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Germ hcreli timdrlere e slik eden intrattibiler germ hiicre neoplazisi
Intratubular germ cell neoplasia accompanying germ cell tumors

Bilir G, Cakir E, Benzer E, Pak I, Kebat T, Ardic F

Ankara Onkoloji Egitim ve Arastirma Hastanesi Patoloji Bolumu

Ozet

intratiibiiler germ hiicre neoplazisi, invaziv germ hiicreli tumérlerle birlikteliinden dolayi, testikiler germ hicreli
malignensilerin preinvaziv dénemi olarak kabul edilir. Bu calismada, 158 testikiler germ hiicreli timoérde, intratibuler
germ hicreli neoplazi sikhgi, p53 ve plasental alkalen fosfataz immunohistokimyasal boyamalari, periodik-asid Schiff
- diastaz ve arjirofilik nukleoler organize bdlge histokimyasal boyamalari ile degerlendirildi. 158 testikiler germ hicreli
tumoérin 69’ unda, invaziv neoplastik odaklarin periferinde rezidiiel seminifer tibdller bulundu. 65 olguda
histomorfolojik olarak intratubller germ hicre neoplazisi gorildi. 65 olgunun 63’ Unde (%96.9) , neoplastik
intratibller germ hicreleri plasental alkalen fosfataz ve periodik-asid Schiff (PAS) - diastaz ile glikojen lehine
boyanma gosterdi. 48 (%73.8) olguda, atipik germ hiicrelerinde p53 ile boyanma goruldii. PLAP ve PAS-diastaz
boyama yoéntemleri arasinda istatiksel olarak %100 anlamli uyum saptandi (p<0.01). Intratiibiler germ hicreli
neoplazi saptanan olgularda ortalama arjirofilik nikleoler organize bélge degeri 5.83 olarak hesaplandi. Cogu
invaziv germ hicreli timorde intratiibller germ hcreli neoplazinin bulundugu ve periodik-asid Schiff -diastaz ve
plasental alkalen fosfataz boyamalarinin intratlibler germ hiicreli neoplazinin tesbitinde faydali oldugu sonucuna
varildi.
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Summary

Intratubular germ cell neoplasia is considered a preinvasive stage of testicular germ cell malignancy because of its
association with invasive germ cell tumors. In this study, the frequency of intratubular germ cell neoplasia in testicular
germ cell tumors and immunohistochemical stains for p53, placental alkaline phosphatase and histochemical stains
for periodic-acid Schiff (PAS)- diastase and argyrophilic nucleolar organizer regions were evaluated. 69 of 158
testicular germ cell tumors, residual seminiferous tubules were found at the periphery of the invasive neoplastic foci.
Intratubular germ cell neoplasia was detected histomorphologicaly in 65 cases. Neoplastic intratubuler germ cells
were reactive with placental alkaline phosphatase and positive for glicogene with periodic-acid Schiff - diastase stain
in 63 (%96.9) of these cases. In 48 cases (%69), atypical germ cells were rective with p53. Argyrophilic nucleolar
organizer regions count for the 63 cases which have intratubuler germ cell neoplasia was 5.83. It is concluded that
intratubular germ cell neoplasia is present in most invasive germ cell tumors and the periodic-acid Schiff - diastase
and placental alkaline phosphatase stains are useful in detecting intratubuler germ cell neoplasia.
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Girig

) GlUnumizde, bu antite i¢in yaygin olarak kullanilan terim
Invaziv testikiler germ hcreli tiimdérlerin preklrsorli  “intratiibiler germ hiicre neoplazisi, anklasifiye tip
olarak kabul edilen intratiibiiller germ hiicre neoplazisi, (ITGCNU)” tir . ITGCNU’ nin testikiler germ hiicreli tii-
ilk kez Skakkebaek tarafindan tanimlanmistir (1,2,3). mérlerin  prekiirsérii oldugunu destekleyen  bulgular
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digindaki testikiler germ hucreli tumdrlere komsu
seminifer tubullerde bulunmasidir. Erigkinlerde
spermatositik seminom disindaki seminomattz ve
nonseminomatdz invaziv testikiler germ hicreli timdére
komsu testiste % 85-100 oraninda ITGCNU bulunmak-
tadir (5). Ancak, cocukluk caginda gorulen testikuler
tumorlerde ITGCNU saptanamamistir (6,7). ITGCNU,
cocukluk caginda, adrojen insensitivite sendromu
(testikliler feminizasyon), gonadal disgeneziler ve
kriptoorsidizm gibi ¢esitli gelisimsel bozukluklarda bildi-
rilmistir (8,9).

Bu calismada, ¢ocukluk ve eriskin déneminde gorilen
cesitli germ hucreli timorlerde,komsu testisteki seminifer
tubdllerde ITGCNU varhigini morfolojik, histokimyasal ve
immunohistokimyasal yéntemlerle arastirdik ve bunlar
literatiirdeki bulgularla birlikte yeniden degerlendirdik.

Materyal ve Metod

Ankara Onkoloji Egitim ve Aragtirma Hastanesi Patoloji
Bolimi'nde Ocak 1990- Mart 2003 tarihleri arasinda tani
almis 66 seminomattz ve 92 nonseminomattz testis
tumoru olgusuna ait, formalin fikse parafine gémulu
dokulardan elde edilen hematoksilen eosin boyall kesit-
ler yeniden degerlendirildi. Bu olgularin 69’ unda deger-
lendirme icin yeterli miktarda rezidiel testis dokusu
mevcuttu. Bu 69 olgu calisma grubumuzu olustur-
du.Hematoksilen eosin boyali kesitlerde, rezidlel
seminifer tlbullerde ITGCNU’ nin tipik morfolojik goéri-
nimi arastirildi.  Morfolojik kriterler belirgin  olmakla
birlikte, rutin kullanim olan formalin fikse, parafine gému-
0 kesitlerde, atipik germ hiicrelerinin tanimlanmasi ol-
dukca zor oldugundan, c¢alisma grubumuzu olusturan
olgularda, ITGCNU icin oldukga duyarh oldugu bildirilen
plasental alkalen fosfataz (PLAP), p53 ve periodik-asid
Schiff ( PAS)- diastaz boyama yodntemlerini uyguladik.
immunohistokimyasal calismada, streptavidin  biotin
peroksidaz yontemi ile PLAP (prediliie; Neomarkers) ve
p53 (1:1000; Neomarkers) antikorlari uygulandi.
ITGCNU alanlarindaki atipik germ hucrelerinde, PLAP
boyanmasinda membran6z boyanma, p53 boyanmasin-
da ise nikleer boyanma esas alinarak degerlendirme
yapildi. Ayrica, PAS- diastaz boyamasina ek olarak,
histokimyasal yontem ile gimusgle isaretlenmis ‘nucleolar
organiser regions’ (AgNORs) boyamasinda, primer
spermatositler, ITGCNU alanlarindaki atipik germ hucre-
leri ve testikiler timdrlerdeki boyanma paterni incelendi
ve gumisle boyanan benek sayilari hesaplandi. Gimu-
se afinitesi olan NOR proteinleri, AGQNOR ydntemi ile
isaretlenerek, 1s1k mikroskobunda koyu benekler halinde
izlendi. AQNOR ydnteminin en biyuk problemi, benekle-
rin sayllmasinda kesin olarak standart bir yontemin ol-
mayisidir. Onerilen iki tirli sayma yontemi vardir
(10,11). Birincisinde ayri duran tim benekler ayri, ama
grup olusturanlar tek sayiimaktadir. ikincisinde ise, intra
ve ekstra nikleoler ayri gorilebilen tim benekler sayil-
maktadir. Bizim c¢alismamizdaki olgularda, ayri duran
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tum benekleri ayri, grup olusturan benekler tek olarak
sayildi.

Verilerin analizi SPSS 11.5 paket programinda yapildi.
Tanimlayici istatistikler gézlem sayisi ve (%) seklinde
gosterildi. PLAP, PAS ve P53 arasinda tanisal
benzerligin olup olmadigi McNemar testiyle arastirildi.
PLAP'a gére PAS ve P53Un performansini
degerlendirmek icin sensitivite, spesifisite, pozitif ve
negatif tahmini degerler hesaplandi. Yontem arasindaki
tanisal uyumun dizeyini belirlemek i¢in kappa katsayisi
incelendi. p<0,05 i¢in sonugclar istatistiksel olarak anlamh
kabul edildi.

Bulgular

Ocak 1990- Mart 2003 tarihleri arasinda tani alan ve
yeniden degerlendirilen 66 seminomatéz ve 92
nonseminomatdz testis timoru olgusundan, yeterli
rezidiiel testis dokusu iceren 69’ u calisma grubumuzu
olusturdu. Bu olgularin 37’ si seminom, 17’ si mikst germ
hicreli timor, 11’ i embriyonel karsinom, 1’ i yolk sac
tumér, 2" si koriokarsinom ve 1' i de
rabdomyosarkomatdz komponent iceren teratom tanisi
almisti.

Olgularin yas ortalamasi 29.34 olup en genci 3, en yagli-
sI 56 yasinda idi. En gen¢ hasta yolk sac timér, en yasl
hasta klasik seminom tanisina sahipti.

Calisma grubumuzu olusturan 69 olgunun 65’ inde,
invaziv timoér komsulugundaki  seminifer tubullerde,
bazal membran boyunca tek sirali dizilim gosteren,
berrak sitoplazmal, iri atipik germ hucreleri izlendi. Bu
hicrelerde  nikleus  yuvarlak, hiperkromatik ve
spermatogonialardan daha iri olup, belirgin nukleoller
mevcuttu. Nukleer membran kalin ve irregilerdi. Mitoz
izlendi fakat siklikla belirgin degildi. Bu hicreler,

seminifer tubuller icindeki sertoli hiicrelerine eslik etmek-
teydi . ITGCNU igeren seminifer tubdllerin duvarlarinda
belirgin kalinlagma goruldi (Resim 1).

Resim 1. Seminifer tibuller icindeki atipik germ hucrelerinin
morfolojik gérinimu ( H-E, x100)
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Histomorfolojik olarak ITGCNU igceren 65 olgunun 63’
Uinde (%96.9) seminifer tubdller igindeki atipik germ
hicrelerinde PAS ile boyanan, diastaz ile kaybolan
glikojen lehine intrasitoplazmik boyanma (Resim 2) ve
PLAP ile membrandéz boyanma gorildi (Resim 3).
ITGCNU igeren 63 olgudan 48’ inde (%73.8) atipik germ
hicrelerinde p53 ile boyanma gérilirken, geri kalan
olgularda PAS-diastaz ile glikojenin ve PLAP ile de

membran6z boyanma paterninin izlenmesine ragmen,
p53 ile niikleer boyanma goriilmedi.

Resim 2. Intratiibiiler atipik germ hiicrelerinde abondan
intrasitoplazmik glikojen (PAS-diastaz, x100)
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Resim 3. Intratiibiiler atipik germ hiicrelerinde PLAP boyanma-
sI (PLAP, x100)

istatiksel olarak PLAP’ a gére PAS boyasinin perfor-
mansi degerlendirildiginde, sensitivite %100, spesivite
%100, pozitif tahmini deger %100, negatif tahmini deger
%100 olarak hesaplandi . iki boyama ydntemi arasinda
boyanmanin goérilmesi yénunden istatiksel olarak an-
lamh fark yoktu (p=0.01). Ayrica iki boyama yontemi
arasinda tani koyma yodninden %100 anlamli uyum
saptanmisti (p<0.01).
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Resim 4. Intratiibiiler atipik germ hiicrelerinde AgNORs
(AgNors, x1000)

P53 ‘lin PLAP ve PAS’ a gore performansi degderlendiril-
diginde ise sensitivite %76.2, spesivite %100, yanls
negatiflik %23.8, yanlis pozitiflik %0, pozitif tahmini de-
ger %100, negatif tahmini deger ise %11.8 olarak he-
saplandi. P53’ Un pozitif boyanma yayginhgi %73.8 iken
PLAP ve PAS’ In pozitif boyanma yayginlklari %96.9
olup aradaki bu fark istatiksel olarak anlamliydi
(p<0.01). Yontemler arasinda pozitif boyanma yoninden
anlamli bir uyum tesbit edilmesine karsin kappa katsayi-
si ¢ok zayif bulundu (kappa= %16.5).

ITGCNU saptanan olgularda ortalama AgNORs degeri
5.83 olarak hesaplandi (Resim 4). En yiiksek AQNORs
degeri 8.4, en dusik AgNORs degeri 4.36 olarak bulun-
du. En yiksek AgNORs degerine sahip ITGCNU olgusu
seminom tanisi, en disik AgNORs degerine sahip
ITGCNU olgusu ise mikst germ hucreli timor tanisi
almisti. Kontrol olarak secilen timdor olgularinin ortalama
AgNORs degeri 9.16, primer spermatositlerde ortalama
AgNORs degeri 2.2 olarak bulundu.

Tartigma
intratiibiller germ  hiicre neoplazisi, ilk olarak
Skakkebaek tarafindan tanmimlanmistir ve invaziv

testikiler germ hicreli timédrlerin prekirséri  olarak
kabul edilmektedir (1,2,3,12). Eriskinlerde spermatositik
seminom digindaki seminomatdz ve nonseminomatdz
invaziv testikiler germ hicreli timdre komsu testiste %
85- 100 oraninda ITGCNU bulunmakla birlikte gocukluk
¢aginda gorulen testikuler tumorlerde ITGCNU sapta-
namamistir (5,6,13).

Calismamizda literatirle uyumlu olarak, olgularin %91’
inde invaziv testikiler germ hucreli timoére komsu
testisde  ITGCNU izledik. Bu bulgu ITGCNU' nin
testikller germ hdcreli timdrlerin prekirsérid oldugu
gOrusuni desteklemektedir. Abondan intrasitoplazmik
glikojen varligi ITGCNU hiicrelerinde yararh bir
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belirleyicidir (5,14). Sertoli hicreleri ve normal germ
hicreleri cok az miktarlarda glikojen igerir.

Testikuler drneklerde imminhistokimyasal olarak PLAP
ile membrandz boyanmanin ve PAS ile glikojenin goste-
rilmesi ile atipik germ hucreleri kolaylikla saptanabilir
(20). PLAP,ITGCNU igin oldukca duyarh bir belirleyicidir
(10,12). Normal erigskin germ hicrelerinde eksprese
edilmez, bununla birlikte, ITGCNU tanisi i¢in tamamen
spesifik degildir. Cunki, nadiren yasamin ilk yilindaki
normal immatir germ hicrelerinde de eksprese edilir.
PLAP fetal germ hicrelerinde de boyandigi icin fetustaki
ITGCNU tanisi icin yararh bir marker degildir (10,14).

Soosay ve arkadaslarinin yaptigi calismada, eriskin ve
cocukluk dénemindeki testikiler germ hucreli timdorlere
komsu testiste ITGCNU alanlarina PLAP uygulanmis ve
yalnizca eriskinlerdeki timérlere komsu atipik hiicrelerde
boyanma gorilmustur (13). Bir ¢calismada, infantil germ
hicreli timorlere komsu germ hicrelerinin proliferatif
oldugu fakat neoplastik olmadigi, morfolojinin ve biyolojik
davranisin adélesan ve erigkin donemden farkli oldugu
ileri strilmistir (15). Baska calismalarda da, infantil
testikller germ hicreli timérlerin ITGCNU ile iligkili ol-
madigr bulunmus, farkh orjinden gelistigi disunulmustur
(6,16,13). Ancak, Stamp ve arkadagslarinin yayinladigi
bir olguda, immatur teratomlu ¢ocukta atipik germ hicre-
leri izlenmis ve bu hicrelerin PLAP ile boyandigi, PAS-
diastaz ile glikojen icerdigi gosterilmigstir (7).

Calismamizda 63 (%96.9) olguda, PAS-diastaz ile
intrasitoplazmik glikojen lehine boyanma izledik. Bu
olgularin timinde PLAP ile membranéz boyanma da
izlendi ve iki boyama ydntemi arasinda tani koyma yo6-
ninden %100 uyum saptandi (p<0.01). Prepubertal ve
pubertal yastaki olgularda ise ITGCNU’ nun tipik morfo-
lojisi ve PLAP boyanmasi gorilmedi.

Bazi calismalarda, p53’ Un testikller timorler ve eslik
eden ITGCNU alanlarinda 6nemli miktarda eksprese
edildigi gosterilmistir (17,18). Calismamizda, PLAP ve
PAS diastaz ile glikojen lehine boyanma godsteren 63
ITGCNU olgusunun 43’ inde (%73.8) atipik germ hiicre-
lerinde p53 ile nukleer boyanma izledik. Bu oran litera-
turdeki diger calismalara oranla daha dusuktir ve
istatiksel olaral p53’' Gin PLAP ve PAS’' a goére perfor-

Kaynaklar

mansi disuk bulunmustur. Bu nedenle, bizim calisma-
mizda ITGCNU tanisinda p53'iin degeri, PLAP ve PAS
diastaz boyalarina gore oldukga sinirhidir.

“ Nucleolar Organiser Regions” (NORSs) , insanlarda 13,
14, 15, 21 ve 22’ nci akrosentrik kromozomlarda lokalize,
ribozomal genler iceren DNA sarmallaridir (19). Hucre
siklusu boyunca NOR’ larin boyut ve sekillerinde mey-
dana gelen degisiklikler, niikleol sekil ve hacmine yan-
simaktadir  (19,20). Genellikle oldukca malign
neoplazilerde AQNORs cok sayidadir ve benign lezyon-
lara gore daha kicik ve irregilerdir (21). Cesitli calisma-
larda testikiler timorler ve eslik eden ITGCNU olgula-
rinda yuksek AgNORs degerleri bulunmustur (22,23).
Loftus  ve arkadaslarinin yaptigi calismada,
spermatogonialarda nikleus basina 2.8-5.0, primer
spermatositlerde 1.0-2.9, timorlerde 7.0-20.0,
ITGCNU'de 7.9-15.0 ortalama AgNORs degerleri bu-
lunmustur. Boyanma paterni ise tumorlerde ve ITGCNU
alanlarinda multipl, kiiguk ve irregilerdir (23).

Calismamizda ITGCNU saptanan olgularda ortalama
AgNORs degeri 5.83 olarak hesaplandi. Kontrol olarak
secilen timor olgularinin ortalama AgNORs degeri 9.16
iken primer spermatositlerde ortalama 2.2 olarak bulun-
du. AgNORs boyanma paterni ise tumorlere benzer
sekilde multipl, kiicik ve irregiler olarak izlendi. Litera-
tirle uyumlu olarak bu bulgular, AgNORs boyanma
paterni ve sayisinin ITGCNU’ nin saptanmasinda olduk-
¢a yararli oldugu gérusinu desteklemektedir.

Sonug olarak, PAS-diastaz ile atipik germ hcrelerinde
intrasitoplazmik glikojenin saptanmasi ve PLAP ile
membran6z boyanma paterninin gOsterilmesi
ITGCNU'nin rutin tanisinda oldukga duyarl yontemlerdir.
Hematoksilen eosin ile kolaylikla izlenemeyen atipik
germ hucrelerinin saptanmasinda bu yéntemler faydali-
dir. Bizim ¢alismamizda, ITGCNU'’ yi saptamada P53’ (in
yarari oldukca sinirli olmakla birlikte literatirde bu belir-
leyicinin de faydali oldugu bildiriimektedir. AQNORs
benign ve malign hicreler arasinda farklh boyanma
paterni ve sayisi gostermekle birlikte zaman alici ve
sikicl bir yontemdir. Rutin kullanimi zordur ve sayma
tekniginde problemler bulunmaktadir.
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