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Мета — вивчити молекулярно-біологічні особливості плоскоклітинного інтраепітеліального ураження шийки матки (SIL) з використан-
ням імуноцитохімічного (ІЦХ) методу визначення онкобілка p16ink4a і маркера проліферації Ki67 для розроблення в подальшому висо-
коефективного методу ранньої діагностики доброякісної патології шийки матки.
Матеріали та методи. Обстежено 150 жінок із гістологічно верифікованим діагнозом SIL: 1-ша група — 74 жінки із  SIL низького  
ступеня (LSIL); 2-га група — 76 жінок із SIL високого ступеня (HSIL). Контрольна група — 70 здорових жінок (NILM). В усіх пацієн-
ток взято рідинну цитологію, проведено ІЦХ-дослідження з визначенням експресії онкобілка p16ink4a і маркера проліферації Ki67 та 
комплексне генотипування вірусу папіломи людини (ВПЛ). Статистичну обробку результатів досліджень проведено з використанням 
стандартних програм «Microsoft Excel 5.0» і «Statistica 6.0». 
Результати. Експресія онкобілка p16ink4a у пацієнток 1-ї групи (LSIL) становила 27,2% атипових клітин плоского епітелію в мазку, 
маркера проліферації Ki67 — 11,6%. У жінок 2-ї групи (HSIL) експресія онкобілка p16ink4a дорівнювала 58,9%, маркер проліферації 
Ki67 — 30,7%. У пацієнток контрольної групи (NILM) окремі p16ink4a — позитивні клітини виявили 0,72%, водночас у них не відзначили 
експресії маркера проліферації Ki67, що дало змогу віднести їх до категорії «старіючих» клітин. Для p16ink4a діагностична чутливість 
становила 97,4%, діагностична специфічність — 76,8%. Для маркера проліферації Ki67 діагностична чутливість дорівнювала 100%, 
діагностична специфічність — 92,8%.
Висновки. Найінформативнішим методом для виявлення є коекспресія р16ink4a/Ki67: діагностична чутливість — 98,5%, специфіч-
ність — 100% порівняно з рідинною цитологією і ВПЛ-тестом.
Дослідження виконано відповідно до принципів Гельсінської декларації. Протокол дослідження ухвалено Локальним етичним коміте-
том зазначеної в роботі установи. На проведення дослідження отримано інформовану згоду жінок.
Автор заявляє про відсутність конфлікту інтересів.
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Aim — study the molecular and biological features of cervical intraepithelial lesions (SIL) using the immunocytochemical method of deter-
mining the oncoprotein p16ink4a and the proliferation marker Ki67 in order to further develop a highly effective method for the early diagnosis 
cervical cancer.
Materials and methods. Examined 150 women with a histologically verified diagnosis of SIL, of which the group 1 — 74 women with low-grade 
squamous intraepithelial lesion of the uterine cervix (LSIL) and the group 2 — 76 women with high-grade squamous intraepithelial lesion of the 
uterine cervix (HSIL). The control group included 70 women without morphological changes negative for cervical intraepithelial lesion (NILM). 
The average age of the patients is 32.7±0.5 years. Liquid cytology was taken from all patients and an immunocytochemical method (ICH) was 
performed to determine the expression of the oncoprotein p16ink4a and the proliferation marker Ki67 and complex genotyping of HPV DNA  
of 28 types. Statistical processing of research results was carried out using standard Microsoft Excel 5.0 and Statistical 6.0 programs.
Results. The expression of the oncoprotein p16ink4a in patients of the group 1 (LSIL) was 27.2% of atypical squamous cells in the smear, the 
proliferation marker Ki67 was 11.6%. In women of the group 2 (HSIL), expression of oncoprotein p16ink4a — 58.9%, proliferation marker Ki67 — 
30.7%. In patients of the control group (NILM), individual p16ink4a — positive cells were found in 0.72%, while they lacked the expression  
of the proliferation marker Ki67, which allowed to classify them as «senescent» cells. For p16ink4a, diagnostic sensitivity was 97.4%, diagnostic 
specificity was 76.8%. For the proliferation marker Ki67, diagnostic sensitivity was 100%, diagnostic specificity was 92.8%.
Conclusions. The most informative method for detecting SIL is p16ink4a/Ki67 coexpression: diagnostic sensitivity — 98.5%, specificity — 
100% compared to liquid cytology and HPV test.
The research was conducted according to principles of Declaration of Helsinki. Protocol of research was proved by local ethical committee, 
mentioned in institution’s work. A informed sonsennt was collected in order to carry out the research.
The author is stating no conflict of interests is declared.
Keywords: intraepithelial lesions of the cervix, diagnosis, liquid cytology, immunocytochemical method, oncoprotein p16ink4a, proliferation 
marker Ki67.
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Значне зростання онкологічної захворю-
ваності шийки матки і тенденція до омо-

лодження захворювання є дуже тривожним 
фактом, оскільки цей контингент жінок стано-
вить репродуктивну частину населення, а також  
активну частину соціального суспільства [14].

Враховуючи високий рівень поширеності ра-
ку шийки матки, раннє встановлення діагнозу 
плоскоклітинного інтраепітеліального уражен-
ня (SIL) на сьогодні є важливою та актуальною 
проблемою [6,7,17,20]. Діагностування захво-
рювань шийки матки, асоційованих із вірусом 
папіломи людини (ВПЛ), є складним і ґрун-
тується на використанні безлічі методів до-
сліджень, зокрема, різних тест-систем для ви-
явлення ДНК ВПЛ, цитологічного досліджен-
ня (традиційним Pap-тест (test Papanicolau) 
або рідинним методом); визначення онкобілків 
Е6 та Е7; оцінювання експресії p16ink4a/Ki67 
імуноцитохімічним (ІЦХ), імуногістохіміч-
ним (ІГГ) методами; розширеної кольпоско-
пії; гістологічного дослідження біоптату шийки 
матки за показаннями. Раціональність застосу-
вання вищезазначених методів не однозначна  
у зв’язку з їхньою різною діагностичною чут-
ливістю і специфікою [5,11,16]. У багатьох 
країнах для виявлення ВПЛ застосовується 
система «Digene-test», яка визначає наявність  
і концентрацію ВПЛ, допомагаючи кліні-
цистові спрогнозувати і виробити тактику  
ведення пацієнта. Іншим міжнародним рефе-
рентним тестом є тест-система «Cobas», яка 
забезпечує якісну детекцію 14 високоонкоген-
них генотипів ВПЛ (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 
52, 56, 58, 59, 66, 68-го) та окремо 16 і 18-го ге- 
нотипів [1,2,21]. Порівняльний аналіз двох  
тест-систем «Cobas» і «Digene» для визначен-
ня ВПЛ у жінок із гістологічно підтвердже-
ним діагнозом цервікальної інтраепітеліаль-
ної неоплазії (CIN) різного ступеня тяжкості 
показує достовірну кореляцію між ступенем  
тяжкості цервікальних уражень і наявністю 
ВПЛ високоонкогенного ризику. Діагностич-
на чутливість тест-системи «Cobas» становить 
90,6%, Digene-тесту — 86,1%, специфічність — 
відповідно 92,9% і 91,8% [6].

Поряд із традиційною цитологією, Pap-тест, 
останніми роками активно впроваджується 
найбільш високоспецифічний метод — рідинна 
цитологія (РЦ). Однією з переваг цього мето-
ду є можливе використання зразка матеріалу не 
лише для діагностування SIL, але і для детекції 
ВПЛ та онкобілків р16ink4a/Ki67 [8,12,19].

Результати традиційного цитологічного ме-
тоду дослідження корелюють із гістологічни-
ми результатами не більше ніж у 60% випад-
ків, у разі застосування методу РЦ — близько  
99% випадків [9].

Останніми роками перспективним напря-
мом у діагностуванні ураження шийки матки, 
асоційованого із ВПЛ, є визначення зміни ек-
спресії онкобілка р16ink4a і маркера проліфе-
рації Ki67, що дає змогу визначити наявність 
онковірусних білків і встановити ступінь пору-
шень клітинної регуляції [15].

Білок р16ink4a ідентифікується як пухлин-
ний супресор зростання, синтез якого кодуєть-
ся геном CDKN2A, інгібує активність циклін-
залежних кіназ 4 і 6 (cdk4/6), впливаючи на 
регуляцію клітинного циклу (перехід клітини 
з G1-фази до S-фази). Відомо, що в здорових 
клітинах експресія білка р16ink4a строго обме-
жена. В інфікованих ВПЛ клітинах онкобілок 
Е7 зв’язується з білком ретинобластоми (RB), 
що є супресором пухлин, інгібуючи його функ-
цію шляхом протеасомної деградації, результа-
том якого є надмірна експресія р16ink4a [18].

Встановлення в клітині одночасної експресії 
онкобілка р16ink4a і маркера проліферації Ki67 
вказує на індуковане порушення клітинного 
циклу, цим сприяє точнішому діагностуванню 
цервікальних уражень високого ступеня.

Перші дослідження з вивчення експресії 
р16ink4a і Ki67 у пацієнток із раком шийки 
матки показують високу специфічність методу 
[8]. Метод подвійного фарбування цитологіч-
них препаратів має найбільшу чутливість (86%) 
порівняно з фарбуванням гематоксилін-еози-
ном (68,5%) (р<0,001); при цьому специфіч-
ність методу еквівалентна і становить відповід-
но 95,2% і 95,4% (р=0,15) [19].

За даними авторів, чутливість цитологіч-
ного методу, дослідження на онкобілки E6/
E7, р16ink4a і маркер проліферації Ki67 для 
виявлення ВПЛ позитивних жінок становить  
відповідно 77,6%, 80,8% і 87,6% [8,12,19]. Для 
виявлення CIN 2–3 шийки матки чутливість/
специфічність ВПЛ тесту становить 89,3%  
і 14,9%, для р16ink4a/Ki67 — 96,4% і 60,9%, від-
повідно [12]. Діагностична чутливість коекс-
пресії онкомаркерів р16ink4a/Ki67 ІЦХ мето-
дом виявлення LSIL дорівнює 94,2%, специфіч-
ність — 68% [16].

Отже, визначення експресії р16ink4a і Ki67 
ІЦХ-методом дає змогу з вищою достовірністю 
прогнозувати ризик трансформації SIL у рак 
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шийки матки і, як наслідок, дає змогу визнача-
ти подальшу тактику ведення пацієнтів [12,20].  
На думку зарубіжних авторів, внесення 
р16ink4a і Ki67 до рутинного скринінгу дасть 
змогу удосконалити моніторинг жінок, які пе-
ренесли органозберігаючі операції з приводу  
CIN 3+ і цервікального раку [18].

Незважаючи на прорив, що стався останніми 
роками в діагностуванні ВПЛ-асоційованої па-
тології шийки матки, сьогодні залишається акту-
альним пошук універсального, високоефектив-
ного методу раннього діагностування [3,4,10,20].
Мета дослідження — вивчити молекуляр-

но-біологічні особливості SIL з використанням 
ІЦХ-методу визначення онкобілка p16ink4a і 
маркера проліферації Ki67 для розроблення в 
подальшому високоефективного методу ранньої 
діагностики доброякісної патології шийки матки.

Матеріали та методи дослідження
Дослідження проведено на базі КНП 

«Київський міський пологовий будинок № 1» 
на клінічній базі кафедри акушерства, гінеколо-
гії та перинатології Національного університе-
ту охорони здоров’я України імені П.Л. Шупи-
ка за період 2015–2021 рр. Основна група дослі- 
дження — 150 жінок із гістологічно верифіко-
ваним діагнозом SIL, із них низького (LSIL) 
(n=74) і високого ступенів (HSIL) (n=76) — 
1-ша і 2-га групи, відповідно. До контрольної 
групи залучено жінок без морфологічних змін 
інтраепітеліального ураження шийки матки 
(NILM) (n=70). Середній вік пацієнток стано-
вив 32,7±0,5 року. 

Усім пацієнткам проведено РЦ, ІЦХ-до-
слідження з визначенням експресії онкобілка 
p16ink4a і маркера проліферації Ki67 та ком-
плексне генотипування ДНК ВПЛ 28 типів. 
Остаточний діагноз верифіковано гістологіч-
ним методом.

Імуноцитохімічне дослідження експресії мо-
лекулярного онкомаркера p16ink4a і марке-
ра проліферації Ki67 визначено зі зразків тка-
нин, одержаних методом РЦ із використанням 
діагностичного набору «CINtec©». Оцінено 
спільну ядерну та цитоплазматичну реакцію. 
Позитивною визнано реакцію в тих випадках, 
коли навіть в одній атиповій клітині був пози-
тивний білок. Залежно від інтенсивності фар- 
бування виділено такі типи ядерної реакції — 
негативну, слабку осередкову, помірну та ви-
ражену експресію онкобілка. Відсутність екс-
пресії онкомаркерів при РЦ віднесено до норми.

Гістологічне дослідження біоптатів шийки 
матки проведено всім пацієнткам з аномаль-
ною кольпоскопічною картиною, яким взято 
прицільну біопсію шийки матки під контро-
лем кольпоскопа із застосуванням радіохірургії 
(апарат Сургітрон). 

Статистичний аналіз отриманих резуль-
татів проведено з використанням програми 
«Statistica 6.1 for Windows» з урахуванням об-
числювальних методів, рекомендованих для 
біології та медицини. Достовірність відмінно-
стей середніх розраховано за допомогою t-кри-
терію Стьюдента, а за множинних порівнянь — 
критерію Ньюмена Кейлса і критерію Даннета. 
Для непараметричних методів використано об-
числення U-критерію Манна–Вітні. Достовір-
ними прийнято відмінності за р≤0,05 [13]. 

Дослідження виконано згідно з принципа-
ми Гельсінської декларації, а також із дотри-
манням відповідних законодавчих норм і вимог 
щодо клінічних/біомедичних досліджень. Про-
токол дослідження ухвалено Локальним етич-
ним комітетом установи, де воно проводилося.  
На проведення досліджень отримано інформо-
вану згоду жінок.

Результати дослідження та їх обговорення
За допомогою ІЦХ-методу визначали екс-

пресію онкопротеїну p16ink4a і маркера пролі-
ферації Ki67 як у вільно лежачих атипових 
клітинах, так і в комплексах атипових клітин 
плоского епітелію в жінок із SIL.

У пацієнтів 1-ї групи (LSIL) експресія он-
копротеїну p16ink4a становила 27,0% атипо-
вих клітини плоского епітелію в мазку, марке-
ра проліферації Ki67 — 12,2% У жінок 2-ї гру-
пи (HSIL) експресія ракового білка p16ink4a 
дорівнювала 57,8% атипових клітини плоского 
епітелію в мазку, маркер проліферації Ki67 — 
30,2%. В обстежуваних контрольної групи 
(NILM) експресія онкобілка p16ink4a стано-
вила 0,54% атипових клітин плоского епітелію 
в мазку за відсутності експресії маркера пролі-
ферації Ki67. Наявність атрофічних і дистро-
фічних змін дала змогу віднести їх до категорії 
«старіючих» клітин. Експресія маркера пролі-
ферації Ki67 дорівнювала 8,2% за відсутності 
експресії онкопротеїну p16ink4a.

Порівняльний аналіз позитивної реак-
ції p16ink4a і Ki67 серед пацієнтів  дослі- 
джуваних груп показав, що позитивна реакція  
на p16ink4a була достовірно вищою в пацієнтів 
1-ї групи (LSIL) (р=3,02×108) і 2-ї групи (HSIL) 
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(р=1,06×1010) порівняно з пацієнтами кон-
трольної групи (NILM). Результати проведених 
досліджень у жінок обстежуваних груп наведе-
но в таблиці 1. 

За даними порівняльного аналізу експресії 
маркера проліферації Ki67 достовірне підвищен-
ня було у хворих 2-ї групи (HSIL) (р=2,7×106) 
порівняно з пацієнтами контрольної групи 
(NILM). Однак не виявлено достовірних відмін-
ностей в експресії Ki67 серед пацієнтів 1-ї групи 
(LSIL) та контрольної групи (NILM) (p>0,05).

Порівняльний аналіз експресії Ki67 у жі-
нок SIL різного ступеня вираженості показав 
істотні відмінності серед пацієнтів 1 і 2-ї груп 
(LSIL і HSIL) (р=6,79×109) (р<0,001). Отри-
мані результати підтверджують більш високу 
експресію онкопротеїнів p16ink4a і Ki67 у па-
цієнтів 2-ї групи (HSIL) порівняно з пацієнта-
ми 1-ї групи (LSIL) (р<0,001) (табл. 2).

Проведений ROC-аналіз дав змогу визна-
чити діагностичну чутливість і специфічність 
p16ink4a і Ki67 для виявлення передраку та ра-
ку шийки матки. Для p16ink4a діагностична чут-
ливість становила 97,4%, діагностична специ- 
фічність — 76,8%. Для маркера проліферації 
Ki67 діагностична чутливість дорівнювала 100%, 
діагностична специфічність — 92,8% (табл. 3).

Визначали чутливість і специфічність РЦ, 
подвійного імунофарбування p16ink4a/Ki67 

і ВПЛ-тестування. Критерієм достовірності 
був гістологічний висновок. Діагностична чут-
ливість цитологічного дослідження методом 
РЦ для виявлення SIL становила 83,4%, діагно-
стична специфічність — 96,4%. 

Діагностична чутливість коекспресії 
p16ink4a/Ki67 дорівнювала 98,5%, діагностична 
специфічність — 100%. Для тестування на ВПЛ 
діагностична чутливість методу становила 94,2%, 
діагностична специфічність — 78,1% (табл. 4).

Найефективнішим методом для виявлення 
SIL різного ступеня тяжкості є подвійне імуно-
фарбування р16ink4a/Ki67, оскільки цей метод 
має найвищу діагностичну чутливість і специ- 
фічність порівняно з РЦ і ВПЛ-тестом. 

Незважаючи на те, що метод подвійного фар-
бування не потребує підрахунку позитивних 
клітин, згідно з інструкцією виробника, у наве-
деній нами роботі виявлено прямий взаємозв’я-
зок числа позитивних клітин р16ink4a/Ki67 зі 
ступенем ураження шийки матки. Так, у пацієн-
ток із LSIL вміст позитивних клітин р16ink4a/
Ki67 в атипових клітинах плоского епітелію 
шийки матки становив близько 30%, з HSIL — 
60% (p<0,005). Метод подвійного фарбуван-
ня володіє вищою специфічністю і чутливістю 
порівняно з ВПЛ-тестом, оскільки дає змогу 
визначити наявність вірусу та зміни в клітинах 
епітелію шийки матки під його впливом.

Таблиця 1
Частота виявлення онкобілка p16ink4α в жінок з інтраепітеліальними ураженнями шийки матки

Таблиця 2
Частота виявлення білків Ki67 у жінок з інтраепітеліальним ураженням шийки матки

Таблиця 3
Чутливість і специфічність імуноцитохімічного дослідження

Таблиця 4
Чутливість і специфічність рідинної цитології, подвійного фарбування p16ink4α/Ki67,  

ВПЛ-тесту при інтраепітеліальному ураженні шийки матки

Онкомаркер Група Кількість p1 p2 p3

p16ink4a
LSIL 74 <0,001 – <0,001
HSIL 76 <0,001 <0,001 –

Примітка: p1 — достовірність щодо норми; p2 — достовірність щодо LSIL; p3 — достовірність щодо HSIL.

Примітка: p1 — достовірність щодо норми; p2 — достовірність щодо LSIL; p3 — достовірність щодо HSIL.

Онкомаркер Група Кількість p1 p2 p3

Ki67
1-ша (LSIL) 74 <0,05 – <0,001
2-га (HSIL) 76 <0,001 <0,001 –

Метод Чутливість, % Специфічність,% Площа під ROC-кривою
p16ink4a 97,4 76,8 0,918
Ki67 100,0 92,8 0,912

Метод Чутливість, % Специфічність, %
Рідинна цитологія 83,4 96,4
ІЦХ p16ink4a /Ki67 98,5 100
ВПЛ-генотипування 94,2 78,1
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Висновки

Виявлення онкомаркера P16ink4a і мар- 
кера проліферації Ki67 має вищу діагностич-
ну чутливість і специфічність для діагносту-
вання SIL порівняно з тестуванням на ВПЛ  
і РЦ. Спільна експресія p16ink4a/Ki67  
в епітелії шийки матки свідчить про поча-

ток канцерогенезу, що дає змогу використову-
вати цей критерій як прогностичний маркер.  
Застосування РЦ, подвійного фарбування 
p16ink4a/Ki67 і тестування на ВПЛ значно 
підвищує ефективність ранньої діагностики  
захворювань шийки матки.
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