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Streszczenie

Cel pracy: Celem badar byta ocena wartosci diagnostycznej badania cytologicznego oraz oznaczenia biatek p16
i Ki67 u kobiet ze srodnabtonkowg neoplazjg szyjki macicy (CIN).

Materiat i metody: Badaniem objeto 630 kobiet w wieku 25-65 lat, u ktérych w ramach badan profilaktycznych
stwierdzono nieprawidfowy wynik badania cytologicznego i podejrzewano u nich zmiany dysplastyczne szyjki ma-
cicy. U kazdej pacjentki pobrano kontrolny rozmaz cytologiczny oraz wykonano biopsje celowang pod kontrolg
kolposkopu oraz wytyzeczkowano kanat szyjki macicy. Obecnosc biatka p16 i Ki67 oznaczano za pomocg testu
CINtecPlus™, Wyniki badari opracowano statystycznie przy uzyciu programu Statistica ver. 8,1.

Wyniki: Nieprawidfowy wynik rozmazu cytologicznego stwierdzono u 82,6% (520/630) objetych badaniami kobiet.
W 40% (252/630) przypadkow rozpoznano zmiany o charakterze LSIL. Rozpoznanie ASC-US dotyczyto 35,2%
(222/630) badanych, a rozmaz z wynikiem HSIL stwierdzono u 7,3% (46/630) kobiet.

U 17,6% (110/630) objetych badaniami pacjentek wynik rozmazu cytologicznego byt prawidfowy. Nieprawidfowy
wynik badania cytologicznego wystepowat istotnie statystycznie czesciej (p<0,0001) u kobiet ze zmianami dyspla-
stycznymi szyjki macicy. Wynik testu CINtecPlus™ byt dodatni u 68,4% kobiet ze stwierdzonym CIN oraz u 33,3%
badanych pacjentek bez zmian patologicznych na szyjce macicy.

W grupie kobiet z rzeczywistymi stanami przedrakowymi (HGSIL/CIN2+) doktadnosc¢ diagnostyczna rozmazu cyto-
logicznego wyniosta 41% dla wynikow cytologicznych ASC-US, 56% dla LSIL i 73% dla rozpoznania HSIL. Immu-
nocytochemiczna detekcja biatka p16 | Ki67 osiggneta najwyzszg doktadnos¢ (78%) w rozpoznaniu rzeczywistych
stanow przedrakowych.
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Whnioski:

1. Rozpoznania cytologiczne ASC-US i LSIL maja matg doktadnos¢ w diagnostyce standw przedrakowych
(CIN2+) i raka szyjki macicy.

2. Rozpoznanie cytologiczne HSIL ma najwyzszg doktadno$¢ w rozpoznawaniu zmian o charakterze CIN2+.

3. Immunocytochemiczna detekcja biatka p16 | Ki67 ma wiekszg dokfadnos¢ w rozpoznawaniu stanow
przedrakowych i raka szyjki macicy niz badanie cytologiczne.

4. Immunocytochemiczna detekcja biatka p16 i Ki67 moze byc¢ wykorzystywana do selekcji pacjentek z
nieprawidfowym wynikiem badania cytologicznego.

Stowa kluczowe: rozmaz cytologiczny / immunocytochemia / CIN

Summary

Objective: The aim of the study was to assess the diagnostic value of pap smears and detection of the p16 and
Ki67 proteins in women with cervical intraepithelial neoplasia (CIN).

Materials and method: 630 women, aged between 25 and 65, with abnormal pap smears were included into
the study. All patients had a control pap smear and in each case punch biopsy with endocervical curettage were
performed under the control of a colposcope. The presence of p16 and Ki67 proteins was detected using the
CINtecPlus test. The results of the research were statistically assessed.

Results: Abnormal pap smears were found in 82.56% (620/630) of the studied women. In 40% (252/630) of the
cases the LSIL changes were found. The recognition of ASC-US concerned 35.2% (222/630) of the patients, and
pap smears with the HSIL result were found in 7.3% (46/630) of the women. In 17.5% (110/630) of the patients
the result of the cytological examination was normal. Abnormal results of the pap smears were found significantly
statistically more frequently (p<0,0001) in women with cervical intraepithelial neoplasia (CIN). The results of the
CINtecPlus test were positive in 68,4% of women with CIN and in 33,3% of patients with normal cervix. In the group
of women with precancerous lesions (HGSIL/CIN2+) the diagnostic accuracy of the pap smear was 41% for the
cytological results ASC-US, 56% LSIL and 73% for detection of HSIL. Immunocytochemical detection of p16 and

Ki67 proteins gained the highest accuracy (78%) in recognition of cervical precancerous lesions.

Conclusion:

1. ASC-US and LSIL cytological recognition has low accuracy in the diagnosis of CIN2+ cervical changes.

2. Cytological recognition of HSIL has the highest accuracy in the diagnosis of CIN2+ changes.

3. Immunocytochemical detection of p16 and Ki67 proteins is more accurate in recognizing precancerous
states and cervical cancer than cytological examination. 4. Immunocytochemical detection of the p16 and
Ki67 proteins can be used to triage patients with atypical squamous cells of undetermined significance and

low grade squamous intraepithelial lesions.

Key words: Papanicolau smear / immunocytochemistry
cervical intraepithelial neoplasia

Wstep

Srédnabtonkowa neoplazja szyjki macicy (CIN) jest po-
wszechnie uznawana za stan przednowotworowy i stanowi waz-
ny etap w procesie karcynogenezy raka szyjki macicy (rszm).
Rozpoznawanie i leczenie standw przedrakowych jest gtdéwnym
zadaniem programow badan profilaktycznych rszm i prowadzi
do obnizenia wskaznikoéw zapadalnosci i Smiertelnosci z powodu
tego nowotworu w objetych badaniami populacjach kobiet [1].

Rozmaz cytologiczny jest wciaz podstawowym narz¢dziem
diagnostycznym wykorzystywanym w skriningu rszm. Badanie
cytologiczne ma jednak niska czuto$¢ i specyficznosé, co po-
woduje ze wysoki odsetek badan stanowia wyniki fatszywie ne-
gatywne, falszywie pozytywne oraz niejednoznaczne (ASCUS,
ASC-H, rozmazy nienadajace si¢ do oceny), co generuje wysokie
koszty skriningu [2]. Istnieje zatem pilna konieczno$¢ poszuki-
wania nowych metod diagnostycznych, ktére poprawilyby efek-
tywnos¢ i obnizyly koszty skriningu rszm.
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Cel pracy

Celem pracy byta ocena wartosci diagnostycznej badania cy-
tologicznego oraz oznaczenia biatka p16 1 Ki67 za pomoca metod
immunocytochemicznych u kobiet ze §rédnablonkowa neoplazja
szyjki macicy.

Materiat i metodyka

Badaniem objgto 630 kobiet w wieku 25-65 lat, ktore w la-
tach 2008-2010 w ramach prowadzonych badan profilaktycznych
zostaly skierowane do Pracowni Patologii Szyjki Macicy GPSK
w Poznaniu i Oddziatu Potozniczo-Ginekologicznego Szpitala
Kieleckiego w Kielcach z powodu podejrzenia u nich patologii
szyjki macicy na podstawie nieprawidtowego wyniku rozmazu
cytologicznego. U kazdej pacjentki pobrano kontrolny rozmaz
cytologiczny oraz wykonano biopsjg celowang 1 wytyzeczkowa-
no kanat szyjki macicy pod kontrola kolposkopu. Na podstawie
wyniku badania histopatologicznego kobiety kwalifikowano do
grupy badanej lub kontrolnej.
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Pacjentki ze stwierdzona w badaniu histopatologicznym
$rédnablonkowa neoplazja szyjki macicy, stanowity grupg bada-
na, a kobiety u ktorych nie wykazano zmian patologicznych na
szyjce macicy zaliczono do grupy kontrolne;j.

Diagnostyke immunocytochemiczng (detekcja biatka pl6
i Ki67) przeprowadzono w Pracowni Patofizjologii Szyjki Ma-
cicy GPSK w Poznaniu przy uzyciu komercyjnego testu CINtec-
Plus™ (dystrybucja na terenie Polski firma Rovers Polska). Bada-
nia immunocytochemiczne wykonano u 68 kobiet. Jedynym kry-
terium kwalifikujacym pacjentki do wykonania immunocytoche-
micznej detekcji biatka p16 i Ki 67 byta dostgpnosc tej metody na
poszczegdlnych etapach badan. Uzyskane wyniki badan poddano
analizie statystycznej przy uzyciu programu Statistica v.8.1.

Wynik badan i ich oméwienie

Srednia wieku badanych kobiet wyniosta 45 lat (+/- SD) (25-
65 lat). Do grupy I badanej zakwalifikowano 64,8% (408/630)
kobiet z nieprawidlowym wynikiem badania histopatologiczne-
go. Do grupy II kontrolnej wiaczono 35,2% (222/630) kobiet,
u ktorych wynik badania histopatologicznego byl prawidlowy.
Nieprawidlowy wynik badania cytologicznego stwierdzono
u 82,5% (520/630) objetych badaniem kobiet. U 40% (252/630)
przypadkoéw rozpoznano zmiany o charakterze LSIL. Rozpozna-
nie ASC-US dotyczyto 35,2% (222/630) badanych, a rozmaz
z wynikiem HSIL stwierdzono u 7,3% (46/630) kobiet. U 17,5%

(110/630) objetych badaniami pacjentek wynik cytologii byt pra-
widlowy. Nieprawidtowy wynik badania cytologicznego istotnie
statystycznie czgsciej (p<0,0001) wystgpowat u kobiet ze zmia-
nami dysplastycznymi szyjki macicy. Sil¢ zwiazku pomigdzy
nieprawidlowym wynikiem badania cytologicznego, a wystgpo-
waniem zmian patologicznych w nabtonku okreslono za pomoca
wspotczynnika V Cramera. Warto$¢ tego wspotczynnika wynio-
sta 0,25, co $wiadczy o bardzo matej sile zwiazku pomigdzy nie-
prawidtowym wynikiem rozmazu cytologicznego, a wystgpowa-
niem zmian patologicznych w nabtonku szyjki macicy. Analiza
wynikow badan immunocytochemicznych i oznaczenie ekspresji
biatek p16 i Ki67 w teScie CINtecPlus™ wykazata, ze byt on do-
datni w 68,4% przypadkoéw w grupie kobiet ze stwierdzona pato-
logia szyjki macicy oraz u 33,3% badanych pacjentek bez zmian
patologicznych na szyjce macicy. (Tabela I). Dodatni wynik testu
CINtecPlus™ stwierdzono u 37,5% pacjentek ze zmianami koilo-
cytarnymi, u 71,4% badanych z CIN 1 oraz u wszystkich kobiet
z CIN 2, CIN 3 i rakiem ptaskonablonkowym szyjki macicy. Do-
datni wynik testu CINtecPlus™ byt istotnie statystycznie zwiaza-
ny z wystgpowaniem patologii szyjki macicy, a warto§¢ wspol-
czynnika V Cramera wyniosta 0,55. Warto$¢ wspotczynnika V
Cramera u kobiet ze zmianami dysplastycznymi szyjki macicy
byta ponad dwukrotnie wyzsza w odniesieniu do dodatniego wy-
niku testu CINtecPlus™ niz w przypadku nieprawidtowego wyni-
ku rozmazu cytologicznego. (Tabela II).

Tabela I. Analiza statystyczna zwiazku pomigdzy wynikami badania histopatologicznego a wynikiem kontrolnego badania cytologicznego oraz testu p16 Ki67 (CINtecPlus™)

w catej badanej populacii.

Wynik badania histopatologicznego
Rodzaj badania Wynik Analiza statystyczna
prawidtowy nieprawidtowy
W normie 51 (23,0%) 59 (14,5%)
ASC-US 102 (46,0%) 120 (29,4%) x°= 36,98
Cytologia p<0,00001
LSIL 61 (27,4%) 191 (46,8%) V=0,25
HSIL 8 (3,6%) 38 (9,3%)
P16 Ki67 dodatni 10 (33,3%) 26 (68,4%) x2_=8,28
(CINTecPlus™) p=0,004
ujemny 20 (66,7%) 12 (31,6%) V=-0,35

Tabela Il. Szczegétowa analiza statystyczna zwigzku pomigdzy wynikami badania histopatologicznego a wynikami badania cytologicznego oraz badan immunocytochemicznych

(p16 Ki67).
Wynik badania histopatologicznego :
Rodzaj badania Wynik ¢ It\natllza
prawidiowy | koilocytoza CIN1 CIN2 CIN3 cacolliuteri | Statystyczna
norma 51(23,0%) | 8(8,8%) | 31(16,7%) | 19(21,3%) | 1(3,1%) 0 (0,0%)
ASC-US | 102 (46,0%) | 25 (27,5%) | 62 (33,3%) | 16 (18,0%) | 10 (31,3%) 7 (70%) ¥=118,85
Cytologia p<0,00001
LSIL 61 (27,4%) | 50 (54,9%) | 89 (47,9%) | 43 (48,3%) | 9 (28,1%) 0 (0,0%) V=0,25
HSIL 8 (3,6%) 8 (8,8%) 4(2,1%) 11 (12,4%) | 12 (37,5%) 3 (30,0%)
P16 Ki67 dodatni | 10(33,3%) | 6(37,5%) | 5(71,4%) | 6(100%) | 8 (100%) 1 (100%) 2=20,45
p<0,001
(CINtecPlus™) | yiemny | 20 (66,7%) | 10 (62,5%) | 2(28,6%) | 0(0,0%) | 0(0,0%) 0(0,0%) V=0,55
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Najwyzsza dokladno$¢ cytologicznej diagnostyki zmian
o charakterze LGSIL (koilocytoza/CIN1) stwierdzono w odnie-
sieniu do rozpoznania cytologicznego LSIL, a najnizsza dla ASC
-US. Doktadno$¢ testu CINtec Plus™ wyniosta 58% w grupie
kobiet z LSIL. (Tabela III).

W grupie kobiet z rzeczywistymi stanami przedrakowymi
(HGSIL/CIN2+) doktadnos¢ diagnostyczna rozmazu cytolo-
gicznego wyniosta zaledwie 41% dla rozpoznan cytologicznych
ASC-US, 56% dla LSIL i 73% dla rozpoznania HSIL. Immuno-
cytochemiczna detekcja biatka pl6 i Ki67 osiagneta najwyzsza
doktadnos$¢ (78%) w rozpoznaniu rzeczywistych standéw prze-
drakowych, a najwyzsza warto$¢ wskaznika wiarygodnosci testu
$wiadczy o bardzo duzej przydatnosci tego testu w rozpoznawa-
niu zmian CIN2+. (Tabela IV).

Dyskusja

Doswiadczenia zwiazane z prowadzeniem badan skriningo-
wych rszm opartych o rozmaz cytologiczny jednoznacznie po-
kazuja, ze mozliwo$ci dalszego rozwoju badan profilaktycznych
w obecnym ksztalcie sa ograniczone [3]. Wiaze si¢ to przede
wszystkim z niskq czulo$cia pojedynczego badania cytologiczne-
go. Powoduje to konieczno$¢ cyklicznego powtarzania kolejnych

rozmazow cytologicznych, co generuje dodatkowe koszty i obni-
za efektywnos$¢ skriningu. Pomimo zwielokrotniania liczby po-
bieranych romazéw cytologicznych i podejmowania staran nad
poprawa ich jakoSci technicznej oraz jako$ci oceny materiatu ko-
morkowego, nie obniza si¢ relatywnie wysoki odsetek wynikow
falszywie pozytywnych i falszywie negatywnych. Wyniki fat-
szywie pozytywne podwazaja optacalno$¢ ekonomicznag dziatan
profilaktycznych, poniewaz zobowiazuja do przeprowadzenia ich
weryfikacji na etapie poglgbionym skriningu (kolposkopia, bada-
nie histopatologiczne). Znacznie powazniejszy problem stanowia
jednak wyniki falszywie negatywne rozmazow cytologicznych,
gdyz powoduja zagrozenie zdrowia i zycia kobiet uczestnicza-
cych w skriningu mylnie informowanych o braku koniecznosci
podjecia dalszej diagnostyki i poszukiwania u nich patologii na
szyjce macicy [4]. Skala zjawiska wystgpowania fatszywie nega-
tywnych wynikéw oceny rozmazéw cytologicznych nie jest do
konca poznana. Znaczenie tego waznego problemu pokazujg ba-
dania przeprowadzone przez Asbury i wsp, ktdrzy ocenili odse-
tek falszywie negatywnych wynikéw rozmazow cytologicznych
na 15% do nawet 50% [5]. W badaniach Franco i wsp. czutos¢
cytodiagnostyki w wykrywaniu rzeczywistych stanéw przedra-
kowych (CIN2+) zostata oceniona na 53% [6]. W doniesieniach

Tabela Ill. Warto$ci wskaznika czutosci (SENS), specyficznosci (SPEC), dodatniej (PPV) i ujemnej (NPV) warto$ci predykcyjnej oraz doktadnosci (ACC) i wskaznikow
wiarygodnosci (LR+, LR-) dla badania cytologicznego oraz detekcji biatek p16 i Ki67 (CINtecPlus™) u kobiet ze zmianami matego stopnia (koilocytoza/CIN1).

Zmiany matego stopnia SENS | SPEC + PPV NPV ACC
(Koilocytoza/CIN1) ™ | PP FN TN e | | PR R ) | ) | )
Rozpoznanie cytologiczne

ASO LS 87 102 39 51 69 33 1,04 | 0,93 46 57 49
ngfozna”'e cytologiczne 12 8 39 51 24 86 1,74 | 0,88 60 57 57
Eglzl_pozr‘a”'e cytologiczne | 459 61 39 51 78 46 1,43 | 048 70 57 66
Rozmaz cytologiczny 238 171 39 51 86 23 1,12 0,61 58 57 58
P16 Ki67 CINtecPlus™ 1 10 12 20 48 67 1,43 | 078 52 63 58

TP-wynik pozytywny, FP-wynik fatszywie pozytywny, FN-wynik fatszywie negatywny, TN-wynik negatywny.

Tabela IV. Wartosci wskaznika czuto$ci (SENS), specyficznosci (SPEC), dodatniej (PPV) i ujemnej (NPV) warto$ci predykcyjnej oraz doktadno$ci (ACC) i wskaznikow
wiarygodnosci (LR+, LR-) dla badania cytologicznego oraz detekcji biatek p16 i Ki67 (CINtecPlus™) u kobiet ze zmianami duzego stopnia (HGSIL/CIN2+).

Zmiany duzego stopnia SENS | SPEC PPV NPV ACC
(HGSIL/CIN2+) TP FP PN TN o L @) | SRR ) | ) | )
Rozpoznanie cytologiczne

ASeUS 33 102 20 51 62 33 093 | 1,13 24 72 41
ngfozna“'e cytologiczne 26 8 20 51 57 86 417 | 050 76 72 73
sglzl_p“”a"'e cytologiczne 52 61 20 51 72 46 1,33 | 0,61 46 72 56
Rozmaz cytologiczny 11 171 20 51 85 23 1,12 0,66 39 72 46
P16 Ki67 CINtecPlus™ 15 10 0 20 100 67 3,00 | 0,00 60 00 78

TP-wynik pozytywny, FP-wynik fatszywie pozytywny, FN-wynik fatszywie negatywny, TN-wynik negatywny.
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innych autorow czuto$¢ pojedynczego badania cytologicznego
w wykrywaniu zmian o charakterze CIN2+, w zaleznos$ci od
o$rodka, wynosi od 30% do 75% [7, 8]. Niska czulo$¢ cytologii
skutkuje niewielkim spadkiem zachorowalnos$ci i umieralnosci
kobiet, ktore nawet korzystajac regularnie z badan cytologicz-
nych wciaz beda zapadaly na raka szyjki macicy. Niska swoisto$¢
cytologii wptywa na znaczne zwigkszenie kosztow profilaktyki,
ktore wynikaja z prowadzenia kosztownych badan etapu pogle-
bionego u kobiet zdrowych, z falszywie dodatnimi wynikami
rozmazu cytologicznego. W trakcie badan szczegdlna uwage
zwrocono na rozpoznania cytologiczne ASC-US i LSIL, ktore
w powszechnej opinii specjalistow decyduja o wartosci diagno-
stycznej skriningu cytologicznego gwarantujac wysoka jakos¢
profilaktyki raka szyjki macicy. W badanym materiale czutos§¢
rozpoznan cytologicznych ASC-US wynosita 67%, a swoisto$¢
33%. Rowniez dla rozpoznania cytologicznego LSIL sformuto-
wanego u 252 kobiet, czuto$¢ i swoistos$¢ cytodiagnostyki nie byta
w 100% satysfakcjonujaca. Nalezy jednak podkresli¢, ze zarow-
no czuto$¢ jak i swoisto$¢ rozpoznania cytologicznego LSIL mia-
ly wyraznie wyzsze warto$ci w poréwnaniu do przedstawionych
powyzej parametrow wykrywczych rozpoznania cytologicznego
ASC-US. Dla LSIL czuto$¢ wykrywania szeroko pojetej patolo-
gii szyjki macicy wyniosta 76%, a swoisto§¢ 46%. Doktadnos¢
badania cytologicznego, ktora zgodnie z definicja jest odsetkiem
nieprawidtowego wyniku badania cytologicznego u kobiet rze-
czywiscie chorych i zarazem prawidtowego wyniku rozmazu cy-
tologicznego u kobiet bez patologii szyjki macicy zmieniata sig
wraz z zaawansowaniem poszczegdlnych rozpoznan cytologicz-
nych. Ogodlna doktadnos$¢ cytodiagnostyki w wykrywaniu lub
wykluczaniu obecnos$ci szeroko pojetej patologii szyjki macicy
wyniosta w przeprowadzonych badaniach 63%. Znamienne jest
to, ze najnizsza (52%) doktadnos¢ cytodiagnostyki odnotowano
dla rozpoznania cytologicznego ASC-US. Byta to warto$¢ znacz-
nie odbiegajaca od doktadnosci cytodiagnostyki w wykrywaniu
patologii szyjki macicy opisanej odpowiednio dla: LSIL — 67%
i HSIL — 57%.

Odkryciem ostatnich lat jest opracowanie metody identyfi-
kacji zmian dysplastycznych szyjki macicy na zasadzie potacze-
nia rozmazu cytologicznego z immunocytochemiczna detekcja
biatka p16 i Ki67 (komercyjny test CINtecPlus™). W przepro-
wadzonych badaniach stwierdzono, ze ta metoda diagnostyczna
odznacza si¢ bardzo wysoka (78%) doktadno$cia w identyfikacji
zmian CIN2+, czyli rzeczywistych stanow przedrakowych szyjki
macicy, ktorych wykrycie jest gldownym celem skriningu rszm.
Dodatkowo wykazano, ze metoda ta ma bardzo wysoka doktad-
no$¢ (100%) w identyfikacji zmian duzego stopnia (HGSIL).
Nalezy podkresli¢, ze jako metoda tzw. etapu posredniego, ktory
doprecyzowuje wskazania do wykonania kolposkopii u kobiet
z nieprawidlowym wynikiem badania cytologicznego moze stu-
zy¢ jako podstawowe narzedzie selekcji w tej grupie pacjentek.
Metoda ta oparta o detekcjg biatka p16 i Ki67 wykazata si¢ mak-
symalna (100%) czutoscia w identyfikacji przypadkow kobiet ze
zmianami o charakterze CIN 2+ na szyjce macicy. Analiza aktu-
alnego pismiennictwa dotyczacego praktycznego wykorzystania
testu CINtecPlus™ w skriningu rszm jednoznacznie wskazuje,
Ze istnieje realna szansa na szerokie wprowadzenie w najblizszej
przyszlosci tej przydatnej metody diagnostycznej do programéw
badan profilaktycznych raka szyjki macicy [9, 10, 11] .
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Whnioski:

1. Rozpoznania cytologiczne ASC-US i LSIL maja mata do-
ktadno$¢ w diagnostyce stanéw przedrakowych (CIN2+)
i raka szyjki macicy.

2. Rozpoznanie cytologiczne HSIL ma najwyzsza doktadnosc
W rozpoznawaniu zmian o charakterze CIN2+.

3. Immunocytochemiczna detekcja biatka p16 i Ki67 ma wigk-
sza dokladno$¢ w rozpoznawaniu stanéw przedrakowych
i raka szyjki macicy niz badanie cytologiczne.

4. TImmunocytochemiczna identyfikacja biatka p16 i Ki67 moze
by¢ wykorzystywana do selekcji pacjentek z nieprawidlo-
wym wynikiem badania cytologicznego.
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