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OZET: Galismada, Miller-Hermelink sistemine gére siniflandinimis, bes kortikal, iki kortikal hakim (organoid), ii¢ mikst ve {ic mediller tipte olmak zere toplam 13 timoma

ve dort iyi diferansiye timik karsinomda imminohistokimyasal yontemle bel-2 proteininin dagilimi ve ayinici tanidaki rolii aragtinlmigtir. Bel-2 proteini meduller tipteki dg
olgunun Gglnde de igsi epitelyal hicrelerde kuvvetli pozitiflik vermistii. Mikst timomalarda ise igsi epitelyal hicreler pozitif iken, kortikal timik epitel Gzellikleri tagiyan
hiicreler negatif bulunmusgtur. Kortikal ve organoid histolojik tipler ile iyi diferansiye timik karsinomlarda epitelyal hiicrelerde pozitifiik saptanmamigtir. Zemin lenfositleri
incelendiginde, mediller ve mikst timomalara kiyasla kortikal imomalarin gogunlugu, organoid timomalar ve iyi diferansiye timik karsinomlarda daha yogun bcl-2
pozitifligi dikkati gekmistir. Literatir bulgulan 151ginda, mediller ve mikst tip timomalarin diger histolojik tiplerden ayirici tamisinin yapilmasinin prognostik dnemi
anlasiimaktadir ve bcl-2 proteininin ayirici tanida yardimer olmasi amaciyla tim timoma olgulannda immanohistokimyasal yéntemlerle calisiimasinin yararl olacagi
kanisina varilmigtir.

ANAHTAR KELIMELER: Timoma, iyi diferansiye timik karsinom, imminohistokimya, bcl-2 proteini.

SUMMARY: THE ROLE OF BCL-2 PROTEIN IN THE DIFFERENTIAL DIAGNOSIS OF THYMOMAS AND WELL-DIFFERENTIATED THYMIC CARCINOMAS IN

RELATION TO HISTOPATHOLOGIC CRITERIA. In the study, four well-differentiated thymic carcinomas and 13 cases of thymoma, classified as five cortical, two
predominantly cortical (organoid), three mixed, and three medullary type according to Miller-Hermelink system were studied with immunohistochemical techniques for
the expression of bcl-2 protein and its role in differential diagnosis. Bcl-2 protein was strongly positive in the spindle cells of all three cases of medullary thymomas. In
mixed thymomas, the spindle epithelial cells showed bcl-2 expression and the cells with features of cortical type epithelia were nonreactive. No staining was identified
in cortical and organoid type thymomas and well-diferentiated thymic carcinomas. Evaluation of the background lymphocytes revealed stronger bcl-2 protein expression
in most of the cortical thymomas, organoid thymomas, and well-differentiated thymic carcinomas in comparison to medullary and mixed subtypes. In the light of
literature, the prognostic importance of the differential diagnosis of medullary and mixed type thymomas from other histologic subtypes is well understood and it is

postulated that an immunohistochemical study for bel-2 protein expression in all cases of thymomas will be helpful for this differential diagnosis.
KEY WORDS: Thymoma, well-differentiated thymic carcinoma, immunohistochemistry, bel-2 protein.

GIRIS

Bcl-2 protoonkogeni, esas olarak i¢ mitokondrial memb-
randa yer alan programlanmis hiicre 6limind bloke eden 24
kd'luk bir proteini kodlar (1). Hockenbery ve ark. (2), hormon
veya biyume faktdrlerinin hiperplazi ve involiisyonu kontrol
altinda tuttugu bez epitellerinde, deri ve barsak gibi uzun ya-
sam sureli stem hiicrelerle karakterli kompleks diferansias-
yon gosteren epitellerde ve noronlar gibi postmitotik hiicre-
lerde bcl-2 proteininin varligini vurgulamislardir. Bel-2 prote-
ini imminohistokimyasal olarak lenfoid dokuda yogun olarak
calisilmis, lenf nodiillerindeki germinal merkezleri saran folli-
kil manset hiicrelerinde ve timik medulladaki T hiicrelerde
saptanmis (2), LeBrun ve ark. (3) fotal timik medulla ve na-
diren de korteks hiicrelerinde bel-2 pozitifligini gdstermisler-
dir.

Timik epitelyal hiicrelerden kdken alan, degisken sayilarda
benign lenfoid hiicrelerin de eslik ettigi timomalar icin bugiline
dek cok sayida histolojik siniflandirma gelistiriimis ve bunlar-
dan en sik kullanim alani bulanlar, tiimér icindeki lenfosit ve
epitelyal hiicre oranina dayanan siniflandirmalar olmustur (4,
5,6,7). Epitelyal hiicre komponentinin morfolojik 6zelliklerini te-
mel alan Mller-Hermelink ve ark. (8,9,10) tarafindan gelistiril-
mis olan siniflandirmayi kullanan serilerde histolojik tipler ve
klinik davranis arasinda uyum bulunmustur (11,12,13).
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Hematolojik maligniteler icin 6zellikle follikiiler lenfo-
malarda, parafin kesitlerde imminohistokimyasal inceleme
ile bcl-2 proteini pozitifliginin saptanmasi ayirici tanida
yardimci bir yontem olarak kabul edilmistir (14,15). Timo-
malarda ise bugiine dek yalnizca Brocheriou ve ark. (16)
tarafindan calisilmis ve bcl-2 ile mediiller diferansiasyo-
nun ayird edilebilecegini 6ne sirmislerdir. Bu ¢calismada,
literatiir bulgulari esliginde 13 timoma ve 4 iyi diferansiye
timik karsinomda bcl-2 proteininin dagihmi ve ayirici tani-
daki rolt arastirilmistir.

GEREC VE YONTEM

Calismaya Ocak 1984-Temmuz 1996 tarihleri arasinda
EUTF Patoloji Anabilim Dalinda timik epitelyal timér tanisi
almis toplam 17 olgu katilmigtir. Olgular 25-65 yas arasinda
(ortalama yas 49) 6 kadin ve 11 erkek hastadan olugmakta-
dir. Olgularin argivdeki hematoksilen-eosin boyali preparat-
lan tekrar histopatolojik degerlendirmeye alinmis, Miller-
Hermelink sistemine (8,9,10) gére yeniden siniflandinimistir.
Bu sisteme gdre neoplastik epitelyal hiicreler normal timus-
taki esdegerleri ile kiyaslanarak, timomalar, kortikal tip, kor-
tikal hakim (organoid) tip, mikst tip ve mediiller tip olarak dér-
de aynlmistir.

Olgularin timiinde arsivde yer alan formalin tesbitli, pa-
rafine gémli doku bloklarindan hazirlanan kesitlere immii-
nohistokimyasal inceleme yapilmistir. Polilizin kaph hazir
preparatlara (Menzel-Glaser, Almanya) 5 p kalinlikta kesit-
ler alinmis ve her olgu igin bir seri negatif kontrol kesidi ha-
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Resim I Mediiller x‘ummmda storiform patern gésteren igsi neoplastik
epitelyal hiicreler ve seyrek matiir lenfosit infiltrasyonu (HEx400).

zirlanmigtir. Pozitif kontrol olarak dnceden pozitifligi bilinen
lenfoid doku hiperplazisi gosteren bir tonsil kesidi kullanil-
mistir. Ayrica bir normal timus ve bir follikiiler hiperplazi
gbsteren timus olgusu da imminohistokimyasal inceleme-
ye dahil edilmigtir.

immiinohistokimyasal inceleme igin bir gece 60°C I1sI-
da etlvde tutulan kesitler, ksilol ve azalan konsantrasyon-
larda alkol takibi ile rutin deparafinizasyon ve rehidratas-
yon iglemine tabi tutulduktan sonra, 0.01 M sodyum sitrat
tamponu (6.0 pH) icinde beser dakikadan iki kez mikrodal-
gaya alinmislardir. Preparatlar oda i1sisina ulastiktan son-
ra, bcl-2 proteinini saptamak amaciyla sentetik bir poli-
peptide karsi gelistiriimis predilue monoklonal antikor
(Dako, Danimarka) ile 30 dakika inkiibe edilmistir. Negatif
kontroller ise bu basamakta TRIS tamponda (TBS) tutul-
mustur. immiin boyama igin hazir kit (LSAB2, Dako, Dani-
marka) ile streptavidin-biotin, alkalen fosfataz
yéntemi uygulanmistir. inkiibasyonlari takiben
her basamak arasinda kesitler TBS tampon ile
ikiser kez 10'ar dakika yikanmistir. Son basa-
makta kromojen soliisyon olarak new-fuchsin
(Kod no. Dako, Danimarka), ardindan nuklear
zit boya boyanmasi igin Mayer hematoksilen
kullanilmis ve kesitler sulu kapatma vasati ile
kapatilmigtir.

Immiinohistokimyasal inceleme sonucunda
“ele alinan hiicre kompartmaninin % 1-50'si po-
zitif reaksiyon veriyorsa 1+, % 50-75'i igin 2+
ve % 75-100'0 igin 3+ seklide degerlendirme
yapilmigtir. Her olgu igin epitelyal ve lenfoid ol-
mak Uzere iki hucresel kompartman ayri olarak
incelenmistir.

BULGULAR

Caligma grubundaki 13 timoma olgusu Mul-
ler-Hermelink sistemine (8,9,10) gére siniflandi-

rildiginda, besi kortikal tip, ikisi kortikal hakim
(organoid) tip, ti¢l mikst tip ve t¢l mediller tip-
te gruplandiriimistir. Kortikal timomalarda neop-
lastik epitelyal komponenti, morfolojik olarak
normal timus korteksindekileri andiran, veziki-
ler kromatin ag: igeren, yuvarlak ya da oval nuk-
leuslu, merkezde yer alan belirgin nukleollu or-
ta ve biylk boyutta hiicreler olusturmustur ve
olgularin timiinde lenfosit infiltrasyonu yogun
bulunmustur. Bir olguda fibréz kapsil altinda
normal timus doku bileskesinde Hassall korpis-
lerinin andiran bir epitelyal hiicre kiimesi dikka-
ti cekmistir. Meduller timomalarda ise aksine
nukleolleri belirsiz, gogunlukla ig seklinde nuk-
leuslara sahip, kiicik ve orta boy timik medulla
hirelerine benzer igsi hicreler neoplastik epi-
telyal komponenti olusturmus, matir lenfositler
ise nadir ya da orta derecede saptanmistir. Bir
olguda belirgin storifom patern dikkati cekmistir
(Resim 1). Mikst timomaya sahip G¢ olgudan bi-
rinde hem mediiller, hem de kortikal tipte vurgu-
lanan epitelyal komponentler yaklasik esit oran-
larda belirsiz sinirlarla gegis géstermis, arada alandan
alana degisen oranlarda, korikal epiteli andiran epitel ba-
rindiran odaklarda daha da yogunlasan matiir lenfositler
tesbit edilmistir. Diger bir olguda lenfositten zengin korti-
kal tip epitele benzer epitelyal komponent timére hakim
olup, yaygin odaklar halinde oval ya da ig seklinde hiicre-
leri barindiran lenfositten fakir kiigiik yuvalar tarzinda me-
diiller komponent saptanmistir. Bir olguda ise her iki epi-
telyal komponent timérin farkl lobdllerinde izlenmisgtir.
Olgularin higbirinde Hassall korpiskdld bulunmamistir. iki
olguda ise ince fibr6z bag dokusu septalari ile birbirinden
ayrilmis, lenfositten zengin, az sayida kortikal tip epitel
hicrelerini iceren alanlarin hakim oldugu, normal timusu
andiran histoloji saptanmis ve bu olgular lenfositten ha-
kim (organoid) tip timoma olarak siniflandiriimiglardir. Bu

Resim 2. Mediiller a‘nnomadﬁ igsi epitelyal !mcmlerdc kuvvetli bu’ 2
pozitifligi (streptavidin-biotin, alkalen fosfatazx400).
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/ TABLO 1. MULLER-HERMELINK SISTEMINE GORE s

momalarda zemin lenfositleri % 50-75 oraninda

: = bcl-2 pozitif iken, kortikal timomalarin gogunlugu
SINIFLANDIRILAN OLGULARDA BCL-2 IMMUN (3/5) (Resim 3), organoid timomalar (2/2) ve iyi
BOYAMA SONUCLARI diferansiye timik karsinomlarda (3/4) zemin lenfo-
. | L ; sitlerinin % 75-100'l bcl-2 ile reaksiyon vermistir.
SOAI:“{;IlSJi H'STOP%LOLOJ[K EEI(-:[FEEISIF-I Hll:]%h:‘-iFEOLII[E)F{ Mikst timoma olgularindaki reaksiyon medidiller ve
- kortikal alanlardaki lenfositler arasinda farklilik
1 MEDULLER 3+ 2+ gdstermemistir.
2 MEDULLER 3+ 2+
3 MEDULLER 3+ 2+
4 MIKST mediiller ep. 3+ 24 TARTISMA
5 MIKST mediller ep. 3+ 2+
6 MIKST mediiller ep. 3+ 24 Timomalar Gizerinde bcl-2 proteini ile yaptigimiz
7 ORGANOID - 3+ imminohistokimyasal inceleme sonucunda mediil-
8 ORGANOID ; 3+ ler ve mikst mitomalarin igsi neoplastik epitel kom-
190 ﬁgggzit g: ponentinde bcl-2 pozitifligi saptanirken, lenfosit ha-
14 KORTIKAL 2 G kim organoid tip, kortikal tip ve mikst tip timomala-
12 KORTIKAL . o4 rin kortikal tipteki epitelyal hiicrelerinde bcl-2 kesin
13 KORTIKAL 4 24 olarak negatif bulunmustur. Bel-2 timomalarda bu-
14 IYi DIF. TIMIK CA. - 3+ giine dek yalnizca Brocheriou ve ark.larinin (16)
15 IYI DIF. TIMIK CA. ; 3+ bir calismasinda arastinlmisg, ig hicreler timoma-
16 IYI DIF. TIMIK CA. ; 3+ larda bcl-2 proteini i§ hiicre popiilasyonunun tii-
\ +E PYL DAL TG O ? = / munde saptanirken, kortikal timomalar ile mikst ti-

iki olguda kicik biyiitmede daha soluk olarak izlenen
mikroskobik mediiller adalarda nadir Hassall korpiiskiili
tesbit edilmistir.

Calismaya dahil edilen dort olgu ise iyi diferansiye timik
karsinom histolojisinde bulunmustur. Bu olgularda solid
adalar olusturan epitelyal hiicreler gériinime hakim olup,
lenfositler nadir olarak izlenmistir. Olgularin timinde sep-
talar boyunca ve perivaskiiler bosluklar ¢evresinde epitel-
yal hiicrelerde yer yer ya da yaygin palizatik dizilim dikka-
ti gekmistir. Neoplastik epitelyal hicreler kortikal timoma-
lara kiyasla daha kigiik ¢capli, nukleolleri belirsiz, sitoplaz-
malari berrak olarak izlenmis, Uc¢ olguda fokal sitolojik ati-
pi tesbit edilmistir. Olgulann hicbirinde keratinizasyon ve
Hassall korpiskiillerini andiran yapilar izlenme- .
mistir. Bir olguda epitelyal hicrelerde nukleol
belirginlesmesi ile birlikte kortikal 6zellikler sap-
tanmis ve lenfositler bu odakta yogunlasmistir.

Bcl-2 proteini ile pozitif boyanma sitoplaz-
malarda ince graniler kirmizihk seklinde goériil-
mistir. Normal tonsil ve follikiiler hiperplazi
gosteren timus dokularinda follikilllerin manset
zonundaki hiicrelerde ve nadir interfollikiler
hiicrelerde bcl-2- pozitif bulunurken, germinal
merkez hiicrelerinde reaksiyon saptanmamis-
tir. Olgularin imminohistokimyasal inceleme
sonuglar Tablo 1'de 6zetlenmistir. Bcl-2 prote-
ini mediiller tipteki ¢ olgunun Gg¢ilinde de igsi
epitelyal hiicrelerde kuvvetli pozitiflik vermistir
(Resim 2). Mikst timomalarda ise igsi epitelyal
hiicreler pozitif bulunurken, kortikal timik epitel
ozellikleri tagiyan hicreler negatif saptanmistir.
Kortikal ve organoid histolojik tipler ile iyi dife-

momalarin kortikal ézellikler gosteren alanlarindaki
epitelyal hiicrelerde higbir pozitiflik bildiriimemistir. Bu
calismanin sonuglar! bizim bulgularimiza tamamiyla para-
lellik gostermektedir. Hockenbery ve ark. (2) normal timus-
larda bcl-2'nin yalnizca lenfositlere sinirl oldugunu sapta-
miglar, epitelyal hiicrelerde reaksiyon gérmemislerdir. An-
cak daha sonra LeBrun ve ark. (3) fotal timik medullanin
¢ogu epitelyal hiicrelerinde ve fétal timik korteksin nadir
hiicrelerinde bcl-2 proteininin varligini géstermislerdir. Fo-
tal dokularda saptanan bu bulgu neoplastik mediiller tip
epitelyal hiicrelerde bcl-2 proteininin pozitifligini agiklamak-
tadir.
Olgularimizda mediiller ve mikst timomalarda zemin
lenfositlerinin % 50-75'i bcl-2 pozitiftir. Brocheriou ve ark.

e
ransiye timik karsinomda epitelyal hicrelerde Resim 3. Kortikal timomada q)r;‘ef'lrn"b:iur:em’e realsiyon gériilmezken, zemin
pozitiflik saptanmamigtir. Mediiller ve mikst ti-  lenfositlerde yogun bel-2 pozitifligi (streptavidin-biotin, alkalen fosfatazx400).
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(16) lenfositlerin sayica gok az oldugu ve epitelyal kompo-
nent icinde seyrek dagilim gosterdigi meddller timoma ol-
gularinda bcl-2 proteininin lenfositlerde de yogun reaksi-
yon verdigini, kortikal timomalarda ise epitelyal komponent
yanisira lenfosit popilasyonunun da negatif oldugunu, an-
cak nadir birkag lenfositte pozitiflik saptadiklarini bildirmis-
lerdir. Bizim galismamizda ise bes kortikal timoma olgusu-
nun Gglnde bcl-2 lenfositlerin % 75-100'Unde, kalan ikisin-
de ise % 50-70'inde pozitif bulunmustur. Ayrica mikst timo-
ma olgularindaki reaksiyon, meddller ve kortikal alanlarda-
ki lenfositler arasinda farklilik gostermemistir.Brocheriou
ve ark.larinin (16) calismasinda olgular arasinda lenfosit
hakimiyeti gésteren organoid timoma ve iyi diferansiye ti-
mik karsinom bulunmamaktadir. Bizim ¢alismamizda ise
iki organoid timoma ve dért iyi diferansiye timik karsinom
olgusu incelenmistir. Organoid timoma olgularinin her ikisi
ve iyi diferansiye timik karsinomlarin ¢iinde zemin lenfo-
sitlerinin % 75-100'd bcl-2 protein ile reaksiyon vermis, di-
ger iyi diferansiye timik karsinom olgusunda ise lenfositle-
rin % 50-75'inde reaksiyon izlenmistir. Lenfositten zengin
organoid tip timomalarda da lenfositlerin yogun pozitiflik
gostermesinin, kortikal timomalardaki reaksiyonla birlikte
anlamh oldugu kanisindayiz.

Hockenbery ve ark. (2) normal timusta kortikal ve me-
diller bélgelerde timositlerin bir seri halinde matirasyon
evreleri gosterdigini bildirmislerdir. Kortesteki timositlerin
gogunlugu bcl-2 negatif olup yalnizca nadir birkag hiicre-
nin pozitif oldugunu vurgulamiglardir. Korteks ve mediilla
arasindaki jukstamediller bilegskeden baslayarak soluk
boyanmis timositlerin gériilmeye baslandigini, medillada
ise timositlerde yogun bcl-2 boyanmasinin gérildigini
bildirmislerdir. Yazarlar, bu dagilimin timositlerin T hicre
reseptori dagihmina paralellik godsterdigini, kortekste
CD4(+), CD8(+) T hiicre prekirsorlerinin yer aldigini, bu
timositlerin gogunun apoptozis yoluyla ortadan kalktigini,
az bir kisminin ise medillada matilrasyona giderek
CD4(+), CD8(-) veya CD4(-), CD8 (+) T hiicrelere dénisg-
tugind éne strmiglerdir. Dolayisiyla lenf nodillerinin ger-
minal merkezlerinin ve timus korteksinin, lenfositlerin se-
lektif apoptozis gdsterdigi odaklar oldugunu éne sirmiis-
lerdir. Bu organlarda bcl-2'nin matir, uzun yasam sireli
lenfositlerin bulundugu odaklara sinirli olarak saptandigi-
ni bildirmiglerdir. Bu teoriden yola ¢ikarak bcl-2 pozitif ti-
mositlerin normal timusta medullada yogunilasmasi an-
lamhdir. Calismamiza dahil edilen bir normal timus doku-
sunda da benzer sekilde bcl-2 medula hiicrelerinde yo-
gun, kortekste negatif saptanmistir. Follikiiler hiperplazi
gbsteren bir timusta da kortekste yer alan genislemis fol-
likiillerin manset zonunda yogun pozitiflik ve germinal
merkezlerde negatiflik gorilmis, bu gérinim tamamiyla
follikGiler hiperplazi gdsteren lenf nodillerindekine benze-
tilmistir.

Brocheriou ve ark.larinin (16) timomalar lzerine yaptigi
caligmada Kortikal, mikst ve meddiller timomalardaki dagihm
paterni normal timustakini andirmaktadir. Bizim galismami-
zin sonuglarinda ise lenfosit dagilimi agisindan bir paralellik
s6z konusu degildir. Bulgularimiz 1siginda, Brocheriou ve

ark.laninin (16) vurguladiklarinin aksine neoplastik timoma-
larda eslik eden lenfositlerin kortikal ve mediiller timosit ayri-
mi olmaksizin, apoptozisle sonlanmayan, uzun yasam sire-
li lenfositlerden olustugu, bunun belki de neoplastik epitelyal
hiicrelerden salgilanan sitokinlerden kaynaklanmis olabile-
cegi, ya da timomalarin kortikal ve organoid tipleri de dahil
olmak Uzere timiinde timositlerin de neoplastik strece katil-
diklar sonucuna ulagilmistir. Bu konu, frozen kesitlerde CD4
ve CDB8 reseptorleri esliginde T ve B hicre belirleyicileri ve
bcl-2 antikoru ile yapilacak ¢ift immunohistokimyasal boya-
malar ile zemin lenfositlerinin natdrinin ve T lenfositlerinin
matirasyon dizeyinin belirginlestiriimesi ile aydinlatilabile-
cektir.

Bcl-2'nin hiicre sirvisini sagladigi ve neoplastik trans-
formasyon ile sonlanan bir daimi yasama neden oldugu
bugin igin iyi bilinmektedir (1). Calismamizdaki bulgular
esliginde degerlendirildiginde, timomalarin bir grubunda
bcl-2 proteininin follikiler lenfomalardakine (14,15) benzer
sekilde neoplastik siireci baglatan bir onkogen olarak rol
oynadig: ve mediller tip timomalar ile mikst tip timomalar-
da igsi hiicre popilasyonunu belirginlestirerek ayirici tani-
da yardimci oldugu disinilmistir. Timomalarda Miller-
Hermelink siniflandirma sistemini kullanarak prognozla ko-
relasyon gésteren genis serili calismalarda (11,12,13),
mediiller ve mikst tipteki timomalarin genellikle kapsulli ol-
dugu ve organoid ile kortikal tiplerin hem invazyon
oraninin (% 50) hem de myastenia gravis riskinin (%72)
yliksek oldugu gdsterilmistir. En yliksek invazyon insidan-
si ise iyi diferansiye timik karsinomlarda bulunmus, ol-
gularin timiinde mikroskobik, % 81'inde ise cerrahi iglem
sirasinda makroskobik invazyon saptanmistir (13). Bu
literatir bulgulari 1s1§inda, mediller ve mikst tip
tomimalarin diger histolojik tiplerden ayirici tanisinin yapil-
masini prognostik dnemi anlasiimaktadir ve bcl-2
proteininin ayirici tanida yardimci olmasi amaciyla tiim
timoma olgularinda immuinohistokimyasal calisiimanin
yararli olacagi kanisindayiz.
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