IV Konferencja Sekgji Endokrynologii Molekularnej PTE, Poznan, 2-3.10.2004

Diagnostic value of immunohistochemistry in lesions of the

endocrine system

Stanistaw Sporny, Katarzyna Taran

Department of Dental Pathology Medical University of Lodz

Head of the Department: Stanislaw Sporny, M.D., Ph.D., Associate Professor

Abstract
The aim of immunohistochemistry and immunocyto-
chemistry is to reveal specific antigens in cells and tissue
samples. Those techniques are based on an antigen-
antibody reaction and visualization of its product in
microscopic examination. The precursor of this new
diagnostic procedure was an immunofluorescent reaction
in frozen tissue samples performed by Albert Coons in
1940. Then the immunohistochemical techniques were
perfected to increase sensitivity and specificity. Currently
it is hard to imagine a modern pathological examination
without immunohistochemistry. At the end of XX"
century it was believed that 75% of cases is possible to be
diagnosed due to immunohistochemical stains.
Microscopic examination of endocrine glands tissue
samples is extremely difficult because of coexistence of
the presence of neoplasms and endocrine dysfunction.
It is necessary to establish the type of hormones in the
cells of the endocrine system lesions to make a proper
diagnosis. Thanks to the use of antibodies against
hormones and its precursors it becomes possible. At
present most of the antigens are easily detected in both:
formalin fixed paraffin embedded tissues samples and
ethanol fixed cytological smears so immunohistochemocal
and immunocytological stains can be a part of routine
diagnostic procedures in pathology. However most of

the biologically active substances are revealed in many
organs and tissues and it is necessary to perform a
satisfactory immunohistochemical panel to be sure the
diagnosis. It is important to notice that there is no need
to make a wide panel of antibodies in all of the cases and
the economical aspect of examination is also important.
Of course immunohistochemistry sometimes is the
guarantee of proper diagnosis but in some cases too wide
panel of antibodies can be a loss for the patient and for
medical department.

We discussed the proper diagnostic procedures
and immunohistochemical profile in pathological
lesions of endocrine system (thyroid and adrenal gland,
adenohypophysis, neuroendocrine tumours and some
hormones-secreting tumours of gonads).
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Streszczenie

Immunohistochemia i immunocytochemia to technika
badawcza, ktérejcelemjestujawnienieswoistychantygenow
w komérkach i tkankach na zasadzie wywolywania reakcji
antygen-przeciwcialo i uwidocznienie tego zjawiska
w preparatach mikroskopowych. Za prekursora tej metody
diagnostycznej uwaza sie Alberta Coonsa, ktéry w 1940r.
zastosowat technike immunofluorescencji do wykrywania
antygenéw w mrozonych skrawkach. PéZniej stopniowo
udoskonalano te procedury w celu zwigkszenia ich
czulosci i swoistodci. Obecnie trudno wyobrazi¢ sobie
nowoczesng diagnostyke patomorfologiczng bez tego
sposobu badari. W latach dziewieédziesiatych ubieglego
stulecia szacowano, iz zastosowanie odczynéw
immunocytochemicznych stwarza szanse precyzyjnego
rozpoznania w prawie I przypadkéw.
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Patologia mikroskopowa narzadéw wewnatrz-
wydzielniczych, w ktérych procesy nowotworowe
moga wspolistnie¢ ze zmianami czynno$ciowymi nalezy
do szczegdlnie trudnych dzialéw histopatologii. Do
bezblednego rozpoznawania proceséw patologicznych
gruczoléw dokrewnych istotne wydaje sie by¢ ustalenie,
jakie hormony zawieraja komérki zmiany. Osiagnac
to mozna poprzez wykorzystywanie przeciwcial
skierowanych przeciwko hormonom i ich prekursorom.
Wigkszos¢ tych antygenéw mozna poszukiwaé
w materiale tkankowym utrwalonym w formalinie
zatopionym w parafinie albo rozmazach cytologicznych
utrwalonych w alkoholu etylowym. Otwiera to droge
do stosowania badari immunohistochemicznych
i immunocytochemicznych w ramach rutynowej
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diagnostyki patomorfologicznej. Jednak znaczna czes$é
biologicznie czynnych substancji obecna jest w réznych
narzadach i tkankach. Oznacza to, Zze nie mozna
poprzesta¢ na wykonaniu jednego odczynu, aby byé
pewnym stusznosci sformulowanego rozpoznania. Im
wiecej przeprowadzi sie takich reakcji, tym blizej prawdy
absolutnej znajdzie si¢ wynik badania. W tej grze z natura
nalezy liczy¢ sie jednak z aspektem ekonomicznym,
gdyz podwyzszajac niepotrzebnie koszt procedury
diagnostycznej przynosi si¢ niekiedy w sumie wiecej
szkody niz korzysci zaréwno choremu, jak i placéwce
medycznej.

Problemy  diagnostyki  immunohistochemicznej
omoéwione zostang na przykladzie zmian patologicznych

gruczolu tarczowego, przytarczyc, aparatu wyspowego
trzustki, nadnerczy, przysadki mézgowej oraz nowo-
tworéw neuroendokrynnych i niektérych hormonalnie
czynnych guzéw gonad.

Stowa kluczowe: patomorfologia, immunohistochemia,
nowotwory, uktad dokrewny
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Immunohistochemia i immunocytochemia to
technika badawcza, ktdérej celem jest ujawnienie
swoistych antygenéw w komorkach i tkankach na
zasadzie wywotywania reakcji antygen-przeciw-
cialo i uwidocznienie tego zjawiska w prepara-
tach mikroskopowych. Za prekursora tej metody
diagnostycznej uwaza sie Alberta Coonsa, ktéry
w  1940r. zastosowal technike immunofluore-
scencji do wykrywania antygenéw w mrozonych
skrawkach [1]. PéZniej stopniowo udoskonalano te
procedury w celu zwigkszenia ich czulo$ci i swoisto-
$ci. Obecnie trudno wyobrazi¢ sobie nowoczesna
diagnostyke patomorfologiczng bez tego sposobu
badari. W latach dziewieédziesiatych ubieglego
stulecia szacowano, iz zastosowanie odczynéw
immunocytochemicznych stwarza szanse precyzyj-
nego rozpoznania w prawie I przypadkéw [2,3].

Badania immunohistochemiczne i immunocy-
tochemiczne przeprowadza sie¢ w celu: okreslenia
kierunku réznicowania komdérek nowotworowych
cechujacych si¢ podobnym wygladem w prepara-
tach mikroskopowych zabarwionych przegladowo;
ustalenia histogenezy nienowotworowych komérek,
nietypowych dla badanego narzadu; okreslenia
lokalizacji guza pierwotnego po ujawnieniu
przerzutu; immunofenotypowania komérek uktadu
krwiotwérczego i chlonnego w celu odréznienia
rozrostéw nienowotworowych od nowotworowych
oraz identyfikacji typéw nowotworéw; wykazania
naciekania naczyn przez komoérki nowotworowe;
ustalenia markeréw biologicznych o znaczeniu
rokowniczym; identyfikacji pozakomoérkowych
zlogéw w tkankach i narzadach.

Patologia mikroskopowa narzadéw wewnatrz-
wydzielniczych, w ktérych procesy nowotwo-
rowe mogg wspolistnie¢ ze zmianami czynnoscio-
wymi nalezy do szczegdlnie trudnych dzialéw
histopatologii [4,5]. Kryteria stosowane w diagno-
styce mikroskopowej musza uwzgledniaé takie
odrebnosci jak np.: niski indeks mitotyczny i mala
aktywno$¢ proliferacyjng w komoérkach zréznico-
wanych rakéw niektérych gruczotéw dokrewnych
(np. tarczycy), czy polimorfizm jader komérkowych

w réznych stanach nienowotworowej dysfunkgji
narzadu. Jednym z podstawowych celéw wprowa-
dzenia badari immunohistochemicznych stata sie
zatem takze obiektywizacja rozpoznan histopatolo-
gicznych i tym samym ich uwierzytelnienia [6].

Do bezblednego rozpoznawania proceséw
patologicznych gruczoléw dokrewnych istotne
wydaje sie by¢ ustalenie, jakie hormony zawieraja
komérki zmiany. Osiggna¢ to mozna poprzez
wykorzystywanie  przeciwcial ~ skierowanych
przeciwko hormonom i ich prekursorom [1].
Wiegkszo$¢ tych antygenéw mozna poszukiwad
w materiale tkankowym utrwalonym w formalinie
zatopionym w parafinie albo rozmazach cytolo-
gicznych utrwalonych w alkoholu etylowym.
Otwiera to droge do stosowania badart immuno-
histochemicznych i  immunocytochemicznych
w ramach rutynowej diagnostyki patomorfologicz-
nej. Jednak znaczna czeé¢ biologicznie czynnych
substancji obecna jest w rdéznych narzadach
i tkankach. Oznacza to, Ze nie mozna poprzestaé
na wykonaniu jednego odczynu, aby by¢ pewnym
stusznosci sformutowanego rozpoznania. Im wiecej
przeprowadzi sie takich reakgcji, tym blizej prawdy
absolutnej znajdzie si¢ wynik badania. W tej grze
z natura nalezy liczy¢ si¢ jednak z aspektem ekono-
micznym, gdyz podwyzszajac niepotrzebnie koszt
procedury diagnostycznej przynosi sie niekiedy
w sumie wiecej szkody niz korzysci zaréwno
choremu, jak i placéwce medycznej.

Utrzymuje si¢ nadal w niektérych placéwkach
na terenie naszego kraju mylne wyobrazenia na
temat istoty badar immunohistochemicznych:

- istniejg antygeny swoiste dla okreslonego typu
komérki

- efekt barwny po wizualizacji reakcji
immunologicznej jednoznacznie dowodzi
obecnosci poszukiwanego antygenu

- mozna prébowac przeprowadzac badania
immunohistochemiczne bez odczynéw
kontrolnych

- dostepne surowice z przeciwciatami zawsze
gwarantujg adekwatny rezultat diagnostyczny
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- badania immunohistochemiczne warto
przeprowadzac we wszystkich tych pracowniach,
ktérych personel widzi potrzebe udoskonalenia
prowadzonej diagnostyki.

Problemy diagnostyki immunohistoche-
micznej omoéwione zostang na przykladzie zmian
patologicznych: tarczycy, przytarczyc, aparatu

wyspowego trzustki, nadnerczy oraz rakowiakéw,
ziarniszczaka i nowotworéw przysadki mézgowe;j.
Nasze opracowanie nie nalezy traktowac jako syste-
matyczny wyklad o immunohistochemii zmian
patologicznych gruczotéw dokrewnych, lecz raczej
jako refleksje na temat tej techniki badawczej, ktére
rodza si¢ u os6b w praktyce zajmujacych sie tym
problemem.

W latach dziewiecdziesiatych ubiegtego stulecia
wydawalo sie, ze dobrze zostaly poznane zasady
rzadzace diagnostyka immunohistochemiczna
zmian patologicznych tarczycy [1]. Sadzono, ze
oznaczenie podstawowych antygenéw zagwa-
rantuje bezbledne rozpoznanie diagnozowanego
procesu.

Pézniej okazalo sig, ze diagnostyka immunohi-
stochemiczna musi by¢ dalej udoskonalana, gdyz
w wielu przypadkach przeprowadzenie jednego
czy dwéch odczynéw nie jest w stanie zapewnid
rozwigzania zagadek budowy mikroskopowej
zmian nowotworowych i rzekomonowotworo-
wych. W 2003 roku w Poznaniu wygtoszony zostat
ciekawy referat, w ktérym zostalo postawione
kardynalne pytanie. ,Badania immunohistoche-
miczne w guzach tarczycy. Czy to juz standard?”
(D. Lange, B. Nikiel). OdpowiedZ mogta by¢ tylko
jedna - twierdzaca. Wiadomo dzi§, ze badania

immunohistochemiczne w  patologii tarczycy
pomagajaq w diagnostyce: rozrostu komérek C, raka
rdzeniastego, raka brodawkowatego, guzéw peche-
rzykowych, szczegélnych form gruczolakéw, niety-
powych pierwotnych rakéw, raka wyspowego, raka
niezréznicowanego, pierwotnego chloniaka zlosli-
wego, nowotworéw przerzutowych [6].

Preparaty mikroskopowe zabarwione przegla-
dowo hematoksyling i eozyng nie pozwalaja
na rozpoznanie, a niekiedy nawet nie uwidacz-
niajg rozrostéw komoérek C w tarczycy. Odczyny
immunohistochemiczne stuza diagnostyce tego
procesu. Rozrost komoérek C rozpoznaje sie
wéwecezas, gdy uwidocznimy w cytoplazmie naste-
pujace antygeny: kalcytonine (+), chromogranine
(+), czasem CEA (+) [7]. Badanie immunohisto-
chemiczne na obecnos¢ kalcytoniny powinny by¢
rutynowo wykonywane w materiale tkankowym
po profilaktycznej tyreoidektomii u os6b z wykryta
mutacjg protoonkogenu RET [6]. Rozrost komoérek
C trzeba jednak réznicowad z litymi gniazdami
komoérkowymi [5]. Lite gniazda komdrkowe maja
nastepujacy profil antygenowy: galektyna 3 (+)
w calej zmianie; komorki giéwne: CEA (+), keratyny
LMW i HMW (+), somatostatyna (+); komérki C:
kalcytonina (+), CGRP (+), chromogranina (+) [8].

Lite gniazda komdérkowe sg pozostaloscia ciatek
ultimobrionchialnych. Ich obecno$¢ w tarczycy
uwaza si¢ za zjawisko fizjologiczne. Znajomosé¢
tych struktur przydaje si¢ podczas oceny mikrosko-
powej gruczotu tarczowego, gdyz nalezy je rézni-
cowaé z: ogniskami metaplazji plaskonabtonko-
wej, przerzutem raka plaskonablonkowego, mikro-
rakiem brodawkowatym, pozostaloscia przewodu
tarczowo-jezykowego i rozrostem komorek C [5].

Tabela 1. Podstawowe antygeny odgrywajgce istotng rolg w rozpoznawaniu zmian patologicznych tarczycy.

Antygen

Charakterystyka

Zmiany patologiczne

tyreoglobulina

marker réznicowania
pecherzykowego komérek

gruczolak pecherzykowy; rak pecherzykowy;
nowotwory z komérek Hirthla; rak
brodawkowaty; rak wyspowy; tarczyca
ektopowa; odszczepy tarczycy

kalcytonina

marker komérek C

rak rdzeniasty; nienowotworowy rozrost
komérek C; lite gniazda komérkowe

antygen karcinoembrionalny (CEA)

antygen tkanek zarodkowych
i nowotworéw pochodzenia
ekto- i endodermalnego

rak rdzeniasty; rozrost komérek C (czasem)

chromogranina marker neuroendokrynny rak rdzeniasty;
przyzwojak niechromochionny
cytokeratyna marker nablonkowy gruczolak pecherzykowy;

rak brodawkowaty;

rak pecherzykowy;

rak wyspowy;

rak anaplastyczny (50%);
rak rdzeniasty

wspdlny antygen leukocytarny (LCA)

marker krwinek bialych

chioniak zlosliwy

biatko S-100
Schwanna

marker m.in. komérek

nowotwory z komérek Hiirthla; ré6zna
ekspresja w pozostatych nowotworach
nablonkowych;

przyzwojak niechromochlonny

rak rdzeniasty;

przyzwojak niechromochlonny
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Obecnie w dobie komputeryzacji zycia naukowego
nieocenionym Zrédlem danych na temat trendéw
w  diagnostyce immunohistochemicznej stal
si¢ Internet [9]. Mozna znaleZ¢ tam informacje
o aktualnie prowadzonych pracach badawczych,
ich skali i uzyskiwanych wynikach. W naszym
osrodku korzystamy w praktyce z Immunohisto-
chemistry Literature Database System. Oczywi-
$cie do zawartych tam informacji nalezy niekiedy
podchodzi¢ z pewna rezerwa, gdyz nierzadko
wyniki analizy kilku antygenéw pochodza z jedne;j,
pionierskiej publikacji i nie zostaly jeszcze zwery-
fikowane. Tym niemniej uwazamy za celowe
zapoznanie Czytelnikéw z wybranymi danymi
na temat immunohistochemii guzéw gruczoléw
wydzielania wewnetrznego, ktére uzyskaliSmy
rowniez z Internetu. W tabeli II przedstawione

odpowiedniego systemu kontroli jakosci badan.
Niektore nowotwory tarczycy zawierajg duze ilosci
endogennej biotyny, co praktycznie ogranicza, albo
wrecz wyklucza stosowanie ich w diagnostyce
szeroko rozpowszechnionych metod opartych na
powinowactwie awidyny do biotyny. Przykladem
nowotworu bogatego w endogenng biotyne moze
byé rak brodawkowaty tarczycy, ktéry zaréwno
w formie pierwotnej, jak i przerzutowej daje silng
reakcje ze streptawidyna. Istnieje oczywiscie spos6b
na zablokowanie endogennej biotyny, ale jest to
kolejny, dodatkowy etap i tak juz czasochlonnej
i dos¢ kosztownej metodzie oznaczen.

Tabela I11. Rak brodawkowaty tarczycy — typowe antygeny.

zostaly wyniki badari immunohistochemicznych Antygen Wynik Opubﬁifjvlf,inych
raka rdzeniastego tarczycy [10]. Zwraca uwagg fakt, pozytywny przypadkéw
ze wbrew wczesniejszym informacjom z pismien- AE1-AE3 100% 5
nictwa obecnie zawsze ujawnia si¢ w komérkach ~ |CAM 5.2 100% ?
tego nowotworu kalcytonine [5]. CA 153 100% 14
CD 117 100% 9
CD 57 100% 23
Tabela II. Rak rdzeniasty tarczycy — typowe antygeny. Keratyny: 7, 8,17, 18 100% 3-13
. Keratyny HMW 100% 20
Antygen Wynik opub{;f(fvlz/znych pafnkeratyna 100:/0 18
pozytywny przypadkow wimentyna 100% 13
CGRP (calcitonin 100% 33 TTF-1 96% 23
gene related protein) galektyna 3 94% 283
chromogranina B 100% 16 VEGF 90% 10
Keratyna 7 100% 16 tyreoglobulina 90% 92
NSE 100% 10 cyklina E 87% 59
sekretogranina II 100% 16 Keratyna 19 87% 398 - tylko reakcja
synaptofizyna 100% 5 bionowa
kalcytonina 100% 328 EMA 83% 57
TTE-1 98% 43 CA 199 81% 57
chromogranina A 97% 56 PRb 0% 23
wimentyna 60% 22
PRb 50% 6 Bardzo  przydatnym w  rozpoznawaniu
galektyna 3 45% 18 zwlaszcza pecherzykowej postaci raka brodawko-
tyreoglobulina 6% 123 watego tarczycy jest analiza ekspresji keratyny 19
CD 117 0% 7 obecnej bardzo czesto w komdrkach tego guza [4].
EMA 0% 1 Nie jest to jednak antygen swoisty tylko dla tego
raka. Keratyna 19 jest tez stwierdzana w: ogniskach
Najczestszym pierwotnym nowotworem  metaplazji plaskonablonkowej, nienowotworowych

zlosliwym gruczotu tarczowego jest rak brodawko-
waty. Niektére jego typy mikroskopowo sprawiaja
powazne trudnosci w diagnostyce mikroskopo-
wej, stad wykorzystanie techniki immunohisto-
chemicznej staje sie niekiedy oczywista koniecz-
noscia. W tabeli III zestawione zostaly aktualne
dane na temat tych analiz. Zwraca uwage fakt, ze
antygeny tak typowe dla nowotworéw wywodza-
cych si¢ z komérek nablonka pecherzykéw tarczycy
nie sg obecne we wszystkich przypadkach raka
brodawkowatego gruczotu tarczowego [11]. Szcze-
gblnie wazng sprawa w diagnostyce immunohi-
stochemicznej raka tarczycy jest dobdér wilasciwej
metody wizualizacji, jak réwniez stosowanie

komérkach pecherzykowych ulegajacych zmianom
wstecznym, nablonku pecherzykéw w przewlekltym
zapaleniu tarczycy [1]. Podobnie, zblizona ekspresje
p63 stwierdza si¢ w raku brodawkowatym tarczycy
iprzewleklym zapaleniutarczycy. By¢ moze dowodzi
to zwigzku patogenetycznego obu proceséw [12].
Natomiast warto wspomnie¢, ze ekspresja c-met jest
silna w typie wysokokomérkowym raka brodawko-
watego tarczycy, formy bardziej inwazyjnej anizeli
klasyczny typ tego guza [13].

Nie zawsze ujawnienie tyreoglobuliny dowodzi,
ze komorki zawierajace ten antygen wywodzi sie
z nablonka pecherzykéw tarczycy. Tyreoglobulina
jest tez obecna w histiocytach weziéw chionnych
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szyi z towarzyszacym rakiem tarczycy [14]. W tym
przypadku rozpoznanie przerzutu raka musi by¢
poparte wynikami innych obserwacji, w tym oceny
histopatologicznej preparatéw mikroskopowych
i oznaczen antygenéw typowych dla histiocytéw
(np. CD 68)

Dla guzéw pecherzykowych tarczycy typowe sa
antygeny zestawione w tabeli IV. Pod pojeciem guz
pecherzykowy kryja sie trzy rézniace sie biologia
procesy rozrostowe: nienowotworowe  guzki
w wolu, fagodne nowotwory - gruczolaki pecherzy-
kowe i zlosliwe nowotwory - raki pecherzykowe.

Tabela IV. Guz pecherzykowy tarczycy — typowe
antygeny.

Wynik Liczba
Antygen opublikowanych
pozytywny przypadkéw
AE1-AE3 100% 2
CA15-3 100% 5
Keratyny: 7, 8, 18 100% 20-29
pankeratyna 100% 25
wimentyna 100% 28
TTF-1 98% 35
tyreoperoksydaza 95% 20
VEGF 90% 10
tyreoglobulina 90% 106
CD 117 85% 13
cyklina E 83% 57
keratyna 19 50% 155
CD 57 48% 40
galektyna 3 39% 254
CA 199 11% 57
Keratyny HMW 0% 8

Diagnostyka mikroskopowa rozrostéw peche-
rzykowych nalezy do najtrudniejszych zadan dla
histopatologa zajmujacego si¢ patologia tarczycy
[15]. Jedynym antygenem, ktérego ekspresja
réznicuje niezlosliwe procesy od raka jest biatko
retinoblastoma [9]. Przestrzegaliby$my jednak przed
bezkrytycznym przyjmowaniem tego faktu jako
uniwersalnego klucza (tabela V).

Tabela V. Lagodny guz tarczycy — najistotniejsze
antygeny.

Antygen Wynik Liczba opublikowanych
pozytywny przypadkéw

pRb 100% 32
wimentyna 100% 14
cyklina E 83% 57
EMA 46% 22
keratyna 19 42% 174
CA 19-9 21% 29
galektyna 3 16% 237
CD 117 0% 3

keratyny HMW 0% 5
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Szczegdlng forma gruczolaka pecherzykowego
tarczycy jest gruczolak beleczkowy szkliwiejacy.
W obrazie cytologicznym (biopsja cienkoiglowa)
poprzez obecnosé bruzd jadrowych i wakuol $rédja-
drowych w komorkach tudzaco przypomina raka
brodawkowatego, w obrazie histopatologicznym
jest podobny do raka rdzeniastego i przyzwojaka
niechromochlonnego. Badania immunohistoche-
miczne w jego przypadku majq wartos¢ rozstrzy-
gajaca [6]. Gruczolaka beleczkowego szkliwieja-
cego cechujgq bowiem: tyreoglobulina (+), EMA (+),
blonowa ekspresja Ki-67 (+), galektyna 3 (+), w 86%
przypadkéw (odczyn cytoplazmatyczny).

Trudnosci w  diagnostyce mikroskopowej
przysparzaja tez niekiedy rozrosty onkocytow
w tarczycy. Badania immunohistochemiczne moga
i w tych przypadkach pomdéc podjaé wilasciwa
decyzje diagnostyczna [16].

Guzy onkocytarne cechujg nastepujace antygeny:
tyreoglobulina (+), CEA (+), S-100 (+), TTF-1 (+)
(tylko 20%), keratyny (-) 5/6, 10, 16, 17, 19.

W tabeli VI przedstawiona zostala ekspresja
keratyn w komodrkach raka pecherzykowego
i brodawkowatego tarczycy [17]. Poréwnanie to
uwidacznia, jak trudne moze okazac si¢ do odr6z-
nienia postaci pecherzykowej raka brodawkowatego
tarczycy od raka pecherzykowego tego gruczotu.
Najwigksza warto$¢ diagnostyczna wydaje sie mie¢
analiza ekspresji keratyny 51 6.

Tabela VI. Ekspresja cytokeratyn w rakach
brodawkowatych i pecherzykowych tarczycy.

Typ Rak brodawkowaty | Rak pecherzykowy
cytokeratyn (%) (%)
8 100 100
18 100 100
7 100 100
19 98 84
1,5,10,11/14 97 22

5,6 68 8

17 40 15
20 26 12

Trzeba jednak zaznaczyé, iz czes¢ zdefiniowa-
nych przez morfologie jader komérkowych rakéw
brodawkowatych wykazuje cechy wzrostu i inwazji
charakterystyczne dla rakéw pecherzykowych.
Ponadto guzy tego typu zawierajq w utkaniu pola
komorek z mniejszymi jadrami z charakterystycznag
dla rakéw pecherzykowych gruboziarnistq chroma-
tyna. Sa to tzw. raki hybrydowe tarczycy [18].

Raka hybrydowego tarczycy cechuja zatem:
cze$¢ jader o cechach raka brodawkowatego, czesé
jader z rysunkiem chromatyny jak w raku pecherzy-
kowym, charakter naciekania i rozsiewu jak w raku
pecherzykowym, heterogenna ekspresja: keratyny
5, 6, 19, galektyna 3, HBME-1, Ret/PTC immuno-
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histochemicznie (+) ogniskowo, gdzie cechy cytolo-
giczne typowe dla raka brodawkowatego [6].

Diagnostyka mikroskopowa niezréznicowa-
nego raka tarczycy jest czasem bardzo trudna
poprzez duza zmienno$¢ wygladu niedojrzatych
w istocie komdérek nowotworowych. W tabeli VII
zostaly zestawione najistotniejsze fakty z zakresu
immunohistochemii tego bardzo inwazyjnego
nowotworu [1,6].

Tabela VII. Niezroznicowany rak tarczycy — typowe
antygeny.

Antygen Wyniki odczynéw

keratyny LMW 75%

AE1-AE3 75%

wimentyna 50-100%

tyreoglobulina zmienna, raczej slaba reakcja (30%
we wrzecionowatokomérkowym)

VEGF silna reakcja w poblizu p6l martwicy

p53 silna reakcja

Ki-67 silna reakcja

CD 34 0%

TTF-1 0% (malo obserwacji)

Bardzo inwazyjnym, pierwotnym nowotworem
tarczycy jest tez rzadko rozpoznawany rak
wyspowy. Cechuje si¢ on nieco lepszym rokowa-
niem anizeli rak niezréznicowany. Podstawowym
antygenem réznicujacym oba te guzy jest tyreoglo-
bulina. W raku wyspowym tarczycy stwierdza sie
zawsze silng ekspresje tyreoglobuliny [4].

Klasycznym  pierwotnym nienablonkowym
nowotworem tarczycy jest chiloniak. Wyréznia
si¢ jego cztery formy: rozlany wielkokomor-
kowy chioniak B, chioniak typu MALT, chioniak
grudkowy, ziarnica zlosliwa [6]. Ich diagno-
styka immunohistochemiczna odbywa si¢ w mysl
identycznych zasad, jakie obowiazuja w rozpozna-
waniu nowotworéw weztéw chlonnych [1].

Procesem rozrostowym sporadycznie odnoto-
wywanym w migzszu tarczycy, ktéry w biopsji
aspiracyjnej cienkoigtowej bywa mylony z rakiem
brodawkowatym gruczotu tarczowego jest histio-
cytoza z komoérek Langerhansa [7]. Jadra komoérek
w histiocytozie zawieraja wyrazne bruzdy, ktére
sugestywnie imitujq analogiczne zjawisko obserwo-
wane w jadrach komérek raka.

Histiocytoze z komoérek Langerhansa charakte-
ryzuja nastepujace antygeny: S-100 (+), CDla (+),
lizozym (+), KP-1 (+), CD 68 (+) w towarzyszacych
histiocytach [5,7].

Badania immunohistochemiczne w diagnostyce
guzéw tarczycy stosowane rutynowo pozwalajg
zatem: rozpoznac rozrosty komérek C tarczycy,
potwierdzi¢ rozpoznania rakéw rdzeniastych,
anaplastycznych i wyspowych, potwierdzi¢ rozpo-
znania rzadkich pierwotnych nowotworéw tarczycy
i przerzutbw nowotworowych, przeprowadzi¢

typizacje chloniakéw tarczycy, potwierdzi¢ rozpo-
znanie gruczolaka beleczkowego szkliwiejacego [6].

Badania immunohistochemiczne nie ograni-
czaja si¢ jedynie do zmian patologicznych tarczycy,
cho¢ wykonuje si¢ je w przypadku tego gruczotu
w praktyce diagnostycznej najczesciej. Maja
one duze znaczenie réwniez w rozpoznawaniu
proceséow chorobowych w polozonych w poblizu
przytarczycach. Pierwotny rozrost komorek
gléwnych przytarczyc rozpoznaje sie immunohisto-
chemicznie oznaczajac: pankeratyne (+), chromo-
granineg (+), parathormon (+) (staby odczyn) — mala
zawarto$¢ hormonu w komorce, stabsza reakcja niz
w niezmienionym gruczole, S-100 (+), ogniskowo,
kalcytoning/CGRP (+) (ujawniono w 10 na 12
przypadkéw), cykling D1 (indeks 61%) [1,7].

Rozrost komoérek oksyfilnych przytarczyc
cechujg natomiast imminohistochemicznie: panke-
ratyna (+), chromogranina (+), parathormon (-)
prawie zawsze, CD 4 (-) [1].

Gruczolaka przytarczyc w badaniach immuno-
histochemicznych charakteryzuja: keratyny (+) 8,
18, 19; parathormon: odczyn niepewny, stabszy
niz w pierwotnym rozroscie; chromogranina (+),
odczyn slabszy niz w rozroscie; neurofilamenty (+),
33%; tyreoglobulina (-), p27 (indeks: 56%); cyklina
D1 (indeks: 39%); MIB-1 (niski indeks); pRb (+),
100% [19].

Diagnostyka  immunohistochemiczna  raka
przytarczyc jest trudna i opiera sie na nastepujacych
ustaleniach: parathormon (+), keratyny (+) 8, 18, 19,
MIB-1, Ki-67 (wysokie indeksy), cyklina D1 (indeks:
91%), p27 (indeks: 14%), inne markery cyklu komor-
kowego (wysokie indeksy), pRb: brak przekonywu-
jacych danych. Warto pamietac, ze p53 nie réznicuje
raka od gruczolaka.

Nowotwory wysp trzustkowych poddawane
sq rowniez analizie = immunohistochemicz-
nej. Ich rozpoznawanie jest skomplikowane,
a ustalenie ztosliwosci biologicznej guza stanowi
niekiedy prawdziwe wyzwanie dla patomorfo-
loga. Nowotwory wysp trzustkowych (czynne
i nieczynne hormonalnie) wyrézniajg si¢ nastepu-
jacym profilem antygenowym: pankeratyna (+),
chromogranina (+), synaptofizyna (+), NSE (+), Leu-
7 (+), PGP 95 (+), HISL (+), wiekszos¢ guzow (+)
w odczynach na wigcej niz jeden hormon (insulina,
glukagon, somatostatyna, VIP, polipeptyd trzustko-
wy), trypsyna (-), amylaza (-), lipaza (-), wimentyna
(-), TTF-1 (), CA 19-9 (-) [1].

W uzupelniajacej diagnostyce immunohisto-
chemicznej insulinoma uwzglednia si¢ nastepu-
jace fakty: insulina (+), preinsulina (+), czasem (+)
glukagon, somatostatyna, PP, gastryna, kalcytonina,
ACTH. Komodrki glukagonoma zawieraja nastepu-
jace antygeny: glicentyna (+), peptyd zblizony do
glukagonu (+), czasem (+) somatostatyna, insulina [7].

W uzupelniajacej diagnostyce PP-oma nalezy
kierowac sie nastepujacymi zasadami: PP (+), czasem
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(+) inne peptydy endokrynne. Jest to guz najczesciej
nieczynny hormonalnie, rzadko zesp6t WDHA.

Uzupelniajaca diagnostyka hormonalna gastri-
noma: gastryna (+), ale nie zawsze, przeciwciala
przeciw -C i -N koricom czasteczki gastryny (+),
czesto (+) glukagon, PP, insulina, somatostatyna,
serotonina, ACTH [1].

Uzupelniajaca diagnostyka immunohistoche-
miczna VIP-oma opiera si¢ na oznaczeniach: VIP
(+), GRH (+) 50%, PP (+) 53%. Uwaga guz czesto
klinicznie wspdlistnieje z zespolem WDHA (20).
Immunohistochemiczne réznicowanie nieztosli-
wych i zlosliwych nowotworéw wysp trzustko-
wych jest trudne. Pomagaja w tym nastepujace
odczyny: a podjednostka hCG przemawia za fagod-
noscig procesu (?? — sprzeczne dane w pismiennic-
twie), guzy z indeksem PCNA > 5% szerza sie poza
trzustke, wysoki indeks Ki-67 przemawia za biolo-
giczna zlosliwosciq guza [1,4].

Diagnostyka immunohistochemiczna nesidiobla-
stosis opiera sie na nastepujacych cechach zmiany:
chromogranina (+), synaptofizyna (+), NSE (+),
w postaci ogniskowej (+) insulina, glukagon,
somatostatyna, PP; wyrazna dominacja komorek
insulinopozytywnych; w postaci rozlanej: brak
dominacji komérek insulinopozytywnych [7].

W trzustce obok nowotworéw wywodzacych
sie¢ z klasycznych komoérek wysp trzustkowych
zdarzajq sie inne guzy neuroendokrynne. Sposréd
nich na uwage zastuguja rakowiaki. Klucz diagno-
styczny w rakowiaku trzustki to: serotonina (+),
5-hydroksytryptofan (+), z reguly duzy guz, czesto
zlosdliwy przebieg (w 68-88% przypadkow). W tabeli
VIII zebrane zostaly najwazniejsze informacje na
temat aktualnego stanu badan nad profilem antyge-
nowym rakowiakéw [9].

Tabela VIII. Typowe antygeny rakowiakow.

A Wynik | Liczba opublikowanych
ntygen <

pozytywny przypadkéw
chromogranina B 100% 3
keratyny LMW 99% 62
synaptofizyna 96% 217
chromogranina A 92% 635
AE1-AE3 79% 132
NSE 78% 1094
CEA-P 40% 394
NFP 0% 72

Rakowiaki u ludzi wystepuja w réznych
narzadach: Zoladkowo-jelitowe 74%, ptucne 25%,
o innym umiejscowieniu 1% [4].

Rakowiaki jajnika przyjmuja cztery formy histo-
kliniczne: wyspowy, beleczkowy, zwigzany z wo-
lem jajnika, przerzutowy. Réznig sie one profilem
antygenowym. Wyniki odczynéw immunohisto-
chemicznych w rakowiakach przewodu pokarmo-
wego zaleza takze od ich_umiejscowienia [1].
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W réznicowaniu folliculoma w jajniku
z rakowiakami najwazniejszq wartos¢ diagno-
styczng wydaja sie mie¢ odczyny na wimentyne
i imhibine (tabela IX) [9].

Tabela IX. Ziarniszczak jajnika — typowe antygeny.

Antygen Wynik Liczba opublikowanych
pozytywny przypadkéw

wimentyna 100% 241
kalretynina 100% 80

inhibina 98% 279

SMA 90% 60

WT-1 62% 21

CAM 5.2 44% 160

5-100 42% 112

AE1-AE3 37% 122
pankeratyna 18% 154

desmina 17% 95 — tylko posta¢ mlodziericza
EMA 1% 164

AFP 0% 41

Istniejatezmieszaneguzyzewnatrzwydzielnicze /
zrazikowe i endokrynne trzustki. Ich diagnostyka
immunohistochemiczna polega na poszukiwaniu:
markeréw nabtonka zrazikéw (+) - trypsyna, lipaza,
chymotrypsyna, keratyny; markeréw endokryn-
nych (+) [7].

Jednym z zasadniczych probleméw w diagno-
styce guzéw kory nadnercza jest ich rdéznico-
wanie z: przerzutem raka watrobowokomor-
kowego, naciekiem lub przerzutem raka nerki,
niektérymi przypadkami barwiaka chromochion-
nego, przerzutami rakéw gruczotowych przewodu
pokarmowego [1].

Za najbardziej przydatne diagnostycznie
antygeny w raku kory nadnercza uwaza sig
obecnie: Melan A (MART-1) - przeciwcialo A103
(+), przeciwciato D 11 (+), odczyn jadrowy (cyto-
plazmatyczny: raki nerki, watroby, ptuc), inhibina
alfa (+), (odczyn negatywny: raki nerki, watroby),
wimentyna (+), chromogranina (-), CEA (-), alfa-
fetoproteina (-), S-100 raczej (-), EMA (-) [9].

W tabeli X zebrano najnowsze dane na temat
aktualnego stanu badari nad immunohistochemia
phaeochromocytoma [9].

Za zlodliwoscia phaeochromocytoma przema-
wiajg: nadekspresja p53, wysoki indeks MIB-1,
wysoki indeks bcl-2, brak ekspresji S-100 (wiaze sie
z duzymi rozmiarami guza) [21].

Diagnostyka immunohistochemiczna neuro-
blastoma rdzenia nadnercza to w sumie odrebny
problem [22]. Nowotwér ten charakteryzuje sie:
NSE (+) 85 — 100%, synaptofizyna (+) zazwyczaj,
PGP 9.5 (+) 90% (protein gen product), Leu-7 (+)
dos¢ czesto, chromogranina A (+) 52%, chromogra-
nina B (+) 45%, NFP (+) 80%, NB 84 (+) 99% (czesto
ekspresja w innych typach guzéw), wimentyna (+)
30%, neuropeptyd Y (+) 10%, pankeratyna (-), CD
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Tabela X. Barwiak chromochtonny rdzenia nadnercza
— typowe antygeny.

Antygen Wynik | ubﬁi(ccfglzn ch
e pozytywny pprzypadkév}\lf

BFGF -Basic fibroblastic 100% 33
growth factor

B- tubulina 100% 18
Katepsyna B 100% 33
Katepsyna D 100% 33
CD 68 100% 5
c-met 100% 33
Kolagenaza IV 100% 33
Chromogranina A 99% 137
Synaptofizyna 99% 122
NFP 92% 69
CD 56 91% 77
bcl-2 71% 58
5-100 67% 127
Wimentyna 40% 63
Pankeratyna 13% 149
Somatostatyna 13% 104
Serotonina 7% 76
EMA 0% 1
TTF-1 0% 1

99 (-) wazny antygen dla diagnostyki réznicowe;j,
HSAN 1.2 (+) i HLA epitop W6/32 w skrawkach
mrozonych [7].

Pierwotny  czerniak  rdzenia  nadnercza
zazwyczaj nie sprawia duzych trudnosci w diagno-
styce immunohistochemicznej, bowiem w jego
komoérkach stwierdza sie: HMB 45 (+), S-100 (+),
wimentyna (+) [5]. Podobnie, rzadki pierwotny
adenomatoid tumor rdzenia nadnercza ma $cisle
sprecyzowany profil antygenowy: pankeratyna
(+), EMA (+), wimentyna (+), chromogranina (-),
markery miedzyblonka (+) [7].

Diagnostyka guzéw przysadki modzgowej
jest trudna, co wynika zaréwno z ich lokalizacji
i zwigzanej z nig symptomatologii klinicznej, r6zno-
rodnosci form histopatologicznych i czynnoscio-
wych oraz trudnych do jednoznacznego zdefinio-
wania wykladnikéw zlosliwosci biologicznej [23].
Praktycznie uzyteczny podzial guzéw przysadki
moézgowej zawarty zostal w tabeli XI.

Tabela XI1. Mikroskopowa klasyfikacja guzow przysadki
mozgouwej.
A. Gruczolak

1. Typowy
2. Atypowy (polimorfizm komérkowy, wysoki indeks
MIB-1)

Jesli mozna ustali¢ charakter wzrostu:
1.Rozprezajacy

2 Naciekajacy w obrazie mikroskopowym (kos¢,
nerwy, naczynia, etc.)

B. Rak (przerzuty albo naciekanie mézgu)

C. Nie - gruczolak
1.Pierwotne lub wtérne guzy pozaprzysadkowe

2 Pierwotny rozrost imitujacy gruczolaka

Ogélne zasady diagnostyki immunohistoche-
micznej gruczolakéw przysadki mézgowej ilustruje
tabela XII.

Tabela XII. Gruczolaki przysadki — analiza
immunohistochemiczna niezaleznie od aktywnosci
hormonalnej.

Antygen Wynik | Liczba opublikowanych
pozytywny przypadkéw

Pankeratyna 100% 4
chromogranina 100% 32
CAMS5.2 94% 32
synaptofizyna 92% 35

NSE 80% 39
keratyna 7 10% 32
S-100 0% 36
TTE-1 0% 20
GFAP 0% 3
Desmina 0%

Wimentyna 0% ?

Za inwazyjnoscia pierwotnego nowotworu
przysadki mézgowej przemawiajq: silna ekspresja
p53 i indeks MIB-1 powyzej 3% [24].

Aktualny podzial gruczolakéw  przysadki
mozgowej uwzgledniajacy ich czynnosc endokrynna
uwidacznia, jakie uzupemniajace odczyny na produkty
bialkowe komoérek nowotworowych nalezy,
w sytuacji potrzeb diagnostycznych, zaplanowadé
[24]. Podajemy anglojezyczng wersje tego podziatu
ze wzgledu na brak obowiazujacych wustalen
w zakresie polskiego mianownictwa.

1. Growth hormone cell adenoma
2. Prolactin cell adenoma
3. Mixed growth hormone cell and prolactin cell
adenoma
4. Acidophil stemm cell adenoma
. Mammosomatotroph cell adenoma
6. Corticotroph cell adenoma (functioning, non-
functioning)
. Thyrotroph cell adenoma
. Gonadotroph cell adenoma
9. Non-functioning  adenoma
oncocytic)
10. Plurihormonal adenoma

Q1

(SN

(non-oncocytic,

Warto zaznaczy¢, przy okazji, ze: w gruczo-
laku wytwarzajacym prolaktyne: chromogra-
nina A(-), chromogranina B (+), synaptofizyna (-);
w gruczolaku z kwasochlonnych komoérek macie-
rzystych: GH (+), PRL (+); w nieczynnym hormo-
nalnie gruczolaku kortykotropowym nieliczne
komérki: GH (+), PRL (+); w gruczolaku wielohor-
monalnym reakcja immunohistochemiczna (+) na
wiecej niz jeden hormon [7].

Diagnostyka immunohistochemiczna przerzutéow
w przysadce mézgowej jest przydatna w rozpozna-
waniu: kobiety, w I rzedzie: markery raka sutka,
pluca, zoladka; mezczyzni, w I rzedzie: markery
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raka pluca, gruczolu krokowego, zoladka; bez
zwigzku z plcia, markery rozrostéw ukladu krwio-
tworczego i chlonnego [4].

Dokladny przeglad, z koniecznosci bardzo
pobiezny i wybidrczy, aktualnych mozliwosci
diagnostycznych  plynacych z zastosowania
odczynéw immunohistochemicznych w patologii
endokrynologicznej dowodzi, iz metoda ta gleboko
zakorzenila si¢ w praktyce medycznej i stanowi
niezbedny orez w ujawnianiu rzeczywistego
charakteru wielu proceséw chorobowych toczacych
si¢ w gruczolach wydzielania wewnetrznego.
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