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Inimese papilloomiviirusest tingitud p16
(6le)ekspressiooni immunohistokeemiline
hindamine emakakaelaviéihi ja displaasiate
diferentsiaaldiagnostikas

Ave Minajeva - |da-Tallinna Keskhaigla

papilloomiviirus (HPV), p16, emakakaelavihk, prekantseroosid

Inimese papilloomiviirusega (HPV) seotud emakakaela diisplaasiate ja véhi korral séltub p16 proteiini
tleekspressioon sellest, kas HPV on episomaalne véi integreeritud peremeesraku genoomi. Vaikese riskiga
HPV tived on peremeesrakus enamasti episomaalsed, péhjustades rakkude atiipismi, nérka diisplaasiat ja
kondiilloome. Raske displaasia ja kakaelavéhi puhul on suure riskiga HPV integreerunud peremeesraku
genoomi, tuues kaasa onkogeenide ekspressiooni suurenemise ning kompensatoorse p16 iileekspres-
siooni. p16 avaldumise immunohistokeemiline hindamine véimaldab eristada integreeritud HPVga seotud
koekahjustusi nendest, kus HPV on episomaalne véi puudub. lllustratsioonidena on kasutatud Ida-Tallinna

Keskhaigla patoloogiakeskuse tsittoloogilisi ja histoloogilisi preparaate.

HPV seos anogenitaalpiirkonna kasva-
jatega

Ulatusliku rahvusvahelise vuringu andmetel esineb
HPV infektsioon 99,7%-l emakakaelavéhi juhtudest,
olles seega vahi etioloogiliseks teguriks (1). Pea-
aegu kaigi emakakaela véhieelsete seisundite voi
véhijuhtude korral leitakse rakkudes mani HPV tiiip.
Praeguseks on isoleeritud ile 150 HPV tiiibi, mis
jaotatakse vastavalt viiruse eelistatavale sihtkoele
1) nahakahjustusi péhjustavateks kutaanseteks
ning 2) anogenitaaltrakti ja teiste piirkondade
limaskesta kahjustavateks mukoosseteks tiipideks
(2). Mukoossetest HPV tiiipidest mitmeid on leitud
emakakaela ja teistest anogenitaalpiirkonna
kasvajatest. Lahtudes erinevate tivede esinemis-
sagedusest emakakaelavéhis, jaotatakse mukoossed
HPV tived omakorda véikese riskiga (HPV 6, 11,
40, 42, 43, 44, 54, 61,70, 72, 81 ja CP6108),
véimaliku suure riskiga (HPV 26, 53 ja 66) ning
suure riskiga (HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 ja 82) rihma (3).
Ajalooliselt on HPV 31., 33. ja 51. tiipi liigitatud
keskmise riskiga rihma (4, 5), kuid viimastel aas-
tatel paigutatakse need suure riskiga tivede hulka.
Kéige sagedasemad emakakaelavéhiga seotud
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HPV tiibid on 16. ja 18., kusjuures 18. tibil on
tugev seos endotservikaalse véikerakulise vahi ja
adenokartsinoomiga (3).

HPYV elutsiikli seos véhi patogeneesiga
Papilloomiviiruste genoomi moodustab kahe-
ahelaline tsirkulaarne DNA. Produktiivse HPV
infektsiooni véib jagada varaseks ja hiliseks
faasiks, mis on seotud epiteeliraku diferentseerumis-
astmetega. Papilloomiviirused nakatavad lame-
epiteeli basaalseid rakke, mis on ainsad jagu-
nemisvdimelised lameepiteelirakud. Algsele
viirusgenoomi amplifikatsioonile jargneb viiruse
elutsiiklis latentne faas, mille ajal viiruse DNA koo-
piate arv pisib konstantne mitme rakup&lvkonna
véltel. Papilloomiviirused on véimelised sailitama
oma genoomi stabiilse ekstrakromosomaalse
elemendina (episomaalses vormis) rakkude
tuumas (vt jn 1). Latentses faasis viirusinfektsioon
lameepiteeli sigavates kihtides vaib kliiniliselt
mitte avalduda (6).

Viiruse elutsikli hiline produktiivne faas algab,
kui nakatunud rakud saavutavad epiteeli loomuliku
arengu kdigus kérge diferentseerumisastme ja
juavad epiteeli pindmistesse kihtidesse. Kipse-



Mitteintegreeritud episomaalne plasmiid (iseseisvalt

reprodutseeruv) esineb prekantseroosides.

Integreeritud vorm (reproduktsioon seotud peremees-

rakuga) esineb peamiselt invasiivses véhis.

Joonis 1. Inimese papilloomiviiruse episomaalne ja integreeritud vorm (autori joonis Kossi (3) jéirgi).

tes epiteelirakkudes algab viiruse kontrollimatu
vegetatiivne replikatsioon. Selles staadiumis
pakitakse tuumas viiruspartiklid, mis koos surnud
rakkudega jduavad limaskesta véi naha pinnale.
Rakutuumast vabanevad viiruspartiklid |8hustavad
tsitoskeletti, selle tulemusena on tsiitoloogiliselt
rakutuuma mber néhtav halo ja rakke nimetatakse
koilotsiutideks (vt jn 2A). Enamikul juhtudel on
koilotiitide leid histo- ja tsitopatoloogiliselt seotud
kerge displaasiaga. Kliiniliselt on sagedasemaks
avaldumisvormiks kondiloomid.

Persisteeruv suure riskiga HPV infektsioon on
seotud emakakaelavéhi ja véhieelsete seisunditega
nagu méddukas ja raske displaasia. Kasvaja aren-
guks vajalik eeldus on viirusgenoomi integratsioon
raku DNAsse (vt jn 1) (7-9). Viirus integreerub
MYC protoonkogeeni naabrusse, ekspresseerides
viiruse onkoproteiine E6 ja E7, mis seostuvad
mitmete raku elutsiiklit reguleerivate valkudega
(7-10). E7 seostub inhibeerivalt retinoblastoomi
geeni kodeeritud pRb-ga, mille roll on inhibeerida
tstkliinist sdltuva kinaasi inhibiitori p16(INK4a)
geeni ekspressiooni. Tulemuseks on p16 ileeks-
pressioon (11). Emakakaeladisplaasia ja -véhi
korral kaasneb suure riskiga HPV ekspressiooniga
spetsiifiline p16 ileekspressioon (5, 12, 13).

Emakakaelavéhi kantserogeneesi morfo-
loogilised astmed

Varane kartsinogenees leiab enamjaolt aset emaka-
kaela lameepiteelis, endotservikaalse silinderepiteeli
piiril (vt jn 3).

Selles ilemineku- ehk transformatsioonitsoonis
toimub normis sekretoorse silinderepiteeli asendu-
mine (transformatsioon, metaplaasia) lameepiteeli-
rakkudega. Esimesed morfoloogilised muutused
on rakkude atiipism, tuumade hiperkromaasia ja
mitootilise aktiivsuse kasv. Muutusi véib leida kaigis
epiteelikihtides, ka basaalkihis, véimalikud on atiji-
pilised mitoosid. Kuni sdilib rakkude tsiitoplasma
normaalne kipsemine ja kihistumine epiteeli ile-
mise kahe kolmandiku paksuses, klassifitseeritakse
kahjustus nérgaks dissplaasiaks. Nérga displaasia
tsitoloogiliselt spetsiifiliseks leiuks on haloga imb-
ritsetud, hiperkroomse ja suurenenud tuumaga
koilotstidid (vtjn 2A ja 2B) (3). Patohistoogilise
leiu kirjeldamisel on kasutusel l[ihend CIN (cervical
intraepithelial neoplasia), millega téhistatakse emaka-
kaela epiteelisisest uudismoodustist. Emakakaela
dige tsitoloogilisel hindamisel Bethesda siisteemis
(14) on CIN 1 vasteks LSIL (low-grade squamous
intraepithelial lesion), madala astme lamerakuline
epiteelisisene kahjustus. Varased véhieelsed muu-
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Joonis 2. Emakakaela prekantserooside ja viihi erinevad arenguastmed tsiito- ja histopatoloogiliselt. A, D, E: emakakaela
dige tsitoloogiline uuring, Papanicolaou vérving; B, E, H: patohistoloogiline uuring, hematoksiliin-eosiinvérving; C, F, I:
immunohistokeemiline vérving CINtec™ p 16™%4e histoloogia reaktiivide komplekt (DakoCytomation) lahjendus 1 : 25.
A. Nérgale displaasiale (LSIL) on iseloomulikud koilotsiiiidid (x 400). B. Teravat kondiloomi (CIN 1) iseloomustab
paksenenud epiteel, mille parabasaal- ja keskkihis néeme rohkesti koilotsiiite (nooled) ja pinnal parakeratoosi
(x 100). C. Teravas kondiloomis vérvub p16 positiivselt ainult rakkude tsitoplasma iksikute hajusate kolletena.
D. Rasket diisplaasiat (HSIL) iseloomustavad ebakiipsed, hiiperkroomsete ja suurenenud tuumadega rakud epiteeli
parabasaal- ja keskkihist (pikk nool), mille tuuma/tsitoplasma suhe on suurem vérreldes normaalsete pinnakihi-
rakkudega (lihikesed nooled) (x 400). E. raskele displaasiale (CIN 2) on iseloomulik epiteelirakkude kijpsemise
ja kihistumise hairumine rohkem kui kahe kolmandiku ulatuses ning arvukad mitoosid ja atiipilised rakud kaigis
epiteelikihtides. Epiteeli pindmises kihis on néha rakkude sarvestumist (parakeratoos) (x 200). F. Raske diisplaasia
puhul on tugevalt p16 positiivselt vérvunud rakutuumad ja tsitoplasma ihtlase difuusse kihina, korreleerudes
patohistoloogilise kahjustuse ulatusega (x 200). G. Sarvestuvat lamerakulist véihki iseloomustavad rakkude tugev
pleomorfism, ebaihtlased kontuurid, hiperkroomsed ja suurenenud tuumad (x 400). H. Sarvestuva lamerakulise
véhi invasioon emakakaela nédrmetesse ja stroomasse (x 200). |. Sarvestuva lamerakulise véhi rakud vérvuvad
htlaselt, difuusselt, tugevalt, p16-positiivselt (x 200).

tused ei ole pisivad. CIN 1/LSIL v&ib ilma ravita
iseeneslikult taandareneda kuni 62%-| juhtudest
(3, 15) (vtin 4).

Kasvajalise protsessi arenedes raskeks dis-
plaasiaks (CIN 2-3) kahjustub epiteelirakkude
tsitoplasma diferentseerumine sedavérd, et
normaalselt kihistunud rakke on vaimalik leida
vaid epiteeli pindmises kolmandikus (vt jn 2E).
Carcinoma in situ (preinvasiivne lamerakk-kart-
sinoom, emakakaela Boweni tébi, invasiooni
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tunnusteta epidermoidne véhk) korral puudub
epiteeli kipsemine tdiesti ning see koosneb kogu
paksuses atiipilistest rakkudest. CIN 2-3 ja
carcinoma in sifu vasteks tsitopatoloogias on HSIL
(high-grade SIL) (vt jn 2D) (3).

Kasvaja ei arene samas paikmes kahjustuse
astmelise Glemineku teel (ndgiteks CIN 1 - CIN
2- CIN 3), vaid enamikul juhtudel tekivad raskema
astme kahjustused karvalasuvas epiteelipiirkonnas.
Protsess vaib algkoldest levida mélemas, s.o nii



Sekundaarne kahjustus

Esmane kahjustus

Sekundaarne kahjustus

Joonis 3. Primaarsed ja sekundaarsed muutused enamiku epidermoidsete emakakaela-
viihkide korral. Esmased muutused toimuvad transformatsioonitsoonis (horisontaaljoon).
Portio lameepiteeli suunas (nool alla) levides areneb nérk displaasia, mis véib
ménel juhul edasi areneda lamerakuliseks véhiks. Endotservikaalkanali suunas leviv
kahjustus (nool Gles) viib raske dissplaasia tekkeni, millest areneb endotservikaalne
adenokartsinoom (autori joonis Kossi (3) jérgi).

portio kui ka emakakaelakanali suunas (vt jn 3).
Portio'le levides sdilitab kasvaja suuresti sealse
lameepiteeli omadused nagu suhteliselt korra-
parase kihistuse ja kalduvuse sarvestuda (vt jn
2G ja 2H). Emakakaelakanalit haarav kasvaja
meenutab morfoloogiliselt erinevas kipsusastmes
endotservikaalse epiteeli lamerakulist metaplaasiat,
koosnedes valdavalt véaikestest, véhesarvestuvatest
rakkudest. Sel teel arenevad vaikerakuline véhk ja
emakakaela adenokartsinoomid (3).
Intraepiteliaalsed vahieelsed muutused ei ohusta
patsiendi elu, kuna nad ei metastaseeru. Oht elule
on seotud invasiooniga, kui vdhk murrab l&bi
basaalmembraani emakakaela stroomasse (vt jn
2H). Kaige sagedamini (kuni 30%-l juhtudest)
arenevad véhiks raske displaasia ja carcinoma
in sifu, kuid on kirjeldatud CIN 1 progresseerumist
véhiks (kuni 0,5% juhtudest) (3). Kuni pooled ras-

ketest diisplaasiatest ja veerand carcinoma in situ
juhtudest véivad siiski spontaanselt taandareneda
(vtin 4) (3).

Raske dusplaasia ja carcinoma in sitv morfoloo-
giline eristamine on sageli subjektiivne ega oma
prognostilist véidrtust. Prognostilise hinnangu andmine
on raskendatud ka tksikute atiiipiliste rakkude leid-
misel véi piiratud koematerjalis. HPV tipiseerimine
patsiendil ei anna veel eftekujutust, kas kahjustuse on
pohjustanud HPV integreeritud v&i episomaalne vorm.
HPV integreerumisele genoomi viitab p 16 ileekspres-
sioon, mida saab hinnata immunohistokeemiliselt.

p16 immunohistokeemiline hindamine

Immunohistokeemilisel vérvimisel on soovitatav
valida selline antikehade lahjendus, millega saa-
vutatakse optimaalne suhe madala tausta ning
kérge spetsiifilise varvingu vahel (5). Spetsiifiliselt
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Normi taastumine

Sarvestuv
CIN1,2,3

CIN 1
(kondUiloomid)

Mittesarvestuv
CIN1,2,3

Portio lameepiteel

Transformatsioonitsoon

Endotservikaalkanal

Invasiivne vahk

Joonis 4. Emakakaela kartsinogeneesi etapid. Kéik prekantseroosi vormid véivad
taandareneda (normi taastumisega) véi progresseeruda invasiivseks véhiks.
Progressioon véhiks on kaige t6endolisem CIN 2 v&i 3 korral (autori joonis

Kossi (3) jérgi).

positiivseks hinnatakse p16 immunohistokeemilist
reaktsiooni rakutuumades (16, 17). Sageli vér-
vuvad samal ajal nii tuumad kui ka tsitoplasma,
osa autoreid peab seda samuti spetsiifiliseks (13,
18-20). Tsitoplasma nérka vérvumist Gksinda
peavad kaik autorid Gksmeelselt negatiivseks.

Oluline on hinnata vérvumise jaotumist epiteeli-
kihtides. Varvingut véib hinnata difuusselt posi-
tiivseks, kui peaaegu kéik epiteelirakud vérvuvad
katkematu horisontaalse kihina limaskesta téies
voi osalises paksuses (5) (vt jn 2F ja 21). Samad
autorid eristavad ka veel koldelist véirvumist, mille
puhul eristuvad iksikud rakud ja rakurihmad samas
epiteelikihis.

Positiivse kontrollina sobib kasutada emakakae-
lavahi preparaati, aga ka teadaolevalt kdrge p16
ekspressiooniga rakke nagu naha melanotsiiiidid
(21) vai SiHa rakuliini (5). Igas preparaadis on
olemas negatiivne kontroll bioptaadi servadel véi
HPV-kahjustuseta alad.

Nérk véi koldeline p16 vérving véib esineda
prolifereeruvates fibroblastides, endoteelirakkudes,
osas péletikurakkudes véhikolde Gmbruses ning
hiperplastilistes endotservikaalndérmetes (12).
Endomeetriumi kartsinoomides puudub p16 ile-
ekspressiooni seos HPVga (22).
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p16 ekspressioon seoses HPV tiibi ja
esinemisvormiga

Suure riskiga HPV-16/18 puhul on leitud pea-
aegu alati immunohistokeemiliselt Ghtlaselt tugev
difuusne p16 ekspressioon (5, 12). Bioptaatides,
milles esines keskmise riski tiibiga HPV-31/33/51,
leiti osal juhtudel tugev difuusne, osal koldeline
p16 ekspressioon, kuid osa preparaate olid
plé-neagtiivsed (5). Vaikese riskiga HPV-6/11
sisaldavad rakud ei varvu p16 suhtes ildse voi
esineb iksikjuhtudel nérka koldelist vérvumist.
HPV-negatiivsed koed on ildjuhul ka p16-nego-
tiivsed, kuid Uksikjuhtudel on kirjeldatud koldelist
p 16-positiivset varvingut (5, 12).

Kui madrati in sifu hibridisatsioonil HPV esi-
nemine episomaalses v&i integreeritud vormis
ning tehti paralleelselt p16 immunohistokeemiline
uuring (5), selgus, et kaikidel integreeritud vormis
HPV (n = 28) juhtudel esines tugev difuusne p16
varving. 27 juhul (96%) oli tegemist suure riskiga
HPV-16/18 tiivega. Vaid ihel juhul leiti integree-
ritud vormis keskmise riskiga HPV-31/33/51. Kui
HPV esines episomaalses vormis, oli p 16 enamjaolt
(85%-l juhtudest) negatiivne ning isoleeritud viirus-
tiibiks 88% juhtudest vaikese riskiga HPV-6/11.

Siiski leiti ka seitsmel suure riskiga HPV juhtumil



viiruse esinemine episomaalses vormis. Neil juhtu-
del ei sedastatud p16 ekspressiooni suurenemist
ja autorite arvates vais tegemist olla taandarengu-
jargus kahjustusega (5). Lisaks tuleb silmas pidada,
et osa vahijuhtude patogenees vaib olla p16-st
séltumatu.

HPV esinemisvormi, p16 immunohistokeemilise
varvumise ja kliinilissmorfoloogilise leiu vahel
kehtib seos, mille kohaselt kerge displaasia korral
(naiteks kondiloomides) on enamikul juhtudel
HPV episomaalses vormis ja immunohistokeemiline
varving p16-negatiivne v&i hajus-koldeline (5).
Samalaadsed tulemused oleme saanud oma osa-
konna praktikas (vt jn 2C). Raske displaasia ja in
situ véhi korral on enamikul juhtudel tegemist integ-
reeritud HPVga, mis annab immunohistokeemiliselt
tugeva difuusse vérvingu (5) (vt jn 2F). Seejuures
kattub p16-positiivselt vérvunud ala histoloogilise
koekahijustuse ulatusega. Invasiivsele emakakaela-
vihile on iseloomulik tugev difuusne p16 vérving
(vt in 21).

HPV vormi ja p16 ekspressiooni korrelatsiooni
alusel on p16 immunohistokeemilise meetodi tund-
likkuseks hinnatud 100% ja spetsiifilisuseks 87%,
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Immunohistochemical detection of human papilloma virus-associated (over)expression of p16

in differential diagnosis of cervical cancer and dysplasias

Cervical dysplasias and cancers associated with high-risk
human papilloma virus (HPV) have shown overexpression
of the p16 protein. This cyclin-dependent kinase inhibitor
is a cell cycle regulator and its overexpression in anogeni-
tal neoplasia depends on the physical status (episomal or
integrated) of HPV. Low-risk HPV mostly stays in its episo-
mal form and causes cellular atypism, mild dysplasia and
condyloma. Integration of high-risk HPV in host cellular
DNA is associated with neoplastic progression, resulting
in overexpression of its oncoproteins, and further in the
compensatory overexpression of p16. Screening forp16
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overexpression allows discrimination between the lesions
associated with integrated HPV and the lesions associ-
ated with episomal HPV or without HPV. However, in a
few cases there is no overexpresson of the p16 protein
in lesions harbouring high-risk episomal HPV.

At the Pathology Centre of East Tallinn Central Hos-
pital, p16 immunohistochemistry is used as diagnostic
support in the case of a limited or unclear pathohis-
tological finding. We enclosed some of our cases for
illustrative purposes.
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