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1. OZET

Prostat kanserinin klinik gidigat1 olduk¢a komplekstir ve tiimérogenezisin
temelini olugturan genetik faktdrler ¢ok az anlagilmigtir. Son zamanlarda,
sitogenetik ve molekiiler genetik ¢aligmalar C-MYC geninin lokalize oldugu band
8g24°iin Ozellikle ilerlemis ve rekiirrent prostat kanserlerinde yaygm olarak
amplifiye oldugunu g6stermigtir.

Interfaz hiicrelerinde Flouresans in situ hibridizasyon (FISH) geleneksel
sitogenetik metotlarin tespit etmede zorlandigi kromozomal degisimlerin tespitine
izin vermektedir. FISH teknigi kulllamlarak 9 adenokarsinom, 6 prostatik
intraepitelial neoplazi (PIN) ve 9 benign prostatik hiperplazi (BPH)den olusan 24
6rnegin tamam incelendi. Interfaz-FISH metodu kromozom 8 icin sentromerik
probla ve C-MYC i¢in lokus spesifik probla yapildi.

Adenokarsinomlarin  %88.8’inde tammmlanan kromozom 8 kazancmm
metastatik prostat kanseriyle beraberligini gOsterdik (p<0.04). C-MYC gen
amplifikasyonu adenokarsinomlarn %11.1’inde bulundu, ama PIN ve BPH’l
vakalarda tespit edilemedi. PIN ve karsinomada en sk goriilen anomali
kromozom 8 kazancidir ve bu anomalinin varhgiyla yiiksek Gleason Skoru giiclii
olarak paralellik gosterir.

C-MYC geninin overekspresyonunda temel mekanizmanm amplifikasyon
olmayabilecegine inanmaktayrz. Sonucglarmmz C-MYC gen overekspresyonunda
temel mekanizmamn basit kromozom 8 kazanci veya 8q kazanci olabilecegini
gOstermektedir. Sonuglarimiz, “’PIN muhtemelen karsinomanin prokiirsdriidiir®’

diyen diger yazarlarin bulgular ile tutarhdur.



Anahtar kelimeler: prostat kanseri, gen amplifikasyonu, FISH, C-MYC




2. ABSTRACT

The clinical course of the prostate cancer is highy complex and genetic
factors underlying tumorigenesis are poorly understood. Recently, cytogenetic and
molecular biological studies have identified the band 8q24, where C-MYC gene
located is commonly amplified in prostate cancer, especially in advanced and
recurrent ones.

Fluorescence in situ hybridization (FISH) technique of interphase cells
allows the detection of chromosomal alterations which are diffucult to evaluate
using conventional cytogenetic methods. We examined a total of 24 speciemens,
including 9 adenocarcinoma, 6 prostatic intraepithelial neoplasi (PIN) and benign
prostatic hyperplasia (BPH) by FISH. Interphase-FISH method was performed
with locus specific probe for C-MYC and centromeric probe for chromosomes 8.

Gain of chromosome 8 identified in 88.8% of adenocarcinomas was
associated in metastatic prostate cancer (p<0.04). C-MYC gen amplification was
found in 11.1% of adenocarcinoma, but never detected cases of PIN and BPH.
The most freguent anomaly in PIN and carcinoma was a gain of chromosome 8,
and the presence of this anomaly strongly correlated with high Gleason Score.

We believe that basic mechanism in overexpression of C-MYC gene may
not be amplification. Our results indicate that basic mechanism of C-MYC gene
overexpression may be gain of simple chromosome 8 or gain of ’8q’’. Our results
agree with findings of other authors that PIN is probably a procurser of
carcinoma.

Key words: prostate cancer, gene amplification, FISH, C-MYC



3.GIRIS

3.1 Deoksiriboniikleik Asit (DNA)’lerin Yapis1 ve Organizasyonu

Biitiin canlilar bir veya daha fazla hiicreden meydana gelmiglerdir. Hiicre, canlinm
yagama ve g¢ofalma yetenegindeki en kiigiikk birimidir. Okaryotik canlilar genetik
materyallerini miikkleus adi verilen zarla gevrili bir kompartimanda tagrlar ve genetik
materyal olan DNA niikleusta bulunmaktadir. Hiicrenin interfaz evresinde niikleusda 4
bolge ayirt edilir. Bunlar niikleus zari, niikleus plazmasi, kromatin ag1 ve niikleolusdur.
Niikleus plazmas: niikleus zar tarafindan gevrilmig olup kromatin agi ve niikleolus
diginda kalan sahay: doldurur. RNA, protein, lipit benzeri maddeleri igerir (6). Interfaz
niikleusunda DNA kromatin af: halinde bulunmaktadir. Genetik bilgi DNA
molekiiliinde yazihdir. DNA’lar niikleusta kromozomlar halinde bulunmaktadwr. Bir
DNA molekiilii biri digeri ile saat yoniinde sarmal yapan iki iplikten olugmaktadir. Bu
iki ipligin olugturdugu sarmal merdivendeki basamaklar, bazm igerdiii halka sayismna
g0re piirin (adenin veguanin ¢ift halkali) ve pirimidin (sitozin ve timin tek halkah) diye
adlandinlan 4 tiir organik baz ciftinden olugmaktadir, Piirin bazlar1 sadece pirimidin
bazlar ile hidrojen bagi kurabilirler. Bu nedenle adenin yalmzca timin ve guanin
yalnizca sitozinle bag olusturabilir. Adenin ile timin arasinda iki ve guaninle sitozin
arasinda {i¢ hidrojen bag bulunmaktadir. Piirin veya pirimidin bazlarimmn 5 karbonlu bir
seker olan deoksiribozla birlesmesiyle deoksiniikleozid ve niikleozid yapisma bir fosfat
grubunun katiimasiyla deoksiriboniikleotid olugmaktadir. Polimer geklindeki DNA’nin
olugmas: i¢in bir niikleotidin geker halkasmin 5’ karbon atomuna bagh fosfat grubu
(PO.?) ile diger bir niikleotidin seker halkasmm 3’ karbon atomu arasinda kovalent bir
bag olusmas1 gerekmektedir. 5'-3' yOniindeki bu baglar fosfodiester bagi olarak

adlandinimaktadir. DNA heliksinin ¢apt 2 nm olup sarmal yapi 10 niikleotitde bir



tekrarlanmaktadur, iki iplik antiparaleldir ve bazlar gift sarmahn eksenine dogru oldugu
halde seker-fosfat zinciri eksenin digina dogrudur (89).

Interfaz nitkleusundaki kromatin yapis1 DNA, RNA, histon (bazik proteinler) ve
histon olmayan proteinlerden (asidik proteinler) olugsmaktadir. H1, H2a, H2b, H3 ve H4
olmak iizere 5 simifa aynilan histon proteinlerden H2A, H2B, H3 ve H4 histonlarin bir
araya gelerek olugturduklart 8 molekiil histon iceren oktomerik yapiya histon kor
partikiilii denmektedir. Histon kor partikiilii ve onun etrafinda yaklagik 2 tam doniis
yapan 146-200 baz ¢ifti uzunlugundaki DNA iplik¢iBi ve histon kor partikiiliine giren ve
¢ikan DNA iplik¢igini perginleyen H1 histonunun katihmiyla olusan 110A° ¢apindaki
yapt niikleozom adm almaktadir (6). Niikleozomlar birbirine baglayan DNA 15-100
niikleotid ¢ifti uzuntlugundadir. Niikleozomlardan olusan iplikgik 6 niikleozomun
katihmiyla gerceklesen doniigler yaparak solenoid yapiyr yada kromatin fiberini
olugturmaktadir. Kromotin fiberinin ¢ap1 300A”dur. Mitoz yada mayoz boliinme
sirasinda, kromatin fibere histon olmayan skaffolt adi verilen proteinlerin katiimastyla
laemli lop yapist olugmaktadir. Laemli lop yapisinin daha ileri katlanmalariyla 0,6 pum

¢apinda kromatid olugmaktadir (Sekil 1) (14, 89).

3.2 insan Genomu

Insan genomu, insan hiicrelerindeki DNA igerigi olarak tammlanabilir. Hiicreler
bu agidan niikleer genom ve mitokondrial genomu igermektedirler. Hiicrenin toplam
genomunun ancak %0,5’ini olugturan ve maternal olarak kalitilan mitokondrial genom,
mitokondrilerdeki ribozomlar {izerinde translasyona ugrayan mRNA’lar1 kodlamaktadir.

Mitokodrial proteinlerin biiyiik kism niikleer genom kodlan ile sitoplazmik



ribozomlarda sentezlenmektedir. Niikleer genom, kromozom bant teknikleriyle kolayca
ayrilabilecek 2 seks ve 22 otozom kromozomu kapsamaktadir (89).

Kromozom uglarinda yer alan telomerler liner DNA’nmn replikasyonunda, niikleus
zarma kromozomlarm tutunmasinda, kromozomlar arasmda normal sartlarda canh
aleyhine olabilecek rekombinasyonlarin ve flizyonlarm engellenmesinde gorevlidirler.
Telomerler kromozomlarin stabilitesini saglamak igin telomer lopunun olusumunu

gergeklestirirler (12).

DNA GIFT SARMAL|

NOKLEOZOM

NUKLEQZOM iPLISI

METAFAZ IPLIGSOLENGID)

KANGALLASMIS YE KATLANMIS
KRONOZOM iPLIGI

INSAN KROMOZOMU

SEKIL 1: DNA molekiiliiniin kromozom olarak paketlenmesi (6).



3.3 Insan Gen Ekspresyonu

Genomda fonksiyonel birimler olarak is gbren belirli uzunluktaki DNA dizileri
Ozel polipeptidleri veya RNA’lan1 kodlamaktadir. Gen adi verilen bu diziler yapisal
proteinler ve olgun RNA firiinlerini olusturmaktadir. Insan genomu yaklagik olarak 35
000 gen icermektedir. Genlerin ekspresyonu ve ekspresyonu diizenlemek i¢in kullanilan
kontro! mekanizmalarimn en Onemlileri farkh transkripsiyon faktorleri, multigenik
transkripsiyon  unitleri, alternatif promotorlar, alternatif splicing, alternatif
poliadenilasyon ve post-transkripsiyonel kesim olup bu kontrol mekanizmalariyla bir

genden farkh polipeptitlerin sentezlenmesi gergeklesebilir (89).

3.4 Mutasyonlar

Genler, normal sartlar altinda yukarida bahsedilen mekanizmalarla doku spesifik
ekspresyonlarim miikemmel gekilde gerceklestirirler. Ancak insan genomundaki DNA
tam olarak stabil degildir. Mutasyonlar, dig ¢evrede veya intraselliiler cevrede meydana
getirilen mutajen olarak adlandirilan etkenlere DNA’nmn maruz kalmasiyla
olugmaktadir. Ancak mutasyonlarm ¢ofu DNA replikasyonu ve onarmndaki spontan
hatalar geklinde olup endojen kaynakhdir. Bu sekilde meydana gelen hatalarm ¢ogu
DNA tamir mekanizmalariyla onarilmaktadir. Kansere neden olan mutasyonlar 6zellikle
intragenik DNA dizilerinde (ekzonlar, intronlar ve regiilatér diziler) meydana
gelmektedir. Bu dizilerde meydana gelen mutasyonlar 3 sekilde gergeklegmektedir. Baz
subtitiisyonu tek bir bazin degigimi geklinde gerceklesmektedir. Aym tip bazlarm yer
degigtirmesine transisyon, farkh tip bazlarm yer degistirmesine transversiyon

denmektedir. Delesyon bir veya daha fazla niikleotidin aradan ¢ikmasi seklinde



gergeklesmektedir. Insersiyon ise bir veya daha fazla niikleotidin bir dizi icine
yerlesmesidir. Bir gendeki mutasyon kendini fenotipte iki sekilde ortaya koymaktadir.
fik olarak, olugan {iriin ya normal fonksiyonunu tamamen kaybetmistir yada azalmgtir.

Ikinci olarak, normal dig: fonksiyona sahip bir {iriin olugmaktadir (89).

3.5 Kanser

Kanser terimi tek bir hastalik adi olmayip temel nedeni, kontrolsiiz biiylime olan
habis (malign) tiimorlerin tiimiine verilen bir addir ve hiicre ¢ogalmasi sonucu bir kitle
(neoplazma) haline gelmektedir. Kanserde temel sorun, hiicre gogalmasindaki kontroliin
kaybolmasidir ve ¢ogalma ya da biiylime, genlerin kontrolii altinda olduguna gére
genetik faktGrler tiim kanser tiirlerinde etkilidir. Baz1 kanser tiirlerinde primer faktor
olarak anormal bir gen sorumlu tutulurken diger baz1 kanserlerde cevresel faktérler
sorumlu tutulmaktadir. Kansere hangi faktor neden olursa olsun tiim kanser tiirlerinin
somatik hiicrelerdeki mutasyon yada mutasyonlar sonucu olugtugu ve mutasyonlarin da
bir seri genin ekspresyonunu etkiledigi bilinen bir gercektir (6).

Her tiimdr, hiicresel DNA molekiiliindeki bir yada daha fazla mutasyon sonucu
ortaya ¢ikmaktadir. Bu gekildeki mutasyonlar: igeren hiicreler 2 yolla malign bir timor
olugturabilirler. Ik olarak, mutasyon normal olarak hi¢ veya ¢ok az replike olan bir
hiicrenin anormal proliferasyonuna neden olmaktadir. Bdylece mutant hiicrelerin bir
klonu olugturabilir. ikinci olarak, mutasyon tiim organizmanm yapism etkileyecek
sekilde erken embriyogenez agsamalarmda olugabilir. Son c¢ahgmalar kanserin ortaya
¢ikmasmda genlerin 3 grubunun rol oynadifm ortaya koymugtur (89).



3.5.1 Onkogenler

Hiicre proliferasyonu iizerinde pozitif etkiye sahip olan genlerdir. Normal, yani
mutasyona uframams formlarn proto-onkogen olarak adlandinimaktadr. Cesitli
nedenlerle aktive olan bir onkogenin agin ekspresyonu veya uygun olmayan
fonksiyonlar1 gergeklestirmesi sonucu kanseri olugturabilecek olan transforme hiicreler
meydana gelmektedir. Bir tek mutant allel hiicrenin fenotipinde etkili olabilir. Pek ¢ok
onkogen hiicre proliferasyonunu kontrol eden yollarda gOrev alan proteinleri
kodlamaktadir. Proteinlerin 4 tipi hiicre proliferasyonunu kontrol etmektedir. Bunlar

ss_ 3e

biiylime faktorleri, b e faktdr reseptorleri, hiicre igi ileticiler ve niikleer

transkripsiyon faktorleridir (15, 18).

3.5.1.1 Biiyiime Faktorleri

Biiyiime faktorii anologunu kodlayan onkogenlerin bilinen tek &rnegi SIS
onkogeni olup trombosit kékenli biiyiime faktdrii (PDGF)’niin iki polipeptid zincirinden
birini sifrelemektedir. Dogal olarak trombosit biiyiime faktor reseptdriine sahip hiicreleri
transforme edebilir. Biiyiime faktorii olarak gérev yapan onkogen proteinler genellikle
tiimSr hiicreleri tarafindan anormal gekilde eksprese edilirler. Tiim6r hiicreleri aym
zamanda eksprese ettikleri biiyiime fakt6rlerine cevap vermek igin gerekli olan spesifik
reseptorleri de eksprese etmektedirler. Biiyiime faktér ve reseptoriinii eksprese eden
tiimbr  hiicreleri otokrin olarak uyarilmaktadir. Sonugta anormal hiicre

proliferasyonundan dolay: tiimor gelismektedir (15, 18).
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3.5.1.2 Biiyiime Faktor Reseptorleri

Bazi hiicre yiizey reseptorleri sitoplazmik alanlarnda integral protein tirozin
kinazlara sahiptirler. Bu reseptbrler bir veya daha fazla hedef proteini fosforlayarak
biiylime sinyallerini iletmektedirler. Bu reseptorleri kodlayan genlerde, ligandin
yoklugunda bile siirekli aktif kalmalarim saglayan mutasyonlarm ortaya ¢ikmasi onlarmn
onkojenik potansiyel kazanmalarna neden olmaktadir. Ornegin G protein reseptorleri
baz1 kanserlerde onkogen olarak rol oynamaktadirlar. Tiroit tiimérlerinde bir G protein
reseptOrii olan tirotropin reseptoriinii kodlayan gende olusan mutasyon sonucu bir
onkogen meydana gelmektedir. Tiroit tiimérlerinde tirotiropin reseptriiniin
mutasyonlar: resept0riin siirekli aktivasyonuna neden olmakta ve c-AMP sinyal yolunun
aktivasyonuyla anormal hiicre proliferasyonu gerceklesmektedir (15).

C-kit (hiicre yiizey reseptdrii) ve ligandi kdk hiicre fakt6rii (SCF) melanositler,
mast ve germ hiicrelerinin fonksiyonu ve gelisiminde Gnemli rollere sahiptir. Mutant c-
kit, Stat3 ve Statl’in siirekli olarak aktivasyonunu indiiklemektedir. Stat3’iin artan
ekspresyonu Bcl-X1 ve c-myc’yi aktive eder. Mutant C-KiT’e sahip insan 18semi
hiicreleri kontrolsiiz bir sekilde siirekli olarak boliinmektedir. Ayrica mutant C-KIT

varhg diger malignansilerde de gosterilmigtir (64, 84).

3.5.1.3 Hiicre ici ileticiler

Hiicre ici sinyal iletiminden sorumlu proteinler olup nikleusda bulunan bazi
genlerin aktivasyonunu saglayarak hiicre proliferasyonunda 6nemli roller almaktadirlar.
Ornegin Ras ve G proteinler baz1 kanser tiplerinde onkogen olarak rol oynamaktadir, G
proteininin o subiinitini kodlayan G proteininin o polipeptid zinciri (GSP)’ni kodlayan

onkogende meydana gelen mutasyonlar o subiinitinin siirekli aktivasyonuna yol
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agtifindan adenozin tri fosfattan siklik adenozin mono fosfat olugumunu saglayan
adenilaz siklaz enziminin siirekli aktivasyonu neden olmaktadirlar. Siklik adenozin
mono fosfatin hiicre i¢i diizeyinin artmasi1 anormal hiicre proliferasyonuna neden
olmaktadir. GSP onkogeninin mutasyonlarina tiroit ve hipofiz tiimdrlerinde
rastlanmaktadir. Ras proteinleri, biiylime fakt6riiniin baglanmasiyla aktive olan biiyiime
faktr reseptSrierinden aldiklan sinyalleri bir proteinkinaz olan Raf proteinlerine
iletmede 6nemli role sahiptirler. Aktive olan Raf, hiicre gelisimini ve farklilagmasim
diizenleyen bir proteinkinaz olan mitojenlerle aktive olan proteinkinaz (MAP)’mn
aktivasyonunu saglamaktadir. RAS genlerinde meydana gelen mutasyonlar Ras’mn aktif
formda kalmasma neden olmaktadr. Biylece onkojenik Ras proteinleri MAP kinaz
yolunu siirekli uyararak hiicre proliferasyonuna neden olurlar ve hiicreler biiyiime

faktorlerinin yoklugunda bile bélinmeye devam ederler (15).

3.5.1.4 Niikleer Transkripsiyon Faktdrleri

Bu onkogenler tarafindan kodlanan proteinler niikleer fonksiyonlar iizerinde
dogrudan etkilidirler. MAP kinaz yolu, biiyiime faktdrlerine cevapta rol alan c-myc gibi
transkripsiyon faktorlerini aktive etmektedir (15). Myc onkoproteini Max, Mad1, Mxil,
Mad3, Mad4 ve Mnt (veya Rox) proteinleriyle heterodimerler olusturmaktadir.
Myc/Max/Mad sebekesi apoptozis, proliferasyon ve farkhlagmanin diizenlenmesinde
temel rollere sahiptir (57). Myc/Max ve Mad/Max dimerleri aym DNA dizilerine
baglanirlar ve transkripsiyon iizerinde kargit etkilere sahiptirler. Myc’nin Max ile
yaptiit heterodimerler transkripsiyonu aktive ederken, Mad/Max heterodimerleri
trankripsiyonu baskilamaktadir. Myc proteini istirahattaki (bSlinmekte olmayan)

hiicrelerde ya tespit edilemez ya da ¢ok azdir. C-MYC sadece prolifere olan hiicrelerde
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ve fakhlagmamig hiicrelerde eksprese olurken MAX ve MNT siirekli olarak eksprese
olmaktadir. Dinlenen hiicrelerde, c-myc’nin transformasyon yetenegini inhibe eden Mad
ve Max proteinleri eksprese olmaktadir (87). C-MYC’nin overekspresyonu
proliferasyonu saglarken Mad proteinlerinin siirekli ekspresyonu hiicre siklusunun
durmasi ve  hiicrenin dinlenme fazma girmesini saflamaktadwr. C-MYC’nin
transkripsiyonu biiylime faktorleri ve gesitli mitojenik stimiilatorler tarafindan hizh bir
sekilde indiiklenebilirken transforme edici biiylime faktorii-B (TGF-B) ve diger
proliferasyon  inhibitorleri tarafindan baskilanmaktadir. Biiyiime faktorlerinin
mevcudiyetinde c-myc protein ve mRNA diizeyi artisn hiicre proliferasyonuna neden
olmaktadir. Biiyiime fakt6rlerinin yoklugunda ise C-MYC ekspresyonu apopitozu
saglamaktadir. C-MYC onkogeninin aktivasyonu amplifikasyonla gergeklesmektedir.
Boyle bir durum, genin ekspresyon diizeyinde ve iiriin miktarinda gok biiyiik bir artiga
neden olacagindan kanser olugumuna yol agmaktadir (63).

Heat shock proteinler (HSP) hiicresel proliferasyon ve apoptozisde rol
oynamaktadirlar. Heat shock faktérler (HSF) HSP genlerinin transkripsiyonel
indiiksiyonunda aracidir. C-MYB protoonkogen iiriinii HSF3’e dogrudan baglanarak
onu aktive etmektedir. HSF3’iin c-myb tarafindan indiikklenen aktivasyonu P53’iin
HSF3’e¢ baglanmasiyla negatif olarak diizenlenmektedir. Boylece c-myb ve HSF3
arasindaki etkilegim bloklanmaktadir. Kazein kinaz tarafindan fosforlaninca aktive olan
ve DNA’ya baglanabilen c-myb’nin 11. ve 12. serin amino asitleri hiicre siklusu
boyunca fosforludur. Bbylece gesitli genlerin ekspresyonlart ¢c-myb tarafindan aktive

edilmekte ve hiicre siklusunun devami saglanmaktadir (16, 91).
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3.5.2 Tiimor Siipressir (Baskilayic1) Genler

Tiim6rogenesis sadece onkogenlerin aktivasyonuyla gerceklesmez aym zamanda
diger genlerinde fonksiyon kaybina neden olan mutasyonlardan da kaynaklanmaktadir.
Tiim6r baskilayict genler olarak bilinen bu genler hiicre siklusunun negatif
diizenleyicileridir. Tiim6r baskilayici genlerin fonksiyon kaybma neden olan gesitli
mekanizmalar vardir. Bunlar arasinda mitotik non-disjunctionla bir kromozomun kaybi,
promotor metilasyonu, mutasyonlar ve vahgi tip allelin delesyonu sayilabilir. Tiimor
baskilayic1 genlerin fonksiyon kaybma neden olan en Onemli mekanizmalardan biri
heterozigositenin kaybi (LOH)’dr. Bu tiim6r baskilayici geni tasiyan kromozomun
tamamen kayb veya kromozomun tiimér baskilayici geni tagiyan kismmin kaybi
seklinde gerceklesmektedir. TiimSr dokusunda heterozigositenin kayb1 homozigot veya
heterozigot olabilir. Ancak tiimér dokularinda homozigot kayiplar daha yaygindir (108).
Stipress6r gendeki ilk mutasyon ya zigotta meydana gelmektedir (mutasyon etkilenmig
ebeveynden veya yeni bir mutasyon tagiyan germ hiicresinden yeni nesillere
aktarilabilir) ya da ilgili dokudaki tek bir hiicrede olugabilmektedir (somatik mutasyon)
(6, 89). Insanda tiimdr baskilayict fonksiyona sahip pek ok gen vardir.

Ornek olarak; PTEN, fosfolipit fosfotazs kodlayan kromozom 10g23 iizerine
lokalize bir tiimor baskilayic1 gendir. PTEN’nin fosfataz aktivitesi onun tiimor
baskilayic1 fonksiyonu i¢in gereklidir. PTEN biiyiime faktSrlerinin yoklugunda aktive
olarak hiicre yagamumin devam etmesini saglar. Biiyiime faktSrlerinin varhinda ise
inaktive olur. Hiicre biiylime faktSrleriyle uyarildiginda fosfotidil inozitol 3,4,5 trifosfat
(PIPs) tarafindan protein bafimh kinaz (PDK) ve protein kinaz B/PKB (AKT) gibi

kinazlar aktive edilmektedir. AKT fosforlandiginda aktif hale gegmektedir ve
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apoptozisde gorevli olan kaspaz-9 ve BAD’1 fosforlayarak apoptozisi inhibe etmektedir.
PTEN mutasyonlar1 sonucunda PIPs;’{in artan diizeyinden dolayy PKB aktif hale
gelmektedir. Aktive olan PKB BAD”1 fosforlayarak onu inaktif hale getirmekte ve
apoptozisi baskilamaktadir. Integrin bagmh kinaz (ILK) ve PKB, PTEN
ekspresyonunun eksiklifinde insan prostat karsinoma hiicrelerinde siirekli aktiftir (11,
60, 71).

BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlar tiim ailesel meme kanserlerinin
3/2’sinden sorumludur. BRCA1 mutasyonlar1 meme ve ovarian kanserlerin %90°nmda
bulunmugtur. BRCA1’in fonksiyon kayb1 genetik instabilite, tlimOrigenezis, artan
apoptozis, hiicre siklusunun durmasi, anormal sentrozom duplikasyonu ve bozuk DNA
hasar tamirine neden olmaktadir. BRCA1’in kayb1 durumunda P53-P21 aracih hiicre
siklusu kontrol noktas: devreye girmekte ve apoptozis ger¢eklesmektedir (21).

Yukarida bahsedilen tiimdr siipressor genlere ilaveten P16, RB (Retinoblastom),
NF1 ( Norofibromatozis tip 1), NF2 ( Nérofibromatozis tip 2), WT'1 (Wilm’s Tiimdr),
VHL (Von Hippel —Lindau Hastaligi), BCNS (Golin’s Basal Cell Nevus Syndrome),
DCC (Deleted Colon Carcinoma) ve MEN1 (Multiple Endocrine Neoplasia) gibi pek

¢ok tiimor siipressér gen vardir (89).

3.5.3 Mutator Genler

Bu genlerde meydana gelen mutasyonlar DNA’nin onarmunmn gergeklesmemesine
veya yetersiz replikasyonuna neden olurlar. Genetik bilginin integrasyonunu saglamada
genel bir role sahiptirler. Eukaryotlarda en azindan 5 gen DNA tamiri ile ilgilidir.
Bunlar hMSH2, hMLH1, htMSH6, hPMS1 ve hPMS2’dir. LNCaP prostat kanser (PK)

hiicre hattmda hMSH2’nin ekzon 9 ve 16’sinda homozigot delesyonuna ilaveten
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PK’nde PMS1 ve PMS2 genlerinde ekspresyon kaybi gosterilmigtir (13, 52). Kolon
kanserlerinin gogunlugu sporadik olup mutator genlerdeki mutasyonlarm neden oldugu
familial vakalar Familial Adenomatozis Polipozis (FAP veya APC) ve Herediter
Nonpolipozis Kolon Kanseri (HNPCC) olmak iizere iki kategoride toplanmaktadir

(49,89).

3.6 Metastaz Biyolojisi

Bir tiimdr, benign veya malign olan hiicrelerin anormal proliferasyonuyla
olugsmaktadir. Temelde benign olandan farkhlagan malignant tiimérlerin en Onemli
ozellikleri, onlarm invaziv olmalar1 ve viicuda yayimalandwr. Malign tiimérler gevre
dokulan istila ederler, viicudun dolagmm sistemi igerisine girerler ve orijin olarak
bulunduklart yerlerden prolifere olacaklar1 uzak yerlerde yeniden malign tiimorler
olusturabilirler. Timér hiicrelerinin  yayllim ve gelistikleri sekonder yerler
olusturmalann metastaz olarak adlandirihr. Metastaz kanser hiicresinin gevresindeki
hiicrelerden ayrilmasi, bazal membram gegme ve ekstraselliiler matriks iginde ilerleme,
kan veya lenf damarlarma girme, dolagimda canh kalma, dolagimdan yeni bir dokuya
¢ikma, sekonder tiimdr odagmin gelismesi ve sekonder tiimdr odaginm damarlanmasi

(angiogenezis) agamalarmdan olugmaktadir (18).

3.6.1 Tiimdr Hiicrelerinin Cevresi ile Baglantilarim Koparmas:

Tiimdr hiicrelerinin gevresi ile baglantilarim koparmasinda gorevli olan pek ¢ok
molekiil tammlanmstir. Bunlardan biri olan E-kaderin tiimSr baskilayici gen olarak
fonksiyon géren bir epitelial hiicre adezyon molekiiliidiir. E-kaderin submembranoz

proteinlerin bir grubu ile etkilesme yoluyla hiicre-hiicre adezyonunu sajlamaktadir. Bu
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submembranoz proteinlerden olan kateninler (c,f,5) hiicre iskeletin mikrofilamentleri
ile E-kaderinin baglantisim saBlarlar. E-kaderin ekspresyonunun azalmasi yada kaybi
hiicresel baglantilarm azalmasma yol acgarak kanser hiicrelerinin invazyonunda
potansiyel bir artiga ve metastaza neden olmaktadir. PK’inde promotor metilasyonu,
heterozigositenin kaybt ve mutasyon E-kaderin geninin inaktivasyonuna neden
olmaktadir. B-katenin E-kaderinin sitoplazmik alamyla dogrudan etkileserek onun a-
kateninle baglantisim saglamaktadir. BSylece bu adezyon kompleksinin hiicre iskeleti
ile baglantis1 saglanmaktadir, Kaderin—katenin komplekslerinin fonksiyon gérmemesi
katenin molekiillerinin defiigen ekspresyonuyla olugabilir ve bu durum hiicre invazyon
ve hareketlilifinde artisa neden olmaktadir. B-kateninin mutasyon yada disfonksiyonu
sonradan invazyona yardimci olan hiicre-hiicre ayrilmasma yardimci olmaktadir. B-
katenin mutasyonlar1 E-kaderin ve a-katenin arasindaki etkilesimi bozmaktadwr. o-
katenin ekspresyonunun azalmas: yada kayb1 6zafagus, kolon, mesane, mide, meme ve
birkag PK hiicre hattinda gosterilmigtir (19, 55).

Hiicre adezyonundan sorumlu reseptdrlerden olan integrinler, ekstraselliiler
matriks (ECM)’e hiicrelerin tutunmasim saglarlar. Integrinler hiicre siklusu, apoptozis
ve hiicre gdg¢iinde Snmemli rollere sahiptirler. Integrin aracih proliferasyonda farkh
integrinler ve biiyiime faktdrleri rol oynamaktadir. Endotel hiicrelerde basit fibroblast
bitylime faktorii (bFGF) ve avf3 integrin sinyalizasyonu hiicre siklusunun devamm igin
gerekmektedir. Farkh integrinler farkh tiim6r hilcrelerinin invazyonu ve metastazim
saglamaktadir. a6B4 integrin tiimbrigenezisde Onemlidir ve pek ¢ok tiimor hiicresi

tarafindan eksprese edilmektedir (8).
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3.6.2 Bazal Membram Gegmeyi ve ECM i¢inde Ilerlemeyi Saglayan Enzimler

3.6.2.1 Matriks Metalloproteinazlarin (MMP) Sahnmas:

Matriks MMP’lar normal ve malignant dokularda ECM’in ¢ogu bilesenini
pargalayan Zn (ginko) bagmh endopeptidazlarin bir ailesidir. ECM parcalanmas: ve
hiicrelerin adhesiv bir fenotipten non-adhesiv bir fenotipe ge¢mesiyle hiicre gdgiinii
etkileyebilen MMP’lar hiicre proliferasyonu, apoptozis ve morfogenezisi saglamak icin
ECM mikro gevresini degistirebilirler. MMP aktivitesi proliferatif bir sinyal meydana
getirmek igin gerekmektedir (99). MMP inhibitorleri kaderinlerin dig alaninin kesimini
engelleyerek ve ECM pargalanmasinin  inhibisyonuyla hiicre adezyonunu
arttrmaktadirlar. MMP’lar bazal membrann pargalanmasinda araci olduklarindan
tiimor hiicre invazyonunu saglarlar, MMP-2 ve MMP-9’un ECM bilesenlerini hidrolize
etme yetenekleri ¢ok giiclii oldugundan invazyonda &nemlidirler ve onlarin ekspresyonu

epitelial kokenli malignansilerin gegitli tiplerinde artmigtir (36, 37).

3.6.2.2 Urokinaz Plasminojen Aktivatér/Urokinaz Plasminojen Aktivator
Reseptior Sistemi (uPA/uPAR)

Plasminojen/plasminojen aktivatdr sisteminin proteazlari ECM pargalanmasin
saglayarak g6¢ ve doku yeniden olusumunda Gnemli roller oynamaktadirlar. Urokinaz
tip plasminojen aktivatér (uPA) ve doku tip plasminojen aktivatérlerin (tPA) her ikisi
zimojen plasminojeni (PLG), aktif formu olan plasmine gevirerek onu aktive edebilir.
UPA, pro uPA olarak sentezlenir ve pro uPA ile uPAR’m beraberlifi plasma
membranina bagh PL.G’in az miktariyla aktive edilmektedir (54). Enzimatik olarak aktif

uPA daha fazla plasmin meydana getirmek icin PLG’i aktive etmektedir. Reseptdre
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bagh pro uPA plasminojen aktivatdr inhibitGrieri (PAI) tarafindan inhibe edilmektedir.
uPA ve tPA’nin fizyolojik inhibit6rii olan PAI-1 tarafindan reseptére bagh uPA’nin
inhibisyonu kompleksin hiicre igine ahnmasim ve pargalanmasim saglamaktadir (48).
uPA-PAI-1 kompleksi lizozomlarda pargalanmaktadir ve uPAR hiicre yiizeyine geri
dénmektedir (92). PAI-1 tiimé6r hiicreleri tarafindan beklenenin aksine yiiksek diizeyde
eksprese edilmektedir. Bu paradoks PAI-1’in tiimSr angiogenezisi ve geligimini tegvik

ettiginin bulunmasiyla agitmgtir (5, 73).

3.6.2.3 Katepsin B

Lizozomal bir sistein proteaz olan katepsin B’nin yayilim kanserlerin pek gok
tipinde (meme, kolorektal, akciger, mesane) peri niikleer lizozomlarda gdsterilmistir.
Katepsinin plasma membranminda yayithm bir biyolojik kompartimandan digerine timor
hiicrelerinin progresyonu ve ECM proteinlerinin (laminin, fibronektin ve kolljen 4)
pargalanmasmm saglamaktadr. Katepsinin enzimatik fonksiyonu endojen bir sistein
proteaz inhibitdrii tarafindan diizenlenmektedir. Malignant tiimérlerde katepsinin artrmg
aktiviteye ve sistein proteaz inhibitriiniin ise azalan bir aktiviteye sahip oldufu
bilinmektedir (86).

Tiimor hiicresinin hareketlilik kazanmasinda reseptorleri yoluyla etkili olan iki
molekiil tammlanmgtir. ki otokrin motilite faktdr (AMF) ve reseptSrii (gp78)’diir.
AMF tiimor hiicreleri tarafindan sentezlenen bir sitokin olup reseptérii yoluyla hiicresel
hareketlilik ve geligimi diizenlemektedir. Reseptériiniin aktivasyonu bazal membrana
invazyonu tegvik etmektedir. ReseptSr aktivasyonu kanser hiicrelerinin metastatik
yetenegi arttirmaktadir (45). Hepataselliller karsinoma hiicrelerinde gp78 ve ligandi

AMF yiiksek diizeyde iiretilmektedir. AMF ve gp78 hepatoma hiicrelerinde bir taraftan
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hareketlilik, adezyon ve MMP-2 sekresyonunu uyarirken difer taraftan stroma
igerisinde invazyon ve portal vene hiicre y6nelmesini saglamaktadirlar (27, 85, 94).
Ikincisi ise dagilma faktérii veya hepatosit biiyiime faktorii (SF/HGF) ve reseptorii (c-
met)’diir. HGF/SF epitel hiicrelerin morfogenezisi, hareketlilifini ve geligimini uyarir
ve stromal epitelial haberlesmede aracidir (30). HGF/SF iki farkh reseptore sahiptir.
Birincisi c-met proto-onkogeninin iiriinii olan bir transmembran tirozin kinaz, digeri
heparan siilfat (HS) veya dermatan siilfat tagryan proteoglikandir. HGF/SF hiicre gocii
ve biliinmesini tegvik etmek igcin HS proteoglikan reseptdrii ile c-met reseptdriinii
iceren  ikili bir reseptr sistemiyle etkilesmelidir. HS c-met’le etkileserek HGF
sinyallerinin iletimini kolaylagtirmaktadwr. HS’m bu etkilesimi ona HGF’niin
baglanmasindan bagimsizdir. Béylece hiicre yiizeyinde HS-c-met etkilesimiyle hiicre
proliferasyonu ve go¢ii saglanmaktadir. HGF/SF ve c-met ekspresyonu meme, glioma
ve diger pek ¢ok tiimdriin progresyonu boyunca artmaktadir. HGF/SF DNA hasar
ajanlan tarafindan indiiklenen hiicre iskelet hasarmin dogurdufu apoptozise kars: gesitli

epitel ve karsinoma hiicrelerini korumaktadir (79, 83).

3.6.3 Tiimor Hiicrelerinin Kan veya Lenf Damarlan I¢ine Girmesi

Tiim6r hiicrelerinin damar endoteline tutunmas:1 integrin ve adezyon
molekiilleriyle  saglanmaktadir (70). Hiicre-hiicre etkilesimini saglayan bir
transmembran hiicre yiizey glikoproteini olan CD44 (adezyon molekiilii), ¢esitli insan
malignant tiimdrlerinde tiimor hiicrelerinin damar endoteline tutunmasi ve damar icine
girmesine yardim ederek metastatik prosesin ilk agamasmda rol oynamaktadir. Klinik
olarak lokalize prostat kanserlerinde, metastaz yoklugunda kanser hiicrelerinin kan

dolagimma gegcisi CD44’diin yeniden ekspresyonuyla gergeklesmektedir. Kromozom



20

11p13°de lokalize olan CD44 ECM’de hem kollejen hem de hiyalurona baglanarak
hiicre-ECM baglantisim saglamaktadir. CD44 hiicre i¢inde de dogrudan hiicre
iskeletiyle baglantihdir CD44 ve resept6rii olan hiyaluronat invazyonda da Gnemli
rollere sahiptirler. Tiimor hiicrelerinde CD44’lin azalan ekspresyonuna kargin
hiyaluronatin ekspresyonunun arttigi bulunmugtur. CD44-hyaluronat baglanmasi timor
hiicre go¢iinii azaltmaktadir (1, 29). CD44 ekspresyonunun azalmasina promoterde
bulunan CpG adaciginm hipermetilasyonu neden olmaktadir. Azalan CD44 ekspresyonu
metastatik davramga ge¢mede gerekmektedir. Spesifik CD44 izoformlarmmn

overekspresyonu ise artan metastatik potansiyeli saglamaktadir (56, 61).

3.6.4-5 Dolagimda Canh Kalma

Tiimér hiicrelerinin yiizeyinde Fas ligandin ekspresyonu tiimdr icindeki ve
dolagmdaki T lenfositlerin apoptozisini indiiklemektedir. Tiimdrler immiin sistemi
baskilayan molekiiller iiretmektedirler. Bir kez dolagima giren tiimér hiicreleri sekonder
lenfoid organlara ulagmaktadir. Sekonder lenfoid organlar tiimér antijenleri igin immiin
sistemin spesifik toleransimn gerceklestigi yerlerdir. Damardan yeni bir dokuya
¢ikmada damar icine girmeyi saglayan adezyon molekiilleri ve gesitli faktdrler gérev
yapmaktadir (81).

3.6.6 Kemik metastazlar

Kemik metastazlarmin ¢ogu kanser hiicrelerinin kan yoluyla yayilmas: sonucu
meydana gelmektedir. Kemifin kanser hiicrelerinin ¢ogalmasimi indiikleyen mitojenik
peptitlerin bir kaynag: olmasi, kan akim tarafindan primer olarak olugturulan

mikrokompartimanlardan meydana gelmesi ve kan akimmnda dolagan ve bir primer
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tiimdrden ¢ikan malignant hiicrelerin kargilagtifi ilk organ olmasi gibi Szellikleri bir
metastatik hedef olarak tek olmasma katkida bulunmaktadir. Kemikte kanser
hiicrelerinin  ¢ogalmas1 mineralize kollejen kemik matriksinin osteolizisi ile
gergeklesmektedir. Tiimdr hiicreleri tarafindan salgilanan maddelerin pek ¢ogu kemigin
osteolizisini ve tiimor hiicrelerinin bélinmesini saglamaktadir (34, 68, 78).

Hiperkalsemi olugturan tiimorlerin bir iiriinii olarak kesfedilmis olan paratiroit
hormon ilgili peptit (PTHrP) nin amino ucu paratiroit hormon (PTH)/PTHrP reseptorii
ile etkilesir ve hiperkalsemiyi igeren dogal PTH nin biyolojik etkilerinin bilyiik kismin
gerceklestirmektedir. Ekspresyonu sitokinler, biiyiime faktSrleri ve hormonlar
tarafindan diizenlenen PTHrP, prostat ve meme karsinomlarinda eksprese edilmektedir.
Osteolizisde TGF-B osteolitik kemik emiliminin bir sonucu olarak kemik mikro
cevresinde aktif formda salinmakta ve tiimdr hiicreleri tarafindan PTHrP’nin iiretimini
saglamaktadir (34, 42).

Son zamanlarda osteoklastlarm apoptozisi, aktivasyonu, birlesmesi, farklilagmasi
ve proliferasyonu diizenleyen bir sitokin sistemi tammlanmgtir. Bu sitokin sistemi bir
ligand [Niikleer faktor-kB ligandin reseptdr aktivatdrii (RANKL)], onun spesifik
reseptoril [Niikleer faktSr-kB’nin reseptSr aktivatdrii (RANK)] ve onun diger reseptorii
[Osteoprotegerin (OPG)J’iinden olugmaktadir. RANKL/RANK/OPG sitokin sistemi
tiimSr hiicre-kemik etkilesimlerinin diizenlenmesinde temel role sahiptir. RANK ile
RANKL’nin etkilegimi osteoklast farklilagmasi ve aktivasyonunu tegvik etmektedir ve
aktive olmus osteoklastlar, kanserle baglantili olarak gelisen agrilar, patolojik kiriklar,
osteolitik metastazlar ve malignansilerin hiperkalsemisine neden olurlar. OPG,
RANKL’yi nétralize eden ve bdylece RANKL tarafindan RANK aktivasyonunu

engelleyen bir reseptér olarak rol oynamaktadwr. Pek ¢ok molekiil osteoklast
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farklilagmas1 ve aktivasyonunu diizenlemek i¢in RANKL ve OPG’nin diizeyini birbirine
yakm tutmaktadir. fterlokin 1-B (IL-1B) ve tiimdr nekrozis faktér (TNF-a) RANKL ve
OPG iiretimini arttrmaktadir. Aksine PTH, PTHrP ve glukokortikoidler aym anda
OPG iiretimini azaltirken RANKL iiretimini arttirirlar. Normal stromal hiicreler kemik
yeniden olugumu i¢in gerekli stabil RANKL-OPG oranim korurlar. Myeloma ve meme
kanser hiicrelerinin bazi formlar1 OPG sentezini inhibe eden ve RANKL sentezini
indiikleyen PTHrP sentezlerler. Bunun sonucu olarak artan bir RANKL/OPG oram

malignansilerin kalsemi ve osteolizisini saglamaktadir (38).

3.6.7 Angiogenezis

Var olan mikro damarlardan yeni kapillar kan damarlarmm olugumu olarak
tammlan angiogenezisin tiim formlary, endotel hiicrelerinin mitozu, gbg¢l, liimen
formasyonu, dolagima yeni vaskiiler segmentlerin baglanmas: ve proteazlar tarafindan
ECM’nin yaygin olarak yeniden olugturulmas: sathalarim icermektedir (22).

Angiogenezis neoplastik  prosesierde de temel rollere sahip olup tiimor
progresyonu ve solid tiimbrlerin metastatik yayilmm i¢in gerekmektedir. Ekstraselliiler
mikro g¢evrede semtezlenen stimiilatdr ve inhibitSrler arasindaki dengeyle saglanan
angiogenezisin patolojik ve fizyolojik durumlarda gergeklesmesi igin stimiilatSrlerin
inhibitérlere baskin olmasi gerekmektedir. Angiojenik Ozelliklere sahip peptit biiyiime
faktorlerinden (6rnegin TGF, PDGF) biri olan vaskiiler endotelial biiylime faktorii
(VEGF) endotelial proliferasyon, gé¢ ve vaskiiler permeabiteyi arttiran ve vaskiiler
endotel hiicreler iizerinde pek ¢ok spesifik etkisi olan bir glikoproteindir (35). Cevresel
faktorlerden olan ve tiimoriin mikro ¢evresinde g6rﬁ1en hipoksi, VEGF gibi angiojenik

faktorlerin  ekspresyonunu  etkileyerek  hipoksi durumlarma cevapta VEGF
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transkripsiyonu arttrmaktadir. Androjen yoklufu VEGF’iin 3'transle edilmeyen
bolgesine baglanan hipoksinin indiikledigi proteinin yerini deZistirmektedir. Hipoksi
durumunda androjenler yoksa VEGF mRNA’smmn stabilizasyonu engellenmektedir
(74). Ovarian steroitler (6rnegin Gstrodiol) insan endometriumunda VEGF mRNA’sim
ve protein diizeyini arttirmaktadir. Bu bulgular Ostrodioliin Sstrojene duyarh MCF-7
meme karsinoma hiicrelerinde sabit durumda ki VEGF mRNA diizeyini arttirdifina dair
elde edilen bulgularla tutarhdir. Bu steroit hormonlarin, fizyolojik ve patofizyolojik
durumlarda angiogenezisin 6nemli stimiilat6rleri oldufunu gstermektedir (88).

Antiangiojenik faktSrlerden olan thrombospondin-1 (TSP-1) normal dokularda
eksprese olurken kanserli dokularda ekspresyonu azalmigtir. Azalmg TSP-1
ekspresyonuna, genin S5'promoter bdlgesinde yer alan birkag CpG adacigmmn
hipermetilasyonu neden olmaktadir (22, 53).

Angiogenezis endotel hiicrelerinin ECM’ye go¢ii, MMP salinmasi, uPA/uPAR
aktivasyonu gibi temel agamalardan olugmaktadir. Bazal membran pargalanmasi in vivo
angiogenesis boyunca MMP’larm en Onemli fonksiyonudur. Endotel hiicrelerinin
vaskiiler yaralanmaya cevap olarak fazla miktarda urokinaz reseptdrii ve urokinaz
eksprese ettikleri gosterilmigtir. Endotel hiicre gdgiinde uPA ve uPAR’m koordineli

ekspresyonuyla ECM’in pargalanmas: saglanmaktadir (22, 36,54).

3.7 Prostat Bezi

3.7.1 Anotomisi: Prostat mesanenin hemen alt boliimiinde bulunan fibromiiskiiler
ve glandiiler yapida bir organdir. Normal prostat yaklagk 20 gr agirhfindadwr ve
yaklagik 2.5 cm uzunluundaki posterior {iretray: igerir. Endopelvik fasyadan tiireyen

baska bir prostatik kihifin Srttiigii prostat kapsiiliiyle sarihdr. Onden puboprostatik
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baglar, alt yiizden {irogenital diyaframla desteklenir. Lowsley smiflandirmasina gore
prostat anterior, posterior, median, sag lateral ve sol lateral olmak iizere 5 lob igerir.
Prostatin iginden gegen liretraya prostatik iiretra denir. Prostat adenomu orta veya dig
yan loplardaki periiiretral bezlerden geligir. Posterior lop kanserlesme egilimindedir

(90).

3.7.2 Histolojisi: Prostat altinda dairesel diiz kas liflerinin ve iiretray1 ¢evreleyen
kollejen dokunun bulundugu ince fibroz bir kapsiille sarihdir. Bu tabakanmin altinda
icinde epitelyal bezlerin yerlestigi bag dokusu, elastik doku ve diiz kas liflerinden ibaret
prostatik stroma bulunmaktadir. Bu bezler, iiretra tabanina agilan yaklagik 25 kadar ana
salg1 kanaltyla drene olurlar. Prostatik {iretranin transizyonel epitelinin hemen altinda
periiiretral bezler bulunmaktadir (90).

Fetal testisten gikan androjenik hormonlarin etkisi altinda fetal yagamin 12.
haftasindan itibaren geligmeye baglamaktadir. Prostat bezi basik ters donmiig bir koni
seklinde olup malignite derecesine gére biiyiikligii degiskenlik gistermektedir. Hatta
benign prostatik hiperplasi (BPH)’de %100-200 misli biiyliyebilir. Yapisal olarak
fibromiiskiiler doku (%30-50) ve glandiiler epitelyal hiicrelerden (%50-70) ibarettir. Mc
Neal prostat icerisindeki neoplastik siireglerin lokalizasyonunu ve koékenini
tanimlamada bir dayanak olarak kullamlan zonal anotomi kavramim ileri siirmiigtiir. Bu
kavrama gore prostatn glandiiler boliimii genis bir periferik ve kiiglik bir merkezi zonla
birlikte prostatm %95’ini olugtururken geri kalan %5°i transizyonel zonu igermektedir.
Transizyonel zon BPH olusumundan tiimiiyle sorumlu oldufu varsayilan periiiretral

bezlerden ibarettir. PK %60-70°1 periferik, %10-20’si transizyonel ve %5-10’uda santral

zondan kaynaklanmaktadir (Sekil 2) (90).
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SEKIL 2: A: Prostatm sematik lateral kesiti, B: A’da gosterilen alanmn enine kesiti
(90).

3.8 Postat Kanseri

PK BPH’da oldugu gibi bir yaghhk hastahfidir. 40 yas alt1 erkeklerde nadiren
olusur ve insidans1 80’li yaglarda doruk noktasma ulagana kadar giderek
yiikselmektedir. Klinik olarak tammnanlar arasmda genis bir biyolojik davramg ve
metastatik potansiyel farki mevcuttur. Bu heterojenite ve klinik davranig farki nedeniyle
PK’nin ¢esitli stagelerine uygun tedavisinin ne olacag sorun oimaya devam etmektedir
(90).

3.8.1 Dogal Seyri: PK’nin dogal seyri, kanserin evresi, derecesi, yag ve
malignitelerin varhfindan etkilenmektedir. Tedavi olsa da olmasa da genellikle diigiik
evreli ve diigiik gradeli PK’nin prognozu iyi, yiiksek evreli ve yiiksek gradeli PK’nin ise
koétiidiir. Son zamanlarda yaymnlanan bir ¢alhigmada, dikkatli gézlem altindaki 828
hastay1 kapsayan 6 serinin analizi iyi ve orta derecede faklilagmig kanserlerde 10 yilhk
sag kahm oranmm %87 oldufunu gdstermistir. Iyi, orta ve kotii derecede farklanmug

kanser gruplarinda sag kalm oranlar sirasiyla %81, 58 ve 26 olarak bulunmugtur (90).
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3.8.2 insidans: Amerika Birlesik Devleti (ABD)’nde PK en sik goriilen ikinci
Oliim nedenidir. Kanser hacminin 6nemine iligkin dogal seyir ve patoloji verileri 0.5
cc’den biiyiikk kanserlerde daha yiiksek derece, kapsiil dist yayihm ve metastaz

egiliminin bulundugunu gdstermektedir (90).

3.8.3 Etyolojisi: Epidemiolojik gbzlemlere dayanarak prostat kanserinde
olasihkla en azinda 4 etyolojik fakt6rden s6z edilmektedir. Bunlar genetik yatkinhk,

hormonal etkiler, cevresel faktorler (diyet dahil) ve enfeksiyoz ajanlardir (26).

3.8.3.1 Genetik yatkinhk: Herediter prostat kanseri yiiksek oranda penetran bir
genin ¢ok nadir otozomal dominant gegisi ile karakterizedir. Bu c¢aligmalar bir germ
hatt1 mutasyonunun en azindan bazi prostat kanserlerinde 6nemli olabilecegini ortaya
koymaktadir (26, 90). Androjen reseptoriiniin (AR) N terminal alani bir glutamin tekrar:
barmdirir ve normal bireylerde uzuntugu 8’den 39 rezidiiye kadar degigebilir. Glutamin
tekrar uzunlugunda bir azalma AR aktivitesinde bir artigla sonuglamir. Bu da PK igin
daha yiiksek AR aktivitesinden dolay1 daha yiiksek risk anlamma gelmektedir. Germ
hattindaki mikrosatellitlerin boyu ne kadar kisa ise hiicrelerin androjene cevabi o kadar
fazla olmaktadir. Siyah erkeklerin beyazlara gore ve prostat kanserli beyazlarm kontrol
gruplarina gore daha yiiksek oranda kisa CAG alleline sahip oldufu gosterilmistir. Bu
calismalar androjen reseptdr genindeki mikrosatellitlerin uzunlugu ile prostat kanseri
gelisimi arasinda bir iligki oldugunu ortaya koymaktadir (41).

3.8.3.2 Hormonal etkiler: Prostat bezinin gelismesinde basta androjenik
hormonlar olmak iizere Gstrojenler ve peptid hormonlar (biiyiime hormonu, prolaktin ve

doku biiyiime faktérleri) ii¢ degigik yoldan rol oynamaktadirlar (26).
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Prostatin hormonal stimiilasyonunun ana yolu hipotalamik-pituiter-testikiiler-
prostatik yoldur. Hipotalamustan salgilanan liiteinizan hormonu serbestlestiren hormon
hipofizal portal dolagim ile hipofizin anterior lobuna gelir ve buradan luteinizan hormon
salgilanmasina yol agmaktadir. Liiteinizan hormonda testisde leydig hiicrelerinden
testesterona ve androstenedione salmmma neden olmaktadir. Testikiiler androjenler
prostat dokusunun gelisme ve biiylimesindeki bir numarah etkendir. Diger bir yolda
hipotalamik-pituiter-adrenal ~ yoldur.  Hipotalamustan  salgilanan  kortikotropin
serbestlestiren hormon pituiterden adrenokortikotropik hormonunu  salnimm
saglamaktadir.  Adrenokortikotropik  hormon  adrenalden  androsteonedione,
dihidroepiandosterone ve bunun siilfatmmn sekresyonuna neden olmaktadir. Adrenal
kaynakh androjenler prostat bilyiimesinde testikiiler kaynakllar kadar etkin degildirler
(26).

Dolagimdaki androjenlerin ana kaynag testislerdir ve primer prostatik kanserler,
gelismek ve yasamak ic¢in androjenlere bagimhdirlar. Adrenal ise dolagimdaki
androjenlerin %30’unu kargilar. Androjenler plasmada ve prostatda testesterona ve
dihidrotestesteron (DHT)’a dOniigiirler. Dolagimdaki testesteronun %95°i testesteron
baglayan globiilin ve albumine baghdir. Serbest olan %2 ise prostatta ki androjene
duyarh hiicreler iizerinde etkilidir ve prostat dokusunun biiyilimesi ve gelismesini

saglamaktadir. Testesteron prostat epitel hiicresine girdikten sonra So. rediiktaz enzimi

ile DHT’ye doniigiir (26). So rediiktaz tip 2 eksikligi belirsiz dig genital ve palpe
edilemeyen prostat gelisimine neden olmaktadwr. Benzer bir d6niiglim vezikula
seminalis ve yag bezleri gibi androjene duyarh hiicreleri olan diger organlarda da
olmaktadir. DHT spesifik bir niikleer reseptér olan AR’ne baglanmaktadir. Inaktif

oldugu durumda heat-shock proteinlerine bagh olan AR’{, testesteron (T) veya DHT
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baglandi1 zaman heat-shock proteinlerinden ayrilmakta ve androjen cevap elementleri
(ARE) olarak bilinen spesifik DNA elementlerine baglanmaktadir (41). Androjenlerin
doku spesifik etkileri AR ve DNA’ya baglanan reseptr olmayan proteinler arasinda
etkilesimler yoluyla saglanmaktadir. AR/Myc etkilesimleri, geligen prostatta AR
mRNA’smmm androjen aracih diizenlenmesinde temel olugturmaktadir. AR kodlayan
bélgede 4 ARE ve bir Myc baglanma yeri tammlanmgtir. AR geninde yer alan ARE-1
ve ARE-2 AR mRNA’smin androjen aracih ekspresyonunun artmasinda aracidir.
Fonksiyonel Myc ve Max proteinleri bu cevap bolgesinin androjen tarafindan
diizenlenmesinde gorevlidirler. Prostat kanser hiicrelerinde c-myc’nin overekspresyonu
AR mRNA diizeyinde ve androjence stimiile edilen proliferasyonda etkilidir (32).
AR’iinde ki pek ¢ok mutasyon AR’iiniin fonksiyonunu degistirmektedir. Bunlar AR
fonksiyonunu etkilemeyen, AR fonksiyonunu inaktive eden ve ligand spesifikligini
degistirebilen mutasyonlardir (41). Primer tiimdrlerde az miktarda androjen reseptér
mutasyonu belirlenmigtir. Ancak metastatik olan ve androjen bagimsiz gelisen PK’li
hastalarin  kemik iliinden elde edilen hiicrelerin %50’sinde bu mutasyonlar
gbriilmektedir. AR’nde ki bu mutasyonlarm, androjen ablasyonundan sonra PK
hiicrelerine selektif bir biiyiime avantaji sagladify ifade edilmektedir. Bu mutasyonlar,
AR’lerinin insulin biiyiime fakt6rii (IGF-1) ve keratinosit biiyiime faktdrii (KGF) gibi
biiylime faktSrlerine cevap vermesine yol agmaktadir. Bu biiyiime faktSrleri mutasyona
ugramug AR’lerine baglanarak hiicrelerin androjen yoklugunda bile proliferasyonu
indiiklemektedir. Androjenlerin yoklugunda IGF-1, KGF, luteinizan hormonu
serbestlestiren hormon ve interlokin 6 (IL-6)’nn AR geninin transkripsiyonunu
arttirmas1 androjen konsantrasyonu azaldifinda tam AR fonksiyonu i¢in gerekmektedir

(26).
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Ekspresyonu androjenler tarafindan diizenlenen pek ¢ok gen vardwr. Geligim, hiicre
yasamu, apoptozis ve faklilagmay: iceren gesitli prosesleri diizenleyen androjenler, diger
faktOrlerle beraber normal prostatta bulunan farkh hiicre tipleri igerisinde bu prosesler
arasinda bir denge olugmasim ve korunmasm saglarlar. BPH ve PK’nde bu denge
bozulmaktadir. Kanser hiicreleri apoptozisi engellemek igin androjenlere ihtiyag
duyarlar. Epitelial hiicrelerde androjenler siklin bagmh kinaz (CDK)’lar (CDK-1,
CDK-2 ve CDK-4), siklinler (Siklin D3 ve Siklin A) ve hiicre siklusu inhibitSrleri (P21,
P27 ve P16)’ni igeren hiicre siklusunu diizenleyen proteinleri direk veya indirek olarak
diizenlerler. VEGF endotelial hiicre proliferasyon ve gé¢iinii indiikleyen ¢ok iyi bir
angiojenik faktér olup ekspresyonu androjenler tarafindan arttirlmaktadir (41).
Kromozom 18q21.3-g23’de haritalanmis olan bir tiimdr baskilayic1 gen tarafindan
eksprese edilen “’maspin’ adh protein tiimér invazyon ve hareketliliini inhibe
etmektedir. Prostat hiicrelerinde maspin ekspresyonu AR tarafindan tanman ve genin
promoter bdlgesinde yer alan negatif bir ARE ve pozitif bir ETS elementi tarafindan
diizenlenmektedir. Androjenler maspinin transkripsiyonunun baskilanmasinda rol
oynamaktadirlar. ETS elementi normal prostat epitel hiicrelerinde aktifdir, ama tiimér
hiicrelerinde inaktifdir (102). Maspin ayrica PK’nde neovaskiilarizasyonu inhibe
etmektedir ve hiicre yiizeyine bah uPA’yr inhibe etmek igin PAI-1 ve PAI-2 gibi
bilinen difer plasminojen aktivatGrlerle yarnigmaktadir. Maspin temeline dayanan
terapotik yaklagimlar uPA pozitif PK’lerinin invazyon ve metastazlarmn
durdurulmasinda faydah olabilecegi diigiiniilmektedir. Maspin ekspresyonu prostat
kanserinde azalmigtir ve Ozellikle lenfoid nod ve uzak metastazlarda ya hi¢ eksprese
olmamakta ya da ¢ok az eksprese olmaktadir (80). Nétral endopeptidaz 24-11 (NEP) bir

hiicre yiizey enzimi olup biiylimeyi stimiile eden nSropeptitlere baglanmakta ve onlar
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inaktive etmektedir. NEP’in ekspresyonu, androjenler tarafindan arttirilmakta ve
androjen yokluunda ise azalmaktadir. Bcl-2’nin ekspresyonu androjen yoklugunda
artmaktadir (Sekil 3) (41). Bir homeobox gen olan NKX3-1 8p21°de haritalanmstir.
Gen PK icin potansiyel bir tiimér baskilayici gen olup PK’inde mutasyonlar1 tespit
edilememesine ragmen muhtemelen NKX3-1’in post-transkripsiyonel
modifikasyonlarmda degigimler mevcuttur. NKX3-1 ekspresyonu sadece normal ve
malignant  prostat  epitelyumuyla smrh olup ekspresyonu  androjenlerle
diizenlenmektedir. Bu nedenle prostat spesifik antijen (PSA)’e gore daha iyi bir markir

olabilecegi ileri siiriilmektedir (67).
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SEKIL 3: AR yolu prostat epitel ve kanser hiicrelerinin hiicre geligimi,
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faklilagmasi, ¢evresi ve yasamma etki eden pek ¢ok faktorii diizenlemektedir
(artmaf,azalma}). Bu faktérlerin bazilari bu prosesle aktive edilirken digerleri inhibe

edilmektedir (41).

Stroma, epitelial hiicre davramgim dogrudan etkilemekte ve yaralanmaya cevapta

doku onarimim saglamaktadir. Epitelial hiicreler, epitelial tabakada graniilasyon dokuyu
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olustururken prolifere olmak ve gbo¢ etmek icin stroma tarafindan sentezlenen gesitli
faktorlerle uyariimaktadir. Patolojik durumlarda stromada, fibroblastlarm degisimiyle
olusan myofibroblastlarin  hakimiyeti s6z konusudur. Diiz kas a-aktini
immiinohistokimya ile miyofibroblastlar1 tanimlamada kullanmilan en yaygin belirtegtir.
Cevre dokuya bazal membran yoluyla invazyon ve normal hiicre proliferasyonunun
bozulmas: olarak degerlendirilen reaktif stroma (desmoplasia) kanserde, inflamatuar
hiicrelerin varhi, ECM’in yeniden olugumu, stromal hiicrelerin fenotipik degisimi ve
artan angiogenezis, proteaz aktivitesi, biiyiime faktér mevcudiyeti ile karakteristiktir
(95).

Baz1 faktorlerin, hem androjene duyarlh PK hem de androjene duyarsiz PK’inin
gelisiminde etkili oldugu gosterilmigtir. Bu biiyiime faktSrleri endokrin, parakrin ve
otokrin gekilde rol oynamaktadirlar (46).

Epidermal biiyiime faktér yolu (EGF): Tammlanms olan ilk peptit biiyiime
faktorlerinden biri olup 170 kD EGF reseptorii yoluyla rol oynamaktadir. TNF-a ve
EGF prostat epitelial hiicrelerinin proliferasyonunu uyarmaktadir. EGF olgun prostatda
primer olarak iiretilitken, TNF-a neonatal ve prenatal donemde prostatda predominant
olarak iiretilmektedir (46). Epidermal biiyiime fakt6r resept6rii (EGFR)/TGF-a sistemi
prostat kanseri progresyonu boyunca etkilidirr TNF-o’nin birkag bSlgesindeki
polimorfizim ve genotip degisiklikler prostat kanseri ile beraber g&stermektedir (66).
BPH’da epitelial hiicreler EGFR’iinii eksprese ederken, stromada TGF-a iiretilmektedir.
PK’lerinin pek ¢ok tipinde EGFR ve TGF-a beraberce eksprese edilmekte ve bdylece
parakrin stimiilasyondan otokrin stimiilasyona gegilmektedir (77). EGF ekspresyonu
normal prostat hiicrelerinde daha yiiksekken EGFR ekspresyonu BPH’li hiicrelerle

kargilagtinldigimda PK hiicrelerinde daha yiiksek bulunmugtur. EGF kiiltiire alinan
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normal prostat hiicrelerinin proliferasyonunu uyarmaktadir. EGF’nin ekspresyonu
androjenlerle diizenlenir ve diizenlenmesi normal ve neoplastik prostatda farkh gekilde
gerceklesmektedir. Androjenler normal prostat dokularimda EGFR diizeyini PK’ine gére
6 kez azaltirken, PK’inde EGFR diizeyinde artiga neden olmaktadirlar. EGF ve TGF-a
androjene duyarsiz tiimérlerin  geligimini tegvik edebilir. C-erB-2 EGFR ile
homologdur. Hormona duyarh LNCaP prostat kanser hiicrelerinde c-erB-2’nin
overekspresyonuyla c-erB-2 tarafindan AR sinyal iletim yolunun ligandsiz aktivasyonu,
PK’nin androjen bagimsiz geligimini indiikleyebilir (46).

Transformasyona neden olan biiyiime faktor yolu (TGF-B): TGF-B epitelial
hiicre proliferasyonunu durduran, mezengimal hiicrelerin proliferasyonunu arttirabilen,
ECM’nin yeniden olusumunu diizenleyen, yara iyilesmesinde angiogenezisi
indiikleyebilen Onemli bir biiyiime faktoriidiir. Yaklagik olarak %80 protein dizi
homolojisi gbsteren 5 TGF-B subtipi tanmlanmugtir. TGF-p hem stromal hem de
epitelial hiicreler tarafindan iiretilen bir immiinoregiilatér protein olup ekspresyonu
androjenler tarafindan azaltilabilir. Androjen yoklugu, androjene duyark PK hiicre
hatlarmda ve normal prostatda TGF-$’nin indiiksiyonuna neden olmakta ve TGF-
apoptozisi gerceklestirmektedir. Ciinkii TGF-B ve TGF-B reseptér ekspresyonu
kastrasyondan sonra artmakta ve 8. giinde en iist diizeye ulagsmaktadir. TGF-p prostat
epitelial veya stromal hiicrelerin proliferasyonunu ve Rb fosforilasyonunu inhibe
etmektedir. BOylece Rb’nin c-myc ile etkilesmesini engellenmektedir (46). TGF-B
kanserlerin pek ¢ok tipinde karsinoma hiicreleri tarafindan overeksprese edilmekte ve
tiimérde bulunan makrofajlar tarafindan sitotoksik molekiillerin ekspresyonunu inhibe
ederek immiin sistemi baskilamaktadsr. In vitro epitelial hiicre gelisimini inhibe

etmesine ragmen prostat kanser hiicrelerinde TGF-f’nin overekspresyonu in vivo tiimor



gelisimini tegvik etmektedir. PK hiicreleri TGF-B reseptér ekspresyonunu azaltarak
TGF-B’nin geligimi inhibe etmesinden kaginmaktadirlar. TGF-P prostat stromasinda yer
alan fibroblastlarin miyofibroblast farklilagmasim diizenlemektedir. TGF-B aym
zamanda pek ¢ok ECM bilegeninin (kollejen tip-2 ve tip-3, fibronektin, tenascin,
throspondin ve versican) sentezini de indiikklemektedir. TGF-B FGF-2, VEGF ve
konnektif doku biiyilime faktbriinii de igeren yara tamir ve angiogeneziste gérevl
bitylime faktorlerinin stromal ekspresyonunu saglamaktadir. TGF- ve konnektif doku
bilylime faktorii kanserin reaktif stromasinda, fibrozisde ve yara tamir yerlerinde
beraberce eksprese olurlar (95).

Insiiline benzer biiyiime faktér yoln (IGF): IGF insiilini de igeren peptid
bilylime faktdrlerinin bir iiyesi olup IGF-1 ve IGF-2 olmak iizere iki tipi tammlanmugtir.
Bu ligandlar insiilin biiyiime faktdr reseptorii-1 (IGFR-1) ve IGFR-2 olmak iizere iki
reseptére baglanirlar. IGFR-1’e hem IGF-1 hem de IGF-2 baglanirken, IGF-2 sadece
IGFR-2’ye baglanmaktadir. IGF biiylime hormonunu serbestlestiren hormon (GH-
RH)’na cevapta ¢esitli dokularda ve karaciferde sentezlenmektedir. IGF’nin mitojenik
etkilerinin ¢ogunda IGFR-1 aracidir (46). Normal prostatda ve BPH’de, IGF-1 ve IGF-2
stromada iiretilerek sentezlenmektedir. Prostat epitel hiicreleri {izerinde IGFR-1 ve
IGFR-2 yoluyla parakrin etki gostermektedir. PK’de ise hem IGF hem de reseptGriiniin
epitel hiicreler tarafindan sentezlenmesiyle otokrin etki mekanizmasi devreye
girmektedir (77). Epitel hiicreler normal prostatta IGF’ye baglanan proteinler (IGFBPs)
iiretirler. Bunlardan IGFBP5’in ekspresyonu androjenler tarafindan arttiriimaktadir. Bu
da epitelial hiicre proliferasyonunda androjenler i¢in negatif bir roliin gdstergesidir.

Yine PSA androjence diizenlenen bir serin proteaz olup, IGF’yi serbestlestiren
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IGFBP3’e baglanmakta ve stromal hiicreler tarafindan eksprese edilmektedir.
IGFB2’nin serum diizeyi prostat kanserli hastalarda %17 oraninda artmgtir (46).
Fibroblast biiyiime faktir yolu (FGF): FGF ailesi 4 transmembran tirozin kinaz
reseptorii ile etki gOstermektedir. FGF-1 fibroblast biiylime faktdr reseptor
(FGFR)’lerinin 4 subtipinede baglanabilirken FGF-2 sadece ilk 3 subtipe baglanabilir.
FGF-1 ve FGF-2 normal prostatta epitel ve stromal hiicreler tarafindan eksprese
edilmektedir. FGF-1 PK geligiminin potent bir aracisi olup angiogenezisi indiikleme
yetenegindedir (46). FGFR ekspresyonu prostat kanser karsinogenezisi ve progresyonu
boyunca artmaktadir. PK’inde FGF2 ekspresyonu normal prostat dokulariyla
kargilagtirildiginda endotel hiicrelerde ve stromal fibroblastlarda artmaktadir. FGF-2
fibroblast proliferasyonu, ECM iiretimi ve proteaz sekresyonunu uyarmakta, reaktif
stroma olugumu ve angiogenezisi indiikleyerek kanser progresyonunu tegvik etmektedir
(95). Keratinosit biiyiime faktérii (KGF/FGF-7) normal prostatta stromal hiicreler
tarafindan sentezlenmekte ve epitelial hiicrelerde yer alan FGF2(3)b reseptérii ile
parakrin etki yoluyla epitelial hiicrelerin proliferasyonunu stimiile etmektedir. AR sinyal
yolu androjenlerin yoklugunda KGF aracilifiyla aktive edilmekte ve prostat epitel
hiicrelerinin ¢ogalmasi tegvik edilmektedir. KGF’nin LNCaP hiicre hattinda androjen
bagimh genlerin transkripsiyonunu ve AR’{inii aktive ettifi gOsterilmigtir (72).
Endotelin-1 aracih yol (ET-1): ET-1 prostatik epitelyumu da igeren pek ¢ok
endotel ve epitel hiicre tipleri tarafindan iretilen bir polipeptidtir. Seminal plasmada
ET-1 konsantrasyonu seruma gbre 500 kez daha yiiksektir. ET-1 ekspresyonu hem
primer hem de metastatik prostat kanser hiicrelerinde tespit edilmistir. Endotelinler (ET-
1, 2 ve 3) ET-A ve ET-B olmak {izere iki reseptre baglanarak rol oynarlar. ET-A

reseptOrleri predominant olarak stromada ve ET-B reseptorleri ise epitelyumda
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lokalizedir. ET-B reseptorleri, BPH hiicrelerinde tespit edilmesine ramen PK
hiicrelerinde tespit edilememigtir. ET-1 vazokonstriktor olup, insan PK hiicreleri
tarafindan sentezlenmekte ve diizeyi androjen bagimsiz PK’li hastalarda plasmada
artmaktadir. ET-1 in vitro PK hiicrelerinin proliferasyonunu arttirmaktadr.
Osteoblastlar i¢in mitojenik olan ET-1 diger biiyiime faktdrleri gibi prostatik hiicrelerin
proliferatif cevabim ve hiicre igi kalsiyum diizeyini arttirabilir (28, 46).

Prostatik gelisimi ve fonksiyonunu etkileyen Ostrojenlerin,  stromal
adenokarsinomunun ve stromal hiicre hiperplazilerinin gelisiminde rolii oldugu
gosterilmistir. insan prostatinda &strojen birikimi yasa bagh bir olaydir. Ostrodiol 17-B
ve Ostrojenin normal ve hiperplastik prostatda konsantrasyon analizleri artan yasla
beraber stromada her iki Sstrojeninde diizeyinde artig oldufunu gostermistir. Aksine
epitelial dokuda diizeyleri degismeden kalmugtir. Ilging olan, epiteide DHT
konsantrasyonu artan yagla azalrken stromada DHT diizeyi degismeden kalmaktadir.
Yasla prostatin transisyonel zonunda DHT diizeyi azalmgtir. Stromal hiperplaziye orta
yasla artan bir dstrojenik durum neden olmaktadir. Yagla testesteron diizeyi azalirken
Ostrojen  diizeyi periferal adipoz doku tarafindan adrenal androjenlerin
aromatizasyonuyla daha yagh erkeklerde korunmaktadir. Stromal dokudan yassi
epitelial metaplazinin geligmesini estrojenler stromada yer alan Gstrojen reseptor-a (ER-
o) reseptorleri yoluyla saBlarlar. Yine prostatda tammilanan ER-B, ER-a gibi
ostrodiol17-B’ya yiiksek baglanma afinitesine sahiptir. Ilaveten dieter olarak alnan bir
fitodstrojen olan genistein ER-B’ya baglanmaktadir. Dogumda, prostat glandinda ER-B
mRNA ekspresyonu diigiiktiir (epitelyumda fazla ve stromada azdir). Puberteyle
sekretor epitelde ekspresyonu artmaktadir. Hiicre proliferasyonunun gergeklestigi yer

olan prostatik kanallarin distal bdlgesinde maksimal diizeyde eksprese olmaktadir. ER-B
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aracih yol antiproliferatif etkiye sahiptir ve bSylece abnormal gelisim Onlenmektedir.
Fitoostrojenler ER-B yoluyla malignant kanserin progresyonuna karsi koruyucu etki
gosterirler. Epitelial hiicrelerde ER-f igin bagka bir rolde anti-oksidan etkisidir.
Genistein ER-a’ya gére ER-B’ya daha yiiksek baglanma afinitesine sahiptir (39).

Insan prostat glandlarmda epitel hiicrelerin 3 tipi vardir [bazal, sekretor epitel ve
néroendokrin (NE) hiicreler] (10). Prostatik hiicre populasyonunun %1’inden azim
olusturan NE hiicreler 200 farkh peptit pek ¢ok biojenik amin iiretirler. NE hiicreler
kromograninA, néron spesifik enolaz, maddeP, kalsitonin, PHrP ve anti-apoptotik bir
protein olan survivin eksprese etmektedirler (46, 101). NE hiicrelerin bazi
subpopulasyonlari EGFR’ii ve c-erbB-2 iiretmektedirler. AR igermeyen NE hiicreler
PK’nin androjenden bagmnsiz geligiminde temel rollere sahiptirler. Prostatin kiigiik
hiicreli karsinomas1 NE hiicreler tarafindan olugturulmaktadir. NE hiicre farklilagmasma
sahip PK’li hastalarda Olim oram daha fazla olmaktadir. Androjen bagimsiz PK’li
hastalarda NE hiicrelerden sentezlenen kromogranin A ve bir peptit olan bombesinin
artan serum diizeyi gdze carpan bir bulgudur. Kiiltiire alinan PC-3 hiicre hatti
bombesine cevap olarak prolifere olmaktadir. Bombesin/gastrin-serbeslestiren peptit
(GRP) antikorlan ile androjen bagimsiz PK’nin muamelesi kanser geligimini inhibe
etmektedir. Bombesin/GRP intraselliiler kalsiyum diizeyini arttirarak tiimdr hiicre

proliferasyonu ve invazyonunu saglamaktadir (46).

3.8.3.3 Diyetik ve Cevresel Faktérler: Yagh diyetin seks hormonlarinin
tiretimini degistirdii ve prostat glandinda kanser riskine yol agtifn ileri siiriilmektedir.
Bu hipotez sadece yagh diyet i¢in degil, yagda eriyen A, D, E vitaminleri ve ginko gibi

eser elementler i¢inde gegerlidir. Kadmium sigara i¢enlerde bulunan eser bir mineral



37

olup PK ile kadmium arasinda zayff bir iligkinin varhfm ortaya koymustur.
Laboratuvar ¢ahgmalann D vitamininin prostat kanser hiicrelerinin biiyiimesini
yavaslattigim gOstermigtir (26). 1,25-(OH)2D3 antiproliferatif bir ozellife sahiptir.
Niikleer reseptorii ile etki gosterir. Reseptdre ligandin baglanmasiyla olugan aktif
kompleks vitamin D cevap elementine sahip genlerin transkripsiyonunu diizenler. 1,25-
(OH)2D3 c-myc ve Bcl-2 gibi onkogenlerin ekspresyonunu azaltmakta ve apoptozisi
uyarmaktadir. Ayrica P21/WAF1’in, 1,25-(OH)2D3’iin kiiltiire aliman LNCaP hiicre
battina ilavesinden sonra stimiile oldugu gosterilmigtir. 1,25-(OH)2D3 IGFBP-3’lin

ekspresyonunu artirarak geligimi inhibe etmektedir (7).

3.8.3.4 Enfeksiyon ajanlan: Son molekiiler ¢ahgmalar aktive olan Ras
onkogenlerinin ve insan papilloma viriislerinin prostat karsinogenezisinde rolii
oldugunu ileri siirmektedir. Almanyada son zamanlarda yapilan bir ¢aligmada PK’li
hastalarda HPV-16 DNA’sinin artan diizeyi Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile
tespit edilmigtir. Kiiltiire alinan insan prostat epitel hiicrelerinin immortalizasyonunu,
HPV-18 genomunun transfeksiyonuyla olugturulabilir ve sonradan non-tiimorijenik
degisim gerceklegir. Ancak aktive olan K-Ras onkogeninin ilavesiyle tlimdrijenik
hiicreler olugur. HPV-18 infeksiyonu neoplastik bir fenotipin kazamlmasim sajlamaz,
ancak kiiltiirde insan prostat hiicrelerinin siirekli proliferatif kapasite kazanmasim saglar

(78).

3.8.4 Patolojisi: Olgularm %70°i periferal glanddan geligir. %15-%20°si santral
zondan kaynakianlr. Prostat kanseri orijin aldig1 hiicre tipine g6re epitelyal [a.

Adenokarsinom, b. Degisici epitel hiicreli karsinom (intraduktal, invaziv ve yasst
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hiicreli), ¢. Noroendokrin karsinoma, d. Karsinoid tiimér, e. Kiigiik hiicreli karsinom],
stromal [a. Rabdomyosarkom, b. Leiomyosarkom] ve sekonder [a. Mesaneden direk
invazyon, b. Kolon adenokarsinomunun invazyonu, c. Metastaz, d. Lenfoma] olarak
smiflandiriimaktadir (90).

Prostatik intraepitelyal neoplazi (PIN) yapisal olarak benign prostatik asini ve
duktuslarm sitolojik olarak atipik hiicrelerle ¢evrelenmesi ile karakterizedir. PIN1 hafif
displaziye, PIN2 orta displaziye ve PIN3 ciddi displaziye esit ifadelerdir. Cogu yazar
PIN1 i¢in diigiik grade’li PIN, PIN2 ve PIN3 i¢in yiiksek dereceli PIN ifadesini tercih
etmektedir. PIN2 ve PIN3’iin yiiksek grade’li PIN olarak kabul g6rmesinin iki sebebi
vardir. ki, PIN2 ve PIN3’iin ayrmmda fazlaca degisik gozlemler vardir. Ikincisi ise
igne biyopsisi ile PIN2 veya PIN3 tamsi konulmasi daha sonraki biyopsilerde aym
derecede kanser belirlenmesi riskine sahiptir. Kanserli prostatlar, kansersiz olanlarla
kargilagtinildiginda yiikksek Grade’li PIN odagmmn sayismda ve biiyiikliigtinde artis
vardir. Eldeki kanitlar PIN’in bir ¢ok prostat kanserinin gelisim siirecinde erken stage’i
olusturdufu yolundadir (26).

Adenokarsinomlarda major tiimér kitlesi periferal yerlesimlidir. Digerlerinde
predominant olarak transizyonel zon lokalizasyonu mevcuttur. Metastatik prostat
kanserinin en sik yayima yeri lenf nodlan ve bunu takiben kemiklerdir. Daha sonraki
yayihm yerleri mesane, karacifer, adrenal ve testistir. Prostat kanserinin bir ¢ok
grade’leme sistemi vardir. Hepsi, glandiiler diferansiyasyon, sitolojik atipi ve niikleer
anomalite derecesinin belirlenmesi esasna baghdir. En yaygin kullanlan Gleason
Gradeleme sistemidir. Burada, alandaki glandiiler diferansiyasyonun major ve minor
paterninin belirlenmesi temeli {izerine her bir kanser alaninda iki Grade’leme yapihr.

Bunlardan birisi daha baskin olan primer, digeri daha az tipik olan sekonder olmak
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{izere 2 histolojik derecelendirmedir. Bunlardan her ikiside 1-5 arasinda derecelendirilir
ve daha sonra biitiin skorlar toplanarak 2-10 arasinda degigen en son Gleason Skor’u
hesaplanir. Bu sisteme gore, Gleason 2-4, iyi diferansiye kanser, 5-7, orta derecede
diferansiye kanseri, 8-10 ise kotii diferansiye kanseri belirler (26).

Hiicrelerin gekil ve boyut olarak birbirinden farkliik g6stermesi pleomorfizm
olarak tanimlanwr. Hiicre sekil ve boyut olarak koken aldif: hiicrelere ne kadar
benziyorsa okadar iyi diferansiye oldugu ve ne kadar benzemiyorsa o kadar koti
diferansiye oldugunu belirlemede kullamlan Onemli bir kriter olup hiicre

farklilagmasiin derecesini gostermektedir (26, 90).

3.8.5 Prostat Adenokarsinomunun Kromozomal Temeli

Sayisal kromozomal anomaliler PIN’lerin %67, karsinomalarm %68 ve
metastazlarm %96’mda  bulunmustur (40). Prostat adenokarsinomunda klonal
anomaliler -1, +1, +4, -6q, -7, +7, -8, +8, +i (8q), -9, -9p, -10, +10, +11, -12, -13q, -16,
-16q, +16, -17, +17, +17q, -18, -18q, +18, +19p, +20q, +X, -Xq, -Y ve +Y’dir (97). En
yaygm kaybedilen kromozom kollar1 13q (%55), 8p (%48), 6q (%43), 5q (%32), 16q
(%25), 18q (%20), 2q (%18), 2q (%18), 4q (%18), 10q (%18) ve Y (%16)’dir. Siklikla
kazanilan kromozom kollan1 8q (%36), 17q (%23), Xq (%23), 7q (%21), 3q (%18), 1q
(%16) ve Xp (%16)°drr (3). 7q22-31, 8p21-22, 8q24-qter, 10q23-24, 16q24 vel8q22.2
gibi spesifik kromozol bolgelerde meydana gelen degisimlerin prostat kanser
gelisiminde Snemli olabilecegi ileri siiriilmektedir. Son zamanlarda 1q12 (delesyonu),
1g24-25 ve 1g42.2-43’de prostat kanserine yatkmhk saglayabilecek genler oldugu rapor

edilmigtir (97).
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Interfaz hiicrelerinde yapilan Floresans In Situ Hibridizasyon (FISH) teknigi
sitogenetik olarak tespit edilmesi zor olan kromozomal degigimlerin ortaya konulmasim
saglamaktadir. Potansiyel biomarker incelemelerinde kromozom 7 ve 8’in ekstra
kopyalan gosterilmigtir. Bu metotla tespit edilen kromozom 7 ve 8 kazanci zellikle
hastaligin prognozu ve tanisi agisidan potansiyel bir belirteg olarak goriilmektedir (3).

Kromozom 7 ve 8 kazanci yiiksek Gleason Skoru ile parelellik gostermektedir.
Basit kromozom 8 kazanct ve C-MYC gen amplifikasyonu PIN, kanser ve
metastazlarda farkh oranlarda bulunmugtur (44). Prostat kanserinin erken teghisi,
izlenmesi, hastalim geligimi ve ilerlemesinde etkili olan molekiiler mekanizmalarin
anlagimas: daha spesifik ilaglarm geligtiriimesinde Gnemlidir. Hastahfm olusumunda
ve ilerlemesinde C-MYC onkogeninin overekspresyonu ve amplifikasyonunun
(metastatik adenokarsinomlarm %14’iinde tespit edilmigtir) Snemli bir role sahip oldugu
diistiniilmektedir (62). Bu ¢ahgmanin amaci, kromozom 8 kazanci ve 8. kromozomun q
kolunda yer alan C-MYC onkogeninin PK olugumu ve prognozunun FISH yéntemi ile

degerlendirilmesi ve kromozomal anomalilerin tespitini saglayan FISH yOnteminin

genetik gahgmalardaki uygulanabilirliginin arastiriimasidir.
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4. GEREC VE YONTEM

Prostat kanseri giiphesiyle 2000-2002 tarihleri arasinda Elaz:§ ili Firat Tip
Merkezi (1’den 6’ya kadar olan vakalar) , Sosyal Sigortalar Kurumu Hastanesi
(10°dan 15’e kadar olan vakalar ve 9 BPH vakas1) ve Devlet Hastanesi (7, 8 ve 9.
vakalar)’nin iiroloji kliniklerine bagvuran toplam 24 vaka incelemeye alindi
Caligma materyali olarak ameliyata alnan hastalarin prostat doku Ornekleri
kullamldi. Patolojik tanisi kanser, PIN ve BPH olan toplam 24 vakada standart
interfaz-FISH (Fluoresans in situ Hibridizasyon) teknigi kullamlarak

degerlendirmeler yapildi

4.1 FISH Teknigi ve Patolojik Boyamalarda Kullanilan Preparatlarin
Hazirlanmasi

4.1.1 FISH Tekniginde Kullanilacak Preparatlarin Hazirlanmasi

a. Kullanilan Soliisyonlar

1. Transport Medyum

NOPOKSIML..ueceuesrirseerecsesssssnnsisssissanssnn 1 ml (100 m! Bazal medyumda 1

gr’lik ndroksin tabletlerinin eritilmesiyle hazirlandr)

Penisilin-Streptomisin-Niasin............ 5 ml
Yukarida belirtilen oranlar kullamlarak hazirlanan transport medyumdan
steril, kapakh tiiplere 5 ml konularak +4°C’de saklandi. Caligmaya alinan vakalara

ait dokular ameliyat sirasida steril kogullar altinda transport medyum igine alinds.
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2. %50, %70, %90 ve %95°lik etil alkol serisi.

3. -20°C metanol.

4. Fiksatif (3:1-Metanol: Asetik Asit)

b. Kullanilan Geregler

1. Sale, petri, pens, sarg: bezi, makas yada bisturi ve lam.

¢. Preparatianin Hazirlanmas:

1. Transport besiyerinden petriye aktanlan doku Ornekleri makas
yardimiyla pens ile tutulabilecek biiyiikliikkte parcalara ayrildi.

2. Doku sarg: bezi arasina konularak hafif¢ce bastirildi. Daha sonta pens
yardimiyla doku hafif¢e lam {izerine bastinlarak hiicrelerin yapigmast
saglandi.

3. Preparatlar derhal -20°C’de ki metanol igerisine konarak 20 dakika
bekletildi.

4. Daha sonra oda 1sisindaki fiksatif icerisinde 20 dakika bekletildi.

5. %50, %70, %90 ve %96°hk alkol serisinin her birinde 5 dakika
bekletildikten sonra havada kurutulan preparatlar kullanilincaya kadar

-20°C’de sakland1 (17, 44).

4.1.2 Patolojik Preparatlarm Hazirlanmasi
a. Kullanilan Soliisyonlar
1. %95°lik etil atkol

b. Kullanilan Geregler

1. Lam, sale, pens, makas, sarg: bezi ve petri.
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¢. Preparatlarin Hazirlanmasi
1. Aym 6n iglemler uygulanarak hazirlanan doku pargalar: pens yardimiyla
lam iizerine siiriilerek hazirlanir.
2. Pap boyamasi uygulanacak olan preparatlar 20 dakika %95°lik alkolde

bekletilir ve preparatlar kurutulduktan sonra pap boyamasi yapilir (4).

4.2 Patolojik Boyama Teknikleri
4.2.1 MGG (My Grunwald-Giemsa) Yontemi
a.Kullanilan Soliisyonlar
1. Tampon Soliisyonu

A soliisyonu: 300 ml distile suda 8,16gr KH,PO, ¢dziilerek hazirlanir.
B soliisyonu: 250 ml distile suda 2gr NaOH ¢d6ziilerek hazirlanir.
Tampon 58 ml A ve 25 ml B soliisyonundan alimip 2000 ml tamamlanarak
hazirlanir.
2. Giemsa boyas1
300 ml tampon ¢zelti {izerine 75 ml Giemsa karigtirilarak hazirlanir.
b. Kullamlan Gerecler

1. Sale.
2. Entellan.
3. Lamel
4, Isik mikroskobu.

¢. Boyama Teknigi

1. My Grunwald’da preparatlar 1,5-2 dakika bekletildi.

2. Tampon gdzeltide 1 dakika bekletildi.



3. Giemsa boyasinda 5,5-6 dakika bekletildi.

4. Tampon ¢dzeltide 1 dakika bekletildi.

5. Tampon ¢dzeltide 1 dakika bekletildi.

6. Preparatlar kurutulduktan sonra lam iizerine 1-2 damla kanada balzam

damlatilarak kalic1 preparatlar hazirlanir (4).

4.2.2 PAP (Papanicolaou Gynaekologie) Yontemi
a. Kullanilan Soliisyonlar

1. %96, %70 ve %50’lik etil alkol serileri.

2. Distile su.

3. Hematoksilen boyasinin hazirlanmasi:

Hematoksilen..........ccceeerverveerennees 2gr
T o PP SR 40gr
Civa oksit (Merkiirik Asit).........cc... 1gr

Hematoksilen boyast 20ml absolii alkolde ve sap isitilarak 400 ml suda
eritildi. Hazirlanan iki karigim kargtirildi ve alev arttirilarak kaynama
noktasma getirildi. Kaynadiktan sonra merkiirik asit eklendi ve ateste
koyu erguvan rengi olusuncaya kadar kaynatmaya devam edildi. Sonra
hizla sogutuldu.

4, Amonyak alkoliin hazirlanmasi:

1 ml amonyagn {izerine 99 ml %50°lik alkol ilave edilerek hazirland:.

5. Orange G boyasu
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Isopropanol alkol.

EA 50 boyas1.

b. Kullanilan Geregler

1. Saleler.

2, Lamel.

3. Entellan.

4. Isik Mikroskobu.

¢. Boyamanin Teknigi

1.

9.

Preparatlar %96, %70 ve %50°lik alkol serilerinin her birinde 1dakika
bekletildi.

Distile suda 1 dakika bekletildi.

Hematoksilen boyasinda 1 dakika bekletildi.

Preparat 2 ayr saleye hazirlanmmg olan distile sularm her birinde 1
dakika bekletildi.

Preparatlar ¢esme suyunda 1 dakika siireyle yikandi.

Preparatlar %50, %70, %96 ve %99’luk alkol serilerinin her birinde 1
dakika bekletildi,

Orange G boyasinda 5 dakika bekletildi.

Iki ayn saleye hazirlanan %96’hk alkol serilerinin her birinde 1
dakika bekletildi.

EAS50 boyasimnda 1,5-2 dakika bekletildi.

10. Farkh salelere hazirlanmig olan 3 tane %96’lik alkol serilerinin her

birinde 1 dakika bekletildi.
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12. Preparatlarm kurumas: beklendi ve lam iizerine 1-2 damla kanada

balzamm damlatilarak kalic1 preparat haline getirildi (4).

4.3 FISH (Floresan in sifu Hibridizasyon) Teknigi
Uzman patologlar tarafindan yapilan patolojik inceleme sonucunda tanisi
prostat adenokarsinomu ve prostatik intraepitelial neoplazi olan vakalarda,
bulgularm degerlendirilmesi i¢in interfaz FISH teknigi kullamid:.
a. Kullanilan Soliisyonlar
1. 20xSSC (Standart Sodyum Sitrat) (1 litre)
Sodyum kloriir (Merck, Darmstadt, Germany)............ 175,2 gr
Tri sodyum-sitrat (Merck, Darmstadt, Germany)......... 88,2 gr
700 ml distile suda eritilerek 1 litreye tamamlandi. pH=5,98’¢
ayarlandi. Otoklavda sterilize edildi ve buzdolabinda +4°C’de
mubhafaza edildi.
2. 2XSSC (500 ml)
50 ml 20XSSC soliisyonuna 450 ml distile su ilave edilerek 2XSSC
hazirlandi. pH=7"ye ayarlanir.
3. Aseton.
4. %70, %80 ve %100’liik etil alkol serisi.
5. Bir tane %70’lik ve ii¢ tane %50’lik formamide ¢dzeltisi (50 ml).
Formamide (HCONH,, Merck, Darmstadt, Germany)
6. %70’lik formamide........ccccervrerruvicirennnnnna. 35 ml 2XSSC + 15 ml

formamide
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%50’lik formamide........cccerrerrnrinnrinniinnns 25 ml 2XSSC + 25 ml
formamide

Formamid’in toksik olmasi nedeniyle ¢Ozeltiler ¢eker ocakta
hazirlands.

DAPI (4,6-diamino-2-phenyl-indole) yiizey boyas: (Cytocell, Banbury
Business Park Addenbury, Oxfordshire, United Kingdom)

PI (Propidium iodide) yiizey boyast (C27H34N4lp, Serva, Heidelberg,
Germany).

NP-40 yikama soliisyonu (Nonidet NP-40, Amresco, Solon, Ohio,

United States).

50 mi 2XSSC soliisyonu igerisine 50ul NP-40 ilave edilerek hazirland.

b. Kullanilan Geregler

1.

2.

0,5 m!l’lik mikrosantrifiij tiipleri.

Mikropipet ve uglar1 (1, 10 ve 100 pl’lik).

37°C’a ayarlanmig benmari.

65°C’a ayarlanabilen benmari.

Plastik gale.

Lamel.

Rubber soliisyonu (Fixogum Rubber Cement, Marabu, Germany).
Fluoresans mikroskop.

Immersiyon yag1.
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c. Problar

Kromozom 8q24 (C-MYC) / a-satellit 8 kokteyl prob (Q.BIO gene,
Deutschland, France).

C-MYC spesifik DNA probu rhodamine ile direk isaretli olup interfaz
yaymalarinda 8q24 bllgesi iizerinde yer alan C-MYC geninin kopya sayisim
tespit etmek i¢in kullamldi.

Kromozom 8 a-satellit prob ise fluorescein ile direk isaretli olup
kromozom 8 kazancim incelemek i¢in kullamld.

d. Hedef Orneklerin Hazirlanmasi

1. Patolojik inceleme sonucunda elde edilen pozitif vaka preparatlarinda,

elmas uglu bir kalemle hibridizasyon alan: isaretlendi.

2. Preparat, saleye konulan 2XSSC soliisyonunda 37°C’de 15 dakika

bekletildi.

3. %70, %85 ve %100’liik alkol serisinde ikiger dakika tutuldu.

4. Asetonda 10 dakika bekletildi.

e. Prob Hazirlanmas:

Her bir hedef saha i¢in mikrosantrifiij tiipiine 8ul prob kondu. iginde prob

bulunan ependorf tiipler vortekslenerek mikrosantrifitjde ¢oktiirtildii.

f. Denatiirasyon ve Hibridizasyon

1. Asetondan ¢ikarthp havada kurutulan preparatlar, denatiirasyon

soliisyonunda (%70’lik formamid) 67°C’de 6 dakika denatiire edildi.

2. Denatiire edilen preparatlar hemen 3 dakika igin -20°C’deki %70°lik

alkole alind1.
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3. Ikigser dakika icin %85 ve%100’liik alkol serisinden gegirilerek
kurutuldu.

4. Prob 85°C’lik benmaride preparatlarla es zamanh olarak 10 dakika
denatiire edildi.

5. Preparattaki hedef alana toplam 8ul denatiire prob konularak lamel
kapatild1.

6. Lamelin kenarlari rubber soliisyonu ile kapatilds.

7. Preparatlar 37-40°C benmaride yaklagik 20 saat bekletilerek prob ile
hedef DNA’nin hibridizasyonu sagland1.

g. Hibridizasyon Sonras: Yikama ve Goriintiileme
Yikama iglemiyle spesifik olarak hibridize olmayan problarin ortamdan

uzaklagtirilmas: ile sinyal kalitesinin arttirilmas: sagland.

1. Lamelin etrafindaki rubber soliisyonu uzaklastirildi.

2. Preparatlar lamellerin diigmesi i¢in 44°C benmaride 2xSSC
soliisyonuna konularak 5 dakika i¢in bekletildi.

3. 44°C benmaride, icinde %50°’lik formamid bulunan ii¢ salenin her
birinde 5 dakika tutuldu.

4. 44°C benmaride, icinde 2xSSC soliisyonunu bulunan iki salenin her
birinde 5 dakika bekletildi.

5. 44°C benmaride, i¢inde NP-40 yikama soliisyonu bulunan salede 5
dakika bekletildi ve havada kurumaya birakildi.

6. Hedef alana 8,5ul DAPI ve 1,5 ul PI kangmm eklenerek lamel ile

kapatilds.
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7. +4°C’de en az 1 saat bekletildikten sonra fluoresans mikroskopta

incelendi.

Prob hazirlanmasi, denatiirasyon, hibridizasyon, yikama ve goriintiileme
asamalarmm karanhk ortamda yapilmasma dikkat edildi. Bunun temel nedeni
flouresan maddelerle igaretli olan problarin 151k varh@inda renklerinin solmasi
ve bununda sinyal kalitesini etkilemesidir (2, 17).

FISH analizi igin interfaz hiicrelerinin incelenmesinde fluoresans

mikroskop kullamldi. Bu mikroskop uni-color FISH igin 0zel olarak

filtrelendirilmigtir,

4.4 Istatistik Analizler
Veriler SPSS (Statistical Packages of Social Sciences, SPSS for Windows,
Version 9.0, Inc, Chicago, IC, USA) programna kaydedilmistir. Hata kontrolleri,
tablolar ve istatistik analizler yine bu programda yapilmis, verilerin Snemlilikleri
ki-kare, fisher ki-kare analizi yapilarak smanmus, aritmetik ortalamalan standart

sapma ile gosterilmigtir (69).
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5. SONUCLAR

Calismaya alinan toplam 24 hastadan BPH’l olan 9 vaka kontrol olarak
kullamldi. Tiim vakalarm yag ortalamas1 68,87 (47-90) (Standart sapma 10,46)
olarak belirlendi. Uzman bir patolog tarafindan hiicre sitolojisi agisindan
degerlendirilen toplam 24 hastanmin 6’s1 PIN, 9’u prostat adenokarsinomu ve 9’u
BPH tams: aldi. PIN tams: alan hastalarm yag ortalamas: 68,16 (Standart sapma
4,53), BPH tams: alan hastalarin yag ortalamasi1 60,44 (Standart sapma 6,44) ve
adenokarsinom tanis1 alan hastalarin yag ortalamas: 77,71 (Standart sapma 9,52)
olarak belirlendi. Ug grup arasmda yas ortalamas: agisindan istatistiksel olarak
anlamh bir fark bulunamadi (p>0.05). Caligmaya alman 15 vakadan 2’sinde
metastaz (bir vakada pelvik lenfoid nod ve digerinde kiirek kemigi) mevcuttu ve 2
vaka lokal olarak rekiirrent prostat adenokarsinomuydu. Tiim vakalarda kanserin
primer odad:1 prostat olup difer dokulardan metastaz yoluyla gelisen vakalar
cahgmaya almmamugtir. Toplam 24 vakanmn tiimiinde FISH yOntemi bagariyla
uygulanmigtir. Adenokarsinom tamsi alan vakalar farkh gleason skorlarmda
olmakla beraber tiimérlerin %781 (8 vaka) Gleason Skor 9-10 ve %22.2°si (2

vaka) 6-7 igerinde yer almaktaydi.

4.1 Anomalilerin Ortaya Konmasi i¢in FISH Kriterleri

Probun sinyal yeterlilifinin test edilmesi i¢cin 1 interfaz kan ve BPH
preparatinda {iretici firmanin prosediiriine uygun olarak standart interfaz-FISH
uygulandi. Her preparatta toplam 100 hiicredeki sinyaller sayildi. Kan ve BPH

preparatlarinda hibridizasyon yeterlili§i %95’den daha yiiksekti.
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Calismaya ahnan vakalarda standart olarak uygulanan FISH ydnteminde,
bazi vakalarda incelenen problar igin bu oran daha diigiiktli. Her vaka igin 1
preparata FISH uyguland: ve her preparatta 100 hiicrede C-MYC ve sentromer 8
sinyalleri sayilarak 100 hiicredeki ortalama sinyal sayilar1 hesaplandu.

Adenokarsinomlarda hiicrelerin en az %70’inden daha fazlasinda
sentromer 8 probu i¢in 3 veya daha fazla sinyal alindig1 durumlar kromozom 8’in
basit kazanci olarak degerlendirildi. Hiicrelerin en az %70’inden daha fazlasinda
C-MYC igin 3 veya daha fazla sinyalin alndt1 durumlar C-MYC kopya sayismin
kazanc1 geklinde degerlendirildi. Tablo 1’de adenokarsinomlarda hiicrelerin
%70’inden daha fazlasmda goriilen sinyal sayisi verilmigtir.

PIN’lerde hiicrelerin %20’sinden daha fazlasinda sentromer 8 probu igin 3
veya daha fazla sinyal alindifi durumlar kromozom 8’in basit kazanci olarak
degerlendirildi. Hiicrelerin en az %20’sinden daha fazlasimda C-MYC i¢in 3 veya
daha fazla sinyalin alindif1 durumlar C-MYC kopya sayismin kazanci geklinde
degerlendirildi. Tablo 2’de PIN’lerde hiicrelerin %20’sinden daha fazlasinda
goriilen sinyal sayis1 verilmigtir.

PIN ve adenokarsmomlarda 100 hiicredeki ortalama sinyal sayilan
hesaplandi ve C-MYC/sentromer 8 oraninin 1.1°den biiyiik oldugu durumlarda C-
MYC geninin amplifiye oldugu kabul edildi. Vaka 6 ve 8°de sirasiyla hiicrelerin
%70’inden daha fazlasinda sentromer 8 igin 3 ve 2, C-MYC icin 4 ve 3 sinyal
alindigindan dolay1 C-MYC/sentromer 8 oram 1.1°in {istiinde olmasina ragmen bu
vakalar amplifikasyon de@erlendirmesine almmamugtir. Yine vaka 14°de
hiicrelerin %20°’sinden daha fazlasinda sentromer 8 i¢in 2 ve C-MYC i¢in 3

sinyal alindigindan C-MYC/sentromer 8 oram 1.1%in iistiinde olmasmna ragmen bu
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vaka amplifikasyon degerlendirmesine alinmamugtir. Tablo 3 ve 4°de tlim vakalar
icin 100 hiicredeki ortalama sinyal sayis1 ve C-MYC/sentromer 8 oram
verilmigtir, Tablolarda hem C-MYC hem de kromozom 8 igin 2 sinyalin alndi§1
durumlar normal veya dizomik olarak degerlendirilirken her iki prob iginde 3 ve
{istii sinyalin alindif1 durumlar ise kazang olarak degerlendirilmigtir.

Vakalar C-MYC’nin ekstra kopyalarmm varhgma gdre 3’e boliindi.
Bunlar;

a. Kromozom 8 sentromeri v¢ C-MYC i¢in ahnan sinyallerin
birbirine yakin oldugu durumlar kromozom 8’in basit kazanci
seklinde degerlendirildi.

b. Hiicrelerin ¢ogunda C-MYC i¢in alnan sinyallerin kromozom 8
sentromeri igin alman sinyallere gore fazla oldugu durumlar
(Ornegin; Vaka 6’da hiicrelerin gogunda C-MYC igin 4 sinyal
alinirken sentromer 8 i¢in 3 sinyal alinmigtir) 8q kazanci olarak
degerlendirildi.

c. Kromozom 8 sentromerine gbre C-MYC igin alinan sinyallerin
biiyiik orandaki artiglar1 amplifikasyon olarak degerlendirildi.

Tablo 5 ve 6’da C-MYC gen amplifikasyonu, C-MYC’nin ekstra kopya

sayist ve kromozom 8 kazanci dagihmlan gosterilmigtir.
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Tablo 1: Adenokarsinomlarda hiicrelerin %70’inden daha fazlasinda goriilen sinyal

saylarinin dagilim.

Hasta No Hiicrelerin %70’inden Daha Fazlasinda Gériilen
Sinyal Sayisi
CEP 8 C-MYC
1 4 4
2 3 3
3 4 4
4 4 4
5 6 6
6 4 3
7 4 4
8 2 3
9 3 3

Tablo 2: PIN’lerde hiicrelerin %20’sinden daha fazlasinda goriilen sinyal sayilarinin
dagilimi.

Hasta No Hiicrelerin %20’sinden Daha Fazlasinda Goriilen
Sinyal Sayisi
CEP 8 C-MYC
10 3 3
11 2 2
12 2 2
13 2 2
14 2 3
15 2 2
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Tablo 3: Adenokarsinomlarda, hiicrelerdeki ortalama sinyal sayis1 temel alindiinda C-

MYC ve kromozom 8 kazanci dagilimlar:.

Hasta No Niikleuslardaki Ortalama Ortalama MYC/CEP8 FISH
sinyal Sayisi Sinyal Orani Siniflandirmasi
Kromozom 8 | C-MYC 8 Sentromeri

i¢in icin C-MYC

1 373 386 1.03 Kazang Kazang
2 272 308 1.13 Kazang Kazang
3 378 385 1.01 Kazang Kazang
4 384 400 1.04 Kazang Kazang
5 596 618 1.03 Kazang Kazang
6 318 389 1.22 Kazang Kazang
7 387 391 1.01 Kazang Kazang
395 225 1.75 Normal Kazang

9 250 271 1.08 Kazang Kazang

Tablo 4: PIN’lerde, hiicrelerdeki ortalama sinyal sayisi temel alindifinda C-MYC ve

kromozom 8 kazanci dagilimlari.
HastaNo { Niikleuslardaki Ortalama Ortalama MYC/CEPS8 FISH
sinyal Sayist Sinyal Orani Siniflandirmas:
Kromozom 8 | C-MYC 8 Sentromeri

icin icin C-MYC
10 214 218 1.01 Kazang Kazang
11 180 174 1.03 Normal Normal
12 178 191 1.07 Normal Normal
13 186 197 1.05 Normal Normal
14 181 209 1.15 Normal Kazang
15 180 183 1.01 Normal Normal
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Tablo 5: Hastalarin (Adenokarsinom) patolojik tam, C-MYC gen amplifikasyonu,
kromozom 8 kazanci ve C-MYC ekstra kopya sayis1 dagilimlari.

C-MYC
Hasta | Hastanin Gleason | Pleomorfizm C-MYC Kromozom 8 Ekstra
No Yas Skoru Amplifikasyonu Kazanci Kopya
Sayis1
1 80 9 (5+4) 4 - + +
2 90 9 (5+4) 4 T ¥ ¥
3 86 9 (5+4) 4 B, n T
4 82 10 (5+5) 3 - ¥ ¥
5 84 10 (5+5) 4 - + +
6 77 10 (5+5) 4 . ¥ ¥
7 64 10 (5+5) 3 - ¥ ¥
8 75 6 (3+3) 2 - - n
9 62 7 (3+4) 3 X n ¥

Tablo 6: Hastalarin (PIN) patolojik tani, C-MYC gen amplifikasyonu, kromozom 8
kazanci ve C-MYC ekstra kopya sayist dagilimlari.

C-MYC
Hasta No | Hastanin Yag1| Pleomorfizm C-MYC Kromozom 8 Ekstra
Amplifikasyonn Kazanci Kopya
Sayist
10 71 PIN (3) - + +
11 68 PIN (2) - - -
12 62 PIN (2) - - -
13 68 PIN (1) - - -
14 75 PIN (2) - - +
15 65 PIN (1) - - -
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PIN ve adenokarsinomlarm %60’°inda kromozom 8 kazanci ve
%66.6’smda  C-MYC  ekstra kopya  saylarmm  varh§i  saptandi
Adenokarsinomlarin %88.8’inde kromozom 8 kazanci ve %100’iinde C-MYC
ekstra kopyalarinin varhfii gosterildi. PIN’lerin %16.6’sinda kromozom 8 kazanci
ve C-MYC geninin ekstra kopyalarinin varhg %33.3’iinde bulundu. 8q kazanci
tim vakalarm %?20’sinde, adenokarsinomlarm %22.2’sinde ve PIN’lerin
%16.6’sinda gosterildi. BPH’li vakalarin hicbirinde C-MYC ekstra kopya sayisi
yada amplifikasyonu ve kromozom 8 kazanci g@sterilemedi. C-MYC gen
amplifikasyonu PIN ve adenokarsinom tams:1 alan vakalarm %6.6’sinda,
adenokarsinomlarin %11.1’inde bulunurken PIN ve BPH’lilerin higbirinde
bulunamads.

Caliymamza alinan 2 rekiirrent tiim6rde hiicrelerin ¢ogunda C-MYC ve
kromozom 8 i¢in 4 sinyal alindi (%100). Kromozom 8 igin 6 primer tiimdriin
2’sinde 4, 3’de 3 ve bir tanesinde 2 sinyal almdi. C-MYC ekstra kopya sayisi,
primer tiimdrlerin 2’sinde 4 ve 4 tanesinde 3 olarak belirlendi.

Caligmammzda tiim adenokarsinom vakalarmin %88.8’inde, Gleason Skor
9-10 arasmdaki vakalarin %100iinde ve Gleason Skor 6-7 olanlarm %50°sinde
kromozom 8 kazanci tespit edildi.

Cahsmamzda kromozom 8 i¢in PIN ve adenokarsinomlarm %26.6’sinda 3
sinyal, %26.6’smda 4 sinyal ve %6.6’simnda 6 sinyal alnd1.

C-MYC ve kromozom 8 i¢in alinan sinyaller ve metastaz arasmda anlamh
bir iligki bulunamadi (Siwrasiyla; p=0.14, p= 0.95). Ancak liner korelasyon
testinde kromozom 8 icin alinan sinyallerle metastaz arasinda anlamh bir iligki
bulundu (p=0.038).

Fisher ki-kare testinde C-MYC ve kromozom 8 i¢in alman sinyallerle
rekiirrens arasinda anlamh bir korelasyon bulunamad: (Sirastyla; p=0.14, p=0.95)
Ancak liner korelasyon testinde kromozom 8 igin alman sinyallerle metastaz
arasmda anlamh bir iligki bulundu (p=0.04).

Pleomorfizm ile metastaz yada niiks arasmnda korelasyon bulunamadi (
Srrasiyla; p=0.48, p=0.48).
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Hiicrelerin ¢ogunlugunda C-MYC ve kromozom 8 igin alinan sinyalleri
PIN ve karsinomalarda kargilagtirdigmmzda iki grup arasinda anlamh bir fark
oldugunu ortaya koyduk (Sirasiyla; p= 0.02 ve p=0.04).

Sekil 4 (A-F): PK, PIN ve BPH’li hastalarm doku &rneklerinde FISH
yontemiyle kromozom 8 ve C-MYC geni igin belirlenen belirlenen aberasyonlarin

floresans mikroskopta goriiniimil.

4. A. Kromozom 8 poliploidisi (X100)



4. B. Kromozom 8 poliploidisi (X100)

4. C. Kromozom 8 poliploidisi (X100)

TC YOKSEKOGRETIM KURULY
ASYUN MERKEZ



4. D. Kromozom 8 dizomisi (X100)

4. E. C-MYC gen poliploidisi (X100)
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4. F. C-MYC gen dizomisi (X100)
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6. TARTISMA

Androjen bagimh ve androjen bagimsiz PK’nin gelisimi ve progresyonunun
genetik instabilitenin bir sonucu olarak meydana gelen pek ¢ok genetik degisikliZin
gergeklesmesiyle ortaya g¢iktima inanilmaktadir. Hastalifin dogast ve sorumlu olan
genetik mekanizmalar hala ¢ok az anlagimistir (52, 62). PK’inde kromozomal
bblgelerden bazilan sikhikla degismektedir. Bu bolgelerde PK’nin geligiminde ve
progresyonunda 6nemli rol oynayan onkogen ve tiimdr siipressér genlerinin yer aldif:
goriigii hakimdir. Yaygin olarak kaybedilen bolgeler 8p, 13q, 1p, 10q, 17q, 19 ve
22’dir. Yaygm olarak kazamlan bolgeler 8q, 7q, Xq, 18q ve 8p’dir. Bu bdlgelerdeki
degisimlerin ¢ogu CGH, FISH veya LOH ¢ahgmalariyla PK’nin erken d6nemlerinde
ortaya konabilir (65).

Solid tlimorlerin sitogenetigi kiiltiir kurmadaki sorunlar, kontaminasyon,
diisik mitotik indeks ve kompleks aneuploidy gibi nedenlerden dolayr oldukga
giigtir. FISH metodunda kullamlan problarm kromozomun tiimiine spesifik,
sentromerik ve lokus spesifik olmasi bu metodu, gesitli sayisal degigikliklerin yam
sira mikrodelesyon ve spesifik gen dizilerinin amplifikasyonunun tespitine de
elverigli kilmaktadir (97). Calsmamizda kullandiyimiz interfaz-FISH metodu,
interfaz hiicrelerine uygulanmasi ve bagar1 oramnin olduk¢a yiiksek olmasindan
avantajl sayilmaktadir.

Calismamizda saptadigimiz C-MYC’nin ekstra kopya sayilarmm goriilmesine

cesitli faktSrler neden olabilir.



63

a. 8p kayplan prostat tiimorigenezisinin erken dOnemlerinde
gerceklesmektedir. Tiimorigenezisin erken donemi olarak kabul edilen PIN’lerde
8p’nin ( 8p25, 8p12-22) LOH’u gbsterilmistir. 8p’nin kaybmin ve 8q kazancinm
ilerlemis PK’nde i(8q) olusumuna neden olabilecegi ileri siiriilmektedir (47, 58, 65).

b. Tim6r dokusundaki yiiksek proliferasyon indeksinden dolayr
kromozomlarin kromatidlerine ayriimig olmasi C-MYC’nin ekstra kopya sayilarmmn
goriilmesine neden olabilir (11).

Nupponen ve arkadaglan yaptiklari ¢caligmada, 37 rekiirrent prostat karsinoma
dokusunun (1 tanesi Grade 1, 15 tanesi Grade 2 ve 21 tanesi Grade 3) parafin
bloklarindan aldiklan kesitlerde C-MYC lokus spesifik ve sentromer 8 problariyla
FISH ve CGH (Comparative genomic hybridization) metodlarmi1 kullanmiglardir
(65). FISH ve CGH sonuglarinn vakalarin %78’inde tutarh oldugunu bulmuglardr.
Vakalarm %73’iinde 8q kazanci ve %29’unda C-MYC gen amplifikasyonunun
varligmi ghstermiglerdir. Ayrica primer ve rekiirrent tiimdrlerdeki yaygm
kromozomal degigimleri kargilagtirdiklarinda 8. kromozomun p kolunun kayb: ve q
kolunun kazancim her iki grupta benzer oranlarda oldufunu ortaya koymuslardir.
Hem primer hem de rekiirrent tiimdrlerde 6 vakanin 4’tinde 8p’nin kaybm, primer
tiimdrlerde 6 vakanm 4’tinde ve rekiirrent tiimdrlerde 6 vakamin 5’inde 8q kazanci
varhgm ortaya koymuglardir. Hormon bagmh PK’nde yalnizca primer tiimorlerde
Olciilebilen markirlarin hormon bagmh PK’nin biyolojik &zelliklerinin smurh bir
kismmna sahip oldufunu ileri siirmiiglerdir. 8q kazancmm primer tiimorlerle
karsilagtirldiginda rekiirrent tiimdrlerde daha fazla oldugunu  belirtmektedirler.

Kromozom 8 sentromerinin ekstra kopyalarmin varhfmm kisa progresyonla ve 8q24
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bolgesinin amplifikasyonunun lenfoid nod metastazlarmmn varhiyla beraberlik
gosterdiini rapor etmiglerdir. Ozellikle 8q kazancinmn hastabn progresyonuyla
beraberlik gosterdigini ve tiimdr progresyonunda dnemli bir mekanizma olabilecegini
ileri stirmektedirler (65).

Cabgmamiza ahnan 2 rekiirrent tiimdrde hiicrelerin ¢ofunda C-MYC ve
kromozom 8 igin 4 sinyal almdi. Kromozom 8 i¢in 6 primer tiimdriin 2’sinde 4, 3’de
3 ve bir tanesinde 2 sinyal alindi. C-MYC igin, primer timorlerin 2’sinde 4 ve 4
tanesinde 3 sinyal alindi. Calismamizda primer ve rekiirrent tiimdrlerde kromozom
8in basit kazanci ve C-MYC ekstra kopya sayis1 agisindan benzer sonuglar elde
ettik. Vakalarin %20’sinde (2’si adenokarsinom 1 tanesi PIN) 8q kazancmi gdsterdik.
Bu bulgu Nupponen ve arkadaglarmin yaptiklar1 gahgmada elde ettikleri sonugtan
tamamen farkhidir. Bu farklilk ¢ahsmaya aldigimiz vakalarm smirh sayida
olmasmdan kaynaklanabilir.

Jenkins ve arkadaglar hormon veya radyasyon terapisi almams, klinik olarak
lokalize 25 prostat kanser dokusunun parafin bloklarindan aldiklar1 kesitlerde 7, 8,
10, 12, 8, Y i¢in sentromerik ve C-MYC igin lokus spesifik problar kullanarak FISH
metodunu uygulamislardir (40). Toplam 71 karsinoma lokusu (Gleason Skorlar:: 4-6
olan 28 Jokus, 7 olan 20 lokus ve 8-10 olan 23 lokus), 48 PIN lokusu ve 23 lenfoid
nod metastaz lokusunu incelemiglerdir. C-MYC’nin ekstra kopyalarmmn goriildiigi
lokuslar kromozom 8 kazanci agisindan 3’e blmiiglerdir. a) C-MYC ve kromozom 8
icin alman sinyallerin birbirine yakm oldufu durumlan kromozom 8’in basit kazanci
seklinde degerlendirmiglerdir. Basit kromozom 8 kazancmi, PIN’lerin %42,

karsinomalarm %25 ve lenfoid nod metaztazlarmm %46’sinda tanmlamiglardir. b)
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Kromozom 8 sentromerine gére C-MYC i¢in orta derecede sinyalin alndifs
durumlardir. PIN’lerin  %8’inde, karsinomalarm %11’inde ve lenfoid nod
metastazhilarm %25’inde bulmuglardir. ¢) Kromozom 8 sentromerine gére C-MYC
icin ¢ok yliksek diizeyde sinyallerin alindifi durumlan C-MYC amplifikasyonu
olarak degerlendirdiklerinde PIN’lerin higbirinde, karsinomalarin %8’inde ve
metastazhlarm %21°de C-MYC amplifikasyonu tespit etmiglerdir. PIN ve
karsinomada en yaygin anomalinin kromozom 8 kazanci oldufunu ve kromozom 8
kazancinin Gleason Skoru ile beraberlik gdsterdigini ortaya koymuslardir. Gleason
Skor 4-6 arasinda olan lokuslarn %19’unda, 7 olanlarm %25’inde ve 8-10 olanlarm
%31’inde kromozom 8’in basit kazancim tespit etmiglerdir. Gleason Skor 4-6
olanlarm 4’iinde, 7 olanlarm 11’inde ve 8-10 olanlarm %11°de C-MYC gen
amplifikasyonunu gdstermiglerdir. Intra tiimSral ve intra glandular genetik
heterojenite varhfimn olduk¢a yaygin oldugunu Dbelirlemiglerdir. PIN’lerin,
karsinomalarin &ncii lezyonlar1 oldugunu ileri siirmiiglerdir (40).

Caliymamizda benzer kriterler kullandifimizda; a. Kromozom 8 kazanci
kanserlerin %88.8’inde ve PIN’lerin %16.6’da saptandi, b. Kromozom 8’e gére C-
MYC’nin ektra kopyalarmin varhis karsinomalarm %22.2°’sinde ve PIN’lerin
%16.6’sinda saptandi, c. C-MYC gen amplifikasyonu, karsinomalarm %11.1’inde
tespit edilirken PIN’lerin higbirinde tespit edilemedi. Cahsmamiz PIN’lerde C-MYC
gen amplifikasyonunun tespit edilememis olmas: yoniinden Jenkins ve arkadaglarmm
yaptiklar1 ¢alismayla tutarldir. Cahgmamizda kromozom 8 basit kazancinin yiiksek

oranda bulunmasmnmn temel nedeni Gleason Skor’larmnim yiiksek olmasidir.
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Miyoshi ve arkadaglar1 33 primer tiimor, 4 lenfoid nod metastazl, 5 androjen
terapisi almig rekiirrent tiimdr olmak iizere toplam 42 prostat kanser Srneginden elde
ettikleri taze dokulardan hazirladiklar1 preparatlarda C-MYC ve sentromer 8
problarmi kullanarak FISH metodunu uygulamiglardir. Tiim PK &rneklerinin
%54’tinde, yeni tam konmus prostat kanserlerinin %42.4’tinde ve lenfoid nod
metastazlarmm %100’iinde kromozom 8 kazancmnin varhfim tespit etmislerdir.
Kromozom 8 kazancim androjen deprivasyon terapisi almig olan timorlerin tiimiinde
bulmuglardir. Timor rekiirrensi ve kromozom 8 kazanci arasinda paralellik
gosterememiglerdir. Bununia birlikte kromozom 8 kazanci ve Gleason Skoru arasinda
paralellik oldugunu belirtmektedirler. Kromozom 8 kazancim, Gleson Skor 9-10 olan
vakalarm tiimiinde ve Gleason skor 6-7 olan vakalarin %43.7’sinde gdstermiglerdir ve
C-MYC gen amplifikasyonunu tiim vakalarm %14.3’tinde bulmuglardir (62).

PK’nde gen amplifikasyonu difer pek ¢ok kanserle karsilagtirldifinda daha
azdir. CGH analizleriyle prostat kanserinin erken donemlerinde 8q fizerinde yaygin
olarak amplifiye olan iki bdlge tanimlanmigtir. Bu bulgular 8q kazancinin 2 hedef
genin kopya sayisindaki artiga ilaveten aktivasyonlarmda da artisga neden oldugunu
dogrular niteliktedir. Bu genlerden biri C-MYC (8q24)’dir. Digeri 8q24.2°de lokalize
olan PSCA (Prostat Stem Cell Antijen) genidir. PSCA bir hiicre yiizey reseptorii olup
normal prostat epitel hiicrelerinin %20’sinde sentezlenmektedir ve bu oran artan yasla
azalmaktadir. PSCA ekspresyonu tiimdr stage, grade ve androjen bagmmsiz PK’nin
gelisimiyle paralellik g&sterir. Primer prostat kanserlerinin %94’tinde ve kemik

metastazlarmm %100’tinde tespit edilmistir. Prostat kanserlerinin %80’inden daha
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fazlasinda allelik kazanci gergeklesmektedir. Bu kazang biiylikk oranda 8q’nun
kazancmndan kaynaklanmaktadir (23, 33, 75, 100).

Reiter ve arkadaglart 20 PK dokusunun parafin bloklarindan aldiklar:
kesitlerde yaptiklann FISH c¢alismasmda sentromer 8 ve PSCA (Prostat Stem Cell
Antijen) - C-MYC lokus spesifik problarmi kullanmiglardir. Hastalar: farkh Gleason
Skor’larma (7-10 (17 tiim6r) ve 6 (3)) sahip olanlardan segmislerdir. Vakalarin
%40’1 (8 vaka) her 3 sinyal iginde normal olarak bulmuglardir. Vakalarin %25’inde
(5 vaka) her 3 sinyal icin basit bir kazancin (hepsi igin 3 sinyal ) varhfm
gostermiglerdir. Kalan 7 vakada (%35) sentromer 8’¢ gdre C-MYC’nin ekstra
kopyalarmm varhfim tespit etmiglerdir. Gleason Skor 9-10 igerisinde yer alan
vakalarm tiimiinde C-MYC ve basit kromozom 8 kazancmm tespit etmiglerdir. MYC
ve PSCA kopya saylarmmn vakalarm %90’mda (20/19) uyumlu oldugunu
gostermiglerdir. MYC ve PSCA’nmn bu uyumunun lokal olarak ilerlemis prostat
kanserlerinde yaygm bir 6zellik oldugunu ileri siirmiiglerdir (76).

Cabsmamizda tiim adenokarsinom vakalarmin %88.8’inde, Gleason Skor 9-
10 arasindakilerin %100 (9 vakanmn 7’si)’inde ve 6-7 olanlarm %50’sinde kromozom
8 kazanci tespit edildi. Calisjmamiz hem Yasuhide ve arkadaglar1 hem de Reiter ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan c¢ahgmalarla tutarbdir. Bu 6zellikle kromozom 8
kazanci ve yiiksek Gleason Skor’u arasinda paralellik oldugunu desteklemektedir.

Visakorpi ve arkadaglar1 yaptiklar1 benzer bir calismada, 8q kazancinin primer
kanserlere gbre lokal olarak rekiirrent kanserlerde daha fazla oldugunu bulmuslardir
ve 8q DNA dizilerinin ampliﬁkasyonunu lenfoid nod metastazlarinda %75 oldugunu

belirtmektedirler. PIN ve karsinoma lokuslarmda sayisal kromozomal anomalilerin ve
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ekstra C-MYC kopya sayllarmin sikkhifinin benzer oranlarda oldugunu bulmuglardir
(98).

Bubendorf ve arkadaglar1 toplam 371 prostat dokusunun [32’si BPH, 223
primer timdr, 54 lokal olarak rekiirrent ve 62 metastaz dokusu (metastazik dokular
pelvik lenfoid nod (8), akciger (21), karaciger (16), plevra (5), adrenal bez (5), bobrek
(2), Mediasten lenfoid nodu (1), periton (1), mide (1) ve iireter (1)] parafin
bloklarindan aldiklan kesitlerde sentromer 8 ve C-MYC lokus spesifik problar
kullanarak g¢ahsmislardir. Metastatik dokularin 5 tanesinde (%10.6) yiiksek diizeyde
ve lokal olarak rekiirrent vakalarin 2’sinde (%4.3) C-MYC gen amplifikasyonunu
bulmuglardir. 168 primer ve 31 BPH’m higbirinde C-MYC gen amplifikasyonu
bulamamsslardir. C-MYC gen amplifikasyonunun metastatik prosesle beraberlik
gosterdigini ileri siirmektedirler (9).

Calismamizda metastazi olan 2 vakadan birinde kromozom 8 ve C-MYC i¢in
4 sinyal aldik. Diger vakada kullamlan her iki prob icinde hiicrelerin biiyiik
¢ofunlugunda 6 sinyal alindi. Calismaya alinan tiimdrler icerisinde en yiiksek sinyal
ortalamasina sahip olan vakada (6 sinyal) ve digerinde C-MYC gen amplifikasyonu
tespit edilemedi. Calsmamizda kromozom 8 kazanci ile metastaz arasinda liner
korelasyon (p=0.04) bulundu. Calhgmamiz, Bubendorf ve arkadaglarinin yaptiklari
c¢alismayla BPH’li vakalarm higbirinde C-MYC gen amplifikasyonu tespit
edilememis olmas: ySniinden tutarhdir.

Sato ve arkadaglan yaptiklan benzer bir caligmada 8p (lipoprotein), sentromer

8 ve C-MYC lokus spesifik problar kullanarak FISH ¢aliymasi yapmiglardir. Toplam
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144 hastanm tiimiinii yiiksek stage ve grade’li olan vakalardan segmiglerdir. 8p22’nin
degisimlerinin sistemik progresyon veya hasta Sliimii ile istatistik olarak anlamli bir
beraberlik gdstermedifini, bunun yannda C-MYC degigimlerinin hem sistemik
progresyon (p=0.024) hem de hasta 6liimii (p=0.039) ile beraberlik gdsterdigini
ortaya koymuglardir (82).

Alers ve arkadaglan 56 hastanin (23 primer, 48 bbolgesel lenfoid nod
metastazh, 15 uzak metastazli) formalinde fikse edilip parafine gomiilmiis olan
dokularin1 ekstrakte ederek CGH metodunu kullanmiglardir. Kromozom 8q
kazancinn progresif ve non-progresif tiimdrler arasmda dogru bir ayrim yaptifim
ileri siirmiiglerdir (p=0.005) (3).

Kaltz-Wittmer ve arkadaglari lokal olarak rekiirrent veya metastaz yapmis
olan toplam 63 hastann PK dokularnin parafin bloklarindan aldiklar1 kesitlerde
yaptiklar1 gahgmada C-MYC lokus spesifik problar kullanmislardir. ADT (Androjen
deprivasyon  terapisi)’nden Once tiimorlerin  %33’iinde C-MYC gen
amplifikasyonunun varhmi gostermiglerdir. ADT’den sonra amplifikasyon oranmi
%57 olarak belirlemiglerdir. 8q kazanci ADT’den 8nce %6, ADT den sonra %89 ve
metastatik olanlarm %85’inde belirlemiglerdir. ADT’den 6nce ve sonra gen kopya
sayisindaki artiglar ve amplifikasyon androjen kontroliinden kagis ve tiimdre pozitif
bir biiylime avantaji sagladigm ileri stirmektedirler (43).

Karashima ve arkadaglar1 5 metastatik PK hastasmdan ifne biyopsisiyle elde
ettikleri materyallerden “imprinting”” yOntemini kullanarak  FISH preparat:
hazirlamglardir. Kromozom 7 ve 8 igin sentromerik problar kullanmiglardir.

Biopsiler 1, 4, 12 ve 24, haftalarda alnmigtir. Hormonal terapi boyunca kromozom 7
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ve 8’in artan sentromerik kopya sayilarma sahip hiicre sayisinm, 5 vakanin 4’iinde
azaldifmi g&stermiglerdir. Kromozom 7 ve 8’in ekstra kopya sayilarindaki azalmanm
terapi boyunca azalan PSA konsantrasyonu ile paralellik gdsterdifini tespit
etmiglerdir. Hormonal terapinin kromozom 7 ve 8’in artan kopyalarina sahip
hiicrelerde etkili oldugunu ileri stirmektedirler. Kromozom 7 kazancindan sonra
kromozom 8 kazancmmn (sikhkla tetrazomi 8 varhi) en yaygin ikinci anomali
oldufunu gb6stermislerdir. Kromozom 8 kazancmin yiiksek stage ve grade ile
paralellik g8sterdifini rapor etmislerdir. Gleason Skor 6, 8 ve 9 olan 4 vakada her iki
kromozom i¢in anomali g&sterdikleri halde, Gleason Skor 8 olan bir vakada incelenen
her iki kromozom agisindan herhangi bir anomali gdsterememiglerdir. Sonug olarak
kromozom 7 ve 8 kazancmm hormona duyarh sathada uygulanan hormonal terapinin
etkinlifini belirlemede potansiyel bir sitogenetik markir oldugunu belirtmektedirler
44).

Calismamizda kromozom 8 igin tiim vakalarm %26.6’sinda 3 sinyal,
%26.6’smnda 4 sinyal ve %6.6’sinda 6 sinyalin varhigmi gosterdik.

Mark ve arkadaglari prostektomi ile alinan 36 prostat kanser dokusunun
parafin bloklarmdan aldiklar1 kesitlerde sadece C-MYC lokus spesifik problar
kullanarak FISH metodunu kullanmiglardir. Hastalar Stage T2 ve T3 igerisinde olup
frakli Gleason skorlarma sahiplerdi. Timdrlerin %31’inde C-MYC’nin ekstra
kopyalarmmn (11 vakada hiicrelerin %15 ve daba fazlasmda 3 ve daha fistii sinyal ve
bunlarin sadece %19’unda (7) hiicrelerin %20 ve daha fazlasinda 3’tin {istiinde sinyal)
varlifm gostermislerdir. C-MYC onkogen amplifikasyonunun veya ekstra kopya
sayilarnin varhifinm Snemli bir bulgu olmadigmu ileri siirmektedirler (59).
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Latil ve arkadaglar1 33 primer prostat kanserinde (23 klinik olarak lokalize, 10
uzak metastazh ve 3 rekiirrent) yaptiklan ¢alismada telomeraz enziminin katalitik
subuniti (Htert)’nin ekspresyonu ve C-MYC’nin overekspresyonu arasinda paralellik
olup olmadigim Real-Time PCR ile degerlendirmislerdir. MYC over ekspresyonu ile
“htert’’ ekspresyonu arasinda anlamh bir iligki olduunu bulmuglardir (p=0.0024).
C-MYC onkogeninin hiicre transformasyonu ve immortalizasyonu sajlamasinda
telomeraz aktivitesinin artmasimn &nemli bir asama oldugunu belirtmiglerdir. Real-
Time PCR ile yaptiklan ¢ahsmada 33 tiimoriin higbirinde C-MYC amplifikasyonu
gosterememiglerdir. MYC over ekspresyonunda temel mekanizmanin gen
amplifikasyonu olmadigm ileri siirmiiglerdir (51).

Caligmamizda C-MYC gen amplifikasyonunu tiim vakalarm %6.6’sinda ve
adenokarsinom tanis1 alan vakalarm %11.1°inde tespit ettik. C-MYC gen
amplifikasyonu ile metastaz yada rekiirrens arasinda herhangi bir anlamh iligki
gosterilememigtir. C-MYC amplifikasyonunu gosterdigimiz vaka primer timdr olup
herhangi bir tedavi almamustr. Cahsmamiz, C-MYC gen amplifikasyonun,
overekspresyonda temel mekanizma olmayabilecegini ve temel mekanizmanm
kromozom 8’in basit kazanci yada 8q kolunun kazancindan kaynaklanan ekstra
kopyalarm varhfindan kaynaklanabilecegini ileri sfiren difer ¢aligmalari
desteklemektedir.

Son zamanlarda “’htert’® geni &strojenlerin bir hedefi olarak tanmmlanmigtsr.
Endometriumda menstrual siklus boyunca c-myc diizeyi, 8strojen diizeyi ve “’htert’’

ekspresyonu arasmnda paralellik oldugu gosterilmistir. 17p-6strodiolin MCF-7 meme
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kanser hiicre hattinda &strojen reseptorii (ER)’ne baglanmasiyla olugan kompleks
htert promotorunda yer alan 8strojen cevap elementi (ERE) ne baglanarak “’htert’’in
transkripsiyonunu saglamaktadir. Ostrojenler ayrica MCF-7 hiicrelerinde C-MYC’nin
ekspresyonunu da stimiile etmektedirler. BSylece &strojenler htert promoteri iizerinde
direk veya indirek yollarla telomeraz aktivitesini arttrmaktadir (50). Ostrojenler
prostat stromasnda benzer sekilde ER-a yoluyla etkilerini gostermektedirler.
Ostrodiol 17-B, ER-a’ya yliksek baglanma afinitesine sahiptir (39).

MYC bozuk Wnt/APC/B-katenin yolunda geg bir hedef olarak tanmlanmgtr.
APC mutasyonlan1 B-kateninin niikleusta toplanmasma neden olmaktadir ve sonra f-
katenin Tcf-4 (Tcell factor-4) trankripsiyon faktSriine baglanmaktadir. Bu kompleks
MYC’nin transkripsiyonel aktivasyonunun artmasma neden olmaktadir. APC geninin
LOH’una prostat tiimdrlerinin %20°sinde rastlanmig ve p-katenin genindeki
mutasyonlarda prostat kanserlerinde tespit edilmistir. Bu yolun prostat kanserinde
onemli bir rolii olabilecegini ve C-MYC’nin aktivasyonunu saglayan bir mekanizma
olabilecegini gostermektedir (51, 96).

Tumdr siipressdr gen Ozelligine sahip olan MXI1 c-myc’nin partneri olan
Max’la yansarak, c-myc’nin transkripsiyonel aktivitesini baskilamaktadir. MXI1
prostat kanserinde siklikla degismektedir. MBP-1 prostat kanserinde siklikla
delesyona ugramaktadir. C-MYC’nin trankripsiyonel aktivitesini baskilamaktadir.
17921 bolgesinin prostat kanserinde siklikla LOH’si g8sterilmis olup bu bdlgede c-

myc’nin negatif diizenleyicisi olan BRCA1 geni yer almaktadir (51).
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TimSr siipressor gen dzelligine sahip olan ve 2q14°de yer alan BIN-1 geninin
kodladig1 protein c-myc ile etkilesmektedir. Bu bblge metastatik prostat kanserlerinde
siklkla delesyona ugramaktadir. Prostat kanserlerinin %40’mda LOH’u
gosterilmistir. BIN-1’in kayb1 veya inaktivasyonu MYC aracih apoptozis veya
farklilagma sinyallerine duyarsiz hiicrelerin olusumuna yardmmci olmaktadir ve c-
myc’nin tam onkojenik aktivasyonu igin gerekli olan mekanizmalardan biridir (27,
36). Ayrica myc bagmh ve myc bagimsz mekanizmalarla malign hiicrelerin
proliferasyonunu engellemektedir ve BIN-1 myc aracili apoptozis i¢in gerekmektedir
(24, 31).

Fare ve insan prostat kanserinde overeksprese olan Caveolin-1 geni 7q31°de
lokalize olup gesitli yollarla c-myc’nin indiikledigi apoptozisi baskilamaktadir (93).

Calismamizda FISH metodunun solid tim&rlerdeki kromozomal degisimlerin
ortaya konmasinda olduk¢a bagarih bir metod oldugunu, ancak herhangi bir
kromozomdaki sayisal ve yapisal degisimlerin tespit edilmesinde kullanilan problarm
p, q ve sentromerik bdlgelere spesifik secilmesi gerektigini diistinmekteyiz. FISH
metodu ile amplifikasyon degerlendirmesi yapilirken mutlaka proliferasyon indeksi
lgiilmelidir. Ciinkii timdr dokusu igerisinde gergeklesen hizh proliferasyondan
dolayr kromatidlerine ayrilan kromozomlarm varh@i yalanci pozitifik varhgmm
gosterilmesine neden olabilir. Caliymamiza alman PIN ve adenokarsinom vakalari
olarak segilmesi her iki neoplazinin kargilagtirlmas: olanag: saglamistir. Ozellikle
yikksek Gleason Skor’lu PIN’ler adenokarsinomlarda goriilen genetik degisikliklerin
gogunu igermektedirler. Bu nedenle PIN’lerin adenokarsinomlarn 8nciil lezyonlar:

olabilecegini ve bu nedenle her iki neoplazininde ortak bir patogeneze sahip
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olabilecegini diisiinmekteyiz. C-MYC gen amplifikasyonun, overekspresyonda temel
mekanizma olmayabilecegini ve temel mekanizmanin kromozom 8’in basit kazanci
yada 8q kolunun kazancindan kaynaklanan ekstra kopyalarm varligindan
kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz. Kromozom 8 kazanci ozellikle yiiksek Gradeli
tiimorlerin yaygm bir fenomenidir. Kromozom 8 kazanci ve buna paralel olarak
kromozom 8 iizerinde yer alan ¢esitli genler prostat karsinogenezisinde ve
progresyonunda &nemli roller oynayabildifi cesitli ¢ahgmalarla saptanmigtir (97).
Bunlardan biri olan C-MYC geni apoptozis (hiicre Oliimii), proliferasyon ve
farkhilagma gibi ¢ok ©Onemli proseslerde rol alan bir onkogen olup AR’iiniin
fonksiyonunda ise karismaktadir. C-MYC ekspresyonunu baskilayacak ilaglarm

geligtirilmesi tedavide yeni bir ydntem olabilecegi kanaatindeyiz.
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