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ΠΡΟ-ΚΑΡΚΙΝΙΚΕΣ ΑΛΛΟΙΩΣΕΙΣ ΤΟΥ ΤΡΑΧΗΛΟΥ ΤΗΣ ΜΗΤΡΑΣ 

 

1.1. Εισαγωγή 

 

Ο καρκίνος του τραχήλου της μήτρας είναι ο πιο συχνός τύπος καρκίνου στις 

αναπτυσσόμενες χώρες και ο δεύτερος σε συχνότητα απαντώμενος καρκίνος στον 

κόσμο.  Υπολογίζεται ότι το 75% των γυναικών που πάσχουν από αυτή την ασθένεια 

ζουν σε αναπτυσσόμενες χώρες, με έως και 450.000 νέα περιστατικά διηθητικού 

καρκίνου του τραχήλου ανά έτος. Συγκεκριμένα, στις Ηνωμένες Πολιτείες της 

Αμερικής υπολογίζονται 16.000 νέα περιστατικά  τον χρόνο ενώ στην Αγγλία και 

Ουαλία υπήρξαν 3.400 νέα περιστατικά για το 1999 (Statistics OfN 1999). 

 

Ένα από τα χαρακτηριστικά της παθολογίας του καρκίνου του τραχήλου της μήτρας 

είναι η δυνατότητα ανίχνευσης των προκαρκινικών αλλοιώσεων σε πρώιμο στάδιο. Η 

πρώιμη ανίχνευση και ο μαζικός πληθυσμιακός έλεγχος (ΜΠΕ) έχουν ελαττώσει τη 

θνησιμότητα από τη νόσο τόσο στις Σκανδιναβικές χώρες όσο και στο Ηνωμένο 

Βασίλειο της Μεγάλης Βρετανίας, όπου ο επιπολασμός  του καρκίνου του τραχήλου 

της μήτρας σημείωσε  πτώση κατά 26% από το 1992 και η θνησιμότητα από 7.1 ανά 

100.000 το 1988 σε 3.7 ανά 100.000 το 1997, μία μείωση σχεδόν 50% (Quinn et al 

1999). Αυτή η ελάττωση οφείλεται σχεδόν αποκλειστικά στην διάδοση του μαζικού 

πληθυσμιακού κυτταρολογικού ελέγχου που αυξήθηκε από 35% το 1988 σε 85% το 

1998.  
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1.2. Aιτιολογία 

 

Ο καρκίνος του τραχήλου της μήτρας αποτελεί μία σπάνια επιπλοκή μίας κοινής 

σεξουαλικά μεταδιδόμενης λοίμωξης. Η ασθένεια συσχετίζεται με λοίμωξη από 

συγκεκριμένους τύπους του ιού των ανθρωπίνων θηλωμάτων (HPV) και είναι 

χαρακτηριστικό ότι με κατάλληλες διαγνωστικές μελέτες το DNA του ιού μπορεί να 

ανιχνευθεί σε όλα τα δείγματα από διηθητικό καρκίνο του τραχήλου της μήτρας. Μία 

πληθώρα μελετών έχουν δείξει ότι τόσο ο καρκίνος εκ του πλακώδους επιθηλίου 

(SCC), όσο και τα αδενοκαρκινώματα, καθώς και η συντριπτική πλειοψηφία (>95%) 

των προκαρκινικών αλλοιώσεων, είναι θετικά για λοίμωξη από HPV. ‘Αλλοι 

παράγοντες που αυξάνουν τον κίνδυνο ανάμεσα σε γυναίκες θετικές για HPV-DNA, 

είναι η χρήση αντισυλληπτικών χαπιών για πέντε ή περισσότερα χρόνια, το 

κάπνισμα, ο αυξημένος αριθμός τέκνων (πέντε ή περισσότερες τελειόμηνες κυήσεις) 

και το ιστορικό έκθεσης σε άλλα σεξουαλικά μεταδιδόμενα νοσήματα, όπως χλαμύδια 

και έρπης γεννητικών οργάνων τύπου 2. Επίσης, γυναίκες που έχουν εκτεθεί στον ιό 

της ανθρώπινης ανοσοανεπάρκειας (HIV) εμφανίζουν αυξημένο κίνδυνο λοίμωξης 

από HPV που είναι δυνατό να εμμείνει και να οδηγήσει στην ανάπτυξη καρκίνου του 

τραχήλου (Πίνακας 1.1). 
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Πίνακας 1.1 Καρκίνος του τραχήλου της μήτρας και αιτιολογικοί παράγοντες 

Λοίμωξη με τον ιό  των ανθρωπίνων θηλωμάτων (HPV) 

Αλλες λοιμώξεις 

 Ερπης γεννητικών οργάνων (τύπου 2) 

 Χλαμύδια 

 HIV 

Kάπνισμα 

Αντισυλληπτικά 

Διατροφικοί παράγοντες 

 

 

1.2.1. Λοίμωξη με τον ιό των ανθρωπίνων θηλωμάτων (HPV) 

 

Ο ιός των ανθρωπίνων θηλωμάτων (HPV) αποτελείται από μία κατηγορία ισο-

εδρικών σωματιδίων με διάμετρο 55 nm, χωρίς κάψα, που προσβάλουν 

επιθηλιακούς ιστούς. Τα καψομερίδια αποτελούνται από δύο δομικές πρωτεΐνες:  

 57 kDa πρωτεΐνη L1, που αποτελεί το 80% των ιϊκών σωματιδίων και 

θεωρείται ότι είναι ειδική έναντι συγκεκριμένων αντιγόνων 

 43–53 kDa καψιδιακή πρωτεΐνη L2 

Η απουσία κάψας δίνει στον ιό μια σχετική σταθερότητα και δυνατότητα να 

αντιστέκεται σε οργανικά διαλύματα. Λοίμωξη με τον ιό HPV είναι δυνατό να 

προκαλέσει τοπική υπερπλασία των κυττάρων που εμφανίζεται σαν κονδυλώματα ή 

τραχηλική ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία  (CIN).  Η πλειονότητα των καλοήθων 

νεοπλασιών υποστρέφουν αυτόματα σε ανοσολογικά ικανούς ασθενείς. Σε ασθενείς 
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με ανοσολογικές διαταραχές παρατηρείται μία τάση για εμμονή της λοίμωξης που 

στην περίπτωση των υψηλού κινδύνου υποτύπων (HR-HPV) είναι δυνατό να 

εξελιχθούν σε καρκίνο (Bosch et al 2002; zur Hausen 2002). Μελέτες  έχουν δείξει ότι 

το HPV-DNA είναι δυνατό να ανευρεθεί στο 99.7% των καρκίνων του τραχήλου της 

μήτρας και οι υπότυποι 16, 18, 45 και 31 είναι οι πιο συχνά απαντώμενοι 

(Walboomers et al 1999; Bosch et al 2002; Muñoz et al 2003). Λοίμωξη με HR-HPV 

είναι απαραίτητη προϋπόθεση για την ανάπτυξη του καρκίνου του τραχήλου της 

μήτρας και ο παγκόσμιος οργανισμός υγείας (WHO) θεωρεί τους τύπους HPV16 και 

HPV18 ανθρώπινους καρκινογόνους παράγοντες.  

 

i. Ταξινόμηση των HPV υποτύπων 

 

Προγενέστερες προσπάθειες που αποσκοπούσαν στην ταξινόμηση των HPV 

υποτύπων βασίζονταν στην προτίμηση των διαφόρων τύπων του ιού είτε για το 

πλακώδες επιθήλιο της επιδερμίδος (π.χ. HPV 1, 4, 10), είτε για τους βλεννογόνους 

(π.χ. HPV 6, 16, 31). Ομως, αυτή η ταξινόμηση είναι υπεραπλουστευμένη και 

ανακριβής, καθώς υπάρχουν τύποι που εμφανίζονται τόσο στο πλακώδες επιθήλιο 

όσο και στους βλεννογόνους (π.χ. HPV 6). Η πιο πρόσφατη ταξινόμηση των 

διαφόρων τύπων του ιού βασίζεται στις διαφορές που παρατηρούνται στην 

αλληλουχία των DNA νουκλεοτιδίων στις περιοχές κωδικοποίησης των πρωτεϊνών 

Ε6, Ε7 και L1 (de Villiers et al 2004). Μέχρι σήμερα έχουν περιγραφεί περισσότεροι 

από 130 διαφορετικοί HPV τύποι.  
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ii. HPV και προκαρκινικές αλλοιώσεις του τραχήλου της μήτρας 

 

Επιδημιολογικές μελέτες έχουν δείξει πέρα από κάθε αμφιβολία την αιτιολογική 

σχέση μεταξύ λοίμωξης από τον ιό HPV και τον καρκίνο του τραχήλου της μήτρας. Η 

φυσική ιστορία της λοίμωξης από τον ιό, καθώς και προοπτικές μελέτες, έδειξαν ότι 

λοίμωξη από τον ιό HPV προηγείται της εμφάνισης του καρκίνου κατά μερικά χρόνια 

και ότι ο πιο κοινός τρόπος αναμετάδοσης του ιού είναι μέσω γενετήσιας επαφής. Τα 

αποτελέσματα αυτών των μελετών είναι συμβατά τόσο με επιδημιολογικές όσο και με 

κλινικές παρατηρήσεις που υποστήριζαν ότι ο καρκίνος του τραχήλου της μήτρας 

συμπεριφέρεται ως μία σεξουαλικά μεταδιδόμενη νόσος.  

  

Ο ιός του HPV είναι δυνατό να ανιχνευθεί στο 95-100% των περιπτώσεων του 

καρκίνου του τραχήλου της μήτρας, έτσι ώστε η λοιμωξη από τον ιό να αποτελεί 

απαραίτητη προϋπόθεση για την ανάπτυξη του καρκίνου. Η συνειδητοποίηση ότι 

απουσία του ιϊκού DNA δεν είναι δυνατό να αναπτυχθεί καρκίνος του τραχήλου έχει 

εξαιρετική κλινική σημασία καθώς μπορεί να οδηγήσει σε ριζική αλλαγή στη 

διαδικασία πρόληψης και αντιμετώπισης των προκαρκινικών αλλοιώσεων. Στο 

παρελθόν θεωρούσαμε ως παράγοντες κινδύνου μία πληθώρα ασαφώς 

προσδιορισμένων παραγόντων (χαμηλό κοινωνικοοικονομικό επίπεδο, αυξημένος 

αριθμός σεξουαλικών συντρόφων, κάπνισμα, χρήση αντισσυληπτικών, ιστορικό 

σεξουαλικώς ματαδιδομένων νοσημάτων).  Η διαπίστωση όμως ότι ο ιός του HPV 

είναι η μόνη απαραίτητη προϋπόθεση για την ανάπτυξη του καρκίνου του τραχήλου 
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της μήτρας, θέτει υπό αμφισβήτηση την υιοθέτηση προλητπικών μέτρων ενάντια σε 

μη-HPV σχετιζόμενους παράγοντες.  

 

Λοίμωξη από τον ιό του HPV προσβάλλει το διαφοροποιημένο επιθήλιο και είναι 

συνήθως παροδική. Αφού ο ιός προσβάλει τα επιθηλιακά κύτταρα της βασικής 

στιβάδος το γονιδίωμά του αναπαράγεται αυτόματα. Με τη διαφοροποίηση των 

προσβεβλημένων κυττάρων προκαλείται αναπαραγωγή και έκφραση των γονιδίων 

του καψιδίου του ιού. Κάθε ερέθισμα που δρα ενάντια στη φυσιολογική 

διαφοροποίηση του επιθηλίου ή στην φυσιολογική αναπαραγωγή του ιού μπορεί να 

οδηγήσει στην ανάπτυξη χρόνιας λοίμωξης, η οποία με τη σειρά της είναι δυνατό να 

γίνει κλινικά εμφανής σε άτομα με κατεσταλμένο ανοσολογικό σύστημα. Η λοίμωξη 

από τον ιό οδηγεί στην παραγωγή μίας γενιάς ανοσοσφαιρινών G1 (IgG1) και IgA 

ενάντια σε ιϊκές πρωτεΐνες. Οι πρωτεΐνες αυτές δεν οδηγούν στην υποχώρηση των 

τραχηλικών αλλοιώσεων, που είναι δυνατή κυρίως μέσω της κυτταρικής ανοσίας, Η 

ανάτπυξη μακροχρόνιας λοίμωξης διαδραματίζει καίριο ρόλο στην εξέλιξη της 

ασθένειας. Επίσης, κάθε γεγονός που επιδρά στο ανοσολογικό σύστημα αυξάνει την 

συχνότητα κλινικών λοιμώξεων και τον κίνδυνο νεοπλασματικής εξαλλαγής.  
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1.2.2. Αλλες λοιμώξεις  

 

Μία πληθώρα παραγόντων έχει συσχετισθεί κατά καιρούς με την ανάπτυξη του 

καρκίνου του τραχήλου της μήτρας. Αυτοί οι παράγοντες έχουν επανεκτιμηθεί τα 

τελευταία χρόνια.  

 

i. Ερπης γεννητικών οργάνων (τύπου 2) 

 

H ανάλυση επτά μελετών που περιέλαβαν δείγματα από 1262 περιπτώσεις 

διηθητικού καρκίνου και 1117  φυσιολογικές βιοψίες (πληθυσμός ελέγχου) έδειξε ότι 

οροθετικότητα για έρπη γεννητικών οργάνων τύπου 2 ήταν υψηλότερη στον 

πληθυσμό μελέτης, σε σχέση με τον πληθυσμό ελέγχου. Ο κίνδυνος ανάπτυξης 

καρκίνου του τραχήλου της μήτρας ήταν σημαντικά υψηλότερος όταν η ανάλυση 

περιορίστηκε στον πληθυσμό με HPV-DNA θετικά δείγματα και όταν λάβαμε υπόψη 

μας άλλους παράγοντες (confounding factors), που είναι  δυνατό να επηρεάσουν το 

αποτέλεσμα (OR 2.19; 95% CI 1.41–3.40).  Η συσχέτιση παρατηρήθηκε τόσο σε 

καρκίνο εκ πλακωδών επιθηλίων όσο και εκ αδενικών κυττάρων (Smith et al 2002). 

 

ii. Χλαμύδια τραχώματος 

 

Η συχνότητα λοίμωξης από χλαμύδια του τραχώματος εμφανίζει σημαντικές 

διακυμάνσεις μεταξύ των διαφόρων χωρών. Η παρουσία αντισωμάτων έναντι  
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λοίμωξης από χλαμύδια σχετίζεται με 1.8 αύξηση του κινδύνου ανάπτυξης διηθητικού 

καρκίνου εκ των πλακωδών κυττάρων σε όλες τις χώρες εκτός της Ισπανίας. Ο 

κίνδυνος ήταν ακόμη μεγαλύτερος σε γυναίκες ηλικίας κάτω των 55 ετών (Smith et al 

2004). 

 

iii. Ιός επίκτητης ανοσοανεπάρκειας (HIV) 

 

Η πρώτη ένδειξη ότι μπορεί να υπάρχει αιτιολογική σχέση μεταξύ HPV και HIV στην 

ανάπτυξη καρκίνου του τραχήλου της μήτρας επισημοποιήθηκε όταν ο καρκίνος του 

τραχήλου αναγνωρίσθηκε ως ένα από τα κριτήρια του συνδρόμου της επίκτητης 

ανοσολογικής ανεπάρκειας (AIDS) ανάμεσα στις γυναίκες θετικές για HIV λοίμωξη.  

Ο Massad και οι συνεργάτες του (Μassad et al 1999) μελέτησε την τραχηλική 

κυτταρολογία από 1713 HIV θετικές γυναίκες και από 482 γυναίκες αρνητικές για τον 

ιό . Κυτταρολογικές αλλοιώσεις παρατηρήθηκαν στο 38.3% των γυναικών θετικών για 

HIV, σε σχέση με 16.2% του πληθυσμού ελέγχου που ήταν αρνητικός για HIV 

λοίμωξη. Ο σχετικός κίνδυνος (RR) για την ανάτπυξη κάθε είδους κυτταρολογικών 

αλλοιώσεων (ASCUS, LSIL, HSIL) παρουσίαζε αύξηση όταν ο πληθυσμός των CD4 

ήταν μικρότερος από 200/mm3 (OR 2.13; 95% CI 1.45–3.13) και επί παρουσία HPV-

DNA. 
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1.2.3. Κάπνισμα 

 

Η επίδραση του καπνίσματος έχει μελετηθεί εκτενώς από ένα μεγάλο αριθμό 

μελετητών, που έδειξαν ότι υπάρχει μια στατιστικά σημαντική συσχέτιση με τον 

καρκίνο του τραχήλου της μήτρας, ακόμη και ανεξάρτητα από την επίδραση της 

λοίμωξης με τον ιό του HPV. Μελέτες που συμπεριέλαβαν γυναίκες θετικές για τον ιό 

HPV δείχνουν ότι το κάπνισμα αυξάνει τον κίνδυνο ανάπτυξης υψηλού βαθμού 

κυτταρικών αλλοιώσεων (HSIL) και καρκίνου του τραχήλου. Τα odds ratios (ORs) για 

γυναίκες που καπνίζουν, ανάμεσα στις γυναίκες με λοίμωξη από HPV, είναι της τάξης 

του 2–5. Επίσης, υπάρχουν μελέτες που αξιολόγησαν τον κίνδυνο ανάλογα με την 

ένταση και διάρκεια του καπνίσματος, οι οποίες έδειξαν αύξηση του κινδύνου 

ανάπτυξης καρκίνου σε χρόνιες καπνίστριες (Castle et al 2002). 

 

Οι πρώτη μελέτη, που υποστήριξε την ύπαρξη συσχέτισης μεταξύ πίσσας και 

λοίμωξης από τον ιό HPV σε ποντίκια, δημοσιεύθηκε περίπου πριν από 100 χρόνια 

(Rous 1911). Πιο πρόσφατες μελέτες συνέδεσαν το κάπνισμα με τη νεοπλασματική 

εξαλλαγή ενδοτραχηλικών κυττάρων που είχαν προσβληθεί από HPV16 (Yang et al 

1996).  Το γεγονός ότι καρκινογόνα, άμεσα συσχετιζόμενα με νικοτίνη και καπνό, 

ανιχνεύθησαν στην τραχηλική βλέννη καπνιστριών (Prokopczyk et al 1997), ενισχύει 

την υπόθεση της συνεργιστικής δράσης ανάμεσα στο κάπνισμα και στη λοίμωξη από 

HPV για την ανάπτυξη υψηλού βαθμού ενδοεπιθηλιακών αλλοιώσεων /καρκίνου του 

τραχήλου. Tα χημικά καρκινογόνα συσχετιζόμενα με τον καπνό είναι πιθανό ότι 
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δρουν άμεσα στην κυτταρική μίτωση προκαλώντας βλάβη στο DNA. Είναι επίσης 

δυνατό η έκθεση στον καπνό να επηρεάζει την ικανότητα του ατόμου να αναπτύξει 

αποτελεσματική ανοσολογική απάντηση ενάντια στη λοίμωξη από τον ιό, 

ελαττώνοντας τον αριθμό των κυττάρων του Langerhans και άλλων δεικτών της 

ανοσολογικής αντίδρασης (Poppet et al 1995). Mία αναδρομική μελέτη (Guiliano et al 

2002) έδειξε ότι λοίμωξη από HPV διαρκεί περισσότερο και είναι πιο δύσκολο να 

υποχωρήσει στις καπνίστριες, σε σχέση με γυναίκες που δεν έχουν καπνίσει ποτέ. Η 

μελέτη έδειξε επίσης ότι υπάρχει σημαντική συχέτιση μεταξύ του βαθμού ελάττωσης 

του καπνίσματος και υποχώρησης της βλάβης σε γυναίκες με χαμηλού βαθμού 

αλλοιώσεις. 

 

1.2.4. Αντισυλληπτικά 

 

Η επίδραση των αντισυλληπτικών δισκίων στην παθογένεση του καρκίνου του 

τραχήλου της μήτρας συνδέεται άμεσα με τη συχνότητα εμφάνισης της ασθένειας 

στον συγκεκριμμένο πληθυσμό γυναικών και με την ύπαρξη μαζικού πληθυσμιακού 

ελέγχου (ΜΠΕ). Η επίδραση είναι πιο εμφανής σε χώρες με οργανωμένο πρόγραμμα 

ΜΠΕ, επιβεβαιώνοντας τη συχέτιση μεταξύ τακτικού ΜΠΕ και αντισυλληπτικής 

χρήσης (δηλ. γυναίκες που χρησιμοποιούν αντισυλληπτικά έχουν κυτταρολογικό 

έλεγχο πιο συχνά). Μία μετα-ανάλυση που μελέτησε τη σχέση μεταξύ ορμονικής 

αντισύλληψης και καρκίνου του τραχήλου συμπέρανε ότι υπάρχει μια γραμμική δοσο-
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εξαρτώμενη σχέση μεταξύ του διαστήματος χρήσης και του κινδύνου ανάπτυξης 

καρκίνου του τραχήλου της μήτρας (Smith et al 2003). 

 

Από την άλλη πλευρά, ο ρόλος του ιστορικού κυήσεων είναι εμφανής κυρίως σε 

χώρες όπου ένας σημαντικός αριθμός γυναικών έχουν πέντε ή περισσότερες 

εγκυμοσύνες. Η πλειονότητα των μελετών έχουν δείξει ότι υψηλός αριθμός κυήσεων 

συνδέεται με αύξηση του κινδύνου τόσο για το διηθητικό καρκίνο του τραχήλου όσο 

και για το καρκίνωμα in situ. Υπάρχουν στοιχεία που υποστηρίζουν ότι το odds ratio 

για καρκίνο του τραχήλου σε γυναίκες με επτά ή περισσότερες εγκυμοσύνες είναι 

τέσσερις φορές υψηλότερο, από ότι σε άτεκνες γυναίκες και ο κίνδυνος αυξάνει με 

τον αριθμό των τελειόμηνων κυήσεων (Munoz et al 2002).  

 

1.2.5. Διατροφή 

 

Μία πρόσφατη συστηματική ανασκόπηση της βιβλιογραφίας μελέτησε το ρόλο της 

διατροφής στην εξέλιξη της λοίμωξης από τον ιό του HPV και συμπεριέλαβε όλες τις 

σχετικές μελέτες που δημοσιεύθησαν την χρονική περίοδο από τον Μάρτιο του 1995 

έως το Νοέμβριο του 2003 (Garcia-Closas et al 2005). Η ανασκόπηση αξιολόγησε 29 

μελέτες: έξι κλινικές δοκιμές, οκτώ προοπτικές και 15 case–control μελέτες. Παρόλο 

που υπάρχουν κάποια επιδημιολογικά στοιχεία που υποστηρίζουν ότι η διατροφή 

διαδραματίζει κάποιο ρόλο στην τραχηλική καρκινογένεση, οι υπάρχουσες μελέτες 

δείχνουν ότι δεν υπάρχουν αρκετά δεδομένα που να υποστηρίζουν τη σχέση μεταξύ 
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συγκεκριμένων διατροφικών συστατικών και καρκινογένεσης. Είναι γενικά αποδεκτό 

ότι τα φρούτα και λαχανικά έχουν προστατευτικό ρόλο έναντι σε χρόνια λοίμωξη από 

τον ιό του HPV (Sedjo et al 2002; Giuliano et al 2003).  Επίσης, υπάρχουν στοιχεία 

που υποστηρίζουν τον προστατευτικό ρόλο της βιταμίνης Ε (Giuliano et al 1997; Ho 

et al 1998; Nagata et al 1999) και σε λιγότερο βαθμό της βιταμίνης Β12 (Alberg et al 

2000; Goodman et al 2000) και της βιταμίνης C (Ho et al 1998; Giuliano et al 2003). 

Αντίθετα, υπάρχουν μελέτες που υποστηρίζουν ότι αυξημένα επίπεδα ομοκυστεΐνης 

στο αίμα συσχετίζονται με αυξημένο κίνδυνο (Alberg et al 2000; Goodman et al 2000; 

Sedjo et al 2003). Ο προστατευτικός ρόλος συγκεκριμένων βιταμινών έναντι σε 

χρόνια λοίμωξη από τον ιό HPV είναι εξαιρετικά σημαντικό εύρημα και επισημαίνει το 

ρόλο της διατροφής, κυρίως στην πρόληψη και όχι τόσο στη θεραπεία των προ-

καρκινικών τραχηλικών αλλοιώσεων. 

 

1.3. Συστήματα ταξινόμησης των προκαρκινικών αλλοιώσεων 

 

Μία πληθώρα συστημάτων έχουν χρησιμοποιηθεί κατά καιρούς για την ταξινόμηση 

των προκαρκινικών κυτταρικών αλλοιώσεων του τραχήλου της μήτρας. Ο δρ. 

Γεώργιος Παπανικολάου εισήγαγε τον όρο δυσκαρύωση και υιοθέτησε ένα σύστημα 

ταξινόμησης που αποτελείτο από πέντε βαθμίδες (Πίνακας 1.2). Ο δρ. Reagan 

εισήγαγε τον όρο «δυσπλασία» για να περιγράψει τις προ-καρκινικές αλλοιώσεις 

(Reagan 1953). Η έννοια της τραχηλικής ενδο-επιθηλιακής νεοπλασίας (CIN) 

εισήχθει για πρώτη φορά τη δεκαετία του ΄60 από τον  Richart (Richart 1967). Οι όροι 
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“δυσπλασία” και “CIN” χρησιμοποιήθηκαν αρχικά για την περιγραφή των ιστολογικών 

αλλοώσεων και στη συνέχεια των κυτταρολογικών δειγμάτων.   

 

Η κυτταρολογική ταξινόμηση κατά Βethesda αντιπροσωπεύει μια προσπάθεια 

καθιέρωσης κυτταρολογικής ορολογίας κοινά αποδεκτής από τους ερευνητές ανά τον 

κόσμο. Η πρώτη Bethesda συνεδρία αποτελείτο από ειδικούς Κυτταρολόγους, 

Παθολογοανοτόμους, Γυναικολόγους και άλλους ειδικούς, που συναντήθηκαν το 

1988 υπό την αιγίδα του National Cancer Institute (National Cancer Institute 

Workshop 1989). Αλλες δύο συνεδρίες πραγματοποιήθηκαν το 1991 και το 2001 και 

ασχολήθηκαν με φλέγοντα θέματα, όπως αυτό του ρόλου των νέων τεχνολογιών 

(The Bethesda System 1991). Μια από τις σημαντικότερες καινοτομίες του 

συστήματος Βethesda είναι η αντικατάσταση της προϋπάρχουσας ορολογίας για τις 

προ-καρκινικές αλλοιώσεις με δυο βαθμίδες ενδοεπιθηλιακών αλλοιώσεων των 

πλακωδών ενδοεπίθηλιακών αλλιώσεων (SIL): υψηλού και χαμηλού βαθμού 

(National Cancer Institute Workshop 1989) (Πίνακας 1.2). Μια άλλη πρωτοπορία του 

συστήματος Βethesda ήταν η ανάπτυξη κριτηρίων, ώστε ένα κυτταρικό δείγμα να 

θεωρείται επαρκές (Solomon et al 2002).  

 

Το σύστημα ταξινόμησης των κυτταρολογικών δειγμάτων στη Μεγάλη Βρετανία 

υιοθετεί τον όρο δυσκαρύωση που αναπτύχθηκε στη δεκαετία του ’60. Βάσει αυτής 

της ταξινόμησης, υψηλού βαθμού (severe) και μετρίου βαθμού (moderate) 

δυσκαρύωση αντιστοιχούν σε υψηλού βαθμού πλακώδεις ενδοεπιθηλιακές 
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αλλοιώσεις (HSIL) στο σύστημα Bethesda. Ελαφρά (mild) δυσκαρύωση αντιστοιχεί 

σε χαμηλού βαθμού πλακώδεις ενδοεπιθηλιακές αλλοιώσεις (LSIL) και άτυπα 

πλακώδη κύτταρα σε ακαθόριστης σημαντικότητας (ASCUS) αλλοιώσεις (Πίνακας 

1.2). 

 

Πίνακας 1.2 Ταξινόμηση κυτταρολογικών δειγμάτων από τον τράχηλο της μήτρας 

Παπανικολάου  Δυσκαρύωση  Bethesda 1991 

Class I Φυσιολογικό Eντός φυσιολογικών ορίων 

 Φλεγμονώδης ατυπία Φλεγμονώδης αντίδραση 

   

Class II Πλακώδης ατυπία 'Ατυπα πλακώδη κύτταρα 
απροσδιορίστου σημασίας 
(ASCUS) 
 

 HPV ατυπία 
 

Χαμηλού βαθμού πλακώδεις 
ενδοεπιθηλιακές αλλοίωσεις  (LSIL) 

   

Class III Eλαφρά δυσκαρύωση Χαμηλού βαθμού πλακώδεις 
ενδοεπιθηλιακές αλλοιώσεις (LSIL) 
 

 Μετρίου βαθμού 
δυσκαρύωση 
 

Υψηλού βαθμού πλακώδεις 
ενδοεπιθηλιακές αλλοιώσεις (HSIL) 

 Υψηλού βαθμού 
δυσκαρύωση 
 

Υψηλού βαθμού πλακώδεις 
ενδοεπιθηλιακές αλλοιώσεις (HSIL} 

   

Class III Καρκίνωμα in-situ 
 

Υψηλού βαθμού πλακώδεις 
ενδοεπιθηλιακές αλλοιώσεις (HSIL} 

   

Class ΙV Καρκίνος Καρκίνος 
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Η ταξινόμηση κατά Bethesda αναθεωρήθηκε το 2001  (Wright et al 2002). H κύρια 

διαφορά από την προηγούμενη ταξινόμηση είναι ότι διαιρεί περαιτέρω τα ASCUS 

δείγματα, σε ASC-US (άτυπα πλακώδη κύτταρα ακαθορίστου σημαντικότητας) και 

ASC-H (άτυπα πλακώδη κύτταρα που δεν μπορούν να αποκλείσουν υψηλού βαθμού 

ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία).  

 

1.4. Eίδη προκαρκινικών αλλοιώσεων  

 

Οι πλειονότητα των συμβατικών τεστ Παπανικολάου (Παπ-τεστ) ή δειγμάτων 

κυτταρολογίας υγρής φάσεως (LBC) είναι αρνητικά για προκαρκινικές αλλοιώσεις. 

Στον πίνακα 1.3 παρουσιάζουμε συνοπτικά τη συχνότητα εμφάνισης των διαφόρων 

βαθμίδων κυτταρολογικών αλλοιώσεων τόσο σε συμβατικά Παπ-τεστ όσο και στην 

κυτταρολογία υγρής φάσεως, βάσει στοιχείων από κυτταρολογικά εργαστήρια των 

Ηνωμένων Πολιτειών για την περίοδο 2002 έως 2003 (Davey et al 2004).  

 

Πίνακας 1.3. Συχνότητα εμφάνισης κυτταρολογικών αλλοιώσεων 

 Παπ-τεστ LBC 

ASC-US 3.8% 4.76% 

ASC-H 0.48% 0.55% 

LSIL 2.1% 2.9% 

HSIL+ 0.7% 0.84% 
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1.4.1. ASCUS  

 

Mε το σύστημα Βethesda 1991 έγινε εμφανές ότι λόγω της υποκειμενικής φύσης της 

κυτταρολογίας, οι κυτταρολόγοι χρειάζονταν μια νέα ενδιάμεση κατηγορία. Η 

κατηγορία αυτή ονομάστικε atypical squamous cells of undetermined significance 

(ASCUS). Η αναθεώρηση του συστήματος Βethesda το 2001 οδήγησε στη 

δημιουργία δύο υποκατηγοριών. Η πρώτη κατηγορία αναφέρεται σε δείγματα με 

χαμηλό κίνδυνο παρουσίας CIN2,3 και ονομάζεται ASC-US. Η δεύτερη κατηγορία 

είναι λιγότερο συχνή και συσχετιίζεται με μεγαλύτερο κίνδυνο παρουσίας CIN2,3.  

Αυτή η κατηγορία ονομάζεται atypical squamous cells; cannot exclude high-grade 

squamous intraepithelial lesion (ASC-H).  Η ορολογία ASC-H χρησιμοποιείται όταν 

υπάρχουν μερικά κυτταρολογικά κριτήρια που συνηγορούν για HSIL αλλά όχι όλα.   

Μια σημαντική παρατήρηση για τους κλινικούς ιατρούς είναι η παρατηρούμενη μικρή 

αναπαραγωγιμότητα του ΑSCUS (Rob 1994; Stoler et al 2001). Αναφορικά, η 

National Cancer Institute’s ASC-US/LSIL Triage Study (ATLS), έδειξε ότι μόνο 55% 

των κυτταρολογικών δειγμάτων αρχικά διεγνωσμένων ως ASC θεωρήθηκαν ΑSCUS 

από τους κυττσρολόγους που πραγματοποίησηαν ποιοτικό έλεχγο, ενώ το 31% των 

περιπτώσεων υποβαθμίστηκαν σε φυσιολογικά δείγματα και το 14% αναβαθμίστηκαν 

σε SIL (Solomon et al 2001).  
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ASCUS κυτταρολογία 

 

Η ASC-US κυτταρολογία αποτελεί >90% των ASC επιχρισμάτων και τα μορφολογικά 

χαρακτηριστικά της είναι παρόμοια με αυτά που παρατηρούνται στα LSIL δείγματα, 

αλλά είναι είτε ποιοτικά είτε ποσοτικά ανεπαρκή ώστε να υποστηρίξουν τη διάγνωση 

LSIL. Οι κυτταρικές αλλαγές συνίσταται σε 1.5-2 φορές μεγέθυνση του πυρήνα, μικρή 

αύξηση της αναλογίας πυρήνα/κυτταροπλάσματος και μόνο ελαφρά πυρηνική 

υπερχρωμασία (Εικόνα 1.1).  

 

Τα ASC-H δείγματα αποτελούν μόνο 5% των ASC επιχρισμάτων και εμφανίζουν 

στοιχεία που ομοιάζουν με HSIL, αλλά δεν είναι επαρκή για να θέσουν αυτή τη 

διάγνωση. Τα κύτταρα έχουν συνήθως το μέγεθος των μεταπλαστικών κυττάρων και 

μπορεί να εμφανισθούν μεμονωμένα ή σε ομάδες. Ο πυρήνας είναι 2.5-3 φορές 

διογκωμένος με υπερχρωμασία.  

 

Κλινική σημασία της ASCUS κυτταρολογίας 

 

Μια γυναίκα με κυτταρολογία ΑSCUS σε έλεγχο ρουτίνας έχει 5-16% πιθανότητα να 

έχει βιοψία που να αντιστοιχρεί σε CIN2,3. Μια πρόσφατη μετα-ανάλυση, που 

συμπεριέλαβε 20 μελέτες, έδειξε ότι η συχνότητα εμφλάνισης CIN2,3 σε πληθυσμό 

ΑSCUS ήταν 9.7% (Arbyn et al 2006). Στις περισσότερες μελέτες, περίπου 50% των 

γυναικών με ASC-Η θα έχουν βιοψία που θα δείχνει CIN2,3.  
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Εικόνα 1.1 ASCUS κύτταρα 

 

 

1.4.2. LSIL  

 

Κυτταρολογικά επιχρίσματα με χαμηλού βαθμού πλακώδεις ενδοεπιθηλιακές 

αλλοιώσεις (LSIL) αποτελούν μη νεοπλασματικές κυτταρικές αλλοιώσεις 

προκαλούμενες από λοίμωξη με HPV. LSIL δείγματα παρατηρούνται κυρίως σε 

γυναίκες νεαρής ηλικίας (16-26 ετών) ή στην αρχή της σεξουαλικής ζωής (Clifford et 

al 2003). Οι γυναίκες νεαρής ηλικίας προσβάλονται με τον ιό HPV πολύ γρήγορα 

μετά την έναρξη της σεξουαλικής δραστηριότητας (Winer et al 2003). Μια πληθώρα 

μελετών έδειξε υψηλό επιπολασμό των HR-HPV υποτύπων σε γυναίκες νεαρότερες 

των 30 ετών, που όμως πέφτει σημαντικά με την ηλικία. Η συχνοτήτα αυτών των 

λοιμώξεων είναι 22-24% στην ηλικία των 20 ετών (Clavel et al 2001).Η «Atypical 

Squamous Cells of Undetermined Significance/Low-Grade Squamous Intraepithelial 

Lesions Triage Study (ATLS)» μελέτη έδειξε ότι 87% των γυναικών κάτω των 29 
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ετών με LSIL ήταν θετικές για HR-HPV, συγκριτικά με το 75% των μεγαλύτερης 

ηλικίας γυναικών (Sherman et al 2002). Σε αντίθεση με τα HSIL κυτταρολογικά 

επιχρίσματα, όπου η πλειονότητα των γυναικών έχουν επιμολυνθεί με έναν HPV 

τύπο, η ALTS μελέτη έδειξε ότι περισσότεροι του ενός HPV υπότυποι ανευρέθησαν 

στο 58.9% των γυναικών με LSIL (ALΤS group 2000).  

 

LSIL κυτταρολογία 

 

Η κυτταρολογική διάγνωση του LSIL βασίζεται στην ανίχνευση ανώμαλων 

πλακωδών κυττάρων των οποίων το μέγεθος είναι ίδιο με αυτό των φυσιολογικών 

κυττάρων της επιφανειακής ή ενδιάμεσης στιβάδος (Εικόνα 1.2). Η διάγνωση 

βασίζεται στην παρουσία διογκωμένου πυρήνα, τουλάχιστον 3 φορές από τον 

φυσιολογικό πυρήνα των επιπολής και ενδιάμεσων κυττάρων, ανομοιογένεια της 

πυρηνικής μεμβράνης και της κατανομής της χρωματίνης. Επιπρόσθετα στοιχεία 

αποτελούν η παρουσία υπερχρωματικού πυρήνα και κοιλοκυττάρωσης (Εικόνα 1.2). 

Η διάγνωση του LSIL προαπαιτεί την παρουσία πυρηνικής διόγκωσης και ατυπίας.  

 

Κλινική σημασία του LSIL 

 

Το ποσοστό των γυναικών με LSIL που υποχωρούν ή υποτροπιάζουν δεν είναι 

πλήρως γνωστό. Περίπου 28% των γυναικών με κυτταρολογία LSIL θα έχουν CIN2,3 

(Cox et al 2003). Υποχώρηση των αλλοιώσεων είναι συχνότερη σε νεαρότερες 
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γυναίκες, αλλά ένας μικρός πληθυσμός γυναικών θα αναπτύξει υψηλού βαθμού 

αλλοιώσεις. O Melnikow και οι συνεργάτες του πραγματοποίησαν μία μετα-ανάλυση 

των μελετών που παρακολούθησαν γυναίκες με LSIL χωρίς θεραπεία. Παρόλο που 

47.4% των δειγμάτων έγιναν φυσιολογικά σε ένα διάστημα 2 ετών, 20.8% 

προχώρησαν σε CIN 2,3 και 0.15% σε διηθητικό καρκίνο (Melnikow et al 1998). 

  

 

Εικόνα 1.2 LSIL με κοιλοκυττάρωση 

 

 

1.4.3. HSIL 

 

Κυτταρολογία ΗSIL δεν είναι συχνό εύρημα και αποτελεί μόνο 0.5% των τεστ 

Παπανικολάου (Davey et al 2004). HSIL εμφανίζεται συχνότερα  σε γυναίκες ηλικίας 

25-29 ετών (Insinga et al 2004). Σε αυτές τις γυναίκες υπάρχει σημαντική κίνδυνος 

ύπαρξης CIN2,3 ή καρκίνου, αφού περίπου 70-75% των γυναικών με ΗSIL έχουν 
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CIN2,3 και 1-4% από αυτές έχουν διηθητικό καρκίνο (Jones et al 1996; Massad et al 

2001).  

 

HSIL κυτταρολογία 

 

Τα κύτταρα χαρακτηρίζονται από απώλεια διαφοροποίησης, σημαντική πυρηνική 

ατυπία και ελάττωση της αναλογίας πυρήνα/κυτταροπλάσματος. Σε αντίθεση με τα 

LSIL, τα ΗSIL δείγματα χαρακτηρίζονται από απώλεια των κυτταροπλασματικών 

αλλαγών συσχετιζόμενων με παραγωγική λοίμωξη από τον ιό ΗPV, και άρα έλλειψη 

κοιλοκυττάρωσης. Οι πυρήνες των κυττάρων χαρακτηρίζονται από υπερχρωμασία 

και απουσία των πυρηνίων. Τα κύτταρα μπορεί να είναι μεμονωμένα ή να 

εμφανίζονται σε ομάδες. Σημαντική σύγχυση είναι δυνατό  να προκληθεί σε 

εμμηνοπαυσιακές γυναίκες που λόγω κυτταρικής ατροφίας, τα πλακώδη κύτταρα 

εμφανίζουν αυξημένη πυρηνική προς κυτταροπλασματική αναλογία. 

 

Εικόνα 1.3 HSIL κύτταρα 
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Στον πίνακα 1.4 φαίνεται η συσχέτιση μεταξύ της κυτταρολογικής και ιστολογικής 

διάγνωσης. 

 

Πίνακας 1.4 Συχέτιση μεταξύ της κυτταρολογικής και ιστολογικής διάγνωσης 

 Ιστολογία 

Κυτταρολογία CIN2,3 Kαρκίνος 

ASC-US 5-16% 0.1% 

ASC-H 20-50% 3% 

LSIL 21- 28% 0.15% 

HSIL+ 70-75% 1-4% 
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Κεφάλαιο 2 
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ΜΕΘΟΔΟΙ ΜΑΖΙΚΟΥ ΠΡΟΛΗΠΤΙΚΟΥ ΕΛΕΓΧΟΥ 

 

2.1. Εισαγωγή 

 

Κάθε μέθοδος μαζικού προληπτικού ελέγχου (ΜΠΕ) αποτελεί μία προσπάθεια αναγνώρισης 

μίας ασθένειας μέσω εξετάσεων ή άλλων δοκιμασιών. Η επιτυχία της κάθε ΜΠΕ εξαρτάται 

σε σημαντικό βαθμό, όχι μόνο από το πόσο αξιόπιστη είναι η μέθοδος αλλά και από την 

ύπαρξη κατάλληλου ανθρωπίνου δυναμικού, που μπορεί να πραγματοποιήσει τις 

απαιτούμενες εξετάσεις, καθώς και την ύπαρξη κατάλληλης υποδομής, ώστε πέρα από τη 

διάγνωση, να είναι δυνατή η θεραπεία και παρακολούθηση των ασθενών. 

 

Μία πληθώρα παραμέτρων πρέπει να λαμβάνονται υπόψη πριν την υιοθέτηση κάθε 

μεθόδου για ΜΠΕ: 

 Ευαισθησία (Sensitivity) 

Η δυνατότητα της μεθόδου να ανιχνεύσει τον πληθυσμό που πάσχει από την 

ασθένεια 

 Ειδικότητα (Specificity) 

Η ικανότητα της μεθόδου να ανιχνεύσει τον πληθυσμό που δεν πάσχει από την 

ασθένεια 

 Θετική προγνωστική αξία (PPV) 
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Ο βαθμός στον οποίο η μέθοδος είναι δυνατόν να ανιχνεύσει τον πληθυσμό που έχει 

την ασθένεια ανάμεσα στην ομάδα των θετικών αποτελεσμάτων 

 Αρνητική προγνωστική αξία (NPV) 

Ο βαθμός στον οποίο η μέθοδος είναι δυνατόν να ανίχνευσει τον πληθυσμό που δεν 

έχει την ασθένεια ανάμεσα στην ομάδα των αρνητικών αποτελεσμάτων 

 

Κάθε δοκιμασία που είναι δυνατό να χρησιμοποιηθεί για πρόγραμμα ΜΠΕ αποσκοπεί στην 

ανίχνευση όσο το δυνατό περισσοτέρων ασθενών (υψηλή ευαισθησία) και στην αποφυγή 

θετικού αποτελέσματος σε άτομα που δεν έχουν την ασθένεια (υψηλή ειδικότητα). Όταν η 

ευαισθησία και η ειδικότητα του τεστ είναι υψηλές, η πιθανότητα ένα θετικό αποτέλεσμα να 

αποτελεί το σωστό αποτέλεσμα (υψηλή PPV), εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό από τον 

επιπολασμό της ασθένειας στον συγκεκριμένο πληθυσμό. Εάν ο επιπολασμός είναι πολύ 

χαμηλός, ακόμη και το καλύτερο τεστ θα έχει περιορισμένη αξία. Απαραίτητη προϋπόθεση 

για την επιτυχία κάθε προγράμματος ΜΠΕ, συμπεριλαμβανομένου αυτού για την ανίχνευση 

προ-καρκινικών αλλοιώσεων του τραχήλου της μήτρας, είναι η υιοθέτηση συγκεκριμένων 

κριτηρίων, όπως αυτά καθορίζονται από τον Παγκόσμιο Οργανισμό Υγείας (WHO). Τα 

κριτήρια του WHO για τα προγράμματα ΜΠΕ παρουσιάζονται στον πίνακα 2.1. (Wilson et al 

1968; Cochrane et al 1971; Gray et al 1996). 

 

 

 



26 
 

 

Πίνακας 2.1 Χαρακτηριστικά ιδανικού τεστ μαζικού προληπτικού ελέγχου κατά WHO 

 

Πάθηση  Σημαντικό πρόβλημα υγείας 

 Η επιδημιολογία και φυσική ιστορία της πάθησης πρέπει να 

είναι γνωστά 

 Ύπαρξη γνωστών παραγόντων κινδύνου, δεικτών της 

ασθένειας, λανθάνουσας περιόδου ή αρχικού σταδίου 

 

Τεστ  Πρέπει να είναι απλό και ασφαλές 

 H κατανομή των τιμών του τεστ στον εξεταζόμενο πληθυσμό 

πρέπει να είναι γνωστές και ένα αποδεκτό όριο (cut-off) πρέπει 

να έχει οριστεί 

 To τεστ πρέπει να είναι αποδεκτό και καλά ανεκτό από το 

γενικό πληθυσμό 

 Πρέπει να υπάρχει ομοφωνία για τα απαιτούμενα διαγνωστικά 

τεστ και περαιτέρω αντιμετώπιση του πληθυσμού που έχει 

θετικό τεστ 

 

Θεραπεία  Ύπαρξη αποτελεσματικής θεραπείας για τους ασθενείς 

αρχικού σταδίου  

 Απόδειξη ότι η θεραπεία σε αρχικό στάδιο οδηγεί σε καλύτερο 

αποτέλεσμα από θεραπεία σε προχωρημένο στάδιο της νόσου 

 

Πρόγραμμα ΜΠΕ  Πρέπει να υπάρχει απόδειξη ότι το τεστ ΜΠΕ είναι 

αποτελεσματικό και ελαττώνει τη θνησιμότητα ή νοσηρότητα 

από την ασθένεια 

 Το τεστ και η σημασία του πρέπει να είναι κατανοητά από τον 

πληθυσμό  

 Το τεστ πρέπει να είναι κλινικά, κοινωνικά και ηθικά αποδεκτό 

από τους επαγγελματίες υγείας και τον πληθυσμό 

 Τα πλεονεκτήματα από το πρόγραμμα πρέπει να υπερβαίνουν 

το φυσιολογικό και ψυχολογικό κόστος  

 Το κόστος (συμπεριλαμβανομένων του τεστ, διάγνωσης και 

θεραπείας) πρέπει να είναι αποδεκτό 

 Ύπαρξη σχεδίου για έλεγχο της ποιότητας του προγράμματος 
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Πρόγραμμα ΜΠΕ 

 

 Ύπαρξη κατάλληλου προσωπικού, υπηρεσιών και υποδομής  

 Όλες οι άλλες εναλλακτικές λύσεις για την αντιμετώπιση της 

ασθένειας πρέπει να έχουν ληφθεί υπόψη ώστε το πρόγραμμα 

ΜΠΕ να είναι αποτελεσματικό  

 Οι συμμετέχοντες στο πρόγραμμα ΜΠΕ πρέπει να έχουν 

πρόσβαση στις κατάλληλες πληροφορίες ώστε να 

αποφασίσουν αν επιθυμούν να συμμετάσχουν στο πρόγραμμα 

 

 

 

Συνοπτικά, κάθε πρόγραμμα ΜΠΕ για τον καρκίνο του τραχήλου της μήτρας αποσκοπεί 

στην ανίχνευση προ-καρκινικών αλλοιώσεων μέσω τεχνικών που είναι εύκολες στην 

εφαρμογή τους, τόσο από το ιατρικό όσο και από το νοσηλευτικό προσωπικό, δεν έχουν 

υψηλό κόστος και είναι αποδεκτές και καλά ανεκτές από τον εξεταζόμενο πληθυσμό. Οι 

τεχνικές πρέπει επίσης να συνδυάζουν υψηλή ευαισθησία και ειδικότητα στο να ανιχνεύουν 

τα άτομα με ασυμτπωματικές, προ-κλινικές μορφές της ασθένειας, και να τα διαφοροποιούν 

από αυτά που δεν έχουν την ασθένεια. Σε γενικές γραμμές, η αναλογία ασθένειας προς την 

απουσία της σε ένα συγκεκριμένο πληθυσμό πρέπει να κλίνει υπέρ της δεύτερης.  Στις 

παθήσεις του τραχήλου, η επίτπωση του καρκίνου του τραχήλου είναι 0.2-0.5%, ενώ η 

επίπτωση των υψηλού και χαμηλού βαθμού κακοήθειας προ-καρκινικών αλλοιώσεων είναι 

0.5-1.0% και 3-5% αντίστοιχα. Αρα, η επίτπωση του καρκινικών αλλοιώσεων είναι περίπου 

δέκα φορές μικρότερη σε σχέση με τις προκαρκινικές αλλοιώσεις (Boyes et al 1982; Miller et 

al 1992). 
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Οι εξής μέθοδοι έχουν μελετηθεί για ΜΠΕ για τις προκαρκινικές αλλοιώσεις από τον τράχηλο 

της μήτρας: 

1. Συμβατική κυτταρολογία (τεστ Παπανικολάου) 

2. Κυτταρολογία υγρής φάσεως (LBC) 

3. Μέθοδοι ανίχνευσης του ιού HPV  

 Southern Blotting 

 Dot Blot 

 In Situ Hybridisation 

 Hybrid Capture 

 PCR 

 NASBA 

 Ανοσοχημικές χρώσεις 

a) Ιϊκές πρωτεΐνες 

b) Κυτταρικές πρωτεΐνες 

4. Κολποσκόπηση 

 

 

2.2. Τεστ Παπανικολάου 

 

Το 1928 ο δρ. Γεώργιος Παπανικολάου, διδάκτωρ βιολογίας και ανατομίας στο εργαστήριο 

του δρ. Charles Stockard, παρατήρησε σε δείγματα από κολπικό επιθήλιο την ύπαρξη 

ανώμαλων, «δυσκαρυωτικών» κυττάρων από το τραχηλικό επιθήλιο σε γυναίκες με καρκίνο 
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του τραχήλου. Αυτή η παρατήρηση ήταν αποτέλεσμα της μακροχρόνιας μελέτης του 

ερευνητή στην ενδοκρινολογική λειτουργία των κυττάρων. Στη συνέχεια ο δρ. Παπανικολάου 

συνεργάσθηκε με τον γυναικολόγο δρ. Herbert Traut και ανεκάλυψαν ότι ο καρκίνος του 

τραχήλου χαρακτηρίζεται από μια προ-καρκινική φάση, που προκαλλεί συγκεκριμένες 

αλλοιώσεις στα κύτταρα, οι οποίες μπορούν να διαγνωσθούν σε πρώιμο, θεραπεύσιμο 

στάδιο (Papanikolaou et al 1941).  

 

Ο έλεγχος για τις προκαρκινικές τραχηλικές αλλοιώσεις χρησιμοποιώντας το τεστ 

Παπανικολάου (Παπ-τεστ) άρχισε το 1940 (McSweeney et al 1948). Παρόλο που δεν έχει 

αξιολογηθεί σε προοπτική μελέτη, ελάχιστοι αμφισβητούν τον ρόλο του Παπ-τεστ ως μέσο 

μαζικού ελέγχου για τις προκαρκινικές αλλοιώσεις του τραχήλου της μήτρας. Μετά την 

εισαγωγή του μαζικού κυτταρολογικού ελέγχου στις ΗΠΑ, παρατηρήθηκε 50% ελάττωση 

στην συχνότητα εμφάνισης καρκίνου του τραχήλου και 70% ελλάτωση στους θανάτους λόγω 

της ασθένειας. Η περίοδος από το 1970 έως τα μέσα της δεκαετίας του ’90 μπορεί να 

θεωρηθεί η χρυσή εποχή του Παπ-τεστ. Κατά τη δάρκεια αυτής της περιόδου, το Παπ-τεστ 

ήταν η αναμφισβήτητη μέθοδος προληπτικού ελέγχου για το καρκίνο του τραχήλου. Ήταν 

όμως και κατά τη διάρκεια αυτής της περιόδου που άρχισαν να γίνονται εμφανείς οι ατέλειες 

του τεστ.  

 

Η ευαισθησία του Παπ-τεστ για τη διάγνωση των προκαρκινικών αλλοιώσεων του τραχήλου 

θεωρείται αποδεκτή (30-80%, μέση τιμή: 47%). Το τεστ χαρακτηρίζεται από υψηλή 
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ειδικότητα (79-100%, μέση τιμή: 95%) (Nanda et al 2000). Παρόλο που η ευαισθησία του 

Παπ-τεστ μπορεί να θεωρηθεί αποδεκτή, δεν είναι η αναμενόμενη για μία δοκιμασία 

χρησιμοποιούμενη σε ένα πρόγραμμα ΜΠΕ. Το ποσοστό των ψευδώς-αρνητικών 

αποτελεσμάτων αποτελεί μία από τις σημαντικότερες αδυναμίες του τεστ-Παπ. Τα ψευδώς 

αρνητικά αποτελέσματα οφείλονται κυρίως σε λάθη κατά τη συλλογή του δείγματος, είτε 

λόγω ανεπαρκούς δείγματος, είτε λόγω απουσίας διαγνωστικών κυττάρων από το δείγμα 

(McCoogan et al 1998). 

 

2.3. Κυτταρολογία υγρής φάσεως 

 

Η κυτταρολογία υγρής φάσεως επιτρέπει τη συλλογή κυττάρων σε ειδικό υγρό και στη 

συνέχεια την αυτοματοποιημένη επεξεργασία του δείγματος. Το υπόλοιπο δείγμα μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί για να πραγματοποιηθούν άλλες συμπληρωματικές εξετάσεις, όπως για τον 

ιό HPV, ανοσοχημική χρώση για το βιοδείκτη p16 ή ακόμη και τεστ για σεξουαλικώς 

μεταδιδόμενα νοσήματα, όπως χλαμύδια και γονόρροια. 

 

Η αποτελεσματικότητα της κυτταρολογίας του τραχήλου βασίζεται στην υπόθεση ότι κάθε 

προ-νεοπλασματική ή νεοπλασματική αλλοίωση είναι δυνατόν να ανιχνευθεί με το Παπ-τεστ. 

Αυτό προΰποθέτει ότι ένας σημαντικός αριθμός κυττάρων μεταφέρονται στο πλακίδιο. O 

Hutchinson και οι συνεργάτες του έδειξαν ότι με τη συμβατική κυτταρολογική μέθοδο 

συλλέγονται 600.000-1.200.000 τραχηλικά επιθηλιακά κύτταρα, αλλά λιγότερα από 20% των 
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κυττάρων θα μεταφερθούν στο πλακίδιο (Εικόνα 2.1) (Hutchinson et al 1999). Η αδυναμία 

μεταφοράς της πλειονότητας των επιθηλιακών κυττάρων στο πλακίδιο εξηγεί τον υψηλό 

αριθμό των ψευδώς αρνητικών αποτελεσμάτων.  Επιπλέον, η προετοιμασία του Παπ-τεστ 

και η μεταφορά του δείγματος στο πλακίδιο εξαρτάται σε σημαντικό βαθμό από τον 

διενεργούντα τη λήψη του δείγματος, αλλά και από άλλες παραμέτρους, όπως επιμόλυνση 

του δείγματος από φλεγμονώδη κύτταρα και ερυθρά αιμοσφαίρια. Μελέτες έδειξαν ότι 

περισσότερα από 15% των Παπ-τεστ είναι περιορισμένης διαγνωστικής αξίας, λόγω της 

παρουσίας στοιχείων αίματος ή φλεγμονωδών κυττάρων που επικαλύπτουν τα  επιθηλιακά 

κύτταρα (Bishop et al 1998; Hutchinson et al 1999). 

 

Εικόνα 2.1 Λάθη συλλογής και παρασκευής 
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2.4. Μέθοδοι ανίχνευσης του ιού HPV  

 

Είναι ευρέως αποδεκτό ότι λοίμωξη από τον ιό HPV είναι απαραίτητη, αλλά όχι και η 

μοναδική προΰπόθεση, για την ανάπτυξη τραχηλικών ενδοεπιθηλιακών αλλοιώσεων (CIN) 

και καρκίνου του τραχήλου της μήτρας (Munoz et al 1992; Schiffman et al 1993; 

Walboomers et al 1999). Παρόλο που τραχηλική λοίμωξη από HPV και πρώιμες 

κυτταρολογικές αλλαγές είναι πολύ συχνές, ειδικά σε σεξουαλικά δραστήριες γυναίκες 

νεαρής ηλικίας, υψηλού βαθμού προκαρκινικές αλλοιώσεις και καρκίνος του τραχήλου είναι 

σχετικά σπάνια και εμφανίζονται σε πιο προχωρημένες ηλικίες.  

 

Υπάρχουν περισσότεροι από 70 HPV υπότυποι, από τους οποίους οι 20 προκαλούν 

λοίμωξη του τραχήλου της μήτρας. Οι υπότυποι που συνδέονται με την ανάπτυξη καρκίνου 

του τραχήλου ανήκουν στην κατηγορία υψηλού κινδύνου (HR-HPV) και είναι οι εξής: 

16,18,31,33,35,39,45,51,52,56, και 58, ενώ οι υπότυποι 6,11,42,43, και 44, προκαλούν 

καρκίνο του τραχήλου πολύ σπάνια και ανήκουν στην κατηγορία χαμηλού κινδύνου (LR-

HPV). Η πλειονότητα των λοιμώξεων από HPV μεταδίδεται μέσω σεξουαλικής επαφής. Ο 

εντοπισμός τους είναι δυνατός μόνο παροδικά, καθώς μέσω ανοσολογικών μηχανισμών 

γίνονται λανθάνουσες.  Δεν είναι γνωστό αν η λοίμωξη από τον ιό προκαλεί ανοσία ενάντια 

σε επαναλοίμωξη με τον ίδιο ή άλλους HPV υποτύπους. Είναι όμως ξεκάθαρο ότι, ακόμη και 

για τους υποτύπους που ανήκουν στην ομάδα υψηλού κινδύνου, η λοίμωξη προκαλεί 
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ελαφρές αλλά παροδικές κυτταρολογικές αλλοιώσεις που σπανίως θα οδηγήσουν σε 

υψηλού βαθμού αλλοιώσεις ή διηθητικό καρκίνο.  

 

2.4.1. Αρχές του τεστ για τον ιό HPV  

 

H ανίχνευση του HPV DNA σε δείγματα από τον τράχηλο της μήτρας αποτελεί τη βάση του 

προγράμματος ΜΠΕ για HPV λοίμωξη. Το HPV DNA απαντά συχνότερα στις ηλικίες από 15 

έως 25 ετών, ταυτόχρονα με την έναρξη των σεξουαλικών επαφών. Ο επιπολασμός του ιού 

σε αυτή την ηλικία, σε σεξουαλικά δραστήριες νέες γυναίκες, είναι μεταξύ 30% έως 40% 

(Melkert et al 1993), αλλά ελαττώνεται δραματικά με την ηλικία, σε τέτοιο βαθμό που 

φαίνεται ότι η παρουσία του HPV DNA μπορεί να θεωρηθεί δείκτης της απαρχής της 

σεξουαλικής δραστηριότητας (Schiffman et al 1993). Η κυτταρολογική έκφραση αυτών των 

λοιμώξεων χαρακτηρίζεται από ευρήματα όπως κοιλοκυττάρωση ή οριακή (borderline) 

κυτταρολογική ατυπία.  Μία χαμηλού βαθμού πλακώδης ενδοεπιθηλιακή αλλοίωση (LSIL) 

μπορεί επίσης να συσχετίζεται με παροδική λοίμωξη από τον ιό. Αυτοί οι τρεις τύποι 

αλλοιώσεων απαντούν στο 2-6% των γυναικών που λαμβάνουν μέρος στο πρόγραμμα 

ΜΠΕ. Η ανίχνευσή τους εμφανίζει έξαρση στην ίδια ηλικία με την έξαρση της λοίμωξης από 

τον ιό HPV και μπορεί να είναι παρούσα μήνες μετά λοίμωξη από τον ιό (Schiffman et al 

1993).  
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2.4.2. Φυσική ιστορία των χαμηλής κακοήθειας τραχηλικών αλλοιώσεων από 

τον ιό HPV 

 

Η φυσική ιστορία των χαμηλής κακοήθειας τραχηλικών αλλοιώσεων από τον ιό HPV δείχνει 

ότι πολλές από αυτές υποστρέφουν, και μόνο ένα μικρό ποσοστό (~11%) εξελίσσεται σε 

υψηλότερου βαθμού αλλοιώσεις (CIN2+) (Ostor 1993). Αλλοιώσεις συμβατές με CIN2+ 

εμφανίζονται συνήθως σε γυναίκες 5 έως 10 χρόνια μεγαλύτερης ηλικίας από ότι αυτές με 

χαμηλού βαθμού αλλοιώσεις. Αυτό δείχνει ότι χρόνια λοίμωξη με HR-HPV είναι απαραίτητη 

για την εμφάνιση CIN2+ και απαντά σε λιγότερο από 1% των κυτταρολογικών δειγμάτων. Η 

εμφάνιση διηθητικού καρκίνου συμβαίνει 5 έως 15 χρόνια αργότερα, από ότι οι υψηλού 

βαθμού προ-καρκινικές αλλοιώσεις, απόδειξη ότι απαιτείται ένα διάστημα αρκετών χρόνων 

για την εξέλιξη μίας υψηλού βαθμού αλλοίωσης σε καρκίνο. Πρόσφατες μελέτες δείχνουν ότι 

στο 80-90% των καρκίνων του τραχήλου είναι δυνατό να ανιχνεύσουμε HR-HPV DNA 

(Schiffman et al 1993). Ο   Mansell και οι συνεργάτες του (Mansell et al 1994; Solomon et al 

2001) επέδειξαν ότι 67% των CIN2+ που παρουσιάζονται σε γυναίκες που εμφανίζονται με 

μέτριες κυτταρολογικές αλλοιώσεις,  μπορούν να ανιχνευθούν με εντοπισμό HPV DNA μόνο 

των τεσσάρων τύπων 16,18,31 και 33. 

 

Ο Van den Brule συνόψισε τις εξής αρχές (Van den Brule et al 1991):  
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1) Όλα τα δείγματα από καρκίνο του τραχήλου είναι θετικά για HPV DNA. Οι πιο συχνά 

απαντώμενοι υπότυποι είναι οι 16 και 18 

2) Παρατηρείται αυξημένη συχνότητα της εμφάνισης του HPV σε κυτταρικά δείγματα 

από ασθενείς με CIN, της τάξεως του 60 έως 80%. 

3) Σε γυναίκες ηλικίας μεταξύ 35 και 55 ετών με αρνητική κυτταρολογία, ο επιπολασμός 

του HPV ήταν 4.5% 

Σε γυναίκες ηλικίας 18-35 ετών με αρνητική κυτταρολογία, o επιπολασμός του HPV 

εξαρτάται από την ηλικία και ελαττώνεται από 20% σε γυναίκες ηλικίας 20-25 σε 

4.5% σε γυναίκες ηλικίας 30-35 ετών.  Όσον αφορά στους HR-HPV 

υποτύπους 16,18,31 και 33, ο επιπολασμός ελαττώνεται από 7% σε 1.5% στις 

αντίστοιχες ηλικιακές ομάδες. 

4) Πρώιμα ευρήματα από προοπτικές μελέτες γυναικών με παθολογική κυτταρολογία 

που παρακολουθήθηκαν για 36 μήνες με κολποσκόπηση και κυτταρολογία έδειξε ότι 

μόνο οι γυναίκες με HR-HPV ανέπτυξαν CIN3 (10% σε 24 μήνες).  

5) Γυναίκες με παθολογική κυτταρολογία και λοίμωξη από LR-HPV ή αυτές που ήταν 

αρνητικές για HPV δεν εμφάνισαν υψηλότερου βαθμού αλλοιώσεις στους 24 μήνες 

παρακολούθησης. 
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2.4.3. Μέθοδοι ανίχνευσης του ιού HPV 

 

Oι μέθοδοι ανίχνευσης του ιού HPV έχουν εξελιγθεί τα τελευταία δέκα χρόνια. Οι πιο 

σημαντικές περιγράφονται στη συνέχεια.  

 

i. Southern Blotting 

 

Η τεχνική Southern Blotting οφείλει την ονομασία της στον επιστήμονα που την ανέπτυξε. 

Είναι μία μοριακή τεχνική που αποτελεί τη βάση για άλλες παρόμοιες τεχνικές. Συνίσταται 

στην εξαγωγή ικανής ποσότητας DNA από τα κύτταρα, ανάλυσή του και αντίδρασή του με 

ένζυμα που προκαλούν λύση του DNA σε τμήματα, ανάλογα με την αλληλουχία των 

νουκλεοτιδίων. Στη συνέχεια το DNA καταμερίζεται με ηλεκτροφόρηση μέσω γέλης 

αγαρόζης, αποδιατάσσεται σε μονοκλωνικό DNA και μεταφέρεται σε ένα στερεό μέσο, 

συνήθως μέσω μίας νάιλον μεμβράνης. Η μεμβράνη εμπεριέχει ειδικές αλληλουχίες DNA με 

συμπληρωματικό μονοκλωνικό DNA ή RNA που είναι σεσημασμένα με ραδιενεργά μόρια.  

Κάτω από τις κατάλληλες συνθήκες κάθε αλληλουχία θα υποστεί υβριδισμό με τις 

συμπληρωματικές αλληλουχίες DNA, έτσι ώστε όταν η μεμβράνη εκπλυθεί για την 

απομάκρυνση μη-υβριδοποιημένων μορίων, οι αλληλουχίες-στόχοι είναι δυνατό να 

ανιχνευθούν (Εικόνα 2.2). Αυτή η τεχνική έχει ευρέως χρησιμοποιηθεί για την ανίχνευση και 

τυποποίηση του HPV.  Στα κατάλληλα χέρια έχει υψηλή ευαισθησία και ειδικότητα αλλά 

απαιτεί μεγάλη ποσότητα DNA (5-10g) που με τη σειρά του απαιτεί μεγάλο ιστικό δείγμα 
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εφάμιλλου μεγέθους με αυτό που αποκτάται από μία βιοψία. Επίσης, τα δείγματα που 

συλλέγονται στα πλαίσια του προγράμματος ΜΠΕ δεν περιέχουν ικανή ποσότητα DNA για 

την εφαρμογή αυτής της τεχνικής.  Τέλος, η τεχνική Southern blotting είναι τεχνικά 

πολύπλοκη, απαιτεί χρόνο και δεν είναι δυνατό να αυτοματοποιηθεί. Αυτό έχει σαν 

αποτέλεσμα να μη μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως μέθοδος ΜΠΕ. 
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Εικόνα 2.2. Αρχές της τεχνικής Southern blot.  

Κοπή του DNA με ειδικά περιοριστικά  ένζυμα παράγει διάφορα τμήματα DNA συγκεκριμένου μήκους. 

Αυτά τα τμήματα μπορούν να διαχωρισθούν με ηλεκτροφόρηση σε γέλη αγαρόζης ανάλογα με το 

μήκος τους. Τα μεγαλύτερα δείγματα μετακινούνται πιο αργά από τα μικρότερα δείγματα και 

παραμένουν πιο κοντά στο αρνητικό ηλεκτρόδιο. Οι διάφορες αλυσίδες του DNA είναι δυνατό να 

γίνουν ορατές με ειδική χρώση. Αφού μεταφερθεί σε ειδική μεμβράνη, το DNA χρησιμοποιείται για 

υβριδοποίηση. Μονο-κλωνικά μόρια DNA συνδέονται με συμπληρωματικές αλληλουχίες του 

μονοκλωνικού DNA οδηγώντας στο σχηματισμό υβριδίων. Οι μη συνδεδεμένες αλληλουχίες 

αφαιρούνται με ειδική έκπλυση. Αυτό έχει σαν αποτέλεσμα, μόνο το DNA-στόχος να παραμένει 

σεσημασμένο και να είναι δυνατό να ανιχνευθεί. (Schneider et al 1989) 
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ii. Dot Blot 

 

H τεχνική Dot Blot, μία απλοποίηση της μεθόδου Southern blotting, είναι μία τεχνική στην 

οποία το εξαγώμενο DNA δεν καταμερίζεται με ηλεκτροφόρηση.  Αντίθετα, το DNA 

τοποθετείται σε ένα στερεό υλικό, και τότε υβριδοποιείται ακριβώς με τον ίδιο τρόπο όπως το 

Southern blot. Η μέθοδος είναι απλούστερη και πιο γρήγορη, μπορεί να χρησιμοποιηθεί για 

μεγάλο αριθμό δειγμάτων και είναι δυνατό να αυτοματοποιηθεί ως ένα βαθμό. Όμως, κατά 

τη μεταφορά του υλικού υπάρχει κίνδυνος να μείνει όλο το κυτταρικό DNA συγκεντρωμένο 

σε μία τελεία (Εικόνα 2.3). Αυτό μπορεί να δυσκολεύσει την αναγνώριση των ισχνών θετικών 

σημάτων και αυξάνει την πιθανότητα λάθους αποτελέσματος.  

 

Δύο εμπορικά διαθέσιμα dot blot συστήματα που έχουν ευρέως μελετηθεί είναι το ViraPap 

και το ViraType (Life Technologies).  Αυτή η τεχνική έχει χαμηλότερη ευαισθησία και 

ειδικότητα από ότι το Southern blotting, και επίσης απαιτεί μεγαλύτερη ποσότητα DNA, έτσι 

ώστε να μην είναι κατάλληλο για εφαρμογή σε πρόγραμμα ΜΠΕ.  
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     Εικόνα 2.3 Dot blot ανίχνευση μίας πληθώρας HPV τύπων. (Evans et al 2005). 

 

 

iii. Ιn situ Υβριδοποίηση 



41 
 

 

 

Η τεχνική της in situ Υβριδοποίησης αποτελεί μία απλοποιημένη μορφή του Southern 

blotting. Τα κύτταρα τοποθετούνται απευθείας σε ένα στερεό υλικό το οποίο στη συνέχεια 

χρησιμοποείται για καταμερισμό του DNA. Η τεχνική είναι απλή αλλά δίνει μόνο θετικό ή 

αρνητικό αποτέλεσμα και σαν αποτέλεσμα έχει περιορισμένες κλινικές εφαρμογές ως μέσο 

ΜΠΕ (Εικόνα 2.4). 

 

 

 

 

Εικόνα 2.4 In situ υβριδοποίηση 

Τα επιφανειακά κυτταρικά στρώματα εμφανίζουν έντονη χρώση με ειδικά αντισώματα έναντι 

πρωτεϊνών των ιών HPV-16 και HPV-18. 

iv. Hybrid Capture  
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Η τεχνική του Hybrid Capture χρησιμοποιεί ένα διάλυμα και όχι στερεό μέσο, παρόλο που οι 

βασικές αρχές χρησιμοποίησης συμπληρωματικών αλληλουχιών για την ανίχνευση της 

αλληλουχίας στόχου παραμένει η ίδια με τις προαναφερθείσες τεχνικές. Με αυτή την τεχνική, 

πραγματοποείται εξαγωγή κυτταρικού DNA που επεξεργάζεται σε αλκαλικό διάλυμα και στη 

συνέχεια υβριδοποιείται με συμπληρωματικό RNA με στόχο την παραγωγή DNA-RNA 

υβριδικών μορίων.Ολη η διαδικασία λαμβάνει μέρος στην υγρή φάση και τα μόρια του 

υβριδοποιημένου DNA-RNA μεταφέρονται από το διάλυμα μέσω αντισωμάτων που 

επικαλύπτουν το τοίχωμα των δοχείων.  Αυτά τα αντισώματα αναγνωρίζουν την τριδιάστατη 

δομή του υβριδικού DNA-RNA και δεν συνδέονται με διπλής έλικας DNA που αφαιρείται 

κατά την τελική έκπλυση. Η παρουσία των μορίων-στόχων ανιχνεύεται με την προσθήκη 

ειδικών αντισωμάτων, που στη συνέχεια αντιδρούν με ειδική ουσία για την παραγωγή φωτός 

που μετρείται με ειδικό όργανο (luminometer) (Εικόνα 2.5). Τα αποτελέσματα εκφράζονται 

ως «relative light units (RLUs)», που αποτελούν ένα μέτρο του φωτός που παράγεται από 

την αντίδραση (1.0 RLU αντιστοιχεί σε 1.0 pg/ml).  Για την ανίχνευση του HPV, το πρώτης 

γενιάς Hybrid Capture (HC-Ι) μπορούσε να ανιχνεύσει ένα φάσμα χαμηλού και υψηλού 

κινδύνου HPV τύπους (χαμηλού κινδύνου τύποι 6,11,42,43,44: υψηλού κινδύνου τύποι 

16,18,31,35,45,51,52, και 56), αλλά το τεστ είχε χαμηλή ευαισθησία και ειδικότητα. 

 

Το HC-I έχει αντικατασταθεί από το τεστ δεύτερης γενιάς (HC-II), που επιτρέπει την 

ανίχνευση ενός ευρύτερου φάσματος HPV τύπων (χαμηλού κινδύνου 
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6,11,42,43,44 και 59; υψηλού κινδύνου 16,18,31,33,35,39,45,51,56,58,68), έχει δέκα φορές 

μεγαλύτερη ευαισθησία σε σχέση με τον προκάτοχό του, και είναι εφάμιλλο της «Polymerase 

Chain Reaction (PCR)».  Το τεστ μπορεί να ανιχνεύσει χαμηλού ή υψηλού κινδύνου 

υποτύπους και είναι δυνατή η αυτοματοποίησή του ώστε να εφαρμοσθεί σε προγράμματα 

ΜΠΕ. 

 

 
 

Εικόνα 2.5 Αρχές του Ηybrid Capture II (Digene Laboratories) 

 

 

v. Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) 
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H μέθοδος της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης (PCR), βασίζεται στην in vitro 

αναπαραγωγή του DNA (Εικόνα 2.6). Eνας πλήρης κύκλος περιλαμβάνει επώαση των 

δειγμάτων σε τρεις διαφορετικές θερμοκρασίες και γίνεται αυτόματα από ειδικά μηχανήματα, 

τους θερμοκυκλοποιητές (thermal cyclers). Σε μια τυπική αντίδραση, το δίκλωνο DNA 

αποδιατάσσεται με θέρμανση στους 95° C. Στη συνέχεια οι εκκινητές (primers) σε περίσσια 

προσδένονται με υβριδισμό στις συμπληρωματικές αλληλουχίες του DNA εκμαγείου με ψύξη 

του δείγματος στους 50 – 60° C. Ακολουθεί επώαση στους 72° C για την επιμήκυνση των 

εκκινητών με τη βοήθεια θερμοάντοχης πολυμεράσης, παρουσία των τεσσάρων 

νουκλεοτιδίων.  

 

Καθώς η διαδικασία επαναλαμβάνεται, οι νεοσύστατοι κλώνοι με τη σειρά τους 

χρησιμοποιούνται ως εκμαγεία για την in vitro σύνθεση του DNA. Μετά από μερικούς 

κύκλους το προϊόν της αντίδρασης PCR είναι ένα τμήμα DNA το μέγεθος του οποίου 

αντιστοιχεί στην μεταξύ των δύο αρχικών εκκινητών απόσταση. Στη πράξη, 20 με 30 κύκλοι 

της αντίδρασης είναι αρκετοί για την αποτελεσματική ενίσχυση του DNA στόχου. Σε κάθε 

κύκλο, που διαρκεί περίπου πέντε λεπτά, η ποσότητα του DNA διπλασιάζεται. Η όλη 

διαδικασία κλωνοποίησης ενός DNA στόχου σε ένα in vitro σύστημα (χωρίς κύτταρα) διαρκεί 

μερικές ώρες, σε σχέση με τις μερικές μέρες που απαιτούνται για τις in vivo διαδικασίες 

κλωνοποίησης. Η ευαισθησία και ειδικότητα της τεχνικής PCR εξαρτάται κυρίως από το 

είδος των εκκινητών, το μέγεθος του προϊόντος της PCR, τις συνθήκες αντίδρασης και τη 

δράση της DNA πολυμεράσης, το φάσμα της αναπαραγωγής του HPV-DNA και την 

http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=%CE%A5%CE%B2%CF%81%CE%B9%CE%B4%CE%B9%CF%83%CE%BC%CF%8C%CF%82&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/wiki/DNA
http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%9D%CE%BF%CF%85%CE%BA%CE%BB%CE%B5%CE%BF%CF%84%CE%AF%CE%B4%CE%B9%CE%BF
http://el.wikipedia.org/wiki/DNA
http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%9A%CE%BB%CF%89%CE%BD%CE%BF%CF%80%CE%BF%CE%AF%CE%B7%CF%83%CE%B7


45 
 

 

ικανότητα της μεθόδου να ανιχνεύσει μία πληθώρα HPV τύπων. Λόγω της 

προσαρμοστικότητάς τους και της υψηλής ευαισθησίας τους, υπάρχουν πολλά συστήματα 

PCR. Τα συχνότερα χρησιμοποιούμενα συστήματα είναι αυτά ενάντια στο γονίδιο L1 και 

είναι δυνατό να ανιχνεύσουν όλους τους βλενογονιακούς τύπους του HPV (Bernard et al 

1994). Ανάμεσά τους ξεχωρίζουν οι εκκινητές GP5/6 (de Roda et al 1995) και η 

μεταγενέστερη εκδοχή τους GP5+/6+ (Jacobs et al 1997), καθώς και οι MY09/11(Manos et 

al 1989) και PGMY09/11 (Gravitt et al 1998). Μία άλλη ομάδα εκκινητών αναπαράγει 

μικρότερο μεγέθος (65 bp έναντι 150 bp για τους GP primers και 450 bp για το MY09/11) του 

L1 γονιδίου, αυξάνοντας την ευαισθησία της τεχνικής.  

 

Mία άλλη τεχνική για το GP5+/6+ σύστημα, είναι ικανή να ανιχνεύσει 37 τύπους HPV 

επιτρέποντας τη χρήση της τόσο σε επιδημιολογικές μελέτες όσο και στην κλινική έρευνα 

(Jacobs et al 1997). To τεστ αναπαράγει μικρότερο τμήμα και θεωρείται πιο ευαίσθητο από 

την PGMY09/11 PCR και έχει την ικανότητα ανίχνευσης περίπου 13% περισσότερου HPV 

σε τραχηλικά επιχρίσματα σε σχέση με τους PGMY primers (Iftner et al 2003). Eπειδή αυτοί 

οι εκκινητές σχεδιάστηκαν για τους HR-HPV τύπους μόνο (HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 

51, 52, 56, 58, 59 και 68), αυτά τα τεστ είναι παρόμοια του HC-II.  

 

Παρόλο που η χρήση των μεθόδων PCR διακρίνεται από μέγιστη ευαισθησία ανίχνευσης 

HPV, δεν είναι ιδανική μέθοδος για  ΜΠΕ.  Η ιδανική μέθοδος ΜΠΕ είναι απαραίτητο να έχει 

ένα όριο, βασισμένο σε κλινικές μελέτες πέρα από το οποίο είναι δυνατό να ανιχνευθούν τα 
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κλινικά σημαντικά αποτελέσματα, πράγμα που δε χαρακτηρίζει τη μέθοδο PCR. Μέθοδοι με 

αυξημένη αναλυτική ευαισθησία είναι δύσκολο να συμβάλλουν σε βελτίωση του 

προγράμματος ΜΠΕ.  
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Εικόνα 2.6. Αρχές μεθόδου PCR 
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vi. Nucleic Acid Sequence-Based Amplification (NASBA) 

 

Η χρήση των νέων βιολογικών δεικτών θεωρείται μία νέα μέθοδος ταξινόμησης του 

πληθυσμού θετικού για HPV σε υψηλού και χαμηλού κινδύνου για CIN2+. Μία προσπάθεια 

συνδυασμού του τεστ για HPV που μπορεί να ανιχνεύσει πέντε τύπους του ιού, με την 

ποσοτική αξιολόγηση των επιπέδων των ιϊκών E6/ E7 ογκογονιδίων, έχει προταθεί από τη 

Νορβηγική εταιρεία Norchip, χρησιμοποιώντας την τεχνολογία NASBA.  

 

Το NASBA είναι ένα ευαίσθητο μεταγραφικό σύστημα για την αναπαραγωγή των νουκλεΪκών 

οξέων in vitro. Το κύριο προτέρημα αυτής της τεχνικής είναι το γεγονός ότι η αντίδραση 

πραγματοποιείται στους 41°C. Τα εξής ένζυμα παίρνουν μέρος σε αυτή την ομογενή 

ισόθερμη αντίδραση: avian myeloblastosis virus reverse transcriptase (RT), RNase H και T7 

DNA εξαρτώμενη RNA polymerase (DdRp). Λόγω της ενσωμάτωσης της RT στη διαδικασία 

της αναπαραγωγής του DNA, η μέθοδος είναι ιδιαίτερα χρήσιμη για ανάλυση mRNA. Το 

πρότυπο RNA επεξεργάζεται στους 65°C με ειδική αλληλουχία, που όχι μόνο είναι 

συμπληρωματική του, αλλά επίσης εμπεριέχει μία 5′ αλληλουχία που αντιστοιχεί στον 

εκκινητή του T7 DdRp. Η RNA αλυσίδα του σχηματιζόμενου RNA–cDNA υβριδίου θα 

κατακερματισθεί στη συνέχεια από RNase ή μέσω της βοήθειας ενός αντίστροφου 

εκκινητήρα, συμπληρωματικού του cDNA. Διπλής έλικας DNA με μία T7 αλληλουχία, 

σχηματίζεται και μπορεί να χρησιμοποιηθεί από το T7 DdRp για τη σύνθεση νέων μορίων 

RNA που αντιστοιχούν στο πρότυπο RNΑ. Μετά αυτήν την αρχική αντίδραση, το NASBA 
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εισέρχεται στη διαδικασία αναπαραγωγής και το νέο RNA παράγεται μέσω της δράσης των 

RT και T7DdRp ενζύμων.  

 

Η αντίδραση συνεχίζεται υπό ισόθερμες συνθήκες πετυχαίνοντας σημαντική αναπαραγωγή 

του στόχου (106 έως 109 φορές). Το παραγώμενο RNA ανιχνεύεται μέσω μοριακών 

σημάτων που είναι μονής αλυσίδας ολιγονουκλεοτίδια με δομή stem–loop. Ένα μέλος της 

αλυσίδας αποτελείται από μία φωσφορίζουσα χρωστική και το άλλο από μία μη-

φωσφορίζουσα ουσία. Μετά την υβριδοποίηση του μοριακού τμήματος με τον εδικό του 

στόχο, η μεταφορά ενέργειας διακόπτεται και πραγματοποείται φωσφορισμός του οποίου η 

ένταση συσχετίζεται με τη συγκέντρωση του παραγόμενου μορίου. Δύο ολιγονουκλεοτιδικοί 

οδηγοί ειδικοί για το πρότυπο RNA καθορίζουν την ειδικότητα της αντίδρασης (Εικόνα 2.7). 

Αυτή η τεχνική χρησιμοποιείται από το τεστ Norchip PreTect HPV-Proofer, που αποτελεί 

μέθοδο για την ανίχνευση του E6/E7 mRNA από τους HR-HPV τύπους 16, 18, 31, 33 και 45. 

Έχει προταθεί ότι βάσει των επιπέδων έκφρασης των ογκογονιδίων E6/E7, είναι δυνατό να 

πραγματοποιηθεί ταξινόμηση των γυναικών θετικών για HPV, παρόλο που δεν υπάρχει 

μεγάλος αριθμός σχετικών κλινικών μελετών (Sotlar et al 1998; Cuschieri et al 2004). 
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Εικόνα 2.7. Προτεινόμενος μηχανισμός της μεθόδου NASBA για amplification dsDNA. (Boulet et al 

2010) 

 

 

 

vii. Ανοσοχημεία 

 

Η ύπαρξη ιϊκών πρωτεϊνών που επιτρέπουν την ταξινόμηση των γυναικών βάσει του 

κινδύνου ανάπτυξης υψηλού βαθμού προ-καρκινικών αλλοιώσεων, αποτελεί μία σημαντική 

εξέλιξη στην προσπάθεια έγκαιρης διάγνωσης και αντιμετώπισης του καρκίνου του 

τραχήλου της μήτρας. Τεχνικές όπως η ανοσοχημεία παρέχουν σημαντικές πληροφορίες 

από κυτταρικά δείγματα. Τα κύτταρα χρωματίζονται με αντισώματα ενάντια σε ιϊκές ή 

κυτταρικές πρωτεΐνες που χρησιμεύουν ως δείκτες λοίμωξης από τον ιό HPV, ή ως 

ανεξάρτητοι παράγοντες εξέλιξης της νόσου. Μία πληθώρα παραμέτρων όπως η ειδικότητα 
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του κύριου και δευτερεύοντος αντισώματος, η εφαρμογή αντιστοίχων ανιχνευτικών 

συστημάτων, καθώς και η διαδικασία σταθεροποίησης του χρησιμοποιουμένου υλικού, 

επηρεάζουν την ειδικότητα και ευαισθησία της ανοσοχημείας. Είναι πολύ σημαντικό να 

διαπιστώσουμε αν υπάρχουν συγκεκριμένα ωφέλη ή και κίνδυνοι από την εφαρμογή των 

νέων βιοδεικτών, πριν χρησιμοποιηθούν ως μέσα ΜΠΕ. Προς το παρόν, λίγοι δείκτες 

φαίνεται να αξίζουν να μελετηθούν περαιτέρω.  

 

a. Ιϊκές πρωτεΐνες 

 

Η αναπαραγωγή του ιού του HPV και η ταυτόχρονη έκφραση της δομικής πρωτεΐνης L1 

πραγματοποιείται μόνο στου χαμηλού βαθμού επιθηλιακές αλλοιώσεις. Σαν αποτέλεσμα, 

έχει προταθεί ότι η έλλειψη έκφρασης της L1 σε τραχηλικά δείγματα, μπορεί να αποτελεί 

δείκτης των αλλοιώσεων που αντιστοιχούν σε γυναίκες με CIN2+ ιστολογία (Μelsheimer et 

al 2003). Επιπλέον, η διαπίστωση ότι οι δύο ιϊκές ογκοπρωτεΐνες E6 και E7 είναι 

απαραίτητες για τη νεοπλασματική μετατροπή των επιθηλιακών κυττάρων, καθώς και ότι οι 

πρωτεΐνες αυτές εκφράζονται σε HSIL και διηθητικές καρκινικές βλάβες, είναι πιθανό να 

αλλάξουν τον τρόπο που αξιολογούμε τη βαρύτητα των κυτταρικών αλλοιώσεων στο μέλλον. 
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b. Κυτταρικές πρωτεΐνες 

 

Η λοίμωξη με HR-HPV υποτύπους υπερνικά τον κυτταρικό έλεγχο και προωθεί τον 

πολλαπλασιασμό των κυττάρων. Ως αποτέλεσμα, έχει θεωρηθεί ότι η ανίχνευση δεικτών 

πολλαπλασιασμού σε κύτταρα από τραχηλικό επίχρισμα, μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως μία 

πρόσθετη μέθοδος για ΜΠΕ. Δείκτες όπως το Ki-67 και ειδικά πυρηνικά αντιγόνα δεν έχουν 

αποδειχθεί χρήσιμα ως ξεχωριστοί δείκτες (Keating et al 2001). Αντίστοιχα, πρωτεΐνες 

ρυθμιστικές της αναπαραγωγής του DNA, όπως οι πρωτεΐνες διατήρησης των μινι-

χρωμοσωμάτων και η CDC6, έχουν μόνο περιορισμένη κλινική χρησιμότητα γιατί δεν 

μπορούν να πραγματοποιήσουν διαχωρισμό μεταξύ δυσπλαστικών και φυσιολογικά 

πολλαπλασιαζόμενων κυττάρων (Williams et al 1998; Freeman et al 1999). Ο βιολογικός 

δείκτης p16, η μελέτη του οποίου αποτελεί και το αντικείμενο αυτής της διατριβής, 

παρουσιάζεται ως ένας από τους πολλά υποσχόμενους δείκτες. Άλλα βιολογικά μόρια με 

πιθανές μελλοντικές εφαρμογές είναι το GATA-3 mRNA (ένας μεταφραστικός παράγοντας 

που ενεργοποιεί τον υποδοχέα των T κυττάρων) (Steenbergen et al 2002) και το TSLC1 

(αναστολέας ογκογένεσης του καρκίνου του πνεύμονα; μέλος της IgG οικογένειας), που 

εμφανίζει μειωμένη έκφραση στα καρκινικά κύτταρα από τον τράχηλο της μήτρας. Σε 

αντίθεση,, η έκφραση του C4.8, αυξάνεται στα νεοπλαστικά κύτταρα (Wollscheid et al 2002). 
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2.5. Κολποσκόπηση 

 

Το 1958, ο Navratil έδειξε ότι η ταυτόχρονη χρήση της κυτταρολογίας και κολποσκόπησης 

έχει αυξημένη διαγνωστική αξία.  H χρήση οπτικών μέσων, ως συμπλήρωμα του Παπ-τεστ, 

έχει μελετηθεί ως μία προσπάθεια βελτίωσης της ευαισθησίας και ειδικότητας της μεθόδου.  

Η κολποσκόπηση δεν είναι μέθοδος ΜΠΕ, αλλά μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως μέθοδος για 

την αξιολόγηση των μορφολογικών χαρακτηριστικών του τραχηλικού επιθηλίου σε γυναίκες 

με παθολογική κυτταρολογία.  

 

Μία άλλη τεχνική είναι αυτή της χαρτογράφησης του τραχήλου και απαιτεί λήψη 

φωτογραφίας από τον τράχηλο μετά την τοποθέτηση 5% οξικού οξέος, αποφεύγοντας τη 

χρήση ακριβών κολποσκοπικών μηχανημάτων ή ειδικευμένων κολποσκόπων. ΄Ενας ειδικός 

είναι δυνατό να αξιολογήσει 100-200 εικόνες σε 1 ώρα. Παρόλο που αυτή η τεχνική φαίνεται 

να είναι πιο ευαίσθητη από την κυτταρολογία, δεν είναι ιδανική για υιοθέτηση ως πρόγραμμα 

ΜΠΕ, λόγω του υψηλού βαθμού των ψευδώς θετικών αποτελεσμάτων. 
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Κεφάλαιο 3 
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ΠΡΩΤΕΪΝΗ p16 

 

3.1. Εισαγωγή  

 

Οι πολυκυττάριοι οργανισμοί προστατεύονται από την καρκινογένεση μέσω της ικανότητας 

ανάπτυξης ομοιοστατικών μηχνισμών έναντι σε βλαβερά ερεθίσματα. Όταν μη αναστρέψιμοι 

νεοπλασματικοί παράγοντες είναι παρόντες, αυτοί οι μηχανισμοί άμυνας επιτρέπουν στο 

κύτταρο να ακολουθήσει δρόμους διαφορετικούς από αυτόν του ανεξέλεγκτου 

πολλαπλασιασμού, όπως η απόπτωση ή ο γηρασμός (senescence) (Lleonart et al 2009).  

 

Ο γηρασμός αναφέρεται στη διαδικασία εκείνη κατά την οποία, καθώς τα κύτταρα 

«ωριμάζουν», σταματούν να διαιρούνται λόγω σμίκρυνσης των τελομερών τους. Γηρασμός 

όμως μπορεί να επέλθει και πρόωρα από ορισμένα ογκογονίδια που εμπλέκονται στην 

καρκινογένεση ή ογκοκατασταλτικά γονίδια, όπως το p53 και η pRb (πρωτεΐνη 

ρετινοβλαστώματος) που ρυθμίζουν και την απόπτωση. Ο γηρασμός είναι μια εξελικτικά 

συντηρημένη διεργασία που διαφέρει από την απόπτωση ως προς το ότι δεν οδηγεί στην 

απαλοιφή δυσλειτουργικών ή επιβλαβών κυττάρων αλλά απλά σταματά τη διαίρεσή τους.   

Ενώ η απόπτωση συμβάλει σε απώλεια ιστού και μπορεί να προκαλέσει νέο κύμα 

κυτταρικού πολλαπλασιασμού, ο κυτταρικός γηρασμός επιτρέπει στα κύτταρα να 

παραμείνουν ανέπαφα και μεταβολλικά δρώντα, παρόλο που δεν είναι ικανά να διαιρεθούν 
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περαιτέρω. Η ογκογένεση ξεκινά όταν τα κύτταρα υπερνικούν τους προαναφερθέντες 

ενδογενείς μηχανισμούς άμυνας.  

 

Αρκετά γονίδια που δρουν κατασταλτικά ενάντια στον καρκίνο συμμετέχουν στους 

μηχανισμούς που καθορίζουν την εξέλιξη του κυτταρικού κύκλου. Ένα από αυτά τα γονίδια 

είναι το p16 (Alcorta et al 1996). H έκφραση του p16 έχει μελετηθεί σε μία πληθώρα 

καρκίνων με διαφορετικά κάθε φορά αποτελέσματα, από καταστολή  (Brambilla et al 1999; 

Schneider-Stock et al 2005; Ayhan et al 2010), έως υπερέκφραση του βιοδείκτη  (Milde-

Langosch et al 2001; Armes et al 2005; Zhao et al 2006; Angiero et al 2008; Buajeeb 

et al 2009).  

 

3.2. p16 και κυτταρικός κύκλος 

 

Το p16 θεωρείται το πιο αντιπροσωπευτικό μέλος της INK4 οικογένειας των αναστολέων της 

Cyclin-Dependnet-Kinase (CDK) και κωδικοποιείται από ένα γονίδιο που βρίσκεται στο 

χρωμόσωμα 9p21 του INK4a/ARF επιτόπου.  Η παραγώμενη πρωτεΐνη δρα ενάντια στον 

πολλαπλασιασμό των κυττάρων συμμετέχοντας στον κύκλο της πρωτεΐνης pRb (Serrano et 

al 2007). To p16 συμμετέχει στη ρύθμιση της κυταρικής λειτουργίας, αναστέλοντας τη 

μετάβαση από τη G1 στην S φάση του κυτταρικού κύκλου.  
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3.2.1. p16 και CDK 

 

Το p16 συνδέεται με την CDK4/6 αναστέλοντας τον σχηματισμό του συμπλέγματος της 

cyclin D–CDK4/6 και τη μέσω CDK4/6 προκαλούμενης φωσφορυλίωση των μελών της 

οικογένειας Rb. Φυσιολογικά, η ενεργοποίηση του μεταγραφικού παράγοντα E2F 

προκαλείται μέσω φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης Rb. Η έκφραση του p16 διατηρεί τα μέλη 

της οικογένειας της Rb σε μία υπο-φωσφορυλιωμένη (ενεργή) κατάσταση η οποία 

προωθεί τη σύνδεση με τον E2F1 παράγοντα και σταματά τον κυτταρικό κύκλο στη G1 φάση 

(Serrano et al 1997). Aυτή η ερμηνεία της λειτουργία του δείκτη αποτελεί μια απλοποιημένη 

εκδοχή του ευρύτερου ρόλου του p16, καθώς πολλές πτυχές του τρόπου δράσης του είναι 

ακόμη άγνωστες (Εικόνα 3.1).  
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Εικόνα 3.1 Φυσιολογικός κυτταρικός κύκλος 

Το p16 είναι αναστολέας της CDK. Οδηγεί σε αναστολή της φωσφορυλίωσης της pRb και της 

απελευθέρωσης του E2F μεταγραφικού παράγοντα με αποτέλεσμα ο κυτταρικός κύκλος να σταματά 

στην G1 φάση. 

Ανασταλτική δράση 
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3.2.2. p16 και HPV 

 

Ο ρόλος του ιού των ανθρωπίνων θηλωμάτων (HPV) στη παθολογία του καρκίνου του 

τραχήλου της μήτρας έχει μελετηθεί ευρέως στη βιβλιογραφία. Λοίμωξη από HPV έχει 

ανιχνευθεί στην πλειοψηφία των προκαρκινικών και καρκινικών αλλοιώσεων του τραχήλου 

της μήτρας. Πρόσφατες μελέτες έδειξαν ότι υπάρχουν περισσότεροι από 70 υπότυποι του 

ιού, από τους οποίους περίπου 20 είναι υπεύθυνοι για προσβολή του τραχηλικού επιθηλίου 

(Lorincz et al 1992; zur Hausen et al 1996). Επιπροσθέτως, κάθε HPV υπότυπος 

συσχετίζεται με διαφορετικού βαθμού κίνδυνο νεοπλασματικής εξαλαγής των τραχηλικών 

επιθηλιακών κυττάρων με αποτέλεσμα οι HPV υπότυποι να έχουν ταξινομηθεί σε δύο 

κατηγορίες: υψηλού και χαμήλου κινδύνου (Matsukura et al 1995). Οι υπότυποι 16 και 18 

θεωρούνται υψηλού κινδύνου και έχουν τη μέγιστη κλινική σημασία. Αντιθέτως, οι υπότυποι 

6 και 11 θεωρούνται χαμηλού κινδύνου, αφού στην πλειονότητα των περιπτώσεων 

συσχετίζονται με καλοήθεις υπερπλαστικές αλλοιώσεις, όπως οξυτενή κονδυλώματα και 

χαμηλού βαθμού πλακώδεις ενδο-επιθηλιακές αλλοιώσεις (Lorincz et al 1992; Matsukura et 

al 1995; zur Hausen et al 1996). 

 

Κατά την προσβολή του κυττάρου από τον ιό του HPV, ο κύκλος του p16- pRb είναι συχνά ο 

στόχος των ιϊκών ογκοπρωτεϊνών, λόγω του καίριου ρόλου του ενάντια στον ανεξέλεγκτο 

κυτταρικό πολλαπλασιασμό. Οι περισσότεροι ιοί που αλληλεπιδρούν με τον κύκλο p16–pRb, 

όπως ο HPV, προκαλούν υπερέκφραση του p16 λόγω άμεσης ή έμμεσης αδρανοποίησης 
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της pRb (Martin et al 2000). Η παρουσία των ογκοπρωτεινών Ε6 και Ε7 του HPV είναι ο 

μοριακός μηχανισμός που εξηγεί την υπερέκφραση του βιοδείκτη. Είναι ευρέως γνωστό ότι η 

καρκινογένεση από τον ιό του HPV προϋποθέτει χρόνια λοίμωξη και ένα κυτταρικό 

περιβάλλον που επιτρέπει την υπερέκφραση των ιϊκών ογκογονιδίων E6 and E7 (αρχικά στα 

κύτταρα της βασικής στιβάδoς και στη συνέχεια σε όλο το τραχηλικό επιθήλιο). Οι πρωτεΐνες 

E6 και E7 είναι απαραίτητες για την αναπαραγωγή του ιού και εκφράζονται κατά τον 

παραγωγικό “φυσιολογικό” κυτταρικό κύκλο, όπου είναι κάτω από στένο έλεγχο. Η πρωτεΐνη 

Rb αδρανοποιείται μέσω της αλληλεπίδρασης με την high-risk HPV ογκοπρωτείνη E7 

(Huang et al 1993), και η ογκοπρωτεΐνη E6 προκαλεί κατανάλωση του καταστολέα της 

ογκογέννεσης p53. Η αδρανοποίηση της πρωτεΐνης Rb απελευθερώνει p16  μέσω 

αρνητικού ανατροφοδοτικού μηχανισμού (feedback), προκαλώντας μία παράδοξη αύξηση 

στα επίπεδα της πρωτεΐνης που προσπαθεί να αναστείλει την ανεξέλεγκτη κυτταρική 

αναπαραγωγή  (Reuschenbach et al 2008) (Εικόνα 3.2). Σαν αποτέλεσμα, το p16 

υπερεκφράζεται και συγκεντρώνεται στoν πυρήνα και το κυτταρόπλασμα του κυττάρου. 

Υπερέκφραση του p16 εμφανίζεται σε έναν μεγάλο αριθμό τραχηλικών προ-καρκινικών και 

καρκινικών βλαβών ενώ σε φυσιολογικούς ιστούς είναι σπάνια. Ο δείκτης συγκεντρώνεται σε 

τέτοια επίπεδα που είναι δυνατό να ανιχνευθεί με ανοσοχημικές χρώσεις (Εικόνα 3.3). 
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Εικόνα 3.2 Λοίμωξη από ΗR-HPV 

Σε παραγωγική λοίμωξη από τον ιό HPV, οι ιϊκές ογκοπρωτεϊνες E6 και E7 διαδραματίζουν σημαντικό 

ρόλο στη διαδικασία της απόπτωσης και ρύθμισης του κυτταρικού κύκλου. Η E7 αναστέλει την 

σύνδεση της πρωτεΐνης του ρετινοβλαστώματος (pRb) με τον E2F μεταφραστικό παράγοντα. Τα 

κύτταρα υπερεκφράζουν p16 αλλά, αφού ο E2F δεν απελευθερώνεται μέσω CDK4/6 αλλά μέσω E7, η 

το p16 υπερεκφράζεται. 
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Εικόνα 3.3  

Διάγραμμα των σταδίων που οδηγούν στον καρκίνο του τραχήλου μέσω λοίμωξης από HPV.  

A. Λειτουργικό μοντέλο εξέλιξης της νόσου 

B. Μορφολογική περιγραφή της εξέλιξης (τα βέλη αντιστοιχούν στην έκφραση των HPV ογκογονιδίων) 

C. Χρώση p16 αντιπροσωπευτική των μορφολογικών και λειτουργικών σταδίων της ασθένειας  

Cuschieri et al 2008 
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3.3. p16 και κυτταρικός γηρασμός 

 

Ο κυτταρικός γηρασμός είναι ένας μηχανισμός καταστολής του κυτταρικού κύκλου που 

προστατεύει τα κύτταρα από τον ανεξέλεγκτο πολλαπλασιασμό και από διάφορες μορφές 

στρες (Hayflick et al 1965; Bingold et al 2000). Η διαδικασία αυτή είναι δυνατό να 

ενεργοποιηθεί κατά τη γήρανση των κυττάρων (μεταγραφική senescence) ή σαν απάντηση 

σε διάφορα ερεθίσματα, όπως βλάβη του DNA, οξειδωτικό στρες ή έκθεση σε φάρμακα 

(πρώιμη senescence) (Passegue et al 2000; Krishnamurthy et al 2004; Ruas et al 2007). Τα 

κύτταρα που είναι σε αυτή τη φάση επιδεικνύουν έναν αριθμό μεταβολών, όπως διογκωμένη 

εμφάνιση, έκφραση της δραστηριότητας της β-γαλακτοσιδάσης και άλλων ενζύμων (Gil et al 

2006). Η διαδικασία του γηρασμού φαίνεται να διέπεται, τουλάχιστον μερικώς, από τους 

ίδιους μοριακούς μηχανισμούς, όπως ο κύκλος του p16/Rb και p14ARF/p53 (Schmitt et al 

2002). H έκφραση του p16 αυξάνεται με την ηλικία στο ανθρώπινο δέρμα και νεφρό (Zindy 

et al 1997; Ressler et al 2006), δείχνοντας το πόσο σημαντικός είναι ο ρόλος του ως 

αναστολέας ογκογένεσης στη διαδικασία γήρανσης (Hara et al 1996; Zhu et al 2002). 

Επιπροσθέτως, υπερέκφραση του p16 έχει αναφερθεί και σε ινοβλάστες σε φάση γηρασμού 

(Wu et al 2007), ως απάντηση στο οξειδωτικό στρες (Quereda et al 2007), DNA βλάβη και 

αλλαγές στη δομή της χρωματίνης (Canepa et al 2007; Fordyce et al 2010). Η πλήρης όμως 

κατανόηση των σημάτων που προκαλούν κυτταρικό γηρασμό δεν έχει διερευνηθεί πλήρως. 

Το p16 φαίνεται να είναι ένας από τους σημαντικότερους παράγοντες αυτής της διαδικασίας, 

αλλά χρειαζόμαστε περισσότερες πληροφορίες για να προσδιορίσουμε τον ακριβή ρόλο του. 
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3.4. Αλλές πιθανές εφαρμογές του p16 

 

Πέρα από το ρόλο του p16 στη φυσιολογική διαδιακασία του κυτταρικού πολλαπλασιασμού 

και γηρασμού, η πρωτεΐνη έχει επίσης συνδεθεί με άλλες διεργασίες όπως αυτή της 

απόπτωσης και της αγγειογένεσης (Εικόνα 3.4). Το p16 μπορεί να οδηγήσει σε ελάττωση 

των επιπέδων του αγγειακού ενδοθηλιακού αυξητικού παράγοντα (VEGF) σε διάφορες 

κυτταρικές σειρές και σε αναστολή της αγγειογένεσης σε κακοήθη γλοιώματα (Harada et al 

1999).  Αρκετές πειραματικές μελέτες υποστηρίζουν ότι η δράση του p16 συσχετίζεται με το 

avb3 στο μελάνωμα  (Fahraeus et al 1999), στα γλοιώματα (Adachi et al 2001) και στον 

καρκίνο του παγκρέατος (Marchan et al 2010), συνδέοντας το p16 με αυτή την γνωστή 

πρωτεΐνη της αγγειογένεσης. Ιn vitro μελέτες έχουν δείξει ότι το p16 παίζει ρόλο στη ρύθμιση 

της επέκτασης των γλοιωμάτων (Chintala et al 1997) και στην αναστολή της επέκτασης των 

κυττάρων από τον καρκίνο του μαστού  (Li et al 2010).Υπερέκφραση του p16 έχει 

παρατηρηθεί σε διηθητικό καρκίνο του ενδομητρίου, του παχέος εντέρου και σε 

βασικοκυτταρικό καρκίνωμα (Jung et al 2001; Natarajan et al 2003; Horree et al 2007).  

 

Επίσης, το p16 φαίνεται να συμβάλει σημαντικά στη διαδικασία αιματοποίησης, 

προωθώντας τη διαφοροποίηση και απόπτωση των ευθυροειδικών κυττάρων, 

επηρεάζοντας τη δράση του bcl-x και NF-kB (Minami et al 2003). Ο ρόλος του p16 ως 

αναστολέα της ογκογένεσης με πολλές προ-νεοπλασματικές κυτταρικές ιδιότητες 

(πολλαπλασιασμός, διήθηση και αγγειογέννεση) είναι πιθανός. Το γονίδιο φαίνεται να 
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διαδραματίζει πολύ πιο σημαντικό και πολύπλοκο ρόλο από ότι είχε αρχικά θεωρηθεί. 

 

 

Εικόνα 3.4 Σχηματική παρουσίαση της μοριακής βιολογίας της υπερέκφρασης του p16 στην 

ογκογένεση. Η υπερέκφραση του p16 σε καλοήθη νεοπλάσματα σχετίζεται με κυτταρικό γηρασμό. 
a) Σβάννωμα με υπερέκφραση του p16 και πολύ χαμηλή έκφραση του Ki67 

b) Κακοήθης όγκος των περιφερικών νεύρων με αρνητική χρώση για p16 και αυξημένη 

έκφραση του Ki67.  

c) Υπερέκφραση του p16 σε χαμηλής διαφοροποίησης νεοπλάσματα σχετίζεται με 

επίδραση στη δράση της Rb σε μία περίπτωση σαρκώματος  

Romagosa et al. 2011 
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3.5. Συμπεράσματα 

 

Κατά τη διάρκεια της 2006 συνεδρίας του Ευρωπαϊκού Ερευνητικού Οργανισμού ενάντια 

στις λοιμώξεις και νεοπλασματικές αλλοιώσεις του αναπαραγωγικού συστήματος, μία από 

τις ερευνητικές ομάδες ασχολήθηκε με τις κλινικές εφαρμογές των βιοδεικτών που 

συσχετίζονται με λοίμωξη από HPV. Οι ερευνητές πρότειναν τις εξής τέσσερις 

κατευθυντήριες γραμμές:  

 

1. Ανίχνευση του mRNA των E6 και E7 HPV ογκοπρωτεϊνών  

2. Ανίχνευση των αλλαγών στον τρόπο μεθυλίωσης των διαφόρων γονιδίων 

3. Ανίχνευση των αλλαγών του γονιδίου του ιού (π.χ. κατά την ενσωμάτωση στο 

γονιδίωμα του κυττάρου)  

4. Ανίχνευση κυτταρικών πρωτεϊνών που υπερεκφράζονται σε κύτταρα προσβεβλημένα 

από τον ιό HPV π.χ. πρωτεΐνη p16.  

 

Ενώ οι μέθοδοι 2 και 3 είναι κυρίως πειραματικές, για το p16 υπάρχουν κλινικές μελέτες. Το 

p16 έχει μοναδικές ιδιότητες που το κάνουν έναν πολλά υποσχόμενο βιολογικό δείκτη για τις 

νεοπλασίες τις σχετιζόμενες με τον ιό HPV. Η έκφρασή του είναι άμεσα συνδεδεμένη με την 

δράση των HPV ογκογονιδίων. Η συνεχής έκφραση της E7 είναι απαραίτητη προϋπόθεση 

για τη διατήρηση του κακοήθη φαινοτύπου σε νεοπλασίες σχετιζόμενες με λοίμωξη από 

HPV (Romagosa et al 2011). Ένα από τα προτερήματα του p16 είναι ότι η έκφρασή του 
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φαίνεται να μην εξαρτάται από τον τύπο του ιού. Επίσης, σε αντίθεση με άλλους καρκινικούς 

δείκτες όπως το Ki67 ή MYC, το p16 συσχετίζεται κυρίως με τη διαδικασία γηρασμού του 

κυτταρικού κύκλου (Lam et al 2008) και δεν εκφράζεται σε φυσιολογικά κύτταρα της βασικής 

στιβάδος ή σε άλλα κύτταρα με φυσιολογική αναπαραγωγική ικανότητα. 
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Κεφάλαιο 4 
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ΣΤΟΧΟΙ ΤΗΣ ΠΑΡΟΥΣAΣ ΔΙΑΤΡΙΒΗΣ 

Ο κατανόηση της παθογένεσης του καρκίνου του τραχήλου της μήτρας και η εν τω βάθει 

μελέτη του κύκλου της λοίμωξης από τον ιό του HPV, οδήγησε στη μελέτη μίας πληθώρας 

βιολογικών δεικτών σχετιζόμενων με τα διάφορα στάδια της HPV λοιμώξεως και τραχηλικής 

καρκινογένεσης. Η πλειοψηφία αυτών των δεικτών προτείνονται από τις εκάστοτε εταιρείες 

ως πανάκεια για την επίλυση των προβλημάτων που σχετίζονται με την αντιμετώπιση των 

χαμηλού ή αμφιβόλου σημαντικότητας κυτταρικών δειγμάτων από τον τράχηλο της μήτρας. 

Επιπροσθέτως, κάποιοι από αυτούς τους δείκτες εμφανίζεται να έχουν και προγνωστική 

αξία μετά την θεραπεία υψηλού βαθμού κυτταρολογικών αλλοιώσεων, αφού μπορούν να 

αναδείξουν τις γυναίκες εκείνες που είναι δυνατό να υποτροπιάσουν. 

 

Ο βιολογικός δείκτης p16 αποτελεί ένα σημαντικό ρυθμιστή του κυτταρικού κύκλου. Ο 

δείκτης εκφράζεται κατά τον φυσιολογικό κυτταρικό κύκλο, αλλά καθώς καταναλώνεται 

αμέσως ανιχνεύεται μονό σε μικρό ποσοστό. Αντιθέτως, μελέτες έχουν δείξει ότι η χρόνια 

λοίμωξη από HR-HPV μπορεί να οδηγήσει σε σημαντική υπερέκφραση του δείκτη p16, με 

αποτέλεσμα να είναι δυνατή η ανίχνευσή του με ανοσοχημική χρώση, τόσο σε 

κυτταρολογικά όσο και σε ιστολογικά δείγματα.  

 

Ο στόχος αυτής της διατριβής είναι η κριτική και εν τω βάθει αξιολόγηση των μελετών που 

εξέτασαν τον ρόλο του p16 τόσο σε κυτταρολογικά όσο και σε ιστολογικά δείγματα από τον 
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τράχηλο της μήτρας. Συγκεκριμένα, θέλησαμε να εκτιμήσουμε τις πρακτικές παραμέτρους 

της χρήσης του δείκτη και την ύπαρξη πιθανών δυσκολιών στην ερμηνεία του 

αποτελέσματος της ανοσοχημικής χρώσης. Επίσης, θελήσαμε να διερευνήσουμε τις πιθανές 

κλινικές εφαρμογές του δείκτη, όπως τον ρόλο του ως μέσο μαζικού πληθυσμιακού ελέγχου, 

ως μέσο διαλογής των χαμηλού βαθμού πλακωδών ενδοεπιθηλιακών αλλοιώσεων, που 

αντιστοιχούν σε γυναίκες με CIN2+ ιστολογία, και ως μέσο παρακολούθησης των γυναικών 

μετά από θεραπεία. Τέλος, αφού λάβαμε υπόψην τα συμπεράσματα από τη συστηματική 

ανασκόπηση και μετα-ανάλυση της βιβλιογραφίας, πραγματοποιήσαμε μία προοπτική 

διαγνωστική μελέτη. Η μελέτη αυτή αποτέλεσε μία επιπλέον προσπάθεια αξιολόγησης του 

ρόλου του p16 από μόνου του, ή σε συνδυασμό με το HPV τεστ, στη διαδικασία διαλογής 

των χαμηλού βαθμού πλακωδών ενδοεπιθηλιακών αλλοιώσεων που αντιστοιχούν σε CIN2+ 

ιστολογία.  
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Κεφάλαιο 1 

 

ΥΛΙΚΟ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΛΟΓΙΑ 

 

Η παρούσα εργασία είναι μια προσπάθεια συλλογής, συστηματικής παρουσίασης και 

ανάλυσης όλων των μελετών που αξιολόγησαν τις πιθανές κιλινικές εφαρμογές του 

βιολογικού δείκτη p16 σε κυτταρολογικά και ιστολογικά δείγματα από τον τράχηλο της 

μήτρας. 

 

1.1. Στρατηγική αναζήτησης της βιβλιογραφίας 

 

Η ανασκόπηση της βιβλιογραφίας πραγματοποιήθηκε στις βιβλιογραφικές βάσεις 

δεδομένων MEDLINE and EMBASE, αναζητώντας μελέτες που δημοσιεύθησαν την περίοδο 

από τον Ιανουάριο του 1998 έως τον Σεπτέμβριο του 2007.  

 

Η στρατηγική αναζήτησης συμπεριέλαβε όρους, όπως: ‘‘cancer”, ‘‘dysplasia”, ‘SIL”, ‘‘CIN”, 

‘‘cervix”, ‘‘p16”, “p16INK4a “ και ‘‘cyclin-dependent kinase”. Πιο αναλυτικά, η στρατηγική 

αναζήτησης είχε την ακόλουθη μορφή: (cancer OR carcinoma OR malignancy OR malign* 

OR neoplasia OR neoplas*) AND (cervix OR cervical OR cerv*) AND (p16INK4a OR p16) 

AND (CIN or SIL) ΑΝD (cyclin-dependent kinase).  
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Οι βιβλιογραφικές αναφορές των άρθρων που ανεκτήθησαν, καθώς και τα πρακτικά 

σχετικών ανακοινώσεων σε συνέδρια, εξετάσθησαν σχολαστικά για την ανεύρεση μελετών 

που πιθανώς να είχαν διαλάθει της αρχικής αναζήτησης. Επιπλέον, πραγματοποιήσαμε 

διασταυρούμενες ανασκοπήσεις και αναζητήσεις στη μηχανή αναζήτησης MEDLINE, με 

βάση τα ονόματα των ερευνητών που εμφανίζονταν ως κύριοι συγγραφείς σε τουλάχιστον 

μία από τις κατάλληλες υποψήφιες μελέτες. Τέλος, ανατρέξαμε, ξεφυλλίσαμε και μελετήσαμε 

τους τόμους όλων των τελευταίων δεκαετιών των περιοδικών εκείνων που δημοσίευσαν το 

μεγαλύτερο αριθμό ηλεκτρονικά αναγνωρίσιμων κλινικών δοκιμών. 

 

1. 2. Κριτήρια επιλογής μελετών 

 

Όλες οι προοπτικές ή αναδρομικές μελέτες που αξιολόγησαν το ρόλο της p16 

ανοσοκυτταρολογίας σε κυτταρολογικά επιχρίσματα (Παπ-τεστ) ή σε δείγματα κυτταρολογίας 

υγρής φάσεως (LBC), καθώς και το ρόλο της ανοσοϊστοχημείας για το p16 σε ιστολογικα 

δείγματα από προκαρκινικές ενδοεπιθηλιακές αλλοιώσεις του τραχήλου της μήτρας, 

συμπεριελήφθησαν σε αυτή την μελέτη. Συμπεριελάβαμε όλες τις μελέτες δημοσιευμένες 

στην Αγγλική, τη Γερμανική, τη Γαλλική ή την Ιταλική γλώσσα και μόνο μελέτες που ήταν 

δημοσιευμένες σε περιοδικά. Τέλος, οι μελέτες συμπεριελήφθησαν στην συστηματική 

επισκόπηση της βιβίογραφίας ανεξάρτητα από το αντιδραστήριο που χρησιμοποιήθηκε για 

τη χρώση με το p16 και τον τρόπο ερμηνείας της χρώσης (Πίνακας 1). 
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Πίνακας 1 Κριτήρια Επιλογής Μελετών 

 

 Προοπτικές ή αναδρομικές μελέτες 

 Προκαρκινικές αλλοιώσεις του τραχήλου της μήτρας 

 Ανοσοκυτταρολογία για p16 

 Ανοσοϊστοχημεία για p16 

 Παπ-τεστ ή LBC 

 Γλώσσα δημοσίευσης: Αγγλική, Γαλλική, Γερμανική ή Ιταλική 

 Μελέτες δημοσιευμένες σε περιοδικά 

 

 

1.3. Κριτήρια αποκλεισμού μελετών 

 

Αποκλείσαμε όλες τις μελέτες που αξιολόγησαν το ρόλο της p16 ανοσοκυτταρολογίας ή 

ανοσοϊστοχημείας σε κυτταρολογικά επιχρίσματα (τεστ-Παπ), σε δείγματα LBC ή σε 

δείγματα βιοψιών από αδενικές ή καρκινικές αλλοιώσεις των κυττάρων του τραχήλου της 

μήτρας. Οι μελέτες εξετάσθησαν εξονυχιστικά για να ανευρεθεί πιθανή πανομοιότυπη 

αναπαραγωγή και επικάλυψη. Σε περιπτώσεις αναφορών που αναπαράγονταν ή 

επικαλύπτονταν με καταχωρημένες μελέτες, διατηρήθηκε μόνο η κύρια αναφορά με τις 

περισσότερες πληροφορίες. Μελέτες δημοσιευμένες σε γλώσσες εκτός της Αγγλικής, της 

Γερμανικής, της Γαλλικής ή της Ιταλικής απεκλείσθησαν. Επίσης, αποκλείσαμε τις 

περιλήψεις συνεδρίων (Πίνακας 2). 
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Πίνακας 2 Κριτήρια Αποκλεισμού Μελετών 

 

 Αλλοιώσεις αδενικών κυττάρων από τον τράχηλο της μήτρας 

 Καρκινικές αλλοιώσεις των κυττάρων από τον τράχηλο της μήτρας 

 Γλώσσα δημοσίευσης εκτός Αγγλική, Γαλλική, Γερμανική, Ιταλική 

 Περιλήψεις συνεδρίων 

 

 

1.4. Εξαγωγή δεδομένων 

 

Οι πληροφορίες από κάθε μελέτη κατεγράφησαν σε περιγραφικούς πίνακες. Συγκεκριμένα, 

κατεγράψαμε τον πρώτο συγγραφέα, το έτος και το περιοδικό δημοσίευσης της κάθε 

μελέτης, τη χώρα προέλευσης των ερευνητών, το μέγεθος του δείγματος και το βαθμό 

κυτταρικής ή ιστολογικής αλλοίωσης που αξιολογήθηκε. Για τις μελέτες που αξιολόγησαν το 

ρόλο του p16 σε κυτταρολογικά δείγματα, κατεγράψαμε τη μέθοδο συλλογής του 

κυτταρολογικού δείγματος (Παπ-τεστ ή LBC), τον τύπο του αντιδραστηρίου που 

χρησιμοποιήθηκε για τον βιοδείκτη, καθώς και τον τρόπο ερμηνείας της χρώσης από τον 

κάθε ερευνητή. Αντίστοιχα, για τις μελέτες που αξιολόγησαν τον δείκτη σε ιστολογικά 

παρασκευάσματα, καταγράψαμε το βαθμό της ιστολογικής αλλοίωσης που αξιολογήθηκε, το 

αντιδραστήριο που χρησιμοποιήθηκε καθώς και το τρόπο ερμηνείας της χρώσης. Επίσης 

κατεγράψαμε τις κυτταρολογικές μελέτες που επαλήθευσαν τα αποτελέσματά τους με λήψη 

ιστολογικού υλικού από τις γυναίκες που εμφάνισαν συγκεκριμένα κυτταρολογικά ευρήματα. 
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Τέλος εξετάσαμε αν οι ερευνητές χρησιμοποίησαν και άλλους δείκτες έκφρασης της 

λοίμωξης από τον ιό του HPV, παράλληλα με το p16 (Πίνακας 3). 

 

Για να εξασφαλίσουμε ομοιογένεια στην παρουσίαση των δεδομένων από τις 

κυτταρολογικές μελέτες, υιοθετήσαμε την προτεινώμενη από την 1991 Bethesda (TBS91) 

ταξινόμηση η οποία προτιμήθηκε και από την πλειοψηφία των μελετητών (18 έναντι 9).  

Θεωρήσαμε τις εξής τρεις κυτταρολογικές ομάδες:  

 'Ατυπα επιθηλιακά κύτταρα απροσδιορίστου σημασίας (ASCUS) 

 Χαμηλού βαθμού πλακώδεις ενδοεπιθηλιακές αλλοιώσεις (LSIL)  

 Υψηλού βαθμού πλακώδεις ενδοεπιθηλιακές αλλοιώσεις (HSIL).  

Οι κυτταρολογικές αλλοιώσεις που παρουσιάσθησαν σε διαφορετική από τις 

προαναφερθείσες μορφή, μετατράπηκαν σε TBS91 χρησιμοποιώντας κοινά αποδεκτούς 

μετατρεπτικούς πίνακες (Herbert et al 2007). 

 

Για την περιγραφή των ιστολογικών δειγμάτων υιοθετήσαμε την CIN ορολογία (Richard 

1973).  
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Πίνακας 3 Εξαγωγή δεδομένων 

 

 Πρώτος συγγραφέας 

 ‘Ετος δημοσίευσης 

 Περιοδικό δημοσίευσης 

 Χώρα προέλευσης των ερευνητών 

 Μέγεθος του δείγματος  

 Βαθμός κυτταρολογικής αλλοίωσης 

 Βαθμός ιστολογικής αλλοίωσης 

 Αντιδραστήριο για p16 χρώση 

 Ερμηνεία της χρώσης για p16 

 Ταυτόχρονη μελέτη άλλων δεικτών  

 Συσχέτιση κυτταρολογίας με ιστολογία 

  

 

 

1.5. Στατιστική ανάλυση 

 

Η στατιστική ανάλυση πραγματοποιήθηκε χρησιμοποιώντας το στατιστικό σύστημα STATA 

(Stata Corp., College Station, Texas, US). Τυχαιοποιημένα μοντέλα (random effect models) 

υιοθετήθησαν για να εξάγουν το συνολικό ποσοστό. Η ετερογένεια μεταξύ των μελετών 

αξιολογήθηκε με το Cochran’s Q τεστ (Cochran 1954).  

 

Συμπεριελάβαμε στη μετα-ανάλυση όλες τις μελέτες που αξιολόγησαν την χρήση της 



81 

 

 

ανοσοκυτταρολογίας για το p16, υιοθετώντας τα κριτήρια θετικής χρώσης για τον δείκτη τα 

προτεινώμενα από τον κάθε συγγραφέα.  Όσον αφορά στις ιστολογικές μελέτες, 

συμπεριελάβαμε στη μετα-ανάλυση μόνο αυτές τις ερευνητικές προσπάθειες που 

υιοθέτησαν την ερμηνεία της χρώσης την προτεινώμενη από τον Klaes και τους συνεργάτες 

του (Klaes et al 2001) ή που ήταν δυνατόν να μετατραπούν στο προαναφερθέν σύστημα. 

Βάσει της ταξινόμησης κατά Klaes, η διάχυτη χρώση (>25% των κυττάρων χρωσμένων με 

p16) αποτέλεσε το κριτήριο θετικής χρώσης για τον δείκτη σε ιστολογικά δείγματα. 
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Κεφάλαιο 2 

 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

2.1. Αποτέλεσματα αναζήτησης 

 

H ηλεκτρονική αναζήτηση της βιβλιογραφίας ανέδειξε 1254 περιλήψεις, οι οποίες  

μελετήθησαν. Από αυτές, 584 θεωρήθηκαν σχετικές με την μελέτη και εξετάσθηκαν 

προσεκτικά. Ανακτήθησαν 97 δυνητικά κατάλληλα άρθρα σε μορφή πλήρους 

κειμένου. Οι 61 αναφορές που θεωρήθηκαν κατάλληλες για περαιτέτω ανασκόπηση 

μελετήθηκαν αναλυτικά (Εικόνα 1). 

 

2.1.1. Μη επιλεγμένες μελέτες 

 

Αποκλείσαμε 36 μελέτες, οι οποίες δεν πληρούσαν τα κριτήρια επιλογής για 

ποικίλους λόγους. Υπήρξαν 6 μελέτες που αναπαράγονταν ή επικαλύπτονταν (Klaes 

et al 2002; NIeh et al 2003; Murphy et al 2005; Wang et al 2005; Bergeron et al 

2006; Carozzi et al 2008), 9 που αναφέρονταν σε αδενικό ιστολογικό τύπο (Cameron 

et al 2002; Riethdorf et al 2002; Negri et al 2003; Murphy et al 2004; Nieh et al 2004; 

Tringler et al 2004; Chen et al 2005; Pavlakis et al 2006; Liang et al 2007) και σε 21 
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ο δείκτης p16INK4a μελετήθηκε σε δείγματα από διηθητικό καρκίνο του τραχήλου 

(Kim JR et al 1998; Kim JW et al 1998, Munirajan et al 1998; Wong et al 1999; Alfsen 

et al 2003; Ishikawa et al 2003; Masumoto et al 2003; McCluggage et al 2003; Negri 

et al 2003; Tripathi et al 2003; van de Putte et al 2003; Zielinski et al 2003; Ansari-

Lari et al 2004; Kanao et al 2004; Li et al 2004; Schorge et al 2004; Parwani et al 

2005; Horn et al 2006; Missaoui et al 2006; Ivanova et al 2007; Li et al 2007).  

 

2.1.2. Επιλεγμένες μελέτες 

 

Αφού αποκλείσαμε τις προαναφερθείσες μελέτες, επιλέξαμε 61 μελέτες για ενδελεχή 

περαιτέρω ανάλυση. Από αυτές, 27 μελέτες αξιολόγησαν το ρόλο της 

ανοσοκυτταρολογίας για το p16 σε κυτταρολογικά δείγματα (Bibbo et al 2002; Saqi et 

al 2002; Bibbo et al 2003; Murphy et al 2003; PIentong et al 2003; Akpolat et al 2004; 

Guo et al 2004; Pientong et al 2004; Sahebali et al 2004; Trunk et al 2004; Yoshida 

et al 2004; Bose et al 2005; Filho et al 2005; Moore et al 2005; Nieh et al 2005; 

Wentzensen et al 2005; Ekalksananan et al 2006; Holladya et al 2006; Negri et al 

2006; Sahebali et al 2006; Wentzensen et al 2006; Bolanca et al 2007; Carozzi et al 

2007; Carydis et al 2007; Liu et al 2007; Meyer et al 2007; Monsonego et al 2007) 

και σε έξι από αυτές (Bibbo et al 2002; Bibbo et al 2003; Murphy et al 2003; Yoshida 

et al 2004; Nieh et al 2005; Ekalaksananan et al 2006), ενώ 34 μελέτες αξιολόγησαν 

την χρώση για τον δείκτη μόνο σε ιστολογικά δείγματα (Sano et al 1998; Klaes et al 

2001; Keating et al 2001; Agoff et al 2003; Branca et al 2004; Negri et al 2004; 
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Volgareva et al 2004; Wang JL et al 2004; Wang SS et al 2004; Aoyama et al 2005; 

Day et al 2005; Guimaraes et al 2005; Hu et al 2005; Kalof et al 2005; Kim et al 

2005; Lin et al 2005; Lorenzato et al 2005; Qiao et al 2005; Andersson et al 2006; 

Benevolo et al 2006; Bulten et al 2006; Ishikawa et al 2006; Lambert et al 2006; 

Queiroz et al 2006; Zhang et al 2006; Bahnassy et al 2007; Eleuterio et al 2007; 

Focchi et al 2007; Hariri et al 2007; Iaconis et al 2007;  Kong et al 2007; Nam et al 

2007; Omori et al 2007; Yildiz et al 2007) (Εικόνα 2). 
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Εικόνα 1 Διάγραμμα ροής (flow chart) για τις μελέτες που συμπεριελήφθησαν ή 

απεκλείσθησαν από την ανάλυση   
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Eικόνα 2 Επιλεγμένες μελέτες 
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2.2. Κυτταρολογία 

 

Ανοσοχημική χρώση για το p16 πραγματοποιήθηκε σε επιλεγμένα κυτταρολογικά 

δείγματα, αντιπροσωπευτικά των διαφόρων βαθμίδων κυτταρολογικών αλλοιώσεων. 

Τα χαρακτηριστικά των μελετών που εξέτασαν το ρόλο της ανοσοκυταρολογικής 

χρώσης για τον βιοδείκτη παρουσιάζονται στον πίνακα 4. Τυχαιοποιημένη συλλογή 

κυτταρολογικών δειγμάτων από πληθυσμό μαζικού κυτταρικού ελέγχου 

πραγματοποιήθηκε μόνο σε μία μελέτη (Sahebali et al 2004). Ομως, ακόμη και σε 

αυτή την μελέτη από την Sahebali και τους συναδέλφους της, μόνο οι γυναίκες που 

ήταν θετικές για τον ιό του HPV σε κυτταρικά δείγματα από τον τράχηλο της μήτρας 

συμπεριελήφθησαν.  

 

Aνοσοκυτταρολογία για το p16 πραγματοποήθηκε τόσο σε συμβατική κυτταρολογία 

(Παπ-τεστ) όρο και σε LBC. Η LBC μέθοδος χρησιμοποιήθηκε σε 19 μελέτες (Bibbo 

et al 2002; Saqi et al 2002; Bibbo et al 2003; Murphy et al 2003; Akpolat et al 2004; 

Guo et al 2004; Sahebali et al 2004; Trunk et al 2004; Yoshida et al 2004; Moore et 

al 2005; Wentzensen et al 2005; Holladay et al 2006; Sahebali et al 2006; 

Wentzensen et al 2006; Carozzi et al 2007; Carydis et al 2007; Liu et al 2007; Meyer 

et al 2007; Monsonego et al 2007) και το Παπ-τεστ σε οκτώ (Pientong et al 2003; 

Pientong et al 2004; Bose et al 2005; Filho et al 2005; Nieh et al 2005; 

Ekalaksananan et al 2006; Negri et al 2006;  Bolanca et al 2007). Τα συστήματατα 
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LBC που χρησιμοποιήθηκαν παρουσιάζονται στον πίνακα 4.  Χρώση για το p16 

πραγματοποιήθηκε σε όλα τα ευρέως διαδεδομένα συστήματα (ThinPrep, SurePath, 

TriPath, Seroa), αλλά τα δεδομένα είναι περιορισμένα και δε μας επιτρέπουν να 

πραγματοποιήσουμε σύγκριση της απόδοσης του δείκτη μεταξύ των διαφόρων 

συστημάτων. H συσχέτιση μεταξύ κυτταρολογικής διάγνωσης, ανοσοκυτταρολογικης 

χρώσης για το p16 και ιστολογίας, αποτέλεσε το αντικείμενο μελέτης 8 εργασιών 

(Guo et al 2004; Trunk et al 2004; Nieh et al 2005; Negri et al 2006; Wentzensen et 

al 2006; Carozzi et al 2007; Meyer et al 2007; Monsonegο et al 2007)  (Εικόνα 2).
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               ΔΑ: δεν αναφέρεται, Κ/Β: κυτταρολογία/ βιοψία, LBC: κυτταρολογία υγρής φάσεως  

Πίνακας 4 Χαρακτηριστικά των κυτταρολογικών μελετών 

Μελέτη Χώρα Πληθυσμός Μέγεθος  Κ/Β συσχέτιση Μέσο p16 αντίσωμα 

Bibbo 2002 ΗΠΑ ΔΑ 47 Όχι LBC E6H4 

Saqi 2002 ΗΠΑ ΔΑ 40 Όχι LBC Neomarkers 

Bibbo 2003 ΗΠΑ ΔΑ 30 Όχι LBC E6H4 

Murphy 2003 Ιρλανδία ΔΑ 27 Όχι LBC PharMingin 

Pientong 2003 Ταϋλάνδη Μαζικός έλεγχος 150 Όχι Παπ-τεστ Biosource 

Akpolat 2004 ΗΠΑ ΔΑ 77 Όχι LBC Neomarkers 

Guo 2004 ΗΠΑ Μαζικός έλεγχος 210 Ναι LBC Novocastra 6H12 

Pientong 2004 Tαϋλάνδη Μαζικός έλεγχος 165 Όχι Παπ-τεστ Biosource 

Sahebali 2004 Βέλγιο Μαζικός έλεγχος 291 Όχι LBC E6H4 

Trunk 2004 Γερμανία ΔΑ 90 Ναι LBC E6H4 

Yoshida 2004 Ιαπωνία Κυτταρολογικές αλλοιώσεις 98 Όχι LBC Neomarkers 

Bose 2005 ΗΠΑ ΔΑ 107 Όχι Παπ-τεστ E6H4 

Filho 2005 Βραζιλία Μαζικός έλεγχος 199 Όχι Παπ-τεστ E6H4 

Moore 2005 ΗΠΑ ΔΑ 34 Όχι LBC Biosciences 

Nieh 2005 Κίνα ΔΑ 66 Ναι Παπ-τεστ E6H4 

Wentzensen 2005 Γερμανία ΔΑ 210 Όχι LBC E6H4 

Ekalaksananan 2006 Ταϋλάνδη Κυτταρολογικές αλλοιώσεις 186 Όχι Παπ-τεστ ND 

Holladay 2006 ΗΠΑ ΔΑ 400 Όχι LBC E6H4 

Negri 2006 Iταλία ΔΑ 81 Ναι Παπ-τεστ E6H4 

Sahebali 2006 Bέλγιο Μαζικός έλεγχος 200 Όχι LBC E6H4 

Bollanca 2007 Κροατία Μαζικός έλεγχος 137 Όχι Παπ-τεστ E6H4 

Carozzi 2007 Iταλία Κυτταρολογικές αλλοιώσεις 283 Ναι LBC E6H4 

Carydis 2007 Καναδάς Κυτταρολογικές αλλοιώσεις 46 Όχι LBC E6H4 

Liu  2007 ΗΠΑ ΔΑ 75 Όχι LBC 16P04 

Meyer  2007 ΗΠΑ ΔΑ 394 Ναι LBC E6H4 

Monsonego 2007 Γαλλία Κυτταρολογικές αλλοιώσεις 248 Ναι LBC E6H4 

Wentzensen 2007 Γερμανία ΔΑ 225 Ναι LBC E6H4 
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Πίνακας 5. Χαρακτηριστικά των ιστολογικών μελετών 

Μελέτη Χώρα Πληθυσμός Υλικό Μέγεθος  FU p16 αντίσωμα 

Keating  2001 HΠΑ ΔΑ Punch/κωνοειδείς βιοψίες 85 Οχι G175-405 PharMingin 

Klaes 2001 Γερμανία ΔΑ ΔΑ 310 Οχι E6H4 

Bibbo  2002 ΗΠΑ ΔΑ ΔΑ 47 Οχι E6H4 

Sano 2002 Ιαπωνία ΔΑ ΔΑ 64 Οχι JC8 

Agoff 2003 ΗΠΑ ΜΠΕ Punch / LLETZ βιοψίες 569 Οχι E6H4 

Bibbo 2003 ΗΠΑ ΔΑ ΔΑ 30 Οχι E6H4 

Murphy 2003 Iρλανδία ΔΑ ΔΑ 153 Οχι PharMingin 

Branca 2004 Iταλία ΔΑ Punch/κωνοειδείς βιοψίες 292 Οχι polyclonal Ab #7962 

Negri 2004 Iταλία ΔΑ ΔΑ 96 Ναι E6H4 

Volgareva 2004 Ρωσία ΔΑ ΔΑ 197 Οχι E6H4 

Wang JL 2004 Σουηδία ΔΑ ΔΑ 40 Οχι MonoclonalF-12 

Wang S 2004 Γερμανία ΔΑ Punch/κωνοειδείς βιοψίες 171 Ναι E6H4 

Yoshida 2004 Ιαπωνία ΔΑ ΔΑ 98 Οχι Neomarkers 

Aoyama 2005 ΗΠΑ ΔΑ ΔΑ 37 Οχι PharMingin 

Dray 2005 Aυστραλία ΔΑ Punch βιοψίες 189 Οχι JC8 

Guimaraes 2005 Bραζιλία ΔΑ Punch/κωνοειδείς βιοψίες 28 Οχι Freemont 

Hu 2005 ΗΠΑ Εφηβοι Punch βιοψίες 142 Οχι Novocastra 

Kalof 2005 ΗΠΑ ΔΑ Punch/κωνοειδείς βιοψίες 39 Οχι E6H4 

Kim 2005 Koρέα ΔΑ ΔΑ 82 Οχι SC 468 

Lin  2005 Koρέα ΔΑ ΔΑ 117 Οχι E6H4 

Lorenzato  2005 Γαλλία hrHPV (+) Punch βιοψίες 99 Οχι E6H4 

Nieh 2005 Κίνα ASCUS  Punch βιοψίες 66 Οχι E6H4 

Qiao 2005 ΗΠΑ >50 ετών Punch/κωνοειδείς βιοψίες 31 Οχι PharMingin 

Andersson 2006 Σουηδία ΔΑ ΔΑ 80 Οχι E6H4 

Benevolo  2006 Iταλία ΔΑ ΔΑ 86 Οχι E6H4 

Bulten 2006 Ολλανδία ΔΑ ΔΑ 39 Οχι Neomarkers 

Ekalaksananan 2006 Tαϋλάνδη ΔΑ Punch βιοψίες 39 Οχι ND 

Ishikawa  2006 Ιαπωνία ΔΑ ΔΑ 164 Οχι E6H4 

Lambert 2006 Bραζιλία ΔΑ Punch/κωνοειδείς βιοψίες 54 Οχι Novocastra 

Queiroz 2006 Bραζιλία ΔΑ Punch/κωνοειδείς βιοψίες 60 Οχι E6H4 
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Μελέτη Χώρα Πληθυσμός Υλικό Μέγεθος  FU p16 αντίσωμα 

Zhang 2006 ΗΠΑ ΜΠΕ Punch / LLETZ βιοψίες 329 Οχι Novocastra 

Bahnassy 2007 Αίγυπτος ΔΑ Punch / LLETZ βιοψίες 130 Οχι ND 

Eleuterio 2007 Bραζιλία ΔΑ ΔΑ 96 Οχι E6H4 

Focchi 2007 Bραζιλία ΔΑ Punch/κωνοειδείς βιοψίες 314 Οχι Neomarkers 

Hariri 2007 Δανία ΔΑ Punch / LLETZ βιοψίες 200 Ναι K5336 Dako 

Iaconis 2007 ΗΠΑ ΔΑ ΔΑ 96 Οχι E6H4 

Kong 2007 ΗΠΑ ΔΑ Punch / LLETZ βιοψίες 28 Οχι E6H4 

Nam 2007 Koρέα ΔΑ Punch / κωνοειδείς βιοψίες 256 Οχι E6H4 

Omori 2007 Ιαπωνία ΔΑ Punch/κωνοειδείς βιοψίες 107 Ναι E6H4 

Yildiz 2007 Tουρκία ΔΑ LLETZ βιοψίες 35 Οχι E6H4 

                  ΔΑ: δεν αναφέρεται, ΜΠΕ: μαζικός πληθυσμιακός έλεγχος, FU: follow-up (παρακολούθηση)
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2.3. Ιστολογία 

 

Τα χαρακτηριστικά των μελετών που εξέτασαν το ρόλο της ανοσοχημικής χρώσης 

για το βιοδείκτη p16 σε ιστολογικά παρασκευάσματα παρουσιάζονατι στον πίνακα 5. 

Τα ιστολογικά δείγματα περιελάμβαναν punch, LLETZ ή κωνοειδείς εκτομές. Σε 

τέσσερις μελέτες (Wang JL et al 2004; Wang SS et al 2004; Hariri et al 2007; Omori 

et al 2007) οι γυναίκες ήταν υπό παρακολούθηση, με αποτέλεσμα να είναι δυνατή η 

αξιολόγηση της προγνωστικής αξίας του δείκτη (Πίνακας 5).  

 

2.4  Χρώση για p16 

 

Μία πληθώρα αντισωμάτων χρησιμοποιήθηκε για ανοσολογική αναγνώριση του p16. 

Οι συγγραφείς πραγματοποίησαν την ανοσοχημική χρώση ακολουθώντας 

συγκεκριμένες οδηγίες από τους κατασκευαστές, ανάλογα με το αντίσωμα που 

χρησιμοποιήθηκε. Τα διάφορα αντισώματα παρουσιάζονται στον πίνακα 6.  
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Πίνακας 6 Αντισώματα για ανοσολογική ανίχνευση του p16 

Αντίσωμα Τύπος Εταιρεία  Χώρα προέλευσης 

 

E6H4 

 

Mονοκλωνικό 

 

Dako Cytomation  

 

Γερμανία 

clone G175-405 Mονοκλωνικό PharMingin, ΗΠΑ 

clone 16P07 Mονοκλωνικό Neomarkers ΗΠΑ 

clone JC8 Mονοκλωνικό Biocare ΗΠΑ 

clone 6H12 Mονοκλωνικό Novocastra, Αγγλία 

clone F-12 Mονοκλωνικό Santa Cruz  ΗΠΑ 

clone #7962 Πολυκλωνικό Abcam Αγγλία 

clone SC468 Πολυκλωνικό Santa Cruz 

 

ΗΠΑ 

 

Η μέθοδος χρώσης ήταν πανομοιότυπη τόσο στα κυτταρολογικά (Παπ-τεστ ή LBC), 

όσο και στα ιστολογικά δείγματα, με μικρές διαφοροποιήσεις ανάλογα με την εταιρία. 

Η πλειοψηφία των μελετών χρησιμοποίησε το αντίσωμα Ε6Η4 της Dako Cytomation.  

 

Η διαδικασία της ανοσοκυτταρολογίας ήταν σε γενικές γραμμές η ακόλουθη. To 

CINtec® Cytology Kit περιέχει μία ομάδα αντιδραστηρίων για την 

ανοσοκυτταρολογική και ανοσοϊστοχημική ανίχνευση του p16 αντιγόνου, που 

πραγματοποιείται μέσω του μονοκλωνικού αντισώματος Ε6Η4 ενάντια στην 

πρωτεΐνη-παράγωγο του p16. Ένα αντιδραστήριο άμεσης χρήσης, που περιέχει ένα 

πολυμερές αντιδραστήριο συνδεδεμένο με περοξιδαση και Fab’ αντίσωμα, 

χρησιμοποιείται. Το αντιδραστήριο έχει υποβληθεί σε απορρόφηση στερεής φάσης 

για να ελαχιστοποιήσει τη διασταυρούμενη αντίδραση με ανθρώπινες 
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ανοσοσφαιρίνες. Η χρωματογενής αντίδραση βασίζεται στην μέσω περοξιδάσης 

προκαλούμενης μετατροπής μίας διαμινο-βενζιδίνης (DAB) χρωμογενούς ουσίας σε 

μία εμφανή αντίδραση στη θέση του αντιγόνου.  Μετά τη χρώση με DAB, τo δείγμα 

μπορεί να αξιολογηθεί με οπτικό μικροσκόπιο. Κάθε συσκευασία περιέχει τα εξής 

υλικά: 

  

1. Αντιδραστήριο ενάντια στην περοξιδάση  

 

2. p16 μονοκλωνικό αντίσωμα 

 

3. Ουσία για απεικόνιση της αντίδρασης 

 

4. DAB χρωμογενής ουσία 

 

Ενα τυπικό πρωτόκολλο περιλαμβάνει την επώαση των cytospins με το πρωτογενές 

αντίσωμα για την p16 πρωτεΐνη, ακολουθούμενη από επώαση με το δευτερεύον 

goat-anti-mouse αντίσωμα και με DAB. Στη συνέχεια χρησιμοποιείται αιματοξυλίνη 

που επιτρέπει την αξιολόγηση του πυρήνα. Μικρές διαφοροποιήσεις στην 

προαναφερθείσα τακτική παρατηρήθηκαν ανάλογα με τον τύπο του αντισώματος 

που χρησιμοποιήθηκε. 
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2.5.  Ερμηνεία της χρώσης για το p16 

 

2.5.1. Κυτταρολογία 

 

Μία από τις σημαντικότερες παρατηρήσεις αυτής της συστηματικής μελέτης της 

βιβλιογραφίας ήταν ότι δεν υπήρξε ομοφωνία μεταξύ των ερευνητών σχετικά με το τι 

καθιστά θετικό αποτέλεσμα της χρώσης για το p16. Η θετικότητα ενός 

αποτελέσματος καθορίσθηκε ανάλογα με τις οδηγίες του εκάστοτε παρασκευαστή, 

αλλά δεν έλλειψαν οι περιπτώσεις που ήταν αυθαίρετη.  

 

Ποσοτικά κριτήρια μόνο (αριθμός χρωσμένων κυττάρων) υιοθετήθησαν από 12 

μελέτες (Saqi et al 2002; Pientong et al 2003; Akpolat et al 2004; Pientong et al 

2004; Bose et al 2005; Filho et al 2005; Nieh et al 2005; Ekalaksananan et al 2006; 

Sahebali et al 2006; Carydis et al 2007; Liu et al 2007; Monsonego et al 2007), ενώ 

τόσο ποσοτικά όσο και ποιοτικά κριτήρια (μορφολογικά κυτταρικά χαρακτηριστικά) 

υιοθετήθησαν από εννέα μελέτες (Bibbo et al 2002; Bibbo et al 2003; Guo et al 2004; 

Yoshida et al 2004; Moore et al 2005; Wentzensen et al 2005; Holladay et al 2006; 

Wentzensen et al 2006; Meyer et al 2007) (Πίνακας 7). Οι τελευταίες μελέτες 

θεώρησαν θετικό αποτέλεσμα για το p16 αυτά τα κύτταρα που όχι μόνο ήταν 

χρωσμένα με τον δείκτη αλλά επίσης εμφάνιζαν μορφολογικές αλλοιώσεις συμβατές 

με προκαρκινικό στάδιο. Η ένταση της χρώσης δε θεωρήθηκε αξιόπιστη παράμετρος 

επειδή η εκτίμησή της δεν είναι αντικειμενική.  Οι παράμετροι που αξιολογήθησαν για 
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την εκτίμηση της χρώσης για το δείκτη σε κυτταρολογικά δείγματα παρουσιάζονται 

στον πίνακα 7. 

 

Πίνακας 7 Κυτταρολογική χρώση 

 

Ποσοτική παράμετρος 

 Αριθμός ή ποστοστό των κυττάρων (ανεξαρτήτου μορφολογίας και 

ενδοκυτταρικής κατανομής χρώσεως) που επιδυκνείουν χρώση για το p16 

 

Ποιοτικοί παράμετροι 

 Ενδοκυτταρική κατανομή χρώσης (κυτταροπλασματική ή/και πυρηνική 

 Κυτταρική μορφολογία 

 Ένταση χρώσης 

 

 

 

2.5.2. Ιστολογία 

 

Η πλειοψηφία των ιστολογικών μελετών υιοθέτησε την ταξινόμηση την προτεινόμενη 

από τον Klaes και τους συνεργάτες του (Klaes et al 2001) ο οποίος θεωρείται ως 

ένας από τους πρωτοπόρους στην εισαγωγή των βιοδεικτών στην αξιολόγηση των 

προκαρκινικών αλλοιώσεων του τραχήλου της μήτρας. Ο Klaes χρησιμοποίησε μία 

ημιποσοτική κλίμακα αξιολόγησης της χρώσης για τον δείκτη ως εξής: αρνητική 

χρώση (<1% των κυττάρων θετικά), σποραδική (μεμονωμένα κύτταρα θετικά αλλά 
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<5%), τοπική (<25% των κυττάρων θετικά), διάχυτη (25% των κυττάρων θετικά) 

(Πίνακας 8). 

 

Πίνακας 8 Ταξινόμηση κατά Κlaes 

 

 
Αρνητική χρώση 
 

 
<1% του δείγματος θετικά χρωσμένο 

Σποραδική χρώση 
 

1-5% του δείγματος θετικά χρωσμένο 

Τοπική χρώση 
 

5-25% του δείγματος θετικά χρωσμένο 

Διάχυτη χρώση 
 

25% του δείγματος θετικά χρωσμένο 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Κεφάλαιο 3 
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ΑΝΑΛΥΣΗ 

 

3.1. Κυτταρολογία 

 

Οι 27 μελέτες που εξέτασαν το ρόλο της ανοσοκυτταρολογίας για το p16 

παρουσιάζονται στον πίνακα 9. Κάθε μελέτη υιοθέτησε τα κριτήρια αξιολόγησης της 

χρώσης για τον δείκτη τα προτεινόμενα από τον εκάστοτε παρασκευαστή. Τα 

κριτήρια για την θεώρηση θετικής χρώσης για το p16, καθώς και το ποσοστό των 

θετικών Παπ-τεστ επιχρισμάτων ή LBC δειγμάτων, ανά βαθμίδα κυτταρικής 

αλλοίωσης, παρουσιάζονται στον πίνακα 9. 
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Πίνακας 9 Κριτήρια θετικής χρώσης για p16 και ποσοστό κυτταρολογικών δειγμάτων θετικών για το δείκτη ανά 

κατηγορία 

Μελέτη Θετικό p16 

Π ή Κ / κύτταρα  

% δειγμάτων θετικών για p16 

       Αρνητικό         ASCUS               LSIL                 HSIL    

Bibbo 2002 Π+K >10 AΚ 0% - 74% 96% 

Saqi 2002 Π±Κ >10 κύτταρα 21% 50% 74% 90% 

Bibbo 2003 Π+Κ >10 AΚ - - - 63% 

Murphy 2003 ΔΑ ΔΑ 0% 100% 86% 100% 

Pientong 2003 Π+Κ ≥3 κύτταρα 0% 57% 33% 93% 

Akpolat 2004 Π±Κ ≥10% 

κυττάρων 

0% 10% - 42% 

Guo 2004 Π±Κ ≥5 ΑΚ - - 58% 97% 

Pientong 2004 Π+Κ ≥10 κύτταρα 0% 53% 54% 100% 

Sahebali 2004 Π+Κ ΔΑ - - - - 

Trunk 2004 ΔΑ ΔΑ 11% 67% 79% 100% 

Yoshida 2004 Π+Κ ≥1 AΚ -- 13% 58% 100% 

Bose 2005 Π+Κ >10 κύτταρα 13% 29% 21% 81% 

Filho 2005 ΔΑ Κάθε χρώση 49% 56% - - 

Moore 2005 ΔΑ >30% AΚ 0% 14% 44% 100% 

Nieh 2005 ΔΑ Κάθε χρώση - 61% - - 

Wentzensen 2005 Π±Κ ΠΣ>2 1%  10% 98% 

Ekalaksananan 

2006 

ΔΑ ≥10 κύτταρα 7% 63% 60% 100% 

Holladay 2006 Π ή Κ ≥1 AΚ 0% 35% 42% 80% 

Negri 2006 Π ή Κ ΔΑ 13% 56% 67% 100% 

Sahebali 2006 Π+Κ ΔΑ - - - - 

Bollanca 2007 Π±Κ >1% κύτταρα 2% - 35% 96% 

Carozzi 2007 ΔΑ ΔΑ 35% 50% 40% 80% 

Carydis 2007 ΔΑ >10 κύτταρα 10% - - - 

Liu 2007 Π±Κ >10 κύτταρα 20% - 50% 82% 

Meyer 2007 Π±Κ ≥1 AΚ 9% 18% 42% 81% 

Monsonego 2007 Π ή Κ Κάθε χρώση 36% 55% 28% 88% 

Wentzensen 2007 Π ΠΣ>2 - 27% 24% - 

 

Pooled value (random effect model) 12% 45% 45% 89% 

(95 % CI)  (7-17%)  (35- 54%)  (37-57%)  (84-95%) 

AΚ: άτυπα κύτταρα, ΔA: δεν αναφέρεται, Κ: κυτταροπλασματική χρώση, Π: πυρηνική χρώση, ΠΣ: πυρηνικό σκορ, 

ASCUS: άτυπα επιθηλιακά κύτταρα μη προσδιορισμένης σημαντικότητας, HSIL: υψηλού βαθμού πλακώδεις ενδο-

επιθηλιακές αλλοιώσεις, LSIL: χαμηλού βαθμού πλακώδεις ενδο-επιθηλιακές αλλοιώσεις 
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3.2. Ιστολογία 

 

Για να ελαττώσουμε την ετερογένεια στην παρουσίαση των αποτελεσμάτων μεταξύ 

των διαφόρων μελετών, μετατρέψαμε τις διάφορες ταξινομήσεις της χρώσης για το 

p16 στην ταξινόμηση την προτεινόμενη από τον Klaes (Πίνακας 10). Αυτή η 

μετατροπή δεν ήταν δυνατή για τέσσερις μελέτες (Kim et al 2005; Ekalaksanan et al 

2006; Iakonis et al 2007; Nam et al 2007). 

 

Θεωρήσαμε σα θετικό αποτέλεσμα για p16  ανοσοχημική χρώση την εμφάνιση 

διάχυτης χρώσης, που συμπεριελάμβανε τόσο τη βασική όσο και την παραβασική 

στιβάδα, και αποτελεί ένδειξη χρόνιας λοίμωξης και μετατροπής των κυττάρων από 

τον υψηλού κινδύνου ιό των ανθρωπίνων κονδυλωμάτων (Wentzensen et al 2007).  

 

Το ποσοστό των βιοψιών που εμφάνισαν θετική χρώση για το p16 ανά βαθμίδα  

αλλοίωσης παρουσιάζεται στον Πίνακα 10.  
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Πίνακας 10 Κριτήρια θετικής χρώσης για p16 και ποσοστό βιοψιών θετικών για το δείκτη ανά κατηγορία 

Μελέτη Κατανομή      Π/Κ      Χρώση % βιοψιών θετικών για p16 

     Αρνητικό           CIN1             CIN2                CIN3 

Keating 2001 Klaes* Κ±Π Διάχυτη+ 0% 38% - - 

Klaes 2001 Klaes Π+Κ Διάχυτη+ 1% 62% 100% 100% 

Bibbo 2002 Klaes Π+Κ Διάχυτη+ 0% 58% 91% 100% 

Sano 2002 Klaes* Π+Κ Διάχυτη+ 0% 100% 88% 100% 

Agoff 2003 Klaes Π+Κ Διάχυτη+ 8% 38% 64% 86% 

Bibbo 2003 Klaes Π+Κ Τοπική+ 0% 40% 100% 100% 

Murphy 2003 Klaes* ΔΑ Τοπική+ 0% 93% 73% 91% 

Branca 2004 Klaes* ΔΑ Διάχυτη+ 0% 10% 24% 54% 

Tringler 2004 Klaes* Π+Κ Τοπική+ 6% 72% - - 

Volgareva 

2004 

Klaes Κ+Π Διάχυτη+ 0% 2% 3% 17% 

Wang JL 2004 Klaes Π±Κ Διάχυτη+ 13% 50% 83% 75% 

Wang S 2004 Klaes ΔΑ Διάχυτη+ 5% 36% 63% 100% 

Yoshida 2004 Klaes Π+Κ Διάχυτη+ 3% 0% 88% 86% 

Aoyama 2005 Klaes* ΔΑ Διάχυτη+ - 17% - - 

Dray 2005 Klaes* Π±Κ Διάχυτη+ - 45% - - 

Guimaraes 

2005 

Klaes Π+Κ Διάχυτη+ - 0% - - 

Hu 2005 Klaes Π±Κ Διάχυτη+ - 9% 63% 84% 

Kalof 2005 Klaes ΔΑ Διάχυτη+ - 50% - - 

Kim 2005 ΔΑ ΔΑ ΔΑ 0% 36% - - 

Lin 2005 Klaes ΔΑ Τοπική+ 0% 90% - - 

Lorenzato 

2005 

Klaes ΔΑ Διάχυτη+ 0% 52% - - 

Nieh 2005 Klaes* ΔΑ Τοπική+ 5% - 79% 95% 

Qiao 2005 Klaes Κ±Π Διάχυτη+ 0% - - - 

Andersson 

2006 

Klaes Π±Κ Διάχυτη+ - 47% 65% 77% 

Benevolo 

2006 

ΔΑ ΔΑ ΔΑ 0% 31% 90% 100% 

Bulten 2006 Klaes* Π+Κ Τοπική+ NA 67% 100% 100% 

Ekalaksanana

n 2006 

ΔΑ ΔΑ ΔΑ 37% 13% - - 

Ishikawa 2006 Klaes* ΔΑ Διάχυτη+ 14% 25% 80% 94% 

Lambert 2006 Klaes Π+Κ Τοπική+ - 50% - - 

Queiroz 2006 Klaes* Π+Κ Διάχυτη+ 9% 53% 70% 93% 

Zhang 2006 Klaes* ΔΑ Τοπική+ 33% 52% 70% 80% 

Bahnassy 

2007 

Klaes* Π±Κ Τοπική+ 0% 0% 36% 63% 
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Πίνακας 10 Κριτήρια θετικής χρώσης για p16 και ποσοστό βιοψιών θετικών για το δείκτη ανά κατηγορία 

Μελέτη Κατανομή      Π/Κ      Χρώση % βιοψιών θετικών για p16 

     Αρνητικό           CIN1             CIN2                CIN3 

Eleuterio 200 Klaes Π+Κ Διάχυτη+ 0% 15% - - 

Focchi 2007 Klaes Π+Κ Διάχυτη+ 0% 91% - - 

Hariri 2007 Klaes* ΔΑ Διάχυτη+ 6% 71% - - 

Iaconis 2007 ΔΑ Π±Κ ΔΑ 27% - - - 

Kong 2007 Klaes* Π±Κ Τοπική+ - - 91% 100% 

Nam 2007 ΔΑ Π±Κ ΔΑ - 27% 37% 62% 

Omori 2007 Klaes ΔΑ Διάχυτη+ - 36% 73% 100% 

Yildiz 2007 Kales* Π±Κ Τοπική+ - 80% - - 

Pooled value (random effect model) 

(95% CI) 

2%  

(0.4- 30%) 

38% 

(23-53%) 

68%  

(44-92%) 

82% 

(72- 92%) 

 

ΔA: δεν αναφέρεται, Κ: κυτταροπλασματική  χρώ ση, Π: πυρηνική  χρώ ση,  

CIN: τραχηλική  επιθηλιακή  νεοπλασία, Klaes*: μετατροπή  στην ταξινόμηση κατά  Klaes, SCC: καρκίνωμα εκ πλακωδώ ν 

κυττάρων,  
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3.3. Μετα-ανάλυση 

 

Αφού λάβαμε υπόψην τις προαναφερθείσες ασυμφωνίες σχετικά με την ερμηνεία της 

χρώσης για το δείκτη p16, υπολογίσαμε, και στη συνέχεια απεικονίσαμε τη μέση τιμή 

του ποσοστού των δειγμάτων που επέδειξαν θετική χρώση για το δείκτη, τόσο σε 

κυτταρολογικά δείγματα όσο και σε βιοψίες από τον τράχηλο της μήτρας, ανάλογα με 

το βαθμό αλλοίωσης (Εικόνες 3 και 4). 

 

To ποσοστό των κυτταρολογικών δειγμάτων θετικών για το p16 αυξάνει με το βαθμό 

της κυτταρολογικής αλλοίωσης (Εικόνα 3). Ανάμεσα στα φυσιολογικά κυτταρικά 

επιχρίσματα, μόνο 12% (95% CI: 7–17%) εμφάνισαν θετική χρώση για το δείκτη σε 

σχέση με 45% των ASCUS (95% CI: 35–54%), 45% των LSIL (95% CI: 37–57%) και 

89% των HSIL (95% CI: 84–95%) επιχρισμάτων (Εικόνα 3). Αντίστοιχα, μόνο 2% 

των φυσιολογικών βιοψιών (95% CI: 0.4–30%) και 38% των CIN1 αλλοιώσεων  (95% 

CI: 23–53%) επέδειξαν διάχυτη χρώση για το p16 (Klaes ταξινόμηση) σε σχέση με 

68% των CIN2 (95% CI: 44–92%) και 82% των CIN3 (95% CI: 72–92%) (Εικόνα 4).  

 

Τα αποτελέσματα ήταν πολύ ετερογενή για όλους τους τύπους αλλοιώσεων (p για το 

Q test <0.001). Ειδικά στις ενδιάμεσες κατηγορίες, η ετερογένεια μεταξύ των μελετών 

ήταν ιδιαίτερα σημαντική. Το ποσοστό των επιχρισμάτων θετικών για το p16 

κυμάνθηκε μεταξύ 10% (Akpolat et al 2004) έως 100% (Murphy et al 2003) για τα 

ASCUS και από 10% (Wentzensen et al 2005) σε 86%(Murphy et al 2003) για τα 
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LSIL (Εικόνα 3). Αντίστοιχα, στην ιστολογία η αναλογία των CIN1 βιοψιών που 

επέδειξαν διάχυτη χρώση για το p16 κυμάνθηκε από  0% (Yoshida et al 2004) έως 

100% (Sano et al 2002) (Εικόνα 4). Μόνο στα δύο άκρα του φάσματος των 

αλλοιώσεων (φυσιολογικά ή HSIL/CIN3 δείγματα) υπήρξε μία σχετική ομοιογένεια 

μεταξύ των μελετών και των αντιστοίχων αποτελεσμάτων. Η μετα-ανάλυση 

περιορίστηκε μόνο στη συσχέτισης του p16 και του βαθμού της εκάστοτε αλλοίωσης 

σε κυτταρολογικά ή ιστολογικά δείγματα, λόγω έλλειψης ικανού αριθμού μελετών που 

ασχολήθηκαν με άλλες κλινικές παραμέτρους του δείκτη p16 

. 
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Εικόνα 3:  Μετα-ανάλυση της αναλογίας των κυτταρολογικών δειγμάτων θετικών για 

p16 ανά κυτταρολογική βαθμίδα  

Positivity of p16 immunostaining
Cytology=WNL

Proportion
0 .1 .2 .3 .4 .5 .6 .7 .8 .9 1

 Combined

 Monsonego, 2007

 Meyer, 2007

 Liu, 2007

 Carydis, 2007

 Carozzi, 2007

 Bollanca, 2007

 Negri, 2006

 Holladay, 2006

 Ekalaksananan, 2006

 Wentzensen, 2005

 Moore, 2005

 Filho, 2005

 Bose, 2005

 Trunk, 2004

 Pientong, 2004

 Pientong, 2003

 Murphy, 2003

 Saqi, 2002

 Bibbo, 2002

Positivity of p16 immunostaining
Cytology=ASCUS

Proportion
0 .1 .2 .3 .4 .5 .6 .7 .8 .9 1

 Combined

 Wentzensen, 2007

 Monsonego, 2007

 Meyer, 2007

 Carozzi, 2007

 Negri, 2006

 Holladay, 2006

 Ekalaksananan, 2006

 Nieh, 2005

 Moore, 2005

 Filho, 2005

 Bose, 2005

 Yoshida, 2004

 Trunk, 2004

 Pientong, 2004

 Akpolat, 2004

 Pientong, 2003

 Murphy, 2003

 Saqi, 2002

Positivity of p16 immunostaining
Cytology=LSIL

Proportion
0 .1 .2 .3 .4 .5 .6 .7 .8 .9 1

 Combined

 Wentzensen, 2007

 Monsonego, 2007

 Meyer, 2007

 Liu, 2007

 Carozzi, 2007

 Bollanca, 2007

 Negri, 2006

 Holladay, 2006

 Ekalaksananan, 2006

 Wentzensen, 2005

 Moore, 2005

 Bose, 2005

 Yoshida, 2004

 Trunk, 2004

 Pientong, 2004

 Guo, 2004

 Pientong, 2003

 Murphy, 2003

 Saqi, 2002

 Bibbo, 2002

Positivity of p16 immunostaining
Cytology=HSIL

Proportion
0 .1 .2 .3 .4 .5 .6 .7 .8 .9 1

 Combined

 Monsonego, 2007

 Meyer, 2007

 Liu, 2007

 Carozzi, 2007

 Bollanca, 2007

 Negri, 2006

 Holladay, 2006

 Ekalaksananan, 2006

 Wentzensen, 2005

 Moore, 2005

 Bose, 2005

 Yoshida, 2004

 Trunk, 2004

 Pientong, 2004

 Guo, 2004

 Akpolat, 2004

 Pientong, 2003

 Murphy, 2003

 Bibbo, 2003

 Saqi, 2002

 Bibbo, 2002
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Εικόνα 4: Μετα-ανάλυση της αναλογίας των βιοψιών θετικών για p16 ανά βαθμό 

ιστολογικής αλλοίωσης  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

p16 positivity = diffuse
Histology=absence of CIN

Proportion
0 .1 .2 .3 .4 .5 .6 .7 .8 .9 1

 Combined

 Hariri,  2007

 Eleuterio, 2007

 Fochi, 2007

 Queiroz, 2006

 Ishikawa, 2006

 Qiao, 2005

 Lorenzato, 2005

 Yoshida, 2004

 Wang JL, 2004

 Wang S, 2004

 Volgareva, 2004

 Branca, 2004

 Agoff, 2003

 Sano, 2002

 Bibbo, 2002

 Klaes, 2001

 Keating, 2001

p16 positivity = diffuse
Histology=CIN1

Proportion
0 .1 .2 .3 .4 .5 .6 .7 .8 .9 1

 Combined

 Omori, 2007
 Hariri,  2007

 Eleuterio, 2007
 Fochi, 2007

 Queiroz, 2006
 Ishikawa, 2006

 Andersson, 2006
 Lorenzato, 2005

 Kalof, 2005
 Hu, 2005

 Guimaraes, 2005
 Dray, 2005

 Aoyama, 2005
 Yoshida, 2004

 Wang JL, 2004
 Wang S, 2004

 Volgareva, 2004
 Branca, 2004

 Agoff, 2003
 Sano, 2002
 Bibbo, 2002
 Klaes, 2001

 Keating, 2001

p16 positivity = diffuse
Histology=CIN2

Proportion
0 .1 .2 .3 .4 .5 .6 .7 .8 .9 1

 Combined

 Omori, 2007

 Queiroz, 2006

 Ishikawa, 2006

 Andersson, 2006

 Hu, 2005

 Yoshida, 2004

 Wang JL, 2004

 Wang S, 2004

 Volgareva, 2004

 Branca, 2004

 Agoff, 2003

 Sano, 2002

 Bibbo, 2002

 Klaes, 2001

p16 positivity = diffuse
Histology=CIN3

Proportion
0 .1 .2 .3 .4 .5 .6 .7 .8 .9 1

 Combined

 Omori, 2007

 Queiroz, 2006

 Ishikawa, 2006

 Andersson, 2006

 Hu, 2005

 Yoshida, 2004

 Wang JL, 2004

 Volgareva, 2004

 Branca, 2004

 Agoff, 2003

 Sano, 2002

 Bibbo, 2002

 Klaes, 2001
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3.4. Το p16 ως μέσο διαλογής των κυτταρολογικών δειγμάτων  

 

Ο ρόλος του δείκτη ως μέσο διαλογής των γυναικών με άτυπα επιθηλιακά κύτταρα 

μη προσδιορισμένης σημαντικότητας (ASCUS) ή χαμηλού βαθμού πλακώδεις ενδο-

επιθηλιακές αλλοιώσεις (LSIL) που έχουν υψηλού βαθμού ιστολογική αλλοίωση 

(CIN2+), μελετήθηκε σε μικρότερο βαθμό. Mόνο τέσσερις μελέτες (Guo et al 2004; 

Nieh et al 2005; Meyer et al 2007; Monsonego et al 2007) αξιολόγησαν την ικανότητα 

του p16, έναντι του Hybrid Capture ΙΙ (HCΙΙ) για τον ιό HPV (assay Qiagen, city, state, 

USA) στην προσπάθεια ανίχνευσης του ASCUS (Nieh et al 2005; Meyer et al 2007) 

ή LSIL πληθυσμού (Guo et al 2004; Meyer et al 2007) με CIN2+ ιστολογία (Πίνακας 

11). Το p16 επέδειξε χαμηλότερη ή παρόμοια ευαισθησία, αλλά υψηλότερη 

ειδικότητα σε σχέση με το HCΙΙ για την ανίχνευση υψηλόβαθμων αλλοιώσεων. 

 

H ανοσοϊστοχημική έκφραση του p16, ως δείκτη κινδύνου εξέλιξης των χαμηλού 

βαθμού αλλοιώσεων, αξιολογήθηκε σε τέσσερις μελέτες (Negri et al 2004; Wang SS 

et al 2004; Hariri et al 2007; Omori et al 2007). Ο Negri και οι συνεργάτες του (Negri 

et al 2004) μελέτησαν το ρόλο του p16 στη διαλογή CIN1 δειγμάτων που είναι 

δυνατόν να εξελιγχθούν σε CIN3 σε διάστημα τεσσάρων ετών. Οι συγγραφείς 

διαπίστωσαν ότι το p16 μπορεί να εκφρασθεί σε χαμηλού βαθμού βλάβες (CIN1) 

που υποτροπιάζουν χωρίς θεραπεία, αλλά η παρουσία διάχυτης χρώσης (>25% 

δείγματος θετικό για το δείκτη) αποτελεί σημαντικό δείκτη κινδύνου για ανάπτυξη 

υψηλότερου βαθμού ιστολογικών αλλοίωσεων. Συνολικά, 71.4% και 37.8% από τα 
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p16 αρνητικά και διάχυτα κεχρωσμένα CIN1 δείγματα  υποτροπίασαν αντίστοιχα.   

 

Στη μελέτn από τη Wang και τους συνεργάτες της (Wang SS et al 2004) οι CIN1 

βλάβες παρακολουθήθηκαν για ένα διάστημα πέντε έως επτά ετών. Η θετική 

προοπτική αξία  (PPV) της διάχυτης χρώσης για p16 για CIN2+ ήταν 39% και η 

αρνητική προγνωστική αξία (NPV) ήταν 85%. 

 

Μια άλλη μελέτη (Hariri et al 2007) έδειξε 96% ευαισθησία και 39% PPV της διάχυτης 

χρώσης για το p16 στη διάγνωση αυτών των CIN1 βιοψιών που θα μπορούσαν να 

εξελιγχθούν σε CIN2 σε μία πενταετία, για μία σημαντικά υψηλότερη NPV (96%).  

 

Μεγαλύτερη πιθανότητα εξέλιξης σε CIN3 παρατηρήθηκε σε CIN2 δείγματα με 

διάχυτη χρώση για p16 μετά από δύο χρόνια παρακολύθησης, σε μία μελέτη που 

πραγματοποιήθηκε από τον Omori και τους συνεργάτες του (Omori et al 2007).  
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Πίνακας 11 p16 έναντι HCΙΙ  

Μελέτη Κυτταρολογία Ιστολογία Tεστ Ευαισθησία Ειδικότητα PPV NPV 

Guo 2004 LSIL CIN2 P16 92% 49% 33% 96% 

HCΙΙ 100% 7% 21% 100% 

Nieh 2005 ASCUS CIN2 P16 95% 56% 50% 96% 

HCΙΙ 86% 31% 37% 82% 

Meyer 2007 ASCUS CIN2 P16 0% 93% 0% 93% 

HCΙΙ 100% 21% 8% 100% 

Meyer 2007 LSIL CIN2 P16 80% 52% 27% 92% 

HCΙΙ 100% 17% 21% 100% 



110 

 

 

Κεφάλαιο 4

 

ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

Η σημαντική πρόοδος που έχει σημειωθεί στον τομέα πρόληψης ενάντια στην 

καρκινογένεση του τραχήλου της μήτρας, οφείλεται σε μεγάλο βαθμό στην 

κατανόηση της συσχέτισής του με λοίμωξη από τον ιό των ανθρωπίνων θηλωμάτων. 

Η κλινική σημασία του τεστ ανίχνευσης του DNA του ιού έχει μελετηθεί εκτενώς στη 

βιβλιογραφία. Οι ερευνητές έχουν δείξει ότι HPV DNA τεστ παίζει σημαντικό ρόλο 

στην διαλογή ASCUS κυτταρολογικών δειγμάτων που αντιστοιχούν σε γυναίκες με 

αυξημένο κίνδυνο CIN2+ (Arbyn et al 2008a). Παράλληλα, υπάρχουν σημαντικές 

μελέτες που στηρίζουν το ρόλο του HPV DNA τεστ ως μέσο μαζικού πληθησμιακού 

ελέγχου που θα μπορούσε ενδεχομένως να αντικαταστήσει την κυτταρολογία 

(Naucler et al 2007; Ronco et al 2006 ), ή ως μέσο παρακολούθησης των γυναικών 

μετά από θεραπεία (Paraskevaidis et al 2004; Arbyn et al 2005). Οι εφαρμογές όμως 

του HPV DNA τεστ περιορίζονται από το γεγονός ότι δεν μπορεί να αξιολογήσει εάν 

η προσβολή από τον ιό είναι οξεία ή χρόνια. Μια τέτοια πληροφορία θα ήταν πολύ 

χρήσιμη, καθώς όπως έχει αποδειχθεί η καρκινογένεση από τον ιό HPV σχετίζεται με 

χρόνια και όχι οξεία λοίμωξη.  

 

Το p16 είναι αναστολέας της CDK και ένας από τους πολλά υποσχόμενους 

βιολογικού δείκτες. Η χρόνια προσβολή των κυττάρων από τον ιό HPV προκαλεί 
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υπερ-έκφραση του δείκτη, έτσι ώστε να είναι δυνατή η ανίχνευσή του με 

ανοσοχημικές μεθόδους, τόσο στην κυτταρολογία (συμβατική ή υγρής φάσεως), όσο 

και σε ιστολογικά παρασκευάσματα. Όμως, όπως προκύπτει από τη συστηματική 

επισκόπηση και μετα-ανάλυση της βιβλιογραφίας, η έλειψη ομοφωνίας ανάμεσα στην 

επιστημονική κοινότητα σχετικά με το τι θεωρούμε θετικό αποτέλεσμα για τη p16 

χρώση, ιδιαίτερα σε κυτταρολογικά δείγματα, είναι ίσως το σημαντικότερο εμπόδιο 

στην αξιολόγηση των πιθανών κλινικών εφαρμογών του δείκτη. Οι μελέτες που 

αξιολόγησαν το ρόλο της ανοσοχημικής χρώσης για p16 σε δείγματα από επιθηλιακά 

κύτταρα από τον τράχηλο της μήτρας, εξέτασαν διάφορες παραμέτρους της χρώσης, 

όπως πυρηνική έναντι σε κυτταροπλασματική χρώση, αριθμό κεχρωσμένων 

κυττάρων ή  ένταση της χρώσης. Οι πιο πρόσφατες μελέτες όμως δεν δίνουν μεγάλη 

βαρύτητα στις προ-αναφερθείσες παραμέτρους. Αντιθέτως, λαμβάνουν υπόψη τη 

μορφολογία και όχι μόνο τον αριθμό των κυττάρων που εμφανίζουν υπερέκφραση 

του δείκτη.  

 

Σε μία πρόσφατη μελέτη, οι ερευνητές προσπάθησαν να ανταποκριθούν στην 

πρόκληση της ερμηνείας της χρώσης για το σε κυτταρολογικά δείγματα προτάσοντας 

ένα νέο σύστημα. Το νέο αυτό σύστημα βασίζεται στην αξιολόγηση του πυρηνικού 

σκορ (nuclear scoring: NS) σε LBC δείγματα (Wentzensen et al 2005). Αξιολογώντας 

το μέγεθος του πυρήνα και την αναλογία πυρήνα/κυτταροπλάσματος, καθώς και 

άλλα στοιχεία μορφολογίας του πυρήνα, οι συγγραφείς πρότειναν μία νέα ταξινόμηση 

για να περιγράψουν τα πλακώδη κύτταρα που επέδειξαν θετική χρώση για τον 
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δείκτη. Αφού πραγματοποίησαν μια ενδελεχή εκτίμηση (Receiver Operator Curve 

analysis) των διαφόρων βαθμών θετικότητας για το p16, συμπέραναν ότι ΝS >2 

παρουσιάζει την καλύτερη ευαισθησία και ειδικότητα από όλα τα άλλα συστήματα για 

την ανίχνευση CIN2+ (Wentzensen et al 2006). Το σημαντικότερο μειονέκτημα αυτής 

της μεθόδου είναι ότι προϋποθέτει αξιολόγηση των μορφολογικών κυτταρολογικών 

χαρακτηριστικών, η αναγνώριση των οποίων απαιτεί κατάλληλη εκπαίδευση και 

εμπειρία από την πλευρά των παθολογο-ανατόμων (Meyer et al 2007).  

 

Ένας ιδανικός βιοδείκτης πρέπει να στηρίζεται σε υποκειμενικά κριτήρια όσο το 

δυνατό λιγότερο. Λαμβάνοντας υπόψη τις προαναφερθείσες επιφυλάξεις σχετικά με 

τη χρώση για το p16, προσπαθήσαμε να πραγματοποιήσουμε μία μετα-ανάλυση για 

να αξιολογήσουμε το ρόλο του δείκτη στην αντιμετώπιση των διαφόρων 

κυτταρολογικών και ιστολογικών αλλοιώσεων των πλακωδών κυττάρων του 

τραχήλου της μήτρας. Χρώση με p16 συσχετίζεται με το βαθμό της κυτταρολογικής ή 

ιστολογικής αλλοίωσης, αλλά κυρίως όσον αφορά στις υψηλού βαθμού αλλοιώσεις. 

Όσον αφορά στα ASCUS ή LSIL, η έκφραση του δείκτη δεν είναι ομοιόμορφη 

(Εικόνες 3 και 4).  

 

Δεν υπήρξαν μελέτες που να εξέτασουν το δείκτη σε προγράμματα ΜΠΕ για τον 

καρκίνο του τραχήλου. Στη μελέτη από την Sahebali και τους συνεργάτες της 

(Sahebali et al 2004) τα κυτταρολογικά επιχρίσματα προέρχονταν από τυχαία 

επιλεγμένες γυναίκες που πήραν μέρος σε ΜΠΕ, αλλά μόνο αυτά που προέρχονταν 
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από γυναίκες που ήσαν θετικές για HPV είχαν χρώση για p16. Επιπροσθέτως, μόνο 

ένας μικρός αριθμός μελετών αξιολόγησαν το ρόλο του δείκτη στη διαλογή των LSIL 

και ASCUS επιχρισμάτων, έναντι στο τεστ HCΙΙ (Guo et al 2004; Nieh et al 2005; 

Meyer et al 2007; Monsonego et al 2007). Yπάρχουν επίσης ενδείξεις ότι διάχυτη 

χρώση με p16 σε ιστολογικά δείγματα μπορεί να αποτελεί δείκτη κινδύνου εξέλιξης 

(Negri et al 2004; Wang SS et al 2004; Hariri et al 2007; Omori et al 2007), αλλά ο 

αριθμός των μελετών είναι επίσης πολύ μικρός για να επιτρέψει την ευρεία εφαρμογή 

του δείκτη στην κλινικές πράξη.  
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Κεφάλαιο 5 

 

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ ΣΥΣΤΗΜΑΤΙΚΗΣ  

ΕΠΙΣΚΟΠΗΣΗΣ ΤΗΣ ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑΣ ΚΑΙ ΜΕΤΑ-ΑΝΑΛΥΣΗΣ 

 

 Η πλειονότητα των συγγραφέων που μελέτησαν το ρόλο της ανοσοχημικής 

χρώσης για το p16 εστίασαν το ενδιαφέρον τους στη σχέση μεταξύ του δείκτη 

και της βαθμίδος της κυτταρολογικής ή ιστολογικής αλλοίωσης 

 

 Ο ρόλος του δείκτη ως μέσο μαζικού πληθυσμιακού ελέγχου, ή ως μέσο 

διαλογής της ASCUS ή LSIL κυτταρολογίας, έναντι του HPV-DNA,  αποτέλεσε 

το αντικείμενο μελέτης μόνο ενός περιορισμένου αριθμού μελετών 

 

 Oι ασυμφωνίες στην ερμηνεία της χρώσης με το δείκτη, τόσο στις 

κυτταρολογικές όσο και στις ιστολογικές μελέτες, ελάττωσε σε μεγάλο βαθμό 

τη δυνατότητα αναπαραγωγής των αποτελεσμάτων  

 

 Τα αποτελέσματα των υπάρχουσων μελετών δε μας επιτρέπουν να 

καταλήξουμε σε απόλυτες συστάσεις σχετικά με τη χρησιμότητα του δείκτη 

στην κλινική πράξη 

 

 Η ομοφωνία στην παρασκευή αλλά κυρίως στην ερμηνεία των δειγμάτων έχει 
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εξαιρετική σημασία και αποτελεί απαραίτητη προϋπόθεση για την αξιολόγηση 

των κλινικών εφαρμογών του δείκτη 

 

 Μέθοδοι που χρησιμοποιούν μορφολογικές παραμέτρους (π.χ. το πυρηνικό 

σύστημα) για την αξιολόγηση του αποτελέσματος της ανοσοχημικής χρώσης 

χαρακτηρίζονται από υψηλή ειδικότητα 

 

 Είναι απαραίτητο να εκτιμήσουμε το ρόλο του δείκτη σε συγκεκριμένα κλινικά 

σενάρια με σκοπό να απαντήσουμε κλινικά ερωτήματα 

 

 Η ιδανική μελέτη προαπαιτεί συσχέτιση της χρώσης για το p16 με ιστολογικό 

υλικό, και τουλάχιστον διετή παρακολούθηση του εξεταζόμενου πληθυσμού, 

ώστε να είναι εφικτή η μελέτη της προγνωστικής αξίας του δείκτη 
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Β. Προοπτική διαγνωστική μελέτη 

p16 έναντι HPV DNA 

στην αξιολόγηση της LSIL κυτταρολογίας 
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Κεφάλαιο 1 

 

ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

To πρόγραμμα μαζικού κυτταρολογικού ελέγχου αποσκοπεί στην έγκαιρη διάγνωση και 

θεραπεία των προ-καρκινικών αλλοιώσεων από τον τράχηλο της μήτρας, και σαν 

αποτέλεσμα στην ελάττωση τόσο της συχνότητας όσο και της θνησιμότητας από την 

ασθένεια. Ενώ είναι κοινά αποδεκτό ότι οι γυναίκες με σοβαρές κυτταρολογικές αλλοιώσεις 

πρέπει να παραπεμφούν άμεσα για κολποσκοπική εξέταση, ή ακόμη και θεραπεία, υπάρχει 

ασυμφωνία μεταξύ των κλινικών σχετικά με την αντιμετώπιση αυτών των γυναικών με 

χαμηλού βαθμού ενδοεπιθηλιακές κυτταρολογικές αλλοιώσεις (LSIL). Οι LSIL αποτελούν 

περίπου το 4-7% όλων των κυτταρολογικών επιχρισμάτων που πραγματοποιούνται στην 

Αγγλία σε διάστημα ενός έτους (Cervical Screening England 2009). Η αντιμετώπισή τους 

αποτελεί πρόκληση γιατί, ενώ απασχολούν ένα μεγάλο μέρος του προσωπκού υγείας, η 

κλινική τους σημασία δεν είναι πλήρως εξακριβωμένη. Η πλειονότητα των LSIL 

αντιπροσωπεύουν κυτταρολογικές αλλοιώσεις περιορισμένης κλινικής σημαντικότητας, που 

είναι δυνατό να υποχωρήσουν χωρίς ανάγκη θεραπευτικής παρέμβασης. Υπάρχει όμως και 

ένας αριθμός LSIL δειγμάτων που εμφανίζονται σε γυναίκες με υψηλού βαθμού ιστολογική 

αλλοίωση (Walker et al 1986).  

 

Οι υπάρχουσες μέθοδοι αντιμετώπισης της LSIL κυτταρολογίας είναι κυτταρολογική 
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παρακολούθηση ή απευθείας παραπομπή για κολποσκόπηση ή προσπάθεια διαλογής των 

υψηλόβαθμων αλλοιώσεων μέσω ανίχνευσης του DNA του ιού HPV. Κάθε μία από αυτές τις 

μεθόδους έχει σημαντικά μειονεκτήματα. Όπως είναι αναμενόμενο, ένας αριθμός γυναικών 

που ακολουθούν την οδό της κυτταρολογικής παρακολούθησης μόνο, δε θα επιστρέψουν 

για παρακολούθηση (Kyrgiou et al 2007). Αν λάβουμε υπόψην ότι έως και το 28% των 

γυναικών με LSIL κυτταρολογία έχουν τραχηλική ενδοεπιθηλιακή αλλοιώση  (CIN) βαθμίδας 

2 ή και 3 (Cox et al 2003), οι γυναίκες που δε θα είναι συνεπείς με την κυτταρολογική 

παρακολούθηση κινδυνεύουν να αναπτύξουν υψηλού βαθμού αλλοιώσεις. Όσον αφορά στις 

γυναίκες που παραπέμπονται για κολποσκοπική εξέταση, διατρέχουν τον κίνδυνο να υπερ-

θεραπευτούν με δυσμενείς επιπτώσεις, ιδιαίτερα για τις γυναίκες αναπαραγωγικής ηλικίας 

στις οποίες αφαιρετικές θεραπείες του τραχήλου της μήτρας αυξάνουν τον κίνδυνο πρόωρου 

τοκετού (Kyrgiou et al 2006; Arbyn et al 2008). Η πολυκεντρική τυχαιοποιημένη κλινική 

δοκιμή TOMBOLA έδειξε ότι, ενώ η συχνότητα ανίχνευσης CIN βαθμίδος 2 ή υψηλότερης 

(CIN2+) είναι αρχικά μεγαλύτερη στις γυναίκες που παραπέμπονται απευθείας για 

κολποσκόπηση, υπάρχει μόνο μικρή διαφορά στην αθροιστική συχνότητα εμφάνισής τους 

σε διάστημα τριών ετών, συγκριτικά με την κυτταρολογική παρακολούθηση (TOMBOLA 

2009).  

 

Ενας σημαντικός αριθμός μελετών και μοριακών δοκιμών έδειξαν ότι προσβολή από τον 

υψηλής επικινδυνότητας ιό του HPV (HR-HPV) είναι απαραίτητη, αλλά όχι και μοναδική 

προϋπόθεση για την ανάπτυξη της σημαντικής πλειονότητος των διηθητικών καρκίνων του 
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τραχήλου της μήτρας εκ του πλακώδους επιθηλίου (Walboomers et al 1999; Munoz et al 

2000). Το τεστ για την ανίχνευση του HR-HPV DNA διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στη 

διαλογή των ASCUS κυτταρολογικών επιχρισμάτων που αντιστοιχούν σε υψηλού βαθμού 

αλλοιώσεις (Arbyn et al 2004), αλλά η αξία του στη διαλογή των LSIL δειγμάτων είναι υπό 

αμφισβήτηση, ειδικά για γυναίκες της αναπαραγωγικής ηλικίας (Arbyn et al 2005).   

 

Πρόσφατες μελέτες υποστηρίζουν ότι βιολογικοί δείκτες που συσχετίζονται με λοίμωξη από 

HR-HPV μπορούν να χρησιμοποιηθούν σα μέσα διαλογής των LSIL επιχρισμάτων που 

αντιστοιχούν σε γυναίκες με CIN2+ ιστολογία, έτσι ώστε να αντισταθμίσουν για την έλειψη 

ειδικότητας του HR-HPV DNA τεστ.  Το p16  είναι ένας από τους βιολογικούς δείκτες που 

υπερεκφράζονται κατά τη διάρκεια μετατρεπτικής HPV λοίμωξης και συναθροίζεται στον 

πυρήνα και στο κυτταρόπλασμα των προσβεβλημένων κυττάρων, καθιστώντας δυνατή την 

ανίχνευσή του με ανοσοχημικές μεθόδους (Wentzensen et al 2007; Tsoumpou et al 2009).  

 

Αυτή η μελέτη αποσκοπεί στην αξιολόγηση του ρόλου του HR-HPV τεστ και της 

ανοσοχημικής χρώσης για το p16, καθώς επίσης και του ρόλου της ανίχνευσης των 

υποτύπων 16 ή 18 του ιού στην διαλογή γυναικών με LSIL κυτταρολογία που υποκρύπτουν 

CIN2+ ιστολογία.  Επιπλέον, πραγματοποιήσαμε μία δευτερεύουσα ανάλυση με σκοπό να 

αξιολογήσουμε το ρόλο του p16 ως συμπληρωματικό τεστ στην αξιολόγηση HR-HPV θετικής 

LSIL κυτταρολογίας. 
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Κεφάλαιο 2 

 

ΥΛΙΚΟ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΛΟΓΙΑ 

 

2.1. Πληθυσμός και σχεδιασμός μελέτης 

Πραγματοποιήσαμε μία προοπτική διαγνωστική μελέτη που συμπεριέλαβε γυναίκες που 

προσήλθαν στο Τμήμα Κολποσκοπήσεως του Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου Ιωαννίνων με 

LSIL κυτταρολογία σε Παπ-τεστ ή LBC. Η μελέτη πραγματοποιήθηκε το χρονικό διάστημα 

μεταξύ Οκτώβριο του 2008 έως Φεβρουάριο του 2010.  

 

Εγκυμονούσες γυναίκες και αυτές που είχαν υποβληθεί σε εξαχνωτική ή καταστρεπτική 

θεραπεία του τραχήλου στο παρελθόν, απεκλείσθησαν από τη μελέτη. Για την πρωτογενή 

ανάλυση συμπεριελάβαμε μόνο γυναίκες από τις οποίες πήραμε βιοψίες κατά τη διάρκεια 

της κολποσκοπικής εξέτασης. Σε μία προσπάθεια αξιολόγησης του αντίκτυπου που είχε στα 

αποτελέσματα ο αποκλεισμός των γυναικών που δεν είχαν βιοψίες, επειδή η κολποσκόπηση 

ήταν φυσιολογική, πραγματοποιήσαμε μία δευτερεύουσα ανάλυση στην οποία 

συμπεριελάβαμε όλες τις γυναίκες που προσήλθαν για κολποσκοπική εξέταση για LSIL 

κυτταρολογία, και υποθέσαμε ότι αυτές που δεν είχαν βιοψίες δεν είχαν ιστολογική 

αλλοίωση. 
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Κυτταρολογία υγρής φάσεως (LBC) απεκτήθη από όλες τις γυναίκες που πήραν μέρος στη 

μελέτη με Rovers™ Cervex-brush και τοποθετήθηκε σε διάλυμα PreservCyt πριν από την 

κολποσκοπική εξέταση. Το δείγμα χρησιμοποιήθηκε για ανοσοχημική χρώση με p16 και για 

HPV DNA τεστ. Δύο έμπειροι ιατροί πραγματοποίησαν όλες τις κολποσκοπήσεις αγνοώντας 

τα αποτελέσματα του κάθε τεστ.  

 

Οι γυναίκες με φυσιολογική κολποσκόπηση δεν είχαν βιοψίες και παραπέμθησαν για 

επαναληπτική κυτταρολογική και κολποσκοπική εξέταση σε έξι μήνες. Ο πληθυσμός των 

γυναικών με χαμηλού βαθμού (low-grade) κολποσκόπηση είχαν, κολποσκοπικά 

καθοδηγούμενες μία ή πολλαπλές βιοψίες, ή LLETZ βιοψία.  Η LLETZ θεωρείται ως το 

απόλυτο κριτήριο για αξιόπιστη ιστολογική διάγνωση, καθώς περιλαμβάνει τη ζώνη 

μετατροπής του τραχήλου και γι’ αυτό το λόγο είναι προτιμότερη από πολλαπλές βιοψίες, σε 

γυναίκες που έχουν ολοκλήρώσει την οικογένειά τους. Όλες οι γυναίκες με υψηλού βαθμού 

(high-grade) κολποσκόπηση είχαν βιοψίες. Η υποκατηγορία των γυναικών με low-grade 

κολποσκόπηση που δεν είχαν βιοψίες, παραπέμθηκε για παρακολούθηση στην 

κολποσκοπική κλινική σε έξι μήνες με επαναληπτική κυτταρολογία. Εμπειροι παθολογο-

ανατόμοι που αγνοούσαν τα αποτελέσματα του HPV και p16 τεστ, αξιολόγησαν τις βιοψίες.  

 

Το αντικείμενο της μελέτης ήταν η ευαισθησία και ειδικότητα του τεστ για HR-HPV στο να 
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ανιχνεύει τον πληθυσμό των LSIL επιχρισμάτων που έχουν βιοψία CIN2+. Επίσης 

αξιολογήσαμε το ρόλο της ανίχνευσης των υποτύπων 16 και 18 του HPV και της 

ανοσολογικής χρώσης για το p16 στη διαλογή του LSIL. Τέλος, αξιολογήσαμε το p16 σα 

μέσο διαλογής των HR-HPV (+) LSIL δειγμάτων για CIN2+ ιστολογία.  

 

2.2. HPV DNA τεστ 

To DNA απεκτήθει από τραχηλικά κυτταρικά επιχρίσματα χρησιμοποιώντας το σκεύασμα 

Purelink, Invitrogen. Η ανίχνευση των διαφόρων τύπων του HPV ιού πραγματοποιήθηκε με 

PCR με την τεχνολογία CLART® (Clinical Array Technology) Human Papillomavirus 2 Kit. Η 

τεχνική που βασίζεται στην αναπαραγωγή ειδικών τμημάτων του ιϊκού γονιδιώματος και 

υβριδοποίησή τους με ειδικές αλληλουχίες για κάθε τύπο του HPV, χρησιμοποιήθηκε για την 

ανίχνευση λοιμώξεων και συλλοιμώξεων με έως και 35 HPV γενότυπους. Η μέθοδος 

αξιολόγησε τους ακόλουθους υψηλής επικινδυνότητας τύπους του ιού:  

16,18,26,31,33,35,39,43,45,51,52,53,56,58,59,66,68,70,73,82, και 85, και της χαμηλής 

επικινδυνότητας HPV τύπους 6,11,40,42,44,54,61,62,71,72,81,83,84 και 89, στον ίδιο 

δοκιμαστικό σωλήνα (Dunne et al 2007).  

 

2.3. Ανοσοκυτταρολογία για p16 
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Τα δείγματα LBC απεκτήθησαν πριν από την κολποσκοπική εξέταση και τοποθετήθησαν σε 

PreservCyt φιαλίδιο. Τα φιαλίδια εστάλθησαν στο εργαστήριο και από αυτά προήλθαν τα 

ThinPrep δείγματα χρησιμοποιώντας τον ThinPrep αυτόματο παρασκευαστή 2000 (Cytyc 

Corporation, Marlborough, MA, US). Στα πρώτο δείγμα χρησιμοποιήσαμε χρώση 

Παπανικολάου και στο δεύτερο ανοσοχημική χρώση για το p16, η οποία πραγματοποιήθηκε 

με CINtec αντιδραστήριο χρησιμοποιώντας τον αυτοματοποιημένο “Dako Autostainer 

Universal Slide Stainer”. Ολα τα δείγματα είχαν επίσης χρωσθεί με αιματοξυλίνη για να είναι 

δυνατή η αξιολόγηση του πυρήνα. Η μέθοδος CINtec προκαλεί μία χρωματική αντίδραση 

ανάλογα με την έκφραση του δείκτη στον πυρήνα ή το κυτταρόπλασαμα του κυττάρου. Καφέ 

χρώση των κυττάρων (πυρηνική ή/και κυτταροπλασματική) είναι δείγμα υπερέκφρασης του 

δείκτη. ‘Ολα τα δείγματα αξιολογήθηκαν από ειδικούς κυτταρολόγους με εμπειρία στις 

ανοσοχημικές τεχνικές, ακολουθώντας συγκεκριμένες οδηγίες από τον κατασκευαστή. Βάσει 

αυτών των οδηγιών, η ένταση της χρώσης δε θεωρείται κριτήριο θετικότητας, ενώ η 

παρουσία χρώσης σε δυσκαρυωτικά (και όχι δυσπλαστικά) κύτταρα αποτελεί θετικό 

αποτέλεσμα. Δείγματα που δεν εμφάνισαν καφέ χρώση των τραχηλικών κυττάρων, 

θεωρήθησαν αρνητικά. Αντιθέτως, η ύπαρξη καφέ χρώσης των τραχηλικών κυττάρων και η 

ύπαρξη μορφολογικών πυρηνικών αλλοιώσεων, απετέλεσαν τα κριτήρια για να θεωρηθεί 

ένα δείγμα θετικό, ακόμη και όταν οι προαναφερθείσες προϋποθέσεις αφορούσαν σε ένα 

μόνο δυσκαρυωτικό κύτταρο. Από την άλλη πλευρά, καφέ χρώση των μεταπλαστικών ή 

φυσιολογικών ενδοτραχηλικών κυττάρων, δε θεωρήθηκε θετικό αποτέλεσμα. 
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Χρησιμοποιήσαμε σα θετικό έλεγχο ThinPrep δείγματα από HSIL πληθυσμό που είχαν 

βιοψία CIN2+ και είχαν χρωσθεί θετικά για το p16. 

 

 

2.4. Στατιστική ανάλυση 

 

Αξιολογήσαμε τις στατιστικές παραμέτρους π.χ. ευαισθησία (S), ειδικότητα (Sp), θετική 

προγνωστική αξία (PPV) και αρνητική προγνωστική αξία (NPV) του HR-HPV, HPV16 ή 

HPV18 και του p16, βάσει της δυνατότητας του κάθε τεστ να ανιχνεύσει τα LSIL 

κυτταρολογικά δείγματα που αντιστοιχούν σε πληθυσμό με CIN2+ βιοψία. Επίσης, 

αξιολογήσαμε το ρόλο της ανοσοχημικής χρώσης για το p16 σαν ένα τεστ συμπληρωματικό 

του HR-HPV για τα LSIL δείγματα. Η στατιστική σημαντικότητα υπολογίσθηκε με το 

McNemar exact τεστ ή το Chi-square τεστ με διόρθωση κατά Yates. Θεωρήσαμε στατιστικά 

σημαντικά τα αποτελέσματα με p-value  <0.05.   
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Κεφάλαιο 3 

 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

Ενας πληθυσμός 216 γυναικών παραπέμθησαν για κολποσκοπική εξέταση με LSIL 

κυτταρολογίας. Ανάμεσά τους υπήρξαν 30 γυναίκες με φυσιολογική κολποσκόπηση που 

απεκλείσθησαν από τη μελέτη, καθώς δεν υπήρξε ένδειξη για λήψη ιστολογικού υλικού. 

Επίσης, αποκλείσαμε 60 γυναίκες με low-grade κολποσκόπηση από τις οποίες δεν ελήφθη 

ιστολογικό υλικό. Συμπεριελάβαμε μόνο τις 126 γυναίκες που είχαν τραχηλική βιοψία υπό 

κολποσκοπική παρακολούθηση. Τα χαρακτηριτικά του πληθυσμού της μελέτης, καθώς και 

του τύπου των βιοψιών παρουσιάζονται αναλυτικά στο εικόνα 1.  Η πλειοψηφία (94%) των 

γυναικών με high-grade κολποσκόπηση είχαν LLETZ βιοψίες, ενώ το 43% των γυναικών με 

low-grade κολποσκόπηση είχαν πολλαπλές punch βιοψίες και οι υπόλοιπες 57% είχαν 

LLETZ βιοψίες. 
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Εικόνα 1 Πληθυσμός μελέτης 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

LSIL κυτταρολογία 
(N=216) 

Κολποσκόπηση  HR-HPV DNA  

 p16 

Φυσιολογική 
(N= 30) 

Low-grade 
(N= 152) 

High-grade 
(N=34) 

(60) 
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Τα δημογραφικά χαρακτηριστικά των 126 γυναικών της μελέτης παρουσιάζονται στον 

Πίνακα 1. Η πλειονότητα των γυναικών (90%) ήταν άνω των 25 ετών και είχαν ήδη 

τεκνοποιήσει (64%). 

 

Στον πίνακα 2 παρουσιάζουμε τη σχέση μεταξύ LSIL κυτταρολογίας και ιστολογικής 

διάγνωσης σε 126 ασθενείς από τις οποίες ελήφθει βιοπτικό υλικό. Η πλειοψηφία των 

δειγμάτων (61.5%) αντιστοιχούν σε χαμηλού βαθμού ιστολογικές αλλοιώσεις (CIN1 ή 

λιγότερο).  

 

Ολα τα LSIL δείγματα συσχετίσθησαν με το αποτέλεσμα του βιοπτικού υλικού που απεκτήθη 

Κυτταρολογία σε 6 
μήνες 

Βιοψία (N=92) 

 Punch (40) 

 LLETZ (52) 
 

Βιοψία (N=34) 

 Punch (2) 

 LLETZ (32) 
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στην κλινική κολποσκοπήσεως. Η συσχέτιση μεταξύ ιστολογικής διάγνωσης, HR-HPV και 

p16 παρουσιάζεται στον πίνακα 3. Στη συνέχεια αξιολογήσαμε τις στατιστικές παραμέτρους 

κάθε τεστ χωριστά, καθώς και τις στατιστικές παραμέτρους των HPV16 ή HPV18 υποτύπων 

στο να ανιχνεύουν τα LSIL δείγματα που αντιστοιχούν σε CIN2+ ιστολογία (Πίνακας 4). Το 

HR-HPV τεστ επέδειξε στατιστικά σημαντικότερη υψηλότερη ευαισθησία σε σχέση με την 

ανοσολογική χρώση για το p16 (p=0.0037). Από την άλλη πλευρά, το p16 επέδειξε 

στατιστικά σημαντικά υψηλότερη ειδικότητα σε σχέση με το τεστ για HR-HPV (p=0.0000). 

 

Στη συνέχεια αξιολογήσαμε το ρόλο της ανοσολογικής χρώσης για το p16 στην αξιολόγηση 

64 LSIL δειγμάτων θετικών για HR-HPV.  Η προσθήκη p16 ανοσολογικής χρώσης σε HR-

HPV θετική LSIL κυτταρολογία οδήγησε σε βελτίωση της ειδικότητας του HR-HPV τεστ (73% 

έναντι 64%), η διαφορά όμως δεν ήταν στατιστικά σημαντική (p=0.61). Παρατηρήσαμε όμως 

μία σημαντική απώλεια στην ευαισθησία του τεστ (39% έναντι 75%) (p=0.0019).  

 

Τέλος, προκειμένου να αξιολογήσουμε της επίδραση του αποκλεισμού των γυναικών που 

δεν είχαν βιοψία στο τελικό αποτέλεσμα, πραγματοποιήσαμε μία επιπλέον ανάλυση στην 

οποία συμπεριλάβαμε όλες τις 216 γυναίκες που παραπέμθησαν για κολποσκόπηση λόγω 

LSIL κυτταρολογίας (Table 5). Αν υποθέσουμε ότι οι 90 γυναίκες που δεν είχαν βιοψία από 

τον τράχηλο της μήτρας κατά την κολποσκοπική εξέταση, δεν είχαν σηματνικές ιστολογικές 

αλλοιώσεις (π.χ. είχαν ιστολογία CIN1), οι στατιστικές παράμετροι για κάθε τεστ 

παρουσιάζονται στον πίνακα 5.  Συμπερασματικά, παρόλο που δεν παρατηρείται αλλαγή 
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στην ευαισθσία του τεστ, η ειδικότητα αυξάνεται; 75% ένατνι 64% για το HR-HPV και 92% 

έναντι 90% για την ανοσοκυτταρολογική χρώση για το p16. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πίνακας 1 Χαρακτηριστικά των 126 γυναικών από τις οποιές απεκτήθησαν βιοψίες  
 

Παράμετροι 
 

Αριθμός γυναικών (%) 

Ηλικία 
          18-24 
          25-35 
          ≥ 36 
           

 
12(10%) 
67 (53%) 
47 (37%) 

Αριθμός σεξουαλικών συντρόφων 
         0-5 
         ≥6 

 
101 (80%) 
 25 (20%) 
 

Κάπνισμα 
         Ναι 
         Όχι 
 

 
44 (35%) 
82 (65%) 

Αριθμός τέκνων 
          0 
        ≥1 

 
45 (36%) 
81 (64%) 
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Πίνακας 2 Συσχέτιση μεταξύ κυτταρολογίας και ιστολογίας 
 

Κυτταρολογία Σύνολο 

Ιστολογία 
 

Φυσιολογική 
 

CIN1, HPV CIN2 CIN3 

LSIL 

 

126 12 (9.5%) 66 (52%) 36 (29%) 12 (9.5%) 

 

 

 

Table 4 Στατιστικές παράμετροι για HR-HPV και p16 σε 126 LSIL δείγματα για 

ιστολογία CIN2+  
 
 HR-HPV p16 HPV16/18 p-value (HR-HPV / p16) 

Ευαισθησία 75%  44% 42% 0.0037* 

Ειδικότητα 64% 89% 90% 0.0000* 

PPV 56% 73% 71% 0.62** 

NPV 81% 71% 71% 0.71** 

   *McNemar paired test, ** Chi-square test  

 

Table 3 Συσχέτιση μεταξύ HR-HPV και p16 με ιστολογική διάγνωση σε 126 LSIL 
δείγματα 
 

Ιστολογία Αποτέλεσμα 
Τεστ 

HR-HPV p16 

CIN1 (+) 28 8 

(n=78) (-) 50 70 

    

CIN2 (+) 36 20 

(n=48) (-) 12 28 
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Table 5 Στατιστικές παράμετροι για HR-HPV έναντι συνδυασμού HR-HPV και p16 για 

CIN2+ ιστολογία 
 

 HR-HPV HR-HPV and p16 p-value* 

Ευαισθησία 75% 39% 0.0019 

Ειδικότητα 64% 73% 0.61 

PPV 56% 70% 0.4 

NPV 81% 42% 0.0002 

   *Chi-square test,  

 

 

Κεφάλαιο 4 

 

ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

Αυτή η εργασία αποτελεί μια προσπάθεια αξιολόγησης του ρόλου της ανίχνευσης του HR-

HPV μέσω της δοκιμασίας PCR, της ανοσολογικής χρώσης για το p16, καθώς και των 

συνδυασμών τους, στην αντιμετώπιση της LSIL κυτταρολογίας. Η δοκιμασία PCR είναι μία 

δοκιμασία ανίχνευσης του HPV εναλλακτική του συστήματος Hybrid Capture II (HC-II; 

Digene Corp., Gaithersburg, MD). Το Hybrid capture II (HC-II) είναι μία τεχνική που 

σχεδιάστηκε με σκοπό την ανίχνευση χαμηλού και υψηλού κινδύνου HPV υποτύπων αλλά 

σε αντίθεση με τη δοκιμασία PCR δεν διακρίνει τον τύπο του ιού.  Παρόλο που το HC-II είναι 

ένα τεστ που εφαρμόζεται παγκοσμίως, δεν αξιολογεί εάν η λοίμωξη από τον ιό HPV είναι η 
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δεύτερη, τρίτη ή μία μεταγενέστερη λοίμωξη με τον ίδιο τύπο HPV που έδωσε θετικό 

αποτέλεσμα στην πρώτη εξέταση.  Επίσης, το τεστ HC-II απαιτεί έναν σχετικά αυξημένο 

όγκο του PreserveCyt για να αυξήσει την αξιοπιστία της μεθόδου κάνοντας αδύνατη την 

πραγματοποίηση συμπληρωματικών τεστ στο ίδιο δείγμα. Η μέθοδος CLART® Human 

Papillomavirus 2 Kit που χρησιμοποιήθηκε για αυτή την μελέτη απαιτεί λιγότερη από τη μισή 

ποσότητα του δείγματος σε σχέση με τη μέθοδο HC-II. 

 

Οι ερευνητές αποσκοπούν όχι μόνο στην ανίχνευση του ιού του HPV και των υποτύπων του, 

αλλά επίσης και στην ανάπτυξη τεχνολογιών που θα ανιχνεύσουν βιολογικούς δείκτες που 

σχετίζονται με τα διάφορα στάδια της λοίμωξης από τον ιό HPV έτσι ώστε να βελτιώσουν το 

αποτέλεσμα των συμβατικών διαγνωστικών τεχνικών. Η ανοσολογική χρώση για το p16 έχει 

προταθεί σαν αντιστάθμισμα για την έλλειψη ειδικότητας του HPV DNA τεστ και θα 

μπορούσε να αποτελεί ένα συμπληρωματικό τεστ ρουτίνας (Klaes et al 2001). Υπό 

φυσιολογικές συνθήκες το p16 αδρανοποιεί τις cyclin-dependent kinases CDK4/6. Κατά μία 

μετατρεπτική λοίμωξη από λοίμωξη με HR-HPV, τα ιοικά ογκογονίδια E6 και E7 

διαδραματίζουν πρωταρχικό ρόλο στη διαδικασία της αποπτώσεως και της ρύθμισης του 

κυτταρικού κύκλου. Σημαντικός είναι ο ρόλος της πρωτεΐνης Ε7 που αναστέλει την σύνδεση 

της πρωτεΐνης του ρετινοβλαστώματος (pRb) με το μετατραπτικό παράγοντα E2F με 

αποτέλεσμα την προώθηση του κυτταρικού κύκλου, μία μοριακή διαδικασία που συνήθως 

ενεργοποιείται από την CDK4/6. Τα προσβαλόμμενα κύτταρα εκφράζουν τον δείκτη p16 σαν 

αντιστάθμιση για την διαταραγμένη κυτταρική λειτουργία; όμως, καθώς ο παράγοντας E2F 
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δεν απελευθερώνεται μέσω της ενεργοποίησης της δράσης της CDK4/6, αλλά μέσω της E7, 

η έκφραση του p16 δεν διαδραματίζει κάποιο ρόλο στη διαδικασία της κυτταρικής 

ενεργοποιήσης. Με το χρόνο το p16 συγκεντρώνεται στον πυρήνα και το κυτταρόπλασμα 

των προσβεβλημένων κυττάρων και μπορεί να ανιχνευθεί με ανοσολογική χρώση 

(Wentzensen et al 2007).  

 

Η έλλειψη κοινά αποδεκτού τρόπου αντιμετώπισης των LSIL επιχρισμάτων αποτελεί πηγή 

ανησυχίας τόσο για την ιατρική κοινότητα, όσο και για τις γυναίκες. Προσπαθώντας να 

βελτιώσουμε την αξιοπιστία της μελέτης, τα αποτελέσματα του τεστ HR-HPV, καθώς και της 

ανοσολογικής χρώσης για το p16, συσχετίσθησαν με το gold standard της μελέτης, δηλαδη 

το βιοπτικό υλικό από τον τράχηλο της μήτρας που ελήφθει υπό κολποσκοπική 

καθοδήγηση. Είναι κατανοητό ότι η αναπαραγωγησιμότητα της LSIL κυτταρολογίας δεν είναι 

100% και είναι πιθανό τα δείγματα που εξετάσθησαν να ανταποκρίνονταν σε υψηλότερου 

βαθμού βλάβες. Αυτό θα μπορούσε να εξηγήσει γιατί η συχνότητα εμφάνισης CIN2+ στον 

πληθυσμό υπό μελέτη ήταν υψηλότερη από τη συνήθως αναφερόμενη. Η υψηλότερη 

συχνότητα εμφάνισης του CIN2+ μπορεί επίσης να οφείλεται στο γεγονός ότι στην 

πρωταρχική ανάλυση συμπεριελάβαμε μόνο γυναίκες που είχαν βιοψίες υπό κολποσκοπική 

παρακολούθηση, βασιζόμενοι στα κολποσκοπικά ευρήματα. Επιπροσθέτως, μία σημαντική 

ομάδα συμμετεχόντων είχαν LLETZ βιοψία, με αποτέλεσμα να αυξάνεται σε μαγαλύτερο 

βαθμό η πιθανότητα ανίχνευσης CIN2+.  
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Η μελέτη έδειξε ότι το τεστ HR-HPV έχει χαμηλή ευαισθησία (75%) και ειδικότητα 64% στο 

να ανιχνεύει αυτά τα LSIL δείγματα που αντιστοιχούν σε CIN2+ ιστολογία.  

Συμπεριλαμβάνοντας γυναίκες που δεν είχαν βιοψία, η ειδικότητα του τεστ αυξάνει στο 74% 

και η NPV στο 91%. Ο ρόλος του HR-HPV στη διαλογή της LSIL κυτταρολογίας αποτέλεσε 

το αντικείμενο της μελέτης TOMBOLA που έδειξε ότι η ευαισθησία του HR-HPV στην 

ανίχνευση των LSIL δειγμάτων που αντιστοιχούν σε CIN2+ ιστολογία, ήταν 75.2% και η 

ειδικότητα 46.9% (TOMBOLA et al 2009). Επίσης, το τεστ για τους HPV16/18 υποτύπους 

δεν είναι δυνατό να χρησιμοποιηθεί σα μοναδικό τεστ γιατί έχει πολύ χαμηλή ευαισθησία 

(44%).  

Η ανοσολογική χρώση για το p16 έδειξε χαμηλή ευαισθησία στη διαλογή της LSIL 

κυτταρολογίας που αντιστοιχεί σε γυναίκες με υψηλού βαθμού αλλοιώσεις (42%), αλλά η 

ειδικότητά της ήταν εφάμιλλη του τεστ για HPV16/18 (90%). Η χρήση του p16 ως μεθόδου 

διαλογής της HR-HPV θετικής LSIL κυτταρολογίας, επέδειξε την αναμενόμενη απώλεια στην 

ευαισθησία, σε σχέση με το τεστ για HR-HPV, όμως το κέρδος στην ειδικότητα δεν ήταν 

σημαντικό. Τα ευρήματα για το ρόλο του p16 στην αξιολόγηση της LSIL κυτταρολογίας είναι 

αντικρουόμενα. Η ευαισθησία του δείκτη κυμαίνεται μεταξύ 28% (Monsonego et al 2007)  

έως 92.2% (Denton et al 2010) και η ειδικότητα από 37.3% (Denton et al 2010) έως 86% 

(Valasoulis et al 2011). Οι ασυμφωνίες που παρατηρούνται στις στατιστικές παραμέτρους 

του p16 ανάμεσα στις διάφορες μελέτες οφείλονται σε μεγάλο βαθμό στους διαφόρους 

τρόπους ερμηνείας της ανοσολογικής χρώσης ανάμεσα στους διαφόρους μελετητές. Οι 

κλινική χρησιμότητα του δείκτη επηρεάζεται από την έλλειψη κοινά αποδεκτής μεθοδολογίας. 
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Στη μελέτη μας θεωρήσαμε σα θετικό αποτέλεσμα την παρουσία θετικής χρώσης για το p16 

σε δυσκαρυωτικά κύτταρα με χρωσμένο τον πυρήνα ή/και το κυτταρόπλασμα. 

Αναγνωρίζουμε όμως ότι η μορφολογική αξιολόγηση των p16-χρωσμένων κυττάρων μπορεί 

να είναι δύσκολη και όχι πάντα αντικειμενική. Η μελέτη από το Denton και τους συνεργάτες 

του (Denton et al 2010) έδειξε τις σημαντικές διαφορές στην ερμηνεία της ανοσολογικής 

χρώσης για το p16  μεταξύ των παρασκευαστών και των κυτταρολόγων. Η ευαισθησία του 

p16 στη LSIL κυτταρολογία για CIN2+ ήταν 92.2% για τους παρασκευαστές και 80.1% για 

τους κυτταρολόγους. Η μελέτη έδειξε πολύ χαμηλότερη ειδικότητα σε σχέση με τα δικά μας 

αποτελέσματα για το  p16 στην LSIL κυτταρολογία (37.3% για τους παρασκευαστές και 

53.3% για τους κυτταρολόγους).  
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Κεφάλαιο 5 

 

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ ΠΡΟΟΠΤΙΚΗΣ ΔΙΑΓΝΩΣΤΙΚΗΣ ΜΕΛΕΤΗΣ 

 

 Η ιδανική μέθοδος διαλογής της LSIL κυτταρολογίας που αντιστοιχεί σε CIN2+ 

ιστολογία θα πρέπει να στηρίζεται όσο το δυνατόν λιγότερο σε υποκειμενικά κριτήρια  

 

 Τα αποτελέσματα της προοτπικής μελέτης που παρουσιάσαμε υποστηρίζουν την 

υπεροχή του p16, ως προς την ειδικότητα του δείκτη, σε σχέση με το HR-HPV, για 

την αξιολόγηση της LSIL κυτταρολογίας 
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 Η χαμηλή ευαισθησία του p16, και η έλλειψη κοινά αποδεκτού τρόπου ερμηνείας της 

ανοσοχημικής χρώσης, αποτελούν σημαντικά εμπόδια στην υιοθέτησή του ως 

ανεξάρτητης μεθόδου αξιολόγησης της LSIL κυτταρολογίας 

 

 Nέοι βιολογικοί δείκτες που θα εξετασθούν παράλληλα ή ανεξάρτητα από το p16 και 

το HR-HPV τεστ, είναι δυνατό να συμβάλλουν περαιτέρω στην αντιμετώπιση των 

γυναικών με LSIL κυτταρολογία 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

 

 

 

ΠΕΡΙΛΗΨΗ ΣΤΗΝ ΕΛΛΗΝΙΚΗ 
 
 
 

ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

Η σημαντική πρόοδος που έχει σημειωθεί στον τομέα πρόληψης ενάντια στον καρκίνο του 

τραχήλου της μήτρας οφείλεται σε μεγάλο βαθμό στην κατανόηση της συσχέτισής του με 

χρόνια λοίμωξη από τον ιό των ανθρωπίνων κονδυλωμάτων (HPV) . Bιολογικoί δείκτες, που 

σχετίζονται με τη λοίμωξη από τον ιό HPV, είναι δυνατό να χρησιμοποιηθούν για την 
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αξιολόγηση των τραχηλικών κυτταρολογικών δειγμάτων. Η πρωτεΐνη p16 αποτελεί έναν από 

τους πολλά υποσχόμενους δείκτες.  

 

ΣΤΟΧΟΣ 

 

Ο στόχος αυτής της διατριβής ήταν η κριτική και εν τω βάθει αξιολόγηση των μελετών που 

εξέτασαν το ρόλο του p16, τόσο σε κυτταρολογικά όσο και σε ιστολογικά δείγματα από τον 

τράχηλο της μήτρας. Συγκεκριμένα, θέλησαμε να εκτιμήσουμε τις πρακτικές παραμέτρους 

της χρήσης του δείκτη και να διερευνήσουμε τις πιθανές κλινικές εφαρμογές του, όπως τον 

ρόλο του ως μέσο μαζικού πληθυσμιακού ελέγχου και ως μέσο διαλογής των χαμηλού 

βαθμού ενδοεπιθηλιακών κυτταρολογικών αλλοιώσεων (LSIL). Τέλος, αφού λάβαμε υπόψην 

τα συμπεράσματα από τη συστηματική ανασκόπηση και μετα-ανάλυση της βιβλιογραφίας, 

πραγματοποιήσαμε μία προοπτική διαγνωστική μελέτη. Η μελέτη αυτή αποτέλεσε μία 

επιπλέον προσπάθεια αξιολόγησης του ρόλου του p16 από μόνου του ή σε συνδυασμό με 

το HPV τεστ στη διαλογής της LSIL κυτταρολογίας που αντιστοιχεί σε CIN2+ ιστολογία. 

 

ΜΕΘΟΔΟΛΟΓΙΑ 

 

Πραγματοποιήσαμε μία συστηματική ανασκόπηση και μετα-ανάλυση της βιβλιογραφίας που 

μελέτησε το ρόλο της ανοσοχημείας για το p16 σε πλακώδη κυτταρολογικά ή ιστολογικά 

δείγματα από τον τράχηλο της μήτρας. Για τη περαιτέρω αξιολόγηση του δείκτη 
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πραγματοποιήσαμε μία προοπτική διαγνωστική μελέτη που συμπεριέλαβε γυναίκες που 

προσήλθαν στο Τμήμα Κολποσκοπήσεως του Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου Ιωαννίνων με 

LSIL κυτταρολογία σε Παπ-τεστ ή LBC. Το αντικείμενο της μελέτης ήταν η ευαισθησία και 

ειδικότητα του p16 και  του HR-HPV στην ανίχνευση των LSIL δείγματων που έχουν βιοψία 

CIN2+. Τέλος, αξιολογήσαμε το p16 ως μέσο διαλογής των HR-HPV(+) LSIL δειγμάτων που 

έχουν CIN2+ ιστολογία. Προσπαθώντας να βελτιώσουμε την αξιοπιστία της μελέτης, τα 

αποτελέσματα τόσο του τεστ HR-HPV, καθώς και της ανοχημικής χρώσης για το p16, 

συσχετίσθησαν με βιοπτικό υλικό από τον τράχηλο της μήτρας που ελήφθει υπό 

κολποσκοπική καθοδήγηση και αποτέλεσε το gold standard της μελέτης. 

 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

Η ηλεκτρονική αναζήτηση της βιβλιογραφίας ανέδειξε 61 μελέτες οι οποίες θεωρήθησαν 

κατάλληλες για περαιτέτω ανασκόπηση.  Μία από τις σημαντικότερες παρατηρήσεις ήταν ότι 

δεν υπήρξε ομοφωνία μεταξύ των ερευνητών σχετικά με το τι καθιστά θετικό αποτέλεσμα της 

ανοσοχημικής χρώσης για το p16. Οι μελέτες που αξιολόγησαν το ρόλο της  χρώσης για το 

δείκτη σε δείγματα από επιθηλιακά κύτταρα από τον τράχηλο της μήτρας εξέτασαν διάφορες 

παραμέτρους της χρώσης, όπως πυρηνική έναντι κυτταροπλασματική χρώση, αριθμό 

κεχρωσμένων κυττάρων ή  ένταση της χρώσης. Οι πιο πρόσφατες μελέτες όμως δεν δίνουν 

μεγάλη βαρύτητα στις προ-αναφερθείσες παραμέτρους, αλλά λαμβάνουν υπόψη κυρίως τη 

μορφολογία των κυττάρων που εμφανίζουν υπερέκφραση του δείκτη. Η πλειοψηφία των 
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ιστολογικών μελετών υιοθέτησε την ταξινόμηση την προτεινόμενη από τον Klaes και τους 

συνεργάτες του (Klaes et al 2001). 

 

Αφού λάβαμε υπόψην τις προαναφερθείσες ασυμφωνίες σχετικά με την ερμηνεία της 

χρώσης για το δείκτη p16, υπολογίσαμε, και στη συνέχεια απεικονίσαμε τη μέση τιμή του 

ποσοστού των κυτταρολογικών και ιστολογικών δειγμάτων που ήταν θετικά για το δείκτη,  

ανάλογα με τη βαθμίδα αλλοίωσης. Η ανάλυσή μας έδειξε ότι τo ποσοστό, τόσο των 

κυτταρολογικών, όσο και των ιστολογικών  δειγμάτων θετικών για το p16, αυξάνει με τη 

βαθμίδα αλλοίωσης. Ο ρόλος του δείκτη στη διαλογή των LSIL και ASCUS επιχρισμάτων 

έναντι στο τεστ HCΙΙ, αξιολογήθηκε από μόνο ένα μικρό αριθμός μελετών (Guo et al 2004; 

Nieh et al 2005; Meyer et al 2007; Monsonego et al 2007), ενώ δεν υπήρξαν μελέτες που να 

εξέτασουν το δείκτη σε προγράμματα μαζικού πληθυσμιακού ελέγχου για τον καρκίνο του 

τραχήλου της μήτρας. 

Οσον αφορά στη προπτική διαγνωστική μελέτη, συμπεριελάβαμε 126 γυναίκες που είχαν 

τραχηλική βιοψία υπό κολποσκοπική παρακολούθηση. Θεωρήσαμε σα θετικό αποτέλεσμα 

την παρουσία θετικής χρώσης για το p16 σε δυσκαρυωτικά κύτταρα με χρωσμένο τον 

πυρήνα ή/και το κυτταρόπλασμα. Η μελέτη έδειξε ότι το τεστ HR-HPV έχει χαμηλή 

ευαισθησία (75%) και ειδικότητα (64%) να ανιχνεύει LSIL δείγματα που αντιστοιχούν σε 

CIN2+ ιστολογία.  Η ανοσοχημική χρώση για p16 έδειξε χαμηλή ευαισθησία στη διαλογή της 

LSIL κυτταρολογίας που αντιστοιχεί σε γυναίκες με υψηλού βαθμού αλλοιώσεις (42%), αλλά 

η ειδικότητά της ήταν εφάμιλλη του τεστ για HPV16/18 (90%). Η χρήση του p16 ως μέθοδος 
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διαλογής της HR-HPV θετικής LSIL κυτταρολογίας, επέδειξε την αναμενόμενη απώλεια στην 

ευαισθησία σε σχέση με το τεστ για HR-HPV, όμως το κέρδος στην ειδικότητα δεν ήταν 

σημαντικό.  

 

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

 

Η έκφραση του δείκτη p16 σχετίζεται με τη βαθμίδα κυτταρολογικής ή ιστολογικής 

αλλοίωσης αλλά μόνο ένας περιορισμένος αριθμός μελετών αξιολόγησαν τις κλινικές 

εφαρμογές του δείκτη. Το σημαντικότερο εμπόδιο στην ευρύτερη εφαρμογή του p16 είναι η 

ασυμφωνία μεταξύ των μελετητών σχετικά με το τι καθιστά θετικό αποτέλεσμα.  

 

Η προοτπική μελέτη που δειξάγαμε, υποστηρίζει την υπεροχή του p16 ως προς την 

ειδικότητά του, σε σχέση με το  HR-HPV για την αξιολόγηση της LSIL κυτταρολογίας. Ομως, 

η χαμηλή ευαισθησία του δείκτη και η έλλειψη κοινά αποδεκτού τρόπου ερμηνείας της 

ανοσοχημικής χρώσης, αποτελούν σημαντικά εμπόδια στην υιοθέτησή του ως ανεξάρτητης 

μεθόδου αξιολόγησης της LSIL κυτταρολογίας. Nέοι βιολογικοί δείκτες που θα εξετασθούν 

παράλληλα ή ανεξάρτητα από την ανοσοχημική χρώση για το p16 ή το τεστ για HR-HPV, 

είναι δυνατό να συμβάλλουν στην βελτίωση της αντιμετώπισης των γυναικών με LSIL 

κυτταρολογία. 
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INTRODUCTION 

 

The introduction of human papillomavirus (HPV) DNA testing in clinical practice raised 

hopes for further improvements in the efficacy of the primary screening, triage and post-

treatment surveillance. Randomized clinical trials have demonstrated that HPV testing can 

be efficiently integrated into primary screening, either as an adjunct to cytology or as a sole 

primary test (Naucler et al 2007; Ronco et al 2006). It has also been shown that HPV DNA 

testing can be used to triage women with equivocal cytological abnormalities (Arbyn et al 
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2004) and that it has a potential role in identifying women at risk of residual or recurrent 

disease after treatment for CIN (Paraskevaidis et al 2004; Arbyn et al 2005). However, it fails 

in the triage of low-grade lesions (Arbyn et al 2005) and even if implemented as a primary 

screening test, it would be necessary to have a more disease specific triage marker to 

identify women that would need to undergo colposcopy. Furthermore, a single HPV DNA 

test  although it could confirm infection by the virus, present in 99% of all cervical cancers 

(Walboomers et al 1999), it does not discriminate between transient and chronic infection. 

The discrimination between the two types of infection is crucial as it is the persistent 

infection that predisposes to progression to cervical neoplasia and not the transient one (Ho 

et al 1998).  

Research nowadays is focused on the development of objective biomarkers that can 

distinguish transforming from productive HPV infections and predict disease severity. The 

cellular tumor suppressor protein p16INK4a (p16) has been identified as a biomarker for 

transforming HPV infections. Physiologically, p16 blocks the activity of cyclin-dependent 

kinases CDK4/6. In a transforming HPV infection the viral oncogenes E6 and E7 interfere 

substantially with apoptosis and cell cycle regulation. Most importantly, E7 disrupts the 

protein of retinoblastoma (pRb) from its binding to E2F transcription factor and thereby 

promotes cell cycle progression, a molecular switch that is usually activated by CDK4/6. 

Affected cells strongly express p16 to counteract the irregular cell cycle activation; however, 

since E2F is not released through CDK4/6 action, but by E7, p16 expression has no effect 
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on cell cycle activation. Over time, p16 accumulates in the nucleus and cytoplasm of 

affected cells and can be detected by immunostaining (Wentzensen et al 2007).  

We conducted a systematic review and meta-analysis of the literature in an attempt to 

collect, systematically present and analyse the existing evidence on possible clinical 

applications of p16 in cytological and histological samples from the uterine cervix. 

Furthermore, we conducted a study aiming to evaluate the role of p16 immunostaining and 

HR-HPV test, in detecting these women with LSIL cytology who have CIN2+ histology. We 

also assessed the role of p16 as an adjunct test in the triage of a population of HR-HPV 

positive LSIL smears. 

 

 

 

MATERIAL AND METHODS 

I. Systematic review and meta-analysis 

Search Strategy  

We searched two electronic databases - MEDLINE and EMBASE - targeting reports 

published between January 1998 and September 2007. The search strategy used terms 

such as “cancer”, “dysplasia”, “SIL”, “CIN”, “cervix”, “p16” and "cyclin-dependent kinase”.  
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Type of Studies, Inclusion and Exclusion Criteria  

All retrospective or prospective studies that assessed p16 immunostaining in cervical 

cytological samples, in conventional cytology or in LBC, as well as in histological specimens 

from the uterine cervix were included in this review. We excluded studies that assessed the 

expression of the biomarker in glandular or invasive cervical lesions. In cases of overlap or 

duplicate studies, we retained only the most comprehensive one. 

Types of Outcome Measures 

All outcomes were defined prior to the literature search. The primary outcome was the 

correlation between cytological or histological degree of cervical abnormality and 

overexpression of p16 identified by immunochemistry. Other parameters assessed were the 

role of the biomarker in the cervical cancer screening, its role in the triage of equivocal or 

low-grade cytological abnormalities compared to HPV testing and its efficacy as a marker of 

progression risk in low grade cervical lesions. 

 

Data Extraction Statistical Analyses 

For all included studies we generated descriptive tables for population and study 

characteristics. Furthermore, we described the method of p16 immunostaining, the type of 
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antibody and medium used and the various interpretations of p16 immunoreactivity as 

adopted by each author.  

Three cytological groups were considered, i.e. atypical squamous cells of undetermined 

significance (ASCUS), low-grade (LSIL) and high-grade squamous intra-epithelial lesions 

(HSIL). The CIN nomenclature was applied in order to describe histological outcomes 

(Richard 1973).  

 

Statistical Analysis  

Statistical analysis was performed using STATA (Stata Corp., College Station, Texas, US). 

Random effects models were used to pool proportions for pooling (Dersimonian et al 1986) 

and analysis and interstudy heterogeneity was assessed with the Cochran’s Q test (Cochran 

1954).   

In the meta-analysis of cytological studies we adopted the cut-off of p16 positivity proposed 

by each author, whilst for the analysis of histological studies we included in the meta-analytic 

pool only those that either adopted the distribution of staining proposed by Klaes and 

colleagues (Klaes et al 2001) or could be converted to the above classification system. 

According to the Klaes classification the diffuse staining (>25% of cells stained for p16) was 

considered as the cut-off of positivity. 
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II. Prospective diagnostic study 

Study population and design 

We conducted a prospective diagnostic study assessing women reviewed at the Colposcopy 

Department of the University Hospital of Ioannina, Greece. The study population included 

women who attended the colposcopy clinic with a Papanicolaou test (Pap test) or Liquid 

Based Cytology (LBC) smear showing LSIL, in the context of screening for cervical cancer, 

from October 2008 to February 2010. We excluded pregnant women, those who had 

ablative or destructive treatment of cervical lesions in the past and women who were 

previously reviewed in colposcopy for abnormal smears. We also excluded women who had 

no biopsies taken during the colpospopic assessment. 

 

 

Types of Outcome Measures 

The primary outcome was the sensitivity and specificity of p16 immunostaining and HR-HPV 

test to detect histologically confirmed CIN2+ on a population of LSIL samples.  We also 

evaluated the use of p16 on the triage of HR-HPV positive LSIL smears for an endpoint of 

CIN2+ histology.  
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Statistical analysis 

We assessed the sensitivity (S), specificity (Sp), positive predictive value (PPV) and 

negative predictive value (NPV) of p16 and HR-HPV on the basis of detecting LSIL smears 

harboring CIN2+. We further evaluated the role of p16 immunostaining as an adjunct test to 

HR-HPV positive LSIL smears. Statistical significance was determined on the basis of the 

McNemar exact test or the two-tailed Chi-square test with Yates correction. A p-value of 

<0.05 was considered as statistical significant.   

 

 

 

 

 

 

 

RESULTS 

 

I. Systematic review and meta-analysis 
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The electronic search yielded 584 studies that were assessed for inclusion in the review. Of 

those, 97 were potentially eligible and subsequently scrutinized in full text.  

 

Included Studies  

Sixty-one studies qualified for the overview. Liquid based cytology was the preparation 

method adopted in the majority of studies whereas the correlation between cytology, 

histology and p16 immunoreactivity was assessed only in eight studies.              

A variety of antibodies were used for immunodetection of p16. The method of staining was 

similar amongst cytological (conventional or LBC) and histological specimens, with small 

alterations indicated by each manufacturer.  

P16 positivity in cytological specimens was determined according to the distribution of 

staining into the cell compartments (cytoplasm or nucleus) and the number of cells 

overexpressing the biomarker. The cut-offs of positivity varied substantially across the 

studies. Quantitative criteria (i.e. the number of stained cells) were evaluated or both 

quantitative and qualitative parameters (i.e. morphological cytological features).  

The majority of histological studies adopted the classification proposed by Klaes and 

colleagues (Klaes et al 2001). We considered as positive cut-off for p16 immunoreactivity 

the diffuse stain that includes both basal and parabasal cell layers and indicates hrHPV-

induced transformation 
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Meta-analysis 

Taking into consideration the aforementioned discrepancies in the interpretation of staining, 

we estimated and also presented graphically the mean proportion of samples that were 

positive for p16 in cytology and histology, stratified by the grade of the lesion.  

The pooled average proportion of p16-positive smears increased with the severity of 

cytological abnormality. Among normal smears, only 12% (95% CI: 7- 17%) were positive for 

the biomarker compared to 45% of ASCUS (95% CI:  35- 54%), 45% of LSIL (95% CI: 37 -

57%) and 89% of HSIL (95% CI: 84- 95%) smears. 

Similarly, in histology, on average only 2% of normal biopsies (95% CI: 0.4-30%) and 38% of 

CIN1 (95% CI: 23-53%) showed diffuse staining for p16 (Klaes classification) compared to 

68% of CIN2 (95% CI: 44- 92%) and 82% of CIN3 (95% CI: 72 - 92%). 

Results were very heterogeneous in all types of specimen and categories of epithelial 

neoplasia (p for Q test always <0 .001).  In particular in the intermediate categories, inter-

study variation was extreme. The percentage of smears positive for p16 ranged from 10% to 

100% (Murphy et al 2003) for ASCUS and from 10% (Wentzensen et al 2005) to 86% 

(Murphy et al 2003) for LSIL. Similarly, in histology the proportion of CIN1 biopsies exhibiting 

diffuse staining for p16 varied from 0% (66, 93) to 100% (Sano et al 1998).  Only at both 

ends of the spectrum of lesions (normal specimen or HSIL/CIN3 lesions) the percentages 
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tended to scatter, after exclusion of one or two outlying studies, within a more narrow range 

near the left and right border of the forest plots.    

   

II. Prospective diagnostic study 

 

A series of 216 women with LSIL cytology were referred to colposcopy. Finally, we only 

included in the study the 126 women who had colposcopically directed biopsies undertaken. 

All women with high-grade colposcopy had LLETZ biopsies undertaken, whereas 43% of 

those with low-grade colposcopy had multiple punch biopsies and the remaining 57% had 

LLETZ cervical biopsies. The vast majority (90%) was above 25 years of age and parous 

(64%). Only 20% of women had more than 5 lifetime sex partners. 

The correlation between LSIL cytology and the relevant histologic diagnosis in 126 patients 

who had biopsies undertaken showed that the majority of smears (61.5%) corresponded to 

low-grade histology (CIN1 or less). We subsequently assessed the accuracy parameters of 

each test separately, as well as the accuracy of HPV16 or HPV18 subtypes only in detecting 

those LSIL smears that harbor CIN2+ histology. HR-HPV test showed the highest sensitivity 

(75%) and HPV16/18 detection the highest specificity (90%). HR-HPV test had statistically 

significant higher sensitivity compared to p16 immunostaining (p=0.0037). On the other 

hand, p16 had statistically significant higher specificity compared to HR-HPV test 

(p=0.0000). 
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Finally, the role of p16 immunostaining in the triage of LSIL smears positive for HR-HPV was 

evaluated. Adding p16 immunostaining in HR-HPV positive LSIL smears improved the 

specificity of the HR-HPV test (73% versus 64%) but the effect was not significant (p=0.61). 

There was however a significant loss in sensitivity and negative predictive value.  

 

DISCUSSION 

 

The progress in the understanding of HPV- related cervical carcinogenesis promoted the 

evaluation of various biomarkers that could potentially improve the current methods of 

cervical cancer screening. The cyclin-dependent kinase inhibitor protein p16 is one of the 

most promising and most studied of these biomarkers.  

Immunostaining for p16 can be easily applied in both cytology and histology specimens. 

However, assessment of its clinical applications is seriously hampered by lack of 

standardized methodology. Until now, despite several proposed evaluation strategies of p16 

in both cytology and histology, there is no general consensus for establishing threshold 

values above which a sample becomes “p16-positive”. This is especially a problem in p16 

cytology, since the histological criteria of p16 positivity (negative, focal, diffuse) are now 

widely accepted.  

As some non-dysplastic cells may also display p16 immunoreactivity additional criteria that 

discriminate p16 staining in abnormal cells from atrophic or metaplastic cells may increase 
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specificity.  In a recent study (Wentzensen et al 2005) a nuclear scoring (NS) system was 

introduced for p16 in LBC samples. By applying the NS on p16 positive cells the authors 

noticed a significant increase in specificity for the detection of CIN2+ as compared to calling 

every slide with any p16 positive cells positive (from 50% to 80%) (Wentzensen et al 2006). 

However, the morphological assessment of p16-stained cells may be difficult in some cases, 

thus training and experience are necessary (80). An ideal biomarker should avoid relying on 

subjective criteria as much as possible. 

Taking into consideration the above described limitations in the interpretation of p16 

staining, we attempted a meta-analysis of the available data in order to evaluate the 

correlation of the p16 immunostaining to the degree of cytological or histological 

abnormality. P16 is related to the severity of cervical neoplasia in both cytology and 

histology however, there is lack of reproducibility in the equivocal and low grade squamous 

cervical abnormalities. 

The prospective study attempted to assess whether p16 immunostaining and HR-HPV 

detection, are useful tools in the risk assessment of LSIL cytology. In order to increase the 

study validity, the outcomes of HR-HPV, as well as of p16 immunostaining test, were 

correlated with the study gold standard i.e. colposcopically directed punch or LLETZ 

biopsies. Our results showed that HR-HPV test had acceptable sensitivity (75%) but poor 

specificity (64%) in identifying those LSIL smears harboring CIN2+. Furthermore, testing for 
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the HPV16/18 genotypes although it exhibited optimum specificity (90%) could not be used 

as a single test because of its very low sensitivity (42%).  

p16 immunostaining showed suboptimal sensitivity to detect LSIL smears harboring high-

grade lesions (44%) but specificity equivalent to the HPV16/18 detection (89%). The use of 

p16 as a triage method for HR-HPV positive LSIL smears demonstrated an expected loss in 

sensitivity, compared to HR-HPV test alone, however the gain in specificity was not 

significant.  

The evidence on the role of p16 in the risk assessment of LSIL smears is conflicting. An 

ideal biomarker should avoid relying on subjective criteria as much as possible. Our findings 

support that p16 is superior in terms of specificity compared to HR-HPV for the triage of LSIL 

smears. However, because of the low sensitivity and the discrepancies in its interpretation 

we cannot support its use as an independent test. New biomarkers need to be assessed 

separately or in conjunction with p16 in order to replenish any obstacles in the reproducibility 

of the test.  

  

 

 

 

CONCLUSIONS 
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The very large majority of studies on p16 immunostaining focus on the correlation between 

the biomarker and the degree of cytological or histological abnormality. Only a few address 

specific clinical questions such as the role of p16 in primary cervical cancer screening, in the 

triage of equivocal or low-grade smears versus the HPV-DNA test and its role as a marker of 

progression risk in low-grade dysplastic lesions of the cervix uteri. Furthermore, the 

discrepancies in the interpretation of p16 immunostaining in both cytology and histology 

reduce its reproducibility and hamper the interpretation of the data across different studies.  

The available evidence does not allow us to formulate any definite recommendations 

regarding the applications of p16 in clinical practice. The standardization of sample 

preparation and evaluation is of paramount importance. After a consensus is reached 

regarding the interpretation of staining, the biomarker needs to be evaluated in various 

clinical settings addressing specific clinical questions. A good and meaningful study would 

require a rigorous colposcopy-biopsy workup (with multiple biopsies taken) and at least a 

two year follow up to detect disease missed in initial colposcopy/biopsy. 
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	2.1. Αποτέλεσματα αναζήτησης
	H ηλεκτρονική αναζήτηση της βιβλιογραφίας ανέδειξε 1254 περιλήψεις, οι οποίες  μελετήθησαν. Από αυτές, 584 θεωρήθηκαν σχετικές με την μελέτη και εξετάσθηκαν προσεκτικά. Ανακτήθησαν 97 δυνητικά κατάλληλα άρθρα σε μορφή πλήρους κειμένου. Οι 61 αναφορές ...
	We searched two electronic databases - MEDLINE and EMBASE - targeting reports published between January 1998 and September 2007. The search strategy used terms such as “cancer”, “dysplasia”, “SIL”, “CIN”, “cervix”, “p16” and "cyclin-dependent kinase”.
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