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A B S T R A C T

O b j e c t i v e :  p 5 3  a n d  a n d r o g e n  r e c e p t o r  g e n e  
c h a n g e s  a n d  b c l - 2  e x p r e s s i o n  i n  p r o s t a t i c  
i n t r a e p i t h e l i a l  n e o p l a s i a  ( P I N )  a n d  
a d e n o c a r c i n o m a  w e r e  s t u d i e d .  T h e  g e n e t i c  
a s s o c i a t i o n s  o f  P I N  a n d  a d e n o c a r c i n o m a  a s  
d e t e c t e d  b y  F I S H  a n d  i m m u n o h i s t o c h e m i s t r y  
w e r e  d i s c u s s e d .

M a t e r i a l  a n d  M e t h o d :  T h e  s t u d y  g r o u p  
c o n s i s t e d  o f  1 8  p r o s t a t e  c a n c e r  c a s e s  t r e a t e d  b y  
r a d i c a l  p r o s t a t e c t o m y .  T h e  p 5 3  a n d  a n d r o g e n  
r e c e p t o r  g e n e  c h a n g e s  a t  c h r o m o s o m a l  l e v e l  
w e r e  s t u d i e d  u s i n g  t h e  F I S H  t e c h n i q u e .  A l s o ,  
i m m u n o h i s t o c h e m i s t r y  w a s  u s e d  t o  s e a r c h  f o r  
b c l - 2  e x p r e s s i o n .

R e s u l t s :  O f  t h e  1 8  c a s e s  s t u d i e d  b y  F I S H ,  it w a s  
f o u n d  t h a t  i n  b e n i g n  a r e a s  A R  g e n e  a m p l i f i c a t i o n  
w a s  7 8 %  ( 1 4 / 1 8 )  a n d  1 0 0 %  d i s o m y  w i t h  w i l d  
t y p e  p 5 3 ,  i n  P I N  a r e a s  A R  g e n e  a m p l i f i c a t i o n  
w a s  3 3 %  ( 6 / 1 8 ) ,  p 5 3  a m p l i f i c a t i o n  2 8 %  ( 5 / 1 8 ) ,  i n  
c a r c i n o m a s  A R  g e n e  a m p l i f i c a t i o n  w a s  3 9 %  
( 7 / 1 8 ) ,  a n d  p 5 3  a m p l i f i c a t i o n  2 8 %  ( 5 / 1 8 ) .  W e  
o b s e r v e d  t h e  b c l - 2  i m m u n e x p r e s s i o n  m a i n l y  i n  
b a s a l  d u c t a l  c e l l s  i n  b e n i g n ,  P I N  a n d  c a r c i n o m a  
a r e a s .

C o n c l u s i o n :  T h e  r e s u l t s  o f  o u r  s t u d y  s u g g e s t  
t h a t  A R  g e n e  a m p l i f i c a t i o n  i s  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  
i n  b e n i g n  a r e a s  c o m p a r e d  t o  c a r c i n o m a t o u s  f o c i  
a n d  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  A R  g e n e  a m p l i f i c a t i o n  i s  
a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  t u m o u r  s t a g e .  P I N  i s  t h e  m o s t  
l i k e l y  p r e c u r s o r  o f  p r o s t a t i c  c a r c i n o m a .

K e y  W o r d s :  A n d r o g e n  r e c e p t o r  g e n e ,  p 5 3 ,  
F I S H ,  P r o s t a t e  c a r c i n o m a

I N T R O D U C T I O N

P r o s t a t e  c a n c e r  i s  t h e  m o s t  c o m m o n  c a n c e r  
a m o n g s t  m e n  a n d  s e c o n d  o n l y  t o  l u n g  c a n c e r  a s  
a  c a u s e  o f  d e a t h  f r o m  c a n c e r  ( 1 ) .  T h e  G l e a s o n  
h i s t o l o g i c  g r a d e  i s  a n  i m p o r t a n t  p r o g n o s t i c a t o r  
c l o s e l y  t i e d  t o  t u m o u r  v o l u m e ,  c a p s u l a r  
p e n e t r a t i o n ,  s e m i n a l  v e s i c l e  i n v o l v e m e n t ,  l y m p h  
n o d e  m e t a s t a s e s ,  c l i n i c a l  a n d  p a t h o l o g i c  s t a g e  
a n d  p a t i e n t  s u r v i v a l  ( 2 ) . ’ P r o s t a t i c  i n t r a e p i t h e l i a l  
n e o p l a s i a  ( P I N )  i s  a  m i c r o s c o p i c  f i n d i n g ,  a n d  h i g h  
g r a d e  P I N  i s  c o n s i d e r e d  t o  b e  t h e  m o s t  l i k e l y  
p r e c u r s o r  o f  p r o s t a t e  c a n c e r  ( 3 , 4 ) .  T o d a y  t h e  
a s s e s s m e n t  o f  t h e  m a l i g n a n t  p o t e n t i a l  o f  
p r o s t a t i c  c a n c e r  i s  m a i n l y  b a s e d  o n  
m o r p h o l o g i c a l  g r a d i n g ,  s t a g i n g  a n d  e v a l u a t i o n  o f
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t h e  t u m o u r  v o l u m e .  A l t h o u g h  s i g n i f i c a n t  
d i f f e r e n c e s  i n  t u m o u r  b e h a v i o u r  c a n  b e  s h o w n  
b e t w e e n  g r o u p s  o f  p a t i e n t s  c o n c e r n i n g  t h e s e  
v a r i o u s  f a c t o r s ,  t h e i r  r e l i a b i l i t y  a s  p r e d i c t o r s  o f  
t h e  c o u r s e  o f  a n y  i n d i v i d u a l  t u m o u r  i s  l i m i t e d .  
I d e n t i f i c a t i o n  o f  m a r k e r s  t h a t  a s s i s t  i n  f o r e c a s t i n g  
t h e  b e h a v i o u r  o f  a  s p e c i f i c  p a t i e n t ’ s  t u m o u r  w o u l d  
b e  v e r y  u s e f u l .

A n d r o g e n  r e c e p t o r  ( A R )  p l a y s  a  c e n t r a l  r o l e  i n  
m e d i a t i n g  t h e  b i o l o g i c a l  e f f e c t s  o f  a n d r o g e n s .  
M u c h  r e s e a r c h  a c t i v i t y  h a s  b e e n  f o c u s e d  o n  
s e a r c h i n g  f o r  m o l e c u l a r  d e f e c t s  o f  t h e  A R  g e n e  i n  
h o r m o n e  r e f r a c t o r y  p r o s t a t e  c a n c e r  ( 1 ) .

B c l - 2  f u n c t i o n s  a s  a  c e l l  d e a t h  s u p p r e s s o r .  It 
p r o v i d e d  t h e  f i r s t  c l u e  t h a t  a l t e r e d  g e n e  
e x p r e s s i o n  c o u l d  e n h a n c e  c e l l  s u r v i v a l  w i t h o u t  
a f f e c t i n g  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  ( 5 ) .  T h e  e x p r e s s i o n  o f  
B c l - 2  i n  h o r m o n a l  r e s p o n s i v e  o r g a n s  i s  c o m p l e x .  
I n  a d u l t  p r o s t a t e ,  B c l - 2  e x p r e s s i o n  a p p e a r s  t o  b e  
i n v e r s e l y  r e l a t e d  t o  a n d r o g e n  s t i m u l a t i o n ,  b e i n g  
m a i n l y  r e s t r i c t e d  t o  b a s a l  d u c t a l  c e l l s  t h a t  a r e  
r e s i s t a n t  t o  a n d r o g e n  s t i m u l a t i o n  a n d  a n d r o g e n  
r e g u l a t e d  a p o p t o s i s  ( 5 ) .  S e c r e t o r y  c e l l s  s e n s i t i v e  
t o  a n d r o g e n  t r e a t m e n t  a r e  l a r g e l y  B c l - 2  n e g a t i v e  
( 6 ,  7 ) .  M u t a t i o n s  i n  t h e  P 5 3  g e n e  r e p r e s e n t  t h e  
m o s t  c o m m o n  g e n e t i c  c h a n g e s  i n  h u m a n  
m a l i g n a n c i e s .  T h e  P 5 3  g e n e  i s  l o c a t e d  o n  
c h r o m o s o m a l  l o c u s  1 7 p 1 3  a n d  e n c o d e s  f o r  a  
5 3 k D  n u c l e a r  p h o s p h o p r o t e i n  t h a t  f u n c t i o n s  a s  a  
c e l l - c y c l e  r e g u l a t i o n  p r o t e i n  a n d  i n h i b i t s  t h e  
p r o g r e s s i o n  o f  g e n e t i c a l l y  d a m a g e d  c e l l s  t h r o u g h  
t h e  S - p h a s e  ( 8 ) .

Q u a n t i t a t i v e  D N A  a n a l y s i s  b y  f l o w  o r  i m a g e  
c y t o m e t r y  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  o f f e r  a d d i t i o n a l  
p r o g n o s t i c  i n f o r m a t i o n  f o r  p r o s t a t i c  c a r c i n o m a  
b u t  f l u o r e s c e n c e  i n  s i t u  h y b r i d i z a t i o n  ( F I S H )  i s  
f o u n d  t o  b e  m o r e  s e n s i t i v e  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  
o f  g e n e  a n d  c h r o m o s o m e  d o s a g e  i n  s o l i d  
t u m o u r s  ( 9 ,  1 0 ) .  F u r t h e r m o r e ,  F I S H  a l l o w s  
p r e c i s e  h i s t o p a t h o l o g i c  c o r r e l a t i o n  o f  n o r m a l  
e p i t h e l i u m ,  p r e m a l i g n a n t  l e s i o n s  a n d  c a r c i n o m a  
w i t h i n  a  s i n g l e  s e c t i o n ,  i n c l u d i n g  t h e  e v a l u a t i o n  o f  
i n t r a t u m o r a l  h e t e r o g e n i t y .

W e  s t u d i e d  p 5 3  a n d  a n d r o g e n  r e c e p t o r  g e n e  
c h a n g e s  a t  c h r o m o s o m a l  l e v e l  w i t h  t h e  F I S H  
t e c h n i q u e .  W e  a l s o  s e a r c h e d  f o r  b c l - 2  
e x p r e s s i o n  b y  i m m u n o h i s t o c h e m i s t r y .  W e  
d i s c u s s e d  t h e  g e n e t i c  a s s o c i a t i o n s  o f  P I N  a n d  
a d e n o c a r c i n o m a  d e t e c t e d  b y  F I S H  a n d  
i m m u n o h i s t o c h e m i s t r y .

M A T E R I A L  A N D  M E T H O D

T h e  s t u d y  g r o u p  c o n s i s t e d  o f  1 8  p r o s t a t e  c a n c e r  
c a s e s  t r e a t e d  b y  r a d i c a l  p r o s t a t e c t o m y .  
R e p r e s e n t a t i v e  f o r m a l i n - f i x e d ,  p a r a f f i n -  
e m b e d d e d  t u m o u r  b l o c k s  w e r e  s e l e c t e d  b y  
h i s t o p a t h o l o g i c a l  e x a m i n a t i o n  o f  h a e m o t o x y l i n  
a n d  e o s i n  s t a i n e d  s l i d e s .  W e  s e l e c t e d  a  
r e p r e s e n t a t i v e  b l o c k  f o r  e a c h  c a s e  w h i c h  h a d  
h i g h  g r a d e  P I N  a n d  b e n i g n  a r e a s  b e s i d e s  t h e  
c a r c i n o m a t o u s  f o c i  o n  t h e  s a m e  s e c t i o n  a n d  
e a c h  f o c i  w e r e  m a p p e d  d i r e c t l y  o n  e a c h  s l i d e .  
T h e  c l i n i c a l  d a t a  w e r e  c o l l e c t e d  f r o m  p a t i e n t  
r e c o r d s .  T u m o u r s  w e r e  s t a g e d  a c c o r d i n g  t o  T N M  
( 1 9 9 9 )  c l a s s i f i c a t i o n  a n d  h i s t o l o g i c a l  g r a d i n g  w a s  
d o n e  a c c o r d i n g  t o  W o r l d  H e a l t h  O r g a n i z a t i o n s  
( W H O )  r e c o m m e n d a t i o n s .  T h e  c l i n i c a l  d a t a  a r e  
p r e s e n t e d  i n  T a b l e  I.

D N A  P r o b e s

T h e  f o l l o w i n g  l o c u s  s p e c i f i c  i d e n t i f i e r  ( L S I )  D N A  
f l u o r o p h o r e - l a b e l e d  p r o b e s  w e r e  u s e d  f o r  t h e  
p r o s t a t e c t o m y  s p e c i m e n s :  L S I  A n d r o g e n
R e c e p t o r  S p e c t r u m  O r a n g e  ( V y s i s ,  L o t / C h .  
B : 2 2 3 8 9 ) ,  L S I  p 5 3  S p e c t r u m  O r a n g e  ( V y s i s ,  
L o t / C h .  B : 2 5 0 7 6 ) .  L S I / W C P  h y b r i d i z a t i o n  
( D e x t r a n  s u l p h a t e ,  f o r m a m i d e ,  S S C ) .

F l u o r e s c e n c e  i n  s i t u  h y b r i d i z a t i o n

W e  p e r f o r m e d  f l u o r e s c e n c e  i n  s i t u  h y b r i d i z a t i o n  
a n a l y s i s  o n  5  p m .  t h i n  s e r i a l  s e c t i o n s  o f  t h e  
s e l e c t e d  c a s e s .  T h e  s e c t i o n s  w e r e  d e - w a x e d  i n  
x y l e n e  ( 2 x 5  m i n ) ,  r i n s e d  i n  1 0 0 %  e t h a n o l  ( 2 x 5  
m i n )  a n d  a i r  d r i e d .  P r i o r  t o  F I S H ,  t h e  s l i d e s  w e r e  
p l a c e d  i n  a  c o p l i n  p l a s t i c  j a r  f i l l e d  w i t h  P B S  f o r  5  
m i n  a n d  d e h y d r a t e d  i n  e t h a n o l s  ( 7 0 % ,  8 0 % ,  
9 0 % ) .  A f t e r  a i r  d r y i n g ,  t h e  s e c t i o n s  w e r e  p r e 
t r e a t e d  b y  2 X  s t a n d a r d  s a l i n e  c i t r a t e  ( S S C )  a t  
3 7 ° C  f o r  3 0  m i n u t e s ,  f o l l o w e d  b y  0 . 0 1  N H C L  +  
1 0 0 p l  p e p s i n  t r e a t m e n t  a t  3 7 ° C  f o r  1 0  m i n .  
A f t e r w a r d s ,  2 X  S S C  t r e a t m e n t  w a s  a p p l i e d  a t  
r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  5  m i n .  S u b s e q u e n t l y ,  
s e c t i o n s  w e r e  p l a c e d  i n  a  c o p l i n  p l a s t i c  j a r  f i l l e d  
w i t h  d e n a t u r a t i o n  s o l u t i o n  ( 7 0 %  
f o r m a m i d e / 2 X S S C )  a t  7 3 ° C  f o r  5  m i n ,  f o l l o w e d  
b y  d e h y d r a t i o n  i n  e t h a n o l  ( 7 0 % ,  8 0 % ,  9 0 % ) .  
P r o b e  m i x t u r e  w a s  p r e p a r e d  a s  f o l l o w s :  7 p l  L S I  
h y b r i d i z a t i o n  b u f f e r  +  1 p l  p r o b e  +  2 p l  p u r i f i e d  
H 2 0 .  A f t e r  c e n t r i f u g a t i o n ,  t h e  p r o b e  m i x t u r e  t u b e  
w a s  c e n t r i f u g e d ,  t h e n  p l a c e d  i n  a  7 3 ° C  w a t e r  
b a t h  f o r  5  m i n .  a n d  w a r m e d  t o  4 5 ° C .  P r o b e  
m i x t u r e  w a s  a p p l i e d  t o  t h e  t a r g e t  a r e a  o n  s l i d e s ,  
t h e y  w e r e  t h e n  p l a c e d  i n  a  p r e - w a r m e d  a n d
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Genetic alterations of AR gene and P53 by fluorescence

T a b le  I.: C lin ica l and h is to p a th o lo g ic  fe a tu res  of the  cases in ca rc inom atous, in traep ithe lia l neop las tic  and benign areas

SM: Invasion in surgical margin, VS: Invasion in Vesicula Seminalis GS: Gleason Score D: Diploid, A: Aneuploid

AR: Androgen Receptor Gene, P53: p53 wild type, Ca: Carcinoma PIN: Prostatic intraepithelial neoplasia B: Benign

bcl-2: bcl-2 protein expression by immunohistochemistry Rec: Recurrence

h u m i d i f i e d  c h a m b e r  i n  a  3 7 ° C  i n c u b a t o r  f o r  1 2  
h o u r s .  A f t e r  h y b r i d i z a t i o n ,  t h e  s l i d e s  w e r e  
w a s h e d  i n  0 . 4 X S S C / 0 . 3 % N P - 4 0  m i x t u r e  f o r  2  
m i n  a n d  t h e n  i n  0 . 4 X S S C / 0 . 1 % N P - 4 0  a t  7 3 ° C  f o r  
2  s e c o n d s .  T h e  s l i d e s  w e r e  c o u n t e r s t a i n e d  w i t h
4 , 6  d l a m l n d l n o - 2 - p h e n y l i n d o l e  ( D A P I )  a n d  t h e  
c o v e r s l i p  w a s  a p p l i e d .

E v a l u a t i o n

A n  O l y m p u s  B X  4 0  f l u o r e s c e n c e  m i c r o s c o p e  w a s  
u s e d  f o r  s c o r i n g  s i g n a l  c o p y  n u m b e r s  f r o m  a  
m i n i m u m  o f  1 0 0  n u c l e i  p e r  h y b r i d i z a t i o n  f o r  e a c h  
p r o b e  f r o m  t h e  p r e v i o u s l y  m a p p e d  
c a r c i n o m a t o u s ,  P I N  a n d  b e n i g n  f o c i .  T h e  n u m b e r  
o f  e p i t h e l i a l  n u c l e i  c o n t a i n i n g  z e r o ,  o n e ,  t w o ,  
t h r e e ,  f o u r ,  f i v e  a n d  m o r e  s i g n a l s  w a s  r e c o r d e d  
f o r  e a c h  p r o b e .  T h e  c r i t e r i a  f o r  F I S H  a n o m a l i e s  
w e r e  d e f i n e d  a s  p r e v i o u s l y  e x p l a i n e d  ( 1 1 ) .

I m m u n o h i s t o c h e m i s t r y

I m m u n o h i s t o c h e m i s t r y  w a s  p e r f o r m e d  b y  
a p p l y i n g  t h e  B i o t i n  S t r e p t e a v i d i n  A m p l i f i e d  
s y s t e m  o n  t h e  s e r i a l  s e c t i o n s  o f  t h e  c a s e s .  T h e  
b c l - 2  m o u s e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  ( B i o G e n e x  A M  
2 8 7 - 5 M )  w a s  a p p l i e d  f o r  3 0  m i n .  a t  r o o m

t e m p e r a t u r e .  D i a m i n o b e n z i d y n  ( D A B )  w a s  u s e d  
a s  a  c h r o m o g e n .  T h e  s e c t i o n s  w e r e  
c o u n t e r s t a i n e d  w i t h  M a y e r ’s  h a e m o t o x y l i n  a n d  
s m a l l  c e l l  l y m p h o m a  w a s  u s e d  a s  a  p o s i t i v e  
c o n t r o l .  B e n i g n ,  P I N ,  c a r c i n o m a t o u s  f o c i  i n  a l l  
I m m u n o s t a i n e d  s l i d e s  w e r e  e v a l u a t e d  a s  t h e  
p r e s e n c e  ( + )  o r  a b s e n c e  ( - )  o f  b c l - 2  
I m m u n e x p r e s s i o n .

S t a t i s t i c a l  A n a l y s i s

S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  
G r a p h P a d  I n S t a t  v e r s i o n  2 . 0 4 a  ( G r a p h P a d  
S o f t w a r e  U . S . A . ) .  C l i n i c o p a t h o l o g i c a l  
c o r r e l a t i o n s  w e r e  a n a l y s e d  b y  P a e r s o n ’s  C h i -  
S q u a r e ,  S t u d e n t ’ s  T - T e s t  a n d  O n e  W a y  A n o v a  
t e s t .  T h e  s i g n i f i c a n c e  w a s  p < 0 . 0 5 .

R E S U L T S

P a t i e n t s  r a n g e d  i n  a g e  f r o m  5 3  t o  7 0  y e a r s  
( m e a n  6 2  y e a r s ) .  P a t h o l o g i c a l  s t a g e s  i n c l u d e d  
T 1 N 0 M 0  ( 5  c a s e s ) ,  T 2 N 0 M 0  ( 1 3  c a s e s ) .  T a b l e  I 
s u m m a r i s e s  t h e  t u m o u r ,  t h e  p a t h o l o g i c  s t a g e  
a n d  g r a d e  o f  t h e  t u m o u r ,  t h e  r e c u r r e n c e  s t a t u s  o f
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t h e  p a t i e n t ,  A R  g e n e  a n d  w i l d  t y p e  p 5 3  p l o i d y  
r e s u l t s  w i t h  f l u o r e s c e n c e  i n  s i t u  h y b r i d i z a t i o n  a n d  
b c l - 2  p r o t e i n  i m m u n e x p r e s s i o n  d a t a  f o r  t h e  
i n d i v i d u a l  c a s e s .  O f  t h e  1 8  c a s e s  s t u d i e d  b y  
F I S H ,  w e  f o u n d  A R  g e n e  a m p l i f i c a t i o n  i n  b e n i g n  

« a r e a s  ( F i g .  1 )  w a s  7 7 . 7 %  ( 1 4 / 1 8 )  a n d  1 0 0 %  
d i s o m y  w i t h  w i l d  p 5 3 ,  i n  P I N  a r e a s  i t  w a s  3 3 . 3 %  
( 6 / 1 8 ) ,  p 5 3  a m p l i f i c a t i o n  2 7 . 7 %  ( 5 / 1 8 ) ,  i n  
c a r c i n o m a s  it  w a s  3 8 . 8 %  ( 7 / 1 8 ) ,  a n d  p 5 3  
a m p l i f i c a t i o n  2 7 . 7 %  ( 5 / 1 8 )  r e s p e c t i v e l y .
S t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  c o r r e l a t i o n  w a s  f o u n d  o n l y  
b e t w e e n  A R  g e n e  a m p l i f i c a t i o n  a n d  s t a g e  
( p < 0 . 0 5 ) .  W e  c o u l d  n o t  r e v e a l  a n y  s t a t i s t i c a l  
c o r r e a t i o n  b e t w e e n  w i l d  t y p e  p 5 3  a n d  p r o g n o s t i c  
p a r a m e t e r s  s u c h  a s  s t a g e ,  s u r g i c a l  m a r g i n  
i n v a s i o n ,  v e s i c u l o  s e m i n a l i s  i n v a s i o n ,  
r e c u r r e n c e ,  W H O  g r a d e ,  G l e a s o n  s c o r e ,  A R  a n d  
a l s o  b c l - 2  i m m u n e x p r e s s i o n  ( F i g .  2 ) .  A l s o ,  b c l - 2  
i m m u n e x p r e s s i o n  d i d  n o t  s h o w  a n y  s t a t i s t i c a l  
c o r r e l a t i o n  w i t h  t h e  s a m e  p r o g n o s t i c  p a r a m e t e r s .

F i g . l  :  Androgen receptor gene amplification (X40)

F ig .2  :  bcl-2 ¡mmunoexpresslon (X20)

F ig . 3  : Intraepithelial neoplasia and carcinom a of the prostate 
(H&E X40).

D I S C U S S I O N

P r o s t a t e  c a n c e r  i s  s e c o n d  o n l y  t o  lung  c a n c e r  a s  
a  c a u s e  o f  d e a t h  f r o m  c a n c e r  ( 1 ) .  A n d r o g e n  
w i t h d r a w a l  c o n s t i t u t e s  t h e  o n l y  e f f e c t i v e  f o r m  o f  
s y s t e m i c  t h e r a p y  f o r  m e t a s t a t i c  p r o s t a t e  c a n c e r .  
T h e  m e c h a n i s m s  o f  t h e  a p p e a r a n c e  o f  a n d r o g e n  
i n d e p e n d e n t  c l o n e s  o f  t u m o u r  c e l l s  l i m i t  t h e  
e f f e c t i v e  c o n t r o l  o f  t h e  p a t i e n t ’s  d i s e a s e  ( 1 2 ) .  I n  
o u r  s t u d y  w e  f o u n d  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  A R  g e n e  
a m p l i f i c a t i o n  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  a d v a n c e d  
s t a g e  o f  t h e  t u m o u r  ( p < 0 . 0 5 ) .  T a k e d o  e t  a l ,  h a v e  
d e m o n s t r a t e d  t h a t  c a r c i n o m a s  w i t h  a  l o w  
G l e a s o n  s c o r e  h a v e  a  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  A R  
t h a n  t h o s e  w i t h  a  h i g h  G l e a s o n  s c o r e  a n d  A R  
c o n t e n t  h a s  n o t  b e e n  f o u n d  t o  b e  c o r r e l a t e d  w i t h  
t h e  e x t e n t  o r  t h e  d i s e a s e  i n  s t a g e  D 2  p r o s t a t e  
c a r c i n o m a s  ( 1 4 ) .  A R  c o n c e n t r a t i o n  h a s  b e e n  
f o u n d  t o  b e  l o w e r  c o m p a r e d  t o  b e n i g n  t i s s u e  a n d  
h a s  n o  c o r r e l a t i o n  w i t h  G l e a s o n  s c o r e  i n  s t a g e  
D 2  p r o s t a t e  c a r c i n o m a s  b u t  t h e r e  h a s  b e e n  
c o r r e l a t i o n  o f  p 5 3  e x p r e s s i o n  t o  G l e a s o n  s c o r e
( 1 5 ) .  A R  g e n e  a m p l i f i c a t i o n  a n d  P S A  p r o t e i n  
h a v e  b e e n  f o u n d  t o  b e  c o r r e l a t e d  b y  F I S H  a n d  
i m m u n o h i s t o c h e m i s t r y  ( 1 6 ) .  O u r  r e s u l t s  a r e  
c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  p r e v i o u s  s t u d i e s ,  a s  A R  g e n e  
a m p l i f i c a t i o n  w a s  s h o w n  t o  b e  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  
i n  b e n i g n  a r e a s  ( 7 8 % )  c o m p a r e d  t o  
c a r c i n o m a t o u s  f o c i  ( 3 9 % ) .  O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  o u r  
r e s u l t s  s h o w  d i s c o r d a n c e  w i t h  s t u d i e s  w h i c h  
d e m o n s t r a t e  t h a t  A R  a m p l i f i c a t i o n  i s  o b s e r v e d  
o n l y  i n  r e c u r r e n t  t u m o u r s  d u r i n g  a n d r o g e n  
d e p r i v a t i o n  t h e r a p y  a n d  i n  n o n e  o f  t h e  u n t r e a t e d  
p r i m a r y  t u m o u r s  ( 1 7 - 2 0 ) .
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I n  t h e  l i t e r a t u r e ,  A R  g e n e  a m p l i f i c a t i o n  i s  a l s o  
f o u n d  t o  b e  c o r r e l a t e d  w i t h  p 5 3  i m m u n o s t a i n i n g  
i n  h o r m o n e  r e f r a c t o r y  r e c u r r e n t  p r o s t a t e  c a n c e r
( 1 7 ) .  O u r  s t u d y  g r o u p  w a s  c o m p o s e d  o f  p r i m a r y  
c a n c e r  c a s e s ,  w i t h o u t  a n y  p r i o r  e n d o c r i n e  
t r e a t m e n t  a n d  w e  c o u l d  n o t  r e v e a l  a n y  
s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  w i l d  
t y p e  p 5 3  a n d  A R  g e n e  a m p l i f i c a t i o n .  A  p r e v i o u s  
s t u d y  r e p o r t e d  i n t r a t u m o u r a l  p 5 3  h e t e r o g e n i t y  i n  
a  p r o s t a t e  c a r c i n o m a  s a m p l e  w i t h  s o m e  a r e a s  o f  
t h e  t u m o u r  h a v i n g  m u t a t e d  p 5 3  a n d  o t h e r s  
h a v i n g  w i l d  t y p e  p 5 3  ( 2 1 ) .  P 5 3  m u t a t i o n s  h a v e  
b e e n  s h o w n  i n  1 9 %  o f  b e n i g n  p r o s t a t i c  
h y p e r p l a s i a  ( B P H )  a n d  2  p a t i e n t s  w i t h  m u t a t i o n s  
i n  B P H  t i s s u e  d e v e l o p e d  p r o s t a t e  c a n c e r  i n  2 - 3  
y e a r s .  T h u s  it  h a s  b e e n  c o n c l u d e d  t h a t  p 5 3  
m u t a t i o n  i n  B P H  t i s s u e  m a y  b e  a  r i s k  f a c t o r  ( 2 2 ) .

I n  c o n t r a s t  t o  t h i s  s t u d y  w e  f o u n d  1 0 0 %  d i s o m y  
w i t h  p 5 3  i n  b e n i g n  a r e a s  o f  t h e  p r o s t a t e  
c a r c i n o m a s .  P o s i t i v e  a s s o c i a t i o n  b e t w e e n  p 5 3  
i m m u n r e a c t i v i t y  a n d  h i g h e r  G l e a s o n  g r a d e  h a s  
b e e n  d e m o n s t r a t e d  ( 2 3 ) .  W e  c o u l d  n o t  
d e m o n s t r a t e  a n y  s t a t i s t i c a l  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  
w i l d  t y p e  p 5 3  a n d  o t h e r  p r o g n o s t i c  p a r a m e t e r s  
s u c h  a s  t u m o u r  s t a g e  a n d  g r a d e ,  p o s i t i v e  
s u r g i c a l  m a r g i n ,  v e s i c u l o  s e m i n a l i s  i n v a s i o n ,  
r e c u r r e n c e ,  W H O  ( W o r l d  H e a l t h  O r g a n i z a t i o n )  
g r a d e ,  G l e a s o n  g r a d e ,  A R  a n d  a l s o  b c l - 2  
i m m u n e x p r e s s i o n .

S e v e r a l  h y p o t h e s e s  o n  t h e  m o l e c u l a r  
m e c h a n i s m s  o f  t u m o u r  r e c u r r e n c e  h a v e  b e e n  
s u g g e s t e d .  T h e s e  i n c l u d e  o v e r e x p r e s s i o n  o f  t h e  
b c l - 2  o n c o g e n e  ( 2 4 - 2 6 ) ,  a c t i v a t i n g  m u t a t i o n s ,  
a m p l i f i c a t i o n  a n d  o v e r e x p r e s s i o n  o f  t h e  A R  g e n e  
( 1 7 ,  1 8 ) .  b c l - 2  a m p l i f i c a t i o n  h a s  b e e n  s h o w n  b y  
i n c r e a s e d  c o p y  n u m b e r  b y  F I S H ;  h o w e v e r  n o  
h i g h  l e v e l  a m p l i f i c a t i o n s  h a v e  b e e n  f o u n d  i n  
h o r m o n e  r e f r a c t o r y  r e c u r r e n t  p r o s t a t e  
c a r c i n o m a s  ( 2 7 ) .  W e  c o u l d  n o t  r e v e a l  a n y  
s t a t i s t i c a l  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  b c l - 2  
i m m u n e x p r e s s i o n  a n d  t u m o u r  s t a g e ,  p o s i t i v e  
s u r g i c a l  m a r g i n ,  v e s i c u l o  s e m i n a l i s  i n v a s i o n ,  
r e c u r r e n c e ,  W H O  g r a d e ,  G l e a s o n  g r a d e ,  A R  a n d  
a l s o  w i l d  p 5 3  a m p l i f i c a t i o n .  W e  m a i n l y  o b s e r v e d  
t h e  b c l - 2  i m m u n e x p r e s s i o n  i n  b a s a l  d u c t a l  c e l l s ,  
w h i c h  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  l i t e r a t u r e  ( 5 - 7 ,  2 8 ,  
2 9 ) .

W e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  P I N  a n d  p r o s t a t i c  
c a r c i n o m a  f o c i  h a v e  a  s i m i l a r  p r o p o r t i o n  o f  
g e n e t i c  c h a n g e s  f o r  A R  g e n e ,  b u t  f o c i  o f

c a r c i n o m a  h a v e  m o r e  a l t e r a t i o n s .  T h i s  s u p p o r t s  
t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  P I N  i s  t h e  m o s t  l i k e l y  
p r e c u r s o r  o f  p r o s t a t i c  c a r c i n o m a  ( 3 ,  4 ,  1 1 ,  1 3 ) .  
T h e  r e s u l t s  o f  o u r  s t u d y  s u g g e s t  t h a t  t h e  
p r e s e n c e  o f  A R  a m p l i f i c a t i o n  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  
a d v a n c e d  d i s e a s e  a n d  P I N  i s  t h e  m o s t  l i k e l y  
p r e c u r s o r  o f  p r o s t a t i c  c a r c i n o m a .

A c k n o w l e d g e m e n t s :  M a n y  t h a n k s  t o  A s s i s t a n t  
P r o f e s s o r  D r .  N u r a l  B e k i r o g l u  f o r  t h e  b i o s t a t i s t i c a l  
s t u d i e s  o f  t h e  r e s e a r c h .
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