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Zdecydowana wiekszos¢ pierwotnych rakow plu-
ca jest rozpoznawana w péZnym etapie zaawansowa-
nia choroby, w ktérym jedynym skutecznym sposo-
bem postepowania jest stosowanie chemio- czy radio-
terapii. Dotychczas najistotniejszym kryterium ko-
niecznym do podjecia dalszego leczenia bylo rézni-
cowanie na niedrobno- i drobnokomérkowego raka
pluca, natomiast odréznienie podtypéw nieoperacyj-
nego raka niedrobnokomérkowego (NSCLC, non-small
cell lung cancer) nie mialo znaczenia dla wyboru
metody leczenia. Wprowadzenie w ostatnich latach
nowych metod terapii spowodowato koniecznos¢ pre-
cyzyjniejszego okreslenia podtypu NSCLC [1, 2].

Do tej pory zasady réznicowania pierwotnych
rakéw pluca byly przedstawione w klasyfikacji
World Health Organization (WHO) ,,Guzéw pluca,
oplucnej, grasicy i serca” z 2004 roku i opieraly sie
gléwnie na standardowym barwieniu H+E (hema-
toksylina i eozyna), w niektérych przypadkach
réwniez na diagnostyce histochemicznej, majacej
na celu wykrycie §luzu w komérkach raka. Reak-
cje immunohistochemiczne byty gtéwnie zaleca-
ne do potwierdzenia czynno$ci neuroendokrynnej
raka, wyodrebnienia rakéw miesakowatych ptuca
oraz w réznicowaniu raka ptuca naciekajacego
oplucna z miedzybtoniakiem [3].
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Wytyczne proponowane przez WHO odnosza
sie przede wszystkim do materialu pooperacyjne-
go, w ktérym istnieje mozliwosé przebadania wie-
lu fragmentéw guza [2]. Male wycinki lub rozma-
zy cytologiczne moga by¢ niereprezentatywne dla
calosci zmiany i nie zawsze zawieraja charaktery-
styczne cechy morfologiczne pozwalajace na okre-
§lenie podtypu NSCLC [1, 2]. Ponadto arbitralnie
ustalone kryteria rozpoznania niektérych typéw
raka (gruczolowo-ptaskonabtonkowego, miesako-
watego) wymagaja stwierdzenia 10-procentowego
utkania charakterystycznego dla danej postaci no-
wotworu, co zwykle wigze sie z konieczno$cia oce-
ny wiekszego materialu tkankowego [3].

Wprowadzone rekomendacje przedstawiajg algo-
rytm postepowania z drobnymi wycinkami i prepa-
ratami cytologicznymi w celu odréznienia raka gru-
czotowego (ADC, adenocarcinoma) i ptaskonabton-
kowego (SQCC, squamous cell carcinoma) [1] (tab. 1).
Podkreslaja konieczno$¢ rozwaznego dysponowania
materialem cytologicznym i tkankowym przy wybo-
rze barwien dodatkowych i reakcji immunohistoche-
micznych (IHC) istotnych dla ustalenia rozpoznania
podtypu NSCLC. Podnosza znaczenie zabezpieczenia
odpowiedniej ilosci materiatu do dalszej diagnostyki
molekularnej [1, 2].
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Tabela 1. Zalecane postgpowanie z drobnym materiatem biopsyjnym i cytologicznym w celu ustalenia rozpoznania typu
pierwotnego niedrobnokomodrkowego raka ptuca (NSCLC)

Table 1. Management of small biopsies and cytology in subtyping of non-small cell lung carcinoma (NSCLC)

Kryteria morfologiczne oparte na barwieniu H+E, okreslone przez WHO (2004)

Barwienia histochemiczne (barwienie na $luz: mucykarmin, PAS + diastaza)

Diagnostyka IHC:

— markery réznicujace podtyp NSCLC (ADC v. SQCC)
e TTF-1(+) = ADC
* p63(+) = SQCC
* TTF-1(-) i p63(-) = NSCLC-NOS

— markery neuroendokrynne (—) (NCAM/CD56, chromogranina A, synaptofizyna)

» markery neuroendokrynne (+) = NSCLC, prawdopodobnie LCNEC

PAS — Periodic acid Schiff;, LCNEC — rak wielkokomérkowy neuroendokrynny ptuca; NCAM — neural cell adhesion molecule; objasnienia pozostatych skrétéw w tekscie

Rycina 1. Wycinek z bronchofiberoskopii. Fragmenty utkania raka
ptaskonabtonkowego z widocznym rogowaceniem (duze powigk-
szenie). Barwienie H+E (preparat mikroskopowy ze zbioréw Zakia-
du Patomorfologii IGiChP)

Figure 1. Endobronchial biopsy. A small tissue sample with squ-
amous cell carcinoma infiltration. Evident keratinization is seen (high
magnification). H+E stain (microscopic slide from collection of De-
partment of Pathology, National Tuberculosis and Lung Disease
Research Institute)

W badaniach cytologicznych wskazane jest
wykonywanie malej liczby rozmazéw i utrwalenie
pozostatego aspiratu lub dodatkowe pobranie ma-
terialu w celu wykonania bloczkéw parafinowych
(tzw. cell blocks), ktére pozwalaja na wykonanie
wiekszej liczby barwiefi dodatkowych, IHC oraz
badan molekularnych [1].

Zgodnie z wprowadzonymi zaleceniami,
w rakach, w ktérych w standardowym barwieniu
H+E wystepujg morfologiczne cechy ré6znicowa-
nia ptaskonabtonkowego lub gruczolowego, nie
jest konieczne stosowanie barwienn dodatkowych
i reakcji IHC. Stwierdzenie rogowacenia i/lub
mostkéw miedzykomérkowych pozwala na rozpo-
znanie raka ptaskonablonkowego (ryc. 1, 2), na-

Rycina 2. Rozmaz cytologiczny z biopsji transtorakalnej guza ptuca.
Widoczne sg komérki raka niedrobnokomérkowego z cechami rézni-
cowania ptaskonabtonkowego (duze powigkszenie). Barwienie H+E
(preparat mikroskopowy ze zbioréw Zaktadu Patomorfologii IGiChP)

Figure 2. Transthoracic biopsy. Cytology specimen shows non-
small cell lung carcinoma with evident keratinization diagnostic of
squamous cell carcinoma (high magnification). H+E stain (micro-
scopic slide from collection of Department of Pathology, National
Tuberculosis and Lung Disease Research Institute)

tomiast wystepowanie struktur gruczotowych,
brodawkowatych lub wykrycie §luzu srédcytopla-
zmatycznego odpowiada rakowi gruczolowemu
[3] (ryc. 3).

W przypadkach, w ktérych w barwieniu H+E
nie udaje sie znaleZ¢ cech ré6znicowania ptaskona-
btonkowego lub gruczolowego, jest konieczne wy-
konanie dodatkowych barwien histochemicznych
(przede wszystkim w celu stwierdzenia obecnosci
§luzu w cytoplazmie komoérek raka), jak rowniez
reakcji IHC [1, 2].

Ze wzgledu na matg ilo§¢ materiatu, istotny
jest wybér jak najmniejszej liczby odpowiednio do-
branych przeciwciat, ktére pozwolityby na ustale-
nie rozpoznania.
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Rycina 3. Materiat cytologiczny, tzw. cell block. Fragment utkania
raka gruczotowego. Widoczne tworzenie struktur gruczotowych
(duze powigkszenie). Barwienie H+E (preparat mikroskopowy ze
zbioréw Zaktadu Patomorfologii IGiChP)

Figure 3. Cytologic specimen — cell block with fragments of adeno-
carcinoma. Small glands are seen. (high magnification). H+E stain
(microscopic slide from collection of Department of Pathology, Na-
tional Tuberculosis and Lung Disease Research Institute)

Wskazane jest stosowanie jednego przeciwcia-
ta charakterystycznego dla ADC i jednego dla
SQCC. Najbardziej polecanym zestawem jest prze-
ciwcialo przeciwko TTF-1 (thyroid transcription
factor 1), specyficzne dla ADC i p63 dla SQCC [1,
2, 4]. Dodatnia rekacja jadrowa z TTF-1 przema-
wia nie tylko za r6Znicowaniem gruczolowym raka,
ale takze Swiadczy o jego pierwotnym plucnym
pochodzeniu. Nalezy jednak pamietaé, ze pozy-
tywna reakcje z TTF-1 stwierdza sie réwniez
w przerzutach raka tarczycy i niezwykle rzadko
w innych rakach, miedzy innymi trzonu macicy,
piersi i jelita. W zwiagzku z tym prawidtowe roz-
poznanie histopatologiczne zawsze wymaga kore-
lacji z doktadnymi danymi klinicznymi dotycza-
cymi przeszloséci onkologicznej chorego [2].

Wisréd innych stosowanych reakcji IHC pozy-
tywnych dla ADC wymienia sie dodatnia ekspre-
sje z cytokeratyng 7 (CK7), napsin-A, natomiast dla
SQCC z cytokeratyna 5/6 (CK5/6). Inne przeciwcia-
ta wykorzystywane w diagnostyce rakéw plasko-
nabtonkowych, jak przeciwciala przeciwko cyto-
keratynie ciezkiej (CK345E12) lub S100A7 sa mniej
czule i mniej specyficzne [1, 2, 4] (tab. 2).

Informacja o wykonanych barwieniach dodat-
kowych i reakcjach IHC oraz interpretacja wyni-
kéw wymagaja umieszczenia w raporcie histopa-
tologicznym [1].

W przypadkach, w ktérych nie udaje sie zna-
lez¢ morfologicznych cech réznicowania gruczo-
towego, natomiast stwierdza sie dodatnig reakcje

Tabela 2. Najczesciej stosowane przeciwciata immunochi-
stochemiczne (IHC) w okresleniu podtypu raka
niedrobnokomérkowego (NSCLC)

Table 2. The most frequently used immunohistochemical
antibodies for subtyping non-small cell lung cancer

Markery réznicowania Markery réznicowania

gruczotowego ptaskonabtonkowego
TTF1 p63

Napsin A CK5/6

CK7 CK348E12

DSC3 (desmacollin-3)

przeciwko TTF-1 i/lub pozytywna reakcje z mucy-
karminem, a negatywng dla przeciwcial charakte-
rystycznych dla raka plaskonablonkowego, na
przyklad p63, nowotwér powinien by¢ klasyfiko-
wany jako ,rak niedrobnokomérkowy prawdopo-
dobnie gruczolowy” (ryc. 4A, B).

Raka, w ktérym w barwieniu H+E nie wyste-
puje réznicowanie ptaskonablonkowe, ale pojawia
sie dodatnia, przynajmniej $redniointensywna i roz-
lana ekspresja przeciwciat charakterystycznych dla
raka ptaskonablonkowego i negatywna dla gruczo-
fowego i/lub ujemne barwienie na §luz nalezy okre-
§li¢ mianem ,raka niedrobnokomérkowego, praw-
dopodobnie ptaskonablonkowego” (ryc. 5A, B).

W przypadkach, w ktérych stwierdza sie do-
datnia reakcje przeciwko TTF-1 lub innym prze-
ciwcialom charakterystycznym dla raka gruczoto-
wego oraz, w tych samych komérkach, pozytywna
dla markera badZ markeréw raka ptaskonabtonko-
wego, rozpoznanie powinno brzmie¢ ,,rak niedrob-
nokomorkowy, prawdopodobnie gruczotowy*.

Jesli ekspresja przeciwciat charakterystycznych
dla raka gruczolowego (np. TTF-1) oraz dla raka
ptaskonablonkowego (np. p63) jest pozytywna
w ré6znych populacjach komérek raka, nowotwoér
powinien by¢ sklasyfikowany jako NSCLC z suge-
stig réznicowania zlozonego, czyli raka gruczotowo-
plaskonabtonkowego (adenosquamous carcinoma).

W przypadkach, w ktérych nie stwierdza sie
cech morfologicznych réznicowania gruczotowe-
go lub ptaskonabtonowego, jak réwniez barwienia
histochemiczne i reakcje THC nie pozwalaja na
sprecyzowanie podtypu NSCLC, rak jest rozpozna-
wany jako niedrobnokomérkowy, bez mozliwosci
okreslenia podtypu, czyli tak zwany NOS (not
otherwise specified) [1, 2] (tab. 3).

Interpretacja reakcji IHC wymaga doswiadcze-
nia ze strony patologa oceniajgcego material, gdyz
nie ma przeciwcial o 100-procentowej czultosci
i swoisto$ci, konieczna jest korelacja z obrazem
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Rycina 4 A, B. A — biopsja transtorakalna. Rozmaz cytologiczny z widocznym ptatem komdrek raka. Barwienie H+E; B — reakcja z TTF-1.
Dodatnia reakcja w jadrach komdrek raka przemawia za réznicowaniem gruczofowym — niedrobnokomdrkowy rak ptuca, prawdopodobnie
gruczotowy (preparaty mikroskopowe ze zbioréw Zaktadu Patomorfologii IGiChP)

Figure 4 A, B. A — Transthoracic biopsy. Cytology smear with non-small cell lung carcinoma. H+E stain; B— Carcinoma cells show positive
nuclear reaction for TTF-1 suggesting an adenocarcinoma — non-small cell lung carcinoma, favor adenocarcinoma (microscopic slides from
collection of Department of Pathology, National Tuberculosis and Lung Disease Research Institute)

Rycina 5 A, B. A— wycinek z bronchofiberoskopii. Rak nie wykazuje cech réznicowania ptaskonabtonkowego lub gruczofowego. Barwienie
H+E; B — reakcja IHC z p63. Wybitnie dodatnia reakcja w jadrach komérek raka przemawia za réznicowaniem ptaskonabtonkowym —
niedrobnokomdrkowy raka ptuca, prawdopodobnie ptaskonabtonkowy (preparaty mikroskopowe ze zbioréw Zaktadu Patomorfologii IGiChP)

Figure 5 A, B. A — endobronchial biopsy. Non-small cell lung carcinoma with no clear squamous or glandular differentiation. H+E stain; B —
immunohistochemical reaction for p63. Diffuse, positive nuclear reaction of neoplastic cells for p63 suggests squamous differentiation — non-
small cell lung carcinoma, favor squamous cell carcinoma (microscopic slides from collection of Department of Pathology, National Tuberculo-

sis and Lung Disease Research Institute)

morfologicznym widocznym w barwieniu H+E.
W wielu rakach gruczotowych ptuca pojawia sie
dodatnia ekspresja z p63, antygenem charaktery-
stycznym dla raka ptaskonablonkowego, co moze
by¢ przyczyna btednych rozpoznan; TTF-1 wyka-
zuje wieksza specyficznosé¢, wyjatkowo rzadko wy-
pada dodatnio w rakach ptaskonablonkowych.
W zwiazku z tym w rakach, w ktérych stwierdza sie
koekspresje p63 i TTF-1 w tych samych komérkach
raka, przy braku morfologicznych cech réznicowa-

nia ptaskonabtonkowego, nowotwér nalezy klasy-
fikowa¢ jako raka gruczotowego [1, 2].
Rozpoznanie raka gruczolowo-ptaskonabton-
kowego wymaga przebadania wiekszej liczby wy-
cinkéw [3]. Sugestia tej postaci NSCLC jest uzasad-
niona tylko wéwczas, gdy w badaniu mikroskopo-
wym wyraznie zaznaczajq sie dwie r6zne popula-
cje morfologiczne, badZ ekspresja TTF-1 i p63
wystepuje w odrebnych grupach komérek raka [1,
2]. Podobnie rozpoznanie raka wielkokomérkowe-
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Tabela 3. Interpretacja obrazu morfologicznego, barwien histochemicznych i reakcji IHC w celu ustalenia podtypu raka

niedrobnokomérkowego (NSCLC)

Table 3. Interpretation of morphological features, histochemical and immunohistochemical stains for subtyping non-small

cell lung carcinoma

Morfologiczne cechy réznicowania ptaskonabtonkowego widoczne w barwieniu H+E
Morfologiczne cechy réznicowania gruczotowego widoczne w barwieniu H+E

Brak morfologicznych cech réznicowania gruczotowego, barwienie na $luz dodatnie
Brak morfologicznych cech réznicowania gruczotowego lub ptaskonabtonkowego,

reakcje IHC: p63(+), TTF-1(-)

Brak morfologicznych cech réznicowania gruczotowego lub ptaskonabtonkowego,

reakcje IHC: p63(-), TTF-1(+)

Brak morfologicznych cech réznicowania gruczotowego lub ptaskonabtonkowego,

reakcje IHC: p63(-), TTF-1(-)

Cechy morfologiczne réznicowania neuroendokrynnego potwierdzone reakcjami IHC:

markery neuroendokrynne (+)

Rak ptaskonabtonkowy
Rak gruczotowy
Rak gruczotowy

Rak niedrobnokomdrkowy,
prawdopodobnie ptaskonabtonkowy

Rak niedrobnokomdrkowy,
prawdopodobnie gruczotowy

Rak niedrobnokomdrkowy,
bez mozliwosci okreslenia podtypu (NSCLC-NOS)

Rak niedrobnokomérkowy, prawdopodobnie rak
wielkokomérkowy neuroendokrynny

Objasnienia skrotéw w tekscie

go i postaci z r6znicowaniem migsakowatym jest
mozliwe tylko w materiale pooperacyjnym [1].
Przypadki, w ktérych w badaniu histologicznym
matych wycinkéw podejrzewa sie postaé wielko-
komoérkowa lub raka miesakowatego, nalezy kla-
syfikowac¢ jako raka niedrobnokomérkowego typu
NOS. Raki, w ktérych obok réznicowania pleomor-
ficznego lub wrzecionowatokomérkowego poja-
wiaja sie cechy réznicowania ptaskonabtonkowe-
go badz gruczolowego okresla sie niedrobnokomor-
kowym rakiem pluca, prawdopodobnie ptaskona-
blonkowym lub gruczotowym, w zaleznosci od
pojawiajacego sie komponentu [1, 2].

W sytuacjach, gdy obraz morfologiczny raka
budzi podejrzenie réznicowania neuroendokryn-
nego, nalezy wykona¢ reakcje IHC z zastosowa-
niem markeréw potwierdzajacych czynnosé neu-
roendokrynng nowotworu (CD56/NCAM, chromo-
graning A i/lub synaptofizyna). Dodatni wynik
pozwala na rozpoznanie raka wielkokomérkowe-
go neuroendokrynnego [1]. W rekomendacjach nie
sprecyzowano, czy do rozpoznania tej postaci raka
jest konieczna dodatnia reakcja z jednym czy kil-
koma przeciwciatami, jednak ze wzgledu na ko-
nieczno$c¢ oszczednego dysponowania materiatem,
zabezpieczenie tkanki do dalszej diagnostyki mo-
lekularnej, wydaje sie stuszne stosowanie jedne-
go, najwyzej dwéch przeciwcial IHC.

Mozliwosci wykonania reakcji IHC moga by¢
limitowane zbyt skapym materiatem, wowczas
badania nalezy ograniczy¢ tylko do wykonania
reakcji z TTF-1. Pozytywna reakcje z TTF-1 stwier-
dza sie w wiekszosci rakéw gruczolowych pluca,
natomiast wyjatkowo rzadko wystepuje w rakach
plaskonabtonkowych, a jesli pojawia sie jest naj-
czelciej staba i ogniskowa [1, 2].

W przypadkach bardzo drobnych wycinkéw
nalezy rozwazy¢ zasadno$¢ wykonania barwien
dodatkowych i reakcji IHC. Czasami korzystniej-
sze jest przekazanie materiatu do dalszej diagno-
styki molekularnej, bez ustalenia podtypu
NSCLC, zwtlaszcza jesli nie ma mozliwosci po-
nownego pobrania wycinkéw [2]. Niekiedy wy-
starczajaca moze by¢ sugestia NSCLC prawdopo-
dobnie ADC lub SQCC.

Podsumowujac, najistotniejsze wnioski wyni-
kajace z wprowadzonych rekomendacji przedsta-
wiaja sie nastepujaco:

1. W kazdym przypadku rozpoznania NSCLC
w malych wycinkach i materiale cytologicz-
nym konieczne jest ustalenie podtypu raka,
czyli ADC v. SQCC.

2. Gdy nie stwierdza sie morfologicznych cech
réznicowania gruczotowego lub ptaskonablon-
kowego w rutynowym barwieniu H+E, nale-
zy wykonywaé¢ barwienia histochemiczne
(§luz) i IHC z wybranymi markerami. Zaleca-
nym panelem przeciwcial jest TTF-1-dodatnie
w ADC i p63-dodatnie w SQCC.

3. Brak cech réznicowania ptaskonabtonkowego
lub gruczolowego w barwieniu H+E, negatyw-
ne barwienie na §luz oraz negatywne reakcje
IHC wymagaja stosowania rozpoznania
NSCLC, bez mozliwosci okreslenia podtypu
(NSCLC-NOS).

4. W przypadkach, w ktérych wykonuje sie biop-
sje diagnostyczna, wskazane jest wykonywa-
nie kilku rozmazéw cytologicznych i utrwa-
lenie pozostatego materiatu w celu wykonania
bloczkéw parafinowych, ewentualnie dodat-
kowe pobranie materiatu igta o grubszej $red-
nicy.

176 www.pneumonologia.viamedica.pl



Renata Langfort i wsp., Zalecenia dotyczace oceny mikroskopowej matych wycinkéw i rozmazéw cytologicznych

Tabela 4. Rozpoznanie mikroskopowe kwalifikujace do oceny mutacii

Table 4. Tumors that are candidates for moleculars testing

Rak gruczotowy pluca
Rak niedrobnokomérkowy, prawdopodobnie gruczotowy
Rak niedrobnokomérkowy bez mozliwos$ci okreslenia podtypu

5. Chorzy, u ktérych ustalono rozpoznanie histo-

patologiczne:
— rak gruczotowy ptuca,

— rak niedrobnokomérkowy prawdopodobnie

gruczolowy,

— rak niedrobnokomérkowy bez mozliwosci
okreélenia podtypu (NOS), powinni by¢ kwa-

lifikowani do oceny mutacji (tab. 4).
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