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OZET

Giris: Bu calismanin amaci radikal prostatektomi spesmenlerindeki vaskiiler biiylime faktorii (VEGF), E-
Cadherin ve Bim ekspresyonlarini degerlendirmek ve prognoz iizerine etkisini arastirmaktir.

Gerec¢ ve Yontem: Radikal prostatektomi uygulanan 66 hastanin (51 hasta pT2, 13 hasta pT3, 2 hasta pT4)
spesmenleri VEGF, E-Cadherin ve Bim antikorlari ile boyandi. VEGF, E-Cadherin ve Bim immiinoreaktivite
sonuclarmin Gleason skoru ve biyokimyasal niiks ile olan iliskileri arastirildi. immiinohistokimyasal ve
klinik verilere gore istatistiksel analiz yapildi.

Bulgular: Hastalar Gleason skoruna (Gleason score <7 and Gleason >7) ve biyokimyasal niikse (Prostat
spesifik antijen (PSA) >0,2 ng/ml) gore gruplara ayrildi. Gruplar arasinda VEGF, E-Cadherin ve Bim
ekspresyonlarinda anlamli fark olmamasimna ragmen, biyokimyasal niiks saptanan hastalarda VEGF
ekspresyonu %59,74 ve biyokimyasal niiks saptanmayan hastalarda %44,47 bulundu (p=0,058). Spearman
korelasyon testi uygulandiginda, VEGF ve E-Cadherin arasinda anlamli bir iliski tespit edildi (p=0,05).
Sonu¢: Tedaviye karar asamasinda yiiksek riskli hasta grubunun belirlenmesinde kullanilabilecek
biyobelirtece heniiz sahip degiliz. Diisiincemiz daha biiylik sayili calismalarda bu biyobelirteglerin
arastirilmasi ve immiinohistokimyasal degerlendirmede imaj analiz yonteminin kullanilmasidir.

Anahtar sozciikler: Prostat kanseri, VEGF, E-Cadherin, Bim

PROGNOSTIC VALUE OF IMMUNOHISTOCHEMICAL EXPRESSION OF VEGF, E-
CADHERIN AND BIM IN RADICAL PROSTATECTOMY SPECIMENS

ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to evaluate the expressions of vascular endothelial growth factor
(VEGF), E-Cadherin and Bim in radical prostatectomy specimens and to assess their prognostic value.
Materials and Methods: Sixty-six radical prostatectomy specimens from prostate cancer (51 stage pT2, 13
pT3, 2 pT4) were stained using VEGF, E-cadherin and Bim antibody. The correlations of VEGF, E-Cadherin
and Bim immunoreactivity levels with Gleason scores and biochemical recurrence were examined. A
statistical analysis was then performed according to the immunohistochemical and clinical data.

Results: Patients were grouped according to the Gleason score (Gleason score <7 and Gleason >7) and
biochemical recurrence (Prostate specific antigen (PSA)>0.2 ng/ml). Although there were insignificant
differences in the expressions of VEGF, E-Cadherin and Bim in these groups, the expressions of VEGF were
59.74% in patients with biochemical recurrence and 44.47% in patients without biochemical recurrence
(p=0,058). In a Spearman correlation test, there was a significant correlation between expressions of VEGF
and E-Cadherin (p=0.05).

Conclusion: We currently have no useful biomarker for the early identification of high risk patients and for
deciding on treatment. These biomarkers should be studied in larger series of patients and
immunohistochemical staining could be examined with quantitative image analysis method.
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GIRIS

Prostat kanseri erkeklerde en sik goriilen ve
insidans1 yas ile artan bir hastaliktir.

Avrupa’da erkek kanserlerinin %11’ini ve
erkekler arasinda kanser dliimlerinin %9 unu
olusturmaktadir’. Prostat spesifik antijen’in
(PSA) tarama amaclh kullanilmasindan sonra
organa simirlt prostat kanseri insidansinda
belirgin bir artis goriilmiistiir™. Prostat
kanserlerinin biiyiik cogunlugu oldukga yavas
seyirlidir ve oldukca biiyiik bir kism1 hastanin
yasamina tehdit olusturmaz, fakat hizla
ilerleme gosterip hastanin  sagligina ve
yasamina ciddi tehdit olusturabilecek olanlari
da ayirt etmek gereklidir. Organa sinirh
prostat kanseri tedavi alternatiflerinden olan
radikal prostatektomi sirasinda lenf nodu
pozitifligi veya postoperatif erken ve geg
dénemde rekiirrens goriilebilmektedir.
Preoperatif PSA, transrektal ultrasonografi-
biyopsi Gleason skoru, parmakla rektal
muayene kullanarak hazirlanan nomogramlar
ve bunlara patolojik Gleason skoru, cerrahi
siir  tutulumu,  ekstraprostatik  yayilim,
kapsiiler ve seminal vezikiil invazyon gibi
histopatolojik bulgular ile hastaligin klinik
progresyonunun  6nceden  belirlenmesini
amaclanmaktadir’™. Patolojik Gleason skoru
progresyonu  belirlemede en  kuvvetli
prognostik  faktordiir®.  Heniiz  patolojik
Gleason skorundan daha iyi prognostik bilgi
veren parametre bulunmamasina ragmen,
birgok yeni biyobelirte¢cin prognostik Snemi
arastirilma asamasindadir. Prostat kanserinde
prognostik  faktor  olarak  kullanilmasi
giindemde olan p53, p27, p21, insiilin benzeri
bliyiime faktorii (IGF), androjen reseptor
durumu ve mikrodamar dansitesi yakin
zamanda bu konuda arastirilan
biyobelirte¢lerin en 6nemlilerindendir®.

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF)
endotel hiicrelerinin proliferasyonunu,
migrasyonunu ve diferansiyasyonunu
saglamaktadir’®, Ayrica, VEGF muhtemel
temel anjiyojenik faktdor olmanin yaninda,
VEGF’e maruz kalan damarlarda, endotel
hiicreleri arasinda fenestrasyon, vezikiiler
organeller ve transselliiler aralik olusumuna
olanak saglayarak damar geg¢irgenligini arttirir
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ve hiicre-dis1 matriks yikimindan sorumlu
olan matriks metalloproteazlarin, iirokinazin,
doku tipi plasminojen  aktivatorlerinin
salimimini da uyarir. Boylelikle invazyon ve
metastazi da kolaylastirir’.

E-Cadherin epitelyal hiicrelerdeki Onemli
adezyon molekiiliidiir ve hiicreler arasindaki
molekiiler baglantiy1, yapisma kavsaklarinda
fermuara benzer yapilar olusturarak saglarlar.

Timor hiicrelerinde E-Cadherin
ekspresyonunun azaldigi ve epitel
hiicrelerinin  go¢  kabiliyetlerinin  arttig1

belirlenmistir. Boylece, E-Cadherin’in invaziv
ozellige kars1t koruyucu oldugu sonucuna
varilmistir’.

Apoptozisi tetikleyen stres faktorlerinin
kaspaz aktivasyonu yoluyla hiicre 6liimiinde
Bcl-2 proteinleri 6nemli rol oynamaktadir.
Bcl-2  proteinleri, mitokondri dis zarmnin
gecirgenligini  degistirmek suretiyle etki
gostermektedir. Bcl-2 ailesindeki ¢ alt
gruptan biri olan ‘BH3-only’ Bcl-2 ailesinde
Bad, Bik, Hrk, Noxa, Bid, Bmf, p53
upregulated modifier of apoptosis (PUMA) ve
Bim yer alir'*"2.

Bu calismada amag, radikal prostatektomi
uygulanmis hastalarin  doku orneklerinde
VEGF, E-Cadherin, ve Bim biyobelirteglerini
immiinohistokimyasal yontemlerle
degerlendirmek ve  prostat  kanserinin
prognozu iizerine Ongorii degerlerini ortaya
koymaktir.

GEREC-YONTEM

Hastane Etik Kurulundan onay alindiktan
sonra S.B. Istanbul Goztepe Egitim ve
Arastirma Hastanesi 1.Uroloji Klinigi’nde
2002-2007 tarihleri arasinda klinik organa
sinirlt  prostat kanseri tanist ile radikal
prostatektomi operasyonu uygulanmig ve
glinimiize kadar takiplerine diizenli olarak
gelmis olan 66 hastanin patoloji Ornekleri
calismaya alinmistir (onay tarihi: 26.09.2007,
karar no: 39/A). Olgularin yas, preoperatif ve
postoperatif prostat spesifik antijen (PSA),
klinik ve patolojik evre, transrektal
ultrasonografi-prostat biyopsi ve radikal
prostatektomi Gleason skoru, timoér capi,
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sinir, kapsiil ve seminal vezikiil tutulumu,
ekstrakapsiiler =~ uzanim (ekstraprostatik
yayilim), cerrahi smir pozitifligi, lenf nodu
metastazi, biyokimyasal rekiirrens, klinik
progresyon verileri degerlendirildi (Tablo I).
Hastalarin klinik ve patolojik evrelemesi i¢in
TNM evreleme sistemi (2002) kullamlds’.
Hastalarda izlem sirasinda oOlgiilebilen PSA
degerinin 0,2 ng/ml ve iizerinde olmasi
biyokimyasal rekiirrens, kemik sintigrafisi
veya diger goriintileme yontemleri ile
metastaz  saptanmasi  progresyon olarak
degerlendirildi®”.

Patoloji oOrnekleri tek bir patoloji uzmani
tarafindan onceki patoloji sonucu
bilinmeksizin tekrar degerlendirildi. Bu 66
olguya ait patoloji 6rneklerinin hematoksilin-
eosin boyali kesitleri incelenerek, olgulara ait
bloklar arasindan her bir olgu i¢in tiimorii en
iyi ornekleyen, immiinohistokimyasal
calismast i¢cin uygun yeterlilikte doku
bulunduran, 66 parafin blok c¢aligma igin
secildi. Calismaya secilen bloklardaki doku
ornekleri tiimoral ve nontlimoral alanlar
birlikte igermekteydi. Sec¢ilen her parafin
bloga VEGF, E-Cadherin ve Bim boyalar
immiinohistokimyasal olarak uygulandi.

Tablo 1. Hastalarin klinik ve histopatolojik 6zellikleri.

n (%)
<4 6 9
. 4,1-10 25 38
Preoperatif PSA (ng/ml) 10,1-20 23 35
>20 12 18
<7 47 71
Gleason skoru >7 19 29
o T1 29 44
Klinik evre T 37 56
T2 51 77
Patolojik evre T3 13 20
T4 2 3
Kapsiiler invazyon Yok . o
psii vazy Var 24 36
) Yok 42 64
Cerrahi simir tutulumu Var 24 36
) Yok 55 83
Ekstraprostatik yayilhim Var 11 17
Seminal vezikiil invazyon Yok > i
Perindral invazyon Yok o e
erinoral invazyo Var 46 67
L Yok 61 92
Vaskiiler invazyon Var 5 8
Yok 61 92
Lenf nodu metastazi Var 5 8
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Immiinhistokimyasal boyama islemleri:

Secilen parafin bloklardan elde edilen 5
mikrometre kalinliktaki kesitler, Onceden
poly-L-Lysin ile kaplanmig lamlara alindi.
Kesitler bir gece once 57 C “’lik sicaklikta
etivde bekletildi. Deparafinizasyon iglemi
icin etiivden alman kesitler 30 dakika
stiresince 3 ayr1 sale ile ksilolden gegirildi.
Daha sonra derecesi azalan alkollerden 20
dakikada gecirilen kesitler distile su ile
yikandi. Antijen retrieval amaciyla plastik
tastyictya almman kesitler, kesit ylizeyini
ortecek sekilde pH6 sitrat buffer solusyonu
icine yerlestirildi. Ug¢ kez 5’er dakikalik
stirelerle toplam 15 dakika mikrodalga firinda
soklandi. Oda sicakliginda 10 dakika
bekletildikten sonra kesitler distile su ile
yikandi. Dokularin etrafi hidrofobik kalem ile
cizildi ve kesitler PBS (phosphate buffered

saline) ile yikandi. Dokudaki endojen
peroksidaz aktivitesini ortadan kaldirmak
amaciyla,  kesitlerin  iizerine  hidrojen

peroksidin %0,3’liik ¢ozeltisi damlatilarak 15
dakika bekletildi. Kesitler tekrar PBS ile
yikandi. Nonspesifik baglanmalari
engellemek amaciyla kesitler lizerine Ultra V
Block Nonspesific Blocking Reagent (Lab
Vision Corporation, CA, USA ) 10 dakika
uygulandi. Ardindan VEGF (Epitope Spesific
Rabbit Antibody, Thermo Fisher Scientific
Anatomical Pathology, CA USA), E-Cadherin
(Epitope Spesific Rabbit Antibody, Thermo
Fisher Scientific Anatomical Pathology, CA

USA), BIM/BOD (bcl-2-related Ovarian
Death Gene) Ab-1 (Rabbit polyclonal
antibody, Thermo  Fisher  Scientific

Anatomical Pathology, CA USA) damlatilip
60 dakika bekletildi. Dort ayrnn  PBS
banyosunda 10 dakika yikandi. Sekonder
antikor olarak Biotinylated Goat Anti-
Polyvalent (Lab Vision Corporation, CA
USA) uygulandi ve 15 dakika bekletildi.
Kesitler tekrar 4 ayr1 PBS banyosunda
yikandi ve kesitlerin  {izerine immiin
reaksiyonu gozlemlemek i¢in isaretleyici
(label) olarak Streptavidin Peroxidase (Lab
Vision Corporation, 47790 CA, USA)
damlatilarak 15 dakika beklendi. PBS ile
yikanan kesitlerin lizerine immiin reaksiyonu
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gozlemlemek icin AEC kromojen sistemi
(AEC Substrate system, Thermo Fisher
Scientific Anatomical Pathology, CA USA)
kullanildi. Yirmi mikrolitre AEC kromojen, 1
ml AEC substrat ile karistirildiktan sonra
kesitlere 10 dakika siire ile uygulandi. Daha
sonra kesitler distile su ile yikanip zit boya
olarak 1,5 dakika hematoksilen ile boyandi.
Su bazli kapama maddesi damlatilarak
kesitler kapatildi.

Immunreaktivitenin degerlendirilmesi

Bu c¢alismada pozitif kontrol igin ¢evre
malign olmayan prostat dokusu dikkate alindi.
VEGF, E-Cadherin, Bim immiinreaktivitesi
sitoplazmik boyanmanin varliginda pozitif
kabul edildi. Boyanma yayginlik ve boyanma

siddeti acisindan degerlendirildi. VEGF
boyanma siddetinin  degerlendirilmesinde
sitoplazmik ~ boyanma  dikkate  alindi.

Boyanma yok ise (-), hafif boyanma (+), orta
derecede boyanma (++), kuvvetli boyanma
(+++) ve VEGF boyanma yayginlig1 boyanma
yok (-), %0-%25 (+), %25-%50 (++) ve
%350’nin Ustiinde (+++) kabul edildi. E-
Cadherin ile boyanmanin
degerlendirilmesinde ise membrandz
boyanma dikkate alindi. Boyanma yok (-),
hafif boyanma (+), orta derecede boyanma
(++) ve kuvvetli boyanma (+++) kabul edildi.
Bim ile boyanmanin degerlendirilmesinde
nikleer boyanma dikkate alind1i ve
boyanmanin olmamasi (-), %10’un altinda
boyanma (+), %10-%25 boyanma (++) ve
%25’in istlinde boyanma (+++) olarak
degerlendirildi (Resim 1)".

Istatistiksel degerlendirme:

Istatistiksel analizler NCSS 2007 paket
programi ile yapilmistir. Verilerin
degerlendirilmesinde tanimlayici istatistiksel
metotlarin (ortalama, standart sapma) yani

sira  ikili  gruplarm  karsilagtirmasinda
bagimsiz t testi, nitel verilerin
karsilastirmalarinda ki-kare testi

kullanilmistir. Biyobelirteclerin (VEGF, E-
Cadherin ve Bim) immiinohistokimyasal
calismalarindan elde edilen verilerin birbirleri
ile iligkilerinin degerlendirilmesinde
Spearman  korelasyon  testi  kullanildi.
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Sonuglar, anlamlilik p<0,05 diizeyinde
degerlendirilmistir.

BULGULAR

Tim olgular Gleason skoru <7 ve Gleason
skoru >7 olmak {iizere gruplandirildi. Bu iki
grubun operasyon Oncesi verileri, patoloji
ornekleri ve izlem sonuclart karsilastirildi.
Yas, timor capi, izlem siiresi ve prostatik
intraepitelyal neoplazi (PIN) disinda kalan
tim veriler arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark saptandi (p<0.05) (Tablo II ve
IIl). Yapilan immiinhistokimyasal boyama
sonucunda VEGF ve E-Cadherin ekspresyon
yiizdeleri karsilastirildiginda her iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
goriilmedi (p>0.05) (Tablo II).
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Resim 1: Boyanma dereceleri: [-VEGF
(sitoplazmik) kuvvetli [A] ve orta [B], II-E —
Cadherin (membrandz) orta [A] ve kuvvetli [B],
III-Bim (niikleer) %10-25(++) [A] ve %25’in
istlinde (+++) boyanma [B].

Tablo II. Hastalarin radikal prostatektomi Gleason skoruna goére dagilimlari.

Gleason <7 Gleason >7 t p

Yas (yi)
Preoperatif PSA (ng/ml)

TRUS-biyopsi Gleason skoru
Timor capi (cm)

Izlem siiresi (ay)

VEGTF en siddetlinin %si

E-cadherin en siddetlinin %si

E-cadherin en yaygin siddetin %si 72,02+12,58 69,47+13,93

63,02+5,89  64,63+6,46  -0,98 0,332
10,37+£8,42 25,86+17,69 -3,66 0,001
5,68+0,75
1,46+0,89
40,89+12,26 39,21+15,62 0,47 0,643
44,79+26,88 58,95+34,46 -1,78 0,079
47,98+30,67 38,16+£29,78 1,19 0,239

6,11+1,05 -1,84 0,07
1,85+0,81 -1,67 0,1

0,72 0,473
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PSA rekiirrensi gozlenen hasta sayist 19
(%29) iken rekiirrens saptanmayan hasta
say1s1 47 (%71) idi. Rekiirrens durumuna gore
hastalarin verileri karsilastirildiginda, tiimor
capt, histopatolojik Gleason skoru ve
preoperative PSA arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark saptandi (p<0.05). Yapilan
immiinhistokimyasal boyama  sonucunda
VEGF en siddetli ekspresyonunun PSA
rekiirrensi olanlarda %759,74 ve rekiirrens
saptanmayanlarda %44,47 oldugu gozlendi
(p=0,058). E-Cadherin en siddetli diizeyde
ekspresyonu rekiirrens olanlarda %45,21 ve
rekiirrens olmayanlarda %45,27 (p=0,98)
iken, E-Cadherin en yaygmn siddetinde
ekspresyonunun rekiirrens olanlarda %72,2 ve
rekiirrens olmayanlarda %68,9 oldugu izlendi.
Tiim veriler karsilastirildiginda, aradaki farkin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlendi
(p=0,354) (Tablo IV).

PSA rekiirrensi gozlenen ile rekiirrens
gbzlenmeyen olgularin operasyon Oncesi
verilerinin, patoloji Orneklerinin ve izlem
sonuclarinin kendi aralarinda karsilagtirilmasi
Tablo V’te gosterilmistir. Klinik evre, PIN,
sagkalim ve hastaliga bagli mortalite disinda

tim veriler arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark saptandi (p<0.05)
Patoloji orneklerinin biyobelirteglerle

boyanma siddetleri Gleason skoru ve PSA
rekiirrensine gore degerlendirildi. Gleason
skoru <7 ve >7 olarak ayrilan her iki grupta
sirast ile VEGF kuvvetli immiinreaktivite
gosterme oranlarinin = %277 ve %474
(p=0,196), VEGF kuvvetli  yayginlk
immiinreaktivite gdsterme oranlarinin %21,3
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ve %42,1 (p=0,29), E-Cadherin kuvvetli
immiinreaktivite gdsterme oranlarinin %91,5
ve %789 (p=0,157), E-Cadherin kuvvetli
yayginlik immiinreaktivite gosterme
oranlarinin %46,8 ve %26,3 oldugu gozlendi
(p=0,303). Ayrica Gleason 7’nin altinda
olanlarda Bim kuvvetli immiinreaktivite
gosterme orani %12,8 iken Gleason 7 ve
tizerinde olanlarda bu oran %21,1 idi
(p=0,657). Tium biyobelirtecler arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi
(Tablo VI).

PSA  rekiirrensi  gbzlenen  olgularda
immiinhistokimyasal boyamalar yapildiktan
sonra sirasi ile VEGF kuvvetli
immiinreaktivite  godsterme orant  %52,6
(p=0,161), VEGF kuvvetli  yaygmhk
immiinreaktivite  gosterme oramt  %47,4
(p=0,099), E-Cadherin kuvvetli
immiinreaktivite gosterme oramt %789
(p=0,157), E-Cadherin kuvvetli yayginhk
immiinreaktivite = gosterme orant  %36,8
(p=0,896) ve Bim kuvvetli immiinreaktivite
gosterme orant %31,6 idi (p=0,895). Higbir
biyobelirtegin ~ kuvvetli  immiinreaktivite
gosterme oranlarinda istatistiksel olarak
anlaml fark saptanmadi (Tablo VII).

Gleason skoru ve rekiirrens gelisimi acisindan
biyobelirteglerde istatistiksel anlam
goriilmemesine karsin immiinohistokimyasal
calismalarindan elde edilen verilerin birbirleri
ile  iligkilerini  belirlemede  Spearman
korelasyon testi kullanildiginda E-Cadherin
ve VEGF arasinda istatistiksel anlamda
korelasyon saptandi (p=0,05) (Tablo VIII ve
[X).
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Tablo III. Histopatolojik Gleason skoruna gore prognostik faktorlerin karsilagtirmasi.
Gleason <7 Gleason >7
<4 6 %12,8 0 %0,0
. 4,1-10 23 %48,9 2 %10,5 v?:15,2
Preoperatif PSA (ng/ml) 404 54 13 %277 10 %52,6 p=0,002
>20 5 %10,6 7 %36,8
. . <7 43 %91,5 11 %57,9 x*:10,2
TRUS-biyopsi >7 4 %8,5 8 %42, 1 p=0,001
Klinik evre T1 25 %353,2 4 %21,1 v*:5,67
T2 22 %46,8 15 %78.,9 p=0,017
T2 43 %91,5 8 %42,1 219 5
Patolojik evre T3 4 %8,5 9 %474 i(') o001
T4 %0,0 2 %10,5 p=
0 0 2.
Kapsiiler invazyon Yok 35 0A>74,5 7 ()A>36,8 X_.8,27
Var 12 %25,5 12 %63,2 p=0,004
Cerrahi sinir tutulumu Yok 35 7074,5 7 7036,8 X827
Var 12 %25,5 12 %063,2 p=0,004
. Yok 44 %93,6 11 %55,6 13,4
Ekstraprostatik yayilhim Var 3 %6.4 ] %444 p=0,0001
0 0 2.
Seminal vezikiil invazyonu Yok 45 ?95’7 12 0A> 63,2 & ;12,2
Var 2 %04,3 7 %36,8 p=0,0001
0 0 2.
Perinéral invazyon Yok 19 0A>40,4 1 0A>5,3 X_.7,92
Var 28 %59,6 18 %94,7 p=0,005
0 0 2.
Vaskiiler invazyonu Yok 46 %97,9 15 %78,9 X_.6,92
Var 1 %2,1 4 %21,1 p=0,009
PiN Yok 28 %59,6 14 %73,7 v:1,16
Var 19 %40,4 5 %26,3 p=0,281
Lenf nodu metastazi Yok 46 %97,9 15 %78.,9 1*:6,92
Var 1 %2,1 4 %21,1 p=0,009
0 0 2.
Klinik progresyon Yok 47 /g 100,0 17 0A>89,5 & :5,1
Var 0 %0,0 2 %10,5 p=0,024
1 0 0 2.
Yasam Hayatta s uin 15 wmy  peaen
Oliim nedeni Prostat kanseri 0 %0,0 2 %10:5 v2:5,47
Diger 2 %4,3 2 %10,6 p=0,019
.. . Yok 42 %389.,4 5 %26,3 v%:26,2
PSA rekiirrensi Var 5 %10,6 14 %73,7 p=0,0001

Tablo IV. Hastalarin PSA rekiirrensi durumuna gére dagilimlari.

Niiks (-) Niiks (1) t p

Yas (y1l) 63,13£5,98 64,37+6,32  -0,75 0,455
Preoperatif PSA (ng/ml) 10,29+8,32 26,05+17,62 -3,74 0,001
TRUS-biyopsi Gleason skoru 5,7+0,75 6,05+1,08 -1,51 0,136
Histopatolojik Gleason skoru 5,89+0,56  7,42+1,35 -478  0,0001
Tiimor ¢ap1 (cm) 1,41+0,84  1,96+0,86 -2,41 0,019
izlem siiresi (ay) 41,43+13,18 37,89+13,29 0,98 0,329
VEGEF en siddetlinin %si 44.47+28.54 59,74+30,48 -1,93 0,058
E-cadherin en siddetlinin %si 4521+£31,79 45+27,94 0,03 0,98

E-cadherin en yaygin siddetin %si 72,23+12,46 68,95+14,1 0,93 0,354
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Tablo V. PSA rekiirrensi olup olmamasina gore diger prognostik faktorlerin kargilastirmasi.
Rekiirrens (-) %  Rekiirrens (+) %
<4 6 12,8 0,0
. 4,1-10 24 51,1 1 5,3 2:19
Preoperatif PSA (ng/ml) 40 4 5, 12 255 1 57.9 p=):) 0001
>20 5 10,6 7 36,8
. . <7 42 89.4 12 63,2 2:6,24
TRUS-biyopsi skoru >7 5 10.6 7 36.8 pX=0 012
. T1 24 51,1 5 26,3 13,36
Klinik evre T2 23 48,9 14 73,7 p=0,067
T2 43 91,5 8 42,1 2.19.5
Patolojik evre T3 4 8,5 9 47,4 X 0001
T4 0,0 2 10,5 P=%
2.
Patolojik Gleason skoru :; 452 ?g’g 154 %gg px=§?)b2031
Kapsiil invazvonu Yok 34 72,3 8 42,1 ¥*:5,34
P y Var 13 27,7 11 57,9 p=0,021
2.
Cerrahi simir tutulumu :{72:? ?431 ;3’? 181 ‘51%’; px=65€241
2.
Ekstra prostatik yayilim 2{72:.( 434 963 f 180 45123461 p)i(il(?(i?)l
. o eer s Yok 46 97,9 11 57,9 18,3
Seminal vezikiil invazyonu Var 1 71 3 1 p=0,0001
Perinoral invazyon Yok 18 38,3 2 10,5 x:4.94
Y Var 29 61,7 17 89,5 p=0,026
. . Yok 46 97,9 15 78,9 1?:6,92
Vaskiiler invazyon Var 1 71 4 211 p=0,009
PiN Yok 27 57,4 15 78,9 32,7
Var 20 42,6 4 21,1 p=0,1
2.
Lenf nodu metastazi Efglr( 47 18060 154 Zé’; p)i(il(?(;?)l
.. Yok 47 100,0 17 89,5 5,1
Klinik progresyon Var 0.0 ) 10.5 p=0,024
Yasam Eksitus 3 6,4 3 15,8 1,44
> Hayatta 44 93,6 16 84,2 p=0,229
Oliim nedeni Prostat kanseri 0 0,0 2 10,5 16,32
Diger 3 6,4 1 5,3 p=0,097
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Tablo VI. Hastalarin Gleason skoruna gore biyobelirteglerin dagilimlari.

Gleason <7 Gleason >7
Biyobelirtec Siddet n % n %
©) 5 10,6 2 10,5
. &) 9 19,1 5 26,3 4,68
VEGF giddet (+5) 20 426 3 15,8 p=0,196
(+++) 13 27,7 9 47,4
©) 5 10,6 2 10,5
) 8 17,0 1 5,3 3,74
VEGF yaygmhk 7 24 51,1 8 42,1 p=0,29
(+++) 10 21,3 8 42,1
E-Cadherin en (++t) 4 8,5 4 21,1 v*:1,99
siddetli +++ , , p=0,
iddetli 43 91,5 15 78,9 0,157
+
E-Cadherin en E +l) 169 411(2)’§1 131 ég’g $*:2,38
yaygm siddet D 22 468 5 263 p=0,303
©) 21 44,7 9 47,4
Bim ) 18 38,3 6 31,6 1,61
(++) 2 4,3 0 0,0 p=0,657
(+++) 6 12,8 4 21,1

Tablo VII. Hastalarda PSA rekiirrensi saptanmasina gore biyobelirteclerin dagilimlari.

Rekiirrens (-) Rekiirrens (+)
Biyobelirtec Siddet n % n %
) 6 12,8 1 5,3
VEGF (+) 10 21,3 4 21,1 5,15
Siddet (++) 19 40,4 4 21,1 p=0,161
(+++) 12 25,5 10 52,6
) 6 12,8 1 53
VEGF ) 8 17,0 1 53 1*:6,26
yayginhk (++) 24 51,1 8 42,1 p=0,099
(+++) 9 19,1 9 474
E-Cadherin en (+) 4 8,5 4 21,1 r*:1,99
siddetli (+++) 43 91,5 15 78,9 p=0,157
E-Cadherin () 6 12,8 3 15,8 v*:0,22
en yaygin siddet (++) 21 447 0 474 p=0,896
(+++) 20 42,6 7 36,8 ’
) 22 46,8 8 42,1
Bim +) 19 40,4 5 26,3 x*:6,36
(+) 2 4,3 0 0,0 p=0,095
(+++) 4 8,5 6 31,6
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Tablo VIII. E-Cadherin ve VEGF’ nin Spearman korelasyon testi ile karsilastirilmasi
VEGEF siddet VEGF yayginhk
r 0,128 0,176
Gleason skoru . 0.307 0.156
. . . r 0,243 0,093
E-Cadherin en siddetli D 0,05 0.457
. . . r 0,161 0,099
E-Cadherin en yaygin siddetli p 0.196 0.429
Bim r 0,185 0,137
P 0,136 0,273
Tablo IX. E-Cadherin ve VEGF’ nin Spearman korelasyon testi ile karsilastiriimasi
E-Cadherin en siddetli E-Cadherin en yaygin siddetli  Bim
Gleason skoru r -0,04 -0,067 0,037
p 0,749 0,591 0,769
. r 0,243 0,161 0,185
VEGF §iddet 0,05 0.196 0.136
r 0,093 0,099 0,137
VEGF yaygmhk 0,457 0,429 0,273
TARTISMA Yapilan  ¢alismalarda, bu  prognostik

Prostat kanserinin biyolojik heterojenitesi, her
hastaya Ozgi bir karar almay1
gerektirmektedir. Prognoz hakkinda bilgi
sahibi olmak, prostat kanseri tedavi
alternatifleri arasinda se¢im yapmak ve daha
sonraki  donemdeki riskleri  belirlemek
acisindan onemlidir. Prognostik parametreler
ve bunlar {izerinden olusturulan bir¢ok
nomogram yardimiyla patolojik evrenin ve
izlemde olast senaryolarin ~ dnceden
belirlenmesi amaglanmistir’”. Buna ragmen,
literatiirde organa sinirlt prostat kanseri tanisi
ile radikal prostatektomi uygulanan hastalarin
%30-45’inde, bizim ¢alismamizda % 17’sinde
patolojik olarak ekstraprostatik  yayilim
gozlenmistir'®. Bu nedenle, kisa siirede
progresyon gosterecek yiiksek riskli hasta
gruplarinin  6nceden belirlenmesi amaciyla
birgcok yeni patolojik faktoriin prognostik
Oonemi arastirilmaktadir. Ancak bu
faktorlerden higbirisi heniiz Gleason skorunun
Stesinde prognostik bilgi verememektedir’™®.
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faktorlere ilave olarak insiilin benzeri biiyiime
faktorii (IGF), androjen reseptor durumu,
mikrodamar dansitesi, Ki-67 indeksi ve p53
geni mutasyonu gibi tlimore ait histopatolojik
biyobelirteglerin de hastalik progresyonun
onceden belirlenmesinde faydali olabilecegi
belirtilmektedir’.

Prostat kanseri progresyonu, anjiyogenez
sayesinde yeterli vaskiilarizasyon ve bolgesel
lenf nodu, kemik metastazlar ile iligkilidir.
Timor  hiicreleri  anjiyojenik  faktorleri
salgilayarak neovaskularizasyonu uyarir. Bu

faktorler olmadan timor hiicreleri besin
maddeleri ve oksijeni yeterli diizeyde
alamayacagi i¢in 2-3 mm’den fazla

biiyliyemeyecektir. Anjiyojenik faktorlerden
biri olan VEGF’in hipoksi ile indiiklenerek
sentezinin artmasi neovaskularizasyona giden
yolda ¢ok 6nemli bir adimdir”. Artms VEGF
ekspresyonu  progresyon ile yakindan
iliskilidir. VEGF anjiyogenezi stimiile eder ve
mikrodamar yogunlugunu arttirir; bdylece
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tiimér  dokusunun biiyiimesi kolaylasir'®.
VEGF prostat kanseri progresyonunu, noro-
endokrin  farklilagmis  prostat  kanser
hiicrelerinden  saliverilerek  anjiyogenezi
uyarmast ve mikrodamar yogunlugunu
arttirmasinin  yam1 sira dogrudan prostat
kanser hiicrelerinde biiylimeyi uyardigi
disiiniilmektedir®'®. Tiim bu verilere ragmen
giincel literatiirde prostat kanseri ile VEGF
ekspresyonu arasindaki iligki tartismalidir.
Daha oOnceki calismalarda, prostat kanser
epitelyumunda normal ve benign prostat
dokusuna gore VEGF ekspresyonunun daha
yilksek  oldugu  gosterilmistir'™'®.  Bu
bulgularin aksine, Wu ve ark. ¢aligmalarinda
malign ve benign prostatik epitelyum arasinda
VEGF immiinreaktivitesi ac¢isindan fark
saptamamuslardir’’.  Joseph  ve  Isaacs,
androjen tarafindan kontrol edilen VEGF’in
prostat kanseri biiylimesinde etkili oldugunu
bildirirken, West ve ark. tiimor epitelindeki
artmis VEGF immiinreaktivitesinin daha
yiiksek serum PSA seviyesi ile anlamli oranda
iliskisinin oldugunu gostermislerdir'®"°.
Birgok hayvan c¢alismasinda VEGF asiri
ekspresyonu ile lenfanjiyogenez ve lenf
metastazir arasindaki iligki tespit edilmistir.
VEGF lenf damarlarinda hiperplazi ve yeni
lenf  daman olusumundan sorumlu
tutulmustur’®?'. Ancak, prostat kanseri i¢in bu
bulgular da tartigmalidir. Tsurusaki ve ark.
VEGF ve lenf nodu metastazi arasinda
anlamli bir iliski oldugunu bildirirken, Zeng
ve ark. tam tersine anlamli bir iliski
saptamamuslardir™, Yine, VEGF
ekspresyonu ve yiiksek Gleason skoruna sahip
tiimorler arasindaki iligki bazi calismalarda
bildirilmis, bazilarinda bildirilmemistir' 2.
Ferer ve arkadaslar iyi diferansiye tiimorlerde
daha yogun VEGF boyanmasini
géstermislerdir24. Bizim c¢aligmamizda bu
belirsizligi destekler sekilde; Gleason skoru
ve rekiirrens verilerine gére gruplandirildiktan
sonra kendi aralarinda immiinohistokimyasal
boyanma ozelliklerine gore
karsilastirildiklarinda VEGF ile boyanma
oranlar1 Gleason skoru yiiksek ve rekiirrens
gozlenen grupta daha fazla bulunmasina
ragmen aradaki fark istatistiksel olarak
anlaml degildi.
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E-Cadherin epitelyal hiicrelerdeki Onemli
adezyon molekiiliidiir. E- Cadherin bagiml
adezyonun kaybi, bircok kanser icin koti
progresyon belirtisidir. E-Cadherin
ekspresyonundaki azalmanin uzak metastaz,
rekiirrens ve azalmis toplam sagkalim ile
iligkili ~ oldugunu  bildiren  c¢aligmalar
vardir”2°,

Cok yeni bir ¢alismada; klinik 6nemli prostat
kanserinde E-Cadherin anormal sekilde
boyanmis iken klinik Onemsiz prostat
kanserinde E-Cadherin boyanmasinin normal
oldugunu gbstermislerdir™.
Immunohistokimyasal E-Cadherin seviyesi
iizerine yapilan bir ¢aligmada malign prostat
dokusunda %50 oraninda azalma ve hatta baz1
orneklerde E-Cadherin’in tamamen ortadan
kalktig1, benign prostat dokusunun ise
homojen  kuvvetli  pozitif  boyandigini
belirlemislerdir’’. Yine 89 prostat kanseri
olgusunda diisiik E-Cadherin
immunohistokimyasal ekspresyonu
saptananlarda yliksek ekspresyon saptananlara
oranla  daha  kisa  sagkalim  siiresi
gézlenmistir27’28. Van Oort ve ark. prostat
kanserinde E-Cadherin  ekspresyonu ile
progresyon ve sagkalim arasindaki iliskiyi
incelemislerdir. Altmis bes radikal
prostatektomi olgusunun histopatoloji 6rnegi
incelendiginde; 36 olguda (%55.,4) normal E-
Cadherin boyanmasi izlenirtken E-Cadherin
ile normal boyananlarda 5 yillik sagkalimin
%79,2, boyanmayanlarda ise bu oranin %
26,8 oldugu saptadilar (p<0.05)*. Musial ve
ark. E-Cadherin anormal boyanmasinin
sagkalim siiresi iizerinde negatif etkisi olan
bagimsiz bir prediktor faktér oldugunu
bulmuslardir’®. De Marzo ve ark. azalmus E-
Cadherin seviyesinin RP sonrasi Gleason
skoru yiiksekligi (p=0.003) ve patolojik evre

(p=0.008) ile iliskili oldugunu, ve E-
Cadherin’in ~ progresyonu belirleyen  bir
biyobelirteg olarak kullanilabilecegini
bildirdiler’’. Aym zamanda E-Cadherin’in
metastazla iligkisi de caligmalarda

bildirilmistir. Yapilan bir ¢calismada Junior ve
ark. 28 kemik metastazli hastada prostat
kanseri ve kemik oOrneklerini histopatolojik
olarak incelediklerinde kemik metastazi olan
orneklerde  E-Cadherin  ekspresyonundaki
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kaybin %86 oldugunu, primer prostat
kanserinde ise %83 oraninda E-Cadherin
ekspresyonunun normal oldugunu
gésterdiler32. Bizim ¢alismamizda E-Cadherin
ile anormal boyanma oranlar1 Gleason skoru
yiiksek ve rekiirrens saptanan grupta daha
fazla bulunmasina ragmen aradaki fark
istatistiksel olarak anlamli degildi.

Birgok tiimoérde anti-apoptotik proteinler,
yiiksek diizeyde pro-apoptotik molekiillerle
beraber bulunur. Ik bakista celiskili goriinen
bu durum 30’dan fazla proteini igeren ve bir
kismi apoptozisi indiikkleyen bir kismi da
baskilayan Bcl-2 ailesi ile agiklanabilir. Bel-2
ailesinden biri olan Bim’in apoptozisi uyarici
etkisi oldugu distlinilmektedir. ~ Timor
baskilayict  bir protein olan p53 ile
antiapoptotik etkili Bcl-2 kompleks olusturur.
Boylece proapoptotik etkisi olan Bim
antiapoptotik proteinden ayrilir ve aktivasyon
gergeklesir’”.

Howard ve ark. E-Cadherin’in azalmis ve
Bcl-2’nin asir1 ekspresyonunun dolagimdaki

timor  hiicreleri  ile iliskili  oldugunu
gostermislerdir®. Hipoksi ile indiiklenen
streste  Bcl-2  asirn ekspresyonu  ve

anjiogenezin uyarilmasi, tiimor hiicrelerinin
apoptozisten kagarak yasam siirelerini uzatir.
Yapilan invivo bir ¢alismada hipoksi kosullari
olusturulduktan sonra Bcl-2 asir1 ekspresyonu
olan prostat kanser hiicrelerinde daha yiiksek
oranda VEGF oldugunu gdstermislerdir®.
Sinha ve ark. hormonal tedavi alan lokal ileri
veya metastatik prostat kanserli hastalarda
Bcl-2 agir1 ekspresyonunun sagkalim ile ters
iliskili oldugunu gostermislerdir’®. Diger bir
calismada da Bcel-2  ve  mikrodamar
yogunlugunun prostat kanserli hastalardaki
olimii gosteren bagimsiz prediktor faktorler
oldugu bulunmustur®”. Bcl-2 asiri
ekspresyonunun erken evre tiimorlerde de
goriilebilmesine karsin ileri evre prostat
kanserlerinde ekspresyon artisina ¢ok daha sik
saptanir®. Ayrica McDonnell ve ark. androjen
bagimsiz olan prostat kanserinde yaygin ve
yiiksek oranda Bcl-2 boyanmasi
gosterilmistir. Bcl-2 ekspresyonunun prostat
kanserinin androjen bagimli halden androjen
bagimsiz duruma gecisi ile iliskisi oldugu
gosterilmistir'’’. Androjen ablasyonu tedavisi
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sirasinda  kanser hiicrelerinin  androjensiz
ortamda kalmalar1 yogun Bcl-2
ekspresyonuyla hiicreleri apoptozisten
korumakta ve androjen duyarli hiicreler
hormona direngli hale gelmektedir®.

Bim’in prostat kanserindeki prognostik
degerini arastiran calisma sayist siirhidir.
Bim’in klinik 6nemi tedavide hedef olarak
kullanilabilmesindendir. Yapilan bir
calismada invivo ortamda 1,3-thiazolidione
(DBPT) maddesinin Bim fosforilasyonu

yaparak Bcl-2 ekspresyonu fazla olan
hiicrelerde de apoptozisi, indikledigi ve
VEGF ekspresyonunu azalttig1

gésterilmistir“. Bizim c¢aligmamizda yine
Bim seviyesinin de radikal prostatektomi
sonrasi prognozu belirlemede Gleason skoru
ile kiyaslandiginda ek bir katki saglamadig:
goriildii.

Calismamizda boyanma o6zellikleri agisindan
gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark
olmamasina ragmen biyobelirtecler arasinda
spearman korelasyon testi ile karsilastirma
yapildiginda bazi alanlarda kendi aralarinda
anlaml1 iligki saptandi. E-Cadherin en siddetli
boyanmasi ile VEGF sgiddeti arasinda
istatistiksel olarak anlamli iliski bulundu.

Son yillarda bizim ¢alismamizda da oldugu
gibi  prostat  kanserinin  anjiyogenez,
proliferasyon ve genetik 6zelliklerinin beraber
degerlendirildigi ¢aligmalar planlanarak pratik
uygulamada kullanilabilecek veriler elde
edilmek istenmektedir. Ancak bu ¢alismalarda
da farkli sonuglar elde edilmektedir.
Calismamizin  sonucunda VEGF ve E-
Cadherin’in biri birleri ile iliskili olmalarina
ragmen Gleason skoru ve PSA rekiirrensi ile
iliskisi bulunamamistir. Boylece, VEGF, E-
Cadherin ve Bim biyobelirteclerinin radikal

prostatektomi sonrasi progresyonu
belirlemede ek bir katki saglamadigini
diisiinmekteyiz. Bu nedenle patolojik evre ve
Gleason skoru gibi histopatolojik

parametreler bugilin i¢in en iyl prognostik
belirteclerdir.

Immiinohistokimyasal boyamanin
degerlendirilmesinde bilgisayar programi ile
yapilan imaj analiz yontemi glinimiizde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yontemde
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immiinohistokimyasal  reaksiyon  sonucu
olusan boyamanin derecesi objektif olarak
bilgisayar programi ile

degerlendirilmektedir*. imaj analiz bilgisayar
programinin pahali olmasi ve hastanemizde
olmamasindan dolayr imaj analiz yontemi
calismamizda kullanilmadi.

Gleason skoru halen en Onemli prognostik
faktor olmasina ragmen, klinik lokalize
prostat kanseri tanisi ile radikal prostatektomi
operasyonu olan hastalarin yaklagik Tigte
birinde  gozlenen  rekiirrensi, Onceden
belirlememize yetmemektedir. Bu nedenle
hastanin prognozunu dnceden ortaya koyacak
yeni biyobelirteglere ihtiya¢ vardir. Radikal
prostatektomi patoloji Orneklerinin Gleason
skorlar1 literatiirdeki verilerle uyumlu olarak
daha agresif tiimorlerle ve daha koti
progresyon ile uyumlu idi. Preoperatif ve
postoperatif veriler de incelendiginde niiks
gozlenen hastalarda daha olumsuz veriler

saptandi.  Biyobelirte¢lerin  (VEGF, E-
Cadherin ve Bim) immiinohistokimyasal
calismalarla elde edilen verileri
degerlendirildiginde; gruplar arasinda

istatistiksel anlamda fark olmamasina karsin
ozellikle VEGF’de anlamlilia yakin derecede
fark goézlendi. Bu durum olgu sayisinin az
olmasi ile agiklanabilir. Daha ¢ok sayida olgu
ile immiinohistokimyasal boyanm ‘Imaj
Analiz’ yontemi ile degerlendirilmesinin
biyobelirte¢lerin prognostik degerini daha net
ortaya koyacag diisiincesindeyiz.
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