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Souhrn.: Vychodisko: Za fyziologickych okolnosti je produkt antionkogenu pl16INK4a inhibitorem cyklin dependentnich
kinaz a reguluje bunécny cyklus na pfechodu z GO do G1 féaze. Protein Rb, produkt retinoblastomového genu, v aktivni formé
inhibuje transkripci p16. V dysplaziich a karcinomech déloZniho ¢ipku papilomaviry transformuji epitel mimo jiné inaktivaci
pRb onkoproteinem E7. V dusledku blokady funkce pRb se neefektivné zveda hladina p16. Soubor nemocnych a metodika:
Vzhledem k zajimavosti této problematiky a jejimu potencidlu pro screening cervikalnich prekancerdz, jsme imunohistolo-
gicky vysetfili 56 bioptickych vzorku (konizéty, hysterektomie), z toho 10 CIN I-1I, 30 CIN III, 8 spinocelularnich karcinomd,
2 adenokarcinomy hrdla a 6 ptipad s reaktivnimi zménami epitelu. Pomoci imunoblottingu jsme vySetfili expresi p16 v bunéc-
nych liniich se znamou funkci Rb. Vysledky: Diftuzni a kompletni pozitivita p16 byla prokazana ve vsech CIN III a spinocelu-
larnich karcinomech. CIN I-II byly ¢aste¢né pozitivni v 7 pfipadech a v adenokarcinomech byla exprese prokazana v 1 ze dvou
piipadi. V buné¢nych liniich byl p16 prokazan pouze v butikdch s poruchou funkce Rb (HeLa a HS913T). Zdvér: Nase studie
potvrdila zvySenou expresi pl6INK4a u progredientnich prekancerdz a karcinomi déloZniho ¢ipku. Detekce p16 pravdépo-
dobné nalezne uplatnéni v bioptické diagnostice pii stanoveni okrajli konizatu a diferencidlni diagnéze CIN oproti reaktivnim
atypiim. Je perspektivni i v onkocytologické diagnostice pro diferencidlni diagnézu 1ézi ASCUS, piipadné i automatizovany
screening nebo kontroly kvality.
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Abstract: Background: The antioncogene p16INK4a inhibits cyclin-dependent kinases and represents a feedback regulation of
the cell cycle. Protein Rb, the product of the retinoblastoma antioncogene, in its active form inhibits transcription of p16. In
dysplasias and carcinomas of the uterine cervix the papilomaviruses transform the epithelium by inactivation of the pRb by
oncoprotein E7, among others. Due to pRb inactivity the level of p16 protein in cells is increased. Patients and Methods: An
immunohistochemical analysis of 56 cases of formalin-fixed, paraffin embedded samples of the uterine cervix (included cone
biopsies and hysterectomies) was performed. The database included 10 cases of CIN I-1I, 30 cases of CIN III, 8 invasive
squamous cell carcinomas, 2 cases of endocervical adenocarcinoma and 6 cases of reactive epithelial changes. The imunoblotting
of p16 was performed in cell lines with known function of Rb. Results: Diffuse and intensive positivity was found in all cases
of CIN III and squamous cell carcinomas. Cases of the CIN I-1I were partially positive in 7 cases and positivity was found in one
adenocarcinoma. In cell lines, the p16 expression was restricted to cells with impaired Rb (HeLa and HS913T). Conclusion:
Our study confirmed increased expression of p16INK4a in high-grade precancerous lesions and in carcinomas of the uterine
cervix. The detection of p16 seems to be valuable tool in the surgical pathology of the uterine cervix: possible evaluation of the
surgical margins, the differential diagnosis regarding reactive atypia, and it is also perspective in oncocytologic diagnosis
regarding differential diagnosis of the ASCUS, or possibly can be used in automated screening or quality assessment.

Key words: uterine cervix, dysplasia, carcinoma, HPV, pRb, p16

Uvod

Problematice dysplazii a karcinomu déloZniho ¢ipku je jiz od
dob Papanicolaua vénovana velkd pozornost v gynekologické
onkologii. Presto, Ze diky jejich lokalizaci je moZna G¢inna
prevence vyskytu invazivnich nadord, zistavaji stale velkym
zdravotnickym problémem. Pomoci vysoce senzitivnich metod
detekce se zjistilo, Ze drtiva vétSina téchto 16zi je kauzalné sdru-
Zena s pritomnosti papilomavirové (HPV) infekce (1). Pfes
nadéjné vysledky v oblasti imunizace proti HPV (2), kter4 by
se mohla v budoucnosti stit i¢innou primarni prevenci, zlsta-
va zatim depistdZ cervikélnich prekanceréz s odbérem onko-
logické cytologie a vyhodnocenim dle klasifika¢niho systému
Bethesda (3) naddle zlatym standardem v této oblasti.
Vyhodnoceni onkologické cytologie je pomérné pracné a scre-
ening jako celek je zatiZen i nezanedbatelnym procentem fales-
né negativnich i pozitivnich vysledki. Proto by byla Zaddouci
komplementarni vysoce senzitivni, specifickd a spolehlivd
metoda k v€asné detekci progredientnich prekancerdz. Nabi-

zejici se prikaz papilomavirové DNA, je vSak zatiZen faleSné
pozitivnimi vysledky (4) a obtiZnosti zavedeni do rutinniho
screeningu i vzhledem k vysoké cené. Urcitym metodickym
pokrokem je zavedeni tzv. tekutych cytologickych vzorkt
(liquid based smears). Jedna se o odbér materidlu z déloZniho
¢ipku kartackem do tekutého média se smési alkoholt, ve kte-
rém se po urcitou dobu burtiky fixuji a jsou centrifugovany na
sklicka. Vyhodou tohoto postupu mimo jiné je, Ze k rutinnimu
vyhodnoceni se pouZije pouze ¢ast vzorku a u zbytku je moz-
né dal$i zpracovani (napt. imunocytochemické metody). Diky
tomu pfipada v ivahu diagnostické vyuZiti proteinovych mar-
kert.. Proteiny sdruzené s proliferaci (Ki67, Mcm5, Cdc6) se
vSak neosvédcCily vzhledem k nizké specificité, protoZe se
vyskytuji ve vSech proliferujicich butikach (5) arozdil v jejich
expresi mezi normalnim epitelem a prekancerézou je pouze
kvantitativni. Nadé&jné&jsi vysledky poskytuje stanoveni prote-
inu p16, funkéné svdzaného s regulaci bunééného cyklu pro-
sttednictvim proteinu Rb.
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Retinoblastomovy (Rb) gen je klasicky antionkogen, jeho
mutace je typicky spojena s vyskytem retinoblastomu a C4sti
osteosarkomd. Jeho produkt, protein Rb (pRb), je jaderny fos-
foprotein, ktery se dle stadia buné¢ného cyklu se nachazi v riiz-
né fosforylovanych formach. V GO fézi je Rb protein pievaz-
né v nefosforylované formé a pisobi jako supresor bunécného
déleni vazbou dal$ich proteinil, zejména transkripniho fak-
toru E2F. Stimulaci bunék riistovymi faktory je pRb inaktivo-
vén fadou fosforylaci a tyto butiky pak mohou piejit z G1 do
S faze. (6).

p16 (p16INK4a) je popisovén jako antionkogen, ktery je inak-
tivovadn mutacemi, deleci nebo hypermetylaci u celé fady malig-
nit (napf. melanom, karcinom moc¢ového méchyfte a dalsi) (6).
Jeho produkt ucinkuje jako inhibitor cyklin dependentnich
kindz, zejména cyklin dependentni kindzy 4 (CDK 4). pl16
odbourdvd komplexy cyklin D/CDK4 které inaktivuji pRb fos-
forylaci. Naopak aktivni forma pRb inhibuje transkripci p16.
Funkci systému pRb/p16 je tedy regulace bunécného cyklu na
prechodu z G1 do S faze se zp€tnou vazbou.

HPV (lidské papilomaviry) jsou znacné roz$ifené a vyrazné
epitelotropni DNA viry. Hraji z4sadni roli v patogenezi vétsi-
ny nadorti dé€loZniho ¢ipku a jejich prekurzorovych 1ézi. Po
integraci virové DNA do genomu hostitelské butiky dochézi
k interakci virovych onkoproteint E6 a E7 vysoce rizikovych
HPV typt s produkty onkosupresorickych genti (p53, p105Rb)
ajejich funkéni inaktivaci. E7 zde jednak uvoliiuje transkripéni
faktor E2F z vazby na pRb, jednak zrychluje degradaci pRb
a ptibuznych proteint (7). JiZ v roce 1995 byla zaznamenéna
(8), tehdy nevysvétlitelnd nizk4 hladina komplexi cyklin
D/CDK4 v buiikach s mutovanym nebo viry inaktivovanym
Rb. Divodem je pozdéji zjiSténd vysokd exprese inhibitoru
cyclin-dependentnich kindz p16 (5) v butikédch s inaktivaci Rb,
ato zejména v HPV transformovaném epitelu, véetné dyspla-
zii déloZniho ¢ipku (9). Nefunkéni pRb v téchto lezich umoz-
fiuje nekontrolovatelnou proliferaci a nepotlaCuje ani tran-
skripci pl16. V cervikdlnich prekancer6zach a nddorech
zpusobenych HPV se tedy nejednd o mutaci nebo inaktivaci
p16, ale naopak zjistujeme jeho zvySenou expresi s vysokou
hladinou proteinu. Ten sice sniZi hladinu komplext cyklin
D/CDK4 ale funk¢né se diky inaktivaci pRb neuplatni.
Vzhledem k zajimavosti této problematiky a jejimu potencia-
lu pro screening a diagnostiku cervikélnich prekancerdz, jsme
v této praci oveéfovali expresi p16 na vlastnim materidlu z biop-
sii hrdla déloZniho a na buné¢nych liniich.

Material a metody

Tkdriové kultury, elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
a imunobloting.

Buiiky nddorovych linii HeLa, A431,HS913T, MCF7 aBT474
byly kultivovany v modifikovaném Dulbecco mediu (D-
MEM) obsahujicim 10% FBS (fetilni hovézi sérum), gluta-
min a antibiotika penicilin a streptomycin, pfi teploté
37°C s 5% obsahem CO,. 80% konfluentni buriky byly
3x oplachnuty na 4 °C vychlazenym PBS a sklizeny seSkraba-
ni do PBS, centrifugovany 7 minut pfi 1200 rpm. Buné¢ny
sediment byl lyzovan v lyza¢nim roztoku NET. (150 mM NaCl,
1% NP-40 (nonidet = ethylfenylPEG), 50 mM Tris-HCI (pH
8,0), 50 mM NaF, 5 mM EDTA (pH 8,0), pfed pouZitim pfi-
dény inhibitory protedz : PMSF do vysledné koncentrace 2mM,
smés inhibitort protedz Sigma P8340 (AEBSF 104 mM, Apro-
tinin 0,08mM, Leupeptin 2,1 mM, Bestatin 3,6 mM, Pepstati-
nA 1,5 mM, E-64 1,4 mM) v poméru 1:100. Proteinova kon-
centrace byla stanovena metodou BioRad (Bio Rad, USA).
Vzorky byly fedény ve 2x koncentrovaném Laemmli vzorko-
vém roztoku pro elektroforetickou analyzu do vysledné kon-
centrace100ug.

Proteiny byly separoviany SDS-polyakrylamidovou gelovou
elektroforézou (SDS-PAGE) v 15% gelu a pieneseny na nit-
rocelulésovou membrénu (s vyuZitim Bio-Rad Mini Trans-
Blot Electrophoretic Transfer Cell) po dobu dvou hodin pfi
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4°C a 150 mA v blotovacim roztoku (25 mM Tris, 190 mM
glycin a 20% metanol). Nitrocelulosovd membrana s pienese-
nymi proteiny byla blokovana po dobu dvou hodin v bloko-
vacim roztoku 5% mléka a 0.1% Tween 20 v PBS. Priméarni
protilatky byly naneseny na tuto membranu v koncentraci 1 g
na 1 ml blokovaciho roztoku a inkubovény pii 4 °C pies noc.
Membréna byla po inkubaci s primarni protildtkou promyta
tfikrat 10 minut v roztoku PBS obsahujicim 0.1% Tween 20.
Po promyti byla nanesena sekundarni protilatka (krali¢i proti-
latka proti my$im imunoglobuliniim konjugovana s kienovou
peroxiddzou, DAKO, Denmark), fedéna 1:1000 v blokovacim
roztoku. Sekundérni protilatka byla inkubovana pfi pokojové
teploté po dobu dvou hodin. Peroxid4dzova aktivita byla vizu-
alizovéna pomoci ECL kitu (Amersham, UK).

Tkdriové vzorky a imunohistologie:

56 bioptickych vzorkl z konizati a hysterektomii. Z toho 10
CIN I-I1, 30 CIN III, 8 spinocelularnich karcinom, 2 adeno-
karcinomy hrdla a 6 bez dysplastické 1éze. Material byl fixo-
van v 10% formalinu, tkdiiové bloky byly zpracovany stan-
dardni histologickou technikou a zality do parafinu. Rutinné
pripravené vzorky v parafinovych blocich byly nakrijeny na
tloustku Sum a zachyceny na elektrostaticky upravend skla
(Superfrost Plus, Menzel), fezy odparafinovdny v xylenu
a rehydratovany. Endogenni peroxiddzov4 aktivita byla blo-
kovéna po dobu 15 minut 3% roztokem H,0, v PBS (fyziolo-
gicky roztok pufrovany fosfatem na pH 7,2). Odmaskovani
antigenniho epitopu bylo provedeno zahiivanim skel s fezy po
dobu 40 minut pii 94 °C v 1mM pufru EDTA-tetrasodna sl
EDTA, pH 8,0. Po promyti v PBS (3x5 minut) byly z davodu
zablokovani nespecifické vazebné aktivity fezy prevrstveny
na dobu 15 minut roztokem 5% nizkotu¢ného mléka v PBS.
Komer¢ni monoklonélni protilatka proti p16 NCL-P16-432
(Novocastra), fedénd 1:50 v DAKO antibody diluent byla apli-
kovéna na fezy pfi teploté 40C pfes noc. Po trojim promyti
v PBS byla nanesena anti-myS$i sekundarni protilatka znacena
biotinem a nésledné¢ ABC reagencie (Vector Elite ABC kit,
Vector) dle ndvodu vyrobce. Peroxid4dzova aktivita byla vizu-
alizovana kitem DAB+ (DAKO). Po promyti v destilované
vodé byly fezy dobarveny Gillovym hematoxylinem, dehy-
dratoviny, projasnény a zamontovany pro mikroskopické
zhodnoceni.

Vysledky

Imunobloting na bunéénych liniich (Obr. 1) ukazal pfitomnost
proteinu p16 (molekulovd hmotnost 16-18 kDa) v butikdch
HeLa (linie odvozena z cervikalniho karcinomu s pfitomnos-
ti HPV) a v buiikdch HS913T (osteosarkom s mutaci Rb)
a potvrdil specifitu pouZité protilatky proti studovanému pro-
teinu. Na rozdil od bunék HelLa a HS913T, linie odvozené
zHPYV negativniho spinocelularniho karcinomu vulvy (A431),
amammarniho karcinomu (MCF7 a BT474) nevykazovaly dle
naSeho predpokladu specifickou interakci s proteinem p16,
ktery v daném bunécném systému neni exprimovan. Imuno-
histologicky (Tab. 1) byla difuzni a kompletni exprese prote-
inu p16 prokdzina ve vSech tficeti CIN III (Obr. 2, Obr. 3)
a osmi spinocelularnich karcinomech (Obr. 4). CIN I-II byly
Castecné pozitivni v 7 pfipadech (Obr. 5) a v adenokarcino-
mech byla exprese prokdzana v jednom ze dvou piipadi (Obr.
6). V nepostiZeném ekto- i endocervixu, v€etné reaktivnich
zmén (hyperplazie rezervnich bunék, dlazdicova metaplazie),
protein p16 nebyl prokdzan.

Diskuse

I pres tspéchy béZnych screeningovych programi vyvstavaji
otazky tykajici se spolehlivosti konvencni cytologie a histolo-
gie ¢ipku déloZniho. To zdlraziiuje potfebu zdokonaleni scre-
eningovych metod a hleddni pouZitelnych markerti sdruZenych
s progredientnimi prekancer6zami jako dopliiku ke kolposko-
pii a onkologické cytologii a histologii. Tyto postupy by mély



Obr. 1: Imunobloting p16 na lyzdtech z bunécnych lini.

Obr. 4: Imunohistologie p16 ve spinoceluldrnim karcinomu cipku.
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Pozitivita s protildtkou proti p16 v oblasti kolem 18kDa byla zfejm4 v buii-
kéch HeLa (inaktivace pRb papilomavirem) a HS913T (mutace Rb). Ostat-
ni testované linie jsou p16 negativni.

Obr. 2: Imunohistologie p16 v CIN I1I.

Atypicky epitel CIN III (vlevo) je silné pozitivni ve vSech buiikdch, zatim
co puvodni dlazdicovy epitel (vpravo) je negativni.

Obr. 3: Imunohistologie p16 v CIN II1.

Atypicky epitel CIN III (vpravo) je pozitivni, zatim co cylindricky epitel
endocervixu (vlevo) je negativni, véetné hyperplastickych rezervnich
bunék (Sipka).

Nadorové buiiky jsou silné pozitivni, stroma negativni.

Obr. 5: Imunohistologie p16 v CIN II/HPV.

Pozitivita p16 v atypickém epitelu je pouze loZiskova.

Obr. 6: Imunohistologie p16 v adenokarcinomu hrdla.

Nadorové buiiky jsou silné pozitivni, stroma negativni.
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Tab. 1: Exprese p16 v dysplaziich, nadorech a normalnich tkanich
délozniho ¢ipku.

Tkan P 16 pozitivni | P 16 negativni
Ektocervix 0 [§
Endocervix 0 6
Hyperplazie rezervnich bunék 0 2
Metaplasticky epitel 0 4
CIN I-1I 10 3
CIN III 30 0
Spinocelularni karcinom 8 0
Adenokarcinom 1 1

redukovat fale$né pozitivni i negativni vysledky, v celkovém
diisledku pak eliminovat nepotfebné kontroly a zdkroky, sni-
Zit stresovani pacientek i lékafi, pfipadné piinést i finan¢ni
Uspory ve screeningovych programech.

Nase studie potvrdila slibnost vyuZiti zvySené exprese prote-
inu p16 k tomuto ucelu. Ve v§ech normalnich cervikéalnich tka-
nich (vySetieny epitelidlni, metaplastické, endocervikalni reak-
tivni a zanétlivé okrsky) nebyla zjisténa reakce s monoklonalni
protilatkou proti proteinu p16. Naopak vSechny pfipady CIN
IIT a invazivni karcinomy ¢ipku byly kromé jednoho adeno-

karcinomu siln€ p16 pozitivni. Vysledky imunoblotingu na
bunécnych liniich rovnéz vyrazn€ podporuji hypotézu Ze p16
je zvysené exprimovan v buiikich postradajicich funkcni anti-
onkogen Rb. V analogickych studiich (9, 10) bylo prokdzano,
7Ze je dobfe proveditelnd i imunocytochemie proteinu p16 na
tenkych nétérech, a Ze viechny HPV pozitivni pfipady jsou
i p16 pozitivni, v€etné dysplazii cylindrického epitelu hrdla.
Pro aplikaci stanoveni proteinu p16 v histopatologické dia-
gnostice pfipadd v tivahu diferencidlni diagnostika vystuptio-
vanych reaktivnich zmén epitelu oproti CIN II-IIT a vySetfeni
okrajii konizatd. V oblasti onkologické cytologie se nabizi imu-
nocytochemicka aplikace na rezervnim materilu z tekutych
cytologickych vzorki v diferencidlni diagnostice nilezi aty-
pii nejistého vyznamu, ke kontrole kvality screeningu a pii-
padné i k jeho automatizaci. Toto pouZiti je vSak v Ceskych
podminkich zatim problematické vzhledem k tomu, Ze sou-
Casné thrada onkologické cytologie zdravotnimi poji§tovna-
mi nemiZe pokryt technologicky pfechod na ,liquid based
smears‘. Teoreticky si lze pfedstavit dokonce i nahrazeni kla-
sické onkologické cytologie semikvantitativnim stanovenim
proteinu p16 na imunoanalytickém principu (ELISA, pfipad-
né prouzkovy test). Nase dalsi prace bude zaméfena na pro-
véfeni moZnosti téchto aplikaci.

Podékovdni: Price byla financovina z vyzkumného zaméru
MZ CR €. 06526970501.
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