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Proto-onkogeni proteini C-bcl-2 – analiza; Tumorski supresorski protein p53 – analiza

Sa`etak. Prikaz opisuje prvi slu~aj inzularnog karcinoma {titnja~e zabilje`en u hrvatskoj medicinskoj literaturi. Bolesnica u

dobi od 71 godine primljena je u bolnicu zbog simptoma inspiratornog stridora. Klini~kim pregledom utvrdila se ekspan-

zivna tumorska masa. Ultrazvu~no navo|ena citolo{ka punkcija upu}ivala je na anaplasti~ni karcinom te je u~injena totalna

tiroidektomija. Patohistolo{ka analiza H/E biopsija otkrila je tumorsku masu karakteristi~nog inzularnog na~ina rasta

monomorfnih tumorskih stanica. Imunohistokemijska analiza potvrdila je dijagnozu difuzno pozitivnom reakcijom na tireo-

globulin, fokalnom na ttf-1 te oskudnom na citokeratin, dok su kalcitonin, FVIII, CD34 i LCA bili jasno negativni. p53 i

bcl-2 pokazali su izra`ajnost u 35,9% odnosno 85% tumorskih stanica. Proliferacijski indeks za Ki-67 iznosio je 4,19. Na

temelju svog istra`ivanja preporu~ujemo paletu imunohistokemijskih pretraga za dijagnozu inzularnog karcinoma. ^ak i

kad je djelomi~no prisutan, inzularni karcinom trebao bi biti spomenut u patohistolo{kom izvje{}u zbog prognosti~kog

zna~enja za bolesnika.

Descriptors: Thyroid neoplasms – diagnosis, pathology; Carcinoma – diagnosis, pathology; Ki-67 antigen – analysis;

Proto-oncogene proteins C-bcl-2 – analysis; Tumor suppressor protein p53 – analysis

Summary. The report covers the first case of insular thyroid cancer recorded in Croatian medical literature. A 71-year old

female patient presented to our hospital with symptoms of inspiratory stridor. Clinical examination disclosed an expansive

tumor mass. US guided FNA indicated anaplastic cancer and total thyroidectomy was accordingly indicated. Patho-

histological analysis of H/E biopsies disclosed a tumor mass with a characteristic insular growth pattern of monomorphic

tumor cells. Immunohistochemical analysis confirmed diagnosis by a diffuse positive reaction to thyreoglobulin, focally to

TTF-1, and scant to cytokeratin, while calcitonin, FVIII, CD34 and LCA were clearly negative. P53 and bcl-2 were

expressed in 35.9% and 85% of tumor cells, respectively. The proliferation index for Ki-67 was 4.19. According to our

survey we suggest a panel of immunohistochemistry for diagnosing insular cancer. Even if partly present, insular cancer

should be mentioned in the pathohistological description because of its prognostic meaning.
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Inzularni karcinom je rijedak tumor {titnja~e s u~esta-

lo{}u javljanja od 4 do 7% i ekstratiroidnom ekspanzijom u

59% pacijenata. ^e{}e se opisuje u `enskoj populaciji dobi

od 34 do 76 godina.1 ^ini se da su slabo diferencirani karci-

nomi {titnja~e uobi~ajeniji u pojedinim dijelovima Europe,

osobito u Italiji, te Ju`noj Americi, nego npr. u Sjedinjenim

Dr`avama.2

Kao zaseban tumorski entitet prvi put je opisan 1984. kada

Maria Louisa Carcangiu sa suradnicima uvodi pojam »inzu-

larni« karcinom nastoje}i istaknuti histolo{ku karakteristiku u
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obliku inzularne morfe koja nastaje nagla{avanjem retrak-

cijskih pukotina zbog fiksacije materijala. Autori su zaklju~ili

da je inzularni karcinom blizak, ako ne i identi~an tvorbi koju

je 1907. godine Langhans opisao kao »wuchernde Struma«.3

Inzularni karcinom pripada skupini slabo diferenciranih

tumora {titnja~e koji se nalaze izme|u dobro diferenciranih

(papilarni i folikularni karcinom) i nediferenciranih tumora

{titnja~e.1 Teoretsku pretpostavku patologa o nu`nosti po-

stojanja malignih tvorbi prijelaznih karakteristika u morfo-

lo{kom i bihevioralnom smislu potkrjepljuje iskustvo kli-

ni~ara o malignijem pona{anju od o~ekivanoga, odnosno

lo{ijem ishodu bolesti u pojedinih dobro diferenciranih pa-

pilarnih i folikularnih karcinoma te o iznena|uju}e »du-

gom« pre`ivljavanju pacijenata s anaplasti~nim karcino-

mom. Prema tomu, problematika koje tumore mo`e uklju~iti

u slabo diferenciranu skupinu, kao i pitanje jesu li oni de

novo nastale tumorske tvorbe ili pak nastaju dediferencijaci-

jom dobro diferenciranog karcinoma, teme su na koje se jo{

poku{ava na}i kona~an odgovor.1,4

Prikaz bolesnice

Bolesnica u dobi od 71 godine primljena je u Kliniku za

tumore, Odjel otorinolaringologije, zbog inspiratornog stri-

dora. Klini~kim pregledom te radiolo{kom i ultrazvu~nom

analizom otkrivena je ekspanzivna tumorska tvorba lijevog

re`nja {titnja~e koja je su`avala du{nicu na 5 mm promjera.

U~injena je totalna tiroidektomija nakon ultrazvukom navo-

|ene aspiracijske biopsije. Kirur{ki zahvat bio je indiciran

zbog citolo{ke sumnje na anaplasti~ni karcinom.

Citolo{ki uzorak obojen je MGG-om. Uzorci kirur{ki do-

bivenog materijala uklopljeni su nakon fiksacije u parafin-

ske blokove te su 5-mikrometarski rezovi obra|eni standar-

dnom H/E tehnikom. Da bi se postigla definitivna dijagnoza,

u~injena je ekstenzivna imunohistokemijska analiza koja je

~inila sljede}u paletu markera: tireoglobulin, TTF-1, cito-

keratin, kalcitonin, CD34, FVIII, LCA, p53, bcl-2 i Ki-67

(tablica 1).

Rezultati

Citolo{ka analiza otkrila je uzorak s nekoliko nakupina

slabo diferenciranih malignih stanica fine do zrnate kroma-

tinske strukture, multiplih malih nukleola i citoplazme koja

je sadr`avala slabo definirane, neo{tro ograni~ene vakuole.

Na|eno je i nekoliko gigantskih tumorskih stanica obilne,

blijede, fino granulirane citoplazme, tako|er zrnate kroma-

tinske strukture s jednim ili dva makronukleola. Citoplazma

ovih stani~nih populacija prikazala je hijaline mase odnosno

mukopolisaharide. Citolo{kom analizom postavljena je sum-

nja na anaplasti~ni karcinom (slika 1).

Makroskopski pregled tumora otkrio je djelomi~no in-

kapsuliranu tumorsku masu s jasno invazivnim zonama. Tu-

mor je bio solidne, ~vrste konzistencije, sivkastobijele rezne

plohe, sa `ari{tima hemoragije i nekroze.

Patohistolo{ka analiza H/E uzoraka pokazala je tumorsku

masu gra|enu od velikih solidnih nakupina inzularnog na-

~ina rasta monomorfnih tumorskih stanica, hiperkromatskih

jezgara i oskudne citoplazme te abortivnim folikulima uz

vidljive retrakcijske pukotine (slika 2). @ari{no se nailazilo

na difuzne tra~ke, trabekule ili papile tumorskih stanica. Na

samom rubu pojedinih rezova bilo je nediferenciranih dije-

lova koji su histolo{kom slikom polimorfnih stanica naliko-

vali anaplasti~nom karcinomu. Izbrojene su tri mitoze na 10

velikih vidnih polja (skr. VVP). Nekroze nisu na|ene.

Tablica 1. Imunohistokemijska analiza inzularnog karcinoma

Table 1. Immunohystochemical analysis of insular carcinoma

Antitijelo

Antibody

Dobavlja~

Vendor

Razrje|enje

Dilution

Keratin, Pan Ab-1 Dako 1:200

Tireoglobulin/Thyreoglobulin Dako ready-to-use*

TTF-1 Novocastra 1:150

Kalcitonin/Calcitonin Dako 1:150

FVIII Dako ready-to-use

CD34 QBEnd Dako 1:50

LCA Dako 1:100

p53 Dako 1:50

bcl-2 Dako 1:50

Ki-67 Dako 1:50

* tvorni~ko razrje|enje

Slika 1. Inzularni karcinom {titnja~e (MGG × 400). Nakupina tipi~nih

slabo diferenciranih malignih stanica te nekoliko gigantskih tumorskih

stanica obilne, blijede, fino granulirane citoplazme s jednim ili dva mak-

ronukleola.

Figure 1. Insular thyroid gland cancer (MGG × 400). Cluster of typical

poorly differentiated tumor cells, and a few giant cells with ample, pale

and fine granular cytoplasm with one or two nucleoli.

Slika 2. Inzularni karcinom {titnja~e (H&E × 200). Inzule su gra|ene od

monomorfnih tumorskih stanica hiperkromatskih jezgara i oskudne cito-

plazme.

Figure 2. Insular thyroid gland cancer (H&E × 200). The insulae are

built of monomorphic tumor cells with hyperchromatic nucleoli and

scarce cytoplasm.
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Imunohistokemijska analiza pokazala je difuzno pozi-

tivnu reakciju tumorskih stanica pri bojenju tireoglobuli-

nom, `ari{no pozitivnu izra`ajnost za TTF-1, dok se bojenje

citokeratinom prikazalo kao rijetko pozitivna reakcija slaba

intenziteta. Kalcitonin, FVIII i CD34 kao i LCA bili su jasno

negativni.

p53 i bcl-2 bili su pozitivni u 35,9%, odnosno u 85%

tumorskih stanica. Proliferacijski indeks za Ki-67 iznosio je

4,19.

Rasprava

Kristalna interpretacija Carcangiu i sur. izazvala je remo-

deliranje jednoga va`nog podru~ja patologije. Dvadeset go-

dina poslije tema slabo diferenciranih karcinoma {titnja~e

jo{ uvijek izaziva interes5 te se doima nedovr{enom u svojoj

kontroverznoj problematici.6 ^ini se da }e pravu potvrdu i

kona~no odre|enje zadobiti mo`da tek nastupjelom mole-

kularnom erom u patologiji.2 Va`an prilog entitetu pojavio

se otkrivanjem to~kaste mutacije porodice RAS-gena PCR

molekularnom analizom.2,7

Klini~ka opa`anja tako|er podupiru samostalni entitet in-

zularnog karcinoma. Zahvaljuju}i istra`ivanju provedenom

u Piemontu, termin »primordijalni tumori« uveden je za

skupinu slabo diferenciranih tumora zbog o{te}ene egzo-

krine sekrecije u ve}ini tumorskih stanica. Upravo taj nalaz

koji je ina~e odsutan u {titnja~i odraslog ~ovjeka, no detekti-

bilan u fetalnoj {titnja~i odnosno u prefolikularnoj fazi, po-

staje dijagnosti~ka karakteristika skupine slabo diferencira-

nih tumora inzularnog, trabekularnog ili solidnoga histo-

lo{kog uzorka.8 Papotti i sur. otkrili su da imunocitokemijski

depoziti detektibilnog tireoglobulina predstavljaju bazu hTG

u serumu (a koji predstavlja vrlo relevantan marker za kli-

ni~ki tijek bolesti u ovih tumora); prema tome, odgovor na

lije~enje inzularnog karcinoma mo`e biti predvi|en imuno-

histokemijskim podatcima.8 Justin ide ~ak dalje u svom

uratku izla`u}i kako se sposobno{}u vezanja radioaktivnog

joda inzularni karcinom razlikuje od nediferenciranih karci-

noma {titnja~e te njegov prikaz mo`e poslu`iti u dijagno-

sti~ke i terapijske svrhe.9

Rosai4 i Chan1 dijele mi{ljenje da inzularni karcinom na-

staje obi~no de novo, ali i transformacijom, odnosno, dedife-

rencijacijom dobro diferenciranih karcinoma {titnja~e poput

folikularnog ili papilarnog karcinoma. Etiolo{ki bitno, ali

prognosti~ki, za klini~ara i bolesnika, od manje va`nosti.

Upravo je prognosti~ko zna~enje te elementi koji ga odre-

|uju pokreta~ka tema najrecentnijh studija koje se bave in-

zularnim karcinomom. Chan1 navodi dob, zahva}enost limf-

nih ~vorova te pro{irenost tumora izvan {titnja~e kao pro-

gnosti~ki va`ne ~imbenike nepovoljnog ishoda. Zanimljivo

je da su Yamashita i sur. ustanovili kako su prisutnost inzu-

larne komponente i dob prezentacije tumora (bolesnici sta-

riji od 55 godina) neovisni ~imbenici rizika za prisutnost

metastaza, dok vaskularna invazija, kao ni trabekularna ili

solidna komponenta nisu pokazale statisti~ki zna~ajnu pove-

zanost s prisutno{}u metastaza.10 Volante i sur. pak dodaju

da su se uz dob pacijenta (>45 godina), prisutnost nekroze i

mitotska aktivnost (vi{e od 3 mitoze na 10 VVP) pokazale

najutjecajnijim prognosti~kim parametrima.11

Autori koji se bave izra`ajno{}u bcl-2 i p53 u skupini

slabo diferenciranih karcinoma {titnja~e slijede hipotezu po

kojoj status malignih tumora koji se nalaze »izme|u« dobro

diferenciranih i anaplasti~nih karcinoma treba odra`avati

umjerena ekspresija ovih gena. Dijagnosti~ku vrijednost

genske ekspresije nadma{uje prognosti~ko zna~enje p53 i

bcl-2, jer bi upravo takav postotak izra`enosti mogao po-

tvrditi bolju prognozu inzularnog karcinoma u odnosu pre-

ma anaplasti~nomu.7

Recentne studije su pokazale umjerenu izra`enost bojenja

proteina p53 u slabo diferenciranih karcinoma {titnja~e za

razliku od dobro diferenciranih u kojih je dominantna slabo

izra`ena obojenost, dok u anaplasti~nih karcinoma p53 pozi-

tivna reakcija dose`e vrijednosti i do 80%. Tako su Dobashi

i sur. pokazali kako se izra`enost bojenja p53 mijenja ovisno

o histolo{kom tipu karcinoma {titnja~e: folikularni karcinom

14,3%, papilarni karcinom 11,1%, slabo diferencirani karci-

nom 40,9% i anaplasti~ni karcinom 63%.12 Druge su studije

izvijestile i o vi{im postotcima bojenja p53 (75–83,3%) u

anaplasti~nih karcinoma.13,14 Kako su mutacije gena p53

puno ~e{}e u anaplasti~nih karcinoma nego u dobro dife-

renciranih karcinoma {titnja~e, Dobashi i sur. smatraju da

upravo p53 posreduje u transformiranju diferenciranog kar-

cinoma u anaplasti~ni karcinom.12

Stoga izra`ajnost p53-proteina u 41–53% stanica slabo

diferenciranih karcinoma postavlja ovu skupinu tumora iz-

me|u diferenciranih karcinoma {titnja~e (11–14%) i anapla-

sti~nih karcinoma (63–83%).12,15

Na{ rezultat od 35,9% pozitivnih stanica uz vrlo malo od-

stupanja mo`e se uklopiti u prethodno opisane rezultate

potvr|uju}i prijelazno mjesto slabo diferenciranog karci-

noma {titnja~e. Zanimljivo je da smo, izra~unavaju}i izra-

`enost, uo~ili podru~ja koja pokazuju vrlo nisku ili nikakvu

ekspresiju p53-gena koja je gledana na 400 tumorskih sta-

nica po VVP, iznosila svega 0,83%, svjedo~e}i takvim re-

zultatom o dijelu tumorske tvorbe s dobrom diferencijaci-

jom. Iako podatak naizgled kontradiktoran, gledan u sklopu

ukupne tumorske, srednja vrijednost nasumce odabranih 20

VVP unutar oba, o~ito diferencijacijski razli~ita podru~ja,

iznosila je 35,9%; postotak apsolutno prenizak za anapla-

sti~ni karcinom, dok zna~ajno prema{uje dobru diferencija-

ciju tumora. Na taj na~in p53 zorno mo`e prikazati stupnje-

vitost diferencijacije tumorske tvorbe te pripomo}i diferen-

cijalnoj dijagnozi inzularnog karcinoma u odnosu na even-

tualno suspektan anaplasti~ni odnosno dobro diferencirani

folikularni karcinom.

Upravo bcl-2 bez dvojbe potvr|uje sredi{nje mjesto inzu-

larnog karcinoma u odnosu na dobro diferencirane i nedife-

rencirane karcinome {titnja~e, ne posjeduju}i uop}e, {to je

osobito zanimljivo, podru~ja slabije ekspresije koje bi odgo-

varalo anaplasti~nomu karcinomu. Time zauzima zna~ajno

mjesto u paleti imunohistokemijske analize. Na{i rezultati

od 85% bojenja bcl-2 u pregledanim tumorskim uzorcima

uklapaju se u rezultate opse`nih studija od kojih je Pilotti-

jeva jedna od najva`nijih.15

Gotovo je o~ekivano opa`anje da porast indeksa Ki-67

prati dediferencijaciju tumora pa je vi{i u slabo diferencira-

nih karcinoma u odnosu na dobro diferencirane.16 Ki-67 po-

kazao je tako|er srednju vrijednost od 4,19 u slu~aju inzu-

larnog karcinoma koji mi opisujemo.

Odre|ivanje p53, bcl-2 i Ki-67 nije uobi~ajeno na 20

VVP, no ovakvoj obradi pristupili smo radi poku{aja preciz-

nijeg utvr|ivanja proliferacijske aktivnosti tumora te even-

tualnog prepoznavanja podru~ja koja bi po svojim moleku-

larnim karakteristikama, iako ne i morfolo{kim, odgovarala

komponenti anaplasti~nog karcinoma. Iako je bcl-2 ve} pod

malim pove}anjem pokazao difuznu i jednoli~nu reakciju, te

objektivne potrebe za tako detaljnom analizom nije bilo, p53

i Ki-67 pokazali su zna~ajne oscilacije ekspresije, {to nas je i

ponukalo na ovaj mali eksperiment. Pri tome treba istaknuti

kako je postotak stanica s pozitivnom reakcijom na p53 i

Ki-67 bio ~ak i u `ari{tima s maksimalnom izra`eno{}u pre-

nizak da bi se govorilo o anaplasti~nom karcinomu.
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Iako nisu presudni za postavljanje dijagnoze, p53, bcl-2 i

Ki-67 upotpunjavaju mozaik isklju~uju}i anaplasti~ni odno-

sno dobro diferencirani karcinom u suspektnim ili mor-

folo{ki preklapaju}im podru~jima. Umjereno visoke vrijed-

nosti p53 (35,95%), uz istodobno difuzno pozitivan bcl-2

(85%) te ne previsok postotak reaktivnosti Ki-67 (4,19%) ne

samo da potvr|uju dijagnozu inzularnog karcinoma, nego

ga postavljaju u me|uprostor koji odgovara prijelaznoj fazi

transformacije u odnosu na krajnje to~ke diferencijacije ma-

lignih tvorbi epitelnog podrijetla {titnja~e. p53, bcl-2 i Ki-67

decidirano potvr|uju dijagnozu slabo diferenciranog tumora

u biopsiji ~ime dolazimo do premise o njihovoj dijagno-

sti~ko-prognosti~koj implikaciji.

Na temelju navedenoga preporu~ujemo sljede}u paletu

imunohistokemije u patohistolo{koj analizi inzularnog karci-

noma: tireoglobulin, TTF-1, kalcitonin, LCA, CD34, FVIII te

p53, bcl-2 i Ki-67.

Kona~no, u interpretaciji nalaza, patolog bi trebao spo-

menuti inzularni karcinom ako je samo i parcijalno prisutan

unutar dobro diferenciranog karcinoma, bilo papilarne ili

folikularne slike. Znakom dubljeg gledanja na problema-

tiku te ostvarivanjem fine komunikacije s klini~arem bit }e

zavr{ni komentar patologa gdje se navodi kako prognoza

ovakve tumorske tvorbe, iako dominantno dobre diferenci-

jacije, mo`e biti lo{ija od o~ekivane upravo zbog prisutnosti

dediferenciranih podru~ja sa slikom inzularnog karcinoma.

[to se ti~e na{e bolesnice, dvogodi{nje pra}enje nije po-

kazalo relaps niti metastatsku bolest, no mi{ljenja smo da je

razdoblje pra}enja prekratko za definitivni zaklju~ak. K

tomu, pretra`ivanjem dostupnih baza podataka na internetu,

kao i klini~ke arhive, nismo nai{li na prethodno opisan

slu~aj inzularnog karcinoma od strane hrvatskih autora te bi

se ovaj prikaz mogao smatrati prvim slu~ajem inzularnog

karcinoma u hrvatskoj medicinskoj literaturi.
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