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ABSTRACT

ANALYSIS OF LOSS OF HETEROZYGOSITY OF 20911-13
REGION IN BLADDER CANCER

UYAR, Ceyda
M.Sc. in Biology Department
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet OZASLAN
January 2014

75 pages

Bladder cancer is one of the most common solid epithelial cancers and is the thirth
most common cancer among men in Turkey. It has heterogeneous histopathology
and growth properties. It has been suggested that multiple patways, all in including
multistep genetic alterations are involved in the development of bladder tumors.
Molecular pathology of bladder cancers has shown considerable heterogenecity,
including loss of heterozygosity (LOH) and deletions in many chromosomes. Aim of
present study was to identify the loss of heterozygosity of 20q11-13 and to compare
with the tumor grades and stages.

9 polymorphic microsatellite markers in 33 matched bladder normal and tumor
tissues were used to identify the loss of heterozygosity of 20q11-13. LOH in 17 of 33
patients (51,5%) at least in one loci was determined. The highest frequency of LOH
was found on D20S872 (30%) loci. The lowest frequency of LOH was on D20S465
(5%) loci and LOH on D20S443 loci was not detected. Also no statistically
siginificant association between tumor grades and stages and LOH frequency
(p>0,05) were found.

Key Words: Bladder cancer, Chromosome 20, Loss of Heterozygosity.



OZET

MESANE KANSERINDE 20q11-13 BOLGESI
HETEROZIGOTLUK KAYBI ANALIZi

UYAR, Ceyda
Yuksek Lisans Tezi, Biyoloji Bolumi
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Mehmet OZASLAN
Ocak 2014
75 sayfa

Mesane kanseri en yaygin goriilen solid tiimorlerden birisidir ve iilkemizde
erkeklerde en sik goriilen kanserler arasinda 3. sirada yer almaktadir. Mesane kanseri
heterojen histopatolojiye ve buyume o6zelliklerine sahiptir. Mesane timorlerinin
gelisiminde ¢ok asamali  genetik  degisiklikleri igeren ¢esitli  olusum
mekanizmalarinin rol oynadigr diisliniilmektedir. Mesane kanserlerinin molekiiler
patolojisi bircok kromozomda meydana gelen heterozigotluk kayiplarini (LOH) ve
delesyonlar1 iceren oldukga genis bir heterojenite gostermektedir. Bu c¢alismada
mesane kanserli hastalarda 20g11-13 bolgesinin heterozigotluk kayiplarini
belirlemek ve bu kayiplarin tiimdr derece ve evresiyle iliskili olup olmadigini
belirlemek amaglanmistir.

20q11-13 bolgesindeki heterozigotluk kaybini tespit etmek i¢in 33 mesane timor ve
normal dokusunda karsilagtirmali olarak 9 polimorfik mikrosatellit markir
kullanilmistir. 33 hastanin 17’ sinde (%51,5) en az bir bolgede heterozigotluk kaybi
tespit edilmistir. En yiiksek LOH frekanst D20S872 (%30) lokusunda saptanmaistir.
En distik LOH frekanst (%5) D20S465 lokusunda saptanmis olup D20S443
lokusunda ise LOH saptanmamustir. Timor patolojik evresi ve derecesi ile LOH

frekansi arasinda istatiksel olarak anlamli bir iliski tespit edilememistir (p > 0,05).

Anahtar Kelimeler: Mesane Kanseri, 20. Kromozom, Heterozigotluk Kaybu.
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BOLUM I
GIRIS

Sanayilesmenin ilerledigi gelismis ve gelismekte olan iilkelerde kimyasal ve
radyolojik ajanlara maruz kalma gibi kot gevresel kosullarin blyuk o6lglde
tetikledigi kanser hastaliginin ve bu hastaliktan Gliimlerin insidansi giin gectikce
hizla artmaktadir. Bu durum bilim insanlarim1 kanserin tani1 ve tedavisinde hizli,
kolay ve duyarlilig1 yiiksek olan yeni yontemlerin gelistirilmesine tesvik etmistir. Bu
sebeple cerrahi ve makro calismalarin yani sira molekiiler arastirmalar da hiz
kazanmig olup 6zellikle kanserin hangi molekiiler siire¢lerden gecerek olustugunun
bilinmesi erken tanida ve hedefe yonelik tedavilerde 6nemli rol oynamaktadir.

Cesitli etyolojik faktorlere bagli olarak ortaya g¢ikan mesane kanseri tlilkemizde
erkeklerde 3. ve kadinlarda 11. en sik goriilen kanser olarak rapor edilmistir (THSK,
2008). Sigara kullanimi, mesleki faktorler ve Schistosomia haematobium gibi
enfeksiyonal durumlarla iligkilendirilen mesane kanserinin gelisiminde kromozomal
anomaliler, onkogen aktivasyonu, tiimor baskilayict gen inaktivasyonu ve epigenetik
degisiklikler gibi bazi1 molekiiler siiregler rol almaktadir. Mesane kanserinde en sik
gorulen kromozom anomalilerinden biri 9. kromozomun uzun kolunda (9q) ortaya
cikan kayiplardir. Mesane timori ile 9q kayiplar arasindaki bu iliski, etkilenen
bolgede farkli tiimor baskilayici genlerin varligini diisiindiirmiis olup TSC1, PTCH1
ve DBCI genleri bu bolge ile iliskilendirilen tiimor baskilayict genlerdir (Pollard ve
ark., 2010).

Kromozomal kayiplarin ve o6zellikle tlimoér baskilayici genlerin inaktivasyonunun
tespitinde kullanilan mikrosatellit analizlerden biri insan kanserlerinde en sik
gozlemlenen molekiiler degisikliklerden biri olan heterozigotluk kaybi (LOH)

analizidir. Mesane kanserinde 3., 5., 8., 9., 10., 13., 15. ve 17. kromozomlarda



mikrosatellit markirlar kullanilarak heterozigotluk kaybi analizi yapilmis ve mesane
kanseri ile bu kromozomlarda meydana gelen heterozigotluk kayiplari
iliskilibulunmustur (Béhm ve ark., 2000; Sengelov ve ark., 2000; Wada ve ark.,
2000; Forsti ve ark., 2001; Natrajan ve ark., 2003; Stoehr ve ark., 2004).

1.1. Kanser Olusum Mekanizmalari

Kanserlesme, kanser hiicrelerinin gelisimi, hizli boliinme kapasitesi, canli kalma
sliresi, istila ve metastaz yetenegi ile hiicreler i¢cin mutasyon ve seleksiyonu igeren
cok basamakli bir siireci kapsamaktadir (Liileyap, 2008). Kontrolsiiz ¢ogalma esas
0zellik olmakla birlikte kanser hiicresinin; hiicre kilttrlerinde kontakt inhibisyondan
kagabilme, boliinebilmek i¢in dig uyaranlara gereksinim gostermeme, ¢ogalmayi
baskilayici sinyallere duyarsizlik, apoptozdan kagabilme, anjiogenezi uyarabilme ve
metastaz yapabilme gibi karakteristik 6zellikleri vardir (Cefle, 2009). Onkogenez ya
da karsinogenez olarak adlandirilan kanserlesme siirecinde hangi mekanizmalarin rol
oynadig1 yakin zamanlarda ve kismen anlasilabilmistir (Nussbaum ve ark., 2006).
Buna gore onkogenez sporadik olarak bireylerde izlenmesine ya da herediter bir
ozellik gostererek bir ailenin bazi fertlerinde tekrar edilmesine bakilmaksizin genetik
degisiklikler tizerinden gelisen bir hastaliktir (Nussbaum ve ark., 2006; Cefle, 2009).
Kanserin genetik ile baglantili olabilecegi diisiincesi ilk kez 20. yy’ in baslarinda
ortaya atilmistir ve bu fikir kanser arastirmalarinin kaynagi olarak rol oynamustir.
Hangi durumda olursa olsun kanser hiicre seviyesinde genetik bir bozukluk olarak
kabul edilmektedir (Cummings ve Klug, 2002). Kanser genetiginin amaci, invaze
olan ve ¢ogalan kanser hiicre populasyonunu olusturmak i¢in normal somatik bir
hiicrenin izin verdigi ¢ok basamakli mutasyonel ve secici yollar: anlamaktir. Anahtar
molekiler olaylarin ortaya ¢ikarilmasi ig¢in patologlara yeni prognostik indikatorler
saglanmistir (Strachan, 2004). Uzun yillar 6nce yapilan yasa bagimli kanser
calismalarinda, normal bir epitel hiicresinin invaziv bir karsinoma doniismesi i¢in
yaklasik 6-7 basarili mutasyona ihtiyact oldugu tespit edilmistir (Sekil 1.1)
(Strachan, 2004). Bu sekilde genetik agidan ¢ok basamakli bir siire¢ olan onkogenez
sirasinda olugan mutasyonlar kendiliginden ya da mutajenik etkilere bagli olarak
geligebilmektedir. Bu mutasyonlarin hedefleri olan genler incelendiginde iki genis
kategori ayirt edilmektedir. Bunlar yapisal degisiklie ugramalar1 ya da kopya
sayilar1 arttigi zaman hiicrenin denetimsiz ¢ogalmasina destek olan onkogenler ve

hiicrenin kontrol disina ¢ikmasima karsi gorev yapan tiimor baskilayici genlerdir



(Strachan, 2004). Hiicre ¢ogalmasi ile hiicre 6liimii arasindaki denge bu gen gruplari
sayesinde kontrol edilir. ideal olan bu oranm “1” olmasidir. Hiicre dongiisii kontrol
proteinleri, DNA onarim genleri, biiylime faktorleri, reseptorler, onkoproteinler,
programli hiicre 6liimii bilesenleri, hiicre membran yapitaslari, anjiogenez proteinler
kanser olusum siirecinden sorumlu olarak ortaya konmus gen tirlinleridir (Tirkeri,

2012).
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Karsinom

Sekil 1.1. Normal epitel hiicresinin karsinoma doniisiim siireci (Strachan, 2004)
Onkogenler, proto-onkogen adi verilen normal hiicre boliinmesini kontrol eden,
sinyal iletim yollarinda gérev yapan proteinleri sifreleyen 6nemli hiicre regiilator
genlerinin mutant formlaridir. Bu degisimin sonucu olarak onkogenler anormal hiicre
boliinmesini ve timodr olusumunu tesvik etmektedir (Liileyap, 2008). Onkogen
aktivasyonu gen amplifikasyonu, nokta mutasyonu, kromozomal yeniden
diizenlemeler gibi mekanizmalarla gergeklesmektedir (Strachan, 2004; Cefle, 2009).
Onkogenler 1960° larda viriislerin sebep oldugu 6zellikle 16semi ve lenfoma gibi
kanserlerin fark edilmesiyle kesfedilmistir (Strachan, 2004).

Ik onkogen 1970 yilinda kesfedilmistir ve kdkeni sarkomadan gelen anlaminda src
olarak adlandirilmistir. Bu ilk onkogen retroviriis genomlarinin ters transkripsiyonu
ile olusan DNA’larinin hiicreleri enfekte etmesi ile tanimlanmistir. Konaker genine

entegre olan gen (proviriis) replikasyonla ¢ogalir ve hiicreden hiicreye enfekte ederek



yayilir. Retroviral onkogenler degismis konakgi proto-onkogenlerdir, onkogenik
genetik materyal dogrudan konak¢t DNA’sina entegre olur; entegrasyon sonrasi gen
transkripsiyona ve translasyona ugrar ve timor formasyonuna sebep olur. Bu siireg
enfekte hiicrede DNA proviriisiin konak¢t DNA’s1 ile entegrasyonu ile sonuglanir.
Nadiren proviriis protoonkogenin yakinina yerlesir. Protoonkogenlerin ekspresyonu,
proviriislerin uzun terminal tekrarlarindan olusan transkripsiyonel diizenleyici
elemanlarimin etkisiyle anormal sekilde ilerler. Proviral entegrasyon mutajenik
olaylara sebep olur ve protoonkogenler aktive olur (Turkeri, 2012).

Insan tiimérlerinde aktive olan protoonkogenlerin gosterilmesi ilk defa DNA aracili
transformasyon teknikleri ile olmustur. Gen transfer veya transfeksiyon oOl¢cumu
olarak isimlendirilen bu tekniklerde, bir tiimorden verici DNA’sinin rodent
hiicrelerinin (NIH3T3) alic1 zincirine doniisiir. Dontisen NIH3T3 hiicrelerinin seri
gelisimi sonrasi insan timor onkogeni iliskili oldugu insan tekrarlayict DNA dizileri
ile klonlanabilir. ilk insan onkogeni mesane kanseri kokenli gen transfer teknigi ile
izole edilmistir. Ayrica Ras onkogen ailesi gibi bircok onkogen farkli tiiméral
dokularda ve bu teknikle tanimlanabilmistir (Tiirkeri, 2012).

Tiimdr baskilayict genler hiicre ¢cogalmasinda negatif yonde rol oynayan genlerdir.
Artan aktivite ya da deregiilasyonla onkogenler timor gelisimini desteklerken timor
baskilayic1 genler tiimdr gelisimi i¢in fonksiyon kaybina ugramak zorundadir.
Proliferasyonu dogrudan baskilayan tiimor baskilayici genlere bekgi tipi genler
denilmektedir ve hicre dongusiini denetleyen ve hiicreyi apoptoza yonlendiren
genler bu grupta yer alir. Proliferasyona dolayli etki gosteren timor baskilayic
genler ise bakici tipi timor baskilayict gen admi alir ve bunlar genomun
biitiinliiglinden sorumlu DNA tamir genleridir. Bunlarin kendileri islev kaybettirici
bir mutasyona ugradiginda genom boyunca mutasyonlar ortaya ¢ikmaya baslar yani
genomik instabilite gelisir (Cefle, 2009; Nussbaum ve ark., 2006).

[k tiimér baskilayict gen (TSG) bir ¢ocukluk ¢agi goz tiiméorii olan retinoblastoma
calismalari ile ortaya cikarilmistir. ikinci tanmimlanmis tiimédr baskilayict gen ise 53
kDa agirliginda olmasindan dolayr p53 olarak tanimlanmig bir gendir. Genom
gardiyani olarak da tanimlanan bu TSG, tim kanserlerin %S50’sinde rol
oynayabilmektedir. p53 proteini hiicre dongiisii kontrolii ve apoptozda oynadigi
onemli rolden dolayr genomun bekgisi olarak fonksiyon goriir. pS3 diizeyi normal

hiicrelerde diisiiktiir (Liileyap, 2008).



Tiimdr baskilayici genlerin bulunmasinin iki yolu vardir:

1- Ailesel kanserler i¢in sorumlu genlerin haritalanmas1 ve pozisyonel klonlama

2- Spesifik kromozomal materyal kayiplari i¢in tiimorleri tarama (Strachan, 2005).
Timor baskilayict genler nokta mutasyonlart ya da delesyonlarla susturulur ancak
¢ok yaygin olan igiincii bir mekanizma ise promotorlarin metilasyonudur. Timor
hiicre DNA’s1 normal hiicre DNA’s1 ile karsilagtirildiginda hipometillenmistir, ancak
genin promotorlarindaki CpG diniikleotitlerinin metilasyonu insan neoplazmlarinin
tiim tiplerinde bulunur ve genin uygunsuz transkripsiyonel suskunluguyla iligkilidir
(Strachan, 2005). DNA’nin artmis metilasyonunun sahip oldugu DNA suskunlugu
(silencing), timor baskilayict genlerin fonksiyon kaybinin agiklanmasinda énemli bir
alternatif molekiiler mekanizma olarak bulunmustur (Nussbaum ve ark., 2006).

1.1.1. Kanserin Cift- Vurus Orijini

Tiimor baskilayici genlerin kansere yol agtig1 bazi herediter kanser formlarinda bir
germline mutasyon i¢in heterozigot olan bir kisinin ikinci bir somatik mutasyona
ugramasiyla yani tiimor baskilayici gende fonksiyon kaybi olusturan mutasyon icin
homozigot olmasiyla tiimér gelistigi ilk kez 1960” 11 yillarda Knudson tarafindan 6ne
stirilmiistiir. Timor baskilayici genlerin iki allelinin kaybi pek ¢ok sporadik kanserin
patogenezinde de énemli rol oynar. Bu durumda aymi hiicrede iki somatik olayin
olusmasiyla her iki allel inaktif hale getirilir. Bu ¢ift vurus hipotezi ilk kez
retinoblastoma gibi kanserlerin hem herediter hem de sporadik formlarinda nasil
olustugunu agiklamak igin kullanilmistir (Nussbaum ve ark., 2006). Ancak bu
hipotez guniimiizde de ailesel polipozis koli, ailesel meme kanseri, ndrofibromatozis
tip 1 (NF1), ailesel polipsiz kolon karsinomu ve Li-Fraumeni sendromu gibi pek ¢cok
ailesel kanserler icin 6nemli bir model olarak kabul edilmektedir (Nussbaum ve ark.,
2006).

Bir mutasyon i¢in heterozigot olan hiicreler tek bir fonksiyonel tiimor baskilayici
kopyasina halen sahip olup bu da onlarin normal hiicresel fenotipini saglamada
yeterlidir; bununla birlikte bir kopyasi herediter olarak zaten mutasyona ugramigsa
diger normal allelin fonksiyonunun bir sekilde sonradan kaybolmasi timori
baskilama yetenegini ortadan kaldirmis olur (Sekil 1.2). Bu ikinci vurus, genellikle
somatik bir mutasyon olmasma ragmen bazi kanser hiicrelerinde izlenen
transkripsiyonel suskunluktaki gibi mutasyon olmadan fonksiyon kayb1 da
gbzlenebilir. Bu ikinci vurusun bir dokunun tek bir hiicresinde olmasi timér olusumu

icin yeterlidir (Nussbaum ve ark., 2006).
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Sekil 1.2. Sporadik ve kalitsal tiimorlerde meydana gelen ¢ift vurus hipotezi (Cefle,

2009)

Tiimdr Gelisimi

1.1.2. Heterozigotluk Kayb1 (LOH)

Heterozigotluk kayb1 (LOH) insan kanserlerinde gézlemlenen en yaygin molekiiler
genetik degisikliklerden biridir (Zheng ve ark., 2005). Bir canlinin somatik
hiicrelerinin yapisal genotipi heterozigot iken, ¢esitli mekanizmalarla homozigot ya
da hemizigot konuma gelmesi heterozigotluk kaybi olarak tanimlanir (Yakut, 2007).
Bu durum yaygin olarak Knudson’ in ¢ift-vurus hipotezi ile agiklanmaktadir.
Mutasyona ugramis timor baskilayict genleri tagiyan kromozomal bolgelerin
heterozigotlugunun kaybi, mezenkimal ve epitelyal timorlerin degisiminde anahtar
role sahiptir (Lindblad- Toh ve ark.,, 2000). LOH timor hiicrelerinde ya da
malignensiye dogru ilerleyen malign oncesi hiicrelerde gdzlenen bir olaydir
(Spandidos ve ark., 1997). Kromozomal bir bdlgedeki LOH sikligi aday bir timor

baskilayici genin varliginin bir gostergesi olarak diisiiniilmektedir (Glndiz ve ark.,

2002; Ozaslan ve Aytekin, 2009).



Spesifik bir lokustaki allellerden birinin kaybi olan LOH, bir delesyonla ya da bir
kromozom parcasinin kaybiyla meydana gelir (Ozaslan ve Aytekin, 2009).
Kromozomal ayrilmamanin fiziksel delesyonu, mitotik ayrilmama, mitotik
rekombinasyon ve gen konversiyonu gibi cesitli genetik mekanizmalar LOH
olusmasina neden olur (Sekil 1.3) (Zheng ve ark., 2005). Kayip mekanizmasi hem
kromozom hem de tiimor spesifik olmalidir (Devilee ve ark., 2001; Zheng ve ark.,
2005). Bazen bir kromozomun tamami kaybolurken bazen de kromozomun sadece
bir parcasinin kaybiyla iligkilidir. LOH allelik dengesizligin yaygin bir seklidir ve
timor baskilyict genlerin lokalize oldugu genomik bolgelerin tespiti ve farkli timor
tiplerini, patolojik evrelerini ve tiimdrlesme siirecini karakterize etmek i¢in LOH
analizi kullanilir (Zheng ve ark., 2005). Her kromozom kolundan polimorfik genetik
markirlar segilerek tlmorlerin allelotiplendirilmesi ile LOH analizi yapilabilir
(Zheng ve ark., 2005).

LOH analizi polimorifk mikrosatellit markirlar kullanilarak PCR yontemi ile
yapildigr gibi RFLP, Southern blotlama, SSCP, FISH, CGH ve karyotip analizi gibi
teknikler kullanilarak da yapilabilir. RFLP markirlar1 diisiik heterozigotluk oranina
sahiptir ve az sayida mevcuttur. Southern blotlamanin ise otomatiklestirilmesi zordur
ve kolayca 6lceklendirilemez. Mikrosatellit markirlar LOH ¢alismak igin giivenilir
genetik markirlardir ancak yontemin southern analizi gibi otomatiklestirilmesi zordur
ve kolayca 6lceklendirilemez (Zheng ve ark., 2005). LOH analizi i¢in kullanilan bu
yontemlerin belirtilen bu sinirliliklarindan dolay: glinlimiizde daha genis genom veri
tabaninda ¢alismayr miimkiin kilan “SNP array testi” kullanilmaktadir. Diger adi
CN-LOH (copy neutral loss of heterozygosity) olan bu yontem timaor hicrelerindeki
LOH’ n1 genis genomda tarayan dogru ve verimli bir yontemdir (Lindblad-Toh ve
ark., 2000).
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Sekil 1.3. Heterozigotluk kayb1 olusum mekanizmalar1 (NCI, 2013).

1.2. Mesane

1.2.1. Mesane Embriyolojisi

Mesane gestasyonun ilk 12 haftasinda gelisir. Embriyonel hayatin 4. ve 7. haftalar
arasinda Urogenital septum, kloakayr anorektal kanal ve primitif {irogenital siniis
seklinde boler. Kloakal septum onde ilirogenital membran, arkada anal membran
kalacak sekilde ikiye boliiniir. Primitif {irogenital siniis {i¢ kisimdan olugmakta olup
iistte olan en biiylik parcast mesanedir. Kloakanin boliinmesi sirasinda mezonefrik
kanallarin kaudal kisimlari, mesane duvari igine dogru cekilir ve mezonefrik
kanallarin birer ¢ikintis1 halindeki iireterler mesaneye ayri ayri girerler. Hem
mezonefrik kanallar hem de tireterler mezodermal kaynakli oldugu i¢in, bu kanallarin
birlesmesi ile olugan mesane trigonundaki mukoza mezodermal kaynaklidir. Zamanla
trigondaki mezodermal epitel, endodermal epitelle yer degistirir ve sonugta tiim
mesane mukozasi endodermal kaynakli epitelle doseli hale gelir (Cetin, 2006;
Yildirim, 2008).

1.2.2. Mesane Anatomisi

Mesane, dort kenarli ters piramid bi¢cimindedir ve pelviste pubis kemiklerinin hemen
arka tarafinda yer alir. Idrarin biriktirildigi bir depodur ve eriskindeki hacmi

maksimum 500 ml kadardir. Mesanenin boyu, pozisyonu ve sekli i¢indeki idrar



miktarina, cins ve yasa bagl olarak degisiklige ugramaktadir (Cetin, 2006). Giiglii
bir kas duvara sahiptir. Erigskinde bos oldugu zaman pelvis i¢indedir; doldugu zaman
ise iist duvar1 hipogastrik bolgeye dogru yiikselir. Kiigiik ¢cocuklarda mesane bos iken
de pelvis giriminin {iistiinde kalir; daha sonra pelvis boslugu genisledikce mesane
pelvis icine dogru gomiiliir ve eriskindeki konumuna gelir (Karademir, 2007 ve
Yildirim, 2008). Mesanenin tepesi sinfizis pubisin iist kenarinin arkasinda 6n tarafa
yakin olarak bulunur. Mesanenin arka yiizii mesane tabani olarak bilinir ve yiizii
ticgen seklindedir. Kadinda vajen proksimali ve uterin serviksle, erkekte vas
deferens ampullas1 ve vezikiila seminalisle rektumdan ayrilir (Dénmez, 2007). Ust
dis koseler tireterlerle birlesir, alt koseden ise liretra baslar. Arka duvarin st kismi
ise peritonla kaplidir. Mesane arka duvar komsuluklar1 klinik olarak ¢ok onemlidir
¢linkii neoplazilerin ¢ogu iireter orifislerine komsu arka duvardan ¢ikar ve invaziv
tiimorler komsu yumusak doku ve organlara yayilirlar. Erkeklerde vezikula seminalis
tutulumu mesane kanserlerinde kotu prognoz ve ileri evre gostergesidir (Cetin,
2006). Mesanenin (st yuzi tamamen peritonla kaphdir (Sekil 1.4) ve sigmoid
kolonla komsudur (Dénmez, 2007). Mesane doldugu zaman yuvarlak bir sekil alir ve
ist yliz karin bosluguna dogru yiikselir. Karin 6n duvarinin alt kismindaki periton
ortiistinii de kaldirdig1 i¢cin mesanenin 6n yiizii dogrudan karin 6n duvart ile temas
eder hale gelir. Trigon, mesane tabaninda yer alir ve mesane boynunun arkasina
uzanir. Trigonun yan ve proksimal kisimlarinda iireterler mesane i¢ine oblik olarak
girerler. Mesanenin en distal kism1 mesane boynu olarak adlandirilir. Mesane boynu,
erkekte puboprostatik, kadinda pubovezikal baglarla sik1 bir sekilde korunur. Erkekte
mesane boynu prostat bezi ile birlesir. (Dénmez, 2007). Mesane boynunun iizerinde
bulundugu yap1 (erkekte rektum, kadinda vajina) mesane yatagi olarak bilinir
(Kuzey, 2007). Mesanenin kanlanmasi arteria iliaka internanin dallar1 olan a.
vezikalis superior ve inferior tarafindan saglanir. Mesanenin venleri asagida prostatik
pleksus ile baglantisi olan pleksus venozus vesikalis’ten gelen venler vena iliaka
internaya drene olur. Mesanenin lenfatik drenaji eksternal ve internal iliak lenf
nodlarina olmaktadir (Kuzey, 2007; Dénmez, 2007; Yildirim, 2008). Mesane, T11-
L2 sempatik sinirler ve S2-4 parasempatik sinirler ile inerve olur (Donmez, 2007;
Yildirim, 2008).

1.2.3. Mesane Histolojisi

Mesane duvari, icten disa dogru sirasiyla, iirotelyum olarak adlandirilan epitel,

lamina propria, muskularis propria ve adventisyadan olusur (Sekil 1.4). Mesane, (st
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yiizeyinde, paryetal peritonla temas ettigi yerde serozaya sahiptir. Bu tabakalar
tirotelyal karsinomlu hastalarin evrelemesi igin kullanildigindan, mikroskobik olarak

dogru taninmalar1 6nemlidir. (Dénmez, 2007)

Detrusor kas
Ureterik delik
Trigone

Mesane boynu

" Urotelyum
(epitel)

Lamiea propria
Ssbezesloza
Ic sfinkter . /
kas1 € . Muscularis
5 propria
Day sfinkter kasa - E . Adventisya

Sekil 1.4. Mesane anatomisi ve histolojisi (NCI, 2013)

1.2.3.1. Urotelyum

Mesane mukozasi kismen diiz goriiniimlii ¢ok katli degisken (transizyonel) epitel ile
doselidir. (Yildirim, 2008). En istteki hiicreler daha genistir ve glandiiler mukozaya
benzer sekilde az miktarda miisin salgilar (Cetin, 2006). Transizyonel epitel terimi,
epitelin histolojik gérinimunin non-keratinize skuamdz ve psddostratifiye kolumnar
epitel arasinda bir gecis gostermesi nedeniyle kullanilmistir. WHO/ISUP 1998
toplantisinda, transizyonel hiicre terminolojisinin {irotelyal hiicre olarak
degistirilmesi gerektigini belirtmis, ancak transizyonel hiicre teriminin bir sinonim
olarak kullanilabilecegi kabul edilmistir (Epstein ve ark., 1998).

Mesane bos iken epitel kalinlig1 5-6 siradir, dolu oldugu zaman ise epitel kalinlig1 3-
4 sira olur ve ylizeydeki hiicreler yassilasir. Epitelde, ylzeyel hicreler, intermediyer
hiicreler ve bazal hiicreler olmak {izere {i¢ hiicre tabakasi vardir (Y1ildirim, 2008). En
istte bulunan yiizeyel hiicreler, liriner bosluk ile iligkili olup asidik sitoplazmali,
bliytik, eliptik ve semsiye benzeri goriiniimde olan ve bu nedenle semsiye hiicreleri
olarak adlandirilan hiicrelerdir (Donmez, 2007). Primer gorevleri genisleme ve
kasilma durumlarinda mukozal biitlinliigii saglamak ve idrar gecisini Onlemektir

(Cetin, 2006). Bu hiicrelerde kan grubu antijenleri ve keratin gorllse de epidermal
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blylme faktor reseptori (EGFR) gorilmez. Intermediyer hucrelerden daha kiguk
olan bu hiicreler, ¢ift ¢ekirdekli ve yogun eozinofilik sitoplazmaya sahiptirler (Cetin,
2006; Yildirim, 2008). Intermediyer hiicreler bos mesanede bes hiicre
kalinligindadirlar ve bazal membran uzunluguna dik olarak uzanirlar. Niikleuslari,
yuvarlak olup ince graniiler kromatine sahiptir. Sitoplazmalar1 genis ve vakoullii
olabilir. Bu hiicreler desmozomlarla birbirleri ile baglantili olup sitoplazmik
membranlart  belirgindir. Mesanenin dolu oldugu bdlgelerde ise bu tabaka
secilemeyebilir veya sadece bir hiicre kalinhiginda ve diizlesmis olarak goriliir
(Y1ildirim, 2008).

Bazal hiicre tabakasi mesane epitelinin rezerv hiicreleri olup, benign mesane
epitelinde bu tabakada nadir mitotik figurler gérmek muimkindur. Bazal hicreler
mesane bos iken kolumnar morfolojide olup, mesane doldukca esneyerek kiiboidal
sekil almaktadir (Giirel, 2007).

Normal iirotelyumun yaklasik olarak bir yillik bir yenilenme siiresi vardir ve mitoz
gormek olagan degildir (Cetin, 2006).

Degisici epitel hiicreleri birbirlerine elastik baglar ve ¢ok sayida siki baglantilarla
baglidir. Boylece, mesane epiteli hiicreleri mesane idrar ile dolduk¢a esneyerek ve
birbirleri iizerinden kayarak epitelin mesane duvari ile beraber genisleyebilmesini,
mesane bosaldigl zaman da hizla eski haline donmesini miimkiin kilmaktadir. Epitel
hiicreleri arasindaki siki baglantilar, mesane igerisindeki konsantre toksik maddelerin
kana karismasini engelleyen bir “kan-idrar bariyeri” olusturmaktadir (Giirel, 2007).
1.2.3.2. Lamina Propria

Lamina propria, mukozal bazal membran ile muskularis propria arasinda uzanir.
Damar yapilarindan zengin olup lenfatik kanallar, duyusal sinirler ve bir miktar
elastik lif igeren gevsek bag dokusundan meydana gelir. Mesane ve Ureterde lamina
propria gevsek oldugundan mesanenin kasilmasi kalin mukozal katlanmalara neden
olur. Mesanenin lamina propriasinin orta kisminda ise orta biiytikliikte arter ve venler
bulunur. Lamina propriada bulunan diiz kas demetleri siklikla bu damarlar ile iliskili
olup muskularis propria ile iligkili degildir. Bunlar izole bantlar seklinde
goriilebilecegi gibi siirekli kalin bir kas tabakasi seklinde de goriilebilirler (DOnmez,
2007; Yildirim, 2008). Muskularis mukozanin ince ve devamlilik gostermeyen kas
lifleri muskularis proprianin kalin fasikiilleri ile karistirlmamalidir. Lamina
propriadaki bu kas lifleri yaklasik olarak orta bolgede yerlesirler, yiizeye paralel

uzanirlar ve siklikla ince duvarli damarlar ile birliktedirler. Tumorin evresini ve
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tedavisini etkilemesi nedeniyle cerrahi ve biyopsi materyallerinde muskularis propria
ve yiizeyel kas demetlerinin ayirimi 6nemlidir (Yildirim, 2008).

1.2.3.3. Muskularis Propria

Muskularis propria, icte ve dista longitiidinal, ortada sirkiiler olmak {iizere {i¢ tabaka
halinde diiz kas demetlerinden olusur. Gergcekte bu tabakalar sadece mesane
boynunda devamlilik gosterir. Diger bolgelerde bu longitiidinal ve sirkiiler tabakalar
birbirlerine karisir halde bulunur ve uzanimlar1 belirsizdir. Erkeklerde mesane
boynunda muskularis propria demetleri, prostatin fibromuskiiler dokusuna kadar
devam ederken, kadinlarda iiretra duvari i¢inde kas fibrilleri ile devam eder. Diger
tabakalarda oldugu gibi muskularis proprianin kalinligi kisiden kisiye, yasa ve
dolgunlugunun derecesine bagl olarak degisiklik gosterir (Yildirim, 2008). Evreleme
icin muskularis proprianin ylizeyel ve derin olarak iki segmente ayrilmasinda
anatomik bir belirte¢ yoktur (Yildirim, 2008).

1.2.3.4. Adventisya/Seroza

Mesanenin en dis tabakas1 bag dokudan olusan adventisyadir. Sadece iist tarafta tizeri
pelvik periton tarafindan g¢evrilidir (Yildirim, 2008).

1.3. Mesane Kanseri

Mesane kanseri trotelyumdan kaynaklanan karsinomlarin jenerik ismidir (Schulz,
2005).

1.3.1. Epidemiyoloji

Mesane kanseri diinya genelinde tim kanserden oliimler igerisinde % 2.1 oranina
sahiptir (WHO, 2011). Mesane kanserinin Amerika Birlesik Devletleri’ nde 2013
yilindaki tahmini yeni tan1 sayis1 72.570 olup tiim yeni kanser olgular i¢indeki orani
% 4,4’diir. 2013 yilindaki tahmini 6liim sayis1 15.210 olup tim kanserlerden 6limler
icindeki oran1 % 2,6’dir. ABD’ deki prevalansi degerlendirildiginde 563.640 insan
bu kanserle yasamaktadir. 2003-2009 yillar1 arasinda gozlenen mesane kanserli
olgularin derecelendirmeye gore dagilim yiizdesi Sekil 1.5°de verilmistir (NCI,
2013). 2013 yil1 i¢in tahmini kanserden dliimlerde prostat, meme, akciger, kolon ve
melanomadan sonra gelerek 6. sirada yer almaktadir. Mesane kanseri en sik 75-84
yaglar1 arasinda goriilmektedir (Sekil 1.6) (NCI, 2013). Ancak son 50 yilda
endustriyel ve gevresel karsinojenlerin artisiyla birlikte mesane tiimor insidansinda
artma, goriilme yasinda ise genclesme gozlenmistir (Yenice, 2008). 1950 li yillardan
beri 6zellikle son 20 y1l icerisinde mesane tiimorii insidansi yilda %0.8 artmaktadir.

Insidanstaki bu artisa ragmen mortalitesi azalma egilimindedir. Mortalitedeki
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azalma; ylizeyel mesane kanserlerinde intravezikal tedavi uygulanmasinin yaninda
ilerlemis ve metastaz yapmis mesane kanserinde kombine kemoterapinin yaygin
olarak kullanilmasina baglanmaktadir (Sari, 2007). Mesane kanserinin erkeklerde
goriilme sikligi kadinlardan yaklasik 4 kat daha fazladir (NCI, 2013). Tiirkiye’ de
yapilan kanser istatistiklerine gore mesane kanseri, prostat ve akciger kanserinden
sonra erkeklerde en sik goriilen 3. kanser tiirli olup insidans hiz1 21.7° dir. Kadinlarda
en sik goriilen kanser tiirleri iginde ise 11. sirada yer almaktadir ve insidans hizi 3.0’
dir (THSK, 2008). Mesane tiimorlerinin lilkemizde daha ¢ok Karadeniz Bolgesi’nde
goriildiigii belirtilmisse de; son yillardaki istatistiklerle bunu I¢ Anadolu ve Ege
Bolgesi ile paylasmaktadir. Bu bdolgelerdeki mesane tiimorii insidanst Dogu ve
Giliney Dogu Anadolu Bolgeleri’'ne gore belirgin Sekil de yiiksek bulunmustur
(Yenice, 2008).

4% 3%

M In situ

M Primer bélgeyle sinirli
Bolgesel lenf nodlarina yayilan
Metastaz yapan

Derecelendirelemeyen

Sekil 1.5. Mesane kanserli olgularin derecelendirmeye gore dagilim yiizdesi (NCI,
2013).
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Sekil 1.6. Mesane kanseri goriilme sikliginin yasa gore dagilimi (NCI, 2013).

1.3.2. Etyoloji ve Risk Faktorleri

1.3.2.1. Sigara: Sigara rotelyal kanserlerin % 45 i ile iligkili bulunmustur ve en iyi
dokiimante edilmis risk faktoriidiir (Sari, 2007). Sigara icenlerde mesane kanseri
insidans1 4 kat artmaktadir. Riskin tiitinden degil, sigarada bulunan aromatik
aminler, 4-aminobifenil ve O-toludine’den kaynaklandigi diistinilmektedir (Ataus,
2008). Sigara igerigindeki kimyasal ajanlarin bir kism1 akcigerlerden absorbe olur ve
kan yoluyla uzak organlara gider; sigara icenlerin 0zellikle idrarinda bu maddelerin
atilma trlinleri yogun miktarda bulunur. Sigara dumani direk olarak mesaneye etki
edemez; Once kana absorbe edilir ve mesaneye tasinir; sonra burada mesane hiicreleri
bu bilesiklerin karsinojenik etkilerine dayanmaya ¢alisir (Tuncer, 2007).

1.3.2.2. Mesleki Faktorler: Mesane kanseri, Almanya'da Ludwig Rehn tarafindan
yapilan bir c¢aligmanin sonucunda anilin boyalari ireten boya fabrikasi isgileri
Uzerinde saptanmis olup endiistrilesme ile ilgisi gosterilen ilk kanserdir (Schulz,
2005; Sar1, 2007). 11k kez 1895 yilinda Almanya’da gdzlemlenen bu iliskiden sonra
amino kokenli aromatik hidrokarbon, beta-naftilamin, 2-naftilamin, ksenilamin, 4-
nitro-difenil, 4-aminobifenil, 2-asetil aminofluoran gibi kanserojen oldugu kanitlanan
maddeler galisanlarin idrarinda yogun olarak saptanmistir (Ataus, 2008; Yenice,
2008). Yine ilk kez Japon kimono boyacilarinda da benzidinin mesane timérine yol
actigr gosterilmistir. Boya sanayi, kuru temizleme, tekstil, lastik ve kauguk,

aliminyum, kimya sanayi is¢ileri, boyacilar, petrol iscileri, dis teknisyenleri,
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kuaforler gibi pek ¢cok meslek grubu bu kimyasallar nedeni ile risk altindadir (Ataus,
2008).

1.3.2.3. Enfeksiyon ve Enflamasyon: Tekrarlayan iiriner sistem enfeksiyonlari,
taslar ve uzun siire kateterizasyon epitelde skuamoz metaplazi, glandular metaplaziye
neden olarak adenokarsinom ve skuamoz hicreli karsinom gelisimine neden
olmaktadir (Yenice, 2008). Schistosomia haematobium’un neden oldugu
schistosomiazis epitelde metaplazik degisiklige neden olarak skuamoz hiicreli
karsinom olusumuna neden olabilmektedir (Ataus, 2008). Erkeklerde sistozomiazisin
endemik oldugu Misir'da mesane skuaméz hiicreli karsinomu en sik gorilen
malignensidir. Sistitle indiiklenmis mesane kanserleri, ana etken ne olursa olsun
cogunlukla wuzun sireli ciddi enfeksiyonlarla iligkilidir (Yildirim, 2008).
Bakterilerden proteuslar ve E.coli mesane olusumundan sorumlu tutulurken
genitodriner tlberkiilozda mesane kanser riskinin arttig1 bildirilmistir (Yenice, 2008).
1.3.2.4. laclar ve Radyoterapi: Bir analjezik olan fenasetin ile kemoterapotik bir
ajan olan siklofosfamid riskli ilaglardir. Fenasetinin asir1 kullanimi pelvis renaliste
transizyonel hiicreli karsinom riskini arttirdi@i  gosterilmistir  (Yenice, 2008).
Siklofosfamid alan hastalarda 6-13 yillik bir donemde mesane kanserine yakalanma
riski yaklagik 9 kat artmaktadir (Sari, 2007). Yine siklofosfamidin driner bir
metaboliti olan akrolein hem hemorajik sistitten hem de mesane kanserinden sorumlu
tutulmaktadir (Yildirim, 2008). Pelvik maligniteler nedeniyle pelvik 1gmlamaya
maruz kalanlarda 6rnegin serviks uteri kanseri nedeniyle radyoterapi uygulanan
kadinlarda mesane kanseri insidansi iki ile 4 kat artmaktadir (Atasun, 2008).

1.3.2.5. Gida Maddeleri: Allen ilk kez 1957°de yapay tatlandiricilarin karsinojenik
etkilerinden s6z etmistir. Sakarin ve siklamidin etkileri tartismali olmakla birlikte
uzun siireli yiikksek doz kullanimda tiimdr olusabilmektedir. Yag ve kolesterolden
zengin diyetle beslenmenin, asir1 ¢ay ve kahve tlketiminin mesane timor riskini
arttirdi@i 6ne siiriilmektedir (Yenice, 2008). Armstrong ve Doll yagdan zengin
diyetle, artmis mesane kanseri insidansi arasindaki iliskiyi gostermislerdir (Amstrong
ve Doll, 1975). Japonya’da mesane kanseri oraninin diisiikliigii, yagdan fakir diyetle
iliskili olabilir (Yildirim, 2008).

15



1.3.3. Patogenez

1.3.3.1. Normal Mesane Urotelyumu

Normal mesane Urotelyumu 3 ile 7 katman kalinligindadir. Bir ya da daha fazla
tabakadan olusan ara hiicreler bazal hiicre tabakasinin {izerinde yar alir. En yiizeyel
tabaka ise biiyiik, diiz ve semsiye hiicrelerinden olusur. Urotelyum lamina propriya
bazal membrani lizerinde yerlesir. Lamina propria, iginde diz kas lifleri bulunan
tunika muskularis mukozayi igerir.

Renal pelvisten iiretra igindeki mesaneye dogru liriner sistem yapisi birkag yoniyle
deri ve diger organlardaki skuamoz epitelden farkli olan tirotelyum adi verilen
o0zellesmis ara (transisyonel) epitel ile kaplidir. Urotelyum idrar bilesenlerini viicut
icine geri sizmadan hatta sudan koruyan az gegirgen bariyer seklindedir.
Transizyonel bir epitelde birkag tabaka seklinde olan hiicreler bazal membranla
baglantiyr korur. Bu onlara dolum durumuna bagli olarak birbirleri arasinda gegis
izni verir (Schulz, 2005).

Mesane tiimorlerinin % 98'i epitelyal kokenlidir. Bunlarin da % 90° 1 degisici epitel
karsinomu, % 5-7'si yass1 hiicreli karsinom ve % 1-2'si de adenokarsinom tiiriindedir.
Ancak bunlarin 6ncesinde ¢ogu tiimorde epitelyal displazi gelisir (Karademir, 2007).
1.3.3.2. Epitelyal Hiperplazi ve Metaplazi

Epitelyal hiperplazi terimi niikleer ya da yapisal anormallikler olmaksizin hiicre
sayisinda artig1 ifade eder. Urotelyal metaplazi genellikle mesane tabaninda, siklikla
fokal alanlarda epidermoid (skuamdz metaplazi) ya da glandular (adenomattz
metaplazi) gelisim seklinde, nontranzisyonel epitelyal gorinimdedir. Hucresel
atipiden yoksun skuamdz metaplazi ya da belirgin keratinizasyon benign bir
durumdur (Karademir, 2007). Endemik sistomiyozisin bulundugu iilkelerde yaygin
olan farkli histolojiye sahip bir alt tip iirotelyal farklilagsmay1 kaybeder ve skuamoz
hiicreli karsinom ortaya ¢ikar. Bu durum metaplaziye 6rnektir (Schulz, 2005).
1.3.3.3. Urotelyal Displazi

1.3.3.3.1. Preneoplastik Proliferatif Anormallikler: Atipik hiperplazi epidermal
hiperplaziye benzer, farkli olarak niikleer anormallikler ve semsiye hiicrelerinde
parsiyel yer degisiklikleri bulunur (Karademir, 2007).

1.3.3.3.2. Displazi: Displazi terimi normal iirotelyum ve karsinoma in situ (siddetli
displazi) arasindaki epitelyal degisikliktir. Displastik hticreler blyuk, yuvarlak,
centikli normal epitelyal polaritede saptanmayan bazal yerlesimli nukleuslara sahiptir
(Karademir, 2007).
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1.3.3.3.3. Inverted Papilloma: Inverted papilloma kronik inflamasyona ya da
mesane ¢ikisindaki obstruksiyona bagli gelisen benign proliferatif bir lezyondur.
Papiller c¢ikintilar mesane liimeninden ¢ok fibromiiskiiler stromaya dogru ilerler.
Lezyon genellikle ince bir normal iirotelyum tabakasi ile kaplidir. Inverted
papillomalar skuamoz metaplazi alanlar1 igerebilir. Inverted papillomalarin malign
transformasyonu nadir olarak bildirilmistir (Karademir, 2007).

1.3.3.3.4. Vezikal Lokoplaki: Lokoplaki belirgin keratinizasyon, asagiya dogru
biiyiiyen ¢ikintilar (akontozis), selliiler atipi ve displazi ile karakterize skuaméz
metaplazidir. Normal iirotelyumun zararli uyarana cevabi olarak ortaya ciktigina
inanilmaktadir ve genel olarak hastalarin % 20'sinde skuamoz hicreli karsinomaya
ilerleyebilen premalign bir lezyon olarak kabul edilebilir (Karademir, 2007).
1.3.3.3.5. Psodosarkom (Postoperatif I Hiicreli Nodiil): Postoperatif ig hiicrel
nodul mesane sarkomuna benzeyen nadir bir lezyondur. Alt iiriner sistem girisimi ya
da enfeksiyonundan birka¢ ay sonra ig hucrelerinin reaktif poliferasyonuyla olusur.
Bu lezyonlar yanlis olarak malign olarak yorumlanmistir ve uygunsuz olarak radikal
cerrahi uygulanmistir (Karademir, 2007).

1.3.3.4. Urotelyal Karsinom

1.3.3.4.1. Karsinoma In Situ

Karsinoma in situ mukozanin eritemli kadifemsi yama seklindeki lezyonu olarak
gorliniirse de, siklikla endoskopik olarak taninamaz. Histolojik olarak az diferansiye
transisyonel hiicreli karsinomdan olusur. TUmOr hiicrelerinin zayif tutunmalari
nedeniyle idrarin sitopatolojik calismalarinda %80-90 olguda pozitif sonug¢ alinir.
Erkeklerde daha sik goriiliir. Semptomlar prostatizm, riner sistem enfeksiyonu veya
norojenik mesane veya interstisyel sistit seklinde yanlis yorumlanabilir (Cakur,
2006). Yiksek dereceli yizeyel timori olan hastalarin % 25 ya da daha fazlasinda
karsinoma in situ mevcuttur ve bunlarin % 40 ile % 83'U ilerleyerek kasa invaziv
kansere doniisir (Karademir, 2007).

1.3.3.4.2. Transizyonel Hucreli Karsinom

Mesane kanserlerinin % 90°dan fazlas1 transizyonel hicreli karsinomdur.
Tekrarlamayan kii¢iik benign lezyonlardan, diisiik veya “intermadiate” derecede
malign potansiyelli timodrlere veya mesane duvarini invaze eden ve siklikla metastaz
yapan lezyonlara kadar uzanir. Birgogu baslangicta multifokaldir (Mitchell, 2008).
Histopatolojik olarak epitelyal hiicre tabakalarinda artma, mukozada papiller

kivrintilar, dev hiicreler, niikleer yogunlagsma, niikleus/stoplazma oraninda artma,
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belirgin niikleolus ve artmis mitoz ile karakterizedir (Karademir, 2007). Urotelyal
karsinomlar, timor blylme sekilleri yoniinden bir takim farkliliklar gosterir, bunlar
arasinda; papiller, sesil, cevreye yayilan, nodiiler, mikst ve yassi, epitel i¢cine dogru
blylyen (karsinoma in situ) sayilabilir. Papiller transisyonel hicreli karsinom
kolayca invaziv olmaz, ancak tekrarlama egilimindedir (Schulz, 2005). Urotelyumun
blylk bir metaplastik potansiyeli vardir; bu nedenle, iirotelyal karsinomalar ig
hicreli skuamoz ya da adenokarsinomatdz elemanlar icerebilir. Bu elemanlar kasa
invaziv mesane kanserlerinin yaklasik olarak tigte birinde bulunmaktadir ve tekbir
kanserde bircogu bir arada bulunabilir. Mesane tiimorlerinin yaklasik %70’ i papiller,
% 10’ u noduler ve % 20’ si de mikst tiptedir (Karademir, 2007).

1.3.3.4.3. Skuamoz Hucreli Karsinom

Diinyanin ¢esitli bélgelerinde mesanenin skuamoz hiicreli karsinomunun prevalansi
degisiklik gostermektedir. Ingiltere'de mesane kanserlerinin %I’ ini olusturmakta
iken Amerika Birlesik Devletleri'nde bu oran %3-7 arasinda degismekte, Misir'da ise
oran % 75’¢ kadar ¢ikmaktadir (Karademir, 2007). Misir'daki skuamoz hiicreli
karsinomalarin ¢ogu kronik S. hematobium enfeksiyonu ile iligkilidir. Bu tir
kanserler transisyonel hiicreli kansere yakalanmis kisilere oranla ortalama 10 ile 20
yags daha gen¢ kimselerde gorilmektedir. S. hematobium enfeksiyonuna bagh
olmayan skuamoz hicreli kanserler genellikle Uriner taslarin ya da uzun siireli
kateterizasyonun kronik irritasyonuna, kronik Uriner enfeksiyonlara ya da mesane
divertikiiline bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir. Sigara kullanimmin da mesanede
skuamoz hiicreli kanser gelisimi riskini artirdigi bildirilmistir. Skuamoz hucreli
karsinoma karekteristik olarak skuamoz inciler adi verilen birbirinden ayrik hiicre
topluluklarindan olusan keratinize adalar seklindedir. Bunlar ekzofitik, noduler
lezyonlardir ve genelde lenf nodu ve uzak organ tutulumu yapmazlar. Cogunlukla
prognozu kotiidir ¢iinkii ¢ogu hastada tan1 aninda hastalik yeterince ilerlemis
durumda olmaktadir (Karademir, 2007).

1.3.3.4.5. Adenokarsinoma

Adenokarsinoma birincil mesane kanserlerinin %2’sinden daha azini olusturur.
Adenokarsinomalar genellikle mesane tabaninda ya da kubbede goriiliirler fakat
mesanenin herhangi bir bolgesinde de yer alabilirler. Ekstrofik mesanelerde en sik
gorilen kanser taradir. Bu timorler kronik enflamasyon ya da irritasyona baglh
olarak  geligirler.  Histolojik olarak  gastrointestinal  sistemde  go6zlenen

adenokarsinomlarla 6zdestir (Mitchell, 2008). Vezikal, urakal veya metastatik
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olabilirler. Enterik adenokarsinomalarin tiim histolojik ¢esitleri mesanede gorulebilir.
Cogu musin dretir ve glandiler, kolloid veya yizuk hucreli 6rnekleri vardir. Tani
konuldugunda genellikle kas invazyonu vardir. Tan1 konuldugunda genellikle ileri
asamada olurlar ve bu nedenle prognozlar1 kétudir (Karademir, 2007).

1.3.4. Evreleme ve Derecelendirme

1.3.4.1. Evreleme

Gunumuzde mesane tumorlerinin evrelendirilmesinde International Union Against
Cancer (UICC) ve American Joint Committee on Cancer (AJCC) tarafindan
ortaklasa gelistirilmis ve daha sonra diizeltilmis olan Tiimor-Nod-Metastaz (TNM)
sistemi kullanilmaktadir (Yenice, 2008). Birincil tumérun invazyonu (T), bolgesel
lenf diigiimlerinde metastaz mevcudiyeti ve bunun seviyesi (N), uzak organ ve doku
metastaz mevcudiyeti ve bunun seviyesi (M) olarak degerlendirilmektedir (Tablo
1.1).

Tablo 1.1. Mesane timoérti TNM evrelendirilmesi

T — PRIMER TUMOR

X Birincil timdr degerlendirilemiyor.

TO Birincil tiimdre ait kanit yok.

Ta Invaziv olmayan papiller karsinom.

Cis Karsinoma in situ.

T1 Timor epitel alt1 dokuyu tutmus.

T2 Tiimor kas dokusunu tutmus.

T2a Timor yiizeyel kas (i¢ yar1) dokusunu tutmus.

T2b Timor derin kas (dis yar1) dokusunu tutmus.

T3 Tlimdr perivezikal dokuyu tutmus.

T3a Mikroskopik olarak.

T3b Makroskopik olarak (ekstravezikal kitle).

T4 Timor; prostat, uterus, vajen, pelvik duvar, abdominal duvar gibi yapilar
tutmus.

T4a Tlmdr prostat, uterus veya vajeni tutmus.

T4b Timor pelvik duvar veya abdominal duvari tutmus.

N - LENF NODLARI

NX Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemiyor.

NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok.

N1 Tek bir lenf nodunda 2cm veya daha kiglk metastazlar.

N2 Tek bir lenf nodunda 2 cm’den biiyiik, 5 cm’den kii¢lik metastazlar, ya da birden
fazla lenf nodunda 5 cm’den biiyiik olmayan metastazlar.

N3 Bir lenf nodunda 5 cm’den biiyiik metastazlar.

M - UZAK METASTAZLAR

MX Uzak metastazlar degerlendirilemiyor.

MO Uzak metastaz yok.

M1 Uzak metastazlar.
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Mesanenin metastatik tiimorleri ¢ogunlukla komsu organ tlmorlerinin  direk
invazyonu sonucu olusur. En sik serviks ve prostat olmak (zere kolon, over, uterus
ve komsu yumusak doku tlimorleri metastaz yapar. Mesane timorinin uzak
metastatik bolgeleri ise lenf diigiimleri, akciger, karaciger ve kemiktir (Dillioglugil,
2001). Lenfatik metastazlar %75 oranla obturator, %64 oranla eksternal iliaka yapar.
Vaskiiler metastazlari ise %38 oranla karaciger ve 536 oranla akcigere yapmaktadir.
Lenfatik veya vaskiiler metastazlar daha c¢ok grade Il — III tiimorlerde saptanir
(Penbegiil, 2006). Mesane kanseri tumor evrelerinin gruplandirilmasi ise Tablo 1.2’
de gosterilmektedir (Dillioglugil, 2001).

Tablo 1.2. Mesane kanseri timor evrelerinin gruplandirilmasi

Evre Oa Ta NO MO
Evre 0is Tis NO MO
Evre | T1 NO MO
Evre Il T2a NO MO
T2b NO MO
Evre 11 T3a NO MO
T3b NO MO
T4a NO MO
Evre IV T4b NO MO
Herhangi bir T N1 MO
Herhangi bir T N2 MO
Herhangi bir T N3 MO
Herhangi bir T Herhangi birN | M1

1.3.4.2. Derecelendirme

Mesane kanseri icin tizerinde wuzlagilmis tek bir derecelendirme sistemi
bulunmamaktadir. Siklikla kullanilan sistem tiimor hiicrelerinin anaplazi derecesini
esas alir. Buna gore karsinomlar iyi, orta ve kotu diferansiye tumorler olarak
gruplandirilir. Timoriin derecesi ve evresi arasinda siki bir iligki vardir. Timor
hlcresinde anaplazinin kriterleri; epitelyal hiicre tabakasi sayisinin artmasi, anormal
hlicre olgunlagsmasi, dev hiicreler, ¢ekirdek/sitoplazma oraninda artma, ¢ekirdekgigin
belirginlesmesi, kromatin kiimelesmesi, hiicre polaritesinin kaybi, mitotik bolinme
sayisinin artmasidir. Mesane kanserlerinde en sik kullanilan dereceleme Dinya

Saglik Orgiitii (WHO) dereceleme sistemidir (Yenice, 2008).
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1.3.4.2.1. Papilloma (Derece 0 / GO0)

Normal mesane mukozasinin ince fibrovaskiiler bir ¢ekirdegi ortmesi ile olusmus
papiller bir lezyondur. Papillomlarin yediden fazla epitelyal hiicre tabakasi yoktur ve
histolojik olarak bir anormallik gostermezler (Yenice, 2008). GO derecesi GOa

(papiller karsinom) ve GOis (karsinoma in situ) olarak ikiye ayrilir (Sekil 1.7).

GOa GOis
— : = - Yag doku
e oo = Kasdoku

= e _' ol -l 2 ’ Bag doku
: Urotelyum

Papiller I Karsinoma
karsinoma in situ

Sekil 1.7. Mesane tumort derecelendirme-GO (NCI, 2013).

1.3.4.2.2. 1yi Differansiye Tumorler (Diisiik derece / G1)

Tiimér bag dokuya yayilmistir (Sekil 1.8). Ince fibrovaskiiler bir sap ve 7 tabakadan
fazla hiicreden olusan kalinlagmis epitel icerir. Hiicreler sadece belirgin anaplazi ve
pleomorfizm gosterirler. Cekirdek/sitoplazma orani artmistir. Niikleer membran
belirgindir. Nadir mitotik Sekil lere rastlanir. Mukoza tarafindan cevrelendikleri
takdirde bunlar diisiik malign potansiyeli olan papiller Urotelyal tumorler olarak
adlandiriimaktadir (Yenice, 2008).

- — 7— e —— Yagdoku
, . =— Kasdoku
- > - . Bag doku

Urotelyum

Kanser

Sekil 1.8. Mesane timori derecelendirme-G1(NCI, 2013).
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1.3.4.2.3. Orta Derecede Diferansiye Tumorler (G2)

Tiimor kas tabakasina invaze olmustur (Sekil 1.9). Genis fibrovaskiiler bir ¢ekirdek
icerirler. Tabandan yiizeye dogru hiicresel olgunlasma dagilimi daha fazla olan ve
hlcre polarite kayb1 daha yiiksek olan tiimérlerdir. Cekirdek/sitoplazma orani daha
fazla olmakla birlikte, daha fazla niikleer pleomorfizm gorilur ve cekirdekgik daha
belirgindir. Mitotik Sekil lere daha sik rastlanir (Yenice, 2008).

e =S __ —+——— Yagdoku

=T Kasdoku

-

Bag doku
—1 _ Urotelyum

Kanser

Sekil 1.9. Mesane timort derecelendirme-G2 (NCI, 2013).

1.3.4.2.4. Koétu Diferansiye Tumorler (Yuksek derece /G3)

Tiimdr yag tabakasina yayilmistir (Sekil 1.10). Prostat, vajina, uterus gibi komsu
organlara metastaz gergeklesebilir. Tabandan yiizeye dogru gidildik¢e hiicrelerde
farklilagsma goriilmez. Yiksek ¢ekirdek/sitoplazma oraniyla birlikte belirgin niikleer

pleomorfizm gdze carpar. Mitotik sekillere sik rastlanir (Yenice, 2008).
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Mesane

Ureter —

\  Bagdoku

b . )
e F'E Urotelyum

Prostat —

-0 \\, :

Kanser

Uretra

Sekil 1.10. Mesane tumorii derecelendirme-G3 ve tiimoriin metastaz yaptigi organlar
(NCI, 2013).

1.3.5. Mesane Kanseri Tumor Belirtecleri

Mesane kanseri tanisinda altin standart yontemi sistoskopi ve biyopsidir. Ancak
sistoskopi pahali ve invaziv bir yontemdir. Bu 6zellikleriyle sistoskopi kasa invaze
olmayan mesane kanserli hastalarin takibinde hem maliyeti artirmakta hem de
invazivligi ile hastalarin kontrollere gelmek istememelerine neden olmaktadir. Bu
sebeple farkli tiimor belirteclerinin bulunmasina yonelik arastirmalar artmistir
(Tiirkeri, 2012). Mesane tiimori tanisinda kullanilmaya aday belirteglerin duyarlilik
ve 0zgiilliigii Tablo 1.3’de verilmistir.

Mesane tiimorii tanisinda kullanilan idrar sitolojisi idrar ya da mesane yikama
stvisinda bulunan dokiilmiis timdr hiicrelerinin mikroskop altinda tespitine dayanir.
Ozellikle mesane karsinoma in situ (CIS) olgularinda, epiteldeki tiimor hiicreleri
arasindaki baglantilarin kaybi sonucu ¢ok sayida atipik hiicre idrarda yiizer halde
bulunur. Bu da sitolojinin 6zellikle CIS olgularinda ve yiiksek dereceli mesane
tiimdrlerinde yiiksek duyarlikta tan1 koymasini saglar. Ancak diisiik dereceli timor
tanisinda bu denli basarili degildir ve bu olgularda sitoloji siklikla negatiftir. Sitoloji
ayrica degerlendiren kisiye bagl olup taze idrarda bakilmalidir. Uriner enfeksiyonlar,

intravezikal ila¢ uygulamalar1 ve tas hastaligi idrar sonucunu etkilemektedir.
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Oncesinde hasta hazirh@1 gerektirmemesi, pahali kitlere ihtiya¢ duyulmamasi ve kisa
stirede yapilabilmesi bu yontemin avantajlarindandir (Tiirkeri, 2012).

Idrarda insan kompleman faktor H bagimli proteinin tespitine dayanan ydntemlerden
biri olan BTA (mesane timor antijeni) stat imminassay prensipleri ile idrar
orneginin kitin lizerine damlatilmasi ile yapilmakta ve kalitatif bir analizle protein
tespiti yapmaktadir. BTA-TRAK ise iki asamali bir ELISA testi olup kantitatif bir
analiz yapmaktadir. Her iki testin de duyarlilig1 diistik oldugu i¢in kullanim alanlar
kisithidir (Tiirkeri, 2012).

Bir diger mesane tiimor belirteci olarak kullanilan yontem NMP-22 (gekirdek
matriks proteini) testidir. NMP hiicre ¢ekirdeginin yapisal elemanlarindandir ve
cekirdegin biitiinliigiiniin korunmasinda yardimei olur. DNA replikasyonu ve gen
ekspresyonunda gorev alir. Tiimor hiicrelerinde niikleer mitotik aktivite artar ve
NMP-22 hiicrelerden salinir. Bu sebeple mesane kanserli hastalarin idrarainda
saglikli kisilere oranla 25 kat fazla NMP-22’ ye rastlanmaktadir. NMP-22 iki
antikorlu mikroeliza testidir. Basit ve kolay kullanimi1 avantajidir. Ancak tas
hastaligi, benign prostat hiperplazisi (BPH), enflamasyon ve iiriner sistem hastaligi
testin 6zgilliiglini distirmektedir (Tiirkeri, 2012).

BLCA- 4 (Bladder cancer specific nuclear matrix protein 4) bir transkripsiyon
faktoru olup fazla ekspresyonu hicrenin blyliime hizini artirir. Mesane timorli
hastalarda mesanenin hemen tamaminda bulunmaktadir. Ancak mesane timori
olmayan hastalarda bulunmamaktadir. BLCA-4 uygulamasi i¢in 0ozgilliigi ve
duyarliligir oldukga yiiksek olan indirekt eliza testi uygulanmaktadir. BLCA-1
yalnizca tiimor alanlarinda bulunan bir NMP’ dir. Immiinassay yontemi ile idrarda
tespit edilmektedir. Duyarlilig1 ve 6zgiilliigii BLCA-4 belirtecinden diisiiktiir (Van
Le ve ark., 2005).

HA-HAase testi, hyaluronik asit ve hyaluronidazin idrardaki miktarimi Slgen bir
testtir. HA bir glikozaminoglikan olup pek ¢ok tlimor tipinde seviyesi artmistir.
HAase’in HA’i parcalamasiyla anjiojenik 6zellikli parcalar ortaya ¢ikar. Ha olgimi
ile tiim derecedeki mesane tiimorleri tespit edilebilirken HAase ile yalnizca yiiksek
dereceli tiimorler tespit edilebilmektedir. Bu testlerin duyarliligi oldukga yiiksek
olmakla birlikte yiiksek dereceli tiimorlerde daha da artmaktadir (Lee ve ark., 2000).

Mesane tiimorlerinde belirte¢ olarak kullanima aday olan bir diger yontem ise
mikrosatellit analizleridir. Mikrosatellitler genellikle 2-4 b¢ iceren DNA tekrarlaridir.

Mikrosatellitlerin yapisinin bozulmasinda heterozigotluk kaybi ve mikrosatellit
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tekrar sayisinin degismesi gibi genetik degisiklikler rol oynamaktadir. Mesane
kanserinde en sik goriilen genetik degisiklik 9. kromozomdaki heterozigotluk
kaybidir. Mikrosatellit analizlerinde ne kadar fazla sayida mikrosatellit arastirmasi
kombine edilirse duyarlilik o kadar yiiksek olacaktir (Ttrkeri, 2012).

ImmunoCYT, bir immunositoloji yontemi olup rotelyal kanser hiicrelerinde goriilen
antijenlerin monoklonal antikorlar ile tespit edilmesidir. Bu yontem gliniimuzde en
sik kullanilan yontem olup floresan ile isaretlenmis M344 ve LDQ10 antikorlar
kullanilmaktadir (Tiirkeri, 2012).

Tablo 1.3. Mesane timoru tanisinda kullanilmaya aday belirteglerin duyarlilik ve
ozgilligu (Turkeri, 2012)

Test Duyarhlik (%) Ozgullik (%)
Sitoloji 11-76 > 90
BTA-stat 36-89 50-70
BTA-TRAK 57-83 50-90
NMP-22 47-100 60-90
BLCA-4 96,4 100
HA-HAase 83-94 77-84
Mikrosatellit DNA testi 72-97 80-100
ImmunoCYT 38-100 75-90

1.3.6. Mesane Kanserinde Molekdler Stregler

Mesane kaynakli malign tiimorlerin cogunlugu epitel kaynaklidir ve histolojik olarak
trotelyal karsinom olarak tamimlanmustir. Urotelyal karsinom birbirinden farkli
genetik ozelliklere, biyolojik davranisa ve prognoza sahip farkli fenotipik gruplardan
olusan heterojen bir hastalik olarak tanimlanmaktadir.

1.3.6.1. Kromozomlarin Sayisal ve Yapisal Anomalileri

Sayisal kromozom anomalileri ¢esitli genetik alanlarin  kopya sayisindaki
degisiklikleri tanimlamaktadir. Mesanenin iirotelyal kanserlerinde kopya sayisindaki
degisiklikler en ¢ok 1., 8., 9., 10., 11., 13. ve 14. kromozomlar {izerinde saptanmuistir.
Yapisal kromozom anomalileri ise kromozom iizerinde gen lokusu diizeyinde DNA
kopya sayisinda degisikliklere yol agan kromozom kayiplarimi (delesyonlar),
kazanimlarint (insersiyonlar), translokasyonlarmi ve daha karigik diizenlemeleri

icermektedir (Cheng ve ark., 2011).
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Kromozom 9’ un kisa ve uzun kolundaki delesyonlar mesane karsinogenezinde erken
gerceklesen olaylardir ve hiperplazi ve displazi fenotipik gruplar1 arasinda
kromozom 9 delesyonlar1 agisindan fark saptanmamaktadir (Abraham ve ark., 2007).
Kromozom 9 kayiplarinin potansiyel tiimor baskilayict genler nedeniyle Onemli
oldugu, her iki allelde ortaya ¢ikan kayip sonrasi tiimor baskilayici proteinlerin
tiretiminin durmasi ile malign doniisiimiin ortaya ¢iktig1r savunulmaktadir (Abraham
ve ark., 2007).

Mesane kanserinde en sik goriilen kromozom anomalilerinden biri 9. kromozomun
uzun kolunda (9q) ortaya ¢ikan kayiplardir. Mesane tiimorii ile 9q kayiplari
arasindaki bu iligki, etkilenen bolgede farkli tiimor baskilayict genlerin varligini
diisiindiirmiis olup, TSC1, PTCH1 ve DBCI1 genleri bu bdlge ile iliskilendirilen
timor baskilayict genlerdir (Pollard ve ark., 2010). TSC1 (tuberoz skleroz kompleksi
1) geni 9934 bolgesinde yer alir ve hamartin isimli proteinin sentezinden sorumludur.
TSCI1 geninde meydana gelen misssense mutasyonlarin mesane kanser hiicrelerinde
TSCI1 proteinin yerlesimini bozdugu ortaya ¢ikarilmistir (Pymar ve ark., 2008).
Gorlin Sendromu geni olarak da isimlendirilen PTCH1 (patched homologue 1) geni
9922 bolgesinde lokalizedir. Mesane kanserinde yapilan 9q22.3-q31 bdlgesine
yonelik mikrosatellit analiz ¢alismalarinda PTCHI1 geninin lokalize oldugu 9q22.3
bolgesinde delesyonlarin yogunlastigi gdsterilmis olup bu tiimor baskilayici genin
tirotelyal kanserin gelisimi i¢in énemli olabilecegi vurgulanmistir (Pollard ve ark.,
2010). DBC1 (deleted in bladder cancer gene 1) geni ise non-apoptotik hiicre
O6limiinii ve hiicrelerin G1 fazinda tutulmasini diizenleyen bir gendir. 9q32-933
lokusunda bulunan bu tiimdr baskilayict genin {irotelyal karsinomda parsiyel
delesyonlara ugradigi, mRNA ekspresyonunu yitirdigi ve hatta bu genin
hipermetilasyonunun ortaya c¢iktigi daha once yapilan g¢aligmalarla bildirilmistir
(Pollard ve ark., 2010 ve Habuchi ve ark.,1998).

9. kromozom kisa kolu iizerinde ortaya c¢ikan delesyonlarin da mesane kanseri
gelisiminde rol oynadig1 tespit edilmistir. Ozellikle 9p21 bolgesinde lokalize olan
CDKN2A ve CDKN2B genleri tiimor baskilayict gen ailesinden olup homozigot
delesyon ile inaktive olmaktadirlar. Bu inaktivasyon ile hiicre dongiisiinii kontrol
eden pl6é ve plS5S proteinlerinin sentezi bozulmaktadir. Bu proteinler 6nemli
potansiyel timdr baskilayicilaridir, ¢iinkii her ikisi de hiicre dongiisiinde negatif
duzenleyiciler olarak gorev almakta olup, siklin D-siklin bagimli kinaz-4

kompleksinin  aktivitesini inhibe ederek hiicre c¢ogalmasmm1 Gl fazinda
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durdurmaktadir. CDKN2A ve CDKN2B genlerindeki tek ya da her iki alleldeki
delesyonlar mesanenin hem drotelyal karsinomu hem de skuaméz hicreli
karsinomunda goriilmektedir. Mikrosatellit belirleyiciler ile yapilan kromozom
haritalama caligmalarinda karsinoma in sitii lezyonlarinda yiiksek oranda 9p21
bolgesinde yer alan tiimor baskilayici gen kaybi oldugu gosterilmistir (Tirkeri,
2012). Kromozom 9 iizerinde yapilan mesane kanseri ile ilgili ¢aligmalara genel
bakildiginda 9q° da meydana gelen heterozigotluk kayiplarmin 9p’ deki kayiplara
oranla daha fazla prognostik deger tasidigin1 géstermektedir (Tiirkeri, 2012).

Mesane kanseri ile iliskili diger kromozom anormalilerinin basinda izokromozom 5p,
17p delesyonu ve trizomi 15 gelmektedir. Ayrica karsilastirmali genomik
hibridizasyon yontemi kullanilarak yapilan ¢alismalarda 2., 4. ve 5. kromozomlarda
kayiplar; 7 ve 22. kromozomlarda kazanimlar ortaya ¢iktigi ve bu degisimlerin
yiilksek dereceli histopatolojik derece ile iliskili oldugu ortaya ¢ikarilmistir
(Nishiyama ve ark., 2011).

1.3.6.2. DNA Dizilim Anomalileri

Genomun DNA dizilimindeki degisikliklerin ortaya c¢ikist mutasyonlar sonucu
olusmakta ve islev kaybma ya da islev kazanimma sebep olmaktadir. Urotelyal
karsinom ile iliskili mutasyonlar arasinda en Onemlileri p53° {in islev kaybi ve
FGFR3’ iin islev kazanim1 ile sonu¢lanan mutasyonlaridir.

Mesane kanseri ile iligkisi gosterilmis mutasyonlardan biri H-ras geninin 12, 13, 59
ve 61. kodonlarinda olugan mutasyonlar, iirotelyal kanserlerde % 30-40 oraninda
goriilmektedir ve bu mutasyonlar arasinda en sik goriileni 12. kodonda guanin yerine
timin gelmesi (G-T) ile olusan nokta mutasyonudur. Bu mutasyonlar sonucunda gen
aktiflesmekte, genin {irlinlinlin asir1 liretimi meydana gelmekte ve hiicre ¢ogalmasi
hizlanmaktadir. H-ras geninde meydana gelen bir diger mutasyon ise D intronu
bolgesinde 2719. pozisyonda adenin yerine guanin gelmesi (A-G) ile olusan nokta
mutasyonu olup ras geni iirlinii olan p21 proteini diizeyinde 10 kat artisa sebep
olmakta ve bu mutasyonu gosteren mesane kanserinin biiylik kismi kasa invaze
tiimorlerden olusmaktadir (Tirkeri, 2012).

FGFR3 (fibroblast biiylime faktor reseptorii 3); embriyolojik gelisim, hiicre
biiylimesi, hiicre farklilasmasi, hiicre ¢cogalmasi ve anjiyogenez i¢in kritik oneme
sahip yapisal olarak korunan tirozin kinaz reseptdr gen ailesinin 4 tyesinden birisidir
ve 4p16.3 kromozomu iizerinde lokalizedir. Bu genin kodladigi 806 aminoasitlik

protein fibroblast biyime faktorii reseptor ailesine aittir. Urotelyal karsinomlar
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arasinda diisiik dereceli kasa invaze olmayan papiller timorlerin % 70’ inden
fazlasinda FGFR3 mutasyonlar1 saptanirken invaze tiimdrlerde ise bu oran sadece
%20-30° dur. Aktive olmus FGFR3 mutasyonu en sik Gl dereceli mesane
tiimorlerinde gézlenmis olup diisiik dereceli tiimorlerle FGFR3 ekspresyonu arasinda
gucli bir korelasyon saptanmigtir (Lindgren ve ark., 2006).

Bir tiimor baskilayic1 gen olan p53 mutasyonlar1 bir¢ok tiimoriin gelisiminde rol
oynadig1 gibi mesane tiimorlerinde de en sik goriilen genetik degisikliklerden biridir.
P53 geni 17p13.1 bolgesinde lokalizedir ve kodladig1 363 amino asitlik protein hicre
dongiisiiniin G1/S gecisinde anahtar rol oynayarak DNA tamirini ve apoptozu
diizenler. Mesane kanserindeki p53 inaktivasyonu 0zellikle 5-11. ekzonlarda ve 280.
ile 285. kodonlarda olan degisiklikler sonucu olusmaktadir. Urotelyal kanserlerdeki
p53 mutasyonlar1 genellikle islev kaybina yol agan mutasyonlar seklinde
gerceklesmekte ve p53” lin hedef DNA boélgesine baglanmasini engelleyerek etki
etmektedir (Tiirkeri, 2012). Kromozom 17p kayiplar1 ve p53 mutasyonlar1 6zellikle
ileri evre ve ylksek dereceli timorlerde gorilmekte, yizeyel timorlerde daha az
saptanmaktadir. Ancak ylizeyel tiimorlerde p53 mutasyonlarinin varligi prognoz
acisindan ¢ok dnemli goriilmektedir.

Retinoblastoma geni (RB1); hiicre gelisiminde, farklilasmasinda, hiicreler arasi
etkilesimde, hiicre yaglanmasi1 ve apoptozda 6nemli rol oynayan 13q14 bolgesinde
lokalize olan bir gendir. RB12 de ortaya c¢ikan mutasyonlar hiicre dongiisii
kontroliiniin kayb1 ile sonuclanir. RB1 tiimor baskilayici geninin kaybi primer
mesane kanserlerinin %20-30’ unda gozlenmekte ve bu durum 6zellikle invaziv ve
yiiksek dereceli tiimorlerde dikkati ¢ekmektedir. Heterozigotluk kaybi gibi RBI
genine ait somatik defektler iirotelyal kanserlerde sik¢a rastlanmakta olup o6zellikle
de invaziv timorlerle iligkilidirler (Turkeri, 2012).

1.3.6.3. Mikro-RNA Regiilasyon Kaybi

Mikro-RNA (miRNA), 22 niikleotid uzunlugunda gen ekspresyonuyla ilgili RNA
parcalart olup protein kodlamasindan bagimsizdirlar. Bu farkli 6zellikteki RNA’
larin asir1 Uretimi farkli genler iizerinde etki gdstererek tiimor olusumuna katkida
bulunabilmektedir. miRNA’ larin bir kismi timor baskilayic1 gen olarak hareket
ederken bir kismi ise onkogen olma ozelligine sahiptir. Urotelyal kanserlerde
miRNA anormalliklerinin sik goriilen ve erken donemde ortaya c¢ikan degisiklikler
oldugu saptanmistir (Catto ve ark., 2009). Diislik dereceli tiimorlerde birgok miRNA

molekiilii ekspresyon diizeylerinde diisiis saptanmaktadir. Diisiik dereceli timorlerde
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ozellikle miRNA 99a/100 kayiplarinin mutasyondan 6nce FGFR3 molekiiliinde
artisa yol actigin1 gostermistir. Yiiksek dereceli tiimorlerde ise en onemli degisikli
miRNA 21°de olup sonucta p53 islevinde baskilanma ger¢eklesmektedir.

1.3.6.4. Mesane Kanserinde Epigenetik Degisiklikler

Mesane kanserine iliskin epigenetik degisiklikler organda yerlesik tiimoér dokusunda
ve idrar, serum ve mesane yikama sivisinda tespit edilmistir. Yapilan bazi
caligmalarda mesane kanseri tanisina yonelik degerlendirmede, idrarda DNA
metillenmesinin tespitini idrar sitolojisinden daha duyarli oldugu bulunmustur
(Dulaimi ve ark., 2004 ve Renard ve ark., 2010). Yakin zamanda idrar 6rneklerinde
TWIST1 ve NID2 genlerindeki promotor metillenmesinin ¢ok yiiksek oranda
duyarhilik ve oOzgiillikle tani i¢in kullanilabilecegi gosterilmistir (Costa ve ark.,
2010). Bir zar proteini olan NID1 doku yapisi, hiicre polarizasyonu, invazyonla ve
bir transkripsiyon faktori olan TWIST1 antiapoptotik ve prometastatik zellikleriyle
bilinen molekiillerdir ve farkli epitel kanserlerinde normal dokuya gore daha yogun
ifade edildikleri rapor edilmistir. Bunlarin yan1 sira, hiicre gogalmasinin denetiminde
gorevli TMEFF2 adli transmembran protein, hiicre iskeleti bilesenlerinden
intermedyan flament olan vimentin-VIM geni ve homeostaz, normal embriyonik
gelisim ve farklilagmada gorevli bir molekul ailesi olan TGF-B’nin bir {yesini
sentezleyen GDF15’ in metillenmesinin yine mesane kanserinde belirte¢ olabilecegi
belirtilmistir (Maruyama ve ark, 2001). Calismada bu {i¢lii panelin mesane kanseri
hastalarin1 saglikli bireylerden ayirt etme duyarliligi ve 6zgilligi % 90’1 asmis
olarak bildirilmistir. Bu nedenle idrarda rutin tarama i¢in kullaniminin uygun
olabilecegi one siirlilmiistiir.

Mesane kanserinde erken tani disinda prognoza yonelik olarak da epigenetik
degisikliklerin kullanilabilecegini gdsteren sonuglar elde edilmistir. CDH1, CDH13,
APC ve RASSFIA genlerinde promotor metillenmesinin kotii prognoza isaret eden
histolojik belirteglerle anlamli olarak iliskili oldugu bildirilmistir (Schneider ve ark.,
2011).

DNA metillenmesinin yani sira histon degisikliklerinden histon 3 4. pozisyondaki
lizinde monometillenme (H3K4me1l), histon 4 20. pozisyondaki lizinde mono-, di- ve
trimetillenmenin (H4K20mel, H4K20me2 ve H4K20me3) ileri patolojik evreyle
iligkili oldugu, H4K20me3’Un kasa invaze olmus mesane kanserinde hastaliksiz
sagkalim yoniinde anlamli bir prognoz belirteci olarak kabul edilebilecegi

bildirilmistir (Jeronimo ve ark., 2011).
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1.4. Mikrosatellitler ve Kullanim Alanlar:

Mikrosatellitler basit olarak niikleotid dizi tekrarlarinin rastgele diizenlenmis ¢ok
sayida kopyalarindan meydana gelir. Bu dizilerdeki niikleotit sayis1 2—6 arasinda
degismektedir (CA, ACA, GATA gibi). Yiiksek derecede polimorfiktirler ve 6nemli
bir genetik isaretleme sistemini olustururlar (Aksakal ve ark., 2008). STR (Kisa
Ardigik Tekrarlar ) ya da SSR (Basit Ardisik Tekrarlar) olarak da adlandirilan
mikrosatellitler 80’li yillarin sonlarindan itibaren calismalarda genetik belirleyici
(marker) olarak kullanilmaktadir (Meydan, 2008).

Mikrosatellitler kromozomlarin biitiin bolgelerinde dagilmislardir. Bunlar genleri
kodlayan bolgeler, DNA’nin kodlanmayan intron bolgeleri ve gen olmayan niikleotid
diziler icerisinde bulunur. Bir¢cok mikrosatellit bolgesi bir ka¢ bazdan birkac yiz
baza kadar degisen kiiciik niikleotid dizi tekrarlaridir. Calisma amacina gore
kullanilacak mikrosatellit bolgelerin se¢iminde dikkate alinan bazi kriterler vardir.
Calisilan mikrosatellit bolgelerin farkli kromozom boélgeleri iizerinde ve polimorfizm
diizeyinin yiiksek olmasi, heterozigotluk diizeylerinin yiiksekligi, allel sayisi ve
uzunluklarmin birbirine olan uzakliklar1 gdz &niine alinarak segilmelidir. Ozellikle
tiir bazindaki mikrosatellit bolgeler ¢ok benzerlik gostermektedir (Aksakal ve ark.,
2008). Mikrosatellitler genom igerisinde mono, di, tri ya da tetra nukleotid
permiitasyonlarin herhangi bir formu seklindedir ve omurgalilarda mikrosatellitlerin
biiyiik ¢ogunlugu (%30-67) diniikleotid tarzinda bulunur. Primatlarda ise
mononukleotid olarak bulunurlar (Meydan, 2008). Mikrosatellitler prokaryot ve
Okaryot genomun herhangi bir bolgesinde bulunabilmektedir. Prokaryotlarda birgok
biyolojik fonksiyona sahip oldugu halde okaryot hiicrelerde rolii tam olarak
bilinmemektedir. Mikrosatellit belirleyiciler, yaygin olarak 2 niikleotidli tekrarlardan
[(CA)n] olusmakla birlikte farkli formlarda da bulunabilmektedir (Ozsensoy ve
Kurar, 2012).

Mikrosatellitlerle ilgili en belirgin dezavantaj, bir ture ait yeni mikrosatellitlerin elde
edilmesidir. Bu islem ¢ogunlukla zaman alict olup fazla miktarda emek gerektirir
(Un ve ark. 2000).

Mikrosatellitler yiiksek oranda polimorfik olmalarindan ve her bir test igin kucuk
miktarlarda DNA’nin yeterli olmasindan dolay1 linkage haritalarinda ana marker
olarak kullanilmaktadir (Un ve ark. 2000).

Mikrosatelitlerde tekrar sayilar1 her bireyin kendine 6zgiidir. Bu nedenle bireylerin

tanimlanmasinda kullanilirlar. Ayn1 zamanda mikrosatelit allelleri biri anadan digeri
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babadan olmak (zere ikisi de dominant karakterde olan allellerdir. Bu nedenle
mikrosatellitler ebeveyn tayinlerinde kullanilmaktadir (Un ve ark. 2000).

Kanser taramalarinda, mikrosatellitlerde meydana gelen yapisal degisiklikler
kullanilarak hizli ve giivenilir metodlar gelistirilebilmistir (Un ve ark. 2000).
Mesane, kolon, mide kanseri gibi bir¢cok kanser tiiriiniin teshisinde mikrosatellit
markirlara bagvurulmaktadir.

Bu c¢alismada, mesane kanserinde 20ql1-13 bolgesinde meydana gelen
heterozigotluk kayiplarinin analiz edilmesi amag¢lanmistir. Elde edilen verilere gore
bu bolgede goriilen heterozigotluk kaybi ile mesane kanserinin patojenitesi
arasindaki korelasyonun saptanmasi hedeflenmistir. Bu dogrultuda mesane kanseri
teshisi konan 33 hastanin mesanesinden cerrahi yontemle alinan tiimérlii ve komsu
normal dokular karsilastirilarak 20q11-13 bolgesindeki LOH profili analiz edilmis ve
bu bulgularla hastalarin klinik-patolojik bilgileri arasindaki korelasyon belirlenmeye
calisilmigtir. Elde edilen veriler ve yapilan istatiksel analizler sonucunda, 20q11-13
bolgesinde mesane kanseri ile iliskili olabilecek inaktive olmus aday tlimor
baskilayict genlerin saptanmasina yonelik ileriki caligmalara 6n veri sunulmus ve
bdylece mesane kanserinde molekiiler tan1 tekniklerinin ve hedefe yonelik tedavilerin

gelistirilmesi i¢in basvurulabilecek bir kaynak olarak literatiire eklenmis olacaktir.
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BOLUM II
KAYNAK OZETLERI

Mesane tlimorii progresyonunda 5. kromozom kisa kolu lizerindeki delesyonlarin
kritik bolgelerini tespit etmek amaciyla 33 mesane tiimoriinde 7 mikrosatellit
markirla LOH analizi yapan Bohm ve ark. (2000), 5p15 bolgesine ait markirlarda
LOH gozlendigini rapor etmislerdir.

Louhelainen ve ark. (2000) 5 multifokal mesane timorinde 1., 3., 5., 7., 9., 11,, 13,
17. ve 18. kromozomlar1 kapsayan 87 mikrosatellit markir kullanarak ardigik allelik
kayiplart ¢aligmislardir. Multifokal mesane tiimérlerinin gergek anlamda monoklonal
olup olmadigini test etmek i¢in yapilan bu ¢alismada kapsamli bir istatiksel analiz
neticesinde multifokal mesane tiimorlerinin ¢ogunun monoklonal orijine sahip
oldugu rapor edilmistir.

Sengelov ve ark. (2000) tarafindan ileri iirotelyal kanser gorillen hastalardaki spesifik
genetik degisikliklerin tanimlanmasi ve bu degisikliklerle kemoterapi duyarlilig
arasindaki iligkinin analiz edilmesi amaciyla yapilan ¢calismada, kemoterapi altindaki
56 hastadan alinan kasa invaze mesane tiimoriinde 6 mikrosatellit markir kullanilarak
Ip, 8p, 10p, 13q ve 17p bolgelerinde heterozigotluk kaybi analizi yapilmustir.
Caligmanin sonucunda en yiiksek LOH oran1 17p (%50) bolgesinde bulunmustur.13q
bolgesinde meydana gelen kayiplar tek basina olmamakla birlikte ya 8p (%35) ya da
10p (%31) deki kayiplar ile birlikte gozlenmistir. 1p bolgesinde ise %20 oraninda
kayip gozlenmistir. Saptanan bu kayiplar ile kemoterapi duyarliligi veya prognoz
arasinda anlamli bir iligki bulunmamustir.

Uchida ve ark., (2000) 45 transizyonel hicre karsinomu olan mesane timorinde
18921.1, 9p21-22 ve 17pl13.1 bolgelerine ait toplam 8 markirla LOH g¢aligmis ve
bunlar1 klinik sonuglarla karsilastirmiglardir. Yapilan bu mikrosatellit analizi
sonuglart 18q21.1, 9p21-22 bdlgelerinde tespit edilen heterozigotluk kayiplar ile
klinik veriler arasinda anlamli iligski bulunmus olup mesane kanserli hastalarda LOH
analizinin prognostik faktorlerin tespiti i¢in klinik agidan yararli olabilecegi

gorlsiiniibildirmislerdir
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RB tiimér baskilayict geni inhibisyonunun Uriner mesane timorl patogenezindeki
Oneminin ortaya ¢ikmasi lizerine 13q11-32 bolgesindeki allelik kayiplarin mesane
kanseri ve tiimor derece ve evresiyle iligkisini agiklayan bir ¢alisma yapan Wada ve
ark. (2000), 236 transizyonel hicre karsinomunda LOH analizi yapmislardir.
13g14.3 bolgesinde tespit edilen LOH ile T, G, derece ve evresindeki tumorler
arasindaki iliskinin istatiksel olarak 6nemli oldugunu rapor etmislerdir.

Yang ve ark. (2000), 25 mesane tiimoriinde yiiksek dansiteli miikrosatellit markirlar
kullanarak tiimdr baskilayic1 gen aday1 olan DBH genini igceren 9q bolgesinde LOH
anazlizi yapmistir. Yapilan ¢aligmanin sonucunda DBH geni ve komsu gen bolgesi
olan 9q34 bolgesindeki degisikliklerin mesane kanseri onkogenezinde 6nemli rol
oynadig1 vurgulanmastir.

Forsti ve ark., (2001) meme ve mesane tumorlerinin mikroskobik olarak normal olan
cevre dokularinda ve tiimorli dokularda heterozigotluk kayiplarini tespit ederek
tiimdr olusumunda 6ncii olup olmadigini rapor etmislerdir. 6 mesane tlimoriinde 3.
ve 9. kromozoma ait toplam 49 mikrosatellit markirlarla LOH ¢alisiimistir. Hem
normal hem de timorlu dokuda 3. kromozomda 10 6rnekte, 9. kromozomda 27
ornekte LOH gozlenmistir ve bu degisikliklerin tiimdrlesme siirecinde Onciiliik eden
ilk degisiklikler oldugunu rapor etmislerdir.

81 ileri transziyonel hiicreli mesane karsinomunda 9q bdlgesinin heterozigotluk
kayb1 analizi yapan Kimura ve ark. (2001), tiimoér orneklerinini yaklagik % 51 lik
kisminda LOH tespit etmistir ve meydana gelen LOH ile tiimor derecesi ve evresi
arasinda anlaml iligkiye rastlanmadigini rapor etmislerdir.

Kromozomal instabilitenin mesane kanserinde yaygin olarak goriilmesi ve bu
instabilitenin mitotik kontrol noktasindaki genlerde meydan gelen mutasyonlardan
kaynaklanmasi bilgisi dogrultusunda Olesen ve ark. (2001), 15 mesane tumoriinde ve
6 andploidi mesane kanseri hiicre hattinda mitotik kontrol noktasi genleri olan
hBUBI, hBUB1B, hBUB3 ve TTK genlerindeki mutasyonlar1 ve genetik stabiliteyi
analiz etmislerdir. Bu dort gende herhangi bir mutasyon goézlenmemesine ragmen
hBUBIB, hBUB3 ve TTK genlerinde LOH’ a rastlanmdigi rapor edilmistir.

Yoon ve ark. (2001) 16. kromozom iizerinde yaptiklart LOH analizi sonucunda 28
invaziv mesane tiimoriinde 16q12.1 bolgesinde LOH saptamustir.

FHIT geni 3. kromozom kisa kolu tzerinde bulunan Ggll histidin gen ailesinin bir

tiyesidir. Akciger kanseri, renal hiicreli karsinom, meme kanseri, over kanseri ve
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0zofagus skuamoz hiicreli karsinom gibi bazi kanser tiirleriyle FHIT geninin
inaktivasyonu iligkili bulunmustur. Wada ve ark. (2001) FHIT genini de iceren 3p
bolgesine ait 7 mikrosatellit markirla 151 mesane tiimoriinde LOH analizi
yapmuslardir. Calismanin sonucunda LOH 3p11-12, 3p22-24.2 ve FHIT genini iceren
3pl4.1 bolgelerinde en sik bulunmustur. Ayrica 3pl1-12 bolgesinde tespit edilen
kayiplar ile mesane kanseri progresyonu arasinda anlamli bir iliski bulunustur.
Natrajan ve ark. (2003), farkli derece ve evredeki 51 mesane tiimoriinde 26
polimorfik markirla 15q bolgesinin  LOH analizini yaparak delesyonlari
haritalamiglardir. 15q14-q15.3 bolgesinde 20 (%39) tiimérde LOH saptanmustir.
Delesyon haritalama ile 15915.1-15q15.3 ve 15ql4 bolgelerinde yogun olarak
bulunan delesyonlar1 tanimlamislardir.

99 mesane tlimoriinde 8. kromozom kisa kolu tlizerinde LOH ve FISH analizlerini
calisan Stoehr ve ark. (2004), invaziv tiimor gelisimi ile 8p kayiplari arasinda 6nemli
bir korelasyon saptamislardir.

Adams ve ark. (2005), mesane kanserli hastalardan alinan tiimoér dokularinda 8p nin
proksimal bolgesinde LOH analizi; 13’ i transziyonel hiicre karsinomu olan toplam
14 hiicre hattinda ise FISH analizi yapmistir. Bu analizler sonucunda 8p’ nin
proksimalinde heterozigotluk kaybina rastlanmis ve 8p bolgesindeki sitogenetik
bozulmalar FISH analizi ile desteklenmistir.

Jones ve ark. (2005) 24 mesane kanserli hastada lenf nodiillerine metastaz yapmis
mesane tiimorlerinin klonal kokenini arastirmis ve ayni hastalardan alinan primer
timorlerin  kokeni ile karsilagtirmustir. 9p21, 9932 ve 17pl3 bolgelerine ait
mikrosatellit markirlar kullanilarak tespit edilen allelik kayiplar ve X kromozomu
inaktivasyon testi dogrultusunda primer mesane tiimorleri ile lenf nodiillerine
metastaz yapmig timorlerin ayni klonal orijine sahip olduklarini tespit etmislerdir.
Misir’ da hiperendemik olarak goriilen ve yiiksek oranda mortalite ve morbiditeye
sahip  Schistosoma haematobium tiiri parazitle tasinan sistozomiyozis
enfestasyonunun sonuglarindan birisi ise mesane kanseri insidansinda goriilen
artistir. Sistozomal enfestasyonla mesane kanseri arasindaki iligkiyi temel alan
calismada Wahab ve ark. (2005), 42 mesane tiimorii (sistozomal olan ve sistozomal
olmayan) ile 8 ve 9. kromozomda 8 polimorfik markir kullanarak LOH analizi
yapmislardir. Calismanin sonucunda en yiiksek LOH insidansin1 D8S84 ve D9S126
bolgelerinde tespit etmislerdir. 8. kromozomda meydana gelen LOH larin %67’ si

sistozomal bagimli iken %80’ 1 sistozomal olmayan mesane kanserinde goriilmiistiir.
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Nitekim 9. kromozomda tespit edilen kayiplarin %30’ u sistozomal ve % 50’ si
sistozomal olmayan mesane kanserinde goriilmiistiir. Istatistiki agidan ise mesane
kanseri ile siztomiyozis arasinda anlamli bir iligskiye rastlanmamustir.

Mesane kanserinde 6p21.3 bolgesindeki heterozigotluk kaybi ile HLA Smif I
ekspresyonu arasindaki iligkiyi arastirmak amaciyla yaptiklar: ¢alismada, Maleno ve
ark. (2006), LOH ve HLA genomik tiplendirme metodlarinin, HLA Smmif I
ekspresyonundaki farklt modifikasyonlarin tamiri i¢in terapdtik strateji gelistirmede
onemli oldugunu vurgulamislardir.

Maleno ve ark., (2011) kolon, mesane, renal karsinom ve melanomadan olusan timor
dokularinda B2-mikroglobulin geni ile iligkili 1521 lokusunda LOH analizi
yapmuslardir. Mesane karsinomlarinda 15921 bdlgesinde %44 oraninda LOH

saptamigslardir.

35



BOLUM III

MATERYAL VE YONTEM

3.1. MATERYAL
Mesane kanserli hastalarda 20ql11-13 boélgesinde meydana gelen heterozigotluk
kaybmin analiz edilmesi igin Gaziantep Universitesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’ ndan 10-2011/174 nolu karar ile izin alinmistir. Calismaya Temmuz 2012-
Nisan 2013 tarihleri arasinda Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim
Dali’nda mesanelerine TUR (transuretral rezeksiyon) yapilmis ve mesane timori
tanist almis 33 olgu ¢alismaya dahil edilmistir.
3.1.1. Calismada Kullanilan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

e Sivi azot tanki (Statebourne Bio 3, Amerika)

e Sivi azot (Kogerler, Tiirkiye)

e Homojenizator (IKA / Ultra-Turrax, Cin)

e Spektrofotometre (Thermo Scientific, Amerika)

e [s1blogu (Wealtec, Amerika)

e Vorteks (Velp Scientifica, italya)

e UV transliminator (Bio-Rad, Almanya)

e Gradyanli termal dongii cihazi (Takara, Japonya)

e Yatay elektroforez sistemi (Cleaver, ingiltere)

e DNA sekans analiz sistemi (Sequi-Gen GT Electrophoresis System, Bio-Rad,

Almanya)

e Ultrasonik sonikator (Selecta, Ispanya)

e Calkalayici (Selecta, Ispanya)

e Isiticilt manyetik karistiric1 (Lab. Companion, Kore)

e Santrifuj (Hettich, Almanya)

¢ Dijital kamera (Sony, Japonya)

e Rontgen 151k kutusu (Seica, Amerika)
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Etanol (%96) (J.T. Baker, Amerika)

DNA izolasyon kiti (Qiagen, Almanya)

10X tampon (New England Biolabs, Amerika)
MgClI; (New England Biolabs, Amerika)

dNTPs (Vivantis, Amerika)

Taq DNA polimeraz (New England Biolabs, Amerika)
Ileri ve geri primerler (Alpha DNA, Kanada)
Formamid (Sigma, Amerika)

Agaroz (peqGOLD, Amerika)

Etidyum bromur (EtBr) (Merck, Amerika)

50 b¢’ lik DNA Ladder (Thermo Scientific, Amerika)
Glimiis nitrat (Merck, Amerika)

Sodyum hidroksit (Tekkim, Tirkiye)

Formaldehit (%37) (Tekkim, Turkiye)

Asetik asit (%99) (Sigma, Amerika)

Ure (8M) (Sigma, Amerika)

TEMED (Roth, Almanya)

Dimetildiklorosilan (Sigma, Amerika)

3.1.2. Calismada Kullanilan Soliisyonlar

PBS tamponu:
= NaCl (Merck, Amerika) ..............cccoeeennn.. 8g
=  KCI (Merck, Amerika) .............coevvvinnnnn. 0,29
» NayHPO4 (Merck, Amerika)..................... 1,44 ¢
» KH3PO4 (Merck, Amerika) ...................... 0,24 ¢

= 1000 ml distile suda ¢oziinerek pH 7,4’ e ayarlanir.
Otoklavlanarak +4 °C’ de saklanur.

10X TBE Tamponu:
=  Tris (Amresco, Amerika) .................oeeeennn. 108 g
» Borik asit (Scharlau, Ispanya)...................... 55¢
= EDTA (Merck, Almanya) .......................... 9,379

= 1000 ml distile suda ¢oziinerek pH 8,4’ e ayarlanir.
Otoklavlanarak +4 ° C* de saklanr.
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6X Yikleme tamponu (Sambrook ve Russel, 2001):

* Bromofenol mavisi (Merck, Amerika) ............... %0,025

= Ksilen siyanol FF(ABCR, Almanya).................. %0,025

»  Siikroz (Fluka, Amerika).................coooeiiin, %40
Akrilamid stok sollisyonu (%30):

= Akrilamid (Roth, Almanya).............................. 299

= Bis akrilamid (Vivantis, Amerika)........c...cc.cccevenenn. 19

B O DISHIE SU oo 100 ml
APS stok solusyonu (%10):

* Amonyum persiilfat (ABCR, Almanya) ............... 0,10 g

B DIStIE SU. .. I ml

Baglanma soliisyonu:

= Asetik asit(%99) (Sigma, Amerika)..................... 25ul

= Metakriloksipropiltrimetoksilan(Merck, Almanya)....15 pul

= Absoli etanol (J.T. Baker, Amerika) .................... 5ml

6X Yikleme tamponu:

* Bromofenol mavisi (Merck, Amerika).................... %0,01
= Ksilen siyanol FF(ABCR, Almanya)..................... %0,01

= EDTA (Merck, Almanya) ...........c.coovviiiiiinnnnnnnn. 20 mM
*  Formamid (Sigma, Amerika)...............c..oooiiiinin. %380

3.2. YONTEM

3.2.1. Doku Orneklerinin Toplanmasi ve DNA izolasyonu

Gaziantep Universitesi Uroloji Anabilim Dali’ nda mesane tiimérii teshisi konmus
hastalardan TUR ile alinan tiimorlii ve biyopsi ile alinan komsu saglikli doku
ornekleri kriyo tliplere alinarak direkt olarak sivi azot tankina yerlestirilmistir. Sivi
azot tankinda Biyoloji Boliimii DNA Analiz Laboratuvari’na getirilen doku 6rnekleri

- 80 °C’ de muhafaza edilmistir. Taze doku 6rneklerinden DNA izolasyonu QlAamp

DNA Mini Kit (Qiagen, Almanya) kullanilarak gergeklestirilmistir.

= -80 °C’ den alinan doku &rnekleri tartilarak 25 mg’ 1 gegmeyecek

Sekil de ependorf tiiplerin icerisine alindi.

* Dokularin tizerine dokunun agirligina goére miktar1 degistirilerek PBS

tamponu eklendi (25 mg icin 80 pl PBS).
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PBS tamponu iginde dokular homojenizatérle homojenize edilip
fiziksel par¢alanma tam olarak gergeklestikten sonra iizerine doku
parcalama tamponu (25 mg icin 100 pl) ve proteinaz K (25 mg icin
20 pl) eklendi.

Elde edilen karisim vortekslenerek 1s1 blogunda 56 ° C’ de bir gece
inkibe edildi.

Daha sonra kisa bir santrifiij edildi ve lizis tamponu eklenerek (25 mg
icin 200 pl) 15 sn ara ara vortekslendi ve 70 ° C’ de 10 dk inkiibe
edildi.

Inkiibasyonu takiben %96 lik etanol eklenerek (25 mg i¢in 200 pl) 15

sn vortekslendi, kisa santrifiij edildi.

Ependorf tiipteki ornekler 2 ml’ lik toplama tiiplinde yer alan mini
spin kolona dikkatlice aktarilip 8000 devir/dk’da 1 dk santrifiij
edildi. Mini spin kolon yeni bir toplama tiipiine alind1.

AW1 tamponu eklenerek (25 mg icin 500 ul) 8000 devir/dk’da 1 dk

santrifiij edildi. Mini spin kolon yeni bir toplama tiipiine alindi. AW2
tamponu eklenerek (25 mg i¢in 500 pl) 14000 devir/dk’da 3 dk
santrifj edildi.

Mini spin kolon yeni bir ependorf tiipe alind1 ve yikama tamponu
eklenerek (25 mg i¢in 500 pl) oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi.
Ardindan 8000 devir/dk’da 1 dk santrifiij edildi.

Son basamak tekrar edildi ve ependorfta toplanmis olan ¢oziinmiis
DNA 6rnekleri — 20 °C’ de muhafaza edildi.

Izolasyonu gergeklestirilen DNA &rneklerinin spektrofotometrede 260/320 nm’ de
Ol¢iim yapilarak kantitatif olarak konsantrasyonlar tayin edilmistir.

3.2.2. PCR Amplifikasyonu ve Agaroz Jel Elektroforezi

DNA izolasyon asamasini takiben polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile DNA
orneklerinin amplifikasyonu saglanmigtir. PCR ¢alismast yapilan polimorfik
mikrasatellit ~ markirlara ait baz  dizilimleri NCBI veri tabanindan
(www.nchi.nlm.nih.gov) elde edilmistir. Bu markirlarin baz dizilimleri ve firiin

bliytikliikleri Tablo 3.1° de verilmistir.
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Tablo 3.1. PCR dongiisii yapilan mikrosatellit markirlarin baz dizilimleri ve {iriin

buydklikleri

Primer Primer Baz Dizisi PCR Urin

Ad1 biiyiikligii
| (be)

D20S118 | Ileri | 5’-AGCTATATTTGTCAATGTGAGTTGT-3’ 169-179
Geri | 5>-GTCCGTGATAGAGCAGAGTG- 3’

D20S872 | ileri | 5’-GGTTCCCAAACAACATCCTG- 3’ 180-218
Geri | 5>-AGGACTCTTCCAAAAGTGGCT- 3’

D20S174 | ileri | 5°-GGCTGATTTCTATAACACAGCACAA-3’> | 277-305
Geri | 5>-TCATACAGACCTACTGGGGCAC- 3’

D20S465 | ileri | 5’-GACAAATTTCTGGGCTGGC- 3’ 219
Geri | 5>-AAAATGTCCAGGCAACAGAG- 3’

D20S481 | leri | 5>-TGGGTTATGAGTGCACACAG- 3’ 217-253
Geri | 5>-AACAGAAAAAGACACACAGC- 3’

D20S891 | ileri | 5’-GCAAGCATCTACAAGGCTCTTCAT-3’ 190-216
Geri | 5>-CTACAGGTGAGCGCCACCAT-3’

D20S468 | ileri | 5’-GGATATTGGGGCCACTGC- 3’ 194-212
Geri | 5>-TACCTAGTGACCAAAGGTTTCC- 3’

D20S171 | ileri | 5>-TATAGGTGAGGACCCTGAGG- 3’ 123-149
Geri | 5>~ ACACCAAGCCATGTAACCTG- 3’

D20S443 | leri | 5>-GAACCAAGGAAGTTGTTCAAC- 3’ 140
Geri | 5>-TTGCTCCAACCAGGAGGCA- 3’

Yapilan gradyanli PCR ¢aligmas1 sonucunda Tablo 3.2° de verilen PCR reaktiflerinin

miktarlar1 modifiye edilerek her primer i¢in optimum PCR kosullart belirlenmis

olup; primer baglanma sicakliklar1 ise yine gradyanli PCR c¢alismasi sonucu

Tablo3.3” de verilen araliklarda optimize edilmistir.

Tablo 3.2. PCR reaktifleri ve kullanilan konsantrasyon miktarlari

Reaktifler Konsantrasyon
ddH, O -
10X Tampon 1X
MgCl; (25 mM) 1-4mM
dNTP Karisimi1 (2 mM) | 0.2 mM (herbiri igin)
Ileri Primer 0.1-1 puM
Geri Primer 0.1-1 uM
Taq Polimeraz (0,5 U) 1,25 u/50pl
Formamid 1l
DNA 10pg-1 png/50 pl
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Tablo 3.3. Primerler igin belirlenen optimum PCR kosullar

Sicaklik (°C) Sure Dongii sayisi
94 5dk
94 45 sn
55-70 45 sn x35
72 45 sn
72 8 dk

Elde edilen PCR firiinlerinin varligimin tespiti i¢in =~ %1.5> luk agaroz jel
hazirlanmistir. 1,5 g agaroz 100 ml 1XTBE tampon igerisinde mikrodalga firin
kullanilarak ¢oziindiiriilmiistiir. Firindan alinan soliisyon igerisine 25 pl EtBr ilave
edilip hava kabarcigi kalmayacak Sekil de jel tankina dokiilmiistir. Tarak
yerlestirildikten sonra jel 40 dk donmaya birakilmistir. Jel donduktan sonra
elektroforez tankina yerlestirilip tizerini ortecek Sekil de 1XTBE tampon soliisyonu
ilave edilmistir. Her bir kuyucuga iizerine 6X yiikleme tamponu eklenen PCR
tiriinleri yiiklenmistir. Belirleyici olarak 50 bg¢’lik DNA ladder kullanilmistir.
Ornekler 110 V’ta 45 dk yiiriitiilmiistiir. Bu islemden sonra bantlarm UV 1s1k altinda
gbzlenmesi saglanmistir.

3.2.3. Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Agaroz jelde ytriitillerek varlig1 tespit edilen PCR {iriinleri LOH tespiti i¢cin DNA
sekans analiz sistemi (Sequi-Gen GT Electrophoresis System, Bio-Rad) kullanilarak
denatiire edici tlire poliakrilamid jelde yiiritilmiistir. Jelin yiizdesi yurutilecek
primerin bg¢ biiyiikliigline gore modifiye edilmistir.

3.2.3.1. Cihazin Hazirlanmasi:

DNA sekans analiz sistemine ait uzun ve kisa cam dikkatli bir Sekil de deterjan ve
bol suyla yikandiktan sonra % 70’ lik alkolle iki kez silindi. Kisa cama jelin
yapismasini saglamak amaciyla baglanma soliisyonu camin her tarafina yayilacak
Sekil de dikkatlice siiriildi. Uzun cama ise jelin baglanmasimi Onleyici
dimetildiklorosilan camin her tarafina yayilacak Sekil de dikkatlice siiriildii. 10 dk
camlarin kurumasi beklenip ayiricilar ve tarak yerlestirilerek camlar kapandi.

Sistemin dengesi ayarlandi ve jelin hazirlanmasina gegildi.
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3.2.3.2. Jelin Hazirlanmasi ve Orneklerin Jele Yiiklenmesi:

%7’ lik poliakrilamid jel i¢in 36 g iire, 15 ml distile su ve 32 ml formamidden olusan
¢oOzeltide 1siticili manyetik karistirici lizerinde ¢oziindii ve lizerine 10 ml 10XTBE ve
17,5 ml akrilamid:bisakrilamid (29:1) stok soliisyonundan eklenerek toplam hacim
75 ml’ ye tamamlandi. Jelde ¢oziinmiis olarak bulunan oksijeni uzaklastirmak i¢in
karigim ultrasonik sonikatérde 5 dk bekletildi. Daha sonra taze olarak hazirlanan 1
ml APS stok soliisyonu ve 40 ul TEMED eklendi ve hizli bir Sekil de jel camlar
arasina siringa ile dokiildii.

1-2 saat arast jelin polimerizasyonu igin beklendikten sonra 50 °C sicaklikta 60 W’
da 45 dk 6n yiiriitme yapildi. 7 pl yiikleme tamponu ve 5 pl PCR iirlinii karistirilarak
kisa bir santrifiij edildi ve 95 %C’ de 5 dk denatiire edildi. Denatiirasyonun ardindan
ornekler direkt buz iizerine alinarak zaman kaybetmeden her kuyucuga 6 pl yiklendi.
Yiikleme isleminin ardindan 50 °C sicakliktal bucuk saat 60 W’ da yiiriitiildii.

3.2.4. Giimiis Boyama ile DNA Bantlarinin Goriiniir Hale Getirilmesi

Jelin yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra uzun cam ve kisa cam birbirinden ¢ok
dikkatli bir Sekil de ayrilip jelin baglanmis oldugu kisa cam giimiis boyama
soliisyonlarina tabi tutularak bantlar goriiniir hale getirilip LOH analizi yapilmistir.
Glimiis boyama asamasinda Benbouza ve ark. (2006) tarafindan rapor edilen yontem
modifiye edilerek uygulanmis olup bu yontem Tablo 3.4’ de belirtilmistir.

Tablo 3.4. Gliimiis boyama i¢in kullanilan soliisyonlar ve siireleri

Asama Kullanilan soliisyonlar Sure

Fiksasyon %10 absoli etanol, 5 dk
% 0.5 asetik asit

Emdirme Bir litre igin; 1.5 g giimiis nitrat, 6-7 dk
1.5 ml formaldehit

Yikama Distile su 10-15 sn

Gelistirme Bir litre igin; 15 g sodyum hidroksit, 3-5 dk
2 ml formaldehit

Durdurma %10 absoli etanol, 2 dk
% 0.5 asetik asit

Tim asamalarda kullanilan soliisyonlar 2 L olarak hazirlanmistir. Boyama islemi

cam kivetler i¢inde galkalayici lizerinde gergeklestirilmistir. Oda sicakliginin 22-24
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°C olmasma dikkat edilmistir. Durdurma basamagindan sonra jel kurumaya
birakilmis ve yaklasik bir saat sonra rontgen 1sik kutusu lizerine alinarak jelde

gorundr haldeki DNA bantlarinin fotografi ¢ekilmistir.

3.2.5. Verilerin Istatiksel Analizi

Istatistiksel analizler GraphPad Instat (version 3.05) program kullanilarak
gergeklestirilmistir. Sonuglar standart sapma ya da yiizde olarak ifade edilmistir.
Istatistiksel anlamlilik smir1 p<0,05 olarak almmis olup, heterozigotluk kaybi
goriilme sikligl, timor derece ve evresi ile beraber degerlendirilmesi igin Fisher’s

exact test kullanilmistir.
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BOLUM 1V
BULGULAR

4.1. Ornek Doku Alinan Hastalarin Demografik ve Patolojik Bulgulari
Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dali’ nda mesane kanseri
teshisi konmus 33 hastanin yas, cinsiyet, kan grubu, sigara kullanip kullanmadig
bilgileri ve bu hastalara ait tiimorlii dokularin patolojik bilgileri toplanmustir.

4.1.1. Hastalarin Demografik Bilgileri

Ornek alinan 33 hasta arasinda 32 (% 96,97) birey erkek; 1 (% 3,03) birey bayandir.
Erkek hastalar aktif sigara igicisi olup sadece bayan hasta sigara kullanmamaktadir.
Hastalarin en biiyiigii 81 ve en kii¢ligli 34 yasinda olup yas ortalamasi ise 64,46+1,88
olarak bulunmustur. Hastalarin yasa gore dagilimmi veren grafik Sekil 4.1° de

verilmigtir.

42,42%
45,00% - .

40,00%
35,00% -
30,00% -
25,00% -
20,00% - 15,15%
15,00%

10,00% - o 6,06% 6,06%
, )

27,27%

5,00% -

0,00% T T T T T T
20-34 35-44 45-54 55-64 65-74 75-84

Sekil 4.1. Ornek alinan hastalarin yasa gére dagilimi
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4.1.2. Hastalarin Patolojik Bulgular
Hastalardan alinan tiimoérlii dokularin TNM simiflandirilmasina gore evre ve derecesi
Tablo 4.1 ve 4.2° de verilmistir.

Tablo 4.1. Hastalarin TNM evrelerine gore dagilimi

TNM Evreleri Hasta Sayisi (n) (%)
TO 1(3,03)
Ta 13 (39,40)
T1 4 (12,12)
T2 14 (42,42)
T3 1(3,03)
Toplam 33 (100)

Tablo 4.2. Hastalarin timor derecesine gore dagilimi

Tumor Hasta Sayisi1 (n) (%)
Derecesi

Gl 2 (6,06)

G2 8 (24,24)

G3 23 (69,70)
Toplam 33 (100)

4.2. Tzole Edilen DNA’ larin Spektrofotometrik Olciim Sonuclar

Mesane kanserli hastalara ait tiimorlii ve normal dokulardan izole edilen DNA’ larin
konsantrasyonlar1 ve absorbansi spektrofotometre ile tayin edilmis olup sonuglar
Tablo 4.3’ de verilmistir. Sonuglar heterojen olup genel olarak timérli doku

konsantrasyonu normal dokulardan daha fazladir.
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Tablo 4.3. Mesane kanserli hastalara ait tumorlu (T) ve normal (N) dokulardan elde

edilen DNA’ larin spektrofotomoetrik 6l¢lim sonuglari

Absorbans Absorbans
Tumor | Konsantrasyon | (260-320 | Normal | Konsantrasyon | (260-320
DNA (ng/ul) nm) DNA (ng/ul) nm)
T1 54,53 2,09 N1 36,98 2,13
T2 46,60 2,02 N2 46,32 2,06
T3 49,25 2,06 N3 75,19 2,13
T4 129,81 2,13 N4 55,00 2,06
T5 85,00 2,03 N5 74,43 2,09
T6 135,85 2,08 N6 42,74 1,98
T7 44,06 2,10 N7 28,21 2,17
T8 18,02 2,27 N8 22,74 2,19
T9 41,13 1,84 N9 17,36 2,19
T10 31,13 2,09 N10 16,51 2,40
T11 153,02 2,03 N11 20,94 2,85
T12 107,83 2,10 N12 22,64 2,07
T13 38,40 2,08 N13 20,57 1,88
T14 56,32 2,11 N14 20,66 2,28
T15 19,72 2,32 N15 20,28 2,15
T16 22,08 2,21 N16 30,75 2,20
T17 58,21 2,06 N17 22,55 2,46
T18 112,26 2,11 N18 17,45 2,26
T19 55,85 2,12 N19 12,74 2,55
T20 51,42 2,07 N20 36,60 1,99
T21 26,32 2,08 N21 25,57 2,28
T22 76,98 2,16 N22 20,94 2,24
T23 67,26 2,08 N23 57,17 2,05
T24 85,09 2,10 N24 24,81 2,10
T25 17,36 2,22 N25 46,51 1,93
T26 46,89 2,14 N26 97,36 2,02
T27 58,11 2,03 N27 32,74 2,16
T28 24,72 2,20 N28 22,45 2,13
T29 66,13 2,11 N29 25,28 2,06
T30 29,25 2,18 N30 20,09 2,20
T31 95,85 2,15 N31 17,45 2,37
T32 56,70 2,19 N32 21,60 2,31
T33 18,58 2,35 N33 16,32 2,40
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4.3. Mikrosatellit Markirlar Kullanilarak Yapilan PCR Sonuglari

Izolasyonu gergeklestirilen DNA o6rnekleri ile 20q11-13 bolgesinde lokalize 9
polimorfik mikrosatellit markir (D20S481, D20S465, D205118, D20S891, D20S171,
D20S174, D20S468, D20S872 ve D20S443) kullanilarak PCR ¢aligmasi yapilmistir.

D20S481 mikrosatellit markir1 kullanilarak yapilan PCR ¢alismasi sonucunda 217-
253 b¢ buyikliginde triinler elde edilmistir (Sekil 4.2). PCR drlnleri % 1,5 luk
agaroz jel elektroforezinde 110 V’ da 45 dk yiiriitiilmiis ve UV goriintuleyicisinde
analiz edilmistir (Sekil 4.2).

3T14 N14T15 N15T16 N16 T17 N17 T18 N18 T19

Sekil 4.2. D20S481 primerinin PCR’ 1 sonucu elde edilen agaroz jel elektroforez
gorintist (M: Markir/50 bg, T: timorlt doku, N: normal doku, T12: 12 nolu 6rnege
ait tumor dokusu, N12: 12 nolu 6rnege ait normal doku).

D20S465 mikrosatellit markir1 kullanilarak yapilan PCR ¢alismast sonucunda 219 bg
blyukligiinde tirtinler elde edilmistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. D20S465 primerinin PCR’ 1 sonucu elde edilen agaroz jel elektroforez

goriintdsd.
D20S118 mikrosatellit markir1 kullanilarak yapilan PCR ¢alismasi sonucunda 169-
179 bg biiytikligiinde triinler elde edilmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. D20S118 primerinin PCR’ 1 sonucu elde edilen agaroz jel elektroforez
gorintdsu.

D20S891 mikrosatellit markirt kullanilarak yapilan PCR caligmasi sonucunda 190-

216 b buyikligiinde tirtinler elde edilmistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. D20S891 primerinin PCR’ 1 sonucu elde edilen agaroz jel elektroforez
gorintusa.

D20S171 mikrosatellit markirt kullanilarak yapilan PCR ¢aligmasi sonucunda 123-
149 be buylkligiinde tirtinler elde edilmistir (Sekil 4.6).

Sekil 4.6. D20S171 primerinin PCR’ 1 sonucu elde edilen agaroz jel elektroforez

goruntusa.
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D20S174 mikrosatellit markir1 kullanilarak yapilan PCR ¢aligmasi sonucunda 277-
305 b¢ buyikliigiinde tiriinler elde edilmistir (Sekil 4.7).

- - _—
——

T19 N19 T20 N20 T21 N21 T22 N22 T23 N23 T24 N24 T25 N25 T26 N26 M

Sekil 4.7. D20S174 primerinin PCR’ 1 sonucu elde edilen agaroz jel elektroforez
goruntusa.

D20S468 mikrosatellit markirt kullanilarak yapilan PCR ¢aligmasi sonucunda 194-
212 b buyikligiinde tiriinler elde edilmistir (Sekil 4.8).

Sekil 4.8. D20S468 primerinin PCR’ 1 sonucu elde edilen agaroz jel elektroforez
gorantasa.

D20S872 mikrosatellit markirt kullanilarak yapilan PCR ¢aligmasi sonucunda 180-
218 bg buyiikligiinde tiriinler elde edilmistir (Sekil 4.9).

Sekil 4.9. D20S872 primerinin PCR’ 1 sonucu elde edilen agaroz jel elektroforez

goruntasa.
D20S443 mikrosatellit markir1 kullanilarak yapilan PCR ¢alismasi1 sonucunda 140 bg
biylkligiinde tirtinler elde edilmistir (Sekil 4.10).
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et L DL LD L LL DR

Sekil 4.10. D20S443 primerinin PCR’ 1 sonucu elde edilen agaroz jel elektroforez

goruntusa.

4.4. Heterozigotluk Kaybiyla (LOH) iliskili Bulgular

Mesane kanserli 33 hastaya ait tlimorlii ve tiimdér dokusuna komsu normal
dokulardan elde edilen DNA 0Orneklerinde D20S481, D20S465, D20S118, D20S891,
D20S171, D20S174, D20S468, D20S872 ve D20S443 mikrosatellit markirlar
kullanilarak 20q11-13 bolgesindeki heterozigotluk kaybi aragtirilmigtir. LOH analizi
icin hastalarin tiimorli doku DNA’ lar1 ve normal doku DNA’ lar1 birbiriyle
karsilastirilmistir.

4.4.1. D20S481 Mikrosatellit Markirina iliskin Bulgular

D20S481, 20q12 bolgesinde bulunan 217-253 b¢ uzunlugunda polimorfik bir
dintikleik markirdir. %7’ lik poliakrilamid jelde yiiriitiilerek ayristirilmis ve glimiis
boyama ile bantlar gériiniir duruma getirilmistir. Mesane kanserli 33 hastanin 23’1
heterozigotluk hakkinda bilgi verici olup bunlarin 6’ sinda (%26,1) LOH ve 17’
sinde (%73,9) heterozigotluk korunmustur. D20S481 markirina iligkin poliakrilamid
jel goruntuleri Sekil 4.11° de verilmistir. D20S481 markirinda meydana gelen LOH
ile hastaligin patolojik evre ve derecesi arasindaki iliski ise Tablo 4.4 ve Tablo 4.5’
de verilmistir.

D20S481 bolgesinde gozlenen LOH ile tumor derecesi arasinda istatiksel olarak
anlaml bir iligki tespit edilememistir (p>0,05) (Tablo 4.4). Ayrica D20S481 primeri
i¢in en yiiksek LOH frekansi (%17,4) T2 evresinde gézlenmistir (Tablo 4.5).
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Tablo 4.4. D20S481 markirinda gozlenen LOH ile hastaligin patolojik derecesi

arasindaki istatiksel iligki

LOH+ (%) | LOH- (%) | Toplam p OR (95%Cl)
(%) degeri
Gl ve G2 |2(9) 3(13) 5(22) 0,576 | 2,333
derecesi (0,2838-19,182)
G3 4 (17) 14 (61) 18 (78)
derecesi
Toplam 6 (26) 17 (74) 23 (100)
(%)

LOH (+), LOH var; LOH (-), LOH yok; Cl, giiven araligi; OR, odds orani
Tablo 4.5. D20S481 markirinda gozlenen LOH ile hastaligin patolojik evresi

arasindaki iligki

LOH+ (%) | LOH- (%) | Toplam (%)
TO 0 (0) 1(4,9) 1(4,4)
Ta 2(8,7) 5(21,7) 7 (30,4)
T1 0(0) 4 (17,4) 4 (17,4)
T2 4 (17,4) 6 (26,1) 10 (43,5)
T3 0(0) 1(44) 1(44)
Toplam (%) | 6 (26,1) 17 (73,9) | 23(100)

LOH (+), LOH var;

LOH (-), LOH yok

[ ii
Sekil 4.11. D20S481 bolgesinde (i) LOH (1 nolu 6rnek), (ii) heterozi

ornek) ve (iii) homozigotluk (20 nolu 6rnek) gozlenen hastalara ait poliakrilamid jel

iii
gotluk (15 nolu

elektroforezi gorintileri (N: Normal doku, T: Timorli doku)
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4.4.2. D20S465 Mikrosatellit Markirina iliskin Bulgular

20q11.23 bolgesinde bulunan D20S465, 219 b¢ uzunlugunda polimorfik bir
diniikleik markirdir. Mesane kanserli 33 hasta arasinda 20 birey heterozigotluk
hakkinda bilgi vericidir. Bu 20 birey arasinda 1 bireyde (%5) LOH goézlemlenirken
D20S465 markirina
poliakrilamid jel goruntuleri Sekil 4.12° de verilmistir. D20S465 markirinda

19 bireyde (%95) heterozigotluk korunmustur. iligkin
meydana gelen LOH ile hastaligin patolojik derece ve evresi arasindaki iliski ise
Tablo 4.6 ve Tablo 4.7’ de verilmistir.

D20S465 bolgesinde gozlenen LOH ile tiimor derecesi arasinda istatiksel olarak
anlamli bir iligki tespit edilememistir (p>0,05) (Tablo 4.6). Ayrica D20S465 primeri
icin en yiiksek LOH frekansi (%5) Ta evresinde gozlenmistir (Tablo 4.7).

Tablo 4.6. D20S465 markirinda gézlenen LOH ile hastaligin patolojik derecesi

arasindaki istatiksel iligki

LOH+ (%) | LOH- (%) | Toplam p OR (95%Cl)
(%) degeri
Gl ve G2 |0(0) 4 (20) 4 (20) 1,000 | 3,444
derecesi (0,0928- 127,81)
G3 1(5) 15 (75) 16 (80)
derecesi
Toplam 1(5) 19 (95) 20 (100)
(%)

LOH (+), LOH var; LOH (-), LOH yok; CI, giiven araligi; OR, odds orani

Tablo 4.7. D20S465 markirinda gozlenen LOH ile hastaligin patolojik evresi

arasindaki istatiksel iliski

LOH+ (%) | LOH- (%) Toplam (%)
TO 0 (0) 1(5) 1(5)
Ta 1(5) 5 (25) 6 (30)
T1 0(0) 3 (15) 3(15)
T2 0 (0) 10 (50) 10 (50)
T3 0 (0) 0 (0) 0(0)
Toplam (%) | 1 (5) 19 (95) 20 (100)

LOH (+), LOH var; LOH (-), LOH yok
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Sekil 4.12. D20S465 bdlgesinde (i) LOH (23 nolu 6rnek), (ii) heterozigotluk (1 nolu

ornek) ve (iii) homozigotluk (17 nolu 6rnek) g6zlenen hastalara ait poliakrilamid jel

elektroforezi goruntleri

4.4.3. D20S118 Mikrosatellit Markirina iliskin Bulgular

169-179 b¢ uzunlugundaki D20S118 polimorfik mikrosatellit markir1 20ql1.1
bolgesinde lokalizedir. Mesane kanserli 33 hastanin 26’s1 heterozigotluk hakkinda
bilgi verici olup bunlarin 5’ inde (%19,2) LOH saptanmis olup 21’ inde (%80,8)
heterozigotluk korunmustur. D20S118 markirina iliskin poliakrilamid jel goriintiileri
Sekil 4.13” de verilmistir. D20S118 markirinda meydana gelen LOH ile hastali§in
patolojik derece ve evresi arasindaki iligki ise Tablo 4.8 ve Tablo 4.9’ da verilmistir.
D20S118 bolgesinde gdzlenen LOH ile timor derecesi arasinda istatiksel olarak
anlamli bir iligki tespit edilememistir (p>0,05) (Tablo 4.8). Ayrica D20S118 primeri
icin en ylksek LOH frekansi (%15,4) T2 evresinde gozlenmistir (Tablo 4.9).

Tablo 4.8. D20S118 markirinda gézlenen LOH ile hastaligin patolojik derecesi

arasindaki istatiksel iliski

LOH+ (%) | LOH- (%) | Toplam p OR (95%Cl)
(%) degeri
Glve G2 |1(4) 5(19) 6 (23) 1,000 | 0,800
derecesi (0,07178- 8,916)
G3 4 (15) 16 (62) 20 (77)
derecesi
Toplam 5(19) 21 (81) 26 (100)
(%)

LOH (+), LOH var; LOH (-), LOH yok; CI, giiven araligi; OR, odds orani
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Tablo 4.9. D20S118 markirinda gozlenen LOH ile hastaligin patolojik evresi

arasindaki istatiksel iligki

LOH+ (%) | LOH- (%) | Toplam (%)
TO 0 (0) 1(3,9) 1(3,9)
Ta 1(3,9) 6 (23,1) 7(26,9)
T1 0 (0) 5(19,2) 5 (19,2)
T2 4 (15,4) 8(30,8) 12 (46,2)
T3 0(0) 1(3,9) 1(3,9)
Toplam (%) |5 (19,3) 21(80,8) | 26 (100)

LOH (+), LOH var; LOH (-), LOH yok

i ii
Sekil 4.13. D20S118 bolgesinde (i) LOH (18 nolu 6rnek) ve (ii) heterozigotluk (24

nolu érnek) gozlenen hastalara ait poliakrilamid jel elektroforezi gorunttleri

4.4.4. D20S891 Mikrosatellit Markirna iliskin Bulgular

D20S891, 20q13.13 bolgesinde bulunan 190-216 b¢ uzunlugunda polimorfik bir
dintikleik markirdir. Mesane kanserli 33 hastanin 12’ si heterozigotluk hakkinda bilgi
verici olup bunlarin 3’ iinde (%25) LOH gozlenmis ve 9’ unda (%75) heterozigotluk
Korunmustur. D20S891 markirina iligkin poliakrilamid jel goriintiileri Sekil 4.14” de
verilmistir. D20S891 markirinda meydana gelen LOH ile hastaligin patolojik derece
ve evresi arasindaki iliski ise Tablo 4.10 ve Tablo 4.11” de verilmistir.

D20S891 bolgesinde gdzlenen LOH ile timor derecesi arasinda istatiksel olarak
anlaml1 bir iligki tespit edilememistir (p>0,05) (Tablo 4.10). Ayrica D20S891 primeri
icin Ta, T2 ve T3 evrelerinde ayn1 frekansta (%8,3) LOH gozlenmistir (Tablo 4.11).
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Tablo 4.10. D20S891 markirinda gozlenen LOH ile hastaligin patolojik derecesi

arasindaki istatiksel iligki

LOH+ (%) | LOH- (%) | Toplam p OR (95%Cl)
(%) degeri
Gl ve G2 |1(8) 3(25) 4 (33) 1,000 | 1,000
derecesi (0,06251-15,998)
G3 2 (17) 6 (50) 8 (67)
derecesi
Toplam 3 (25) 9 (75) 12 (100)
(%)

LOH (+), LOH var; LOH (-), LOH yok; CI, giiven araligi; OR, odds orani

Tablo 4.11. D20S891 markirinda gézlenen LOH ile hastaligin patolojik evresi

arasindaki istatiksel iligki

LOH+ (%) | LOH- (%) Toplam (%)
TO 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Ta 1(8,3) 4 (33,3) 5(41,7)
T1 0(0) 1(8,3) 1(8,3)
T2 1(8,3) 4 (33,3) 5(41,7)
T3 1(8,3) 0 (0) 1(8,3)
Toplam (%) | 3 (25) 9 (75) 12 (100)

LOH (+), LOH var; LOH (-), LOH yok

Sekil 4.14. D20S891 bolgesinde (i) LOH (25 nolu 6rnek), (ii) heterozigotluk (4 nolu
ornek) ve (iii) homozigotluk (15 nolu 6rnek) goézlenen hastalara ait poliakrilamid jel

elektroforezi goruntileri
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4.4.5. D20S171 Mikrosatellit Markirina iliskin Bulgular

200913.33 bolgesinde lokalize olan D20S171 polimorfik markirt 123-149 bg
uzunlugundadir. Mesane kanserli 33 hasta arasinda 18 birey heterozigotluk hakkinda
bilgi verici bulunmustur. Bu hastalar arsindan 3 bireyde (%16,7) LOH saptanmustir.
15 bireyde (%83,3) ise heterozigotluk korunmustur. D20S171 markirina iligkin
poliakrilamid jel goruntuleri Sekil 4.15° de verilmistir. D20S171 markirinda
meydana gelen LOH ile hastaligin patolojik derece ve evresi arasindaki iliski ise
Tablo 4.12 ve Tablo 4.13” de verilmistir.

D20S171 bolgesinde gdzlenen LOH ile timor derecesi arasinda istatiksel olarak
anlaml1 bir iligki tespit edilememistir (p>0,05) (Tablo 4.12). Ayrica D20S171 primeri
icin Ta, T1 ve T2 evrelerinde ayn1 frekansta LOH (%5,5) gozlenmistir (Tablo 4.13).
Tablo 4.12. D20171 markirinda gozlenen LOH ile hastaligin patolojik derecesi

arasindaki istatiksel iligki

LOH+ (%) | LOH- (%) | Toplam p OR (95%Cl)
(%) degeri
Gl ve G2 |1(6) 3(17) 4 (22) 1,000 | 2,000
derecesi (0,1325-30,183)
G3 2 (11) 12 (67) 14 (78)
derecesi
Toplam 3(17) 15 (83) 18 (100)
(%)

LOH (+), LOH var; LOH (-), LOH yok; CI, giiven araligi; OR, odds orani
Tablo 4.13. D20171 markirinda gozlenen LOH ile hastaligin patolojik evresi

arasindaki istatiksel iliski

LOH+ (%) | LOH- (%) | Toplam (%)
TO 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Ta 1(5,5) 4 (22,2) 5 (27,8)
T1 1(5,5) 2 (11,1) 3(16,7)
T2 1(5,5) 8 (44,4) 9 (50)
T3 0 (0) 1(5,5) 1(5,5)
Toplam (%) 3(16,7) 15 (83,3) 18 (100)

LOH (+), LOH var; LOH (-), LOH yok
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Sekil 4.15. D20S171 bélgesinde (i) LOH (3 nolu 6rnek), (ii) heterozigotluk (5 nolu
ornek) ve (iii) homozigotluk (20 nolu 6rnek) gozlenen hastalara ait poliakrilamid jel

elektroforezi gorunttleri.

4.4.6. D20S174 Mikrosatellit Markirina iliskin Bulgular

D20S174 primeri, 20911.22 bolgesinde lokalize olup 277-305 bg biiyiikliigiindedir.
Mesane kanserli 33 hastanin 18’ i1 heterozigotluk hakkinda bilgi verici olup bunlarin
2’ sinde (%11,1) LOH saptanmis ve 16 bireyde (%88,9) heterozigotluk korunmustur.
D20S174 markirina iligkin poliakrilamid jel gorintileri Sekil 4.16” da verilmistir.
D20S174 markirinda meydana gelen LOH ile hastaligin patolojik derece ve evresi
arasindaki iligki ise Tablo 4.14 ve Tablo 4.15’ de verilmistir.

D20S174 bolgesinde gdzlenen LOH ile timor derecesi arasinda istatiksel olarak
anlaml1 bir iligki tespit edilememistir (p>0,05) (Tablo 4.14). Ayrica D20S171 primeri
i¢in en yiiksek LOH frekans1 (%5,3) Ta ve T2 evresinde gézlenmistir (Tablo 4.15).
Tablo 4.14. D20174 markirinda gozlenen LOH ile hastaligin patolojik derecesi

arasindaki istatiksel iliski

LOH+ (%) | LOH- (%) | Toplam p OR (95%Cl)
(%) degeri
Glve G2 |1(5) 4 (21) 5 (26) 0,468 | 3,250
derecesi (0,1633-64,662)
G3 1(5) 13 (68) 14 (74)
derecesi
Toplam 2 (11) 17 (89) 19 (100)
(%)

LOH (+), LOH var; LOH (-), LOH yok; CI, giiven araligi; OR, odds orani
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Tablo 4.15. D20174 markirinda gozlenen LOH ile hastaligin patolojik evresi

arasindaki istatiksel iligki

LOH+ (%) | LOH- (%) | Toplam (%0)
TO 0 (0) 1(5,3) 1(5,3)
Ta 1(5,3) 7(36,8) 8(42,1)
T1 0 (0) 2 (10,5) 2 (10,5)
T2 1(5,3) 6 (31,6) 7(36,8)
T3 0 (0) 1(5,3) 1(5,3)
Toplam (%) | 2 (10,5) 17 (89,5) 19 (100)

LOH (+), LOH var; LOH (-), LOH yok

i ii iii
Sekil 4.16. D20S174 bolgesinde (i) LOH (21 nolu 6rnek), (ii) heterozigotluk (24
nolu ornek) ve (iii) homozigotluk (31 nolu &rnek) go6zlenen hastalara ait

poliakrilamid jel elektroforezi gorintuleri

4.4.7. D20S468 Mikrosatellit Markirina iliskin Bulgular

194-212 be biyikligindeki D20S468 polimorfik markirt 20q13.2 bolgesinde
lokalizedir. Mesane kanserli 33 hastanin 11’ i heterozigotluk hakkinda bilgi verici
olup bu hastalar arasindan 2 bireyde (%18,2) LOH gozlenirken 9 bireyde (% 81,8)
ise heterozigotluk korunmustur. D20S468 markirina iliskin poliakrilamid jel
gorintdleri Sekil 4.17” de verilmistir. D20S468 markirinda meydana gelen LOH ile
hastaligin patolojik derece ve evresi arasindaki iliski ise Tablo 4.16 ve Tablo 4.17° de
verilmistir.

D20S468 bolgesinde gdzlenen LOH ile timor derecesi arasinda istatiksel olarak
anlamli bir iligki tespit edilememistir (p>0,05) (Tablo 4.16). Ayrica D20S468 primeri
icin en yiiksek LOH frekansi (%18,2) T2 evresinde gézlenmistir (Tablo 4.17).
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Tablo 4.16. D20468 markirinda gozlenen LOH ile hastaligin patolojik derecesi

arasindaki istatiksel iligki

LOH+ (%) | LOH- (%) | Toplam p OR (95%Cl)
(%) degeri
Gl ve G2 |0(0) 1(9) 1(9) 1,000 | 1,933
derecesi (0,06007-62,225)
G3 2 (18) 8 (73) 10 (92)
derecesi
Toplam 2 (18) 9 (82) 11 (100)
(%)

LOH (+), LOH var; LOH (-), LOH yok; CI, guven araligi; OR, odds orani

Tablo 4.17. D20468 markirinda gozlenen LOH ile hastaligin patolojik evresi

arasindaki istatiksel iligki

LOH+ (%) | LOH- (%) | Toplam (%)
TO 0 (0) 0(0) 0 (0)
Ta 0(0) 3(27,3) 3(27,3)
T1 0(0) 2(18,2) 2(18,2)
T2 2 (18,2) 4 (36,4) 6 (54,5)
T3 0(0) 0(0) 0 (0)
Toplam (%) | 2 (18,2) 9 (81,8) 11 (100)

LOH (+), LOH var; LOH (-), LOH yok

[ ii iii
Sekil 4.17. D20S468 bolgesinde (i) LOH (1 nolu 6rnek), (ii) heterozigotluk (21 nolu

ornek) ve (iii) homozigotluk (26 nolu érnek) gézlenen hastalara ait poliakrilamid jel

elektroforezi gorintdleri
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4.4.8. D20S872 Mikrosatellit Markirina iliskin Bulgular

D20S872 polimorfik markir1 180-218 bg¢ biiyiikliigiinde olup 20q11.21 bolgesinde
lokalizedir. Mesane kanserli 33 hastanin 20’ si heterozigotluk hakkinda bilgi verici
olup bunlarin 6’ sinda (%30) LOH saptanmis olup 14’ iinde (%70) heterozigotluk
korunmustur. D20S872 markirina iliskin poliakrilamid jel goriintiileri Sekil 4.18” de
verilmistir. D20S872 markirinda meydana gelen LOH ile hastaligin patolojik derece
ve evresi arasindaki iliski ise Tablo 4.18 ve Tablo 4.19’ da verilmistir.

D20S872 bolgesinde gdzlenen LOH ile timor derecesi arasinda istatiksel olarak
anlaml1 bir iligki tespit edilememistir (p>0,05) (Tablo 4.18). Ayrica D20S872 primeri
i¢in en yiiksek LOH frekansi (%15) T2 evresinde gozlenmistir (Tablo 4.19).

Tablo 4.18. D20872 markirinda gozlenen LOH ile hastaligin patolojik derecesi

arasindaki istatiksel iliski

LOH+ (%) | LOH- (%) | Toplam p OR (95%Cl)
(%) degeri
Gl ve G2 |1(5) 4 (20) 5 (25) 1,000 | 0,500
derecesi (0,04355-5,741)
G3 5 (25) 10 (50) 15 (75)
derecesi
Toplam 6 (30) 14 (70) 20 (100)
(%)

LOH (+), LOH var; LOH (-), LOH yok; CI, giiven araligi; OR, odds orani
Tablo 4.19. D20872 markirinda gozlenen LOH ile hastaligin patolojik evresi

arasindaki istatiksel iliski

LOH+ (%) | LOH- (%) | Toplam (%)
TO 0(0) 1(5) 1(5)
Ta 2 (10) 5 (25) 7 (35)
T1 1(5) 2 (10) 3(15)
T2 3 (15) 5 (25) 8 (40)
T3 0 (0) 1(5) 1(5)
Toplam (%) | 6 (30) 14 (70) 20 (100)

LOH (+), LOH var; LOH (-), LOH yok
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Sekil 4.18. D20S872 bolgesinde (i) LOH (18 nolu 6rnek), (ii) heterozigotluk (22
nolu 6rnek) ve (iii) homozigotluk (8 nolu 6rnek) gézlenen hastalara ait poliakrilamid

jel elektroforezi gorintileri

4.4.9. D20S443 Mikrosatellit Markirina iliskin Bulgular

140 be¢ blylkligindeki D20S443 polimorfik markirt 20q13.3 bolgesinde
bulunmaktadir. Bu primer bdlgesinde 11 hasta heterozigotluk hakkinda bilgi verici
bulunmustur. 11 hastanin higbirinde (%0) LOH saptanmamistir. D20S443 markirina
iliskin poliakrilamid jel goriintiileri Sekil 4.19° da verilmistir. D20S443 markirinda
meydana gelen LOH ile hastaligin patolojik derece ve evresi arasindaki iligki ise
Tablo 4.20 ve Tablo 4.21’ de verilmistir.

D20S443 bolgesinde gozlenen LOH ile tiimor derecesi arasinda istatiksel olarak
anlamli bir iligki tespit edilememistir (p>0,05) (Tablo 4.20). Ayrica tim evrelerde
LOH gozlenmedigi i¢in herhangi bir frekans verilememektedir (Tablo 4.21).

Tablo 4.20. D20443 markirinda gozlenen LOH ile hastaligin patolojik derecesi

arasindaki istatiksel iliski

LOH+ (%) | LOH- (%) Toplam p OR (95%CI)
(%) degeri

Glve G2 0 (0) 4 (36) 4 (36) - -(0)
derecesi

G3 0 (0) 7 (64) 7 (64)
derecesi
Toplam 0 (0) 11 (100) 11 (100)

(%)

LOH (+), LOH var; LOH (-), LOH yok; CI, giiven araligi; OR, odds orani
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Tablo 4.21. D20443 markirinda gozlenen LOH ile hastaligin patolojik evresi

arasindaki istatiksel iligki

LOH+ (%) | LOH- (%) | Toplam (%)
TO 0(0) 1(9,1) 1(9,1)
Ta 0(0) 3(27,3) 3(27,3)
T1 0(0) 2 (18,2) 2 (18,2)
T2 0 (0) 5 (45,5) 5 (45,5)
T3 0(0) 0(0) 0 (0)
Toplam (%) | 0 (0) 11 (100) 11 (100)

LOH (+), LOH var; LOH (-), LOH yok

[ ii
Sekil 4.19. D20S443 bolgesinde (i) heterozigotluk (1 nolu 6rnek) ve (ii)

homozigotluk (11 nolu 6rnek) gdzlenen hastalara ait poliakrilamid jel elektroforezi

goruntdleri (N: Normal doku, T: Timorli doku)

Yapilan calismalar sonucunda 33 hastanin 17° sinde (%51,5) en az bir bolgede

heterozigotluk kayb1 saptanmistir (Tablo 4.22).

ORNEKLER
T4 TS| T6| T7| T8I TO|T10(T11{T12|TL3[T14[T15(T16{TL7|T18(T19[T20| T21{T22(T23|T24|T25(T26(T27|T28| T29(T30[T31[T32[T33

D205465
D20S118

D205891
D205468

D20S174

= < | |>< | =<
=+ =< =< |><|=< E

D205171

+=

Veri Yok Homozigot
Tablo 4.22. Mesane kanserli hastalarda her bir markirda gozlenen sonuglar.
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En yiiksek LOH frekans1 D20S872 (%30) lokusunda saptanmistir. En diisitk LOH
frekans1 (%5) D20S465 lokusunda saptanmig olup D20S443 lokusunda ise LOH
saptanmamustir. LOH frekanst D20S481 lokusunda %26,1; D20S468 lokusunda
%18,2; D20S171 lokusunda %16,7; D20S174 lokusunda %11,1; D20S891 lokusunda
%25; ve D20S118 lokusunda %19,2 oranlarinda saptanmistir (Sekil 4.20).

35

30

26,1 75

20 - 18;2

15 - '

D20S481 D20S465 D20S118 D20S891 D20S468 D20S872 D20S174 D20S443 D20S171

Sekil 4.20. Mikrosatellit markirlarda LOH (%) dagiliminin grafiksel olarak gosterimi

Calisma kapsaminda LOH analizi yapilan mikrosatellit markirlarin 20. kromozom
tizerindeki lokalizasyonu ve markirlar arasi uzaklik Sekil 4.21° de gosterilmistir

(http://mwww.ncbi.nIm.nih.gov/genome).
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cM

2%ail.1 N D20S118 44.35 cM
20911.21 L D20S872 55.34 cM
20911.22 4
20911.23 L D20S465 55.74 cM
D20S174 60.88 cM
=hqiz F D20S481 69.4 cM
20913.11 4
20913.12
20913.13 L D20s891 72.46 cM
20913.2 D20S468 87.55 cM
20913.31
20913.32

D20S171 98.63 cM
20913.33 {

D20S443 98.63 cM
Sekil 4.21. 20g11-13 bolgesinde bulunan markirlarin lokalizasyonu ve aralarindaki
uzaklik (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome).
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BOLUM V
TARTISMA VE SONUC

Diinya genelinde kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en sik 6liim gozlenen hastalik
olan kanser, kendiliginden ya da cevresel bir faktoriin etkisiyle gelisen ¢ok agamali
bir siiregtir. Ozellikle degisen cevre kosullarmin olumsuz etkileriyle giin gectikce
siklig1 artan kanser tilirlerinden biri de mesane kanseri olup bu kanserin yasa,
cinsiyete, yasanilan cografi kosullara bagli olarak insidans1 degismektedir.
Urogenital sistem kanserleri igerisinde en sik gdzlemlenen ikinci kanser olan mesane
kanseri, lilkemizde erkeklerde 3. ve kadinlarda 11. en sik goriilen kanser tiirtidiir.
Mesane kanserini tetikleyen risk faktorlerinin basinda sigara kullanimi gelmektedir
ve sigara igenlerde mesane kanseri insidansi 4 kat artmaktadir (Ataus, 2008). Yapilan
bu calismada sigara kullanimi ile ilgili elde edilen bilgiler bu durumla paralellik
gosterir niteliktedir. Ornek tiimor dokusu alinan mesane kanserli hastalarin %96,97°
si aktif sigara i¢icisi olarak tespit edilmistir.

Calismaya dahil edilen hastalarin yas ortalamasi ise 64,46+1,88 (n=33) olarak
bulunmus ve frekansi en yiiksek aralik 65-74 yas grubu (%42,42) olmustur.
Mesane kanserinin risk faktorleri arasinda yas ve cinsiyet de yer almakta olup
mesane kanseri erkeklerde kadinlardan 4 kat fazla gorilmektedir (NCI, 2013). Yine
caligma kapsaminda tiimorlii doku 6rnegi alinan hastalarin %96,97” sinin erkek ve %
3,03’ iiniin bayan olmasi mesane kanseri riskinin erkeklerde daha sik gdzlendigi
bilgisini desteklemektedir. Milli Kanser Enstitusi tarafindan rapor edildigi iizere
mesane kanseri en sik 75-84 yaslari arasinda goriilmektedir (NCI, 2013).

Mesane kanserinin gelisiminde ¢evresel risk faktorlerinin tetikledigi ya da spontan
olarak gelisen bircok molekiiler degisiklik s6z konusudur. Bu molekiiler degisiklikler
arasinda yer alan ve tiimor baskilayict gen inaktivasyon mekanizmalarindan biri olan
heterozigotluk kaybi (LOH) mesane kanserinde en sik rastlanan degisikliklerden
biridir. Kromozomal bir bdlgedeki bir allelin kayb1 olarak tanimlanan LOH, inaktive
olmus tiimor baskilayict genlerin tespitinde anahtar rol oynamaktadir (Peng ve ark.,
2002). Ozellikle kromozom 9p ve 9q iizerindeki heterozigotluk kayiplar1 mesane

karsinomlarinda en sik rastlanan genetiksel degisimdir (Higashi ve ark., 2000).

65



9. kromozomun yani sira 5p, 10q, 18q, 17p, 13q, 15q, 16q, 1p, 8p, 10p, 3p
kromozomal bdlgelerinde de mesane kanseri ile iliskili heterozigotluk kayiplari
oldugu bildirilmistir (Cappellen ve ark., 1997; Sengelov ve ark., 2000; Uchida ve
ark., 2000; Wada ve ark., 2000; Natrajan ve ark., 2003; Yoon ve ark., 2001; Jones ve
ark., 2005). Literatiirde yer alan ¢alismalar arasinda ozellikle RB1 ve TP53 tiimor
baskilayict genlerinin lokalize oldugu 13. ve 17. kromozomlar {izerinde
heterozigotluk kayiplarina sik rastlanmaktadir.

Basta myeloid ve lenfositik 16semiler olmak iizere kolorektal kanser, retinoblastoma,
kiigiik hiicreli akciger kanseri, lobular meme karsinomu ve mide kanseri gibi bir¢ok
kanser tiirlinde 20. kromozomda meydana gelen heterozigotluk kayiplari analiz
edilmistir (Huiping ve ark., 1999; Lindblad-Toh ve ark., 2000; Peng ve ark., 2002;
Huang ve ark., 2003; Lee ve ark., 2003; Yang ve ark, 2005; Huh ve ark., 2011).
Mesane kanserinde de 20. kromozomla ilgili ¢aligmalar yapilmis olup bu kromozom
uzerinde CDC91L1 geni gibi mesane kanseriyle iliskili onkogenlerin varligi ortaya
konmustur (Guo ve ark., 2004). Ayrica mesane kanserinde diger kromozomlar
lizerinde saptanan heterozigotluk kayiplari bu kromozomda da benzer kayiplarin
olabilecegi ve mesane kanseri ile iliskili tiimdr baskilayicit genlerin varliginin tespit
edilmesi diistiniilmiistiir. Nitekim Higashi ve ark., (2000) {iriner sistemin transizyonel
hiicreli karsinomlarinda 20p ve 20q allelik dengesizliklerini arastirmis olup bu
bolgelerde toplam %57,1 oraninda allelik dengesizlik tespit etmislerdir.

9 mikrosatellit markir kullanilarak 33 mesane kanserli hastada 20q11-13 bélgesinde
LOH analizi yapilmas1 amaglanan bu ¢aligmada siklig1 %30 ve % 5 arasinda degisen
heterozigotluk kayiplari tespit edilmistir. Benzer Sekil de Peng ve ark. (2002)
tarafindan sporadik kolorektal kanserde yapilan ¢aligmada 20q11.1-913.1 bdlgesinde
yiiksek frekansta LOH saptanmistir. Yine Huang ve ark. (2003) retinoblastoma
tizerinde yaptiklar1 caligmada 20q11-13 bolgesinde meydana gelen heterozigotluk
kaybinin retinoblastoma progresyonu ile iliskili oldugunu rapor etmislerdir. Lee ve
ark. (2003) kronik lenfositik 16semili hastalar iizerinde yaptiklari caligmada 20q12
lokusunda %61,1 oraninda LOH saptamislardir.

Calisma sonucunda en yikksek LOH frekansi D20S872 (%30) lokusunda
saptanmistir. 20q11.21 bolgesinde lokalize olan D20S872 primeri XKR7 geni ile
iligkilendirilmistir. Bu gen 579 amino asitten olusan bir transmembran proteinini

kodlamaktadir. XK ailesinden olan bu protein ndtral aminoasitlerin ve
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oligopeptidlerin sodyum bagimli tasinmasinda gorevli olup eksikliginde McLeod
sendromu olugmaktadir. Ayrica D20S872 primerine yakin lokusta bulunan BCL2L1
geni izoformunun uzunluguna gore anti-apoptotik ya da pro-apoptotik olarak gérev
alan BCL2L1 proteinini kodlar.

Yiiksek LOH frekansina sahip bir diger markir ise D20S481 (%26,1) primeridir ve
bu primer NIDDM3 geninin markirlarindan birisidir. 20q12 lokusunda ifade edilen
bir diger gen olan NCOA3 D20S481 markirinin yakininda bulunan niikleer hormon
reseptorlerinin transkripsiyonel aktivasyonunu artiran koaktivator proteinleri
kodlamaktadir. D20S891 primeri ise LOH siklig1 acisindan 3. sirada (%25) yer
almaktadir. 20q13.12 lokusunda yer alan bu primer ZMYNDS geninin markiridir. Bu
gen tarafindan kodlanan iiriin C-kinaz (RACK) proteinini aktive eden bir reseptordur.
Ayrica bu protein kutandz T-hiicre lenfoma ile iligkili antijendir ve transkripsiyonel
diizenleyicidir. Yine ayni bolgede bulunan HNF4A geni tarafindan kodlanan protein
nikleer transkripsiyon faktorudir. Karaciger, bobrek ve ince bagirsagin gelisiminde
rol oynayan bu genin mutasyona ugramasi, insiiline bagimli olmayan diyabetes
mellitiis tip I olusumuyla iliskilendirilmistir.

LOH analizi yapilan D20S118 (%19,2), D20S468 (%18,2), D20S171 (%16,7),
D20S174 (%11,1) ve D20S465 (%5) markirlar1 ise daha disik LOH frekansina
sahiptir. D20S443 (%0) primerinde ise heterozgotluk kaybina rastlanmamastir.
20q911-13 bolgesinde 9 mikrosatellit markirda saptanan LOH frekanslar ile tiimdriin
patolojik derece ve evresi arasinda anlamli bir iliski saptanmamistir (p>0,05).
Mesane kanseri hastalarinin serum ve idrar DNA’ larinda floresan mikrosatellit
analizi yapan Knobloch ve ark. (2001), hastaligin evresi ve tlimor patojenitesi ile 5q,
8p, 9p, 99, 13q, 14q, 17p, 179 ve 20q bdlgelerinde tespit edilen heterozigotluk
kayiplar1 arasinda anlamli bir iliski olmadigim1 bildirmislerdir. Yine 81 ileri
transziyonel hiicreli mesane karsinomunda 9q bdlgesinin heterozigotluk kaybi analizi
yapan Kimura ve ark. (2001), meydana gelen LOH ile timor derecesi ve evresi
arasinda anlaml iligkiye rastlanmadigini rapor etmislerdir. Ancak bazi ¢aligmalarda
tumor derece ve evresiyle kromozomal bolgede meydana gelen heterozigotluk
kayiplarinin énemli derecede iliskili oldugunu bildirilmistir. Ornegin Wada ve ark.
(2000) tarafindan 236 transizyonel hiicre karsinomunda 13q14.3 bolgesinde LOH
analizi yapilmis ve tespit edilen LOH ile T, ; G, derece ve evresindeki tlimorler

arasindaki iliskinin istatiksel olarak 6nemli oldugunu rapor edilmistir.
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Mesane kanserli hastalarda 20g11-13 bolgesinin heterozigotluk kaybi analizi yapilan
bu calismada 20q11.21, 20q12 ve 20q13.12 lokuslarinda yiiksek frekansta LOH
saptanmistir. Mesane kanserinin olusum siirecinde 20q11-13 bdlgesinde g6zlenen
heterozigotluk kayiplar1 bu bdlgede inaktive olmus tiimor baskilayici genlerin
varligini isaret etmektedir. Yapilan bu calisma ile mesane kanserinin erken tanisinda
molekiiler analizlerin gelistirilmesine katkida bulunulmustur. LOH saptanan bu
lokuslarda ileriye doniik tiimor baskilayict gen varliginin tespit edilmesi
calismalarina 6n veri sunulmustur. Ozellikle analiz edilen markirlarla direkt iliskili
herhangi bir genin literatiirde yer almamasi, daha kompleks caligmalara gecilmesi ve
yeni aday timor baskilayict genlerin literatiire kazandirilmasi caligmalari hiz

kazanmis olacaktir.
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