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OZET
N.E.U. Saglik Bilimleri Enstitiisii
T1bbi Biyoloji Anabilim Dali
Doktora Tezi / KONYA 2015
Uzm. Bio. Ilknur KARALEZLI

Prostat kanseri erkeklerde en sik goriilen kanserdir. Akciger kanserinden
sonra erkeklerde kansere bagli Oliimlerde ikinci sirayr almaktadir ve kanser
Olimlerinin %10’undan sorumludur. Prostat kanserlerinin olusmasinda yas ve
genetik faktorler oldukca Onemlidir. Kinetokor proteinlerinin karsinogenezle
baglantilar1 yapilan ¢alismalarda gosterilmistir. Bunlardan birisi olan sentromer
protein H’in bazi kanser tiirlerinin gelisimi ile olan baglantilar1 tespit edilmistir. Bu
calismada sentromer protein H (CENP-H) ekspresyon diizeyinin prostat
karsinomunda (PCa) degisip-degismediginin saptanmasi ve karsinogenez siirecindeki

muhtemel roliiniin belirlenmesi amaglanmustir.

Bu amagla, prostat kanseri tanisi almis hastalardan ¢ikarilan total prostat
dokularindan elde edilen parafine gomiilmiis Orneklerde CENP-H geninin
transkripsiyonel analizi gerceklestirilmistir. Ekspresyon analizleri ayni hastanin
prostat  dokusundaki tiimdéral ve non-tiimoral alanlardaki ekspresyonun
karsilastirilmasi ile elde edilmistir. Calismaya 40 adet radikal prostatektomi
materyali alinmig, daha sonra yiiksek Gleason skorlu 9 doku materyali; normal
prostat dokusu alani tiimor dokusu alani ile ¢ok igige oldugu igin; 3 doku materyali

de RNA elde edilemedigi i¢in ¢alismadan ¢ikarilmistir.

CENP-H gen ekspresyon analizi Real Time PCR (Ger¢ek zamanlh
Polimeraz Zincir Reaksiyonu) (PZR) ile yapilmistir. Kalan 28 olgunun tiimore ait
doku ornekleri ve tlimorsiiz normal alana ait doku Orneklerinden ayri1 ayr1 RNA
izolasyonlar1 gerceklestirildi. Daha sonra gergeklestirilen qRT-PZR analizleri iiger
defa tekrarlanmis ve elde edilen verilerden Ct degerlerinin kalite kontrolleri
yapilmistir. House keeping gen GAPDH ve hedef gen CENP-H’a ait Ct degerleri
doku (tiimor ve normal) ve teknik tekrar (tekrar -1, -2, -3) gruplarinda
karsilastirilmistir. GADPH Ct degerleri tiimor dokularinda (25,62 +£0,3182) kontrol
dokularina gore (26,61+0,3182) anlamli diizeyde diisiik bulunmustur (p=0,029).
CENP-H geni i¢in gruplar ve teknik tekrarlar arsinda farklilik gozlenmemistir.
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Calismada, prostat kanserinde normal doku ile tiimor dokusu arasinda
CENP-H ekspresyonu bakimindan herhangi bir farklilik tespit edilememistir. Ayrica
O0lim nedenlerine bakildiginda, hastalarin hi¢ birisinde PCa nedenli mliim

saptanmamuistir.

Anahtar Kelimeler: Prostat Kanseri, Centromer Protein H, Kinetokor

Protein, Sentromer-Kinetokor, Sentromer Protein
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ABSTRACT
N.E.U. Institute of Health Sciences
Department of Medical Biology
PhD Thesis / KONYA 2015
Exp . Bio. Ilknur KARALEZLI

Prostate cancer is the most frequent cancer type in men. After lung cancer, it
is the second most common cause of morbidity in men responsible for 10 % of
deaths. Age and genetic factors have a high significance in the development of
prostate cancer. The relation of kinetochore proteins with carcinogenesis have been
shown in the studies made. The association of centromere protein H in the
development cancer types has been determined. In the present study, the aim is to
determine whether centromere protein H (CENP -H) expression levels change in
prostate carcinoma (PCa) and the possible role of CENP -H in the carcinogenesis

process.

Hence, transcriptional analysis of the CENP —H gene was conducted in the
total prostate tissues extracted from patients diagnosed with prostate cancer and
embedded in paraffin. The expression analyses were obtained from the comparison
of the expressions within the tumoral and non-tumoral areas in the prostate tissue of
the same patient. For the present study, 40 radical prostatectomy samples were
recruited; yet 9 tissue material with a high Gleason score were excluded as the
normal prostate tissue area was to closely intertwined with tumor tissue and 3 due to
the inability of obtaining RNA.

CENP -H gene expression analysis was made using Real time PCR (real-
time polymerase chain reaction). RNA isolations were carried out for tumor and non-
tumor tissue areas separately in the remaining 28 samples. Subsequently, gRT - PCR
analyzes were repeated three times and from the data obtained the quality of Ct
values controlled. Ct values of the house keeping gene GAPDH and of the target
CENP -H gene were compared among the tissue (tumor and normal) and the
technical repetition (repetition -1, -2, -3) groups. In the tumor tissues GADPH Ct
values (25.62 £ 0.3182) were significantly lower (p = 0.029) than the control tissues
(26.61 + 0.3182). No statistically significant difference for the CENP -H gene was

obtained from the group and technical repetition comparisons.
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In the present study, no statistically significant in the CENP -H expression
was determined between tumor and normal tissue in prostate cancer. Moreover, on

investigating the causes of death, in none of the patients PCa related death was

determined.

Keywords: Prostate Cancer, Centromere Protein H, kinetochore Protein,

Centromere Kinetochore, Centromere protein
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1. GIRIS VE AMAC

Prostat kanseri (PCa), gelismis iilkelerde 6zellikle bat1 diinyasinda en sik
goriilen kanserlerdendir ve kanser nedeni ile oOliimlerde Onemli pay sahibidir
(Bostwick ve ark 2004; Buhmedia ve ark 2006; Arcangeli ve ark 2012).

Bu kanserler, 40-50 yaslarindan 6nce nadir goriiliirken, yas ile birlikte
insidans1 artar ve 80 yasin ilizerinde yaklasik % erkekte latent hastalik kanitlart
otopsilerde gosterilmistir (Arcangeli ve ark 2012).

Amerika’da cilt kanserinden sonra en sik tani konulan kanserdir ve
dogumdan 6liime kadar bir erkegin PCa olma riski %15,3 (1/7) olarak bildirilmistir.
Bu oran akciger kanseri i¢in %7,6 (1/13)’ dir (Siegel ve ark 2014).

Prostat kanserinde Amerika’da 2014 yilinda yaklasik 233.000 yeni vaka
beklenmektedir ki, bu tiim beklenen kanserlerin %27’sidir (Siegel ve ark 2014).
Ayrica 2015 yilinda 280.000, 2025°te 350.000 yeni vaka ve 2030 yilinda ise, 70.000
PCa nedeni ile 6liim beklenmektedir (Arcangeli ve ark 2012). Bu rakamlar prostat
kanserinin yaslanan erkek i¢in ne kadar onemli bir saglik problemi oldugunu
gostermektedir.

PCa’nin dogal seyrini ve bunu etkileyen faktorleri saptamak kolay degildir
ve bu mekanizmalar tam aydinlatilamamistir (Eskicorapg1 2007). Bu nedenle organa
sinirlt  hastalikta en Onemli prognostik parametreler; Gleason skor, kapsiiler
invazyon, PSA, tiimor evresi ve andploidi’dir (Buhmedia ve ark 2006).

Neoplastik genomda molekiiler bazda gozlenen degisiklikler son yillarda
meme ve akciger karsinomlari, gliomlar ve kronik ldsemiler gibi cesitli
malignitelerin rekiirrens riski, tedaviye cevabi, hastalikli veya hastaliksiz sagkalim
gibi prognostik parametreler ile basarili bir sekilde iliskilendirilmistir. Prostat
adenokarsinomunda da bu amaglar ic¢in kullanilabilecek molekiiler prognostik
belirtecler ve hastaya 6zgilin tedavi i¢in hedef alinabilecek fizyolojik siireclerin
belirlenmesi i¢in yogun ¢alismalar devam etmektedir (Giirel 2013).

Bizim ¢alismamizin amaci, insan aktif kinetokorunun temel bilesenlerinden
biri olan sentromer protein H’in (CENP-H) prostat karsinomundaki (PCa)
ekspresyonel diizeyini tespit ederek, bunu hasta sag kalimi1 da dahil olmak iizere,

klinopatolojik verilerle iligkilendirmektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Prostat Bezi
2.1.1. Prostat Bezinin Anatomisi

Erkek iireme sisteminin en biiylik yardimci iireme bezi olan prostat,
fibromuskuler ve glanduler yapida bir organdir. Pelvis bosluguna yerlesmis, simfizis
pubisin arkasinda rektum ampulasinin 6niinde diafragma urogenitalisin {istiinde ve
mesanenin altinda yer alir. Uretranin baslangi¢c kismini (prostatik uretra) cevreler.
Tabani yukarida, apeksi asagida olacak sekilde ters ¢evrilmis bir koni veya kestane
seklindedir. Boyutlar yaklasik olarak, yiikseklik 3 cm, genislik 4 cm ve kalinlik ise,
2 ile 2,5 cm arasindadir. Ayni zamanda agirhigr 18 ile 20 gram civarindadir (Yiicel
2003; Grazioly ve ark 2008; Colleary ve ark 2007; Chung ve ark 2011). Prostat,
kollagen, elastin ve yogun diiz kas tabakasindan olusan bir kapsiil ile sarilidir. Bu
kapsiil, fibromuskuler stromanin periferde yogunlagmasi ile olusur. Mesane

boynunda kapsiil bulunmaz (McNeal 1981).

Prostatin 6n (anterior), arka (posterior) ve 2 adet alt yan (infero-lateral)
olmak {izere 4 yiizii vardir. On yiizde puboprostatik ligamentler ile pubis kemigine
baglanir. Burada bag dokusu ve venden zengin ven plexusu (santorini pleksusu)
bulunur. Bu pleksus ile vertebral pleksus arasindaki iligkinin PCa’nin vertebral
metastazlar ile iliskili oldugu diisliniilmektedir. Arka yilizde rektovezikal facia (
denonvillier facias) ile rektumdan ayrilir. Inferolateral yiizlerde levator ani kasi ile
komsu olup, endopelvik facia ile iligkilidir. Posterosuperior’da mesane fundusu ile
rektum arasinda vezikiiloseminalisler ile komsudur (Grazioli ve ark 2008, Collearry
ve ark 2007; Chung ve ark 2011).
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Sekil: 2.1.1. Prostat ve Komsuluklari
Kaynak: Netter Anatomi Atlas1 2006.

Prostatin ilk modern anatomik agiklamasini 1912°de Lowsley tarafindan
yapilmistir. Buna gore prostat anterior, posterior, median ve 2 lateral olmak tizere 5
loptan olugmaktadir (Collearry ve ark 2007; Chung ve ark 2011). Daha sonra 1968
yilinda, McNeal (1981), mikroskobik bezler ve duktal yapilar {izerinden zonal
anatomiyi izah etmistir. Buna gore prostatin glanduler yapilari, santral zon,
transizyonel zon ve periferik zon olmak iizere ii¢, non glanduler yapilari ise, anterior
fibromuskuler stroma ve preprostatik sfinkter olmak iizere iki bolgeye ayrilmaktadir.
Bu zonal anatomi, prostat hastaliklarinin patogenezini agiklamakla ilgilidir.
Adenokarsinomlarin ¢ogu periferik zondan kaynaklanir (McNeal 1981; McNeal
1997; Collarry ve ark 2007; Chung ve ark 2011; Grazioli ve ark 2008).

2.1.2. Fizyoloji

Prostat, ince, siit kivaminda, kalsiyum, sitrat iyonu, fosfat iyonu, pithtilagma
enzimi, profibrinolizi ve proteazlar igeren bir sivi salgilar. Emisyon sirasinda prostat
kapsiilii vaz deferens ile es zamanli olarak kasilir ve bu siviyr semene katar. Hafif
alkalen Ozellikteki bu sivi ovumun basarili fertilizasyonu i¢in olduk¢a Onemlidir.
Ciinkii sperm motilitesi igin pH 6-6,5 olmalidir. Vajen sekresyonlar1 asidiktir (pH
3,5-4). Ayrica vaz deferens sivisi da nisbeten asidiktir ve spermin fertilizasyon
yetenegini inhibe eder. Prostat sivisi bunu nétralize ederek spermin motilite ve

fertilizasyon yetenegi kazanmasina yardim eder. Ayrica semende bulunan ¢inko,



primer olarak prostat kaynaklidir ve antibakteriyel faktér oldugu diistiniiliir. Ayrica
PSA’nin aktivitesini regiile ettigi disiiniilmektedir (Berman ve ark 2011).

PSA, prostatik epitelyumdan salgilanan ve seminal plazmasinda bulunan bir
proteinaz olup molekiil agirligi 33 kDa’dir. PSA, hem tripsin benzeri, hemde
kimotripsin benzeri enzimatik etkiye sahiptir. PSA’nin gorevi ejekiilatin pihtisini
eritmektir. Giiniimiizde PCa’nin tani, tedavi ve takibinde kullanilan ¢ok onemli bir

belirtectir (Guyton ve ark 2000; Nuhoglu 2007).



2.2. Prostat Kanseri
2.2.1. Epidemiyoloji, Insidans ve Mortalite

PCa oldukca yaygin bir hastaliktir. Insidansi, iilkeler, irklar ve ayni iilkenin
farkli yerlesim bolgesine gore degisiklikler gosterir (Kashefi ve ark 2010; Divrik
2007). Prostat kanserinde, 40-50 yastan O6nce goriilmesi nadirdir. Yasla birlikte
diinyanin her yerinde insidansi artar ve 80 yaslarinda % kiside latent hastalik goriiliir

(Arcangeli ve ark 2012).

PSA’nin klinik uygulamaya girmesiyle dramatik olarak insidansta artis,
ilerlemis hastalik tanisinda azalma gozlenmistir (Kashefi ve ark 2010; Divrik 2007;
Arcangeli ve ark 2012) (Grafik: 2.2.1).
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Grafik: 2.2.1. ABD 1975-2010 Yillar1 Arasinda Prostat Kanseri Insidans ve Mortalitesinin Degisim
Grafigi (PSA’nin yaygin kullaniminin etkisi goriilmektedir)

Kaynak: National Cancer Institute. Surveillance Epidemiology and End Results (SEER) Program.

National Cancer Institute.http://seer.cancer.gov/.

Prostat kanserinde 1980 yilinda % 20 olguya metastazla tan1 konurken
2004’de bu oran % 5 olmustur (Cooperberg ve ark 2004).

Amerikada, cilt kanserleri diginda en sik goriilen kanserdir ve kanser
nedeniyle oOliimlerde akciger kanserinden sonra ikinci sirada yer almaktadir
(Bostwich 2004; Arcangeli ve ark 2012; Siegel ve ark 2014). Afrika kokenli
Amerikalilarda insidans 272/100.000 iken, beyaz Amerikali’larda 169/100.000 dir.


http://seer.cancer.gov/

Mortalite oran1 da Afrika kokenlilerde beyazlara gore iki kattan daha fazladir
(Kashefi ve ark 2010; Divrik 2007).

2008 yilinda Avrupa’ da 382.000 vaka bildirilmistir ki, bu tim kanser
vakalar1 arasinda % 22.2 ile en yiiksek orandir. Avrupa’da, kanser nedeniyle 6liimler
arasinda akciger ve kolorektal kanserlerden sonra iiclincli sirada yer almaktadir

(Arcangeli ve ark 2012).

Avrupa’da Iskandinav iilkelerinde, Giiney Avrupa iilkelerine gore daha fazla
insidans ve mortalite vardir. Diinyada en diisiik insidans Cin, Japonya ve diger Asya
tilkelerinde goriilmektedir (Divrik 2007; Abouassaly ve ark 2011; Oh ve ark 2003;
Dean ve ark 2013; Parkin ve ark 2005). PCa insidans1 2006 ile 2010 yillar1 arasinda
her y1l %2 azalirken, 6liimler %3,1 azalmistir. Yasam siiresince PCa’ya yakalanma
riski %15.3 olarak belirtilmistir (Siegel ve ark 2014). 20 yil 6nce prostat kanserli
hastalarin 1/3’1 hastalik nedeniyle oliirken, gilinlimiizde bu oran %]1’e diismiistiir

(Kashefi ve ark 2010).

Mortalite orani kuzey, orta ve giiney Amerika, Avrupa ve Avustralya’da
%9,7 ile %16 arasinda, Asya’da %0,6 ile %4,8 arasinda degismektedir. Asya’daki
insidans ve mortalitedeki bu asin1 farklilk diyet ve c¢evresel faktorlere

baglanmaktadir (Dean ve ark 2013).



Incidence Mortality
North America 119.9 5.8

Australia/New Zealand 799 s
Western Europe 61.6 I:-W.S
Northern Europe 574 |:-19.7

Caribbean 524 [l zs0
South America 47.0 I:- 18.0
Southern Africa a05 [l 224
Southern Europe 35.5 I:- 13.2
Central America 30.6 I:- 15.5
Middle Africa 245 211
Micro/Polynesia 203 108

Western Africa 19.3 I:- 16.0

Eastern Europe 17.3 I:.QJ
Eastern Africa 13.8 |:.1 1.8
Japan 12.6 [I 5.7
Western Asia 109[ Je.0
South-Eastern Asia 7.0[ o5
Northern Africa 5.8 [I 4.9
Melanesia 5.T|] 3.1
South Central Asia 4.4 |] 2.8
China 1.6[]1.0

I
140 120 100 80 60 40 20 0 20 40 60 80 100 120 140

Age standardized per 100,000

Grafik: 2.2.2. Ulkelere Gére PCa Insidans ve Mortalite Oranlar1 (Parkin DM ve ark 2005).

Ulkemizde saglik bakanlhigi verilerine gore akciger kanserlerinden sonra

ikinci siklikta gorilmektedir (Tirkiye Halk Sagligi Kurumu 2009).

2004 2005 2006 2007 2008 2009° 2010 2011°

Trakea, Akciger ve Brons 65,1 65,9 68,9 73,0 69,2 74,1 79,3 84,9
Prostat 24,9 28,6 28,9 32,3 37,6 44,0 51,4 60,0
Mesane 1z 3 20,6 21,0 22,5 21,7 23,4 25,3 27,3
Kolorektal 16,5 16,2 18,2 19,1 20,8 22,5 24,3 26,3
Mide 14,1 14,9 14,8 17,3 18,0 19,1 20,3 21,6
Non-Hodgkin Lenfoma 6,3 5,9 6.9 7.6 6,9 8,5 10.4 12,7
Larinks 10,0 8,9 9,7 S =il S5 9.9 10,3
Pankreas 4,0 4,4 5,2 6,3 6,1 6,7 WS 8,0
Bobrek 4,1 4,1 5 5821 5,8 6.3 6.9 7.5
Beyin, Diger Sinir Sistemi 4,7 5,7 5.4 58 6,1 6,2 6,3 6,4

Tablo: 2.2.1. Erkeklerde En Sik Gériilen 10 Kanser Tiiriiniin insidansi
Kaynak: Tiirkiye Halk Saghg Kurumu (Not: 2009, 2010 ve 2011 yillarina ait insidans degerler
calismanin yapildig: tarihteki tahmini degerlerdir)



2.2.2. Etyoloji ve Risk Faktorler

PCa etyolojisinde hem genetik hem de c¢evresel faktorler rol oynar.
Yasglanma ile prostat bezinin epitel hiicresinde genetik degisikligin kac¢inilmaz
olduguna dair giiclii kanitlar vardir. Bu degisiklikler zamanla artar ve bazi
degisiklikler orta ve ileri yas erkeklerde otopsi veya prostat ameliyati sonrasi
goriilmektedir. Bu degisiklikleri etkileyen faktorler ¢esitlidir ve ne zaman basladig,
ne hizla ilerledigi ve kansere doniisiim siireci halen arastirma konusudur. Epitel
hiicre hasarindan sonra, enflamatuar yanitin olusmasi sonucu ¢ogu olguda kanserin
basladig: ileri siiriilmiistiir. Hastaligin olusumundan sorumlu tek ajan veya siireg
yoktur. Birgok genetik degisiklikler ve islemler siire¢ boyunca farkli noktalar etkiler
(Divrik 2007; Bostwick ve ark 2004). PCa ile ilgili birgok risk faktorii ortaya

konmustur.
2.2.2.1. Ailesel Yatkinlik ve Genetik Faktorler

Ailede PCa oykiisii ve genetik yatkinlik, tiim yaygin kanserlerde oldugu gibi
olast en giiclii risktir (Divrik 2007; Bratt 2002). Ailesel yatkinlikla, kansere
yakalanan aile birey sayisi ve yaslar1 da onemlidir (Bratt 2002; Bostwick ve ark
2004). Birinci derece akrabalarda PCa varsa, kanser gelisme riski 2 ile 3 kat, 3 veya
daha fazla aile tliyesinde PCa varsa, 10 kata kadar artmaktadir (Oh ve ark 2003).
Epidemiyolojik ¢alismalar PCa’nin %5 ile %10 kadarmin herediter ozellikte
oldugunu gostermektedir (Bratt 2002). Aile 0ykiisli olanlarda kanser gelisme riski
1,3 ile 18 kat fazladir (Divrik 2007). Herediter olgular sporadik olgulardan 6-7 yil
once hastaliga yakalanmaktadir (Bratt 2002; Bostwick ve ark 2004; Gonzalgo 2003).
Arastirmalarda, RNASEL/HPCI, ELAC2/HPC2, SR-A/MSR1, CHEK2, BRCAZ2,
POV1, OGG1, MIC1 ve TLR4 gibi bir¢cok sorumlu gen tarif edilmistir. Yatkinligi
bilinen genler arasinda HPC1 en iyi karakterize edilendir (Divrik 2007; Nuhoglu
2007).

2.2.2.2. Yas

PCa igin yas ¢cok onemli bir risk faktoriidiir ve siklig1 yasla dramatik olarak
artmaktadir. Otopsi calismalarinda 50 yas civarinda %15-30 arasinda occult ca
goriiliirken, 80’li yaslarda %60-70 erkekte PCa’nin histolojik kanitlar1 goriiliir
(Bostwick ve ark 2004; Oh ve ark 2003). Klinik olarak prostat kanser tanisi da yasla
artar. 50 yas altinda nadir iken, 65 yas altinda 47.1/100000 olarak bulunmustur (Oh



ve ark 2003). Yasa bagh degisikliklerin oksidatif stresle bagli oldugu
diistiniilmektedir. Fakat destekleyici faktorler sinirlidir (Bostwick ve ark 2004).

2.2.2.3. Enfeksiyon ve Enflamasyon

Birtakim c¢aligmalarda cinsel yolla bulasan hastalilar ve prostatitler direkt
olarak PCa riski ile iligkili bulunmustur. Cinsel yolla bulagan hastaliklarin genel riski
1,4 ve en yiiksek risk sifiliz i¢in 2,3 olarak bildirilmistir. Ancak cinsel yolla bulagan
hastaliklarin PCa igin bir risk teskil etmedigini gosteren calismalar da vardir.
Prostatit ile PCa iliskisini arastiran ¢alismalar ¢eliskili sonug¢lar vermistir (Divrik

2007, Abouassaly ve ark 2011, Bostwick ve ark 2004).

Prostat enflamasyonunun PCa olusum ve progresyon mekanizmasina
katkida bulundugu gosterilmistir. Enflamasyonun hiicre ve genom hasar1 yaparak
bunu koriikledigi diisiniilmektedir (Divrik 2007; De Marzo ve ark.1999; DeMarzo
ve ark 2003).

2.2.2.4. Cografi ve Irksal Faktérler

Epidemiyoloji ve insidans kisminda bahsedildigi gibi, PCa Kuzey Amerika,
Kuzey Avrupa ve Iskandinav iilkelerinde sik, Asya’da nadirdir. Afrika’da orta
diizeydedir. Ayrica Afrika kdkenli Amerikalilarda mortalite oran1 beyazlardan 2 kat
asya kokenli Amerikalilardan 5 kat fazladir. Bu dagilimlarda genetik, cevresel,

sosyoekonomik ve diyet faktorleri ile ultraviyole 15181na daha az maruz kalma gibi

faktorler rol oynayabilir (Oh ve ark 2003; Divrik 2007).
2.2.2.5. Hormonlar

PCa olusum ve progresyonu i¢in intakt bir hipotalomo-hipofizo-gonadal aks
gereklidir. Puberteden once kastre olan erkeklerde PCa gelisme riski son derece
azdir. Prostat epitelinin biiylimesi ve hacminin korunmasi, androjen ve Vit D yollar
araciligiyla diizenlenir. Androjenler hiicre cogalmasini uyarirken Vit D metobolitleri
inhibe eder. Prostatin primer androjeni 5 alfa reduktaz tarafindan katalizlenen
Dihidrotestosteron (DHT)’dur. DHT, intrasitoplazmik androjen reseptérlerine
baglanir ve androjen yanit elemanlarini aktive eder. Fonksiyonel tip 2-5 alfa
reduktaz, erkeklerde prostat ve dis genitallerin gelisimi icin gereklidir ve yetersiz
DHT etkisi PCa gelisiminde koruyucu rol oynamaktadir. 5 alfa reduktaz inhibitorii
olan finasterid ile yapilan ¢alismalarda %25 oraninda PCa’nin azaldig1 gésterilmistir.

PCa gelisimi i¢in bezin androjen etkisinde kalmasi bir 6n kosul gibi goriinse de
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karsinogene igin gerekli siire ve biytiklik bilinmemektedir (Abouassaly ve ark.
2011; Bostwick ve ark 2004, Oztiirk ve ark. 2008).

2.2.2.6. Diyet

Bir¢ok calisma PCa ile yag tiiketiminin iligkili oldugunu gdstermistir.
Kirmiz1 et, hayvansal yag ve total yag tiiketimi ile PCa arasinda artan bir iliski
vardir. Ayrica alfa linoleik asit (Bitkisel ve hayvansal yaglar ile yesil yaprakli
bitkilerde bulunan bir yag asidi), siit ve serum vit D diizeyinin diisiik, kalsiyum
aliminin yiiksek olmasinin da PCa riskini artirdigr bildirilmistir (Divrik 2007; Oh ve
ark. 2003).

2.2.2.7. Diger Faktorler

Sigara igenlerde kadmiyuma bagli olarak dolagimdaki androjen seviyesinde
ve oksidatif streste artis goriiliir ki bu da PCa igin risktir. Obezitenin PCa i¢in risk
olusturacag: bildirilse de obez ve artmis kitle indeksinin diisiik PCa riski ile ilgili

oldugunu gosteren calismalarda vardir (Divrik 2007).

Alkol alimt ile ilgili artmis risk bildiren calismalar yaninda, aksi goriiste
olan bildirimler de vardir. Vazektomi yapilan insanlarda da PCa riskinin artti1

bildirilmistir (Divrik 2007; Bostwick ve ark 2004).
2.2.3. Patoloji

PCa’nin %95 den fazlas1 adenokanserdir. Diger nadir histolojiler, miisindz
kanser, adenoid kistik karsinom, karsinoid tiimdr, prostatik duktal karsinom, kiigiik
hiicreli karsinom, transizyonel hiicreli kanser ve malign mezensimal tiimorlerdir
(Baydar 2007; Epstein 2004; Oh ve ark 2003). PCa’larin ¢ogu bir veya birden fazla
patern sergileyen asiniislerden olusur. Tani ig¢in 151k mikroskobu ¢ogunlukla
yeterlidir. Nadiren immuno histokimya gerekir. Tiim tiplerinde ortak ozellik bazal

hiicre tabakasinin yoklugudur.
PCa’da histopatolojik major bulgular (Baydar 2007);
- Infiltratif biiyiime paterni

- Komsu normal bezlerden farkli 6zellikler tasiyan iri veya kiiciik bez
gruplari
- Bezde yan-yana birkag hiicrede iri nukleol( >1,6p)

- Kromatin granularitesinde artmakla birlikte nukleer irilesme
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- Hafif nukleer pleomorfizm ve bez i¢indeki nukleuslarin anormal dagilimi
- Bazal hiicre yoklugu

- Fibrokollajen nodiiller

- Perindral invazyon

- Glomerulasyonlar

PCa’da Histopatolojik Yardimci Bulgular (Baydar 2007);

- Mavi Musin

- Pembe amorf salg1

- Kristaloidler
2.2.3.1. Prostat Kanserinin Onciil Lezyonlar

Prostatta, klinik kanser gelisimine yol acan faktorler iyi bilinmemekle
beraber, kronik enflamasyonun hem basit atrofi ile hem de postatrofik hiperplazi ile
birlikte oldugu agik¢a gosterilmistir. De Marzo ve arkadaglar1 proliferatif inflamatuar
atrofinin (PIA) direkt olarak veya yiiksek dereceli prostatik intraepiteliyal neoplazi
(HGPIN) ye yol acarak indirekt yolla PCa’nin prekiirsorii oldugunu One
siirmiislerdir. Arastirmalar PIA’daki siklik, dagilim, proliferatif durum, molekuler
degisiklikler ve kromozom 8 kazamimmin PiIA, HGPIN ve PCa arasinda bir ilgi
oldugunu diisiindiirmektedir (Tomas ve ark 2007; De Marzo ve ark 1999; De Marzo
ve ark 2007) (Sekil: 2.2.3.1).

Prol|ferat|ve h b
inflammatory | —>
( atrophy (PIA)

§, @&
Normal b
J

Low-grade | _€ / ngh grade
‘ O ‘

Secretory ‘ ‘ T ‘ |
i OQOOO

Basall

Invasive

Basement membrane carcinoma

Sekil: 2.2.3.1. PCa Progresyonunun Hiicresel ve Molekiiler Modeli (De Marzo ve ark. 2007).

2.2.3.1.1. Prostatik Intraepitelyal Neoplazi (PIN)

PCa’nin 6nciil lezyonu olarak kabul edilen PIN, PIN1 (hafif), PIN2 (orta) ve
PIN3 (asir1) olmak tizere ti¢ derecede incelenmektedir. Giiniimiizde PIN 1 diisiik,
PIN 2 ve 3 yiiksek grade (High Grade) olarak siniflandirilir. Yiiksek grade PIN
(HGPIN), PCa igin premalign lezyon olarak kabul edilmektedir (Oh ve ark 2003;
Mikuz ve ark. 2007; Tomas ve ark 2007; De Marzo ve ark 1999).

11



HGPIN, prostatik duktus ve asinilerin neoplastik transformasyonu olup,
sekretuar epitelde intraluminal proliferasyon, yapisal ve niikleer atipi ile
karakterizedir (Ermete ve ark 2007). Igne biyopsilerinde HGPIN insidans1 %] ile
%24 arasinda degisse de, ¢alismalarin gogunda %4 ile %5 kadardir. Bunlarin tekrar
biyopsilerinde kanser ¢ikma oran1 %23 ile %35 arasindadir (Eptein 2004; Ermete ve
ark 2007).

PCa gelisiminin ilk basamaklari genetik egilim, oksidatif hasar, diyet,
cevresel faktorler ve inflamatuar degisikliklerle ilgilidir. Anormal promotor
metilasyonu sonucu olusan GST 1 gibi bekgi genlerin down regiilasyonu neoplastik
transformasyon potansiyelini arttirabilir. Kromozomal kayiplar ve telomer kisalmasi
da genetik instabilite ve invazif hastaliga ilerleyise katkida bulunabilir. PIN’den
lokalize kansere ve oradan da metastaik hastaliga ve androjen bagimsizligina gegiste
10q ve 13q kromozomal bdlgelerin kayiplart metilasyon degisiklikleri, tiimor
baskilayict gen fonksiyonlarinin kaybi ve ilave mutasyonel olaylar goriiliir

(Gonzalgo ve ark 2003; De Marzo ve ark 2007).
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Sekil: 2.2.3.1.1. Normal Prostattan PIA, PIN, Lokalize Kanser ve Metastatik Kansere Gelisim Siireci
(Gonzalgo ve ark 2003)

PIN ile karigabilecek benign lezyonlar (Baydar 2007);

- Bazal hiicre hiperplazisi
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- Seffaf hiicre hiperplazisi
- Santral zon histolojisi

PIN ile karisabilecek malign lezyonlar
- Klasik asiner adenokarsinom
- Duktal tip adenokarsinom

2.2.3.1.2. Proliferatif Inflamatuar Atrofi (PIA)

Kronik enflamasyonun birgok organ sistemlerinde kanser gelisimi ile
baglantili oldugu ¢ok eskiden beri bilinmektedir. Fokal prostatik glandular atrofinin,
PCa’nin muhtemel Onciisii olup kronik inflamasyonla baglantilar1 tespit edilmistir.
Bu nedenle bu lezyonlarin inflamatuar oksidanlarin (H202, Nitrik oksit gibi) sebep
oldugu hasarin onarimi amaciyla epitelyum hiicrelerindeki rejeneratif proliferasyon

sebebiyle olustugu varsayilmaktadir.

Atrofide yiiksek seviyede Glutatyon-S-transferaz P1 (GSTP1) gibi bir¢ok
molekiiler stres sinyal yolagi mevcuttur. GSTP1 kaybi hipermetilasyondan
kaynaklanmaktadir. Sonug olarak bu durum PIA’dan yiiksek gradeli PIN’e ve daha
sonra PCa’ya gecisi gostermektedir. Ayrica PCa duyarlilik genleri RNASEL ve
MSR1’de fonksiyon bozukluklar1 inflamatuar yanitta degisiklige neden olur ve PIA
lezyonlart gelisimini tetikler (De Marzo ve ark 2007; Tomas ve ark. 2007).

2.2.3.1.3. ASAP (Atipik Kiigiik Asiner Proliferasyon)

Prostat igne biyopsilerinde baz1 glanduler odaklar HE boyasi ile kanser i¢in
stipheli olabilse de kimi zaman ayirimi yapilamaz. Bu lezyon ASAP olarak
adlandirilir. ASAP yerine gore bir kanseri, PIN odagini, benign bir lezyonu veya
yakin kiimelenmis benign prostat bezini temsil edebilir. Igne biyopsilerinde ASAP
orant %10 ile %15 arasindadir. Bunlarin tekrar biyopsilerinde kanser saptanma orani
yiiksek olmakla birlikte %21 ile %49 arasindadir (Metin 2008; Ermete ve ark 2007;
Epstein 1999).

2.2.3.2. Histopatolojik Derecelendirme

PCa’nin degerlendirilmesinde en yaygin kullanilan sistem, 1966 yilinda
Donald F. Gleason tarafindan tanimlanan sistemdir. Birka¢ kez revize edildikten

sonra, 2005 yilinda son seklini almistir (Baydar 2007; Ermete ve ark 2007; Epstein

13



2011). Bu sistemde sitolojik 6zellikler goz ardi edilerek glandlarin yapisal 6zellikleri

temel alinir.
Bu 6zellikler 5 patern altinda toplanmistir (Ermete ve ark 2007).

Patern I: Uniform, yakin diizenlenme gdsteren benign bezlere benzer oval-

yuvarlak orta boy bezlerin olusturdugu iyi sinirlt nodiil yapisi.

Patern Il: lyi sinirli, orta boy neoplazik bezlerin yer yer cevreye uzanim

gosterdigi cesitli sekil ve boyutta bezlere benzer orta boy bezler seklindedir.

Patern I11: Infiltratif, cesitli boyut ve sekillerde bezler, Patern 1 ve Patern 2
deki bezlerden kiiciik, ayn1 veya daha biiyilk bezler arada belirgin stromal alan

mevcut

Patern 1V: Infiltratif , i¢ ice gecmis bezler, kotii smirli liimeni belirli

olmayan kii¢lik bezler, genis kripriform yapilar goriiliir.

Patern V: Glandiiler farklilasma olmaksizin, kordonlar, tek tek hiicreler,

ortalarinda nekroz olan solid kripriform yapilar.

Gleason skoru en fazla goriilen patern ile ikincil goriilen paternin toplamu ile
elde edilir (4+3=7, 3+3=6, 4+4=8 gibi). Sadece tek patern goriiliiyorsa, kendi
toplami ile elde edilir (3+3=6 gibi). Radikal prostatektomi spesmeninde ikincil
patern %5’in altinda ise goz ardi edilir. Ornegin % 95°den fazla patern 4 ve %5°den
az patern 3 ise skor 4+4=8 olarak belirlenir (Baydar 2007; Ermete ve ark 2007).
Patern 4’ii tamimak onemlidir. Clinkii 4’{in prognozu, 3 den anlamli olarak daha

kotiidiir (Epstein 2011).

Biopsi materyalleri ile daha sonra yapilan radikal prostatektomi meteryalleri
skorlar agisindan birbiri ile iyi uyum gostermektedir. Gleason skor 7 ve daha
yikseklerde bu uyum %387,5dir (Epstein 2011). Gleason derecelendirme sistemi
PCa’da gii¢lii bir prognostik gostergedir ve tedavi seklini etkilemektedir (Epstein
2004; Ermete 2007).

Organa sinirli olsa bile, skoru yiiksek tiimorlerde daha kisa yasam beklentisi
vardir (Baydar 2007). Gleason skoru 4 ve 5 olanlarin %4l kanserden &liirken, bu
oran gleason skor 6 da %24 tiir (Egevad ve ark 2002).
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2.2.3.3. Prostat Kanserinin Evrelendirilmesi

Klinik evrelendirme, hem prognoz tayini yapmak hem de uygun tedavi
karar1 almak i¢in yapilir. Patolojik evrelendirme ise cerrahi olarak ¢ikarilan dokularin
histolojik analizine gore yapilir. Patolojik evrelendirme hastalik yiikiinii daha dogru

ortaya koyar ve sonuclari 6ngérmede daha yararlidir (Loeb ve ark 2011).

PCa evrelerinde ilk olarak 1956°da Whitmore tarafindan Onerilen
Whitmore—Jewett sistemi kullanilmistir. Daha sonra degisik tarihlerde modifiye
edilen bu sistem yerine giiniimiizde 1975’de AJCC (American Joint Comitte on
Cancer) tarafindan ortaya konan ve 1992°de AJCC ve UICC (International Union
Against Cancer) tarafinda uyarlanan ve en son 2002°de modifiye edilen TNM sistemi
kullanilmaktadir. Bu sistem sadece adenokarsinomlar ic¢indir (Dillioglugil ve ark
2007). T tiimoriin boyutu, N lenf nodlarinin durumu ve M metastazlarin varhigi veya

yoklugunu gosterir.

TX | Primer tiimoriin degerlendirilememesi

TO | Primer tiimore ait bulgu yok

T1 | Klinik olarak tespit edilemeyen tiimér (palpe edilemeyen ve goriintiilenemeyen)

Tla | Tiimoriin, TUR ile rezeke edilen materyalin %5'inden daha azinda bulunmasi

T1b | Timoriin, TUR ile rezeke edilen materyalin %5'inden daha fazlasinda bulunmasi

Tlc | Serum PSA yiiksekligine bagli TRUS-biyopsi ile tespit edilen timor

T2 | Palpe edilen ve prostata smnirlt timor

T2a | Bir prostat lobunun %50sinden azini tutan timor

T2b | Bir prostat lobunun %50sinden fazlasini tutan timér

T2c | Her iki prostat lobunu tutan timor

T3 | Tiimdriin prostatik kapsiil disina yayilimi

unilateral veya bilateral ekstrakapsiiler uzanim veya mesane boynunda mikroskopik

T3a | .
invazyon

T3b | Vezikiila-seminalis invazyonu

T4 | Tumoriin vezikiila-seminalis diginda diger komsu yapilara invazyonu veya fiksasyonu

NX | Rejyonal lenf nodu(LN)’nin degerlendirilememesi

NO | Rejyonal LN metastazi yok

N1 | Rejyonal LN metastazi var

MX' | Uzak yayilimin degerlendirilememesi

MO | Uzak metastaz yok

M1 | Uzak metastaz var

M1a | Nonrejyonal LN tutulumu

M1b | Kemik metastazi

M1c | Diger uzak organlarin tutulumu

Tablo: 2.2.3.3. TNM evrelendirme sistemi (Mottet ve ark 2014).
Kaynak: EAU Prostat kanser kilavuzu
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2.2.4. Klinik Bulgular

Daha onceleri metastaz bulgular1 ile hastalara PCa tanist konulurken,
PSA’nin 1987 den beri yaygin olarak kullanilmasi ile hastalik giinlimiizde daha ¢ok
lokalize evrede yakalanmaktadir. 1991 den beri metastatik hastalik sikligi yilda
%17,9 azalmaktadir (Dillioglugil ve ark 2007).

PCa uretra icine ve mesane boynuna dogru biiylirse, idrar bosaltmakta
giicliik, idrar akim hizinda azalma, idrar retansiyonu gibi obstruktif semptomlar,
pollakiiri, nokturi, ani idrar hissi, idrar kacirma gibi irritatif iseme semptomlari
goriilebilir. Bunun disinda kanserin etkiledigi bolgelere gore hematospermi, ejekulat
hacminde azalma, erektil disfonksiyon, kemik metastazlarina bagli agrilar, vertebral
metastazlara bagl norolojik bulgular goriilebilir (Dillioglugil ve ark 2007). Yaygin
hastalikta alt ekstremite 6demi, paraneoplastik sendromlar, dissemine intravaskular
koagulasyon gelisebilir. Hematuri %15 den az goriiliir ve spesifik degildir. Rektum
invazyonunda kabizlik, rektal kanama ve ishal goriilebilir. Lokal olarak {ireter
invazyonuna bagli olarak obstruktif iiropati gelisebilir ve cift tarafli tutulumlarda

tiremi semptomlar1 olusur (Kosar 2007).
2.2.4.1. Tani ve Evrelendirme Yontemleri

PCa tanisinda kullanilan yontemler, parmakla rektal muayene (PRM), timor
belirtegleri (baslica PSA ve PSA tiirevleri) ile transrektal USG (TRUS) ve biyopsidir.
Kesin tan1 biyopsi ile konur (Nuhoglu 2007; Dillioglugil ve ark 2007).

Evrelendirmede de bunlara ilevaten, bilgisayarli tomografi (CT), magnetik
rezonans gorintileme (MRI) gibi radyolojik yontemler, kemik sintigrafisi,
lenfadenektomi ve histolojik derecelendirmeden faydalanilir (Nuhoglu 2007;
Dillioglugil ve ark 2007).

2.2.4.2. Tiimor Belirtegleri

1935 de insan ejakiilatinda prostatik asit fosfataz (PAP) tanimlanmis, daha
sonra hem metastatik PCa dokusunda, hem de serumda sentezlenmistir ve PCa da
tiimor belirteci olarak kullanilmistir. Daha sonra PSA nin yayginlagsmasiyla, kullanim

giderek azalmistir (Bircan 2008).

Serum PSA analizi, halen giiniimiizde tan1 ve takipte en sik kullanilan

belirtectir. Rutin uygulanmaya ragmen, organ spesifik olup, hastaliga 6zgii degildir.
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Prostatin diger patolojilerinde de yiikselmektedir. Yiiksek PSA da %75 — 80 olguda
kanser tespit edilemez. Ayrica bu yaygin kullanim, klinik énemi olmayan olgulara
tan1 konmasina (over detection) ve tedavi edilmesine (over treatment) neden
olmaktadir (Tefekli 2012; Esen ve ark 2007; Stamey 2004). Son yillarda serum,

doku, idrar bazli ¢cok sayida belirte¢ arastirilmistir.

Kan bazli belirtegler Doku-hiicre bazli belirtegler idrar bazli beliftegler
[ Tanisal boyalar Protein bazl
- PEA (hK3) - High molecular weight cytckeratin - - AnnexinA3,
= PSA derdveled - pB3 = malrix mefalloproteinaz (MMP)'lar
- P3A izofomian -AMACR - idrar/serum PSA crani
- hK2 ve hK11
- Urokinaz plazminajen aktivasyonu (UPAY  Prognostik belirtecler DMNA bazl
- UPA reseptonl - h-Kallikrein gen ailesi - GETF1 hipermedilasyonu
- TGF-E ve IL-6 -PSMA
e IL-6-R) - KI-67 RNA bazl
- Endoglin (CD-105) - Androjen reseptbrier - FCA3 testi
- VEGF (vascular endothelial growth factor) - TMPRSS2 — ERG gen fuzyonu - TMPRSE2-ERG gen flzyonu
- WCAM-1 ([CD106, vasculor cell adhesion - PTEN ve PI3K = GOLPHZ transkipt
molecule-1) -p53 skspresyon dlzeyleri
- Kombinesyonlar - BPINK1/TATI - BPINK1
- MSWB ve EZH2
- E-Cadherin

- HSP jheal shock protein)

- DMNA metilasyonu

Glutathione S-tranaferase P (GSTP1)
RASSFIA

- HER-2

- NEX31 we MYC

- Kisk hiloreler ve ALDH

- micro- AN ar

Dolagimdaki hiicreler

Tablo: 2.2.4.2. PCa tani, tarama ve Prognoz Tayininde Kullanilan Belirtegler (Tefekli 2012).

2.2.4.3. Prognostik Faktorler

PCa’nin dogal seyrini ve bunu etkileyen faktorleri saptamak giigtiir. Yapilan
caligmalarin ortak bulgusu, agresif PCa’y1 saptamada en 6nemli prognostik faktdriin
patolojik tiimor derecesi (Gleason Skor) oldugudur ve PCa’nin prognozuyla ilgili
bilgi saglamak amaciyla en yaygin kullanilan ve kabul edilen sistemdir (Eskigorapg¢1
2007; Buhmedia ve ark 2006). Gleason skor, tiimoriin biyolojik davranisi ve
metastastik potansiyeli i¢in en giiclii bir prediktor olsa da bir¢ok calisma, tek basina
kullanildiginda hastaligin gidisini dngoérmede yeterli olmadigini gdstermistir (Ross

ve ark 2003).

Organa sinirli hastalikta, gleason skor disinda, yas, kapsiiler invazyon, PSA,

tiimdr evresi ve andploidi en iyi gdstergelerdir. Ilerlemis hastalikta gleason skor ve
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niikleer morfometri bir progresyon gostergesi olabilir. Tedavi planlamasini ideal
yapmak i¢in tek bir parametre yerine prognostik faktdrlerden olusan bir nomogram

izlemek uygun olur (Eskigorapgi1 2007).

PCa’da, maalesef hastaligin seyrini glivenle tahmin etmek hala miimkiin
degildir. Bu nedenle prognostik faktor arama c¢abalart devam etmektedir.  Literatiir

bilgileri altinda PCa’da ¢alisilan 6nemli prognostik faktorler agagida dzetlenmistir.
A) Kiliniko — patolojik faktorler
-Yas
- Timor volimii
- Ekstra kapsiiler yayilim
- Seminal vezikiil invazyonu
- Tlimoriin gelistigi zon
- Heterojenite ve Multisentrite
- Morfometrik 6zellikler
B) Biyolojik Prognostik Faktorler
- E- Cadherin
- CD44
- IGF (Insulin-lke growth faktor)
- AR (Androjen reseptorii)
- PAP (Prostatik Asit Fosfataz)
- PSA ve tiirevleri
- PSMA (Prostat spesifik Membran Antijeni)
- Mikrodamar dansitesi (Angiogenez)
- p53
- p27
- pTEN

- Retinoblastoma proteinleri
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C) DNA Ploidy

D) Hiicre proliferasyonu

- Ki-67

- Sphase fraction

- Gene — expression profilling
2.2.5. Prostat Kanserinin Molekiiler Temeli
2.2.5.1. Kalitsal Genetik Degisiklikler ve Yatkinlik

PCa’ini epidemiyolojik olarak sporadik, familiyal ve herediter olmak {izere
tice ayirmak miimkiindiir. Familiyal PCa aile i¢inde ¢coklu PCa vakalarinin varlig ile
tanimlanir. Ayni ailede iki tane birinci derecede PCa’li akraba (baba, kardes, ogul) ya
da bir tane birinci derece ve en az iki tane ikinci ikinci derece (dede, dayi, amca)
PCa’li akrabanin oldugu ailelerde familiyal PCa’inden bahsedilmektedir. Aile
icindeki bu yigilim paylagilan ortak cevresel sartlara ya da PCa’nin genel
popiilasyondaki yiiksek frekansina bagli tesadiiften kaynaklanabilecegi gibi genetik
yatkinliga da bagl olabilmektedir. PCa riskinin etkilenmis akraba sayis1 ve probanda
olan yakinlik derecesi ile orantisal arttig1 diisiiniilmektedir (Epstein 1999). Ug ya da
daha fazla PCa’li birinci derece akrabasi olan erkekler PCa aile Oykiisii olmayan

erkeklere gore 5-11 kat artmus risk ile kars1 karsiyadir (Carter ve ark 1990).

Prostat kanseri vakalarinin %35-10’unu Herediter PCa olusturur (Carter ve
ark 1993). Herediter PCa Carter ve ark (1993) tarafindan tanimlanan asagidaki
kritelerden biri ile karakterize edilmektedir (Carter ve ark 1993).

- Ug ya da daha fazla birinci derece PCa’l1 akrabanin olmasi,
- Ard arda ii¢ jenerasyonda PCa’nin goriilmesi
- 55 yasindan 6nce PCa tanis1 almis 2 kardesin bulunmasidir.

PCa’nin herediter vakalarinin sporadik vakalarma gore daha erken yaslarda
PCa’ne yakalanma egiliminde olmalarina ragmen, herediter ve sporadik formlar
arasinda patolojik 6zellik, niiks insidans ve progressiyonun biyolojik giicli bakiminda
bariz farkliliklar bulunmamaktadir (Carter ve ark 1993). Herediter PCa’nin genetigi
komplekstir ve cesitli genler yatkinlik faktorii olarak one siiriilmiistiir. Herediter

prostat kanseri i¢in baglica ii¢ lokiis tanimlanmistir. Bunlar;
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- HPC1 (Hereditary prostate cancer 1), 1924-25 haritalanmistir. Bu lokiiste
lokalize RNASEL geninin germline mutasyonlarla iliskili oldugu gdsterilmistir
(Carpton ve ark 2002; Rokman ve ark 2002). RNASEL ‘in interferon ile diizenlenen
2-5A yolagi araciligi ile hiicre proliferasyonu ve apoptozu regiile ettigi bilinmektedir

(Lengyel 1993).

- HPC2 lokiisii 17p11 bolgesine lokalizedir. Bu lokusta yer alan ELAC?2
(tRNA Processing Endoribonuclease) muhtemelen hiicre dongiisti kontroliinde rol
oynayan ve mitotik aparatin bir bileseni olan gamma tubulin ile iligkili bir
endoriboniikleazi kodlamaktadir (Korver ve ark 2003). Ozellikle bu gendeki 2
missense mutasyon herediter prostat kanseri ile iliskilendirilmistir (Tavtigian ve ark

2001; Takahashi ve ark 2003).

- 8p 22 lokiisii herediter PCa’de tanimlanmis bir baska lokus olup PCa’de
siklikla delete oldugu gozlenmektedir (Xu ve ark 2002; Xu ve ark 2003 ). Bu lokusta
yer alan MSR1 (Macrophage Scavenger Receptor 1) linkage ve asosiasyon
calismalarinda tanimlanmis bir aday gen olup enfeksiyonlarda ve prostat

karsinogezinin ¢esitli asamalarinda is géren bir proteini kodlamaktadir (Lissbiant ve

ark 2000).

Prostat kanserlerinin biiyiik bir boliimii sporadiktir. Hastaligin baslangici,
gelisimi ve yayiliminda ¢esitli molekiiler yolaklar rol oynar. Hiicresel ve molekiiler
diizeyde PCa’nin olusumu ve agresifligi genetik anomaliler tarafindan yonlendirilir.
Her karsinom odaginin regiilator genleri etkileyerek kendisine biiyiime ve survive
yani hayatta kalma avantaji kazandiran genom degisikliklerini biriktirmis tek bir
hiicreden koken aldig1 disiiniilmektedir. Edinilen ilave degisikliklerde lokal
invazyon ve metastaza yol agmaktadir. Primer prostat kanserinde klasik
onkogenlerde ya da tiimor supressor genlerde mutasyon yaygin degildir ve postat
kanserine spesifik mutasyonlar tanimlanmamistir. Bununla birlikte ¢esitli molekiiler

ve genetik degisiklikler Prostat kanseri ile ilintilendirilmistir.
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Tablo 2.2.5.1°de prostat karsinogenezinde rol oynadigi diisiiniilen genler ve

bu genlerde meydana gelen degisiklikler ve/veya mutasyonlar verilmistir.

Gen Fonksiyonu Gosterdigi degisim
MSR1 Anti-enfeksiydz, ¢opgii reseptor Azalmis aktivite
RNASEL Anti-enfeksiy6z, apoptoz Azalmig aktivite
ELAC2 Metal bagimli hidrolaz Azalmig aktivite
NKX3.1 Hiire farklilasmasi ve proliferasyon Hetero. kayb1

Hiicre proliferasyonu, survival ve | Nok. mutasyon, amp.,
AR farklilagmast polimorf
CYP17 Androjen metabolizmasi Polimorf.
SRD5A2 Androjen metabolizmasi Polimorf., artmis aktivite
GSTP1 Karsinojen detoksifikasyonu Promoter hipermetilasyonu
P53 Hiicre survivali ve proliferasyonu Hetero. kaybi, nok. mutasyon
P27 Hiicre dongiisii regiilatorii Hetero. kaybi, mutasyon
P16 Hiicre dongiisii regiilatorii Hetero. kaybi, mutasyon
MDM2 P53’{in kontrolii Ekspresyon artis1

CDK4(P27KIP1)

Hiicre proliferasyonu

Hetero. kaybi,

Bcl2 Hiicre survivali Ekspresyon artigt
Rb Hiicre dongiisii regiilatorii Hetero. kaybi, mutasyon
FAS Yag asidi sentezi Ekspresyon artist
AMACR Yag asisi metabolizmasi Ekspresyon artigt
C-Myc Hiicre proliferasyonu Ekspresyon artigt
Caveolin-1 Sinyal iletim elementi Up-regiile
E-cadherin Hiicre adezyonu Azalmig ekspresyon
CD44 Hiicre adezyonu Promoter hipermetilasyonu
Vit.D Reseptdr | Bilyiime faktorii reseptorii Azalmug aktivite
c-erbB1 Biiyiime faktorii reseptorii Up-regiile
c-erbB2 Biiylime faktorii reseptorii Up-regiile
IGF-1R Biiyiime faktorii reseptorii Up-regiile
TGF-a Biiyiime faktorii Ekspresyon artist
EGF Biiylime faktorii Ekspresyon artist
IGF1 ve 2 Biiylime faktorleri Ekspresyon artist
IL-6 Sitokin Degismis aktivite

Lipid fosfataz, hiicre survivali ve
PTEN proliferasyon Hetero. kaybi, mutasyon
KAIl Putatif integral membran protein Hetero. kaybi, mutasyon
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BRCA1 ve 2 Tiimor supressor genler Hetero. kaybi, mutasyon
FHIT Timor supressor gen Hetero. kaybi, mutasyon
COX2 Siklooksijenaz Ekspresyon artist
HSP27 Is1 sok protein Ekspresyon artis1
Telomeraz Riboniikleoprotein Azalmig aktivite
HTERT Hiicre immortalitesi Ekspresyon artigt

HPN Transmembran proteaz Ekspresyon artist

EZH2 Hiicre profilerasyonu, transkripsiyonel repres. | Ekspresyon artisi

MX11 C-myc regiilatorii Mutasyon

NBS1 DNA tamiri, hiicre dongiisii Mutasyon

KLF6 P21 regiilatorii Delesyon, fonksiyon kaybi
ATFB1 a-fetoprotein transkripsiyon faktorii Mutasyon

Annexin Kalsiyum homeostazisi, hiicre mortalitesi Down-regiile

Tablo: 2.2.5.1. Prostat Karsinogenezinde Rol Oynadigi Belirlenmis Gen Listesi
Nokta mutasyon: Nokta mutasyon, Polimorf: Polimorfozim, Hetero kaybu:

Heterozigozite kaybi, Vecchione ve ark (2007)’den modifiye edilmistir.
2.2.5.2. Somatik Degisiklikler (Kanserin Olusum Mekanizmalari)

Karsinogenezde her evre genetik degisikliklerle ve spesifik kromozom
bolgelerinin kaybi ile iligkilidir. Prostatik epitelyal neoplazi (PIN)’nin prostat
karsinogenezinde  invaziv  karsinomun  morfolojik  prekursorii  oldugu
diistiniilmektedir. PIN’de erken invaziv karsinomlarda bulunanlara benzer kromozom
anomalileri bulunur (Nagle ve ark 1991). Erken invaziv karsinomlarda yaygin
sekilde gozlenen hiicre adhezyon proteini olan E-kaderinin ve sitoiskelet bileseni

olan Vimentin’in ekspresyonlarindaki azalig PIN’de de gozlenmektedir.

Erken PCA’de yaygin sekilde gerceklesen olaylardan birisi de 8p’nin
delesyonudur ve vakalarin genellikle yarisinda fazlasinda gozlenir (Chang ve ark
1994). Kayiplar engok 8pl12-21 ve 8p22°de meydana gelmektedir. 8p12 ve 8p21
delesyonlar1 daha ¢ok PIN’de tanimlanirken, 8p22 delesyonlar1 ise siklikla ileri
metastatik tiimorlerde gozlenir (Haggman ve ark 1997). Bu bolgede TEMS, RBP-
MS, FE21/LZTS1 ve NKX3 gibi aday timor supressor genler bulunmaktadir
(Bookstein ve ark 1997; Cebeza-Arvelaiz ve ark 2001).
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2.2.5.3. Kanser Progressiyon Mekanizmalar: (Kromozomal Degisiklikler)

PCa’nin ekspresyonunda c¢ok sayida lokiiste farkli kromozomlar ise
karigsmaktadir. Delesyonlar amplifikasyonlardan daha siktir ve muhtemelen
delesyonlar PCa’nin  erken  safhalarinda  goriiliitken,  amplifikasyonlar,
progressiyonun daha ge¢ sathalarinda gozlenmektedir. Sporadik PCa’de tiimor
supressor genlerin regiilasyonunda ya da ekspresyonunda degisiklige neden olan
heterozigote kayb1 (LOH) en az 9 kromozomda kaydedilmistir. Bu kromozomlar 5q,
6p, 69, 79, 8p, 8q, 10p, 10q, 12p, 12q, 13q, 16q, 17p, 17q, 18q’yu kapsamaktadir
(Latil ve ark., 1994; Zenklusen ve ark, 1994; Takahashi ve ark, 1995;Cunnignham ve
ark, 1996; Elo ve ark, 1997; Latil ve ark, 1997;Saric ve ark 1999; Verma ve ark,
1999).

8q ve 7q’deki artislar PCa vakalarinda epeyce yaygindir (Abate-Shen ve ark
2000). 8q artisi hormonal terapi sonrast PCa progressiyonu ve Tm niiksii ile
iliskilendirilmistir (Ven-Dekken ve ark 2003). 8q amplifikasyonundan etkilenen
muhtemel hedef gen 8q24°te lokalize olan c-Myc onkogenidir. Calismalar PCa’de c-
Myec transkript diizeyinin benign prostatik hiperplaziye gore 6nemli Olcilide yiiksek
oldugunu ve yiiksek Gleason derecesi ile iliskili oldugunu gostermistir (Myoshi ve
ark 2000). Yine de bu genin PCa gelisimine ve progressiyonuna olan katkisi
tartigmalidir. Bazi PCa vakalarinda 7. kromozomda hem artis hem de kayiplar
bildirilmistir. Ancak 7q’daki allelik imbalansin amplifiye olan onkogenden mi, timdor
supressor genin allelik kaybindan mi yoksa 7q31°de lokalize frajil bolgenin

instabilitesinden mi kaynaklandigi net degildir (Jenkins ve ark 1998).

8p delesyonundan sonra kanser progressiyonunda en sik goriilen delesyon
10q delesyonudur. Delete olan bélgenin tam haritalamasinin yapilamamis olmasina
ragmen, potansiyel aday genler arasinda 10g23’e haritalanan PTEN/MMACI en
yaygin gen gibi goriinmektedir (Leube ve ark 2002; Ittmann 1996). 10q delesyonu
yiiksek Gleason skoru ileri evre ile 6nemli bir korelasyon gosterir ve prostat kanseri
tedavisinin ana hedeflerinden biri olmasi muhtemel goziikmektedir (Ali ve ark 1999;

Schaffer ve ark 2003).

16¢’nun heterozigozite kayb1 (LOH) PCa progressiyonunda gozlenen bir
diger degisikliktir.16q’nun en az {i¢ farkli bolgesinin (16022.1, 16q23.2 ve 16924.3)

PCa gelisimi ve metastazinda rol oynayan bir ya da daha fazla tiimor supressor geni

23



icerdigi diisiiniilmektedir. Ayrica 16q’nun telomerik delesyonlarinin  tiimor
agressivitesi ile iliskili oldugu 6ne siiriilmektedir (Elo ve ark 1997). 5q, 6q ve 17p’de

de bazi vakalarda kayiplar gérilmiistiir.

PCa’lerinde gozlenen diger kromozomal artislar daha diisiik frekansta ve
genellikle karsinogenezin daha ileri evrelerinde goriilmektedir. Bununla birlikte
prostat karsinomlar1 diizenli olarak tanimlanmig kromozomal instabiliteler

gostermezler ve meydana gelen degisiklikler genellikle sinirlidir.
2.2.5.4. Tiimor Supressor Genler

Prostat karsinogenezinde tiimor supressor olarak sorumlu tutulan genler
stirekli allelik kayba neden olan delesyon bdlgelerine lokalize genlerdir. Bunlardan
p53 ve PTEN’in prostat karsinogenezinde ise karistig1 agiktir. Bu genlerin yerlesim
gosterdigi 17p ve 10q bdlgelerinin kayiplari ilerlemis kanserlerde goriilmektedir.
Allelik kayiba kalan allelin nokta mutasyonu da eklenince bu genlerde fonksiyonel
inaktivasyon meydana gelmektedir (Heidenberg ve ark 1995; Cairns ve ark 1997).
Buna ragmen, prostatik karsinogenezden sorumlu spesifik bir tiimdr supressor gen

belirlenmemistir.

RB1’in prostat karsinomunda en sik delete olan bolgelerden birinde
13q14°’te yer aliyor olmasina ragmen bile RB1 prostat kanserinde belirleyici timor
supressor gen olarak kabul edilmemistir. RB1’in kalan kopyasi normal
goriinmektedir. Protein diizeyindeki down regiilasyon immunohistokimya ile
gosterilmis olmasina ragmen, calismalarin sonuglar1 birbirinden farklidir (Latil ve
ark 1999; Tricoli ve ark 1996). Hiicre dongiisii regiilator genleri arasinda CDK
inhibitérii p27Kipl’in fonksiyon kaybi Ozellikle prostat kanserinde yaygindir ve
hastaligin seyri i¢in prognostik bir belirte¢ olabilecegi ileri siiriilmektedir (Macri ve
ark 1999). P27Kipl ileri prostat kanserinde sik goriilen delesyon bolgesi olan 12p12-
13,1’e haritalanmaktadir. Cesitli calismalar p27 ekspresyon kaybinin timor grade ile
ilskili oldugunu (Macri ve ark 1999; De Marzo ve ark 1998), BPH’de p27
ekspresyon kayibinin goriilmedigini gostermistir (Cordon-Cardo ve ark 1998). P27
ekspresyonunun deregiilasyonunun androjen ile uyarilmis proliferasyona hassas olan
hiicreleri prostatik neoplazi haline getirmede kritik bir aday gen olabilecegi 6ne

stiriilmektedir (Macri ve ark 1999).
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Yine 9p21°de lokalize pl6 (CDKN2, MTS/INK4A)'nin primer PCa’de
nadiren mutasyona ugrarken, ileri metastatik kanserde daha ¢ok mutasyon gegirdigi
ve androjenlerce down-regiile edildigi bildirilmektedir (Tamimi ve ark 1996;
Halvorsen ve ark 2000). P16’nin ekspresyonunun mRNA seviyesinde prostat
karsinomlarinin %@43’iinde azalma tespit edilirken, BPH’de bdyle bir azalma
saptanmamustir (Schaffer ve ark 2003). Bunun aksine, bazi ¢alismalar ise bu genin
up-regiilasyonunun PCa’nin tekrarlamasinda tanisal bir belirte¢ olabilecegini ileri

stirmiislerdir (Halvorsen ve ark 2000; Lee ve ark 1999).
2.2.5.5 Onkogenler

PCa’deki onkogen igeriginin biiyiikligi belirsizdir. C-MYC onkogenin
primer prostat kanserlerinin % 8’inde ve metastatik lezyonlarin % 30 kadarinda
amplifiye oldugu ve ekspresyonunun arttigi gézlenmistir (Nupponen ve ark 1998;
Sato ve ark 1999). Ekspresyon artisi ilerlemis prostat kanserinde kotlii prognoz ve
Gleason derecesi ile ilintilendirilmistir (Sato ve ark 1999 ). c-ErbB2 (Her 2 nen )
geninin de prostat kanserinde fazla eksprese oldugunu o6ne siiren ve ekspresyon
artisin1  prostat kanserinin androjen bagimsizligina yonelisi ile iligskili bulan

calismalar vardir (Lara ve ark 2002; Calvo ve ark 2003).

Normal prostatta eksprese olmayan Bcl-2 geninin de prostat ve diger primer
kanserlerde yaygin sekilde eksprese oldugu bilinmektedir (Vaux ve ark 1988).
Atopik yolagi inhibe ederek hiicre survivalininin siirekliligini saglayan Bcl-2’nin
hastaligin ileri safhalarinda ekspresyonunun artiyor olmasindan dolayr androjen
bagimsiz prostat kanseri gelisiminde rol oynadigi diisiiniilmektedir (Catz ve ark

2003; McDonnell ve ark 1992).

Daha cok prostatta eksprese edilen ve bir hiicre yiizey reseptorii olan prostat
kok hiicre antijeni (PSCA)’nin PCa’de ekspresyonunun arttigi ve bu artigin timdoriin
Gleason derecesi, stage’i ve androjen bagimsizligina gidisat1 gibi klinik 6zellikleri ile

korelasyon gosterdigi bulunmustur (Gu ve ark 2000; Zhigang ve ark ).

E26 transformasyon spesifik (ETS) transkripsiyon faktorleri ailesine ait
ERG (ETS related gene) ve ETV1 (ETS variant gene)’nin de hem primer hem de
metastatik prostat kanserinde ekspresyonlarinin artis1  gézlenmistir.  Muhtemel

mekanizma olarak bu iki genin TMPRSS2 (Transmembrane protein serine 2) genine
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fizyonu ile androjen-yanit flizyon onkoproteinlerinin olustugu gosterilmistir

(Falzarano ve ark 2011).

Hiicre biiylimesinde 6nemli rol oynayan bir transmembran bagli serum
proteaz olan Hepsin ekspresyonu da prostat kanserinde artis gostermektedir.
Hepsinin ekspresyon seviyesi ile yiikksek Gleason skorunun iligkili oldugu ve kdti
klinik gidisatin gdstergesi oldugu one siiriilmektedir (Magee ve ark 2001; Stephan ve
ark 2004).

Prostat kanserlerinde ekspresyonu artis gosteren bir baska protein de
AMACR (A-methyl Coenzyme A racemase)’dir. Yag asiti oksidasyonunda ise
karisan AMACR’m artmis ekspresyonu patologlar tarafindan immunohistokimyasal

yontem olarak PCa’nin tanisinda kullanilmaktadir (Lloyd ve ark 2008).

Prostat kanserinde rol oynayan genlerden bir digeri AR (Androjen Reseptor)
genidir. Androjen ve AR prostatin normal gelisimi ve fonksiyonlar i¢in kritik 6neme
sahip proteinlerdir. AR bir niikleer reseptor olup ¢esitli biiylime faktorii sinyal iletim
yolaklarini aktive ederek dolayli olarak veya hedef genlerin (PSA, TMPRSS2 gibi)
regiilator bolgelerindeki spesifik elemanlarla etkileserek dogrudan gen ekspesyonunu

diizenler (Shand ve ark 2006).

Bir¢ok metastatik androjen-bagimsiz prostat kanseri AR genini yiiksek
diizeyde eksprese eder. Metastatik hiicrelerde AR geninde nokta mutasyonlar
gosterilmistir (Hughes ve ark 2005). Bazi ¢aligmalar da CAG tekrar polimorfizmi
uzunlugu ile AR’1n transkripsiyonel aktivitesi arasinda ters iligki oldugunu bulmustur

(Shand 2006; Hughes ve ark 2005).

Bazi sporadik ve herediter PCa’de CYP17 allel mutasyonlar1 bulunmustur.
CYP17 testosteron sentezinden sorumlu olan sitokrom P 450c17a enzimini kodlar

(Hughes ve ark 2005).

Vitamin-D reseptorii (VDR) spesifik olarak vitamin D’nin aktif hormonunu
baglayan bir reseptdr olup farklilasmayir uyarir ve prostat kanseri hiicrelerinin
proliferasyonunu inhibe eder. VDR varyantlarinda tanimlanan polimorfizmler ile

prostat kanseri arasinda iligki oldugu 6ne siiriilmektedir (Cicek ve ark 2006 ).
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2.2.5.6. Gen Fiizyonlar

Kromozomal translokasyonlar hematopoetik hastaliklarda ve sarkomalarda
onemli rol oynarken, solid tiimorlerde gen delesyonu ya da amplifikasyonuna yol
acan tam ya da parsiyal kromozom kopya sayisi degisiklikleri etkili olmaktadir.
Ancak son yillarda prostat kanserinde rekurrent gen fiizyonlarinin gergeklestigi de
saptanmistir (Tomlins ve ark 2009). En sik tanimlanan gen fiizyonu Androjen ile
aktive olan transmembran proteaz serin 2 (TMPRSS2) ve eritroblast transformasyon
spesifik (ETS) ailesinin iiyesi olan ERG genleri arasindaki fiizyondur. Bu iki gen
21g’da 3 Mb ara ile yer alirlar. TMPRSS2/ERG fiizyonlu vakalarin % 60’mdan
fazlasinda interstisyel delesyon (21q22.2-3) gozlenmistir (275,276). ERG disindaki
diger ETS genleri (ETV1, ETV4 ve ETV5)’in de prostat kanserinde farkli partnerler
ile gen flizyonuna karistiklart bulunmustur. Prostat spesifik antijenlerce uyarilmisg
gen (SLC45A3) ve N-myc downstream diizenlenmis gen 1 (NDRGI1) gen
fiizyonunda ERG’nin diger 5’ partnerleri olarak belirlenmistir (Mani ve ark 2009).
ETS ailesi disinda RAF ailesi tiyelerinin de gen flizyonlarinda 3 flizyon partneri
olarak ise karistiklar1 saptanmistir (Gu ve ark 2011).

Sonug¢ olarak delesyon, insersiyon, inversiyon ya da translokasyon gibi
yapisal kromozom anomalileri ETS ya da RAF ailesi genlerinin bir bagka gen ile

fiizyon olusturmasina yol agabilmektedir.

Sekil: 2.2.5.6. Prostat Kanserinde Saptanan Gen Fiizyonu
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Sekil: 9.1.’de prostat kanserinde gozlenen gen flizyonlari. Kesiksiz ¢izgiler
kromozomal yeniden diizenlemelerin yol actig1 gen fiizyonlarini, kesik ¢izgiler de
mi, kromozomal yeniden diizenleme olmaksizin olusan flizyon transkriptleri
gostermektedir. Kirmizi: ekspresyonu androjenle upregiile olanlar, mavi:
ekspresyonu androjenle downregiile olanlar, siyah: ekspresyonu androjen bagimsiz

olanlar (Gu ve ark 2011).
2.2.5.7. Epigenetik Mekanizmalar

Metilasyon: Kanserin kompleks dogasini tek basina genetik komponentlerle
aciklamaya calismak zordur. Epigenetik modifikasyonlarin da karsinogeneze énemli
katkilart vardir. DNA’nin kendi dizisinde bir degisiklige yol agmaksizin sadece gen
ekspresyonunu ve gen ekspresyonu regiilasyonunu etkileyen kalitsal degisiklikler
demek olan epigenetik modifikasyonlardan DNA metilasyonu ve histon
modifikasyonu prostat kanserinde siklikla goriilmektedir (Jeronima ve ark 2011;
Shen ve ark 2000).

PCa’de en yaygin goriilen epigenetik modifikasyon Glutatyon S-transferaz
(GSTP1) geninin hipermetilasyonudur. GSTP1 genotoksik ve Kkarsinojenik
bilesiklerin detoksifikasyonunda rol oynayan bir enzimdir. GSTP1 hipermetilasyonu
benign hiperplastik prostat dokusunda bulunmazken PCa’li hastalarin % 70-90’1nda
goriilmektedir (Nakayama ve ark 2003). Benzer sekilde Zeste homolog 2 (EZH2) nin
histon metil transferaz enhancerinin up-regiilasyonu metastatik PCa’de bildirilmistir.
Yiksek EZH2 ekspresyonu gosteren lokalize PCa’nin daha kotii prognoza sahip
oldugu belirlenmistir (Varambally ve ark 2002). EZH2’nin yiiksek ekspresyonu
benign hiperplastik prostat dokusu ile karsilagtirilan hormon-direngli PCa’de de
tespit edilmistir (Varambally ve ark 2002; Saramaki ve ark 2006).

EHZ2 27’nci lisinde histon H3’iin trimetilasyonunu Kkatalizler ve gen
ekspresyonunda ise karisarak tumor supressor genlerin sessizlesmesiyle PCa

tumorogenezine katkida bulunur (Gu ve Brothman 2011).

Prostat kanserinde 40’dan fazla genin hipermetile oldugu gdsterilmistir.

PCa’de siklikla hipermetile olan genlerin listesi Tablo 2.2.5.7°de verilmistir.
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Gen Kromozom Lokasyonu | Gen Fonksiyonu

GSTP1 11913 Detoksifikasyon

CDH 16922.1 Hiicre adezyonu

APC 5g21 2;?;?;2 supressor, hiicre adezyonu,
RASSF1A 3921.3 TUmor supressor

ER 6025.1 Proliferayon ve farklilagsma
SSBP2 5914.1 Genom stabilitesinin siirdiirtilmesi
RARB?2 3924 Gen ekspersyonunun regiilasyonu
LGALS3 14922.3 Apoptoz, hiicre adezyonu
Kaveolin-1 7931.1 Timor supressor

PTGS2 1925.2 Inflamasyon ve mitoz

MDR1 7921.12 Coklu ilag direnci

RUNX3 1936 Timor supressor

Tablo: 2.2.5.7. PCa’de Sik Olarak Hipermetile Olan Gen Listesi (Gu ve Brothman 2011)

PCa’ini de kapsayan ¢esitli malingansilerde gdzlenen ikinci bir metilasyon
defekti de Hipometilasyon’dur (Bedford ve ark 1987 ). Hipometilasyonun c-MYC ve
H-RAS gibi onkogenlerin veya latent retrotranspozonlarin aktivasyonu ya da
kromozom instabilitesinin uyarilmas1 gibi mekanizmalardan biri araciligi ile
karsinogeneze katkida bulundugu ileri siiriilmektedir (Dos ve ark 2004). Nitekim
prostat kanseri dokularinda androjen bagimli biiyiime i¢in gerekli olan MYC’in
overekspresyonu ile klinik progressiyon arasinda giicli bir iliski bulundugu

gosterilmistir (Gurel ve ark 2008).

Prostat kanserinde hipometilasyon ile aktive oldugu bulunan genlerden
birisi Urokinaz Plazminojen Aktivator ( PLAU ) genidir. PLAU c¢esitli
malignensilerde tiimoér invazyonunda ve metastazda rol oynamaktadir (Van
Veldhuizen ve ark 1996; Helenius ve ark 2001). Kromozom 8’deki degisiklikler ile
PLAU hipometilasyonu arasinda gii¢lii bir iliski odugu gosterilmis ve PLAU
hipometilasyonu ile kromozom 8 degisikliklerinin prostat karsinomunda birbirleri ile

mekanik olarak baglantili olabilecekleri 6ne siiriilmiistiir (Schulz ve ark 2002).
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Yine Treofil Faktorl ve 3 (TFF1 ve TFF3)’iin de PCa’de hipometilasyona
ugradig1 tespit edilmistir. Treofil faktorler encok gastrointestinal epitelyumda olmak
lizere bir¢ok dokuda eksprese olan ve cesitli kanserlerde ekspresyonu artan

antiapoptotik ve anjiyogenik Ozellikler gosteren peptidlerdir (Vestergaard ve ark

2010).

Histon Modifikasyonu: Histon modifikasyonlar1 DNA metilasyonu ile
birlikte niikleer materyalin yapilandirilmasinda ¢ok 6nemli rol oynar.
Transkripsiyonun ve diger niikleer proseslerin diizenlenmesinde gorev alirlar. Histon
modifikasyon oOrlntiisiindeki degisiklikler genomun yapisint ve biitlinliiglini
etkileyebilir, gen ekspresyonunun normal isleyigini bozabilir (Dobosy ve ark 2001;

Kuo ve ark 1998 ).

Histon modifikasyonunun prostat tumorogenezi siiresince Onemli rol
oynadigina dair giderek artan kanitlar vardir. Bu modifikasyonlar tiimor stage’i
preoperatif prostat-spesifik antijen diizeyleri ve kapsiil invazyonu gibi diger
ozelliklerden bagimsiz olarak prostat kanserinin klinik sonucunun/gidisatinin
belirteci olabilir (Seligson ve ark 2005). Yiiksek tekrarlama riski yada kotii prognozu
olan hastalarin tanimlanmasina yardim edebilir (Ellinger ve ark 2010). PCa hiicre
dizilerinde Histon 3 Lizin 9 metilasyonu (H3K9) AR geninin baskilanmasi ile
baglantili iken (Yamane ve ark 2006) Histon 3 Lizin 4 (H3K4) metilasyonu

kastrasyon direngli PCa hiicre dizilerinde AR geni aktivasyonu ile iligkilidir.

H3K4 kastrasyon diren¢gli PCa’de UBE 2C protoonkogeninin AR
enhancerinda metillenmistir ve bu durum AR baglanmasina ve UBE2C geninin

ekspresyonuna yol acar (Wang ve ark 2009).

miRNA’lar: PCa’de ¢esitli miRNA’larin da farkl regiile edildigi ve tumor
supressor ve onko-miR’ler olarak is gordiikleri bildirilmistir. miR-221 ve miR-
222’nin androjen bagimli PCa hiicre dizisiyle karsilastirilan kastrasyon-direngli
prostat kanserinde upregiile olduklar1 gosterilmistir (Sun ve ark 2009). miR221 ve
mMiR-222’nin onkogenik 6zellikleri siklin bagimli kinaz (Cdk) inhibitorleri p27kipl
ve p57kip2’yi kontrol etmelerinden ve bdylece Gi-S fazi gecisini kontrol
etmelerinden kaynaklanir (Medina ve ark 2008; Mercatelli ve ark 2008).
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mMiR-221 ve miR222’nin agresif tiimorlerde (Gleason derecesi < 7) daha az
agresif olan timor (Gleason derecesi > 7) dokularina gore daha fazla eksprese

olduklar1 bildirilmistir (Lin ve ark 2011).

Benzer sekilde normal kisilerle karsilastirildiginda metastatik PCa serum
orneklerinde miR143 ile birlikte mil256’nin de upregiile oldugu gosterilmistir
(Mitchell ve ark 2008). Buna karsilik baz1 ¢alismalarda da normal ya da benign
prostatik hiperplastik orneklerle karsilastirilan PCa’de miR-1256’nin downregiile
oldugu saptanmistir (Ozen ve ark 2008; Porkka ve ark 2007). miR-125’in prostat
kanseri hiicre dizilerinde hiicre proliferasyonunu regiile ettigi gosterilmis (Lee ve ark
2005) ve androjen sinyal sistemi tarafindan upregiile edildigi 6ne siiriilmiistiir (Ribas
ve ark 2009). PCa’de miR-1256’nin BCL-2’nin pro-apoptotik iiyesini kodlayan
BAKI (Seligson ve ark 2005) ve translasyon repressor ailesi iiyesini kodlayan
EIF4EBP1 (Eucaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1) genlerini
hedefledigi bildirilmistir (Ozen ve ark 2008).

Yine postat kanseri dokularinda miR-16, miR-23, miR-99, miR-29 ve miR-
30’un downregiile oldugu bulunmustur (Ozen ve ark 2008; Porkka ve ark 2007).

Ambs ve ark (2007 ) ise, prostat kanseri hiicrelerinin normal prostat
hiicrelerine gore daha yiiksek seviyede miR-32 ekspresse ettiklerini bulmustur.
Ayrica miR-32, miR-26a, miR-196a, miR-181a, miR-25, miR-93, miR-92 ve let-

7i’nin de upregiile oldugunu tespit etmistir.

PCa’de ise karisan miRNA’lardan biri de miR 21°dir. AR (Androjen
Reseptor)’lince diizenlenen miR-21’in kastrasyon direngli PCa’de bitisik normal

dokulara gore daha fazla ekspresse edildigi saptanmistir (Ribas ve ark 2009).

PCa’de ¢esitli miRNA’larda tiimor supressor olarak tanimlanmistir. Bunlar
miR-143, miR-145 ve miR-200 ailesini kapsamaktadir. miR-143 ve miR-145’in
ekspresyonlar1 PCa’de onemli 6l¢iide baskilanmakta ve metastaz ile negatif bir iligki
gostermektedir (Peng ve ark 2011). Bu miRNA’lar epitelyal-mezensimal transisyon
(EMT) (Peng ve ark 2011) ve EGFR/RAS/MAPK fiizerindeki baskilayici etkilerinin
ortadan kalkmas1 (Koung ve ark 2009) yoluyla PCa progressiyonuna yol acgarlar.

miR-205 ve miR-200 ailesi miRNA’larinin da PCa’de downregiile oldugu
ve 2EBI ve 2EB2’yi hedefleyerek EMT’yi diizenledikleri gosterilmistir (Koug ve
ark 2009; Gregory ve ark 2008). Bundan bagska PCa’de pre-miR-146’daki
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fonksiyonel polimorfizmin miR-146a miktarini etkiledigi ve bunun prostat kanseri

riski ile iligkili oldugu saptanmistir (Medina ve ark 2008).
2.2.5.8. Telomer Kisalmasi

Kromozomal instabilite  insan  epitelyal dokulardaki  malignant

transformasyondan sorumlu onemli bir molekiiler mekanizmadir (Cahill ve ark

1999).

Karsinogenez siirecinde kromozom destabilizasyonuna gotiiren olaylarin
hala ¢ok iyi bilinmiyor olmasina ragmen, telomer defektlerinin kromozomal
instabilitede biiyiik rol oynadiklari kabul edilmektedir (Counter ve ark 1992; Hackett
ve ark 2002). Prostat kanserinde yapilan ¢aligmalarda kanserli dokudaki telomerlerin
komsu normal prostat dokusundaki telomerlere gore daha kisa oldugu gosterilmistir
(Sommerfeld ve ark 1996; Donaldson ve ark 1999). Telomer kisalmasi yiiksek
derece PIN olgularinin biiyiik ¢ogunlugunun luminal hiicrelerinde de gozlenmis
prostat karsinogenezinin erken olaylarindan biri oldugu 6ne siiriilmiistiir (Meeker ve

ark 2002).

Buna karsilik prostat kanserlerinin % 47-100’linde telomeraz aktivitesinin
bulundugu saptanmistir (Kallakury ve ark 1997; Zhang ve ark 1998). Bu zitlik kisa
telomerlere sahip neoplastik hiicrelerin telomer fonksiyonlarni siirdiirebilmek ve
prolifere olabilmek icin daha sonra telomeraz aktivitesi kazanabilme ozellikleri ile

aciklanabilmektedir.
2.2.5.9. lleri Evre Karsinogenez ve Metastaz Mekanizmalart

Ilerlemis PCa i¢in en yaygin tedavi androjen supressiyonudur. Bu tedavi
androjen bagimli karsinom hiicrelerinin apoptozuna neden olarak tliimdriin
gerilemesine yol acmaktadir (Bentel ve ark 1996). AR son derece agresif ve/veya
metastatik rodent ve insan hiicre dizilerinde ekspresse edilmedigi i¢in Onceleri
androjen-bagimsiz tiimér biiyiimesine AR mRNA ve protein ekspresyonu kaybinin
neden oldugu sanilmistir (Tilley ve ark 1990; Marcelli ve ark 2000). Ancak sonradan
AR proteininin primer tiimdorlerde, rekurren lokal tiimorlerde ve hatta metastazlarda
homojen bir sekilde ekspresse edildigi gosterilmistir (Hobisch ve ark 1995; Kinoshita
ve ark 2005).
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Bu sonuglar karsinom hiicrelerinin AR ekspresyonunun downregiilasyonu
disindaki  bir mekanizma ile androjen ihtiyaglarim1  bypass ettiklerini
dogrulanmaktadir. Ustelik son calismalar EGF, IGF-1 ve IL6’dan dolayr AR’n
androjen bagimsiz aktive oldugunu ve androjen yoklugunda bile hastaligin

progressiyonuna yol agtigini géstermistir (Nakashima ve ark 2000 ).

PCa dokularinin hormon tedavisi Oncesi ve sonrasi genomik
karsilastirmasimin yapildig1 bir ¢alismada MAPK ve PI3K sinyal iletim yolagim
aktive eden cesitli trozin kinazlarin (SRC, EGFR gibi) fazla ekspresse olduklar
bulunmustur (Edwards ve ark 2003). HRAS, Rafl, c-Myc, Myb, Myb13 ve Terc’in
fazla ekspresse edilmesi hormon tedavisi sonrasi tiimorde goriilen 6zelliktir. c-Myc
AR21n hedef transkripsiyon faktorlerinden birisidir (Bernard ve ark 2003). Hormon-
direngli PCa genetigi lizerine yapilan ¢aligmalar da HERZ’in EGFR ile birlikte up-
regiile oldugunu gostermistir (Lara ve ark 1998).

Diger yandan PCa’inde EGFR’nin amplifikasyonu ya da fazla ekspresyonu
MAPK yolaginin aktivasyonuna yol agar (Lorenzo ve ark 2003).

P53 ve bcl-2 ilerlemis PCa’de ise karigir. 17p’nin kayb1 androjen bagimsiz
tiimdrlerde ortaya cikan yiiksek insidans ile ilerlemis PCa’de gozlenir (Gregory ve
ark 2004; Dinijens ve ark 1994). P53 mutasyonlarinin frekansi PCa’de diger
kanserlere oranla daha diisiiktiir ve p53 ekspresyonu yiiksek Gleason skoru, nuklear
grade, patolojik stage ve proliferasyon ile iligkilidir. P53 mutasyonlar1 bdylece
PCa’de ise karisan birincil bir olay olmadig ancak son derece malignant PCa’de

meydana gelen 6nemli ikincil bir olay oldugu diisliniilmektedir.

PCa hiicrelerinde bcl-2’nin fazla ekspresyonu, ilerlemis hormon direncli
hastaligin ayiric1 6zelliklerinden birisidir ve gec¢ stage’in Ozelliklerinden olan

apoptoza direngten sorumludur (Dinijens ve ark 1994; Chia ve ark 2000).

Metastatik fenotip kanser hiicrelerinin orijin dokuyu istilasi, i¢ ve dis kan
damarlarina penetre olmasi, dolasimda ve farkli organlarin mikrogevresinde hayatta
kalabilmesi 0Ozelliklerini kapsar. Metastazdan sorumlu cesitli supressor genler
tanimlanmistir. KAI1 bu genlerden biri olup 11p112°de lokalizedir ve 16kosit hiicre
yiizey molekiilleri ailesine aittir. Normal prostatik doku hiicreleri KAIT’1 yiliksek

diizeylerde eksprese ederken, metastatik kanserden tiirevlenen hiicreler bu proteini
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eksprese etmezler. Bu durum KAIl’in yoklugunun PCa’nin metastatik evreye

ilerleyisinde rol oynadigini diisindiirmektedir (Jackson ve ark 2000).

Geni 16p22.1°¢ lokalize olan E-cadherin gelisimsel morfogenezde, yetiskin
epitelyal doku farklilasmasini siirdiirme ve yapisal biitiinliigiin korunmasinda rol
oynayan bir adezyon molekiiliidiir. E-cadheri’nin anormal veya azalmisg
ekspresyonunun prostat kanserinde ileri evre ve kotii prognoz ile iliskili oldugu

belirlenmistir (Umbas ve ark 1994).

Bir trasmembran protein olan CD44 de hiicre adezyonunda ise karisir. CD44
geninin promter bdlgesinin metilasyonunun PCa’inde (% 72) benign prostatik
hipertrofi drneklerine (% 38) gore istatistiksel agidan daha yiiksek frekansda oldugu
tespit edilmistir (Siegal ve ark 2014). CD44 ekspresyonunun kaybi1 PCa
metastazlarinin biiylik ¢cogunlugunda bulunmus ve bu proteinin yoklugunun kotii
prognozun belirteci olabilecegi bildirilmistir (Noordzij ve ark 1997; Takahashi ve ark
1998).

Son olarak Caveolin-1 (CAV-1)’in de ileri evre PCa’de upregiile oldugu
belirtilmistir (Thompson 1998). CAV-1 geni 7g31-33’¢ lokalizedir ve ozellikle
agresif PCa ile iliskili oldugu bilinmektedir (Yang ve ark 1998; Haeusler ve Hoegel
2005). CAV-1 ile yapilan g¢alismalar bu molekiiliin prostat adenokarsinomu igin
diyagnostik ve prognostik bir marker olabilecegini 6ne siirmektedir (Yang ve ark
1999; Tahir ve ark 2003).

2.2.6. Sentromer Yapi Ve Fonksiyonu

Sentromer-kinetokor Kompleksinin Yapt Ve Fonksiyonu: Sentromer,
kinetokor toplulugunu ydnlendiren &zellesmis kromozomal bolgedir. Ilk olarak
vertebrata kromozomlarinda "primer konstriksiyon" seklinde, daha sonralar1 da

"diistik rekombinasyon frekansina sahip kromozomal bolge" seklinde tanimlanmigtir

(Bleadle GW 1932).

Bugiin sentromeri diger heterokromatinlerden ayiran molekiiler 6zelliklerin
bircogu ayrintili  olarak  bilinmektedir. Sentromerik DNA  dkaryotlarda
Saccharomyces’in basit yaklasik 125 baz c¢iftlik sentromerinden, vertebratalarin
yiiksek tekrarli o satellit tekrarlarina kadar oldukca ¢esitlilik gosterir. Sentromerik

kromatinin kompozisyonu, sentromerik DNA’nin sirast ve biiyiikliigli canlilar
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arasinda ¢esitlilik gostermektedir ve bu siralamanin sentromer fonksiyonlar1 igin

onemi biiytktir (Carroll ve ark 2006).
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Sekil 2.2.6. Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces pombe ve Insan’da sentromerik DNA nin
organizasyonu (Tatsuo 2004).

Insan kromozomlarmin sentromeri alfa satellit DNA diye bilinen tekrar
dizilerinden olusan heterokromatik bolgeler icerir. Tek bir alfa satellit DNA’s1 2000-
4000 kb’lik 171 baz ¢ifti uzunlugundadir (Amor ve Choo 2002). Yapilan
arastirmalarda kinetokor birlikteligi icin (bir kor gibi) insan hiicrelerinde sentromer
bolgelerinde 100kbp’den birkag Mbp’ye kadar diziliste olan uzun a satellit dizilisi
oldugu belirlenmistir (Takeuchi ve Fukagawa 2012).

Her bir {inite CENP-B kutusu diye bilinen 17 baz ¢iftlik CENP-B baglanma
bolgesi icerir. CENP-B bir a satellit baglayan proteindir. Sentromerler ¢ok degisik
uzunluklarda olabildiklerinden bir kromozom yiizlerceden binlerceye kadar degisik
sayida CENP-B kutusu igerebilir. CENP-B proteini dimerik is goriir ve komsu
satellit dizilerine ¢apraz baglanir (O’Connor 2008).

Sentromerik DNA’nin niikleotit dizisindeki farkliliklara ragmen, biitiin
sentromerler ortak bir kromatin kompozisyonu da gosterirler. Bu kromatin
kompozisyonu sentromerik kromatinin niikleozomlar1 i¢inde histon 3 (H3) varyanti
olan sentromerik protein A (CENP-A)’nin varlig: ile karakterizedir (Wan ve ark
2009; Okada ve ark 2009). Neosentromer calismalari fonksiyonel sentromerlerin
normal yapinin disinda da ingaa edilebilecegini gostermistir ki bunlar a satellit

siralart  bulunmadan, lokuslarda kararli bir yapida yer almaktadirlar. Bu
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gostermektedirki sentromerik alanlar cis-acting (hareket eden) elemanlardan ziyade
epigenetik mekanizmalar tarafindan belirlenmektedir. Bir epigenetik belirte¢ olarak
tek aday sentromerlerde CENP-A’dir (Black and Basset 2008). Bu sentromerik
kromatin tiim Okaryotlarda fonksiyonel kinetokor formasyonu igin esansiyeldir
(Carroll ve Straight 2006). Sentromerler histon H3 varyanti CENP-A ihtiva eden
niikleozomlarin 6zel lokasyonlar1 ile molekiiler olarak tanimlanan kromozomal
alanlardir. CENP-A diger sentromer proteinlerinin lokalizasyonu igin gereklidir ve
fonksiyonel sentromerlerde bulunur (Okada ve ark 2009; Warburton ve ark 1997,
Howman ve ark 1999; Liu ve ark 2006).

CENP-A is Assembled

CENP-A is Expressed into Centromeric DNA

:

Chromosome
Duplication Enter into Chromosome Exit Mitosis
(S-phase) G2 Mitosis Segregation and Early G1
> _— —> P> > > B~ .
7 N
£ \
¢ \
! I
\
\ Centromere Priming by !
\ Mis18c/ and KNL2 p

Current Opinion in Cell Biology

Sekil: 2.2.6.1. Mitotik ¢ikis ve erken G; esnasinda sentromerin igine birikme ve G2 de yeni CENP-A
sentezinin hiicre dongiisiindeki zamanlamasi (Black ve Bassett 2008).

Insan hiicrelerinde CENP-A ihtiva eden niikleozomlar 6 altbirim protein
kompleksi ile fiziksel olarak birlesmislerdir. Bu proteinler CENP-C, CENP-H,
CENP-M, CENP-N, CENP-T ve CENP-U (50) olup, hepsi birlikte CENP-A
niikkleozom iliskili kompleks (NAC) olarak isimlendirilirler. CENP-ANAC
komponentlerinin bir par¢ast CENP-A niikleozomuna daha uzak olan bir komplekse
baglanir. Bu komplekste de CENP-I, CENP-K, CENP-L, CENP-O, CENP-P, CENP-
Q, CENP-R ve CENP-S yer almaktadir. CENP-A niikleozomlarinin bu pozisyonu da
sentromer-kinetokor yapisini1 sekillendirmektedir. Boylece CENP-A birlikteligi
sayesinde kinetokorlardan disa dogru CENP-A niikleozomlarindan molekiiler bir
baglanti olusmaktadir (Black ve Basset 2008). Temel sentromer komponentlerinden
olan CENP-C ve CENP-H ozellikle CENP-A bakimindan zengin bélgeye yakin
yerde bulunurlar (Black ve Bassett 2008).

36



Dogru sentromer olusumu ve oOzellesmesi hiicrenin hayatiyeti i¢in ¢ok
Oonemlidir. Boliinme sirasinda kromozomlarin hatasiz bir sekilde ayrilabilmesi igin
her kromozomun/kromatidin mitotik ige baglanmasi1 bir gerekliliktir. Bunun da
gerceklesebilmesi igin sentromer iizerinde mikrotiibiill baglanma bdlgesi olarak
hizmet eden yaklasik 100 farkli proteinden olusan kinetokor kompleksinin olugmasi
gerekmektedir (Westhorpe ve ark 2013). Kinetokorda mevcut bu proteinlerin birgogu
kinetokor-mikrotiibiil dinamiklerinin (kMTs) 6nemli diizenleyici proteinleri olarak
tanimlanmislardir (De Luca ve ark 2012). Mikrotiibiiller hiicre iskeletinin temel
komponentidirler. Bunlarin hiicre boliinmesi, kromozom ayrilmasi, yapisal destek,
hiicresel motilite, intraseliiler motilite, intraseliiler transport gibi ¢ok Onemli
fonksiyonlar1 vardir. Mitozun erken asamalarindan itibaren mikrotiibiiller
kinetokorlarla iliski kurmaktadir. Insan hiicrelerinde herbir kinetokor 20-25

mikrotiibiile baglanir (Backhoum ve ark 2012).

Kinetokor yapisinda 6nemi olan proteinler, fakiiltatif kinetokor proteinleri
ve yapisal veya kurucu kinetokor proteinleri olmak iizere ikiye ayrilirlar. I¢ kinetokor
proteinleri, hiicre siklusu boyunca sentromerlerde mevcut protein birlikteliginden
olusur. Dig kinetokor proteinleri ise boliinme sirasinda kinetokorlarla anlik iligkiye

girerler (Sugata ve ark 2000; Aman 1999).

Bu sekilde sentromerin 6nemli boliimiinii olusturan ve kinetokor kompleksi

denilen bu yap1 ii¢ ana fonksiyonu yerine getirir. Bunlar;

- Ag mikrotiibiillerinin  (MTs) pozitif uglarina dinamik bir sekilde

baglanarak siki ve uyumlu bir yap1 olustururlar,

- Kromozom hareketlerini devam ettirmek i¢in gerekli etkileri olusturan

Kinesin gibi proteinleri ve MT dinamiklerini diizenlerler,
- Ag kontrol noktast sinyallerini olustururlar (McClelland ve ark 2007).

Immunoelektron mikroskobik analizler sentromer-kinetokor kompleksinin
sentromerik heterokromatin ile baslayan, i¢ plak, interzon, dis plak ve son olarak
fibroz korona’yr igine alan yapisal olarak farklilasmis bes alandan olustugunu
gostermistir  (Sugata ve ark 2000). Kinetokorlar arasindaki sentromerik
heterokromatin igerisinde bir takim o satellit DNA’lar, CENP-B ve sentromer protein
INCENP bulunmaktadir. Bu bolgede ayrica ig ekseninin olusumu i¢in 6nemli olan

MCAK ’ta bulunmaktadir (Sugata ve ark 1999).
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Ic  plak olarak isimlendirilen kisim  sentromerik  kromatinin
periferindeyiiksek yogunluga sahip alandir ve kinetokor birlikteliginde 6nemli rol
oynar. I¢ kinetokor sentromerik DNA ve ek olarak da sentromer proteinlerinden A ve
C’yi igerir (Mikami ve ark 2005; Craig ve ark 1999; Fukagawa 2004). Bu alandan
sonra 20-30 nm’lik diisiik kontrasli bosluk bulunur. Bunu takiben 40-50 nm
kalinliginda bir dig plak ve bundan sonra yeralan 100-200 nm uzunlugundaki fibroz
korona yer almaktadir (Wan ve ark 2009). I¢ ve dis tabakalarin arasindaki ara
bolgede fosfolipit epitopu 3F3/2 antikoru ile tanimlanabilen ve ig ekseni kontrol
noktasindaki gegisleri denetleyen bir fosforile protein bulunmaktadir (Sugata ve ark
1999). Dis kinetokor plagida KMNile Bub ve Mad komplekslerini igeren mitotik
kontrol noktasindan olusmaktadir (Mikami ve ark 2005). Mad ve Bub ailelerindeki
proteinler gibi fakiiltatif kinetokor proteinleri kontrol noktasi ag birlikteliginin
diizenleyici faktorleridir (Sugata ve ark 2000; Amon 1999). Dis kinetokor proteinleri
mitozun sonunda kinetokorlardan ayrilmakta ve profazin baslangicinda
kinetokorlarla birlesmektedir (Wan ve ark 2009; Cheeseman ve Desai 2008; Tanaka
ve Desai 2008). Dis plak kinetokor mikrotiibiili baglantisinin yanisira CENP-F,
CENP-E, ZW10 proteinleriyle stoplazmik dynein ve dynaktin karisimlar1 da igerir
(Sugata ve ark 1999). CENP-E, CENP-F, ZW10, sitoplazmik dynein ve bunlarla
iligkili dynaktin komplekslerinin yerlesim yeri fibroz korona’dir (Sugata ve ark
2000). Stoplazmik dynein’in, mikrotiibiilbaglantilarda ve kutup yoniinde giic
tretiminde yer aliyor olabilecegi belirtilmistir (Sugata ve ark 1999). Bu bakimdan
stoplazmik Dynein ve Dynaktin kompleksleri’nin kromozom ayrilmasinda 6nemli

olabilecekleri belirtilmistir (Sugarta ve ark 2002; Karki ve Holzbaur 1999).

Sekil: 2.2.6.3. Kinetokor Organizasyonu (Musachio 2007).
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Kinetokorun {i¢ alt iiniteden olustugu kabul edilebilir: Bunlar;
- Kromozomal DNA-i¢ kinetokor proteinleri
- I¢ kinetokor—mitotik ag arabirimi

- Kinetokor proteini-hiicre dongiisii arabirimleri (APC = anafaz-tesvik
kompleksi, CEN =sentromerik DNA ve SCF = SCF ubikitin-ligaz kompleksi.)

MT baglayic1 proteinlerden CENP-F proteini, MT motor proteinler, ag
baglant1 kontrol noktasi SAC (spindle assembly checkpoint) komponentleri de mitoz
basladiktan sonra kinetokorlarla gecici iliski kuran molekiillerdir (Wan ve ark 2009;

Musacchio and Salmon 2007).

SAC hiicre boliinmesinde onemli bir komponenttir. Ciinkii prometafazda
birgok kromozom heniiz ig iplikleri iizerinde nihai dogruyu olusturacak sekilde
siralanmadigl i¢in yanlis baglanmis serbest kinetokorlar i¢cin SAC anafaz bekle
sinyali dretilir. Sinyal iretildikten sonra APC/C (anaphase promoting
complex/cyclosome)’ye ulagir ve securin ile siklin B’nin stabilizasyonuyla
sonuclanir. Bu sekilde hiicre mitozu durur. Metafaz’da biitiin kardes kromatidlerin
biyoljik diizenleri saglandiginda, “anafazi-bekle” sinyali kaybolur ve APC/C’ye bagl
securin ve siklin B yikilir, boylece anafaz ve mitotik ¢ikis baglar (Musacchio ve

Salmon 2007).

MCAK (Mitotic Centromere Associated Kinesin), mitoz bdliinme
esnasinda gecici iligkiye giren molekiiller olduklart i¢in niikleer zar bozulduktan
sonra sentromerlere yerlesirler. MCAK, biiytlik olasilikla i¢ kinetokoru kaplayarak,
profazdan telofaza kadar sentromerik heterokromatinde mevcut halde bulunur.
MCAK’1n fonksiyonel eksikligi anormal kromozom ayrilmasi ile sonuglanir (Maney
ve ark 1998). Mikrotiibiil motor proteini olan CENP-E’nin ag kontrol noktasinda
onemli rol oynadig1 yine gosterilmistir (Sugata ve ark 2000).

CENP-A, CENP-B, CENP-C, CENP-D ve CENP-G olmak tlizere en az bes
proteinin hiicre dongiisii esnasinda kinetokorlarla onemli iliskisinin oldugu
bilinmektedir. Bu proteinlerin kromatid ve kinetokor yapilanmasinda yer aldigi
diistiniilmektedir (Sugata ve ark 1999). Sadece boliinme sirasinda spesifik olarak bir
araya gelen ve is goren kinetokor proteinlerinin aksine sentromerik kromatine
baglanan CCAN (Constitutive Centromere-associated Network) adi verilen 17

proteinlik kompleks hiicre dongiisii boyunca mevcudiyetini korur. CCAN proteinleri
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(CENP-A, CENP-C, CENP-H, CENP-I, CENP-K, CENP-L, CENP-M, CENP-N,
CENP-O, CENP-P, CENP-Q, CENP-R, CENP-S, CENP-T, CENP-U, CENP-W,
CENP-X) i¢ kinetokor bolgesinde lokalizedir. Bu proteinlerin herhangibirinden
yoksunluk kromozom defektlerine neden olur (Westermann ve ark 2013; Westhorpe
ve ark 2013).
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Sekil 2.2.6.4. Metazonlarda Sentromer Kinetokor Bolgesi ve Kinetokorlarda Mevcut Oldugu Tespit
Edilmis Kinetokor Proteinleri

Kaynak: Musacchio 2007
CCAN proteinlerinin yapisal 6zelligi a heliks yapisinda olmalaridir. CENP-
Q, CENP-U, CENP-R, CENP-H ve CENP-K’nin temel alfa heliksi olusturdugu

diistiniilmektedir (Westermann ve ark 2013).

CCAN proteinleri sentromerlerin replikasyonunda ve fonksiyon gérmesinde
yeri olan li¢ ana kriter i¢inde 6nemli yer tutar. Birincisi, DNA replikasyonunda
oldugu gibi her hiicre siklusunda yeni bir CENP-A kromatidi olusturulmali ve dongii
boyunca da korunmalidir. Ikincisi, CENP-A, sentromerde CCAN proteinlerinin
toplanmasini kolaylagtirmalidir ve iiglinciisii de CCAN proteinleri hiicre boliinmesi
sirasinda  kromozom ayrilmasin1  kolaylastirmak i¢in kinetokor formasyonuna

molekiiler platform olusturmalidir (Westhorpe ve ark 2013).
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Box 1| The constitutive centromere-associated network
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Sekil: 2.2.6.5. Temel Sentromer iliskili Ag Olan CCAN ve Bu Agda Mevcut Proteinler
Kaynak: Cheesaman ve Desai 2008
CCAN proteinlerinin biyokimyasal analizlerinde CENP/L/M kompleksi,
CENP-H/I/K ( CENP-H compleksi) ve CENP-O/P/Q/R/U (CENP-O compleksi) ve
ayirca CENP-T/W/X/S seklinde siralanarak yer aldiklan tespit edilmistir. CENP-H
proteinin yetersiz olmast durumunda CENP-O/Q/P/R/U kompleksi birliktelik
olusturamaz, sentromerlerde toplanmasi engellenir, ayrica direkt olarak CENP-O’ya

baglanan CENP-K’nin kaybi da olusabilir (Westhorpe ve ark 2013).

Sekil: 2.2.6.6. Omurgali kinetekorunun molekiiler yapisi
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Omurgali kinetokoru mitoz ve mayoz sirasinda H3 niikleozomlar1 arasina
yerlesmis CENP-Aniikleozomlari igeren genis kromatin bloklarindan olusur. CENP-
T-W-S-X kompleksi, niiklezomsuz DNA’nin ~100bp bolgesine baglanir ve
niikleozom benzeri bir yapt olustur. DNA-CENP-T-W-S-X yapisinin CENP-A
niikleozomlarindan ziyade histon H3 igeren niikleozomlar: ile iliskili olmasi

muhtemeldir. Onaltt CCAN proteini, birka¢ alt komplekse boliiniir ve sentromerik

41


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014482712000924#gr2

kromatinde birlesir. CENP-H ve CENP-O igeren kompleksleri, CENP-T-W-S-X
kompleksi ile yakindan iligkilidir ve CENP-T’nin N terminal ucu dis kinetokordaki
Ncd80 kompleksi ile dogrudan etkilesmektedir. CENP-T nin orta boliimii esnektir ve
1&g mikrotiibiilden gerilim uygulandigi zaman kinetokor gerilmesinden sorumludur.
CENP-L-M-N kompleksinin CENP-A niikleozomlar1 ile iliskili olabilecegi
belirtilmistir. CENP-C, CENP-T’den ayr1 bir yolakla yonlenir ig kontrol noktasi
efektorleri ile Mis 12 kompleksine baglanir. Ndc 80 kompleksinin Spc24 ve Spc25°1,
Mis 12 kompleksinin Ns11°1 ile etkilesirler. Ayrica KNL1, Ns11 alt birimi aracilig
ile Mis 12 kompleksine baglanir. KNL1 Ndc80 ve Nuf2, kinetokor mikrotiibiillerinin

art1 ucuna dogrudan baglanir (Takeuchi ve Fukugawa 2012).

Kromozom ayrilmasi, hiicre siklusunun kontroliinii ve ag mikrotiibiilleriyle
etkilesime aracilik etmek ig¢in, sentromerik kromatinle kinetokorun birlikteligini
gerektirir (Wan ve ark 2009). Boliinme sirasinda CCAN proteinleri dis kinetokorun
onemli komponenti olan KMN agini1 toplamaktadir (Takeuchi ve Fukugawa 2012).

KMN agi farkli fonksiyona sahip tickompleksten olusur ki bunlar;

- Ag kontrol noktasi sinyalleri ve kinetokor mikrotiibiilii (kMT) birlikteligi
icin gerekli olan Ndc 80 kompleksi (4 alt tiniteli Ndc 80 kompleksi; Hec 1/hNdc 80,
Nuf 2, spc 24, Spc 25)’dir.

- Kinetokor merkezli gii¢ olusturan ve ag kontrol noktasi sinyalleri i¢in

gerekli olan MIND/Mis 12 kompleksi,

- Ndc 80 ve MIND baglantili KNL-1(Spc 105) (McCelland ve ark 2007).
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Sekil: 2.2.6.7. Kinetokor Yapisi ve Bu Yapiy1 Olusturan Ug Tabakali Kinetokor Morfolojisi
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Elektron Mikroskobu (EM) kullanilarak yapilan ¢aligmalar, kinetokorlarin
i¢c ve dig plaklar dahil trilaminar bir morfolojiye sahip oldugunu orataya koymustur

(Takeuchi ve Fukugawa 2012).

KMN agini olusturan {i¢ temel protein kompleksi, kMTs i¢in esas merkez
olusturabilmek amaciyla dis kinetokorun i¢inde kararli bir sekilde yerlesmistir . Bu
proteinlerin herhangi birinin in vivo baskilanmasinin hiicrede fonksiyonel kinetokor-
mikrotiibiil etkilesiminin olusma yeteneginin azaldigir ve en agir defektlerinde Ndc
80 komponenti baskilanmis hiicrelerde gozlendigi bildirilmistir. Mikrotiibiillere
primer baglantt bdlgelerinden biri olan Ndc 80 kompleksi yaklasitk 60 nm
uzunlugunda bir molekiildiir (DeLuca ve ark 2012; Tooley ve ark 2011).

Mitotik aglar olustugunda ve kromozomlar metafaz plagt boyunca
siralandiginda kMTs iki ii¢ kat artig gosterir. Bu bakimdan bir¢ok kinetokor
proteininin mikrotiibiili olusturan pargalarin 6nemli diizenleyicisi olduklari
bilinmektedir. Yine bu proteinlerden bazilari; Kif 2b, MCAK, skal, CLASP, astrin,
Nuf 2, CENP-E, CENP-F, CENP-H, CENP-S, Cep 57, HURP, SKAP ve Kif 18a
olarak sayilabilir. Bu nedenle kMTs ’deki kii¢iik azalmalarda anafazin baslamasinin
geciktirilmesi ya da Onlenmesi saglanirken, minik artislarda anafazda hata
olugmasina, kromozomlarin yanlis ayrilmasimna ve kromozomal instabilite’ye yol

acarlar (Bakhoum ve ark 2012).
2.2.6.1. CENP-H Geni ve Proteini

CENP-H, sentromer ve kinetokor proteini olup sentromerin yapisinda,
kinetokor olusumunda ve kardes kromatidlerin ayrilmasinda 6nemli bir role
sahiptir. Geni 5 numarali kromozomun @13.2 bandinda lokalizedir. Bu genin
sentezlettigi CENP-H proteini i¢ kinetokor plaginda CENP-A ve CENP-C proteinleri
ile hem interfazda hem de metafazda birlikte yer alir (Sugata ve ark 1999; Sugata ve
ark 2000). Bu protein aktif sentromer kompleksinin temel bilesenidir. CENP-H,
CENP-C’nin i¢ plaktaki lokalizasyonu igin gereklidir (Fukagawa ve ark 2004).
CENP-H-I kompleksinin yeni sentezlenen CENP-A’nin sentromere etkin bir sekilde

dahil olabilmesi igin gerekli oldugu belirtilmektedir (Hori ve ark 2008).

CENP-H aym1  zamanda  CENP-B’nin  yerlestii  sentromerik
heterokromatinin disinda ve prometafaz’da kinetokor koronasinin iginde yer

almaktadir. Yapisal bir proteindir. Bu protein diger CENP-H proteinlerine ve
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kinetokorun yapisinda yer alan diger CENP-A, CENP-B ve CENP-C proteinlerine
baglanir. Toplamda proteinlerin olusturdugu multimerler i¢ kinetokor plaginda
lokalize olur ve sentromer-kinetokor kompleksinin organizasyonundan ve

fonksiyonundan sorumludur (Westermann ve ark 2003; Guo ve ark 2008).

CENP-H kardes kromatidlerin, boliinme esnasinda olusan yeni hiicrelere
dogru sayida dagitilmasinda gorev yapmakla birlikte, hiicrede diisiik seviyede
bulundugunda mitoz bdliinme esnasinda hiicre boliinmesi durur. Bunun yaninda,
yiiksek seviyede bulunmasi durumunda ise andploidi riski artar. Anoploidiler kanser
gelisiminde Dbelirleyici  bir 6zelliktir. CENP  proteinlerinin  hiicre  ig¢indeki
konsantrasyonlarinin kinetokor olusumu ile yakin iligkili olduguna dair yayinlar

mevcuttur (Brown ve ark 1993; Tomonaga 2005).

Tomurcuklanan mayalarla yapilan calismalar, CENP-H, CENP-A, CENP-C
ve Ndc80/HEC’den tesekkiill eden molekiiler bir c¢ekirdegin, sentromeri igsi
mikrotiibiile baglamada temel rol oynadigini ortaya koymustur (Westermann ve ark

2013; Gua ve ark 2008).

Metazoonlarda kromozom ayrilmasi, metafaz plaginda kardes kinetekorlarin
siralanmasint - gerektirir. Kromozomlarin siralanmasi esnasinda mikrotiibiillere
baglanan uclarin diizenlenmesi ile kromozom hareketleri kinetekorlara dogru
yonlendirilir. Biiziilme ve biiyiime hareketleri arasinda mikrotiibiil-kinetekor
demetleri, ag ekseni boyunca diizenli titresim olustururlar (Amaro ve ark 2010).
Kinetokorlar bu bakimdan CENP-A NAC/CAD ve KMN olarak isimlendirilen iki
korunmus protein-protein etkilesim agindan olusan yapisal bir ¢ekirdegi ihtiva
etmektedir (McCelland ve ark 2007). CENP-A NAC/CAD, mikrotiibiiliin ucundaki
sentromerik DNA’ya fiziksel olarak baglanan kinetekor-mikrotiibiil dinamiklerinin
diizenleyicisidir (Amoro ve ark 2010). Dolayisi ile sentromer protein H ve
niikkleozom  iligkili ~ CENP-A’nin  distal  kompleksleri  olan  CENP-A
NAC/CAD(CENP-A Nuclosome Associated Complex/CENP-A Distal), bu
koordinasyon i¢in gereklidir. Ciinkii CENP-H eksikliginde kinetekorlarda
yonlendirilmis diizenli titresim olusturmakta basarisiz olunmaktadir. Bu durum
metafaz plagi organizasyonunu bozan diizensiz hiz hareketlenmelerine yol agar.
CENP-A NAC/CAD alt tiniteleri, CENP-H ve CENP-I dinamiklerindeki artis kardes
kinetekorlar1 etkiler (Amaro ve ark 2010). Yani CENP-A NAC kompleksinin
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bozulmasi kromozomlarin siralanmasinda ve ayrilmasinda hataya neden olur (Foltz

ve ark 2006).

Yapilan calismalarda, multialtiinite kompleksi olan CENP-I ve CENP-H i¢
kinetekor komponenetlerinin izolasyonu ile CENP-H-I kompleksinin fonksiyonel 3
alt kompleksten olustuklar1 ve de her birinin dogru kromozom ayrilmas i¢in gerekli
olduklar1 gosterildi. Yine CENP H-I kompleksinin sentromerlerde kismen CENP-A
ifadesinin bir belirteci olarak fonksiyon yapabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Okada ve ark
2006).
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3. GEREC VE YONYEM
3.1. Gere¢
Cahisma Sirasinda Kullanilan Cihaz ve Demirbaslar:
- Demirbas Malzeme/Cihazlar
- Real Time PCR: ABI 7500
- Nanodrop (Maestro nano)
- Buzdolabi1 ve derin dondurucu(+4 ve -20°C Argelik)
- Ceker ocak
- Distile su cihaz1 (Niive)
- Giig kaynagi (Cleaver)
- Masa {istii mini santrifiij (VWR)
- Masaiistii santrifiij +4°C(Hettich-Eppendorf)
- Etiiv(Niive)
- Otomatik pipetler(VWR-Eppendorf)
- pH metre (VWR)
- Mikrodalga (Argelik9)
- Vorteks (VWR)
- Manyetik karistirict (VWR)
- 12.000 rpm hiz yapabilen sogutmalir mikrosantrifiij
- 42°C’ye ¢ikabilen sicak su banyosu
Calisma Sirasinda Kullanilan Sarf Malzemeler:
- SNP DNA/RNA izolasyon Kiti (SNP, Tiirkiye)
- Niikleaz free 1,5 ml tiip
- % 99.5°1ik Etil alkol
- Ksilol

- One-Run RT-QPCR Kiti (SNP, Tiirkiye)
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- CENPH primerleri (Alfa DNA, Kanada)

- CENPH prob (Alfa DNA, Kanada)

- GADPH primerleri (Alfa DNA, Kanada)

- GADPH prob (Alfa DNA, Kanada)

SNP DNA/RNAIizolasyon sisteminde kullanilan soliisyonlar:
- Soliisyon A

- Soliisyon B

- Soliisyon C1 (DNA izolasyonu i¢in kullanilacak Soliisyon C)
- Soliisyon C2 (RNA izolasyonu i¢in kullanilacak Soliisyon C)
- Soliisyon D

- Soliisyon E

SNP DNA/RNA izolasyon sistemi: Fenol/kloroform yontemine dayali bir
kittir. Parcalayici enzim ile inkiibasyon sonrasinda fenol/kloroform ile biraraya

getirilen niikleik asit molekiilleri, alkol ve proteinden ayristirilarak izole edilir.
3.2. Yontem
3.2.1. Hasta Gruplarinin Olusturulmasi ve Doku Orneklerinin Toplanmasi

Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim
Dali Laboratuvarina histopatolojik tani amaciyla gonderilmis 40 adet radikal
prostatektomi materyali ¢alismaya alindi. Ancak daha sonra yiiksek Gleason skorlu 9
doku materyali, normal prostat dokusu alani tiimér dokusu alani ile ¢ok igige
oldugundan dolay1 RNA izole edilemedigi icin 3 doku materyali ¢ikarildi.
calismadan ¢ikarildi. Vakalarin patolojik sonuglarina gore, biri 4, altis1 5, dokuzu 6,

altis1 7, it 8, ticii 9 olan Gleason skoruna sahipti.

Calisma icin Meram Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Aragtirmalar
Degerlendirme Kurulunun 30.06.2010 tarih ve 2010/091 sayili onay belgesi ekte yer
almaktadir. Vakalarin materyalleri rutin patolojik prosediir ile takibi yapilmig parafin
bloklardan olusmakta idi. Uzman patologun yaptig1 degerlendirmeye gore her
vakanin patoloji materyalinden ayr1 ayr1 olmak {izere hem tiimdrii en iyi gosterdigine

inanilan alandan ve hem de normal dokuya ait oldugu diisiiniilen alandan 4 ya da 5’er
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adet kesit alinarak, Meram Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Arastirma
Laboratuvarinda +4°C’ye kaldirildi. Bdylece vakalarin tiimorsiiz-normal doku

alanlarindan alinan kesitler vakalarin kontrol grubunu olusturmus oldu.

Vakalarin yaglar1 50 ile 89 arasinda degismekteydi ve bunlar1 21°1 hayatta,
7’si ise hayatin1 kaybetmisti. Olenlerin hi¢ birisinde &liim sebebi PCa ile ilintili
degildi.

3.2.2. Parfine Gomiilii Dokudan RNA Izolasyonu

Parafinden uzaklastirma: Orneklerden EZ-RNA Total RNA izolasyon Kit

uyarinca ilk asama olarak parafinden uzaklastirma gerceklestirildi.

- Doku kesitlerinin bulundugu tiipiin igerisine 1’er ml ksilol konuldu,

calkaland1 ve 70°C’de 30 dakika bekletildi.
- 20°Cde 5000 rpm de 2 dakika santrifiij edildi, iisttekisiipernatant atilds.

- Pellet iizerine 750 ul ksilol eklendi, vortekslendi ve bu kez 55°Cde 30
dakika bekletildi.

- 20°C’de 5000 rpm de 2 dakika santrifiij edildi ve iistteki siipernatant atildi.
- Pellet iizerine 1 ml dH,O konuldu, 55°C°de 5 dakika bekletildi.

- 20°C’de 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve iistteki siipernatant
atildi.

- Pellet iizerine 1 ml dH,O konuldu,55°C’de 2 dakika bekletildi.

- 20°C’de 10000 rpm de 5 dakika santrifiij edildi ve iistteki siipernatant
atildu.

Pellet iizerine 1 ml dH,O konularak bekletilmeden 20°C°de 10.000 rpm de 5
dakika santrifiij edilerek istteki siipernatant atildi. Bu sekilde dokudan parafin

uzaklastirilmis oldu.

Soliisyon A’nin hazirlanmasi, 70 mg olan Soliisyon A, 1.25ml (1250 ul)
niikleaz free steril su ile sulandirildi (Sample miktar1 ise 500 pl su ile sulandirilds).

Hafif calkalamalar ile enzimin tamamen erimesi saglandi. Sulandirilmis enzim -

20°C’de sakland:.
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RNA izolasyonu: RNA izolasyonu igin SNP RNA Izolasyon Sistemi

kullanild1 ve izolasyon asagidaki prosediire gore gerceklestirildi.

- Pellet tizerine 500 ul Soliisyon B,20 ul Soliisyon A eklenerek vortekslendi
ve 45°C de etiivde bir gece inkiibasyona birakild.

- Inkiibasyondan sonra orneklerin iizerine 500 ul Soliisyon C eklenerek
vortekslendi. Bu igleme siit rengi ve kivaminda bir karisim elde edilene kadar devam
edildi.

- Ornekler 20°C de 10000 rpmde 5 dakika santrifiij edildi.

- Santrifiijden sonra iistteki berrak fazdan yaklagik 500ul alinarak temiz
ependorf tiiplere aktarildi.

- Uzerine 600 pl Soliisyon D eklenerek tiipler yavasca calkalandi ve
karanlik bir yerde 1 saat bekletildi.

- 20°C de 10000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek iistteki siipernatant
dokiildii (Bu asamada ependorflarda RNA gozle goriiniir seviyede olmayacagi igin

pellet goriintiisii aranmadi).

- Soliisyon D’nin siipernatant: dokiildiikten sonra iizerine 50 pl Sollisyon E

eklendi.
- Vortekslenerek 20°Cde 10000 rpm de 5 dakika santrifiij edildi.

- Vorteks sonrasi siipernatant dokiildii ve tlipler temiz bir yerde agizlart agik

sekilde oda sicakliginda yaklasik 30-60 dakika kadar kurumaya birakildi.

- Kuruyan oOrnekler tizerine 100ul PCR Grade su konuldu. Nanodropta
Olctimleri yapilip RNA konsantrasyonu 1000 ng olacak sekilde diliie edildi ve sonra -
80°C de saklandi.

- Bu asamadan sonra RNA’ lar kullanima hazir hale gelmis oldu.

3.2.3. Real Time PCR (Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu) (PZR) ile

Ekspresyon Analiz

Gergek zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyon i¢in One-Run RT-QPCR kit
(marka) kullanildi. Bu kit ayrica cDNA sentezi yapilmasina ihtiya¢c duymaksizin hem
cDNA sentezinin hem de polimeraz zincir reaksiyonunun ayni islem igerisinde

gerceklesmesine imkan tantyan bir kittir. Revers transkripsiyon asamasinda RNase
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aktivitesini diisiirmek amaci ile M-MLV reverstranskriptaz igermektedir. cDNA
sentezlendikten sonra 95°C’de 10 dk bekletilerek Hot-start TagDNA polimeraz

aktive edilmektedir.

Kullanilan Primer ve Poblar: Ger¢ek zamanli PZR icin CENP-H ile
birlikte house-keeping gen olarak, Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH)

geni calisildi. Bu genlere 6zgii kullanilan primer ve prolar asagidaki gibiydi.

Gen CENPH GDPH
Gen Bank No NC-000005.10 NC-0000012.12
Primer P1: GAACCTTATTTTGGGGAGTAAGTATTC P1: TCCTGCACCACCAACTGCTTAB
P2: GACAGACAAAATGCACAGAAGTATTC P2: CATCACRCCACAGYTTYCCAGAG
Prob Farm-AGGATCCTGCCCTT Joe-AGGTCATCCATGACAACTTTGGYATCG-BHQ

Tablo: 3.2.3. CENP-H ve Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) Geninde Kullanilan Primer
ve Problar

Reaksiyonda CENP-H geni i¢cin FAM, GADPH geni i¢inde JOE boyalari
kullanildi. Calismanin PCR asamasinda SNP One-RunRT-QPCR kiti kullanildi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu Mikslerinin Hazirlanmasi: PZR miksleri her

gen ve Ornek i¢in asagida verilen miktarlar ile hazirlandi.

CENPH Primer 1 (P1) 0,5 pmol
CENPH Primer 2 (P2) 0,5 mol
CENPH Prob 0,3 pmol
RT/Hot Start Top Mix 0,3mi
PCR Grade Su 6 ml
RNA Ornegi 8 ml
TOPLAM HACIM 30ml

Tablo: 3.2.3.1 CENP-H igin ( Tek Reaksiyon )
CENP-H bolgesinde oOrnekler igin;19 pl gPCR Reaksiyom miski

(Herbirinden 0,2 uM olmak tizere) ANTP ve 2uM MgCl, igermekteydi.
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- 0,5 pmol CENP-H P4

- 0,5 pmol CENP-H P,

- 0,3 pmol CENP-H Prob

- 0,3 pul RT/Hot Start Taq enzim miks
- 8ul izole edilen RNA

Toplam hacim 30 pl olacak sekilde PCR Grade su ilave edildi, hafifce
pipetlenerek karistirildi.

GADPH bolgesinde her ornek igin; 19ul qPCR Reaksiyon Miks (her
birinden 2 mM olmak tizere ANTP ve 2mM MgCl,)

19 pl gPCR Reaksiyon Miksi (her birinden 2 mp olmak iizere dNTP ve 2
mp MgCly)

- 0,5 pmol GADPH P,

- 0,5 pmol GADPH P,

- 0,3 pmol GADPH Prob

- 0,3 ul RT/Hot Start Taq Enzim Miks
- 8 pl izole edilen RNA hazirland:

Toplam hacim 30ul olacak sekilde PCR Grade su ilave edildi, hafifge
pipetlenerek karistirild.

Ger¢ek Zamanli PZR Protokolii: Hazirlanan PZR mixleri soguk blok
tizerinde PZR tiiplerine dagitildiktan sonra ABI 7500 Ger¢ek Zamanli PZR cihazina

yerlestirildi ve asagidaki program ugulandi.

50 °C 20 Dk. 1 Dongii
95°C 10 DK. 1 Dongii
95°C 15 Sn.

40 Dongu
60°C 1 Dk.

Tablo: 3.2.3.2 ABI 7500 Gerg¢ek Zamanli PZR Cihazi Uygulama Programi
Ekspresyon sonuclarinin  degerlendirilmesi: Ekspresyon seviyesinin

belirlenmesinde 2744V formiilasyonu kullamld: (Livak ve Schmittgen 2001).
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Buna gore sonuglar, timor dokusu eksprasyonunun kat cinsinden
kiyaslamasi ile degerlendirildi. Ekspreasyon seviyesinin belirlenmesinde 2 (4A¢)

degeri hesaplandi.
Ct = Floresan 1s1manin esik degeri gectigi dongii sayisi,

27428 = T{imér dokusundaki ekspesyonun diizeyinin normal dokudaki

ekspresyonun kag kat1 oldugunu ifade etmektedir.
AACt= " ACtiimir-A Ct(normal)
ACt tiimsr)= CtcenpH)-ClGapDH)
ACtnormaly= Ct(cenpn)-CtGappH)

Sonug olarak her vaka i¢in hem tiimor dokusunun hem de normal dokunun
Ct degerinden 24V degeri hesaplandi ve boylece her vakanm tiimér dokusundaki
ekspresyonun normal dokudaki ekspresyonun kag¢ kati oldugu bulunmus oldu. Her
vaka ve Ornek i¢in ger¢ek zamanli PZR asamasi ii¢ kez tekrarland1 ve ii¢ ¢aligmanin

ortalamasi alinda.

Istatistiksel Analizler: QqRT-PZR verilerinin istatistiksel analizlerinde
oncelikle Ct degerleri doku (tiimor ve normal) ve teknik tekrar (tekrar-1, -2 ve -3)

gruplarinda karsilagtinllmigtir. Veriler Livak ve Schmittengen (2001) tarafindan

belirtilen 27" metoduna gore normalize edildi. Burada AC, =C C

T,target ~ T, reference

dir (Cr pager V& Cr reterence SITastyla, hedef ve referans genlerin amplifikasyonlarina ait

esik dongii degerleridir. Kontrol ve tiimor gruplart ile GS gruplar i¢inde normalize
edilmis verilerin istatistiksel analizleri faktoriyel deneme deseninde analiz edildi.
Analizler sonucunda farkli olan gurup ya da guruplarin tespitinde “Asgari Onemli
Fark” (LSD) testi uygulandi. Biitiin analizlerde MINITAB versiyon 14 ve Genstat
Release 7 yazilimi kullanildi (Payne ve ark 2003).
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4. BULGULAR

Calismada primer prostat kanseri tanisi almis 40 hastaya ait parafin
bloklanmis prostat dokusu 6rnegi kullanilmistir. Gleason skorlari, hastalarin yaslari
ve hayatta olup olmama gibi 6zellikleri tablo: 11.1°de verilmistir. Kalan 28 olgunun
tiimore ait doku ornekleri ve tiimorsiiz normal alana ait doku drneklerinden ayr1 ayri
RNA izolasyonu gergeklestirilmis ve  Ornekler kodlanmistir.  Ardindan
gergeklestirilen qQRT-PZR analizleri tliger kez tekrarlanmis ve elde edilen verilerden
Ct degerlerinin kalite kontrolleri yapilmistir. Hause keeping gen GAPDH ve hedef
gen CENP-H’a ait Ct degerleri doku (tiimor ve normal) ve teknik tekrar (Tekrar-1, -
2, -3) gruplarinda karsilastirilmistir. GADPH Ct degerleri timor dokularinda (25,62
+ 0,3182) kontrol dokularma gore (26,61 + 0,3182) anlamli diizeyde diisiik
bulunmustur (p=0,029). CENP-H geni icin gruplar ve teknik tekrarlar arasinda

farklilik gézlenmemistir.
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No Yas GS Survive (*)
1 67 3+4 +
2 60 3+2 +
3 73 3+3 -
4 64 3+4 +
5 76 445 -
6 72 3+5 -
7 78 3+2 +
8 76 3+5 +
9 78 4+3 +
11 89 2+3 -
12 71 3+3 +
14 83 3+3 +
15 50 3+3 +
19 68 3+3 +

20 57 3+3 +

21 69 o+4 +

22 71 3+2 +

23 64 3+4 +

24 74 3+4 -

26 59 3+3 +

30 84 3+3 +

33 59 4+3 +

34 69 3+3 +

36 77 4+4 -

37 78 o+4 +

38 66 3+2 +

39 77 3+2 -

40 73 2+2 +

*)

Tablo: 4 Hastalara Ait Glakson Skoru, Yas ve Yasamsal Verileri

. (+) Hayatta
: (-) Olmiis
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GAPDH

CENPH

GAPDH

CENPH

Normal

Normal

Timor

Timor

Teknik Tekrar

Teknik Tekrar

Teknik Tekrar

Teknik Tekrar

1 2 3

1 2 3

1 2 3

1 2 3

26,75 | 26,92 | 26,8

25,97 | 25,89 | 258

24,9 | 25,06 | 25,02

24,96 | 2535 | 25,81

28,9 | 28,91 | 28,82

27,04 | 27,07 | 26,76

27,34 | 26,91 | 26,87

25,96 | 26,23 | 25,93

28,34 | 28,28 | 28,19

27,76 | 28,7 | 28,89

28,38 | 28,43 | 24,82

29,45 | 29,6 | 29,82

23,13 | 22,83 | 22,9

22,08 | 21,92 | 22,42

21,98 | 23,76 | 22,28

23,73 | 22,69 | 23,58

28,99 | 29,25 | 29,56

27,4 | 274 | 21,72

24,68 | 23,33 | 24,92

24,47 | 24,58 | 24,46

27,44 | 27,34 | 27,39

27,48 | 27,55 | 27,43

27,78 | 27,72 | 279

27,91 | 27,26 | 27,3

26,83 | 26,73 | 26,24

26,88 | 24,11 | 27,54

23,25 | 23,68 | 23,93

26,81 | 27,27 | 27,29

27,01 | 27,29 | 27,19

25,83 | 25,33 | 24,36

29,86 | 29,82 | 29,71

29,67 | 29,6 | 29,85

26,06 | 26,1 | 26,09

22,65 | 23,84 | 25,75

21,67 | 21,66 | 21,73

26,36 | 26,72 | 26,99

23,54 | 23,49 | 23,97

25,79 | 25,6 | 25,38

23,38 | 20,63 | 21,56

24,67 | 24,66 | 23,42

21,96 | 24,04 | 23,92

25,33 | 24,96 | 26,21

23,47 | 22,38 | 22,19

28,02 | 26,63 | 28,92

28,06 | 28,18 | 28,17

26,35 | 2519 | 26,29

27,42 | 27,67 | 27,65

27,67 | 27,54 | 27,96

26,74 | 26,92 | 26,97

23,72 | 23,49 | 24,49

25,89 | 26,12 | 26,06

24,1 | 23,95 | 23,87

28,74 | 28,43 | 28,27

25,41 | 25,56 | 27,39

23,59 | 24,49 | 24,66

28,95 | 29,35 | 29,01

32,31 | 32,06 | 31,86

29,96 | 2559 | 29,11

21,86 | 23,05 | 22,96

24,94 | 2541 | 25,39

31,03 | 30,71 | 31,28

31,5 | 31,48 | 31,63

30,82 | 30,89 | 30,66

28,96 | 29,21 | 28,94

24,17 | 23,89 | 23,88

24,15 | 24,43 | 23,38

25,53 | 25,24 | 26,24

29,71 | 29,61 | 29,83

31,43 | 31,15 | 31,39

26,65 | 28,72 | 27,58

26,99 | 27,42 | 30,91

29,95 | 30,18 | 30,95

253 | 249 | 25,01

24,52 | 24,55 | 25,61

231 | 23,43 | 23,18

27,85 | 27,65 | 27,74

2499 | 24,2 | 24,63

21,96 | 19,69 | 21,8

24,22 | 24,46 | 24,23

22,69 | 23,68 | 23,11

23,87 | 23,76 | 23,59

21,32 | 20,93 | 21,88

20,24 | 20,1 | 20,18

19,25 | 17,12 | 20,17

27,62 | 25,59 | 27,41

27,45 | 28,46 | 28,07

25,97 | 25,86 |25,59

23,43 | 23,7 24

28,01 | 27,25 | 27,92

26,69 | 25,47 | 26,61

27 26,53 | 26,72

20,72 | 20,93 | 22,65

22,38 | 22,19 | 22,19

17,46 | 17,58 | 18,67

239 | 23,77 | 239

22,09 | 21,66 | 21,66

29,79 | 29,93 | 29,16

31,59 | 31,69 | 31,76

24,22 | 23,92 | 23,93

23,76 | 23,23 | 23,85

27,89 | 27,52 | 27,49

28,64 | 28,16 | 28,49

25,96 | 25,95 | 25,82

27,04 | 27,03 | 27,31

30,62 | 30,31 | 30,49

29,84 | 30,08 | 30,02

30,76 | 30,62 | 30,61

30,03 | 30 30,51

26,74 | 26,46 | 26,5

26,09 | 25,78 | 26,25

27,95 | 27,36 | 27,32

27,32 | 27,27 | 27,34

Tablo: 4.1 qRT-PZR analizler Sonuglar1 (Ug Tekrar)
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gRT-PZR verilerinin analizlerinde dncelikle Ct degerlerinin kalite kontrolii

yapilmistir.
Individual Value Plot of GAPDH vs Type, Reps
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Grafik 4 - GAPDH Ct degerlerinin normal (N) ve timorlii (T) dokularda ve 3 farkl teknik tekrarda (1,

2, 3) histogrami
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Grafik: 4.1 CENPH Ct degerlerinin normal (N) ve tiimérlii (T) dokularda ve 3 farkli teknik tekrarda
(1, 2, 3) histogrami

Residual analizleri ve histogramlarda (Sekil 1ve 2) 26., 30. ve 36. drneklerin

ileri analizler i¢in uygun olmadiklarina karar verilerek calisma dist birakilmistir.

Geriye kalan toplam 25 bireye ait doku Ornekleri ile ileri analizler

gerceklestirilmistir. LSD analizlerinde GAPDH’in 3. teknik tekrarlarmin ilk iki

56



tekrara gore farkli ¢ikmasindan dolayr sonraki istatistiksel analizlerde dikkate

alimmamustir.
Individual Value Plot of GAPDH vs Type, Reps
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Grafik: 4.2 - GAPDH Ct degerlerinin (n=25) normal (N) ve tiimérlii (T) dokularda ve 3 farkli teknik
tekrarda (1, 2, 3) histogrami
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Grafik: 4.3 CENPH Ct degerlerinin (n=25) normal (N) ve tiimérlii (T) dokularda ve 3 farkli teknik
tekrarda (1, 2, 3) histogrami1

CENPH ekspresyon degerleri housekeeping GAPDH geni ekspresyon
degerleri kullamlarak 2" normalizasyonu yapilmis ve gruplar karsilastirilmustir.
CENPH ekspresyonu tiimor dokularinda normal dokulara gore azalma gostermistir
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(Grafik: 11.5). Ancak iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (P=0,506).
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Grafik: 4.4 Normal ve timoér dokularinda CENPH ekspresyonu.

CENPH ekspresyonu ile GS degerleri arasinda anlamli sayilabilecek fark
gozlenirken (p=0,071); ancak a=0,10 kullanilarak yapilan LSD testlerinde gruplar
arasinda fark tespit edilmemistir (Grafik: 7.7)

CENPH ekspresyonu
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Grafik: 4.5 Normal ve tiimo6r dokularinda GS gruplarinda CENPH ekspresyonu.

58



5. TARTISMA

Sentromer ve kinetokor Okaryotlarda mitoz ve mayoz sirasinda tam ve
dogru kromozom segregasyonunun saglanmasindan sorumlu yapilardir. Sentromer
ve kinetokor fonksiyonundaki defektler kromozom segregasyonunun hatali olmasina
ve kromozomal instabilitenin meydana gelmesine yol agar. Kromozomal instabilite
bu nedenle karsinogenez siirecinde siklikla ortaya ¢ikan bir fenomen olup insan
kanserlerinin temel o6zelliklerinden birisi olarak giiniimiizde kabul goérmektedir
(Bakhoum ve ark 2012).

Kinetokorlar ~ kromozomlarin  6zellesmis  yapisal  bolgeleri  olan
sentromerlerde yapilanan ¢ok proteinli bir komplekstir ve boliinme sirasinda kontrol
noktas1 mekanizmasinda da énemli rol oynar (Fukagawa 2004). Son zamanlarda ¢ok
sayida kinetokor komponenti tanimlanmistir. Bu komponentlerden birisi olan CENP-
H hiicre siklusu boyunca sentromer-kinetokor kompleksinin bir proteini olarak
sentromerik heterokromatinin dis kisminda ve i¢ kinetokor plakta yer alan CENP-A
ve CENP-C ile birlikte ortak yerlesim gosterir (Sugata ve ark 2000; Sugata ve ark
1999). CENP-H’in kinetokor kompleksinin i¢ plagindaki uygun yerlesimi,
kromozomlarin dogru ayrilmasinda ve de multi kinetokor proteinlerinin

toplanmasinda énemlidir (Liao ve ark 2009).

Biz de calismamizda kinetokor tesekkiiliinde oynadigi rolii dikkate alarak ve
kanserin de kromozomal instabilite ile olan muhtemel iliskisini de diisiinerek, CENP-
H proteininin prostat karsinomu ile bir iligkisinin olup olmadigini degerlendirmeyi
amacladik. Bu amagla prostat kanseri tanis1 almis hastalardan ¢ikarilan total prostat
dokularindan elde edilen parafine gomiilmiis Orneklerde CENP-H geninin
transkripsiyonel ekspresyon analizini gergeklestirdik. Ekspresyon analizleri ayni
hastanin prostat dokusundaki tiimoral ve non-tlimoral alanlardaki ekspresyonunun

karsilastirilmasiyla elde edildi.

Kinetokor proteinlerinin karsinogenez ile iliskisini arastiran gesitli
calismalar mevcuttur. Adams ve ark (2001), INCENP’in insan kolektral hatlarinda
kanser hiicrelere up-regiile oldugu bulmugtur. CENP-F’nin bas ve boyun skuamdoz
hiicre karsinomunda up-regiile edildigi gosterilmistir (Dela Guardia ve ark 2001).
Kolorektal kanserlerde yapilan calismada ise CENP-A’nin asir1 eksprese oldugu ve

nonsentromerik bolgelere hedeflendigi goriilmiistiir (Tomonaga ve ark 2003).
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HCT116 hiicre dizileri ile yapilan ¢aligmada asir1 eksprese olan CENP-A’nin tim

kromozoma lokalize oldugu saptanmistir (Van Hooser ve ark 2001).

CENP-H ise primer kolorektal kanser (Tomonaga ve ark 2005), oral
skuam6z karsinom (Shigeish1 ve ark 2006), nazofarenjiyal karsinom (Liao ve ark
2010), ozofajiyal karsinom(Guo ve ark 2008), dil kanseri (Liao ve ark 2009) ve
kiigiik hiicreli olmayan Akciger kanseri (Liao ve ark 2009) iizerine calisilmistir.
Primer kolorektal kanserde yapilan ¢alismada kanser dokusunda CENP-H’in fazla
eksprese oldugu tespit edilmis, CENP-H ekspresyon plazmidinin diploid hiicre
dizilerine transfekte edilmesinin andploidiyi uyardigi saptanmistir (Tomonaga ve ark
2005). Arastiricilar kolorektal kanserlerde siklikla gozlenen andploidinin ortaya
¢ikmasinda CENP-H’in aberant ekspresyonunun ve lokalizasyonunun 6nemli rol

oynadig1 sonucuna varmiglardir.

Shigeishi ve ark (2006), oral skuamé6z hiicre karsinomlarinda CENP-H’1n
artmig  ekspresyonunun karsinogenez ile ilintili oldugunu bulmuslardir.
Nazofarenjiyal karsinom hiicre (NPC) dizilerinde ve immortalize nazofarenjiyal
epitelyum hiicrelerinde normal nazofarenjiyal epitelyum hiicrelerine gére CENP-
H’1in daha yiiksek diizeyde eksprese edildigi gozlenmis ve CENP-H ekspresyonunun
hastanin yasam siiresi i¢in bagimsiz bir prognostik belirte¢ olabilecegi ileri

stiriimiistiir (Liao ve ark 2007).

Ozofajiyal karsinomda yapilan bir calismada ise 6zofajiyal karsinom
dokusunda, normal 6zofajiyal dokuda ve immortalize 6zofajiyal hiicrelerde CENP-
H’m transkripsiyonel ve translasyonel ekspresyon analizlerinde cinsiyet, evre ve T
smniflamasina gore gruplandirilan hastalarda CENP-H ekspresyonunda farklilik
gozlenmistir. Calismada Diisiik CENP-H ekspresyonuna sahip hastalarin daha
yiikksek CENP-H ekspresyonuna sahip hastalara gére daha uzun bir yasam siiresi
gosterdikleri belirlenmis ve CENP-H’1n 6zofajiyal karsinom hastalarinda karsinomun
takibinde onemli bir marker olarak kullanilabilecegi 6ne siiriilmistir (Guo ve ark

2008).

Dil kanserinde CENP-H’in hem transkripsiyonel hem de translasyonel
ekspresyon analizi gerceklestirilmis ve dil kanseri hiicre dizileri ve kanser
dokularinda normal hiicre ve komsu nonkanser6z dil dokusuna gore protein

ekspresyonunun arttigr gozlenmistir. Ayn1 ¢alismada CENP-H’in ekspresyonu ile
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klinik evre arasinda korelasyon bulunarak CENP-H’mn erken evre dil kanseri i¢in

onemli prognostik belirteg olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Liao ve ark 2009).

Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinde CENP-H ekspresyonunun hem
kanser hiicre dizilerinde hem de kanser dokusunda normal hiicerelere gore yiiksek
oldugu bulunmus ve 6zellikle erken evre NSCLC’de prognostik bir belirte¢ olarak

kullanilabilecegi ileri stirtilmiistiir (Liao ve ark 2009).

Nazofarenjiyal karsinom hiicre (NPC) dizilerinde ve immortalize
nazofarenjiyal epitelyum hiicrelerinde normal nazofarenjiyal epitelyum hiicrelerine
gore CENP-H’in daha yiiksek diizeyde eksprese oldugu gozlenmis ve CENP-H
ekspresyonunun hastanin yasam siliresi i¢in bagimsiz bir prognostik belirteg
olabilecegi ileri siiriilmiistir (Liao ve ark 2007). Shigeishi ve ark (2006) oral
skuamoz hiicre karsinomlarinda CENP-H’1n artmis ekspresyonunun karsinogenez ile

ilintili oldugunu bulmuslardir.

CENP-H ekspresyonunun calisildig: biitiin kanser tiplerinde karsinogenez
sirecinde anoploidiler ve dolayist ile kromozomal instabilite Onemli rol
oynamaktadir. Bu ¢alismalarda CENP-H’1n kanserli dokularda fazla eksprese oluyor
olmasi, bu kanserlerin dogasinda zaten var olan kromozomal instabilite ile uyumlu
goziikmektedir.  Oysa  calismamizda  inceledigimiz ~ prostat  dokusunun
karsinogenezinde andploidi ya da poliploidiler primer role sahip degildir. Prostat
kanseri tiimorogenezinde kromozomal instabiliteye gotliren kromozom sayisi
diizensizliklerinin yaygin olmamasi aslinda bizim CENP-H ekspresyonunda bir artis
tespit edememis olmamizin bir agiklamasi olabilir. Buradan hareketle CENP-H
ekspresyonunda anormalliklere gotiiren siire¢ Prostat kanseri tlimorogenezi igin

gecersiz gibi goziikmektedir.

Biz ¢alismamizda prostat kanserinde normal doku ile tiimor dokusu arasinda
CENP-H ekspresyonu bakimindan bir farklilik tespit edemedik. Calismamizin ¢esitli
kanser tiplerinde CENP-H ekspresyonunun arttigini bulan ¢alismalardan farkli bir

sonuca ulagmis olmasinin nedenlerini ii¢ ana baglikta toplamak miimkiindjir:

Birincisi, karsinogenezde genetik ve fenotipik varyasyonda intertumoral ve
hatta intratumoral heterojenitenin olmasidir. Her kanserin ve kanser hiicresinin
dogas1 ve oOzellikleri birbirinden farklilik gosterir. Tiimorler arasindaki genetik

cesitliligin en Onemli kaynagimi da genomik instabilite olusturur. Hem tiimorler
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arasindaki hem de tiimorler icerisindeki bu genetik heterojenite anahtar kanser
yolaklarimi etkiler, fenotipik varyasyonu yonlendirir ve hatta bireysel kanser tedavi
stratejilerinin gelistirilmesinde zorluklara ve basarisizliklara neden olur (Burrell ve
ark 2013). Genomik instabilite gen diizeyinde ya da kromozomal diizeyde olabilir.
Kromozomal diizeyde olan genomik instabilite “kromozomal instabilite” olarak
adlandirilir ve solid tiimdrlerin ¢ok biiylik bir kisminda ve bazi hematolojik
malignansilerde gozlenir. Kromozomal instabilite sayisal ya da yapisal anomalileri
kapsar ve ayni zamanda andploidinin temel nedeni olarak diisiiniiliir (Weaver ve ark
2007). Sayisal kromozomal instabiliteye yol acabilen olasi dort mekanizma vardir.
Mitotik kontrol noktasi defektleri, kardes kromatidlerin kohezyon defektleri,
sentrozom amplifikasyonu ve hiperstabilize kinetokor-mikrotiibiil etkilesimleridir
(Holland ve ark 2012).

Baz1 kanser tiirlerinde yiiksek oranda meydana gelen kromozomal
instabilite, timoriin -~ agresifligi, ilag¢ direnci ve koti prognozu ile
iliskilendirilmektedir. McGranahan ve ark (2012), 10 kanser tipindeki kromozomal
instabiliteyi degerlendiren 19 ¢alismanin sonuglarinin derlendigi calismadan kiigiik
hiicreli olmayan akciger kanseri, meme kanseri, over kanseri, endometriyal kanser,
sinoviyal sarkom, oral kanser (skuamoz hiicre karsinomu) ve diffiiz biiylik B hiicre
lenfomasinda kromozomal instabilitenin kotii prognoz ile; yine meme kanserinde
lenf metastaz1 ve Ostrojen reseptor negatifligi ile, endokrin pankreatik tiimorlerde
metastaz ile, kolon kanserinde hastaligin tekrarlamasi ile ve oral kanserde bolgesel
tiimor biiyiimesi ile iligkili oldugu anlasilmaktadir. Bu kanser tiplerinden ticii (kiiciik
hiicreli olmayan akciger kanseri, kolon kanseri ve skuamoz hiicre kanseri) CENP-H
ekspresyonunun yiiksek bulundugu kanserlerdir. Kromozomal instabilitenin yaygin
oldugu bu kanser tiplerinde CENP-H ekspresyonunun yiiksek ¢ikmasi bu kanserlerin
patogenezinde kromozomal instabilite olus mekanizmalarindan hiperstabilize
kinetokor-mikrotiibiil ~ etkilesimlerinin rol oynuyor olmast muhtemel gibi
goriinmektedir. Kromozomal instabilite sonuglar1 derlenen bu 10 kanser igerisinde
malesef prostat kanseri bulunmamaktadir. Timoral heterojenite ¢ikis noktasindan
hareketle prostat tiimorogenezinde isleyen siirecin CENP-H ekspresyonunun yiiksek
bulundugu diger kanserlerin tiimorogenez siirecinden farkli seyrediyor olabilecegi
diistintilebilir. Ayrica kromozomal instabilite prostat karsinogenezinde primer bir

etkiye sahip olsa bile CENP-H ile dogrudan iliskili olabilecek mekanizmanin
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disindaki diger mitotik kontrol noktasi defektleri, kardes kromatid kohezyon
defektleri ve sentrozom amplifikasyonu gibi mekanizmalarin sonucunda da ortaya

¢ikmis olabilir.

Kinetokor bilesenlerinin yiiksek ekspresyonu normal kinetokor birlikteligini
bozarak kromozomal instabiliteye yonlendirebilmektedir. Kuskusuz dogru dozaj ig-
kontrol noktasi sinyal iletimi i¢in de 6nemlidir (Yuen ve ark 2005). Kromozomal
instabilite ayn1 zamanda DNA replikasyonu, tamiri ve mitoz i¢in gerekli proteinlerin
diizeylerinde de artisa yol agmakta ve bu da hiicresel biiylime ve transformasyona
gotiiren siirecteki genetik degisikliklerin meydana gelmesini kolaylastirmaktadir
(Duesberg ve ark 1999). Dolayisi ile “acaba gesitli kanserlerde gézlenen CENP-H
ekspresyonundaki artis kromozomal instabilitenin bir sonucu mudur, yoksa
kromozomal instabilite CENP-H ekspresyonundaki artisin bir sonucu mudur?”’

seklinde ¢ozlilmesi gereken bir paradoks ortaya ¢ikmaktadir.

Ikincisi, metodolojideki sinirlamalar. Biz ¢alismamizda Gleason skoru 9’a
kadar olan prostat tiimorlerindeki CENP-H ekspresyonunu degerlendirebildik. Daha
ileri evre tiimorleri invazyonun yiiksek olmasi, non-tumoral normal dokunun
saptanamamasi ve/veya tiimoral doku ile non-tiimoral normal doku alanlar
arasindaki siirin net olmamasi nedeniyle degerlendirmeye alamadik. Eger ileri evre
prostat tlimorlerinde ekspresyon analizi yapabilseydik biz de CENP-H
ekspresyonunda artig tespit edebilecek ve bu durumu kromozomal instabiliteye
atfedebilecektik. Nitekim Ozen ve ark (2000), calismalarinda erken evre prostat
kanseri tiimorlerinin normal diploid kromozom kurulusunda olduklarmmi ve bu
tiimorlerdeki en yaygin kromozomal degisikligin 8. Kromozom anomalileri oldugunu
bildirmislerdir. Yine prostat kanseri vakalarmin bir kisminda tiimoriin evresinin
ilerlemesinin diploidden andploidiye geg¢is ile birlikte gergeklestigi one siirtilmiistiir

(Verma ve ark 1999).

Ugiinciisii, caligmalar arasindaki metodolojik farkliliklar. CENP-H
ekspresyonunun degerlendirildigi diger calismalarda daha ¢ok kiiltiire alinmis hiicre
dizileri ve taze ameliyat dokular1 kullanilmis ve ekspresyon analizi i¢in real time
PCR yontemi ile birlikte western blot ve/veya immunohistokimyasal ydntem

uygulanmustir.
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Calismamizda tiimoriin evresine bagli olarak CENP-H ekspresyonunda bir
degisiklik olup olmadigini degerlendirdigimizde CENP-H ekspresyonu ile timoriin

evresi arasinda anlamli bir iliski bulamadik.

Bu sonuca ulagsmamizdaki muhtemel nedenlerden birisi de yiiksek evreli
timorleri metodolojik nedenlerden dolayr degerlendirememis olmamizdir. Yiiksek
evreli timorleri de degerlendirme sansimiz olsaydi belki CENP-H ekspresyonunda

evreye bagh bir degisiklik saptayabilirdik.
Bununla birlikte ¢alismamizin bazi sinirliliklar: da vardir:

- Yiiksek Grade’li timdrleri degerlendiremedigimiz ic¢in timor evresi-

CENP-H ekspresyon iliskisini de degerlendirememis olduk.

- Calismada hausekeeping gen olarak literatiirde diger kanser dokularinda da
kullanilan GADPH’1 kullandik. Ancak GADPH’1n bizim ¢alismamiz i¢in uygun bir

hausekeeping gen olup olmadigina yonelik bir 6n degerlendirme yapamadik.

Sonug olarak daha Onceki ¢alismalarda ¢esitli kanser tiirlerinde CENP-H
ekspresyonunun artmis oldugunun bulunmasina ve CENP-H ekspresyonunun
hastaligin erken evresinde ve hastaligin ilerlemesinde tanisal bir belirte¢ olarak
kullanilabileceginin One siiriilmiis olmasma ragmen, biz c¢alismamizda prostat
kanserinde CENP-H ekspresyonunda bir artis tespit edemedik. Dolayisiyla CENP-H
ekspresyonu prostat kanserinde 6zellikle de erken evrede tanisal bir degere sahip gibi
gorinmemektedir. Ancak CENP-H’in karsinogenezdeki muhtemel roliiniin prostat
kanserinin kendi molekiiler yapis1 ve biyolojisi i¢inde degerlendirildigi daha fazla
calismaya ihtiyag vardir. Bu calismalar CENP-H ekspresyonunun hem prostat
kanseri hiicre dizilerinde hem de hastalardan ¢ikarilan taze ameliyat materyallerinde
hem transkripsiyonel hem de translasyonel olarak degerlendirildigi arastirmalarla
desteklenmelidir. Boylece prostat kanseri tedavi stratejilerinin belirlenmesinde de
CENP-H regiilasyonunun terapdtik bir hedef olarak goz Oniinde bulundurulup

bulundurulamayacagi netlik kazanacaktir.
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7. EKLER

EK-1 Etik Kurul Onay1

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
MERAM TIP FAKULTESI DEKANLIGI ” L
GIRISIMSEL OLMAYAN KLiNiK ARASTIRMALAR DEGERLENDIRME
KOMISYON KARARI

Toplant: Sayis1:04 | Toplant: Tarihi: 30.06.2010 Bl

Karar Sayis1:2010/091: Fakiiltemiz Temel Tip Bilimleri Bsliimii Tibbi Biyoloji Anabilim
Dali Ogretim Dyesi Yrd.Dog.Dr. Hatice Giil DURSUN’un “Prostat Kanserlerinde Sentromer 1
Proteinin Ekspresyonunun Degerlendirilmesi” bagliklt doktora tez galismas ile ilgili 25.06.2010
tarihli dilekgesi ve ekleri goriisildi, cahgmanin Fakiltemiz Temel Tip Bilimleri Boliimii Tibbi

Biyoloji Anabilim Dal; Ogretim Uyesi Yrd.Dog.Dr. Hatice Giil DURSUN’un sorumlulugunda
yiiriitiilmesinin uygun olduguna oybirligi ile karar verilmigtir,
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