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/ABSTRACT |

Girig: Akciger kanseri, tim diinyada kansere bagli 6limlerin 6nde
gelen nedeni olmaya devam etmektedir. Adenokarsinom, kiicuk
hicreli disi akciger kanserinin en yaygin alt tipidir. Lepidik patern,
alveoler yiizey boyunca blylme gosteren akciger adenokarsinom
subtipidir. Receptor for Advanced Glycation End-products (RAGE),
imminoglobulin gen sliper ailesine ait transmembran bir resoptordir
ve pulmoner AT-| epitel hiicrelerinden eksprese edilir. Yiiksek diizeyde
RAGE ekspresyonu, birincil olarak pro-oksidatif ve pro-inflamatuar
mekanizmalar yoluyla bircok pulmoner hastaligin patogenezinde
yer alir. Bu calismada basta lepidik patern adenokarsinomlar olmak
lizere akciger adenokarsinomlarinda Anti-Rage immiinohistokimyasal
belirtecinin boyanma paterninin arastiriimasi amaclanmistir.

Gerec ve Yontem: Calismaya, Selcuk Universitesi Tibbi Patoloji Anabilim
Dali arsivinden, 2009-2022 yillari arasinda akcigerde lepidik patern
dominant adenokarsinomu tanisi alan toplam 32 hasta dahil edilmistir.
immiinohistokimyasal Anti-rage boyama ile Adenokarsinom alani ile
komsu normal akciger dokusunun boyanma paterni karsilastirilmistir.

Bulgular: Tim hastalarda imminohistokimyasal Anti-Rage antikoru
ile timor cevresi normal alveol yapilarinda kuvvetli membranéz
boyanmalar izlenir iken, adenokarsinom alanlarinda lepidik patern ve
eslik eden diger tim paternlerde belirgin boyanma kaybi ya da zayif
fokal boyanma izlenmistir. Bunun ile birlikte akciger kanseri evresi ve
prognozunu etkileyen timor boyutu, plevra invazyonu ve timorin
hava bosluklari icerisinde yayiiminin degerlendirmesinde Anti-rage
immdunhistokimyasal belirtecinin kullanilabilirligi ortaya konmustur.

Sonug: Anti-Rage antikoru, akciger adenokarsinom tanisinda ve
prognostik faktorlerin tanimlanmasinda yardimci yontem olarak
kullanilabilir. Bunun ile birlikte fibrozis veya inflamasyon sonrasi olusan
reaktif degisikliklerde Anti-Rage immiinohistokimyasal boyamanin
rolinlin genis olgu calismalari ile gosterilmesi faydali olabilir.

Anahtar Kelimeler: Akciger, Adenokarsinom, immiinohistokimya, RAGE

Introduction: Lung cancer remains the leading cause of cancer-related
death worldwide. Adenocarcinoma is the most common subtype of
non-small cell lung cancer. The lepidic pattern is the subtype of lung
adenocarcinoma growing along the alveolar surface. The receptor
for advanced glycation end products (RAGE) is a transmembrane
receptor in the immunoglobulin gene superfamily and is expressed in
pulmonary AT-l epithelial cells. High-level expression of RAGE is involved
in the pathogenesis of many pulmonary diseases, primarily through pro-
oxidative and pro-inflammatory mechanisms. In this study, it was aimed
to investigate the staining pattern of Anti-Rage immunohistochemical
marker in lung adenocarcinomas, especially in lepidic pattern
adenocarcinomas.

Material and Method: A total of 32 patients diagnosed with lepidic
pattern dominant adenocarcinoma of the lung between 2009 and
2022 from the archives of the Selcuk University Department of Medical
Pathology were included in the study. The staining pattern of the
adenocarcinoma area and adjacent normal lung tissue was compared
with immunohistochemical Anti-rage staining.

Results: While strong membranous staining was observed in normal
alveolar structures around the tumor with immunohistochemical Anti-
Rage antibody in all patients, significant loss of staining was observed
in all patterns in adenocarcinoma areas. In addition, the effectiveness of
the Anti-Rage immunohistochemical marker has been demonstrated in
the evaluation of tumor size, pleural invasion, and spread of the tumor
within the air spaces, which affect the stage and prognosis of lung
cancer.

Conclusion: Anti-Rage antibodies can be used as an auxiliary method
in the diagnosis of lung adenocarcinoma and the identification of
prognostic factors. However, it may be useful to demonstrate the role of
Anti-Rage immunohistochemical staining in reactive changes after fibrosis
or inflammation with large case studies.
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Akciger kanseri, diinya capinda kansere bagl olimle-
rin en yaygin nedenidir. Hemen tiim akciger kanserleri
karsinom olup baskin histolojik tipler adenokarsinom,
skuamoz hiicreli karsinom, kiictik hiicreli akciger karsi-
nom ve buylk hicreli karsinomdur. Akciger adenokarsi-
nomunda histomorfolojik olarak lepidik, asiner, papiller,
mikropapiller ve solid subtip olmak (izere bes patern
tanimlanmistir. Bu subtipler timor icerisinde piir halde
bulunabildikleri gibi cogunlukla birden fazla subtip ayni
anda tlimor icerisinde kompleks halde gorilebilmekte-
dir. TUmor dokusu icerisinde en az %5 alanda gorilen
subtiplerin, semikantitatif olarak taniya yazilmasi 6neril-
mistir. En yaygin gorilen subtip ise “predominant” subtip
olarak tanida belirtilir. Lepidik patern alveoler ylizey bo-
yunca biyime gosteren subtiptir. Yapilan calismalarda,
lepidik baskin adenokarsinom, adenokarsinom in situ ve
minimal invaziv adenokarsinom icin olumlu prognostik
iliskiden, bunun yani sira baskin mikropapiller ve solid
alt tipler icin kotu prognostik iliskiden bahsedilmektedir
(1.

Receptor for Advanced Glycation End-products (RAGE),
immiinoglobulin gen siper ailesine ait transmembran
bir resoptordur (2). RAGE, pulmoner AT-l epitel hiicrele-
rinin bazolateral membraninda eksprese edilir ve tim
pulmoner alveoler epitel hticrelerinin yaklasik %95'ini
olusturur (3). Yiksek diizeyde RAGE ekspresyonu, birin-
cil olarak pro-oksidatif ve pro-inflamatuar mekanizma-
lar yoluyla bircok pulmoner hastaliin patogenezinde
yer alir ve akciger hasarinin potansiyel bir biyobelirteci
olarak kabul edilir (4,5). RAGE' nin karsinogenezdeki roli
belirsizligini korumaktadir. Bunun ile birlikte RAGE'nin
P53 bagimli P21 gen ekspresyonunu arttirdigi yoniinde
yapilmis ¢alismalar mevcuttur (6).

Bu calismada basta lepidik patern adenokarsinomlar
olmak Uzere akciger adenokarsinomlarinda Anti-Rage
immiinohistokimyasal belirtecinin boyanma paterninin
arastirilmasi amaclanmistir.

GEREC VE YONTEM

Hasta Se¢imi

Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Patoloji
laboratuvarina 2009-2022 yillan arasinda gelen akciger
kama rezeksiyon ve lobektomi materyallerine ait biyop-
si orneklerinden lepidik patern baskin adenokarsinom
tanisi alan 32 hasta calismaya dahil edilmistir. Bunun ile

birlikte timorler icerisinde lepidik disi patern mevcut ise
ayrica degerlendirilmistir. Calismaya alinan 32 olguya ait
H&E ile boyali kesitler Tibbi Patoloji Anabilim Dali arsi-
vinden cikartilmis ve tekrar incelenmistir. Normal doku
ile kanser dokusu karsilastirmasinin yapilabilmesi icin
tiimor etrafi normal akciger dokusu iceren lamlar secil-
mistir. Lepidik patern icermeyen adenokarsinom olgulari
ile igne veya tru-cut biyopsi gibi timorin bir kismini ice-
ren biyopsiye ait materyaller calismaya dahil edilmemis-
tir. Bu calisma, 31.01.2023 tarihinde 2023/67 sayili Karar
ile Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul tarafindan
onaylanmistir.

immiinohistokimya

immunohistokimyasal boyama icin formalin fiksasyonu
sonrasi parafine gomdli bloklardan, lizinli lamlara 4 mik-
ron kalinhginda kesitler alinmistir. Hazirlanan kesitlere
Anti-Rage (Dako, lhc-human, 100ug) antikorlar kullana-
rak Dako otomatik boyama cihazinda standart boyama
prosedirl uygulanmistir. Hiicrelerde izlenen kahverengi
kuvvetli, sitoplazmik ve komplet membran6z boyanma
pozitif olarak kabul edilmistir. Kahverengi boyanmayan
veya soluk ve inkomplet boyanmalar negatif boyanma
olarak kabul edilmistir.

BULGULAR

Calismaya 32 hasta dahil edilmistir. Hastalarin %50’si
kadin, %50’si erkektir. Hastalarin ortalama yasi 65'tir.
Hastalarin 16’sinda (%50) plevra invazyonu mevcut
olup, 16'sinda (%50) plevra invazyonu goérilmemis-
tir. Adenokarsinom olgularinin tamaminda lepidik
patern mevcuttur. Lepidik patern disinda ayrica has-
talarin 21'inde (%66) asiner patern, 5'inde (%16) pa-
piller patern, 5’inde (%16) mikropapiller patern ve 5
‘inde (%16) solid patern izlenmistir. TUm hastalarda
immiinohistokimyasal Anti-Rage belirteci ile timor
cevresi normal alveol yapilarinda kuvvetli membran6z
boyanmalar izlenirken, adenokarsinom alanlarinda
tim paternlerde belirgin boyanma kaybi izlenmistir
(Resim 1,2). Boyanma kaybi tim paternlerde ylzde
90'nin Uzerindedir. Bunun ile birlikte lepidik paternde
25 (%78) olguda (Resim 1B), asiner paternde 3 (%14)
olguda, mikropapiller paternde 3 (%60) olguda ve pa-
piller paternde 2 (%40) olguda genellikle timor peri-
ferinde olmak Uizere timor icerisinde seyrek, soluk ve
inkomplet boyanmalar izlenmistir. Solid patern ade-
nokarsinom alanlarinda Anti-Rage ile tamamen bo-
yanma kaybi izlenmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Akciger adenokarsinomu histolojik paternlerinde Anti-Rage antikoru ile boyanma farkliliklari

Lepidik Asiner Papiller Mikropapiller Solid Normal akciger
patern (n, %) patern(n, %) patern(n,%) patern(n,%) patern(n,%) parankimi(n, %)
Anti-Rage ile diffiiz kuvvetli boyanma 0, %0 0, %0 0, %0 0, %0 0, %0 32, %100
Anti-Rage antikoru ile tam boyanma kaybi 7, %22 18, %86 3, %60 2, %40 5, %100 0, %0
Anti-Rage ile fokal zayif boyanma 25, %78 3,%14 2, %40 3, %60 0, %0 0, %0
Hasta sayisi 32 21 5 5 5 32
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Resim 1. A. Resmin sol tarafinda lepidik patern adenokarsinom alani,
sag tarafinda normal alveoler yapilar goriilmektedir (H&E, 100x). B.
immiinohistokimyasal Anti-Rage ile resmin sol tarafinda belirgin kayip
izlenirken, resmin sag tarafinda normal alveoler yaoilarda kuvvetli
ve diffliz boyanma gorilmektedir. Tumor icerisinde 6zellikle normal
akciger dokusuna yakin alanlarda fokal ve kesintili boyanmalar
gorilmektedir (ok)(IHK, 100x).

Resim 2. A. Lepidik patern adenokarsinom (H&E, 100x). B. Asiner
patern adenokarsinom (H&E, 100x). C. Papiller patern adenokarsinom
(H&E, 100x). D. Mikropapiller patern adenokarsinom (H&E, 100x).
E. Solid patern adenokarsinom (H&E, 100x). F. Lepidik patern
adenokarsinomda Anti-Rage ile boyanma kaybi (IHK,100x). G. Asiner
patern adenokarsinomda Anti-Rage ile boyanma kaybi. H. Papiller
patern adenokarsinomda Anti-Rage ile boyanma kaybi (IHK,100x). I.
Mikropapiller patern adenokarsinomda Anti-Rage ile boyanma kaybi
(IHK,100x). J. Solid patern adenokarsinomda Anti-Rage ile boyanma
kaybi (IHK,100x).

TARTISMA

RAGE, ilk olarak 1993 yilinda Schmidt ve ark. tarafindan
kesfedilmis ve RAGE’ nin, AT-1 epitel hiicreleri disinda en-
dotel hiicrelerinde, diiz kas hiicrelerinde, kardiyomyosit-
lerde ve makrofajlarda eksprese oldugu gosterilmistir (7).

Bir dizi arastirma, kuglk hcreli disi akciger karsinomu
dokusunda RAGE ekspresyonunun degistigini bildirmistir
(8,9,10). Birkag calisma, RAGE'nin akciger dokularini timér
duyarlihgindan korudugunu ileri surerek, RAGE supres-

yonunun kuiictik hucreli disi akciger karsinomu gelisimini
kolaylastirdig hipotezini ortaya koymaktadir (11,12). Bazi
calismalarda ise, RAGE'nin sadece akciger kanserlerinin
degil, ayni zamanda meme, prostat, melanom ve pankre-
as dahil olmak tizere diger bir¢ok kanserin patofizyolojisi-
ne katkida bulundugunu bildirilmektedir (13).

Akciger karsinomlarinin Hematoksilen-Eozin (H&E) rutin
boyamalar ile taninmasi bir¢ok patolog igin zor degildir.
Ancak lepidik patern akciger adenokarsinomu alveoler
ylzey boyunca buiylme gosterdigi icin 6zellikle kiicik
boyutlardaki timodrlerde tani zorluguna neden olabilir
(14). Bu nedenle calismamizda da 6zellikle lepidik patern
iceren olgular 6n plana ¢ikmaktadir. Anti-Rage ile yapti-
gimiz immunohistokimyasal boyama sonrasi adenokar-
sinom olgularinda lepidik patern dahil olmak tzere tim
paternlerde boyanma kaybi izlenirken, ¢evre normal
akciger alveoler yapilarinda diffiz kuvvetli boyanmalar
gorilmustir. Anti-Rage immiinohistokimyasal belirteci-
nin adenokarsinom ve nonneoplastik epitel ayriminda
onemli rol aldigi calismamizla ortaya ¢ikmaktadir.

Akciger kanserlerinin evrelendirilmesinde timor boyutu
onemli bir faktori teskil etmektedir (15). TUmorin evre-
sini degistirebileceginden timdor boyutunun en dogru
sekilde verilmesi gerekmektedir. Timor etrafi fibrotik ve
atalektazik degisiklikler makroskopik olarak timor bo-
yutu degerlendirmede yaniltici olabilmekte, bu neden-
le timor boyutu belirlenmesinde mikroskobik 6l¢lim
ile korelasyon gerekmektedir. Mikroskobik olarak H&E
boyalarda o6zellikle lepidik patern adenokarsinomlarda
timor boyutunun hesaplanmasi zor olabilir. Bu gibi ol-
gularda immunohistokimyasal Anti-Rage antikorunun
kullanimi oldukca fayda saglamaktadir. Resim 3'de go-
raldigi gibi timor ve normal akciger parankim sinirinin
histomorfolojik olarak degerlendirme zorlugu olan olgu-
larda imminohistokimyasal Anti-Rage kullanimi deger-
lendirme kolayligi saglayabilir. Bunun yaninda, H&E ile
gozden kacabilen kicuk timoér odaklarinin tespitinde
Anti-Rage antikoru yardimci yontem olarak kullanilabilir.

v o i 0y Wi 1

Resim 3. A. inflamasyonun eslik ettigi ve timér sinirlarinin net olarak
secilemedigi lepidik patern adenokarsinom alani (H&E, 50x). B. Anti-
Rage antikoru ile timor sinirlari net olarak secilebilmektedir (IHK,50x).
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Akciger kanserlerinin evrelendirilmesinde bir diger
onemli parametre plevral invazyondur. Visseral plevral
invazyon (VPI), genellikle kiiclik hiicreli disi akciger kan-
serinde (KHDAK) kotl bir prognostik faktor olarak kabul
edilir. VPI, kanser hiicrelerinin visseral plevranin elastik
tabakasinin 6tesine penetrasyonu olarak tanimlanir (16).
Bu nedenle visseral plevral invazyonun sadece visseral
plevral ylizeye uzanan timoérlerde degil, ayni zaman-
da visseral plevranin elastik tabakasinin otesine gecen
timorlerde de mevcut oldugu distnilmelidir. Plevral
invazyon Hammar kalsifikasyonuna (17) gore su sekilde
siniflandirilir: PLO, elastik tabakasinin otesinde plevral
tutulumu olmayan timor; PL1, visseral plevranin elastik
tabakasinin 6tesine yayilan ancak plevral ylizeyde aciga
¢ikmayan timor; PL2, plevral yiizeyi istila eden timor ve
PL3, pariyetal plevrayi invaze eden tiimor. PLO, VPI olarak
siniflandirilmazken, PL3, pariyetal plevra invazyonu ile
iliskili olarak g6giis duvari invazyonu olarak siniflandirilir.
Ayn ayri siniflandiriimasina ragmen, PL1 ve PL2'nin her
ikisi de TNM evreleme sisteminde VPI olarak yorumlanir
(15,16,18). PLO ve PL1 asamasinda H&E boyali camlarda
elastik tabakayi degerlendirmek kolay olmayabilmekte-
dir. Bu durumda otorler elastin tabakayi géstermek icin
histokimyasal elastin boyalari kullanmayi tavsiye etmis-
lerdir (18). Ancak, histokimyasal elastin boyalari da elas-
tin tabakayi degerlendirme de her zaman yardimci ola-
mayabilmektedir. Histokimyasal elastin boyanin kalitesi,
uygulanma sekli veya doku icerisindeki elastik tabakanin
kalinligi degerlendirmeyi etkileyecek faktorler arasinda
sayllabilir. Bu gibi durumlarda Anti-Rage antikorunun uy-
gulanmasi 6zellikle invazyonun olmadigini kanitlamak
icin yardimai olabilir. Plevraya yakin yerlesimli timorler-
de, plevra ile timor arasinda kalan alveoler yapilar H&E
boyalari ile gorilemeyebilmektedir. Anti-Rage antikoru
ile timor lizerinde alveol yapinin gosterilmesi timorin
plevral elastik tabakadan uzak oldugunun kaniti olarak
kullanilabilir. Anti-Rage ile alveolar yapilarin gériilmeme-
si sonrasi VPI'yi degerlendirmek icin ek tetkikler yapila-
bilir. Anti-Rage ile alveol yapinin gériilmemesi invazyon
olup olmadigini gostermez ancak anti-Rage ile timor
Uzeri alveol yapinin gosterilmesi VPI olmadigini kanitlar
(Resim 4).

invazyon kriterleri icerisinde yer alan, timdriin hava
bosluklari icinde yayilimi (STAS), ana timorin sinirinin
otesindeki normal akciger parankiminde hava bosluk-
lar icindeki timor hicreleri olarak tanimlanir. Bir dizi
bagimsiz calisma, STAS'In rezeke edilmis akciger adeno-
karsinomunda ve arastirilan tim major histolojik akciger
kanseri turlerinde daha kotu klinik sonucun bir goster-
gesi oldugunu gostermistir. Ek olarak, STAS'li hastalarda,
sinirl rezeksiyon lobektomiden daha yiiksek niiks riskine
muhtemel katkida bulundugu dustintilmektedir. STAS'In
evrelemede yeri yoktur ancak prognoz ve niiks agisindan
onemli bir yerde bulunmaktadir (1). H&E ile boyanan
camlarda o6zellikle kiicik boyutlardaki hava boslukla-
ri icerisindeki timor odaklari gozden kagabilmektedir.

Ana timor digi alanlarda Anti-rage ile boyanan normal
akciger parankimi icerisinde Anti-rage ile boyanmayan
timor odaklarinin tespiti STAS'In taninmasinda yardimici
olabilir (Resim 5).

Resim 4. A. Visseral plevral duvara yakin yerlesimli lepidik patern
adenokarsinom (H&E, 100x). B. Resim A'ya ait alana uygulanan Anti-
Rage antikoru ile tamamen boyanma kaybi gorilmektedir. Bu hali ile
hastada visseral plevral invazyon stphesi mevcuttur (IHK,100x). C.
Visseral plevral duvara yakin yerlesimli lepidik patern adenokarsinom
(H&E, 100x). D. Resim C' ye ait alana uygulanan Anti-Rage antikoru
ile Ustte timor alaninda boyanma kaybi izlenirken, plevranin hemen
altinda kuvvetli kesintisiz alveoler boyanma gorilmektedir (ok)
(IHK,100x). Bu hali ile hastada plevral invazyon stiphesi mevcut degildir.
E. Visseral plevra ve normal akciger alveoler yapilar (H&E, 100x). F.
Anti-Rage antikoru ile alveoler yapilarda kuvvetli diffiz boyanma
gt‘)rulmektedir (IHK,100x).

\M"fcg \B

Resim 5. A. Alveoler hava bosluklari icerisinde yayilim gosteren timor
dokusu (ok) (H&E, 200x). B. Anti-Rage antikoru ile kuvvetli boyanan
alveoler yapllar icerisinde Anti-Rage ile boyanmayan timor dokusu
(ok) (IHK, 200x).

Calismamiz rezeksiyon materyallerinden yapilmistir. Ta-
mor alanlarinda Anti-Rage belirteci ile belirgin boyan-
ma kayiplari izlenmistir. Ancak o6zellikle timoér-normal
parankim gecis alanlarinda ve nadiren timor merkez-
lerinde fokal, zayif ve kesintili boyanmalar goralmustdr.
Ozellikle fiksasyonun iyi olmadigi olgularda boyanma
degisiklikleri tani zorluguna neden olabilir. Bu gibi olgu-
larda mutlaka internal kontroller ile degerlendirme ya-
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pilmalidir. Anti-rage ile normal alveoler yapilarda boyan-
malar izlenmesine ragmen brong epitelinde boyanma
gorilmemektedir. Bu gibi olgularda Anti-Rage antikoru-
nu H&E boyali lamlar ile korele degerlendirilmesi gerek-
mektedir. Calismada bazi olgularda akciger dokusunda
atelektazik degisiklikler izlenmis olup bu alanlarda An-
ti-rage ile kuvvetli boyanma izlenmistir. Bununla birlikte
genis olgu calismalari ile atelektazik, fibrotik veya infla-
matuar degisiklikler gibi alanlarda veya kii¢lik biyopsi
orneklerinde Anti-Rage immunohistokimyasal boyanma
paternin timor ile normal doku ayriminda etkili olup ol-
madiginin arastirilmasi faydali olacaktir.

SONUC

Calismamizda imminohistokimyasal olarak Anti-Ra-
ge antikoru ile akciger normal parankiminde kuvvetli
boyanmalar izlenirken, adenokarsinom alanlarinda an-
lamli kayiplar izlenmistir. Bu boyanma farklihgi ile ade-
nokarsinom ve normal akciger parankim ayrimi kolay-
likla yapilabilmektedir. Ayrica, akciger kanseri evresi ve
prognozunu etkileyen tiimér boyutu, plevra invazyonu
ve timoriin hava bosluklari icerisinde yayiliminin deger-
lendirmesinde Anti-rage immunhistokimyasal belirteci
yardimci teknik olarak kullanilabilir.
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