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farvning med p16 på celleblokke kan derfor være en god indi-
kator for, om patientens diagnose ASC-H skyldes dysplastiske 
forandringer (2).

 Metoderne, der i dag anvendes til primær screening for cer-
vixcancer, har stadig en høj rate af falsk positive og falsk nega-
tive diagnoser, og der er derfor stor interesse for at udvikle me-
todens validitet (2).

Immunfarvning med p16 er en sensitiv markør for celler 
med dysplastiske forandringer, afhængig af hvor fremskredne 
forandringerne er (2).

 Anvendeligheden af p16-immunfarvning på celleblokke frem-
stillet af cervixcytologisk materiale med diagnosen ASC-H blev 
undersøgt i dette professionsbachelorprojekt.

 ASC-H
ASC-H betegner atypiske pladeepitelceller – kan ikke udelukke 
HSIL og anvendes ved tvivl om sværhedsgraden af de cytologi-
ske forandringer. Ved ASC-H ligner cellerne umodne parabasa-
le celler eller umodne metaplastiske celler med ændret kerne-
morfologi og forstørret kerne/cytoplasma ratio.

 ASC-H-celler kan ligge i små grupper, i mikrobiopsier med 
kerneoverlap eller være enkeltliggende. Når diagnosen ASC-H 
gives, er det, fordi de cytologiske forandringer ikke helt opfyl-
der kriterierne ved HSIL.

 p16
p16INK4a findes i normale celler i lav koncentration. Celleforan-
dringer, der kan føre til cervixcancer, skyldes overvejende in-
fektion med HPV. Celler med højrisiko-HPV-typer inficeret i 
værtscellens DNA har en høj koncentration af E7, der hæmmer 
Rb. Rb virker regulerende på p16INK4a, og celler inficeret med 
HPV vil derfor udtrykke meget p16INK4a.

 p16INK4a kan påvises immunhistokemisk og viser, om der er 
en persisterende infektion med HPV.

Figur 1 viser de normale cellecyklusmekanismer og meka-
nismerne ved overekspression af p16INK4a i forstadier til cervix-
cancer og ved cervixcancer ved integration af HPV i cervixcel-
ler.

 Ud over dysplastiske pladeepitelceller, der udtrykker p16INK4a, 
kan immunfarvning med p16 også ses positiv i inflammatori-
ske celler. p16INK4a kan desuden udtrykkes i atypiske cervikale 
cylinderepitelceller, og der ses ofte uspecifik positiv reaktion i 
normale metaplastiske og parabasale pladeepitelceller, når 
markøren anvendes direkte på cytologisk materiale (4).

I screeningsprogrammet for forstadier til cervixcancer henvises 
kvinder, der ved PAP-smear har fået diagnosen atypical squa-
mous cells – cannot exclude HSIL (ASC-H), til gynækolog for vi-
dere udredning af sværhedsgraden af celleforandringer. Hos gy-
nækologen bliver der foretaget kolposkopi, biopsi og cervixskrab 
(KBC) fra livmoderhalsen. Biopsien bliver på patologiafdelingen 
præpareret, og snit fra biopsien oversigtsfarves med HE og im-
munfarves med p16.

 Der er en formodning om, at der er en stor grad af overdiag-
nosticering og overbehandling af lettere celleforandringer i 
screeningsprogrammet. Mange kvinder har ved biopsi kun lette 
celleforandringer og kunne måske have ventet med at blive hen-
vist til gynækolog, til næste opfølgning viser celleforandringer.

 At få foretaget biopsi fra livmoderhalsen kan give anledning 
til komplikationer i forbindelse med graviditet i form af spontan 
abort og for tidlig fødsel.

 Ved den histologiske opfølgning kan det be- eller afkræftes, 
hvorvidt der er tale om dysplastiske celleforandringer, og det vi-
ser sig ofte, at mange af de kvinder, der bliver henvist til gynæ-
kolog med henblik på at få foretaget KBC, ikke har dysplastiske 
celleforandringer (1).

 Især diagnosen ASC-H volder problemer. Oftest viser det sig, 
at der ikke er dysplastiske celler ved immunfarvning med p16 på 
vævssnit fra biopsien, men i de tilfælde hvor der er dysplastiske 
celler, vil det ofte være af en grad svarende til high-grade squa-
mous intraepithelial lesion (HSIL), der er det sidste stadie inden 
carcinom in situ, for cytologisk materiale (2).

 Det er derfor oplagt at undersøge, hvorvidt der kan indføres 
en teknik, der dels anvender det materiale, der allerede er udta-
get, dels på et tidligere tidspunkt kan udelukke, hvilke kvinder 
der i første omgang ikke behøver henvisning til gynækologisk 
undersøgelse.

At udføre immunfarvning med p16 på celleblokke fremstillet 
af cervixcytologisk restmateriale kan måske hjælpe til at be- el-
ler afkræfte diagnosen ASC-H fra PAP-smear hurtigere. Immun-
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 Metode
Der blev anvendt 27 celleprøver fra det væskebaserede Sure-
Path-system. Celleblokkene blev fremstillet ved at centrifugere 
celleprøverne og derefter hælde supernatanten fra.

Cellematerialet fra hver enkelt prøve blev blandet med 6 
dråber plasma og 2 dråber CaCl2. Efter henstand i 20 minutter 
blev cellekoaglet pakket i biopsiposer og kapsler og derefter 
præpareret til celleblok som histologisk materiale.

Snit fra celleblokkene blev hhv. farvet med HE for at vurdere 
celletætheden og immunfarvet med p16.

Analyseprincip for p16(JC8)-immunfarvning på Leica Bond
Analyseprincippet i den anvendte p16-immunhistokemiske 
farvning er en indirekte 3-lags-teknik. Det første trin i immun-
farvning er dewax, hvor infiltreret paraffin i snittet og om-
kring snittet smeltes af. Den anvendte immunfarvningsproto-
kol er opsat efter histologisk materiale på afdelingen, hvor pro-
jektet blev udført.

Epitop-demaskering
Varmeinduceret epitop-demaskering blotlægger antigene 
epitoper, der ved fiksering kan være blevet maskerede, så de 
atter er immunreaktive. Dette foregår ved, at glassene, der skal 
immunfarves med fx p16(JC8), opvarmes på ”kogeplader” i im-
munfarvningsmaskinen, samtidig med at der tilsættes et ko-
gemedie (5). Efter epitop-demaskering er der en række vaske-
trin, inden det primære antistof tilsættes.

Primært antistof
Det primære antistof tilsættes og inkuberes i 15 minutter, så 
antistoffet kan binde sig til de demaskerede epitoper. Efter in-
kubationen med antistoffet er der en række vasketrin, hvor 
overskydende antistof skylles af.

Blokering af endogen aktivitet
Det næste trin i immunfarvningen er blokering af endogen 
aktivitet. Dette sker ved, at der tilsættes H2O2, som derved blo-
kerer fx granulocytters peroxidase aktivitet og erytrocytters 
pseudoperoxidase aktivitet. Den endogene aktivitet blokeres 
for at minimere falsk positiv reaktion, da detektionssystemet 
anvender peroxidase (5). Overskydende H2O2 skylles af ved va-
sketrin.

Post primary
Det sekundære antistof, post primary, er rettet mod det pri-
mære antistof. Ved den anvendte p16(JC8)-immunfarvning er 
post primary kanin-anti-mus IgG (6). Overskydende post pri-
mary skylles af ved vasketrin.

Polymer/detektionssystem
Detektionssystemet, der anvendes, er en indirekte 3-lags-tek-
nik. Polymeren er anti-kanin poly-HRP IgG (6), og til dextran 
polymerkæden er altså tilknyttet et tertiært antistof rettet 
mod det sekundære. At anvende indirekte 3-lags-teknik er 
med til at øge sensitiviteten (5). Ved denne teknik er det pri-
mære antistof umærket, men dextran polymerkæden er mær-
ket med horse-radish peroxidase for at forstærke reaktionen 

yderligere. Der kan derved anvendes en mindre mængde anti-
stof, da signalet er kraftigere, og metoden er mere sensitiv på 
grund af mærkning med flere peroxidase enzymer (5). Over-
skydende polymer skylles af.

På figur 2 ses antigen-antistof-reaktionen ved den anvendte 
immunfarvningsprotokol.

 
Visualiseringssystem
Visualiseringssystemet er chromogenet DAB. Ved tilsætning 
fungerer DAB som H-donor og reagerer med H2O2. Denne re-
aktion oxiderer DAB, som polymeriserer, og der opnås en brun 
udfældning. Overskydende DAB skylles af med deioniseret 
vand, inden der kernefarves med hæmatoxylin og monteres 
med dækglas (5).

Visualiseringsreaktionen med DAB kan ses på figur 3.
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Figur 1 Mekanismer ved overekspression af p16INK4a (3). 
http://mtmlabs.com/eu/index.php?option=com_content&view=article&id

Figur 2 viser antigen-antistof-reaktionen og detektionssystemet ved 
den anvendte immunfarvning. Tegnet efter EnVision+ figur fra 
forelæsningsnoter (7).

Figur 3 viser visualisering med DAB (7).
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Diagnostisk sensitivitet =	 10 	 = 71,43 %
	 10 + 4

Diagnostisk specificitet =	 5 	 = 83,33 %
	 5 + 1

Overensstemmelsen for hhv. p16-immunfarvning af celleblok-
ke fremstillet af cervixcytologisk materiale og p16-immun-
farvning af vævsbiopsier fra cervix gav en kappa-værdi på 
0,85, hvilket ifølge teorien (10) giver meget god overensstem-
melse mellem de to metoder.

 Diskussion og konklusion
Formålet med professionsbachelorprojektet var at undersøge, 
hvilken betydning p16-immunfarvning på celleblokke frem-
stillet af cervixcytologisk restmateriale fra SurePath ville have 
på den diagnostiske sensitivitet og specificitet i forhold til 
diagnosen ASC-H, og hvilken betydning det ville have på op-
følgningen ved diagnosen ASC-H.

Hvis man ser på det samlede prøvemateriale og ser bort fra 
den histologiske opfølgning, kom jeg frem til, at 15 ud af de 27 
undersøgte kvinder ville blive henvist til gynækologisk spe-
ciallæge med henblik på KBC til videre udredning af cellefor-
andringer, idet 15 af prøverne var p16-positive ved immunfarv-
ningen. Dette er 12 færre, end der vil blive henvist til 
gynækolog i forhold til Sundhedsstyrelsens nuværende ret-
ningslinjer for screening for cervixcancer, da alle kvinder, der 
er diagnosticeret ASC-H, henvises til gynækolog (1). De 12 kvin-
der med negativ p16-immunfarvning vil blive indkaldt til ny 
cytologisk prøve efter 12 måneder. At indføre p16-immunfarv-
ning på celleblokke vil derved spare flere kvinder med diagno-
sen ASC-H for at få foretaget KBC i første omgang.

Den diagnostiske sensitivitet var 71,43 % og er derved højere 
end de 60 %, der er fastlagt som diagnostisk kvalitetsparame-
ter i Sundhedsstyrelsens screeningsprogram (11). Den diagno-
stiske specificitet for p16-immunfarvning var 83,33 % og ligger 
under den diagnostiske kvalitetsparameter på 98 % (11). I for-
hold til specificiteten er den afprøvede metode altså ikke god 
nok til at udelukke, hvilke patienter hvis cytologiske diagnose 
ASC-H ikke skyldes dysplastiske forandringer.

 Dog skal det overvejes, hvorvidt specificiteten må være la-
vere end 98 % ved p16-immunfarvningen, da prøven allerede 
har fået diagnosen ASC-H ved primær screening. Kvinden vil 
derved være i kontrolforløb, da p16-immunfarvning er sekun-
dær screening. Dette forudsætter dog, at den diagnostiske sen-
sitivitet er høj, og at metoden derved er god til at finde patien-
ter, hvis cytologiske diagnose ASC-H skyldes dysplastiske 
forandringer.

Det kan desuden have en betydning, at bedømmelsen af im-
munfarvningen er en visuel bedømmelse, og at der på nuvæ-
rende tidspunkt ikke er nogle retningslinjer for bedømmelse 
af p16-immunfarvning på snit fra celleblokke.

 Ved mikroskopi af cytologisk materiale ligger cellerne en-
keltvis eller i mikrobiopsier, og dette kan give visse problemer 
ved bedømmelse af cellematerialet. Det kan tænkes, at det er 
nemmere at bedømme sværhedsgraden af dysplastiske celle-
forandringer i en portiobiopsi, da hele slimhinden er repræ-
senteret.

 Bedømmelseskriterier
For at vurdere en prøve p16-positiv blev der taget udgangs-
punkt i bedømmelseskriterierne i artiklerne af Yu et al. (8) og 
Meyer et al. (9):
• Der skal være brunfarvning af kernen eller kerne og cyto-
plasma for at udelukke uspecifik baggrundsfarvning. Cyto-
plasmafarvning alene vil være udtryk for uspecifik bag-
grundsfarvning.
• Farveintensiteten vurderes som 0, + eller ++.
• Antal p16-positive celler vurderes til *< 3, ** ≥ 3 - ≤ 10, ***> 10.
• For at en celle kan tælles med som p16-positiv, skal det være 
en pladeepitelcelle med morfologiske kerneforandringer.

Tabel 1

Positiv (P)	N egativ (N)
+ og ***	 0 og *
++ og ***	 0 og **
++ og **	 0 og ***
		  + og *
		  + og **
		  ++ og *
 
Tabel 1 viser de opstillede kriterier for, hvornår en prøve vurderes p16-positiv 
og p16-negativ.

På de prøver, hvor det var muligt, blev resultatet af immun-
farvningen med p16(JC8) på celleblokken holdt op mod efter-
følgende diagnose på histologiske snit fra biopsi fra samme 
patient, for at undersøge hvorvidt resultaterne af p16-immun-
farvning på celleblokke stemte overens med den histologiske 
opfølgning. Den histologiske diagnose blev derfor anvendt 
som gylden standard for diagnosen.

 For at vurdere anvendeligheden af p16-immunfarvning på 
celleblokke fremstillet af cervixcytologisk materiale blev den 
diagnostiske sensitivitet og specificitet beregnet. Der blev des-
uden beregnet overensstemmelse ved hjælp af kappa-stati-
stik.

 Resultater
p16-immunfarvning på snit fra celleblokkene gav 15 p16-positi-
ve prøver og 12 p16-negative prøver. Ud af de 27 patientprøver, 
der blev anvendt i forsøget, var det muligt at få histologisk op-
følgning på 20 af prøverne med diagnosen ASC-H ved den cy-
tologiske test.

 Nedenstående tabel 2 viser hhv. sandt positive, sandt nega-
tive, falsk positive og falsk negative resultater for de 20 prøver 
med histologisk opfølgning, når p16-immunfarvning på snit 
fra cervixbiopsier anvendes som gylden standard for diagno-
sen. 

Tabel 2

Prøver med histologisk opfølgning
Sandt positive	 10
Sandt negative	 5
Falsk positive	 1
Falsk negative	 4

Den diagnostiske sensitivitet og specificitet blev beregnet ud 
fra resultater i tabel 2.
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Datamaterialet er forholdsvis lille, og statistikken kan derfor være usikker. 
Antallet af falsk negative for p16-immunfarvning udgør 20 % af de samlede 
antal prøver med histologisk opfølgning, hvilket jeg vurderer er for højt. Me-
toden og bedømmelseskriterierne bør derfor valideres inden en eventuel im-
plementering i proceduren på patologiafdelingerne.

Jeg undersøgte, hvordan en ændring af kriterierne for, hvornår en prøve er 
p16-positiv, ville påvirke resultatet. En ændring af kriterierne gav færre falsk 
negative, men flere falsk positive, og på baggrund af dette skønner jeg, at det 
derved ikke ville nedbringe overdiagnosticering og eventuel overbehandling.

På baggrund af statistikken kunne jeg konkludere, at p16-immunfarvning 
på celleblokke er et velegnet supplement til på et tidligere stadie at finde, 
hvilke kvinder der i første omgang behøver henvisning til gynækologisk spe-
ciallæge. Dette forudsætter dog, at de kvinder, der ved p16-immunfarvningen 
har fået falsk negativt resultat, enten opdages ved næste cytologiske test, el-
ler at deres celleforandringer regredierer, for at p16-immunfarvning på celle-
blokke kan indføres som supplement i screeningsprogrammet. Det vil des-
uden være fordelagtigt at afprøve metoden på en bredere række diagnoser, 
fx 2. gangs ASCUS og 2. gangs LSIL, samt indføre retningslinjer for bedømmel-
seskriterierne. 
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Billede 1 og 2  
viser hhv. p16-immunfarvning på snit fra celleblok og portiobiopsi.

Billede 1, p16(JC8)-immunfarvning på celleblok ASC-H 9. Forstørrelse x 40.
Billede 2, p16(JC8)-immunfarvning på portiobiopsi fra ASC-H 9. Forstørrelse x 20.


