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Background and Design.- PAP and PSA are known to be serum markers for
prostate cancer, and the use of immunohistochemical methods to determine their
localization is a well established procedure. Aim of the study is to determine the
correlation between immunohistochemical staining of PSA and Gleason grade of
tumor and pretreatment serum PSA levels. Radical prostatectomy specimens of 29
patients were stained by a Biotin-Streptavidin method. We used immunoperoxidase
staining to assess the effect of grade on the PSA content of prostate cancer by
counting 7494 acini. 34 cancer foci (grade 2-4) were stained. The intensity of PSA
staining was graded by comparison with the benign epithelial cells on the same slide.

Results.- Seven grade 2 foci in 5 (%17.24) patients, 21 grade 3 foci in 19 (%65.51)
patients and 6 grade 4 foci in 5 (%17.64) patients were stained and evaluated.
Overall, 7403 (%98.8) of the 7494 acini, were PSA positive. There was a strong
correlation between gleason grade and the per cent of acini that were PSA positive
(p=0.0001). Although a decreased frequency of intensity of PSA immunostaining as
tumor grade increased was found, this is not significant statistically. (p>0.05)

Conclusion.- Except for limited cases the positive staining for PSA in a tissue shows
that its of prostate origin. This fact is valuable for metastatic anaplastic tumors to the
prostate and bladder, as well as defining the primary site of metastatic tumors in
pelvic masses with multiple organ involvement. The presence and concentration of
PSA shows its content but doesn't yield any information on the note of secretion or
serum levels.

Coskuner E, Ataus S, Erdzenci A, Uygun N, Solok V. Evaluation of tissue
concentrations of PSA in patients with prostate cancer. Cerrahpasa J Med
2000; 31 (3): 149-154.

GIRIS &

Prostat kanseri, histolojik olarak belirgin bir heterojen yapiya sahiptir. Bu yapmm
degerlendirilmesinde pek ¢ok sistem Onerilmigtir. Glandiiler yapry1 esas alan
Gleason sistemi diinyada en ¢ok tercih edilen, siklkla kullandan bir yontemdir.
Gleason derecelendirmenin; tiimor yiikii, ekstraprostatik yayihm ve hastaligm

prognozu ile korele oldugu bilinmektedir.! Serum PSA diizeyi ile timbr yitkii
arasmda iliski saptanrken, PSA ile histopatolojik grade arasmda benzer bir
korelasyon gosterilememistir. PSA'nmn izole edilmesini takiben, spesifik antikorlar
elde edilerek histolojik farkhlagsma ve PSA iligkisini aragtran pek ¢ok ¢ahgmada
immiinohistokimyasal yontemler kullanlmis ve baz arastrmaciar, olumlu

sonuglara varmuglardr.>? Biz de c¢alsmarmzda lokalize prostat kanseri tamsi
konarak radikal prostatektomi ameliyati gegiren hasta grubunda, ameliyat sonrasi
histopatolojik incelemelerde immiinohistokimyasal olarak PSA'nm boyanma
Ozelliklerini ayrica tiimdriin grade'i ile ameliyat dncesi serum PSA diizeymnin
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thiskisini aragtirdik.
YONTEM VE GERECLER &

Klinigimizde Aralk 1992 ile Arahk 1998 tarihleri arasinda, organa smirh 94 prostat kanserli
hastaya radikal retropubik prostatektomi ameliyat1 uygulandi. Klinik ve patolojik zellikleri
bilinmeksizin, 29 hasta ile gahsma grubu olusturuldu. Ortalama yas 64 (arahk: 53-74) PSA i¢in
biopsi 6ncesi alman kan 6mekleri hastahanemiz Merkez Laboratuarnda Tandem-R PSA
(Hybritech) teknigi ile analiz edildi. Ameliyat éncesi PSA degerleri 1.6 ng/ml ile 48 ng/ml
arasmda degigmekte olup 26 (%89.6) hastanm PSA's14.0 ng/ml nin tizerindeydi.

Tablo I. Hastalann Grade’lerine Gére Dagilim) ve
Boyanan QOdak Sayllari

Grade Hasta sayi=1 Boyanan odalk
2 5 (%17.24), 7 (%20.58)
3 19 (%ub5.51) 21 (%e61.76)
4 5 (J0l7.24) 6 (%l7.64)

Radikal prostatektomi materyali, bir gece boyunca % 10'uk formalinde tespit edildikten
sonra, 5 mmlik distal bolimii ¢ikarilarak apikal bolge olarak incelemeye alindi. Prostat
dokusu 3 mm araliklarla transvers kesilerek, kesit yiizeyi ve diger 6zellikleri incelendi. Her
dilimden periferik zonun tamamini, santral zondan en az 3, tlimériin urethraya yakm oldugu
alanlardan ise urethrayi da iceren 6mekler alndi Onbes hastada (%51.7) timdr prostat
dokusuna smwh idi. Dokuz (%31.7) hastada ekstrakapsiiler yayiim, 3 (%10.3) hastada
vezikila seminalis tutulumu, 2 (%6.8) hasta da pelvik lenf nodu tutulumu saptandi. Tim
piyeslerin histopatolojik degerlendirilmesi Gleason grade ve skorlama ydntemine gore
yapildi. Omeklerin immiinohistokimyasal boyanmasmnda Biotin- Streptavidin amplifikasyon

sistemi (B-SA) kullanid,? Teknigin uygulanmasi swasmda kesitler polizin siiriilen lam
tizerine alinip, etiivde 37 derecede bir gece veya 60 derecede 1 saat bwakidi Etiivden
¢ikarilan preparat, gsale'ye almarak 2 kez 5 dk. ksilen, 2 kez 3 dk. absoli alkol, 1 kez 3 dk.
%96'lik alkol ve distile sudan gegirilerek, 2 kez 5 dk. sitrat buffer'a alinip mikrodalga firma
konuldu. Cikarildiktan sonra 20 dk. oda 1sisma gelmesi beklenip, trisbuffer solusyonuna
(TBS) alman preparat, % 3'lik HyO2 ile 15 dk. nemli kamarada enkiibe edildi. TBS ile tekrar
yikanarak ve dokunun 15 dk. prediliie primer antikor ile temas1 saglandi. Her iglem arasinda 2
kez TBS ile yikamaya devam edilerek 6nce 15 dk. link label sonra 15 dk. siire ile steptavidin
uygulandi. Iki cc. substrat buffera bir damla kromojen hesabi ile hazrlanan 3-amino-9-
etilkarbazol (AEC) ile boyandi1. Karsit boya olarak hematoksilen kullanilarak preparatm tizeri
sulu kapatma vasati (gliserin jel) ile kapatihdi

Tablo II. Grade'lerine Gére Asiniislerin Boyanma Oranlan

(Hleason grade Boyanan odak Toplam asiniis Boyanma vok Bovanma var

2 i 1424 1 (% 0.07) 1423 (% 99.9)
3 21 4650 49 (%:1.05) 4601 (% 93.9)
4 6 1420 41 (% 2.9 1379 (% 97.1)
Toplam 44 T494 91 (% 1.2) 7403 (% 97.1)

Immiinohistokimyasal boyama sonrasi, 29 hastada toplam 34 kanser odagi (grade 2-4)
degerlendirmeye alinip, 7494 asiniisiin boyanma orani mikroskopta 400'lik biiyiitme altinda
10 ayn alan saym ile elde edildi. Her kanser odagindaki, ayn ayn her alanm boyanma orani
semikantitatif olarak ayni preparattaki benign epitel hiicrelerindeki boyanma oranmin
kargilagtirimasi ile derecelendirildi. (0: glandda boyanma yok; 1+: bir glandin yarismdan az
epitel hiicresinde zayif boyanma, 2+: bir glandmn tiim epitel hiicrelerinde az kuvvetli pozitiflik
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veya yarisindan fazla epitel hiicresinde hafif boyanma, 3+: bir glanddaki epitel hiicrelerinin
tamaminda kuvvetli boyanma).

Istatistiksel analizde: PSA boya oranlarmm, serum PSA degerleri ile kargilagtrlmasmda
parametrik bir ydntem olan Pearson korelasyonu, PSA boya oranlarmm, tiimériin grade'i ile
kargilagtmlimasinda non-parametrik yontem olan Spearman korelasyonu, grade'lerin kendi
aralarmda kargilagtmlmasinda ise Kruskal-Wallis tek y6nli varyans analizi (ANOVA)
kullanilmgtir,

BULGULAR &

Calyma grubunuzu olugturan 29 hastanm hicbirinde grade 1 ve 5 tiimére
rastlinmadi Bes (%17.24) hastada 7 adet grade 2, 19 (%65.51) hastada 21
adet grade 3, ve 5 (%17.64) hastada 6 adet grade 4 odag olmak iizere toplam
34 timo6r odag boyand1 ve degerlendirildi Doku PSA's1 (immunohistokinyasal
yontem ile) ve Gleason grade: Toplam 7494 asmiisten 7403 (%98.8) tanesinde
PSA'nmn poztif olarak boyandii gozlendi. Gleason grade e PSA'nmn pozitif
boyandi hiicrelerin arasmda oldukga giichi bir korelasyon saptandi. (p<0.0001)
1424 grade 2 asmiisten yalniz 1 tanesinde (% 0.07) boyanma mevcut degilken,
4650 grade 3 asmiisiin 49'unda (% 1.05) ve 1420 grade 4 asmiisiin ise 41'inde
(% 2.9) boyanma gézlenmemigdir. Tiim gradeler birlikte degerlendirildiginde ise
91 (% 1.2) asiniis boyanmanstir.

Her bir grade, semikantitatif derecelendirme sistemimindeki degerler
dogrultusunda kendi icinde ayn aymn deferlendiriidiginde 1424 grade 2
asiniistinden, 673'tinde (% 47.2) kuvvetli poztif boyanma tespit edilirken, bu
deger 4650 grade 3 asiniisiinde, 1400 (% 30.1) 1420 grade 4 asmiisiinde ise,
379 (% 26.7) olarak bulmmustur. Diger derecelerin grade'lere gore sayr ve
ylizdeleri ayn ayr1 Tablo III'de gosterilmigtir.

Tablo lll. Semikantitatif Derecelendirme Sisteminde Asinlslerin
Grade'lerine Gdre Boyanma Sayilan ve Ylzdeleri

PSA ng/ml 0+ (%) 1+ (%) 24 (%) 3+ (%) Tnplnm.
<4 15 {24y 28(4.5) 405 (65) 174 (28) 622

4-10 4017y 35 (1.5) 1459 (64.5) 764 (33.8) 2262
=10 46 (1.2) 164 (44) 2202591y 1309351y 3721

Bu sonuglar artan grade ile birlikte kuvvetli boyanma oraninda bir diiglis gosterse
bile, nonparametrik olarak uygulanan Spearman korelasyonu ile
degerlendirildiginde anlamh bulhmmamgtr. (p>0.05) Ayrica grade'ler kendi
aralarmda Kruskal-Wallis tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile degerlendiriimig
fakat anlamh bir fark saptanamamustr.

Calbsma grubumuzu olusturan hastalarm PSA degerleri, 1.6 ile 48.0 ng/ml
arasmda degismektedir. (13.4410.18). Ug hastada PSA degerleri 4.0 ng/ ml
altmdadir. Bu 3 hastaya ait 622 asiniisiin 174"l (%28), 3+ boyanma gosterirken,
405 asmiiste (% 65) 2+, 28 asmiis (% 4.5) 1+ boyanmus, 15 asiniis (% 2.4) ise
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hi¢ boyanmamugtr. PSA degerleri 4-10 ng/ml olan 10 hastada, 2262 asiniiste ve
>10 ng/ml olan 16 hastada 3721 asiniisde elde edilen sonuglar Tablo IV'de
gosterilmigtir. PSA diizeyleri lle boyanma oranlar arasmdaki korelasyon
Spearman yontemi ile aragtmimig fakat anlamh bir iligki bulmamamugtrr. (p> 0.05)

Tablo IV. Serum PSA Dedgerleri ile Boyanma Oranlari Arasindaki iliﬁki

0 1+ o+ 3+ Toplam
Grade2 1(0.07) 19(1.8) 1731 (51.8) 673(47.2) 1424
Grade 3 49 (1.05) 169 (3.6) 5032 (65.2) 1400 (30.1) 4650
Grade 4 41(2.9) 159(11.2) 841(59.2) 379(26.7) 1420

TARTISMA &

PSA, kimotripsin benzeri bir glikoprotein olup, selektif serin proteaz aktivitesine
sahiptir. Insan viicudunda ortaya ¢kkmasmdan sorumiu gen, 19. kromozonum uzun
kolunda yer alan kalikrein (hK) gen grubummn bir tiyesidir. Bu ylizden hK1 (doku
kallikrein), hK2 (insan glandiiller kallikrein-1) ve hK3 (veya PSA) arasmda
yiiksek diizeyde homolog bir yap1 mevcuttur. PSA'nin prostat epiteli icin belirgin
bir spesifitesi vardrr ve hK 1 ile hK2'den daha dnce tanmianmugtrr,>-9

PAP ve PSA, prostat kaynakh epitel icin spesifik histokimyasal belirleyici bir
olarak kabul edilmektedir. Son dénemlerde her ikisi de embriyolojik olarak
prostatla ilgili glandlarda gdsterilmistir.” Bu bulgular prostat spesifik belirleyici
olarak kullandigmiz PAP ve PSA'nm, prostat asiniis ve duktuslarma olan
spesifitesi konusunda tartigma yaratmmgdr. Bumn yamiswra prostatik dokummn
belirlenmesinde PSA ve PAP'a yonelk olarak yapilan immumohistokimyasal
cahsmalar ¢ok degerlidir. PSA'nin daha 6zgiil, PAP'm biraz daha duyarh oldugu
bilinmektedir. Her ikisinin birlikte uygulanmasi ile tamsal agidan daha degerli
sonuglar almmaktadwr. Prostat kaynakh timérlerm % 99'unda PSA
gosterilebilmektedir. PS A-negatif olan prostat tiimérlerinde ise bunun anaplazi ile

ilgii oldugu savunulmaktadr.® PAP ve PSA'ya yonelk hazr antikorlar hem
dondurulmug, hem de formalinde fikse edilmis dokulara uygulanabiimektedir. PAP
ve PSA'ya yonelik immimohistokimyasal reaksiyonlarm dereceleri ve boyutlar
farkhlk gosterebimektedir. Her normal veya neoplastik dokunun antijen
olusturmadifi, aym doku i¢inde antijen poztif sahalar yannda antjen negatif
sahalarm da buhmabildigi gosteriimistir. Bu antijenlerin tiimér hiicreleri tarafindan
degisik yapilarda ortaya konmasmdan dolayr meydana geldigi disiinilmektedir.®

PAP ve PSA prostat adenokarsmomlarmm tiim varyantlarmca olugturutur. Ancak
hiicrelerin ~ kribriform-papiller patern gosterdifi  tiimdrlerde daha az
rastlinmaktadr. Baz diferansiyasyon derecesi az olan tiimdrlerde ise bu
protemlerin, belirlenebilecek diizeylerin altinda olusturuldugu bilinmektedir. PSA
prostatik doku i¢in de oldukga giivenilir bir belirleyicidir ve prostat dig1 dokularda
¢ok nadir olarak bildirilmistir. Diger taraftan PAP'm rektal karsinoidlerde ve
nadiren baz adenokarsinomlarda goriilebilecegi rapor edilmistir. Ancak
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nonprostatk PAP pozitififi tek tiik hiicrede izZlenrr ve hemen daima PSA
negatifligi fle birliktedir.”

(Calgma grubumuzu olugturan 29 hastada, 34 kanser odagmnda, 7494 adet
asiniiste % 98.8 orannda boyanma elde edilip bumun grade 2, 3 ve 4'e gire
dagihmmmn srasiyla % 99.9, % 98.9, % 97.1 olmasi PSA boyama ySnteminin
prostat dokusu ve beraberindeki adenokarsnomun lokalizasyonu acsmdan
olduk¢a giivenilir bir ydntem olup, uygun gorikdiifli zaman bagvurulabilecegini
gostermektedir.

Birgok ¢ahymada ortaya ¢ikan bir gercek de metastatik prostat kanserinde PAP
ve PSA'nn immiinohistokimyasal yéntemle ortaya konmasmm yararidr. Bummn
Otesinde birtakim ¢ahsmalar PAP ve/veya PSA immiin reaksiyonu ile histolojik
grade arasindaki iligkiyi aragtirrken bazlan prostat kanserinin biyolojik davranigt
ile korelasyon kurmaya calgmusdr.!® Ito ve arkadaglan PAP ve PSA pozitif
hiicrelerin oram ik tiimdriin endokrin tedaviye yamti arasmda korelasyon

bulamarmtrr, 11 Epstein ve arkadaglan ise evre A2 prostat karsinomlu 19 hastada
timdr igerisinde fokal olarak zayif PSA immiin reaksiyonlar1 buhman alanlarm

progresyon gosterdigini tesbit etmiglerdir.?

Calsmamrzda degerlendirdifimiz noktalardan birisi olan boyanma oram ve kanser
grade'i arasmdaki iligki, PSA'ya iligkin spesifik antikorlarin ortaya konmasmndan
sonra aragtriimaya baglanmugdr. Baz ¢ahgmalarda vikksek grade'li kanserlerde
zayif boyanma tespit ediirken, > baz ¢absmalarda da tam tersine olarak hig bir
thiski bulunamadig gibi her grade'n degisken yapida boyanma 6zelligi g&sterdigi
saptanmgtr, 12 Farkh ki ¢ahgma grubunda Ford ve arkadaglan, timdr grade'nin
artmasi ile PSA boyanma sikhfnm azaldigim gézlemlerken, Pretlow ve arkadaglar
tiimdr grade'i ie serum PSA degeri arasmda korelasyon bulamamg ve farkh
timdr grade'lerinin PSA yofunlugumun ¢ok biyik degigkenlikler g&sterdiSini
saptarmglardir. 33 Fakat adigegen son grup calgmasm ileri evre prostat kanserli
29 hasta le yapmustr ve olgularm % 89.9'unda Gleason skoru 7 veya daha
yukandrr. Bizim 29 hastalk grubummzda degerlendirdigimiz 34 kanser odagmdan
7'si grade 2, 21'i grade 3 ve 6's1grade 4 olup grade'in artmas ile boyanma oram
arasmda korelasyon tespit ediemedifi gibi grade'leri kendi aralarmda korele
etigimizde de anlamh som elde edemedik.

Detayh morfometrik ¢aligmalarda, prostat kanserinde volim ile grade arasmda sik1
bir korelasyon oldugu tespit edilmigdir. Ayrica tiimdr voliimiiniin de serum PSA
deerkeri ik korele oklugu saptanmustrr. 13 Fakat timdr grade'i le PSA arasmdaki
tigki kesin degildir. PSA seviyeleriyle Gleason grade'mi kargilagtiran Stamey 102
hastalk grubunda pozitif fakat orta derecede bir korelasyon bulmusgtur. Partin
ve arkadaglan ise PSA ile Gleason grade'i arasmda orta derecede bir korelasyon
bulmwglar fakat PSA seviyesini kanser volimiine gore diizelitiklerinde
korelhsyonun negatif hale geldigini gormiiglerdir.! Sonug olarak lokalize prostat
kanserinde evreleme veya voliim tahmin etmede; serum PSA dizeyinin smurh
degerini ortaya koyarak, PSA diizeynin voliim ile direkt, grade ile indirekt ilgili
oldugum savimmuslardr. Aihara'nn ¢absmasmda, klimk olarak lokalize prostat
kanserinde grade 3 varh® baskm gozikmekte, bum ikinci srada grade 4
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wlemektedir.!? Sadece grade 3 ve 4 hastalkta total timdr volimii e PSA
seviyeleri korelasyon gOstermektedir. Her grade'm PSA boyanma yoguniudu,
grade'in voltimii ie ek alndinda biiyikk lclide grade 3 ve daha az olarak grade
4 serum PSA direkt dokuda PSA yofunlugunu 6lclip, immimohistokimyasal
yontemle korele diizeyinin olusmasma etkili olmaktadr.

PSA'nn varl veya boyanma yofunhufu, icerifini ortaya koymasma ragmen
dokudan salmmu il ilgii bilgi vermez Pretlow bu amagla ederek olumlu sonug

almustrr.3 Boylece PSA varhmm, dokumm PSA iiretimini yansitti savunulmugtur.,

Bizim ¢alymammda serum PSA diizeyi e dokudaki PSA'nm boyanma oram
arasmdaki ihigki, serum PSA diizeylerini 3 ayn grupta kategorize edip boyanma
oranlan ile karsilagtirarak incelenmis fakat anlamh bir somig elde edilememistir.

Somug olarak; PSA'ya spesifik antikorlarm kullamlabilir hale gelmesiyle dokuda
PSA boyama yOntemi birkag istisna haric dokumun prostatk orijinini ortaya
koymaktadr. Bu durum ozelikle hem prostata, hem mesaneye yayilmms kotii
diferansiye timorlerin  kaynagmmn beliflenmesinde, metastatik kanserlerde

prostatik orijinin ortaya konmasinda, multipl organ tutulumuyla giden biiyiik pelvik
kitlelerin natiirtiniin ortaya konmasmda gegerlidir.

Prostat kanserinde, dokuda PSA boya oranmmn semikantitatif derecelendirme
sistemi ile degerlendirilip kanserin grade'i ile kargilagtridifinda belirgm korelasyon
buhmamarmg, grade'lr kendi aralarmda degerlendwildimde de degigken
boyanma yapis1 gosterdikleri saptanmgtr, Dokuda PSA'nn varhg ve boyanma
yogunlugu icerigi gostermekte fakat dokudan salmmm ve serum degeri {izerine
etkisini yanstmamaktadr.

OZET a

PAP ve PSA, prostat kaynakh epitel icin spesifik histokimyasal belirleyici olarak
kabul edilmektedir. Prostat kaynakh tiimérlerin % 99'unda PSA gosterilebilmekte
ve PSA-negatif olan prostat timérlerinde ise bumm anaplazi ile ilgili oldugu
savumimaktadr. Cahgmamuzda mmmiinohistokimyasal olarak PSA'nn boyanma
Ozelliklerini, ayrica tiimdriin grade'i ve ameliyat 6ncesi serum PSA diizeyi ile olan
thiskisini aragtrmay1 amacladik. Radikal prostatektomi ameliyati olan 29 hastanin
prostatektomi materyalleri Biotin-Streptavidin amplifikasyon (B-SA) sisterni ile
boyand. Iimmimohistokimyasal boyanma somrasi1 34 kanser odaf
degerlendirmeye almip, 7494 asmiisiin boyanma oram, mikroskopta 400'kik
biiylitme altmda 10 ayn alan saymm ile saptandi Her kanser odagmdaki, her bir
alanm boyanma oram semikantitatif olarak aym preparattaki benign epitel
hiicrelerindeki boyanma oranmm kargilagtinimasi ile derecelendirikdi.

Beg hastada (%17.24) 7 adet grade 2, 19 (%665.51) hastada 21 adet grade 3, ve
5(%17.64) hastada 6 adet grade 4 odag boyanmis ve degerlendirilmigtir. Toplam
7494 asmiisten 7403 (%98.8) tanesinde PSA'nin pozitif boyandifi gbzlenmigdir.
Gleason grade ile PSA'nn pozitif boyandi hiicrekerin arasmda oldukca giichi bir
korelasyon vardrr. (p<0.0001) Artan grade il birlikte kuvvetli boyanma oraninda
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bir diiglis g6sterse bile, spearman korelasyomu ik degerlendirildifinde anlambilik
buhmamamustrr. (p>0.05)

Dokuda PSA'nin imimohistokimyasal olarak boyanmasi birkag istisna dignda
dokunun prostatik orijinini ortaya koymaktadr. Bu durum ozellikle prostata, ve
mesaneye vaylmmg kotii diferansiye tiimorlerle; metastatik kanserlerde prostatik
orjjinin ortaya konmasmda, multipl organ tutuluimuyla giden biiyikk pelvik kitlelerin
natiriiniin saptanmasmda gegerlidr. Dokuda PSA'nm varhd ve boyanma
yogunlugu, icerigi gostermekte fakat dokudan salmmu ve serum degeri {izerine
etkisini yansitmamaktadir.
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