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SAZETAK. Cilj istrafivanja. Utvrditi postoji li razlika u ekspresiji proteina p16™<* u uzorcima nepromijenjenog, meta-

plasti¢nog i atrofi¢nog epitela te u razli¢itim stupnjevima epitelne displazije i invazivnom karcinomu cerviksa, te postoji
li povezanost izmedu ekspresije proteina proteina p16™~<** i infekcije humanim papiloma virusom (HPV), poglavito
infekcije visoko rizi¢nim sojevima HPV-a. Materijal i metode. Imunoihistokemijski je analizirana pojavnost proteina
p16 ™ 4 50 bioptickih uzoraka vrata maternice, od Gega 10 uzoraka neneoplasti¢nog epitela te po 10 uzoraka razlicitog
stupnja displazije i invazivnog karcinoma cerviksa. Na svim uzorcima prethodno je napravljeno testiranje na prisutnost
HPV DNK. Rezultati. Niu jednom od uzoraka vrata maternice na ¢ijoj povrsini se nalazio nepromijenjeni, metaplasti¢ni,
ili atrofi¢ni epitel, nije nadena ni HPV infekcija ni pozitivno bojenje na protein p16™<**. Od 10 uzoraka u kojih je postav-
liena dijagnoza CIN 1, u sedam je dokazana HPV infekcija, a samo su dva bila pozitivna nakon bojanja s p16™<* antitije-
lom. U oba ova uzorka dokazan je HPV visokog stupnja rizika (VR HPV). Od10 uzoraka s dijagnozom CIN 2, VR HPV je
dokazan u sedam i u svima je nadena pozitivna ekspresija proteina p16 “***. U dva od tih uzoraka u kojima nije dokazana
HPV infekcija, nadeno je pozitivno bojanje na protein p16™***. Analizom 10 uzoraka s dijagnozom CIN 3, VR HPV je
naden u osam i u svima je nadena pozitivna ekspresija proteina p16™<*. U jednom od dva HPV negativna uzorka nadeno
je pozitivno bojanje na p16™%**. Analizom 10 uzoraka s dijagnozom invazivnog karcinoma cerviksa, u sedam u kojima je
postojao VR HPV, nadeno je pozitivno bojanje na p16™<*. Pozitivno bojanje na protein nadeno je i u dva od tri negativna
uzorka. Zakljucak. Protein p16™ * se ne pojavljuje u epitelu bez displastidnih promjena, a udestalost pojavljivanja mu se
povecava sa stupnjem displazije. Porastom stupnja displazije raste i u¢estalost infekcije HPV-om visokog stupnja rizika.
Imunohistokemijska detekcija proteina p16™** u biopti¢kim uzorcima cerviksa je dobar indikator infekcije HPV-om
visokog stupnja rizika, iako postoje pojedinagni uzorci u kojima je imunohistokemijski dokazan p16™<* a nije dokazana
virusna infekcija. Prema rezultatima ovog istraZivanja, imunohistokemijsko bojanje na protein p16™** pokazuje svoju
vrijednost u interpretaciji biopti¢kih cervikalnih uzoraka. Ovo je preliminarni rad, te su prikazani rezultati dio veceg
istrazivanja koje slijedi.
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SUMMARY. Aim. To establish the existence of a difference between the p16™* protein expression in the samples of
unchanged, metaplastic and atrophic cervical epithelial tissue and in different levels of epithelial dysplasia and invasive
cervical carcinoma, as well as to establish whether there is a connection between the p16™<* protein expression and the
Human Papilloma Virus (HPV) infection, mainly from the high-risk group. Material and methods. The appearance of
p16INK4a protein in 50 bioptic samples of cervix has been analysed, out of which 10 samples have been of non-neoplas-
tic cervical epithelial tissue, and 10 samples of each of three cervical dysplasia level, as well as of invasive cervical carci-
noma. All samples were previously tested for HPV DNA. Results. Not one of cervical samples with unchanged,
metaplastic and atrophic epithelial tissue, contained either HPV infection or a positive staining on p16™<* protein. Out of
10 samples which had CIN 1 diagnosis, 7 were proven to be HPV infected, and only 2 were positive after the colouring on
p16™% Both of these samples were proven to contain high-risk HPV infection (HR HPV). Out of 10 samples which had
CIN 2 diagnosis, 7 were proven to contain HR HPV and in all of these samples a positive p16™%* protein expression was
found. In two out of three samples which were not proven to be HPV infected, there was a positive staining on p16™<*
protein. Analysing the samples which had CIN 3 diagnosis, HR HPV was found in 8, and in all of these samples a positive
p16™% protein expression was found. In one out of two HPV negative samples a positive staining on p16™~* protein
was found. In the analysis of 10 samples with invasive cervical carcinoma diagnosis, in 7 containing HR HPV a positive
staining on p16™** protein was found. A positive staining on pl16™* protein was also found in two out of three HPV
. . INK4a . . . . . . .
negative samples. Conclusion. The p16 protein does not appear in the epithelial tissue without dysplasia changes,
and the frequency of its appearance increases with the dysplasia grade. With the increase in the dysplasia level, the
frequency of HR HPV infection gets higher. The p16™*** protein is a good virus-infection indicator, although there are
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cases of this protein’s appearance without the infection. According to the results of this research, immunohistochemical
colouring on p16™** protein shows its value in the cytological and bioptical cervical samples’ interpretation. This is a
preliminary work and displays the results of the majority of the incoming research.

Uvod

HPV je virus iz porodice Papova viridae s dvolan-
¢anom episomalnom DNK. Podtipovi se dijele u 3 sku-
pine: sojevi niskog onkogenoga rizika (6, 11,42, 43, 44)
su uglavnom izolirani iz benignih promjena kao $to su
kondilomi, koji rijetko maligno progrediraju. Sojevi
srednjeg 1 visokog rizika (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58) pronadeni su u 77% skvomoznih intraepitel-
nih lezija (SIL) visokog stupnja (CIN 21 CIN 3) i u 84%
invazivnih lezija.! U epitelnim stanicama HPV izaziva
karakteristi¢ne stani¢ne promjene tj. perinuklearnu va-
kuolizaciju uz angularni pleomorfizam jezgara — koilo-
citozu. Takve se stanice smatraju tipi¢énim znakom HPV
infekcije.?

Protein p16™%% je inhibitor ciklin-ovisne kinaze koja
usporava stani¢ni ciklus.’ Inaktivacija pRb onkoprotei-
nom HPV E7 rezultira pove¢anom ekspresijom p16™<4,
pa detekcija poviSene razine ovog proteina moze pred-
stavljati specifi¢an i osjetljiv biomarker za stanice s ak-
tivnom produkcijom virusnih onkogena. Ve¢ je 1998.
godine Sano* u svojem radu ukazao na znacaj proucava-
nog proteina, a u svojim radovima su Tsuda® i Wang i
sur.® predlozili da bi bojenje na protein p16™4 trebalo
postati dio standardnog protokola u obradi displazija.

Cilj istrazivanja je primjenom metoda imunohistoke-
mije u bioptickim uzorcima vrata maternice obojenim
antitijelom na protein p16™&4 utvrditi:

1. ekspresiju proteina pl6™*4* u nepromijenjenom,
atrofi¢nom i metaplasti¢nom cervikalnom epitelu,

2. ekspresiju proteina pl6™ u bioptickim uzorcima
preinvazivnih lezija cerviksa (CIN 1, CIN 21 CIN 3),

3. ekspresiju proteina p16™%4 u biopti¢kim uzorcima
invazivnog karcinoma cerviksa,

4. postoji li razlika u ekspresiji proteina pl6™** u
analiziranim uzorcima, i

5. postoji li povezanost izmedu ekspresije proteina
pl6™*= i HPV infekcije, poglavito infekcije
HPV-om iz visoko rizi¢ne skupine.

Ispitanice i metode

Analizirano je 50 bioptickih uzoraka vrata maternice
izabranih iz arhiva Klini¢kog zavoda za patologiju,sud-
sku medicinu i citologiju KB Split. Izabrano je 10 nene-
oplasti¢nih uzoraka, 30 uzoraka s preneoplasti¢nim pro-
mjenama epitela (po 10 uzoraka s dijagnozama CIN 1,
CIN 21 CIN 3) i 10 uzoraka u kojih je postavljena dija-
gnoza invazivnog karcinoma ploc¢astih stanica.

Tkivo za histolosku analizu fiksirano je 24 sata u 4%
puferiranom formalinu. Nakon fiksacije i obrade ukla-
pano je u parafin. Parafinski blokovi su rezani u rezove
debljine 3—5 mikrometara i zatim su bojani standardnom
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metodom hemalaun-eozin i imunohistokemijski primje-
nom monoklonskih protutijela za protein pl6™K#
(DAKO, Glostrup, Denmark, CINtec TMp16™%4), pre-
ma uputi proizvodaca. Pri bojenju na protein pl16™k4
kao pozitivna kontrola su koristeni rezovi karcinoma
cerviksa. Prilikom bojenja uvijek je uradena i negativna
kontrola (proveden je cijeli postupak bojenja preparata,
ali je izostavljeno primarno protutijelo). Imunoreaktiv-
nost na protein p16™** je procjenjivana nalazom smede
obojenosti jezgara i/ili citoplazmi.

Na svim je uzorcima uklopljenim u parafin izolirana
genomska DNA. Nakon amplifikacije DNA lan¢anom
reakcijom polimeraze provedena je detekcija visokori-
zi¢nih 1 niskorizi¢nih sojeva kori§tenjem standardnih re-
agensa PCR Human Papilloma Virus Typing Set (TaKa-
Ra, Shiga, Japan). Analiziran je 51 biopti¢ki uzorak vra-
ta maternice od Cega:

* Cetiri uzorka bez patoloskih promjena,

* Cetiri uzorka s metaplasticnim cervikalnim epite-
lom,

* tri uzorka s atrofi¢nim cervikalnim epitelom,

* po deset uzoraka sa dijagnozom CIN 1,CIN 2 i
CIN3i

* desetuzoraka s dijagnozom invazivnog karcinoma.

Rezultati

Raspodjela rezultata imunohistokemijskog bojenja na
protein p16™X# j rezultata testiranja na HPV u ispitiva-
nim uzorcima prikazana je u tablici 1.

Ni u jednom od uzoraka vrata maternice na ¢ijoj se
povrsini nalazio nepromijenjeni, metaplasti¢ni ili atro-

Tablica 1. Pojavnost HPV-a i ekspresija proteina p16™<* u analiziranim
uzorcima

Table 1. Incidence of HPV and expression of protein p16™<* in analysed
samples
HPV ple™*®
Neg. Pos.

VR* NR#* Neg. Pos.
Nepromijenjeni epitel ~ 4/4 0/4 0/4 4/4 0/4
(n=4) (100%)  (0%) (0%)  (100%)  (0%)
Metaplasti¢ni epitel Ya 0/4 YVa 4/4 0/4
(n=4) (75%)  (0%)  (25%) (100%) (0&)
Atrofi¢ni epitel 3/3 0/3 0/3 3/3 0/3
(n=3) (100%)  (0%) (0%)  (100%)  (0%)
CINI 3/10 4/10 3/10 8/10 2/10
(n=10) (30%)  (40%) (30%)  (80%)  (20%)
CIN II 3/10 7/10 0/10 1/10 9/10
(n=10) 30%) (70%)  (0%)  (10%)  (90%)
CIN III 2/10 8/10 0/10 1/10 9/10
(n=10) (20%)  (80%)  (0%)  (10%)  (90%)
Invazivni karcinom 3/10 7/10 0/10 1/10 9/10
(n=10) 30%) (70%)  (0%)  (10%)  (90%)

* VR: visoki rizik — high risk; ** NR: niski rizik — low risk
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fiéni epitel nije nadena ni HPV infekcija niti pozitivno
bojenje na protein p16™k4,

Od 10 uzoraka kod kojih je postavljena dijagnoza
CIN 1, u sedam je dokazana HPV infekcija, a samo su
dva bila pozitivna nakon bojanja na p16™&4, U oba ova
uzorka dokazan je HPV visokog stupnja rizika.

0d 10 uzoraka s dijagnozom CIN 2, VR HPV je doka-
zan u sedam i u svima je nadena pozitivna ekspresija
proteina p16™*#. U dva od tri uzorka u kojima nije do-
kazana HPV infekcija nadeno je pozitivno bojenje na
protein p16™k4a,

Analizom 10 uzoraka s dijagnozom CIN 3, VR HPV
jenaden u osam i u svima je prisutna pozitivna ekspresi-
ja proteina pl6™“ U jednom od dva HPV negativna
uzorka nadeno je pozitivno bojanje na p16™<4,

Analizom 10 uzoraka s dijagnozom invazivnog karci-
noma cerviksa, u sedam je naden VR HPV te pozitivno
bojenje na p16™&4, Pozitivno bojanje na protein nadeno
jeiudva od tri negativna uzorka.

Rasprava

Maligni tumori vrata maternice se u zena nalaze na
tre¢em mjestu ucestalosti odmah iza karcinoma dojke i
kolorektalnog karcinoma®. Uvidom u Registar za rak
Republike Hrvatske za 2000. godinu prosje¢na ucesta-
lost je bila 43,8 na 100000 Zena, uz postojanje porasta
ucestalosti.” Posljednja dva desetljeéa sve su ucestaliji
izvjestaji o porastu prevalencije premalignih lezija vrata
maternice u mladih Zena i adolescentica §to poveéava
vaznost pravodobne dijagnoze i odgovarajuce terapije.'”
HPV, kao spolno prenosivi uzro¢nik je prepoznat kao
glavni ¢imbenik cervikalne kancerogeneze. Naime, nje-
govom integracijom u genom stanice domacina dolazi
do ekspresije dva virusna onkogena, E6 1 E7, koji inhibi-
raju aktivnost proteina p53 i pRb. Razli¢iti karcinomi s
mutacijom, delecijom ili inaktivacijom pRb pokazuju
pojacanu ekspresiju p16™4, zbog ¢ega je prihvacena te-
orija o njihovom reciproénom odnosu.'" Zbog toga bi
detekcijom ovoga proteina mogli dijagnosticirati intrae-
pitelne promjene s visokim rizikom za progresiju, zbog
ekspresije virusnih onkogena i visokog stupnja genetske
nestabilnosti.” Ipak, postoje i istraZivanja koja govore o
smanjenoj ekspresiji p1 6™ u odnosu na stanice nepro-
mijenjenog epitela.*

Ovim istrazivanjem htjeli smo ispitati pojavnost pro-
teina p 1 6™%4 u razli¢itim stupnjevima stani¢ne displazi-
je i njegovu povezanost s HPV infekcijom. Nepromije-
njeni, metaplasti¢ni i atrofi¢ni epitel ne pokazuju eks-
presiju pl6™*4 12 Agoffi sur." su dokazali da ekspresija
pl6™&4 ne ovisi o stupnju upalnih promjena ni o hor-
monskom statusu zene. Odsutnost ovoga proteina u epi-
telu bez displasti¢nih promjena tumaci se reciproénom
inaktivacijom p16 i pRb, kojom aktivirani pRb inhibira
transkripciju p16™K4,

U ovom radu analizirana su Cetiri uzorka nepromije-
njenog epitela, Cetiri uzorka metaplasti¢nog epitela i tri

uzorka atrofi¢nog epitela. U samo jednom uzorku je
detektiran NR HPV dok su drugi uzorci bili HPV nega-
tivni. Sukladno ranijim istrazivanjima u ni jednom uzor-
ku imunohistokemijski nije nadena ekspresija proteina
pl6™k4 Medutim, povecanjem stupnja epitelne displa-
zije od CIN 1 do CIN 3, abnormalnosti p16/CDK4/pRb
regulatornog kompleksa postaju zbog povecane ucesta-
losti perzistentne infekcije VR HPV-om sve izrazenije.
Da bi razjasnili povezanost VR HPV infekcije i p16™K4
ekspresije Kleas i sur.'? su imunohistokemijski obradili
296 bioptickih uzoraka razli¢itog stupnja patoloskih
promjena. Protein p16™%4 je eksprimiran u svim uzorci-
ma koji su bili povezani s VR HPV infekcijom: CIN 3
(n=60), CIN 2 (n=32) i CIN 1 (n=47). Protein se nije po-
javljivao u uzorcima koji su bili inficirani LR HPV-om
(n=7), u uzorcima s upalnim promjenama (n=48) i u
uzorcima s nepromijenjenim epitelom (n=42).Vaznost
detekcije VR HPV-a pokazuje i istrazivanje Wanga i
sur.® koji su tijekom pet godina pratili Zene koje su u
promjenama CIN 1 povezanim s VR HPV-om imale
imunohistokemijski dokazan protein p16™**. Kroz na-
vedeno razdoblje u 44% Zena je uocena progresija pro-
mjena u CIN 2 ili CIN 3. Na temelju rezultata ovih stu-
dija, protein p16™%* je specifi¢an biomarker za identifi-
kaciju displasti¢nog cervikalnog epitela u cervikalnim
razmazima i biopti¢kim uzorcima.>”'*!> U naSem istra-
zivanju od deset uzoraka s dijagnozom CIN 1 samo su
dva bila pl16™4 pozitivna, dok je od uzoraka CIN 3
devet uzoraka bilo pozitivno.Svi pozitivni uzorci su bili
VR HPV pozitivni.

Zanimljivo je da pet HPV negativnih uzoraka raz-
licitog stupnja displazije pokazuje ekspresiju proteina
pl6™ 4 Mogudi je razlog greska uzorka, tj, nepostoja-
nje displasti¢nog epitela u dubljim rezovima bioptickih
uzoraka cerviksa (lazno negativan rezultat). Drugi bi
razlog mogao biti da aktivacija ovog proteina osim viru-
snim onkogenima vjerojatno moze biti pokrenuta i mo-
lekularnim mehanizmima. Protein pl16™%* nam moze
pomoc¢i u razlikovanju atroficnog, metaplasti¢énog i dis-
plasti¢nog epitela. Naime, PAPA-test je znacajno sman-
jio incidenciju i smrtnost od karcinoma vrata maternice,
zbog dijagnoze predklinickih promjena kada je izlje-
¢enje 95-100%.'7""° Ipak, u odredenom broju sluc¢ajeva
razlikovanje je displasticnih i neneoplasti¢nih stanica
subjektivno otezano $to otezava posao neiskusnim cito-
lozima i citoskrinerima.'02%2!,

S obzirom da epitel bez displasti¢nih promjena ne po-
kazuje ekspresiju pl16™4 uvodenje imunohistokemij-
skog bojenja na protein p16™&* uvelike bi olaksalo po-
stavljanje dijagnoze u dvojbenim citoloskim i patohi-
stolo§kim uzorcima.'®??> Ujedno bi smanjilo pojavnost
lazno pozitivnih i laZzno negativnih rezultata ¢ime bi se
izbjegli nepotrebni dijagnosticki i terapijski zahvati.

Rezultati ove studije ukazuju i na vaznost odredivanja
proteina pl16™4 u displastiénim promjenama stanica
vrata maternice,>* koji bi mogao biti jedan od vaznih
biljega 1 pokazatelja bioloSkog potencijala promjena
epitela.®
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Zakljucak

Nepromijenjeni, metaplasti¢ni i atrofi¢ni epitel ne po-
kazuje ekspresiju proteina p16™K4,

Porastom stupnja displazije povecava se ekspresija
proteina p16™%# §to govori u prilog njegovoj ulozi kao
bioloskog markera u detekciji displasti¢no promijenje-
nog epitela. Udio VR HPV pozitivnih uzoraka se po-
vecava porastom stupnja displazije: CIN 1 (40%), CIN 2
(70%), CIN 3 (80%) $to potvrduje ulogu VR HPV-a u
cervikalnoj kancerogenezi.

Nalaz pozitivne ekspresije proteina p16™*** u preneo-
plasti¢nim cervikalnim lezijama i uzorcima invazivnog
karcinoma cerviksa u nekoliko uzoraka bez VR HPV in-
fekcije, upucuje na moguénost aktivacije ovog gena 1
nekim drugim molekularnim mehanizmima osim viru-
snim onkogenima.

Ukoliko rezultati veéeg istrazivanja potvrde ove nase
preliminarne rezultate, uvodenje imunohistokemijskog
bojenja na protein p16™** u citoloske i patohistoloske
laboratorije moglo bi postati dio standardnog protokola
u obradi i interpretaciji citoloskih i biopti¢kih cervikal-
nih uzoraka.
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