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~ Prostat Adenokarsinomlarinda Annexin A2, A7 Ve All
Immunhistokimyasal Ekspresyonu ve Prognostik Faktorlerle
lliskisi

Annexin A2, A7 and A1l Immunohistochemical Expression in
Prostate Adenocarcinoma and Relationship with Prognostic
Factors

OZET

Amag: Bu calismada kalsiyum bagimli fosfolipid baglayan proteinler olan Annexin ailesinin
tyelerinden Annexin A2, A7 ve A11’in prostat adenokarsinomu gelisimi ve ilerlemesi Gizerindeki
rolu arastirildi.

Ydntem: 53 adet prostat adenokarsinomu olgusunda ¢evre normal doku ve karsinom dokularinin
iyi temsil edildigi kesitlerde imminhistokimyasal olarak Annexin A2, A7 ve A1l ekspresyonu,
¢evre normal dokudan farki ve timor evresi, timor derecesi ve diger prognostik kriteler ile
iliskisi degerlendirildi.

Bulgular: Hicre homeostasisinde, membran fonksiyonlarinin diizenlenmesinde ve hiicre
¢ogalmasinda etkileri oldugu bilinen Annexin A2, A7 ve A11’in normal prostat dokularinda
glclu sitoplazmik ekspresyon gosterdigi ancak prostat adenokarsinomlarinda, timaorsiiz cevre
dokuya oranla anlamli olarak azalmis ekspresyon gosterdigi saptanmistir ( sirasi ile p=0,022;
0,028; 0,033) . Gleson skor, yas, evre, kapsil invazyonu ve perindral invazyon ile anlamli iligki
bulunmamistir.

Sonug: Prostat adenokarsinom hiicrelerinde gdzlenen Annexin A2, A7, All ekspresyon
azalmasinin, tumér hiicrelerinin diferansiasyon kaybi ve invazyon yetenegi kazanmasi ile iliskili
oldugu distnulmastir. Ayrica 6zellikle Annexin A2'nin prostat adenokarsinomunun normal
dokudan ayirici tanisinda immunhistokimyasal bir yardimci olarak kullanilabilecegi
belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Prostat adenokarsinomu, Annexin A2, Annexin A7, Annexin All,
immunhistokimya, karsinogenez

ABSTRACT

Purpose: The role of calcium dependent phospholipase binding protein family members
Annexin A2, A7 and A1l in the development and progression of prostate cancer was explored.
Methods: Protein expressions of Annexin A2, A7 and All were examined by
immunohistochemistry in 53 clinicopathologically characterized prostate cancer and peritumoral
areas. Difference between cancer and normal tissues was evaluated and relationship with
prognostic factors was determined.

Results: The expression of Annexin A2, A7 and All, effect regulation of membrane functions,
cellular homeostasis, and proliferation, were down-regulated in prostate cancer compared with
adjacent non-cancerous tissues ( respectively p=0,022; 0,028; 0,033). Expression of annexin
a2, a7 and all did not correlate with age, stage, invasion of capsule and perineural tissue.
Conclusion: the decrease of expression of Annexin A2, A7 and A1l protein in prostate
adenocarcinoma can associate with acquired capability of invasion and loss of differentiation
of tumor cells. Annexin A2 can used as immunohistochemical helper in differential diagnosis
between normal and carcinomatous tissues on biopsy.

Key words: Prostate adenocarcinoma, Annexin A2, Annexin A7, Annexin All,
immunohistochemistry, carcinogenesis.

GIRIS

Prostat asiner adenokarsinomu (Pca) erkeklerde en sik gorilen invaziv kanserdir. Pca
onkogenezisi ve progresyonunda ¢ok sayida genin rolii oldugu bildirilmistir. Ancak yogun
calismalara ragmen genetik 6zellikleri heniiz tam olarak anlasilabilmis degildir.

Anneksinler Ca++ iyonu varhginda fosfolipidleri baglama kapasitesi olan, fosforilasyon ve
defosforilasyona duyarl ve fosfolipaz A2’yi baskilama kapasitesi olan bir protein ailesidir. Her
biri 5 alfa heliksin kisa halkalarla baglanmasindan meydana gelmis 70 aminoasit subdomaini
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Resim 1: Normal prostat glandlarinda ve zemindeki kas
dokusunda ANX A2 ile kuvvetli sitoplazmik reaksiyon
gozlenirken timorde negatif reaksiyon izlenmektedir (x100).

‘anneksin’i olusturur. ANX protein ailesinin her dyesinin 4
‘anneksin tekrar1’ icermesi karakteristiktir Diger proteinler ile
iliskileri ve sinyal iletimindeki rolleri sayesinde hiicre iskeletinin
korunmasi ve bu iskeletin ekstraselliler matriksle etkilesimi,
buyume ve doku diferansiyasyonu, inflamasyon ve pihtilasma gibi
hiicresel olaylarda yer alirlar. Cesitli anneksinlerin; hiicre
dizilerinin transformasyonu, timaér progresyonu ve metastaz gibi
karsinogenez asamalarinda rol oynadiklari gosterilmistir.

Bu c¢alismada ANX A2, ~ ANX A7, ANX All’in
imminhistokimyasal ekspresyonlarinin prostat
adenokarsinomlarinin  karsinogenezinde rollerini arastirmak
hedeflenmistir.

GEREC ve YONTEM
S.B. Digskapr Y.B. Egitim Arastirma Hastanesi 2. Patoloji
Kliniginde incelenen 53 radikal prostatektomi materyalinde 63
karsinom alani ¢calismaya alindi. Karsinom ve timorsiz cevre
dokunun iyi izlendigi kesitler secildi. Annexin A2, Annexin A7
ve Annexin All imminhistokimyasal boyamalari tam kesit
uygulanip, immunhistokimyasal calismalarda pozitif kontrol
olarak Anx A2 i¢in oral mukoza, Anx A7 icin adrenal bez ve Anx
Al1 i¢in epididimis doku kesitleri kullanildi. Kontrol dokularinda
Anx A2 icin membrandz; Anx A7 ve Anx A1l i¢in membrandz,
sitoplazmik ve niikleer boyanma pozitif kabul edildi.
Her bir doku o6rnedi imminhistokimyasal olarak pozitif
boyanmanin yayginhgi yiizde olarak ve siddeti agisindan dort
basamakl skala (0,1,2,3) ile degerlendirilip final skorlari
asagidaki gibi hesaplandi.
Boyanma siddeti:

0, boyanma yok

1, acik sari graniller
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Resim 2: Normal prostat glandlarinda ve ustte sinir dokusunda

ANX A2 ile kuvvetli sitoplazmik, timdral yapilarda negatif
reaksiyon izlenmektedir (x200).

2, acik sari-kahverengi graniller

3, koyu sari-kahverengi yogun graniiller

Zayif skor (I): siddet 1 <%40 veya siddet 2 <%20

Orta skor (I1): siddetl >%40 veya siddet 2> %20-%90 veya

siddet3<%40

Kuvvetli skor (111): siddet 2> %90 veya siddet 3 >%40
Tim degerlendirmeler tek patolog tarafindan ve vakanin klinik
evre, PSA ve seyri bilinmeden yapildi.
Bu calisma Bakanhgi Diskapi Yildinm Beyazit Egitim ve
Arastirma Hastanesi Bashekimligi’nden izin alinarak, Helsinki
Deklerasyonu Prensipleri’ne uygun olarak yapiimistir.
istatistik Analiz
Sonuglar SPSS 15.0 istatistik programi ile degerlendirildi. Ki-kare
ve Mann-Whitney U testleri ile elde edilen sonuclar icin p degeri
0,05’den kigik sonuglar anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Grubun yas ortalamasi 64.37, en kicik yas 48, en blyuk yas
80’dir. Olgularin Gleason paternlerine gore dagihimi: 2 olguda
skor 5 (%3,8), 19 olguda skor 6 (%35,8), 26 olguda skor 7
(%49,1), 2 olguda skor 8 (%3,8), 4 olguda skor 9 (%7,5)
seklindedir. Olgularin evrelerine gore dagilimi ise; 19 olgu evre
2 (%35,8), 33 olgu evre 3 (%62,3), 1 olgu evre 4 (%1,9)
seklindedir. Vakalarin patolojik T evresi ile gleason skorlari
karsilastinldiginda skor artisi ile evre artisi arasinda anlamli iliski
saptandi (p: ,048).

ANX A2 ile paternlerin 24 i(%38,1) skor 1, 32’si (%50,8) skor
2, 7 si (%11,1) skor 3 olarak reaksiyon gdosterdi. Bu sonuglarla,
normal dokuya gore anlamli olarak boyanmanin azaldigi saptandi
(p: 0,022) (Resim 1 ve 2).

ANX A7 ile paternlerin 34 i(%51,5) skor 2, 32’si (%48,5) skor 3
olarak reaksiyon gosterdi. Hi¢ skor 1 boyanma izlenmedi. Bu

Tablo 1: ANX A2, ANX A7 ve ANXAL1 skorlari ile normal doku, evre, Gleason skor, yas, kapsll invazyonu ve perindral invazyon

bulgularinin ki-kare testi p degeri sonuglari

Normal dokn

Gleason skor Yas

| Kapsiil invazyonu | Perindral invazyon
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ile normal glandlara oranla malign yapilarda

Resim 3: ANX
azalmis reaksiyon (x100).

sonuclarla, normal dokuya gore anlamli olarak boyanmanin
azaldigi saptandi (p: 0,028) (Resim 3 ve 4).

ANX A1l ile paternlerin 17°si (%26,2) skor 2, 48’i (%73,8) skor
3 olarak reaksiyon gosterdi. Hi¢ skor 1 boyanma izlenmedi. Bu
sonuclarla, normal dokuya gore anlamli olarak boyanmanin
azaldigi saptandi ( p: 0,031) (Resim 5 ve 6).

ANX A2, ANX A7 ve ANXAL1 ile Gleason skor ile boyanma
skoru arasinda negatif dogrusal iliski izlendi, ancak istatistik
olarak anlamli diizeyde degildi. Ayni sekilde yas, evre ve kapsiil
invazyonu ve perindral invazyon ile de hafif bir negatif dogrusal
iliski olsa da anlamh bulunmadi.

TARTISMA

Erkeklerde en sik goriilen kanser olan Pca’nin molekdler
patogenezinin aydinlatiimasi amaciyla yapilan birgok molekuler
onkolojik arastirmalar yani sira ANX A2, ANX A7, ANXA1l’in
immdinhistokimyasal ekspresyonlarinin normal prostat epiteli ve
Pca’da farklh oldugu saptanmistir. Bu farklilik séz konusu
proteinlerin, Pca karsinogenezinde rolleri olabilecegini
goOstermektedir.

ANX A2 34-36 kda agirliginda, hiicre proliferasyonu ve
membran fizyolojisi gibi olaylarla iliskili multi fonksiyonel bir
proteindir. ANX A2 hiicrede sitoplazmada monomer halinde yada
membranda s100a10 ile kompleks olusturmus heterotetramerler
halinde bulunur. Heterotetramerler, plasminogen, tissue-type
plasminogen activator ve tenascin C reseptori gibi etki eder. Bu
da extraselliler matriks degradasyonu ile iliskili oldugunu
distindurdr (1). ANX A2 expresyonun bozulmasi degisik kanser

Resim 5: ANX Al1 ile normal glandlar arasina infiltre olan
timdrde zayif sitoplazmik boyanma gozlenmektedir (x40).

B AN e

Resim 4: ANX A7’nin normal glandlarda kuvvetli pozitif, karsi-
nomda zayif (+1) reaksiyonu (x40).

tiplerinde bildirilmistir. ANX A2 normal hepatosit, pankreatik
ekzokrin sistem ve meme glandlarinda gbzlenmezken,
hepatoselliiler karsinom, pankreas kanseri ve meme kanserinde
membrandz ve veya sitoplazmik olarak goézlenir (2,3,4).

ANX A2 normal goriinimli prostat glandinda sitoplazmik ve
plazma membranda gu¢li eksprese olurken prostat karsinomunda
distugi saptanmistir (5,6,7). Benzer durum osteosarkom,
6zofageal skuamoz hucreli karsinom ve bas boyun skuamdz
hicreli karsinomlarinda da bildirilmistir (8,9,10). Bu farkhlik
belkide, ANX A2’nin exprese oldugu tlimdrin histolojik orjini,
hiicredeki lokalizasyonu ve timor hiicresinde atfedilen goérevleri
nedeniyle olabilir.

Calismamizda ANX A2 ekspresyonunun Pca’da normal glandiiler
epitele oranla anlamli olarak azaldi§i izlendi. Bu azalma daha
onceki yayimlanan sonuclari destekler nitelikte idi. Buda bize Pca
tanisinda  yardimci  bulgu  olarak  kullanilabilecegini
disundirmektedir. Ancak biz ANX A2 imminhistokimyasal
calismasinda Gleason paternler arasinda anlamh farklilik
gozlemlemedik. Bir calismada ise ANX A2’nin disiik Gleason
skorlu alanlarda ekspresyonunda azalma izlenirken, yiliksek
Gleason skorlu alanlarda reekspresyon gésterdigi bildirilmistir
(11). ANX A2 muhtemelen hicreler arasi etkilesim ve tight-
junction formasyonunda rol alir, ekspresyonun azalmasi da
diskohezyona neden olup, diferansiasyon kaybi ile iliskilidir.
ANX A7 kalsiyum bagimh fosfolipid baglayan proteinler olan
Annexin ailesinin Gyesidir. Lipid vezikillerini bir araya getirme
ve birlestirme yetenegine sahiptir ve selliler ekzositozu dizenler
(12,13,14). Son zamanlarda yapilan calismalar ekzositozun

Resim 6: ANX A1l ile normal glandlarda gucli membran6z,
malign glandlarda zayif sitoplazmik reaksiyon izlenmektedir
(x200).
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timarigenez ile iliskili oldugunu gdstermistir (15). ANX A7 geni
insan 10921 kromozomu tizerinde yerlesimlidir. ANX A7 geninin
kanser ile spesifik iliskisi Strivastava ve ark. ANX A7 geni alinmis
(knockout) farede artmis timor sikhgini goéstermeleri ile
anlasiimistir (16). Embriyonik homozigot ANX A7 (-/-) kaybi
hayatla bagdasmaz, heterozigot fenotipli ANX A7 (+/-) ise
kalsiyum sinyalizasyon eksikligi ve gigantizm veya organomegali
gibi buylime bozukluklarina yola agabilir. Ek olarak ANX A7 (+/-
) genotip, diger bazi timor stipresor genlerin, DNA onarim genleri
ve apopitozis iliskili genlerin belirgin olarak dustkligine eslik
eder (17). Mide kanserleri tizerine yapilan bir calismada mide tasli
yuiziik hiicreli karsinom ve miisindz adenokarsinomlarda ANX A7
ekspresyonunda kayip olurken glandiler veya nodiler mide
karsinomlarinda ekspresyonun korundugu bildirilmistir (18).
Ekspresyon kaybi izledikleri timd&rler midenin en az diferansiye
timaorleri veya infiltratif tip timorleridir. Daha 6nceki bir yayin
da, azalmis ANX A7 ekspresyonunun timdrlerde yiiksek invaziv
potansiyelle iliskili oldugunu gdstermistir (19).
Calismamizda ANX A7 ile Pca’da normal glandiler epitele oranla
anlamli olarak azalma belirtilmistir. Bu sonug dnceki calismalari
destekler nitelikte idi (20). Pca’da ANX A7 expresyonun azalmasi
ile Gleason skor arasinda anlaml iliski saptamadik. Ancak
literatiirde Srivastava ve arkadaslarinin ¢alismasinda ANX A7’nin
kaybinin metastatik ve hormon refrakter timorlerde primer
timaorlere kiyasla daha fazla oldugu ve homozigot delesyonunun
LOH ile gosterdi§i saptanip timor sipresor gen olarak rol
alabilecegi bildirilmistir (20). 2003 yilinda Xin ve arkadaslarinin
yaptigi derlemede ANX A1,2,4,7,11’in hormon direncli Pca’da
hormon duyarli Pca’dan daha fazla azaldi§ini géstermistir. Sonug
olarak gesitli Annexinlerin élimciil Pca fenotipi gelismesinde rol
oynayabilecegini 6ne siirmistlr (24). Bu bulgularin direk Gleason
skorla iliskili olmasa da sekonder olarak metastatik ve hormon
refrakter tlmorlerin  yiliksek skorlu tlimdrler olabilecegi
disundlrse, bizim sonuglarimiz ile uyumsuz gibi gériinmektedir.
Ancak bu uyumsuzluk kismen vaka sayisinin azligi, kismen de
vakalarin yakin tarihte opere olan hastalar olmasindan dolayi
olabilir.

ANX All, 56 kDa agirinda, kalsiyum bagimh fosfolipid baglayan
proteinler olan Annexin ailesinin, calcyclin-associated annexin 50
(CAP-50) olarak da adlandirilan Gyesidir (22). Glisin, prolin ve
tirozinden zengin uzun bir NH2 bdlgesi ile kalsiyum varliginda,
kalsiklin (s100a6) ve apopitoz baglantili protein ALG-2 ile
baglanan proteindir. Kalsiklin hicre siklusu boyunca degisken
ekspresyon gosterir. ANX All, hiicre dongisiinin sonraki
asamalarinda profazdan sitokinesise kadar iyi diizenlenmis bir
lokalizasyon paterni sergilemektedir. Bu sitokinezisin terminal
fazinda ANX A11’in 6nemli bir roli oldugunu gostermektedir
(21,22). Over karsiomunda yapilan bir arastirmada ANX Al11’in
immunhistokimyasal ekspresyonunun azalmasinin, rekirrensle ve
cisplatin tedavisine direncle negatif iliskisi bildirilmistir (23).
ANX A11’in Pca’da durumu ile ilgili olarak Xin ve arkadaslarinin
yaptigi calismada, benign prostat dokusunda ve klinik olarak
lokalize Pca’larda kuvvetli olarak eksprese oldugu, ileri evre
olgularda ise ekspresyonun dusttiga bildirilmistir (24). Ancak
bizim calismamizda lokalize Pca’da da normal dokuya oranla
anlamli olarak azalmis olarak saptandi.

SONUG

ANX A2, ANX A7 ve ANX A1l prostat dokusunda normal
luminal epitel hiicrelerinde eksprese olurken, Pca’da ekspresyon
azalmasi gostermesi; timor hiicrelerinin diferansiasyon kaybi ve
invazyon yetene§i kazanmasinda bir basamak oldugunu
distindlirmektedir. Mekanizmanin anlasiimasi igin daha ileri
arastirmalar ile desteklenmesi gerekilidir. Ayrica, &zellikle
Annexin A2’nin prostat adenokarsinomunun normal dokudan
ayirici  tanisinda immunhistokimyasal bir yardimci olarak
kullanilabilecegi belirlenmistir.

TESEKKUR

Bu calisma Saglik Bakanhgi Diskapi Yildirim Beyazit Egitim ve
Avrastirma Hastanesi Bilimsel Calismalari Destekleme Komisyonu
tarafindan finanse edilmistir.
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