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AKCIGER VE PLEVRA MALIGNITELERI / Lung and Pleural Malignancies

Akciger Adenokarsinomu ve Malign Mezotelyoma
Ayiria Tanisinda Immunhistokimyasal Analiz
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Adenocarcinoma: An Immunohistochemical Analysis
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0ZET

Calismamizda malign mezotelyoma (MM) ile akciger adenokarsinoma (AC)
ayrnminda kalretinin, mezotelin, karsinoembriyojenik antijen (CEA) ve CD 15
antikorlarinin katkisini aragtirmak amaglanmistir. Histopatolojik incelemeler
ile tanisi konulmus 48 akciger AC ve 61 MM olgusunun parafin blok drnek-
lerine immunohistokimyasal olarak standart avidin- biotin teknigi ile kalreti-
nin, mezotelin, CEA ve CD-15 kars antikorlar uygulanmistir. Elde edilen bul-
gulara gore kalretinin, MM'li olgulari saptamadaki duyarliligi ve 6zgiilligd;
%86 ve %81, mezotelinin ise; %68 ve %81 olarak hesaplanmigtir. CEA anti-
korlarinin AC'lu olgular saptamadaki duyarliigi ve ozgilliigii sirasiyla %85
ve %81, CD 15 antikorlarinin ise %62 ve %90 olarak bulunmustur. Mezotelin
ve kalretinin pozitif, CEA ve CD-15'in negatif boyama gésteren antikorlar
olarak AC ile MM ayriminda kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar sozciikler: Mezotelyoma, adenokarsinom, kalretinin, mezotelin,
CEA, CD 15

Gelis tarihi: 06.12.2006 Kabul tarihi: 16.02.2007

GIRIS

Torasik cerrahi patolojisinde en sik kargilagilan sorun-
lardan biri, malign mezotelyoma (MM) ile metastatik ve
akciger kaynakli adenokarsinom (AC) larin klasik yon-
temlerle ayrimimin zorlugudur. Plevrada AC infiltrasyo-
nunun ve epiteloid mezotelyal hiicrelerin hiicre bazinda
151k mikroskobik ozellikleri ve olusturduklar1 paternler
¢ok benzer hatta birbirinden ayrilmaz &zellikte olabilir.
Bu nedenle giintimiizde AC ve MM ayriminda elektron
mikroskobik, histokimyasal ve immunhistokimyasal in-
celemeler yapilmaktadir [1,2].

Son zamanlarda en sik kullanilan yontemlerden olan
immiinohistokimyasal incelemelerde genel kural, isaretle-
yicilerin biiyiik cogunlugunun AC hiicreleri ile boyanmast,
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ABSTRACT

In this study, we evaluated CEA, CD 15, calretinin, and mesothelin in the dif-
ferential diagnosis of pleural mesothelioma and adenocarcinoma of the
lung. Sixtyone malignant mesothelioma and 48 lung adenocarcinoma
cases were studied. Commercial antibodies to calretinin, mesothelin, CEA,
and CD 15 were applied using the streptavidin-biotin-peroxidase complex
procedure on formalin-fixed, paraffin wax-embedded tissue. According to
our results, sensitivity and specificity in the diagnosis of mesothelioma was
86% and 81%, respectively for calretinin, and 68% and 81%, respectively for
mesothelin. Sensitivity and specificity in the diagnosis of adenocarcinoma
was 85% and 81% respectively for CEA, and 62% and 90% respectively for
CD 15. CEA and CD 15 can be used as negative antibodies, and calretinin
and mesothelin as positive antibodies in the diferential diagnosis of pleural
mesothelioma and adenocarcinoma of the lung.
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mezotelyal hiicreler ile boyanmamasi esasina dayanir. AC
hiicreleri degisik nedenlerden dolay: boyanmayabilecek-
lerinden bu durum sakinca yaratabilmektedirler. Bu ne-
denle mezotel hiicrelerinde boyanma yapabilecek anti-
korlar1 saptamaya yonelik calismalar stirmektedir. Son
zamanlarda HBM1, trombomodulin ve Kalretinin gibi
isaretleyiciler, mezotelyoma igin pozitif antikorlar olarak
sunulmaktadir [3-7]. Calismamizda da, Kalretinin, meso-
telin, CEA ve CD 15 antikorlarmin duyarhilik ve 6zgiilliik-
lerini tespit ederek, bunlarin AC ve MM ayirici tanisinda-
ki roliinti degerlendirmek amaclanmustir.

GEREC VE YONTEM

Hastanemizde klinik, radyolojik ve giiniimiizde gegerli
histolojik kriterler ve immiinhistokimyasal boyama yon-
temleri ile tanisi1 konulmus ve Patoloji arsivinde bulunan
48 akciger AC ve 61 plevral MM olgusunun biyopsi érnek-
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leri %10 Formaldehit fiksasyonu sonrasi parafin bloklar-
dan 3mm kalinhiginda kesitler alinip deparafinize edilip
immunhistokimyasal ¢alismada standart avidin-biotin tek-
nigi uygulanmistir. Endojen peroksidaz aktivitesi %30'Tuk
metanollu hidrojen peroksid ile bloke edilmistir. Lamler
antijen retriviel i¢in diidiiklii tencerede 1sitilmig 1/10 su-
landirilmus sitratla (6nceden 1sitilmug) 4 dakika kaynatil-
mugtir. Kontrolde her bir antikorda énerilen dokular kulla-
nilmustir. Primer antikorlarin niteligi ve inkiibasyon stiresi
Tablo I'de gosterilmistir. Tiim olgularda boyanma, histolo-

Tablo I. Kullanilan antikorlarin dzelligi

Antikor Dilusyon inkiibasyon zamami
Kalretinin 1:10 120 dk
Mezotelin 1:10 60 dk
CEA 1:10 60 dk
CD15 1:10 60 dk

jik tan1 bilinmeden, iki patolog tarafindan, pozitif veya ne-
gatif olarak degerlendirilmistir. Ttimorli alanda %10’dan
az boyanma negatif, %10 ve tizerindeki boyanmalar pozitif
olarak kabul edilmistir. Daha sonra her bir antikorun MM
ve AC icin duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif ve negatif prediktif
degeri hesaplanmistir.

BULGULAR

MM olgularimin 53"t (%86) kalretinin ile, 42’si (%68) ise
mezotelin ile pozitif reaksiyon vermistir (Sekil 1 ve 2). Ak-
ciger AC olgularimin ise 9'unda (%18) kalretinin ile, 9'unda
(%18) ise mezotelin ile pozitif boyanma saptanmistir. Hem
kalretinin hem de mezotelin pozitif boyanma MM olgula-
rinin 38'inde (%62), AC olgularimin ise sadece 1’inde (%2)
gortilmiistiir (Sekil 3, 4, Tablo II). Kalretinin, mezotelyoma-
I1 olgular1 saptamadaki duyarlihg, 6zgiilliigii, pozitif ve
negatif prediktif degeri sirasiyla; %86, %81, %85 ve

Sekil 1. Mezotelyomali olgunun patoloji piyesinde Kalretinin pozitifligi (x40)
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Sekil 2. Mezotelyomali olgunun patoloji piyesinde mezotelin pozitiflii (x40)

%82, mezotelinin ise sirasiyla; %68, %81, %82 ve %67 ola-
rak hesaplanmugtir. Kalretinin ve mezotelinin birlikte pozi-
tifliginin ise mezotelyomali olgulardaki duyarhiligi, 6zgtil-
ligii, pozitif ve negatif prediktif degeri de sirasiyla; %62,
%97, %97 ve %67 olarak bulunmustur (Tablo III).

% 50 1

Kalretinin ve
mezotelin (+)

Kalretinin (+) Mezotelin (+) CD 15 (+) CEA (+) CD 15 ve CEA
(+)

Sekil 3. Mezotelyoma'li olgularin antikor sonuglari

%

CD 15 (+)

Kalretinin (+) Mezotelin (+) Kalretinin ve

CEA(+) CD15ve CEA
(+)

mezotelin (+)

Sekil 4. Adenokarsinom’lu olgularin antikor sonuglari
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Tablo II. Antikor ve histokimyasal boyalarin olgulardaki sonuglari

Markerler MM'li olgular AC'lu olgular
(n: 61) (n: 48)
Kalretinin (+) 53 (%86) 9(%18)
Mezotelin (+) 42 (%68) 9(%18)
Kalretinin ve mezotelin (+) 38 (%62) 1(%2)
Kalretinin ve mezotelin (-) 7(%11) 36 (%75)
CD15(+) 6 (%9) 30 (%60)
CEA (+) 7(%11) 41 (%85)
CEAve CD 15 (+) 2(%3) 26 (%54)
CEAve CD 15(-) 50 (%81) 3 (%6)

MM: Malign mezotelyoma, AC: Adenokarsinoma

Tablo 1. MM'li olgularda kalretinin ve mezotelinin duyarlilik ve 6zgiilliik oranlari

Klaretinin ve

Kalretinin (+)  Mezotelin(+)  mezotelin (+)
Duyarlilik %86 %68 %62
Ozgiilliik %81 %81 %97
Pozitif Prediktif deger %85 %82 %97
Negatif Prediktif degeri %82 %67 %67

MM: Malign mezotelyoma

48 AC olgusunun 41'i (%85) CEA ile, 30'u (%60) CD 15
ile boyanma gostermistir. 61 MM olgusunun ise 11’i
(%18) CEA le, 6's1 (%9) CD 15 ile reaksiyon vermistir. Hem
CEA hem de CD 15 pozitif boyanma AC olgularimn 26’sin-
da (%54), MM olgularimin ise 2’sinde (%3) saptanmigtir
(Sekil 3, 4, Tablo II). CEA'nin, AC'lu olgular1 saptamadaki
duyarhligs, 6zgiilliigii, pozitif ve negatif prediktif degeri s1-
rastyla; %85, %81, %78 ve %87, CD 15'in ise sirasiyla; %62,
%90, %83 ve %75 olarak saptanmistir. Her iki antikorun bir-
likte pozitifliginin ise AC'lu olgulardaki duyarhihigi, 6zgiil-
liigt, pozitif ve negatif prediktif degerleri de sirasiyla; %54,
%96, %92 ve %72 olarak hesaplanmigtir (Tablo IV).

Tablo IV. AC'lu olgularda CEA ve CD 15'in duyarlilik ve 6zgiilliik oranlari

CEA(+)  CD15(+)  CEAveCD15(+)
Duyarlilik %85 %62 %54
Ozgiillik %81 %90 %396
Pozitif Prediktif deger %78 %83 %92
Negatif Prediktif degeri %87 %75 %72

AC: Adenokarsinom

TARTISMA

MM, hem epitelyal hem mezenkimal yonlerde farklilag-
ma gosterebilen hiicrelerden olusan bir tiimordiir. MM his-
tolojik tanisinda pratikte en sik karsilasilan sorun MM ile
akciger kaynakli AC'larin, 6zellikle kiigtik biyopsilerin do-
ku kesitlerinde ayriminin zorlugudur. AC ile MM ayrimin-
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da Periodic Acid Schiff (PAS), Mucicaramine, Hyaluroni-
daz-Acian blue gibi histokimyasal boyalar kullanilmakta-
dir. Fakat bu boyalar AC ve MM olgularda degisik oranlar-
da boyanma gosterdiginden ne yazik ki sonuclar yiizde
yuz degildir [8]. AC ve MM ayrimu i¢in elektron mikrosko-
bik inceleme yapmalk, bir¢ok merkez i¢in masrafli ve pratik
agidan miimkiin degildir [9].

AC ile MM'nin immunhistokimyasal ayrimi temelde
AC hiicrelerinde karsinomun ispatlanmasi ve bu igaret-
leyicilerin biyiik ¢cogunlugu ile mezotelyal hiicrelerin
boyanmamasi esasina dayanir. Uzun yillardan beri AC
ile MM ayrimu igin kullanilan primer antikorlar karsino-
embiryojenik antijen (CEA), CD 15, Ber-EP4 ve HMFG-
2'dir [9]. Ancak bu antikorlarin hepsiyle diisiik bir ytiz-
de ile de olsa mezotelyal hiicreler de pozitif reaksiyon
vermektedir.

Son yillarda sadece AC hiicrelerinin saptanmasi disinda
mezotelyal hiicreleri pozitif boyayan antikorlar saptamaya
yonelik calismalar stirmektedir [10-13]. Trombomodulin,
bu amagla ortaya atilan ilk antikordur [4]. MM trombomo-
dulin ile daha kuvvetli ve yaygin boyanma gosterse de
AClarda da pozitif reaksiyon verebilmektedir. Hiicre
adezyon molekiillerinden Cadherin ile yapilan ¢aligmalar-
da ise, MM’larda N-cadherin, buna karsin AC’larda E-cad-
herin pozitif bulunmustur [3]. Yeni arayislar icinde mezo-
telyal hiicrelerde pozitif reaksiyon veren kalretinin ve Me-
sotelin isaretleyicileri tizerinde durulmaktadir [2, 13, 14].
Kalretinin, kalsiyum baglayici sitoplazmik proteinler gru-
bundandir. Antral ve periferik noral dokularda, 6zellikle
retinada yaygin olarak bulunur. Kalretinin mezotel hiicre-
lerde de kuvvetli bir reaktivite gostermektedir [15]. Son y1l-
lardaki bir¢ok ¢alismada kalretinin, MM icin pozitif kabul
edilen bir antikor olarak 6ne ¢ikmaktadir. Oates ve ark.’nin
[2] calismasinda 42 MM olgusunun 39'unda (%92) kalreti-
nin ile reaktivite tespit edilirken, 40 AC olgusunun ise
32’sinde (%73) reaktivite tespit edilmemistir. Doglioni ve
ark.'nin [14] ¢aligmasinda ise, 44 mezotelyoma’li olgunun
hepsinde kuvveli boyanma olurken, 294 AC olgusunun ise
28inde (%9.5) boyanma tespit edilmis ve kalretininin MM
olgularda yiiksek duyarhiliga sahip bir marker olarak kul-
lanilabilecegi bildirilmistir. Abutaily ve ark.'min [5] yaptik-
lar1 calismada, 41 MM olgunun 32’sinde (%80), 35 AC olgu-
sunun ise sadece 2’sinde (%6) boyanma saptamiglardir. Bu
calismada kalretinin duyarliligi %80, ozgillugii ise %94
olarak hesaplanmustir. Ordonez [10], 38 MM ve 155 AC’den
olugan serisinde iki farkli ticari kaynaktan, Chemicion ve
Zymed'ten elde edilen poliklonal kalretinin antikorlarmi
kullanilmiglar, Chemicion’a ait antikor ile MM’lerin
%72'sinde pozitif boyanma, Zymed'e ait antikor ile

TORAKS DERGiISi



Akciger Adenokarsinomu ve Malign Mezotelyoma Ayirici Tanisinda immiinhistokimyasal Analiz

%100'lak bir boyanma elde etmislerdir. Dolayisiyla farklt
ticari kaynaklara baglh olarak antikor duyarhliklarini degi-
sebilecegini vurgulanmigtir. Ulkemizden yapilan bir cals-
mada ise 12 MM olgunun 11'inde (%92), 8 AC olgusunun
3’tinde (%38) kalretinin ile boyanma elde edilmis ve kalre-
tinin duyarliligr %92 ve ozgilligii %62 olarak hesaplan-
mustir [16]. Calismamizda ise kalretinin ile 61 MM olgusu-
nun 53’tinde (%86), 48 AC olgusunun ise 9"unde (%18) po-
zitif boyanma elde edilmistir. Elde edilen 6zgitilliik (%81)
ve duyarlilik oranlarma (%85) bakildiginda literatiir ile
benzer oranlar elde edilmis olup, MM ile AC ayriminda bu
antikorun, MM i¢in pozitif boyanan bir antikor olarak
6nem kazandigin diisiinebiliriz.

Mezotelin, hiicre yiizeyine yapismus olan, hiicre adezyo-
nunda ve sinyalizasyonunda rolii oldugu diistiniilen bir
40kDa glikoproteinidir [17]. MM’da mezotelin reaktivitesi
ile ilgili olarak %53- 100 arasinda degisen oranlarda sonug-
lar bildirilmistir [6, 12, 18]. Ordonez ve ark.’nin [6] ¢calisma-
sinda mezotelin ile 60 MM olgusunun tiimiinde (%100) ve
50 AC vakasmin 19'unda (%38) pozitif boyama elde edil-
mistir. Yaziji ve ark. [12] ise 65 MM olgusunun 48'inde (%75)
pozitif boyanma gormiisler ve mezotelin duyarhihigimn %75
olarak hesaplamuglardir. Miettinen ve ark.’min [18] ¢alisma-
sinda, mezotelin ve kalretinini AC’lu olgulara uygulamuslar,
Kalretinin %11 ve mezotelin %53 oranlarinda pozitiflik elde
etmislerdir. Calismamizda ise mezotelin ile 61 MM olgusu-
nun 42’sinde (%68), 48 AC olgusunun ise 9'unda (%18) po-
zitif boyanma elde edilmistir. Elde edilen 6zgiilliik (%81) ve
duyarhlik oranlarina (%68) bakildiginda, literatiir ile benzer
oranlar elde edilmistir. Ayrica, kalretinin ve mezotelinin bir-
likte pozitifliginin mezotelyomali olgular1 saptamadaki 6z-
giilligl ve pozitif prediktif degeri belirgin 6nemli 6lctide
artirdi@1 (%80'lerden %97e) belirlenmistir. Bu nedenle bu
iki antikorun birlikte kullanimu ile AC ile MM ayrimina be-
lirgin katki sagliyacagim diistinmekteyiz.

CEA, MM ile AC ayria tanisinda sik olarak kullanilan
onkofetal glikoproteinler grubundan bir antikordur [19].
Negatif markerlerden CEA'nin AC’lardaki duyarliiginin
yiiksek oldugu (%90), 6zgiilligiin ise duyarlilik kadar ytik-
sek olmadi81 (%70-60) rapor edilmistir [20, 21]. MM’da CEA
ekspresyonunun olmamas karekteristik olarak bildirilmek-
tedir. Ancak bazi ¢alismalarda mezotelyomalarda da bir
miktar CEA ekspresyonu goézlenmistir [7, 16]. Henderson
ve ark.'nmin [20] ¢alismasinda 589 MM olgusunun 58'inde
(%9.7), 404 AC olgusunun 359'unda (%88) CEA ile reaktivi-
te gozlendigi bildirilmistir. Comin ve ark. [7], 42 MM olgu-
sunun 4'tinde (%9.5), 23 AC olgusu 22'sinde (%95.6) pozitif
boyama izlemiglerdir. Dejmek ve ark. da [21] bazt MM'larin
CEA molekiiliine benzer antijenik determinantlarin oldu-

TORAKS DERGiISi ARALIK 2007

gunu ve CEA antikorlarinin bunlarla reaksiyona girebildigi-
ni bildirmislerdir. Calismamizda ise 61 MM olgusunu 7’sin-
de (%11), 48 AC olgusunun 41’inde (%85) CEA ekspresyonu
gozlenmistir. CEA'nin, AC’lu olgular1 saptamadaki duyarh-
lik ve ozgtillitk oran1 sirastyla %85 ve %81 olarak bulun-
mustur. Calismamiz sonuglari ve genis serilerde elde edilen
bulgular dogrultusunda, CEA'nin MM tarnusinda boyanma
gostermeyen antikor olarak, AC ile ayriminda immiinhisto-
kimyasal incelemelerde kullanilmas: gerekli baglica antikor-
lardan biri oldugunu diistinmekteyiz.

CD15 (Leu-M1) ilk 6nce miyelomonositik hiicre
membranindaki glikoproteinlerle reaktivasyon gosteren
bir monoklonal antikor olarak tanimlanmustir [22]. Bir ¢ok
arastirict mezotelyomalarin CD15 ekspresyonugdsterme-
digini belirtirken, akciger AC’larinda farkli boyanma
oranlari elde edilmigtir Sheibani ve ark.’min [23] ¢alisma-
sinda, 50 AC olgusunun 47’sinde (%94) CD15 ekspresyo-
nu tespit edilirken, 28 MM'nin ise hicbirinde boyanma ol-
mamugtir. Battifora ve ark. [24] AClarda yiiksek oranda
CD15 ekspresyonu oldugunu, fakat bu boyanmanin fokal
olmasi nedeni ile kiigiik biyopsilerde CD15 boyanmasinin
yalanci negatifliklere neden olabilecegini vurgulamistir.
Calismamizda ise 48 AC olgusunun 30'unda (%60), 61
MM olgusunun 6'sinda (%9) CD15 ile pozitif boyanma
saptanmistir. Calismamizda elde edilen 6zgtilliik orani-
nin (%90) literatiirdeki veriler ile uyumlu oldugu goriil-
miistiir. Ancak duyarlilik oranina (%62) bakildiginda lite-
ratiirden diisiik oranlar elde edilmistir. Bu diistiik duyarli-
lik orani, kiiglik alinmis biyopsilerde goriilebilen yalanc
negatifliklere baglh olabilecegini diisiinmekteyiz. Ayrica
CEA ve CD15 antikorunun birlikte pozitifliginin AC olgu-
lar1 saptamadaki 6zgtilliigii (%96) ve pozitif prediktif de-
geri (%92) artirdig: belirlenmistir.

Sonug olarak; MM ve AC ayiric tarusinda, kalretinin ve
mezotelinin MM igin pozitif, CEA ve CD 15’inde negatif bo-
yanan antikorlar olarak kullanilmasimn yararh olabilecegini
belirlenmistir. Kalretinin ile mezotelinin ve CEA ile CD 15
antikorlarinin birlikte kullanilmasinim MM ve AC ayiria ta-
nisinda  6zgiilligii artirdigy ve duyarhiligr degistirmedigi
saptanmugtir. Bu nedenle MM ile AC ayriminda standart an-
tikor paneline (CEA, CD15, N-cadehrin, thrombomodulin
ve BerEP4) kalretinin ve mezotelin eklenmesi taniy: sagla-
mada yiiksek oranda fayda saglayacagimni diistinmekteyiz.
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