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OZET

PROSTAT KANSERLERINDE GADD45y METILASYON DUZEYININ
YUKSEK COZUNURLUKLU ERIME ANALIZI ILE BELIRLENMESI
VE APOPTOZ iLE OLASI KORELASYONUN DEGERLENDIRILMESI

CAN, Ozge
Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Vildan CANER

May1s 2013, 104 sayfa

Prostat kanseri tiim diinyada erkeklerde en yaygin tam alan kanser tiirlerinden
biridir ve siklikla 6liimle sonu¢lanmaktadir. Prostat kanserinin patogenezi net
olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte, onemli hiicresel mekanizmalardaki
diizensizlikler hastaligin patogenezinde rol oynamaktadir. “Growth Arrest DNA
Damage-Inducible 45’ (GADD45), bu mekanizmalarda yer alan énemli bir gen
ailesidir ve GADD45a, GADD458, GADD45y olmak iizere 3 iiyeden olusmaktadir.

Hem hematolojik malignensiler hem de solid tiimorlerde GADDA45y
ekspresyonunda onemli ol¢iide azalma oldugu ve kanserli dokularda GADD45y
metilasyon diizeyinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Ancak, prostat
kanserlerinde sozkonusu genin ekspresyon ve metilasyon durumlari hakkinda
detayh bilgi bulunmamaktadir.

Bu ¢ahismanin amaci, benign prostat hiperplazi (BPH)’li (60 olgu) ve prostat
kanserli (56 olgu) doku orneklerinde GADD45y’min metilasyon ve ekspresyon
durumlarim belirlemek, metilasyon ile ekspresyon profili arasindaki korelasyonu
degerlendirmek, ve GADD45»’ min metilasyon ve ekspresyon profillerinin apoptozla
olan iliskisini belirlemektir.

Calisma sonucunda literatiirle uyumlu olarak, hematolojik malignensilerin
aksine diger solid tiimorlerde oldugu gibi prostat kanserlerinde GADDA45y
metilasyon sikhgmin diisiik oldugu, bunun aksine BPH’li doku orneklerinde
metilasyon sikh@inin daha yiiksek oldugu belirlendi (p=0.000). Her iki grupta da
GADDA45y metilasyonu ve protein ekspresyonu arasinda korelasyon yoktu. Bcl-2 ve
Bcl-xL ekspresyonu acisindan her iki olgu grubu arasinda anlamh fark bulundu
(siras1  ile p=0.000 ve p=0.003). Prostat kanserli olgularda GADDA45y
ekspresyonunda anlamh artis gozlenmesine ragmen, GADD45y ekspresyon
durumu ile apoptoz arasinda anlamh bir iliski bulunmada.

Bu ¢ahiymada prostat kanserinde GADD45y metilasyon sikhigimin diisiik oldugu,
prostat kanserinde apoptoz regiilasyonunun ¢ok daha karmasik bir mekanizma ile
saglandigt ve GADDA45y’min tek basima kanser hiicrelerini apoptotik siirece
yonlendirmedigi bulundu.

Anahtar kelimeler: Prostat kanseri, GADD45y, Bcl-2, Bcl-x., apoptoz, DNA
metilasyonu, HRM
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ABSTRACT

DETERMINATION OF GADD45y METHYLATION BY HIGH RESOLUTION
MELTING ANALYSIS IN PROSTATE CANCER AND EVALUATION OF THE
POSSIBLE CORRELATION WITH APOPTOSIS

CAN, Ozge
M. Sc. Thesis in Department of Medical Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Vildan CANER

May 2013, 104 pages

Prostate cancer (PCa) is one of the most common cancer type wordwide in men
and it often leads to death. It is believed that deregulation of important cellular
mechanisms is involved in the pathogenesis of PCa although the exact mechanism
of its pathogenesis has not been clearly elucidated. “Growth Arrest DNA Damage-
Inducible 45> (GADDA45) is one of the most important gene family in these
mechanisms and consists of 3 members: GADD45a, GADD458, GADDA45y.

It has been reported that there was a significantly reduced expression in
GADDA45y and methylation of the gene is present at very high frequencies in both
solid tumors and hematological malignencies. But, there is no detailed information
on protein expression and methylation profiles of the gene in PCa.

The aims of this study are to detect the methylation and protein expression
profiles of GADD45y in benign prostate hyperplasia (BPH) (60 patients) and PCa
(56 patients), to examine the correlation between methylation and protein
expression profiles, and also to evaluate whether apoptosis is related to these
profiles.

In this study, the methylation frequency for GADD45y was quite low in PCa
compared with BPH (p=0.000). This was consistent with the literature with the
reported the frequency of the gene in solid tumors was lower than in hematological
malignencies. In both groups, there was no correlation between GADD45y
methylation and protein expression. It was found that there was a significant
difference between Bcl-2 and Bcl-x_ expressions in both groups (p=0.000 and
p=0.003, respectively). It was not found a significant relation between GADDA45y
expression status and apoptosis although GADDA45y expression was higher in PCa
than that in BPH.

In summary, we found that the methylation frequency of GADD45y was not
common in PCa, the regulation of apoptotic pathways is more complex than we
expected, and GADD45y is not the only key factor for the cells to direct into the
apoptotic process.

Key words: Prostate cancer, GADD45y, Bcl-2, Bcl-x., apoptosis, DNA methylation,
HRM
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1.GIRIS

Cok hiicreli organizmalarda, her bir hiicre bir arada ve uyumlu yasamanimn gerektirdigi
davranislarmi gosterebilmek i¢in, farkli sinyal molekiillerini génderir, alir veya yorumlar.
Hiicreler sosyal denetim mekanizmalar1 olarak gorev yapan bu sinyal molekiilleri araciligi
ile gerektigi kadar boliinerek, farklilagarak, dinlenerek ya da oOlerek homeostazin
devamliligin1 saglarlar. Bu uyumun diizenini bozan her bir molekiiler faktor, bu tiir bir
organizma igin sorun anlamma gelir. Ortalama 10" 'den fazla hiicre iceren insan
viicudunda, milyarlarca hiicre her giin normal fonksiyonlarini aksatabilecek genetik veya
epigenetik degisimlerle karsilasir. En tehlikeli olan1 da, bir hiicreye komsu hiicrelerden
daha hizli boliinme ve cogalma 6zelligi kazandirandir ve bu segici tistiinliik, organizmanin
aleyhinedir. Herhangi bir hiicre toplulugunda, bir grup hiicrenin bu tiir olumsuz bir
davranis icerisine girmesine neden olan genetik veya epigenetik degisimler, bu hiicrelerin

yer aldig1 dokunun biitiinliigiiniin bozulmasina ve sonugta kansere neden olabilirler.

Kanser hiicre diizeyinde onkogenler, tiimor baskilayict genler ve DNA tamir
genlerinde meydana gelen genetik ve/veya epigenetik degisimlerin birikimi sonucunda
ortaya ¢ikan ve kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasiyla normal hiicrelerin malign hiicrelere
doniistiigli ¢ok asamali kompleks bir hastaliktir. Timor olusumu ile baslayan bu
stiregte, devam eden malign hiicre proliferasyonu tiimor gelisimine ve sonrasinda da
metastaza neden olabilir. Malign hiicrelerde varolan genetik veya epigenetik
degisimlere yenilerinin eklenmesi ve/veya varolan degisimlerin kiimiilatif birikimleri

nedeniyle, kanser genellikle ileri yaglarda ortaya cikar.

DNA c¢ift sarmalinda bulunan bilginin dogru yorumlanmasi, organizmanin saglikli
bir bi¢imde fonksiyonlarina devam edebilmesi agisindan son derece dnemlidir. DNA
dizisinde degisimlere neden olmayan epigenetik mekanizmalar hiicre dongiisii kontrolii,
apoptoz, DNA tamiri, inflamasyon, hiicre adezyonu ve migrasyonu gibi 6nemli hiicresel
olaylar1 regiile ederler. Epigenetik mekanizmalarda gerceklesen bir degisim, anormal

gen ekspresyonuna neden olabilir ve kanser gibi birgok hastalikla iligkilidir. Kanserli



hiicrelerde gozlenen epigenetik degisimler; lokus-hedefli hipermetilasyon ve global
hipometilasyonu iceren DNA metilasyonlari, histon modifikasyonlari, kromatin yeniden
diizenlenme mekanizmalar1 ve kodlama yapmayan RNA molekiillerininin anormal

regiilasyonlar1 olarak siniflandirilabilir.

DNA metilasyonu kromatin yapisini regiile eden temel mekanizmalardan biridir ve
embriyonik gelisim, X-kromozomu inaktivasyonu ve genomik imprinting gibi birgok
hiicresel olayda rol oynar. Insan genomunda, DNA metilasyonu ¢ogunlukla CpG
diniikleotidlerindeki sitozin rezidiilerinin 5. karbon pozisyonunda goriiliir. DNA metil
transferazlar sitozinin bu pozisyonuna metil grubu eklenmesini katalizler ve sonugta 5-
metilsitozin olusur. Genomun tekrarlayan fraksiyonlarinda (o ve P satellitler, DNA
transpozonlar gibi) bulunan sitozinler genellikle metile iken, genlerin promoter
bolgelerinde bulunan CpG adalarindaki sitozinler genellikle unmetiledir. Unutmamak
gerekir ki insan genomunda yer alan genlerin yaklagik %40’mnm 5’-u¢ bdlgelerinde
(promoter, UTR ve ekzon 1) CpG adalar1 bulunmaktadir. Promoter CpG adalarinin
metilasyonu, X-kromozumu inaktivasyonunda oldugu gibi gen sessizlestirilmesi ile
koreledir. Giiniimiizde, kanserde hem global DNA hipometilasyonu hem de timor
baskilayic1 genlerde oldugu gibi lokus-spesifik DNA metilasyon artismm gozlendigi
bilinmektedir ve anormal DNA metilasyonu, kanser gelisimi ve progresyonuyla
iliskilidir.

Prostat adenokarsinomu, gelismis tilkelerde erkeklerde, kansere bagli Olimler
siralamasinda, akciger kanserinden sonra ikinci sirada yer almaktadir. Prostat
kanserlerinin etyopatogenezi hala net olarak bilinememekle birlikte, son 10 yildir
kanserin baslangicinda ve progresyonunda epigenetik degisimlerin kritik rol oynadigina
dair kanitlar elde edilmistir. Genom-g¢apli arastirmalarda, Onemli hiicresel
fonksiyonlarda rol oynayan genlerde gozlenen hipermetilasyonunun prostat kanseri ile
iligkili oldugu belirlenmistir. Bu genlerden bazilar;; hormonal yanitta (androjen
reseptorii), hiicre dongii kontroliinde (siklin D2 ve siklin-bagimli kinaz inhibitérii 2a),
sinyal iletiminde (RASSF1A ve Runx3), DNA tamirinde (O°-metilguanin DNA
metiltransferaz), detoksifikasyonda (glutatyon S-transferaz M1 ve P1), apoptozda (Bcl-
2) ve timor invazyonunda (E-kaderin, TIMP metallopeptidaz inhibitorii 3) yer alan
genlerdir. Bir baska dikkat ¢ekici nokta da, bu epigenetik degisimlerin ¢ogunun erken

evre yiiksek-dereceli prostatik intraepitelyal neoplazi (PIN) lezyonlarinda gézlenmesidir



ve bu da bize anormal DNA metilasyonunun prostat karsinogenezinde erken evrede

gerceklestigini diisiindliirmektedir.

“Growth Arrest DNA Damage-Inducible 45°° (GADDA45) gen ailesi GADD45¢,
GADDA45p, GADDA45y olmak iizere 3 iiyeden olusmaktadir. Bu ailenin iyeleri
tarafindan kodlanan GADD45 proteinleri, memeli hiicrelerinde, farkli gevresel, fiziksel
ve genotoksik stres kosullarinda yanit veren stres sensorleri olarak goérev
yapmaktadirlar. Bu proteinler, stresin kaynagma ve bulunduklar1 hiicre tipine gore farkli
yolaklardan aktive edildiklerinden, ayni gen ailesinde olmalarmna karsin fonksiyonlar1
birbirlerinden farklidir. Ancak, tiimor baskilanmasinda sinerjik etki gosterdikleri
bilinmektedir. GADDA45y, prolifere eden hiicre niiklear antijeni (PCNA) ve siklin-
bagimli kinaz inhibitorii p21 ile iligkilidir ve hiicre dongiisiiniin negatif regiilasyonunda
rol oynayan bir gendir. Ayni1 zamanda, g¢evresel stres faktorlerine yanitta, MTKI1 ve
MEKK4 ile iligkili olarak apoptoza da neden olabilir. Hem hematolojik malignensiler
hem de solid tiimorlerde GADDA45y ekspresyonunda onemli 6lgiide azalma oldugu ve
kanserli dokularda GADD45y metilasyon diizeyinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Literatiirde prostat kanserlerinde GADD45y  geninin metilasyon ve ekspresyon
durumlarmi  ve aralarindaki korelasyonu gosteren herhangi bir ¢alismaya

rastlanmamustir.

Bu c¢alismadaki hipotezimiz, prostat kanserli olgularda GADDA45y protein
ekspresyonunun metilasyon araciligi ile azaldigi ve bunun da apoptotik siireci

etkileyecegidir.

Bu kapsamda amacimiz; benign prostat hiperplazili (BPH) ve prostat
adenokarsinomlu (PCa) doku o6rneklerinde GADD45y nin metilasyon ve ekspresyon
durumlarin1 belirlemek, elde edilen sonuglari karsilastirmak ve metilasyon ile
ekspresyon durumu arasindaki korelasyonu degerlendirmektir. Ayni zamanda, Strese-
yanit geni olan GADD45y’ nin metilasyon ve ekspresyon durumlarmin apoptozla olan

iliskisini belirlemektir.



2. KURAMSAL BiLGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Prostat: Anatomik ve Histolojik Yapisi

Prostat mesanenin hemen altinda yer alan, 3-4 cm genisliginde, 4-6 cm uzunlugunda
asiner, stromal ve muskiiler elemanlar igeren kompleks kiiciik bir salg1 bezidir (Sekil
2.1). Prostatin ortalama agirhigi 20 gr (18-40 gr) olup, ters c¢evrilmis piramide
benzemektedir. Prostatin agirlig1 diferansiyasyonuna ve testiste sentezlenen androjenik
hormonlara baghdir (Silverberg vd 2006).

Prostat hafif alkali (pH 7.29) bir siv1 sekrete eder ve bu sivi spermatozoalarin yer
aldig1 seminal vezikiil sivi hacminin %25-30’luk bolimiini olusturur. Bu nedenle

prostat, fertilite agisindan 6nemli bir organdir.
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Sekil 2.1 Prostatin anatomik lokalizasyonu ve komsu organlar (Cramer vd 2006).

Prostat bezinin yapismi %70 glandiiler doku (tubuloalveolar bezler) ve %30
glandiiler-olmayan fibromiiskiiler stroma olusturur (Sekil 2.2). Topografik olarak
prostatin McNeal zonal anatomisinde ise sirasiyla transizyonel zon (%5), santral zon
(%25) ve periferal zon (%70) glandiiler dokuyu olustururken, en dista yer alan anterior

fibromiiskiiler stroma da glandiiler-olmayan dokuyu olusturur (McNeal 1981)(Sekil2.3).



Prostatin zonal anatomisi klinik agidan son derece 6nemlidir. Proksimal prostatik tiretra
etrafinda yerleserek iiretraya lateral olan iki kii¢iik lobtan olusan transizyonel zon,
benign prostat hiperplazilerinin  (BPH) en sik gorildigi bolgedir. Prostat
karsinomlarmin yaklasik %15-20’si transizyonel zondan koken almaktadir. Tabani
mesane boynunda bulunan santral zon da hedef bdlgelerden biridir ve santral zon
kokenli primer tiimoral tutulum %1-5 dolayindadir. Prostat bezinin taban kisminda,
santral ve transizyonel zonu ¢evreleyerek, distalde posterior, posterolateral ve lateral
yonde uzanarak distal prostatik iiretray1 saran periferal zon, karsinom ve prostatik
intraepitelyal neoplazi (PIN)’nin en sik gorildiigii bolgedir. Karsinomlarin %70-75’1 bu
zondan koken almaktadir. Ayrica kronik inflamasyon ve atrofi de en sik bu zonda
goriilmektedir (Carter vd 2004).
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Sekil 2.2 Prostat histolojisi. A. Prostatin temel yapismi olusturan glandiiler doku ve

glandiiler-olmayan fibromiiskiiler stroma (Cramer vd 2006), B. Prostatin temel
hiicreleri (NE: Noroendokrin) (Bok ve Small 2002).
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Sekil 2.3 Prostat McNeil’in zonal anatomisi (Cramer vd 2006)

Prostat epitelyal ve stromal hiicrelerden olusmaktadir. Epitelyal hiicreler, prostatik
iiretraya agilan primer duktuslarla baslayan, asinuslarla sonlanan yapilar1 désemektedir.
Prostatin epitel hiicreleri iirotelyal hiicreler, sekretuar hiicreler, bazal hiicreler ve
noroendokrin hiicrelerden olusmaktadir. Bazal hiicreler, sekretuvar hiicreleri bazal
membrandan ayiran hiicre katmanmda yer alan oval niiveli, dar sitoplazmali ve
hiperkromatik hiicrelerdir. Bazal hiicreler sekretuvar hiicrelere oranla daha az
diferensiyedirler ve bazal hiicrelerin bir alt grubunu, luminal epitel hiicreleri olusturan
kok hiicrelerin olusturdugu diistiniilmektedir. Sekretuar hiicreler, kolumnar veya kiibik
benzeri hiicrelerdir ve yiizeylerinde androjen reseptoriinii (AR) eksprese ederler. Prostat
stvisinin komponentlerini sekrete etmekle birlikte androjen-bagimli bir mekanizma ile
Prostat-Spesifik Antijen (PSA)’i de sekrete ederler. Androjen reseptorii tagimayan
noroendokrin hiicreler ise eozinofilik sitoplazmaya sahiptirler ve hiicre bazalinda ince
sitoplazmik graniilleri igerirler. Stromal hiicreler temelde ¢izgili ve diiz kas hiicreleri,
fibroblastlar, noral ve endotelyal hiicreleri icermektedir. Bu hiicrelerin yani sira
dendritik hiicreler ve lenfositler gibi immun sistem hiicreleri de bulunmaktadir. Bazi
stromal hiicreler androjene duyarlidirlar ve uyarilmalar1 sonucunda biiyiime faktorlerini
salgilayarak prostatta homeostazin devamliliginda rol oynarlar (McNeal 1981, Berges
vd 1995, Chung 1995).



Prostatta gozlenen en temel patolojiler prostatit, benign prostat hiperplazisi (BPH),
prostatik intraepitelyal neoplazi (PIN) ve prostat kanseridir. Prostatit, prostat
inflamasyonudur ve her yasta erkeklerde gozlenebilen en yaygin iirolojik problemlerden
biridir. Bu inflamasyon siklikla bakteriyal ve mantar infeksiyonlarinin bir sonucu
olmakla birlikte, mikroorganizma disindaki faktorlere bagli olarak da inflamasyonun
gelisebilecegi bilinmektedir. Prostatit disindaki diger patolojiler asagida daha detayli
tartisilacaktir.

2.2. Benign Prostat Hiperplazisi (BPH)

Benign prostat hiperplazisi (BPH) ileri yas erkeklerde gozlenen yaygin bir saglik
problemdir ve prostatin bazal hiicre tabakasindaki epitel hiicrelerinin proliferasyonu
sonucu gelisen prostat bliylimesidir. Cogunlukla hormon dengesindeki degisimlere bagh
olarak sekillenen bu hastalikta, histolojik olarak glandular ve stromal komponentler yer
alir ve prostatin periiiretral hattinda farkli nodiillerin varligi1 dikkat ¢ekicidir (Coffey ve
Walsh 1990). Prostatta hormon dengesinin korunmasi son derece 6nemlidir. Fizyolojik
diizeylerdeki androjenlerin varliginda, hiicre proliferasyonu ve apoptoz arasindaki
denge de korunur. Androjenlerin bu dengeyi korumasinda epidermal biiyiime faktorii
(EGF), temel fibroblast biiyiime faktorii (bFGF) ve transforme edici biiylime faktorii-f1
(TGF-B1) gibi lokal parakrin ve otokrin biiyiime faktorleri yardimet olur ve boylelikle

organ hacmi sabit tutulur (Lucia vd 2008).

BPH’in patogenezinde hormonal dengesizligin yani sira inflamasyonun da rolii
oldugu diistiniilmektedir. Akut ve kronik prostat inflamasyonu, ileri yas erkeklerden
aliman prostat Orneklerinin histolojik incelemesinde goézlenen ortak bulgu olmakla
birlikte bu inflamasyonun yaslanma siirecinin normal biyolojik mekanizmasi mi1 yoksa
prostat biiylimesine neden olabilecek patolojik bir mekanizma mi1 oldugu heniiz netlik
kazanmamistir. Ancak, inflamatuar mediatorlerin direkt olarak prostatik biiylime
faktorlerinin iretimini uyararak prostat epitel ve stromal hiicre biiylimesine
katilabilecekleri veya indirekt olarak prostat hiicre apoptozunu baskilayarak prostat

hiicre 6liimiinii azaltabilecekleri diisiiniilmektedir (Bostanci vd 2013).

BPH, prostat kanserinin bir 6ncii lezyonu degildir. BPH i¢in tanimlanan potansiyel
risk faktorleri arasinda yas, wrk, aile Oykiisii, sigara igme Oykiisii ve hipertansiyon,
diyabet gibi kronik hastalik oykileri yer almaktadir. BPH’da uygulanan ilag

tedavisindeki hedeflerden biri, hiicre igindeki testesteronun dihidroksitesterona



doniigiimiinii katalizleyen 5-alfa rediiktaz enzimini inhibe etmektir. Boylelikle, androjen
yokluguna neden olarak etki mekanizmasmi gosterir. Diger hedef ise prostat stromal
diiz kas hiicrelerini gevseten «-1 adrenoreseptor antogonistleridir ve etki
mekanizmalarini prostat ve prostat kapsiiliindeki reseptorleri bloke ederek gdosterirler
(Yurdakul ve Giiven 2006). BPH tedavisinde altin standard ise, prostatin transiiretral
rezeksiyonudur ve bu uygulama BPH’da gozlenen sik idrara ¢ikma, kesik idrar yapma

ve idrar kagirma gibi semptomlarin %85-100’ini ortadan kaldirmaktadir (Ziada 1999).

2.3. Prostatik Intraepitelyal Neoplazi (PIN)

Hiicreler, malign transformasyon sirasinda dereceli olarak degisim gosterirler ve
sonugta fenotipik olarak malign ozellikler gosterirler. Meme, mesane ve deri
kanserlerinde oldugu gibi prostat kanserinde de premalign kosullar tanimlanmistir. PIN,
daha Onceden var olan benign prostatik asiner ve duktuslar i¢indeki epitelyum
hiicrelerin neoplastik biiylimesi olarak tanimlanir. PIN’in, yiiksek-dereceli ve diistik-

dereceli olmak tizere iki farkli formu bulunur.

Premalign kosullarin tiim gerekliliklerini karsiladigindan, yiiksek-dereceli PIN,
prostat kanseri gelisiminde Onciil lezyon olarak kabul edilmektedir (Brawer 2005).
Gergekten de PIN prostat adenokarsinomlarmin biiyiik bir ¢ogunlugunun projenitorii
olarak tamimlanmaktadir (Cramer 2006). PIN’de bazal hiicre katmanimnin yapisi
bozulmazken (bazal hiicre tabakasi ile sinirli kalirken), prostat kanserinde bazal hiicre
tabakasi1 yoktur ve bu aywrt edici 6zellik tanida yardimeci olmaktadir. Sekil 2.4°te PIN
olusum siireci gosterilmistir. Bazal membran boyunca yer alan normal liiminal hiicreler
sekil, biiyiiklik ve niikleus lokalizasyonu ag¢isindan birbirlerine benzerler. Diisiik-
dereceli PIN’de liiminal hiicreler yavas yavas uniform olma ozelliklerini kaybederler,
niikleus bazal membrandan uzaklasir ve genisleyerek icerisinde niikleoli olarak
adlandirilan biiylik koyu spotlar olusur. Yiiksek-dereceli PIN’de bu 6zellikler daha da
belirginlesir ve bazal hiicre katmaninda bosluklar olusmaya baslar. Erken evre prostat

karsinomunda ek olarak bazal hiicre katmaninin kayboldugu gozlenir.
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Sekil 2.4 Prostatik intraepitelyal neoplazide gozlenen hiicresel degisiklikler. Prostat
dokusunun yapisinda gozlenen bu degisiklikler soldan (normal) saga (mikroinvaziv
karsinom) dogru ilerlemektedir (Cramer 2006).

Her ne kadar yiiksek-dereceli PIN bir kanser6z problem degilse de, prostat kanseri
icin bir risk faktorii olarak degerlendirilmelidir. Yiiksek-dereceli PIN de prostat kanseri
gibi ileri yas erkeklerde daha sik gbzlenir ve bu bireylerin biiyiik bir cogunlugunda ilk
10 yildan daha az bir siire i¢inde prostat kanseri gelisme olasilig1 vardir. Prostat kanserli
bireylerin biiyiik bir ¢ogunlugunda (%73) yiiksek-dereceli PIN’in siddeti ve sikligi
artarken kanserli olmayan bireylerde bu oran %32°dir (Bostwick vd 2004). Bu nedenle
PIN tanisi alan hastalar dikkatli takip edilmelidir. Ayn1 zamanda PIN’de serum PSA
konsantrasyonunun her zaman artmayacagi ve ultrasonla belirlenememesi de dikkate
almirsa, ileri yas erkeklerde prostat biyopsisi alinarak rutin izlemlerin yapilmasi

gerekmektedir.

2.4. Prostat Kanseri

2.4.1. Prostat Kanserinde Risk Faktorleri

Prostat kanserinde en iyi tanimlanmus risk faktori ileri yastir ve 60’11 yaslardan sonra
riskin oldukga arttig1 bilinmektedir (Sekil 2.5). Prostat kanserinde insidans ve mortalite
acisindan cografi farkliliklar sik gdriilmektedir. Diinyada prostat kanser insidans hizinin
en yiksek oldugu niifus grubu, ABD’de yasayan zencilerdir. Prostat kanserine,
Uzakdogu’da nadir rastlanmaktadir. Tiim kanser tiirlerinde oldugu gibi, ailede prostat
kanseri oykiisii olmasi, hastaliga genetik yatklhigin varligimi gostermekte ve en bilyiik
risk faktoriinden biri olarak degerlendirilmektedir. Sigara kullaniminin, detoksifiye

edici genlerde meydana getirdigi hasarlar veya epigenetik degisimler sonucu 6liimeiil
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prostat kanseri ile iliskili oldugu gosterilmistir. Bocek ilaglarina maruz kalan ¢iftcilerde,
petrol endiistrisinde ¢aliganlarda ve yiiksek elektromanyetik alanlarda ¢alisan elektrik
iscilerinde prostat kanser riskini arttig1 gosterilmistir. Enerji aliminin, obezitenin ve
sedanter yasamin prostat kanseri riskini arttirdigina dair teoriler de ileri siirtilmektedir
(Carter vd 2004, Scott vd 2006). ilging olan, alkol tiiketimi ile prostat kanser gelisimi
arasinda bir iliskinin olmadig1, hatta alkol tiiketiminin agresif prostat kanser insidansini

ve mortalitesini azalttig1 ileri siiriilmiistiir (Ozen vd 2007).

Age 1 39 59 69 79

Risk 1in 10,149 1in 38 1in14 1in7

Lifetime Risk: 1in 6

Sekil 2.5 Prostat kanseri i¢in tanimlanmis en iyi risk faktorii yastir. Amerikan Kanser
Dernegi 50 ve lizeri yas erkelerin yillik olarak prostat kanseri agisindan tarama testlerini
yaptirmalar1 6nermektedir (Scott vd 2006).

Ileri yas, 1k ve aile dykiisii tanimlanabilen birkag¢ risk faktdrii olmakla birlikte,
prostat kanseri i¢in kesinlik kazanmis Onlenebilir risk faktorleri bulunmamaktadir

(Schottenfeld vd 2006).

2.4.2. Prostat Kanserinin Epidemiyolojisi

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan yapilan istatistikler sonucunda 2008 yilinda
Diinya genelinde 7,6 milyon kisi kanser nedeniyle hayatin1 kaybetmistir. Bu say1 Diinya
genelindeki tim 6liim sebepleri igerisinde %13°liikk bir orana sahiptir. Hem ekonomik
olarak gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde en yaygin goriilen ve en sik dlimle
sonuglanan kanser tiirleri erkeklerde akciger kanseri ve kadinlarda meme kanseridir.
2008 yilinin verilerine gore prostat kanseri erkeklerde 2. en yaygin tanist koyulan
kanser tiiriidiir (%14’lik oranla) ve kanserden 6lim nedenleri arasinda 6. Sirada yer
almaktadir. Insidans oranlar1 diinya genelinde 25 kattan fazla degisim gostermektedir.
En yiiksek insidans oranlarinin goriildiigii gelismis tilkeler: Avrupa ve Kuzey Amerika

kitalarindaki tilkelerle birlikte Avustralyadir. Bunun nedeni, biiyiik dl¢iide bu iilkelerde
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klinik olarak timdr tarama testi olan PSA testinin yayginlikla kullaniliyor olmasidir.
Karayip bolgesindeki Afrika kokenli erkekler diinyadaki en yiliksek prostat kanser
mortalitesine sahiplerdir. Bu iilkelerde, genetik yatkinligin yiikksek mortaliteden sorumlu

olabilecegi diigiiniilmektedir (Jemal vd 2011).

Prostat kanseri ileri yas erkeklerde gozlenen bir hastaliktir ve tan1 koyma sirasinda
ortalama yas 71°dir (WEB_1). Ekonomik olarak gelismekte olan ve gelismis iilkelerde
erkeklerde en sik tani konulan ve 6liim nedeni olan akciger kanserinin aksine, gelismis
iilkelerdeki erkeklerde en yaygin goriilen kanser tiirii prostat kanseridir. AKciger ve
kolon kanseri ile birlikte, erkeklerde en yaygin kanserden 6liim nedenleri arasinda yer
almaya devam etmektedir (Jemal vd 2010, 2011). Prostat kanserli olgularin %751 65
yas ve ustiindedir. Cocuk, adelosan ve geng eriskinlerde olduk¢a nadirdir (Eble vd 2004,
Carter vd 2004).

Ulkemizde prostat kanser insidansi konusunda net veriler yoktur. Fidaner ve
ark’larinm 1993-94 yillar1 arasida yaptiklar1 ¢alismada prostat kanserinin Izmir’deki

insidansi yiiz binde 9,1 olarak bildirilmistir (Fidaner vd 2001).

Gelismis tilkelerde, prostat kanseri olma riski %16’dir ve bu her 6 erkekten birinin
prostat kanseri tanis1 alacagini gostermektedir (Jemal vd 2010). Bu iilkelerde her yil
650.000 yeni vaka tanmimlanmakta ve 136.000 vakanin da prostat kanseri nedeniyle
Oliimleri bildirilmektedir (Jemal vd 2011). Yeni tan1 alan prostat kanserlerinin yaklagik
%90°1 lokalize prostat kanseridir ve bu vakalarn tamami 5 yil i¢inde yasamlarini
kaybetmezler. Oysa geride kalan vakalar tani aldiklarinda metastatik evrededirler ve 5

yillik sagkalim oran1 %30°dur (Jemal vd 2010).

Diinya Saghk Orgiitii’niin Tiirkiye i¢in 2008 verilerine bakildiginda; erkeklerde
prostat kanseri insidans agisindan akciger, mide ve mesane kanserinden sonra 4. sirada
yer alirken, mortalite agisindan akciger ve mide kanserinden sonra 3. sirada yer
almaktadir. 2008 yilinda 2853 kisi prostat kanseri nedeniyle hayatmi kaybetmistir
(WEB_2). Tiirkiye Uroonkoloji Dernegi adina 2009 yilinda Tiirkiye’de yapilan bir
epidemiyolojik caligmada (“Prostattiirk 2009”) ise prostat kanserinin gériilme sikliginda
belirgin bir artig oldugu ve 35/100.000 insidans orani ile akciger kanserinden sonra 2.

siray1 aldigi belirlenmistir. Temmuz 2008- Haziran 2009 tarihleri arasinda yapilan bu
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caligmada, olgularin %88.6’smin {irolojik sikayetlerle basvurduklari, tani aninda
olgularin %51.4’linde Gleason skorunun 2-6 arasinda, %29.9’unda 7 ve %18.7’sinde 8-

10 arasinda oldugu goriilmiistiir (WEB_3).

2.4.3. Prostat Kanseri Histolojisi

Prostat kanserlerinin biiyiik bir c¢ogunlugu, epitelyal hiicrelerden orijin alan
adenokarsinomlardir ve tiim prostat kanserlerinin yaklasik %80-90’1na karsilik gelir.
Prostat kanserlerinin Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 2004 Histolojik Smiflamas: Tablo
2.1°de gortlmektedir (Eble vd 2004).

Prostat adenokarsinomlar1 histopatolojik olarak periferik (sekonder) duktus ve
asinerlerin adenokarsinomu ve biiyiik (primer) duktuslarin adenokarsinomu olmak iizere
iki biiyiik gruba ayrilmaktadir. Tiimdrlerin cogu birinci grupta olmasina ragmen, bu iki

grup siklikla birlikte gériilmektedir (Rosai 2004).

Biyopsi materyalinde adenokarsinomlarin ¢ogu histolojik olarak iyi smirl, kolaylikla
secilebilen glandiiler yapilar seklindedir. Neoplastik glandlar, tipik olarak benign
glandlardan daha kiigiiktiir, tek sirali, amfofilik sitoplazmali, kiiboidal veya kolumnar
hiicrelerle doselidirler. Ayrica, neoplastik glandlarda bazal hiicre tabakasi
goriilmemektedir. Niikleus biiyiiktiir ve eozinofilik niikleolus icermektedir (Silverberg
vd 2006, Carter vd 2004).

Tablo 2.1 Prostat kanserlerinin 2004 Diinya Saglik Orgiitii siniflamasi

Epiteliyal tiimorler Mezenkimal tiimorler
Glandiiler neoplazmlar Leiomyosarkom
Asiner adenokarsinom Rabdomyosarkom
Asiner adenokarsinom Kondrosarkom
Pseudohiperplastik Anjiosarkom
Foamy Malign fibroz histiyositom
Kolloid Malign periferik sinir kilifi timori
Signet ring Hemanjiom
Onkositik Kondrom

Devamn arka sayfada


http://uroonkoloji9.naklenkongre.com/sunumlar/210800.pdf

Lenfoepiteliyoma benzeri
Karsinosarkom, sarkomatoid karsinom
Prostatik intraepiteliyal neoplazi (PIN)
Prostatik intraepiteliyal neoplazi (PIN I11)
Duktal adenokarsinom
Kribriform
Papiller
Solid
Urotelyal tiimor
Urotelyal karsinom
Skuamoz tiimdrler
Adenoskuamoz karsinom
Skuamoz hiicreli karsinom
Bazal hiicreli tiimérler
Bazal hiicreli adenom
Bazal hiicreli karsinom
Noroendokrin tiimorler
Endokrin diferansiyasyon gosteren adenokarsinom
Karsinoid tiimoérler
Kiigiik hiicreli karsinom
Paraganglioma
Noroblastoma
Prostatik stromal timor
Malignite potansiyeli belirsiz stromal tiimér

Stromal sarkom

2.4.4. Prostat Kanserinde Evreleme

Prostat adenokarsinomunu evrelemedeki

13

Leiomyom
Graniiler hiicreli timor
Hemanjioperistom
Soliter fibroz tiimor
Hematolenfoid tiimorler
Lenfoma
Losemi
Degisik tiimorler
Kistadenom
Noroblastom (Willm'’s timorii)
Rabdoid timor
Germ hiicreli timor
Yolk salk
Seminom
Embriyonel karsinom&teratom
Koryokarsinom
Berrak hiicreli adenokarsinom
Melanom

Metastatik tiimorler

amag, prognozu ve uygun tedaviyi

belirlemektir. Prostat adenokarsinomunun klinik ve patolojik evrelenmesinde tercih

edilen evreleme sistemi, TNM evreleme sistemidir (Tablo 2.2) (Bostwick ve Meiers

2008, Eble vd 2004).

Prostat kanserlerinde lokal ekstraprostatik yayilim, periferal zonda yerlesen

karsinomlarda posterolateral bodlgeye, transizyonel zonda yerlesen karsinomlarda

glandin anterior kismma dogru goriilmektedir. Prostat adenokarsinomu, metastazini en
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sik obturator ve hipogastrik bolgesel lenf diigiimlerine, pelvis kemiklerine, aksial iskelet

sistemine yapmaktadir. Visseral metastazlar, akciger ve karacigeredir (Eble vd 2004).

Tablo 2.2 Prostat adenokarsinomlarinin TNM evrelendirilmesi
Primer timor (T)
Tx: Primer tiimor degerlendirilemiyor
TO: Primer tiimor bulgusu yok
T1: Palpe edilmeyen, klinik ve goriintiilemede goriilmeyen tiimor
T1a: Rezeke edilen dokularin %35’inden azinda insidental timor
T1b: Rezeke edilen dokularin %5’inden ¢ogunda insidental tiimor
Tlc: igne biyopsisinde tan1 konan tiimdr (PSA yiiksekligi nedeniyle)
T2: Prostata smirli tiimor
T2a: Bir lobun yarisini1 veya daha azini kaplayan timor
T2b: Sadece bir lobun yarisindan fazlasini kaplayan timor
T2c: Her iki lobta yer alan timor
T3: Prostat disina yayilan tiimor
T3a: Ekstrakapsiiler yayilim ( unilateral veya bilateral)
T3b: Vezikiila seminalis (ler) invazyonu
T4: Vezikiila seminalis dis1 komsu yapilara invaze veya fiske etmis tiimor (mesane
boynu, eksternal sfinkter, rektum, levator kaslar1 ve pelvik duvar)
Lenf nodu (N)
Nx: Bolgesel lenf nodu degerlendirilemiyor
NO: Bolgesel lenf nodu metastazi yok
N1: Bolgesel lenf nodu metastazi var
Uzak metastaz (M)
MO: Uzak metastaz yok
M1: Uzak metastaz mevcut
M1a: Bolgesel olmayan lenf nodiilleri
M1b: Kemik (ler)
Mic: Diger bolgeler

Devami arka sayfada
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G: Histopatolojik Degerlendirme

Gx: Grade degerlendirilememistir

G1: lyi diferansiye (Gleason Skor 2-4)

G2: Orta diferansiye (Gleason Skor 5-6)
G3-4: Kot diferansiye (Gleason Skor 7-10)

Evrelendirme

Evre 1: T1a-N0O-M0-G1 Evre 111: T3-NO-MO-Herhangi bir G

Evre 2: T1a-N0-MO0-G2,3-4 Evre IV: T4-NO-MO0-Herhangi bir G
T1b,c-NO-MO-Herhangi bir G Herhangi bir T-N1-MO-Herhangi bir G
T1,T2-NO-MO-Herhangi bir G Herhangi bir T-Herhangi bir N-M1-Herhangi bir G

2.4.5. Prostat Adenokarsinomunda Derecelendirme

Prostat adenokarsinomunun degerlendirilmesinde en ¢ok kabul goren Gleason
skorlama sistemi, prostat kanserinin kuvvetli prognostik faktorlerinden birisini
olusturmaktadir (Eble vd 2004). Gleason skorlama sistemi, timoriin kiigiik biiyiitmede
tespit edilen, glandiiler diferansiyasyon ve biliyiime paterninin, stroma ile iliskisine
dayanmaktadir. Sitolojik ozellikler, tiimor derecelendirmesinde rol oynamamaktadir.
Timor, glandiiler diferansiyasyon ve biiyiime paternine gore 1°den 5°e¢ kadar
skorlanmaktadir. 1 en iyi diferansiyasyonu, 5 en kotii diferansiyasyonu gostermektedir.
En sik goriilen primer ve ikinci en siklikta goriilen sekonder yapisal paternlerin toplami
ile Gleason skoru elde edilmektedir (Sekil 2.6) (Eble vd 2004, Scott vd 2006).

2.4.6. Prostat Kanserinde Prognoz ve Tedavi

Amerikan Patoloji Toplulugu, prostat kanserinde prognozu 3 Kkategoride
degerlendirilmektedir (Tablo 2.3). Preoperatif serum PSA diizeyi, prostat kanserini hem
saptamada, hem de izleminde onemli rol oynamaktadir (Leman ve Getzenberg 2009,
Bostwick ve Cheng 2008). PSA, 32 kD biyiikligiinde bir glikoprotein proteazdir.
Prostat bezinin duktal ve asiner epitelinden (liiminar epitelyum hiicreleri) sentezlenir ve
seminal siviya salinir. Fizyolojik kosullarda prostat epitelinin bazal membrani PSA’nin
sirkiilasyona kagisin1 dnlemede bariyer gorevi yapar. Bazal membranin normal yapisini

degistiren her bir patolojik olay, PSA’nin sistemik sirkiilasyona gecisini saglar. Artmig



16

Sekil 2.6 Gleason derecelendirme sistemi. Sekilde yukaridan asagiya her bir panel (1-5)
artan Gleason skorunu géstermektedir (Scott vd 2006).

Tablo 2.3 Prostat adenokarsinomunda prognostik faktorler

Tamm

Prognostik faktorler

Kategori 1 Prognostik 6nemi ve klinik hasta izleminde

faydali oldugu ispatlanmis faktérler

Kategori 2 Biyolojik ve klinik olarak yogun sekilde
calistlmis fakat istatistiksel olarak giicli
caligmalarla 6nemi ispatlanamamus faktorler

Kategori 3 Prognostik degerini ortaya koymak igin yeterli

caligma yapilmamis faktorler

Preoperatif serum PSA diizeyi
Gleason skoru (histopatolojik
derece)

TNM evresi

Cerrahi sinirlar

Tiimor volumu

Histolojik tipi

DNA ploidisi

Perindral invazyon

Noroendokrin diferansiyasyon
Mikrodamar dansitesi

Ploidi disindaki niikleer 6zellikler
Onkogenler

Timor slipressor genler




17

serum PSA konsantrasyonu sadece prostat kanseri ile degil, ayn1 zamanda BPH ve
prostatitle de iliskilidir. Bu nedenle PSA degerlendirmesi, prostat kanserinde bir tani
testi olarak degerlendirilmez, ancak prostat biyopsi endikasyonuna kadar vermede son
derece yardimci bir parametredir. Etnik 6zelliklere ve yasa baglh olarak degismekle
birlikte (yasla birlikte PSA diizeyi artma egilimindedir), serum PSA diizeyi 4 ng/ml’den
yiiksek olan bireylerde ek testlerin yapilmasi 6nerilmektedir (Scott vd 2006).

Prostat kanserlerinde Oliim insidansini azaltmak amaciyla yapilan PSA tarama
testinin etkinligi hem Amerika hem de Avrupa’da degerlendirilmistir. Toplamda
250.000’den fazla hasta lizerinde tamamlanan bu c¢alismalarda, hastalarin 7-10 yillik
takipleri yapilmistir. Amerikada yapilan ¢alismada, PSA taramasi yapilan grupla kontrol
grubu arasinda prostat kanserinden Olim oranlar1 agisindan istatistiksel fark
gozlenmemistir (Andriole vd 2009). Ancak, Avrupa calismasinda tarama yapilan
gruptaki 6liim oraninda %20 azalma gozlenmistir (Schréder vd 2009). Bu nedenle PSA

tarama testleri glinlimiizdeki 6nemini korumaktadir.

Gleason skorlamasi ile elde edilen histopatolojik derece, Klinik ve patolojik
evreyle direkt iligkili olup, cerrahi tedavi sonrasi progresyonu gostermede giiclii
belirteglerden birini olusturmaktadir. TNM evresi, prognozla iliskili en Onemli
prognostik faktor olup, evreleme yaparken tiimor hacmi, prostat kapsiilii, seminal
vezikiillerin durumu ve lenf nodiilleri de degerlendirilmektedir. Tiimoriin rekiirrensiyle
timortin hacmi, prostatik kapsiil invazyon durumu ve derecesi arasinda giiglii iliski
bulunmaktadir. Yapilan ¢ok sayida arastrmada, 6zellikle cerrahi sinir pozitifligi ile
timoriin progresyonu arasinda gii¢lii iliski tespit edilmistir (Rosai 2004, Bostwick ve
Cheng 2008, Eble vd 2004).

Prostat kanserinde tedavi, kanserin tiiriine gore degismektedir. Lokalize prostat
karsinomlarmda tedavi secenekleri radikal prostatektomi, eksternal radyoterapi,
hormonal tedavi ve herhangi bir tedavi vermeden izlem -ertelenmis tedavi- seklindedir.
Transiiretral rezeksiyon materyallerinde insidental olarak saptanan karsinom ile timor
miktar1 diisik ve iyl diferansiye olgularda genellikle ek tedaviye gerek
goriilmemektedir. Hormonal tedavi segenekleri 6strojen, luteinize edici hormon (LH)

analoglari, releasing (salimim yaptiran) hormon (RH) analoglar1 ve antiandrojen
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tedaviler ile bilateral orsicktomidir (Rosai 2004, Bostwick ve Cheng 2008, Eble vd
2004).

2.4.7. Prostat Karsinogenezi

Prostat kanserinin etyopatogenezi hala net olarak bilinememekle birlikte, hormonal,
genetik, epigenetik ve c¢evresel faktorlerin tiimdriin patogenezinde rol oynadigi

diistiniilmektedir.

Prostat kanseri yavas-ilerleyen bir hastaliktir. PIN, prostat kanserinin pre-malign
prekiirsoriidiir. Prostat kanseri androjen-bagimli lokalize tiimorden (erken evre)
metastaza kadar ilerlemektedir (Sekil 6) (Shen ve Abate-Shen 2010). Hormonal tedavi,
timor regresyonuna neden olur, ancak sonucta kastrasyon-direngli hastalik gelisebilir.
Bu boliimde prostat kanser gelisiminde ve progresyonunda rol oynayan mekanizmalar

Ozetlenmektedir.

Prostatic Adeno-

Normal

epithelium =———3p intraepithelial —————3 carcinoma -————P carcinoma =-———Jp Metastasis
P neoplasia (PIN) (latent) (clinical)
Initiation Progression | | Treatment
g Inflammation a —— ; Castration-resistance
n s e-activation of developmenta
1]
g Oxidative/DNA damage Senescence signaling pathways EMT
& Telomere shortening
@ NKX3.1 down-regulation ERK/MAPK activation
o
s MYC overexpression PTEN inactivation EZH2 overexpression
o TMPRSS2-ERG fusion

Sekil 2.7 Prostat kanserinde progresyon yolaklari. Her bir progresyon yolaginda yer
alan ve oOnemli oldugu diisliniilen molekiiler mekanizmalar ve genler
gosterilmektedir (Shen ve Abate-Shen 2010).

2.4.7.1. Kahtilabilir Faktorler ve Kromozomal Degisimler

Kalitsal genetik gecmisi gosteren aile Oykiisili, prostat kanseri gelisiminde dnemli
risk faktorlerinden biridir. Epidemiyolojik ¢alismalar, birinci derecede yakinlarinda
(baba ve erkek kardes) prostat kanseri olan bireylerin, prostat kanseri olma riskinin aile

Oykiisii bulunmayan bireylere gore 2-3 kat daha fazla oldugunu gdstermektedir.
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Herediter prostat kanseri, Mendelian kalitim paternine sahiptir ve tiim prostat kanseri
vakalarmin %5-10"una karsilik gelmektedir (Carter vd 1993, Cerhan vd 1999). Genom-
capl iliskilendirme ¢alismalar1 (GWAS), 17q21, Xpll, 10g21 ve 8q24 gibi bircok
kromozomal bolgenin prostat kanser riski ile iliskili oldugunu gostermektedir. 8q
amplifikasyonlarinin siklig1 erken evre prostat kanserlerinde diisik (>%8) olmakla
birlikte kastrasyon-direngli veya metastatik prostat kanserlerinde %60-90’lara
ulagmaktadir, goriilme sikligi timor evresi ve derecesi ile iligkilidir. 8921, 8922 ve
8q24, amplifikasyonun gozlendigi bolgelerden birkagidir ve MYC onkogeninin 8q24°de
lokalize olmasi, 8q kazanimlariyla iliskili caligmalarin bir ¢ogunun bu bolge iizerine
odaklanilmasma neden olmustur (Al Olama vd 2009, EI Gammal vd 2010). Ozellikle
6q, 8p, 10q, 13q, 15q, 16q, 17p/q, 18q, 19p/q ve 22q bolgelerinde kromozomal kayiplar
sozkonusu iken 8q, 1q, 3q, 7p/q ve Xq bolgelerinde kromozomal kazanimlar dikkati
cekmektedir (Saramaki ve Visakorpi 2007). Kromozomal aberasyonlarm gézlendigi bu
bolgelerde kodlu olan 6nemli genlerden bazilar1t AR (Xq), NKX3.1 (NK3 homeobox 1)
(8p21) ve PTEN (phosphatase and tensin homolog) (10g23)’dir.

2.4.7.2. Erken Evrede Gozlenen Degisimler ve Molekiiler Mekanizmalari

Prostat adenokarsinomun pre-malign lezyonu olarak tanimlanan PIN, hem hiicresel
proliferasyon hem de sitolojik degisimler agisindan kanseri taklit etmektedir. Ayni
zamanda, kanserde gozlenen genetik ve epigenetik degisimler PIN lezyonlarinda da
tanimlanmistir ve bu nedenle PIN lezyonlarinda gozlenen genetik ve epigenetik
degisimler, prostat kanser baslangicinin gatekeeper (bek¢i) degisimleri olarak

degerlendirilebilir.

Bir¢ok epidemiyolojik, patolojik ve molekiiler ¢aligmalar, kronik inflamasyonun
prostat kanseri ile iliskili oldugunu gostermektedir. Karsinojenlerin kronik inflamasyona
ve sonrasinda PIN’e neden olduklar1 bilinmektedir (Klein ve Silverman 2008, Shen ve
Abate-Shen 2010). Karsinojenlere kargi korunmada gorev alan en 6nemli genlerden biri
de Glutatyon S-transferaz pi 1 (GSTP1)’dir. GSTP1 promoter hipermetilasyonu, prostat
kanser progresyonunun en erken evrelerinde tanimlanan degisimlerden biridir. Primer
timorlerin  %90’inda ve PIN lezyonlarinin %70’inde GSTP1 hipermetilasyonu
belirlenmistir. (Maruyama vd 2002, Meiers vd 2007, Nakayama vd 2004). Bu genin

riinii olan protein, reaktif oksijen tiirlerini (6rn; serbest radikaller) inaktive eden
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koruyucu bir enzimdir ve bu nedenle GSTP1’in bir koruyucu (caretaker) gen oldugu

distiniilmektedir.

Prostat karsinogenezinde yasla-iligkili dnemli faktorlerden biri de oksidatif stres ve
DNA hasari iizerinde gosterdigi etkisidir (Khandrika vd 2009). Oksidatif stres, reaktif
oksijen tiirleri ile bu tiirleri hiicresel diizeyde kontrol eden detoksifiye edici enzimler
arasindaki dengesizlik sonucu olusur ve hiicredeki protein ve DNA gibi temel
makromolekiillerin yapisini bozar. Prostatta da yukarida bahsedildigi gibi inflamasyon,
hormonal dengesizlik, diyet, epigenetik modifikasyonlar (6rn: GSTP1’de gdzlenen
promoter hipermetilasyonu) gibi olaylarin bir sonucu olarak oksidatif stres gelisebilir.
Son yillarda yapilan bir ¢aligma, NKX3.1 homeobox geninde fonksiyon kazaniminin
prostat kanser hiicrelerini DNA hasarma karst korudugu belirlenmistir (Bowen ve
Gelmann 2010). Prostat kanser progresyonunun en erken evrelerinde tanimlanan 6nemli
bir degisim de NKX3 homeobox 1 (NKX3.1) geninin fonsiyon kaybidir. Bu gen,
8p21°de lokalizedir ve bir traskripsiyon faktoriinii kodlar. Bu faktor embriyogenez
sirasinda prostat gelisiminin en erken habercilerinden biridir ve prostat farklilasmasinin
her evresinde eksprese olmaya devam eder. Erken evre prostat kanserlerinde ve yiiksek-
dereceli PIN lezyonlarinda, siklikla bu gende allelik kayiplar gozlenmekle birlikte
promoter metilasyonu nedeniyle epigenetik olarak baskilandigi da diisiiniilmektedir
(Bowen vd 2000, Asatiani vd 2005). Ayn1 zamanda, NKX3.1’in Androjen Reseptor (AR)
promoter’1 ile de iligkili oldugu ve negatif feedback mekanizmasi olusturarak AR

aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir (Lei vd 2006).

Prostat kanserinin erken evrelerinde gézlenen bir diger 6nemli degisim de telomer
kisalmasidir ve ¢gogunlukla DNA hasari ile iliskili olup kromozomal instabiliteye neden
olabilmektedir (Meeker vd 2002, 2004). Benign prostat dokularinda telomeraz
aktivitesinde artis gozlenmezken, birgok yiiksek-dereceli PIN ve prostat kanser
dokularinda bu enzimin aktivitesinde artis belirlenmistir (Koeneman vd 1998,
Sommerfeld vd 1996). Bu veriler, prostat kanser progresyonunun telomer uzunlugu ile
iliskili oldugunu gostermekle birlikte telomer uzunlugunun kanseri nasil baslattig1 veya
hiicresel yaslanmay1 nasil (seliiler senescence) uyardigi ile ilgili mekanizmalar heniiz
net olarak bilinmemektedir. Hiicresel yaslanma yasla-iliskili bir olaydr ve yash
dokularda bu hiicrelerde artis gozlenir (Castro vd 2003). Oksidatif stres ve DNA hasar1

hiicresel yaslanmayr uyaran Onemli faktorlerdir. Hiicresel yaslanma, onkogenik
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uyarilardan sonra malign fenotipin ortaya ¢ikisini1 dnleyen giiclii bir tiimor baskilayici
mekanizma olarak tanimlanmaktadir. Ancak, prostat fibroblast hiicre yaslanmasinim,
komsu prostat epitel hiicrelerinin sagkalimmi ve proliferasyonunu arttirdigi
gosterilmistir (Bavik vd 2006). Bu da bize hiicresel yaslanmay1 bertaraf etmek igin
baslatilan onkogenik siirecin (ek onkogenik uyarilarla birlikte) hastaligin progresyonunu

uyardigini gostermektedir.

MYC, hiicre dongiisii proliferasyonu, protein sentezi, mitokondri fonksiyonu gibi
onemli hiicresel olaylarin regiilasyonunda rol oynayan Onemli bir transkripsiyon
faktoriidiir. Bu nedenle, genetik ve epigenetik degisimler sonucu bu gende gozlenen
deregiilasyon birgok kanserle iligskilendirilmistir (Albihn vd 2010). Bir¢ok PIN
lezyonlarnda ve prostat kanser dokularinda niiklear MYC proteininin gen
amplifikasyonu olmaksizin asir1 eksprese oldugu ve bu ekspresyon paterninin de
kanserin baslangicinda 6nemli rol oynayabilecegi belirlenmistir (Gurel vd 2008, Koh vd
2010). Metastatik prostat kanserli olgularin yaklasik %90’mda MYC onkogeninin
amplifiye oldugu bilinmektedir (Jenkins vd 1997). MYC‘nin asmr1 ekspresyonu en
azmdan iki mekanizma ile prostat kanser siireciyle iligkilidir. Bunlardan ilki, prostat
epitelyum hiicrelerinin transformasyonuna neden olmasidir ve MYC asir1 ekprese eden
transgenik farelerde adenokarsinomlarin gelistigi bildirilmistir (Gil vd 2005, Iwata vd
2010). Bir diger mekanizma, MYC’nin prostat kanser siirecinde yer aldigi bilinen
genlerin regiilasyonunda rol oynamasidir. MYC, NKX3.1’in negatif regiilasyonunda rol
oynarken, hiicrelerde farklilasma programimi uyaran “Enhancer of Zeste homolog 2”
(EZH2)’yi pozitif olarak regiile etmektedir (Iwata vd 2010, Koh vd 2011).

Ozetle, prostat kanser siirecini baslattig1 diisiiniilen mekanizmalar inflamasyon,
oksidatif stres, DNA hasari, telomer kisalmasi, hiicresel yaglanma, genetik ve epigenetik

degisimlerdir.

2.4.7.3. Progresyonda Gozlenen Degisiklikler ve Molekiiler Mekanizmalar

TMPRSS2-ERG (Transmembrane protease, serine 2 - Erythroblastosis virus E26
transforming sequence (ETS)-related gene) fiizyonu, daha onceki yillarda erken evre
prostat kanserlerinde siklikla gozlenen bir degisim olarak tanimlanmakla birlikte, son
yillarda yapilan ¢alismalar bu yeniden diizenlenmenin ya kanser baslangicindan sonra

olustugunu ya da alternatif olarak klinik progresyona yatkinlik gosteren erken evre
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olaylardan biri oldugunu desteklemektedir (Sekil 2.8). TMPRSS2, androjene maruz
kalma sonrasi prostat epitelyal hiicrelerinden saliman bir serin proteazdir ve ETS
onkogen ailesinin iki 6nemli iiyesi (ERG veya ETV1) ile fiizyon yapar. ERG geninin,
prostat kanserlerinde (yaklasik %72) en sik asir1 eksprese olan proto-onkogen oldugu ve
bu nedenle de prostat karsinogenezinde kritik bir mekanizmay1 yonlendirdigi
bilinmektedir (Tomlins vd 2005, Jeremy vd 2009). TMPRSS2-ERG flizyon sikligi
yiiksek-dereceli PIN lezyonlarinda yaklasik %15-20, yerlesik prostat kanserlerinde ise
%50 iken benign prostat lezyonlarinda gézlenmeyen bir degisimdir (Shen ve Abate-
Shen 2010). Bu sonuglar bize, yukarida da bahsedildigi lizere TMPRSS2-ERG
flizyonunun ya kanser baslangicindan sonra olustu§unu ya da alternatif olarak klinik

progresyona yatkinlik gosteren erken evre olaylardan biri oldugunu diistindiirmektedir.

A
3M
AR —> —A —
L AN— —+HHHHE
TMPRSS2 ERG

AR E:;:
TMPRSS2:ERG

Sekil 2.8 (A) Normal genomik diizenlenme: TMPRSS2 ve ERG genleri 21.
kromozomda lokalizedirler ve yaklasik 3 megabazlik uzaklikla birbirlerinden
ayrilmaktadirlar. Prostat hiicrelerinde, TMPRSS2 ekspresyonu aktifken (androjen
reseptor (AR) regiilasyonu ile), ERG ekspresyonu inaktiftir. (B) TMPRSS2-ERG gen
fizyonu. En yaygm gozlenen yeniden diizenlenmede, TMPRSS2’nin gen
diizenlenme bolgesi ve birinci ekzonu ERG’nin doérdiincii ekzonuna fiizyon yapar.
Sonugta; ERG, AR ile regiile edilebilir duruma gelir ve artik ekspresyonu aktiftir
(Mavi ve sar1 bolgeler gen diizenlenme bélgelerini ve siyah bolge de iki gen
arasimdaki genomik alani1 géstermektedir) (Tomlins SA vd 2005)

TMPRSS2-ERG flizyonu, ERG’nin androjenle-yonetilen asir1 ekspresyonuna neden
olur ve bu ekspresyon paternini tastyan prostat kanserlerinin %90’indan fazlasinda bu
fiizyonun varlig1 belirlenmistir. ERG asir1 ekspresyonunun fonksiyon ¢aligmalari, hiicre
proliferasyonunda artis olmaksizin hiicrelerin migrasyonunu ve invazyonunu uyardig1

gostermistir. ERG, prostat kanser hiicrelerinde metalloproteinazlart (6rn; matriks
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metallopeptidaz 3 gibi) ve plazminojen aktivator yolak genlerini (6rn; plazminojen
aktivator doku (PLAT)) aktive eder. Genin sessizlestirme c¢alismalari da, bu genin
prostat kanser hiicrelerinin farklilagmig durumlarinin korunmasmda rol oynadigini
gostermektedir. Ayni zamanda ERG’nin hiicrelerde dediferensiasyon programini uyaran
“EZH2’ olarak adlandirilan polikomb grubu proteinin de direkt aktivatdrii oldugu
belirlenmistir (Tomlins vd 2005, Shen ve Abate-Shen 2010). ERG’nin yeniden
diizenlenmesi PIN lezyonlarinda nadiren goézlenmektedir ve bu nedenle de prostat
kanser progresyonunda erken donemde gobzlenen bir degisiklik  olarak

degerlendirilmektedir.

ERG yeniden diizenlenmeleri, PTEN kaybinin varoldugu prostat kanserlerinin
cogunda gozlenen genetik degisimlerdir. PTEN kaybi ve ERG yeniden
diizenlenmelerinin birbirlerine eslik eden olaylar oldugu diisiiniilmektedir (Sekil 2.9)
(King vd 2009). PTEN, prostat kanseri de dahil bircok kanser tiiriinde siklikla
mutasyona ya da delesyona ugramis bir tiimor baskilayic1 gendir. Prostat kanserinde
siklikla PTEN’in lokalize oldugu 10923 bdlgesinde allelik kayiplar gozlendiginden,
PTEN ekspresyon kaybi genellikle bu nedenledir. Bu mekanizmanin yanisira
mutasyonlar ve ekspresyonundaki azalmaya neden olan diger mekanizmalar da PTEN
fonksiyon kaybina neden olmaktadir. PTEN’in allelik kaybi, prostat karsinogenezinin
erken donemlerinde gozlenmekle birlikte, metastatik ve kastrasyon-direngli donemde
cok daha yaygm goriilen bir degisikliktir. Ayn1 zamanda, prostat kanserlerinde PTEN
inaktivasyonunun NKX3.1 fonksiyon kaybi, c-Myc proto-onkogeninin ve/veya
TMPRSS2-ERG flizyonunun aktivasyonu ile de iligskili oldugu gosterilmistir.
Dolayisiyla, PTEN ekspresyon kaybinin 6zellikle kastrasyon-direngli prostat kanserinin
gelisimine Onciiliik ettigi diisiiniilmektedir (Shen ve Abate-Shen 2010).

Son yillarda yapilan bir ¢calisma, primer prostat kanserlerinin %40’ mnda ve metastatik
prostat kanserlerinin de %100’tinde PI3K yolaginda deregiilasyonlarm veya
mutasyonlarin varligmi belirlemistir (Taylor vd 2010). PI3K yolagi, negatif olarak
PTEN tarafindan regiile edilmektedir ve bu yolagm aktivasyonunun prostat kanserinde
kastrasyon-direncini  yonlendirdigi  disiiniilmektedir.  PI3K  yolagi,  hiicre
proliferasyonunu ve hiicre sagkalimimni yonlendiren en 6nemli yolaklardan biridir. Bu
yolak bir kez aktive oldugunda, AKT gibi dnemli sinyallerin yer aldigi dowstream

sinyal iletim kaskadin1 baglatarak hiicrede sagkalim, proliferasyon, hiicre dongiisiinde
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Sekil 2.9 Prostat kanser progresyonunda yer alan yolaklar. PTEN fonksiyon kayb1 ve
buna eslik eden AKT, TMPRSS2-ERG flizyon proteini ile birlikte, downstream
sinyal iletim yolaklarmin aktivasyonunu saglayarak, prostat kanserinin
progresyonunu uyarirlar. ARE, androjen yanit elementleri; TA, transkripsiyonal
aktivator; TF, transkripsiyon faktorii (Jeremy 2009)

ilerleme, biiyiime, gé¢ ve anjiyogenez ¢ibi 6nemli hiicresel olaylara neden olmaktadir
(Sekil 2.9). PTEN-null hiicrelerde AKT’ nin siirekli aktif oldugu gosterilmistir. Prostat
kanserinde PTEN fonksiyon kaybinin AKT/mTOR upregiilasyonuyla sonuglandigmi
gostermistir. AKT/mTOR sinyal iletim yolaginin aktivasyonu o6zellikle kastrasyon-
direngli prostat kanserinde gozlenmekle birlikte, bu yolaktaki disregiilasyonun anti-
androjenik tedaviye direngle iliskili oldugu belirlenmistir. AKT sinyal iletimi ile birlikte
koordineli olarak regiile edilen bir diger sinyal iletim yolag1 Erk/MAPK sinyal iletim
yolagidir ve Ozellikle ileri evre prostat kanserlerinde aktif olan bir yolaktir. Prostat
kanserlerinde bu yolagin aktivasyonu ile gerceklesen kaskadlar net olarak bilinmemekle
birlikte, biiylime faktorlerinini yer aldig1 sinyal iletiminin asir1 diizeyde aktivasyonu ile

iliskilendirilmistir (Shen ve Abate-Shen 2010, Jeremy 2009).

2.4.7.4. Metastatik Prostat Kanserinde Gozlenen Degisiklikler ve Molekiiler
Mekanizmalar

Tan1 sirasinda prostat kanserli hastalarin yaklagik %251 ileri evre veya metastatik

donemdedir. Prostat kanseri Oncelikle kemik metastazi yapan bir kanser tiiridiir ve

metastazlar1 genellikle osteoblastiktir (Sekil 2.10). Sekonder metastaz alanlari ise

siklikla akciger, karaciger ve plevradir (Logothetis ve Lin 2005). Klinik agidan prostat

kanserinde metastazin biiyiik 6nemi vardir ve bir¢ok ¢alisma tiimor hiicrelerinin kemik
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iligine ve kan dolasimina yayilabilme 0Ozelliklerine odaklanmigtir. Son yillardaki
caligmalar, metastazli hastalarin sirkiilasyondaki tiimor hiicrelerinde, ileri evre prostat
kanserlerinde tipik olan bir¢ok farkli kromozomal yeniden diizenlemeler gézlenmis ve
bu da bize kanser progresyonu sirasinda genomik instabilitenin devam ettigini
gostermektedir (Attard 2009, Leversha vd 2009). Ancak yayilim gosteren timor
hiicreleri ile metastaz olusumu arasindaki iligki net olarak ¢dziilememistir ve prostat
kanserlerinin kemik dokusuna metastazint uyaran molekiiler faktorler net olarak

bilinmemektedir.

NORMAL

LOCAL INVASION

2

INTRAVASATION

Circulation

Survival
in blood

Growth at
distant tissue

Sekil 2.10 Prostat metastaz basamaklari: lokal invazyon, intravazasyon, kan dolagimda canli
kalabilme, ekstravazasyon ve farkli bir dokuda (vertebra) ¢ogalmadir (Scott vd 2006).
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EZH2 bir polikomb grub genlerinden biridir ve histon proteini H3’lin lizin 27
(H3K27)’sinin trimetilasyonunu katalizleyen bir histon lizin transferazi kodlar. Bu
enzim, bircok agresif tiimorlerde aktiftir ve dolayisiyla gen transkripsiyonunun
baskilanmasi ile iligkilidir. Biiylime ve farklilagsma gibi bir¢ok 6nemli hiicresel olaylarda
yer alan genler, H3K27 metilasyonu igin hedeftir. ileri evre prostat kanserlerinde EZH2
gen ekspresyonunun siklikla arttigi belirlenmistir. Bu artisin nedenleri arasinda gen
amplifikasyonu, miR-101 ve ERG yer almaktadir (Shen ve Abate-Shen 2010, Yu vd
2010). ERG direkt olarak EZH2 promoter’ina baglanir ve EZH2’nin hedef aldigi
genlerin epigenetik sessizlesmesini regiile eder. Bu genlere en iyi orneklerden biri
NKX3.1’dir. Diger iki 6nemli hedef gen de E-cadherin ve DAB2IP (DAB?2 interacting
protein)’dir ve bu genler 6zellikle metastatik prostat kanserleri ile iliskilendirilmektedir.
DAB2IP’nin transkripsiyonal olarak sessizlesmesi Ras sinyal iletim yolagmi aktive
ederek timor gelisimine ve NF-KB'yi aktive ederek de metastaz gelisimine neden olur

(Shen ve Abate-Shen 2010).

Timor protein 53 (TP53) bir transkripsiyon faktoriidiir ve tiimorlerde genellikle
mutasyonlar nedeniyle inaktiftirler. TP53, hiicreleri DNA hasarindan ve onkogen
aktivasyonundan koruyan Onemli bir proteindir. Mutasyonlar nedeniyle timor
baskilayic1 6zelligini kaybetmesinin yani sira, TP53 genindeki birgok mutasyonun gene
onkogenik 6zellikler kazandirdig: bilinmektedir (Brown vd 2009). Prostat kanserlerinde
TP53 mutasyonlarinin goriilme sikliklar1 kendine 6zgii bir farklilik gostermektedir.
Primer prostat kanserlerinde TP53 mutasyon siklig1 yaklasik %5 iken, metastatik ve
kastrasyon direngli tlimorlerde bu siklik artmaktadir (sirasi ile %16 ve %26) (Schlomm
vd 2008).

2.4.7.5. Prostat Kanserinde Androjen Reseptorii (AR) Sinyal iletimi
Prostat kanseri etyolojisi ve progresyonu agisindan olduk¢a heterojen bir hastalik
olmasma ragmen, AR aracilig1 ile sinyal iletim yolag: hastalikla ile ilgili her durumda

rol oynayan bir yolaktir.

Prostat gelisimi ve fizyolojik fonksiyonlar1 agisindan androjenler son derece dnemli
hormonlardir ve niiklear hormon reseptdrii olan androjen reseptorii (AR) aracilig ile
aktive edilirler. AR, prostat-spesifik genlerin ekspresyonunun uyarilmasini ve

farklilagmis prostat epitelyum fenotipinin korunmasini saglarlar. Prostat hiicrelerinde
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regiile ettikleri nemli hiicresel olaylar protein sentezi ve salinimi, hiicre dongiisii, hiicre
sagkalim1 ve apoptozdur. Normal fizyolojik kosullarda, ligand yoklugunda, AR primer
olarak sitoplazmada lokalizedir ve 1s1 sok proteinleri (HSP-90, -70, -56), hiicre iskeleti
elemanlar1 ve diger saperonlarla etkilesim halindedir. Ligandin (testesteron ve DHT)
reseptore baglanmasi, AR’de konformasyonal bir degisime neden olur ve AR igindeki
hidrofobik bolge AR dimerizasyonunun gergeklesmesine neden olur. Dimerizasyonla
birlikte, AR’ye koaktivatorler baglanir ve bu koaktivatorlerin yarattigi ek baglanma
bolgeleri, farkli sinif koaktivatorlerin de AR’ye baglanmasi saglar. Tiim bu etkilesimler,
AR’nin niikleusa hedeflenmesini kolaylastirir. AR niikleus igine girdiginde, androjen-
hedefli genlerin (6rn: PSA) promoter ve enhancer bolgelerinde bulunan ve androjen
yanit element (ARE)’leri olarak adlandirilan spesifik tanima bolgelerine baglanirlar. Bu
baglanma, koaktivatorlerin ve koreseptorlerin bolgeye ¢ekilmesini saglar ve sonugta gen

ekspresyonunun diizenlenmesi saglanir (Lonergan vd 2011).

Geng yasta kastre edilen erkeklerde prostat kanserinin olusmamasi AR sinyal
iletiminin prostat kanserinin olugsmasinda son derece onemli oldugunu gostermektedir.
Ayn1 zamanda, malign prostat hiicrelerinde hiicresel de-diferensiasyonun varligi, AR
aktivitesi ve hedef genlerinde bir degisim oldugunu gostermektedir. Prostat kanserinin

progresyonu sirasinda, AR bir pro-diferensiasyon faktorii olmak yerine artik bir pro-

proliferasyon faktorudiir (Wang Q vd 2009).

Prostat kanserinde AR’lerin tiimdr progresyonunu etkileyebilecegi diisiiniilen en az 3
mekanizma bulunmaktadir. Bunlardan ilki reseptor ekspresyonu ve aktivasyonunda
artistir. Yeni tami alan ve tedavi almamis prostat kanserli hastalarda, testosteronun
serum diizeyindeki diislikliigiin yiiksek AR ekspresyonu ve yiiksek Gleason derecesi ile
iligkili oldugu bilinmektedir. Ayni zamanda rekiirrens-free sagkalimda azalma ve
progresyondaki artis da, yiiksek AR ekspresyonu ile iliskili bulunmustur. Bu nedenle
AR ekspresyonundaki artig, prostat kanser baslangici ile degil, progresyonu ile
iliskilendirilmektedir (Lonergan vd 2011). Prostat kanserlerinin endokrinolojik tedavisi
sirkiilasyondaki testikiiler androjenlerin deprivasyonunu, cerrahi kastrasyonu ve
kimyasal kastrasyonu igermektedir ve bu tedaviler primer olarak AR aktivitesinin

diizenlenmesini hedeflemektedir.
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Ikinci 6nemli mekanizma ise AR mutasyonlaridir. AR geni, en sik mutasyona
ugrayan steroid reseptor genidir. Gliniimiize kadar AR geninde 660’dan fazla mutasyon
tanimlanmistir ve bunlarin biiyiik bir ¢ogunlugu androjen-insensitivite sendromunun
malign olmayan farkli klinik kategorileri ile iligkilendirilmistir. Tedavi almamis
lokalize prostat kanserlerinde mutasyon siklig1 diisiikken (<%2), ileri evre ve metastatik
timorlerde bu sikligin arttigi (<%50) goézlenmistir. Prostat kanserlerinde goézlenen
fonksiyon kazanim mutasyonlar1 genellikle genin fonksiyonal bdliimlerinde ve nadiren
de genin UTR bolgelerinde goézlenmektedir. Bu mutasyonlar reseptériin  hormon-
baglanma bolgesindeki degisikliklere neden olmasi kadar trans-aktivasyon
ozelliklerinde de degisimlere neden olarak, AR’de yapisal degisikliklere ve dolayisiyla
da aktivitesinde degisikliklere neden olurlar (Koochekpour 2010).

Androjen yoklugunda AR sinyal iletiminde 6nemli bir mekanizma da AR’nin ligand-
bagimsiz aktivasyonudur. Bu atipik bir reseptor aktivasyonudur ve birgok steroid
hormon reseptdrlerinde gozlenen bir mekanizmadir. Prostat kanser hiicrelerinde insiilin-
benzeri biiylime faktorii (IGF), epidermal biiyiime faktorii (EGF), keratinosit biiyiime
faktorii, Her2/neu ve IL-6 gibi bazi biiylime faktorlerinin AR’yi aktive ettigi
bilinmesine ragmen, bu ligand-bagimsiz aktivasyonun mekanizmasi net olarak

aydinlatilamamistir (Lonergan vd 2011, Koochekpour 2010)

S5a-Reductase,

— @

Sekil 2.11 Prostat kanserinde temel AR sinyal iletim yolaklari. Dihidrotestesteronun
baglanmasi ile AR niikleusa gecer ve hedef gene baglanarak, ekspresyonunu regiile
eder. AR, dihidrotestesteron yoklugunda da transaktive olabilir. IL-6, IGF ve EGF
aktive edici sinyallere 6rneklerdir (Lonergan vd 2011).
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2.4.8. Prostat Kanserinde Gozlenen Epigenetik Mekanizmalar

Su anda ¢ok iyi biliyoruz ki, genom sadece 0zgiin dizilere sahip DNA molekiilii
degildir ve DNA ¢ift sarmalinda bulunan bilginin dogru yorumu i¢in niikleusun 3
boyutlu yapisinda yer alan kromatin fiberleri, bunlarla iligkili proteinler ve diger niiklear
komponentler gereklidir. Epigenetik terimi DNA molekiiliiniin sahip oldugu baz ¢ifti
dizisinde degisiklik olmaksizin, gen ekspresyonundaki kalitsal degisiklikleri
tanimlamak i¢in kullanilmakla birlikte, epigenetik ile 1lgili ¢alisma alant DNA dizisinde
degisiklik olmaksizin 6zel bir genomik lokusun veya bir kromozomun sonucunu
degistirebilen her bir molekiiler mekanizmay1 kapsamaktadir (Espada ve Esteller 2010,
Heyn ve Esteller 2012). Epigenetik mekanizmalar; DNA metilasyonu, histon
kuyruklarinin kovalent modifikasyonu, niikleozom korlarinin ATP-bagimli yeniden
diizenlenmesi  ve transkribe olan kodlama yapmayan RNA’lar olarak

smiflandirilabilirler ve bircok 6nemli hiicresel olayda rol oynarlar.

2.4.8.1. DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu, DNA molekiiliiniin tek reversible kimyasal modifikasyonudur ve
DNA dizisinde degisim olmaksizin kalitilabilir. Somatik memeli genomunda DNA
metilasyonu, simetrik olarak CpG diniikleotidlerinde meydana gelir ve sitozinin 5.
karbonuna metil grubunun eklenmesidir (5mC) (Sekil 2.12). Memelilerde non-CpG
metilasyonu sadece embriyonik kok hiicrelerde bulunur. Memeli non-transforme
somatik hiicrelerde, toplam GC igerigi %40-45 iken, CpG diniikleotidlerinin bulunma
siklig1 beklenmedik sekilde diisiiktiir ve DNA molekiiliindeki tiim dizilerin %1-4’{ine
karsilik gelir. Memeli genomunda, tipik olarak tiim CpG alanlarinin %60-90’1 metiledir
ve DNA’daki tim niikleotidlerin 9%0.75-1’ini 5mC olusturur. Bu, kabaca tiim
sitozinlerin %4-6’smin  metile oldugu anlamina gelir ve bu metile sitozinlerin
bazilarinin CpG diniikleotidleri disinda da metile oldugunu gostermektedir (Espada ve
Esteller 2010, Heyn ve Esteller 2012).

Genom stabilitesinin korunmasinda, imprinte genlerin sessizlesmesinde, X-
kromozom inaktivasyonunda ve transpozonlarla diger parazitik dizilerin kalic
sessizlestirilmesinde DNA metilasyonu son derece 6dnemli bir mekanizmadir. Ancak,
memeli genomundaki genlerin %60’ indan fazlas1 promoter bolgelerinde bir CpG adasi

icermezler ve bu genlerin CpG-metilasyon bagimsiz bir yolla regiile edildikleri
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Sekil 2.12 DNA metilasyonunun kimyasal temeli. (A) Memeli genomunda DNA
metilasyonu, hemen hemen sadece CpG diniikleotidlerindeki sitozin rezidiilerinde
meydana gelir. (B) DNMT ’ler, metil grubu kaynagi olarak SAMe’i kullanir. SAMe,
metil grubunu verince S-adenozil homosisteine (SAH) donisir. DNA
metiltransferazlar, sitozinin primidin halkasmin 5’-pozisyonuna metil grubunun
eklenmesini katalize ederler (Espada ve Esteller 2010).

disiiniilmektedir. DNA metilasyonu tek kalitilabilir epigenetik belirte¢ oldugundan,
DNA metilasyon paternlerinin yavru hiicrelere dogru aktarimi ve korunmasi, hiicre
dongiisiiniin 6nemli bir mekanizmasidir. CpG niikleotidlerinde DNA metilasyonundan
sorumlu enzimler, DNA metiltransferaz (DNMT) protein ailesinin {iyeleridir. Bu
enzimler metil gruplarmin dondérii olarak S-adenozil-L-metiyonin (SAMe)’i kullanirlar.
Memelilerde, DNA metiltransferaz ailesininin 5 tiyesi bulunmaktadir: DNMT]I,
DNMT2, DNMT3A, DNMT3B ve DNMT3L. DNMT]1, somatik hiicrelerde en fazla
bulunan DNMT’dir. DNMT3A ve DNMT3B baslica embriyonik ve non-diferensiye
hiicrelerde ve embriyo implantasyonu (embriyo genomunda “de novo” DNA metilasyon
dalgalarinin meydana geldigi sirada embriyo gelisiminini kritik bir basamagidir)
sirasinda eksprese edilir. Bu nedenle her iki protein de “de novo” DNMT’ler olarak
adlandirilirlar. Ancak, birgok c¢alisma in vivo DNMT1’in DNMT3A ve 3B kadar “de
novo” metilasyon fonksiyonuna sahip oldugu ve global DNA metilasyon paterninin

olusturulmasinda isbirligi i¢inde oldugunu gostermistir. DNMT2, diger DNMT lerden
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farkli olarak N-terminal regiilatér domainini icermez ve bu nedenle daha diisik DNA

metiltransferaz aktivitesine sahiptir (Espada ve Esteller 2010).

Hiicre niikleusunda, temel 10 nm’lik kromatin yapisi, 30 nm’lik kromatin fiberlerine
kondanse olur ve daha sonra cok daha kompakt sekilde paketlenir. Kromatin
kondenzasyonunun baglangi¢ evrelerinde, histon modifiye edicilerin ve ATP-bagimli
kromatin remodeling komplekslerin niikleozomun temel yapisini degistirerek
transkripsiyonal etkilerinin oldugu diistiniilmektedir. Bu aktiviteler, spesifik bdlgelerde
CpG’leri metile etmek igin kromatin fiberlere DNMT lerin toplanmasima neden olabilir.
Bir sonraki basamakta, metil grubuna-baglanan proteinler yeni metile olan DNA’ya
baglanabilir ve kromozom filamentlerinin tam olarak kompakt yapismin olusmasma
yardim edebilir. Boylece, DNA metilasyonu acik kromatin yapisindan kapali kromatin
yapisina gecisle iliskilidir. Bu konformasyonal degisim, siklikla gen transkripsiyonunun
giiclii inhibisyonu ile iligkilidir. DNA metilasyonu ile uyarilan transkripsiyonal
sessizlesmeyi agiklayabilen 3 model bulunmaktadir. Bunlardan ilki, CpG metilasyonu,
dizi-spesifik transkripsiyon faktorlerinin kromatin fiberlerdeki kendi baglanan
bolgelerine baglanmasini kendiliginden inhibe eder. Bu model, E2F, CREB ve c-myc
transkripsiyon faktorlerinde gozlenen bir mekanizmadir. Ikinci modelde, CpG
metilasyonu 6zellesmis niikleozom yapismin olusmasini uyararak niikleozom pozisyonu
iizerinde direkt etkiye sahiptir. Uciincii modelde, DNA metilasyonu, metile CpG
diniikleotidlerini taniyan niiklear faktorlerin kromatin fiberlerdeki spesifik bdlgelere
toplanmasin1 uyarir veya hedef bolgelere diger niiklear faktorlerin toplanmasini

geciktirir / engeller veya direkt olarak transkripsiyonun baskilanmasi etkisine sahiptir

(Espada ve Esteller 2010).

Genomik DNA metilasyon diizeyinde azalma ile karakterize global hipometilasyon,
kanserin genel 6zelliklerinden biridir ve genellikle proto-onkogenlerin aktivasyonu ve
kromozomal instabilite ile iliskilendirilmektedir. Gen-spesifik hipermetilasyon, global
hipometilasyondan sonra sekillenmektedir ve genellikle kanserde epigenetik tedavi
olasiliklar1 ve biyomarker arastirmalarinda yer almaktadir (Heyn ve Esteller 2012).
Prostat kanserlerinde en sik calisilan epigenetik modifikasyon DNA metilasyonudur.
Prostat kanserinin hem olusumunda hem de progresyonunda rol oynadigi
diistiniilmektedir (Jeronimo vd 2011, Chiam vd 2012). Giiniimiizde, prostat kanserinde

hipermetile oldugu belirlenen 50’nin iizerinde gen identifiye edilmistir (Park 2010,
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Chiam vd 2012). Bu genler DNA tamir genleri, hiicre dongiisii kontrol genleri, apoptoz
genleri, hormonal yanit genleri, sinyal iletiminde yer alan genler ve hiicre

invazyon/metastaz genleri olarak gruplandirilabilir (Tablo 2.4).

Prostat kanserinde en iyi bilinen epigenetik modifikasyon GSTP1’in DNA
metilasyonudur (Sekil 2.13). Serum PSA diizeyi ile karsilastirildiginda daha spesifik
olmasi (>%90), BPH ve yiiksek-dereceli PIN gibi diger prostata 6zgiin hastaliklardan
kanseri ayirt edebilmesi, metilasyon diizeyinin hastaligin evresi ve tedavi sonrasi
rekiirrens ile iligkili olmasi, serum, plazma ve idrar G6rneklerinden de analizinin
yapilabilmesi prostat kanserlerinde GSTP1 metilasyonunu Onemli bir epigenetik
biyomarker yapmak i¢in yeterli nedenlerdendir (Chiam vd 2012). Son yillarda yapilan
bir ¢alismada, GSTP1, RASSF1A, CDH1, APC, DAPK, MGMT, RARpB2 ve TIMP3
genlerinin hipermetilasyon durumlarmin kontrol grubuna gore prostat kanserli olgularda
daha yiiksek olduklar1 ve GSTP1, RASSF1A, RARS2 ve APC genlerinden olusan 4’lii
gen hipermetilasyon profilinin %86 duyarlilik ve %89 6zgiinliikle kanserli olgular1

kontrol grubundan ayirabildigi gosterilmistir (Roupret vd 2007).
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Sekil 2.13 GSTP1: Prostat kanserinin tan1 ve prognozunda epigenetik profil drnegi.
Saglikli hiicrelerde, GSTP1 ksenobiyotiklerin ve karsinojenlerin (kirmizi daireler)
hiicresel ~ detoksifikasyonunda rol oynar. Timor hiicrelerinde GSTP1’in
hipermetilasyonu, genin transkripsiyonal olarak baskilanmasi ile iligkilidir ve
ksenobiyotiklerle karsinojenlerin hiicresel birikimine neden olarak tiimdr olusumuna
yardim eder. GSTP1 hipermetilasyonu, prostat biyopsileri ile birlikte serum ve idrar
orneklerinde malign hiicrelerin varligin1 gdsteren bir biyolojik belirte¢ olarak
kullanilmaktadir. (Heyn ve Esteller 2012°dan alinarak modifiye edilmistir).
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Tablo 2.4 Prostat kanserinde fonksiyonlarma ve yer aldiklar1 yolaklara gore siklikla

hipermetile olan genler *

Yolak Gen Gen tanmim Siklik (%)
Hormonal yanit
AR Androjen reseptor 15-39
ESR1 Ostrojen reseptér 1 19-95
ESR2 Ostrojen reseptdr 2 83-92
RARp2 Retinoikasit reseptor 2 68-95
RARRES1  Retinoikasit reseptor yanitlayict 1 55-96
(TIG1)
Hiicre dongiisii kontrolii
CCND2 Siklin D2 32-99
CDKN2A  Siklin-bagimli kinaz inhibitorii 2A 3-77
(p16)
RPRM Reprimo -
SFN Stratifin (14-3-3 sigma) 99
Sinyal iletimi
DKK3 Dickkopf 3 68
EDNRB Endotelin reseptor tip B 15-100
RASSF1A  Ras ortak domain ailesi proteini 1 53-99
izoform A
RUNX3 Runt-iliskili transkripsiyon faktorii 3 27-44
SFRP1 Salgilanan frizzled-iligkili protein 1 83
Timor invazyonu
APC Ailesel adenomat6z polipozis 27-100
CAV1 Kaveolin 1 90
CDH1 E-cadherin 27-69
CDH13 Cadherin 13 45-54
CD44 Cluster farklilagma antijeni 44 19-72
LAMA 3 a-3 laminin 44
LAM C2 v-3 laminin 41
TIMP3 TIMP metalopeptidaz inhibitor 3 0-97
DNA hasar tamiri
GSTM1 Glutatyon S-transferaz M1 58
GSTP1 Glutatyon S-transferaz P1 79-95
GPX3 Glutatyon peroksidaz 3 93
MGMT 0-6-metilguanin DNA metiltransferaz =~ 0-76
Apoptoz
ASC Apoptoz-iliskili Speck-benzeri protein ~ 37-78
iceren bir CARD
BCL2 B hiicre lenfoma 2 52-87
DAPK Oliim-iliskili kinaz 0-36
Diger
MDR1 Coklu ilag direng reseptorii 1 51-100
PTGS2 Prostaglandin endoperoksidaz sentez2  18-88
HIC Kanserde hipermetile 99-100

*: (Jerénimo vd 2011)’dan alinmustir.
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2.4.8.2 Histon Modifikasyonlarn

Kromatin, niiklear DNA’nin daha yiiksek diizen icerisinde organize olmus halidir ve
temel birimi niikleozomdur. Niikleozom kor histon oktomeri (2 adet H3:H4 dimeri ve 2
adet H2A:H2B heterodimeri olmak iizere 8 adet histon proteini icerir) ve 147 bg¢’lik
DNA’dan olugsmaktadir. Histon proteinlerinin N-terminal bolgeleri niikkleozom yapisinin
disinda yer alir. Histon proteinlerinin tiirler arasinda oldukc¢a sik1 korunmus olan bu N-
terminal bolgeleri, olduk¢a bazik &zelliktedir ve post-translasyonal modifikasyonlarin
gerceklestigi bolgelerden biridir. Histon proteinlerinin N-terminal bolgelerinde post-
translasyonal modifikasyonlarin gergeklestigi 60 farkli rezidi tanimlanmistir ve
asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon, ubikutinasyon, sumolasyon, ADP ribozilasyon,
deaminasyon ve prolin izomerizasyon olmak tizere en az 8 farkli tipte histon
modifikasyonlarinin gézlendigi bilinmektedir (Allis vd 2007 ). Bu tiir modifikasyonlar
niikleozom yapisina yeni bir grubun eklenmesine, histon proteinin elektriksel yiikiiniin
degismesine veya spesifik proteinlerin toplanmasini saglayarak farkli hiicresel yanitlara
neden olurlar. Ornegin histon proteinlerinde yiik degisimi nedeniyle bitisik
niikleozomlar veya histon-DNA arasindaki temaslarin bozulmasina en iyi 6érnek histon
lizin asetilasyonudur. Histon asetilasyonu lizinin pozitif yiikiinii ntralize eder ve bu da
DNA ile histon arasindaki afiniteyi zayiflatir. Boylece kromatin ¢ok daha kolay
ulagilabilir “ag¢ik kromatin” durumuna gelir. Bu nedenle histon asetilasyonu genellikle
transkripsiyonal aktivasyonla iliskilendirilmektedir. Ancak unutulmamasi gereken bir
nokta da, ayn1 modifikasyonun genomun farkli lokalizasyonlarinda farkli sonuglara
neden olabilmesidir. Ornegin; H3K9 ve H3K27 metilasyonu transkripsiyonal
sessizlesme ile iliskili iken, H3K4 ve H3K79 metilasyonu transkripsiyonal olarak aktif
gen bolgelerinde tanimlanan modifikasyonlardir. Ayni1 zamanda belli bir histon protein
rezidiisinde gozlenen modifikasyonun siddeti de sonucu etkilemektedir. Ornegin;
H3K79mel aktif genlerde yogun olarak bulunurken, H3K79me3 transkripsiyonal olarak
baskilanmis genlerde bulunmaktadir. Ister aymi histon proteini iizerinde (in cis) ister
ayni niikleozomun farkli histon proteinleri iizerinde (in trans) olsun, tiim histon
modifikasyonlar1 farkli hiicresel olaylar1 gerceklestirebilmek i¢in yogun etkilesim
icindedirler. Bu nedenle farkli veya kalic1 hiicresel yanitlara neden olabilen farkli histon

modifikasyonlarinin kombinasyonlarina “histon kodu” adi verilmektedir (Izzo ve

Schneider 2010).
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Malign hiicrelerde, DNA metilasyonundaki degisimlerle uyumlu olarak genom-capl
histon modifikasyonlar1 da degismektedir. Ornegin, H4 proteininde gdzlenen lizin 16
asetilasyonunda azalma ve H4K20me3, insan kanserlerinin 6nemli bir belirteci olan
DNA tekrar dizilerinin hipometilasyonu ile iligkilidir. Ayn1 zamanda transkripsiyonal
olarak sessizlesen genlerde gozlenen DNA hipermetilasyonu da H3K9me, H3K27me ve
H3K4me ile iliskili bulunmustur. Bu iliskiler bize histon asetilazlar, histon deasetilazlar,
histon metilazlar ve histon demetilazlar gibi histon proteinlerini modifiye eden 6nemli
enzimlerin ekspresyon diizeylerinin kanser gelisimi ve progresyonunda degistigini

gostermektedir (Jeronimo vd 2011).

DNA metilasyonu ile karsilastirildiginda, prostat kanserlerinde gozlenen histon
modifikasyonlar: ile ilgili ¢aligmalar sinirli sayidadir. Prognostik marker belirleme
amaclh yapilan bu galismalarin ortak sonug¢larindan biri de H3K27 metilasyonundan
sorumlu bir metiltransferaz olan EZH2 enziminin prostat tiimdrogenezi boyunca asir1
eksprese oldugudur. EZH2 asir1 ekspresyonunun ayni zamanda 6nemli regiilator ve
timor baskilayici genlerin sessizlesmesine de neden olabilecegi diisiiniilmektedir
(Jeronimo vd 2011). Son yillarda yapilan ve global diizeyde histon modifikasyonlarmin
analiz edildigi bir c¢alismada, prostat kanserli dokularda H3K4mel, H3K9me2,
H3K9me3, H3Ac ve H4Ac’1in 6nemli 6l¢giide azaldigi, histon lizin metilasyonu ve histon
asetilasyon belirteclerinin hastaligin klinik evresi ve Gleason skoru ile iligkili oldugu

belirlenmistir (Ellinger vd 2010).

2.4.8.3 Kodlama-yapmayan RNA’lar: miRNA’lar

MikroRNA (miRNA)’lar 18-25 niikleotid uzunlugunda, kiigiik kodlama-yapmayan
RNA’larm 6nemli bir smifin1  olusturmaktadir. Pri-miRNA olarak niikleusta
sentezlenirler, islenirler (pre-miRNA) ve sitoplazmaya gegerek olgun miRNA’lara
doniisiirler. Olgun miRNA’lar hedef mRNA’larin 3’ c¢evrilmeyen bolgesine (3°’UTR)
baglanarak etkilerini gosterirler ve sonugta komplementer baz eslesmesinin derecesine
gore ya mRNA’nin translasyonunu inhibe ederler ya da mRNA’y1 degrede ederler.
Giliniimiizde 1000°den fazla miRNA’nin var oldugu ve genlerimizin yaklagik
%30’unun miRNA’lar tarafindan regiile edildikleri diisiiniilmektedir. Bu regiilasyonun

en onemli 6zelligi doku spesifik olmasidir.
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miRNA’lar, genlerin post-transkripsiyonal regiilasyonuna neden olduklarindan
birgok ©Onemli hiicresel olayda rol oynadiklar1 bilinmektedir. Saglikli hiicrelerle
karsilastirildiginda malign hiicrelerde gozlenen 6nemli degisimlerden biri de miRNA
ekspresyon profillerinde gozlenen degisimlerdir. Bu degisimlerin neden oldugu
sonuglara gore de miRNA’lar kendi iglerinde “tiimor baskilayict miRNA’lar” ve
“onkogenik miRNA’lar” olarak smiflandirilmaktadirlar. Kanserde onkogenik
miRNA’larin ekspresyonu artarken, timor baskilayict miRNA’larin ekspresyonlarinda
azalma gozlenmektedir. Histon modifikasyonlar1 gibi miRNA’lar da DNA metilasyonu
ve kromatin yeniden yapilanmasi gibi diger epigenetik mekanizmalarla iligkilidirler ve

epigenetik yolaklar arasinda bir gegis saglarlar (Jeronimo vd 2011).

Prostat kanserinde ekspresyonlarinda degisim gbzlenen birgok miRNA
tanimlanmistir ve belli miRNA’larin anormal ekspresyonlar1 prostat kanserinin
tanisinda, prognozunun belirlenmesinde ve smiflandirilmasinda 6nemli biyolojik
belirtegler  olarak  degerlendirilmektedir.  Genom-gapli  miRNA  ekspresyon
profillerindeki degisimlerin malign hiicreleri malign-olmayan hiicrelerden ayirabildigi
gosterilmistir. Kan, serum gibi viicut sivi orneklerinde stabil yapida olmalar1 ve
kolaylikla analiz edilebilmeleri, bu degisimlerin prostat kanserinin tanisinda onemli
biyolojik belirtecler olarak kullanlabilecegini diisiindiirmektedir (Hassan vd 2010). Son
yillarda yapilan c¢aligmalar, prostat kanserlerinde RAS, BCL2, E2F3 gibi onemli
onkogenleri hedefleyen bircok miRNA’nin ekspresyonlarinda azalma oldugu
gostermektedir. Bu miRNA’lara en onemli 6rnekler tiimor baskilayicilar olarak gorev
yapan miR-15a ve miR-16’dir ve bu miRNA’larin allelik kayiplarinin kanser olusum

stirecinde rol oynayabilecegi One siiriilmiistiir (Ageilan vd 2010, Bonci vd 2008).

Onkogenik miRNA’lar olarak smiflandirilan miR-221 ve miR222’nin prostat
kanserinin gelisimi ve metastaz siireci ile iligkili oldugu bulunmustur. Benzer sekilde,
miR21 ve miR125b prostat kanser hiicrelerinde asir1 eksprese olurlar ve tiimor
bliylimesi ve metastazi ile iligkilidirler (Hassan vd 2012). Ayni zamanda Gleason skor,
patolojik evreleme ve serum PSA diizeyleriyle kiyaslandiginda, miRNA ekspresyon
profilinin prognozu belirleme agisindan daha giiglii bir biyolojik belirte¢ oldugu
gosterilmistir (Martens-Uzunova vd 2011). Brase ve arkadaglari (2011) tarafindan
yapilan c¢aligmada miR-373 ve miR-141 ‘in asir1 ekspresyonunun patolojik evre ve

Gleason skorla iliskili oldugu bildirilmistir. Bir baska ¢aligmada, serumda miR-141
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ekspresyon diizeyindeki artis daha agresif prostat kanseri ile iligkilendirilmistir
(Mitchell vd 2008). Normal prostat dokusu ile karsilastirildiginda, kanserli dokularda
miR-143 ve miR-145’in ekspresyonlarinda da degisim gdzlenmistir. Ozellikle miR-
143’iin asir1 ekspresyonu, prostat kanser hiicrelerinde vimentin ve fibronektin gibi
mezenkimal belirtegleri baskilarken, E-kaderin gibi epiteliyal belirtegleri arttirmaktadir.
(Hassan vd 2012). Bu sonuglar bize, miR-143 ve miR-145’in prostat kanserinde

invazyon ve migrasyonu inhibe ettiklerini diisiindiirmektedir.

Su andaki bilgilerimiz belli miRNA’larin ekspresyon diizeylerindeki degisimin
prostat kanseri ile iligkili oldugunu desteklemektedir. Gelecek caligmalar ekspresyon
diizeyinde degisim gosteren miRNA’larin rollerinin net olarak belirlenmesine
odaklanmalidir ve bu ¢alismalardan elde edilecek sonuclar, prostat kanserinin tanisinda,
prognozunun belirlenmesinde ve tedavi yanitinin degerlendirilmesinde bu miRNA’larin
klinik kullanimini destekleyecektir. Ayni1 zamanda, bu miRNA’lar1 hedefleyen yeni

tedavi stratejilerinin prostat kanserindeki basaris1 da degerlendirilebilecektir.

2.5. GADDA45 Gen Ailesi

2.5.1. GADD45 Gen Ailesi Yapisi ve Uyeleri

“Growth Arrest and DNA Damage Inducible 45” (GADD45) gen ailesi, DNA hasar1
ile indiiklenen bir gen ailesidir. GADDA45 gen ailesi tarafindan kodlanan proteinler,
birgok farkli ¢evresel,fiziksel ve genotoksik stres kosullarinda memeli hiicrelerin
yanitin1 integre eden stres sensorleri olarak gorev yapmaktadirlar (Carrier vd 1994,
Zhang vd 1999, Liebermann ve Hoffman 1998) ve bu proteinler 6nemli tiimoér
baskilayicilar veya otoimmiin baskilayicilar olarak tanimlanmiglardir (Schrag vd 2008).
Hemen hemen tiim memeli hiicrelerinde farkli genotoksik stres faktorleri, immun
hiicrelerin terminal farklilasmasindan sorumlu sitokinler ve apoptotik sitokinler,
GADD45 gen ailesinin iiyelerini kisa siirede uyarma yetenegine sahiptirler (Abdollahi
vd 1991, Zhan vd 1994, Vairapandi vd 1996, Zhang vd 1999).

GADD45«a (GADD45), GADD45p (MyD118) ve GADDA45y (CR6) genlerini
kapsayan GADD45 gen ailesi; kiiglik (18kDA), evrimsel olarak korunmus, birbirleri ile

yiiksek homoloji gosteren, yiiksek asidik ve ¢ogunlukla niikleusta lokalize proteinleri



38

kodlar (Takekawa ve Saito 1998). GADDA45 gen ailesi tarafindan kodlanan genler,
birbirleri ile aminasit diizeyinde %355-57 oraninda identikaldirler (Gupta vd 2006).

GADDA45 proteinlerinin molekiiler yapis1 2008 yilinda aydinlatilmis olup, insan
GADDA45a protein yapist niiklear manyetik rezonans ile gosterilirken, fare GADD45y
proteinin yapisi da kristalografi ile belirlenmistir (Sanchez vd 2008, Schrag vd 2008).
Her iki proteinin de 5 a-heliks ve 5 P-tabaka’dan olugmaktadir. GADDA45y’nin
monomer yapisi, merkezde 5 farkli  tabakasmnin yer aldigi 3-kath ofa sandvig
yapisindandir. Proteinin C-terminal bdlgesinde yer alan ve paralel p tabakalarina
hidrojen baglar1 ile baglanan 5 tabakasi sadece 3 rezidiiden olugsmaktadir. Protein
yapisinda, B-tabakalarmma parelel olacak sekilde bir tarafta a2 ve o3 heliksleri yer
alirken, diger tarafta al, o4 ve a5 heliksleri yer almaktadir. GADDA45 izoformlari
arasinda oldukca siki korunan rezidiiler, a2 ve a3 helikslerinde ve bu helikslerin

etkilesim i¢inde olduklar1 B-tabakalarinda yer alirlar (Sekil 2.14) (Schrag vd 2008).
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Sekil 2.14 GADDA45 izoformlarmin monomerik yapisi ve dizi korunumlari.
(A) GADDA45y proteinin monomerik yapist. Sekonder yapisal elementlerin de
gosterildigi bu resimde tiim GADDA45 izoformlarinda identikal olan rezidiiler sar1
renkle gosterilmektedir. (B) GADDA45 ailesi iiyelerinin amino asit dizilimleri.

Identikal rezidiiler gri kutular igine alinmistir. GADD45y kristal yapisinda bulunan
sekonder yapisal elementler dizilimler {izerinde gdsterilmistir.

GADD45 proteinleri, homo-oligomer ya da farkli aile iiyeleri arasinda hetero-
oligomerler olusturabilirler. GADD45y i¢in dimer olusturan 4 farkli olast monomer

etkilesim modeli ortaya konulmustur. GADD45y daki dimerizasyon bolgelerinin a2 ve
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a3 heliks bolgelerinde oldugu gosterilmistir ve bu bdlgelerin yiiksek korunumlu
bolgeler oldugu bilinmektedir (Schrag vd 2008). Bu tiir etkilesim bolgelerinin
tanimlanmasi, GADD45 proteinlerinin yardimci proteinlerle olan etkilesimlerini ve
fonksiyonlarm1 tanimlamada biliylk Onem tasimaktadir. GADDA45 proteinlerinin
monomer-oligomer degisimlerinin onlarn fonksiyonlarin1 regiile ettigi ortaya
koyulmustur (Kovalsky vd 2001). Sekil 2.15’te GADD45 proteinlerinin sekonder yapist
ve etkilesim domainleri gosterilmektedir. GADDA45y merkezi bolgesindeki
dimerizasyon sonrasi Cdc2, p21, p38 ve histon proteinleri ile etkilesim gostermektedir
ve GADD45y’deki L80E nokta mutasyonunun dimerizasyonu bloke ettigi gosterilmistir.
Tiim GADDA45 proteinleri PCNA ile etkilesim gosterirler ve GADD45’in PCNA ile

WAF1/CIF

baglanmas1 p21 ile yarigmali olarak ger¢eklesmektedir (Zhang vd 2008).
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Sekil 2.15 GADDA45 proteinlerinin sekonder yapis1 ve etkilesim domainleri. Proteinin a-
heliks yapilar1 beyaz kutu ve B-tabaka yapilar1 siyah kutu ile gosterilmistir. Resimde
ayrica GADDA45 proteinlerinin PCNA, CDKI1, MTK1, p38, MKK7 ve p21
proteinleri ile olasi etkilesim domainleri gosterilmistir (Tamura vd 2012).

2.5.2. GADD45 Gen Ailesinin Fonksiyonlari

Farkli genotoksik ve gevresel stres ajanlari tarafindan uyarildiktan sonra, GADD45
genlerinin  hiicre dongiistiniin durdurulmasmin kontroliinde (Vairapandi vd 2002,
Liebermann ve Hoffman 1998), DNA tamirinde (Vairapandi vd 2002, Liebermann ve
Hoffman 1998, Smith vd 2000), hiicre canliliginin devaminda (Smith vd 1996, Gupta vd
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2006), apoptozda (Zhang vd 2001, Yoo vd 2003), in vitro transformasyon igin
hiicrelerin duyarliliginda ve in vivo tiimor gelisiminde (Tront vd 2006, Hollander vd
1999) yer aldiklar1 bildirilmistir. Onemli rol oynadiklar1 bu hiicresel mekanizmalar,
diger hiicresel proteinlerle fiziksel etkilesim gostererek, birlikte gerceklestirmektedirler.
Ozellikle, DNA hasarindan sonra tiim GADD45 protein ailesi iiyeleri hizla uyarilirlar ve
bunun sonucunda ya hiicre dongiisiinde, apoptozda durmaya neden olurlar ya da DNA
tamir mekanizmasiminda aktif rol oynarlar. Hiicresel homeostazin korunmasinda ve stres
faktorlerine yanitta dnemli rol oynayan GADDA45 proteinleri, hiicre dongiisiiniin G; fazi
boyunca yiiksek diizeyde eksprese edilirler (Tamura vd 2012). GADDA45 genlerinin
ekspresyonlari, metilmetan siilfonat (MMS), v 1sinlar (IR), ultraviyole radyasyon (UV),
daunorubisin (DNR) ve inflamatuar sitokinleri de iceren farkli genotoksik ve gevresel
stres faktorleri ile uyarilir (Takekawa ve Saito 1998). Her bir farkli uyarida GADDA45
gen ailesi iiyelerinin ekspresyon paternleri de farklidir ve bu da bize stresin kaynagina
bagli olarak GADDA45 genlerinin farkli roller oynadigini gdstermektedir. Bir bagka
ifade ile her 3 protein de benzer fonksiyonlara sahip olmakla birlikte, stresin kaynagma
ve bulunduklar1 hiicre tipine gore aktive edildikleri yolaklarin farkli olmasi nedeniyle bu
fonksiyonlar1 identikal degildir. Ornegin GADDA458 TGF-indiiklii apoptoz yolagi
iizerinden aktive edilirken, GADD45a bu yolak iizerinden aktive edilmez
(Selvakumaran vd 1994, Yoo vd 2003). Diger taraftan GADD45¢, p53 fonksiyonu i¢in
hedef gen olarak tanimlanirken, GADD45f ve y bu anlamda hedef genler degildirler
(Kastan vd 1992, Selvakumaran vd 1994, Guillouf vd 1995).

Hiicre dongiisiiniin durdurulmasi ve DNA tamiri gibi rol oynadiklar1 6nemli hiicresel
mekanizmalari, diger yardimeci hiicresel proteinlerle fiziksel etkilesim gostererek,
birlikte ger¢eklestirmektedirler. Bu yardimci proteinlerin belli baslilar;; PCNA
(proliferating cell nuclear antigen), histonlar, cdk2/cdk1, cdk2/SiklinB1 kompleksi, p21,
MEKK4/MTK1, MKK7/JNKK2, p38, Bcl-x., CRIF1/Gadd45GIP, Aurora-A, B23,
DNA-tamir endoniikleazi XPG’dir. (Zhang vd 2008) (Sekil 2.16). GADD45
proteinlerinin yardimei proteinlerle etkilesimleri, GADD45 proteinlerinin ve yardime1
proteinlerin ekspresyon diizeylerine, bu proteinlerin hiicresel lokalizasyonlarina ve post-
translasyonel modifikasyonlara baghdir. Etkilestikleri proteinlere bagli olarak da
hiicresel yanit degisebilmektedir (Smith vd 1996, Vairapandi vd 2000, Azam vd 2001,
Liebermann ve Hoffman 2007). Ornegin, GADD450, CDK1/Siklin B1 kompleksiyle

etkileserek CDK1’in kinaz aktivitesini inhibe etmektedir ve sonugta hiicre dongiisii
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G2/M evresinde durdurulur. Benzer sekilde, GADD45 proteinlerinin PCNA (DNA
replikasyonu ve tamirinde rol oynayan bir protein) ile etkilesimi, hiicreyi niikleotid
eksizyon tamirine (NER) yonlendirmektedir. GADDA45 ekspresyonundaki azalmanin
DNA tamir mekanizmasindaki yetersizlikle korele oldugu bilinmektedir ve GADD45’in
hasarli kromatinde DNA’ya erisilebilirligi modifiye etme yetenegi (Carrier vd 1999) ve
PCNA ile etkilisimi (Smith vd 1994), bu proteinlerin DNA tamir mekanizmasindaki
rolinii desteklemektedir. GADD45 proteinlerinin MEKK4 ve p38 ile etkilesimleri, bu
proteinlerin aktivasyonuna neden olur. Aktive olan bu proteinlerin etkilesim
gosterdikleri diger proteinlere bagl olarak hiicresel yanit degismektedir (Liebermann vd
2011). Bir baska 6nemli nokta da, GADD45 proteinlerinin uyarici ve/veya hiicre tipine
bagli olarak hiicre sagkalimina ya da apoptoza neden olmalaridir. Ornegin GADD45’in
vy 1sinlartyla uyarimi pS3-bagimli yolaklari aktive ederken (Kastan vd 1997), kisa dalga
boylu UV, metilmetan siilfonat (MMS), Al2 prostaglandin J2, kamptotesin gibi
ajanlarla uyarim p53-bagimsiz yolaklar1 aktive edebilir (Hollander vd 1993, Goldwasser
vd 1996, Ohtani-Fujita vd 1998).
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Sekil 2.16 Stres sinyal yolaginda GADDA45 genlerinin fonksiyonu ve etkilestigi
yardimc1 proteinler (Liebermann vd 2011).

Yukarida tanimlanan fonksiyonlarna ek olarak, GADD45 proteinlerinin hem in vivo

hem in vitro 6nemli onkogenik stres sensorleri oldugu bilinmektedir. GADD45a-/- ve
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GADD458-/- farelerde mutasyon sikliginin ve kimyasal karsinojenlere karsi duyarliligin
arttiginin gozlenmesi, GADDA45 proteinlerinin tiimdr gelisiminin modiilasyonunda rol
aldiklarma dair ilk kanitlardir. Ayrica GADD45a ve GADD45y’nin NF-KB aracili
baskilanmasi, kanser hiicrelerinde sagkalim i¢in olduk¢a 6nemlidir (Zerbini vd 2004).
Bircok kanser tiiriinde, GADDA45 proteinlerinin  ekspresyonlarinin  azaldig1
bilinmektedir. Kanserlerde GADD45 genleri nadiren mutant oldugundan, ekspresyon
kaybindan genellikle DNA metilasyonu sorumlu tutulmaktadir.  Sekil 2.17°de
GADDA45y geninin yapisi ve CpG alanlar1 gosterilmistir.

. Fy
¥

CpG/_alanlar | |
I [

MS-RDA fragmani

Sekil 2.17 GADDA45y geninin yapisi ve CpG alanlar1. Transkripsiyon baslama bolgesi
okla gosterilmistir. HSF: Kor promoter bolgesinde bulunanan 6 adet Is1 Sok
Faktorleri, MS-RDA fragmani: “Methylation-sensitive representational difference
analysis” ile belirlenen hipermetile fragman (Ying vd 2005)

Yukarida tartisilan veriler esliginde, bu calismadaki hipotezimiz, prostat kanserli
olgularda GADDA45y protein ekspresyonunun metilasyon araciligi ile azaldigi ve bunun
da apoptotik siireci etkileyecegidir. Bu kapsamda benign prostat hiperplazili ve prostat
adenokarsinomlu doku Orneklerinde GADD45ynin  ekspresyon ve metilasyon
profillerinin belirlenmesi, metilasyon ile ekspresyon profilleri arasindaki korelasyonun

ortaya koyulmasi ve bu profillerin apoptozla olan iligkisinin belirlenmesi amag¢lanmistir.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Benign prostat hiperplazili ve prostat adenokarsinomlu olgular

Bu calismada, Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim
Dalr’'nda histopatolojik olarak incelenen ve prostat adenokarsinom tanisi alan 60 olgu
(2003-2012 yillar1 arasinda) ile birlikte kontrol grubunu olusturan ve benign prostat
hiperplazi (BPH) tanisi alan 60 olgu (2011-2012 yillar1 arasinda) degerlendirildi.
Olgulara ait Klinikopatolojik bilgiler patoloji raporlarindan elde edildi. Calisma
materyali olarak bu olgulara ait %10 formaldehit soliisyonu ile tespit edilen, parafin
bloklara gomiilii (FFPE) doku 6rnekleri kullanildi.

Toplam 120 olguya ait doku oOrnekler laboratuvarimizda numaralandirildi ve

orneklerin kayit igslemleri gergeklestirildi.

Her bir olguya ait FFPE doku 6rneklerinden alinan ardisik 2 kesit DNA izolasyonu
amaciyla kullanilirken, 3 adet kesit immunohistokimyasal (IHK) analizinde (Bcl-2, Bcl-
XL ve GADD45y) ve 1 kesit de TUNEL yonteminde kullanild:.

3.2. FFPE Doku Orneklerinden Genomik DNA izolasyonu

Toplam 120 olguya ait FFPE doku 6rneklerinden genomik DNA izolasyonlar1 ticari
kit (QIAamp DNA Mini Kit, Qiagen) yardim ile gergeklestirildi. Uretici firmanmn
belirttigi sekilde, DNA izolasyonu i¢in asagidaki basamaklar sirasi ile uygulandu:

3.2.1. Genomik DNA izolasyon Protokolii
1) FFPE doku orneklerinin etrafinda bulunan fazla parafin, steril bistiiri ve pens
yardimi ile mekanik olarak uzaklastirildi ve bu doku ornekleri steril
mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi.

2) Ornekler 56°C’de 16-18 saat siireyle gece boyu inkiibasyona birakildi.
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3) Orneklere deparafinizasyon amaci ile 1200 pl ksilen (Sigma-Aldrich) ilave
edildi ve 2200 rpm’de kuvvetlice vortekslendi (10 kez pulse-vorteks).

4) Ornekler 14.000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek pelet kismma dokunulmadan
stipernatant mikropipet kullanilarak uzaklastirildi.

5) Ksilenle deparafinizasyon igslemi (3-4. basamaklar) 1 kez daha tekrarlandi.

6) Doku orneklerinde artik olarak kalan ksileni uzaklastirmak igin peletlere 1200
ul etanol (%96-100) (Merck) eklendi ve ornekler birkag kez pulse-vorteks
edildi.

7) Ornekler oda isismda (15-25°C), 14.000 rpm’de, 5 dk santrifiij edildi ve
slipernatant mikropipet yardimi ile uzaklastirildi (Peletin dagilmamasma
dikkat edildi).

8) Altinct ve yedinci basamaklar tekrar edildi. Orneklerin bulundugu

mikrosantriflij tiiplerinin kapaklar1 agilarak 37°C’de 15 dk inkiibasyona

brrakilarak, rezidiie etanoliin tamamen uzaklastirilmasi saglanda.
9) Orneklere, kitle birlikte saglanan 180 pul doku lizis tamponu (Buffer ATL) ve
20 ul proteinaz K eklendi ve homojenize edildi.

10) Ornekler, 56°C’de 16-18 saat (gece boyunca) inkiibasyona birakildi.

11) Orneklere, kitle birlikte saglanan 200 pl “AL Tamponu” eklendi ve 70°C’de
10 dk inkiibasyona birakildu.

12) Orneklere, 200 ul “Etanol” (%96-100) eklendi ve homojenize edildi.

13) Ornekler kitle birlikte saglanan spin kolonlara aktarildi. Kolonlarm kapaklar1
kapatilarak, 8.000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.

14) Santrifiij isleminden sonra kolonlar yeni 2 ml’lik toplama tiiplerine
yerlestirildi. Kolonlara kitle birlikte saglanan 500 pl yikama tamponu (AW1
Tamponu) eklendi. Kolonlarmm kapaklar1 kapatilarak 8.000 rpm’de, 1 dk
santrifiij edildi.

15) Santrifiijden sonra kolonlar, yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi. Kolonlara
kitle birlikte saglanan 500 pl yikama tamponu (AW2 Tamponu) eklendi.
Kolonlarin kapaklari kapatilarak 14.000 rpm’de 3 dk santrifiij edildi.

16) Kolonlar yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi ve 14.000 rpm’de 1 dk santrifiij
edildi.

17) Santrifiij isleminden sonra kolonlar, yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi ve

kolonlara kitle birlikte saglanan 100 ul eliisyon tamponu (AE Tamponu)
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eklendi. Oda sisinda (15-25°C) 5 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
isleminden sonra kolonlar 8.000 rpm’de, 1 dk santriflij edilerek genomik DNA
ornekleri elde edildi.

Ornekler, bir sonraki analiz asamasma kadar -20°C’de sakland1.

3.2.2. DNA Orneklerinin Konsantrasyonlarinin ve Safik Derecelerinin
Belirlenmesi
Toplam 120 adet doku Orneklerinden izole edilen DNA Orneklerinin
konsantrasyonlar1 ve safliklari, spektrofotometrik yontemle (Nanodrop, Thermo)
belirlendi. Her bir olguya ait DNA 6rneginden 2ul alinarak cihazda okuma yapildi ve

Orneklere ait konsantrasyon, Aoso, A2go, A60/280 degerleri kaydedildi.

3.3. Bisiilfit Uygulamasi

Metilasyon spesifik gergek-zamanli PCR uygulamasindan once, izole edilen DNA

orneklerinde bisiilfit uygulamasi yapildi.

DNA polimeraz, metile ve metile-olmayan sitozinleri ayirt edemez. Yani DNA
polimeraz, guanin ve metile ya da metile olmayan sitozinleri ayirt etmeksizin birlestirir.
Bu nedenle epigenetik bilgiler PCR siiresince kaybolabilirler. Bu amagla, yani
metilasyon bilgisinin korunmasi amaci ile PCR 6ncesi DNA modifiye edilir. DNA’nin
modifikasyonu amaci ile uygulanan bisiilfit uygulamasinin amaci, metile ve metile-
olmayan sitozinleri birbirinden ayirt etmektir. Bisiilfit uygulamasinda yer alan kimyasal
modifikasyonlarla (siilfonasyon, hidrolitik deaminasyon, alkali desiilfonasyon)
sitozinler urasile deamine olurlar. PCR sirasinda urasil rezidiileri timin rezidiileri olarak
ve 5-metilsitozin rezidiileri sitozin olarak replike olurlar. Bdylece 0zgiin primerler
kullanilarak, metile ve metile-olmayan sitozinler belirlenmis olur. Bisiilfit uygulamasi

metile-olmayan sitozinleri %99 oraninda urasile doniistiiriir (Kristensen ve Hansen
2009).
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Sekil 3.1 Bisiilfit uygulamasi ile sitozinden urasil olusumu. (A) Bisiilfit uygulamasi, tek
zincirli DNA’nin sodyum bistilfitle disik pH ve yiiksek sicaklikta kimyasal
reaksiyonuna dayanir. Her bir kimyasal reaksiyon adimi su sekildedir: sitozinin
karbon-6 pozisyonundan siilfonasyonu, olusan wurasil siilfonatin karbon-4
pozisyonundan hidrolitik deaminasyonu ve son olarak olusan urasilin alkali
kosullarda desiilfonasyonu. 5. karbondaki metilasyon ilk reaksiyon adiminda
karbon-6’daki siilfonasyon reaksiyonunu engeller. 5-metilsitozin bisiilfitle
reaksiyona girmesine ragmen bu reaksiyon oldukga yavastir ve reaksiyonun denge
yonii deaminlenmis tiriin olan timin degil 5-metilsitozin yoniindedir. (B) Sodyum
bisiilfit uygulamasiyla metile-olmayan sitozinleri urasile doniistiiriirken metile
sitozinler degismeden kalirlar (Kristensen ve Hansen 2009’dan alinarak modifiye
edilmistir).

Bisiilfit uygulamasi igin ticari kit (EZ DNA Methylation-Gold Kit, Zymo Res.)

kullanild1 ve asagidaki basamaklar sirasi ile uygulandi:

3.3.1. On Hazirhk Asamalan
Kitle birlikte liyofilize halde saglanan CT doniisiim reagenti asagida belirtildigi
sekilde kullanima hazir hale getirildi:
- CT doniisiim reagent tiipiine sirasiyla 900 ul dH,O, 300ul M-diliisyon
tamponu ve 50ul M-dissolving tamponu ilave edildi.

- Oda s1sinda 10 dk boyunca hizli vortekslendi.

Kitle birlikte saglanan M-yikama tamponuna 24 ml etanol (%96-100) eklenerek

kullanima hazir hale getirildi.
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3.3.2. Bisiilfit Uygulama Protokolii

1) Bir PCR tiipiine 20ul DNA o6rnegi (DNA konsantrasyonu 500ng olarak
ayarlandi) ve 130pl CT doniisim reagenti eklendi. Mikropipet yardimi ile
karigtirilarak kisa bir santrifiij islemi (short-spin) yapild.

2) Ornekler thermal cycler’a (Nyx Technik, Inc. USA) yerlestirildi ve 98°C’de 10

dk, 64°C’de 2.5 saat, 4°C’de bekletme olmak iizere program ayarland.

3) Kitle birlikte saglanan spin kolonlar, toplama tiiplerine yerlestirildikten sonra

iizerlerine 600 pul M-baglanma tamponu eklendi.

4) Iginde M-baglanma tamponu bulunan kolonlara, 2. basamak sonrasinda elde

edilen DNA o6rnekleri eklendi. Kolonlarin kapaklar1 kapatilarak birkag defa ters yiiz

edilerek karistirild1.

5) Ornekler 14.000 rpm’de 30sn santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi, toplama tiipiinde

toplanan igerik uzaklastirildi.

6) Kolonlara 100ul M-yikama tamponu koyularak 14.000rpm’de 30sn santrifiij

edildi.

7) Kolonlara 200ul M-desiilfonasyon tamponu eklendi ve oda 1sisinda (20-300C)

15-20dk inkiibe edildikten sonra 14.000rpm’de 30sn santrifiij edildi.

8) Kolonlara 200ul M-yikama tamponu koyuldu ve 14.000rpm’de 30sn santrifiij

edildi.

9) Kolonlar toplama tiiplerinden alinarak steril 1.5ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine

aktarildi ve flzerlerine 12ul M-eliisyon tamponu eklenerek 14.000rpm’de 30sn

santrifiij edildi.

Bisiilfit uygulamasi yapilan DNA 6rnekleri ger¢ek-zamanli PCR asamasina kadar

-20°C’de sakland1.

3.4. Metilasyona-ozgiin Yiiksek Coziiniirliiklii Erime Egrisi Analizi

GADDA45y promoter metilasyon durumu, ger¢ek-zamanli PCR sistemi (LightCycler
480 Gergek-zamanli PCR Sistemi, Roche Diagnostics) kullanilarak belirlendi. Bu
amagla, Yiiksek Coziinirlikli Erime Egrisi (HRM) analizi Oncesinde, bisiilfit
modifikasyonlar1 tamamlanmig DNA Ornekleri kullanilarak GADD45y genine 6zgiin
115 bp biyikligiindeki promoter bolgesinde yer alan DNA fragmanmm PCR ile
amplifikasyonu gercgeklestirildi. Tablo 3.1°de amplifikasyonda kullanilan primer setinin
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dizilimleri yer almaktadir (Zhang vd 2010). Amplifikasyon sonrasinda, amplikonun

identifikasyonu amaci ile HRM analizi yapildi.

Tablo 3.1 GADD45y promoter metilasyon durumunun belirlenmesinde kullanilan
primer setine 6zgiin dizilimler (5°—3’)

GADDA45y Primer seti
5’-CGTCGTGTTGAGTTTTGGT-3’ (Forward)
5’-TAACCGCGAACTTCTTCCA-3’ (Reverse)

3.4.1. Ger¢ek-Zamanh PCR Optimizasyon Cahsmalar
Hedef bolgenin amplifikasyonu i¢in uygulanacak protokoliin optimizasyon ¢aligmalart,
i) Bisiilfit uygulamasi yapilmis tamamiyla metile genomik kontrol DNA 6rnegi,
i) Bisiilfit uygulamasi yapilmis tamamiyla metile-olmayan genomik kontrol DNA
ornegi ve
iii) Bistlfit uygulamasi yapilmamis metile-olmayan genomik kontrol DNA 6rnekleri
kullanilarak yapildi (EpiTect Control DNA and Control DNA Set, Qiagen).
Optimizasyon ¢alismalarma 1.5mM, 2mM, 2.5mM ve 3mM olmak tlizere 4 farkli MgCl,

konsantrasyonlari kullanilarak devam edildi. En iyi sonucun elde edildigi 3mM MgCl,

konsantrasyonu ile ¢aligmalara devam edildi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.2 Farklt MgCl, konsantrasyonlar1 kullanilarak yapilan optimizasyon ¢alismasina
ait metilasyona-6zgiin yiiksek ¢oziiniirliiklii erime egrisi analizi (HRM). a) 1,5 mM
MgCl; ve metile DNA 6rnegi, b) 2mM MgCl; ve metile DNA 6rnegi, ¢) 2,5mM
MgCl; ve metile DNA 6rnegi, d) 3mM MgCl; ve metile DNA 6rnegi €) 3mM MgCl;
ve metile-olmayan DNA 6rnegi.
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Tablo 3.2 ve 3.3’te optimize edilen ger¢ek-zamanli PCR reaksiyon karisimi ve PCR

protokolii yer almaktadir.

Tablo 3.2 GADD45y promoter metilasyon durumunu belirlemek amaci ile kullanilan

gercek-zamanli PCR reaksiyon karigimi

Icerik Hacim Final konsantrasyon
Forward primer 1l 5uM
Reverse primer 1l 5uM
MgCl, 2.4 ul 3mM
Master karigimi* 10 pl 1x
PCR-grade su 0.6 ul -
Template DNA 5ul -

*: Master karisimi olarak, “LightCycler 480 HRM Master Mix” kiti (Roche) kullanildi.

Tablo 3.3 GADD45yi¢in Metilasyon-6zgiin HRM Analiz Protokoli*

Analiz Modu Dongii  Segment Hedef Is1 Siire Kazanim Modu
Pre-inkiibasyon
1 95 °C 10 dk -
Amplifikasyon
Denatiirasyon 95 °C 10 sn -
50 Annealing 60 °C 15sn Tek
58 °C 10 sn -
Ekstensiyon 72 °C 10 sn -
HRM
Denatiirasyon 95 °C 1dk -
1 Annealing 40 °C 1dk -
65 °C 15sn -
Melting 95 °C 0sn Stirekli
slope=0.3°C/sn
Sogutma
1 40 °C 30sn -

*: Gergek-zamanli PCR Protokolii; Pre-inkiibasyon: Enzim aktivasyonu ve kalip
cDNA’nin denatiirasyonu, Amplifikasyon: Hedef bolgenin primerler yardimi ile
cogaltilmasi, HRM: Satiire boya ve HRM master karisimi kullanilarak hedef
bdlgenin (amplikonun) identifikasyonu, Sogutma: Sistemde yer alan termal blogun

sogutulmasi basamaklarini icermektedir.
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3.4.2. HRM Analizinde Verilerin Yorumlanmasi

Insan DNA molekiiliiniin iki zinciri birbirine Adenin(A) ve Timin(T) arasindan iki
(A=T), Guanin (G) ve Sitozin arasindan ise ii¢ (G=C) hidrojen bagi ile baglidir. DNA
cift zinciri hidrojen baglarmi kiran kimyasal veya fiziksel etmenlerle denatiirasyona
ugrayabilmektedir. DNA ¢ift zincirinin %50’sinin birbirinden ayrilmasi igin gerekli
olan sicaklik derecesi ‘Tm derecesi’ olarak tanimlanmaktadir. Tm derecesi kullanilarak
spektrofotometrik yontemlerle DNA zincirinin denatiirasyonu izlenebilmektedir. 260
nm dalga boyunda tek zincirli DNA ¢ift zincirli DNA’dan daha fazla UV absorbansi

olusturmaktadir.

DNA boyutu ve GC igerigi, DNA’nin kararliligimni belirleyen en 6nemli faktorlerdir.
GC arasmdaki hidrojen bag1 sayis1 AT arasindakinden fazla oldugu i¢in GC igeriginden
zengin bir DNA’nin Tm derecesi AT den zengin DNA’ya gore daha yiiksektir. DNA
baz dizisinde meydana gelen degisiklikler Tm derecesini de degistirmektedir. Tm
derecesi degisime bagh olarak artabilmekte ya da azalabilmektedir. Teorik olarak DNA
baz dizisinde meydana gelen +%,1’lik degisim Tm derecesini £0,4°C degistirmektedir
(Benjamin, 1997).

DNA erime analizinde, artan sicakligmn ¢ift zincirli DNA {izerinde yarattig1 etkinin
flouresan sinyal siddetinde olusan degisiklikle takip edildigi egrilere ‘denatiirasyon
egrisi’ denir. Bu egriler 2 sn’lik zaman dilimlerinde 0,1 °C’lik sicaklik artigina karsilik
flouresans sinyal siddetindeki degisimlerle olusturulur (Montgomery vd 2007). HRM
analizinde fluoresan sinyal siddetindeki degisimleri gozlemlemek amaci ile satiire
boyalar kullanilmaktadir. PCR’da ¢ift zincirli DNA’ya baglanan satiire edici boyalarin
flouresan sinyal siddeti, cogalan ¢ift zincirli DNA ile birlikte artmaktadir. PCR sonras1
gerceklesen HRM analizinde ise artan sicaklikla DNA denatiire oldukga ayrilan ¢ift
zincirden flouresan boyalar ayrilir ve sinyal siddeti yavas yavas azalir (Nygren vd

1998).

Artan sicaklikla meydana gelen, fluoresan sinyali degisimlerinin tepe noktasi olarak
ifade edildigi egrilere ‘erime egrisi’ denir. Bu egrinin y ekseninde ¢izilen flouresanin
sicaklik tiirevi (-dF/dT) ve x ekseninde ise sicaklik derecesi yer almaktadir. Bu egrinin

tepe noktasi, analiz edilen DNA fragmaninin Tm derecesini olusturur (Montgomery vd
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2007). Herhangi bir hedef DNA fragmaninin metilasyon durumunu belirlemek amaci ile
uygulanan HRM analizlerinde de yukarida bahsedilen prensipler uygulanmaktadir.
Buna gore, metile-olmayan DNA bisiilfit uygulamasi sonrasi sahip oldugu diisik GC
icerigi nedeniyle daha diisik Tm derecesine, metile DNA ise zengin GC igerigi
nedeniyle yiiksek Tm derecesine sahiptir (Sekil 3.3). Bu nedenle daha diistik sicaklikta
Tm derecesine sahip olan oOrnekler metile olmayan DNA o&rnekleri olarak

yorumlanirken, yiiksek Tm derecesine sahip Ornekler metile DNA Ornekleri olarak

yorumlanir .
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———— C CeC C Cwn C o C C me—— ——— C Ce=C C CeCu C C e——

l Bistilfit Uygulamasi l Bistlfit Uygulamasi

— | Ju= ) U U e | e—— sss—C (Jem ) C Cen s C C oo—

l PCR l PCR

0 P

e T T T T TaTaT T o— ————C TesT C CunTaC Ce—
——  Awm A A A AR A — ——— G A A G G ArG G e———
| Ham | HRM
Diistik Tm (°C) Yiiksek Tm (°C)

Sekil 3.3 : HRM analizinde metile-olmayan DNA ile metile DNA’nin Tm derecesi farki
(‘WEB_4’ adresinden alinip modifiye edilmistir).

3.5. immiinohistokimyasal (IHK) Analiz

Immiinohistokimyasal boyamalar i¢in FFPE dokulardan elektrostatik yiiklii lamlara
(X-traTM, Surgipath Medical Industries, Richmond, Illinois, USA) 4-5um kalinliginda
kesitler alind1 ve 60°C’de en az iki saat kurutuldu. Deparafinizasyon ve antijen agiga
cikarma islemleri de dahil olmak iizere tiim boyama siireci Ventana, BechMark XT tam
otomatik [HK boyama cihazinda gergeklestirildi. Zit boyama Hematoksilen ve
mavilestirici soliisyon ile cihazda tamamlandi. Kesitlerin dehidratasyonu, ksilen ile
seffaflandiriimalar1 ve lamel ile kapatilma asamalari elde yapilarak IHK boyama

protokolii tamamlandi. Primer antikor olarak Bcl-2 (diliisyon: 1/25, klon: 100/D5, Santa
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Cruz, Heidelberg, Germany), Bcl-x,_ (dilisyon: 1/50, klon: 2H12, Santa Cruz,
Heidelberg, Germany) ve GADD45y (diliisyon: 1/200, Rabbit Polyclonal Antibody,
Woburn, MA, USA) kullanild1.

Isik mikroskobunda, x40 biiylitmede immiinopozitif hiicreleri i¢eren alanlar tarandi.
Bcl-2, Bcl-x. proteinleri igin pozitif ekspresyon, neoplastik hiicrelerin en az %10’u
pozitif oldugunda kabul edildi (Bai vd 2004). GADDA45y proteini ig¢in pozitif
ekspresyon, graniiler sitoplazmik boyanma oldugunda kabul edildi. Ayrica Gadd45y
icin pozitif ekspresyon 4 gruba ayrilarak degerlendirildi: 0: boyanma yok, +: zayif
boyanma, ++: moderate (orta siddette) boyanma, +++: giiclii boyanma (Na vd 2009).
Tonsil, Bcl-2 ve Bcl-x igin; larinks skuamoz hiicreli karsinom, GADD45y igin pozitif
kontrol olarak kullanildi. Ayni1 doku 6rnekleri, ayn1 immiinohistokimyasal yontemlerle

primer antikor ilave edilmeksizin boyanarak negatif kontrol olarak degerlendirildi.

3.6. TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase dUTP Nick End Labeling)
Yontemi
Parafine gomiilii dokulardan elektrostatik yiikli lamlara (X-traTM, Surgipath
Medical Industries, Richmond, Illinois, USA) alinan 4pum kalinhiginda kesitlerde DNA
fragmantasyonunun gosterilmesi i¢in, TdT (terminal deoksinukleotidil-transferaz)-
aracil in situ isaretleme teknigi (TUNEL) uygulandi (In Situ Cell Death Detection Kit,
POD, Roche). Uretici firmanm 6nerdigi sekilde uygulanan protokoliin detaylar1 asagida

basamaklar halinde verilmektedir:

A. Deparafinizasyon
1. Lamlar etiivde 60°C’de 30dk inkiibasyona birakildu.

2. Etiivden ¢ikartilan lamlar ksilende oda sicakliginda 2 saat bekletildi.

B. Rehidratasyon

1. Lamlar srrasiyla %100, %95, %90, %80 ve %70’lik etanol icerisinde 3 ‘er w.
bekletildi.

2. Lamlar iki ayr1 PBS (pH 7,4) igerisinde oda sicakliginda 3’er dk bekletilerek yikama

islemi gerceklestirildi.
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H>0O, ile bloklama

1.

Lamlarin iizerine pipetle %3’liikk H2O; soliisyonu damlatildi ve oda sicakliginda

15dk inkiibe edildi.

. Lamlar iki ayr1 PBS (pH 7,4) igerisinde oda sicakliginda 3’er dk bekletilerek yikama

islemi gerceklestirildi.

. Proteaz Uygulamasi

w NS

m

Lamlar %1°lik proteinaz K igeren 10 mM Tris-HCI’de 37°C’de 30 dk inkiibe edildi.
Lamlar dort ayr1 PBS (pH 7,4) igerisinde oda sicakliginda 3’er dk bekletildi.

Lamlar, tizerindeki doku 6rnegi nemli kalacak sekilde kurutma kagidi ile kurutuldu.

. TUNEL Karisiminin eklenmesi

1. Orneklerin iizerine kitle birlikte saglanan 50ul TUNEL reaksiyon karigimi eklendi ve

iizeri lamelle kapatilip 37°C’de nemli ve karanhk ortamda 1 saat inkiibasyona
brrakildi.
Lamlar ti¢ ayr1 PBS (pH 7.4) igerisinde oda sicakliginda 2’ser dk bekletildi.

Lamlar, tizerindeki doku 6rnegi nemli kalacak sekilde kurutma kagidi ile kurutuldu.

. Converter-POD Eklenmesi

1. Doku 6rnegi iizerine kitle birlikte saglanan Converter-POD’tan 50ul 6rnek iizerine

eklendi ve lamelle kapatilip 37°C’de nemli ve karanlik ortamda 30dk inkiibe edildi.
Lamlar ii¢ ayr1 PBS (pH 7,4) icerisinde oda sicakliginda 2’ser dk bekletildi.

Lamlar, tizerindeki doku 6rnegi nemli kalacak sekilde kurutma kagidi ile kurutuldu.

. DAB-Substrat Eklenmesi

Kitle birlikte saglanan peroksidaz buffer igerisinde %5’°lik DAB-Substrat hazirland1
ve doku 6rneklerinini iizerine 100 pl eklendi. Oda sicakliginda 10 dk bekletildi.
Lamlar ii¢ ayr1 PBS (pH 7.4) i¢erisinde oda sicakliginda 2’ser dk bekletildi.
Orneklere Harris’in hemotoksilen boyasi ile zit boyama yapild: ve iizerleri lamelle

kapatild1.

Her TUNEL protokolii uygulandiginda, ¢alisma grubu ornekleri ile birlikte pozitif

kontrol (reaktif lenf nodiilii kesitleri) ve negatif kontrol (TUNEL reaksiyon karigimi

eklenmemis reaktif lenf nodiilii kesitleri) kullanildi. Isik mikroskobunda,

adenokarsinomlu olgu ve BPH’li olgu gruplarina ait preparatlarda, x40 biiyilitmede
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apoptotik hiicreleri iceren en az 10 alan sayildi ve apoptotik hiicre orani asagidaki
formiile gore hesaplandi (Garrity vd 2003):
Apoptotik hiicre orani (%) = Pozitif apoptoz hiicre sayisi / Toplam hiicre sayis1

X %100
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4. BULGULAR

4.1. Olgulara Ait Klinikopatolojik Parametreler

Bu ¢alismada, PAU Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali’nda arasinda tanilar1
koyulan 60 prostat adenokarsinomlu olgu grubu ile 60 BPH’l1 olgu grubuna ait doku
ornekleri degerlendirildi. Prostat adenokarsinomlu 4 olguya ait patolojik evre ve
Gleason skorlarma ulagilamadigindan, toplam 56 prostat adenokarsinomlu olgu
degerlendirildi. Bu olgularin tiimii 50 yasin {izerindeydi ve ortalama yas 62.8+5.8 (53-
76) olarak bulundu. Kontrol grubunu olusturan BPH’li olgularin sadece 2’si 50 yasin

altinda idi ve bu grupta ortalama yas 68.5+10.1 (42-87) olarak belirlendi.

Prostat adenokarsinomlu olgular patolojik evrelerine gore degerlendirildiginde, tiim
olgularin T2 ve T3 evresinde olduklar1 belirlendi (Tablo 4.1). T2 evresindeki olgular
detayli olarak smiflandirildiginda, pT2a evresinde 4 (%7.1) , pT2b evresinde 1 (%1.8)
ve pT2c evresinde 31 (%55.4) olgunun yer aldigi belirlendi. Benzer sekilde T3
evresindeki olgular; pT3a evresinde 12 (%21.4) ve pT3b evresinde 8 (%14.3) olgu
olarak smiflandirildi. T1 ve T2 evresinde yer alan olgular “erken evre”, T3 ve T4
evresindeki olgular “ileri evre” olarak degerlendirildiginde; calismamizda yer alan
prostat adenokarsinomlu olgulardan 36’sinin (%64.3) erken evre ve 20’sinin (%35.7)

ileri evre oldugu belirlendi.

Prostat adenokarsinomlu olgular histopatolojik agidan Gleason skoruna gore
degerlendirildiginde, tiim olgularin 6-9 skorlar1 arasinda olduklar1 ve Gleason skoru 6
olan 19 (%33.9) , 7 olan 35 (%62.5) , 8 olan 1 (%1.8) ve 9 olan 1 (%1.8) olgunun yer
aldig1 belirlendi (Tablo 4.1). Gleason Skoru agisindan ‘“2” skoru yavas ilerleme
potansiyeline sahip kanser hiicrelerini ifade ederken, “10” skoru asir1 hizli ilerleme ve
cogalma kapasitesine sahip tiimor hiicreleri anlamini tasidigindan, ¢alisma grubunda
degerlendirilen tiim olgularin Glesaon skorlarinin yiiksek oldugu gozlendi. Bir baska
ifade ile Gleason skoruna gore; 19 (%33.9) olgu “G2: orta diferansiye” olarak
degerlendirilirken, 37 (%66.1) olgu “G3-4: kotii diferansiye” olarak degerlendirildi.



Tablo 4.1. Prostat adenokarsinomlu 56 olguya ait klinikopatolojik parametreler

Klinikopatolojik parametre

Olgu sayisi1 (%)

56

Ortalama Yas (en diisiik - en yiiksek)

Patolojik evre

62.8 +5.8 (53-76)

T2
pT2a 4 (7.1)
pT2b 1(1.8)
pT2c 31 (55.4)
T3
pT3a 12 (21.4)
pT3b 8 (14.3)
Gleason skoru
G2
Gleason 6 19 (33.9)
G3-4
Gleason 7 35 (62.5)
Gleason 8 1(1.8)
Gleason 9 1(1.8)

4.2. GADD45y Metilasyon Durumu

Calisma grubumuzu olusturan olgulara ait FFPE dokulardan izole edilen genomik
DNA o6rneklerinde GADDA45y geninin promoter metilasyon durumu, metilasyona 6zgiin

HRM analizi ile belirlendi. Sekil 4.1’de prostat adenokarsinomlu olgulara ait HRM

analizi gosterilmektedir.

Melting Peaks

l«<—Db

10.458

66 68 70 72 74 76 78 80 82 8 83 90 92 94
Temperature (*C)

Sekil 4.1 Prostat adenokarsinom olgularinda GADD45y promoter metilasyonuna 6zgiin
HRM analizi. a: Promoter metilasyonu belirlenmeyen olguya ait erime egrisi
(Tm=76+0.5°C), b: Promoter metilasyonu belirlenen olguya ait erime egrisi
(Tm=79+0.5°C), c: Negatif kontrol (Kalip DNA yerine PCR-grade su kullanildi).
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Tiim olgulardan informatif veriler alindi. HRM analizi sonrasinda metile GADD45y
promoter bolgesine sahip Orneklerin Tm derecesi 79+0.5°C iken, metile olmayan
orneklerde Tm derecesi 76+0.5°C olarak belirlendi. Buna gore prostat adenokarsinomlu
olgulardan sadece 1 (%1.8) olguda GADDA45y promoter bolgesinin metile oldugu
belirlendi. Geri kalan 55 (%98.2) olguda promoter metilasyonu gozlenmedi. BPH’I1
olgulardan 15 (%25) olguda GADD45y promoter metilasyonu saptanirken, 45 (%75)
olgunun GADDA45y promoter bdlgesinin metile olmadigi belirlendi (Sekil 4.2).

GADDA45y metilasyonu agisindan adenokarsinomlu ve BPH’l1 olgulardaki fark anlaml1

idi (p= 0.000).

60 -

2098.2

50 -

%075

— 40 -

‘?f B GADD45y metilasyonu
= itif

= 30 - pozi

5 = GADD45y metilasyonu
3 20 -

negatif
10 -

%1.8
0 T
Adenokarsinom BPH

Sekil 4.2 Prostat adenokarisnomlu ve benign prostat hiperplazili olgularda GADD45y
metilasyon profili

4.3. GADD45y Protein Ekspresyonu ve Metilasyon Profili ile Tliskisi

GADDA45y protein ekspresyonu agisindan prostat adenokarsinomlu olgularin 7’si
“07”, 19%u “+7, 16’s1 “++” ve 14’1 “+++” olarak degerlendirilirken, BPH 11 10 olgu “0”,
30 olgu “+”, 15 olgu “++” ve 5 olgu “+++” olarak degerlendirildi (Sekil 4.3). Bu
degerlendirmede 0" ve “+” olgular protein ekspresyonu agisindan negatif ve “++” ve
”+++” olgular protein ekspresyonu agisindan pozitif olarak gruplandirildiginda,
adenokarsinomlu 26 (%46.4) olguda GADD45y protein ekspresyonu gozlenmezken, 30
(%53.6) olguda GADDA45y protein ekspresyonu gozlendi. BPH’l1 olgularin 40’1 (%66.7)
protein ekspresyonu agisindan negatif olarak degerlendirilirken 20 (%33.3) olgu protein

ekspresyonu agisindan pozitif olarak degerlendirildi. Prostat adenokarsinomlu ve



58

BPH’l1 olgular arasinda GADDA45y protein ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak
anlamli fark bulundu (Tablo 4.2) (p=0.028).

" N 5% S Yo - ’
i F ] @\ A - 4 Y 4

Sekil 4.3 Prostat adenokarsinomunda GADD45y proteininin gii¢lii (+++) ekspresyonu
(x200).

Tablo 4.2 PCa’li ve BPH’l1 olgularda GADDA45y protein ekspresyonu

PCa BPH
n (%) n (%) p-degeri
Gadd45y ekspresyonu
Negatif (0/+) 26 (46.4) 40 (66.7)
Pozitif (++/+++) 30 (53.6) 20 (33.3) 0.028

Prostat adenokarsinomlu olgularin patolojik evrelerine goére GADD45y protein
ekspresyonu degerlendirildiginde, erken evre olgularin 14 (%38.9)’linde ekspresyon
gdzlenmezken, 22 (%61.1) olguda protein ekspresyonu gézlendi. Ileri evre olgularda
ise, 12 (%60) olgu ekspresyon ag¢isindan negatif olarak degerlendirilirken, 8 (%40) olgu
pozitif olarak degerlendirildi. Patolojik evre ve protein ekspresyonu acisidan

istatistiksel olarak anlamli bir iliski gdzlenmedi (p=0.167).

Prostat adenokarsinomlu olgularin histopatolojik degerlendirmesi g6zoniine
alindiginda, orta diferansiye (Gleason skoru: 6) olgularin 9 (%47.4)’unda GADD45y

protein ekspresyonu gdzlenirken, 10 (%52.6) olguda ekspresyon gozlenmedi. Koti
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diferensiye (Gleason skoru: >7) olgularin 21 (%56.8)’i protein ekspresyonu agisindan
pozitif olarak degerlendirilirken, 16 (%43.2) olgu negatif olarak degerlendirildi.
Histopatolojik degerlendirme ve GADD45y protein ekspresyonu arasinda anlamli bir

iligski saptanmadi (p=0.578).

GADD45y promoter metilasyon profili ile protein ekspresyonu arasindaki iliski
degerlendirildiginde, toplam 52 (%44.8) olguda uyum gozlenirken 64 (%55.2) olguda

metilasyon durumu ve protein ekspresyonu arasinda uyum belirlenmedi (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. GADD45y promoter metilasyonu ile protein ekspresyonu arasindaki iliski

Metilasyon +/  Metilasyon +/ Metilasyon -/  Metilasyon -/
Ekspresyon +  Ekspresyon - Ekspresyon +  Ekspresyon -

Prostat adenokarsinom 1 - 29 26
BPH 6 9 14 31
Toplam 7 9 43 57

4.4. Anti-apoptotik Proteinlerin Ekspresyonlar1 ve GADD45y Metilasyon Profili ile
Tiskileri
4.4.1. Bcl-2 ve Bcel-x. Protein Ekspresyonu
Tablo 4.4 Prostat adenokarsinomlu ve BPH’l1 olgularda gbzlenen Bcl-2 ve Bcel-x.
protein ekpresyon profillerini gostermektedir. Adenokarsinomlu olgularin tiimiinde Bcl-
2 ckspresyon kaybi gozlenirken, BPH’l1 olgularm 15 (%25)’inde Bcl-2 ekspresyon
kayb1 gozlendi (Sekil 4.4). Bel-x. ekspresyonu acisindan adenokarsinomlu olgularin
%60.7 (34 olgu)’si pozitif olarak degerlendirilirken, BPH’I1 olgularin %31.7 (19
olgu)’si pozitif olarak degerlendirildi (Sekil 4.5). Prostat adenokarsinomlu ve BPH’I1
olgular arasinda hem Bcl-2 hem de Bcl-x,. protein ekspresyonlari agisindan anlamli

iliski bulundu (siras1 ile p=0.000 ve p=0.003).

Tablo 4.4 PCa’li ve BPH’l1 olgularda anti-apoptotik proteinlerin ekspresyonlari

Prostat adenokarsinom (%) Benign prostat hiperplazi (%) p-degeri

Bcl-2

Negatif 56 (100) 15 (%25)

Pozitif 0 45 (%75) 0.000
Bcl-xI

Negatif 22 (39.3) 41 (68.3)

Pozitif 34 (60.7) 19 (31.7) 0.003
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Sekil 4.4 Prostat adenokarsinomunda Bcl-2 protein ekspresyonu yoklugu/negatifligi
(x200) (Sol ust kosedeki lenfoid alanlarda Bcel-2 ekspresyonu gozlenmektedir ve bu
da Bcl-2 THK analiz i¢in i¢ kontrol olarak degerlendirilebilinir).

Sekil 4.5 Prostat adenokarsinomunda Bcl-x,_ protein ekspresyonu (x200).
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4.4.2 Apoptotik Indeks (AI) ve Bcl-2, Bcl-x, Protein Ekspresyonlar:

Prostat adenokarsinomlu olgularda, TUNEL pozitif apoptotik hiicre indeksi medyan
degeri 0.9 (%95 giiven araligi, aralik 0-1) iken, BPH’l1 olgularda apoptotik indeks
medyan degeri 0.93 (%95 giiven araligi, aralik 0-1) olarak belirlendi (Sekil 4.6).

LSS U A S g e RN 2
Sekil 4.6 Prostat adenokarsinomunda TUNEL yontemi ile apoptotik hiicreler (x200).

Bcl-2 protein ekspresyon kaybi olan prostat adenokarsinomlu ve BPH’l1 olgularda
apoptotik indeks 0.9 (%95 giiven araligi, aralik 0-1) olarak belirlenirken, Bcl-2
ekspresyonu gozlenen BPH’l1 olgularda apoptotik indeks 0.98 (%95 giiven araligy,
aralik 0-1) olarak belirlendi. Bcl-x_ ekspresyon kaybi olan prostat adenokarsinomlu ve
BPH’l1 olgularda apoptotik indeks sirasi ile 0.95 (%95 giiven araligi, aralik 0-1) ve 0.90
(%95 giiven araligy, aralik 0-1) olarak belirlenirken, protein ekspresyonunun gozlendigi
olgularda yine sirasi ile apoptotik indeks degerleri 0.9 (%95 giiven araligi, aralik 0-1) ve
0.99 (%95 giiven araligi, aralik 0-1) olarak hesaplandi (Tablo 4.5).

Prostat karsinomlu ve BPH’li olgularda belirlenen apoptotik indeks degerleri
GADDA45y protein ekspresyonlar1 ile birlikte degerlendirildiginde, adenokarsinomlu
olgularda protein ekspresyonunun apoptotik indekste 6nemli farkliliga neden olmadigi
gozlenirken, BPH’I1 olgularda apoptotik indeksin 1.3 kat arttig1 belirlendi. Ancak bu
fark istatiksel olarak anlamli bulunmadi (p> 0.05).
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Tablo 4.5 Prostat adenokarsinomlu ve BPH’li olgularda apoptotik indeks ile

GADDA45y, Bcl-2 ve Bcl-x,_ protein ekspresyonlar1 arasindaki iligki

Prostat adenokarsinomda Benign prostat hiperplazisinde
apoptotik indeks apoptotik indeks
(medyan/aralik) (medyan/aralik)
GADDA45y
Negatif 0.9/0-1 0.75/0-1
Pozitif 0.95/0-1 0.99/0-1
Bcl-2
Negatif 0.9/0-1 0.9/0-1
Pozitif - 0.98/0-1
BCl-XL
Negatif 0.95/0-1 0.9/0-1
Pozitif 0.9/0-1 0.99/0-1

4.4.3 GADD45y Metilasyonu ve Bcl-2/ Bcl-x,. Protein Ekspresyonlari

Prostat adenokarsinomlu olgular arasinda, Bcl-2 ekpresyon kaybi olan olgularin
%98.2 (55 olgu)’sinde GADD45y promoter metilasyonu gézlenmedi. BPH’11 olgularda
GADD45y promoter metilasyonu gdzoniine alindiginda, olgularin %33.3’linde Bcl-2
ekspresyon kaybi gozlenirken, geride kalan olgularda (%66.7) Bcl-2 ekspresyonu
pozitif olarak belirlendi (Tablo 4.6 ve 4.7). GADD45y promoter metilasyonunun
belirlendigi tek prostat adenokarsinomlu olguda Bcl-x_ protein ekspresyon kaybi
gbzlendi. Promoter metilasyonunun goézlenmedigi olgularin 21 (%38.2)’inde Bcl-X.
protein ekspresyon kaybi1 gozlenirken, 34 (%61.8) olgu Bcl-x. ekpresyonu agisindan
pozitifti. BPH’l1 olgular i¢cinde, GADD45y promoter metilasyonu godzlenen olgularin
%86.7 (13 olgu)’si Bcl-x. ekspresyonu agisindan negatif iken 2 (%13.3) olgu Bcl-x.
protein ekspresyonu acisindan pozitifti. Promoter metilasyonu gdzlenmeyen olgular
arasinda ise, %62.2 olguda (28 olgu) Bcl-X_ ekspresyon kaybi gdzlenirken, olgularin
%37.8 (17 olgu)’sinde protein ekspresyonu belirlendi.
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Tablo 4.6 PCa’li olgularda GADD45y promoter metilasyon durumu ile Bcl-2 ve Bcl-x,

ekspresyonlari arasindaki iliski

Promoter metilasyonu  Promoter metilasyonu

PCa + - -degeri
n(%) n(%) praes
Bcl-2
Pozitif 0 0 *
Negatif 1(%1.8) 55 (%98.2)
BCl-XL
Pozitif 0 34 (%61.8) 0.393
Negatif 1(%1.8) 21 (%38.2)

* Prostat kanserli olgularin tiimiinde Bcl-2 ekspresyon kaybi gozlendigi igin istatistiksel analiz
yapilamamustir.

Tablo 4.7 BPH’l1 olgularda GADD45y promoter metilasyon durumu ile Bcl-2 ve Bcl-x.

ekspresyonlar1 arasindaki iligki

Promoter metilasyonu Promoter metilasyonu
BPH + ) p-degeri
n(%o) n(%6)

Bcl-2
Pozitif 10 %66.7 35 (%77.7) 0.494
Negatif 5 %33.3 10 (%22.2)

Bel-x.
Pozitif 2 (%13.3) 17 (%37.8) 0.112
Negatif 13(%86.7) 28 (%62.2)

Prostat adenokarsinomlu olgularin sadece 1’inde GADD45y promoter metilasyonu
gozlendi ve bu olguya ait apoptotik indeks O olarak belirlendi. GADD45y promoter
metilasyonu agisindan BPH’l1 olgularda belirlenen apoptotik indeks arasinda belirgin
bir fark gézlenmedi [promoter metilasyonlu olgularda apoptotik indeks 0.9 (%95 giiven
araligi, aralik 0-1) ve metile olmayan olgularda apoptotik indeks 0.95 (%95 giiven
araligi, aralik 0-1)].
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5. TARTISMA

GADDA45 gen ailesi iiyelerinin fonksiyonlar1 her ne kadar birbirlerine benzese de,
fonksiyonlar1 uyarinin tiirtine, uyarmin etkiledigi hiicre tipine ve hiicrenin i¢inde
bulundugu fizyolojik kosullara gore farkhiliklar gostermektedir. GADD45 proteinleri
hem fetal hem de eriskin dokularda eksprese edilirler. Ancak, hiicre dongiisiiniin G
fazinda bu proteinlerin ekspresyonlar:1 artarken, S faz1 boyunca ekspresyonlar1 6nemli
derecede azalmaktadir. GADDA45 proteinleri stres sensorleri ve tiimor baskilayicilar
gibi etki gostererek genotoksik ve genotoksik-olmayan ajanlara karsi hiicre yanitinin
olusmasinda rol oynarlar. GADD450 ve f’nm yer aldiklar1 yolaklardaki fonksiyonlar:
daha detayli bilinmesine karsin GADD45y nin fonksiyonu net olarak bilinmemektedir

ve fonksiyonlari ile ilgili elde edilen veriler birbirleri ile uyum gostermemektedir.

Bu calismanin hipotezlerinden biri GADD45y'nin  metilasyonu aracili  gen
ekspresyon kaybinin prostat karsinogenez silirecinde rol oynadigidir. Bu hipotezin
esliginde prostat adenokarsinomlu ve BPH’li olgularda GADD45y metilasyon
durumunu ve protein ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi amacglandi. Calismamizda
GADD45y prostat adenokarsinomlu olgularin %1.8’1 metile iken, BPH’l1 olgularin
%25°1 metile idi. GADDA45y protein ekspresyon oranlar1 prostat adenokarsinomlu ve
BPH’l1 olgularda sirasi ile %53.6 ve %33.3 olarak belirlendi. Bilgilerimiz dahilinde, bu
calisma prostat kanseri ve BPH’li klinik 6rneklerde GADD45y metilasyonunu ve protein

ekspresyonu ile iligkisini belirleyen ilk ¢caligmadir.

GADDA45y proteininin rat prostat dokularinda androjenlerle kontrol edilen
hiicresel olaylarda yer alabilecegi diisiiniilmiistiir (Jiang ve Wang 2003). Prostat
karsinom hiicre hatlar1 ile yapilan bir ¢aligmada, androjen duyarli karsinom hiicrelerinde
sentetik androjen analoglar1 ile uyarim sonrasinda GADDA45y protein ekspresyonunun
artt1ig1 ancak 48 saat sonra ekspresyonun azaldigi belirlenmistir. Androjen reseptorii
tagimayan hiicre hatlarinda ise GADD45y ekspresyonu gdzlenmemistir. Sonug olarak,

GADDA45y proteininin asir1 ekspresyonunun hiicre biiylimesini inhibe ettigi ve
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androjenlerle regiile edilen negatif hiicre kontroliinde yer alabilecekleri 6ne siiriilmiistiir
(Jiang ve Wang 2004). Prostat kanser hiicre hatlar1 ile yapilan bir bagka ¢alismada,
GADD45ynin ektopik ekspresyonunun hiicreleri G; fazinda tuttugu ve boylelikle
proliferasyonu inhibe ettigi gosterilmistir (Flores ve Burnstein 2010). Hipofiz
adenokarsinomlu klinik olgular ve karsinomlu hiicre hatlari ile yapilan bir ¢aligmada,
36 klinik olguda GADDA45y ekspresyon kaybi goézlenirken, hiicre hatlarinda hiicre
¢ogalmasmin inhibe (>%50) oldugu gozlenmistir. Hiicre hatlar1 GADD45y eksprese
eden vektor ile transfekte edildiginde, hiicre proliferasyonunun inhibe oldugu ve
GADDA45ynin ¢cogalmay1 inhibe eden genlerden biri oldugu 6ne siiriilmiistiir (Zhang vd
2002). Chung ve arkadaslar1 (2003), normal insan tiroid hiicreleri ve anaplastik tiroid
kanser hiicre hatlarmi kullanarak yaptiklar1 ¢alismalarinda, GADD45a ve f
ekspresyonunda bir fark gézlenmezken, GADD45y gen ekpresyonunun anaplastik tiimor
hiicre hatlarinda 6nemli derecede azaldigini belirlemislerdir. Bu bulgular, anaplastik
kanser hiicrelerinin GADD45ynin yer aldig1 belirli diizenleyici mekanizmalarmni
kaybettiklerini gostermektedir. Klinik hepatoseliiler karsinom ve bitisik saglikli doku
ornekleri ile yapilan bir ¢alismada, Northern blot analizi ile karsinomlu olgularin
%65.2’sinde GADDA45y ekspresyonunda azalma belirlenmistir (Sun vd 2003). Bahar ve
arkadaslar1 (2004), 33 hipofiz adenomlu olgularin %58’inde GADD45y metilasyonunu
belirlemisler ve mRNA diizeyinde gen ekspresyonu gozlenmeyen 22 adenomlu olgunun
18 (%82)’inde hem metilasyon-6zgiin PCR hem de sodyum bistilfit dizi analizi ile
GADDA45y metilasyonunu belirlemislerdir. GADD45y metilasyonu ile ekspresyon kaybi1
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmasma karsin, GADDA45y
metilasyonu gozlenen olgularn %9’unda GADDA45y transkriptinin eksprese oldugu
bildirilmistir. Benzer sekilde uyumun gdzlenmedigi diger grupta olgularin %18’inde
GADDA45y metilasyonu belirlenmedigi halde, ekspresyon gozlenmemistir. Kiiciik hiicre
dis1 akciger kanserlerinde yapilan bir calismada GADD45y metilasyon siklig1 %31.6
olarak bulunmustur. Ayn1 zamanda metilasyon sikliginin kadinlarda erkeklere gére daha
yiiksek oldugu belirlenmistir ve bu genin metilasyon-aracili sessizlesmesinin akciger
karsinogenezinde rol oynayabilecegi one siirlilmiistiir (Na vd 2010). Ying ve arkadaglar1
(2005), yiiksek-¢oziniirliklii bisiilfit dizi analizi sonucunda, GADDA45ynin cesitli
kanser tipleri ve tiimor hiicre hatlarinda, siklikla epigenetik olarak inaktive olduguna
dair giicli kanitlar elde etmislerdir. GADD45 gen ailesi iiyelerinin ekspresyonlari

toplam 75 karsinom ve lenfoma hiicre hattinda incelenmistir. Bu karsinom ve
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lenfomalar nazofarinks, meme, 6zofagus, kolorektal, serviks, akciger, gastrik, larinks
karsinomlu hiicre hatlartyla, non-Hodgkin lenfoma, Hodgkin lenfoma ve l16semi hiicre
hatlarmi1 kapsamaktadir ve GADD45y ekspresyonlar1 semi-quantitative RT-PCR
kullanilarak analiz edilmistir. Nazofaringeal karsinomda %73, non-Hodgkin
lenfomalarda %85, Hodgkin lenfomalarda %50 ve diger hiicre hatlarinda %35 oraninda
GADDA45y ekspresyonunun baskilandigi veya susturuldugu bulunmustur. Bunun aksine
GADD450 ve GADD45p ekspresyonlar1 tiim hiicre hatlarinda ytiksek ekspresyon profili
gostermislerdir. GADDA45y ekspresyonunun baskilandigi ya da susturuldugu hiicre
hatlarinin tiimiinde GADD45y promoter metilasyonu saptanmistir. Farkli lenfoma
tiirlerinde metilasyon orani %16-88 oraninda degisirken, solid tiimorlerde bu %11-16
arasinda degigkenlik gostermistir ve bu bulgular lenfomalarin hipermetilasyon
diizeylerinin solid tiimdrlere gére anlaml sekilde yiliksek oldugunu gdstermektedir. Bu
calismada ilging olan, primer meme karsinomunda ve primer hepatoseliiler karsinomda
GADD45y promoter metilasyonunun gozlenmemesidir (Ying vd 2005). Tim bu
bulgular, bize GADD45y’nin bir¢ok farkli kanser tiiriinde genellikle hipermetile
oldugunu, ancak hipermetile olan CpG adalarinin tiimér-spesifik oldugunu ve nadiren
mutasyonlarm bulundugunu gostermektedir. Biz c¢alismamizda sadece GADDA45y
promoter bolgesinin (115 bp’lik DNA fragmaninda) metilasyon durumunu
degerlendirdik ve prostat kanserinde metilasyon oranmni diisilk bulduk. Yukarida
detaylica tartistigimiz sonuglar esliginde, GADD45y’nin epigenetik sessizlesmesinin
prostat karsinogenezindeki roliinii net olarak agiklayabilmek i¢in GADD45y genindeki
metilasyon durumu hakkinda daha detayli bilgi edinilmelidir. Bu amagla hem genin
calistigimiz promoter bolge disindaki diger kor CpG alanlarindaki metilasyon
durumunun degerlendirilmesi hem de bisiilfit dizi analizi gibi daha ileri yontemlerin

kullanilmasi gerektigini diistinmekteyiz.

Zhang ve arkadaglar1 (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada, gastrik, kolorektal ve
pankreas kanserlerinde GADDA45y metilasyon yiizdeleri HRM analizi ile
degerlendirilmis ve smrastyla bu kanserlerde %34, %45 ve %31 oraninda
hipermetilasyon goézlendigi belirlenmistir. Normal dokularda ise metilasyon yiizdesi
%10’un altinda bulunmustur. HRM analizi, promoter metilasyon analizlerinde
kullanilan yeni bir yontemdir (Wojdacz vd 2008). PCR sonrasi yapilan bir erime analizi

yontemi olan HRM, dizi uzunluguna, GC igerigine veya dizi komplementerligine gore
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dsDNA’y1 analiz etmede kullanilir. Oldukg¢a duyarli, hizli ve ucuz bir yontemdir. Bu
yontemde PCR ile amplifikasyondan sonra, DNA’ya-baglanan bir saturasyon boyasi
varliginda erime egrisi analizi yapilir ve hedef DNA amplikonunun Tm derecesi
belirlenir. HRM analizi, daha detayli bir erime egrisi analizidir. Bu amagcla kullanilan
yazilim, Oncelikle ek 1s1 degisimi uygulayarak erime egrisini normalize eder ve
sonuglar1 gozle daha iyi ayirt edebilecek hale getirmek i¢cin normalize edilen erime
egrilerini yeni bir grafige yerlestirir. Bu yazilim ayn1 zamanda farkli genotip/dizilere
sahip ornekleri gruplar halinde toplar ve boylelikle birgok veriyi iceren bir analizde
sonuclart kolaylikla yorumlamamizi saglar. HRM analizinde, konvansiyonal erime
analizinde kullanilan satiire olmayan boyalarin (SYBR Green I gibi) aksine satiire olan
boyalar (LC Green™ I, EVA Green ve Syto 9 gibi) kullanilir. Satiire olmayan veya
interkalasyon boyalar1 erime analizinde oldukca kullanigh boyalar olmalarma karsin,
amplifikasyon reaksiyonlar1 i¢in toksik 6zellige sahiptirler ve bu nedenle de diisiik
konsantrasyonlarda kullanilirlar. Ayn1 zamanda, bu boyalar erime basladiginda tekrar
yerlerini alabilme oOzelligine sahip olduklarindan, erime analizlerinde biiyiik bir
dezavantaja sahiptirler. Satiire olan boyalar, amplifikasyon sirasinda Taq polimerazi
inhibe etmediklerinden toksik etkileri ¢ok diisiiktiir ve tiim DNA fragmaninin boya ile
satiire olmasina olanak saglayacak sekilde yiiksek konsantrasyonda kullanilabilirler.
Boylelikle, hedef DNA fragmanmin uzunlugu boyunca DNA’ya baglanirlar. Erime
sirasinda, satiire olan boyalar dsDNA’nin denatiire olmaya basladig1 bolgede DNA’dan
ayrilmaya baglarlar. DNA’nin denatiire olmayan bolgelerinde satiire boyanin varligi
nedeniyle, serbest kalan boya tekrar DNA’ya baglanamaz. Bu 6zellik daha detayli ve
dogru analiz yapilmasma olanak saglar. HRM analizini konvansiyonal erime
analizinden {istlin kilan 6zellikler, yukarida aktarildigi gibi HRM analizinde kullanilan
boyalarm sahip olduklar1 6zelliklerdir (Wojdacz vd 2009). Bu nedenlerle ¢alismamizda
GADD45 metilasyon durumunu belirlemek icin HRM analizini kullandik ve tiim
olgulardan informatif sonuglar aldik. Bunun yanisira, konvansiyonal metilasyon-
spesifik PCR ile karsilastirildiginda tek bir primer seti ile DNA metilasyon analizinin
yapilabilmesi arastirmalarda maliyeti de azaltmaktadir. DNA metilasyon profillerinin
belirlenmesinde, HRM analizinin duyarlilik, 6zgiinliik ve maliyet agisindan metilasyon-

spesifik PCR yontemlerine gore daha iistiin oldugunu diisiinmekteyiz.

HRM analizi ile tamamladigimiz bu ¢alismada promoter metilasyonu ve protein

ekspresyonu arasinda uyum goézlenmeyen olgular vardi Prostat adenokarsinomlu
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olgularda promoter metilasyonu belirlenmemesine karsin 26 olguda protein ekspresyon
kayb1 gozlenmistir. Promoter metilasyonunu belirledigimiz 1 olguda protein
ekspresyonu gozlendi. Benzer sekilde BPH’li olgulardan 6’sinda promoter
metilasyonuna karsin protein ekspresyonu gozlenirken, metilasyon gozlenmeyen 31
olguda protein ekspresyon kaybi belirlendi. Bu sonuglar bize, promoter metilasyonu
olmayan ve protein ekspresyonu gozlenmeyen olgularda  ¢alismamizda
degerlendirdigimiz promoter bolgesinin GADD45y gen metilasyon durumunu net
olarak yorumlamak icin yeterli olmadigimi gostermektedir. Bunun yanisira diger
epigenetik mekanizmalarin da bu uyumsuzluktan sorumlu olabilecegi diistiniilmektedir
(Jeronimo vd 2011, Ageilan vd 2010, Bonci vd 2008). Her ne kadar primer kanserlerde
GADD45y gen mutasyonlar1 nadir olarak gozlense de genetik faktorlerin de bu agidan
degerlendirilmesi gerekmektedir (Ying vd 2005). Bir baska uyumsuzluk da GADD45y
promoter bolgesi metile oldugu halde protein ekspresyonunun gézlendigi olgulardir. Bu
durum iki sekilde agiklanabilir: Birincisi, ¢alismamizda metilasyon analizi kantitatif
olarak yapilamadigindan metilasyon yiizdesi hakkinda bilgimiz bulunmamaktadir ve
biiyiik olasilikla bu olgularda metilasyon yiizdesinin diisiik olmasi, protein ekspresyon
kayb1 igin yetersizdir. ikinci olasilik ise IHK analizinde kullanilan GADDA45
antikorunun poliklonal olmasidir. Ticari olarak monoklonal antikorun bulunmamasi
nedeniyle, poliklonal antikor kullanilmistir. Ayni proteinin farkli epitoplarini
tantyabilme avantajima ragmen, poliklonal antikorlarin farkli proteinlerdeki ortak
epitoplar1 da taniyabilmesi, elde edildigi deney hayvam tiiriine gore degiskenlik
gosterebilmesi ve ayni antijenle yeniden immunize edilen deney hayvanlarinda farkli

epitoplara sahip olmalar1 gibi 6nemli dezavantajlar1 bulunmaktadir (Burry vd 2010).

Prostat kanser olusumu ve progresyonunda rol oynayan mekanizmalardan biri de
apoptotik yolaklarin regiilasyonunda yer alan kritik molekiillerin ekspresyonlarindaki
degisimlerdir. Anti-apoptotik molekiiller olan Bcl-2 ve Bcl-x. bu molekiiller arasinda
yer alir (Catz vd Johnson 2003). Sayar ve arkadaslarinin (2012), karsinomun histolojik
derecelendirmesinde Bcl-2 belirtecinin onemini saptamak amaciyla yaptiklar1 ¢alisma
sonucunda BPH olgularmin = %26.32’sinde Bcl-2 ekspresyonu gdzlenmezken
%55.26’sinda ekspresyon belirlenmistir. Ancak prostat adenokarsinomlu olgularin hig
birinde Bcl-2 ekspresyonu gozlenmemistir. Yiiksek dereceli PIN lezyonlar1 ve prostat
adenokarsinom olgularinin karsilastirildigi bir calismada, Bcl-2 asir1 ekspresyonu

adenokarsinomlu olgularin %2.3iinde gozlenirken, diger grupta bu oran %34.9 olarak
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belirlenmistir (Johnson vd 1998). Zhang ve arkadaslarmin (2006) BPH’l1 olgularla
yaptiklar1 ¢calismada Bcl-2 ekspresyonunu %80 olarak bulmuslardir (Zhang vd 2006).
Haussler ve arkadaslarinin (1999) yaptigi bir ¢alismada, prostat kanserli olgularin
%?3’iinde Bcl-2 ekspresyonu gozlenirken, BPH’l1 olgularin bazal hiicrelerinde Bcl-2’nin
diffiiz olarak eksprese edildikleri belirlenmistir. Prostatin iki temel hiicresi olan luminal
ve bazal hiicreler farkli belirtegleri eksprese ederler. Luminal hiicreler PSA, AR,
sitokeratin 8, sitokeratin 18 ve CDS57’yi eksprese ederken bazal hiicreler yliksek
diizeyde p63, Bcl-2 ve epidermal biiylime faktor reseptoriinii eksprese ederler. Bu
nedenle, Bcl-2 normalde bazal hiicre belirteci olarak degerlendirilmektedir (van
Leenders ve Schalken 2001). Calismamizda prostat adenokarsinomlu tiim olgularda
Bcl-2 ekspresyon kaybi belirlenirken, BPH’l1 olgularm %75’inde Bcl-2 ekspresyonu
gozlendi. Bu bulgular, yukarida tartigilan ¢alisma bulgular1 ile uyumludur ve Bcl-2
ekspresyonunun gozlenmemesi kanserli prostat dokularinda bazal hiicre kayb1 oldugunu

gostermektedir.

Castilla ve arkadaslar1 (2006), 139 FFPE prostat kanser Ornegi ile yaptiklari
calismalarinda, Gleason skoru diisiik 6rneklerde Bcl-X_ ekpresyon diizeyinin de diisiik
oldugunu, Bcl-x. immunreaktifligin kabaca graniiler, sitoplamik boyama ile karakterize
oldugunu gozlemlemislerdir. Benign hiperplastik bezlerde, immunpozitif ¢cok az sayida
hiicrenin varhigin1 belirtmislerdir. Prostat kanser hiicre hatti (PC3) ile yapilan bir
calismada da, bu hiicrelerde Bcl-x.’in asir1 ekprese oldugu ve bunun da g¢oklu-ilag
direngliligi ile iliskili oldugu belirlenmistir (Li vd 2001). Krajewski ve arkadaslari
normal prostatin epitel hiicrelerinde de Bcl-xL ekspresyonu gozlemekle birlikte, 64
prostat adenokarsinomlu olgunun tiimiinde Bcl-xL ekspresyonunu belirlemislerdir
(Krajewski vd 1994). Prostat adenokarsinomunda, benign prostat hiperplazi ile
karsilastirildiginda  anlamli  derecede  Bcel-X.’in  ekpresyonunu  belirledigimiz

calismamizin bulgulari, literatiirle uyumludur.

In vitro calismalar, Bcl-2’nin prostat kanser hiicrelerini apoptozdan korudugunu
gostermektedir (Raffo vd 1995). Bu bulgu ile uyumlu olarak ¢aligmamizda Bcl-2
ekspresyon kaybi ile apoptoz arasinda bir korelasyon gdzlenmemistir. Benzer uyum
Bcl-x. ekspresyonunda da gdzlenmemistir. Prostat kanser hiicreleri, apoptozdan
ka¢mmak i¢in farkli molekiiler mekanizmalari kullanirlar. Prostat kanserleri, hiicrelerde

apoptozu uyaran androjen ablasyon tedavisine yanit verirler, ancak tedaviden 12-18 ay
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sonra prostat kanser hiicrelerinin %50’si androjen-bagimsiz ve apoptoza-direncli hale
gelirler (Eisenberger ve Walsh 1999). Calismamizda prostat adenokarsinomlu ve
BPH’l1 olgularda, Al acismmdan bir fark gozlenmedi. Ayni1 zamanda g¢aligmada
degerlendirilen GADDA45y, Bcl-2 ve Bcl-x. protein ekspresyonlar ile Al arasinda da
onemli fark belirlenmedi. Johnson ve arkadaglar1 (1998), BPH’la karsilastirildiginda
ATl’in prostat adenokarsinomlu olgularda istatistiksel olarak anlamli derecede arttigini
belirlemiglerdir. Arastirmacilar TUNEL yontemi ile pozitif boyanmadaki varyasyonlarin
bulunmasindan yola ¢ikarak, apoptotik hiicreleri morfolojik o6zelliklerine gore
tanimlamislar ve AI’i belirlerken intraluminal apoptotik-benzeri cisimleri hesaplamada
degerlendirmemislerdir. Duman ve arkadaslar1 (2004), yasa bagli olarak (>65 yas)
BPH’li olgularda TUNEL yontemini kullanmislar ve apoptozun artmis oldugunu
belirlemiglerdir. Bu bulgu, ortalama yasin 68.5£10.1 oldugu BPH’11 olgu verilerimiz ile
uyumludur. Prostat kanserlerinde oldugu gibi, BPH’da da apoptozun yiiksek oranlarda
gozlenmesi, bu olgularda apoptozu uyaran faktorlerin varligidir. En olas1 nedenlerden
biri BPH’l1 olgularda rezidual idrarm varligidir ve bunun da enfeksiyonlara neden
olmasidir. Bir bagka faktor de retensiyon veya kateterizasyon nedeniyle mesaneye olan

basingtir.

GADD450 ve f, ancak belli kosullarda, hiicrelerde apoptozu uyarabilmelerine karsin,
GADDA45y hiicrelerin G2/M evresinde durma ve apoptozun uyariminda daha kritik rol
oynamaktadir (Thyss vd 2005, Liebermann ve Hoffman 2007, Tamura vd 2012). Bu
nedenle, c¢alismamizda GADD45y ekspresyonunun apoptozla olan iligkisini
degerlendirdik. Prostat kanserli olgularda anlamli derecede GADD45y ekspresyonu
gozlenirken, GADD45y ekspresyon durumu apoptozla iliskili degildi. Chung ve
arkadaglar1 (2003), normal tiroid hiicreleri ile karsilastirildiginda, anaplastik tiroid
kanser hiicre hatlarinda GADDA45y ekspresyonunun Onemli derecede azaldigini
belirlemiglerdir. Endojen GADD45y eksprese eden bu hiicrelerde apoptoz ¢ok diisiik
derecede gozlenirken, GADD45y nin reeksprese edildigi kanser hiicrelerinde apoptozda
artig gozlenmistir. Bu ¢alismada, GADD45y’nin anaplastik tiroid kanser hiicrelerinde
cogalmayi-inhibe edici etkisinin apoptoza neden olabilecegi One siiriilmiistiir. Saha ve
arkadaglar1 (2010), akciger kanser hiicre hatti (PC9) ile yaptiklar1 ¢aligmalarinda,
fenolik bir bilesik olan kurkuminin p53-bagimsiz yolakla GADD45 ekspresyonunu

arttirdigini ve bu artigin apoptoza neden oldugunu gézlemlemislerdir. Kurkuminin anti-
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kanser aktivitesindeki mekanizmanin GADD45 ekspresyon artisi ile iligkili oldugu 6ne
striilmigtiir. Yukarida tartilisan verilerle birlikte, bilgilerimiz dahilinde prostat
adenokarsinomu ve BPH’da GADD45p'nin apoptozla olan iligkisini arastiran bir
calisma bulunmamaktadir. GADDA45 proteinlerinin hem p38/JNK iizerinden hem de
mitokondri tizerinden hiicreyi Oliime gotiirdiikleri diisiiniilmektedir. NF-xB, c-myc
ekspresyonunu arttirir ve bu da GADD45f ekspresyonunu degistirmezken, GADD45a
ve GADD45y ekspresyonlarmi inhibe eder. Bu mekanizma tizerinden JNK-aracili
apoptozun, GADD45a ve GADDA45y nin sessizlestirilmesi ile bloke edilebilecegi 6ne
striilmektedir. GADD45a’nin mitokondri-aracili hiicre oliimii ile 1iliskili oldugu
bilinmektedir. Bu etkisini elongasyon faktorii 1-a ile etkilesime girerek gosterir. Bu
etkilesim hiicre iskeleti stabilitesini bozar ve Bim’in membrandan ayrilmasma bagh
olarak mitokondri lizerinden apoptoza neden olur. GADD45a ve GADD45y’ nin pro-
apoptotik fonksiyonlarina zit olarak, GADDA45p, mitojenle-aktive protein kinaz kinaz 7
(MKKT7) inhibe ederek, TNF-a araciligi ile apoptozun JNK iizerinden apoptozu inhibe
eder (Tamura vd 2012). GADD45y’nin apoptoz yolaklarindaki etki mekanizmasi ile
ilgili bilgilerimiz olduk¢a smirlidir ve GADDA45y ile uyarilan apoptozun derecesi ile
birlikte hiicre tipine gore gosterdigi degisiklik heniiz net olarak bilinmemektedir. Bu
calismadan elde ettigimiz veriler bize prostat kanserinde apoptoz regiilasyonunun ¢ok
daha karmasik bir mekanizma ile saglandigin1 ve GADDA45ynin tek basina prostat

kanserinde apoptozun mekanizmasini agiklamaya yeterli olmadigimni géstermektedir.

Yukarida da tartisildignr lizere GADD45 protein ailesi iiyeleri baslica hiicre
dongiisiinden kacisin regiilasyonunda Onemli rol oynayan stres-sensorleridir. Son
yillarda GADD45 genlerinin bolge-spesifik aktif DNA demetilasyonunda da rol
oynadiklar1 diisiiniilmektedir, ancak bu fonksiyonu yerine getirirken gerceklesen
mekanizmalar net ve detayli olarak bilinmemektedir. DNA demetilasyonu, metile DNA
zincirinden 5mC’lerin uzaklastirilmasidir ve bu siiregte DNA tamir mekanizmalar1 da
gorev yapmaktadir. DNA demetilasyonu; aktif DNA metilasyonu ve pasif DNA
demetilasyonu olarak 2 farkli mekanizma ile gergeklesir. Pasif DNA demetilasyonu;
DNA replikasyonu sirasinda DNMT1’in inhibisyonu, degredasyonu ya da niiklear
eksizyonu sonucu, yeni hiicrelerde DNA metilasyonunun %350 oraninda kaybidir
(Oswald vd 2000, Mayer vd 2000). Aktif DNA metilasyonu ise 5SmC’lerin enzimatik
olarak uzaklastirilmasidir (Jost 1993, Agius vd 2006). DNA demetilasyon
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mekanizmasinit aktiflestiren sinyallerin ne oldugu heniiz net olarak bilinmemektedir.
Ancak demetilleyici  faktorlerin  ve regiilatdrlerin - doku-spesifik  olduklar1

diistiniilmektedir (Sen vd 2010, Guo vd 2011).

Konu ile ilgili ilk calismalar GADD450 ile tamamlanmistir ve GADD450 nin
overekspresyonunun, metilasyonla susturulmus reporter’lar1 demetile ederek aktive
ettigi gosterilmistir (Barreto vd 2007). Daha sonraki calismalarda, GADD45-aracil
demetilasyonun memeli hiicrelerinde meydana gelen aktif bir olay oldugu ve tiim
GADD4S5 izoformlarinin DNA demetilasyonunda yer aldig1 gosterilmistir (Rai vd 2008,
Engel vd 2009). GADDA45-aracili demetilasyon, hiicre farklilagsmasi ve strese yanit
stireci ile birlikte niikleer hormonlar gibi farkli uyaranlara yanitla da iliskili bulunmustur
(Sen vd 2010). GADDA45a ile ilgili yapilan ¢alismalarda, bu proteinin hem BER (Baz
Eksizyon Tamiri)’de hem de NER (Niikleotid Eksizyon Tamiri)’de gorev aldigna dair
bulgular elde edilmistir (Niehrs ve Schifer 2012). Bu bulgular esliginde, GADD45
proteinlerinin DNA demetilasyonunu nasil diizenlediklerine iliskin 2 olas1t model 6ne
siiriilmiistiir. Ilk modelde, NER vya tek basmna ya da BER ile birlikte GADD45
proteinlerinin yardimi ile demetilasyon siirecine katilir. Yapilan caligmalarda NER
inhibitorii olan gemsitabinin GADD45a-aracili demetilasyonu inhibe ettigi, ancak BER
inhibitorlerinin ayn1 etkiye sahip olmadiklar1 belirlenmistir (Schmitzs vd 2009, Schafer
vd 2010). Dolayisiyla bu ilk model NER odakli bir mekanizmayi igermektedir. Ikinci
modelde ise BER aracilig1 ile SmC’nin deaminasyonu ve sonrasinda yardimei proteinler
ve enzimler ile uzaklastirilmasi yer almaktadir. Her iki modelde de NER ve BER’in
birlikte yer aldiklar1 demetilasyonun hiicre tipine ve igerigine bagli olarak farkl
mekanizmalarla gerceklestigi, ancak hangi tamir yolaginin se¢ilecegi veya bu yolaklarin

nasil aktive edildikleri heniiz netlik kazanmamustir (Niehrs ve Schifer 2012).

DNA demetilasyonu ile ilgili en 6nemli sorulardan biri de bolge-spesifikliginin nasil
saglandigidir. GADDA45-aracili  demetilasyon i¢in  bolge-spesifikligini saglayan
kofaktorler (demetilasyonu hedefleyici) i¢inde en Onemli adaylardan biri niiklear
hormon reseptorleridir. Ciinkii GADDA4S5 ailesi proteinleri LXXLL motifi icerirler ve bu
motifler niiklear hormon reseptorlerine baglanmaya aracilik etmektedirler. Dolayisiyla,
GADDA45 proteinlerin hormon reseptorlerine baglanarak, bu reseptdrleri demetile
etmeleri ve sonrasinda da 06zgiin hormonlarin hedef bolgeye cagrilarak reseptore

baglanmalar1 s6zkonusudur (Yi vd 2000).
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Ozetle, herhangi bir katalitik aktiviteleri olmamasma ragmen GADD45 proteinleri,
DNA  demetilasyonunu NER ve BER  mekanizmalarma  dahil  olarak
gerceklestirebildikleri diistiniilmektedir. Bu siiregte GADD45 proteinlerinin, niikleotid
ve/veya baz eksizyon tamir faktorlerini gen-spesifik hedef bolgelere ¢cagirdigi ve tamir
faktorleri ile kromatin arasinda bir adaptor protein gibi rol oynadigi 6ne stiriilmektedir.
Dolayisiyla, GADDA45 proteinlerinin epigenetik ve DNA tamiri arasinda baglantiy1
sagladiklar1 diisiinilmektedir (Niehrs ve Schafer 2012). GADDA45 proteinlerinin DNA
tamir mekanizmalari ile birlikte DNA demetilasyonunda 6nemli rol oynadiklarma dair
veriler artmakla birlikte, GADDA45-aracili DNA demetilasyonunun karsinogenez
iizerinde nasil bir etkiye sahip oldugu heniiz bilinmemektedir. Calismamizda GADD45y
proteinin ekspresyonunun PCa’li olgularda yiiksek oldugu belirlenmistir. Yukarida
tartisilan veriler esliginde, GADD45y’nin prostat kanserinin olusumundan sorumlu
olabilecek genlerin demetilasyonuna neden olarak veya androjen reseptdr sinyal iletim
yolagini etkileyerek karsinogenez siirecinde yer alabilecegi ile ilgili yeni ¢alismalarin

yapilmasi gerektigini diistinmekteyiz.
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6. SONUCLAR

Prostat kanseri, tiim diinyada erkeklerde en yaygin tani alan kanser tiirlerinden biridir
ve siklikla Olimle sonuglanmaktadir. Prostat kanserinin patogenezi net olarak
aydinlatilamamis olmakla birlikte, tiim solid tiimorlerde oldugu gibi 6nemli hiicresel
mekanizmalardaki diizensizliklerin hastaligin patogenezinde rol oynadig1 bilinmektedir.
“Growth Arrest DNA Damage-Inducible 45° (GADD45) gen ailesi bu mekanizmalarda
yer alan 6nemli bir gen ailesidir ve GADD45a, GADD45, GADD45y olmak iizere 3

iiyeden olugmaktadir.

GADDA45y, hiicre dongiisiiniin negatif regiilasyonunda rol oynayan bir gendir. Hem
hematolojik malignensiler hem de solid tiimorlerde GADD45y ekspresyonunda onemli
Olciide azalma oldugu ve kanserli dokularda GADD45y metilasyon diizeyinin daha
yiksek oldugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda GADD45y metilasyonu ve GADD45y
ckspresyon kaybi arasinda siki bir korelasyon bulunmustur. Ancak, prostat
kanserlerinde s6zkonusu genin ekspresyon ve metilasyon diizeyleri hakkinda detayl
bilgi bulunmamaktadir. Bu amacgla planlanan calismamizin ana sonuglar1 asagida

belirtilen maddeler halinde 6zetlenebilir:

- Literatlirle uyumlu olarak, hematolojik malignensilerin aksine diger solid
timorlerde oldugu gibi prostat kanserlerinde GADDA45y metilasyon diizeyi
diisiiktiir (%1.8). Prostat kanserlerinin aksine BPH’da GADDA45y metilasyon
sikligt daha yiiksektir (%25) (p=0.000). Bu c¢aligma, literatiirde prostat
kanserlerinde ve BPH’da GADD45y metilasyon diizeyini belirleyen ilk ¢aligmadir.

- GADD45y metilasyon profilini belirlemede Metilasyona-6zgiin HRM Analizi
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kullanildi ve tiim olgulardan informatif sonuglar alindi. HRM analizi diger
Metilasyona-6zgiin PCR yontemlerine gore duyarlilik, 6zgilinlik ve maliyet

acisindan daha tstiindiir.

GADD45y protein ekspresyon oranlar1 prostat adenokarsinomlu ve BPH’l1
olgularda sirasi ile %53.6 ve %33.3 olarak belirlendi. GADD45y metilasyonu ve
protein ekspresyonu arasinda korelasyonun bulunmamasi, bu alanda yeni
calismalarin yapilmasi gerekligini gostermektedir. Bu yeni caligmalar 3 ana baslik

altinda Ozetlenebilir:

a) Daha ileri yontemler (bisiilfit dizi analizi gibi) kullanilarak GADDA45y
geninde, calismamizda degerlendirilen promoter bdlgesinde metilasyon

diizeyinin belirlenmesi,

b) GADD45y geninde, c¢alismamizda degerlendirilen promoter bdlgesi

disindaki diger CpG alanlarmin metilasyon durumunun belirlenmesi,

c) DNA metilasyonu disinda diger epigenetik mekanizmalardaki degisimlerin

belirlenmesidir.

Literatiirle uyumlu olarak, prostat adenokarsinomlu tiim olgularda Bcl-2
ekspresyon kaybi belirlenirken, BPH’I1 olgularin %75’inde Bcl-2 ekspresyonu
gozlendi (p=0.000). Bcl-2 ekspresyonunun gozlenmemesi, prostat kanserli

dokularda bazal hiicre kayb1 oldugunu géstermektedir.

Literatiirle uyumlu olarak, BPH ile karsilagtirildiginda prostat adenokarsinomunda

Bcl-x, ekspresyonunda anlamli artis belirlendi (p=0.003)

Prostat kanserli olgularda GADD45y ekspresyonunda anlamli artis gozlenmesine
ragmen, GADD45y ekspresyon durumu ile apoptoz arasinda anlamli bir iligki
bulunmadi. Bu sonuglar bize prostat kanserinde apoptoz regiilasyonunun ¢ok daha
karmagik bir mekanizma ile saglandigint ve GADD45y'nin, tek basma kanser

hiicrelerinde bu programli hiicre 6liim tipine neden olmadigmi gostermektedir.
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