T.C.

TRAKYA UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
TIBBi PATOLOJi ANABILIiM
DALI

Tez Y Oneticisi
Dog. Dr. Ufuk USTA

NORMAL PROSTAT, YUKSEK DERECELI
PROSTATIK INTRAEPITELYAL NEOPLAZI VE
PROSTAT ADENOKARSINOMUNDA BRCA1, BRCA2
VE CHEK2 PROTEIN EKPRESYONLARININ
IMMUNOHISTOKIMYASAL DEGERLENDIRMESI

(Uzmanlik Tezi)

Dr. Tufan CIFTCI

EDIRNE-2012



TESEKKUR

Mesleki  gorgii, bilgi ve becerilerimi
kazanmamda biiyilk paya sahip olan sayin
hocam Dog¢. Dr. Ufuk Usta’ ya, egitimim
sirasinda  desteklerini esirgemeyen Prof. Dr.
Kemal Kutlu, Prof. Dr. Filiz Ozyilmaz, Dog.
Dr. Semsi Altaner, Dog. Dr. Omer Yalgim, Yrd.
Dog. Dr. Fulya Oz Puyan, Yrd. Dog. Dr. Tiilin
Yalta, Yrd. Do¢. Dr. Ebru Tastekin, Yrd. Dog.
Dr. Nuray Can, Uzm. Dr. Arzu Calik’ a,
istatistiksel degerlendirme agamasinda yardimci
olan Dog¢. Dr. Necdet Siit® e, tezin
immunohistokimyasal caligmalarin1  yiiriiten
Yiik. Biolog Muzaffer Tudan’ a ve tiim ¢alisma

arkadaslarima tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

GIRIS VE AMAC ..ot ese e 1
(@) D00 00 B 33 1 5] 1 51 21 2 OO 3
EMBRIYOLOUJI ...ttt 3
ANATOMI ..ottt 3
& 0153 0] 50 0 1 TR 4
PROSTAT BEZININ FONKSIYONU ......coooiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 4
PROSTAT KANSERI .......coiiiiiieeeeeeeeeee ettt 5
MODIFIYE GLEASON SKORLAMA SISTEMI .......c.coovoiiiiieeeeeeeeeeeee, 7
| 00 00 Y0 ) 070 1 (TR 8
GENETIK MEKANIZMALAR VE PATOGENEZ ..........cccccoovoooiieeeeeeeeen, 9
TUMOR BASKILAYICI GENLER ............cooooiiiiiiieeieeeeeeeesee e 10
ONKOGENLER VE BUYUMEYI DESTEKLEYEN GENLER ....................... 10
“BREAST CANCER SUSCEPTIBILITY” GENLERI ..........ccooooovviiiiiieen, 11
“CHECK POINT KINASE 2 GENE” ........ociititiieeeeeeseeees s s 14
PROSTATIK INTRAEPITELYAL NEOPLAZI ...........ccoovvvieiieeeeeen, 16
GEREC VE D00\ N DI\ 1 ) D) 2 SO 17
BULGULAR ...ttt ettt 20
TARTISMA ... 35
SONUCLAR ......cccccommivviiisieesessssisssssesssssssesises s 41
L0 )71 i TSR 43
SUMMARRY .ottt ettt ettt sttt ettt sn ettt 45
KAYNAKLAR ..ottt 47

EKLER



AATF
AMACR
ATM
BASC
BRCA1
BRCA2
CDC25A
CDC25C
CDK
CHEK2
C-myc
DNA
DSO
FOXM1
GSTP1
HGPIN
MDM2
MRN(complex)
NBS1
NKX3.1
PIN

SIMGE VE KISALTMALAR

: Apoptosis Antagonising Transcription Factor
: Alpha-methylacyl-CoA Racemase
. Ataxia Telengiectasia Mutated

: BRCA1-Associated Genome Surveillance Complex
: Breast Cancer Susceptibility gene 1

: Breast Cancer Susceptibility gene 2

: Cell Division Cycle 25 homologue A gene
: Cell Division Cycle 25 homologue C gene
: Cyclin Dependent Kinase

: Check Point Kinase 2 gene

: C-myelocytomatosis gene

: Deoxyribonucleic Acid

: Diinya Saglik Orgiitii

: Forkhead Box M1

. Glutathione S-tranferase gene

: High Grade Prostatic Intraepitelial Neoplasia
: Mousedouble Minute 2 homolog

: Mre 11, RAD50, NBS1 complex

: Nijmegen Breakage Syndrome gene
: Prostate spesific gene

- Prostatic Intraepitelial Neoplasia



PSA
PSCA
PTEN
RNA
XRCC1

: Prostate Spesific Antigen

: Prostate Stem Cell Antigen

: Phosphatase and Tensin Homologue
: Ribonucleic Acid

: X-ray Repair Cross Complementing Protein 1



GIRIS VE AMAC

Prostat kanseri diinyada altinci en sik kanserdir ve erkeklerde en sik goriilen kanser
olarak kaydedilmistir (1,2). Her yil 320.000 yeni olgu tespit edilmekte, yaklasik olarak da
42.000 olgu bu hastaliga bagli olarak hayatlarini1 kaybetmektedir (3,4). Tespit edilen prostat
kanseri vakalarinin %75’1 65 ve tizeri yaslardadir (3,5). Adenokarsinom bu vakalarin %95’ini
olusturur (6).

Yiiksek dereceli prostatik intraepitelyal neoplazi (HGPIN) kanserdeki fenotipik,
biyokimyasal ve genetik degisiklikleri kapsayan ancak fibrovaskiiler stroma invazyonu
gostermeyen karsinogenezisin kabul edilen erken evresidir (6-8). Yakin zamanda Diinya
Saghk Orgiiti (DSO) prostatik intraepitelyal neoplazinin (PIN) prostat kanserinde tek
preinvaziv lezyon oldugunu kabul etmistir (1,6).

Prostat kanserinin etyopatogenezinde endojen ve ekzojen faktorler mevcuttur. Aile
hikayesi, hormonlar, irk, yas ve oksidatif stres bazi endojen faktorlerdir (6). Ekzojen
faktorlerin basinda ise beslenme Ozellikleri gelir (1). Genetik olarak bakarsak; olasi bir
mekanizma spontan mutasyonlarin sonucunda onkogenlerdeki aktivasyon ve tiimor supresor
genlerdeki inaktivasyona bagli durmayan hiicre boliinmesidir. Diger olas1 bir mekanizma ise
diyetle alinan karsinojen maddelerin prostat dokusunda mutasyona yol agmasidir (6).

Son yillarda prostat karsinogenezini agiklamak adma c¢ok sayida genetik destekli
calisma yapilmistir. “Breast Cancer Susceptibility gene 1” (BRCAL) ve “Breast Cancer
Susceptibility gene 2” (BRCA2) 6zellikle meme tiimorlerinde etkisi kanitlanmis bir grup
timor baskilayic1 gen olarak prostat karsinomunda da birtakim galismalara konu olmustur.
Bununla birlikte “Check Point Kinase 2 gene” (CHEK2) de adi gecen genlerle birlikte



calisan bir gendir ve prostat tiimorlerindeki mutasyonu sinirli sayida ¢alismada bulunmustur
(9,10). Bu baglamda biz bu calismada BRCA1 ve BRCA2 ile CHEK2’nin prostat

karsinogenezindeki rollerini ve birbirleriyle bu yondeki iligkilerini incelemeye calisacagiz.



GENEL BILGILER

EMBRIYOLOJI

Prostat fetal gelisimin iiclincli ay1 siiresince ilk kez goriiliir ve iirogenital siniisten
gelisimine baglar. Gelisim dihidrotestosteron tarafindan yiiriitiiliir. Bes epitelyumyal
tomurcuk, veromontanumun her iki yaninda {irogenital siniislin arka tarafinda iki yoldan
sekillenir ve bunlar sonradan prostati sekillendirmek tlizere mezenkime hareket ederler
(11,12).

Alt tomurcuklar endodermal orjinli goriinen prostatin dig zonunu sekillendirirken, st
iki tomurcuk i¢ zonunu sekillendirir. Her iki prostat zonu, iiretra etrafinda konsantrik daireler
seklinde gelisir. Merkezi kisimda bulunan ejekiilator duktuslar ve etrafindaki mezenkimal
doku mezonefrik kanal (Wollfian duktus) kokenlidir. Bundan dolay: prostat ¢ift embriyonik
orjine sahiptir (11,13).

ANATOMI

Prostat mesane boynu ile iirogenital diafram arasinda gercek pelviste yer almaktadir.
Uretranin pars prostatika boliimiiniin ¢evresinde yer alan prostat glandinin basis prostatae
adi1 verilen tabani yukarida, mesanenin arka alt yiizii altinda; apeks prostatae adi verilen
kismi asagida diafragma iirogenitalenin iist yiizeyinde yer almaktadir. On yiizii simfizis
pubisin arkasinda, arka yiizii rektumun 6niinde bulunmaktadir (14,15).

Prostat anatomik olarak isthmus, sag, sol ve medial lob olarak 4 bolime ayrilir

(16,17). McNeal’in gelistirdigi siniflandirmaya gore 3 farkli zondan olugmaktadir (18).



Periferik zon: Prostat hacminin %70 kadarini olusturur. Prostatik intraepitelyal

neoplazi ve karsinomun en sik goriildiigii bolgedir. Glandlar basit yapida ve kii¢iik yuvarlak

sekillidir.

Santral zon: Prostat hacminin %25 kadarimi olusturur. Basis prostatae ve ejakiilator
duktus ¢evresini igerir. Glandlar biliylik ve kompleks yapida olma egilimindedir.

Epitelyum/stroma orani diger zonlara gore daha yiiksektir.

Transizyonel zon: Prostatik tiretra ¢evresindeki kisimdir. Prostat hacminin %5
kadarini olusturur. Glandlar basit yapida ve kiigiik capta olma egilimindedir. Periferik zondan
fark1 daha kompakt bir stromaya sahip olmasidir.

Prostatin arterleri baslica arteria iliaka internamin dallar1 olan arteria vezikalis
inferior ve arteria rektalis mediadir. Prostattan ¢ikan venler pleksus prostatikus adi verilen
ag1 olusturur. Bu pleksus vena iiliaka internaya drene olur ancak pleksus vezikalis ve pleksus
vertebralis ile de baglantis1 vardir. Lenf drenaji baslica internal iliak , sakral ve ekternal iliak

lenf nodlarina olur (17).

HISTOLOJI

Epitelyal ve stromal hiicrelerden olusmaktadir. Epitelyal hiicreler prostatik liretraya
acilan, primer duktuslarla baslayan, asinuslarla sonlanan yapilar1 désemektedir. Prostatin
epitelyum hiicreleri iirotelyal hiicreler, sekretuar hiicreler, bazal hiicreler ve néroendokrin
hiicrelerden olusmaktadir. Stromal hiicreler, ¢izgili ve diiz kas hiicreleri , fibroblastlar, noral

ve endotelyal hiicreleri icermektedir (18).

PROSTAT BEZININ FONKSIYONU

Prostat bezi sitrat iyonlari, kalsiyum, fosfat iyonlari, bir pihtilagma enzimi ve
fibrinolizin iceren ince, siite benzer bir sivi salgilar. Emisyon sirasinda prostat bezinin
kapsiilii, vasa deferensle es zamanli olarak kasilirlar. Boylece ince, siitlimsii prostat sivisi,
semen kitlesine eklenir. Prostat sivisinin hafif alkalik 6zelligi, ovumun basarili sekilde
dollenmesi i¢in ¢ok onemli kabul edilir ¢iinkii, vasa deferens sivisi spermin metabolik
driinleri ve sitrik asit varhiginda, goreceli olarak asidik Ozelliktedir. Bu asidik ortam
nedeniyle spermin fertilite 6zelligi baskilanabilir. Ayrica kadinin vajinal salgilar1 da asidiktir

(pH 3,5-4,0). Sperm ortam pH’s1t 6,0 ila 6,5’¢ ulasana kadar optimal hareketliligini



gostermez. Sonug¢ olarak, prostat sivisinin, diger ejekiilat sivilarinin asiditesini nétralize

etmesi ve bu yolla spermin hareket ve fertilizasyon yeteneginin artmasi olasidir (3,20).

PROSTAT KANSERI
Prostat kanseri erkeklerde en sik goriilen tiimordiir. Prostat karsinomlarinin %95’

inden fazlasini degisen derecelerde farklilasma gosteren asiner adenokarsinomlar olusturur
(11,21).

Prostat Tiimorlerinin Histolojik Simiflandirmasi
|.Epitelyal tiimorler

A.Glandiiler neoplazmlar

1.Asiner adenokarsinom

-Atrofik

-Pseudohiperplastik

-Kopiiksii

-Kolloid

-Tasl ytiziik hiicreli
-Onkositik
-Lenfoepitelyoma benzeri

2.Sarkomatoid diferansiasyonlu karsinom (karsinosarkom)
3.Prostatik intraepitelyal neoplazi(PIN)

-Prostatik intraepitelyal neoplazi, grade 111 (PIN 111)
4.Duktal adenokarsinom

-Kribriform

-Papiller

-Solid

B.Urotelyal karsinom

C.Skuaméz tiimorler

1.Adenoskuamoz karsinom

2.Skuamoz hiicreli karsinom

D.Bazal hiicreli tiimorler

1.Bazal hiicreli adenom

2.Bazal hiicreli karsinom



I1.Noroendokrin tiimérler
1.Noroendokrin diferansiasyon gosteren adenokarsinom
2.Karsinoid timor
3.Kiictik hiicreli karsinom
4.Paraganglioma
5.Noroblastom
I11.Prostatik stromal tiimorler
1.Malignite potansiyeli bilinmeyen stromal timor
2.Stromal sarkom
IV.Mezenkimal tiimorler
1.Leiomyosarkom
2.Rabdomyosarkom
3.Kondrosarkom
4.Anjiosarkom
5.Malign fibroz histiositom
6.Malign periferik sinir kilifi timorii
7.Hemanjiom
8.Kondrom
9.Leiomyom
10.Graniiler hiicreli timér
11.Hemanjioperisitom
12.Soliter fibroz timor
V.Hematolenfoid tiimorler
1.Lenfoma
2.Losemi
V1.Diger tiimorler
1.Kistadenom
2.Nefroblastom
3.Rabdoid tiimor
4.Germ hiicreli tiimorler
-Yolk sac tiimori
-Seminom
-Embriyonal karsinom

-Koryokarsinom



5.Berrak hiicreli adenokarsinom
6.Melanom
VIl.Metastatik tiimorler

MODIFIiYE GLEASON SKORLAMA SiSTEMIi

Patern 1
Oval veya yuvarlak, orta ¢apli, uniform glandlarin sikica paketlendigi ¢evre prostat
dokusunu infiltre etmeyen diizgiin sinirli nodiil seklindedir. Hiicre sitoplazmalar1 genellikle

genis ve agik eozinofilik renklidir.

Patern 2
Patern 1’e benzer ancak glandlar daha gevsek dagilim gosterir ve 1’ deki kadar

uniformite yoktur, nodiil ¢evresinde minimal infiltrasyon olabilir.

Patern 3
Birbirinden bagimsiz glandiiler yapilar, Gleason patern 1 ve 2’dekinden tipik olarak
daha kiigiik glandlar, nonneoplastik prostatik asinuslara infiltrasyon, ¢ap ve sekilde belirgin

degiskenlik ve diizgiin sinirh kiigiik kribriform nodiiller mevcuttur.

Patern 4

Birlesmis mikroasiner glandlar, diizgiin liimen olusturamayan smirlar1 diizensiz
glandlar, irregiiler sekilli kribriform glandlar ve hipernefroid yap: mevcuttur. Diizgiin liimen
olusturmayan c¢ok kiiciik capli ve diizensiz sirli glandiiler yapilar klasik Gleason
derecelendirme sisteminde patern 3 altinda incelenirken ISUP (International Society of

Urological Pathology) konsensus konferansinda patern 4 i¢ine dahil edilmistir.

Patern 5
Glandiiler diferansiasyon yoktur, solid adalar, kordlar veya tek hiicreler; papiller,

kribriform veya solid adalarin ¢evreledigi santral nekroz iceren komedokarsinom vardir

(16,22).



ETYOLOJI
Risk faktorleri eksojen ve endojen olarak siniflanabilir. Eksojen faktorler olarak
cevresel etkenler ve kirlilik kabul edilebilir. Endojen faktdrler ise aile hikayesi, hormonlar,

ik, yas ve oksidatif stres sayilabilir (9,18).

Aile Hikayesi

Epidemiyolojik caligmalarda aile hikayesinin prostat kanseri ile belirgin iliskisi
saptanmistir. Babas1 veya kardesi gibi birinci derece akrabasinda prostatik adenokarsinom
olan birinde risk 2 kat iken iki ya da {i¢ birinci derece akrabasinda prostat adenokarsinomu

olan birinde risk 5 ile 11 kat aras1 olur (1).

Hormonlar

Erkek seks hormonlari prostat kanseri gelisiminde 6nemli rol oynar (1, 23).
Androjenler prostat kanseri biiyiime oranin1 belirgin olarak artirir ve androjen
metabolizmasinin arttig1 durumlarda da timdr progresyonu preklinik durumdan klinik olarak

belirgin kansere doniisebilir (6).

Irk
Irksal farkliliklar ti¢ faktorden etkilenir; bunlar kirlilik durumundaki farkliliklar,

hastalig1 belirleme durmundaki farkliliklar ve biyolojik farkliliklar (6).

Oksidatif Stres

Prostat kanseri teorik olarak oksidatif stresteki artisa bagli gelisebilir ancak bu konuda
destekleyici ¢aligma sayisi azdir (6). Klinik ¢alismalar selenyum, alfa-tokoferol (vitamin E)
ve likopen (bir karotenoid) aliminin prostat kanserine karst koruyucu oldugunu

gostermektedir (1).

Diyet

Bu alanda prostat kanseri gelisiminde tanimlayic1 epidemiyolojik ¢alismalarla birgok
faktor tanimlanistir. Yag ve o6zellikle poliansatiire yag tiikketimi prostat kanseri insidans1 ve
mortalitesiyle pozitif korelasyon gostermektedir. Bunun disinda yag metabolizmasindaki

bozulmalar da sebepler arasindadir (6).



Mesleki Faktorler
Bircok mesleki ve endiistriyel kirlilik ve birikim etkenleri prostat kanseri riski
acisindan degerlendirilmis ancak net sonuglara varilamamistir. Tarim ve lastik endiistrisi

bunlardan en belirgin olanlaridir (6).

GENETIK MEKANIZMALAR VE PATOGENEZ

Yiiksek dereceli prostatik intraepitelyal neoplazi ve prostat karsinomunda benzer
genetik degisiklikler goriilmektedir (6). Her ikisinde de diger kanserlerdekine benzer sekilde,
bircok somatik genetik degisiklik mevcuttur. Baz1 somatik degisiklikler genetik olup, nokta
mutasyonlari, delesyonlar, amplifikasyonlar ve translokasyonlar seklindedir. Diger
degisiklikler epigenetik olup, en 6nemlileri deoksiriboniikleik asit (DNA) metilasyonu ve
histon modifikasyonundaki degisikliklerdir (24-26).

Somatik Epigenetik Degisiklikler

Prostat kanserlerinde oldukca sik rastlanan somatik epigenetik degisiklik olan
“Glutathione S-Transferaz” (GST ya da GSTP1) genlerinin kodladigt GST enzimleri,
oksidan maddelerin detoksifikasyonundan sorumludurlar. GSTP1 eksikligi veya yoklugu
prostat karinomunda ve PIN’ da erken saptanan genetik degisikliklerden birisini
olusturmaktadir (24-26).

Somatik Genetik Degisiklikler

Prostat kanserlerinde kromozomal ve subkromozomal diizeyde genetik degisiklikler
goriilmektedir. Bu kromozomal degisiklikler 8p, 10q, 13q, 16q kromozomlarinda kayip, 22q
kromozomunda yeniden diizenleme ve 7p, 7q, 8q ve Xq’da rekiirren gen kazanimlari

seklindedir (25, 26).

Telomer Kisalmasi
Telomerler kromozomlarin biitiinligiinii ve stabilitesini saglar. Telomer kisalmasi
erken prostat kanserinde goriilen ve hastaligin ilerlemesine yol acan kromozomal

instabiliteye sebep olan bir 6zellik gibi goriilmektedir (27).



TUMOR BASKILAYICI GENLER

NKX3.1 Geni
8p21.2 kromozomunda yerlesen bircok genden biri olan NKX3.1 proteini, prostata
spesifik olup normal prostat gelisimi i¢in gereklidir. 8p kromozomu delesyonu sonucu

NKX3.1 protein ekpresyonu azalarak HGPIN ve prostat kanseri gelismektedir (24,25).

“Phosphatase and Tensin Homolog” (PTEN) Geni
Kromozom 10qg23’te lokalize tiimoér baskilayici gen PTEN, phosphatidylinositol 3’-
kinase/protein kinase B sinyal yolagimni inhibe ederek Siklus progresyonunda ve surveyinde

rol oynamaktadir (25).

“C-Myelocytomatosis Gene” (C-myc)

Bu protein, niikleer transkripsiyon faktorii olup hiicre siklus progresyonu, protein
sentezi ve mitokondriyal fonksiyonlarda rol oynamaktadir. Ozellikle metastatik ve yiiksek
histolojik dereceli tiimorlerde, c-myc geninin lokalize oldugu 8q24 kromozomunda

amplifikasyon goriilmektedir (25).

“Prostate Stem Cell Antigen” (PSCA)
89 kromozomunda lokalize PSCA proteini, benign prostat dokusunda bulunmakta ve

PK’da amplifikasyon gostermektedir (24).

ONKOGENLER VE BUYUMEYIi DESTEKLEYEN GENLER

Androjen Reseptorii

Prostatin normal biiyiime ve gelisim siirecinde androjenik hormonlarin kritik 6nemi
bulunmaktadir (1). Androjen sinyali, ligand- bagimli bir transkripsiyon faktorii olan androjen
reseptorii  araciligiyla olmaktadir. HGPIN ve adenokarsinomlarda tiimorii olusturan

hiicrelerde, androjen reseptorii daha yiiksek oranlarda eksprese edilmektedir (25).

“Alpha-methylacyl-CoA Racemase” (AMACR)
Mitokondriyal ve peroksizomal bir protein olup, dallanmis zincir yag asidi
tirevlerinin  oksidasyonu ve safra asidi biosentezinde goérevlidir. AMACR’ 1n kanser

hiicrelerinde asir1 ekspresyonu goriilmektedir (1).
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“BREAST CANCER SUSCEPTIBILITY” GENLERI

Kromozom 13q12’e BRCAL, 17g21’e , BRCA2 lokalizedir. BRCA1 geni 1863

a.a.’lik , BRCAZ2 geni ise 3418 a.a.’lik bir proteini kodlar. Her iki protein de hiicrenin diger
bazi1 proteinleri ile baglanarak islev goriir. BRCA1 ve BRCA2 genleri genom stabilizasyonu
saglayacak proteinler kodlarlar. Dolayisiyla bu genlerdeki mutasyonlar genomik instabiliteye
neden olur. BRCA1 ve BRCA2 genleri genomik stabilitenin devam ettirilmesinde rol
oynayan proteinler kodlar ve bu yoniiyle timor baskilayict gen gibi davranirlar (28,29).
BRCA1 ve BRCA2 proteinlerinin hiicre proliferasyonunun kontroliinde tiimér baskilayici
proteinler, DNA hasarina ve tamirine katilan proteinler, transkripsiyonun diizenlenmesinde
rol alan proteinler, hiicre siklusunun kontrol noktalarmin 6nemli proteinleri ve DNA’da

rekombinasyonda is goren proteinler ile yakin iligkileri gosterilmisti. BRCA1 ve

BRCA2’deki mutasyonlar ve BRCA proteinlerinin inaktivasyonu timor baskilayici

proteinlerin ve diger “genom koruyucu” rolii olan proteinlerin de inaktivasyonuna neden

olarak hiicreyi timor olusumuna gétiiriirler (28,30).

“Breast Cancer Susceptibility Gene 1”

“Breast cancer susceptibility gene 17 kromozom 17’nin uzun kolunda 21. bantta
lokalize olup 1863 amino asitlik bir proteini kodlar. Cogu ¢esitli organda o6zellikle testis ve
timusta fazla expresyonu gozlenir. BRCA1 geni , genomik stabilitenin devam ettirilmesinde
rol oynayan niikleer bir fosfoproteini kodlar ve tiimér baskilayici gen gibi davranir. Kodlanan
bu protein , “BRCA1-Associated Genome Surveillance Complex” (BASC) olarak bilinen ,
farkli timor baskilayici proteinleri, DNA hasar algilayicilari ve sinyal iletim elemanlar ile
beraber ¢oklu-birimli BRCA1-iligkili genom denetim birimini olusturur. Bu genin iriinii
riboniikleik asit (RNA) polimeraz Il ile C-terminal bdlgesi {izerinden baglanir ve ayrica
histon deasetilaz kompleksi ile de etkilesime girer. Bu protein bdylece transkripsiyonda,

DNA cift iplik kiriklarinda onarimi ve rekombinasyonda onemli roller oynar. Bu gendeki

mutasyonlar yaklasik kalitsal meme kanserlerinin yaklasik %40’ indan, kalitsal meme ve over

kanserlerinin %80 ninden fazlasindan sorumludur (28,31).

“Breast cancer susceptibility gene 1” fonksiyonu ve mekanizmasi:

Deoksiriboniikleik asit hasar tamiri: “Breast cencer susceptibility gene 1” proteini direkt

olarak hasarlanmis DNA’nin tamirinden sorumludur. Cogu ¢esit normal hiicrelerin
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niikleuslarinda BRCA1 ve Rad51’in DNA ¢ift iplik kiriklarinda etkilesim halinde oldugu
diistiniilmektedir. Bu tiir kiriklar dogal radyasyon veya diger mutajenik ajanlara maruziyetten

kaynaklanacagi gibi kromozomlardaki genetik materyali degisimlerinin oldugu esnalarda da

(capraz gecis, homolog rekombinasyon) gerceklesebilir. Fonksiyonu BRCA1’ inkine
benzeyen BRCAZ2 proteini, Rad51 ile direk etkilesime girer. DNA hasar tamirinde rol

oynayan bu li¢ protein genomik stabilitenin devaminin saglanmasinda ¢ok Onemlidirler.

BRCAL direk olarak DNA’ ya yiiksek afinite ile baglanir. Bu yetenegi ile DNA’ ya

baglanmas1 Mre 11, RAD50, NBS1 complex (MRN)’ nin niikleaz aktivitesini baskilamasi ile
iliskilendirilmistir (28,32).

Rekombinasyonel onarim: Deoksiriboniikleik asit onariminin bir bagka bi¢imi olan

rekombinasyonel onarim, hasarli DNA’nin hasarsiz bir molekiille rekombinasyonu temeline

dayanir. Bu mekanizma DNA replikasyonu sirasinda karsilagilan ve normal replikatif DNA
polimerazlarca kopyalanamayarak bir replikasyon ¢atalinin ilerlemesini bloke eden , timin
dimerlerinin veya c¢ift DNA kirikliklarinin bulundugu hasarlarin  onariminda siklikla
kullanilir (28,32).

Rekombinasyonel onarim, bir atasal DNA ipligin onariminda kullanilacak olan
normal bir yeni molekiiliin kopyalanmasini sagladigr durumda gegerlidir. Rekombinasyonel
onarim iyonize radyasyon veya bazi kimyasallar ile olusturulan ¢ift iplik kiriklarinin onarimi
icin de belli bashh mekanizmadir. Bu tip hasar her iki ipligi de etkiledigi i¢in, onarimi
ozellikle zordur. Hasarsiz kromozom tizerindeki homolog DNA dizileri ile rekombinasyon,
bu tip hasarlarin onarimina ve normal DNA dizisinin yerine konmasina olanak saglar (28,32).

Alternatif olarak c¢ift iplik kiriklar1 basitce tek DNA molekiiliindeki kirik uglarin
yeniden birlestirilmesiyle onarilabilir, ancak hasar bolgesinin etrafindaki bazlarin kaybindan
dolayr hata siklig1 yiikselir. Kalitsal meme kanserinden sorumlu olan genlerin ozellikle
BRCA1 ve BRCA2’nin kodladigi proteinlerin homolog rekombinasyon ile ¢ift iplik
kiriklarin onariminda gorevli olmalart , bu DNA onarmmindaki bozuklugun, kadinlarda en

yaygin kanserlerden birisinin gelisimine yol agabilecegini gostermektedir (28,32).

“Breast cancer susceptibility gene 1” mutasyonlar1 ve tiimor histopatolojisi:
“Breast cancer susceptibility gene 1” mutasyonlu hastalarda, epitelyal tiimorler (karsinomlar)
en sik verilen histolojik tamidir. Malign transizyonel hiicreli karsinom gibi ¢ok ender
goriilenler de dahil olmak {izere malign epitelyal over neoplazmlarinin tiim subtipleri rapor

edilmistir (28).
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Bu mutasyonun endometrioid ve berrak hiicreli karsinomlardaki sikligi sporadik
vakalarla aynidir. Son veriler gostermektedir ki BRCA1/2 gen mutasyonlart borderline
neoplazmlarin gelisimine predispozisyon yaratmaz. Stromal tiimodrler ve malign germ hiicreli
neoplazmlar ise BRCA1/2 mutasyonlar1 ile iliskisiz goriinmektedir. BRCA1 ovaryan
kanserlerin ¢ogunlugu, eger tan1 aninda over disina yayilmis iseler kotli prognoza sahip serz
kistadenokarsinomlardir. BRCA1 tasiyicilarinda ortaya ¢ikan over kanserlerinin daha iyi

prognoza sahip oldugunun rapor edildigi ¢aligmalar da vardir. BRCA1 gen mutasyonlari,

klinik olarak meme kanserli ailelerin % 15-20"sinde, meme-over kanserli ailelerin ise % 40-

50’sinde saptanmistir. Mutasyonlar tiim kodlama bolgesi boyunca olusur ve dolayisiyla

mutasyon spektrumunun gen fonksiyonuna gore rolatif olarak kii¢iik oldugu diisiiniiliir.
Mutasyonlarin ¢ogunun, translasyondan sonra proteinlerin prematiir kesilmesine neden
oldugu tahmin edilir. Mutasyon tasiyicilarinda ortaya ¢ikan tiimorlerde gozlenen “wild-type”
allel kaybiyla baglantili olarak, tiimorogenezde gen inaktivasyonunun onemli bir basamak
oldugu sonucuna vartlir (28).

Ailelerde saptanan mutasyonlarin giiclii degiskenliklerine ragmen belirli cografi ve
etnik kokenlerde belirli mutasyonlarin ¢ok sik saptandigi ortaya konmustur. Sonug olarak

mutasyon spektrumu, drneklenen niifusun etnik kdkenine gore degisebilir (28).

“Breast Cancer Susceptibility Gene 2”

“Breast cancer susceptibility gene 2 kromozom 13q12’de lokalize olup , 3418 amino

asitlik bir proteini kodlar. BRCA2 geni tiimor baskilayici gen ailesine dahil olarak kabul
edilmektedir ve genin kodladigi protein kromozomal hasarin tamirinde ve hiicre siklusunun
kontroliinde gorev almaktadir.(28,33-34) BRCA2 geni ¢ok genis ve 8 adet BRC peptid motifi
iceren 11. cksonu ile Karakterizedir. BRC tekrar motifleri Rad51 ile etkilesimden
sorumludurlar(28,35).

“Breast cancer susceptibility gene 1” in C-terminal ucunda ise tek dal DNA’ya

baglanma bolgesi bulunmaktadir. BRCA2 geni iiriinii olan protein bagka bir proteinle goze
carpan bir benzerlik gostermemektedir. 11. ekson tarafindan kodlanan 8 adet BRC tekrarinin
bircok memeli tiiriinde evrimsel olarak korundugu gozlenmektedir ki bu da BRC
tekrarlarinin 6nemli bir gorevi oldugu anlamina gelmektedir. Gerg¢ekten de BRC tekrarlari
BRCA2’nin, DNA tamiri ve genetik rekombinasyondan sorumlu bir memeli proteini olan

Rad51’le etkilesimini ve baglanmasini diizenler. BRCA2 proteini, Rad51 ile etkilesimini iki
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Ozel bolgesi tizerinden gergeklestirir. Bu bolgelerden biri , BRCA2 geninin 11 eksonu
tarafindan kodlanan , 8 adet BRC aminoasit tekrarlaridir (31).

Deoksiriboniikleik asit hasarina yanit olarak BRCA2 ve RADSI tamir bolgesinde
birbirleriyle birleserek bir kompleks olustururlar. BRCA2 proteininin bu islem sirasinda en
onemli gorevleri Rad51 ' in tamir bélgesine lokalizasyonunu saglamak ve Rad51 'in tamir
edilecek DNA ' ya baglanmasini saglamaktir. BRCA2 proteininden yoksun hiicreler bu tamir
yanitin1 gergeklestiremezler. (35,36).

“Breast cancer susceptibility gene 2” fonksiyonu ve mekanizmasi: Breast cancer

susceptibility genlerinin yapilari birbirinden farkli olmasina ragmen fonksiyonlari benzerdir.

Bu iki genden kodlanan proteinler hasarlanmis DNA’nin tamirinde 6nemli rol oynarlar.

BRCA?2 proteini DNA kiriklarini tamir etmek i¢in Rad51 adi verilen genin {riinii olan
rekombinaz proteini ile birbirlerine baglanirlar ve bu sekilde fonksiyon gosterirler (28,37).
Ayni sekilde BRCA1 proteinide Rad51 proteiniyle baglanir ve bu {i¢ gen genomik
stabilitenin devam ettirilmesinde kritik bir gorevi yerine getirirler. Ayrica BRCA1 gibi
BRCA2° nin de embriyonel gelisimde diger genlerin aktivitesinin diizenledigi

diistiniilmektedir (28,37).

“CHECK POINT KINASE 2 GENE”

“Check Point Kinase 2 gene” (CHEK2) insanin 22. kromozomunun uzun Kkolu
tizerinde bulunmaktadir. CHEK2 geninin {iriinii bir serin/treonin kinaz olup DNA-hasar
kontrol noktas: yolaginda bulunan merkezi bir 6neme sahip iletim (transdiiser) proteinidir.
DNA hasarinin meydana gelmesi DNA hasarina spesifik protein komplekslerinin olusumunu
baslatir. DNA ¢ift iplik kirginin meydana gelmesi, ¢ift iplik kirik hasarina spesifik protein
kompleksi olan MRN [Mrell (“meiotic recombination 11”) - Rad50 - NBS1 (“Nijmegen
Breakage Syndrome gene”)] protein kompleksinin (algilayict proteinler) olusumuna neden
olur, bu kompleks de “Ataxia Telengiectasia Mutated” (ATM) genini aktive eder. Aktive
olan ATM, CHEK?2 proteinini fosforile eder. CHEK2 proteininin fosforlanmasi sonucunda
hiicrede birgok CHEK2 substrati, fosforilasyon ile aktive olur. CHEK2 substratlarinin
fonksiyonlar: sonucunda, DNA hasar1 meydana gelen hiicrenin yasaminin gelecegi belirlenir
(38,39). CHEK2, BRCAL1 proteininin serin 988 (S988) aminoasitini fosforile ederek DNA
tamirini baslatir. Buna ek olarak CHEK2 bir transkripsiyon faktorii olan “Forkhead box M1”
(FOXM1)’ i fosforile ederek bu transkripsiyon faktoriiniin stabilitesini artirir. FOXM1
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transkripsiyon faktorii homolog rekombinasyon DNA tamir mekanizmasinda gorev alan
BRCA2 ve baz eksizyon tamir mekanizmasinda gorev alan “X-ray repair Cross
complementing protein 17 (XRCC1) genlerinin ekspresyonlarini artirir (40). DNA’da
meydana gelen hasarin tamir edilebilmesi i¢in hiicre DNA sentezini ve hiicre dongiisiinii
durdurur. CHEK?2 proteini, hiicre dongiisiinli diizenleyen anahtar molekiillerden biri olan
“Cell division cycle 25 homolog C” (CDC25C)’ nin inhibisyon aminoasiti olan serin 216
(S216)’y1 fosforile ederek G2/M hiicre dongiisii kontrol noktasinin gecikmesine sebep olarak
hiicrenin mitoz boliinmeye girisine engel olur (41). Bununla birlikte CHEK2 proteini, diger
bir hiicre dongiisii diizenleyici proteini olan “Cell division cycle 25 homolog A (CDC25A)’
nin serin 123 (S123), serin 178 (S178) ve serin 292 (S292) aminoasitlerini fosforile ederek
hiicre dongiisiiniin G1 evresinin gecikmesine sebep olarak S evresine girisini engeller. Ayrica
CHEK2 proteini, DNA’da hasar meydana geldiginde hiicre dongiisiinii G1/S ve G2/M hiicre
dongiisii kontrol noktalarinda p53 tiimor baskilayict proteini yolu ile durdurulmasinda gorev
yapar. CHEK2 proteini p53 proteinini serin 20 (S20) aminoasitinden fosforile ederek p53’iin
“Mousedouble minute 2 homolog” (MDM?2) ile iliskisini bozarak p53’lin stabilitesini artirir.
DNA’da hasarlar meydana geldiginde bir transkripsiyon faktorii olan “Apoptosis
antagonizing transcription factor” (AATF), ATM ve CHEK?2 tarafindan fosforile edilerek
aktive edilir. AATF, p53 ekspresyonunu artirir. Ayrica DNA hasar1 durumunda p53°iin serin
366 (S366) ve treonin 387 (T387) aminoasitleri CHEK2 proteini tarafindan fosforlanarak p53
proteini aktive edilir (39).

Mutasyon CHEK21100(*)delC ve meme kanseri olusumu arasindaki iliski saglikli
bireylerden olusan kontrol grubu, BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlar: belirlenmemis ve ailesel
meme kanseri hikayesi mevcut olan meme kanserli hastalar ile yapilan g¢alisma ile
arastirllmistir. Kontrol grubu ile meme kanserli grup karsilastirildiginda CHEK21100(*)delC
mutasyonunun meme kanseri olusumunu 2 kat artirdigi ve bu artisin istatistiksel olarak
onemli oldugu bildirilmistir (42).

Mutasyon CHEK21100(*)delC frekanst mini baz sirasi saptama yontemi ile
Finlandiya kokenli saglikli bireylerde, meme kanserli hastalarda ayrica BRCA1 ve BRCA2
mutasyonlar1 saptanmayan ve ailesel meme kanseri Oykiisii bulunan meme kanserli
hastalarda arastirllmistir. Bu arastirmada meme kanserli hasta grubu ile kontrol grubu
arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu, fakat ailesel meme kanserli hasta grubu
ile kontrol grubu arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu ve CHEK?2
1100(*)delC mutasyonunun meme kanseri olusumunu 4,2 kat artirdigi saptanmustir
(p=0.0002) (43).

15



PROSTATIK INTRAEPITELYAL NEOPLAZI

Prostatik intraepitelyal neoplazi, yapisal olarak benign ancak, sitolojik olarak atipik
hiicrelerle doseli biiyiik duktus ve asinuslardan olusmaktadir (6). Hiicresel kalabaliklagsma ve
siralanma artisi, niikleer biiylime, pleomorfizm ve niikleolus varligir esas alinarak diisiik
dereceli ve yiiksek dereceli prostatik intraepitelyal neoplazi olarak iki gruba ayrilmaktadir.
Yiiksek  derecelide niikleol belirginligi  esas  alinmaktadir. HGPIN, prostat
adenokarsinomlarmin  6nciil lezyonu olarak kabul edilmekte ve c¢ogu prostat
adenokarsinomuna eslik etmektedir. HGPIN ve prostat kanserinde benzer genetik
degisiklikler goriilmektedir (6). Her ikisinde de diger kanserlerdekine benzer sekilde, birgok
somatik genomik degisiklik mevcuttur. Bazi somatik degisiklikler genetik olup, nokta
mutasyonlari, delesyonlar, amplifikasyonlar ve translokasyonlar seklindedir. Diger
degisiklikler epigenetik olup, en 6nemlileri DNA metilasyonu ve histon modifikasyonundaki
degisikliklerdir (24-26).

16



GEREC VE YONTEMLER

Calismada, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali laboratuvarina
ait arsivdeki radikal ve agik prostatektomilerden 180 tanesi kullanildi. 2007-2011 tarihleri
arasindaki ¢esitli yaslardaki hastalardan alinmig tiim prostat biyopsileri incelenerek, normal
prostat dokusu iceren 50 vaka ile birlikte, HGPIN tanili 50 vaka ve adenokarsinom tanisi
verilmis 80 vakanin camlar1 yedekleriyle birlikte ayrildi. Adenokarsinom tanili vakalar da
kendi aralarinda Gleason Skorlama Sistemi’ ne gore ii¢ gruba ayrildi. Buna gére, Gleason
skor 4’ e kadar olanlar derece I, 5 ile 7 arasi derece II, 8 ile 10 aras1 derece III olarak kabul
edildi (6). Segilen camlara ait bloklar, blok arsivinden elde edildi ve bloklardan polilizinli ve
pozitif sarjli lamlar iizerine alinan kesitlere immunohistokimyasal olarak BRCA1, BRCA2 ve
CHEK?2 antikorlar1 uygulandi.

Calismada BRCA1 i¢in Biocare Medical, MS110 klon, IgG1 izotip kiti; BRCA2 igin
GenWay Biotech,Inc., poliklonal IgG; CHEK2 igin Abcam Inc., poliklonal IgG Kkitleri
kullanildi. Her kit i¢in katalogda belirtilen kontrol dokularini igerir biyopsi ornekleri ile
kontrol boyamas1 yapildi.

Boyanmada su islem sirasi takip edildi:

1-4 mikron kalinliginda kesit alindi.

2-56°C etiivde 1 gece bekletildi.

3-3 kez 10’ ar dakika ksilende bekletildi.

4-3 kez 10’ ar dakika %96’ lik etil alkolde bekletildi.

5-Distile sudan gegirildi.

6-%3’lik H202’ de 15 dakika bekletildi.

17



7-Distile suda 5 dakika bekletildi.

8-“EDTA buffer” %10’ luk soliisyonda maksimum devirde 20 dakika, 600 devirde 10
dakika muamele edildi.

9-Oda 1s1s1nda yarim saat bekletildi.

10-Distile sudan gegirildi.

11-Ultra V blok 10 dakika tutuldu.

12-Distile suda 3 dakika bekletildi.

13-PBS ile 5 dakika muamele edildi.

14-Primer antikor soliisyonu damlatildi ve CHEK2 i¢in 1 saat, BRCAl ve BRCA2
icin 48 saat +4°C’ de buzdolabinda bekletildi.

15-PBS ile 3 dakika muamele edildi.

16-Link sar1 soliisyonda CHEK?2 i¢in 20 dakika, BRCA1 ve BRCA?2 i¢in 60 dakika
bekletildi.

17- PBS ile 3 dakika muamele edildi.

18-Streptavidin soliisyonunda CHEK?2 20 dakika, BRCA1 ve BRCA2 i¢in 60 dakika
bekletildi.

19- PBS ile 3 dakika muamele edildi.

20-Hematoksilen zit boya 2 dakika siire ile uygulandi.

21-Cesme suyunda 30 dakika bekletildi.

22-%1 lik amonyakta 1 dakika bekletildi.

23-Cesme suyundan gegirildi.

24-“Aquamount” ile kapatildu.

DEGERLENDIRME

Tiim kesitler dnce tez arastirmacisi tarafindan daha sonra tez yoneticisi ile birlikte
degerlendirildi. Buna gore kontrol dokularindaki boyanma paterni ve katalogta belirtilen
boyanma o6zelliklerine gére BRCA1 ve BRCA2 i¢in sitoplazmik ve niikleer, CHEK?2 igin
niikleer boyanma durumlar1 degerlendirildi. Dokular BRCA1 ve BRCAZ2 antikorlari i¢in
sitoplazmik boyanma siddetine gore siniflandirildi. Buna gore; boyanma izlenmedi (-), zayif
boyanma (+), orta siddette boyanma (++), kuvvetli boyanma(+++) olarak kabul edildi.
BRCA1, BRCA2 ve CHECK2 antikorlar: i¢in ayrica niikleer boyanma yayginhigi tespit
edildi ve olgular boyanma yayginligina gére % 50’ nin altinda ve % 50-100 aras1 diye ikiye
ayrild.
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ANALIZ

Calismanin analizleri Biyoistatistik Anabilim Dali’ nda AXA507C775506FAN3 seri
numarali AXA 7,1 istatistik programi kullanilarak yapildi. Olgularin yaslar1 tek yonlii
ANOVA ile incelendi. Calismadaki antikorlarin boyanma oranlar1 Ki-kare testi ile, bu
antikorlarin boyanma oranlarinin birbirleriyle ve olgu gruplar ile olan iligkileri Spearman

korelasyon analizi ile gosterildi.
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BULGULAR

Bu ¢alismada normal prostat dokusu, HGPIN ve prostat adenokarsinomuna sahip
dokularda DNA tamir mekanizmasinda rol alan BRCA1, BRCA2 ve CHEK2 genlerine ait
mutasyonu gdsteren immunohistokimyasal boyanma paternlerini degerlendirerek mevcut
mutasyonun varhigini, ¢esitli genlerdeki mutasyonlarin birbirleriyle ve prostat dokusunda artan
malignite potansiyeli ile iligkisini incelemeyi amaglandi. Bu amagla 2007-2011 tarihleri arasinda
Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilimdali’nda tam almis olan, 50 normal prostat
dokusu (%27,8), 50 HGPIN barindiran prostat dokusu (%27,8) ve 80 adenokarsinomlu prostat
dokusu (%44,4) olan toplam 180 olguya ait doku incelendi.

Incelenen adenokarsinom tanist almis olan olgular Gleason skorlarina gore
derecelendirerek, 3 tanesi derece | (%3,75), 52 tanesi derece Il (%65,0), 25 tanesi derece IlI
(%31,25) olarak siniflandi.

Tablo ve grafiklerde; niikleer boyanma yayginliklar1 %50’ nin alt1 i¢in 1, %50’ nin {izeri
i¢in 2 olarak skorlandi. Sitoplazmik boyanmada ise boyanma izlenmedi: 07, zay1f boyanma (+):
“1”, orta siddette boyanma (++): “2” ve kuvvetli boyanma (+++): “3” olarak skorlandi. Gruplarin
isimlendirilmesinde benign olan normal prostat dokular: i¢in “Grup B”, HGPIN igeren prostat
dokulari i¢in “Grup H”, malign yani adenokarsinomlu dokular i¢in ise “Grup M” kullanildi.

Istatistiksel ¢alisma sonucunda; normal prostat dokusuna sahip olgularda yas ortalamasi
69,96, HGPIN igeren olgularda yas ortalamasi 65,66, adenokarsinom tanili olgularda ise yas
ortalamas1 69 olarak tespit edildi.
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“BREAST CANCER SUSCEPTIBILITY GENE 1”7 ANTiKORUNUN
IMMUNOHISTOKIMYASAL BOYANMA PATERNININ DEGERLENDIRMES]

“Breast cancer susceptibility gene 1” antikorunun (Biocare Medical, MS110 klon,
IgG1 izotip) niikleer boyanma 6zelliklerine bakildiginda 42 (%84,0) normal prostat olgusunda
%350’ nin altinda, 8 (%16,0) olguda ise %50’ nin iizerinde pozitif reaksiyon izlendi (Sekil
1A). HGPIN grubunda 44 (%88,0) olguda %50’ nin altinda, 6 (%12,0) olguda %50’ nin
tizerinde pozitif reaksiyon izlendi (Sekil 1B). Adenokarsinom grubunda ise 49 (%61,3)
olguda %50’ nin altinda, 31 (%38,8) olguda ise %50’ nin iizerinde pozitif reaksiyon izlendi
(Sekil 2A) (Tablo 1, Sekil 3).

Tablo 1. BRCAY’ in tam gruplaria gore niikleer boyanma degerleri

Boyanma yayginhigi | Grup B GrupH Grup M
1 42 (%84,0) 44 (%88,0) 49 (%61,3)
2 8 (%16,0) 6 (%12,0) 31 (%38,8)

B: Benign, H: HGPIN, M: Malign, 1: %50’ nin altinda niikleer boyanma, 2: %50’ nin {izerinde niikleer
boyanma.

Sekil 1. A) Normal prostat bezinde BRCALI ile niikleer boyanma (x200), B) HGPIN’ de
BRCALI ile niikleer boyanma (x200)

“Breast cancer susceptibility gene 17 sitoplazmik boyanma degerlendirmesinde,
normal prostat dokularinda 36 (%72,0) olguda boyanma izlenmedi. 11 (%22,0) olguda
(+)(Sekil 2B), 3 (%6,0) olguda (++) sitoplazmik reaksiyon goriiliirken (+++) reaksiyon

gosteren vaka olmadi (Sekil 4).
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Sekil 2. A) Prostat adenokarsinomda BRCAT1 ile niikleer boyanma (x400),B) Normal
prostat bezinde BRCAL ile +/+++ sitoplazmik boyanma (x200)

BRCA1 niik

[
|2
60,0% —

40,0% —

Percent

20,0% —

0,0% —

HGPIN
grup

Sekil 3. BRCATY’ in tani gruplarina gore niikleer boyanma degerleri

niik: Niikleer, 1: %50’ nin altinda niikleer boyanma, 2: %50’ nin tizerinde niikleer boyanma
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Grup H’de 16 (%32,0) vakada boyanma izlenmedi. 16 (%32,0) vakada (+)(Sekil 5A),
11 (%22,0) vakada (++)(Sekil 5B), 7 (%14,0) vakada ise (+++) sitoplazmik reaksiyon tespit
edildi (Sekil 6A).

Tablo 2. BRCAY’ in tam1 gruplarina gore sitoplazmik boyanma degerleri

Boyanma yogunlugu | Grup B GrupH Grup M

0 36 (%72,0) 16 (%32,0) 22 (%27,5)
1 11 (%22,0) 16 (%32,0) 26 (%32,5)
2 3 (%6,0) 11 (%22,0) 22 (%27,5)
3 0 (%0,0) 7 (%14,0) 10 (%12,5)

B: Benign, H: HGPIN, M: Malign, 0: Boyanma izlenmedi, 1: Zayif boyanma (+), 2: Orta siddette boyanma
(++), 3: Kuvvetli boyanma (+++).

Sekil 4. Normal prostat bezinde BRCAL1 ile ++/+++ sitoplazmik boyanma (x400)

Adenokarsinomlu vakalarda 22 (%27,5) vakada boyanma izlenmezken 26 (%32,5)
vakada (+)(Sekil 6B), 22 (%27,5) vakada (++)(Sekil 7A) ve 10 (%12,5) vakada (+++)
reaksiyon goriildii (Sekil 7B)(Tablo 2, Sekil 8).
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Sekil 5. A) HGPIN’ de BRCALI ile +/+++ sitoplazmik boyanma (x200), B) HGPIN’ de
BRCAL ile ++/+++ sitoplazmik boyanma (x200)

Sekil 6. A) HGPIN’ de BRCAL1 ile +++/+++ sitoplazmik boyanma (x400),B) Prostat
adenokarsinomda BRCAL ile +/+++ sitoplazmik boyanma (x400)
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Sekil 7. A) Prostat adenokarsinomda BRCAL ile ++/+++ sitoplazmik boyanma (x200), B)
Prostat adenokarsinomda BRCAL1 ile +++/+++ sitoplazmik boyanma (x200)

BRCAL_sit

60,0% — K

o O =i
= 40,0%
D
(&)
S
D
a

20,0% —

0,0% —

Benign HGPIN
grup

Sekil 8. BRCAT’ in tam1 gruplarina gore sitoplazmik boyanma degerleri

sit: Sitoplazmik, 0: Boyanma izlenmedi, 1: Zayif boyanma (+), 2: Orta siddette boyanma (++), 3: Kuvvetli
boyanma (+++).
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“BREAST CANCER SUSCEPTIBILITY GENE 2” ANTiKORUNUN
IMMUNOHISTOKIMYASAL BOYANMA PATERNININ DEGERLENDIRMES]

“Breast cancer susceptibility gene 2” antikorunun (GenWay Biotech,Inc., poliklonal
IgG) niikleer boyanma 6zelliklerine bakildiginda 36 (%72,0) normal prostat olgusunda %50’
nin altinda, 14 (%28,0) olguda ise %50’ nin iizerinde pozitif reaksiyon izlendi (Sekil 9A).
HGPIN grubunda 34 (%68,0) olguda %50’ nin altinda, 16 (%32,0) olguda %50’ nin {izerinde
pozitif reaksiyon izlendi (Sekil 9B). Adenokarsinom grubunda ise 47 (%58,8) olguda %50’
nin altinda, 33 (%52,4) olguda ise %50 nin iizerinde pozitif reaksiyon izlendi (Sekil
10A)(Tablo 3, Sekil 11).

Tablo 3. BRCA2’ in tam1 gruplarina gore niikleer boyanma degerleri

Boyanma yayginligit | Grup B Grup H Grup M
1 36 (%72,0) 34 (%68,0) 47 (%58,8)
2 14 (%28,0) 16 (%32,0) 33 (%41,3)

B: benign, H: HGPIN, M: Malign, 1: %50’ nin altinda niikleer boyanma, 2: %50’ nin iizerinde niikleer boyanma

Sekil 9. A) Normal prostat bezinde BRCAZ2 ile niikleer boyanma (x200), B) HGPIN’ de
BRCAZ2 ile niikleer boyanma (x400)
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Sekil 10. A) Prostat adenokarsinomda BRCA2 ile niikleer boyanma (x200), B) Normal

prostat bezinde BRCA2 ile +/+++ sitoplazmik boyanma (x200)

60,0% —

50,0% —

40,0% —

30,0% —

Percent

20,0% =

10,0% —

0,0% —

HGPIN
grup

BRCA2_ niik

S
=2

Sekil 11. BRCAZ2 ‘in tanmi gruplarina gore niikleer boyanma degerleri

niik: Niikleer, 1: %50’ nin altinda niikleer boyanma, 2: %50’ nin lizerinde niikleer boyanma.
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BRCA2 sitoplazmik boyanma degerlendirmesinde, normal prostat dokularinda 26
(%52,0) olguda boyanma izlenmedi. 14 (%28,0) olguda (+)(Sekil 10B), 10 (%20,0) olguda (++)
sitoplazmik reaksiyon goriiliirken (+++) reaksiyon gosteren olgu olmadi (Sekil 12). HGPIN
grubunda 3 (%6.0) olguda boyanma izlenmedi. 25 (%50,0) olguda (+)(Sekil 13A), 17 (%34,0)
olguda (++)(Sekil 13B), 5 (%10,0) olguda ise (+++) sitoplazmik reaksiyon tespit edildi (Sekil
14A). Adenokarsinom grubunda 7 (%8,8) olguda boyanma izlenmezken 31 (%38,8) olguda
(+)(Sekil 14B), 26 (%32,5) olguda (++)(Sekil 15BA ve 16 (%20,0) olguda (+++) reaksiyon
goriildii (Sekil 15B)(Tablo 4, Sekil 16).

Tablo 4. BRCA2’ in tam gruplarina gore sitoplazmik boyanma degerleri

Boyanma yogunlugu | Grup B Grup H Grup M
0 26 (%52,0) 3 (%6,0) 7 (%8,8)
1 14 (%28,0) 25 (%50,0) 31 (%38,8)
2 10 (%20,0) 17 (%34,0) 26 (%32,5)
3 0 (%0,0) 5 (%10,0) 16 (%20,0)

B: Benign, H: HGPIN, M: Malign, 0: Boyanma izlenmedi, 1: Zayif boyanma (+), 2: Orta siddette boyanma
(++), 3: Kuvvetli boyanma (+++).

Sekil 12. Normal prostat bezinde BRCAZ2 ile ++/+++ sitoplazmik boyanma (x200)
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Sekil 13. A) HGPIN’ de BRCA2 ile +/+++ sitoplazmik boyanma (x200),B) HGPIN’ de
BRCA2 ile ++/+++ sitoplazmik boyanma (x200)

Sekil 14. A) HGPIN’ de BRCA2 ile +++/+++ sitoplazmik boyanma (x200), B) Prostat
adenokarsinomda BRCAZ ile +/+++ sitoplazmik boyanma (x200)
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Sekil 15. A) Prostat adenokarsinomda BRCAZ2 ile ++/+++ sitoplazmik boyanma (x200),

B) Prostat adenokarsinomda BRCAZ2 ile +++/+++ sitoplazmik boyanma (x200)
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Sekil 16. BRCAZ2 ‘in tam gruplarina gore sitoplazmik boyanma degerleri

sit: Sitoplazmik, 0: Boyanma izlenmedi, 1: Zayif boyanma (+), 2: Orta siddette boyanma (++), 3: Kuvvetli
boyanma (+++).
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“CHECK POINT KINASE 2 GENE” ANTIKORUNUN
IMMUNOHISTOKIMYASAL BOYANMA PATERNININ DEGERLENDIRMESI

“Check point kinase 2 gene” antikorunun (Abcam Inc., poliklonal 1g) niikleer boyanma
ozelliklerine bakildiginda 43(%86,0) normal prostat olgusunda %50’ nin altinda, 7 (%14,0)
olguda ise %50’ nin lizerinde pozitif reaksiyon izlendi (Sekil 18A). HGPIN grubunda 40 (%80,0)
olguda %50’ nin altinda, 10 (%20,0) olguda %50’ nin {izerinde pozitif reaksiyon izlendi (Sekil
18B). Adenokarsinom grubunda ise 47 (%58.8) olguda %50’ nin altinda, 33 (%52,4) olguda ise
%350’ nin tlizerinde pozitif reaksiyon izlendi (Sekil 18C-D)(Tablo 5, Sekil 17).

Tablo 5. CHEK2’ nin tani gruplarina gore niikleer boyanma degerleri

Boyanma yayginligit | Grup B Grup H Grup M
1 43 (%86,0) 40 (%80,0) 47 (%58,8)
2 7 (%14,0) 10 (%20,0) 33 (%41,3)

B: benign, H: HGPIN, M: malign, 1: %50’ nin altinda niikleer boyanma, 2: %50’ nin tizerinde niikleer boyanma.
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Sekil 17. CHEK?2’ nin tam gruplarina gore niikleer boyanma degerleri

niik: Niikleer, 1: %50’ nin altinda niikleer boyanma, 2: %50’ nin lizerinde niikleer boyanma.
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Sekil 18. A) Normal prostate bezinde CHEK?2 ile niikleer boyanma (x400), B) HGPIN’
da CHEK?2 ile niikleer boyanma (x400), C-D) Prostat adenokarsinomda
CHEK? ile niikleer boyanma (x400)

ANTIKORLARIN  NUKLEER ve  SITOPLAZMIK  BOYANMA
OZELLIKLERININ BiRBIRIYLE iLiSKiSI

Bu yonde yapilan ¢aligmalarda normal prostata ait dokularda antikorlarin boyanma
Ozellikleri arasinda anlamli bir iligki bulunamamistir (p>0.05) (Tablo 6). Ancak HGPIN
iceren prostat dokularinda BRCAT1’ in niikleer boyanma yayginligi ile BRCA1’ in sitoplazmik
boyanma yogunlugu arasindaki iliski anlamli bulunmustur (p=0,012). Benzer sekilde

BRCA2’ nin niikleer boyanma yayginligi ile BRCA2’ nin sitoplazmik boyanma yogunlugu
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arasindaki iligki de anlamli bulunmustur (p=0,012) (Tablo 7). Adenokarsinomlu dokularda

sadece BRCA1 ile CHEK2’ nin niikleer boyanma yaygimliklari

(p=0,015) (Tablo 8).

anlamli bulunmustur

Tablo 6. Benign gruptaki antikorlarin boyanma 6zelliklerinin birbiriyle iliskisi

BRCAL sit. BRCAI niik. | BRCAZ sit. BRCA2 niik. | CHEK? niik.
BRCAL sit. 0,947 0.882 0,163 0,516
BRCAI niik. | 0,947 0,249 0,841 0,897
BRCA2sit. | 0,882 0,249 0,512 0,179
BRCA2 niik. | 0,163 0,841 0,512 0,972
CHEK? niik. | 0,516 0,897 0,179 0,972

N: 50, p<0.05, sit: Sitoplazmik, niik: Niikleer.

Tablo 7. HGPIN grubundaki antikorlarin boyanma o6zelliklerinin birbiriyle iliskisi

BRCAL sit. BRCAI niik. | BRCAZ2 sit. BRCA?2 niik. | CHEKZ niik.
BRCAL sit. 0,012 0,585 0,278 0,493
BRCAI niik. | 0,012 0,103 0,324 0,832
BRCA2sit. | 0,585 0,103 0,012 0,089
BRCA?2 niik. | 0,278 0,324 0,012 0,179
CHEK? niik. | 0,493 0,832 0,089 0,179

N: 50, p<0.05, sit: Sitoplazmik, niik: Niikleer.

Tablo 8. Malign gruptaki antikorlarin boyanma 6zelliklerinin birbiriyle iliskisi

BRCAL sit. BRCAI niik. | BRCAZ sit. BRCA2 niik. | CHEK? niik.
BRCAL sit. 0,090 0,954 0,724 0,402
BRCAI niik. | 0,090 0,198 0,922 0,015
BRCAZ2 sit. | 0,954 0,198 0,664 0,866
BRCA?2 niik. | 0,724 0,922 0,664 0,121
CHEK? niik. | 0,402 0,015 0,866 0,121

N: 50, p<0.05, sit: Sitoplazmik, niik: Niikleer.
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ANTIKORLARIN  NUKLEER ve  SITOPLAZMIK  BOYANMA
DURUMLARININ CALISMA  GRUPLARINDAKI ARTAN MALIGNITE
POTANSIYELIYLE ve ADENOKARSINOMLU GRUPTAKI UC EVRE GRUBUYLA
ILISKiSi

Yapilan calismada BRCA1’ in niikleer ve sitoplazmik boyanma yayginlik ve
yogunluklarinin ¢alisma gruplarindaki artan malignite durumu ile iligkisi istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0,001). BRCA2’ nin sitoplazmik boyanma yogunlugu da benzer
sekilde anlamli (p<0,001) iken BRCA2’ nin niikleer boyanma yayginlig: istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir (p=0,180). CHEK2’ nin boyanma yaygmhig ise sozkonusu
gruplardaki malign potansiyel ile istaistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001) (Tablo 9).

Adenokarsinomlu gruptaki Gleason Skorlama Sistemi’ ne gore ii¢ evreye ayrilan
olgularda, evrenin artistyla ¢calismadaki higbir antikorun boyanma durumu istatistiksel olarak

anlamli bulunmamaistir (p>0.001) (Tablo 10).

Tablo 9. BRCA1l, BRCA2 ve CHEK2 antikorlarmmin boyanma yogunluk ve
yaygihklarimin benign, HGPIN ve malign gruplardaki artan malignite

potansiyeli ile iliskisi

Gruplar (B, H, M)
BRCAL1 sit. 0,000
BRCA1 niik. 0,001
BRCAZ2 sit. 0,000
BRCA? niik. 0,108
CHEK? niik. 0,000

p<0.001, sit: Sitoplazmik, niik: Nikleer, B: Benign, H: HGPIN, M: Malign.

Tablo 10. BRCAl, BRCA2 ve CHEK2 antikorlarimin boyanma yogunluk ve

yayginhklarinin malign gruba ait evrelerdeki artisla iliskisi

Evre (1, 11, 111)
BRCAL sit. 0,295
BRCAI niik. 0,332
BRCAZ sit. 0,827
BRCA2 niik. 0,949
CHEK? niik. 0,848

p<0.001; sit: Sitoplazmik, niik: Niikleer, I: Gleason skor 2-4, I1: Gleason skor 5-7, 111: Gleason skor 8-10.
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TARTISMA

Her iki cins goézoniine alindiginda prostat kanseri diinyada altinci en sik kanserdir ve
erkeklerde en sik goriilen kanserdir (2). Tespit edilen prostat kanseri vakalarmin %751, 65 ve
lizeri yaglardadir (3,5). Calisma grubumuzdaki adenokarsinomlu olgularin yas ortalamasi 69
olup % 62,5’ 1 65 yas ve lizerindedir.

Prostatik adenokarsinomu derecelendirmek hastalarin tedavi ve takibi agisindan ¢ok
onemlidir. Bu amacla yapilan derecelendirme sistemleri i¢cinde Gleason sistemi kabul gormiis
ve 1996’ da diinya ¢apinda kullanilmaya baslanmistir. Bu sistem prognostik degeri oldugu
ispatlanmis morfolojik bir parametredir. Bu zamana kadarki caligmalar g¢ogu prostat
karsinomunun Gleason skor 5 ve 7 arasinda oldugunu, %10’ dan daha az vakanin 2 ile 4,
yaklasik %20’ sinin de 8 ile 10 arasinda goriildigini gostermektedir (44,45). Bizim
calismamizda Gleason skor 2 ile 4 arasi olan vaka oram1 % 3,75, Gleason skor 5 ile 7 aras1 olan
vaka oran1 %65 ve Gleason skor 8 ile 10 aras1 olan vaka oran1 %31,25” tir.

Genomik instabilite bir¢cok kanserde sik¢a goriiliir (46,47). DNA hasar sinyal yolagi,
DNA hasarina sebep olan olaylara kars1 genomik stabiliteyi korumada kritik rol oynar (46,48).
Bu yolagin bozulmasinin kanser gelisimine sebep oldugu gosterilmistir. Yine bir¢ok calisma
DNA hasar sinyal yolaginin prostat kanser gelisimindeki dnemini ortaya ¢ikarmistir (46,49).
Bu yolak {izerinde calisgan meme kanseri predispozisyon genleri BRCA1 ve BRCA2’ nin
germline mutasyonlar1 ailesel prostat kanserlerinde tespit edilmistir (46,50). Hatta, bu
ailelerdeki erkek bireylerde normal popiilasyona gore 3,3 kat artmis prostat kanseri riski
oldugu gosterilmistir (46,51). CHEK2 de Rad53 ve ATM gibi bu yolaga katilan genler
arasindadir (46,52-54).
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“Breast cancer susceptibility” genlerinin yapilar1 birbirinden farkli olmasina ragmen

fonksiyonlar1 benzerdir. Bu iki genden kodlanan proteinler hasarlanmis DNA’nin tamirinde

onemli rol oynarlar. BRCA2 proteini, DNA kiriklarin1 tamir etmek i¢in Rad51 adi verilen
genin iirlinii olan rekombinaz proteini ile baglanir ve bu iki gen birlikte is goriirler (28,37).
Ayni sekilde BRCAT proteini de Rad51 proteiniyle baglanir ve bu ii¢ gen genomik stabilitenin
devam ettirilmesinde kritik bir gorevi yerine getirirler.

Okaryotlarda, hiicre dongiisii siklin bagimli kinazlarla (CDK) calisir ve CDK
inhibitorleri ile diizenlenir (55,56). CDK inhibitorlerinin ekspresyonundaki degisimler genel
olarak malignite gelisiminde ve kismen prostat karsinomunda etkili bulunmustur (55,57-60).
DNA hasar sinyal yolaginda bulunan genlerden biri olan CHEK2, DNA hasari ile aktive olur
ve CDK2-cyclin E kompleksinin inhibisyonuna ve G1-S fazinda hiicre dongiisiiniin durmasina
sebep olur. Ek olarak S fazinda replikatif DNA sentezine de engel olarak DNA tamiri i¢in
zaman yaratir (55,61-64). CHEK2, BRCA1 proteininin serin 988 (S988) aminoasidini ve p53’
i fosforile ederek DNA tamirini baslatir(62,65-67) .

Buna ek olarak CHEK2 bir transkripsiyon faktorii olan FOXM1’ i fosforile ederek bu
transkripsiyon faktoriiniin stabilitesini artirir. FOXM1 transkripsiyon faktoérii homolog
rekombinasyon DNA tamir mekanizmasinda gorev alan BRCA2 ve baz eksizyon tamir
mekanizmasinda gorev alan XRCC1 genlerinin ekspresyonlarini artirir (40).

Meme karsinomlar1 {izerinde BRCA genlerinin etkinligi birgok ¢alismayla
kanitlanmistir. Bu genlerle prostat tizerinde sinirl sayida ¢alisma bulunmaktadir ve bunlarin
hemen hepsi molekiiler yontemlerle gergeklestirilmistir. Bu g¢alismalarda BRCA genlerinin
prostat karsinomu gelisimindeki rolii ve Ozellikle DNA hasar sinyal yolagindaki isleyisi
arastirilmustir. incelemelerin bir kismi da 6zellikle herediter prostat karsinomu gelisim riskiyle
ilgilidir (68).

Mao ve ark. yaptiklar bir calismada 71 klinik prostat kanseri ve 6 prostat kanseri hiicre
serisini incelemis ve tiimor baskilayict genlerin prostat kanseri gelisimindeki rolini
arastirmistir (69). Bu calismada bazi tiimor baskilayic1 genler olan p53, PTEN, BRCAL1 ve
BRCA2’ nin prostat kanserindeki kromozom bozukluklarinin sonucu tekrarlanarak kesintiye
ugradiklar1 sonucuna varmislardir.

Kirchhoff ve ark. yaptiklar1 bir caligmada 251 prostat kanserli olguda BRCA gen
mutasyonlarmin durumunu incelemislerdir (70). Kontrol guplarima gére BRCA1 ve BRCA2’
de artmis bir delesyon mutasyonu saptanmis, yas gruplarina gore bakildiginda ise prostat

kanseri gelisimiyle BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlar iligkili bulunmustur. Sonuglar genlere
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gore siralandiginda, BRCA2 mutasyonu tastyicilarinin artmis prostat kanseri riski tasidigini
ancak BRCA1 mutasyonu tastyicilarinda riskin anlamli artis géstermedigini saptamislardir.

Gallagher ve ark. yaptiklar1 c¢aligmada prostat kanseri riski ve histopatolojik
derecelendirmesi ile BRCA mutasyonlar1 arasindaki iliskiyi incelemislerdir (71). Bu
arastirmaya gore, literatiirdeki dort ¢alismayada BRCA iliskili prostat kanserlerinde daha
agresif bir fenotip tarif edilmis ancak daha genis bir calismada ise BRCA mutasyonu tagiyan ve
tagimayan iki grup arasinda histopatolojik olarak fark bulunmamis oldugu ifade edilmistir (72-
74). Buna ek olarak BRCA2 mutasyonu gosteren prostat tiimdrlerinde heterozigosite kaybi
tarif edilmis ve bu durum yiiksek Gleason skoruna sahip olma durumu ile iligskilendirilmistir
(71,75-77). Bu yonde, bu galismaya prostat kanserli 832 olgu dahil edilmis, olgular yas disinda
Gleason skorlarina gére Gleason skor <7 ile >7 olarak ayrilmistir. Sonucta BRCA2 mutasyon
tastyicilarinin prostat kanseri ve yiiksek histolojik derece agisindan yiiksek risk tasidigina,
BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlarinin ise agresif klinik gidisle baglantili oldugu sonucuna
varilmigtir. Bu baglamda, BRCA2’ nin erken evre prostat kanserinde prostat spesifik antijen
(PSA) ve klinik bulgularla birlikte bagimsiz bir prognostik belirteg olabilecegi ongoriilmiistiir.
BRCALI ise yiiksek histolojik aktivite ile direkt iliskili bulunmamustir.

Bizim calismamizda da buradaki bazi ¢aligmalarla benzer olarak BRCA1 ve BRCA2’
nin adenokarsinom igeren prostat dokularinda normal dokulara gore artmis bir pozitiflik
gosterdigi izlenmistir. Prekanserdz bir lezyon olan HGPIN igeren dokularda ise adenokarsinom
kadar olmasa da bariz bir boyanma farki goze carpmaktadir. Bu c¢aligmada BRCA
antikorlarinin boyanmasindaki artisin malignite potansiyeliyle dogru orantili oldugu ortaya
konabilmis olsa da (Tablo 9) Gallagher ve ark.” nin BRCA2’ nin prostat karsinomundaki
yiiksek histolojik aktiviteyle olan miispet yondeki iligkisini destekler bulgu elde edilememistir
(Tablo 10).

Literatliirde prostat karsinomlarinda CHEK2 geni ile yapilmis az sayida g¢alisma
mevcuttur ve bu ¢caligmalarin tamami molekiiler yontemlerle yapilmistir.

Dong ve ark. prostat kanserli 578 olgu tlizerinde yaptiklari ¢calisma sonucunda CHEK?2
mutasyonunun prostat kanseri riskini artirabilecegini ortaya koymustur (46). Calismadaki diger
bir ¢ikarim ise prostat kanserinde CHEK?2 mutasyonu varliginin kanser gelisiminde DNA hasar
sinyal yolagmin Onemini ortaya ¢ikarmis olmasi ve bu yolak iizerinde calisan BRCA1 ve
BRCAZ2 proteininin prostat kanseri riskini artirdig1 ger¢egini destekledigidir.

Cybulski ve ark.” nin Polonyali niifus iizerinde yaptig1 calismada prostat kanseri
gelisiminde CHEK?2’ nin roliinii ortaya koymaya ¢alismistir (78). Bu amagla ¢alismaya dahil
edilen 1921 kontrol olgusundan 9’ unda, 690 prostat kanserli olgudan 11’ inde CHEK2
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mutasyonuna rastlanmistir. Sonugta CHEK?2 kirpilma mutasyonlarinin prostat kanserinde orta
derecede, yanlig anlam mutasyonlarinin ise daha az oranda riski artirdigina karar verilmistir.

Cybulski ve ark. baska bir calismada da p27 ve CHEK2’ nin kolon ve prostat
karsinomu gelisimi riskine olan etkilerini vaka-kontrol ydntemiyle aragtirmistir (55). Bu
amagla yas ortalamasi 67,4 olan 1519 prostat kanserli, yas ortalamasi 63,3 olan 872 kolon
kanserli, yas ortalamasi 55,2 olan 1956 meme kanserli olgu incelemeye alinmis; kontrol grubu
olarak da 2183 yenidogan, 1112 geng eriskin, 50 yas iistii 517 erkek ve 984 kadin ¢aligmaya
dahil edilmistir. Buna gore p27° nin hiicre dongiisii kontroliinde gorev alan CDK
inhibitorlerinden biri, CHEK2’ nin de CDK2-cyclin E kompleksini inhibe eden bir protein
oldugu, bu sayede iki genin de farkli yollardan hiicre siklusunu G1-S fazinda durdurarak
birbiriyle olan iligkilerinin agiklanabilecegi belirtilmistir (61). Bu baglamda prostat ve kolon
kanserli olgularda mutant CHEK?2 ile artmis risk oran1 dogrulanmis ancak ayn1 durum meme
kanserli vakalar i¢in s6zkonusu olmamistir. Caligma sonucunda -bir¢cok yazarin CHEK?2’nin
diger bazi kansere duyarlilik yaratan genlerle olan iliskili olabileceginin belirtilmesinden
destekle- CHEK?2’ nin p27’ nin bazi allelleri ve genetik subtipleri ile iliskisi olabilecegi one
stirtilmistiir (79-81).

Cybulski ve ark. Polonya’da yiiriittiikleri bir diger calismada ise prostat kanserli
hastalarin %10’ unda CHEK2 mutasyonu oldugunu, bu mutasyonun prostat kanseri riskini
normal popiilasyonda iki kat, ailesinde prostat kanseri olanlarda ise yaklasik dort kat artirdigini
ortaya koymuslardir (82).

Seppéld ve ark. herediter prostat kanserine sahip 120 ve kontrol olarak kabul ettikleri
480 olguyla yirittikleri c¢alismada CHEK2 geninin prostat karsinogenezindeki roliinii
arastirmak istemiglerdir (83). Calisma sonucunda CHEK21100(*)delC mutasyonunun aile
hikayesine sahip prostat kanserli olgularda goriildiigiinii ortaya koymuslardir.

Wu ve ark. 1997-1998 yillar1 arasinda tani1 almis 84 primer prostat kanserli cerrahi
ornek tlizerinde ¢alismistir (68). Sonugta, prostat kanserinde etkisi ispatlanan germline ve
somatik CHEK2 mtasyonlarmin DNA” daki hasar ya da onkojenik strese cevap olan CHEK2
aktivasyonunu azaltarak kanser gelisimine sebep oldugu ortaya konmustur.

Zheng ve ark. prostat kanseri gelisiminde etkisi gosterilmis olan CHEK2 ve p53’ {in
prostat kanseri onkogenezinde biribiyle olan etkilesimini incelemek istemislerdir (84). Sonugta,
iki genin ¢alismaya dahil edilen prostat kanseri olgularinin en az %25’ inde biribirinin yerine is
gorebilecegi gosterilmis ve bu baglamda prostat kanseri gelisiminde DNA hasar sinyal

yolaginin 6nemi vurgulanmastir.
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Bizim c¢alismamizda da benzer c¢alismalarla uyumlu olarak prostat karsinomlu
dokularda normal dokulara gore artmis CHEK2 ekpresyonu gosterilmis ve CHEK2’ deki bu
artisin malignite potansiyeli ile dogru orantili oldugu ortaya konmustur (Tablo 9).

Hiicreyi DNA hasarlarina kars1 koruyan ve tiimor baskilayict genler gibi is gdren
birtakim genlerle ilgili 6zellikle birbirleri ile olan iliskilerini ortaya g¢ikarmaya yonelik de
calismalar yapilmigtir. Bunlardan bazilar1 olan BRCA genleri ve CHEK2 geni, beraber
calismakta ancak p27, ATM, Rad51 ve p53 gibi birtakim proteinlerle de ortaklasa is gorerek
DNA hasar sinyal yolaginin dogru calismasini1 saglamaktadir. Bu yonde yapilan caligsmalar
onkogenezde birden fazla etkenin varoldugunu ortaya koymustur ancak ozellikle prostatta
¢oklu genetik ve immunohistokimyasal arastirmalarin sayisi ¢ok azdir (69,85).

Falchetti ve ark. Italya’daki erkek meme kanserli olgularda BRCA1, BRCA2 ve
CHEK?2 gen mutasyonlarinin birlikteligi ve iliskisi ile ilgili incelemelerde bulunmuslardir (85).
Bu yonde, 102 meme kanserli erkek hasta ve 263 kontrol grubu iiyesi calismaya dahil
edilmistir. Buna gore ailesel meme kanseri yiiksek olmayan insanlarda BRCA1 ve BRCA2
taranmasinin avantaj saglamayacagina ve CHEK2 mutasyonlarinin da erkek meme kanserinde
onemli bir rolii olmadigina karar verilmistir.

Serrano-Fernandez ve ark. meme kanserli kadin hastalardan olusan iki vaka-kontrol
serisinde BRCA2 ve CHEK?2’ nin etkilerini arastirmiglardir (86,87). Buna gore, BRCA2 kayip
mutasyonunun meme kanseri riskinde belirgin azalmayla iliskili ve CHEK2 mutasyonlarinin
meme kanseri riskiyle hafif derecede iliskili oldugu saptanmistir. Sasirtict olarak bu iki genin
mutasyonlarinin birlikteligi ise en yiiksek risk oranina sahip olarak tespit edilmistir.

Baynes ve ark.” min yaptiklar1 ¢alismada DNA hasar sinyal yolaginda gorevli olan
ATM, BRCAI1, BRCA2, CHEK2 ve p53 genlerinin nadir mutasyonlarinin meme kanserine
olan duyarliligi artirdigi gosterilmis ancak polimorfik varyantlar i¢in bu durumun gegerli
olmadig1 ispatlanmis ve bu konuda ileri caligmalara ihtiya¢ duyuldugu vurgulanmaistir (88).

Calismamizda BRCA1, BRCA2 ve CHEK2 proteinlerinin ekpresyonlarin1 gdsterir
immunohistokimyasal tekniklerle yapilan incelemede ii¢ proteinin ekpresyonunda da prostat
adenokarsinomlu olgularda normal prostat ve HGPIN igeren olgulara gore belirgin artis
gosterdigi tespit edilmistir.

Ayrica bu proteinlerin immunohistokimyasal boyanma yaygimlik ve yogunluklari,
prostat adenokarsinomlu olgular i¢indeki Gleason skorlama sistemine gore ayrilan ii¢ evre
grubu ile iligkisi acgisindan incelenmis ancak anlamli sonuca varilamamistir(p>0.05). Ayni
yontemle boyanma yogunluklarinin normal dokudan adenokarsinomlu dokulara dogru artan

malignite potansiyeli ile olan iligkisi incelenmis BRCAZ2’ nin niikleer boyanma paterni
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haricinde tim parametreler i¢in anlamli sonu¢ elde edilmistir (p<0.01). Bu durum prostat
karsinomlarinda BRCA1, BRCA2 ve CHEK?2’ nin ¢esitli mutasyonlarinin varligini ispatlayan
caligsmalarla uyumluluk gostermektedir.

Calismamizda normal prostat, HGPIN iceren ve prostat adenokarsinomlu olgulardan
olusan gruplardaki BRCA1, BRCA2 ve CHEK2 antikorlarinin boyanma yayginlik ve
yogunluklarinin, bu gruplar dahilinde birbirleriyle olan iliskileri de incelenmistir. Sonugta
normal prostat dokularinda boyanma paternleri arasinda bir iliski gosterilememistir (p>0.05).
HGPIN igeren olgularda BRCA1 ve BRCA2’ nin niikleer ve sitoplazmik boyanma yayginlik
ve yogunluklar1 birbiriyle dogru orantili saptanmistir (p<0.05). Prostat adenokarsinomlu
olgularda ise sadece BRCA1 ve CHEK2’ nin niikleer boyanma yayginlig1 birbirleriyle iligkili
bulunmustur (p<0.05). Bu sonuglar prostatik adenokarsinomlu grupta literatiir ile farklilik
gostermektedir. Bu protein ekpresyonlarinin birbiriyle iligkilerinde olan ¢eliskiler bahsi gecen
genlerde delesyon ya da kirpilma gibi ¢esitli sekillerde mutasyon izlenmesi ve DNA hasar
sinyal yolaginda bu genlerle birlikte bagka genlerin de rol almasina bagli olabilir.

Gortinen odur ki, ayr1 ¢alismalarda prostat karsinomu gelisimindeki rolleri agiklanmis
olan BRCA1, BRCA2 ve CHEK2 genlerine ait protein ekpresyonlart da benzer sekilde
malignite potansiyeli ve karsinogenezis ile yakin iligkilidir. Giiniimiizde ailesel meme kanseri
hikayesi olan hastalarda BRCA genlerinin varlig1 cesitli yontemlerle taranabilmektedir. Bizim
calismamiz ve buna benzer caligsmalar prostat kanseri hikayesi olan hastalarda da BRCA
genlerinin ve CHEK2 geninin hem herediter tiimor gelisim riski hem de mevcut hastaligin
agresif seyrine iliskin fikir verici olabilir. Bu acidan ortaya konmus olan veriler ailesinde
prostat kanseri hikayesi olan ya da olmayan erkek bireylerde; BRCAL, BRCA2 ve CHEK?2
genlerinin taranmasinin klinik seyir acisindan faydali olabilecegini ongorebilir. Ayrica bu
durum, BRCA mutasyonuna sahip meme karsinomlarinda, son yillarda kullanilmaya baglanan
baz1 tedavi yoOntemlerinin ayni sekilde mutasyon gosteren prostat karsinomlarinda da

kullanilabilcegini diisiindiirmektedir.
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SONUCLAR

Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilimdali laboratuvarinda 2007-2011
yillar1 arasinda tant almig 50 normal prostat dokusu igeren, 50 HGPIN igeren, 80
adenokarsinomlu vaka iizerinde; BRCA1, BRCA2 ve CHEK2 antikorlar1 ile yapilan,
sozkonusu genlerin prostat karsinomu Tlzerindeki etkilerini arastirmak istedigimiz
immunohistokimyasal ¢alismada sonuclar sunlardir:

1. BRCAI1, BRCA2 ve CHEK2’ nin sitoplazmik boyanma yogunluklar1 ve niikleer
boyanma yayginliklar1 degerlendirildiginde; benign, HGPIN ve malign gruplar arasinda
onemli farkliliklar oldugu, 6zellikle malign grupta diger iki gruba gore her ii¢ antikorda da
belirgin derecede artis oldugu tespit edilmistir.

2. BRCA1, BRCA2 ve CHEK?2 antikorlarinin boyanma durumlar1 benign, HGPIN ve
malign gruplarda birbirleriyle olan iligkileri agisindan degerlendirildiginde; benign grupta
antikorlarin boyanma durumlar1 arasinda belirgin iliski saptanmamistir (p>0.05). HGPIN
grubunda BRCA1 ve BRCA2’ nin niikleer ve sitoplazmik boyanma yayginlik ve
yogunluklar1 birbirleriyle anlamli iligski icindedir. Malign grupta ise sadece BRCAI ve
CHEK2’ nin niikleer boyanma yayginlilklar: birbirleriyle anlamli iligki i¢inde tespit edilmistir
(p<0.05).

3. Benign, HGPIN ve malign gruplardaki malign potansiyel dogrultusunda BRCA?2’
nin niikleer boyanma durumu disinda tiim antikorlarin niikleer ve sitoplazmik boyanma
yaygimlik ve yogunluklar1 artis gostermis ve istatistiksel olarak anlamli sonug¢ vermistir
(p<0.05). Aynm1 yonde, malign grup i¢indeki Gleason skorlarina gore yapilan evre gruplari ile

hicbir antikorda anlamli artis ve iligski gosterilememistir (p>0.05).
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Sonug¢ olarak, prostat dokularina gore prostat karsinomu ve Onciil lezyonlarinda
BRCA1, BRCA2 ve CHEK2 ekpresyonlarinin degisen oranlarda artis gosterdigi ve bu

genlerin timor patogenezinde etkili olabilecegi gosterilmistir.
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OZET

Prostat karsinomlar1 erkeklerde en sik goriilen kanserdir. Bunlar i¢inde de en sik asiner
adenokarsinom goriiliir. BRCA genlerinin ailesel meme kanseri gelisimiyle yakindan iligkili
oldugu birgok c¢alismayla gosterilmisti. CHEK?2 ile bu genlerin birlikte arastirildigi
incelemeler de mevcuttur ancak prostat kanseri gelisiminde her {i¢ proteinle de yapilan
calisma sayis1 azdir.

Bu dogrultuda normal prostat dokusunda, HGPIN’ de ve adenokarsinomda BRCAI,
BRCA2 ve CHEK?2 proteinlerinin ekpresyonlarindaki degisimlerin incelenmesi amaglandi.
Bu dorultuda ¢aligmaya Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dal1 arsivinden
50 normal prostat dokusu, 50 HGPIN ve 80 prostat adenokarsinomu igeren toplam 180 olgu
dahil edildi. Seksen asiner adenokarsinomlu olgu da kendi arasinda Gleason skorlarina gore
tic gruba ayrildi. Olgulara yapilan yeni kesitlere immunohistokimyasal olarak BRCAI,
BRCA2 ve CHEK2 antikorlar1 uygulanarak iki gézlemci tarafindan 1s1k mikroskobu altinda
degerlendirildi.

Elde edilen verilere gore BRCA1, BRCA2 ve CHEK2 proteinlerinin ekpresyonlari
normal prostat dokularinda ve HGPIN igeren dokularda benzer oranlardaydi ancak
adenokarsinomlu dokularda bu iki gruba gore belirgin bir artis gézlendi. BRCA1, BRCA2 ve
CHEK?2 proteinlerinin ekpresyonlari, BRCA2’ nin niikleer boyanma orani hari¢, ¢aligmaya
dahil edilen prostat dokularindaki malignite potansiyeli ile dogru orantili oldugu saptandi
(p<0.01). Ancak adenokarsinomlu dokulardaki Gleason skorlarina gore evrelenen olgularda
goriilmeyen bu egilim agresif klinik gidisle iliskilendirilemedi (p>0.01). Beraber is géren bu
lic proteinin ekpresyonlarinin birbirleri ile iliskileri de incelendiginde ve normal prostat

dokularinda boyanma paternleri arasinda bir baglant1 izlenmedi (p>0.05). HGPIN igeren

43



dokularda BRCA1 ve BRCA2’ nin niikleer ve sitoplazmik boyanma oranlar ile
adenokarsinoma sahip dokularda BRCAL1 ile CHEK2’ nin niikleer boyanma oranlariin

iliskili oldugu saptandi (p<0.05).

Anahtar Kelimeler: CHEK2, BRCA1, BRCAZ2, prostat, adenokarsinom
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IMMUNOHISTOCHEMICAL EVALUATION OF BRCA1, BRCA2 AND
CHEK2 EXPRESSIONS IN NORMAL PROSTATE, HIGH GRADE
PROSTATIC INTRAEPITHELIAL NEOPLASIA AND PROSTATIC

ADENOCARCINOMA

SUMMARY

Prostatic carcinoma is the most frequent cancer in men and acinar adenocarcinoma is
the most frequentof all. BRCA genes are closely related to hereditary breast cancer and this
data is proved by a number of studies. Also there are some studies that investigate the relation
of CHEK?2 gene with these genes, but few studies are performed in prostate in that objective.

The aim of current study is to research alterations in expressions of BRCA1, BRCA2
and CHEK2 genes in normal prostate tissue, and prostate tissues with HGPIN and
adenocarcinoma. Research is performed on a total number of 180 cases, between years 2007-
2011, which consist of 50 normal prostate tissues, 50 prostate tissues with HGPIN and 80
with adenocarcinoma and which are selected from the archive of Trakya University Medical
Faculty Pathology Department. In addition, cases of adenocarcinomas are graded and grouped
with regard to Gleason scoring system. Immunohistochemical studies performed on the
sections of cases and light microscopy was performed by two observers.

BRCA1, BRCA2 and CHEK2 expressions were almost similar in the cases of normal
prostate and HGPIN, but there was significant increase in adenocarcinoma. BRCA1, BRCA2
and CHEK?2 expressions were corelated with malignancy potency that cases included the

study in all forms of staining pattern except for BRCA2’s nuclear positivity rate (p<0.01). The
45



same trend was not observed in all three grade groups of adenocarcinoma and no relationship
with agressive clinical course was proved statistically (p>0.01). We studied the corelation of
three genes that work together and the results did not demonstrate any correlation with normal
prostate tissues (p>0.05). Nuclear and cytoplasmic staining values of BRCA1/2 genes in cases
of HGPIN and nuclear staining values of BRCA1l and CHEK2 genes in cases of
adenocarcinoma were corelated with each other (p<0.05).

Key Words: CHEK2, BRCAL, BRCA2, prostate, adenocarcinoma
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