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Langerhans Hiicre Histiositozisi ve Intra Kranial Germinoma: immunohistolojik Teknikler
Iki Antiteyi Ayirtetmede Yardimeimi?
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Ozet

Langerhans hiicre histiositozu (LHH) langerhans hiicrelerinin klonal bir proliferatif hastaligidir. Langerhans
hiicreleri genis eozinofilik sitoplazmali olup, eozinofil 16kositler, mononiikleer ve multiniikleer histiyositler,
nétrofiller ve kiiciik lenfositlerden olusan zeminde bulunurlar. Intrakranyal germinomada (IKG) ise orta
ve/veya genis sitoplazmali germ hiicreleri c¢ogunlukla lenfositlerin olusturdugu inflamatuar zeminde
bulunurlar.

IKG ile LHH’nin histomorfolojik ayirimi bazi olgularda zor olabilmektedir. Eozinofillerin varligi ayirici
tanida 6nemlidir. Ancak, deneyimlerimiz LHH’de siklikla bulunan eozinofillerin iKG'de de bulunabilecegini
gostermektedir.

Bu caliymada LHH ve IKG arasindaki immiinohistokimyasal benzerlik ve farkliliklar1 tartismanin yanisira
LHH’da gériilen eozinofillerin IKG’da goriilme sikliginin arastirilmasi amaglanmistir.

Marmara Universitesi. Norolojik Bilimler Enstitiisiinde 1995-2003 yillar1 arasinda tan1 almis 10 IKG ve 11
LHH ¢alisma kapsamina alinmistir. Olgulara S-100, CD68, CD1a, PLAP, vimentin, Ki-67 uygulanmustir.

LHH olgularmin 6's1 kadim, 5'i ise erkektir. IKG olgularinmn ise 9'u erkek, 1'i kadindir. S100, CD1a, CD68,
vimentin LHH’de; PLAP IKG’de pozitif boyandi. Ki-67 pozitif hiicre IKG’de daha fazla izlendi. Eozinofil
LHH olgularinin tiimiinde degisik yogunlukta saptandi. Ancak eozinofil varligi IKG olgularinin bir kisminda
izlendi. Bu durum LHH ve IKG arasinda eozinofillerin ayirici tanida kullanilan spesifik bir kriter olmadigini
diisindiirmektedir.
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Langerhans Cell Histiocytosis and Intracranial Germinoma: Are Immunohistology
Techniques Helpful in Distinguishing Two Entities?

Abstract

Langerhans cell histiocytosis (LCH) is a clonal proliferative disease of the Langerhans cell. Langerhans cell
bears abundant eosinophilic cytoplasm mainly associated with a matrix rich in eosinophils, mononuclear and
multinucleated giant cells, neutrophils and mature lymphocytes. In the same way intracranial germinoma
(ICG) consists of neoplastic germ cells having relatively moderate and/or abundant cytoplasm associated
with an inflammatory background rich in lymphocytes. Histopathologic differentiation between ICG and
LCH might be troublesome in some case. So far presence of eosinophils is accepted to be a crucial clue in
differential diagnosis. In contrary, our experience emphasized eosinophils are present in both pathologic
entities, i.e. LCH and ICG.

We aim to document similarities and dissimilarities LCH and ICG, and frequency of eosinophils in ICG.
Cases were obtained from the archives of pathology laboratory, Marmara University Hospital, Institute of
Neurological Science. A series consisted of 10 ICG and 11 LCH specimens were obtained within a time
period of 8 years, 1995 to 2003. We performed specific monoclonal antibodies against S-100, CD68, CDla,
PLAP, vimentin and Ki-67.

Six cases were female and five cases were male of the LCH cases. If ICG nine cases were male and one case
were female. S100, CD1a, CD68, vimentin were stained positively in the LCH. PLAP was stained positively
in the ICG. MIB-1 index (detection anti-Ki-67 positive cells / overall population under investigation) value
was remarkably higher in ICG. Although eosinophils were found to be almost in all LCH cases, in contrary
in some of ICG’s.

By conclusion, it clearly indicates that presence of the eosinophils should not be accepted as a specific
criterion to be used distinguishing ICG from LCH.
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GIRIS

Intrakranial germinoma (IKG) ile Langerhans
hiicre histiositozis’in (LHH) histomorfolojik
ayirimi bazi olgularda zor olabilmektedir.
Eozinofillerin varligi ve
immiinohistokimyasal ~ boyamalar  ayirici
tanida Onemlidir. Ancak, deneyimlerimiz
LHH’de siklikla bulunan eozinofillerin
IKG'da da bulunabilecegini gdstermektedir.
IKG iri yuvarlak hiicreler ve lenfositlerden
meydana gelen hiicre populasyonundan
olusmaktadir.  Hiicreler  belirgin  hiicre
membranina sahiptir ve sitoplazmasi berrak
goriiniimdedir. 1-3 belirgin niikleolu olan iri,
merkezi yerlesimli niikleusu
bulunur.Langerhans hiicreleri yaklasik 12-15
mikron capinda, mononukleer hiicreler olup
orta bilyitikliikteki sitoplazmasi1 genellikle
eozinofilik goriiniimdedir. ince kromatinli ve
kalin niikleer membran1 olan niikleusun ayirt
edici Ozellikleri arasinda nukleoussuz olup
centikli ya da lobiiler goriinlimde olmasidir.
Mitotik aktivite olguya gore 0-25/10HPF,
ortalama 2/10HPF olarak bildirilmistir .
Langerhans hiicreleri genellikle eozinofil
Iokositler, mononiikleer ve multiniikleer
histiositler, notrofiller ve kiiciik lenfositlerden
olusan mikst bir zeminde izlenirler.
Ultrastriiktiirel olarak Langerhans
hiicrelerinde raket ya da c¢ubuk seklinde,
Birbeck  granulleri olarak  adlandirilan
pentalaminer  tiibiiller yapilarin  varhgi
patognomiktir ™. LHH’de
immiinohistokimyasal olarak S-100 ve CDla
ekspresyonu tipiktir. %80 den fazlasinda
vimentin, CD74, HLA-DR immiinopozitiftir.
Hiicrelerin 6nemli bir kisminda, graniiler
sitoplazmada  degisen  siddette = CD68
immiinekspresyonu gosterilmistir'®. IKG’de

cogunlukla lenfositlerin olusturdugu
inflamatuar zeminde orta-genis sitoplazmali
germ hiicreleri bulunmaktadir.

Immiinohistokimyasal olarak PLAP pozitiftir.
Bu iki lezyon morfolojik  benzerlik
gostermekte ancak  immiinohistokimyasal
olarak ayrimlar1 yapilabilmektedir.

GEREC VE YONTEM

M.U. Nérolojik Bilimler Enstitiisiinde 1995-
2003 yillar1 arasinda tan1 almis 10 IKG ve 11
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LHH calisma kapsamina alinmistir. Olgulara
S100 (1/250, Neomarkers,MS-296-P), CD68
(Ready to Use, Neomarkers,MS-1808-R7),
CDla (Ready to Use, Neomarkers,MS-1354-
R7), PLAP (Ready to Use, Neomarkers,RM-
9115-R7), vimentin (1/250, Neomarkers,MS-
129-P), Ki-67 (Ready to Use,
Neomarkers,RM-9106-R7) uygulanmistir.
Eozinofil, lenfosit varligina bakilmis ve 0-3
arasinda say1sal deger verilerek
karsilastirmalar1 yapilmistir. Sonuglar
itatistiksel olarak Mann-Whitney U-testi ile
degerendirilmistir.

Immiinohistokimyasal boyama yéntemi

Rezeksiyon  materyalleri %4  buffer
formaldehitte fiske edildikten sonra parafinde
bloklanmustir. Parafin bloklardan 3
aminopropyltriethoxysilane kapli lamlara 2 p
kalinlikta kesitler alinarak
immiinohistokimyasal boyama yapilmistir.

Boyamada sirasi ile su islemler yapilmistir.
Kesitler etiivde 60°C de 1 saat deparafinize
edildi. Daha sonra xylene’de 10 dakika,
%100’liik alkolde 5 dakika bekletildi ve su ile
yikandi. %10’luk citrat buffered soliisyonu
icine  yerlestirilen lamlar mikradalgada
maksimum giigte (800 watt) 15 dakika
bekletildi. Daha sonra gii¢ yariya diisiiriilerek
20 dakika daha mikrodalgada bekletildi.
Mikrodalgadan  ¢ikarilan  lamlar  oda
sicakliginda 20 dakika bekletildi. Endojen
peroksidaz  aktivitesi  %3’liikk  hydrojen
peroxid’de 20 dakika bekletilerek giderildi.
Distile su ile yikanan lamlar 3x5 PBS ile
muamele edildikten sonra lizerlerine protein
blokaji damlatildi. Bes dakika sonra blokaj
yikanmadan lamlarin iizerine S-100, CD®68,
CDla, PLAP, vimentin, Ki-67 antikoru
damlatildi. Primer antikorda 30 dakika
bekletildikten sonra PBS’e alinarak 5 dakika
yikandi. Daha sonra biotinlenmis sekonder
antikor ile 20 dakika muamele edildi ve
PBS’te 5 dakika yikandi. Peroksidas konjuge
antikor ile 20 dakika bekletildi. Daha sonra 5
dakika PBS’te yikandi. ve kromojen de
(DAB) 5 dakika bekletildi. Musluk suyu
altinda yikanan lamlar hematoksilen ile
counterstain  yapildi.  Dehidrate  edildi,
kurutuldu ve entellan ile kapatildu.
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BULGULAR

LHH (Resim 1)olgularinin yas araligi 1-50
olup ortalama yas 13.2 dir. Olgularin 6's1
kadm, 5‘i erkektir (Tablo 1). IKG (Resim-2)
olgularinin yas aralig1 9-30 olup ortalama yas
17 dir. Olgularin 1'i kadin 9'u erkektir (Tablo
2). Eozinofil tim LHH olgularinda degisik
yogunlukta izlenirken (+ veya +++), IKG
olgularinin 7’sinde seyrek izlendi (+ veya
++). U¢ IKG olgusunda ise eozinofil
saptanmad1. Istatisitksel olarak eozinofil
sayist LHH’de anlamli olarak fazla bulundu
(p= 0.037). Lenfosit her iki grupta tiim
olgularda degisik yogunlukta (+ veya +++)
izlendi ve gruplar arasinda istatisitksel olarak
anlamlilik saptanmadi(p=0.19). Ki-67 IKG’de
ortalama %25.2 (%0-%62), LHH’de %2 (%0-
%7) saptandi

ve fark istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p=0.03). CD68, LHH’de 1 olguda negatif, 1
olguda fokal pozitif, 9 olguda diffiiz pozitif
olarak bulundu. Sadece 1 IKG olgusunda
CD68 (Resim 3) ile fokal pozitiflik izlendi.
Bu fark istatistiksel olarak ileri derecede
anlamli bulundu (p=0.0011). Vimentin ile tim
LHH olgulart diffiiz pozitif boyandi, buna
karsin 4 IKG olgusunda fokal pozitiflik
izlendi. Fark istatisitksel olarak anlamh
bulundu (p=0.006). S-100 (Resim 4) ve
CDla, boyanan tim LHH (Resim 5)
olgularnda  pozitif iken, hicbir IKG
olgusunda boyanma izlenmedi. PLAP IKG
olgularinin 7’sinde pozitif boyandi 3’iinde
boyanma olmadi (Resim 6). Buna karsin
hi¢bir LHH olgusunda boyanma izlenmedi.

Tablo 1: LHH

TagCinsiyet Eoznofil  Lenfosit  3-100 CDaZ CDla  PLAP Vimentin ~ Ki-a7
1 4 ++ + ++ + ++ : ++ %l
2 20K ++ + + +++ ++ ++ %l
3 YE +++ +++ ++ ++ ++ ++ 0.2
4 1%E +++ ++ ++ +++ ++ ++ %1
] I/E ++ + ++ +++ ? ++ ?
] K +++ + ++ +++ ++ ++ Yol
T NE + ++ ++ +++ + ++ YT
2 25K + + + + ? ++ 2
9 10/E + + + +++ + +H+ %ol
10 K ++ +++ ++ ++ + ++ %1
11 SOVE + ++ ++ + + %7

Tablo 2: IKG
VagiCing Eozinof Lenfosit 3-100 CDag CDla PLAP Vimentin L7
iyet i

1 15/E + +H+ _ _ _ + _ %7
2 “E + ++ _ Fokal +++ _ Fokal +++ %22
3 WE + ++ _ _ _ ++ _ %50
4 28E _ + _ _ _ ++ _ %51
3 11/E + ++ _ _ _ + _ %55
f 12/E _ ++ _ _ _ Fokal ++ _ %51
7 1Z/E + ++ _ _ - _ Fokal ++ %0
2 1WE _ ++ » » _ ++ Fokal ++ %20
o 30E +++ + _ _ _ Fokal ++ _ o2
10 Sk ++ ++ Fokal ++ %22
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Sekil 1: LHH; Hematoksilen-Eosin X 200

Sekil 3: IKG’de CD 68 ile histiyositler (X200) Sekil 4: LHH; S-100 X 200

Sekil 5: LHH; CDl1a X 200 Sekil 6: IKG; PLAP X200
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TARTISMA

LHH etiyolojisi bilinmeyen Langerhans
hiicrelerinin klonal bir proliferatif hastaligidir
() Farkli histolojik goriiniislerine ragmen
LHH tanisi, prolifere Langerhans hiicrelerinin
varhgiyla  verilir  (*?.  SSS’de LHH
olgularinin  en sik yerlesim yeri olan
hipotalamus/hipofiz aks1 IKG’ler tarafindan
ikinci siklikla tutulmaktadir . Klinik ve
rutin MR incelemeleri ile LHH’yi IKG’den
ayirmak ¢ok zordur. Ayrica dinamik
MRG’nin de ayiric1 tanida 6nemli bir rolii
bulunmamaktadir. LHH’ye genellikle kafatas1
lezyonlari, deri bulgulari, akciger
infiltrasyonu ve otitis media gibi tanida
yardimct  olan  diger lezyonlar eslik
etmektedirler ©.

IKG en sik pineal bolge ve suprasellar
bolgede yerlesir &9, IKG yogun lenfosit
infiltrasyonun yaninda LHH olgularina
spesifik oldugu diisiiniilen eozinofil igerebilir.
Eozinofil varlig1 olgularimizdan 7 tanesinde
nadir, 1 tanesinde az sayida tespit edilmistir.
Ancak hi¢bir IKG olgusunda yogun eozinofil
izlenmemesine karsilik 3 LHH olgusunda
yogun eozinofil izlenmistir. Daha biiyiik
serilerde  calismaya ihtiyag duyulmakla
birlikte yogun eozinofil varligi IKG’yi ekarte
ettirebilir. Ancak diisliniilenin aksine az
sayida eozinofil varligi her iki lezyonda da
bulunabilecegi i¢in ayirict tanida bir kriter
olarak kullanilmamalidir.

Immiinohistokimyasal olarak Langerhans
hiicrelerinde S-100 ve CD1 ekspresyonu
karakteristiktir (,2’3). Hiicrelerin 6nemli bir
kisminda degisen siddette CD68 ekspresyonu
da gosterilmistir. Calismamizda S-100 ve

CDla tim LHH olgularinda pozitif iken

higbir IKG olgusunda pozitivite
izlenmemistir.

Sonu¢ olarak LHH ile IKG hiicre
morfolojileri ile aywirt edilebilir. LHH

nukleusu tipik olarak c¢entikli ya da lobule
goriiniimdedir. IKG niikleusu yuvarlaktir.
Ancak yine de histomorfolojik olarak
aymrimin yapilamadigi olgularda CDla ve S-
100 pozitifligi LHH tanisin1 koydurur. PLAP
pozitifligi IKG igin spesifiktir. Ancak ¢ok az
bir grup olguda negatif olabilmesi nedeniyle

213

negatifligi IKG’y1 ekarte ettirmez. Aym
sekilde mevcud calismada vimentin LHH
olgularmin tiimiinde pozitif iken bazi IKG
olgularinda da fokal pozitif boyanma
saptanmistir. Bu nedenle vimentin’in ayirici
tanida  gilivenilir  bir  kriter olmadigini
diistinmekteyiz. LHH tanisinda CD68 ve
CDla pozitifligi énemlidir. Hicbir IKG
olgusunda CDla ile boyanma izlenmezken
baz1 IKG olgularinda CD68’in fokal pozitif
olabilmesi nedeni ile literatiirde belirtildigi
lizere ¢alismamizda da CDla’nin LHH tanis1
koymada CD68’den daha giivenilir bir boya
oldugu ortaya c¢ikmustir. Eozinofil varligi
LHH olgularinda belirgindir ancak IKG
olgularinin bir kisminda eozinofil varliginin
izlenmesi, klasik kitaplarda belirtildigi iizere
LHH ve IKG arasinda eozinofillerin ayiric
tanida kullanilan bir kriter olmadigimi
diisiindiirmektedir. Ayrica, ¢aligmamizda Ki-
67 pozitif boyanan hiicre oranmin IKG’de
daha fazla olmasi ile bu iki lezyonun
ayiriminda Ki-67’nin  6nemli bir kriter
oldugunu desteklemektedir.
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