasti¢nih stanica od
displasti¢nih stanica je prema rezultatima nekih istrazivanja dovedena u pitanje
(50,60-62). Nasuprot tome, drugi radovi potvrduju vrijednost Ki-67 analize u

diferencijaciji reaktivnih promjena od cervikalne intraepitelne neoplazije (49,59,63).

Kvantitativna Ki-67 analiza takoder ima dobru prognosticku vrijednost u procjeni
onih cervikalnih displazija koje ¢e napredovati u teze displazije i karcinom (64-66). U
cervikalnim intraepitelnim neoplazijama prisutnost veceg broja Ki-67 pozitivnih stanica
znacajno je povezana s prisutnos¢u humanog papiloma virusa iz skupine visokog
rizika, u usporedbi s onim lezijama u kojima je prisutan HPV niskog onkogenog rizika,

ili s CIN-om bez dokazanog humanog papiloma virusa (50,67,68).

1.5. DNA ploidija

Onkogeni HPV tipovi dovode do maligne transformacije izazivajuci regulatorne
promjene stani¢nog ciklusa i genetsku nestabilnost (69). Konac¢na stepenica u procesu
maligne transformacije stanice akumuliranje je mnogih genetskih dogadanja koji vode
do DNA ostecenja. Ta ostecenja manifestiraju se kao kvantitativne promjene u DNA
sadrzaju. Aneuploidija predstavlja abnormalnu koli¢inu DNA. Period stani¢nog ciklusa
za vrijeme kojeg su stanice u pripremi za stani¢no dijeljenje naziva se S faza. Ploidni

status odredene stani¢ne populacije i njen dio koji je u S fazi odreduju se protocnom



citometrijom. U populaciji malignih stanica u kojoj je proces karcinogeneze zavrsen,

sadrzaj DNA je abnormalan - aneuploidija (70).

Stani¢na atipija i posljedi¢ne promjene sadrzaja DNA u cervikalnim intraepitelnim
neoplazijama rezultat su preegzistirajuce virusne infekcije. Cervikalne intraepitelne
neoplazije s episomalnom HPV infekcijom su DNA diploidne. Izrazena ekspresija HR-
HPV E6 i E7 onkogena u stanicama bazalnog sloja cervikalnog epitela izaziva
kromosomsku nestabilnost i inducira DNA aneuploidiju. Aneuploidija olakSava
integraciju HPV genoma i povezana je sa skvamoznim intraepitelnim lezijama visokog
stupnja (H-SIL) (71-73). Aneuploidija se javlja u visokorizicnih HPV pozitivnih
skvamoznih intraepitelnih lezija (SIL), dok se u niskorizi¢nih HPV pozitivnih SIL i u HPV
negativnih SIL ne javlja (74). U premalignim endocervikalnim glandularnim lezijama
takoder su primijeéene iste promjene (70). Klinicka istrazivanja pokazuju da
cervikalne lezije s aneuploidnim DNA profilom imaju vecu vjerojatnost perzistiranja ili
napredovanja iz CIN-a 1 u CIN 2 i CIN 3 nego one s diploidnim DNA sadrZzajem (75-
77).
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II. CILJEVI ISTRAZIVANJA I HIPOTEZE

2.1. Ciljevi istrazivanja

1.

U ispitivanom materijalu utvrditi:

a) prisutnost HPV-a visokog i niskog rizika,

b) imunohistokemijsku ekspresiju Ki-67 i p16™¥*® proteina,

c) DNA ploidiju.

Procijeniti povezanost ekspresije Ki-67 i p16™¢*? proteina i DNA ploidije s
prisutnos¢éu HPV-a, posebno za HPV visokog i niskog rizika.

Procijeniti povezanost ekspresije Ki-67 i p16™¢*? proteina i DNA ploidije s
patohistoloskim nalazom cervikalne intraepitelne neoplazije.

Utvrditi koji je od parametara nabolji pokazatelj prisustva srednje teske i
teske cervikalne intraepitelne neoplazije (CIN 2 i CIN 3).

Utvrditi mogu li se istovremenim odredivanjem i kombinacijom razlicitih
biljega posti¢i tocCniji rezultati u razdvajanju blage cervikalne
intraepitelne neoplazije (CIN 1) od srednje teske i teSke cervikalne

intraepitelne neoplazije (CIN 2 i CIN 3).

2.2. Hipoteze

o

O

S obzirom na etiolosku ulogu HPV-a visokog rizika u nastanku
cervikalnih displazija i karcinoma cerviksa ocCekuje se znacajno veca
ucestalost HPV-a visokog rizika u umjerenih i teskih displazija (CIN 2 i
CIN 3) i u karcinomu cerviksa u odnosu na normalno tkivo i CIN 1.
Prisutnost HPV-a niskog rizika ne bi trebala biti povezana s

patohistoloskom dijagnozom cervikalne intraepitelne neoplazije.

Imunohistokemijska ekspresija Ki-67 i p16™<

proteina trebala bi biti u
korelaciji s prisutnoS¢u HPV-a visokog rizika, a posljedi¢no i sa visokim

stupnjem displazije odnosno karcinomom cerviksa.

U aneuploidnim i tetraploidnim uzorcima ocekivan je nalaz HPV-a

visokog rizika i morfoloska dijagnoza CIN-a.

Kombinacija vie parametara (Ki-67, p16™¢*?, DNA ploidija) trebala bi
imati vecu osjetljivost i specificnost u odvajanju kako cervikalnih
intraepitelnih neoplazija od normalnog nalaza, tako i unutar skupine
CIN-a na CIN 1, CIN 2 i CIN 3.
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III. MATERIJALI I METODE

Istrazivanje je provedeno u Klinickom zavodu za patologiju, sudsku medicinu i
citologiju KBC-a Split.

3.1. Ispitanice

Uzorci tkiva cerviksa uzeti su iz arhive Klinickog zavoda za patologiju, sudsku
medicinu i citologiju. Za ispitivanu skupinu uzeto je po 30 uzoraka tkiva vrata
maternice s dijagnozom CIN 1, CIN 2 i CIN 3 te 20 uzoraka tkiva invazivnog
karcinoma cerviksa. Ovi uzorci dobiveni su kolposkopski vodenom biopsijom cerviksa,

konizacijom ili elektroekscizijom.

Za kontrolnu skupinu uzeto je 15 uzoraka normalnog tkiva cerviksa u pacijentica

operiranih zbog drugih bolesti.

Kriterij uklju€enja u istraZivanje je jasno definirana patohistoloska dijagnoza od

strane patologa eksperta za ginekolosku patologiju.

3.2. Metode

Na svim uzorcima provedeni su slijededi postupci:

- patohistoloska analiza

- grupna tipizacija na HPV visokog i niskog rizika lananom reakcijom
polimeraze

- imunohistokemijska analiza upotrebom protutijela na antigen Ki-67

- imunohistokemijska analiza upotrebom protutijela na protein p16™2

- protocna citometrija i odredivanje DNA ploidije

3.3. Histoloska analiza

Tkivo za histolosku analizu fiksirano je 24 sata u 4-postotnom puferiranom
formalinu. Nakon fiksacije uklopljeno je u parafin, rezano u rezove debljine 4 um, a

zatim bojeno hemalaun-eozinom.
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3.4. HPV tipizacija

DNA je izolirana iz tkivnih blokova uklopljenih u parafin koristeé¢i Nucleo Spin
Tissue reagense (Machery-Nagel, Diren, Njemacka). Prije izdvajanja DNA uradena je
deparafinizacija koriste¢i uobiCajeni trostepeni postupak sa ksilolom i apsolutnim
etanolom. Grupna tipizacija HPV-a (na skupine visokog i niskog rizika) provedena je u
dvije posebne reakcije s dva para pocetnica (engl. ,primer®), koriste¢i PCR Human
Papilloma Virus Typing Set (TaKaRa, Shiga, Japan), prema preporukama proizvodaca.
Uvjeti u kojima se odvijala lan¢ana reakcija polimeraze (PCR) bili su slijedeci: 94° C, 5
min; 94° C, 0,5 min, 55°C, 2 min, 72° C, 2 min (30 ciklusa); 72° C, 10 min. Pozitivna i
negativna kontrola provedene su u svakoj reakciji. Produkti lancane reakcije
polimeraze analizirani su elektroforezom na 3-postothom agaroza gelu. U HPV
tipizaciju su od genotipova visokog rizika bili uklju¢eni HPV 16, 18, 31, 33, 52, 58, dok

su od genotipova niskog rizika odredivani HPV 6 i 11.

3.5.Imunohistokemijska analiza

Bojenje na Ki-67 antigen provedeno je koristec¢i protutijela na ljudski Ki-67 u
razrjedenju 1:200 (miSje protutijelo M7240, DAKO, Glostrup, Danska). U svrhu
imunohistokemijskog bojenja rezovi debljine 4 um su deparafinirani i rehidrirani,
potom kuhani u mikrovalnoj peénici na 750W i 110° C u citratnom puferu, isprani u
destiliranoj vodi i PBS puferu, bojeni oznacenim streptavidin-biotinom i inkubirani s
kromogen diaminobenzidinom. Za kontrastno bojenje bio je upotrijebljen Mayerov
hematoksilin. Uradene su pozitivhe i negativne kontrole. Obojenost stani¢nih jezgara
Ki-67 antigenom kvantitativno je odredena pomocu svjetlosnog mikroskopa Olympus
BX41 i raCunalnog sustava za morfometrijsku analizu (Soft Imaging System GmbH,
Muenster, Germany). U svakom uzorku izabrano je najreprezentativnije podruéje (s
najve¢im stupnjem CIN-a) i oznaceno za mjerenje vodeéi posebnu paznju da se
izbjegnu tangencijalno rezana podrucja. Brojao se ukupan broj Ki-67 pozitivnih
jezgara na 100 pum bazalne membrane u cijeloj debljini epitela, te postotak Ki-67
pozitivnih jezgara posebno u donjoj, srednjoj i gornjoj trecini epitela.

Bojenje na protein p16™Mke

protein p16™%* (CINtec™ p16'V*2 citology kit, DAKO, Glostrup, Danska). Pri bojenju
61NK4a

provedeno je koriste¢i monoklonsko protutijelo za
na protein p1l za pozitivhu kontrolu koristeni su rezovi karcinoma cerviksa.
Prilikom bojenja uvijek je bila uradena i negativha kontrola (proveden je cijeli
postupak bojenja preparata, ali je izostavljeno primarno protutijelo). Imunoreaktivnost

na protein p16™«*2

procjenjivala se nalazom smede obojenosti jezgara i/ili citoplazmi,
pri ¢emu se pozitivnim nalazom smatrala obojenost u vise od 5% epitelnih stanica

(50).
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3.6. Protoc¢na citometrija

Suspenzija stanica tumorskog tkiva za DNA analizu proto¢nom citometrijom
pripremljena je iz parafinskih kocaka tumorskog tkiva koriste¢i se modificiranom
metodom Hedley-a i suradnika (78). Izrezani su jedan do dva 40-um reza za DNA
analizu proto¢nom citometrijom te jedan dodatni kontrolni 4-pm hemalaun-eozinski
rez. Rezovi su prvo deparafinirani u ksilolu, zatim rehidrirani u silaznom nizu alkohola
(100%, 95% i 70%) te isprani destiliranom vodom. Tkivo je potom inkubirano u 2 ml
0,5% pepsina (Sigma, St.Louis, MO, USA) (pH 1.5) na 37° C/1h. Nakon toga
suspenzija stanica je filtrirana kroz 42-um najlonsku mrezicu, centrifugirana 3 minute
na 2000 okreta, isprana s 2 ml otopine fosfatnog pufera (PBS) te ponovno
centrifugirana 3 minute na 2000 okreta kako bi dobili sediment jezgara. Zatim je
dodano 200 pl ribonukleaze (Sigma, St. Louis, MO, USA) u koncentraciji od 1mg/ml te
200 ul propidij jodida (Sigma, St. Louis, MO, USA). Uzorci su inkubirani u tamnom na
+4° C od 2 - 24h prije propustanja. Suspenzija 25000 jezgara je propustena na
FACScan proto¢nom citometru (Becton-Dickinson, San Jose, CA) s 15 mW argon
ionskim laserom (potreban je minumum od 10 000 jezgara ne uklju¢ujuéi debri i

agregate) (78).

DNA histogrami analizirani su u racunalnom programu Modfit 3.0 (Verity
Software House, Inc.). Tumori s jednim G0/G1 vrskom klasificirani su kao diploidni, a
oni koji imaju i dodatni odvojeni GO/G1 vrsak (s vise od 10% jezgara) kao aneuplodni.
Tumori s tri ili viSe odvojena GO/G1 vrska su multiploidni (78). Koeficijent varijacije
(CV, standardna devijacija u odnosu na srednju vrijednost) izracunat je na GO0/G1
vrsku, uz gornju prihvatljivu vrijednost od 8%. Uzorci s CV-om >8%, agregatima
>10% te BAD-om (pozadina histograma, agregati i debri) >20% neadekvatni su za
identifikaciju DNA aneuploidnih populacija ili za odredivanje S faze, te su po
preporukama konsenzusa iskljuceni iz ispitivanja (78). Stupanj aneuploidije izrazen je
DNA indeksom koji predstavlja omjer relativnog GO/G1 DNA sadrzaja populacije
uzorka i referentnih diploidnih stanica. DNA indeks diploidnih stanica iznosi 0,95 - 1,05
(79). Kod multiploidnih tumora koristila se aneuploidna subpopulacija s najve¢im DNA

indeksom (78). Tetraploidni tumori su oni ¢iji DNA indeks iznosi 1,9 - 2,1 (79).

3.7. Statisticki postupci

Za statisticku obradu podataka koristio se program Statistica 7.1 (StatSoft, Inc.,
Tulsa, USA). Nominalni podaci bili su usporedeni x2 testom, a kontinuirani podaci
Studentovim t testom i analizom varijance. Normalnost raspodjele kontinuiranih

vrijednosti provjerena je upotrebom Kolmogorov-Smirnov testa normalnosti. Tamo
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gdje je raspodjela znacajno odstupala od normalnosti koristili su se neparametrijski
testovi (Mann-Whitney U-test i Kruskal-Wallis test). Prognosticka vrijednost pojedinih

varijabli u odnosu na patohistoloSku dijagnozu ispitana je logistickom regresijom.

U svim statistickim analizama znacajnom je smatrana P vrijednost manja od
0,05. Na temelju preliminarnih podataka razlika za imunohistokemijsku ekspresiju Ki-
67 izmedu histoloskih skupina CIN-a bio je ocekivan visoki ucinak (effect size>0,40)
za razlike u Ki-67 izmedu tri skupine. Da bismo ispitali takav ucinak na razini
znacajnosti od 0,05 i uz 90% snage, bilo nam je potrebno 30 uzoraka tkiva u svakoj
ispitivanoj skupini (CIN 1, CIN 2, CIN 3).
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IV. REZULTATI

Uzorci tkiva koji su uzeti iz arhiva Klinickog zavoda za patologiju, sudsku
medicinu i citologiju prvo su pregledani od strane patologa eksperta za ginekoloSku
patologiju. Za svaki uzorak je nedvojbeno potvrdena patohistoloska dijagnoza. Tako
su formirane tri dijagnosticke skupine cervikalnih intraepitelnih neoplazija (CIN 1, CIN
2 i CIN 3) s po 30 uzoraka tkiva, skupina s 20 uzoraka tkiva invazivnog karcinoma

vrata maternice i kontrolna skupina s 15 uzoraka normalnog tkiva.

U skupini normalnog tkiva bilo je pet uzoraka koje je patolog okarakterizirao kao
atrofi¢ni  epitel, zatim pet uzoraka metaplasticnog epitela i pet uzoraka
nepromijenjenog epitela. Grupnom tipizacijom na HPV visokog i niskog rizika u skupini
normalnog tkiva utvrdena je prisutnost HPV-a niskog rizika u jednom uzorku
metaplasti¢nog epitela, dok HPV visokog rizika nije bio prisutan niti u jednom uzorku
(tablica 1).

Tablica 1. Patohistoloska dijagnoza i HPV status u skupini normalnog tkiva

HPV negativan HPV niskog HPV visokog

rizika rizika

n (%) n (%) n (%)

Atrofiéni (n = 5) 5 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Metaplasticni (n = 5) 4 (80,0) 1 (20,0) 0 (0,0)
Nepromijenjeni (n = 5) 5 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Ukupno normalni (n = 15) 14 (93,3) 1(6,7) 0 (0,0)

S obzirom na homogenost skupine normalnog tkiva u odnosu na HPV status, u
daljoj analizi tu smo skupinu iskljucivo analizirali kao cjelinu i kao takvu usporedivali s

ostalim skupinama uzoraka.
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Analizom HPV statusa prema dijagnostickim skupinama nadena je prisutnost

HPV-a niskog rizika samo u skupini normalnog tkiva (1 od 15 uzoraka, tj. 6,7%) i CIN
1 skupini (9 od 30 uzoraka, tj. 30%) (tablica 2). HPV visokog rizika je bio sve

ucestaliji Sto je promjena epitela bila teza, pa je u CIN 3 skupini i skupini invazivnog

karcinoma ucestalost bila 90% (tablica 2). Ove razlike u HPV statusu bile su statisticki

znatajne (x*> = 71,75; P < 0,001).

Tablica 2. Dijagnosticke skupine i HPV status

HPV negativan HPV niskog HPV visokog

rizika rizika

n (%) n (%) n (%)

Ukupno normalni (n = 15) 14 (93,3) 1(6,7) 0 (0,0)
CIN 1 (n = 30) 12 (40,0) 9 (30,0) 9 (30,0)
CIN 2 (n = 30) 13 (43,3) 0 (0,0) 17 (56,7)
CIN 3 (n = 31) 3(9,7) 0 (0,0) 28 (90,3)
Invazivni karcinom (n = 20) 2 (10,0) 0 (0,0) 18 (90,0)

x> test, P < 0,001 - za povezanost HPV statusa i patohistolo$ke dijagnoze

Prisutnost p16™X* proteina u epitelnim stanicama vrata maternice vrlo je dobro

odgovarala stupnju promjena u epitelu. Kod normalnog nalaza nije bilo prisustva

p16™K* (slika 4), da bi udestalost njegovog prisutva rasla od 30% u CIN-u 1, preko
66,7% u CIN-u 2 do 100 % u CIN-u 3 (slika 5) i invazivhom karcinomu (x> = 70,06; P

< 0,001) (tablica 3). Imunohistokemijskim bojenjem na p16™K*® pozitivnim se bojio

samo dio epitela koji je bio neoplasti¢no transformiran.
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Slika 4. Imunohistokemijsko bojenje na p1 antigen u histoloski normalnom

61NK4a

uzorku tkiva - nema p1l pozitivnih stanica. Povecanje 200x.

Slika 5. Imunohistokemijsko bojenje na p16™ *? antigen kod CIN-a 3 - difuzno

bojenje u punoj debljini epitela. Povecanje 200x.
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U odnosu na HPV status vidljiva je povezanost p16™K*® proteina i HPV-a visokog

rizika (u 100% sluéajeva), dok p16™K*® nije bio prisutan u stanicama s HPV-om niskog
rizika (x> = 97,76; P < 0,001) (tablica 3).

Tablica 3. p16™¢*? protein u odnosu na patohistolo$ku dijagnozu i HPV status

Patohistoloska HPV status p1eNkea p1eNkea
dijagnoza negativan pozitivan
n (%) n (%)
Normalni HPV negativan 14 (93,3) 0
(n = 15) HPV niskog rizika 1(6,7) 0
HPV visokog rizika 0 0
Ukupno 15 (100,0) 0
CIN 1 HPV negativan 12 (40,0) 0
(n = 30) HPV niskog rizika 9 (30,0) 0
HPV visokog rizika 0 9 (30,0)
Ukupno 21 (70,0) 9 (30,0)
CIN 2 HPV negativan 10 (33,3) 3 (10,0)
(n = 30) HPV niskog rizika 0 0
HPV visokog rizika 0 17 (56,7)
Ukupno 10 (33,3) 20 (66,7)
CIN 3 HPV negativan 0 3(9,7)
(n =31) HPV niskog rizika 0 0
HPV visokog rizika 0 28 (90,3)
Ukupno 0 31 (100,0)
Invazivni karcinom HPV negativan 0 2 (10,0)
(n = 20) HPV niskog rizika 0 0
HPV visokog rizika 0 18 (90,0)
Ukupno 0 20 (100,0)

x° test; P < 0,001 - za povezanost p16™K4? s patohistoloskom dijagnozom;

x° test; P < 0,001 - za povezanost p16™K4? s HPV statusom
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Proto¢nom citometrijom nadeno je 25 aneuploidnih i 10 tetraploidnih uzoraka
tkiva. Zbog malog broja tetraploidija, koji nije omoguéavao pouzdanu statisticku

analizu, one su pribrojene skupini aneuploidija.

U aneuploidnim uzorcima je uclestalost HPV-a visokog rizika bila vrlo visoka,
88,6% i znacajno &ed¢a u odnosu na 45% kod diploidnih uzoraka (x> = 20,79; P <
0,001) (tablica 4).

Tablica 4. HPV status s obzirom na DNA ploidiju

HPV negativan HPV niskog HPV visokog
rizika rizika
n (%) n (%) n (%)
Diploidija (n = 91) 41 (45,0) 9 (10,0) 41 (45,0)
Aneuploidija (n = 35) 3 (8,6) 1(2,8) 31 (88,6)

x? test, P < 0,001
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Uclestalost aneuploidija je rasla sukladno tezini promjena u cervikalnom epitelu.

U skupini normalnog epitela su svi uzorci tkiva bili diploidni, u CIN-u 1 je bilo 10%

aneuploidija, u CIN-u 2 16%, u CIN-u 3 41%, a u invazivhom karcinomu je bilo 70%
aneuploidnih uzoraka (x? = 33,21; P < 0,001) (tablica 5).

Tablica 5. DNA ploidija u odnosu na patohistolosku dijagnozu i HPV status

Patohistoloska HPV status Diploidija Aneuploidija
dijagnoza
n (%) n (%)

Normalni HPV negativan 14 (93,3) 0

(n = 15) HPV niskog rizika 1(6,7) 0
HPV visokog rizika 0 0
Ukupno 15 (100,0) o

CIN 1 HPV negativan 12 (40,0) 0

(n = 30) HPV niskog rizika 8 (26,7) 1(3,3)
HPV visokog rizika 7 (23,3) 2 (6,7)
Ukupno 27 (90,0) 3 (10,0)

CIN 2 HPV negativan 13 (43,3) 0

(n = 30) HPV niskog rizika 0 0
HPV visokog rizika 12 (40) 5(16,7)
Ukupno 25 (83,3) 5 (16,7)

CIN 3 HPV negativan 2 (6,5) 1(3,2)

(n =31) HPV niskog rizika 0 0
HPV visokog rizika 16 (51,6) 12 (38,7)
Ukupno 18 (58,1) 13 (41,9)

Invazivni karcinom HPV negativan 0 2 (10,0)

(n = 20) HPV niskog rizika 0 0
HPV visokog rizika 6 (30) 12 (60,0)
Ukupno 6 (30) 14 (70,0)

x> test; P < 0,001 - za povezanost DNA ploidije s patohistoloskom dijagnozom
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Usporedujuci ploidni status analiziranih

uzoraka S

rezultatima

imunohistokemijskog bojenja na p16™X*® (tablica 6) naden je samo jedan p16™K*

negativni uzorak kod aneuploidije (2,9%), dok su ostala 34

aneuploidna uzorka bili

pozitivni na p16™¥*® antigen (97,1%). Kod diploidije je 49,5% uzoraka bilo p16™K*

negativno (x* = 23,67; P < 0,001).

Tablica 6. p16™K*? protein u odnosu na DNA ploidiju

p16™N¥4? negativan p16™N%4? pozitivan
n (%) n (%)
Diploidija (n = 91) 45 (49,5) 46 (50,5)
Aneuploidija (n = 35) 1(2,9) 34 (97,1)

x> test, P < 0,001

Rezultati imunohistokemijskog bojenja Ki-67 antitijelom
6,7,8i09.

prikazani su na slikama

200 pym

Slika 6. Imunohistokemijsko bojenje na Ki-67 antigen u histoloski normalnom

epitelu — ekspresija je prisutna samo u stanicama bazalnog sloja epitela.

Povecanje 200x.
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Slika 7. Imunohistokemijsko bojenje na Ki-67 antigen kod CIN-a 1 - Ki-67
pozitivne jezgre zauzimaju donju trec¢inu epitela. Povecanje 200x.
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Slika 9. Imunohistokemijsko bojenje na Ki-67 antigen kod CIN-a 2 - vidljive
su brojne pozitivne stanice u srednjoj trecini epitela. Povecanje 200x.



Slika 9. Imunohistokemijsko bojenje na Ki-67 antigen kod CIN-a 3 - pozitivhe

stanice se pruzaju kroz cijelu debljinu epitela. Povecanje 200x.

Kvantitativna imunohistokemijska analiza Ki-67 antigena dala je rezultate cija se
raspodjela statisticki znacajno razlikovala od normalne raspodjele (Kolmogorov-
Smirnov test, P = 0,031). Zbog toga su u analizi tih rezultata koriStene

neparametrijske statisticke metode.

U Sest uzoraka normalnog tkiva bojenje na Ki-67 bilo je negativno. Od ostalih
devet normalnih uzoraka, osam ih je bilo pozitivho u donjoj trecini epitela, a niti jedan
nije bio pozitivan u gornjoj trecini. Ukupno je bilo pet nalaza metaplasti¢nog epitela,
koji se s obzirom na prisutnost Ki-67 pozitivnih stanica nisu razlikovali od ostalih
nalaza iz skupine normalnog epitela. U jednom uzorku tkiva nasla se jedna izolirana
Ki-67 pozitivna stanica u srednjoj trecini epitela koji je okarakteriziran kao

metaplasticni.
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Rezultati bojenja na Ki-67 u odnosu na morfolosSke nalaze prikazani su u tablici
7. Statisticka analiza je pokazala znacajne razlike izmedu dijagnosti¢kih skupina u
ukupnom broju Ki-67 pozitivnih stanica, kao i u postotku Ki-67 pozitivnih stanica u
donjoj, srednjoj i gornjoj trecini epitela (Kruskal-Wallis test, P < 0,001). Ipak,
analizirajuci postotak Ki-67 pozitivnih stanica u pojedinim trec¢inama epitela, razlike
nisu bile podjednako izraZzene izmedu svih morfoloskih skupina uzoraka. Tako se
normalna skupina i CIN 1 skupina nisu znacajno razlikovale niti u jednoj trecini epitela,
dok su CIN 2 i CIN 3 skupine imale slican postotak Ki-67 pozitivnih stanica u srednjoj
tredini epitela. Kako je rastao stupanj displazije, tako je postotak Ki-67 pozitivnih

stanica padao u donjoj trecini, a rastao u srednjoj i gornjoj trecini epitela.

Tablica 7. Kvantitativna analiza Ki-67 antigena u odnosu na patohistolosku dijagnozu

Ki-67 Ki-67 Ki-67 Ki-67
pozitivhe pozitivhe pozitivhe pozitivne
stanice stanice stanice stanice
ukupno/100 % donja % srednja % gornja
pm (SD) trecina (SD) trec¢ina (SD) tredina (SD)
Normalni 1,4 (1,5) 97,8 (6,7)* 2,2 (6,7)* 0,0 (0,0)*
(n = 15)
CIN 1 (n = 30) 9,5 (2,9) 89,4 (12,9) 7,9 (10,3) 2,7 (4,9)
CIN 2 (n = 30) 27,7 (7,5) 50,6 (8,4) 35,5 (8,6)** 13,9 (6,5)
CIN 3 (n = 31) 62,1 (15,2) 41,5 (7,1) 32,9 (6,1) 25,6 (4,7)

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost (standardna devijacija). Kruskal-Wallis
test za razlike izmedu dijagnostickih skupina, P < 0,001 za sve Ki-67 varijable. * -
bez statisticke znacajnosti u usporedbi s CIN 1 (Mann-Whitney U test). ** - bez

statisticke znacajnosti u usporedbi s CIN 3 (Mann-Whitney U test).
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Vrijednost imunohistokemijskog bojenja na Ki-67 antigen u predvidanju srednje

teske i teske cervikalne displazije (CIN 2 i CIN 3) ocijenili smo na dva nacina:

1.

Brojanjem Ki-67 pozitivnih stanica na 100 pm bazalne membrane i uz
grani¢nu vrijednost za CIN 2 + CIN 3 od >15 stanica (slika 10). U 61 uzorku
srednje teske i teSke displazije bio je jedan lazno negativan nalaz (1,6%), a
u 45 uzoraka s normalnim ili CIN 1 nalazom bio je jedan lazno pozitivan
nalaz (2,2%) (tablica 8).

100

80

60

[ ) ® normalni
@CIN 1

40

20

©CIN2
° ®CIN3

15

Slika 10. Broj Ki-67 pozitivnih stanica ukupno na 100 um bazalne membrane u odnosu

na patohistolosku dijagnozu - shematski prikaz rezultata.
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Tablica 8. Razdvajanje normalnih/CIN 1 od CIN 2/CIN 3 nalaza prema broju Ki-67

pozitivnih stanica na 100 ym bazalne membrane uz grani¢nu vrijednost od 15 stanica

Patohistoloska broj Ki-67 pozitivnhih  broj Ki-67 pozitivnih
dijagnoza stanica < 15 stanica > 15

n (%) n (%)
Normalni/CIN 1 44 (97.8) 1(2.2)
(n = 45)
CIN 2/CIN 3 1(1.6) 60 (98.4)
(n =61)

Lazno pozitivan je bio uzorak tkiva s dijagnozom CIN 1, koji je imao 17 Ki-67
pozitivnih stanica na 100 um bazalne membrane, od toga 3 stanice (18%) u gornje

61NK4a

2/3 epitela, pozitivan na HPV niskog rizika, negativan na p1l , ali s tetraploidnom

DNA.

Lazno negativan je bio uzorak CIN-a 2, koji je imao 14 Ki-67 pozitivnih stanica
na 100 pm bazalne membrane, od toga 7 stanica (50%) u gornje 2/3 epitela, s HPV-

om visokog rizika, pozitivan na p16™%*?, diploidne DNA strukture.

2. Racunanjem postotka Ki-67 pozitivnih stanica u srednjoj i gornjoj trecini
epitela zajedno i uz prag normale od 33% (slika 11). S ovom grani¢cnom
vrijednosti jedan od 61 (1,6%) CIN 2 ili CIN 3 slucajeva je bio ispod grani¢ne
vrijednosti, tj. lazno negativan (tablica 9). Takoder, samo jedan od 45
(2,2%) normalnih ili CIN 1 sluCajeva bio je iznad te grani¢ne vrijednosti,

odnosno lazno pozitivan.
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Slika 11. Postotak Ki-67 pozitivnih stanica u srednjoj i gornjoj trecini epitela zajedno u

odnosu na patohistolosku dijagnozu - shematski prikaz rezultata.

Tablica 9. Razdvajanje normalnih/CIN 1 od CIN 2/CIN 3 nalaza prema postotku Ki-67

pozitivnih stanica u srednjoj + gornjoj trecini epitela uz grani¢nu vrijednost od 33%.

Patohistoloska Ki-67 pozitivne stanice Ki-67 pozitivhe stanice
dijagnoza srednja + gornja tre¢ina srednja + gornja trec¢ina
epitela = 33% epitela > 33%

n (%) n (%)
Normalni/CIN 1 44 (97.8) 1(2.2)
(n = 45)
CIN 2/CIN 3 1(1.6) 60 (98.4)
(n =61)

Lazno pozitivan je bio uzorak tkiva CIN-a 1, koji je imao 8 Ki-67 pozitivnih

stanica na 100 pm bazalne membrane, od toga 3 stanice (37,5%) u u srednjoj +

gornjoj trecini epitela, pozitivan na HPV visokog rizika i na p16™K*

DNA statusu.

, S diploidijom u
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Lazno negativan je bio uzorak CIN-a 2, koji je imao 22 Ki-67 pozitivnhe stanice na
100 pm bazalne membrane, od toga 7 stanica (32%) u gornje 2/3 epitela, pozitivan
na HR-HPV i na p16™%*?, diploidne DNA strukture.

HPV status se pokazao statisticki zna¢ajno povezan s prisutnoséu Ki-67 antigena
u stanicama cervikalnog epitela (tablica 10). Uzorci u kojima je bio prisutan HPV
visokog rizika imali su znacajno viSe Ki-67 pozitivnih stanica, a te su stanice bile cesce
u srednjoj i gornjoj trecini epitela, a rjede u donjoj trecini epitela, u usporedbi s HPV
negativhim uzorcima ili onima u kojima je bio prisutan HPV niskog rizika (Kruskal-
Wallis test, P < 0,001). Izmedu skupine s HPV-om niskog rizika i HPV negativne

skupine uzoraka nije bilo razlike u prisutnosti Ki-67 antigena (Mann-Whitney U test).

Tablica 10. Kvantitativha analiza Ki-67 antigena u odnosu na HPV status

Ki-67 Ki-67 Ki-67 Ki-67
pozitivne pozitivne pozitivne pozitivne
stanice stanice stanice stanice
ukupno/100 % donja % srednja % gornja

Hm (SD) trecCina (SD) trecina (SD) trecina (SD)

HPV negativan 15,1 (17,8)* 76,3 (24,7)* 17,8 (18,1)* 5,9 (8,4)*
(n =42)
HPV niskog rizika 9,1 (3,7) 90,1 (12,2) 8,1 (10,7) 1,8 (4,2)
(n=10)
HPV visokog rizika 43,3 (23,6) 50,2 (16,6) 30,1 (11,2) 19,7 (8,9)
(n = 54)

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost (standardna devijacija). Kruskal-Wallis
test za razlike izmedu HPV skupina, P < 0,001 za sve Ki-67 varijable. * - bez

statisticke znacajnosti u usporedbi s HPV niskog rizika (Mann-Whitney U test).
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Prisutnost Ki-67 pozitivnih stanica bila je u korelaciji s prisutnosti p16™K*
proteina u stanicama (tablica 11). p16™¥*® pozitivni uzorci imali su znacajno vise Ki-67
pozitivnih stanica, kao i znacajno veci postotak Ki-67 pozitivnih stanica u srednjoj i
gornjoj tredini epitela u odnosu na p16™¥*® negativne uzorke tkiva (Mann-Whitney U
test, P < 0,001). U donjoj trecini epitela znacajno veci postotak Ki-67 je bio kod

p16™4? negativnih uzoraka.

Tablica 11. Kvantitativna analiza ekspresije Ki-67 antigena u odnosu na p16™k4a

protein
Ki-67 Ki-67 Ki-67 Ki-67
pozitivne pozitivne pozitivne pozitivne
stanice stanice stanice stanice
ukupno/100 % donja % srednja % gornja
Hm (SD) trec¢ina (SD) tredina (SD) trecina (SD)
p16™N¥4? negativan 9,9 (9,1) 84,3 (20,5) 13,0 (16,8) 2,7 (4,4)
(n = 46)

p16™%“? pozitivan 43,4 (23,6) 49,9 (15,9) 30,4 (10,8) 19,7 (8,8)

(n = 60)

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost (standardna devijacija). Mann-Whitney U

test za razlike izmedu p16™%* skupina, P < 0,001 za sve Ki-67 varijable.
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Imunohistokemijsko bojenje na Ki-67 pokazalo je da je kod aneuploidije broj Ki-
67 pozitivnih stanica znacajno veci nego kod diploidnih uzoraka tkiva (tablica 12).
Postojala je i znacajna razlika u raspodjeli prema tre¢inama epitela, tako da su
aneuploidni uzorci imali manju uclestalost Ki-67 pozitivnih stanica u donjoj trecini, a
vecu ucestalost u gornjoj trecini epitela u usporedbi s diploidnim uzorcima (Mann-
Whitney U test, P < 0,05). Jedino nije bilo znacajnih razlika izmedu diploidnih i

aneuploidnih uzoraka u srednjoj trecini epitela.

Tablica 12. Kvantitativha analiza Ki-67 antigena u odnosu na DNA ploidiju

Ki-67 Ki-67 Ki-67 Ki-67
pozitivhe pozitivne pozitivne pozitivne
stanice stanice stanice stanice
ukupno/100 % donja % srednja % gornja
pm (SD) trec¢ina (SD) trecina (SD) trec¢ina (SD)
Diploidija 22,1 (19,6) 67,3 (25,6) 21,7 (16,8) 11,0 (11,2)
(n =79)
Aneuploidija 56,5 (25,9) 50,0 (13,8) 29,9 (9,9) 20,1 (7,2)
(n=21)
Statisticka P < 0,001 P < 0,05 NS P < 0,005
znacajnost*

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost (standardna devijacija). * - Mann-

Whitney U test za razlike izmedu DNA skupina. NS - bez statisticke znacajnosti.

Cetiri ispitivana parametra (imunohistokemijska ekspresija Ki-67 proteina i
p16M™K*% proteina, HPV status, DNA ploidni status) uvrstili smo u multivarijantnu
analizu, u kojoj je patohistoloska dijagnoza bila zavisna varijabla. Cilj je je bio utvrditi
nezavisni doprinos svake od istrazivanih varijabli u prognozi morfoloskog nalaza CIN-a

pri istovremenom odredivanju tih parametara.

U logistickoj regresijskoj analizi kao Ki-67 varijablu uzeli smo ukupan broj Ki-67
pozitivnih stanica na 100 um bazalne membrane, a patohistolosku dijagnozu smo
izrazili kao normalan nalaz/CIN 1 ili kao CIN 2/CIN 3. U ovakvoj analizi samo je Ki-67
bio znatajno povezan s dijagnozom uz 97,2% to¢no predvidenih nalaza (R*> = 0,967; P
= 0,013).
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Izostavljanjem Ki-67 varijable iz logisticke regresije pojavila se ekspresija
p16™K*® proteina kao varijabla statisti¢ki znadajno povezana s patohistoloskim
nalazom (R? = 0,470; P < 0,001; 82,1% to&no predvidenih nalaza).

Kada smo ekspresiju Ki-67 izrazili kao postotak pozitivnih stanica u pojedinim
trecinama cervikalnog epitela i uvrstili u multivarijantnu analizu kao tri zasebne
nezavisne varijable, pokazalo se da su jedino postotak Ki-67 pozitivnih stanica u
srednjoj i gornjoj trecini epitela bili znacajno povezani s patohistoloSkom dijagnozom
(R? = 0,811), dok sve ostale varijable nisu imale zna¢ajan utjecaj na zavisnu varijablu
(tablica 13).

Tablica 13. Patohistoloska dijagnoza kao zavisna varijabla u odnosu na postotak Ki-67
pozitivnih stanica u pojedinim tre¢imana epitela, p16™**, HPV status i DNA ploidiju -

multipla regresijska analiza

Beta Standardna F P
pogreska

Ki-67 pozitivne stanice - 0,209 0,171 1,491 0,225
% donja trecina
Ki-67 pozitivhe stanice 0,405 0,130 9,717 0,002
% srednja tredina
Ki-67 pozitivhe stanice 0,406 0,105 14,806 < 0,001
% gornja trec¢ina
p16iNKaa 0,006 0,117 0,002 0,962
HPV status 0,085 0,100 0,713 0,401
DNA ploidija 0,005 0,050 0,012 0,915
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Izostavljanjem Ki-67 varijabli iz multivarijantne analize statisticki znacajnu

povezanost s patohistoloSkom dijagnozom ponovno je pokazala jedino

imunohistokemijska ekspresija p16™*? proteina (tablica 14), ali uz slabije objanjenje

varijance u usporedbi s rezultatom kada je Ki-67 u analizi (R*> = 0,411).

Tablica 14. Patohistoloka dijagnoza kao zavisna varijabla u odnosu na p16™¥*, HPV

status i DNA ploidiju - multipla regresijska analiza

Beta Standardna F P
pogreska
p1eiNKaea 0,769 0,169 20,693 < 0,001
HPV status 0,174 0,169 1,056 0,307
DNA ploidija 0,054 0,083 0,420 0,518
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V. RASPRAVA

Proces nastanka raka vrata maternice se odvija preko preinvazivnih
neoplasticnih promjena i obi¢no traje pet do 15 godina. EtioloSka uloga humanog
papiloma virusa u cervikalnoj karcinogenezi dobro je proucena (80). Nekoliko
istrazivanja je pokazalo da HPV infekcija prethodi razvoju cervikalne intraepitelne

neoplazije (15,81).

Usprkos relativnom uspjehu koji je postignut uobi¢ajenim probirom na rak vrata
maternice, postavljaju se brojna pitanja kako poboljSati pouzdanost standardne
cervikalne citoloske i histoloSke dijagnostike. Veliki broj biomarkera proucavan je u
svrhu tocnijeg otkrivanja raka vrata maternice i preinvazivnih promjena. U biljege koji
su potencijalno najkorisniji ubrajaju se proliferacijski antigen Ki-67, inhibitor ciklin

ovisnih kinaza p16™¥*? i DNA ploidni status.

U ovom istrazivanju su svi histoloski neneoplasti¢ni uzorci bili negativni na HPV
visokog rizika (tablica 1), a uclestalost HPV-a iz skupine visokog rizika rasla je sa
porastom stupnja cervikalne intraepitelne neoplazije (tablica 2). Podatak da su tri od
31 CIN 3 uzorka (9,7%) i dva od 20 invazivnih karcinoma (10,0%) bili negativni na
HPV visokog rizika je u skladu s ranije objavljenim radovima i ima nekoliko

objasnjenja (49).

Poznato je da uslijed fiksacije u formalinu i uklapanja u parafin moze doc¢i do
fragmentacije DNA, Sto smanjuje uspjesnost izoliranja DNA lan¢anom reakcijom
polimeraze (82). Zatim, buduéi da je iz istog materijala trebalo osim morfoloske
patohistoloske analize uraditi jos cetiri dodatne analize (HPV status, DNA ploidni
status, imunohistokemijsko bojenje na Ki-67 i p16™%*?), a uzorci tkiva su u sluéaju da
su uzimani biopsijom mali, moguce je da se u rezovima koji su uzimani za analizu HPV
DNA nije nalazila dovoljna koli¢ina ploCastog epitela, ili je pak u cijelosti nedostajao.
Takoder ne treba zaboraviti da humani papiloma virus nije neophodan za nastanak
raka vrata maternice, odnosno do aktivacije gena ukljuCenih u proces karcinogeneze

moze dodi i na drugi nacin, a ne iskljucivo djelovanjem HPV-a.

HPV niskog rizika bio je prisutan kod normalnih uzoraka i onih s CIN 1, ali ne kod
uzoraka s CIN 2, CIN 3 ili invazivnim karcinomom. Ovo je oCekivano s obzirom da E6 i
E7 geni niskorizicnih HPV genotipova ne izazivaju poremecaje stani¢nog ciklusa (83).

Stoga HPV iz skupine niskog rizika nema utjecaja na nastanak raka vrata maternice,
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vec ga nalazimo kod dobro¢udnih promjena kao Sto su Siljasti kondilomi (condylomata
acuminata) i skvamozna intraepitelna lezija niskog stupnja (LSIL) (23-25).

Imunohistokemijskim bojenjem na p16™<*

pokazalo se da je ekspresija ovog
proteina znacajno povezana s patoloskim promjenama u cervikalnom epitelu i
prisustvom HPV-a visokog rizika (tablica 3). U benignom epitelu (ukljucujuci
nepromijenjeni, atrofi¢ni i metaplasti¢ni) nije bilo imunoreaktivnosti na p16™¢*?, dok

su neoplasti¢ne cervikalne stanice pokazale visoki stupanj ekspresije p16™<42,

Pozitivho bojenje na p16™%* je nadeno u 30% CIN 1 uzoraka, 67% CIN 2
uzoraka i 100% CIN 3 i invazivnih karcinoma. Za CIN 1 i CIN 2 to predstavlja nesto
manju ucestalost nego u radovima koji su ranije objavljeni, ali zbog nejednakih
kriterija u interpretaciji nalaza kod razlicitih skupina autora usporedba rezultata je
otezana (49,48,51,84). Naime, za razliku od ovog istrazivanja gdje su svi uzorci s
manje od 5% obojenih epitelnih stanica smatrani negativhima, neki autori uzimaju
kriterij pozitivnosti ve¢ sa 1% obojenih stanica (84) ili koriste kvalitativhu podjelu gdje
i vrlo slabu obojenost smatraju pozitivnim nalazom i pri tome nalaze i do 100-postotnu
ekspresiju p16™“*® u svim stupnjevima CIN-a (48,49,51), odnosno u HSIL-u (85).
Agoff i suradnici, koji imaju isti kriterij koji je koriSten u ovom istrazivanju, tj.
najmanje 5% stanica obojenih na p16™K* smatraju pozitivnim nalazom, pozitivho
imunohistokemijsko bojenje na p16™*? nalaze kod 57% CIN-a 1, 75% CIN-a 2 i kod
91% CIN 3 uzoraka (50). Redman i suradnici, koji su prema istom kriteriju istraZivali
moguénost razlikovanja reaktivnih promjena od CIN-a 1, nalaze p16™K*®
imunoreaktivnost u 30 od 81 (37%) CIN 1 uzoraka (86). Rezultate vrlo slicne ovom
istrazivanju objavili su i Kurshumliu i suradnici. Oni su u uzorku cervikalnih biopsija
nasli p16™¢*® pozitivnost u 40% nalaza s CIN 1, 69,8% CIN 2 sluajeva i 100%
biopsija s nalazom CIN 3 i karcinom cerviksa (87). U nedavno objavljenoj meta-analizi
na osnovi 61 istrazivanja rezultati ekspresije p16™“** u potpunosti su podudarni s
ovim istraZivanjem. U toj metaanalizi difuzno bojenje na p16™**? je bilo prisutno u 2%
normalnih biopsija, 38% CIN 1, 68% CIN 2 i 82% CIN 3 nalaza (88). Tsoumpou i
suradnici u tom istrazivanju takoder naglasavaju problem ponovljivosti pretrage
uslijed nedovoljno standardizirane interpretacije nalaza bojenja.

Porast broja p16™K*

pozitivnih uzoraka u ovisnosti o porastu displazije
cervikalnog epitela od CIN 1 prema invazivhom karcinomu odgovara ranijim
zapazanjima (48,50). U ovom istrazivanju niti jedan uzorak normalnog tkiva nije bio
pl
CIN-om ili invazivnim karcinomom. Ovim su potvrdena ranija zapazanja da pozitivho

6INK4a 61NK4a

pozitivan, odnosno svi pl pozitivni uzroci su nadeni u uzorcima tkiva s

6INK4a

bojenje na pl pomaze u razdvajanju neoplasticnih promjena od nekada

morfoloski sliénih reaktivnih promjena, ali 70% negativnih rezultata kod CIN 1 i 33%
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kod CIN 2 u ovom istrazivanju ipak ne garantira dovoljnu osjetljivost, Sto je u
suprotnosti sa rezultatima nekih istrazivanja (48,51). Slican stav imaju i Mulvany i
suradnici, koji zaklju¢uju da p16™¥*® pokazuje bolju specifi¢nost nego osjetljivost u
otkrivanju plocCastih lezija vrata maternice i da je dijagnosticka vrijednost ovog
markera u skladu s tim ipak ograni¢ena (89).

6INK4a

Znajudi da pojacanu ekspresiju p1 proteina povrathom spregom izaziva HPV

E7 onkogen inaktivacijom Rb bjelancevine, bilo je ocekivano je da ¢e se HPV-om
inducirana cervikalna neoplazija pokazati u znacajnoj mjeri pozitivnom na p16™K*
(47).

Hu i suradnici opisuju 61% p16™%* negativnih CIN 1 uzoraka s pozitivhim HPV-
om visokog rizika (84). To objasnjavaju mogu¢om prolaznom HPV infekcijom kod koje

nije doslo do integracije virusne DNA u genom domacdina. U ovom su istrazivanju svi

6INK4a

uzorci s HPV-om visokog rizika bili i p1 pozitivhi bez obzira na patohistoloski

6INK4a

nalaz, ali nisu svi pl pozitivni uzorci imali HPV visokog rizika. HPV negativni

uzorci su bili pozitivni na p16™K

u osam od 44 (18%) slucCajeva, Sto moze biti
posljedica ranije spomenutih potesko¢a u detekciji HPV DNA, ali moZe biti i rezultat
drugadijeg mehanizma ekspresije p16™%*?, koji nije ovisan o HPV-u (51,90). Aktivacija
pl
spregom ne regulira transkripciju p16™¢*? (91). S druge strane, svi uzorci s pozitivnim

6'NK*@ opisana je u sludajevima kada mutacijom inaktivirani Rb gen vi$e povratnom

HPV-om niskog rizika bili su p16™K*? negativni, $to potvrduje tezu o malom afinitetu
vezanja pRb od strane E7 HPV-a niskog rizika i njegovom niskom onkogenom

potencijalu.

Ovi rezultati potvrduju hipotezu da je p16™K*? biljeg specifitan za stanice u
kojima je prisutna E7 onkogena aktivhost i u kojima se zbivaju promjene pod
utjecajem HPV-a visokog rizika. To se podudara s brojnim ranijim istrazivanjima koja
opisuju pojadanu ekspresiju p16™<* (50-54), a ne ide u prilog onim izvjestajima koji

61NK4a

su govorili za smanjenu ekspresiju pl u cervikalnim lezijama (55,56). Ipak,

prema rezultatima ove studije osjetljivost imunohistokemijskog bojenja na p16™<*

za
procjenu stupnja cervikalne intraepitelne neoplazije nije zadovoljavajuéa, tj.
zadovoljava samo u CIN-u 3, dok je kod CIN-a 1 i CIN-a 2 nedovoljna (30% i 67%), a

ne dozvoljava ni diferencijaciju CIN-a 1 od CIN 2/CIN 3 promjena.

HPV infekcija dovodi do kromosomske nestabilnosti koja uzrokuje aneuploidiju, a
ona potice ugradnju HPV genoma u genom stanice domacina (73). Promjene sadrzaja
DNA su u ovom istrazivanju bile znacajno povezane s HPV statusom. Od 35
aneuploidnih uzoraka, HPV visokog rizika je izoliran u 31 uzorku tkiva (88,69%), HPV
niskog rizika u jednome (2,8%), a u 3 uzorka (8,6%) HPV nije izoliran (tablica 4).

Usporedbom s patohistoloskim nalazom (tablica 5) aneuploidije nije bilo u normalnom
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tkivu, pojavljuje se ve¢ u CIN-u 1 (10%), a nesto je bila ¢es¢a u CIN-u 2 (16,7%). U
CIN 3 promjenama aneuploidija je nadena u gotovo 42% uzoraka, a u invazivhom
karcinomu u 70% uzoraka. Ucestalost aneuploidije s obzirom na HPV status i

patohistoloski nalaz smo usporedili s tri ranija, metodoloski slicna istrazivanja.

Bollmann i suradnici su usporedili HPV status i aneuploidiju u 112 tekucinskih
citoloskih preparata (engl. «liquid-based cytology»), od kojih su 63 bili LSIL, a 49
HSIL (74). U toj skupini HR-HPV je izoliran u 95 uzoraka, od kojih je aneuploidija
nadena u 48%. U ovom istrazivanju odgovarajuc¢a skupina za usporedbu ukljucuje
uzorke s patohistoloskom dijagnozom CIN 1, CIN 2 i CIN 3. U tako definiranoj skupini,
u ovom je istrazivanju bio 91 uzorak, od toga 54 s visokorizicnim HPV-om, a od njih je
19 (35%) bilo s aneuploidijom (tablica 5), sto je nesto manja ucestalost nego kod
Bollmana i suradnika. Razlika u rezultatima mozda je dijelom prouzrocena cinjenicom
sto Bollmann i suradnici analiziraju citoloske preparate u kojima je dijagnoza ipak

manje pouzdana u odnosu na «zlatni standard>», tj. patohistoloski nalaz uzorka tkiva.

Kod Bollmanna i suradnika ukupna je ucestalost aneuploidija iznosila 44%, dok
je u ovom istrazivanju u ranije navedenoj skupini iznosila 23%. Bollmann i suradnici
navode ucestalost od 8% aneuploidija u LSIL skupini, Sto je usporedivo sa 10% (3/30)
aneuploidija u CIN 1 skupini ovog istrazivanja (tablica 5). Velika je razlika u
ucestalosti aneuploidije izmedu HSIL skupine Bolmanna i suradnika (92%) i
odgovarajuce skupine (CIN 2 + CIN 3) u ovom istrazivanju, gdje je nadeno 30%
(18/61) aneuploidija.

U skupini patohistoloski normalnih nalaza u ovom istrazivanju nije bilo
aneuploidije. Lorenzato i suradnici su u istrazivanju na 99 bioptickih uzoraka tkiva, u
skupini od 27 patohistoloski normalnih uzoraka dobili 11% aneuploidnih nalaza (92).
Takoder su u istom istrazivanju u LSIL skupini imali 73% aneuploidija, Sto je puno vise
nego u ovom ili Bollmannovom istrazivanju (74). U HSIL skupini su Lorenzato i
suradnici imali 93% aneuploidnih uzoraka tkiva, vise nego u ovom istrazivanju, ali

usporedivo s rezultatima Bollmanna i suradnika.

Analiziraju¢i samo HR-HPV pozitivne uzorke Lorenzato i suradnici su u LSIL
skupini nasli 72%, a u HSIL skupini 93% aneuploidija (92). U ovom istrazivanju je broj
aneuploidija u HR-HPV pozitivhim CIN 1 uzorcima bio 22% (2/9), a u HR-HPV
pozitivnim CIN 2/CIN 3 uzorcima 38% (17/35), sto je takoder znatno manje nego u

radu Lorenzatove i suradnika.

Melsheimer i suradnici su u 85 uzoraka tkiva dobivenih biopsijom, a svi su bili
HPV 16 pozitivni, nasli ucestalost aneuploidije od 20% u CIN 1 skupini, 32% u CIN 2/3

skupini i 80% u skupini invazivhog karcinoma vrata maternice (73). Ovi rezultati su
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podudarni rezultatima ovog istrazivanja za identicne HR-HPV skupine: 22% CIN 1,
38% CIN 2/CIN 3 i 67% (12/18) invazivni karcinom (tablica 5).

Brojna istrazivanja, ukljucujuci i ovo, pokazuju znacajnu povezanost aneuploidije
s HPV-om visokog rizika, cervikalnom intraepitelnom neoplazijom i invazivhim
karcinomom vrata maternice. Medutim, cinjenica da aneuploidija ipak nije nadena u
znatnom broju teskih displazija i invazivnih karcinoma ukazuje na to da ona nije nuzan
faktor u nizu promjena koje dovode do zlocudne promjene stanice. Izrazito razliciti
rezultati u pogledu ucestalosti aneuploidija u pojedinim stupnjevima CIN-a kod raznih
skupina autora upucuju na oprez pri tumacenju rezultata. Bollmann i suradnici, koji su
dobili vrlo dobru osjetljivost i specificnost proto¢ne citometrije, preporucuju
kombinaciju HPV tipizacije i proto¢ne citometrije u otkrivanju promjena koje imaju
visoki rizik za napredovanje u tezi stupanj (77). U kombinaciji s prisustvom HPV-a
visokog rizika, osjetljivost metode se u ovom istrazivanju nije dovoljno poboljsala da
bi opravdala klinicku primjenu. Isto misljenje imaju i Melsheimer i suradnici, koji
nalaze 27-postotnu osjetljivost za otkrivanje CIN 1/CIN 2 promjena, koje ¢ce
perzistirati ili napredovati u teZi stupanj (75). U kombinaciji s HPV tipizacijom ne

dobivaju poboljsanje osjetljivosti protocne citometrije.

Statisticki je znacajno ¢edéa ekspresija p16™* u aneuploidnim uzorcima logi¢na
s obzirom na zajednicku uzroCnu vezu s HPV infekcijom (tablica 6). Od 35
aneuploidnih uzoraka samo je jedan bio p16™K*® negativan (97% pozitivnih), a kod
diploidije je p16™X* bio pozitivan u polovici uzoraka. Promatrajudi te iste rezultate iz
aspekta ekspresije p16™*?, vidimo da je od 80 p16™¢*® pozitivnih uzoraka njih 46
(57%) bilo diploidno, a od 46 p16™¢*® negativnih uzoraka samo je u jednom bila
prisutna aneuploidija. Ove je rezultate teSko objasniti rukovodec¢i se navodima iz
literature da se aneuploidija javlja prije integracije HPV genoma, a pojacana ekspresija
p16™K%® kao posljedica integracije HPV genoma, dakle teoretski poslije pojave
aneuploidije (48,73). Ocito je da HPV-om inducirana onkogeneza djeluje preko vise

mehanizama, od kojih neke tek moramo razjasniti.

Antigen Ki-67 je indikator staniCne proliferacije, tj. sposobnosti stanice da
zapoCne diobu. U ovom istrazivanju je nadena statisticki znacajna povezanost
imunohistokemijskog bojenja na Ki-67 antigen i HPV DNA statusa, Sto je u skladu s
prethodno objavljenim podacima (49, 58). 1z rezultata je vidljivo da je samo infekcija
s visokorizicnim humanim papiloma virusom bila povezana s prisutnoséu Ki-67
antigena u stanicama i to se odnosilo kako na ukupan broj Ki-67 pozitivnih stanica,
tako i na svaku pojedinu trec¢inu cervikalnog epitela (tablica 10). Uzorci s HPV-om
niskog rizika su se u pogledu bojenja na Ki-67 antigen ponasali jednako kao i HPV

negativni uzorci. Bududi da je Ki-67 biljeg stani¢ne proliferacije, moze se zakljuciti da
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cervikalni epitel u slucaju infekcije s HPV-om niskog rizika ima nisku proliferativnu
aktivnost, sto je u skladu sa slabim onkogenim potencijalom HPV-a niskog rizika za

rak vrata maternice (50,67,68).

Dosadasnji izvjestaji nisu konzistentni u pogledu dijagnosticke vrijednosti
imunohistokemijskog bojenja na Ki-67 antigen u razlikovanju reaktivnih promjena od
cervikalne intraepitelne neoplazije. U ovom istrazivanju je takvih uzoraka bilo premalo
za relevantnu analizu, ali se broj Ki-67 pozitivnih stanica u metaplasticnom plo¢astom
epitelu nije razlikovao od broja ovih stanica u nepromjenjenom i atroficnom epitelu.
Rezultati bojenja na Ki-67 antigen s obzirom na patohistoloSku dijagnozu u ovom
istrazivanju su u skladu s onim prethodnim istrazivanjima koja govore za statisticki
znacajan postupni porast ukupnog broja Ki-67 pozitivnih stanica s porastom stupnja
intraepitelne neoplazije, oznacavajuci tako sve vecu proliferacijsku aktivnost epitela
(59,67). Razlike izmedu normalnih nalaza i CIN 1 uzoraka su nadene u ukupnom broju
pozitivnih stanica, ali ne i u postotcima pozitivnih stanica u pojedinim tre¢inama
epitela. Razlike izmedu CIN 1 i CIN 2 skupina su nadene i u ukupnom broju pozitivnih
stanica i u svakoj od trecina epitela, a razlika izmedu CIN 2 i CIN 3 skupine nije

nadena samo u postotku pozitivnih stanica u srednjoj trecini epitela (tablica 7).

Keating i suradnici nalaze suprabazalno bojenje na Ki-67 u dva od 29 (7,7%)
normalnih uzoraka, u 15 od 21 (71,4%) skvamozne intraepitelne lezije niskog stupnja
(LSIL) i u 18 od 19 (94,7%) skvamozne intraepitelne lezije visokog stupnja (HSIL)
(49). U ovom istrazivanju je pozitivho bojenje na Ki-67 u gornje dvije trecine epitela
nadeno u jednom od 15 normalnih uzoraka, sto je gotovo jednaka ucestalost kao i u
prethodnom istrazivanju. Pri tome su u navedenom uzorku iz ovog istrazivanja stanice
pozitivne na Ki-67 nadene u srednjoj trecini epitela, dok su u dva normalna uzorka

tkiva kod Keatinga i suradnika bile prisutne u cijeloj debljini epitela.

Kruse i suradnici su kvantitativho analizirali imunohistokemijsku ekspresiju Ki-67
proteina u razli¢itim stupnjevima cervikalne intraepitelne neoplazije (67). Njihovi
rezultati za ukupan broj pozitivnih jezgara na 100 um bazalne membrane kod CIN 1,
CIN 2 i CIN 3, kao i za postotak pozitivnih jezgara u donjoj, srednjoj i gornjoj trecini
za pojedini stupanj CIN-a jako dobro odgovaraju rezultatima ovog istrazivanja. U
analizi koriste tehnicki zahtjevan tzv. «stratifikacijski indeks», koji predstavlja omjer
udaljenosti Ki-67 pozitivnhe jezgre od bazalne membrane i debljine epitela, u prosjeku
za sve pozitivne stanice (67). Kao i u ovom istrazivanju, ne nalaze statisticki znacajnu
razliku izmedu CIN 2 i CIN 3 uzoraka u postotocima Ki-67 pozitivnih stanica u srednjoj

trecini epitela.

Ovi rezultati ukazuju na odlicnu ponovljivost kvantifikacije Ki-67 pozitivnih

stanica, Sto pruza mogucnost koristenja ove metode u dijagnosticke svrhe. Prema
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rezultatima ovog istrazivanja, jednostavnom analizom koja dijeli epitel u trecine i
brojanjem Ki-67 pozitivnih stanica na 100 ym bazalne membrane moze se odrediti
njihova raspodjela u epitelu i tako precizno procijeniti proliferacijska aktivnost

cervikalnog epitela.

U rezultatima ovog istrazivanja, najveéa i statistiCcki znacajna razlika je na
prijelazu iz CIN 1 u CIN 2 promjene, Sto se podudara s podjelom na LSIL i HSIL prema
Bethesda klasifikaciji. Do istog zakljuCka dolaze i Keating i suradnici, koji nalaze da je
bojenje na Ki-67 u gornje 2/3 epitela dobar prognosticki znak za HSIL, ali manje
pouzdan za LSIL (49). U analizi Ki-67 imunohistokemijskog bojenja vrlo je vazna
upravo podjela cervikalnog epitela na trecine i brojanje pozitivnih stanica po slojevima
(19). Lorenzato i suradnici objavili su 100-postotnu osjetljivost za otkrivanje
skvamozne intraepitelne lezije visokog stupnja kod prisutnosti Ki-67 pozitivnih stanica
u gornje dvije tredine epitela, ali s niskom specificnos¢u pretrage (92). U ovom
istrazivanju pokusano je na dva nacina imunohistokemijskim bojenjem na Ki-67
antigen razdvojiti blagu displaziju (CIN 1) od srednje i teSke displazije (CIN 2/CIN 3).
Odredena je grani¢na vrijednost kako za ukupan broj stanica na 100 ym bazalne
membrane (tablica 8, slika 12), tako i za postotak pozitivhih stanica u srednjoj i
gornjoj trecini epitela (tablica 9, slika 13). Na oba nacina bio je po jedan lazno
pozitivan i jedan lazno negativan nalaz, Sto bi odgovaralo i osjetljivosti i specifi¢nosti
od 98% za prognozu CIN 2/CIN 3 promjena. Uzorci tkiva koji su bili lazno pozitivni i

lazno negativni prema jednom kriteriju, nisu to bili i prema drugome i obrnuto.

Ovi rezultati pokazuju da imunohistokemijsko bojenje na Ki-67 antigen moze
prilicno to¢no razdvojiti ove dvije skupine promjena i to ne samo analizom prema
trecinama epitela u kojima se nalaze pozitivhe stanice, nego Cak i apsolutnim brojem
pozitivnih stanica na 100 ym bazalne membrane. Osim toga, s obzirom da prema
ranijim izvjeS¢ima Ki-67 analiza ima i prognosticku vrijednost za progresiju cervikalnih
promjena, moguce je da CIN 1 nalazi koji su prema rezultatima lazno pozitivni nose
povecani rizik za kasnije napredovanje u tezu displaziju (64,65).

Lorenzato i suradnici nalaze znac¢ajnu korelaciju izmedu postotka Ki-67 pozitivnih

6INK4a

i pl pozitivnih stanica, ali samo u LSIL skupini, dok u HSIL skupini ne nalaze

korelaciju (92). Pretpostavljaju da u toku razvoja promjena u cervikalnom epitelu

6™K*a inducira postupno povecéanje stani¢ne proliferacije, a da u

pojacana ekspresija p1
fazi HSIL-a dolazi do gubitka kontrole nad proliferacijom. Iz toga zaklju¢uju da je u
toku razvoja HSIL-a prvi dogadaj HR-HPV infekcija, koju slijede genetske promjene,

6™ i aneuploidija. Prema njihovom shvacanju

kao Sto su gubitak regulacije p1
genetski poremecaji na kraju dovode do porasta proliferacijske aktivnosti, koja se

moze dokazati imunohistokemijskim bojenjem na Ki-67 antigen.
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U ovom istrazivanju postotak stanica pozitivnih na p16™¢* nije odredivan
kvantitativno, vec¢ kvalitativno, kako je i uobi¢ajeno u ranijim istrazivanjima. Ki-67
pozitivne stanice bile su znadajno brojnije u uzorcima tkiva pozitivnim na p16™<*, U
tim uzorcima je bio i znacajno vedi postotak Ki-67 pozitivnih stanica u srednjoj i
gornjoj trecini epitela, dok je znacajno veci postotak Ki-67 pozitivnih stanica u donjoj
trecini epitela bio prisutan kod p16™¢*® negativnih uzoraka (tablica 11). Usporedba
rezultata bojenja na Ki-67 antigen s obzirom na prisutnost p16™%*® za pojedine
stupnjeve CIN-a nije radena, a za CIN 3 skupinu i nije moguca, jer su svi uzorci tkiva
u toj morfoloskoj skupini bili p16™K*2 pozitivni.

Prema pretpostavci Lorenzatove i suradnika, u HSIL skupini bi trebalo do¢i do

6'NK4a &to ovo istrazivanje, a ni vecina prethodnih ne

nestanka pojacane ekspresije p1
pokazuje. DapacCe, Feng i suradnici prema rezultatima svoga i ranijih istrazivanja
zakljucuju da je zastitni mehanizam starenja stanice, kojega je dio i pojacana

6INK4a

ekspresija p1 , ocuvan i prilikom nastanka karcinoma vrata maternice, a rezultati

ovog istrazivanja to u potpunosti potvrduju (47,93,94).

Usporedbom bojenja na Ki-67 antigen s obzirom na prisutnost aneuploidije
nadene su znacajne razlike i u apsolutnom broju Ki-67 pozitivnih stanica i u postotku
pozitivnih stanica u pojedinim tre¢inama cervikalnog epitela. Kod diploidije je znacajno
vise pozitivnih stanica u donjoj trecini epitela, a kod aneuploidije u gornjoj trecini. U
srednjoj trecini je takoder naden vecdi postotak Ki-67 pozitivnih stanica ako je bila
prisutna aneuploidija, ali bez statisti¢ki znacajne razlike. Ovi rezultati su razumljivi u
svjetlu Cinjenice da su i genetska nestabilnost koja dovodi do aneuploidije i stani¢na
proliferacija dio istog patoloskog procesa, koji vodi od HPV infekcije preko cervikalne

intraepitelne neoplazije do invazivhog karcinoma vrata maternice.

Do sada je objavljeno samo jedno istrazivanje u kojemu su na istom materijalu
odredivani HPV status, Ki-67, p16™**® i DNA ploidija (92). U tom istraZivanju

Lorenzato i suradnici nalaze da su aneuploidija i pojatana ekspresija p16™<*

prvi
znakovi promjena u epitelu koji prethode povecanju stani¢ne proliferacije i da su to
najbolji testovi za otkrivanje cervikalne displazije bez obzira na njen stupanj (pozitivhe
prediktivne vrijednosti 90% i 100%). U razlikovanju LSIL-a od HSIL-a najtocnija je,
prema istoj skupini autora, kombinacija aneuploidije i Ki-67 pozitivnih stanica u gornje
2/3 epitela uz osjetljivost od 92,8%, specificnost od 54,2%, pozitivhu prediktivnu
vrijednost od 78%, negativnu prediktivhu vrijednost od 81,2% i ukupnu tocnost od
78,8%. Rezultate Lorenzatove i suradnika nije moguce u svemu usporedivati s
rezultatima ovog rada jer metodologija nije bila ista (npr. bojenje na Ki-67 je

ocjenjivano kvalitativho, a tetraploidija u DNA histogramu je uvrStena u normalan
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nalaz), Sto je moglo utjecati na dijelom prilicno razli¢ite rezultate izmedu ova dva

istraZivanja.

Keating i suradnici usporeduju i kombiniraju rezultate bojenja na Ki-67, ciklin E i
p16™K*® u nepromijenjenom epitelu, metaplasti¢nom epitelu i SIL-u i zakljuéuju da
najvedi potencijal ima kombinacija ciklina E i p16™*? (49). Iaconis i suradnici istrazuju

kombinaciju bojenja na p16™k*

i Ki-67 u cilju boljeg razdvajanja atipicne nezrele
plo¢aste metaplazije na benigne promjene, atipiju i HSIL (95). Pri tome nalaze da su u
HSIL-u pozitivni i Ki-67 i p16™%*?, a u benignim promjenama da su oba ova bojenja

negativna, Sto pomaze u boljoj interpretaciji i klasifikaciji nalaza atipicne metaplazije.

Neki ranije citirani radovi sugeriraju da se bolja tocnost rezultata analize
navedenih biomarkera postize ako se analizira samo podgrupa u kojoj su uzorci tkiva
pozitivni na HPV visokog rizika, tj. da je korisno prethodno odrediti HPV status, a
zatim ciljano raditi dalju analizu samo na tim uzorcima (73,84,92). Rezultati ovog
istrazivanja, kako multivarijantne analize, tako i prethodnog niza univarijantnih
analiza, opovrgavaju korist od takvog nacina rada. Naime, pojaCana ekspresija i Ki-67
i p16™K*? direktna je posljedica promjena u epitelnim stanicama koje su izazvane
djelovanjem humanog papiloma virusa. Iz rezultata imunohistokemijske analize na Ki-
67 i p16™¢* i usporedbe s HPV statusom ocito je da su ti rezultati sami po sebi odli¢an
pokazatelj infekcije HPV-om visokog rizika, pa je i logicno da prethodna selekcija

uzoraka prema HPV statusu ne moze doprinijeti konacnom rezultatu analize.

U ovom je radu analizirana tocnost predvidanja stupnja cervikalne intraepitelne
neoplazije kombinacijom Ccetiriju parametara, a to su bili HPV status, DNA ploidija i
imunohistokemijska ekspresija antigena Ki-67 i p16™¢*. U tu je svrhu koristena
multivarijantna analiza s patohistoloSkom dijagnozom kao zavisnom varijablom. U
takvoj analizi samo je bojenje na Ki-67 bilo znacajno povezano s patohistoloskom
dijagnozom uz vrlo visoku razinu to¢nih nalaza (97%), dok ostali parametri nisu
doprinosili toCnosti rezultata. Podjednaka tocnost Sto se tiCe Ki-67 postignuta je
uvodenjem jedinog parametra, apsolutnog broja Ki-67 pozitivnih stanica na 100 pm
bazalne membrane, kao i uvrStavanjem postotka pozitivnih stanica u tri epitelna sloja
kao triju zasebnih parametara. I u multivarijantnoj analizi se potvrdilo da je pri analizi
Ki-67 pozitivnih stanica po tre¢inama epitela vazan postotak stanica u srednjoj i
gornjoj trecini epitela.

Iskljuc¢enjem rezultata bojenja na Ki-67 antigen iz multivarijantne analize kao

drugi po vaznosti dijagnosti¢ki parametar pokazao se p16™M<*

, ali i tada s manjom
to¢noséu nego Ki-67 (82%). HPV status i DNA ploidni status, iako u univarijantnoj
analizi znacajno povezani s CIN-om, nisu se u multivarijantnoj analizi pokazali korisni

u predvidanju stupnja cervikalne intraepitelne neoplazije.
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Ovom analizom pokazalo se da istovremeno odredivanje ova Cetiri parametra ne
doprinosi to¢nijem odredivanju stupnja cervikalne intraepitelne neoplazije u odnosu na
imunohistokemijsko bojenje na Ki-67 antigen. Bojenje na p16™X*® nije se pokazalo
tako dobro kao analiza bojenja na Ki-67, ali rezultati opravdavaju koristenje i ovog

biomarkera.

Ovo istrazivanje stavlja u prvi plan imunohistokemijsku analizu Ki-67 antigena
kao korisnu adjuvantnu metodu u patohistoloskoj analizi grani¢nih slucajeva
cervikalne intraepitelne neoplazije. Od ostalih istrazivanih metoda imunohistokemijska

analiza p16™Nk4a

proteina takoder ima vrijednost kao dodatna metoda. Analize DNA
ploidnog statusa i HPV statusa ne mogu doprinijeti patohistoloskoj dijagnostici CIN-a.
Rezultate ovog istrazivanja trebalo bi potvrditi u ve¢em prospektivhom istrazivanju, u
kojem bi se u rutinskom radu usporedila dijagnosticka vrijednost standardne
patohistoloske dijagnostike cervikalne intraepitelne neoplazije s dijagnostikom u koju

bi bilo uklju¢eno imunohistokemijsko bojenje na Ki-67 i p16™<,
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VI. ZAKLJUCAK

Infekcija humanim papiloma virusom iz skupine visokog rizika povezana
je s pojavom cervikalne intraepitelne neoplazije i invazivhog raka vrata
maternice, a njena ucestalost raste s tezinom histoloskih promjena u

cervikalnom epitelu.

Infekcija humanim papiloma virusom iz skupine niskog rizika moze se
naci kod blage displazije, ali nije povezana s pojavom umjerene i teske displazije

ili karcinoma cerviksa.

Imunohistokemijsko bojenje na p16™*®  omogucava specifiénu
identifikaciju displasti¢nih stanica u kojima se odvija onkogena HPV aktivnost.
Zbog toga je p16™¢*® dobar biomarker infekcije HPV-om visokog rizika i pomaze

pri razlikovanju dobrocudnih reaktivnih lezija od displasti¢nih lezija.

Odredivanje ploidnog statusa dezoksiribonukleinske kiseline proto¢nom
citometrijom metoda je koja pokazuje dobru specificnost, ali nedovoljnu

osjetljivost za otkrivanje displasti¢nih promjena u cervikalnom epitelu.

Imunohistokemijska analiza cervikalnog epitela bojenjem na Ki-67
antigen daje podatke o proliferacijskoj aktivnosti vezanoj uz infekciju HPV-om

visokog rizika.

Kvantitativha analiza brojanjem Ki-67 pozitivnih stanica na 100 pm
bazalne membrane i u pojedinim tre¢inama cervikalnog epitela vrlo je osjetljiva i
specificna metoda diferencijacije blage displazije (CIN 1) od umjerene i teske
displazije (CIN 2 i CIN 3). Stoga ovakva analiza mozZe biti od koristi kao dodatna

metoda u to¢nijem odredivanju stupnja cervikalne intraepitelne neoplazije.

Kombinacijom odredivanja HPV statusa, DNA ploidnog statusa i
imunohistokemijske ekspresije p16™%*? i Ki-67 nije moguce postiéi veéu to¢nost
odredivanja stupnja cervikalne intraepitelne neoplazije u odnosu na samu

imunohistokemijsku analizu bojenja na Ki-67 antigen ili p16™**2,

Analiza ekspresije Ki-67 antigena u cervikalnom epitelu najtocnija je od

istrazivanih metoda u procjeni stupnja cervikalne intraepitelne neoplazije.
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VII. SAZETAK

Ciljevi istrazivanja. Procijeniti povezanost ekspresije Ki-67 antigena i p16™<*
proteina i DNA ploidije s prisutnos¢u HPV-a visokog i niskog rizika i s patohistoloskim
nalazom CIN-a. Na temelju dobivenih rezultata utvrditi koji je od parametara nabolji
pokazatelj prisustva CIN-a 2 i CIN-a 3 i utvrditi mogu li se istovremenim odredivanjem
i kombinacijom razliCitih biljega posti¢i tocniji rezultati u razdvajanju blage displazije
(CIN 1) od umjerene i teske displazije (CIN 2 i CIN 3).

Materijali i metode. Ispitivana skupina sastojala se od 111 uzoraka tkiva vrata
maternice, od ¢ega je bilo 30 CIN 1, 30 CIN 2, 31 CIN 3 i 20 uzoraka tkiva invazivnog
karcinoma cerviksa. Kao kontrolna skupina uzeto je 15 uzoraka normalnog tkiva
cerviksa. Na svim uzorcima bili su uradeni sljedeci postupci: patohistoloska analiza,
grupna tipizacija na HPV visokog i niskog rizika lancéanom reakcijom polimeraze,
imunohistokemijska analiza upotrebom protutijela na antigen Ki-67 i na protein

p16MK% protodna citometrija i odredivanje DNA ploidije.

Rezultati. U skupini normalnog tkiva HPV visokog rizika nije bio prisutan, a bio
je ucestaliji Sto je promjena epitela bila teza, pa je u CIN 3 skupini i skupini invazivnog
karcinoma ucestalost HPV-a visokog rizika bila 90% (x> = 71,75; P < 0,001). Kod
normalnog nalaza nije bilo prisustva p16™%*?, da bi utestalost njegovog prisutva rasla
do 100% u CIN-u 3 i invazivhom karcinomu (x*> = 70,06; P < 0,001). p16™%* je bio
povezan s HPV-om visokog rizika u 100% sluc¢ajeva, a nije bio prisutan u stanicama s
HPV-om niskog rizika (x* = 97,76; P < 0,001).

U aneuploidnim uzorcima je uclestalost HPV-a visokog rizika bila 88,6%,
statisti¢ki znacajno ¢e$éa u odnosu na 45% kod diploidnih uzoraka (x> = 20,79; P <
0,001). U skupini normalnog epitela svi su uzorci tkiva bili diploidni, u CIN-u 1 je bilo
10% aneuploidija, u CIN-u 2 16%, u CIN-u 3 41%, a u invazivhom je karcinomu bilo
70% aneuploidnih uzoraka (x> = 33,21; P < 0,001).

Uzorci u kojima je bio prisutan HPV visokog rizika imali su znacajno vise Ki-67
pozitivnih stanica, a te su stanice bile ¢eS¢e u srednjoj i gornjoj trecini epitela
(Kruskal-Wallis test, P < 0,001). Izmedu skupine s HPV-om niskog rizika i HPV
negativne skupine uzoraka nije bilo razlike u prisutnosti Ki-67 antigena. Kako je rastao
stupanj displazije, tako je postotak Ki-67 pozitivnih stanica rastao u srednjoj i gornjoj
trecini epitela (Kruskal-Wallis test, P < 0,001).
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Brojanjem Ki-67 pozitivnih stanica na 100 pm bazalne membrane i uz grani¢nu
vrijednost za CIN 2 + CIN 3 od >15 stanica, u 61 uzorku umjerene i tesSke displazije
bio je jedan lazno negativan nalaz (1,6%), a u 45 uzoraka s normalnim ili CIN 1
nalazom bio je jedan lazno pozitivan nalaz (2,2%). Racunanjem postotka Ki-67
pozitivnih stanica u srednjoj i gornjoj trecini epitela zajedno i uz prag normale od
33%, jedan od 61 (1,6%) CIN 2 ili CIN 3 slucajeva bio je ispod grani¢ne vrijednosti, tj.
lazno negativan. Takoder, samo je jedan od 45 (2,2%) normalnih ili CIN 1 slucajeva
bio iznad te granicne vrijednosti, odnosno lazno pozitivan. Mjereéi na oba nacina, to bi

odgovaralo osjetljivosti i specifi¢nosti od 98% za prognozu CIN 2/CIN 3 promjena.

Imunohistokemijsku ekspresiju Ki-67 antigena i p16™k

proteina, HPV status i
DNA ploidni status uvrstili smo u multivarijantnu analizu, u kojoj je patohistoloska
dijagnoza bila zavisna varijabla. Kada smo kao Ki-67 varijablu uzeli ukupan broj Ki-67
pozitivnih stanica na 100 um bazalne membrane, samo je Ki-67 bio znacajno povezan
s dijagnozom uz 97,2% tolno predvidenih nalaza (R> = 0,967; P = 0,013).
Izostavljanjem Ki-67 varijable iz logisti¢ke regresije, pojavila se ekspresija p16™K*
proteina kao varijabla statisti¢ki zna¢ajno povezana s patohistoloskim nalazom (R? =
0,470; P < 0,001; 82,1% toc¢no predvidenih nalaza). Izrazivsi bojenje na Ki-67
antigen kao postotak pozitivnih stanica u pojedinim tre¢inama cervikalnog epitela,
pokazalo se da su jedino postotci Ki-67 pozitivnih stanica u srednjoj i gornjoj trecini

epitela bili zna¢ajno povezani s patohistoloskom dijagnozom (R? = 0,811).

Zakljucak. Ucestalost infekcije HPV-om visokog rizika raste s tezinom
histoloSkih promjena u cervikalnom epitelu. Infekcija HPV-om niskog rizika nije
povezana s pojavom umjerene i teske displazije ili karcinoma cerviksa. p16™¢* je
biomarker infekcije HPV-om visokog rizika i pomaze pri razlikovanju dobrocudnih
reaktivnih lezija od displasti¢nih lezija. Odredivanje DNA ploidnog statusa proto¢nom
citometrijom metoda je koja pokazuje dobru specifi¢nost, ali nedovoljnu osjetljivost da

bi se mogla primijeniti za otkrivanje displasti¢nih promjena.

Imunohistokemijska analiza cervikalnog epitela brojanjem Ki-67 pozitivnih
stanica na 100 ym bazalne membrane i u pojedinim tre¢inama cervikalnog epitela je
vrlo osjetljiva i specificna metoda diferencijacije blage displazije (CIN 1) od umjerene i
teske displazije (CIN 2 i CIN 3). Ujedno je to i najtoCnija od istrazivanih metoda u
procjeni cervikalne intraepitelne neoplazije. Kombinacijom odredivanja HPV statusa,
DNA ploidnog statusa i imunohistokemijske ekspresije p16™K*? i Ki-67 nije mogude
postic¢i vecu tocnost predvidanja cervikalne intraepitelne neoplazije u odnosu na samu

6INK4a

imunohistokemijsku analizu bojenja na Ki-67 antigen ili p1 protein.
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VIII. SUMMARY

Ki-67, p16™%*2 and DNA ploidy in cervical precancerous lesions -

comparison with pathohistology and HPV status

Objective. To correlate the expression od Ki-67 antigen and p16™¥* protein and
DNA ploidy status with the presence of high-risk and low-risk HPV and with the
pathohistological diagnosis. Depending on these results to evaluate which parameter is
the best indicator of the presence of CIN 2 and CIN 3 and to analyze if more accurate
results in distinction of mild dysplasia (CIN 1) from moderate and severe dysplasia

(CIN 2 and CIN 3) can be accomplished by combining various biomarkers.

Materials and methods. The study group consisted of 111 cervical tissue
samples, including 30 CIN 1, 30 CIN 2, 31 CIN 3, and 20 samples of invasive
squamous cell carcinoma. Fifteen samples of normal cervical tissue served as the
control group. All samples were analyzed pathohistologically, by PCR for HPV group
typing, by flow cytometry for DNA ploidy status and immunohistochemically using

antibodies against Ki-67 antigen and p16™%*@ protein.

Results. In the group of normal samples there was no high-risk HPV positivity.
The proportion of high-risk HPV positives grew gradually reaching 90% in the CIN 3
and invasive cancer groups, but there was no low-risk HPV finding among CIN 2 and
CIN 3 cases (x*> = 71.75; P < 0.001). p16™¢*@ was not present in normal cervical
tissue and its occurence raised to 100% in CIN 3 and invasive cervical cancer (x> =
70.06; P < 0.001). All high-risk HPV cases and none of the low-risk HPV cases were
p16™%42 positive (x*> = 97.76; P < 0.001).

In tissue samples with aneuploidy high risk HPV was present in 88.6% cases,
which is significantly more frequent comparing with 45% in diploid samples (x*> =
20.79; P < 0.001). In the normal tissue group all samples were diploid and aneuploidy
was present in 10% of CIN 1 cases, 16% of CIN 2 cases, 41% of CIN 3 cases and

70% of invasive cancer cases (x* = 33.21; P < 0.001).

High-risk HPV positive cases exhibited significantly more Ki-67 positive nuclei per
100 ym basal membrane, which were more frequent in the middle and in the upper
third of the epithelium (Kruskal-Wallis test, P < 0.001). The differences in

immunostaining between low-risk HPV and HPV negative samples were not significant.
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The percentage of Ki-67 positive cells rose in the middle and in the upper third of the

epithelium with severity of the dysplasia (Kruskal-Wallis test, P < 0.001).

Counting total number of Ki-67 positive nuclei per 100 um basal membrane and
using the cutoff value for CIN 2 + CIN 3 of more than 15 cells, one of 61 (1.6%) cases
of moderate/severe dysplasia was false negative and one of 45 (2.2%) normal/CIN 1
cases was false positive. Calculating the percentage of Ki-67 positive cells in the
middle third and in the upper third layer of the epithelium, with the cutoff value of
more than 33% for moderate/severe dysplasia, one of 61 (1.6%) CIN 2/CIN 3 cases
was missed by Ki-67 immunohistochemistry. Also, only one of 45 (2.2%) normal/CIN
1 cases was above the cutoff value, meaning false positive. This would correspond to
sensitivity and specificity od 98% for CIN 2/CIN 3 using any of the two models of

calcualtion.

HPV status, DNA ploidy status, immunohistochemical expression of Ki-67 antigen

and p16iNke

protein were included in a multivariant analysis with pathohistological
diagnosis as dependent variable. With total number of Ki-67 positive nuclei per 100
um basal membrane as Ki-67 variable, only Ki-67 staining was significantly linked to
pathohistology with 97.2% of correct predictions (R? = 0.967; P = 0.013). Omitting
Ki-67 variable from logistic regression, p16™K4
significant with 82.1% of correctly predicted cases (R?> = 0.470; P < 0.001). Using the

percentage of Ki-67 positive cells in three epithelial layers as three independent

expression became statistically

variables in multivariant analysis, only the percentages of Ki-67 positive cells in the
middle third and in the upper third layer of the epithelium were significantly connected

with pathohistological diagnosis (R* = 0.811).

Conclusion. The incidence of the infection with high-risk HPV raises according to
the severity of histological changes in the cervical epithelium. Low-risk HPV infection
is not associated with moderate or severe displasia, or cervical cancer. p16™K* s a
biomarker of high-risk HPV infection, and is useful in the distinction of benign reactive
lesions from true displastic lesions. The determination of DNA ploidy status by flow
citometry is a very specific, but not an enough sensitive one to be useful in the

analysis of displastic changes in the cervical epithelium.

Immunohistochemical analysis of Ki-67 staining in cervical epithelium by
counting the total number of Ki-67 positive cells per 100 um basal membrane and the
percentage of these cells in three epithelial layers is a sensitive and specific method of
differentiation between CIN 1 and CIN 2/CIN 3 grades. The combination of HPV status,
DNA ploidy status and immunohistochemical expression of p16™%* protein and Ki-67
antigen is not better in the prognosis of cervical intraepithelial neoplasia compared to

6INK4a

the analysis of Ki-67 staining or p1 expression. Ki-67 immunostaining is the most
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accurate of the analyzed methods in the evaluation of cervical intraepithelial neoplasia
and can serve as a valuable adjunctive method for more accurate CIN grading in

routine practice.
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