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Sazetak

Cilj istrazivanja: Istraziti medusobnu povezanost i prognosticki znacaj ekspresije dvojnog biljega
pl6/Ki-67, HPV genotipa i citomorfologije kod pacijentica s citoloskim nalazom abnormalnih stanica
plocastog epitela vrata maternice granicnog, blagog i umjerenog stupnja.

Materijal i metode: U studiju su ukljuCene pacijentice s inicijalnim citoloskim nalazom vrata
maternice atipi¢nih skvamoznih stanica neodredenog znacenja (ASCUS, N=160), skvamozne
intraepitelne lezije niskog stupnja (LSIL, N=155) i nalazom skvamozne intraepitelne lezije visokog
stupnja u smislu umjerene displazije (HSIL-M, N=129). Analizirane su citomorfolo$ke osobine
koilocitoze, parakeratoze, makrocitoze, nezrele metaplazije i1 atipicne nezrele metaplazije te
morfoloSki tipovi: zreli, metaplasti¢ni, nezreli i mjeSoviti. Detekcija biljega pl6/Ki-67 pomocu
CINTec PLUS imunocitokemijskog kita (Roche, Svicarska) izvriena je na reprocesiranim citologkim
uzorcima. Sve pacijentice testirane su pomocu grupnog visokorizicnog HPV DNA testa (hybrid
capture 2, QIAGEN, Njemacka), a za pozitivne nalaze odreden je genotip HPV-a pomo¢u molekularne
metode INNO-LiPA HPV Genotyping v2 (Innogenetics, Belgija). Pacijentice su pracene prosje¢no 26
mjeseci pomocu citologije, kolposkopije i patohistologije te je zabiljezena regresija, stagnacija i
progresija bolesti.

Rezultati: Najzastupljeniji HPV genotip je HPV 16 (24,32%), a njegova ucestalost znacajno je vecéa
kod Zena mladih od 30 godina (p<0,001). pl16/Ki-67 dvojno bojenje bilo je pozitivho u 46,62%
slucajeva, ¢es¢e u HR HPV pozitivnim u odnosu na HR HPV negativne grupe (p<0,05). Pojedina¢ni
biljezi p16 i Ki-67 u odnosu na HR HPV nalaz znacajno su ¢e$ce izrazeni samo u grupi HR HPV
pozitivnog ASCUS-a. Slucajevi s HPV 16 genotipom imali su 72,22%, a HPV ne-16 genotipom
52,23% pozitivan nalaz pl6/Ki-67, a nadena razlika statisti¢ki je znafajna samo za grupu LSIL
(p=0,015). Makrocitoza i nezrela metaplazija ¢eSée se nalaze kod HR HPV negativnog ASCUS-a i
LSIL-a (p<0,05). Koilocitoza i parakeratoza nisu pokazale zna¢ajne razlike u odnosu na HR HPV
status. Odsutnost koilocitoze znatno je ¢e$¢a kod HPV 16 genotipa u odnosu na HPV ne-16 genotip,

(p=0,001), a taj nalaz najizrazeniji je kod LSIL-a. Parakeratoza se ¢es¢e nade u HPV ne-16 grupi, ali
v



razlika je statisticki znaCajna samo kod LSIL-a (p=0,038). Ostale morfoloske osobine nisu znacajno
povezane s prisustvom HPV 16 genotipa. U zrelom morfoloskom tipu prevladava nalaz HPV ne-16
genotipa, a pl6/Ki-67 dvojno bojenje ceS¢e je negativno. Kod HPV 16 genotipa prevladava
metaplasti¢éni morfoloski tip (p<0,001), a pozitivan nalaz p16/Ki-67 dvojnog bojenja ¢esée se nade u
metaplasticnom, nezrelom i mjeSovitom morfoloskom tipu (p=0,001). Nepovoljan ishod bolesti
zabiljeZen je u 25.32 % slu¢ajeva ASCUS-a, 13,79 % LSIL-a i 57,6 % HSIL-M. Progresija bolesti
statisticki je znacajno povezana uz HR HPV pozitivitet (p<0,001), prisustvo HPV 16 genotipa
(p<0,001) i p16/Ki-67 pozitivitet (p<0,001). U grupi HSIL-M ishod bolesti nije povezan uz HPV
genotip. Prisustvo koilocitoze, parakeratoze, makrocitoze i nezrele metaplazije upucuju na vjerojatan
regresivni ishod, ali statisticka znacajnost u vecini grupa nije dostignuta, dok porastom intenziteta
nalaza atipi¢ne nezrele metaplazije raste i stopa progresije bolesti (p<0,001). Metaplasti¢ni, nezreli i
mjeSoviti morfoloski tip znacajno cesce zavrsavaju progresijom kao ishodom bolesti u odnosu na zreli
morfoloski tip citoloskih promjena (p<0,001). Usporedbom svih ispitivanih varijabli nadeno je da je
najsnazniji prediktor progresivnog ishoda bolesti p16/Ki-67 dvojno bojenje ¢iji pozitivitet znaci 15
puta veéu vjerojatnost za progresiju bolesti u grupi ASCUS, osam puta u grupi LSIL i Sest puta u grupi
HSIL-M. Pozitivan rezultat HR HPV testa i nalaz HPV 16 genotipa tu vjerojatnost povecavaju tri puta.
Povisenje stupnja citoloske dijagnoze, nalaz atipi¢ne nezrele metaplazije i nezreliji morfoloski tipovi
od 1,5 do gotovo dva puta povecavaju izglede za progresijom. Nasuprot tome, nalazi nezrele
metaplazije i makrocitoze gotovo dva puta smanjuju izglede za progresivnim ishodom bolesti.
Zakljuéak: Dvojno bojenje pl6/Ki-67 pokazalo se kao najja¢i prediktor progresije bolesti u svim
citoloskim grupama. HPV 16 genotip povezan je s visim rizikom od progresije u grupama ASCUS i
LSIL, ali ne i u grupi HSIL-M. Ispitivane citomorfoloske osobine pokazale su najslabiju povezanost s
klini¢kim ishodom bolesti.

Klju¢ne rijeci: citologija vrata maternice, citomorfologija; humani papiloma virus, genotip; p16+Ki-

67 biljeg; promjene plocastog epitela



EVALUATION OF P16/Ki-67 EXPRESSION, CYTOMORPHOLOGY AND HPV GENOTYPE
IN BORDERLINE, MILDE AND MODERATE ABNORMALITIES OF SQUAMOUS

EPITHELIUM OF THE UTERINE CERVIX

Summary

Objective: To analyse characteristics and prognostic value of p16/Ki-67 dual stain expression, HPV
genotype and cytomorphology in the patients with cervical cytology finding of borderline, mild and
moderate abnormalities of squamous epithelium.

Material and methods: Patients with initial cytology finding of atypical squamous cells of
undetermined significance (ASCUS, N=160), low-grade squamous intraepithelial lesion (LSIL,
N=155) and high-grade squamous intraepithelial lesion favour moderate dysplasia (HSIL-M, N=129)
were included. Cytomorphological characteristics of koilocytosis, parakeratosis, macrocytosis,
immature metaplasia and atypical immature metaplasia and four morphological types were analysed.
P16/Ki-67 detection was made using CINTec PLUS immunocytochemical assay (Roche, Switzerland)
on reprocessed slides. In all patients HPV DNA test was performed using high risk probe of hybrid
capture 2 test (Qiagen, Germany). In positive samples additional HPV genotyping was done using
INNO-LiPA HPV Genotyping v2 assay (Innogenetics, Belgium). Patients were followed by cytology,
colposcopy and histology for average of 26 months. Three possible clinical outcomes: regression,
stagnation or progression was recorded.

Results: The most frequent HPV genotype was HPV 16 (24,32%), and it was found more frequently
in women under 30 years of age (p<0,001). P16/Ki-67 dual stain was positive in 46,62% samples,
more frequently in HR HPV positive vs. negative cases (p<0,05). Separate positivity of p16 and Ki-67
were found to be more frequent only in ASCUS depending of HR HPV status. Cases with HPV 16
genotype were pl6/Ki-67 positive in 72,22% of the cases and cases with HPV non-16 genotype in
52,23%, significantly different only in LSIL (p=0,015). Separate expression of p16 and Ki-67 showed

no correlation with HPV genotype. Macrocitosis and immature metaplasia are more frequent findings

Vi



in HR HPV negative cases in ASCUS and LSIL (p<0,05). Koilocytosis and parakeratosis in LSIL and
HSIL-M didn't differ according to HR HPV status. When analysed according to HPV genotype,
koilocytosis was more frequent finding in HPV non-16 genotype compared to HPV 16 genotype
(p=0.001), and that difference is the most visible in LSIL. Parakeratosis is more frequently found in
HPV non-16 genotype cases, but statistically significant difference is found only in LSIL (0.038).
Other analysed cytomorphological features didn't show correlation with HPV genotype. p16/Ki-67
expression didn't show association with Kkoilocytosis and parakeratosis. Macrocytosis was more
frequently found in the cases with negative p16/Ki-67 dual stain (p<0,001), and immature and atypical
immature metaplasia in the cases of positive p16/Ki-67 dual stain (p<0,001). Mature morphologycal
type was associated mostly with HPV non-16 genotype and negative pl6/Ki-67 dual stain, and
metaplastic and immature type with HPV 16 and positive p16/Ki-67.

Unfavourable disease outcome was recorded in 25.32 % of ASCUS, 13.79% LSIL and 57.6% HSIL-M
cases. Disease progression was associated with HR HPV positivity (p<0,001), HPV 16 genotype
(p<0,001) and p16/Ki-67 positive dual stain (p<0,001). Only in the HSIL-M group HPV genotype
didn't showed association with the disease outcome. Separate p16 staining and separate Ki-67 staining
showed increased progression rate only in the group of HR HPV positive ASCUS (p=0.046 and
p<0.013, respectively). Presence of koilocytosis, parakeratosis, macrocytosis and immature metaplasia
are probably more associated with the regression but without statistical significance. But, atypical
immature metaplasia was connected with disease progression (p<0,001). So, metaplastic and immature
morphological types more frequently progress compared to mature type with regression as the most
frequent clinical outcome (p<0,001). Using the logistic regression model the best predictor of the
clinical outcome was found to be pl6/Ki-67 dual stain. Positivity of pl6/Ki-67 increased risk of
progression for 15 times in ASCUS, eight times in LSIL and six times in HSIL-M. HR HPV positivity
and HPV 16 genotype increased probability for progression for three times, and cytological diagnosis,

finding of atypical immature metaplasia and metaplastic and immature morphological types for 1.5 to
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two times. In contrary, immature metaplasia and macrocytosis increase the probability of negative
outcome.

Conclusion: pl16/Ki-67 was the best and strongest predictor of the progressive clinical outcome for
cytological categories of ASCUS, LSIL and HSIL-M. HPV 16 genotype was associated with the
disease progression in ASCUS and LSIL group, but not in HSIL-M group. Cytomorphology features
showed the weakest association with the disease outcome. Immature metaplasia and macrocytosis
were connected with favourable and atypical immature metaplasia with unfavourable disease outcome.
Koilocytosis and parakeratosis was associated mostly with HPV non-16 genotypes, but not with
disease outcome.

Key words: cervical cytology, cytomorphology; human papillomavirus, genotype; pl6/Ki-67

biomarker; squamous epithelial lesions
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1. UvOD

1.1. Displazije i rak vrata maternice

Displazije vrata maternice promjene su koje se najcesée javljaju u epitelu prijelazne zone vrata
maternice a nazivaju se jo§ i cervikalnom intraepitelnom neoplazijom (CIN) i skvamoznom
intraepitelnom lezijom (SIL). Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (SZO) u patohistoloskoj
dijagnostici CIN se klasificira se u tri stupnja: cervikalna intraepitela lezija (CIN) 1, 2 i 3 ().
Terminologija koja koristi SIL primijenjuje se uglavnom u citoloskoj dijagnostici, a klasificira se u
dva stupnja: SIL niskog stupnja koji odgovara CIN-u 1 i SIL visokog stupnja koji uklju¢uje CIN 2 i
CIN 3 (2). Sva tri stupnja CIN-a i oba stupnja SIL-a nose potencijal za nastanak tezih stupnjeva lezija
pa tako i invazivnog raka vrata maternice. Smatra se da CIN/SIL nastaje iz bazalnih stanica
metaplasti¢nog plocastog epitela transformacijske zone vrata maternice, a povezan je s infekcijom s
humanim papiloma virusom (3). Bez obzira na patogenezu CIN-a, svi stupnjevi nose rizik pojave
karcinoma, ali je kod CIN-a 1 vrlo nizak (4,5). Progresija nelijeCenog SlL-a visokog stupnja u
karcinom mozZe se javiti u 30-50 % slucajeva (6). S obzirom na rizik koji CIN-ovi/SIL-ovi nose za
nastanak karcinoma danasnji pristup njihovoj dijagnostici i lijeCenju te ujedno i prevenciji nastanka
raka, uglavnom se temelji na proaktivnom pristupu, kolposkopskoj pretrazi, biopsijama te
odstranjivanju lezija invazivnim lokalnim zahvatima (7-11). Takoder, neposredna kolposkopija s
biopsijom, moze voditi brojnim nepotrebnim zahvatima, povecanju troSkova, ali i stresa kod
pacijentica (12,13). Nasuprot tome, pokazano je da visok postotak CIN-a 1 regredira, ali i odreden
udio CIN-a 2 te CIN-a 3 (14,15). Stoga neki autori preporucaju konzervativniji pristup CIN-u, osobito
CIN-u 1 te u nekim slucajevima i CIN-u 2, osobito kod zena mladih od 25 godina (16). Kod
adolescentica i mladih zena dobi od 13 do 22 godina s nalazom SIL-a niskog stupnja, evidentan je
visok stupanj regresije od 61 % nakon12 mjeseci i 91 % nakon 36 mjeseci (17). Takoder je pokazano

da kod mladih zena 68 % CIN-a 2 regredira tijekom tri godine (18). Konzervativni pristup



podrazumijeva pracenje bolesti ¢eS¢im neinvazivnim kontrolnim pregledima i testovima. Razvoj teske
displazije i raka vrata maternice traje najce$ée dugi niz godina, stoga se smatra da se odgadanje
invazivnih dijagnosticko-terapijskih zhvata moze sa sigurnosc¢u preporuciti te ocekivati ishod bolesti
koji je CeSCe regresija nego progresija. Brojne dodatne metode i testovi ispitivani su u svrhu
predvidanja ponasanja CIN-a i neke od njih pokazale su obecavajuce rezultate, ali za sada ni jedna nije
u potpunosti ukljuena u smjernice za probir za rak vrata maternice i za klinicku primjenu (19).
Primjena metode ili testa kojim bi se moglo predvidjeti ponasanje CIN-a u trenutku njegove inicijalne
pojave dijagnosticirane u citoloskom ili histoloSkom uzorku mogla bi dovesti do unaprijedenja u

pracenju i lijeCenju pacijenitica s promjenama epitela vrata maternice.

Prevalencija CIN-a/SIL-a vrlo je visoka. U skriniranoj populaciji iznosi za CIN 1 1,6/1000, a za
CIN2/3 1,2/1000 zena. U neskriniranoj populaciji prevalencija CIN-a 1 je je 23/1000, CIN-a 2 5/1000,
a CIN-a 3 4/1000 zena (20,21). Prema podacima Globocana na svjetskoj razini rak vrata maternice
Cetvrti je po ucestalosti malignoma kod Zena s 528 000 novih slu¢ajeva i 266 000 smrti u 2012. (22). U
2011. u Hrvatskoj je rak vrata maternice po ucestalosti na 10. mjestu od svih malignoma kod Zena, a
incidencija je bila 14,5/100000 (gruba stopa) te 12,4/100000 (EU dobno standardizirana stopa). Novih
slu¢ajeva bilo je 321. Mortalitet je prema gruboj stopi bio 5,0. Vazno je napomenuti da je u dobnim
skupinama od 30-39 te 40-49 godina rak vrata matenice medu prva tri najucestalija malignoma kod
zena uz rak dojke i Stitnjace (23). U periodu od 1988. do 2008. incidencija raka vrata maternice u
Hrvatskoj zabiljezila je pad od 17,5/100000 na 15,7/100000 grube stope. U usporedbi s drugim
drzavama svijeta takva stopa smatra se inremedijarnom. NajniZe stopa raka vrata maternice S
incidencijom ispod 10/100000, biljeze se u razvijenim drzavama zapadne Europe gdje se prevencija
raka vrata matenice provodi desetlje¢ima putem organiziranog citoloskog probira pomoc¢u Papa testa.
U zemljama s organiziranim probirom sa zadovolajvaju¢im odazivom ciljne populacije od preko 80 %

moze se oCekivati pad incidencije raka vrata maternice od 80 % (24). Smatra se da bi se u Hrvatskoj



dodatno smanjenje incidencije raka vrata maternice takoder moglo posti¢i putem uvodenja provodenja
organiziranog programa probira za rak vrata maternice i HPV vakcinacije (25,26).

Zbog svoje visoke ucestalosti, ali i mogucnosti preventivnog djelovanja lezije vrata maternice i rak
vrata maternice predstavljaju znacajan javno-zdravstveni teret, a to podrucje medicine uklju¢uje brojne
lijec¢nicke specjalnosti i velik broj aktivnosti od preventivnih programa probira, ginekoloskih pregleda,

citoloskih pretraga, kolposkopskih pretraga, patohistoloskih analiza i kirurskih zahvata.

1.2. Citologija vrata maternice

Citologija vrata maternice primjenjuje se kao temeljna metoda ranog otkrivanja i sekundarne
prevencije raka vrata maternice u gotovo cijelom svijetu. Ovom se morfoloskom metodom,
poznatijom kao ,Papa“ test , u citoloSkim uzorcima vrata maternice svjetlosnim mikroskopom
procjenjuju morfoloske osobine i abnormalnosti stanica povezane s preneoplasti¢nim i neoplasti¢énim
promjenama epitela vrata maternice. Cilj njene primjene je prvenstveno pravodobno otkrivanje
SIL/CIN-a. SIL/CIN u potpunosti je asimptomatska promjena, a abnormalan citoloSki nalaz najcescée
je prvi morfoloski znak njena prisustva. U¢inkovitost Papa testa u prevenciji ofituje se u smanjenju
incidencije raka vrata maternice, potvrdena je u brojnim studijama, a najbolji rezultati dobiveni su u
organiziranim sustavima probira za rak vrata maternice (27-29). Unato¢ tome ova metoda ima svoja
ograni¢enja. Razlozi su naj¢esc¢e neadekvatni uzorci kao i poteSkoc¢e u procjeni morfoloskih promjena,
posebno onih koje nazivamo grani¢nim ili blagog stupnja (30). Osjetljivost Papa testa varira izmedu
50% i 90%, dok se specifi¢nost kre¢e od 86% do 100% (31-33). U sustavima probira za rak vrata
maternice zastupljenost abnormalnih nalaza varira od 1 do 11%, s prosijekom od 4 do 5 % (34-36).
Veéina tih nalaza predstavlja grani¢ne i blage promjene dok je tek oko 1 % detektiranh promjena
inicijalno citoloski dijagnosticirano kao lezija visokog stupnja koja trazi neodgodivo lijeCenje (37).
Preostaje mno$tvo grani¢nih i blagih nalaza koji se zbog ipak postojeceg rizika od nastanka tezih

promjena najcesce upucuju na dodatnu kolposkopsku pretragu te biopsiju vrata maternice. U slucaju
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patohistoloskog nalaza biopsije koji je manji od CIN 2 preporuca se pracenje ponavljanjem citologije i
testa na humani papiloma virus (HPV). Rizik za nastanak CIN-a 2 i 3 povecan je kod HPV pozitivnih
pacijentica te raste s porastom stupnja citoloSke dijagnoze, najnizi je kod Zena s negativnom
citologijom (7%), a najvisi s nalazom SIL-a visokokg stupnja (67%) (38). Podjednak je kod Zena s
nalazom SIL-a niskog stupnja i HPV pozitivnog grani¢nog citoloskog nalaza kada iznosi 12% (39).
Petogodisnji rizik za nastanak CIN 2 i 3 nizi je kod zena mladih od 25 godina u usporedbi sa starijim
zenama (40). Rizik za invazivni rak vrata maternice nakon citoloskog nalaza grani¢nog i blagog
stupnja postoji, ali je ipak vrlo nizak (41-43). U€inkovito trijazianje tih pacijentica izdvojilo bi one
koje su pod stvarnim rizikom za razvoj teskih lezija vrata maternice. To bi dovelo do smanjenja broja
pacijentica koje se upucuju na kolposkopsku pretragu, smanjenja nepotrebnih i skupih zahvata te

ujedno i poboljsanje kvalitete ukupne medicinske skrbi tih Zena.



1.3. Klasifikacija citoloSkih nalaza vrata maternice
Nalaz abnormalne citologije vrata maternice najces¢e se klasificira prema Bethesda klasifikaciji, a
ukljuéuje stupnjevanje citoloskog nalaza od najblazih ili grani¢nih promjena, preko lezija blagog i
teSkog stupnja do karcinoma (44). Ta klasifikacija prihvacena je u vecini zemalja svijeta uz moguce
modifikacije. 1zvorna Bethesda klasifikacija nalaz abnormalnih plocastih stanica, prema morfoloskim
kriterijima, svrstava u slijedece kategorije:
1. Atipi¢ne skvamozne stanice neodredenog znacenja (kratica ASCUS prema izvorniku: atypical
squamous cells of undetermined significance)
2. Atipi¢ne skvamozne stanice — ne moze se iskljuciti SIL visokog stupnja (kratica ASC-H
prema izvorniku: atypical squamous cells — cannot exclude high grade SIL)
3. Skvamozna intraepitelna lezija blagog stupnja (kratica LSIL prema izvorniku: Low grade
squamous intraepithelial lesion)
4. Skvamozna intraepitelna lezija teSkog stupnja (kratica HSIL prema izvorniku: High grade
squamous intraepithelial lesion)
5. Plocasti karcinom
Bethesda sustav definira citomorfoloske kriterije normalnih stanica, upalnih i reaktivnih promjena kao
i svih stupnjeva citoloskih abnormalnosti. ASCUS predstavlja grani¢ni nalaz abnormalnih stanica
(Slike 1. i 2.), LSIL odgovara CIN-u 1 (Slike 3. i 4.), dok se ASC-H, HSIL i plo¢asti karcinom
smatraju promjenama visokog stupnja (45). U Bethesda Klasifikaciji, citoloske promjene koje
odgovaraju umjerenoj displaziji nisu zasebna kategorija, ve¢ su u skupini HSIL-a izjednadene s
teskom displazijom i karcinomom in situ (46). Hrvatska modifikacija Bethesda klasifikacije izdvaja
citolosku kategoriju umjerene displazije te ju prepoznaje kao podgrupu u grupi HSIL-a (Slike 5. i 6.),
smatrajuéi to klini¢ki opravdanim (47-49). Sli¢no tome, u klasifikaciji abnormalnih citoloSkih nalaza
vrata maternice koja se Kkoristi u Velikoj Britaniji takoder razlikuju ove kategorije, pritom koriste¢i

naziv umjerena i teska diskarioza (50).



Slika 2. ASCUS s koilocitozom, Papanicolaou bojenje, 400x

Slika 3. LSIL, Papanicolaou bojenje, 400x

Slika 5. HSIL koji odgovara umjerenoj displaziji, Papanicolaou

Slika 6. HSIL koji odgovara umjerenoj displaziji, Papanicolaou
bojenje, 400x

bojenje, 400x



1.4. Humani papiloma virus, premaligne i maligne lezije vrata maternice

Neophodni etioloski ¢imbenik za nastanak raka vrata maternice je dugotrajna i perzistentna infekcija
humanim papiloma virusom (HPV) (Slika 7). Takva infekcija neophodna je za razvoj i postojanost
CIN-a 3 (51-53). Medutim, samo mali dio HPV infekcija zapravo dovodi do nastanka raka te se stoga

smatra da moraju postojati dodatni dogadaji i moguci kofaktori u patogenezi raka vrata maternice (3).
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Slika 7. Prirodan tijek bolesti kod infekcije s HPV-om i nastanka raka vrata maternice. Preuzeto iz:
Nobelova komisija za fiziologiju ili medicinu 2008, ilustracija: Annika Rohl. Dostupno na:

http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/2008/bild_press_eng.pdf. Datum pristupa:

14. veljace 2014.


http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/2008/bild_press_eng.pdf

Prema Munoz i sur. genitalni humani papiloma virusi mogu se podijeliti u tri skupine genotipova:
visokog rizika 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 56, 58, 59, 68, 73, 82 ; vjerojatno visokog rizika 26, 53,
66; i niskog rizika 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 i CP6108. Procjena rizika temelji se na
zastupljenosti odredenog HPV genotipa u raku vrata maternice (54). Dva su genotipa najéesce
povezana s rakom vrata maternice u gotovo svim regijama svijeta. HPV tip 16 naden je u 57 %, a
HPV tip 18 u 16 % slucajeva raka vrata maternice (55,56). Visokorizi¢ni HPV genotipovi pronadeni
su i u velikom postotku displazija, a raspodjela varira ovisno o stupnju SIL-a/CIN-a (57-60).
Metaanalizom HPV detekcije i raspodjele HPV genotipova u LSIL-u naden je HPV pozitivitet od 70
do 80 %, najcesc¢i genotip je bio HPV 16 naden u 26,3% slucajeva, a slijede ga HPV 31 u 11,5%,
HPV 51 u 10,6 % i HPV 53 u 10,2 % sluc¢ajeva (61). HPV 16, 18 i 45 ¢e§¢i su u invazivnom raku nego
u HSIL-u (62). HPV 16 takoder je najces$¢i genotip u CIN-u 2 i 3, ali CIN 2 pokazuje vecu
heterogenost HPV genotipova te ¢es¢i nalaz HPV genotipova intermedijarnog rizika u usporedbi s
CIN-om 3 koji je sli¢niji invazivnom raku (63). Takva opazanja govore u prilog klasifikaciji
cervikalnih displazija na tri stupnja.

Smatra se da SIL/CIN potaknut HPV infekcijom zapo€inje u bazalnim i parabazalnim stanicama
epitela transformacijske zone vrata maternice. Putem mikro-ostecenja epitela HPV dolazi u doticaj sa
stanicama koje inficira (Slika 8) (64). Dva su tipa HPV infekcije. U produktivnoj, virusna se
deoksiribonukleinska kiselina (DNA) ne ugraduje u DNA domacina, ali se replicira i oslobada u
okolinu nakon stani¢ne smrti. Takva infekcija se ne smatra onkogenom, a promjene epitela koje moze
izazvati najceS¢e regrediraju unutar dvije godine od pocetka infekcje (65). Drugi tip infekcije je
transformirajudi ili integrirajuci, gdje se virusna DNA ugraduje u DNA epitelne stanice te putem
stvaranja viralnih onkoproteina izaziva genetske aberacije u stanicama domacina. Za neoplasti¢nu
transformaciju odgovorni su viralni onkoproteini E6 i E7 koji inaktiviraju tumorski supresorski protein
p53 1 retinoblastomski protein (Rbp) i remete stani¢ni ciklus, $to vodi nekontroliranoj stanicnoj

proliferaciji te nastanku teSke displazije i raka vrata maternice (66). Integriraju¢a infekcija moze se
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javiti i u lezijama nizeg stupnja, a u nekim slu¢ajevima regredirati (67). Takoder, eksperimantalno je
dokazano da produktivna HPV infekcija moze progredirati u integrirajucu infekciju te posljedicnu

onkogenu transformaciju kog istog domacina (68).
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Slika 8. Patogeneza HPV infekcije epitela vrata maternice i nastanka intraepitelnih lezija i raka

Preuzeto iz Woodman i sur. (64).

Humani papiloma virusi su DNA virusi bez ovojnice. Genom HPV-a je cirkularna molekula koju ¢ini
oko 8 parova kilobaza. Veéina kodira osam glavnih proteina, Sest smjeStenih u ,,ranoj* regiji, a dva u
,»kasnoj“ regiji (slika 9). Rani proteini E1 i E2 zaduzeni su za replikaciju i transkripciju genoma, E4
sudjeluje u remodeliranju citokeratina, E5 u kontroli stani¢nog rasta i diferencijacije. E6 i E7 nazivaju

se 1 onkoproteinima jer utjecu na kontrolu stani¢nog ciklusa inhibiraju¢i apoptozu i diferencijaciju. L1
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i L2 su kapsidni proteini koji se javljaju u kasnoj fazi replikacije virusa, a njhovim djelovanjem virus

se moze §iriti i prezivjeti u okolini (69,70).
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Slika 9. Linearni prikaz osam preklapajucih genskih domena koje kodiraju najznacajnije HPV gene.

Preuzeto iz: Arney i sur. (70).

SIL/CIN je dinamiCan proces koji moze regredirati, perzistirati ili progredirati. U trenutku prve
citoloske dijagnoze ne zna se sa sigurno$¢u kako ¢e se ponasati.

Ispitivanja raspodjele HPV genotipova u razli¢itim stupnjevima SIL-a/CIN-a dovela su do saznanja da
najvisi rizik od progresije lezije nosi upravo nalaz HPV 16 i 18 genotipova (71-74). Isti zakljucak
pokazala je studija desetgodiSnjeg pracenja pacijentica s HPV infekcijom (75). HPV 16 i 18 kod Zena s
citoloskim nalazom ASCUS moze identificirati Zene s najviSim rizikom za leziju vrata maternice
visokog stupnja (76,77). HPV 16 €es¢i je u zena mladih od 30 godina s citoloskim nalazom ASCUS, a

ujedno i CeSc¢e povezan s detekcijom CIN 2 i tezih promjena u usporedbi sa starijim zenama (78).
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Takoder, CIN 3 povezan s HPV 16 genotipom dijagnosticira se U znatno ranijoj dobi u odnosu na CIN
3 povezan s drugim visokorizicnim HPV genotipovima (79-81). HPV ne-16 genotipovi Ce$ée su
povezani s CIN 2 i 3 lezijama koje su pokazale regresiju (15,80,82). CIN 2 povezan s HPV 16
genotipom moze predstavljati pravu prekancerozu, a time zahtjevati poseban tretman (83). HPV 16 i
18 genotipizacija moze se primijeniti u trijazi pacijentica S negativhom citologijom i pozitivnim
grupnim visokoriziénim HPV testom, a u slucaju prisustva HPV 16 ili 18 genotipa preporucilo bi se
upucivanje na kolposkopsku pretragu (73,84). Odredivenje HPV genotipa moze doprinijeti boljem
uvidu u prirodu lezije kao i identificirati zene s najviS§im rizikom za razvoj teSkih lezija vrata
maternice. Kombinacija citologije, histologije i profila HPV genotipa moze dovesti do stvaranja novog
modela pristupa dijagnostici i prognozi ponasanja cervikalnih lezija (85,86).

Citoloski nalazi abnormalnog Papa testa grani¢nog, blagog i umjerenog stupnja ¢esto u podlozi imaju
infekciju visokorizi¢nim HPV-om (87). Smatra se da 80 do 90 % grani¢nih i blagih citoloskih
promjena te 40 do 60 % umijerenih, perzistira ili spontano regredira (15,88). Unato¢ tome, posebno
umjerene promjene, se ¢esto lijeée kirurS§kim metodama.

HPV infekcija Cesta je osobito kod mladih i spolno aktivnih Zena (89). Kod njih ta infekcija najcesce
kratko traje i spontano prolazi s ili bez popratnih citoloskih promjena u Papa testu (90). Sve spolno
aktivne zene osjetljive su na HPV infekciju, a ta infekcija glavni je rizi¢ni ¢imbenik za nastanak
abnormalnosti vrata maternice (91).

Cimbenik koji znadajno utjeée na povecanje rizika za razvoj teske displazije iz ranih promjena je
infekcija visoko rizicnim HPV-om. Negativan HPV test pruza zaStitu od nastanka CIN2+ lezija za
period od Sest godina (92). Pacijentice s negativnim nalazom visokorizicnog HPV testa ili nalazom
niskoriziénog HPV-a imaju vrlo nizak rizik za razvoj tezih stupnjeva lezija vrata maternice (93,94).
Prisustvo visoko rizi¢nog, onkogenog HPV-a dovodi do dulje perzistencije abnormalnog citoloskog
nalaza te brze progresije, a time povecava rizik za razvoj i prisustvo CINa/SILa visokog stupnja

(88,95). Grupni visokorizi¢ni HPV test ima visoku osjetljivost ali nisku specifi¢nost za otkrivanje
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CIN2 i tezih lezija, a u klinickoj praksi koristi se u trijazi citoloskih nalaza grani¢nog stupnja u svrhu
smanjenja potrebe za kolposkopskim pretragama te u pracenju nakon terapije CIN-a (96,97). Uvodenje
HPV testa u probir za rak vrata maternice dovodi do ranijeg otkrivanja CIN-a 3 i raka (98). HPV test
je uéinkovit i u svrhu primarnog probira za rak vrata maternice, 0sobito u Zena starijih od 30 godina.
Najcesce se preporuca upotreba HPV testa u svrhu trijaze grani¢nih citoloSkih nalaza nalaza (99-105).
HPV testiranje u probiru moze dovesti do pojave prekomjernog dijagnosticiranja promjena vrata
maternice, osobito u sredinama s dobro organiziranim programima probira (106). U usporedbi s Papa
testom, HPV test ima bolju osjetljivost, ali nizu specifi¢nost za otkrivanje CIN2+ lezija (95). Sam
pozitivan test na visoko rizi¢ni HPV i odreden HPV genotip ne daje pravi podatak o tome da li se radi
0 produktivnoj (regresivnoj) ili transformirajuc¢oj (progresivnoj) infekciji, odnosno o buducem

ponasanju cervikalnih promjena (82,86,107).

1.5. Humani papiloma virus i citomorfologija

HPV infekcija moze izazvati i neke prepoznatljive morfoloske promjene na plocastim stanicama.
Alexandar Meisels jo§ 1976. godine prvi put opisuje koilocitozu u displasti¢nim stanicama u Papa
testu i povezuje ju s HPV infekcijom (108). Analizirani elektronskim mikroskopom koilociti pokazuju
citoplazmatsko prosvijetljenje oko jezgre uslijed formiranja vakuola koje konfluiraju uz istovremeni
nalaz virusnih partikala u jezgri (109). Nastanak koilocitze povezuje se uz kooperativno djelovanje
HPV E5 i E6 onkoproteina (110). Uz koilocitozu, primijeeno je da su blage promjene jezgre,
multinukleacija te abnormalna keratinizacija takoder povezane s HPV infekcijom (111,112).
Usporedbom morfoloskih osobina atipi¢nih plocastih stanica neodredenog znac¢enja HPV pozitivnih
zena s HPV negativnim slucajevima, koilocitoza i parakeratoza su bile CeS¢e povezane s HPV
infekcijom (113). Koilocitoza i citomegalija se ¢es¢e javljaju u CIN-u blagog stupnja i pokazuje
obrnutu korelaciju s dijagnozom CIN-a umjerenog i teskog stupnja (114). Kombinacija nalaza

koilocitoze, diskeratoze-parakeratoze, kariorekse i diskarioze s visokom specifi¢nosti, ali niskom
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osjetljivosti moze dijagnosticirati HPV infekciju. (115,116). HPV 16 genotip Ce$ée je povezan s
neklasi¢nim stani¢nim promjenama u LSIL-u nego u klasi¢nom koilocitnom tipu LSIL-a (117). U
LSIL-u s osobinama CIN-a 1 ¢es¢i je nalaz HPV tipa 16 u usporedbi s LSIL-om koji pokazije samo
koilocitnu atipiju (71). Histoloski dijagnostciran CIN 1 bez koilocitoze znatno Ce$ée progredira u
lezije viSeg stupnja u usporedbi s CIN-om 1 s koilocitozom (118). Kod citoloskih nalaza s granicnom
abormalno$¢u, nalaz koilocitoze ¢es¢e je povezana s prolaznom HPV infekcijom (119). LSIL koji
pokazuje jaku atipiju jezgara ¢esce progredira u HSIL (120). Povezivanjem odredenih citomorfoloskih
osobina abnormalnih stanica, posebno grani¢nog ili blagog stupnja s infekcijom odredenim HPV
genotipovima te njihovim klini¢kim ishodom, moglo bi olaksati otkrivanje onih sluéajeva koji imaju

potencijal za progresiju u promjene teskog stupnja.

1.6. BiolosKki biljezi u dijagnostici i procjeni tijeka bolesti

Posljednje desetljece paznja je usmjerena na bioloske biljege koje mogu eksprimirati epitelne stanice
vrata maternice, a koji bi ukazivali na razvoj i prisustvo teske displaziije odnosno bolesti. (121-124).
Ispitivanja funkcionalnih bioloskih biljega potvrduju dinami¢nu prirodu CIN-a te preispituju klasi¢ni
sustav stupnjevanja CIN-a (125). Takoder postoje dokazi da se bioloski biljezi mogu primijeniti u
predikciji regresije CIN-a 2 i 3 (126). Istrazivanja su provodena na eksperimentalnim modelima,
histoloskim i citolo§kim uzorcima te suspenzijama stanica. Smatra se da su upravo studije na uzorcima
koji se uzimaju za citolosku analizu najblize realnom trenutku u procesu dijagnostike lezija kada bi
odredeni rezultat mogao utjecati na postupke pracenja i terapije pacijentica (127). ldealnim
biomarkerom smatrao bi se onaj koji se moZze jednostavno koristiti, koji je ucinkovit u klinickoj
primjeni te koji moze predstavljaviti dopunu ili zamjenu za Papa i HPV test. NajceSce istaZivani biljezi
koji su ujedno za sada pokazali i najbolje rezultate u dijagnostici i predvidanju ishoda bolesti su

p16™ < MIB-1, L1 i ProEx C (128-134). U novije vrijeme ispituju se citogenetske varijacije i
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kromosomske aberacije kao mogu¢i bioloski biljezi za lezije vrata maternice. Tako je pokazano da
HLA klasa II DRB1*1302 alel djeluje zastitno od progresije LSIL-a u CIN 3 (135). Negativan nalaz
na 3g26 ucinkovit je U negativnoj trijazi LSIL-a i ima visoku negativnu prediktivnu vrijednost za
progresiju u HSIL (136,137). Metilacija stani¢nih i HPV gena najniza je kod asimptomatske HPV
infekcije, a raste s porastom stupnja lezije vrata maternice (138). Za sada nijedan navedeni biomarker
nije ukljucen u sluzbene smjernice za probir i dijagnostiku lezija vrata maternice, niti se Sire

primijenjuje u rutinskoj praksi (139).

1.7. Bioloski biljeg p16

U brojnim je studijama istrazivana dijagnosti¢ka vrijednost imunocito/histokemijske ekspresije
pl6inkda (p16) koji u kombinaciji s Papa testom, testom na HPV ili samostalno pokazuje visoku
osjetljivost i specificnost za otkrivanje i dijagnostiku CINa/SlLa visokog stupnja i invazivnog raka.
pl6 je dio obitelji INK4 proteina, uklju¢en u regulaciju stani¢nog ciklusa. pl6 zadrzava
retinoblastomski protein (Rbp) u aktivnom stanju, sprije¢avajuci njegovu fosforilaciju i inaktivaciju
(slika 10). Izmedu p16 i Rbp postoji negativna povratna sprega. U tumorima ¢iji je nastanak povezan s

HPV infekcijom, virusni onkoprotein E7 inaktivira Rbp, Sto putem negativne povratne sprege vodi

prekomjernom stvaranju proteina p16.
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Slika 10. Shematski prikaz hiperprodukcije p16INK4a proteina kao posljedice djelovanja E7 HPV
onkoproteina. Preuzeto iz: http://bluegyn.com/spip/spip.php?article701, datum pristupa:14.veljace

2014.

Protein p16 nastaje kao produkt prekomjerne ekspresije gena nastalog ugradnjom HPV DNA u jezgru
plocastih stanica te se smatra i biljegom transformiraju¢e infekcije koja je preduvjet nastanka teske
displazije i plocastog raka (140,141). p16 je Kkoristan biljeg i za dijagnostiku adenokarcinoma vrata
maternice (142). Ekspresija biljega pl16 moze koristiti u svrhu bolje dijagnostike displazija vrata
maternice na histoloSkim i citoloskim uzorcima (131,143-148). U kombinaciji s HPV testom pl6
imunocitokemijsko bojenje znacajno povisuje osjetljivost citologije u otkrivanju CIN2+ promjena
(149-154). Imunohistokemijskom analizom, ve¢ina CIN-a i karcinoma vrata maternice je pokazivala
prekomjernu ekspresiju p16. Ipak, ¢ak 33% CIN-a 2, 16 % CIN-a 3 i 10% slucajeva plocastog raka

bilo je p16 negativno (155). Nadalje, iako se hjegovom primjenom povecava osjetljivost i specifi¢nost
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citologije za otkrivanje lezija vrata matenice visokog stupnja, u interpretaciji rezultata treba biti vrlo
oprezan budu¢i da i normalne stanice, kao S$to su metaplasti¢ne stanice ili cilindri¢ne stanice
endocervikalnog epitela mogu pokazivati prekomjernu ekspresiju pl6, Sto smanjuje specificnost
samog testa. Nedovoljna standardizacija interpretacije ograni¢ava reproducibilnost testa. (156,157). U
svrhu postizanja bolje dijagnosticke to¢nosti biljega pl16 neki autori predlozili su primjenu metode
»huklearnog skoringa® koja zahtijeva dodatnu morfolo§ku procjenu stanica i jezgara koje su pl6é

pozitivne (158-160).

1.8. Bioloski biljeg Ki-67

Ki-67 je nuklearni protein, povezan s regulacijom stani¢nog ciklusa. To je veliki protein kojeg kodira
gotovo 30 000 baza humanog genoma. Ki-67 podlijeze preciznoj regulaciji pomocu sinteze i
degradacije proteazama, a prisutan je u svim fazama tijekom stani¢nog ciklusa osim u GO fazi.
Protutijelo na Ki-67 boji stanice u proliferaciji, dok su mirujuce stanice negativne. Brojne studije
istrazivale su Ki-67 kao prognosticki indikator kod malignoma. U veéini studija za rak dojke, pluca,
vrata maternice, prostate, mekih tkiva i mozga ekspresija Ki-67 imala je prognosti¢ku vrijednost, dok
u vedini studija za rak debelog crijeva u takva povezanost nije nadena (161). U histoloskim rezovima
vrata maternice ekspresija Ki-67 je bila pokazatelj visoko rizicne HPV infekcije, razlikovala reaktivne
promjene epitela od displazija, te se smatrala osjetljivom i specificnom metodom za razlikovanje CIN
1 od CIN-a 2 i 3 (162,163). Kvantitativna procjena ekspresije Ki-67 je imala snaznu prognosti¢ku
vrijednost u procjeni progresije CIN-a 1 i 2 (164,165). Ki-67 kao samostalni prognostic¢ki faktor i u
kombinaciji s Rb i CK 14/13 bioloskim biljezima mogu biti vazni u odredivanju ponasanja ranog CIN-

a (166,167).
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1.9. Dvojni biljeg p16/Ki-67

Analizom na histoloSkim uzorcima bioptata vrata maternice zasebna ekspresija biljega p16 i Ki-67
pokazala je pozitivnu korelaciju sa stupnjem displazije i prisustvom visokorizicnog HPV-a (168).
Prva studija koja primjenjuje oba biljega, i p16 i Ki-67 na uzorcima s negativnom i grani¢nom
citologijom, rezultirala je izdvajanjem skupine Zena kod kojih je doslo do progresije bolesti. lako je
vrijeme praéenja bilo relativno kratko, autori su preporuéili uporabu oba biljega u rutinskoj citologiji
vrata maternice. U toj studiji biljezi p16 i Ki-67 analizirani su odvojeno, a pozitivno bojenje
citoplazme ili jezgre iskazani su na razli¢itim stanicama (169). Oba navedena biljega analizirana su na
staniénim blokovima gdje su pokazali vrijednost u prognozi i pracenju displazija vrata maternice
(170). Na temelju pretpostavke da kombinacija deregulacije stani¢nog ciklusa i proliferacijska
aktivnost takvih stanica moze ukazati na poviSen rizik od nastanka teSke displazije i raka vrata
maternice kreiran je novi imunocitokemijski test s dvojnim bojenjem na pl6 i Ki-67. To dvojno
bojenje omogucava istovremenu primjenu oba biljega na istom uzorku, ¢ime se moze analizirati

istovremena ekspresija oba biljega u istoj stanici.

Dvojni biljeg p16/Ki-67 je do sada primijenjen na uzorcima tekuce i konvencionalne citologije vrata
maternice u svrhu rane detekcije promjena teSkog stupnja, Sto je pokazano u nekoliko studija
objavljenih u novije vrijeme. Dvojno bojenje na histoloSkim preparatima vrata maternice, iako se
rijetko primjenjuje, takoder je pokazalo korisne rezultate u dijagnostici lezija vrata maternice (171).
Evaluacija p16/Ki-67 biljega pokazala je komparabilnu osjetljivost i visu specifi¢nost u usporedbi s
grupnim HPV testom u otkrivanju promjena vrata maternice teS$kog stupnja kod Zena s nalazom
ASC-US ili SIL niskog stupnja u Papa testu (172-178). Kod Zena s citoloskim nalazom ASC-H
p16/Ki-67 pokazao je bolju osjetljivost i specificnost za otkrivanje CIN 2+ lezija u usporedbi s
visokorizi¢nim HPV testom (179). Dvojno bojenje takoder je vrlo korisno u dijagnostici glandularnih

lezija vrata maternice (180). Pomoc¢u dvojnog bojenja pl6/Ki-67, medu Zenama s negativnim Papa
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testom, a pozitivnim grupnim HPV testom, mogu otkriti Zene s podlezeCom promjenom vrata
maternice teSkog stupnja (181). Zbog bolje osjetljivosi i podjednake specifi¢nosti u usporedbi s Papa
testom za detekciju CIN2+ lezija smatra se da dvojno bojenje ima potencijalnu ulogu i u probiru za rak
vrata maternice (182). pl6/Ki-67 dvojno bojenje uspjesno detektira slucajeve teSke displazije u
citoloskim uzorcima abnormalnih Papa testova s ¢ime se broj kolpskposkih pretraga moze smanjiti
gotovo za polovicu (174,183). Rezultat dvojnog bojenja pl6/Ki-67 oéitava se bez obzira na
morfologiju stanica §to olakSava interpretaciju, a predstavlja poboljSanje u odnosu na bojenje samo s
pl6 metodom. Automatizirano ocitavanje pl6/Ki-67 dvojnog bojenja dodatno bi moglo olaksati
njegovu primjenu u rutinskoj praksi (184). Korelacija s HPV genotipovima pokazala je veéu uéestalost
p16/Ki-67 pozitiviteta u slu¢aju nalaza HPV 16 i 18 genotipova u usporedbi s ostalim genotipovima
(174, 176,185). Povezanost dvojnog bojenja pl6/Ki-67 i citomorfologije nije istraZivana. Daljnja
istrazivanja dvojnog biljega pl6/Ki-67 mogla bi  znacajno doprinijeti razumijevanju razvoja
cervikalnih displazija i utjecati na dosada$nji pristup pracenju bolesnica s abnormalnostima Papa testa

i nalazom pozitivnog testa na HPV visokog rizika.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Osnovni cilj:

Istraziti povezanost ekspresije dvojnog biljega p16/Ki67 u abnormalnim stanicama plocastog epitela
grani¢nog, blagog i umjerenog stupnja s bioloSkim ponaSanjem bolesti u smislu regresije, perzistencije
ili progresije do CIN-a 3 ili invazivnog raka.

Time bi se definirala grupa Zena kod kojih mozemo ocekivati progresiju bolesti i koje je potrebno vrlo

pazljivo promatrati i eventualno kirurski lijeciti.

Dodatni ciljevi:

1. Korelirati nalaz visokoriziénih HPV genotipova s ekspresijom dvojnog biljega p16/Ki67 u
skupinama s citoloSkim nalazom grani¢no, blago i umjereno abnormalnih plocastih stanica.

2. Analizirati citomorfoloSke osobine kao §to su parakeratoza, koilocitoza, makrocitoza, nezrela i
atipiéna nezrela metaplazija te istraziti njihovu povezanost s ekspresijom dvojnog biljega
p16/Ki-67 i HPV genotipom.

3. Pokusati reklasificirati umjerene abnormalnosti ploc¢astih stanica (HSIL/CIN 2) u dvije

kategorije, u bioloski agresivne i one bioloski dobroc¢udne.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Materijal

Pacijentice ukljucene u ovu studiju te njihovi pripadajuc¢i uzorci obradivani su na Zavodu za klinicku
citologiju KBC Rijeka u razdoblju od 01.01. 2006. godine do 31.12. 2009. godine. Pacijentice
ukljuCene u istrazivanje imale su: valjani citolo§ki razmaz vrata maternice s nalazom abnormalnih
plocastih stanica grani¢nog, blagog ili umjerenog stupnja, valjani skupni visokorizi¢ni HPV DNA test
te dostupne podatke o0 pracenju bolesti. Pacijentice su pra¢ene zakljuéno do 31.06. 2012. godine. Kod
svake pacijentice uzimana su dva tipa uzorka. Jedan je citolo§ki razmaz vrata maternice na
predmetnom stakalcu, a drugi je uzorak brisa vrata maternice namijenjen analizi humanog papiloma
virusa. Citoloske promjene klasificirane su prema klasifikaciji citoloSkih nalaza ,,Zagreb 2002 koja je
modifikacija ,,Bethesda 2001 sustava (45,48). Grani¢ni citoloski nalaz klasificiran je kao atipi¢ne
skvamozne stanice neodredenog znacenja (ASCUS). Nalaz abnormalnih plocastih stanica vrata
maternice blagog stupnja klasificiran je kao skvamozna intraepitelna lezija niskog stupnja (LSIL).
Nalaz abnormalnih plo¢astih stanica vrata maternice umjerenog stupnja klasificiran je kao skvamozna
intraepitelna lezija visokog stupnja u smislu umjerene displazije odnosno CIN2. Taj nalaz oznacen je
kraticom HSIL-M prema latinskom nazivu stupnja displazije (dysplasia media). Zabiljezena je dob
pacijentice u trenutku inicijalne citoloske dijagnoze.

3.2. Pracenje pacijentica i definiranje klinickog ishoda

Pacijentice su prac¢ene ponavljanim citoloskim pretragama vrata maternice, kolposkopskim pregledima
te, u dijelu slu¢ajeva, patohistoloskom pretragom. Regresijom bolesti za sve citoloske grupe smatrala
se pojava citoloskih nalaza bez stani¢nih abnormalnosti, najmanje dva puta uzastopno i/ili negativan
patohistoloski nalaz $to predstavlja povoljan klini¢ki ishod. Citoloski nalazi s abnormalnostima istog
stupnja kao i u pocetnom razmazu i/ili patohistoloski nalaz smatrali su se stagnacijom bolesti.
Stagnacija za citoloske grupe ASCUS i LSIL predstavljaju kontrolni citoloski nalazi ASCUS i/ili LSIL

te patohistoloski nalaz CIN1, a takav klinicki ishod je povoljan za te grupe i ocijenjuje se kao
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neprogresivan. Stagnacija za citolosku grupu HSIL-M je citoloski nalaz ASC-H, HSIL i patohistolo§ki
nalaz CIN2, a takav ishod je nepovoljan za tu citolosku grupu i ocijenjuje se kao neregresivan. AKo je
u periodu pracenja doSlo do pojave bolesti koja je potvrdena histoloSkom dijagnozom CIN2 (za
citoloske grupe ASCUS i LSIL) te CIN3 ili plo¢astim rakom (za sve tri citoloske grupe) na uzorcima
tkiva dobivenog biopsijom, ekscizijom transformacijeske zone, konizacijom ili histerektomijom,
smatra se da je doslo do progresije bolesti §to predstavlja nepovoljan ishod bolesti. Takoder je
zabiljezeno vrijeme potrebno za negativizaciju te progresiju bolesti u mjesecima mjereno od pocetne
citoloske dijagnoze.

3.3. Citomorfoloska analiza

Prije pripreme za imunocitokemijsko bojenje reprocesiranjem materijala, u standardno obojenim
citoloskim uzorcima obojenim po Papanicolaou, identificirane su abnormalne plocaste stanice te
mikrofotografirane zbog kasnije kontrole imunocitokemijskog bojenja. Semikvantitativno je
analizirana pojava sljede¢ih citomorfoloskih osobina: Koilocitoza, parakeratoza/diskeratoza,
makrocitoza, nezrela metaplazija i atipi¢na nezrela metaplazija. Koilocitoza je definirana kao pojava
perinuklearnog haloa u plocastoj stanici. Halo je o$tro ograni¢en od ostatka citoplazme i nepravilne
konture. Unutar haloa citoplazma je svjetla, a vanjski dio citoplazne je tamniji i gus¢i. Jezgra u
koilocitu moze pokazivati graniéno do jasno izrazenu diskariozu (slika 11 i 12).
Parakeratoza/diskeratoza je definirana kao jako naranéasto obojenje citoplazme plocastih stanica,
parakeratoza u stanicama s obilnijom citoplazmom, a diskeratoza u manjim stanicama oskudnije
citoplazme (slika 13). Makrocitoza je definirana kao nalaz plocastih stanica koje pokazuju povecanje i
jezgre i citoplazme, ali bez znatnije naruSenog nukleocitoplazmatskog omjera (slika 14). Nezrela
metaplazija je nalaz stanica metaplasti¢cnog tipa koje su manje, oskudnih citoplazmi u gusée
celularnim nakupinama i fragmentima, pravilnih, uniformnih, normokromnih jezgara i kromatina te
pravilnog polariteta unutar nakupine (slika 15). Atipicna nezrela metaplazija je nalaz stanica

metaplasti¢nog tipa koje su takoder manje, oskudnih citoplazmi u gu$ée celularnim nakupinama i

21



fragmentima, ali su jezgre hiperkromne, dijelom blago nepravilne, uz blagu anizonukleozu, grubljeg

kromatina te uz poremecaj polariteta unutar nakupine (slika 16).
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Slika 11. Koilocit, Papanicolaou bojenje, 400x Slika 12. Koilocitoza, Papanicolaou bojenje, 200x

d

Slika 15. Nezrela metaplazija, Papanicolaou bojenje, 400x Slika 16. Atipi¢na nezrela metaplazija, Papanicolaou bojenje,
400x
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Rezultati analize citomofoloskih osobina iskazani su brojkama na slijede¢i nacin:

Za koilocitozu, parakeratozu/diskeratozu i makrocitozu:

0 —nije prisutna, 1 — prisutna u manje od 10% abnormalnih stanica, 2 — prisutna u 10% do 50%
abnormalnih stanica i 3- prisutna u vise od 50% abnormalnih stanica.

Za nezrelu metaplaziju 1 atipi¢na nezrela metaplaziju:

0 —nije prisutna, 1 — prisutna u manje od 10% stanica vidnog polja mikroskopskog povecanja 100x,

2 — prisutna u 10% do 50% stanica vidnog polja mikroskopskog poveéanja 100x i 3- prisutna u vise od
50% stanica vidnog polja mikroskopskog povecanja 100x.

U sve tri osnovne citoloSke grupe, analizom citomorfoloskih osobina formirana su cetiri morfoloska
tipa prema zrelosti epitela. Prvi je ZRELI tip u kojem prevladava koilocitoza, makrocitoza i
parakeratoza/diskeratoza (stupanj 2 i 3), drugi je METAPLASTICNI tip u kojem su slabije izraZeni
koilocitoza, makrocitoza i parakeratoza/diskeratoza, ali i nezrela i atipi¢na nezrela metaplazija (stupanj
11 2), tre¢i je NEZRELI tip u kojem su odsutni koilocitoza, makrocitoza i parakeratoza/diskeratoza
(stupanj 1), a izraZena je prisutnost nezrele i atipi¢ne nezrele metaplazije (stupanj 3 i 4), a Cetvrti je
MIJESOVITI tip s istovremenim nalazom zrelog i metaplasti¢nog i/ili nezrelog tipa.

Analiza citomorfoloskih osobina izvrSena je pod svjetlosnim mikroskopom, a bez znanja podataka o
rezultatima HPV DNA testa.

3.4. Imunocitokemijksa analiza p16/Ki-67 biljega

CINTec PLUS imunocitokemijski test (Roche, Svicarska) primijenjen je na citoloskim uzorcima u
svrhu istovremene detekcije p16 i Ki-67 proteina u stanicama. Imunocitokemijsko bojenje dvojnim
biljegom pl6/Ki67 izvrSeno je na reprocesiranim uzorcima, prethodno obojenim po Papanicolaou
metodi, prema preporuci proizvodac¢a. Kao prvi korak imunocitokemijskog bojenja koristi se unaprijed
pripremljeno primarno monoklonalno misje antitijelo klon E6H4 na ljudski pl16INK4a protein, a kao
drugi korak primarno monoklonalno ze¢je anitijelo klon 274-11-AC3 protiv ljuskog Ki-67 proteina.

Reakcija kromogena temelji se na DAB kromogenu za vizualizaciju smedeg signala za p16 ekspersiju
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i Fast Red kromogenu za crveni signal ekspresije Ki-67. Dva do tri dana prije imunocitokemijskog
bojenja stakalca su uronjena u otopinu ksilola nakon ¢ega su odstranjena pokrovna stakalca. Stakalca
su potom rehidrirana i obojena prema uputi proizvodaca. Nakon kontrastnog bojenja Mayerovim
hematoksilinom stakalca su isprana tekuc¢om i destiliranom vodom te prekrivena CINTec PLUS
uklopnim sredstvom preko no¢i. Sljede¢i dan stakalca su uronjena u ksilol 10 minuta te uklopljena
pomocu standardnog sintetickog uklopnog sredstva. Istovemeno je bojeno 10 do 20 preparata, a kao
pozitivnu kontrolu reakcije u svakom bojenju upotrijebljen je citoloski uzorak s HSIL dijagnozom
histoloski potvrden kao CIN3. Kao negativna kontrola sluzile su normalne plocaste stanice koje se
nalaze u svakom ispitivanom citoloskom uzorku.

Pozitivnim rezultatom imunocitokemijskog dvojnog bojenja smatra se zlatno-smeda do smeda
obojenost citoplazme i jezgre (pozitivan p16 signal) uz istovremeno crveno bojenje jezgre (pozitivan
Ki67 signal) iste stanice, bez obzira na intenzitet (slike 17, 18, 19, 20, 21 i 22). Stanice sa samo
pozitivnim pl16 signalom ili samo pozitivhim Ki-67 signalom kao i stanice s oba negativna signala
smatraju se negativnim nalazom na dvojno bojenje (slike 23, 24, 25, 26, 27 i 28). Rezultat dvojnog
bojenja procijenjen je kvalitativno i semikvantitativno. Kvalitativnom procjenom nalaz dvojnog
bojenja smatra se pozitivnim bez obzira na broj i morfologiju takvih stanica.(172,174,181)
Semikvantitatvnom procjenom analizirani su: dvojno bojenje pl6/Ki-67, zasebno bojenje pl6 te
zasebno bojenje Ki-67. Rezultati su iskazani supnjevima od 0 do 3: 0 — nije nadena obojenost, 1 —
obojenost nadena u 1 do 5 stanica, 2 — obojenost nadena u 6 do 50 stanica, stupanj 3 — obojenost
nadena u vise od 50 stanica. Analiza imunocitokemijskog bojenja izvr§ena je pod svjetlosnim

mikroskopom bez saznanja o nalazu HPV DNA testa i rezultata HPV genotipizacije.
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Slika 17. p16/Ki67 pozitivan, CINTec PLUS, 400x Slika 18. p16/Ki67 pozitivan, CINTec PLUS, 1000x

Slika 19. p16/Ki67 pozitivan, CINTec PLUS, 400x Slika 20. p16/Ki67 pozitivan, CINTec PLUS, 400x

Slika 21. p16/Ki67 pozitivan, CINTec PLUS, 400x Slika 22. p16/Ki67 pozitivan, CINTec PLUS, 400x
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Slika 23. p16/Ki67 negativan, signal Ki-67 pozitivan,

CINTec PLUS, 400x

Slika 25. p16/Ki67 negativan, signal pl6 pozitivan,

CINTec PLUS, 400x

Slika 27. p16/Ki-67 negativan, signal p16 slabo pozitivan,

CINTecPLUS, 400x
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Slika 24. p16/Ki67 negativan,
CINTec PLUS, 400x

signal Ki-67 pozitivan,

Slika 26. pl16/Ki67 negativan, signal
CINTec PLUS, 400x

pl6 pozitivan,

Slika 28. p16/Ki67 negativan, CINTec PLUS, 400x



3.5. HPV DNA test

Uzorak za HPV test uzet je s originalnim uzorkovac¢em (Qiagen, Njemacka) i pohranjen u spremniku s
teku¢im medijem kompatibilnim s HPV DNA hybrid capture 2 (hc2) testom. Svi uzorci testirani su
HPV DNA testom metodom hybrid capture 2 (QIAGEN, Njemacka) za grupu HPV-a visokog rizika
(HR HPV) koja uklju¢uje smjesu proba 13 onkogenih genotipova HPV-a: 16, 18, 31, 33, 35, 45, 51,
52, 56, 58, 59 i 68. Metoda se temelji na in vitro hibridizaciji nukleinskih kiselina s amplifikacijom
signala, koji se detektira pomocu kemiluminiscencije na mikroplo¢icama. Rezultat testa odreduje
grupni pozitivitet ili negativitet na grupu HPV-a visokog rizika s pragom pozitiviteta od 1,0 relativnih
jedinica svjetlosti (relatve light unit, RLU).

3.6. Genotipizacija humanog papiloma virusa

Iz istog uzorka koji je koristen za HPV DNA test, dodatno je odreden specifi¢ni visoko rizi¢ni genotip
HPV-a za uzorke koji su bili pozitivni na HPV visokog rizika. Tip pohrane uzorka bio je kompatibilan
s naknadno primijenjenim testom za odredivanje HPV genotipa. Prije izrade HPV DNA hc2 testa
odvojeno je 0,5 ml uzorka namijenjenog za HPV genotipizaciju i zamrznuto. HPV genotipizacija
izvrSena je na Klini¢kom zavodu za klinicku mikrobiologiju KBC Rijeka pomoc¢u molekularne metode
INNO-LiPA HPV Genotyping v2 (Innogenetics, Belgija). Ova se metoda temelji na lan¢anoj reakciji
polimerazom (PCR) kratkih fragmenata te reverznoj hibridizaciji uz identifikaciju HPV genotipa
pomocu detekcije specificne sekvence u L1 regiji HPV genoma. HPV genotipovi odreduju se
oCitavanjem obojenja na probnoj traci, a traka ukljucuje 28 HPV genotipova: 16, 18, 26, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73 i 82. Test ima kontrolu konjugata, pozitivnu kontrolu te
negativnu kontrolu. Kontrola uzorka vrsi se pomoc¢u upotrebe seta poCetnica za amplifikaciju ljudskog
HLA-DPB1 gena. Test se smatra pozitivnim ako se pojavi obojenost najmanje jedne linije na traci
koja odgovara odredenom HPV genotipu. U svrhu statistiCke analize pacijentice s rezultatom HPV
genotipizacije svrstane su u grupu s nalazom HPV 16 genotipa i u grupu s nalazom HPV ne-16

genotipa.
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3.7. Statisticka obrada podataka

Rezultati analiziranih varijabli: rezultat HR HPV DNA testa, prisustvo HPV 16 i HPV ne-16 genotipa,
kvalitativni rezultat dvojnog p16/Ki-67 bojenja, semikvantitativni rezultati p16/Ki-67 dvojnog bojenja,
zasebnog pl6 i Ki-67 bojenja, citomorfoloskih osobina i morfoloskih tipova usporedivani su
medusobno i to za sve ispitanice te unutar citoloskih grupa. Varijable povezane uz HPV genotip
analizirane su s obzirom na dob te su pacijentice podijeljene na grupu do 30 godina (<30) i grupu s 30
i viSe godina (30+). Klinicki ishod bolesti procijenjen je s obzrom na sve ispitivane varijable
pojedinac¢no. Za procjenu prognosti¢ke vrjednosti varijabli klini¢ki ishod bolesti podijeljen je na dva
moguca ishoda: negativni i pozitivni. Negativni ishod ukljucuje negativizaciju nalaza kod svih
citoloskih grupa te stagnaciju kod grupa ASCUS i LSIL. Pozitivni ishod ukljucuje progresiju nalaza u
svim citoloskim grupama i stagnaciju u grupi HSIL-M.

Testiranjem pomocu Kolmogorov-Smirnoff-ovog i Liliefor-ovog testa nije nadena normalna
distribucuja rezultata te su KkoriSteni neparametrijski statistiCki testovi. Rezultati su vecinom
kvalitativne naravi te su upotrijebljeni Pearson i Yates Hi-kvadrat testovi za usporedbu varijabli. U
svrhu procjene prognosticke vrijednosti varijabli upotrijebljena je logisticka regresijaska metoda.
Statisticka obrada podataka izvrSena je pomoc¢u racunalnog programa za statistiku Statistica 10.0
software (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, SAD). Statisticki zna¢ajnom smatra se razlika kod vrijednosti

p<0,05.
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4, REZULTATI

Analizirani su uzorci od ukupno 444 pacijentice, 160 u citoloSkoj grupi ASCUS, 155 u grupi LSIL i
129 u grupi HSIL-M.

Srednja dob pacijentica je 36,93 (raspon 18-74, SD=12,14). U tablici 1. prikazana je deskriptivna
statistika za varijablu dob za sve tri ispitivane skupine pacijentica.

Tablica 1. Srednja dob, raspon i standardna devijacija za dob pacijentica u grupama ASCUS, LSIL i

HSIL-M.

Citoloska Standardna
grupa Broj Sednja dob Najniza dob Najvisa dob devijacija
ASCUS 160 39,65 18 74 11,89
LSIL 155 34,91 19 69 12,30
HSIL-M 129 35,98 18 68 11,73
UKUPNO 444 36,93 18 74 12,14

4.1. Rezultati HR HPV testa i HPV genotipizacije
Prema rezultatima HR HPV testa u sve tri grupe pacijentica ukupno je bilo 302 HR HPV pozitivna
slucaja i 142 HR HPV negativna slu¢aja. Rezultati HR HPV testa za sve grupe prikazani su u tablici 2.

Tablica 2. Rezultati HR HPV testa u grupama ASCUS, LSIL i HSIL-M.

Citoloske grupe Broj HR HPV pozitivan HR HPV negativan
N N % N %
ASCUS 160 106 66,25 54 33,75
LSIL 155 100 64,52 55 35,48
HSIL-M 129 96 74,42 33 25,58
UKUPNO 444 302 68,02 142 31,98
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Od 302 HR HPV pozitivnih slucajeva 296 je imalo valjani rezultat HPV genotipizacije. Infekcija s
jednim HPV genotipom nadena je u 182, a u 114 slucajeva nadena je mjesovita infekcija s dva ili vise
HPV genotipova. Ucestalost infekcije jednim HPV genotipom i mjeSovite HPV infekcije unutar
citiloskih grupa prikazana je u tablici 3. U citoloskoj grupi ASCUS cesée se nade infekcija
pojedinaénim HPV genotipom, a rijede mjeSovita infekcija u odnosu na citoloske grupe LSIL i HSIL-
M, a razlika je statisti¢ki znacajna (Hi-kvadrat=7,747, df=2, p=0,021).

Tablica 3. Raspodjela HPV infekcije s jednim genotipom i s dva i viSe genotipova unutar citoloskih

grupa.
Citoloska Ukupno
grupa HPV Jedan HPV genotip Dva i viSe HPV genotipova

genotipizacija*

N N % N %

ASCUS 104 75 72,12 29 27,88
LSIL 97 53 54,64 44 45,36
HSIL-M 95 54 56,84 41 43,16
Ukupno 296 182 61,49 114 38,51

*HR HPV pozitivni slucajevi s valjanim HPV genotipizacijskim nalazom
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HPV 16 genotip naden je u 72 slucaja (24,32%). Rezultati HPV genotipizacije S obzirom na prisustvo
HPV 16 i HPV ne-16 genotipova prikazani su u tablici 4.

Tablica 4. Rezultati HPV genotipizacije s nalazom HPV 16 i HPV ne-16 za grupe ASCUS, LSIL i

HSIL-M.
Citoloske UKUPNO
grupe HPV HPV 16 HPV ne-16

genotipizacija*

N N % N %

ASCUS 104 29 27,88 75 72,12
LSIL 97 16 16,49 81 83,51
HSIL-M 95 27 28,42 68 71,58
UKUPNO 296 72 24,32 224 75,68

*HR HPV pozitivni slucajevi s valjanim HPV genotipizacijskim nalazom

Usporedbom nalaza HPV 16 i HPV ne-16 izmedu ispitivanih grupa statisti¢ki znac¢ajno vecéa ucestalost
prisustva HPV 16 nadena je u grupi HSIL-M u usporedbi s grupom LSIL (Hi-kvadrat=3,93, df=1,
p=0,047). Tako je ucestalost nalaza HPV 16 u grupi ASCUS veca nego u grupi LSIL, razlika nije
statisti¢ki znacajna (Hi-kvadrat=3,75, df=1, p=0,053). Grupe ASCUS i HSIL-M imaju podjednaku
zastupljenost HPV 16 pozitivnih nalaza (Hi-kvadrat=0,01, df=1, p=0,933). Zastupljenost HPV 16 i
HPV ne-16 genotipa te infekcije jednim HPV genotipom i mjesovite infekcije prikazani su na slici 29.
Najzastupljeniji HPV genotip u svim citoloskim grupama je HPV 16 (N=72, 24,32%). U citoloskoj
grupi ASCUS slijede ga HPV 31 (N=23, 22,11%) i HPV 52 (N=14, 13,46%). U citoloskoj grupi LSIL
nakon HPV 16, najucestaliji su HPV 51 (N=15, 15,46%) te podjednako HPV 31, 53 i 56 (za svaki
N=10, 10,31%). U citoloskoj grupi HSIL-M HPV 16 po ucestalosti slijede HPV 31 (N=14, 14,74%) i
HPV 52 (N=13, 13,68%). HPV 18 slabo je zastupljen u citoloskim grupama ASCUS (pet slucajeva,

4,81%) i LSIL (dva slucaja, 2,06%) doj je u grupi HSIL-M nesto ucestaliji (devet slucajeva, 9,47%).
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Slika 29. Zastupljenost HPV 16 i HPV ne-16 genotipa te infekcije jednim HPV genotipom i mjeSovite

infekcije u svim citoloSkim grupama i ukupno.
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4.2. Rezultati HPV genotipizacije po dobnim grupama
Prisustvo HPV 16 i HPV ne-16 genotipa procijenjeno je s obzirom na dobnu stratifikaciju pacijentica
bez obzira na citolosku grupu kao i za svaku citolosku grupu posebno (Tablica 5.)

Tablica 5. HPV 16 i HPV ne-16 genotip u odnosu na dobne skupine <30 i 30+.

HPV 16 HPV ne-16 Ukupno
N % N % N %

Sve citoloske | <30 44 34,92 82 65,08 126 100,00
grupe 30+ 28 16,47 142 83,53 170 100,00

<30 15 45,45 18 54,55 33 100,00
ASCUS

30+ 14 19,72 57 80,28 71 100,00

<30 15 30,00 35 70,00 50 100,00
LSIL

30+ 1 2,13 46 97,87 47 100,00

<30 14 32,56 29 67,44 43 100,00
HSIL-M

30+ 13 25,00 39 75,00 52 100,00
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Ucestalost HPV 16 u odnosu na HPV ne-16 genotip statisti¢ki je znacajno veca u dobnoj skupini do 30
godina u usporedbi s dobnom skupinom zena s 30 i viSe godina kod svih pacijentica bez obzira na
citolo§ku grupu (Hi-kvadrat=13,382, df=1, p<0,001), u citoloskoj grupi ASCUS (Hi-kvadrat=7,421,
df=1, p=0,006) i u citoloskoj grupi LSIL (Hi-kvadrat=13,664, df=1, p<0,001) u kojoj je pojavnost
HPV 16 kod Zena u dobnoj grupi 30+ izrazito rijetka. U citoloSkoj grupi HSIL-M pojavnost HPV 16
genotipa takoder neznatno je visa u mladoj dobnoj grupi, a razlika nije statisticki znacajna (Hi-

kvadrat=0,661, df=1, p=0,416) (slika 30).
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<30 30+ <30 30+ <30 30+ <30 30+
ASCUS ASCUS LSIL  LSIL HSIL-MHSIL-M

®mHPV 16 mHPV ne-16

Slika 30. Ucestalost HPV 16 i HPV ne-16 genotipa u odnosu na dobne grupe.
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4.3. Rezultati p16/Ki-67 testa

Od 444 slucaja kod 207 (46,62%) je rezultat pl6/Ki-67 testa bio pozitivan, a kod 237 (53,38%)
negativan. U tablici 6. Prikazani su rezultati p16/Ki-67 testa za grupe ASCUS, LSIL i HSIL-M.
Tablica 6. Rezultati p16/Ki-67 testa za grupe ASCUS, LSIL i HSIL-M ukupno i za HR HPV pozitivne

i negativne podgrupe.

Citoloske grupe

i podgrupe Broj pl6/Ki-67 pozitivan pl6/Ki-67 negativan
N N % N %

SVE GRUPE 444 207 46,62 237 53,38

ASCUS 160 54 33,75 106 66,25

ASCUS HR 106 51 48,11 55 51,89

HPV pozitivan

ASCUS HR 54 3 5,56 51 94,44

HPV negativan

LSIL 155 56 36,13 99 63,87

LSIL HR HPV 100 45 45,00 55 55,00

pozitivan

LSIL HR HPV 55 11 20,00 44 80,00

negativan

HSIL-M 129 97 75,19 32 24,81

HSIL-M HR 96 78 81,25 18 18,75

HPV pozitivan

HSIL-M HR 33 19 57,58 14 42,42

HPV negativan

Testiranjem rezultata p16/Ki-67 testa izmedu podgrupa ASCUS HR HPV pozitivan, ASCUS HR HPV
negativan, LSIL HR HPV pozitivan, LSIL HR HPV negativan, HSIL-M HR HPV pozitivan i HSIL-M

HR HPV negativan nadena je statisti¢ki zna¢ajna razlika (Hi-kvadrat=100,31, df=5, p=0,000).
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Unutar grupe ASCUS pozitivan nalaz p16/Ki-67 testa u HR HPV pozitivnoj podgrupi gotovo devet
puta je ¢eséi nego u HR HPV negativnoj podgrupi (Hi kvadrat=28,98, df=1, p=0,000). Unutar grupe
LSIL pozitivan nalaz p16/Ki-67 testa dvostruko je ¢e$¢i u HR HPV pozitivnoj podgrupi u usporedbi s
HR HPV negativhom podgrupom (Hi-kvadrat, df=1, p=0,002). Unutar grupe HSIL-M pozitivan nalaz
pl6/Ki-67 testa takoder je znatno ¢e$¢i u HR HPV pozitivnoj podgrupi u usporedbi s HR HPV
negativnom podgrupom (Hi-kvadrat=7,38, df=1, p=0,007). Rezultati p16/Ki-67 dvojnog bojenja u HR

HPV pozitivnim i negativnim podgrupama ispitivanih citoloskih grupa prikazani na slici 31.

70 -

60 -
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40 1 m p16/Ki-67 poz

30 1 M p16/Ki-67 neg

20 A
10 A

ASCUS ASCUS LSILHR LSILHR HSIL-M HSIL-M
HR HPV HRHPV  HPV HPV ~ HR HPV HR HPV
poz neg poz neg poz neg

Slika 31. Rezultati p16/Ki-67 dvojnog bojenja u HR HPV pozitivnim i negativnim podgrupama

citoloskih grupa ASCUS, LSIL i HSIL-M.
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4.4. Rezultati usporedbe p16/Ki-67 testa i HPV genotipizacije

Od 72 slucaja s genotipizacijskim nalazom HPV 16 njih 52 (72,22%) bilo je p16/Ki-67 pozitivno, a od
224 s nalazom HPV ne-16 bilo je p16/Ki-67 pozitivnih 117 (52,23%) slucajeva. Razlika je statisticki
znacajna (Hi-kvadrat=8,888, df=1, p=0,003). Rezultati pl6/Ki-67 testa i HPV genotipizacije u
grupama ASCUS, LSIL i HSIL-M prikazani su u tablici 7.

Tablica 7. Rezultati p16/Ki-67 testa u grupama ASCUS, LSIL i HSIL-M za HPV 16 i HPV ne-16

slucajeve.
Citoloska grupa Broj P16/Ki-67 pozitivan P16/Ki-67 negativan
N % N %

ASCUS HPV16 29 17 58,62 12 41,38
ASCUS HPV ne-16 75 32 42,67 43 57,33
LSIL HPV 16 16 12 75,00 4 25,00
LSIL HPV ne-16 81 31 38,27 50 61,73
HSIL-M HPV 16 27 23 85,19 4 14,81
HSIL-M HPV ne-16 68 54 79,41 14 20.59
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Unutar grupe ASCUS nije nadena statisticki znacajna razlika za rezultat p16/Ki-67 testa izmedu HPV
16 i HPV ne-16 slucajeva (Hi-kvadrat=1,544, df=1, p=0,214) kao i u grupi HSIL-M (Hi-
kvadrat=0,128, df=1, p=0,721). Unutar grupe LSIL u sluéaju nalaza HPV 16 dvostruko je CeSce
nadena pozitivnost p16/Ki-67 testa u usporedbi sa sluc¢ajevima kada je naden HPV ne-16 genotip §to je
i statisticki znaajno (Hi-kvadrat=5,891, df=1, p=0,015). Rezultati pl6/Ki-67 dvojnog bojenja s
obzirom na prisustvo HPV 16 i HPV ne-16 genotipa u ispitivanim citoloSkim grupama grafi¢ki su

prikazani na slici 32.
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HPV 16 HPV ne-16 16 ne-16 HPV 16 HPV ne-16

Slika 32. Rezultati p16/Ki-67 dvojnog bojenja u citoloskim grupama ASCUS, LSIL i HSIL-M s

obzirom na prisustvo HPV 16 i HPV ne-16 genotipa.
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4.5. Rezultati p16/Ki-67 testa i zasebne ekspresije p16 i Ki-67 biljega

4.5.1. Semikvantitativna analiza i usporedba s HPV 16 i HPV ne-16 genotipom

Semikvantitativna analiza intenziteta ekspresije dvojnog biljega p16/Ki-67, zasebne ekspresije p16 i
Ki-67 biljega i njihova povezanost s prisustvom HPV 16 i HPV ne-16 genotipova testirana je za sve
ispitivane grupe zajedno (Tablica 8).

Tablica 8. Rezultati semikvantitativne analize p16/Ki-67 testa i zasebne ekspresije p16 i Ki-67 biljega

u grupama s prisutnim HPV 16 i HPV ne-16 genotipom.

HPV 16 HPV ne-16

N % N %
P16/Ki-67 negativan 20 27,78 107 47,77
P16/Ki-67 stupanj 1 17 23,61 54 24,11
P16/Ki-67 stupanj 2 22 30,56 55 24,55
P16/Ki-67 stupanj 3 13 18,05 8 3.57
P16/Ki-67 ukupno 72 100 224 100
P16 negativan 11 15,27 45 20,09
P16 stupanj 1 21 29,17 80 35,71
P16 stupanj 2 21 29.17 63 28,13
P16 stupanj 3 19 26,39 36 16,07
P16 ukupno 72 100 224 100
Ki-67 negativan 26 36,11 80 35,71
Ki-67 stupanj 1 28 38,89 103 45,98
Ki-67 stupanj 2 14 19,44 29 12,95
Ki-67 stupanj 3 4 5,56 12 5,36
Ki-67 ukupno 72 100 224 100

Statisticki znacajna razlika u intenzitetu ekspesije potvrdena je samo za p16/Ki-67 test gdje je znatno

¢e8¢i rezultat reakcije stupnja 3 u slucajevima s HPV 16 genotipom u usporedbi s HPV ne-16
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genotipom (Hi-kvadrat=21,947, df=3, p<0,001) (slika 33). Prema intenzitetu stupnjeva reakcije
zasebne ekspresije p16 biljega nije nadena statisticki znacajna razlika izmedu grupa s HPV 16 i HPV
ne-16 genotipovima (Hi-kvadrat=4,494, df=3, p=0,213) kao ni za zasebnu ekspresiju biljega Ki-67

(Hi-kvadrat=2,209, df=3, p=0,530).

pl6/Ki-67 3

p16/Ki-67 2

p16/Ki-67 1

p16/Ki-67 neg
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B HPV 16 M HPVne-16

Slika 33. Stupanj intenziteta ekspresije p16/Ki-67 dvojnog bojenja s obzirom na prisustvo HPV 16 i

HPV ne-16 genotipa u svim citoloskim grupama ukupno.
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4.5.2. Semikvantitativna analiza unutar citoloskih grupa

Unutar citoloskih grupa ASCUS, LSIL i HSIL-M koje su podijeljene na HR HPV pozitivne i HR HPV
negativne podgrupe semikvantitativno je analizirana ekspresija dvojnog biljega p16/Ki-67 te zasebna
ekspresija biljega p16 i Ki-67, a rezultati su prikazani u tablicama 9, 10. i 11.

Tablica 9. Semikvantitativna analiza ekspresije dvojnog biljega p16/Ki-67, zasebne ekspresije biljega

pl16 i Ki-67 u HR HPV pozitivnim i HR HPV negativnim podgrupama citoloske grupe ASCUS.

ASCUS ASCUS
HR HPV pozitivan HR HPV negativan
N % N %
P16/Ki-67 negativan 55 51,89 51 94,45
P16/Ki-67 stupanj 1 22 20,75 2 3,70
P16/Ki-67 stupanj 2 21 19,81 0 0
P16/Ki-67 stupanj 3 8 7,55 1 1,85
P16/Ki-67 ukupno 106 100 54 100
P16 negativan 19 17,92 16 29,63
P16 stupanj 1 44 41,51 29 53,71
P16 stupanj 2 30 28,30 8 14,81
P16 stupanj 3 13 12,27 1 1,85
P16 ukupno 106 100 54 100
Ki-67 negativan 47 44,34 37 68,52
Ki-67 stupanj 1 41 38,68 12 22,22
Ki-67 stupanj 2 12 11,32 2 3,70
Ki-67 stupanj 3 6 5,66 3 5,56
Ki-67 ukupno 106 100 54 100
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Statisticki znacajna razlika u ekspresiji i stupnjevima ekspresije dvojnog biljega p16/Ki-67 nadena je
izmedu HR HPV pozitivne i HR HPV negativne podgrupe unutar citoloske grupe ASCUS (Hi-
kvadrat=29,475, df=3, p<0,001), u zasebnoj ekspresiji i stupnjevima ekspresije biljega p16 (Hi-
kvadrat=10,579, df=3, p=0,014) kao i u zasebnoj ekspresiji i stupnjevima ekspresije biljega Ki-67 (Hi-
kvadrat=9,282, df=3, p=0,026). Dvojni biljeg p16/Ki-67 kao i pojedinaéni biljezi p16 i Ki-67 znacajno
su ¢esce 1 intenzivnije izrazeni u podgrupi ASCUS koja je HR HPV pozitivna od podgrupe koja je HR

HPV negativna (slika 34).

p16/Ki-67 neg
60

p16/Ki-67 1

==0==ASCUS HR HPV poz
== ASCUS HR HPV neg

Slika 34. Stupnjevi ekspresije p16/Ki-67 dvojnog bojenja, zasebnog p16 i Ki-67 bojenja u HR HPV

pozitivnoj i negativnoj podgrupi citoloske grupe ASCUS.
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Tablica 10. Semikvantitativna analiza ekspresije dvojnog biljega p16/Ki-67, zasebne ekspresije biljega

pl16 i Ki-67 u HR HPV pozitivnim i HR HPV negativnim podgrupama citoloske grupe LSIL.

LSIL LSIL
HR HPV pozitivan HR HPV negativan
N % N %
P16/Ki-67 negativan 55 55,00 44 80,00
P16/Ki-67 stupanj 1 25 25,00 11 20,00
P16/Ki-67 stupanj 2 15 15,00 0 0
P16/Ki-67 stupanj 3 5 5,00 0 0
P16/Ki-67 ukupno 100 100 55 100
P16 negativan 31 31,00 20 36,36
P16 stupanj 1 31 31,00 21 38,18
P16 stupanj 2 26 26,00 10 18,18
P16 stupanj 3 12 12,00 4 7,28
P16 ukupno 100 100 55 100
Ki-67 negativan 39 39,00 33 60,00
Ki-67 stupanj 1 43 43,00 15 27,27
Ki-67 stupanj 2 15 15,00 5 9,09
Ki-67 stupanj 3 3 3,00 2 3,64
Ki-67 ukupno 100 100 55 100
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Statisticki znacajna razlika u ekspresiji i stupnjevima ekspresije dvojnog biljega p16/Ki-67 nadena je
izmedu HR HPV pozitivne i HR HPV negativne podgrupe unutar citoloSke grupe LSIL (Hi-
kvadrat=14,854, df=3, p=0,002). Analizom zasebne ekspresije i stupnjeva ekspresije biljega p16 nije
nadena statisticki znacajna razlika izmedu HR HPV pozitivne i HR HPV negativne podgrupe LSIL
(Hi-kvadrat=2,558, df=3, p=0,465) kao ni za zasebnu ekspresiju i stupnjeve ekspresije biljega Ki-67
(Hi-kvadrat=6,719, df=3, p=0,081). Dvojni biljeg p16/Ki-67 znacajno je ¢esce i intenzivnije izraZzen u
podgrupi LSIL koja je HR HPV pozitivna od podgrupe koja je HR HPV negativna, dok je zasebna

izrazenost pojedina¢nih biljega p16 i Ki-67 podjednaka izmedu navedenih podgrupa (slika 35).

p16/Ki-67 neg
0

==0==SIL HR HPV poz

p16/Ki-67 3
——LSIL HR HPV neg

Slika 35. Stupnjevi ekspresije p16/Ki-67 dvojnog bojenja, zasebnog p16 i Ki-67 bojenja u HR HPV

pozitivnoj 1 negativnoj podgrupi citoloske grupe LSIL.
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Tablica 11. Semikvantitativna analiza ekspresije dvojnog biljega p16/Ki-67, zasebne ekspresije biljega

pl16 i Ki-67 u HR HPV pozitivnim i HR HPV negativnim podgrupama citoloske grupe HSIL-M.

HSIL-M HSIL-M
HR HPV pozitivan HR HPV negativan
N % N %
P16/Ki-67 negativan 18 18,75 14 42,42
P16/Ki-67 stupanj 1 25 26,04 3 9,09
P16/Ki-67 stupanj 2 42 43,75 13 39,39
P16/Ki-67 stupanj 3 11 11,46 3 9,09
P16/Ki-67 ukupno 96 100 33 100
P16 negativan 7 7,29 3 9,09
P16 stupanj 1 29 30,21 14 42,42
P16 stupanj 2 29 30,21 11 33,33
P16 stupanj 3 31 32,29 5 15,16
P16 ukupno 96 100 33 100
Ki-67 negativan 22 22,92 13 39,39
Ki-67 stupanj 1 49 51,04 18 54,55
Ki-67 stupanj 2 17 17,71 2 6,06
Ki-67 stupanj 3 8 8,33 0 0
Ki-67 ukupno 96 100 33 100
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Statisticki znacajna razlika u ekspresiji i stupnjevima ekspresije dvojnog biljega p16/Ki-67 nadena je
izmedu HR HPV pozitivne i HR HPV negativne podgrupe unutar citoloske grupe HSIL-M (Hi-
kvadrat=9,036, df=3, p=0,029). Analizom zasebne ekspresije i stupnjeva ekspresije biljega p16 nije
nadena statisti¢ki znacajna razlika izmedu HR HPV pozitivne i HR HPV negativne podgrupe HSIL-M
(Hi-kvadrat=3,865, df=3, p=0,276) kao ni za zasebnu ekspresiju i stupnjeve ekspresije biljega Ki-67
(Hi-kvadrat=7,528, df=3, p=0,057). Dvojni biljeg p16/Ki-67 znacajno je ¢eSce i intenzivnije izrazen u
podgrupi HSIL-M koja je HR HPV pozitivna od podgrupe koja je HR HPV negativna, dok je zasebna

izrazenost pojedina¢nih biljega p16 i Ki-67 podjednaka izmedu navedenih podgrupa (slika 36).

p16/Ki-67 neg
0

e=Q==HSIL-M HR HPV pos
== HSIL-M HR HPV neg

Slika 36. Stupnjevi ekspresije p16/Ki-67 dvojnog bojenja, zasebnog pl16 i Ki-67 bojenja u HR HPV

pozitivnoj i negativnoj podgrupi citoloske grupe HSIL-M.

47



4.6. Analiza citomorfolos$kih osobina

4.6.1. Analiza koilocitoze, parakeratoze i makrocitoze s obzirom na prisustvo HPV DNA visokog
rizika

Unutar citoloskih grupa ASCUS, LSIL i HSIL-M koje su podijeljene na HR HPV pozitivne i HR HPV
negativne podgrupe semikvantitativno je analizirana pojavnost Kkoilocitoze, parakeratoze i
makrocitoze, a rezultati su prikazani u tablicama 12, 13. i 14.

Tablica 12. Semikvantitativna analiza pojavnosti koilocitoze, parakeratoze i makrocitoze u HR HPV

pozitivnim i HR HPV negativnim podgrupama citoloske grupe ASCUS.

ASCUS ASCUS
HR HPV pozitivan HR HPV negativan

N % N %
Koilocitoza odsutna 95 92,23 54 100,00
Koilocitoza supanj 1 5 4,72 0 0
Koilocitoza stupanj 2 4 3,77 0 0
Koilocitoza stupanj 3 2 1,88 0 0
Ukupno 106 100 54 100
Parakeratoza odsutna 87 82,08 49 90,75
Parakeratoza stupanj 1 13 12,26 2 3,70
Parakeratoza stupanj 2 4 3,77 2 3,70
Parakeratoza stupanj 3 2 1,89 1 1,85
Ukupno 106 100 54 100
Makrocitoza odsutna 79 74,53 26 48,15
Makrocitoza stupanj 1 22 20,75 12 22,22
Makrocitoza stupanj 2 3 2,83 11 20,37
Makrocitoza stupanj 3 2 1,89 5 9,26
Ukupno 106 100 54 100
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Pojavnost koilocitoze u citoloskoj grupi ASCUS vrlo je niska u HR HPV pozitivnoj podgrupi dok u
HR HPV negativnoj podgrupi nije zabiljezena, bez statisticki znacajne razlike izmedu podgrupa (Hi-
kvadrat=6,017, df=3, p=0,111). Parakeratoza je takoder rijedak nalaz u obje podgrupe citoloske grupe
ASCUS bez statisti¢ki znacajne razlike (Hi-kvadrat=3,113, df=3, p=0,375). Makrocitoza drugog i
treCeg stupnja znatno je ¢eSc¢a pojava kod HR HPV negativne podgrupe ASCUS-a u usporedbi s HR
HPV pozitivnom podgrupom ASCUS-a, a razlika je statisticki znacajna (Hi-kvadrat=20,853, df=3,

p<0,001) (slika 37).
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KOILOCITOZA 2
KOILOCITOZA 1
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Slika 37. Zastupljenost koilocitoze, parakeratoze i makrocitoze u HR HPV pozitivnoj i negativnoj

podgrupi citoloske grupe ASCUS.

49



Tablica 13. Semikvantitativna analiza pojavnosti koilocitoze, parakeratoze i makrocitoze u HR HPV

pozitivnim i HR HPV negativnim podgrupama citoloske grupe LSIL.

LSIL

HR HPV pozitivan

LSIL

HR HPV negativan

N % N %

Koilocitoza odsutna 32 32,00 27 49,09
Koilocitoza supanj 1 29 29,00 14 25,45
Koilocitoza stupanj 2 18 18,00 6 10,91
Koilocitoza stupanj 3 21 21,00 8 14,55
Ukupno 100 100,00 55 100,00
Parakeratoza odsutna 44 44,00 24 43,64
Parakeratoza stupanj 1 43 43,00 22 40,00
Parakeratoza stupanj 2 11 11,00 6 10,91
Parakeratoza stupanj 3 2 2,00 3 5,45

Ukupno 100 100,00 55 100,00
Makrocitoza odsutna 48 48,00 19 34,55
Makrocitoza stupanj 1 43 43,00 25 45,45
Makrocitoza stupanj 2 9 9,00 8 14,55
Makrocitoza stupanj 3 0 0 3 5,45

Ukupno 100 100,00 55 100,00
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lako je pojavnost koilocitoze u citoloskoj grupi LSIL ¢es¢a u HR HPV pozitivnoj podgrupi u
usporedbi s HR HPV negativnom podgrupom, razlika nije statisti¢ki znacajna (Hi-kvadrat=4,826,
df=3, p=0,185). Parakeratoza je Cest nalaz u obje podgrupe citoloske grupe LSIL bez statisticki
znacajne razlike (Hi-kvadrat=1,390, df=3, p=0,708). Makrocitoza drugog i tre¢eg stupnja Ces¢i je
nalaz kod HR HPV negativne podgrupe LSIL-a u usporedbi s HR HPV pozitivnim LSIL-om, a razlika

je statisti¢ki znacajna (Hi-kvadrat=7,983, df=3, p=0,046) (slika 38).
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Slika 38. Zastupljenost koilocitoze, parakeratoze i makrocitoze u HR HPV pozitivnoj i negativnoj

podgrupi citoloske grupe LSIL.
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Tablica 14. Semikvantitativna analiza pojavnosti koilocitoze, parakeratoze i makrocitoze u HR HPV

pozitivnim i HR HPV negativnim podgrupama citoloske grupe HSIL-M.

HSIL-M

HR HPV pozitivan

HSIL-M

HR HPV negativan

N % N %
Koilocitoza odsutna 57 59,38 24 72,73
Koilocitoza supanj 1 25 26,04 7 21,21
Koilocitoza stupanj 2 9 9,37 1 3,03
Koilocitoza stupanj 3 5 5,21 1 3,03
Ukupno 96 100,00 33 100,00
Parakeratoza odsutna 48 50,00 24 72,73
Parakeratoza stupanj 1 37 38,54 2 6,06
Parakeratoza stupanj 2 8 8,33 3 9,09
Parakeratoza stupanj 3 3 3,12 4 12,12
Ukupno 96 100,00 33 100,00
Makrocitoza odsutna 53 55,21 15 45,46
Makrocitoza stupanj 1 36 37,50 13 39,39
Makrocitoza stupanj 2 6 6,25 3 9,09
Makrocitoza stupanj 3 1 1,04 2 6,06
Ukupno 96 100,00 33 100,00
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Pojavnost koilocitoze u citoloskoj grupi HSIL-M nesto je ¢es¢a u HR HPV pozitivnoj podgrupi u
usporedbi s HR HPV negativnom podgrupom, ali razlika nije statisti¢ki znacajna (Hi-kvadrat=2,454,
df=3, p=0,484). Blago izrazena parakeratoza (prvog stupnja) ¢esc¢e je nadena u podgrupi HR HPV
pozitivnog HSIL-M, a parakeratoza Cetvrtog stupnja ¢es¢i je nalaz u HR HPV negativnoj podgrupi
HSIL-M uz stasisti¢ki znacajnu razliku (Hi-kvadrat=14,522, df=3, p=0,002). Makrocitoza je najcesce
odsutna ili blago prisutna (prvog stupnja) u obje podgrupe HSIL-M, podjednako, bez statisticki

znacajne razlike (Hi-kvadrat=3,411, df=3, p=0,333) (slika 39).
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Slika 39. Zastupljenost koilocitoze, parakeratoze i makrocitoze u HR HPV pozitivnoj i negativnoj

podgrupi citoloske grupe HSIL-M.
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4.6.2. Analiza nezrele metaplazije i atipicne nezrele metaplazije s obzirom na prisustvo HPV DNA

visokog rizika

Unutar citoloskih grupa ASCUS, LSIL i HSIL-M koje su podijeljene na HR HPV pozitivne i HR HPV
negativne podgrupe semikvantitativno je analizirana pojavnost nezrele metaplazije i atipicne nezrele
metaplazije a rezultati su prikazani u tablicama 15, 16. i 17.

Tablica 15. Semikvantitativna analiza pojavnosti nezrele metaplazije i atipi¢ne nezrele metaplazije u

HR HPV pozitivnim i HR HPV negativnim podgrupama citoloske grupe ASCUS.

ASCUS ASCUS
HR HPV pozitivan HR HPV negativan

N % N %
NM odsutna 43 40,57 24 44,44
NM supanj 1 47 44,34 15 27,78
NM stupanj 2 16 15,09 12 22,22
NM stupanj 3 0 0 3 5,56
Ukupno 106 100,00 54 100,00
ANM odsutna 69 65,09 46 85,19
ANM stupanj 1 24 22,65 6 11,11
ANM stupanj 2 10 9,43 2 3,70
ANM stupanj 3 3 2,83 0 0
Ukupno 106 100,00 54 100,00
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Pojavnost nezrele metaplazije treCeg i Cetvrtog stupnja rjedi je nalaz u HR HPV pozitivnoj podgrupi
ASCUS-a u uspredbi s HR HPV negativnom podgrupom, a razlika je statisticki znacajna (Hi-
kvadrat=9,589, df=3, p=0,022). Atipi¢na nezrela metaplazija rijedak je nalaz u obje podgrupe
citoloske grupe ASCUS, nesto ¢esc¢e pojavnosti prvog stupnja u HR HPV pozitivnoj podgrupi, ali bez

statisticki znacajne razlike (Hi-kvadrat=7,640, df=3, p=0,054) (slika 40).
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Slika 40. Zastupljenost nezrele metaplazije i atipi¢ne nezrele metaplazije u HR HPV pozitivnoj i

negativnoj podgrupi citoloske grupe ASCUS.
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Tablica 16. Semikvantitativna analiza pojavnosti nezrele metaplazije i atipi¢ne nezrele metaplazije u

HR HPV pozitivnim i HR HPV negativnim podgrupama citoloske grupe LSIL.

LSIL

HR HPV pozitivan

LSIL

HR HPV negativan

N % N %
NM odsutna 56 56,00 31 56,36
NM supanj 1 35 35,00 21 38,19
NM stupanj 2 9 9,00 3 5,45
NM stupanj 3 0 0 0 0
Ukupno 100 100,00 55 100,00
ANM odsutna 89 89,00 51 92,73
ANM stupanj 1 10 10,00 4 7,27
ANM stupanj 2 1 1,00 0 0
ANM stupanj 3 0 0 0 0
Ukupno 100 100,00 55 100,00
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Pojavnost nezrele metaplazije niska je i u HR HPV pozitivnoj podgrupi LSIL-a i u HR HPV
negativnoj podgrupi LSIL-a, a razlika nije statisti¢ki znacajna (Hi-kvadrat=0,676, df=3, p=0,713).
Atipi¢na nezrela metaplazija takoder je rijedak nalaz u obje podgrupe citoloske grupe LSIL, bez

statisti¢ki znacajne razlike (Hi-kvadrat=0,897, df=3, p=0,639) (slika 41).
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Slika 41. Zastupljenost nezrele metaplazije i atipi¢ne nezrele metaplazije u HR HPV pozitivnoj i

negativnoj podgrupi citoloske grupe LSIL.
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Tablica 17. Semikvantitativna analiza pojavnosti nezrele metaplazije i atipi¢ne nezrele metaplazije u

HR HPV pozitivnim i HR HPV negativnim podgrupama citoloske grupe HSIL-M.

HSIL-M

HR HPV pozitivan

HSIL-M

HR HPV negativan

N % N %
NM odsutna 37 38,54 20 60,61
NM supanj 1 56 58,33 11 33,33
NM stupanj 2 3 3,13 2 6,06
NM stupanj 3 0 0 0 0
Ukupno 96 100,00 33 100,00
ANM odsutna 64 66,67 23 69,70
ANM stupanj 1 26 27,08 5 15,15
ANM stupanj 2 6 6,25 4 12,12
ANM stupanj 3 0 0 1 3,03
Ukupno 96 100,00 33 100,00
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Pojavnost nezrele metaplazije ¢es¢a je u HR HPV pozitivnoj podgrupi u usporedbi s HR HPV
negativnom podgrupom HSIL-M, a razlika je statisticki znacajna (Hi-kvadrat=6,207, df=3, p=0,045).
Atipi¢na nezrela metaplazija podjednak je nalaz u obje podgrupe citoloske grupe HSIL-M, bez

statisti¢ki znacajne razlike (Hi-kvadrat=5,489, df=3, p=0,139) (slika 42).
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Slika 42. Zastupljenost nezrele metaplazije i atipiéne nezrele metaplazije u HR HPV pozitivnoj i

negativnoj podgrupi citoloSke grupe HSIL-M.
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4.6.3. Analiza morfoloskih osobina s obzirom na HPV genotip

Rezultati pojavnosti i intenziteta nalaza koilocitoze, parakeratoze, makrocitoze, nezrele metaplazije i
atipicne nezrele metaplazije kod svih pacijentica bez obzira na citolosku grupu prikazani su u
tablicama 18. i 19.

Tablica 18. Semikvantitativna analiza pojavnosti koilocitoze, parakeratoze i makrocitoze s obzirom na

prisustvo HPV 16 i HPV ne-16 genotipa.

HPV 16 HPV ne-16
N % N %
Koilocitoza odsutna 58 80,56 122 54,46
Koilocitoza supanj 1 8 11,11 49 21,88
Koilocitoza stupanj 2 4 5,55 27 12,05
Koilocitoza stupanj 3 2 2,78 26 11,61
Ukupno 72 100,00 224 100,00
Parakeratoza odsutna 51 70,83 124 55.36
Parakeratoza stupanj 1 17 23,61 76 33,93
Parakeratoza stupanj 2 3 4,17 18 8,03
Parakeratoza stupanj 3 1 1,39 6 2,68
Ukupno 72 100,00 224 100,00
Makrocitoza odsutna 48 66,67 128 57,14
Makrocitoza stupanj 1 19 26,39 80 35,71
Makrocitoza stupanj 2 5 6,94 13 5,81
Makrocitoza stupanj 3 0 0 3 1,34
Ukupno 72 100,00 224 100,00
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Odsutnost koilocitoze znatno je ¢esca u podgrupi s HPV 16 genotipom u odnosu na HPV ne-16
genotipom, a razlika je statisticki znacajna (Hi-kvadrat=16,065, df=3, p=0,001). Parakeratoza se nesto
¢eS¢e nade u HPV ne-16 podgrupi, ali razlika nije statisticki znacajna (Hi-kvadrat=5,586, df=3,

p=0,1339), a sli¢an rezultat dobiven je i za makrocitozu (Hi-kvadrat=3,329, df=3, p=0,344) (slika 43).
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Slika 43. Zastupljenost koilocitoze, parakeratoze i makrocitoze s obzirom na HPV 16 i HPV ne-16

genotip ukupno za sve ispitanice s nalazom HPV genotipizacije.
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Tablica 19. Semikvantitativna analiza pojavnosti nezrele metaplazije i atipi¢ne nezrele metaplazije S

obzirom na prisustvo HPV 16 i HPV ne-16 genotipa.

HPV 16 HPV ne-16

N % N %
NM odsutna 36 50,00 100 44,64
NM stupanj 1 33 45,83 101 45,09
NM stupanj 2 3 4,17 23 10,27
NM stupanj 3 0 0 0 0
Ukupno 72 100,00 224 100,00
ANM odsutna 56 77,76 164 73,22
ANM stupanj 1 11 15,28 47 20,98
ANM stupanj 2 4 5,57 11 4,91
ANM stupanj 3 1 1,39 2 0,89
Ukupno 72 100,00 224 100,00
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Pojavnost nezrele metaplazije nije znacajno povezana s prisustvom HPV 16 u odnosu na HPV ne-16
genoti (Hi-kvadrat=2,656, df=3, p=0,448), Sto vrijedi i za atipicnu nezrelu metaplaziju (Hi-

kvadrat=1,234, df=3, p=0,745) (slika 44).
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Slika 44. Zastupljenost nezrele metaplazije i atipi¢ne nezrele metaplazije s obzirom na HPV 16 i HPV

ne-16 genotip ukupno za sve ispitanice s nalazom HPV genotipizacije.
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Unutar HR HPV pozitivnih citoloskih grupa ASCUS, LSIL i HSIL-M s dodatnim nalazom HPV
genotipa semikvantitativno je analizirana pojavnost koilocitoze, parakeratoze i makrocitoze te
usporedena izmedu dviju podgrupa: HPV 16 genotip i HPV ne-16 genotip. Rezultati su prikazani u
tablicama 20, 21. i 22.

Tablica 20. Semikvantitativna analiza pojavnosti koilocitoze, parakeratoze i makrocitoze u HPV 16 i

HPV ne-16 podgrupama citoloske grupe ASCUS.

ASCUS ASCUS
HPV 16 HPV ne-16
N % N %

Koilocitoza odsutna 26 89,66 67 89,33
Koilocitoza supanj 1 0 0 5 6,67
Koilocitoza stupanj 2 1 3,45 3 4
Koilocitoza stupanj 3 2 6,89 0 0
Ukupno 29 100,00 75 100,00
Parakeratoza odsutna 24 82,76 62 82,67
Parakeratoza stupanj 1 3 10,34 10 13,33
Parakeratoza stupanj 2 2 6,70 1 1,33
Parakeratoza stupanj 3 0 0 2 2,67
Ukupno 29 100,00 75 100,00
Makrocitoza odsutna 24 82,76 53 70,67
Makrocitoza stupanj 1 3 10,34 19 25,33
Makrocitoza stupanj 2 2 6,70 1 1,33
Makrocitoza stupanj 3 0 0 2 2,67
Ukupno 29 100,00 75 100,00
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Nalaz koilocitoze u citoloskoj grupi ASCUS vrlo je niska i u podgrupi s HPV 16 i HPV ne-16
genotipom, bez statisti¢ki znacajne razlike (Hi-kvadrat=7,122, df=3, p=0,068). Parakeratoza je takoder
rijedak nalaz u obje podgrupe (HPV 16 i HPV ne-16) citoloske grupe ASCUS bez statisticki znacajne
razlike (Hi-kvadrat=3,167, df=3, p=0,367) jednako kao i makrocitoza (Hi-kvadrat=5,651, df=3,

p=0,130) (slika 45).
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Slika 45. Zastupljenost koilocitoze, parakeratoze i makrocitoze u HPV 16 i HPV ne-16 podgrupi

citoloske grupe ASCUS.
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Tablica 21. Semikvantitativna analiza pojavnosti koilocitoze, parakeratoze i makrocitoze u HPV 16 i

HPV ne-16 podgrupama citoloske grupe LSIL.

LSIL LSIL
HPV 16 HPV ne-16

N % N %
Koilocitoza odsutna 10 62,50 20 24,69
Koilocitoza supanj 1 4 25,00 24 29,63
Koilocitoza stupanj 2 2 12,50 16 19,75
Koilocitoza stupanj 3 0 0 21 25,93
Ukupno 16 100,00 81 100,00
Parakeratoza odsutna 12 75,00 30 37,04
Parakeratoza stupanj 1 4 25,00 39 48,15
Parakeratoza stupanj 2 0 0 10 12,35
Parakeratoza stupanj 3 0 0 2 2,46
Ukupno 16 100,00 81 100,00
Makrocitoza odsutna 6 37,50 40 49,38
Makrocitoza stupanj 1 8 50,00 34 41,98
Makrocitoza stupanj 2 2 12,50 7 8,64
Makrocitoza stupanj 3 0 0 0 0
Ukupno 16 100,00 81 100,00
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U citoloskoj podgrupi LSIL-a s prisutnim HPV 16 gotovo trostruko je ¢e$¢a odsutnost koilocitoze u
odnosu na podgrupu s nalazom HPV ne-16 genotipa, a razlika je statisticki znacajna (Hi-
kvadrat=10,802, df=3, p=0,013). Parakeratoza je znatno rijeda u podgrupi s HPV 16 genotipom u
usporedbi s podgrupom s HPV ne-16 genotipom, a razlika je statisticki znac¢ajna (Hi-kvadrat=8,432,
df=3, p=0,038). Pojavnost makrocitoze podjednaka je u obje podgrupe LSIL-a (s HPV 16 i HPV ne-16

genotipom), a bez statisti¢ke razlike (Hi-kvadrat=0,811, df=3, p=0,847) (slika 46).
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Slika 46. Zastupljenost koilocitoze, parakeratoze i makrocitoze u HPV 16 i HPV ne-16 podgrupi

citoloske grupe LSIL.
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Tablica 22. Semikvantitativna analiza pojavnosti koilocitoze, parakeratoze i makrocitoze u HPV 16 i

HPV ne-16 podgrupama citoloske grupe HSIL-M.

HSIL-M HSIL-M
HPV 16 HPV ne-16
N % N %

Koilocitoza odsutna 22 81,48 35 51,47
Koilocitoza supanj 1 4 14,81 20 29,41
Koilocitoza stupanj 2 1 3,71 8 11,76
Koilocitoza stupanj 3 0 0 5 7,36
Ukupno 27 100,00 68 100,00
Parakeratoza odsutna 15 55,56 32 47,06
Parakeratoza stupanj 1 10 37,04 27 39,71
Parakeratoza stupanj 2 1 3,70 7 10,29
Parakeratoza stupanj 3 1 3,70 2 2,94
Ukupno 27 100,00 68 100,00
Makrocitoza odsutna 18 66,67 35 51,47
Makrocitoza stupanj 1 8 29,63 27 39,71
Makrocitoza stupanj 2 1 3,70 5 7,35
Makrocitoza stupanj 3 0 0 1 1,47
Ukupno 27 100,00 68 100,00
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U citoloskoj podgrupi HSIL-M s prisutnim HPV 16 c¢esS¢a je odsutnost koilocitoze u odnosu na
podgrupu s nalazom HPV ne-16 genotipa, a razlika je statisti¢ki znacajna (Hi-kvadrat=7,842, df=3,
p=0,049). Parakeratoza je podjednako zastupljena u podgrupama s HPV 16 i HPV ne-16 genotipom, a
bez statisticki znacajne razlike (Hi-kvadrat=1,350, df=3, p=0,717). Pojavnost makrocitoze sli¢na je u
obje podgrupe HSIL-M (s HPV 16 i HPV ne-16 genotipom), a bez statisticke razlike (Hi-

kvadrat=2,137, df=3, p=0,544) (slika 47).
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Slika 47. Zastupljenost koilocitoze, parakeratoze i makrocitoze u HPV 16 i HPV ne-16 podgrupi

citoloske grupe HSIL-M.
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Unutar HR HPV pozitivnih citoloskih grupa ASCUS, LSIL i HSIL-M s dodatnim nalazom HPV
genotipizacije semikvantitativno je analizirana pojavnost nezrele metaplazije i atipi¢ne nezrele
metaplazije te usporedena izmedu dviju podgrupa: s HPV 16 genotipom i HPV ne-16 genotipom.
Rezultati su prikazani u tablicama 23, 24. i 25.

Tablica 23. Semikvantitativna analiza pojavnosti nezrele metaplazije i atipi¢ne nezrele metaplazije u

HPV 16 i HPV ne-16 podgrupama citoloske grupe ASCUS.

ASCUS ASCUS
HPV 16 HPV ne-16
N % N %

NM odsutna 13 44,83 30 40,00
NM stupanj 1 14 48,28 32 42,67
NM stupanj 2 2 6,89 13 17,33
NM stupanj 3 0 0 0 0
Ukupno 29 100,00 75 100,00
ANM odsutna 20 68,97 49 65,33
ANM stupanj 1 5 17,24 19 25,33
ANM stupanj 2 3 10,34 5 6,67
ANM stupanj 3 1 3,45 2 2,67
Ukupno 29 100,00 75 100,00

Nalaz nezrele metaplazije podjednaka je u obje podgrupe (HPV 16 i HPV ne-16) u citoloskoj grupi
ASCUS, bez statisti¢ki znacajne razlike (Hi-kvadrat=1,846, df=3, p=0,605) §to vrijedi i za nalaz

atipi¢ne nezrele metaplazije (Hi-kvadrat=1,047, df=3, p=0,790) (slika 48).
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B ASCUS HPV 16
B ASCUS HPV ne-16
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Slika 48. Zastupljenost nezrele metaplazije i atipi¢ne nezrele metaplazije u citoloskoj grupi ASCUS s

obzirom na HPV 16 i HPV ne-16 genotip.
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Tablica 24. Semikvantitativna analiza pojavnosti nezrele metaplazije i atipi¢ne nezrele metaplazije u

HPV 16 i HPV ne-16 podgrupama citoloske grupe LSIL.

LSIL LSIL
HPV 16 HPV ne-16

N % N %
NM odsutna 9 56,25 47 58,02
NM stupanj 1 6 37,50 27 33,34
NM stupanj 2 1 6,25 7 8,64
NM stupanj 3 0 0 0 0
Ukupno 16 100,00 81 100,00
ANM odsutna 14 87,50 74 91,36
ANM stupanj 1 1 6,25 7 8,64
ANM stupanj 2 1 6,25 0 0
ANM stupanj 3 0 0 0 0
Ukupno 16 100,00 81 100,00
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Pojavnost nezrele metaplazije podjednaka je u obje podgrupe (HPV 16 i HPV ne-16) u citoloskoj

grupi LSIL, bez statisticki znacajne razlike (Hi-kvadrat=0,168, df=3, p=0,919). Premda je nalaz

atipicne nezrele metaplazije nesto ¢es¢i u HPV ne-16 podgrupi, razlika nije statisticki znacajna (Hi-

kvadrat=5,177, df=3, p=0,075) (slika 49).
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Slika 49. Zastupljenost nezrele metaplazije i atipi¢ne nezrele metaplazije u citoloskoj

obzirom na HPV 16 i HPV ne-16 genotip.
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Tablica 25. Semikvantitativna analiza pojavnosti nezrele metaplazije i atipi¢ne nezrele metaplazije u

HPV 16 i HPV ne-16 podgrupama citoloske grupe HSIL-M.

HSIL-M HSIL-M
HPV 16 HPV ne-16
N % N %

NM odsutna 14 51,85 23 33,82
NM stupanj 1 13 48,15 42 61,76
NM stupanj 2 0 0 3 4,42
NM stupanj 3 0 0 0 0
Ukupno 27 100,00 68 100,00
ANM odsutna 22 81,48 41 60,29
ANM stupanj 1 5 18,52 21 30,88
ANM stupanj 2 0 0 6 8,83
ANM stupanj 3 0 0 0 0
Ukupno 27 100,00 68 100,00
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Pojavnost nezrele metaplazije nesto je ¢eS¢a u HPV ne-16 podgrupi citoloske grupe HSIL-M u
usporedbi s HPV 16 podgrupom, ali razlika nije statisticki znacajna (Hi-kvadrat=3,423, df=3,
p=0,181), a sli¢no vrijedi i za nalaz atipi¢ne nezrele metaplazije (Hi-kvadrat=4,770, df=3, p=0,189)

(slika 50).
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Slika 50. Zastupljenost nezrele metaplazije i atipicne nezrele metaplazije u citoloskoj grupi HSIL-M s

obzirom na HPV 16 i HPV ne-16 genotip.

4.6.4. Analiza koilocitoze, parakeratoze, makrocitoze, nezrele i atipicne nezrele metaplazije S

obzirom na p16/Ki-67 dvojno bojenje

Za sve citoloske grupe, ali i unutar citoloskih grupa ASCUS, LSIL i HSIL-M koje su podijeljene s na
HR HPV pozitivnu i HR HPV negativhu podgrupu semikvantitativno je analizirana pojavnost
koilocitoze, parakeratoze, makrocitoze, nezrele metaplazije i atipi¢ne nezrele metaplazije te

usporedena s rezultatom p16/Ki-67 dvojnog bojenja. Rezultati su prikazani su u tablici 26.
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Tablica 26. Semikvantitativna analiza pojavnosti koilocitoze, parakeratoze, makrocitoze, nezrele

metaplazije i atipi¢ne nezrele metaplazije S obzirom na rezultat p16/Ki-67 dvojnog bojenja.

p16/Ki-67 pozitivan p16/Ki-67 negativan

N % N %
Koilocitoza odsutna 134 64,73 155 65,40
Koilocitoza supanj 1 38 18,36 42 17,72
Koilocitoza stupanj 2 19 9,18 19 8,02
Koilocitoza stupanj 3 16 7,73 21 8,86
Ukupno 207 100,00 237 100,00
Parakeratoza odsutna 127 61,36 149 62,87
Parakeratoza stupanj 1 58 28,02 61 25,74
Parakeratoza stupanj 2 14 6,76 20 8,44
Parakeratoza stupanj 3 8 3,86 7 2,95
Ukupno 207 100,00 237 100,00
Makrocitoza odsutna 121 58,45 119 50,21
Makrocitoza stupanj 1 75 36,24 76 32,07
Makrocitoza stupanj 2 7 3,38 33 13,92
Makrocitoza stupanj 3 4 1,93 9 3,80
Ukupno 207 100,00 237 100,00
NM odsutna 79 38,16 132 55,70
NM stupanj 1 109 52,66 76 32,07
NM stupanj 2 19 9,18 26 10,97
NM stupanj 3 0 0 3 1,26
Ukupno 207 100,00 237 100,00
ANM odsutna 132 63,77 210 88,61
ANM stupanj 1 52 25,12 23 9,70
ANM stupanj 2 19 9,18 4 1,69
ANM stupanj 3 4 1,93 0 0
Ukupno 207 100,00 237 100,00
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U svim citoloskim grupama rezultat p16/Ki-67 dvojnog bojenja nije statisti¢ki znacajno povezan s
pojavnoséu koilocitoze (Hi-kvadrat=0,376, df=3, p=0,945) niti parakeratoze (Hi-kvadrat=0,932, df=3,
p=0,818). Pojavnost makrocitoze drugog i treceg stupnja ¢e$éa je u slucaju negativnog pl6/Ki-67
dvojnog bojenja, a razlika je statisticki znacajna (Hi-kvadrat=16,896, df=3, p<0,001). Prisustvo
nezrele metaplazije ¢eSce je u slucaju pozitivnog pl6/Ki-67 dvojnog bojenja, a razlika je statisticki
znafajna (Hi-kvadrat=21,359, df=3, p<0,001). Atipi¢na nezrela metaplazija takoder je statisticki
znacajno ¢esc¢i nalaz u slucajevima pozitivnog p16/Ki-67 dvojnog bojenja (Hi-kvadrat=40,945, df=3,

p<0,001) (slika 51).
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Slika 51. Zastupljenost citomofoloskih osobina s obzirom ne rezultat p16/Ki-67 dvojnog bojenja.
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Analizom navedenih citomorfoloskih osobina u HR HPV poztivnim i HR HPV negativnim
podgrupama citoloskih grupa ASCUS, LSIL i HSIL-M statisticki znacajna razlika nadena samo za
pojavnost ANM koja je ¢es¢a u HR HPV pozitivnoj ASCUS grupi s pl16/Ki-67 pozitivnim dvojnim
bojenjem u odnosu na negativno dvojno bojenje (Hi-kvadrat=17,165, df=3, p=0,001), za pojavnost
koilocitoze koja je ¢es¢a u HR HPV pozitivnoj HSIL-M grupi s pl6/Ki-67 negativnim dvojnim
bojenjem u odnosu na pozitivno dvojno bojenje (Hi-kvadrat=13,500, df=3, p=0,004), za pojavnost NM
koja je ¢es¢a u HR HPV pozitivnoj i negativnoj HSIL-M grupi s pl6/Ki-67 pozitivnim dvojnim
bojenjem u odnosu na negativno dvojno bojenje (HR HPV pozitivan HSIL-M: Hi-kvadrat=7,613,

df=3, p=0,022, HR HPV negativan HSIL-M: Hi-kvadrat=6,650, df=3, p=0,036) (Tablica 27).
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Tablica 27. Semikvantitativna analiza pojavnosti koilocitoze, nezrele metaplazije i atipicne nezrele
metaplazije s obzirom na rezultat p16/Ki-67 dvojnog bojenja u citoloskim podgrupama - rezultati koji

su pokazali statisticku znacajnost.

pl6/Ki-67 pozitivan pl6/Ki-67 negativan
ASCUS HR HPV N % N %
pozitivan
ANM odsutna 24 47,05 45 81,82
ANM supanj 1 15 29,41 9 16,36
ANM stupanj 2 9 17,65 1 1,82
ANM stupanj 3 3 5,89 0 0
Ukupno 51 100,00 55 100,00
HSIL-M  HR  HPV
pozitivan
Koilocitoza odsutna 51 65,38 6 33,33
Koilocitoza stupanj 1 15 19,23 10 55,56
Koilocitoza stupanj 2 9 11,54 0 0
Koilocitoza stupanj 3 3 3,85 2 11,11
Ukupno 78 100,00 18 100,00
HSIL-M  HR  HPV
pozitivan
NM odsutna 25 32,05 12 66,67
NM stupanj 1 50 64,10 6 33,33
NM stupanj 2 3 3,85 0 0
NM stupanj 3 0 0 0 0
Ukupno 78 100,00 18 100,00
HSIL-M  HR  HPV
negativan
NM odsutna 8 42,11 12 85,71
NM stupanj 1 9 47,37 2 14,29
NM stupanj 2 2 10,52 0 0
NM stupanj 3 0 0 0 0
Ukupno 19 100,00 14 100,00
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4.6.5. Analiza morfoloskih tipova u citoloSkim grupama, u odnosu na HPV genotip i pl6/Ki-67
dvojno bojenje

Prema analiziranim citomorfoloskom osobinama kreirana su ¢etiri morfoloska tipa koja se pojavljuju u
svim zadanim citoloskim grupama.

Analizirana je ucestalost morfoloskih tipova citoloskih promjena unutar citoloSkih grupa podijeljenih
na HR HPV pozitivne i negativne podgrupe. Rezultati su prikazani u tablici 28.

Tablica 28. Ucestalost morfoloskih tipova u HR HPV pozitivnim i negativnim podgrupama citoloskih

grupa ASCUS, LSIL i HSIL-M

ZRELI METAPLASTICNI NEZRELI MJESOVITI | Ukupno
Morfoloski tip N % N % N % % % N
Citoloska podgrupa
ASCUS HR HPV 22 12,29 60 29,19 22 59,45 2 10,53 106
pozitivan
ASCUS HR HPV 15 8,38 27 12,92 11 29,73 1 5,26 54
negativan
LSIL HR HPV 65 36,31 32 15,31 0 0 3 15,79 100
pozitivan
LSIL HR HPV 41 22,90 10 4,78 2 5,41 2 10,53 55
negativan
HSIL-M HR HPV 24 13,41 61 29,20 0 0 11 57,89 96
pozitivan
HSIL-M HR HPV 12 6,71 19 9,10 2 5,41 0 0 33
negativan
Ukupno 179 100,00 209 100,00 37 | 100,00 | 19 | 100,00 444
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Analizom ucestalosti pojavnosti morfoloskih tipova izmedu citoloskih podgrupa najcesce se zreli

morfoloski tip nalazi u HR HPV pozitivnoj LSIL grupi, metaplasticni tip u grupama HR HPV

pozitivnoj ASCUS i HR HPV pozitivnoj HSIL-M, nezreli tip u HR HPV pozitivhoj ASCUS grupi a

mjeSoviti tip u HR HPV pozitivnoj HSIL-M grupi. Razlike su statisticki znacajne (Hi-

kvadrat=134,585, df=15, p<0,001).

Analizirana je uCestalost prisutnost HPV 16 i HPV ne-16 genotipova s obzirom na morfoloske tipove,

a rezultati su prikazani u tablici 29.

Tablica 29. Ucestalost prisutnosti HPV 16 i HPV ne-16 genotipova u morfoloskim tipovima.

Morfoloski tip ZRELI METAPLASTICNI NEZRELI MIJESOVITI Ukupno
Nalaz  HPV N % N % N % % % N
genotipa

HPV 16 9 8,26 51 33,77 5 25,00 7 43,75 72
HPV ne-16 100 | 91,74 100 66,23 15 75,00 9 56,25 224
Ukupno 109 | 100,00 151 100,00 20 | 100,00 16 100,00 296
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U zrelom morfoloskom tipu prevladava nalaz HPV ne-16 genotipa, a kod HPV 16 genotipa prevladava

metaplasti¢ni morfoloski tip. UoCene razlike statisticki su znaajne (Hi-kvadrat=25,899, df=3,

p<0,001) (slika 52).
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Slika 52. Raspodjela morfoloskih tipova s obzirom na nalaz HPV 16 i HPV ne-16 genotipa.
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Analiziran je rezultat pl6/Ki-67 dvojnog bojenja s obzirom na morfoloske tipove, a rezultati su
prikazani u tablici 30.

Tablica 30. Rezultati p16/Ki-67 dvojnog bojenja u odnosu na morfoloske tipove.

Morfoloski tip ZRELI METAPLASTICNI | NEZRELI MJESOVITI Ukupno
P16/Ki-67 N % N % N % % % N
P16/Ki-67 66 | 36,87 105 5024 | 21 | 56,76 15 | 78,95 207
pozitivan

P16/Ki-67 113 | 63,13 104 4976 | 16 | 43724 4 21,05 237
negativan

Ukupno 179 | 100,00 | 209 100,00 | 37 [ 100,00 19 | 100,00 444

U zrelom morfoloskom tipu pl6/Ki-67 dvojno bojenje ¢esce je negativno, a pozitivan nalaz p16/Ki-67
dvojnog bojenja ¢esce se nade u metaplasticnom, nezrelom i mjesovitom morfoloskom tipu. Navedene

razlike statisti¢ki su znacajne (Hi-kvadrat=17,442, df=3, p=0,001) (slika 53).
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Slika 53. Rezultat p16/Ki-67 dvojnog bojenja s obzirom na morfoloski tip promjene.
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4.7. Rezultati pracenja i ishoda bolesti

Rezultati pracenja i ishoda bolesti poznati su za 424 pacijentice od ukupno ispitivanih 444. Prosjecno

trajanje pracenja u mjesecima bilo je 25,82 (minimum: 1,00; maksimum: 75; SD=17,27).

Kod ishoda s negativizacijom nalaza (N=225), odnosho regresijom bolesti analiziran je period u

mjesecima kada je negativizacija zabiljezena za sve tri citoloske grupe. Rezultati su prikazani u tablici

31.

Tablica 31. Mjeseci negativizacije u citoloskim grupama ASCUS, LSIL i HSIL-M

Mjeseci Mijeseci Mjeseci Mijeseci Mjeseci
negativizacije | negativizacije | negativizacije | negativizacije | negativizacije
N srednja sSD minimum maksimum
vrijednost
ASCUS 90 25,34 16,11 4 61
LSIL 82 24,45 15,23 5 65
HSIL-M 53 21,64 14,65 1 71
Ukupno 225 24,15 15,46 1 71

Mjeseci negativizacije statisticki su testirani pomoc¢u Kruskal-Wallis ANOVA testa te nije nadena

statisticki znacajna razlika za tri ispitivane citoloske grupe, H (2, N=225) =1,876, p=0,391.
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4.7.1. Analiza klini¢kog ishoda bolesti

Tri su moguca ishoda bolesti: negativizacija, stagnacija i progresija. Rezultati ishoda bolesti ukupno i
za tri ispitivane citoloske grupe prikazani su u tablici 32.

Tablica 32. Klinicki ishod bolesti prema citoloskim grupama.

Negativizacija Stagnacija Progresija Ukupno
N % N % N % N %
ASCUS 90 58,44 25 16,24 39 25,32 154 100,00
LSIL 82 56,55 43 29,66 20 13,79 145 100,00
HSIL-M 53 42,40 40 32,00 32 25,60 125 100,00
Ukupno 225 53,07 108 25,47 91 21,46 424 100,00
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4.7.2. Klinicki ishod prema dobi
Rezultati klinickog ishoda pacijentica prema dobnim skupinama analizirani su za sve pacijetice te

unutar citoloskih grupa (Tablica 33.)

Tablica 33. Klinicki ishod prema dobnim skupinama za sve pacijentice i unutar citoloskih grupa.

Negativizacija Stagnacija Progresija Ukupno
N % N % N % N %
Sve <30 73 49,66 44 29,93 30 20,41 147 100,00
pacijentice | 30+ 152 54,87 64 23,11 61 22,02 277 100,00
Ukupno 225 53,07 108 25,47 91 21,46 424 100,00
ASCUS <30 16 47,06 10 29,41 8 23,53 34 100,00
30+ 74 61,67 15 12,50 31 25,83 120 100,00
LSIL <30 38 57,58 18 27,27 10 15,15 66 100,00
30+ 44 55,69 25 31,65 10 12,66 79 100,00
HSIL-M <30 19 40,42 16 34,05 12 25,53 47 100,00
30+ 34 43,59 24 30,77 20 25,64 78 100,00
Ukupno 225 53,07 108 25,47 91 21,46 424 100,00

Izmedu dviju dobnih skupina nije nadena statisticki znacajna razlika u odnosu na ishod bolesti niti za
sve pacijentice ukupno, niti unutar citoloSkih grupa. Za sve pacijentice: Hi-kvadrat=2,366, df=2,
p=0,306; za grupu ASCUS: Hi-kvadrat=5,691, df=2, p=0,058; za grupu LSIL: Hi-kvadrat=0,416,

df=2, p=0,812; za grupu HSIL-M: Hi-kvadrat=0,174, df=2, p=0,917.
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4.7.3. HR HPV DNA test, HPV genotipizacija i klinic¢ki ishod bolesti

Analiziran je ishod bolesti za sve ispitanice bez obzira na citolosku grupu, a s obzirom na rezultat HR

HPV DNA testa te , kod slucajeva kod koji h je napravljena HPV genotipizacija, s obzirom na nalaz

HPV 16 i HPV ne-16 genotipa. Rezultati su prikazani u tablici 34.

Tablica 34. Ishod bolesti s obzirom na HR HPV DNA nalaz i nalaz HPV 16 i HPV ne-16 genotipa.

Negativizacija Stagnacija Progresija Ukupno
HR HPV test N % N % N % N %
N=424
HR HPV 117 41,49 87 30,85 78 27,66 282 100,00
pozitivan
HR HPV 108 76,06 21 14,79 13 9,15 142 100,00
negativan
Ukupno 225 53,07 108 25,47 91 21,46 424 100,00
HPV N % N % N % N %
genotipizacija
N=276
HPV 16 15 22,06 21 30,88 32 47,06 68 100,00
HPV ne-16 100 48,08 65 31,25 43 20,67 208 100,00
Ukupno 115 41,67 86 31,16 75 27,17 276 100,00
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Kod HR HPV pozitivnih ispitanica ststisti¢ki zna¢ajno je ¢eS¢i ishod progresije i stagnacije bolesti u
usporedbi s HR HPV negativnim sluc¢ajevima (Hi-kvadrat=45,900, df=2, p<0,001). Unutar grupe kod
koje je radena HPV genotipizacija, prisustvo HPV 16 genotipa bilo je vise od dvostruko Cesée
povezano s progresijom bolesti u odnosu na HPV ne-16 genotipove kod kojih je gotovo u polovici
slu¢ajeva doslo do negativizacije. Razlika je statisticki znacajna (Hi-kvadrat=21,458, df=2, p<0,001)

(slika 54).
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Slika 54. Ishod bolesti s obzirom na rezultat HR HPV DNA testa i s obzirom na prisustvo HPV 16 i

HPV ne-16 genotipa.
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4.7.4. pl16/Ki-67 dvojno bojenje, zasebno pl6 i Ki-67 bojenje i klini¢ki ishod bolesti

Analiziran je ishod bolesti za sve ispitanice bez obzira na citolosku grupu, a s obzirom na rezultat
p16/Ki-67 dvojnog bojenja, zasebnog pl6 i zasebnog Ki-67 bojenja, a rezultati su prikazani u tablici

35.

Tablica 35. Ishod bolesti s obzirom na rezultat p16/Ki-67 dvojnog bojenja, zasebnog p16 i zasebnog

Ki-67 bojenja.

Negativizacija Stagnacija Progresija Ukupno
N % N % N % N %
P16/Ki-67 pozitivan 64 32,16 55 27,64 80 49,20 199 100,00
P16/Ki-67 negativan 161 71,56 53 23,56 11 4,88 225 100,00
Ukupno 225 53,07 108 25,47 91 21,46 424 100,00
P16 pozitivan 168 50,30 87 26,05 79 23,65 334 100,00
P16 negativan 57 63,33 21 23,33 12 13,33 90 100,00
Ukupno 225 53,07 108 25,47 91 21,46 424 100,00
Ki-67 pozitivan 111 45,30 68 27,76 66 26,94 245 100,00
Ki-67 negativan 114 63,69 40 22,35 25 13,96 179 100,00
Ukupno 225 53,07 108 25,47 91 21,46 424 100,00
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Kod ispitanica s p16/Ki-67 pozitivnim nalazom u gotovo 50% slucajeva doslo je do progresije bolesti
§to je ujedno i deset puta vise nego kod ispitanica s pl16/Ki-67 negativnim nalazom. Razlika je
statisticki znacajna (Hi-kvadrat=92,929, df=2, p<0,001). Zasebno pl6 bojenje pokazije ce$éu
pozitivnost u slucajevima s progresijom, razlika je statisticki grani¢no znacajna (Hi-kvadrat=5,992,
df=2, p=0,04998). Zasebno Ki-67 bojenje Cesce je pozitivno kod ispitanica s progresijom bolesti,
odnosno negativno kod ispitanica s negativizacijom, a razlika je statisticki znafajna (Hi-

kvadrat=15,883, df=2, p<0,001) (slika 55).
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Slika 55. Ishod bolesti s obzirom na rezultat p16/Ki-67 dvojnog bojenja, zasebnog p16 i Ki-67 bojenja.
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4.7.5. CitomorfoloSke osobine i klinicki ishod bolesti

Analiziran je ishod bolesti za sve ispitanice bez obzira na citolosku grupu, a s obzirom na pojavnost
citomorfoloSkih osobina koilocitoze, parakeratoze, makrocitoze, nezrele i atipi¢ne nezrele metaplazije,
a rezultati su prikazani u tablici 36.

Tablica 36. Ishod bolesti s obzirom na ispitivane citomorfoloske osobine.

Negativizacija Stagnacija Progresija Ukupno
N % N % N % N %
Koilocitoza odsutna 145 51,60 64 22,78 72 25,62 281 100,00
Koilocitoza stupanj 1 43 57,33 22 29,33 10 13,34 75 100,00
Koilocitoza stupanj 2 16 50,00 10 31,25 6 18,75 32 100,00
Koilocitoza stupanj 3 21 58,33 12 33,33 3 8,33 36 100,00
Ukupno 225 53,07 108 25,47 91 21,46 424 100,00
Parakeratoza odsutna 142 53,38 62 23,31 62 23,31 266 100,00
Parakeratoza stupanj 1 58 50,88 34 29,82 22 19,30 114 100,00
Parakeratoza stupanj 2 17 58,62 6 20,69 6 20,69 29 100,00
Parakeratoza stupanj 3 8 53,33 6 40,00 1 6,67 15 100,00
Ukupno 225 53,07 108 25,47 91 21,46 424 100,00
Makrocitoza odsutna 111 49,11 55 24,34 60 26,55 226 100,00
Makrocitoza stupanj 1 79 53,02 41 27,52 29 19,46 149 100,00
Makrocitoza stupanj 2 24 66,67 10 27,78 2 5,55 36 100,00
Makrocitoza stupanj 3 11 84,62 2 15,38 0 0 13 100,00
Ukupno 225 53,07 108 25,47 91 21,46 424 100,00
NM odsutna 116 57,71 52 25,87 33 16,42 201 100,00
NM stupanj 1 81 46,28 47 26,86 47 26,86 175 100,00
NM stupanj 2 25 55,56 9 20,00 11 24,44 45 100,00
NM stupanj 3 3 100,00 0 0 0 0 3 100,00
Ukupno 225 53,07 108 25,47 91 21,46 424 100,00
ANM odsutna 192 59,26 86 26,54 46 14,20 324 100,00
ANM stupanj 1 28 38,36 18 24,66 27 36,98 73 100,00
ANM stupanj 2 5 21,74 4 17,39 14 60,87 23 100,00
ANM stupanj 3 0 0 0 0 4 100,00 4 100,00
Ukupno 225 53,07 108 25,47 91 21,46 424 100,00
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lako je kod ispitanica s odsustvom nalaza koilocitoze uocena najviSa stopa progresije, a kod
koilocitoze trec¢eg stupnja najniza, razlika nije statisti¢ki znacajna (Hi-kvadrat=10,726, df=6, p=0,097)
(slika 56). Kod odsustva parakeratoze nadena je veca ucestalost progresije dok s porastom stupnja
izrazenosti parakeratoze stopa progresije opada, ali uocena razlika nije statisticki znacajna (Hi-
kvadrat=5,326, df=6, p=0,503) (slika 57). Porastom izraZzenosti makrocitoze opada stopa progresije
bolesti, a kod makrocitoze tre¢eg stupnja nije zabiljeZen ni jedan slucaj progresije. Uocene razlike su
statistiCki znacajne (Hi-kvadrat=15,348, df=6, p=0,018) (slika 58). Analizom pojavnosti nezrele
metaplazije uofena je intenzivnija pojavnost u slufaju negativizacije, ali razlika nije statisticki
znacajna (Hi-kvadrat=10,655, df=6, p=0,100) (slika 59). Porastom intenziteta nalaza atipi¢ne nezrele
metaplazije znatno raste i stopa progresije bolesti, a razlika je stastisticki znacajna (Hi-

kvadrat=57,770, df=6, p<0,001) (slika 60).
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Slika 56. Ishod bolesti s obzirom na koilocitozu.
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Slika 57. Ishod bolesti s obzirom na parakeratozu.
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Slika 58. Ishod bolesti s obzirom na makrocitozu.
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Slika 59. Ishod bolesti s obzirom na pojavnost nezrele metaplazije.
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Slika 60. Ishod bolesti s obzirom na pojavnost atipi¢ne nezrele metaplazije.
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4.7.6. Klinic¢ki ishod bolesti za citoloske grupe ASCUS, LSIL i HSIL-M

Na jednak naéin kao §to je povezanost svih ispitivanih varijabli s ishodom bolesti analizirana za sve
ispitanice bez obzira na citolosku grupu, analizirana je posebno za citoloske grupe ASCUS, LSIL i
HSIL-M te za podgrupe koje su HR HPV pozitivne i HR HPV negativne unutar citoloskih grupa. Od

rezultata e biti tabelarno prikazani samo oni koji su pokazali statisti¢ki zna¢ajnost.

4.7.6.1. Klinicki ishod bolesti za citolosku grupu ASCUS

Od 160 pacijentica u citoloskoj grupi ASCUS za 154 su bili dostupni podaci o klinickom ishodu
bolesti. Povoljan klini¢ki ishod za citolo§ku grupu ASCUS predstavlja negativizacija i stagnacija
bolesti, a nepovoljan progresija. Progresija bolesti u citoloskoj grupi ASCUS zabiljezena je sedam
puta ¢esce u podgrupi koja je HR HPV pozitivna u odnosu na HR HPV negativnu podgrupu (HI-

kvadrat=35,721, df=2, p<0,001); (tablica 37, slika 61).

Tablica 37. Povezanost klinickog ishoda bolesti i rezultata HR HPV testa u citoloskoj grupi ASCUS

ASCUS Negativizacija Stagnacija Progresija Ukupno

N % N % N % N %
HR HPV pozitivan 41 41,00 23 23,00 36 36,00 | 100 | 100,00
HR HPV negativan 49 90,74 2 3,70 3 5,56 54 100,00
Ukupno 90 58,44 25 16,23 39 25,32 | 154 | 100,00

Od 104 pacijentice u citoloskoj grupi ASCUS koje su imale nalaz HPV genotipizacije, pracenje i
Klinicki ishod bili su dostupni za 98 pacijentica. Kod pacijentica s citoloskim nalazom ASCUS i

nalazom HPV 16 genotipa u vise od 50% slucajeva zabiljeZena je progresija bolesti, dok je kod
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pacijentica s HPV ne-16 genotipom do progresije doslo u dvostruko manje slucajeva. Razlika je

statisticki znacajna (Hi-kvadrat=8,643, df=2, p=0,013), (tablica 38, slika 61).

Tablica 36. Povezanost klini¢kog ishoda bolesti i nalaza HPV 16 i HPV ne-16 genotipa u citoloskoj

grupi ASCUS.
ASCUS Negativizacija Stagnacija Progresija Ukupno
N % N % N % N %
HPV 16 6 23,08 5 19,23 15 57,69 26 100,00
HPV ne-16 35 49,29 18 25,35 19 26,76 71 100,00
Ukupno 41 41,84 23 23,47 34 34,69 98 100,00
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Slika 61. Ishod bolesti za citolosku grupu ASCUS s obzirom na nalaz HR HPV DNA testa i HPV 16 i

ne-16 genotipa.
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Pozitivan rezultat p16/Ki-67 dvojnog bojenja u HR HPV pozitivnoj podgrupi ASCUS-a deset je puta
¢eS¢e povezan s progresijom bolesti i tri puta rjede s negativizacijom u usporedbi s negativnim
rezultatom p16/Ki-67 dvojnog bojenja (Hi-kvadrat=40,033, df=2, p<0,001). Zasebni pozitivitet p16
bojenja takoder je povezan s ceSCom progresijom bolesti u odnosu na negativan nalaz (Hi-
kvadrat=6,152, df=2, p=0,046) jednako kao i pozitivan nalaz zasebnog Ki-67 bojenja u odnosu na

negativan nalaz (Hi-kvadrat=8,699, df=2, p=0,013), (tablica 39, slika 62).

Tablica 39. Klinicki ishod bolesti u HR HPV pozitivnoj podgrupi citoloske grupe ASCUS za rezultat

p16/Ki-67 dvojnog bojenja, p16 zasebnog bojenje i Ki-67 zasebnog bojenja.

ASCUS Negativizacija Stagnacija Progresija Ukupno
HR HPV pozitivan
N % N % N % N %

p16/Ki-67 pozitivan 9 18,00 8 16,00 33 66,00 50 100,00
pl6/Ki-67 negativan 32 64,00 15 30,00 3 6,00 50 100,00
Ukupno 41 41,00 23 23,00 36 36,00 100 100,00
p16 pozitivan 30 36,15 19 22,89 34 40,96 83 100,00
p16 negativan 11 64,71 4 23,53 2 11,76 17 100,00
Ukupno 41 41,00 23 23,00 36 36,00 100 100,00
Ki-67 pozitivan 16 28,57 13 23,21 26 46,42 56 100,00
Ki-67 negativan 25 56,82 9 20,45 10 22,73 44 100,00
Ukupno 41 41,00 23 23,00 36 36,00 100 100,00
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ASCUS HR HPV pozitivan
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Slika 62. Ishod bolesti u citoloskoj podgrupi HR HPV pozitivan ASCUS s obzirom na p16/Ki-67

dvojno bojenje te zasebno bojenje s p16 i Ki-67.
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Analizom citomorfoloskih osobina u HR HPV pozitivnoj podgrupi citoloske grupe ASCUS nije
nadena statisticki znacajna povezanost klini¢kog ishoda bolesti s pojavnoscu koilocitoze, parakeratoze
i makrocitoze. Ali, progresija bolesti ¢eS¢a je u sluCaju prisustva nezrele metaplazije (Hi-
kvadrat=14,366, df=6, p=0.026), a stopa progresija raste i sa stupnjem pojavnosti atipicne nezrele

metaplazije (Hi-kvadrat=18,333, df=6, p=0,005), (tablica 40, slika 63).

Tablica 40. Klini¢ki ishod bolesti u HR HPV pozitivnoj podgrupi citoloske grupe ASCUS i rezulati

analize pojavnosti nezrele metaplazije i atipicne nezrele metaplazije.

ASCUS Negativizacija Stagnacija Progresija Ukupno
HR HPV pozitivan

N % N % N % N %
NM odsutna 25 60,98 5 12,19 11 26,83 41 100,00
NM stupanj 1 12 27,91 11 25,58 20 46,51 43 100,00
NM stupanj 2 4 25,00 7 43,75 5 31,25 16 100,00
NM stupanj 3 0 0 0 0 0 0 0 0
Ukupno 41 41,00 23 23,00 36 36,00 100 100,00
ANM odsutna 36 56,25 13 20,31 15 23,44 64 100,00
ANM stupanj 1 5 21,74 8 34,78 10 43,48 23 100,00
ANM stupanj 2 0 0 2 20,00 8 80,00 10 100,00
ANM stupanj 3 0 0 0 0 3 100,00 3
Ukupno 41 41,00 23 23,00 36 36,00 100 100,00

99




ASCUS HR HPV pozitivan

100%

80%

60%

40%

20%

0%
NM NM 1 NM 2 NM 3 ANM ANM1 ANM2 ANM3
odsutna odsutna

B Negativizacija M Stagnacija M Progresija

Slika 63. Ishod bolesti u citolo§koj podgrupi HR HPV pozitivan ASCUS s obzirom na pojavnost

nezrele i atipi¢ne nezrele metaplazije.
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Negativan rezultat p16/Ki-67 dvojnog bojenja u HR HPV negativnoj podgrupi ASCUS-a iznimno je
rijetko povezan s progresijom bolesti u usporedbi s pozitivnim dvojnim bojenjem (Hi-kvadrat=13,095,
df=2, p=0,001), tablica 41. Rezultati zasebnog p16 i Ki-67 bojenja nisu bili statisticki znacajno

povezani s klini¢kim ishodom bolesti (Slika 64).

Tablica 41. Klinicki ishod bolesti u HR HPV negativnoj podgrupi citoloske grupe ASCUS za rezultat

p16/Ki-67 dvojnog bojenja, p16 zasebnog bojenja i Ki-67 zasebnog bojenja.

ASCUS Negativizacija Stagnacija Progresija Ukupno

HR HPV negativan

p16/Ki-67 pozitivan 1 33,33 1 33,33 1 33,33 3 100,00

p16/Ki-67 negativan 48 94,12 1 1,96 2 3,92 51 100,00

Ukupno 49 90,74 2 3,70 3 5,56 54 100,00

Analizom citomorfoloskih osobina u HR HPV negativnoj podgrupi citoloSke grupe ASCUS nije
nadena statisticki znacajna povezanost klinickog ishoda bolesti s pojavnoscu koilocitoze, makrocitoze,
nezrele metaplazije i atipiéne nezrele metaplazije. Ali, progresija bolesti, iako rijetka u citoloskoj grupi
ASCUS koja je HR HPV negativna nije bila u nijednom slu¢aju povezana s prisustvom parakeratoze,
§to je statisticki zna¢ajno u odnosu na sluéajeve bez parakeratoze (Hi-kvadrat=12,758, df=6, p=0.047),

(tablica 40, slika 64).
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Tablica 42. Klinicki ishod bolesti u HR HPV negativnoj podgrupi citoloske grupe ASCUS i rezulati

analize pojavnosti parakeratoze.

ASCUS Negativizacija Stagnacija Progresija Ukupno
HR HPV pozitivan

N % N % N % N %
Parakeratoza odsutna 45 91,84 1 2,04 3 6,12 49 100,00
Parakeratoza stupanj 1 1 50,00 1 50,00 0 0 2 100,00
Parakeratoza stupanj 2 2 100,00 0 0 0 0 2 100,00
Parakeratoza stupanj 3 1 100,00 0 0 0 0 1 0
Ukupno 49 90,74 2 3,70 3 5,56 54 100,00

ASCUS HR HPV negativan

B Progresija
M Stagnacija

W Negativizacija

Slika 64. Ishod bolesti u citoloskoj podgrupi HR HPV negativan ASCUS s obzirom na rezultat

p16/Ki-67 dvojnog bojenja i pojavnost parakeratoze.
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4.7.6.2. Klinicki ishod bolesti za citoloSku grupu LSIL

Od 155 pacijentica u citoloskoj grupi ASCUS za 145 su bili dostupni podaci o klinickom ishodu
bolesti. Kao i za ASCUS, povoljan klini¢ki ishod za citolosku grupu LSIL predstavlja negativizacija i
stagnacija bolesti, a nepovoljan progresija. Progresija bolesti u citoloskoj grupi LSIL ¢e$c¢a je u
podgrupi koja je HR HPV pozitivna u odnosu na HR HPV negativhu podgrupu, ali razlika nije

statisti¢ki znacajna (HI-kvadrat=5,718, df=2, p=0,057); (tablica 43, slika 65).

Tablica 43. Povezanost klini¢kog ishoda bolesti i rezultata HR HPV testa u citoloskoj grupi LSIL.

LSIL Negativizacija Stagnacija Progresija Ukupno

N % N % N % N %
HR HPV pozitivan 46 51,11 27 30,00 17 18,89 90 100,00
HR HPV negativan 36 65,45 16 29,09 3 5,45 55 100,00
Ukupno 82 56,55 43 29,66 20 13,79 | 145 | 100,00

Od 97 pacijentica u citoloskoj grupi LSIL koje su imale nalaz HPV genotipizacije, pracenje i klinicki
ishod bili su dostupni za 87 pacijentica. Kod pacijentica s citoloSkim nalazom LSIL i nalazom HPV 16
genotipa u 50% slucajeva zabiljezena je progresija bolesti, dok je kod pacijentica s HPV ne-16
genotipom do progresije doslo u gotovo pet puta manje slucajeva. Razlika je statisticki znacajna (Hi-

kvadrat=13,515, df=2, p=0,005), (tablica 44, slika 65).
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Tablica 44. Povezanost klini¢kog ishoda bolesti i nalaza HPV 16 i HPV ne-16 genotipa u citoloskoj

grupi LSIL.
LSIL Negativizacija Stagnacija Progresija Ukupno
N % N % N % N %
HPV 16 4 25,00 4 25,00 8 50,00 16 100,00
HPV ne-16 41 57,75 22 30,98 8 11,27 71 100,00
Ukupno 45 52,27 26 29,55 16 18,18 87 100,00
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Slika 65. Ishod bolesti za citolosku grupu LSIL s obzirom na nalaz HR HPV DNA testa i HPV 16 i ne-

16 genotipa.
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Pozitivan rezultat p16/Ki-67 dvojnog bojenja u HR HPV pozitivnoj podgrupi LSIL pet puta je ¢esce
povezan s progresijom bolesti i gotovo dvostruko rjede s negativizacijom u usporedbi s negativnim
rezultatom pl6/Ki-67 dvojnog bojenja (Hi-kvadrat=13,594, df=2, p=0,001), (tablica 45, slika 66).
Rezultati zasebnog pl16 i Ki-67 bojenja nisu bili povezani s ishodom bolesti u ovoj citoloskoj

podgrupi.

Tablica 45. Klinicki ishod bolesti u HR HPV pozitivnoj podgrupi citoloske grupe LSIL za rezultat

p16/Ki-67 dvojnog bojenja.

LSIL Negativizacija Stagnacija Progresija Ukupno

HR HPV pozitivan

p16/Ki-67 pozitivan 14 34,15 13 31,70 14 34,15 41 100,00

p16/Ki-67 negativan 32 65,31 14 28,57 3 6,12 49 100,00

Ukupno 46 51,11 27 30,00 17 18,89 90 100,00

Analizom citomorfoloskih osobina u HR HPV pozitivnoj podgrupi citoloske grupe LSIL nije nadena
statisticki znacajna povezanost klinickog ishoda bolesti s pojavnoséu koilocitoze, parakeratoze,

makrocitoze, nezrele metaplazije i atipi¢ne nezrele metaplazije.

Negativan rezultat pl6/Ki-67 dvojnog bojenja u HR HPV negativnoj podgrupi LSIL-a rijede je
povezan s progresijom bolesti u usporedbi s pozitivnim dvojnim bojenjem (Hi-kvadrat=6,085, df=2,
p=0,048), (tablica 46, slika 66). Rezultati zasebnog p16 i Ki-67 bojenja nisu bili statisti¢ki znac¢ajno

povezani s klinickim ishodom bolesti.

Tablica 46. Klinicki ishod bolesti u HR HPV negativnoj podgrupi citoloske grupe LSIL za rezultat

p16/Ki-67 dvojnog bojenja.
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LSIL Negativizacija Stagnacija Progresija Ukupno

HR HPV negativan

p16/Ki-67 pozitivan 8 72,73 1 9,09 2 18,18 11 100,00

p16/Ki-67 negativan 28 63,64 15 34,09 1 2,27 44 100,00

Ukupno 36 65,45 16 29,09 3 5,46 55 100,00

LSIL HR HPV pozitivan i negativan
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Slika 66. Ishod bolesti u HR HPV pozitivnom i negativnom LSIL s obzirom na rezultat p16/Ki-67

dvojnog bojenja.
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Analizom citomorfoloskih osobina u HR HPV negativnoj podgrupi citoloske grupe LSIL nije nadena

statistiCki znacajna povezanost klinickog ishoda bolesti s pojavnoséu koilocitoze, parakeratoze i

makrocitoze. Iako su nezrela i atipi¢na nezrela metaplazija rijedak nalaz u citoloskoj grupi LSIL,

njihovom pojavom povecava se ucestalost progresije bolesti (Za NM: Hi-kvadrat=24,747, df=4,

p<0,001, za ANM: Hi-kvadrat=16,796, df=4, p=0,002) (tablica 47, slika 67).

Tablica 47. Klinicki ishod bolesti u HR HPV negativnoj podgrupi citoloske grupe LSIL i rezultati

analize pojavnosti nezrele metaplazije i atipicne nezrele metaplazije.

LSIL Negativizacija Stagnacija Progresija Ukupno
HR HPV negativan

N % N % N % N %
NM odsutna 21 67,74 10 32,26 0 0 31 100,00
NM stupanj 1 15 71,43 5 23,81 1 4,76 21 100,00
NM stupanj 2 0 0 1 33,33 2 66,67 3 100,00
NM stupanj 3 0 0 0 0 0 0 0 0
Ukupno 36 65,45 16 29,09 3 5,46 55 100,00
ANM odsutna 35 68,63 15 29,41 1 1,96 51 100,00
ANM stupanj 1 1 25,00 1 25,00 2 50,00 4 100,00
ANM stupanj 2 0 0 0 0 0 0 0 0
ANM stupanj 3 0 0 0 0 0 0 0 0
Ukupno 36 65,45 16 29,09 3 5,46 55 100,00

107




LSIL HR HPV negativan
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Slika 67. Nezrela i atipi¢na nezrela metaplazija u citoloskoj podgrupi HR HPV negativan LSIL s

obzirom na ishod bolesti.
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4.7.6.3. Klinicki ishod bolesti za citolosku grupu HSIL-M

Od 129 pacijentica u citoloskoj grupi HSIL-M za 125 su bili dostupni podaci o klinickom ishodu
bolesti. Za razliku od citoloskih grupa ASCUS i LSIL, povoljan klini¢ki ishod za citolosku grupu
HSIL-M predstavlja samo negativizacija, a nepovoljan ishod su stagnacija i progresija bolesti.
Negativizacija u citoloskoj grupi HSIL-M zabiljeZena je dvostruko ¢esc¢e u podgrupi koja je HR HPV
negativna u odnosu na HR HPV pozitivnu podgrupu, a stagnacija i progresija ¢eS¢e su u HR HPV

pozitivnoj podgrupi (HI-kvadrat=15,570, df=2, p<0,001); (tablica 48, slika 68).

Tablica 48. Povezanost klini¢kog ishoda bolesti i rezultata HR HPV testa u citoloskoj grupi HSIL-M.

HSIL-M Negativizacija Stagnacija Progresija Ukupno

N % N % N % N %
HR HPV pozitivan 30 32,61 37 40,22 25 27,17 92 100,00
HR HPV negativan 23 69,70 3 9,09 7 21,21 | 33 | 100,00
Ukupno 53 42,40 40 32,00 32 25,60 | 125 | 100,00

Od 95 pacijentica u citoloskoj grupi HSIL-M koje su imale nalaz HPV genotipizacije, pracenje i
klini¢ki ishod bili su dostupni za 91 pacijenticu. Kod pacijentica s citoloskim nalazom HSIL-M i
nalazom HPV ne-16 genotipa u ¢e$¢e je zabiljezena negativizacija, rijede progresija bolesti u
usporedbi s pacijenticama s HPV 16 genotipom, ali ta razlika je nije statisticki znacajna (Hi-

kvadrat=2,770, df=2, p=0,250), (tablica 49, slika 68).
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Tablica 49. Povezanost klinickog ishoda bolesti i nalaza HPV 16 i HPV ne-16 genotipa u citoloskoj

grupi HSIL-M.
HSIL-M Negativizacija Stagnacija Progresija Ukupno
N % N % N % N %
HPV 16 5 19,23 12 46,15 9 34,61 26 100,00
HPV ne-16 24 36,92 25 38,46 16 24,61 65 100,00
Ukupno 29 31,87 37 40,66 25 27,47 91 100,00
HSIL-M
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60% -
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40% B Stagnacija
30% W Negativizacija
20%
10%
0%
HRHPV  HRHPV HPV 16 HPV ne-16
poz neg

Slika 68. Ishod bolesti za citolosku grupu HSIL-M s obzirom na nalaz HR HPV DNA testa i HPV 16 i

ne-16 genotipa.
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Pozitivan rezultat p16/Ki-67 dvojnog bojenja u HR HPV pozitivnoj podgrupi HSIL-M Sest puta je
¢es¢ée povezan S progresijom bolesti i gotovo dvostruko rjede s negativizacijom u usporedbi s
negativnim rezultatom pl16/Ki-67 dvojnog bojenja (Hi-kvadrat=6,127, df=2, p=0,047), (tablica 50,
slika 69). Zasebni pozitivitet p16 i Ki-67 bojenja nije bio statisti¢ki znacajno povezan s ishodom
bolesti.

Tablica 50. Klinicki ishod bolesti u HR HPV pozitivhoj podgrupi citoloske grupe HSIL-M za rezultat

p16/Ki-67 dvojnog bojenja.

HSIL-M Negativizacija Stagnacija Progresija Ukupno
HR HPV pozitivan

N % N % N % N %
pl6/Ki-67 pozitivan 21 28,00 30 40,00 24 32,00 75 100,00
p16/Ki-67 negativan 9 52,94 7 41,18 1 5,88 17 100,00
Ukupno 30 32,61 37 40,22 25 27,17 92 100,00

HSIL-M HR HPV pozitivan

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

M Progresija
B Stagnacija

B Negativizacija

p16/Ki-67 poz p16/Ki-67 neg

Slika 69. Rezultati p16/Ki-67 dvojnog bojenja u citoloskoj podgrupi HR HPV pozitivan HSIL-M s

obzirom na ishod bolesti.

111




Analizom citomorfoloSkih osobina u HR HPV pozitivnoj podgrupi citoloske grupe HSIL-M nije
nadena statisticki znacajna povezanost klinickog ishoda bolesti s pojavnos¢u koilocitoze, parakeratoze

i makrocitoze kao ni nezrele i atipiéne nezrele metaplazije.

Rezultat p16/Ki-67 dvojnog bojenja u HR HPV negativnoj podgrupi HSIL-M kao ni zasebno bojenje
pl6 i Ki-67 nisu dali statisti¢ki znacajnu povezanost s ishodom bolesti. Analizom citomorfoloskih
osobina u toj grupi takoder nije nadena statisticki znaCajna povezanost klinickog ishoda bolesti s
pojavnoscu koilocitoze, parakeratoze i makrocitoze kao ni nezrele metaplazije. UoCava se jedino da se
atipicna nezrela metaplazija ceS¢e nalazi u sluCaju progresije bolesti, ali razlika nije statisticki

znacajna (Hi-kvadrat=11,144, df=6, p=0,084), (tablica 51, slika 70).

Tablica 51. Klinic¢ki ishod bolesti u HR HPV negativnoj podgrupi citoloske grupe HSIL-M i rezultati

analize pojavnosti atipi¢ne nezrele metaplazije.

HSIL-M Negativizacija Stagnacija Progresija Ukupno
HR HPV negativan

N % N % N % N %
ANM odsutna 19 82,62 2 8,69 2 8,69 23 100,00
ANM stupanj 1 3 60,00 0 0 2 40,00 5 100,00
ANM stupanj 2 1 25,00 1 25,00 2 50,00 4 0
ANM stupanj 3 0 0 0 0 1 100,00 1 0
Ukupno 23 69,70 3 9,09 7 21,21 33 100,00
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HSIL-M HR HPV negativan
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Slika 70. Pojavnost atipicne nezrele metaplazije i ishod bolesti u citoloskoj podgrupi HR HPV

negativan HSIL-M.
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4.7.6.4. Klinicki ishod bolesti i morfoloski tipovi

Cetiri morofloska tipa citoloskih promjena ispitivana su s obzirom na ishod bolesti za sve ispitanice

bez obzira na citolosku grupu, kao i unutar samih citoloskih grupa. U tablici 52. prikazani su rezultati

ishoda bolesti za Cetiri morfoloska tipa: zreli, metaplasti¢ni, nezreli i mjeSoviti.

Tablica 52. Ishod bolesti u odnosu na Getiri morfoloSka tipa za sve ispitanice.

Negativizacija Stagnacija Progresija Ukupno
Morfoloski tip N % N % N % N %
Zreli 108 63,91 45 26,62 16 9,47 169 100,00
Metaplasti¢ni 100 49,50 52 25,75 50 24,75 202 100,00
Nezreli 14 38,89 5 13,89 17 47,22 36 100,00
Mjesoviti 3 17,65 6 35,29 8 47,06 17 100,00
Ukupno 225 53,07 108 25,47 91 21,46 424 100,00

Metaplasti¢ni morfoloski tip gotovo tri puta ¢eS¢e, a nezreli i mjeSoviti pet puta CeSCe zavrSavaju

progresijom kao ishodom bolesti u odnosu na zreli morfoloski tip citoloskih promjena, a razlika je

statisti¢ki znacajna (Hi-kvadrat=40,909, df=6, p<0,001) (slika 71).
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Slika 71. Zastupljenost morfoloskih tipova i ishod bolesti.
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U tablici 53 i slici 72 prikazani su rezultati ishoda bolesti za Cetiri morfoloska tipa: zreli, metaplasti¢ni,
nezreli i mjesoviti unutar citoloske grupe ASCUS, u tablici 54 i slici 73 unutar citoloske grupe LSIL, a

u tablici 55 i slici 74 unutar citoloske grupe HSIL-M

Tablica 53. Ishod bolesti u odnosu na ¢etiri morfoloska tipa unutar citoloske grupe ASCUS.

ASCUS Negativizacija Stagnacija Progresija Ukupno
Morfoloski tip N % N % N % N %
Zreli 28 75,68 5 13,51 4 10,81 37 100,00
Metaplasti¢ni 48 57,83 16 19,28 19 22,89 83 100,00
Nezreli 13 40,62 4 12,50 15 46,88 32 100,00
Mjesoviti 1 50,00 0 0 1 50,00 2 100,00
Ukupno 90 58,45 25 16,23 39 25,32 154 100,00
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Slika 72. Zastuplejnost morfoloskih tipova i ishod bolesti u citoloskoj grupi ASCUS.
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Tablica 54. Ishod bolesti u odnosu na ¢etiri morfoloska tipa unutar citoloske grupe LSIL.

LSIL Negativizacija Stagnacija Progresija Ukupno
Morfoloski tip N % N % N % N %
Zreli 62 63,27 27 27,55 9 9,18 98 100,00
Metaplasti¢ni 20 50,00 13 32,50 7 17,50 40 100,00
Nezreli 0 0 1 50,00 1 50,00 2 100,00
Mjesoviti 0 0 2 40,00 3 60,00 5 100,00
Ukupno 82 56,55 43 29,66 20 13,79 145 100,00
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Slika 73. Zastuplejnost morfoloskih tipova i ishod bolesti u citoloskoj grupi LSIL.
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Tablica 55. Ishod bolesti u odnosu na ¢etiri morfoloska tipa unutar citoloske grupe HSIL-M.

HSIL-M Negativizacija Stagnacija Progresija Ukupno
Morfoloski tip N % N % N % N %
Zreli 18 52,94 13 38,24 3 8,82 34 100,00
Metaplasti¢ni 32 40,51 23 29,11 24 30,38 79 100,00
Nezreli 1 50,00 0 0 1 50,00 2 100,00
Mjesoviti 2 20,00 4 40,00 4 40,00 10 100,00
Ukupno 53 42,40 40 32,00 32 25,60 125 100,00
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Slika 74. Zastuplejnost morfoloskih tipova i ishod bolesti u citoloskoj grupi HSIL-M.

118




U sve tri citoloske grupe najnizu stopu progresije pokazije zreli morfoloski tip promjena, koji ujedno
najcesce kao klini¢ki ishod ima negativizaciju nalaza u usporedbi s ostala tri morfoloska tipa. U
citoloskoj grupi ASCUS ta razlika je statisticki znacajna (Hi-kvadrat=14,511, df=6, p=0,024) kao i u
citoloskoj grupi LSIL (Hi-kvadrat=17,307, df=6, p=0,008), dok u citoloskoj grupi HSIL-M uocene

razlike nisu bile statisticki znacajne (Hi-kvadrat=9,345, df=6, p=0,155).
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4.7.7. Logisticki regresijski model u procjeni ishoda bolesti

Logisticka regresijska statisticka metoda primijenjena je u procjeni utjecaja ispitivanih varijabli kao
prediktora ishoda bolesti. Za sve pacijentice koje su imale zabiljezen ishod bolesti logisticka regresija
napravljena je za sve ispitanice ukupno te za svaku citolosku grupu zasebno. Nezavisne, prediktorske
varijable bile su: inicijalna citoloska dijagnoza, HR HPV test, p16/Ki-67 dvojno bojenje, zasebno p16
bojenje, zasebno Ki-67 bojenje, koilocitoza, parakeratoza, makrocitoza, nezrela metaplazija, atipi¢éna
nezrela metaplazje i morfoloski tip stanica. Zavisna varijabla bila je ishod bolesti. Za citoloske grupe
ASCUS i LSIL ishod ,,0° je neprogresivna bolest koja ukljucuje negativizaciju i stagnaciju, a ishod
, 1 je progresivna bolest. Za citolosku grupu HSIL-M ishod ,,0° je regresivna bolest koja ukljucuje
negativizaciju, a ishod ,,1“ je neregresivna bolest koja ukljuCuje stagnaciju i progresiju bolesti.
Najsnazniji prediktor progresivnog ishoda bolesti kod svih ispitanica (N=424) je pl6/Ki-67 ¢iji
pozitivitet zna¢i i Sest puta vecu vjerojatnost za progresiju bolesti. Slijedi ga HR HPV test ¢iji
pozitivan rezultat tu vjerojatnost povecava tri puta. PoviSenje stupnja citoloSke dijagnoze, nalaz
atipiéne nezrele metaplazije i nezreliji morfoloski tipovi od 1,5 do gotovo dva puta povecavaju izglede

za progresijom. Rezultati logisticke regresije za sve ispitanice prikazani su u tablici 56.
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Tablica 56. Logisticka regresija za sve ispitanice. Ishod ,,0 imaju 294 ispitanice, a ishod ,,1° 130.

t p OR -95%ClI +95%ClI

prediktori

pl6/Ki-67 1,87 <<0,001 6,50 3,27 12,94
HR HPV 1,10 0,002 3,01 1,48 6,12
Citoloska dijagnoza 0,54 0,002 1,72 1,22 2,43
ANM 0,58 0,016 1,78 1,11 2,85
Morfoloski tip 0,46 0,028 1,58 1,05 2,39
NM -0,51 0,029 0,60 0,38 0,95
Ki-67 0,31 0,081 1,36 0,96 1,93
Makrocitoza -0,38 0,085 0,69 0,45 1,05
Koilocitoza -0,23 0,173 0,79 0,56 1,11
p16 0,10 0,551 1,10 0,79 1,53
Parakeratoza -0,02 0,924 0,98 0,66 1,46
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Najsnazniji prediktor progresivnog ishoda bolesti u citoloskoj grupi ASCUS (N=154) je p16/Ki-67 ¢iji

pozitivitet znaci i 15 puta veci izgled za progresijom bolesti. Atipi¢na nezrela metaplazija dvostruko

poveceva vjerojetnost progresije bolesti, ali bez statisti¢ki znacajne vrijednosti. Prisustvo makrocitoze

povecava izglede za negativnim ishodom bolesti, ali bez statisticke znacajnosti. Rezultati za citolosku

grupu ASCUS prikazani su u tablici 57.

Tablica 57. Logisticka regresija za citolosku grupu ASCUS. Ishod ,,0¢ imaju 115 ispitanice, a ishod

,»139.

ASCUS t p OR -95%ClI +95%CI
prediktori

pl6/Ki-67 2,72 <<0,001 15,15 3,59 63,90
ANM 0,72 0,104 2,05 0,86 4,86
Makrocitoza -0,83 0,152 0,43 0,14 1,36
NM -0,66 0,157 0,51 0,20 1,29
Koilocitoza 0,79 0,163 2,21 0,72 6,73
Morfoloski tip 0,70 0,175 2,01 0,73 551
Ki-67 0,29 0,408 1,33 0,67 2,63
HR HPV 0,49 0,565 1,64 0,30 8,79
P16 0,13 0,713 1,14 0,56 2,30
Parakeratoza 0,10 0,820 1,11 0,45 2,72
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Najsnazniji prediktor progresivnog ishoda bolesti u citoloskoj grupi LSIL (N=145) je pl16/Ki-67 s
osam puta veéom vjerojatnosti progresije bolesti u slu¢aju pozitivnog testa. HR HPV test gotovo cCetiri
puta povecava izglede za progresiju, a zasebno Ki-67 bojenje i nezreliji morfoloski tipovi gotovo dva
puta, ali njihov utjecaj nema statisticki znacajnu vrijednost. Prisustvo Kkoilocitoze povezano je s
povecanjem izgleda za negativizaciju ishoda bolesti. Rezultati za citolosku grupu LSIL prikazani su u

tablici 58.

Tablica 58. Logisti¢ka regresija za citolosku grupu LSIL. Ishod ,,0° imaju 125 ispitanica, a ishod ,,1%

20 ispitanica.

LSIL t p OR -95%Cl +95%ClI
prediktori

pl6/Ki-67 2,12 0,007 8,30 1,76 39,09
HR HPV 1,31 0,107 3,72 0,75 18,37
Ki-67 0,61 0,115 1,85 0.86 3,97
Morfoloski tip 0,54 0,184 1.72 0,77 3,80
Koilocitoza -0,41 0,218 0,66 0,35 1,27
NM 0,33 0,472 1,39 0,56 3,44
ANM 0,51 0,511 1,67 0,36 7,66
Makrocitoza 0,20 0,677 1,22 0,48 3,12
pl6 -0,02 0,947 0,97 0,47 2,00
Parakeratoza -0,01 0,993 1,00 0,38 2,65
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Najsnazniji prediktor neregresivnog ishoda bolesti u citoloskoj grupi HSIL-M (N=125) je p16/Ki-67
¢iji pozitivite Sest puta povecava vjerojatnost neregresivne bolesti, a slijedi ga HR HPV test koji tu
vjerojatnost povecava za Cetiri puta. Prisustvo atipiéne nezrele metaplazije poveéava vjerojatnost za
neregresivan ishod bolesti, ta vrijednost nije statisticki znac¢ajna. Najslabiji prediktor neregresivnog
ishoda u citoloskoj grupi HSIL-M je prisustvo nezrele metaplazije. Rezultati za citoloSku grupu HSIL-

M prikazani su u tablici 59.

Tablica 59. Logisticka regresija za citolosku grupu HSIL-M. Ishod ,,0° imaju 54 ispitanice, a ishod ,,1*

71 ispitanica.

HSIL-M t p OR -95%Cl +95%ClI
prediktori

pl6/Ki-67 1,85 0,003 6,37 1,87 21,67
NM -1,40 0,003 0,24 0,09 0,61
HR HPV 1,52 0,005 4,57 1,59 13,15
ANM 0,55 0,123 1,73 0,86 3,47
Makrocitoza -0,26 0,410 0,77 0,42 1,42
Koilocitoza 0,09 0,767 1,09 0,61 1,97
Ki67 0,08 0,783 1,08 0,61 1,91
Morfoloski tip 0,07 0,808 1,08 0,59 1,98
P16 0,06 0,827 1,06 0,63 1,79
Parakeratoza -0,01 0,986 0,99 0,56 1,76
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Za pacijentice koje su bile HR HPV pozitivne, imale rezultat HPV genotipizacije i zabiljezen ishod
bolesti (N=276) logisticka regresija napravljena je za sve pacijentice bez obzira na citoloSku grupu.
Nezavisne, prediktorske varijable bile su: inicijalna citoloska dijagnoza, HPV 16 genotip, p16/Ki-67
dvojno bojenje, zasebno pl6 bojenje, zasebno Ki-67 bojenje, koilocitoza, parakeratoza, makrocitoza,
nezrela metaplazija, atipi¢na nezrela metaplazja i morfoloski tip promjene. Zavisna varijabla bila je
ishod bolesti.

Najsnazniji prediktor progresivnog ishoda bolesti je pl16/Ki-67 ¢iji pozitivitet povecava vjerojatnost
progresije bolesti gotovo Sest puta, dok prisustvo HPV 16 genotipa tu vjerojatnost povecava za tri
puta. Visi stupanj inicijalne citoloSke dijagnoze povecava izglede za preogresivnim ishodom za dva
puta, a pojava atipi¢ne nezrele metaplazije za gotovo dva puta. Makrocitoza i nezrela metaplazija
umanjuju vjerojatnost nepovoljnog ishoda bolesti za pola. Rezultati za sve prediktore prikazani su u
tablici 60.

Tablica 60. LogistiCka regresija za pacijetice s nalazom HPV genotipizacije u svim citoloSkim

grupama. Ishod ,,0 imaju 164 ispitanice, a ishod ,,1*“ 112 ispitanica.

t p OR -95%Cl +95%ClI

prediktori

pl6/Ki-67 1,74 <<0,001 571 2,54 12,82
Citoloska dijagnoza 0,67 0,001 1,95 1,31 2,90
HPV 16 1,05 0,005 2,86 1,38 5,93
Makrocitoza -0,57 0,031 0,57 0,34 0,95
NM -0,58 0,037 0,56 0,32 0,97
ANM 0,51 0,076 1,67 0,95 2,93
Ki-67 0,31 0,136 1,36 0,91 2,04
Morfoloski tip 0,34 0,174 1,40 0,86 2,27
p16 0,17 0,375 1,19 0,81 1,74
Parakeratoza -0,19 0,438 0,83 0,51 1,34
Koilocitoza -0,11 0,553 0,89 0,61 1,30
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5. RASPRAVA

Saznanja o varijabilnom prirodnom tijeku bolesti lezija plocastog epitela vrata maternice dovela su do
brojnih istrazivanja koja za cilj imaju poboljSanje dijagnostike, pracenja i lijeCenja promjena vrata
maternice. U ovoj studiji istrazivan je medusobni odnos prisustva humanog papiloma virusa visokog
rizika, HPV genotipa, dvojnog bojenja p16/Ki-67 i citomorfologije te njihov utjecaj na klini¢ki ishod
bolesti nakon inicijalnog citoloskog nalaza grani¢nih, blagih i umjerenih promjena na stanicama

plocastog epitela vrata maternice.

HPV DNA test koristi se u probiru i dijagnostici lezija vrata maternice. U klinickim smjernicama za
dijagnostiku lezija vrata maternice sastavni je dio trijaze i obrade pacijentica s abnormalnim
citoloskim nalazima (8,10,11). HPV DNA test ima visoku osjetljivost, ali nisku specifi¢nost za
otkrivanje lezija visokog stupnja u usporedbi s citologijom (99). U ovoj studiji HPV DNA test nije
istrazivan kao test probira i dijagnostike ve¢ je raden u svrhu stratifikacije citoloskih grupa ASCUS,
LSIL i HSIL-M na HR HPV pozitivnu i negativnu podgrupu koje su potom analizirane s obzirom na
dvojno bojenje pl6/Ki-67 te citolomorfologiju. Takoder su na taj nacin izdvojene pacijentice s HR
HPV pozitivnim nalazom kod kojih je radena naknadna HPV genotipizacija. Stoga rezultati HR HPV
DNA testa koji se nalaze u ovoj studiji nisu usporedivi sa studijama koje evaluiraju vrijednost tog testa

u probiru i dijagnostici.

Raspodjela HPV genotipova u citoloskim abnormalnostima ploCastog epitela vrata maternice
istraZivana je u brojnim studijama u kojima je pokazano da postoj njihova razli¢ita zastupljenost
ovisno o stupnju citoloskih abnormalnosti, ali i rizikom za detekciju i/ili razvoj lezija vrata maternice
visokog stupnja. Smatra se da je nalaz dva i vise HPV genotipova, 0dnosno mjeSovite infekcije
najces¢i kod ASCUS-a i LSIL-a. Nalaz HPV 16 genotipa najc¢es¢i je genotip u svim tipovima
citoloskih abnormalnosti plocastog epitela. Ulestalost HPV 16 genotipa raste s porastom stupnja

citoloske abnormalnosti te doseze 60 % u HSIL-u. U studiji Evans i sur. mjesovita HPV infekcija
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nadena je u 7 % slucajeva ASCUS-a, 12 % LSIL-a i 12,5 % HSIL-a. Zastupljenost HPV 16 genotipa u
citoloskoj grupi ASCUS bila je 17,5 %, u grupi LSIL 15,5 %, a u grupi HSIL 49,0 % (57). Brismar-
Wendel i sur. mjesovitu HPV infekciju nalaze u 61 % sluéajeva kod ASCUS-a i u 41 % slucajeva
LSIL-a, a HPV 16 su detektirali u 16 % ASCUS-a i 21 % LSIL-a (186). Stoler i sur. kod Zena s
nalazom ASCUS nasli su HPV 16 u 25,1 % od svih HPV pozitivnih sluc¢ajeva (76). Clifford i sur. u
svojoj meta-analizi distribucije HPV genotipova u LSIL-u nasli su prisustvo HPV 16 genotipa u 26,3
% sluCajeva (61). Samo u jednoj studiji istrazivana je distribucija HPV genotipova u dodatno
subklasificiranoj grupi citoloskog nalaza HSIL. Tako Zuna i sur. nalaze HPV 16 u 14,9 % LSIL-a te u
19 % slucajeva HSIL-M koji odgovara CIN-u 2 te u ¢ak 65,6 % HSIL-S koji odgovara CIN-u 3.
Autori zaklju€uju da je citoloska subklasifikacija opravdana jer je profil HPV genotipa sli¢niji izmedu
LSIL i HSIL-M nego izmedu HSIL-M i HSIL-S (72). U ovoj studiji mjeSovita HPV infekcija nadena
jeu 27,9 % ASCUS-a, u 45,4 % LSIL-a i u 43,2 % HSIL-M slucajeva, a HPV 16 naden je u 27,9 %
ASCUS-a, 16,5 % LSIL-a i 28,4 % HSIL-M slucajeva. Rezultati nalaza mjeSovite infekcije ove studije
razlikuju se od studije Evans-a i sur, dok su sukladni studiji Bismar-Wendel-a i sur. Te razlike mogu
se protumaciti primjenom razli¢itih tehnika HPV genotipizacije u navedenim studijama. Nalaz
ucestalosti HPV 16 genotipa u grupama LSIL i HSIL-M u ovoj studiji sukladne su nalazima navedenih
studija, a ucestalost HPV 16 genotipa ipak je ¢es¢a kod Zena s citoloskim nalazom HSIL-M u odnosu
na LSIL. Ucestalost HPV 16 genotipa u grupi ASCUS u ovoj studiji visa je od rezultata vecine
navedenih studija, osim studije Stoler i sur. Takve varijacije mogu se protumaciti u vjerojatnoj
primjeni drugacijih citomorfoloskih Kriterija za grupu ASCUS u navedenim studijama. Ta kategorija
citoloskih nalaza predstavlja grani¢ni citoloSki nalaz s ponekad diskretnim, ali definiranim
morfoloskim promjenama koje su opisane u klasifikaciji citoloskih nalaza vrata maternice po Bethesdi

koristene u ovoj studiji i u studiji Stoler i sur (45,76).
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U literaturi se navode i ostali najéesce detektirani genotipovi u citoloskim kategorijama. U grupi
ASCUS to su HPV 35, 18 i 66, u grupi LSIL: HPV 31, 51 i 53, u grupi HSIL-M: HPV 51,5231, au
grupi HSIL (svi stupnjevi): HPV 18, 33, 31 (62,67,72). U ovoj studiji ostali najées¢i HPV genotipovi
u grupi ASCUS bili su HPV 31 52, u grupi LSIL HPV 51, 31i 53, a u grupi HSIL-M HPV 31 i 52.
Razlike u distribuciji HPV genotipova se mogu rastumaciti zemljopisnim i epidemioloskim razlikama

u populacijama iz kojih su ispitanice.

Smatra se da je HPV 16 genotip ucestaliji kod Zena koje su mlade od 30 godina u odnosu na starije s
nalazom ASCUS i LSIL/CIN1, dok se za grupu s histoloskim nalazom CIN2+ ta razlika ne nalazi
(57,78). U studiji Stoler i sur. HPV 16 naden je u 16,1 % sluc¢ajeva ASCUS-a kod zena mladih od 30
godina, a samo u 3 % slucajeva kod starijih od 30 godina. Takoder autori predlazu da se odredivanje
HPV 16 genotipa kod nalaza ASCUS, osobito kod mladih pacijentica, uvede u klini¢ku praksu i
smjernice za odredivanje rizika za razvoj bolesti visokog stupnja (76,78). U ovoj studiji takoder je
HPV 16 genotip CeS¢e naden kod mladih Zena i to za grupe ASCUS i LSIL. Pacijentice s nalazom
ASCUS i LSIL, a mlade od 30 godina imale su nalaz HPV 16 u 45 % i 30 % slucajeva §to je statistic¢ki
znacajno veca ucestalost U odnosu na pacijentice starije od 30 godina s ucestalis¢u od 20 % kod
ASCUS-a i samo 2 % kod LSIL-a. Ta razlika nije pronadena za pacijentice s citoloskim nalazom
HSIL-M gdje je ucestalost HPV 16 genotipa 32 % kod pacijentica mladih od 30 godina, a 25 % kod
starijih. Veca ucestalost HPV 16 kod mladih Zena s cervikalnim abnormalnostima moze se rastumaciti
bioloskim ué¢inkom HPV 16 koji se povezuje s brzom progresijom lezije u visi stupanj. U studijama
Castle i sur. i Wentzensen i sur. pokazano je da je HPV 16 jace povezan s progresijom bolesti, osobito
kod Zena mladih od 30 godina, $to sugerira brzi rast lezije (80,81). Mlade pacijentice stoga vjerojatno
ranije razviju tezu leziju koja se ranije kirurski tretira te u starijoj dobi prevladavaju sporije razvijajuce
promjene izazvane HPV ne-16 genotipovima. Osobito je to vidljivo za grupu LSIL u kojoj je nadena

vrlo niska ucestalost HPV 16 genotipa kod Zena starijih od 30 godina.
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Osim HPV DNA testa i HPV genotipova u studijama lezija vrata maternice istraZivani su brojni
bioloski biljezi u svrhu dijagnoze i prognoze tih promjena. Jedan od najviSe istrazivanih biljega je p16,

a u novije vrijeme kombinacija p16/Ki-67 biljega u obliku dvojnog imunocitokemijeskog bojenja.

Smatra se da je ekspresija p16 antigena povezana s u¢inkom HPV transformirajuce infekcije, a Ki-67 s
proliferativno aktivnim stanicama (141,161). p16 hiperekspresija smatra se surogatom visokorizi¢ne,
transformiraju¢e HPV infekcije (140). Pozitivitet signala dvojnog bojenja pl6/Ki-67 stoga moze
upucivati na postojanje cervikalne lezije visokog stupnja koja je izazvana djelovanjem virusnih
onkogena HPV-a. U vise studija je dokazano da je prevalencija p16/Ki-67 pozitiviteta znacajno niza u
slu¢aju negativnog HPV DNA testa u odnosu na HPV DNA pozitivne slucajeve (173) U ovoj studiji
pozitivan nalaz p16/Ki-67 takoder je vrlo rijedak u HPV DNA negatvnim slu¢ajevima ASCUS i LSIL
grupe, dok je u HPV DNA pozitivnim grupama ASCUS i LSIL oko polovica slu¢ajeva bila pozitivna
na dvojno bojenje. Takvi rezultati sukladni su podacima pokazanim u studiji Wentzensen i sur, kao i
misljenju da stopa pozitiviteta p16/Ki-67 dvojnog bojenja raste s porastom stupnja citoloske atipije
(174,176, 177). U dostupnoj literaturi nije do sada ispitivano dvojno bojenje pl6/Ki-67 na grupi
citoloskih abnormalnosti opisanih u ovoj studiji kao HSIL-M. Najveca stopa pozitiviteta p16/Ki-67 u
usporedbi s grupama ASCUS i LSIL, nadena je upravo u HSIL-M grupi, kako u HPV DNA pozitivnoj

tako i u HPV DNA negativnoj grupi.

pl6/Ki-67 dvojno bojenje u odnosu na HPV genotip istrazivano je u tri poznate studije. U studiji
Wentzensen i sur. usporedbom p16/Ki-67 s HPV genotipom naden je visi postotak pozitiviteta u svim
stupnjevima cervikalnih lezija u kojima je detektiran HPV 16, a slian rezultat naden je i u studiji
Yoshida i sur. (174,185). Takoder, Dona i sur. nasli su povezanost izmedu p16/Ki-67 pozitiviteta i
infekcije s HPV 16 i 18 tipovima koji je kod tih genotipova ¢es¢i u odnosu na ostale HPV genotipove.
U ovoj studiji rezultati navedenih studija potvrdeni su samo u grupi LSIL, dok je u grupama ASCUS i

HSIL-M ucestalost p16/Ki-67 pozitiviteta podjednaka za HPV 16 i HPV ne-16 genotipove. Medutim,
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primjenom semikvantitativne analize pl16/Ki-67 dvojnog bojenja nadeno je da je jaka ekspresija,
odnosno ekspresija tre¢eg stupnja, statisticki znac¢ajno povezana s prisustvom HPV 16 u odnosu na
HPV ne-16 genotipove u svim citoloskim grupama. Stoga smatram da nalaz jakog pozitiviteta p16/Ki-

67 bez obzira na citolosku grupu moze ukazivati na prisustvo HPV 16 genotipa.

Zasebna ekspresija p16 i Ki-67 biljega u okviru p16/Ki-67 testa analizirana je u samo jednoj studiji.
Loghavi i sur. nasli su da je zaseban pozitivitet p16 i Ki-67 biljega ¢es¢e naden u grupama ASCUS i
LSIL u usporedbi sa pl6/Ki-67 dvojnim bojenjem (173). Sli¢ni rezultati nadeni su i u ovoj studiji.
Takvi rezultati mogu se protumaciti dosadasnjim studijama p16 i Ki-67 biomarkera u kojima je nadena
visoka osjetljivost, ali niska specifi¢nost tih biljega u detekciji lezija visokog stupnja. Upravo zbog
niske specifi¢nosti keiran je dvojni biljeg p16/Ki-67 koji postize i dalje zadovoljavajucu osjetljivost,
ali zato viSu specifi¢nost (172). Usporedba zasebnog pozitiviteta pl6 i Ki-67 biljega s HPV DNA
testom i prisustvom HPV 16 i HPV ne-16 genotipa nije do sada radena. U ovoj studiji naden je
podjednak zaseban pozitivitet pl6 i Ki-67 biljega u odnosu na grupe s HPV 16 i HPV ne-16
genotipovima. U grupi ASCUS dvojni biljeg p16/Ki-67 kao i pojedinacni biljezi p16 i Ki-67 zna¢ajno
su CeSce 1 intenzivnije izrazeni u podgrupi ASCUS koja je HR HPV pozitivna od podgrupe koja je HR
HPV negativna. U grupama LSIL i HSIL-M dvojni biljeg p16/Ki-67 zna¢ajno je ¢eScée i intenzivnije
izrazen u podgrupama koje su HR HPV pozitivne od podgrupa koje su HR HPV negativne, dok je
zasebna izrazenost pojedinacnih biljega p16 i Ki-67 podjednaka izmedu navedenih podgrupa. Prema
ovim rezultatima p16/Ki-67 dvojno bojenje dobro korelira s visokorizi¢cnom HPV infekcijom u svim
ispitivanim citoloskim grupama te ga moZemo smatrati surogatom takve infekcije. Zasebna ekspresija
p16 i Ki-67 biljega korelira s HPV infekcijom samo u grupi ASCUS, dok je u grupama LSIL i HSIL-
M podjednako iskazan bez obzira na prisustvo HPV-a. Stoga se zasebna ekspresija p16 i Ki-67 moze

smatrati nepogodnom za predvidanje prisustva HPV infekcije u citoloskim uzorcima.
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Citomorfoloske osobine abnormalnih plocastih stanica temelj su citoloske klasifikacije lezija vrata
maternice. Kriteriji izgleda jezgre, kromatina i nukleocitoplazmatskog omjera osnovni su kriteriji za
postavljanje citoloske dijagnoze i stupnja abnormalnosti vrata maternice. S druge strane, pojava
citomorfoloSkih osobina koilocitoze, parakeratoze i makrocitoze povezuju se uglavnom s djelovanjem
humanog papiloma virusa, a nalaz nezrele i atipicne nezrele metaplazije pripisuje se razliCitim
neneoplastiénim utjecajima, npr. nastanku ektropija, upali i sl. (2,45). T u histoloSkim preparatima
pojava koilocitoze, multinukleacije i binukleacije povezuje se s prisustvom HPV-a (187). U ovoj
studiji citomorfoloske osobine koilocitoze, paraketaroze, makrocitoze, nezrele i atipi¢ne nezrele

metaplazije po prvi put su analizirane semikvantiativno.

Smatra se da je koilocitoza morfoloska slika citopatskog u¢inka HPV-a na plocastu stanicu. Stoga je u
veéini studija koje su promatrale citoloSke uzorke u odnosu na HPV infekciju pokazano da je
koilocitoza gotovo siguran znak HPV infekcije te da je povezana HPV-om u 80 do 100 % slucajeva. U
tim studijama koilocitoza je promatrana uglavnom u citoloskim uzorcima s LSIL dijagnozom
(111,113,115,116). Bollmann i sur. promatrali su citomorfoloske osobine u minimalno abnormalnim
uzorcima vrata maternice koje bi odgovarale promjenama definiranima kao ASCUS. Pronasli su
koilocitozu u 54% slucajeva kod HPV pozitivnih uzoraka. HPV negativni uzorci nisu analizirani
(112). Steinman i sur. pronasli su jaku povezanost stanica poput koilocita (,.koilocytelike™) s
prisustvom HR HPV-a (113). U ovoj studiji u grupi ASCUS koilocitoza je rijetka pojava u HR HPV
pozitivnoj grupi, a u HR HPV negativnoj grupi se ne nalazi. Razlika je mala i nije statisti¢ki znacajna.
Koilocitoza kod citoloskog nalaza ASCUS nadena je u samo 7,8 % slu€ajeva i tada zasigurno znaci i
infekciju s HR HPV-om, ali zato najve¢i broj HR HPV pozitivnih ASCUS-a (92,2 %) ne pokazuje
koilocitozu. Takva razlika izmedu ove studije i studija Bollmanna i sur. te Steinmana i sur. moze se
objasniti razlikom u citomorfoloskim kriterijima koji su upotrijebljeni. U ovoj studiji koriSteni su

kriteriji koilocitoze zadani Bethesda sustavom, vrlo su precizni i definirana je samo jasna koilocitoza
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koja se najcesce klasificira kao LSIL, dok su u navedenim studijama bili promatrani i nalazi sumnjivi
na koilocitozu koji nisu jasno definirani. Koilocitoza moze biti posljedica i visokorizi¢ne i niskorizi¢ne
HPV infekcije (110). U ovom radu u grupi LSIL s pozitivnim HR HPV-om koilocitoza je bila odsutna
u 32 %, a jaka koilocitoza tre¢eg stupnja nadena je u samo 21 % slucajeva. S druge strane, u grupi
LSIL s negativnim HR HPV-om koilocitoza je nadena u razli¢itim stupnjevima u ¢ak 51 % sluéajeva.
Sli¢ni rezultati dobiveni su i za grupu HSIL-M u kojem je koilocitoza bila odsutna u gotovo 60 %
HR HPV pozitivnih slu¢ajeva, a prisutna u 27 % HR HPV negativnih slu¢ajeva. U ovom radu nisu
ukljuceni rezultati testiranja na HPV niskog rizika. Statisti¢ki nije nadena razlika izmedu HR HPV
pozitivne i negativne grupe pa se stoga moze zakljuéiti da u grupama LSIL i HSIL-M, kao i u grupi

ASCUS, koilocitoza ne ukazuje sa sigurnos¢u na infekciju visokorizi¢nim HPV-om.

Nalaz parakeratoze plocastih stanica vrata maternice u citoloSskim uzorcima u literaturi se takoder
povezuje s HPV infekcijom (112,115). Steinman i sur. smatraju da je parakeratoza ¢e$ée povezana s
HR HPV infekcijom (113). U ovom radu u grupama ASCUS i LSIL nije nadena statisticki znac¢ajna
razlika iznedu HR HPV pozitivnih i negativnih slucajeva, a u grupi HSIL-M parakeratoza jaceg
stupnja ¢eS¢e je nadena u HR HPV negativnoj podgrupi. Stoga se prema ovim rezultatima moze

smatrati da pojava parakeratoze nije nuzno povezana s HR HPV infekcijom.

Pojava makrocitoze u studiji Tanaka i sur. slabo je povezana s HPV infekcijom, a Steinman i sur
opisuju nalaz ponekad impresivne makrocitoze u slu¢ajevima s negativnim HR HPV-om (113,115). U
ovom radu u grupama ASCUS i LSIL makrocitoza je statisticki ¢eS¢e povezana s negativnim HR
HPV-om, a u grupi HSIL-M makrocitoza je rijedak nalaz i u HR HPV pozitivnoj i negativnoj
podgrupi. Moze se zakljuditi da je makrocitoza povezana s odsustvom HR HPV infekcije §to je

sukladno opazanju Steinmana i sur.

Povezanost nalaza nezrele metaplazije i atipi¢ne nezrele metaplazije u citoloskim uzorcima s nalazom

HR HPV testa nije do sada analizirano. U grupi ASCUS nezrela metaplazija nesto je ¢es¢e nadena u
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slu¢ajevima negativnog HR HPV-a, a u grupi HSIL-M u HR HPV pozitivnim slu¢ajevima, dok je u
grupi LSIL izrazito rijetka. Atipi¢na nezrela metaplazija je rijedak nalaz u grupama ASCUS i LSIL, u
grupi HSIL-M je Ce$¢a, ali bez statisti¢ki znacajne razlike s obzirom na status HR HPV-a. Nezrela i
atipi¢na nezrela metaplazija pojave Su kKoje nisu jasno povezane s prisustvom HR HPV-a te se moze
potvrditi da se najvjerojatnije radi o celularnim promjenama nastalim uslijed mehanizama koji ne

ovise o utjecaju HPV-a.

Povezanost HPV 16 genotipa s citomorfoloskim osobinama rijetko je istrazivano. U studiji Tanaka i
sur. koilocitoza je ¢eS¢e nadena kod HPV tipa 18 i kod HPV genotipova niskog rizika, a uz HPV 16
¢esSce je nadena multinukleacija i karioreksa (115). U radu Kashyap i sur. takoder povezuju HPV 16 s
,-neklasiénim* LSIL-om bez jasne koilocitoze (117). U ovom radu u grupi LSIL odsustvo koilocitoze
trostruko je ¢e$¢i nalaz, a parakeratoza je rijeda kod HPV 16 u odnosu na HPV ne-16 genotip. U grupi
HSIL-M takoder se kod HPV 16 genotipa ¢esc¢e nade nekoilocitna morfologija. U grupi ASCUS nalazi
koilocitoze, parakeratoze i makrocitoze podjednako su zastupljeni kod HPV 16 i ne-16 genotipova.
Moze se zakljuéiti da je nekoilocitna morfologija ¢es¢e povezana s prisustvom HPV 16 genotipa u
grupama LSIL i HSIL-M, a HPV 16 povezan je i s odsustvom parakeratoze. Nekoilocitha morfologija

stoga bi posredno mogla ukazivati na mogucu infekciju s HPV 16 genotipom.

Analizom pojavnosti nezrele i atipi¢ne nezrele metaplazije nije nadena razlika izmedu HPV 16 i HPV
ne-16 genotipa za sve citoloSke grupe. Kao i u odnosu na HR HPV test moze se smatrati da te

promjene nisu posebno povezane s HPV utjecajem.

Analiza povezanosti citomorfoloskih osobina s dvojnim bojenjem p16/Ki-67 nije do sada radena.

U svim citoloskim grupama nije nadena povezanost pl6/Ki-67 dvojnog bojenja s pojavnoséu
koilocitoze i parakeratoze. Prema studiji Krawczyk i sur. koilocitoza nastaje kao produkt djelovanja

E5 HPV gena u suradnji s E6 genom, odnosno u kombinaciji nihovih proteinskih produkata, dok
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genski produkt E7 nije povezan s nastankom koilocitoze (110). Hiperekspresija p16 proteina nastaje
kao posljedica djelovanja E7 HPV gena, stoga manjak povezanosti dvojnog bojenja s koilocitozom
koji je naden u ovoj studiji posredno je sukladan rezultatima Krawczyk i sur. Makrocitoza drugog i
tre¢eg stupnja statisti¢ki je znacajno ¢es¢a u slucaju negativnog p16/Ki-67 dvojnog bojenja. Prisustvo
nezrele i atipiéne nezrele metaplazije ¢e$ée je u slucaju pozitivnog p16/Ki-67 dvojnog bojenja, a
razlika je statisticki znacajna. p16/Ki-67 dvojno bojenje predstavlja biljeg poremetnje stani¢nig ciklusa
i biljeg proliferacije te je stoga mozZe biti razumljivo da reakcija nije nadena u slucaju zrelih,
hipetrofi¢nih stanica kod makrocitoze, a da je prisutna kod nezrelijih stanica u nezreloj i atipi¢noj

nezreloj metaplaziji.

Koriste¢i kombinacije istrazivanih citomorfoloskih osobina koje se pojavljuju u sve tri ispitivane
citoloske grupe u ovoj studiji kreirana su Cetiri morfoloska tipa: zreli, metaplasti¢ni, nezreli i

mjesoviti. Takva analiza do sada nije radena.

Zreli morfoloski tip nalazi se najces¢e u HR HPV pozitivnoj LSIL grupi, a metaplasti¢ni tip u
grupama HR HPV pozitivnoj ASCUS i HR HPV pozitivnoj HSIL-M. Nezreli tip najceséi je u HR
HPV pozitivnoj ASCUS grupi a mjeSoviti tip u HR HPV pozitivnoj HSIL-M grupi. U zrelom
morfoloskom tipu prevladava nalaz HPV ne-16 genotipa, a kod HPV 16 genotipa prevladava
metaplasti¢ni morfoloski tip. U zrelom morfoloskom tipu pl16/Ki-67 dvojno bojenje ceSée je
negativno, a pozitivan nalaz p16/Ki-67 dvojnog bojenja ¢es¢e se nade u metaplasticnom, nezrelom i
mjeSovitom morfoloskom tipu. Ovakav pristup moze posluziti brzoj orijentacijskoj procjeni na razini
svjetlosnog mikroskopa u kojoj se nalaz zrele morfologije moze povezati s manje rizicnim, a nalaz

metaplasti¢ne i nezrele morfologije s jace rizicnim ¢imbenicima.

Citoloski nalaz abnormalnih stanica u Papa testu predstavlja inicijalnu dijagnozu koja podlijeze
dodatnim dijagnosti¢kim postupcima u pracenju i/ili obradi. Daljnji postupak ovisi o stupnju nadene

citoloske abnormalnosti. Abnormalni citoloski nalazi grani¢nog i blagog stupnja Cesto zahtijevaju
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samo pracenje promjena, ali u odredenom broju i invazivnu dijagnostiku. Nalazi visokog stupnja
podlijezu neodgodivoj daljnjoj kolposkopskoj dijagnostici te u najveéem broju slucajeva dobivaju
potvrdu u patohistoloSkom nalazu. Za potrebe standardizacije klinickih postupaka kod zena s
abnormalnim nalazom Papa testa razradene su smjernice u postupanju i dijagnostici lezija vrata
maternice (8,10,11). U trenutku inicijalnog abnormalnog citoloskog nalaza, na temelju same
citomorfologije nije moguce predvidjeti konac¢an ishod bolesti, a klinicke smjernice na jednak nacin
postupaju prema nalazima unutar iste citoloSke kategorije bez obzira na spoznaju o njihovom

razli¢itom bioloskom ponasanju i klinickom ishodu.

U ovoj studiji istrazivan je odnos HPV 16 i ne-16 genotipa, dvojno bojenje pl6/Ki-67 te
citolomorfoloskih osobina i klini¢kog ishoda bolesti nakon abnormalnih citoloskih nalaza grani¢nog,
blagog 1 umjerenog stupnja. Inicijalni citoloski nalaz ASCUS i LSIL predstavljaju grani¢nu i blagu
abnormalnost koja u vecini sluéajeva zavrSavaju klinickom regresijom bolesti. Odredeni postotak
progredira, odnosno ishod je lezija visokog stupnja. Prema klini¢kim smjernicama za ASCUS i LSIL
promjene preporuca se konzervativniji pristup uglavnom pomo¢u HPV DNA testitranja i citoloskog
pracenja. U tim grupama citoloSkih abnormalnosti pomoc¢u dodatnih testova vazno je izdvojiti one
promjene s potencijalom progresije koje bi se ranije dijagnosticirale pomocu kolposkopije i biopsije.
Inicijalni citoloski nalaz HSIL-M po klasifikaciji citoloskih nalaza vrata maternice spada u grupu
promjena visokog stupnja. Pacijentice s takvim nalazima prema vazec¢im klini¢kim smjernica odmah
se upucuju na kolposkopski pregled te podlijezu invazivnim dijagnostickim postupcima u svrhu
patohistoloske potvrde bolesti i/ili kirurSkog lijeGenja. Prema brojnim studijama nalaz umjerene
displazije (CIN2) ¢ak u polovici slucajeva podijeze regresiji, dok se samo nalaz CIN3 smatra pravom
prekancerozom (15). Prema klasifikaciji citoloskih nalaza vrata maternice ,,Zagreb 2002 koja se
primjenjuje u Hrvatskoj, a predstavlja modifikaciju Bethesda klasifikacije, kategorija lezija visokog

stupnja (HSIL) podijeljena je na podgrupe: HSIL-CIN2 koja odgovara HSIL-M i HSIL- CIN3 (48).
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Takva podjela dozvoljava izdvajanje citoloskih nalaza HSIL-M kao posebne grupe koja svojim
morfoloskim osobinama odgovara histoloskoj dijagnozi CIN2. U ovoj studiji 42 % HSIL-M nalaza
imalo je regresiju kao ishod bolesti. Kod pacijentica s nalazom HSIL-M primjenom istrazivanih
parametara vazno je izdvojiti one pacijentice s vjerojatni§¢u da c¢e lezija regredirati te ih postediti

neposrednog invazivnog tretmana.

Jedini dodatni test koji se rutinski koristi u trijaZiranju grani¢nih citoloSkih nalaza, a ¢ije je upotreba
prepoucena u klini¢kim smjernicama kao jedna od opcija, jest HPV DNA test. HPV DNA test
najéesce se preporuca napraviti nakon citoloskog nalaza ASCUS i to kod Zena starijih od 30 godina
(10,11). HPV DNA test pokazuje visoku osjetljivost te nisku specifi¢nost za detekciju CIN2+ lezija
(99). U ovoj studiji pozitivan nalaz HR HPV testa bio je povezan sa statisti¢ki znac¢ajno ¢es¢im CIN2+
ishodom bolesti u usporedbi s HR HPV negativnim nalazima. Brojne druge dodatne metode HPV
detekcije istrazivane su u svrhu procjene klinickog ishoda citoloskih abnormalnosti vrata maternice.
Njacesce istrazivani su HPV RNA testovi bazirani na koktelima HPV proba te HPV genotipizacijski
testovi. HPV RNA testovi imaju nesto nizu osjetljivost te visu specifi¢nost za detekciju CIN2+ lezija,
a sli¢ne rezultate pokazali su i HPV genotipizacijski testovi (82,84). U usporedbi s HPV testovima
citologija ima ne$to nizu osjetljivost, ali zato znatno viSu specifi¢nost u usporedbi sa svim HPV

testovima (19).

U studijama koje su istrazivale utjecaj pojedinih HPV genotipova na klini¢ki ishod bolesti, nalaz HPV
16 genotipa povezan je s pove¢anim rizikom za razvoj i detekciju lezija visokog stupnja bez obzira na
inicijalni citoloski nalaz (79,81,85,88). To je potvrdeno i u ovoj studiji gdje je nalaz HPV 16 genotipa

vise od dvostruko ¢e$ée povezan s progresijom bolesti u odnosu ha HPV ne-16 genotipove.

U svrhu predikcije ishoda bolesti istrazivani su brojni biloski biljezi medu kojima i biljeg p16 te biljeg
Ki-67. p16 bojenje pokazalo je znac¢ajno visu osjetljivost u usporedbi s citologijom te vi§u specifi¢nost

u usporedbi s HPV DNA testom u detekciji CIN2+ lezija (150,157). Ki-67 istrazivan je na histoloskim
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rezovima, a u studiji Kruse i sur. pokazao se kao snazan prognosti¢ki ¢imbenik za nastanak CIN3

lezija (164).

U novije vrijeme istrazivan je test dvojnog imunocitokemijskog bojenja koji kombinira ekspresiju p16
i Ki-67 biljega. Smatra se da dvojno bojenje p16/Ki-67 poboljsava klini¢ke pokazatelje Papa testa u
smislu bolje predikcije lezija visokog stupnja. Kolokalizacija p16 i Ki-67 biljega pokazala je visoku
osjetljivost i specifiénost za otkrivanje lezija visokog stupnja kao §to su CIN 2 i 3 te AIS
(172,173,177). Samo u jednoj studiji autori su zakljucili da se upotrebom dvojnog bojenja postize tek
skromno povecanje osjetljivost i specifi¢nosti za detekciju lezija visokog stupnja u usporedbi s HR
HPV testom (175). U ovoj studiji istazivano je dvojno bojenje p16/Ki-67, ali i zasebno bojenje pl16 i
Ki-67 u odnosu na ishod bolesti. Za razliku od do sada objavljenih studija dijagnosti¢ke vrijednosti
dvojnog bojenja te procjene njene osjetljivosti i specifi¢nosti u ovoj studiji pracen je ishod bolesti u
duljem vremenskom periodu, odnosno prognosticka vrijednost dvojnog bojenja. Stoga u svrhu
procjene prognosticke vrijednosti nisu koristeni pokazatelji neposredne dijagnosti¢ke ucinkovitosti
testa kao §to su osjetljivost i specifiénost. Bez obzira na razli¢itu obradu rezultata, dvojno bojenje
pl6/Ki-67, ali i zasebna ekspresija pl6 i Ki-67 biljega pokazala su statisticki znacajnije vecu
ucestalost progresije bolesti u slu¢aju pozitivnog nalaza ekspresije. p16/Ki-67 dvojno bojenje pokazalo
je najbolji rezultat s deset puta ¢eS¢om progresijom bolesti kod pozitivnog nalaza u usporedbi s

negativnim, dok je kod zasebnog p16 i Ki-67 bojenja ta razlika bila znatno manja.

U ovoj studiji analizirano je i vremesko razdoblje u kojem je zabiljeZena regresija bolesti. To razdoblje
je prosje¢no 24 mjeseca za sve citoloSke grupe koje su ispitivane. Takav nalaz poklapa se s podacima
iz literature gdje se upravo razdoblje od dvije godine smatra optimalnim vremenom za pracenje
citoloskih abnormalnosti u kojem ¢e se pokazati priroda promjene u smislu regresije ili progresije

(5,41,88).
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Pojedine citomorfoloske osobine abnormalnih plocastih stanica rijetko su predmet analize u svrhu
predikcije ishoda bolesti. Smatra se da je koilocitoza povezana uz regresiju bolesti, a makrocitoza znak
benignog klini¢kog tijeka (119). U ovoj studiji nalazi izrazene koilocitoze i makrocitoze povezani su
uz nizi rizik od progresije bolesti. Taj nalaz sukladan je studiji Alves de Sousa i sur. koji su zakljucili

da koilocitoza i makrocitoza obrnuto koreliraju s nalazom CIN2 i CIN 3 (114).

Parakeratoza nije pokazala utjecaj na ishod bolesti, a pojava nezrele i atipi¢ne nezrele metaplazije
povezana je uz vecu ucestalost CIN2+ ishoda bolesti. Takve analize do sada nisu radene. Stoga se
moze smatrati da nalaz parakeratoze u citoloskim uzorcima vrata maternice ne nosi rizik od pojave
bolesti pa se stoga ne treba pratiti ¢estim citoloskim kontrolama. Nasuprot tome u citoloskoj analizi
treba obratiti veCu paznju na uocavanje nezrele metaplazije, osobito uz pojavu atipije jer takav nalaz

moze nositi rizik od razvoja bolesti visokog stupnja.

Za citoloSku grupu ASCUS vazno je izdvojiti pacijentice koje imaju veci rizik za progresiju bolesti.
Poznato je da se HPV DNA test koristi u trijazi citoloskog nalaza ASCUS u rutinskoj praksi. HPV
DNA pozitivni nalazi ASCUS-a imaju znacajno vecu ucestalost nepovoljnog ishoda bolesti u smislu
CIN2+ u odnosu na HPV DNA negativne nalaze (104). Rezultati ove studije u kojoj je progresija
sedam puta ceS¢a u HPV DNA pozitivoj grupi ASCUS od HPV DNA negativne grupe sukladni su
navedenoj ¢injenici. Medutim svi HPV DNA pozitivni nalazi ASCUS-a ne progrediraju neminovno do
CIN2+ promjena. Dio takvih ASCUS-a takoder regredira. Odredivanjem pojedinog HPV genotipa kod
ASCUS-a pokazano je da najveci rizik od CIN2+ ishoda nosi nalaz HPV 16 genotipa (77). U ovoj
studiji takoder je progesija najéesce bila povezana uz HPV 16 genotip koji je bio naden u polovici svih

HPV DNA pozitivnih slu¢ajeva ASCUS-a s CIN2+ ishodom bolesti.

Dvojno bojenje pl6/Ki-67 pokazalo je visoku vrijednost u detekciji promjena visokog stupnja kod
citoloskog nalaza ASCUS. U studijama koje su istrazivale pl16/Ki-67 test kod citoloskog nalaza

ASCUS pokazano je da je pozitivan nalaz visestruko povezan s ishodom bolesti CIN2+ (172,173). U
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ovoj studiji u grupi ASCUS koja je HPV DNA pozitivna i ima pozitivan nalaz dvojnog bojenja
pl6/Ki-67 nadena je deset puta veca ucestalost progresije bolesti u odnosu na negativan nalaz dvojnog
bojenja. | u grupi ASCUS koja je HPV DNA negativna pozitivan nalaz dvojnog bojenja p16/Ki-67
takoder je ¢es¢e bio povezan s progresijom bolesti. Cedéa progresija nadena je i kod zasebnog
pozitiviteta pl6 i Ki-67, ali razlika nije toliko izrazena kao kod dvojnog bojenja. Takav rezulzat
sukladan je rezultatima studije Longhavi i sur. u kojoj je istrazivana zasebna ekspresija biljega p16 i

Ki-67 (173).

Citomorfoloske osobine koilocitoze, parakeratoze i makrocitoze u HPV DNA pozitivnoj grupi ASCUS
nisu pokazale povezanost s ishodom bolesti, dok nalaz nezrele, a osobito atipi¢ne nezrele metaplazije
povecava rizik od pojave progresije bolesti. Takav nalaz nije sukladan s rezultatima studije Gupta i
sur. u kojoj je u grupi ASCUS koilocitoza povezana s ucestalijom regresijom bolesti u odnosu na
slucejeve bez koilocitoze (119). Nesuglasje u dobivenim rezultatima moze biti posljedica razli¢ite
klasifikacije citoloskih nalaza vrata maternice. Naime u studiji Gupta i sur. koristi se klasifikacija
Britanskog drustva za klini¢ku citologiju koja koilocitozu klasificira u skupinu grani¢ne citologije, a u
ovoj studiji koristi se modifikacija Bethesda Klasifikacije koja nalaz koilocitoze naj¢esce klasificira u
LSIL kategoriju (45,119). Takoder u studiji Gupta i sur. zabiljezena je veca ucestalost koilocitoze kod
ASCUS-a u usporedbi s ovom studjom (119). U ovoj studiji kod HPV DNA negativnih ASCUS-a

parakeratoza je nadena iskljucivo u slucajevima koji su zavrsili negativizacijom nalaza.

Citoloski nalaz LSIL naj¢e$¢e pokazuje regresivni tijek bolesti. Smatra se da do 90 % nalaza
LSIL/CIN1 nalaza regredira tijekom vremena (5). U ovoj studiji nadena je progresija LSIL nalaza do
CIN2+ ishoda u 18 % HPV DNA pozitivnih te u 5 % HPV DNA negativnih nalaza LSIL. Takav
rezultat pokazuje da, premda HPV DNA test nije preporucen kao test trijaze za nalaze LSIL, ipak
moze imati vrijednost u procjeni rizika od progresije bolesti $to je sukladno i nekim drugim studijama

(93). U studiji Katki i sur. takoder je nadeno da HR HPV negativan LSIL ima nizak rizik pojave
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CIN2+ i CIN3+ lezija te se preporuca pracenje i odgada kolposkopija (40). Nasuprot tome u studiji
Zappacosta i sur.smatraju da HPV DNA testiranje ne pridonosi procjeni bioloskog ponasanja LSIL-a i
ishoda bolesti te da je potrebno istrazivati dodatne biomarkere za tu svrhu (107). Cuzick i sur. smatraju
da je HR HPV testiranje i odredivanje HPV 16 genotipa korisno za detekciju lezija visokog stupnja
kod zena s LSIL citolo§kim nalazom, osobito kod starijih od 40 godina (105). Odredivanje HPV 16
genotipa pokazalo je u ovoj studiji zna¢ajnu vrijednost u procjeni ishoda bolesti. Kod nalaza HPV 16
genotipa pet puta je CeS¢a progresija bolesti u usporedbi s HPV ne-16 genotipom. Takav nalaz
sukladan je studijama koje HPV 16 izdvajaju kao genotip s najces¢im i najbrzim ishodom progesije

bolesti (79,80).

Dvojno bojenje p16/Ki-67 primijenjeno je u svrhu detekcije CIN2+ lezija kod citoloskog nalaza LSIL
u nekoliko studija. U svima je pokazana visoka vrijednost dvojnog bojenja u detekciji promjena
visokog stupnja. U studiji Waldstrem i sur. smatraju da dvojno bojenje ima podjednaku osjetljivost te
visu specificnost u detekciji lezija visokog stupnja u usporedbi s HPV RNA testom (178). U studiji
Loghavi i sur. nadena je osjetljivost za detekciju CIN-a visokog stupnja od 91 % u grupi s grani¢nom
citologijom te 100 % u grupi s LSIL citoloskim nalazom. Specifi¢nost je 61 % za grupu grani¢ne
citologije, a 43 % u grupi LSIL. pl6/Ki-67 pokazao je visoku osjetljivost te viSu specifi¢nost u
usporedbi s HR HPV testom te ga se smatra korisnim u otkrivanju lezija visokog stupnja kod
citoloskih nalaza grani¢nog i blagog stupnja (173). Sli¢an rezultat dobiven je u studiji Schmidt i sur,
ali su pokazali jo$ visu specifi¢nost od 80 % za ASCUS te 68 % za LSIL (172). U ovoj studiji
pozitivan nalaz dvojnog bojenja p16/Ki-67 pokazalo je pet puta veéu povezanost s progresijom bolesti
u odnosu na negativan nalaz u grupi LSIL koja je HPV DNA pozitivna, a u grupi koja je HPVV DNA
negativna Cak devet puta vecu povezanost s progresijom, §to je sukladno rezultatima navedenih

studija.
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lako se u nekim studijama koilocitoza, parakeratoza i makrocitoza povezuju s povoljnim ishodom
bolesti, u ovoj studiji za grupu LSIL nije pronadena statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na ishod
bolesti. Koilocitoza je CeS¢e nadena u grupi koja nije pokazala progresiju, ali razlika nije bila
statisti¢ki znacajna. Pojavu nezrele i atipi¢ne nezrele metaplazije u HPV DNA negativnoj podgrupi
LSIL povezana je s nepovoljnim ishodom bolesti. U studiji Kruse i sur. opisana je manja vjerojatnost
progresije nakon histoloskog nalaza CIN1 s koilocitozom u usporedbi s lezijama bez koilocitoze, Sto je

sukladno opazanjima, ali nije potvrdeno u ovoj studiji (118).

HSIL-M citoloski nalaz predstavlja citoloske promjene koje upucuju na nalaz umjerene displazije
vrata maternice, odnosno CIN-a 2. U studji Mili¢i¢-Juhas i sur. potvrdena je moguénost citoloske
Klasifikacije HSIL na dva stupnja koja je ujedno klini¢ki opravdana kroz razli¢it pristup pracenju i
dijagnostici u odnosu na HSIL koji upucuje na teSku displaziju (49). Premda klini¢ke smjernice za
takav nalaz preporucuju kolposkopiju te invazivnu dijagostiku i terapiju, u literaturi postoje studije u
kojima se smatra da nalaz CIN 2 regredira u polovici slu¢ajeva te da taj nalaz zasluzuju dodatno
testiranje u svrhu trijaze s obzirom na moguci benigni tijek bolesti. Kod pacijentica mladih od 25
godina CIN2 lezija u visokom postotku od 60 % regredira. HPV DNA testiranje ne preporuca se u
slucajevima citoloskih nalaza HSIL, ali dio tih nalaza je HPV DNA negativan i u tom slucaju
vjerojatnost regresije je povecana (15,16,18). Takav rezultat dobiven je i u ovoj studiji gdje je u
slu¢aju HPV DNA negativnog HSIL-M nalaza doSlo do regresije u 70 % slucajeva u usporedbi s 32 %
slucajeva kod HPV DNA pozitivih nalaza. Dodatnom analizom HPV genotipa negativizacija nalaza
nesto je CeSce zabiljeZzena kod HPV ne-16 genotipa, ali nije postignuta statisticki znac¢ajna razlika u
predikciji ishoda bolesti u usporedbi s HPV 16 genotipom. HPV 16 naden je u 20% slucajeva s
regresijom HSIL-M nalaza. U ovoj studiji HPV genotip nije se pokazao znaCajno povezanim s
ishodom bolesti u HSIL-M grupi. Taj rezultat nije sukladan studijama koje HPV 16 genotip povezuju s

neregresivnim ishodom CIN 2 lezija. @vestad i sur. HPV 16 genotip ne nalaze u regresivnim CIN2-3
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lezijama (82). Wentzensen i sur. sugeriraju ¢e$¢u regresiju CIN 2 lezija kod promjena koje imaju HPV
ne-16 genotip, a Castle i sur. smatraju da je manja vjerojatnost regresije kod CIN 2 s HPV 16

genotipom (15,80).

Dvojno bojenje p16/Ki-67 kod citoloskog nalaza HSIL-M nije do sada istrazivano u svrhu predikcije
ishoda bolesti. U ovoj studiji nadena je statisticki znacajna povezanost pozitivinog dvojnog bojenja s
progresijom bolesti, odnosno negativnog bojenja s negativizacijom nalaza, ali samo za HPV DNA
pozitivne slucajeve. Stoga bi u slucaju pozitivnog dvojnog bojenja kolposkopija i histoloska pretraga
predstavljale neodgodivu proceduru. U slucaju negativhog nalaza dvojnog bojenja moguce je
kolposkopiju odgoditi te pratiti pacijenticu jer postoji vjerojatnost da ¢e u preko 50 % takvih slucajeva

do¢i do regresije bolesti.

Analizom ispitivanih citomorfoloskih osobina u grupi HSIL-M nije nadena povezanost s klinickim

ishodom bolesti. Takvo istraZivanje takoder nije radeno.

Analiza prediktivne vrijednosti odredenih morfoloskih tipova citoloskih promjena takoder nije radena.
Prednost analize morfolo$kih tipova jest u tome da se ne analiziraju pojedinaéne morfoloske osobine
ve¢ zbirna morfoloska slika koju promatra¢ u svjetlosnom mikroskopu moze vrlo brzo ocijeniti
pregledom citloskog preparata. Zreli morfloski tip znacajno je ¢eS¢e povezan s povoljnim ishodom
bolesti u usporedbi s metaplasti¢nim koji tri puta ¢esce ide u progresiju, a nezreli i mjeSoviti ¢ak pet
puta ¢esce. To se odnosi na morfoloske tipove bez obzira na citolosku grupu promjena, a slican nalaz

pokazan je i za sve ispitivane citolo§ke grupe zasebno.

Logisticka regresijska analiza u svrhu procjene progresije i ishoda bolesti vrata maternice s
prediktorima koji su istrazivani u ovoj studiji nije do sada radena. Logisti¢kom regresijskom analizom
svih ispitivanih parametara u ovoj studiji najsnazniji prediktor progresivnog ishoda bolesti kod svih

ispitanica bez obzira na citolosku grupu je dvojno bojenje p16/Ki-67 ¢iji pozitivitet znaci i Sest puta
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vecéu vjerojatnost za progresiju bolesti. Slijedi ga HR HPV test te nalaz HPV 16 genotipa ¢iji pozitivan
rezultat tu vjerojatnost povecavaju tri puta. PoviSenje stupnja citoloSke dijagnoze, nalaz atipi¢ne
nezrele metaplazije i nezreliji morfoloski tipovi od 1,5 do gotovo dva puta povecavaju izglede za
progresiju. Nasuprot tome, nalazi nezrele metaplazije bez atipije i makrocitoze gotovo dva puta
umanjuju izglede za nepovoljan ishod bolesti. Najsnazniji prediktor progresivnog ishoda bolesti u
citoloskoj grupi ASCUS takoder je pl6/Ki-67 ¢iji pozitivitet zna¢i 15 puta veéi izgled za progresijom
bolesti, a atipi¢na nezrela metaplazija dvostruko poveéeva vjerojatnost progresije bolesti. Najsnazniji
prediktor progresivnog ishoda bolesti u citoloSkoj grupi LSIL je pl6/Ki-67 s osam puta vecom
vjerojatnosti progresije bolesti u slu¢aju pozitivnog testa. HR HPV test gotovo ¢etiri puta povecava
izglede za progresiju, a zasebno Ki-67 bojenje i nezreliji morfoloski tipovi gotovo dva puta, ali njihov
utjecaj nema statisticki znacajnu vrijednost. Prisustvo koilocitoze povezano je s manjim izgledom za
progresiju. Najsnazniji prediktor neregresivnog ishoda bolesti u citoloskoj grupi HSIL-M je p16/Ki-67
¢iji pozitivitet Sest puta povecava vjerojatnost neregresivne bolesti, a slijedi ga HR HPV test koji tu
vjerojatnost povecava za Cetiri puta. Prisustvo atipicne nezrele metaplazije povecava vjerojatnost za

neregresivan ishod bolesti, ali ta vrijednost nije statisticki znacajna.

Ovi rezultati mogu doprinijeti optimiziranju pracenja i obrade pacijentica s inicijalnim citoloskim
nalazima ASCUS, LSIL i HSIL-M te utjecati na moguée modifikacije usvojenih klini¢kih smjernica za

lezije vrata maternice.

Pacijentice s citoloskim nalazom ASCUS i LSIL, a koje su HR HPV pozitivne prema klini¢kim
smjernicama se najce$¢e upucuju na kolposkopiju (8,10,11). U ovoj studiji nadeno je oko 35 %
ASCUS-a i LSIL-a koji su pl6/Ki-67 pozitivni, U tim slu¢ajevima neodgodvia invazivna obrada bila
bi neophodno potrebna jer se u 35 do 60 % slu¢ajeva moZe se naéi lezija visokog stupnja. U slucaju
negativnog p16/Ki-67 dvojnog bojenja takve pacijentice se mogu odgoditi od kolposkopije te sigurnije
pratiti konzervativnijim pristupom pomocu citoloSkih kontrola i kontrola pomoéu HPV DNA
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testiranja. Takvih pacijentica bilo bi preko 60 % od svih pacijentica koje imaju nalaz ASCUS i LSIL, a
u samo 6 % slucajeva moze se ocekivati lezija visokog stupnja. S druge strane dio pacijentica s
nalazom HSIL-M koje su HR HPV negativne te one koje su HR HPV pozitivne, a nemaju HPV 16
genotip, a uz negativnu ekspresiju p16/Ki-67 dvojnog bojenja mogle bi se sigurnije pratiti uz odgodu
invazivne dijagnostike. Prema ovim rezultatima takvih pacijentica bilo bi ukupno oko 40 % od svih
pacijentica koje imaju citoloski nalaz HSIL-M i one bi predstavljale skupinu pacijentica s vjerojatnim
,benignim® klinickim tijekom. U studiji Wentzensen i sur. takoder smatraju da bi primjenom dvojnog
bojenja p16/Ki-67 u trijaZi citoloskih nalaza ASCUS i LSIL moglo do¢i do smanjenja kolposkopske

obrade uz invazivne dijagnosti¢ke pretrage u gotovo pola slucajeva (160).

Premda su se HR HPV test i odredivanje prisustva HPV 16 genotipa pokazali korisnim u predikciji
ishoda kod citoloskih abnormalnosti grani¢nog, blagog i umjerenog stupnja, Smatam da se dvojno
bojenje pl6/Ki-67 pokazalo viSestruko pouzdanijim prognostickim c¢imbenikom te da se moze
preporuciti njegova primijena u obradi pacijentica prije upucivanja na kolposkopiju i invazivne

zahvate.

Citomorfoloske osobine koje su analizirane u ovoj studiji dale su slabu povezanost s ishodom bolesti,
osim u sluéaju nezrelije morfoloske slike kod koje se moze oc¢ekivati ¢e$¢a progresija, ali smatram da
je njihova primjena subjektivna te da imaju znatno manji zna¢aj u prognozi u odnosu na dvojno

bojenje p16/Ki-67.
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6. ZAKLJUCCI

1.

Najzastupljeniji HPV genotip u svim citoloskim grupama je HPV 16 (24,32 %).
Ucestalost HPV 16 u odnosu na HPV ne-16 genotip znacajno je ve¢a u dobnoj skupini
do 30 godina u usporedbi s dobnom skupinom Zena s 30 i vise godina (p<0,001).
pl6/Ki-67 dvojno bojenje pozitivno je u 46,62 % svih slucajeva te znacajno ¢esce u
HR HPV pozitivnim sluéajevima nego u HR HPV negativnima (p<0,05). p16/Ki-67
bojenje bilo je ¢esce pozitivno u slucaju prisustva HPV 16 genotipa, ali uz znacajnost
samo u grupi LSIL (p=0,015).

Koilocitoza i parakeratoza najéesc¢e se nadu u citoloskoj grupi LSIL, ali bez korelacije
s HR HPV statusom. U grupi HSIL-M izraZena parakeratoza ¢eSce se nasla u HR HPV
negativnim slu¢ajevima (p=0,002). Makrocitoza i nezrela metaplazija znacajno su
¢eSc¢e nadene u HR HPV negativnim slucajevima.

Odsutnost koilocitoze znatno je ¢es¢a kod HPV 16 genotipa u odnosu na HPV ne-16
genotip (p=0,001). Taj nalaz najizraZeniji je kod LSIL-a. U zrelom morfoloSkom tipu
prevladava nalaz HPV ne-16 genotipa, a kod HPV 16 genotipa prevladava
metaplasti¢ni morfoloski tip (p<0,001). U zrelom morfoloskom tipu p16/Ki-67 dvojno
bojenje ¢esce je negativno u usporedbi s ostalim morfoloskim tipovima (p=0,001).
Nepovoljan ishod bolesti zabiljezen je u 25,32 % sluc¢ajeva ASCUS-a, 13,79 % LSIL-
ai57,6 % HSIL-M bez znacajne razlike s obzirom na dob ispitanica.

Kod ispitanica s pl6/Ki-67 pozitivnim nalazom u gotovo 50% slu¢ajeva doslo je do
progresije bolesti $to je deset puta vise nego kod ispitanica s p16/Ki-67 negativnim

nalazom (p<0,001). Znacajno ¢es¢i nepovoljan ishod naden je kod HR HPV pozitivnih

145



10.

slu¢ajeva te prisustva HPV 16 genotipa u grupama ASCUS i LSIL, dok je zreli
morfoloski tip citoloskih promjena ¢eSce povezan s povoljnim ishodom bolesti.
Usporedbom svih ispitivanih varijabli nadeno je da je najsnazniji prediktor
progresivnog ishoda bolesti p16/Ki-67 dvojno bojenje ¢iji pozitivitet znaci 15 puta
vecu vjerojatnost za progresiju bolesti u grupi ASCUS, osam puta u grupi LSIL 1 Sest
puta u grupi HSIL-M.

Kod inicijalne dijagnoze ASCUS pacijentice s pozitivnim pl6/Ki-67 dvojnim
bojenjem, HPV 16 genotipom, ali 1 pojavom atipi¢ne nezrele metaplazije mogu se
smatrati skupinom s poviSenim rizikom za progresiju bolesti.

Kod inicijalne dijagnoze LSIL pacijentice s pozitivnim p16/Ki-67 dvojnim bojenjem,
HR HPV pozitivnim nalazom, HPV 16 genotipom, ali i morfologijom bez koilocitoze
mogu se smatrati skupinom s povisenim rizikom za progresiju bolesti.

Kod inicijalne dijagnoze HSIL-M pacijentice s negativhim pl6/Ki-67 dvojnim
bojenjem i/ili HR HPV negativnim nalazom mogu se smatrati skupinom s ve¢om

vjerojatnos¢u za regresivan ishod bolesti.
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8. POPIS SKRACENICA

CIN - cervikalna intraepitelna neoplazija

SIL - skvamozna intraepitelna lezija

ASCUS - atipi¢ne skvamozne stanice neodredenog znacenja (kratica prema izvorniku: atypical
squamous cells of undetermined significance)

ASC-H - Atipicne skvamozne stanice — ne moze se iskljuciti SIL visokog stupnja (kratica prema
izvorniku: atypical squamous cells — cannot exclude high grade SIL)

LSIL - Skvamozna intraepitelna lezija blagog stupnja (kratica prema izvorniku: Low grade squamous
intraepithelial lesion)

HSIL - Skvamozna intraepitelna lezija teSkog stupnja (kratica prema izvorniku: High grade squamous
intraepithelial lesion)

HSIL-M - Skvamozna intraepitelna lezija teSkog stupnja (kratica prema izvorniku: High grade
squamous intraepithelial lesion - moderate)

HR HPV -, High risk* (visoko rizi¢ni) humani papiloma virus

NM - nezrela metaplazija

ANM - atipi¢na nezrela metaplazija

GT - genotip

<30 - manje od 30 godina Zivota

30+ - 30 i vise godina zivota

Poz - pozitivan

Neg - negativan

1 - stupanj 1

2 - stupanj 2

3 - stupanj 3
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Asistent na Katredri za ginekologiju i opstetriciju

Odrzavanje nastave iz podru¢ja ginekoloske citologije za studente medicine te
struénih studija za inzenjere medicinsko-laboratorijske dijagnostike i primaljstva.

1993. do 2003.

Zagreb

Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu

Magistar znanosti

1993. do 1996.

Zagreb, Rijeka

KBC Zagreb, KB Merkur, KB Sestre milosrdnice, Zavod za patologiju
Medicinskog fakulteta u Rijeci

Specijalist iz klinicke citologije

1985. do 1991.

Rijeka

Medicinski fakultet Sveucilista u Rijeci

Doktor medicine
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USAVRSAVANJE

Godina
Mjesto
Ustanova
Podrucje

Godina
Mjesto
Ustanova
Podrucje

OSOBNE VJESTINE |

KOMPETENCIJE
Materinji jezik
Strani jezici

Jezik

Govori

Pise
Cita

SOCIJALNE VJESTINE |

KOMPETENCIJE

ORGANIZACIJSKE VJESTINE |
KOMPETENCIJE

20009.

Crowley, UK

Hologic

Tekuca citologija ginekoloskih uzoraka

2010.

Split

KBC Split

Tekuca citologija neginekoloskih uzoraka

Hrvatski

Engleski

Da

Da

Da

Clanstva u strukovnim udruZenjima:

Hrvatsko drustvo za klinicku citologiju Hrvatskog lije¢nickog zbora, od 2014.
predsjednica drustva.

Hrvatsko ginekolosko onkolosko drustvo Hrvatskog lije¢ni¢kog zbora, od 2012.
¢lanica Upravnog odbora.

European Cervical Cancer Association (ECCA)

European Federeation of Cytology Societies

Nastavna djelatnost:

Nastava na dodiplomskom studiju medicine u okviru kolegija ,,Ginekologija i
opstetricija“ i izbornog predmeta «Premaligne i maligne lezije vrata maternice»,
struénom studiju primaljstva i studiju organizacije, planiranja i upravljanja u
zdravstvu u okviru kolegija ,,Ginekologija i opstetricija“ , te kolegija ,,Klini¢ka
citologija“ za studij inzenjerstva medicinsko-laboratorijske dijagnostike.

Sudjelovanje u znanstvenim projektima:
Od 2006. do danas sudjelovanje u znanstvenom projektu: 062-0000000-0382 —

voditelj: Smiljan Severinski Neda: Hormonski ¢imbenici Sazrijevanja oocite i
endometrija u pacijentica koje se lijece zbog neplodnosti.

Od 2006. rukovodenje citoloskim laboratorijem, danas Zavodom za klini¢ku
citologiju.
Od 2006. do 2011. sudjelovanje u projektu prevencije raka vrata maternice u
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TEHNICKE VJESTINE
KOMPETENCIJE

I

zena Primorsko-goranske Zupanije.

2008. i 2009. organizacija stru¢nih i popularnih dogadanja u okviru tjedna
prevencije raka vrata maternice u Rijeci.

2005. ¢lan organizacijskog odbora 3. hrvatskog kongresa klinicke citologije u
Opatiji.

2009. ¢lan organizacijskog odbora 4. hrvatskog kongresa klini¢ke citologije u
Splitu.

2012. ¢lan organizacijskog odbora 37. europskog citoloskog kongresa u
Cavtatu.

2012. ¢lan Povjerenstva za koordinaciju provedbe Nacionalnog programa ranog
otkrivanja raka vrata maternice Ministarstva zdravlja Republike Hrvatske.

2012. ¢lan Radne grupe za izradu smjernica za dijagnostiku i lijeenje
cervikalnih intraepitelnih lezija.

2013. ¢lan Radne grupe za informatizaciju Nacionalnih preventivnih programa
Ministarstva zdravlja Republike Hrvatske. Financiranje: Ministarstvo zdravlja
RH.

2014. Clan Radne grupe pri Ministarstvu zdravlja za izradu programa
specijalistickog usavrsavanja za specijalizaciju iz patologije s akreditacijskim
podruc¢jem iz citopatologije/histopatologije.

2013. dobivanje naziva primarijus.

Rad sa svjetlosnim mikroskopom, kompjutorskim programom za analizu slike,
imunocitokemijske analize, rad s teku¢om citologijom.
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