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Biyopsi Degerlendirilmesinde Gleason (3-+3) Tanili Hastalarin
Prostatlarinda Kribriform Alan Siiphesi. Kisith Morfolojik Goriiniim
Hastalar Takip Grubuna Almak icin Yeterli Olmayabilir

Cribriform Area Suspicion in the Prostates of Patients with Gleason (3+3) Diagnosis in

Biopsy Evaluation. Restricted Morphological Appearance may not be Sufficient to Include
Patients in the Follow-up Group
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Amac: Histolojik derece, prostat kanseri prognozunun en yararli dngériiciisiidiir. Gleason skorlamasi, Diinya Saghk Orgiitii tarafindan dnerilen
prostat karsinomu icin tek derecelendirme yontemidir. Gleason (3+3) 6 su anda tanimlanan en diisiik skordur. Radikal materyallerde tiim prostat
bolgelerini gorebilir ve temel skorlamaya kolayca karar verebiliriz. Ancak biyopside tiimoériin sadece bir kismini gorebiliriz ve tlimorin tliminiin
histolojik derecesinden kesin emin olamayiz. Timdrin kribriform yapilanma potansiyeli varsa biz bunu mevcut yontemler ile tespit edemiyoruz. Bu
calismada amacimiz iyi diferansiye prostat kanserlerinde molekiiler heterojenite saptayabilmektir.

Gere¢ ve Yontem: Prostat karsinomu Gleason (3+3) tanili hastalara ait 26 adet prostat igne biyopsisi Betakatenin, Siklin D1, Pax2 ve Pax8
immiinohistokimyasal belirtecleri ile boyanip incelenmistir.

Bulgular: Tlimor yapilarinda Betakatenin ile yogun boyanma izlenmisken, Siklin D1, Pax2 ve Pax8 ile anlamli bulgu tespit edilememistir.

Sonugc: Betakatenin, Siklin D1, Pax2 ve Pax8 glinliik patoloji pratiginde sik¢a kullandigimiz belirtecler olup ayrica lirogenital sistem kanserogenezinde
literatiirde calismalara konu olmustur. Ancak iyi diferansiye tiimoral asiner yapilarda Betakatenin ile yogun boyanma izlenmisken, Siklin D1, Pax2 ve
Pax8 ile anlamli bulgu tespit edilememistir.

Anahtar Kelimeler: Prostat Karsinomu, Immiinohistokimyasal Heterojenite, Betakatenin

Abstract

Objectives: Histologic grade is the most useful predictor of prognosis of prostate cancer. The Gleason scoring is the only grading method for
prostatic carcinoma, which is recommended by World Health Organization. The Gleason grading (3+3) 6 is the lowest score currently assigned. In
radical materials, we can see all prostate areas and decide certain grading easily. However, in the biopsy, we can see only a part of the tumor and we
cannot be sure of the histologic grade of the total tumor. If the tumor has a potential for cribriform formation, we cannot detect it with current
methods. Our aim in this study was to detect molecular heterogeneity in well-differentiated prostate cancers.

Materials and Methods: Twenty-six prostate needle biopsies from patients with prostate carcinoma Gleason (3+3) were stained and analyzed with
immunohistochemical markers of Betacatenin, Cyclin D1, Pax2 and Pax8.

Results: While intense staining was observed with Betacatenin in tumor, no significant findings were detected with Cyclin D1, Pax2 and Pax8.

Conclusion: Betacatenin, Cyclin D1, Pax2 and Pax8 are the markers that we use frequently in daily pathology practice and have also been the
subject of studies in the literature on urogenital system carcinogenesis. However, while intense staining was observed with Betacatenin in well-
differentiated tumoral acinar structures, no significant findings were detected with Cyclin D1, Pax2 and Pax8.
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Prostat kanseri igin bilinen en eski skorlama metodu
Gleason'a ait olup ilk 1966 yilinda glindeme gelmistir (1). Daha
sonra 1977 yilinda Gleason sistemi olarak morfolojilerine gore
gruplandiriimis, prostat tiimdrleri icin ayni metot prognostik
derecelendirme igin kullanilmaya devam edilmistir (2). Bu sistem
ancak 2016 yilinda yenilenmis ve kiclk bir modifikasyona
ugramistir. Derecelendirme sisteminin prognoza etkisi yaygin
olarak kabul gérmistir. Bu son modifikasyon sirasinda 6zellikle
3+3 morfolojik patern gdosteren olgularin  prognozlarinin
diger paternlere gdre daha iyi oldugu belirtilmistir. Glandler
diferansiasyona gore belirlenmis olan 343 morfolojik patern
gosteren iyi diferansiye Gleason 6 skorlu morfolojik goriiniim;
Prognostik Grade Grup 1 olarak nitelendirilmistir (3). Bu tan
grubuna ait hastalarin bir kismi klinik uygulama sirasinda
yalnizca takip edilebilmektedir. Bu uygulama her biyopsinin
yeterli 6rnekleme yapamayacagi dustinilerek bizi takip karar
verilmesinde zorlayabilir. Ornekleri inceleyen patologlar bu
ayrimi yapmadaki tecriibe farki da dustinilmelidir. Pek c¢ok
prostat biyopsisinde yetersizlik séz konusu iken orneklenen
timorin yeterli alanm icerdiginden emin olamayabiliriz.
Literatiirde yer alan calismalarin bazilari morfolojik paternin
patologlar arasinda ne kadar dogru degerlendirilebildigi endisesi
tizerine yapilmis durumda (4,5). Temeli 1966'lara dayanan ve
yalnizca morfoloji lizerinden karar verilen bu yaklasim tarzina
yakinda glinlimiziin gelisen genetik ve immiinolojik temelli
doku teknolojisi ile desteklenmesi gerekliligi dogacaktir. Kim
bilir 0 zaman gordigimiz Gleason 3 patern tlimor yapisinin
belki bir iki ay icerisinde kribriform yapilanma ya da tek tek
dizilim gosterme potansiyalinin ne kadar oldugunu daha kolay
kavrayabiliriz. Prostat kanseri patogenezinde androjenler
(6), bati diyeti (7) sorumlu tutulmus; her ne kadar TMIPRSS2-
ETS flizyon genleri (8), PI3K/AKT sinyal yolagi (9), PTEN (10),
BRCA2 (11) gibi edinsel somatik mutasyonlar arastiriimis olsa
da kesin bir genetik yolak tespit edilememistir. Bu calisma bu
ama¢ dogrultusunda yapilmis olup karsinogenezde karsimiza
sikca cikan Betakatenin (12,13), Siklin D1 (14,15) yan isira
Urogenital sistemin karsinogenezinde sliphe tasiyan Pax2
(16,17) ve Pax 8 (18) immiinohistokimyasal belirtecleri iyi
diferansiye prostat kanser drneklerine uygulanmistir. Amac iyi
diferansiye prostat kanserlerinde tlimdéral asiner yapilar arasinda
immunohistokimyasal olarak heterojenite saptayabilmektir.
Bu heterojenite belki kanserlesen asiner yapinin kribriform
yapilanma ya da tek tek dizilim gdsterme potansiyelini
anlayacagimiz yolda bizim i¢in bir kaldirim tasi olabilir.

Gerec ve Yontem

Bu calismada TOBB ETU Hastanesi Patoloji Klinigi'nde
2016-2021 yillar arasinda tani alan 26 adet prostat igne

biyopsisine ait parafin blok kurul izni ile kullaniimistir.
Biyopsiler Prostat karsinomu Gleason (3+3) tanili hastalara
aittir. Timdr morfolojisinin derecelendirilmesi Diinya Saghk
Orgiitii tarafindan son donemde 6nerilen modifikasyona gore
degerlendirilmistir. Hastalarin 20 adedi Gleason (3+3) paternine
sahip olup 6 adedi ise Gleason (3+4) paternine sahiptir.

Parafin bloklar ©ncelikle Hematoksilen Eozin (H&E)
histokimyasal boyasi ile boyanmis ve histolojik derecelendirme
yapiimis; ardindan immiinohistokimyasal belirtecler
uygulanmistir. Bloklara 3 p kalinhginda kesitler uygulanip Pax2
tavsan anti-human polyclonal [pSer393] antikor [isotype: IgG,
catalog ID/Lot ID: LS-B2450/27017, Lifespan Biosciences, Seattle,
USA] 1:100 diliisyon ile otomatik boyama cihazi ile (BenchMark
XT Staining Module, Ventana Medical Systems Inc: Tucson,
AZ, USA) uygulandi. Fetal bobrek dokusu pozitif kontrol igin
kullanilmistir. incelemelerde yalnizca spesifik niikleer boyanma
pozitif olarak kabul edilmistir. Yiiz prostat gland hicresi
sayllarak oran alinip degerlendirme yapilmistir. Betakatenin
icin monoklonal antikor kullanildi (RB-9035, dilution 1/500,
Thermo Fisher Scientific, Kalamazoo, MI, USA). Desmoid tip
yumusak doku fibromatozislerindeki niikleer pozitiflik kontrol
olarak kullaniimistir. Siklin D1 betakatenin yolaginda yer
almakta olup calismada nukleer boyanma degerlendirilmis ve
antikoru kullanmilmistir [Cyclin D1/Bcl-1(SP4) Thermo Scientific,
CA, USA]. Kontrol olarak insan serebellum graniiler tabakasi
degerlendirilmistir. Pax8 icin nlikleer pozitif boyanma g6z 6niine
alinarak antikor (Biocare Medical, Concord, CA, 1:1400 diliisyon)
kullanildi. Antikor uygulamalari ardindan streptavidin Biotin
kompleks sistem yapilmistir. Antijen sisteminin CC2 (sitrat, pH:6)
sollisyonu (Ventana) ile yikanmasinin ardindan protein blokaji
uygulanmistir. Kromojen olarak Daiminobenzidine kullanilip
Hematoksilen histokimyasal boyasi ile islem sonlandiriimistir.

Bulgular

Uygulanan betakatenin imminohistokimyasal belirteci
ile olgularin tiimiinde asiner tlimor hiicrelerine stoplazmik
boyanma goriilmis, bu boyanmanin yogun oldugu tespit
edilmistir (Resim 1). Betakatenine ait stoplazmik boyanma
tlimor hiicrelerinde belirgin miktarda daha fazla olmak (izere
cevre dokuda da hafif diizeyde tespit edilmistir (Resim 2).
Siklin D1 ile olgularin tlimiinde zayif non-spesifik boyanma
saptanmistir (Resim 3). Boyanma niikleer niteliktedir. Cevre
benign goriinlimli prostat glandlarinda da az sayida boyanma
olmustur. Pax2 immiinohistokimyasal belirteci ile olgularin
bir kisminda tek tiik kuvvetli niikleer boyanma izlenirken bazi
vakalarda hi¢c boyanma saptanmamistir (Resim 4). Benzer sekilde
Pax8 ile de tlimdr hicrelerinin %2-%>5'ini iceren non-spesifik
orta kuvvette niikleer boyanma gozlemlenmistir (Resim 5).
Cevre benign prostat dokuda bir iki adet asiner hiicrede niikleer
hafif boyanma goriilmustir.
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Resim 1: Prostat karsinomu alani Betakatenin immiinohistokimyasal
belirteci X200

Resim 4: Prostat karsinomu alani Pax2 imminohistokimyasal belirteci
ile X200
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Resim 2: Prostat karsinomu ve cevre doku ©rneginde Betakatenin
imminohistokimyasal belirteci X200

Resim 3: Prostat karsinomu alani Siklin D1 imminohistokimyasal
belirteci ile X200
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Resim 5: Prostat karsinomu alani Pax8 immiinohistokimyasal belirteci
ile X200

Prostat kanseri etyolojisi tam olarak tespit edilememis
kanser tiplerinden olup karsinogenez yolagi su ana kadar
yapilan cahsmalarla ortaya konulamamistir.  Timoriin
prognostik degerlendirimi 1977 yilindan bu yana morfolojisine
dayandinimaktadir (1). Son dénemde yapilan modifikasyon
ile hastalarin  klinik seyirleri ile prostat biyopsilerinin
derecelendirilmesinin ~ uyumu  ortaya  konmustur  (3).
Arastirmacilarin dikkatini o6zellikle biyopsileri degerlendiren
patologlarin  arasindaki uyum endiselendirmis, yapilan
calismalarda gorilmustiir ki patologlar arasinda degerlendirme
ve yorum acisindan anlamli fark yoktur (4,5). Degerlendirme
sistemi glivenli goriilmektedir. Bu c¢alismalarda alinan
biyopsilerin yeterlilikleri ve Gleason skorlama ile uyumu da
arastirllmistir. Bir sorun aranir ise su dénemde belki de tek sorun
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biyopsilerin tiimdriin biyopside gériinen morfolojisinin hastada
yer alan morfolojisini tam olarak yansitip yansitmadigidir. Her
merkez gereken yeterlilikte timor orneklemesini dogru bir
sekilde yapabilmekte midir? Grade'i yiiksek olan tiimdrlerde
ameliyat karari alinabilmekte ya da tam tersi hastanin ameliyat
sansini yitirdigi tespit edilebilmektedir. Ancak iyi diferansiye
timdrlerde bunu rahatca soyleyebilir miyiz? Biyopside
gérdigimiz Grade (3+3) morfoloji acaba 6rneklenemeyen
bir alanda kribriform yapilanma yapmis midir? Bu alan takibe
birakilan hastanin prostatinda halen yer aliyor olabilir. Obsesif
bir distince gibi dursa da opere edilebilir bir hastanin takip
sonrasinda operasyon sansini yitirdigini gérmek bu obsesyonun
yerinde oldugunu gostermektedir. Bu sebeple ozellikle iyi
diferansiye prostat kanseri tanisi alan hastalarda tiimoérin
malignite potansiyelini anlamak icin molekiler bir yardimei
gerekliligi dogmaktadir. Daha ©nce prostat kanserlerinde
prognostik acidan ve kanser yolaginda suclu olabilecek pek cok
molekiil icin cesitli calismalar yapilmistir. Kumar ve ark. (19)
benign prostatik hiperplazi, prostat karsinomu iceren biyopsi ve
radikal prostatektomi materyallerinde imminohistokimyasal
belirtecler yardimiile nm23H1 geninin farkhliklarina bakmislar;
nm23H1/niikleozid difosfat kinaz enziminin ekspresyonunu
metastaz ile iliskili bulmuslardir. Shridhar (20), prostolenforgrafi
ile artmis prostatik lenfatik yapilanmanin tespit edilebilecegini;
bunun da metastaz acisindan 6nemli oldugunu vurgulamistir.
Baska bir calismada tip 5 fosfodiaesterazin prognostik bir
veri olup olamaycadi arastirilmis; ancak benign hiperplazi
olgularinda belirgin goriilen imminohistokimyasal belirtec
kanser olgularinda belirsiz sonug vermistir (21). Yine benzer
sekilde Xu ve ark. (22) immiinohistokimyasal acidan prostat
kanser prognozunu arastirmis; bu amacla dokulara PDE5
belirteci uygulamis ancak anlamli sonu¢ elde edilememistir.
Bu calisma da bu amacla yapilmis olup; lrogenital sistem
kanserlerinde suclanan karsinogenez basamaklari kullanilarak
iyi diferansiye prostat karsinomu icerisinde heterojenite
incelenmistir.

Betakatenin gibi pek cok kanser yolaginda goriilen Siklin
D1'in de hedef oldugu WNT yolaginin prostat kanseri ile iliskisi
degerlendirilmistir. Timor disi cevre dokuda cok hafif miktarda
saptanan stoplazmik betakatenin varhiginin timorli hicre
stoplazmasinda birikimi anlamhdir. Timorli dokuda saptanan
betaketenin varhgr tim tlimorli alanlarda pozitif boyanma
sergiledigi icin heterojenite gorilmemis ve iyi diferansiye
timdorlerde tespiti tiimoriin prognozunu belirlemede anlamli
olmamistir. Daha dnce Betakatenin yolaginin ortak oldugu bir
calismada da Li ve ark. (12) tarafindan yapilmis; ayni yolak
lizerinde bulunan LncRNA LEF1-AS1 arastinimis ve prostat
kanseri tedavisinde kullanilabilecek bir hedef olabilecegi
sOylenmistir.

Siklin D1 boyasi negatif ya da pozitif yonde
degerlendirilebilecek bir sonu¢ vermemistir. Oysa pek cok

kanserde (15) etkinligi kanitlanmns bu molekil yapilan bu
calismada anlamsiz sonuglar vermistir. Siklin D1 gibi uygulanan
Pax2 ve Pax8 immiinohistokimyasal belirtecleri de calismada
anlamli sonu¢ vermemistir. Bu ¢alismada sorgulanmasi gereken
sonuclardan biri de budur. Daha once lrogenital sistem
kanserlerinde Pax8'in etkinligi saptanmistir (17). Bu calismada
belirlenen anlamsiz sonug belki baska bir monoklonal belirtec ile
daha farkh kapilari acabilir.

Bu calisma sonucunda elde edilen veriler iyi diferansiye
prostat kanserlerinde morfolojik yapi icerisinde molekiiler
olarak heterojenite saptanmasina yardimci olmamistir. Belki
farkli genetik bir protein beraberinde PSA takibi ile daha faydah
veriler elde edilmesini saglayabilir. Bu sebeple prognoz takibi de
yapilabilecek merkezlerde calisan arastirmacilara yol gosterici
olabilir. Boylece prostat kanserlerinde iyi diferansiye kanserin
hangi molekuler degisiklik sonucu takip yerine prostatektomi
secenegine gitmesi gerekliligi saptanabilir.

Prognozun laboratuvar ve klinik olarak takip edilebilecegi
merkezlerde farkli molekiiler yapilar ile benzer ¢alismalar fayda
saglayacaktir.
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