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OZET

Prostatik intraepitelial neoplazi (PIN) invaziv karsinomun
prekirsord olarak kabul edilir. Yiksek derece PIN ile karsinom
arasindaki tek fark stromal invazyondur. Bazal hiicre tabakasin-
daki kesinti invazyonun en erken dénemini temsil eder. Galisma-
mizria bazal tabakadaki kesintinin derecesini saptamak amaci ile
bazal tabakaya dzgiin yilksek molekil agirikli anti-sitokeratin
antikoru kullamld. Digdk derece PIN'li olgulann %42'si kesinti-
siz, %58'i fokal kesintili olarak gozlemlendi. Ne var ki yiksek de-
rece PIN'li olgulann %13.7'sinde kesintisiz, %55.3'lnde fokal
kesintili ve %31'inde genig kesintili tarzda boyanma saptandi.
Karsinomlu olgularin higbirinde pozitif boyanma gorilmedi. So-
nug olarak PIN'in derecesi yilkseldikge bazal hiicre kesintisinin
ve yayginhginin arthg tesbit edildi.

Anahtar Kelimeler : PIN, anti-sitokeratin antikaru, mikroin-
vazyon, yiksek molekiiler agirlik sitokeratin

Giris

Oerteil tarafindan 1926'da tanimlanan prostatik intraepiteli-
al neoplazi (PIN) prostat adenokarsinomunun potansiyel biyolo-
jik prekirsoridir ve morfolojik olarak stromal invazyon diginda
kanser ile benzer Gzellikler gbsterir™™.

Benign ve hiperplastik prostat dokusunda duktus ve asiniis-
ler sekretuar hiicreler ile déselidir ve bunlann gevresinde bazal
membrana paralel, lineer dizilim gdsteren, yassi bazal hilcre ta-
bakas! vardir™. Bazal tabaka hiicreleri lokalizasyon, ultrastrilktii-
rel dzellikler ve proliferasyon kapasiteleri ile luminal sekretuar
hiicrelerden farklidirlar®. Prostat karsinomunda bazal tabaka
hicreleri tamamen ortadan kalkmigtir®*®™. PIN de ise bazal ta-
baka hicrelerinde kesinti ortaya gikar "**". Rutinde kullanilan
Hematoksilen-eosin boyama yontemi ile bazal hiic re tabakas
her zaman segilemeyehilir. Immiinohistokimyasal tekniklerle an-
ti-sitokeratin antikorlari ile bazal tabaka hiicrelerinin selektif
olarak boyanmasi ilk olarak Brawer ve ark. tarafindan tammlan-
mistir®,

Bu galigmanmin amaci PIN in derecesi ile bazal tabaka
hilcrelerindeki kesintinin derecelerini karsilagtirarak aralanindaki
korrelasyonun gésterilmesidir. Ayni zamanda benign ve malign
prostat lezyonlanmin ayinc tamisinda yiiksek molekiler agirhkh
sitokeratinler kullanilarak yapilan imminohistokimyasal boyama
yanterninin dederinin vurgulanmasidir,
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THE STAINING PATTERN OF ANTI-CYTOKERATIN
~ ANTIBODY IN PIN ~

Prostatic intraepithelial neoplasia (PIN) is considered as
a precursor of invasive carcinoma. The major distinction
between high grade PIN and carcinoma is stromal invasion. |
Basal cell layer disruption represents the carliest stage of
invasion. In our study in order to quantitate the degree of
disruption of the prostatic basal layer the high molecular
weight anti-cytokeratin antibody, which is spesific to the
basal layer, was used. Of the low grade PIN, 42% showed
no disruption and 58% showed focal djsruption. Whereas in-
high grade PIN, 13.7% had no disruption, 55.3% had focal
disruption and 31% had intensive basal cell disruption. All of
the carcinoma cases were stained negative with this
antibody. As a result, we concluded that the frequency of
disruption’ of the basal cell layer is increased = with the
increasing grades of PIN.

Key words : .PIN, anti-cytokeratin antibody,
microinvasion, high molecular weight anti-cytokeratin

GEREC VE YONTEM

50 ayn hastanin total prostatektomi materyalinden normal,
hiperplastik prostat dokusu, dilsik ve yiksek dereceli PIN ve
karsinom igeren bloklar secilerek bunlara monoklonal anti-
sitokeratin antikoru (high molecular weight 34 BE12, keratin
903, Enzo Biochemicals, New York, NY) uyguland.

Bazal hicreler olarak bahsettigimiz hiicreler prostat
glandlarinda periferde bazal membrana paralel yerlesimli hiicre
tabakasidir.

PINen son belirlenen kriterlere gére clgik ve yilksek
dereceli olarak iki grupta incelendi™. Disilk dereceli PIN'de
duktus ve asindsleri dogiyen hilcreler dst Oste yngimigtr,
aralanindaki mesafe dizensizdir ve cekirdeklerin boyutlannda
farkhilhk vardir. Yiksek dereceli PIN'de ise disik derecelide
garilen dzelliklere ek olarak hicrelerin (st Uste yigiimasi daha
belirgindir ve gekirdekler daha iridir, niklecller belirgindir ve
sayica artrmigtir,

Immunohistokimyasal (IHK) boyamalar peroxidase
antiperoxidase (PAP) metodu kullamilarak yapildi. %10°uk
formalinde tesbitli parafine gémili bloklardan elde edilen 5
mikronluk kesitler poly-L-Lysine (Sigma, P8920) ile kapl lamlar
iizerine alindi. Kesitler 37°C da 1 gece, 60°C da 1 saat etivde
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bekletilerek deparafinizasyon agamalarindan gegirildikten sonra
distile suda ve fosfat tamponlu serum fizyolojik (PES) ile yikand
20 dakika trypsin ile 37°C da muamele edilip PBS ile 5 dakikaka
yikandi. Her kesite 50 mikrolitre anti-sitokeratin (Anti-
Cytokeratin, 34 B E12) damlatildi, 30 dakika bekletildi. Daha
sonra 5 dakika PBS, 20 dakika baglayici antikor (link antibody),
5 dakika PBS, 20 dakika isaretleyici, 5 dakika PBS, 30 dakika
kromojen substrat uygulandi. Kontrast boya olarak Mayer
hematoksilen kullanildi ve mounting media ile (glycerol gelatin,
GGI Sigma) kapatildi.

Bazal hiicre tabakasindaki kesintiyi degerlendirirken
immunohistokimyasal ydntemlerle boyanmig preparatlarda
Hedrick ve ark. * ve Shah ve arknin ™ uyguladigi
derecelendirme kullarnildi. Buna gore olgular kesintisiz (K), fokal
kesinti alanlan igeren (FK), genis kesinti alanlan igeren (GK), hig
boyanma gdstermeyen (negatif) (N) duktus ve asini olarak
gruplandinldi. Bir asinlis veya duktusun gevresindeki tim bazal
hiicrelerin boyandigi olgular kesintisiz, bazal hiicrelerin hepsinin
boyanmadigi ancak %80'inden daha az kismimin boyandigi
olgular genis kesintili olarak kabul edildi. Hig bir bazal hiicrenin
boyanmadigi olgular negatif olarak degerlendirildi.

Calismamizda her PIN igeren asiniis ve/veya duktus igin
PIN'in derecesi ve immunohistokimyasal boyama ile bazal
tabakadaki kesinti oram yukanda tarif edilen gruplandirma
sistemine gore belirlendi.

BULGULAR

-Anti-sitokeratin ile boyanan tim kesitlerde sekretuar epitel,
bag dokusu, diz kas negatif boyanirken bazal hiicreler pozitif
boyandi. Tim sonuglar Tablo | de gdsterilmistir. 50 ayn
hastadan hazirlanan kesitlerde toplam 1981 asiniis ve duktus
incelenmigtir. Bunlardan 767'si disik derece PIN'li, 694'0
yiksek derece PIN'li, (Resim 1-2) 520'si normal veya
hiperplastik asiniis ve duktuslar idi. :

520 adet normal veya hiperplastik asinfisin 492'sinde
(%94.6) bazal tabaka hiicrelerinde kesintisiz (K) tarzda (Resim
3) 28’inde (%5.4) fokal kesintili (FK) tarzda boyanma gézlendi.
Normal ve hiperplastik asinislerde genig kesintili (GK) ve
negatif (N) tarzda boyanma saptanmad.

Disilk derece PIN'li 767 asinds ve duktusun 322'sinde
(%42) kesintisiz (K) tarzda boyanma, 445'inde (%58.0) fokal
kesintili (FK) tarznda boyanma gdriildd. (Resim 4) Genig
kesintili (GK) ve negatif (N) tarzda boyanma hafif derece PIN de
saptanmad.

Yilksek derece PIN'i 694 asinls ve duktusun 95inde
(%13.7) kesintisiz (K) tarzda, 384'(inde (%%55.3) fokal kesintili
(FK) tarzda, 215'inde (%31.0) genig kesintili (GK) tarzda
boyanma izlendi (Resim 5). Negatif (N) tarzda boyanma yiiksek
derece PIN de gdriilmedi.

10 adet Gleason skoru 2 ile 6 arasinda degisen karsinomun
hepsinde (%100) negatif (N) tarzda boyanma sdz konusu idi.
Ancak arada kalmig birkag asiniis cevresinde kesintisiz (K)

Resim 1 : Diigilk dereceli PIN'li bir asunus. Asiniisi dogeyen hicreler
gst oOstte yilmigtir ve aralarindaki mesafe diizensiz olarak
izlenmektedir. (Hematoksilen-eosin x400)

Resim 2 : Yiksek dereceli PIN'li bir asinils. Kribriform dizilim gsteren

dogeyici hicrelerin  gekirdekleri iri, nikleolleri  belirgindir.
{Hematoksilen-eosinx400

Resim 3 : Y ksek molekiller agirlikh anti-sitokeratin ile boyanan normal
asinlislerde bazal tabaka hiicrelerinde kesintisiz tarzda boyanma.
(Immunperoksidaz boyama x100)

Ankara Patoloji Biilteni » Cilt 14 (2), 32-35, 1997



Tablo 1: Yiksek molekiiller agirlikli anti-sitokeratin antikoru ile boyanmig duktus ve asininin boyanma azellikleri.

tarzda boyanma gozlendi.

TARTISMA

Immiinohistokimyasal yéntemlerle prostattaki bazal
hiicreler memenin asini ve ekrin glandlanimin myoepitelial
hiicreleri gibi anti-sitokeratin antikorlariyla pozitif boyanirlar™.
Ancak bazal tabaka hiicrelerinin myoepitelyal hilcrelerden farkl
enzim histokimyasina sahip olduklan ve anti-3-100 protein,
anti-muscle spesifik aktin antikorlariyla boyanmadiklar

bilinmektedir™®. Davranig olarak da myoepitelial hiicreler
prostatin bazal tabaka hiicrelerinden farkhidirlar. Memenin
myoepitel hiicreleri intraluminal bir karsinom gelismeye
bagladiginda invazyon gergeklesene kadar tam olarak kalirlarken
prostat bazal hilcrelerinde kayip intraluminal olaylarla erkenden
baglar™.

Bazal hiicre tabakasimin varhg Gzellikle prostat
adenokarsinomu ile bazi prostat lezyonlannin ayirici tanisinda

Resim 4 : Yiksek molekiler agirlikli anti-sitokeratin ile boyanan diigik
dereceleri PIN'de bazal tabaka hilcrelerinde fokal kesintili boyanma.
(Immunperoksidaz boyama x100)

dnem kazanmaktadir. Morfolojik ozellikleri nedeniyle prostat
adenokarsinomuyla sik¢a kangan bazi lezyonlar atrofik gland,
atipik adenosis, bazal hilcre hiperplazisi, PIN ve radyasyona
bal degisikliklerdir"***"". Ancak bu lezyonlann hepsinde bazal
tabaka hiicreleri kesintili veya kesintisiz olarak mevcuttur. Oysa
prostat adenokarsinomlarinda bazal tabaka hiicreleri tamamen
ortadan kalkmigtir. Bu lezyonlar iginde engok tani gigligi
yaratan PIN ile kribriform tipte karsinomdur™.

Bu galigmada PIN'in derecesi ile kesinti derecesi arasindaki

i

Resim 5: Yilksek molekiler agirhkh anti-sitokeratin ile boyanan yiksek
dereceli PIN'deé bazal tabaka hiicrelerinde genig kesitli tarzda boyanma.
(Immunperoksidaz boyamax40)

korelasyon incelenmistir. Benzer amagh yapilan diger gaigmalar
gdzden gegirildiginde, Bostwick * Shah ™ ve PIN'in derecesi
yikseldikge bazal tabakadaki kesintinin  sikhdinin  ve
yayginhigimin - arttini - vurgulamaktadirlar.  Bostwick ve
arkadaglan (4) bazal hiicre tabakasindaki kesintinin yiksek
dereceli PIN'in bir gostergesi ve erken invazyonun bir belirtisi
oldugunun savunmaktadirlar, Aymi galigmada yilksek dereceli
PIN’lerin %52 sinde bazal hiicre tabakasinda kesinti oraninin
%30 dan fazla oldugu buna kargin diigik dereceli PIN’lerin
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ancak %10'unda %1 oraninda kesintinin  varoldugu
gdsterilmigtir(4). Shah ve arkadaglan (7) ise PIN 1 olgulaninin
%52 sinde; PIN 2 olgulanimin %60 inda; PIN 3 olgulanimin %37
sinde bazal tabaka hiicrelerinde fokal kesinti alanlan oldugunu
saptamiglardir. Genig kesinti alanlanini ise PIN 2 olgulann %16
sinda, PIN 3 olgulann %25'inde gbzlemiglerdir. Karsinomlarin
ise %97.5%inde antisitokeratin antikoruyla hig boyanma
izlenmemistir.

Calismamizda PIN derecesi ile kesinti miktari arasinda
literatiirde gozlendigi gibi benzer korelasyon gdzledik (Tablo 1)
7 Shah ve ark.nin ™ bulgulanina paralel olarak, diisiik dereceli
PIN de %58 olguda fokal kesinti alanlan saptanirken, genig
alanlarda kesinti ve tam kayba rastlanmadi. Ancak Shah ve
arknin ™ bulgulanimin tersine bazal tabaka hiicrelerinin tam
kaybi yiiksek dereceli PIN'lerde saptanmadi. Karsinomlarda tam
bazal hilcre kaybi literatiir bilgileri ile uyumlu bir bulgudur®**"

Galigmamizda bazi kesitlerde hig boyanma gdzlenmeyen
asinus ve duktuslar meveuttu, ancak bunlar morfolojik olarak
slpheli alanlar olmadigindan bunlar artefakt olarak yorumland.

Normal wve hiperplastik prostatlardaki %5.4 oraninda
saptadiimiz kesintinin de sebebinin aymi gekilde artefakt
olabilecegi diisiinildi. Hedrick ve Epstein ® formalin tespitli
parafin bloklarda kesinti oranimin, frozen kesitlere oranla daha
yilksek oldugunun belirtmigler ve bu sonucun formalin tespiti
veya parafine gdmiilmeye bagh bir artefakt oldugunu dne
siirmiiglerdir. Bu dzellik igine biopsileri igin de s6z konusudur.
Bazi aragtirmacilar immiinohistokimyasal ydntemle igne
biopsilerinde negatif boyunma saptandiginda eger morfolojik
olarak ayni gorintide diger asinfslarda pozitif boyanma
mevcut ise negatif boyanan alanlarin  degerlendirmeye
alinmamasi gerektifini savunmaktadirlar ***. Normal ve
hipeplastik prosttata %5.4 oraminda saptadi@imiz kesintiyi de
ayni nedenlerle kayda deger kabul etmedik.

Calismamizin sonuglan ve literatirden elde edilen bilgiler,
igifinda yiiksek molekiler agirhkl anti-sitokeratin antikoru ile
boyandiginda PIN'in derecesi yikseldikge bazal hiicre kesinti
sikhigimin ve yayginhi@inin arthr soylenebilmektedir.
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