TC. SAGLIK BiLIMLERI
UNIVERSITESI
ANKARA BILKENT SEHIR HASTANESI

TIBBi PATOLOJI KLINiGi

ENERJi METABOLIZMASININ DUZENLENMESINDE
ROL OYNAYAN GENLERIN MESANENIN PAPILLER
UROTELYAL KARSINOMLARINDAKI YERI

Dr. Buse Bayazit GOzukucuk

(TIPTA UZMANLIK TEZ)

ANKARA/2024



TC. SAGLIK BILIMLERI
UNIVERSITESI
ANKARA BILKENT SEHIR HASTANESI

TIBBi PATOLOJI KLINIGi

ENERJi METABOLIZMASININ DUZENLENMESINDE
ROL OYNAYAN GENLERIN MESANENIN PAPILLER
UROTELYAL KARSINOMLARINDAKI YERI

Dr. Buse Bayazit Goziikiuciik

Tez Damismani: Doc. Dr. Tuba Dilay Kokenek Unal

(TIPTA UZMANLIK TEZ)

ANKARA/2024



TESEKKUR

Ankara Bilkent Sehir Hastanesi Tibbi Patoloji boliimiinde ge¢irdigim uzmanlik
egitimim ve tez ¢alismamin hazirlanmasindaki tiim asamalar boyunca bana yol
gosterici ve destek olan, her zaman 6rnek aldigim sevgili danigman hocam Dog. Dr.
Tuba Dilay Kékenek Unal’a, bilgi ve tecriibelerinden ¢ok sey 6grendigim, her konuda
bizleri yonlendiren, egiten, hosgoriisiinii ve destegini bizlerden esirgemeyen Prof. Dr.

Fazli Erdogan’a,

Uzmanlik egitimim siiresince her an bilgilerine ulasabilmemi saglayan ve bunu
esirgemeyen, patoloji boliimiinii sevmemde biiylik katki ve emekleri olan, sabir ve
hosgorii ile beni her zaman iyi bir hekim olmaya tesvik eden, bu siirecte biiyiik
destegini gordiigiim Ankara Bilkent Sehir Hastanesi’nin tiim saygideger hocalar1 ve

uzmanlarina,

Tez calismamin laboratuvar asamasinda en biiyiikk destek¢im olan ve
tecriibelerini aktaran Dr. Ogr. Uyesi Keziban Korkmaz Bayram ve g¢aligmamin

yiirtitiilmesinde desteklerini esirgemeyen sevgili Aida Nurul Barokah’a

Birlikte c¢alismaktan mutluluk duydugum ve vaktimizin ¢ogunu birlikte
gecirdigimiz tiim asistan arkadaslarima, laboratuvar teknisyenlerimize ve caligsma

arkadaslarimiza tesekkiir ederim.

Ogrettikleri dogrular ve iyiliklerle, bana gosterdikleri bu yolda her daim
arkamda ve yanimda olan, her kosulda beni destekleyen annem, babam ve kardesime,
her zaman benimle olan kendi sectigim ailem canim arkadaslarima, bu zorlu siire¢
dahil olmak (izere tiim hayat macerammn en biiyiik destekcisi sevgili esim Omer

Goziikiigik’e tesekkiir ederim.



iCINDEKILER

TESEKKUR .....ovviviiieieeeeeeeetetetet ettt sttt sttt sttt nanan e I
ICINDEKILER ....covivieiteieieiee ettt ettt nae e enenseantasns Ii
KISALTMALAR ..ottt e e v
TABLOLAR ..ottt \%!
SEKILLER .....ocvititititeieteteteee ettt sttt sttt sttt st sttt sesesesesetesesesees VII
[ /2 238 LR VIII
ABSTRACT ...ttt e e e e b b e e ae e e nrre e X
1. GIRIS VE AMAC ...ttt ettt en e an e 1
2. GENEL BILGILER........cettiiitieiiiiieieisisssies ettt 3
2.1. MESANE EMBRIYOLOJIST .....oviiiiiinineeeieseesescee e 3
2.2. MESANE ANATOMISI.....coiiiiiiiiiiiniiiieieee s 4
2.3. MESANE HISTOLOJIST ..ot 6
2.4. MESANE TUMORLERI ......cootuiiiiiiniiniieieeeseississssssss e 9
24,1, TAITNGE ...uveiieiie ettt ettt sttt sbe e e be e sab e e be e sbe e e be e saeesnbeennne s 9
2.4.2. EPIdemiyOlOfi....cciueeiiieiiieiiieiie ettt 9
243, ELIYOLOJ1. ittt 10
2.4.4. Semptom, Bulgular ve GOriintlileme.............ccoccoovviiiiiiiiiiiiice 13
2.4.5. PAtOZENCZ .....veeeeeeieeeieee et 13
2.4.6. Histopatolojik Degerlendirme............ccocvvveiiiiiiiiiiiiicic e 15
2.4.7. Prognostik ve Prediktif Faktorler.........c.ccooviiiiiiiii 17
2.4.8. Molekller SIIflama..........cccooviveiiiiieiiiieiiie e 17
2.4.9. Tedavi SECENEKIETT ......eviiiiiiiiie e 18

2.5. ENERJIMETABOLIZMAST .......cooiiiiiiiiriieieieineineissississsssssese s 19
2.6. ENERJI METABOLIZMASI ILE ILGILI GEN AILESI .....ccocooviiiiievie. 29
2.6.1. Uncoupling Protein 1 (UCP1) ve Uncoupling Protein 2 (UCP2)............ 29
2.6.2. FNDCS5 (ITiSIN) ..ottt 34

3. GEREC VE YONTEM ....cooiiieieeetetetetetetete ettt ettt 39
I BN NS 21 ) 1Y L T 39
3.2. VERI TOPLAMA ARACLARI ......cooviviieicieeeeeee et 40
3.2.1. C1haz Ve AlCICT.......veeee i 40
3.2.2. Malzeme ve ReaKtifler.........ccovviiiiiiiiie i 41

KT T €)1 1 )Y T 42
3.3.1. Formalinde Sabitlenmis ve Parafine Gomiilmiis Doku Kesitlerinden Total
RNA IZOIASYONU.....oviieciireiiiccie ettt 42
3.3.2. Niikleik Asit Miktar ve Kalite OIGHM ........coevevevereeeeeieecieeeee e, 44
3.3.3. CDINA SENLCZI...ccciiuiiieeiiiiiee e sttt e e et e e e e e e et e e e e s e e e e snaeeeeannnes 46
3.3.4. qPCR ile mMRNA EKSPIESYONU .......cccviiiiiiiiiiiiiiieiisie e 47
3.3.5. Delta Delta Ct ANAlIZI.......coeeiiiiieeeiiiiiee e 49



3.3.6. Biyoistatistiksel ANaliZ .........ccoviiiiiiiiiiiiii e 49

4. BULGULAR ..ottt sttt 50
4.1. DEMOGRAFIK BULGULAR .......c.cooeiiitiiiieieteeie e 50
4.2. GEN EKSPRESYON BULGULARI .....coooiiiiiiiiieinie e 54

4.2.1 UCP1 Gen EKSPIeSYONU.........oiviiiiiiiriieiiiiisiiesie s 54
4.2.2 UCP2 Gen EKSPreSYONU......uuiiiiiiiiiiiiiiiiesiiieeniiiessiieessiieessinessieeesinesseeas 57
4.2.3 FNDCS5 Gen EKSPreSYONU........ccciiiiiiiiiiiiiiieiisee e 61

5. TARTISMA ...ttt ettt b e e 67

6. SONUC VE ONERILER .......cocooviiiiiiiieieeeee et en st en s 84

T KAYNAKCA .ottt ettt b e nnrenne s 86



KISALTMALAR

Akt: Protein Kinaz B

AMP: Adenozin Monofosfat

AMPK: AMP Aktive Protein Kinaz

ATP: Adenozin Trifosfat

BYD: Beyaz Yag Dokusu

CDKN2A: Siklin Bagimli Kinaz Inhibitorii 2A

CiS: Karsinoma In Situ

DNA: Deoksiriboniikleik Asit

DSO: Diinya Saglik Orgiitii

EMT: Epitelyal Mezenkimal Transizyon

ERK: Ekstraselliiler Sinyal Diizenleyici Kinaz

FGFR3: Fibroblast Biiyiime Faktorii Reseptor 3

FNDC: Fibronektin Tip III Alan1 Iceren Proteinler

HIF: Hipoksi Indiiklenebilir Faktdr

IMM: i¢ Mitokondri Membrani

IL-6: Interlokin 6

[-PUK: invaziv Papiller Urotelyal Karsinom, Yiiksek Dereceli
KYD: Kahverengi Yag Dokusu

LVi: Lenfovaskiiler Invazyon

p38-MAPK: p38 Mitojen Aktive Protein Kinaz

MMP: Matriks Metalloproteinaz

mRNA: Mesajc1 Riboniikleik Asit

mTOR: Rapamisinin Memeli Hedefi

NF-xB: Niikleer Faktor Kappa-Isik Zinciri Arttirict

NI-PUK: Noninvaziv Papiller Urotelyal Karsinom, Diisiik Dereceli
OxPhos: Oksidatif Fosforilasyon

PGC-1a: Peroksizom Proliferatorle Aktive Edilen Reseptor-y Ko-aktivator-1a
PI3K: Fosfatidilinositol 3-Kinaz

PPAR: Peroksizom Proliferator-Aktive Reseptor Ailesi
PTEN: Fosfataz ve Tensin Homologu



ROS: Reaktif Oksijen Substratlari

STAT3: Sinyal Dontistlirticii ve Transkripsiyon Aktivatorii 3
TCA: Trikarboksilik Asit

TERT: Telomeraz Revers Transkriptaz

TNEF: Tiimor Nekrozis Faktor

TP53: Tiimor Protein 53

TUR: Transiiretral Rezeksiyon

UCP: Ayrigsma Proteini

VKI: Viicut Kitle Indeksi

Aym: Mitokondriyal Membran Elektrokimyasal Potansiyeli



TABLOLAR

Tablo 1. FFPE Dokulardan RNA Izole Edilen Ornekler Igin Karisim Miktarlart.........c..oocovvvrvevennne, 46
Tablo 2. cDNA Sentezi Igin PCR PrOZIami.........c.cceueviueiiieiveiiseiesisesessseissessses e, 46
Tablo 3. gqRT-PCR Calismasi I¢in Gerekli Malzemeler ve MiKtarlart ...........cccccoecevevcvereccuerecernennne, 47
Tablo 4. qQRT-PCR I¢in Kullanilan PrOGram ............ccceveuivereiiueseisssesessssssesesse s sssessenes 48
Tablo 5. Primerler ve Cogaltilan Bolgenin BuyGKIGET. .........ccovvviiiiiiiiiicecce e 49
Tablo 6. Olgularin histomorfolojik OZEllTKIETT ..........cecviiiiiiiiiiii e 51
Tablo 7. Olgularin KHNiK VETIIEIT .....ccuveiviiiiiiiiie ettt 51
Tablo 8. Olgularin takip DILGIIETT .....ccuveiviiiiiiiie e 52
Tablo 9. Demografik verilerin Spearman korelasyon Katsaytlart.........cccceoevieriniienninniencciesen 53
Tablo 10. UCP1 gen ekspresyonunun histopatolojik parametreler ile iligkiSi ........ccoceerveiiiireniieninnne. 55
Tablo 11. UCP1 gen ekspresyonunun klinikopatolojik parametreler ile iligKisi .........ccervverrrieriennnnne 56
Tablo 12. UCP2 gen ekspresyonunun histopatolojik parametreler ile 1ligKisi ........coveverivireiienieninnne 59
Tablo 13. UCP2 gen ekspresyonunun klinikopatolojik parametreler ile iliskisi.........ccoeverviiirirnnnnne 60
Tablo 14. FNDCS5 gen ekspresyonunun histopatolojik parametreler ile 1ligkiSi.........ccervverriiiniennnnne 63
Tablo 15. FNDCS gen ekspresyonunun klinikopatolojik parametreler ile iliskisi..........ccccovveiriennnnne 64
Tablo 16. Genlerin Spearman korelasyon KatSay1lart ..........cocevvveiienieninienie e 66

Vi



SEKILLER

Sekil 1. Mesanenin embriyolojisi gosterilmistir. (1) no’lu kaynaktan (Sadler TW) aynen alinmigtir. ... 4
Sekil 2. Mesane kanseri gelisiminde etkili metabolik yolaklar gdsterilmistir. (61) no’lu kaynaktan
(Massari F, Ciccarese C, Santoni M, lacovelli R, Mazzucchelli R, Piva F) aynen alinmastir. ... 15
Sekil 3. Glukoz metabolizmasinin farkli kanser hiicrelerindeki degisen etkileri gosterilmistir. (36) no’lu
kaynaktan (Bose S, Zhang C, Le A) aynen alinmIStir. .........cccooveiirinininininecieeee s 21
Sekil 4. Warburg etkisi gdsterilmistir. (36) no’lu kaynaktan (Bose S, Zhang C, Le A) aynen alinmigtir.

Sekil 5. Warburg etkisinin fonksiyonlar1 gdsterilmistir. (35) no’lu kaynaktan (Liberti M V., Locasale
JW) QYNEN @lINIMISTIL. .eoveiiiiiic et sre e b nn e e ennenne e 23
Sekil 6. Hiicrelerin normal oksijen ve hipoksi varligindaki enerji metabolizmasmin diizenlenmesi
gosterilmistir. (38) no’lu kaynaktan (Rodriguez-Enriquez S, Marin-Hernandez A, Gallardo-Pérez
JC, Pacheco-Velazquez SC, Belmont-Diaz JA, Robledo-Cadena DX) aynen alinmustir. ........... 24
Sekil 7. Kanser hiicrelerinde glikolitik metabolizmayi modiile eden transkripsiyon diizenleyicileri
gosterilmistir. (38) no’lu kaynaktan (Rodriguez-Enriquez S, Marin-Hernandez A, Gallardo-Pérez
JC, Pacheco-Velazquez SC, Belmont-Diaz JA, Robledo-Cadena DX) aynen alinmstir. ........... 27
Sekil 8. UCP2’nin etki mekanizmasi gdsterilmistir. (51) no’lu kaynaktan (Luby A, Alves-Guerra MC)
A1 (BT 01100 1 L o TP U T TP PPV PR 30
Sekil 9. UCP2’nin tiimor hiicrelerindeki etkisi gosterilmistir. (48) no’lu kaynaktan (Li J, Jiang R, Cong
X, Zhao Y) ayNen allNMISHL. .......covirirririiirise e r e eneas 32
Sekil 10. FNDC5 ve irisinin yapisi gosterilmistir. (60) no’lu kaynaktan (Pinkowska A, Podhorska-
Okotéw M, Dziegiel P, Nowinska K) aynen altnmi$tir. .........cccoceeveeiiiiiinienienieesee e 35
Sekil 11. FNDC5/irisinin farkli sinyal yolaklar1 aracilifiyla gergeklestirdikleri fizyolojik faaliyetler
gosterilmisgtir. (59) no’lu kaynaktan (Waseem R, Shamsi A, Mohammad T, Hassan MI, Kazim SN,
Chaudhary AA) aynen aliNMISHIL. .......coooviiiiiieiieiieieee e sre e 37
Sekil 12. Irisinin farkli sinyal yolaklarinda ve kanser ilerlemesinde rol oynayan molekiiler siireclerdeki

potansiyel rolleri gosterilmistir. (60) no’lu kaynaktan (Pinkowska A, Podhorska-Okotow M,

Dziggiel P, Nowinska K) aynen alinmiStir. .........cocorviririiiniiieiiee e 38
Sekil 13. StepOnePlus Real-Time PCR CINAZI.......cccocviiiiiiiiiiiiicc e 41
Sekil 14. Caligmamizda kullandigimiz genlerden elde ettigimiz erime egrisi ve amplifikasyon grafigi

ornekleri (drnekte gosterilen veriler UCPI € QIttiT. ......cvvvvvveieiiiiiiiie i 48
Sekil 15. Calismaya alinan hastalarin tan1 gruplari ve cinsiyet dagilimlart ..........c.ccoceveiiiiiiiiinnnn, 50
Sekil 16. UCP! gen ekspresyonlarinin gruplara gore dagilimi.........ccccevvviiinininiicicieiiescsesens 54
Sekil 17. UCPI geni ile genel sagkalim 1liSKiST .....cvvvovviviniiiiciieieercsee e 57
Sekil 18. UCP2 gen ekspresyonlarinin gruplara gore dagilimi.........cccocvvviniinienieniienne e 58
Sekil 19. UCP2 geni ile genel sagkalim 1liSKiSi.......oveovvrvireiiieiiieiecieeccesee s 61
Sekil 20. FNDC5 gen ekspresyonlarinin gruplara gore dagilimi ........cccooeviiiiiiiniiiicienscnn 62
Sekil 21. FNDC5 geni ile genel sagkalim iliSKiSi ......ccovvviiiiiiiiiiiiiic e 65

Vii



OZET

Amag: Mesane kanseri diinyada izlenen kanserlerin = %3,2’sini
olusturmaktadir. Erkeklerde prostat, akciger ve kolon kanserinden sonra dérdinci
siklikta goriilen ve erkeklerde kanser iligkili olimlerin sekizinci en sik nedenini
olustururlar. Mesane tiimorlerinin %90°1 iirotelyal kanserlerdir ve bunlarin da biiyiik
boliimii papiller morfolojidedir. Son yillarda mitokondri disfonksiyonu ve bununla
iligkili olarak enerji metabolizmasinin kanser patogenezindeki rolii 6nem kazanmaistir.
Mesanenin papiller iirotelyal karsinomlarinda heniiz bu konuda yeterli ¢alisma
bulunmamaktadir. Biz de bu ¢alismada insanda gelisen farkli tiimorlerde rolii olan
enerji metabolizmasi iligkili UCP1, UCP2 ve FNDC5 genlerinin papiller trotelyal

karsinomlardaki ekspresyonunu degerlendirmeyi amagladik.

Gere¢ ve Yontem: Calismaya Saglik Bilimleri Universitesi Ankara Bilkent
Sehir Hastanesi Tibbi Patoloji Bdliimii’nde 2020-2023 yillar1 arasinda mesane
transiiretral rezeksiyon (TUR) materyallerinden tan1 almus, yaslar1 41 ile 90 arasinda
degisen 84 adet vaka dahil edildi. Non-invaziv papiller iirotelyal karsinom, diisiik
dereceli (NI-PUK) olarak 30 adet, invaziv papiller iirotelyal karsinom, yiiksek dereceli
(I-PUK) olarak 30 adet vaka secildi. Kontrol grubu olarak da normal smirlarda
tirotelyal epitele sahip 24 adet vaka belirlendi. Hastalarin uygun parafin bloklar se¢ilip
kesitler alinarak deparafinize edildi, total RNA izolasyonu ve cDNA eldesi yapilda.
UCPI, UCP2 ve FNDCS5 ve referans olarak secilen ACTB genleri i¢in hazirlanmis
primerler kullanilarak PCR ile gen ekspresyon diizeyleri belirlendi. Sonuglar

klinikopatolojik parametreler ile karsilastirildi.

Bulgular: Calismamizda UCPI, UCP2 ve FNDC5 genlerinin ekspresyonlari
gruplar arasinda anlamli olarak farkliydi. Tiim gruplar birlikte degerlendirildiginde
UCPI gen ekspresyonunun hem NI-PUK grubunda hem de I-PUK grubunda kontrole
gore anlamli azaldigi bulundu. I-PUK’te NI-PUK’e kiyasla daha diisiik bir UCPI
ekspresyonu izlense de anlaml1 degildi. NI-PUK grubunda kontrol grubuna gére UCP2
ekspresyonunda anlamli artis saptandi. I-PUK’lerde Ni-PUK grubu kadar olmasa da
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kontrol grubuna goére artis mevcuttu ancak anlamli bulunamadi. FNDC5 geni
ekspresyon diizeyi ile I-PUK ’lerde ekspresyon diizeyleri hem Ni-PUK’ler hem kontrol
grubu ile kiyaslandiginda Ni-PUK grubunda daha belirgin olmak iizere anlamli olarak
diisiiktii. NI-PUK grubunda da hafif artmis ekspresyon gdzlendi fakat sonug anlamli
degildi. Her li¢ gen kendi aralarinda kiyaslandiginda ise UCP! ile hem UCP2 hem de
FNDCS5 arasinda pozitif yonlii anlamli korelasyon izlendi. UCP2 ve FNDC5 arasinda

ise negatif yonlii bir iligki goriildii ancak istatistiksel olarak anlamli degildi.

Sonug¢: Calismamiz sonucunda UCPI, UCP2 ve FNDC5 genlerinin mesanenin
papiller iirotelyal karsinomlarindaki ekspresyonlari literatiirde ilk defa ortaya konuldu.
Mesanenin papiller lirotelyal karsinomlarinda s6z konusu belirteclerin kontrol grubuna
gore faklilik gosteren ekspresyonlar tespit edildi. Tiimor olusumu ve gelisimi ile olan
iligkileri nedeniyle bu belirteglerin klinik calismalara yol gosterici olabilecegini
diisiindiik. Ayrica giincel ¢alismalar 1s181inda bu molekiillerin birer tedavi hedefi olma
potansiyelleri de bulunmaktadir. Bu nedenle yapilacak daha kapsamli ¢aligmalar ile
UCPI, UCP2 ve FNDC5 gen ekspresyonlarin mesane tiimorlerinde ve tedavideki
Oonemi daha iyi anlasilacak olup, calismamiz bu alandaki ¢aligsmalara onciiliikk ederek

literatiire 6nemli bir katk1 saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: UCPI, UCP2, FNDC5, mesane kanseri, papiller iirotelyal

karsinom



ABSTRACT

Aim: Bladder cancer accounts for 3.2% of all cancers in the world. It is the
fourth most common cancer in men after prostate, lung and colon cancer and the eighth
most common cause of cancer-related deaths in men. Ninety percent of bladder
tumours are urothelial cancers and most of these are papillary in morphology. In recent
years, the role of mitochondrial dysfunction and related energy metabolism in cancer
pathogenesis has gained importance. There are limited studies on this subject in
papillary urothelial carcinomas of the bladder yet. In this study, we aimed to evaluate
the expression of energy metabolism-related UCP1, UCP2 and FNDC5 genes in
papillary urothelial carcinomas.

Materials and Methods: The study included 84 cases, aged between 41 and
90 years, diagnosed from bladder TUR materials between 2020 and 2023 at the
Department of Medical Pathology, Health Sciences University Ankara Bilkent City
Hospital. Thirty cases of non-invasive papillary urothelial carcinoma, low grade (NI-
PUC) and 30 cases of invasive papillary urothelial carcinoma, high grade (I-PUC)
were eligible. As a control group, 24 cases with normal urothelial epithelium were
determined. Paraffin blocks of the patients were selected 5u thick sections were taken
and deparaffinised. Total RNA isolation and cDNA extraction were performed. Gene
expression levels were determined by PCR using primers prepared for UCP1, UCP2
and FNDC5 and ACTB genes selected as reference. The results were compared with

clinicopathological parameters.

Results: When all groups were evaluated together, UCP1 gene expression was
found to be significantly decreased in both NI-PUC group and I-PUC group compared
to the control. Although a lower expression was observed in I-PUC compared to Ni-
PUC, it was not significant. UCP2 gene showed a significant increase in expression in
the NI-PUC group compared to the control group. There was an increase in I-PUCs
compared to the control group, but it was not significant. The expression levels of
FNDCS5 in I-PUCs were significantly lower than both NI-PUCs and the control group,
more clearly in the NI-PUC group. Increased expression was also observed in the NI-

PUC group, but the result was not significant. When all three genes were compared



among themselves, a significant positive correlation was observed between UCP1 and
both UCP2 and FNDC5. A negative correlation was observed between UCP2 and
FNDCS5, but it was not statistically significant.

Conclusion: Our study revealed the expression of UCP1, UCP2 and FNDC5
genes in papillary urothelial carcinomas of the bladder for the first time in the
literature. Differential expression of these markers in papillary urothelial carcinomas
of the bladder compared to the control group was determined. We thought that these
markers may guide clinical studies because of their relationship with tumour formation
and development. In addition, in the light of current studies, these molecules have the
potential to be therapeutic targets. Therefore, with more comprehensive studies, the
importance of UCP1, UCP2 and FNDC5 gene expressions in bladder tumours and
treatment will be better understood, and our study will make an important contribution

to the literature by leading studies in this field.

Keywords: UCP1, UCP2, FNDCS5, bladder cancer, papillary urothelial

carcinoma
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1. GIRIS VE AMAC

Mesane kanseri, lriner sistemin en yaygin malignitesi olmaya devam
etmektedir. Her yil ortalama 500.000 kisiye mesane kanseri tanisi konulurken,
hastalarin neredeyse %40 kadar1 bu sebepten dolay1 6lmektedir. Mesane kanseri i¢in
pek cok risk faktorii tanimlanmistir. Cografya ve yasin yam sira, risk cinsiyetler
arasinda da farklilik géstermekte ve erkeklerde daha sik goriilmektedir. Bilinen en
yaygin sebebi sigara kullanmak olmak tizere bir dizi karsinojen buna sebep
olabilmektedir. Mesane kanserine bagli 6liim oranlart gelismis iilkelerde diismeye

baslarken, diinyanin diisiik gelirli bolgelerinde artma egilimindedir (1).

Mesane kanseri olusumunda ve gelisiminde pek ¢ok farkli molekiiler degisiklik
yer almaktadir. Su ana kadarki bilgiler mesane kanserinde tiimdr heterojenitesini
ortaya koymakta ve bunlar1 daha iyi tanimlamaya yonelik ciddi bir ihtiya¢ olduguna
dikkat cekmektedir. Mesane kanserinin farkli molekiiler profillerinin ve bu siiregte
meydana gelen olaylarin daha iyi anlagilmasi,  timoriin spesifik genetik
mutasyonlarma dayanan kisisellestirilmis tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesinin
onlini agmakta ve bu yaklagimlarin daha etkili sonuglar dogurabilecegini
diistindiirmektedir. Bu yaklasimlar muhtemelen tiimordeki molekiiler patogenezi
belirlemek ve bu yolaklar1 prognostik, prediktif veya terapotik hedef olarak kullanmak
i¢in ihtiya¢ duyulan ipuglarini saglayacaktir. Hastaligin altinda yatan biyolojinin daha
1yi anlasilmasiyla, invaziv kanser gelisme riski yiiksek olan hastalar belirlenebilecek

ve alternatif etkili tedavi modaliteleri gelistirilebilecektir (2).

Son yillarda yapilan g¢aligmalarda kanser hiicrelerinin hayatta kalmalarinin
sebebi olarak degisen olumsuz mikroortamlara adaptasyon saglamalari ile oldugu
gosterilmistir. Bu adaptasyonlarin temelinde kanser hiicrelerinin normal hiicrelerden
farkli organize olan enerji metabolizmalart bulunmaktadir. Yapilan g¢aligmalarda
timoriin - olusumu, gelisimi, ilerlemesi, metastazi hatta tedavi direnci igin
mitokondrinin ve ona bagli molekiiler yolaklarin 6nemi vurgulanmistir. Enerji

metabolizmasinda rol oynayan genler arasinda olan UCPI ve UCP2 i¢ mitokondri



membran1 (IMM) boyunca proton gradyanimi ayirmak i¢in pasif proton tasiyicisi
olarak hareket ederek adenozin trifosfat (ATP) sentezini yiiriitmektedir (3). FNDCS
ise basta UCPI ve diger termojenik genlerin regiilasyonunu diizenleyerek lipid
esmerlesmesi, yani adaptif termojenezi saglar. Adaptif termojenez beyaz yag dokunun
(BYD) kahverengi yag dokusu (KYD) 6zelliklerini kazandig1, ATP sentezi yerine 1s1
tiretimi yoluyla lipit tiiketimini tesvik edebilen bir siirectir (4). Bahsi gegen genlerin
kanser hiicreleri iizerinde farkli calismalarda degisen ekspresyonlarinin &nemi
bildirilmistir. Ancak daha 6nce UCPI, UCP2 ve FNDC5 genlerinin mesane
karsinomlarindaki ekspresyonlart ile ilgili herhangi bir calisma yapilmamistir. Bu
nedenle biz bu ¢alismada UCPI, UCP2 ve FNDCJ5’in mesanenin papiller iirotelyal

karsinomlarindaki rollerini ortaya koymay1 hedefledik.

Calismamizda Ni-PUK ve I-PUK tanis1 alan olgularda UCPI, UCP2 ve FNDCS5
mRNA ekspresyonlari inceleyerek ekspresyon diizeylerinin lenfovaskiiler invazyon
(LVI), nekroz, diferansiyasyon ve karsinoma in situ (CIS) varhigi, muskularis propria
invazyonu, niiks ve progresyon varligi, timoér boyutu ve hastanin sagkalimi gibi

parametreler ile iliskisini degerlendirmeyi amagladik.

Calismamiz sonucunda UCPI, UCP2 ve FNDC5’in mesane karsinomundaki
ekspresyonu, histopatolojik ve klinikopatolojik parametrelerle muhtemel iligkisi
ortaya konarak, bu genlerin kanser gelisimindeki yeri ve 6nemine isaret edilmis olacak

ve bu alanda literatiire onemli bir katki saglanmis olacaktir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. MESANE EMBRIiYOLOJiSi

Fertilizasyondan 15 gun sonra embriyo hicreleri mezoderm, endoderm ve
ektoderm tabakalarina ayrilir. Bu embriyonel tabakalardan organ ve dokular meydana
gelir. Fonksiyonel olarak tirogenital sistem tiriner ve genital sistem olarak ikiye ayrilsa

da embriyonik ve anatomik olarak i¢ ice gecmislerdir (5).

Embriyonel katlanma sirasinda, yolk sac, embriyonel disk tarafindan sarilir.
Foregut, midgut ve hindgut olmak tizere 3 boliime ayrilan bu yapmin hindgut
kismindan kloaka olusur. Kloaka, iiriner ve alt gastrointestinal sistemi (anorektal
bolge) olusturan embriyonel bir olusumdur. Mesanenin gelisimi, tirogenital septumun
kloakay1 arkada rektum ve onde iirogenital siniis olmak {izere iki kisma ayirmasiyla
dordiincii haftada baslar. Urogenital siniisten vezikoiiretral kanal ve kalici {irogenital

sinds olmak tizere iki alt boliim gelisir (Sekil 1) (5).

Vesikoiiretral kanal giderek biiyiir ve mesanenin trigon disinda kalan kismini
olusturur. Mezonefrik kanal ise kloaka ile birlestiginde, kanalin bir kism1 mesanenin
arka duvarini olusturur. Gelisimin ilk haftalarinda mesane allantois ile devam eder.
Allantoisin daralip oblitere olmasinin ardindan geride mesanenin tepesini gobege
baglayan urakus adi verilen fibroz bir kordon kalir. Eriskinde urakus oblitere olup
median umblikal ligaman olarak kalir (6). Hem mezonefrik kanallar hem de iireterler
mezodermal kaynakli oldugundan bu kanallarin birlesmesi ile olusan mesane
mukozast da (mesane trigonu) mezodermal kaynaklidir. Zamanla, trigondaki
mezodermal epitel endodermal epitelle yer degistirir ve sonugta tiim mesanenin igi

endodermal kaynakli epitelle doseli hale gelmis olur (5,6).

Lamina propria, muskularis propria ve adventisya ise splenik mezenkimden

gelisir. Renal pelvis ve iireterler mezodermden koken alirlar (6).
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Sekil 1. Mesanenin embriyolojisi gosterilmistir. (1) no’lu kaynaktan (Sadler TW) aynen alimustir.

2.2. MESANE ANATOMISi

Mesane, bobreklerden siiziiliip iireterler ile gelen idrarin biriktirildigi depo
gbrevi goren bir organdir. Pelvis mindrde, peritonun altinda, pubik kemiklerin hemen
arkasinda lokalizedir ve eriskindeki maksimum hacmi 350-500 ml kadardir.
Biiyiikligi, sekli, konumu ve iligkileri, igerigine ve komsu i¢ organlarin durumuna
gore degisir. Bosken, symphysis pubis’in arkasinda, pelvis boslugunun tabaninda,
retroperitoneal konumda yer alirken; dolu oldugunda tist boliimii karin bosluguna girer

(7).

Mesanenin tabanmi {iggendir ve posteroinferior olarak bulunur. Kadinlarda
anterior vajinal duvarla yakindan iliskili iken; erkeklerde rektovezikal kese ile iistten
ayrilmis olmakla birlikte rektum ile iliskili olup, alt tarafta seminal vezikiil, duktus
deferens ve Denonvilliers’fasyasi1 tarafindan asagiya dogru ayrilmistir. Mesane,
periton ile ortiilii superior ylizey (kubbe), 6n iist ylizey (apeks) posterior ylizey (taban)
ve inferolateral ylizey olarak ayrilir. Apeks, median umblikal ligaman ve urakusun

girig yeridir. Klinik olarak bu nokta urakal karsinomlarin yerlesim yeridir (7).

Mesane neoplazilerinin ¢ogunlugu posterior duvardan gelismektedir ve
buradaki anatomik komsuluklari olduk¢a Onemlidir. Trigon mesanenin tabaninda

yerlesimli, posterior ve inferolateral duvarin birleserek iiretraya agildigi alandir.



Mesanenin iretraya acildigi yere ostium iiretra internum denir. Mesane boynunun
yaslandig1 alan (erkeklerde rektum, kadinlarda vajina) mesane yatagi olarak bilinir.
Anterior ve lateralde pubis kemikleri ile internal obturator ve levator ani kaslari

bulunur (7).

Muskiiler tabaka detrusor, trigon ve sfinkter kaslarindan meydana gelir.
Detrusor kas, birbirini 6rgii seklinde ¢aprazlayan liflerden meydana gelmistir. Bu lifler
i¢ ve dista longitudinal, ortada sirkiiler olmak {izere belirgin 3 tabakalasma
yapmaktadir. Lifler birbirine parmaksi ¢ikintilarla baglidir. Bu durum diizenli ve
ilerleyici kasilmalarin olusmasinda 6nemlidir. Mesane boynu doku tonusunu artirarak

mesaneden idrar kagisini Onler. Detrusor kas kontrakte oldugu zaman mesane boynu

gevseyip agilir (7).

Kadinlarda mesanenin boyun kismi, pubis’in alt kenarina saglam baglarla
baglanmigtir. Bu baga lig. pubovesicale, iginde bulunan diiz kas liflerine de
m.pubovesicalis denilir. Erkeklerde mesane boynunun altinda prostat bulundugu igin,
bu bag mesaneden ¢ok prostati pubis’in alt kenarina baglar. Sagli sollu olan bu baglara
lig. puboprostaticum, igindeki diiz kas liflerine de m. puboprostaticus denilir.
Mesanenin boyun kismi, arka tarafta da rektumun yan taraflarina lig. rectovesicale
denilen baglarla baglanmistir. Bu bagin i¢inde de m.rectovesicalis denen diiz kas lifleri
bulunur. Rektumun 6n yiiziinden iretranin arka yiiziine uzanan kas liflerine de
m.rectourethralis denilir. Pubovezikal kaslar veya baglarin mesanenin tesbitinden
ziyade, ostium urethra internum’un agilmasina, dolayisiyla mesanenin bosalmasina

katkida bulunduklart belirtilmektedir (8).

Mesane, a.iliaca interna’nin dallar1 olan a.vesicalis superior ve a.vesicalis
inferior’dan beslenir. A.obturatoria ve a.glutea inferior’dan da ince dallar gelir. Ayrica

kadinlarda a.uterina ve a.vaginalis’ten de ince dallar alir (8).

Mesanenin venleri, mukoza altinda, kaslarin arasinda ve disinda bulunan ti¢
ven agindan gelen kani toplar. Bu ii¢ ven agindan gelen vendz kan, mesaneyi ve

prostatin on, yan ve arka taraflarin1 kusatan genis plexus venosus vesicalis ve plexus



venosus prostaticus’a bosalir. On taraftan v.dorsalis penis’i de alan bu pleksuslar,

v.iliaca interna’lara agilir (8).

Mesanenin lenfatikleri iki pleksusta toplanir. Bunlardan birisi kas tabakalar1
arasinda, digeri de disinda bulunur. Mesanenin list kismindan ¢ikan lenf damarlari nodi
lymphatici iliaci externi’ye, alt kismindan ¢ikanlar ise nodi lymphatici iliaci interni’ye
acilirlar. Mesane boynundan ¢ikan bir kisim lenf damarlar1 da nodi lymphatici sacrales

veya nodi lymphatici iliaci communes’e agilirlar (8).

Mesanenin motor innervasyonu nn. splanchnici pelvici (nn.erigentes)
araciligiyla gelen sakral parasempatik lifler (S2-4) ile olur. Parasempatik uyari
m.detrusor vesicae’yi eksite, m.sphincter vesicae’yi (m.sphincter interna) inhibe eder.
Yani parasempatik uyar1 mesane duvari kasina kontraksiyon yaptirirken,
sfinkterlerinden ¢izgisiz kas yapisinda olan1 gevsetir. Boylece idrar tiretraya geger ve
miksiyon olur. Bu nedenle medulla spinalis’teki miksiyon merkezi S2-4
segmentlerinde bulunur. Sempatik lifleri 11. ve 12. torakal, 1. ve 2. lumbal medulla
spinalis segmentlerinden gelir. Sempatik uyar1 mesane kaslarini inhibe, m.spincter

vesicae’yi de eksite eder (8).

Mesaneden kaynaklanan gerilme ve agri duyulari sempatik ve parasempatik
liflerle birlikte seyreder. Fakat agri impulslarinin biyiik kismi parasempatiklerle
iletilir. Mesaneden kaynaklanan agri impulslar1 T11-12 ve S2-4 medulla spinalis
segmentlerine gelir. Bu nedenle mesanenin agrist ayn: segmentlerden innerve olan

karin 6n duvarinin alt kismi, perineum ve penis’te hissedilir (yansiyan agri) (8).

2.3. MESANE HiSTOLOJISI

Mesane, iiretra ve renal pelvis benzer histolojik yapiya sahiptir. Mesane, en igte
transizyonel (degisici) epitel olarak adlandirilan epitel tabakasi ile doselidir. Disar1

dogru sirastyla lamina propria, muskularis propria ve adventisya bulunur (9).

Transizyonel epitel ismi, histolojik goriiniimii nonkeratinize skuaméz epitel ve

psodostratifiye kolumnar epitele benzedigi igin verilmistir. Transizyonel epitel terimi



sinonazal kavite, kadin genital sistemi ve anorektal bolgedeki bazi lezyonlar
belirlemek icin de kullanilir, nonspesifiktir. Bu nedenle Diinya Saglik Orgiitii/
Uluslararas1  Urolojik Patoloji Grubu (DSO/ISUP) 1998 toplantisinda ¢ogu
arastirmaci, “transizyonel hiicre” terminolojisinin ““iirotelyal hiicre” olarak
degistirilmesi gerektigini 6nermis, ancak “transizyonel hiicre” teriminin de sinonim

olarak kullanilabilecegi kabul edilmistir (10).

Epitelin kalinligit mesanenin dolu ya da bos olmasi durumuna gore
degismektedir. Minor kalikslerde epitel sadece 2-3 hiicre kalinliginda iken, kasilmis
bir mesanede epitel kalinlig1 genellikle 6-7 hiicredir. Siskin yani dolu bir mesanede
epitel 2-3 hiicre kalinliginda ve {irotelyum bazal membranin uzun eksenine horizontal
uzanarak dizilmistir. Epitel kalinlig: iireterlerde ise 3-5 siralidir (6). Epitelde; yiizeyel
hiicreler, intermediyer hiicreler ve bazal hiicreler olmak tizere ii¢ hiicre tabakasi
bulunur (9).

Yiizeyel hiicreler; tek sirali, mesane liimenine bakan yiizde yerlesmis, biiyik,
eliptik goriiniimde, semsiye seklindeki hiicrelerdir. Bir ya da iki niikleuslu, intermedier

hiicrelerden daha kiigiik ve yogun eozinofilik sitoplazmaya sahiptirler (6).

Intermedier hiicre tabakasi, kasili bir mesanede 5 hiicre kalinliginda ve bazal
membranin uzun eksenine dik olarak dizilirler. Niikleuslar1 yuvarlak ya da oval olup,
hafif daginik kromatine sahiptirler. Niikleol ¢ok kiiciik olur ya da gozlenmez,
sitoplazmalar1 genis eozinofilik ve vakuolliidir. Bu hiicreler desmozomlar ile
birbirlerine baglantili olup, sitoplazmik membranlar1 belirgindir. Mesane dolu
oldugunda bu hiicreler izlenemeyebilir ya da tek sira halinde diizlesmis olarak
goriilebilir. Bazal tabaka, kiiboidal sekilli tek sira halinde dizilmis oval niikleuslu ve
uzun eksenleri bazal mrembrana dik ag1 yapan hiicrelerden olusan, ince bir tabaka

olarak izlenirler (6).

Urotelyal farklilasma, derideki epidermisin farklilasmasina benzer sekilde
tanmimlanir. Bu teoreme gore, derinin bazal tabakasinda progenitor hiicreler ve erken
farklilasma hticreleri mevcuttur ve bu hiicreler intermediyer hiicrelere ve sonugta da

yass1 epitel hiicrelerine farklilasir. Urotelyumun bazal tabakasinda da progenitdr



hiicreler ve erken farklilagsma hiicreleri mevcuttur ve bu hiicrelerin intermediyer ve
matiir semsiye hiicrelerine farklilastigi diisiiniilmektedir. Lamina propria, mukozal
bazal membran ile muskularis propria arasinda uzanir. Bu boliim vaskiiler yapilar
acisindan oldukga zengin olup, lenfatik kanallar, duyusal sinir uglart ve bir miktar
elastik lif iceren yogun bag dokusundan olusur. Mesane ve tireterde lamina propria
gevsek oldugundan, mesanenin kasilmasi kalin mukozal katlantilara neden olur.
Mesanenin lamina propriasinin orta kisminda ise, orta biiytklikte arter ve venler
bulunur. Lamina propriada bulunan diiz kas demetleri siklikla bu damarlar ile iliskili
iken, muskularis propria ile iligkili degildir. Bunlar izole bantlar seklinde
goriilebilecegi gibi, siirekli kalin bir kas tabakasi seklinde de goriilebilirler (6).

Muskularis mukozanin ince ve devamlilik gostermeyen kas lifleri, muskularis
proprianin kalin fasikiilleri ile karistirrlmamalidir. Lamina propriadaki bu kas lifleri,
yaklasik olarak orta bolgede yerlesirler, yiizeye paralel uzanirlar ve siklikla ince
duvarli damarlar ile birliktedirler. Timaorin evresini ve tedavisini etkilemesi nedeniyle
cerrahi ve biyopsi materyallerinde muskularis propria ve yiizeyel kas demetlerinin
ayirimi 6nemlidir. Muskularis propria, igte ve dista longitudinal, ortada sirkiiler tabaka
olmak tzere ti¢ diiz kas demetinden olusur. Gergekte, bu tabakalar sadece mesane
boynunda devamlilik gosterir. Diger bolgelerde bu longutidinal ve sirkiiler tabakalar
birbirine karigir ve uzanimlari belirsizdir. Erkeklerde, mesane boynunda muskularis
propria demetleri, prostatin fibromuskuler dokusuna kadar devam ederken, kadinlarda,
tiretra duvari iginde kas fibrilleri ile devam eder. Diger tabakalarda oldugu gibi,
muskularis proprianin kalinligi, kisiden Kisiye, yasa ve gerilmenin derecesine bagl
olarak farklilik gosterir. Evrelemede muskularis propria, yiizeyel ve derin olmak tizere
iki tabakada incelenir. Bu tabakalarin ayriminda kullanilan belirli bir anotomik belirte¢
yoktur. Mesanenin en dis tabakasi, damar ve sinirden zengin bag dokusundan olusan
adventisyadir ve ¢evre bag dokusu ile devam eder. Sadece mesanenin st tarafi

paryetal periton ile temas halindedir ve bundan dolay1 bir serozaya sahiptir (9).



2.4. MESANE TUMORLERI
2.4.1. Tarihge

Nadir {rotelyal papillomlar disinda, papiller neoplazmlarin morfolojik
derecelendirilmesine yonelik ii¢c asamali siniflandirma (diisiik malignite potansiyeli,
diisiik dereceli ve yiiksek dereceli) korunur. Ilk olarak 1998'de 6nerilen bu sistem,
DSO tarafindan {igiincii, dordiincii ve simdi de besinci seride yaymlanmistir. Bu
siniflandirma sistemi, iirotelyal neoplazmlarin evriminin iki ana molekiiler yolunu
yakindan yansitir ve klinik olarak anlamli oldugu kanitlanmis yapisal ve sitolojik

bozuklugun seviyesine dayanir (10).

2.4.2. Epidemiyoloji

Mesane kanseri diinya ¢apinda en sik goriilen 10. neoplazmdir. Son yillarda,
yilda ortalama 550.000 kisiye mesane kanseri teshisi konulmaktadir. Bu, tim yeni
kanser teshislerinin yaklasik %3'inii olugturmaktadir. Mesane kanseri erkeklerde
kadinlardan dort kat daha sik goriiliir; goriilme sikligi erkeklerde 9,6/100.000,
kadinlarda ise 2,4/100.000'dir. Bu cinsiyet farkliligi muhtemelen tiitiin kullanimindaki
cinsiyet farkliliklarina atfedilebilir ve bu da gelismis diinyada kadinlar arasinda
kanserin neden arttigin1 agiklamaya yardimci olabilir. Mesane kanseri oranlarinin en
yuksek oldugu iilkeler her y1l tahminen 26,5/100.000 erkek ve 5,5/100.000 kadinin bu
hastaliga yakalandigi Giiney ve Bati Avrupa'nin yani sira Kuzey Amerika'da
bulunmaktadir. Mesane kanseri goriilme sikliginin en diisiik oldugu bdlgeler arasinda
Orta Afrika, Orta Amerika ve Bat1 Afrika yer aliyor; bunlar biiyiik dl¢iide insani
gelisme endeksinde ortalamanin altinda olan iilkelerden olugmaktadir. Bunun sebebi
olarak ise endiistriyel kimyasallara daha az maruz kalma ve tiitiine sinirl1 erigim temel
olarak diigiiniilmektedir. Mesane kanseri insidans oranlar1 artmaya devam etmektedir
ve sigara igme prevalansinin artmasi ve niifusun yaslanmasi nedeniyle daha da artmasi
beklenmektedir. Mesane kanseri tanis1 konulanlarin %90 55 yas ve iizeri kisilerde

goriiliir ve ortalama tani yas1 73'tiir (11).

Mesane kanseri diinya ¢apindan en 6liimciil 13. neoplazmdir ve bu nedenle her

yil yaklasik 200.000 kisinin hayatini kaybettigi tahmin edilmektedir. Bu, tiim kanser



oliimlerinin %2,1'ini olusturmaktadir. Oliim oranlari, cinsiyet esitsizlii acisindan
goriilme oranlarini yansitmaktadir; erkek o6lim orani1 3,2/100.000 olup, diinya
genelindeki kadinlarinkinden yaklasik dort kat daha fazladir (0,9/100.000). Dogum ile
74 yas arasinda mesane kanserinden Olmenin kiimiilatif riski erkeklerde %0,29,
kadilarda ise %0,08'dir. Oliim orani, sistozomiyaz enfeksiyonunun yiiksek insidans
oranlarina yol actigit Kuzey ve Dogu Afrika ile Orta Dogu'da en yiiksektir. Tim
diinyada, mesane kanserinin goriilme sikligindaki artisa ragmen, erken teshis,
rezeksiyon ve hedefe yonelik tedavi tekniklerindeki gelismeler sebebiyle 6liimlerde

ciddi bir azalma gortildii (12).

Mesane kanserinde 5 yillik sagkalim orani ortalama %77,1'dir. Tiim vakalarin
%151’1in1 olusturan in-situ tanis1 alanlarda %95,8 iken, vakalarin %34’iinli olusturan
lokalize hastalikta %69,5'e (tiim vakalarin %34'), vakalarin %5’ini olusturan
metastatik hastalikta ise %4,6’ya dismektedir. Bu istatistikler, erken teshisteki

basarinin yani sira metastatik mesane kanserinin kotii prognozunu da yansitmaktadir

(12).

2.4.3. Etiyoloji

Tiitlin, mesane kanserinin bilinen birincil nedenidir ve tiim tirotelyal karsinom
vakalarinin %30-40'm1 ve tiim mesane kanserlerinin iigte ikisine kadarii olusturur.
Diinya ¢apinda 1 milyardan fazla aktif sigara icicisi bulunmaktadir ve sigara i¢enlerin
mesane kanserine yakalanma riski iki ila ti¢ kat daha fazladir. Tiitiin dumani, beta-
naftilamin ve polisiklik aromatik hidrokarbonlar dahil olmak iizere kanserojen olarak
kabul edilmistir. Sigara mesane kanseri vakalariyla baglantili en yaygn tiitlin tirtinii

olmasina ragmen, pipo ve puro tiikketimi de tirotelyal karsinom gelisimiyle baglantilidir

(13).

Mesane kanseri igin kag¢inilabilir ikinci onemli risk faktorii, tim mesane
kanseri vakalarinin %5-10'undan sorumlu olan aromatik aminler (2-naftilamin, 4-
aminobifenil ve benzidin) gibi kanserojenlere mesleki maruziyettir. Bu bilesikler
siklikla boya, metal, kauguk ve petrol iiriinlerinin imalatinda kullanilir. Aromatik

aminlere maruz kalma riski en fazla olan meslekler arasinda baca temizleyicileri,
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hemsireler, petrol iscileri, denizciler, tiitiin, boya, kaucuk uzmanlari, kuaforler,
ressamlar gibi polisiklik aromatik hidrokarbonlarla ugrasanlar da tehlike altindadir. N-
asetiltransferaz 2 ve glutatyon S-transferazin delesyonu aromatik aminleri metabolize
etme yetenegi ile baglantilidir ve dolayisiyla ¢evresel kanserojenlere maruz kalan
bireylerin alt grubunda 6nemli bir rol oynar. Ayrica her ikisinin de sigara i¢imi ile
kansere neden olan bir iliskisi oldugu gériilmektedir. Urotelyal ve skuamdz mesane
kanseri insidansindaki artis, sirasiyla Cowden ve Lynch sendromlarinda gériilen timor
suppressor gen fosfataz ve tensin homologu (PTEN) ve deoksiriboniikleik asit (DNA)
tamir geni MutS homolog 2'deki mutasyonlarla iliskilendirilmistir (14).

Mesane kanserinin ayirt edici Ozelliklerinden biri yash niifusu etkileme
egilimidir. Tiim diinyada mesane kanseri teshisi konan kisilerin %90'indan fazlasi 55
yasin lizerindedir ve ortalama tan1 yagi 73'tiir. Ciinkii etiyolojideki toksinlerle temastan
sonra hiicresel tiimdr suppressor sistemlerini gegersiz kilmak ve kanser olusumuna

neden olmak i¢in onlarca yil siiren bir hastalik ilerlemesi gerekmektedir (15).

Tipik olarak kalici inflamasyon ve keratinize skuam6z metaplazi olusumu
dogrudan karsinogenezi tetikler. Ayrica mesane taslarinin, idrar ¢ikis tikanikliginin,
tekrarlanan idrar yolu enfeksiyonlarinin ve dogrudan kateter hasarindan kaynaklanan
tahrigin metaplazi gelisimine katkida bulundugu ve mesanenin skuamoz hiicreli
karsinomunun riskini arttirdigr varsayilmistir. Bir¢ok arastirmaci, kalici veya
tekrarlayan bakteriyel idrar yolu enfeksiyonlarinin mesane kanseri gelisme sansini
artirabilecegini one siirdii. Cok sayida epidemiyolojik calisma, kronik idrar yolu
enfeksiyonlarmin orta derecede artan mesane kanseri riski ile iliskili olabilecegini
diistindiirmektedir (16). Ayrica 6nemli bir patojen ise gelismemis llkelerde daha
yaygin olan ve 236 milyon kadar insani etkileyen bir protozoon hastaligi olan
sistozomiyazdir. Sistozomlar, hem memelileri hem de ara konakgilar1 parazite eden
kan parazitleridir. Ancak Schistosoma haematobium, skuamdz hiicreli mesane
kanseriyle iliskili tek insan sistozomudur. S. haematobium, mesanenin veniillerinde
bulunur ve burada yumurtalarin1 birakarak inflamasyona ve doku fibrozisine neden
olurlar. Skuamo6z hiicreli karsinom olusum siireci muhtemelen T-Helper2’ nin

proinflamatuar bir immiin yanit1 ile iligkilidir. Bir diger patojen ise tekrarlayan gonore
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enfeksiyonlart mesane kanseri gelisimiyle iligkilendirilmistir. Bu nitrozaminler gibi

kanserojenlerin tiretimiyle baglantilidir. Bir diger 6nemli risk faktorii kemoterapidir

(17).

Kemoterapodtikler DNA hasar1 ve hiicre 6liimii ile kanserli hiicreleri yok eder;
yine de kemoterapi, hizli hiicre yenilenmesi olan organlardaki normal hiicrelerde
diizensizlige neden olabilir. Siklofosfamid mesane kanserine neden oldugu
kanitlanmis tek kemoterapidir. Fosforamid hardali, siklofosfamidin neden oldugu
mesane kanserine neden olan baglica mutajenik metabolittir. Siklofosfamid tedavisi
goren hastalarda mesane kanserine yakalanma riski 4,5 kat artmaktadir; bu durum doza

bagimli gériinmektedir ve 20 gramdan fazla alan hastalar arasinda en yiiksektir (18).

30 kg/m2'nin iizerinde viicut kitle indeksi (VKI) olarak tanimlanan obezitenin
kanserojen olabilecegini ve birden fazla kanser tiiriiniin artan VK1 ile iliskili oldugunu
gostermektedir. Birgok calisma artan VKi'nin mesane tiimoriiniin ilerlemesi igin
onemli bir risk faktorii oldugunu gdstermistir. Bu iligkinin bir nedeni sigara i¢me ile
obezite arasindaki yiiksek korelasyondur; yine de sigara igmeyenlerde bile VKi nin
mesane kanseriyle iliskili olmaya devam ettigi goriilmiistiir. Obezitenin karsinogenezi
nasil tetikledigi iizerine yapilan arastirmalara gore obezitenin insiilin iiretimini
arttirdigi ve bunun da timor biiylimesini uyarabildigi dikkati cekmistir. Yag
dokusunun artmasi, proinflamatuar proteinlerin ve timor nekroz faktorii (TNF) ve
interlokin-6 (IL-6) gibi sitokinlerin sentezini arttirirken, protein adiponektin sentezini
azaltir. Bu metabolik diizensizlikler hiperinsiilinemi ve insiilin direncine neden olur.
Normal glukoz diizeylerini kontrol etmek i¢in bu degisiklikler pankreatik beta
hiicrelerinin insiilin sentezini artirmasina neden olarak hiperinsiilinemiye neden
olabilir. Hiperinsiilinemi, insiilin benzeri biiyiime faktorii 1'in ekspresyonunu arttirir,
bu da hiicre proliferasyonunda, 6liimde ve anjiyogenezde dengesizlige neden olur ve

dolayistyla mesane kanseri gelisimini etkiler (19).
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2.4.4. Semptom, Bulgular ve Goriintilleme

Mesane kanserinin belirtileri kisiden kisiye farklilik gosterebilir. En sik goriilen
semptom hematiiridir. Bazen idrarda ¢ok az miktarda kan bulunur ve bu ancak test
yapilarak belirlenebilir. Mesane kanserinin diger yaygin semptomlar1 arasinda sik
idrara ¢ikma, idrara ¢ikma sirasinda agri veya yanma, idrar yapma ihtiyact
duyuyormus gibi hissetme, mesane dolu olmasa bile idrara ¢ikma yer alir. Timor
bliyiidiiglinde veya mesanenin 6tesine gecgerek viicudun diger bolgelerine yayildiginda
ise idrara ¢gikamama, viicudun bir tarafinda bel agrisi, karin agrisi, kemik agris1 veya
hassasiyeti, istenmeyen kilo kaybi, istahsizlik, ayaklarda sislik, yorgunluk hissi
belirtileri olabilir (20).

Urotelyal karsinom tanisinda kullanilan goriintiileme yontemleri arasinda
ultrason, intravendz TUrografi, bilgisayarli tomografi ve manyetik rezonans
goriintiileme, sistoskopi ve biyopsi bulunur. Sistoskopi, lirotelyal karsinomun tani ve
tedavisinde altin standart olarak kabul edilir. Diiz kirmizims1 lezyonlar, papiller
lezyonlar veya solid lezyonlar gibi tiim anormal lezyonlar biyopsi ve histolojik
degerlendirme gerektirir. Ideal mesane biyopsisi, invazyonu degerlendirmek igin
muskularis propriay1 icermelidir. Bobrek ve mesane ultrasonu, bazi siipheli mesane
kanseri vakalarinin ilk incelemesi sirasinda faydali olabilir. Baz1 vakalar i¢in manyetik
rezonans gOriintiileme, bilgisayarli tomografi veya intravendz {iirografiden
faydalanilabilir. Sitoloji hastalarin tani1 ve takibinde Onemli araci olmaya devam

etmektedir ve taze idrarda yapilmalidir (21).

2.4.5. Patogenez

Diistik dereceli, invaziv olmayan papiller tirotelyal karsinomlarin ¢ogunlukla
yiiksek dereceli muadillerinden farkli bir yolak ile gelistigi diisiiniilmektedir.
Fibroblast biliylime faktorii reseptor 3'in (FGFR3) mutasyonlart ve onkogenik
flizyonlarinin bu yolun anahtar unsurlar1 oldugu diigiiniilmektedir. Telomeraz revers
transkriptaz (TERT) promotoriiniin mutasyonlari, diisiik dereceli tiimorlerin %70-
80'inde yaygindir ve FGFR3 degisikliklerinin de bulundugu tiimérlerde daha yaygin

olma egilimindedir. Diisiik dereceli tiimodrlerde degistirilen anahtar yollardan biri p38
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mitojen aktive protein kinaz (MAPK) yoludur (22). HRAS sik goriilen mutasyonlar ile
fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K), PTEN, stromal antijen 2 ve tiiberoskleroz
kopmleksinde de mutasyonlarla karsilagilabilmektedir. Her ne kadar diisiik dereceli
tiimorler, yiiksek dereceli timdrlere gore invaziv karsinoma ilerlemeye daha az siklikta
maruz kalsa da, yiiksek dereceli invaziv yola gecisin cogunlukla siklin bagimli kinaz
inhibitori 2A (CDKN2A) delesyonuna veya tiimor protein 53 (TP53) veya
retinoblastom 1 kaybina bagli oldugu diisiiniilmektedir. Kromozom 9'un bir kisminin
kaybi, hem diisiik dereceli hem de yiiksek dereceli tiimorlerde ve ayrica iirotelyal

hiperplazide tanimlanir (23).

Yiiksek dereceli, invaziv olmayan papiller iirotelyal karsinom, ¢ogu invaziv
tirotelyal karsinomlarin oncii lezyonudur. Mesanenin invaziv olmayan iirotelyal
karsinomlarinin yaklasik %70-80'inde karsinojenezin erken donemlerinde ortaya
¢ikan somatik TERT promoter mutasyonlari bulunur. Ek yaygin degisiklikler arasinda
FGFR3 mutasyonlari, amplifikasyonlar1 ve flizyonlarinin yani sira TP53 genindeki ve
CDKN2A (p16) dahil p53'i kontrol eden genlerdeki mutasyonlar bulunur. CDKN2A
lokusu kromozom 9 {iizerindedir ve kromozom 9'un alelik kaybi, yiiksek dereceli,

invaziv olmayan tirotelyal karsinomlarda bagka bir yaygin bulgudur (24).
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Sekil 2. Mesane kanseri gelisiminde etkili metabolik yolaklar gosterilmistir. (61) no’lu kaynaktan
(Massari F, Ciccarese C, Santoni M, lacovelli R, Mazzucchelli R, Piva F) aynen alinmistir.

2.4.6. Histopatolojik Degerlendirme

Mesanenin {iirotelyal neoplazmalar1 papiller (papillomlar, diisilk malignite
potansiyeli ve papiller karsinom) ve papiller olmayan (in situ iirotelyal karsinom ve
invaziv) kategorilere ayrilabilir. Papiller tiimorler gogunlukla ekzofitiktir ve papillalar
fibrovaskiiler korlar igerir. Urotelyum, normalden ayirt edilemeyenden (papilloma)
belirgin anaplastike (yiiksek dereceli iirotelyal karsinom) kadar degisebilir. Urotelyal
CIS’in flat lezyonu, iirotelyumun ciddi sitolojik atipi gdsteren hiicreler tarafindan

genellikle tam kat degistirilmesiyle karakterize edilir (25).

Invaziv iirotelyal karsinom sistoskopik olarak polipoid, sapsiz, mantar seklinde
iilsere ve/veya infiltratif bir lezyon olarak ortaya cikabilir. Histolojik olarak ise
neoplastik hiicreler mesane duvarini yuvalar, kordonlar, trabekiiller, kii¢lik kiimeler

halinde veya desmoplastik stromay1 tek hiicreler halinde infiltre eder. Tiim6r bazen
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daha yaygin bir sekilde biiyiir, ancak bu durumlarda bile fokal i¢ ice ge¢mis veya
trabekdiler bir yap1 genellikle mevcuttur. Cogunlukla degisken bir desmoplastik stroma
ve inflamatuar yanit vardir. Bazen altta yatan tiimor hiicrelerini kismen veya biiyiik
Olclide gizleyebilen belirgin bir kronik inflamatuar hiicre infiltrasyonu da vardir.
Invaziv iirotelyal karsinomun bu tipik veya konvansiyonel paternlerindeki neoplastik
hiicreler genellikle orta-biiyiikk boyuttadir ve orta miktarda soluk ile eozinofilik
sitoplazmaya sahiptir. Bazi timdrlerde sitoplazma daha bol miktarda bulunur ve berrak
veya eozinofilik olabilir. Niikleer atipi belirgindir ve bazi vakalarda anaplazi ile
birlikte bizar hiperkromatik ¢ekirdekler bulunabilir. Urotelyal karsinom hiicrelerinin
irotelyal veya transizyonel karakterini gosteren 6zellikler arasinda genellikle yalnizca
diisiik dereceli tliimorlerde fark edilebilen, ancak yiiksek dereceli tiimorlerde
bulunmayan ve yalnizca fokal olarak mevcut olan uzunlamasina niikleer ¢entiklenme

bulunur. Lenfatik veya vaskiiler invazyon degisik derecelerde goriilebilir (26).

'Subtip' terimi, belirli bir neoplazm tipinin belirgin sekilde farkh
histomorfolojik fenotipini tamimlamak i¢in kullanilir. Son yillarda, {rotelyal
karsinomlarla ilgili artan deneyimlerin bir sonucu olarak, iirotelyal karsinomun
mikroskobik formlarinin spektrumu, birka¢ alisilmadik histolojik subtip igerecek
sekilde genisletildi. Urotelyal neoplazide histolojik subtiplerin taninmasi tanisal yanls
yorumlamalarin 6nlenmesi acisindan onemlidir. Ciinkii bazi tipler farkli bir klinik
sonugla iligkili olabilir, bazilar1 farkli bir terapétik yaklasima sahip olabilir veya

olagandis1 paternin farkindalig: tedavide kritik olabilir (26).

Urotelyal karsinomlarin yaklasik %30-40°1 skuamoz farklilasma gosterirken,
%15-20 kadar1 glandiiler odaklar igerir. Skuamoéz farklilasmayr belirlemek igin,
skuamoz iiretimin (hiicre i¢1 keratin, hiicreler aras1 kopriiler veya keratin incileri) kesin
kanitlarinin goriilmesi gerekir ve skuamd6z farklilasmanin derecesi, mevcut oldugunda,
tirotelyal karsinomun derecesine paraleldir. Glandiiler farklilasma genellikle
konvansiyonel iirotelyal karsinomda (bez benzeri liimenli {irotelyal karsinom) kiigiik
tiibiiler veya bez benzeri bosluklar seklinde veya enterik adenokarsinoma benzer bir
histoloji seklindedir. Nadiren trofoblastik ve Miillerian diferansiyasyon da eslik

edebilir (26).
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2.4.7. Prognostik ve Prediktif Faktorler

Kas invazyonu olmayan iirotelyal karsinomda (pTa-T1) ¢esitli sonuglarin
tahmin edilmesine yonelik risk kategorileri ve modelleri gelistirilmistir. Yiiksek
derece, pT1 evresi, tiimdr biiyiikliigii > 30 mm, multifokalite ve CIS ile birliktelik
yuksek risk kategorisinin Ozellikleridir. Buna karsilik, diisiik dereceli, pTa evreli,
soliter, boyutu <30 mm olan ve iliskili CIS olmayan lezyonlar diisiik riskli tiimérler
olarak kabul edilir. Ta/T1 vakalarindaki ek olumsuz prognostik faktorler arasinda

hastaligin rekiirrensi, LVI varlig1 ve agresif histolojik alt tipler yer alir (27).

CIS, tedavi olmadiginda vakalarmn yaklasik %50'sinde 5 yil iginde kas invaziv
karsinoma ilerler. Multifokal CIS veya prostatik iiretrada CIS varlig1 intravezikal
tedaviye yanit vermeme gostergelerdir. Kas invaziv mesane kanserlerinin (pT2-T4)
biiylik ¢ogunlugu yiiksek derecelidir. pT2-T4 olgularinda sonug sadece sistektomideki
patolojik evreden degil ayni zamanda agresif alt tiplerin varligindan (6zellikle
mikropapiller, plazmasitoid ve sarkomatoid alt tipler), nodal durumdan, LVI’den,
neoadjuvan tedaviye yanittan ve cerrahi tedavinin zamanlamasindan da etkilenir.
Ayrica, iirotelyal karsinom alt tiplerinde neoadjuvan tedavinin sagkalim yarar1 son

zamanlarda sorgulanmaya baslanmistir (28).

Sistektomi sirasinda lenf nodu diseksiyonu, pN durumuna bakilmaksizin
hayatta kalma avantajiyla iliskilidir. Ancak pozitif lenf nodlarinin sayisinin artmasi,
pozitif lenf nodlarindaki tiimoér yogunlugu ve ekstrakapsiiler yayilim olumsuz
ozellikler olarak kabul edilir. Sistektomide nodal metastaz olmasa bile LVI varlig1 daha
kotii bir onkolojik sonuca isaret eder. Pozitif lireter ve iiretral sinirlar, {ist sistem ve

iiretrada tlimoriin rekiirrensi agisindan risk faktorleridir (29).

2.4.8. Molekiiler Siniflama

DSO Uriner ve Erkek Genital Sistem Tiimérleri Klasifikasyonuna iirogenital
timor smiflandirmasina gore mesane kanserinin hala gegerli olan morfolojik
siiflandirmasinin yeni molekiiler taksonomi ile degistirilmesi 6nerilmektedir. Ciinkii
mesane kanseri, neredeyse tiim kromozomlari etkileyen aneusomiler, amplifikasyonlar

ve delesyonlar gibi kromozomal aberasyonlari barindirir. Son yillarda, genetik ve
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epigenetik mesane karsinogenezi alaninda bir¢cok veri ortaya ¢ikmistir. Bu veriler,
mesane kanseri i¢in kas invaziv olan ve kas invaziv olmayan olmak {izere iki ana yolun

varligini desteklemektedir (30).

Kas invaziv olmayan mesane kanserleri vakalarinin %80'ini olustururlar ve
cogunlukla FGFR3, RAS, PI3K, TERT, PTEN ve HRAS modifikasyonlar: ile
kromatin modifiye edici genlerde de (H3K27, KDM6A) mutasyonlar gosterirler.
FGFR3 ve PI3K mutasyonlar1 daha diisiik bir niiks riskinin gostergesi iken, PTEN
kayb1 daha yiiksek riskle iligkilidir. Ancak bu belirteglerden higbirinin su anda rutin

kullanimi1 6nerilmemektedir (31).

Kas invaziv tiimorler ise cogunlukla p53, RB, TP53, CDKN2A ve
PIK3/AKT/MTOR yolagi modifikasyonlar1 ile genomik instabilitenin yani sira
kromatin modifiye edici genlerde de (H3K4 ve KMT2D) mutasyonlar igerirler. Ayrica
kas invaziv tiimorlerde zengin lenfositik reaksiyon araciligryla EMT ile iliskili olarak
tanimlanan bir tip (claudin low) ile néroendokrin genleri, TP53 ve RB mutasyonunu
ifade eden noronal bir alt tip tanimlanmistir ve bu tiimorlerin kiigtik bir alt kiimesini

olusturmaktadir (31).

Tanimlanan  alt  tiplerin  bazilar1  karakteristik  morfolojik  ve
immiinohistokimyasal fenotiple iligkilidir, ancak ek ¢aligmalara ihtiya¢ vardir. Mesane
kanserinin biiyiik mutasyon yiikii ve heterojenitesi olmasina ragmen tiimorlerinin

tedavisi yillardir ayni kalmistir (30).

2.4.9. Tedavi Secenekleri

Mesanenin papiller lirotelyal karsinomlar1 i¢in gilinlimiizde pek ¢ok tedavi
modalitesi bulunmaktadir. TUR, sistoskop ile tiimorii rezeke etmek veya yiiksek
enerjili elektrikle yakmak i¢in kullanilan bir islemdir. TUR isleminden sonra mesanede
kalan artik kanser hiicrelerini o6ldlirmek igin intravezikal tedavi yoOntemleri
kullanilabilir. Bunun i¢in immiinoterapi veya kemoterapi ilaglari kullanilabilir.

Immiinoterapi ilaci olarak Mycobacterium bovis (bacillus Calmette-Guérin)
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bakterisinin zayiflatilmis bir formu kullanilabilir. Bu tedaviye intravezikal BCG adi
verilir. Mitomisin ve gemsitabin, mesane kanserini tedavi etmek i¢in intravezikal
kemoterapi olarak verilen iki kemoterapi ilacidir. Bu ilaclar sistemik olarak da
verilebilir. Sistemik kemoterapotik olarak ayrica karboplatin, sisplatin, doksorubisin,

S-florourasil, metotreksat, paklitaksel ve vinblastin de verilebilir (32).

Kanser invaziv ise ya da noninvaziv olup timdr boyut olarak mesanenin biiyiik
bir kismin1 kaphyor ise, kismi veya radikal sistektomi yapilacaktir. Yakindaki lenf
diigiimlerini ve invazyon durumunda diger pelvik organlar da cikarilabilir. Bazen,
tiimdr mesanenin digina yayildiginda ve tamamen alinamadiginda, kanserin neden

oldugu semptomlar1 azaltmak icin yalnizca mesanenin alinmasina yonelik ameliyat

yapilabilir (32).

2.5. ENERJI METABOLIZMASI

Enerji metabolizmasi besinlerden enerji (yani ATP) iiretme siirecidir. Hiicreler
bliylime ve devamlilik i¢in enerjiye ithtiyag¢ duyarlar ve enerji liretmek i¢in birden fazla
yola sahip olacak sekilde evrimlesmislerdir. ATP iiretimi makromolekiillerin
(proteinler, niikleik asit, glikojen ve lipidler) biyosentezi, iyon homeostazi, DNA
replikasyonu, apoptoz, hiicre oliimiinden kag¢inma ve proliferasyon gibi hiicre
homeostazisinin  siirdiiriilmesi ve degisen kosullara verilen yanitlar igin

vazgecilmezdir (33).

Hiicreler, sindirilen veya depolanan karbonhidratlardan, yaglardan ve
proteinlerden ATP iiretmek icin gerekli enerjiyi, bunlart bir dizi enzim katalizli
reaksiyonla isleyerek toplar. Oncelikle normal fizyolojik kosullar altinda aerobik
solunum gergeklesir. Hiicresel ATP'nin ¢ogu diyetteki karbonhidratlardan veya
glikojenin parcalanmasindan elde edilen glikoz olmak iizere tiim substratlar tamamen
karbondioksit ve suya oksitlenir. Bu siire¢ glikoliz, trikarboksilik asit (TCA) dongiisii
ve oksidatif fosforilasyondan (OxPhos) olusur. Glikoliz sitozolde gerceklesir ve

oksijen varliginda oldugu kadar yoklugunda da meydana gelebilir. Glikolizin ana
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avantaji oksijen mevcudiyetinden bagimsiz olmasi, dezavantaji ise diisliik enerji
verimidir. Glikolizin dokuz ardisik reaksiyonu sirasinda, piruvat lreten bir dizi
baglantili enzimatik reaksiyonda kimyasal baglarin parcalanmasi ve yeniden
karistirilmasiyla glikozdan ATP iiretilir. Terminal {iriin olan piruvat, TCA ddngiisiine
girmek i¢in oksijen varliginda piruvat dehidrojenaz tarafindan asetil koenzim A'ya
doniistiiriilebilir veya alternatif olarak hipoksi kosullarinda laktat dehidrojenaz ile
laktata doniistiiriilebilir. Asetil koenzim A, TCA dongiisiine girmek i¢in mitokondriye

aktarilir. TCA dongiisii ve OxPhos mitokondride gergeklesir (34).

OxPhos yoluyla enerji iiretmek igin glikozun yani sira yag asitleri ve amino
asitler de substrat olarak kullanilabilir. Diyet yaglarindan veya adiposit trigliseritlerin
lipolizi yoluyla iiretilen serbest yag asitleri, enerji iiretimi i¢in baska bir giicli
substrattir ve aymi zamanda dokularda da depolanabilir. Yaglarin oksidatif
metabolizmasi, esit agirliktaki kuru karbonhidrat veya proteinlerin iki katindan daha
fazla enerji dretir (35). Bazi amino asitler glukojenik karbon bazli molekiillere
deamine olabilir ve dolayisiyla glikoliz i¢in substrat olarak veya ATP iiretmek iizere

TCA dongiisii boyunca ilerleme igin kullanilabilir (36).

Kanser hiicrelerinin metabolizmasi normal hiicrelerden oldukga farklidir.
Kanser metabolizmasi, tiimor hiicrelerinin mikrogevresinin yani sira kanser olusumu,
bliylimesi ve metastazi sirasinda meydana gelen ¢ok sayida mutasyon gibi pek ¢ok
faktore baglhidir. Dahasi, kanser hiicrelerinin kendileri de olumsuz gelisim kosullarina
uyum saglamak i¢in mikrogevrelerini degistirirler. Tiimdr hiicreleri, diisiik oksijen
seviyeleri, kisitli besin akis1 ve asidik ortam gibi normal hiicreler i¢in kisitlayici olan

kosullar altinda bile gelisir (Sekil 3) (37).
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Sekil 3. Glukoz metabolizmasinin farkli kanser hiicrelerindeki degisen etkileri gosterilmistir. (36) no’lu
kaynaktan (Bose S, Zhang C, Le A) aynen alinmaistir.

1956 yilinda Otto Warburg, kanser hiicrelerindeki metabolik siireclere
odaklanan arastirmalar1 baglatan ve ¢ogunlukla hiicresel solunum {izerine yogunlasan
ilk bilim insaniyds. In vivo ve ex vivo caligmalar ile normal hiicrelere kiyasla timor
hiicrelerinin, mitokondriyal solunum yerine glikolizi tesvik ettigini kaydetmistir. Bu
fenomen yani yeterli oksijen varligina ragmen glukozun laktata metabolize olmasi
durumu gilinlimiizde Warburg etkisi ya da oksijen glikolizi olarak bilinmektedir (Sekil
4). Baglangigta Warburg, kanser hiicrelerindeki oksijen glikolizinin geri doniisiimsiiz
olarak islevsiz mitokondrinin bir sonucu oldugunu ve kanser doniisiimiinii baglatmak
icin gerekli oldugunu iddia etmistir. Oksijen glikolizinin rolii, kanser hiicrelerinin
cogalmasini saglamak, mezenkimal gecisin indiiklenmesini desteklemek, metastazi
tesvik etmek, pH'1 ve tiimdr mikrogevresini modiile etmek ve diger metabolik yollar1
etkilemektir. Kanser hiicrelerindeki glikoliz yolu, mitokondrideki TCA ve OxPhos’dan
yliz kata kadar daha hizli ATP saglayabilir ¢iinkii glikozdan laktat iiretimi
mitokondrideki glikozun toplam oksidasyonundan daha hizlidir (37). Warburg
etkisinin ek bir faydas1 da mitokondriyal reaktif oksijen substrat (ROS) iiretim oranini
azaltabilecek substratlarin OxPhos’tan uzaklastirilmasidir. Kanser hiicreleri genellikle
karmasik ve tartismali biyolojik etkileri olan hiicre i¢ci ROS seviyelerinde artig

sergilerler. ROS genomik istikrarsizligi indiikler ve kanser hiicresi biiylimesini ve
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hayatta kalmasini destekleyen onkojenik yollar1 uyarir. Ancak, asir1 ve siirekli ROS
seviyeleri, alternatif sinyal yollarini aktive ederek ve 6liimciil makromolekiiler hasara
neden olarak hiicre biiylimesinin durmasina, yaslanmaya ve hiicre Oliimiine yol
acabilir. Bu nedenle, i¢csel ve tedavi kaynakli oksidatif stresin etkili bir sekilde
diizenlenmesi, ¢esitli antioksidan savunma bigimleri kazanabilen hayatta kalan kanser

hiicrelerinin kritik bir yetenegidir (Sekil 5) (38).
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Sekil 4. Warburg etkisi gosterilmistir. (36) no’lu kaynaktan (Bose S, Zhang C, Le A) aynen alinmistr.
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Sekil 5. Warburg etkisinin fonksiyonlar1 gdsterilmistir. (35) no’lu kaynaktan (Liberti M V., Locasale
JW) aynen alinmigtir.

Bu teori etrafinda, baz1 anlasmazliklarla birlikte tartismalar da vardi. Sidney
Weinhouse izotop takibi kullanarak yaptig1 deneyler ile hem normal hiicrelerdeki hem
de timor hiicrelerindeki oksidatif fosforilasyon oranlarinin benzer oldugunu
gostermig, bu da tiimor hiicrelerinin mitokondrilerinin - saglam oldugunu
diisiindiirmiistiir. Ancak, oksijen bakimindan zengin ortamlardaki tiimér hiicrelerinin
hizli ¢ogalma oranlarimi siirdiirmek i¢cin hem aerobik glikolizi hem de OxPHos’u
kullandigini kaydetmistir. Sadece tlimor nukleusu gibi hipoksik ortamlarda, anaerobik
glikoliz yoluyla laktik asit liretim miktariin, normal kosullar altinda birincil ener;ji

kaynag1 olan OxPhos’u geride biraktig1 goriilmiistiir (39).

Bir baska hipotez de oksidatif metabolizmanin asagi regiilasyonunun bu
hiicrelerin apoptozdan kagmasina yardimei olabilecegidir. Oksijen glikolizi ile tiimor
invazivligi arasinda bir korelasyon oldugu da one siiriilmiistiir. Bununla ilgili olarak,
bazi kanser hiicrelerinin iyi tanimlanmig bir 6zelligi, solunum ve OxPhos’un glikozla
indiiklenen baskilanmasidir. Bu kisa siireli ve tersine gevrilebilir bir olaydir ve
"Crabtree etkisi" olarak adlandirilir. Bu tersine c¢evrilebilir degisim, kanser
hiicrelerinin metabolizmalarini olduk¢a heterojen mikroortamlara adapte etmelerine

izin vereceginden, in vivo bir avantaji temsil edebilecegi diisliniilmiistiir (40).
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Sonug olarak, solid tiimdrlerde normoksi ve normoglisemi altinda, glikoliz esas
olarak hiicre proliferasyonu i¢in gerekli proteinlerin, niikleik asitlerin, glikojenin ve
fosfolipidlerin biyosentezi i¢in 6nciiller saglar. Buna karsilik OxPhos, hiicre cogalmasi
ve diger hiicre fonksiyonlar1 i¢in gerekli ATP'min ¢ogunu ve anabolik oOnciileri
saglarken, hipoksi ve hipoglisemi altinda, glikolizin ana ATP tedarikgisi haline geldigi
ve OxPhos'un baskilandigi, yani enerji metabolizmasinin yeniden programlanmasinin

tetiklendigi diisiiniilmektedir (Sekil 6) (41).
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Sekil 6. Hiicrelerin normal oksijen ve hipoksi varligindaki enerji metabolizmasiin diizenlenmesi
gosterilmistir. (38) no’lu kaynaktan (Rodriguez-Enriquez S, Marin-Hernandez A, Gallardo-Pérez JC,
Pacheco-Velazquez SC, Belmont-Diaz JA, Robledo-Cadena DX) aynen alinmistir.

Tiimor gelisimi ve biiylimesi genellikle metabolik bir degisimi, biliylimeyi
uyarici faktdrlere bagimliligin azalmasini, kisitlayici sinyalizasyon ve hiicre 6liimiiniin
istesinden gelme kabiliyetinin artmasini igerir. Enerji metabolizmas1 yollar1 timor
hiicrelerinin gelisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir. Mitokondri, ikinci haberciler,

gen transkripsiyonu, enzim aktiviteleri, metabolit seviyeleri ve protein
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modifikasyonlarindan olusan karmasik bir ag1 igeren bu siireglerde temel role sahiptir.
Tiimdr hiicrelerindeki enerji metabolizmasinin tiim basamaklar1 oksijen ve substrat
mevcudiyetine gore transkripsiyonel faktorler, transkripsiyonel koaktivatorler,
onkogenler, tiimor baskilayici genler ve protein kinazlar dahil olmak iizere ¢esitli

transkripsiyonel diizenleyiciler tarafindan diizenlenir ve koordine edilir (41).

Kanser hiicrelerinin glikolitik fenotipinin, insan kanserlerinde yaygin olarak
hiperaktif olan bir serin/treonin kinaz ¢esidi olan protein kinaz B (Akt) aktivasyonu ile
indiiklendigi  bildirilmigtir. Akt'nin aktivasyonu, sitozolik ve mitokondriyal
diizenleyici proteinleri ve enzim sistemlerini modiile ederek hiicresel enerji
metabolizmasinda bir kaymaya yol acgar ve kanser hiicrelerini hayatta kalmalar1 i¢in
glikoz mevcudiyetine bagimli hale getirir. Akt, anabolik metabolizmay1 tesvik eden,
hiicre sagkalimini destekleyen ve cesitli mekanizmalarla apoptozu baskilayan
PI3K’nin asag1 yonlii bir efektoriidiir. Ayrica Akt, mitokondriyal dig membran ile
hekzokinaz iliskisini tesvik eder ve bdylece apoptozu oOnler. Rapamisinin memeli
hedefinin (mTOR) mitokondri ile iligkili oldugu, mitokondriyal islevi etkileyen stres
sinyallerini algiladig1 ve ATP sensorii oldugu bilinmektedir. Dolayisiyla Akt'nin asagi
yonlii bir efektoriidiir. Ote yandan aktive p53, mTOR aktivitesini inhibe eder ve
boylece hiicre dongiisii ve hayatta kalma iizerinde tiimor baskilayici bir etki tasir (Sekil

7) (42).

Hipoksi, iskemi ve glukoz yoksunlugu gibi stres kosullar1 altinda, hiicre ici
adenozin monofosfattaki (AMP) bir artis, hiicre i¢cindeki enerji dengesini korumak i¢in
AMP ile aktive olan protein kinazi (AMPK) aktive eder. AMPK'nin aktivasyonu,
niikleer transkripsiyon faktorii 1 ve 2, mitokondriyal DNA transkripsiyon faktorii ve
peroksizom proliferatorle aktive edilen reseptor-y ko-aktivatér-la (PGC-1a) dahil
olmak iizere mitokondriyal biyogenezde yer alan transkripsiyon faktorlerinin ve
kofaktorlerin uyarilmasina yol acar. Dolayisiyla hem enerji tiiketen anabolik yollar1
baskilayabilir hem de ATP iireten katabolik yollar1 uyarabilir ve malign olmayan
hiicrelerin yani sira kanser hiicrelerinde de hiicre ¢cogalmasini engelleyebilir. AMPK,
pS53'e bagl yolaklar araciligryla mTOR aktivitesi lizerinde olumsuz bir etki yaratir ve

hiicre dongiisiiniin durmasina aracilik eder (Sekil 7) (42).
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Ligandla aktive edilen transkripsiyon faktorlerinden peroksizom proliferator-
aktive reseptorler ailesi (PPAR), dokuya bagli ekspresyona sahip temel lipid ve
beslenme sensdrleri olan PPAR-a, -0 ve -y alt tiplerini igerir. Bu alt tipler, metabolizma,
proliferasyon ve farklilagma dahil olmak iizere ¢oklu hiicresel fonksiyonlarin
diizenlenmesinde rol oynar. Baz1 yag asitleri ve tiirevleri PPAR'lar i¢in giiglii
agonistlerdir ve hedef genlerin transkripsiyonunu aktive ederler. PPAR-y'nin bir¢ok
aktivitesi vardir ve glikozun yani sira lipid homeostazi ve hiicre farklilasmasinda rol
oynar. Kofaktorii PGC-1la aracilifiyla ise mitokondriyal biyogenez ve AMPK ile
etkilesime girer (Sekil 7) (42).

Hipoksi ile indiiklenebilir faktér la (HIF-1a), strese duyarli transkripsiyon
faktorleri ailesinin bir {iyesidir ve aktivasyonu, hiicresel ¢ogalma, oksijen ve besin
iletiminin yani sira anaerobik enerji metabolizmasina dahil olan hedef genlerin
indiiklenmesiyle sonuglanir. HIF-1a bir transkripsiyon faktorii olarak hareket eder ve
mitokondriye lokalize olan ve gecirgenlik gegisi, sitokrom ¢ salinimi1 ve kaspaz 9
aktivasyonu dahil olmak iizere tipik mitokondriyal apoptotik kaskadlar yoluyla
apoptozu indiikler. HIF-la, mitokondriyal TCA dongiisiinii baskilayarak
mitokondriyal oksijen tliketimini azaltabilir ve hiicre i¢i oksijen gerilimini artirabilir.
Hipoksik tiimdrlerde yiiksek oranda ve normal dokuda onemli dlgiide daha diisiik
seviyelerde ifade edilir. Mitokondriyal ROS ve p38 MAPK aktivasyonu HIF-1a
stabilizasyonu i¢in gerekli goriinmektedir (Sekil 7) (42).

p53 OxPhos’taki baz1 proteinleri kodlayan genlerin ifadesini diizenleyerek ATP

tiretiminin bir belirleyicisidir. Buna gore, p53 kaybi aerobik solunumdan glikolitik

ATP iiretimine dogru bir metabolik kaymaya neden olur (42).
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Sekil 7. Kanser hiicrelerinde glikolitik metabolizmayi modiile eden transkripsiyon diizenleyicileri
gosterilmistir. (38) no’lu kaynaktan (Rodriguez-Enriquez S, Marin-Hernandez A, Gallardo-Pérez JC,
Pacheco-Velazquez SC, Belmont-Diaz JA, Robledo-Cadena DX) aynen alinmustir.

Sitozol ve mitokondrideki enerji metabolizmas1 arasinda diizenleyici bir ara
baglanti vardir ve kompartmanlardan birindeki degisikliklerin etkisi digerine
yanstyacaktir. Bilindigi gibi ROS’lar, glutatyon ve E vitamini gibi ajanlarin yani1 sira
sitozolde yerlesmis siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi
enzimlerden olusan antioksidan savunma sistemi tarafindan siirekli olarak
uzaklastirilir. Mitokondri, sitozolik havuzdan bagimsiz olarak korunan kendi glutatyon
havuzuna sahiptir. Redoks dengesinin homeostazi, oksidatif stresi ve makromolekiil
hasar1 ve mutasyonlarin birikmesini 6nlemek i¢in 6nemlidir. Kanser hiicreleri, normal
hiicreler durgunken hiicresel streslere ragmen hiicre dongiisiine devam etmelerini
saglayan kontrol noktasi tiikenmeleri ve sapmalarina (6rn. p53'te) sahiptir. Bu nedenle
DNA hasar1 birikebilir ve bu da kanser hiicrelerinde gozlenen yiiksek mutasyon

oranina katkida bulunur. Mitokondriyal DNA'nin ROS {iretim bdlgesine yakinligi, onu
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oksidatif hasara yatkin hale getirir ve bu da en azindan kismen insan kanserlerinde
somatik mutasyonlarin neden goézlendigini agiklayabilir. Mitokondriyal DNA'daki
mutasyonlar, mitokondriyal genomun kopya sayisinin yani sira solunum zincirinin

temel bilesenlerinin gen ifadesini de etkiler (42).

Dolayistyla mitokondriyal fonksiyondaki kusurlar glikoliz artisinin bir sonucu
olabilecegi gibi tetikleyicisi de olabilir. Bu degerlendirmelere dayanarak, malign
transformasyonun cesitli yollarinin, yaygin hiicre ¢ogalmasini ve tiimor biiylimesini
destekleyen benzer veya ayni metabolik fenotiplerin edinilmesiyle sonuclanmasi
mimkiin goriinmektedir. Mitokondriyal degisimin timor olusumuna neden olup
olmadigina veya tiimor olusumunun bir sonucu olup olmadigina bakilmaksizin,
uyarilmig glikolizin eslik ettigi baskilanmis mitokondriyal solunum, teorik olarak
cesitli yollarla tiimér ilerlemesini kolaylastirabilir. ik olarak, hiicrelerin oksijen
gereksinimleri azalacak ve bu nedenle solid tiimdrlerde yaygin olarak olusan hipoksiyi
tolere edebileceklerdir. ikinci olarak, glikolize gegis mitokondriyal solunumun yan
iiriinleri olan zararli ROS olusumunu azaltacaktir. Ugiinciisii, glikolitik fenotip asir1
laktat salgilanmasini ve tiimor mikrogevresinin asidifikasyonunu igerir, ki bu da tiimor

invazyonunu kolaylastiracaktir (42).

Bu nedenle enerji metabolizmasinin hem hipoksik hem de oksidatif tiimorler
i¢in alternatif bir terap6tik hedef olabilecegi 6ne stiriilmektedir. Mitokondriyal i¢ zarda
bulunan ayrisma proteinleri (UCP'ler) ve etkisini UCP1 aktivasyonuyla gerceklestiren

FNDCS5 genleri enerji metabolizmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir.
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2.6. ENERJIi METABOLIZMASI iLE iILGILi GEN AILESI
2.6.1. Uncoupling Protein 1 (UCP1) ve Uncoupling Protein 2 (UCP2)

Mitokondri, oksijenin bir elektron indirgenmesi sonucu siiperoksit liretiminin
ana kaynagidir. Bu reaksiyon, mitokondriyal membran elektrokimyasal potansiyeli
(Aym) seviyeleri ile iliskilidir. Onemli miktarda proton ATP sentaz yolunu atlayarak
mitokondriyal matrikse geri sizar ve proton gradyanini azaltir. Bu da Aym
seviyelerinde azalmaya neden olur. Siiperoksit tiretimi Aym’deki degisikliklere karsi
cok hassas oldugundan, mitokondriyal ROS seviyeleri proton yeniden giris hiz1 ile
etkili bir sekilde kontrol edilebilir. Proton-motor giiciiniin 1s1 enerjisi olarak dagilimina
mitokondriyal ayrilma adi verilir. Bu olaya IMM’de bulunan ayrisma proteinleri
aracilik eder ve uyumsuz ige/disa proton akislarini ¢6zmeyi amaglayan antioksidan

savunmanin ilk hattini temsil eder (3).

Ayrigma proteinleri IMM boyunca proton gradyanini ayirmak icin pasif proton
tasiyicisi olarak hareket eder; bunun temel islevi, ATP sentezini ATP sentaz yoluyla
yiriitmektir. Normal kosullar altinda, protonlar i¢ zar boslugunda birikir ve ATP
sentaz, bunlarin matriks igine kolayca akmasii kolaylastirarak ATP 0retilmesine
aracilik eder. Ayrigma proteinleri yukari dogru diizenlendiginde ise bunun tersi
meydana gelir; anyonlarin ve protonlarin matriksten sizmasina izin vererek, proton-

motor kuvvetini ayirma yoluyla diisiiriir (Sekil 8) (43).
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Sekil 8. UCP2’nin etki mekanizmasi gdsterilmistir. (51) no’lu kaynaktan (Luby A, Alves-Guerra MC)
aynen alinmustir.

Ayrisma proteinleri gen ailesi (UCP), mitokondriyal anyon tasiyici ailesi
SLC25'e aittir. Bugiine kadar memelilerde bes UCP (UCPI-UCPS5) tanimlanmistir.
UCP gen ailesi siganlarda 1. kromozomda, farelerde 7. kromozomda ve insanlarda 11.
kromozomda bulunur. Lokus 11q13.4'te homolog mitokondriyal UCP alan1 mevcuttur

(44).

UCPL1 bilinen en uzun UCP'dir, ilk olarak 1986'da KYD’de tanimlanmis ve
kesfedilmistir. Ekspresyonu yiiksek oranda bulundugu KYD ile simirhidir ve adaptif
termojenezi agiklar (45). UCP1'in bir homologu olan UCP2, 1997'de tanimlanmustir.
UCP1'in aksine UCP2, viicuttaki bircok organ ve dokuda eksprese edilir. Ancak
UCP2, UCP1'den ¢ok daha az miktarda bulunur ve termojenezde belirgin bir roli
yoktur (46).

Insan yag dokusu BYD ve KYD olarak ikiye ayrilabilir; BYD enerji depolamak
i¢in, KYD ise 1s1 iiretmek i¢in kullanilir. Lipid esmerlesmesi, yani adaptif termojenez
BYD’nin KYD 6zelliklerini kazandigi, ATP sentezi yerine termojenez yoluyla lipit
tilketimini tesvik edebilen bir stirectir. Adaptif termojenez memeli hicrelerinde UCP1
aracilifiyla, soguga maruz kalindiginda mitokondriyal solunumu ayirarak ATP

anabolizmasindan ziyade 1s1 formunda enerji aciga ¢ikararak saglanir. Bu siirecin
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obezite ve diyabetteki roll buyuktur (47). Bununla birlikte UCP1 sarkoplazmada,
voltaj kapili sodyum kanal kompleksinin yukari regiilasyonu ve endopeptidaz
kompleksleri ile proteazom iliskili komplekslerin asag1 regiilasyonu ile
iliskilendirilmistir. UCP1'in taurin ve hipotaurin metabolizmasi, arasidonik asit
metabolizmasi, gliserofosfolipid metabolizmasi ve tirozin metabolizmasinin yukari
regililasyonu ve oksidatif fosforilasyonun asagi regiilasyonu dahil olmak iizere ¢oklu
tiimor metabolik yolaklar1 ile iliskisi mevcut olup, DNA replikasyonunun asagi

regiilasyonu ile iliskilendirilmistir (48).

Ayrica son zamanlarda UCP1 protein seviyelerinin yukari regiilasyonunun
timor blydmesini engellemek icin otofaji ve lipid esmerlesmesi yoluyla enerji
tikenmesine neden oldugu, cesitli bagisiklik hiicresi belirtecleriyle korelasyon
gosterdigi ve Snail araciligiyla fruktoz bifosfatazl’in baskilanmasiyla tUmor
hiicresinin  zayiflamasint saglayabildigi goriilmistiir. Ayrica timor biiyiimesi,
invazyonu, epitelyal mezenkimal transizyon (EMT), metastaz ve DNA onarimi1 gibi
tiimdrigenez basamaklarinin biiylik miktarda ATP enerjisi gerektirmesi nedeniyle bu
basamaklarda da termojenez araciligiyla inhibisyon oldugu gosterilmistir (Sekil 9)
(47,49).

UCP?2 ise Aym'nin indiiklenebilir proton iletkenligi ile ROS kontrolii saglar.
Mitokondriyal redoks homeostazini siirdiirmek i¢in, TCA dongiisii yoluyla metabolit
akis1, elektron transport zinciri yoluyla nikotinamid adenin dintkleotid hidrit yeniden
oksidasyon oranlart ile dengelenmelidir. Ayrica, proton-motor kuvvetini ayirma
yoluyla diisiirmenin hiicresel enerji metabolizmasi iizerinde OxPhos’u bozmak gibi ek
etkileri de vardir. Ancak Aym'deki ayrilma aracili degisikliklere ROS ftretimi, ATP
sentezinden ¢ok daha duyarlidir. Aym'nin kismi pargalanmasimin, UCP2'nin kanser
hicrelerindeki antioksidan ve anti-apoptotik etkilerinin arkasindaki temel mekanizma
oldugu diislincesine uygun olarak, bu etkilerin ¢ogu kimyasal ayiricilarin kullanimriyla

yeniden dretilir (Sekil 9) (50).
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Sekil 9. UCP2’nin tiimor hiicrelerindeki etkisi gosterilmistir. (48) no’lu kaynaktan (Li J, Jiang R, Cong
X, Zhao Y) aynen alinmistir.

Paradoksal olarak, mitokondri, elektron transport zincirinin proton pompalama
aktivitesi bozulmus solunum nedeniyle yetersiz kalirsa veya kimyasal olarak
indiiklenen ayrilmaya yanit olarak Aym ile iliskili kritik homeostatik islevleri
strdidrmek icin 6énemli miktarda glikolitik ATP tiiketebilir. UCP2 ifadesinin kanser
hiicrelerinin ATP sentazin ters islevini devreye sokarak mitokondriyi bir glikolitik
ATP havuzuna doniistiirmesine yardimer oldugu diisiiniilmektedir. Yani UCP2 asir1
eksprese eden kanser hiicreleri giderek artan bir sekilde Warburg etkisi gosterir. Bu
durum, farkli deneysel sistemlerde gozlemlenen daha yiiksek Aym ve kanser hiicreleri

tizerindeki etkiler hakkindaki tartigmalarin temelini olusturabilir (51).

UCP2'nin inhibisyonunun kanser hucrelerinde metabolik adaptasyonu ve
antioksidan savunma mekanizmalarin1 engelleyebilecegine dair kanitlar mevcuttur.
Ayrica UCPZ2'nin inhibisyonu yoluyla indiiklenebilir proton iletkenliginin
sinirlandirilmasiyla indiiklenen ROS toksisitesinin, kemorezistansi tedavi etmek i¢in
potansiyel yeni bir yaklasim belirleyerek geleneksel kanser ilaglarmma duyarliligi

artirabilecegini gostermektedir (50).
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p53'Un UCP2'nin islevsel bir hedefi olduguna dair kanitlar mevcuttur. UCP2
tarafindan mitokondriyal ROS iiretiminin modiilasyonu bu etkilesimi yonlendirebilir
¢linkii p53'iin stabilizasyonu ve aktivasyonu hiicre i¢i ROS'a duyarlidir. Oksidatif stres
seviyesine bagli olarak p53, hiicre biiyiimesinin durmasina ve hasar onarimina izin
vermek veya hiicre 6liim yollarin1 baslatmak i¢in antioksidan veya pro-oksidan
mekanizmalart aktive edebilir. Asir1t ROS birikimi p53 i¢in pozitif bir geri besleme
dongiisii yaratabilir ve tiimor baskilayici mekanizmalart onarimdan Oliime
kaydirabilirse de, UCP2'nin ROS dengesini modiile ederek p53 yanitlarinin
spektrumunu degistirmesi ve kanser hiicrelerinin hayatta kalmasina yardimci olmasi
muhtemeldir. UCP2'nin secici olarak engellenmesi, kanser hicrelerinde metabolik
yeniden programlamanin bir¢ok faydasini iptal edebilir (52). Ayrica UCP2 asir1
ekspresyonu, HIF ekspresyonunun asagi regiilasyonu ile birlikte AMPK sinyalinin

aktivasyonuyla iliskilidir (51).

Etkiledigi yolaklar nedeniyle UCP2’nin kanserin evresine ve tiiriine bagh
olarak UCP2min ikili bir diizenleme mekanizmasi vardir. Giiniimiizdeki hipotez,
UCP2'nin yukar1 ifadesi ROS birikimine izin vermek i¢in timor baslangi¢ fazlarinda
baskilanacagi, bunun aksine proteinin zaten stres kosullar1 altinda olan tiimor
mikrocevresindeki hiicrelerin proliferatif kapasitelerini korumak i¢in gec¢ fazda asiri
eksprese edilecegi yoniindedir. Bu hipotez ayni zamanda ROS'un ikili etkisine
dayanmaktadir. Gergcekten de, ROS seviyeleri yiikseldiginde ancak kontrolsiiz
olmadiginda, onkogenlerde  mutasyonlarin  kazanilmast ve  antioksidan
mekanizmalarin kurulmasinin bozulmasiyla iliskili timor yanlist metabolik sinyallerin
aktivasyonu yoluyla tiimoriin ilerlemesini desteklerler. Dahasi, oksidatif hasarda
onemli bir artig, timor gelisimini simirlamak i¢in kaspaz aktivitesine ve fagositler
tarafindan hiicre eliminasyonuna yeniden dayanan programlanmis hiicre olimiinii
tetikleyecektir, ancak tiimor hiicreleri, ROS kaynakli apoptoza karst koymak i¢in

timorigenez igin gerekli antioksidan aktiviteleri kurar (53).

Degisen hiicresel metabolizma, kanser hiicrelerinde kritik adaptif giice sahiptir.
Biyoenerjetik ve biyosentezdeki degisiklikler, onkojenik sinyal yollariyla takviye
dongiilerini siirdiirerek, secilmis kanser hiicresi klonlarinin yok edilmesini giderek

daha zor hale getirir. Araliksiz biiylime ve ¢ogalmanin saglam stratejisi, kanserde
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enerji metabolizmasimin temel 06zelliklerini tanimlarken, basarili defeksiyonu
destekleyen heterojenlik ve fazlaliga izin verir. UCP’ler redoks dengesi, ATP sentezi,
oksidatif stres, hiicre i¢i oksijen dagilimi, apoptoz ve mitokondriyal protein
kacak¢iliginin potansiyel bir modiilatorii olarak merkezi bir konumda goriinmektedir

(52).

2.6.2. FNDCS5 (irisin)

Fibronektin tip III alan1 igeren (FNDC) proteinler, dnemli bir hiicre dis1 matriks
proteini tiirli ve iyi bilinen bir tiimor olusumu diizenleyicisi olan fibronektinin en az

bir korunmus fibronektin tip I alanmin varligiyla ayirt edilit. ENDC protein ailesi,

insanlarda FNDC1, FNDC3A, FNDC3B, FNDC4, FNDC5, FNDC6, FNDC7,
FNDCS8, FNDC9, FNDC10 ve FNDC11 olmak tizere 11 protein igerir (54).

Tip-1 membran proteini FNDCS5, 212 amino asit igerir ve bir sinyal peptidi, bir
fibronektin III alan1 ve bir C-terminal alanindan olusur. Transmembran alaninin
uzunlugu 21 amino asittir ve sitoplazmik alanin uzunlugu 48 amino asittir (55). PPAR-
v niikleer reseptoriiniin transkripsiyonel bir ortak aktivatdrii olan PGC-1a, FNDCS5
ekspresyonunu uyarir, FNDCS5 N-terminal alani sinyal peptidi proteolitik olarak
béliinerek irisini olusturur ve irisin kana karisir. Irisin, FNDC5’in metabolik etkilerine

aracilik eden salgi peptididir (Sekil 10) (56).
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Sekil 10. FNDC5 ve irisinin yapisi gosterilmistir. (60) no’lu kaynaktan (Pinkowska A, Podhorska-
Okotéw M, Dziegiel P, Nowinska K) aynen alinmistir.

intergrin

Irisin, Bostrdm ve ark. Tarafindan ilk kez 2012 yilinda yeni tanimlanan ve
diinya ¢apinda genis capta incelenen bir adipokin/miyokindir (57). Daha sonra iskelet
kaslarinda, kas acisindan zengin dokularda ve yag dokusunda olmak iizere, neredeyse

tiim doku ve organlarda eksprese edildigi kanitlanmistir (58).

Miyokinler, kaslarin kasilmasina yanit olarak miyositler tarafindan tretilir.
Miyokinler kas metabolizmasi i¢in otokrin diizenlemelerinde rol alirken, yag dokusu,
beyin ve karaciger gibi diger doku ve organlarda reseptdrleri araciligiyla parakrin veya
endokrin diizenlemesinden sorumludurlar. Miyokin reseptorleri kas, kalp, karaciger,
yag, pankreas, kemik, bagisiklik ve beyin hiicrelerinde bulunur. Reseptoriin konumu
miyokinlerin birden fazla fonksiyona sahip oldugunu gésterir (59). Irisinin spesifik bir
reseptOrii heniliz tanimlanmamuis olsa da, etkisini kemik ve yag dokularinda aV/B5

integrinleri araciligiyla gosterdigi one stirtilmiistiir (60).

FNDC5/irisin'in biyolojik islevlerini ortaya ¢ikardigi g¢esitli hiicre i¢i sinyal
yollar1 vardir. FNDC5’1in ana etkisi, lipid esmerlesmesini tegvik etmektir. Hem in vivo
hem de in vitro ¢alismalar lipid esmerlesmesinin FNDC) tarafindan, fosforile p38 ve

fosforile ekstraselliiler sinyal diizenleyici kinaz (ERK) seviyelerini artirdigini ve
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bunun da preadipositlerde UCP! ve diger termojenik genlerin ekspresyon seviyesinin
yukar1 regiilasyonuyla sagladigini gostermistir. Ayrica bazi c¢alismalar, FNDCS5’in
bagirsak epitel hiicrelerini apoptoza ve oksidatif strese karsi korumak i¢cin AMPK-
UCP2 yolunu aktive edebildigini bulmustur. FNDC5, p38 MAPK ve ERK
sinyalizasyonu yoluyla sadece lipid esmerlesmesinden sorumlu degildir, ayn1 zamanda
iskemi kaynakli noronal hasar1 azalttigi, osteoblast farklilasma belirteglerinin
ekspresyon seviyelerini yiikselterek osteoblastlarin ¢cogalmasini destekledigi, kaslar
tarafindan glikoz alimini sagladigi ve insiilin direncinde bir azalma olusturdugu
bilinmektedir. Wnt ekspresyonunun aktivasyonu ve transkripsiyon faktorlerinin
baskilanmasi ile adipogenezi inhibe edebilecegi gosterilmistir. FNDCS’in
noroprotektif etkisini ayrica, sinyal doniistiiriici ve transkripsiyon aktivatorii 3
(STAT3) sinyali yoluyla hippokampal hiicrelerin proliferasyonunu artirdigi, notch
sinyal yolunun aktivasyonuyla ndronal apoptozu ve iskemi sonrasi enflamasyonu
hafiflettigi, ndronal plastisiteyi diizenledigi ve hafiza bozuklugunu 6nledigi, kan-beyin
bariyerini iskemik inmeden korudugu diisiiniilmektedir. Ayrica karaciger glikojen
sentezini tesvik ettigi ve glikoz homeostazim1 korumak igin karaciger

glukoneogenezini inhibe ettigi bulunmustur (Sekil 11) (4).
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Sekil 11. FNDC5/irisinin farkli sinyal yolaklar aracilifiyla gergeklestirdikleri fizyolojik faaliyetler
gosterilmigtir. (59) no’lu kaynaktan (Waseem R, Shamsi A, Mohammad T, Hassan MI, Kazim SN,
Chaudhary AA) aynen alinmigtir.

FNDCS5’in tiimor hiicreleri tizerindeki etkileri de benzer yolaklar aracilig: ile
olmaktadir. PI3K/Akt yolu ve E-cadherin iizerinden Snail ekspresyonunu inhibe
ederek, tlimor hiicrelerinin invazyonunu, migrasyonunu ve proliferasyonunu
baskiladig1 gosterilmistir. Irisinin kanserin hiicre 6liimiine direnme 6zelligini kaspaz 3
aktivitesini ve dolayisiyla apoptozu tesvik ederek tersine ¢evirebilecegini
gostermektedir. FNDC5 mesajc1 riboniikleik asit (mRNA) asir1 ekspresyonunun
lipogenez aracilarinin, tiimor olusumunda rol oynayan transkripsiyon faktorlerinin ve
TNF ve IL-6 dahil proinflamatuar sitokinlerin gen ekspresyonunda artisla iliskili
oldugunu gostermistir. N-cadherin ve vimentin ekspresyonunu inhibe etmis ve E-
cadherin ekspresyonunu artirmistir. [L-6, E-cadherin ekspresyonunu inhibe

eder. Irisinin E-cadherin ekspresyonunu artirarak IL-6'nin etkisini tersine cevirdigini
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gostermistir. Bununla birlikte, IL-6 tarafindan ekspresyonu uyarilan E-cadherin,
vimentin ve matriks metalloproteinazlarin (MMP) ekspresyonlar1 iizerinde inhibe
edici bir etkiye sahiptir. IL-6 tarafindan aktive edilen ve EMT i¢in 6nemli olan STAT3
sinyal yolu ve transkripsiyon faktorii Snail iizerinde irisinin inhibe edici bir etkisi
oldugunu da gostermislerdir. Irisinin hiicre enerji homeostazinin siirdiiriilmesinde rol
oynayan ve EMT'nin baglatilmasi i¢in de gerekli olan AMPK'y1 aktive ederek mTOR
sinyal yolunu inhibe ederek kanser hiicrelerinin migrasyonunu ve metastatik
yetenegini inhibe ettigi gosterilmistir. Ayrica irisin, AMPK/mTOR yolagi araciligiyla
G1 veya G2’de hiicre dongiistiniin durmasini indiikleyerek timor biiylimesini de
inhibe etmistir. Irisinin aktive B hiicrelerinin niikleer faktor kappa-1sik zinciri arttirict
(NF-xB) aktivitesini inhibe ederek malign hiicrelerin apoptozunu indiikledigini
gostermiglerdir. Bu, irisinin proinflamatuar sitokinlere karsi potansiyel bir anti-
inflamatuar etkisine isaret edebilir (Sekil 12) (61). Timorlerin patolojisinin

anlasilmasinda, enerji metabolizmasinin oynadigi rol giderek 6nem kazanmaktadir.
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Sekil 12. Irisinin farkli sinyal yolaklarinda ve kanser ilerlemesinde rol oynayan molekiiler siireclerdeki
potansiyel rolleri gosterilmistir. (60) no’lu kaynaktan (Pinkowska A, Podhorska-Okotow M, Dziggiel P,
Nowinska K) aynen alinmigtir.

38



3. GEREC VE YONTEM

‘Enerji Metabolizmasinin Diizenlenmesinde Rol Oynayan Genlerin Mesanenin
Papiller Urotelyal Karsinomlarindaki Yeri® adli tezim Saglhk Bilimleri Universitesi
Ankara Bilkent Sehir Hastanesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan 13.12. 2023

tarithinde E1-23-4429 karar numarasi ile alinan etik kurul onay1 ile gergeklestirildi.

3.1. VAKA SECIMi

Bu calisma igin Saglik Bilimleri Universitesi Ankara Bilkent Sehir Hastanesi
Tibbi Patoloji Boliimii’nde 2020-2023 yillar1 arasinda mesane TUR materyallerinde
papiller iirotelyal karsinom tanis1 almis vakalar retrospektif olarak tarandi. Tibbi
Patoloji Boliimii arsivinde materyali bulunan, klinikopatolojik verilerine ve parafin
bloklarma ulasilabilen olgular arasindan en fazla oranda canli tiimor hiicresi igeren ve
bulundugu grubu en homojen sekilde temsil edebilecek 84 olgu calismaya alindi.
Senkron ve metasenkron tiimorii bulunan, 6ncesinde tedavi olan, ¢caligsma ile tiikkenecek
boyutta dokular, tlirotelyal karsinom harici tiimorleri olan, klasik papiller morfoloji
haricindeki trotelyal karsinom subtipleri olan olgular ¢alismaya dahil edilmedi.
Se¢ilen spesmenler, miimkiin oldugu kadar yeterliligi olan, net degerlendirilebilen, en

az artefakta sahip olgular olarak belirlendi.

Secilen hastalarin demografik verileri not edildikten sonra materyaller
histopatolojik olarak yeniden incelendi. Vakalar LVI, nekroz, diferansiyasyon, CIS,
derin kas invazyonu, tiimor boyutu agisindan histopatolojik olarak; niiks, uzak organ
metastazi ve sagkalim bilgileri de klinikopatolojik olarak degerlendirildi. Ug ay
araliklarla yapilan TUR isleminde tekrarlayan tanisi olan hastalar niiks olarak kabul
edildi (European Association of Urology Guidelines). Non-invaziv papiller iirotelyal
karsinom, diislik dereceli olarak 30 adet, invaziv papiller iirotelyal karsinom, yiiksek
dereceli olarak 30 adet vaka se¢ildi. Kontrol grubu olarak da normal sinirlarda

iirotelyal epitele sahip 24 adet vaka belirlendi.
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Dolayisiyla vakalar su sekilde gruplanmis oldu:
1. Timor igermeyen dokulardan olusan kontrol grubu
2. Diisiik dereceli non-invaziv papiller iirotelyal karsinomdan olusan grup

3. Yiiksek dereceli invaziv papiller tirotelyal karsinomdan olusan grup

3.2. VERI TOPLAMA ARACLARI
3.2.1. Cihaz ve Aletler

1. Leica RM2245 Rotary Microtome (Leica Biosystem, Almanya)

2. Sogutmali Santrifiij Microfuge 20R (Beckman Coulter, ABD)

3. NanoDrop 2000c¢ (Thermo Fisher Scientific, Massacusets, ABD)

4. TI100 Thermal Cycler PCR (Bio-Rad, Kaliforniya, ABD)

5. StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific,
Massagusets, ABD)

6. Vorteks (SciLogex, ABD)

7. Mini Santrifiij (Isolab, Almanya)

8. Isitmal Inkiibator

9. Mikropipet (Gilson, Fransa)

10. Soguk Blok (Qiagen, Almanya)
11. -20 °C Dondurucu (Ugur, Tiirkiye)
12. -80 °C Dondurucu (Sanyo, Japonya)
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Sekil 13. StepOnePlus Real-Time PCR cihazi

3.2.2. Malzeme ve Reaktifler

—_—

Eppendorf tiip 1,5 mL ve 2 mL (Eppendorf AG, Almanya)

0.1 mL 96 Well Semi Skirt PCR Plate (Wuxi NEST Biotechnology, Cin)
Seffaf Genel Kapama Filmi (Wuxi NEST Biotechnology, Cin)

Filtreli mikropipet ucu (10-100-1000 pL) (Neptune Scientific, ABD)
Etanol (Merck, Darmstadt, Almanya)

Niikleaz icermeyen su (Lonza, Isvigre)

RNeasy FFPE Kit (Qiagen, Almanya)

Deparafinizasyon Soliisyonu (Qiagen, Almanya)

NucleoGene cDNA Sentez Kiti (5x) (NucleoGene, Tiirkiye)

10. NucleoGene qPCR Sybr Green Master Mix (2x) (NucleoGene, Tiirkiye)

A S A U

11. QuantiTect Primer Assays (Qiagen, Almanya)
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3.3. YONTEM

3.3.1. Formz}linde Sabitlenmis ve Parafine Gomiilmiis Doku Kesitlerinden
Total RNA Izolasyonu

Total RNA izolasyonu, RNeasy FFPE Kit (Qiagen, Almanya) kullanilarak

gerceklestirilmistir. 1zolasyon yapilirken asagidaki prosediir takip edilmistir. Tiim

asamalar oda 1s1sinda (15—25°C) gerceklestirilmistir.

Tamponlarin Hazirlanmasi

1.

DNaz I stok soliisyonun hazirlanmasi: Liyofilize enzim septuma yapismis
olabilir. DNaz kaybini 6nlemek i¢in vial agilmamistir. Dnaz, igne ve siringa
kullanilarak ¢éziinmiistiir. Steril bir igne ve siringa kullanilarak vial i¢ine

550 pl niikleaz igermeyen su enjekte edip ters ¢evrilerek karistirilmigtir.

2. RPE tamponun hazirlanmasi: Buffer RPE konsantresi iceren siseye 4 kat
hacminde (44 mL) Etanol (96-100%) eklenip karistirilmistir.

RNA izolasyonu

1. Bir bistiiri kullanilarak, numune blogundan fazla parafin kesilmistir.

2. 5-20 pm kalinliginda mikrotom kullamlarak kesitler almmustir. Ik 2-3
kesit atilmustir. Ornekler arasindaki ¢apraz kontaminasyonu engellemek
icin, her ornege farkli mikrotom bigcagi kullanilmistir. Mikrotomun baski
plakas1 %70'lik etanol ve sodyum hidroksit (NaOH) ile temizlenmistir.

3. Kesitler hemen 1.5 mL’lik Eppendorf tiipe yerlestirilmis ve kapagi
kapatilmistir.

4. Uzerine 160 ul deparafinizasyon soliisyonu (Qiagen, Almanya) eklenip, 10
saniye boyunca kuvvetlice vorteks yapilmistir.

5. Tiipte kalan 6rnegin tiipilin dibine inmesi i¢in oda 1s1sinda kisaca santrifiij
edilmistir.

6. Ornekler 56°C'de 3 dk inkiibe edilmis ve ardindan oda sicakliginda (15—

25°C) sogumaya birakilmistir. Eger yeterli miktarda deparafinizasyon
soliisyonu eklenmemis veya Orneklerde fazla parafin bulunmussa,
soguduktan sonra soliisyonun mumlagmasi veya katilagmas1 miimkiindiir.
Bu durumda, ek deparafinizasyon soliisyonu eklenerek 56°C inkiibasyonu

tekrarlanmistir.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Kisa spin yapildiktan sonra, 150 pul PKD Tamponu eklenip 15 sn vorteks
yaparak karigtirilmastr.

Ornekler 11,000 x g’de (10,000 rpm) 1 dk boyunca 25°C’de santrifiij
edilmistir.

Alt, berrak faza 10 pl Proteinaz K eklenmistir. Pipetle yavasca yukari ve
asag karistirtlarak karistirilmastar.

Ornekler 56°C'de 15 dk, ardindan 80°C'de 15 dk inkiibe edilmistir. Her 3—5
dakikada bir defa kisa vorteks ve spin yapilmistir.

Alt, berrak faz dikkatlice mikropipetle yeni bir 2 mL’lik Eppendorf tiiptine
aktartlmistir.

Buz iizerinde 3 dk inkiibe edilmistir. Ardindan, 20,000 x g’de (13,500 rpm)
15 dk boyunca 25°C’de santrifiij edilmistir.

Siipernatant dikkatlice mikropipetle yeni bir 2 mL’lik Eppendorf tiipiine
aktarilmistir. Bu agamada peleti kaldirmamaya 6zen gosterilmistir. Pelet,
capraz bagli DNA dahil ¢oziinmeyen doku kalintilarini igermektedir.
Uzerine 16 ul DNase Booster Tamponu ve 10 ul DNase I stok ¢dzeltisi
eklenmistir. Tiip ters c¢evrilerek karigtirilmistir. Tiipiin kenarlarinda kalan
stviyr toplamak i¢in kisa bir spin yapilmisti. DNase 1 fiziksel
denatiirasyona kars1 6zellikle hassastir. Karistirma yalnizca tiip nazikge ters
cevrilerek yapilmistir. Vorteks yapilmamustir.

Ornekler oda sicakliginda 15 dk inkiibe edilmistir.

Lizata 320 ul RBC Tamponu eklenip iyice karistirilmigtir.

Uzerine 720 ul Etanol (100%) eklenip mikropipet ile iyice karistirilmstir.
Bu asamada ¢okelti goriinebilir.

Olusan c¢okelti dahil 6rnegin 700 pl'si bir 2 mL’lik toplama tiipline
yerlestirilen RNeasy MinElute spin kolonuna transfer edilmistir.

Kapagi dikkatlice kapatilmistir ve >8000 x g (>10,000 rpm) 15 sn boyunca
25°C’de santrifiij edilmistir. Toplama tliplindeki akdéz fazi atilmuistir.
Toplama tiipii bir sonraki adimda tekrar kullanilmigtir.

Orneklerin tiimii RNeasy MinElute spin kolondan gecene kadar adim 19

tekrarlanmistir. Toplama tiipii bir sonraki adimda tekrar kullanilmistur.
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21.

22.

23.

24.

25.

RNeasy MinElute spin kolona 500 pl RPE Tamponu eklenmistir. Kapagi
dikkatlice kapatilmis ve >8000 x g (>10,000 rpm) 15 sn boyunca 25°C’de
santrifiij edilmistir. Toplama tlipiindeki akdz fazi atilmstir.

RNeasy MinElute spin kolona 500 ul RPE Tamponu eklenmistir. Kapagi
dikkatlice kapatilmis ve spin kolon membranini yikamak i¢in >8000 x g
(>10,000 rpm) 2 dk boyunca 25°C’de santrifiij edilmistir. Toplama tiipii
atilmistir. Bu asamada santrifiijden sonra, RNeasy MinElute spin kolonu
toplama tiipiinden dikkatlice cikarilmistir, bdylece kolon atikla temas
etmemistir. Aksi takdirde, etanol taginmasi meydana gelebilir.

RNeasy MinElute spin kolonu yeni bir 2 mL’lik toplama tiipline
yerlestirilmistir. Spin kolonun kapagi acilmis seklinde maksimum hizda 5
dk boyunca 25°C’de santrifiij edilmistir. Toplama tiipii atilmistir.
Kapaklara zarar vermemek icin, spin kolonlar1 santrifiije en az bir bos
pozisyon birakarak yerlestirilmistir. Kapaklar rotorun doniis yoniiniin
tersine yoOnlendirilmistir. Spin kolon membranini kurutmak onemlidir
clinkii kalan etanol ileriye doniik reaksiyonlari etkileyebilir. Kapaklar
acikken santrifiij yapmak, RNA eliisyonu sirasinda etanol tasinmamasini
saglar.

RNeasy MinElute spin kolonu yeni bir 1.5 mL toplama tiipiine
yerlestirilmigtir. Spin kolon membranina dogrudan 30 pl niikleaz
icermeyen su eklenmistir.

Kapagi dikkatlice kapatilip RNA'y1 ¢6zmek i¢in 6rnekler maksimum hizda
1 dk boyunca 25°C’de santrifiij edilmistir. Ornekler daha sonra soguk bloga
alinmistir. RNeasy MinElute spin kolonunun 6lii hacmi 2 pl'dir; 30 pl

niikleaz icermeyen su ile RNA’y1 ¢c6zmek 28 pl hacmine yol agmustir.

3.3.2. Niikleik Asit Miktar ve Kalite Ol¢iimii

RNA saflig1 ve konsantrasyonu, NanoDrop 2000c spektrofotometre

(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ABD) kullanilarak asagidaki

prosediire gore Ol¢lilmiistiir:

l.

Olgiim ekipmani, mikropipet ve bench, %75 Etanol ile sterilize edilmistir.
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10.

11.

Cihaza bagli bilgisayarda bulunan NanoDrop 2000c spektrofotometre

yazilimi baslatilmigtr.

. Ana meniiden Niikleik Asit se¢enegi secilmistir. Bu siirecte, cihazin

numune yiiklenen kolunun kapali durumda oldugundan emin olunmustur.
Rutin verifikasyon baglatilmistir.

Olgiilecek numunenin RNA tipi “Type” seceneginden belirlenerek, ng/uL
konsantrasyon birimi se¢ilmistir.

Bikromat normalizasyonunda 340 nm dalga boyu kullanilmistir. Baseline
koreksiyonu segenegi isaretlenmistir.

"Add to report" kutusu isaretlenmistir.

Cihazi temizledikten sonra, alt kaide tizerine 1,5 pL NFW damlatilmistir.
Kaide kolu kapatip kor 6l¢iimii (Blank) yapilmistir.

Olgiim sonucu belirlenen klasore kaydedilmistir. Kor 6l¢iimii isleminden
sonra kaideleri kuru ve tily birakmayan laboratuvar havlusuyla silerek ilk
ornegin RNA 0Ol¢limii i¢in hazirlanmistir.

Her bir 6rnek igin “Sample ID” belirlenmistir. Ornegin homojen ve iyi
karigtirilmis oldugunudan emin olunmustur. Alt kaide {iizerine 1,5 pL
numune damlatip kaide kolu kapatilmistir. Ardindan 0l¢ segenegi
se¢ilmistir. Sonug ¢iktiktan sonra, bir sonraki 6rnek eklenmeden 6nce hem
iist hem de alt kaideler saf su ile temizlenerek 6nceki numunelerdeki
kalintilar uzaklastirilmistir. Yaklagik 30 dakika 6l¢iim siiresinden sonra bir
kor olgtimii yapilmustir.

FFPE oOrneklerinin RNA konsantrasyonu 10 pg ile 1 pg arasinda
degismektedir ve bu aralikta cDNA sentezi i¢in uygun olduklar
gosterilmistir.

Orneklerimizde 260/280 orami genel olarak 2,0 veya daha yiiksek
bulunmustur. 260/230 oram1 ise genel olarak 1,8-2,2 araliginda
bulunmustur. Protein kontaminasyonu tespit etmek i¢in 260/280 orani
hesaplanmistir. Tuzlar, EDTA, iyonik olmayan deterjanlar, proteinler ve

fenol kontaminasyonu tespit etmek icin 260/230 oran1 hesaplanmaistir.
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3.3.3. cDNA Sentezi

cDNA sentezi, NucleoGene cDNA Sentez Kiti (5X) (NucleoGene, Tiirkiye)
kullanilarak firmanin 6nerdigi protokole gore yapilmistir. Her 6rnek i¢in yaklagik 1 pg
RNA kullanilmistir. FFPE dokulardan RNA izole edilen ornekler icin reaksiyon

karigimi Tablo 1°e gore hazirlanmistir.

Tablo 1. FFPE Dokulardan RNA izole Edilen Ornekler I¢in Karisim Miktarlari

Icindekiler Miktar1 (Her bir 6rnek icin)
NucleoGene cDNA Sentez Kiti (5X) 4 pL

Total RNA 4 uL (1000 ng)
Niikleaz icermeyen su 12 uL
Toplam Hacim 20 pL

Tiim hazirlik islemleri soguk blok iizerinde gergeklestirilmistir. Reaksiyon
karisimi1  hazirlandiktan sonra Ornekler, T100 Thermal Cycler PCR (Bio-Rad,
Kaliforniya, ABD) cihazina yerlestirilmistir ve Tablo 2’de belirtilen programa gore
cthazda inkiibe edilmistir. Elde edilen cDNA Ornekleri, seyreltme islemi

uygulanmadan -20°C'de muhataza edilmistir.

Tablo 2. cDNA Sentezi I¢in PCR Programi

Sicaklik Siire
25°C 5 dk

50 °C 30 dk
85°C 5 dk

4°C 00
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3.3.4. qPCR ile mRNA Ekspresyonu

gRT-PCR analizi, StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Thermo Fisher
Scientific, Massacusets, ABD) ve NucleoGene qPCR Sybr Green Master Mix (2x)
(NucleoGene, Tiirkiye) kullanilarak gerceklestirilmistir. Reaksiyon karigimi, cDNA
eklenmeden Tablo 3’e gore hazirlanmistir. Reaksiyon karisimi, 0.1 mL’lik 96 Well
Semi Skirt PCR Plate (Wuxi NEST Biotechnology, Cin) kuyucuklarina dagitildiktan
sonra iizerine NFW ile 20 kat seyreltilmis cDNA eklenmistir. Hazirlanan 6rnekler
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, Massagusets,
ABD) cihazina yerlestirilip Tablo 4’te bulunan programa gore ¢aligma baslatilmistir.
Amplifikasyon icin Tablo 5°te listelenen gen-spesifik QuantiTect Primer Assays
(Qiagen, Almanya) kullanilmistir.

Tablo 3. qRT-PCR Calismasi I¢in Gerekli Malzemeler ve Miktarlar

icindekiler Miktari (Her bir 6rnek icin)
NucleoGene qPCR Sybr Green Master Mix (2x) 10 pL

QuantiTect Primer Assays 1 uL

Niikleaz icermeyen su 5uL

Toplam Hacim 16 pL.

Oncelikle, her bir kuyucuga 16 upL reaksiyon karisgimi dagitilmigtir ve
sonrasinda reaksiyon karigimi tizerine 4 pL (1/20 oraninda NFW ile seyreltilmis)
cDNA eklenerek toplamda 20 pLL qPCR karisimi hazirlanmistir. StepOnePlus™ Real-
Time PCR System cihazina Tablo 4’teki program kurulmustur ve c¢alisma
baslatilmistir. Her bir 6rnek cift calisilmistir. Housekeeping gen (kontrol gen) olarak
ACTB kullanilmisitir. Real-time PCR ¢alismasi bitince StepOnePlus™ Real-Time
PCR System Software kullanilarak hem Quantification (Miktar 6l¢iimii) hem de
Melting Curve (Erime egrisi) analizi yapilmistir. Uygun esik deger tespiti yapildiktan
sonra drneklere iliskin Cycle Threshold (Ct) degerleri alinmistir (Sekil 14).
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Tablo 4. gqRT-PCR i¢in Kullanilan Program

Parametreler Degerler

Run Tipi Comparative Ct

Ornek hacmi 20 uL

Termal Step Hold Cycling Melt
ey 45 dongii
Al Denaturation ~ Annealing Extension
ACTB UCP1 UCP2,
FNDC5
Siire 15dk 15sn 30 sn 30sn 30sn 30 sn 90 s
(First
step)
5 s (next
steps)
Sicaklik 95 94 60 56 55 72 Ramp
°O) from 65
°C to 95
°C

Melt Curve

Derivative Reporter (-R)

T 94,0 n
Temperature (°C) Cycle

- [ — — = —
A e Mic Mo Me H-F Mc HH WA W Wic WD MWE M- NC HH

Sekil 14. Calismamizda kullandigimiz genlerden elde ettigimiz erime egrisi ve amplifikasyon grafigi
ornekleri (6rnekte gosterilen veriler UCPI e aittir.)
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Tablo 5. Primerler ve Cogaltilan Bolgenin Biiyiikliigii

Amplikon Biiyiikliigii
(baz c¢ifti)

ACTB Hs ACTB_2 SG QuantiTect Primer Assay  QT01680476 104

UCPI Hs UCP1 1 SG QuantiTect Primer Assay QTO00040915 92

UCP2 Hs UCP2 1 SG QuantiTect Primer Assay QT00014140 117

FNDC5 Hs FNDCS5 1 SG QuantiTect Primer Assay  QT00087612 98

Gen Adi  Uriin Adx GeneGlobe ID

3.3.5. Delta Delta Ct Analizi

Orneklerin qPCR cihazindan elde edilmis Ct (cycle threshold) degerleri Excel
formatina taginmistir. Normalizasyon i¢in kontrol grubunun Ct degerlerinin aritmetik
ortalamasi alinarak elde edilen deger kalibrator olarak se¢ilmistir. Delta delta Ct (2~

AACY yontemi kullanilarak veriler analiz edilmistir.

3.3.6. Biyoistatistiksel Analiz

Verilerin dagilimina histogram, qq plot ve Shapiro-Wilk testi ile bakildi. Ug
noktalar (outliers) ¢alismadan cikarildi. Iki grup arasi verilerin karsilastirilmasinda
parametrik veriler i¢in bagimsiz t-testi, nonparametrik veriler icin Mann-Whitney U
testi kullamldi. Ug ve daha ¢ok gruptan olusan kiyaslamalarda parametrik veriler igin
ANOVA; nonparametrik veriler i¢in Kruskal Wallis testi kullanildi. Iki bagimsiz
niteliksel kriteri test etmek i¢in Ki-Kare Testi (Chi-square test) kullanildi. Ozet
istatistik olarak birim sayis1 (n), ortanca ve min-max degerleri ile ortalama ve standart
sapma degerleri verildi. Sensitivite ve spesifite hesaplanarak cutoff degerlerini
belirlemek icin ROC egrisi kullanildi. Parametreler aras1 korelasyonlarin
hesaplanmasinda Spearman testi kullanildi. p<0,05 anlamlhilik diizeyi kabul edildi.
Total ve progresyonsuz sagkalimi degerlendirmek i¢in Kaplan Meier analizi ve Cox-
Regresyon testi kullanildi. Verilerin analizinde ve grafiklerin yapiminda IBM SPSS
Statistics 24.0 yazilimi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. DEMOGRAFIK BULGULAR

Calismamiza 84 olgu dahil edilmistir. Bu olgularin 24 tanesi tiimor icermeyen
kontrol grubunu olustururken 2022 DSO Uriner ve Erkek Genital Sistem Tiimérleri
Klasifikasyonuna gore 30 tanesini NI-PUK ve 30 tanesini de I-PUK olusturmaktaydi.
Olgularin 69’u (%82) erkek ve 15’1 (%18) kadin olup, erkek:kadin oran1 4,6 dir ve
gruplar igerisinde heterojen dagilim vardir (Sekil 15). Olgularin ilk tani aldiklar yas

aralig1 41 ile 90 arasinda degismekte olup, yas ortalamasi 68dir.

m Erkek

Kadin
30

27

25 24
20
15

10

[6,]

Kontrol Ni-PUK [-PUK

Sekil 15. Calismaya alinan hastalarin tan1 gruplari ve cinsiyet dagilimlari

Ni-PUK: noninvaziv papiller iirotelyal karsinom, diisiik dereceli; I-PUK: invaziv papiller iirotelyal
karsinom, yiiksek dereceli

Calismaya dahil edilen 84 olgunun 9’unda (%10,7) LVI saptanirken, 75’inde
(%89,3) LVI izlenmedi. Olgularin 8’inde (%9,5) nekroz mevcutken, 76’sinda (%90,5)
nekroz goriilmedi. Olgularin 14’linde (%16,7) diferansiyasyon goriiliirken, 70’inde
(%83,3) diferansiyasyon mevcut degildi. Bunlardan 10 tanesi skuamoz

diferansiyasyon, 4 tanesi glanduler diferansiyasyondan olugmaktaydi. Olgularin
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yalnizca 3 tanesinde (%3,6) CIS eslik ediyorken, 81 tanesinde (%96,4) CIS yoktu. i-
PUK grubundaki 30 vakanin tamami lamina propria invazyonu gosterirken, sadece 6

(%7,2) tanesinde derin kas (muskularis propria) invazyonu mevcuttu (Tablo 6).

Tablo 6. Olgularmn histomorfolojik 6zellikleri

n (%)
Cinsiyet Kadin 15 (18)
Erkek 69 (82)
Histoloji Kontrol 24 (28,6)
Ni-PUK 30 (35,7)
I-PUK 30 (35,7)
LVi Var 9 (10,7)
Yok 75 (89,3)
Nekroz Var 8(9,5)
Yok 76 (90,5)
Diferansiyasyon Var 14 (16,7)
Yok 70 (83,3)
Cis Var 3 (3,6)
Yok 81 (96,4)
Derin kas invazyonu Var 6(7,2)
Yok 78 (92,8)

Ni-PUK: non-invaziv papiller iirotelyal karsinom, diisiik dereceli, I-PUK: invaziv papiller iirotelyal

karsinom, yiiksek dereceli, LVI: lenfovaskiiler invazyon, CIS: karsinoma in situ

84 hastanin 23’linde (%27,4) hastaliga bagli niiks izlenirken 61 hastada (%72,6)
niiks yoktu. Takip siiresi i¢cerisinde hastalardan 4 tanesine (%15,5) sistektomi yapilmas.
Hastalarin 2 tanesinde (%2,4) uzak organ metastaz1 saptanmisken, 82 tanesinde

(%97,6) uzak organ metastazt mevcut degildi. Her iki hastanin da uzak organ metastazi

akciger idi (Tablo 7).

Tablo 7. Olgularin klinik verileri

n (%)
Niiks Var 23 (27,4)
Yok 61 (72,6)
Metastaz Var 2(24)
Yok 82 (97,6)
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Klinik izlemlerine ulagilan hastalar minimum 1 ay, maksimum 60 ay olmak
Uzere ortalama 29 ay takip edilmisti. 29 hasta (%34,5) takip siirecinde eksitus olmustu.
55 hasta (%65,5) sag olarak hala takipliydi (Tablo 8).

Tabloe 8. Olgularmn takip bilgileri

n (%)
Yasam durumu Sag 55 (65,5)
Oli 29 (34,5)
Takip suresi Minimum-Maksimum 1-60 ay
Ortalama 29 ay

Demografik veriler kendi aralarinda karsilastirildiginda derin kas invazyonu ile
LVI arasinda, derin kas invazyonu ile nekroz arasinda ve nekroz ile diferansiyasyon
arasinda 0,01 diizeyinde orta derecede anlamli bir pozitif korelasyon saptandi
(p<0,01). Ayrica tiimor boyutu ile nekroz arasinda 0,05 diizeyinde diisiik derecede
anlaml1 bir korelasyon izlendi (p=0,01) (Tablo 9).
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Tablo 9. Demografik verilerin Spearman korelasyon katsayilari

LVi Nekroz Difer. Cis Kasinv.  Boyut
LVi 0,150 0,052 -0,067 0,096
Nekroz 0,150 0,290%** -0,062 0,329*
Difer. 0,052 0,290* -0,086 0,124 -0,042
Cis -0,067 -0,062 -0,086 -0,053 0,226
Kas inv. 0,124 -0,053 0,173
Boyut 0,096 0,329* -0,042 0,226 0,173

LVI: lenfovaskiiler invazyon, Difer: diferansiyasyon, CIS: karsinoma in situ, Kas inv: kas invazyonu
*:<0,05; **: <0,01
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4.2. GEN EKSPRESYON BULGULARI
4.2.1 UCP1 Gen Ekspresyonu

Rotor-Gene (Qiagen, Almanya) Real-Time PCR cihazi ile qPCR teknigi ile
yapilan ekspresyon c¢alismalar1 sonucuna gére UCP! ile gruplar arasi fark anlaml
bulundu (p<0,001). UCPI ile NI-PUK grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel
acidan anlamli azalma saptandi (p=0,01). I-PUK grubunda da kontrol grubuna gére
istatistiksel agidan anlamli azalma izlendi (p<0,001) (Sekil 16).

[-PUK grubu ile NI-PUK grubu karsilastirildiginda ise UCPI gen ekspresyon
diizeyi I-PUK grubunda daha az izlenmekle birlikte, bu azalma istatistiksel olarak

anlaml degildi (p=0,424) (Sekil 16).

Gruplara gére UCP1 ekspresyonlari

Median  Min = Maks

Kontrol Ni-PUK i-PUK

Sekil 16. UCP! gen ekspresyonlarinin gruplara gore dagilimi
Ni-PUK: non-invaziv papiller iirotelyal karsinom, diisiik dereceli; I-PUK: invaziv papiller iirotelyal

karsinom, yiiksek dereceli

Calismamizda UCPI gen ekspresyon diizeyi ile histomorfolojik parametreler;
LVI, nekroz, diferansiyasyon, CIS, derin kas invazyonu ve timér boyutu arasidaki

iliski incelenmistir. LVI gosteren 9 vaka saptanmis olup, UCP/ gen ekspresyon
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diizeyleri LVI olan vakalarda LVI izlenmeyen vakalar ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir iligki izlenmedi (p=0,374). Nekroz izlenen vakalar ile
nekroz mevcut olmayan vakalar karsilastirildiginda nekroz izlenen 8 vakanin UCPI
gen ekspresyon diizeyleri anlamli sekilde diisik bulundu (p=0,017). UCPI gen
ekspresyon diizeylerinin diferansiyasyon gdosteren 14 vakada diferansiyasyon
izlenmeyen vakalara gore anlamh sekilde diisiik oldugu tespit edildi (p=0,022). CIS
igeren 3 vakanin UCPI gen ekspresyon diizeyleri ile CIS izlenmeyen vakalar
karsilastirildiginda  istatistiksel olarak anlamli iliski goriilmedi (p=0,262).
Calismamizda derin kas invazyonu bulunan 6 vaka saptanmis olup, derin kas
invazyonu olanlar ile olmayanlar karsilastirildiginda UCP1 gen ekspresyon diizeyleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p=0,972) (Tablo 10).

Tablo 10. UCPI gen ekspresyonunun histopatolojik parametreler ile iligkisi

Median [min-maks]

Histopatolojik kriterler p degeri

. Ve 0,033 [0,013-2,511]
Lvi
Yok 0,202 [0,001-227,945]
Var
Nekroz
Yok
Var
Diferansiyasyon
Yok
Var
) 26,18 [0,007-227,945]
CIs 0,262
Yok 0,168 [0,001-15,375]
o var 0,333 [0,017-1,032]
Derin kas invazyonu 0.972
Yok 0,170 [0,001-227,945]

min: minimum, maks: maksimum, LV1i: lenfovaskiiler invazyon, CIS: karsinoma in situ
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Calismamizda UCPI gen ekspresyon diizeyi ile klinikopatolojik parametreler;
niiks, uzak organ metastazi ve 6liim arasindaki iliski incelenmistir. Niiks izlenen 23
vaka mevcut olup, UCPI gen ekspresyon diizeyleri niiks goriilen vakalar ile niiks
olmayan vakalar arasinda kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark mevcut
degildi (p=0,492). Akciger metastaz1 mevcut olan 2 vakanin UCPI gen ekspresyon
diizeyleri ile uzak organ metastazi izlenmeyen vakalar karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli iliski izlenmedi (p=0,930). Calismamiza dahil edilen 84 hastanin 29’u
takip siiresi igerisinde 6lmiis olup, 6lmiis olan hastalar ile sag olan hastalar arasindaki
UCPI gen ekspresyon diizeyleri karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli iligki
mevcut degildi (p=0,091) (Tablo 11).

Tablo 11. UCPI gen ekspresyonunun klinikopatolojik parametreler ile iliskisi

Klinikopatolojik kriterler Median [min-maks ] p degeri
Var 0,103 (0,001-6,532)

Niks 0,492
Yok 0,210 (0,002-227,945)
var 4,491 (0,011-8,972)

Metastaz 0.930
Yok 0,170 (0,001-227,945)
Sag 0,210 (0,011-227,945)

Yasam durumu 0,091
Olii 0,050 (0,001-13,600)

min: minimum, maks: maksimum
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Vakalar UCP1 gen ekspresyon diizeylerine gore incelendiginde genel sagkalim
streleri UCP1 ifadesi diisiik olanlarda daha kisa olmakla birlikte, istatistiksel olarak
anlaml degildi (p=0,462).
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Sekil 17. UCP1 geni ile genel sagkalim iliskisi

4.2.2 UCP2 Gen Ekspresyonu

Rotor-Gene (Qiagen, Almanya) Real-Time PCR cihazi ile qPCR teknigi ile
yapilan ekspresyon c¢alismalar1 sonucuna gére UCP2 ile gruplar arasi fark anlamh
izlendi (p=0,04). UCP2 ile Ni-PUK grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel agidan
anlamli artig saptandi (p=0,04) (Sekil 18).

[-PUK grubu ise kontrol grubuna gére yiiksek, NI-PUK grubuna gore diisiik
UCP2 gen ekspresyon diizeyi gostermis olup, bu farklilik istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (sirastyla p=0,198, p=1) (Sekil 18).
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Gruplara gore UCP2 ekspresyonlari

Median Min Maks

Kontrol Ni-PUK i-PUK

Sekil 18. UCP2 gen ekspresyonlarinin gruplara gore dagilimi
Ni-PUK: non-invaziv papiller iirotelyal karsinom, diisiik dereceli; I-PUK: invaziv papiller iirotelyal

karsinom, yiiksek dereceli

Calismamizda UCP2 gen ekspresyon duzeyi ile histomorfolojik parametreler;
LVI, nekroz, diferansiyasyon, CIS ve derin kas invazyonu arasindaki iliski
incelenmistir. LVI gosteren 9 vaka saptanmis olup, UCP2 gen ekspresyon diizeyleri
LVI olan vakalar LVI izlenmeyen vakalar arasinda karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bir fark izlenmedi (p=0,253). Nekroz izlenen 8 vaka ile nekroz mevcut
olmayan vakalar karsilastirildiginda UCP2 gen ekspresyon diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli iliski goriilmedi (p=0,631). Diferansiyasyon gosteren 14
vaka ile diferansiyasyon izlenmeyen vakalar karsilastirildiginda UCP2 gen ekspresyon
diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi (p=0,536). CIS
iceren 3 vakanin UCP2 gen ekspresyon diizeyleri ile CIS izlenmeyen vakalar
karsilastirlldiginda istatistiksel olarak anlamli iliski goriilmedi (p=0,366).
Caligmamizda derin kas invazyonu bulunan 6 vaka saptanmis olup, UCP2 gen
ekspresyon duzeyleri derin kas invazyonu olanlarda olmayanlara gore istatistiksel
olarak anlamli sekilde yuksek bulundu (p=0,038) (Tablo 12).
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Tablo 12. UCP?2 gen ekspresyonunun histopatolojik parametreler ile iliskisi

Histopatolojik kriterler Median [min-maks] p degeri

. Var 9,800 [0,088-812,869]
vl 0,253
Yok 2,766 [0,001-874,236]
Var
3,501 [0,108-782,463]
Nekroz 0,631
Yok 2,806 [0,001-874,236]
Var
, . 3,501 [0,048-842,702]
Diferansiyasyon 0,536
Yok 2,806 [0,001-874,236]
. b 55,19 [1,247-175,202]
CIS 0,366
Yok 2,845 [0,001-874,236]
o var 261,95 [1,184-782,46]
Derin kas invazyonu 0,038
Yok 2,737 [0,001-874,236]

min: minimum, maks: maksimum, LVI: lenfovaskiiler invazyon, CIS: karsinoma in situ

Calismamizda UCP2 gen ekspresyon diizeyi ile klinikopatolojik parametreler;
niiks, uzak organ metastazi ve 6liim arasindaki iliski incelenmistir. Niiks izlenen 23
vaka mevcut olup, niiks goriilen vakalarda niiks olmayan vakalara kiyasla UCP2 gen
ekspresyon diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli sekilde artis saptandi (p=0,048).
Akciger metastaz1 mevcut olan 2 vakanin UCP2 gen ekspresyon diizeyleri ile uzak
organ metastazi olmayan vakalar karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli iliski
izlenmedi (p=0,703). Calismamiza dahil edilen 84 hastanin 29’u takip siiresi igerisinde
6lmiis olup, 6lmiis olan hastalar ile sag olan hastalar arasindaki UCP2 gen ekspresyon
diizeyleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli iliski mevcut degildi

(p=0,319) (Tablo 13).
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Tablo 13. UCP?2 gen ekspresyonunun klinikopatolojik parametreler ile iligkisi

Klinikopatolojik kriterler Median [min-maks] p degeri

var 4,675 [3,572-5,779]
Metastaz 0.703
Yok 2,806 [0,01-874,23]
Sag 4,459 [0,01-874,23]
Yasam durumu 0319
Olii 2,087 [0,39-812,86]

min: minimum, maks: maksimum
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Vakalar UCP2 gen ekspresyon diizeylerine gore incelendiginde genel sagkalim
streleri UCP2 ifadesi diisiik olanlarda daha kisa olmakla birlikte, istatistiksel olarak
anlaml degildi (p=0,553).

UCF2
—Dilsiik
flksek
= Yiksek-censored

0,8

Overall Sagkahm
=
1

o
=
1

0,24

Aylar

Sekil 19. UCP2 geni ile genel sagkalim iliskisi

4.2.3 FNDC5 Gen Ekspresyonu

Rotor-Gene (Qiagen, Almanya) Real-Time PCR cihazi ile qPCR teknigi ile
yapilan ekspresyon caligsmalart sonucuna gore FNDCS5 ile gruplar arasi fark anlamli
idi (p=0,005). FNDCS5 ile I-PUK grubunda hem Ni-PUK’e hem de kontrol grubuna
kiyasla anlamli bir azalma mevcuttu (sirasiyla p=0,002, p=0,015) (Sekil 18).

FNDCS5 gen ekspresyon diizeyi Ni-PUK grubunda ise kontrol grubuna gore daha
yiiksek saptanmis olup, bu artis istatistiksel olarak anlamli degildi (p=1) (Sekil 18).
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Gruplara gére FNDC5 ekspresyonlari

Median Min Maks

Kontrol Ni-PUK i-PUK

Sekil 20. FNDC5 gen ekspresyonlarinin gruplara gore dagilimi
Ni-PUK: non-invaziv papiller iirotelyal karsinom, diisiik dereceli; I-PUK: invaziv papiller iirotelyal

karsinom, yiiksek dereceli

Calismamizda FNDC5 gen ekspresyon dizeyi ile histomorfolojik
parametreler; LVI, nekroz, diferansiyasyon, CIS ve derin kas invazyonu arasindaki
iliski incelenmistir. LVI gosteren 9 vaka izlenmis olup, FNDC5 gen ekspresyon
diizeyleri LVI olan vakalarda LVI bulunmayan vakalar ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmadi (p=0,107). Nekroz izlenen 8§ vaka ile
nekroz mevcut olmayan vakalar karsilastirildiginda FNDC5 gen ekspresyon duzeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki goriilmedi (p=0,097). Diferansiyasyon
gosteren 14 vaka ile diferansiyasyon izlenmeyen vakalar karsilastirildiginda FNDC5
gen ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmadi
(p=0,235). CIS igeren 3 vakanin FNDC5 gen ekspresyon diizeyleri ile CIS izlenmeyen
vakalar karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli iliski goriilmedi (p=0,819).
Caligmamizda derin kas invazyonu bulunan 6 vaka saptanmis olup, derin kas
invazyonu olanlar ile olmayanlar karsilastirildiginda FNDCS5 gen ekspresyon

diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark izlenmedi (p=0,590) (Tablo 14).
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Tablo 14. FNDC5 gen ekspresyonunun histopatolojik parametreler ile iliskisi

Histopatolojik : :
Median [min-maks ] p degeri
kriterler
. var 0,03 [0,001-141,016]
vl 0,107
Yok 0,202 [0,005-640,35]
Vem 0,036 [0,005-2,684]
Nekroz 0.097
Yok 0,251 [0,001-640,35] ’
Var
0,073 [0,005-628,478]
Diferansiyasyon 0.235
Yok 0,251 [0,001-640,35] ’
, VEm 2,705 [0,001-24,653]
CIs 0,819
Yok 0,207 [0,005-640,35]
VT 0,132 [0,001-141,016]
Derin kas invazyonu 0.590
Yok 0,219 [0,005-640,351] ’

min: minimum, maks: maksimum, LVI: lenfovaskiiler invazyon, CIS: karsinoma in situ

Calismamizda FNDCS5 gen ekspresyon diizeyi ile klinikopatolojik parametreler;
niiks, uzak organ metastazi ve 6liim arasindaki iliski incelenmistir. Niiks izlenen 23
vaka mevcut olup, FNDC5 gen ekspresyon diizeyleri niiks goriilen vakalar ile niiks
olmayan vakalar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0,187).
Akciger metastazt mevcut olan 2 vakanin FNDC35 gen ekspresyon diizeyleri ile uzak
organ metastazi olmayan vakalar karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli iliski
izlenmedi (p=0,348). Calismamiza dahil edilen 84 hastanin 29’u takip siiresi igerisinde
Olmiis olup, 6lmiis olan hastalar ile sag olan hastalar arasindaki FNDC5 gen
ekspresyon diizeyleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli iliski mevcut

degildi (p=0,884) (Tablo 15).

63



Tablo 15. FNDC5 gen ekspresyonunun klinikopatolojik parametreler ile iliskisi

Klinikopatolojik kriterler

Median [min-maks]

p degeri

Var 0,054 [0,05-596,22]
Nks 0,187
Yok 0,27 [0,001-640,35]
S 6,59 [0,446-12,752]
Metastaz 0.348
Yok 0,196 [0,05-640,35]
Sag 0,12 [0,002-640,35]
Yasam durumu 0,884
Olii 0,446 [0,05-309,43]

min: minimum, maks: maksimum
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Vakalar FNDC5 gen ekspresyon diizeylerine gore incelendiginde genel
sagkalim siireleri FNDC5 ifadesi yiiksek olanlarda daha kisa olmakla birlikte,
istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,306).
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Sekil 21. FNDCS5 geni ile genel sagkalim iligkisi

Ek bulgular:

UCP1, UCP2 ve FNDCS5 ile yapilan istatistiksel caligmada erkek ve kadin

hastalar arasinda genlerin ekspresyon diizeylerinde anlamli bir farklilik yoktu.

UCPI1, UCP2 ve FNDC5 gen ekspresyonlar1 ile hastalarin yasi arasinda

korelasyon izlenmedi.
Ayrica UCPI, UCP2 ve FNDC5 gen ekspresyon diizeyleri kendi aralarinda

karsilastirilmisti. UCPI ve UCP2 arasinda pozitif yonlii diisiik diizeyde anlamh
korelasyon izlendi (p=0,043). UCP1 ve FNDC5 arasinda pozitif yonlii orta derecede
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anlamli korelasyon bulundu (p=0,002). UCP2 ve FNDC) arasinda ise negatif yonlii
bir iligki goriildii ancak istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,672) (Tablo 16).

Tablo 16. Genlerin Spearman korelasyon katsayilari

UCP1 UCP2 FNDCS5

UCPI

ucCp2

FNDCS5

*:<0,05; **: <0,01
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5. TARTISMA

Calismamizda tiimdr igermeyen, NI-PUK ve I[-PUK tamisi alan doku
orneklerinde enerji metabolizmasinda rol oynayan UCPI, UCP2 ve FNDC5’in
ekspresyon diizeylerinin gruplar arasinda farkli oldugu bulundu. Ni-PUK ve I-
PUK’lerde UCP1 ekspresyon diizeyi kontrole gére anlamli olarak diisiik; UCP2 gen
ekspresyon diizeyi NI-PUK’lerde kontrole gére anlamli olarak daha yiiksek; ve
FNDC5 gen ekspresyon diizeyi I-PUK ’lerde Ni-PUK ve kontrole gore anlamli olarak
diisiiktii.

Papiller iirotelyal karsinomlar 2022 DSO Uriner ve Erkek Genital Sistem
Tiimorleri’ne gore erkek baskinligina sahiptir ve ortalama 60 yas iizerinde ortaya
¢ikma egilimindedir. Veri setimizde erkek:kadin orani 4,6 ve ilk tani ortalama yas1 68

olup, literatiir ile uyumlu olarak bulunmustur.

UCPl’in temel etki mekanizmasi olarak lipid esmerlesmesi, yani adaptif
termojenez ile BYD’nin KYD ozelliklerini kazandirip, ATP sentezi yerine 1s1
formunda enerji agi1ga ¢ikararak lipit tiiketimini tesvik etmektir. Xiong ve ark. seffaf
hiicreli renal hiicreli karsinomun lipid metabolizmasindaki islev bozukluklartyla ilgili
olabilecegini diisiinmiisler ve 533 adet seffaf hiicreli renal hiicreli karsinom ile kontrol
dokusunda UCP] ekspresyon diizeylerini karsilagtirmislardir. UCPI mRNA ve protein
seviyeleri seffaf hiicreli renal hiicreli karsinomu olan dokularda normal dokulara gore
anlamli derecede diisiik bulunmustur. UCPI ile artmis ekspresyon gosteren hiicrelerde
gd¢ ve invazyon yeteneginin de agikca inhibe edildigini gostermislerdir (47).
Calismamizda literatiir ile uyumlu olarak UCPI ile NI-PUK ve I-PUK tiimérlerinde
kontrol grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir azalma saptandi. I-PUK grubunda
Ni-PUK grubuna kiyasla daha belirgin bir azalma mevcut olmakla birlikte bu farklilik
istatistiksel olarak anlamli degildi. Ayrica metastazi mevcut olanlarda metastaz
olmayanlara gore UCPI gen ekspresyon diizeylerinde de anlamli bir farklilik

izlenmedi.
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Yu ve ark. 107 adet meme kanseri dokusu ile kontrol dokularindaki UCP1 ve
UCP2’nin immiinhistokimyasal olarak ekspresyon seviyelerini karsilastirdiklar
calismada meme kanseri dokularinda UCP1'in ekspresyonunun azalmis oldugu ancak
UCP2’nin ekspresyonunun artmis oldugunu tespit etmislerdir. Her ne kadar
immiinhistokimyasal olarak degerlendirme yapmamis olsak da, g¢alismamizda
literatiirle uyumlu sekilde, UCP1 gen ekspresyonunun Ni-PUK ve i-PUK tanis1 olan
olgularda kontrole gore istatistiksel agidan anlamli olarak azaldigi, UCP2 gen
ekspresyonunun ise NI-PUK gurubunda kontrole gore istatistiksel agidan anlamli
olarak artmis oldugu saptandi. Ayrica UCP2 gen ekspresyonu I-PUK tanisi olan
olgularda da kontrole gore artmisti ancak bu istatistiksel olarak anlamli degildi. Ayni
calismada farkli evrelerdeki meme kanseri drnekleri karsilastirildiginda ise UCP1
ekspresyonu daha yiiksek evreli hastalarda daha diisiik bulunmus olup, UCP2
ekspresyonunda anlamli bir farklilik bulunmamistir. Calismamizda evre agisindan
degerlendirdigimiz derin kas invazyonu ve metastaz iliskisi ile UCP1 gen ekspresyonu
arasinda anlamli bir iliski bulunmadi. Ancak UCP2 gen ekspresyonu derin kas
invazyonu olan hastalarda olmayanlara gore anlamli olarak daha yiiksekti. Metastaz
varligi ile UCP2 seviyesi arasinda ise anlamli bir iliski yoktu. Bu sonug ¢alismamizda
metastaz yapan olgu sayisinin az olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Ayni ¢calismada
arastirmacilar UCP1 veya UCP2 ekspresyonu yiiksek olan meme kanseri hastalarinin
daha iyi genel sagkalim ve hastaliksiz sagkalima sahip oldugunu gostermisler (48).
Calisgmamizda ise UCP1 ve UCP?2 ile genel sagkalim ve hastaliksiz sag kalim sreleri
arasinda anlaml iliski saptanmadi. Istatiksel olarak anlamli fark bulamayisimizin
olgularda takip siiresinin kisa olmasi nedeniyle meydana gelmis olabilecegini

diistinmekteyiz.

Huang ve ark. 1657 adet over kanseri hastasini dahil ettikleri ¢calismada over
kanseri dokular1 ile normal dokulardaki UCPI ve UCP2 mRNA seviyelerini
karsilastirmislar. Over kanseri dokularinin normal dokulardan daha yiiksek UCP2
ekspresyon seviyesine sahip oldugu bulunmus, ancak UCPI gen ekspresyonunda
herhangi bir farklilik gézlenmemistir. Calismamizda literatiir ile uyumlu olarak UCP2

gen ekspresyonunun tiimorlii dokularda kontrole gore artmis oldugu goriildii.
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Ayrica s6z konusu ¢alismada UCP! geni ekspresyonunda bir farklilik bulunmamisken
bizim c¢alismamizda UCPI gen ekspresyonunun da tiimor i¢eren olgularda kontrole
gore anlamli olarak azalmis oldugu goriildii. Ayni calismada UCPI’in N-cadherin ve
vimentin belirteglerinin yukar1 dogru diizenleyerek ve E-cadherin’i azaltarak yani
hiicre canlilig1, cogalmasi, gogii ve invazyonunu uyaran belirtegler ile EMT’yi inhibe
ettigini bulmuslardir. Calismamizda literatiir ile uyumlu olarak UCP/ geninin invaziv
lezyonlar olan I-PUK’lerde NI-PUK ’lere gore daha az eksprese oldugu tespit edildi
ancak bu farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Metastaz1 mevcut olanlarla
metastazi olmayanlar arasinda UCP1I gen ekspresyon diizeyleri acisindan da anlamli
bir farklilik izlenmedi. leri evre over kanseri hastalarinda yiiksek UCPI diizeyi daha
uzun sagkalim ile iliskili iken UCP2 yiiksekligi tiim evrelerdeki hastalar i¢in daha uzun
genel sagkalimla iligkili olarak bulunmustur (49). Calismamizda UCPI ve UCP2
mRNA seviyeleri ile genel sagkalim siireleri arasinda anlamli iliski saptanmadi. Bu
farkliligin sebebi vaka sayimizin sinirli olmasi ve takip siiremizin kisa olmasi olabilir

kanaatindeyiz.

UCP2’nin temel etki mekanizmast ise Aym'nin indiiklenebilir proton
iletkenligi ile proton-motor kuvvetini ayirma yoluyla diisiirerek hiicresel enerji
metabolizmas1 tizerinde OxPhos’u bozmak ve ROS kontrolii saglamaktir. Bu
mekanizma ile UCP2'nin kanser hiicrelerindeki antioksidan ve anti apoptotik
etkilerinin arkasindaki baslica mekanizmalardan biri oldugu diisiiniilmektedir. Son
yillarda artan incelemeler sonucu literatiirde pek ¢ok kanser tiirii lizerinde farkli
metabolik yolaklar araciligiyla degisen UCP2 mRNA ekspresyon diizeyleri

saptanmistir. Bunlardan bazilar1 agsagida tartigilmastir.

Baffy ve ark. kanser hiicrelerindeki besin kisitlamasi, hipoksi, oksidatif stres
ve konak savunmasi gibi olumsuz mikroortamlarla kapsamli metabolik yeniden
programlamanin mitokondri aracilifi ile baglantili oldugunu ve bir IMM olan
UCP2’nin bu siirece katkida bulunabilecegini gostermislerdir. UCP2'nin kanser
hiicrelerinde mitokondriyal biyoenerjetik, redoks homeostazi ve oksidan iiretimi
tizerindeki etkileri, makromolekiiler biyosentez, antioksidan savunma, apoptoz, hiicre

biiylimesi ve proliferasyonunun molekiiler yollarin1 modiile edebilecegini, saglamlig1
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artirabilecegini ve kemorezistans1 tesvik edebilecegini gostermislerdir (62).
Calismamizda UCP2 mRNA ekspresyonunun tiimor dokularinda kontrol grubuna gore
artmis oldugu goriildi. Tiimor boyutu ile UCP2 ekspresyonu arasinda anlamli bir iliski
tespit edilemedi. Hipoksinin bir gostergesi olan nekroz gelisimi c¢alismamizda
incelendiginde ise her ne kadar istatistiksel olarak anlamli olmasa da nekroz olan 8
olguda olmayanlara gore artmig UCP2 ekspresyonu saptanmast UCP2’nin literatiirde
diger kanserlerde belirtilen bu roliiniin mesanenin iirotelyal karsinomlar1 i¢in de

gecerli olabilecegini diisiindiirmektedir.

Pankreas kanseri ile yapilan iki ¢alismada Donadelli ve ark. ile Brandi ve ark.
pankreas kanseri hiicrelerinde artmig UCP2 gen ekspresyonu bulmuslardir.
Calisgmamizda da kanserli dokularda kontrole gore daha yiiksek UCP2 diizeyleri
saptand1. NI-PUK ’lerde kontrole gére anlamli olarak daha yiiksek UCP? ifadesi tespit
edilirken, I-PUK’lerde de kontrol grubuna gore artmus bir UCP2 ifadesi olmasina
ragmen istatistiksel olarak anlamli degildi. Donadelli ve ark. artmis UCP2
ekspresyonunun etki mekanizmas1 olarak UCP2’nin  kanser hiicrelerinin
sitoplazmasindaki glikolitik enzim gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz oksidasyonunu
hem de niikleer translokasyonu inhibe ederek glikolitik yolag: destekledigini ve kanser
hiicrelerinin bu yolla hiicre 6lim mekanizmalarint uyarmasin1 6nleyebildigini
gostermisler (63). Brandi ve ark. ise GLUT1 inhibisyonu yani sira OxPhos’ta rol alan
kompleks I (NADH dehidrojenaz), kompleks IV (sitokrom c oksidaz), kompleks V
(ATPaz) ve dolayistyla mitokondriyal oksijen tiiketiminde bir azalma gozlemleyerek
mitokondriyal OxPhos’tan glikolitik yola eszamanli metabolik kayma ile kanser
hiicresi ¢ogalmasini artirdigin1 bildirmisler (64). Literatirde mesane kanseri
patogenezinde glikolizin yukar1 regiilasyonunun oOnemini belirten c¢aligmalar
mevcuttur (65). Bu veriler birlikte degerlendirildiginde ¢alismamizda saptadigimiz
tiimorlii dokularda kontrol dokusuna goére artmis UCP2 mRNA ekspresyonu olmasi

anlam kazanmaktadir.

Rupprecht ve ark. néroblastom hiicrelerinin glikozdan yoksun birakildiginda,

bu hiicrelerin UCP2’nin OxPhos’un ana kaynagi haline gelen glutamin tiiketimine
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yanit olarak ekspresyonunun arttigint bulmuslardir. UCP2 hiicrelerin diisiik glutamin
mevcudiyetine hizli adaptasyonunu saglayarak ve glutaminin enerji igin bir yakit
olarak tiiketilmesini onleyerek tiimor hiicrelerinin hayatta kalmasi i¢in gerekli olan
siireclere harcanmasmi sagladigimi  bulmuslardir (66). Literatiirde mesane
karsinomlarinin da dahil oldugu bir calismada glutamin metabolizmasinin kanser
gelisiminde etkin bir rol oynadig1 bildirilmistir (67). Biz de calismamizda literatiirii
destekler nitelikte tiimor hiicrelerinde kontrole gére UCP2 ekspresyon seviyelerinin
artmis oldugunu tespit ettik. Bu bulgu literatiir bilgileri ile birlestirildiginde UCP2’nin
mesane kanserinde de glutamin metabolizmasini tiimor hiicrelerinin hayatta kalmasi

icin yonlendirdigini diisiindiirebilir.

Madreiter-Sokolowski ve ark. akciger karsinomu hiicrelerindeki Sayeed ve ark.
ise meme karsinomu hiicrelerindeki UCP2 mRNA seviyelerini kontrol dokusuna gore
karsilastirmiglardir (68,69). Her iki ¢alismada da kanser hiicrelerinde artmig UCP2
ekspresyonu saptanmistir. Calismamizda literatiir ile uyumlu olarak timor
hiicrelerinde kontrol grubuna gore artmis UCP2 ekspresyonu oldugunu bulduk.
Madreiter-Sokolowski ve ark. akciger kanserinde UCP2’nin artmis ekspresyonunun
timor canliligini, proliferasyonunu ve mitokondriyal solunumu onemli o6lgiide
artirdigini gostermislerdir. Sayeed ve ark. da meme kanseri hiicrelerinde UCP2’nin
artmis ekspresyonunun hiicre farklilagmasini olumsuz yonde etkiledigini bulmuslardir.
Her iki calismada da artmig UCP2 aktivitesi ile kanser hiicrelerinde mitokondriyal
kalsiyum aliminin arttigini ve bu islevin kanser hiicresinin hayatta kalmasi ve aktivitesi
icin 6nemli oldugunu ifade etmisler. Mitokondriyal kalsiyum metabolizmasinin
OxPhos’u ve dolayisiyla ROS dengesini diizenledigi bilinmektedir. Literatiirde
mitokondriyal kalsiyum metabolizmasinin inhibisyonu iizerine kurulmus mesane
kanseri tedavi modalitelerini barindiran calismalar mevcuttur (70). Dolayisiyla
calismamizda mesane kanseri hiicrelerinde elde ettigimiz yiiksek UCP2 ifadesi,
UCP2’nin literatiirde belirtilen kalsiyum metabolizmasi iizerindeki etkileri géz 6niine
alindiginda mesane kanseri hastalarinda tedavi hedefi olabilme potansiyeli

tasiyabilecegini gostermektedir.
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Sreedhar ve ark. deri hiicresinin tiimoral doniisiimiinde, Yu ve ark.
kolanjiyokarsinom gelisiminde UCP2 geninin roliinii arastirmislardir. Her iki
calismada da UCP2’nin artmis ekspresyonunun tiimoral gelisimi destekledigi
bulunmustur. Calismamizda literatiir ile uyumlu sekilde tiimor hiicrelerinde kontrole
gore yiikksek UCP2 seviyeleri tespit ettik. Sreedhar ve ark. asir1t UCP2 eksprese eden
hiicrelerde Akt sinyal yolunun aktive edildigini ve aktive edilmis Akt sinyalinin
glikolizin 6nemli bir diizenleyicisi olan fosfofruktokinaz 2/fruktoz-2,6-bisfosfataz
2’nin c¢aligmasina katkida bulundugunu goézlemlemislerdir (71). Yu ve ark. ayrica
UCP2 gen ekspresyon seviyelerinin prognoz ile negatif iligkili oldugunu bulmuslardir
(72). Biz de ¢alismamizda literatiirii destekler nitelikte UCP2 mRNA ekspresyonunun
niiks olan hastalarda olmayanlara gore istatistiksel olarak artis gosterdigini saptadik.
Artmig UCP2 ifadesinin kanser hiicrelerinde ROS seviyelerini azalttigini tespit
etmiglerdir. Ayrica bu hiicrelerde glikolizin arttigi, AMP/ATP oraninin azaldigi,
AMPK’nin inaktive olurken Akt aktive oldugunu gormiisler. Literatiirde saglikli
dokularin aksine AMPK sinyal yolaginin inaktivasyonunun ve PI3K/Akt/mTOR
yolaginin abartili aktivasyonunun mesane kanseri gelisiminde etkin bir rol oynadigi
bildirilmigtir (65). Calismamizda elde ettigimiz veriler literatiir bilgileri ile
birlestirildiginde UCP2’nin mesane kanserinde de Akt yolagi iizerinde -etkisi

olabilecegini diislindiirmektedir.

Derdak ve ark. yiiksek UCP2 gen ekspresyonu gosteren kolon kanseri
dokularimi hastalara kemoterapi verdikten sonra, ksenograft yoluyla farelere ekleyip
tiimor canliligimin devamliligina bakmislardir. Kanser hiicrelerinde tiimorijenitenin
devam ettigini géstermislerdir. UCP2’nin bu kemorezistans islevini, p53°li N-terminal
alanmin fosforilasyonunu engelleyerek gergeklestirdigini diistinmiisler ve UCP2'nin
asirt ekspresyonunun, kolon kanseri hiicrelerinde ROS birikimini ve p53 aracili
apoptozu inhibe ettigi sonucuna varmuslardir (73). Literatiirde p53 yukan
diizenlenmesinin mesane kanserlerinde invazivligi artiran énemli bir faktor oldugu
bildirilmigtir (65). Bu nedenle c¢alismamizda saptadigimiz UCP2 mRNA
ekspresyonunun I-PUK’te NI-PUK dokularina kiyasla daha diisiik olmasi literatiirde
belirtilen UCP2’nin p53 {izerindeki inhibitor etkisi dikkate alindiginda anlam
kazanmaktadir. Derdak ve ark. baska bir ¢alismalarinda ise UCP2 eksikligi olan
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farelerde indiiklenmis kolon kanseri olusturmus ve UCP2’nin etkilerini
incelemislerdir. UCP2 asir1 eksprese edildiginde, hiicrelerin oksidatif stresten
korundugunu, eksikliginde ROS’larin arttigin1 ve pro-inflamatuar sitokinlerin daha
fazla salindigin1 gérmiislerdir. Biz de c¢alismamizda tiimor hiicrelerinde kontrol
dokusuna gore artmis UCP2 ekspresyonu saptadik. UCP2'nin ekspresyonunun negatif
olarak diizenlenmesinin kanser gelisiminde 6nemli bir rolii olan NF-kB ile iligkili
oldugunu 6ne siirmislerdir (74). Literatiirde pro-inflamatuar sitokinler, kemokinler ve
NF-kB’nin protein etkilesimlerini, regiilasyonunu ve gen ekspresyonunu diizenleyerek
mesane kanserinin ilerlemesinde kritik bir 6neme sahip olduklari bildirilmistir (75).
Her ne kadar literatiirde mesane kanserlerinde bu iliski heniiz gosterilmemis olsa da
UCP2’nin mesane kanserinde de bu yolaklar1 etkiliyor olabilecegini diisiinmek

kaginilmazdir.

Literatiirde UCP2 mRNA ekspresyonlari ile UCP2 protein seviyelerine birlikte
bakan c¢alismalar da bulunmaktadir. Horimoto ve ark. 107 adet kolon kanseri dokusu
ile 17 adet tiibiiler adenom ve 9 adet hiperplastik polip arasindaki hem UCP2 mRNA
hem de protein diizeylerini immiinhistokimyasal olarak karsilagtirdiklarinda kolon
adenokarsinomlarinda UCP2 mRNA ve protein ekspresyon diizeylerini birka¢ kat
daha yiiksek bulmuslardir (76). Kuai ve ark. da 78 adet kolon kanseri dokusunda
tiimore komsu normal kolon dokusuna kiyasla hem UCP2 mRNA hem de protein
diizeylerini 6nceki ¢alismaya benzer sekilde tlig-dort kat daha yiiksek bulmuslardir
(77). Biz de bu calismalarla uyumlu olarak c¢aligmamizda UCP2 mRNA
ekspresyonunun tiimorlii dokularda kontrol dokularina gore artmis oldugunu saptadik.
Ayrica bahsi gegen her iki c¢aligmada da doku mikrodizilerine uygulanan
immiinohistokimyasal calismada neoplastik degisikliklerin siddeti arttikca UCP2
ekspresyonunun da arttigini gézlemlemisler. Ancak bizim ¢alismamizda I-PUK ’lerde
NIi-PUK ’lere kiyasla daha diisiik UCP2 gen ekspresyon diizeyi izlendi. Bu farklilik
mesane kanserlerinde I-PUK ve Ni-PUK ’lerin farkli genetik yolaklardan gelismesi ve
birbirini izleyen lezyonlar olmayabilecegi ile aciklanabilir. Ek olarak, UCP2 hemen
hemen tiim dokularda eksprese edilen bir gen olmasina ragmen dokular arasi seviye
farkliliklarinin olmasi beklenen bir durumdur. Calismalardaki farkliliklarin altinda

yatan nedenlerden biri de bu olabilir. Mesane karsinomlarinda UCP2 ekspresyonunu
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molekiiler veya immunohistokimyasal olarak degerlendiren herhangi bir calisma
bulunmadigi  i¢in  sonuglarimizi  karsilagtirabilecegimiz  literatiir  bilgisi

bulunmamaktadir.

Ayrica literatirde UCP2 gen diizeylerine bakmadan sadece UCP2 protein
seviyelerini degerlendiren arastirmalar da mevcuttur. Li ve ark. bas-boyun, deri,
prostat ve pankreas tiimoOr hiicresi ile komsu normal dokulardaki UCP2 protein
diizeylerini karsilastirmiglardir. Tiimor oOrneklerinde, UCP2 protein seviyelerinin
tiimor dokularinda komsu normal dokulara gore dnemli 6l¢iide daha yiiksek oldugunu
gostermislerdir. Biz ¢calismamizda UCP2 protein seviyelerini degerlendirmemis olsak
da, bu literatiir bilgisini destekler nitelikte tiimor dokularinda kontrole gore yiiksek
UCP2 mRNA ekspresyonu saptadik. Ayn1 c¢alismada UCP2 asir1 ekspresyonunun
hiicreleri ROS’larin indiikledigi apoptozdan korudugunu ve glikoz oksidasyonundan
yag asidi oksidasyonuna metabolik gecisi destekleyebilecegi One siirlilmiistiir. Bu
metabolik yeniden programlamanin malign hiicrelere avantaj saglayabilecegini ifade
etmislerdir (78). Literatiirde ¢ogu kanser hiicresinin metabolizmasinda oldugu gibi
mesane kanseri hiicrelerinde de hipoksi gibi olumsuz mikroortamlarda oncelikle
glikojen depolanmasinin arttig1 sonrasinda ise tiimor hiicresinin bilyiimesi i¢in gerekli
olan yag asidi sentez yolagina metabolik bir kayma oldugu bildirilmistir (65). Her ne
kadar mesane kanserinde bu yolaklarin baglantist ile ilgili bir ¢aligma yapilmamis olsa
da bu bilgiler 15181nda calismamizda elde ettigimiz tiimor hiicrelerinde artmis UCP2
ifadesi yag asidi sentez yolaginin aktivasyonu agisindan literatiire katki saglayabilir.
Wu ve ark. ise 35 adet glioblastoma multiforme dokusu ile normal beyin dokusunda
UCP2 antikoru ile immiinhistokimyasal olarak ekspresyon seviyelerini
karsilastirmislardir (79). Onceki literatiirii destekler nitelikte UCP2’nin glioblastoma
multiformede ekspresyonunun arttifin1 bulmuslar. Biz calismamizda her ne kadar
UCP2 protein diizeylerine bakmamis olsak da UCP2 gen ekspresyon diizeylerini
tiimdrli dokularda kontrole gore artmis oldugunu bulduk. Ayni ¢alismada UCP2'min
inhibisyonu ile p38 seviyesi ve E-cadherin proteinin ekspresyonunun azaldigini ve
dolayisiyla UCP2'nin inhibe edildigi tiimor hiicrelerinde migrasyon, invazivlik,
klonojenite ve proliferasyonun da onunla birlikte inhibe oldugunu, hiicre apoptozunu

ise arttigin1 ortaya koymuslardir. Bizim ¢aligmamizda bunun aksine her ne kadar
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istatistiksel olarak anlaml1 bulmasak da i-PUK olan olgularda UCP2 gen ekspresyon
seviyesinin NI-PUK ’lere gére daha diisiik oldugunu tespit ettik. Bizim ¢alismamizla
kiyaslandiginda UCP2 protein seviyeleri ile UCP2 mRNA seviyeleri arasinda farklilik
bulunmasinin  protein  olusum  siirecinde etkili olan  posttranslasyonel

modifikasyonlarla iligkili olabilecegi kanaatindeyiz.

Calismamizda inceledigimiz UCP2 ekspresyon diizeyleri tiim literatiir verileri
ile uyumlu olarak, tiimor dokularinda normal dokulara kiyasla yiiksektir. Ancak
yukarda belirttigimiz bazi literatiir bilgilerinde UCP2’nin ekspresyon diizeylerinin
calisgmamizla uyusmayan noktalar1 da bulunmaktadir. UCP2’nin her ne kadar tim
dokularda eksprese edildigi bilinse de UCP2 mRNA ekspresyonu daha 6nce mesane
tiimdrlerinde ¢alisilmadigi i¢in mesanedeki ekspresyon profili hakkinda bir 6n bilgiye
sahip degiliz. Dolayisiyla bu uyumsuzlugun UCP2’nin farkli dokulardaki degisen
ekspresyon diizeyleri ile iligkili olabilecegi goriisiindeyiz. Ayrica veri setimizdeki
olgular TUR islemi sonrasi elde edilen dokular oldugu i¢in tiimoriin tamamindaki
molekiiler alt yapiy1 temsil etmiyor olabilir. Farkliliklarin nedenlerinden biri olarak
evre karsilagtirmak icin TUR materyalinde bakabilecegimiz parametrelerin kisith
olmasi da bir etken olabilir. Ayrica gen ekspresyon diizeyinin degerini ortaya koymak

i¢cin daha uzun siireli izlemin kiymetli veriler sunabilecegi kanaatindeyiz.

Her ne kadar vaka serimizdeki hastalarin tedavi protokolleri tam olarak
bilinmese de literatiirden elde ettigimiz tiimorli dokularda UCP2 seviyeleri ile
kemoterapotiklere duyarliligin iligkisini arastiran c¢alismalardaki bilgiler 1s181inda
UCP2 ekspresyonlar1 ile mesane kanseri tedavisine yeni bir bakis agisi
kazandirabilecegimizi diisiinmekteyiz. Ayyasamy ve ark. UCP2’nin pek ¢ok kanser
hiicre hattindaki gen ekspresyon diizeylerine bakmislardir. Meme, over, mesane,
0zofagus, testis, kolorektal, bobrek, pankreas, akciger ve prostat tiimorlerinde ve
16semide UCP2’nin asir1 eksprese oldugunu bulmuslardir. Biz de ¢calismamizda tiimor
hiicrelerinde saglikli kontrol hiicrelerine kiyasla daha yiliksek UCP2 ifadesi oldugunu
saptadik. Ayrica arastirmacilar gardenya bitkisinden elde edilen genipin isimli
molekiilin UCP2 aracili proton sizintisint1 inhibe ederek UCP2'nin asagi

regiilasyonunu sagladigini, dolayisiyla UCP2 asir1 eksprese eden hiicrelerin tiimor
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tesvik edici Ozelliklerini  engelledigini  gostermislerdir. UCP2’nin  kanser
metabolizmasinda artan 6nemi ile birlikte kanser tedavisinde de rolii olabilecegini
distinmiuslerdir (80). Benzer sekilde Mailloux ve ark. da kolon kanserinde
kemoterapotiklere duyarli hiicreler ile direncli hiicrelerdeki genipin ile inhibe edilen
UCP2’nin roliinii arastirmiglardir.  Genipin ve farkli dozlarda uygulanan
kemoterapoétikler ile birlikte verildiginde ilaca direngli hiicre o6liimiinde artis
gozlenmistir. UCP2’nin mitokondriyal ROS iiretimini baskiladigi ve ilaca direngli
kanser hiicreleri tarafindan oksidatif stresi azaltmak i¢in kullanildig1 bilinmektedir. Bu
calisma ile bir UCP2 inhibitorii olan genipinin ilaca direngli hiicreleri sitotoksik
ajanlara kars1 hassaslastirdigini gostererek bu hipotezi desteklemislerdir (81). Yu ve
ark. safra kesesi kanseri olan ve gemsitabine direngli olan hastalarda genipin
tedavisinin etkisini incelediklerinde tedavi alan safra kesesi kanseri hiicrelerinin
gemsitabin tedavilerine duyarli hale geldigini gérmislerdir. UCP2'nin genipin ile
inhibe edildigi hiicrelerde glikolizin inhibe edildigini ve asag1 akis sinyal molekiilleri
NF-kB/FAK/B-katenin'in asag1 regiile edildigini, mitokondriyal ROS artisina neden
oldugunu ve dolayisiyla kemosensitif 6zellik kazandigini gostermislerdir (82).
Santrandreu ve ark. kanser hiicrelerindeki kemosensitivitenin  nedenini
arastirmiglardir. Kanser hiicreleri tarafindan mekanik olarak farkli antitimér ilaglara
kars1 gosterilen kemosensitivitenin, mitokondri ve redoks metabolizmasinda erken
degisiklikleri indiikleme kapasiteleri ile iligkili oldugu gostermislerdir. Antioksidanlar
ve UCP’lerin, tiimor hiicrelerinde sisplatin kaynakli sitotoksisiteye karsi koyarak
oksidatif stresin ve mitokondriyal ayrigmanin engellenmesinin antiproliferatif
aktivitesiyle ilgili oldugunu bulmuslardir (83). Dalla Pozza ve ark. ise gemsitabin
tedavisine direncli olan tiimor dokularini incelemislerdir. UCP?2 asir1 ekspresyonunun
antikanser ilac1 gemsitabin tarafindan mitokondriyal siiperoksit indiiksiyonunu giiglii
bir sekilde azalttigin1 ve kanser hiicrelerini gemsitabin kaynakli apoptozdan
korudugunu gostermislerdir. Aksine, genipin veya UCP2 mRNA susturma yoluyla
UCP?2 inhibisyonunun, gemsitabin ile indiiklenen mitokondriyal siiperoksit tiretimini
ve apoptozu gii¢lii bir sekilde artirarak kanser hiicresi proliferasyonunu sinerjik olarak
inhibe ettigini bulmuslardir (84). Bilindigi gibi mesane kanserinde gemsitabin ve
sisplatin en sik kullanilan intravezikal kemoterapdtik ajanlardandir. Giinlimiizde

mesane karsinomlarinda derin kas invazyonu olmasa bile niiks goriilen hastalara TUR
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islemi sonrasi kemoterapoétik ilaglar verilmektedir. Biz de ¢alismamizda niiks goriilen
hastalarda niiks olmayanlara kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde daha yiiksek
UCP?2 ekspresyon seviyeleri oldugunu tespit ettik. Literatiirde bu konuda heniiz bir
calisma bulunmamakla beraber, ¢alismamiz yapilan diger aragtirmalara bakilarak sik
tekrar eden mesane kanseri hastalarinda UCP2 inhibisyonu ile yeni bir tedavi

protokolii olugturulmasina dair yon verme potansiyeline sahiptir.

FNDC5/irisin'in temel etki mekanizmasi lipid esmerlesmesini yani adaptif
termojenezi, fosforile p38 ve fosforile ERK seviyelerini artirarak, UCPI ve diger
termojenik genlerin ekspresyon seviyesinin yukari regiilasyonu araciligr ile
saglamaktir. Literatiirde son yillarda artan kanser hiicrelerinin metabolizmasi ile ilgili
calismalarda FNDC5/irisinin 6nemli bir rol oynadigini bildiren calismalar dikkati

¢ekmektedir.

Literatiirde FNDC5/irisinin farkli dokularda degisen ekspresyon diizeylerine
sahip oldugu rapor edilmistir. Liu ve ark. irisinin pankreas kanseri hiicrelerinin
proliferasyonunu, invazyonunu ve metastatik yetenegini inhibe ettigini bulmuslardir.
Calismamizda da bununla uyumlu olarak I-PUK’lerde NI-PUK’lere gore anlamli
olarak azalmis FNDC5 mRNA ekspresyonu saptadik. Irisin artistnin AMPK-mTOR
yolu iizerinden hiicre enerji homeostazinin siirdiiriilmesinde rol oynayan ve EMT nin
baslatilmas: i¢in de gerekli olan AMPK’y1 aktive ettigi dolayisiyla mTOR sinyal
yolunu inhibe ederek gerceklestirdigini géstermislerdir (85). Ayrica literatiirde mesane
kanserinde sik goriilen mTOR yolagimin aktivasyonu ile tiimoriin progresyon ve
invazyon kabiliyetinin arttig1 bildirilmistir (86). Caligmamizda elde ettigimiz veriler
literatiir bilgileri ile birlestirildiginde FNDC5’in mesane kanserinde de mTOR yolag:

tizerinde etkisi olabilecegini diisiindiirmektedir.

Gannon ve ark. meme kanseri hiicre hatlarinin popiilasyon biiyiikligi,
invazyonu ve goc kapasitesi lizerinde irisinin inhibitdr etkisini gostermislerdir.
Calismamizda irisin ekspresyonlarin1 degerlendirmemis olsak da biz de FNDCS5
ekspresyonlarinin I-PUK’lerde anlamli derecede azalmis oldugunu gordiik. Ancak

tiimor boyutu ve metastaz varlig1 ile FNDCS5 ekspresyonu arasinda herhangi bir iligki
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saptamadik. S6z konusu ¢aligmada irisinin bu etkisini kaspaz aktivitesinin uyararak ve
aktive B hiicrelerini, TNF gibi diger miyokinlerin tersi bir islevi olan NF-kB
aktivitesini inhibe ederek malign hiicrelerin apoptozunu indiikleyerek gerceklestirdigi
ifade edilmistir (87). Daha once de bahsettigimiz gibi literatiirde pro-inflamatuar
sitokinler, kemokinler ve NF-kB’nin protein etkilesimlerini, regiillasyonunu ve gen
ekspresyonunu diizenleyerek mesane kanserinin ilerlemesinde kritik bir Oneme
sahiptir (75). FNDC5’in mesane kanserlerinde de bu yolaklar1 kullaniyor olmasi

muhtemeldir.

Aslan ve ark. prostat kanseri hastalarinda ve saglikli erkek bireylerde serum
irisin diizeylerini karsilagtirmiglardir. Kanser hastalarinda serum irisin diizeylerinin
saglikli erkek bireylere kiyasla daha az oldugunu tespit etmislerdir (88). Biz de
calismamizda literatlirii destekler nitelikte, invaziv karsinomlarda kontrol grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmig FNDC5 mRNA seviyeleri tespit
ettik.

Altay ve ark. ise onceki bilgilerin aksine renal hiicreli karsinom dokularinda
kontrol grubuna gére FNDC5/irisin ekspresyon diizeylerinin anlamli derecede yiiksek
oldugunu gormiislerdir (89). Bizim ¢alismamizda irisin protein ekspresyonlar
degerlendiremedi. Ancak, biz FNDC5 mRNA seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli
olmasa da Ni-PUK ’lerde kontrole gére artmis oldugunu, I-PUK lerde ise NI-PUK ’lere
ve kontrol grubuna gore istatistiksel agidan azalmis oldugunu tespit ettik.
Calismamizda elde ettigimiz FNDC5 mRNA seviyeleri ile bahsi gecen literatiirdeki
protein seviyeleri arasinda tezatlik bulunmasi protein olusum siirecinde etkili olan
posttranslasyonel modifikasyonlarla ve irisinin farkli dokularda degisen ekspresyonu

olan bir miyokin olmasi ile iliskili olabilir.

Literatiirde irisin ile timoOr metastazi iligkisinin incelendigi calismalar da
dikkati c¢ekmektedir. Pinkowska ve ark. kiiclik hiicreli dis1 akciger karsinomu
hastalarinda lenf nodu metastaz1 olan ile olmayanlar arasindaki serum irisin
seviyelerini karsilastirmislardir. Lenf nodu metastazi olan hastalardan alinan

orneklerde, metastazi olmayanlara kiyasla irisin seviyelerinde bir azalma
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gbzlemlemislerdir (61). Shao ve ark. da bununla uyumlu sekilde yine kiigiik hiicreli
dis1 akciger karsinomunda irisininin dokudaki artmis ekspresyonunun metastazi inhibe
ettigini bulmuslardir (90). Calismamizda serum ya da doku irisin diizeyleri
incelenmemis olup, mevcut metastazi olan hastalarda FNDC5 gen ekspresyon diizeyi
metastazi olmayanlarla kiyaslandiginda anlamli bir farklilik saptanmamistir. Ayni
caligmada irisinin PI3K/Akt fosforilasyonu ve gen ekspresyonunu inhibe etmekten
sorumlu, E-cadherin'in ana diizenleyicisi olan transkripsiyon faktorii Snail tizerindeki
inhibitor etkisini de gdstermislerdir. Dolayisiyla PI3K/Akt/Snail yolagi araciliiyla
irisinin EMT'yi inhibe ettigini ve akciger kanseri hiicrelerinin proliferasyonunun,
migrasyonunu ve invazyonunu azalttigmi ortaya koymuslardir. Bununla uyumlu
olarak da ¢alismamizda noninvaziv dokularda FNDC5 ekspresyonu invaziv dokulara

gore daha yiiksekti.

Literatirde ~ FNDCS5/irisinin ~ aym1  timorlerde  birbirleriyle  ¢elisen
ekspresyonlar1 da bildirilmistir. Kong ve ark. irisinin inhibisyonunun osteosarkom
hlcrelerinin proliferasyonunu, migrasyonunu ve invazyonunu o6nemli 6lcude
baskiladigini ortaya koymustur. S6z konusu c¢aligmada irisinin , E-cadherin, N-
cadherin, vimentin, fibronektin, MMP2, MMP-7 ve MMP-9 ekspresyonunu
diizenleyerek, ayrica STAT3/Snail sinyal yolu araciligiyla (STAT3 fosforilasyonunu
ve Snail ekspresyonunu baskilayarak) osteosarkom hiicrelerinde 1L-6 ile indiiklenen
EMT’yi tersine ¢evirdigini gostermislerdir (91). Bunun aksine Cheng ve ark. ise
osteosarkom hastalarinda serum ve dokularinda FNDC5/irisin seviyesinin azaldigini,
FNDC5'in osteosarkom hiicrelerinde diisiik oranda ifade edildigini gdstermislerdir.
Ayni calismada FNDCS5 ve irisin seviyesinin artiginin E-cadherin ve diger epitelyal
belirteg proteinlerinin ekspresyonunu yukari dogru diizenlerken, N-cadherin ve MMP
gibi diger mezenkimal belirtec proteinlerinin ekspresyonunu asagi dogru diizenleyerek
hiicre gocunu, invazyonunu ve EMT’yi baskiladigii bildirmislerdir (92). Biz
calismamizda serum irisin diizeylerine bakmadik sadece dokulardaki FNDC5 gen
ekspresyonunu degerlendirdik. i-PUK olan olgularda Ni-PUK ve kontrol grubuna gére
FNDCS5 ekspresyonlarinda anlamli bir azalma saptadik. Cheng ve ark. FNDC5
tizerinden yaptig1 degerlendirme bizim ¢alismamizi destekler nitelikte iken, Kong ve
ark. yaptig1 calisma bunun aksini iddia etmektedir. Ancak bu ¢eligkinin sebebi

FNDC5’in gen ifadesi ile FNDCS5/irisinin protein ifadelerinin farkli yapilar olmasi,

79



serum irisini ile doku irisinin farkli yontemler ile degerlendirilmesi ve seviyelerinin

birbiri ile korelasyon gostermiyor olmasi olabilir.

Provatopoulou ve ark. da meme kanseri hastalarinda kontrollere kiyasla daha
diisiik serum irisin seviyeleri bulmuslardir. Calismamizda serum irisin seviyelerini
degerlendirmemis olsak da invaziv karsinomlarda, kontrole ve noninvazivlere gore
azalmis FNDC5 ifadesi oldugunu bulduk. Ayni ¢alismada yliksek irisin seviyelerinin
tiimor evresi, timor boyutu ve lenf nodu metastazini da artirdigini ifade etmislerdir
(93). Bunun aksine Zhang ve ark. nin meme kanseri hastalarinda yaptiklar1 ¢calismada
ise serum irisin seviyelerinin spinal metastazi olanlarda olmayanlara kiyasla daha
diisiik oldugunu gostermislerdir (94). FNDC5 mRNA seviyelerini degerlendirdigimiz
calismamizda ise mesane kanserinde FNDCS5 diizeyleri ile tiimdr boyutu, evreyi
etkileyen parametrelerden biri olan derin kas invazyonu ve matastaz varlig1 arasinda
bir iliski bulamadik. Ancak metastazi olan iki adet hastamizin olmasi nedeniyle

anlamlilik elde edememis olabilecegimizi diisiinmekteyiz.

Altay ve ark. indiiklenmis mide kanseri olusturduklar fareler ile yaptiklart bir
calismada farelerin BYD ve KYD’deki FNDC5 mRNA, irisin protein ve UCPI mRNA
ekspresyon diizeylerine bakmislardir (95). Indiiklenmis mide kanseri olan farelerde
BYD ve KYD’de FNDCS5 ve irisin ekspresyonunun énemli dlcilide arttigini ve timor
ilerlemesiyle birlikte her iki adipoz dokuda da irisin ekspresyonunda bir artis oldugunu
bildirmislerdir. Ancak kanserli dokularda normal dokulara kiyasla irisin ekspresyonu
acisindan anlamli bir farklilik izlememislerdir. Bunun aksine Shahidi ve ark. da mide
kanseri olan hastalar ile saglikl1 insanlardaki serum irisin diizeylerini karsilastirdiklar
calismalarinda mide kanseri hastalarinda kontrollere kiyasla daha ytiksek serum irisin
seviyeleri oldugunu bildirmislerdir (96). Biz de ¢alismamizda hastalarin adip6z
dokularinda degil sadece tiimoér dokularinda FNDC5 ve UCPI ekspresyonlarini
degerlendirdik. NI-PUK grubunda kontrole gére istatistiksel olarak anlaml1 olmasa da
artmis FNDC5 mRNA ekspresyonu oldugunu bulduk. Ancak I-PUK ’lerde kontrole
gore FNDC)5 ekspresyonlarinda istatistiksel agidan anlamli bir diisiis saptadik. UCP/
ekspresyonlarmin ise hem NI-PUK grubunda hem de I-PUK grubunda kontrole
kiyasla istatistiksel olarak anlamli azalmis oldugunu gosterdik. Ayni ¢alismada BYD

ve KYD’de o6lg¢iilebilir diizeyde UCPI ekspresyonu gozlememislerdir. Bunun sebebi
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olarak da yeterli miktarda FNDC5 ekspresyonu elde edilememesi ile
aciklanabilecegini 6ne siirmiislerdir. Bizim ¢alismamizda her iki genin ekspresyonu da
invaziv timorlerde anlaml sekilde azalmis olup, UCPI gen ekspresyon diizeyi ile
FNDCS5 gen ekspresyon diizeyi karsilastirildiginda aralarinda pozitif yonlii anlamli bir

korelasyon da mevcuttu.

Aydin ve ark. saglikli mide, ©6zofagus, kolon, karaciger ve pankreas
dokularinda pozitif irisin ekspresyonu oldugunu bulmuslardir (97). Ayrica bu
organlara ait bazi malignitelerde yani, gastrik adenoskuamoz karsinom, gastrik
adenokarsinom, gastrik ndroendokrin karsinom, gastrik tasli yiiziik hiicreli karsinom,
0zofagus  adenokarsinomu, Ozefagusun noroendokrin  karsinomu, kolon
adenokarsinomu, miisinéz kolon adenokarsinomu, hepatoseliiler karsinom ve
pankreatik duktal adenokarsinomda saglikli dokularina gore daha yiiksek irisin
ekspresyonu gozlemlemislerdir. Ancak hepatoselliiler karsinomda tiim gastrointestinal
sistemin tersine normal karaciger dokusuna kiyasla daha diisiik irisin ekspresyonu
saptamiglardir. Pazgan-Simon ve ark. da benzer sekilde serum irisininin de
hepatoselliiler karsinomlu hastalarda azalirken, sirozlu hastalarda kontrollere kiyasla
anlaml bir farklilik géstermedigini bulmuslardir (98). Ayrica, s6z konusu ¢alismada
irisin seviyelerinin hepatoselliiler karsinomun ve sirozun daha ileri evrelerinde 6nemli
Olciide azaldigimi ifade etmigslerdir. Biz de iteratiirde ilk olarak normal mesane
dokusunda ve mesanenin papiller iirotelyal karsinomlarinda FNDC5 ekspresyonlarini
degerlendirdik. Her ne kadar ¢aligmamizda irisin proteinine ya da serum irisinine
bakmamis olsak da FNDC5 gen ekspresyon diizeylerinin hepatoselliiler karsinomlar
ile yapilan galismalarla uyumlu olarak I-PUK’lerde kontrollere kiyasla daha diisiik
oldugunu izledik. Ancak degerlendirilen dokularda derin kas invazyonu ve metastaz

gibi evreyi etkileyen parametrelerle anlamli bir iligki saptayamadik.

Yapilan ¢aligmalarda irisinin doku ekspresyon diizeyleri ile serum diizeyleri
arasindaki uyumsuzluklar FNDC5'ten seruma irisin salgilanma mekanizmasinin heniiz
yeterince aydinliga kavusturulamamis olmasi ile agiklanmaktadir (99). Irisinin
FNDC5’in metabolik etkilerine aracilik eden salgi peptidi olmasi sebebiyle liretim

asamasinda posttranslasyonel modifikasyona (glikozile-nonglikozile olmasi, protein
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yart Oomrii, protein denatiirasyonu gibi) ugrama ihtimali 6énemli bir etken olabilir.
Ayrica degisen serum irisin konsantrasyonlar1 yag veya kas dokusu gibi farkli dokular
tarafindan irisin salgilanmasmin bir sonucu da olabilir. Literatiirde mesane
karsinomlarindaki irisin ekspresyonu ya da FNDC5 mRNA ekspresyonu ile ilgili bir
calisma bulunmamakla birlikte ¢calismamizda elde ettigimiz verilerde FNDC5 mRNA
ekspresyonunun istatistiksel agidan anlamli olmasa da Ni-PUK’te kontrol grubuna
kiyasla artis oldugunu ve I-PUK grubunda NI-PUK’e ve kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli diisiis oldugunu saptadik. Mesane kanserinde diisiik
dereceli papiller iirotelyal karsinomlar ile yiiksek dereceli papiller iirotelyal
karsinomlarin birbirinin devami seklinde degil, farkli yolaklar iizerinden gelistigi
bilinse de yiiksek dereceli tiimorlerin daha agresif bir seyir izledigi bilinmektedir.
Tiimor baslangi¢c evrelerinde FNDC5 artmis ekspresyonu gerekli iken, tlimdriin
agresifligi arttikca FNDCS5 ekspresyonunun azaldigini soyleyebiliriz. Yani elde

ettigimiz veriler ile literatiirii destekler niteliktedir.

Literatiirde FNDC5 gen ekspresyon diizeyleri ile kemoterapiye yanitin iliskisini
inceleyen bir ¢calismada Fan ve ark. paklitaksele duyarli ve direncli kiiciik hiicreli dis1
akciger karsinomu hiicre hatlarinda FNDC5’in gen ekspresyon diizeylerine
bakmislardir. FNDC5'in artmis ekspresyonunun NF-«B inhibisyonu araciligiyla ¢oklu
ilag direnci proteininin ekspresyonunu inhibe ederek paklitaksele duyarli veya direncli
kiigtik hiicreli dis1 akciger karsinomu hiicre hatlarinda paklitaksel kemosensitivitesini
artirdigin1 bulmuslardir (100). Bilindigi gibi mesane kanserlerinde kas invazyonu
gosteren vakalar ile invazyon gostermese bile niiks goriilen hastalara kemoterapi
uygulanmaktadir. Ozellikle noninvaziv iirotelyal karsinomlarin diisiik dereceli bile
olsalar sik tekraralayarak tedavi zorlugu olusturdugu bilinmektedir. Her ne kadar
calismamiza dahil ettigimiz hastalarin kesin tedavi protokollerini bilmesek de,
paklitaksel mesane kanseri hastalarinda yaygin olarak kullanildigi bilinen bir
kemoterapotik ajandir. Caligmamizda anlamli olmasa da niiks olan hastalar ile olmayan
hastalar FNDC5 gen ekspresyon diizeyleri yoniinden kiyaslandiginda niiks olanlarda
daha diisiik ekspresyon saptadik. Bu bulgular literatiirdeki yiiksek FNDC5
ekspresyonunun kemoterapotiklere duyarlihig artirdigimi séyleyen calismalarla

uyumludur.
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Literatirde UCPI, UCP2 ve FNDC5’in mRNA ekspresyonlarinin mesane
karsinomlarindaki roliinii gosteren herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak
serum irisin ile mesane karsinomlarinin iliskisini ortaya koyan sinirl sayida calisma
mevcuttur. Taken ve ark. ile Esawy ve Abdel-Samd mesane kanseri olan hastalarda
kontrol grubuna kiyasla daha diisiik serum irisin seviyeleri oldugunu tespit etmislerdir
(101,102). Bunlarla uyumlu sekilde biz de calismamizda her ne kadar serum irisin
seviyelerini degerlendirmemis olsak da FNDC5 mRNA ifadelerinde I-PUK’lerde
kontrole gore istatistiksel a¢idan anlamli bir azalma saptadik. Ayrica s6z konusu
calismalarda irisin seviyesi kas invaziv olan hastalarda kas invaziv olmayan hastalara
kiyasla da anlamli derecede yiiksek bulunmus. Ancak bizim ¢alismamizda derin kas
invazyonu gosteren dokular ile gdstermeyenler arasinda FNDC)5 seviyelerinde anlaml
bir farklilik saptanmadi. Esawy ve Abdel-Samd’in ¢alismasinda ayrica tiim hasta
grubunda incelenen genel sagkalim oranlarinda ytiksek irisin diizeyine sahip hastalarin
genel sagkalim oranlari, diisiik irisin diizeyine sahip hastalara kiyasla dnemli 6l¢iide
daha yiiksek oldugu goriilmistiir. Fakat bizim ¢alismamizda FNDCS5 ifadesinin
sagkalimla arasinda anlamli bir iliski izlenmedi. Ayrica bu ¢alismada VKI’nin mesane
karsinomlar1 tizerindeki progresyon, niiks ve kotii sagkalim orani ile muhtemel iliskili
oldugunu ileri stirmiisler ve mesane karsinomu hastalarinda saglikli kontrollere kiyasla
anlamli derecede daha yiiksek VKI oldugunu ortaya koymuslardir. Literatiirde irisinin,
kanser ilerlemesi sirasinda indiiklenen lipogeneze telafi edici bir yanit olarak de novo
lipogenezi inhibe ederek BYD’de triasilgliserolleri hidrolize edip kanserdeki kilo
kaybindan sorumlu olabilecegini ifade eden, yani serum irisin diizeyleri ile VKI
arasinda negatif korelasyon olmasinin beklenen bir durum oldugunu sdyleyen
calismalar mevcuttur (96). Esawy ve Abdel-Samd’in elde ettikleri sonug ile VKI ile
serum irisin diizeyleri arasinda beklenen negatif korelasyonu dogrulamislardir. Biz de
calismamiza dahil ettigimiz hastalarin VKi’lerini degerlendirmek istedik ancak veri
tabanimizda hastalarm VKI bilgileri bulunmadig: i¢in karsilastirma yapamadik. Ancak
ileriki  caliymalarda  hastalarin ~ VKI’leri ile  ekspresyon  profillerinin
karsilastirilmasindan elde edilecek verilerin literatiire anlamli katkisi olabilecegi

goriisiindeyiz.
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10.

6. SONUC VE ONERILER

Mesane kanserlerinin olduk¢a yiiksek insidansa ve mortaliteye sahip
tiimorler olmasi nedeniyle bu tiimdrlerin patogenezinin daha ayrintili
aragtirtlmasi gerekmektedir.

Calismamiza DSO 2022 kriterlerine gore 30 adet Ni-PUK ve 30 adet i-PUK
tanis1 alan hastalar ile normal tirotelyal epitele sahip 24 adet olgu olmak
tizere toplam 84 olgu dahil edilmistir.

Tiim olgularin UCP1, UCP2 ve FNDC5 mRNA ekspresyonlarina RT-gPCR
yontemi ile bakilmistir. Gen ekspresyonlari histopatolojik  ve
Klinikopatolojik parametreler ile Kkarsilastirilmistir. Calismamiz mesane
kanserlerinde s6zl gegen genlerin ekspresyon diizeylerini degerlendiren ilk
calisma olmasi sebebi ile literatiire 6nemli bir katki sunmaktadir.

UCPI, UCP2 ve FNDC5’in ekspresyon diizeylerinin gruplar arasinda farkli
oldugu bulundu.

UCP1 geninde i-PUK grubunda daha belirgin olmak iizere hem NI-PUK
hem de I-PUK grubunda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1
azalmis ekspresyon diizeyleri goriildii.

Nekroz olan vakalar ile nekroz olmayan vakalar karsilastirildiginda nekroz
izlenen vakalarda UCPI gen ekspresyon diizeyleri anlamli sekilde diisiik
bulundu.

UCPI gen ekspresyon diizeylerinin diferansiyasyon gosteren vakalarda
diferansiyasyon izlenmeyen vakalara gore anlamli sekilde diisiik oldugu
tespit edildi.

UCP2 geninde Ni-PUK grubunda kontrol grubuna gore bakildiginda
istatistiksel olarak daha yiiksek ekspresyon seviyeleri saptandi.

UCP?2 gen ekspresyon diizeyleri derin kas invazyonu olanlarda olmayanlara
gore istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulundu.

UCP2 gen ekspresyon diizeylerinin niiks goriilen vakalarda niiks olmayan

vakalara kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde artmis oldugu saptandi.
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FNDC5 geninde I-PUK grubu Ni-PUK ve kontrol grubu ile
karsilastirildiginda Ni-PUK ’lerden daha belirgin olmak iizere her iki gruba
gore istatistiksel agidan anlamli diisiik ekspresyon seviyeleri bulundu.
UCPI, UCP2 ve FNDC5 gen ekspresyon diizeyleri kendi aralarinda
karsilastirildi. UCPI ve UCP2 arasinda pozitif yonlii diisiik diizeyde anlamli
korelasyon izlendi. UCPI ve FNDC3 arasinda pozitif yonlii orta derecede
anlamli korelasyon bulundu.

Demografik veriler kendi aralarinda karsilastirildi. Muskularis propria
invazyonu ile LVI arasinda anlamli bir pozitif korelasyon saptandi.
Muskularis propria invazyonu ile nekroz arasinda anlamli bir pozitif
korelasyon izlendi. Nekroz ile diferansiyasyon arasinda anlamli bir pozitif
korelasyon bulundu. Ayrica tiimor boyutu ile nekroz arasinda anlamli bir
pozitif korelasyon mevcuttu.

Calismamiz alaninda ilk calisma olmasina ragmen bazi kisithiliklar
icermektedir. Bu kasitliliklar calismanin tek merkezli olmasi, molekiillerin
yalnizca RT-qPCR yontemi ile incelenmis olmasi, dokudaki ve serumdaki
protein seviyelerine bakilamamis olmasi ve az sayida hasta i¢cermesi olarak
ifade edilebilir.

Hastalarda UCPI, UCP2 ve FNDC5 mRNA diizeyleri mesane kanserinde
taniya katki vererek, prognozu 6ngérmede yardimci olabilir.
Caligmamizdaki genler, timor gelisim ve progresyonlarindaki onemli

rolleri ile birer tedavi hedefi olarak kullanilabilme potansiyeline sahiptir.
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TEZ KONUSU ONAY FORMU (V.3)
Uzmanhk Ogrencisinin Buse BAYAZIT GOZUKUCUK
Adi Soyadi:
Telefon:

| E-Posta:
Uzmanhk Dal: Tibbi Patoloji

Egitim Kurumu: Ankara Sehir Hastanesi (Bilkent)

Uzmanhk Egitimine 13.05.2020
Baslama Tarihi:
Uzmanhk Egitimini Bitirme | 13.05.2024
Tarihi:
Program Yéneticisinin Prof. Dr. Fazh ERDOGAN
Adi Soyadi:
Tez Damismaninin Dog. Dr. Tuba Dilay KOKENEK UNAL
Adi Soyadi:
Telefon:

E-Posta:

*Arastirma/Tez Konusu (Study Title)

Enerji Metabolizmasminin Diizenlenmesinde Rol Oynayan Genlerin Mesanenin Papiller Urotelyal
Karsinomlarindaki Yeri

1-Aragtirma Sorusu (Research problem)

Mesanenin papiller iirotelyal karsinomu ile normal iirotelyal epitel karsilastirildiginda UCP1, UCP2 ve
FNDCS genlerinin ekspresyonlarinda farklilik var m?

2-Arka Plan ve Gerekge (Background/rationale)

Mesane kanseri diinyada izlenen kanserlerin %3,2sini olusturmakta olup, erkeklerde prostat, akciger ve
kolon kanserinden sonra dordiincii siklikta goriilen kanser tiiriidiir. Kanserlerin siklik siralamasinda 9.
sirada yer alrlar ve erkeklerde kanser iligkili oliimlerin 8. en sik nedenini olustururlar. Mesane
tiimdrlerinin %90’1 iirotelyal kanserlerdir ve bunlarin da biiyiik béliimii papiller morfolojidedir. Geriye
kalan %10 oranindaki tiimérler ise diger epitelyal tiimérler (skuamoz hiicreli karsinom, adenokanser ve
kiigiik hiicreli kanser), mezenkimal tiimorler ve komsuluk veya uzak metastaz yolu ile gelen sekonder
tiimérlerdir.

2022 Diinya Saghk Orgiitii simiflamasina gore iirotelyal timorler invaziv ve non-invaziv iirotelyal
neoplaziler olmak iizere iki kategoride incelenmektedir.

Muskularis propria invazyonu gostermeyen mesane tiimorlerinin %70’ non-invaziv papiller iirotelyal
karsinom, %20’si lamina propriaya invaze iirotelyal karsinom ve %10’u iirotelyal karsinoma in-situ olarak
karsimiza gikmaktadir. Genel olarak muskularis propria invazyonu bulunmayan olgularin prognozu iyi
olmakla birlikte bu olgularin %30-80’i rekiirrens, %10-45%i 5.y1l iginde progresyon (muskularis propria
invazyonu) gostermektedir. Bu kanserler sik takip gerektiren ve prognozu degiskenlik gdsteren kronik bir
hastalik olarak kabul edilmekte olup tekrarlayan kontroller ve tedaviler gerektirirler. Muskularis propriaya
invazyon gosteren timorler daha agresif bir seyre sahip olup, tedavide operasyon ve kemoterapi yer
almaktadir. 2
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Timdrlerin - olusum ~ ve gelisim  siiregleri  sirasinda  pek ¢ok biyokimyasal ve metabolik olay \
gergeklesmektedir. Ozellikle malign neoplaziler sonsuz replikasyon Kapasitesine sahip olup hiicrelerin
hayatta kalmasi ve gogalmasi igin siirekli bir encrji kaynagina ve hiicresel metabolik olaylarin
diizenlenmesine ihtiyag duymaktadir. Malign hiicrelerdeki metabolik yeniden programlama, tiimor
hiicrelerinin enerji kullaniminmn diizenlenmesinde ve timor gelisiminde 6nemli katkisi olan bir siiregtir. Bu
stireg pek gok farkl faktor tarafindan diizenlenmektedir. UCP ailesi mitokondriyal membranda molekiil
tasiyier olarak yer almakta olup, oksidatif fosforilasyon ve enerji iiretimi regiilasyonunda rol
oynamaktadir. UCPI ve UCP2 saghkli dokuda termoregulasyon, ATP iiretimi ve reaktif oksijen
substratlaninin - (ROS)  diizenlenmesi ile iliskili olup, tiimérli dokularda timérogenez ve hatta
kemoterapiye direng ile iliskili oldugu da gosterilmistir.“Warburg etkisi” olarak da bilinen aerobik glikoliz,
malign hiicrelerin metabolik strese uyum saglamast igin kazanilmis 6nemli bir yetenek olup UCP2 aerobik
glikoliz siirecinde dnemli bir rol oynamaktadir. UCPI de solunum zincirinde adenozin trifosfat (ATP)
liretiminin inhibisyonuna neden olur. UCP2, PRPF404 ve COLIAl artist daha 6nce malign dokularda
gdzlenmis ve hipoksi ve oksidatif strese yanitla iligkilendirilmistir.

Fibronektin tip III alani igeren protein 5 (FNDCS5), irisin salinmasina sebep olan transmembran yerlesimli
bir prohormondur. irisin, metabolik siireglerin diizenlenmesinde rol oynayan bir adipomiyokindir.
Inflamasyon basta olmak iizere kanser de dahil pek ¢ok siiregte etkili oldugu gdsterilmistir. irisin'in,
mitokondriyal membranda termogenin (UCP1) ekspresyonunu artirarak beyaz yag dokusunun kahverengi
yag dokusuna déniistiiriilmesinde anahtar rol oynadigi gosterilmistir. Malign tiimérlerde artan irisin
diizeylerinin lokal hipertermiye yol agabilecegi, bunun sonucunda protein denatiirasyonuna ve
mitokondriyal solunum zincirinde ATP olusumunu bloke ederek timor biiylimesinin inhibisyonuna yol
acabilecegi diigiiniilmektedir. Irisinin in vitro calismalarda tiimér proliferasyonunu, migrasyonunu ve
invazyonunu engelledigi gosterilmistir. Ayrica epitelyal-mezenkimal transziyonun (EMT) inhibisyonunda
da rol oynamaktadr.

UCPI, UCP2 ve FNDC5 mitokondri membraninda yerlesmis enerji metabolizmasinda rol oynayan ve
timdr gelisimine 6nemli katkisi olan birbirleriyle iliskili genlerdir. Bu genlerin farkh timérlerdeki
ekspresyonlari literatiirde az sayidaki ¢alismada incelenmis olup daha 6nce mesane karsinomlartyla ilgili
herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Literatiirde kolon, deri ve pankreas kanseri dahil olmak iizere gesitli kanserlerde aktif glikolizin eslik ettigi
anormal UCP2 ekspresyonu gozlemlenmistir. Safra kesesi kanserlerinde UCP2 ekspresyonunun amplifiye
oldugu ile ilgili anlamli bir sonug elde edilmistir. UCP ailesinin over kanseri hastalarinda sagkalimla
iliskili oldugu gosterilmistir. Yapilan ¢alismada diger cogu malignitenin aksine over kanserlerinde artmus
UCPI seviyesinin tiimér invazyonu, EMT'yi, metastazi, DNA onarmumni ve anjiyogenezi downregiile
edebilecegini gostermektedir.

UCP2'nin ayrica tiimériin ilerlemesinde paradoksal bir rolii vardr. Metabolizmayi tesvik ederek, ROS'u
diizenleyerek, tiimdr apoptozunu nleyerek ve kemoterapiye tiimér direncini artirarak meme kanserinde
tiimdriin ilerlemesine katkida bulundugu gosterilmistir. FNDCS5, bébrek, kolorektal ve meme kanserinde
viiksek oranda eksprese edilmektedirr. Meme kanseri hastalarinda, timér dokusunda artmig FNDC5 / irisin
ekspresyonu sagkalim ile ilgili iyi bir prognostik faktérdiir. Bir ¢alismada Sorafenibe direngli hepatoseliiler
karsinom (HCC) hiicrelerinde FNDCS5 ekspresyonunun arthigr ve FNDC5'in yikilmasinin, sorafenibe
direngli HCC hiicrelerinde ferroptoz seviyelerini artirdi@ bulunmugtur. Adrenal kortikal karsinomlu
hastalarin tiim&r dokularinda ise FNDC5 ekspresyonu azaldig tespit edilmistir.

Ancak literatiirde mesane timérlerinde UCPI, UCP2 ve FNDC5 ekspresyonlari ile ilgili daha Snce
yapilmis herhangi bir caligma bulunmamaktadir.

3-Arastirma amaci (Objectives)

Literatiirde bazi tiimérlerde UCP1, UCP2 ve FNDCS'in farkl sekilde ekspresyon degisikligine ugradiginy
Lgﬁswre calismalar meveut olup mesane tiimorlerinde daha énce yapilmis herhangi bir ¢alisma
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bulunmamaktadr, Dolayisiyla bu galismada mesanenin papiller {irotelyal karsinomlarinda UCPI, UCP2 |
ve FNDCS ekspresyon dilzeylerinin belirlenmesi amaglanmaktadir.

Ayrica ;

® Normal iirotelyal epitel ile iirotelyal karsinom arasinda ekpresyon farkliliginin olup olmadiginin
arastirtlmasi

e nvaziv yiiksek dereceli ve non invaziv diisiik dereceli papiller iirotelyal karsinomlar arasinda
ekpresyon farki olup olmadiginin aragtiriimast
Ekspresyon diizeylerinin tiimériin diger patolojik parametrelerle korelasyonun aragtiriimasi

* Dolayisiyla bu belirteglerin prognozu éngérmede yardimer olup olamayacaklari, tedaviye yol
gosterici olup olmayacaklarinin ortaya konmasi

amaglanmaktadir.

4-Hipotez (Hypothesis)

Mesane papiller iirotelyal karsinomunda, normal iirotelyal epitele kiyasla UCP1, UCP2 ve FNDC5
genlerinin ekspresyonlarinda fark vardur.

5-Arastirma tiirii/tasarim (Study Design)

Calismamiz tek merkezlidir. Meveut arastirmamiz tipik bir “retrospektif kohort” calismasidir. Retrospektif
calismalar ayni zamanda gézlemsel, analitik arastirmalardir.

6- Arastirma yeri (Study Setting/ Location)
Ankara $ehir Hastanesi Tibbi Patoloji Laboratuvari

7- Arastirmaya katilanlar/denekler (Study Population)

2020-2023 arasinda Ankara Sehir Hastanesi Tibbi Patoloji Béliimii'nde mesane TUR spesmenleri bulunan
yaklagik 90 olgu degerlendirilecektir. Segilen spesmenler, miimkiin oldugu kadar yeterliligi olan, net
degerlendirilebilen, en az artefakta sahip olgular olacaktir.

8- Arastirmanin birincil ve ikincil sonug degiskenleri (Primary and Secondary Outcome)
Tani grubu igin rutin kullanilan parametreler

- Hasta yas1

- Hasta cinsiyeti

- Morfolojik yapisal atipi kriterleri (diisiik dereceli-yiiksek dereceli)

- Muskiilaris propriaya invazyonu

- Nekroz varhig

- Lenfovaskiiler invazyon varhgi

Arastirmaya 6zel parametreler:

-UCP1, UCP2 ve FNDCS5 genlerinin ekspresyonlar:

9- Aragtirma Siiregleri (Study procedures)

Hasta yag, cinsiyeti, histolojik tipi ve derecesi gibi veriler hastane bilgi yonetim sisteminde (HBYS)
kaytli patoloji raporlarindan elde edilecektir. Olgulara ait rutin inceleme sirasinda yapilan parafin bloklar
ve hematoksilen&eozin (H&E) yontemle boyanmig patoloji laboratuvari lam arsivinde bulunan lamlar
argivden alinarak yeniden degerlendirilecektir.

104




T o —
B.” olgulara ait parafin bloklardan hazirlanan kesitlerde UCP1, UCP2 ve FNDCS5 genlerinin ifadesi
(varhg, yoklugu ve yogunlugu) degerlendirilip, hasta yag, cinsiyeti, timériin histolojik tipi, histolojik

derecesi ile karsilagtinlacaktir,

10-Ornek bilyiikliigii ve istatistiksel giig (Sample size and statistical power)

2020-2023 yillar arasinda Ankara Schir Hastanesi Tibbi Patoloji laboratuvarlarinda non-invaziv papiller
trotelyal karsinom diisiik dereceli, invaziv papiller iirotelyal karsinom yiiksek dereceli tanisi almig ve
kontrol grubu olarak normal irotelyal epitel igeren yaklagik 90 olgunun arastirmaya dahil edilmesi
hedeﬂenm istir. Yukarida belirtilen zaman aralig1 igerisinde ve diglama kritelerine gore geriye doniik olarak
maksimum sayidaki olgunun galismaya dahil edilmesi planlandigindan 6nsel bir gii¢ analizi yapilmamistir.

11- Istatistiksel yontemler (Statistical methods)

Verilerin istatistiksel analizi SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) Windows 16.0 veya
GraphPad paket program kullanilarak yapilacaktir. Kargilagtirmalar igin Kruskal-Wallis test, Ki-kare,
ManWithney U test ve Sperman korelasyonu testi uygun oldugu sekilde kullanilacaktir. Post hoc Tukey
test ile power analizi yapilacaktir. p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilecektir.

12-Etik Ongbrii (Ethical Considerations)

Aragtirmamiz Helsinki deklarasyonu ve Iyi Klinik Uygulama (Good Clinical Practice) ilkelerine uygun
olup denek arastirma etik kurallari ile gelismeyecek niteliktedir.

13- Anahtar kelimeler (Key words)
LUCP 1, UCP2, FNDCS5, mesane, papiller iirotelyal karsinom

Tez konusu onay formu agiklamalar:
*Arastirma/Tez Konusu (Study Title): Arastirmay1 yeterince tanimlayici olmali. Yapilacak galismanin
tanimlayici 6zellikleri yer almalidir.

1-Arastirma sorusu (Research problem): Arastirmanin yapilmasina neden olacak soru ciimlesi
yazilmalidir. Sorular “neden ve nasil” icermelidir, hedefe odaklanmis ve 6zgiin olmalidir. Soru basit

bir evet/hayir ile agiklanamamalidir.

2-Arka Plan ve Gerekge (Background/rationale): Arastirma sorusuna yonelik dzet literatiir bilgisi ve
bu arastirmanin yapilmasini hakl kilacak gerekge yazilmalidir.

3-Aragtirma amaci (Objectives): Spesifik amaglar ve ve hedefler belirlenmelidir. Bunlar tanimlama,
kargilagtirma, uyum/benzerlik kontrolii yapmak, iliskileri agiklamak veya benzeri amaglar olabilir.
Amaglar bu gibi kelimelerle bitirilmelidir.

4-Hipotez (Hypothesis): Aragtirma sorusuna varsayim énermesidir. Arastirmada dogrulugu test
edilecektir. Bir varsayim igermeli, probleme ¢6ziim dnermeli, deney ve gozlemlere sinanmaya agik
olmals, eldeki verilerle uyumlu ve bunlar1 agiklayict olmahdir. Yeni gergeklerin 6n goriisiine olanak
saglamalidir.

5-Aragtirma tiirii/tasarim (Study Design): Gozlemsel/deneysel, tamimlayici/analitik, vaka
serisi/kohort/olgu-kontrol/kesitsel, kontrollii/kontrolsiiz, randomize/randomize olmayan,
prospektif/retrospektif vb. aragtirma tiirii tanimlanmalidur.

6- Calismanin yeri (Study Setting/ Location): Aragtirmanin yapildii yer yazilmahdir. Hastane
tabanli/toplum tabanli, tek merkez/gok merkez, laboratuvar ¢alismasi gibi.

7-Galigmaya katilanlar/denekler (Study Population): Uzerinde arastirma yapilacak deney ve kontrol
gruplarinin gZel)ikleri, nereden bulunacaklari, nasil segilecekleri belirtilmelidir.Gruplar yapilacaksa
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8-Arastirmanin birincil v rimary and Secendary Outcome): Birincil
sonug degiskeni

» SONug gdstergesidir/sloi;

iskeni, birincil sonug degiskenleri icinde grup
olabilir ya da tamamlayici bilg; saglayabilecek bir bag

-Arastirma Siiregleri (Study procedures): Arastirman
Katilimeilarin ¢alismaya alinma ybntemi, gruplarin olusturulmas;
Yapilmayacag;, randomizasyon Yyapilacak ise detayls a
hangi miidahaleler;
Arastirmanin birincj] ve ikincil sonug degiskenlerini &

cihazlar, gostergeler, skalalar, vb.) kullamlacagl acik bir sekilde belirtilmeli ve bu araglarin gecerliligi
(validity) hakkinda bilgi verilmelidir.,

10-Ornek biiyiikliigii ve istatistiksel gli¢ (Sample size and statistical power): Arastirmada §mek
biiyiikliigii hesaplanmalidyr. Ornek bilyiikliigii, kabul edilen bir istatistiksel glicte, hipotezin test
edilmesi igin gerekl; asgari sayidir.

11- Istatistikse] yontemler (Statistical methods): Arastirma sorusu cevaplandiriimali, hipotez test

edilmeli ve degerlendirmeler igin kullanilacak istatistiksel yéntemler belirtilmelidir.

12-Etik Ongorii (Ethical Considerations): Arastirmanin Helsinki deklarasyonu, Iyi Klinik Uygulama

(Good Clinical Practice) ilkelerine uygunlugu ve denek arastirma etik kurallart ile celismeyecegi
belirtilmelidir.

13- Anahtar kelimeler (Key words): MesH (Medical Subject Heading) uyumlu olmahdir. En az3,en
fazla 5 kelimeden olusmalidir.
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	İÇİNDEKİLER
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