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INFORMATTVA

I servizi dei laboratori correlati a
questo studio clinico sono stati
rimborsati all’istituzione cui l'autore

appartiene come uno dei centri di
studio del processo PALMS.



TUMORE DELLA CERVICE UTERINA

L’ HPV E LA CAUSA DEL 99,7 % DEI CASI DI TUMORE DELLA CERVICE.,

Il cancro cervicale ¢, a livello mondiale, 1l secondo tumore maligno nella donna, con
circa 500.000 nuovi casi per anno, deil quali '80% ne1 Paesi in via di sviluppo, e 274.000
decessi.

L'incidenza e la mortalita del cancro cervicale varia a seconda dell'eta, raggiungendo
un picco nelle donne di 40 anni di eta.

L’introduzione di programmi organizzati di screening basati sul PAP TEST ha
determinato, nei paesi industrializzati, un’importante riduzione dell’'incidenza di
questa patologia.

SITUAZIONE IN ITALIA:

AIRTUM 199s8-2002

(Dati raccolti nell ’area dell ’Associazione Italiana Registri Tumori )
Sesso Incidenza o Mortalita 2
Femmine 1,6 % 0,6 %

(1) Incidenza % sul totale dei tumori diagnosticati
(2)Mortalita % sul totale dei decessi tumorali (da aggiungere quota da decessi ‘Utero non specificato ”
=2,6%)

www.registri-tumori.it/



PATOGENESI DEL CANCRO CERVICAILIE
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Il cancro della cervice si sviluppa dopo
molto tempo dall’infezione iniziale
attraverso una fase pre-cancerosa.




ILO SCREENING DELLA CERVICE IN ABRUZZQ

PAP TEST convenzionale: test di
screening primario (1999-2009)
condizionato da un alto livello di1
soggettivita e ambiguita di un test
basato sull'interpretazione morfologica.

PAP TEST in fase liquida ThinPrep su
strato sottile ad oggi 1l metodo piu
sensibile per individuare lesioni cellulari

in fase precoce.
(STUDIO ARINT 2006-2009)

HR-HPV TEST: test d1 screening
primario (dal 1 Gennaio 2010)
caratterizzato da un’elevata sensibilita a
discapito della specificita.



MARCATORI DI PROGRESSION!

42 P1®

La proteina p16 e un 1nibitore delle chinasi ciclina
dipendenti ed e 1l prodotto di un gene oncosoppressore il

quale prevenendo la fosforilazione della pRb
la progressione del ciclo cellulare.

1mpedisce

L’ iperespressione della proteina pl6 evidenzia
I'ilnattivazione del controllo del ciclo cellulare mediato
dalle oncoproteine dell’ HR-HPV ovvero il principale

processo patologico nel cancro cervicale.

Indipendente dal tipo di HR-HPV.

Indipendente dall’ eta della paziente.



MIECCANISMO MOLECOLARE P16INK4A

PRB

E2F

p1&MEgene
T

Promoter

MTMLABS

4- HR-HPV

persistent HPV PRB
infection E2F
cell cycle
* l progression

Prommoter  p16MK g0

T T

+
NANAANAANAN

+
p16/NK4a

p"l 6INK4H

p16'Nkaa p16'Nkaa
p16'NKaa p16/Nkaa ‘




29 GINKAA

L’ iperespressione della proteina pl6 evidenzia
I'ilnattivazione del controllo del ciclo cellulare mediato dalle
oncoproteine dell’ HR-HPV ovvero 1l principale processo
patologico nel cancro cervicale.

Nel Pap test questo test facilita
Iidentificazione delle cellule
anormalil aumentando I‘accuratezza
diagnostica.
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Ki 67

Proteina espressa a livello nucleare 1n cellule 1n attiva
proliferazione e viene impiegata quindi per valutare
proprio 1l grado di proliferazione cellulare;

La co-presenza immunoistochimica della p16 e del
Ki67, indica zone ad alto indice d1 proliferazione e puo
quindi far presupporre la presenza di alterazioni
epiteliali indotte dal meccanismo oncogenetico
del’HPYV e di conseguenza risulta di grande aiuto nella
diagnosi e nel stabilire 1l grado delle lesioni
proliferative cervicali.

La determinazione della p16, del Ki67 e la
tipizzazione dell' HPV rappresentano dunque un
ottimo supporto diagnostico.




CINTEC PLUS (P16INK4A DUAL TEST)

Combinazione di due colorazioni (p16 e Ki67) in un
unico test.

Puo essere applicato sia alla citologia convenzionale
che alla citologia in fase liquida.

Le cellule positive mostrano la colorazione per
entrambe le proteine (citoplasma marrone per
I'iperespressione di p16, nucleo rosso per Ki67).




INTERPRETAZIONE DI P16/K1-67
(DOPPIA COLORAZIONE)

/Screening per p16/Ki-67\

Doppia Colorazione Cellulare

N

Presenza di una o piu cellule
doppilamente colorate?

3 3

CINtec® PLUS CINtec® PLUS
kPositivo Negativo i




PRIMARY, ASC-US, LSIL MARKER STUDY (PALMS)

Valutazione delle caratteristiche di performance del
CinTec plus in donne arruolate nello screening
citologico di routine.

Valutazione 1in un setting di triage per ASC-US e
LSIL.



PRIMARY, ASC-US, LLSIL. MARKER STUDY (IPALLMS)

Primo campione

Secondo campione

!

Materiale residuo p16/Ki-67 Dual hc2 HR-HPV
Pap test > .
stain test
S e/o Doppia colorazione e/o HR-HPV

l l l Solo donne > 30 anni
Invio in colposcopia



PRIMARY, ASC-US, LLSIL. MARKER STUDY (IPALLMS)

Pap test (CC & LBC), CinTec plus , e HC2 HR HPV
test eseguiti su tutte le donne

LBC: ThinPrep® (Hologic), Surepath® (BD Tripath)

Se uno o piu test risultava positivo le donne venivano
inviate a colposcopia e se indicata venivano sottoposte
a biopsia.

L’1stologia rappreantava 1l Gold standard delle
diagnosi.



PRIMARY, ASC-US, LSIL. MARKER STUDY (IPAILMS)

o Uno studio multinazionale, multicentrico, prospettico
e diagnostico su una coorte di 27 000 donne.

15%__

19%__

Subjects recruited per country

14% W Spain

oy ® Belgium
0

B Germany

France

Italy (Abruzzo 18,9%)

44%




— RISULTATI DEL TRIAL PALMS -

(GESTIONE DELLE DONNE PAP-/ HPV+ CON
P16/K1-67 DUAL-STAINED CYTOLOGY

Sub-analisi 1023 Partecipanti al PALMS

P16/K1-67 DUAL-STAINED CYTOLOGY
‘ USING THINPREP® CYTOLOGY

‘ Sub-analisi >9000 Partecipanti al PALMS
o




— RISULTATI DEL TRIAL PALMS -

(GESTIONE DELLE DONNE PAP-/ HPV+ CON
P16/K1-67 DUAL-STAINED CYTOLOGY

Sub-analisi 1023 Partecipanti al PALMS




PAP / HIPV CO-TESTING NELLQ SCREENING CERVICALE

L’abbinamneto dei test e piu sensibile per 1l
rilevamento delle lesion1 CIN2+ rispetto al solo
Pap test.

E’ indicato solo per le donne di eta > 30-35 annai.

S1 1dentifica una nuova categoria di screening:
Donne Pap -/ HPV + (4-6% delle donne
osservate con piu di 30 anni).

Gli attuali protocolli raccomandano la
ripetizione del test dopo 12 mesi.



GESTIONE DEI RISULTATI DEL CO-TESTING PAP/HIPY

Cosa fare con 1 risultati Pap negativi, HPV
positivi?

Da questo gruppo s1 recuperano ulteriori casi di
malattia

Necessita per un efficiente test di triage

Limitare I'alta sensibilita del test HPV per trovare
le CIN2+

Trovare una gestione alternativa all'invio diretto in
colposcopia (risorse limitate) oppure alla ripetizione
del test (tempi piu lunghi)



P16/KI-67 TRIAGE OF PAP NEG, HIPV POS
— PAILMIS STUDY IDATA —

Sono state analizzati 1 risultati di1 1023
donne partecipanti al PALMS

Eta > 30 anni
Pap test - / HPV test +
Rappresentano 1l 5.3% (1023/19205)

Istologicamente confermate CIN2+



P16/KI-67 TRIAGE OF IPAP NEG, HIPV POS
- PAILLMS STUDY IDATA —

PAP - /HPV +

n=1023

Dual Stain POS

n=225

22.0%

Neg
n=133

CIN1
n=12

Mancate colposcopie: n=51

78.0%
Dual Stain NEG
n=798
v ‘L
Neg CIN1
n=536 n=13

Mancate colposcopie: n=242




P16/Ki1-67 TRIAGE OF PAP NEG, HPV POS:
SENSIBILITA E SPECIFICITA

CIN2+ CIN3+

n % (95% Cl) n % (95% Cl)

Sensibiita 29/36 | 80.6% (64.0-91.8%) | 16/20 | 80.0% (56.3-94.3%)

Specificita | 549/694 | 79.1% (75.9-82.1%) | 552/710 | 77.7% (74.5-80.6%)

= Sensibilita di p16/Ki-67 Dual stain per CIN2+ (CIN3+) dell’ 80.6%
(80.0%) per donne di eta >30; alta specificita

= Trovata la maggioranza delle malattie immediatamente in solo il
22% dei casi Pap neg, HPV pos che sono positivi al p16/Ki-67 Dual
stain



CONCLUSIONI
P16/KI-67 TRIAGE IPAP NEG / HPV POS

Alta sensibilita e specificita di p16/Ki-67 Dual stain (CINtec®
PLUS) per identificare quelle donne all‘interno del gruppo Pap neg,
HPYV pos che molto probabilmente presentano lesioni CIN2+.

I1 22% delle donne e stato inviato a colposcopia beneficiando di un
1mmediato follow-up.

Potenziale indicazione di triage nelle donne HPV + e Dual stain +
nello screening con HPV primario per donne di tutte le eta.

Potenziale 1identificazione della maggior parte dei casi con malattia
esistente evitando ritardi diagnostici.



CONCLUSIONI
P16/K1-67 TRIAGE PAP NEG / HPV POS

Risultati Negativi di p16/Ki-67 escludono le CIN2+ nel
sottogruppo di donne Pap -/ HPV + con alto VPN
(98.7%)

Confermando 1 risultati di alta sensibilita e specificita

dello studio retrospettivo di Wolfsburg.
(Petry et al. Gynecol Oncol. 2011; 121(3):505-9)



— RISULTATI DEL TRIAL PALMS -

P16/K1-67 DUAL-STAINED CYTOLOGY
USING THINPREP® CYTOLOGY

Sub-analisi > 9000 Partecipanti al PALMS




SOTTOGRUPPQ PAILMS CON
CITOLOGIA IN FASE LIQUIDA THINPREP®

Nazione ThinPrep
LBC Spagna_\

Germania 3,005
Italia 2,935
Francia 2,489
Spagna 802

Francia
27%




TASST DI POSITIVITA AT TEST

PapTest pl6/Ki67 HPYV test
(ASC-US+) Dual stain

e s e o e s
Tutte

le eta 521 5.6% 528 5.7% 1,033 11.2%
(n=9231)

<30
(n=2055) 195 9.5% 215 10.5% 442 21.5%

>30
(n=7176) 326 4.5% 313 4.4% 591 8.2%



SENSIBILITA E SPECIFICITA VS CITOLOGIA

Pap test vs p16/Ki1-67.
Donne di tutte le eta (18-65 anni).
N°67 CIN2+ confermati.

===

p16/Ki-67 Dual stain 95.6% 87.1-98.6% 95.0% 94.4-95.4%

Pap cytology (ASC-US+) 80.2% 68.5—88.3% 95.1% 94.6—95.6%



SENSIBILITA E SPECIFICITA
THINPREP® PAP TEST VS. P16/K1-67 E [HPV

TEST, PER GRUPPI DI ETA

_ ) Pap Cytology

Z;gte le 95.6%  95.0%  80.2%  95.1%
<30 100%  91.2%  81.6%  92.2%  N/A N/A

230 91.2% 96.0% 77.9% 95.9% 96.1%  92.1%



SENSIBILITA E SPECIFICITA
THINPREP VS ALTRI PAP

Donne di tutte le eta (18-65).

p16/Ki-67 Dual stain Pap Cytology
(ASC-US+)

ThinPrep 95.6% 95.0% 80.2% 95.1%

Tutti

. : 90.1% 95.3% 66.4% 95.4%
| metodi Pap



TRIAGE DELLE ASC-US
RISULTATI NEL SOTTOGRUPPQ THINPREP®

N°190 cas1 ASC-US

Tasso di positivita al Test Sensibilita Specificita

% %
o

016/Ki-67 ) 100% 73.5%

Dual stain 33.2% 13/13 (75.3-100%) (66.1-79.8%)
(o) (o)

HPV test 51.6% 13/13 100% 33.3%

(75.3-100%)  (45.7-60.7%)

p16/Ki-67 ha mostrato la stessa sensibilita, ma una

specificita significativamente maggiore rispetto al test
HPYV per 'ndentificazione delle donne CIN2+.



TRIAGE DELLE ILSIIL
RISULTATI NEL SOTTOGRUPPQ THINPREP®

N° 223 cas1 LSIL

o CIN2+ % o
> Casi | (95% ) (95% Cl)

94.5% 59.4%
(69.6-99.2%) (52.3-66.2%)

p16/Ki-67

0,
Dual stain L HE 18/19

100% 23.3%

0,
HPV test 79.4% 19/19 (5 4100%) (17.9-20.7%

pl16/Ki-67 ha mostrato una sensibilita del 94.7% (vs. 100% per
HPV), con una specificita del 59.4% (vs. 23.3% per HPV).



CONCLUSIONI
SOTTOGRUPPQ PAILMS THINPREP®

pl16/Ki-67 eseguita su ThinPrep® in donne in
screening puo raggiungere una sensibilita del 95% e
una specificita del 95%

Sensibilita significativamente piu alta della
Citologia con stessa specificita

Sensibilita simile a quella del test HPV; Specificita
significativamente piu elevata (screening e triage di

ASC-US / 1LSIL)

La diagnostica con p16/Ki-67 puo essere ulteriormente
migliorata in relazione ai metodi usati nella Citologia.
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