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Pepivarrik Dirriz Non-Hobpekin Lenromavarpa CokLu
Kucuk Doku INCELEME (TISSUE MICROARRAY) Y ONTEMININ
ImmunnisTokimyasaL UyGuLamapa GUVENILIRLIGI

Dr. Safiye AKTAS, Dr. Giilden DINiZ, Dr. Ragip ORTAC

OZET: Bu galismanin amac! pediyatrik diffiz Non-Hodgkin Lenfomalarda TMA (Tissue Microarray) yéntemi ile immiinhistokimyasal olarak LCA, CD20, CD3, CD30
immiin reakivitesinin arastinimas ve rutin inceleme sonuglar ile kargilastinimasidir.
Yirmi adet pediyatrik diffiz Non-Hodgkin Lenfoma olgusunda hematoksilen eczin boyali preparatlarda lezyonu érnekleyen bir alan segildi. Bu alana kars! ge-
len blok alanindan 2 mm caplh biyopsi ignesi ile mantel olarak her bir olgu icin bir adet rebiyopsi uyguland:. Yirmi rebiyopsi, yeni bir bloga referans kullana-
rak ayni diizlemde yeniden gémldd. Hazirlanan 3 mikrometre kalinligindaki kesitlere immiinhistokimyasal yontemle LCA, CD20, CD3, CD30 ve negatif kont-
rol uygulandi. Rutin kesitlerin sonuglari ile birebir uyum testi uygulanarak istatistiksel olarak karsilagtinidi.
Uygulanan rebiyopsilerin timi LCA pozitifti. CD20, CD3, CD30 incelemeleri rutin kesit imminhistokimyasal incelemeler ile uyumluydu. Bu nedenle bire bir
uyum testi %100'dr.
Pediyatrik difftiz Non-Hodgkin lenfomalarda imminhistokimyasal incelemede goklu kilglk doku incelemesi kisith sayida olgu igeren bu seride glvenilir bir
yontem olma izlenimi vermektedir. Bunda pediyatrik diffiz Non-Hodgkin lenfomalarin diffiiz ve uniform lezyonlar olmasinin katkisi olabilir.

ANAHTAR KELIMELER: Coklu kiiglik doku incelemesi, cocukluk ¢adi, Non-Hodgkin lenfoma

SUMMARY: EVALUATING THE CONFIDENCE OF TISSUE MICROARRAY FOR IMMUNOHISTOCHEMISTRY IN PEDIATRIC DIFFUSE NON-HODGKIN
LYMPHOMAS. Although tissue microarray method is a current issue in pathology research, it is not widely used in routine procedures. The main reasons
are the worry of the representability of the microarray of the whole tissue and the limited knowledge about the method. The increasing numbers of diagnos-
tic and prognostic immunohistochemical parameters had become a high economic problem. There is need of confidence studies of tissue microarray for rep-
resentability. The aim of this study to evaluate the confidence of tissue microarray for immunohistochemistry of LCA, CD20, CD3, CD30 in pediatric diffuse
Non-Hodgkin lymphomas.

The typical tumor spo was chosen under microscopy for each of 20 cases in HE stained slides and marked on the corresponding spot on the tissue block.
Cylindrical tissue columns of two mm diameter for all cases were punctured manually with a biopsy needle. The rebiopsies of 20 cases were arrayed in a
new block using a guide. Serial sections in 3 micrometer thickness were taken and immunchistochemical procedure for LCA, CD20, CD3, CD30 i was app-
lied. The results were statistically evaluated by confidence test.

All of the rebiopsied cases were LCA positive, CD20, CD30, CD3 were correlated with routine procedure results. The confidence rate is 100%.

The tissue microarray method is reliable for immunohistochemistry in pediatric diffuse Non-Hodgkin lymphomas. The diffuse nature and uniform cellular com-
position of this tumor group might have played an important role.
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GiRIS rak LCA, CD20, CD3, CD30 immtinreaktivitesinin arasti-
riimasi ve rutin inceleme sonugclan ile karsilastinimasidir.

“Tissue Microarray” (TMA) yontemi patoloji arastir-

malarinda gtincel bir konu olmakla birlikte rutin incele-
mede yerini almamistir. Bunun temel nedenleri kiglk
doku incelemesinin lezyonu &érnekleme yeterliligi kaygisi
ve yontemin yeterince taninmamasidir. Artan tanisal ve
prognostik imminhistokimyasal parametrelerin, moleki-
ler belirleyicilerin sayisi ekonomik yluk getirmekte oldu-
gundan, coklu kiigiik doku incelemelerinin (tissue mikro-
array) lezyonu 6rneklemedeki glivenilirligine yonelik ¢a-
ismalara gereksinim vardir (1).

TMA'de 6nceden var olan parafin bloklardan igne re-
biyopsileri alinip, yeniden test edilecek bir bloga gémil-
mesi s6z konusudur. Taze doku ve frozen kesitlerden de
TMA yapilabilir. Boylece tek bir kesitte ylzlerce érnek in-
celenebilir (2-4). :

TMA rutin inceleme, histokimya, immunhistokimya, in
situ hibridizasyon, in situ PCR igin uygulanabilir, TMA
ozellikle kanser calismalarinda 6n plana cikmaktadir.
TMA'in yayginlasmasi hizli analiz ve ekonomi saglaya-
caktir (5-11).

Bu calismanin amaci pediyatrik diffiz Non-Hodgkin
lenfomalarda (PDNHL) TMA ile immunhistokimyasal ola-
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Resim 1: Maniiel rebivopsi alinmasinda kullanilan mavi sapl
Jhamsidi kemik iligi biyopsi ignesi.
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Resim 3: Cok savida kiigiik doku rebivopsilerinden hazirlanan blok.

kin lenfoma (PDNHL) olgusu yer almaktadir. Randomi-
zasyonu saglamak icin olgular patoloji kayit defterinden
sondan basa tUm PDNHL tanisi almis olanlar arasindan
secildi. Hematoksilen eozin boyali prepatlarda lezyonu
ornekleyen bir alan 1sik mikroskobunda segcildi ve bu ala-
na karsi gelen blok alanindan 2 mm ¢apli biyopsi ignesi
(Resim 1) ile mantel olarak her bir olgu i¢in 1 adet rebi-
yopsi uygulandi (Resim 2). Onceden gémiiliip sogutulan
bos bir bloga esit uzakliklarda 2 mm derinlikte 4x5 olarak
20 adet gukur hazirlandi. Cukur hazirlamada plastik blok-
lama kaseti delikleri kalip olarak kullanildi. Cukurlar bo-
yutlannin kictk dokular ile uyumlu olmasi istendiginden
ayni biyopsi ignesi ile acildi. Sol st kdseye bir adet refe-
rans doku yeri ayrildi. Yirmi rebiyopsi referans kullanarak
ayni dizlemde yeniden gémiildii (Resim 3). Etlivde
40°C’'de 15 dakika bekletilip doku gémiili yiizeye hafifce
basing uygulayarak dizlestirme ile ayni diizlemde olma
saglandi. Hazirlanan 3 mikrometre kalinhgindaki kesitlere
rutin immunhistokimyasal yéntemle (LSAB uyumlu) LCA,
CD20, CD3, CD30 ve negatif kontrol (timi DAKO, Dani-
marka, dilte kitlerdir) uygulandi. Tiim antikorlarin uygulan-
masinda lamel kapatilarak antikor tasarrufu, tim ylizeyle
temas ve kurumanin engellenmesi saglandi. Rutin kesitler
uygulanmis olan preparatlarin sonuglar ile karsilastirma
'yapilarak giivenilirlik (tutarlilik) orani hesaplandi.

Resim 4: Yuvarlak kontuwrlu kiiciik tiimar pargasinda CD45 (LCA)
pozitifligi.

BULGULAR

Olgularin 9'u batin yerlesimli olup, B hiicreli Burkitt
lenfoma grubunda idi. Ug olgu kemik iliginde lenfoma in-
filtrasyonu olup, B hiicreli lenfoblastik lenfoma idi. Iki ol-
gu mediasten yerlesimli T hiicreli lenfoblastik lenfoma
idi. Bas-boyun lenf digumud yerlesimli 6 olgunun Ggi
anaplastik biylk hiicreli lenfoma, birisi periferik T hiicre-
li lenfoma, 2’'si T hiicreli lenfoblastik lenfoma idi. Olgula-
rin yas ortalamasi 7.05 (1-17) olup, 4 olgu kiz, 16 olgu er-
kekti. Uygulanan rebiyopsilerin timii LCA pozitifti (Resim
4). CD20 (Resim 5), CD3, CD30 incelemeleri rutin kesit
imminhistokimyasal incelemeler ile uyumluydu. Buna
gore tutarliik %100’dir. Bu nedenle discriminant analizi
ile kappa degeri hesaplanmasina gerek duyulmamistir.

TARTISMA

TMA ile ilgili ilk yayinlar 1998-2001 yillarinda National
Human Genome Research Institute, Bethesda, USA’'dan
Kannonen, Kallioniemi ve arkadaslan tarafindan yayin-
lanmistir (2-8). Son yillarda artan teknolojik gelisme ile

Resim 5: B hiicreli lenfoma blogunun rebiopsisinden hazirlanan
preparatta CD20 pozitifligi.
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arsiv dokularda retrospektif kohort ¢alismalar yapiimak-
tadir. Bir¢cok protein 60 yildan fazla stire antijenitesini ko-
rudugu icin, yeni gelistirilen bircok belirleyicinin TMA
yontemiyle eski olgularda da denenebilmesi birgok has-
taligin tani ve sagaltiminda yepyeni ufuklar agabilecektir.
Bir dezavantaj, incelenen doku miktaninin azalmasidir.
Bu nedenle TMA’de &rneklenen rebiyopsilerin lezyonu
temsil edip etmedigine dair bazi kuskular dogmustur.
TMA’da &rneklenen rebiyopsilerin yeterliligine iliskin en
kapsamli olanlar meme karsinom grubunun gerceklestirdi-
gi calismalardir. Camp ve ark. (9) her bir timérde 2 rebi-
yopsinin %98 oranda yeterli oldugunu bildirmislerdir (9-15).

TMA' de incelenen dokunun az olmasi, érneklemenin
kiciik oldugu durumlarda avantajli olabilir. Ancak incele-
nen doku az oldugu icin, tim timaordeki antijen ekspres-
yon paternini yansitmiyor olabilir. TMA ile en ¢ok kullani-
lan yéntem imminhistokimyadir. immiinhistokimyasal
incelemeler igin alinan dokunun temsil edici olup olmadi-
ginin sinanmasi gerekmektedir (16,17).

Glnlumizde otomatik ve maniel olmak lzere 2 tur
TMA teknigi uygulanmaktadir. Otomatik yéntemde bir
ekrandan secilecek alan, blyiite¢ ya da stereomikros-
kop araciligi ile isaretlenip ayarlanabilmektedir. Otomatik
yontemde dondr bloklarda tiim alanlarin sergilenmesi ve
isaretlenmesi ¢cok daha kolay iken, mantel olanda alan
secimi, isaretlenmesi vb islemler patolog tarafindan tek
tek yapilmaktadir. Bu nedenle otomatik yéntem manuel
yontemden 7 kat daha hizlidir. Otomatik yontemde rebi-
yopsilerin boyutunun ayarlanmasi da daha kolay olmak-
ta ve rebiyopsiler 0.6, 1, 1.5, 2 mm boyutta olabilmekte-
dir. Otomatik yéntemle DNA bazinda incelemeler de
mimkin olmaktadir (1-4).

Non-Hodgkin lenfoma tizerinde ¢ok sayida prognos-
tik faktor calisilmaktadir. TMA ile lenfomalar tzerinde ca-
hisilan konular arasina cyclin gurubu, pax 5, p181N4C,
CD44 ve sonic hedgehog protein, apoptoz sayimi yer al-
maktadir (2-8,12-14).

Sonug olarak ¢alismamizda PDNHL'larda imminhis-
tokimyasal incelemede TMA gtivenilir bir yéntem izlenimi
vermektedir. Bunda PDNHL'larin diffiz ve uniform lez-
yonlar olmasinin katkisi olabilir. Ayrica calismamiz az ol-
guyu kapsayan bir pilot calisma oldugu icin TMA’nin gi-
venilirliginin daha genis serilerde dogrulanmasi sarttir.
incelenecek dokunun antijenik olarak kiiclk bir érnekte
temsil edilebilirligi genis serilerde kanitlanirsa TMA calis-
malar, maliyeti ve olgu basina teknik eleman geregini
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cok disurdigu icin patoloji pratiginde ve arastirmalarinda
cok kullanish olacak ve yayginlasacaktir.
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