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OZET

PROSTAT KANSERI iLE ILISKILENDIRIiLMIiS TUMOR
BASKILAYICI GENLERIN MULTIPLEX LIGATION-
DEPENDENT PROBE AMPLIFICATION (MLPA) YONTEMI ILE
METILASYON PATERNLERININ BELIRLENMESI

Ozcan Esin
Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Giilseren BAGCI

Kasim 2013, 95 sayfa

Prostat kanseri 65 yas iizeri erkekler arasinda en yaygin goriilen
kanserdir.Prostat kanseri multifaktoriyel bir hastaliktir.Yas, aile hikayesi ve gen
mutasyonlar: kanserin risk faktorleridir.

Kanser, gelisiminde ve ilerlemesinde epigenetik mekanizmalar 6nemlidir. CpG
adalarimin hipermetilasyonu transkripsiyonal sessizlesmede ve tiimor baskilayici
genlerin diizenlenmesinde Kkritik rol oynar. Spesifik tiimor baskilayici genlerin
promotorlerinin DNA metilasyonu en ¢ok ¢calisilan epigenetik mekanizmadir.

Cahsmada, Methilasyon spesifik-Multiplex Ligation-Dependent  Probe
Amplification (MS-MLPA) yontemi kullanilarak prostat kanserleriyle daha once
iliskilendirilmis 25 ayr1 tiimor baskilayici genin promotor bolgelerinin metilasyon
paternlerinin incelenmesi amaclanmistir.

Bu cahsmada prostat kanser tamsi alan 76 olgu degerlendirildi. DNA
metilasyon analizi formalinle fikse edilmis parafine gomiili mesane doku
orneklerinde gerceklestirildi. DNA izolasyonunu takiben, MS-MLPA yo6ntemi ile
25 ayn tiimér baskilayici genin promotor bélgelerinin metilasyon paternleri
SALSA MS-MLPA MEQ002-B1 tumor suppressor probemix Kkiti kullanilarak analiz
edildi.

Calismada, prostat doku orneklerinin % 81,6’i metile, % 18,4’i unmetile
olarak belirlenmistir. Metillenmis genler arasinda en yiiksek metilasyon orani
MSH6, RARp, ve GSTPI genlerinde tespit edildi. Bu ii¢ genin metilasyon
durumlar ile klinikopatolojik parametreler karsilastirlldiginda RARp i¢cin aradaki
farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Sonu¢ olarak, MS-MLPA yonteminin prostat kanserinin metilasyon
profillerinin taramasinda kullanilabilecek, ucuz ve hizli sonuc¢ verebilen bir teknik
oldugu goriilmektedir. MS-MLPA yontemi diger metilasyon tarama yontemleriyle
karsilastirihirsa daha hassas ve duyarhdir. RARp erken tamisinda rutin kullanima
gecirilmesinde daha kapsamh arastirmalara ihtiya¢ oldugu vurgulanmaktadir.

Anahtar Sozciikler: Prostat kanseri, Tiimor baskilayici genler, Metilasyon, MS-MLPA
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ABSTRACT

Determination of Methylation Patterns of Tumor Suppressor Genes
Associated with Prostate Cancer by Multiplex Ligation Dependent
Probe Amplification (MLPA ) method.

Ozcan, Esin
M. Sc. Thesis in Department of Medical Biology
Supervisor: Prof. Dr. Giilseren BAGCI

November 2013, 95 pages

The prostate cancer is most common site of cancer among men older
65years.Prostate cancer is a multifactorial disease. Age, family history and
mutations of genes are risk factors for cancer.

Epigenetic mechanisms in cancer are important for cancer development and
progression. Hypermethylation of CpG islands plays a critical role in
transcriptional silencing and the regulation of tumor suppressor genes. DNA
methylation of promoters of specific tumor suppressor genes most studied
epigenetic mechanism.

In this study, it was aimed to analyze methylation pattern of 25 tumor
suppressor genes in promoter regions associated with prostate cancer using
Methylation specific-Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MS-
MLPA) technique.

76 patients with prostate cancer were analysed in this study. The analysis of
DNA methylation was performed on formalin fixed parafin embedded prostate
tissues samples. After DNA isolation, methylation patterns of 25 different tumor
suppressor genes promoter regions with MS-MLPA technique were analyzed using
SALSA MS-MLPA MEQ02-B1 tumor suppressor probemix kit.

In the study, methylated 81,6% of bladder tissue samples, unmethylated
18,4%. Among the methylated genes were identified the highest rate of
methylation in MSH6, RARp and GSTP1genes. Methylation of these three genes
status and clinicopathological parameters were compared, statistically significant
differences was foundto RARS

As a result, it was determined that MS-MLPA is a technique which can give
cheap, fast and reliable results in screening methylation pattern of prostate cancer.
MS-MLPA method is more accurate and sensitive compared with other methods of
methylation screening. Realising routinely used in the early diagnosis of prostate
cancer emphasized the need for more extensive research.

Key Words: Prostate cancer, Tumor suppressor genes, Methylation, MS-MLPA.
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1. GIRIS

Kanser, cesitli genetik ve epigenetik degisiklikler sonucunda onkogenlerin aktif ve
timdr baskilayict genlerin inaktif hale gelmesi ile sekillenen kompleks bir hastaliktir.
(Jemal vd 2011) Urogenital kanserlerden biri olan prostat kanseri %14’liik bir oranla
erkeklerde en sik goriilen kanserler siralamasinda ikinci sirada yer alirken; yine kansere
bagli 6liim nedenleri arasinda %6’lik bir oranla altinci sirada yer almaktadir (Jemal vd
2011). Lokalize prostat kanserinde 5 yillik sag kalim % 100 iken, metastatik durumda 5
yillik sag kalim % 34 diizeyindedir ve prostat kanseri (PCa) saptanan tiim hastalarda yasam
sonuna kadar metastaz gelismemektedir. Bu durum prostat kanserine yaklasimi diger

kanser tiplerinden farkli bir pozisyona sokmaktadir (Jeronimo vd 2001).

Prostat kanseri diinyada erkeklerde en sik goriilen dordiincii kanser olup, buna baglh
oliimlerde akciger kanserinden sonra en sik ikinci kanser tipidir (Jeronimo vd 2001). Tim
diinyada yilda 650.000’den fazla erkege PCa tanisi konulmaktadir (Ferlay 2006, Ann
Oncol 2007). Bunun yaninda prostat kanseri, Tirkiye’de de 2005 yilinda yapilan
istatistiklere gore erkeklerde 100.000°de 24,33 insidans ile kanserler arasinda ikinci sirada
yer almaktadir. Prostat kanserinin insidansi ve mortalitesi irksal ve etnik gruplar arasinda

ve lilkeden iilkeye farkliliklar gosterebilmektedir (Jeronimo vd 2001).

Prostat kanserinin baslangicina ve ilerlemesine yol agan nedenler heniliz tam olarak
bilinmemekle beraber, genetik ve gevresel faktorlerin hastaligin gelisiminde 6nemli rol
oynadigina dair kanitlar bulunmaktadir (Jemal vd 2011). Yine diyette yiiksek yagh diyetle
beslenenlerde prostat kanseri goriilme sikliginin arttigi ve antioksidan icerigi yliksek
besinlerle beslenen toplumlarda da prostat kanseri goriilme sikliginin diisiik oldugu
gorilmistiir (Jemal vd 2011). Genetik faktorlerden mutasyon ve polimorfizmler DNA’da
kalict niikleotid degisiklikleri icerirken, epigenetik degisimler DNA’da kalict gen
ekspresyon degisikliklerini ifade eder (Wilson vd 2003). Prostat kanserinin erken teshisi



giiniimiizde yaygin olarak fiziksel muayene ve serum prostat spesifik antijenin (PSA)
belirlenmesi ile saglanmaktadir. Ancak, parametrelerin simirli duyarlilik ve 6zgiilliikleri
nedeniyle bu parametrelerin prostat kanserinde giivenilirligi hala tartisma konusudur
(Yegnasubramanian vd 2004). Bunlarin yani sira genetik mutasyonlar ve epigenetik
degisikliklerin de ©nemi vurgulanmistir (Jeronimo vd 2002). Son yillarda yapilan
calismalar, epigenetik degisikliklerin tiimor gelisiminde olduk¢a Onemli olduklarin
gostermistir. Kanserin gelisimi siiresince meydana gelen en 6nemli epigenetik degisiklikler
arasinda timor baskilayict genlerde meydana gelen DNA metilasyonu ve kromatin
yapisindaki histon modifikasyonlar bulunmaktadir (Momparler 2003, Plass 2002). DNA
metilasyonu i¢in hipo- veya hipermetilasyon, histon modifikasyonlar1 i¢in asetilasyon veya

deasetilasyon epigenetik degisikliklere 6rnek olarak verilebilir.

Prostat kanserinde promoter bdolge hipermetilasyonu birgok insan tiimdriinde
karsinogenezin erken evre bulgusudur ve siklikla prostat kanserinin erken agamalarinda,
yani daha bliylik bir tiimor kitlesi olusmadan, metaplazi ve displazi asamalarinda
saptanabilir. Memeli genomunu olusturan genlerin promoter bolgelerinde CpG adalari
normalde metillenmemis halde bulunmaktayken, tiimér baskilayici genlerin promoter
bolgelerin hipermetilasyonu tiimdrlerde en fazla gozlenen epigenetik degisikliklerdendir.
Bu nedenle, metilasyona bagli olarak bu genlerin transkripsiyonel susturulmasi kanser

gelisimi ile iliskilidir.

Prostat kanserinde epigenetik mekanizma ile susturulmus olan genlerin belirlenmeleri
prostat kanseri tanisinda yararli olduklari i¢in her biri ayr1 iyi bir molekiiler belirteg
sayllmaktadirlar. Ayrica, hastalik ilerledik¢e ve yiiksek dereceli prostatik intraepiteliyal
neoplazi (HGPIN) evresi arttik¢a, metilasyon sikliginin da giderek arttigi gézlenmistir
(Jeronimo vd 2001, Jones ve Takai 2001, Bird vd 1985).

Metilasyon, memeli genomunda yalnizca CpG diniikleotidlerinde guanozine gore 5’
lokalizasyon gdsteren sitozin bazlarinda meydana gelir (Strathdee ve Brown 2002). Sitozin
bazinin 5. karbonuna metil grubu (-CH3) eklenmesiyle, 5-metilsitozin (5-meC) olusur
(Jones ve Takai 2001). Genomda tiim sitozinlerin %3-4’ii metile halde bulunmaktadir.
Transkripsiyon faktorleri metile olan bu bdlgelere baglanamadiklarindan, DNA

metilasyonu dogrudan mRNA transkripsiyonun baskilanmasina neden olur.



DNA metilasyonu gen ifadesinin baskilanmasi, genom giivenligi ve yapisal
biitiinliigliniin korunmasinda islev goriir. 5-meC’deki metil grubu DNA replikasyonunu
etkilemez, fakat DNA’nin biiylik oluguna ¢ikinti yaptigindan dolayr protein-DNA
etkilesmesini etkiler (Jones ve Takai 2001, Robertson ve Wolffe 2000). Bu nedenle,
omurgali genomundaki metilasyon transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini engelleyerek,
bu yolla transkripsiyonun susturulmasina yol acar. Metilasyona bagli kanser gelisimi
genom genelinde hipometilasyon, CpG adalarindaki hipermetilasyon nedeniyle timor
baskilayict gen inaktivasyonu ve CpG diniikleotitlerindeki mutasyonlar olmak iizere ii¢

farkli mekanizma ile agiklanabilir.

CpG diniikleotidlerince zengin ve 0.5 — 4 kilobaz uzunlugundaki DNA bélgeleri CpG
adalar1 olarak tanimlanir (Strathdee ve Brown , 2002, Jones ve Takai 2001 ). Buna karsilik,
genom genelinde daginik halde bulunan CpG’lerin % 70’1 metiledir. CpG adalar 6zellikle
dokularda devamli ifade edilen bazi genlerin promoter bdlgeleri ve ilk ekzonlarinda
bulunurlar (Strathdee ve Brown 2002, Bird 2002). CpG adalar1 memeli genomunu
olusturan genlerin promoter bolgelerinde metillenmemis halde bulunurlar; buna karsilik,
promoter bdlgelerin  hipermetilasyonu tiimorlerde en fazla gozlenen epigenetik
degisikliklerdendir. Bu nedenle, metilasyona bagli olarak promoter bdlgenin

transkripsiyonel susturulmasi kanser gelisimi ile iliskilidir (Jones ve Baylin 2002).

Yapilan bir¢ok calismada, esey hiicreleriyle kalitilan ilk mutasyonun ardindan ikinci
allelin susturulmasindaki en Onemli mekanizmalardan birinin metilasyon oldugu
goriilmiistiir. Yani, mutasyonlu allelin promoter bdlgesinde herhangi bir degisiklik
meydana gelmezken; saglam allelde metilasyon sonucu inaktivasyon meydana gelmistir.
Promoter bolge hipermetilasyonuna bagl olarak susturulan ve bdylece kansere neden olan

aday tiimor baskilayici genlerin listesi gilin gectikce artmaktadir.

Bu calismada, prostat kanseri hastalarinda, MLPA teknigini kullanarak tiimor
baskilayici genlerin metilasyonlarini belirlemeyi ve bunun kanser ile iligkisini aragtirmay1
amagladik. Bu amagla Pamukkale Universitesi Patoloji Boliimii'nde prostat tanis1 konmus
olan 80 olguya ait parafin bloklara gomiilii doku 6rneklerinden DNA izolasyonu ve MLPA
yontemi kullanilarak da bu 6rneklerin metilasyon paternleri belirlendi. Calismadan elde

edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirildi.



Ayrica iilkemizde MLPA teknigi kullanilarak prostat kanseri metilasyonu hakkinda
yapilan ¢alisma olmamasindan dolayi, yaptigimiz bu ¢aligmayla literatiire katki saglamanin,
hastaligin belirlenmesi ve erken taniya olanak saglamasi agisindan katkida bulunmasi

amaglandi.



2. KURAMSAL BiLGILER VE LITERATUR TARAMASI

Bu boliim “ Kanser, prostat kanseri, DNA metilasyonu, tiimor baskilayict genler ve
bunlarin incelenmesine olanak saglayan MLPA yontemi olmak iizere 5 ana baslik ve her

boliimiin alt basliklarini igermektedir.

2.1. Kanser

Kanser, hiicrenin standart metabolizmasinin ve mekanizmasinin bozulmasi sonucu
ortaya c¢ikan, ¢ok basamaktan olusan kompleks bir hastaliktir. Normal hiicre
metabolizmasinda hiicre boliinmesi olayr organizmanin gereksinimini karsilamak {izere
gerceklestirildigi halde, kanserli hiicrelerde bu gereksinim s6z konusu olmadan da hiicre
boliinme ve ¢ogalma egilimindedir. Yani hiicrede kontrol mekanizmasi saf digi kalmus,
sonug olarak; kontrolsiiz hiicre ¢ogalmalar1 ve farklilasmalar1 ger¢eklesmektedir. Bu da

biitiin organizmaya yayilabilecek boyutlarda sonuclar ortaya ¢ikarmaktadir.

Kanser olusumunun bir¢ok sebebi olmasmma ragmen hala bilinmeyen yonleri ve
etkenleri de bulunmaktadir. Buna yonelik c¢ok sayida ¢alisma yapilmasi da konunun
Oonemini gosterir niteliktedir. Bizim ¢alisjmamizda da oldugu gibi kanser konulu
arastirmalarin biiyiilk cogunlugunda; sebepler belirlenerek Onlem alma, kalict tedavi

yontemleri gelistirebilme amaglanmaktadir.

Kanser hiicrenin temel mekanizmalarindaki degisikliklerden kaynaklandigindan dolay1

bu hastalia sebep olan degisiklikleri molekiiler boyutta incelemek daha dogru olacaktir.



HDI

2.1.1. Kanser Epidemiyolojisi

Kanser, tiim diinyada kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en yaygin goriilen ikinci
hastaliktir. Uluslar Aras1 Kanser Arastirmalari Kurumu (IARC) 2008 yilinda 12,4 milyon
yeni kanser vakasi, 7,6 milyon kanser nedenli 6liim ve 28 milyon; ilk tanidan bu yana 5 y1l
ya da daha az siire ge¢cmis kanserli hasta oldugunu tahmin etmektedir. IARC ayrica yeni
vakalarin yarisindan biraz fazlasinin ve kanser nedenli 6liimlerin iigte ikisinin diisiik ve
orta gelir grubundaki tilkelerde oldugunu tahmin etmistir. 2008’de diinya niifusu tahmini
6,7 milyar olup bunun 2030’da 8,3 milyara yiikselmesi beklenmektedir (Diinya niifus
ongoriileri: 2006 revizyonu). Bu donemde yiiksek gelir grubundaki iilkelerin niifuslar1 %4
artarken diisiik ve orta gelir grubundaki iilkelerde bu artisgin yaklasik %38 olarak
gerceklesmesi beklenmektedir. Ayrica diisiik ve orta gelir grubundaki iilkelerde 65 yas ve
tizerindeki niifusun oraninin da %5,3 ile %9,8 arasinda, gelismis tlkelerde ise %14,6
ile %22,6 artis gostermesi beklenmektedir. Kanser oranlariyla yas arasindaki gii¢lii baginti
g6z Oniinde bulunduruldugunda 2030 yilinda en ¢ok diisiik ve orta gelir grubundaki

ilkelere etki edecek artan bir kanser yiikiinden s6z edilebilir.
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Sekil 2.1. insani Gelisme Endeksine (IGE) gore veriler. kanser yiikiine uyarlanmistir. Kisi

basina diisen gayri safi milli gelir ile dlgiilen ve yasam standartlarinin, okullagsma yillara



gore Olciilen egitim; dogumda yasam beklentisi ile oOlgiilen saglik,: HDI ii¢ boyuttan
olusmaktadir (Web 1, 2012)

Tiirkiye’de, erkelerde kansere bagli oliimlerin en biiylik kismini (%42) akciger ve
larinks kanserleri olusturmaktadir. KC ve bobrek ilk on kanser i¢inde goriilmedigi halde
6lim nedenleri iginde 7.ve 9.sirada yer almaktadir. Beyin tiimorii ise insidansi 10. sirada
olmasima karsin 6liim nedenlerinde ilk onda yer almamaktadir. Kadinlarda oldugu gibi
beyin tiimori Slimlerinin %10 civarinda olabilecegi diistiniilebilir. Farinks ve oral kavite
kanserleri de oliimlerde 10. sirada goriiliirken, insidansta ilk onda degildir. Mortalite ile
ilgili sonuglarda genellikle kanser bildirimlerinin diger tanilara gore daha dogru oldugu
bir¢cok ¢alismada saptanmistir, fakat kanser tiirleri agisindan, 6liim nedenlerinin insidans ve

sagkalim verileriyle cok uyumlu olmadig1 gézlenmektedir.
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Sekil 2.2. Tiirkiye’de 2004 yilinda goriilen ilk 10 kanser tiiri (Saglik Bakanligr Kanseler
Savag Daire Baskanligi) (Web 2, 2004)
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Sekil 2.3.: Tirkiye’de erkeklerde goriilen ilk 10 kanser tirii (Web 3, 2004)

2010 yilinda ise tilkemizdeki aktif yontemle veri toplayan, yeterli tamlik ve gegerlilige
ulastig1 saptanan sekiz niifus tabanli kanser kayit merkezinin 2006 y1l1 verilerine dayanarak
yapilan bir ¢aligma, Tirkiye’de kanser goriiliisiine iliskin dogru bilgiler sunmaktadir. Bu
calismada, Izmir, Antalya, Bursa, Eskisehir, Samsun, Trabzon, Edirne ve Erzurum kanser
kayit merkezlerinin 2006 yili kayitlar1 temel alinarak Tirkiye geneli i¢in bir insidans
tahmini yapilmistir. Bu g¢alisma sonuglarina gore lilkemizde her yil erkeklerde 91000,
kadinlarda 61000 olmak iizere toplam 152000 yeni kanser olgusu ortaya ¢ikmaktadir.
Erkek ve kadinlarda en stk goriilen kanserler Sekil 2.4°de



sunulmustur.
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Sekil 2.4. Tiirkiye 2006 yili kadin ve erkelerde goriilen kanser tiirleri ve oranlar1 (Izmir,

Antalya, Bursa, Eskisehir, Samsun, Trabzon, Edirne ve Erzurum illeri baz alinmistir) (Web

4)

Ulkemizde erkeklerde en sik goriilen kanser tiirii akciger kanseri olup, tiim

kanserlerin %26’sin1 olusturmaktadir. Akciger kanserinden sonra ikinci sirada prostat

kanseri(% 10) bulunmakta, bunu mesane (% 8,5), kolorektal (% 6,9) ve mide kanserleri

(%6,8) izlemektedir.

Kadinlarda ise meme kanseri ilk sirada yer alir iken (%23,3), kolorektal (%38,1), tiroid

(%6,2), mide (%35,9) ve akciger (%35,2) kanserleri yaygin goriilen diger kanser tiirleridir.
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Tablo 2.1 .Erkeklerde ve kadinlarda en sik goriilen kanserlerin olgu sayisi, rolatif frekansi ve
insidans hizlar1 , Tiirkiye 2004-2006 (Web 5)

Tablo 3: Erkeklerde en sik giriilen Kanserlerin olgu sayisi, rilatif frekans: ve insidans hizlari,
(Tirkiye, 2004-2006)

Rolatif Frekans
Yerlesim Yeri Olgu Savist' (%) Kaba HiZ’ YSH’
Trakea, Brons, Akcifer 11177 27,0 66.3 66,7
Prostat 4322 10,9 26,8 27,5
Mesane 3390 8,2 20,1 20,3
Kolorektal 288K 7,0 17,1 17
Mide 2460 59 14.6 146
Larinks 1396 39 9.3 9.5
Non-Hodgkin lenfoma 1082 2.6 6,4 6,4
Bevin, sinir sistemi 901 2,2 53 5.3
Bbrek 761 1,8 45 46
Pankreas 767 1,9 45 45
Tiim kanserler 41438 100,0 2456 246,5
Deri hariq‘ tiim Kanserler 37545 90.6 222.6 2232

‘Verihavuzundaki olgu sayisi, *Y(iz binde, *Y 11z binde, Dilnya Standart Niifusu, “M.Melonom disinda

Tablo 4: Kadinlarda en sik gbrillen kanserlerin olgu sayisi, rélatif frekansi ve insidans hizlar,

(Tiirkive, 2004-2006)
Rilatif Frekans

Yerlesim Yeri Olgu Sayisi' (%) Kaba HiZ* YSH?
Meme 6597 238 39,1 358
Kolorekial 2186 7.9 13 11,7
Tiroid 1744 6.3 10,3 93
Uterus Korpusu 1373 3,0 8,1 7.7
Trakea,Brong, Akcifer 1380 5,0 8,2 7.5
Mide 1318 48 7.8 7
Over 1034 38 6,3 5.8
Uterus Serviksi 844 30 3 46
Non-Hodgkin lenfoma 824 30 49 45
Beyin, sinir sistemi 714 2.6 42 4,1
Tiim kanserler 27709 100.0 164.4 150.3
Deri hnricJ tiim Kanserler 24502 88.4 1454 133.3

2.1.2. Kanser Tiirleri

Kanser ¢ogu kez tek bir hastalik gibi goriinse de, aslinda hiicre ve dokular1 etkileyen

karmagik bir hastalik grubudur. Mutasyonlarin gen ifadesini degistirmesi tiim kanser
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tirlerinin ortak 6zelligi olarak kabul edilmektedir. Genomik degisiklikler genel olarak
kanserle iliskilidir. Ornegin; tek niikleotit degisimi gibi kiiciik 6lcekli veya kromozom
kayb1 yada kazanimi, viral genomun hiicre genomuna katilimi, kromozomun yeniden
diizenlenmesi gibi bliylik 6l¢ekli degisiklikler kanserin genel karakteristigi i¢indedirler.

Bunun yant sira yeni donemde epigenetik degisimlerin de kanser olusumunda rol oynadigi
dikkat ¢cekmektedir.

Kanser patolojisinde en oOnemli nokta bening ve malign tiimér farkinin ortaya
konabilmesidir. Hiicrelerin anormal ¢ogalmasi sonucunda ortaya ¢ikan timor selim (iyi
huylu) veya malign (kotii huylu) olabilmektedir. Selim tiimorler ¢evredeki doku veya
viicudun herhangi bir bolgesine yayilim gostermeyen, yalniz oldugu bolgeyle sinirlt kalmis
ve bu nedenle “iyi huylu” olarak da bilinen tiirdiir. Bunun aksine ¢evredeki dokuya veya
cesitli yollar izleyerek diger doku ve organlara yayilim gosterebilen ( yani metastaz
yapabilen) tiimorlere de malign yani “kotii huylu” da denebilmektedir. Bening tiimorler
genel olarak koken aldiklari hiicre tipinin sonuna —oma eki getirilerek isimlendirilirler
Gerek malign, gerekse bening tlimorler tiiredikleri hiicreye gore siniflandirilir. (Cooper ve

Hausman 2006).

Karsinom; yasam boyu bolinme yetenegine sahip epitel hiicrelerden ( ektoderm,
mezoderm ve endoderm) kdken alan ve insan kanserlerinin %90’1n1 olusturan tiimorlerdir.
- Insanlardaki tiim kanserlerin %3’{inii olusturan; Sarkomlar; kas, kemik, kikirdak ve

fibr6z bag dokularinin solid tiimorleridir.

- Kan ve immiin sistem hiicrelerinden gelisen ve tiim kanserlerin %7’sini olusturan diger

malign tlimor sinifi; Losemilerdir (Liileyap 2008).

Benign ve malign neoplazmlar1 farkli parametrelere goére degerlendirdigimizde asagidaki

gibi farkliliklar1 oldugu goriilmektedir.

Benign ve malign neoplazmlarin o6zellikleri;

Benign ve malign tiimorlerin ayirt edilebilecegi belirli farklar:
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1. Diferansiasyon ve anaplazi: Benign tiimorler koken aldiklari (olustuklart)
dokulara gore tipiktir. Malign tiimorler ise olustuklari dokulara gore atipiktir.

Diferansiasyonda kay1ip vardir.

2. Biiyiime hizi: Benign tiimorler genellikle yavas bir sekilde biiylir. Hatta bazi
donemlerde durabilir veya gerileyebilirler. Mitoz seyrek veya normaldir. Malign
tiimorlerde ise biiyiime hiz1 degisken olabilmekte, mitoz da ¢ok sayida ve anormal
olabilmektedir.

3. Lokal invazyon: Benign tiimérler, genellikle yapisik ve iticidir. Iyi smirli kitle,
cevre dokulara invaze ve infiltre etmez. Malign tiimorler ise, lokal olarak
invazivdirler. Cevre normal dokular1 infiltre eder, bazen yapisik ve itici

goriilebilirler.

4. Metastaz: Benign timorlerde yoktur, fakat malign tiimorlerde siklikla goriiliir.

Daha biiyiikk ve daha az diferansiye primer tiimor daha sik metastaz yapar

(Nussbaum vd 2005). (Kumar vd 2000)

Telaphase

Cell ditterentiation
' DAMAGE

Capillary A

Sekil 2.5. Saglikli dokudan, kanser olusumuna kadar meydana gelen mikroskobik
degisiklikler (WEB 6)
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2.1.3. Kanser Gelisimi

Kanser, basit bir ifadeyle kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi olarak tanimlanabilir. Kontrolsiiz
cogalmayla birllikte kanser hiicrelerinin boliinebilme i¢in herhangi bir uyarana gereksinim
duymamasi, hiicrelerde kontak inhibisyonun ortadan kalkmasi, ¢ogalmay1 baskilayici
sinyallere duyarsizlik, apoptozisten kagabilme, anjiyogenezi uyarabilme ve metastaz

yapabilme gibi 6zellikleri de kanser hiicresinin karakteristik 6zelliklerindendir.

Kanser, insan genlerini hedef alarak herhangi bir proteinin asir1 tiretimi, gereksinimden
daha az iiretimi veya yapisal ve islevsel olarak farkli (bozuk) halinin iiretimine sebep
olabilmektedir. Genlerin islevini kaybetmesi, kimi zaman tiimor baskilayic1 genlerde
oldugu gibi hiicrenin anormal sekilde ¢cogalmasina sebep olurken, kimi zaman da ¢ok farkl

etkilerle ortaya ¢ikabilmektedir.

Cogu kanser sadece tek bir hiicreden (ya da az sayida hiicreden) dogar (Brabletz vd
2005). Bu hiicre kanserli olmak i¢in onkogenlerde ve tiimor baskilayici genlerde hiicrenin
normal sinirmin ¢ok dtesinde ¢ogalmasini saglayacak birkag degisiklik gecirmelidir. Bu
stire¢ “asi” hiicrelerden olusan bir klonun olusumuna yol acar. Eger organizma bu klonu
tolere eder ve rahatsiz edilmeden kalirsa, c¢ogalmaya devam edebilir ve bu siire¢ i¢inde
icerdigi hiicreler gittikce artan sayida modifikasyon biriktirir. Boylesi bozulmus bir siiregte,
sadece en uygun ve en saldirgan hiicreler hayatta kalacak ve daha orgiitsiiz olan hiicrelerin
yerini alacaktir. Tiimorler bu sekilde malign hale gelirler. Bu aym1 zamanda kanserin
tedavisinin bu denli zor olmasinin da nedenidir: hastalara kanser hiicrelerini etkin olarak
Oldiiren bir ilag verildiginde, hayatta kalan az sayidaki hiicre, kendilerini ilaca karsi

direngli kilan degisiklikler gecirmis olanlardir (Brabletz vd 2005).
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Sekil 2.6. Kanser gelisim siireci (web 7)
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2.1.4. Kanser ve Genetik

Kanser, kontrolsiiz hiicre boliinmesi olarak tanimlandigi ig¢in hiicre béliinmesinde rol
oynayan protein ve enzimlerde olusacak degisiklikler de kansere alt yap1 olusturmaktadir.
Bu siiregte etkili genler:

1. Onkogenler

2. Timor supressor ( baskilayici) genler
olmak tizere 2 alt smifta toplanabilir. Bu genlerde meydana gelecek genetik ve epigenetik
herhangi bir degisiklik hiicre bolinmesini de etkileyecegi i¢in kanser olusum siirecinde

onemli rol oynar.

Timér baskilayict  genlerin - kodladigi proteinler, protoonkogen ve onkogen
proteinlerinin aksine, hiicrenin ¢ogalmasimi ve sag kalimini baskilar. Tiimdr baskilayici
genlerin inaktivasyonuyla negatif diizenleyici olarak gérev yapan bu proteinleri ortadan
kaldirilmasi tiimor olusumunu saglar. Tiimor baskilayict proteinler, cogunlukla onkogenler
ile uyarilan ayni sinyal yollarini baskilar (Cooper ve Hausman 2006). Birgok tiimorde bu
genlerin hasar gormesi veya inaktive olmasi nedeniyle hiicre cogalmasini negatif yonde
diizenleyen etki ortadan kalkar ve tiimor hiicreleri ¢ogalma olanagi bulmus olur. Tiiméor
baskilayict genler genel olarak hiicre dongiisiiniin devami i¢in diger basamaga gecip
ilerleyisini durdurarak islev gérmektedir. Hiicre boliinmesi i¢in bu genlerin inaktif olmasi
yada etkisinin ortadan kalkmasi gerekmektedir. Ancak bu genlerin etkisi devamli olarak

ortadan kalkacak olursa hiicre boliinmesinin kontrolii de ortadan kalkmis olacaktir.
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Sekil 2.7. DNA metilasyonunun kanserdeki yeri: metillenmemis ve metillenmis CpG
bolgesi beyaz ve siyah dairelerle gosterilmistir. Bu figiir normal ve tiimér genomik
DNA’sin1 temsil etmektedir. Gen 1 ve gen 2’ nin promotor bolgesi ve tiimdr baskilayici gen
normal hiicrede ¢ok nadir metile olur ve bu nedenle normalde eksprese edilebilir.CpG
adasindaki promotor bolgedeki tiimor baskilayici gen metile olmasi gen susturulmasiyla
sonuclanir. Aksine promotor bdlgesi hipometilasyonu onkogenin reaktif olmasina yol

agmaktadir.

Sekil 2.7.’de verilen bilgi genel olarak prostat kanserinde de gecerlidir. RASSFIA,
protoonkogenlerden olan RAS ailesi hiicresel proliferasyonunda anahtar rol oynayan bir
protoonkogendir. Hiicre biiylime ve oOliim siirecinde diizenleyicidir. RAS’in fazla
ekspresyonu biiylime faktorlerini artirir ve apoptozise direnclidir. Bunun yaninda RAS
domain family protein 1 isoform ile iligkili, bir tiimor baskilayict gendir. DNA tamir
proteini ve apoptotik etkisiyle bilinmektedir (Kuzmin vd. 2002) . RASSF1A’nin
metilasyon ile inaktivasyonu DNA tamir mekanizmasi ve hiicre siklusunu deregiile eder.
Promotor bolgede RASSFI1A’nin metilasyonuna prostat kanserini de igeren ¢esitli kanser
tirlerinde rastlanmaktadir (Liu Lvd 2002). Prostat tiimérleri arasinda RASSF1A promotor
hipermetilasyonu %21- %91 arasinda degisen bir oranla goriilmektedir (Jerénimo vd 2004,
Maruyama vd 2002, Hogue vd 2005, Florl AR vd 2004, Rouprét vd 2007, Okegawa vd
2010, Aitchison vd 2007).
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RASSF1A promotor hipermetilasyonu prostat kanserinin metastazi ile pozitif korelasyon
gostermektedir (29,92,93). Aitchison ve arkadaslarinin normal epitelyal hiicrelerde ve
benign prostatik dokularda %50 oraninda metile oldugunu raporlamislardir. Bu bulgular da
RASSF1A’nin promotor metilasyonunun erken karsinogenez siireci ile ilgli oldugunu

gosterir nitelktedir.

GSTP1, yaklasik 4 kb uzunlugunda, 7 ekzon ve 6 intron igermektedir ( Morrow vd 1989,
Cowell vd 1988) ve 715 baz mRNA kodlamaktadir. GSTP1’in promotoru 1.5 kilobazlik
CpG adast igerisinde ekzon 1-3 arasindadir.Yaklagik 150bp’lik bir bolgedir.
Transkripsiyon  bolgesini  igine alir. Transkripsiyonu negatif regiilasyon ile

baskilanabilmektedir.

2.2. Prostat Kanseri

PCa giiniimiizde siklig1 giderek artan, tani ve tedavisindeki yeniliklerle birlikte lokalize
olarak yakalandiginda tam olarak kiir saglanabilecek bir hastaliktir. Hastaliga yaklagimla
ilgili gelismelere ragmen oOzellikle 50 yas tizerindeki erkeklerde hasta sagligini ciddi
sekilde tehdit eder. Cogunlukla biyolojik davranisi diisiik olup yavas ilerleyen bir hastalik
oldugundan ge¢ semptom verir. Tiimoriin ikiye katlanma zamani 4 y1l civarindadir. PCa’de
klinik davranis spektrumunun ¢ok farkli olmasi sonucu, her hastanin kisisel olarak tedavi

edilebilecegi bircok secenek vardir.

2.2.1. Prostat Kanserinin Etiyolojisi

Prostat kanser etilolojisi bir muamma olarak kalmaya devam etmektedir. (Boyle vd
2003). Bir TARC monografi ¢alisma grubu tiitiin kullanimiyla prostat kanseri arasinda
higbir iliski bulamamustir. Postat kanseri ile alkol kullaniminin higbir iligkisi
bulunamazken bir¢ok faktor kanser ihtimalini artirmaktadir. Ailede prostat kanseri (baba,
erkek kardes) bulunmasi, Afro - Amerikan kokenli olma, hava kirliligi, yiiksek yagl diyet
bu ihtimali artiran sebepler arasindadir (IARC 2004).

Makro besinlerin alimiyla prostat kanseri riski arasinda kiigiik bir ilisgki oldugu

anlasilmaktadir. Besinsel yag ve etin prostat kanseri acisindan potansiyel risk faktorleri
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olmasi bir¢ok epidemiyojik arastirmanin odak noktasi olmus ve 6zellikle yakin donemde
yapilan caligmalarin bulgulart tutarlilik arz etmemistir. Cok etnisiteye sahip yapilan bir
calismada farkli yag tiirlerinin ( doymus, tekli doymamis veya ¢oklu doymamis) n-6 yag
asidinin , kolesteroliin, ¢esitli etlerin ve etlerden elde edilen yaglarin alinmasinin prostat
kanser riskiyle bir iliskisi bulunmadigi ortaya koyulmustur. 4 farkli etnik grup (Afrika
kokenli Amerikalilar, Japon kokenli Amerikalilar,Latin kdkenliler ve beyazlar) iizerinde
yapilan ¢alismada yag ve et alimiyla prostat kanseri arasinda bir iliskiye isaret eden ¢ok az
kanita ulasilabilmistir. Etnik olarak farkli popiilasyonlarda yapilan bu g¢alismada elde
edilen bilgilerin tamami yag tiiketiminin prostat kanser riskini énemli 6l¢giide etkiledigine
dair bir isaret vermemektedir ( Park vd 2007). Calismalarda karisik sonuglara ulasilmis olsa
da omega-3 yag asitleri kanser riskinin azalmasma yardimci olmaktadir. Ileriye yonelik
epidemiyolojik caligmalar1 igeren 38 makaleden yapilan bir meta-analiz ¢alismasi, omega-
3 yag asitleri alimiyla kanser riski iligkisini incelemistir.Bununla ilgili de herhangi bir

iliskiye rastlanmamustir. ( MacLean vd 2006).

Risk faktorlerini belli basliklar altinda toplayacak olursak,
-Yas
-Ailede prostat kanseri varligi
-Yagli beslenme
-Hormonlar
-Kadmium
-A ve D Vitaminleri
Prostat kanserinin risk faktorleri agisindan ele aldigimizda;
Yas: Prostat kanserinin en Onemli risk faktoriidiir. 45 yas altinda nadir goriiliir.
Yaslandikea risk artar. ABD’de 65 yas ve lizerinde goriilmektedir.
Aile oyKkiisii: Erkek kardesinde prostat kanseri olanlarda risk artar.

Irk: Afrikali Amerikalilarda beyazlardan daha yaygindir.

Prostat kanserinde etnik gruplar arasinda belirgin farkliliklarin olmasi genetik
faktorlerin 6nemli oldugunu vurgulamaktadir. Zamanla elde edilen etnik gruplar arasindaki
degisik oranlardan, genetik nedenlere eslik eden diger faktorlerin oldugu da bulunmustur.
Bunlar ¢evre ve yasam tarzi faktorleridir. Genis arastirmalara ragmen, prostat kanserindeki
cevresel risk faktorleri iyi anlasilmamistir.EKolojik, vaka-kontrol, kohort ¢alismalarindan

anlasilan; prostat kanseri etyolojisine diyetle alinan yagin 6nemli oldugudur. Hayvansal
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triinlerin  6zellikle kirmizi etin tiketimi ile ilgili gliglii pozitif iliski vardir. Bu
calismalardan anlasilan prostat kanserinde meyve ve sebzelerin koruyucu etkisi oldugudur.
Amerika’da yapilan bir ¢alismada, muhtemel diyet ve hayat tarzi risk faktorlerinin
dagilimindaki farkliliklar prostat kanseri igin yiiksek riski agiklayamamistir. Bu yiizden
genetik faktorler; irklar arasinda gozlemlenen farkliliklar: agiklayan esas faktorlerdir.Bunu

destekleyen ise; aile hikayesi olanlarda bu riskin artmis olmasidir (Beser 2006).

2.2.2. Prostat Kanserinin Epidemiyolojisi

Prostat kanseri. erkeklerde en sik Olim nedeni olan kanserler arasinda 2. Siradadir
(Rosai ve Ackerman 2004).

Diinya c¢apinda 1990 yillardan itibaren insidansi yiikselmeye baslamistir (14). Prostat
icin uygulanan tedavi metodlarinin gelismesi, 6zellikle transiiretral prostat rezeksiyonu
(TUR-P) operasyonun yaygin kullanima girmesi ile birlikte batili iilkelerde 1970’lerin sonu,
1980’lerin basinda insidansinda yiikseme olmustur (Potolsky vd 1990 ). 1986-1992 yillart
arasida PSA’nin kullanima girmesi ile birlikte PCa yakalama insidansinda belirgin bir artis
olmustur PSA klinik evre ve histolojik grade olarak kabul gormektedir (Potolsky vd 1995
). 1990’larin ortalarinda ABD’de insidansta minimal bir azalma goriilmesine ragmen tekrar
yiikselmeye baglamistir. Asya lilkelerinde goriilme insidans1 genel olarak diisiiktiir, ancak
son yillarda artmaya baglamistir. Bunun sebebi olarak da batili tip yasam tarzinin, 6zellikle
diyet ve beslenme aligkanliginin giderek yayginlagmasi gosterilmistir (Hsing , Devesa
2000).

Yaslanma ile birlikte erkeklerin ¢cogunda mikroskopik prostat kanser odagi yasadiklari
populasyondaki yiiksek veya diisiik risk durumuna gore invaziv hastalik ortaya ¢ikmaktadir
( CHIGUSA vd 1982 ). Erkeklerin ¢ogunda mikroskopik hastalik gelismesine ragmen,
bunlardan ¢ok kii¢iik bir oran1 invaziv hastalik haline gelmekte ve ¢ok az bir kismida erken

olumlere neden olmaktadir.

PCa, kansere bagli oliimlerde akciger ve kolon kanserinden sonra 3. Siradadir ve
kansere bagl o6liimlerin %9’undan sorumludur (JEMAL vd 2006). PCa goriilme insidansi

yasla birlikte artmaktadir. 39 yasindaki bir erkekte prostat kanseri olusma olasilig1 yaklasik
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olarak 1/10000 iken, bu oran 40-59 yas araliginda 1/103, 60-79 yas araliginda 1/8
olmaktadir (Wingo vd 1995).

Klinik PCa bat1 toplumlarinda sik goriiliir. Diinyada PCa insidans hizinin en yiiksek
oldugu niifus grubu, ABD’de yasayan zencilerdir. Bu grupta prostat kanserinin insidans
hiz1 yiiz binde 137 olarak hesaplanmistir; ABD’de yasayan beyazlarda ise ayni rakam 101
olarak kaydedilmistir. Hastaliga Asya iilkesinde nadir rastlanir (Parkin vd 1997 ).

Cogu iilkede toplumsal bir halk sagligi problemi olarak goriilen prostat kanserinden
ortalama 6liim yas1 80°dir. Ingiltere ve Hollanda’da yapilan calismalarda prostat kanserinin

ortalama tan1 yasi, meme ve kolon kanserinden daha fazladir.

Ulkemizde PCa insidansi konusunda kesin rakamlar yoktur. Fakat Fidaner ve
arkadaslarinin 1993-94 yillar1 arasinda izmir’de yaptiklari calismada prostat kanserinin
Izmir’deki insidans hiz1 yiizbinde 9,1 olarak belirtilmistir. Bu oran Dogu Avrupa iilkeleri

seviyesindedir ancak Amerika Birlesik Devletlerinin 12’de biridir (Fidaner, vd. 2001 ).

Yasam boyu mikroskobik PCa gelisme riski %30 civarindadir. Bu kanserlerin bir¢ogu
yavag biliylime egilimindedir ve klinik hastalik olusturma orant %10’dur. Bdylece yasam
boyu prostat kanserinden O6lme riski %3’tlir. Son yillarda klinik 6neme sahip PCa
insidansinda 6nemli artiglar yasanmaktadir. Bununla beraber diinyadaki insan populasyonu

gittikge yaslanan bir toplum haline gelmektedir (Grayhack ve Kozlowski, 1991).

Yaslanan toplumlarin bir sonucu olarak prostat kanseri insidansinin yillar i¢inde
artacagl ongoriilebilir. Diinyada, erkeklerde ilk ii¢ sira kanser tiirli, prostat, akciger ve
kolon iken, Tirkiye’de bu siralama akciger, prostat ve mesane seklinde olmaktadir.
Erkeklerde akciger kanseri insidansi Tirkiye’de yiiz binde yaklasik 69’larda olup diinya
ortalamasi ise yiiz binde 30-35’lerde, Avrupa Birligi ortalamasi ise 100.000°de 48’ler dedir.
Sekil 2.8.’de ise Tiirkiye’de erkekler arasinda en c¢ok goriilen kanser tiirleri

gosterilmektedir.

Prostat kanseri i¢in, diinya ortalamas1 yliz binde 28’lerde iken, Avrupa ortalamasi yiiz

binde 60’larda ve tilkemizde ise yiiz binde 37’ lerdedir.
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Prostat kanserinin sebepleri kesin olarak bilinmemektedir. Bulasict degildir, insandan
insana gegmez. Arastirmalar prostat kanseri gelisme riskini artiran bazi faktorler oldugunu

gostermistir.

Erkeklerde en sikgariilen kanser tlirleri (YSH-100.000)

WTrakea Brong,Akcig
BProstat

miviesana
miKolorsital

milide

wlarinksz

mDigar

Sekil 2.8. Tiirkiye’de erkeklerde en sik goriilen kanser tiirleri (Web_8)

2.2.3. Prostat Kanserinde Epigenetik Mekanizmalar

1942 yilinda Conrad Waddington tarafindan ilk kez epigenetigin tanimi yapilmistir
(Kosova vd 2011). Epigenetik, DNA dizisindeki degisimlerle agiklanamayan, mayoz veya
mitoz boliinme ile aktarilabilen, gen fonksiyonundaki degisiklikler olarak
tanimlanmaktadir (Erol vd 2010, Hamilton 2011, Kosova vd 2011).Epigenetik
degisiklikler, niikleozom konumunu degistirerek tiim kromatin yapisi lizerinde dogrudan

etki eden diizenlemelerdir. 4 ana grupta toplanmaktadir:

DNA metilasyonu,
Histon modifikasyonlari,

RNA ile indiiklenen sessizlesme (Kodlanmayan RNA’lar)

Eal S A

Kromatin yeniden diizenlenmesi
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Bu mekanizmalarin ortak ¢alismasi sonucu genetik degisimler meydana gelmektedir (2).

Bu mekanizmalardan DNA metilasyonu kanserde en yaygin olarak karsimiza
ckmaktadir. (Agundez vd 2011). Kanser genetik ve epigenetik hatalarin birikimi olarak
ortaya ciktig1 bir durum oldugundan epigenetik hata ve farkliliklar kanser acgisindan da
onem arz etmektedir. Clinkii DNA ile ilgili degisimler kanser ile ilgili genlerin yapisal
olarak degisimine de sebep olmaktadir. DNA hipometilasyonlar1 onkogenleri aktive
ederken, hipermetilasyonu ise timor baskilayici genlerin susturulmasi ve dolayisiyla

islevini yerine getirememesine yol agmaktadir.

Epigenetik mekanizmalar dogrudan ve dolayli olmak iizere 2 sekilde gen ifadesini
kontrol etmektedir. Dolayli yoldan gen ifadesinin kontroliinii post-transkripsiyonel olarak
miRNA ve siRNA gibi kodlamayan RNA’lar ile mRNA’y1 etkileyip protein sentezini
engelleyerek yapmaktadir. Dogrudan gen ifadesi kontroliinii ise kromotin modifikasyonlari
ve DNA diizeyindeki modifikasyonlar olmak iizere 2 farkli yolla yapmaktadir.

Insan linear kromozomal DNA yaklasik 2 m’dir ve hiicreler icinde paketlenmek
zorundadir. Bu noktadaki ¢oziim, kromatindir ve kromatin yapilanmasinda O6zellesmis
DNA paketleme proteinleri (baslica histonlar), histon toplanmasi veya uzaklastirilmasinda
gorev alan faktorler ve kromatini yeniden diizenleyen kompleksler (remodeler’lar) gorev
alir. Remodeler’lar niikleozomlarin hareket etmesi, uzaklastirllmasi ve yeniden
yapilanmasi gibi kromatinin paketlenme durumlarini degistirebilmek i¢in ATP
hidrolizinden ¢ikan enerjiyi kullanirlar. Remodeler’lar paketlenmeyi ve paketin agilmasini
kontrol etmek i¢in diger kromatin faktorleri ile birlikte ¢alisirlar, clinkii kromozomal
islemleri kontrol eden DNA elementleri (enhancer’lar, promoter’lar, replikasyon orijinleri)
gen transkripsiyonu, DNA replikasyonu, DNA tamiri ve DNA rekombinasyonu gibi farkli
mekanizmalarin gerceklesmesi icin diizenlenmelidirler. Dolayisiyla, kromatin yapisi
sadece paketlenme i¢in bir ¢oziim degildir, ayn1 zamanda regiilasyon i¢in de énemli bir

firsattir (Cedric vd 2009).

Yukarida da bahsedildigi gibi bircok 6nemli hiicresel olayin gergeklesebilmesi igin
kromatin dinamik bir yapidadir. Kromatin yapilanmasi regiile eden mekanizmalardan biri
de histon modifikasyonlaridir ve gliniimiizde en sik ¢alisilan histon modifikasyonlari, kor
histonlarin fleksible N-terminal kuyruklarinda gerceklesen

modifikasyonlardir. Asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon, ubikutinasyon, sumolasyon,
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ADP ribozilasyon, deiminasyon ve prolin izomerizasyon olmak iizere en az 8 farkl tip
histon modifikasyonlarmin varligr bilinmektedir. Histon modifikasyonlari, niikleozomun
yapisina yeni bir grubun eklenmesi, histon yiikiiniin degismesi veya 0zgiin proteinlerin
ilgili bolgeye toplanmasini saglayarak, farkli hiicresel yanitlarin olusmasina neden

olabilirler (1zzo ve Schneider ,2011).

DNA metilasyonu

DNA metilasyonu en ¢ok ¢alisilan epigenetik mekanizmadir.(3) DNA’nin bir dizisinde
sitozin niikleotidine bir metil grubunun kovalent olarak eklenmesi ya da ¢ikarilmasidir
(sekil 2.10’da gosterlmektedir) (Hamilton 2011). Metabolizmada gen baskilanmasinin
saglanmas1 gereken durumlarda gozlenmektedir (embriyonik gelisim, genomik imprinting,
X kromozom inaktivasyonu gibi durumlarda). DNA metiltransferazlar (DNMT) tarafindan
kataliz edilen DNA metilasyonu CpG diniikleotitlerinde sitozinin 5 numarali karbonunda
meydana gelmektedir. (Enokida ve Nakagawa 2008, Bogdanovic ve Veenstra 2009,
Sharma vd 2010, Hamilton 2011, Hoffman ve Cairns 2011, Jeronimo ve Henrique 2011,
Kosova vd 2011, Sanchez-Carbayo 2012). Sitozinin 5. karbonuna metil donérii S-
adenozilmetioninden (SAM) bir metil grubunun transferiyle, 5-metilsitozin (5-meC)
meydana gelir (Jeronimo ve Henrique 2011, Kosova vd 2011, Majumdar vd 2011,
Sanchez-Carbayo 2012). Normalde omurgali DNA’sinin %70’i metile durumdadir. Bu
metilasyon durumu ise canlidan canliya, dokudan dokuya degisiklik gostermektedir.
Ozellikle genlerin promotor bolgelerinde metilasyon seviyelerinin  diisiik oldugu
gozlenmektedir. Bu da aktif gen ifadesi ile metilasyon durumunun korelasyon gosterdigini

desteklemektedir.
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EPIGENETIC MECHANISMS HEALTH ENDPOINTS
are affected by these 1actors and processes: 2 « Cancer

* Development (in utero, childhood) * Autoimmune disease
* Environmental chemicals / * Mental disorders

* Drugs/Pharmaceuticals = « Diabetes
/ ./ S
7, EPIGENETIC
— U 0° CHROMATIN @ FACToR

CHROMOSOME

Methyl group (an epigenetic factor found
in some dietary sources) can tag DNA

\ and activate or repress genes. HISTONE TAIL

GENE HISTONE TAIL

DNA accessible, gene active

Histone modification
The binding of epigenetic factors to histone “talls*
Histones are proteins around which | HISTONE alters the extent to which DNA is wrapped around
DNA can wind for compaction and DNA inaccessible, gene inactive histones and the availabiiity of genes in the DNA
gene reguiation. 1o be acth

Sekil 2.9. Epigenetik mekanizmalar: DNA metilasyonu ve histon modifikasyonu (Web 9)

DNA metilasyonu gen ifadesinde Onemli bir role sahiptir. Bir genin ifade edilip
edilmeyecegini belirleyen agik veya kapali olmasi durumu da bu modifikasyonlarla
belirlenir. Genin ifade edilip edilmemesindeki herhangi bir hata da kanser olusumuna
sebep olusturabilecek 6nemli bir basamak oldugu i¢in bu mekanizma kanser olusumu
yoniinden dnemlidir. Eger herhangi bir metilasyonla onkogen aktivitesi saglanir veya tam
tersi yonde tiimor baskilayici gen aktivasyonu inhibe edilirse kanser olusumu tetiklenmis

olacaktir.

DNA metlasyonu metabolizmada gen baskilanmasinin saglanmasi gereken durumlarda
gozlenmektedir. DNA metilasyonu, normal gelisim i¢in gereklidir ve ayn1 zamanda gen
ifadesinin baskilanmasi, embriyonik gelisim, transkripsiyon, kromatin yogunlagsmasi, X
kromozomu inaktivasyonu, imprinting, kromatin kararliligmmin korunmasi, tekrarlayan
genomik elemanlarin baskilanmasi, histon deasetilasyonu, genom giivenligi ve yapisal
biitiinliigliniin korunmasi1 ve karsinogenez gibi ¢esitli silireclerde fonksiyon gdsterir

(Bogdanovic ve Veenstra 2009, Kosova vd 2011, Majumdar vd 2011).
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Sekil 2.10. DNA metilasyonu ve sitozine metil taransferi (WEB_10)

Histon modifikasyonlar1 ve kromatinin yeniden diizenlenmesi

Kromotin; DNA ve histon proteinlerden olusan bir yapidir. (Hamilton 2011). DNA
paketlenmesinin ilk basamagini ise niikleozomlar olusturmaktadir. Niikleozom; 146 baz
¢ifti uzunlugundaki DNA zincirinin, ikiser adet H2A, H2B, H3 ve H4’iin bir araya
gelmesiyle olusturdugu “histon oktomeri “ etrafina sarilmasiyla olusan kromotin yapisinin
tekrarlayan alt birimleridir. Olusan niikleozomlar yapida bagla¢ bir DNA pargas1 ( linker
DNA) ile birbirine baglanirlar. Bu linker DNA yapisina da H1 proteini ile tutunmaktadirlar.

8 Histon modek0ii
cekdrdek

Nokleozom [

DNA molekiliy

H1 Histon

Sekil 2.11. Histon proteinleri ve DNA bileseni ile olusan oktomer yapis1 (Web 11)
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Histon proteinleri, bir globiiler C- terminal domaini ve yapilanmamis bir N- terminal
kuyruk igeren, niikleozomun 6z kismini olusturan proteinlerdir (Sharma vd 2010).
DNA’nin paketlemesinde gorev alan histonlarin bazik amino terminal uglar1 niikleozom
yapisindan ¢ikinti yaparak ;

1) Histon asetilasyonu/ deasetilasyonu

2) Histon metilasyonu

3) Serin veya treoninlerin fosforilasyonu

4) Glutamik asitlerin ADP- ribozilasyonu

5) Histon ubiquitinasyonu (Enokida ve Nakagawa 2008, Sharma vd 2010, Hamilton 2011,
Hoffman ve Cairns 2011, Jeronimo ve Henrique 2011, Majumdar vd 2011,)

olmak tizere post - translasyonel degisimlere ugrayabilirlebi r . Bu degisimler sekil 2.12’de

sematize edildigi gibi bir yol izleyerek etkili olmaktadir.

DNAinaccessible due to
methylation (gene inactive)

Methyl groups attached
to the CpG islands

regulate gene activity
Low/no methylation, DNA

accessible (gene active)

Groups attached to histone tails &5'
determine the activity of the DNA
wrapped around them

Chromatin remodelling makes certain
regions of DNAavailable for transcription

Chromatin Chromatin remodeller

Sekil 2.12. Kromotin yeniden modellenmesi (WEB 12)



2.2.4. Prostat Kanserinin Tipleri ve Histopatolojik Siniflandirilmasi

Tablo 2.2. DSO’niin prostat tiimdrleri (2004) histolojik siniflandirma
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*Epitelyal Tiimorler

Glanduler neoplazmlar

Adenokarsinom (Asiner)

Atrofik

Psodohiperplastik

Kopiiksii

Kolloid

Tash yiiziik hiicreli

Onkaositik

Lenfoepitelyoma benzeri

Karsinom ve spindle hiicre differansiasyonu

(Karsinosarkom, sarkomatoid karsinom)

Prostatik intraepitelyal neoplazi (PIN)

Prostatik intraepitelyal neoplazi, grade III (PIN III)

Duktal Adenokarsinom

Kribriform

Papiller

Solid

Urotelyal tiimorler

Urotelyal karsinom

Skuamoz taumaorler

Adenoskuamoz karsinom

Skuamoz hucreli karsinom

Bazal hiicreli timorler

Bazal hiicreli adenom

Bazal hiicreli karsinom

Noroendokrin tiimorler

Endokrin differansiasyon gosteren adenokarsinom

Karsinoid timor

Kiigiik hiicreli karsinom

Paraganglioma

Noroblastom

*Prostatik stromal tiimorler

Potansiyeli belirlenemeyen stromal timor

Stromal karsinom

*Mezenkimal tiimorler

Leiomyosarkom

Rabdomyosarkom

Kondrosarkom

Anjiosarkom

Malign fibroz histiositom

Malign periferal sinir kilifi timorii

Hemanjiom

Kondrom
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Leiomyom

Graniiler hiicreli timor

Hemanjioperistom

Soliter fibroz timor

*Hematolenfoid tiimorler

Lenfoma

Losemi

*Cesitli tiitmorler

Kistadenom

Nefroblastom (Wilms tiimorii)

Rabdoid timor

Germ hiicreli tiimorler

Yolk sak timort

Seminom

Embriyonal karsinom ve teratom

Koryokarsinom

Berrak hucreli adenokarsinom

Melanom

*Metastatik tiimorler

Asiner adenokarsinoma:

Salgi hiicreleri iceren invaziv maligant epitelyal tiimordiir (Jonathan vd 2002). Prostat
adenokarsinomu benign bezlerle ayirimi zor olabilen iyi diferansiye bez yapilarindan,
prostat kokenli oldugu zor anlasilabilen kotii diferansiye tiimorlere kadar degisen bir
spekturumu igerir. Prostat adenokarsinomunun morfolojik &zellikleri niikleer anaplazi,

invazyon, ve yapisal bozukluktur.

Invazyon; diizensiz bezler, bezlerden disariya tek tek diizensiz ilerlemeler yani sira
perindral invazyon seklinde goriilebilir. Yapisal bozukluk; uniform, kivrintili bezler
yerine kiiciik sirtsirta vermis bezler, birlesmis bezler, kribriform yapilar, bez i¢inde

bez, kordonlar ve solid adalar seklinde olabilir (Eble vd 2004, Mostofi vd 1993 ).

Prostatin asiner adenokarsinom (AAK)’u, Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan
atrofik, psodohiperplastik, kopiiksii, kolloid, tash yiiziik, onkositik ve lenfoepitelyoma
benzeri olmak ilizere yedi histolojik alt tipe ayrilir. Bu histolojik alt tipler, yalniz basina
bulunabildigi gibi klasik AAK’a eslik de edebilir (Eble vd 2004, Carter vd 2004) Prostatta
ender goriiliir ve literatiirde bu giine kadar 68 olgu bildirilmistir (Ahn vd 1991, Pedro vd
2006).Bu tiimorlerin ekstraprostatik yayilimi sik olmakla beraber uzak organ metastazlari

sik rastlanan bir bulgu degildir (Minei vd 2001, McKenney vd 2004)
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Prostat adenokarsinomunun makroskopik olarak tanimlanmasi, radikal prostatektomi
orneklerinde genellikle zordur ve mikroskopik inceleme gereklidir . Bununla birlikte gri-
sarimtrak renkte, sinirlar1 ¢evre dokudan tam olarak ayirt edilemeyen, sert bir alan olarak
izlenir. Mikroskopik olarak prostat adenokarsinomu genis bir spektrum sergiler; anaplastik
tiimorden, nonneoplastik gland ile ayirimi oldukga zor olan iyi diferansiye neoplazma

kadar uzanir (Rosai ve Ackerman 2004)

Cogu prostat adenokarsinomu, bir veya daha fazla pattern olusturan asinuslardan
meydana gelir. Tani, yapisal ve sitolojik bulgularin kombinasyonuna baghdir. Isik
mikroskobunda goriilen 6zellikler tani icin genellikle yeterlidir. Fakat nadir olgularda

immunhistokimyasal inceleme yararl olabilir (Coter vd 2003)

Gland olusturan karsinomlarda, glandlar prostat dokusuna gore daha kalabalik olarak
izlenir. Prostat adenokarsinomunda glandlar tipik olarak gelisiglizel bir sekilde biiyiir.
Glandlar birbirlerine dik olarak yerlesir Infiltratif yapmin diger bir patterni biiyiik benign
glandlarin  arasinda  kiigiik atipik glandlarin  yerlesmis olmasidir.  Glandiiler
diferansiasyonun kayb1, kribriform sekilli formasyonlar, birlesmis glandlar, sekli bozulmus
gland yapilan ile benign glandlar arasindaki ayirim, yapisal patterne dayali olarak daha
belirgin hale gelir. Indiferansiye prostat kanseri ise solid adalar, hiicre kordlar1 ve izole tek

tek hiicrelerle karakterizedir ( Eble vd 2004).

Mikroskopik grade sistemi, Gleason ve beraberinde Veterans Administration
Cooperative Urological Research Group (VACURG) tarafindan gelistirilmistir (Epstein ,
Rosai 2004).En yaygin olarak kullanilan grade sistemidir (Epstein 2004, De Marzo vd
2003).Glanduler diferansiasyonun derecesi, timdriin biiyiime patterni ve stroma ile iliskisi
kiigiik biiyiitmede degerlendirilir. Hem primer (baskin) hem de sekonder (ikinci en sik)
pattern saptanir. Grade 1 ile 5 arasinda degerlendirilir. 1 en diferansiye, 5 en az diferansiye
histolojik pattern gosterirse, primer ve sekonder pattern olarak ayni grade verilir. Gleason
skor 2 (1+1) ile 10 (5+5) arasinda degisir (Epstein , Rosai 2004). Gleason skor, primer ve

sekonder patternin toplamindan olusur.

Biopside tanimlanan Gleason grade ile takip eden radikal prostatektomi Orneklerinde

izlenen grade oldukga tutarlidir. Gleason skoru 5-6 olan biopsi drneklerinden sonra radikal
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prostatektomilerinde %64 oraninda ayni grade izlenmistir. Gleason skoru 7 veya daha fazla

olan biopsilerde ise bu oran %87.5 olarak bulunmustur .

GLEASON MIKROSKOPiK GRADE SISTEMIi

PCa agresifligini dereceleyen histopatolojik metod Donald F. Gleason tarafindan
gelistirildi. Gleason skorlama sistemi 1960 ve 1975 yillarindaki 4000’ den fazla PCa
hastasinin biyopsi ve rezeksiyon érneklerinin histopatolojik incelemesi sonrasi olusturuldu

(Gleason 1960)

Bu sistem, diger tiimor patolojik evreleme sistemlerinden farkli olarak tiimdriin sitolojik
ozellikleri yerine prostat dokusu iginde tiimdre ait yapilarin mikroskopik incelemesinde,
diisiik ve orta biiylitmedeki yapisal diizenini temel almigtir. Timor farklilasmasi en iyiden
en kotliye dogru ve 1’ den 5’ e kadar derecelenmistir. Yapisal diizenlenmeye dayali
derecelemeye gore kendi icinde histolojik farkliliklar gdsteren tiimorlerde baskin ya da
primer patern yaninda ikinci sik goriilen patern de kaydedilmektedir. Eger tek patern
izleniyorsa izlenen patern kendisi ile toplanmaktadir. Birinci ve ikinci patern sagkalim
tizerine tek baslarina benzer korelasyon gostermekteyken iki paternin toplami olan Gleason

skoru sagkalim ile en giiglii korelasyonu gostermektedir (Harnden vd. 2007).
Giliniimilizde prostat kanseri seyrini ongoérmede en fazla kabul goren oOl¢iit Gleason
derecesidir ve giivenilir bir evreleme sistemi oldugunu kanmitlamigtir (Epstein vd 1996,

Partin vd 1997)

Tablo 2.3 Gleason Derecelendirmesi

Patern 1: Uniform, yakin diizenlenme gosteren, benign bezlere benzer oval, yuvarlak

orta boy bezlerin olusturdugu iyi sinirlt nodiil seklinde

Patern 2: Iyi smirli, orta boy neoplazik bezlerin yer yer gevreye uzanim gosterdigi

cesitli sekil ve boyutta, benign bezlere benzer orta boy bezler seklinde.

Patern 3: Infiltratif, cesitli boyut ve sekillerde bezler. Patern 1 ve 2 deki bezlerden

kiicilik, ayn1 veya daha biiyiik bezler arada belirgin stromal alan mevcut

Patern 4: Infiltratif, i¢ ice ge¢mis bezler, kétii sinirl1, liimeni belirli olmayan kiigiik

bezler, genis kribriform yapilar, renal hiicreli karsinoma benzer alanlar.
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Patern 5: Glandiiler diferansiasyon olmaksizin solid alanlar, kordonlar, tek tek
hiicreler, ortalarinda nekroz olan solid, kripriform yapilar.

Gleason skoru, en fazla goriilen patern ile ikincil goriilen pa paternin
toplanmasiyla elde edilir (Gleason skor 4+3=7 gibi). Sadece tek patern

goriildiigiinde skor paternin kendisiyle toplanmasi ile elde edilir (Gleason skor 3+3= 6
gibi).

Ozelikleri: (Rosai 2004)

1- En nadir pattern olup genellikle yuvarlak, diizgiin sinirli uniform glandlarin sik olarak

bir araya gelmesinden olugmustur.

2-Daha az uniform glandlar, gevsek olarak bir araya gelmistir. Glandlar arasinda az

miktarda stroma bulunur ve kenarlar daha diizenlidir.

3a-Glandlarin 6l¢ii ve sekillerinde biiyiik farkliliklar vardir. Sik olarak yerlesmislerdir.

Fakat diizensizdirler ve iyi siirli degildirler.

3b- 3a’ya benzer, ¢ok kiiciik glandlar ve ufak hiicre kumelerinden olusur.

3c-Timor papiller veya gevsek kribriform yapilarin keskin ve diizgiin sinirli yuvarlak
kitlelerinden olugsur. Bazi yazarlar bunu papiller intraduktal tiimér olarak
isimlendirmektedir.

4a-Diizensiz sinirli, duzensiz infiltrasyon gosteren birlesmis glandlardan olusur.

4b-4a’ya benzer, beraberinde genis soluk hiicreler vardir.

5a-Santral nekrozlu, keskin dairesel yuvarlak kitle olusturan, solid kribriform karsinom

(komedokarsinom)

5b- Anaplastik karsinom, sadece adenokarsinom tanisi icin yeterli gland ve vakuol

formasyonu bulunur .
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2.3. Metilasyon-spesifik MLPA (MS-MLPA)

Metilasyon-spesifik multipleks ligasyon-bagimli amplifikasyon yontemi (MS-MLPA)
tek bir deneyde birden fazla genin DNA promotdr metilasyonundaki degisikliklerin yari
kantitatif tespitine izin veren polimeraz zincir reaksiyonuna dayali bir tekniktir.
Metillenmis ve metillenmemis genler arasindaki ayrim, metilasyon-duyarli restriksiyon
enzimi Hhal i¢in bir tanima bdlgesi i¢eren problarin belirlenmesine dayanmaktadir. MS-
MLPA yontemi, kanser dahil olmak iizere ¢esitli hastaliklarda uygulanmaktadir (Agundez
vd 2011, Cabello vd 2011).

Metilasyon spesifik MLPA (MS-MLPA) metilasyon profili i¢in bir yari-nicel bir
yontemdir. MS-MLPA kopya sayis1 tespiti bir metilasyon-duyarl restriksiyon enziminin

kullanilmasiyla kombine edilen MLPA tekniginin bir ¢esitidir (WEB_6, 2013).

MS-MLPA artik epigenetik degisikliklerin tespiti i¢in yaygin olarak kullanilir. Baslica
uygulamalarindan biri Prader Willi/Angelman ve Beckwith Wiedemann/RSS sendromu
gibi imprinting hastaliklarda metilasyon tespitidir. MS-MLPA ayni zamanda timor
ilerlemesine ya da kemoterapétik ajanlara dirence yol acan tiimor baskilayici genlerin
transkripsiyonel inaktivasyonunu incelemek icin kullanildigi timor analizlerinde kullanilir.
Anormal metilasyon paternlerinin tespiti, bdylece daha yakindan timor tipinin incelenmesi
i¢in de kullanilabilir (Web_6, 2013).

MS-MLPA protokolii, her MS-MLPA reaksiyonu i¢in iki 6rnekten olustugu disinda
standart MLPA’ya ¢ok benzerdir. Bu iki 6rnek su sekildedir; kopya sayisi tespiti igin bir
pargalanmamis Ornek ve metilasyon tespiti i¢in bir parcalanmig 6rnek. MS-MLPA
prosediirii 5 asamaya ayrilabilir (Sekil2.): 1. DNA denatiirasyonu ve MLPA problarinin
hibridizasyonu, 2. Ligasyon ve parcalanma, 3. PCR, 4. Kapiller elektroforez ile
amplifikasyon tiriinlerinin ayristirilmasi, 5. Veri analizi. Metilasyon tespiti i¢in MS-MLPA
problari, hedef dizinin metilasyon-duyarli endoniikleaz Hhal’in restriksiyon bdlgesi icerigi
disinda, diger MLPA problara benzerdir Digeri, hibridize edilmis problar ligasyona
ugrarken (Sekil 2. Asama 2) Hhal endoniikleaz ortalamasi ile inkiibe edilir. Problarin
hibridleri ve metillenmemis DNA 6rnegi Hhal enzimi ile parcalanir. Pargalanan problar
PCR sirasinda katlanarak amplifiye edilemez (Sekil 2. — Asama 3) ve bu yiizden kapiller

elektroforez sirasinda bir sinyal iiretemezler (Sekil 2.- Asama 4). Aksine, 6rnek DNA
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metillenirse DNA-prob hibridleri Hhal pargalanmasina karsi korunur ve baglanmis problar

bir pik olusturur

Methylated Target Unmethylated Target
M
|

M
Denaturation and Hybridization

h&h_——/

M

Ligation and Digestion
Q walh methylation-sensilive endonucleaso

Hkl

PCR with universal primers X and Y
exponential amplification of ligated, undigested probes only

X Y
3

Fragment Analysis & Sample Comparison

..... ‘~ L?.-,._D_',_'_'LLL ;‘_L'JI _Il\‘ll}UJ

Sekil 2.13. MS-MLPA reaksiyonunun asamalar1 (Web_13, 2013).

Calismamizda kullanilacak olan SALSA MS-MLPA ME002-B1 tumor suppressor
probemix i¢cinde mevcut olan kontrol problar1 ve incelenecek genlere ait problarinin

listesi Tablo 2.4°de verilmistir.



Tablo 2.4 SALSA MS-MLPA MEQ02-B1 tumor suppressor probemix i¢inde mevcut
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olan kontrol problart ve incelenecek genlere ait problarmin listesi (Web_6, 2013 MRC

Holland).

Uzunluk SALSA MLPA Prob Hhal Kromozomal
(nt) Bolgesi pozisyon

64-70-76- Q-fragmentleri: DNA miktari; en az 100 ng 6rnek DNA ile sadece
82 goriliniir

88-92-96 D-fragmentleri: 88 ya da 96 nt fragmentin diisiik sinyali eksik

denatiirasyon gosterir

100 X-fragmenti i¢in spesifik
105 Y-fragmenti i¢in spesifik
136 Reference (CREM) probe 00981-L.00566 - 10p11.21
140 BRCAL probe 03296-L.01269 + 17q921.3
148 BRCA2 probe 02285-L01776 + 13g13.1
154 Reference (CFTR) probe 02944-L02376 - 7931.2
160 ATM probe 03023-L02413 + 11qg22.3
168 TP53 probe 02374-L02530 + 17p13.1
175 Reference (PTCH1) probe 03708-L03162 - 9g22.3
183 PTEN probe 03808-L02169 + 10g23.3
191 MGMT probe 05670-L05146 + 10026.3
202 Reference (MLH3) probe 01245-1L.00793 - 14924.3
208 PAX5 probe 03750-L03210 + 9p13.2
219 CDH13 probe 02257-L01742 + 16923.3
229 Reference (PAH) probe 02334-L01820 - 12923
238 TP73 probe 1684-L.1264 + 1p36.3
247 WT1 probe 02755-L02204 + 11p13
256 Reference (PMP22) probe 01462-L.00927 - 17p12
265 VHL probe 03818-L03850 + 3p25.3
273 GSTP1 probe 02747-L.02174 + 11g13.2
281 Reference (TSC2) probe 01832-L01397 - 16p13.3
292 CHFR probe 02737-L02164 + 12qg24.3
301 ESR1 probe 02746-L02173 + 6025.1
310 Reference (CDKG6) probe 03184-L.02523 - 7021.3




319 RB1 probe 02734-L02161 13q14.2
328 MSH6 probe 01250-L00798 2pl16.3
337 Reference (APC) probe 01700-L01341 5022.2
346 MGMT probe 13716-L15582 10g26.3
355 THBS1 probe 01678-L17140 15q14
364 CADML1 probe 03638-L17141 11923
373 Reference (PTEN) probe 03638-L17142 10923.3
382 STK11 probe 06783-L17143 19p13.3
390 Reference (KLK3) probe 00713-L00108 19q13.3
398 PYCARD probe 02252-L01737 16p11.2
409 PAX6 probe 03749-L03209 11p13
418 Reference (ATM) probe 02670-L02137 11923
427 CDKNZ2A probe 01530-L00955 9p21.3
434 GATADS probe 03752-L06199 20013.3
445 Reference (1L2) probe 00627-.00183 4927
453 RARP probe 04046-L02172 3p24.2
462 CD44 probe 04500-L02761 11p13
472 RB1 probe 04502-L.02199 13q14.2
483 Reference (CASR) probe 02683-L02148 3021

35
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3. MATERYAL VE METOD

5 temel basamakta arastirmamiz gergeklestirilmistir:
1. Materyallerin toplanmast,
2. FFPE doku 6rneklerinden genomik DNA izolasyonu,
3. izole edilen genomik DNA o&rneklerinin konsantrasyonlarinm ve saflik
degerlerinin belirlenmesi,
4. 1zole edilen DNA 6rneklerinin MS-MLPA yontemiyle analizi,

5. Istatistiksel analiz.

3.1. Materyallerin Toplanmasi

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali’nda,
histopatolojik olarak incelenen “Prostat kanseri” tanisi almig 80 olgu ¢alismaya dahil
edildi. Calismada, olgulara ait %10 formaldehit soliisyonu ile tespit edilmis, parafin
bloklara gomiilii (FFPE) doku 6rnekleri kullanildi. Tiim olgulardan tiimér dokusunu en
1yl yansitan, i¢inde nekroz, kanama, inflamatuar hiicre ve stromal elemanlarin en az
oldugu alanlar1 iceren kesitler belirlenerek, bu kesitlere ait parafin bloklardan genomik
DNA izolasyonu i¢in 10 mikron kalinhiginda ardisik seri kesitler alindi. Doku
orneklerinin elde edildigi vakalara ait yas, TNM evre ve Gleason Skorlamasi gibi

klinikopatolojik parametreler patoloji raporlari incelenerek kaydedildi.

3.2. Formalinle Fikse Edilmis Parafine Gomiili (FFPE) Prostat Dokularindan
Genomik DNA izolasyonu

Calismaya dahil edilen 80 olguya ait formalinle fikse edilmis parafine gémiilii doku
orneklerinden genomik DNA izolasyonu, ticari kit (QIAamp DNA Mini Kit-Qiagen,
Germany) yardimi ile gergeklestirilmistir. Kitin igerigi ve kimyasal miktarlar1 asagidaki

tabloda gosterilmistir:
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Tablo 3.1 DNA izolasyon kiti (QIAamp DNA Mini Kit) igerigi

Kit Icerisindeki Bilesenler Miktarlar (50 6rnek icin)
QlAamp Mini Spin Kolonlar 50 adet
Toplama Tiipleri (2ml’lik) 150 adet
AL Tamponu 12 ml
ATL Tamponu 10 mi
AW1 Tamponu (konsantre) 19 mi
AW?2 Tamponu (konsantre) 13 mi
AE tamponu 22 ml
Proteinaz K 1.25 ml

DNA izolasyonuna baslamadan, kit de yer alan AW1 ve AW2 tamponlarinin
hazirlanma siireci tiretici firmanin belirttigi sekilde ayr1 ayr1 35 ml % 100 etanol ilave

edilerek hazir hale getirildi.

Uretici firmanin belirttigi sekilde, formalinle tespit edilmis parafine gémiilii (FFPE)

mesane dokularindan DNA izolasyonu i¢in asagidaki basamaklar sirayla uygulandi:

3.2.1. DNA izolasyon Protokolii

1) Arsiv doku kesitlerinin etrafindaki fazla parafin, steril bistiiri ve pens yardimu ile

uzaklagstirildi.

2) Fazla parafinden mekanik olarak armndirilan doku Ornekleri yeni steril

mikrosantrifiij tiiplerine aktarildu.

3) Orneklere deparafinizasyon igin 1200 ul ksilen (Sigma-Aldrich) ilave edildi ve
2200 rpm’de kuvvetlice vortekslendi (10 kez pulse-vorteks).

4) Ornekler 56 °C’ye ayarli etiivde (Niive) 16-18 saat gece boyu inkiibasyona
birakildi.
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5) Inkiibasyon sonrasinda doku drnekleri oda 1sisinda (15-25 °C), 14.000 rpm’de 5
dk santrifiij edildi.

6) Siipernatant mikropipet ile uzaklastirildi (Peletin dagilmamasina dikkat edildi).

7) Pelete tekrar 1200 ul ksilen ilave edildi.

8) Ornekler oda 1s1sinda (15-25 °C), 14.000 rpm’de, 5 dk santrifiij edildi.

9) Pelet kismina dokunulmadan siipernatant mikropipetle uzaklastirildi.

10) Doku 6rneklerinde artik kalan ksileni uzaklastirmak icin peletlere 1200 pl etanol
(Merck) (% 96-100) eklendi ve 6rnekler birkag kez pulse-vorteks edildi.

11) Ornekler oda 1s1sinda (15-25 °C), 14.000 rpm’de, 5 dk santrifiij edildi.

12) Siipernatant mikropipetle uzaklastirildi (Peletin dagilmamasina dikkat edildi).

13) 10, 11 ve 12. basamaklar tekrar edildi.

14) Orneklerin bulundugu mikrosantrifiij tiiplerinin kapaklar1 agilarak 37 °C’ye
ayarh etiivde, 15 dk inkiibasyona birakilarak, rezidiie etnoliin tamamen uzaklastirilmasi

saglanmistir.

15) Etanol tamamen uzaklastirildiktan sonra peletler, kitle birlikte saglanan 180 ul

doku lizis tamponunda (Buffer ATL) siispanse edildi.

16) Ormeklere, kitle birlikte saglanan 20 pl proteinaz K eklendi ve vortekslenerek

karistirildi. Daha sonra 6rneklere kisa bir santrifiij islemi (short-spin) yapildi.

17) Tiplerin kapaklar1 parafilmle sarilarak, dokunun lizise olmasi i¢in 56 °C’ye

ayarli su banyosunda 16-18 saat (gece boyunca) inkiibasyona birakildi.

18) inkiibasyon sonrast tiipler santrifiijde kisa bir short-spin edildi.



39

19) Orneklere, 200 ul “AL Tamponu” eklendi ve 15 sn pulse-vorteks edilerek
karigtirildiktan sonra 70 °C’ye ayarli su banyosunda 10 dk inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrasinda tiipler kisa bir santrifiij islemi short-spin yapildi.

20) Orneklere, 200 pl “Etanol” eklendi, 15 sn pulse-vorteks edilerek karistirildr ve

sonra tliplere kisa bir short-spin yapildi.

21) Kitle birlikte temin edilen, 2 ml’lik toplama tiipiine yerlestirilmis “QIAmp Mini
spin kolon” hazirlandi ve bir Onceki basamakta elde edilen karisim bu kolonlara

mikropipet araciliiyla aktarildi.

22) Kolonlarin kapaklar1 kapatilarak, 8.000 rpm’de, 1 dk santrifiij edildi. Santrifii
sonrasi kolonlar yeni 2 ml’lik toplama tiiplerine yerlestirildi. Siiziintii bulunan toplama

tiipi atildi.

23) Kolonlarin kapaklar1 agilarak, kolonlara kitle birlikte saglanan 500 pl yikama
tamponu (AW 1 Tamponu) eklendi. Kolonlarin kapaklari kapatilarak 8.000 rpm’de, 1 dk
santrifiij edildi. Santrifiijden sonra kolonlar, kitle birlikte temin edilen temiz 2 ml’lik

toplama tiipiline yerlestirildi ve siiziintii iceren toplama tiipleri atildi.

24) Kolonlarin kapaklar1 agilarak, igerilerine kitle birlikte saglanan 500 ul yikama
tamponu (AW2 Tamponu) eklendi. Kolonlarin kapaklar1 kapatilarak 14.000 rpm’de 3
dk santrifiij edildi.

25) Protokoliin Onerisi lizerine; temiz toplama tiiplerine yerlestirilen kolonlar, 14000

rpm’de 1 dk santrifiij edildi.

26) Santrifiij isleminden sonra kolonlar steril 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine
yerlestirildi. Kolon kapaklar1 agilarak igerilerine kitle birlikte saglanan 100 pl eliisyon
tamponu (AE Tamponu) eklendi ve oda sicakliginda (15-25 °C), 5 dk inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyondan sonra kolonlar 8.000 rpm’de, 1 dk santrifiij edilerek prostat

doku 6rneklerinden genomik DNA izolasyonu tamamlanmis oldu.
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27) izole edilen DNA &rnekleri ¢alismanin diger asamalarma kadar -20 °C’de

saklandi.

3.3. izole Edilen Genomik DNA Orneklerinin Konsantrasyonlarmm ve Safhk

Degerlerinin Belirlenmesi

Toplam 80 adet ‘Prostat kanser’ tanist almig prostat doku 6rneklerinden izole edilen

genomik DNA orneklerinin konsantrasyonlari ve safliklari, spektrofotometrik yontemle
(Thermo, Nanodrop 2000C) belirlendi.

Konsantrasyon 6l¢iimii 6ncesi, DNA o6rnekleri 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tliplerinde
1/50 oraminda sulandirilip hazirlandi. Oncelikle, sulandirma igin mikrosantrifiij
tiiplerine 49 pl Dnaz/Rnaz-free su konuldu ve izole edilen DNA’lardan 1 pl alinip
suyun igerisine birakildi ve mikropipetle pipetaj yapilarak homojenize edildi. 1/50
oraninda sulandirilan DNA’lar daha sonra tek kullanimlik spektrofotometre kiivetlerine
aktarilip, spektrofotometrenin dsDNA programinda konsantrasyon ol¢iimii yapildi.
Olgiim isleminden sonra 80 ornege ait “Konsantrasyon, A260, A280, A260/280
degerleri’’ kaydedildi ve her bir 6rnegin “stok konsantrasyonlari” hesaplandi. Sonugta

final DNA konsantrasyon degeri asagida gosterilen formiille hesaplandi:

Konsantrasyon (pg/ml) = Absorbans (A260) x 50° x Sulandirma Faktorii

(*: Spektrofotometre cihazinda 260 nm dalga boyunda alinan 10D (optik dansite)
degeri 50 pg/ml DNA konsantrasyonuna esittir)

3.4. Izole Edilen DNA Orneklerinin MS-MLPA Yéntemiyle Analizi
Izole edilen DNA 6rneklerinde standart MLPA reaksiyonlar1 gibi DNA

denatiirasyonu ve MLPA problart ile spesifik hedef DNA’larin bir gecelik

hibridizasyonu agamalar1 ger¢eklestirildi.
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3.4.1. DNA denatiirasyonu ve SALSA MS-MLPA MEQ02-B1 tumor suppressor

probe mix hibridizasyonu

- Orneklerden elde edilen DNA’dan 5 pl (50-200 ng DNA) alind.

- Ornekler 200 ul lik PCR strip tiiplerine aktarildi.

- 98 °C’de 5 dk. Thermal Cycler cihazinda bekletilerek DNA’nin denatlirasyonu
saglandi.

- Sonrasinda Thermal Cycler cihazinin kapagi agilmadan 25 °C’ye getirilip 6rnekler
sogutuldu (Bu bekleme sirasinda prob mix hazirlandr).

- Prob mixin hazilanisi; 1.5 pl SALSA MS-MLPA MEQ02-B1 tumor suppressor
probe mix ve 1.5 ul MLPA Buffer (Calisilacak 6rnek sayisinda bir fazla olacak sekilde
prob mix hazirlandi) mikropipetle alinip eppendorf tiipiine aktarilip karistirildi.

Tablo 3.2. Prob mixin igerigi

1 ORNEK 10 ORNEK
SALSA PROBE MIX 1.5 ul 15 ul
(Siyah Kapak)
MLPA BUFFER 1.5 ul 15 ul
(Sar1 Kapak)

- 25 °C’deki DNA ornelerinin tizerine 3 pl prob mix ilave edilip pipetaj ile
homojenize edildi.

- Sonraki asamada buharlagmay1 6nlemek i¢in PCR strip tiiplerinin iizerine 5 pl
mineral yag eklenmeli (Biz bu asamayi1 ¢calismamizda uygulamadik).

- Daha sonra 95 °C’de 1 dk. Inkiibe edilip, 6rnekler 60 °C’de 16 saat hibridizasyona

birakildi (Inkiibasyon siiresi 16 saatten az 24 saatten fazla olmamalidir).

3.4.2. Ligasyon ve enzim kesim reaksiyonu

Hibridizasyon sonrasi reaksiyon iki ayri tiipe boliinerek hem standart MLPA

reaksiyonu hem de metilasyona spesifik yontem uygulandi.

- Hibridizasyon siiresi bitiminde Thermal Cycler cihazinin 1sis1 oda sicakligina

getirildi (54 °C).
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- Ligaz 65 mix ve Ligaz 65 mix enzimli soliisyonlar hazirlandi (Calisilacak 6rnek

sayisindan bir fazla olacak sekilde hazirlandi).

Tablo 3.3. Ligaz 65 mix igerigi

1 ORNEK 10 ORNEK
H20 25 ul 250 ul
Ligaz-65 Buffer A (Saydam 3ul 30 ul
Kapakli)
Ligaz-65 Buffer B (Beyaz 3ul 30 ul
Kapakli)
Ligaz -65 (Yesil Kapakli) 1 ul 10 pl
Tablo 3.4. Ligaz-65 mix enzimli igerik
1 ORNEK 10 ORNEK
H20 25 ul 250 ul
Ligaz-65 Buffer A (Saydam 3ul 30 ul
Kapakli)
Ligaz-65 Buffer B (Beyaz 3l 30 ul
Kapakli)
Ligaz -65 (Yesil Kapakli) 1 ul 10 pl

Hhal enzimi

- Termal cycler cihazindaki 54 °C’deki ayrilan 6rneklerin 1. tiip lizerine her 6rnek icin

32 pl Ligaz-65 mix ilave edilerek pipetajla karistirildi.

- 2. tiipe her 6rnek i¢in  pul Ligaz-65 mix enzimli ilave edilerek pipetajla karistirildi.

- 54 °C’de 15dk bekletildi

- Hibridizasyon iirliniine her 6rnek i¢in 3pl Ligaz-65 buffer A ve 10ul su ilave edildi

ve pipetajla karistirildi.

- Bu karigimin 10ul’si ikinci bir tiipe aktarildu.
- Her iki tiip Termal Cycler cihazinda en az 1 dakika 49 °C’de inkiibe edildi.

- {1k tiipe 49 °C’de 10 ul Ligaz-65 karigimi ilave edildi (Kopya sayis testi).
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- Ikinci tiip yine 49 °C’de 10 ul i¢inde Hhal enziminin de oldugu Ligaz-Kesim
karisimi ilave edildi (Metilasyon testi).

- Her iki tiip 49 °C’de 30 dk. Inkiibasyona birakildi.

- Daha sonra 98 °C’de 5 dk. Bekletilerek ligaz inaktivasyonu saglandi.

Ligaz-65 Karisimi: Her 6rnek i¢in 1.5ul Ligaz-65 buffer B (beyaz kapakli), 8.25ul su,
0.25ul Ligaz-65 enziminin (yesil kapakli) karistirilmasiyla hazirlandi.

Ligaz-Kesim Karisimi: Her 6rnek igin, 1.5ul Ligaz-65 buffer B (beyaz kapakli), 7.75ul
su, 0.25ul Ligaz-65 enzimi (yesil kapakli) ve 0.5ul Hhal enziminin (10 {nite/ul)

karistirtlmasiyla hazirlandi.

3.4.3. Amplifikasyon (PCR)

Hem standart MLPA reaksiyonu hem de metilasyona spesifik MLPA islemleri
yapilan tiiplerin amplifikasyonlar1 yapilip kapiller jel elektroforez cihazinda

degerlendirilebilmek i¢in asagidaki protokollerle PCR islemine tabi tutuldu.

- Ligasyon ve enzim kesim reaksiyonu iiriiniinden 5 pl alinarak yeni PCR strip
tiiplerine aktarildi.
- Daha sonra ligasyon ve enzim kesim {iriinii konmus her strip tiipline sirasiyla:
- 2 ul SALSA PCR buffer (kirmizi kapakli)
- 13 pl distile su
- 5 pl Polimeraz miks,

konularak PCR baslatildi.

- Polimeraz miskin hazirlamisi: Her PCR reaksiyonu i¢in; 1 pl SALSA PCR-primer
(kahverengi kapakli), 3.75 pl distile su ve 0.25 ul SALSA polimeraz (turuncu kapakli)

eklenerek iyice karigtirildi.
5.PCR sartlari: 35 dongii icin
Denatiirasyonda: 95 °C’de 30 saniye

Annealingde: 60 °C’de 30 saniye
Ekstansiyonda: 72 °C’de 60 saniye beklendi.
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En son Final Ekstansiyonda: 72 °C’de 20 dakika inkiibe edildi.

3.4.4. Beckman Coulter CEQ™ 8000 Genetic Analysis System cihazina yiikleme

- PCR bitiminde elde edilen iiriinlerden 3 pl alinarak Beckman Coulter CEQ™ 8000
genetik analiz sistem cihazinin yiikleme tiiplerine aktarildi.

- Daha sonra iizerlerine: 0.5 pl internal size standart (Rox 500) ve 12 pl deiyonize
formamid konularak pipetajla homojenize edildi.

- Ornekler 94 °C’de 4 dk Thermal Cycler cihazinda bekletilerek denatiirasyonlar:
saglandi.

- Devaminda 6rnekler buz iizerine alindi.

- Beckman Coulter CEQ™ 8000 genetik analiz sistem cihazinda; 15 kV’de 5 saniye
injeksiyon zamani, 60 °C’de ve 15 kV’de 25 dakika yiiriitme zamani, filitre C sartlar
saglandi.

- Daha sonrasinda 6rnekler Beckman Coulter CEQ™ 8000 genetik analiz sistem
cihazina yiiklenilerek, Gene Mapper programinda okutulmaya baslandi.

- Her 6rnege ait pik goriintiileri elde edildi.

3.4.5. Degerlendirme

Normal MLPA caligmalarinin degerlendirme basamaginda, okutulan 6rneklerin pik
alanlar1 ve prob uzunluklar1 44TERT dosyas: formatinda kaydedilir. Spesifik olmayan
amplifikasyon pik iiriinleri kaldirilir. Normal ve test drneklerine ait sadece beklenen
MLPA iirtinlerinin pik alanlar1 kaldiginda problarin elde edilen boyut ve pik alanlari
MLPA analiz programlariyla degerlendirilir.

MS-MLPA yonteminde hasta degerlendirme sekli diger MLPA problarina gore
farkliliklar gostermektedir: Normal MLPA caligmalarinin degerlendirmesinde, hastalara
ait DNA’lardan elde edilen pik alanlariin diger saglikli kontrollere ait pik alanlariyla
karsilastirilmasi biiyiik 6nem tasir. MS-MLPA’da ise pik alan ve biiytikliigii degil, pikin
varligt ya da yoklugunun belirlenmesi yeterli olmaktadir. MS-MLPA c¢alismasinda
ornekler iki gruba ayrildi. Bir grupta normal MLPA reaksiyonu gerceklestirilirken
digerinde metilasyona duyarl enzim reaksiyonu gerceklestirildi. Calismanin sonucunda

bir ornege ait iki ayr1 reaksiyondan elde edilen iiriinlere ait pik goriintiisii elde edildi.
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Caligmamizda metilasyon degerlendirilmesi hedeflendigi i¢in enzim ile kesimi yapilmis
orneklere ait pikler analiz edildi. Ancak yontemin kendi ig¢inde olusturdugu internal
kontrol basamagi olarak ilk etapda enzim ile kesime tabi tutulmamis 6rneklere ait pikler
incelenerek, arastirilacak genlerin, prob bolgelerinin varligi kontrol edildi. Bu kontrol

sonrasinda herhangi bir pik kayb1 olmayan o6rnekler ile ikinci agamaya gecildi.

Degerlendirmenin ikinci asamasinda enzim kesimine tabi tutulmus orneklerden elde
edilen pik gorintiileri incelendi. Kullanilan kit igerisinde kontrol prob bdlgeleri
bulunmaktadir. Normal kosullarda sadece kontrol bolgelerine iligkin pikler elde edilir.
Prob bolgelerinde metilasyona spesifik endoniikleazlara 6zgii tanima bolgeleri
bulunmadigindan enzim ile kesim olmamakta, ligasyona bagli olarak pikler elde
edilmektedir. Bu kontrol bolgelerine ait piklerden bagka pik olup olmadig1 Genemapper
programi ile degerlendirilir. Calismamizda kullandigimiz metilasyon spesifik bir
restriksiyon enzimi olan Hhal, tanidig1 bolgelerin metile olmamasi durumunda diziyi
keserek, ligasyon olusmasini engeller. Boylece bu prob bolgesi PCR ile ¢ogaltilamaz ve
pik elde edilemez. Eger incelenen prob bolgesi 45 TERT45nmis ise Hhal enzimi bu
prob dizisini kesemez. Kesilmeyen prob bolgesinde ligasyon islemi gergeklesir ve
ligasyon ile birlestirilen problar PCR ile amplifiye olur. Amplifiye olan problardan da
pik elde edilir. Sonug¢ olarak Hhal enzimi ile kesim islemine tabi tutulan ornekler
incelendiginde, Hhal enzim kesim bdlgesi igermeyen kontrol pikleri diginda saptanan
ekstra pikler, karsilik gelen prob bdlgesinin dolayisiyla bu proba spesifik gen bolgesinin
metile oldugunu ifade etmektedir. Bu kriterler dogrultusunda ¢alismamamizda 6rnekler

Genemapper programi ile tek tek incelenerek metile olan prob bdolgeleri tespit edildi.

3.5. istatistiksel Analiz

Prostat kanseri ile iligskilendirilmis tiimor baskilayict genlerin metilasyon paternleri
ile yas, TNM siniflamas1 ve Gleason Skorlamasi olmak {izere klinikopatolojik 6zellikler
arasindaki iligskinin belirlenmesi i¢in SPSS programi (version 17.0, SPSS Inc., Chicago,
IL, USA) kullanild1 ve tiim analizler i¢in ki-kare testi yapildi. Elde edilen sonuglar i¢in
p<0.05 degeri anlaml1 kabul edilmistir.
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Toplam 80 adet prostat kanser tanis1 almis olgunun prostat dokularindan izole edilen

DNA o6rneklerinin konsantrasyon degerleri ve saflik dereceleri Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1 DNA o6rneklerinin konsantrasyon degerleri ve saflik degerleri

Ornek | Konsantrasyonbirimini A260 A280 A260/280 | AZ260/230

No yaz

1 204,2 4,08 2,02 2,02 2,07
2 91,3 1,82 0,93 2,11 2,11
3 60,2 1,2 0,58 2,04 0,48
4 404,7 8,09 4,08 1,98 2,17
5 207,7 4,15 2,1 1,98 1,89
6 538,5 10,77 5,54 2,2 2,2
7 861,8 17,23 8,79 2,23 2,23
8 306 6,12 2,99 2,04 2,12
9 220,1 4,4 2,12 2,08 2,01
10 184,6 3,69 1,87 1,97 1,97
11 428,1 8,56 4,25 2,01 2,13
12 150,8 3,01 1,45 2,07 1,9
13 88 1,76 0,86 2,04 2,12
14 374 7,47 3,75 2 2,11
15 451,2 9,02 4,56 1,98 2,11
16 597,7 11,95 6,86 1,97 2,26
17 135,9 2,71 1,36 2 2,06
18 292,5 5,84 2,94 2 1,35
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19 697,9 13,95 71 1,96 2,22
20 174,5 3,49 1,73 2,02 2,03
21 281,1 5,62 2,83 1,98 1,95
22 186,5 3,73 1,82 2,05 2,12
23 4213 8,42 4,18 2,02 1,89
24 730,8 14,61 7,52 1,94 2,24
25 41,9 0,83 0,45 1,86 1,38
26 70,4 1,4 0,69 2,01 1,7
27 174 3,48 2,27 1,53 0,77
28 145,8 2,91 1,4 2,08 1,98
29 253,6 5,07 2,46 2,06 1,99
30 407,5 8,15 3,93 2,07 2,07
31 101,5 2,03 1 2,02 2,12
32 25,3 0,5 0,26 1,94 1,23
33 2158 4,31 2,06 2,09 2,06
34 155,2 3,1 1,55 2 1,24
35 150,2 3 1,47 2,04 1,87
36 9,9 0,19 0,1 2,48 0,34
37 65,1 13 0,63 2,05 1,98
33 131,2 2,62 1,29 2,02 1,72
39 114,4 2,28 1,18 1,94 2,12
40 182,1 3,64 1,81 2,01 1,99
41 64 1,28 0,66 1,92 1,83
42 3215 6,43 3,16 2,03 2,1
43 401,8 8,03 3,91 2,06 2,14
44 201,8 4,036 1,99 2,02 2,12
45 285,1 5,7 2,75 2,07 2,08
46 140,4 2,8 1.4 2,01 1,94
47 69,6 1,39 0,73 1,9 1,77
48 203,7 4,075 1,99 2,04 2,14
49 300 0,599 0,326 1,84 1,01
50 1441 2,88 1,48 1,94 1,9
51 77,3 1,54 0,77 2 0,95
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52 293,9 5,87 3,08 1,91 1,49
53 546,1 10,92 5,46 2 2,07
54 91,4 1,82 0,91 2,01 0,63
55 100,4 2 0,98 2,05 1,26
56 45,6 0,91 0,44 2,06 1,7
57 217,8 4,35 2,12 2,05 1,79
58 54,5 1,09 0,63 1,72 0,74
59 92,7 1,85 0,91 2,03 1,42
60 270,9 5,41 2,62 2,07 1,84
61 78.3 1.567 0.75 2.09 1.34
62 265 5.299 2.547 2.08 1.17
63 322.5 6.449 3.15 2.05 1.64
64 1195 2.389 1.138 2.1 0.82
65 745 1.49 0.748 1.99 0.66
66 222.2 4.445 2.186 2.03 0.92
67 522.6 10.451 5.135 2.04 2

68 125.8 2.517 1.234 2.04 1.92
69 572 11.44 5.517 2.07 2.01
70 196.1 3.922 1.909 2.06 1.81
71 229.4 4.587 2.204 2.08 1.27
72 257.4 5.149 2.474 2.08 1.83
73 304.6 6.092 2.947 2.07 1.77
74 316 6.321 3.034 2.08 1.59
75 58.2 1.163 0.567 2.05 0.69
76 306.9 6.138 3.031 2.02 1.83
77 178.6 3.571 1.715 2.08 2.01
78 193.8 3.877 1.962 1.98 1.27
79 224.1 4.482 2.179 2.06 1.91
80 1115 2.23 1.081 2.06 2.03
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4.2. Prostat Kanser Tanis1 Almis Olgulara Ait Klinikopatolojik Parametreler

Calismamiza 80 adet prostat kanser tanili hasta ile baslanmistir fakat ¢alisma

sonunda 4 hastaya ait klinikopatolojik parametrelere ait verilere ulasilamadigi

icin ¢alismamiz 76 prostat kanserli hasta {izerinden gercgeklestirilmistir.

Tablo 4.2 Prostat kanser tanisi almis 76 hastanin klinikopatolojik 6zellikleri

Parametre Hasta sayis1 (%)
Yas
> 65 25 (% 32.89)
<65 51 (% 67.11)
Cinsiyet
Kadin 0 (% 0)
Erkek 76 (% 100)

TNM siniflamasi

T simiflamasi

pT2 48 (% 63.16)
pT3 27 (% 35.52)
pT4 1(% 1.32)
N simiflamasi

NO 0 (% 0)
M simiflamasi

MO 0(%0)
Gleason Skoru

<7 26 (% 34.21)
>7 50 (% 65.79)

Hastalarin yaslarina bakildiginda, 25 (% 32.89) tanesi 65 yas ve istiinde, ve 51 (%

67.11) tanesinin 65 yasindan kiiciik oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.2).

Patolojik evre, patolog tarafindan tiimoriin mikroskop yardimi ile degerlendirildigi
evredir ve TO, Tis, T1, T2a, T2b, T3a, T3b, T4a ve T4b olmak iizere belirlenmistir.
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Patolojik evreye gore, pT2’de 48 (% 63.16) hasta, pT3°de 27 (% 35.52) hasta, pT4’de 1
(% 1.32) hasta bulunmaktadir (Tablo 4.2, Sekil 4.1).

% 1

%27

HpT2
pT3
upT4

% 48

Sekil 4.1 Patolojik evreye gore alt gruplarin yiizdelik dagilimi

Tiimorlerin N-evre siniflamasi, bolgesel lenf nodu metastazina dayanmaktadir ve

Nx (Bolgesel lenf nodu degerlendirilemedi), NO (Bolgesel lenf nodu metastazi yok), N1
(2 cm ya da daha kiigiik tek lenf nodu metastazi var), N2 (2-5 cm arasi boyutlarda tek
lenf nodu ya da 5 cm’den kii¢iik multipl metastaz var) ve N3 (Boyutu 5 cm’den biiyiik
lenf nodu metastazlar1 var) olmak {izere gruplandirilmistir. Bu gruplandirmaya gore,
hastalarin 76 (% 100) tanesinde bolgesel lenf nodu metastazinin olmadigi belirlenmistir.
Caligmaya dahil edilen vakalarda uzak metastaz oldugu tespit edilmemistir ve tiimii MO

olarak belirlenmistir (Tablo 4.2).

Gleason skoruna gore, 76 hastanin, 26 (% 34.21) tanesinin 7’den kiigiik (<7), 50 (%

65.79) tanesinin 7’den biiyiik ve esit (> 7) oldugu gézlenmistir (Tablo 4.2).



o1

60 -~
50 - M <65
H >65
40
HpT2
30 - HpT3
mpT4
20 -
m<7
10 A m>7
[ ]
O T T T T T T 1
<65 265 pT2 pT3 pT4 <7 >7

Sekil 4.2. Prostat kanserli 76 hastanin klinikopatolojik dagilimlari( yas evre ve gleason

skoru tabloya yerlestir.

Sekil 4.2°ye bakildiginda, hasta gruplari arasinda yas grubuna gore 65 yasin
altindaki hastalarin 65 yasin ustiindekilerden fazla oldugu, tiimdr siniflamasina gore
pT2 grubunun en fazla oldugu, Gleason Skorlamasina gore 7’den biiyiik skora sahip

hastalarin daha fazla oldugu gozlenmektedir.

4.3. Metilasyon Profili

Prostat kanser tanisi almig 76 olgunun formalinle fiske edilmis parafine gomiilii
mesane dokusundan elde edilen DNA’lardan MS-MLPA prob seti (ME002-B1 tumor
supressor probe mix, MRC, Hollanda) kullanilarak, BRCA1, BRCA2, ATM, TP53,
PTEN, MGMT, PAX5, CDH13, TP73, WT1, VHL, GSTP1, CHFR, ESR1, RB1, MSH6,
MGMT-2, THBS1, CADM1, STK11, PYCARD, PAX6, CDKN2A, GATAS, RARpS, CD44,
RB1-2 olmak {izere toplam 25 tiimor baskilayict genin promotér CpG
diniikleotidlerindeki hipermetilasyonunun es zamanli olarak Multiplex Ligation-
Dependent Probe Amplification (MLPA) yontemi ile metilasyon paternleri

belirlenmistir.

Prostat kanser tanist almis 76 hastada 25 timor baskilayici gen igin belirlenen

metilasyon yiizdeleri Tablo 4.3’de gosterilmektedir.
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Tablo 4.3 Prostat kanser tanis1 almis 76 hastada kullanilan MS-MLPA MEQ02-B1 prob

setinde yer alan genlerin a¢ilimi ve belirlenen metilasyon yiizdeleri

Gen Genin acik ismi Metilasyon yiizdesi
(%)
BRCA1 Meme kanseri 1 1.32
BRCA2 Meme kanseri 2 0
ATM Ataksi telanjiektazi mutasyonu 3.95
TP53 Timor proteini p53 7.89
PTEN Fosfataz ve tensin homologu 1.32
MGMT 0O6- metil guainin DNA metil transferaz 2.63
PAX5 Box 5 geni 0
CDH13 Kaderin 13, H-kaderin 23.68
TP73 Tumor proteini p73 23.68
WT1 Wilms tiimor geni 1 17.11
VHL VVon Hippel-Lindau 0
GSTP1 Glutatyon S- transferaz Pi geni 31,57
CHFR checkpoint with forkhead and ring finger 0
domains
ESR1 Ostrojen reseptdr 1 17.11
RB1 Retinoblastoma 1 14.47
MSH6 mutS homolog 6 40.79
THBS1 Thrombospondin 1 3.95
CADM1 Hiicre adezyon molekiilii 1 0
STK11 Serin/treonin kinaz 11 0
PYCARD PYD ve CARD domaini 1.32
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PAX6

Box 6 geni

1.32

CDKN2A

Siklin-bagiml kinaz inhibitor 2A

GATAS

GATA baglanan protein 5

RARB

Retinoik asit reseptorii B

34.21

CD44

Kaderin 44

18.42

Prostat kanser tanisi almis 76 hastada MLPA yontemiyle saptanan metilasyona

ugramis genlerin pik goriintiileri Sekil 14.1’den’den Sekil 4.10°a kadar gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Normal metilasyon profiline bir hastanin prostat kanser dokusuna ait enzim

kesimi yapilmig MLPA goriintiisii (61 nolu hasta 6rnegi )
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Sekil 4.4. Prostat kanser dokusunda CDH13, WT1, GSTP1,ESR1,MSH6,RARS geninde

metilasyon saptanan bir hastanin pik goriintiisii (63 nolu hasta)
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Sekil 4.5. Prostat kanser dokusunda RARf, CD44 geninde metilasyon saptanan bir

hastanin pik goriintiisii (49 nolu hasta)



530.588, 8224.634

12500

10000

7500

Diye Signal

S000

2500

55

L 338,78
F 02.05
F 13400
L 220 8D 210,54
' 1
58.14
174.50
I * MSH6 42005
L T 374.20
154.19 RB1
I 445 51
L 434,95
15994 Tp73
F 147 15 36182 || 5gy 83
L 41.80 || 16786 356.05
12045 15843 l [EIREY EETTIrY B e 205 30363 35176
M1z6.44] 15537 ; : L 360,75
Hz4.51 ou T etai 73.03 W02 a7 34 w27 452 12
g 178 53 Lil‘:.n_l
| l..‘m..Jk‘ml bl tes] ) Lol | |Jh L hlf’ il ‘“_J'Llu'l NS
150 200 250 200 250 400 450 500

Size (rt)

Sekil 4.6. Prostat kanser dokusunda TP73,RB1, MSH6 genlerinde metilasyon saptanan

bir hastanin pik goriintiisii (51 nolu hasta)
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Sekil 4.7. Normal prostat dokusu (51 nolu 6rnek)
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Sekil 4.8. Normal prostat dokusu (55 nolu 6rnek)

Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MLPA) yontemi ile MSH6

geninin _metilasyon profili degerlendirildiginde 31 (% 40.79) hastada metilasyon

gozlenirken, 45 (% 59.21) hastada metilasyon gozlenmemistir (Tablo 4.4)
(Tablolarda yalnizca sayilar verilmis olup ylizdelikler dosyadaki ek kisimlarda SPSS

sonuglar1 halinde verilmistir.

Tablo 4.4 Prostat kanser tanis1 almis 76 olguda MSH6 metilasyon profili

MSHG6 metilasyon profili Hasta sayis1 (%)
Metile 31 (% 40.79)
Unmetile 45 (% 59.21)

MSH6 geninin metilasyon profilinin klinikopatolojik ozelliklerle karsilastirilmasi

Tablo 4.5’de gosterilmistir.
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Tablo 4.5 MSHG6 geninin metilasyon profili ve klinikopatolojik parametrelerle iliskisi

Klinikopatolojik . MSHG6 geni mgtilasyonu n=76)
parametreler Metile (n=31) | Unmetile (n=45) P degeri
(% 40.79) (%0 59.21)
Yas
>65 10 15
<65 21 30 0,922
Cinsiyet
Kadin 0 0
Erkek 31 45
TNM siniflamasi
T simiflamasi
pT2 22 26
pT3 ve pT4 9 19 0,241
N siniflamasi
NO 0 (% 0) 0 (% 0)
M siniflamasi
MO 0 (% 0) 0 (% 0)
Gleason Skoru
<7 13 13
>7 18 32 0,239

Tablo 4.5’deki bulgular incelendiginde, MSH6 geninde metile profile sahip 31 (%
40.79) hasta ve MSH6 geninde unmetile profile sahip 45 (% 59.21) hasta saptanmustir.
Yasa gore bakildiginda;, <65 grubunda 21 (%27.63) hastanin, >65 grubunda ise 10 (%

13.16) hastanin MSH6 geninde metile profil saptanmustir. Patolojik tiimor

smiflandirmasina gore, T siiflamasinda pT2 evresinde 22 (% 28.95) hasta, pT3 ve pT4

evresinde 9 (% 11.84) hastanin MSH6 geninde metile profil belirlenmistir. Gleason
skorlamasina gore, Gleason skoru “< 7” olan 13 (% 17.11) hasta, Gleason skoru ‘“>7”
olan 18 (% 23.68) hastanin MSH6 geninde metile profil saptanmistir. MSH6 geni
metilasyon profili ile klinikopatolojik parametreler (yas, evre ve Gleason skor) arasinda

herhangi bir istatistiksel anlamlilik bulunamamistir (p>0.05).

Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MLPA) yontemi ile RARp

geninin _metilasyon profili degerlendirildiginde 26 (% 34.21) hastada metilasyon

gozlenirken, 50 (% 65.79) hastada metilasyon gézlenmemistir (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6 Prostat kanser tanisi almig 76 olguda RARS metilasyon profili

RARp metilasyon profili Hasta sayis1 (%)
Metile 26 (% 34.21)
Unmetile 53 (% 65.79)

RARp geninin metilasyon profilinin klinikopatolojik 6zelliklerle karsilastirilmasi

Tablo 4.7°de gosterilmistir.

Tablo 4.7 RARf geninin metilasyon profili ve klinikopatolojik parametrelerle iliskisi

Klinikopatolojik _ RARp geni mgtilasyonu n=76)
parametreler Metile (n=26) | Unmetile (n=50) P degeri
(% 34.21) (% 65.79)
Yas
> 65 13 12 -
<65 13 38 0,022
Cinsiyet
Kadin 0 (% 0) 0 (% 0)
Erkek 26 50
TNM siniflamasi
T simiflamasi
pT2 12 36 *
pT3ve pT4 14 14 0,027
N siniflamasi
NO 0 (% 0) 0 (% 0)
M siniflamasi
MO 0 (% 0) 0 (% 0)
Gleason Skoru
<7 6 20
>7 20 30 0,140

Tablo 4.7°deki bulgular incelendiginde, RARS geninde metile profile sahip 26 (%
34.21) hasta ve RARp geninde unmetile profile sahip 50 (% 65.79) hasta saptanmustir.
Yasa gore bakildiginda; <65 grubunda 13 (% 17.11) hastanin, >65 grubunda ise 13 (%

17.11) hastanin RARS geninde metile profil saptanmistir. Patolojik tiimor

simiflandirmasina gore, T siniflamasinda pT2 evresinde 12 (% 15.79) hastanin RARf
geninde metile profil belirlenken, pT3 ve pT4 evresinde 14 (% 18.42) hastanin RARf

geninde unmetile profil saptanmistir. Gleason skorlamasina gore, Gleason skoru “< 77

olan 6 (% 7.89) hasta, Gleason skoru “>7” olan 20 (% 26.32) hastanin RARS geninde

metile profil saptanmistir. RARS geni metilasyon profili ile klinikopatolojik

parametrelerden “yas” ve “evre” arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski
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bulunmusken (p<0.05), RARS geni ve Gleason skor arasinda herhangi bir istatistiksel

anlamlilik bulunamamistir (p>0.05).

Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MLPA) yontemi ile GSTP1

geninin _metilasyon profili degerlendirildiginde 24 (% 31.58) hastada metilasyon

gozlenirken, 52 (% 68.42) hastada metilasyon gézlenmemistir (Tablo 4.8).

Tablo 4.8 Prostat kanser tanisi almis 76 olguda GSTP1 metilasyon profili

GSTP1 metilasyon profili Hasta sayis1 (%)
Metile 24 (% 31.58)
Unmetile 52 (% 68.42)

GSTP1 geninin metilasyon profilinin klinikopatolojik 6zelliklerle karsilagtirilmasi

Tablo 4.9°de gosterilmistir.

Tablo 4.9 GSTP1 geninin metilasyon profili ve klinikopatolojik parametrelerle iligkisi

Klinikopatolojik . GSTP1 geni mfatilasyonu (n=76)
parametreler Metile (n=24) | Unmetile (n=52) P degeri
(% 31.58) (% 68.42)
Yas
>65 9 16
<65 15 36 0,562
Cinsiyet
Kadin 0 (% 0) 0 (% 0)
Erkek 24 52
TNM siiflamasi
T simiflamasi
pT2 13 35
pT3 ve pT4 11 17 0.270
N smiflamasi
NO 0 (% 0) 0 (% 0)
M siniflamasi
MO 0 (% 0) 0 (% 0)
Gleason Skoru
<7 7 19
> 7 17 33 0,529

Tablo 4.9°deki bulgular incelendiginde, GSTP1 geninde metile profile sahip 24 (%
31.58) hasta ve GSTP1geninde unmetile profile sahip 52 (% 68.42) hasta saptanmustir.
Yasa gore bakildiginda; <65 grubunda 15 (%19.74) hastanin, >65 grubunda ise 9 (%
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11.84) hastanin GSTP1 geninde metile profil saptanmistir.  Patolojik tiimor

smiflandirmasina gore, T smiflamasinda pT2 evresinde 13 (% 17.11) hastanin GSTP1
geninde metile profil belirlenken, pT3 ve pT4 evresinde 11 (% 14.47) hastanin GSTP1

geninde unmetile profil saptanmistir. Gleason skorlamasina gore, Gleason skoru “< 7”
olan 7 (% 8.75) hasta, Gleason skoru “>7" olan 18 (% 22.37) hastanin GSTP1 geninde
metile profil saptanmistir. GSTP1geni metilasyon profili ile klinikopatolojik

parametreler (yas, evre ve Gleason skor) arasinda istatistiksel olarak bir anlamlilik

bulunamamustir (p>0.05).

Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MLPA) yontemi ile CDH13

geninin _metilasyon profili degerlendirildiginde 18 (% 23.68) hastada metilasyon

gozlenirken, 58 (% 76.32) hastada metilasyon gozlenmemistir (Tablo 4.10).

Tablo 4.10 Prostat kanser tanisi almig 76 olguda CDH13 metilasyon profili

CDH13 metilasyon profili Hasta sayis1 (%)
Metile 18 (% 23.68)
Unmetile 58 (% 76.32)

CDH13 geninin metilasyon profilinin klinikopatolojik 6zelliklerle karsilagtirilmasi

Tablo 4.11°de gosterilmistir.

Tablo 4.11°deki bulgular incelendiginde, CDH13 geninde metile profile sahip 18 (%
23.68) hasta ve CDH13 geninde unmetile profile sahip 58 (% 76.32) hasta saptanmuistir.
Yasa gore bakildiginda;, <65 grubunda 10 (% 13.16) hastanin, >65 grubunda ise 8 (%

10.53) hastanin CDH13 geninde metile profil saptanmistir. Patolojik tiimor

swniflandirmasina gore, T smniflamasinda pT2 evresinde 8 (% 10.53) hastanin CDH13
geninde metile profil belirlenken, pT3 ve pT4 evresinde 10 (% 13.16) hastanin CDH13

geninde unmetile profil saptanmistir. Gleason skorlamasina gore, Gleason skoru “<7”

olan 4 (% 5.26) hasta, Gleason skoru “>7” olan 14 (% 18.42) hastanin CDH13 geninde

metile profil saptanmistir. CDH13 geni metilasyon profili ile klinikopatolojik
parametreler (yas, evre ve Gleason skor) arasinda istatistiksel olarak bir anlamlilik

bulunamamastir (p>0.05).




61

Tablo 4.11 CDH13 geninin metilasyon profili ve klinikopatolojik parametrelerle iligkisi

Klinikopatolojik . CDH13 geni m.etilasyonu (n=76)
parametreler Metile (n=18) | Unmetile (n=58) P degeri
(% 23.68) (% 76.32)
Yas
>65 8 17
<65 10 41 0,233
Cinsiyet
Kadin 0 (% 0) 0 (% 0)
Erkek 18 58
TNM simniflamasi
T siiflamasi
pT2 8 40
pT3 ve pT4 10 18 0,060
N siniflamasi
NO 0 (% 0) 0
M siniflamasi
MO 0 (% 0) 0
Gleason Skoru
<7 4 22
>7 14 36 0,220

Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MLPA) yontemi ile TP73

geninin _metilasyon profili degerlendirildiginde 18 (% 23.68) hastada metilasyon

gozlenirken, 58 (% 76.32) hastada metilasyon gézlenmemistir (Tablo 4.12).

Tablo 4.12 Prostat kanser tanisi almis 76 olguda TP73 metilasyon profili

TP73 metilasyon profili Hasta sayis1 (%)
Metile 18 (% 23.68)
Unmetile 58 (% 76.32)

TP73 geninin metilasyon profilinin klinikopatolojik ozelliklerle karsilastirilmasi

Tablo 4.13’de gosterilmistir.
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Klinikopatolojik . TP73 geni me.tilasyonu (n=76)
parametreler Metile (n=18) | Unmetile (n=58) P degeri
(% 23.68) (% 76.32)
Yas
>65 7 18
<65 11 40 0,536
Cinsiyet
Kadin 0 (% 0) 0 (% 0)
Erkek 18 58
TNM siniflamasi
T simiflamasi
pT2 9 39
pT3 ve pT4 9 19 0,185
N siniflamasi
NO 0 (% 0) 0 (% 0)
M siniflamasi
MO 0 (% 0) 0 (% 0)
Gleason Skoru
<7 5 21 0,510
>7 13 37

Tablo 4.13’deki bulgular incelendiginde, TP73 geninde metile profile sahip 18 (%
23.68) hasta ve TP73 geninde unmetile profile sahip 58 (% 76.32) hasta saptanmuistir.
Yasa gore bakildiginda; <65 grubunda 11 (%14.47) hastanin, >65 grubunda ise 7 (%

9.21) hastanin TP73 geninde metile profil saptanmistir. Patolojik tiimor

simiflandirmasina gore, T siniflamasinda pT2 evresinde 9 (% 11.84) hastanin TP73

geninde metile profil belirlenken, pT3 ve pT4 evresinde 9 (% 11.84) hastanin TP73
geninde unmetile profil saptanmistir. Gleason skorlamasina gore, Gleason skoru “<7”

olan 5 (% 6.58) hasta, Gleason skoru “>7” olan 13 (% 17.10) hastanin TP73 geninde

metile profil saptanmistir. TP73 geni metilasyon profili ile klinikopatolojik parametreler

(yas, evre ve Gleason skor) arasinda istatistiksel olarak bir anlamlilik bulunamamistir

(p>0.05).

Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MLPA) yontemi ile CD44

geninin _metilasyon profili degerlendirildiginde 14 (% 18.42) hastada metilasyon

gozlenirken, 62 (% 81.58) hastada metilasyon gozlenmemistir (Tablo 4.14).
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Tablo 4.14 Prostat kanser tanis1 almis 76 olguda CD44 metilasyon profili

CD44 metilasyon profili Hasta sayis1 (%)
Metile 14 (% 18.42)
Unmetile 62 (% 81.58)

CD44 geninin metilasyon profilinin klinikopatolojik ozelliklerle karsilastirilmasi

Tablo 4.15’de gosterilmistir.

Tablo 4.15. CD44 geninin metilasyon profili ve klinikopatolojik parametrelerle iligkisi

Klinikopatolojik _ CD44 geni me_tilasyonu n=76)
parametreler Metile (n=14) | Unmetile (n=62) P degeri
(% 18.42) (% 81.58)
Yas
>65 5 20
<65 9 42 0,804
Cinsiyet
Kadin 0 (% 0) 0 (% 0)
Erkek 14 62
TNM siniflamasi
T siiflamasi
pT2 6 42
pT3ve pT4 8 20 0,081
N siniflamasi
NO 0 (% 0) 0 (% 0)
M siniflamasi
MO 0 (% 0) 0 (% 0)
Gleason Skoru
<7 5 21
>7 9 41 0,89

Tablo 4.15°deki bulgular incelendiginde, CD44 geninde metile profile sahip 14 (%

18.42) hasta ve CD44 geninde unmetile profile sahip 62 (% 81.58) hasta saptanmuistir.
Yasa gore bakildiginda; <65 grubunda 9 (% 11.84) hastanin, >65 grubunda ise 5 (%

6.58) hastanin CD44 geninde metile profil saptanmustir. Patolojik tiimor

smiflandirmasina gore, T siniflamasinda pT2 evresinde 6 (% 7.89) hastanin CD44

geninde metile profil belirlenken, pT3 ve pT4 evresinde 8 (% 10.53) hastanin CD44
geninde unmetile profil saptanmistir. Gleason skorlamasina gore, Gleason skoru “<7”

olan 5 (% 6.58) hasta, Gleason skoru “>7” olan 9 (% 11.84) hastanin CD44 geninde

metile profil saptanmistir. CD44 geni metilasyon profili ile Klinikopatolojik
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parametreler (yas, evre ve Gleason skor) arasinda istatistiksel olarak bir anlamlilik

bulunamamastir (p>0.05).

Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MLPA) yontemi ile ESR1

geninin _metilasyon profili degerlendirildiginde 13 (% 17.11) hastada metilasyon

gozlenirken, 63 (% 82.89) hastada metilasyon gézlenmemistir (Tablo 4.16).

Tablo 4.16 Prostat kanser tanis1 almis 76 olguda ESR1 metilasyon profili

ESR1 metilasyon profili Hasta sayis1 (%)
Metile 13 (% 17.11)
Unmetile 63 (% 82.89)

ESR1 geninin metilasyon profilinin klinikopatolojik o6zelliklerle karsilastirilmasi

Tablo 4.17°de gosterilmistir.

Tablo 4.17 ESR1 geninin metilasyon profili ve klinikopatolojik parametrelerle iliskisi

Klinikopatolojik . ESR1 geni mgtilasyonu n=76)
parametreler Metile (n=13) | Unmetile (n=63) P degeri
(% 17.11) (% 82.89)
Yas
>65 4 21
<65 9 42 0,858
Cinsiyet
Kadin 0 (% 0) 0 (% 0)
Erkek 13 63
TNM siiflamasi
T simiflamasi
pT2 6 42
pT3ve pT4 7 21 0,163
N smiflamasi
NO 0 (% 0) 0 (% 0)
M siniflamasi
MO 0 (% 0) 0 (% 0)
Gleason Skoru
<7 1 25 -
> 7 12 38 0,027

Tablo 4.17°deki bulgular incelendiginde, ESR1 geninde metile profile sahip 13 (%
17.11) hasta ve ESR1 geninde unmetile profile sahip 63 (% 82.89) hasta saptanmuistir.
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Yasa gore bakildiginda; <65 grubunda 9 (% 11.84) hastanin, >65 grubunda ise 4 (%

5.26) hastanin ESR1 geninde metile profil saptanmistir. Patolojik tiimor

smiflandirmasina gore, T siniflamasinda pT2 evresinde 6 (% 7.89) hastanin ESR1

geninde metile profil belirlenken, pT3 ve pT4 evresinde 7 (% 9.21) hastanin ESR1
geninde unmetile profil saptanmistir. Gleason skorlamasina gore, Gleason skoru “<7”
olan 1 (% 1.32) hasta, Gleason skoru “>7” olan 12 (% 15.79) hastanin ESR1 geninde

metile profil saptanmustir. ESR1 geni metilasyon profili ile klinikopatolojik

parametrelerden yas ve evre arasinda istatistiksel olarak anlamlilik bulunmamisken
(p>0.05), ESR1 geni ve Gleason Skor arasinda istatistiksel olarak bir anlamlilik
bulunmustur (p<0.05).

Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MLPA) yontemi ile WT1

geninin _metilasyon profili degerlendirildiginde 13 (% 17.11) hastada metilasyon

gozlenirken, 63 (% 82.89) hastada metilasyon gézlenmemistir (Tablo 4.18).

Tablo 4.18 Prostat kanser tanisi almis 76 olguda WT1 metilasyon profili

WT1 metilasyon profili Hasta sayis1 (%)
Metile 13 (% 17.11)
Unmetile 63 (% 82.89)

WT1 geninin metilasyon profilinin klinikopatolojik &zelliklerle karsilastiriimasi
Tablo 4.19°da gosterilmistir.

Tablo 4.19’daki bulgular incelendiginde, WT1 geninde metile profile sahip 13 (% 17.11)
hasta ve WT1 geninde unmetile profile sahip 63 (% 82.89) hasta saptanmistir. Yasa gére

bakildiginda; <65 grubunda 10 (% 13.16) hastanin, >65 grubunda ise 3 (% 3.95)

hastanin WT1 geninde metile profil saptanmustir. Patolojik tiimér siniflandirmasina gore,

T smiflamasinda pT2 evresinde 7 (% 9.21) hastanin WT1 geninde metile profil
belirlenken, pT3 ve pT4 evresinde 6 (% 7.89) hastanin WT1 geninde unmetile profil

saptanmustir. Gleason skorlamasina gore, Gleason skoru “<7” olan 3 (% 3.95) hasta,

Gleason skoru “>7” olan 10 (% 13.16) hastanin WT1 geninde metile profil saptanmistir.
WT1 geni metilasyon profili ile klinikopatolojik parametreler (yas, evre ve Gleason skor)

arasinda istatistiksel olarak bir anlamlilik bulunamamaistir (p>0.05).
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Klinikopatolojik . WT1 geni me.tilasyonu (n=76)
parametreler Metile (n=13) | Unmetile (n=63) P degeri
(% 17.11) (% 82.89)
Yas
>65 3 22
<65 10 41 0,408
Cinsiyet
Kadin 0 (% 0) 0 (% 0)
Erkek 13 63
TNM simniflamasi
T siiflamasi
pT2 7 41
pT3 ve pT4 6 22 0,445
N siniflamasi
NO 0 (% 0) 0 (% 0)
M siniflamasi
MO 0 (% 0) 0 (% 0)
Gleason Skoru
<7 3 23
>7 10 40 0,353

Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MLPA) yontemi ile RB1

geninin _metilasyon profili degerlendirildiginde 11 (% 14.47) hastada metilasyon

gozlenirken, 65 (% 85.53) hastada metilasyon gézlenmemistir (Tablo 4.20).

Tablo 4.20 Prostat kanser tanisi almis 76 olguda RB1 metilasyon profili

RB1 metilasyon profili Hasta sayis1 (%)
Metile 11 (% 14.47)
Unmetile 65 (% 85.53)

RB1 geninin metilasyon profilinin klinikopatolojik o6zelliklerle karsilagtirilmasi

Tablo 4.21°de gosterilmistir.
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Tablo 4.21. RB1 geninin metilasyon profili ve klinikopatolojik parametrelerle iligkisi

Klinikopatolojik . RB1 geni me'FiIasyonu (n=76)
parametreler Metile (n=11) | Unmetile (n=65) P degeri
(% 14.47) (% 85.53)
Yas
>65 5 20
<65 6 45 0,338
Cinsiyet
Kadin 0 (% 0) 0 (% 0)
Erkek 11 46
TNM siniflamasi
T simiflamasi
pT2 10 38 0,039*
pT3 ve Pt4 1 27
N siniflamasi
NO 0 (% 0) 0 (% 0)
M siniflamasi
MO 0 (% 0) 0 (% 0)
Gleason Skoru
<7 5 21 0,395
>7 6 44

Tablo 4.21°deki bulgular incelendiginde, RB1 geninde metile profile sahip 11 (%
14.47) hasta ve RB1 geninde unmetile profile sahip 65 (% 85.53) hasta saptanmuistir.
Yasa gore bakildiginda; <65 grubunda 5 (% 6.58) hastanin, >65 grubunda ise 6 (% 7.89)

hastanin RB1 geninde metile profil saptanmustir. Patolojik tiimor siniflandirmasina gore,

T siniflamasinda pT2 evresinde 10 (% 13.15) hastanin RB1 geninde metile profil
belirlenken, pT3 ve pT4 evresinde 1 (% 1.32) hastanin RB1 geninde unmetile profil

saptanmugtir. Gleason skorlamasina gore, Gleason skoru “<7” olan 5 (% 6.58) hasta,

Gleason skoru “>7” olan 6 (% 7.89) hastanin RB1 geninde metile profil saptanmistir.
RB1 geni metilasyon profili ile klinikopatolojik parametrelerden yas ve Gleason skor
arasinda istatistiksel olarak anlamlilik bulunmamisken (p>0.05), RB1 geni metilasyon

durumu ile evre arasinda istatistiksel olarak bir anlamlilik bulunmustur (p<0.05).
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5. TARTISMA

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali’nda,
histopatolojik olarak incelenen “Urotelyal karsinom” tanis1 almis 80 olgu c¢alismaya
alinmistir. Calismada, olgulara ait % 10 formaldehit soliisyonu ile tespit edilmis, parafin
bloklara gémiilii (FFPE) doku 6rnekleri kullanilmistir. Tiim olgulardan timor dokusunu
en iyi yansitan, i¢inde nekroz, kanama, inflamatuar hiicre ve stromal elemanlarin en az
oldugu alanlar1 igeren kesitler belirlenerek, bu kesitlere ait parafin bloklardan genomik
DNA izolasyonu i¢in 10 mikron kalinliginda ardisik seri kesitler alinmuistir.
Hematoksilen-eozin ile boyanmis arsiv preparatlari, yeniden WHO/ISUP 2004
siiflamas1 kriterlerine gore gradelendirilmis ve 2004 TNM siniflamasina gore
evrelendirilmistir. Olgularin yaslari, cinsiyetleri, biyopsi sekli, takip araliklari, hastalara

ait patoloji raporlari, hasta dosyalarindan temin edilmistir.

Elde edilen DNA o6rnekleri metilasyon spesifik MLPA yontemiyle, tanimlanmis
timor baskilayict genlere yonelik hazirlanmis MEQ002-B1 probmiksiyle calisilmas,

incelen prob bolgelerindeki metilasyon profilleri arastirilmastir.

Kanser yalniz kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi1 gibi goriinse de, sebeplerine baktigimizda
onkogen aktivasyonu, tiimor baskilayict genlerin ise inaktivasyonu ve DNA tamir
mekanizmasinin devre disi1 kalmasi sonucu kontrolden ¢ikan hiicre boliinmesi siirecidir.
Yani olusumu i¢in birka¢ sartin bir araya geldigi ¢ok basamakli bir hastaliktir. Bu
genlerde olusacak degisimler sonu¢ olarak hiicre ¢ogalmasmin temel basamagini
etkiledigi i¢in kanser olusumuyla dogrudan iliskilidir. Genlerin degisimi; mutasyonlar
gibi genetik olabildigi gibi metilasyon veya histon modifikasyonlar1 gibi epigenetik

degisimler de olabilmektedir.
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Hiicre boliinmesinde sdz sahibi olan genlerden onkogenler; hiicre boliinme siirecini
hizlandirirken, tiimor baskilayici genler ise tam aksi yonde islev sahibi olarak normal
kosullarda hiicre ¢ogalmasini baskilamaktadir. Ancak meydana gelebilecek herhangi bir
degisim bu genlerin islevini de etkileyerek hiicre dongiisii ve c¢ogalmasindaki

kontroliinii ortadan kaldiracaktir.

Timor baskilayict genlerde meydana gelebilecek ve islevini bozabilecek degisimleri
genetik ve epigenetik degisimler olmak tizere 2 alt sinfta toplayabiliriz. Genetik
degisimler, mutasyon, delesyon gibi genin yapisinda bozulmalarla ortaya ¢ikan ve
kalitilabilen o6zelliklerdir. Genin yapist ve bunun yaninda islevini de etkilemektedir.
Epigenetik degisimler ise yapisal olarak kalitilabilen degisimler olmadigi halde genin
islevini  etkileyebilmektedir. Bu degisimler DNA dizi yapist degisikligiyle
tanimlanamadig1 gibi geri doniisimlii de olabildigi i¢in kanser prognozu ardindan
tedavisi i¢in de kullanilabilecek onemli bir basamak olabilecegi diisiniilmektedir. Son
zamanlarda yapilan bir¢cok kanser calismasi ve bu ¢alismada da metile olmus genlerin
kanser mekanizmasi ve geri doniisiimii hakkinda daha ¢ok bilgi sahibi olabilmek ve bu

sayede tedavi i¢in yeni bir basamak olusturabilmek amag¢lanmaktadir.

Epigenetik mekanizmalart;
1) DNA metilasyonu,

2) Histon modifikasyonlart olarak siniflayabiliriz.

DNA metilasyonlart DNMT enzimleriyle CpG adaciklarinda sitozinin 5 numarali
karbonuna metil grubu eklenmesidir.  Yiiksek Okaryotlarin  genomlarinda
transkripsiyonun diizenlenmesinde 6nemli bir role sahiptir (Bogdanovic ve Veenstra
2009, Chen vd 2011). DNA metillenmesi yapisinda bazi degisikliklere yol agarak metil
icin CpG bolgesinde baglanma bolgesi olusturmaktadir. Bu bolgelere metil-CpG
baglanma domaini (MBD) ile baglanan pek¢ok transkripsiyon represorii bulunmaktadir.

Bu da trankripsiyon baskilanmasinda metilasyonun yerini gostermektedir.

Bu ¢alismamizda 76 PCa tanili hastadan ( 80 hasta ile baglanmisti) izole edilen DNA
orneklerinin MS- MLPA yontemi ile belirlenmis timdr baskilayict genlerindeki

mutasyon seviyeleri Olg¢iilmiistiir. Baglangigta 80 hasta ¢alismaya alinmis olmasina
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ragmen 4 hastanin 6rnekleri ¢alismaya dahil edilememistir. Bunun sebebi ise hastalarin
klinikopatolojik verilerine (yas, klinik evre) ulagilamamis olmasidir.

Prostat kanser tanis1 almis 80 olgu ait formalinle fiske edilmis parafine gomiilii prostat
dokularindan elde edilen DNA’lar MLPA prob seti (ME002-B1 tumor supressor probe
mix, MRC, Hollanda) kullanilarak, BRCA1, BRCA2, ATM, TP53, PTEN, MGMT, PAXS5,
CDH13, TP73, WT1, VHL, GSTP1, CHFR, ESR1, RB1, MSH6, THBS1, CADM1,
STK11, PYCARD, PAX6, CDKN2A, GATA5, RARp, CD44 olmak iizere toplam 25
timor baskilayic1 genin promotor hipermetilasyonu Multiplex Ligation-Dependent
Probe Amplification (MLPA) yontemi ile analiz edilmistir. Ayn1 zamanda, 25 tiimor
baskilayic1 genin promotdr hipermetilasyonu ile klinikopatolojik parametreler (yas,
cinsiyet, grade, TNM siiflamast (evre), kas invazyonu) karsilastirilmistir.
Hipermetilasyon sikliklari; BRCAL i¢in % 1,32, BRCA2 igin % 0, ATM igin % 3,95,
TP53 i¢in % 7.89, PTEN i¢in % 1.32, MGMT igin % 2,63, PAX5 i¢in % 0, CDH13 i¢in %
23,68 TP73 i¢in % 23,68 WT1 i¢in % 17,11, VHL igin % 0, GSTP1 i¢in % 31,57, CHFR
icin % 0, ESR1 i¢in % 17,10 RB1 i¢in % 14,47, MSH6 i¢in % 40,79, THBS1 i¢in % 3,95,
CADM1 i¢in % 0, STK11 i¢in % 0, PYCARD i¢in % 1,32, PAX6 i¢in % 1,32, CDKN2A
icin % 0, GATAS igin % 0, RARpS i¢in % 34,21 CD44 i¢in % 18,42 olarak tespit
edilmistir. MSH6,RARB,GSTP1 en yiiksek metillenen genler olarak saptanmustir.

Son zamanlardaki molekiiler biyoloji teknikleri bize kanserdeki transkripsiyonel
susturmayla baglantili regiilator bolgelerinde(promotor bolgeler) DNA metilasyonu gibi
epigenetik degisimler hakkinda bilgi vermektedir. Prostat kanseri i¢in olasi hedefin
promotor bolgedeki genlerin hipermetilasyon yolagi olabilecegi diistintilmektedir.
Prostat kanseri gelisim siireci ve gelisimi ile baglantili 40°dan fazla genin metilasyon
durumu arastirilldi (Mihi Yang ve Jong Y. Park 2013). Bu genler DNA onarim,
metabolizma, invazyon ve metastaz gibi 6nemli yolaklardaydi. Bulgular patogenezis
hakkinda ve prostat kanseri kisisel tedavi olusturabilme hakkinda yeni fikirler ortaya

koymaktadir.

Genetik ve epigenetik degisimlerin siirekliligi sonucunda prostat kanser olusumu
gozlenmektedir. Genetik degisimler her ne kadar 6nemli anti kanser fonksiyonlu (tiimor
baskilayict ve DNA tamir genleri) genlerin inaktivasyonunu igerse de promotor bolgede
DNA metilasyonu da bu genlerin ekspresyonunun susturulmasinda Onemli bir

mekanizmadir. Tiimdr baskilayic1 genlerin promotor bolelerindeki DNA metilasyonu
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karsinogenezisin erken asamasinda cesitli frekanslarda meydana gelmektedir. Prostat
kanseri, DNA metilasyonu, imprinting kayb1 ve histon modifikasyonlarini igeren birkag

cesit epigenetik degisiklik igermektedir.

CpG adalar1 CpG bolgeleri agisindan zengin, 200 baz giftlik (bp) birkag kilobaz arasi
degisebilen uzunlukta, genellikle yiiksek eksprese edilebilen genlerin promotor
bolgelerinin yaninda lokalize olmus ve prostat kanseri de dahil insan tiimdrlerinde
yaygin metilasyon iceren bolgedir. Tiimoér olusumunun genel o6zelligi CpG’deki 5.
sitozinden metile olmasidir. Promotor bolge CpG adalarinda goézlemlenen
hipermetilasyon degisimleri gen susturulmasiyla sonuglanarak tiimdre yol actig

gbzlemlenmektedir.

Lisette Delgado Cruzata vd 2012’de yapmis oldugu prostat kanserinde DNA
metilasyon c¢alismasinda Gleason skor ve derecelendirmesine gore DNA
metilasyonunun degisimine bakilmistir. Bu ¢aligmada tek vaka yerine birka¢ vaka seri
halde calisilmistir. Kontrol calismasi histolojik olarak II/III derecelerden olusan
orneklerle Columbia University Medical Center’dan alinan 6rnekler karsilastirilmistir.
Bu c¢alisgmanin amact DNA metilasyon seviyesinin uygun PCa tiimoér dokusu
biyomarker: olup olmadigr ve bu biyomarkerlarin klinikopatolojik olarak daha kotii
tiimor karakteristigine uygun degisip degismedigini arastirmaktir. 24 ¢ift prostat timor
dokusu ve cevre dokusundan alinan orneklerdeki pl6( CDKN4A), APC, GSTP1 ve
LINE-1 metilasyon seviyeleri kantitatif pyrosekans ile tespit edilmistir. Bunun yani sira
27 PCa hastas1 ve 24 kontrol hastasinin plazma 6rnekleri de arastirildi. DNA metilasyon
seviyesi ¢evresel tiimorsiiz dokuya kiyasla tiimor dokularinda daha yiiksekti. Bunlarin
icinde GSTP1 %389 , p16%5,9 , APC % 14,5 olarak bulunmustur. P16, APC ve
GSTP1 seviyeleri Gleason >7 olanlarda digerlerine gore daha yiiksekti. GSTP1 ve
LINE-1 metilasyonu i¢in plazmada korelasyon gostermektedir. Bu bilgiler baslangic
olsa da DNA metilasyonunun klinik olarak agrasif PCa hastalarinda biyomarker olarak

kullanilabilecegini ortaya koymaktadir.

Paul Cairns, Manel Esteller ve arkadaglar1 tarafindan 2001°de yapilan
hipermetilasyon calismasinda ( radikal prostatektomi hastalarindan elde edilen tiimor

ornekleri patolojik goriis alindiktan sonra formalin fikse edilmis bloklardan, neoplastik
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acidan yogun bolgelerden alinmuistir. 28 hastanin 22’°sinde %79 unda GSTP1 pozitifti. 6

hastada ise GSTP1 agisindan metilasyon gozlenmemistir.

Daniel Jacobs, Yingying Mao ve arkadaglari tarafindan yapilan prostat kanser
metilasyon ¢alismasinda 12 ¢ift prostat tiimor dokusu ve ¢evre dokudan elde edilen 56
gen ve promotor bdlgesinde 396 CpG blgesi metilasyonu analiz edilmistir.
Metilasyonun 52 bolgede anlamli olarak arttigi 17 alanda ise anlamli olarak azaldigi
gbzlemlenmistir. WT1 hipermetilasyonu kantitatif DNA metilasyon analizi kullanilarak

dogrulanmustir.

Lorenzo Richiardi ve arkadaslar1 ile yerel olarak yapilan bir calismada da Italya’nin
Torino sehrinde prostat kanserli hastalardan olusan 2 grup tizerinde ¢alisilmistir. Segilen
157 hasta ile neoplastik olmayan prostat dokular1 14 yil boyunca takip edildi. Parafine
gomiilii prostat tiimor 6rneklerindeki ¢evre dokudan DNA elde edildi. Real- time PCR
kullanilarak GSTP1 ve APC izole edildi.Sonug¢ olarak da %40-45 oraninda APC ve
GSTP1 metilasyonu saptandi.

Maruyama ve arkadaslar1 2002°de yaptiklari bir ¢calismada prostat kanseri metilasyon
profilinde degisimleri ve bunun klinik bulgulariyla karsilagtirmasini yapmislardir. Bu
amagla 101 prostat kanser doku oOrneklerini ve 32 malignant olmayan prostat doku
orneklerini iceren c¢aligmalarinda, farkli genlerin promoter hipermetilasyonunu
aragtirmiglardir. Arastirtlan genler ve metilasyon yiizdeleri sirasiyla RARbeta, % 53;
RASSF1A, % 53; GSTP1, % 36; CDH13, % 31; APC, % 27, CDH1, % 27; FHIT, % 15;
pl6(INK4A), % 3 ve DAPK, % 1 olarak belirlemislerdir. Malign olmayan dokularda
ayn1 genlerdeki metilasyon yiizdesi daha diisiik bulunmustur. Arastirmacilar olgular
serum PSA seviyesi diisik ve yiiksek (smir deger 8ng/ml) olmak {izere 2 gruba
ayirdiklarinda, PSA seviyesi ve metilasyon indeksi arasinda siki bir korelasyon
oldugunu goézlemlemislerdir. Kopya sayis1 farkli ve metilasyonlar: farkli olan 37 tiimor
baskilayic1 gen kemik iliginden, 30 tiimor baskilayici gen kandan elde edildi (91
hastanin 13’linde ¢ok az miktarda DNA elde edilebildi). Degisiklige ugramis tiimor
baskilayict genlerin kopya sayist % 28 ile % 37 arasindaydi. Kemik iliginde en ¢ok
degisiklik APC, CHFR, TP73 ve GSTP1 genlerinde gdzlemlendi. Istatistiksel analizler
TP73’tin kopya sayisi ile prostat sinirini pozitif ¢ikardi. Hem MS-MLPA hem de
sodyum bisiilfit teknigi tiim genlerin metillenmedigini gosterdi (Maruyama vd 2002).
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Schwarzenbach ve arkadaslar1 tarafindan 2011°de yapilan bir aragtirmada timor baglh
hiicre- serbest DNA 6rnegi tanimlamasini kan ve kemik iliginde devam ettirmek i¢in
hizli bir yontem olan metilasyon spesifik multipleks ligasyon bagimli amplifikasyon
(MS-MLPA) teknigi kullanilmistir. MS-MLPA, 37 timor supresor genin bir reaksiyon
icerisinde genetik ve epigenetik degisimini saptayabilir. Ciinkii tek gen analiziyle vakit
kaybetmemektedir. MLPA’nin dogruluguna bakmak i¢in 91 prostat kanseri hastasinin
kan ve kemik iligi 6rnegine bakildi. Sodyum bisiilfit DNA sekansiyla tek reaksiyonu
arastirmak igin referans olarak 4 gen kullanild1 (CD44, E-Kaderin, CDKNZ2a ve PTEN).
Kopya sayist farkli ve metilasyonlar1 farkli olan 37 tumoér baskilayici gen kemik
iliginden, 30 timor baskilayict gen kandan elde edildi (91hastanin 13’tinde ¢ok az
miktarda DNA elde edilebildi). Degisiklige ugramis tiimor baskilayici genlerin kopya
sayis1 % 28 ile % 37 arasindaydi. Kemik iliginde en ¢ok degisiklik APC, CHFR, TP73
ve GSTP1 genlerinde gozlemlendi. Istatistiksel analizler TP73’iin kopya sayisi ile
prostat sinirini pozitif ¢ikardi. Hem MS-MLPA hem de sodyum bisiilfit teknigi tim
genlerin metillenmedigini gosterdi. bu c¢alismadaki sonuclar, her kanser hastasinin
tiimdr biyolojisi hakkinda bilgi edinmeyi saglanabilecek non invaziv yeni bir yontem
olarak MS-MLPA’ nin hiicreden bagimsiz plazma DNA igerisindeki tiimor baskilayici
genlerinde ¢oklu kompleks belirlenmesindeki olast kisitlamalar1 gdstermis oldu

(Schwarzenbach vd 2011).

Yine 2011 yilinda ALBANY ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada bu
bulgular desteklenmis CpG adalarmin hipermetilasyonunun prostat hiicrelerinin
neoplastik hale doniisiimiinde yaygin sekilde gozlemlendigi bildirilmistir. Histon
modifikasyonu gen transkripsiyon seviyesi ve kromozom yapisindaki degisimler timor
gen fonksiyonunda degisime yol agmaktadir. Bu epigenetik sapmalarin geri doniistimlii
ve tiimor baskilayic1 genlerin fonksiyonunun yeniden yapilanabilir olmasi, onlari,
prostat kanseri tedavisinde cazip hedefler haline getirmektedir (DNA demetilasyonu ve
engellenen histon deasetilasyonu yoluyla) (ALBANY vd 2011).

Yapilan bir¢ok calismada, esey hiicreleriyle kalitilan ilk mutasyonun ardindan ikinci
allelin susturulmasindaki en 6nemli mekanizmalardan birinin metilasyon oldugu
goriilmiistiir. Yani, mutasyonlu allelin promoter bdlgesinde herhangi bir degisiklik

meydana gelmezken; saglam allelde metilasyon sonucu inaktivasyon meydana gelmistir.
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Promoter bdlge hipermetilasyonuna baglh olarak susturulan ve bdylece kansere neden

olan aday tiimor baskilayict genlerin listesi giin gectik¢e uzamaktadir.

Bu c¢alismada, prostat kanseri hastalarinda, MLPA teknigini kullanarak timor
baskilayict genlerin metilasyonlarin1 belirlemeyi ve bunun kanser ile iliskisini
arastirmay1 amagcladik. Bu amagla Pamukkale Universitesi Patoloji Béliimii’'nde prostat
tanis1 konmus olan 80 olguya ait parafin bloklara gémiilii doku o6rneklerinden DNA
izolasyonu ve MLPA yontemi kullanilarak da bu 6rneklerin metilasyon paternlerinin
saptanmasi amaglanmigtir. Ancak klinikopatolojik verilerin olmamasi sebebiyle 76 olgu

ile sonuglanmistir. Calismadan elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Ulkemizde MLPA teknigi kullamlarak prostat kanseri metilasyonu hakkinda yapilan
calisma olmamasindan dolayi, yapacagimiz bu c¢alismayla literatiire katki saglama,
hastaligin  belirlenmesi, erken taniya olanak saglamasi ve dogru tedavinin

uygulanabilmesine katkida bulunmasi amaclanmaktadir.

Yaptigimiz ¢alismada saptadigimiz tespit edilen TP53, PTEN, PAX5, CDH13, TP73,
WT1, ESR, RB1, MSH6, CADM1, GATAS5, RARp, CD44 tiimor baskilayict genlerin
promotdr hipermetilasyonlar1 arasinda CDH13, WT1, RB1, MSH6 yiiksek oranlarda
metillenen  genlerin  hipermetilasyon  durumlariyla, klinikopatolojik  verileri
karsilastirdigimizda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamamasinin sebebi,
inceledigimiz metilasyon paternlerinin fazla sayida degisken ile karsilastirilmasi ve
ayrica karsilastirilan degiskenlerin tespit edildigi hasta sayisimin azlifindan dolay:
istatistiksel olarak saglikl1 verilere ulagilamamistir. Dogru, anlamli istatistiksel bir sonug

elde etmek i¢in boyle ¢alismalarda incelenen vaka sayisini artirmak gereklidir.
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6. SONUC

Kanser gelisiminde ve ilerlemesinde epigenetik mekanizmalar onemlidir. CpG
adalarin hipermetilasyonu, transkripsiyonal sessizlesmede ve tiimor baskilayici
genlerin diizenlenmesinde kritik rol oynar. DNA metilasyonu insan kanserlerinde en
cok calisilan epigenetik mekanizmadir. Tiimorle iligkili genlerin promotoriindeki CpG
adalarinin DNA hipermetilasyonu ve bunlarin sonucu susturulma kanserde yaygin bir
epigenetik anormalliktir ve hastalik aktivitesinin bir belirtecinin yan1 sira yeni kanserle

iligkili genleri klonlamak i¢in yararli bir belirteg olarak hizmet verebilir.

Kanserle iliskili genlerin anormal promotdr metilasyonunun tespiti, prostat kanseri
dahil tanisi, prognozu veya tiimorlerin metastatik potansiyelinin tespiti i¢in gerekli
olabilir. Kanser gelisiminde, Ozellikle tiimor baskilayici genlerin hipermetilasyonu

erken evrede gozlenmesi, hipermetilasyonun erken tani i¢in 6nemli bir marker olabilir.

Bu amagla gerceklestirilen arastirmanin sonuglari asagida 6zetlenmistir.

Yaptigimiz ¢alismada, Prostat kanser tanisi almig 80 prostat kanseri dokusuna ait
parafin blok Ornekleri ile 25 tiimdr baskilayict genin metilasyon durumu MS-MLPA
(metilasyon spesifik-multipleks ligasyon bagimli prob amplifikasyonu) analizi ile
degerlendirilmistir. Prostat kanseri doku drneklerinde en sik metillenen genlerin MSHG,
RARpS, GSTPI, CDHI13, TP73, CD44, ESR1, WT1 ve RB1 olarak belirlenmistir. Prostat
tiimoriinde en ¢ok gozledigimiz metilasyon miktarlart MSH6 (%4079), RARS (%34,21),
GSTP1 (%31.58), CDH13 (%23,68), TP73 (%23,68), CD44 (%18,42), ESR1 (%17,11),
WT1 (%17,11) ve RB1(%14,47) olarak tespit edilmistir. Diger timor baskilayici
genlerin metilasyonu BRCA1 (% 1,32), BRCA2 (% 0), ATM (%3,95), TP53 (% 7,89),
PTEN (%1.32), MGMT (% 2,63), PAX5 (% 0), TP73 (% 23,68), VHL (% 0), CHFR (%
0), THBS1 (% 3,95), CADM1 (% 0), STK11 (% 0), PYCARD (% 1.32), PAX6 (% 1.32),
CDKN2A (% 0), GATAS (% 0) olarak belirlenmistir.
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* Prostat kanser tanisi almig 76 olgunun % 32,89’unun 65 yas iizerinde oldugu ve
bunlarin % 40’inda MSH6 geninde metilasyon saptanirken, % 60’inda metilasyon

gozlenmemistir.

* Prostat kanser tanist almig 76 olgunun % 32,89’unun 65 yas iizerinde oldugu ve
bunlarin % 52’inde RARS geninde metilasyon saptanirken, % 48’inde metilasyon

gbozlenmemistir.

* Prostat kanser tanist almig 76 olgunun % 32,89’unun 65 yas iizerinde oldugu ve
bunlarin % 36’inda GSTP1 geninde metilasyon saptanirken, % 64’tinde metilasyon

gbzlenmemistir.

* Prostat kanser tanist almis 76 olgunun % 32,89’unun 65 yas {izerinde oldugu ve
bunlarin % 32’inde CDH13 geninde metilasyon saptanirken, % 68’inde metilasyon

gbzlenmemistir.

* Prostat kanser tanis1 almig 76 olgunun % 32,89’unun 65 yas iizerinde oldugu ve
bunlarin % 28’inde TP53 geninde metilasyon saptanirken, % 72’inde metilasyon

gozlenmemistir.

* Prostat kanser tanist almis 76 olgunun % 32,89’unun 65 yas ilizerinde oldugu ve
bunlarin % 25’inde TP73 geninde metilasyon saptanirken, % 75’inde metilasyon

gozlenmemistir.

* Prostat kanser tanist almis 76 olgunun % 32,89’unun 65 yas iizerinde oldugu ve
bunlarin % 20’inde CD44 geninde metilasyon saptanirken, % 80’inde metilasyon

gozlenmemistir.

* Prostat kanser tanis1 almis 80 olgunun % 32,89’unun 65 yas iizerinde oldugu ve
bunlarin % 16’mda ESR1 geninde metilasyon saptanirken, % 84’tinde metilasyon

gozlenmemistir.
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* Prostat kanser tanist almig 76 olgunun % 32,89’unun 65 yas iizerinde oldugu ve
bunlarin % 12’inde WT1 geninde metilasyon saptanirken, % 88’inde metilasyon

gbozlenmemistir.

* Prostat kanser tanist almig 76 olgunun % 32,89’unun 65 yas iizerinde oldugu ve
bunlarin % 20’inde RB1 geninde metilasyon saptanirken, % 80’inde metilasyon

gbozlenmemistir.

* Prostat kanserli 76 olguda gerceklestirilen MS-MLPA analizinin ardindan 6rneklerin
metilasyon durumlar1 ve klinikopatolojik parametreleri arasinda istatistiksel bir yontem
olan Ki-kare testi gerceklestirilmis ve Ki-kare testi sonucunda 76 olgunun genel
metilasyon durumu ve klinikopatolojik parametreleri (yas, evre ve Gleason skoru)

arasinda anlamli bir iligki bulunamamustir.

* Calismamizda metilasyon ylizdesi en sik bulunan 9 gene Ki-kare testi uygulandiginda;
RARp geni metilasyon durumu ile klinikopatolojik parametrelerden yas ve evre arasinda
anlamli bir iliski saptanmis fakat bu genin metilasyon durumu ve Gleason Skoru

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamamustir.

* ESR1 geni metilasyon durumu ile klinikopatolojik parametrelerden Gleason Skoru
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmus fakat yas ve evre arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunamamustir.

* RB1 geni metilasyonu durumu ile klinikopatolojik parametrelerden evre arasinda
anlamli bir iliski saptanmis fakat yas ve Gleason Skoru arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir iligki saptanamamustir.

* MSH6, GSTP1, CDH13, TP73, CD44 ve WT1 genlerinin metilasyon durumlar1 ve
klinikopatolojik parametreleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski

bulunamamastir.

* Basarili bir MS-MLPA analizinde en 6nemli kademenin, parafine gomiilii dokulardan

yeterli ve kaliteli DNA izole etmek oldugu saptanmistir. Yetersiz ve kirli DNA miktar1
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elde edilen piklerin kalitesini azaltmakta ve pik analizinde sorunlara, yanlis-pozitif ya
da yanlis-negatif gibi neticelere sebep olmaktadir.

* MS-MLPA analizi, birgok genin ayni anda metilasyon profilini inceleyebilen, etkin,
ucuz, kolay ve hizli bir yontemdir. MS-MLPA yontemi, metilasyon paternlerini
belirleyen diger yontemlerle karsilastirildiginda is, zaman ve maliyet bakimindan ¢ok

daha ekonomik oldugu gézlenmistir.

* Son yillarda prostat kanser erken tanisi i¢in, kandan DNA o6rneklerinden birgok tiimor
baskilayict genin  metilasyon profilleri arasgtirilmustir.  Farkli  metilasyon tarama
yontemleriyle karsilastirildiginda, MS-MLPA analizi en iyi 6zgiillik ve duyarliliga sahip
yontemdir. Prostat kanserinin erken tanisinda rol oynayan markerlere 6zgii kit dizaynlar

yapilarak rutin kullanima gegirilebilir.

*Sonug olarak MS-MLPA yontemi, prostat kanserinde bir reaksiyonda birgok tiimor
baskilayict genin metilasyon profillerini belirleyen, hizli ve maliyeti diisiik molekiiler

bir tekniktir.
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