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OZET

Amac: Akciger adenokarsinom olgulari; kanserler
arasinda son derece degisken bir grup olusturmaktadir.
Bu degiskenlik bioyolojik ve klinik énemli farkliliklar
ile ortaya cikarmaktadir. Bu durum; patologlari tani
asamasinda oldukca zorlamaktadir. Bu nedenle; adeno-
karsinoma vakalarinin patolojik incelemeleri sirasinda
hastalarin tani ve tedavisi asamasinda daha cok bilgiye
ihtiyac duyulmaktadir.

Bu calismada; primer akciger adenokarsinoma tanisi
almis 21 hastanin patolojik drneklerinin histokimyasal
ve elektron mikroskopik dlizeyde incelenmesi amaglan-
mistir.

Gereg ve Yontem: Arsivdeki parafin bloklar histokimy-
asal ve ince yapisal o6zelliklerinin degerlendirilmesi
amaci ile yeniden incelenmistir. Periyodik asit-Schiff,
musikarmin ve alsiyan mavisi ile hlcrelerin glikojen
ve farkli tiplerdeki musin icerigi arastirnimistir. Doku
orneklerinde saptanan alanlar yeniden islemlendirilerek
elektron mikroskopik diizeyde degerlendirilmistir.
Bulgular: Bu calisma; 21olgunun histokimyasal ve
ince yapisal 6zelliklerini 6zetlemektedir. Adenokarsino-
ma hucrelerinin sekretuar grandl yapisnin ve sitoplaz-
mik &zelliklerinin blylk bir degiskenlik gdsterebildigi
gordlmustar.

Sonugclar: Sonuclar; sekretuar grandllerin iceriginin
histokimyasal ve elektron mikroskopik 06zelliklerinin
cok degisken olabilecegini gostermistir. Histokimy-
asal inceleme; tek basina hucrelerin salgisal ¢zellikleri
konusunda bilgi veremeyebilir. Bu asamada; hiicrelerin
ince yapisal 6zelliklerinin electron mikroskopik dzey-
de degerlendirilmesi oldukca faydali olabilir. Akciger
adenokarsinoma vakalarinin alt gruplara ayrilmasinda;
electron mikroskopi cok énemli bilgiler saglayabilir.
Anahtar Kelimeler: Akciger, adenokarsinoma, histo-
patoloji, electron mikroskopi.

ABSTRACT

Aim: Pulmonary adenocarcinomas represent an incredibly
diverse group of human malignancies. This diversity has con-
siderable biological and dlinical significance. It poses many
diagnostic challenges for pathologists. With this has come
a need for more information from the pathological exam-
ination of adenocarcinoma samples in order to determine
patient management.

The main aim of this study was to analyze histochemical and
electron microscopic features of 21 primary human lung ad-
enocarcinoma cases comparatively.

Materials And Methods: Archival blocks were re-anal-
ysed to demonstrate their histochemical and ultrastructural
features. Periodic acid-Schiff, mucicarmine and alcian blue
were used for identification of the glycogen content and
different types of mucins. Tissue specimens from the same
regions were re-processed and re-examined under electron
microscope.

Results: The study reports histochemical features and the
ultrastructural characteristics of 21 primary lung adenocar-
cinoma cases. These results reveal that the secretory cells in
adenocarcinoma specimens have tremendous diversity ac-
cording to the structure of secretory granules and cytoplas-
mic content.

Conclusions: The data demonstrate not only the contents
of the secretory granules according to their histochemical fe-
atures, but also the differences in their electron microscopic
appearance. Examination of the specimen at histochemical
level may not be presenting its secretory nature and ultrast-
ructural examination might be a useful tool for the observa-
tion of subcellular components. Electron microscopy might
provide crucial information for subclassification of the lung
adenocarcinoma cases.

Keywords: Lung, adenocarcinoma, histopathology, elec-
tron microscopy.



GIRiS

Akciger timorlerinin histopatolojik dzelliklerine dayanan
siniflandirmas; 15tk mikroskopik diizeydeki 6zellikleri esas
alinarak hazirlanmistir. Patolojik incelemelerde gerek du-
yuldugunda immunohistokimyasal yontemler uygulanmak-
ta; eleKtron mikroskopik diizeyde incelemeler yapilmaktadir.
Tamami ile sadece bir histolojik paterne sahip htcreler iceren
adenokarsinoma vakalari; tim adenokarsinomlar icerisinde
cok kuclk bir kismi olusturmaktadir. Bu nedenle; adenokar-
sinom vakalarinin son derece heterojen olmasi sonucundaalt
siniflamalarinin yapiimasinda buytk zorluklar ¢ekilmektedir.
Bu durum; histopatolojik incelemelerde oldukga dnemli bir
sorun teskil etmektedir (1).

Hirch ve ark. tarafindan 1982-2007 yillan arasindaki tim
kigUk htcreli olmayan akciger kanseri vakalarini iceren
arastirmalar incelenmistir (2). Bu inceleme sonucunda; his-
tolojik verilerin hastalidin tanisi ve hastanin progrozunun be-
lilenmesindeki dnemi vurgulanmistir.  Gelecek calismalarla;
histolojik tani igin kullanilacak parametrelerin daha da kesin
ve tanimlayici olmasi gerektigi belirtimistir.  Ayni zamanda;
yapilacak calismalarin histoloji subtiplemeleri olusturulmasi-
na destek olmasinin da dnemi vurgulanmistir. Langer ve ark.
tarafindan hazirlanan bir baska derlemede de; kisiye 6zgU te-
daviler dlzenlenmesinde histolojik incelemenin énemi orta-
ya konulmustur. Bu inceleme sonuglarinin bireysel tedavilerin
guvenligi ve etkinliginin saptanmasinda kritik 6zellik tasidigi
vurgulanmistir (3).

Histokimyasal teknikler farkli hastaliklarin tanisinda yaygin
olarak bagvurulan yéntemler arasindadir. Salgi yapan hticrel-
erin glikoprotein iceriginin karakterizasyonunda basari ile kul-
lanilmaktadr. Hastaliklarin patofizyolojik 6zelliklerinin belirlen-
mesinde de bu bilgi cok degerlidir. Arastirmalarla normal ve
patolojik durumlarda farkli tipteki epitelyal hlcrelerde agiga
cka degisiklikler ortaya konulmustur. Hem histokimyasal
hem de electron mikroskopik dlizeydeki bilimsel calismalarla
farkl glikoprotein tiplerindeki degisim arastirilmistir (4-12).
Histokimyasal bulgular; kanserli hastaya 6zglin gerek tanisal,
gerekse prognoz agisindan degerli veriler ortaya koyabilme-
ktedir. Dokularda epitelyal tipteki musin mevcudiyeti in-
vaziv adenokarsinoma tanisini desteklemektedir. Bag do-
kuda musin Uretimi; non spesifik reaksiyonlarda artmakta;
PAS’la boyanmamsina karsilik alsiyan mavisi ile boyanmasi
ise degisen Ozellikler géstermektedir (13). Bu iki durumun
birbirinden ayirt edilebilmesi cok énemlidir. Stlfath gliko-
proteinlerde azalma ve siyalomusinde artma kolon kanser-
lerinde malignansi oncesi degisikliklerin géstergesidir (13).
Bu degisikligin; neoplazi énclsi olmaktan cok stiregelen
degisikliklerin sonucu oldugu da tartisiimaktadir (14).
Akcigerde salgi grantllerinin normal durumda ve kanser-
li hastalardaki ayirt edici 6zellikleri ile iligi cok az bilgi vardir
(15-18). Glikozaminoglikanlarin normal eriskin akcigerinden
izole edilen endotel hiicreleri tarafindan salgilandigr bildirilm-
istir (10). Glikozamin Uretmeye devam eden endotel hicre
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grandlleri alsiyan mavisi ile pozitif boyanmaktadir. Ochiaive
ark.; bronsial epitelyal hiicre dizilerinde salgida farklilasma ve
hcre tipinin tanimlanmasi Gzerine arastirmalar yapmislardir
(16). St. george ve ark. Ise trakeadaki submukozal bezlerin
electron mikroskopik ézelliklerini ve salgr icerigini arastirmistir
(18) . Hoyt ve ark. Insane akciger timorlerinde endokrin
fenotipi belilemede PAS- hematoksilen boyalarinin kul-
lanilabilecegini gostermislerdir (19). Pelosi ve ark. tarafindan
yapilan bir baska arastirmada; iyi farklilasmamis timorlerde
tanisal ve prognostik metodlarin gelistirilmesinin acil bir ihti-
ya¢ oldugunu vurgulanmistir (20). Kisith miktardaki materyal
ve ckarlamayan lezyonlar bir diger problemdir. immunohis-
tokimya ve molekler diizeydeki élclimler bu tir hastalar-
da cok 6nemli veriler saglayabilir. Ocque ve ark. Da akciger
kanseri siniflamasinda histokimyasal ve immunohistokimy-
asal metodlarin énemini vurgulamistir (21).

TUm bu arastirmalarin hemfikir oldugu konu; kesin histolojik
tanilarin yapilabilmesi icin daha ¢ok aragtirmanin gerekli old-
ugudur. Histolojik subtiplemeyi saglayacak bir analiz; hangi
hastalarin spesifik tedavi sekillerinden faydalanma ve histo-
lojinin roliint anlama agisindan  buytk énem tasimaktadir.
Bu calismada da; 21 akcider adenokarsinoma vakasinin
histokimyasal &zelliklerinin incelenmesi, hiicresel diizeyde
karbohidrat igeriklerinin  belilenmesi, adenokarsinoama
hlcrelerinin electron mikroskopik 6zelliklerinn belirlenmesi
hedeflenmistir. Histokimyasal ve electron mikroskopik 6zel-
likler arasindaki olasi iliski de incelenmistir.

GEREC VE YONTEM

Galismada primer akciger adenokarsinomu tanisi konulmus
21 vaka yeniden incelenmistir. Hastalarin formaldehitle fik-
se edilmis ve parafine gdmulmis doku 6rnekleri arsivden
cikarilarak periyofdik asit-Schiff (PAS),  alsiyan mavisi (pH:0.2)
ve musikarmin ile boyanmistir. Parafin bloklarin bu incelenen
ayni bolgelerini yeniden islemlendirilerek, %1 osmiyum-tet-
raoksitte fikse edilmis, Spurr'un resini icerisine gdmualmustur.
Hazirlanan ince kesitler uranil asetat ve kursun sitrat boyalari
ile boyanmustir. Joel 100 CX electron mikroskobu altinda in-
celenmistir.

BULGULAR

21 vakadan 11'inde (%52.4) bahsedilen histokimyasal
boyalardan en az biri ile reaksiyona rastlanmistir. 7 érnek
(%33.3) pAS pozitif bulunmustur. Yine 7 érnek (%33.3) al-
siyan mavisi ile boyanmistir. 5 vaka ise (%23.8) musikarmin
pozitif bulunmustur. Vakalardan sadece birisi (4.8%) was
tim boyalarla reaksiyon gostermistir. Tim sonuglar Tablo 1
‘de dzetlenmistir.
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Histokimy- Pozitif Vaka | Negatif Vaka
asal Boyama | Sayisi (%)* Sayisi (%)*
Teknigi

Sadece PAS 4/21(19.1) 17/21(80.9)
Sadece AB 0/21(0) 21/21(100)
Sadece MUCI- 0/21(0) 21/21(100)
CARMINE

PAS+AB 2/21(9.5) 19/21(90.5)
PAS +MUCI- 0/21(0) 21/21(100)
CARMINE

AB + MUCI- 4/21(19.1) 17/21(80.9)
CARMINE

PAS+AB+MU- | 1/21(4.8) 20/21(95.2)
CICARMINE**

PAS/AB/MU- [11/21(52.4) 10/21(47.6)
CICARMINE***

Tablo 1. Orneklerin boyanma paternleri. PAS: Periyodik asit
-Schiff, AB: Alsiyan mavisi **Uc teknikle de boyanan vaka
sayisi 6zetlenmistir. ***Uc teknikten herhangi birisi ile boyan-
mis ve Uc teknikten hichiri ile boyanmamig vakalar ézetlen-
mistir.

Histokimyasal ~boyanma paternlerine  gore  elektron
mikroskopik incelemelerin karsilastirmali sonuclan asagida

Ozetlenmistir:

Resim 1. iki vaka (% 9.5) hem PAS, hem de alsiyan mavisi ile
boyanmistir. Bu vakalarda; hiicrelerin 6kromatik nukleuslari, iyi
glismis grandiler endoplazmik retikulumlari, hticreleri cevreley-
en mikrovillus formasyonu, hicreler arasi siki baglantilar dik-
kati cekmistir (Resim 1a, b, ¢).

Resim 2. Dort vaka hem alsiyan mavisi, hem de musikarmin
ile boyanmistir. Burada huicrelerin elektron mikroskopik ézel-
liklerinin son derece degisken oldugu gordlmustlr (Resim 2
a,b, ve ¢). Bazi hiicrelerin sitoplazmalari diistik electron dens-
iteye sahip , siniran belirgin Igi grandlleri ile doludur (Resim
2¢). Digerlerinde ise cok az sayida ve daha kiiclik grantller go-
zZlenmistir (Resim 2 d,e, f). Bazi hiicrelerin sitoplazmasi ile ele-
ktron yogun grandllerin tam tersiine boyanmamis grantllerle
doludur (Resim 2 f). Bu iki vakanin tam tersine; Gclncl ve
doérdlinct vakalarda hucre sitoplazmasinda sekretuar gran-
ule rastlanmamistir (Resim 2 g ve h). Bu dort vakanin tek or-
tak 6zelligi; hicreler arasi siki bapglantilarin varligidir. Bu da;
hicrelerin epitelyal orjinli oldugunun bir géstergesidir (Resim
2 ¢ fveh).
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Resim 4. Dort hastadan alinan érnek (% 19.1) musikarmin
ve alsiyan mavi negatifti, PAS pozitifti Ultrastriktirel incele-
mede cogunlukla nispeten kiclk sitoplazmik hacimleri olan
hucreler izlenmistir. (Sekil.4c). Sitoplazmada higbir vezikdl /
grandl gozlenmemistir. Bir vakada, elektron mikroskopisi
muhtemelen periyodik asit-Schiff pozitif alanlarla korelasyon
gosteren huicre disi matriksin buydk bir birikimini gésterdi.

Resim 3. Sadece bir vaka (%4.8) her (¢ boya ile de boyan-
mistir. Bu vakada hucrelerin bir kismi grandil igerirken, salgi
granili icermeyen hicrelere de rastlanmistrr.

Resim 5. On 6mek (%47.6%) bu boyama teknikleri ile
negatif isaretlendi. Ancak; elektron mikroskopik incelemeler
sirasinda ¢rneklerde salgi grandllerine rastlandi.

SONUC

Dokulardaki musin ya da glikoprotein tipini belirleyebilmek
amaci ile bu calismada Ug histokimyasal boyma teknigi kul-
lanilmistir: PAS, alsiyan mavisi (pH:0.2) ve musikarmin. PAS
teknigi ile genel olarak hticre icindeki ve dokulardaki glikojen
goruntdlenir. Nétral musinler, siyalidaz labil musinler PAS ile
pozitif boyanirlar. Zayif stilfat baglan tasiyan musinlerin reak-
siyonu degisir. Bag dokudaki kuwvetli stlfat baglarina sahip
musinlerin ve hyaluronik ise reaksiyon vermez. Guclu sul-
fat baglarina sahip musinler 0.2 pH daki alsiyan mavisi ile
reaksiyon verirler. Dige rmusinler, 6zellikle hyaluranik asit, de
gliclu sekilde boyanir. Glgli stilfat baglarina sahip musinlerin
musikarminle reaksiyonu ise degiskendir.
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Calismada yedi vaka PAS-positif (%33.3) boyanmistir. Bu da;
dokularin glikoprotein, nétralmusin ve siyalomusin iceriginin
bir gostergesidir. Bir diger deyisle; dokularda bag§ daokusu
musinlerinin degil, epitelyal tipte muinlerin bulundugunu
ifade eder. Bu durum; adenokarsinoma vakalarinin pitelyal
orjinli olmasinin bir diger géstergesidir. Mariassy ve ark. (15)
Clara hticreleri disindaki tim hdcrelerin PAS pozitif oldugunu
gostermistir. Ochiai ve ark. (16) insane epitelya fetal bronk-
us hcrelerinin farklilasmalsarinin uyarilarak Clara hiicrelerine
donusebildigini gostermistir. Bu PAS la cok gucli bir sekil-
de boyanmiglardir. Alsiyan mavisi ile boyanma ise zayifir.
Bir diger arastirmalarinda da insane orjinli bronkusa ait bir
hicre dizisinin PAS-positif ve alsiyan mavisi negatif oldugunu
gostermislerdir (17).  Bu nedenle; PAS pozitifligi timoral
hcrelerin Clara hiicresi olmadigini destekleyen bir ipucu olar-
ak kullanilabilir.

Alsiyan mavisi ve musikarminle boyanmanin birlikte pozitif
olmasi (4/21(%19.1)); beraberinde PAS pozitifligi de varsa
(1/21(%4.8)); miikoz glikoproteinlerin guclt ya da zayif sdl-
fath baglara sahip oldugunun, ortamda siyalomusinlerin ve
hiyaluronik asitin daha az bulundugunun gostergesidir.

11 vaka (%52.) bu boyalardan en az birisi ile boyanmistrr.
Ancak, 10 vaka (% 47.6%) tamami ile negatiftir. Bu da ad-
enokarsinoma vakalarinin oldukéga buyuk bir kisminin gliko-
protein icermedigini, musinleri sentezleyip salgilamadiklarini
dustndlrmektedir.

Elektron mikroskopik incelemeler sirasinda gézlenen iyi
gelismis endoplazmik retikulum,dkromatik cekirdekler, belir-
gin ¢ekirdekgikler, hiicre zarinda microvillus formasyonu ; bu
hicrelerin sekretuar ézelliklerini gésteren ince yapisal bulgu-
lardir. Hcreler arasinda gozlenen siki bapglantilar da; vakala-
rnn epidermal orjininin gostergesidir.

Sekretuar hicrelerin sitoplazmik karakterlerinin son derece
degisken olabilecegi goérdlmustlr. Histokimyasal boyanma
Ozellikleri ile ince yapisal ¢zellikleri arasinda kuwvetli bir ilis-
kiyi gosterecek herhangi bir bulgu saptanamamisti.  Bazi
vakalar histokimyasal pozitif olarak gozlenirken, hicrelerin
sitoplazmasinda elektron mikroskopik dizeyde sekretuar
grandller gdzlenmemistir. Calismada; histokimyasal boyama
ile incelenen bolgelerle elektron mikroskop altinda incelenen
bolgelerin ayni alanlardan secilmesine 6zellikle dikkat edilm-
istir. Bu da; elektron mikroskopik incelemenin histokimyasal
pozitif boyanma olan yerin disindaki herhangi bir bélgeden
olma olasiligini ortadan kaldirmistir. Bu sonuglar; bazi vakalar-
da sekresyonun granil olusturmadan direk olarak salgilana-
bildigini gdstermektedir. Bunun tam tersine; bazi 6rneklerde
histokimyasal olarak boyanma saptanamazken elektron
mikroskopik incelemelerinde hiicrelerde sekretuar grandllere
rastanmisti. Bu durum; kullanilan histokimyasal tekniklerle
gorlntilenemeyen likoproteinlerin bu grantllerde bulun-
dugunu distndirmastar.

TUm vakalar birlikte degerlendirildiginde bir kez daha gerek
histokimyasal, gerekse elektron mikroskopik — &zellikleri

agisindan  akciger adenokarsinoma vakalarinin  ne jadar
degiskeb olabildigi ortaya ¢ckmaktadir.

Adenokarsinoma vakalarinin - subtiplerinin - siniflandiriimasi
drneklerin histolojik 6zelliklerine dayanmaktadir ve bu altsini-
flama 6zellikle prognoz belirlenmesinde kullanilmaktadir (22,
23). Bilim insanlari, cerrahlar ve patologlarin bir kismi bu alt
siniflamanin yeterli olmadigini dustinmektedirler , ek patolo-
jikincelemelerle alt siniflamanin yeniden dizenlenmesi gerek-
tigine inanmaktadirlar (24).

Bizim arastrmamiz, elektron mikroskopik verilerin tanida
ksirth diizeyde yardima olabilecegini diistindtrmiistar. immu-
nohistokimyasal incelemeler cok dnemli osonuclar verebilece-
ktir. Dominguea-Malagon ve ark. Elekton mikroskopik incele-
menin ayirnc tanidaki énemini vurgulamislardir gnosis (25).
Taniyl dogrulamak icin 6zel vakalarda elektron mikroskopinin
cok 6nemli destegi olacagini bildirmislerdir.

Bu calisma; histokimyasal metodlarin; akciger kanserli hast-
alarn orneklerini incelemede kolay, ucuz ve faydali teknikler
oldugunu géstermektedir. immunohistokimyasal yéntem-
lerin degeri ise son arastirmalarda elde edilen molekdler
bilgiler neticesinde daha da artmistir. TUmorin siniflnandirl-
masinda ciddi sikintilar yasandigi durumlarda dikkatli ve uy-
gun bolgeden yapilacak bir elektron mikroskopik inceleme
cok faydali olabilir. Histokimyasal ve elektron mikroskopik
sonuclarin birlikte degerlendirilerek yorumlanmasi her zaman
kolay olmayabilir. Ancak bu tr calismalarin; akciger kanser alt
tiplerinin uygun bir sekilde tanimlanabilmesi icin énemi cok
buyGktar.

TESEKKUR
Ogrencimiz  Elif Soysal'a makale hazirlanmasi sirasindaki
destekleri nedeniyle tesekkurlerimizi sunariz.
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