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ДЕТЕКЦІЯ МАРКЕРІВ Р16/KI-67  
ПРИ ВИЯВЛЕННІ ІНТРАЕПІТЕЛІАЛЬНОЇ НЕОПЛАЗІЇ ШИЙКИ МАТКИ 

 
В с т у п . За останні роки в Україні було виявлено несприятливу епідеміологічну ситуацію щодо захворювань, які 

передаються статевим шляхом. Однією із найпоширеніших є генітальна папіломовірусна інфекція. Наразі отримано 
переконливі результати досліджень, які підтверджують, що вірус папіломи людини (ВПЛ) є однією із причин виник-
нення злоякісних трансформацій шийки матки. Вивчення молекулярного патогенезу асоційованих із ВПЛ новоутво-
рень дозволило знайти біомаркери, які допомагають діагностувати інтраепітеліальну неоплазію шийки матки HSIL 
(High-grade Squamous Intraepithelial Lesion). Включення біомаркерів p16/Кi-67 у дослідження дає можливість підвищити 
чутливість виявлення HSIL у жінок. Також актуальним є подальший аналіз ефективності використання додаткової 
напівкількісної шкали для оцінювання результатів імуноцитохімічного виявлення p16/Кi-67. 

М е т о д и . Дослідження проводили на мазках із шийки матки, зроблених із використанням методики рідинної цито-
логії з подальшим фарбуванням за Папаніколау, виявленням ВПЛ, імуноцитохімічним фарбуванням антитілами проти 
р16/Кі-67. Вибірку становили 90 жінок, які були поділені на 3 групи за віком. У кожній групі їх поділяли за такими критері-
ями: наявність / відсутність ВПЛ, ступінь дисплазії за класифікацією Бетесда й негативний / позитивний результат 
на р16/Кі-67 з подальшим розподілом інтенсивності фарбування за бальною шкалою у відповідній локалізації позитивної 
реакції у ядрі або цитоплазмі. 

Р е з у л ь т а т и . Виявлення під час дослідження імуноцитохімічних маркерів р16 та Кі-67 дозволило виокремити 
жінок з інтраепітеліальними ураженнями за позитивного результату ВПЛ і відсутності диспластичних змін у 
ПАП-тесті, а також при сортуванні спірних результатів ПАП-тесту. Показано, що інтенсивність імуноцитохімічного 
забарвлення р16 та Кі-67 змінювалась у прямій залежності від виявленого ступеня дисплазії. 

В и с н о в к и . Виявлено прямий взаємозв'язок ступеня тяжкості дисплазії, установленого за класифікацією Бе-
тесда, та інтенсивністю імуноцитохімічного забарвлення р16 та Кі-67. Отримані результати дають змогу надалі ви-
вчати інтенсивність забарвлення при виявленні імуноцитохімічних маркерів р16 та Кі-67 задля їхнього попереднього 
застосування у комплексній інтерпретації результатів ПАП-тесту й виявлення точного ступеня дисплазії у неодноз-
начних діагностичних зразках. 

 
К л ю ч о в і  с л о в а : дисплазія шийки матки, внутрішньоепітеліальний рак, імуноцитохімія, ПАП-тест, р16/Кі-67, 

класифікація Бетесда, вірус папіломи людини. 
 
Вступ 
Одним із найважливіших захворювань жіночої репро-

дуктивної системи є патологія шийки матки (Sung et al., 
2021). За статистичними даними щодо раку шийки матки 
(РШМ) в Україні за 2021 рік воно посідає друге місце за 
частотою смертності (після раку молочної залози) (Фе-
доренко, 2023). 

РШМ дуже рідко виникає на неушкодженому епіте-
лії, йому передують зміни, серед яких диспластичні 
зміни багатошарового плоского епітелію. Вони характе-
ризуються порушенням нормального диференцію-
вання через гіперплазію парабазальних і базальних клі-
тин, зміною ядерно-цитоплазматичного співвідно-
шення, анеуплоїдією тощо (Вовк, Горбань, & Борисюк, 
2016; Pennant, 2008). 

Вірус папіломи людини (ВПЛ) є фактором розвитку 
РШМ, його виявлення в організмі може вказувати на ймо-
вірність цієї онкологічної патології. Через високу розпо-
всюдженість цього вірусу, особливо в молодому віці, тес-
тування на ВПЛ не має високої діагностичної специфічно-
сті (Porras et al., 2009; Walboomers et al.,1999). У таких ви-
падках є важливим тестування на маркери проліферації, 

що дає змогу відобразити експресію онкобілків. Вияв-
лення у клітині маркерів проліферації вказує на відсут-
ність контролю над клітинним діленням, що призводить до 
онкогенної трансформації (Roelens et al., 2012).  

Аналіз на детекцію р16/Кі-67 призначений для вияв-
лення жінок із цервікальними інтраепітеліальними ура-
женнями високого ступеня в популяції скринінгового до-
слідження, а також пацієнток із позитивними результа-
тами тестування на ВПЛ високого ступеня ураження 
(Kim, & Sharpless, 2006). 

У клітинах еукаріотів контроль розвитку циклу клітин-
ного ділення здійснюється за допомогою комплексної мо-
делі контрольованої експресії та посттрансляційних моди-
фікацій білків, що регулюють клітинний цикл. Білок р16 ві-
діграє важливу роль у регуляції клітинного циклу. Він бере 
участь у контролі переходу між фазами G1-S та є ініціато-
ром зупинки клітинного циклу під час клітинної диферен-
ціації. Таким чином, він має антипроліферативний ефект 
при розвитку клітинного циклу. Експресія білка р16 пригні-
чується в остаточно диференційованих клітинах, отже, 
виявлення його за допомогою імуногістохімічного аналізу 
неможливе (Cuschieri, & Wentzensen, 2008).  
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Дуже часто буває так, що пухлини не проявляються 
протягом тривалого часу, оскільки імунна система орга-
нізму їх виявляє і руйнує, що, своєю чергою, доводить 
ключову проонкогенну роль клітин імунної системи й за-
палення. У відповідь на сигнали, отримані з пухлини, ор-
ганізм активно продукує такі клітини, як Т- і В-лімфоцити, 
нейтрофіли, макрофаги та ін. Можливо, що вони споча-
тку спрямовані до пухлини як протипухлинна відповідь, 
але в її мікрооточенні скеровуються на проонкогенну ві-
дповідь (Smith et al., 2002). 

Загалом запальні процеси грають велику роль у роз-
витку пухлини. Різновиди цитокінів, що стимулюють про-
ліферацію і виживаність передзлоякісних клітин, визна-
чаються рівнем запалення. Пухлиноасоційовані запа-
лення можуть пригнічувати імунну відповідь, що, своєю 
чергою, стимулює проонкогенну дію (замість антионко-
генної). Запальні процеси стимулюють ангіогенез пух-
лини й метастазування (Jeon, Allen-Hoffmann, & Lambert, 
1995; Karin, 2006; Tesniere et al., 2008). 

При цервікальній дисплазії надекспресія р16 є біома-
ркером трансформувальних ВПЛ-інфекцій, тому споча-
тку її пропонували розглядати як додатковий маркер 
при діагностуванні жінок з аномальними результатами 
ПАП-тесту й позитивними – ВПЛ-тесту. Згодом було ви-
явлено, що р16-специфічне забарвлення може спостері-
гатися в окремих метапластичних або ендоцервікальних 
клітинах, де експресія р16 виникає для виконання його 
нормальних клітинних функцій під час пригнічення росту, 
тому почали виконувати комбінований одночасний по-
шук р16 і маркера проліферації Кі-67 в одній клітині для 
ідентифікації диспластичних цервікальних клітин у цито-
логічних препаратах.  

Кі-67 є ядерним і ядерцевим білком, що строго пов'я-
заний із проліферацією клітин і не виявляється за допо-
могою стандартних методів імунофарбування у сплячих 
клітинах у фазі G0. За нормальних фізіологічних умов 
експресія проліферативно асоційованого білка Кі-67 та 
антипроліферативного білка р16 взаємовиключні.  

Отже, виявлення у цервікальних гістологічних препа-
ратах окремих клітин, що одночасно експресують р16 та 
Кі-67, може служити незалежним від морфологічного 
аналізу індикатором клітин із порушенням регулювання 
клітинного циклу, а також індикатором присутності тран-
сформувальних інфекцій ВПЛ на тлі цервікальної ін-
траепітеліальної неоплазії. 

Інтерпретація предметних скелець із цервікальними 
цитологічними препаратами при імунофарбуванні на 
одночасне виявлення експресії регулючого клітинний 
цикл білка р16 та маркера проліферації Кі-67 допома-
гає ідентифікувати жінок із цервікальною інтраепітеліа-
льною неоплазією високого ступеня ураження (Ikenberg 
et al., 2013; Schmidt et al., 2011; Wentzensen, & von 
Knebel Doeberitz, 2007). 

Проблема ранньої діагностики диспластичних змін 
шийки матки наразі остаточно не розв'язана. Підвищити 
чутливість методики імуноцитохімічного виявлення 
р16/Кі-67 може додатковий аналіз результатів із викори-
станням напівкількісної бальної шкали. Тому метою на-
шої роботи було порівняти результати подвійної детекції 
маркерів p16/Ki-67, використовуючи подальший розпо-
діл інтенсивності забарвлення за напівкількісною шка-
лою, з результатами досліджень забарвлення мазків за 
Папаніколау й аналізом на ВПЛ для виявлення інтраепі-
теліальної неоплазії високого ступеня ураження шийки 
матки та проаналізувати залежність інтенсивності імуно-
цитохімічного виявлення p16/Ki-67 від ступеня захворю-
ваності при інтраепітеліальній неоплазії шийки матки. 

Методи 
В експерименті було обстежено 90 жінок віком від  

18 до 75 років. Усі пацієнтки проходили гінекологічне й 
цитологічне дослідження. Стан шийки матки було оці-
нено за допомогою цитологічного дослідження на базі 
ТОВ "Сінево-Україна" згідно із клінічними протоколами. 
Патології шийки матки виявляли центрифугуванням 
отриманого матеріалу з подальшим його забарвленням 
методом Папаніколау за допомогою аналізатора "Prep 
Stain Slide Processor" ("Becton Dickinson", США) і мікрос-
копії препаратів за допомогою мікроскопа "ZEIZZ Primo 
Star" ("Carl Zeizz", Німеччина). 

Метод забарвлення за Папаніколау є найкращим для 
гінекологічних мазків, оскільки дозволяє оцінити ступінь 
зрілості цитоплазми (від синього кольору в недозрілих 
клітинах до рожевого у зрілих або помаранчевого у клі-
тинах зі зроговінням) (Raju, 2016). Завдяки вологій фік-
сації ядра клітинна мембрана та хроматин добре збері-
гають свою структуру. Для отримання повноцінного ма-
теріалу із шийки матки за технологією "BD Prep Stain" 
(Becton Dickinson, США) застосовують спеціальний ін-
струмент для забору матеріалу – пластикову цервіка-
льну щіточку. Консервувальна рідина зберігає клітинний 
матеріал, запобігає його пошкодженню, дозволяє уник-
нути бактеріального забруднення і в оптимальних умо-
вах доставити клітини до лабораторії. Процедура виго-
товлення препаратів включає отримання гомогенної су-
спензії за допомогою шейкера. Пристрій для струшу-
вання пробірок струшує клітини зі щіточки. Завдяки при-
строю "Prep Mate" (Becton Dickinson, США), який призна-
чений для автоматичного виготовлення клітинної су-
спензії, виконується її початкове збагачення (очищення 
суспензії від еритроцитів, детриту й елементів запа-
лення). Пристрій перемішує зразок і витягує його із пробі-
рки з консервантом, потім наносить зразок на щільний ре-
агент у центрифужній пробірці. Проколювання корка до-
зволяє змішувати й наносити зразок без зняття корка для 
зниження контамінації зразка. Пристрій "Prep Stain" пере-
носить клітинні зразки із центрифужної пробірки до осадо-
вої камери, яка поміщена на предметне скло мікроскопа. 
Потім цей самий пристрій автоматично забарвлює і про-
миває кожен мікропрепарат. На кожне скло наноситься бі-
оматеріал із пробірки, розбавляється буфером TRIS 
buffered, фарбується барвниками OG6 та EA50, по завер-
шенню фіксується розчином BD Alcohol Blend Rinse 
(Source BioScience, Ноттінгем) (Nishikawa et al., 2022). 

Генітальну папіломавірусну інфекцію виявляли за 
допомогою детектувального ампліфікатора CFX-96 
("BioRad", США) (Schiffman et al., 2011; Gupta et al., 2022), 
онкомаркерні білки р16/Кі-67 – за допомогою тест-сис-
теми "CINtec PLUS" ("Roche", Швейцарія). Під час імуно-
цитохімічного зафарбовування проводили контроль яко-
сті (позитивний і негативний). Позитивне забарвлення 
свідчить про правильні підготовку зразків і методику фа-
рбування. У кожному циклі фарбування обов'язково має 
бути один позитивний зразок. Якщо контрольний зразок 
не давав відповідного позитивного забарвлення, то ре-
зультати з пофарбованої партії досліджуваних зразків 
вважали недійсними. Інтерпретація результатів має по-
чинатися з оцінювання контрольних позитивних і негати-
вних зразків. Позитивним результатом імуноцитохіміч-
ного фарбування р16/Кі-67 є наявність однієї або кількох 
клітин епітелію шийки матки з одночасно коричневим за-
барвленням цитоплазми й червоним забарвленням ядра 
в межах однієї клітини. Присутність клітин, що демон-
струють імунореактивність тільки до одного із двох 
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маркерів, не вважають позитивним результатом тесту 
"CINtec PLUS" (Li et al., 2022). 

Діагнози змін стану шийки матки встановлювали згі-
дно із класифікацією Всесвітньої організації охорони 
здоров'я за системою Бетесда (Frappart et al., 2004) і клі-
нічними протоколами, регламентованими наказами МОЗ 
України від 15.03.2003 № 582 та від 31.12.2004 № 676. 
Цитологічні терміни зазвичай засновані на гістологічних 
класифікаціях. Однак тривалий час у багатьох країнах 
для формулювання результатів цитологічного дослі-
дження використовували класифікацію Папаніколау:  
І – норма, ІІ – доброякісна атипія, ІІІ – дисплазія, IV – пі-
дозра на рак, V – рак (Hoda et al., 2019). 

У нашому дослідженні було утворено такі групи:  
А – 30 жінок віком від 18 до 30 років; Б – 30 жінок віком 
від 30 до 45 років; С – 30 жінок віком від 45 до 75 років. 

Критерії, за якими відбирали досліджуваних: діагноз 
ураження шийки матки, вік від 18 до 75 років, відсутність 
протипухлинного ефекту лікування.  

Роботи виконували на базі ТОВ "Сінево-Україна" з 
дотриманням усіх вимог для проведення комплексного 
дослідження. 

Обсяг діагностичних процедур включав: 
• онкоцитоморфологічне дослідження мазків шийки 

матки з ендо- й екзоцервіксу;  
• обстеження на ВПЛ із визначенням онкогенного 

потенціалу вірусу; 
• ПАП-тест для виявлення патологій шийки матки; 
• проведення імуноцитохімічного фарбування 

р16/Кі-67.  
Підготовка до забору матеріалу включала: утри-

мання сечовипускання впродовж 3 годин; утримання від 
статевих контактів упродовж 3 днів; виключення антиба-
ктеріальних і протимікробних препаратів упродовж 
14 днів; уникання вагінальних свічок, тампонів і спринцю-
вання упродовж 3 днів. Проводили забір матеріалу з  
10 по 20 день менструального циклу.  

Матеріал поміщали в консервувальний розчин на 
основі етанолу BD SurePath Preservative Fluid ("Becton, 
Dickinson and Company", США), після чого передавали 
до лабораторії для постановки діагнозу. З отриманого 
матеріалу брали проби для аналізу на ВПЛ, ПАП-тесту 
та імуноцитохімічного фарбування р16/Кі-67. Резуль-
тати імуногістохімічного зафарбовування р16/Кі-67 оці-
нювали два незалежні дослідники з використанням сві-
тлового мікроскопа за напівкількісною бальною шкалою 
за інтенсивністю сигналу, який надходив з ядерного або 
цитоплазматичного компартментів клітин. Оцінювали 
від 0 до 3 балів із кроком 0,5 бала: 0 – відсутність реа-
кції, 0,5–1 бал – слабка, 1–2 бали – помірна,  
2–3 бали – сильна реакція. 

На всіх етапах статистичного аналізу для групування 
ознак використовували стандартні функції програмного 
пакету Excel 2013 (Microsoft, USA) для оцінювання від-
мінності відсотків різних груп методом генеральних час-
ток. При аналізі даних потрібно було виявити, як часто 
зустрічаються показники в заданих інтервалах значень. 
Функція "частота" робочого аркуша аналізу MS Excel на-
лежить до категорії статистичних і повертає розподіл ча-
стот у вигляді вертикального масиву. Для зазначеної 
множини значень і заданої множини кишень (інтервалів) 
частотний розподіл підраховує, скільки значень потрап-
ляє у кожний інтервал. Масив даних може бути одно- або 
двомірним. Для частотного аналізу використовували ко-
манду "Сервіс/Аналіз даних". Аналізували відносні діаг-
ностичні показники – співвідношення істинно позитивних 
і хибно позитивних фракцій. Відмінності порівняно з ну-
льовою гіпотезою вважали достовірними за p < 0,05. 

Результати 
Рак шийки матки найчастіше розвивається саме в 

зоні трансформації, до нього виявляється дисплазія. Че-
рез те, що дисплазія може утворюватися на невеликих 
ділянках, дуже важливим є правильний забір матеріалу. 
Його треба робити з усієї поверхні шийки матки, особ-
ливо із зони трансформації. Кількість патологічно зміне-
них клітин у цитологічному препараті може відрізнятися 
і, якщо їх замало, їх можуть пропустити на скринінгу.  

Для того, щоб цитологічне дослідження було ефекти-
вним, необхідно дотримуватися усіх правил забору ма-
теріалу: правильної фіксації та забарвлення, ретельного 
огляду всього клітинного матеріалу й правильної його ін-
терпретації. Велику роль грає і метод забарвлення, у ко-
жного з них є переваги й недоліки. Мазки для цитологіч-
них досліджень отримують із поверхні слизової оболо-
нки, тому їхній склад становлять злущені клітини, що мі-
стяться на поверхні епітеліального пласта. Чим більша 
здатність епітелію до дозрівання, тим легше зрілі клітини 
потрапляють до мазка. При атрофічних змінах на повер-
хні епітеліального пласта розміщуються менш зрілі клі-
тини (Smith et al.,2002). 

Із 90 свіжих цитологічних препаратів 6 належали жін-
кам із дисплазією важкого ступеня (CIN III – 7 %), 20 – 
жінкам із дисплазією середнього ступеня (CIN II – 22 %) 
і 20 – жінкам із дисплазією легкого ступеня (CIN I – 22 %). 
44 жінки отримали діагноз "без особливостей". У групі С 
кількість жінок із виявленим позитивним результатом на 
ВПЛ була на 36 % більше порівняно із групою А, водно-
час кількість ВПЛ-негативних – на 36 % менше, ніж у 
групі С. Кількість виявлених діагнозів CIN ІІ у групі В 
була на 26 % більше, ніж у групі А, водночас у групі С 
було виявлено на 20 % більше випадків порівняно із гру-
пою А (табл. 1).  

 
Т а б л и ц я  1 

Клініко-патогістологічна характеристика отриманих зразків шийки матки 
Група/ 
діагноз 

А 
(18–30 років) 

В 
(30–45 років) 

С 
(45–75 років) 

ВПЛ (–) 22 (73 %) 14 (47 %) 11 (37 %)* 
ВПЛ (+) 8 (27 %) 16 (53 %) 19 (63 %)* 
СІN І 6 (20 %) 7 (23 %) 7 (23 %) 
CIN ІІ 2 (7 %) 10 (33 %)* 8 (27 %)* 
CIN ІІІ - 1 (3 %) 5 (17 %) 

 
Примітка: * – оцінка генеральних часток порівняно із групою А. 
 
Було проведено статистичну обробку щодо залежно-

сті інфікування ВПЛ від віку пацієнток. Отримані дані вка-
зують на зв'язок між наявністю захворювання і віком жінок. 

Результати імуноцитохімічного фарбування для вияв-
лення р16 та Кі-67 оцінювали під мікроскопом двоє неза-
лежних дослідників. Інтенсивність імуногістохімічної 
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експресії оцінювали за шкалою від 0 до 3 балів таким чи-
ном: 0 – відсутність забарвлення, 1 – слабка інтенсив-
ність, 2 – помірна інтенсивність і 3 – висока інтенсивність. 
На рис. 1 представлена імуноцитохімічна експресія р16 та  

Кі-67 залежно від ступеня дисплазії. Спостерігається 
більш інтенсивне забарвлення при дисплазії важкого сту-
пеня порівняно із дисплазією легкого ступеня. 

 

 
 

Рис. 1. Мікрофотографія мазка епітелію шийки матки. Інтенсивність імуноцитохімічного забарвлення на виявлення р16 
(цитоплазматична локалізація, коричневий колір – позитивна реакція) та Кі-67 (ядерна локалізація,  

червоний колір – позитивна реакція) відповідно до розподілу за бальною шкалою:  
а – 1 бал, б – 2 бали, в – 3 бали (Об.х40, Ок.х10) 

 
Паралельно з обстеженням на виявлення р16 та  

Кі-67 робили стандартний ПАП-тест щодо розподілу ди-
сплазії легкого, середнього або важкого ступеня. 

Було проведено статистичну обробку для вияв-
лення р16 та Кі-67 залежно від віку при діагностуванні 

дисплазії і ступеня важкості патології. Виявлено, що у 
групі С кількість позитивних результатів за обома ма-
ркерами проліферації була на 37 % більше порівняно 
із групою А (табл. 2). 

 
Таблиця  2 

Виявлення р16/Кі-67 залежно від віку при діагностуванні дисплазії 
Група/ 
діагноз 

А 
(18–30 років) 

В 
(30–45 років) 

С 
(45–75 років) 

р16 2 (25 %) 2 (18 %) - 
р16 та Кі-67 5 (63 %) 15 (88 %) 19 (100 %)* 

 
Примітка: *– оцінка генеральних часток порівняно із групою А. 
 
Було проведено статистичну обробку щодо інтенсивності забарвлення р16 та Кі-67 залежно від ступеня виявленої 

дисплазії (табл. 3). 
 

Таблиця  3 
Інтенсивність забарвлення р16 та Кі-67 залежно від ступеня дисплазії 

Ступінь дисплазії СIN I СIN IІ СIN IІІ 
Інтенсивність результатів  
виявлення p16/Кі-67 1,5 ± 0,25 2,2 ± 0,02 2,8 ± 0,15* 

 
Примітка: * – достовірна різниця між CIN I та групами CIN II, CIN III, р ≤ 0,05. 
 
Представлено результат імуноцитохімічного фарбу-

вання при діагнозі за ПАП-тестом "CIN I. Дисплазія лег-
кого ступеня" (рис. 2 а, б) і, для порівняння, – негативний 
контроль (рис. 2 в). Спостерігаємо задовільну кількість 
матеріалу, позитивний результат на р16 та Кі-67 у різних 
клітинах на мікрофотографії (рис. 2 а, б). Позитивним 

результатом вважаємо наявність однієї або кількох клі-
тин коричневого кольору в цитоплазмі та червоного – у 
ядрі в одній клітині; негативний результат (рис. 2 в) де-
монструє клітини плоского епітелію без виявлених мар-
керів проліферації. 
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Рис. 2. Мікрофотографія мазка епітелію шийки матки. СIN I (а, б) і негативний контроль (в)  
(метод імуноцитохімічного фарбування p16/Кі-67, контрастування гематоксиліном:  

а – Об.х20, Ок.х10; б – Об.х40, Ок.х10; в – Об.х40, Ок.х10) 
 
На рис. 3 представлено результат імуноцитохіміч-

ного фарбування при поставленому за ПАП-тестом діаг-
нозі "CIN IІІ. Дисплазія важкого ступеня". Спостерігаємо 

задовільну кількість матеріалу, велику кількість клітин з 
одночасною сильною експресією р16 та Кі-67. 

 

 
 

Рис. 3. Мікрофотографія мазка епітелію шийки матки, СIN IІІ (метод імуноцитохімічного фарбування p16/Кі-67:  
а – Об.х20, Ок.х10; б – Об.х40, Ок.х10) 

 
Дискусія і висновки 
Надійний метод скринінгу має вирішальне значення 

для виявлення жінок із групи ризику. Метод фарбування 
за Папаніколау є найкращим для гінекологічних мазків, 
оскільки  він дозволяє оцінити ступінь зрілості цитопла-
зми (від синього кольору в недозрілих клітинах до роже-
вого у зрілих або помаранчевого у клітинах зі зроговін-
ням): завдяки вологій фіксації ядра клітинна мембрана 
та хроматин добре зберігають свою структуру (Martinez-
Mas et al., 2020). Проблему відносного суб'єктивного оці-
нювання ПАП-тестування нині пропонують розв'язувати 
з використанням програм цифрових мікрофотографій і 
штучного інтелекту, проте вони мають певні недоліки 
(Maurya, Pandey, & Dutta, 2023). Біомаркери р16 і Ki-67 
використовують як допоміжні інструменти в діагностиці 
дисплазій, асоційованих із ВПЛ високого ризику, щоб до-
повнити морфологічні характеристики клітин додатко-
вими колориметричними характеристиками (Silva et al., 
2017). Це дозволяє з високою чутливістю виявляти ати-
пові клітини в мазках і діагностувати ранні передракові 
зміни епітелію і раку шийки матки, проте існує безліч під-
ходів до інтерпретації їх імуноцитохімічного виявлення, 
крім якісної характеристики позитивної та негативної ре-
акції (Wright et al., 2022). Найбільш поширеною шкалою 
для аналізу імуногістохімічних результатів є напівкількі-
сна, яка може враховувати інтенсивність забарвлення і 
локалізацію у тканині позитивної реакції (Han et al., 
2020). Проте для імуноцитохімічних результатів така 

шкала потребує оптимізації для кожного антигена зале-
жно від специфіки зразка (Celewicz et al., 2018). 

Скринінг на рак шийки матки є сферою, де наявні те-
хнології можуть бути поліпшені для оптимізації точності 
виявлення неоплазії високого ступеня ураження, напри-
клад врахування аналізу таких результатів ПАП-тесту, як 
ASC-US (атипові клітини плоского епітелію неясного зна-
чення), LSIL (плоскоклітинне інтраепітеліальне ура-
ження низького ступеня) або жінок старше 30 років, що 
пройшли ПАП і ВПЛ-тестування, де ПАП-тест показав 
негативні, а ВПЛ-тест – позитивні результати. У таких ви-
падках тестування на виявлення онкогенних маркерів 
р16 та Кі-67 є уточнювальним маркером при постановці 
кінцевого діагнозу (White et al., 2016). 

Розглянутий метод можна використовувати для клі-
тинних блоків, що готуються з остаточного матеріалу 
для рідинної цитології, оскільки він демонструє високу 
чутливість при виявленні НSIL порівняно з біопсією 
(Martins et al., 2022). Подвійне фарбування на р16/Кі-67 
має таку саму чутливість при виявленні НSIL, як і  
ВПЛ-тестування та фарбування на р16 окремо, воно 
більш специфічне порівняно із цитологічним досліджен-
ням (El‐ZeinM et al., 2021). Цитологічний скринінг із по-
двійним фарбуванням можна проводити в молодих жі-
нок, для яких ВПЛ-тестування з якихось причин обме-
жене. Тестування на ВПЛ на базі ПАП-тесту є загально-
визнаним альтернативним підходом до скринінгу на рак 
шийки матки й попередні ураження. Нині тестування на 
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ВПЛ застосовується або спільно із ПАП-тестом у жінок 
30 років і старше, або як первинний скринінговий тест у 
жінок від 25 років. Після застосування трьох тестів імові-
рність невиявлення захворювання майже дорівнює 
нулю, тому можна оцінити абсолютні показники діагнос-
тичної точності (Dovnik, & Repše Fokter, 2023). 

Ураження шийки матки були поширенішими у віко-
вій групі 45–75 років, з віком зростав і ступінь важкості 
захворювання, що узгоджується з іншими досліджен-
нями (Wentzensen et al., 2019). Позитивні результати на 
ВПЛ також зустрічалися частіше у пацієнток старшої ві-
кової групи порівняно з молодшими за віком (Lewitowicz 
et al., 2020). Сильна експресія p16 та Ki-67 була найбі-
льше пов'язана з тяжкістю дисплазії, що визначалась 
імуногістохімічно на біопсійному матеріалі (Sarma, 
Sarma, & Rabha, 2023). 

Було порівняно результати подвійної детекції мар-
керів р16 та Кі-67 з результатами досліджень забарв-
лення мазків за Папаніколау й аналізом на ВПЛ. За ре-
зультатами порівняння зазначимо, що застосування 
імуноцитохімічного аналізу для одночасного якісного 
виявлення білків р16 та Кі-67 дозволяє знаходити жінок 
з інтраепітеліальними ураженнями під час скринінго-
вого дослідження без необхідності у морфологічній ін-
терпретації, а також при сортуванні діагнозів, якщо ві-
дсутні виражені диспластичні зміни у препаратах  
ПАП-тесту, але наявний позитивний результат на ВПЛ 
із високими ступенями ризику. 

Отже, знайдена залежність інтенсивності імуноцитохі-
мічного виявлення р16 та Кі-67 від ступеня захворювано-
сті при інтраепітеліальній неоплазії шийки матки. При ди-
сплазії легкого ступеня забарвлення цитоплазми та ядра 
було менш інтенсивним порівняно із дисплазією важкого 
ступеня, де забарвлення спостерігалося в більшості клі-
тин препарату й було більш насиченого кольору.  

Отримані результати дають нам змогу вивчати більш 
детально імуноцитохімічне фарбування р16 та Кі-67 для 
використання не лише при виявленні неопластичних змін 
у жінок або сортуванні спірних результатів, а також для 
ранньої діагностики ступеня тяжкості диспластичних змін. 
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DETECTION OF P16/KI-67 MARKERS IN THE DETECTION OF CERVICAL INTRAEPITHELIAL NEOPLASIA 

 
B a c k g r o u n d . In recent years, Ukraine has experienced an unfavorable epidemiological situation concerning sexually transmitted diseases. 

One rapidly spreading infection is genital human papillomavirus (HPV). Convincing research has identified human papillomavirus (HPV) as a 
significant factor in the development of malignant transformations in the cervix. The study of the molecular pathogenesis associated with HPV-related 
neoplasms has led to the discovery of biomarkers aiding in the diagnosis of High-grade Squamous Intraepithelial Lesion (HSIL) of the cervix. Including 
the biomarkers p16/Ki-67 in the investigation enhances sensitivity in detecting HSIL in women. Additionally, it is pertinent to further analyze the 
effectiveness of using an additional semi-quantitative scale to assess the results of immunocytochemical detection of p16/Ki-67. 

M e t h o d s . The research was conducted on biological material from cervical smears using liquid-based cytology. Techniques included 
Papanicolaou staining, HPV detection, and immunocytochemical staining against p16/Ki-67. The sample comprised 90 women divided into three age 
groups, each categorized based on criteria such as HPV presence/absence, Bethesda classification of dysplasia, and negative/positive p16/Ki-67 
results. Intensity of staining was further scored on a scale in the corresponding location of positive reactions in the nucleus or cytoplasm. 

R e s u l t s . The study revealed that immunocytochemical markers p16 and Ki-67 identified women with intraepithelial lesions, especially in 
cases with positive HPV results and no dysplastic changes in the Pap test. The intensity of immunocytochemical staining for p16 and Ki-67 varied 
directly with the detected degree of dysplasia. 

C o n c l u s i o n s . A direct correlation was observed between the severity of dysplasia established by Bethesda classification and the intensity 
of immunocytochemical staining for p16 and Ki-67. These findings provide an opportunity for further exploration of staining intensity in the presence 
of immunocytochemical markers p16 and Ki-67 for their potential use in the comprehensive interpretation of Pap test results and the precise 
identification of dysplasia in ambiguous diagnostic samples. 

 
K e y w o r d s : cervical dysplasia, intraepithelial cancer, immunocytochemistry, Pap test, p16/Ki-67, Bethesda classification, human papillomavirus. 
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