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Kiicik Hiucreli Dis1 Akciger Karsinomu Alt Tiplendirmesi;
Ikili Boyama Care Degil!

Non-Small Cell Lung Carcinoma Subtyping; Double Staining is Not The Remedy!
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OZET

Amac: Skuamoz ya da glanduler farkhilasma gostermeyen KHDAK biyopsilerinde ayiricr tani icin gunlitk uygulamada kullandigimiz IHK
antikorlarin tekli ve ikili boyama yontemleri ile elde edilen etkinlikleri karsilastirilmis ve ikili antikor boyamasiyla daha az doku kullanarak
gerekirse uygulanacak molekiiler testler icin doku tasarrufunu saglamanin mtimkun olup olmadigi degerlendirilmistir.

Gerec ve Yontem: KHDAK tamli 40 az diferansiye olgu ve kontrol grubu olarak 8 iyi diferansiye olgu cahisma kapsamina alindi. Tum az
diferansiye olgular IHK olarak TTF-1, p63, CK7 ve CK5/6 antikorlar ile tekli ve ikili boyama yontemleriyle boyanarak degerlendirildi. lyi
diferansiye olgular ise es zamanh olarak ikili boyama yontemi ile boyand.

Bulgular: Bu antikor paneli ile tekli boyama yontemi ile olgularin %87,5’inde, ikili boyama yontemi ile olgularin ancak %70’inde alt tiplendirme
yapilabildi. Ayrica tekli boyamalar temel alindiginda ikili boyama yonteminde cekirdek antikorlart (TTF-1, p63) ile yalanci negatiflik oranlari,
sitoplazmik antikorlar (CK7, CK5/6) ile yalanci pozitiflik oranlar yiiksek bulundu. 1kili boyama ve tekli boyama yontemleri sonucunda elde
edilen tanilar karsilastinldiginda 14 olguda (%35) tam degisikligi oldugu izlendi.

Sonuc: Cok sayida antikor kullanimi, ttmorlt doku miktari, laboratuvar kaynaklarnin yeterliligi ve molekiiler calismalar icin doku
gereksinimine bagl olarak pratik ve mumkun olmayabilir. Tkili veya coklu boyamalarla doku ve islem tasarrufu yapilmast bakimindan bu
calismada uygulanan yontemle elde edilen sonuglar yuz guldurucu degildir. Bizim degerlendirmemiz, tekli antikor islemlerinde elde edilen
sonuclara gore karsilastirmasi yapilmadan uygulamaya konulacak coklu antikor kullaniminin guivenirliginin tartismali olacagini gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Akciger karsinomu, Kuctik hiicreli dis, Tkili boyama, Immunohistokimya

ABSTRACT

Aim: We compared the efficiencies achieved with the single and double staining methods of THC antibodies used in daily practice for differential
diagnosis in NSCLC biopsies not displaying a squamous or glandular differentiation. Less tissue was used with double antibody staining and it
was verified whether it was possible to achieve tissue saving for the molecular tests to be applied where necessary.

Materials and Methods: Forty less differentiated and 8 well differentiated NSCLC cases identified as the control group were included into the
scope of the study. Less differentiated cases were evaluated with IHC via TTF-1, p63, CK7 and CK5/6 antibodies with the single and double
staining methods.

Results: Only 87.5% and 70% of the cases could be subtyped with the single staining method and double staining method. The false-negativity
rates resulted to be high with the double staining method with the nucleus antibodies (TTF-1, p63) and that the false-negativity rates resulted
to be high with the cytoplasmic antibodies (CK7, CK5/6). A change in diagnosis was observed in 14 cases (35%) in the comparison of the
diagnoses achieved as a result of double and single staining methods.

Conclusion: In terms of saving tissues and procedures in double or multiple staining procedures, the results obtained with the method utilized
in this study are not satisfactory. Our evaluation demonstrates that the reliability of the use of multiple antibodies to be put into practice without
making a comparison according to the results obtained from single antibody procedures will be debatable.
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GIRIS

Akciger kanserinde hedefe yonelik tedavilerin gelistirilmesi ile
kucuk hticreli dist akciger karsinomu (KHDAK) icin kesin alt
tiplendirmenin yapilmast ihtiyact dogmustur. Gelistirilen yeni
tedavilerin histolojik alt tipe bagli olarak farkl tedavi edici
veya olumsuz etkileri oldugu gorulmus ve boylece gecmis
yillarin aksine, adenokarsinom (AK) ve yassi epitel hucreli
karsinom (YEHK) arasindaki farklilasma, tedavi edici ajana
gore onem kazanmistir.

Tani sirasinda olgularin cogunda tumorler ileri evrede
olduklarindan rezeksiyon oranlart %10 ile %15 arasindadir.
Dolayisiyla, nispeten az sayida olguda ttimortin tumi
histopatolojik olarak incelenip, DSO simflandirlmasia gore
degerlendirilebilir. Sonug olarak hastalarin cogunda tedavi
kuctik bir ttmor biyopsisi ya da bir sitoloji 6rnegi tizerinde
yapilan patolojik inceleme ve tani temelinde planlanmaktadir

(.

Ayrica az diferansiye YEHK ile az diferansiye AKnin
morfolojik ayrimi konusunda uzlasi, deneyimli akciger
patologlar arasinda dahi zor olabilir (2). Tek basina, kuctik
biyopsiler ile morfolojik alt tiplendirme yapmanin dogrulugu
ve guvenilirligi degerlendirildiginde biyopsi ile sonraki
rezeksiyon ornekleri arasindaki korelasyon dusuktur (3,4).
Bu nedenle 1stk mikroskobide morfolojik olarak skuamoz
veya glanduler farkhilasma gortlmeyen az diferansiye KHDAK
olgularinda alt tiplendirme icin ek yontemlere gereksinim
vardir.

YEHK-AK ayrimi i¢in literattirde bircok immitinohistokimyasal
(IHK) belirte¢ ve cesitli antikorlardan olusan paneller
kullanilarak yapilan ¢alismalar vardir (5,6,7,8,9,10,11). Buna
ek olarak, ikili veya kokteyl THK boyama teknikleri de son
zamanlarda gelistirilmis yeni ITHK yontemlerdir (12,13).

Ayrica ileri evre akciger kanseri hastalarinda hedefe yonelik
tedavilerin uygulanabilirligi acisindan, molekiler testlere
basvurulmaktadir. Bu nedenle kiictik doku ornekleri sadece
tant icin degil, ayni zamanda molekiler testler icin de
kullanilmaktadir. Bu, gtincel tan1 ve molektler testler icin
doku, hticre ve sivi drneklerinin alinmasi ve inceleme islemleri
icin optimal doku yonetiminin yanisira kurumsal disiplin ve
koordinasyon gerekmektedir. (14).

Bu calismada, kucuk doku orneklerinde az diferansiye KHDAK
olgularinda ayirict taniya yardimcr olacak, gunluk rutinde
kullamlan THK antikor panelinin etkinligini literattrdeki
calismalar 1siginda  degerlendirmek ve doku tuketimini
azaltmak icin uygulanan ikili antikor boyamast ile tekli boyama
yontemlerinin etkinligini karsilastirmak amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calismada laboratuvar arsivimizdeki KHDAK tanih
akciger transtorasik ve transbronsial biyopsi materyallerinin
Hematoksilen-Eozin (HE) boyali lamlarinda yeterli tumor
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dokusu iceren 40 az diferansiye olgu calisma kapsamina
alindi. Bu olgular THK olarak TTF-1, p63, CK7 ve CK5/6
belirtecleri icin tekli ve ikili boyama yontemi ile boyanarak
degerlendirildi. Kontrol grubu 4t YEHK ve 4’11 AK tanih 8 iyi
diferansiye olgudan olusturuldu ve kontrol grubu ve calisma
grubundaki olgular es zamanh olarak ikili boyama yontemi
ile boyand.

Tekli (Elde) IHK Boyama Yontemi

Parafin bloklara gomulti biyopsi bloklarindan poli-L-lizin
kapli lamlara 4um kalinhiginda kesitler hazirlandi. Kesitlere
sodyum sitrat tampon cozeltisi ile antijen geri kazanim islemi
uygulandi ve labeled streptavidin-biotin peroksidaz teknigi ile
IHK boyama uygulandi. Uygulamada; énce kesitlere protein
blocking solution damlatildi. Daha sonra kullanima hazir
primer antikorlarla uygun konsantrasyonlarda reaksiyona
sokuldu. Primer antikorlar uygulanmis kesitler sirasiyla
sekonder antikorlar; biotinlenmis IgG, streptavidin peroksidaz
solisyonunda bekletilip daha sonra PBS ile yikandi. Renk
vererek gortnttlemeyi saglamak amaciyla AEC (3-amino-9-
ethylcarbazole) ile inktbasyon yapildi. Mayer hematoksilen
ile zit boyama sonrasinda 1stk mikroskopunda tamor
hticrelerinin en az %5’inde, antijenin 6zelligine gore cekirdek
veya sitoplazmik boyanma pozitif kabul edildi.

Ikili IHK Boyama Yontemi

Ikili (Double) THK boyama; aymi lam tzerinde hem DAB
kromojen, hem de AEC kromojen yardimi ile boyama
yaparak, kahverengi (DAB) ve kirmizi (AEC) ayrimina dayali
immunohistokimya teknigidir. Ikili boyama yontemi Leica
Bond-Max cihazinda yapildi. Yontemin calistigl rezeksiyon
materyalleri tuzerinde test edildi. Calisma kapsamindaki
az diferansiye olgular ile iyi diferansiye olgular es zamanh
boyanarak ikinci kontrol saglandi.

Leica Bond-Max cihazinda yapilan Double Boyama
Teknigi

Parafin bloklara gomitlu biyopsi bloklarindan poli-L-lizin
kapl lamlara 4um kalinhginda kesitler hazirlandi. Antijenin
geri kazanimi icin ER 2 (diger ad1 ile EDTA buffer) ile ytiksek
pHda (yaklasik 8) uygulandi. Ik olarak, cekirdek antikorlar
(TTE-1 veya P63) 30 dakika uygulandi. Post primary ve
polymer asamalarindan sonra AEC kromojeni ile 10 dakika
ve 5 dakika olarak 2 kez inkiibasyon yapildi. lkinci olarak
sitoplazmik antikorlar (CK7 veya CK5/6) 30 dakika uygulandi.
Tekrar post primary ve polymer asamalarindan gecirildikten
sonra DAB kromojeni ile 2 kez toplam 8 dakika inkibasyon
yapildi. Zit boyama olarak hematoksilen uygulandi ve islem
sonlandirildi.

Tekli Boyama Immiinreaktivite Sonuglarinin
Degerlendirilmesi

[HK boyanmanin degerlendirilmesi, iki basl mikroskopta, iki
farkhh gozlemci tarafindan eszamanli olarak degerlendirildi.

Cilt 3, Say1 3, 2019; Sayfa 139-145
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Her bir immun belirtec icin pozitif i¢ kontrol olarak doku
icindeki ytizey epitel hticreleri kullanildi. TTF-1 ve P63
icin ntikleus reaksiyonu, CK7 ve CK5/6 icin stoplazma
reaksiyonlarn dikkate alindi.

1kili Boyama Immiinreaktivite Sonuclarimin
Degerlendirilmesi

1kili IHK boyanmanin degerlendirilmesi, iki bash mikroskopta,
iki farkli gozlemci tarafindan aymi anda degerlendirildi.

Giincel Patoloji Dergisi

Her bir immun belirtec icin pozitif i¢ kontrol olarak doku
icindeki ytizey epitel hticreleri ve kontrol grubu olarak secilen
es zamanli boyanan olgular kullanildi. TTF-1 ve p63 icin
nukleus reaksiyonu, CK7 ve CK5/6 icin stoplazmik reaksiyon
dikkate alind1. 1kili boyamanin degerlendirilmeleri, olgularin
tekli boyama sonuclart bilinmeden kaydedildi. Antikor
ciftleri olarak bir AK ve bir YEHK belirteci kombine edildi.
Kesitlerden birine TTF1-CK5/6 uygulanirken, diger kesite
p63-CK7 uygulandi. (Sekil 1A,B, Sekil 2A,B)

BB gt (57 Y
SR

Sekil 1: Olgu 1: TTF1-CK5/6 (x200): Normal brons mukozasinda CK5/6 pozitifligi ve mukoza alunda tumor hucrelerinde TTF1 pozitifligi
izlenmektedir (A). P63-CK7 (x200): Timorde yaygm olarak CK7 pozitifligi ve okla isaretli alanda normal mukoza hticrelerinde p63 pozitifligi

izlenmektedir (B).

*Olgu 1 kontrol grubundan secilmistir. Tekli ve ikili boyama sonuclart ile TTF1 ve CK7 poxzitifligi gostermis ve her iki boyama sonucuna gére AC tanisi

almistir.

Sekil 2: Olgu 2: P63-CK7 (x200): Normal brons mukozasindaki p63 ve CK7 antikorlarnin i¢ kontrol olarak degerlendirilen pozitif reaksiyonu
izlenmektedir (A). P63-CK7 (x200): Sol ust kosede (ok) normal brons mukozasinda ve tumorde genel olarak her iki antikorun pozitifligi
izlenmektedir (B).
*Olgu 2 tekli boyama sonuglar ile tiim antikorlar pozitif boyanmis ve NSCLC-NOS olarak tant verilmistir. Ikili boyama sonuclar ile TTF-1 negatif, CK7
pozitif, p63 pozitif ve CK5/6 pozitif reaksiyon saptanmis ve olgu ikili boyama sonuclarina gore SCC tamst almistir.

Cilt 3, Say1 3, 2019; Sayfa 139-145
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SONUCLAR

Calismaya dahil edilen az diferansiye KHDAK tanist almis
biyopsi materyallerinin 24t bronkoskopik biyopsi iken 16’s1
transtorasik biopsi idi. Histopatolojik tamilar tekli boyama
sonuclar esas almarak verilmis olup; buna gore 18 olgu AK ve
17 olgu YEHK tamilidir. 5 olguda ise tekli boyama sonuclar ile
alt tiplendirme yapilamamis, KHDAK-NOS tanist verilmistir.
Tekli boyama ile alt tiplendirme orani % 87,5'tir.

1kili boyama sonuclarina gore ise 19 olgu AK, 9 olgu YEHK
olarak tiplendirilmis, geri kalan 12 olgu KHDAK-NOS tanist
almustir. 1kili boyama ile alt tiplendirme orani %70°dir.

Kontrol grubu; 4 iyi diferansiye AK ve 4 iyi diferansiye
YEHK olmak tzere toplam 8 olgudan olusmaktaydi. Ikili
boyamalarda kontrol grubunda tani degisikligine neden
olacak antikor reaksiyonu izlenmedi.

Tekli ve Ikili Boyamanin Antikora Gére Irdelenmesi

TTF-1: Tekli boyama ile AK tanili 18 olgunun 13’tinde pozitif,
5’'inde negatif reaksiyon, YEHK tamli 17 olgunun 4tunde
pozitif, 13'unde negatif reaksiyon izlendi. Tekli boyama ile
(tiim panel sonucunda NOS tanist almis olgular dahil) negatif
reaksiyon gosteren 21 olgunun tamamu ikili boyamada da
negatifti. Ancak tekli boyama ile TTF-1 icin pozitif reaksiyon
veren 19 olgunun sadece 4tunde ikili boyama ile pozitif
reaksiyon izlendi. Sonu¢ olarak tekli boyama sonuclari temel
alindiginda; TTF-1 ikili boyama yapildiginda yalanci pozitiflik
izlenmedi. 15 olguda (%41,7) yalanci negatif reaksiyon
verdi. Tum panel birlikte degerlendirildiginde; 9 olguda tan
degisikligine neden olmaktaydu.

CK7: Tekli boyama ile AK tamli 18 olgunun 16’sinda pozitif,
2’sinde negatif reaksiyon izlendi. YEHK tanih 17 olgunun
5’inde pozitif, 12’sinde negatif reaksiyon izlendi. Tekli boyama
ile (tim panel sonucunda NOS tanis1 almuis olgular dahil) CK7
icin pozitif boyanan 24 olgunun 23’inde ikili boyama ile
pozitiflik izlendi. Tekli boyama ile negatif reaksiyon gosteren
16 olgunun 11’ ikili boyamada da negatif iken 5 olgu pozitif
reaksiyon verdi. Sonuc olarak tekli boyama sonuclari temel
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alindiginda; CK7 ikili boyama yapildiginda 5 olguda (% 17,8)
yalanct porzitif, 1 olguda (% 8,3) yalanci negatif reaksiyon
verdi. Tum panel birlikte degerlendirildiginde; ikili boyama 6
olguda tam degisikligine neden olmaktaydi.

p63: YEHK tanih 17 olgunun 15’inde pozitif, 2’sinde negatif,
AK tanili 18 olgunun 3unde pozitif, 15’inde negatif reaksiyon
izlendi. Tekli boyama ile (ttum panel sonucunda NOS tanisi
almuis olgular dahil) pozitif boyanan 21 olgunun sadece 8'inde
ikili boyama ile pozitif reaksiyon izlenirken 13 olgu negatifti.
Tekli boyama ile negatif boyanan 19 olgunun tamamui ikili
boyamada da negatifti. Sonug olarak tekli boyama sonuclari
temel alindiginda; P63 ikili boyama yapildiginda yalanci pozitif
reaksiyon saptanmadi. 13 olguda (% 40,6) yalanci negatif
reaksiyon verdi. Tum panel birlikte degerlendirildiginde; 8
olguda tan1 degisikligine neden olmaktaydi.

CKS5/6: YEHK tanih 17 olgunun 9'unda pozitif, 8'inde negatif
reaksiyon verdi. AK tanih 18 olgunun 1'inde pozitif, 17’sinde
negatif reaksiyon izlendi. Tekli boyama ile (ttim panel
sonucunda NOS tanst almis olgular dahil) pozitif boyanan
12 olgunun 10unda ikili boyama ile pozitiflik izlendi. Tekli
boyama ile negatif reaksiyon gosteren 28 olgunun 24’1 negatif
iken 4 olgu pozitif boyandi. Sonuc olarak tekli boyama
sonuglari temel alindiginda; CK5/6 ikili boyama yapildiginda 4
olguda (% 28,6) yalanc1 pozitif, 2 olguda (% 7,7) yalanci negatif
reaksiyon verdi. Tum panel birlikte degerlendirildiginde 3
olguda tani degisikligine neden olmaktaydu.

Ozetle; Tekli boyama sonuglari temel alindiginda ikili boyama
tekniginde niikleus boyalar1 (TTF-1 ve p63) ile yalanci pozitif
reaksiyon izlenmedi. Ancak TTF-1 % 41,7 ve p63 % 40,6
yalanci negatif reaksiyon verdi. Sitoplazmik boyalardan CK7
ile % 17,8 yalanc1 pozitif ve % 8,3 yalanci negatif reaksiyon
izlenirken CK5/6 ile % 28,6 yalanc1 pozitif ve %7,7 yalanci
negatif reaksiyon izlendi. Alt tiplendirme orani tekli boyama
ile % 87,5 iken ikili boyama ile ancak % 70’dir. Cekirdek
boyalanmin  ikili boyamadaki dusik boyanma oranlar
nedeniyle 40 olgunun 14tinde ikili boyama sonuclarinda tam
degisikligi gerceklesti (Tablo I-1D).

Tablo I: Tekli boyama sonuclarina gore antikor pozitiflikleri ve elde edilen tanilar.

Tekli boyama sonrasi elde edilen tanilar TTF-1

(olgu sayis1)

AK (18) %72,2 (13)
YEHK (17) %23,5 (4)
KHDK-NOS (5) %40,0 (2)

(olgu sayis1)

CK7 P63 CK5/6
(olgu sayis1) (olgu say1s1) (olgu say1s1)
%88,8 (16) %16,6 (3) % 5,5 (1)

%294 (5) %88,2 (15) %52.9 (9)
%60,0 (3) %60,0 (3) %40,0 (2)

Tablo II: Tekli ve ikili boyama sonugclari (olgu sayilari antikor

pozitiflikleri ve tan1 degisikliklerine gore saptanmistir).

Tekli boyama sonrasi elde edilen tanilar

1kili boyama sonrasi elde edilen tanilar

AK 18 (% 45) 19 (% 47,5)

YEHK 17 (% 42,5) 9 (% 22,5)

KHDAK-NOS 5 (% 12,5) 12 (% 30)
142
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Kontrol grubunda ise tekli ve ikili boyamada tan1 degisikligine

neden olacak antikor reaksiyonu izlenmedi. AK tamil
olgularda TTF1-CK7 porzitifligi ve YEHK tanili olgularda P63-
CK5/6 porzitifligi izlendi (Sekil 1A,B).

TARTISMA

Tarihsel olarak, kucuk biyopsi ve sitoloji materyallerinde
patologlar icin en onemli karar, KHAK ve KHDAK arasindaki
ayrim olmustur. Ancak gunumuzde hedefe yonelik tedavilerin
gelistirilmesi ile KHDAKnin kesin alt tiplendirmesinin
yapilmasi ihtiyact dogmustur.

KHDAK alt tiplendirmesi HE boyamasinda gortilen morfoloji
temeline dayanmaktadir ve kuctuk biyopsi orneklerinde
%30-50 oraninda KHDAK-NOS tams1 verilmektedir (15).
[HK profili tani kriterleri arasinda yer almamaktadir. Ancak
morfolojik kanit yoklugunda antikor profilleri belirli bir
histolojik alt tip icin destekleyici bulgu olarak kullanilabilir.
Yine de butun cabalara ragmen alt tiplendirme yapilamayan
belli bir sayida olgu KHDK - NOS olarak rapor edilmektedir.

Literattrde alt tiplendirmeye yonelik yapilan yaymlarda
coklu antikor panellerinin kullanildigr ve en kucuk uclu-
dortlu antikor paneli ile %65-%77 oraninda subtiplendirme
yapilabildigi belirtilmektedir. Calismalarda cok cesitli antikor
panelleri kullamilmis olmakla beraber doku tasarrufu ve
yeterliligi gozetildiginde en kuctk uygulanabilir antikor paneli
genellikle iki AK belirteci (en stk TTF1, NapsinA veya CK7) ve
iki YEHK belirteci ( en sik p63, CK5/6) olarak belirlenmistir.
(1,5,6,8,9-11,15-18)

1HYs

Yine tim olgularda pozitif olmamasma ragmen musin
boyanmast akciger AK'nun belirleyici 6zelliklerinden biridir.
Bu nedenle literatiirde misin boyalarini (PAS-AB veya D-PAS
panele ekleyen calismalar da mevcuttur. (1,9,16,17)

Ancak yukaridaki calismalarn cogunda morfolojik olarak
diferansiyasyon gosteren olgular incelenmistir. Literattirde cok
az sayida calisma az diferansiye olgular incelemistir. Ustelik
bircogunda IHK paneller rezeksiyon materyalleri tizerinde
uygulanmistir. Tumor farklilasmas: azaldikca antikorlarn
duyarhliklarinda azalma oldugu gercegi (6) dusunuldugunde
timor dokusu kucuk ve az diferansiye biyopsiler icin en
uygun antikor panelinin hangisi olabilecegi konusunda
literatiir yetersiz kalmaktadir.

Boliimumiuizde TTF-1, CK7, P63 ve CK5/6’dan olusan dortli
panel uygulanmaktadir. Malign olarak tani koydugumuz 550
transtorasik ve transbronsial akciger biyopsilerinin 405 tanesi
KHDAK’dir. 108 olgu KHAK olup geri kalan 37 olgu yalnizca
“malign” veya “karsinom” tanisi alanlar, metastatik tamorler
ve mezenkimal timorlerden olusmaktadir. Morfolojik
olcutlerle tani konulan AK ve YEHK olgularinda daha seyrek
olarak dogrulama amaciyla IHK incelemeye basvurulmustur.
Kucik hucreli dist karsinom morfolojisine sahip olup
morfolojik zeminde alt tiplerine ayrilamayan 256 olguda bu
antikor paneli ile yapilan THK inceleme sonucunda 130’u AK,
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1011 YEHK olarak tiplendirilmistir (%90,23). 25 olguda ise
(%9,77) IHK incelemeye ragmen alt tiplendirme yapilamamis
ve KHDAK-NOS olarak rapor edilmistir.

Kucuk biyopsi ve sitoloji orneklerinde daha kesin bir
siiflandirmanin ele alinmasindaki temel sorun KHDAK
dogasinda  bulunan histolojik  heterojenite  varhgidir
(1). Roggli ve ark. (19) 100 akciger kanseri olgusunu
kapsayan calismalaninda 39 AK olgusunun 2’sinde (%5)
skuamoz komponent ve 27 YEHK olgusunun 4tnde
(%15) adenokarsinom komponenti saptamistir. Baska bir
sorun ise solid patern gosteren timorlerde kucik biyopsi
veya sitoloji orneklerinde skuamoz veya adenokarsinom
yonunde farkhlasma fokal veya ayirt edilemez olabilmesidir.
Bu da cerrahi materyal ile kictk biyopsideki histolojik
siiflandirmayr  karsilastirtlip hata orani gosteren sayisiz
makalenin konusu olmustur (3). Boyle bir calismada,
bronsiyal biyopsilerde yassi epitel hucreli karsinomun % 10,
adenokarsinomlarin % 14 ve buyuk hucreli karsinomun % 50
oraninda yanlis simiflandinldigi gorulmustur (3).

Travis kucuk biyopsi orneklerinde AK'larda %20-30 oraninda
P63 pozitifligi gorulebildigini ancak p40 ile hemen hemen hic
pozitiflik bulunmadigini belirtmektedir.

Kucuk biyopsi orneklerinde nadiren AK ve YEHK'nin her
ikisinin hem morfolojik hem de IHK ozellikleri birlikte
gortlebilir. Bu olgular es zamanh olarak glanduler ve skuamoz
farkhlasma dustinduren 1stk mikroskopi ve ITHK bulgular
oldugunu bildiren bir yorum ile birlikte KHDAK-NOS olarak
raporlanmalidir. Ancak skuamoz diferansiyasyon gostermeyen
ayni tumor hucre grubu AK belirtecleri ile pozitif ise YEHK
belirteclerinin ekspresyon durumu onemsenmeden KHAK-
AK lehine olarak degerlendirilebilecegini bildirmektedir.
Cunkt p63 AK'larin 1/3inde eksprese olabilir ve bu timorler
skuamoz hucre morfolojisi icermez. Neredeyse tum TTF-
1 ve p63 koekspresyonu gosteren olgularm AK oldugu ve
bu durumun ALK pozitif AK’larda sik oldugu belirtilmistir.
Travis ve ark. gore eger timor hucrelerinin bir popilasyonu
AK  belirtecleri ile pozitif ve baska bir populasyonu
YEHK belirtecleri ile pozitif reaksiyon gosteriyor ise olgu
adenoskuamoz karsinom olabilecegi icin kesin alt tiplendirme
icin rezeksiyon materyali incelenmelidir (15).

Bununla birlikte, immunohistokimyasal olarak kullanilan
antikorlarnn hicbiri bu ayrimi yapmak icin % 100 sensitif
ve spesifik degildir. Ornegin doku microarray kullamlarak
yapilan bir calismada AKlerin %30unda p63 pozitifligi
izlenmistir (20). YEHK'lerde ise 9%5-21 oraninda TTF-1
pozitifligi bildirilmistir (1). Bu calismalara gore sonuclar
tek tek belirteclerle siirlamalara ragmen, ytiksek dogruluk
oranlart icin bir panel yaklasimi kullanmak gerektigi
yonundedir. Ancak doku tasarrufu acisindan en uygun
kombinasyonu uygulamak onemlidir. Cok sayida antikor
kullanimi, timorlu doku miktari, laboratuvar kaynaklarinin
yeterliligi ve molektler calismalar icin doku gereksinimine
bagli olarak pratik ve mumkun olmayabilir.
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Ayrica mikro-RNA gibi diger molekuler teknikler ile YEHK ve
AK ayrimi yapilabilmektedir (21). Sonucta, basit THK paneli
kullanilarak, molekuler calismalar icin gerekli olabilecek doku
titketilmeden kullanilmahdir. Bu yeni teknikler morfolojik
olarak smuflandirilamayan KHDAK'da daha kesin bir
siiflandirma yapilabilmesi icin yardimer olacaktir.

Kucuk biyopsi orneklerinde tani sonrast molekdler calismalara
doku saglamak amaciyla son zamanlarda daha az sayida
kesit kullanilarak ikili veya kokteyl THK boyama teknikleri
de gelistirilmistir. Ancak literatirde az sayida calisma
bulunmaktadir (12,13).

Agackiran ve ark. desmoglein-3 ve napsin-A antikorlan ile
ikili boyama yontemini uyguladiklar calismalarinda ytuksek
ozgulluk ve duyarlilik ile YEHK ve AK ayrimi yapilabildigini
belirtmisler. Rezeksiyon materyalleri tizerine uyguladiklar: bu
yontemle YEHK veya AK oldugu bilinen toplam 99 olgunun
88'inde (%88,8) ayrim yapabilmisler (12).

Yanagita ve ark. calismalarinda TTF-1, Napsin-A, p63 ve CK14
antikorlan ile kokteyl olusturmus ve tek kesit tizerine dortlu
antikor uygulamislardir. Bu calismada da histomorfolojik
olarak iyi diferansiye olgular kullanilmistir (13).

Literatirde KHDAK ayirict tamisinda cok farkll paneller
kullamlmasimin en onemli nedeni kullanmilan antikorlarin
standart olmayist ve her laboratuvarin kendi kullandigl
antikorlar konusunda farkli guvenilirlik deneyimine sahip
olmasidir. Laboratuvarimizda kullandigimiz doértla  panel
literatiirle karsilastirildiginda yeterli ayirt edicilige sahip
gorunmektedir.

1kili veya coklu boyamalarla doku ve islem tasarrufu yapilmast
bakimimdan bu c¢alismada uygulanan yontemle elde edilen
sonuclar yuz galdaraca degildir. Uygulamada maliyeti
etkileyen birka¢ unsur bulunmaktadir: Doku tasarrufu, antikor
ve islem (malzeme, insan guct, zaman) maliyeti. Bu konuda
yazil kaynak arastirmalar yetersizdir. Ancak kullanima hazir
ikili veya coklu antikorlarin daha yuksek antikor maliyetine
sahip oldugu bilinmektedir.

Bizim degerlendirmemiz, tekli antikor islemlerinde elde
edilen sonuclara gore karsilastirmasi yapilmadan uygulamaya
konulacak coklu antikor kullanimmimin  guvenirliginin
tartismali olacagini  gostermektedir. Antikor maliyetinin
goreceli olarak daha fazla olmasi bir kenara birakilsa bile elde
edilen reaksiyonlarin timor antijenitesini dogru yansitmamast
tedavi konusunda yanlis yonlendirmelere neden olacaktir.

Doku tasarrufu icin biyopsinin optimal kosullarda tespit ve
takibinin yapilmasi, parafine gomiiliirken ve kesit alinirken
doku kaybmin gozetilmesi, belki de cok daha anlamh
gorunmektedir.

Akciger kanserlerinin tanisinda morfolojinin temel alinmasi,
kucuk hiicreli ve kucuk hucreli dist ayriminin dogru yapil-
masina 6zen gosterilerek, gerektiginde IHK incelemeye bas-
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vurulmast 6nemlidir. Skuamoz veya glanduler farklilasmanin
saglam kanitlarinin oncelikle aranmasi, az diferansiye KHDAK
olgularinda parafin bloklarin fazla tiraglanmamasma 6zen
gosterilerek THK incelemeler i¢in kesit alinmasi gerekmekte-
dir. Bununla birlikte literattirde AK veya YEHK lehine tipik
morfoloji varliginda IHK uygulamasina gerek olmadig ancak
tipik morfolojinin izlenmedigi durumlarda ikili antikor paneli
(1 AK ve 1 YEHK belirteci) kullanilmasinin molektler testler
icin doku korunmast agisindan 6nemli oldugu ve immiinore-
aktivitenin acik¢a AK veya YEHK lehine olmadigi durumlarda
KHDAK-NOS taniminin kullanimast uygun oldugu bildiril-
mektedir (22).

Coklu antikor uygulamalart so6z konusu oldugunda
ozellikle nikleus reaksiyonu beklenen antikorlarin tek tek
kullanildiklarinda elde edilen sonuclarla karsilastirmali bir
on degerlendirme olmaksizin gunlik uygulamaya sokulmast
sakincal gorunmektedir.

Kullanima hazir “kokteyl” antikorlar akciger rezeksiyon ma-
teryallerinden elde edilen indeks olgularda zaman zaman goz-
den gecirilmesinde yarar vardir.

Maliyet ve doku tasarrufu bakimindan degerlendirildiginde
ikili boyamalarda elde edilen doku tasarrufu ile ikili boyama
isleminde elde edilen sonuclarn guvenilirligi karsilastirildi-
ginda, KHDAK alt tip tayininde yanlis sonuglara yol acacagin-
dan uyguladigimiz ikili boyama yonteminin yararli olmayaca-
81 gorilmektedir.
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