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Streszczenie

Cel pracy: Weryfikacja tzw. watpliwych wynikow cytologicznych kobiet objetych badaniem przesiewowym w woj.
podlaskim.

Materiaty i metody: Ocenie poddano 101 wymazow z tarczy czesci pochwowej szyjki macicy pobranych u
kobiet objetych badaniami przesiewowymi w wojewodztwie podlaskim. Analizowane obrazy stanowifa grupa tzw.
preparatow nieprawidfowych sposréd 7296 cytologii ocenianych w 2012 r. przez Akademicki Osrodek Diagnostyki
Patomorfologicznej i Genetyczno-Molekularnej. Wsréd cytologii stanowigcych punkt zainteresowania 19 stanowity
wymazy z cytologicznym rozpoznaniem ASCUS, 59 z cytologicznym rozpoznaniem LSIL, a 23 z cytologicznym
rozpoznaniem ASC-H oraz cechami morfologicznymi obecnosci wirusa brodawczaka ludzkiego (Human Papilloma
Virus — HPV).

Barwienia dokonano przy uzyciu testu CINtec®PLUS wedfug instrukcji producenta. Wszystkie preparaty ostatecz-
nie byty weryfikowane histologicznie w procedurze diagnostyczno-terapeutycznej po ocenie kolposkopowej topo-
grafii zmian.

Wyniki: W grupie wymazow z cytologicznym rozpoznaniem ASCUS wynik dodatni stwierdzono w 5 przypadkach
(26,3%), uiemny w 14 (73,7%), w grupie z cytologicznym rozpoznaniem LSIL wynik dodatni stwierdzono w 32 przy-
padkach (54,2%), ujemny w 27 (45,8%), natomiast w grupie z cytologicznym rozpoznaniem ASC-H wynik dodatni
stwierdzono w 20 przypadkach (87%), uiemny w 3 (13%).

Whioski: Test CINtec®PLUS pozwala uzupetnic diagnoze cytologiczng w grupie pacjentek z cytologicznym rozpo-
znaniem ASCUS, LSIL oraz ASC-H. Potaczenie konwencjonalnej cytologii oraz testu CINtec®PLUS moze pomdc
w stworzeniu nowego algorytmu postepowania w przypadku nieprawidfowego, nigjednoznacznego wyniku prze-
siewowego badania cytologicznego. Moze miec to znaczenie przede wszystkim u kobiet mtodych, u ktorych ze
wzgledu na niezakonczony proces rozrodczy przyjmujemy pozycje wyczekujaca.
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Abstract

Objectives: Verification of uncertain PAP-smear results in a group of women covered by the cervical screening
program in the Podlaski province. The main aim of the study was to identify CIN (Cervical Intraepithelial Neoplasia)
lesions present, with varying degrees of severity, in women with cytological diagnosis of ASCUS (atypical squamous
cells of undetermined significance), LSIL (low grade squamous intraepithelial lesion), and ASC-H (atypical squamous
cells — cannot exclude high grade squamous intraepithelial lesion).

Materials and Methods: The study evaluated 101 cervical smears taken from the vaginal part of the cervix in a
group of screened women in the Podlaski province. Cytological evaluation was performed according the Bethesda
System. We analyzed abnormal smears selected from a total of 7296 cytological examinations performed during
2012 at the University Center for Pathomorphological and Genetic — Molecular Diagnosis, Medical University
in Biatystok. The cytological results which were of interest to us included 19 cases with ASCUS, 59 with LSIL,
and 23 with ASC-H, as well as with morphological features of the presence of Human Papilloma Virus (HPV).
Staining was performed using CINtec®PLUS test according to the manufacturer’s instructions. CINtec®PLUS is a
immunocytochemical test based on specially designed monoclonal antibodies (E6H4TM) that let us identify protein
p16ink4a within the cervical smear. Additionally, the diagnostic kit was provided with antibodies for diagnosing the
presence of Ki-67 protein, a known marker of cell proliferation. The result was considered positive when staining of
the nucleus and the cytoplasm appeared in red and brown, respectively. All abnormal results were eventually verified
by histological examination of the tissue taken from cervical lesions by diagnostic-therapeutic procedure following
colposcopic evaluation of cervical lesion topography.

Results: In the group of cytological smears with ASCUS, the diagnosis was positive in 5 cases (26.3%), negative in
14 (73.7%). In the group with the diagnosis of LSIL, the cytology results were positive in 32 cases (54.2%) , negative
in 27 (45.8%). In the cytological diagnosis of ASC-H there were 20 positive (87 %) and 3 negative (13%) results.

Conclusions: Test CINtec®PLUS could be a helpful tool in the final diagnosis of cervical abnormality in patients
with the cytological diagnosis of ASCUS, LSIL and ASC-H. The combination of conventional cytological test and
CINtec®PLUS can help create a new procedure algorithm for cases with abnormal or ambiguous cytological
screening results. It could be especially useful in a group of young women of childbearing age, when it is common
to avoid a more radical treatment of cervical lesions.
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Wstep

Rak szyjki macicy okreslany jest nadal mianem jednego
z najczgstszych nowotwordw narzadu piciowego, mimo funkcjo-
nowania w wielu panstwach masowych programéw profilaktycz-
nych. Polska jest krajem, ktory ma ciagle jeden z relatywnie wy-
sokich wspotczynnikéw zachorowalno$ci 1 umieralnosci na raka
szyjki macicy wérdd wszystkich panstw w Unii Europejskiej [1,
2]. Taka sytuacja epidemiologiczna nakazuje intensyfikacj¢ dzia-
fan prewencyjnych w tym uprecyzyjnienie diagnostyki. Faktem
wskazujacym na taka potrzebe jest odnotowywany w Programie
Badan Przesiewowych wysoki odsetek wynikéw tzw. niejedno-
znacznych, czy tez suboptymalnych (do ok. 30% ).

Od czasu odkrycia Haralda zur Hausena zakazenie wirusem
brodawczaka ludzkiego (Human Papilloma Virus — HPV) uwaza-
ne jest za istotny czynnik rozwoju raka szyjki macicy [3, 4]. Rola
wirusa w karcinogenezie zostala poparta wieloma badaniami epi-
demiologicznymi, molekularnymi oraz klinicznymi [5, 6, 7, 8].
W zaleznos$ci od zastosowanej metody obecnos¢ onkogennych
typow wirusa HPV stwierdza si¢ w 97-100% przypadkow raka
szyjki macicy [6, 9]. Moga one wprowadza¢ komorki na droge
transformacji nowotworowej, a co za tym idzie, rozwdj inwa-
zyjnego raka szyjki macicy [10, 12, 13]. Ogodlnie uwaza sig, ze
jednak okoto 80% zakazen ma charakter przemijajacy i zostaje
wyeliminowana dzigki naturalnym mechanizmom odpornoscio-
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wym organizmu w ciagu kilku miesigcy. Czg$¢ zakazen jednak
przechodzi w fazg przewleklq i przyczynia si¢ do rozwoju oma-
wianego schorzenia [13, 14, 15]. Spostrzezenie to ma istotne zna-
czenie w ustalaniu sposobu post¢gpowania klinicznego i nadzoru
szczegolnie kobiet mtodych cheacych zachowac niezaburzony
proces rozrodczy.

Najkrotszy cykl zyciowy wirusa od zakazenia komorek pod-
stawnych az do wytworzenia petnowarto$ciowych kapsydow
wirusa wynosi okoto 8 tygodni, a wigc tyle, ile czas dojrzewa-
nia komorki nabtonka — keratocyta. Aby doszto do transformacji
nowotworowej keratocytow niezbgdne jest dziatanie biatek E6
i E7 wirusa. Biatka te pehig rolg onkogenow. Gen E6 produkuje
biatko, ktore taczy si¢ z komoérkowym biatkiem p53 i powoduje
jego degradacjg. Biatko p53 jest antyonkogenem komorkowym,
hamuje cykl podziatlowy uszkodzonej komorki oraz powoduje
jej apoptozg. Onkoproteina E7 poprzez potaczenie z biatkiem
komoérkowym Rb powoduje uwolnienie przez Rb czynnika tran-
skrypcyjnego E2F, ktory aktywuje geny zwiazane z proliferacja
komorki. Biatko p16 jest komdérkowym biatkiem supresorowym,
kodowanym przez gen INK4a. Hamuje zalezne od cyklin kinazy
CDK-4 oraz CDK-6. Kinazy te maja zdolno$¢ inaktywacji biatka
Rb, co powoduje z kolei uwolnienie czynnika transkrypcyjnego
E2F, ktoérego nagromadzenie prowadzi do zwigkszonej produkcji
biatka pl6, a to pozwala zmniejszy¢ aktywnos$¢ kinaz poprzez
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petle sprzezenia zwrotnego. Dziatanie biatka E7 HPV nasladuje
inaktywacj¢ biatka Rb wywotana przez kinazy, czego skutkiem
jest wzrost st¢zenia p16 w komorce [16, 17, 18].

Powinowactwo biatka E7 niskoonkogennych typow HPV
jest 10 razy mniejsze niz powinowactwo biatka E7 wysokoonko-
gennych typow wirusa.

W przypadku dysplazji matego stopnia rzadko dochodzi do
ekspresji p16. Jest to zwiazane z niewielka produkcja biatka E7
w tego typu zmianach. Zmiany dysplastyczne duzego stopnia,
zwigzane z zakazeniem wysokoonkogennymi typami wirusa
HPV, wykazuja natomiast wyrazna ekspresj¢ p16 [19].

Cel pracy

Celem pracy bylo zweryfikowanie zmian cytologicznych
z grupy tzw. obrazéw suboptymalnych obejmujacych komorki
o nieokreslonym znaczeniu. Zaliczono tu obrazy klasyfikowane
jako ASCUS (nieprawidtowe komorki nablonka wielowarstwo-
wego plaskiego o nieokre§lonym znaczeniu), LSIL (zmiana
srédnabtonkowa matego stopnia) oraz ASC-H (nieprawidlowe
komorki nabtonka wielowarstwowego ptaskiego, w ktorych nie
mozna wykluczy¢ zmiany §rodnabtonkowej duzego stopnia) oraz
cechami morfologicznymi obecnosci wirusa HPV.

Materiat metoda

Ocenie bezposredniej poddano 101 wymazow z tarczy czg-
$ci pochwowej szyjki macicy pobranych u kobiet objgtych ba-
daniami przesiewowymi w wojewodztwie podlaskim w 2012
r. Preparaty te wybrano z grupy rozmazoéw nieprawidtowych
sposrod 7296 cytologii ocenianych przez Akademicki Osrodek
Diagnostyki Patomorfologicznej i Genetyczno-Molekularnej
w Biatymstoku. Ogétem 19 stanowily wymazy z cytologicznym
rozpoznaniem ASCUS, 59 z cytologicznym rozpoznaniem LSIL,
a 23 z cytologicznym rozpoznaniem ASC-H oraz z cechami mor-
fologicznymi obecnosci wirusa HPV.

Materiat do badan pobrano przy uzyciu szczoteczki Cervex
-Brush® z tarczy cze$ci pochwowej szyjki macicy, po uprzednim
zatozeniu wziernika ginekologicznego typu ,,Cusco”. Natych-
miast po pobraniu materiat rozprowadzano na szkietku podsta-
wowym w taki sposob, aby uzyskac¢ mozliwie najciensza warstwe
komoérek przeznaczonych do dalszych badan i utrwalano za po-
mocg utrwalacza cytologicznego w areozolu ,,Fixocyt”. Barwie-
nia dokonano przy uzyciu testu CINtec®PLUS wedtug instrukcji
producenta. Oceny mikroskopowej dokonano przy uzyciu mikro-
skopu OLYMPUS BX 41 oraz OLYMPUS BX 45 wykorzystujac
powigkszenie x100 oraz x200.

CINtec®PLUS jest testem immunocytochemicznym, ba-
zujacym na specjalnie zaprojektowanych przeciwciatach mo-
noklonalnych (E6H4™) pozwalajacych zidentyfikowaé biatko
pl6INK4a w preparatach cytologicznych. Dodatkowo zestaw
jest wzbogacony o odczynniki pozwalajace na jednoczesne wy-
krycie obecnosci biatka Ki-67, ktore jest markerem proliferacji
komorkowej.

W zestawie CINtec®PLUS do wykrywania zmian nowo-
tworowych w probkach z szyjki macicy zastosowano potaczenie
dwoch biomarkerow w jednym tescie. Za wynik dodatni uznawa-
no jednoczesne wybarwienie jadra komorkowego na kolor czer-
wony (ekspresja biatka Ki-67), a cytoplazmy na kolor brazowy
(nadekspresja biatka p16), co jest wyrazem obecnosci w pobra-
nym materiale komoérek z zaburzonym cyklem komorkowym.
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Wszystkie preparaty ostatecznie byly weryfikowane histologicz-
nie w procedurze diagnostyczno-terapeutycznej po ocenie kolpo-
skopowej topografii zmian.

Wyniki

Po barwieniu z zastosowaniem testu CINtec®PLUS w grupie
wymazow pobranych u kobiet z cytologicznym rozpoznaniem
ASCUS wynik dodatni stwierdzono w 5 przypadkach (26,3%),
ujemny w 14 (73,7%), w grupie z cytologicznym rozpoznaniem
LSIL wynik dodatni stwierdzono w 32 przypadkach (54,2%),
ujemny w 27 (45,8%), natomiast w grupie z cytologicznym roz-
poznaniem ASC-H wynik dodatni stwierdzono w 20 przypadkach
(87%), ujemny w 3 (13%), co szczegdtowo przedstawia tabela I.

Tabela I.
(F:;é?g; ?cazT: rozl:'::zééw dod\gtﬁ? Itl:estu ujenvzlg; Itlfestu
CINtec®PLUS CINtec®PLUS
ASCUS 19 5 (26,3%) 14 (73,7%)
LSIL 59 32 (54,2%) 27 (45,8%)
ASC-H 23 20 (87,0%) 3 (13, 0%)

e

Zdjecie 1. Obraz przedstawia zabarwione testem CINtec®PLUS nieprawidtowe
komarki nabtonka ptaskiego o nieokreslonym znaczeniu (ASCUS), biatko p16 i Ki-67
wynik dodatni. Powigkszenie x200.

Wszystkie rozpoznania cytologiczne zostaly zweryfikowane
histopatologicznie w procesie diagnostyczno-terapeutycznym po
ocenie kolposkopowej topografii zmian.

W grupie 19 kobiet z cytologicznym rozpoznaniem ASCUS
badanie histopatologiczne u 5 wykazato zmiang CIN 1. W grupie
59 kobiet z cytologicznym rozpoznaniem LSIL badanie histo-
patologiczne u 30 wykazato zmiang CIN 1, u 2 zmiang CIN 2.
W grupie 23 kobiet z cytologicznym rozpoznaniem ASC-H bada-
nie histopatologiczne u 1 wykazato zmiang CIN 1, u 15 zmiang
CIN 2, u 4 zmiang CIN 3.
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Zdjecie 2. Obraz przedstawia zabarwione testem CINtec®PLUS komérki nabtonka
ptaskiego z cechami $rédnabtonkowej neoplazji matego stopnia (LSIL), biatko p16
i Ki-67 wynik dodatni. Powigkszenie x200.

Zdjecie 3. Obraz przedstawia zabarwione testem CINtec®PLUS nieprawidiowe
komorki nabtonka ptaskiego, nie mozna wykluczyé zmiany $rédnabtonkowej duzego
stopnia (ASC-H), biatko p16 i Ki-67 wynik dodatni. Powigkszenie x200.

Dyskusja

Postgpem w diagnostyce nowotwordéw, w tym raka szyjki
macicy, mogtoby by¢ ulepszenie lub tez wzbogacenie dotychcza-
sowych testow, w tym cytologii ginekologicznej, tak aby wykry-
wata zmiany mozliwie najdoktadniej, zgodnie ze ztotym standar-
dem jaki stanowi badanie histologiczne. Ulatwiloby to znacznie
monitorowanie zagrozonej populacji, jak réwniez zmniejszyto
koszt badan diagnostycznych oraz leczenia [20].

Po barwieniu z zastosowaniem testu CINtec®PLUS w gru-
pie kobiet z cytologicznym rozpoznaniem ASCUS uzyskaliSmy
26,3% wynikow dodatnich. Autorzy podobnych badan w tej
grupie preparatow uzyskiwali wyzsze odsetki (34,9%) wynikoéw
pozytywnych [21]. Natomiast w grupie kobiet z cytologicznym
rozpoznaniem LSIL uzyskalimy wyniki zblizone (54,2% wy-
nikéw dodatnich), podczas gdy cytowani autorzy w przypadku
LSIL uzyskali wynik 52,5% [21]. W materiale wlasnym w gru-
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pie wynikow ASC-H otrzymalismy az 87% wynikéw dodatnich
wskazujacych na rozpoczgty proces zmian $rodnabtonkowych.
Mozna uznaé, iz pomimo stosunkowo niewielkiej liczby przeba-
danych wymazow wyniki uzyskane w naszej pracy sa porowny-
walne, a metoda barwienia z zastosowaniem testu CINtec®PLUS
jest powtarzalna.

Autorzy kolejnych badan w przypadku ASCUS uzyskali
35% wynikow pozytywnych, co potwierdza nasze spostrzezenia
[22]. Jednak w kolejnych grupach ich wyniki rdznia si¢. W gru-
pie kobiet z cytologicznym rozpoznaniem LSIL, po barwieniu
z zastosowaniem testu CINtec®PLUS, wyzej wymienieni autorzy
uzyskali jedynie 36,4% wynikow dodatnich, w przypadku ASC
-H 47,1%, a w przypadku HSIL 86,4% wynikow pozytywnych.
Wyniki w grupie ASC-H wykazaty podobienstwo do powyz-
szych dotyczacych zmian HSIL. Metoda cytologiczna jest meto-
da bardzo warto$ciowg do wykrywania raka i zmian przedrako-
wych szyjki macicy, jednakze w przypadkach ASCUS i ASC-H
wymaga diagnostyki uzupelniajacej, o czym $§wiadcza wyniki
zacytowanych autorow [22]. Z naszych obserwacji wynika, iz
w przypadku braku pewnos$ci rozpoznania, a wigc szczegodlnie
ASCUS i ASC-H, metoda z zastosowaniem polaczenia dwoch
biomarkeréw w jednym tescie jest bardzo przydatna. Natomiast
w przypadku HSIL diagnostyka poglgbiona barwieniem z za-
stosowaniem testu CINtec*PLUS nie jest konieczna ze wzgledu
na duza wykrywalno§¢ w badaniach cytologicznych tego stanu
zaawansowania procesu i wysoka zgodno$¢ z badaniem histolo-
gicznym.

Autorzy wczesniej zacytowanych badan w grupie 44 pa-
cjentek z cytologicznym rozpoznaniem ASCUS uzyskali 22,7%
wynikoéw dodatnich przy zastosowaniu metody podwojnego bar-
wienia i u tych samych pacjentek histopatologicznie potwierdzo-
no wystapienie zmiany CIN 1 [21]. W grupie pacjentek z LSIL
podobne badania dotyczyty 77 kobiet. Uzyskano 42,9% wynikow
pozytywnych. Moze to $wiadczy¢, iz metoda potwierdza rozpo-
czety proces neoplazji, co niewatpliwie jest jej wartoscia. Nie-
wiele jest jednak prac oceniajacych wartos¢ metody z zastosowa-
niem potaczenia dwoch biomarkeréw — biatka p16 i Ki-67, dlate-
go tez wymaga to przeprowadzenia badan na wigkszej populacji.

Stale poszerzana wiedza na temat molekularnych mecha-
nizmow regulujacych proliferacje komorkowa moze by¢ przy-
datna do wykrywania ztosliwych zmian w roéznych narzadach.
Biatka regulujace proliferacje komorkowa moga by¢ uzyteczne
jako markery nowotworowe. Zastosowanie testow potaczonych
w diagnostyce zmian przedrakowych szyjki macicy w znaczny
sposob wpltywa na wzrost czutosci metod wykrywezych.

Whioski

1. Test CINtec®PLUS pozwala precyzyjnie wskaza¢ w gru-
pie kobiet z cytologicznie nieprawidtowym rozpoznaniem
(ASCUS, LSIL oraz ASC-H) te, u ktdorych rozpoczat si¢
proces karcinogenezy.

2. Wprowadzenie do konwencjonalnej diagnostyki cytolo-
gicznej oceny testem CINtec®PLUS tzw. nieprawidto-
wych wynikow niepewnych moze zwigkszy swoistosc
ocen cytologicznych.

3. Moze mie¢ to znaczenie w ustaleniu algorytmu postgpo-
wania w opisanej grupie rozpoznan cytologicznych u ko-
biet mtodych, u ktorych ze wzgledu na niezakonczony
proces rozrodczy przyjmujemy pozycje wyczekujaca.
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