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Prostatin Benign, Premalign Ve Malign Lezyonlarinda; Proliferatif
_ Aktivite, Anjiyogenezis, Bazal Membran Ve Apoptozis’in
* Umran YILDIRIM Immunohistokimyasal Ve Histopatolojik Olarak Degerlendirilmesi

Histopathological And Immunohistochemical Evaluation Of The
Proliferative Activity, Angiogenesis, Basement Membrane And
2 Cemal GUNDOGDU Apoptosis In Benign, Premalignant And Malignant Lesions Of The
Prostate

OZET

Prostat karsinomu (PK) erkeklerde gdriilen en yaygin karsinomdur. Kanserden 61im nedenleri
icerisinde, akciger karsinomundan sonra ikinci sirada yer almaktadir. Son yillarda tanimlanan
prostatik intraepitelial neoplazi (PiN), prostat karsinomunun énciil lezyonlari arasinda yer
almaktadir. Prostat karsinomunda tani zorlugu olusturan PiN’in, prostat karsinomu ve benign
prostat hiperplazilerinden (BPH) ayrimi énemlidir. Bu calismada, PIN’in BPH ve prostat
karsinomu olgularinda, Ki-67, CD31 ve Laminin immdunreaktiviteleri ve apoptozis indeksinin
ayirici tanidaki yerinin arastirilmasi amaclandi. Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dali laboratuarinda 1991 — 2001 yillari arasinda tani konan 50 prostat
adenokarsinomu, 50 prostatik intraepitelial neoplazi ve 50 benign prostat hiperplazisi olmak
lzere 150 olguya ait drnekler calismaya alindi. Olgulardan elde edilen parafin kesitlere
immunohistokimyasal yontemle Ki-67, CD31, Laminin uygulandi. Ayrica apoptotik indeksi
degerlendirmek igin ayni olgulara ait parafin bloklardan hemotoksilen-eozin boyali kesitler
hazirlandi. Ki-67 i¢in nlkleer koyu kahverengi boyanma, CD31 icin stoplazmik endotelial
hiicrelerin boyanmasi ve Laminin igin ise gland epiteli altindaki bazal membrandaki kesintisiz
lineer boyanma pozitif olarak kabul edildi.

Ki-67 immunreaktivitesi, prostat karsinomunda en ylksek ve BPH’da en dustiktil. Ayrica prostat
karsinomu olgularinda Ki-67 immunreaktivitesi, PIN olgularindan anlamli derecede yiksek
iken (p<0.001), PiN ile BPH arasinda p<0.05 diizeyindeydi.
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Submitted/Basvuru tarihi: CD31 immunreaktivitesi ve apoptotik indeks agisindan bakildiginda, degerler en ylksek olarak
09.02.2011 prostat karsinomunda ve en diisik olarak ta BPH’ta izlendi. Gruplar kendi icerisinde CD31 ve
Accepted/Kabul tarihi: apoptotik indeks agisindan karsilastirildiginda, prostat karsinomunun hem PIN (p<0.001) hem
23.03.2011 de BPH’tan (p<0.001) anlamli derecede yiksek oldugu izlendi.

Registration/KayIt no: Laminin immunreaktivitesinin degerlendirilmesinde ise BPH ile PIN gruplari arasinda anlamh
11 02 188 bir fark yokken (p>0.05), prostat karsinomu hem PIN hem de BPH olgularindan anlamli

derecede yiiksek degerlere sahipti (p<0.001).

Sonug olarak, PiN’in PK ve BPH’dan ayriminda Ki-67, CD31 ve apoptotik indeksin faydali
olabilecegi kanisina varildi. Laminin’in ise PK’nun, BPH ve PiN olgularindan ayriminda faydali
olabilecegi fakat BPH ile PiN olgularinin ayrimda ayni fayday saglamayacagi kanisina varildi.
Anahtar kelimeler: Prostat, Anjiyogenezis, Ki-67, CD31 ve Laminin

ABSTRACT
Corresponding Address Prostate carcinoma (PC) is the most common malignancy among males and it is the second
Yazisma Adresi: most common cause of death due to cancer (after lung cancer) in men. Prostatic intraepithelial
neoplasia (PIN) is a premalignant lesion described recently. The differentiation of PIN from
Dr. Umran Yildirim BPH or PC is important. In this study, it was aimed to investigate the place of Ki-67, CD31,
Diizce Universitesi Laminin immunoreactivities and apoptotic index in the differentiation of PIN (accepted as a
Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim  Precursor lesion of PC) from BPH or PC.
Dali, Diizce A total of 150 specimens (50 PC, 50 PIN and 50 BPH cases) which were evaluated and

E-Mail:umran25@hotmail.com  diagnosed in the Department of Pathology, Medical Faculty, Ataturk University between 1991
— 2001 were included in the study.

Ki-67, CD31 and Laminin were applied to the paraffin sections with immunohistochemical
method. Additionally H&E stained sections were prepared from paraffin blocks from the same
cases for the evaluation of apoptotic index. The staining was accepted as positive for Ki-67 if
dark-brown stained nucleus is present, for CD31 if cytoplasms of endothelial cells are stained,
and for Laminin if continuous linear staining of basal membrane under the prostatic glandular
epithelium is observed.
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Ki-67 immunoreactivity was the highest in PC group and the
lowest in the BPH group. Moreover, while Ki-67
immunoreactivity was significantly higher in PC group than in
PIN group (p<0.001), the difference between PIN and BPH was
p<0.05.

Both CD31 immunoreactivity and apoptotoic index were found
to be the highest in PC group and the lowest in BPH group. In the
comparison of groups, PC group had higher CD31
immunoreactivity and apoptotic index values than in both PIN
(p<0.001) and BPH (p<0.001) did.

As a conclusion, it was suggested that Ki-67, CD31
immunoreactivities and apoptotic index were useful in the
differentiation of PIN from BPH and PC. For Laminin, although
it may be useful in the differentiation of PIN from PC, it cannot
be used for PIN — BPH differentiation.

Key words: Prostat, Angiogenezis, Ki-67, CD31 and Laminin

GIRIS

Prostat karsinomu (PK) erkeklerde en sik gorilen
kanser olup (50 yas Uzerinde %14-46), akciger
kanserinden sonra Oltimlerin ikinci en sik sebebini
olusturmaktadir. PK niikleuslardaki degisikliklere ve
bez yapisinin gosterdigi dizilime gore histolojik
olarak cesitli arastirmalar tarafindan
derecelendirilmistir. Ginimuizde en sik kullanilan ve
tercih edileni Gleason sistemidir (1, 2).

PIN son dekatta tanimlanan ve prostat karsinomunun
oncul lezyonu oldugu tim dinyaca kabul edilen bir
lezyondur. PK’nun en sik goriildiigu bélgelerde PIN
lezyonlarinin da fazlaca goriilmesi ve gerek genotipik
gerekse fenotipik yapilan ¢alismalarda oldukca yakin
benzerlikler gostermesi bu teoriyi destekleyen en
onemli calismalardir (3-6).

BPH prostat dokusunun en sik gorilen benign
lezyonlari arasindadir. 60 yasi tizerindeki erkeklerin
%30’unda gorilmektedir (1). Cesitli calismalarda,
benign prostat hiicrelerine gére malign prostat hiicre
nikleuslarinda Ki-67 ve PCNA gibi proliferatif
belirleyicilerin artmis ekspresyonlari gosterilmistir.
Yine bu belirleyicilerin artmis ekspresyonlari, benign
epitelin yanisira PIN lezyonlarinda da izlenmistir.

Yilksek dereceli PiN’deki ekspresyon invaziv
adenokarsinomda gdzlenene benzemektedir.
Bag dokusu ile diger dokularin arasinda

makromolekdllerin degis tokusunu sinirlayan veya
duzenleyen bariyer bazal membran olarak
tanimlanmaktadir. Tamorin invazyonu icin bazal
memrani parcalamasi ve ge¢cmesi 6nemlidir. BPH ve
PIN lezyonlarinda bazal membran intakt iken PK’da
iyi diferansiye olan bir kisim hari¢, bazal membran
bltlnltgi bozulmustur (1, 8).

BPH, PiN ve PK olgulari arasinda bazen ciddi sekilde
ayirict tani problemlerinin yasanmasi ve PIN
lezyonlarinin gorildigu bolgeler komsulugunda PK
odaklari bulunma olasiliginin  yiksek olmasi
dolayisiyla; lezyonlarin birbirinden ayrimi veya
progresyonun gosterilmesinde Ki—67, CD31, laminin
ve apoptotik indeksin yerini arastirdik.

MATERYAL METOD

Atatirk  Universitesi Tip Fakiltesi Patoloji
A.B.D’inda 1991-2001 yillar1 arasinda BPH 50, PIN
50 ve PK’lu 50 olgu degerlendirmeye alinmis olup
materyallerin 47 tanesi acik prostatektomi, 39 tanesi
Transuretral Rezeksiyon (TUR) ve 64 tanesi tru-cut
biyopsi seklindeydi.

Vakalara ait preparatlar arsivden cikarilarak tekrar
gbzden gecirilmis ve histopatolojik tanilari
dogrulanmistir.  Olgularin en iyi 06rneklendigi
preparatlar secilerek bunlara ait parafin bloklardan 5
mikron kalinhginda kesitler poli-L-lizin ile kapli
lamlara alinarak imminohistokimyasal boyama icin
oda 1sisinda en az 24 saat bekletilmistir. Ayrica
apoptozisi de@erlendirmek i¢in de olgulara ait
bloklardan H&E boyali preparatlar hazirlanmistir.
Hazirlachgimiz kesitlere proliferatif aktivite icin Ki—
67, anjiogenezis i¢cin CD31, bazal membran icin
Laminin antikorlari ile immunohistokimyasal boyama
uygulanmustir.

immunohistokimyasal Boyama

Immiin  boyama peroksidaz ile isaretlenmis
streptavidin-biyotin yontemi kullanilarak yapilmistir.
Immiinohistokimyasal boyama islemine gecmeden
once, oda I1sisinda en az 24 saat bekletilen kesitler 20
dk ksilolde bekletilerek deparafinize edilmistir. Daha
sonra %96’ lik alkolden baslayarak %70’ lik alkole dek
alkol serilerinden gecirilerek rehidrate edilmistir. Bu
asamadan sonra Ki-67, CD31, Laminin antikorlari
uygulanacak deparafinize kesitler
immunohistokimyasal boyama 0Oncesinde sitrat
tampon soliisyonu (10mM, pH 6) icinde ¢zel kaplara
yerlestirilerek, mikrodalga firinda 3 kez 5’er dk
streyle kaynatilmis ve boylece epitopun aciga
cikmasi saglanmistir. Kesitler bundan sonra 15-20 dk
slire ile oda 1sisinda sogumaya birakilmistir. Soguma
isleminden sonra kesitlerin cevresi damlatilacak
antikorlarin ve solusyonlarin dokularin (zerinde
kalmasini saglamak amaciyla sinirlari kalemle
cerceve icine alinmistir. Daha sonra kesitler 6nceden
hazirlanan pH’si 7.2 phosphate-buffered saline (PBS)
solisyonunda 5 dk yikanmistir. Daha sonra ise
kesitlerin lzerine %3’ltk hidrojen peroksidaz
aktivitesi bloke edilmistir. Boylece primer antikor igin
hazir hale gelmistir. Sonrasinda izlenen basamaklar
ise sOyledir:

1. Kesitler tzerine Ki-67, CD31, Laminin primer
antikorlari damlatilarak tim kesit ylzeyini kaplamasi
saglanmis ve oda isisinda 30 dk beklenmistir.

2. PBS’de 5 dk yikanarak baglanmamis antikorlarin
uzaklagsmasi saglanmistir.

3. Kesitlere baglayici biyotinize sekonder antikordan
damlatilmis 5 dk beklenmistir.

4. Kesitler 5 dk PBS de bekletilmistir.

5. Streptavidin peroksidaz soltisyonu kesitler tizerine
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damlatilarak 5 dk beklenmistir.

6. Kesitler 5 dk PBS banyosunda tutulmustur.

7. Peroksidaz aktivitesini gostermek icin kromojen
olarak  3,3’diaminobenzidinetetraklorir (DAB)
solisyonundan  kesitler  (izerine  damlatilmis,
kahverengi renk godzlenene dek beklenmis, sonra
kesitler cesme suyunda yikanmistir.

Daha sonra kesitlerde zit boyama saglamak igin
Mayer hematoksilen kullaniimistir. Cesme suyunda
yikandiktan sonra %70’lik etil alkolden %96°lik
alkole kadar dizilerden gecirilerek alkolde 20 dk
bekletilmek suretiyle seffaflanma saglanmis ve
Entellan (Merc) damlatilarak kapatiimistir.
immunreaktivitenin Degerlendirilmesi
Ki-67 indeksinin  (Proliferatif
Degerlendirilmesi

Galismamizda 150 vaka degerlendirilmistir. Pozitif
kontrol olarak tonsil dokusu kullaniimistir. Uygulanan
Ki-67 immunohistokimyasal yontemiyle koyu-
kahverengi niikleer boyanma pozitif olarak
degerlendirilmistir.  Yogun boyanma gdsteren
alanlarda 400’lik biydtmede 10 farkli alanda
ortalama 500-1000 hicre sayildi. Ki—-67 indeksini
belirlemede pozitif boyanan hicrelerin boyanmayan
hiicrelere oranlar yiizde olarak belirtildi.

CD31 ve Damar Yogunlugunun Degerlendirilmesi
Cahismamiza aldigimiz 50 BPH, 50 PiN ve 50 PK
olgusuna uygulanan CD31 immunohistokimyasal
boyamasinda mikrodamar yogunlugu ve mikrodamar
sayisi belirlenmeye hazir hale getirilmistir. Pozitif
kontrol olarak kronik iltihabi grantilasyon dokusu
kullaniimistir. Sitoplazmik boyanma pozitif olarak
kabul edilmistir. Hazirlanan kesitlerde anjiogenez,
Weidner tarafindan meme karsinomlarinda kullanmis
oldugu metod kullanilarak degerlendirildi. Bu kesitler
once kiiciik bilyiitmede (X 100) tarandi. BPH, PIN ve
intratimoral olarak neovaskdlarizasyonun en yogun
oldugu alanlar (hot spot) saptanarak X 200 bilyitmede
(20 x objektif, 10 x okiiler; 0,785 mm2) mikrodamar
sayisi olarak belirlendi.

Apoptozisin Degerlendirilmesi

Segcilen vakalarimiza ait H&E kesitler histopatolojik
olarak degerlendirildi. Apoptotik cisimcikler BPH ve
PIN olgularinda bazal tabaka ile luminal hiicrelerde
degerlendirilirken kanser olgularinda histolojik
paterne gore degerlendirilmistir. H&E kesitlerde
yukarida bahsedilen alanlarda gorulen apoptotik
cisimcik, apoptotik cisimcik fagosite etmis
makrofajlar ve vyarimay formasyonlu nukleer
kondansasyon gdsteren hicreler sayilarak 1000 adet
hiicredeki oranlari yiizde olarak hesaplandi.

Bazal Memranin Degerlendirilmesi

Calismamiza aldigimiz tim olgulara Laminin

Aktivitenin)

immunohistokimyasal boyasi uygulandi. Prostat
gland epiteli altinda kesintisiz lineer boyanma pozitif
olarak kabul edildi.

Istatistisel Inceleme

Tum olgularin degerlendirilmesinde istatistiksel
olarak sirasiyla; One-Way ANOVA analiz testi, X2
testi, Kruskal-Wallis, Mann-Withney ve Spearman
korelasyon testleri uygulanmistir.

BULGULAR

Incelenen 50 adet BPH olgusunun yas ortalamasi 65.7
olup yaslar 58 ile 82 arasinda degisiyordu 50 adet PIN
olgusunun yas ortalamasi 67.2 olup yaslar 60 ile 87
arasinda degisiyordu. 50 adet PK olgilarinin yas
ortalamasi ise 68.2 olup yaslar 61 ile 83 arasinda
degisiyordu (Tablo 1).

Calismamiza aldigimiz BPH, PiN ve PK olgularinin
47 tanesi acik prostatektomi, 39 tanesi TUR, 64 tanesi
ise tru-cut biyopsi materyallerinden olusmaktaydi
(Tablo 2).

immunohistokimyasal Ozellikler

Calismamizda secilen olgulara Ki-67, CD31 ve

Laminin immunohistokimyasal boyamalari
uygulandr.

Ki-67 Degerlendirmesi

Calismamiza alinan olgulara Ki-67

immunohistokimyasal boyamasi uygulandi ve nikleer
koyu-kahverengi granuler boyanma pozitif olarak
kabul edildi. BPH’de 0zellikle bazal hcre
tabakasinda olmak (zere ¢ok az sayida boyanma
tespit edildi. PIN olgularinda BPH’den biraz daha
yiiksek oranda olmak Uzere, bazal hicreler ile az
olarak ta stromal hiicrelerde pozitif boyanma izlendi.
Yiiksek dereceli PIN’de ise hem bazal hiicre
tabakasinda hem de luminal hicrelerde pozitif
boyanma gorilirken stromada da birkag adet
boyanma gdsteren hiicre tespit edildi. PK olgularinda,
Ozellikle iyi diferansiye olanlarda boyanma yiizdesi
oldukca disuk oranda tespit edildi. Orta ve az
diferansiye prostat karsinomlarinda ise onceki

Tablo 1. Olgularin histolojik tani, sayi, yas ortalamari ve yas
dagilimi

Histolojik Tam | Olgu Sayis1 | Yas Ortalamasi1| Yas Dagilim
BPH 50 65.7 58-82
PIN 50 67.2 60-87
PK 50 68.2 61-83

BPH: Benign Prostat Hipértrofisi PIN: Prostatik intraepiteliyal Neoplazi PK: Prostat Karsinomu

Tablo 2. Olgularin Alinis Y&ntemine Gore Dagilimi

Prostat | Acik Prostatektomi | TUR | Tru-cut Bivopsi
BPH 15 13 22
PIN 12 17 21
PK 20 9 21

TUR: Transuretral rezeksiyon, BPH: Benign Prostat Hipertrofisi, PIN: Prostatik iniraepiteliyal
Neoplazi, PK:Prostat Karsinomu
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Tablo 3. Olgularin Ki-67 immunboyanma oranlari

Olgu No BPH PN PE
_E¥ 10 1 d
] 08 5
3 2.2 7
3 7 113
5 3 ] 6.0
[ 1 2.3 8.2
7 ] 1 0.0
3 5 & 20
] 9 1.6 1.2
'] v X 3
T 2 2
7 5 4.
7 T3
K] 62
20 65
& ]
7 1.7 78
2 232 113
7 1Y 133
2 3 30 50
Z 20 28 56
p ] 12 kT 20
23 03 23 34
24 08 3.1 o8
i [1] e 0.1
26 : 1.3 6.6
27 7 3.0 9.0
28 [1] =4 137
9 [ 7 12.0
0 05 6 62
1 20 ] 83
] 2 3 112
3 2 23 635
4 7 | %] 219
3 1 3.5 43
& 5 26 9.5
x 28 20
38 3 30 55
39 18 22 L3
30 20 29 135
31 08 33 136
a2 15 22 68
a3 13 23 10.0
24 13 21 16.1
45 1.0 19 144
36 [X3 2.6 13.7
3% i3 =z 51
49 07 2.7 19
50 [ %] 20 59
Orralama - 37 -
Deger 1.13 237 11.7

BPH: Benign Prostat Hipertrofisi, PIN:Prostatik intraepiteliyal Neoplazi, PK:Prostat Karsinomu

Tablo 4. Prostat Karsinomlu Olgularin Ki-67 immunboyanma
oranlar1 (PS=Gleason Patern Skoru)

Olgu No PS 5 (%) PS6(%) | PST7(%) | PS8(%) | PS9(%)

1 7.5 113 195 12.0 30,0
2 58 55 146 145 280
3 7.0 8.2 15.0 150 23.5
4 6.7 6.5 153 17.0 280
% 6.6 62 170 140 290
] 3.6 6.7 13.0 140
7 82 55 125 139
g 69 6.0 15.0 130
9 7.1 1.5 123 14.5
10 75 8.0 133
11 14 132
12 8.7 15.5
13 6.0 150

Ortalama Degerler 6.89 7.19 14.71 14.24 28.10

gruplara nazaran daha yuksek oranda pozitif boyanma
izlendi.

BPH olgularinda pozitiflik sergileyen hiicrelerin orani
%0.5-2.2 (ortalama deger %1.33+0.55) degerleri
arasinda bulundu. PIN olgularinda bu oran %1.6-3.7
(ortalama deger %2.36+0.70) degerleri arasinda
bulundu.

Prostat karsinomu olgularinda ise oran histolojik
paterne gore degisiklik géstermekle birlikte %5.5-30
(ortalama deger %11.51+6.54) degerleri arasinda
tespit edildi (Tablo 3). BPH ve PiN olgulari
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamhi farklilik
sergiledigi izlendi (p<0.05). Kanserli grubun her iki
grupla karsilastiriimasinda ise farkliligin istatistiksel
olarak anlamli oldugu bulundu (p<0.001). Gruplar
arasindaki Ki—67 indeksinin anlamliligi One-way
ANOVA testi ile arastirildi ve artisin anlamli oldugu
goraldu (p<0.001).

Tablo 5. BPH, PIN, PK olgularinda mikrodamar sayisi

Olgu No — PIN PK
2 ET] 75
2 45 [1]
T 1] b33
[ 26 59
b 45
46
£
8 4 &7
g z x]
[] [ 15 &7
1 3 14 53
2 3 28 30
3 1 35 51
4 5 44 &7
2 7 =4 43
3 3 2
] 5] 1 39
17 3
] 1 x 3
I 3 71
3 3 H
2 2 56
3 43 75
T ; TT
25 2 3 E]
36 1 2 ]
== = T -
3 2
2 25
3 L]
1 12 ET)
5 45 45
2
2 24 39
1 32 65
T i) 5|
T 17 7L
17 [1]
T 23
[ 2 34
3 2 44
42 T 3 [E]
43 2 22 71
44 14 30 T4
45 a1 =1 L
46 [] 27 7
[¥ 4 3
5] ¥l
45 1 2
a 3 i
Ortalama 7
Daiec 16.50 30 60 57.64

BPH: Benign Prostat Hipertrofisi, PIN:Prostatik intraepiteliyal Neoplazi, PK:Prostat Karsinomu

Karsinom olgularinda ise diferansiyasyon azaldikca
Ki—67 indeksinin arttigi géruldi (Tablo 4). Bu artisin
patern skorunun yuksekligi ile iliskisi istatistiksel
olarak Spearman Korelasyon testi ile arastirildi ve
proliferasyon aktivitesi ile kanserli dokunun patern
skoru arasinda guclu (r=0.80), ayni yonde ve gecerli
(p<0.001) bir iliski saptandi.

CD31 Degerlendirmesi

Calismamiza alinan olgularin degerlendirilmesi
sonucu mikrodamar yogunlugu BPH olgularinda
ortalama olarak 16.50 mikrodamar /0.785 mm?,
PiN’de 30.60 mikrodamar /0.785mm?2, PK’da ise
57.64 mikrodamar /0.785 mm? olarak bulundu (Tablo
5).

Elde edilen sonuclara gore; BPH ve PiN, PiN ile PK
ve PK ile BPH gruplarinin karsilastirilmalarinda tim
gruplar arasindaki farliliklar istatistiksel olarak
anlamli olarak bulundu (p<0.001).

Ayrica mikrodamar yogunlugu PK olgularinda
histolojik tipe gore soyle belirlendi: Grade I olgularda
52.1, grade Il olgularda 65.3, grade 111 olgularda 73.0
olarak degerlendirildi. Histolojik grade’in artmasiyla
mikrodamar yogunlugunda artis olmakla birlikte bu
iliski istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.
Lamininin Degerlendirilmesi

Calismamiza alinan olgulara yapilan Laminin
immunohistokimyasal boyamasinda gland epiteli
altinda kesintisiz lineer boyanma pozitif olarak kabul
edildi.
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Tablo 6. BPH, PIN ve PK olgularinda Laminin Degerlendirmesi
Laminin
Pozitiflik Orami (%) | (+) Olgu Sayisi | Negatiflik Oram (%) | (-) Olgu Sayis: |
9 04 47 %6 3 |
PIN 85 02 46 % 8 4
PK %12 3 % 88 44

BPH:Benign Prostat hipertrofisi, PIN:Prostatik intraepiteliyal neoplazi, PK:Prostat Karsinomu

Prostat

Tablo 7. Bazal, intermedier, Luminal Hiicre Tabakalarinda
Apoptotik Oranlari

Bazal Tabaka Luminal Tabaka

Intermedier Tabaka

BPFH 0.5 0.2 0.1
PIN Low 08 0.6 0.5
PIN High 1.1 0.8 0.7
PK cribriform patern 18 12 09
PK solid patern 23 22 22

BPH:Benign Prostat Hipertrofisi, PIN High:Prostatik intraepiteliyal Neoplazi Yiksek dereceli,
PIN Low:Prostatik Intraepiteliyal Neoplazi Diisiik dereceli, PK:Prostat Karsinomu
Immunohistokimyasal ~ olarak ~ Laminin ile
immunboyanma BPH ile PiN olgularinda kesintisiz
lineer sekilde izlenmis olup glandlar gevresindeki
bazal membranlar intakt olarak degerlendirilmistir.
Hatta bazi iyi diferansiye karsinomlarda dahi laminin
pozitif olarak degerlendirilmistir. PK olgularinda ya
hi¢c boyanma gorulmedi veya kesintili sekilde izlendi
(Tablo 6). BPH ve PIN olgularina ait bulgular benzer
Ozellikte olup aralarinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmamistir (p<0.69). PK ile PIN ve BPH
olgularinin karsilastirilmasinda tespit edilmis olan
fark istatistiksel olarak anlamh bulunmustur
(p<0.001).
Histopatolojik
Degerlendirilmesi
Elde edilen apoptotik cisimcik ylzdelerinin epiteliyal
hucre tabakalarina gére dagilimi ise soyle tespit edildi
(Tablo 7). Calismamiza aldigimiz olgulara ait
hazirlanan H&E kesitlerde, bazal hiicre tabakasindan
luminal hiicrelere dogru izlenen apoptotik cisimcikler
sayildi. Tum hiicresel alanlarda apoptotik cisimcik
yuzdesi ortalama olarak; BPH olgularinda %0.5, PIN
olgularinda %0.9, PK olgularinda ise %1.5 olarak
degderlendirildi (Tablo 8). Yukarida elde edilen verilere
Kruskal-Wallis ve Mann-Whitney istatistiksel testleri
uygulanmistir.  Kruskal-Wallis’e  gore gruplar
icerisnde yalnizca PK cribriform paternde anlamli
derecede farkhlik izlenirken (p<0.04), Mann-Withney
analizine gore ise sadece BPH olgularindaki hticre
tabakalari arasinda istatistiksel olarak anlamh
derecede farklilik tespit edilmistir (p<0.0001).

Elde edilen bu sonuclara gore PK’nun BPH ile
PK’nun PIN ile ve PIN olgularimin BPH ile
karsilastirilmasinda aralarindaki faklihk istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0.001).

Degerlendirme;  Apoptozisin

TARTISMA

Prostat karsinomu, yasla birlikte artis géstermekle
birlikte erkeklerde kanserden olumlerin ikinci sik
sebebidir (9, 10). Her gegen giin yayginlasan erken

Tablo 8. BPH, PIN, PK olgularinda Apoptotik Indeks Ylizdeleri

otik Cisimcik (h!
Olgu Sayis BFH P PE
1 0.6 0.9 1.0
2 0.2 0.8 0.9
3 0.5 0.9 22
4 0.8 0.9 1.4
5 0.2 1.0 13
-] 0.5 1.0 20
7 3 1.0 1.9
B 0.5 X 1.2
o 0.7 1.0 1.4
10 0.6 0.8 1.5
11 02 0.9 1.7
12 0.4 [X 2.1
13 0.6 0. 21
14 0.5 0. o
135 0.3 1.0 o9
16 0.6 1.0 1.2
17 0.4 1.0 1.0
18 0.5 0.8 1.0
1% 0.2 0.9 1.2
20 0.7 0.9 1.0
21 0.1 0.9 1.0
12 0.8 1.0 20
23 0.7 1.0 1.4
24 0.4 0.9 1.4
as 03 0.8 0.9
26 0.2 0.9 22
27 05 o8 22
28 0.6 0.8 1.1
2% 0.4 1.1 1.0
30 0.6 1.0 1.0
31 ©.5 o9 1.7
32 0.6 X 1.4
33 ] 1.1 12
34 0.5 10 13
3s 0.3 1.1 1.7
36 0.5 0.9 1.8
37 03 0.8 1.9
38 0.4 X 20
L) 0.5 1.0 22
40 0.6 0.9 20
41 0.4 1.0 1.7
42 0.5 0.6 1.6
43 03 0.7 1.5
44 0.6 0.8 1.4
45 0.6 0.9 1.7
46 0.6 0.9 22
47 5 0.8 1
48 5 1.0 2
49 4 1.0 2.
50 2 1.1 o
Cry Defer 0.5 0.9 1.5
tarama ve ileri tani yontemleri ile prostat

karsinomunun taninmasinin gittikge daha kolay
olmasi da sikhiginin artmasinda énemli bir faktor
olarak rol oynar.

Son yillarda tanimlanan prostatik intraepitelyal
neoplazi, prostat karsinomu ile yakin iligkisinden

dolayr Kklinik olarak ¢ok 0Onem kazanmistir.
GlUnlmuizde Uroloji pratiginde yapilan igne
biyopsilerinin =~ %16.5’dan  fazlasinda  PIN’e

rastlanmaktadir (11).

Adenokarsinomun prostatin daha ziyade periferik
bélgesinden kaynaklanmasi ve PIN’in de yine bu
bolgede cokga ortaya cikmasi ayrica yapilan
histokimyasal, immunohistokimyasal ve genetik
veriler PIN ile karsinom arasinda yakin iligki
bulundugunu goéstermektedir (12).

Tumoral olgularin  proliferasyonunu  arastiran
calismalarda, oncelikle normal dokuya ait hiicre
davraniginin tanimlanmis olmasi gerekmektedir.
Ancak normal prostat dokusunda proliferasyon
hareketlerini arastiran gok az galisma vardir (13-15).
PIN’li  olgularda  proliferasyon  aktivitesini
belirlemeye yonelik kisitli sayida ¢alisma yapilmistir
(15-17). Tamboli’nin Ki-67 antikoru ile prostat
dokusunda yapmis oldugu calismanin bir grubunu da
PiN’li vakalar olusturmaktadir. Arastirmaci bu grupta
%2.5’luk bir Ki—67 indeksi bildirmistir (16). Yuksek
dereceli PIN olgularinda cahsan Feneley ise
proliferasyon oranini %2.58 bulmustur (15). Biz de
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Resim 1: Benign Prostat Hipertrofisi

Resim 2: Yilksek dereceli PIN odap
(H&E 4x10)

Grade 1 Prostat

Resim  3:
Adenokarsinomu H&E (10x10)

Resim  4: Grade 1III Prostat
Adenokarsinomu H&E (20x10)

Resim 5: Yilksek dereceli P
odafinda Ki-67 immun reaktivitesi
(20%10)

Resim 6: Prostatadenokarsinomunda
Ki-67 immun reaktivitesi (20x10)

Resim 7: Yilksek dereceli PIN
odagmda apoptotik hiicreler HE&E
(20x10)

Resim 8: Prostat Karsinomunda
apoptotik hilcreler H&E (40x10)

Resim 10: Prostat Karsinomunda

Resim 9: Yiksek dereceli PIN'de :
e S CD31 immun reaktivitesi (10x10)

CD31 immun reaktivitesi

calismamizda PIN’li olgularda %2.33’liik bir Ki-67
indeksi elde ettik (Tablo 1).

Prostat kanserinin  proliferasyon aktivitesinin
incelenmesi ve Gleason skoru ile iligkisinin
aciklanmasina yonelik calismalarda genel olarak
Gleason skoru ile paralel artis gosteren proliferasyon
aktivitesi sonuclari bildirilmistir (18, 19). Gleason
patern skoru 5-9 olan prostat kanserli grupta
%11.5’luk bir proliferasyon aktivitesi elde edildi ve

Ki-67 indeksinin malignite artisi ile paralellik
gosterdigi tespit edildi (Tablo 2).

Bugune kadar prostat lezyonlarinda Ki-67 ile
yapiimis olan proliferasyon aktivitesi calismalari
sonucunda normal prostat dokusunun disuk
proliferasyon gosterdigi, buna karsilik malignite
derecesinin artisi ile Ki—67 indeksinin yukseldigi
kabul edilmektedir. Ancak bu ¢alismalarin sonucunda
ortak bir Ki—-67 indeksi belirlenememis ve bunun
nedeni olarak uygulanan farkli immunohistokimyasal
teknikler gosterilmistir (19-22).

Calismamizda ise PIN ile BPH olgular
karsilastirildiginda istatistiksel olarak tespit edilen
anlaml  farklihk, PK’nin, BPH ve PIN ile
karsilastirilmasinda da izlendi (p<0.001). Gleason
paternine gore Ki—67 indeksi degerlendirildiginde ise,
timor diferansiyasyonu arttikga indeksin de artis
gosterdigi tespit edildi.

Anjiogenez, yeni damar olusumu
(neovaskularizasyon)  demektir.  Bircok solid
neoplazilerin  blylmesinde ve progresyonunda
onemli bir faktordlr. Kanser metastazinda, timor
hicreleri ve neoplastik olmayan damarsal yapi ile
immun sistem ve bad doku arasinda cesitli
etkilesimler olmaktadir (23).

Tumdr anjiogenezisinin degerlendirilmesi icin tim
vaskdler endotel hiicrelerine 6zgi olarak saptanan
cesitli antikorlar bulunmustur. CD31’in, hem Faktor
VIl hem de CD34’den daha fazla oranda boyanma
gosterdigi ve daha duyarh oldugu saptanmistir (24).
CD31 bir hiicre adezyon molekili olup endo CAM
(endothelial cell adhesion molecule) ya da PECAM-
1 (platele/endothelial cell adhesion molecule) olarak
ta bilinmektedir (25). Biz de ¢alismamizda daha
duyarli olan CD31’i kullanmay tercih ettik.
Bostwick ve arkadaslari kanserden sonra prostatin
diger proliferatif lezyonlarinda da mikrodamar
yogulugunu arastirmislar ve BPH’in belli histolojik
tiplerinde  vaskdilarizasyonun  arttigini  tespit
etmislerdir (1). Sonuc olarak BPH’In epiteliyal
nodullerinde yiiksek dereceli karsinomlara yakin
6lcude neovaskiilarizasyonun izlenmesi dolayisiyla,
epitelyal nodullerdeki bu kaydadeger vaskularite
artisinin, anjiogenezin etkisinin BPH’in erken
dénemlerinden itibaren baslayabileceginin gostergesi
olabilir (1).

Biz de cahismamizda PK olgularinda izlenen
mikrodamar yogunlugunun, PIN ve BPH olgularina
gore daha yuksek sayida oldugu tespit edildi
(p<0.001). PIN ve BPH olgulari arasinda da
istatistiksel olarak anlamli derecede farlilik bulundu
(p<0.001). Elde ettigimiz bu sonuglara gére CD31’in
BPH, PIN ve PK olgularinin ayirici tanisinda faydali
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saglayabilecedi sonucuna vardik.

Normal prostat dokusundaki hiicre 6limiuyle hicre
proliferasyonu arasindaki hassas bir denge vardir (26).
Apoptotik cisimcikler, prostat duktus ve asinuslarinda
genel olarak epitel icerisinde interselliller alanda veya
ara sira da epitelial hiicre sitoplazmalarinda
izlenmektedir (27).

Montironi ve arkadaslari yaptiklari calismalarinda
disiik dereceli PIN’lerdeki apoptotik cisimcikler
hemen hemen BPH’a benzer sonuclar ortaya
koyarken, yiiksek dereceli PIN’lerdeki apoptotik
cisimciklerin ise PK’nun bazi tipleriyle yakinlk
gosterdigini ortaya koymustur (27).

Haussler ve arkadaslarinin yaptiklari bir calismada
apoptotik cisimciklerin BPH’da PIN ve PK ya gore
daha diisuk oranda oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica
yilksek dereceli PIN olgulariyla yiiksek dereceli PK
(Gleason Patern 7-10) olgularinin apoptotik
indekslerinin ayni oldugunu, diisiik dereceli PIN ile
dustk dereceli PK olgularinin ise hemen hemen
benzer sonuglar gosterdigini bulmuslardir (28).

Elde edilen bu degerlere gére BPH olgularinda
hesaplanan apoptotik indeksinin PIN olgulariyla
karsilastirmalarinda istatistiksel olarak tespit edilen
anlamli farklilik, PIN ve PK olgularr ile BPH ve PK
olgulari arasinda da bulunmustur (p<0.001).

Yapilan tim c¢alismalarda ortaya atildigi gibi prostat
glandlarindaki, edinilmis DNA anomalisi iceren hiicre
veya anormal hiicre bdlinmesinin varligi yani
apoptotik cisimcikler, BPH lezyonlarinin PiN’e
ilerleyisini gosterebilecedini veya PIN lezyonlarinin
karsinoma dogru gidisini gosterebilir (27).

Laminin, aslinda vaskiler ve epiteliyal bazal
membranlarda bulunan ve parankim hiicreleriyle bag
dokusunu birlestiren bir proteindir (29). TUmor
hiicesinin invazyonunun en O6nemli asamas! bazal
membranin penetrasyonudur (30).

Maatta ve arkadaslarinin  yapmis olduklan
calismalarinda diffliz gastrik karsinoma ve memenin
infiltratif karsinomu hari¢ bircok karsinomda
epiteliyal timor hiicre kimeleri ¢epecevre kesintisiz
bir bazal membranla cevrili olarak bulunmakla
beraber, hem normal dokularda hem bazi
malignensilerin bazal membranlarinda sinirh veya hic
harabiyet olusmadigini tespit etmisler. Bunun yanisira
memenin intraduktal karsinomu, over ve tiroid
karsinomlarinda bazal membranlarda orta derecede

bir harabiyet tespit etmislerdir. Diger tip
karsinomalarin ~ (dil, mide ve kolon) ise
immunoreaktivite gostermedigi yani lamininin

mevcut olmadigini gézlemlemislerdir (31).
Hinderman ve arkadaslari troteliyal karsinomlarda
yaptiklari bir c¢alismada, bazal membranlardaki

laminin  kaybinin  6lum riski artisi ile iliski
gosterdigini tespit etmislerdir. Sonug olarak lamininin,
troteliyal karsinomlarin diagnostik bir gdstergesi
olarak gosterilebilecegini ileri sirmuslerdir (32).
Prostat dokusunda bazal membrani, normal prostat
glandlari cevresinde izlerken PIN ve cogdu iyi
diferansiye adenokarsinomlarda da saglam olarak
gorebilmekteyiz (1).

Bostwick, diisiik ve yiiksek dereceli PIN olgularinda
tanisal histopatolojik kriterlerini siralarken bazal
membranin heriki durumda da saglam oldugunu
belirtmistir. Buna gtre bazal mebranda meydana
gelen buttnlik kaybi invazyon lehine bir bulgudur.
Yaptigimiz ¢calismada laminin boyamasinda BPH ve
PIN olgulari arasinda anlamli bir farklilik
gozlenmezken, bu iki lezyonun PK ile
karstlastiriimasinda ise farkhlik istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p<0.001).

Bu sonuglara gére PIN ve PK olgularinin ayirici
tanisinda ya da benign — malign ayrimi yapilamayan
olgularda Ki-67, apopitotik indeks, CD31 ve
lamininin kullaniimasi yol gosterici olabilir.
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