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EVALUACIJA P16'N*A PROTEINA KAO BIOMARKERA ZA
CERVIKALNU INTRAEPITELNU NEOPLAZIJU I SKVAMOCELULARNI

KARCINOM GRLICA MATERICE

Biljana Pordevi¢ i Nikola Zivkovic¢

Udruzenost infekcije humanim papiloma virusima (HPV) i cervikalne intraepitelne
neoplazije (CIN) dobro je poznata. Interakcija HPV proteina sa ¢elijskim regulatornim
proteinima dovodi do ushodne regulacije 16™K**, Cilj rada bila je evaluacija p16INK4
proteina kao biomarkera za CIN lezije i skvamocelularni karcinom na biopsijskim
uzorcima bolesnica koje su bile podvrgnute biopsiji grlica materice zbog nenormalnog
citoloskog nalaza.

Autori su analizirali biopsijske uzorke 50 bolesnica sa CIN lezijama i invazivnhim
skvamocelularnim karcinomom grli¢éa materice. Ekspresija p16™“* u CIN lezijama i
invazivnom skvamocelularnom karcinomu grlica materice analizirana je imunohisto-
hemijski upotrebom monoklonskog anti- p16™*** antitela.

Analizirano je ukupno 50 bolesnica sa CIN lezijama i invazivnim skvamocelularnim
karcinomom grli¢a materice prose¢nog starosnog doba 40.2+11.5 godina (opseg 20-74
godine). CIN I lezije nadene su kod 27 (54%), CIN II/CIN III lezije kod 9 (18%) i
invazivni skvamocelularni karcinom kod 14 (28%) bolesnica. Razlike u ekspresiji p16™K**
izmedu CIN I lezija, CIN II/CIN III lezija i invazivhog skvamocelularnog karcinoma bile
su statisticki znacajne (p<0.0001). Ekspresija p16INK4A pokazivala je nisku senzitivnost
(7%), specificnost (8%), pozitivhu prediktivhu vrednost (8%) i negativnu prediktivhu
vrednost (7%) za CIN I. Senzitivnost, specificnost, pozitivnha prediktivha vrednost i
negativna prediktivna vrednost p16™K** iznosile su 78%, 61%, 30% i 93% za CIN II/CIN

III i 100%, 75%, 61% i 100% za skvamocelularni karcinom.
Rezultati ove studije ukazuju da p16™K* protein moZe biti senzitivni biomarker za
CIN II/CIN III lezije i invazivni skamocelularni karcinom grlica materice. Acta Medica

Medianae 2011,;50(2):29-33.
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Uvod

Incidencija i stopa smrtnosti od raka grli¢a
materice dramati¢no je smanjena posle uvodenja
citoloskog skrininga primenom Papanicolaou (Pap)
testa (1). Bethesda sistem za interpretaciju
nalaza Pap razmaza ustanovio je ujednacenije
dijagnosticke kriterijume i smanjio greske u inter-
pretaciji cervikalne citologije (2).

Poslednja revizija Bethesda sistema razlikuje
Cetiri kategorije nenormalnosti u cervikalnim skva-
moznim celijama, ukljucujuci atipi¢ne skvamozne
Celije (atypical squamous cells - ASC), skvamozne
intraepitelne lezije niskog gradusa (low-grade
squamous intraepithelial lesions - LSIL), skva-
mozne intraepitelne lezije visokog gradusa (high-
grade squamous intraepithelial lesions - HSIL) i
skvamocelularni karcinom (2). U histopatologiji,
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skvamocelularni karcinom,

CIN (cervikalna intraepitelna neoplazija) termi-
nologija deli prekursore skvamocelularnog karci-
noma u tri grupe: CIN I, CIN II i CIN III. U stvari,
LSIL odgovara CIN I leziji, a HSIL odgovara CIN
II i CIN III lezijama (3).

Humani pailloma virus (HPV) je najvazniji
etioloSki agens u patogenezi CIN lezija i cervi-
kalnog karcinoma. Nedavno je pokazano da je
perzistentna HPV infekcija nephodna za morfo-
loSke promene u skvamoznim dcelijama grli¢a
materice (4). Integracija HPV DNA u genom
epitelnih celija grlica materice moZe da dovede
do nenormalne ekspresije nekih celijskih proteina
kao $to je p16MK*A, Smatra se da je p16MNK*A
protein surogat marker za HPV tipove visokog
onkogenog rizika, a prekomerna ekspresija p16™M«*A
ustanovljena je u CIN lezijama i invazivhom
karcinomu grlica materice (5-10).

Cilj rada

Cilj rada bila je evaluacija p16™* proteina
kao biomarkera za CIN lezije i skvamocelularni
karcinom na biopsijskim uzorcima bolesnica koje su
bile podvrgnute biopsiji grlica materice zbog
nenormalnog citoloSkog nalaza.
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Bolesnice i metode

Retrospektivno istrazivanje sprovedeno je
kod 50 bolesnica sa citoloskim dijagnozama ASC-
US, LSIL, HSIL i invazivni skvamocelularni karci-
nom koje su bile podvrgnute kolposkopiji i ciljanoj
biopsiji grlica materice u Klinici za ginekologiju i
akusSerstvo u NiSu u periodu januar 2008 -
decembar 2010. godine.

Citoloskii nalazi bolesnica klasifikovani su
prema Bethesda (2001) klasifikaciji (3).

HistopatoloSka analiza rutinski obradenih
uzoraka grliéa materice obojenih standardnom
hematoksilin-eozin metodom i imunohistohemijska
analiza za p16™“** uradene su u Institutu za
patologiju Medicinskog fakulteta Univerziteta u
Nisu.

Za detekciju p16™K* korid¢eno je misje
monoklonsko anti-p16™** antitelo (Clone 6H12,
IgG2b / Newcastle) u razblaZzenju 1:40 i stan-
dardna ABC (Avidin-Biotin Complex) metoda prema
uputstvu proizvodaca (Dako LSAB2R system-HRP).

Imunohistohemijska reakcija za p16MK*
protein bila je prisutna u jedru i/ili citoplazmi celija.
Procena ekspresije p16™** proteina vriena je
samo u jedrima celija. Imunohistohemijski nalazi
klasifikovani su kao p16™*** negativni (ukoliko je
<10% jedara bilo obojeno) ili p16™K* pozitivni
(ukoliko je >10% jedara bilo obojeno).

Za statisticku obradu podataka korisc¢eni su
programi Excel 2000 i Statcal. Dobijeni rezultati
su predstavljeni kao aritmeticka sredina, stan-
dardna devijacija, interval varijacije (minimum-
maksimum) i indeks strukture (%). Procena zna-
cajnosti utvrdenih razlika vrSena je x2 testom.
Razlike su smatrane znacajnim za vrednost p<0,05.

Vrednosti za senzitivnost, specificnost,
pozitivhu prediktivnu vrednost i negativhu predik-
tivhu vrednost imunohistohemijskog nalaza u
odnosu na histopatoloski nalaz odredene su na
slededi nadin: senzitivhost = stvarno pozitivni nalazi
/ (stvarno pozitivni nalazi + lazno negativni nalazi);
specificnost = stvarno negativni nalazi / (stvarno
negativni nalazi + lazno pozitivni nalazi); pozitivha
prediktivha vrednost = stvarno pozitivni nalazi /
(stvarno pozitivni nalazi + lazno pozitivni nalazi);
i negativha prediktivha vrednost = stvarno
negativni nalazi / (stvarno negativni nalazi +
lazno negativni nalazi).

Rezultati

Ispitivano je ukupno 50 bolesnica starosti
od 20 do 74 godine. ProseCna starost bolesnica
bila je 40,2+11,5 godina.

U Tabeli 1 prikazana je distribucija citoloskih i
histopatoloskih nalaza. Citoloski nalazi su klasi-
fikovani kao ASC-US kod 5 (10%) bolesnica. LSIL
(CIN I) lezije nadene su kod 20 (40%) bolesnica
pri citoloSkom pregledu i 27 (54%) bolesnica pri
histopatoloskom pregledu. Kod 18 (36%) boles-
nica citoloski su verifikovane HSIL lezije, a kod 9
(18%) bolesnica histopatoloski su verifikovane
30

HSIL (CIN II/CIN III) lezije. Skvamocelularni karci-
nom je naden kod 7 (14%) bolesnica pri cito-
loSkom pregledu i 14 (28%) bolesnica pri histo-
patoloSkom pregledu.

Imunohistohemijskom analizom utvrdena je
pozitivna jedarna ekspresija p16™*** kod 7,41%
CIN I (LSIL) lezija, 77,78% CIN II/CIN III (HSIL)
lezija i 100% invazivnih skvamocelularnih karcinoma
grlica materice (Slike 1-3, Tabela 2). Ove razlike
bile su statistic¢ki znacajne (x2 test, p<0,0001).

Tabela 1. Citoloski i histopatoloski nalaz

Nalaz N (%)
Citoloski nalaz
ASC-US 5 (10)
LSIL 20 (40)
HSIL 18 (36)
Karcinom 7 (14)
Histopatoloski nalaz
CIN I (LSIL) 27 (54)
CIN II/CIN III (HSIL) 9 (18)
Karcinom 14 (28)

ASC-US - atypical squamous cells of undetermined signifi-
cance (atipi¢ne skvamozne Celije nepoznatog znacaja);
LSIL - low grade squamous intraepithelial lesion (skvamozna
intraepitelna lezija niskog gradusa);

HSIL - high grade squamous intraepithelial lesion (skva-
mozna intraepitelna lezija visokog gradusa);

CIN - cervikalna intraepitelna neoplazija

Tabela 2. Histopatoloski nalaz i ekspresija 16INK4A

i3 INK4A 2
Histopatoloski Ekspres.lj.a p16 - X test
nalaz Ukupno|Pozitivha |Negativna )
N N (%) N (%) P
CIN I (LSIL) 27 2 (7,41) P5(92,59)
CIN II/CIN III
(HSIL) 9 7 (77,78) |2 (22,22) | <0.0001
Karcinom 14 14 (100) 0 (0)
Ukupno 50 23 (46) | 27 (54)

LSIL - low grade squamous intraepithelial lesion
(skvamozna intraepitelna lezija niskog gradusa);
HSIL - high grade squamous intraepithelial lesion
(skvamozna intraepitelna lezija visokog gradusa);
CIN - cervikalna intraepitelna neoplazija

Tabela 3. Senzitivnost, specificnost, pozitivha
prediktivna vrednost i negativna prediktivna vrednost
p16INK4A zavisno od histopatoloske dijagnoze

Histopatoloska dijagnoza
LSIL LSIL LSIL
(CINI) (CINI) (CINI)
N=27 N=27 N=27
Senzitivnost 7% 78% 100%
Specificnost 8% 61% 75%
Pozitivna prediktivna 8% 30% 61%
vrednost
Negativna prediktivna 7% 93% 100%
vrednost

LSIL - low grade squamous intraepithelial lesion (skva-
mozna intraepitelna lezija niskog gradusa);

HSIL - high grade squamous intraepithelial lesion (skva-
mozna intraepitelna lezija visokog gradusa);

CIN - cervikalna intraepitelna neoplazija
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Slika 1. Negativna ekspresija p16™<** u CIN I leziji
(LSAB, x400)

Slika 2. Pozitivna ekspresija p16INK4A u CIN III leziji
(LSAB, x400)

Slika 3. Pozitivna ekspresija p16INK4A u
skvamocelularnom karcinomu (LSAB, x400)

U Tabeli 3 prikazane su vrednosti za senzi-
tivnost, specifi¢nost, pozitivhu prediktivnu vrednost
i negativhu prediktivnu vrednost p16™<#A
zavisnosti od histopatoloske dijagnoze. Ekspresija
p16MNK* pokazivala je nisku senzitivhost (7%),
specificnost (8%), pozitivnu prediktivhu vrednost

(8%) i negativhu prediktivhu vrednost (7%) za
CIN I (LSIL) lezije. Nasuprot tome, senzitivnost,
specificnost, pozitivha prediktivna vrednost i
negativha prediktivna vrednost p16™K** iznosile
su 78%, 61%, 30% i 93% za CIN II/CIN III (HSIL)
lezije i 100%, 75%, 61% i 100% za invazivni
skamocelularni karcinom.

Diskusija

Pojavi invazivhog skvamocelularnog karci-
noma grlica materice prethode prekarcerozne
lezije koje se nazivaju cervikalne intraepitelne
neoplazije (CIN). Prema tezini, CIN lezije su pode-
ljene na CIN I, CIN II i CIN III. Danas se smatra
da CIN II i CIN III lezije nastaju kao posledica
perzistentne infekcije HPV tipovima visokog
onkogenog rizika, ali i u prisustvu bakterijske
vaginoze (11). Kod perzistentnih HPV infekcija,
HPV DNA je integrisana u DNA celija domacina
(4). Integracija virusne DNA u genom epitelnih
Celija grlica materice dovodi do poremecaja u
ekspresiji nekoliko celijskih proteina. Jedan od njih
je i p16™*** protein koji regulide éelijski ciklus.

Postoje razli¢iti podaci koji se odnose na
ekspresiju p16™K** u CIN lezijama i invazivnom
karcinomu grlica materice (12-29). Prema poda-
cima, p16INK4A je eksprimiran kod 0-100% LSIL
(CIN 1) lezija, 45-100% HSIL (CIN II/CIN III)
lezija i 93%-100% invazivnih karcinoma grli¢a
materice. U ovoj studiji, ekspresija p16™NK*A
nadena je kod 77,78% HSIL (CIN II/CIN III)
lezija i 100% invazivnih skamocelularnih karci-
noma grlica materice. Takode, ekpresija p16™K**
nadena je kod 7,41% LSIL (CIN I) lezija. Sli¢ne
rezultate zabeleZili su Haidopoulos i sar. (26),
koji su utvrdili ekspresiju p16™** kod 6,07%
LSIL (CIN I) lezija.

U ovoj studiji, senzitivhost ekspresije
p16INK4A u detekciji CIN II/CIN III lezija i
invazivnog skvamocelularnog karcinoma grlica
materice bila je visoka (75% za CIN II/CIN III
lezije i 100% za invazivni skvamocelularni karci-
nom). Nasuprot tome, senzitivhost ekspresije
p16™M%*A y detekciji CIN I lezija bila je niska
(7%). Specificnost ekspresije p16INK4A za CIN I
lezije, CIN II/CIN III lezije i invazivni skvamo-
celularni karcinom iznosila je 8%, 61% i 75%.
Pozitivha prediktivna vrednost ekspresije p16™N<#A
bila je 8% za CIN I lezije, 30% za CIN II/CIN III
lezije i 61% za invazivni skvamocelularni karcinom.
Negativna prediktivha vrednost ekspresije p16™K*A
za CIN I lezije, CIN II/CIN III lezije i invazivni
skvamocelularni karcinom grlica materice iznosila
je 7%, 93% i 100%.

Zakljucak
Na osnovu rezultata ovog istrazivanja zaklju-
geno je da p16™ ** protein mozZe biti senzitivni

biomarker za CIN II/CIN III lezije i invazivni
skvamocelularni karcinom grli¢a materice.
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EVALUATION OF P16™“A PROTEIN AS A BIOMARKER FOR
CERVICAL INTRAEPITHELIAL NEOPLASIA AND SQUAMOUS CELL
CARCINOMA OF THE UTERINE CERVIX

Biljana Pordevi¢ and Nikola Zivkovié

The association of human papilloma virus (HPV) infection and cervical intraepithelial
neoplasia (CIN) is well known. Interaction of HPV proteins with cellular regulatory
proteins leads to up regulation of p16™X**, The aim of this study was to evaluate p16™**
protein as a biomarker for CIN lesions and squamous cell carcinoma on biopsy
specimens of patients who underwent biopsy of the uterine cervix due to abnormal
cytological finding.

The authors analyzed biopsies from 50 patients with CIN and invasive squamous cell
carcinoma of the uterine cervix. Expression of p16™K** in CIN and invasive squamous cell
carcinoma was immunohistochemically analyzed by using monoclonal anti-p16™<*
antibody.

A total of 50 patients with CIN and invasive squamous cell carcinoma of the uterine
cervix (mean age 40.2+11.5 years, range 20-74 years) were analyzed. CIN I lesions
were found in 27 (54%), CIN II/CIN III lesions in 9 (18%), and invasive squamous cell
carcinoma in 14 (28%) patients. Differences in the expression of p16™** between CIN I,
CIN II/CIN III and squamous cell carcinoma were statistically significant (p<0.0001).
Expression of p16™K** showed low sensitivity (7%), specificity (8%), positive predictive
value (8%), and negative predictive value (7%) for CIN I. Sensitivity, specificity,
positive predictive value, and negative predictive value of p16™** were 78%, 61%,
30%, and 93% for CIN II/CIN III, and 100%, 75%, 61%, and 100% for squamous cell
carcinoma, respectively.

Results of this study suggest that p16™** protein may be a sensitive biomarker for
CIN II/CIN III lesions and invasive squamous cell carcinoma of the uterine cervix. Acta
Medica Medianae 2011,50(2):29-33.
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