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Sdhrn

V paralelnych rezoch zo 423 nahodne vybranych blo¢kov v bioptickom materiali pochadzajucom od 178 pacientok s diagnézou dysplazia
epitelu alebo erdzia kréka maternice sme vykonali imunohistochemickeé farbenie na polypeptid p16. Protein p16/INK4A (inhibitor kinase 4)
je regulator bunkového delenia, ktorého syntéza stupa v pritomnosti onkoproteinu E7, kédovaného papilovirusmi fudi (HPV). Expresiu
proteinu p16 sme pozorovali v jadrach ako aj v cytoplazme dysplastickych buniek dlazdicového epitelu ako aj buniek karcinému. Pri 16,6 %
pripadov erézii sme pozorovali zretelnd pozitivitu antigénu p16 v bazalnych a suprabazalnych bunkach okolitého nerohovatejiceho
dlazdicového epitelu, ktory niesol znaky CIN I/LSIL. Pri CIN I/LSIL sme z celkového poctu 80 vySetrenych pripadov pozorovali pozitivne
farbenie na antigén p16 v 65 (81 %) pripadoch. Typickym nalezom bola pritomnost antigénu p16 v dysplastickych bazalnych
a suprabazalnych bunkach vytvarajucich kontinualnu vrstvu v spodne;j tretine epitelu. Pri CIN II/HSIL ako aj pri CIN I1l/ HSIL sme nachadzali
antigén p16 v 95 % (45/47), respektive az v 100 % (27/27) vSetkych vySetrenych pripadov. Typickym znakom bola distribucia antigénu p16
vo viac ako jednej tretine zmeneného epitelu alebo difuzna lokalizacia v celej jeho Sirke. Intenzivne farbenie na protein p16 sme pozorovali
v jadrach a v cytoplazme nadorovych buniek pri 6 karcindmoch kréka maternice, ktorych blocky boli vySetrené v desiatkach rezov ako
pozitivne kontroly. Na zaklade predkladanych skusenosti mozno povedat, ze farbenie na antigén p16 je dobrou diagnostickou poméckou,
ktora upozorni na pritomnost dysplazie i na jej rozsah.
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Summary

Detection of Regulatory Protein p16/INK4A in the Dysplastic Cervical Squamous Cell Epithelium is a
Diagnostic Tool for Carcinoma Prevention

Parallel sections from 423 randomly selected blocks representing biopsies of 178 women with the diagnosis of cervical dysplasia and/or
erosion were stained for p16 polypeptide. The p16/INK4A (inhibitory kinase 4) protein is a cellular division regulator, expression of which
increases in the presence of oncoprotein E7, encoded by human papillomavirus (HPV). Expression of p16 protein was seen in the nuclei
and cytoplasm of dysplastic squamous epithelium cells as well as in carcinoma cells. In 16.6% of erosion cases, the p16 antigen was
present in the basal and suprabasal layer of the surounding squamous epithelium revealing features of CIN I/LSIL. In CIN I/LSIL as
classified by HE staining, the p16 antigen was found in 65 out of 80 (81%) cases. The p16 protein was typically seen in dysplastic basal
and suprabasal cells encompassing a confluent layer in the lowest third segment of stratified epithelium. In CIN Il and CIN Il grouped as
HSIL, the positive rate of p16 antigen presence was 95% (in 45 cases out of 47) and/or 100% (in each of 27 cases), respectively. The
typical sign of p16 antigen distribution in HSIL was its staining over two thirds and/or throughout the whole dysplastic epithelium. Extensive
staining for p16 antigen was registered within nuclei as well as cytoplasm of neoplastic cells in all 6 cervical squamous cell carcinomas,
which were examined in many sections when being used as positive controls. Based on our experience, we consider the p16 antigen
staining a helpful tool indicating dysplastic cells and estimating their extent.
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z priblizne 8000 bazovych parov (bp). Ta okrem dvoch bielko-

uvoD

Papilomavirusy ludi a zvierat su malé neobalené virusy (pri-
emer 55 nm) obsahujuce dvojvlaknovid DNA (9, 32). Viriony
(Castice virusu) maju ikozaedrovu symetriu; su zlozené zo 72
podjednotiek, tvorenych Struktirnymi bielkovinami kapsidu L1
a L2 (odvodené od slova late, t.j. neskoré bielkoviny). Vo vnu-
tri kapsidu sa nachadza dvojvlaknova dsDNA pozostavajuca

vin kapsidu kéduje najmenej 7 (niekedy 8) nestrukturnych pro-
teinov oznacovanych ako E1-E8 (od slova early, skoré bielko-
viny). Prepis virusovych génov (syntéza virusovej mRNA) je
riadeny promoétormi v dlhej kontrolnej oblasti (LCR, long con-
trol region) virusovej DNA (vDNA). K nej najblizSie lezia cCita-
cie ramce génov, ktoré kéduju nestruktirne onkogénne biel-
koviny E5, E6 a E7. Toto usporiadanie génov ma rozhodujuci
vyznam pre ich onkogénny u¢inok, ktory sa prejavi, ked sa pri-
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Tab. 1. Rizikové (tuéne) a menej rizikové genotypy papilomavirusov Fudi podl'a frekvencie ich vyskytu

Choroba

Casty vyskyt (typy HPV)

Zriedkavy vyskyt (typy HPV)

Kozné formy:

Hlboké plantarne bradavice 1,2

4,63

Obyc¢ajné bradavice 2,1

4,26,27,29,41,57,65a 77

Bradavice mésiarov 7,2

1,3,4,10a28

Infekcia pri Epidermodysplasia verruciformis (ER)*| 2, 3,5, 8,9, 10, 12, 14, 15a 17

19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 36, 37, 38, 47 a 70

Karcindm koze pri ER 5a8

Anogenitalne formy:

Condyloma acuminatum 6, 11

30, 42, 43, 44, 45, 51, 54, 55, 70

Intraepitelova dysplazia
CIN I'a CIN I/l

6,11, 16,18

31, 33, 35, 39, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 56, 58,
66, 74 a 86

Carcinoma in situ 16, 18, 31, 45

33, 35, 39, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 67, 68 a 70

Recidivujuca papilomatéza laryngu 6, 11

6,11a16

Papildmy spojovky

# modifikované podla ref. 32 a 35.
* ER je vrodené ochorenie koze s vysokou vnimavostou na HPV
Genotypy HR-HPV su vyznacené tucéne

slusny fragment vDNA integruje do DNA hostitelskej bunky (2,
8, 11, 30).

V suvislosti s tvorbou nadorov sa zdéraznuju tzv. rizikové
genotypy papilomavirusu fudi (HPV, human papillomavirus),
ktoré s rozlicnou pravdepodobnostou vyvolavaju tazku dys-
plaziu dlazdicového epitelu (HSIL, high grade squamous intra-
epithelial lesion) ako aj karcindm kréka maternice (tabulka 1).
Malo rizikové genotypy vyvolavaju prevazne benigne nadoro-
vé ochorenia koZze a sliznic. Pojem genotyp suvisi s poznatka-
mi, ktoré boli ziskané porovnanim sekvencii génu L1 rozli¢-
nych papilomavirusov. Genotypy sa zhoduju v géne L1 na 90
%, ich podtypy su zhodné do 98 % bp, kym varianty tohoze
genotypu sa liia menej ako v 2 % nukleotidov (bp). Stucasna
klasifikacia uznava 96 genotypov zadelenych do rodov Alpha-,
Beta-, Gamma-, Mu a Nupapillomavirus. Najviac genotypov
HPV prindlezi rodu Alfapapilomavirus, do ktorej boli zadelené
aj vysoko rizikové genotypy HPV-16, 18, 45, 31-35 a dalSie
(HR-HPV, high risk HPV), napéadajuce dlazdicovy epitel slizni-
ce genitalu a Ustnej dutiny ako aj rohovatejuci dlazdicovy epi-
tel koze (35).

Replika¢ny cyklus papilomavirusov pri akutnej infekcii Capi-
ka maternice zac¢ina v bazalnych a suprabazalnych bunkach
nerohovatejuceho dlazdicového epitelu. Prepisom génov
a naslednou translaciou virusovych mRNA pri produktivnom
rozmnozovani sa tvoria skoré ako aj neskoré virusové protei-
ny (3). Bielkoviny kapsidu su schopné autoagregécie, pricom
pomocnu ulohu zohrava protein E4. Princip autoagregacie
bielkovin kapsidu sa vyuziva pri vyrobe vakciny, ktora najca-
stejSie pozostava z proteinu L1 genotypov HPV-16 a HPV-18.
Rekombinantny L1 protein sa zabuduje do nepravych viriénov,
neobsahujucich vDNA (13). KedzZe virus nekdéduje enzymy,
potrebné pre kopirovanie novych molekul vDNA, tvorba infeké-
nych Castic je viazana na delenie buniek bazéalnych a supra-
bazalnych vrstiev epitelu (kmeriové a prechodné bunky).
V nich sa nova vDNA kopiruje pomocou bunkovych enzymov
(zo skupiny DNA polymerazy), ktoré sa aktivuju pri bunkovom
deleni. Okrem tejto, tzv. vegetativnej formy rozmnozZovania
vDNA, existuje aj ina forma, ktora pomocou proteinov E1/E2
zabezpeci v obdobi latencie znovurozdelenie vDNA do dcé-
rinnych buniek epitelu bez tvorby infekénych Castic (4, 24).

Morfologickym znakom produktivnej replikacie HPV v bazal-
nych a suprabazalnych bunkéach dlazdicového epitelu je tvor-
ba koilocytov. Koilocyty, ktoré maju charakteristické perinukle-
arne vakuoly, pozorujeme ako v nateroch, tak aj
v histologickych rezoch. V ich jadre vidno pri vySetreni elekiré-

novym mikroskopom agregaty viriénov, usporiadané do mriez-
ke podobnych utvarov (pri niektorych genotypoch su zakladom
inkluznych teliesok). Okolo nich vymizne chromatin, ktory sa
hromadi na vnutornej stene bunkovej membrany (nastenna
hyperchromatéza). Znamkou hyperplazie okrem hrotovych
vybezkov a zvineného rozhrania dlazdicového epitelu (bez
porus$enia bazalnej membrany) je akantéza, parakeratdza ale-
bo hyperkeratéza, t.j. zmeny totozné s nalezmi pri condyloma
acuminatum (22, 23, 31). Okrem koilocytdzy pozorujeme pro-
liferaciu a hyperplaziu kmenovych a prechodnych buniek
s tvorbou prstovitych vybezkov (papilomat6éza), miestami
zasahujucich do okolia alebo do vnutra zliazok vystlatych
cylindrickym epitelom (39). Pre CIN | (cervical intraepithelial
neoplasia) je charakteristicka premena buniek pévodného epi-
telu so zmenou pomeru velkosti jadra k objemu cytoplazmy,
ktoru charakterizuju dysplastické bunky v rozsahu spodne;j tre-
tiny epitelu (28). Pri CIN I, oznaCovanom tiez ako LSIL (low
grade squamous intraepithelial lesion) je v epiteli infikovanom
HPV pritomna jej DNA, ktori mozno detegovat metédou hyb-
ridizacie in situ, metédou PCR (polymerazova retazova reak-
cia) alebo metdédou zachytu DNA tvorbou hybridnych molekul
s fragmentmi komplementarnej RNA (hybrid capture, HC-2).
Metddou oznacenych protilatok je mozné dokazat pritomnost
antigénov kédovanych HPV, €o je vSak pri pouziti parafino-
vych rezov nepresné a pomerne malo citlivé.

Koilocyty sa vyskytuju najma pri miernom stupni dysplazie
CIN I/LSIL, ktora sa chape ako prvy stupen vnutroepitelovej
cervikalnej neoplazie (28). Niektori vSak termin ,neoplazia“
pre tuto fazu infekcie HPV nepovazuju za vystizny, lebo podla
nich eSte nejde o skuto€né nadorové bujnenie hostitelskych
buniek, ale len o ich imortalizaciu nesucu znamky dysplazie.
Z uvedeného dévodu Cast autorov preferuje spolocny termin
SIL (squamous intraepithelial lesion) pre vSetky stupne dysp-
lazii, ktoré delia na stupne LSIL a HSIL, ¢o su terminy pévod-
ne zavazné pre cytologicku klasifikaciu (20, 21). Len pri Casti
rychle postupujucich pripadov CIN | nastane rychly prechod
do fazy CIN II/CIN 1l (15). Infekcia so znamkami CIN
I/LSIL sa pomerne Casto spontanne vyhoji, inokedy vsak
postupne prechadza do chronickej (latentnej) fazy. Niektoré
Studie na velkych suboroch pacientok, u ktorych bol diagnos-
tikovany stupen CIN Il alebo CIN 1l zistili pretrvavajicu laten-
ciu HR-HPV DNA po dobu najmenej 12 mesiacov (33).
V prvej etape latencie, ktorda nadvéazuje na produkciu virusu,
mdze dojst k postupnej eliminacii infikovanych buniek produ-
kujucich virusové antigény. Mnohé koilocyty zanikaju apopto-
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Tab. 2. Suhrn nalezov antigénu p16/INK4 v bioptickom materiali

Pocet vzoriek

P6vodna diagnéza

Pocet pacientov Detekcia DNA HPV

celkom na pacientku

celkom

pozitivhe na p16 (%) vySetrené pozitivhe

Erdzia 41 1,7

24 4 (16, 6%) 1 1

CIN I/ LSIL 2,5

80 65 (81, 3 %) 14

CIN 1l/ HSIL 2,4

47 45 (95,7 %) 8

CIN IlI/HSIL 2,5

27 27 (100 %) 2

Spolu HSIL

74 72 (97, 2 %) 10

Dysplézie (SIL) * spolu 2,5

137 (88, 9%) 24

Vsetko spolu 2,4

141 (79, 2%) 25

*Vo dvoch pripadoch stredne tazkej dysplazie nebolo mozné néjst dlazdicovy epitel v paralelnych rezoch.

INK4 KIP/CIP

p27. p57 p21/

CDK2

pl5, p16|pl8, pl9

Cyklin Ds

CDK2

INE
E2F Inaktivovany CIELE
¢ Transkripcia
U/ Féaa-61 K Fara-S

Syntéza DNA ——»

Obr. 1. Cyklin dependentné kinazy (cdk 4/6) po interakcii s cykli-
nom D alebo E fosforyluju retinoblastomovy protein (pRb), ¢im sa
inaktivuje jeho schopnost viazat faktor E2F. Transkripény faktor
E2F, ktory sa uvolnil z vazby z fosforylovanej formy pRb (ppRb)
sa dostava do jadra, kde iniciuje prepis génov, kédujucich synté-
zu enzymov pre kopirovanie chromozémovej DNA (zacina synté-
za bunkovej DNA, ¢éim bunka vchadza do fazy S svojho cyklu
delenia). ZvySena hladina regulaéného proteinu p16/INK4 (inhibi-
tor kinase 4) pri dysplazii je désledkom vychytania pRb viruso-
vym onkoproteinom E7. Cely systém dava do chodu protein E6,
ktory viaze inhibitory cyklinov (p53, proteiny p27 a p21).V désled-
ku pritomnosti onkoproteinov E6/E7 sa napokon bunka chova
ako keby mala malo proteinu p16/INK4 ako aj nedostatok fosfo-
proteinu pRb, €o spéatne indukuje nadmernu expresiu p16 (prepi-
suje sa bunkovy gén CDKN2A, ktory koduje p16). ZvySena expre-
sia p16 méze nastat nielen z dévodu narugenia spétnej vizby, ale
aj v dosledku uvolnenia faktora E2F.

INK = inhibitor kinase

KIP = kinase inhibitor protein

CIP = cyclin inhibitor protein

Cdk = cyclin dependent kinase

zou, hoci na druhej strane prave virusom spustané mecha-
nizmy imortalizacie brania apoptéze. Tym umoznia dlhodobé
pretrvavanie VDNA v jadrach nosi¢skych buniek spojené
s expresiou proteinov E1/E2 v |éziach, ktoré medzitym pre-
stali produkovat virus. Navodi sa dlhodoba symbiéza vDNA
s hostitelskou bunkou, charakterizovana pretrvavanim geno-
mu HPV.

Pri stimulacii imortalizovanych buniek epitelu v pritomnos-
ti HPV spociatku dominuje virusovy protein E5, ktory zvySu-
je vnimavost hostitelskych buniek na pritomnost vonkajsich
rastovych podnetov (rastovych faktorov). Tento mechaniz-
mus pdsobi najma pri LSIL, pri ktorej je expresia onkoprote-
inu E7 este relativne nizka. Neskor, pri Casti pripadov infek-
cie vysokorizikovymi kmenmi HPV (HR-HPV) nastava
integracia urcitého useku HPV DNA do niektorého chromo-
zému hostitelskej bunky (38). Integrovany fragment vDNA
kéduje onkoproteiny E6 a E7, zasahujuce do regulacie cyklu
delenia hostitelskych buniek (6, 37). Tie totiz reaguju s obo-
ma klu¢ovymi proteinmi, ktoré riadia bunkové delenie. Bola
opisana interakcia E6 s proteinom p53 a interakcia E7 s pro-
teinom Rb (retinoblastémovy protein). Mechanizmus spojeny
s vysokou expresiou proteinu E7 vstupuje do ¢innosti najma
pri CIN II/HSIL, ktora postupne prechadza do stupria CIN
III/HSIL.

SchodnejSou cestou, akou je dbkaz pritomnosti velkého
mnozstva neStrukturneho virusového proteinu EG6/E7,
respektive ich mRNA (34) v dysplastickych bunkach, je
dokaz nadprodukcie bunkového proteinu p16/INK4A. Ide
o regulaénu bielkovinu, ktora za fyziologickych okolnosti inhi-
buje cyklin dependentné kinazy (cdk4/6) asociované s bun-
kovymi cyklinmi, najmé& cyklinom D1 (obr. 1). V dysplastic-
kych bunkach infikovaného epitelu, Specificky stimulovanych
k opakovanému deleniu onkogénnymi proteinmi E6/E7, sa
bielkovina p16/INK4 tvori v nadbytku (14, 26, 27, 29). Za fyzi-
ologickych okolnosti je bielkovina p16 spatne inhibovana pri-
tomnostou volného proteinu Rb (19). Jeho vyviazanie
v doésledku asociacie s proteinom E7 zvySuje expresiu
a naslednu syntézu p16. Produkcia p16 bezprostredne suvi-
si s pritomnostou skorého proteinu E7 v dysplastickej,
respektive neoplastickej bunke, jej nadprodukcia je preto
Specificka pre HPV aj ked tomu tak nie je z pohladu lokali-
zacie genetického kodu (gén pre p16 nie je sucastou geno-
mu virusu).

MATERIAL A METODY

Ako uvadza tabulka 2, z celkového poctu nahodne vybra-
nych 423 bioptickych vzoriek z materialu Laboratéria patolo-
gickej anatémie Alpha Medical a.s. Martin, pochadzajucich od
178 pacientok s diagnézou erézia (N86) a dysplazia epitelu
kréka maternice rozli€ného stupiia (N87), sme opatovne farbi-
li na antigén p16 v priemere 2,4 skli¢ok na pacientku. Celkom
sme vySetrili a porovnali s pévodnym farbenim na HE rezy
z 40 blo¢kov od 24 pacientok (priemer 1,7) s diagnézou ero-
zia (vybrané ako negativne kontroly), 202 blo¢kov od 80 paci-
entok (priemer 2,5) s diagn6zou CIN I/LSIL (N87.0), 113 blo¢-
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kov od 47 pacientok (priemer 2,4) s diagnézou CIN I[I/HSIL
(N87.1) a napokon 67 blo¢kov od 27 pacientok (priemer 2,5)
s diagndézou CIN III/HSIL (N87.2). Ako pozitivne kontroly sme
vySetrili 10 blo¢kov vo viacerych rezoch od 6 pacientok s dia-
gnézou karcindm krcka maternice.

Blo¢ky sme selektovali na zaklade odhadu pritomnosti
povrchového dlazdicového epitelu v stereo mikroskope;
z nich boli pripravené 4 um rezy, ktoré po odparafinovani boli
opracované reagenciami na detekciu antigénu p16 pomocou
supravy CINtec Histology kit (MTM laboratories AG, Heidel-
berg). Klu€ovou sucastou kitu je mySacia monoklonova proti-
latka anti-p16/INK4A. Pri farbeni sme postupovali podia
navodu vyrobcu (ruéné procedura). Struéne bol postup nasle-
dujuci: odparafinované rezy boli opracované roztokom na
odmaskovanie antigénu, ako aj roztokom H,0, na blokovanie
endogénnej peroxidazy. Monoklénova protilatka anti-p16
(nariedena vyrobcom) bola aplikovand pri izbovej teplote po
dobu 30 minut. Na vizualizaciu antigénu sme po aplikacii
oznacenej druhej protilatky pouzili roztok DAB (diamino ben-
zidin). Napokon sme rezy dofarbené hematoxylinom monto-
vali do permanentného média. V pripade nejasného vysledku
sme paralalené rezy farbili roztokom pre negativne kontroly
(sucast kitu).

=L

Obr. 2. CIN I/LSIL s pozitivnym farbenim antigénu p16 v bazalnej
a suprabazalnej vrstve dlazdicového epitelu. Ojedinelé koilocyty.
Zvacs. 300x.

Obr. 4. Difuzna pozitivita farbenia antigénu p16 zasahuje celi
vrstvu epitelu pri CIN IlI/CIS/HSIL. Zvaés. 300x

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pri CIN I/LSIL bola typickym nalezom pritomnost antigénu
p16 v pasme dysplasticky zmenenych buniek v segmente zod-
povedajucom spodnej tretine dlazdicového epitelu, t.j. oblasti
jej bazalnej a suprabazalnej vrstvy (obr. 2.). Aj v pripadoch

Tab. 3. Porovnanie hodnotenia stupia dysplazie pred a po farbe-
ni na p16

Charakter farbenia p16
CINI CIN 1l CIN Il
Erézia 4 0
CIN I/LSIL 61 3
CIN II/HSIL 6 36
CIN [II/HSIL 6 4 17
Celkom HSIL 12 60 /72 (83, 3%)*
Dysplazia (SIL) celkom 77 64/141 (45, 4%)**

P6vodna diagnéza

*UpIna zhoda pri dysplazii stupfia HSIL 83, 3 %
** podiel dysplazie HSIL na celkovom pocte pripadov SIL

- - A ¥ i3 /3
Obr. 3. Intenzivna reakcia p16 v bunkach bazalnej a parabazalnej

vrstvy, presuhujuca do polovice viacvrstvového dlazdicového
epitelu pri stupni CIN I/HSIL. Zvacs. 480x

pozitivitou farbenia na antigén p16. Zvacs. 120x
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rozsiahlejSej koilocytézy kombinovanej s vakuolizaciou buniek
vrchnych vrstiev dlazdicového epitelu bol nalez antigénu p16
obmedzeny na jeho spodnu vrstvu, ktora vykazovala znaky
dysplazie ako je atypia jadier, narast jadrovej cytoplazmove;j
relacie, hyperchromazia a anizonukle6za. Ako uvadza tabulka
2, pri CIN I/LSIL sme asociaciu s antigénom p16 pritomnym
v typickej lokalizacii pozorovali pri 81% pripadov. To suhlasi
s udajmi inych autorov, ktori udavaju intenzivne parabazalne
farbenie na p16 pri najmenej 47 % pripadov pri zapocitani
suvislého parabazalneho farbenia p16 slabSej intenzity, celko-
va pozitivita stipa na najmenej 74% biopsii CIN I/LSIL (5, 10).
Yildiz et al. (40) opisuju pri CIN | suvislé parabazalne farbenie
silnej intenzity, suvislé parabazalne farbenie slabej intenzity
ako aj farbenie nesuvisle ,roztrisenych” buniek. Na rozdiel od
suvislého farbenia parabazalnej vrstvy epitelu sme aj v niekto-
rych naSich pripadoch pozorovali pozitivne farbenie ojedine-
lych roztrisenych buniek epitelu v netypickej lokaliz&cii.
V sulade s pokynmi v navode, dodanom vyrobcom kitu, ako aj
s udajmi v literatire, sme nesuvislu distribuciu antigénu p16
nepovazovali za Specificky indikator pritomnosti HPV. Vacsiu
istotu v tomto smere by poskytol test na DNA HPV, ktory by
mohol iniciovat patolég. Vzhladom k tomu, Ze takyto postup
zatial nie je u nas zauzivany, bol aj pocet vySetreni na DNA
HPV relativne nizky, takze z neho nebolo mozné vyvodit pre-
ukazné zavery (tabulka 2). Nalezy antigénu p16 pri CIN I/LSIL
sme teda hodnotili ako pozitivne len v pripadoch suvislej seg-
mentovej (parabazalnej) distriblcie farbenia. Preto sa ich frek-
vencia zhoduje s Udajmi autorov uvadzajucich ako pozitivne
vSetky stupne intenzity suvislého farbenia v parabazalnej loka-
lizacii. Suvislé parabazalne farbenie slabsej intenzity s lozis-
kovou distribuciou umoznilo odlisit aj demarkacnu ciaru
pévodneho, nezmeneného epitelu. Tento klu¢ sme pouzili pri
hodnoteni nalezov v skupine diagnostikovanej ako erézia, kto-
ri sme do prehladu zadelili ako negativnu kontrolu. Pri reepi-
telizovanych eréziach sme vaésinou nepozorovali pozitivhe
farbenie dlazdicového epitelu, hoci v 4 pripadoch (z celkové-
ho poctu 24) sme nachadzali ne$pecifické farbenie ojedine-
lych buniek. V inych 4 pripadoch (16,6 %) sme vSak pozoro-
vali suvislé parabazalne farbenie s fokalnou distribuciou,
lokalizované v Usekoch viacvrstvového nerohovatejuceho
dlazdicového epitelu, ktory vykazoval znamky pocinajucej
dysplazie (tabulka 3).

Pri rozsiahlejSej dysplazii suprabazalnej vrstvy, ktora pri far-
beni HE by mohla byt interpretovana esSte ako LSIL, intenziv-
nejSie suvislé farbenie na antigén p16 méze vzbudit podozre-
nie na prechod do stupria CIN II/HSIL (obr. 3). V takychto
pripadoch su¢asne pozorovat aj rozvoj dyskeratozy, ¢oho pre-
javom je expresia cytokeratinov 8 a 17 (10). Uvedeny fenomén
je podla niektorych autorov v korelacii s prechodom na vysSi
stupen dysplazie. Narast expresie p16 ako aj inych koreluju-
cich proteinov suvisi s integraciou genému HPV do chromo-
zému hostitelskych buniek (5, 40). Integrovany fragment DNA
HPV, ktory nesie iba gény kddujuce proteiny E5/E7, stimuluje
proces skuto€nej intraepitelovej neoplazie, ktorej znakom su
dysplazie stupria HSIL (2, 8, 11, 30). Vo vacsine pripadov,
zaradenych ako CIN II/HSIL, sme v Sirokej suvislej vrstve dys-
plastickych buniek zaberajucich priblizne dve tretiny dlazdico-
vého epitelu pozorovali pozitivny nalez p16 pri vySe 96 %
vySetrenych vzoriek (tabulka 2). Nalez pozitivneho farbenia na
p16 je pri CIN Il natolko jednoznacny, Zze nevznikaju pochyb-
nosti spojené s pripadmi roztrisenej i netypickej lokalizacie
antigénu respektive nizkej intenzity jeho farbenia, ktoré su pri-
¢inou nejednotnej interpretacie nalezov pri stupni CIN I/LSIL
(25).

Viaceré Studie ukazali, Ze désledkom integracie gendmu
HPV nastava vyrazny pokles produkcie proteinu L1 ako aj
pokles tvorby viriénov (2, 9). Klesa aj obsah vDNA, lebo kopi-
rovanie genomu HPV je pri HSIL menej intenzivne. Pocet pri-
tomnych kopii HPV DNA sa pri tazkej dysplazii prakticky rov-
na poctu nosi¢skych a deliacich sa buniek. Okrem latentne
pretrvavajucich kruhovych (epizémovych) molekdl v jadrach

buniek dysplastického epitelu je HPV DNA v tomto Stadiu
reprezentovana integrovanymi fragmentami vDNA. Kompletné
molekuly vDNA pritomné v minimalnom pocte uz nie su urce-
né na zabudovanie do viriénov, ako to je pri LSIL. V suvislosti
s tymito zmenami stupa produkcia proteinu E7 a klesé infeké-
nost epitelu, ako aj pravdepodobnost detekcie virusovej DNA,
¢oho désledkom su jej nizSie hodnoty v teste ,real time”“ PCR
alebo HC-2. Kym pri miernej dysplazii dochadza k apoptoze
proliferujicich buniek, pri rozsiahlej dysplazii, respektive neo-
plazii buniek dlazdicového epitelu nedochadza ani k terminal-
nej diferenciacii ani k apoptéze, ¢o méze byt désledkom pbso-
benia anti-apoptotickych proteinov (41). V $§tadiu HSIL
dochadza napriklad k aktivacii bunkovych proto-onkogénov,
akym je napriklad produkt génu c-myc, ¢o vedie k autoném-
nemu deleniu nosi¢skych buniek a k strate ich diferenciacie
(7).

Pri stupni CIN IlI/HSIL prislusna monoklénova protilatka
deteguje spojitu a difuznu lokalizaciu antigénu p16 v celej Sir-
ke zmeneného epitelu, pozostavajuceho z vyrazne dysplastic-
kych buniek (obr. 4). Antigén p16 bol pritomny v ich jadre ako
aj cytoplazme. Pozitivny nalez antigénu p16 bol zisteny vo
vSetkych (100 %) nami vySetrenych pripadoch biopsii pévod-
ne klasifikovanych ako CIN IlII/HSIL (tabulka 2). Pokial v niek-
torych pripadoch farbenie nemalo difizny charakter, bolo moz-
né uvazovat o nizSom stupni dysplazie. Takéto pripady mohli
suvisiet aj s tym, ze pri opakovanom rezani uz nebolo mozné
najst povodné miesto v dysplatickom epiteli, hodnotené ako
HSIL (porov. tabulku 3). Intenzivny nalez antigénu p16 sme
pozorovali v neoplastickom epiteli pri ca in situ. V invazivne
rastucich karcinémoch bola pozitivna reakcia rozsiahla; anti-
gén p16 sa nachadzal ako v oblasti, ktora mala esSte vzhlad ca
in situ, tak aj v bunkach invazivne rastuceho, respektive nedi-
ferencovaného nadoru (obr. 5).

Vzhladom na 100 % pravdepodobnost vyskytu nadproduk-
cie antigénu p16 pri stupfioch HSIL ako aj vzhladom na jeho
difdznu zonalnu distriblciu v celej hribke alebo vo velmi Siro-
kom segmente (> 50 %) dlazdicového epitelu vykazujuceho
znamky silnej alebo stredne rozsiahlej dysplazie, je mozné far-
benie antigénu p16 pouZzit aj ako pomocnu metddu pri rozliso-
vani dysplazie stupfia HSIL od stupria LSIL, najmé pokial by
vznikli diagnostické rozpaky pri Standardnom farbeni na HE.
Pri reSpektovani uz zmienenych vyhrad diskutovanych pri opi-
se nalezov LSIL, distribucia farbenia na p16 v Sirokej vrstve (>
50 %) alebo celej hribke dlazdicového epitelu na strane jed-
nej alebo v jeho uzSom parabazalnom pasme (< 30 %) na
strane druhej, farbenie na p16 pomaha upresnit rozsah dys-
plazie (25). V 12 zo 72 pripadov klasifikovanych ako CIN I,
respektive CIN Ill bola len segmentovana distribucia antigénu
p16 v parabazalnej vrstve dlazdicového epitelu (tabulka 3).
Z pohladu stupfia HSIL sme nasli uplnud zhodu v 83,3 % vySet-
renych vzoriek. Hoci vo zvySnych 16,7 % pripadoch bola
badatelna mierna tendencia k zadeleniu dysplazie do vyssie-
ho stupna, je potrebné vziat do uvahy aj skuto¢nost, ze neskor
pripravené paralelné rezy nemuseli znazornit presne rovnaku
oblast. Naopak, v ojedinelych pripadoch (3 zo 65; 4,6 %),
pévodne zadelenych ako CIN I/LSIL, sme pozorovali distribu-
ciu antigénu p16, ktora je skor charakteristicka pre CIN II/HSIL
a v jednom pripade aj pre CIN llI/HSIL (1/65, 1,5 %). Napriek
velmi kritickému hodnoteniu, sme pri diagnéze CIN I/LSIL
nasli uplnd zhodu v 93,4 % biopsii.

Casto diskutovanym markerom cervikélnej intraepitelovej
neoplazie (CIN/SIL) je protein Ki-67, marker asociovany s pro-
liferativnymi zmenami bunkovych jadier, ktory je tiez pritomny
v jadrach dysplastickych buniek v parabazalnej lokalizacii (16).
Pri opatovnom farbeni na antigén Ki-67 na rozliSenie stupna
LSIL od stupfov HSIL bol zavedeny tzv. stratifikacny index
(pocCet pozitivnych jadier v parabazalnom pasme 100 um).
Jeho pomocou bola opisana uplna zhoda s klasifikaénym
zadelenim na zéklade farbenia HE pri 83 % pripadov. Pre rela-
tivnej nezhode vo zvysSnych 11 zo 65 pripadov prevazovala
tendencia klasifikovat dysplastické zmeny do vy&Sieho (horsi-
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eho) stupnia. Na zaklade lokalizacie antigénu Ki-67 klasifiko-
vané zmeny CIN | boli pévodne klasifikované ako CIN Il vo 2
pripadoch a na zaklade distriblcie Ki-67 zatriedené dysplazie
CIN 11 boli pévodne klasifikované ako CIN Ill v 9 pripadoch.
Farbenie na antigén Ki-67 bolo pouzité aj na sledovanie pro-
gresie lézie stupna LSIL do stupria HSIL, ktora podla autorov
nastala v 11% nimi sledovanych pripadoch (17). Pri progresii
od stupna LSIL do stupfia HSIL bol opisany pokles hladiny
proteinu Rb v dysplastickej vrstve epitelu, ¢o je jav nepriamo
umerny vzostupu expresie proteinu Ki-67 (18). Pri poklese
hladiny pRb stupa aj expresia proteinov p21 a p27 (obr. 1);
znizena dostupnost proteinu pRb suvisi s pritomnostou vyso-
kého mnozstva bielkoviny E7, ¢o pravdepodobne vyvola nad-
produkcia ako Ki-67 tak aj p16.

Subezné farbenie dysplastickych lézii (CIN/SIL) na anti-
gény p16/INK4 a Ki-67 napokon ukazalo uzito€nost oboch
uvedenych markerov (1, 12, 36). Nevyhodou farbenia na Ki-
67 je neSpecifické zafarbenie pri priblizne 10% reaktivnych
proliferacii (12), ¢o je podobny jav ako roztrdsené farbenie
cytoplazmy ojedinelych proliferujucich buniek na antigén
p16. Kedze distribliciou p16 lepSie definuje Specifickost
vysledku svojou lokalizaciou (porov. obr. 4), sa farbenie na
p16 pouziva v SirSej miere. Typickd segmentova lokalizacia
p16 v parabazalnom pasme rozlicnej Sirky alebo v celej Sir-
ke dysplastickej zony sa ukazala na prvy pohlad vhodnejsSia
pre rychlu orientaciu nez stratifika¢ny index Ki-67. To sa pre-
ukazalo aj pri klasifikacii dysplazie nerohovatejuceho dlaz-
dicového epitelu pri analnych prekancerézach oznacova-
nych ako AIN (1, 36).

LITERATURA

1. Bean S.M., Eltoum l., Whitlow L. et al.: Immunohistochemical
expression of p16 and Ki-67 corelates with degree of anal
intraepithelial neoplasia. Am J Surg Pathol 31, 2007, 555-561.

2. Cullen A., Reid R., Campion M. et al.: Analysis of the physical
state of different human papillomavirus DNAs in epithelial and
invasive cervical neoplasm. J Virol 65, 1991, s. 606—612.

3. Dourbar J.: The papillomavirus life cycle. J clin Virol. 32 (suppl),
2005, S7-S15.

4. Flores E.R., Lambert P.F.: Evidence for switch in the mode oh
human papillomavirus DNA replication during the viral life cycle. J
Virol 71, 1997, s. 7167-7179.

5. Dray M., Russel P., Dalrymple C. et al.: p16/INK4a as
a complementarz marker of high grade intraepithelial lesions of
the uterine cervix. |. Experience with squamous lesions in 189
consecutive cervical biopsies. Pathology 37, 2005, s. 112-124.

6. Dyson N., Howley, P.M., Munger, K. et al.: The human
papillomavirus 16 E7 oncoprotein is able to bind the
retinoblastoma gene product. Science 243, 1989, s. 934-937.

7. Golijow C.D., Abba, M.C., Mourén, S.A. et al.: C-myc gene
amplification detected in preinvasive intraepithelial lesions. Int J
Gynecol Cancer 11, 2001, 463-465.

8. Hopman A.H., Smedts F., Dignef W. et al.: Transition of high-
grade cervical intraepithelial neoplasia in micro-invasive
neoplasia to microinvasive carcinoma is characterized by
integration of HPV 16/18 and numerical chromosome
abnormalities. J Pathol 202, 204, s. 23-33.

9. Howley P.A., Lowy D.R.: Papillomaviruses, s. 2299-2354, in
Knipe DM, Howley PM (ed), Fieldes Virology, 5th edition, Walters
Kluver/Lippincott, Wiliams and Wilkins, Philadelphia, 2007.

10. lkeda K., Tate G., Suzuki T., Mitsuya T.: Coordinate expression
of cytokeratin 8 and cytokeratin 17 immunohistochemical staining
in cervical intraepithelial neoplasia and cervical squamous cell
carcinoma: an immunohistochemical analysis and review of the
literature. Gynecologic Oncol. 108, 598-602, 2008.

11. Jeon S., Lambert P.F.: Integration of HPV 16 DNA into the
human genome leads to increased stability of E6/E7 mRNAs:
implications for cervical carcinogenesis. Proc Natl Acad Sci USA
92, 1995, s. 1654—1658.

12. Keating J.T., Cviko A., Rietdorf S. et al.: K-67, cyclin E and
p16/INK4 are complimentary surrogate biomarkers for human
papillomavirus-related cervical neoplasia. Am J Surg Pathol 25,
2001, 884-891.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

20.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Kirnbauer R., Booy F., Cheng N. et al: Papillomavirus L1 major
capsid protein self-assembles into virus particles that are high
immunogenic. Proc Natl Acad Sci USA 89, 1992,
s. 12180-12184.

Klaes, R., Friedrich, T, Spitkovski, D. et al.: Over expression of
p16/INK4A as a specific marker for dysplastic and neoplastic
epithelial cells of the cervix uteri. Int. J Cancer 92, 276-284,
2001.

Koutsky I.A., Holmes K.K., Critchlow, C.W. et al.: A cohort
study of the risk of cervical intraepithelial neoplasia grade 2 and
3 in relation to papillomavirus infection. New Engl J Med. 327,
1992, s. 1272-1278.

Kruse A.J., Baak J.P.A., deBruin P.C. et al.: Ki-67
immunoquantitation in cervical intraepithelial neoplasia (CIN):
a sensitive marker for grading. J Pathol. 196, 2001, 48-54.
Kruse A.J., Baak J.P.A, Janssen E.A. et al.: Low and high risk
CIN | and Il lesions: prospective predictive value of grade, HPV
and Ki-67. J Pathol 199, 20083, 462-470.

Kruse A.J., Skaland l., Janssen E.A. et al.: Quantitative
molecular parameters to identify low and high risk early CIN
lesions: role of markers of proliferative activity and differentiation
and Rb availability. In J Gynecol Pathol 23, 2004, s.100-109.

Li Y., Nichols M.A., Shay J.W. et al.: Transcriptional repression
of the D type cyclin dependent kinase p16 by retinoblastoma
susceptibility gene product pRb. Cancer Res 54, 1994,
s. 5816-5820.

Luff R.D.: The Bethesda System for reporting cervical vaginal
cytologic diagnoses. Report of the 1991 Bethesda Workshop.
Hum Pathol 23, 1992, s. 719-721.

NCI: National Cancer Institute Workshop: the 1988 Bethesda
system for reporting cervical/vaginal cytologic diagnoses.
J.AM.A. 262, 1989, s. 931-934.

Meisels, A, Fortin, R.: Condylomatous lesions of the cervix and
vagina. |. Cytologic patterns. Acta cytol. 20, 505-809, 1976.
Meisels, A Fortin, R, Roy, M: Condylomatous lesions of the
cervix Il. Cytologic, colposcopic and histopathologic study. Acta
Cytol. 21, 379-390, 1977.

Meyers C., Laimins L.A.: In vitro systems for the study and
propagation of human papillomaviruses. Cumr Topics Microbiol
Immunol 186, 1994, s. 199-215.

Mulvany, NJ, Allen, DG, Wilson, SM: Diagnostic utility of
p16/INK4A: a reappraisal of its use in cervical biopsies. Pathology
40, 335-344, 2008.

Murphy N, Ring, M, Killalea AG, Uhlmann, V et al.: p16/INK4A
as a marker for cervical dyskaryosis: CIN and cGIN in cervical
biopsies and ThinPrep smears. J clin Pathol. 56, 56—-63, 2003.
Murphy, N, Ring, M, Heffron, CCBB et al.: p16/INK4a, CDC6
and MCM5: predictive biomarkers in cervical preinvasive
neoplasia and cetrvical cancer. J clin Pathol 58, 525-534, 2005.
Ondrias F: Patoldgia cervixu maternice. Agentira EURODOS,
Bratislava, 2005.

O’Neill, CJ, McCluggage WG: p16 expression in the female
genital tract and its value in diagnosis. Adv clin Pathol. 13, 8-15,
2006.

Phelps, W.C., Yee, C.L., Munger K. et al.: The human
papillomavirus type 16 E7 gene encodes transactivation and
transformation functions similar to those of adenovirus E1A. Cell
53, 1988, s. 539-647.

Purola, E., Savia, E: Cytology of gynecologic condyloma
acuminatum. Acta Cytol. 21, 26-31, 1977.

Rajéani, J.: Celad Papillomaviridae. s. 324-330, in Rajéani J.,
Ciampor F., Lekarska Virolégia, Veda, Vyd. SAV, Bratislava,
2006.

Rodriguez A.C., Schiffman M., Herrero R. et al.: Rapid
clearance of human papillomavirus and implications for clinical
focus on persistent infections. J Natl Cancer Inst 100, 2008,
s. 513-517.

Varnai A.D., Bollman M., Bankfalvi A. et al.: Predictive testing
of cervical pre-cancer by detecting human papillomavirus E6/E7
mRNA in cervical cytologies up to high grade squamous
intraepithelial lesions: diagnostic and prognostic implications.
Oncol. Rep. 19, 2008, s. 457-465.

deVilliers E.M., Fauquet C.L., Brocker T., Bernard H.U.,
zurHausen H.: Classification of papillomaviruses. Virology 324
2004, s. 17-27.

Waltz A.E., Lachago J., Bose S.: p16 and Ki-67 immunostaining
is a useful adjunct in the assessment of biopsies for HPV
associated anal intraepithelial neoplasia. Am J Surg Pathol 30,
795-801, 2006.

106

Cesko-slovenska patologie



37.

38.

39.

40.

Werness B.A., Levine A.J., Howley P.M. et al.: Association of
human papillomavirus types 16 and 18 E6 proteins with p53.
Science 248, 1990, s. 76-79.

White A., Livanos F.M., Tisty T.D.: Differential disruption of
genomic integrity and cell cycle regulation in normal human
fibroblasts by the HPV oncoproteins. Genes Dev 8, 1994,
s. 666—-677.

Wright T.C., Kurman R.J., Ferenczy A.: Precancerous lesions
of the cerix, s. 253-321, in Kurman R.J. (ed), Blausteines
Patology of the Female Genital Tract, 5" ed., Springer, New
York/Berlin, 2001.

Yildiz, 1Z, Usubutun A, Firet P et al.: Efficiency of
immunohistochemical p16 expression and HPV typing in cervical
squamous cell intraepithelial lesion grading and review of the
literature. Pathol Res Pract 203, 445-449, 2007.

PLAN AKCI IPZV — JARO 2010

KATEDRA PATOLOGICKE ANATOMIE
A SUBKATEDRA CYTOLOGIE IPVZ

Studni¢kova 2, 128 00 Praha 2

Vedouci: prof. MUDr. Ctibor Povysil, DrSc., tel.: 224 968 685,
224 968 660, fax 224 911 715,

e-mail: ctibor.povysil@If1.cuni.cz

232001101

Kurz - Uskali bioptické diagnostiky

Ur€eno pro patology.

Program: Demonstrace diferencialné diagnosticky
obtiznych ptipadu.

13. 3. 2010

Vedouci: Prof. MUDr. C. Povysil, DrSc.
Predpokladana cena: 1000,- K&

Pocet ucastnik(: 20

232001102

Kurz - Histopatologie chorob vylu¢ovaciho ustroji
a genitalu muze

Ur€eno pro patology.

Program: Histopatologicka diagnostika nadorovych i
nenadorovych onemocnéni vylu€ovaciho Ustroji a
genitalu muze.

7.-10. 6. 2010

Vedouci: Prof. MUDr. C. Povysil, DrSc.
Predpokladana cena: 4000,- K&

Pocet ucastnikl: 20

232001103

Specializa¢ni odborna staz v patologii

Ur€eno pro patology ve specializaénim vzdélavani
(povinna staz).

41.

Zanotti S., Fiseler-Eckhoff A., Mannherz H.G.: Changes in the
topological expression of markers of differentiation and apoptosis
in defined stages of human cervical dysplazia and carcinoma.
Gynecologic Oncology 89, 2003, 376-384.

KoreSpondujuci autor:

Doc. MUDr. Marian Benéat, CSc.
Veduci laboratéria patologickej anatomie
_Alpha medical a.s.

Cervenej armady 25

036 01 Martin

Tel.: +421434010914

Fax: +421434220043

E-Mail: marian.bencat@alphamedical.sk

Program: 5denni Skoleni zakon€ené zaveére€nym
testem z histopatologické diagnostiky autoptickych
pfipad, cytologického screeningu, provedenim pitvy
a pisemnym testem z teoretickych znalosti.

19. - 23. 4. 2010

Skolitel: Prof. MUDr. C. Povysil, DrSc.
Predpokladana cena: 5000,- K&

Pocet ucastnikl: 7

Pocet lGzek: 7

232001104

Specializa¢ni odborna staz v patologii

Ur€eno pro patology ve specializaCnim vzdélavani.
Program: Povinna 7tydenni specializa¢ni staz v
cytopatologické a bioptické diagnostice (pfednasky a
seminare specialni patologie dle systémd, biopticka
diagnostika v celé §ifi).

26. 4. - 11. 6. 2010

Skolitel: Prof. MUDr. C. Povysil, DrSc.
Predpokladana cena: 19 200,- K&

Pocet ucastnikl: 8

Pocet lGzek: 8

232201101

Kurz - Aktualni otazky gynekologické cytologie
Ur€eno pro cytopatology, klinické cytopatology a
cytotechnology.

Program: Prezentace oficialnich vyukovych materiall
IAC a aktualni otazky.

27. 3. 2010

Vedouci: doc. MUDr. J. Duskové, CSc.
Predpokladana cena: 1000,- K&

Pocet ucastnikl: 120

Cesko-slovenska patologie

107



