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TECHNIKI SPECJALNE W DIAGNOSTYCE PATOMORFOLOGICZNE]

CHOROB PLUC

RENATA LANGFORT

Diagnostyka choréb ptuc wymaga wykorzystania wie-
lu technik dodatkowych. Barwienia histochemiczne
i reakcje immunohistochemiczne (IHC) sa wsrdéd nich
podstawa rozpoznania nie tylko choréb nowotworowych
pluc, ale réwniez nienowotworych i powinny by¢ stoso-
wane w rutynowej diagnostyce histologicznej.
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Rycina 1. Pratki kwasooporne. Barwienie Ziehl-Neelsena
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Rycina 2. Strzepki grzybni kropidlaka. Barwienie metoda
Grocotta
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1. Barwienia dodatkowe (histochemiczne)
stosowane w diagnostyce mikroskopowej
choréb pluc

Zastosowanie barwiefi histochemicznych w chorobach
nienowotworowych umozliwia:

* wykrycie czynnikéw zakaznych:

— bakterii (przede wszystkim tuberculosis/mycobacteriosis,
malakoplakii, actinomycosis, nocardiosis) (ryc. 1.),

— grzybow (m.in. aspergillosis, cryptococcosis, candidiasis,
coccidioidomycosis, histoplasmosis, zygomycosis, pneumocy-
stoss) (ryc. 2.),

— pasozytow (echinococcosis);

* ocene lozyska naczyniowego i oplucnej (zachowanie
ciaglosci blon sprezystych, pogrubienie blon naczynio-
wych, wystepowanie skrzeplin, obliteracji $wiatla, cech
morfologicznych nadci$nienia ptucnego) (ryc. 3.);

® ocene oskrzeli i oskrzelikéw (wystepowanie widknie-
nia, destrukgji, przebudowy);

® oceng rozleglosci wldknienia i przebudowy przestrzeni
powietrznych (ryc. 4.);

¢ okreslenie rodzaju materialu wypetniajacego $wiatlo
pecherzykéw plucnych i gromadzacego si¢ w cytopla-
zmie makrofagéw plucnych (proteinoza, krwawienie
$rédpecherzykowe, hemosyderoza ptucna, choroby spi-
chrzeniowe, cialka azbestowe) (ryc. 5.);

* wykrycie nieprawidlowo wystepujacych substancji
chemicznych (amyloidoza) (ryc. 6.).

W diagnostyce choréb nowotworowych ptuc barwie-

nia histochemiczne pozwalaja na:

* wykrycie $luzu $rédcytoplazmatycznego w komérkach
raka (ryc. 7.),

* oceng zachowania cigglo$ci blony sprezystej wewnetrz-
nej oplucnej, a tym samym stwierdzenie naciekania
oplucnej przez raka pluca,

® oceng zachowania blon sprezystych naczyfn krwionos-
nych i wykrycie zatoréw z komérek nowotworowych
w Swietle naczyfi.

Najczesciej wykonywane barwienia i ich zastosowanie

przedstawiono w tabeli I.

2. Diagnostyka immunohistochemiczna
w chorobach ptuc

Diagnostyka immunohistochemiczna jest bardzo
przydatna w rozpoznaniu niektérych choréb §rodmiaz-
szowych ptuc, przede wszystkim histiocytozy z komorek
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Rycina 3. Optucna plucna, widoczne blony sprezyste (czarno
wybarwione). Barwienie elastin van Gieson (EVG)

Rycina 5. Krwawienie $rédpecherzykowe. Makrofagi zawierajace
ziarnistosci zelaza. Barwienie na zelazo (blekit pruski)

g ) PN {8 PN .

Rycina 7. Rak gruczolowy pluca z widoéznym $luzem $rédcyto-
plazmatycznym. Barwienie mucykarminem

Langerhansa, choréb o podiozu zakaznym [najcze$ciej
zakazenia cytomegalowirusem, Pneumocystis pneumonia —
PCJ (ryc. 8.), HPV}, rzadkich rozrostéw, m.in. limfan-
gioleiomiomatozy (LAM), limfangiomatozy, oraz w roz-
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Rycina 4. Wl6kna miesniowe i kolagenowe w przebudowanym
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miazszu pluca. Barwienie trichromem Massona

T

Rycina 8. Zakazenie Pneumocystis jiroveci. Reakcja IHC

poznawaniu raka ptuca, w réznicowaniu podtypéw nie-
drobnokomérkowego raka ptuca (NDRP), przerzutéw
do pluc, w diagnostyce réznicowej pomiedzy rakiem ptu-
ca a miedzybloniakiem (tab. II).
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Tabela I. Najczesciej stosowane barwienia dodatkowe w diagnostyce nienowotworowych i nowotworowych choréb phuc

BARWIENIE CEL BARWIENIA WSKAZANIA

Ziehl-Neelsen pratki kwasooporne * wykrywanie gruzlicy, mikobakterioz (ryc. 1.)

Grocott * grzyby * wykrywanie infekcji grzybiczych (PCJ, aspergillosis,

(srebrzenie metoda * niektdre bakterie cryptococcosis, candidiasis, coccidioidomycosis, histoplasmosis) (ryc. 2.)
Gomoriego) ® pasozyty * niektorych bakteryjnych (actinomycosis)

® pasozytniczych (echinococcosis)

elastin van Gieson widkna kolagenowe,

* ocena naczyn krwiono$nych, stwierdzenie zatoréw

sprezyste nowotworowych w $wietle
* ocena ciaglosci blon sprezystych oplucnej
(ocena naciekania oplucnej przez raka) (ryc. 3.)
* ocena rozleglo$ci wi6knienia miazszu pluca
blekit pruski jony zelaza * zlogi hemosyderyny (krwawienie srédpecherzykowe) (ryc. 5.)
PAS (periodic acid-Schiff)  glikogen, inne zwiazki ® proteinoza

promienica (actznomycosis)
choroby spichrzeniowe
cialka azbestowe

guzy jasnokomoérkowe

mucykarmin $luz obojetny

cryptococcosis
raki gruczolowe (ryc. 7.)

PAS z diastaza $luz obojetny

raki gruczolowe

blekit alcjanu

kwasne $luzowielocukrowce ® migdzybloniak

trichrom Massona wlékna tkanki tacznej, * ocena wldknienia pluc (ryc. 4.)
miesniowej
czerwien Kongo amyloid * amyloidoza (ryc. 6.)

cytokeratyny o
(AE1/AE3, CKMNF) -~ rak
wimentyna - nowotwor
| nienablonkowy/miesak
LCA/CD20/CD3 > chloniak,
proces zapalny

Rycina 9. Wstepna diagnostyka IHC stosowana w réznicowaniu

zmian morfologicznych

2.1. Wykorzystanie markeréw
immunohistochemicznych w diagnostyce
i réznicowaniu raka pluca

Diagnostyka immunohistochemiczna w chorobach no-
wotworowych pluca ma na celu:
* ustalenie typu histologicznego nowotworu:
— nablonkowy (rak),
— nienablonkowy;
* ustalenie typu raka (drobnokomérkowy, niedrobnoko-
moérkowy, podtyp niedrobnokomérkowego: neuroen-
dokrynny, z czynnoscia neuroendokrynna);
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® ustalenie pochodzenia raka:
— pierwotny rak pluca,
— rak przerzutowy;
* réznicowanie z miedzybloniakiem oplucne;.

2.1.1. Ustalenie typu histologicznego nowotworu

Wymaga zastosowania standardowych markeréw
immunohistochemicznych: cytokeratyny o szerokim
spektrum, wimentyny i antygenu leukocytarnego (feuko-
cyte common antigen — LCA). Dalszy spos6b postgpowania
zalezy od wynikéw reakeji (ryc. 9.).

W rakach wielkokomérkowych pluca, w niektérych
postaciach niskozréznicowanych rakéw z grupy pleo-
morficznych, olbrzymiokomérkowych moze wystgpowaé
koekspresja cytokeratyn z wimentyng.

2.1.2. Ustalenie typu raka pluca

Rak drobnokomérkowy ptuca

W diagnostyce mikroskopowej najistotniejsze jest
zrbznicowanie pomiedzy rakiem drobnokomérkowym
pluca (DRP) a NDRP.

Na og6t rozpoznanie DRP nie wymaga stosowania
IHC, opiera si¢ przede wszystkim na obrazie morfolo-
gicznym. Postuzenie siec IHC jest konieczne w przypad-
kach znacznego uszkodzenia komérek raka lub catkowi-
tego zgniecenia nacieku nowotworowego.

Najczeéciej stosowany zestaw markeréw immunohi-
stochemicznych przydatny w rozpoznaniu DRP, w r6zni-
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Tabela II. Najczesciej stosowane markery immunohistochemiczne w diagnostyce choréb phuc

PRZECIWCIALO REAKTYWNOSC

cytokeratyny * réznicowanie rakéw z innymi nowotworami ztosliwymi pochodzenia

CK-LMW, CK-HMW, nienablonkowego

CK7, CK20 * réznicowanie RGP (CK7+) z rakiem gruczolowym innego narzadu,
gléwnie z przewodu pokarmowego (CK20+)

CK5/6 * réznicowanie RGP(—) z DMM(+)

* reakcja dodatnia w RPP

CEA (carcinoembryonic antigen)

réznicowanie RGP z DMM

S-100

réznicowanie raka z czerniakiem
diagnostyka nowotwordéw pochodzenia nerwowego
wykrywanie histiocytozy z komérek Langerhansa

CDla, langeryna

histiocytoza z komorek Langerhansa

CD34

réznicowanie zlokalizowanych guzéw widknistych z DMM migsakowym
i miesakami

CD34, CD31, FVIII

diagnostyka nowotwordéw pochodzenia naczyniowego
ulatwiaja wykrycie zatoréw nowotworowych w §wietle naczyn
krwionosnych

SMA, HMB45, melan A

* limfangioleiomiomatoza

LCA (eucocyte common antigen)

* réznicowanie chloniakéw z rakami

CD20

* limfocyty B — diagnostyka rozrostéw limfoproliferacyjnych

CD45RO, CD3

¢ limfocyty T — diagnostyka rozrostéw limfoproliferacyjnych

CMV, PCJ, Legionella sp.

¢ diagnostyka zakazet wywolanych przez: cytomegalovirus,
Pnenmocystis jivoveci i Legionella

SFA (surfactant apoprotein), napsin A

* diagnostyka raka gruczolowego pluca

TTF1

* diagnostyka rakéw pluca, gléwnie RGP i DRP
(Dodatnia reakcja jest reakcja jadrowa!)

podoplanina, D2-40

* ocena naczyn limfatycznych
* wykrywanie zatoréw nowotworowych w naczyniach chlonnych

chromogranina A, synaptofizyna,
NCAM/CD56

* diagnostyka rozrostéw neuroendokrynnych (DIPNECH, tumorlet,
rakowiaki, RWP neuroendokrynne, DRP, NDRP z czynno$cia
neuroendokrynna, blastoma pluca)

p63

RPP

RPP — rak plaskonablonkowy pluca, RWP — rak wielkokomaorkowy pluca, RGP — rak gruczotowy ptuca,
DMM — migdzybloniak oplucnej, DRP — drobnokomdrkowy rak pluca, DIPNECH — rozlany, samoistny rozrost komdrek neu-
roundokrynnych, NDRP — niedrobnokomirkowy rak pluca

cowaniu z postacia RPP z malych komérek oraz bazalo-

idna przedstawiono w tabeli III.

W DRP reakcje z cytokeratynami maja zwykle cha-
rakter tzw. reakcji ,dot-like”. Okolo 90% DRP wykazuje
silng ekspresje tarczycowego czynnika transkrypcyjne-

Tabela III. Charakterystyka immunohistochemiczna drob-
nokomoérkowego raka ptuca
CK- LMW CK-HMW MNE TTFl P63
(34BE12)

go 1 @hyroid transcription factor 1 — TTF1) oraz marker6w ~ DRP  (+) ) (+) (+) =)
neuroendokrynnych (MNE), natomiast 10% DRP nie wdot-like”

reaguje z zadnym przeciwcialem.

MNE — markery neuroendokrynne

Tarczycowy czynnik transkrypcyjny 1 charakteryzuje

si¢ duza specyficznoscia i wysoka czulo$cia w rozpozna-
waniu DRP.

Nalezy jednak pamigtal, ze dodatnig reakcje stwier-
dza si¢ takze w rakach drobnokomérkowych wywodza-
cych si¢ z innych narzadéw, co moze stanowi¢ pewne
ograniczenie w przypadkach réznicowania pomiedzy
postacia pierwotng DRP a wtérna.

Niedrobnokomérkowe raki pluca

W przypadkach, w ktérych na podstawie kryteriow
morfologicznych widocznych w barwieniu HE oraz
w barwieniach histochemicznych nie udaje si¢ okresli¢
podtypu NDRP, wskazane jest wykonanie reakcji IHC
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Tabela IV. Diagnostyka immunohistochemiczna NDRP

Typ NDRP TTF1 CK34BE12 P63 MNE CK7 CK20
RGP (ryc. 10.) H =) ) -)* (+) =)
RGP sluzowy ) =) =) =) (+) Qo)
RPP (ryc. 11.) ) h ™ ) ) )
RWP (h** =) ) ) H =)
RWNEP (e ) ) Qo) Qo) =)
RWP bazaloidny -) H ) ) /) (=)

* ok. 30% RGP wykazuje czynnos¢ neuroendokrynng, ** ok. 50% RWP wykazuje dodatniq reakcje z TTF1, **%* ok. 50%

RWNEP wykazuje dodatniq reakcje z TTF1

Tabela V. Wykorzystanie markeréw IHC w réznicowaniu przerzutéw do pluc

OGNISKO PIERWOTNE MARKERY THC
* 7oladek * CK7(+) CK20() TTF1(-)
* jelito grube * CK7(-) CK20(+) TTF1(-) CK19, CDX2
® piers * CK7(+) CK20(-) TTF1(-) ER, PR, GCDFP15
* endometrium * CK7(+) CK20(-) TTF1(-) ER, PR
* nerka * CK7(-) CK20(-) TTF1(-) RCC, CD10
* pecherz moczowy * CK7(+) CK20(+) TTF1(-) uroplakin, p63
* gruczol krokowy * CK7(-) CK20(-) TTF1(-) PSA, PAP
® tarczyca: * CK7(+) CK20(-) TTF1(+) TGB, HBME1, CD57
— pecherzykowy
— brodawkowy CK19
— rdzeniasty kalcytonina, MNE

® guzy z komorek rozrodczych

PLAP, AFP, D2-4 (podoplanina)

z wybranym zestawem markeréw (tab. IV). Jednym
z cze$ciej wykorzystywanych markeréw w rozpoznaniu
pierwotnego NDRP, zwlaszcza gruczolowego jest TTF1
(ryc. 10.).

W NDRP wykazujacych w badaniu morfologicznym
cechy sugerujace roznicowanie neuroendokrynne koniecz-
ne jest wykonanie reakcji immunohistochemicznej z uzy-
ciem markeréw neuroendokrynnych (MNE). Powszechnie
stosowane sa NCAM/CD56, chromogranina A i synapto-
fizyna. Do potwierdzenia czynno$ci neuroendokrynnej
(NE) wystarcza dodatnia reakcja przynajmniej z jednym
z markeréw.

2.1.3. Rak pierwotny pluca a przerzut

Pluca sa bardzo czgstym miejscem przerzutdéw
z innych narzadéw. Moga si¢ one pojawiac jako poje-
dyncza zmiana (3-9%) lub sa wieloogniskowe. Poje-
dyncze zmiany zwykle umiejscawiaja si¢ obwodowo,
ale moga rowniez wystepowad w postaci guza w $cianie
oskrzela, imitujac pierwotny nowotwoér pluca. Przerzu-
ty wewnatrzoskrzelowe sg najczeéciej zwiazane z raka-
mi jelita grubego, odbytu, nerki, piersi, rzadziej trzust-
ki, gruczotu krokowego, pecherza moczowego i szyjki
macicy. Pojawiaja sie rowniez w przebiegu nowotwo-
réw nienablonkowych, m.in. czerniaka, miesakéw,
gtownie lezomyosarcoma, sarcoma stromale i osteosarcoma.

W wielu przypadkach diagnostyka IHC pozwala na
réznicowanie pomiedzy pierwotnym RGP a przerzutem
z innego narzadu, natomiast w rakach plaskonablonko-
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wych zwykle nie ma takiej mozliwosci. Czasami pomoc-
ne sg kryteria morfologiczne. Lokalizacja §rédoskrzelowa
guza lub znalezienie ognisk o typie raka in situ wskazuja
na pierwotnego raka ptaskonabtonkowego ptuca.

Za pierwotnym pochodzeniem raka gruczolowego
przemawia naciekanie oplucnej, wldknienie z tworze-
niem si¢ pyliczej blizny w cze$ci centralnej guza oraz
wystgpowanie réznorodnego utkania histologicznego,
zarbwno struktur cewkowych, jak i brodawkowych,
litych oraz przypominajacych RGOP.

Na og6t ustalenie, czy zmiana jest pierwotnym rakiem
pluca czy przerzutem, wymaga zastosowania kilku mar-
keréw IHC (tab. V).

W diagnostyce zmian ogniskowych w plucach u cho-
rych obciazonych wczes$niejszymi zabiegami onkologicz-
nymi istotne sg informacje dotyczgce rodzaju przebytego
zabiegu chirurgicznego, zaawansowania nowotworu
i rozpoznania histopatologicznego. Najkorzystniejsze jest
poréwnanie z preparatami z wczesniej usuni¢tej zmiany,
co czesto zaoszczedza czasu oczekiwania na wynik bada-
nia mikroskopowego, jak réwniez nie wymaga stosowa-
nia wielu kosztownych barwien i reakcji koniecznych do
ustalenia rozpoznania.

2.1.4. Riznicowanie raka pluca z migdzybloniakiem
oplucnej

Jednym z trudniejszych probleméw jest réznicowanie
pomigdzy pierwotnym rakiem pluca a migdzybloniakiem
oplucnej (diffuse malignant mesothelioma — DMM). Rozpo-
znanie wymaga wykonania barwiefi histochemicznych,
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a przede wszystkim immunohistochemicznych, z uzy-
ciem kilku odpowiednio dobranych przeciwcial oraz
umiejetnej ich interpretacji.

2.1.4.A. Diagnostyka histochemiczna rozlanego
migdzybloniaka oplucne

W réznicowaniu DMM z rakami gruczolowymi wyko-
rzystuje sie barwienia wykazujace obecno$¢ §luzu $rédceyto-
plazmatycznego w komoérkach raka (mucykarmin) i pod-
$cieliskowych $luzowielocukrowcéow w DMM (PAS po
trawieniu diastazg, biekit alcjanu po trawieniu hialuronida-
z3 przy pH 2,5).

Barwienie mucykarminem wypada pozytywnie w ok.
5% DMM. Reakcja dodatnia pojawia si¢ przewaznie tyl-
ko w pojedynczych komérkach nowotworowych.

Diagnostyka histochemiczna jest przydatna gléwnie
w réznicowaniu DMM nablonkowatokomérkowych,
w innych postaciach DMM jej znaczenie jest mniejsze.

2.1.4.B. Diagnostyka immunohistochemiczna rozlanego
migdzybloniaka oplucnes

Dotychczas nie uzyskano pojedynczego przeciwciala,
ktére pozwolitoby na rozpoznanie nowotworowo zmie-
nionego miedzyblonka, odréznienie DMM od rozrostu
reaktywnego mezotelium i od przerzutéw lub nacieku
raka gruczolowego w optucnej. W diagnostyce IHC mie-

Tabela VI. Przeciwciala IHC stosowane w rdznicowaniu
DMM oplucnej i rakéw gruczolowych

RAK GRUCZOLOWY MIEDZYBEONIAK OPLUCNE]

BerEp4 CK5/6

CEA HBME1

B72.3 kalretynina

TTF1 mezotelina

MOC31 trombomodulina
E-kadheryna kadheryna N

CA19-9 WT-1 (Wilm's tumor gene)
Leu-M1 (CD15) D2-40 (podoplanina)
BG-8 ME-1

EMA (reakcja EMA (reakcja blonowa)
cytoplazmatyczno-

-blonowa)

h-CALD (h-Caldesmon)

dzybtoniaka oplucnej zwykle wykorzystuje sie kilka
przeciwcial. W celu rozpoznania DMM konieczne jest
zastosowanie co najmniej dwoch markeréw charaktery-
stycznych dla komérek mezotelium oraz dwoch dla raka
gruczotowego. Poza wykorzystaniem odpowiednich

Tabela VII. Ocena reakcji IHC wybranych przeciwcial stosowanych w diagnostyce DMM optucnej i rakéw gruczolo-

wych naciekajacych oplucng

PRZECIWCIALO MIEDZYBLONIAK RAK GRUCZOLOWY

cytokeratyny o szerokim spektrum (+) (+)

wimentyna (+) )

EMA (+) blonowa (+) cytoplazmatyczno-blonowa

HBME1 (+) blonowa rozlana brak lub ogniskowa, cytoplazmatyczna

kalretynina (+) jadrowa brak lub ogniskowa cytoplazmatyczna,
i cytoplazmatyczna staba

CK5/6 (+) cytoplazmatyczna, ziarnista (-)

TTF1 brak lub cytoplazmatyczna (+) jadrowa

BerEp4 =) (+) blonowa, rozlana

CEA ) (+)

WT-1 (+) jadrowa (+) jadrowa, tylko w rakach nerki,

tarczycy, jajnika, blony §luzowej trzonu
macicy

podoplanina (D2-40)

(+) blonowa, zwlaszcza w DMM

(+) w $rédblonkach naczyn limfatycznych

nablonkowatokomérkowym
(+) cytoplazmatyczna w DMM

miesakowym
MOC31 (=) (+) blonowa
h-CALD (h-Caldesmon) (+) cytoplazmatyczna -)

Tabela VIII. Miedzybloniak a rozrost reaktywny mezotelium

TYP ROZROSTU EMA P53 DESMINA
miedzybloniak (+) reakcja blonowa (+) reakcja jadrowa (=)
rozrost reaktywny mezotelium =) () (+)
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Rycina 10. Reakqa THC na TTF1 w raku gruczolowym pluca

przeciwcial, ktérych wybér zalezy m.in. od typu histolo-
gicznego DMM, istotna jest wlasciwa interpretacja reak-
¢ji IHC, ocena nie tylko ekspresji barwienia, ale takze
jego lokalizacji w komoérce nowotworowej. Najcze$ciej
uzywane przeciwciala i wyniki reakcji IHC przedstawio-
no w tabelach VI i VIL

2.1.4.C Riznicowanie reaktywnego
1 nOWOrWorowego rozrostu
migdzybtonka

Barwienia IHC nie pozwalaja na jednoznaczne rozpo-
znanie odczynowego rozrostu miedzyblonka i odrdznie-
nie go od migdzybloniaka, zwlaszcza w matych wycin-
kach biopsyjnych. W réznicowaniu przydatne sa reakcje
ITHC na EMA, P53 i desmine. Rozlana reakcja bfonowa
z przeciwcialem przeciwko EMA i dodatnia (jadrowa)
na biatko P53 przemawiaja za rozrostem nowotworo-
wym, natomiast dodatnia reakcja na desmine i brak

reakcji na EMA i P53, czeSciej wystepuja w rozrostach
odczynowych miedzyblonka (tab. VIII).

W wielu przypadkach ustalenie rozpoznania miedzy-
bloniaka zlosliwego wymaga wspdlnej decyzji patologa,
radiologa i klinicysty.

3. Zastosowanie reakcji
immunohistochemicznych w badaniach
srédoperacyjnych

Diagnostyka IHC moze by¢ réwniez wykorzystywana
w badaniu $rédoperacyjnym, gléwnie w przypadkach,
w ktérych konieczne jest ustalenie, czy zmiana jest piet-
wotnym rakiem pluca, czy przerzutem z innego narzadu.
Sposréd wielu markerédw najbardziej przydatny jest
TTF1, ktéry moze by¢ stosowany w skrawkach pocho-
dzacych z mrozenia, jak réwniez w materiale cytologicz-
nym (tzw. preparatach odbitkowych).
Wady i ograniczenia zastosowania reakcji IHC
w badaniu $rédoperacyjnym:
¢ wydluza czas oczekiwania na wynik badania,
® pozwala na réznicowanie gléwnie RGP, reakcja
negatywna nie wyklucza rozpoznania pierwotnego
raka ptuca.

4. Zastosowanie reakcji
immunohistochemicznych w badaniach
cytologicznych

Diagnostyka cytologiczna jest niezwykle rozpo-
wszechniona, pozwala na ustalanie rozpoznania raka ptu-
ca i oceng stopnia zaawansowania choroby nowotworo-
wej. Material cytologiczny jest jednym z czeSciej
nadsylanych do pracowni patomorfologicznych i coraz
czesciej jest wykorzystywany do THC.

Rozmazy zabarwione HE moga zostaé ,,odbarwione”
i nastepnie poddane procedurze THC. Sposéb ten jest

Tabela IX. Réznicowanie IHC zgniecionego nacieku komérkowego w wycinkach BF

Zapalenie przewlekte LCA(+), CK(-), CD20(+), CD3(+), MiB1(+)

Chtoniak LCA(+), CK(-), CD20(+), CD3(-), MiB1(++) (+++)
Drobnokomérkowy LCA(-), CK(+), reakcja ,dot-like”, TTE1(+), MNE(+), MiB1(+++)

rak ptuca UWAGA! Okolo 10% DRP nie wykazuje czynnoéci NE, moze by¢ réwniez

negatywna dla markeréw nablonkowych.

RPP z malej komoérki

LCA(-), CK(+), TTF1(-), CK34BE12(+), p63(+), CK5/6(+), MNE(-),
MiB1(++ lub +++) >30%

RPP - postaé
podstawnokomérkowa

LCA(-), CK(+), TTF1(-), CK34BE12(+), p63(+), MNE(-),
MiB1(+++)

RWP — postaé
podstawnokomérkowa

LCA(-), CK(+), TTF1(-), CK34BE12(+), p63(-), MNE(-);
w 10% mozna stwierdzi¢ czynno$¢ NE w <20% komorek guza, MiB1(+ + +)

RWNEP

LCA(-), CK(+), TTF1(+) 0k.50% RWNEP, MNE(+) przynajmniej jeden
z nich, CK34BE12(-), rzadko (+), MiB1(+++)

Rakowiak

LCA(-), CK(+), TTF1(-), MNE, MiB1(- lub +) <20%

MNE — markery neuroendokrynne (NCAM/CD50, chromogranina A, synaptofizyna), RPP — rak plaskonablonkowy pluca,
RWP — rak wielkokomdrkowy pluca, RWNEP — rak wielkokomdirkowy neuroendokrynny pluca
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Rycina 11. Reakcje IHC na CK34BE12 (A) i p63 (B) w raku plaskonablonkowym pluca

-

Rycina 12. Drobnokomérkowy rak ptuca. Biopsja cienkoiglowa przezoskrzelowa z widocznymi komoérkami raka.
A — rozmaz cytologiczny barwiony HE. B — dodatnia reakcja IHC na TTF1. C — dodatnia reakcja IHC na NCAM/CD56

bardziej polecany niz wykonywanie reakcji z czesci
zachowanych, niezabarwionych preparatéw, gdyz
pozwala na ocen¢ mikroskopowa materiatu, jego obfito-
$ci i rodzaju. Dla poprawienia jako$ci reakcji wskazane
jest umieszczenie odbarwionych rozmazéw w 4-procento-
wym roztworze zbuforowanej formaliny na ok. 15 min,
a nastepnie postepowanie wedtug standardowych zalecen
(ryc. 12.).

Materialem uzupelniajacym sa tzw. cytobloczki (ce//
blocks), bedace zawiesing komoérek zawarta w skrzepie.
Material jest utrwalony i zatapiony w bloczkach parafi-
nowych, dzigki czemu moze by¢ wykorzystywany do
wickszej liczby barwieni zardwno histochemicznych, jak
i [HC, a takze do oceny stausu genu EGFR.

5. Diagnostyka mikroskopowa wycinkow
zawierajacych zgnieciony naciek
komoérkowy

Ostroznej interpretacji wymagaja przypadki, w ktorych
w materiale biopsyjnym stwierdza si¢ zgnieciony, hiper-
chromatyczny naciek komérkowy uniemozliwiajacy ocene
zaréwno komorek, jak i jader komérkowych. Do niedawna
zmiany o tym charakterze uznawano za podstawowa ceche
DRP. W chwili obecnej, w dobie dostepnosci nowych tech-
nik diagnostycznych, ustalenie rozpoznania wymaga wyko-
nania reakcji IHC, ktére pozwalaja na zréznicowanie cha-
rakteru komoérek (ryc. 13.). W wyborze zestawu markeréw

IHC nalezy uwzgledni¢ antygeny réznicujace DRP,
NDRP, najcz¢sciej plaskonablonkowego z tzw. malej
komoérki oraz postacie podstawnokomoérkowe (bazaloidne)
zar6wno RPP, jak i RWP, RWNEP, rakowiaka, chlonia-
ka, a takze przewlekly proces zapalny (tab. IX).

W przypadkach z wysokim indeksem proliferacyjnym
ocenianym Ki67 (MiBl) (>50%), w ktérych mimo
wykonanych reakcji IHC stopiefi uszkodzenia komérek
nowotworowych uniemozliwia odréznienie RWNEP od
DRP, rozpoznanie powinno zawiera¢ informacje ,nisko
zrznicowany rak neuroendokrynny, bez mozliwosci
okreslenia podtypu”. W sytuacjach gdy wspodlczynnik
proliferacji wynosi <20%, zmiane nalezy natomiast
okresli¢ jako ,,nowotwoér neuroendokrynny, z calkowicie
zgniecionym naciekiem komérkowym, prawdopodobnie
rakowiak”.

6. Dodatkowe techniki w diagnostyce
mikroskopowej choréb pluc

Wsréd dodatkowych technik specjalnych stosowa-
nych w diagnostyce choréb pluc wyodrebnia sie mikro-
skopie polaryzacyjna, elektronowa, cytometrie przeply-
wowa, hybrydyzacje in situ, reakcje ltaficuchowsg
polimerazy (polymerase chain reaction — PCR). Metody te
nie naleza do standardowych i dostepne sa wylacznie
w wyspecjalizowanych o$rodkach.
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A — rozlany naciek chloniaka, barwienie HE. B — dodatnia reakcja IHC na LCA. C — dodatnia reakcja IHC na CD20.
D - rozlany naciek DRP. E — dodatnia reakcja IHC na TTF1. F — dodatnia reakcja IHC na NCAM

Rycina 14. Zlogi amyloidu w $cianie naczynia krwiono$nego.
Badanie w mikroskopie polaryzacyjnym

6.1. Mikroskopia polaryzacyjna

Mikroskopia polaryzacyjna wykorzystuje zjawisko ist-
nienia w komérkach i tkankach struktur anizotropowych,
nazywanych tez substancjami dwéjlomnymi, ktére maja
rézne wspolczynniki zalamania §wiatla, zaleznie od osi,
wzdhuz ktérej to Swiatlo przebiega. Mikroskopia polary-
zacyjna znajduje zastosowanie w wykrywaniu amyloidu
w preparatach histologicznych, a takze w diagnostyce
niektérych odmian pylic, przede wszystkim talkowe;
i krzemowej (ryc. 14.).

6.2. Mikroskopia elektronowa

Przy obecnie dostepnych metodach, mikroskopia elek-
tronowa rzadko jest wykorzystywana w rutynowej diagno-
styce choréb pluc, gtéwnie ze wzgledu na wysokie koszty
i malg dostepnos¢. Dzisiaj jest stosowana przede wszyst-
kim w przypadkach podejrzenia zespotu dyskinezy rzesek.
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6.3. Polimerazowa reakcja taficuchowa

Badanie metodg PCR stuzy do wykrywania czynnikéw
infekcyjnych (przede wszystkim M. tuberculosis), do okre-
$lenia klonéw naciekéw limfoidalnych w celu wykluczenia
badZz potwierdzenia procesu limfoproliferacyjnego, w dia-
gnostyce niektérych choréb nowotworowych.

6.4. Cytometria przeptywowa

Metoda ta bada populacje pojedynczych komérek
w zawiesinie. Mogg to by¢ komoérki znajdujace sie w ply-
nach tkankowych (BAL, plwocina indukowana, plyny
z oplucnej), leukocyty krwi, zaaspirowane komérki wezla
chlonnego, szpiku kostnego badz komérki tkanek
i narzadéw uwolnione z otaczajacej je substancji miedzy-
komoérkowej. Stosuje si¢ ja w ocenie cyklu komérkowego
i ploidii w nowotworach, w diagnostyce i monitorowaniu
leczenia biataczek i chloniakéw. Pozwala ona okresli¢
subpopulacje limfocytéw w chorobach pluc, stan uktadu
immunologicznego, zwlaszcza u chorych w stanie immu-
nosupresji, w niedoborach immunologicznych.

6.5. Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ

Wsrod dodatkowych metod morfologicznych wyko-
rzystywanych w diagnostyce choréb pluc zastosowanie
znalazly hybrydyzacja 7n situ, a ostatnio jej bardziej udo-
skonalone formy, przede wszystkim fluorescencyjna
hybrydyzacja in situ (fluorescence in situ hybridization —
FISH), a takze chromogeniczna hybrydyzacja in situ
(chromogenic in situ hybridization — CISH) i SISH (silver in
situ hybridization).

Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ stuzy przede
wszystkim do wykrywania ekspresji czynnikéw wzrostu
oraz gendw zwigzanych z nowotworami, przy uzyciu spe-
¢jalnych sond molekularnych znakowanych barwnikami
fluorescencyjnymi. Do badaf moze by¢ wykorzystywany
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material utrwalony i zatopiony w bloczkach parafino-
wych. Metoda jest stosowana w NDRP do oceny ekspre-
sji bialka EGFR, nalezacego do rodziny receptoréw kina-
zy tyrozynowej ErbB (EGFR/ErbB1), w celu kwalifikacji
chorych do tzw. terapii celowane;j.

Ze wzgledu na wysokie koszty metody badanie wyko-

nywane jest w specjalistycznych osrodkach referencyjnych.
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