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p16™*a og Ki-67 - et alternativ til
rescreening av Livmorhalsprgver med
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Livmorhalskreft er den fjerde vanligste
kreftformen blant kvinner i verden (1). I
Norge har det veert en nedgang pa 25 %
i forekomst og 50 % i dedelighet av syk-
dommen etter innfgring av en nasjonal
masseundersgkelse mot livmorhalskreft
i 1995, heretter kalt Livmorhalsprogram-
met (2). I Livmorhalsprogrammet opp-
fordres kvinner mellom 25 og 69 ar til &
ta en celleprgve fra livmorhalsen hvert
tredje ar, for & oppdage eventuelle cel-
leforandringer eller kreft (3). Livmor-
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vedvarende infeksjon av humant papil-
lomavirus (HPV) av hgyrisikotype (4). I
lgpet av en livstid vil 70-80 % av alle kvin-
ner bli smittet av HPV, men mindre enn
10 % av disse vil fa en vedvarende infek-
sjon og en stgrre risiko for & utvikle kreft.
I over 90 % av tilfellene klarer immunfor-

svaret 4 bekjempe en HPV-infeksjon (3, 5).

I dag sendes celleprgvene fra livmor-
halsen til cytologisk undersgkelse, for &
se om det foreligger forandringer som
graderes etter Bethesdaklassifikasjonen
(se faktaboks) (6). Et representativt pre-
parat md inneholde minst 5 000 celler, og
kan inneholde over 100 000 celler (6, 7).
Eventuelle unormale celler er ofte i fatall,
og det er derfor viktig at preparatet blir
systematisk gjennomgatt. Ved faerre enn
25 unormale celler kan det vaere vanskelig
a finne celleforandringer (7).

HPV smitter i hovedsak seksuelt, ofte
via rifter eller sar i livmorhalsslimhinnen

Sammendrag

Bakgrunn: Dobbel immunfarging med CINtec® PLUS kan pavise proteinene p16'Nk4
og Ki-67 i et cytologisk preparat fra livmorhalsen. Pavisning av begge proteinene i
samme celle er et tegn pa deregulert cellesyklus og mulige forstadier til kreft. Hensik-
ten med studien var & finne ut om dobbel immunfarging av p16™&* og Ki-67 i cellepre-
parat fra livmorhalsen kan benyttes til & lokalisere forstadier til livmorhalskreft hos kvin-

halskreft skyldes i 99 % av tilfellene en
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ner med normal celleprove og positiv HPV-DNA-test.

Materiale og metode: Det ble benyttet 25 livmorhalsprgver som var vurdert som
cytologisk normale og testet HPV-DNA-positive. Metoden som ble anvendt var dobbel
immunfarging av p16'k*2 og Ki-67 med CINtec® PLUS.

Resultat: 10 av 25 prover ble positive ved den doble immunfargingen, 14 ble negative
og en ble vurdert som usikker. 4 av de 10 positive prevene inneholdt unormale celler
ved cytologisk vurdering. Disse ble gitt diagnosene ASC-US og LSIL.

Konklusjon: Det ble funnet lavgradige celleforandringer i 4 av 25 prover. Dobbel
immunfarging av p16'™¥*2 og Ki-67 kan benyttes til & finne celler med celleforandringer i
pregver som er vurdert som cytologisk normale og er testet HPV-DNA-positive.
Nokkelord: Humant papillomavirus, CINtec® PLUS, forstadier til livmorhalskreft
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elleriovergangssonen mellom plateepitel
og sylinderepitel (8). HPV som infiserer
hud og slimhinner i anogenitalregionen
utgjer den sterste gruppen av HPV-geno-
typer. Disse kan grupperes i lav- og heyri-
sikotyper ut fra om de er forbundet med
kreftutvikling eller ikke (tabell 1) (4, 8).

E6 og E7 er to virusgener som under-
trykkes ved forbigdende virusinfeksjoner.
Ved vedvarende HPV-infeksjoner, ogsa
kalt transformerte, kommer reguleringen
av E6 og E7 ut av kontroll. Dette forer til at
undertrykkelsen av E6 og E7 stopper opp,
og dermed gker de i produksjon og akti-
vitet (5).

@kt uttrykk av E6 ferer til binding og
degradering av tumorsupressorgenet
p53. p53 mister da sin funksjon og cellene
kan dele seg med DNA-skade. Dette gir
ukontrollert cellevekst som igjen kan fore
til kreft (9, 10).

E7 binder og degraderer tumorsupres-
sorgenet retinoblastoma protein (Rb). Rb
binder normalt den spesifikke transkrip-
sjonsfaktoren E2F, slik at denne blir inak-
tiv. Frigjering av E2F ferer til produksjon
av proteiner som bidrar til celledeling og
overproduksjon av p16™¥42 (p16). Dette gir
ukontrollert og kontinuerlig cellevekst,
og kan resultere i kreftutvikling (9-11).

CINtec® PLUS er en immuncytokje-
misk analyse for kvalitativ pavisning av
proteinene p16 og Ki-67 i samme celle, i
et cytologisk preparat fra livmorhalsen.
p16 finnes i kjerne og cytoplasma. Ki-67
er forbundet med celleproliferasjon og
uttrykkes i kjernen til prolifererende
celler. Pavisning av begge proteinene i
samme celle er et tegn pa deregulert cel-
lesyklus og mulige forstadier til kreft (12).

Hensikten med studien var a finne
ut om dobbel immunfarging av p16 og
Ki-67 i cellepreparat fra livmorhalsen

kan benyttes til a lokalisere forstadier til
livmorhalskreft hos kvinner med normal
celleprgve og positiv HPV-DNA-test.

Materiale og metode

Restmateriale fra 25 livmorhalsprgver
(vaeskebasert cytologi) ble benyttet i stu-
dien. Prgvene var vurdert ved Seksjon for
cytologi, Avdeling for patologi og medi-
sinsk genetikk, St. Olavs Hospital i 2013.
Utvalgskriteriene var kvinner som hadde
fatt sin celleprgve vurdert som cytolo-
gisk normal og testet positiv for HPV-
DNA med analysen Hybrid Capture® 2
High-Risk HPV DNA Test™ (Digene Cor-
poration, USA). Testen paviser heyrisiko-
genotypene av HPV og sannsynlig hayri-
siko-genotype 68. Seks til tolv maneder
tidligere hadde kvinnene som var inklu-
dert i studien, blitt diagnostisert med
cytologisk diagnose ASC-US eller LSIL.
I studien ble det benyttet en positiv og
en negativ kontroll i form av et cytolo-
gisk preparat med diagnose HSIL som var
HPV-DNA-positivt, og et normalt som var
HPV-DNA-negativt.

De cytologiske preparatene av restma-
teriale fra original prgvebeholder ble pre-
parert med ThinPrep® 2000 (Hologic®,
USA). Preparat for bade immuncytokje-
misk farging og Papanicolaous fargeme-
tode (PAP-farging) ble laget av prgver og
kontroller. Preparatene til immuncyto-
kjemisk farging ble oppbevart ved - 20 °C
i ett dogn, for de ble rehydrert og farget
med CINtec® PLUS Kit (Roche mtm labo-
ratories AG) for dobbel immunfarging av
p16 og Ki-67. Farging av p16 er basert pa
omdannelse av kromogenet 3,3'-diami-
nobenzidine (DAB), til et brunt produkt.
Ki-67 pavises med alkalisk fosfatase-
mediert omdannelse av kromogenet Fast
Red til et rgdt produkt. Resultatet er posi-

Klassifisering av HPV-genotyper (3, 4)

Gruppe
Hoyrisiko

Lavrisiko

*HPV: Humant papillomavirus

HPV*-genotyper

16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59
Sannsynlig hegyrisiko | 26, 53, 66, 68, 73, 82

6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81, CP6108

Bethesdaklassifikasjonen
for cervixcytologi

Bethesdaklassifikasjonen er et rap-
porteringssystem som graderer
representativitet, og de ulike cel-
leforandringene i plate- og sylinde-
repitel.

Celleforandringer i plateepitel gra-
deres i:

ASC-US: irregulaere plateepitel-
celler med forandringer av usikker
betydning.

LSIL: lavgradig skvames intraepi-
telial lesjon.

ASC-H: irregulzere plateepitel-
celler med forandringer som kan gi
mistanke om hgygradig lesjon, men
som ikke fyller alle kriteriene til HSIL.

HSIL: hoygradig skvamgs intra-
epitelial lesjon.

Karsinom.

Kilde: http://nih.techriver.net/ (6)

tivt dersom en eller flere celler har bade
tydelig brunt cytoplasma for pavist p16
og red kjerne for pavist Ki-67. Resultatet
er negativt dersom kun ett eller ingen av
proteinene er pavist i samme celle, eller
ved svak farging. Den immuncytokje-
miske undersgkelsen ble hdndtert og far-
get i henhold til forhandlers prosedyre
(13). Det andre settet med preparater ble
farget med standard PAP-metode.

Prgver hvor det ble pdvist dobbel
immunfarging, ble sammenlignet med
den korresponderende prgven farget med
PAP-metode. Det ble vurdert om tilsvar-
ende celler kunne finnes igjen i dette pre-
paratet og om de eventuelt hadde celle-
forandringer med diagnose ASC-US, LSIL,
ASC-H eller HSIL. De originale cytolo-
giske preparatene ble vurdert pa nytt i de
tilfellene hvor det ble lokalisert cellefor-
andringer ved hjelp av CINtec® PLUS. Alle
preparatene ble mikroskopert med BX50
(Olympus Corporation, Japan) ved 100x
og 400x forsterrelse.

Resultater

10 av 25 prgver var positive ved dob-
bel immunfarging for bade p16 og Ki-67,
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mens én prgve var usikker (figur 1). Den
positive kontrollen inneholdt celler med
gkt uttrykk av bade p16 og Ki-67, som ble
vistiform av dobbel immunfargede celler
(figur 2). Den negative kontrollen inne-
holdt ikke dobbelfargede celler. Bade
kontrollene og pregvene inneholdt celler
med enkelfarging av enten p16 eller Ki-67
(figur 3).

De ti prgvene som var positive ved dob-
bel immunfarging av bade p16 og Ki-67,
ble ogsd vurdert med PAP-metode. Av
disse ti provene ble det funnet tre med
diagnosen ASC-US og én med diagnosen
LSIL (figur 4). De samme diagnosene ble
gjenfunnet i de originale preparatene ved
revurdering, representert ved to til fem
unormale celler.

Diskusjon

I denne studien ble det undersgkt om
dobbel immunfarging av p16 og Ki-67 kan
benyttes til a lokalisere celler som kan
representere forstadier til livmorhals-
kreft hos kvinner med normal celleprgve
og positiv HPV-DNA-test.

Uttrykk av ett av proteinene (p16 eller
Ki-67) i en celle er naturlig: Ki-67 sees i
prolifererende celler og p16 regulerer cel-
lesyklus. Samtidig uttrykk av begge pro-
teinene i samme celle forekommer van-
ligvis ikke i normale celler og er et tegn
pa deregulert cellesykluskontroll.

Fire av de ti celleprgvene som var posi-
tive ved dobbel immunfarging, viste diag-
nosene ASC-US og LSIL ved vurdering av
bade det nye preparatet og det originale
preparatet farget med PAP-metode. De
resterende positive celleprgvene ble vur-
dert til & veere normale i preparatene far-
get med PAP-metode. Dette kan ha sam-
menheng med at CINtec® PLUS kan fange
opp gkt uttrykk av virusgenene E6 og E7
for celleforandringer kan sees.

Ved farging med CINtec® PLUS kunne
positive celler skilles fra negative, der cel-
lene 13 enkeltvis og var tydelig positive
med brunt cytoplasma og red kjerne. Ved
grupper av celler som overlapper hver-
andre kan det vaere vanskelig 4 avgjore
hvilke cytoplasma og kjerner som hgrer
sammen (figur 4A). Dette er noe man ma
vare klar over ved dobbelfarging. Skillet
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Antall prover

p16'K4a og Ki-67
Positiv

p16™NK4a og Ki-67
Negativ

Usikker

Antall prover som var positive, negative og usikre ved dobbelfarging av p16™¥4
og Ki-67. Fordeling mellom antall prover med dobbelfargede celler, uten dobbelfargede cel-

ler og med usikkert resultat. Totalt 25 prover.

§

Positiv kontroll
Celle med dobbel immunfarging av p16™%+
og Ki-67. Bildet er tatt av positiv kontroll, ved
400x forstarrelse i forbindelse med studien.

mellom lysebrunt og lyseblatt cytoplasma
kan veere utydelig ndr fargene er tett opp-
til hverandre. Det samme gjelder morke-
brune og merkergde kjerner.

Cytologisk diagnostikk er en subjek-
tiv vurdering der cellemorfologi vurderes
ut fra kriterier gitt av Bethesdaklassifika-
sjonen. Primarscreening er sveert kon-
sentrasjonskrevende, og i tilfeller med fa
cytologisk unormale celler i et preparat er
risikoen storre for at de kan bli oversett.
Ved a bruke dobbel immunfarging kan
denne feilkilden bli mindre. Ved gjen-
nomgang av preparatet ved 100x forstor-
relse kan mulige forstadier til livmor-
halskreft lettere lokaliseres enn ved
standardisert PAP-farging. Siden prepa-

ratene kun er kontrastfarget med Hema-
toxylin vil de brune p16 og rgde Ki-67-po-
sitive cellene komme godt frem, mot de
normale cellene som er bld. Mulig dob-
belfarging ma verifiseres ved 400x for-
storrelse. CINtec® PLUS positiv farging
viser N/C-ratio, men gir ikke en tydelig
kromatinstruktur i kjernen fordi detal-
jene dekkes over med immunfarging. De
morfologiske kriteriene ma bekreftes i et
preparat farget med PAP-metode. Cytolo-
gisk revurdering av utvalgte prever utfa-
res i dag ved cytologiske laboratorier som
en kvalitetskontroll, og kan vare et like
godt alternativ som dobbel immunfar-
ging. ASC-H er en diagnose som fgrer til
at kvinnen ma til kolposkopi og biopsi,
som ved histologisk oppfelging har en
treffsikkerhet pa cirka 50 % for behand-
lingstrengende forstadier (2). Det betyr at
cirka 50 % av disse kvinnene har benigne
tilstander eller lavgradige forstadier.
Henvisning til kolposkopi og biopsi ved
ASC-H kunne kanskje veert unngatt ved
a benytte dobbel immunfarging, men det
ma vurderes i mer omfattende studier.

I fremtiden vil HPV-testing sannsyn-
ligvis bli primeerscreeningsmetode, da
dette er 20-25 % mer sensitivt enn cyto-
logisk vurdering for a pavise hgygradige
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Negativ kontroll

L e

Funn av celler med enkel immunfarging av Ki-67 (A) og p16™%4 (B), se piler. Bildene er tatt
av negativ kontroll, ved 400x forsterrelse i forbindelse med studien.

Positiv ved dobbel immunfarging og diagnose LSIL ved vurdering av preparat

farget med Papanicolaous metode

Funn av celler med diagnose LSIL. Bildene er fra samme prgve, men to ulike preparater far-

get med:

A: CINtec® PLUS. Flere celler overlapper hverandre, se pil for dobbelfarget celle.

B: Papanicolaous metode.

Bildene er tatt ved 400x forsterrelse i forbindelse med studien.

LSIL: Lavgradig skvamgs intraepitelial lesjon.

celleforandringer (14). CINtec® PLUS kan
benyttes for & undersgke om virusge-
nene E6 og E7 er under kontroll eller ikke.
CINtec® PLUS er i dag en relativt kostbar
analyse, men dersom nytteverdien viser
seg stor vil sannsynligvis flere aktgrer
komme pd markedet med kit for dobbel
immunfarging, og kostnaden vil fglge-
lig bli redusert. HPV-testing i screening
mot livmorhalskreft har tidligere blitt
mer omfattende beskrevet i Bioingenig-
ren i artikkelen «HPV, celleforandringer
og kreft» (15).

Vire resultater viser at dobbel immun-
farging kan benyttes til a finne celler med
celleforandringer i prever som er vur-
dert som cytologisk normale og er testet

HPV-DNA-positive. For 4 fa et mer palite-
lig og statistisk signifikant resultat burde
flere prgver vaert undersgkt og sammen-
lignet med en kontrollgruppe. Funnene i
studien resulterte i nye rutiner for kvali-
tetskontroll ved cytologilaboratoriet ved
St. Olavs Hospital. Prever som er primaer-
screenet og vurdert som cytologisk nor-
male og samtidig testet HPV-DNA-posi-
tive, blir nd revurdert. Siden resultatet fra
HPV-testen da er kjent, vil den som revur-
derer proven bruke mer tid pd & finne
unormale celler. Immuncytokjemisk far-
ging med CINtec® PLUS ble ikke innfert,
da revurdering av preparater kan vare en
like god metode for kvalitetskontroll som
dobbel immunfarging.
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