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Seroz efuzyonlarda malign mezotelyoma, reaktif
mezotelyal proliferasyon ve adenokarsinom ayiriminda
E-kaderin, Kalretinin ve GLUT-1 ekspresyonunun degeri

The value of the expressions of E-cadherin, Calretinin and GLUT-1 in the differential
diagnosis of malignant mesothelioma, reactive mesothelial proliferation and
adenocarcinoma in serous effusions
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AMAC

Bu calismada, serdz efiizyonlarda malign mezotelyoma, re-
aktif mezotelyal proliferasyon ve adenokarsinom ayiriminda
E-kaderin, Kalretinin ve GLUT-1 antikorlarinin immiinsito-
kimyasal yontemle ekspresyonu arastirildi.

GEREC VE YONTEM

Calisma grubunu herbir gruptan 20, toplamda 60 hastadan
elde edilen hiicre blogu materyali olusturdu. Seg¢ilen uygun ol-
gulardan elde edilen hiicre blogu materyalinden hazirlanan ke-
sitlere immiinsitokimyasal boyama yontemi uygulandi.

BULGULAR

Calismamizda elde edilen bulgulara gore, E-kaderin antiko-
runun adenokarsinomda, Kalretinin antikorunun mezotelyoma
ve reaktif mezotel hiicre proliferasyonunda, GLUT-1 antiko-
runun ise mezotelyoma ve adenokarsinomda giiglii ekspres-
yonu saptandi.

SONUC

Bulgular sonucunda E-kaderin antikorunun adenokarsino-
mun mezotelyoma ve reaktif mezotel hiicre proliferasyo-
nundan ayrilmasinda; Kalretinin antikorunun mezotelyoma
ve reaktif mezotel hiicre proliferasyonunun adenokarsinom-
dan ayrilmasinda; GLUT-1 antikorunun ise adenokarsinom
ve mezotelyomanin reaktif mezotel hiicre proliferasyonun-
dan ayrilmasinda kullanilabilecek markerlar oldugu gosteril-
mistir.

Anahtar sozciikler: Adenokarsinom; E-kaderin; GLUT-1; Kalreti-
nin; mezotelyoma; reaktif mezotelyal proliferasyon.

OBJECTIVES

The aim of the study was to establish the value of E-cadherin,
Calretinin and GLUT-1 antibodies in serous effusions in the
differential diagnosis of malignant mesothelioma, reactive
mesothelial proliferation and adenocarcinoma using immuno-
cytochemical method.

METHODS

The study group consisted of the cell blocks from 60 patients,
with 20 in each of the three groups. Immunocytochemistry
staining method was applied to the sections prepared from the
cell blocks of the selected cases.

RESULTS

In this study, strong expression of E-cadherin antibody in ad-
enocarcinoma, strong expression of Calretinin antibody in me-
sothelioma and reactive mesothelial proliferation, and strong
expression of GLUT-1 antibody in mesothelioma and adeno-
carcinoma were established.

CONCLUSION

The results of the present study revealed that E-cadherin an-
tibody can be successfully used as a marker for the differen-
tiation of adenocarcinoma from mesothelioma and reactive
mesothelial proliferation, Calretinin antibody can be used for
the differentiation of mesothelioma and reactive mesothelial
proliferation from adenocarcinoma, and GLUT-1 antibody can
be used for the differentiation of adenocarcinoma and meso-
thelioma from reactive mesothelial proliferation.
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Malign mezotelyoma plevra, periton ve peri-
kard gibi ser6z yiizeylerden ¢ikan bir tlimordiir ve
asbest maruziyetiyle yakindan iliskilidir..""* Bu tii-
mor tunica vaginalis’te de tarif edilmistir.”) Malign
mezotelyoma diinya ¢apinda artig gostermektedir.
Bl Oldukea 6liimciil bir kanser tiiriidiir. Medikal ve
cerrahi tedavideki son gelismeler sagkalimda iler-
lemeler saglasa da tedavi oldukea toksik kalmakta-
dir ve bu tedaviler i¢in uygun hasta se¢imi zordur.
[l Malign mezotelyomanin sitomorfolojik 6zellik-
lerinden dolay1 reaktif mezotelyal proliferasyon
ve metastatik karsinomdan ayirimi zordur.>> im-
miinsitokimya bu ayirimin yapilmasinda oldukga
fayda saglamaktadir.l”

Calismamizin amaci, serdz eflizyonlarda ma-
lign mezotelyoma, reaktif mezotel hiicre prolife-
rasyonu ve adenokarsinom arasindaki sitopatolo-
jik ayirimda E-kaderin, Kalretinin ve GLUT-1 an-
tikorlarinin immiinsitokimyasal yontemle ekspres-
yonunun aragtiritlmasidir.

GEREC VE YONTEM

Calismamizda Istanbul Universitesi Onkolo-
ji Enstitiisii Onkolojik Sitoloji Bilim Dali arsivi,
Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Bilim
Dal1 arsivi, Yedikule Gogiis Hastaliklart ve Gogiis
Cerrahisi Egitim ve Arastirma Hastanesi Patolo-
ji Laboratuari arsivinde 1995-2008 yillar1 arasin-
da serdz efiizyonlarda reaktif mezotel hiicre pro-
liferasyonu, malign mezotelyoma ve adenokarsi-
nom tanist konmus olgulardan, her bir gruptan 20
adet, toplamda 60 hastadan elde edilen hiicre blo-
gu materyali kullanildi. Calisma grubunu olusturan
malign mezotelyoma tanis1 almig 20 hiicre blogu
materyalinin 20°si de plevra sivisiydi. Sitopatolo-
jik olarak smiflandirildiginda, malign mezotelyo-
ma olgularmin 19’u epiteloid tipte, 1’1 bifazik tip-
teydi. Reaktif mezotel hiicre proliferasyonu tanisi
almis 20 hiicre blogu materyalinin 15’1 plevra sivi-
s1, 5’1 periton s1visiydi. Adenokarsinom tanisi al-
mis 20 hiicre blogu materyalinin 7’si plevra sivisi,
12°si periton sivisi, 1’1 perikard sivistydi.

Secilen uygun vakalardan elde edilen hiicre
blogu materyalinden hazirlanan kesitlere immiin-
sitokimyasal boyama yontemi uygulandi. Rutin
formol-parafin takibinden gegen hiicre blogu ma-
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teryalinin parafin bloklarindan pozitif sarjli lam-
lara yaklasik 5 mikron kalinliginda kesitler alin-
di. Kesitlerin lam iizerine tam olarak yapigsmalari
ve deparafinizasyonu i¢in lamlar bir gece boyun-
ca 56°C sicaklikta etiivde bekletildi. Boyama isle-
mine baslamadan Once lamlar sirasiyla ksilol’de
30 dakika, 99°’lik alkolde 15 dakika, 96°’lik alkol-
de 15 dakika bekletilerek distile suya alindi. Daha
sonra kesitlere sirasiyla asagidaki islemler uygu-
landi.

1. Formalin fiksasyonuyla olusan gizlenmis
antijenik bolgelerin agiga c¢ikarilmasi amacty-
la Antijen Retrieval Reagent soliisyonlar1 ile 6n
muamele yapildi. Bu amagla Kalretinin antikoru
i¢cin EDTA buffer, E-kaderin ve GLUT-1 antikor-
lar1 i¢in Citrate Buffer soliisyonu kullanildi. Anti-
jen retrieval islemi mikrodalga firinda 5 dakika-
dan 4 kez uyguland1 ve daha sonra 20 dakika oda
1sisinda sogumaya birakildi. Soguyan lamlar dis-
tile suya alind, kesitlerin etrafi pappen kalemi ile
cizilerek 5 dakika Fosfat Buffer Soliisyonu’nda
(PBS) bekletildi.

2. Endojen peroksidaz aktivitesinin dnlenme-
si icin kesitler %3’liik hidrojen peroksitle inkiibe
edildi. Siire sonunda lamlar distile su ile yikandi; 5
dakika PBS’te bekletildi.

3. Non-spesifik zemin boyanmasii 6nlemek
icin kesitler 15 dakika blokaj soliisyonu (Pre-
blocking solution, Life Science Division, 110 ml.)
ile inkiibe edildi. Siire sonunda lamlar distile su ile
yikanmadan, silkelenerek bir sonraki asamaya ge-
cildi.

4. Primer antikorlar damlatildi. Kalretinin anti-
koru (Zymed, Mouse, Monoklonal, Clone Z11-E3)
icin 120 dakika, E-kaderin antikoru (Invitrogen,
Mouse, Monoklonal, Clone 4A2C7) i¢in 120 daki-
ka ve GLUT-1 antikoru (Abcam, Mouse, Monok-
lonal, Clone SPM498) i¢in gece inkiibasyonu uy-
gulandi. Siire sonunda lamlar distile su ile yikandi;
5 dakika PBS’te bekletildi.

5. Sekonder antikor soliisyonu (Second Anti-
body, Life Science Division, 110 ml.) damlatild1 ve
25 dakika inkiibe edildi. Stire sonunda lamlar disti-
le su ile yikandi; 5 dakika PBS’te bekletildi.

6. Peroksidaz-streptavidin (Peroxidase - strepta-
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vidin, Life Science Division, 110 ml.) damlatildi;
25 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda lamlar disti-
le su ile yikandi; 5 dakika PBS’te bekletildi.

7. Kesitler AEC kromojen (AEC substrate buf-
fer (x20), AEC kromogen (x20), hydrogen pero-
xide (x20)) ile 20 dakika inkiibe edildi. Siire so-
nunda lamlar distile su ile yikandi.

8. Lamlar 3 dakika Mayer Hematoksilen’de
bekletildikten sonra musluk suyu ile yikandi. Daha
sonra 15 saniye amonyakli suda bekletilerek dis-
tile suya alindi. Tiim preparatlar su bazli kapatma
malzemesiyle kapatilarak 1sik mikroskobunda in-
celendi.

E-kaderin, Kalretinin ve GLUT-1 ile boyanan
preparatlarda tlim tiimor hiicrelerinden;

%0-10 arasinda boyanma gosterenler negatif (-),

%11-30 arasinda boyanma gosterenler 1 pozi-
tif (+),

%31-60 arasinda boyanma gdsterenler 2 pozi-
tif (++),

%61-100 arasinda boyanma gdsterenler 3 pozi-
tif (+++) olarak degerlendirildi.

Hasta gruplarinin dagilimi E-kaderin, Kalreti-
nin ve GLUT-1 antikorlarinin boyanma dereceleri
ki-kare testleri ile karsilastirildi. Anlamlilik sinirt
p<0.05 kabul edildi. Hesaplamalar Graph Pad Ins-
tat Version 2.02 programi ile yapildi. Gruplar ara-
sindaki yas dagilimi karsilagtirilmasi Anova testi
ile yapildi.

BULGULAR

Cinsiyet gruplar1 arasinda yapilan istatistiksel
degerlendirme sonucunda (malign mezotelyoma
erkek: 11, kadin: 9; reaktif mezotel hiicre prolife-
rasyonu erkek: 13, kadin: 7; adenokarsinom erkek:
8, kadin: 12) anlamli bir farklilik tespit edileme-
mistir (p=0.28).

Malign mezotelyoma olgularinda yas araligi 36-
78, medyan degeri 55, standart sapma +12.25, or-
talama 55.45; reaktif mezotel hiicre proliferasyonu
olgularinda yas aralig1 11-87, medyan degeri 58.5,
standart sapma +16.16, ortalama 56.95; adenokar-
sinom olgularinda yas araligi 41-82, medyan dege-
11 60, standart sapma +10.33, ortalama 60.41 bulun-
mustur. Ug grup arasinda yas dagilimlari arasinda
yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda an-
laml1 bir farklilik tespit edilememistir (p=0.52).

Renkli sekil derginin online sayisinda goériilebilir (vwww.onkder.org)

Sekil 1. Adenokarsmom hucrelermde E- kaderln pOthlﬂlgl (x200).
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Renkli sekiller derginin online sayisinda gériilebilir (www.onkder.org)

Sekil 2. Adenokarsinom hiicrelerinde GLUT-1 pozitifligi (x400).

Calismamizda E-kaderin ve GLUT-1 membra-
ndz boyanma (Sekil 1, 2, 3), Kalretinin sitoplaz-
mik ve niikleer boyanma (Sekil 4, 5) gostermistir.

Olgularm tani gruplarina gére imminsitokim-
yasal boyanma derecelerinin istatistiksel incelen-
mesinin yapilabilmesi i¢in boyanma dereceleri iki
grupta toplanmistir. Buna gore negatif (-) ve 1 po-

20

-~ *

Sekil 3. M gn mezotelyoma hiicrelerinde GLUT-1 pozitifligi (x200).

zitif (+) boyanan olgular negatif (-) grubunu, 2 po-
zitif (++) ve 3 pozitif (+++) boyanan olgular pozi-
tif (+) grubunu olusturmustur.

E-kaderin antikoru ile malign mezotelyoma ol-
gularinin 19’u negatif (-), 1’1 pozitif (+); reaktif
mezotel hiicre proliferasyonu olgularinin 19’u ne-
gatif (-), 1’1 pozitif (+); adenokarsinom olgulari-
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Sekil 4. Malign mezotelyoma hiicrelerinde kalretinin pozitifligi (x400).

nin 1’1 negatif (-), 19’u pozitif (+) boyanma gos-
termistir. E-kaderin ekspresyonunun tan1 gruplari-
na gore yapilan istatistiksel incelemesinde, bu anti-
korun malign mezotelyoma ve reaktif mezotel hiic-
re proliferasyonu olgularina oranla adenokarsinom
olgularinda anlamli derecede fazla boyanma gos-
terdigi saptanmistir (p<<0.001).

Kalretinin antikoru ile malign mezotelyoma ol-
gularmin 20’si pozitif (+), reaktif mezotel hiicre
proliferasyonu olgularinin 9’u negatif (-) 11’1 pozi-
tif (+); adenokarsinom olgularinin 19’u negatif (-),
1’1 pozitif (+) boyanma gostermistir. Kalretinin eks-
presyonunun tan1 gruplarina gore yapilan istatistik-
sel incelemesinde bu antikorun adenokarsinom ol-

Sekil 5. Reaktif mezotel hiicrelerinde kalretinin pozitifligi (x400).
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gularina oranla, malign mezotelyoma ve reaktif me-
zotel hiicre proliferasyonu olgularinda anlamli de-
recede fazla boyandig1 saptanmistir (p<0.001).

GLUT-1 antikoru ile malign mezotelyoma ol-
gularinin 2’si negatif (-), 18’1 pozitif (+); reaktif
mezotel hiicre proliferasyonu olgularinin 19’u ne-
gatif (-), 1’1 pozitif (+); adenokarsinom olgulari-
nin 1’1 negatif (-), 19’u pozitif (+) boyanma gos-
termistir. GLUT-1 ekspresyonunun tani gruplarina
gore yapilan istatistiksel incelemsinde, bu antiko-
run reaktif mezotel hiicre proliferasyonu olgulari-
na oranla, malign mezotelyoma ve adenokarsinom
olgularinda anlamli derecede fazla boyanma gos-
terdigi saptanmistir (p<<0.001).

TARTISMA

Eflizyon Orneklerinde sitomorfolojik o6zellik-
lerinden dolayr malign mezotelyoma, metastatik
adenokarsinom ve reaktif mezotel hiicre prolife-
rasyonu hiicrelerinin ayiriminin zor olmasi sitolo-
jinin temel sorunlarindan biridir.

Wang ve ark.®! 1979 yilinda epiteloid plevral
mezotelyoma ve pulmoner adenokarsinom arasin-
daki ayirimda ilk kez immiinhistokimyasal boya-
ma yontemini kullanmislardir.

Kalretinin EF-el yapisina sahip 29 kDa kalsi-
yum bagimli bir proteindir. S-100 proteini de EF-el
yapisina sahip protein ailesi i¢cinde yer almaktadir.
(%101 Periferal ve santral sinir dokularinda eksprese
olmasinin yan1 sira mezotelyal hiicrelerde de eks-
presyonu vardir.'! Baz1 ¢alismalarda Kalretinin’in
mezotelyoma i¢in pozitif bir marker oldugu goste-
rilmigtir,'>14

Doglioni ve ark.nin!! yaptiklar1 ¢alismada 44
mezotelyoma olgusunun 44’tinde (%100) Kalreti-
nin pozitifligi saptanirken, 294 adenokarsinom ol-
gusunun ise sadece 28’inde (%9.5) fokal boyanma
gozlenmistir.

King ve ark.nin!"® ¢alismasinda Kalretinin sen-
sitivitesi 885 epiteloid mezotelyomali doku 6rne-
ginde %82, 912 pulmoner adenokarsinom olgu-
sunda ise %15 bulunmustur. Diger benzer ¢alisma-
larda da mezotelyoma ve reaktif mezotel hiicrele-
r1 i¢in Kalretinin pozitifligi %92-100 arasinda bu-
lunmustur.!”-16:17]
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GLUT-1 glukoz transport ailesinin bir tiyesidir
ve hiicre i¢ine glikoz girigini kolaylastirir. Yapilan
immiinhistokimyasal caligmalarda GLUT-1 nor-
mal epitel dokusunda ve benign epitelyal timor-
lerde tespit edilememistir fakat cesitli tiimorlerde
eksprese olmaktadir. GLUT-1 ekspresyonu malign
lezyonlardan benign lezyonlarin ayrilmasinda kul-
lanilabilecek bir marker olarak gosterilmektedir.['®!

Kato ve ark.nin"®! calismalarinda GLUT-1 po-
zitifligi plevral mezotelyoma olgularinda %100 ve
akciger adenokarsinomu olgularinda %95.2-%96.5
arasinda bulunmustur. Reaktif mezotel hiicre proli-
ferasyonu olgulariin hi¢birinde GLUT-1 ile pozi-
tiflik tespit edilememistir.

Kaderinler hiicre-hiicre baglantisin1 saglamada
onemli bir rol oynamaktadir. E-kaderin kalsiyum
bagimli epitel hiicrelerinde eksprese interselliiler
adezyon molekiiltidiir.['!

Peralta ve ark.l yaptiklar1 ¢alismada pulmoner
adenokarsinomdan epiteloid mezotelyomanin ay-
rilmasinda E-kaderinin kullanilabilecek bir marker
oldugunu kesfetmislerdir. Bu ¢calismada 16 akciger
adenokarsinom olgusunun 16’sinda (%100) boyan-
ma saptanirken, 19 mezotelyoma olgusunun 8’inde
(%42) birkag tiimor hiicresinde pozitiflik gozlen-
mistir. Su ve ark.nin?! galismasinda E-kaderin sen-
sitivitesi %86.7, spesifitesi %98.1 bulunmustur.

Sonug¢ olarak, Kalretinin antikorunun mezotel-
yoma ve reaktif mezotel hiicre proliferasyonunda,
E-kaderin antikorunun adenokarsinomda, GLUT-
I’in mezotelyoma ve adenokarsinomda anlamli
derecede ekspresyonu gosterilmistir. Bu bulgular
sonucunda Kalretinin antikorunun malign mezo-
telyoma ve reaktif mezotel hiicre proliferasyonun-
dan adenokarsinomun ayiriminda; E-kaderin anti-
korunun adenokarsinomdan, malign mezotelyoma
ve reaktif mezotel hiicre proliferasyonunun ayiri-
minda, GLUT-1 antikorunun ise reaktif mezotel
hiicre proliferasyonundan adenokarsinom ve ma-
lign mezotelyomanin ayiriminda kullanilabilecek
bir marker oldugu gosterilmistir.
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