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Coexpresia p16/Ki-67 este markerul fidel al diagnosticului
histopatologic in biopsiile cervicale

Si actualmente, in ciuda progreselor mari facute in ultimul timp in pre-
venirea §i recunoasterea sa, carcinomul de col uterin si leziunile sale
precursoare continud si raimana o problema importanta in patologia
cervicald. In studiul nostru, efectuat pe 120 cazuri, am urmarit coexpre-
sia p16/Ki-67 in leziunile precanceroase si maligne cervicale, cu scopul
precizirii diagnosticului de certitudine. Rezultatele astfel obtinute le-am
comparat cu diagnosticul histopatologic din coloratia uzuali HE. In

latie stransa intre gradul displaziei §i coexpresia p16/Ki-67, astfel reactia
fiind utila in diagnosticul diferential dintre atipie reactiva si displazie
precum si in gradarea corectd a unei displazii. Absenta marcajului p16/
Ki-67 caracterizeazd modificiri reactive, un marcaj imunohistochimic
focal sau in banda localizatd in grosimea epiteliului defineste cu exac-
titate gradul displaziei. Expresia intensd nucleard a proteinei p16 indica
prezenta virusului HPVcu risc inalt.
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Az utébbi évtizedben a méhnyakrak felismerése, megeld-
zése és kezelése terén vildgviszonylatban jelentds elorelépés
tortént, de a magas morbiditasi és mortalitasi rata miatt
jelen pillanatban is a ndégyogydszati patologia kozponti
problémdjat képezi.

A diagnosztikai algoritmus fontos lépése a biopszias
minta értékelése, melynek pozitiv eredménye alapjan miitéti
beavatkozas/onkologiai kezelés indokolt.

A biopszids mintdk sajatossagaibol adoddan (kis méret,
hianyos szovetstruktura, heveny gyulladds, metapldzias
laphdm jelenléte, a minta helytelen bedgyazasa valamint
szubjektiv kritériumok) szamos diagnosztikai és differenci-
dldiagnosztikai nehézség meriil fel a patoldgus szamara.

Jelen tanulményunk célja olyan terdpids és prognoszti-
kai jelent6ségli 6sszefiiggések keresése a morfologiai és az
immunfenotipusos jegyek kozott, amelyek a precancerosus
elvaltozasok fokozatait valamint az infiltrativ carcinoma
differencialtsagi fokat pontosan jellemzik, ugyanakkor
segitenek a reaktiv és a precancerosus elvaltozasok elkiils-
nitésében.

Anyag és modszer

2007-2008-as évek kazuisztikdjabol 210 szovetmintat
dolgoztunk fel, amelyek kiilonboz8 sulyossagt elval-
tozdsokat mutaté endocervicdlis kaparékbdl valamint
méhnyakbiopsziabdl szarmaztak.

A morfoldgiai elvaltozasokat a hematoxilin-eozin fes-
tés alapjan cervicitis reaktiv atipidval, dysplasids hdmel-
valtozdsok, invaziv carcinoma, valamint nem besorol-
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P16/Ki-67 coexpression is a reliable marker of histopathological
diagnosis in cervical biopsies

Actually, despite of the serious progress achieved in prevention and rec-
ognition, cervical cancer and its precursor lesions remain an important
diagnostic quizz in gynecopathology. In our study we assessed the coex-
pression of p16/Ki-67 in precancerous and malignant epithelial lesions
in order to establish a correct diagnosis. We compared our immuno-
histochemistry results with those obtained with standard HE stain.
Calculating the reaction specificity and sensitivity we have observed a
strong correlation between the grade of dysplasia and p16/Ki-67 coex-
pression, which proved to be useful in differentiation of reactive atypia
and dysplasia and correct grading of the dysplasia. Lack of p16/Ki67
immunostaning characterizes reactive changes, the focal or band-like
staining present in cervical epithelia defines precisely the grade of dys-
plasia. Intense nuclear expression of pl6 protein indicates the presence
of high-risk HPV infection.
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haté dysplasiak (hidnyos hdmvastagsag+stroma hidnya
a biopszias mintdban) kategoéridjdba soroltuk. A kéros
hamfolyamatok sulyossagi fokdnak pontos jellemzé-
sére immunhisztokémiai eljérdssal vizsgaltuk a p16 (Lab
Vision, clone Ab7) és a Ki-67 protein (Lab Vision, clone
SP6) expresszidjat a hamszovetben. Vizualizalé rendszer-
ként Ultravision LP Large Volum Detection System HRP
Polimert (Lab Vision) és 3, 3*-diaminobenzidin kromogént
hasznaltunk A Ki-67 reakci6 pozitiv endogén kontrolljaként
a vizsgdlt hamszovet szolgalt, mig a p 16 pozitiv kontrolljat
bizonyitottan HPV (Human Papilloma Virus) pozitiv méh-
nyak laphdmkarcinoma képezte, az irodalmi ajanlasoknak
megfelel8en [1,6,7].

Areakciokkvantifikdldsat egymastol fiiggetlentil két pato-
logus végezte részben a sejtstruktirakhoz kotott lokalizacio
(mag/citoplazma), részben a hdmszovet arhitekturdjahoz
kotott lokalizacio fiiggvényében Ugyanakkor kévettilk a p16
expressziot az atipusosnak diagnosztizalt ham teljes hosz-
szaban. Ennek fuggvényében megkiilonboztettiink gocos,
illetve savos arhitekturalis mintdzatot (band-like pattern).

A szakirodalimi ajanlasokat figyelembe véve a p16 értéke-
lése esetén egyarant pozitivnak tekintettiik a mag, valamint
a mag és citoplazma (kombinalt kifejez6dés) szintjén meg-
jelend reakcioterméket, amelyek az atipusos sejtek legalabb
25%-4t érintették [2, 5]. A csak citoplazmaéra lokalizalodo
expressziot nemspecifikus reakcioként értékeltiik. A Ki-67
esetében csak a magfestGdést vettiik figyelembe, és kisza-
mitottuk a Ki-67 proliferdcds indexet (100 atipusos sejthez
viszonyitva a pozitiv sejtmagok szamat). Kiiszobértéknek
az 50%-ot tekintettiik [12]. A dysplasia sulyossagi fokdnak
(CIN I-CIN III) a meghatarozasaban diagnosztikus érté-
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kiinek a hdm vastagsagat kiillonb6z6 mértékben érintd két
antigén egyiittes expresszidjat tekintettiik, figyelembe véve
a mintdzat gocos vagy savos jellegét is [7]. Az eredménye-
ket Osszehasonlitottuk a standard feldolgozas (HE festés)
alapjan felllitott sulyossdgi fokozatokkal és kiszamitotuk a
reakcid szenzitivitdsat és specificitdsat a dysplasidk diagné-
zisaban.

Eredmények

A feldolgozott 210 biopszids mintit a szovettani és
immunhisztokémiai eredményeink alapjan 3 nagy cso-
portba (gyulladds, dysplasia és carcinoma) és 10 alcsoportba
soroltuk (1. tablazat).

Nem talaltunk p16 fehérje expressziot a benignus 1ézidk
hamsejtjeiben. Precancerosus elvaltozasokban az expresszio
lokalizacidja és intenzitdsa a dysplasia fiiggvénye (2. téblazat).

1. tablazat. A vizsgalt elvdltozasok megoszldsa a standard festési eljaras (HE)
és azimmunfenotipizalas alapjén

Korszévettani  Elvdltozds tipusa Esetszdam/ Esetszdm/
diagnézis HE festés immun-
fenotip.
Cervicitis Reaktiv atipidval 31 35
Ham atréfiaval 7 7
Dysplasia CIN1 37 33
CIN2 43 52
CIN3 48 43
Nem besorolhaté 4 0
dysplasia
Cervix El nemszarusodd 22 22
carcinoma epidermoid carcinoma
Elszarusodo 10 10
epidermoid carcinoma
Adenocarcinoma 6 6
Adenosquamosus 2
carcinoma
Ossz esetszam 210 210

2. tablazat. A p16 antigén lokalizdciéja a dysplasia sulyossdga szerint

Dysplasia Esetszam A p16 antigénexpresszio lokalizdciéja
’(E:Ill(:'afestés) mag mag + gbcos  sdvos
cytoplasma

CINI +(15) ) )

37 /-(22) valtozo 33 4
CINII 43 ++ ++ 5 38
CIN III 48 +++ +++ 0 48
Nem ++/
besorolhaté 4 it ++/ +++ 0 4
dysplasia
Ossz ) 132 38 04
esetszam
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Enyhe dysplasidban (CIN I) a p16 antigén gyenge mag-
reakciét mutat, sok esetben nem is expresszalodik, ellen-
ben megjelenhet diffaz mintdzat formdajédban a cytoplasma
szintjén. A dysplasia stlyossaganak fokozddasaval (CIN
II, CIN III) a kombindlt (mag+cytoplasma) expresszio
a jellemz6 a magfestédés dominancidjaval, ez utobbi jol
korreldl a dysplasia fokaval: enyhe dysplasidban a mag
szintjén a pl6 expresszié az esetek tobbségében (33 eset)
gocos arhitekturalis mintazatot mutat a hamréteg alsé har-
madara korldtozddva (nem érintve az atipusos ham teljes
kiterjedtségét). A dysplasia fokanak sulyosboddsasval a sav-
szer(l arhitekturalis mintézat keril elétérbe, amely a ham
also kétharmadat, vagy teljes vastagsagat érinti (1. abra). A
méhnyakrak daganatsejtjeire a kevert lokalizacié jellemz6,
tiggetleniil a carcinoma tipusatol.

A Ki-67 proliferaciés index alacsony volt (<5%) a
benignus elvaltozdsokban, a reakcié (a normdlis hdmhoz
hasonl6an) csak a ham parabazalis sejtjeire lokalizalodott.
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1.abra.p16 expresszié.me’rse’kelt dysplasiaban (CINII) savos mintdzattal és a
magfestddés dominancidjaval (p16 immunhisztokémia, DAB, 10 ob.)

DAB, 20 0b.)
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3. tablazat. A Ki-67 proliferacids index benignus, precancerosus és malignus
cervixléziokban.

Korszévettani  Ki-67 proliferdcios index
diagnézis
Cervicitis Negativ
(<5%)
Dysplasia Enyhe Pozitiv Kifejezett
pozitivitds (10-50%) pozitivitas
(5-10%) (>50%)
Carcinoma Kifejezett
pozitivitas
(>50%)

Enyhe dysplasiaban (CIN I) a proliferacidés index nem
haladta meg a 10%-ot, ellenben nétt az értéke (50% folott)
CIN I és CIN IIT esetén, anélkiil, hogy dsszefiiggést mutatna
a dysplasia sulyossagi fokdval (3. tablazat, 2. abra).

Osszehasonlitva a standard feldolgozas sordn nyert
felsorolt korszovettani diagndzisok szamat a plé/
Ki-67meghatarozasbdl adodd Ujraértékelt esetszammal,
kiilonbséget taldltunk az enyhe dysplasia és a reaktivatipiaval
jellemzett cervicitis (31 versus 35), valamint a mérsékelt és
a stlyos dysplasia kozott, a mérsékelt dysplasia javéra (52
versus 43) (1.tablézat). A 4 nem besorolhat6 dysplasiat a p16/
Ki-67 expresszios mintdzat alapjan legkevesebb CIN-II-nek
mindsitettiik a felszini hamrétegek hidnya miatt. Az invaziv
carcinomak esetében a p16/Ki-67 coexpresszids mintdzat a
diagnozist nem modositotta, ellenben a Ki-67 proliferacios
index novekedését észleltiik a carcinoma differencialodasi
fokanak csokkenésésvel.

Osszehasonlitva a HE festés alapjan dysplasidnak ming-
sitett esetszamot a p16/Ki-67 expressziés mintazat alapjan
diagnosztizalt esetszimmal, 96,9%-o0s szenzitivitasi vala-
mint 90,45%-os specificitdsi értéket taldltunk az immunre-
akciora vonatkoztatva. A szazalékok kiilonbségének valoszi-
niiségi tesztjével a CIN II diagnézisaban relativ kiilonbséget
mutatott az 6sszesetekhez viszonyitva (p=0,17).

Megbeszélés

A méhnyakrédk a legjobban tanulményozott human daganatok
kozé tartozik, amely keletkezésében a HPV virusnak a szerepe
vitathatatlan. Az epidemioldgiai tanulmdnyok szerint a HPV
fertdz6képessége igen magas, de a fertdzott betegek csak kis
hanyadéban (20%), els6sorban a perszisztald, magas kopia-
szamu, magas kockazat virussal fertézott betegekben kovet-
kezik be a tobblépcsds malignus transzformacié. Atlagosan
7-11 év alatt alakul ki az invaziv carcinoma precancerosus
(CIN I-CIN III) elvéltozasok talajan.

A legtobb, progresszidra hajlamos intraepitelialis hamfo-
lyamatban és carcinomaban a cirkuldris, episzomalis HPV
helyett linedrisan inszertalodott virusgenom mutathaté ki,
ennek a folyamatnak fontos lancszeme a p16 (ciklinfiiggd
kinazgatlo, a CDKN2A produktuma), melynek a sejten

beliili felhalmozoddsast az eddigi ismeretek szerint kizard-
lag a magas kockazatu virusok okozzak [4].

A normilis exo-, és endocervikdlis ham, valamint az érett
metaplazids laphdm szintjén nem észleltiink p16 fehérje
expressziot, ellenben dysplasidban mag és citoplazma szint-
jére lokalizalodé festddést észleltiink, amelynek intenzitasa
egyenes aranyban véltozott a dysplasia sulyossagi fokaval.
Az irodalomban a citoplazméra lokalizdlodd expresszid
sokat vitatott probléma. Egyes szerz6k csak a magra lokali-
2416d6 reakciot tekintik pozitivnak [13, 3]. Ezért negativnak
tekintettiik a csak citoplazméra korlatozddé reakcidt és csak
mag /citoplazma szintjén megjelend egyiittes expressziot
vettiik figyelembe. Az erés magreakcio (a pozitiv kontroll-
hoz hasonld) a magas kockazata HPV virus jelenlétét valo-
szintsiti [11, 15]. Az invaziv exo/endocervicalis daganat-
szovetben a reakcid intenzitdsa foleg a magra lokalizalodik,
coexpressziot mutatva a Ki-67 fehérjével, amely kizarolag a
mag szerkezetéhez kotott, és a sejtciklusnak csak a G1, S, G2
és M fazisdban jelenik meg. Az antigén kimutatdsa az ellene
termelt antitest segitségével meghatarozhato az aktivan osz-
tod6 tumorsejt populdcié (Ki-67 index), ezért prognoszti-
kai jelent6ségti [4].

A reakci6 magas szenzitivitdsa és specificitasa indokoltta
teszi a mddszer alkalmazasdt a dysplasidk és a reaktiv atipidk
elkiilonitésében [9,8,10]. A mérsékelt dysplasiak diagnozisat
megerdsiti, ezaltal biztositva a cervikalis hamelvaltozasok
optimalis kezelését (conisatio versus utdnkovetés), mivel a
jol elvégzett conisatio a precancerosus dllapotokan nemcsak
diagnosztikai, hanem terdpids eljarast is jelent [14].

Kovetkeztetések

Eredményeink aldtamasztjak a p16/Ki-67 expresszid vizs-
galatanak jelent6ségét a méhnyak dysplasidk sulyossagi
fokdnak meghatarozasaban biopszids mintak esetében, ahol
a miitéti anyaggal ellentétben kis mennyiségli szovet all a
rendelkezéstinkre.

A pl6/Ki-67 negativitds reaktiv hamelvaltozasra jel-
lemzd. Ezzel ellentétben a p16/Ki-67 pozitivitas gocos vagy
savos mintdzatd megjelenése dysplasiara jellemz6. A pl6
erés magfestédése magas kockazatu virussal valo fertdzésre
utal.

A pl6 és Ki-67 antigén expresszidja kiilon-kiilén nem
utal a dysplasia sulyossagi fokdra, annak ellenére, hogy az
expresszio intenzitdsa mindkét antigén esetében a CIN I-t61
a CIN II és CIN III keresztiil az invaziv carcinomdkig foko-
z6dik. Invaziv carcinomdban a Ki-67-el jol jellemezhetd
proliferdciés indexnek prognosztikai jelentésége van.

A két antigén egylittes meghatdrozasa pontosan jelli a
dysplasia fokat. Gyakorlati jelent6ségét a terapids vetiilete
hangsulyozza, elkiilonitve ezaltal az alacsony intraepitelidlis
1ézi6t (L-SIL) a magas intraepitelidlis 1éziétél (H-SIL),
illetve a reaktiv atipiatdl.
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