ONKOLOGIJA / za prakso

leto XV / §t. 2 / december 2011

Ultrazvocno vodena aspiracijska biopsija s tanko iglo
v diagnostiki ledvicnih tumorjev

M. Strojan Flezar, B. Cernelé, H. Gutnik in A. Visnar Perovié
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Ultrazvo¢no vodena aspiracijska biopsija je v Sloveniji ze
dolga leta standardna metoda za morfolosko diagnostiko
radiolosko tezavnih ledvi¢nih tumorjev. V zadnjih letih se
zanimanje za to diagnosti¢no metodo povecuje tudi v Evropi,
predvsem za dodatno diagnostiko majhnih tumorijev, ki
merijo najve¢ 3 cm. V nasi analizi smo potrdili, da je metoda
uporabna za diagnostiko majhnih tumorjev, ¢e so vzorci
dovolj celularni in reprezentativni za lezijo. V citopatoloski
diagnostiki so nam v pomo¢ tudi imunocitokemicna barva-
nja, s katerimi lahko natan¢neje opredelimo tip ledvi¢nega
karcinoma: svetloceli¢ni, papilarni in kromofobni karcinom
ledvi¢nih celic.

uvoD

S siroko uporabo slikovnodiagnosti¢nih metod za ugotavljanje
vzrokov tezav v trebuhu radiologi naklju¢no odkrivajo vedno
ve¢ ledvicnih tumorjev. Vecinoma lahko postavijo zanesljivo
diagnozo, ki je izhodisce za nacrtovanje zdravljenja, dodatne
diagnosticne metode pa so potrebne v nejasnih primerih.
Morfolosko diagnozo lahko postavimo iz vzorcev aspiracijske
biopsije s tanko iglo (ABTI) ali iz vzorcev debeloiglelne
biopsije (DI) (1-4). Studije so pokazale podobno specifi¢nost
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Slika 1.
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in obcutljivost obeh metod za diagnozo malignoma, pred-
vsem obicajnega svetloceli¢nega karcinoma ledvi¢nih celic
(3, 4). Dl-biopsija je bolj invazivna in za bolnika bolj obre-
menjujoca, pa tudi tehni¢no zahtevnejsa kot ABTI. Prednost
DI-biopsije je ohranjena struktura tkiva, ki omogoca tipizacijo
in opredelitev gradusa karcinomov ledvicnih celic. Pri ABTI
je diagnoza lahko zelo hitra. Diferenciacija med benignim

in malignim je zanesljiva, vendar je dolocanje razli¢nih tipov
karcinoma ledvi¢nih celic manj uspesno (5). Metoda je uspe-
$na tudi za jemanje vzorcev iz majhnih ledvi¢nih tumorjev, ki
so opredeljeni kot tumorji, veliki najve¢ 3 cm (slika 1) (6, 7).

V zadnjih letih so v evropskih uroloskih strokovnih revijah
objavili ve¢ studij o mozni uporabi in pomenu ABTI v
klini¢ni praksi (2—4, 6, 7). V preteklosti so urologi v tujini
predoperativno morfolosko diagnozo (ABTI ali DI) zahtevali
le iziemoma, npr. ¢e bolnik ni bil sposoben za operacijo, ¢e
radioloska diagnoza ni bila dokon¢na ali ob sumu, da je v
ledvici zasevek.

V Univerzitetnem kliniécnem centru v Ljubljani ze 20 let
uspesno izvajajo ultrazvocno (UZ) voden odvzem vzorcev

iz ledvicnih tumorjev z ABTI in citopatoloski izvidi so del
rutinske diagnosti¢ne obdelave bolnikov z ledvi¢nimi tumoriji.
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Ultrazvocna slika majhnega ledvicnega tumorja.
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ULTRAZVOCNO VODENA ASPIRACIJSKA BIOPSIJA S
TANKO IGLO LEDVICNIH TUMORJEV IN PRIPRAVA
VZORCEV

Odvzem celi¢nega vzorca iz sprememb v ledvici z ABTI
opravi radiolog pod UZ-nadzorom (slika 2). V standardnem
postopku uporabljajo 0,7 mm debelo iglo na 10-mililitrski
brizgi. Takoj po posegu pripravijo 2 razmaza in ju posusijo
na zraku. Preostali celi¢ni vzorec v brizgi in igli sperejo v
prilagojen celi¢ni medij.

Razmaze v citoloskem laboratoriju obarvamo po Giemsi, nato
pa se na podlagi ocene svetlobnomikroskopske morfoloske
slike odlo¢imo za pripravo dodatnih vzorcev za morebitna
imunocitokemi¢na barvanja. V tem primeru iz celi¢ne
suspenzije pripravimo testni citospin v citocentrifugi (Shandon
cytospin 4 cytocentrifuge, Thermo Shandon Inc, Pittsburg,
Pennsylvania, ZDA). Stevilo dodatnih citospinov je odvisno
od celularnosti vzorca. Citospine fiksiramo v Delaunayevi
raztopini ali v metanolu in barvamo po Papanicolaouovi
metodi.

Imunocitokemi¢na barvanja potekajo v avtomatiziranem
imunobarvalcu (NexES, Ventana Medical Systems SA, Tucson,
ZDA\). Za prikaz vezanih protiteles uporabljamo iView kit
(Ventana Medical Systems Inc., Tucson, ZDA). Za tipizacijo
ledvicnih neoplazem lahko uporabljamo kombinacijo protite-
les, ki so navedena v tabeli 1.

CITOPATOLOSKE DIAGNOZE LEDVICNIH TUMORJEV IN
UJEMANJE S HISTOPATOLOSKIMI DIAGNOZAMI

Od marca 2007 do avgusta 2010 smo na Institutu za patolo-
gijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani pregledali 227
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Slika 2.

vzorcev UZ-vodenih ABTI razli¢nih sprememb v ledvicah.
Histopatolosko diagnozo smo nasli v 98 primerih (43,3 %).
Srednja velikost operiranih tumorjev je bila 2,8 cm, povprec-
na pa 3,4 cm (= 2,18; razpon od 1 cm do 13 cm).

Tabela 1. Osnoven nabor protiteles za diagnostiko najpogostejsih
ledvi¢nih tumorjev.

Protitelo

Tip |ree|vim|ck7|Psoas| D117 |HMB45 [MelanA| GMA
tumorja

Svetlo-
celi¢ni
karcinom
ledvi¢nih
celic

Papilarni

karcinom
ledvi¢nih
celic

Kromo-
fobni
karcinom
ledvi¢nih
celic

Angio-
miolipom
Onko-
citom

+ +- | - | -

+

RCC: oznacevalec karcinoma ledvi¢nih celic (angl. renal cell
carcinoma marker), VIM: vimentin, CK7: citokeratin 7; P504S:
a-methilacil-CoA racemaza; HMB45 in MelanA: oznacevalca poveza-
na z melanosomi; GMA: gladkomisi¢ni aktin.

Ultrazvocna slika igle v ledvicnem tumorju (puscica).
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Neuporabni vzorci in vzorci z ortotopnimi ledvicnimi
strukturami

Vzorec je bil neuporaben ali nereprezentativen za cito-
patolosko preiskavo v 9,7 %, v nadaljnjih 7,9 % pa so bile
zajete ortotopne strukture ledvice ali pa je vzorec vseboval
druge benigne celice. Priblizno polovica teh bolnikov je bila
operirana in histopatoloska preiskava je v 6 od 19 primerov
(31,2 %) pokazala karcinom ledvi¢nih celic, v nadaljnjih 3
primerih pa benigen tumor ledvice, nefrosklerozo in kroni¢ni
pielonefritis.

Ciste

V vec kot tretjini vzorcev (35,2 %) je bila v preiskavo posla-
na tekocina iz ledvi¢nih cist (tabela 2). Celice iz tekocine
skoncentriramo s centrifugiranjem. V enostavnih (benignih)
cistah, ki so v sedimentih iz tekocine ali pa v citospinih,
navadno najdemo malostevilne makrofage, drobir, lahko tudi
normalne epitelijske celice (ledvi¢nih tubulov). Dva bolnika
sta bila pozneje operirana in pri enem so s histopatolosko
preiskavo ugotovili svetloceli¢ni karcinom ledvicnih celic,

pri drugem pa je bil odkrit retroperitonealni schwannom s
cisti¢nimi spremembami. Oba vzorca sta imela za enostavno
cisto neobicajno morfolosko sliko; v prvem primeru je v
tekocini prevladovala stara kri, v drugem pa so bili v tekocini
posamezni drobci gostocelularne strome.

Tabela 2. Citopatoloske diagnoze v vzorcih UZ- vodenih ABTI in delez
histopatolosko pregledanih vzorcev.

Citoloska diagnoza | Vsi vzorci Histopatoloska preiskava ***
Neuporabno* 22 (9.7%) 12 (54.5%)
Negativno/Normalno | 19 (8.4%) 10 (52.6%)
tkivo

Cista** 80 (35.2%) |2 (2.5%)
Angiomiolipom 11 (4.8%) 2 (18%)
Onkocitom 15 (6.6%) 8 (53.3%)
Sumljivo za karcinom |30 (13.2%) |21 (70%)
Pozitivno za 50 (22%) 43 (86%)
karcinom

Skupaj 227 (100%) |98 (43.2%)

*tudi nereprezentativni vzorci (jetra), 1 nekonkluziven
**) cisticna nefroma
*** Stevilo (%) histoloskih biopsij po citoloski diagnozi

Angiomiolipom

Pri majhnem delezu bolnikov (11 primerov, 4,8 %) smo s
citopatolosko preiskavo diagnosticirali angiomiolipom. Pri 6
od 11 je bilo dovolj celi¢nega materiala za imunocitokemicna
barvanja, v 2 od 4 primerov je bil pozitiven MelanA, v 2 od

6 HMB45 (oba sta oznacevalca melanosomov), v 5 od 5 pa
gladkomisicni aktin (GMA). Operirana sta bila le 2 bolnika
(brez imunocitokemicnih barvanj); pri enem je histopatoloska
preiskava pokazala svetloceli¢ni karcinom ledvi¢nih celic, pri
drugem pa onkocitom.

Onkocitom

Diagnozo onkocitom smo postavili pri majhnem delezu
bolnikov (15 primerov, 6,6 %); pri 3 smo v diagnozi opozorili,
da ne moremo povsem zanesljivo izkljuciti kromofobnega

tipa karcinoma ledvicnih celic. V 4 primerih smo opravili tudi
imunocitokemicna barvanja na vimentin (znacilno negativen),
CD117 (pozitiven), CK7 (negativen). Operirali so 8 bolnikov
(53,3 %), pri vseh so tudi s histopatolosko preiskavo potrdili
onkocitom.

Vzorci, sumljivi za karcinom

V 30 primerih (13,2 %) so vzorci vsebovali malostevilne
skupke atipi¢nih celic. Nekatere so bile slabse ohranjene,

v nekaterih vzorcih je bila zajeta nekroza, zato dokoncna
diagnoza karcinoma ni bila mogoca. Histopatoloska preiskava
je pricakovano sledila kar v 70 % primerov. V 15 primerih

(50 %) je bila histopatoloska diagnoza karcinom ledvicnih
celic, v 4 pa benigni tumorji (cisticni nefrom in jukstaglome-
rulni tumor).

Karcinom ledvic¢nih celic

V 50 primerih (22 %) smo postavili citopatolosko diagnozo
karcinom ledvi¢nih celic in v 43 primerih (86 %) smo imeli
pozneje Se histopatolosko diagnozo.

V 17 od 20 (85 %) primerov smo postavili pravilno diagnozo
svetloceli¢nega karcinoma ledvi¢nih celic (slika 3A, slika 3B),
v 3 primerih so s histopatolosko preiskavo ugotovili papilarni
karcinom ledvi¢nih celic, v 3 primerih pa histopatoloska
preiskava ni bila narejena.
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Slika 3. Znacilna citomorfoloska slika svetlocelicnega karcinoma
ledvi¢nih celic, obicajni tip (Giemsa, x600) (zgoraj).
Pozitivna imunocitokemicna reakcija na oznacevalec
karcinoma ledvic¢nih celic (RCC) (spodaj) (x600).
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Papilarni karcinom ledvi¢nih celic smo pravilno ugotovili pri
14 od 15 (93,3 %) histopatolosko potrjenih tumorjev (slika
4A, slika 4B). V vseh primerih smo opravili imunocitokemicna
barvanja (RCC+, CK7+, VIM+, P504S+). Enkrat smo ugo-
tovili, da je bila nasa diagnoza napacna, saj je histopatoloska
preiskava pokazala benigni mesani epitelijski stromalni tumor
ledvice. V 2 primerih histopatoloske diagnoze nismo nasli.

Slika 4.  Citomorfoloska slika papilarnega karcinoma ledvicnih
celic s svetlo citoplazmo (Giemsa, x600) (zgoraj). Pozitivna
imunocitokemicna reakcija na oznacevalec P504S
(racemaza), ki je znacilno pozitiven v teh karcinomih

(spodaj) (x600).

Vseh 5 (100 %) kromofobnih karcinomov ledvi¢nih celic smo
pravilno diagnosticirali s citopatolosko preiskavo in pri vseh
smo opravili imunocitokemic¢na barvanja (RCC+/-, VIM-,
CK7+, CD117+) (slika 5A, slika 5B).

V 5 primerih smo podali samo diagnozo karcinom, v 3
primerih pa je bila pozneje narejena histopatoloska preiskava,
ki je pokazala 2 kromofobna karcinoma ledvi¢nih celic in
svetloceli¢ni karcinom.

PREDNOSTI IN SLABOSTI CITOPATOLOSKE DIAGNOSTI-
KE LEDVICNIH TUMORJEV

V citoloski literaturi ze od 80. let prejsnjega stoletja objavljajo
¢lanke o uspesnosti UZ-vodene aspiracijske biopsije s tanko

iglo v diagnostiki ledvi¢nih tumorjev (1). Opisane so bile
citomorfoloske znacilnosti benignih in malignih ledvi¢nih
tumorjev, porocali so tudi o moznostih natancnejse tipizacije
karcinomov ledvicnih celic (1, 5, 8). Studije so pokazale, da
je citopatoloska preiskava uspesna pri razlikovanju malignih
in benignih neoplazem, manj zanesljiva pa je pri natancnejsi
tipizaciji karcinomov (5, 8-10).

Slika 5.  Citomorfoloska slika kromofobnega karcinoma
ledvi¢nih celic (Giemsa, x600) (zgoraj). Sibko pozitivna
imunocitokemicna reakcija na oznacevalec CD117, ki je

znacilno pozitiven v teh karcinomih (spodaj) (x600).

V zadnijih letih radiologi v sklopu slikovnodiagnosti¢nih
preiskav zaradi drugih simptomov in znakov v predelu
trebuha naklju¢no odkrivajo vedno manjse ledvi¢ne tumorje.
Glede na podatke v literaturi in tudi glede na nase izkusnje
je UZ-ABTI uspesna metoda tudi za pridobivanje celi¢nih
vzorcev iz majhnih tumorjey, ki so v literaturi opredeljeni kot
tumorji, veliki najve¢ 3 cm (6, 7). Dostikrat so majhni tumorji
radioloskodiagnosti¢no tezavni, sqj je slika benignih tumorjev
(angiolipoma in onkocitoma) lahko zelo podobna karcinomu
ledvicnih celic. Radioloske znacilnosti so zanesljivejse pri
tumorjih, ve¢jih od 3 cm. Zato je pri majhnih tumorjih
potrebna dodatna morfoloska diagnostika. Tudi v nasi analizi
smo potrdili, da lahko dobimo ustrezen material in postavimo
zanesljivo citopatolosko diagnozo tudi pri majhnih tumorijih,
saj je bila srednja velikost operiranih ledvi¢nih tumorijey,

ki smo jih izmerili med makroskopskim opisom resektata,
2,8 cm (povprecje 3,4 cm; razpon od 1 cm do 13 cm).
Splosno pravilo v citopatologjji je, da je zanesljivost diagnoze
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odvisna od koli¢ine vzorca in od pravilnosti mesta odvzema
vzorca (reprezentativnosti), kar smo znova ugotovili tudi v
nasi analizi. Kliniki se dobro zavedajo pomanijkljivosti citopa-
toloske preiskave v teh primerih, saj je bila ve¢ kot polovica
bolnikov v tej skupini pozneje operirana, predvidevamo,

da na podlagi slikovnodiagnosti¢nih izvidov. Histopatoloska
preiskava odstranjenih tumorjev je v znatnem delezu (6 od
19 primerov, 31,2 %) potrdila karcinom ledvi¢nih celic.

Enostavne ledvicne ciste so razmeroma pogosta najdba, in ¢e
je izvid citopatoloske preiskave tekocine, odvzete iz ciste z
UZ-ABTI, skladen s slikovnodiagnosti¢nim izvidom, zdra-
vljenje ni potrebno. Kadar pa s citopatolosko preiskavo ne
najdemo znacilnih elementov za enostavno cisto (makrofagi,
drobir), ampak razpad ali staro kri, moramo biti previdni

(1, 5). Tudi karcinomi ledvi¢nih celic imajo lahko (psevdo)
cisti¢cne predele, iz katerih dobimo tekocino, kar so ugotovili
s histopatolosko preiskavo operiranega tumorja pri 1 bolniku
v nasi raziskavi. Podobne (psevdo)cisti¢ne spremembe lahko
vsebujejo tudi retroperitonealni tumorji, ki se v dvodimenzio-
nalni UZ-preiskavi lahko projicirajo v ledvico, kar smo opazili
pri bolniku s cisticno spremenjenim retroperitonealnim
schwannomom.

Benigni tumorji v nasi analizi so bili glede na citopatolosko
diagnozo vecinoma angiomiolipomi in onkocitomi, vendar
predvsem bolniki z angiomiolipomi niso bili operirani, zato
pravilnosti citopatoloske diagnoze nismo mogli preveriti.

V diagnosti¢no pomo¢ pri citopatoloski diagnostiki so

lahko imunocitokemicna barvanja (tabela 2), zavedati pa

se moramo, da je morfoloska slika lahko zavajajoca, prav
tako tudi rezultati imunocitokemicnih barvanj. Gostoceli¢ne
drobce strome lahko dobimo tudi pri svetloceli¢nem karci-
nomu ledvicnih celic, zato moramo pri ne povsem znacilni
citomorfoloski sliki natanc¢no iskati morebitne majhne skupke
nevpadljivih svetlih karcinomskih celic.

Uspesni smo bili v opredeljevanju onkocitomov. Imunocito-
kemic¢na barvanja imajo pri teh primerih manjsi pomen, saj
se rezultati prekrivajo s tistimi pri kromofobnem karcinomu,
ki glede na morfolosko sliko celic prihaja v diferencialno
diagnozo pri teh tumorjih (5, 8, 10).

Pri citoloski diagnozi, sumljivi za karcinom, ki je obicajno
povezana s celi¢no piclimi vzorci, pricakujemo nadaljnje
diagnosti¢ne postopke za potrditev ali izkljucitev karcinoma.
Dejansko so v polovici primerov s histopatolosko preiskavo
resektata ledvice odkrili karcinom ledvi¢nih celic, v 4
primerih pa benigne tumorje, med njimi zelo redke, kot sta
cistiéni nefrom in jukstaglomerulni tumor. Oba tumorja vse-
bujeta citolosko atipicne celice, ki jih brez preostalih tkivnih
arhitekturnih znacilnosti s citopatolosko preiskavo ne moremo
diagnosticirati (5, 10).

Podobno velja tudi za neopredeljene karcinome, kjer je
bila citoloska slika dovolj znacilna za odlocitev o malignosti,
nadaljnja opredelitev pa ni bila mogoca.

Presenetljivo uspesni smo bili pri citopatoloski diagnozi razlic-
nih tipov karcinomov ledvi¢nih celic, e posebno papilarnega
in kromofobnega (slike 3, 4 in 5). K pravilni diagnozi so znatno
pripomogla imunocitokemicna barvanja, ki smo jih lahko opra-
vili zaradi bogatih celi¢nih vzorcev (11). V literaturi opozarjajo,
da paneli, navedeni v tabeli 1, niso popolnoma zanesljivi. Pri
katerem koli tumorju lahko pride do aberantne ekspresije

antigenov, zato moramo rezultate imunocitokemicnih barvan;
vedno interpretirati v skladu z morfolosko sliko tumorja.

Ceprav je citologka slika svetloceli¢nega karcinoma ledvi¢nih
celic znacilna, smo bili pri tej diagnozi manj uspesni, saj so v
tej skupini zajeti tudi vzorci z manj celicnega materiala, kjer
je morfoloska slika lahko zavajujoca. Morfoloske slike razli¢-
nih tipov karcinomov ledvi¢nih celic se lahko tudi prekrivajo
(5, 10). Tako ima papilarni tip karcinoma ledvi¢nih celic lahko
enako drobno vakuolizirano citoplazmo kot obicajni svetlo-
celicni tip, zato ga ob odsotnosti prepricljivih papil lahko ne
spoznamo, kar smo opazali pri 2 bolnikih.

SKLEP

V analizi smo potrdili, da je UZ-vodena aspiracijska biopsija s
tanko iglo uspesna metoda za diagnostiko ledvi¢nih tumorjey,
tudi tistih, ki so manjsi od 3 cm. S citopatolosko preiskavo
lahko opredelimo malignost tumorja, pa tudi razli¢ne tipe
karcinomov ledvi¢nih celic, ¢e je celi¢ni material reprezenta-
tiven, dovolj bogat, kar omogoca, da opravimo tudi imuno-
citokemicna barvanja. Kliniki se dobro zavedajo omejitev
citopatoloske preiskave pri nereprezentativnih, piclih in za
karcinom sumljivih vzorcih, kjer vec¢inoma pozneje naredijo
histopatolosko preiskavo.
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