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PROSTAT KANSERLERĠNDE GADD45 METĠLASYON DÜZEYĠNĠN 

YÜKSEK ÇÖZÜNÜRLÜKLÜ ERĠME ANALĠZĠ ĠLE BELĠRLENMESĠ 

VE APOPTOZ ĠLE OLASI KORELASYONUN DEĞERLENDĠRĠLMESĠ 

 

CAN, Özge 

Yüksek Lisans Tezi, Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalı 

Tez Yöneticisi: Doç. Dr. Vildan CANER 

 

Mayıs 2013, 104 sayfa 

 

     Prostat kanseri tüm dünyada erkeklerde en yaygın tanı alan kanser türlerinden 

biridir ve sıklıkla ölümle sonuçlanmaktadır. Prostat kanserinin patogenezi net 

olarak aydınlatılamamıĢ olmakla birlikte, önemli hücresel mekanizmalardaki 

düzensizlikler hastalığın patogenezinde rol oynamaktadır. “Growth Arrest DNA 

Damage-Inducible 45’’ (GADD45), bu mekanizmalarda yer alan önemli bir gen 

ailesidir ve GADD45, GADD45, GADD45 olmak üzere 3 üyeden oluĢmaktadır.  

     Hem hematolojik malignensiler hem de solid tümörlerde GADD45 

ekspresyonunda önemli ölçüde azalma olduğu ve kanserli dokularda GADD45  
metilasyon düzeyinin daha yüksek olduğu belirlenmiĢtir. Ancak, prostat 

kanserlerinde sözkonusu genin ekspresyon ve metilasyon durumları hakkında 

detaylı bilgi bulunmamaktadır.  

     Bu çalıĢmanın amacı, benign prostat hiperplazi (BPH)’li (60 olgu) ve prostat 

kanserli (56 olgu) doku örneklerinde GADD45’nın metilasyon ve ekspresyon  

durumlarını belirlemek, metilasyon ile ekspresyon profili arasındaki korelasyonu 

değerlendirmek, ve GADD45’nın metilasyon ve ekspresyon profillerinin apoptozla 

olan iliĢkisini belirlemektir. 

     ÇalıĢma sonucunda literatürle uyumlu olarak, hematolojik malignensilerin 

aksine diğer solid tümörlerde olduğu gibi prostat kanserlerinde GADD45 
metilasyon sıklığının düĢük olduğu, bunun aksine BPH’li doku örneklerinde 

metilasyon sıklığının daha yüksek olduğu belirlendi (p=0.000). Her iki grupta da 

GADD45 metilasyonu ve protein ekspresyonu arasında korelasyon yoktu. Bcl-2 ve 

Bcl-xL ekspresyonu açısından her iki olgu grubu arasında anlamlı fark bulundu 

(sırası ile p=0.000 ve p=0.003). Prostat kanserli olgularda GADD45 

ekspresyonunda anlamlı artıĢ gözlenmesine rağmen, GADD45 ekspresyon 

durumu ile apoptoz arasında anlamlı bir iliĢki bulunmadı.  

     Bu çalıĢmada prostat kanserinde GADD45γ metilasyon sıklığının düĢük olduğu, 

prostat kanserinde apoptoz regülasyonunun çok daha karmaĢık bir mekanizma ile 

sağlandığı ve GADD45’nın tek baĢına kanser hücrelerini apoptotik sürece 

yönlendirmediği bulundu. 

 

Anahtar kelimeler: Prostat kanseri, GADD45, Bcl-2, Bcl-xL, apoptoz, DNA 

metilasyonu, HRM 
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ABSTRACT 

 

DETERMINATION OF GADD45 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’’ (GADD45) is one of the most important gene family in these 

mechanisms and consists of 3 members: GADD45, GADD45, GADD45. 
     It has been reported that there was a significantly reduced expression in 

GADD45 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 GADD45 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 GADD45γ 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 GADD45 
methylation and protein expression. It was found that there was a significant 

difference between Bcl-2 and Bcl-xL expressions in both groups (p=0.000 and 

p=0.003, respectively). It was not found a significant relation between GADD45 

expression status and apoptosis although GADD45 expression was higher in PCa 

than that in BPH.   

     In summary, we found that the methylation frequency of GADD45γ was not 

common in PCa, the regulation of apoptotic pathways is more complex than we 

expected, and GADD45γ is not the only key factor for the cells to direct into the 

apoptotic process.  

 

Key words: Prostate cancer, GADD45, Bcl-2, Bcl-xL, apoptosis, DNA methylation, 

HRM 
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1.GĠRĠġ  

 

     Çok hücreli organizmalarda, her bir hücre bir arada ve uyumlu yaĢamanın gerektirdiği 

davranıĢlarını gösterebilmek için, farklı sinyal moleküllerini gönderir, alır veya yorumlar. 

Hücreler sosyal denetim mekanizmaları olarak görev yapan bu sinyal molekülleri aracılığı 

ile gerektiği kadar bölünerek, farklılaĢarak, dinlenerek ya da ölerek homeostazın 

devamlılığını sağlarlar. Bu uyumun düzenini bozan her bir moleküler faktör, bu tür bir 

organizma için sorun anlamına gelir. Ortalama 10
14‟

den fazla hücre içeren insan 

vücudunda, milyarlarca hücre her gün normal fonksiyonlarını aksatabilecek genetik veya 

epigenetik değiĢimlerle karĢılaĢır. En tehlikeli olanı da, bir hücreye komĢu hücrelerden 

daha hızlı bölünme ve çoğalma özelliği kazandırandır ve bu seçici üstünlük, organizmanın 

aleyhinedir. Herhangi bir hücre topluluğunda, bir grup hücrenin bu tür olumsuz bir 

davranıĢ içerisine girmesine neden olan genetik veya epigenetik değiĢimler, bu hücrelerin 

yer aldığı dokunun bütünlüğünün bozulmasına ve sonuçta kansere neden olabilirler.   

 

     Kanser hücre düzeyinde onkogenler, tümör baskılayıcı genler ve DNA tamir 

genlerinde meydana gelen genetik ve/veya epigenetik değiĢimlerin birikimi sonucunda 

ortaya çıkan ve kontrolsüz hücre çoğalmasıyla normal hücrelerin malign hücrelere 

dönüĢtüğü çok aĢamalı kompleks bir hastalıktır.  Tümör oluĢumu ile baĢlayan bu 

süreçte, devam eden malign hücre proliferasyonu tümör geliĢimine ve sonrasında da 

metastaza neden olabilir. Malign hücrelerde varolan genetik veya epigenetik 

değiĢimlere yenilerinin eklenmesi ve/veya varolan değiĢimlerin kümülatif birikimleri 

nedeniyle, kanser genellikle ileri yaĢlarda ortaya çıkar.  

 

     DNA çift sarmalında bulunan bilginin doğru yorumlanması, organizmanın sağlıklı 

bir biçimde fonksiyonlarına devam edebilmesi açısından son derece önemlidir. DNA 

dizisinde değiĢimlere neden olmayan epigenetik mekanizmalar hücre döngüsü kontrolü, 

apoptoz, DNA tamiri, inflamasyon, hücre adezyonu ve migrasyonu gibi önemli hücresel 

olayları regüle ederler. Epigenetik mekanizmalarda gerçekleĢen bir değiĢim, anormal 

gen ekspresyonuna neden olabilir ve kanser gibi birçok hastalıkla iliĢkilidir. Kanserli 
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hücrelerde gözlenen epigenetik değiĢimler; lokus-hedefli hipermetilasyon ve global 

hipometilasyonu içeren DNA metilasyonları, histon modifikasyonları, kromatin yeniden 

düzenlenme mekanizmaları ve kodlama yapmayan RNA moleküllerininin anormal 

regülasyonları olarak sınıflandırılabilir.   

 

     DNA metilasyonu kromatin yapısını regüle eden temel mekanizmalardan biridir ve 

embriyonik geliĢim, X-kromozomu inaktivasyonu ve genomik imprinting gibi birçok 

hücresel olayda rol oynar. Ġnsan genomunda, DNA metilasyonu çoğunlukla CpG 

dinükleotidlerindeki sitozin rezidülerinin 5. karbon pozisyonunda görülür. DNA metil 

transferazlar sitozinin bu pozisyonuna metil grubu eklenmesini katalizler ve sonuçta 5-

metilsitozin oluĢur. Genomun tekrarlayan fraksiyonlarında ( ve β satellitler, DNA 

transpozonlar gibi) bulunan sitozinler genellikle metile iken, genlerin promoter 

bölgelerinde bulunan CpG adalarındaki sitozinler genellikle unmetiledir.  Unutmamak 

gerekir ki insan genomunda yer alan genlerin yaklaĢık %40‟ının 5‟-uç bölgelerinde 

(promoter, UTR ve ekzon 1) CpG adaları bulunmaktadır. Promoter CpG adalarının 

metilasyonu, X-kromozumu inaktivasyonunda olduğu gibi gen sessizleĢtirilmesi ile 

koreledir. Günümüzde, kanserde hem global DNA hipometilasyonu hem de tümör 

baskılayıcı genlerde olduğu gibi lokus-spesifik DNA metilasyon artıĢının gözlendiği 

bilinmektedir ve anormal DNA metilasyonu, kanser geliĢimi ve progresyonuyla 

iliĢkilidir.  

 

     Prostat adenokarsinomu, geliĢmiĢ ülkelerde erkeklerde, kansere bağlı ölümler 

sıralamasında, akciğer kanserinden sonra ikinci sırada yer almaktadır. Prostat 

kanserlerinin etyopatogenezi hala net olarak bilinememekle birlikte, son 10 yıldır 

kanserin baĢlangıcında ve progresyonunda epigenetik değiĢimlerin kritik rol oynadığına 

dair kanıtlar elde edilmiĢtir. Genom-çaplı araĢtırmalarda, önemli hücresel 

fonksiyonlarda rol oynayan genlerde gözlenen hipermetilasyonunun prostat kanseri ile 

iliĢkili olduğu belirlenmiĢtir. Bu genlerden bazıları; hormonal yanıtta (androjen 

reseptörü), hücre döngü kontrolünde (siklin D2 ve siklin-bağımlı kinaz inhibitörü 2a), 

sinyal iletiminde (RASSF1A ve Runx3), DNA tamirinde (O
6
-metilguanin DNA 

metiltransferaz), detoksifikasyonda (glutatyon S-transferaz M1 ve P1), apoptozda (Bcl-

2) ve tümör invazyonunda (E-kaderin, TIMP metallopeptidaz inhibitörü 3) yer alan 

genlerdir. Bir baĢka dikkat çekici nokta da, bu epigenetik değiĢimlerin çoğunun erken 

evre yüksek-dereceli prostatik intraepitelyal neoplazi (PIN) lezyonlarında gözlenmesidir 
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ve bu da bize anormal DNA metilasyonunun prostat karsinogenezinde erken evrede 

gerçekleĢtiğini düĢündürmektedir.   

 

     ‘’Growth Arrest DNA Damage-Inducible 45’’ (GADD45) gen ailesi GADD45, 

GADD45, GADD45 olmak üzere 3 üyeden oluĢmaktadır. Bu ailenin üyeleri 

tarafından kodlanan GADD45 proteinleri, memeli hücrelerinde, farklı çevresel, fiziksel 

ve genotoksik stres koĢullarında yanıt veren stres sensörleri olarak görev 

yapmaktadırlar. Bu proteinler, stresin kaynağına ve bulundukları hücre tipine göre farklı 

yolaklardan aktive edildiklerinden, aynı gen ailesinde olmalarına karĢın fonksiyonları 

birbirlerinden farklıdır. Ancak, tümör baskılanmasında sinerjik etki gösterdikleri 

bilinmektedir.  GADD45, prolifere eden hücre nüklear antijeni (PCNA) ve siklin-

bağımlı kinaz inhibitörü p21 ile iliĢkilidir ve hücre döngüsünün negatif regülasyonunda 

rol oynayan bir gendir. Aynı zamanda, çevresel stres faktörlerine yanıtta, MTK1 ve 

MEKK4 ile iliĢkili olarak apoptoza da neden olabilir. Hem hematolojik malignensiler 

hem de solid tümörlerde GADD45 ekspresyonunda önemli ölçüde azalma olduğu ve 

kanserli dokularda GADD45 metilasyon düzeyinin daha yüksek olduğu belirlenmiĢtir. 

Literatürde prostat kanserlerinde GADD45  geninin metilasyon ve ekspresyon 

durumlarını ve aralarındaki korelasyonu gösteren herhangi bir çalıĢmaya 

rastlanmamıĢtır.  

 

     Bu çalıĢmadaki hipotezimiz, prostat kanserli olgularda GADD45 protein 

ekspresyonunun metilasyon aracılığı ile azaldığı ve bunun da apoptotik süreci 

etkileyeceğidir. 

 

     Bu kapsamda amacımız; benign prostat hiperplazili (BPH) ve prostat 

adenokarsinomlu (PCa) doku örneklerinde GADD45‟nın metilasyon ve ekspresyon 

durumlarını belirlemek, elde edilen sonuçları karĢılaĢtırmak ve metilasyon ile 

ekspresyon durumu arasındaki korelasyonu değerlendirmektir. Aynı zamanda, strese-

yanıt geni olan GADD45‟nın metilasyon ve ekspresyon durumlarının apoptozla olan 

iliĢkisini belirlemektir. 
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2. KURAMSAL BĠLGĠLER VE LĠTERATÜR TARAMASI 

 

2.1. Prostat: Anatomik ve Histolojik Yapısı  

     Prostat mesanenin hemen altında yer alan,  3-4 cm geniĢliğinde, 4-6 cm uzunluğunda 

asiner, stromal ve musküler elemanlar içeren kompleks küçük bir salgı bezidir (ġekil 

2.1). Prostatın ortalama ağırlığı 20 gr (18-40 gr) olup, ters çevrilmiĢ piramide 

benzemektedir. Prostatın ağırlığı diferansiyasyonuna ve testiste sentezlenen androjenik 

hormonlara bağlıdır (Silverberg vd 2006). 

     Prostat hafif alkali (pH 7.29) bir sıvı sekrete eder ve bu sıvı spermatozoaların yer 

aldığı seminal vezikül sıvı hacminin %25-30‟luk bölümünü oluĢturur. Bu nedenle 

prostat,  fertilite açısından önemli bir organdır.  

 

 

ġekil 2.1 Prostatın anatomik lokalizasyonu ve komĢu organlar (Cramer vd 2006). 

 

 

Prostat bezinin yapısını %70 glandüler doku (tubuloalveolar bezler) ve %30 

glandüler-olmayan fibromüsküler stroma oluĢturur (ġekil 2.2). Topografik olarak 

prostatın McNeal zonal anatomisinde ise sırasıyla transizyonel zon (%5), santral zon 

(%25) ve periferal zon (%70) glandüler dokuyu oluĢtururken, en dıĢta yer alan anterior 

fibromüsküler stroma da glandüler-olmayan dokuyu oluĢturur (McNeal 1981)(ġekil2.3). 
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Prostatın zonal anatomisi klinik açıdan son derece önemlidir. Proksimal prostatik üretra 

etrafında yerleĢerek üretraya lateral olan iki küçük lobtan oluĢan transizyonel zon, 

benign prostat hiperplazilerinin (BPH) en sık görüldüğü bölgedir. Prostat 

karsinomlarının yaklaĢık %15-20‟si transizyonel zondan köken almaktadır. Tabanı 

mesane boynunda bulunan santral zon da hedef bölgelerden biridir ve santral zon 

kökenli primer tümöral tutulum %1-5 dolayındadır. Prostat bezinin taban kısmında, 

santral ve transizyonel zonu çevreleyerek, distalde posterior, posterolateral ve lateral 

yönde uzanarak distal prostatik üretrayı saran periferal zon, karsinom ve prostatik 

intraepitelyal neoplazi (PIN)‟nin en sık görüldüğü bölgedir. Karsinomların %70-75‟i bu 

zondan köken almaktadır. Ayrıca kronik inflamasyon ve atrofi de en sık bu zonda 

görülmektedir (Carter vd 2004).  

 

 

 

 

ġekil 2.2 Prostat histolojisi. A. Prostatın temel yapısını oluĢturan glandüler doku ve        

glandüler-olmayan fibromüsküler stroma (Cramer vd 2006),  B. Prostatın temel 

hücreleri (NE: Nöroendokrin) (Bok ve Small 2002).  

 

B 

A 
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ġekil 2.3 Prostat McNeil‟in zonal anatomisi (Cramer vd 2006) 

     

 

     Prostat epitelyal ve stromal hücrelerden oluĢmaktadır. Epitelyal hücreler, prostatik 

üretraya açılan primer duktuslarla baĢlayan, asinuslarla sonlanan yapıları döĢemektedir. 

Prostatın epitel hücreleri ürotelyal hücreler, sekretuar hücreler, bazal hücreler ve 

nöroendokrin hücrelerden oluĢmaktadır. Bazal hücreler, sekretuvar hücreleri bazal 

membrandan ayıran hücre katmanında yer alan oval nüveli, dar sitoplazmalı ve 

hiperkromatik hücrelerdir. Bazal hücreler sekretuvar hücrelere oranla daha az 

diferensiyedirler ve bazal hücrelerin bir alt grubunu, luminal epitel hücreleri oluĢturan 

kök hücrelerin oluĢturduğu düĢünülmektedir. Sekretuar hücreler, kolumnar veya kübik 

benzeri hücrelerdir ve yüzeylerinde androjen reseptörünü (AR) eksprese ederler. Prostat 

sıvısının komponentlerini sekrete etmekle birlikte androjen-bağımlı bir mekanizma ile 

Prostat-Spesifik Antijen (PSA)‟i de sekrete ederler. Androjen reseptörü taĢımayan 

nöroendokrin hücreler ise eozinofilik sitoplazmaya sahiptirler ve hücre bazalında ince 

sitoplazmik granülleri içerirler. Stromal hücreler temelde çizgili ve düz kas hücreleri, 

fibroblastlar, nöral ve endotelyal hücreleri içermektedir. Bu hücrelerin yanı sıra 

dendritik hücreler ve lenfositler gibi immun sistem hücreleri de bulunmaktadır.  Bazı 

stromal hücreler androjene duyarlıdırlar ve uyarılmaları sonucunda büyüme faktörlerini 

salgılayarak prostatta homeostazın devamlılığında rol oynarlar (McNeal 1981, Berges 

vd 1995, Chung 1995). 
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     Prostatta gözlenen en temel patolojiler prostatit, benign prostat hiperplazisi (BPH), 

prostatik intraepitelyal neoplazi (PIN) ve prostat kanseridir. Prostatit, prostat 

inflamasyonudur ve her yaĢta erkeklerde gözlenebilen en yaygın ürolojik problemlerden 

biridir. Bu inflamasyon sıklıkla bakteriyal ve mantar infeksiyonlarının bir sonucu 

olmakla birlikte, mikroorganizma dıĢındaki faktörlere bağlı olarak da inflamasyonun 

geliĢebileceği bilinmektedir. Prostatit dıĢındaki diğer patolojiler aĢağıda daha detaylı 

tartıĢılacaktır.  

 

2.2. Benign Prostat Hiperplazisi (BPH)  
     Benign prostat hiperplazisi (BPH) ileri yaĢ erkeklerde gözlenen yaygın bir sağlık 

problemdir ve prostatın bazal hücre tabakasındaki epitel hücrelerinin proliferasyonu 

sonucu geliĢen prostat büyümesidir. Çoğunlukla hormon dengesindeki değiĢimlere bağlı 

olarak Ģekillenen bu hastalıkta, histolojik olarak glandular ve stromal komponentler yer 

alır ve prostatın periüretral hattında farklı nodüllerin varlığı dikkat çekicidir (Coffey ve 

Walsh 1990). Prostatta hormon dengesinin korunması son derece önemlidir. Fizyolojik 

düzeylerdeki androjenlerin varlığında, hücre proliferasyonu ve apoptoz arasındaki 

denge de korunur. Androjenlerin bu dengeyi korumasında epidermal büyüme faktörü 

(EGF), temel fibroblast büyüme faktörü (bFGF) ve transforme edici büyüme faktörü-β1  

(TGF-β1)  gibi lokal parakrin ve otokrin büyüme faktörleri yardımcı olur ve böylelikle 

organ hacmi sabit tutulur (Lucia vd 2008).  

     BPH‟ın patogenezinde hormonal dengesizliğin yanı sıra inflamasyonun da rolü 

olduğu düĢünülmektedir. Akut ve kronik prostat inflamasyonu, ileri yaĢ erkeklerden 

alınan prostat örneklerinin histolojik incelemesinde gözlenen ortak bulgu olmakla 

birlikte bu inflamasyonun yaĢlanma sürecinin normal biyolojik mekanizması mı yoksa 

prostat büyümesine neden olabilecek patolojik bir mekanizma mı olduğu henüz netlik 

kazanmamıĢtır. Ancak, inflamatuar mediatörlerin direkt olarak prostatik büyüme 

faktörlerinin üretimini uyararak prostat epitel ve stromal hücre büyümesine 

katılabilecekleri veya indirekt olarak prostat hücre apoptozunu baskılayarak prostat 

hücre ölümünü azaltabilecekleri düĢünülmektedir (Bostanci vd 2013). 

     BPH, prostat kanserinin bir öncü lezyonu değildir. BPH için tanımlanan potansiyel 

risk faktörleri arasında yaĢ, ırk, aile öyküsü, sigara içme öyküsü ve hipertansiyon, 

diyabet gibi kronik hastalık öyküleri yer almaktadır. BPH‟da uygulanan ilaç 

tedavisindeki hedeflerden biri, hücre içindeki testesteronun dihidroksitesterona 
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dönüĢümünü katalizleyen 5-alfa redüktaz enzimini inhibe etmektir. Böylelikle, androjen 

yokluğuna neden olarak etki mekanizmasını gösterir.  Diğer hedef ise prostat stromal 

düz kas hücrelerini gevĢeten -1 adrenoreseptör antogonistleridir ve etki 

mekanizmalarını prostat ve prostat kapsülündeki reseptörleri bloke ederek gösterirler 

(Yurdakul ve Güven 2006). BPH tedavisinde altın standard ise, prostatın transüretral 

rezeksiyonudur ve bu uygulama BPH‟da gözlenen sık idrara çıkma, kesik idrar yapma 

ve idrar kaçırma gibi semptomların %85-100‟ini ortadan kaldırmaktadır (Ziada 1999).  
 

2.3. Prostatik Ġntraepitelyal Neoplazi (PIN) 

    Hücreler, malign transformasyon sırasında dereceli olarak değiĢim gösterirler ve 

sonuçta fenotipik olarak malign özellikler gösterirler. Meme, mesane ve deri 

kanserlerinde olduğu gibi prostat kanserinde de premalign koĢullar tanımlanmıĢtır. PIN, 

daha önceden var olan benign prostatik asiner ve duktuslar içindeki epitelyum 

hücrelerin neoplastik büyümesi olarak tanımlanır. PIN‟in, yüksek-dereceli ve düĢük-

dereceli olmak üzere iki farklı formu bulunur. 

 

    Premalign koĢulların tüm gerekliliklerini karĢıladığından, yüksek-dereceli PIN, 

prostat kanseri geliĢiminde öncül lezyon olarak kabul edilmektedir (Brawer 2005). 

Gerçekten de PIN prostat adenokarsinomlarının büyük bir çoğunluğunun projenitörü 

olarak tanımlanmaktadır (Cramer 2006). PIN‟de bazal hücre katmanının yapısı 

bozulmazken (bazal hücre tabakası ile sınırlı kalırken), prostat kanserinde bazal hücre 

tabakası yoktur ve bu ayırt edici özellik tanıda yardımcı olmaktadır. ġekil 2.4‟te PIN 

oluĢum süreci gösterilmiĢtir. Bazal membran boyunca yer alan normal lüminal hücreler 

Ģekil, büyüklük ve nükleus lokalizasyonu açısından birbirlerine benzerler. DüĢük-

dereceli PIN‟de lüminal hücreler yavaĢ yavaĢ uniform olma özelliklerini kaybederler, 

nükleus bazal membrandan uzaklaĢır ve geniĢleyerek içerisinde nükleoli olarak 

adlandırılan büyük koyu spotlar oluĢur. Yüksek-dereceli PIN‟de bu özellikler daha da 

belirginleĢir ve bazal hücre katmanında boĢluklar oluĢmaya baĢlar. Erken evre prostat 

karsinomunda ek olarak bazal hücre katmanının kaybolduğu gözlenir.  
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ġekil 2.4 Prostatik intraepitelyal neoplazide gözlenen hücresel değiĢiklikler. Prostat 

     dokusunun yapısında gözlenen bu değiĢiklikler soldan (normal) sağa (mikroinvaziv 

     karsinom) doğru ilerlemektedir (Cramer 2006). 

 

     Her ne kadar yüksek-dereceli PIN bir kanseröz problem değilse de, prostat kanseri 

için bir risk faktörü olarak değerlendirilmelidir. Yüksek-dereceli PIN de prostat kanseri 

gibi ileri yaĢ erkeklerde daha sık gözlenir ve bu bireylerin büyük bir çoğunluğunda ilk 

10 yıldan daha az bir süre içinde prostat kanseri geliĢme olasılığı vardır. Prostat kanserli 

bireylerin büyük bir çoğunluğunda (%73) yüksek-dereceli PIN‟in Ģiddeti ve sıklığı 

artarken kanserli olmayan bireylerde bu oran %32‟dir  (Bostwick vd 2004). Bu nedenle 

PIN tanısı alan hastalar dikkatli takip edilmelidir. Aynı zamanda PIN‟de serum PSA 

konsantrasyonunun her zaman artmayacağı ve ultrasonla belirlenememesi de dikkate 

alınırsa, ileri yaĢ erkeklerde prostat biyopsisi alınarak rutin izlemlerin yapılması 

gerekmektedir.  

 

  

2.4. Prostat Kanseri  

 

2.4.1. Prostat Kanserinde Risk Faktörleri  

     Prostat kanserinde en iyi tanımlanmıĢ risk faktörü ileri yaĢtır ve 60‟lı yaĢlardan sonra 

riskin oldukça arttığı bilinmektedir (ġekil 2.5). Prostat kanserinde insidans ve mortalite 

açısından coğrafi farklılıklar sık görülmektedir. Dünyada prostat kanser insidans hızının 

en yüksek olduğu nüfus grubu, ABD‟de yaĢayan zencilerdir. Prostat kanserine, 

Uzakdoğu‟da nadir rastlanmaktadır. Tüm kanser türlerinde olduğu gibi, ailede prostat 

kanseri öyküsü olması, hastalığa genetik yatkınlığın varlığını göstermekte ve en büyük 

risk faktöründen biri olarak değerlendirilmektedir. Sigara kullanımının, detoksifiye 

edici genlerde meydana getirdiği hasarlar veya epigenetik değiĢimler sonucu ölümcül 
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prostat kanseri ile iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir. Böcek ilaçlarına maruz kalan çiftçilerde, 

petrol endüstrisinde çalıĢanlarda ve yüksek elektromanyetik alanlarda çalıĢan elektrik 

iĢçilerinde prostat kanser riskini arttığı gösterilmiĢtir. Enerji alımının, obezitenin ve 

sedanter yaĢamın prostat kanseri riskini arttırdığına dair teoriler de ileri sürülmektedir 

(Carter vd 2004, Scott vd 2006). Ġlginç olan, alkol tüketimi ile prostat kanser geliĢimi 

arasında bir iliĢkinin olmadığı, hatta alkol tüketiminin agresif prostat kanser insidansını 

ve mortalitesini azalttığı ileri sürülmüĢtür (Özen vd 2007).   

 

 

ġekil 2.5 Prostat kanseri için tanımlanmıĢ en iyi risk faktörü yaĢtır. Amerikan Kanser  

     Derneği 50 ve üzeri yaĢ erkelerin yıllık olarak prostat kanseri açısından tarama testlerini  

     yaptırmaları önermektedir (Scott vd 2006). 

 

     Ġleri yaĢ, ırk ve aile öyküsü tanımlanabilen birkaç risk faktörü olmakla birlikte, 

prostat kanseri için kesinlik kazanmıĢ önlenebilir risk faktörleri bulunmamaktadır 

(Schottenfeld vd 2006).  

 

2.4.2.  Prostat Kanserinin Epidemiyolojisi    

     Dünya Sağlık Örgütü (WHO) tarafından yapılan istatistikler sonucunda 2008 yılında 

Dünya genelinde 7,6 milyon kiĢi kanser nedeniyle hayatını kaybetmiĢtir. Bu sayı Dünya 

genelindeki tüm ölüm sebepleri içerisinde %13‟lük bir orana sahiptir. Hem ekonomik 

olarak geliĢmiĢ hem de geliĢmekte olan ülkelerde en yaygın görülen ve en sık ölümle 

sonuçlanan kanser türleri erkeklerde akciğer kanseri ve kadınlarda meme kanseridir.  

2008 yılının verilerine göre prostat kanseri erkeklerde 2. en yaygın tanısı koyulan 

kanser türüdür (%14‟lük oranla) ve kanserden ölüm nedenleri arasında 6. sırada yer 

almaktadır. Ġnsidans oranları dünya genelinde 25 kattan fazla değiĢim göstermektedir. 

En yüksek insidans oranlarının görüldüğü geliĢmiĢ ülkeler: Avrupa ve Kuzey Amerika 

kıtalarındaki ülkelerle birlikte Avustralyadır. Bunun nedeni, büyük ölçüde bu ülkelerde 
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klinik olarak tümör tarama testi olan PSA testinin yaygınlıkla kullanılıyor olmasıdır. 

Karayip bölgesindeki Afrika kökenli erkekler dünyadaki en yüksek prostat kanser 

mortalitesine sahiplerdir. Bu ülkelerde, genetik yatkınlığın yüksek mortaliteden sorumlu 

olabileceği düĢünülmektedir (Jemal vd 2011). 

 

      Prostat kanseri ileri yaĢ erkeklerde gözlenen bir hastalıktır ve tanı koyma sırasında 

ortalama yaĢ 71‟dir (WEB_1).  Ekonomik olarak geliĢmekte olan ve geliĢmiĢ ülkelerde 

erkeklerde en sık tanı konulan ve ölüm nedeni olan akciğer kanserinin aksine, geliĢmiĢ 

ülkelerdeki erkeklerde en yaygın görülen kanser türü prostat kanseridir. Akciğer ve 

kolon kanseri ile birlikte, erkeklerde en yaygın kanserden ölüm nedenleri arasında yer 

almaya devam etmektedir (Jemal vd 2010, 2011). Prostat kanserli olguların %75‟i 65 

yaĢ ve üstündedir. Çocuk, adelosan ve genç eriĢkinlerde oldukça nadirdir (Eble vd 2004, 

Carter vd 2004). 

 

      Ülkemizde prostat kanser insidansı konusunda net veriler yoktur. Fidaner ve 

ark‟larının 1993–94 yılları arasında yaptıkları çalıĢmada prostat kanserinin Ġzmir‟deki 

insidansı yüz binde 9,1 olarak bildirilmiĢtir (Fidaner vd 2001).  

 

     GeliĢmiĢ ülkelerde, prostat kanseri olma riski %16‟dır ve bu her 6 erkekten birinin 

prostat kanseri tanısı alacağını göstermektedir (Jemal vd 2010). Bu ülkelerde her yıl 

650.000 yeni vaka tanımlanmakta ve 136.000 vakanın da prostat kanseri nedeniyle 

ölümleri bildirilmektedir (Jemal vd 2011). Yeni tanı alan prostat kanserlerinin yaklaĢık 

%90‟ı lokalize prostat kanseridir ve bu vakaların tamamı 5 yıl içinde yaĢamlarını 

kaybetmezler. Oysa geride kalan vakalar tanı aldıklarında metastatik evrededirler ve 5 

yıllık sağkalım oranı %30‟dur (Jemal vd 2010).   

 

     Dünya Sağlık Örgütü‟nün Türkiye için 2008 verilerine bakıldığında; erkeklerde 

prostat kanseri insidans açısından akciğer, mide ve mesane kanserinden sonra 4. sırada 

yer alırken, mortalite açısından akciğer ve mide kanserinden sonra 3. sırada yer 

almaktadır. 2008 yılında 2853 kiĢi prostat kanseri nedeniyle hayatını kaybetmiĢtir 

(WEB_2).  Türkiye Üroonkoloji Derneği adına 2009 yılında Türkiye‟de yapılan bir 

epidemiyolojik çalıĢmada (“Prostattürk 2009”) ise prostat kanserinin görülme sıklığında 

belirgin bir artıĢ olduğu ve 35/100.000 insidans oranı ile akciğer kanserinden sonra 2. 

sırayı aldığı belirlenmiĢtir. Temmuz 2008- Haziran 2009 tarihleri arasında yapılan bu 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fidaner%20C%22%5BAuthor%5D
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çalıĢmada, olguların %88.6‟sının ürolojik Ģikayetlerle baĢvurdukları, tanı anında 

olguların %51.4‟ünde Gleason skorunun 2-6 arasında, %29.9‟unda 7 ve %18.7‟sinde 8-

10 arasında olduğu görülmüĢtür (WEB_3).  

 

2.4.3. Prostat Kanseri Histolojisi 

     Prostat kanserlerinin büyük bir çoğunluğu, epitelyal hücrelerden orijin alan 

adenokarsinomlardır ve tüm prostat kanserlerinin yaklaĢık %80-90‟ına karĢılık gelir. 

Prostat kanserlerinin Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) 2004 Histolojik Sınıflaması Tablo 

2.1‟de görülmektedir (Eble vd 2004). 

 

     Prostat adenokarsinomları histopatolojik olarak periferik (sekonder) duktus ve 

asinerlerin adenokarsinomu ve büyük (primer) duktusların adenokarsinomu olmak üzere 

iki büyük gruba ayrılmaktadır. Tümörlerin çoğu birinci grupta olmasına rağmen, bu iki 

grup sıklıkla birlikte görülmektedir (Rosai 2004). 

 

     Biyopsi materyalinde adenokarsinomların çoğu histolojik olarak iyi sınırlı, kolaylıkla 

seçilebilen glandüler yapılar Ģeklindedir. Neoplastik glandlar, tipik olarak benign 

glandlardan daha küçüktür, tek sıralı, amfofilik sitoplazmalı, küboidal veya kolumnar 

hücrelerle döĢelidirler. Ayrıca, neoplastik glandlarda bazal hücre tabakası 

görülmemektedir. Nükleus büyüktür ve eozinofilik nükleolus içermektedir (Silverberg 

vd 2006, Carter vd 2004). 

 

Tablo 2.1 Prostat kanserlerinin 2004 Dünya Sağlık Örgütü sınıflaması 

Epiteliyal tümörler Mezenkimal tümörler 

Glandüler neoplazmlar    Leiomyosarkom 

Asiner adenokarsinom    Rabdomyosarkom 

   Asiner adenokarsinom    Kondrosarkom 

   Pseudohiperplastik    Anjiosarkom 

   Foamy    Malign fibröz histiyositom 

   Kolloid    Malign periferik sinir kılıfı tümörü 

   Signet ring    Hemanjiom 

   Onkositik    Kondrom 

    

 

    

                         Devamı arka sayfada 

http://uroonkoloji9.naklenkongre.com/sunumlar/210800.pdf
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Lenfoepiteliyoma benzeri Leiomyom 

Karsinosarkom, sarkomatoid karsinom    Granüler hücreli tümör 

Prostatik intraepiteliyal neoplazi (PIN)    Hemanjioperistom 

Prostatik intraepiteliyal neoplazi (PIN III)    Soliter fibröz tümör 

Duktal adenokarsinom Hematolenfoid tümörler 

   Kribriform    Lenfoma 

   Papiller    Lösemi 

   Solid DeğiĢik tümörler 

Ürotelyal tümör    Kistadenom 

   Ürotelyal karsinom    Nöroblastom (Willm’s tümörü) 

Skuamöz tümörler Rabdoid tümör 

   Adenoskuamöz karsinom Germ hücreli tümör 

Skuamöz hücreli karsinom    Yolk salk 

Bazal hücreli tümörler    Seminom 

   Bazal hücreli adenom    Embriyonel karsinom&teratom 

   Bazal hücreli karsinom    Koryokarsinom 

Nöroendokrin tümörler Berrak hücreli adenokarsinom 

Endokrin diferansiyasyon gösteren adenokarsinom Melanom 

   Karsinoid tümörler Metastatik tümörler 

   Küçük hücreli karsinom  

   Paraganglioma  

Nöroblastoma 

Prostatik stromal tümör  

   Malignite potansiyeli belirsiz stromal tümör  

   Stromal sarkom  

 

2.4.4. Prostat Kanserinde Evreleme     

     Prostat adenokarsinomunu evrelemedeki amaç, 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 yayılım, periferal zonda yerleĢen 

karsinomlarda posterolateral bölgeye, transizyonel zonda yerleĢen karsinomlarda 

glandın anterior kısmına doğru görülmektedir. Prostat adenokarsinomu, metastazını en 
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sık obturator ve hipogastrik bölgesel lenf düğümlerine, pelvis kemiklerine, aksial iskelet 

sistemine yapmaktadır. Visseral metastazlar, akciğer ve karaciğeredir (Eble vd 2004). 

 

Tablo 2.2 Prostat adenokarsinomlarının TNM evrelendirilmesi  

Primer tümör (T) 

Tx: Primer tümör değerlendirilemiyor                                          

T0: Primer tümör bulgusu yok 

T1: Palpe edilmeyen, klinik ve görüntülemede görülmeyen tümör 

  T1a: Rezeke edilen dokuların %5‟inden azında insidental tümör 

  T1b: Rezeke edilen dokuların %5‟inden çoğunda insidental tümör 

  T1c: Ġğne biyopsisinde tanı konan tümör (PSA yüksekliği nedeniyle) 

T2: Prostata sınırlı tümör 

  T2a: Bir lobun yarısını veya daha azını kaplayan tümör 

  T2b: Sadece bir lobun yarısından fazlasını kaplayan tümör 

  T2c: Her iki lobta yer alan tümör 

T3: Prostat dıĢına yayılan tümör  

  T3a: Ekstrakapsüler yayılım ( unilateral veya bilateral) 

  T3b: Veziküla seminalis (ler) invazyonu 

T4: Veziküla seminalis dıĢı komĢu yapılara invaze veya fiske etmiĢ tümör (mesane 

boynu, eksternal sfinkter, rektum, levator kasları ve pelvik duvar) 

Lenf nodu (N) 

Nx: Bölgesel lenf nodu değerlendirilemiyor 

  N0: Bölgesel lenf nodu metastazı yok 

  N1: Bölgesel lenf nodu metastazı var 

Uzak metastaz (M)                                                                               

M0: Uzak metastaz yok 

M1: Uzak metastaz mevcut 

  M1a: Bölgesel olmayan lenf nodülleri 

  M1b: Kemik (ler) 

  M1c: Diğer bölgeler 

 

                                                                                                Devamı arka sayfada 
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G: Histopatolojik Değerlendirme 

Gx: Grade değerlendirilememiĢtir 

G1: Ġyi diferansiye (Gleason Skor 2-4) 

G2: Orta diferansiye (Gleason Skor 5-6) 

G3-4: Kötü diferansiye (Gleason Skor 7-10) 

 

Evrelendirme 

Evre 1: T1a-N0-M0-G1 Evre III: T3-N0-M0-Herhangi bir G 

Evre 2: T1a-N0-M0-G2,3-4 Evre IV: T4-N0-M0-Herhangi bir G 

  T1b,c-N0-M0-Herhangi bir G   Herhangi bir T-N1-M0-Herhangi bir G 

  T1,T2-N0-M0-Herhangi bir G   Herhangi bir T-Herhangi bir N-M1-Herhangi bir G 

 

2.4.5. Prostat Adenokarsinomunda Derecelendirme 

     Prostat adenokarsinomunun değerlendirilmesinde en çok kabul gören Gleason 

skorlama sistemi, prostat kanserinin kuvvetli prognostik faktörlerinden birisini 

oluĢturmaktadır (Eble vd 2004). Gleason skorlama sistemi, tümörün küçük büyütmede 

tespit edilen, glandüler diferansiyasyon ve büyüme paterninin, stroma ile iliĢkisine 

dayanmaktadır. Sitolojik özellikler, tümör derecelendirmesinde rol oynamamaktadır.  

Tümör, glandüler diferansiyasyon ve büyüme paternine göre 1‟den 5‟e kadar 

skorlanmaktadır. 1 en iyi diferansiyasyonu, 5 en kötü diferansiyasyonu göstermektedir. 

En sık görülen primer ve ikinci en sıklıkta görülen sekonder yapısal paternlerin toplamı 

ile Gleason skoru elde edilmektedir (ġekil 2.6) (Eble vd 2004, Scott vd 2006). 

 

2.4.6. Prostat Kanserinde Prognoz ve Tedavi  
      

     Amerikan Patoloji Topluluğu, prostat kanserinde prognozu 3 kategoride 

değerlendirilmektedir (Tablo 2.3). Preoperatif serum PSA düzeyi, prostat kanserini hem 

saptamada, hem de izleminde önemli rol oynamaktadır (Leman ve Getzenberg 2009, 

Bostwick ve Cheng 2008). PSA, 32 kD büyüklüğünde bir glikoprotein proteazdır. 

Prostat bezinin duktal ve asiner epitelinden (lüminar epitelyum hücreleri) sentezlenir ve 

seminal sıvıya salınır. Fizyolojik koĢullarda prostat epitelinin bazal membranı PSA‟nın 

sirkülasyona kaçıĢını önlemede bariyer görevi yapar. Bazal membranın normal yapısını  

değiĢtiren her bir patolojik olay, PSA‟nın sistemik sirkülasyona geçiĢini sağlar. ArtmıĢ 
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ġekil 2.6 Gleason derecelendirme sistemi. ġekilde yukarıdan aĢağıya her bir panel (1-5) 

artan Gleason skorunu göstermektedir (Scott vd 2006).  

 

Tablo 2.3 Prostat adenokarsinomunda prognostik faktörler 

 Tanım Prognostik faktörler 

Kategori 1 Prognostik önemi ve klinik hasta izleminde 

faydalı olduğu ispatlanmıĢ faktörler 

Preoperatif serum PSA düzeyi 

Gleason skoru (histopatolojik 

derece) 

TNM evresi  

Cerrahi sınırlar 

Kategori 2 Biyolojik ve klinik olarak yoğun Ģekilde 

çalıĢılmıĢ fakat istatistiksel olarak güçlü 

çalıĢmalarla önemi ispatlanamamıĢ faktörler 

Tümör volumu 

Histolojik tipi  

DNA ploidisi 

Kategori 3 Prognostik değerini ortaya koymak için yeterli 

çalıĢma yapılmamıĢ faktörler  

Perinöral invazyon 

Nöroendokrin diferansiyasyon 

Mikrodamar dansitesi 

Ploidi dıĢındaki nükleer özellikler 

Onkogenler  

Tümör süpressör genler 
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serum PSA konsantrasyonu sadece prostat kanseri ile değil, aynı zamanda BPH ve 

prostatitle de iliĢkilidir. Bu nedenle PSA değerlendirmesi, prostat kanserinde bir tanı 

testi olarak değerlendirilmez, ancak prostat biyopsi endikasyonuna kadar vermede son 

derece yardımcı bir parametredir. Etnik özelliklere ve yaĢa bağlı olarak değiĢmekle 

birlikte (yaĢla birlikte PSA düzeyi artma eğilimindedir), serum PSA düzeyi 4 ng/ml‟den 

yüksek olan bireylerde ek testlerin yapılması önerilmektedir (Scott vd 2006).  

 

     Prostat kanserlerinde ölüm insidansını azaltmak amacıyla yapılan PSA tarama 

testinin etkinliği hem Amerika hem de Avrupa‟da değerlendirilmiĢtir. Toplamda 

250.000‟den fazla hasta üzerinde tamamlanan bu çalıĢmalarda, hastaların 7-10 yıllık 

takipleri yapılmıĢtır. Amerikada yapılan çalıĢmada, PSA taraması yapılan grupla kontrol 

grubu arasında prostat kanserinden ölüm oranları açısından istatistiksel fark 

gözlenmemiĢtir (Andriole vd 2009). Ancak, Avrupa çalıĢmasında tarama yapılan 

gruptaki ölüm oranında %20 azalma gözlenmiĢtir (Schröder vd 2009). Bu nedenle PSA 

tarama testleri günümüzdeki önemini korumaktadır.  

 

          Gleason skorlaması ile elde edilen histopatolojik derece, klinik ve patolojik 

evreyle direkt iliĢkili olup, cerrahi tedavi sonrası progresyonu göstermede güçlü 

belirteçlerden birini oluĢturmaktadır. TNM evresi, prognozla iliĢkili en önemli 

prognostik faktör olup, evreleme yaparken tümör hacmi, prostat kapsülü, seminal 

veziküllerin durumu ve lenf nodülleri de değerlendirilmektedir. Tümörün rekürrensiyle 

tümörün hacmi, prostatik kapsül invazyon durumu ve derecesi arasında güçlü iliĢki 

bulunmaktadır. Yapılan çok sayıda araĢtırmada, özellikle cerrahi sınır pozitifliği ile 

tümörün progresyonu arasında güçlü iliĢki tespit edilmiĢtir (Rosai 2004, Bostwick ve 

Cheng 2008, Eble vd 2004). 

 

     Prostat kanserinde tedavi, kanserin türüne göre değiĢmektedir. Lokalize prostat 

karsinomlarında tedavi seçenekleri radikal prostatektomi, eksternal radyoterapi, 

hormonal tedavi ve herhangi bir tedavi vermeden izlem -ertelenmiĢ tedavi- Ģeklindedir. 

Transüretral rezeksiyon materyallerinde insidental olarak saptanan karsinom ile tümör 

miktarı düĢük ve iyi diferansiye olgularda genellikle ek tedaviye gerek 

görülmemektedir. Hormonal tedavi seçenekleri östrojen, luteinize edici hormon (LH) 

analogları, releasing (salınım yaptıran) hormon (RH) analogları ve antiandrojen 
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tedaviler ile bilateral orĢiektomidir (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 çevresel faktörlerin tümörün patogenezinde rol oynadığı 

düĢünülmektedir.  

     Prostat kanseri yavaĢ-ilerleyen bir hastalıktır. PIN, prostat kanserinin pre-malign 

prekürsörüdür. Prostat kanseri androjen-bağımlı lokalize tümörden (erken evre) 

metastaza kadar ilerlemektedir (ġekil 6) (Shen ve Abate-Shen 2010). Hormonal tedavi, 

tümör regresyonuna neden olur, ancak sonuçta kastrasyon-dirençli hastalık geliĢebilir. 

Bu bölümde prostat kanser geliĢiminde ve progresyonunda rol oynayan mekanizmalar 

özetlenmektedir.  

 

 

ġekil 2.7 Prostat kanserinde progresyon yolakları. Her bir progresyon yolağında yer  

     alan ve önemli olduğu düĢünülen moleküler mekanizmalar ve genler 

gösterilmektedir (Shen ve Abate-Shen 2010). 

 

 

2.4.7.1. Kalıtılabilir Faktörler ve Kromozomal DeğiĢimler  

     Kalıtsal genetik geçmiĢi gösteren aile öyküsü, prostat kanseri geliĢiminde önemli 

risk faktörlerinden biridir. Epidemiyolojik çalıĢmalar, birinci derecede yakınlarında 

(baba ve erkek kardeĢ) prostat kanseri olan bireylerin, prostat kanseri olma riskinin aile 

öyküsü bulunmayan bireylere göre 2-3 kat daha fazla olduğunu göstermektedir. 
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Herediter prostat kanseri, Mendelian kalıtım paternine sahiptir ve tüm prostat kanseri 

vakalarının %5-10‟una karĢılık gelmektedir (Carter vd 1993, Cerhan vd 1999). Genom-

çaplı iliĢkilendirme çalıĢmaları (GWAS), 17q21, Xp11, 10q21 ve 8q24 gibi birçok 

kromozomal bölgenin prostat kanser riski ile iliĢkili olduğunu göstermektedir. 8q 

amplifikasyonlarının sıklığı erken evre prostat kanserlerinde düĢük (>%8) olmakla 

birlikte kastrasyon-dirençli veya metastatik prostat kanserlerinde %60-90‟lara 

ulaĢmaktadır, görülme sıklığı tümör evresi ve derecesi ile iliĢkilidir. 8q21, 8q22 ve 

8q24, amplifikasyonun gözlendiği bölgelerden birkaçıdır ve MYC onkogeninin 8q24‟de 

lokalize olması, 8q kazanımlarıyla iliĢkili çalıĢmaların bir çoğunun bu bölge üzerine 

odaklanılmasına neden olmuĢtur  (Al Olama vd 2009, El Gammal vd 2010). Özellikle 

6q, 8p, 10q, 13q, 15q, 16q, 17p/q, 18q, 19p/q ve 22q bölgelerinde kromozomal kayıplar 

sözkonusu iken 8q, 1q, 3q, 7p/q ve Xq bölgelerinde kromozomal kazanımlar dikkati 

çekmektedir (Saramaki ve Visakorpi 2007). Kromozomal aberasyonların gözlendiği bu 

bölgelerde kodlu olan önemli genlerden bazıları AR (Xq), NKX3.1 (NK3 homeobox 1) 

(8p21) ve PTEN (phosphatase and tensin homolog) (10q23)‟dir. 

 

2.4.7.2. Erken Evrede Gözlenen DeğiĢimler ve Moleküler Mekanizmaları 

     Prostat adenokarsinomun pre-malign lezyonu olarak tanımlanan PIN, hem hücresel 

proliferasyon hem de sitolojik değiĢimler açısından kanseri taklit etmektedir. Aynı 

zamanda, kanserde gözlenen genetik ve epigenetik değiĢimler PIN lezyonlarında da 

tanımlanmıĢtır ve bu nedenle PIN lezyonlarında gözlenen genetik ve epigenetik 

değiĢimler, prostat kanser baĢlangıcının gatekeeper (bekçi) değiĢimleri olarak 

değerlendirilebilir. 

 

     Birçok epidemiyolojik, patolojik ve moleküler çalıĢmalar, kronik inflamasyonun 

prostat kanseri ile iliĢkili olduğunu göstermektedir. Karsinojenlerin kronik inflamasyona 

ve sonrasında PIN‟e neden oldukları bilinmektedir (Klein ve Silverman 2008, Shen ve 

Abate-Shen 2010). Karsinojenlere karĢı korunmada görev alan en önemli genlerden biri 

de Glutatyon S-transferaz pi 1 (GSTP1)‟dir. GSTP1 promoter hipermetilasyonu, prostat 

kanser progresyonunun en erken evrelerinde tanımlanan değiĢimlerden biridir. Primer 

tümörlerin %90‟ında ve PIN lezyonlarının %70‟inde GSTP1 hipermetilasyonu 

belirlenmiĢtir. (Maruyama vd 2002, Meiers vd 2007, Nakayama vd 2004). Bu genin 

ürünü olan protein, reaktif oksijen türlerini  (örn; serbest radikaller) inaktive eden 
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koruyucu bir enzimdir ve bu nedenle GSTP1‟in bir koruyucu (caretaker) gen olduğu 

düĢünülmektedir.  

 

     Prostat karsinogenezinde yaĢla-iliĢkili önemli faktörlerden biri de oksidatif stres ve 

DNA hasarı üzerinde gösterdiği etkisidir (Khandrika vd 2009). Oksidatif stres, reaktif 

oksijen türleri ile bu türleri hücresel düzeyde kontrol eden detoksifiye edici enzimler 

arasındaki dengesizlik sonucu oluĢur ve hücredeki protein ve DNA gibi temel 

makromoleküllerin yapısını bozar. Prostatta da yukarıda bahsedildiği gibi inflamasyon, 

hormonal dengesizlik, diyet, epigenetik modifikasyonlar (örn: GSTP1‟de gözlenen 

promoter hipermetilasyonu) gibi olayların bir sonucu olarak oksidatif stres geliĢebilir. 

Son yıllarda yapılan bir çalıĢma, NKX3.1 homeobox geninde fonksiyon kazanımının 

prostat kanser hücrelerini DNA hasarına karĢı koruduğu belirlenmiĢtir (Bowen ve 

Gelmann 2010). Prostat kanser progresyonunun en erken evrelerinde tanımlanan önemli 

bir değiĢim de NKX3 homeobox 1 (NKX3.1)  geninin fonsiyon kaybıdır.  Bu gen, 

8p21‟de lokalizedir ve bir traskripsiyon faktörünü kodlar. Bu faktör embriyogenez 

sırasında prostat geliĢiminin en erken habercilerinden biridir ve prostat farklılaĢmasının 

her evresinde eksprese olmaya devam eder. Erken evre prostat kanserlerinde ve yüksek-

dereceli PIN lezyonlarında, sıklıkla bu gende allelik kayıplar gözlenmekle birlikte 

promoter metilasyonu nedeniyle epigenetik olarak baskılandığı da düĢünülmektedir 

(Bowen vd 2000, Asatiani vd 2005). Aynı zamanda, NKX3.1‟in Androjen Reseptör (AR) 

promoter‟ı ile de iliĢkili olduğu ve negatif feedback mekanizması oluĢturarak AR 

aktivitesini inhibe ettiği gösterilmiĢtir (Lei vd 2006).  

 

     Prostat kanserinin erken evrelerinde gözlenen bir diğer önemli değiĢim de telomer 

kısalmasıdır ve çoğunlukla DNA hasarı ile iliĢkili olup kromozomal instabiliteye neden 

olabilmektedir (Meeker vd 2002, 2004). Benign prostat dokularında telomeraz 

aktivitesinde artıĢ gözlenmezken, birçok yüksek-dereceli PIN ve prostat kanser 

dokularında bu enzimin aktivitesinde artıĢ belirlenmiĢtir (Koeneman vd 1998, 

Sommerfeld vd 1996). Bu veriler, prostat kanser progresyonunun telomer uzunluğu ile 

iliĢkili olduğunu göstermekle birlikte telomer uzunluğunun kanseri nasıl baĢlattığı veya 

hücresel yaĢlanmayı nasıl (selüler senescence) uyardığı ile ilgili mekanizmalar henüz 

net olarak bilinmemektedir. Hücresel yaĢlanma yaĢla-iliĢkili bir olaydır ve yaĢlı 

dokularda bu hücrelerde artıĢ gözlenir (Castro vd 2003). Oksidatif stres ve DNA hasarı 

hücresel yaĢlanmayı uyaran önemli faktörlerdir. Hücresel yaĢlanma, onkogenik 
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uyarılardan sonra malign fenotipin ortaya çıkıĢını önleyen güçlü bir tümör baskılayıcı 

mekanizma olarak tanımlanmaktadır. Ancak, prostat fibroblast hücre yaĢlanmasının, 

komĢu prostat epitel hücrelerinin sağkalımını ve proliferasyonunu arttırdığı 

gösterilmiĢtir  (Bavik vd 2006). Bu da bize hücresel yaĢlanmayı bertaraf etmek için 

baĢlatılan onkogenik sürecin (ek onkogenik uyarılarla birlikte) hastalığın progresyonunu 

uyardığını göstermektedir.  

  

     MYC, hücre döngüsü proliferasyonu, protein sentezi, mitokondri fonksiyonu gibi 

önemli hücresel olayların regülasyonunda rol oynayan önemli bir transkripsiyon 

faktörüdür. Bu nedenle, genetik ve epigenetik değiĢimler sonucu bu gende gözlenen 

deregülasyon birçok kanserle iliĢkilendirilmiĢtir (Albihn vd 2010). Birçok PIN 

lezyonlarında ve prostat kanser dokularında nüklear MYC proteininin gen 

amplifikasyonu olmaksızın aĢırı eksprese olduğu ve bu ekspresyon paterninin de 

kanserin baĢlangıcında önemli rol oynayabileceği belirlenmiĢtir (Gurel vd 2008, Koh vd 

2010). Metastatik prostat kanserli olguların yaklaĢık %90‟ında MYC onkogeninin 

amplifiye olduğu bilinmektedir (Jenkins vd 1997).  MYC„nin aĢırı ekspresyonu en 

azından iki mekanizma ile prostat kanser süreciyle iliĢkilidir. Bunlardan ilki, prostat 

epitelyum hücrelerinin transformasyonuna neden olmasıdır ve MYC aĢırı ekprese eden 

transgenik farelerde adenokarsinomların geliĢtiği bildirilmiĢtir (Gil vd 2005, Iwata vd 

2010). Bir diğer mekanizma, MYC‟nin prostat kanser sürecinde yer aldığı bilinen 

genlerin regülasyonunda rol oynamasıdır. MYC, NKX3.1‟in negatif regülasyonunda rol 

oynarken, hücrelerde farklılaĢma programını uyaran “Enhancer of Zeste homolog 2” 

(EZH2)‟yi pozitif olarak regüle etmektedir (Iwata vd 2010, Koh vd 2011).  

 

     Özetle, prostat kanser sürecini baĢlattığı düĢünülen mekanizmalar inflamasyon, 

oksidatif stres, DNA hasarı, telomer kısalması, hücresel yaĢlanma, genetik ve epigenetik 

değiĢimlerdir. 

2.4.7.3. Progresyonda Gözlenen DeğiĢiklikler ve Moleküler Mekanizmaları   

     TMPRSS2-ERG (Transmembrane protease, serine 2 - Erythroblastosis virus E26 

transforming sequence (ETS)-related gene) füzyonu, daha önceki yıllarda erken evre 

prostat kanserlerinde sıklıkla gözlenen bir değiĢim olarak tanımlanmakla birlikte, son 

yıllarda yapılan çalıĢmalar bu yeniden düzenlenmenin ya kanser baĢlangıcından sonra 

oluĢtuğunu ya da alternatif olarak klinik progresyona yatkınlık gösteren erken evre 
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olaylardan biri olduğunu desteklemektedir (ġekil 2.8). TMPRSS2, androjene maruz 

kalma sonrası prostat epitelyal hücrelerinden salınan bir serin proteazdır ve ETS 

onkogen ailesinin iki önemli üyesi (ERG veya ETV1) ile füzyon yapar.  ERG geninin, 

prostat kanserlerinde (yaklaĢık %72) en sık aĢırı eksprese olan proto-onkogen olduğu ve 

bu nedenle de prostat karsinogenezinde kritik bir mekanizmayı yönlendirdiği 

bilinmektedir (Tomlins vd 2005, Jeremy vd 2009).  TMPRSS2-ERG füzyon sıklığı 

yüksek-dereceli PIN lezyonlarında yaklaĢık %15-20, yerleĢik prostat kanserlerinde ise 

%50 iken benign prostat lezyonlarında gözlenmeyen bir değiĢimdir (Shen ve Abate-

Shen 2010). Bu sonuçlar bize, yukarıda da bahsedildiği üzere TMPRSS2-ERG 

füzyonunun ya kanser baĢlangıcından sonra oluĢtuğunu ya da alternatif olarak klinik 

progresyona yatkınlık gösteren erken evre olaylardan biri olduğunu düĢündürmektedir. 

  

 

ġekil 2.8 (A) Normal genomik düzenlenme: TMPRSS2 ve ERG genleri 21.    

kromozomda lokalizedirler ve yaklaĢık 3 megabazlık uzaklıkla birbirlerinden 

ayrılmaktadırlar. Prostat hücrelerinde, TMPRSS2 ekspresyonu aktifken (androjen 

reseptör (AR) regülasyonu ile), ERG ekspresyonu inaktiftir. (B) TMPRSS2-ERG gen 

füzyonu. En yaygın gözlenen yeniden düzenlenmede, TMPRSS2‟nin gen 

düzenlenme bölgesi ve birinci ekzonu ERG‟nin dördüncü ekzonuna füzyon yapar. 

Sonuçta; ERG, AR ile regüle edilebilir duruma gelir ve artık ekspresyonu aktiftir 

(Mavi ve sarı bölgeler gen düzenlenme bölgelerini ve siyah bölge de iki gen 

arasındaki genomik alanı göstermektedir) (Tomlins SA vd 2005) 

 

     TMPRSS2-ERG füzyonu, ERG‟nin androjenle-yönetilen aĢırı ekspresyonuna neden 

olur ve bu ekspresyon paternini taĢıyan prostat kanserlerinin %90‟ından fazlasında bu 

füzyonun varlığı belirlenmiĢtir. ERG aĢırı ekspresyonunun fonksiyon çalıĢmaları, hücre 

proliferasyonunda artıĢ olmaksızın hücrelerin migrasyonunu ve invazyonunu uyardığı 

göstermiĢtir. ERG, prostat kanser hücrelerinde metalloproteinazları (örn; matriks 
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metallopeptidaz 3 gibi) ve plazminojen aktivatör yolak genlerini (örn; plazminojen 

aktivatör doku (PLAT)) aktive eder. Genin sessizleĢtirme çalıĢmaları da, bu genin 

prostat kanser hücrelerinin farklılaĢmıĢ durumlarının korunmasında rol oynadığını 

göstermektedir. Aynı zamanda ERG‟nin hücrelerde dediferensiasyon programını uyaran 

„‟EZH2‟‟ olarak adlandırılan polikomb grubu proteinin de direkt aktivatörü olduğu 

belirlenmiĢtir (Tomlins vd 2005, Shen ve Abate-Shen 2010). ERG‟nin yeniden 

düzenlenmesi PIN lezyonlarında nadiren gözlenmektedir ve bu nedenle de prostat 

kanser progresyonunda erken dönemde gözlenen bir değiĢiklik olarak 

değerlendirilmektedir.  

 

     ERG yeniden düzenlenmeleri, PTEN kaybının varolduğu prostat kanserlerinin 

çoğunda gözlenen genetik değiĢimlerdir. PTEN kaybı ve ERG yeniden 

düzenlenmelerinin birbirlerine eĢlik eden olaylar olduğu düĢünülmektedir (ġekil 2.9) 

(King vd 2009). PTEN, prostat kanseri de dahil birçok kanser türünde sıklıkla 

mutasyona ya da delesyona uğramıĢ bir tümör baskılayıcı gendir. Prostat kanserinde 

sıklıkla PTEN‟in lokalize olduğu 10q23 bölgesinde allelik kayıplar gözlendiğinden, 

PTEN ekspresyon kaybı genellikle bu nedenledir. Bu mekanizmanın yanısıra 

mutasyonlar ve ekspresyonundaki azalmaya neden olan diğer mekanizmalar da PTEN 

fonksiyon kaybına neden olmaktadır. PTEN‟in allelik kaybı, prostat karsinogenezinin 

erken dönemlerinde gözlenmekle birlikte, metastatik ve kastrasyon-dirençli dönemde 

çok daha yaygın görülen bir değiĢikliktir. Aynı zamanda, prostat kanserlerinde PTEN 

inaktivasyonunun NKX3.1 fonksiyon kaybı, c-Myc proto-onkogeninin ve/veya 

TMPRSS2-ERG füzyonunun aktivasyonu ile de iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir. 

Dolayısıyla, PTEN ekspresyon kaybının özellikle kastrasyon-dirençli prostat kanserinin 

geliĢimine öncülük ettiği düĢünülmektedir (Shen ve Abate-Shen 2010).  

 

     Son yıllarda yapılan bir çalıĢma, primer prostat kanserlerinin %40‟ında ve metastatik 

prostat kanserlerinin de %100‟ünde PI3K yolağında deregülasyonların veya 

mutasyonların varlığını belirlemiĢtir (Taylor vd 2010). PI3K yolağı, negatif olarak 

PTEN tarafından regüle edilmektedir ve bu yolağın aktivasyonunun prostat kanserinde 

kastrasyon-direncini yönlendirdiği düĢünülmektedir. PI3K yolağı, hücre 

proliferasyonunu ve hücre sağkalımını yönlendiren en önemli yolaklardan biridir. Bu 

yolak bir kez aktive olduğunda, AKT gibi önemli sinyallerin yer aldığı dowstream 

sinyal iletim kaskadını  baĢlatarak  hücrede sağkalım,  proliferasyon, hücre  döngüsünde 
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ġekil 2.9 Prostat kanser progresyonunda yer alan yolaklar. PTEN fonksiyon kaybı ve  

buna eĢlik eden AKT, TMPRSS2-ERG füzyon proteini ile birlikte, downstream 

sinyal iletim yolaklarının aktivasyonunu sağlayarak, prostat kanserinin 

progresyonunu uyarırlar. ARE, androjen yanıt elementleri; TA, transkripsiyonal 

aktivatör; TF, transkripsiyon faktörü  (Jeremy 2009)  

 

ilerleme, büyüme, göç ve anjiyogenez gibi önemli hücresel olaylara neden olmaktadır 

(ġekil 2.9). PTEN-null hücrelerde AKT‟nin sürekli aktif olduğu gösterilmiĢtir. Prostat 

kanserinde PTEN fonksiyon kaybının AKT/mTOR upregülasyonuyla sonuçlandığını 

göstermiĢtir. AKT/mTOR sinyal iletim yolağının aktivasyonu özellikle kastrasyon-

dirençli prostat kanserinde gözlenmekle birlikte, bu yolaktaki disregülasyonun anti-

androjenik tedaviye dirençle iliĢkili olduğu belirlenmiĢtir. AKT sinyal iletimi ile birlikte 

koordineli olarak regüle edilen bir diğer sinyal iletim yolağı Erk/MAPK sinyal iletim 

yolağıdır ve özellikle ileri evre prostat kanserlerinde aktif olan bir yolaktır. Prostat 

kanserlerinde bu yolağın aktivasyonu ile gerçekleĢen kaskadlar net olarak bilinmemekle 

birlikte, büyüme faktörlerinini yer aldığı sinyal iletiminin aĢırı düzeyde aktivasyonu ile 

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

 

2.4.7.4.  Metastatik Prostat Kanserinde Gözlenen DeğiĢiklikler ve Moleküler 

Mekanizmaları 

     Tanı sırasında prostat kanserli hastaların yaklaĢık %25‟i ileri evre veya metastatik 

dönemdedir. Prostat kanseri öncelikle kemik metastazı yapan bir kanser türüdür ve 

metastazları genellikle osteoblastiktir (ġekil 2.10). Sekonder metastaz alanları ise 

sıklıkla akciğer, karaciğer ve plevradır (Logothetis ve Lin 2005). Klinik açıdan prostat 

kanserinde metastazın büyük önemi vardır ve birçok çalıĢma tümör hücrelerinin kemik 
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iliğine ve kan dolaĢımına yayılabilme özelliklerine odaklanmıĢtır. Son yıllardaki 

çalıĢmalar, metastazlı hastaların sirkülasyondaki tümör hücrelerinde, ileri evre prostat 

kanserlerinde tipik olan birçok farklı kromozomal yeniden düzenlemeler gözlenmiĢ ve 

bu da bize kanser progresyonu sırasında genomik instabilitenin devam ettiğini 

göstermektedir (Attard 2009, Leversha vd 2009). Ancak yayılım gösteren tümör 

hücreleri ile metastaz oluĢumu arasındaki iliĢki net olarak çözülememiĢtir ve prostat 

kanserlerinin kemik dokusuna metastazını uyaran moleküler faktörler net olarak 

bilinmemektedir.   

 

 ” 

 

ġekil 2.10 Prostat metastaz basamakları: lokal invazyon, intravazasyon, kan dolaĢımda canlı 

kalabilme, ekstravazasyon ve farklı bir dokuda (vertebra) çoğalmadır (Scott vd 2006).    
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    EZH2 bir polikomb grub genlerinden biridir ve histon proteini H3‟ün lizin 27 

(H3K27)‟sinin trimetilasyonunu katalizleyen bir histon lizin transferazı kodlar. Bu 

enzim, birçok agresif tümörlerde aktiftir ve dolayısıyla gen transkripsiyonunun 

baskılanması ile iliĢkilidir. Büyüme ve farklılaĢma gibi birçok önemli hücresel olaylarda 

yer alan genler, H3K27 metilasyonu için hedeftir. Ġleri evre prostat kanserlerinde EZH2 

gen ekspresyonunun sıklıkla arttığı belirlenmiĢtir. Bu artıĢın nedenleri arasında gen 

amplifikasyonu, miR-101 ve ERG yer almaktadır (Shen ve Abate-Shen 2010, Yu vd 

2010). ERG direkt olarak EZH2 promoter‟ına bağlanır ve EZH2‟nin hedef aldığı 

genlerin epigenetik sessizleĢmesini regüle eder. Bu genlere en iyi örneklerden biri 

NKX3.1‟dir. Diğer iki önemli hedef gen de E-cadherin ve DAB2IP (DAB2 interacting 

protein)‟dir ve bu genler özellikle metastatik prostat kanserleri ile iliĢkilendirilmektedir. 

DAB2IP‟nin transkripsiyonal olarak sessizleĢmesi Ras sinyal iletim yolağını aktive 

ederek tümör geliĢimine ve NF-B’yi aktive ederek de metastaz geliĢimine neden olur   

(Shen ve Abate-Shen 2010).  

 

     Tümör protein 53 (TP53) bir transkripsiyon faktörüdür ve tümörlerde genellikle 

mutasyonlar nedeniyle inaktiftirler. TP53, hücreleri DNA hasarından ve onkogen 

aktivasyonundan koruyan önemli bir proteindir. Mutasyonlar nedeniyle tümör 

baskılayıcı özelliğini kaybetmesinin yanı sıra, TP53 genindeki birçok mutasyonun gene 

onkogenik özellikler kazandırdığı bilinmektedir (Brown vd 2009). Prostat kanserlerinde 

TP53 mutasyonlarının görülme sıklıkları kendine özgü bir farklılık göstermektedir. 

Primer prostat kanserlerinde TP53 mutasyon sıklığı yaklaĢık %5 iken, metastatik ve 

kastrasyon dirençli tümörlerde bu sıklık artmaktadır (sırası ile %16 ve %26) (Schlomm 

vd 2008).  

 

2.4.7.5. Prostat Kanserinde Androjen Reseptörü (AR) Sinyal Ġletimi  

     Prostat kanseri etyolojisi ve progresyonu açısından oldukça heterojen bir hastalık 

olmasına rağmen, AR aracılığı ile sinyal iletim yolağı hastalıkla ile ilgili her durumda 

rol oynayan bir yolaktır.  

 

     Prostat geliĢimi ve fizyolojik fonksiyonları açısından androjenler son derece önemli 

hormonlardır ve nüklear hormon reseptörü olan androjen reseptörü (AR) aracılığı ile 

aktive edilirler. AR, prostat-spesifik genlerin ekspresyonunun uyarılmasını ve 

farklılaĢmıĢ prostat epitelyum fenotipinin korunmasını sağlarlar. Prostat hücrelerinde 
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regüle ettikleri önemli hücresel olaylar protein sentezi ve salınımı, hücre döngüsü, hücre 

sağkalımı ve apoptozdur.  Normal fizyolojik koĢullarda, ligand yokluğunda, AR primer 

olarak sitoplazmada lokalizedir ve ısı Ģok proteinleri (HSP-90, -70, -56), hücre iskeleti 

elemanları ve diğer Ģaperonlarla etkileĢim halindedir. Ligandın (testesteron ve DHT) 

reseptöre bağlanması, AR‟de konformasyonal bir değiĢime neden olur ve AR içindeki 

hidrofobik bölge AR dimerizasyonunun gerçekleĢmesine neden olur. Dimerizasyonla 

birlikte, AR‟ye koaktivatörler bağlanır ve bu koaktivatörlerin yarattığı ek bağlanma 

bölgeleri, farklı sınıf koaktivatörlerin de AR‟ye bağlanması sağlar. Tüm bu etkileĢimler, 

AR‟nin nükleusa hedeflenmesini kolaylaĢtırır. AR nükleus içine girdiğinde, androjen-

hedefli genlerin (örn: PSA) promoter ve enhancer bölgelerinde bulunan ve androjen 

yanıt element (ARE)‟leri olarak adlandırılan spesifik tanıma bölgelerine bağlanırlar. Bu 

bağlanma, koaktivatörlerin ve koreseptörlerin bölgeye çekilmesini sağlar ve sonuçta gen 

ekspresyonunun düzenlenmesi sağlanır (Lonergan vd 2011).   

 

     Genç yaĢta kastre edilen erkeklerde prostat kanserinin oluĢmaması AR sinyal 

iletiminin prostat kanserinin oluĢmasında son derece önemli olduğunu göstermektedir. 

Aynı zamanda, malign prostat hücrelerinde hücresel de-diferensiasyonun varlığı, AR 

aktivitesi ve hedef genlerinde bir değiĢim olduğunu göstermektedir. Prostat kanserinin 

progresyonu sırasında,  AR bir pro-diferensiasyon faktörü olmak yerine artık bir pro-

proliferasyon faktörüdür (Wang Q vd 2009).   

 

     Prostat kanserinde AR‟lerin tümör progresyonunu etkileyebileceği düĢünülen en az 3 

mekanizma bulunmaktadır. Bunlardan ilki reseptör ekspresyonu ve aktivasyonunda 

artıĢtır. Yeni tanı alan ve tedavi almamıĢ prostat kanserli hastalarda, testosteronun 

serum düzeyindeki düĢüklüğün yüksek AR ekspresyonu ve yüksek Gleason derecesi ile 

iliĢkili olduğu bilinmektedir. Aynı zamanda rekürrens-free sağkalımda azalma ve 

progresyondaki artıĢ da, yüksek AR ekspresyonu ile iliĢkili bulunmuĢtur. Bu nedenle 

AR ekspresyonundaki artıĢ, prostat kanser baĢlangıcı ile değil, progresyonu ile 

iliĢkilendirilmektedir (Lonergan vd 2011). Prostat kanserlerinin endokrinolojik tedavisi 

sirkülasyondaki testiküler androjenlerin deprivasyonunu, cerrahi kastrasyonu ve 

kimyasal kastrasyonu içermektedir ve bu tedaviler primer olarak AR aktivitesinin 

düzenlenmesini hedeflemektedir.  
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     Ġkinci önemli mekanizma ise AR mutasyonlarıdır. AR geni, en sık mutasyona 

uğrayan steroid reseptör genidir. Günümüze kadar AR geninde 660‟dan fazla mutasyon 

tanımlanmıĢtır ve bunların büyük bir çoğunluğu androjen-insensitivite sendromunun 

malign olmayan farklı klinik kategorileri ile iliĢkilendirilmiĢtir. Tedavi almamıĢ 

lokalize prostat kanserlerinde mutasyon sıklığı düĢükken (<%2), ileri evre ve metastatik 

tümörlerde bu sıklığın arttığı (<%50) gözlenmiĢtir. Prostat kanserlerinde gözlenen 

fonksiyon kazanım mutasyonları genellikle genin fonksiyonal bölümlerinde ve nadiren 

de genin UTR bölgelerinde gözlenmektedir. Bu mutasyonlar reseptörün hormon-

bağlanma bölgesindeki değiĢikliklere neden olması kadar trans-aktivasyon 

özelliklerinde de değiĢimlere neden olarak, AR‟de yapısal değiĢikliklere ve dolayısıyla 

da aktivitesinde değiĢikliklere neden olurlar (Koochekpour 2010).    

 

     Androjen yokluğunda AR sinyal iletiminde önemli bir mekanizma da AR‟nin ligand-

bağımsız aktivasyonudur. Bu atipik bir reseptör aktivasyonudur ve birçok steroid 

hormon reseptörlerinde gözlenen bir mekanizmadır. Prostat kanser hücrelerinde insülin-

benzeri büyüme faktörü (IGF), epidermal büyüme faktörü (EGF), keratinosit büyüme 

faktörü, Her2/neu ve IL-6 gibi bazı büyüme faktörlerinin AR‟yi aktive ettiği 

bilinmesine rağmen, bu ligand-bağımsız aktivasyonun mekanizması net olarak 

aydınlatılamamıĢtır (Lonergan vd 2011, Koochekpour 2010)  

 

ġekil 2.11 Prostat kanserinde temel AR sinyal iletim yolakları. Dihidrotestesteronun 

bağlanması ile AR nükleusa geçer ve hedef gene bağlanarak, ekspresyonunu regüle 

eder. AR, dihidrotestesteron yokluğunda da transaktive olabilir. IL-6, IGF ve EGF 

aktive edici sinyallere örneklerdir (Lonergan vd 2011). 
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2.4.8. Prostat Kanserinde Gözlenen Epigenetik Mekanizmalar 

 

     ġu anda çok iyi biliyoruz ki, genom sadece özgün dizilere sahip DNA molekülü 

değildir ve DNA çift sarmalında bulunan bilginin doğru yorumu için nükleusun 3 

boyutlu yapısında yer alan kromatin fiberleri, bunlarla iliĢkili proteinler ve diğer nüklear 

komponentler gereklidir.  Epigenetik terimi DNA molekülünün sahip olduğu baz çifti 

dizisinde değiĢiklik olmaksızın, gen ekspresyonundaki kalıtsal değiĢiklikleri 

tanımlamak için kullanılmakla birlikte, epigenetik ile ilgili çalıĢma alanı DNA dizisinde 

değiĢiklik olmaksızın özel bir genomik lokusun veya bir kromozomun sonucunu 

değiĢtirebilen her bir moleküler mekanizmayı kapsamaktadır (Espada ve Esteller 2010, 

Heyn ve Esteller 2012). Epigenetik mekanizmalar; DNA metilasyonu, histon 

kuyruklarının kovalent modifikasyonu, nükleozom korlarının ATP-bağımlı yeniden 

düzenlenmesi ve transkribe olan kodlama yapmayan RNA‟lar olarak 

sınıflandırılabilirler ve birçok önemli hücresel olayda rol oynarlar.  

 

2.4.8.1. DNA Metilasyonu  

     DNA metilasyonu, DNA molekülünün tek reversible kimyasal modifikasyonudur ve 

DNA dizisinde değiĢim olmaksızın kalıtılabilir. Somatik memeli genomunda DNA 

metilasyonu, simetrik olarak CpG dinükleotidlerinde meydana gelir ve sitozinin 5.  

karbonuna metil grubunun eklenmesidir (5mC) (ġekil 2.12). Memelilerde non-CpG 

metilasyonu sadece embriyonik kök hücrelerde bulunur. Memeli non-transforme 

somatik hücrelerde,  toplam GC içeriği %40-45 iken, CpG dinükleotidlerinin bulunma 

sıklığı beklenmedik Ģekilde düĢüktür ve DNA molekülündeki tüm dizilerin %1-4‟üne 

karĢılık gelir. Memeli genomunda, tipik olarak tüm CpG alanlarının %60-90‟ı metiledir 

ve DNA‟daki tüm nükleotidlerin %0.75-1‟ini 5mC oluĢturur. Bu, kabaca tüm 

sitozinlerin %4-6‟sının metile olduğu anlamına gelir ve bu metile sitozinlerin 

bazılarının CpG dinükleotidleri dıĢında da metile olduğunu göstermektedir (Espada ve 

Esteller 2010, Heyn ve Esteller 2012). 

 

    Genom stabilitesinin korunmasında, imprinte genlerin sessizleĢmesinde, X-

kromozom inaktivasyonunda ve transpozonlarla diğer parazitik dizilerin kalıcı 

sessizleĢtirilmesinde DNA metilasyonu son derece önemli bir mekanizmadır. Ancak, 

memeli genomundaki genlerin %60‟ından fazlası promoter bölgelerinde bir CpG adası 

içermezler  ve  bu   genlerin  CpG-metilasyon   bağımsız  bir  yolla   regüle  edildikleri  
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ġekil 2.12 DNA metilasyonunun kimyasal temeli. (A) Memeli genomunda DNA   

metilasyonu, hemen hemen sadece CpG dinükleotidlerindeki sitozin rezidülerinde 

meydana gelir. (B) DNMT‟ler, metil grubu kaynağı olarak SAMe‟i kullanır. SAMe, 

metil grubunu verince S-adenozil homosisteine (SAH) dönüĢür. DNA 

metiltransferazlar, sitozinin primidin halkasının 5‟-pozisyonuna metil grubunun 

eklenmesini katalize ederler (Espada ve Esteller 2010). 

 

düĢünülmektedir. DNA metilasyonu tek kalıtılabilir epigenetik belirteç olduğundan, 

DNA metilasyon paternlerinin yavru hücrelere doğru aktarımı ve korunması, hücre 

döngüsünün önemli bir mekanizmasıdır.  CpG nükleotidlerinde DNA metilasyonundan 

sorumlu enzimler, DNA metiltransferaz (DNMT) protein ailesinin üyeleridir. Bu 

enzimler metil gruplarının donörü olarak S-adenozil-L-metiyonin (SAMe)‟i kullanırlar. 

Memelilerde, DNA metiltransferaz ailesininin 5 üyesi bulunmaktadır: DNMT1, 

DNMT2, DNMT3A, DNMT3B ve DNMT3L. DNMT1, somatik hücrelerde en fazla 

bulunan DNMT‟dir. DNMT3A ve DNMT3B baĢlıca embriyonik ve non-diferensiye 

hücrelerde ve embriyo implantasyonu (embriyo genomunda “de novo” DNA metilasyon 

dalgalarının meydana geldiği sırada embriyo geliĢiminini kritik bir basamağıdır) 

sırasında eksprese edilir.  Bu nedenle her iki protein de “de novo” DNMT‟ler olarak 

adlandırılırlar. Ancak, birçok çalıĢma in vivo DNMT1‟in DNMT3A ve 3B kadar “de 

novo” metilasyon fonksiyonuna sahip olduğu ve global DNA metilasyon paterninin 

oluĢturulmasında iĢbirliği içinde olduğunu göstermiĢtir. DNMT2, diğer DNMT‟lerden 



 31 

farklı olarak N-terminal regülatör domainini içermez ve bu nedenle daha düĢük DNA 

metiltransferaz aktivitesine sahiptir (Espada ve Esteller 2010).     

 

     Hücre nükleusunda, temel 10 nm‟lik kromatin yapısı, 30 nm‟lik kromatin fiberlerine 

kondanse olur ve daha sonra çok daha kompakt Ģekilde paketlenir. Kromatin 

kondenzasyonunun baĢlangıç evrelerinde, histon modifiye edicilerin ve ATP-bağımlı 

kromatin remodeling komplekslerin nükleozomun temel yapısını değiĢtirerek 

transkripsiyonal etkilerinin olduğu düĢünülmektedir. Bu aktiviteler, spesifik bölgelerde 

CpG‟leri metile etmek için kromatin fiberlere DNMT‟lerin toplanmasına neden olabilir.  

Bir sonraki basamakta, metil grubuna-bağlanan proteinler yeni metile olan DNA‟ya 

bağlanabilir ve kromozom filamentlerinin tam olarak kompakt yapısının oluĢmasına 

yardım edebilir. Böylece, DNA metilasyonu açık kromatin yapısından kapalı kromatin 

yapısına geçiĢle iliĢkilidir. Bu konformasyonal değiĢim, sıklıkla gen transkripsiyonunun 

güçlü inhibisyonu ile iliĢkilidir. DNA metilasyonu ile uyarılan transkripsiyonal 

sessizleĢmeyi açıklayabilen 3 model bulunmaktadır. Bunlardan ilki, CpG metilasyonu, 

dizi-spesifik transkripsiyon faktörlerinin kromatin fiberlerdeki kendi bağlanan 

bölgelerine bağlanmasını kendiliğinden inhibe eder. Bu model, E2F, CREB ve c-myc 

transkripsiyon faktörlerinde gözlenen bir mekanizmadır. Ġkinci modelde, CpG 

metilasyonu özelleĢmiĢ nükleozom yapısının oluĢmasını uyararak nükleozom pozisyonu 

üzerinde direkt etkiye sahiptir. Üçüncü modelde, DNA metilasyonu, metile CpG 

dinükleotidlerini tanıyan nüklear faktörlerin kromatin fiberlerdeki spesifik bölgelere 

toplanmasını uyarır veya hedef bölgelere diğer nüklear faktörlerin toplanmasını 

geciktirir / engeller veya direkt olarak transkripsiyonun baskılanması etkisine sahiptir 

(Espada ve Esteller 2010).  

 

      Genomik DNA metilasyon düzeyinde azalma ile karakterize global hipometilasyon, 

kanserin genel özelliklerinden biridir ve genellikle proto-onkogenlerin aktivasyonu ve 

kromozomal instabilite ile iliĢkilendirilmektedir. Gen-spesifik hipermetilasyon, global 

hipometilasyondan sonra Ģekillenmektedir ve genellikle kanserde epigenetik tedavi 

olasılıkları ve biyomarker araĢtırmalarında yer almaktadır (Heyn ve Esteller 2012). 

Prostat kanserlerinde en sık çalıĢılan epigenetik modifikasyon DNA metilasyonudur. 

Prostat kanserinin hem oluĢumunda hem de progresyonunda rol oynadığı 

düĢünülmektedir (Jeronimo vd 2011, Chiam vd 2012). Günümüzde, prostat kanserinde 

hipermetile olduğu belirlenen 50‟nin üzerinde gen identifiye edilmiĢtir (Park 2010, 
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Chiam vd 2012).  Bu genler DNA tamir genleri, hücre döngüsü kontrol genleri, apoptoz 

genleri, hormonal yanıt genleri, sinyal iletiminde yer alan genler ve hücre 

invazyon/metastaz genleri olarak gruplandırılabilir (Tablo 2.4).   

 

     Prostat kanserinde en iyi bilinen epigenetik modifikasyon GSTP1‟in DNA 

metilasyonudur (ġekil 2.13). Serum PSA düzeyi ile karĢılaĢtırıldığında daha spesifik 

olması (>%90), BPH ve yüksek-dereceli PIN gibi diğer prostata özgün hastalıklardan 

kanseri ayırt edebilmesi, metilasyon düzeyinin hastalığın evresi ve tedavi sonrası 

rekürrens ile iliĢkili olması, serum, plazma ve idrar örneklerinden de analizinin 

yapılabilmesi prostat kanserlerinde GSTP1 metilasyonunu önemli bir epigenetik 

biyomarker yapmak için yeterli nedenlerdendir (Chiam vd 2012). Son yıllarda yapılan 

bir çalıĢmada, GSTP1, RASSF1A, CDH1, APC, DAPK, MGMT, RARβ2 ve TIMP3 

genlerinin hipermetilasyon durumlarının kontrol grubuna göre prostat kanserli olgularda 

daha yüksek oldukları ve GSTP1, RASSF1A, RARβ2 ve APC genlerinden oluĢan 4‟lü 

gen hipermetilasyon profilinin %86 duyarlılık ve %89 özgünlükle kanserli olguları 

kontrol grubundan ayırabildiği gösterilmiĢtir (Roupret vd 2007).  

 

 

ġekil 2.13 GSTP1: Prostat kanserinin tanı ve prognozunda epigenetik profil örneği.  

Sağlıklı hücrelerde, GSTP1 ksenobiyotiklerin ve karsinojenlerin (kırmızı daireler) 

hücresel detoksifikasyonunda rol oynar. Tümör hücrelerinde GSTP1‟in 

hipermetilasyonu, genin transkripsiyonal olarak baskılanması ile iliĢkilidir ve 

ksenobiyotiklerle karsinojenlerin hücresel birikimine neden olarak tümör oluĢumuna 

yardım eder. GSTP1 hipermetilasyonu, prostat biyopsileri ile birlikte serum ve idrar 

örneklerinde malign hücrelerin varlığını gösteren bir biyolojik belirteç olarak 

kullanılmaktadır. (Heyn ve Esteller 2012„dan alınarak modifiye edilmiĢtir).   
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Tablo 2.4 Prostat kanserinde fonksiyonlarına ve yer aldıkları yolaklara göre sıklıkla       

hipermetile olan genler * 

 

Yolak Gen Gen tanımı Sıklık (%) 

Hormonal yanıt   

 AR Androjen reseptör 15-39 

 ESR1 Östrojen reseptör 1 19-95 
 ESR2 Östrojen reseptör 2 83-92 

 RARβ2 Retinoikasit reseptör β2 68-95 

 RARRES1 Retinoikasit reseptör yanıtlayıcı 1 

(TIG1) 

55-96 

 

Hücre döngüsü kontrolü 

  

 CCND2 Siklin D2 32-99 
 CDKN2A Siklin-bağımlı kinaz inhibitörü 2A 

(p16) 

3-77 

 RPRM Reprimo - 
 SFN Stratifin (14-3-3 sigma) 99 

 

Sinyal iletimi 

  

 DKK3 Dickkopf 3 68 
 EDNRB Endotelin reseptör tip B  15–100 

 RASSF1A Ras ortak domain ailesi proteini 1 

izoform A  

53–99 

 RUNX3 Runt-iliĢkili transkripsiyon faktörü 3 27–44 

 SFRP1 Salgılanan frizzled-iliĢkili protein 1 83 

 

Tümör invazyonu 

  

 APC Ailesel adenomatöz polipozis 27–100 

 CAV 1 Kaveolin 1 90 

 CDH1 E-cadherin 27–69 
 CDH13 Cadherin 13 45–54 

 CD44 Cluster farklılaĢma antijeni 44 19–72 

 LAMA 3 α-3 laminin 44 
 LAM C2 γ-3 laminin 41 

 TIMP3 TIMP metalopeptidaz inhibitör 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 O-6-metilguanin DNA metiltransferaz 0–76 

 

Apoptoz 

  

 ASC Apoptoz-iliĢkili Speck-benzeri protein 

içeren bir CARD 

37–78 

 BCL2 B hücre lenfoma 2 52–87 

 DAPK Ölüm-iliĢkili kinaz 0–36 
 

Diğer 

  

 MDR1 Çoklu ilaç direnç reseptörü 1 51–100 
 PTGS2 Prostaglandin endoperoksidaz sentez 2 18–88 

 HIC Kanserde hipermetile  99–100 

 *: (Jerónimo vd 2011)‟dan alınmıĢtır. 
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2.4.8.2 Histon Modifikasyonları  

     Kromatin, nüklear DNA‟nın daha yüksek düzen içerisinde organize olmuĢ halidir ve 

temel birimi nükleozomdur.  Nükleozom kor histon oktomeri (2 adet H3:H4 dimeri ve 2 

adet H2A:H2B heterodimeri olmak üzere 8 adet histon proteini içerir) ve 147 bç‟lik 

DNA‟dan oluĢmaktadır. Histon proteinlerinin N-terminal bölgeleri nükleozom yapısının 

dıĢında yer alır. Histon proteinlerinin türler arasında oldukça sıkı korunmuĢ olan bu N-

terminal bölgeleri, oldukça bazik özelliktedir ve post-translasyonal modifikasyonların 

gerçekleĢtiği bölgelerden biridir. Histon proteinlerinin N-terminal bölgelerinde post-

translasyonal modifikasyonların gerçekleĢtiği 60 farklı rezidü tanımlanmıĢtır ve 

asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon, ubikutinasyon, sumolasyon, ADP ribozilasyon, 

deaminasyon ve prolin izomerizasyon olmak üzere en az 8 farklı tipte histon 

modifikasyonlarının gözlendiği bilinmektedir (Allis vd 2007 ).  Bu tür modifikasyonlar 

nükleozom yapısına yeni bir grubun eklenmesine, histon proteinin elektriksel yükünün 

değiĢmesine veya spesifik proteinlerin toplanmasını sağlayarak farklı hücresel yanıtlara 

neden olurlar. Örneğin histon proteinlerinde yük değiĢimi nedeniyle bitiĢik 

nükleozomlar veya histon-DNA arasındaki temasların bozulmasına en iyi örnek histon 

lizin asetilasyonudur. Histon asetilasyonu lizinin pozitif yükünü nötralize eder ve bu da 

DNA ile histon arasındaki afiniteyi zayıflatır. Böylece kromatin çok daha kolay 

ulaĢılabilir “açık kromatin” durumuna gelir. Bu nedenle histon asetilasyonu genellikle 

transkripsiyonal aktivasyonla iliĢkilendirilmektedir.  Ancak unutulmaması gereken bir 

nokta da, aynı modifikasyonun genomun farklı lokalizasyonlarında farklı sonuçlara 

neden olabilmesidir. Örneğin; H3K9 ve H3K27 metilasyonu transkripsiyonal 

sessizleĢme ile iliĢkili iken, H3K4 ve H3K79 metilasyonu transkripsiyonal olarak aktif 

gen bölgelerinde tanımlanan modifikasyonlardır. Aynı zamanda belli bir histon protein 

rezidüsünde gözlenen modifikasyonun Ģiddeti de sonucu etkilemektedir. Örneğin; 

H3K79me1 aktif genlerde yoğun olarak bulunurken, H3K79me3 transkripsiyonal olarak 

baskılanmıĢ genlerde bulunmaktadır. Ġster aynı histon proteini üzerinde (in cis) ister 

aynı nükleozomun farklı histon proteinleri üzerinde (in trans) olsun, tüm histon 

modifikasyonları farklı hücresel olayları gerçekleĢtirebilmek için yoğun etkileĢim 

içindedirler. Bu nedenle farklı veya kalıcı hücresel yanıtlara neden olabilen farklı histon 

modifikasyonlarının kombinasyonlarına “histon kodu” adı verilmektedir (Izzo ve 

Schneider 2010).   
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     Malign hücrelerde, DNA metilasyonundaki değiĢimlerle uyumlu olarak genom-çaplı 

histon modifikasyonları da değiĢmektedir. Örneğin, H4 proteininde gözlenen lizin 16 

asetilasyonunda azalma ve H4K20me3, insan kanserlerinin önemli bir belirteci olan 

DNA tekrar dizilerinin hipometilasyonu ile iliĢkilidir. Aynı zamanda transkripsiyonal 

olarak sessizleĢen genlerde gözlenen DNA hipermetilasyonu da H3K9me, H3K27me ve 

H3K4me ile iliĢkili bulunmuĢtur. Bu iliĢkiler bize histon asetilazlar, histon deasetilazlar, 

histon metilazlar ve histon demetilazlar gibi histon proteinlerini modifiye eden önemli 

enzimlerin ekspresyon düzeylerinin kanser geliĢimi ve progresyonunda değiĢtiğini 

göstermektedir  (Jerónimo vd 2011).  

 

     DNA metilasyonu ile karĢılaĢtırıldığında, prostat kanserlerinde gözlenen histon 

modifikasyonları ile ilgili çalıĢmalar sınırlı sayıdadır. Prognostik marker belirleme 

amaçlı yapılan bu çalıĢmaların ortak sonuçlarından biri de H3K27 metilasyonundan 

sorumlu bir metiltransferaz olan EZH2 enziminin prostat tümörogenezi boyunca aĢırı 

eksprese olduğudur. EZH2 aĢırı ekspresyonunun aynı zamanda önemli regülatör ve 

tümör baskılayıcı genlerin sessizleĢmesine de neden olabileceği düĢünülmektedir 

(Jerónimo vd 2011). Son yıllarda yapılan ve global düzeyde histon modifikasyonlarının 

analiz edildiği bir çalıĢmada, prostat kanserli dokularda H3K4me1, H3K9me2, 

H3K9me3, H3Ac ve H4Ac‟ın önemli ölçüde azaldığı, histon lizin metilasyonu ve histon 

asetilasyon belirteçlerinin hastalığın klinik evresi ve Gleason skoru ile iliĢkili olduğu 

belirlenmiĢtir (Ellinger vd 2010).  

 

2.4.8.3 Kodlama-yapmayan RNA’lar: miRNA’lar  

     MikroRNA (miRNA)‟lar 18-25 nükleotid uzunluğunda, küçük kodlama-yapmayan 

RNA‟ların önemli bir sınıfını oluĢturmaktadır. Pri-miRNA olarak nükleusta 

sentezlenirler, iĢlenirler (pre-miRNA) ve sitoplazmaya geçerek olgun miRNA‟lara 

dönüĢürler. Olgun miRNA‟lar hedef mRNA‟ların 3‟ çevrilmeyen bölgesine (3‟UTR) 

bağlanarak etkilerini gösterirler ve sonuçta komplementer baz eĢleĢmesinin derecesine 

göre ya mRNA‟nın translasyonunu inhibe ederler ya da mRNA‟yı degrede ederler. 

Günümüzde 1000‟den fazla miRNA‟nın var olduğu ve genlerimizin yaklaĢık  

%30‟unun miRNA‟lar tarafından regüle edildikleri düĢünülmektedir. Bu regülasyonun 

en önemli özelliği doku spesifik olmasıdır.  
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     miRNA‟lar, genlerin post-transkripsiyonal regülasyonuna neden olduklarından 

birçok önemli hücresel olayda rol oynadıkları bilinmektedir. Sağlıklı hücrelerle 

karĢılaĢtırıldığında malign hücrelerde gözlenen önemli değiĢimlerden biri de miRNA 

ekspresyon profillerinde gözlenen değiĢimlerdir. Bu değiĢimlerin neden olduğu 

sonuçlara göre de miRNA‟lar kendi içlerinde “tümör baskılayıcı miRNA‟lar” ve 

“onkogenik miRNA‟lar” olarak sınıflandırılmaktadırlar. Kanserde onkogenik 

miRNA‟ların ekspresyonu artarken, tümör baskılayıcı miRNA‟ların ekspresyonlarında 

azalma gözlenmektedir. Histon modifikasyonları gibi miRNA‟lar da DNA metilasyonu 

ve kromatin yeniden yapılanması gibi diğer epigenetik mekanizmalarla iliĢkilidirler ve 

epigenetik yolaklar arasında bir geçiĢ sağlarlar (Jeronimo vd 2011).  

 

     Prostat kanserinde ekspresyonlarında değiĢim gözlenen birçok miRNA 

tanımlanmıĢtır ve belli miRNA‟ların anormal ekspresyonları prostat kanserinin 

tanısında, prognozunun belirlenmesinde ve sınıflandırılmasında önemli biyolojik 

belirteçler olarak değerlendirilmektedir. Genom-çaplı miRNA ekspresyon 

profillerindeki değiĢimlerin malign hücreleri malign-olmayan hücrelerden ayırabildiği 

gösterilmiĢtir. Kan, serum gibi vücut sıvı örneklerinde stabil yapıda olmaları ve 

kolaylıkla analiz edilebilmeleri, bu değiĢimlerin prostat kanserinin tanısında önemli 

biyolojik belirteçler olarak kullanlabileceğini düĢündürmektedir (Hassan vd 2010). Son 

yıllarda yapılan çalıĢmalar, prostat kanserlerinde RAS, BCL2, E2F3 gibi önemli 

onkogenleri hedefleyen birçok miRNA‟nın ekspresyonlarında azalma olduğu 

göstermektedir. Bu miRNA‟lara en önemli örnekler tümör baskılayıcılar olarak görev 

yapan miR-15a ve miR-16‟dır ve bu miRNA‟ların allelik kayıplarının kanser oluĢum 

sürecinde rol oynayabileceği öne sürülmüĢtür (Aqeilan vd 2010, Bonci vd 2008).  

 

     Onkogenik miRNA‟lar olarak sınıflandırılan miR-221 ve miR222‟nın prostat 

kanserinin geliĢimi ve metastaz süreci ile iliĢkili olduğu bulunmuĢtur.  Benzer Ģekilde, 

miR21 ve miR125b prostat kanser hücrelerinde aĢırı eksprese olurlar ve tümör 

büyümesi ve metastazı ile iliĢkilidirler (Hassan vd 2012). Aynı zamanda Gleason skor, 

patolojik evreleme ve serum PSA düzeyleriyle kıyaslandığında, miRNA ekspresyon 

profilinin prognozu belirleme açısından daha güçlü bir biyolojik belirteç olduğu 

gösterilmiĢtir (Martens-Uzunova vd 2011). Brase ve arkadaĢları (2011) tarafından 

yapılan çalıĢmada miR-373 ve miR-141 „in aĢırı ekspresyonunun patolojik evre ve 

Gleason skorla iliĢkili olduğu bildirilmiĢtir. Bir baĢka çalıĢmada, serumda miR-141 
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ekspresyon düzeyindeki artıĢ daha agresif prostat kanseri ile iliĢkilendirilmiĢtir 

(Mitchell vd 2008). Normal prostat dokusu ile karĢılaĢtırıldığında, kanserli dokularda 

miR-143 ve miR-145‟in ekspresyonlarında da değiĢim gözlenmiĢtir. Özellikle miR-

143‟ün aĢırı ekspresyonu, prostat kanser hücrelerinde vimentin ve fibronektin gibi 

mezenkimal belirteçleri baskılarken, E-kaderin gibi epiteliyal belirteçleri arttırmaktadır. 

(Hassan vd 2012). Bu sonuçlar bize, miR-143 ve miR-145‟in prostat kanserinde 

invazyon ve migrasyonu inhibe ettiklerini düĢündürmektedir.  

 

     ġu andaki bilgilerimiz belli miRNA‟ların ekspresyon düzeylerindeki değiĢimin 

prostat kanseri ile iliĢkili olduğunu desteklemektedir. Gelecek çalıĢmalar ekspresyon 

düzeyinde değiĢim gösteren miRNA‟ların rollerinin net olarak belirlenmesine 

odaklanmalıdır ve bu çalıĢmalardan elde edilecek sonuçlar, prostat kanserinin tanısında, 

prognozunun belirlenmesinde ve tedavi yanıtının değerlendirilmesinde bu miRNA‟ların 

klinik kullanımını destekleyecektir. Aynı zamanda, bu miRNA‟ları hedefleyen yeni 

tedavi stratejilerinin prostat kanserindeki baĢarısı da değerlendirilebilecektir.  

 

2.5. GADD45 Gen Ailesi 

 

2.5.1. GADD45 Gen Ailesi Yapısı ve Üyeleri  

     “Growth Arrest and DNA Damage Inducible 45” (GADD45)  gen ailesi, DNA hasarı 

ile indüklenen bir gen ailesidir.  GADD45 gen ailesi tarafından kodlanan proteinler, 

birçok farklı çevresel,fiziksel ve genotoksik stres koĢullarında memeli hücrelerin 

yanıtını integre eden stres sensörleri olarak görev yapmaktadırlar (Carrier vd 1994, 

Zhang vd 1999, Liebermann ve Hoffman 1998) ve bu proteinler önemli tümör 

baskılayıcılar veya otoimmün baskılayıcılar olarak tanımlanmıĢlardır (Schrag vd 2008). 

Hemen hemen tüm memeli hücrelerinde farklı genotoksik stres faktörleri, immun 

hücrelerin terminal farklılaĢmasından sorumlu sitokinler ve apoptotik sitokinler, 

GADD45 gen ailesinin üyelerini kısa sürede uyarma yeteneğine sahiptirler (Abdollahi 

vd 1991, Zhan vd 1994, Vairapandi vd 1996, Zhang vd 1999).  

 

     GADD45 (GADD45), GADD45β (MyD118) ve GADD45 (CR6) genlerini 

kapsayan GADD45 gen ailesi; küçük (18kDA), evrimsel olarak korunmuĢ, birbirleri ile 

yüksek homoloji gösteren, yüksek asidik ve çoğunlukla nükleusta lokalize proteinler i 
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kodlar (Takekawa ve Saito 1998). GADD45 gen ailesi tarafından kodlanan genler, 

birbirleri ile aminasit düzeyinde  %55-57 oranında identikaldirler (Gupta vd 2006). 

 

     GADD45 proteinlerinin moleküler yapısı 2008 yılında aydınlatılmıĢ olup, insan 

GADD45α protein yapısı nüklear manyetik rezonans ile gösterilirken, fare GADD45γ 

proteinin yapısı da kristalografi ile belirlenmiĢtir (Sánchez vd 2008, Schrag vd 2008). 

Her iki proteinin de 5 α-heliks ve 5 β-tabaka‟dan oluĢmaktadır. GADD45‟nın 

monomer yapısı, merkezde 5 farklı β tabakasının yer aldığı 3-katlı αβα sandviç 

yapısındandır. Proteinin C-terminal bölgesinde yer alan ve paralel β tabakalarına 

hidrojen bağları ile bağlanan β5 tabakası sadece 3 rezidüden oluĢmaktadır. Protein 

yapısında, β-tabakalarına parelel olacak Ģekilde bir tarafta α2 ve α3 heliksleri yer 

alırken, diğer tarafta α1, α4 ve α5 heliksleri yer almaktadır. GADD45 izoformları 

arasında oldukça sıkı korunan rezidüler, α2 ve α3 helikslerinde ve bu helikslerin 

etkileĢim içinde oldukları β-tabakalarında yer alırlar (ġekil 2.14) (Schrag vd 2008).     

  

 

 

ġekil 2.14 GADD45 izoformlarının monomerik yapısı ve dizi korunumları. 

(A) GADD45 proteinin monomerik yapısı. Sekonder yapısal elementlerin de 

gösterildiği bu resimde tüm GADD45 izoformlarında identikal olan rezidüler sarı 

renkle gösterilmektedir. (B) GADD45 ailesi üyelerinin amino asit dizilimleri. 

Ġdentikal rezidüler gri kutular içine alınmıĢtır. GADD45 kristal yapısında bulunan 

sekonder yapısal elementler dizilimler üzerinde gösterilmiĢtir. 
  

 

     GADD45 proteinleri, homo-oligomer ya da farklı aile üyeleri arasında hetero-

oligomerler oluĢturabilirler. GADD45γ için dimer oluĢturan 4 farklı olası monomer 

etkileĢim modeli ortaya konulmuĢtur. GADD45γ„daki dimerizasyon bölgelerinin α2 ve 
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α3 heliks bölgelerinde olduğu gösterilmiĢtir ve bu bölgelerin yüksek korunumlu 

bölgeler olduğu bilinmektedir (Schrag vd 2008). Bu tür etkileĢim bölgelerinin 

tanımlanması, GADD45 proteinlerinin yardımcı proteinlerle olan etkileĢimlerini ve 

fonksiyonlarını tanımlamada büyük önem taĢımaktadır. GADD45 proteinlerinin 

monomer-oligomer değiĢimlerinin onların fonksiyonlarını regüle ettiği ortaya 

koyulmuĢtur (Kovalsky vd 2001). ġekil 2.15‟te GADD45 proteinlerinin sekonder yapısı 

ve etkileĢim domainleri gösterilmektedir. GADD45γ merkezi bölgesindeki 

dimerizasyon sonrası Cdc2, p21, p38 ve histon proteinleri ile etkileĢim göstermektedir 

ve GADD45γ‟deki L80E nokta mutasyonunun dimerizasyonu bloke ettiği gösterilmiĢtir. 

Tüm GADD45 proteinleri PCNA ile etkileĢim gösterirler ve GADD45‟in PCNA ile 

bağlanması p21
WAF1/CIF 

ile yarıĢmalı olarak gerçekleĢmektedir (Zhang vd 2008).  

 

 

ġekil 2.15 GADD45 proteinlerinin sekonder yapısı ve etkileĢim domainleri. Proteinin α-

heliks yapıları beyaz kutu ve β-tabaka yapıları siyah kutu ile gösterilmiĢtir. Resimde 

ayrıca GADD45 proteinlerinin PCNA, CDK1, MTK1, p38, MKK7 ve p21 

proteinleri ile olası etkileĢim domainleri gösterilmiĢtir (Tamura vd 2012).   

 

 

2.5.2. GADD45 Gen Ailesinin Fonksiyonları  

     Farklı genotoksik ve çevresel stres ajanları tarafından uyarıldıktan sonra, GADD45 

genlerinin hücre döngüsünün durdurulmasının kontrolünde (Vairapandi vd 2002, 

Liebermann ve Hoffman 1998), DNA tamirinde (Vairapandi vd 2002, Liebermann ve 

Hoffman 1998, Smith vd 2000), hücre canlılığının devamında (Smith vd 1996, Gupta vd 
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2006), apoptozda (Zhang vd 2001, Yoo vd 2003), in vitro transformasyon için 

hücrelerin duyarlılığında ve in vivo tümör geliĢiminde (Tront vd 2006, Hollander vd 

1999) yer aldıkları bildirilmiĢtir. Önemli rol oynadıkları bu hücresel mekanizmaları, 

diğer hücresel proteinlerle fiziksel etkileĢim göstererek, birlikte gerçekleĢtirmektedirler. 

Özellikle, DNA hasarından sonra tüm GADD45 protein ailesi üyeleri hızla uyarılırlar ve 

bunun sonucunda ya hücre döngüsünde, apoptozda durmaya neden olurlar ya da DNA 

tamir mekanizmasınında aktif rol oynarlar. Hücresel homeostazın korunmasında ve stres 

faktörlerine yanıtta önemli rol oynayan GADD45 proteinleri, hücre döngüsünün G1 fazı 

boyunca yüksek düzeyde eksprese edilirler (Tamura vd 2012). GADD45 genlerinin 

ekspresyonları, metilmetan sülfonat (MMS), γ ıĢınlar (IR), ultraviyole radyasyon (UV), 

daunorubisin (DNR) ve inflamatuar sitokinleri de içeren farklı genotoksik ve çevresel 

stres faktörleri ile uyarılır (Takekawa ve Saito 1998). Her bir farklı uyarıda GADD45 

gen ailesi üyelerinin ekspresyon paternleri de farklıdır ve bu da bize stresin kaynağına 

bağlı olarak GADD45 genlerinin farklı roller oynadığını göstermektedir.  Bir baĢka 

ifade ile her 3 protein de benzer fonksiyonlara sahip olmakla birlikte, stresin kaynağına 

ve bulundukları hücre tipine göre aktive edildikleri yolakların farklı olması nedeniyle bu 

fonksiyonları identikal değildir. Örneğin GADD45β TGF-indüklü apoptoz yolağı 

üzerinden aktive edilirken, GADD45 bu yolak üzerinden aktive edilmez 

(Selvakumaran vd 1994,  Yoo vd 2003). Diğer taraftan GADD45, p53 fonksiyonu için 

hedef gen olarak tanımlanırken, GADD45β ve   bu anlamda hedef genler değildirler 

(Kastan vd 1992, Selvakumaran vd 1994, Guillouf vd 1995). 

 

     Hücre döngüsünün durdurulması ve DNA tamiri gibi rol oynadıkları önemli hücresel 

mekanizmaları, diğer yardımcı hücresel proteinlerle fiziksel etkileĢim göstererek, 

birlikte gerçekleĢtirmektedirler. Bu yardımcı proteinlerin belli baĢlıları; PCNA 

(proliferating cell nuclear antigen), histonlar, cdk2/cdk1, cdk2/SiklinB1 kompleksi, p21, 

MEKK4/MTK1, MKK7/JNKK2, p38, Bcl-xL, CRIF1/Gadd45GIP, Aurora-A, B23, 

DNA-tamir endonükleazı XPG‟dir. (Zhang vd 2008) (ġekil 2.16). GADD45 

proteinlerinin yardımcı proteinlerle etkileĢimleri, GADD45 proteinlerinin ve yardımcı 

proteinlerin ekspresyon düzeylerine, bu proteinlerin hücresel lokalizasyonlarına ve post-

translasyonel modifikasyonlara bağlıdır. EtkileĢtikleri proteinlere bağlı olarak da 

hücresel yanıt değiĢebilmektedir (Smith vd 1996, Vairapandi vd 2000, Azam vd 2001, 

Liebermann ve Hoffman 2007). Örneğin, GADD45, CDK1/Siklin B1 kompleksiyle 

etkileĢerek CDK1‟in kinaz aktivitesini inhibe etmektedir ve sonuçta hücre döngüsü 
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G2/M evresinde durdurulur. Benzer Ģekilde, GADD45 proteinlerinin PCNA (DNA 

replikasyonu ve tamirinde rol oynayan bir protein) ile etkileĢimi, hücreyi nükleotid 

eksizyon tamirine (NER) yönlendirmektedir. GADD45 ekspresyonundaki azalmanın 

DNA tamir mekanizmasındaki yetersizlikle korele olduğu bilinmektedir ve GADD45‟in 

hasarlı kromatinde DNA‟ya eriĢilebilirliği modifiye etme yeteneği (Carrier vd 1999) ve 

PCNA ile etkiliĢimi (Smith vd 1994), bu proteinlerin DNA tamir mekanizmasındaki 

rolünü desteklemektedir. GADD45 proteinlerinin MEKK4 ve p38 ile etkileĢimleri, bu 

proteinlerin aktivasyonuna neden olur. Aktive olan bu proteinlerin etkileĢim 

gösterdikleri diğer proteinlere bağlı olarak hücresel yanıt değiĢmektedir (Liebermann vd 

2011). Bir baĢka önemli nokta da, GADD45 proteinlerinin uyarıcı ve/veya hücre tipine 

bağlı olarak hücre sağkalımına ya da apoptoza neden olmalarıdır. Örneğin GADD45‟in 

γ ıĢınlarıyla uyarımı p53-bağımlı yolakları aktive ederken (Kastan vd 1997), kısa dalga 

boylu UV, metilmetan sülfonat (MMS), Δ12 prostaglandin J2, kamptotesin gibi 

ajanlarla uyarım p53-bağımsız yolakları aktive edebilir (Hollander vd 1993, Goldwasser 

vd 1996, Ohtani-Fujita vd 1998). 

 

 

 

ġekil 2.16 Stres sinyal yolağında GADD45 genlerinin fonksiyonu ve etkileĢtiği 

yardımcı proteinler (Liebermann vd 2011). 

 

 

     Yukarıda tanımlanan fonksiyonlarına ek olarak, GADD45 proteinlerinin hem in vivo 

hem in vitro önemli onkogenik stres sensörleri olduğu bilinmektedir. GADD45α-/- ve 
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GADD45β-/- farelerde mutasyon sıklığının ve kimyasal karsinojenlere karĢı duyarlılığın 

arttığının gözlenmesi,  GADD45 proteinlerinin tümör geliĢiminin modülasyonunda rol 

aldıklarına dair ilk kanıtlardır. Ayrıca GADD45α ve GADD45γ‟nın NF-КB aracılı 

baskılanması, kanser hücrelerinde sağkalım için oldukça önemlidir (Zerbini vd 2004). 

Birçok kanser türünde, GADD45 proteinlerinin ekspresyonlarının azaldığı 

bilinmektedir. Kanserlerde GADD45 genleri nadiren mutant olduğundan, ekspresyon 

kaybından genellikle DNA metilasyonu sorumlu tutulmaktadır.  ġekil 2.17‟de 

GADD45 geninin yapısı ve CpG alanları gösterilmiĢtir.   

 

 

 

ġekil 2.17 GADD45 geninin yapısı ve CpG alanları. Transkripsiyon baĢlama bölgesi 

okla gösterilmiĢtir. HSF: Kor promoter bölgesinde bulunanan 6 adet Isı ġok 

Faktörleri, MS-RDA fragmanı: “Methylation-sensitive representational difference 

analysis” ile belirlenen hipermetile fragman (Ying vd 2005) 

 

 

     Yukarıda tartıĢılan veriler eĢliğinde, bu çalıĢmadaki hipotezimiz, prostat kanserli 

olgularda GADD45 protein ekspresyonunun metilasyon aracılığı ile azaldığı ve bunun 

da apoptotik süreci etkileyeceğidir. Bu kapsamda benign prostat hiperplazili ve prostat 

adenokarsinomlu doku örneklerinde GADD45‟nın ekspresyon ve metilasyon 

profillerinin belirlenmesi, metilasyon ile ekspresyon profilleri arasındaki korelasyonun 

ortaya koyulması ve bu profillerin apoptozla olan iliĢkisinin belirlenmesi amaçlanmıĢtır.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 43 

 

 
3. MATERYAL ve METOD 

 

3.1. Benign prostat hiperplazili ve prostat adenokarsinomlu olgular 

Bu çalıĢmada, Pamukkale Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Patoloji Anabilim 

Dalı‟nda histopatolojik olarak incelenen ve prostat adenokarsinom tanısı alan 60 olgu 

(2003-2012 yılları arasında) ile birlikte kontrol grubunu oluĢturan ve benign prostat 

hiperplazi (BPH) tanısı alan 60 olgu (2011-2012 yılları arasında) değerlendirildi. 

Olgulara ait klinikopatolojik bilgiler patoloji raporlarından elde edildi. ÇalıĢma 

materyali olarak bu olgulara ait %10 formaldehit solüsyonu ile tespit edilen, parafin 

bloklara gömülü (FFPE) doku örnekleri kullanıldı.   

 

Toplam 120 olguya ait doku örnekler laboratuvarımızda numaralandırıldı ve 

örneklerin kayıt iĢlemleri gerçekleĢtirildi. 

 

Her bir olguya ait FFPE doku örneklerinden alınan ardıĢık 2 kesit DNA izolasyonu 

amacıyla kullanılırken, 3 adet kesit immunohistokimyasal (IHK) analizinde (Bcl-2, Bcl-

xL ve GADD45γ) ve 1 kesit de TUNEL yönteminde kullanıldı. 

 

3.2. FFPE Doku Örneklerinden Genomik DNA Ġzolasyonu 

     Toplam 120 olguya ait FFPE doku örneklerinden genomik DNA izolasyonları ticari 

kit (QIAamp DNA Mini Kit, Qiagen) yardımı ile gerçekleĢtirildi. Üretici firmanın 

belirttiği Ģekilde, DNA izolasyonu için aĢağıdaki basamaklar sırası ile uygulandı: 

 

3.2.1. Genomik DNA Ġzolasyon Protokolü 

1) FFPE doku örneklerinin etrafında bulunan fazla parafin, steril bistüri ve pens 

yardımı ile mekanik olarak uzaklaĢtırıldı ve bu doku örnekleri steril 

mikrosantrifüj tüplerine aktarıldı. 

2) Örnekler 56
o
C‟de 16-18 saat süreyle gece boyu inkübasyona bırakıldı. 
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3) Örneklere deparafinizasyon amacı ile 1200 µl ksilen (Sigma-Aldrich) ilave 

edildi ve 2200 rpm‟de kuvvetlice vortekslendi (10 kez pulse-vorteks). 

4) Örnekler 14.000 rpm‟de 5 dk santrifüj edilerek pelet kısmına dokunulmadan 

süpernatant mikropipet kullanılarak uzaklaĢtırıldı. 

5) Ksilenle deparafinizasyon iĢlemi (3-4. basamaklar) 1 kez daha tekrarlandı.  

6) Doku örneklerinde artık olarak kalan ksileni uzaklaĢtırmak için peletlere 1200 

µl etanol (%96-100) (Merck) eklendi ve örnekler birkaç kez pulse-vorteks 

edildi. 

7) Örnekler oda ısısında (15-25
0
C), 14.000 rpm‟de, 5 dk santrifüj edildi ve 

süpernatant mikropipet yardımı ile uzaklaĢtırıldı (Peletin dağılmamasına 

dikkat edildi). 

8) Altıncı ve yedinci basamaklar tekrar edildi. Örneklerin bulunduğu 

mikrosantrifüj tüplerinin kapakları açılarak 37
o
C‟de 15 dk inkübasyona 

bırakılarak, rezidüe etanolün tamamen uzaklaĢtırılması sağlandı. 

9) Örneklere, kitle birlikte sağlanan 180 µl doku lizis tamponu (Buffer ATL) ve 

20 µl proteinaz K eklendi ve homojenize edildi.  

10) Örnekler, 56
o
C‟de 16-18 saat (gece boyunca) inkübasyona bırakıldı.  

11) Örneklere, kitle birlikte sağlanan 200 µl “AL Tamponu” eklendi ve 70
0
C‟de 

10 dk inkübasyona bırakıldı.  

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

13) Örnekler kitle birlikte sağlanan spin kolonlara aktarıldı. Kolonların kapakları 

kapatılarak, 8.000 rpm‟de 1 dk santrifüj edildi.  

14) Santrifüj iĢleminden sonra kolonlar yeni 2 ml‟lik toplama tüplerine 

yerleĢtirildi. Kolonlara kitle birlikte sağlanan 500 µl yıkama tamponu (AW1 

Tamponu) eklendi. Kolonların kapakları kapatılarak 8.000 rpm‟de, 1 dk 

santrifüj edildi.  

15) Santrifüjden sonra kolonlar, yeni bir toplama tüpüne yerleĢtirildi. Kolonlara 

kitle birlikte sağlanan 500 µl yıkama tamponu (AW2 Tamponu) eklendi. 

Kolonların kapakları kapatılarak 14.000 rpm‟de 3 dk santrifüj edildi. 

16) Kolonlar yeni bir toplama tüpüne yerleĢtirildi ve 14.000 rpm‟de 1 dk santrifüj 

edildi. 

17) Santrifüj iĢleminden sonra kolonlar, yeni bir toplama tüpüne yerleĢtirildi ve 

kolonlara kitle birlikte sağlanan 100 µl elüsyon tamponu (AE Tamponu) 
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eklendi. Oda ısısında (15-25
0
C) 5 dk inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyon 

iĢleminden sonra kolonlar 8.000 rpm‟de, 1 dk santrifüj edilerek genomik DNA 

örnekleri elde edildi. 

      

Örnekler, bir sonraki analiz aĢamasına kadar -20
ο
C‟de saklandı.  

 

3.2.2. DNA Örneklerinin Konsantrasyonlarının ve Saflık Derecelerinin 

Belirlenmesi 

     Toplam 120 adet doku örneklerinden izole edilen DNA örneklerinin 

konsantrasyonları ve saflıkları, spektrofotometrik yöntemle (Nanodrop, Thermo) 

belirlendi. Her bir olguya ait DNA örneğinden 2µl alınarak cihazda okuma yapıldı ve 

örneklere ait konsantrasyon, A260, A280, A260/280 değerleri kaydedildi.  

 

3.3. Bisülfit Uygulaması 

 

     Metilasyon spesifik gerçek-zamanlı PCR uygulamasından önce, izole edilen DNA 

örneklerinde bisülfit uygulaması yapıldı. 

 

     DNA polimeraz, metile ve metile-olmayan sitozinleri ayırt edemez. Yani DNA 

polimeraz, guanin ve metile ya da metile olmayan sitozinleri ayırt etmeksizin birleĢtirir. 

Bu nedenle epigenetik bilgiler PCR süresince kaybolabilirler. Bu amaçla, yani 

metilasyon bilgisinin korunması amacı ile PCR öncesi DNA modifiye edilir. DNA‟nın 

modifikasyonu amacı ile uygulanan bisülfit uygulamasının amacı, metile ve metile-

olmayan sitozinleri birbirinden ayırt etmektir. Bisülfit uygulamasında yer alan kimyasal 

modifikasyonlarla (sülfonasyon, hidrolitik deaminasyon, alkali desülfonasyon) 

sitozinler urasile deamine olurlar. PCR sırasında urasil rezidüleri timin rezidüleri olarak 

ve 5-metilsitozin rezidüleri sitozin olarak replike olurlar. Böylece özgün primerler 

kullanılarak, metile ve metile-olmayan sitozinler belirlenmiĢ olur. Bisülfit uygulaması 

metile-olmayan sitozinleri %99 oranında urasile dönüĢtürür (Kristensen ve Hansen 

2009). 
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ġekil 3.1 Bisülfit uygulaması ile sitozinden urasil oluĢumu. (A) Bisülfit uygulaması, tek 

zincirli DNA‟nın sodyum bisülfitle düĢük pH ve yüksek sıcaklıkta kimyasal 

reaksiyonuna dayanır. Her bir kimyasal reaksiyon adımı Ģu Ģekildedir: sitozinin 

karbon-6 pozisyonundan sülfonasyonu, oluĢan urasil sülfonatın karbon-4 

pozisyonundan hidrolitik deaminasyonu ve son olarak oluĢan urasilin alkali 

koĢullarda desülfonasyonu. 5. karbondaki metilasyon ilk reaksiyon adımında 

karbon-6‟daki sülfonasyon reaksiyonunu engeller. 5-metilsitozin bisülfitle 

reaksiyona girmesine rağmen bu reaksiyon oldukça yavaĢtır ve reaksiyonun denge 

yönü deaminlenmiĢ ürün olan timin değil 5-metilsitozin yönündedir. (B) Sodyum 

bisülfit uygulamasıyla metile-olmayan sitozinleri urasile dönüĢtürürken metile 

sitozinler değiĢmeden kalırlar (Kristensen ve Hansen 2009‟dan alınarak modifiye 

edilmiĢtir). 

     

 

 

     Bisülfit uygulaması için ticari kit (EZ DNA Methylation-Gold Kit, Zymo Res.) 

kullanıldı ve aĢağıdaki basamaklar sırası ile uygulandı: 

 

3.3.1. Ön Hazırlık AĢamaları  

     Kitle birlikte liyofilize halde sağlanan CT dönüĢüm reagenti aĢağıda belirtildiği 

Ģekilde kullanıma hazır hale getirildi:  

- CT dönüĢüm reagent tüpüne sırasıyla 900 µl dH2O, 300µl M-dilüsyon 

tamponu ve 50µl M-dissolving tamponu ilave edildi. 

- Oda ısısında 10 dk boyunca hızlı vortekslendi. 

 

     Kitle birlikte sağlanan M-yıkama tamponuna 24 ml etanol (%96-100) eklenerek 

kullanıma hazır hale getirildi.   
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3.3.2. Bisülfit Uygulama Protokolü 

1) Bir PCR tüpüne 20µl DNA örneği (DNA konsantrasyonu 500ng olarak 

ayarlandı) ve 130µl CT dönüĢüm reagenti eklendi. Mikropipet yardımı ile 

karıĢtırılarak kısa bir santrifüj iĢlemi (short-spin) yapıldı. 

2) Örnekler thermal cycler‟a (Nyx Technik, Inc. USA) yerleĢtirildi ve 98
o
C‟de 10 

dk, 64
o
C‟de 2.5 saat, 4

o
C‟de bekletme olmak üzere program ayarlandı.   

3) Kitle birlikte sağlanan spin kolonlar, toplama tüplerine yerleĢtirildikten sonra 

üzerlerine 600 µl M-bağlanma tamponu eklendi. 

4) Ġçinde M-bağlanma tamponu bulunan kolonlara, 2. basamak sonrasında elde 

edilen DNA örnekleri eklendi. Kolonların kapakları kapatılarak birkaç defa ters yüz 

edilerek karıĢtırıldı. 

5) Örnekler 14.000 rpm‟de 30sn santrifüj edildi. Santrifüj sonrası, toplama tüpünde 

toplanan içerik uzaklaĢtırıldı.  

6) Kolonlara 100µl M-yıkama tamponu koyularak 14.000rpm‟de 30sn santrifüj 

edildi. 

7) Kolonlara 200µl M-desülfonasyon tamponu eklendi ve oda ısısında (20-30
0
C) 

15-20dk inkübe edildikten sonra 14.000rpm‟de 30sn santrifüj edildi. 

8) Kolonlara 200µl M-yıkama tamponu koyuldu ve 14.000rpm‟de 30sn santrifüj 

edildi. 

9) Kolonlar toplama tüplerinden alınarak steril 1.5ml‟lik mikrosantrifüj tüplerine 

aktarıldı ve üzerlerine 12µl M-elüsyon tamponu eklenerek 14.000rpm‟de 30sn 

santrifüj edildi. 

 

Bisülfit uygulaması yapılan DNA örnekleri gerçek-zamanlı PCR aĢamasına kadar 

 -20
o
C‟de saklandı. 

 

3.4. Metilasyona-özgün Yüksek Çözünürlüklü Erime Eğrisi Analizi   

     GADD45 promoter metilasyon durumu, gerçek-zamanlı PCR sistemi (LightCycler 

480 Gerçek-zamanlı PCR Sistemi, Roche Diagnostics) kullanılarak belirlendi. Bu 

amaçla, Yüksek Çözünürlüklü Erime Eğrisi (HRM) analizi öncesinde, bisülfit 

modifikasyonları tamamlanmıĢ DNA örnekleri kullanılarak GADD45 genine özgün 

115 bp büyüklüğündeki promoter bölgesinde yer alan DNA fragmanının PCR ile 

amplifikasyonu gerçekleĢtirildi. Tablo 3.1‟de amplifikasyonda kullanılan primer setinin 
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dizilimleri yer almaktadır (Zhang vd 2010). Amplifikasyon sonrasında, amplikonun 

identifikasyonu amacı ile HRM analizi yapıldı.  

 

 

Tablo 3.1 GADD45  promoter metilasyon durumunun belirlenmesinde kullanılan 

primer setine özgün dizilimler (5‟3‟)  
 

GADD45  Primer seti 

       5‟-CGTCGTGTTGAGTTTTGGT-3‟ (Forward) 

 5‟-TAACCGCGAACTTCTTCCA-3‟ (Reverse) 

 

3.4.1. Gerçek-Zamanlı PCR Optimizasyon ÇalıĢmaları  

Hedef bölgenin amplifikasyonu için uygulanacak protokolün optimizasyon çalıĢmaları;  

    i) Bisülfit uygulaması yapılmıĢ tamamıyla metile genomik kontrol DNA örneği,  

    ii) Bisülfit uygulaması yapılmıĢ tamamıyla metile-olmayan genomik kontrol  DNA 

örneği ve 

iii) Bisülfit uygulaması yapılmamıĢ metile-olmayan genomik kontrol DNA örnekleri 

kullanılarak yapıldı (EpiTect Control DNA and Control DNA Set, Qiagen). 

Optimizasyon çalıĢmalarına 1.5mM, 2mM, 2.5mM ve 3mM olmak üzere 4 farklı MgCl2 

konsantrasyonları kullanılarak devam edildi. En iyi sonucun elde edildiği 3mM MgCl2 

konsantrasyonu ile çalıĢmalara devam edildi (ġekil 3.1).  

 

 

ġekil 3.2 Farklı MgCl2 konsantrasyonları kullanılarak yapılan optimizasyon çalıĢmasına 

ait metilasyona-özgün yüksek çözünürlüklü erime eğrisi analizi  (HRM). a) 1,5 mM 

MgCl2 ve metile DNA örneği, b) 2mM MgCl2 ve metile DNA örneği, c) 2,5mM 

MgCl2 ve metile DNA örneği, d) 3mM MgCl2 ve metile DNA örneği e) 3mM MgCl2 

ve metile-olmayan DNA örneği. 
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Tablo 3.2 ve 3.3‟te optimize edilen gerçek-zamanlı PCR reaksiyon karıĢımı ve PCR 

protokolü yer almaktadır.  

 

 

Tablo 3.2 GADD45 promoter metilasyon durumunu belirlemek amacı ile kullanılan 

gerçek-zamanlı PCR reaksiyon karıĢımı  

 

Ġçerik Hacim Final konsantrasyon 

   Forward primer        1 l    5 µM 

   Reverse primer        1 µl    5 µM 

   MgCl2    2.4 µl    3 mM 

   Master karıĢımı*    10 µl    1x 

   PCR-grade su                                          0.6 µl    - 

   Template DNA     5 µl    - 

 

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

 

 

Tablo 3.3 GADD45 için Metilasyon-özgün HRM Analiz Protokolü* 
 

Analiz Modu Döngü Segment Hedef Isı Süre Kazanım Modu 

Pre-inkübasyon   

 1  95 C 10 dk - 

Amplifikasyon    

  Denatürasyon 95 C 10 sn - 

 50 Annealing 60 C 15 sn Tek 

   58 C 10 sn - 

  Ekstensiyon 72 C 10 sn - 

HRM     

  Denatürasyon 95 C 1 dk - 

 1 Annealing 40 C 1 dk - 

   65 C 15 sn - 

  Melting                    95 C                                               
                            

slope=0.3C/sn 

 0 sn Sürekli 

Soğutma     

 1  40 C 30 sn - 

 

*: Gerçek-zamanlı PCR Protokolü; Pre-inkübasyon: Enzim aktivasyonu ve kalıp  

cDNA‟nın denatürasyonu, Amplifikasyon: Hedef bölgenin primerler yardımı ile 

çoğaltılması, HRM:  Satüre boya ve HRM master karıĢımı kullanılarak hedef 

bölgenin (amplikonun) identifikasyonu, Soğutma: Sistemde yer alan termal bloğun 

soğutulması basamaklarını içermektedir. 
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3.4.2. HRM Analizinde Verilerin Yorumlanması 

 

     Ġnsan DNA molekülünün iki zinciri birbirine Adenin(A) ve Timin(T) arasından iki 

(A=T), Guanin (G) ve Sitozin arasından ise üç (G≡C) hidrojen bağı ile bağlıdır. DNA 

çift zinciri hidrojen bağlarını kıran kimyasal veya fiziksel etmenlerle denatürasyona 

uğrayabilmektedir. DNA çift zincirinin %50‟sinin birbirinden ayrılması için gerekli 

olan sıcaklık derecesi „Tm derecesi‟ olarak tanımlanmaktadır. Tm derecesi kullanılarak 

spektrofotometrik yöntemlerle DNA zincirinin denatürasyonu izlenebilmektedir. 260 

nm dalga boyunda tek zincirli DNA çift zincirli DNA‟dan daha fazla UV absorbansı 

oluĢturmaktadır. 

 

     DNA boyutu ve GC içeriği, DNA‟nın kararlılığını belirleyen en önemli faktörlerdir. 

GC arasındaki hidrojen bağı sayısı AT arasındakinden fazla olduğu için GC içeriğinden 

zengin bir DNA‟nın Tm derecesi AT‟den zengin DNA‟ya göre daha yüksektir. DNA 

baz dizisinde meydana gelen değiĢiklikler Tm derecesini de değiĢtirmektedir. Tm 

derecesi değiĢime bağlı olarak artabilmekte ya da azalabilmektedir. Teorik olarak DNA 

baz dizisinde meydana gelen ±%,1‟lik değiĢim Tm derecesini ±0,4
ο
C değiĢtirmektedir 

(Benjamin, 1997).  

      

     DNA erime analizinde, artan sıcaklığın çift zincirli DNA üzerinde yarattığı etkinin 

flouresan sinyal Ģiddetinde oluĢan değiĢiklikle takip edildiği eğrilere „denatürasyon 

eğrisi‟ denir. Bu eğriler 2 sn‟lik zaman dilimlerinde 0,1
 ο

C‟lik sıcaklık artıĢına karĢılık 

flouresans sinyal Ģiddetindeki değiĢimlerle oluĢturulur (Montgomery vd 2007). HRM 

analizinde fluoresan sinyal Ģiddetindeki değiĢimleri gözlemlemek amacı ile satüre 

boyalar kullanılmaktadır.  PCR‟da çift zincirli DNA‟ya bağlanan satüre edici boyaların 

flouresan sinyal Ģiddeti, çoğalan çift zincirli DNA ile birlikte artmaktadır. PCR sonrası 

gerçekleĢen HRM analizinde ise artan sıcaklıkla DNA denatüre oldukça ayrılan çift 

zincirden flouresan boyalar ayrılır ve sinyal Ģiddeti yavaĢ yavaĢ azalır (Nygren vd 

1998). 

 

     Artan sıcaklıkla meydana gelen, fluoresan sinyali değiĢimlerinin tepe noktası olarak 

ifade edildiği eğrilere „erime eğrisi‟ denir. Bu eğrinin y ekseninde çizilen flouresanın 

sıcaklık türevi (-dF/dT) ve x ekseninde ise sıcaklık derecesi yer almaktadır. Bu eğrinin 

tepe noktası, analiz edilen DNA fragmanının Tm derecesini oluĢturur (Montgomery vd 
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2007). Herhangi bir hedef DNA fragmanının metilasyon durumunu belirlemek amacı ile 

uygulanan HRM analizlerinde de yukarıda bahsedilen prensipler uygulanmaktadır. 

Buna göre, metile-olmayan DNA bisülfit uygulaması sonrası sahip olduğu düĢük GC 

içeriği nedeniyle daha düĢük Tm derecesine, metile DNA ise zengin GC içeriği 

nedeniyle yüksek Tm derecesine sahiptir (ġekil 3.3). Bu nedenle daha düĢük sıcaklıkta 

Tm derecesine sahip olan örnekler metile olmayan DNA örnekleri olarak 

yorumlanırken, yüksek Tm derecesine sahip örnekler metile DNA örnekleri olarak 

yorumlanır .  

 

 

ġekil 3.3 : HRM analizinde metile-olmayan DNA ile metile DNA‟nın Tm derecesi farkı 

(„WEB_4‟ adresinden alınıp modifiye edilmiĢtir). 
 
3.5.  Ġmmünohistokimyasal (ĠHK) Analiz  

     Ġmmünohistokimyasal boyamalar için FFPE dokulardan elektrostatik yüklü lamlara 

(X-traTM, Surgipath Medical Industries, Richmond, Illinois, USA) 4-5μm kalınlığında 

kesitler alındı ve 60°C‟de en az iki saat kurutuldu. Deparafinizasyon ve antijen açığa 

çıkarma iĢlemleri de dahil olmak üzere tüm boyama süreci Ventana, BechMark XT tam 

otomatik ĠHK boyama cihazında gerçekleĢtirildi. Zıt boyama Hematoksilen ve 

mavileĢtirici solüsyon ile cihazda tamamlandı. Kesitlerin dehidratasyonu, ksilen ile 

Ģeffaflandırılmaları ve lamel ile kapatılma aĢamaları elde yapılarak ĠHK boyama 

protokolü tamamlandı. Primer antikor olarak Bcl-2 (dilüsyon: 1/25, klon: 100/D5, Santa 
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Cruz, Heidelberg, Germany), Bcl-xL (dilüsyon: 1/50, klon: 2H12, Santa Cruz, 

Heidelberg, Germany) ve GADD45γ (dilüsyon: 1/200, Rabbit Polyclonal Antibody, 

Woburn, MA, USA) kullanıldı. 

 

     IĢık mikroskobunda, x40 büyütmede immünopozitif hücreleri içeren alanlar tarandı. 

Bcl-2, Bcl-xL proteinleri için pozitif ekspresyon, neoplastik hücrelerin en az %10‟u 

pozitif olduğunda kabul edildi (Bai vd 2004). GADD45γ proteini için pozitif 

ekspresyon, granüler sitoplazmik boyanma olduğunda kabul edildi. Ayrıca Gadd45γ 

için pozitif ekspresyon 4 gruba ayrılarak değerlendirildi: 0: boyanma yok, +: zayıf 

boyanma, ++: moderate (orta Ģiddette) boyanma, +++: güçlü boyanma (Na vd 2009). 

Tonsil, Bcl-2 ve Bcl-xL için; larinks skuamoz hücreli karsinom, GADD45γ için pozitif 

kontrol olarak kullanıldı. Aynı doku örnekleri, aynı immünohistokimyasal yöntemlerle 

primer antikor ilave edilmeksizin boyanarak negatif kontrol olarak değerlendirildi.  

 

3.6. TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase dUTP Nick End Labeling) 

Yöntemi   

     Parafine gömülü dokulardan elektrostatik yüklü lamlara (X-traTM, Surgipath 

Medical Industries, Richmond, Illinois, USA) alınan 4μm kalınlığında kesitlerde DNA 

fragmantasyonunun gösterilmesi için, TdT (terminal deoksinukleotidil-transferaz)-

aracılı in situ iĢaretleme tekniği (TUNEL) uygulandı (In Situ Cell Death Detection Kit, 

POD, Roche). Üretici firmanın önerdiği Ģekilde uygulanan protokolün detayları aĢağıda 

basamaklar halinde verilmektedir:   

 

A. Deparafinizasyon 

1. Lamlar etüvde 60
o
C‟de 30dk inkübasyona bırakıldı. 

2. Etüvden çıkartılan lamlar ksilende oda sıcaklığında 2 saat bekletildi. 

B. Rehidratasyon 

1.   Lamlar sırasıyla %100, %95, %90, %80 ve %70‟lik etanol içerisinde 3 „er dk 

bekletildi. 

2.   Lamlar iki ayrı PBS (pH 7,4) içerisinde oda sıcaklığında 3‟er dk bekletilerek yıkama 

iĢlemi gerçekleĢtirildi. 
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C. H2O2 ile bloklama 

1. Lamların üzerine pipetle %3‟lük H2O2 solüsyonu damlatıldı ve oda sıcaklığında 

15dk inkübe edildi. 

2. Lamlar iki ayrı PBS (pH 7,4) içerisinde oda sıcaklığında 3‟er dk bekletilerek yıkama 

iĢlemi gerçekleĢtirildi. 

D. Proteaz Uygulaması 

1. Lamlar %1‟lik proteinaz K içeren 10 mM Tris-HCl‟de 37
o
C‟de 30 dk inkübe edildi. 

2.  Lamlar dört ayrı PBS (pH 7,4) içerisinde oda sıcaklığında 3‟er dk bekletildi.  

3. Lamlar, üzerindeki doku örneği nemli kalacak Ģekilde kurutma kağıdı ile kurutuldu. 

 

E. TUNEL Karışımının eklenmesi 

1. Örneklerin üzerine kitle birlikte sağlanan 50µl TUNEL reaksiyon karıĢımı eklendi ve 

üzeri lamelle kapatılıp 37
o
C‟de nemli ve karanlık ortamda 1 saat inkübasyona 

bırakıldı. 

2. Lamlar üç ayrı PBS (pH 7,4) içerisinde oda sıcaklığında 2‟Ģer dk bekletildi. 

3. Lamlar, üzerindeki doku örneği nemli kalacak Ģekilde kurutma kağıdı ile kurutuldu. 

 

F. Converter-POD Eklenmesi 

1. Doku örneği üzerine kitle birlikte sağlanan Converter-POD‟tan 50µl örnek üzerine 

eklendi ve lamelle kapatılıp 37
o
C‟de nemli ve karanlık ortamda 30dk inkübe edildi. 

2. Lamlar üç ayrı PBS (pH 7,4) içerisinde oda sıcaklığında 2‟Ģer dk bekletildi.  

3. Lamlar, üzerindeki doku örneği nemli kalacak Ģekilde kurutma kağıdı ile kurutuldu. 

 

G. DAB-Substrat Eklenmesi 

1. Kitle birlikte sağlanan peroksidaz buffer içerisinde %5‟lik DAB-Substrat hazırlandı 

ve doku örneklerinini üzerine 100 µl eklendi. Oda sıcaklığında 10 dk bekletildi.  

2. Lamlar üç ayrı PBS (pH 7,4) içerisinde oda sıcaklığında 2‟Ģer dk bekletildi.  

3. Örneklere Harris‟in hemotoksilen boyası ile zıt boyama yapıldı ve üzerleri lamelle 

kapatıldı. 

 

     Her TUNEL protokolü uygulandığında, çalıĢma grubu örnekleri ile birlikte pozitif 

kontrol (reaktif lenf nodülü kesitleri) ve negatif kontrol (TUNEL reaksiyon karıĢımı 

eklenmemiĢ reaktif lenf nodülü kesitleri) kullanıldı. IĢık mikroskobunda, 

adenokarsinomlu olgu ve BPH‟lı olgu gruplarına ait preparatlarda, x40 büyütmede 
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apoptotik hücreleri içeren en az 10 alan sayıldı ve apoptotik hücre oranı aĢağıdaki 

formüle göre hesaplandı (Garrity vd 2003):  

Apoptotik hücre oranı (%) = Pozitif apoptoz hücre sayısı / Toplam hücre sayısı 

X %100  
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4. BULGULAR  

4.1. Olgulara Ait Klinikopatolojik Parametreler  

     Bu çalıĢmada, PAÜ Tıp Fakültesi Tıbbi Patoloji Anabilim Dalı‟nda arasında tanıları 

koyulan 60 prostat adenokarsinomlu olgu grubu ile 60 BPH‟lı olgu grubuna ait doku 

örnekleri değerlendirildi. Prostat adenokarsinomlu 4 olguya ait patolojik evre ve 

Gleason skorlarına ulaĢılamadığından, toplam 56 prostat adenokarsinomlu olgu 

değerlendirildi. Bu olguların tümü 50 yaĢın üzerindeydi ve ortalama yaĢ 62.8±5.8 (53-

76) olarak bulundu. Kontrol grubunu oluĢturan BPH‟li olguların sadece 2‟si 50 yaĢın 

altında idi ve bu grupta ortalama yaĢ 68.5±10.1 (42-87) olarak belirlendi.  

      Prostat adenokarsinomlu olgular patolojik evrelerine göre değerlendirildiğinde, tüm 

olguların T2 ve T3 evresinde oldukları belirlendi (Tablo 4.1). T2 evresindeki olgular 

detaylı olarak sınıflandırıldığında, pT2a evresinde 4 (%7.1) , pT2b evresinde 1 (%1.8) 

ve pT2c evresinde 31 (%55.4) olgunun yer aldığı belirlendi. Benzer Ģekilde T3 

evresindeki olgular; pT3a evresinde 12 (%21.4) ve pT3b evresinde 8 (%14.3) olgu 

olarak sınıflandırıldı. T1 ve T2 evresinde yer alan olgular “erken evre”, T3 ve T4 

evresindeki olgular “ileri evre” olarak değerlendirildiğinde; çalıĢmamızda yer alan 

prostat adenokarsinomlu olgulardan 36‟sının (%64.3) erken evre ve 20‟sinin (%35.7) 

ileri evre olduğu belirlendi.  

 

     Prostat adenokarsinomlu olgular histopatolojik açıdan Gleason skoruna göre 

değerlendirildiğinde, tüm olguların 6-9 skorları arasında oldukları 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 

aldığı belirlendi (Tablo 4.1). Gleason Skoru açısından “2” skoru yavaĢ ilerleme 

potansiyeline sahip kanser hücrelerini ifade ederken, “10” skoru aĢırı hızlı ilerleme ve 

çoğalma kapasitesine sahip tümör hücreleri anlamını taĢıdığından, çalıĢma grubunda 

değerlendirilen tüm olguların Glesaon skorlarının yüksek olduğu gözlendi. Bir baĢka 

ifade ile Gleason skoruna göre; 19 (%33.9) olgu “G2: orta diferansiye” olarak 

değerlendirilirken, 37 (%66.1) olgu “G3-4: kötü diferansiye” olarak değerlendirildi.   
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Tablo 4.1.  Prostat adenokarsinomlu 56 olguya ait klinikopatolojik parametreler  

Klinikopatolojik parametre  Olgu sayısı (%) 

Ortalama YaĢ (en düĢük - en yüksek)                                        62.8 ±5.8  (53-76) 
Patolojik evre     

 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. GADD45 Metilasyon Durumu  

 

     ÇalıĢma grubumuzu oluĢturan olgulara ait FFPE dokulardan izole edilen genomik 

DNA örneklerinde GADD45 geninin promoter metilasyon durumu, metilasyona özgün 

HRM analizi ile belirlendi. ġekil 4.1‟de prostat adenokarsinomlu olgulara ait HRM 

analizi gösterilmektedir.  

 

 

ġekil 4.1 Prostat adenokarsinom olgularında GADD45 promoter metilasyonuna özgün 

HRM analizi. a: Promoter metilasyonu belirlenmeyen olguya ait erime eğrisi 

(Tm=76±0.5C), b: Promoter metilasyonu belirlenen olguya ait erime eğrisi 

(Tm=79±0.5C), c: Negatif kontrol (Kalıp DNA yerine PCR-grade su kullanıldı). 
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      Tüm olgulardan informatif veriler alındı. HRM analizi sonrasında metile GADD45 

promoter bölgesine sahip örneklerin Tm derecesi 79±0.5C iken, metile olmayan 

örneklerde Tm derecesi 76±0.5C olarak belirlendi. Buna göre prostat adenokarsinomlu 

olgulardan sadece 1 (%1.8) olguda GADD45 promoter bölgesinin metile olduğu 

belirlendi. Geri kalan 55 (%98.2) olguda promoter metilasyonu gözlenmedi. BPH‟lı 

olgulardan 15 (%25) olguda GADD45γ promoter metilasyonu saptanırken, 45 (%75) 

olgunun GADD45 promoter bölgesinin metile olmadığı belirlendi (ġekil 4.2). 

GADD45 metilasyonu açısından adenokarsinomlu ve BPH‟lı olgulardaki fark anlamlı 

idi (p= 0.000). 

 

 

ġekil 4.2 Prostat adenokarisnomlu ve benign prostat hiperplazili olgularda GADD45γ  

metilasyon profili  

 

 

4.3. GADD45γ Protein Ekspresyonu ve Metilasyon Profili ile ĠliĢkisi  

 

     GADD45γ protein ekspresyonu açısından prostat adenokarsinomlu olguların 7‟si 

“0”, 19„u “+”, 16‟sı “++” ve 14‟ü “+++” olarak değerlendirilirken, BPH‟lı 10 olgu “0”, 

30 olgu “+”, 15 olgu “++” ve 5 olgu “+++” olarak değerlendirildi (ġekil 4.3). Bu 

değerlendirmede ”0” ve “+” olgular protein ekspresyonu açısından negatif ve “++” ve 

”+++” olgular protein ekspresyonu açısından pozitif olarak gruplandırıldığında, 

adenokarsinomlu 26 (%46.4) olguda GADD45γ protein ekspresyonu gözlenmezken, 30 

(%53.6) olguda GADD45γ protein ekspresyonu gözlendi. BPH‟lı olguların 40‟ı (%66.7) 

protein ekspresyonu açısından negatif olarak değerlendirilirken 20 (%33.3) olgu protein 

ekspresyonu açısından pozitif olarak değerlendirildi. Prostat adenokarsinomlu ve 
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BPH‟lı olgular arasında GADD45γ protein ekspresyonu açısından istatistiksel olarak 

anlamlı fark bulundu (Tablo 4.2)  (p=0.028).  

 

 

ġekil 4.3 Prostat adenokarsinomunda GADD45γ proteininin güçlü (+++) ekspresyonu   

(x200). 

 

 

Tablo 4.2 PCa‟lı ve BPH‟lı olgularda GADD45γ protein ekspresyonu   

 PCa 

n (%) 

BPH   

n (%)  

 

p-değeri 

Gadd45γ ekspresyonu    

 Negatif (0/+) 26 (46.4) 40 (66.7)  

0.028 

 
 Pozitif (++/+++)  30 (53.6)  20  (33.3) 

 

     Prostat adenokarsinomlu olguların patolojik evrelerine göre GADD45γ protein 

ekspresyonu değerlendirildiğinde, erken evre olguların 14 (%38.9)‟ünde ekspresyon 

gözlenmezken, 22 (%61.1) olguda protein ekspresyonu gözlendi. Ġleri evre olgularda 

ise, 12 (%60) olgu ekspresyon açısından negatif olarak değerlendirilirken, 8 (%40) olgu 

pozitif olarak değerlendirildi. Patolojik evre ve protein ekspresyonu açısından 

istatistiksel olarak anlamlı bir iliĢki gözlenmedi (p=0.167). 

      

     Prostat adenokarsinomlu olguların histopatolojik değerlendirmesi gözönüne 

alındığında, orta diferansiye (Gleason skoru: 6) olguların 9 (%47.4)‟unda GADD45γ 

protein ekspresyonu gözlenirken, 10 (%52.6) olguda ekspresyon gözlenmedi. Kötü 
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diferensiye (Gleason skoru: ≥7) olguların 21 (%56.8)‟i protein ekspresyonu açısından 

pozitif olarak değerlendirilirken, 16 (%43.2) olgu negatif olarak değerlendirildi. 

Histopatolojik değerlendirme ve GADD45γ protein ekspresyonu arasında anlamlı bir 

iliĢki saptanmadı (p=0.578).  

 

     GADD45γ promoter metilasyon profili ile protein ekspresyonu arasındaki iliĢki 

değerlendirildiğinde, toplam 52 (%44.8) olguda uyum gözlenirken 64 (%55.2) olguda 

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

 

Tablo 4.3. GADD45γ promoter metilasyonu ile protein ekspresyonu arasındaki iliĢki  

 Metilasyon + / 

Ekspresyon + 

Metilasyon + / 

Ekspresyon - 

Metilasyon - / 

Ekspresyon + 

Metilasyon - / 

Ekspresyon - 

 

Prostat adenokarsinom  

 

1 

 

- 

 

29 

 

26 

BPH 6 9 14 31 

Toplam 7 9 43 57 

 

 

4.4. Anti-apoptotik Proteinlerin Ekspresyonları ve GADD45γ Metilasyon Profili ile  

ĠliĢkileri 

4.4.1. Bcl-2 ve Bcl-xL Protein Ekspresyonu  

     Tablo 4.4 Prostat adenokarsinomlu ve BPH‟lı olgularda gözlenen Bcl-2 ve Bcl-xL 

protein ekpresyon profillerini göstermektedir. Adenokarsinomlu olguların tümünde Bcl-

2 ekspresyon kaybı gözlenirken, BPH‟lı olguların 15 (%25)‟inde Bcl-2 ekspresyon 

kaybı gözlendi (ġekil 4.4). Bcl-xL ekspresyonu açısından adenokarsinomlu olguların 

%60.7 (34 olgu)‟si pozitif olarak değerlendirilirken, BPH‟lı olguların %31.7 (19 

olgu)‟si pozitif olarak değerlendirildi (ġekil 4.5). Prostat adenokarsinomlu ve BPH‟lı 

olgular arasında hem Bcl-2 hem de Bcl-xL protein ekspresyonları açısından anlamlı 

iliĢki bulundu (sırası ile p=0.000 ve p=0.003).  

 

Tablo 4.4 PCa‟lı ve BPH‟lı olgularda anti-apoptotik proteinlerin ekspresyonları 

 

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

Bcl-2    
 Negatif  56 (100) 15 (%25)  

0.000  Pozitif 0 45 (%75) 

Bcl-xl    
 Negatif  22 (39.3) 41 (68.3)  

0.003  Pozitif 34 (60.7) 19 (31.7) 
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ġekil 4.4 Prostat adenokarsinomunda Bcl-2 protein ekspresyonu yokluğu/negatifliği 

(x200) (Sol üst köĢedeki lenfoid alanlarda Bcl-2 ekspresyonu gözlenmektedir ve bu 

da Bcl-2 ĠHK analiz için iç kontrol olarak değerlendirilebilinir). 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.5 Prostat adenokarsinomunda Bcl-xL protein ekspresyonu (x200). 
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4.4.2 Apoptotik Ġndeks (AI) ve Bcl-2, Bcl-xL Protein Ekspresyonları  

     Prostat adenokarsinomlu olgularda, TUNEL pozitif apoptotik hücre indeksi medyan 

değeri 0.9 (%95 güven aralığı, aralık 0-1) iken, BPH‟lı olgularda apoptotik indeks 

medyan değeri 0.93 (%95 güven aralığı, aralık 0-1) olarak belirlendi (ġekil 4.6).  

 

 

ġekil 4.6 Prostat adenokarsinomunda TUNEL yöntemi ile apoptotik hücreler (x200). 

 

     Bcl-2 protein ekspresyon kaybı olan prostat adenokarsinomlu ve BPH‟lı olgularda 

apoptotik indeks 0.9 (%95 güven aralığı, aralık 0-1) olarak belirlenirken, Bcl-2 

ekspresyonu gözlenen BPH‟lı olgularda apoptotik indeks 0.98 (%95 güven aralığı, 

aralık 0-1) olarak belirlendi. Bcl-xL ekspresyon kaybı olan prostat adenokarsinomlu ve 

BPH‟lı olgularda apoptotik indeks sırası ile 0.95 (%95 güven aralığı, aralık 0-1) ve 0.90 

(%95 güven aralığı, aralık 0-1) olarak belirlenirken, protein ekspresyonunun gözlendiği 

olgularda yine sırası ile apoptotik indeks değerleri 0.9 (%95 güven aralığı, aralık 0-1) ve 

0.99 (%95 güven aralığı, aralık 0-1) olarak hesaplandı (Tablo 4.5).   

 

    Prostat karsinomlu ve BPH‟lı olgularda belirlenen apoptotik indeks değerleri 

GADD45γ protein ekspresyonları ile birlikte değerlendirildiğinde, adenokarsinomlu 

olgularda protein ekspresyonunun apoptotik indekste önemli farklılığa neden olmadığı 

gözlenirken, BPH‟lı olgularda apoptotik indeksin 1.3 kat arttığı belirlendi. Ancak bu 

fark istatiksel olarak anlamlı bulunmadı (p> 0.05). 
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Tablo 4.5 Prostat adenokarsinomlu ve BPH‟lı olgularda apoptotik indeks ile  

GADD45γ, Bcl-2 ve Bcl-xL protein ekspresyonları arasındaki iliĢki 

 Prostat adenokarsinomda 

apoptotik indeks 

(medyan/aralık) 

Benign prostat hiperplazisinde 

apoptotik indeks 

(medyan/aralık) 

 

GADD45γ 

  

 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 GADD45γ Metilasyonu ve Bcl-2/ Bcl-xL Protein Ekspresyonları 

     Prostat adenokarsinomlu olgular arasında, Bcl-2 ekpresyon kaybı olan olguların 

%98.2 (55 olgu)‟sinde GADD45γ promoter metilasyonu gözlenmedi. BPH‟lı olgularda 

GADD45γ promoter metilasyonu gözönüne alındığında, olguların %33.3‟ünde Bcl-2 

ekspresyon kaybı gözlenirken, geride kalan olgularda (%66.7) Bcl-2 ekspresyonu 

pozitif olarak belirlendi (Tablo 4.6 ve 4.7). GADD45γ promoter metilasyonunun 

belirlendiği tek prostat adenokarsinomlu olguda Bcl-xL protein ekspresyon kaybı 

gözlendi. Promoter metilasyonunun gözlenmediği olguların 21 (%38.2)‟inde Bcl-xL 

protein ekspresyon kaybı gözlenirken, 34 (%61.8) olgu Bcl-xL ekpresyonu açısından 

pozitifti.  BPH‟lı olgular içinde, GADD45γ promoter metilasyonu gözlenen olguların 

%86.7 (13 olgu)‟si Bcl-xL ekspresyonu açısından negatif iken 2 (%13.3) olgu Bcl-xL 

protein ekspresyonu açısından pozitifti. Promoter metilasyonu gözlenmeyen olgular 

arasında ise, %62.2 olguda (28 olgu) Bcl-xL ekspresyon kaybı gözlenirken, olguların  

%37.8 (17 olgu)‟sinde protein ekspresyonu belirlendi.  
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Tablo 4.6 PCa‟lı olgularda GADD45γ promoter metilasyon durumu ile Bcl-2 ve Bcl-xL 

ekspresyonları arasındaki iliĢki 

PCa 

      Promoter metilasyonu 

+ 

n(%) 

 Promoter metilasyonu 

- 

n(%) 

 

p-değeri 

 

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 olguların tümünde Bcl-2 ekspresyon kaybı gözlendiği için istatistiksel analiz 

yapılamamıĢtır. 

  

 

 

Tablo 4.7 BPH‟lı olgularda GADD45γ promoter metilasyon durumu ile Bcl-2 ve Bcl-xL 

ekspresyonları arasındaki iliĢki 

  BPH 

Promoter metilasyonu 

+ 

n(%) 

Promoter metilasyonu 

- 

n(%) 
p-değeri 

 

Bcl-2 

   

 Pozitif      10 %66.7  35 (%77.7) 0.494 

 Negatif      5   %33.3  10 (%22.2)      

 

Bcl-xL    

 Pozitif         2  (%13.3)  17 (%37.8) 0.112 

 Negatif      13(%86.7)  28 (%62.2)  

 

 

 

 

     Prostat adenokarsinomlu olguların sadece 1‟inde GADD45γ promoter metilasyonu 

gözlendi ve bu olguya ait apoptotik indeks 0 olarak belirlendi. GADD45γ promoter 

metilasyonu açısından BPH‟lı olgularda belirlenen apoptotik indeks arasında belirgin 

bir fark gözlenmedi promoter metilasyonlu olgularda apoptotik indeks 0.9 (%95 güven 

aralığı, aralık 0-1) ve metile olmayan olgularda apoptotik indeks 0.95 (%95 güven 

aralığı, aralık 0-1).  
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5. TARTIġMA  

     GADD45 gen ailesi üyelerinin fonksiyonları her ne kadar birbirlerine benzese de, 

fonksiyonları uyarının türüne, uyarının etkilediği hücre tipine ve hücrenin içinde 

bulunduğu fizyolojik koĢullara göre farklılıklar göstermektedir. GADD45 proteinleri 

hem fetal hem de eriĢkin dokularda eksprese edilirler. Ancak, hücre döngüsünün G1 

fazında bu proteinlerin ekspresyonları artarken, S fazı boyunca ekspresyonları önemli 

derecede azalmaktadır.  GADD45 proteinleri stres sensörleri ve tümör baskılayıcılar 

gibi etki göstererek genotoksik ve genotoksik-olmayan ajanlara karĢı hücre yanıtının 

oluĢmasında rol oynarlar. GADD45α ve β‟nın yer aldıkları yolaklardaki fonksiyonları 

daha detaylı bilinmesine karĢın GADD45‟nın fonksiyonu net olarak bilinmemektedir 

ve fonksiyonları ile ilgili elde edilen veriler birbirleri ile uyum göstermemektedir.  

 

     Bu çalıĢmanın hipotezlerinden biri GADD45‟nın metilasyonu aracılı gen 

ekspresyon kaybının prostat karsinogenez sürecinde rol oynadığıdır. Bu hipotezin 

eĢliğinde prostat adenokarsinomlu ve BPH‟lı olgularda GADD45 metilasyon 

durumunu ve protein ekspresyon düzeylerinin belirlenmesi amaçlandı. ÇalıĢmamızda 

GADD45γ prostat adenokarsinomlu olguların %1.8‟i metile iken, BPH‟lı olguların 

%25‟i metile idi. GADD45 protein ekspresyon oranları prostat adenokarsinomlu ve 

BPH‟lı olgularda sırası ile %53.6 ve %33.3 olarak belirlendi. Bilgilerimiz dahilinde, bu 

çalıĢma prostat kanseri ve BPH‟li klinik örneklerde GADD45 metilasyonunu ve protein 

ekspresyonu ile iliĢkisini belirleyen ilk çalıĢmadır.  

 

GADD45 proteininin rat prostat dokularında androjenlerle kontrol edilen 

hücresel olaylarda yer alabileceği düĢünülmüĢtür (Jiang ve Wang 2003). Prostat 

karsinom hücre hatları ile yapılan bir çalıĢmada, androjen duyarlı karsinom hücrelerinde 

sentetik androjen analogları ile uyarım sonrasında GADD45 protein ekspresyonunun 

arttığı ancak 48 saat sonra ekspresyonun azaldığı belirlenmiĢtir. Androjen reseptörü 

taĢımayan hücre hatlarında ise GADD45 ekspresyonu gözlenmemiĢtir. Sonuç olarak, 

GADD45 proteininin aĢırı ekspresyonunun hücre büyümesini inhibe ettiği ve 
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androjenlerle regüle edilen negatif hücre kontrolünde yer alabilecekleri öne sürülmüĢtür 

(Jiang ve Wang 2004). Prostat kanser hücre hatları ile yapılan bir baĢka çalıĢmada, 

GADD45‟nın ektopik ekspresyonunun hücreleri G1 fazında tuttuğu ve böylelikle 

proliferasyonu inhibe ettiği gösterilmiĢtir (Flores ve Burnstein 2010). Hipofiz 

adenokarsinomlu klinik olgular ve karsinomlu hücre hatları ile yapılan bir çalıĢmada,  

36 klinik olguda GADD45 ekspresyon kaybı gözlenirken, hücre hatlarında hücre 

çoğalmasının inhibe (>%50) olduğu gözlenmiĢtir. Hücre hatları GADD45 eksprese 

eden vektör ile transfekte edildiğinde, hücre proliferasyonunun inhibe olduğu ve 

GADD45‟nın çoğalmayı inhibe eden genlerden biri olduğu öne sürülmüĢtür (Zhang vd 

2002). Chung ve arkadaĢları (2003), normal insan tiroid hücreleri ve anaplastik tiroid 

kanser hücre hatlarını kullanarak yaptıkları çalıĢmalarında, GADD45α ve β 

ekspresyonunda bir fark gözlenmezken, GADD45 gen ekpresyonunun anaplastik tümör 

hücre hatlarında önemli derecede azaldığını belirlemiĢlerdir. Bu bulgular, anaplastik 

kanser hücrelerinin GADD45‟nın yer aldığı belirli düzenleyici mekanizmalarını 

kaybettiklerini göstermektedir. Klinik hepatoselüler karsinom ve bitiĢik sağlıklı doku 

örnekleri ile yapılan bir çalıĢmada, Northern blot analizi ile karsinomlu olguların 

%65.2‟sinde GADD45 ekspresyonunda azalma belirlenmiĢtir (Sun vd 2003). Bahar ve 

arkadaĢları (2004), 33 hipofiz adenomlu olguların %58‟inde GADD45 metilasyonunu 

belirlemiĢler ve mRNA düzeyinde gen ekspresyonu gözlenmeyen 22 adenomlu olgunun 

18 (%82)‟inde hem metilasyon-özgün PCR hem de sodyum bisülfit dizi analizi ile 

GADD45 metilasyonunu belirlemiĢlerdir. GADD45 metilasyonu ile ekspresyon kaybı 

arasında istatistiksel olarak anlamlı bir iliĢki bulunmasına karĢın, GADD45 

metilasyonu gözlenen olguların %9‟unda GADD45 transkriptinin eksprese olduğu 

bildirilmiĢtir. Benzer Ģekilde uyumun gözlenmediği diğer grupta olguların %18‟inde 

GADD45 metilasyonu belirlenmediği halde, ekspresyon gözlenmemiĢtir. Küçük hücre 

dıĢı akciğer kanserlerinde yapılan bir çalıĢmada GADD45  metilasyon sıklığı %31.6 

olarak bulunmuĢtur. Aynı zamanda metilasyon sıklığının kadınlarda erkeklere göre daha 

yüksek olduğu belirlenmiĢtir ve bu genin metilasyon-aracılı sessizleĢmesinin akciğer 

karsinogenezinde rol oynayabileceği öne sürülmüĢtür (Na vd 2010). Ying ve arkadaĢları 

(2005), yüksek-çözünürlüklü bisülfit dizi analizi sonucunda, GADD45‟nın çeĢitli 

kanser tipleri ve tümör hücre hatlarında, sıklıkla epigenetik olarak inaktive olduğuna 

dair güçlü kanıtlar elde etmiĢlerdir. GADD45 gen ailesi üyelerinin ekspresyonları 

toplam 75 karsinom ve lenfoma hücre hattında incelenmiĢtir. Bu karsinom ve 
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lenfomalar nazofarinks, meme, özofagus, kolorektal, serviks, akciğer, gastrik, larinks 

karsinomlu hücre hatlarıyla, non-Hodgkin lenfoma, Hodgkin lenfoma ve lösemi hücre 

hatlarını kapsamaktadır ve GADD45 ekspresyonları semi-quantitative RT-PCR 

kullanılarak analiz edilmiĢtir. Nazofaringeal karsinomda %73, non-Hodgkin 

lenfomalarda %85, Hodgkin lenfomalarda %50 ve diğer hücre hatlarında %35 oranında 

GADD45 ekspresyonunun baskılandığı veya susturulduğu bulunmuĢtur. Bunun aksine 

GADD45α ve GADD45β ekspresyonları tüm hücre hatlarında yüksek ekspresyon profili 

göstermiĢlerdir. GADD45 ekspresyonunun baskılandığı ya da susturulduğu hücre 

hatlarının tümünde GADD45  promoter metilasyonu saptanmıĢtır. Farklı lenfoma 

türlerinde metilasyon oranı %16-88 oranında değiĢirken, solid tümörlerde bu  %11-16 

arasında değiĢkenlik göstermiĢtir ve bu bulgular lenfomaların hipermetilasyon 

düzeylerinin solid tümörlere göre anlamlı Ģekilde yüksek olduğunu göstermektedir. Bu 

çalıĢmada ilginç olan, primer meme karsinomunda ve primer hepatoselüler karsinomda 

GADD45 promoter metilasyonunun gözlenmemesidir (Ying vd 2005). Tüm bu 

bulgular, bize GADD45‟nın birçok farklı kanser türünde genellikle hipermetile 

olduğunu, ancak hipermetile olan CpG adalarının tümör-spesifik olduğunu ve nadiren 

mutasyonların bulunduğunu göstermektedir. Biz çalıĢmamızda sadece GADD45 

promoter bölgesinin (115 bp‟lik DNA fragmanında) metilasyon durumunu 

değerlendirdik ve prostat kanserinde metilasyon oranını düĢük bulduk. Yukarıda 

detaylıca tartıĢtığımız sonuçlar eĢliğinde, GADD45’nın epigenetik sessizleĢmesinin 

prostat karsinogenezindeki rolünü net olarak açıklayabilmek için GADD45 genindeki 

metilasyon durumu hakkında daha detaylı bilgi edinilmelidir. Bu amaçla hem genin 

çalıĢtığımız promoter bölge dıĢındaki diğer kor CpG alanlarındaki metilasyon 

durumunun değerlendirilmesi hem de bisülfit dizi analizi gibi daha ileri yöntemlerin 

kullanılması gerektiğini düĢünmekteyiz. 

 

     Zhang ve arkadaĢları (2010) tarafından yapılan bir çalıĢmada, gastrik, kolorektal ve 

pankreas kanserlerinde GADD45 metilasyon yüzdeleri HRM analizi ile 

değerlendirilmiĢ ve sırasıyla bu kanserlerde %34, %45 ve %31 oranında 

hipermetilasyon gözlendiği belirlenmiĢtir. Normal dokularda ise metilasyon yüzdesi 

%10‟un altında bulunmuĢtur. HRM analizi, promoter metilasyon analizlerinde 

kullanılan yeni bir yöntemdir (Wojdacz vd 2008). PCR sonrası yapılan bir erime analizi 

yöntemi olan HRM, dizi uzunluğuna, GC içeriğine veya dizi komplementerliğine göre 
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dsDNA‟yı analiz etmede kullanılır. Oldukça duyarlı, hızlı ve ucuz bir yöntemdir. Bu 

yöntemde PCR ile amplifikasyondan sonra, DNA‟ya-bağlanan bir saturasyon boyası 

varlığında erime eğrisi analizi yapılır ve hedef DNA amplikonunun Tm derecesi 

belirlenir.  HRM analizi, daha detaylı bir erime eğrisi analizidir. Bu amaçla kullanılan 

yazılım, öncelikle ek ısı değiĢimi uygulayarak erime eğrisini normalize eder ve 

sonuçları gözle daha iyi ayırt edebilecek hale getirmek için normalize edilen erime 

eğrilerini yeni bir grafiğe yerleĢtirir. Bu yazılım aynı zamanda farklı genotip/dizilere 

sahip örnekleri gruplar halinde toplar ve böylelikle birçok veriyi içeren bir analizde 

sonuçları kolaylıkla yorumlamamızı sağlar. HRM analizinde, konvansiyonal erime 

analizinde kullanılan satüre olmayan boyaların (SYBR Green I gibi) aksine satüre olan 

boyalar (LC Green
TM

 I, EVA Green ve Syto 9 gibi) kullanılır. Satüre olmayan veya 

interkalasyon boyaları erime analizinde oldukça kullanıĢlı boyalar olmalarına karĢın, 

amplifikasyon reaksiyonları için toksik özelliğe sahiptirler ve bu nedenle de düĢük 

konsantrasyonlarda kullanılırlar. Aynı zamanda, bu boyalar erime baĢladığında tekrar 

yerlerini alabilme özelliğine sahip olduklarından, erime analizlerinde büyük bir 

dezavantaja sahiptirler. Satüre olan boyalar, amplifikasyon sırasında Taq polimerazı 

inhibe etmediklerinden toksik etkileri çok düĢüktür ve tüm DNA fragmanının boya ile 

satüre olmasına olanak sağlayacak Ģekilde yüksek konsantrasyonda kullanılabilirler.  

Böylelikle, hedef DNA fragmanının uzunluğu boyunca DNA‟ya bağlanırlar. Erime 

sırasında, satüre olan boyalar dsDNA‟nın denatüre olmaya baĢladığı bölgede DNA‟dan 

ayrılmaya baĢlarlar. DNA‟nın denatüre olmayan bölgelerinde satüre boyanın varlığı 

nedeniyle, serbest kalan boya tekrar DNA‟ya bağlanamaz. Bu özellik daha detaylı ve 

doğru analiz yapılmasına olanak sağlar. HRM analizini konvansiyonal erime 

analizinden üstün kılan özellikler, yukarıda aktarıldığı gibi HRM analizinde kullanılan 

boyaların sahip oldukları özelliklerdir (Wojdacz vd 2009). Bu nedenlerle çalıĢmamızda 

GADD45 metilasyon durumunu belirlemek için HRM analizini kullandık ve tüm 

olgulardan informatif sonuçlar aldık. Bunun yanısıra, konvansiyonal metilasyon-

spesifik PCR ile karĢılaĢtırıldığında tek bir primer seti ile DNA metilasyon analizinin 

yapılabilmesi araĢtırmalarda maliyeti de azaltmaktadır. DNA metilasyon profillerinin 

belirlenmesinde,  HRM analizinin duyarlılık, özgünlük ve maliyet açısından metilasyon-

spesifik PCR yöntemlerine göre daha üstün olduğunu düĢünmekteyiz.  

 

     HRM analizi ile tamamladığımız bu çalıĢmada promoter metilasyonu ve protein 

ekspresyonu arasında uyum gözlenmeyen olgular vardı. Prostat adenokarsinomlu 
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olgularda promoter metilasyonu belirlenmemesine karĢın 26 olguda protein ekspresyon 

kaybı gözlenmiĢtir. Promoter metilasyonunu belirlediğimiz 1 olguda protein 

ekspresyonu gözlendi. Benzer Ģekilde BPH‟lı olgulardan 6‟sında promoter 

metilasyonuna karĢın protein ekspresyonu gözlenirken, metilasyon gözlenmeyen 31 

olguda protein ekspresyon kaybı belirlendi. Bu sonuçlar bize, promoter metilasyonu 

olmayan ve protein ekspresyonu gözlenmeyen olgularda çalıĢmamızda 

değerlendirdiğimiz promoter bölgesinin GADD45  gen metilasyon durumunu net 

olarak yorumlamak için yeterli olmadığını göstermektedir. Bunun yanısıra diğer 

epigenetik mekanizmaların da bu uyumsuzluktan sorumlu olabileceği düĢünülmektedir 

(Jeronimo vd 2011, Aqeilan vd 2010, Bonci vd 2008). Her ne kadar primer kanserlerde 

GADD45 gen mutasyonları nadir olarak gözlense de genetik faktörlerin de bu açıdan 

değerlendirilmesi gerekmektedir (Ying vd 2005).  Bir baĢka uyumsuzluk da GADD45  

promoter bölgesi metile olduğu halde protein ekspresyonunun gözlendiği olgulardır. Bu 

durum iki Ģekilde açıklanabilir: Birincisi, çalıĢmamızda metilasyon analizi kantitatif 

olarak yapılamadığından metilasyon yüzdesi hakkında bilgimiz bulunmamaktadır ve 

büyük olasılıkla bu olgularda metilasyon yüzdesinin düĢük olması, protein ekspresyon 

kaybı için yetersizdir. Ġkinci olasılık ise IHK analizinde kullanılan GADD45 

antikorunun poliklonal olmasıdır. Ticari olarak monoklonal antikorun bulunmaması 

nedeniyle, poliklonal antikor kullanılmıĢtır. Aynı proteinin farklı epitoplarını 

tanıyabilme avantajına rağmen, poliklonal antikorların farklı proteinlerdeki ortak 

epitopları da tanıyabilmesi, elde edildiği deney hayvanı türüne göre değiĢkenlik 

gösterebilmesi ve aynı antijenle yeniden immunize edilen deney hayvanlarında farklı 

epitoplara sahip olmaları gibi önemli dezavantajları bulunmaktadır (Burry vd 2010).       

    

     Prostat kanser oluĢumu ve progresyonunda rol oynayan mekanizmalardan biri de 

apoptotik yolakların regülasyonunda yer alan kritik moleküllerin ekspresyonlarındaki 

değiĢimlerdir. Anti-apoptotik moleküller olan Bcl-2 ve Bcl-xL bu moleküller arasında 

yer alır (Catz vd Johnson 2003). Sayar ve arkadaĢlarının (2012), karsinomun histolojik 

derecelendirmesinde Bcl-2 belirtecinin önemini saptamak amacıyla yaptıkları çalıĢma 

sonucunda BPH olgularının %26.32‟sinde Bcl-2 ekspresyonu gözlenmezken 

%55.26‟sında ekspresyon belirlenmiĢtir. Ancak prostat adenokarsinomlu olguların hiç 

birinde Bcl-2 ekspresyonu gözlenmemiĢtir. Yüksek dereceli PIN lezyonları ve prostat 

adenokarsinom olgularının karĢılaĢtırıldığı bir çalıĢmada, Bcl-2 aĢırı ekspresyonu 

adenokarsinomlu olguların %2.3‟ünde gözlenirken, diğer grupta bu oran %34.9 olarak 
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belirlenmiĢtir (Johnson vd 1998). Zhang ve arkadaĢlarının (2006) BPH‟lı olgularla 

yaptıkları çalıĢmada Bcl-2 ekspresyonunu %80 olarak bulmuĢlardır (Zhang vd 2006). 

Haussler ve arkadaĢlarının (1999) yaptığı bir çalıĢmada, prostat kanserli olguların 

%3‟ünde Bcl-2 ekspresyonu gözlenirken, BPH‟lı olguların bazal hücrelerinde Bcl-2‟nin 

diffüz olarak eksprese edildikleri belirlenmiĢtir. Prostatın iki temel hücresi olan luminal 

ve bazal hücreler farklı belirteçleri eksprese ederler. Luminal hücreler PSA, AR, 

sitokeratin 8, sitokeratin 18 ve CD57‟yi eksprese ederken bazal hücreler yüksek 

düzeyde p63, Bcl-2 ve epidermal büyüme faktör reseptörünü eksprese ederler. Bu 

nedenle, Bcl-2 normalde bazal hücre belirteci olarak değerlendirilmektedir (van 

Leenders ve Schalken 2001). ÇalıĢmamızda prostat adenokarsinomlu tüm olgularda 

Bcl-2 ekspresyon kaybı belirlenirken, BPH‟lı olguların %75‟inde Bcl-2 ekspresyonu 

gözlendi. Bu bulgular, yukarıda tartıĢılan çalıĢma bulguları ile uyumludur ve Bcl-2 

ekspresyonunun gözlenmemesi kanserli prostat dokularında bazal hücre kaybı olduğunu 

göstermektedir.   

 

     Castilla ve arkadaĢları (2006), 139 FFPE prostat kanser örneği ile yaptıkları 

çalıĢmalarında, Gleason skoru düĢük örneklerde Bcl-xL ekpresyon düzeyinin de düĢük 

olduğunu, Bcl-xL immunreaktifliğin kabaca granüler, sitoplamik boyama ile karakterize 

olduğunu gözlemlemiĢlerdir. Benign hiperplastik bezlerde, immunpozitif çok az sayıda 

hücrenin varlığını belirtmiĢlerdir. Prostat kanser hücre hattı (PC3) ile yapılan bir 

çalıĢmada da, bu hücrelerde Bcl-xL‟in aĢırı ekprese olduğu ve bunun da çoklu-ilaç 

dirençliliği ile iliĢkili olduğu belirlenmiĢtir (Li vd 2001). Krajewski ve arkadaĢları 

normal prostatın epitel hücrelerinde de Bcl-xL ekspresyonu gözlemekle birlikte, 64 

prostat adenokarsinomlu olgunun tümünde Bcl-xL ekspresyonunu belirlemiĢlerdir 

(Krajewski vd 1994). Prostat adenokarsinomunda, benign prostat hiperplazi ile 

karĢılaĢtırıldığında anlamlı derecede Bcl-xL‟in ekpresyonunu belirlediğimiz 

çalıĢmamızın bulguları, literatürle uyumludur.  

 

     In vitro çalıĢmalar, Bcl-2‟nin prostat kanser hücrelerini apoptozdan koruduğunu 

göstermektedir (Raffo vd 1995). Bu bulgu ile uyumlu olarak çalıĢmamızda Bcl-2 

ekspresyon kaybı ile apoptoz arasında bir korelasyon gözlenmemiĢtir. Benzer uyum 

Bcl-xL ekspresyonunda da gözlenmemiĢtir. Prostat kanser hücreleri, apoptozdan 

kaçınmak için farklı moleküler mekanizmaları kullanırlar. Prostat kanserleri, hücrelerde 

apoptozu uyaran androjen ablasyon tedavisine yanıt verirler, ancak tedaviden 12-18 ay 
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sonra prostat kanser hücrelerinin %50‟si androjen-bağımsız ve apoptoza-dirençli hale 

gelirler (Eisenberger ve Walsh 1999). ÇalıĢmamızda prostat adenokarsinomlu ve 

BPH‟lı olgularda, AI açısından bir fark gözlenmedi. Aynı zamanda çalıĢmada 

değerlendirilen GADD45, Bcl-2 ve Bcl-xL protein ekspresyonları ile AI arasında da 

önemli fark belirlenmedi. Johnson ve arkadaĢları (1998), BPH‟la karĢılaĢtırıldığında 

AI‟in prostat adenokarsinomlu olgularda istatistiksel olarak anlamlı derecede arttığını 

belirlemiĢlerdir. AraĢtırmacılar TUNEL yöntemi ile pozitif boyanmadaki varyasyonların 

bulunmasından yola çıkarak, apoptotik hücreleri morfolojik özelliklerine göre 

tanımlamıĢlar ve AI‟i belirlerken intraluminal apoptotik-benzeri cisimleri hesaplamada 

değerlendirmemiĢlerdir. Duman ve arkadaĢları (2004), yaĢa bağlı olarak (>65 yaĢ) 

BPH‟li olgularda TUNEL yöntemini kullanmıĢlar ve apoptozun artmıĢ olduğunu 

belirlemiĢlerdir.  Bu bulgu, ortalama yaĢın 68.5±10.1 olduğu BPH‟lı olgu verilerimiz ile 

uyumludur. Prostat kanserlerinde olduğu gibi, BPH‟da da apoptozun yüksek oranlarda 

gözlenmesi, bu olgularda apoptozu uyaran faktörlerin varlığıdır. En olası nedenlerden 

biri BPH‟lı olgularda rezidual idrarın varlığıdır ve bunun da enfeksiyonlara neden 

olmasıdır. Bir baĢka faktör de retensiyon veya kateterizasyon nedeniyle mesaneye olan 

basınçtır.  

 

     GADD45α ve β, ancak belli koĢullarda, hücrelerde apoptozu uyarabilmelerine karĢın, 

GADD45 hücrelerin G2/M evresinde durma ve apoptozun uyarımında daha kritik rol 

oynamaktadır (Thyss vd 2005, Liebermann ve Hoffman 2007, Tamura vd 2012). Bu 

nedenle, çalıĢmamızda GADD45 ekspresyonunun apoptozla olan iliĢkisini 

değerlendirdik. Prostat kanserli olgularda anlamlı derecede GADD45 ekspresyonu 

gözlenirken, GADD45 ekspresyon durumu apoptozla iliĢkili değildi. Chung ve 

arkadaĢları (2003), normal tiroid hücreleri ile karĢılaĢtırıldığında, anaplastik tiroid 

kanser hücre hatlarında GADD45 ekspresyonunun önemli derecede azaldığını 

belirlemiĢlerdir. Endojen GADD45 eksprese eden bu hücrelerde apoptoz çok düĢük 

derecede gözlenirken, GADD45‟nın reeksprese edildiği kanser hücrelerinde apoptozda 

artıĢ gözlenmiĢtir. Bu çalıĢmada, GADD45‟nın anaplastik tiroid kanser hücrelerinde 

çoğalmayı-inhibe edici etkisinin apoptoza neden olabileceği öne sürülmüĢtür. Saha ve 

arkadaĢları (2010), akciğer kanser hücre hattı (PC9) ile yaptıkları çalıĢmalarında, 

fenolik bir bileĢik olan kurkuminin p53-bağımsız yolakla GADD45 ekspresyonunu 

arttırdığını ve bu artıĢın apoptoza neden olduğunu gözlemlemiĢlerdir. Kurkuminin anti-
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kanser aktivitesindeki mekanizmanın GADD45 ekspresyon artıĢı ile iliĢkili olduğu öne 

sürülmüĢtür. Yukarıda tartılıĢan verilerle birlikte, bilgilerimiz dahilinde prostat 

adenokarsinomu ve BPH‟da GADD45‟nın apoptozla olan iliĢkisini araĢtıran bir 

çalıĢma bulunmamaktadır.  GADD45 proteinlerinin hem p38/JNK üzerinden hem de 

mitokondri üzerinden hücreyi ölüme götürdükleri düĢünülmektedir. NF-B, c-myc 

ekspresyonunu arttırır ve bu da GADD45β ekspresyonunu değiĢtirmezken, GADD45α 

ve GADD45 ekspresyonlarını inhibe eder. Bu mekanizma üzerinden JNK-aracılı 

apoptozun, GADD45α ve GADD45‟nın sessizleĢtirilmesi ile bloke edilebileceği öne 

sürülmektedir. GADD45α‟nın mitokondri-aracılı hücre ölümü ile iliĢkili olduğu 

bilinmektedir. Bu etkisini elongasyon faktörü 1-α ile etkileĢime girerek gösterir. Bu 

etkileĢim hücre iskeleti stabilitesini bozar ve Bim‟in membrandan ayrılmasına bağlı 

olarak mitokondri üzerinden apoptoza neden olur. GADD45α ve GADD45‟nın pro-

apoptotik fonksiyonlarına zıt olarak, GADD45β, mitojenle-aktive protein kinaz kinaz 7 

(MKK7) inhibe ederek, TNF-α aracılığı ile apoptozun JNK üzerinden apoptozu inhibe 

eder (Tamura vd 2012). GADD45‟nın apoptoz yolaklarındaki etki mekanizması ile 

ilgili bilgilerimiz oldukça sınırlıdır ve GADD45 ile uyarılan apoptozun derecesi ile 

birlikte hücre tipine göre gösterdiği değiĢiklik henüz net olarak bilinmemektedir. Bu 

çalıĢmadan elde ettiğimiz veriler bize prostat kanserinde apoptoz regülasyonunun çok 

daha karmaĢık bir mekanizma ile sağlandığını ve GADD45‟nın tek baĢına prostat 

kanserinde apoptozun mekanizmasını açıklamaya yeterli olmadığını göstermektedir.  

 

     Yukarıda da tartıĢıldığı üzere GADD45 protein ailesi üyeleri baĢlıca hücre 

döngüsünden kaçıĢın regülasyonunda önemli rol oynayan stres-sensörleridir. Son 

yıllarda GADD45 genlerinin bölge-spesifik aktif DNA demetilasyonunda da rol 

oynadıkları düĢünülmektedir, ancak bu fonksiyonu yerine getirirken gerçekleĢen 

mekanizmalar net ve detaylı olarak bilinmemektedir. DNA demetilasyonu, metile DNA 

zincirinden 5mC‟lerin uzaklaĢtırılmasıdır ve bu süreçte DNA tamir mekanizmaları da 

görev yapmaktadır. DNA demetilasyonu; aktif DNA metilasyonu ve pasif DNA 

demetilasyonu olarak 2 farklı mekanizma ile gerçekleĢir. Pasif DNA demetilasyonu; 

DNA replikasyonu sırasında DNMT1‟in inhibisyonu, degredasyonu ya da nüklear 

eksizyonu sonucu, yeni hücrelerde DNA metilasyonunun %50 oranında kaybıdır 

(Oswald vd 2000, Mayer vd 2000). Aktif DNA metilasyonu ise 5mC‟lerin enzimatik 

olarak uzaklaĢtırılmasıdır (Jost 1993, Agius vd 2006). DNA demetilasyon 
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mekanizmasını aktifleĢtiren sinyallerin ne olduğu henüz net olarak bilinmemektedir. 

Ancak demetilleyici faktörlerin ve regülatörlerin doku-spesifik oldukları 

düĢünülmektedir (Sen vd 2010, Guo vd 2011).  

 

     Konu ile ilgili ilk çalıĢmalar GADD45α ile tamamlanmıĢtır ve GADD45α‟nın 

overekspresyonunun, metilasyonla susturulmuĢ reporter‟ları demetile ederek aktive 

ettiği gösterilmiĢtir (Barreto vd 2007). Daha sonraki çalıĢmalarda, GADD45-aracılı 

demetilasyonun memeli hücrelerinde meydana gelen aktif bir olay olduğu ve tüm 

GADD45 izoformlarının DNA demetilasyonunda yer aldığı gösterilmiĢtir (Rai vd 2008, 

Engel vd 2009). GADD45-aracılı demetilasyon, hücre farklılaĢması ve strese yanıt 

süreci ile birlikte nükleer hormonlar gibi farklı uyaranlara yanıtla da iliĢkili bulunmuĢtur 

(Sen vd 2010). GADD45α ile ilgili yapılan çalıĢmalarda, bu proteinin hem BER (Baz 

Eksizyon Tamiri)‟de hem de NER (Nükleotid Eksizyon Tamiri)‟de görev aldığına dair 

bulgular elde edilmiĢtir (Niehrs ve Schäfer 2012). Bu bulgular eĢliğinde, GADD45 

proteinlerinin DNA demetilasyonunu nasıl düzenlediklerine iliĢkin 2 olası model öne 

sürülmüĢtür. Ġlk modelde,  NER ya tek baĢına ya da BER ile birlikte GADD45 

proteinlerinin yardımı ile demetilasyon sürecine katılır. Yapılan çalıĢmalarda NER 

inhibitörü olan gemsitabinin GADD45α-aracılı demetilasyonu inhibe ettiği, ancak BER 

inhibitörlerinin aynı etkiye sahip olmadıkları belirlenmiĢtir (Schmitzs vd 2009, Schafer 

vd 2010). Dolayısıyla bu ilk model NER odaklı bir mekanizmayı içermektedir.  Ġkinci 

modelde ise BER aracılığı ile 5mC‟nin deaminasyonu ve sonrasında yardımcı proteinler 

ve enzimler ile uzaklaĢtırılması yer almaktadır. Her iki modelde de NER ve BER‟in 

birlikte yer aldıkları demetilasyonun hücre tipine ve içeriğine bağlı olarak farklı 

mekanizmalarla gerçekleĢtiği, ancak hangi tamir yolağının seçileceği veya bu yolakların 

nasıl aktive edildikleri henüz netlik kazanmamıĢtır (Niehrs ve Schäfer 2012).  

 

     DNA demetilasyonu ile ilgili en önemli sorulardan biri de bölge-spesifikliğinin nasıl 

sağlandığıdır. GADD45-aracılı demetilasyon için bölge-spesifikliğini sağlayan 

kofaktörler (demetilasyonu hedefleyici) içinde en önemli adaylardan biri nüklear 

hormon reseptörleridir. Çünkü GADD45 ailesi proteinleri LXXLL motifi içerirler ve bu 

motifler nüklear hormon reseptörlerine bağlanmaya aracılık etmektedirler. Dolayısıyla, 

GADD45 proteinlerin hormon reseptörlerine bağlanarak, bu reseptörleri demetile 

etmeleri ve sonrasında da özgün hormonların hedef bölgeye çağrılarak reseptöre 

bağlanmaları sözkonusudur (Yi vd 2000).  
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     Özetle, herhangi bir katalitik aktiviteleri olmamasına rağmen GADD45 proteinleri, 

DNA demetilasyonunu NER ve BER mekanizmalarına dahil olarak 

gerçekleĢtirebildikleri düĢünülmektedir. Bu süreçte GADD45 proteinlerinin, nükleotid 

ve/veya baz eksizyon tamir faktörlerini gen-spesifik hedef bölgelere çağırdığı ve tamir 

faktörleri ile kromatin arasında bir adaptör protein gibi rol oynadığı öne sürülmektedir. 

Dolayısıyla, GADD45 proteinlerinin epigenetik ve DNA tamiri arasında bağlantıyı 

sağladıkları düĢünülmektedir (Niehrs ve Schäfer 2012). GADD45 proteinlerinin DNA 

tamir mekanizmaları ile birlikte DNA demetilasyonunda önemli rol oynadıklarına dair 

veriler artmakla birlikte, GADD45-aracılı DNA demetilasyonunun karsinogenez 

üzerinde nasıl bir etkiye sahip olduğu henüz bilinmemektedir. ÇalıĢmamızda GADD45γ 

proteinin ekspresyonunun PCa‟lı olgularda yüksek olduğu belirlenmiĢtir. Yukarıda 

tartıĢılan veriler eĢliğinde, GADD45γ‟nın prostat kanserinin oluĢumundan sorumlu 

olabilecek genlerin demetilasyonuna neden olarak veya androjen reseptör sinyal iletim 

yolağını etkileyerek karsinogenez sürecinde yer alabileceği ile ilgili yeni çalıĢmaların 

yapılması gerektiğini düĢünmekteyiz.   
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6. SONUÇLAR  

     Prostat kanseri, tüm dünyada erkeklerde en yaygın tanı alan kanser türlerinden biridir 

ve sıklıkla ölümle sonuçlanmaktadır. Prostat kanserinin patogenezi net olarak 

aydınlatılamamıĢ olmakla birlikte, tüm solid tümörlerde olduğu gibi önemli hücresel 

mekanizmalardaki düzensizliklerin hastalığın patogenezinde rol oynadığı bilinmektedir. 

“Growth Arrest DNA Damage-Inducible 45’ (GADD45) gen ailesi bu mekanizmalarda 

yer alan önemli bir gen ailesidir ve GADD45, GADD45, GADD45  olmak üzere 3 

üyeden oluĢmaktadır. 

      GADD45, hücre döngüsünün negatif regülasyonunda rol oynayan bir gendir. Hem 

hematolojik malignensiler hem de solid tümörlerde GADD45 ekspresyonunda önemli 

ölçüde azalma olduğu ve kanserli dokularda GADD45  metilasyon düzeyinin daha 

yüksek olduğu belirlenmiĢtir. Aynı zamanda GADD45 metilasyonu ve GADD45 

ekspresyon kaybı arasında sıkı bir korelasyon bulunmuĢtur. Ancak, prostat 

kanserlerinde sözkonusu genin ekspresyon ve metilasyon düzeyleri hakkında detaylı 

bilgi bulunmamaktadır. Bu amaçla planlanan çalıĢmamızın ana sonuçları aĢağıda 

belirtilen maddeler halinde özetlenebilir:  

- Literatürle uyumlu olarak, hematolojik malignensilerin aksine diğer solid 

tümörlerde olduğu gibi prostat kanserlerinde GADD45 metilasyon düzeyi 

düĢüktür (%1.8). Prostat kanserlerinin aksine BPH‟da GADD45 metilasyon 

sıklığı daha yüksektir (%25) (p=0.000). Bu çalıĢma, literatürde prostat 

kanserlerinde ve BPH‟da GADD45 metilasyon düzeyini belirleyen ilk çalıĢmadır.  

- GADD45 metilasyon profilini belirlemede Metilasyona-özgün HRM Analizi 
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kullanıldı ve tüm olgulardan informatif sonuçlar alındı. HRM analizi diğer 

Metilasyona-özgün PCR yöntemlerine göre duyarlılık, özgünlük ve maliyet 

açısından daha üstündür.  

- GADD45 protein ekspresyon oranları prostat adenokarsinomlu ve BPH‟lı 

olgularda sırası ile %53.6 ve %33.3 olarak belirlendi. GADD45 metilasyonu ve 

protein ekspresyonu arasında korelasyonun bulunmaması, bu alanda yeni 

çalıĢmaların yapılması gerekliğini göstermektedir. Bu yeni çalıĢmalar 3 ana baĢlık 

altında özetlenebilir:  

a) Daha ileri yöntemler (bisülfit dizi analizi gibi) kullanılarak GADD45γ 

geninde, çalıĢmamızda değerlendirilen promoter bölgesinde metilasyon 

düzeyinin belirlenmesi,  

b) GADD45γ geninde, çalıĢmamızda değerlendirilen promoter bölgesi 

dıĢındaki diğer CpG alanlarının metilasyon durumunun belirlenmesi, 

c) DNA metilasyonu dıĢında diğer epigenetik mekanizmalardaki değiĢimlerin 

belirlenmesidir.  

- Literatürle uyumlu olarak, prostat adenokarsinomlu tüm olgularda Bcl-2 

ekspresyon kaybı belirlenirken, BPH‟lı olguların %75‟inde Bcl-2 ekspresyonu 

gözlendi (p=0.000). Bcl-2 ekspresyonunun gözlenmemesi, prostat kanserli 

dokularda bazal hücre kaybı olduğunu göstermektedir.   

- Literatürle uyumlu olarak, BPH ile karĢılaĢtırıldığında prostat adenokarsinomunda 

Bcl-xL ekspresyonunda anlamlı artıĢ belirlendi (p=0.003) 

- Prostat kanserli olgularda GADD45 ekspresyonunda anlamlı artıĢ gözlenmesine 

rağmen, GADD45 ekspresyon durumu ile apoptoz arasında anlamlı bir iliĢki 

bulunmadı. Bu sonuçlar bize prostat kanserinde apoptoz regülasyonunun çok daha 

karmaĢık bir mekanizma ile sağlandığını ve GADD45‟nın, tek baĢına kanser 

hücrelerinde bu programlı hücre ölüm tipine neden olmadığını göstermektedir.  
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