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ABSTRACT
Introduction and Aim: Despite the increasing significance of biomarkers for the early

diagnosis and prognosis determination of bladder cancer (BC), there is currently no routinely used
biomarker for the diagnosis and monitoring of this disease. Understanding the effects of candidate
genomic structures on tumor pathogenesis is crucial for the development of a biomarker in the
process. In the context of the relationship between Long Non-Coding RNA ZEB-1 AS-1 (ZEB-1
AS-1) and MicroRNA200b (mir200b) and BC in in vitro models, they emerge as potential
biomarkers. Although the relationship between both genomic structures and BC has been
demonstrated in an in vitro environment, this relationship has not been sufficiently investigated at
the tissue level (in vivo). This study aims to investigate the relationship between the potential
biomarker candidate ZEB-1 AS-1, the intermediary role of mir200b, and the clinical and
pathological variables of BC at the tissue level.

Methods: This study included 50 patients diagnosed with non-muscle-invasive bladder
cancer (NMIBC) who presented to the Department of Urology, Urologic Oncology Division,
Istanbul Faculty of Medicine, Istanbul University, between May 2022 and April 2023. Tumor and
non-tumor tissue samples obtained during transurethral bladder tumor resection (TUR-BT) were
evaluated. The expression levels of ZEB-1 AS-1 and mir200b were measured simultaneously using
the Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (QRT-PCR) method. Subsequently, the
diagnostic and tumor biomarker value of these Non-Coding RNAs (ncRNAs) were evaluated along
with their relationship with disease-related clinical and pathological variables.

Results: The expression levels of both ZEB-1 AS-1 and mir200b in tissue samples obtained
from patients with non-muscle-invasive bladder cancer were statistically significantly higher in
tumor tissue compared to non-tumor tissue (p=0.018; p=0.034, respectively). Additionally, it was
found that the expression levels of ZEB-1 AS-1 and mir200b were significantly increased in
patients with high-grade tumors compared to those with low-grade tumors. Regarding ZEB-1 AS-
1 and mir200b expression levels, there was no statistically significant difference in terms of other
pathological parameters, including tumor stage (Ta vs. T1), presence of carcinoma in situ (CIS),
and variant histology. ROC analysis revealed sensitivities and specificities of 48% and 90%, and
40% and 82% for ZEB-1 AS-1 and mir200b tissue expression values, respectively, in detecting
bladder tumors.

Conclusion: Both assessed markers are expressed at the tissue level and are associated with



certain histopathological parameters of bladder tumors. The data obtained from this study will
contribute to the development of urinary biomarkers involving both genomic structures.
Keywords: bladder cancer, miRNA, IncRNA, ncRNA, mir200b, LncRNA ZEB-1 AS-1,

tumor biomarkers.



OZET

Giris ve Amac¢: Mesane kanseri (MK)’nin erken tanisinda ve prognozun belirlenmesi
amaciyla biyobelirteglerin varligi 6nem kazanmasina karsin; bu hastaligin tanis1 ve takibi i¢in
rutinde kullanilan bir biyobelirte¢ bulunmamaktadir. Bir biyobelirtecin gelistirilme siirecinde aday
genomik yapilarin tiimor patogenezi lizerindeki etkilerinin bilinmesi 6nemlidir. Invitro modellerde
LncRNA ZEB-1 AS-1 (ZEB-1 AS-1)! ve MicroRNA200b (mir200b)’nin MK ile iliskisi g6z Oniine
alindiginda, aday bir biyobelirte¢ olarak one ¢ikmaktadirlar. Her iki genomik yap1 ile MK
arasindaki iliski invitro ortamda gosterilmis olmasina karsin bu iliski doku diizeyinde (invivo)
yeterince arastirtlmamistir. Bu ¢alismamizda potansiyel bir biyobelirte¢ aday1 olan ZEB-1 AS-1
ve ZEB-1 AS-1 ile MK arasindaki iligkinin bir araci olarak goriilen mir200b’nin doku diizeyleri
ile MK’ nin klinik ve patolojik degiskenleri arasindaki iliskinin incelenmesi amaglanmistir.

Metod: Bu ¢alismaya Istanbul Universitesi, istanbul Tip Fakiiltesi, Uroloji Anabilim Dal,
Urolojik Onkoloji Bilim Dali’na bagvuran Mayis 2022 ve Nisan 2023 yillar1 arasinda kasa invaze
olmayan mesane kanseri (KIOMK) tanis1 alan 50 hasta dahil edildi. Bu hastalara yapilan
transuretral mesane tiimorii rezeksiyonu (TUR-MT) islemi sirasinda alinan tlimorlii ve tiimorsiiz
doku ornekleri degerlendirmeye alindi. Es zamanli Revers-Transkriptaz Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (qRT-PCR) yontemiyle ZEB-1 AS-1 ve mir200b ekspresyon diizeyleri olgiildii.
Ardindan bu Non coding (ncRNA)’larin hem tanisal hem de tiimor biyobelirtegleri olarak
degeriyle birlikte hastalikla ilgili klinik ve patolojik degiskenlerle aralarindaki iligki arastirildi.

Bulgular: Kasa invaze olmayan mesane kanseri olan hastalarindan alinan doku
orneklerindeki hem ZEB-1 AS-1 hem de mir200b ekspresyon diizeylerinde tiimorlii dokuda
tiimorsiiz dokuya gore istatistiksel olarak anlamli olarak yiiksek saptandi (sirasiyla p=0,018;
p=0,034). Bunun yaninda, ZEB-1 AS-1 ve mir200b ekspresyon diizeylerinin yiiksek grade’li
timor saptanan hastalarda diigiik grade’li tiimdrii bulunanlara gore istatiksel olarak anlamli olarak
artmis oldugu tespit edildi. ZEB-1 AS-1 ve mir200b ekspresyon diizeyleri agisindan diger patolojik

parametreler degerlendirildiginde; tiimor evresi (Ta vs. T1), karsinoma in situ (CIS) bulunmasi ve

! Tiim metin boyunca LncRNA ZEB-1 AS-1; ZEB- AS-1 olarak, benzer sekilde MicroRNA200 b ise mir200
b olarak ge¢mektedir.



varyant histoloji varlig1 agisindan istatiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi. ROC analizinde
ZEB-1 AS-1 ve mir200b doku ekspresyon degerlerinin mesane tiimoriinii gdstermedeki duyarlilig
ve 0zgiilliigii sirastyla %48 ve %90; %40 ve %82 olarak saptandi.

Sonuc: Bu calismada degerlendirilen her iki belirte¢ de doku diizeyinde eksprese edilmekte
ve mesane tiimoriiniin baz1 histopatolojik parametreleri ile iligki gostermektedir. Bu ¢aligmadan
elde edilen veriler her iki genomik yapiy1 igeren iiriner biyobelirte¢ gelistirilmesine yardimci
olacaktir.

Anahtar kelimeler: mesane kanseri, miRNA, LncRNA, ncRNA, mir200b, LncRNA ZEB-
1 AS-1, timdr biyobelirtecleri



1. GIRIS VE AMAC

Mesane kanseri (MK) her iki cinsiyet birlikte degerlendirildiginde diinyada en sik goriilen
10. kanserdir (1). Daha sik goriildiigii erkeklerde ise 7. siradadir. Diinya genelinde yasa gore
bakildiginda siklik orani (100.000 kisi/y1l) erkeklerde 9.5 ve kadinlarda 2.4’°tiir (1). Mesane
kanserinin etiyolojisinde; tiitiin iiriinleri, mesleki karsinojenlere maruziyet, kronik sistit varligi,
siklofosfamid kullanimi, pelvik bdlgeye radyoterapi, cinsiyet, irk ve bazi genetik faktorler yer
almaktadir (2).

Son yillardaki genom analizi arastirmalarinda, insan genomunun %98’inin protein
kodlamayan (non-coding [nc]) bolgelerden olustugu; ancak bu bdlgelerin dnemli bir kisminin
transkripsiyona ugradigi tespit edilmistir. Niikleik asitlerin fonksiyonlarinin ilk tanimlandig:
donemlerde evrimsel kalint1 goziiyle bakilan nc bolgelerinin ve bu bolgelerden transkripte edilen
RNA’larin (ncRNA), hiicrelerin gelisim ve farklilasma siireclerinde rol aldigi ve diger hiicresel
siiregleri kontrol etmede dnemli gorev aldigi gosterilmistir (3-5).

NcRNA’lar niikleotit sayilarina gore ii¢ grupta siniflandirilmistir. Bunlar sirasiyla 21-25
niikleotit uzunlugunda olan mikro RNA’lar, translasyon asamasinin kontroliinde rol alan 100-200
niikleotitten olusan kiigiik RNA’lar (small RNA’lar) ve gen supresyonunda rol alan 10.000
niikleotitten daha fazla uzunlukta olan kodlamayan uzun RNA’lar olarak sayilabilir (4).

Biyolojik ve fizyolojik rollerinin aydinlatilmaya baslanmasiyla ncRNA’larin hastaliklarla
iligkisi de arastirmalara konu olmaya baslamistir. Yapilan ¢alismalar ncRNA’larin nérodejeneratif
hastaliklar, kardiyovaskiiler hastaliklar ve onkolojik hastaliklar da dahil pek c¢ok hastalik
etiyopatogenezinde rol aldigini gostermektedir (6).

MikroRNA’lar (miRNA) transkripsiyonel-postranskripsiyonel gen diizenlenmesinde 6nemli
role sahip bir ncRNA grubudur. ilk olarak 1993 yilinda Lee ve ark. (7) tarafindan
kesfedilmelerinden sonra gerek fizyopatolojik siireclerdeki rolleri; gerekse bu fonksiyonlarini
ortaya koymalarina aracilik eden molekiiler mekanizmalar genis olarak arastirilmigtir. miRNA’lar
onciiller halinde sentezlendikten sonra Drosha ve Dicer olarak adlandirilan iki endoriboniikleaz
tarafindan olgunlastirilmaktadir. Olgun miRNA’lar “RNA-induced silencing complex” (RISC)
olarak adlandirilan bir komplekse katilmakta ve hedef mRNA’da komplementer 6zellikteki
niikleik asit dizileriyle mRNA ekspresyonunun azaltilmasina aracilik etmektedirler (8).
miRNA’lar post-transkripsiyonel siiregte diizenleyici olmakla beraber hiicrenin gelisimsel

siirecinde, apoptoz, hiicre proliferasyonu ve onkogenez gibi ¢ok sayida biyolojik siireclerde rol



oynayabilmektedirler (9).

miRNA ekspresyon profilleri onkolojik hasta gruplarinda degerlendirildiginde, sadece
tiimorsiiz ve tiimorlii dokularda degil; metastatik dokularda da farkli olarak eksprese edildikleri
gosterilmistir. miRNA’larin ekspresyonlarinin dokulara spesifik olmasi, patolojik durumlarda
degisim gosterebilmeleri ve bu degisikliklerin biyolojik sivilara da yansiyabilmeleri, onlar
potansiyel “biyobelirte¢ adaylar1” konumuna getirmistir (12,13).

Mikro RNA’lar arasindan mir200 ailesi en iyi arastirilan fonksiyonel miRNA’lar arasinda
olup, “tiimdr baskilayic1” olarak gorev yaptiklar: kabul edilmektedir. mir200 ailesinin ekspresyon
diizenleyici etkileri Zinc finger E-box binding homeobox 1 ve 2 (ZEBI1-2) tarafindan inhibe
edilmekte ve bu etkisini 3’- Untranslated Region (UTR)’lerine dogrudan baglanarak yapmaktadir.
Boylece tiimor metastazlarinin baskilanmasi, kanser kdk hiicrelerinin kendini yenilemesi ve
farklilagmasinin inhibisyonu ve kemorezistansin tersine ¢evrilmesi meydana gelmektedir (10, 11).

Diger taraftan, insan genomunda 10.000’den fazla LncRNA kodlayan gen oldugu ve genel
olarak bakildiginda hiicrelerde yaklasik 60.000 sayida LncRNA’nin transkripte edildigi tahmin
edilmektedir (12). LncRNA'lar ¢ekirdekte veya sitozolde bulunur ve bircok LncRNA dokuya 6zgii
bir sekilde ifade edilir. LncRNA’lar; DNA epigenetik isleyisinde modifikasyona yol a¢gma,
transkripsiyon ve post-transkripsiyon gen diizenleme siirecleri, RNA kodlanmasi ve translasyonu
gibi diizenleyici islevlere sahiptir (12).

Kandaki ncRNA paternleri ise spesifik bir tiimoriin varligint dolayli olarak yansitir ve bu
nedenle tanisal ve prognostik agidan biiyiik 6nem tasir. Kanda bakilmasi kolayca elde edilebilirlik
acisindan basarili goriinmekle birlikte MK hastalarindan alinan bu materyallerde ncRNA'larin
saptanmasina iliskin raporlar ¢ok nadiren yaymlanmistir ve hastanin diger hastaliklarinin da kanda
bakilan ncRNA profilinde degisikliklere yol a¢tig1 goriilmiis olup dokuda bakilmasinin daha
onemli oldugu diisiiniilmiistiir (13).

Son donemdeki onemli gelismelerden birisi de bu ¢alismada da kullanilan ve dokuda
genomik yapilarin kantitatif olarak degerlendirilmesini saglayan es zamanli Revers-Transkriptaz
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qQRT-PCR) teknolojisidir. Bu teknoloji literatiirde MK bulunan
hastalarda farkli miRNA ve LncRNA ekspresyonunun degerlendirilmesi i¢in kullanilmistir (14).
Omegin ¢alismamiza metodolojik olarak benzeyen Guo ve ark.’larmin ¢alismasinda;
ZEBI1- AS1’in mesane kanserinde upregiile edildigi, yiiksek tiimor derecesi ve yliksek TNM evresi

ile korelasyon gosterdigi ve hastalarin kotii prognozu icin prediktif oldugu rapor edilmistir (15).



Boylece qRT-PCR yontemi kullanilarak kolayca olgiilebilen bu genomik yapilarin kasa invaze
olmayan mesane kanserinde (KIOMK); tani, risk hesaplamasi ve tedavi i¢in miRNA’lar ve
LncRNA’lara yonelik yeni noninvazif stratejilere katkida bulunabilecegi diistiniilmektedir.

Bu bilgilerin 15181nda, bu calismada dokuda degerlendirilen ZEB-1 AS-1, ve miR-200b

ekspresyonlarmim KIOMK ’nde klinik ve histopatolojik parametreler ile iliskisi arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Mesane Morfolojisi
2.1.1. Mesane Anatomisi
Mesane, pelviste pubik kemiklerin hemen arkasinda yer alan iistii peritonla ortiilii gogunlukla
ekstraperitoneal bir organdir (16). Ust kisim (kubbe), tipik olarak epitel ile kapli, ancak oblitere
edilmis fibroz bir embriyolojik yap1 olan urakus ile siireklilik i¢indedir. Urakus karin 6n orta hatti
boyunca devam eder ve umblikusta son bulur (16). Mesane; iireteral orifislerin lizerinde seyreden
bir gévde, mesane boynu ve trigondan olusmaktadir; bu iki alan ndromorfoloji ve nérofarmakoloji
acisindan farkli fakat kendi i¢inde homojendir (17). Mesane tabani, trigonun altinda uzanan
ylizeysel uzunlamasina bir tabaka ile laminer bir yapiya sahiptir. Mesane boynu prostat tabanina
sikica yapisiktir ve mesanenin lirotelyumu prostatik iiretra ile devamlilik halindedir. Bebeklerde

mesane intraabdominaldir ve ergenlik doneminde gergek pelvise dogru hareket eder (16).
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Sekil 1: Anatomy of the bladder and its outlet (18).



2.1.2. Mesane Histolojisi
Mesane duvarinin mikroskobik yapisi, i¢ten disa dogru asagidaki katmanlara ayrilir (19).

e Epitelyum

e Lamina propria

e Muscularis propria

e Seroza/Adventisya

Epitelyum: Ozel bir tabakali epitel olan iirotelyumdur. Urotelyum, yalnizca iireter, idrar
kesesi ve proksimal {iretra gibi idrar yapilarinda bulunur (20).

Urotelyum ii¢ farkls histolojik katmandan olusur:

e Apikal tabaka-en icgteki tabaka, mesane liimeni ile altindaki tabaka arasinda bir
bariyerdir. Siklikla iki ¢ekirdekli olan semsiye seklindeki hiicrelerden olusan tek bir
tabakadir. Urotelyumun bu apikal semsiye hiicreleri siki  bir bariyer
olusturur. Hiicreler arasindaki siki baglantilar paraseliiler akis1 azaltirken, semsiye
hiicrelerin yiizeyindeki glikoprotein iiroplakin tabakasi yiizeysel alani kaplayan
ylizeysel bir plak olusturur.

e Ara tabaka-iki ila {i¢ ¢cokgen hiicre katmanindan olusur.

e Bazal tabaka-iki ila ii¢ kiiciik kiibik hiicre katmanindan olusur.

Urotelyum, mesane gevsediginde bes ila yedi yapisal katmana doner. Bununla birlikte,
mesane duvari, mesane idrarla doldugunda artan hacmi karsilamak icin gerilir. Urotelyum, sismis
mesanede yapisal bir hasar olmaksizin iki veya {i¢ tabaka halinde yeniden
diizenlenir. Urotelyumun bu gegcis yetenegi nedeniyle gecis epiteli (transisyonel epitel) olarak da
bilinir.

Lamina Propria: Urotelyum ile alttaki muskularis propriayr (detriisér kasi) ayiran
subtlirotelyal tabakadir. Bir bazal membran tabakasi, istteki iirotelyumu lamina propriadan
ayirir. Bu katman, kilcal damarlar, lenfatikler, immiin hiicreler, sinir uglari, fibroblastlar,
miyofibroblastlar, adipositler, Cajal'n interstisyel hiicreleri, kas hiicreleri ve muskularis
mukozadan olusur (21).

Cajal'in interstisyel hiicreleri, lamina propria i¢indedir; diiz kas hiicreleri ve sinir uglariyla
bir sinsityum olustururlar. Cajal'in interstisyel hiicreleri, farkli dokularda ¢ok islevlidir. Bagirsak,
iiretra ve prostatta kalp pili hiicreleri olarak islev gordiikleri bilinmektedir. Bununla birlikte,

mesanede, mesanenin diiz kas hiicrelerine sinir sinyali transdiiserleri gibi davranirlar (22).



Muscularis propria: Detriisér kas1 olarak da bilinir. Ug alt tabakadan olusur; icte
uzunlamasina, ortada sirkiiler ve dista uzunlamasinadir. Bu alt tabakalar mesane boynu
seviyesinde iyi tanimlanmis olup mesanenin geri kalaninda rastgele siralanmustir.

Seroza: Mesane kubbesini Orten ve karin duvarinin peritoneal tabakasi ile devam eden ince
bir bag dokusu tabakasidir. Ayrica ¢esitli boyutlarda kan damarlari igerir.

Adventisya: Seroza olmayan mesane bolgelerinde mesanenin dis tabakasi olarak islev goren

gevsek bir bag dokusu tabakasidir (23).

2.2. Mesane Kanseri Etiyoloji
2.2.1. Tiitiin

Tiitlin kullanimi, vakalarin yaklasik %50'sini olusturan, MK i¢in énemli bir risk etkenidir
(24). Renal atilma ugrayan tiitiin dumanindan agiga ¢ikan aromatik aminler ve aromatik
hidrokarbonlar, MK gelisimi ile iligkilidir. MK riski, sigaraya maruziyet siiresi ve paket yil
fazlaligiyla artmaktadir (24). Diisiik katranli sigaralarin daha diisiik bir MK olusum riski ile iliskili
olmadig1 diistiniilmektedir (24).

Elektronik sigaralarla iliskili risk yeterince degerlendirilmemistir; ancak, elektronik sigara
ile idrarda karsinojenler tespit edilmistir (25). Tiitlin dumanina ikinci taraf olarak maruz kalma da
artmig MK riski ile iligkilidir (24).

2.2.2. Mesleki Etkenler

Endiistriyel tesislerde kullanilan boya, metal ve petrol iriinlerini isleyen kisilerin bu
iiriinlerden acia ¢ikan aromatik aminler, aromatik ve klorlu hidrokarbonlar gibi maddelere
maruziyet ise tiim vakalarin yaklagik olarak %10’unu olusturmakta olup MK i¢in en énemli ikinci
risk faktoridiir (24).

Son yillarda geligmis endiistriyel faaliyetlerdeki bu riskler, is glivenligine uyum saglanarak
azaltma egilimindedir. Bu nedenle de giiniimiizde kimya endiistrisinde calisan is¢iler genel
poplilasyona bakildiginda daha yiiksek bir MK insidansina sahip degiller (24). Son zamanlarda,
dizel egzozuna mesleki olarak maruziyetin artiginin ise Onemli bir risk faktorii oldugu
distintiilmektedir (26).

2.2.3. Genetik
Mesane kanserinde aile dykiistiniin dneminin yiiksek bir oranda olmadig: diistiniilmektedir

(27). Bugtine  kadar, klinik olarak ilgili  hi¢bir genetik degisiklik, MK ile



iligskilendirilememistir. Ancak birinci ve ikinci derece akrabalarda bilinen MK risk artisinin sebebi
ise genetik yatkinhigin diger risk faktorlerine kars1 daha yiiksek bir duyarlilifa yol ac¢tig1 ve bu
sekilde agiklanabilecegi diisiiniilmektedir (28). Su anda, MK i¢in genetik taramay1 destekleyen
yeterli kanit yoktur.

2.24. Beslenme aliskanhklar:

Diyet aliskanliklarmin MK gelisimi  lizerinde sinirli  bir  etkisi  var  gibi
goriinmektedir. Flavonoidlerin koruyucu etkisioldugu diistintilmekle birlikte; orta diizeyde protein
tiiketimi ile fazla miktarda sebze ve gesitleri, ansatiire yag (zeytinyagi) tiikketimi ile iligkili kabul
edilen edilen Akdeniz diyeti, MK riskinde bir miktar azalma ile iligkilendirilmistir (29-32). Artan
meyve tiiketiminin etkisinin kadinlarda MK riskinin azalmasinda anlamli oldugu tespit edilmistir
(33).

2.2.5. Cevresel Maruziyet

Su faktoriiniin etkisi net olmasa da igme sularinin klorlanmasi ve sonrasinda olusan
trihalometan seviyeleri potansiyel olarak kanserojendir. Ek olarak, i¢me suyunda arsenige maruz
kalmanin MK riskini arttirdigt one siiriilmiistiir (24). Arsenik alimi ve sigaranin kombine etkisi
vardir (34).

Sa¢  boyast  kullanomi ile MK  riski  arasindaki  iligki  belirsizligini
korumaktadir; NAT2 asetilasyonu ile iliskili oldugu diisiliniilen sa¢ boyasi kullanan kisilerde
artmig bir risk oldugu oOne siiriilmiistiir (24). Ancak genis bir prospektif kohort ¢alismasi, sag
boyasi1 kullanimin kansere yol actig1, riski arttirdig1 veya 6liim oranlarinda artisa sebep olugu ile
net bir iliski heniiz belirlenememistir (35).

2.2.6. Diger Faktorler

Metabolik faktorlerin (kan sekeri, kolesterol ve trigliseritler) ve kan basinci, nabiz, viicut
kitle indeksi gibi klinik durumlarin etkisi net olarak belirlenememistir (36). Yapilan caligmalar
dolasgimdaki yiliksek D vitamini diizeylerinin MK oraninda azalmaya yol acabilecegini
diistindiirmektedir (37). Parazitik bir trematodun neden oldugu bir enfeksiyon olan sistozomiyazis,
MK’ne yol agabilir (24). Pelvik iyonize edici radyasyona maruz kalma da artmig MK riski ile
iliskilidir (38).



2.3. Mesane Kanseri Siniflandiriimasi
2.3.1. Tiimor, Nod, Metastaz Siniflamasi1 (TNM)
Mesane kanserinde 2017 TNM klasifikasyonu yaygin kabul géren siniflandirma sistemidir.
T- Primer Tiimor
Tx- Primer Tiimor Degerlendirilememis
TO- Primer Tiimore ait kanit yok
Ta- Invaziv olmayan Papiller Karsinom
Tis- Karsinoma in situ
T1- Subepitelyal bag doku invazyonu
T2- Kas invazyonu
T2a- Yiizeyel Kas Dokusu invazyonu
T2b- Derin Kas Dokusu Invazyonu
T3- Perivezikal Doku invazyonu
T3a- Mikroskobik
T3b- Makroskobik (Ekstravezikal kitle mevcut)
T4- Ekstravezikal komsu organ tutulumu
T4a- Prostat stromasi, seminal vezikiil, uterus veya vajina invazyonu
T4b- Pelvik duvar veya karin duvari invazyonu
N- Bolgesel Lenf Diigiimleri
Nx-Lenf Diigiimii Degerlendirilemez
NO- Bolgesel Lenf Diiglimii Metastaz1 Yok
N1- Gergek Pelviste Tek Lenf Nodu Metastazi (hipogastrik, obturator, eksternal iliak veya
presakral)
N2- Gergek Pelviste Multipl Lenf Nodu Metastazi ((hipogastrik, obturator, eksternal iliak
veya presakral)
N3- Ana iliak Lenf Nodu Metastazi
M- Uzak Metastaz
MO0-Uzak metastaz yok
M1-Uzak metastaz var
M1la- Bolgesel lenf diigiimleri disinda lenf diiglimlerine metastaz

MI1b- Diger uzak metastazlar
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2.3.2. Histolojik Derecelendirme
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve Uluslararas1 Urolojik Patoloji Cemiyeti (ISUP) tarafindan
yeni derecelendirme sistemi hazirlanarak 2004 yilinda yaymlanmig ve 2016 yilinda
giincellenmistir.
Onceki derecelendirme sistemine gore daha detayli histolojik tanimlar kullanilmugtir.
2.3.2.1. 1973 WHO derecelendirme sistemi:
Uretelyal papilloma
Grade 1: lIyi differansiye
Grade 2: Orta differansiye
Grade 3: Koti differansiye
2.3.2.2. 2004-2016 WHO/ISUP derecelendirme sistemi:
Urotelyal papilloma
Diisiik malign potansiyelli papiller lirotelyal neoplazm
Diistik gradeli karsinom (Low Grade)
Yiiksek gradeli karsinom (High Grade)
2.3.3. Karsinoma insitu ve siniflandirilmasi
Karsinoma insitu (CIS), intraepitelyal, yiiksek gradeli, invazif olmayan bir {iirotelyal
karsinom (UK)’dur. Biyopsi yapilmadig takdirde sistoskopi sirasinda gdzden kagabilir veya
inflamatuar bir lezyon olarak yanlis yorumlanabilir. CIS siklikla multifokaldir ve mesanede ayni
zamanda iist iiriner sistem (UUS), prostatik kanallar ve iiretrada da ortaya cikabilir (39).
2.34. Urotelyal Karsinomun Alt Tipleri

Kullanilan iirotelyal karsinom alt tipleri sunlardir (40).

—

Urotelyal karsinom (tiim vakalarin %90'1indan fazlas1)

Kismi skuamoz ve/veya glandiiler farklilagsma gosteren iirotelyal karsinomlar
Mikropapiller iirotelyal karsinom

Yuvalanmig/mikrokistik varyant

Biiyiik i¢ i¢e varyant

Mikrotiibiiler tirotelyal karsinom

Plazmasitoid, taslt yiiziik

Lenfoepitelyoma benzeri

A S IR AN L e S

Dev hiicre, yaygin, farklilasmamis
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10. Sarkomatoid tirotelyal karsinom
11. Diger nadir farklilagmalara sahip bazi iirotelyal karsinomlar
12. Kismi Noroendokrin tiimorlii tirotelyal karsinomlar

13. Saf néroendokrin karsinom (kiiciik ve biiyiik hiicreli néroendokrin karsinomlar)

2.4. Epigenetik
Kelime olarak genetik {istli/0tesi anlamina gelen epigenetik, gen ifadesinde bir degisiklik
olmadan gen ifadesinde meydana gelen degisiklikleri agiklar. Epigenetik kavramu ilk olarak 1939
yilinda C.H. Waddington’un drosophila'nin normal ve mutant suslarinda kanat gelisimini
arastirdiginda ortaya ¢ikmustir (41). Esteller ise bu kavrami ”fenotipi var eden genler ve liriinleri
arasindaki etkilesimler” olarak tanimlamistir (42).

Epigenetik; basta miRNA olmak iizere kodlamayan RNA molekiilleri ile DNA metilasyonu,
histon modifikasyonu ve tiim bunlarin birbirini etkileyen kompleks iligkilerinden meydana
gelmektedir (43). Girig boliimiinde kisaca verilen ncRNA’lar DNA metilasyonunda da etkin rol
oynamaktadir.

Normal hiicrelere kiyasla kanser hiicrelerinin genlerinde énemli DNA hipometilasyonunun
bulundugunun ortaya konulmast, hipermetilasyonu bulunan tiimor baskilayict genleri tanimlayan
caligmalarin yapilmasi fikrini dogurmustur. DNA metilasyonunun karmasik bir kromatin aginda
meydana geldigi ve histon yapisindaki degisikliklerden etkilendigi gosterilmistir (44). DNA
metilasyonu, gen aktivitesinin ve niikleer mimarinin kontroliinde kritik bir rol oynar ve diniikleotit
CpG'ler olarak adlandirilan guaninlerden dnce gelen sitozinlerde meydana gelir (45). Diniikleotit
CpG'ler, birgok genin diizenleyici bolgesinin 5¢ ucunu kapsayan, CpG adalari olarak bilinen CpG
bakimindan zengin bdlgelerde bulunur. DNA metilasyonunun tiimdr olusumunda degisken bir rolii
vardir. Ancak genel olarak bilinen genomik DNA'nin hipometilasyon derecesinin, bazi tlimorler
de iyi huylu hiicre proliferasyonlarindan invaziv kanserlere dogru ilerledikge arttigidir.

Hipometilasyonun tiimor gelisimine katkisini agiklamak icin Onerilen ii¢ mekanizma,
kromozomal instabilite olusumu, yer degistirebilen elementlerin reaktivasyonu ve imprinting?
kaybidir (46). DNA hipermetilasyonu ayrica tiimor baskilayici genlerin ekspresyonunu

degistirerek tiimor olusumuna neden olabilir.

2 Imprinting: ifade edilebilir durumdaki genin baskilanmasi



12

Histonlarin modifikasyonu, daha az karakterize edilmis baska bir epigenetik modifikasyon
mekanizmasidir. Histonlar, kromatinin ana protein bilesenidir. Niikleozom ise 146 baz ¢ift DNA'y1
saran ve dort ¢ekirdek histondan (H2A, H2B, H3 ve H4) olusmaktadir. Histonlarin asetilasyonu
ve metilasyonu, gen transkripsiyonu, DNA onarimi, DNA replikasyonu ve kromozomal
organizasyon lizerinde dogrudan bir etkiye sahip olabilir.

Epigenetik siire¢ sirasinda DNA metilasyonunda da etkin rol oynadigt bilinen miRNA'lar
bunun yaninda hedef mRNA'nin 3¢ ¢evrilmemis bolgelerinde sekansa 6zgii baz eslesmesi yoluyla
gen ekspresyonunu diizenler. Boylece mRNA'nin bozulmasina veya translasyonun inhibisyonuna
neden olur (47). Bu mekanizma ise hiicre cogalmast, apoptoz ve farklilasmanin diizenlendigi baska

bir epigenetik mekanizmadir.

2.5. Kodlamayan RNA’lar (ncRNA’lar)

Kodlamayan RNA (ncRNA) terimi, proteine c¢evrilmeyen RNA i¢in kullanilir. Genetik
bilgilerin ¢ogunun proteinler tarafindan islendigi genel olarak kabul edilse bile son aragtirmalar,
memelilerin ve diger karmagik organizmalarin genomlarinin ¢ogunun aslinda ncRNA'lara
kopyalandigini ve bunlarin birgogunun alternatif olarak eklendigini ve daha kiiciik iiriinler halinde
islendigini gostermektedir.

Bu ncRNA'lar, miRNA'lar1 ve heniiz kesfedilmemis kiigiik diizenleyici RNA'larin olasi
diger siiflarini ve on binlerce daha uzun transkripti igerir ve ¢ogunun islevi bilinmemektedir. Nc
RNA'lar (intronlardan tiiretilenler dahil), kromatin mimarisi, epigenetik bellek, transkripsiyon,
RNA ekleme, diizenleme, ¢eviri dahil olmak iizere fizyoloji ve gelisimdeki farkli gen ekspresyonu
stireclerini denetleyen gizli bir i¢ sinyaller katmanini icermektedir. Bu sebeple epigenetik siire¢
karmagik Ozelliklerimizin ¢ogunu belirleyebilir, hastaliklarin meydana gelmesinde ve
onlenmesinde 6nemli bir gorev alabilir ve tiirler icinde kesfedilmemis bir genetik ¢esitlilik diinyast

olusturabilir (48).

2.5.1. Kodlamayan RNA’larin siniflandirilmasi
NcRNA’lar niikleotit sayilarina gore ¢ grupta smiflandirilmigtir. 21-25 niikleotit
uzunlugunda olan mikro RNA’lar, translasyon asamasinin kontroliinde rol alan 100-200
niikleotitten olusan kiigiik RNA’lar (small RNA’lar) ve gen supresyonunda rol alan 10.000

niikleotitten daha fazla olan uzunlukta olan kodlamayan wuzun RNA’lar olarak
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gruplandirilmiglardir (3, 48)

2.5.1.1. MikroRNA’lar (MiRNA)

MiRNA'lar, kanserle beraber ¢esitli hastaliklarin gelisimine katkida bulunan transkripsiyon
sonras1 gen ifadesini diizenleyip ve kontrol eden kisa ve kodlayicit olmayan RNA'lardir (49).
Yaklastk 2000 insan miRNA geni agiklanirken, c¢esitli miRNA fonksiyonlar1 hala
bilinmemektedir. Bu nedenle, giliniimiizde miRNA yo6nelimli gen regiilasyonu ilgi ¢ekici bir
arastirma ve bioinformatik analiz alanidir.

Kabaca miRNA'lar, iki Onemli mekanizmadan birini kullanarak hedef mRNA'nin
translasyonunu Onleyen, kiigiik, evrimsel olarak korunmus, tek sarmalli, kodlayici olmayan bir
RNA molekiilleri ailesidir (49). MiRNA biyogenezi, olgun tek sarmallt miRNA'nin olusumuyla
sonuglanan ¢ok adimli bir siirectir (50). Pri-miRNA'nin RNA polimeraz II ile kopyalandig:
cekirdekte baslar. MiRNA'lar monosistronik (tek tek kodlanmis) veya polisistronik (kiimeler
halinde kodlanmais) olabilir. Bir sonraki adimda, Drosha kompleksinin (mikroislemci) katilimiyla
pre-miRNA iretilir ve sitoplazmaya taginir ve burada Dicer kompleksi tarafindan miRNA
dupleksine islenir. miRNA dupleksinin (olgun miRNA) yalnizca bir ipligi, miRNA kaynakl
susturma kompleksini (RISC) olusturur (51, 52). MiRNA'lar, tohum bolgeleri ile mRNA'larin 3'
UTR'sindeki tamamlayici dizilere baglanir (53). Tohum bolgesi, mRNA baglanmasindan sorumlu
olan miRNA'nin 5' ucundaki 2-7 niikleotitlik bir dizidir (54). Bu, mRNA'nin bozulmasina veya
protein translasyonunun inhibisyonuna yol acar (55).

miRNA alanindaki gelismeler giderek artmaktadir. Farkli tiimérlerde miRNA'larin
degistirilmis ekspresyon profilleri, bu molekiillerin kanser gelisimi ve diger malignitelerde rol

oynayabilecegini diisiindiirmektedir (56, 57).

2.5.1.1.1. Mir200b
MiR-200 sinifi ise miR-200-a, miR200-b, miR200-c, miR141 ve miR429 olmak iizere 5
tiyeden olusur. Genomda iki farkli lokusta yer alan, miR-200 ailesinin iiyeleri bir niikleotid kadar
farklilik gosteren dizileri tasir. Ekspresyonlart kanser dokusunda diizensizdir ve kanser
hastalarinin viicut sivilarinda seviyeleri degisir (58).
Genel olarak miRNA'lar, hedef genlere ve anahtar onkojenik sinyal yollarinin

diizenlenmesindeki rollerine bagli olarak oncomiR'ler veya timor baskilayict miRNA'lar olarak
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islev gorebilir. Cogu kanser tiirtinde miR-200 ailesi, tiimdr baskilayict miRNA gorevi goriir ve
kanserin tiim Ozelliklerini diizenler (58). Bunun yaninda, epitelyal mezenkimal gecis (EMT) ile
giiclii derecede iliski halinde olan bir miRNA kiimesidir ve EMT nin en temel diizenleyicilerinden
biridir. Bu nedenle metastaz ve kemosensitivitede kritik bir role sahip oldugu diistiniilmektedir
(59). Son dénemde, miR-200b’nin ¢esitli kanser tiirlerinde; gogiis, kolon, over ve pankreas kanseri

ile iliskili oldugu bildirilmistir (59).

2.5.1.2. Long non-coding RNA (LncRNA)

LncRNA'lar >200 niikleotid uzunluklari ile tanimlanan kompleks ve ¢esitli islevlere sahip
kodlayict olmayan RNA'lardir (60). LncRNA'larin hiicrelerde epigenetik olarak transkripsiyonel
ve post-transkripsiyonel siireclerde gen ifadesine katildig1 ve regiile ettigi ve diizenleyici siirece
katildig1 gosterilmistir; bunun yaninda farkli ekspresyonunun veya anormal fonksiyonunun da
timor etiyopatogenezi ile iligkili oldugu tespit edilmistir (61).

LncRNA'larin spesifik sinyal iletim yollariyla; mRNA'y1 ve miRNA'y1, bunlara kars1 gelen
hedef genleri diizenledigi, tiimor olusumunda ve progresyonunda, hiicre farklilagsmasinda ve hiicre
dongiistinde ve diger diizenleyici olaylarda rol oynadigi kanitlanmistir (61).

LncRNA'larin; tiimorlerin tanisinda, prognozu ve metastazi dngérmede yeni bir biyobelirteg,
tedavide ise yeni bir hedef olabilecegi diisliniilmektedir (62). Son c¢alismalar ise LncRNA’nin
mesane kanserinde DNA, RNA ve proteinlerle etkileserek sinyal yolaklart ve hiicre

farklilagsmasinda rol alarak mesane kanserinin etiyopatogenezinde rol aldigini géstermektedir (63).

2.5.1.2.1. ZEBI1 Antisense RNA 1 (ZEB1-AS1) LncRNA

Bu genomik yap1 uzun kodlamayan RNA (LncRNA) olarak karakterize edilen bir RNAdur.
[k olarak 2015 yilinda Li ve ark.’lar1 tarafindan hepatoselliiler karsinom (HSK)'da hiicresel
proliferasyonu arttiran LncRNA olarak kesfedilmistir. LNCipedia veritabaninda ZEB-1- AS1
(HSALNGO0077083) olarak da bilinir.

ZEBI1-AS1, iki ekzon ve iki ekzon arasinda bir intron dahil olmak {izere yaklasik 2535
niikleotit uzunlugundadir ve 10p11.22 kromozomu iizerinde yer almaktadir (64).

EMT'nin ana diizenleyicisi olan ZEB-1 iizerinde giiclii derecede kontrol edici etkiye
sahiptir. Bu sebeple EMT ve metastaz indiiksiyonu yoluyla ¢esitli bozukluklarin ve 6zellikle de

kanserlerin patogenezini etkileyebildigi diisiiniilmektedir. Kolorektal kanser, meme kanseri,
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glioma, HSK ve mide kanseri gibi malignitelerde rol oynadigi bilinmektedir. Malign hastaliklara
ek olarak diyabet, ateroskleroz, pulmoner fibrozis ve iskemik inme benzeri durumlarda da

fonksiyonel role sahiptir (65).

Role of ZEB1-AS1 in cancer progression
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Sekil 2: ZEB1-AS1'in ¢esitli timorlerin gelisimindeki etki mekanizmalari (65)
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2.5.1.3. mir-200 b’nin ZEB-1 ile iliskisi
ZEB 1 ve miR-200 aile {iyeleri arasindaki etkilesim tam olarak anlasilamamis olmakla
birlikte ve EMT ile iliskili sinyal yollarmi etkiledigi diisliniilmektedir (66). Bunun yaninda,
LncRNA'larin mikroRNA'lar i¢in "slinger" gorevi yaparak mRNA'lar tizerindeki etkilerini azalttig
ve dolayisiyla gesitli biyolojik siirecleri diizenledigi one siiriilmiistiir (67). Sonugta, ZEB-1,
EMT’nin bir destekleyicisi ve mir200b'nin bir hedefidir ve mir200b'yi diizenleyebilecegi
gosterilmistir (67).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Caliyma Gruplan
Bu ¢alismada, KIOMK tanis1 konulan hastalarin demografik ve histopatolojik paremetreleri
ile doku diizeyinde bakilan ZEB-1 AS-1 ve mir200b gen ekspresyonlar1 arasindaki iliski incelendi.
Calisma grubuna, Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Uroloji Anabilim Dali,
Urolojik Onkoloji Bilim Dali’'na Mayis 2022 ve Nisan 2023 tarihlerinde bagvurarak TUR-MT
ameliyat1 olan 50 kisi dahil edildi. Hastalara ¢caligmayla ilgili yazili ve szlii olarak bilgilendirilme
yapildiktan sonra, yazili onamlari almarak doku érnekleri alindi. Calisma i¢in Istanbul Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) Birimi’ne basvuru yapildi ve proje onayiyla birlikte BAP
destegi saglandi. Proje ID: 38974

3.2. Caliyma Materyali

Calisma materyalinin temelini, TUR-MT yapilan hastalarin tlimor dokusu olusturmaktadir.
Bunun yaninda ayni hastalardan tiimorlii alana en az 3 cm uzakliktan kontrol doku 6rnekleri de
alinmistir. Hiicre canliliklarinin korunmasi ve dokularin tazeligini yitirmemesi i¢in RNA-Later
adli sivinin igerisine alinan dokular RNA izolasyon islemi baslayana kadar — 20 °C'de sakland.
Doku 6rnekleri miRNeasy Tissue/Cells Advanced kit (catalog no:217604) ile RNA’lar1 elde edildi
ve elde edilen RNA ornekleri -80 °C'de saklandi. Hastalar patoloji sonuglarina gore diisiik ve
yiiksek grade, TO ve TI evresi, karsinoma in situ (CIS) varligi ve varyant patoloji icerip
icermedigine gore ayrildi.

Calismaya dahil edilen hastalarin yas, cinsiyet, VKI, aile dykiisiinde kanser varlig1, sigara
kullanimi, TNM evresine iligkin bilgileri belirlendi. Bunun yaninda bir gruplama da sigara
hikayesi a¢isindan yapildi. Hi¢ igmemis veya klinige miiracaat etmesinden 1 yil veya daha fazla
zaman Once sigara kullanmay1 birakmis olan kisiler “sigara igmeyenler” grubuna dahil edildi.
Yilda 10 paket ve daha fazla sigara igenler kisiler (10 paket> y1l) ise “sigara i¢enler” grubu olarak
kabul edildi.

3.3. Kullanilan Cihazlar
1. Vorteks (MS 2 Minishaker, IKA).
2. Santrifiij cihaz1 (Heraeus, Germany)

3. PZR cihazi (Techne TC412 Termal Cycler, Barloworlal Scientific, UK).
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4. Pipet takim1 (Biohit, Proline)

5. Otoklav (Hirayama, HV — 50L)

6. Gene Rotor (Qiagene)

7. ELISA plak okuyucu (Biotech, UK)

3.4. Kullanilan Malzemeler

1. miRNeasy Tissue/Cells Advanced kit Qiagen, Katalog no 217604
2. miRCURY LNA RT Kit Qiagen, Katalog no 339340
3. miRCURY LNA miRNA PCR Assay Qiagen, Katalog no 339306

4. miRCURY LNA SYBR Green PCR Kit Qiagen, Katalog no 339346
5. RT? PreAMP cDNA Synthesis Kit Qiagen, Katalogno 330451
6. RT2 LncRNA qPCR Assay Qiagen, Katalog no 330701
7. RT? SYBR Green ROX FAST Mastermix  Qiagen, Katalog no 330620

8. Strip Tubes and Caps, 0.1 ml Qiagen, Katalog no 981103

3.5. Kullanilan Yontemler
3.5.1. ZEB-1 AS-1 ve miR-200b Gen Ekspresyonlarinin Tayini
ZEB-1 AS-1 ve miR-200b ekspresyonlarmin ol¢iimiiniin belirlenmesi i¢in asagidaki
prosediir uygulandi.
a- RNA dokudan izole edildi.
b- PZR cihazi ile izole edilen RNA kite uygun olarak cDNA’ya ¢evrildi.
c- Elde edilen cDNA o6rneklerinden Gene Rotor cihazinda ekspresyonlart yapildi.

3.5.1.1. Dokuda RNA izolasyonu:
RNA izolasyonu i¢in hali hazirda olan ticari kit kullanildi. miRNeasy Tissue/Cells Advanced
kit cat no: 217604 (Qiagen, Canada) kullanilarak RNA izolasyonu kit igerigine gore gergeklesti.
Baslamadan 6nce, RNA izolasyon kiti i¢cerisindeki RWT ve RPE tamponlar1 yonergelere
uygun olarak %96-100 etanol (absolut etil alkol) eklenip diger kimyasallar kullanima hazir sekilde

bulunmaktadir. Hasta numunelerinden 20 pl doku 6rnegi tartildi ve steril eppendorfa alindi. 260
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ul Buffer RLT eklendikten sonra TissueRuptor cihaziyla homojenize edildi. Homojenata 80 pl
Buffer AL eklendi ve vortekslendi. 3 dakika (dk) oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra homojenize
numune gDNA Eliminator kolonu bulunan eppendorfa alinarak 10.000g’de 1 dakika
santrifiijlenerek Genomik DNA filtre edildi. Elde edilen ekstrakt steril yeni eppendorfa alindi. 20
ul Buffer RPP eklendi. 20 saniye(sn) boyunca vortekslendikten sonra 3 dk oda sicakliginda inkiibe
edildi.

Sonrasinda 12.000 g ile 3 dk santrifiijlenerek elde edilen supernatant (~300 pl) 2 ml lik steril
eppendorfa alindi. Supernatantin hacmine esit miktarda isopropanol eklendi ve pipetlenerek
karistirildi. Elde edilen numune RNeasy Mini Column’a aktarildi ve 30 sn 10.000g de santrifiij
edildi. Ardindan sivi uzaklastirildi. RNeasy Mini Column {izerine 700 ul Buffer RWT eklendi. 30
sn 10.000g de santrifiij edilip siv1 uzaklastirildiktan sonra kolona 500 pl Buffer RPE eklendi. 30
sn 10.000g de santrifiijlendi ve siv1 uzaklastirildi. Bir sonraki adimda 500 pl %80 etanol RNeasy
Mini Spin Column iizerine eklendi. 2 dk 10.000 g de santrifiij sonrast RNeasy Mini Column 2 ml
eppendorfa yerlestirildi. Membrani kurutmak i¢in 17.000 g’de 60 sn santrifiij edildi. RNeasy Mini
Spin Column u yeni 1.5 ml eppendorfa yerlestirildi. 30 pl RNase-free water kolonun merkezine
eklendi ve 60 sn oda sicakliginda inkiibe edildi.

Islem sonunda RNA’y1 ayristirmak i¢in 1 dakika 17.000 g de santrifiij edilerek total RNA
ekstrakte edildi. RNA elde edildikten sonra tiim numunelerin RNA konsantrasyonlar1 ve safliklari
Eon Biotek cihazi ile 6lgiildii. 1 ul RNA 6rnegi alinip cihaza konularak konsantrasyon miktari ve
260/280 ve 260/230 nanometrede degerlendirilerek saflik oranlar belirlendi. Olgiim yapildiktan

sonra RNA’lar -80 dereceye konularak saklandi.

3.5.1.2. mir200b cDNA Sentezi
RNA elde edildikten sonra bir sonraki islem olan cDNA sentezi islemi i¢in yine ticari olarak
satilan miRCURY LNA miRNA SYBR Green PCR (Qiagen, katalog No: 339340) kullanild1. Tiim

islemler buz tizerinde gergeklestirildi.

3.5.1.3. mir200b cDNA sentez reaksiyonu
Toplam hacim 10 pl olacak sekilde islem asagidaki sekilde gergeklestirildi.
1) RNAse free su 5 pul
2) 5x miRCURY SYBR Green RT Reaksiyon buffer 2 pl
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3) 10x miRCURY RT enzim mix 1 pl
4) RNA iiriin 2 pl
Yukarida listenen tiim 6rnekler tiipe konulduktan sonra Bio-Rad termal cycler cihazina cDNA
reaksiyonu 37 derecede 60 dakika, 95 derecede 5 dakika olacak sekilde miRNA i¢in olan cDNA

sentez reaksiyonu tamamlandi ve 6rnekler -20 derecede saklandi.

3.5.14. Real Time PCR Reaksiyonu (mir200b)
cDNA elde edidikten sonra bir sonraki asama olan Real Time PCR islemi i¢in hazir olan
ticari kitler kullanildi. Qiagenee firmasinin (Cat No: 339345) kiti kullanilarak Real time PCR
gerceklestirildi.
Tiim islemler soguk blok {izerinde toplam hacim 10 pl olacak sekilde reaksiyon 6rnek basina
asagidaki prosediire uygun olarak gergeklestirildi.
1) RNAse free su 1ul
2) 2x miRCURY SYBR Green Master mix 5 pl
3) PCR primer mix 1 pl
4) cDNA iirlin (x30 sulu) 3ul
Daha sonra strip tiipleri Qiagen Rotor Gene cihazina konulduktan sonra sirasiyla; 95 derecede 2
dakika ardindan 95 derecede 10 saniye (40 siklus) ve 56 derecede 60 saniye (40 siklus) yapilarak
reaksiyon gerceklestirildi. Housekeeping olarak U6 kullanildi. Real Time PCR isleminden sonra
olgiilen Ct degerleri 2-ddCt yontemi kullanilarak belirlendi.

3.5.1.5. ZEB-1 AS-1 cDNA Sentezi
RNA eldesinden sonra bir sonraki asama olan Lnc EB-1 AS-1 DNA sentezi islemi i¢in yine ticari
olarak satilan RT? PreAMP cDNA Sentez Kit (Qiagen, katalog No: 330451) kullanildi. Tim

islemler buz iizerinde gergeklestirildi.

Revers Transkripsiyon mix asagidaki icerikler kullanilarak hazirlandi:
1) 5x Buffer BC3: 2 ul
2) Kontrol P2: 0.5 pul
3) RE3: 1l
4) Niikleaz free su: 1.5 pl
Hazirlanan 5 pl Revers Transkripsiyon mix lizerine 5 pl elde edilen RNA orneginden

eklendi. 37 derecede 60 dakika 95 derecede 5 dakika PCR cihazinda reaksiyona konuldu. PCR
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cihazindan ¢ikarildiktan sonra buz iizerine konuldu ve cDNA elde edildi.

3.5.1.6. Real Time PCR Reaksiyonu (ZEB-1 AS-1)
cDNA elde edildikten sonra bir sonraki asama olan Real Time PCR islemi i¢in hazir olan
ticari kitler kullanildi. Qiagenee firmasinin RT? SYBR Green ROX FAST Mastermix (Cat No:
330620) kiti kullanilarak Real time PCR gerceklestirildi.
Biitiin islemler soguk blok {izerinde toplam hacim 25 pl olacak sekilde reaksiyon
gerceklestirildi.
1) Nukleaz free su: 10.5 pl
2) RT? SYBR Green Master mix: 12.5 ul
3) cDNA: 1 ul
4) RT?’LncRNA gPCR Assay: 1 ul
Daha sonra strip tiipleri Qiagen Rotor Gene cihazina konulduktan sonra sirastyla; 95 derecede 10
dakika ardindan 95 derecede 15 saniye (40 siklus) ve 60 derecede 60 saniye (40 siklus) yapilarak
reaksiyon gerceklestirildi. Real Time PCR isleminden sonra elde edilen Ct degerleri 2-ddCt

metodu kullanilarak degerlendirildi.
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3.6. Istatistiksel Analizler
Verilerin analizinde SPSS 26.versiyon programi kullanilmistir (SPSS, Chicago, IL).
Istatistiksel olarak anlamlilik sinir1 p <0.05 olarak kabul edildi.

Farkli biyobelirteglerin degerlerinin, Calisma verileri degerlendirilirken tanimlayici
istatistiksel metotlarin (Ortalama, Standart Sapma, Medyan, Frekans, Oran, Minimum,
Maksimum) yani sira grup dagilimlar1 Kolmogorov-Smirnov testi kullanilarak degerlendirilmis ve
homojen dagilim gdstermeyen parametreler i¢in ise Mann-Whitney U testi kullanilmustir.

Mesane kanserinin teshisinde ayirt etmek amaciyla, maksimum duyarlilik ve segicilik
hesaplanmasi i¢in ROC egrisi, degiskenler aras1 korelasyon i¢in ise Spearman korelasyon analizi

yapilmustir.
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4. BULGULAR
4.1. Hasta Grubunun Demografik ve Klinik Ozellikleri

Tablo 1: Mesane tiimorii igeren ve icermeyen dokularin demografik ve klinik 6zellikleri

Ort£Ss
Yas 67,4+13,1
VKi 27,31+3,85
Sigara paket yih 33+£23,3
N (%)
Cinsiyet Erkek 48 (%96)
Kadin 2 (%4)
Sigara Oykiisii I¢miyor 6 (%12)
Iciyor 44 (%88)
Basvuru Sikayeti Mikrohematiiri 3 (%6)
Makrohematiiri 33 (%66)
AUSS 7 (%14)
Sikayet yok 7 (%14)
Tiimor evresi Ta 30 (%60)
T1 20 (%40)
Tiimor Grade’i Diisiik Grade 21 (%42)
Yiiksek Grade 29 (%58)
CIS Varhg Yok 37 (%74)
Var 13 (%26)
Varyant Patoloji Yok 47 (%94)
Var 3 (%6)

Hastalarin 48’1 erkek (%96) ve 2’si kadin (%4) idi. Hasta grubunun tan1 anindaki yas araligi
33-91, yas ortalamas1 67,4 + 13,1 ortanca degeri ise 69’du. Hastalarin viicut kitle indeksi ortalama
27,3+ 3,85 hesaplandi. Sigara igen hastalarin paket yillar1 ise 33,3+ 23,3 olarak hesaplandi.

Hastalar en sik makrohematiiri (n=33, %66) sikayeti ile bagvurmustu. Diger basvuru
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semptomlar1 mikrohematiiri (n=3, %6), AUSS (n=7, %14) iken; sikAyeti olmayan hastalarin say1s1
ise (n=7, %14) olarak bulunmustur.

UK tanis1 alan hastalarin patolojik 6zelliklerine bakildiginda; Tiimér evresi Ta olanlar
(n=30, %60), T1 olanlar (n=20, %40) idi. Hastalardan 21’1 (%42) diislik gradeli iken 29’u (%58)
yiiksek gradeliydi. Tiimorlere eslik eden CIS varligt hastalarin 13’tinde (%26); eslik eden varyant
patolojiler ise 3(%6) hastada saptandi.

4.2. Dokularda Bakilan ZEB-1 AS-1 ve mir200b Ekspresyon Sonuglari

Tablo 2: Mesane tumorlii ve timorsiz dokular1 arasindaki ZEB-1 AS-1 ve mir200b

ekspresyonlari
N Ortalama +Ss Median p
Min Max
0,05 20,41
Tiimoérlii Doku 50 2,38
3,84+ 4,47
ZEB-1 AS-1 0,018
0,08 5,47
Tiimoérsiiz Doku 50 1,51+ 1,29 1,16
0,02 34,2
Tiimoérlii Doku 50 3,09+ 5,06 1,69
mir200b 0,034
0,07 6,22
Tiimoérsiiz Doku 50 1,51+ 1,3 1,15

Yaptigimiz ¢alisma sonucu mesane kanseri olan hastalarin tlimorlii dokularindaki ZEB-1
AS-1 ve mir200b ekspresyonlariin tiimorsiiz dokulara gore anlamli derecede arttig1 saptandi.
ZEB-1 AS-1 ekspresyonu ortanca degeri tiimorlii dokuda 2,38 (0,05-20,41) iken, tiimdrsiiz dokuda
1,16 (0,08-5,47) idi. (Tablo 2, p degerleri sirasiyla 0,018 ve 0,034). Benzer sekilde mir200b
ekspresyonunun tiimérlii dokuda daha fazla saptanmistir. (1,69 ([0,02-34,2]) vs. 1,15 [0,07-6,22]
p=0,034)
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Grafik 1: Dokulara gore ZEB-1 AS-1 ekspresyon diizeyleri
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Grafik 2: Dokulara gére mir200b ekspresyon diizeyleri
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4.3. Tiimérlii Doku Histopatolojik Ozellikleri ile ZEB-1 AS-1 ve mir200b

Tablo 3: Patolojik evrelerine gore ZEB-1 AS-1 ve mir200b ekspresyon diizeyleri arasindaki

Ekspresyonlari iliskisi

iliski
N Ortalamaz Ss Median Min Max ]
ZEB-1 AS-1 Tm evresi | Ta 30 3,29+3,71 1,71 0,05 11,72 0,235
T1 20 4,67+5.42 2.82 0,06 20,41
mir200b Tm evresi | Ta 30 3,76+6,23 2,24 0,02 342 0,230
T1 20 2,02£1,99 1,41 0,16 6,99

ZEB-1 AS-1 diizeyi T1 evresinde ekspresyon diizeyi ortalamalar1 4,67+ 5,42 iken Ta
evresinde 3,29+ 3,71 olarak bulunmustur. Evre ilerlediginde diizeyin arttig1 ama istatiksel olarak
anlamli fark saptanmamstir (Tablo 3, p=0,235).

Mir200b ekspresyon diizeyi ise Tl evresinde ortalamanin 2,02+1,99 (1,41-0,16), Ta
evresinde ise 3,7616,23 (0,02-34,2) oldugu saptanmistir, diizeyin evre ilerledik¢e azaldigi ama
istatiksel olarak anlamli fark saptanmadig1 bulunmustur (p=0,230). Benzer sekilde, patolojik evleri
Ta ve T1 olanlarin ZEB-1 AS-1 ve mir200b ekspresyonlari arasinda anlamli fark saptanmadi.
(Sirasiyla p=0,235, p=0,230)

Tablo 4: ZEB-1 AS-1 ve mir200b ekspresyon diizeylerinin tiimor grade’leri ile iliskisi

N Ortalamazt Ss Median Min Max p
ZEB-1AS-1 | Tmgrade | Low Grade 21 1,86+1,96 1,36 0,05 7,17 0,007
High Grade 29 5274521 3,37 0,06 20,41
mir200b Tm grade | Low Grade 21 4,66£7,20 2,39 0,40 34,20 0,015
High Grade 29 1,91+1,97 1,11 0,02 6,99

Yiiksek ve diistik gradelerine gore kiyaslandiginda ZEB-1 AS-1 diizeyleri yiiksek grade de
artmig olarak saptandi (Tablo 4, Grafik 3, 3,37[0,06-20,41]) vs. (1,36 [0,05-7,17] p=0,007).
Mir200b ekspresyonlari yiiksek grade de azalmis ve diisiik grade de artmis olarak saptandi. (Tablo

4, Grafik 4, 1,11 [0,02-6,99] vs. (2,39 [0,4-34,2] p=0,015)
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Grafik 3: Histopatolojik grade’lere gore tiimdrli dokudaki ZEB-1 AS-1 ekspresyon

diizeyleri
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Grafik 4: Histopatolojik gradelere gore tlimorlii dokudaki mir200b ekspresyon diizeyleri

mir200b

40,00

30,00

20,00

10,00

00

8

— =

Diisiik Grade Yiiksek Grade



28

Tablo 5: ZEB-1 AS-1 ve mir200b ekspresyon diizeylerinin patolojik evresi Ta olan grupta

grade’lere gore iliskisi

Ortalamazx
N Ss Median Min Max
ZEB-1 Tm Ta | Tm Low 21 1,86+1,96 1,36 0,05 7,17 0,007
AS-1 evresi grade | Grade
High 9 6,63+4,73 9,01 0,17 11,72
Grade
miR200b Tm Ta | Tm Low 21 4,66+7,20 2,39 0,40 34,20 0,032
evresi grade | Grade
High 9 1,68+2,02 1,05 0,02 6,39
Grade

Low grade ve High grade Ta kendi aralarinda degerlendirildiginde patolojik evreleri High
Grade Ta olan hastalarda ZEB-1 AS-1 ekspresyonlar1 artmigtir (Tablo 5, Grafik 5, 9,01 [0,17-
11,72] vs 1,36[0,05-7,17] p =0,007) .

Mir200b ekspresyonlari ise low grade Ta evresinde olan hastalarda artmis; yiiksek grade Ta

olan hasta grubunda ise azalmistir (Tablo 5, Grafik 6, 2,39(0,4-34,2) vs 1,05(0,02-6,39) p=0,032).
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Grafik 5: Histopatolojik evre ve grade’lere gore tiimorlii dokudaki ZEB-1 AS-1 ekspresyon

diizeyleri

Grafik 6:
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Tablo 6: ZEB-1 AS-1 ve mir200b ekspresyon diizeylerinin CIS varlig ile iligkisi

Ortalamaz Ss Median Min Max P
ZEB-1 AS-1 | CIS Yok 37 3,1143,43 2,21 0,05 15,05 0,238
Var 13 5,90+6,35 3,95 0,06 20,41
mir200b CIS Yok 37 3,08+5,70 1,51 0,02 34,20 0,240
Var 13 3,12+2,40 2,34 0,67 6,99

UK patolojisine CIS varligmin eslik ettigi hastalar degerlendirildiginde ise ZEB-1 AS-1

ekspresyonlari artmis bulunmus; ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli degildi (Tablo 6, Grafik

7, p=0,283). Benzer sekilde, mir200b ekspresyonlari i¢in ise CIS varliginda arttig1 saptanmis olup
bu fark anlamli degildi (Tablo 6, Grafik 8, p= 0,240).

Grafik 7: CIS ile ZEB-1 AS-1 ekspresyon diizeyleri iliskisi
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Grafik 8: CIS ile mir200b Ekspresyon Diizeyleri Iliskisi
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Tablo 7: ZEB-1 AS-1
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CIS Yok

CIS Var

ve mir200b ekspresyon diizeylerinin eslik eden varyant patoloji ile

iliskisi
Ortalamazt Ss Median Min Max
ZEB-1 AS-1 Varyant yok 47 3,6614,28 2,35 0,05 20,41
Patoloji var 3 6,7017,50 4,50 0,54 15,05 0,323
mir200b Varyant yok 47 3,14+5,21 1,82 0,02 34,20
Patoloji var 3 2,26+2,05 1,51 0,68 4,58 0,984

Patolojik evrelemeye varyant patolojilerin eslik ettigi hastalar degerlendirildiginde, ZEB-1 AS-1

ekspresyonlar1 artmis olarak saptanirken mir200b ekspresyonlar1 azalmistir ancak bu farklar

anlamli olarak bulunmamistir (sirastyla p=0,323; p=0,984, Tablo 7, Grafik 9 ve 10).
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Grafik 9: Varyant patoloji ile ZEB-1 AS-1 ekspresyon diizeyleri iligkisi
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Grafik 10: Varyant Patoloji ile mir200b ekspresyon diizeyleri iligkisi
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4.4. Klinik Paremetreler ile ZEB-1 AS-1 ve mir200b Ekspresyonlari Tliskisi

Tablo 8: ZEB-1 AS-1 ve mir200b ekspresyon diizeylerinin sigara icen ve i¢gmeyenlerle

Mliskisi
N Ortalamat Ss Median Min Max
ZEB-1 AS-1 Yok |6 5 7347 36 3,61 0,14
V 44 2,16 0,05
ar 3,58%3,99 4 0,372
mir200b Yok |6 > 534177 1,85 0,67
Var 44 1,69 0,02
3,1715,38 0,688

ZEB-1 AS-1 ve Mir200b ekspresyonlari sigara icen grupta azalmis olarak saptandi ancak bu

fark anlamli bulunmadi (sirastyla p=0,372; p=0,688).

Grafik 11: ZEB-1 AS-1 ve mir200b gen ekspresyonlar arasi korelasyon grafigi

ZEB1-AS1

Tiimérlii dokuda ZEB-1 AS-1 ve mir200b gen ekspresyonlariyla; hasta yasi, VKI ve sigara

paket yili arasinda anlamli korelasyon saptanmadi. Ek olarak ZEB-1 AS-1 ve mir200b

ekspresyonlari da kendi aralarinda anlamli olarak korele saptanmadi.
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4.5. Tumorlii Dokuda Bakilan ZEB-1 AS-1 ve mir200b Ekspresyon Diizeylerinin
ROC Analizi Sonuglari

Grafik 12: ZEB-1 AS-1 ROC Analizi sonucu Cut Off ve AUC degeri
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Tablo 9: ZEB-1 AS-1 ROC Analizi sonucu Cut Off ve AUC degeri

. Egri
Duyarhhk Ozgiilliik Kesme &
Parametre Altinda Kalan
(%) (%) Puam

Alan

ZEB-1 AS-1 %48 %90 2,46 0,637
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Mesane tiimorii iceren hastalarin LncRNA ZEB-1 AS-1 gen ekspresyon diizeylerinin
duyarliligt ve ozgiilligii ROC egrisinden faydalanilarak hesaplandi. Mesane kanseri olan
hastalarin dokularinda IncRNA ZEB-1 AS-1 degerinin kesme noktas1 2,46 alindiginda duyarlilik
%¢48; 6zgiilliik ise %90 olarak bulundu. (Tablo 9, Grafik 12, Egri altinda kalan alan 0,637)

Grafik 13: mir200b ROC analizi sonucu Cut Off ve AUC degeri
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Tablo 10: mir200b ROC Analizi sonucu Cut Off ve AUC degeri

. Egri
Duyarhhk Ozgiilliik Kesme
Parametre Altinda Kalan
(%) (%) Puam
Alan
mir200b %40 %82 2,25 0,624

mir200b degerinin kesme noktasi 2,25 alindiginda duyarlilik %40; 6zgiilliik ise %82 olarak
bulundu. (Tablo 9, Grafik 13, Egri altinda kalan alan 0,624)
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5. TARTISMA

Mesane kanseri, diinya ¢apinda kansere bagli 6liimlerin sik goriilen bir nedenidir ve insidansi
ve mortalitesi giderek artmaktadir (68). KIOMK tanisi invaziv bir yontem olan mesane doku
orneklemesi ile konulmaktadir ve tedavi segenekleri ise TUR-MT, Bacillus Calmette-Guerin
(BCG), 1sitilmig veya 1sitilmamis kemoterapi instilasyonu ve se¢ilmis bir hasta grubunda gelecek
vaad eden immiindterapidir. KIOMK tanisinda ve takibinde ise heniiz kullanilan bir biyobelirteg
bulunmamaktadir. Tiimdr olusumu ile iliskili cok sayida gen bulunmasina ragmen, molekiiler
mekanizma hala bilinmemektedir. Bu nedenle hastaligin molekiiler mekanizmalarinin ¢6ziilmesi
bliylik 6nem tagimaktadir ve molekiiler mekanizmanin ortaya ¢ikarilmasi, mesane kanseri i¢in
etkili bir tedavi veya prognostik ongorii saglayabilmektedir.

Daha oOnceki galigmalarda ncRNA’larin (miRNA ve LncRNA) mesane kanseri igeren
dokular ile normal dokular arasinda ekspresyonlarinin farkli oldugu gosterilmistir. Bu genomik
yapilarin hastaligin 6nlenmesinde, tanisinda ve tedavisinde rolleri oldugu diistiniilmektedir. Bu
nedenle miRNA’lar ve LncRNA’lar mesane kanserinde hem tanisal hem de prognostik agidan
potansiyel biyobelirtecler olarak umut vadetmektedirler.

Bu calismada sadece kasa invaze olmayan mesane kanseri teshisi alan hastalarin
mesanesinden alian timor iceren ve tiimdr igermeyen doku drneklerinin; LncRNA ZEB-1 AS-1
ve mir200b ekspresyon diizeyleri analiz ederek bu iki genomik yapinin tanisal ve prognostik
acidan Onemini ve birbirleriyle olan iliskilerini degerlendirdik. Sonucta, hastalarin timorli
dokularindaki ZEB-1 AS-1 ve mir200b ekspresyonlarinin tiimdrsiiz dokulara gére anlamli olarak
arttig1 saptand1 (p=0,018, p=0,034). Boylece her iki genomik yapinin MK patofizyolojisinde rolii
oldugunu sdylemek yanlis olmaz.

Timor evrelerine gore bakildiginda ise her iki genomik yapiin ekspresyon diizeyleri
acisindan Ta ve T1 evresi arasinda anlamli fark saptanmamustir (sirasiyla [p=0,235, p=0,230]). Bu
pilot calisma sinirli bir Orneklem blytlikligi ile yapilmis olup, Orneklem biiyiikligii
genisletildiginde bu fark istatistiksel olarak anlamli hale gelebilir. Boylece her iki genomik yap1
da tiimor agresivitesini gosteren bir histopatolojik belirte¢ olarak kullanilabilir. Calismanin
devaminda oturmus metodolojimizle ¢ok merkezli ¢alismalar planlanabilir.

Tiimdr grade’lerine bakildiginda ise yiiksek dereceli grubun diisiik dereceli gruba gére hem

ZEB-1 AS-1 hem de mir200b diizeyleri arasinda anlamli fark bulunmustur (sirasiyla [p=0,007,
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p=0,015]). Bu durumda arastirmis oldugumuz doku parametrelerinin yiiksek dereceli tiimorlerin
fizyopatolojisinde daha 6nemli oldugunu ve diisiik dereceli tiimorlere gore daha agresif gidisten
sorumlu etkenlerden birisi olabilir. Bunu destekler sekilde patolojik evresi sadece Ta olan grup ele
alinip tlimor gradeleri incelemeye alindiginda ise yiiksek dereceli Ta olan grupta diisiik dereceli
Ta olan gruba gore ZEB-1 AS-1 ekspresyonu artmis olarak bulundu (p=0,007). Ayn1 sekilde
mir200b diizeyleri incelendiginde ise yiiksek dereceli Ta olan grupta, diislik dereceli Ta olan gruba
gore mir200b ekspresyonlarinin arttig1 istatiksel olarak anlamli saptand1 (p=0,032).

KIOMK grubunda diger patolojik negatif faktdrler incelendiginde; UK’e eslik eden CIS
varlig1 ve eslik eden varyant patolojilerin varliginda ZEB-1 AS-1 diizeylerinin artti§1 ancak bu
negatif faktorlerin bulunmadig1 gruba gore anlamli bir fark bulunmadigir saptanmistir. Diger
taraftan mir200b ekspresyonlari ise CIS varliginda artmis, eslik eden varyant patoloji varliginda
ise azalmistir. Bu genomik yapilarin tiimor grade’ine etkili olmas1 ancak ¢ok daha 6nemli patolojik
negatif faktorler olan CIS ve varyant histolojilere etkili olmamasi, bu genomik yapilarin mesane
kanserinden sorumlu olan primer ve tek patofizyolojik etken olmadigini diisiindiirmektedir. Bu
konuda laboratuvarimizin daha ileri ¢alismalarina ihtiyaci bulunmaktadir.

Sigaranin MK gelisiminde 6nemli etken oldugu bilinmektedir. Sigara icen grupta ise ZEB-
1 AS-1 ve mir200b ekspresyonlar1 azalmis olarak saptanmis ancak anlamli bir fark saptanmamistir
(strastyla [p=0,372 ve p=0,688]). Benzer sekilde tiimorlii doku incelemeye alindiginda ZEB-1 AS-
1 ve mir200b gen ekspresyonlariyla; hasta yasi, VKI ve sigara paket yili arasinda anlamli
korelasyon saptanmamustir. Bu haliyle ¢alismamizda klinik ve demografik faktorlerin, her iki
genomik yapinin yer aldig1 patofizyolojik yolakta etkili olmayabilecegi sonucuna varilmistir.

NcRNA’lar doku 6rneklerinde oldugu gibi serumda, plazmada, idrarda, siv1 bazli sitolojide
ve diger viicut sivilarinda da tespit edilebilmektedir. Yapilan calismalarda, miRNA’larin saglikli
kisilerde ve kanserli hastalarda serum ekspresyon diizeylerinin farkli oldugu gosterilmistir.
Mesane kanseri tanisinda ve prognozun 6ngoriilmesinde kullanilacak giivenilir biyobelirtecin elde
edilmesi i¢in hangi numune tipinin kullanilmasi gerektigi net degildir. Ancak doku diizeyinde
ROC analizi ile saptadigimiz ZEB-1 AS-1 i¢in 2,46 mir200b i¢in 2,25 degerleri, bu genomik
yapilarin mesane kanseri taramasi icin; Ornegin idrarda oldugu gibi viicut sivilarinda
degerlendirilmesi giindeme geldiginde referans olarak kullanilabilir.

LncRNA ve miRNA idrar ve kanda da tespit edilebilmektedir; ancak sunu da belirtmek

gerekir ki; idrardaki belirte¢ konsantrasyonu diiirez ile degisebilmekte ve sonuclarda tutarsizliga
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yol acabilmektedir. Bunun yaninda bu genomik yapilarin kanda bakilmasi; kolayligi nedeniyle
tercih edilebilmekte, ancak hastalarin mesane kanseri diginda sahip olduklari ek hastaliklarin da
ncRNA’y1 etkileyebildigi ve degisik sonuglara yol agabildigi diisiiniilmektedir (13). Bu pilot
calisgmada ncRNA’larin dokuda incelemesi yapilmistir. Ancak c¢aligmanin bundan sonraki
asamasinda mesane kanserli hastalarda ZEB-1 AS-1 ve/veya mir200b’nin idrardaki diizeylerinin
calisilmasi diisiiniilebilir.

Mesane kanserinde miRNA’larin 6nemine dair en kapsamli ¢aligmalardan biri Xie ve
ark.’lar1 tarafindan yapilan metaanalizdir. Bu ¢alismada aragtirmacilar 2009-2016 yillar1 arasinda
MK miRNA iligkisini arastiran tiim ¢alismalar1 farkli veri tabanlarindan derleyip filtrelemis ve
heterojen evrelerdeki 2.753 MK’li hastadan olusan oOrneklemde prognostik onemi oldugu
raporlanan 37 miRNA’y1 analiz etmislerdir. Bu metaanalizde en sik incelenen miRNA’larin
miRNA-21, miRNA-143, miRNA-155, miRNA-200, miRNA-214 ve miRNA-222 oldugu
goriilmiistiir. Arastirmacilar bunlar arasinda; miRNA-21 ve miRNA-222 ekspresyonunun kisalmis
genel siirvi ile korelasyon gosterdigini, artmis miRNA-143 ve miRNA-155 ekspresyonunun ise
kisalmis progresyonsuz siirvi ile iligkili oldugunu bildirmislerdir. Bunun yaninda azalmig miRNA-
214 ekspresyonunun ise kisalmis niikssiiz siirvi ile iligkili oldugunu ortaya koymuslardir. Sonugta
bu miRNA panelinin MK bulunan hastalarin takibinde kullanilacak yararli biyobelirtegler ve
terapotik hedefler olarak degerlendirilebilecegini ifade etmislerdir (69). Diger bir metaanalizde,
Cheng ve ark.’lar1 toplam katilime1 popiilasyonu 1.213 olan 23 ¢alismay1 gézden gecirmislerdir.
Metaanalize alinan ¢aligmalarda miRNA’larin idrardaki ekspresyonu dl¢lilmiis ve ¢oklu miRNA
tahlillerinin sensitivite, spesifite degerleri sirasiyla 0,86 ve 0,82 saptanmistir. Sonug olarak
yazarlar idrar miRNA degerlendirmesinin, MK tanist i¢in belirte¢ gorevi gorebilecegini ve bu
yontemin MK tanisinda idrar sitoloji testinden daha duyarli oldugunu bildirmislerdir (70).

Diger taraftan, uzun kodlamayan RNA’lar son yillarda ¢ok sayida ¢aligmanin odak noktasi
olmustur. Ornegin, Xia ve ark.’lar1 tarafindan yapilan LncRNA ve MK prognozu arasindaki
iligkiyi arastiran 666 hastanin dahil oldugu ve 9 makaleyi iceren metaanalizin sonuglari ise yiiksek
LncRNA ekspresyonunun Asyali MK hastalarinda daha kisa genel sagkalim ile iligkili oldugunu
gostermistir. LncRNA'larin MK icin potansiyel prognostik belirtegler olarak kullanilabilecegi
vurgulanmstir (71).

LncRNA’larin mikroRNA’lar i¢in siinger gorevi gorerek, mRNA’lar iizerindeki etkilerini

azalttig1 ve dolayisiyla gesitli biyolojik siiregleri diizenledigi one siirlilmiistiir. Bu ¢aligmada
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LncRNA olarak ZEB-1 AS-1 kullanilmistir. Benzer sekilde, Lin ve ark.’lar1 55 hastadan olusan
bir kohortta QRT-PCR tahlili kullanilarak ZEB1-AS1 ekspresyonunun tiimér olmayan eslestirilmis
dokularla karsilastirildiginda MK dokularinda “up” regiilasyona ugradigini ve daha yiiksek
histolojik derece ve TNM evresi ile korele oldugunu tespit etmislerdir (72). Bu nedenle artmis
ZEB1-AS1’in, MK’nin karsinogenezinde ve progresyonunda yer aldigini, umut verici bir teshis
ve prognostik biyobelirte¢ ve potansiyel bir terapdtik hedef haline gelebilecegini bildirmislerdir
(72).

Calismamiza metodolojik olarak benzeyen Gao ve ark.’larinin ¢alismasinda 60 timorlii
mesane dokusu ve ayni hastadan alinan tiimorden >3 cm uzaklikta olan 23 normal dokuyu
degerlendirmeye  almiglardir.  Calismanin  sonucunda LncRNA  ZEBI-AS1'in miR-
200b'yi diizenleyebilecegini ortaya koymuslardir. Hatirlatmak gerekirse; ZEBI, EMT’nin
destekleyicisi ve miR-200b'nin bir hedefidir. Ek olarak, ZEB1'in antisensi olan LncRNA ZEBI-
AS1'in bircok kanser tilirlinde onkojenik bir LncRNA oldugu gosterilmistir. Caligmanin
sonucunda, yazarlar biyoinformatik analizde, ZEB1-AS1'in MK dokularinda normal dokulardan
daha fazla eksprese edildigini, yliksek tiimor derecesi ve yiiksek TNM evresi ile korele oldugunu
ve MK hastalarinda genel sagkalimla degil, hastaliksiz sagkalimla iligkili oldugunu gostermislerdir
(67). Bu da bizim elde ettigimiz sonuglarla uyum gdstermekte olup; calismamizi destekler
niteliktedir.

Bir bagka calismada, Mei ve ark.’lart sistematik derlemelerinde mir200 ailesi ile MK
prognozu arasindaki iligkiyi arastiran 8 calisma ve 1.150 hastayr degerlendirmislerdir. Yazarlar
genel sagkalim (OS), kansere 6zgli sagkalim (CSS) ve niikssiiz sagkalim (RFS) i¢in risk oranlar1
(HR)’n1 hesaplamis ve mir200 ekspresyonunun daha iyi OS (HR: 0,50, %95 CI 0,40-0,62), CSS
(HR: 0,36, %95 CI: 0,22-0,59) ile iligkili oldugunu tespit etmislerdir. Sonugta, mir200 ailesinin
yiikksek ekspresyonu, klinik uygulamada MK yonetiminde faydali olabilecegi sonucuna
varmiglardir (73). Bizim c¢alismamizda; daha dnce gosterilen bu LncRNA ve miRNA yolaginin
MK’nin olusumunda da rol oynadig1 bilinerek her iki ncRNA’nin ayr1 ayri doku ekspresyon
diizeyleri hesaplandiktan sonra korelasyon analizi yapilmigtir. Ancak Spearman korelasyon
analizinde LncRNA ZEB-1 AS-1 ile mir200b ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 bir iligki bulunmada.

Bu ¢aligmanin gesitli limitasyonlar1 bulunmaktadir. i1k olarak érneklem biiyiikliigii yetersiz

olup, bu c¢alisma bir pilot ¢aligma olarak yapilmistir. Caligmaya mevcut sekliyle devam edilmesi
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planlanmaktadir. Ikinci olarak, hastalarin takip bilgisi bulunmamaktadir. Bunun nedeni takip
siiresinin yetersiz olmasidir. Ancak sunu da belirtmek gerekir ki; ZEB 1 AS-1 ve mir200b’nin
hastaligin niiks ve progresyonla iliskisi bilinmemektedir ve devam eden c¢aligmamizin klinik
kisminin bu konuda veri saglamasii umuyoruz. Ugiincii olarak, kontrol grubu olarak alinan ayni
hastalarin normal doku ornekleri viziiel olarak normal olarak degerlendirilmis olup bu dokularin
ayrica histopatolojik olarak tiimdrsiiz oldugu gosterilmemistir. Bu durum da calismamizin
sonuclar1 degerlendirilirken g6z 6niinde bulundurulmalidir. Ancak yine de bu ¢alisma orijinal bir

caligma olup, 6zellikle iiriner biyobelirtegler konusunda daha ileri ¢calismalarla fayda saglayabilir.
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6. SONUC

Kanser tanis1 ve prognozu acisindan klinik bilgi saglayacak biyobelirteclerin saptanmasi i¢in
patofizyoloji zemininde bir¢ok ¢alisma yapilmaktadir. Glinlimiizde kanser hastalarinda ncRNA
(miRNA’lar ve Inc RNA’lar) zemininde gelistirilmis; tani, risk degerlendirmesi ve tedavi
stratejileri umut vadetmektedir. Bu ¢alismada degerlendirilen her iki belirte¢ de doku diizeyinde
eksprese edilmekte ve mesane tiimoriiniin bazi histopatolojik parametreleri ile iliski
gostermektedir. Bu calismadan elde edilen veriler her iki genomik yapiy1 igeren {iriner biyobelirteg
gelistirilmesine yardime1 olacaktir. Ancak bu konuda ileri aragtirmalarin yapilmasi gerekmektedir.

Bu ¢alismanin verileri, MK fizyopatolojisinin ve iligkili epigenetik yolaklarin aydinlatilmasi

acisindan yol gosterici olabilir.
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