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Germ hiicreli testis tiimorlerinde pS3 ve bcl-2

ekspresyonu

pS3 and bcl-2 expression in testicular germ cell tumors
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OZET

Testisin germ hiicreli tiimérlerinde p53 ve bel-2 eks-
presyonu ile tiimérlerin morfolojik ve biyolojik 6zellik-
leri arasmdaki iligkiyi incelemek amaci ile Ondokuz
Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Da-
Ir’'nda 1986-2002 yillar1 arasinda germ hiicreli testis tii-
morii tanist almg 49 adet orsiektomi spesimenine ait ke-
sitler retrospektif olarak incelendi ve simiflandi. p53 ve
bel-2 ekspresyonunu saptamak amaciyla immiinhisto-
kimyasal ¢aligma yapildi. Boyanma giddeti semikantita-
tif olarak (+) ile (++++) arasinda derecelendirildi. Yirmi
sekiz seminom olgusunun 24’iinde (%86), 16 seminom
dig1 germ hiicreli tiimér olgusunun ise 12’sinde (%75)
p53 ekspresyonu saptandi. Bel-2 ekspresyonu 28 semi-
nom olgusunun 2’sinde (%7), 16 seminom dig1 germ
hiicreli tiimér olgusunun 7’sinde (%44) gozlendi.

Seminomlarda %86 ve seminom dis1 germ hiicreli tii-
mérlerde %75 oranminda saptanan p53 ekspresyonu ile
%44 oraninda gozlenen bcl-2 pozitivitesinin bu tiimér-
lerin gelisimi ve prognozundaki roliinii aciklayabilmek
i¢in genis serilerde, uzun takip siireleri ile yapilacak ¢a-
hismalara ihtiyag¢ vardir.

Anahtar sozciikler: Testis, germ hiicreli tiimér, p53,
bel-2

ABSTRACT

To investigate the association between p53 and bel-2 ex-
pressions and morphological and biological features of
testicular germ cell tumours, tissue slides from 49 orc-
hiectomy specimens diagnosed as testicular germ cell tu-
mors between 1986-2002 in the Department of Patho-
logy, Ondokuz Mayis University Faculty of Medicine
were retrospectively analysed and classified. The p53
and bcl-2 expression were demonstrated immunohistoc-
hemically and the intensity of staining was graded semi-
quantitatively from (+) to (++++). The p53 expression
was seen in 24 of 28 (86%) seminoma cases and 12 of 16
(75%) nonseminomatous germ cell tumours. Bel-2 ex-
pression was seen in 2 of 28 (7%) seminoma and 7 of the
16 (44%) nonseminomatous germ cell tumour cases.

To explain the role of p53 expression detected in 86% of
seminomas and 75% of nonseminomatous germ cell tu-
mours and bel-2 positivity observed in 44% of nonsemi-
nomatous germ cell tumors in the development and
prognosis of these testicular tumours, large scale studi-
es with long term follow-up periods are needed.
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GIRIS

Testisin germ hiicreli tiimorleri geng er-
keklerin hastaligidir. Seminomlar yasamin dor-
diincii on yilinda nonseminomatoz tiimorler ise
ticiincii on yilinda en yiiksek sikliktadir. Testisin
germ hiicreli tiimorleri (TGHT) tiim malign tii-
morler arasinda kiiciik bir orana sahip olmasina
karsin, 15-34 yas arasi erkeklerde en sik malign
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timor olup, bu yas grubu erkeklerde tiimore
bagh oliimlerin basta gelen nedenlerindendir
D).

Son yillarda bir tiimor baskilayici gen olan
p53 geni ve apopitozisi kontrol eden bel-2 geni-
nin, bir¢ok tlimdriin gelisiminde ve seyrinde rol
oynadig1 gosterilmistir (2-6). TGHT lerinde p53
ve bcl-2 ekspresyonu hakkinda az sayida calis-
ma vardir (7-16). Bu nedenle c¢aligmamizda
TGHT lerinde p53 ve bcl-2 ekspresyonu ile tii-
mor tipi ve klinik evre arasindaki iligkinin arag-
tirilmas1 amaglandi.
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GEREC ve YONTEM

Anabilim Dal1 argivimiz 1986-2002 yillari
arasi taranarak germ hiicreli testis timorii tanisi
alan 49 orsiektomi spesimenine ait kesitler ¢a-
lismaya alindi. Calismaya alinan preperatlarin
hematoksilen-eozin kesitleri yeniden gézden ge-
cirildi. Tiimorler 2004 WHO simiflamasina gore
siniflandirildr (17). Uroloji Klinigi ve Radyas-
yon Onkolojisi Kliniklerinden elde edilen kayit-
larla klinik evreleme yapildi (18).

Kirk dokuz orsiektomi spesmeninden 28’1
seminom (26’s1 klasik, 2’si anaplastik semi-
nom) 16’s1 seminom dig1 germ hiicreli tiimor
(SDGHT), 5’1 mikst seminom-seminom dist
germ hiicreli timor (MSSDGHT) olarak sinif-
landirildi. Tamponlanmis %10’luk nétral for-
maldehit soliisyonunda 24 saat fikse edilmis do-
kulardan elde edilmis olan parafin bloklardan
uygun olanlar, 4 mikron kalinliginda kesilerek
bcl-2 ve p53 antikorlariyla streptavidin biotin
peroksidaz yontemi ile immiinhistokimyasal ¢a-
lisma yapildi. Bel-2 primer antikoru olarak mo-
noklonal mouse anti-human bcl-2 proteini (bcl-
2/100/D5, Nova Castra, U.K.), p53 primer anti-
koru olarak “wild” ve mutant protein ile reaksi-
yon veren monoklonal mouse anti pS3 proteini
(DO-7, Novo Castra, U.K.) kullanildi. Deparafi-
nize ve rehidrate edilen kesitlerin endojen pe-
roksidaz aktivitesi %10’luk hidrojen peroksit
soliisyonunda 10 dakika inkiibe edilerek gideril-
di. Kesitler 90°C’deki sitrat buffer icerisinde 4
dakika mikrodalga firinda kaynatilip 20 dakika
kadar sogumasi beklendi. Protein bloke edici
ajan uygulamasindan sonra bcl-2 ve p53 primer
antikoruyla 60 dakika oda 1sisinda inkiibe edil-
di. Ardindan biotinli-anti immiinglobulin ve
streptavidin peroksidaz konjugati ile 10’ar daki-
ka inkiibe edildi. Renklendirici ajan olarak
3.3’diamino-benzidin (DAB) iceren kit (Bioge-
nex, SanRamon) kullanildi. Son olarak kesitler
Mayer hemotoksilen ile 60 saniye boyanip de-
hidrate edilerek kapatildi. Kesitler DAB uygula-
masina kadar tiim asamalarda ph 7.6 fosfat tam-
ponu ile DAB, uygulamasindan sonra ise distile
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su ile yikandi.

Bcl-2 i¢in tonsilla palatina kesitlerinde
lenfoid follikiiliin mantle zonundaki lenfositle-
rin reaksiyonu eksternal pozitif kontrol ve ayri-
ca doku icindeki lenfositlerdeki reaksiyon ise
internal pozitif kontrol olarak kullanildi. p53
icin ise kuvvetli p53 immiin reaksiyonu oldugu
bilinen infiltratif duktal karsinomlu bir olgudan
elde edilen kesitlerdeki tiimor hiicrelerinin im-
miinreaksiyonu eksternal pozitif kontrol olarak
kullanildi. Olgular bcl-2 i¢in membranéz ve/ve-
ya sitoplazmik boyanma, p53 i¢in ise niikleer
boyanma dikkate alinarak degerlendirildi. Bcl-2
ve p53 immiinhistokimyasal reaksiyonunun de-
gerlendirilmesi %0-5 aras1 boyanma negatif,
malign hiicrelerin %5-25’1 pozitif reaksiyon ve-
riyorsa (+), %26-50’si pozitif reaksiyon veriyor-
sa (++), %51-75’1 pozitif reaksiyon veriyor-
sa(+++), %76-100’1 pozitif reaksiyon veriyorsa
(++++) olarak derecelendirilerek yapild1 (3,5).

Bulgularin degerlendirilmesinde Fisher’in
kesin x2 testi kullanildi. Anlamlilik sinir1 olarak
p<0.05 alindi.

BULGULAR

Calismaya alinan 28 seminomlu hastanin
yas ortalamasit 3512 (19-63), 16 SDGHT olgu-
sunun yas ortalamasi 2919 (17-53), 5 MSS-
DGHT olgusunun yas ortalamasi 28+9 (17-40)
idi.

pS3 ekspresyonu

Seminomlu 28 olgunun 24’ii (%86) p53 ile
boyanirken 4°1i (%14) boyanmadi. P53 ile boya-
nan olgularin 16°s1 (%67) (+), 6’s1 (%25) (++),
1’1 (%4) (+++) 1’1 de (%4) (++++) idi (Resim
1). Iki anaplastik seminom olgusu (+) olgular
arasindaydi. Hastalarin 18’inin evreleme kayit-
lar1, 14’linlin postoperatif takipleri elde edildi.
Bu hastalarin ortalama takip siiresi 47441 ay
(12-156 ay) idi. Evreleme kayitlar: elde edilen
18 hastanin 13’ii evre I, 5’1 evre II idi. Evre I’de-
ki 13 olgunun 10’u (%77) p53 ile (+), 1’1 (%7,7)
(+++), 2’si ise negatifti. Evre II’deki 5 hastanin
2’si (%40) p53 ile (+), 3’1 (%60) (++) pozitifti.
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Resim 1. Seminom olgusunda p53 immiinreaktivitesi (B-SA,
DAB x400).

Tiimor evresi ile p53 pozitifligi arasinda
istatistiksel olarak anlaml iligki yoktu (p>0.05)
(Tablo 1). SDGHT’li 16 olgunun 12’si (%75)
p53 ile boyanirken, 4’1 (%25) boyanmadi. Beg
MSSDGHT olgusunun 4’tinde seminom kom-
ponenti (+), 1’inde (-) idi. On altt SDGHT ve 5
MSSDGHT olmak iizere 21 tiimor olgusunda 32

Tablo 1. Seminom (klasik ve anaplastik) olgularinin p53 pozi-
tivitesi ile tiitmor evresi arasindaki iliski goriilmektedir.

Tiimor evresi*

p53 boyanmas1 Hasta sayist I II III Bilinmeyen (n=10)

(n=28)
4 2 - - 2
+ 16 10 2 - 4
++ 6 - 3 - 3
+++ 1 1 - - -
4+ 1 - - 1

*: p=0.063, x2 =4.8

Tablo 2. 16 SDGHT#* ve 5§ MSSDGHT** olgusunda goriilen 33
tiitmor komponentinde p53 pozitivitesi goriilmektedir.

p53 boyanmasi n (%)

Tiimér komponenti - + ++ H+ A
(n=33)
Endodermal siniis timorii 1 (25) 125 125 125

Somatik tip malignitesi 1 (33) 2 (67)
olan teratom

Teratom 2(17) 5(@42) 4(33) 1(8)
Embriyonal karsinom 1(8) 3(25) 4@33) 4(@33)
Koryokarsinom 2 (100)

*Seminom digi germ hiicreli tiimor, **Mikst seminom, seminom
dist germ hiicreli tiimor

adet non-seminomatdz komponent vardi. Bu tii-
mor komponentlerinin p53 boyanmalart ve bo-
yanma dereceleri Tablo 2°de gosterilmistir. En-
dodermal siniis tiimorii komponenti 4 olgunun
3’tinde (%75), somatik tipte maligniteye sahip
teratom komponenti 3 olgunun 2’sinde (%67),
teratom komponenti 12 olgunun 10’unda (%83.3),
embriyonal karsinom komponenti 12 olgunun
11’inde (%92) p53 boyanmasi gosterirken, kor-
yokarsinom komponenti 2 olgunun 2’sinde de
(%0) boyanmadi. Embriyonal karsinom olgula-
rinda belirgin olarak daha koyu niikleer boyan-
ma gozlendi (Resim 2). Somatik tipte malignite
iceren teratom komponentlerinin her ligciinde de
malign komponent adenokarsinomdu.
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Resim 2. Embriyonal karsinomda p53 immiinreaktivitesi (B-
SA, DAB x400).

Bcl-2 ekspresyonu

Seminomlu 28 olgudan sadece 2’sinde
(%7) bel-2 boyanmast goriiliirken, 26 (%93) ol-
guda boyanma yoktu. Bcl-2 ile boyanan 2 olgu-
nun 1’i (+++), digeri ise (+) idi.

SDGHT"lii 16 olgunun 7’sinde (%44) bcl-
2 boyanmast gozlendi. p53 boyamasinin negatif
oldugu 4 olgudan sadece teratomlu 1 olguda
bcl-2 boyanmasi pozitifti.

MSSDGHT’lii 5 olgudan sadece 1’inde
seminom komponenti (+), digerlerinde negatifti.
SDGHT ve MSSDGHT olgularinda yer alan 32
adet tlimor komponentinin bcl-2 boyanmalari
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Tablo 3’te gosterilmistir. Endodermal siniis tii-
moriinde %75 (Resim 3), somatik malignitenin
eslik ettigi teratomda %33, teratomda %58 ora-
ninda bcl-2 boyanmast gozlendi. Embriyonal
karsinom ve koryokarsinom komponentlerinin
hicbirisinde bcl-2 boyanmasi goriilmedi.

Tablo 3. 16 SDGHT#* ve 5§ MSSDGHT#** olgusunda goriilen 33
tiilmor komponentinin bcl-2 pozitivitesi goriilmektedir.

Bcl-2 boyanmasi n (%)

Tiimor komponenti - + ++ e+t
(n=33)

Endodermal siniis timori 1 (25) 1(25) 2(50)
Somatik tip malignitesi 2 (67) 1(33)

olan teratom

Teratom 5(042) 217) 4(33) 1)
Embriyonal karsinom 12 (100)

Koryokarsinom 2 (100)

*Seminom digi germ hiicreli tiimor, **Mikst seminom, seminom
dist germ hiicreli tiimor
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Resim 3. Endodermal siniis tiimorii olgusunda bcl-2 immiin-
reaktivitesi (B-SA, DABx400).

TARTISMA

Neoplaziler, tiimor baskilayic1 genlerin
inaktivasyonu veya onkogenlerin aktivasyonuna
neden olan ve adim adim olugan bir¢ok genetik
degisikligin sonucu gelisir. Tiimor baskilayici
genlerin insanlarda bircok tiimor gelisiminde
onemli bir role sahip oldugu bilinmektedir. Re-
tinoblastom geni ve p53 geni bilinen en onemli
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iki tiimor baskilayict gendir (19,20). p53 genin-
de olusan degisikliklerin neden oldugu p53 pro-
teinin immiinhistokimyasal olarak saptanmasi
ile, timoriin evresi, seyri ve prognozu hakkinda
bilgi edinilebilir. Yeni sitogenetik arastirmalar
kromozom 1 ve 12’de rastlantisal olmayan spe-
sifik anormallikleri gostermis olmasina ragmen,
germ hiicreli tiimorlerin patogenezinde genetik
lezyonlarin rolii tam olarak bilinmemektedir
(18). Ulbright ve ark.’lart (21) SDGHT’lerde
p33 protein ekspresyonu ile tiimor agresivligini
gosteren bir belirleyici olan PCNA ekspresyonu
arasinda pozitif iliski bulundugunu bildirmisler-
dir.

Bizim calismamizda seminomlu olgulari-
mizin %86’s1 p53 ile boyanma gosterdi. p53 ile
boyanan olgularimizin %67°si (+), %251 (++),
94’1 (+++) ve %4’ (++++) boyanmustir. Le-
wis ve ark.’lart (14) 41 seminomlu olgunun
37’sinde (%90) p53 pozitifligi bulmuslardir. Ol-
gularin %81’inde (+), %19’unda (++) olmak
tizere klinik evre I seminomlarm %100’tinde
p33 pozitifligi bildirmislerdir. Klinik evre II ol-
gularinin ise %75°i p53 ile boyanmis olup; bu
olgularin %78’inde (+), %29 unda (++) boyan-
ma saptamiglardir. Klinik evre III olan 2 olgu-
nun ise 1’inde, (+) boyanma saptamiglardir. Bi-
zim klinik evrelemesi elde edilebilen 18 olgu-
muzdan, klinik evre I’de olan 13 olgumuzun
%77’ s1 (+), %8’1 (+++) p53 boyanmas1 gosterir-
ken, %15’ boyanma gostermemistir. Calisma-
mizda evre I seminomlarda p53 pozitifligi %85
olarak bulundu. Klinik evre II olgularimiz ise;
%40’1 (+), %60’1 (++) olmak iizere %100 ora-
ninda p53 boyanmasi gostermislerdir. Lewis ve
ark.’larmin ¢alismasinda oldugu gibi ¢aligsma-
mizda da seminom olgularinin biiyiik kismi1 p53
ile (+) ve (++) gibi zayif ve orta derecede pozi-
tivite gostermistir. Ayni ¢aligmada seminomlar-
da ileri evrede p53 ekspresyonunun azaldigi bil-
dirilmistir. Biz evre II’de, evre I’e gore daha
yiiksek oranda ve siddette p53 ekspresyonunu
gozlememize ragmen bu istatistiksel olarak an-
laml1 degildi.

Bartkova ve ark.’lari, (7) 47 seminom ol-
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gusunun %23’tinde p53 boyanmasi olmadigini,
%43’ilinde zay1f, %34’ilinde orta derecede olmak
lizere olgularin toplam %77 sinde p53 boyan-
mast oldugunu gozlemislerdir. Ayni calismada
preinvaziv germ hiicreli tiimorlerde %59 oranin-
da p53 pozitifligi bildirerek, germ hiicreli testis
tiimorlerinin patogenezinde p53 geninin rol oy-
nadigini ileri siirmiislerdir. Soini ve Paakko (16)
15 saf seminom olgusunun %73’iinde p53 eks-
presyonu oldugunu bildirmislerdir. Ayni calis-
mada seminom olgularmin bu yiiksek p53 eks-
presyonuna kargin, apopitozis orani da yiiksek
olarak bulunmustur. Bu durum germ hiicreli tii-
morlerde p53 mutasyonu olmadigi, eksprese
edilen proteinin dogal yapida p53 proteini
(“wild” tip p53 proteini) oldugu diisiincesi ile
aciklanmustir.

p353 ekspresyonunun genellikle radyotera-
pi ve kemoterapiye direngle birlikte olmasi
TGHT lerinin de radyoterapi ve kemoterapiye
duyarlt olmalar1 nedeniyle, TGHT lerinde p53
protein ekspresyonunun p53 geninde olusan bir
mutasyona bagli olup olmadig: bir ¢ok calisma-
da arastirilmistir (8,13,15,22,23,24). Testisin
germ hiicreli tiimorlerinde p53 mutasyonu oldu-
gunu bildiren calismalara karsin, bu tiimorlerde
eksprese olan proteinin “wild” tip p53 proteini
oldugunu bildiren c¢alismalar da vardir
(13,22,23).

SDGHT olgularimizin %75’inde p53 bo-
yanmas1 saptanmistir. Birden fazla tiimor kom-
ponenti iceren tiim germ hiicreli timor olgulari-
mizda boyanma siddeti her bir komponent i¢in
degismektedir. Bizim calismamizda embriyonal
karsinom komponentlerinin %92’sinde boyan-
ma gozlenmistir. Lewis ve ark.’lar1 (14) evre |
seminom dist germ hiicreli tiimorlerin %33, ev-
re II tiimorlerin %61, evre III tiimorlerin ise
%67’sinde p53 boyanmasi oldugunu bildirmis-
lerdir. Embriyonal karsinomlarda evre arttik¢a,
p53 ekspresyonunda artis oldugunu ve tiimorde-
ki embriyonal karsinom orani, vaskiiler invaz-
yon ve p53 ekspresyonu varliginin gizli nodal
hastalik i¢in risk faktorii oldugunu bildirmisler-
dir (14). Embriyonal karsinom komponenti,

SDGHTT lerde en kuvvetli pS3 boyanmasi gos-
teren komponenttir (14). Bartkova ve ark.’lar1
(7) teratom ve mikst tiimorlerin teratom kompo-
nentlerinde p53 ile ya boyanma olmadigini veya
oldukca zayif bir boyanma oldugunu bildirmis-
lerdir. Ayrica endodermal siniis tiimorleri ve
koryokarsinomlarda oldukca degisken yogun-
lukta boyanma go6zlemiglerdir. Bartkova ve
ark’lar1 (7) embriyonal karsinomlarin %94 {in-
de, embriyonal karsinom ve teratomlu mikst ol-
gulari %92’sinde, seminom ve embriyonal kar-
sinomlarin %80’inde boyanma oldugunu gozle-
miglerdir. SDGHTT lerinden endodermal siniis
timori diger calismalarla uyumlu olarak calis-
mamizda da yogun p53 boyanmasi gosteren tii-
mor komponenti idi. Somatik malignite iceren
teratom komponenti calismamizda zayif pS3 bo-
yanmas1 gostermistir. iki koryokarsinom olgu-
muzda saptadigimiz p53 negatifligi bu tiimorle-
rin patogenezinde ve seyrinde p53 disindaki
molekiiler mekanizmalarin rol oynayabilecegini
akla getirmekle birlikte olgu sayimiz yorumla-
ma i¢in yeterli degildir.

Serimizde seminomlu olgularimizin %7’si
bcl-2 ile boyanirken, %93’i boyanmadi.
SDGHTT olgularimizin ise %44’iinde bcl-2 bo-
yanmas1 gozlendi. Bcl-2 pozitivitesi teratom,
somatik malignite iceren teratom ve endodermal
siniis tiimorl olgularimizda goriiliirken, embri-
yonal karsinom ve koryokarsinom olgularimiz-
da boyanma olmamistir. Soini ve Paakko (16)
embriyonal karsinomlu ve seminomlu olgularin
bcl-2 ile boyanmadigimi bildirmislerdir. Mikst
germ hiicreli tiimorlerde bcl-2 boyanmasinin az
sayida stromal hiicrelerde ve immatiir teratomlu
olgularin epiteliyal hiicrelerinde goriildiigii bil-
dirilmistir. Bizim bulgularimiz Soini ve Paak-
ko’nun (16) bulgular: ile uyumlu idi. Eid ve
ark.’lar1 (10) caligmalarinda seminomlarda
%42.3, SDGHT lerde ise %68 oraninda olmak
tizere TGHT lerinde %58 oraninda bcl-2 pozi-
tifligi saptamislar ve bcl-2 ekspresyonunun ileri
evrede belirgin olarak arttigini bildirmislerdir.
Bcl-2 pozitifligi saptadigimiz olgularin klinik
evresine ait bilgimiz olmadigindan, bcl-2 pozi-
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tifligi ile evre arasindaki iliski degerlendirileme-
mistir.

Bu calismada TGHT lerinde p53 ve bcl-2
ekspresyonu arastirilmig, sadece seminomlu ye-
terli sayida olgunun klinik evresine ait kayit el-
de edilebildiginden, seminomlarda klinik evre
ile pS3 ekspresyonu arasindaki iligki incelene-
bilmistir. Yine hastalarimizin takiplerine ait ye-
terli kayitlarin olmayisi nedeni ile pS3 ve bcl-2
ekspresyonu ile sag kalim siireleri arasindaki
iligki degerlendirilememistir.

Seminomlarda %86 ve SDGHT lerde %75
oraninda saptanan p53 ekspresyonu ile
SDGHT’lerde %44 oraninda gozlenen bcl-2 po-
zitivitesinin bu tiimorlerin gelisimi ve progno-
zundaki roliinii ac¢iklayabilmek icin genis seri-
lerde, uzun takip siireleri ile yapilacak calisma-
lara ihtiyag¢ vardir.
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