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Izidor Kern

Bolezni plevre so manj pogosta obolenja prsnega kosa. Prizadetost plevre opa-
zujemo velikokrat pri razli¢nih sistemskih in plju¢nih boleznih, neoplasti¢nih
in neneoplasti¢nih, ki se lahko izraza s plevralnim izlivom, bolezenskim nabira-
njem tekocine v plevralni votlini. V diagnosti¢ni obravnavi pacienta s plevralnim
izlivom je citoloski pregled vzorca ena od klju¢nih preiskav z visoko diagno-
sti¢no obcutljivostjo za ugotavljanje vzroka nastanka izliva. Plevralna punkecija
ali torakocenteza je poseg, s katerim pridobimo vzorec plevralnega izliva. Gre za

relativno preprost, minimalno invaziven, dostopen in ne drag poseg.

Citolosko pregledovanje plevralnega izliva sega v 19. stoletje. Leta 1847 je Rein-
hardt opisal morfoloSke spremembe celic, ki jih je opazoval z mikroskopom v
vzorcih plevralnih izlivov. Leta 1882 je Paul Ehrlich prvi opisal maligne celice
v vzorcu plevralnega izliva. Do danes je strokovna literatura, ki obravnava
citolosko pregledovanje plevralnega izliva, zelo obsezna. Iskanje malignih
celic v vzorcu plevralnega izliva, dokazovanje njihovega porekla in razlikova-
nje od netumorskih celic je z novejsimi pomoznimi metodami v citopatologiji
postalo bolj zanesljivo ter prispeva k izboljsanju diagnosticne obcutljivosti in
specificnosti citoloSke preiskave. Mezotelna celica, ki lezi na povrsini poprsnice
(plevre) podobno kot v vseh drugih seroznih votlinah, se z razvojem plevral-
nega izliva lusci in pridobi Sirok spekter morfoloskih sprememb, ki posnemajo
razlicne maligne celice, zato predstavlja diagnosti¢ni izziv pri vsakodnevnem
citoloskem delu.

Diagnosticiranje plevralnega izliva je stopenjsko. Anamnezi in klini¢nemu
pregledu sledi slikovna diagnostika (ultrazvocni pregled, rentgensko slikanje
in rac¢unalniska tomografija prsnega kosa). S plevralno punkcijo dobimo vzorec
plevralnega izliva za biokemic¢ne analize, mikrobioloSke preiskave in citoloski



pregled. Primarni namen citoloskega pregleda je izkljucevanje oziroma potrje-

vanje neoplasticne etiologije.

Pred dvajsetimi leti smo izdali prvo skripto o citologiji plevralnega izliva v
slovenskem jeziku. Nova spoznanja in metode molekularne patologije, razvoj
imunocitokemije, standardizacija postopkov, nedavno sprejeta mednarodna pri-
porocila in razsiritev uporabe celicnega bloka so nas spodbudili, da pripravimo
novo izdajo skripte. Zelimo si, da bi koristila vsem sodelavcem, ki pregledujejo

vzorce plevralnega izliva.



Margareta Strojan Flezar

Zbornik, ki so ga pripravili golniski patologi skupaj s kliniki in sodelavci iz nji-
hovega laboratorija, je sistematicen pregled citopatologije plevralnega izliva, ki
je dokaj pogost vzorec v citopatoloskem laboratoriju, z vprasanjem na napotnici,
ali so v vzorcu maligne celice. Po uvodnem delu je v zborniku nazorno prikazana
mezotelna celica z razlicnih morfoloskih vidikov. Sledi poglavje o klini¢ni obrav-
navi bolnikov s plevralnim izlivom, ki podpre razumevanje nadaljnje diagnosti¢ne
obravnave, vklju¢no s citopatolosko preiskavo. V diagnosti¢nih kategorijah je
predstavljena golniska klasifikacija in primerjava z uveljavljenimi mednarodnimi
klasifikacijami. Laboratorijska obdelava plevralnega izliva popelje bralca skozi
vse faze od sprejema vzorca do oddaje preparatov patologu. Predstavi tudi doda-
tne metode, predvsem imunocitokemicne, medtem ko so molekularne preiskave
opisane v posebnem poglavju. Posebej je predstavljena netumorska citopatologija
plevralnega izliva, ki ji sledi citopatologija malignih izlivov, tako sekundarnih,
katerih razlog nastanka najveckrat ti¢i v pljucih, sledijo zasevki karcinomov in
drugih - neepitelijskih - malignomov iz razli¢nih organov. Na koncu je predsta-
vljen Se mezoteliom kot najpogostejsi primarni maligni tumor plevre.

Zbornik Citopatologija plevralnega izliva je bogato opremljen s slikovnim gradi-
vom, Ki je kljuénega pomena za razumevanje citomorfoloskih znacilnosti normal-
nih in bolezensko spremenjenih celic.

Avtorjem gre vsa pohvala za sodoben pregled in sistemati¢no predstavitev citopa-
toloske problematike plevralnih izlivov. Brez dvoma bo zbornik sluzil kot drago-
ceno ucno gradivo ali pa najmanj kot prva informacija o podrocju citopatologije za
vse zdravstvene delavce, ki prihajajo v stik z bolniki s plevralnim izlivom, bodisi v
kliniki, ali pa v citopatoloski diagnostiki, pa tudi za Studente medicine na do- in
podiplomskem Studiju ter presejalcem in specializantom patologije, ki jih zanima
podrocje citopatologije plevralnega izliva.






Izidor Kern

Plevra (poprsnica) je tanka svetleca sklenjena serozna opna, ki loceno pokriva
plju¢ni krili (visceralni list, poplju¢nica) in notranjo steno prsne votline (parie-
talni list, porebrnica). Lista se stikata v predelu plju¢nega hilusa. Plevra omejuje
plevralni prostor, votlino, ki je Siroka 10 do 20 pm. Visceralna plevra je tanjsa od
parietalne, slednja je bolje vaskularizirana in ima bolecinsko nitje. Plevra je sesta-
vljena iz povrSinskega sloja sploScenih ali kubi¢nih mezotelnih celic, ki lezijo na
neprekinjeni bazalni membrani. Pod njo je sloj submezotelnega veziva (fibroblasti,

kolagenska in elasti¢na vlakna), v katerem so zile (krvne in limfne) in zivci.

V plevralnem prostoru je majhna kolicina bistre brezbarvne tekocine, ki deluje kot
lubrikant in omogoca drsenje plju¢ med dihanjem s ¢im manj$im trenjem ob prsni
steni. Volumen tekocine v plevralni votlini je 0,26 ml / kg telesne teze. Plevralna
tekocina je filtrat predvsem parietalne plevre. Dnevno nastaja 700 ml tekocine.
Plevralna tekoéina se drenira vecinoma skozi stomata, odprtine premera 2 do 12
pm v parietalni plevri, ki so neposredno povezana z limfnimi zilami. Plevralna
tekocina je bogata s hialuronsko kislino in ima nizko koncentracijo proteinov (10-
15 g /1). V plevralni tekocini so prisotne celice (91 x 10 celic / ml): makrofagi (75 %),
posamicne odluscene mezotelne celice in redkejsilevkociti (25 %).

Plevra se razvije tekom embrionalnega razvoja iz celomske votline. Mezotelna
celica je mezodermalnega porekla. Obic¢ajno ima epitelijsko morfologijo. Zna-
¢ilna je ekspresija dveh tipov intermediarnih filamentov: vimentina in keratina.
Ultrastrukturno ima mezotelna celica na prosti povrsini dolge tanke mikrovile
(3 pm) in debel sloj glikokaliksa (slika 6). Zanjo je znacilna fagocitna sposobnost.
V tkivnih vzorcih so mezotelne celice sploScene in lezijo v enem sloju na bazalni
membrani (slika 1). V citoloskih vzorcih najdemo mezotelne celice posamicne ali
v manjSih enoslojnih plakih, v katerih so dobro vidni medceli¢ni prostori, imeno-
vani »okenca« (slika 2 in 3). Mezotelna celica je srednje velikosti s premerom 15-30



Izidor Kern Plevralna votlina in mezotelna

Slika 1a, b, c in d. Plevra s slojem mezotelnih celic (HE, kalretinin in WT1)

pum. Normalno je morfologija unimorfna. So okrogle s centralno ali paracentralno
leze¢im jedrom. Na povrsini celice so mikrovili, ki zabrisejo celicno mejo in celica
spominja na kostanjevo jezico. Jedro je praviloma okroglo s premerom 1/3 do 1/2
velikosti celice. Jedrna membrana je tanka in enakomerna. Kromatinska struktura
jedra je enakomerna, drobno zrnicasta z manjsim, neizrazitim nukleolom. Posa-
micne mitoze v mezotelnih celicah niso redkost (slika 5). Citoplazma je obilnejsa,
dobro omejena, nezna, bazofilna s perinuklearnim svetlejsim halojem v Giemsa
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1zidor Kern Plevralna votlina in mezotelna

Slika 2a in b. Mezotelna celica v plevralnem izlivu (MGG, PAP)

Slika 3a in b. Mezotelna celica v brisu biopsije plevre (MGG)

obarvanih preparatih. V Papanicolaou obarvanih preparatih je citoplazma zelena
in gostejsa ob jedru. Mozen je celi¢ni kanibalizem (eritrociti, levkociti) (slika 4).

Imunofenotip mezotelne celice je vimentin pozitivno, keratin (npr. CK5/6) pozi-

tivno, kalretinin pozitivho, HBME-1 pozitivno, mezotelin pozitivno, D2-40 pozi-
tivno, HEG1 pozitivno, WT1 pozitivno.
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Izidor Kern Plevralna votlina in mezotelna

Slika 4. Kanibalizem mezotelnih celic (PAP) Slika 5. Mitoza v mezotelni celici (MGG)

Slika 6. Ultrastrukturna podoba mezotelne celice

12



Katja Adamic

Uvod

V plevralnem prostoru je na vsaki strani hemitoraksa 15 ml tekocine, ki stalno
krozi; dnevno se resorbira 300-350 ml tekocine. Plevralni izliv nastane kot posle-
dica povecaneganastankain/ali zmanjSane resorbcije plevralne tekocine. Plevralni
izlivlahko nastane tudi zaradi premika proste tekocine iz zunajplevralnih struktur
preko patoloskih povezav.

Vzrokov plevralnega izliva je vec kot 60, v 75% pa izliv nastane zaradi stirih vzro-
kov: karcinom (27%), sr¢no popuscanje (21%), okuzba - parapnevmonicni izliv (19%)
in tuberkuloza (9%). Rezultati Klinike Golnik iz 1. 2011 so pri 433 bolnikih odkrili
kot najpogostejse vzroke za plevralni izliv maligno bolezen pri 35.5% (karcinoza
pri 19.4%), sr¢no popuscéanje 21.7%, parapnevmonicni 21.2%, tuberkulozni plevritis
pri 3.7%.

Kliniéni simptomi

Najpogostejsi simptomi bolnikov s plevralnim izlivom so dispneja, kaselj in plevri-
ti¢na prsna bolecina. Bole¢ina je pogosto navzoca le na zacetku bolezni, ko je priso-
ten manjsi izliv, kasneje tekocina loci lista plevre in bolec¢ine izzvenijo.
Diagnosticni postopki

Prva diagnosti¢na preiskava je obicajno rentgenska slika prsnega kosa. Na poste-

roanteriornem posnetku je zaznati plevralni izliv, ko ga je okoli 200 ml, na stran-
skem posnetku pa okoli 50 ml. NajboljSa preiskava za detekcijo, oceno in oznacitev



mesta plevralne punkcije plevralnega izliva je ultrazvok, ki zazna tudi plevralne
izlive manjse od 50 ml.

Vecini pacientov z novonastalim plevralnim izlivom je potrebno izvesti torakocen-
tezo, ki je lahko diagnosti¢na ali ob vecjih plevralnih izlivih soc¢asno tudi terapev-
tska. Izjema so obojestranski plevralni izlivi, ki bi bili klini¢no lahko transudati v
sklopu znane kroni¢ne bolezni. Tu najprej zdravimo osnovno bolezen in v primeru,
ko ni znacilnega poteka oziroma odgovora na zdravljenje, opravimo torakocentezo.

Priporoceno je odstraniti najve¢jo mozno varno kolic¢ino izliva, saj s tem zagoto-
vimo maksimalno olajSanje dispneje, pridobimo podatke o zmoznosti razpenjanja
plju¢ in ¢imbolj podaljSamo ¢as do ponovne razbremenilne punkcije. Ve¢ina pri-
porocil priporoca odstranjevanje do 1500 ml tekom ene torakocenteze, pomembna
je prekinitev razbremenjevanja v primeru pojava bolecine in/ali tiScanja v prsnem
kosu. Ob socasnem merjenju plevralnih tlakov, s katerim tekom plevralne punkcije
merimo plevralne tlake in njihovo dinamiko upada, lahko varno odstranimo tudi
do 5000 ml, poleg tega pa nam krivulje upada tlakov z odstranjenim volumnom
razkrijejo ujeta pljuca. Ta postopek imenujemo plevralna manometrija.

Osnovne preiskave plevralnega izliva so dolocanje pH, biokemiéne preiskave
(LDH, proteini, glukoza), mikrobioloske in mikobakterioloSke preiskave ter
citoloska preiskava. Ostale preiskave, na katere lahko posljemo plevralni izliv so
dolocanje trigliceridov, holesterola, hilomikronov, amilaze, hemoglobina, hema-
tokrita, kreatinina.

Izgled plevralnega izliva nam namiguje diagnozo: krvav — malignom ali hemato-
toraks; gnoj in neprijeten vonj - empiem; moten - parapnevmonicni; zelenkasto
obarvan - revmatoidni artritis; del¢ki hrane - ruptura poziralnika; z zol¢em obar-
van — biliarna fistula; mle¢ni - hilotoraks ali pseudohilotoraks; izgled ribje omake
- ruptura amebnega abscesa.

Z Lightovimi kriteriji lo¢imo transudat in eksudat. V eksudatu je razmerje med
proteini v plevralnem izlivu in proteini v serumu vec kot 0,5, ali razmerje med LDH
v plevralnem izlivu in LDH v serumu vec¢ kot 0,6, ali pa LDH v plevralnem izlivu
nad % zgornje normalne vrednosti serumskega LDH.



Katja Adamic¢

Klini¢na obravnava bolnika s plevralnim izlivom

Transudati

Eksudati

Sréno popuscanje

Maligne bolezni

Jetrna ciroza

Parapnevmonicni izliv

Hipoalbuminemija

Tuberkuloza

Peritonealna dializa

Plju¢na embolija

Hipotiroidizem

Revmatoidni artritis in druge avtoimune bolezni

Nefrotski sindrom

Azbestna prizadetost plevre

Konstriktivni perikarditis

Pankreatitis

Urinotoraks

Dresslerjev sindrom po srénem infarktu, po premostitveni operaciji
koronarnih arterij

Meigsov sindrom

Sindrom rumenih nohtov

Limfati¢ne nepravilnosti (npr. Limfangioleiomiomatoza)

Zdravila (metotreksat, amiodaron, fenitoin, nitrofurantoin, g-blokatorji)

Glivicne okuzbe

Paragonimiaza

Sindrom ovarijske hiperstimulacije

Stanje po zdravljenju z radioterapijo

Druzinska mediteranska vrocica

Tabela 1. Vzroki nastanka plevralnega izliva




Limfocitni plevralni izlivi Nevtrofilni plevralni izlivi Eozinofilni plevralni izlivi

Tuberkuloza (> 80 %) Parapnevmonicni izliv Parapnevmonicni izliv

Limfom Plju¢na embolija Z zdravili povzrocen plevritis

Eozinofilna granulomatoza s

Kroniéni revmatski plevritis Akutna tuberkuloza o
poliangiitisom

Sarkoidoza Benigna azbestna bolezen plevre Limfom

Pozni izliv po CABG Plju¢ni infarkt

Parazitarne okuzbe
Maligna obolenja

Tabela 2. Najpogostejsi vzroki plevralnega izliva glede na citolosko opredelitev

Diureti¢na terapija pri srénem popuscanju in cirozi jeter lahko povisa vrednost
proteinov in LDH v plevralnem izlivu, zato je plevralni izliv lahko lazni eksudat.
V tem primeru nam je v pomo¢ poviSana vrednost NT-proBNP - povisana vred-
nost nad 1500 pg / ml poveca verjetnost, da gre za plevralni izliv v sklopu srénega
popuscanja. Pomagamo silahko tudiz gradientom proteinovin albuminov v serumu
in plevralnem izlivu, pri vrednostih nad 2,5 g / dl za proteine in nad 1,2 g / dl za
albumine gre za eksudat.

S citoloskim pregledom potrdimo eventuelno maligno bolezen. Za citoloSko prei-
skavo svetujejo ¢imvecjo koli¢ino plevralnega izliva. Pri dolo¢enih malignomih se
lahko iz plevralnega izliva opravijo tudi dodatne preiskave prediktivnih marker-
jev. Senzitivnost citoloskega pregleda pri razlicnih malignih boleznih variira od
manj kot 10 do vec¢ kot 9o %. Pri karcinozi zaradi raka pljuc¢ je skupna porocana
senzitivnost torakocenteze 63 %, druga torakocenteza dvigne senzitivnost Se za 22
%, dodatne torakocenteze ne izboljSajo senzitivnosti. Senzitivnost pri raku ovarija
je > 90 %, pri mezoteliomu pa < 10 %. Senzitivnost je pri vzorcih manjsih od 75 ml
pomembno odvisna od volumna.



Diferencialna citoloska slika nam malo pripomore v diagnostiki.

Nizji pH je posledica vec¢je metabolne aktivnosti v plevri. V klini¢ni praksi je naj-
pomembnejSa meritev pH pri parapnevmonic¢nem izlivu, vrednost pod 7,2 kaze na
zapleten potek, ki zahteva ¢cimprejSnjo izpraznitev plevralnega izliva ali vstavitev
torakalnega drena.

Zelo nizko vrednost glukoze pod 1,6 mmol /1 najpogosteje vidimo pri revmatoidnem
artritisu in empiemu.

PoviSana vrednost amilaze v plevralnem izlivu nad normo v serumu ali razmerje
med vrednostjo v plevralnem izlivu in v serumu nad 1,0 postavi sum na akutni pan-
kreatitis, pankreati¢no psevdocisto, rupturo poziralnika, ektopi¢no nosec¢nost ali
maligno bolezen plevre.

Hematotoraks potrdimo, ce je v plevralnem izlivu vrednost hemoglobina ali
hematokrita nad 50 % serumske vrednosti. Hematotorakse, ki jih ocenimo do 300
ml in se ne vecajo, bolnik je stabilen, lahko spremljamo. Pri ostalih je potrebna
vstavitev torakalnega drena. Hemodinamsko stabilnega bolnika, pri katerem je
kolic¢ina izliva po drenu pod 1500 ml v 24 urah ali pod 200 ml v 3 urah, spremljamo.
Pri hemodinamsko nestabilnem bolniku, kjer po drenu v 24 urah pritece vec kot
1500 ml izliva oziroma vec¢ kot 200 ml / h v 3 urah potrebujejo kirursko oskrbo.
Hematotorakse, ki bi bili lahko posledica rupture anevrizme aorte ne dreniramo.

MikrobioloSke preiskave vkljucujejo preiskave na bakterije, glive in mikobak-
terije. Pri infektivnih plevralnih izlivih identificiramo patogen v dobrih 50%,
moznosti se povecajo, Ce vzorce shranjujemo v steklenickah za hemokulture,
socasno odvzamemo tudi hemokulture in uporabimo amplifikacijske teste nukle-
inskih kislin. Za ugotavljanje tuberkuloznega plevritisa so v nekaj urah dostopni
rezultati direktnih razmazov barvanih po Ziehl-Neelsenu, na rezultate izolacije
mikobakterij pa je potrebno pocakati Se 6 tednov. Senzitivnost se pomembno
poveca, ce v laboratorij dostavimo vsaj 30 ml izliva. Glive in viruse dolo¢amo le v
izbranih primerih, saj so redki povzrocitelji infektivnega plevralnega izliva pri
imunokompetentnem pacientu.



Pri eksudativnih plevralnih izlivih opravimo CT prsnega kosa s kontrastnim
sredstvom, pred tem izpraznimo plevralni izliv, da se prikazejo strukture v pljucih
in so hkrati bolje vidne plevralne nepravilnosti.

Torakoskopija je osnovna diagnosticna metoda pri nepojasnjenih plevralnih
eksudatih, terapevtska pa pri plevrodezi malignih plevralnih izlivov in razresitvi
kompliciranih parapnevmonicnih izlivov.

CT ali UZ vodena punkcija suspektnih sprememb na plevri je indicirana takrat,
ko torakoskopija ni mozna ali je kontraindicirana zaradi slabega klini¢nega stanja
bolnika.

Slepa igelna biopsija parietalne plevre ima diagnosti¢no vrednost pri bolnikih, ki
zaradi slabega klini¢nega stanja niso kandidati za torakoskopijo in z njo zelimo
izkljuciti predvsem okuzbo z mikobakterijami.

PET CT lo¢i med benigno in maligno boleznijo plevre. Lazno pozitiven je lahko pri
vnetju ali stanju po plevrodezi.

Video asistirana kirurgija ima mesto pri nepojasnjenih eksudatih, kjer je visok
sum na maligno bolezen plevre.

Zakljucek

Kljub vsem zgoraj nastetim diagnosti¢cnim postopkom okoli 30 % eksudativnih
plevralnih izlivov po torakoskopiji ostane etiolosko nepojasnjenih z diagnozo
nespecifiéni plevritis. Veé¢ina ima v sledenju benigen potek, plevralni izliv se resor-
bira in se ne nabira ve¢. Pri okoli 10-20 % pa kasneje potrdimo maligno bolezen,
Se posebno pri bolnikih z azbestno boleznijo plevre. V spremljanju smo posebno
pozorni na vztrajajoco plevralno bolec¢ino, ponavljanje plevralnega izliva in radi-
oloske spremembe na plevri, ki so suspektne za maligno obolenje. V teh primerih
ponavljamo plevralno biopsijo.



Izidor Kern, Mile Kovacevié¢

Ustreznost vzorca plevralnega izliva

Citoloski pregled vzorca plevralnega izliva ima pomembno mesto v diagnosti¢ni
obravnavi pacienta s plevralnim izlivom.

Za vzorce plevralnega izliva ni mozno zanesljivo opredeliti kriterijev ustreznosti.
Ustrezen vzorec pomeni, da so celice ohranjene in da je dobro laboratorijsko obde-
lan (centrifugiranje, priprava preparatov, fiksacija, barvanje). Citoloski preparat
mora imeti enakomerno razporejene celice v enem sloju brez medsebojnega prek-
rivanja, kar omogoca enostavno pregledovanje. K ustreznosti pomembno prispeva
standardizirana laboratorijska obdelava vzorca.

KaksSen je optimalni volumen vzorca plevralnega izliva za citoloski pregled, s
katerim zagotavljamo ustrezno obcutljivost metode? Preprost odgovor je, ¢im
vecji volumen vzorca, tem boljsi je izplen preiskave. Na splosno velja, da vecji
kot je volumen vzorca, vecja je verjetnost potrditve malignosti. Glede volumna
vzorca je priporoceno odvzeti 50-75 ml. V primeru terapevtske, razbremenilne
plevralne punkcije ali drenaze plevralnega prostora za citoloske preiskave pos-
ljemo celotni dobljeni volumen tekocine. Vzorci plevralnega izliva, ki so manjsi
od 50 ml, so ravno tako primerni za citolosko preiskavo. Ni dolo¢enega najmanj-
Sega volumna, ki bi bil Se ustrezen. Tudi v vzorcih z 1 ml lahko potrdimo maligno
etiologijo plevralnega izliva.



Klinika Golnik IAC in ASC

Mnenje o malignosti The International System
Nereprezentativno Nediagnosti¢no
Negativno Negativno za malignost
Sumljivo Sumljivo
Pozitivno Maligno
Nejasno Atipija nedoloenega pomena

Tabela 3: Diagnosti¢ne kategorije plevralnega izliva

Diagnosticne kategorije

Mednarodno uveljavljene diagnosticne kategorije (International Academy of
Cytology, American Society for Cytopathology) pri plevralnem izlivu so:

1 - nediagnosticno,

2 - negativno za malignost,

3 — atipija nedoloCenega pomena,

4 - sumljivo,

5 —maligno.

V Laboratoriju za citologijo Klinike Golnik je Ze desetletja uveljavljen sistem dia-
gnosti¢nih kategorij, imenovan »mnenje o malignosti«, ki se uporablja za vse vrste
citoloskih vzorcev. Sistem »mnenje o malignosti« ima pet kategorij: nereprezen-
tativno, negativno, sumljivo, maligno in nejasno (tabela 3).



Izidor Kern, Mile Kovacevi¢ Diagnosti¢ne kategorije

Slika 7a in b. VV vzorcu je prisotna le periferna kri — nereprezentativno (PAP, MGG)

Diagnosti¢na kategorija nereprezentativno (nediagnosti¢no)

Tako opredelimo tiste vzorce plevralnega izliva, pri katerih ni mozno z minimalno
gotovostjo oceniti morfoloskih sprememb. Interpretacija citoloske slike ni zanes-
ljiva. Najveckrat gre za vzorce, ki so zelo krvavi, acelularni ali so celice razpadle.

Vcasih je lahko sama narava patoloSkega procesa vzrok za nediagnosticen vzorec,
ker celice niso ohranjene. Vzroki za nereprezentativne vzorce plevralnega izliva so
lahko posledica odvzema, pri katerem pride do kontaminacije s krvjo, ¢e preisko-
valec nabode interkostalno zilo (slika 7). Tudi kontaminacija s povrsine koze med
punkcijo je vzrok nereprezentativnosti (ultrazvocni gel, ploscate epitelne celice,
smukec). Na nediagnosti¢nost vplivata predolg Cas transporta in neustrezna tem-
peratura med transportom.

V primeru nereprezentativnega vzorca plevralnega izliva je potrebna klini¢no
patoloska korelacija in odlocitev o morebitni ponovitvi punkcije.
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Slika 8a in b. V vzorcu vidimo mezotelne celice, histiocite in vnetnice - negativno (MGG, PAP)

Diagnosticna kategorija negativno

Gre za vzorce, ki jih glede malignosti opredelimo kot negativne in so najpogostejsi
med vsemi vzorci plevralnih izlivov. V vzorcu ne identificiramo malignih ali ati-
pic¢nih celic. V teh primerih je potrebno iskati vzrok nastanka plevralnega izliva
v neneoplasti¢nih bolezenskih procesih. Glede na biokemic¢no dolocene Lightove
kriterije tovrstne plevralne izlive delimo na transudate in eksudate. Z omenjenimi
kriteriji zelo dobro korelira koncentracija celic. Meja med transudatom in eksuda-
tom je postavljena pri koncentraciji 1000 celic / yl. Pri pregledovanju negativnih
vzorcev najdemo mezotelne celice z ohranjeno normalno morfologijo, lahko reak-
tivno spremenjene ali degenerirane, kar lahko predstavlja tezavo pri interpretaciji.
Poleg mezotelnih celic in histiocitov so prisotne razli¢ne vnetnice v razli¢nih dele-
zih (slika 8). Delez posamiénih vnetnic lahko prevladuje in govorimo o nevtrofilnih
(> 50 % nevtrofilcev), eozinofilnih (> 10-20 % eozinofilcev) ali limfocitnih (> 70 %
limfocitov) eksudatih. Ve¢ina eksudatov je sicer mesanoceli¢nih. Pri citolosko za
malignost negativno opredeljenih vzorcih plevralnega izliva je tveganje za maligno
etiologijo priblizno 20 %.

Negativni vzorci plevralnih izlivov so predstavljeni v poglavju Netumorska citopa-
tologija plevralnega izliva.
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Slika 10. V vzorcu so zelo redki skupki atipiénih (verjetno malignih) celic. Stevilo atipicnih
celic je premajhno za dodatne preiskave (ICK) - sumljivo (PAP)
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Diagnosticna kategorija sumljivo

O sumljivem plevralnem izlivu govorimo v primeru, da so celice dovolj ohranjene
za zanesljivo diferenciacijo ali pa degenerirane z nakazanimi znaki malignosti
(slika 9). Lahko gre tudi za jasno maligne celice, ki so malostevilne in jih ni mozno
natancneje opredeliti (slika 10). Kot sumljive opredelimo tudi vzorce, kateri so
ustrezni za kasnejse dodatne preiskave (imunocitokemija, preto¢na citometrija),
s katerimi lahko natanc¢neje opredelimo naravo procesa. V tem primeru vzorec
opredelimo kot sumljiv le v preliminarnem izvidu.

Diagnosti¢na kategorija nejasno (atipija nedoloéenega pomena)

O nejasnem plevralnem izlivu govorimo v primeru, da so v vzorcu prisotne celi¢cne
atipije, ki jih ne moremo natancneje opredeliti, vendar morfolosko ne kazejo jasnih
znakov malignosti (slika 11). O nejasnem vzorcu govorimo tudi v primeru priso-
tnosti nekroze (ni mozno natancneje opredeliti vzroka za nekrozo - lahko tumor,
vnetje, drugo). Kategorija nejasno ima zelo nizko klini¢no reproducibilnost, ker ne
opredeli procesa v plevralni votlini. Zato se ji je treba izogibati in jo uporabljati
edino v primerih, ko ne moremo z dodatnimi preiskavami natanc¢neje opredeliti

narave procesa v plevralnem izlivu.
Diagnosti¢na kategorija pozitivno (maligno)

O pozitivnem (malignem) plevralnem izlivu lahko govorimo le v primeru, da je v
vzorcu dovolj ohranjenih celic za zanesljivo diferenciacijo. V vzorcu mora biti pri-
sotno zadostno stevilo celic, ki kazejo jasne znake malignosti. Znaki malignosti se
v plevralnih izlivih lahko nekoliko razlikujejo kot v ostalih citoloskih in histoloskih
vzorcih. Celice so ve¢inoma napihnjene, okroglaste, z obilnejso citoplazmo (slika
12). Porusenega razmerja jedro/citoplazma v korist jedra pogosto ne opazimo, zlasti
pri sekundarnih neoplazmah. Predvsem gre za spremembo strukture citoplazme,
mozne znake diferenciacije (porozenevanje, pigment). Pomembna je tudi spre-
memba oblike jeder, sprememba debeline membrane in struktura kromatina.
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Slika 11a in b. VV vzorcu so Stevilne atipi¢éne mezotelne celice, ki so lahko ali reaktivne ali neoplasti¢ne -
diagnoza: Nejasno glede malignosti (MGG, PAP)

Slika 12a in b. V vzorcu so Stevilne celice z jasnimi znaki malignosti - pozitivno (MGG, PAP)






Simona Gabric¢

Na citolosko diagnozo vplivajo poleg same analitske faze (laboratorijska obdelava),
ki mora biti standardizirana in kontrolirana na vec nivojih, v ve¢ji meri dejavniki,
na katere nimamo vedno vpliva. To je predanalitska faza izven laboratorija, ki
obsega odvzem in transport vzorca. Zato mora laboratorij poskrbeti za jasna navo-
dila glede odvzema in transporta vzorca plevralnega izliva.

Plevralni izliv za citoloski pregled je odvzet v sterilne vakuumske epruvete z
zelenimi zamaski, ki vsebujejo antikoagulant Li-heparin. Zazeljena je ¢im vecja
koli¢ina (priporoceno > 50 ml) zato je lahko izliv odvzet direktno v brizgo ali vecjo
posodo/drenazni sistem brez dodanega antikoagulanta. Vzorec mora biti dostav-
ljen v laboratorij ¢im prej po odvzemu, na sobni temperaturi in ustrezno zasc¢iten.

V primeru zakasnelega transporta se vzorec hrani v hladilniku.

Vzorec sprejmemo v laboratorijski informacijski sistem (LIS), s ¢imer dobi pro-
tokolno stevilko (unikatna laboratorijska identifikacijska oznaka), ki zagotavlja
sledljivost in ga spremlja v vseh stopnjah citoloSke preiskave, vse do izvida. S sis-
temom c¢rtnih in QR kod zmanjsamo moznost napak.

Pogoj za sprejem vzorca v laboratorij je skladnost ustrezno oznacenega vzorca
(epruvete, razlicne transportne posode) in pravilno izpolnjene pripadajoce
napotnice. Napotnica je dejansko stiskana napotitev v elektronski obliki v LIS.

Po sprejemu vzorca v laboratorij izmerimo dobljeno koli¢ino in izliv makroskopsko
opisemo:

« Dister, moten, gost

e prozoren, bel, rumen, oranzen, zelen, rjav, rde¢ (krvav, mo¢no krvav)

« vlecljiv, gnojen, smrdec



Simona Gabri¢ Laboratorijska obdelava plevralnega izliva

Citoloska analiza vzorca plevralnega izliva obsega:
« dolocanje koncentracije celic z jedrom
« ugotavljanje malignosti
« diferenciacijo celic.

Celice prestejemo v 1 ul po metodi za Stetje levkocitov v Neubauerjevi komori.
Koncentracija celic z jedrom je citoloski kriterij pri locevanju med transudatom in
eksudatom. Mejna vrednost je 1000 celic / ul.

Iz tekocinskega vzorca nato pripravimo trajne citoloske preparate za mikroskopski
pregled. S citocentrifugo pripravimo citospine, Kjer se celice zaradi delovanja cen-
trifugalne sile usedajo direktno na objektno steklo. Pomembna je predvsem hitrost
citocentrifugiranja, ker celice razli¢no hitro, odvisno od velikosti, sedimentirajo (5
minut pri 1250 obratih / min). Pri nizjih hitrostih se manjse celice (limfociti) poca-
sneje usedajo na objektno steklo, zato pride do neenakomerne razporeditve, kar
vpliva na diferenciacijo celic. Posusene, na zraku fiksirane citospine pobarvamo po
metodi May-Griinwald Giemsa (MGQG) (slika 13). Citospine fiksirane v Delaunay-u
pobarvamo po metodi Papanicolaou (PAP) (slika 14).

Slika 13. Citospin, MGG Slika 14. Citospin, PAP
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Zaradi razlicnih prednosti MGG in PAP uporabljamo rutinsko obe barvanji. Pred-
nost PAP metode je v dobro vidnih jedrih in kromatinski strukturi, diferencialnem
barvanju in transparentnosti citoplazme. Dobro so vidne porozenele celice in
ohranjene celice v detritusu in sluzi. V MGG so dobro vidni citoplazma in granule v
njej, celice limfati¢nega porekla in hemopoeze.

Mikroskopski pregled obsega ugotavljanje malignosti in diferenciacijo celic. V
primeru malignih plevralnih izlivov celic ne diferenciramo. Diferenciacija celic je
v pomoc¢ pri dolocitvi etiologije plevralnega izliva v primeru negativnega plevral-
nega izliva. Izberemo ustrezna podrocja z enakomerno razporejenimi celicami in
pod 40x povecavo objektiva dolo¢imo na sto celic deleze limfocitov, histiocitov,
nevtrofilnih, eozinofilnih in bazofilnih granulocitov, plazmatk in mezotelnih celic.
Na diferenciacijo celic vplivajo izkusnje. Tezave so pri mononuklearnih celicah
(mlajSa mezotelna celica, mlajSe limfati¢ne celice, histiociti), zato so potrebnijasni
morfoloski kriteriji. Na diferenciacijo celic vpliva tudi nacin priprave citoloskega
vzorca. Zaradi enakomerne razporeditve celic je bolj zanesljiva diferenciacija v
citospinih kot v razmazih sedimenta.

Mikroskopski pregled preparatov poteka dvostopenjsko. Presejalec (citoskriner)
izvede diferenciacijo, oznac¢i spremembe, atipicne/maligne celice ter v LIS opiSe
Svoje mnenje.

Kadar citoloske diagnoze ne moremo postaviti le na osnovi citomorfoloskih zna-
¢ilnosti s pomocjo rutinsko obarvanih citospinov po MGG in PAP, patolog v drugi
stopnji naroci morebitne dodatne preiskave.

Za primer dodatnih preiskav, preostanek vzorca po rutinski obdelavi hranimo v
hladilniku (2 do 8°C) sSe tri dni po avtorizaciji izvida.

Z dodatnimi citokemi¢nimi barvanji na zraku fiksiranih razmazih lahko prikazemo:
o acidorezistencne bacile
« glikoproteine, mukopolisaharide
« lipide
« Dbakterije
« glivice
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Slika 15. TTF-1 pozitivna jedrna reakcija v malignih celicah, Dako Omnis

S.

Imunocitokemi¢no barvanje (ICK) je pomembno pri razreSevanju vprasanj:
maligni/nemaligni, primarni/sekundarni maligni izlivi in dolocevanju izvora
malignoma. Velik pomen v zadnjih desetih letih ima dokazovanje prediktivnih

markerjev pljucnega raka.

Princip ICK je dokazovanje razlicnih antigenov s pomocjo specificnih protiteles
direktno na citoloskih razmazih. Barvanje izvedemo lahko le na PAP pobarvanih
razmazih in na razmazih fiksiranih v metanolu. Jedrne antigene lahko dokazemo
le na razmazih fiksiranih v metanolu, ki jih naknadno kontrastiramo s hematoksi-
linom (npr. TTF-1) (slika 15). ICK izvajamo na imunobarvalcih, pri cemer mora vsak

laboratorij validirati svoje postopke.



-—1‘.
-
13K DD

07 SY1

HIU109 exiuny

=
|
)
(1]

o
N
wn
Hre?
o
@

AN
13W AN

MIU09 EYIUNY
07 5Y1

80-/ 52 024/

Slika 16. ICK CK5/6, na istem preparatu pozitivna kontrola in vzorec ter na svojem preparatu

negativna kontrola

Citospine za ICK pripravimo iz celi¢cne suspenzije, dobljene po predhodnem spira-
nju primarnega vzorca s teko¢ino za ohranjanje celic (npr. Gelaspan®). S tem spe-
remo beljakovine v plevralnem izlivu, ki lahko povzrocajo nespecificno barvanje,

kar otezuje interpretacijo.

Interpretacija ICK je zanesljiva le na preparatu, ki vsebuje dovolj morfolosko dobro
ohranjenih in diagnosti¢no pomembnih reprezentativnih celic. Zelo pomembna je
uporaba pozitivnih in negativnih kontrol, ki so pripravljene in fiksirane na enak
nacin kot preiskovani vzorec. S pozitivnimi kontrolami preverjamo pravilnost
postopka in aktivnost posameznega protitelesa. Z negativnimi kontrolami pa

nespecifino vezavo reagentov na komponente v vzorcu.

V zadnjih dveh letih izvajamo ICK na metanol fiksiranih citospinih, kjer sta vzorec
in pozitivna kontrola na istem preparatu (Slika 16). S tem omogoc¢imo bolj zanesljivo

interpretacijo in zmanjSamo stroske ICK.



Izidor Kern, Mile Kovacevi¢ Diagnosti¢ne kategorije

Slika 17. Citoblok iz vzorca plevralnega izliva, HE

Celi¢ni blok ali citoblok je citoloski vzorec fiksiran v formalinu, vklopljen v parafin
in s tem pripravljen za histoloski pregled (Slika 17). Pripravimo ga lahko iz drobcev
tkiva, krvnih strdkov ali sedimenta celi¢nih suspenzij.

Priprave citobloka se posluzujemo v primeru malosStevilnih diagnosti¢no pomemb-
nih celic, dodatnih imunohistokemic¢nih barvanj, nadaljnje molekularne diagno-

stike in arhiva vzorcev (»banka«).

Opisani so Stevilni postopki. V nasem laboratoriju pripravljamo citoblok iz
sedimenta primarnega vzorca ali celicne suspenzije. Uporabljamo HistoGel™,
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komercialno pripravljen gel na vodni osnovi, ki je trden pri sobni temperaturi in se
utekocini pri 60 °C.

Na sediment, predhodno fiksiran v formalinu, dodamo utekocinjen HistoGel™,
pocakamo, da se strdi, nato strdek z vzorcem prenesemo v biopsijsko kasetko in
vklopimo v parafin.

Vzorec za molekularno diagnostiko je ustrezna celi¢na suspenija v Gelaspanu®, ki
vsebuje zadostno koli¢ino tumorskih celic za diagnostiko. Potrebna kolic¢ina je od
0,2 do 0,5 ml celicne suspenzije. Za analizo prosto plavajoce DNA uporabimo super-
natant (8 ml). V primeru kasnejse preiskave svezo celi¢no suspenzijo in superna-

tant zamrznemo in hranimo pri -20 °C.

Vletu 2024 smo izvedli imunocitokemiéno barvanje na 13 % plevralnih izlivov. Od 910
plevralnih izlivov (od tega skoraj polovico iz zunanjih ustanov) so pozitivni vzorci
predstavljali 17 %, negativni 76 %, 4 % je bilo sumljivih in 0,2 % nejasnih primerov.

Ali drugace povedano, za imunocitokemijo smo se odlocili v 65 % pozitivnih vzor-
cev, v 26 % sumljivih primerov, v 1 % negativnih in 50 % nejasnih vzorcev.

Neuporabni ali neustrezni vzorci so acelularni, prisoten je celi¢ni razpad ali so
mocno krvavi. V taksnih primerih citoloska opredelitev procesa ni zanesljiva tako
glede prisotnosti malignih celic kot tudi Stetja in diferenciacije celic. V standar-
diziranih pogojih laboratorijske obdelave in nadzoru predanalitskih dejavnikov je
delez tovrstnih vzorcev < 5 %, v nasem laboratoriju v letu 2024 je bilo 2,3 %.
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Mitja Rot

Molekularne preiskave najpogosteje izvedemo za dolocitev prediktivnih oznace-
valcev v vzorcu plevralnega izliva in so pomemben del klini¢éno-onkoloske obrav-
nave pacienta. Iz vzorca plevralnega izliva je mozno doloc¢iti onkogene mutacije iz
nukleinskih kislin (DNK in RNK). Iz izolirane DNK dolo¢amo tockovne mutacije,
delecije in insercije, prav tako pa tudi spremembe v Stevilu kopij genov. Izolirana
RNK nam omogoca detekcijo razli¢nih genskih preureditev (fuzije, preskoki ekso-
nov). Med trenutno najpomembnejSe napovedne oznacevalce odgovora na zdravlje-
nje pljucnega nedrobnocelicnega karcinoma sodijo geni kot so: EGFR, KRAS, ALK,
ROS1, RET, BRAF, MET in NTRK.

Predanaliti¢na faza

Pred samo molekularno preiskavo je pomembno, da vzorec plevralnega izliva po
sprejemu v laboratorij ¢im prej obdelamo, nato pa preostanek vzorca do postavitve
diagnoze s strani patologa hranimo v hladilniku pri 2-8 °C. Po potrditvi morfoloske
diagnoze in narocilu molekularnega testiranja s strani patologa je potrebno prip-
raviti bodisi celi¢cno suspenzijo ali supernatant vzorca plevralnega izliva. Celicno
suspenzijo za molekularno testiranje pripravimo iz vzorca z dovolj visokim dele-
zem tumorskih celic ( > 10 % ali vsaj 100). Supernatant je primer vzorca tekoce
biopsije, ki ga pripravimo v primeru nizkega deleza tumorskih celic. Tako celi¢no
suspenzijo kot supernatant pridobimo s pomocéjo centrifugiranja. Za nadaljnji
postopek potrebujemo vsaj 200 ul, oba pa je potrebno hraniti pri -20 °C. Pri shra-
njevanju lahko uporabimo tudi RNK-later, ki dodatno $¢iti obcutljivejSo molekulo
RNK pred razgradnjo. V primeru celi¢ne suspenzije izoliramo iz tumorskih celic
obe nukleinski kislini. Kadar uporabimo supernatant, izoliramo prosto tumorsko
nukleinsko kislino.



Za izolacijo in kvantifikacijo nukleinskih kislin uporabljamo tako ro¢ne kot avto-
matizirane metode. Najpogosteje uporabljamo avtomatizirane metode izolacije
nukleinskih kislin, kjer vec¢ino postopka opravi aparat (npr. Genexus Purification
Unit, ThermoFisher Scientific, ZDA). Za ro¢no izolacijo nukleinskih kislin so na
voljo razlicni komercialni reagencni kiti (npr. QTAamp DNA mini kit, RNeasy® Plus
Mini Kit, Qiagen).

Analiti¢na faza

Po uspesno opravljeni izolaciji nukleinskih kislin, molekularno genetsko ana-
lizo opravimo bodisi z metodo verizne reakcije s polimerazo (Real-Time PCR) ali
sekvenciranja naslednje generacije (NGS). Metoda Real-Time PCR omogoca enog-
ensko testiranje, saj zahteva za vsak gen svoj diagnosti¢ni test (npr. Cobas® EGFR
Mutation Test V2 ali Cobas® KRAS Mutation Test, Roche, ZDA). Metoda NGS pomeni
hkratno vecgensko testiranje in pokriva razliéno Sirok nabor genov, odvisno od
panela. V zadnjem casu je to najbolj priporocena in uporabljena metoda za mole-
kularno testiranje. Tehnologija omogoca odkrivanje toc¢kovnih mutacij, delecij,
insercij, genskih fuzij, sprememb Stevila kopij in drugih genetskih sprememb, ki
so klju¢ne za napoved odziva na tarcno terapijo. Prednost NGS pred drugimi meto-
dami, kot je Real-Time PCR, je v Sirokem naboru genov, ki jih lahko analiziramo v
enem samem testu, kar omogoca hitrejSo in bolj celovito obravnavo pacienta. Za
rutinsko molekularno testiranje uporabljamo manjsi panel genov (npr. Oncomine
Precision Assay, ThermoFischer Scientific, ZDA). Tovrstni panel omogoca identi-
fikacijo kljuénih klini¢no relevantnih mutacij, vkljuéno s tistimi, ki so povezane z
odpornostjo na terapijo.

Z metodo fluorescencne in situ hibridizacije (FISH) je mozno v citoloskih prepa-
ratih vzorca plevralnega izliva dokazovati genske preureditve. Homozigotna dele-
cija gp21 je znacilna genska sprememba za mezoteliom s pogostnostjo 56-79 %. Za
iskanje navedene genske spremembe lahko uporabimo vecgenski komercialni test
namenjen uporabi v citologiji urinov (UroVysion, Abbott, ZDA) ali pa specifi¢ni test
z dvojno sondo, ki vkljuCuje centromer g9 in regijo gp21. Iste teste lahko uporabimo
tudi za citobloke. Z metodo FISH je mozno dokazovati ALK ali ROS7 fuzije in pom-
nozitve specificnih genov (npr. HER2, MET).



Posebnosti molekularne preiskave vzorcev plevralnih izlivov

Neinvazivnost: Pridobivanje plevralnega izliva je manj invazivno kot vzorcenje
tumorja z invazivnim biopsijskim posegom, kar je Se posebej pomembno pri bolni-
kih z napredovalo boleznijo ali slabim splo$nim stanjem.

Moznost veCkratnih testiranj: Ker plevralni izlivi pogosto vsebujejo tumorske
celice ali prosto nukleinsko kislino, je mogoce iz enega vzorca opraviti vec testi-
ranj, kar omogoca dinamicno spremljanje bolezni in odziva na zdravljenje.

Personalizirana medicina: Molekularna analiza omogoca prilagoditev zdravljenja
glede na specificne mutacije, kar poveca verjetnost uspeha terapije in zmanjsa
nepotrebne stranske ucinke.

Kljub Stevilnim prednostim molekularne preiskave vzorcev plevralnih izlivov
obstajajo tudi dolo¢ene omejitve. Eden izmed glavnih izzivov je heterogenost vzor-
cev (porazdelitev neoplasti¢cnih celic ni vedno enakomerna), kar lahko vpliva na
rezultat testiranja. Prav tako lahko kontaminacija z normalno DNK iz krvnih celic
vpliva na obcutljivost testiranja. Zato je predanaliti¢na obdelava vzorcev kljucnega
pomena za zanesljive rezultate.






S citoloskim pregledovanjem plevralnega izliva ne iSCemo samo malignih celic.
SkuSamo prepoznati tudi druge, neneoplasti¢cne vzroke nastanka plevralnega
izliva. Z dolocitvijo celi¢cne koncentracije in diferenciranjem celic ugotavljamo tip
in intenziteto vnetnega dogajanja. Véasih najdemo morfoloSke spremembe, ki so

znacilne za doloc¢ene bolezni.
Reaktivha mezotelna celica

Mezotelna celica se izjemno hitro odzove na razliéne drazljaje. Posledi¢no se njena
morfologija spremeni in govorimo o reaktivnih mezotelnih celicah. Mezotelne
celice se zaradi Stevilnih vzrokov lahko pomnozijo (hiperplazija), kar se odrazi v

visjem delezu (> 10 %) mezotelnih celic v diferencialni sliki.

Pri pregledovanju citoloSkega preparata z reaktivnhimi mezotelnimi celicami
izstopa polimorfna populacija mezotelnih celic (razliéna oblika in velikost celic).
V citoloskih vzorcih so reaktivne mezotelne celice urejene posamicno, v nizu,
v tridimenzionalnih skupinah (morula), v plakih kot Sahovnica ali mozaik ali
v rozetah, kjer v centru enoslojne skupine najdemo acelularno vsebino (roza
v MGG, zeleno v Papanicolaou), ki je kolagen tip III. Med celicami v skupinah
so manjsa »okenca« (sliki 18 in 19). Zelo znacilne so dvojedrne celice (dvojcki)
in posamicne vecje vecjedrne celice (slika 19). Celice imajo intezivno obarvano
citoplazmo (slika 20), ki je lahko drobno vakuolizirana. Ta vakuolizacija zajame
celotno citoplazmo ali pa je prisotna perinuklearno, kar imenujemo perinukle-
arni halo. Se posebej v PAS obarvanih preparatih je dobro viden sloj z mikrovili,
zato daje celica vtis kostanjeve jezice. Jedro je povecano, poviSano je razmerje
med jedrom in citoplazmo in kromatin je svetlejsi. Nukleol je pogosto zelo izrazit.
Vec je mitoz in celicnega kanibalizma. V dalj ¢asa trajajocem plevralnem izlivu
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Slika 19a in b. Reaktivne vecjedrne mezotelne celice (PAP, MGQ)

-

se odluscene mezotelne celice lahko mnozijo. Podobno opazujemo pomnozevanje
mezotelnih celic v vzorcu plevralnega izliva v laboratoriju. V dneh po odvzemu
vzorca narasca delez mezotelnih celic.

Reaktivno spremenjene mezotelne celice ohranjajo mezotelni imunofenotip:
vimentin pozitivno, keratin pozitivnho (npr. CK5/6), kalretinin pozitivho, HBME-1
pozitivno, HEG1 pozitivno, mezotelin pozitivno, D2-40 pozitivnho, WT1 pozitivno.
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Slika 20. Reaktivne mezotelne celice v brisu biopsije plevre (MGQG)

Njihovo neneoplasti¢no, reaktivno proliferacijo dokazujemo z naslednjim imuno-
profilom: dezmin pozitivno, p53 negativno, EMA negativno, najbolj zanesljivo pa z
ohranjenim jedrnim izrazanjem BAP1 in MTAP.

Diferencialno diagnosti¢no predstavljajo tumorske celice najvec¢ji problem. Na
osnovi citomorfologije tezko zanesljivo lo¢imo reaktivno (benigno) mezotelno
celico od maligne mezotelne celice ali druge maligne celice.

Degenerirana mezotelna celica je vecja in bledo obarvana. Celica ima vakuolizirano

citoplazmo, zato je lahko videti kot psevdopecatnica. Jedro je piknoti¢no ali napih-
njeno z zabrisano kromatinsko strukturo (slika 21).
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Slika 21a in b. Degenerirane mezotelne celice (PAP, MGQG)
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Slika 22a in b. Histiociti (MGG)

Histiociti

Te celice so najveckrat urejene posamicno ali v rahlih skupkih. So srednje velikosti,
nekoliko vecje od normalne mezotelne celice, s premerom 20-40 pm. Obi¢ajno vari-
irajo po velikosti. Njihovo jedro je okroglo ali ledvicasto in lezi ekscentri¢no ali
periferno. Lahko so dvo ali vec¢jedrne celice. Kromatinska struktura jedra je drobno
zrnata in ni nukleola. Celica je bolj nezno obarvana. Obilna citoplazma je dobro,
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vzrok bolezen

1 hidrostatski tlak . o
sr¢no popuscanje

sistemski
¥ koloidno-osmotski tlak jetrna ciroza, nefrotski sindrom, kaheksija
* kapilarna permeabilnost plevrltls, pIJucnlca: absces, plju¢na embolija in infarkt,
avtoimune bolezni, neoplazme
lokalni

zasevki v mediastinalne bezgavke, pritisk na limfne Zile -

¥ resorpcija - .
Pl tumorji, granulomi

Tabela 4. Patofiziolo$ki mehanizmi nastanka plevralnega izliva

vcasih slabSe omejena. Citoplazma je pogosto vakuolizirana (slika 22). Znacilna je
fagocitoza (eritrociti, levkociti, pigment, celi¢ni debris) in v takem primeru celico
imenujemo makrofag (funkcijska definicija).

Plevralni izliv

Plevralni izliv je posledica neravnovesja med produkcijo in resorpcijo plevralne
tekocine (tabela 4).

Pomembno je lociti ali gre za transudat ali eksudat (tabela 5). Transudativni
plevralni izliv se razvije zaradi spremenjenih sistemskih faktorjev, ki vplivajo na
tvorbo in resorpcijo plevralne tekocine. Eksudat je posledica lokalnih sprememb
plevralne povrSine in kapilar v podroc¢ju nastajanja plevralne tekocine. Ko z bio-
kemicnimi preiskavami ugotovimo, da gre za transudat, pri bolniku s plevralnim
izlivom niso potrebne nadaljnje preiskave in ukrepanje je usmerjeno v zdravljenje
osnovnega obolenja. Nasprotno pa pri ugotovljenem eksudatu stecejo dodatne
preiskave. Diferenciacija celic v plevralnem izlivu je pomembna pri ugotavljanju
vzroka nastanka izliva.

Transudat

Makroskopsko je vzorec plevralnega izliva videti bister, voden, bledo rumenkast. Z
biokemic¢no analizo dokazemo nizko koncentracijo proteinov.
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Slika 23. Transudat, vidna je nizka celularnost (MGG)

kazalec transudat eksudat
Koncentracija proteinov (g / 1) <30 >30
Razmerje koncentracij proteinov v plevralnem izlivu in serumu <0,5 >0,56
Specifi¢na teza <1016 >1016
LDH (pkat /1) <33 >3,3
Razmerje LDH v plevralnem izlivu in serumu <0,6 >0,6
Razmerje LDH v plevralnem izlivu in zgornje normalne vrednosti v 2% 524
serumu

Koncentracija celic v plevralnem izlivu (celice / pl) <1000 >1000

Tabela 5. Laboratorijski kriteriji. V poSevnem tisku so Lightovi kriteriji. O eksudatu govorimo, ko je izpolnjen
najmanj eden od njih. Ob upoSstevanju vseh Lightovih kriterijev za razmejitev transudatov od eksudatov v 99 %

pravilno uvrstimo plevralni izliv.
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Slika 24. Nevtrofilni eksudat, celularen vzorec, vidni so $tevilni nevtrofilni granulociti in
reaktivho spremenjen mezotel (MGG)

Citoloski pregled razkrije nizko celularnost, degenerirane celice, prevladujejo
histiociti, manjje mezotelnih celic, najdemo limfocite in manj kot 10 % nevtrofilcev
(slika 23).

Najpogostejsi sistemski vzroki za nastanek transudativnega plevralnega izliva so
jetrna ciroza, sréno popusScanje, nefrotski sindrom, hipoproteinemija, konstrik-
tivni perikarditis, sindrom zgornje votle vene, kaheksija ali peritonealna dializa
(tabela 3).

Nevtrofilni eksudat
Makroskopsko je vzorec moten, rumenkast, lahko tudi rde¢ (krvav) in nima vonja.
Biokemicna analiza potrdi, da gre za eksudat z visjo koncentarcijo celic (< 10000-

15000 celic / pl), normalno koncentracijo glukoze, normalnim ali znizanim pH.
Vzorec je mikrobiolosko sterilen.
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Slika 25 a in b. Empiem. V citoplazmi nevtrofilnih granulocitov so bakterije (Gram)

V diferencialni sliki prevladujejo nevtrofilci (> 50%), mezotelne celice so degeneri-
rane ali reaktivno spremenjene, na ozadju je celi¢cni drobir, prisotna je fagocitoza
(slika 24).

Etiologija nevtrofilnega eksudata so akutni procesi (bakterijska ali virusna pljuc-
nica, pljucni absces, bronhiektazije), subfreni¢ni absces, pankreatitis, inficiran
pljuéni infarkt (tabela 4).

Empiem
Makroskopsko je vzorec gost, gnojen, sivozelen in smrdec.

O empiemu govorimo, ko gre za eksudat, z zvisano koncentracijo LDH, nizjo kon-
centracijo glukoze in znizanim pH. Obicajno je empiem izjemno celularen (> 20000-
25000 celic / pl). Z mikrobiolosko preiskavo dokazemo povzrocitelja. Najpogostejsi
povzrocitelji so bakterije (po gramu pozitivni koki, anaerobi) in glivice.

Mikroskopsko najdemo bakterije ali glivice, najlazje z dodatnimi barvanji za prikaz
mikroorganizmov (npr. Gram, Ziehl-Neelsen, Grocott). Izrazito prevladujejo dege-
nerirani nevtrofilei (> 9o %), celice so razpadle, precej je celicnega debrisa in ozadje
je nekroticno (slika 25).
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Slika 26. Eozinofilni eksudat (MGG) Slika 27. Limfocitni eksudat (MGG)

Empiem nastane kot zaplet pljuc¢nice, pljucnega infarkta, plju¢nega abscesa, sub-
diafragmalnih okuzb ali perforacije poziralnika.

Eozinofilni eksudat

Makroskopsko je vzorec oranzen in moten.

Biokemiéno gre za eksudat.

Mikroskopsko izstopajo eozinofilci ( > 10-20 %). Izjemoma najdemo Charcot-
Leydenove kristale. Mezotelne celice so reaktivho spremenjene in pomnozene.
Zaradi degranulacije eozinofilcev so na ozadju drobna zrnca (slika 26).

Do eozinofilnega eksudativnega plevralnega izliva pride zaradi pnevmotoraksa,
krvavitve v plevralni prostor (poskodba, posegi, plju¢ni infarkt), okuzbe s paraziti,
pri sistemskih boleznih veziva, vpliva zdravil, eozinofilne granulomatoze s polian-
giitisom in izpostavljenosti azbestu.

Limfocitni eksudat

Makroskopsko je vzorec moten.
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Slika 28. Limfocitni eksudat pri tuberkulozi plevre Slika 29. Hematotoraks. Vidni so $tevilni eritrociti
(MGG) (MGQ)

Biokemic¢na analiza potrdi, da gre za eksudat.

V mikroskopski sliki prevladujejo mali limfociti (> 50-70 %). Gre za monomorfno
citolosko sliko z zrelimi limfociti, vimes so posamiéne mlajse limfati¢ne celice in
plazmatke (slika 27).

Najpogostejsi vzroki limfocitnega eksudata so sréno popuscanje, kroni¢na okuzba,
sistemske bolezni veziva, tuberkuloza. Diferencialno diagnosti¢no prihaja vpostev
limfoproliferativno obolenje, zato so smiselne dodatne preiskave (imunocitoke-
mija, preto¢na citometrija).

Tuberkuloza

Makroskopsko je vzorec obi¢ajno moten in rumenkast.

Biokemicna analiza potrdi, da gre v primeru tuberkuloze plevre za eksudat z zni-
zano koncentracijo glukoze in zvisano koncentracijo adenozin deaminaze.

Mikrobioloska preiskava potrdi okuzbo z mikobakterijo.
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Mikroskopsko najdemo limfocitni eksudat (> 70 % limfocitov), v katerem praviloma
ni mezotelnih celic, plazmatk ali eozinofilcev (slika 28). Citoloska slika je precej
unimorfna. Pri tuberkuloznem plevritisu obstaja moznost nevtrofilnega eksudata
in celo empiema. Z dodatnim barvanjem Ziehl-Neelsen ali molekularno preiskavo
potrdimo okuzbo z M. tuberculosis.

Hematotoraks (hemoragic¢ni eksudat)
Makroskopsko je vzorec krvav ali rjav pri starejsi krvavitvi, v njem so koaguli.

Za diagnozo je klju¢nega pomena biokemic¢na analiza krvavega vzorca plevralnega
izliva, pri kateri najdemo povisan hematokrit in koncentracijo hemoglobina:
« hematotoraks - hematokrit izliva > 50 % vrednosti periferne krvi
o hemoragi¢ni eksudat - hematokrit 1-20 %
o mnepomembno - hematokrit < 1 % (Ze 1 ml krvi obarva 11 izliva rdec¢kasto,
kar je pogosto pri punkeciji)

Z mikroskopskim pregledom najdemo eritrocite, eritrofagijo in siderofage. Obi-
¢ajno gre za citolosko sliko periferne venske krvi. Mezotelne celice, Ce so prisotne,
so reaktivno spremenjene (slika 29).

Najpogostejsi vzrok je poskodba. Krvav izliv opazujemo po posegih, tudi pri pljuc-
nem infarktu.

Revmatoidni artritis
Makroskopsko je vzorec moten, gost, rumeno zelene barve.

Biokemicéna analiza potrdi, da gre za eksudat, z zvisano koncentracijo LDH, zni-
zano koncentracijo glukoze, nizjim pH in zvisanim revma faktorjem.

Mikroskopsko najdemo veliko zrnatega celicnega debrisa v obliki amorfnih eozi-
nofilnih kroglastih tvorb premera 5-50 pm in holesterolne kristale. Vzorec je sprva
bogat z nevtrofilci, kasneje prevladujejo limfociti. Znacilne so vretenaste epitelo-
idne celice, vec¢jedrne celice in posamicne bizarne celice, ki so imunocitokemic¢no
monocitnega porekla (CD68 pozitivne, keratin negativne) (slika 30). Citoloska
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Slika 31. Lupus eritematodes - LE celice (MGG) Slika 32. Pankreatitis - nevtrofilni granulociti in

makrofagi (MGG)

slika je znacilna za revmatoidni plevritis in je lahko prva manifestacija revmatoi-
dnega artritisa, pogosteje pri moskih. Diferencialno diagnosti¢no prihaja v postev
karcinoza plevre s skvamoznoceli¢nim karcinomom.



Sistemski lupus eritematodes
Makroskopsko je vzorec bister in rumenkast.

Biokemicno gre obicajno za eksudat s pozitivnimi titri ANA in prisotnimi imunski
kompleksi, ob tem je lahko nizja koncentracija glukoze.

Mikroskopsko odkrijemo LE (lupus eritematodes) celice z znacilno nukleofagoci-
tozo. V citoloski sliki so prisotni nevtrofilei in limfociti. Najdemo hematoksilinska
ali LE telesca, ki so okrogle goste homogene mase (slika 31).

Pankreatitis

Makroskopsko je vzorec moten in krvav.

Pri akutnem pankreatitisu gre za levostranski plevralni izliv, ki je eksudat z zvi-

Sano koncentracijo amilaze in lipaze.

Mikroskopsko izstopajo zelo reaktivno spremenjene mezotelne celice, v citoloski
sliki prevladujejo limfociti in nevtrofilci (slika 32).

Hilotoraks

Makroskopsko je vzorec mlecen in moten. Tudi po centrifugiranju ostane moten.
Za hilotoraks sta znacilno poviSani koncentraciji holesterola in trigliceridov.
Mikroskopski pregled odkrije umazano ozadje in holesterolne kristale. Celice so
degenerirane, prevladujejo limfociti. Histiociti so drobno vakuolizirani (slika 33).

Z dodatnimi barvanji v njih dokazemo lipide.

Hilotoraks se razvije zaradi zapore limfne drenaze pri neoplazmah in limfangiole-
iomiomatozi ali rupture torakalnega duktusa po posegih.

Lociti moramo psevdohilozni ali holesterolni izliv, ki je tudi mlecen z razpadlimi
celicami. V tem primeru je posledica vecletnega kroni¢nega izliva.
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Slika 33. Hilotoraks — drobno vakuolizirani histiociti Slika 34. Hepatociti z Zol¢nim pigmentom -
(PAP) kontaminacija (MGQG)

Ruptura poziralnika
Makroskopsko je vzorec moten.

Biokemic¢no gre za eksudat z znizano koncentracijo glukoze in zvisano koncentra-
cijo amilaze.

Z mikroskopskim pregledom dokazemo prisotnost ploScatega epitela in ostankov
hrane.

Kontaminanti v vzorcu plevralnega izliva

V vzorcu plevralnega izliva pri mikroskopskem pregledu lahko odkrijemo keratin-
ske luske in plosScate epitelne celice s povrSine koze, fibrocite in skeletno misi¢na
vlakna, hepatocite, pigmentirane makrofage in celice alveolarnega epitela. Konta-
minanti so posledica posega, pri katerem aspiriramo celice stene prsnega kosa ali
pljuc oziroma z iglo nabodemo jetra (slika 34).



Mile Kovacevié

Splosne morfoloske znacilnosti malignih celic

Morfologija malignih celic v plevralnem izlivu se nekoliko razlikuje od ostalih cito-
loskih in histoloskih vzorcev. Plevralni izliv predstavlja idealno gojisce, ki vsebuje
vse elemente za rast in razmnozevanje celic. Morfologija celic v plevralnem izlivu
je spremenjena. Celice so okroglaste, ponavadi z obilnejso citoplazmo, zato ocena
razmerja jedra in citoplazme ni vedno zanesljiva. Jedra imajo ve¢inoma bolje ohra-

njeno morfologijo, z jasnimi znaéilnostmi malignih celic.

Pri opredelitvi malignega plevralnega izliva moramo biti pozorni na prisotnost tako
imenovanih tujih celic (celic, ki ne sodijo v prostor seroznih votlin). Pozorni moramo
biti tudi na morebitne znake diferenciacije celic kot so npr. porozenevanje, prisotnost
vakuol, granul, inkluzij, pigmenta v citoplazmi. Ocena jeder lahko pomaga pri opre-
delitvi izvora tumorja (origa), ne igra pa odlocilne vloge. Pri ocenjevanju upostevamo
obliko jedra, debelino in gladkost jedrne membrane, strukturo kromatina, priso-
tnost nukleolov ali inkluzij. Pri sekundarnih tumorjih opredelitev tipa neoplazme in
origa le na osnovi morfologije malignih celic ni zanesljiva. Zato so imunocitokemic¢na
barvanja klju¢nega pomena za definitivno diagnozo.

Plevra je lahko prizadeta tako s primarnimi kot s sekundarnimi tumorji. Od
primarnih je najpogostejSi maligni mezoteliom. Dale¢ najpogostejsi sekundarni
tumorji prisotni v plevralnem izlivu so karcinomi, od katerih so primarni plju¢ni
na prvem mestu. Glede na morfologijo, so najpogostejsi adenokarcinomi. Poleg
tega v plevralnem izlivu lahko najdemo tudi neepitelijske tumorje kot so npr. mela-
nomi, limfomi.



Mile Kovacevi¢ Maligni plevralni izliv — sekundarne neoplazme

Adenokarcinom

Adenokarcinomi v plevralnem izlivu kazejo podobne morfoloske znacilnosti ne
glede na origo. Citoplazma je ponavadi nezna, lahko vsebuje vakuole ali granule.
Jedra so pravilna, okroglasta ali ovalna, z nezno jedrno membrano. Kromatin je fin,
lahko so prisotni nukleoli. Maligne celice lahko tvorijo tridimenzionalne skupine.

Slika 37. Adenokarcinom - plju¢a, CB, HE Slika 38. Adenokarcinom - pljuca, ICK, TTF1
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Morfoloske znacilnosti malignih celic pri adenokarcinomih iz razlicnih lokacij
so zelo podobne, zato so klini¢ni podatki zelo pomembni. Za potrditev diagnoze
uporabljamo imunocitokemic¢ne preiskave, ki jih prilagajamo klini¢nim podatkom.
Uporabljamo oznacevalce, ki imajo visoko specificnost (npr. TTF-1, GATA3, PAX-8,
CDX-2, SATB2). Izogibamo se nespecificnim adenokarcinomskim markerjem (npr.
CK7, CK20, CK18, CK19, CEA) (slike 34 do 49).

Slika 40. Adenokarcinom - dojka, PAP
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Slika 41. Adenokarcinom - dojka, CB, HE Slika 42. Adenokarcinom - dojka, ICK, GATA3
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Slika 44. Adenokarcinom - rodila, PAP
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Slika 45. Adenokarcinom - rodila, CB, HE Slika 46. Adenokarcinom - rodila, ICK, PAX-8

CB - Citoblok

HE - Hematoksilin/eosin
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Slika 48. Adenokarcinom - prebavila, PAP
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Slika 49. Adenokarcinom - prebavila, CB, HE Slika 50. Adenokarcinom - prebavila, ICK, CDX-2

Skvamoznoceliéni karcinom

Skvamoznoceli¢ni karcinom ni tako pogosta najdba v vzorcih plevralnega izliva kot
adenokarcinom. Karcinomske celice so ponavadi posamicne, ovalne do poligonalne,
z intenzivno bazofilno (azurno) citoplazmo (slika 51). V barvanju po Papanicolaou
je le-ta intenzivno oranzna ali turkizna (slika 52). Jedra so ponavadi nepravilne
oblike, hiperkromna, z grobim kromatinom. Z imunocitokemi¢nimi barvanji (p40)
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Slika 51. Skvamoznoceli¢ni karcinom, MGG Slika 52. Skvamoznoceli¢ni karcinom, PAP

lahko potrdimo da gre za skvamoznoceli¢ni karcinom. Origa skvamoznoceli¢cnega
karcinoma na podlagi morfologije ni mozno opredeliti. ICK barvanje na p16 (s HPV
povezan karcinom) sugerira moznost origa v ORL regiji ali v rodilih.

Drobnoceliéni karcinom

Origo drobnoceli¢cnega karcinoma je najpogosteje v pljucih, zato ga relativno pogosto
najdemo v vzorcih plevralnega izliva. Vidimo drobne, lahko posSkodovane maligne
celice s piclo citoplazmo. Véasih je citoplazma nekoliko obilnejsa kot v ostalih
citoloskih in histoloskih vzorcih drobnocelicnega karcinoma, zaradi artefaktov v
plevralnem izlivu. Jedra so hiperkromna z drobno zrnicastim kromatinom. Prisotni
so lahko tudi kompaktni skupki celic, v katerih je vidno vtiskovanje jeder (sliki 53
in 54). Jedrni artefakti, ki so znacilni za ostale citoloske vzorc drobnoceli¢nega kar-
cinoma, niso pogosto prisotni. Drobnoceli¢ni karcinom v plevralnem izlivu potrju-
jemo z imunocitokemic¢nimi preiskavami (nevroendokrini markerji: CD56 (slika 55),
INSM1, Rb1 - izguba jedrnega izrazanja, CK18 znacilna toCkasta reakcija (slika 56)).

Drugi karcinomi

Tudi pri ostalih karcinomih so za opredelitev klju¢ne imunocitokemicne preiskave
(slike 57 do 59).
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Slika 53. Drobnoceli¢ni karcinom, MGG
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Slika 55. Drobnoceli¢ni karcinom, ICK, CD56 Slika 56. Drobnoceli¢ni karcinom, ICK, CK18
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Melanom

Melanomi veljajo za velike posnemovalce (‘vsak tumor je lahko melanom’). Pogosto
je prisoten izraziti pleomorfizem celic. Celice imajo dokaj intenzivno bazofilno
citoplazmo, ki véasih vsebuje pigment rjavkaste barve. Jedra so tudi lahko pleo-
morfna, ponavadi z izrazitimi, eozinofilnimi nukleoli. Jedrna membrana je zade-
beljena. Lahko so prisotne tudi dvo- in vecjedrne celice (slike 60 do 62). Melanom
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Slika 59. Karcinom ledvi¢nih celic, ICK, PAX-8 Slika 60. Melanom, MGG
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Slika 62. Melanom, CB, HE
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Slika 63. Melanom, ICK, HMB-45

v plevralnem izlivu potrdimo z imunocitokemi¢nimi barvanji (S-100, SOX-10,
HMB-45, MART-1) (slika 63).

Limfomi

Stevilne limfati¢ne neoplazme lahko prizadenejo tudi serozne votline. Plevralni izlivi
ponavadi vsebujejo veliko Stevilo atipi¢nih limfati¢nih celic. Morfoloske znacilnosti

61



Maligni plevralni izliv — sekundarne neoplazme

Mile Kovacevié

DVBCL, PAP

Slika 65.

Slika 64. DVBCL, MGG

Slika 67. DVBCL, ICK, CD20

DVBCL, CB, HE

Slika 66.

DVBCL - Difuzni velikoceli¢ni B celi¢ni limfom
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T

Slika 68. DVBCL, ICK, CD3 Slika 69. DVBCL, ICK, Ki67

malignih/atipi¢nih limfati¢nih celic so enake kot v citoloskih in histoloskih vzor-
cih limfomov iz drugih lokacij (slike 64 do 66). Drobnoceli¢ni limfomi predstavljajo
poseben izziv, ker limfociti pogosto ne kazejo izrazitih atipij in jih vcasih tezko raz-
likujemo od reaktivnih limfocitov. Pri opredelitvi limfocitnih populacij v plevralnem
izlivu si pomagamo z imunocitokemi¢nimi barvanji (sike 67 do 69) in imunofenoti-
pizacijo limfati¢nih celic s pretocnim citometrom. Obstaja tudi redka oblika primar-
nega plevralnega velikocelicnega B celicnega limfoma - primarni efuzijski limfom.

Maligni plevralni izliv z neznanim origom

Klini¢ni podatki in podatki slikovne diagnostike predstavljajo prvi korak pri opre-
delitvi origa primalignem plevralnem izlivu. Iz razli¢nih razlogov (vzorec je odvzet
pred opravljeno ostalo diagnostiko, diagnosti¢ne preiskave so nekonkluzivne, drugi
razlogi) klini¢nih podatkov nimamo vedno na voljo. Zato vzorec obravnavamo kot
maligni plevralni izliv z neznanim origom. Prvi korak je, da na podlagi morfologije
in imunocitokemije opredelimo ali gre za sekundarno neoplazmo ali pa za mezotelno
proliferacijo (tabela 6, slika 69). V tem primeru opravimo standardna imunocitoke-
micna barvanja z dvema epitelnima in dvema mezotelnima markerjema. Ko se prep-
ricamo, da ne gre za mezotelno proliferacijo, nadaljujemo z opredeljevanjem origa,
z oznacevalci, ki so znacilni za dolocene tipe tumorja ali pa za dolocene organe ali
organske sisteme (tabela 7, slika 69).
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Oznacevalci Mezotel Epitel

Claudin 4 Negativno Pozitivno
BerEP4 Negativno Pozitivno
MOC31 Negativno Pozitivno
Kalretinin Pozitivho Negativno
CK5/6 neg/poz neg/poz
D2-40 Pozitivho Negativho
HEG1 Pozitivho Negativno
WT1 Pozitivho Negativho

Tabela 6. Imunocitokemicni oznacevalci mezotelne in epitelne diferenciacije

Origo Oznacgevalci

Urotel GATA3, CK7, CK20, uroplakin

Dojka GATAZ3, ER, PR, SOX-10, GCDFP-15, mammaglobin
Prebavila CDX-2, CK7, CK20, SMAD4

Ledvica PAX-8, mRCC, CK7, CK20, KIT (CD117), CD10

Jetra Arginase-1(ARG1), glypican-3 (GPC3), HepPar-1

Plju¢a (adenokarcinom)

TTF-1, napsin A

Rodila PAX-8, ER, WT1, CK7, CK20
Prostata NKX3.1, PSA, AMACR
S¢itnica PAX-8, thyroglobulin, TTF1, CEA

Drobnoceli¢ni karcinom

CD56, INSM1, Rb1izguba jedrnega izrazanja

Prizeljc

PAX-8, CD5, CD117 (KIT)

Melanom

SOX-10, $-100, HMB-45, MelanA, MITF

Tabela 7. Imunocitokemicni oznacevalci za opredelitev origa pri malignem plevralnem izlivu
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Znan origo

P ... S

Y Y
Claudin 4-, BerEP4-, kalretinin-, CK5/6-

A \
Claudin 4+, BerEP4+ Kalretinin+, CK5/6+ CK5/6+
7 Y
Y
P40+
Y
Dodatna ICK, klinika

Slika 70. Algoritem za obravnavo malignega plevralnega izliva
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Normalna in reaktivha mezotelna celica

Normalne mezotelne celice so unimorfne, sploscene ali kubi¢ne oblike ter tvo-
rijo en sam sloj na povrsini plevre. Vpliv razli¢nih dejavnikov (krvavitev, vnetje,
okuzba, travma) vodi v morfoloske spremembe, ki so lahko pestre in raznolike.
Celice se lahko tudi pomnozijo (hiperplazija). Tako reaktivno spremenjene celice
merijo do 50 um.

Reaktivne spremembe obsegajo velik spekter citoloskih variacij. Lahko pride do
povecanja in vecjega Stevila jeder, nukleoli so bolj prominentni, oblika jeder se
spremeni. Celice se lahko urejajo v manjse skupine ali celo v papilarne strukture
(slika 71). Citoplazma je vcasih vakuolizirana, jedro je potisnjeno na rob, kar da
celicam videz pecatnic, zato jim v takem primeru re¢emo psevdopecatnice. Zaradi
svoje sposobnosti fagocitoze je v plevralnem izlivu v¢asih tezko loc¢iti med histio-
citi in mezotelom. Ce izklju¢imo moznost malignega procesa na osnovi morfologije
je natancna loc¢itev med obema manj pomembna.

Ko se urejajo v manjsSe skupine so le-te okroglaste, mezotelne celice se navidezno
razporedijo okoli centralno lezecega »roza jedra« (slika 72).

Atipi¢na mezotelna proliferacija

O atipiji govorimo, ko opazimo citomorfoloske spremembe, ki presegajo prej opi-
sane reaktivne spremembe. V prvi vrsti ocenjujemo razmerje velikosti med jedrom
in citoplazmo, morebitno hiperkromazijo, makronukleole, grudast kromatin, bolj
poudarjen pleomorfizem. Ce so mezotelne celice veéje, Stevilnesje in tvorijo velike
skupine moramo prav tako razmisljati o moznosti maligne mezotelne proliferacije
in tak izliv obravnavati temu primerno (slika 73).
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Slika 71. Skupine okroglastih unimorfnih celic, ki Slika 72. Urejanje celic v skupine okoli »roza jedra«
morfolosko ustrezajo mezotelu (MGG) (MGQ)

Mezotelni Epitelni
kalretinin Claudin 4
CK5/6 Moc31
HEG1 BerEp4
WT1 CEA
D2-40
Slika 73. Vecje skupine vecjih mezotelnih celic z Tabela 8. ICK oznacevalci za razlikovanje med epitelom in
nepravilno oblikovanimi jedri (MGG) mezotelom
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Slika 74. Mezotelne celice so pozitivne za kalretinin Slika 75. CK5/6 pozitivnost v mezotelnih skupinah

Zgolj citoloska opredelitev mezotelne morfologije (prisotnost medceli¢nega okna,
mikrovilusov itd, glej tudi poglavje 3) ni zadostna. Pri vzorcih z izrazeno atipijo
moramo dokazati mezotelno diferenciacijo. V ta namen se posluzujemo z imunoci-
tokemic¢nimi barvanji. Za zanesljivo opredelitev moramo uporabiti vsaj dva mezo-
telna oznacevalcain dvanemezotelna oziroma epitelna oznacevalca. Med mezotelne
oznacevalce Stejemo kalretinin, CK5/6, HEG1, WT1, D2-40. Epitelni oznacevalci so
med drugimi claudin 4, BerEp4, Moc31 (tabela 8) . Za katero kombinacijo se bomo
odlo¢ili je odvisno od izkuSenj s posameznimi oznaéevalci in njihovo dostopnostjo
v laboratoriju.

Pri interpretaciji moramo upoStevati moznost nespecificne reakcije. DolocCeni
oznacevalci namrec lahko oznacijo tako mezotelne kot karcinomske celice (npr.
Moc31). V takih primerih lahko panel razsirimo Se z ostalimi zgoraj navedenimi

oznacevalci.

CKs5/6 je pozitiven v skvamoznocelicnem karcinomu, vendar izjemna redkost
zasevanja teh tumorjev v plevro ter soCasna pozitivnost na kalretinin omogoca
zanesljivo razlikovanje med mezoteliomom in karcinomom (sliki 74 in 75). V pri-
meru dvoma lahko dodamo v panel Se p4o.
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Slika 76. EMA je pozitivna v mezotelnih skupinah, kar kaZe na maligno proliferacijo
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Slika 77. Izguba izrazanja dezmina v skupinah malignih mezotelnih celic
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Ce smo v plevralnem izlivu ocenili, da gre za atipi¢ne celice in smo imunocitokemié¢no
dokazali mezotelno diferenciacijo, lahko postavimo diagnozo »atipi¢cna mezotelna
proliferacija« in svetujemo odvzem tkivnega vzorca za nadaljnjo diagnostiko.

V primeru, da imamo v laboratoriju moznost dodatnih imunocitokemic¢nih prei-
skav lahko le-te uporabimo za natanc¢nejso opredelitev procesa tudi v citoloSkem
vzorcu. O tem bo govora v naslednjem podpoglavju.

Mezoteliom

Mezoteliom je redek tumor (manj kot 2 % vseh tumorjev), vendar je najpogostejsi pri-
marni maligni tumor plevre. Svetovna incidenca je priblizno 30.000. Glavni dejavnik
tveganja za razvoj mezotelioma je izpostavljenost azbestu. ZDA in EU so prepovedale
uporabo azbesta, se pa ta Se vedno uporablja v velikih koli¢inah v Stevilnih drzavah,
kjer ni zakonskih omejitev (Rusija, Indija, Kitajska in druge).

Vecino mezoteliomov diagnosticiramo v glavnem iz tkivnih vzorcev, vendar je
danes mozno postaviti skoraj enakovredno diagnozo tudi iz citoloskega celicnega

vzorca plevralnega izliva.

V histologiji je poleg diferenciacije glavni kriterij za opredelitev maligne mezo-
telne proliferacije invazija v mehka tkiva prsne stene. Tega seveda v citoloSkem
vZorcu ne moremo oceniti, zato uporabimo dodatne oznacevalce. Neko¢ smo upo-
rabljali dezmin in EMA. EMA je pozitivna v malignih mezotelnih celicah, medtem
ko je dezmin negativen (izguba izrazanja v primerjavi z benignim mezotelom)
(sliki 76 in 77).

Nekatere Studije so dokazale visoko specificnost in senzitivnost obeh markerjev
(ve¢ kot 90 %). V zadnjem desetletju sta se dva nova markerja pokazala kot izje-
mno specificna (skoraj 100 %), vendar nekoliko manj senzitivna. BAP1 in MTAP
se izrazata v vecini zdravih celic, v mezoteliomu pa je prisotna izguba izrazanja.
BAP1 (BRCA-1 associated protein) izrazanje se izgubi s homozigotno delecijo gp21
in genom CDKN2A. MTAP je gen, ki se nahaja v isti regiji in je pogosto izgubljen
skupaj s CDKN2A. Glede na to, da je homozigotna delecija CDKN2A pogost dogodek
prirazvoju mezotelioma, sta ta dva markerja zanesljiva pri dokazovanju malignosti
mezotelnih celic.
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Slika 79. Izguba tako citoplazemskega kot jedrnega izrazanja MTAP
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BAP1 je jedrni oznacevalec in ocena je enostavna in zanesljiva (slika 78). Interpre-
tacija MTAP je nekoliko zahtevnejSa, saj lahko pride do izgube tako jedrnega kot
citoplazemskega izrazanja. Za opredelitev malignega procesa je dovolj, da pride do
izgube barvanja v citoplazmi v vsaj 70 % mezotelnih celic (slika 79).

Z uporabo teh oznacevalcev lahko dopolnimo in nadgradimo naso diagnozo ter izvid
izdamo kot »mezoteliom«. Zal je izguba teh markerjev prisotna v 63 % ali celo manj-
Sem delezu vseh mezoteliomov, kar pomeni da ob pozitivnhem (ohranjenem) BAP1 in
MTAP je najbolj smiselno ostati pri diagnozi atipi¢ne mezotelne proliferacije.

V nasem laboratoriju uporabljamo pretezno BAP1, saj je ohranjen v vseh normalnih
celicah in je interpretacija izgube v mezotelu enostavnejSa v primeru, da gre za
zelo celularen vzorec, kjer so prisotne tudi druge celice (vnetnice) in je povecana
moznost nespecificne reakcije citoplazemskih ali membranskih markerjev (dez-
min, EMA itd.) v histiocitih ali v delno degeneriranih celic.

Vse omenjene preiskave lahko opravimo tudi v citobloku v primeru, ko imamo
manj celularne vzorce ali ¢e Zelimo imeti vzorec shranjen za morebitne kasnejse
dodatne preiskave.

Klasifikacija mezotelnih tumorjev plevre

V peti izdaji WHO klasifikacije torakalnih tumorjev so tumorji plevre razvr$éeni v
naslednje kategorije:

« Adenomatoidni tumor plevre

« Dobro diferencirani papilarni mezotelni tumor plevre (angl. WDPMT).
¢ In situ mezoteliom

« Lokalizirani mezoteliom

« Difuzni mezoteliom

Adenomatoidni tumor je benigen, izjemno redek tumor, ki ga v citologiji ne moremo
diagnosticirati. Enako velja tudi za dobro diferencirani papilarni mezotelni tumor
plevre.



In situ mezoteliom je preinvazivna faza mezotelioma in se histolosko kaze z
blago atipijo mezotelnih celic in izgubo izrazanja BAP1. Ponavadi ni proliferacije/
hiperplazije mezotela, radioloSko ni vidnih sprememb, prav tako torakoskopsko.
Kaze se s ponavaljajo¢imi plevralnimi izlivi. Diagnoza je izklju¢no histoloska.

Lokalizirani in difuzni mezoteliom sta ekstrema spektra iste bolezni.

Loc¢imo tri histoloske podtipe:
o Epiteloidni (najpogostejsi)
e Bifazni
o Sarkomatoidni (redek, pogostejSa izguba MTAP, redkeje BAP1)

V plevralnem izlivu ve¢inoma ne moremo zanesljivo loc¢iti med oblikami, saj se
morfoloske znacilnosti celic v tekoc¢inskih vzorcih spremenijo, sarkomatoidni
mezoteliom pa pogosto izgubi tudi mezotelne markerje, zato je bolj primerno opra-
viti podtipizacijo v tkivnem vzorcu.
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