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	 Streszczenie
Wzrost wiedzy na temat procesów kancerogenezy w połączeniu z rozwojem technologii diagnostyki molekularnej z 
wykorzystaniem matryc DNA i mRNA oraz metod immunohistochemicznych wykrywających ekspresję białka p 16 
wprowadził nową jakość do badań profilaktycznych raka szyjki macicy sprowadzając ją z poziomu komórkowego 
na poziom molekuł. Pozwala to nie tylko na rozpoznawanie istniejących stanów przedrakowych i raka ale również na 
przewidywanie tych patologii na etapie zmian komórkowych lub molekularnych za pomocą oznaczeń biomarkerów 
onkogenezy. Te nowe narzędzia diagnostyczne dają nadzieję na poprawę skuteczności skriningu raka szyjki macicy 
oraz znaczną redukcję jego kosztów. 
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	 Summary
Increasing knowledge about the cervical cancer etiology, combined with the development of molecular diagnostics 
technology using DNA matrix and mRNA matrix, introduced a new quality in cervical cancer screening. Moving the 
diagnostics from the cellular level into the molecular level allowed not only to identify the existing precancerous 
states, but also to foresee these pathologies in the stage of cellular or molecular changes using oncogenesis 
biomarkers. The new diagnostic tools give hope for the improvement of effectiveness of cervical cancer screening 
and for a significant reduction of costs.  
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Wprowadzenie	50	lat	temu	badań	profilaktycznych	opartych	
o	rozmaz	cytologiczny	oceniany	według	kryteriów	PAPA	(Papa-
nicolaou)	doprowadziło	do	zmniejszenia	śmiertelności	z	powodu	
raka	 szyjki	macicy	w	objętych	 skriningiem	populacjach	kobiet	
[1].	Mimo	 tych	 niewątpliwych	 sukcesów	 zastosowanie	 cytolo-
gii	 jako	podstawowego	narzędzia	diagnostycznego	w	skriningu	
raka	 szyjki	 macicy	 nie	 jest	 rozwiązaniem	 pozbawionym	 wad.	
Podstawowy	problem	stanowi	duży	odsetek	wyników	fałszywie	
negatywnych	 i	 fałszywie	pozytywnych	co	generuje	dodatkowo	
wysokie	koszty	badań	przesiewowych	[2,	3].	

Badanie	cytologiczne	nie	jest	doskonałym	i	jednoznacznym	
narzędziem	 diagnostycznym	 w	 rozpoznawaniu	 zmian	 śródna-
błonkowych	i	raka	szyjki	macicy. Czułość	jednokrotnego	badania	
cytologicznego	w	rozpoznawaniu	tych	patologii	zależy	w	dużym	
stopniu	 od	 poziomu	 fachowości	 personelu	 prowadzącego	 skri-
ning	(osoba	pobierająca,	sprzęt,	dokładność	pobrania,	utrwalenia,	
techniki	 histologicznej,	 skriningu	 cytologicznego,	 reskriningu).	
Dlatego	też	czułość	i	odsetek	wyników	fałszywie	negatywnych	
jest	miarą	poziomu	konkretnego	ośrodka	diagnostycznego.	Do-
datkowo	 badanie	 cytologiczne	 cechuje	 ograniczona	 powtarzal-
ność	wyników	oraz	duży	odsetek	wyników	niejednoznacznych	
(ASCUS,	ASC-H,	rozmazy	nienadające	się	do	oceny).	

Wyniki	niejednoznaczne	mogą	dotyczyć	nawet	do	7%	ko-
biet	objętych	skriningiem.	U	większości	z	nich	stwierdza	się	na	
szyjce	macicy	zmiany	łagodne,	jednak	powoduje	to	konieczność	
wykonywania	 kontrolnych	 rozmazów	 cytologicznych	 oraz	 do-
datkowych	 badań	 diagnostycznych	 (kolposkopia,	 badania	 wi-
rusologiczne,	 badania	 histologiczne)	 co	 znacznie	 komplikuje	
i	zwiększa	koszty	programów	badań	profilaktycznych	raka	szyjki	
macicy	[4].	Nakłady	finansowe	ponoszone	na	weryfikację	niejas-
nych	wyników	rozmazów	cytologicznych	znacznie	przewyższają	
koszty	 związane	 z	 diagnostyką	 i	 leczeniem	 stanów	 przedrako-
wych	 (CIN2+)	 [5].	Wykrycie	 1	 przypadku	 raka	 szyjki	macicy	
w	oparciu	o	podstawowe	badania	cytologiczne	wymaga	poniesie-
nia	kosztów	związanych	z	prowadzeniem	badań	przesiewowych	
u	1000	kobiet	przez	35	lat	[6].	

Wprowadzenie	kosztownych	modyfikacji	klasycznego	bada-
nia	 cytologicznego	 i	 stworzenie	 cytologii	 na	 podłożu	 płynnym	
(liquid base cytology	–	LBC)	nie	poprawiło	w	znaczącym	stopniu	
jego	czułości	i	specyficzności	w	wykrywaniu	zmian	śródnabłon-
kowych	i	raka	szyjki	macicy	[7].	Dlatego	prowadzone	są	bardzo	
intensywne	prace	nad	poszukiwaniem	nowych	biomarkerów	raka	
szyjki	macicy,	które	pozwoliłyby	na	pewną	identyfikację	grupy	
kobiet	z	niejasnymi	wynikami	cytologii,	u	których	istnieje	bez-
względna	 konieczność	 włączenia	 szczegółowej	 diagnostyki	 na	
etapie	pogłębionym	skriningu.

Względy	 ekonomiczne	 i	 ograniczone	 możliwości	 diagno-
styczne	 rozmazu	 cytologicznego	 spowodowały,	 że	 klasyczny	
model	profilaktyki	raka	szyjki	macicy	oparty	o	skrining	cytolo-
giczny,	badanie	kolposkopowe	z	wycinkiem	celowanym	i	lecze-
niem	stanów	przedrakowych	ulega	obecnie	zmianom	[8,	9].	

Zastosowanie	 nowych	 technologii	 molekularnych	 ma	 po-
prawić	 efektywność	 skriningu	 poprzez	 wzrost	 jego	 czułości	
z	jednoczesnym	ograniczeniem	konieczności	wykonywania	do-
datkowych	badań	na	etapie	pogłębionej	diagnostyki	programów	
profilaktycznych,	 co	 ma	 znacznie	 obniżyć	 nakłady	 finansowe	
przeznaczane	na	prowadzenie	badań	profilaktycznych	raka	szyjki	
macicy.	Dotyczy	to	głównie	kobiet	młodych	z	latentną	postacią	
zakażenia	HPV,	u	których	wynik	pojedynczego	badania	cytolo-

gicznego	bardzo	często	może	być	nieprawidłowy	[10].	
Zakażenie	wirusem	brodawczaka	ludzkiego	(HPV)	jest	po-

wszechnie	 uznawane	 za	 główny	 czynnik	 etiologiczny	 rozwoju	
stanów	przedrakowych	i	raka	szyjki	macicy.	Zostało	to	potwier-
dzone	w	 licznych	 badaniach	 eksperymentalnych	 i	 epidemiolo-
gicznych	[11,	12,	13].	Zakażenie	jednym	z	15	typów	wirusa	HPV	
o	wysokim	potencjale	onkogennym	jest	niezbędnym,	ale	niewy-
starczającym	 czynnikiem	 przyczynowym	 rozwoju	 zmian	 śród-
nabłonkowych	i	raka	szyjki	macicy	[14].	Tylko	u	części	kobiet	
zakażonych	wirusem	HPV	rozwija	się	śródnabłonkowa	neoplazja	
lub	rak	szyjki	macicy.	U	części	z	nich,	głównie	kobiet	młodych	
przed	30	rokiem,	zakażenie	może	mieć	charakter	przejściowy	lub	
utajony	 [15].	 Czynnikiem	 niezbędnym	 do	wywołania	 transfor-
macji	nowotworowej	w	komórkach	nabłonka	szyjki	macicy	jest	
integracja	wirusowego	DNA	z	genomem	komórkowym.	Ma	 to	
miejsce	głównie	w	postaci	przetrwałej	zakażenia	HPV.	Następ-
stwem	tego	procesu	jest	nadekspresja	białek	wirusowych	E6/E7	
o	 właściwościach	 transformujących,	 które	 inaktywują	 główne	
regulatory	cyklu	komórkowego	i	supresory	transformacji	nowo-
tworowej	 p53,	 pRb	 (retinoblastoma).	 Równocześnie	 aktywują	
one	 telomerazę	 powodując	 rozwój	 zmian	 śródnabłonkowych	
i	raka	inwazyjnego	[16,	17,	18].	Stwierdzenie	przewlekłej	ekspre-
sji	onkogenów	E6/E7	może	służyć	jako	wskaźnik	prognostyczny	
potencjału	transformacji	nowotworowej	w	komórkach	nabłonka	
szyjki	macicy	już	na	bardzo	wczesnym	jej	etapie	[19].

Spośród	 licznych	 dostępnych	 komercyjnych	 testów	 DNA	
służących	do	wykrywania	zakażenia	wirusami	HPV,	FDA	(Food 
and Drug Administration)	 zaaprobowała	 do	 badań	 skriningo-
wych	na	terenie	USA	komercyjny	test	Hybryd	Capture	II	(HC2)	
firmy	Digene	[20].	Jednak	testy	te	mają	ograniczone	zastosowa-
nie	 u	 kobiet	młodych	poniżej	 30	 roku	 życia,	 u	 których	bardzo	
często	stwierdza	się	utajoną	postać	zakażenia	HPV.	Stwierdzenie	
dodatniego	wyniku	testu	na	obecność	DNA	HPV	poniżej	21	roku	
życia	jest	mało	przydatne	w	praktyce	klinicznej	i	nie	należy	za-
lecać	jego	wykonywania.	Jeżeli	badanie	zostało	wykonane	w	tej	
grupie	kobiet	a	jego	wynik	jest	dodatni	to	nie	należy	poszerzać	
diagnostyki	(kolposkopia,	histologia)	w	tej	grupie	pacjentek	bo-
wiem	w	większości	przypadków	zakażenie	HPV	i	zmiany	z	nią	
związane	ulegną	regresji	wraz	z	upływem	czasu	[21,	22].	

W	grupie	 kobiet	 starszych	 testy	HPV	DNA	 są	 bardzo	 po-
mocne	w	prowadzeniu	badań	profilaktycznych	jednak	nie	pozwa-
lają	na	podstawie	jednokrotnego	badania	na	zróżnicowanie	utajo-
nej	i	przetrwałej	postaci	zakażenia	HPV.	Poznanie	i	zrozumienie	
przebiegu	naturalnego	zakażenia	HPV	jest	istotne	dla	zachowania	
równowagi	między	odpowiednim	prowadzeniem	badań	przesie-
wowych	w	celu	zapobiegania	rozwojowi	raka	a	wykonywaniem	
nadmiernej	liczby	badań,	co	związane	jest	z	rosnącymi	kosztami	
skriningu	oraz	możliwością	wystąpienia	szeregu	niekorzystnych	
powikłań	[23].

Wprowadzenie	 testów	wykrywających	DNA	HPV	 pozwo-
liło	 na	wdrożenie	 nowej	 jakości	 do	 badań	 profilaktycznych	 na	
etapie	pogłębionej	diagnostyki	szczególnie	u	kobiet	z	nieprawid-
łowymi	wynikami	badań	cytologicznych.	Testy	DNA	HPV	HR	
(diagnozujące	typy	wirusa	o	wysokim	potencjale	onkogennym)	
wykrywające	obecność	wirusowego	DNA	posiadają	dużo	więk-
szą	czułość	w	rozpoznawaniu	śródnabłonkowej	neoplazji	i	raka	
szyjki	macicy	niż	klasyczny	rozmaz	cytologiczny	[10].	Przydat-
ność	kliniczną	tych	testów	potwierdzono	w	trzech	dużych	bada-
niach	prospektywnych	przeprowadzonych	zarówno	w	USA	 jak	
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i	w	Europie	 [24,	 25,	 26].	 Jednak	 powszechne	 stosowanie	 tych	
testów	na	etapie	pogłębionej	diagnostyki	w	ramach	badań	profi-
laktycznych	napotyka	na	ograniczenia	i	nie	spełnia	pokładanych	
nadziei.	 Związane	 jest	 to	 ze	 stosunkowo	 niską	 ich	 swoistością	
oraz	 niską	wartością	 predykcyjną	 dodatnią	 (positive predictive 
value	–	PPV)	szczególnie	u	kobiet	młodych	z	utajoną	postacią	
zakażenia	wirusem	Papilloma.	Powoduje	to	konieczność	powta-
rzania	 tych	 testów	 co	 6-12	miesięcy	w	 celu	 potwierdzenia	 lub	
wykluczenia	 występowania	 przetrwałej	 postaci	 zakażenia,	 co	
znacznie	podwyższa	koszty	prowadzonego	skriningu	[27,	28].	

Pacjentki	 z	 przetrwałą	 postacią	 zakażenia	 wirusami	 HPV	
o	wysokim	potencjale	onkogennym	(HR	HPV)	są	szczególnie	za-
grożone	rozwojem	śródnabłonkowej	neoplazji	i	raka	szyjki	maci-
cy.	Wymagają	one	intensywnego	nadzoru,	dlatego	konieczne	jest	
szybkie	i	dokładne	ocenianie	tej	postaci	zakażenia	[29,	30].	Takie	
możliwości	stwarzają	nowe	testy	oparte	o	analizę	transkryptów	
mRNA	wirusów	HPV	HR.	Wykrycie	transkryptów	mRNA	HPV	
HR	wydaje	się	mieć	większą	wartość	prognostyczną	w	rozpozna-
waniu	stanów	przedrakowych	i	raka	szyjki	macicy	w	porównaniu	
z	diagnostyką	opartą	o	 rozmaz	cytologiczny	 i	 testy	HPV	DNA	
[31].	Przydatność	 testów	DNA	HPV	w	badaniach	profilaktycz-
nych	raka	szyjki	macicy	została	szczegółowo	opracowana	w	licz-
nych	doniesieniach,	natomiast	wartość	prognostyczna	testów	op-
artych	o	analizę	mRNA	w	rozpoznawaniu	zmian	śródnabłonko-
wych	i	raka	szyjki	macicy	wciąż	nie	została	do	końca	poznana.	
W	dostępnym	piśmiennictwie	opublikowano	zaledwie	kilka	prac	
porównujących	wyniki	 testów	DNA	HPV	 i	mRNA	HPV	u	ko-
biet	 z	CIN	 i	 rakiem	szyjki	macicy	 [10].	Obecnie	dostępny	 jest	
już	na	rynku	komercyjny test	oparty	o	analizę	mRNA	wirusów	
HPV	 dopuszczony	 do	 zastosowań	 klinicznych	 (NucliSENSE	 
EasyQ®).	 Test	 ten	 wykrywa	 obecność	 zwiększonej	 ilości	 tran-
skryptów	mRNA	onkogenów	E6/E7	pięciu	najczęściej	wywołu-
jących	raka	szyjki	macicy	onkogennych	typów	HPV:	16,	18,	31,	
33	 i	45	 i	charakteryzuje	się	wyższą	specyficznością	 i	czułością	
w	wykrywaniu	zmian	CIN2+	w	porównaniu	z	testami	HPV	DNA	
[32].

Obecnie	trwają	poszukiwania	innych	bardziej	obiektywnych	
niż	testy	HPV	DNA	markerów	molekularnych	pozwalających	na	
zróżnicowanie	 postaci	 utajonej	 i	 przewlekłego	 zakażenia	HPV.	
Wydaje	się,	że	rolę	takiego	biomarkera	może	pełnić	białko	p16	
[33].	Białko	 p16	w	warunkach	fizjologicznych	 pełni	 rolę	 inhi-
bitora	cyklinozależnej	kinazy	CDK	4/6	i	zapobiega	fosforylacji	
białka	 retinoblastoma	 (Rb)	 hamując	 cykl	 komórkowy	 poprzez	
utrzymywanie	komórki	w	fazie	G1.	Wzrost	poziomu	onkogenów	
E6/E7	związany	z	przetrwałym	zakażeniem	wirusem	HPV	powo-
duje	zwiększoną	ekspresję	białka	p16	[34].	

Silną	ekspresję	białka	p16	obserwuje	się	w	niektórych	no-
wotworach,	w	tym	w	raku	szyjki	macicy.	Ekspresja	białka	p16	
w	może	sugerować	rozwój	śródnabłonkowej	neoplazji	płaskona-
błonkowej	dużego	stopnia	(CIN3)	lub	wyższy	stopnień	patologii	
komórek	nabłonka	szyjki	macicy	[9].	W	pojedynczych	pracach	
wykazano,	że	nasilenie	ekspresji	białka	p16	jest	związane	z	pro-
gresją	śródnabłonkowej	neoplazji	i	raka	[35,	36].	

Ekspresję	białka	p16	stwierdza	się	również	w	przypadkach	
śródnabłonkowej	neoplazji	szyjki	macicy	u	kobiet,	u	których	nie	
potwierdzono	zakażenia	wirusami	brodawczaka	ludzkiego	o	wy-
sokim	potencjale	onkogennym.	Koszty	związane	z	wykonywa-
niem	badań	pozwalających	na	stwierdzenie	ekspresji	białka	p16	
są	wielokrotnie	mniejsze	niż	diagnostyka	zakażeń	HPV.	

Być	może	więc	oznaczenie	ekspresji	białka	p16	będzie	wy-
starczającym	sposobem	na	wyselekcjonowanie	grupy	pacjentek	
zagrożonych	rozwojem	śródnabłonkowej	neoplazji	szyjki	maci-
cy	i	raka	bez	konieczności	wykonywania	drogiej	diagnostyki	wi-
rusologicznej	z	genotypowaniem	wirusów	papilloma.	Konieczne	
są	jeszcze	jednak	dalsze	badania	nad	tym	zagadnieniem.	Dodat-
kowo	w	odróżnieniu	od	wielu	klasycznych	markerów	nowotwo-
rowych	ekspresja	białka	p16	nie	jest	związana	z	proliferacją,	ale	
raczej	z	procesem	starzenia	się	komórki	i	zahamowaniem	cyklu	
komórkowego,	 dlatego	 nie	 stwierdza	 się	 ekspresji	 p16	 w	 pra-
widłowych	 komórkach	warstwy	 podstawnej	 nabłonka	 i	 innych	
nienowotworowych	 komórkach	 o	 zdolnościach	 do	 namnażania	
się	[37].

Rozpoznanie	ekspresji	białka	p16	ustala	się	za	pomocą	 ta-
nich	 metod	 immunohistochemicznych	 pozwalających	 na	 wy-
krycie	zmian	w	metabolizmie	komórek	nabłonka	szyjki	macicy	
w	 przebiegu	 przewlekłego	 zakażenia	 wirusami	 HR	 HPV.	Me-
todyka	 badań	 immunohistochemicznych	 w	 kierunku	 ekspresji	
białka	p16	w	preparatach	histologicznych	wykonanych	z	biop-
tatów	szyjki	macicy	jest	dokładnie	opracowana	a	kryteria	diag-
nostyczne	są	dobrze	wystandaryzowane.	Natomiast	diagnostyka	
immunohistochemiczna	 rozmazów	 cytologicznych	 pobranych	
z	 szyjki	 macicy	 jest	 wciąż	 przedmiotem	 badań	 naukowych	
[38].	W	pojedynczych	doniesieniach	 zwrócono	uwagę	na	duże	
korzyści	płynące	z	oceny	ekspresji	białka	p16	w	rozmazach	cy-
tologicznych	u	kobiet	z	nieprawidłowym	wynikiem	konwencjo-
nalnego	 badania	 cytologicznego	 (HSIL).	Badania	 te	 pozwalają	
bowiem	na	wyselekcjonowanie	z	tej	grupy	kobiet	pacjentek	p16	
negatywnych,	u	których	ryzyko	rozwoju	raka	szyjki	macicy	jest	
niewielkie.	Pozwala	 to	na	wdrożenie	postępowania	zachowaw-
czego	i	uniknięcie	zbędnych	zabiegów	zwłaszcza	u	kobiet	mło-
dych	w	okresie	prokreacji.	Konieczne	są	jednak	dalsze	badania	
kliniczne,	które	potwierdzą	powyższe	obserwacje	[39].	W	chwili	
obecnej	 jest	 już	dostępny	jedyny	na	rynku	komercyjny	test	po-
zwalający	na	wykrywanie	ekspresji	p16	zarówno	w	rozmazach	
cytologicznych	 jak	 i	w	preparatach	biopsyjnych	z	 szyjki	maci-
cy	(CINtecPlus™)	[40].	Prostota	wykonania	testu,	duża	czułość	
i	 specyficzność	w	diagnostyce	zmian	śródnabłonkowych	 i	 raka	
szyjki	macicy	oraz	dużo	niższe	koszty	w	porównaniu	z	testami	
HPV	DNA	i	HPV	mRNA	stwarzają	nadzieję	na	wykorzystanie	
tej	metody	w	programach	skriningowych.	

Wzrost	wiedzy	na	 temat	procesów	kancerogenezy	w	połą-
czeniu	z	rozwojem	technologii	diagnostyki	molekularnej	z	wy-
korzystaniem	 matryc	 DNA,	 mRNA	 oraz	 metod	 immunohisto-
chemicznych	wykrywających	 ekspresję	 białka	 p16	wprowadził	
nową	jakość	do	badań	profilaktycznych	raka	szyjki	macicy	spro-
wadzając	 ją	z	poziomu	komórkowego	na	poziom	molekuł.	Ba-
dania	molekularne	doprowadziły	do	wykrycia	i	zidentyfikowania	
150	genów	związanych	z	kancerogenezą,	które	kodują	białka	re-
gulujące	cykl	komórkowy,	różnicowanie	komórek	i	ich	apoptozę.	
Spośród	tych	białek	część	jest	już	wykorzystana	w	diagnostyce	
CIN	i	raka	szyjki	macicy.	Pozwala	to	nie	tylko	na	rozpoznawanie	
istniejących	stanów	przedrakowych	i	raka	ale	również	na	przewi-
dywanie	 tych	patologii	na	etapie	zmian	komórkowych	lub	mo-
lekularnych	za	pomocą	oznaczeń	biomarkerów	onkogenezy.	Te	
nowe	narzędzia	diagnostyczne	dają	nadzieję	na	poprawę	skutecz-
ności	 skriningu	 raka	 szyjki	macicy	oraz	znaczną	 redukcję	 jego	
kosztów.	
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