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POPIS SKRACENICA

ALK
CEA
CK
CUP
EGFR
EMA
FNA
HCG
Her2/neu
HPV
HSIL
KRAS
LBC
LCA
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PD-L1
PLAP
PSA
ROS
TTF-1
VCE

WT-1

eng. Anaplastic Lymphoma Kinase
Karcinoembrionalni antigen (eng. Carcinoembriyonic Antigen)
citokeratin

eng. Cancer of Unknown Primary

eng. Epidermal Growth Factor Receptor

eng. Epithelial Membrane Antigen

eng. Fine Needle Aspiration

eng. Human Chorionic Gonadotropin

receptor tirozin-protein kinaza erbB-2

eng. Human Papilloma Virus

eng. High grade Squamous Intraepithelial Lesion
eng. Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene

eng. Liquid Based Cytology

eng. Leukocyte Common Antigen

lan¢ana reakcija polimeraze (eng. Ploymerase Chain Reaction)
eng. Programmed Cell Death Ligand 1

eng. Placental Alkaline Phosphatase

eng. Prostate-Specific Antigen

eng. Reactive Oxygen Species

eng. Thyroid Transcription Factor

Vaginalni Cervikalni Endocervikalni uzorak

eng. Wilms Tumor 1



1. UVOD

1.1. Citodijagnostika

Citodijagnostika je metoda utvrdivanja dijagnoze na temelju mikroskopskog
pregleda i morfoloskog prepoznavanja stanica, iz tjelesnih tekucina ili uzoraka
punktata tkiva. Ima veliko zna¢enje u suvremenoj medicini, @ nezamjenjiva je u
detekciji i ranoj dijagnozi premalignih i malignih bolesti. Citolog/citopatolog na
temelju izgleda stanica, njihovog rasporeda i odnosa, donosi dijagnozu i
prepoznaje patoloske procese u stanicama (1).

Maligna transformacija moze nastati u razli¢itim tkivima (primarno sijelo tumora),
a maligne stanice se mogu prosiriti (metastazirati) u udaljene djelove organizma.
Ponekad se, uz bolest koja se primarno dijagnosticira kao metastatska, dodatnim
dijagnostickim metodama ne moze otkriti primarno sijelo tumora pa takve tumore
nazivamo malignim tumorima nepoznatog primarnog sijela (eng. Cancer of
unknown primary, CUP). Citoloska analiza morfologije malignih stanica ponekad
moZe uputiti na moguce primarno sijelo tumora, a dodatnim analizama koje
ukljucuju fizikalni pregled, slikovnu dijagnostiku, morfolosku dijagnostiku te
ostale dodatne metode, potrebno je utvrditi moguce primarno sijelo radi odabira

onkoloskog lije¢enja (2).

1.2. Tumorski markeri

Tumorski markeri mjerljivi su biokemijski pokazatelji maligniteta. To su tvari,
najéesce proteini, koje se nalaze u krvi i u normalnim stanjima, ali u pristunosti
tumora njihova razina znacajno raste. Mogu se naci u krvi, urinu, stolici,
tumorskom tkivu ili tjelesnim tekué¢inama onkoloskih bolesnika. Zbog slabe
specifi¢nosti, mali broj tumorskih markera se koristi u probiru zdrave populacije.

Primjer markera koji se koristi za probir je PSA (prostata specifi¢ni antigen), koji



se koristi u dijagnozi karcinoma prostate. Odredivanje tumorskih markera moze
biti od velike pomo¢i pri postavljanju primarne dijagnoze. Neki tumorski markeri
daju informaciju koliko je pojedini tumor agresivan te imaju ulogu u prognozi
bolesti. Poveéanje vrijednosti tumorskog markera moze ukazivati na lokalno
Sirenje 1 metastaziranje karcinoma pa je najvaznija uloga markera u pracenju
efikasnosti terapije i kontroli povrata bolesti (recidiva tumora). Opca svojstva
idealnog tumorskog markera ukljucuju specifiénu proizvodnju u premalignom ili
malignom tkivu u ranoj fazi bolesti, detektibilnu razinu kod svih bolesnika sa
specifi¢nim malignitetom, ekspresiju na nacin specifican za primarno sijelo
tumora, dokaz prisutnosti u tjelesnim teku¢inama dobivenim neinvazivhom
metodom, razine kvantitativno povezane s volumenom tumora, bioloskim
ponaSanjem ili progresijom bolesti, relativno kratki poluZivot koji odrazava
vremenske promjene u optereenju tumora i odgovoru na terapiju te postojanje
standardiziranog, ponovljivog i validiranog, objektivnog i kvantitativnog testa
(3,4,5).

1.3. Stani¢ni blok

Stani¢ni blok predstavlja sediment tekuceg uzorka ili uzorak tkiva dobiven
punkcijom tankom iglom koji se uklapa u parafinski blok te boja metodom po
hemalaun-eozinu (H-E). Metoda izrade i analize stani¢nih blokova prvi put je
izvedena prije neSto viSe od stoljeca i jedna je od najstarijih citoloskih metoda.
Siroku prihvaéenost, kao sredstvo za dijagnostiku malignih stanica, dobila je tek
sredinom prosloga stoljea. Stani¢ni blokovi rutinski se koriste najfes¢e kao
dodatak standardnim citolo§kim razmazima, a mogu biti vazni i za mikroskopsku
analizu citoloskih uzoraka jer oponaSaju histologiju tkiva. Najveca prednost im je
oc¢uvanje arhitekture i strukture tkiva te moguénost bojenja i imunohistokemijske
analize na vise dostupnih rezova uzorka. Stani¢ni blokovi koriste se i za
molekularne tehnike, kao $to su lancana reakcija polimerazom (PCR) i ,,in situ®

hibridizacija, a pogodni su i za takozvano ‘“next generation” sekvencioniranje. U
g g



danaSnjem vremenu biobanaka, stani¢ni blokovi od najvece su vaznosti za pohranu
citoloskih uzoraka. Oni se mogu arhivirati za buduce dijagnosticke i istrazivacke
svrhe, a istovremeno omogucuju ocuvanje izvornih citoloSkih razmaza. Danas se

koriste razli¢ite metode i tehnike za izradu stani¢nih blokova (6,7,8).

1.3.1. Vrste citoloskih uzoraka za izradu stani¢nog bloka

Stani¢ni blok pogodan je za uklapanje razli¢itih vrsta citoloskih uzoraka. Uzorci
eksfolijativne, abrazivne i aspiracijske citologije mogu se uklopiti u stani¢ni blok.
Eksfolijativni uzorci (uzorci spontano odljustenih stanica) su vaginalni brisevi,
iskasljaj, iscjedak iz dojke, likvor, urin te izljevi u tjelesne Supljine. Abrazivni
uzorci su uzorci dobiveni Cetkicom ili struganjem, najc¢esce iz gastrointestinalnog,
respiratornog 1 mokra¢nog trakta, te ostalih promjena na tijelu (kozne lezije 1
slicno). Uzorci aspiracijske citologije (FNA — “Fine Needle Aspiration”) najcesci
su uzorci u citoloSkom laboratoriju. Aspirati su svi uzorci koje lijeénik uzima
punkcijom pomoc¢u tanke igle kao $to su uzorci punktata stitnjace, limfnih ¢vorova,

pluca, dojke, jetre, itd. (6).

1.3.2. Uloga u imunocitokemijskoj i molekularnoj analizi

Vrijednost stani¢nih blokova lezi u dostupnosti dijagnostickog materijala za daljnje
morfolosko ispitivanje, imunocitokemiju i molekularnu analizu, u svrhu boljeg
diferenciranja tumora. Metoda imunocitokemije, kojom se putem specifi¢nih
markera (protutijela) vizualiziraju stanice te odreduje njihovo porijeklo, prognoza
bolesti ili odgovor na terapiju, povecala je osjetljivost i specifi¢nost citoloske
dijagnostike. Imunocitokemija na citoloSkom uzorku ima veliki potencijal,
prepoznat od Nadji-ja i sur. 80-tih godina XX. stolje¢a. Uspjeh metode ovisi o
multiplim faktorima kao $to su ocCuvanje antigena na malignim stanicama,

specifi¢nost primarnog protutijela i osjetljivost detekcijskog sustava. Problemi s



oskudnom celularnosti u razliitim citoloSkim uzorcima, visokom razinom
pozadinskog nespecificnog bojanja te lazno pozitivne i lazno negativne reakcije
ogranicili su primjenu ove metode na citoloskim uzorcima. Ukoliko je dostupan
citoloski materijal bogate celularnosti, formalin-fiksirani parafinski miniblok ili
stani¢ni blok bolji je materijal za dodatnu analizu jer je fiksacija i daljnje
procesuiranje uzorka identicno procesuiranju tkiva, a omogucava upotrebu
pozitivne 1 negativne kontrole koji su vazni u interpretaciji imunocitokemijskog

bojanja (9).

Stani¢ni blokovi omogucuju visestruke rezove uzorka za primjenu viSe protutijela,
usporedivi su s kirurSkim biopsijama te mogu biti pogodni i za morfolosku
interpretaciju. Racionalna primjena te odgovarajuca trijaza tkiva uz odabir klju¢nih
protutijela veoma je bitna da bi se pacijenta sacuvalo od ponovljanja pretraga i
bespotrebnog dodatnog uzorkovanja. Razli¢ite metode izrade stani¢nog bloka
imaju razli¢it utjecaj na celularnost i adekvatnost istog. Stani¢ni blok fiksiran u
formalinu najpogodniji je za imunocitokemijske analize, dok blokovi fiksirani u
alkoholu nisu dobri za imunocitokemijske analize jer uzrokuju gubitke
potencijalnog epitopa antigena i induciraju otapanje hemoglobina, $to dovodi do
lazno negativnih rezultata. Vecina biomarkera potrebnih za ciljanu terapiju kod
razli¢itih tumora zahtijevaju svjeze tkivo, citoloski materijal ili stani¢ni blok za
molekularno testiranje. Svjeze tkivo u vecini slucajeva nije dostupno, pa bi se od
citoloSkog materijala rutinski trebao pripremiti i stani¢ni blok. Stani¢ni blok je
najbolji uzorak za molekularnu analizu jer je omjer tumorskih i drugih stanica
obicno visok, ali samo kod uzoraka aspiracijske citologije (punktata), jer
eksfolijativni i abrazivni uzorci sadrze znacajnu koli¢inu drugih stanica, a prije
analize potrebno je na uzorku obiljeziti podru¢ja s najve¢im udjelom malignih

stanica. (6,7).

Protutijela koja se koriste u dijagnostici su molekule imunoglobulina koje
proizvode B-limfociti. Gradena su od para lakih lanaca (kappa ili lambda) i para
teskih lanaca (gamma, alpha, mu, delta, epsilon) spojenih disulfidnim vezama.

Vezuju se za specifican dio antigena nazvan epitop. Danas se prednost daje



monoklonalnim protutijelima zbog specificnog vezanja za samo jedan epitop.

Protutijela koje koristimo kao tumorske markere mogu se grupirati u dijagnosticke,

prognosticke i prediktivne markere (9).

Dijagnosticki markeri su:

1.

© o N o O

Epitelni markeri (citokeratini kao $to su CK7, CK20, epitelijalni
membranski antigen-EMA, karcinoembrionalni antigen-CEA te ostali
markeri kao $to su Cal9-9, Cal25..))

Mezenhimalni markeri (vimentin, miSi¢ni proteini kao §to je Desmin,
vaskularni markeri...)

Limfati¢ni markeri (Leukocyte common antigen-LCA, B i T stani¢ni
markeri)

Neuralni i neuroendokrini markeri (neurofilamenti, neuron specifilna
enolaza-NSE, chromogranin, synaptophysin, Calcitonin...)

Glijalni markeri

Melanomski markeri (S100, Melan A...)

Markeri zametnih stanica (PLAP, HCG...)

Markeri tumora malih plavih stanica

Tumor specifi¢ni markeri (mamaglobin te estrogeni i progesteronski
receptori za dojku, thyroid transcription factor-TTF 1 i p40 za
karcinome pluéa, calretinin i Witms tumor 1-WT1 za mezoteliome,
hepatocytes paraffin monoclonal antibody-HepPar za hepatocelularni

karcinom jetre...) (9).

Prognosticki i1 prediktivni markeri ukljucuju proliferacijske markere kao $to je Ki-

67, steroidne receptore, proto-onkogene, tumor supresor gene (Her2/neu, ALK,

PD-L1, p53 tumor supresor gen...), kojima procjenjujemo prognozu bolesti i

moguci odgovor tumora na specifi¢no onkolosko lije¢enje (9).

U teku¢im uzorcima (pleuralni, perikardijalni izljevi i ascites), za diferencijaciju

reaktivnin skupina mezotelnih stanica od adenokarcinoma i mezotelioma

imunocitokemijska analiza je neophodna. Stani¢ni blok wuz citoloski sediment

omogucava promatranje arhitekture stanica i morfoloSku interpretaciju, a dodatnim



rezovima i diferencijalnu dijagnozu metastatskih malignih tumora koji se nerijetko

primarno dijagnosticiraju kao maligni izljev (6).

Stani¢ni blok uz standardne citoloske uzorke vazan je i u klasificiranju karcinoma
pluca. Blokovi se kombiniraju sa imunocitokemijom analizom te su prikladni za
EGFR (eng. Epidermal Growth Factor Receptor ) i KRAS (eng. Kirsten Rat
Sarcoma Viral Oncogene) molekularno testiranje, te za ALK (eng. Anaplastic
Lymphoma Kinase) , PD-L1 (eng. Programmed Cell Death Ligand 1), ROS (eng.
Reactive Oxygen Species) imunocitokemijsku analizu, ukoliko u bloku ima
dovoljan broj stanica. EGFR je protein koji se nalazi na povrSini stanica 1
receptor je za humani epidermalni ¢imbenik rasta te uzrokuje dijeljenje stanica.
Nalazi se u vrlo visokim vrijednostima na povrs$ini razli¢itih tumorskih stanica
koje se zbog toga prekomjerno dijele. KRAS je gen koji kontrolira proliferaciju
stanica, a mutirani KRAS gen omogucava kontinuirano dijeljenje malignih
stanica. ALK (anaplasticna limfom kinaza) je enzim koji je u ljudi kodiran ALK
genom, koji moze biti onkogen ukoliko je mutiran, fuzirans drugim genom ili

stvara dodatne kopije gena (6).

Stani¢ni blok moze se Koristiti i za procjenu hormonskih receptora i analize Her-
2/neu kod bolesnika s metastatskim karcinomom dojke. Her-2/neu je protein
uklju¢en u normalan rast stanica, te je povisen kod mnogih vrsta karcinoma. Za
dijagnostiku karcinoma dojke ne preporuca se fiksacija stani¢nog bloka u alkoholu
jer utjeCe na antigenost hormonskih receptora. Problem kod koriStenja metode

stani¢nog bloka u dijagnostici karcinoma dojke je velika heterogenost tumora (6).

Zbog niske celularnosti vrijednost stani¢nih blokova u dijagnostici lezija $titnjace
je minimalna, a “zlatni standard” za spektar lezija Stitnja¢e su izravni citoloski

razmazi u kombinaciji sa tekuc¢inskom citologijom (6).

Stani¢ni blokovi ginekoloskih uzoraka su obi¢no oskudnije celularnosti nego ne-
ginekoloski. Stoga se za dijagnostiku ginekoloskih novotvorina uglavnom koristi
tekucinska citologija (eng. Liquid Based Cytology, LBC) ili klasi¢ni Papa test, test
koji sadrzava vaginalni, cervikalni i endocervikalni obrisak (VCE). U cervikalnoj

citologiji, prisutnost tumorske nekroze u stanicnom bloku korisna je za



razlikovanje skvamozne intraepitelne lezije visokog stupnja (eng. High grade
intraepithelial ~ lesion, HSIL) od karcinoma skvamoznih  stanica.
Imunocitokemijskom analizom na stanicnom bloku mozemo dokazati prisustvo
pl6INK4a, pomoc¢nog markera infekcije humanim papilloma virusom, a
primjenom metode dvostrukog bojenja s p16/Ki67 na Papa testu (VCE razmazu)
trijaZiraju se Zene koje imaju poremecaj u kontroli stanicnog ciklusa kao posljedicu
integracije humanog papiloma virusa (HPV) u genom stanice te veci rizik od

progresije bolesti (6,10).

1.3.3. Metode izrade stani¢nih blokova

U citodijagnostickoj praksi postoji vise od 10 razli¢itih metoda za izradu stani¢nih
blokova, a razlikuju se po nainu ispiranja, fiksacije i transporta uzorka. Svaka
metoda ima svoje prednosti i mane, a metoda izbora uvijek ovisi o dostupnoj
opremi i uzorku. Najranije otkrivena metoda bila je jednostavna tehnika
sedimentacije, ali veliki nedostatak te metode je nedovoljna celularnost.
Uvodenjem dodatnog koraka centrifugiranja, to svojstvo je znatno poboljSano.
Danas osnovni koraci pripreme stani¢nog bloka ukljuc¢uju fiksaciju, centrifugiranje
1 prijenos stani¢ne mase za ugradnju u medij. Najvise koristen fiksativ, formalin,
pogoduje morfoloSkom pregledu 1 imunohistokemiji, ali kod molekularnih analiza
interferira s kolicinom DNA. Alkoholna fiksacija naprotiv, ¢esto rezultira lazno
negativnim rezultatima u imunohistokemijskim analizama. Metanol se koristi za
fiksaciju kod automatske Cellient metode izrade stanic¢nih blokova. NAFS (Nathan
alcohol formalin substitute) je fiksativ koji u omjeru 9:1 povezuje 100%-tni etanol
i 40%-tnu otopinu formaldehida. NAFS daje dobre citoloske detalje uz manju
tokis¢nost od alkohola. Fiksacija u mikrovalnoj peénici moze znatno smanjiti
vrijeme obrade, ali je zasada nedovoljno istrazen njen utjecaj na kvalitetu blokova.
Najzahtjevnija komponenta je kvalitetan i cjelovit prijenos uzorka bez gubitka
materijala. Razlike izmedu tehnika izrade najviSe utje€u na imunocitokemijske i

molekularne analize, a morfologija i celularnost ovise vise o samom uzorku (6).



1.3.3.1. Tehnika sedimentacije

Jednostavne tehnike sedimentacije, kao §to je prije navedeno, nailaze na problem
nedovoljne celularnosti. Sve druge tehnike kao obvezan korak u izradi imaju
centrifugiranje. Iako se ova tehnika vise ne koristi, moguce bi bilo koriStenje jedino
u slucaju izlucevina bogatih stanicama. Uzorak se filtrira kroz papirni filter u
lijevku. Nakon fiksiranja, materijal se uklapa u parafinski blok zajedno s omota¢em
od filter papira. Do adhezije stanica najceS¢e dolazi spontano, a u slucaju male

celularnosti koriste se adjuvansi (agar, trombin ili aloumin iz jaja) (8).

1.3.3.2.  Tehnika ispiranja igle fizioloSkom otopinom

Cesto koristena tehnika za izradu stani¢nog bloka je ispiranje aspiracijske igle s
20-30 mililitara fizioloSke otopine. Potrebno je odmah centrifugirati uzorak.
Supernatant se odlije i odabere se jedan od fiksativa te se potom uzorak uklapa u
parafinski blok. Takoder, aspiracijska igla se moze isprati direktno u 10 mililitara
formalina ili paraformaldehida. Mana ove tehnike je razrjedenje uzorka, $to moze

znatno utjecati na celularnost (6,8).

1.3.3.3.  Tehnika tkivnog ugruska (TCC)

Za povecanje celularnosti u blokovima, koristi se metoda stvaranja tkivnog
ugruSka bez ispiranja aspiracijske igle fizioloSkom otopinom. MjeSavina stanica i
krvi koagulira u lumenu aspiracijske igle do stvaranja ugruska. UgruSak se izvuce
iz igle, stavi na filter papir i susi na zraku. Nakon su$enja, prenosi se u spremnik i

uklapa u medij (6).



1.3.3.4. Plazma trombin metoda

Ovo je najpopularnija tehnika za izradu stani¢nih blokova, jednostavna je, jeftina
te lako dostupna. Stani¢ni blok se priprema iz sedimenta centrifugirane suspenzije
dodatkom plazme i trombina da bi se stvorio ugrusak. Nakon centrifugiranja, odlije
se supernanat i dodaju se 4 kapi plazme po mililitru uzorka i 4 kapi trombina.
Nakon mijeSanja trebao bi se stvoriti ugruSak, koji ¢e se staviti u kazetu te potom
u medij za fiksaciju. Glavni nedostatak ove tehnike je §to ¢ak i zanemariva koli¢ina
DNA nadena u plazmi moze utjecati na rezultate molekularne analize 1

kontaminirati uzorak (7).

1.3.3.5. Cellient™ automatizirana metoda

Ovo je prva potpuno automatizirana tehnika izrade stani¢nih blokova. Koristi
vakumsku filtraciju za koncentriranje stanica. Ova metoda pokazuje bolje hvatanje
abnormalnih stanica u usporedbi s jednostavnim metodama sedimentacije i agar
metode. Posebno je vrijedna za male koli¢ine hipocelularnih uzoraka koje je tesko
rucno obraditi 1 uklopiti, kao Sto su na primjer uzorci punktata dojke 1 Stitnjace.
Cellient™ automatski odvaja male fragmente tkiva iz uzorka i brzo ih uklapa u
parafin za histoloSko sekcioniranje u manje od sat vremena. Zbog fiksacije uzoraka
metanolom, moguci su lazno negativni rezultati imunohistokemijskih analiza. U
slu€aju potrebe za IHC pretragama, moguce je 1 fiksiranje formalinom. Najveca
prednost ove tehnike je brzina i minimalna varijabilnost ovisno o tehnicaru, ali i
poboljsana celularnost uzorka. Zbog nemogucénosti izrade vise stani¢nih blokova u

isto vrijeme, ovaj sustav ne bi mogao zadovoljiti potrebe velikih laboratorija (8,11).



1.3.3.6. Shandon™ metoda

Ovo je rucna tehnika izrade stani¢nog bloka uz gotovi komplet reagensa i kazeta
koji se ne koristi klasiénim metodama fiksacije. Stanice se koncentriraju u
posebnoj termocentrifugi 1 tretiraju reagensima. Kazeta se potom stavlja u
neutralnu otopinu formalina i rutinski obraduje kao sve druge tehnike izrade
stani¢nog bloka. Ova tehnika pokazuje dobre morfoloSke karakteristike, ali mana

je velika cijena ovih kompleta (12).

1.3.3.7. Kolodijska vreéica

Kolodij je nitrocelulozni materijal koji se koristi za izradu blokova od krhkog tkiva
u citoloskim laboratorijima. Kolodijska vrecica obavija epruvetu prije dodavanja
uzorka 1 bez njegova razrjedivanja sakuplja sve stanice. Ucinkovito kontrolira
celularnost 1 veli¢inu stanicnog bloka. Glavne mane su sloZenost pripreme 1
skladiStenja kolodija te tehniCka zahtjevnost uspjeSnog uklanjanja vrecice iz

epruvete (6).

1.3.3.8. Metoda struganja stanica s citoloSkih razmaza

Ova metoda koristi tehniku struganja za uklanjanje ve¢ fiksiranog 1 obojanog
materijala sa stakalca. Razvijena je najviSe da bi ,,spasila“ debele fragmente tkiva
nejasne morfologije 1 omogucila imunocitokemijsko testiranje. Dokazana je
dijagnosticka primjena ove metode u lezijama dojke, Stitnjace 1 dostitne zlijezde.
Fragmenti tkiva mogu biti izravno uklopljeni u parafin ili pomoc¢u nekih adheziva
kao $to su plazma trombin ili agar. LoSe strane ove metode su gubitak tj. uniStenje

citoloskog razmaza i moguca pojava artefakata (7).
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1.3.3.9. Izrada stani¢nih blokova iz ostataka uzoraka

tekucinske citologije (LBC)

LBC (eng. Liquid based cytology) se uglavnom koristi kod ginekoloskih i ne-
ginekoloskih uzoraka eksfolijativne citologije, a u porastu je koriStenje i za
aspiracijske uzorke. Ostatni materijal moze se uklopiti u stani¢ni blok jednostavno
uz pomo¢ centrifuge, bez ili sa dodatkom adheziva (najc¢esce agar) ili uz pomo¢
vakumske filtracije u Cellient™ stani¢ne blokove. Za ovu metodu koriste se
fiksativi na bazi alkohola koji pokazuju vecu kvalitetu nukleinskih kiselina kod
molekularnog testiranja nego formalin. ,,Stari* uzorci tekulinske -citologije

pokazali su ubrzanu degeneraciju i lose o¢uvanje DNA (7,13).

1.3.3.10. Brza ultrazvuéna tehnika

Za razliku od drugih manualnih metoda, koje za vrijeme obrade trebaju puna 24
sata, ova metoda koristi ultrazvu¢ni histokinet za obradu uzoraka u stani¢ne
blokove unutar 3 sata. Albumin iz jajeta pomijeSan s etanolom Kkoristi se kao
adheziv za uzorke malog volumena. Ova metoda povecava ukupnu celularnost
uzorka u kratkom vremenu, pokazala je dobre morfoloSke karakteristike i valjana

je za molekularne i imunocitokemijske analize (7).

1.3.3.11. Agar metoda

Tehnike izrade stani¢nog bloka bazirane na upotrebi agara su najzastupljenije
nakon plazma trombin metode (13). Najces¢a mana ove tehnike je nepravilna
raspodjela materijala izmedu razli¢itih rezova bloka pa je zbog toga vazno
pregledati vise rezova. U poglavlju Metoda ¢u detaljno opisati pripremu stani¢nog
bloka ovom tehnikom, jer je ovo metoda koja se koristi na Odjelu za klinicku

citologiju KBC-a u Splitu.
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2. CILJ RADA

Ciljevi ovog zavrsnog rada su:

1. Analizirati vrstu uzoraka s citoloskom dijagnozom primarnog ili metastatskog
malignog tumora, koji su agar metodom uklopljeni u stani¢ni blok zbog potreba
dodatne imunocitokemijske analize u procjeni primarnog sijela tumora te
odredivanja prognostickih ili prediktivnih markera, a obradeni su na Odjelu za
klini¢ku citologiju Klinickog zavoda za patologiju, sudsku medicinu i

citologiju KBC Split, u razdoblju od 01. sije¢nja 2018. do 30. lipnja 2019.9.

2. Procijeniti adekvatnost i celularnost stani¢nin blokova za dodatnu

imunocitokemijsku dijagnostiku.

3. Prikazati raspodjelu malignih tumora dijagnosticiranih iz citoloSkih uzoraka

prema histoloskom tipu odnosno primarnom sijelu tumora.

4. Usporediti sukladnost abnormalnih nalaza iz stani¢nih blokova s kona¢nom

patohistoloSkom dijagnozom.
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3. ISPITANICI | METODE ISTRAZIVANJA

Istrazivanje je provedeno na Odjelu za klinicku citologiju Klinickog zavoda za

patologiju, sudsku medicinu i citologiju KBC-a Split.

3.1. Ispitanici

U istrazivanje je ukljuceno 53 ispitanika ¢iji su citoloski uzorci uklopljeni u
stanini blok zbog potreba dodatne imunocitokemijske analize u procjeni
primarnog sijela tumora te odredivanja prognosti¢kih ili prediktivnih markera.
Uzorci stani¢nih blokova koji nisu koriSteni za dodatne analize iskljuceni su iz

ovog istrazivanja.

Uzorci su obradeni na Odjelu za klinicku citologiju Klinickog zavoda za
patologiju, sudsku medicinu i citologiju KBC-a Split, u razdoblju od 01. sije¢nja
2018. do 30. lipnja 2019. godine.

Uvidom u medicinsku dokumentaciju u bolnickom informacijskom sustavu,
dobiveni su podaci o wvrsti citoloSkih uzoraka, dobi i spolu ispitanika,
upotrijebljenim protutijelima za imunocitokemijsku analizu, rezultatima analize

stani¢nih blokova, kao 1 o kona¢nim patohistoloskim dijagnozama.

3.2. Metode

Tekuci uzorci (pleuralni, perikardijalni izljevi i ascitesi) te uzorci punktata dojki,
limfnih ¢vorova, pluca, §titnjace i potkoznih tvorbi su, uz obradu i morfolosku
analizu preparata bojanim po May Grinwald Giemsi (MGG), uklopljeni u stani¢ni

blok agar metodom.
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Za izradu stani¢nog bloka koristene su epruvete, Eppendorf epruvete, Pasterove
pipete i eze. Za obradu tekuéih uzoraka koriStena je centrifuga. Za rezanje
stani¢nog bloka potrebna je Petrijeva zdjelica i jednokratni skalpel te kazeta s dvije
spuzve. Kazeta s uzorkom stavlja se u bocicu s formalinom. Nakon uklapanja bloka

u parafin, za fine rezove koristen je mikrotom.

Uzorak je fiksiran u 1:10 neutralnoj otopini formalina. Mjesavina 0.9% NaCl i
Agar powder himedije upotrebljena je za kona¢no uklapanje unaprijed fiksiranog
materijala. Agar se stvrdnjava na temperaturi nizoj od 50 °C i to svojstvo je

najbitnije za izradu ,.kuglice® stanica.

3.2.1. Postupak izrade stani¢nog bloka

1. Tekuce uzorke centrifugirati 5 do 10 minuta pri 3000 okretaja po minuti.

Slika 1. Uzorak nakon centrifugiranja, prisutni supernatant i sediment

2. Nakon centrifugiranja potrebno je odliti supernatant (Slika 1).
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3. Nasediment dodati 1-1,5 mL neutralne 1:10 otopine formalina te pustiti na
sobnoj temperaturi 4-24 sata da formalin prodre u materijal i fiksira ga
(Slika 2).

Slika 2. Fiksativ formalin dodan na sediment

4. Centrifugirati 3 minute pri 3000 okretaja po minuti.
5. Pasterovom pipetom pazljivo odvojiti supernatant od taloga.
6. Potrebno je pripremiti gel: 50 mL 0,9% NaCl zagrijavati do vrenja, a potom

umijesati 0,8 agara i mijesati do nestanka kristala (Slika 3).

Slika 3. Priprema gela

7. Hladiti gel u termostatu svakih 15 sekundi na 45 °C.
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8. Na sediment dodati 1-1,5 mL gela te ga ezom povezati sa sedimentom.
(Slika 4).

Slika 4. Dodavanje agara na sediment uzorka

9. Ezom pazljivo odvojiti sadrzaj od ruba epruvete te ga prebaciti u Petrijevu
zdjelicu i pripremiti materijal za rezanje. lzrezati par sekcija da bi uvid u
sadrzaj bloka bio $to raznolikiji (Slika 5).

o

Slika 5. Rezanje materijala
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10. Izrezani uzorak staviti u kazete te potom u bocicu s formalinom (Slika 6).

Slika 6. Izrezane sekcije stavljene u kazeticu

11. Gotove stani¢ne blokove ¢uvati na +4 °C (Slika 7).

Slika 7. Gotovi stani¢ni blokovi
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3.2.2. Imunocitokemijska analiza

Nakon morfoloske analize reprezentativni rezovi tkiva dodatno su bojani
primjenom imunocitokemijske metode, prema standardnom protokolu na
Ventana Ultra Benchmark aparatu, u Laboratoriju za imunohistokemiju

Klinickog zavoda za patologiju, sudsku medicinu i citologiju KBC Split.

Imunocitokemijska analiza na stani¢nom bloku punktata karcinoma dojke

prikazana je na Slici 8.

HERZ::

Slika 8. Punktat karcinoma dojke uklopljen u stani¢ni blok x 200.
ER - Estrogeni receptori, PR - Progesteronski receptori, HER2/neu, Ki67
proliferacijski marker

3.3. Statisticka analiza

Pri statistickoj obradi podataka koristen je program Microsoft Office Excel 2019.
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4. REZULTATI

U istrazivanje je ukljuceno 53 ispitanika s dijagnozom suspektnih ili malignih
citoloskih uzoraka koji su uklopljeni u stani¢ni blok zbog potreba dodatne
imunocitokemijske analize u procjeni primarnog sijela tumora te odredivanja
prognostickih ili prediktivnih markera, a obradeni su na Odjelu za klinicku
citologiju Klini¢kog zavoda za patologiju, sudsku medicinu i citologiju KBC Split,
u razdoblju od 01. sije¢nja 2018. do 30. lipnja 2019.g.

Adekvatan stani¢ni blok s dovoljnim brojem malignih stanica za dodatnu

imunocitokemijsku analizu izraden je u 83% citoloskih uzoraka (Slika 9).

ADEKVATNOST UZORKA

preoskudna

celularnost
stanicnog bloka S
17%

adekvatan
uzorak
83%

Slika 9. Graficki prikaz adekvatnosti uzoraka stani¢nih blokova za dodatnu

imunocitokemijsku analizu

Raspon Zivotne dobi ispitanika ¢iji su uzorci stani¢nih blokova ukljuceni u

istrazivanje bio je od 29 do 88 godina, a najvise ispitanika je u dobnoj skupini od
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61 do 70 g. (47%) (Slika 10). 57% analiziranih stani¢nih blokova pripada
malignim citoloskim uzorcima ispitanica, dok 43% pripada uzorcima ispitanika

(Slika 11).

Raspodjela prema dobi
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Slika 10. Grafi¢ki prikaz broja uzoraka s obzirom na dob

Raspodjela prema spolu
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Slika 11. Grafic¢ki prikaz raspodjele prema spolu
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Citoloski uzorci na kojima je postavljena dijagnoza malignog tumora (primarno
sijelo ili metastatski tumor) u 69,7% slucajeva bili su tekuéi uzorci (47% pleuralni
izljevi, 17% ascites, 5,7% perikardijalni izljev). 30,3% uzoraka stani¢nih blokova
napravljeno je iz punktata tvorbi tankom iglom (eng. FNA, Fine Needle
Aspiration), najvise iz punktata limfnih ¢vorova (9 uzoraka) (Slika 12). Citoloska
dijagnoza malignog izljeva, primarnog ili metastatskog tumora u ovim slu¢ajevima
prva je dijagnoza maligne bolesti nakon koje je slijedila daljnja klini¢ka obrada u

potrazi za primarnim sijelom tumora.

Vrste uzoraka

PUNKTAT POTKOZNE TVORBE
PUNKTAT STITNJACE
PUNKTAT DOJKE .

PUNKTAT LIMFENOG CVORA i
TTP

PERIKARDUALNI IZUEV
ASCITES

PLEURALNI IZLJEV

Slika 12. Graficki prikaz vrste malignih citoloskih uzoraka uklopljenih u stani¢ni

blok

U 54,7% wuzoraka stani¢nih blokova postavljena je citoloSka dijagnoza
adenokarcinoma, dok je u 5 uzoraka (9,4%) postavljena sumnja na mezoteliom. U
5 uzoraka (9,4%) uklapanjem uzorka u stani¢ni blok nije se dobila veca celularnost
pa daljnja obrada na ovim uzorcima nije omoguc¢ila decidiranu citolosku dijagnozu
malignog tumora odnosno primarnog sijela. U po dva uzorka (3,8%)

dijagnosticirani su metastaza melanoma i non-Hodgkin limfom. Planocelularni
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karcinom utvrden je u jednom slucaju (1,9%), kao i1 dijagnoza neuroendokrinog
karcinoma i karcinoma zametnih stanica. U tri slucaja (5,7%) postavljena je

citoloska dijagnoza slabo diferenciranog karcinoma (Slika 13).

Citoloska dijagnoza maligne
neoplazme

PROLIFERACUA MEZOTELA
SUSPEKTNO

SLABO DIFERENCIRANI KARCINOM
NEUROENDOKRINI KARCINOM
KARCINOM ZAMETNIH STANICA
LIMFOM

MELANOM

MEZOTELIOM

PLANOCELULARNI KARCINOM
ADENOKARCINOM

Slika 13. Grafi¢ki prikaz raspodjele citoloskih dijagnoza iz uzoraka stani¢nih

blokova

U skupini malignih tumora dijagnosticiranih kao adenokarcinom, najviSe uzoraka
(38%) odgovaralo je primarnom adenokarcinomu pluca (Slika 14). U 17% tekucih
uzoraka dijagnosticiran je metastatski adenokarcinoma dojke, dok je u 14% tekuéih
uzoraka metastatski adenokarcinom odgovarao primarnom tumoru jajnika. U 17%
uzoraka, osim dijagnoze adenokarcinoma, s obzirom na imunohistokemijski profil

nije se sa sigurno$¢u moglo odrediti primarno sijelo tumora.
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PRIMARNO SIJELO ADENOKARCINOMA

nepoznato
17%

bubreg pluca
3% 38%

gusteraca
4%

zeludac
7%

dojka
17%

Slika 14. Prikaz primarnih sijela u skupini malignih tumora dijagnosticiranih kao
adenokarcinom, na Odjelu za klini¢ku citologiju KBC Split, od 01.01.2018. do
30.06.2019.¢.

Patohistoloski nalaz bio je dostupan u 62% uzoraka (33/53) i u svim slu¢ajevima
(100%) je potvrdio citolosku dijagnozu (Slika 15). 17% ispitanika s citoloSkom
dijagnozom maligne bolesti nije imalo patohistoloski nalaz u bazi Odjela za
patologiju KBC Split. Dio ispitanika je daljnju dijagnostiku 1 lijecenje nastavio u
drugim centrima, a kod dijela ispitanika lokacija lezija nije dopustala uzorkovanje
za patohistolosku dijagnostiku. U 15% ispitanika uzorak nije bio dovoljno
celularan za morfolosku, kao ni za dodatnu analizu i dijagnozu maligne bolesti te

su ti uzorci rijeSeni kao suspektni uz potrebu daljnje dijagnosticke obrade.
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Patohistoloski nalaz
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PHD potvrda maligna suspektna benigni citoloski
citologke dg neoplazma/bez neoplazma/bez  nalaz/bez PHD
PHD nalaza PHD nalaza nalaza

Slika 15. Patolosko-citoloska korelacija nalaza nakon citoloske obrade na

stani¢nim blokovima

Protutijela koriStena za dodatnu imunocitokemijsku analizu na stani¢nim

blokovima, u svrhu odredivanja primarnog sijela metastatskih tumora, kao i

prognostickog 1 prediktivnog znacenja, prikazana su u Tablici 1.

Tablica 1. Protutijela koriStena na stanicnim blokovima u dijagnostici malignih
tumora, njihovog primarnog sijela te prognostickih i prediktivnih vrijednosti.

Protutijelo

Tumor/primarno sijelo

TTF-1, Napsin A, CK7, ALK, PD-L1

Adenokarcinom pluca

P40, p63, CK 5/6

Planocelularni karcinom pluca

ER, PR, HER 2, Ki67

Karcinom dojke

Calretinin, WT-1, CK7, CK 5/6, p53, Desmin, EMA

Mezoteliom/proliferacija mezotela

Melan A, S 100

Melanom

LCA, CD79aq, bcl6

NHL

ER, WT-1, Vimentin, PAX8, CK7

Serozni karcinom jajnika

Calcitonin

Medularni karcinom S§titnjace

PLAP, CK AE1/AE3

Tumor zametnih stanica

RCC, CD10, Vimentin

Karcinom bubrega

CD56, Synaptophysin

Neuroendokrina diferencijacija

CK20, CDX2, CK19, CK8/18, HepPar

GI karcinomi, gusteraca, jetra
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5. RASPRAVA

Analiza prognostickih i prediktivnih biomarkera neophodna je u odabiru najbolje
personalizirane terapije za svakog pacijenta, Sto zahtijeva da se molekularni
markeri mogu primijeniti na malim uzorcima dobivenim minimalno invazivnim
dijagnostickim postupcima (citoloskim uzorcima ili biopsijama). Razli¢ite vrste
dostupnih citoloskih uzoraka, razli¢ite metode obrade 1 fiksacije daju odredenu
prednost citoloskim uzorcima pred biopsijom. Citoloski uzorci su uvijek obradeni
i fiksirani neposredno nakon uzorkovanja pa je genetski materijal dobro ocuvan.
Takoder, FNA uzorci obi¢no sadrzavaju Cistu, koncentriranu populaciju malignih
stanica $to ove uzorke ¢ini optimalnim i za molekularne analize. Ve¢im brojem
uzoraka dostupnim za dodatne analize izbjegavaju se ponovljeni invazivni
dijagnosticki postupci koji imaju za cilj dobivanje uzorka tkiva, Sto povecava

sigurnost pacijenata (14).

lako stani¢ni blokovi imaju odredenu prednost pred ostalim citoloskim uzorcima,
posebno u imunocitokemijskoj analizi, problem celularnosti bloka osnovni je
problem ove metode. Iako su u literaturi opisane razli¢ite metode izrade bloka, sa
specifiénim prednostima i ograni¢enjima, odabir metode ovisi o laboratoriju (7).
U ovom istrazivanju, za izradu stani¢nih blokova koristena je agar metoda. 17%
stanicnih blokova nije bilo dovoljno celularno za dodatnu imunocitokemijsku
analizu, s najve¢im udjelom teku¢ih uzoraka koji su imali tek po koju malignu ili
suspektnu stanicu ili su imali dovoljan broj stanica u sedimentu, ali uklapanjem u
stani¢ni blok njihov se broj gubi. Prema nasem iskustvu, metodom stani¢nog bloka
ne mogu se koncentrirati maligne stanice ukoliko ih je mali broj u uzorku. Iz
uzoraka punktata dobiveni su zadovoljavaju¢i uzorci jer se viSestrukim prolazom

kroz leziju moZe dobiti dovoljan broj stanica za analizu.

Jedan od glavnih nedostataka stani¢nog bloka je odgodeno izdavanje nalaza zbog
vrlo dugog vremena obrade (,turn around time“ — TAT). Od uzorkovanja do
gotovog nalaza i postavljene dijagnoze, ovisno o metodi, moze proc¢i od par dana

pa do 15 dana, ovisno o potrebama daljnje dijagnostike, sto nije prikladno za hitne

25



pretrage. Za izradu stani¢nog bloka potrebna je relativno velika koli¢ina uzorka,
Sto nije uvijek moguce dobiti, posebno iz punktata duboko smjestenih lezija.
Prilikom rezanja postoji velika moguénost za gubitak i ostecenje tkiva, a to znatno
smanjuje veli¢inu bloka i interferira s njegovom kvalitetom. Takoder, sva tkiva i
sekreti nisu jednako prikladni za uklapanje u stani¢ni blok. Dokazano je da uzorci
sa brojem stanica manjim od 1x10% u 80% slu¢ajeva nisu adekvatni za izradu
stanicnog bloka, ali se adekvatnim centrifugiranjem moZe dobiti sediment za
izradu citoloSkog razmaza. Zbog izrazito niske celularnosti, punktati Stitnjace se
rijetko uklapaju u stani¢éne blokove. Sve tehnike izrade blokova su zahtjevne i
uvodenje stani¢nih blokova u citodijagnosti¢ku rutinu sloZeno je i zahtjevno zbog

manjka osoblja i opreme (6).

Osnovna prednost stani¢nih blokova je njihova mo¢ prikazivanja arhitekture i
histoloskih osobina tkiva. Ocuvana je originalna struktura tkiva, Sto omogucava
bolje uoc¢avanje mogucih patoloskih promjena. Stani¢ni blok nakon izrade i rezanja
moze se bojati razli¢itim metodama. Pogodan je za standardna bojenja (npr. May-
Grunwald-Giemsa), specijalna bojenja (Papanicolau) ili pak za imunocitokemijske
analize. To citologu omogucava pregled viSe razli¢itih rezova uz vise razlicitih
tehnika bojenja, Sto pospjesSuje moguénost dobre i kvalitetne dijagnoze. Stanice su
kod stani¢nih blokova ,okupljene” na jednom mjestu, naj¢eS¢e U kruznim
rezovima promjera 0,5 do 1 cm, za razliku od tradicionalnih razmaza koji mogu
biti dugi i do par centimetara, razvuceni po cijelom preparatu, $to olakSava

mikroskopski pregled preparata (15).

Prema istrazivanju Sharma i sur. (16), metoda stani¢nog bloka kao dodatna metoda
rutinskim citoloSkim razmazima i sedimentima povecava osjetljivost citoloske

dijagnoze i omoguc¢ava dodatnu obradu, s ¢ime je u skladu i ovo istraZivanje.

Zbog razli¢itih vrsta citoloskih uzoraka i razli¢itih metoda obrade, neki autori su
usporedivali citolosku dijagnostiku izljeva metodom stani¢nih blokova i citoloskih

razmaza.

Prema istrazivanju Shivakumarswamy i sur. (15), na 60 uzoraka pleuralnog izljeva

utvrdeno je da stani¢ni blokovi imaju bolju celularnost uz veéu mogucnost
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prikazivanja morfologije stanica. U ovom istrazivanju, metoda stani¢nog bloka se
pokazala kao bolja i pogodnija, a ¢ak 15% uzoraka dodatno je klasificirano kao
maligno u odnosu na citoloski razmaz. Stani¢ni blokovi u ovom istrazivanju
izradeni su fiksacijom u 10%-tnom alkohol-formalinu (omjer 1:9 7.5% formalina
1 90% alkohola).

U istrazivanju Bhanvadia Viral i sur (17), temeljenom na 150 uzoraka pleuralnih
(79) 1 perikardijalnih (2) izljeva te ascitesa (69), metodom stani¢nog bloka je
potvrden malignitet u 15 od 16 suspektnih citoloSkih razmaza, a otkriveno je 1
dodatnih 15 malignih uzoraka, §to je za 10% veci dijagnositcki doprinos. Studija
je dokazala znacajnu statisticku razliku izmedu ove dvije tehnike. Prema autorima,
metoda stani¢nog bloka superiornija je od citoloskih razmaza, a suspektne lezije u
razmazima sa sigurno$¢u mogu biti svrstane u benigne ili maligne uz pomo¢
stani¢nog bloka. U tehnici izrade stanicnog bloka koristen je AAF fiksativ — 34
mililitra 95%-tnog etilnog alkohola, 2 mililitra octene kiseline i 4 mililitra

formalina.

U ovom istrazivanju, najve¢i broj dijagnosticiranih malignih tumora odgovara
adenokarcinomu i to u najveCem broju uzoraka metastatskom primarnom
adenokarcinomu pluca u izljevu, $to je u skladu s literaturom prema kojoj se do
70% pacijenata s karcinomom pluc¢a dijagnosticira u proSirenom stadiju kada je za
dijagnostiku i dodatne metode dostupan samo citoloski uzorak (18). Sve veca
ucestalost periferno smjeStenih adenokarcinoma pluéa smanjuje ulogu
tradicionalne bronhoskopije kao prve linije u dijagnostici karcinoma pluc¢a, a uloga
citologije postaje klju¢na u dijagnostici i procjeni prosirenosti bolesti, zahvaljujuéi
i razvoju minimalno invazivnih endoskopskih tehnika za uzorkovanje
medijastinalnih limfnih ¢vorova. Upotreba biopsije periferno smjestenih lezija nije
povecala dijagnosticku osjetljivost u odnosu na FNA uzorke, komplikacije u obliku
pneumotoraksa dosezu 60%, a tumorska heterogenost povecava rizik laZno

negativnih nalaza u obje metode (19,20).

Citoloski uzorci, razmazi i sedimenti, pokazali su se vrijednim i adekvatnim te

boljim od formalinom fiksiranih tkivnih uzoraka za molekularno testiranje EGFR
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mutacije (18), sto je dijagnosticka praksa i na Zavodu za patologiju, sudsku
medicinu i citologiju KBC-a Split. Razlika citoloskog uzorka i bioptata je u metodi
fiksacije, a iz neodbojanih citoloskih stakala struganjem se dobije dovoljna

koli¢ina dobro o¢uvanog materijala za molekukarnu EGFR analizu.

lako se u ovom trenutku citoloski razmazi, zbog nedostatka validacije, ne
preporucuju kao materijal za analizu prediktivnih markera, citoloski uzorak
uklopljen u stani¢ni blok pokazao se kao adekvatan uzorak za ALK, PD-L1, ROS

analizu, kao i analizu prediktivnih markera u karcinomima dojke (18, 21).

Uloga stani¢nih blokova u dijagnostickoj citologiji/citopatologiji je bez sumnje
znacajna jer omogucava primjenu dodatnih validiranih metoda na citoloskom
uzorku. Unaprijedenje same tehnike izrade blokova povecat Ce osjetljivost i
specifi¢nost citodijagnostike. U dana$nje vrijeme, jedna od najvaznijih prednost
metode stani¢nih blokova je moguénost pohrane citoloskih uzoraka za dodatne

analize te buducu uporabu i istrazivanje u svrhu individualne terapije.
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6. ZAKLJUCAK

1. Citoloski uzorci na kojima je postavljena dijagnoza malignog tumora (primarno
sijelo ili metastatski tumor) u 69,7% slucajeva bili su tekuci uzorci (47% pleuralni
izljevi, 17% ascites, 5,7% perikardijalni izljev) dok je tre¢ina uzoraka stani¢nih
blokova napravljena iz punktata tvorbi tankom iglom i to najviSe iz punktata

limfnih ¢vorova.

2. Adekvatan stani¢ni blok s dovoljnim brojem malignih stanica za dodatnu
imunocitokemijsku analizu izraden je u 83% citoloskih uzoraka, §to agar metodu

¢ini dobrom, a jeftinom metodom izrade stani¢nih blokova.

3. Udio adenokarcinoma medu citoloskim dijagnozama na stani¢nom bloku je
54,7% Sto ga Cini najces¢e dijagnosticiranim malignim tumorom u ovom uzorku,
a najvise uzoraka (38%) odgovaralo je primarnom adenokarcinomu pluc¢a. U 17%
tekucih uzoraka dijagnosticiran je metastatski adenokarcinoma dojke, dok je u 14%
tekucih uzoraka metastatskiadenokarcinom odgovarao primarnom tumoru jajnika.
U manje od petine uzoraka s dijagnozom adenokarcinoma s obzirom na
imunohistokemijski profil nije se sa sigurnos¢u moglo, zbog oskudnosti uzorka,

odrediti primarno sijelo tumora.

4. Od svih ispitanika uklju¢enih u istrazivanje, 62% je imalo patohistolosku
potvrdu bolesti koja je potvrdila citolosku dijagnozu na stani¢nom bloku. Periferno
ili duboko smjestene lezije nisu uvijek dostupne za uzorkovanje i patohistolosku
dijagnostiku, ¢ime citoloska dijagnostika postaje klju¢na u postavljanju dijagnoze

1 odabiru lijeCenja.
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8. SAZETAK

Uvod: Citoloska dijagnostika je jednostavna dijagnosti¢ka metoda koja ima vaznu
ulogu u dijagnostici malignih tumora. lako je mikroskopska slika ponekad tipi¢na,
u nekim sluc¢ajevima maligne stanice su loSe diferencirane ili su prisutne kao
metastatska bolest, pa je primjena dodatnih metoda potrebna u odredivanju sijela

primarnog tumora.

Cilj: Cilj ovog rada je procijeniti adekvatnost stani¢nih blokova za dodatnu
imunocitokemijsku dijagnostiku, analizirati vrstu citoloSkih uzoraka koji su
uklopljeni u stani¢ni blok te prikazati raspodjelu malignih tumora prema

histoloskom tipu 1 primarnom sijelu tumora uz patohistoloSku korelaciju.

Metode: Analizirani su citoloSki uzorci 53 ispitanika koji su uklopljeni agar
metodom u formalinom fiksirani stani¢ni blok, od 01.01.2018. do 30.06.2019.g.
CitoloSki sedimenti i razmazi te uzorci stanicnih blokova analizirali su se
morfoloski i imunocitokemijski uz primjenu panela protutijela na Ventana Ultra

Benchmark platformi.

Rezultati: Od 53 stani¢na bloka analizirana u ovom istrazivanju, 83% je bilo
celularno i adekvatno za dodatnu imunocitokemijsku analizu. 69,7% stani¢nih
blokova napravljeno je od malignih tekuc¢ih citoloskih uzoraka (47% pleuralni
izljev, 17% ascites, 5,7% perikardijalni izljev), dok su ostali uzorci (30,3%)
dobiveni punkcijom tankom iglom (uzorci limfnih ¢vorova, pluca, dojke,
Stitnjace). 54,7% uzoraka dijagnosticirano je kao adenokarcinom, 9,4% kao
suspektan mezoteliom, 3,8% kao metastatski melanom i non-Hodgkin limfom,
1,9% kao plocasti karcinom, neuroendokrini karcinom te karcinom zametnih
stanica dok je 5,7% dijagnosticirano kao slabo diferencirani karcinom. Pet uzoraka
stani¢nih blokova (9,4%) je bilo oskudne celularnosti, neadekvatno za definitivnu

dijagnozu maligniteta ili odredivanje primarnog sijela tumora.

NajceS¢e primarno sijelo tumora dijagnosticiranog kao adenokarcinom su pluca

(38%), nakon ¢ega slijede dojka (17%) 1 jajnik (14%). 62% citoloskih dijagnoza
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potvrdeno je patohistoloskom analizom. Ostali ispitanici nemaju patohistolosku
potvrdu zbog nepoznatog primarnog sijela ili nezgodne lokacije za biopsiju
primarnog tumora.

Zakljucak: Citoloski dijagnosticirani maligni tumori (primarni ili metastatski)
mogu se adekvatno morfoloski i dodatno imunocitokemijski analizirati uz
primjenu dijagnostickih, prognostickih i prediktivnih markera, na agarom

procesiuranim formalin-fiksiranim stani¢nim blokovima.

Kljuéne rije¢i: citoloski uzorci, Ccitoloska dijagnoza, stani¢ni Dblok,

imunocitokemija
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9. SUMMARY

Introduction: Cytology is a simple diagnostic method that plays an important role
in the diagnosis of malignancy. Microscopic examination sometimes can reveal the
type of tumor, but in some cases malignant cells are poorly differentiated and found
in one or more metastatic sites, therefore additional tests must be used to
determined the primary site.

Objective: The aim of this study was to assess the cell block adequacy for
additional immunocytochemical staining, to show the distribution of various types
of cytologic samples used for cell blocks and distribution by tumor type along with

cyto-pathologic corellation.

Methods: The study analysed cytologic samples and agar methods for formalin-
fixed cell blocks from 53 patients, between 01.01.2018. and 30.06.2019. Cytologic
slides and tumor sections were examined morphologically and
immunocytochemically using the panel of antibodies on Ventana Benchmark

platform.

Results: Of the 53 cell blocks analized in this study, 83% were cellular and
adequate for further immunocytochemical analysis. 69,7% cell blocks were made
from malignant effusions (47% pleural effusions, 17% ascites, 5,7% pericardial
effusions), and the remaining samples (30,3%) were obtained by FNA (lymph
nodes, lung, breast, thyroid gland). 54,7% of cell block samples were diagnosed
with adenocarcinoma, 9,4% with suspected for mesothelioma, 3,8% with
metastatic melanoma and non-Hodgkin lymphoma, 1,9% with planocellular
carcinoma, neuroendocrine carcinoma and germ cell carcinoma and 5,7% with
diagnosis of poorly differentiated carcinoma. Five cell blocks (9,4%) were poorly
cellular and inadequate for definitive malignant diagnosis and determination of
primary tumor site. The most common primary site for samples with confirmed
adenocarcinoma diagnosis were lung carcinoma (38%) followed by breast (17%)

and ovarian carcinoma (14%). 62% cases were confirmed by pathologic diagnosis.

35



The other patients did not have pathological confirmation because of unknown

primary location or unfavourable location for tumor biopsy.

Conclusions: Cytologicaly diagnosed malignant tumors (primary or metastatic)
can be adequately classified by morphology and additional immunocytochemical
methods with diagnostic, prognostic and predictive markers on agar-processed,
paraphin-fixed cell blocks.

Key words: cytology samples, cytological diagnosis, cell blocks,

immunocytochemistry
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