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Triaza zensk s pozitivnim izvidom presejalnega testa HPV

s testom p16/Ki-67
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Povzetek

stopnje (PIL-NS).

ni¢nega vratu

Dvojno imunocitokemic¢no barvanje p16/Ki67 je obcutljiv in specificen test za odkrivanje predraka-
vih in rakavih sprememb materni¢nega vratu. Njegova vloga v presejalnih programih za odkrivanje
raka materni¢nega vratu zaenkrat Se ni dolo¢ena. Predvideva se, da bi lahko imel pomembno vlogo
v triazi zensk s pozitivnim izvidom presejalnega testa HPV in tudi v triazi zensk s citopatoloskimi
ocenami atipi¢ne plo3cate celice neopredeljene (APC-N) in plos¢atoceli¢na intrepitelijska lezija nizke

Kljucne besede: dvojno imunocitokemicno barvanje p16/ki-67, triazni test, presejanje raka mater-

Uvod

Zaradi uspesnega delovanja organiziranega drzav-
nega programa zgodnjega odkrivanja predrakavih
sprememb materni¢nega vratu (DP ZORA) se je in-
cidenca raka materni¢nega vratu v Sloveniji zmanj-
Sala skoraj za polovico. Leta 2003, ko se je program
zacel izvajati, je bila groba inciden¢na stopnja raka
materni¢nega vratu (RMV) 20,7. Dvanajst let kasne-
je, leta 2015, pa le $e 11,4 (1). To je izjemen uspeh
tako v slovenskem kot tudi v svetovnem merilu.

V Sloveniji in drugih deZelah z dobro razvito in
kakovostno citologijo se za odkrivanje predraka-
vih sprememb materni¢nega vratu uporablja ci-
topatoloska preiskava brisa materni¢nega vratu
(BMV). BMV je najuspesnejsi do sedaj uporabljeni
presejalni test sploh, vendar ima svoje slabosti in
omejitve. Dobre rezultate daje le v okoljih s kako-
vostno citologijo in z dobro razvitim sistemom za
zagotavljanje in nadzor kakovosti. V Sloveniji je
prav kakovostna citologija v drzavnem programu
ZORA pomembno pripomogla k zmanjsanju inci-
dence RMV. Slabost citopatoloske preiskave BMV
je, da sta obcutljivost in specifi¢nost za odkrivanje
predrakavih in rakavih sprememb na materni¢cnem
vratu odvisni od stopnje celi¢ne atipije, ki jo opre-
delimo s citopatolosko preiskavo. Za citopatoloske
ocene ploscatoceli¢na intraepiteliska lezija visoke
stopnje ali ve¢ (PIL-VS+) je verjetnost, da Zenska Ze
ima predrakave spremembe visoke stopnje CIN2+
dovolj velika, da opravicuje takojsnjo kolposkopi-
jo. TeZava so citopatoloske ocene plosc¢atoceli¢na
intraepitelijska lezija nizke stopnje (PIL-NS) in ati-
pi¢ne ploscate celice neopredeljene (APC-N), kjer
je verjetnost, da Zenska Ze ima CIN2+ premajhna,
da bi opravicevala takoj$njo kolposkopijo, obenem

pa je 5-letno tveganje za nastanek cervikalne in-
trepiteliske lezije in raka (CIN3+) 5,2 % in 2,6 %. To
tveganje je previsoko, da bi le na osnovi teh citopa-
toloskih ocen izkljucili CIN3+, zato je v teh primerih
potrebna dodatna diagnostika in dolgotrajno spre-
mljanje Zensk. V vecini drzav, kjer je presejalni test
citopatoloska preiskava BMV, se po oceni APC-N
in PIL-NS priporo¢a ponoven odvzem BMYV za cito-
patolosko preiskavo, testiranje na visoko tvegane
HPV, Ce je rezultat testiranja na HPV pozitiven pa
kolposkopija in biopsija s histolosko preiskavo (2).

V Sloveniji za triazo Zensk s citopatolosko oceno
APC-N in PIL-NS uporabljamo ponovni odvzem
BMV za citopatolosko preiskavo in triazni test na
visoko tvegane HPV z metodo Hibrid Capture 2 (3).
TriaZni test na visoko tvegane HPV je zelo obcutljiv,
vendar nespecificen, ker s testom ni mozno lociti
med prehodno okuzbo z visoko tveganim HPV,
ki spontano izzveni, in dolgotrajno okuzbo, ki je
povezana z razvojem predrakavih in rakavih spre-
memb na materni¢nem vratu (4). V primeru pozi-
tivnega testa na visoko tvegane HPV je test zato
potrebno ez eno leto ponoviti (3). Tak nacin dela
daje dobre rezultate, vendar je obremenjujo¢ za
Zenske in zdravstveni sistem, ker so potrebni Stevil-
ni obiski ginekologa in ponovitve testov. Poseben
problem predstavljajo tudi tesnoba, negotovost
in zaskrbljenost Zensk zaradi nejasnih rezultatov
testov. Zato v svetu potekajo Stevilne raziskave,
katerih glavni cilj je razviti obcutljiv in specificen
triazni test, s katerim bi za Zenske s citopatolosko
oceno APC-N in PIL-NS lahko zanesljivo ocenili tve-
ganje za CIN2+ (5). Imunocitokemi¢no barvanje
p16/Ki-67je eden od potencialnih triaznih testov,
ki veliko obetajo. Narejene so bile stevilne studije,
ki so pokazale, da je test nekoliko manj obcutljiv
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kot testiranje na visoko tvegane HPV, vendar veliko
bolj specifi¢en (2). Evropske smernice za presejanje
raka materni¢nega vratu uporabe triaznega testa
p16/Ki-67 zaenkrat Se ne priporocajo (6).

Dvojno imunocitokemi¢no barvanje p16/Ki-67

Proteina p16 in Ki-67 sta bioloska oznacevalca, ki se
v citologiji in histologiji Ze dalj ¢asa uporabljata za
diagnostiko predrakavih in rakavih sprememb na
materni¢nem vratu (5). V celicah s predrakavimi in
rakavimi spremembami se zaradi deregulacije celi¢-
nega ciklusa, ki je posledica dolgotrajne infekcije z
visoko tveganimi HPV, oba proteina kopicita. Njuno
prisotnost v celicah dokazemo z imunocitkemi¢no
oziroma imunohistokemi¢no metodo. S posame-
znim imunocitokemi¢nim barvanjem za prikaz pro-
teina p16 ali Ki-67 v BMV ne prikazemo le celic s pre-
drakavimi in rakavimi spremembami, ampak tudi
nekatere normalne celice ali celice z neneoplasti¢ni-
mi spremembami. Imunocitokemi¢no barvanje p16
je lahko pozitivno v endocervikalnih celicah in celi-
cah plosc¢atoceli¢ne in tubarne metaplazije, imuno-
citokemi¢no barvanje Ki-67 pa v normalnih celicah,
ki proliferirajo zaradi vnetnih in drugih reaktivnih
patoloskih sprememb. Specifi¢nost posameznega
dolocanja proteinov p16 in Ki-67 v vzorcih BMV je
zato slaba in neprimerna za klini¢no uporabo (7, 8).

Da bi premostili premajhno specifi¢nosti posame-
znega proteinskega oznacevalca p16 in Ki-67, so
razvili dvojno imunocitokemic¢no barvanje p16/Ki-

67, ki v BMV praviloma prikaze le celice s predraka-
vimi in rakavimi spremembami. Princip dvojnega
imunocitokemi¢nega barvanja je, da na eni celici
istocasno prikazemo izrazanje dveh razli¢nih anti-
genov (9).

V celicah, ki so transformirane zaradi infekcije z vi-
soko tveganimi HPV, se prekomerno izrazata tako
p16 kot tudi Ki-67 protein (Slika 1), v normalnih
celicah ali celicah z neneoplasti¢nimi sprememba-
mi pa le eden od obeh proteinov (Slika 2). Zato je
dvojno imunocitokemi¢no barvanje p16/Ki-67 po-
zitivno le v celicah, ki so neoplasti¢no transformi-
rane. Imunocitokemi¢no barvanje je pozitivno, ce
se jedro celice obarva rdece (Ki67), citoplazma pa
rjavo (p16). Za pozitiven test zadostuje le ena po-
zitivha celica (Slika 1). Morfoloske znacilnosti celic
pri interpretaciji rezultatov dvojnega imunocitoke-
mi¢nega barvanja p16/Ki-67 niso pomembne, zato
je ponovljivost rezultatov dobra. Dvojno imunoci-
tokemi¢no barvanje p16/Ki-67 je klinicno dobro
obcutljiv in specifi¢en test (9) .

Interpretacija rezultatov dvojnega imunocitoke-
mi¢nega barvanja p16/Ki-67 je bolj zahtevna od
interpretacije rezultatov drugih imunocitokemic-
nih barvanj, ki jih uporabljamo v citopatologiji.
Problem je ocena imunocitokemicnih reakcij v ce-
licnih skupinah in celicah, kjer je rezultat reakcije
Sibko pozitiven, zato je laboratorijske delavce, pre-
sejalce in citopatologe, ki bodo sodelovali pri inter-
pretaciji rezultatov dvojenga imunocitokemi¢nega

Slika 1. Pozitiven rezultat dvojnega imuncitokemi¢nega barvanja p-16/Ki-67. Imunocitokemi¢no barva-
nje je pozitivno, Ce se jedro celice obarva rdece, citoplazma pa rjavo (celica oznacena s puscico).
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Slika 2. Negativen rezultat dvojnega imuncitokemiénega barvanja p16/Ki-67. Imunocitokemi¢no barva-
nje je negativno, Ce se jedro in/ali citopazma celice obarva le rjavo ali le rdece (celica oznagena s puscico).

barvanja p16/Ki-67, potrebno ustrezno izobraziti. V
laboratorijih, kjer metodo uvajajo na novo, je po-
trebno vzpostaviti moznost konzultacij z ustanova-
mi, ki imajo s testom izkusnje in preverjeno dobre
rezultate (10, 11).

Moznosti uporabe testa p16/Ki-67 v
presejalnih programih za odkrivanje raka
maternic¢nega vratu

V literaturi najdemo Stevilne raziskave o mozni
uporabi dvojnega imunocitokemi¢nega barvanja
p16/Ki-67 za odkrivanje predrakavih in rakavih
sprememb na materni¢nem vratu v BMV. Raziska-
ve so bile narejene na kolposkopskih in presejalnih
populacijah, kjer so najpogosteje primerjali obcu-
tljivost in specifi¢nost testa p16/ Ki-67 za odkriva-
nje CIN2+ s citopatololoskim pregledom BMV in
testom na visoko tvegane HPV. Glavni zaklju¢ek
teh raziskav je, da je test p16/Ki-67 enako ali neko-
liko bolj obcutljiv kot citopatoloski pregled BMV,
specificnost testa pa je precej boljsa (12, 13).V pri-
merjavi z testom na visoko tvegane HPV pa je test
nekoliko manj obcutljiv in precej bolj specificen
(Tabela 1) (2, 12).

Rezultati do sedaj objavljenih raziskav so pokaza-
li, da bi dvojno imunocitokemi¢no barvanje p16/
Ki-67 lahko uporabili predvsem kot triazni test za
zenske s citopatolosko oceno APC-N ali PIL-NS v
BMV (Tabela 1) in kot triazni test za HPV-pozitivne
zenske (2, 13). Rezultati multicentri¢ne evropske
PALMS raziskave so pokazali, da bi test p16/Ki-67
lahko uporabljali tudi kot presejalni test predvsem
za mlajse Zenske, kjer testiranje na visoko tvega-
ne HPV ne daje dobrih rezultatov zaradi Stevilnih
prehodnih okuzb s HPV (Tabela 2) (12). Polman s
sodelavci je v nedavno objavljeni raziskavi poka-
zal, da bi test p16/Ki-67 lahko uporabljali kot test
ozdravitve za zenske po zdravljenju CIN2+ (14). Se-
koranja s sodelavci pa je pokazala, da bi test p16/
Ki-67 lahko uporabljali za triazo zensk z BMV s ci-
topatolosko oceno atipi¢ne ploscate celice, ni mo-
goce izkljuciti ploscatoceli¢ne intraepitelijske lezije
visoke stopnje (APC-VS) (15). Kljub velikemu Stevilu
objavljenih raziskav vloga testa p16/Ki-67 v prese-
jalnih programih za odkrivanje RMV $e ni dorecena.
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Tabela 1. Obcutljivost in specifi¢nost triaznega testa p16/Ki-67 in testa na visoko tvegane HPV za detekci-
jo CIN2+ pri zenskah s citolosko oceno APC-N in PIL-NS (prirejeno po viru 2).

Citopatoloska ocena/ | Stevilo g:ﬁ::ﬁzos t/specificnost Test HPV
Raziskava primerov « ) P Obcutljivost/specificnost (Cl)
PIL-NS
. 0,94 0,68 0.9 0,19
Schmidt etal. 45 (0,89-0,97) (0,62:0.73) (0,91-0,98) (0,15-0,24)
. 098 043 092 037
Loghavi etal. 2 (0,81-1,00) 0,32-0,55) (0,52-0,99) (0,21-0,56)
0,86 0,58 092 035
Wentzensen etal. 264 (0,78-0,92) (0,50-0,65) (0,84-0,96) (0,29-0,43)
0,88 0,51 092 036
Waldstrom et.al. 469 (0,80-0,93) (0,46-0,56) (0,84-0,96) (0,32-0,41)
APC-N
0,64 0,53
Edgerton etal. 63 (0,39-0,84) (0,39-0,66) / /

. 092 0,81 091 036
Schmidtetal. 361 (0,84-0,96) (0,76-0,85) (0,82-0,96) (0,31-0,42)
. 091 0,61 091 0,44
Loghavi et al. % (0,62-0,98) (0,51-0,71) (0,62-0,98) (0,34-0,55)

0,82 0,63 0,97 026
Wentzensen et al 140 (0,66-0,91) (0,53-0,71) (0,85-1,00) (0,18-0,35)

PIL-NS: ploscatoceli¢na intraepitelijska lezija nizke stopne, APC-N: atipi¢ne ploscate celice, najverjetneje neoplasti¢ne,
ICK: imunocitokemicne reakcije, HPV: ¢loveski papilomavirus (angl. Human papillomavirus, HPV), Cl: interval zaupanja

(angl. Confidence interval, Cl)

Tabela 2. Obcutljivost in specifi¢cnost dvojnega imunocitokemi¢nega barvanja p16/Ki-67, citopatoloske
preiskave BMV in testa na visoko tvegane HPV za CIN2+ v PALMS raziskavi (prirejeno po viru 2).

o s p16/Ki67 . " Test HPV
Starost | Stevilo . . Citopatologija v .
. Obcutljivost/specificnost Yy e — Obcutljivost/specificnost
(leta) primerov «) Obcutljivost/specificnost (Cl) «)
86,7 95,2 68,5 95,4
1865 25511 (81,1-90,9) (94,9-95,4) (61,2-75,0) (95,1-95,6) / /
89,4 92,0 71,9 92,6
18-29 6372 (80,2-94,6) (91,2-92,6) (59,8-81,5) (92,0-93,3) / /
30-65 19.205 84,7 96,2 65,9 96,3 933 93,0
(76,8-90,3) (95,9-96,5) (56,5-74,3) (96,0-96,5) (85,9-96,9) (92,6-93,4)

HPV: ¢loveski papilomavirus (angl. Human papillomavirus, HPV), Cl: interval zaupanja (angl. Confidence interval, Cl)

Zakljucek

Smernic za umestitev testa p16/Ki-67 v presejalne
programe za odkrivanje predrakavih in rakavih spre-
memb na materni¢nem vratu zaenkrat e ni. Vecina
raziskovalcev ga vidi kot mozen triazni test za zen-
ske s citopatolosko oceno APC-N in PIL-NS (Tabela
1) ali kot triazni test za HPV-pozitivne Zenske (2, 13).
Keisser s sodelavci je nedavno objavila metaanalizo
0 uporabnosti testa p16/Ki-67 za triaZiranje Zensk s
citopatolosko oceno APC-N in PIL-NS. Zakljucila je,
da rezultati do sedaj objavljenih raziskav ne zado-
$¢ajo, da bi test lahko zaceli uporabljati v presejal-
nih programih. Meni, da bodo potrebne nadaljnje

strogo nacrtovane prospektivne raziskave, ki bodo
pokazale, ali je test res boljsi od testa na visoko tve-
gane HPV. Poleg tega Keisserjeva predvideva, da bo
glavni javnozdravstveni doprinos uporabe testa v
zmanjsanju Stevila diagnosti¢nih postopkov in po-
tencialno v preprecevanju prekomernega zdravlje-
nja. Na zmanjsanje umrljivosti za rakom materni¢ne-
ga vratu uporaba testa najverjetneje ne bo vplivala
(2). 1zsledki nedavno objavljene ATHENA raziskave
pa so potrdili, da je dvojno imunocitokemi¢no bar-
vanje p16/Ki-67 boljsi triazni test za HPV-pozitivne
zenske kot citopatoloski pregled BMV (16). Vloga
testa p16/Ki67 v primarnem HPV presejanju med
strokovnjaki zaenkrat $e ni bila dorecena.
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