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Aspiracijska biopsija s tanko iglo (ABTI) ie uveljavljena metoda za predopera-
tivno opredelitev narave tumorjev in tumorjem podobnih sprememb, pri napre-
dovanju rakave bolezni pa za oceno zasevkov (1)' Na onkološkem inštitutu jo
uporabljamo v primarnĺ diagnostični obdelavi bolnikov Že 40 let. osnovna
opredelĺtev, ali gre za maligen ali benigen proces je zadoščaĺa za odločitev o
nadaljni diagnostični obdelavi ali zdravljenju. Sodobno zdravljenje pa zahteva
natančnejšo opredelitev tumorja, kar nam v citopatologiji omogoča uporaba
dodatnih tehnik. Najpomembnejša je opredelitev fenotipa in antigenskih značil-
nosti malignih neoplazem, kar vpliva na izbor terapije. Antigenske značilnosti
opredelimo bodisĺ z imunocĺtokemičnĺmi barvanji na objektnih stekelcih, za
natančnejšo opredelitev Nehodgkinovih limfomov pa uporabljamo imunofeno-
tipizacĺjo limfatičnih celic s pretočnim citometrom. obe tehniki smo na oddelku
za citopatologĺjo priredili posebej za citopatološke vzorce in jih v zadnjenl času
pomembno izpopolnili predvsem v diagnostiki raka dojke in Že omenjenih
Nehodgkinovih limfomov.

Rak dojke

Pri enem posegu dobimo V Vzorcu ABT| karcinoma dojke povprečno 2 miljona
celic. Za osnovni svetĺobnomikroskopski pregled napravimo dva razmaza;
enega fiksiramo s sušenjem na zraku in barvamo po Giemsi, drugega pa Íiksi-
ramo v Delaunayevem fiksativu in ga nato barvamo po papanicolaou. pre-
ostali celični material v ĺgli in brizgi speremo v celični medij. lz celične suspen-
zije po potrebi lahko napravimo s cetrifugiranjem na stekelca dodatne prepa-
rate _ citospine (običajno do 12) _ za imunocitokemična barvanja'

Estľogenskĺ in progesteľonski receptoľji

Prisotnost hormonskih receptorjev je pomemben napovedni dejavnik za oceno
odzlva na hormonsko zdravljenje in obdobja brez bolezni pri bolnicah zrakom
dojke. Določanje hormonskega statusa raka dojke na tkivnih rezinah opera-
tivno odstranjenih tumorjev je uveljavljena metoda v histopatologiji. predope-
rativno določanje hormonskih receptorjev na vzorcih ABT| je pomembno pred-
vsem v primeru, ko bolnica ni sposobna za operacijo, ali pa potrebujemo
oceno hormonskih receptorjev pred operacijo za načrtovanje zdravljenja.
Na oddelku za citopatologijo onkološkega inštituta smo začeli uvajati imunoc-
itokemično določanje hormonskih receptorjev na vzorcih ABTI raka dojke leta
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2000 (2). Hormonske receptorje lahko imunocitokemično določamo na rutinsko
pripravljenih razmazih ali pa na dodatno pripravljenih citospinih. V obeh prime-
rih so preparati fiksirani po običajnem postopku, tj. v Delaunayevem fiksativu
in pobarvani po Papanicolaou, za odkrivanje antigenov pa jih moramo pred
imunocitokemičnim barvanjem obdelati z mikrovalovi' Ko smo primerjali izra-
Ženost hormonskih receptorjev na teh vzorcih z ustreznimi histološkimi vzorci
istega tumorja, smo ugotovili, da je izraŽenost estrogenskih receptorjev naraz-
mazih skladnav 92%o, na citospinih pav 94%. V zadnjem času smo tehniko
izpopolnili, imunocitokemično določamo hormonske receptorje na citospinih,
fiksiranih v metanolu. Takšen način priprave vzorca omogoča hiter izvid sta-
tusa hormonskih receptorjev, saj preparatov pred imunocitokemičnimi reakci-
jami ne barvamo po Papanicolaou, taki vzorci pa tudi ne potrebujejo predob-

delave z mikrovalovi. Bistveno je, da je na tako pripravljenih vzorcih izraŽenost
hormonskih receptorjev popolnoma skladna (100%) s histološkimi izvidi.

V prospektivni študiji, ki smo jo izvedli na onkološkem inštitutu in je zĄela 209
bolnic z rakom dojke, smo določili hormonske receptorje na vzorcih ABT| pred
operacijo. Na osnovi citološko določenih hormonskih receptorjev je hormonsko
terapijo kot prvo zdravljenje lokalno omejenega raka dojke v obdobju od julija

2002 do aprila 2004 prejemalo 49 bolnic. Srednje opazovalno obdobje je bilo
8,3 mesece (razpon 1,8-8,8 mesecev). Srednja starost bolnic je bila 80,5 let
(razpon 65,8-95,8 let). Pri 24 bolnicah (9%) 1e bila v opazovanem obdobju
doseŽena stagnacija bolezni, pri 13 (26,5%) delni odgovor, pri8 (16'5%) po-
poln odgovor. Pri 4 bolnicah (8%) je prišlo do progresa bolezni. Zaradi razšir-
jenega raka dojke je v istem obdobju prejemalo hormonsko terapijo na osnovi
citološko določenih hoľmonskih receptorjev 22 bolnic' Srednje opazovalno
obdobje je bilo 7,9 mesecev (razpon 1,4 -17,5 mesecev). Srednja starost bol-
nic je bila 68,4 let (razpon 53,4-85,7 let) Lokalizacije metastaz so bile pri 5 bol-
nicah (23%) v mehkih tkivih, pri 10 (45,5%) v kosteh in mehkih tkivih, pri 7
(32%)pa vvisceralnih organih +Ĺ mehkih tkivih ali kosteh. Pri 11 (50%) bol-
nicah je bila v opazovanem obdobju doseŽena stagnacija bolezni, pri 3
(13,6%) pa delni odgovor. Pri 8 bolnicah (36%) je bolezen ob hormonski tera-
piji napredovala. Srednji čas do progresa bolezni je bil 10 mesecev' Raziskava
je potrdila, da bolnice z rakom dojke lahko dobijo hormonsko terapijo na pod-
lagi citološko določenih hormonskih receptorjev.

MIB-I(Ki-ó7)
Proliferacijsko aktivnost tumorja ugotavljamo s protitelesi proti jedrnemu anti-
genu proteinu Ki-67, ki je prisoten v vseh aktivnihÍazah celičnega ciklusa (fazi
G1, S, G2 in mitozi), zato je odličen označevalec za določanje rastnega deleŽa
v izbrani celični populaciji.

DeleŽ Ki-67 pozitivnih celic je povezan s kliničnim potekom bolezni. Pri raku
dojke je neodvisni dejavnik za napoved preŽivetja bolnic in ponovitve bolezni,
nekatere Študlje poročajo, da napoveduje tudi odgovor na zdravljenje. Morda
bo določanje izraŽenosti Ki-67 (npr. z MlB-1)pred zdravljenjem v prihodnosti

29



postalo pomembno za oceno agresivnosti tumorja in za izbor primernega
zdravljenja (3).

Proliferacijsko aktĺvnost tumorja lahko opredelimo z imunocitokemičnim bar-
vanjem s protitelesi MlB-1' ki se veŽejo na protein Ki-67. V citopatologĺji v ta
namen uporabimo citospin, fiksiran v metanolu (4)' Ugotovili smo, da je izraže-
nost Ki-67 na citopatoloških vzorcih primerljiva s histološkimi, kar pomeni da
ga lahko zanesljivo določimo Že pred operacijo na vzorcih ABT|.

HER-2

lmunocitokemično lahko izvzorcev ABT| dolocamo tudi Her-2 (c-erb-B2) onko-
protein (p185). Pomemben je ne le za napovedovanje poteka bolezni, ampak
predvsem odgovora na imunsko zdravljenje s trastuzumabom (Hercepti-nom@),
tj. protitelesom proti Her-2 proteinu, pri bolnicah z metastatskim rakom dojke.
HER-2 je transmembranski glikoprotein in ugotovili smo, da so za imunocitoke-
mično določanje najprimernejši citospini, fiksĺrani v metanolu. TeŽave pri
imunocitokemičnem določanju in ocenjevanju reakcij HER-2 na citoloških
vzorcih so podobne kot na histoloških. Zaradi visoke občutljivosti tako imuno-
citokemičnih kot imunohistokemičnih reakcĺj odkrijemo protein tudi na celicah
brez pomnoŽenega gena, kar oteŽuje zanesljivost ocene izraŽenosti Her-2.
Natančneje kot z imunocitokemičnimi barvanji bi lahko status Her-2 določili z
metodo fluorescentne ĺn situ hibridizacije (FlSH), kjer analiziramo število kopij
gena Her-2. Metoda je na oddelku za patologijo ol Že v vsakodnevni uporabi
(5). Glede na podatke v literaturi je tehnična izvedba F|SH na vzorcih ABT|
enostavnejša kot v histologiji. Poleg tega imamo v vzorcih ABT| za analizo na
voljo ohranjene cele celice oz. jedra, kar je prav gotovo prednost pri kvantifi-
kaciji (štetju/oceni) signalov v primerjavi s kvantifikacijo na tkivnih rezinah, kjer
oceno moti veliko število prerezanih in prekritih celic oz' jeder (6). obetamo si,
da bomo določanje HER-2 z metodo FlSH kmalu lahko uvedli tudi na vzrocih
ABT|' saj bo pomembno izboljšalo kakovost informacije oHer-2.

Pľva bezgavka

V kirurškem zdravljenju raka dojke se je uveljavila biopsija prve (varovalne)
bezgavke, ki napoveduje prisotnost zasevkov v pazdušnih bezgavkah. Glede
na ĺzvid biopsije prve bezgavke se kirurg odloči, ali je potrebno izprazniti paz-
duho oz. ali pazdušne bezgavke lahko ohrani (7).

Za oceno zasevkov v prvi bezgavki med operacijo smo na Ol vpeljali metodo
preslikave odtisa prve bezgavke (8). Patolog izolirano bezgavko prereŽe po
daljši osi, rezne ploskve pa 2-4 krat odtisne na objektno stekelce. Preparate
takoj obarvamo s Hemacolorjem in pregledamo pod svetlobnim mikroskopom.
Negativni ali pozitivni odgovor takoj sporočimo v operacijsko dvorano. Sumlji-
Ve Vzorce obravnavamo kot negativne, zato je v takih primerih odločitev o iz-
praznitvi pazduhe odvisna od končnega histološkega izvida, ki ga kirurg dobi
šele po operaciji, pribl|Žno v 24 urah.
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lzsledki zadnje analize ocene uspešnosti odkrivanja zasevkov v prvi bezgavki
med operacijo z metodo preiskave odtisa bezgavke, ki je zĄela 413 bolnic z
rakom dojke (od junija 2001 do septembra 2003)' ki so imele klinično nega-
tivne bezgavke, kaŽejo, da je metoda visoko speciÍična (99.2%), vendar ima

nizko občutljivost (54.7%). Če upoštevamo pri izračunu občutljivosti le makro-
metastaze (zasevki > od 2 mm)v prvi bezgavki, pa je občutljivost 77%' Kakšni
so vzroki, da ne najdemo zasevkov v odtisih prve bezgavke? Deloma krivdo
lahko pripišemo tehnično slabim ali nereprezentativnim odtisom. Pri makrome-
tastazah se zasevki pod kapsulo često slabo odtisnejo, ugotovili pa smo tudi,

da zelo kohezivne skupine karcinomskih celic lahko v odtisu pustijo na mestu
zasevka prazen prostor. Mikrometastaze (zasevki velikosti 0'2-2 mm) so še
bolj kočljive, saj smo jih našli in prepoznali v odtisih le izjemoma. ostaja vpra-
šanje, koliko karcinomskih celic, ki so posamično raztresene med limfatičnimi'
ne prepoznamo. odgovor bi dalo imunocitokemično barvanje na citokeratin, ki

označuje epitelijske celice. Ker dodatno barvanje zaenkrat traja skoraj eno uro,

še ni primerno za intraoperativno uporabo. Dejstvo pa je, da dokončnega po-
mena mikrometstaz in predvsem izoliranih karcinomskih celic v pazdušnih
bezgavkah za potek bolezni še ne poznamo.

S citopatološkim pregledom odtisa prve bezgavke lahko na enostaven in hiter
način ocenimo negativne bezgavke in bolnicam prihranimo nepotrebno izpraz-
nitev pazduhe. Po drugi strani pa najdemo 77o/o makrometastaz med operaci-
jo. Tem bolnicam prihranimo ponovno operacijo, saj v tem primeru kirurg iz-
prazni pazduho Že pri prvi operaciji.

Nehodgkĺnovĺ limfomĺ

lmunofenotipizacija s pretočnim citometrom je pomembna dodatna metoda, ki

smo jo začeli uporabljati v rutinski, citološki diagnostiki Nehodgkinovih limfo-

mov (NHL) namesto imunocitokemičnih reakcij v začetku leta 2000. Zane-
sljivost citološke diagnoze NHL se je z uporabo imunoíenotipizacije s pretočn-
im citometrom povečala.

Imunofenotipizacija s pľetočnim citometľom

Zaradi velike morfološke in biološke variabilnosti reaktivnih in neoplastičnih
obolenj bezgavk je diagnostika bolezni bezgavk zelo zahtevna in teŽavna'
Zato samo s konvencionalno mikroskopsko analizo citoloških in histoloških
Vzorcev velikokrat ne moremo ločiti med reaktivnimi in neoplastičnimi bolezni-
mi bezgavk, še teŽje pa zanesljivo opredelimo vrsto limfoma (9). Za diagnozo
NHL je tako v sodobnem histopatološkem in citopatološkem diagnostičnem
postopku nujna uporaba dodatnih metod. V zadnji klasifikaciji tumorjev krvo-
tvornega in limfoidnega sistema Svetovne zdravstvene organizacije, je pose-
bej poudarjeno, da je za opredelitev tipa limfoma poleg kliničnih, morfoloških'
molekularnih in citogenetskih kriterijev izjemnega pomena imunofenotip lim-

fomskih celic (10-12)' opredelimo ga lahko z imunocitokemično metodo ali z
imunofenotipizacijo s pretočnim citometrom. Z razvojem novih monoklonalnih

31



protiteles, tehnik za odkrivanje antigenskih determinant in ojačitev signala
imunocitokemične reakcĺje je imunocitokemija v histopatologiji postala stan-
dardna metoda za določanje imunofenotipa limfomskih celic' Żal pa s to meto-
do v citopatologiji pogosto ni moŽno zanesljivo ločiti med reaktivnimi in neo-
plastičnimi boleznimi bezgavk, še teŽje pa je zanesĺjivo opredeliti imunofenotip
limfomskih celic. Zato so v nekaterih citopatoloških laboratoľijih po svetu na-
mesto imunocitokemije začeli uporabljti imunofenotipizacijo s pretočnim cito-
metrom (13,14).

Tudi na onkološkem inŠtitutu v Ljubljani je bila citopatološka diagnostika bo-
lezni bezgavk kljub uporabi imunocitokemičnih reakcij nezadovoljĺva, saj dife-
renciacija med reaktivnimi in malignimi limfocitnimi proliferacijami pogosto ni
bila moŽna.

Zato smo leta 1998 napravili pilotni preizkus v katerega smo vključilĺ 34 bol_
nikov z limíadenopatijo, da bi ugotovili s katero dodatno metodo' imunocito-
kemijo alĺ imunofenotipizacijo s pretočnim citometrom, lahko bolj zanesljivo
opredelimo reaktivne in neoplastične limfocitne proliÍeracije bezgavk. lzvzorca
ABT| bezgavke smo pri vseh bolnikih poskuŠali opredeliti limfadenopatijo z
imunocitokemičnimi reakcijami in vzporedno tudi s pretočnim citometrom.
Korelacija med rezultati, katere smo dobili z obema metodama je bila dobra,
vendar smo z imunofenotipizacijo s pretočnim citometrom dobili več podatkov
o fenotipu tumorskih celic in hkrati bolj zanesljivo ugotovili prcvladujočĺ klon
limfomskih celic (15). Pilotni preizkus je pokazal, da se je senzitivnost citopa-
tološke preiskave v citopatološki diagnostiki NHL z uporabo imunofenotipizaci-
je s pretočnim citometrom povečala iz 0.93 na 1.00.

Vzorce za imunofenotipizacijo s pretočnim citometrom smo najprej pripravljali
po standardnem protokolu, ki se v hematologiji uporablja za imunofenotipiza-
cijo periferne krvi in kostnega mozga. Zelo hitro smo ugotovili, da zaradi
majhne celularnosti citoloških Vzorcev in izgube celic med pripravo Vzorcev s
to metodo običajno ne moremo dobiti dovolj informacĺj za zanesljivo diagnozo'
Zaraditega smo izdelali svoj protokol. Spremenĺli smo pripravo vzorcev, način
merjenja s pretočnim citometrom in analizo dobljenih rezultatov.

Primerjava standardnega ĺn našega, izboljšanega protokola za imunofenotip-
izacĺjo s pretočnim citometrom je pokazala, da je naš protokol veliko boljši, saj
za uspeŠno imunoÍenotipizacijo potrebujemo precej manj celic' Za minimalno
informacijo o celični liniji in klonalnosti limfatičnih celic potrebujemo le 3 epru-
vrete z vzorcem In za vsako epruveto le 0,1 5 x 1 06 celic, kar je 7 krat manj kot
če bi uporabljali standardni protokol.

Ker z ABT| bezgavk v povprečju dobimo 3,2 x 106 celic, iz Vzorcev izlivov pa
Še precej več, lahko z našim izboljŠanim protokolom za imunofenotipizacijo s
pretočnĺm citometrom v povprečju določimo 16 različnih antigenskih lastnostĺ
celic. To nam običajno zadošča, da zanesljivo opredelimo celično linijo, klonal-
nost in zadosti antigenskih lastnosti neoplastičnih limfatičnih celic, da zaneslji-
vo diagnosticiramo in klasificiramo NHL.
Z retrogradno analizo, kjer smo primerjali rezultate imunoíenotipizacije s pre-
točnim citometrom, katere smo dobili s standardno metodo (N=141) in z našo
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izboljšano metodo (N=261) smo ugotovili, da se je senzitivnost citopatološke
diagnoze NHL z uporabo naše modificirane metode povečala iz 0,92 na 0,98
in specifinost i20,94 na 0,95.

Menimo, da je imunofenotipizacija s pretočnim citometrom nujno potrebna
dodatna metoda, ki nam v citopatologiji omogoča zanesljivo diferenciacijo med
reaktivnimi in neopastičnimi limfoc|tnimi proliíeracijami in klasifikacijo NHL.
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