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Souhrn

Cil studie: Vrchol vyskytu karcinomu délozniho hrdla pfedchazi atrofii dlazdicového epitelu nastavajici po menopauze. Céast pozitivnich
nalezu vSak spada i do tohoto obdobi. Atrofie, zejména neuplné vyjadrend, vykazuje nékteré morfologické cytodiagnostické znaky blizké
tém, jez jsou uzivany v rozpoznani SIL, a to zejména tehdy, kdy v obraze navic interferuji v tomto obdobi asté zanétlivé zmény.
Proliferaéni test jako obecné pfijaty nastroj k objasnéni nejasnych nalez(i znamena opakované vysetfeni; studie je zamérena na moznosti
redukce jeho pouziti zafazenim testu proliferacni aktivity na spornych bunéénych formacich.

Material: Retrospektivni studie — rutinné hodnocené cytologické natéry 22 pacientek. Jedenadvacet z nich bylo perimenopauzalnich
a menopauzalnich; jejich nalezy byly 16krat nejisté (ASCUS, popf. ASC-US, ASC-H v nékteré z obou verzi Bethesda klasifikace, tj. ASCUS
rizného typu v atrofii), 4krat SIL v atrofii s naslednou histologii a 1krat atrofie s negativnim cytologickym nalezem. Jedenkrat se jednalo
o H SIL u mladsi pacientky bez atrofie. Celkové bylo revidovano 60 cytologickych vySetreni, protoze fada pacientek byla s dg. ASCUS
vySetiena cytologicky opakované.

Metoda: V archivaénim systému obrazové analyzy LUCIA Net (Laboratory Imaging, Praha) byly uloZzeny minimalné tfi obrazky
s diagnosticky vyznamnymi zabéry. Nasledné byly preparaty rozmontovany, odbarveny a podrobeny imunocytochemickému prikazu
proliferacni aktivity s protilatkou Ki-67, klon MIB 1 (v textu dale MIB 1). Vysledky byly opét archivovany v systému LUCIA Net.
Vyhodnoceni pozitivit bylo provedeno ve &tyfstupriové Skale:

1. zcela negativni formace — neg.; 2. ojedinélé pozitivity — x; 3. fidce disperzni pozitivity (méné nez 1/3 bunék) — xx; 4. husté disperzni
pozitivity (vice nez 1/3 bunék) — xxx.

Vysledky: Postup poskytl vétSinou hodnotitelny vysledek. Archivace prfed a po imunocytochemickém doSetfeni umoznila porovnani
polychromaticky barvenych preparatt a MIB |. Pacientky s prokézanou SIL vykazovaly pfitomnost MIB 1 pozitivhich bunék ve skupinach
stupn 2. az 4. (4/5). Pozitivity fidce disperzni (skupina 3) byly nejéastéji (6krat) zjistény u kompaktnich shlukli vzhledu nezralé metaplazie.
U téchto pacientek jsme zaznamenali nasledné Ustup cytologického nalezu. U pacientek, které mély pouze ojedinélé MIB 1 pozitivity
(skupina 2), dochazelo ¢astéji (4/7) k Ustupu nalezu . Nicméné tento stuperi pozitivity vykazovaly i dva nélezy s histologicky ovérenou CIN.
Variabilitu prikazu MIB 1 jsme zaznamenali i v histologické Grovni. Cytologickd prehlednost suspektnich bunécnych trst v terénu
zanétlivych zmén MOP 1l se v prikazu MIB 1 po odbarveni zietelné zlepsila. Vytvofili jsme algoritmus zarazeni testu proliferacni aktivity
u nejistych atrofickych obrazt. Soudime, Ze se jej vyplati zaradit u nalezd ASC-H v atrofii. Pokud bude pozitivita suspektnich bunéénych
skupin silna, je to divodem k bioptickému dosetieni. Slabé a stiedni pozitivity jsou kandidaty pro E-test a kontrolu po pul roce.
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Summary

ASCUS in Atrophy

Aim: The peak of incidence in cervical carcinoma precedes epithelial atrophy following menopause. Nevertheless, some carcinomas
develop in the postmenopausal period.

Atrophy, namely the partially developed, shares some cytomorphology features with SIL, especially if inflammatory changes, common in
this period, interfere. Proliferation test is recognized and accepted as a tool to clear uncertain findings. However, it means a repetitive
investigation. The study is focused on the possibility to reduce the proliferation test employment with the help of proliferation activity
investigation on questionable cell groups.

Material of the retrospective study comprised routine pap smears from 22 patients. Twenty- one of them were perimenopausal and
menopausal patients who had 16 inconclusive results (ASCUS or ASC-US, ASC-H in one of both versions of Bethesda classifications, i.e.
ASCUS in atrophy of any type), 4 SIL in atrophy followed by histology, and 1 atrophy with negative cytology finding. In addition, there was
one case of H SIL in a younger patient without atrophy. Altogether, 60 cytology findings were reviewed as many of the patients had repetitive
cytologies.

Method: As a minimum, three images with diagnostically important cell groups were archived in the LUCIA Net image archiving system
(Laboratory Imaging, Prague). Subsequently, the smears were dismounted, destained and used for immunocytochemical reaction to test
proliferation activity with the Ki-67 (MIB 1) antibody. The results were archived in the LUCIA Net system again. The evaluation of findings
was done on a four-grade scale:

1) negative; 2) isolated positivities; 3) scattered positivities (less than 1/3 of cells in a cluster); 4) heavy disperse positivities (more than 1/3
of cells in a cluster).

Results: The procedure provided mostly a readable result. Archiving prior and following the immunocytochemistry procedure
provided possibility of comparison of the polychrome stained smears and the MIB | tested. Patients with proven SIL exhibited the
positivities in groups 2) to 4) (4/5). Rare scattered positivities /group 3/ were mostly (6x) found in compact groups with the
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appearance of immature metaplasia. The cytopathology findings eventually normalized in these patients. In patients with isolated
MIB 1 positivities /group 2/ frequently (4/7) eventually normalized as well. Nevertheless, such minimal positivities were found also in
two patients with a subsequently proven CIN. The MIB 1 positivities were variable even in the histopathology sections. The cytology
features of the suspicious cell groups in slides obscured by inflammation were better visible following destaining for

immunocytochemistry.

Based on the results of our study we have developed an algorithm for employment of the proliferation activity test in the doubtful atrophy
smears. We believe that it can be useful in the ASC-H in atrophy finding. Provided the positivities found are strong, a biopsy will be
indicated. Medium and week positivities represent candidates for E-test and a 6 months control.

Key words: cervical cytology — PAP test — atrophy — ASCUS — ASC-H in atrophy — estrogen test — proliferation activity — Ki-67 MIB1
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Detekce prfednadorovych stavli skvaméznich intraepite-
lovych lézi — SIL (viz seznam zkratek na konci ¢lanku)
v dlazdicovém epitelu délozniho hrdla pfedstavuje vyznam-
ny prvek v usili o snizeni vyskytu rozvinutych forem karci-
nomu této lokalizace. | kdyz vrchol vyskytu karcinomu
délozniho hrdla pfedchazi atrofii dlazdicového epitelu
nastavajici po menopauze, ¢ast pozitivnich nalezd spada
pravé do tohoto obdobi (14, 18, 24). Rozvijejici se atrofie —
po delSi ¢i krat§i dobu v perimenopauzalnim obdobi neupl-
né vyjadiena — pfitom vykazuje nékteré morfologické cyto-
diagnostické znaky blizké tém, jez jsou uzivany v rozpo-
znani SIL, a to zejména tehdy, kdy v obraze navic interferuji
zaneétlivé zmény, které jsou v tomto obdobi casté (1, 2).
Hodnoceni gynekologickych stérli pacientek s ¢astec¢nou
atrofii je vnimano jako obtizné (21) a zatizené fale$né pozi-
tivnimi nalezy, jez odrazeji obavu z podhodnoceni nejasné-
ho obrazu.

V cytopatologické literatufe se tato problematika objevu-
je intermitentné. Publikované soubory zdlraznuji vyssi
podil ASCUS nélezli zejména v neuplnych atrofiich (14).
V obou verzich Bethesda klasifikace (TBS 1991, TBS
2001), se cast atrofickych stér( ocita v kategorii méné
zavaznych typad ASCUS. V TBS 1991 ASCUS vs. reaktivni,
ASCUS mozna L SIL pfedstavuji typy zmén, jez byly v TBS
2001 pocetné redukovany. Nicméné projevy nejasnych
zmén s poruchou maturace vlivem nedostatku estrogent
charakteru dfive ASCUS-H a nyni ASC-H jsou zménou kla-
sifikace dotéeny minimalné. V8echny soucasné ucebnice
(6, 10, 17, 26) se shoduji v uzite€nosti vyzravaciho testu —
kratkodobé lokalni aplikace estrogenud k ozfejméni nejas-
nych cytologickych nélez( (13, 15). | tato relativné nena-
rona procedura znamena ovSem opakované vySetfeni
pacientky star$iho véku, které je do jisté miry obtézujici,
ma urcité ekonomické naklady a kone¢né i vlastni meto-
dické limity. Ze vSech téchto divodd se pozornost zamé-
fuje na moznosti ziskat vice informace z materialu pofize-
ného jiz prvnim odbérem. Pomocnou metodou pouzitelnou
jiz v prvni dobé je uréeni proliferaéni aktivity atypickych
hyperchromnich trsQ, jez jsou ¢astym cytomorfologickym
nalezem pro dg. ASC-H. Postup lze bez problému pouzit
na LBC materialu. Z ekonomickych divod( vSak tato meto-
da neni ve vétsing zemi véetné CR dostupna v Sirokém
populaénim méfitku. Pozornost jsme proto zaméfili na
moznost vyuziti zakladniho ziskaného klasického stéru.
Prolifera¢ni aktivitu v histopatologickém materialu hodnoti-
me rutinné v Siroké fadé zejména onkologickych diagnos-
tickych situaci; pouzivana protilatka MIB 1 (DAKO) s vizu-
alizaci znacenou streptavidin-biotinovou koncovkou
(LSAB) s vyvolanim DAB poskytuje v naSich laboratofich
konstantné dobré vysledky. V souladu s publikovanymi
zpravami o obdobnych prikazech ze skandinavskych pra-
covist (8, 11) jsme se rozhodli ovéfit si pouzitelnost tohoto
postupu. V pfipadé pfedpokladaného pfinosu potom defi-
novat uzite€nost viazeni testu proliferacni aktivity do dia-
gnostického a sledovaciho algoritmu.

MATERIAL A METODA

Material retrospektivni studie predstavovaly rutinné hodnoce-
né cytologické natéry 22 pacientek. Jedenadvacet z nich bylo
perimenopauzalnich a menopauzalnich; jejich nalezy byly
16krat nejisté (ASCUS, popf. ASC-US, ASC-H v nékteré z obou
verzi Bethesda klasifikace, tj. ASCUS rizného typu v atrofii),
4krat SIL v atrofii s naslednou histologii a 1krat atrofie s nega-
tivnim cytologickym nalezem. Jedenkrat se jednalo H SIL
u mladsi pacientky bez atrofie. Celkové bylo revidovano 60
cytologickych vySetfeni, protoze fada pacientek byla s dg.
ASCUS vySetfena cytologicky opakované. Po doporu¢eném
vyzravacim testu (ne vzdy na nasledném vySetfeni uvedeném)
byly dal$i nalezy v kategorii benignich bunéénych zmén (NILM).
Preparaty byly v souladu s pfijatymi standardy EFCS/QUATE
zakladné barveny polychromem a montovany krycim sklem.

Vzhledem k okolnosti, ze standard gynekologického cytolo-
gického vysetfeni pfevzaty obéma zainteresovanymi odborny-
mi spole¢nostmi (Spole¢nosti Ceskych patologi CLS JEP
a Spoleénosti klinické cytologie CLS JEP) ze standardu evrop-
skych (UICC) uklada archivaci tohoto unikatniho materidlu
(EFCS/QUATE), pofidili jsme v archivaénim systému obrazo-
vé analyzy LUCIA Net (Laboratory Imaging, Praha) minimalné
tfi obrazky s diagnosticky vyznamnymi zabéry dale zpracova-
vanych natéri. Nasledné byly dokumentované preparaty roz-
montovany, odbarveny a podrobeny imunocytochemickému
prikazu proliferaéni aktivity s protilatkou Ki- 67, klon MIB 1 fir-
my DAKO. Primarni protilatka byla pouzita v fedéni 1 : 50,
inkubace 70 minut pfi pokojové teploté. Detekce provedena
systémem DAKO Cytomation LSAB™ + HRP. Vizualizace
diaminobenzidinem (DAB — 5 minut). Jadra dobarvena Harri-
sovym hematoxylinem — 30 sekund. Vysledky byly opét archi-
vovany v systému LUCIA Net.

Vyhodnoceni pozitivit jsme provadeéli ve Ctyfstupriové Skale:

zcela negativni formace — neg.

ojedinélé pozitivity — x

fidce disperzni pozitivity (méné nez 1/3 bunék) — xx

husté disperzni pozitivity (vice nez 1/3 bunék) — xxx

VYSLEDKY

Jak pfi archivaci obrazl z preparatt barevnych polychro-
mem, tak nasledné pfi hodnoceni a dokumentaci proliferacni
aktivity jsme se soustfedili na diagnostické buné¢né formace,
které byly podkladem pro dg. ASCUS. V naprosté vétsiné se
jednalo o kompaktni buné¢né formace s vy$8im nukleoplaz-
movym pomeérem, hyperchromazii ¢i anizokaryézou. Méné
Casto se jednalo o izolované atypické bunky se zvétSenymi
jadry, popf. vzhledu dyskeratocytl. Prehled pacientek dle
veéku, vstupni cytologické diagnézy a semikvantitativniho
zhodnoceni pozitivity MIB 1 podava tabulka 1; bioptické doSet-
feni je k dispozici pouze u 7 z nich.
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