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1. OZET

Tiim diinyada mesane kanserleri erkeklerde 7, kadinlarda ise 17. siklikta
goriilen kanser tiiriidiir. Tiirkiye’de goriilme siklig1 akciger kanserinden sonra 2.
sirada, urogenital kanserler arasinda ise erkeklerde ilk siradadir. Genellikle 6. ve
7. dekatta ortaya cikar. Erkek kadin orani 3:1 olmasina ragmen mesane kanseri
nedeniyle Olenlerin %31°1 kadindir. Artmis proliferasyon sonucu malign
hiicrelerin transformasyonu, bozuk farklilagma, olim yeteneginin bozulmasi
anormal doku gelisiminin temel sebebidir. Bunun sonucunda kontrolsiiz yayilim
ve invazyon ortaya cikabilmektedir. Transformasyon siklikla iyon kanal
ekspresyonundaki degisimlerle gerceklesebilmektedir. Plazma membraninda yer
alan iyon kanallar1 hiicresel elektrogenez ve elektrik iletiminden sorumludur. Bu
kanallar apoptoz, proliferasyon ve farklilasma gibi doku homeostazinin korunmasi
icin gerekli olan tiim temel hiicre davraniglarinin yerine getirilmesinde gorev
almaktadirlar. Iyon kanallarinin bu kritik siireglere katkisinda birkag ana
mekanizma vardir. Bunlar membran potansiyelinin korunmasi, hiicre voliimiiniin
diizenlenmesi ve temel sinyal iletimini saglayan iyonlarin girisidir. Sonug,
hiicresel cevaplarin anormal progresyonudur. Kanserin ortaya c¢ikmasini ve
ilerlemesini diizenleyen farkli ekspresyon ve iyon kanali aktiviteleri 6nerilmesine
ragmen, mesane kanseri hiicrelerinde, iyon kanali bagimli mekanizmalar
incelemek oldukca kiymetli olacaktir. Calismamiza transisyonel hiicreli mesane
kanseri tanist almis 40 hasta ve 7 kontrol dokusu alinmistir. Bu dokularin
immunohistokimyasal olarak ekspresyonlari ve gergek zamanli Polimeraz Zincir
Reaksiyonu ile TRPM2, TRPM4, TRPMS, TRPM7 ve TRPMS8’in mRNA

ekspresyonlar1 ¢alisilmistir. Immunohistokimyasal olarak sadece TRPM2 tiim



dokularda (epitelyum hiicreleri, tiimor hiicreleri, kas dokusu) eksprese olurken,
TRPMS ekspresyonu hi¢bir dokuda gozlenmemistir. TRPM4, TRPM7 ve TRPMS
ekspresyonler1 ise sadece epitelyum hiicrelerinde gozlenmistir. TRPM7 mRNA
ekspresyonu kontrol grubuna gore calisma grubunda belirli derecede ylikselmis
olarak tespit edilirken, TRPM5 ve TRPM8 mRNA ckspresyonlar1 yine ¢alisma
grubunda anlamli derecede diisiik, TRPM2 ve TRPM4 mRNA ekspresyonlarinda
ise istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gozlenmemistir. Calismamizda,
mesane kanser olusumunda TRP iyon kanallarinin etkilerinin incelenmis, 6zellikle
TRPM2, TRPM4, TRPMS, TRPM7 ve TRPMS&’in terapotik bir hedef olup
olamayacagmin belirlenmesi yoniinde yol gosterici bir ozelligi oldugu gibi,
sonuglarimiz da bu iyon kanallarinin mesane kanseri tedavisinde yeni hedef genler
olabilecegini ve boylece daha sonraki bir asamada invivo kosullarda bu proteinler
hedeflenerek deneysel anlamda mesane kanseri tedavi yOntemlerinin

denenebilmesine olanak saglayacagini diisiiniiyoruz.

Xi



2.INVESTIGATION OF TRANSIENT RECEPTOR POTENTIAL
MELASTATIN (TRPM)ION CHANNELS GENES EXPRESSIONS

IN HUMAN BLADDER CARCINOMAS

Bladder cancers are among the most seen cancers all over the world. It is
the 7™ most seen cancer in males and 17" in females. It is the second most seen
cancer after lung cancer and the most seen cancer among the urogenitalial cancers
in males. It usually occurs in the 6™ and 7" decades. Although the frequency rate
of males to females is 3:1, it causes usually to death in females (31%). lon
channels located in the plasma membrane are responsible from cellular
electrogenesis and electricity transmission. These channels are involved in
performing the basic cellular functions like apopitosis, proliferation and
differentiation to protect the tissue homeostasis. There are several main
mechanisms in contributing to this critical process. These are the protection of
membrane potential, to regulate the cell volume and the entrance of ions which
provides the basic signal transduction. The basic reason of abnormal tissue
development is transformation of malign cells, impaired differentiation and
disrupted death ability. This results in uncontrolled spread and invasion.
Transformation usually occurs by the changes in ion channel expressions. The
result is the abnormal progression of cellular responses. Although some different
expression and ion channel activities that regulate the formation and progression
of cancer are suggested, to investigate the ion-channel related mechanisms in
bladder cancer cells will be precious. 40 tissues of patients with transitional cell

bladder cancer and 7 normal tissues of the same group are included to the study.
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Immunohistochemical expressions and mMRNA expressions of TRPM2, TRPM4,
TRPM5, TRPM7 and TRPMS8 by real-time Polymerase Chain Reaction were
studied. Immunohistochemically, only TRPM2 was expressed in all of the tissues
(epithelium cells, tumor cells, muscle cells), no TRPM5 expression was detected.
TRPM4, TRPM7 and TRPM8 expressions were detected only in epithelium cells.
MRNA ekspression of TRPM7 was significantly higher in study group according
to control group. mMRNA expressions of TRPM5 and TRPM8 were lower in study
group according to control group. There was no statistically significant difference
for mMRNA expressions of TRPM2 and TRPM4. The effects of TRP ion channels
in the development of bladder cancer will be searched. TRPM2, TRPM4, TRPMD5,
TRPM7 and TRPMS8 can be important therapeutic targets for bladder cancer. We
think that our results will provide new target genes for these ion channels at
bladder cancer. So, in a later stage, these proteins can be targeted under invivo

conditions and new bladder cancer therapy methods can be tried.
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3. GIRIS

3.1. Mesane Tiimorleri

Mesane kanseri en sik tani konulan genitoiiriner sistem tiimorlerindendir.
Genitoiiriner sistem tiimdrleri iginde en sik goriilen ikinci kanser tiirii mesane
kanseridir (1). 2013 yilinda, tahmini olarak 74690 yeni vaka (56390 erkek ve
18300 kadin) ve 15580 oliime (11170 erkek ve 4410 bayan) neden oldugu
bildirilmistir (2,3). Diinyada tiim kanser tiirleri i¢inde goriilme siklig1 agisindan
erkeklerde 4. kadinlarda ise 10. siradadir. Ortalama goriilme yas1 73’tiir (4).
Hastalarin yaklasik %90°1 tan1 aninda 55 yas {izerindedir. Erkek/kadin orani
3:1°dir (4). T.C. Saglik Bakanlig1 2005 verilerine gore 100.000°de 9.59 insidans
ile Tirkiye’de en sik goriilen kanserler arasinda 6. siradadir (5). 2006 yilinda
Izmir'de Kanser izlem ve Denetim Merkezi tarafindan yapilan ¢alismanin
verilerine gore erkekler arasinda en sik goriilen kanser oldugu belirlenmistir.
Erkeklerde insidans1 yiizbinde 27,5, kadinlarda yiizbinde 3,8 olarak
raporlanmistir. Hastalarin ¢ogunlugu baslangi¢cta noninvaziv mesane kanseri
olarak tan1 alsalar da, bunlarin %25’i zamanla invaziv forma doniismektedir, %5’
ise metastatik hastaliga doniismektedir. Yiiksek rekiirrens oranindan dolayi
hastaligin cerrahi ve medikal tedavisi olduk¢a Onemlidir (6,7). Sigara igme,
mesane timori etyolojisinde 6nemli bir risk faktorii oldugu gibi ayrica 6nemli bir
prognostik faktordiir. Sigara igme yaninda pulmoner, kardiyovaskiiler ve periferal
damar hastaligi da varsa prognoz daha kotiudiir (8). Bir c¢alismada sigara ile
mesane timoriintiin evresi, derecesi, timor ¢apr ve timor sayisi arasinda iliski

saptanmis (9), bir baska calismada ise ayni parametrelerle sigara arasinda iligki



bulunamamustir (10). Yiizeyel mesane tiimorlii hastalarda ge¢ niiksler meydana
gelmektedir. Bu niikslerin bir sebebi de sigaradir. Sigara igenlerin %50’sinde geg
meydana gelen niiks goriilmektedir. Geg niiks meydana gelen hastalarin %70'i ise
ag1r sigara i¢en gruptadir (9,10).

20 yaslarina kadar goriilen mesane tiimorleri genellikle iyi differansiye ve
invazyon yapmayan tiimorlerdir, bu yilizden prognozlari daha iyidir (11). Niiks
acisindan 31-40 yas arasindaki hastalarla diger grup hastalar arasinda fark
bulunmamaktadir. Mesane kanseri tanisin1 yeni almis olgularin yaklasik olarak
%70 kasa invaze olmayan kanser tiirlindedir. Cesitli tedavilere ragmen
(endoskopik ve intravezikal), kanserlerin %50-70'i tekrarlar, %10-30'u ise kasa
invaze olur. Hastaligin tekrari ¢ogunlukla ilk 5 yil iginde goriiliir. Timoriin
ilerleme riski, yiiksek dereceli lezyonlarla dogrudan iliskilidir. Mesane timorii

tarama programi populasyonda onerilmemektedir (12).

3.1.1. Etyoloji

Mesane kanseri etyolojisinde;

eSigara

eBoya fabrikalarinda kullanilan anilin boyalar

eSiklofosfamid

e Aromatik aminler (Benzidin, beta naftilamin, 4 aminobifenil gibi)
e Yiiksek arsenik seviyeleri (6zellikle igme sularindaki)

ePelvik radyoterapi

e Kronik idrar yolu enfeksiyonu ve/veya kronik irritasyon



eMesane enfeksiyonu (Schistosoma haematobium paraziti) gibi faktorler yer alir

(13,14,15)

3.1.2. Tiimor morfolojisi

Mesane tiimorleri papiller, solid, infiltratif, mikst veya intraepitelyal olarak
geligebilirler. Tiimor tanis1 yeni konulmus ise, timdr %75-80 oraninda papiller,
%10-15 oraninda solid, %5-10 oraninda ise miks yapidadir. Tiimor solid
goriiniimlii ise tekrar riski daha fazladir. Yapilan bir ¢aligmada, baslangic tiimorii
papiller oldugu takdirde hastalarin yasam siiresinin, baglangi¢c tiimorii solid
olanlara gore daha uzun oldugu rapor edilmistir (16). Son zamanlarda, farkli
morfolojide tiimor tipleri bildirilmistir.

Mesane kanserlerinin yaklasik %9011 degisici hiicreli karsinom (TCC)
olusturmaktadir. Fakat bunun yaninda agresif davraniglari ve alternatif tedavi
gerektirmeleri nedeniyle diger histolojik tipleri de onemlidir. Tamamen TCC
tanis1 almamis timorler daha agresiftir, prognozlart ¢ok iyi degildir. TCC'lerin
%10 kadar1 glandular odak igerir. Fokal skuaméz diferansiyasyonu ise %601
gostermektedir. Diinyada, mesane kanserli erkek hastalarim %1,3'tinde, kadin
hastalarin ise %3,4'linde skuaméz hiicreli karsinom (SCC) goériilmektedir. SCC
icin de en onemli risk faktorlerinden biri sigara igiciligidir. Hayvan ve insan
kaninda yasayabilen trematodlar olan schistosomalarin iig tiirii vardir. S. mansoni,
S.haematobium ve S.japonicum olarak bilinmektedir. S.haematobium’un mesane
kanseri ile iliskili oldugu yoniinde pek ¢ok yayin bulunmaktadir.
Adenokarsinomlar ise histolojik agidan biitiiniiyle glandiiler olan iirotelyumdan

koken almaktadirlar ve kotii huylu tiimérlerdir. Insidanslar1 %2'den az olmakla



birlikte erkek hastalarda kadin hastalara gore 2,6 kat fazla goriiliir, en sik olarak 6.
dekatta goriiliir. Bes yillik beklenen yasam siiresi adenokarsinomlarda %31-35
arasindadir. Mesane kanserlerinin  farkli bir varyanti ise seffaf hiicreli
adenokarsinomdur. Mezonefrik karsinom olarak da adlandirilir. Nadiren goriiliir,
hastalar ¢ogunlukla kadindir, ortalama gériilme yas1 57 (22 — 83)'dir (17).

Timor yerlesimi mesanenin farkli bolgelerinde olabilir ve bu bolgelerde
gelismeye devam eder. Transisyonel hiicreli karsinom; en sik olarak %37
oraninda yan duvarlardan gelisir. Bunu posterior duvar (%18), trigon bolgesi
(%12), mesane boynu (%11), iireter orifisleri (%10), mesane kubbesi (%8) ve
anterior duvar (%4) izler (18). Genel olarak kubbe yerlesimli tiimorler yiiksek
dereceli iken, yan duvar ve ireter orifisinde lokalize olan timorler diisiik
derecelidir. Mesane boynu yerlesimli timdrler, mesanenin farkli bolgelerindeki
timaorlere gore kotii prognostik 6zelliktedirler. Timorin farkli bolgelerde lokalize
olmas1 (prostatik uretra, posterior duvar veya mesane boynu gibi); hastalik
belirtilerinin erken baslamasina neden olmaktadir. Bu bolgelerde yerlesen

tiimorler niiks bakimindan daha fazla riske sahiptir (19).

3.1.3. Tam

3.1.3.1. Semptomlar
Mesane kanserindeki en sik bulgu hematiiridir. Bunun yaninda sik idrara
¢ikma, agrili idrar yapma (diziiri) gibi iseme sikayetleri olabilir. Yan agris1 veya

diger bulgular hidronefroz iliskili olarak ortaya ¢ikabilir. Ileri evrede ise daha ¢ok



sistematik bulgular olan kilo kaybi, kemik agrilari, alt ekstremitelerde 6dem gibi

bulgular ortaya ¢ikar (8).

3.1.3.2. Radyoloji

Mesane kanseri tanist alan hastalarda tedavi diizenini belirlemede,
evreleme olduk¢a Onemlidir. Evrelemede radyolojik goriintiilemenin de roli
vardir. Ultrasonografi, bu radyolojik goriintiileme yontemleri iginde ulasilmas: ve
uygulamasi en ucuz ve en kolay olan yontemdir. Ayrica klinik evrelemede énemli
yeri olan diger yontemler de bulunmaktadir. Bunlarin arasinda bilgisayarh
tomografi (BT), manyetik rezonans (MR), volumetrik MR veya BT yardimiyla
mesanenin 3 boyutlu goriintiisiiniin kullanilabildigi sanal sistoskopi ve pozitron

emisyon tomografisi (PET/CT) bulunmaktadir (20).

3.1.3.3. Sistoskopi

Mesane kanseri tanmsini1 koymada sistoskopi, oldukca degerli bir muayene
seklidir. Fakat bazi lezyonlar, ornegin yiizeyel veya karsinoma in situ (CIS),
Klasik sistoskopi esnasinda atlanabilecegi igin, boyle tiimorlerin tanisinda farkli
bir yontem gelistirilmistir. Bu yontem, 5—aminolevulinik asit (5—ALA) ile yapilan

fliioresan sistoskopidir (20).

3.1.4. Evreleme

3.1.4.1. Patolojik Evreleme

Mesane kanserinde kullanilan TNM siniflamasi asagida gosterilmistir (20):



Primer Tiimor (T)

o TX: Primer tiimor degerlendirilemiyor.

oT0: Primer tiimore ait kanit yok.

eTa: invaziv olmayan papiller karsinom.

oTis: Karsinoma in situ.

oT1: Timor epitel altt dokuyu tutmus.

oT2: Tiimor kas dokusunu (muskularis propria) tutmus.

eT2a: Tumor yiizeyel kas (i¢ yar1) dokusunu tutmus.

oT2b: Tiimor derin kas (dis yart) dokusunu tutmus.

oT3: Tiimor perivezikal dokuyu tutmus.

e T3a: Mikroskopik olarak.

o T3b: Makroskopik olarak (ekstravezikal kitle).

eT4: Tumor; prostat, uterus, vajen, pelvik duvar, abdominal duvar gibi yapilan
tutmus.

e T4a: TiimOr prostat, uterus veya vajeni tutmus.

o T4b: Tiimor pelvik duvar veya abdominal duvar1 tutmus.

N — Lenf Nodlar:

o X: Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemiyor.

oNO: Bolgesel lenf nodu metastazi yok.

oN1: Gergek pelviste tek bir bolgesel lenf nodu metastazi (hipogastrik, obturatuar,
eksternal iliak veya presakral lenf nodu).

oN2: Gergek pelviste birden fazla bolgesel lenf nodunda metastaz (hipogastrik,
obturatuar, eksternal iliak veya presakral lenf nodu).

oN3: Lenf nodu metastazlar: ana iliak lenf nodlarinda.



M — Uzak Metastazlar

e MX: Uzak metastazlar degerlendirilemiyor.
eMO0: Uzak metastaz yok.

eM1: Uzak metastazlar.

Evrelemede artik yiizeysel ifadesi artik kullanilmamaktadir. Bunun yerini
kasa invaze olmayan hastalik ifadesi almistir. Muskularis propria'yr invaze
etmeyen tiimorler, kasa invaze olmayan timorler olarak adlandirilirlar. Lamina
propriay1 invazyonu gosteren lezyonlar (T1) ve mukozaya sinirh lezyonlardir (Ta
ve CIS). Yiizeysel, yiiksek dereceli, invazyon gostermeyen mesane kanseri igin
karsinoma in situ (CIS veya Tis) terimi kullanilmaktadir. Tedavi olmadigi
takdirde, 5 y1l i¢inde niiks ve ilerleme riski oldukga yiiksektir (20).

Mesane duvarin: asarak perivezikal yaga gegen hastalar (T3), organa sinirl
hastalara gore (T2a ve T2b) daha kotii bir prognoz gosterirler. Uretelyal
karsinomlar prostatt invaze ettikleri takdirde (T4a) klinik agidan sorunlu
vakalardir, bu durumda birden ¢ok tedavi modeline ihtiyag duyulur. Calismalar
sagkalimin yiiksek evreli hastaliklarda kotiilestigini gostermistir. Primer mesane
timoriiniin  patolojik evresinin artmasiyla lenf nodu tutulumunun insidansi
artmaktadir. Lenf nodu pozitif hastalarda 5 yillik sagkalim (%34) belirgin sekilde
kotidir. Eksternal iliak, hipogastrik, obturator ve presakral lenf nodlari primer
lenf nodlaridir; ana iliak lenf nodlar: ikincil lenf nodlaridir ve primer lenf
nodlarinin drenaj bolgesi olarak gorev alirlar. Rekiirrens riskini ve sagkalim
sonuglarint tahmin etmede TNM siniflamasi yararh bilgiler saglamaktadir, fakat
her bir TNM grubu i¢inde, tiimér biyolojisinin ve hastalarin &zelliklerinin

heterojen olmasi, belirgin farkliliklarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. TNM



simiflamas1 faydal bilgiler sunmaktadir, fakat hastalarin asir1 tedaviye maruz
kalmamalar: i¢in diisiik rekiirrens riski olanlar1 ve daha agresif tedavi gerektiren
progresyon riski yiiksek hastalar1 ayirmada daha iyi degerlendirme Kkriterlerine
ihtiyag vardir (20).

Daha énceden, Diinya Saghk Orgiitii’niin (WHO) 1973 yilinda yayinladig
siniflandirma iirotelyal malignitelerde en sik kullanilan siniflandirma bigimi iken,
bu smiflandirma 2004 yilinda WHO ve Uluslararas1 Urolojik Patologlar Birligi

papiller neoplaziler i¢in olan bu simiflandirmay1 gézden gegirerek yenilediler (21).

3.1.4.2. WHO Siniflamalari

1973 WHO simiflamasi

e Urotelyal papillom
eDerece 1: lyi diferansiye
eDerece 2: Orta diferansiye

eDerece 3: Kotii diferansiye

2004 WHO siniflamasi

e Urotelyal papillom

e Diisiik malignite potansiyeline sahip papiller iirotelyal neoplazi

e Diisiik dereceli papiller iirotelyal karsinom

e Yiiksek dereceli papiller iirotelyal karsinom

Evrelendirme tiim tiimor olgularinda oldugu gibi, mesane tiimorleri igin de tedavi

yaklagiminda 6nemli bir rol oynamaktadir. Evrelendirmenin en 6nemli ve temel



asamasi; ilk olarak yapilan transuretral rezeksiyon (TUR) sonrasinda tiimoriin
derinliginin saptanmasidir. Histolojik kesitleri yorumlayan patologlar arasinda,
Ozellikle tiimoriin grade ve derinligini yorumlamada farkli fikirler olusabilir. Bu
fikir farkliliklar1 baslica kas tabakasi invazyonu ve perivezikal yag dokusu
invazyonu hakkinda olabilir. iste bu sebeple tiimér vakalarinda evrelendirmeye en
dogru sekilde karar verilmesi, en etkin tedavi seklinin belirlenmesinde de
onemlidir. Son zamanlarda, evrelendirmede “Union International Contre le
Cancer” (UICC) tarafindan yapilan 2002 TNM simiflandirmast daha ¢ok
kullanilmaktadir (22).

Yiizeyel mesane tiimérlerinin invazyon durumlari birbirinden farklidir. Bu
timorlerin %70'i mukozaya (Ta) simirhdir. Yaklasik %30'u ise submukozal
invazyon (T1) gostermektedir (15). Tekrar riski 5 yil i¢inde T1 tiimorlerde %95
civarindadir, bu oran Ta timorlerde daha disiiktiir (23). Ayrica, T1 tiimorlerde
ilerleme riski daha fazladir, bu risk %15-20 civarindadir (24). Yapilan birkag
calismada yiizeyel mesane tiimdrlerinin tekrarlama riski incelenmis ve ilk 1 yilda
tekrar riski %33-56.9 (13), ilk 2 yilda %15-70, ilk 3 yilda ise %55 seklinde
raporlanmustir (25). 2 y1l sonrasi geligsen tekrarlar daha cok belirli bir tibbi 6ykiisii
olan olgularda (6rnegin sigara i¢imi) gelismektedir (9). T1 tiimorler igin 3 yillik
tekrar oran1 %60 iken, Ta tiimorler i¢in %48 olarak saptanmistir (26). Ta Grade |
timorlerde tekrar oran1 %55 iken, bu tekrarlarin %46's1 ilk bir yilda, %13'i 1-2 yil
arasinda, %27'si ise 2-5. yillar arasinda gelismektedir. 4 yillik bir dénemden sonra
yiizeyel timorlerde niiks goriilmesi, bu timorlerdeki tekrar etme riski hakkinda
yardimc1 olmaktadir (27). Bes yillik bir siireden sonra da tekrar riski

bulunmaktadir, bu risk oran %14°tiir. Bu sebeple bu gruptaki hastalarin takibini 5



yillik bir siire¢ sonrasinda da siirdiirmek faydali olabilir. Birka¢ ¢alismaya gore,
evrelendirme ve tiimor derecesinin tekrar agisindan anlamli bir prognostik faktor
olmadig bildirilmistir (28).

Mesane tiimorlerinde siiflandirma tiimorin histolojik 6zelliklerine gore
yapilirken, derecelendirme ise tiimoriin  biyolojik davranmisini ele alarak
yapilmaktadir. Mesane timorleri igin derecelendirmede normal epitelyum
yapisina benzerlik esas alinir, timoriin epitelial ve hiicresel 6zelliklerine bakilarak
evrelendirilir. Mesane tiimorii i¢in belirli ve tek bir derecelendirme sistemi yoktur.
“World Health Organization ve International Society of Urological Pathology”
(WHO/ISUP) tarafindan 1998 yilinda bir uzlas1 saglanmis ve mesanenin trotelyal
hiicreli timorleri igin yeni bastan derecelendirme yapilmistir (29). Bu
derecelendirmede; iyi derece diferansiye (grade 1) ve orta derece diferansiye
(grade 2) tiimorler disiik derecede (low grade) iirotelyal karsinom seklinde
isimlendirilmistir. Timoriin derecesi arttik¢a yiizeysel mesane tiimoriiniin tekrar
ihtimali de artmaktadir. Ik bir yilda olusan tekrarlarda, tiimérlerin grade | ve
grade Il evreleri arasinda tekrar bakimindan ciddi bir fark goériilmezken (%30-
38); grade Il olanlarda tekrar orani %70 civarindadir (30). Grade I-1l ve Ta
timorlerde niiks ilk ¢ ay i¢inde gergeklesmezse, izleyen on yilda niiks olusmama
ihtimali %80’dir, ilk ii¢ ay i¢inde gergeklesmisse yeni bir timor gelisim ihtimali
%70’e ¢ikmaktadir (26). Grade 1 tiimorler igin ilk ti¢ yilda niiks riski %50 iken,
bu oran grade Il timorler i¢in %59a, grade Il timorler igin ise %80'e kadar
yiikselmektedir. Yiizeyel mesane tiimorlerinin diisiik dereceli ve disiik evreli
olanlarinda tekrar oram1 %50-75 iken, ilerleme ihtimali %5’ten distiktiir. Lamina

proprianin invaze oldugu, siklikla CIS olan yiiksek dereceli tiimorler igin ilerleme
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oran1 yaklasik olarak %30-50 arasindadir. Yapilan bir ¢alismada, Ta ve TI
timorleri, iki farkli sinifa ayrilmistir. Bu smiflandirmada yiiksek ve diisiik
dereceli timorler bulunmaktadir. Yiiksek dereceli tiimoérlerin prognozunun daha
kotii oldugu, evre ile mitotik indeksin arasinda ciddi bir baglanti bulundugu
bildirilmistir (30). Diger birka¢ ¢alismaya goére tiimoriin derecesi ile ilk yilda

meydana gelen tekrar arasinda bir iliskinin olmadig1 saptanmustir (26).

3.2. Mesane Tiimérii ve iyon Kanallan

Plazma membraninda yer alan iyon kanallar1 hiicresel elektrogenez ve
elektrik iletiminden sorumludur. Bu kanallar apoptoz, proliferasyon ve farklilagsma
gibi doku homeostazinin korunmasi igin gerekli olan tiim temel hiicre
davraniglarinin yerine getirilmesinde gorev almaktadirlar. Iyon kanallarmin bu
kritik siire¢lere katkisinda birka¢ ana mekanizma vardir. Bunlar membran
potansiyelinin korunmasi, hiicre voliimiiniin diizenlenmesi ve temel sinyal
iletimini saglayan iyonlarn girisidir. Artmig proliferasyon sonucu malign
hiicrelerin transformasyonu, bozuk farklilagma, 6lim yeteneginin bozulmasi
anormal doku gelisiminin temel sebebidir. Bunun sonucunda kontrolsiiz yayilim
ve invazyon gerceklesebilmektedir (31).

Timor progresyonu, hiicre proliferasyonu, apopitoz, migrasyon, invazyon
ve anjiogenez gibi fizyolojik siireglerin degisimi sonucunda olusur. Bu siirecler,
kalsiyum homeostaz1 ve transient reseptor potansiyel (TRP) katyon kanallar
kontrolii altindadir (32). Iyon kanallar1, nemli dlgiide de TRP kanallari, bircok
fizyolojik siirecte yer almaktadir. Bu kanallarin, kanser gibi baz1 ciddi

hastaliklarla da iliskili oldugu gosterilmistir. Kanser baslangici ve progresyonu
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siirecinde, bir veya daha fazla TRP proteininin de8ismis ekspresyonu Onem
arzetmektedir (33).

Transient reseptor potansiyel (TRP) kanallar1 ilk defa Drosophila’da
tamimlanmustir (34). TRP geni {riinii 1989°da klonlanmistir ve TRP ailesinin
kurucu liyesi olan ve Ca*"a gecirgen olan bir katyon kanalin1 kodlar. TRP
kanallarinin bazi ortak 6zellikleri vardir. Hepsi katyon selektif kanallardir. Genel
olarak, homo- ve heterotetramerler olarak fonksiyonel kanallar1 olusturan 4
subunitten olustugu diisiiniilmektedir. Hiicresel seviyede, multifonksiyonel
algilayicilar olarak fonksiyon goriirler. Fiziksel veya kimyasal uyarilar ve spesifik
ligandlarin baglanmasiyla aktive olurlar. TRP gen mutasyonuna sahip olan
fotoreseptorler siirekli 1s18a maruz birakildiklarinda fazik olarak (transient) voltaj
degisikligine yol agmalari nedeniyle bu isim verilmistir. Farkli tiirlerde, 50°den
fazla TRP kanali tanimlanmistir (35). Memelilerde 20°den fazla TRP kanal tipi
tanimlanmistir (33). Bu kanal ailesinin iyon kanallar1 1s1 ve/veya mekanik gibi ¢ok
degisik formdaki uyarilarla aktive edilirler. Sekans homolojisine bagli olarak 28
memeli TRP’si, 6 alt gruba ayrilir. 1) vanilloid reseptor ailesi (TRPV), 2)
Kanonikal (TRPC) , 3) melastatin (veya uzun) TRPM, 4) polisitin. (TRPP), 5)
mukolipin (TRPML), 6) Ankirin (TRPA) (36,37).

TRP kanallar, yiiksek derecede degisken aktivasyon mekanizmalariyla
karakterize olan seliiler algilayicilardir. Farkli TRP genlerindeki mutasyonlar,
cesitli hastaliklarla iligkilidir. TRP kanallari, mesane disfonksiyonu tedavisinde de
potansiyel farmakolojik hedefler olarak 6nemlidir. Urotelyum, iiriner mesane

duvari igyiiziinde uzanan kompleks bir epitelyal hiire tabakasidir. Urotelyal
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hiicreler, pek ¢ok iyon kanalini eksprese ederler, bunlarin arasinda TRP kanallar
da bulunmaktadir. (37).

TRP’ler, normal mesane fizyolojisinde yer alirlar. Bu kanallarin asir
ekspresyonu veya disfonksiyonu patofizyolojik siireclere, bu da fonksiyonel
mesane bozukluklarina neden olur. Mesanedeki TRP kanallar1 hakkindaki
arastirmalar hentliz yeterli degildir ve bu kanallara iliskin ¢alismalar, molekiiler
mekanizmalar hakkinda bize yardimci olacaktir. TRP kanallar1 ayrica hiicre
farklilagmasi, biiyiimesi ve apoptozda da yer alir. Bildigimiz gibi Ca® artisi
hiicrelerde apoptozu indiikler. Bu yiizden, tiimor hiicresi membraninda lokalize
olan TRP kanallar1 ilag terapisi, immunoterapi ve hatta gen terapisinde yeni
hedefler olacakir. Bu kanallarin farklilagma ve karsinogenez esnasindaki
ekspresyon degisiklikleri hakkinda cok az bilgi bulunmaktadir. Bu kanallarin
ekspresyon yolaklari, karsinogeneze katkilar1 ve kanser tedavisinde TRP
agonistlerinin uygulamaya konmasiyla ilgili arastirmalara ihtiyag¢ vardir (35).

TRPM alt grubu, potansiyel bir tiimor supresor olarak tanimlanan bir
proteinden olan melastatinden adimi almaktadir. Bu gruba ait 8 protein
tanimlanmistir. TRPM alt grubunun bir¢ok {iyesi kalsiyuma gecirgendir ve
kalsiyumla aktive olan proteinlerdir (38,39). TRPM 1iyon kanallarindaki
degisiklikler fizyolojik fonksiyonlar1 etkileyerek, patolojik siireclerin olusumuna

zemin hazirlar (40).
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3.2.1. TRPM2 Kanah

TRPM2 geni kromozom 21q22.3 iizerinde lokalizedir. TRP kanallarinin
cogunda oldugu gibi TRPM2 kanallar1 voltaj kapili olmayan katyon kanallaridir
ve onemli bir ikinci haberci olan Ca®"a oénemli gecirgenlikleri vardir (41).
TRPM2 kanali intraselliiler N ve C uglarina sahip olan 6 transmembran alani
icermektedir. TRPM2 kanallar1 en fazla hipokampiis, serebral korteks, talamus ve
orta beyin bolgeleri olmak iizere merkezi sinir sisteminde yogun olarak eksprese
edilmektedir (36,42). Kemik iligi, dalak, kalp, lokosit, karaciger, akciger ve
pankreas gibi ¢ok sayida insan dokusunda eksprese edildigi belirlenmistir (43).
TRPM2 ve TRPMS diisiik sekans homolojisine sahiptir ve herhangi bir alt gruba
dahil edilmemislerdir. Kanser hiicrelerindeki fazla TRPM2 diizeyleri, hiicre
proliferasyonuyla ilgili olarak enzimatik bir fonksiyona sahip olabilir (44). Zeng
ve arkadaslar1 eksik TRPM2’nin bir endoplazmik retikulum kalsiyum kanali
olarak rol oynayabilecegini ifade etmistir (45). Intraselliiler kalsiyum regiilasyonu
hiicre replikasyonu ve apoptozu diizenleyen temel mekanizmalardan biri olup
timor olusumunda temel bir role sahiptir. TRPM2’nin inhibisyonu bu reseptdriin
eksprese oldugu beyin ve periferik kan hiicreleri gibi hiicrelerde yasamin devam
etmesinde faydali olabilir (46). Bu proteinlerin niikleusa transmigrasyonun veya
ekspresyonunun seg¢ici olarak baskilanmasi normal hiicreler tizerinde herhangi bir
etki olusturmazken kanser hiicrelerinin apoptozunu saglayabileceginden kanser
icin 6nemli bir terapotik hedef konumundadir (46). Ancak TRPM2 inhibitorlerinin
kanser hiicrelerinde nasil bir etki gosterecegi bilinmemektedir ve bu alanda

yapilacak ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.
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3.2.2. TRPM4 ve TRPMS Kanallar

TRPM4, intraseliiler Ca®" ile aktive edilen nonselektif bir katyon kanalidir.
Beyin, plasenta ve testis cDNA kiitiiphanesinin taranmasindan sonra 2001’de
klonlanmistir (47). TRPM4, arteriyel endotelyal hiicreler, vendz endotelyal
hiicreler, immun sistem hiicreleri, noronlar, diiz kas hiicreleri, pankreatik islet-$
hiicreleri gibi birgok dokuda eksprese olmaktadir. TRPM4 ilk olarak Launay ve
arkadaglar1 tarafindan klonlanmis ve tanimlanmistir (48). TRPM4 geni, 19913.33
tizerinde lokalizedir (49). TRPMS5 monovalent spesifik bir katyon kanalidir (50).
TRPMS, cAMP kaskadinda asagi yonde olan bir hedeftir (50). TRPM5 iyon
kanal, tat reseptor hiicrelerinde fonksiyon goriir ve fosfolipaz C’ye bagh G-
protein iliskili reseptorlerle aktive oldugu bildirilmistir. TRPM5 geni 11p15.5
tizerinde lokalizedir (49). TRPMS5’i diizenleyen spesifik mekanizmalar heniiz tam
olarak anlagilamamustir (46). TRPM4 ve TRPMS5 kanallari Ca® a gecirgen
degildir. Fakat Ca®", aktivitelerinde énemli yer tutar, ¢iinkii her iki kanal internal
Ca® ’un artistyla aktive olur. Bu ylizden, TRPM4 ve TRPMS pek cok dokuda
bulunan Ca’*-aktive non selektif katyonik akimlardir. Aktivasyonlari, hiicre
membrant depolarizasyonunu indiikler ve hiicre fizyolojisini kuvvetli olarak
etkiler (50).

Son yillarda, siirekli eksprese edilen TRPM4 kanalinin insiilin
sekresyonunda, immun yanitta, serebral arter tikanikliginda, néron aktivitesinde
ve kardiak disfonksiyonda da etkisi oldugu bildirilmistir (51). Buna karsin,
ekspresyonu daha sinirli olan TRPMS5’in tat iletiminde gorev aldig: bildirilmistir.
TRPMS8, TRPM1, TRPM4 ve TRPMS5’in farkli kanserlerde ekspresyonlarinin

arttig1 gosterilmistir (52).
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3.2.3. TRPM7 Kanal

TRPM7 ilk olarak Nadler ve arkadaslar1 tarafindan klonlanmustir (53).
TRPM2 kanali ile heterodimer yaptig1 bilinmektedir. Kanal, 15q21.2 {izerinde
lokalizedir. Fare ve insanda TRPM?7 kanali %95 oraninda yiiksek bir homolojiye
sahiptir. 39 ekzona sahip olan 85kb’lik bir DNA bélgesini kapsamaktadir. insanda
1864 aminoasitlik ve farede 1863 aminoasitlik biiyiik bir protein kodlamaktadir.
Protein yaklasik 212 KDa’dur. 6 transmembran alanina sahiptir. Fosfatidilinositol
4,5-fosfat (PIP2), ile etkilesen TRPM7 diger bazi kanallarin pozitif
diizenleyicisidir. Kanalin C ucu atipik serin/threonin protein kinaz alanina
sahiptir. Ancak bu kinaz alan1 direkt kanalin aktivitesi ile iliskili degildir (54).

TRPM?7, endotelyal hiicreler (55), monosit (56), néron (57,58,59),
osteoblastlar (60,61), mezenkimel kok hiicreleri (62) ve vaskiiler diiz kas hiicreleri
(63) gibi, hemen hemen tim dokularda eksprese olmaktadir. Diger TRPM
kanallar ile karsilastirildiginda dokulardaki ekspresyon diizeyi daha yliksektir.
Ozellikle hipokampus ve kolinerjik vezikiillerde ekspresyonu tespit edilmistir.
Secici olmayan bir katyon kanalidir. Ozellikle kalsiyum ve magnezyum gibi
divalent katyonlara gecirgendir. Kanal aktivitesi ektraselliiler Ph tarafinda
diizenlenmektedir. TRPM7’nin hiicre proliferasyonunda etkili oldugu tespit
edilmistir (54). TRPM7 kanallari, yeni Ca‘?-gecirgen non-selektif katyon
kanallaridir. TRPM7 kanallarinin aktivasyonu, hiicresel Mg2+ homeostazinda,
anormal magnezyum absorbsiyonunun neden oldugu hastaliklarda ve iskemik
kosullar altinda Ca?* iliskili ndronal hasarlarda yer aldig1 gosterilmistir. TRPM7
kanallar1, ayrica hiicresel c¢inko (Zn2+) homeostazi ve Zn®" iliskili noronal

hasarlarda da Onemli bir rol oynamaktadir. Transient reseptor potansiyel
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melastatin 7 (TRPM?7), hemen her doku ve hiicre tipinde eksprese olan biiyiik
TRP kanali ailesinin bir iiyesidir. TRPM7 kanallarinin artan aktivasyonunun
cesitli fizyolojik ve patofizyolojik siireclere katkida bulunduguna dair ¢esitli
bilgiler bulunmaktadir (64). TRPM7 kanallari, Zn toksisitesinin 6énemli bir yer
aldig1 norolojik hastaliklarda yeni bir hedef olabilir (65).

Hiicre Mg homeostazinin ana faktorleri olan TRPM7 ve TRPM6
kanallarinin tanimlanmasi, Mg arastirmalarinda ¢ok 6nemli bir yer tutmaktadir.
TRPM7 ve TRPM6’nin Oykiileri olduk¢a karmasiktir. TRPM7 hiicresel seviyede
Mg homeostazinin hazir bir kapicisi olarak gorev goriirken, TRPM6 ise kolon
mukozasi ve bobrek tiibiillerine spesifiktir. Baz1 dokularda, iki kanal birlikte
eksprese olur, heteromerler olustururlar, bunlar da fonksiyonel iligkilieri
hakkindaki sorular1 glindeme getirir. Endotelyal hiicrelerde TRPM7’nin
sessizlestirilmesi beklenmedik bir sekilde hiicre proliferasyonunu arttirir. Memeli
timor hiicrelerinde, TRPM7 iliskili hiicre proliferasyonunun Mg transportundan
ziyade, Ca girisiyle iliskili oldugu gosterilmistir. Her iki kanali eksprese eden
memeli epitelyal hiicrelerinde, sadece TRPM6 extraseliiller Mg degisikliklerine
cevap verir. Bu iki kanalin Mg transportundaki roliiniin hiicreden hiicreye
degistigi disiiniilmektedir. TRPM7 ve TRPM6’nin bu rolii, yeni antikanser
terapotik stratejilerde 6nemli bir yer tutmaktadir (65).

TRPM?7, hiicresel canlilikta dnemlidir ve eksprese edilir. Intraseliiler Mg
ve Ca diniikleotidleriyle inhibe edilir. Everaerts ve arkadaglarina gore, iirotelyal
hiicrelerde TRPM7’nin asir1 bir ekspresyonu s6z konusu iken, benzer fonksiyonel

ozelliklere sahip olan ve TRPM7’ye yakin bir homolojisi olan TRPM6 mRNA’s1
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tirotelyal hiicrelerde bulunamamistir. TRPM7 plazma membraninda sitoplazmik

vezikiiller olarak bulunmaktadirlar (37,66).

3.2.4. TRPMS8 Kanah

TRPMS kanali, bir katyon kanalidir ve fiziksel sartlarda plazma membrani
depolarizasyonuna neden olan Ca** ve Na“un plazma membranindan gegisini
kolaylastirtr. TRPMS8 geni 2q37.1 iizerinde lokalizedir (49). “Melastatin” TRP
ailesinden olan TRPM8 (Cold/menthol-sensitive), karsinogenezde énemli bir rol
oynamaktadir (67,68). TRPM8-mRNA baz1 fare genitoiiriner trase dokularinda
tamimlanmustir (69). TRPM8- immunoreaktif sinir lifleri insan iiriner mesanesinde
de gosterilmistir (70). Bu ylizden, TRPMS8 mesane soguk termoreseptorii olarak
diisiiniilmesine ragmen, mesane affarent néronlarinda TRPMS&’in ekspresyon
modeli tam olarak bildirilmemistir (67).

TRPMS, prostatta bazal epitelyal hiicrelerin hiicre membraninda lokalize
olarak eksprese edilmektedir. Farelerde yapilan ¢alismalarda, ayrica testis, penis,
mesane ve dorsal kok gangliyon dokusunda da bulundugu gosterilmistir. Insan
iirogenital trasesinde, TRPMS testis, seminiferoz tiibiiller, skrotal deri ve
mesanede eksprese olmaktadir. Stein ve arkadaglarinin yaptigi bir calismaya gore,
insan mesanesinde TRPMS8 ekspresyonu iirotelyuma smirlidir (35). Spinal kord
lezyonlu hastalarda, mesaneye buzlu soguk su inflizyonu detrusor kasi
kontraksiyonuna neden olur. Bu islem tanisal bir test olarak kullanilabilir. Bu
refleksin TRPMS8 gibi soguga sensitif olan TRP kanallartyla iliskili olabildigi

diistiniilmektedir (52).
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3.3. Calismanin Amaci

Bu ¢alismadaki amacimiz, iilkemizde ve diinyada yaygin olarak goriilen ve
belirli 6liim nedenleri arasinda bulunan mesane kanserinin TRPM kanallar1 ile
iliskili olup olmadigin1 belirlemek, elde edilecek verilerin mesane kanseri

tedavisine hizmet edecek sekilde kullanilmasina yardimci olmaktir.
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4.GEREC ve YONTEM

4.1. Hastalarin Secimi

Firat Universitesi Tip Fakiiltesi etik kurulunca onaylanan calismada (Etik
kurul no: 09/08, 10.05.2012), hastalar Ankara ili ve ¢evresinde yasayan, Tiirkiye
Yiiksek Ihtisas Egitim ve Arastirma Hastanesi Uroloji Klinigi ve Ankara Atatiirk
Hastanesi Tibbi Genetik ABD’na basvuran bireylerden se¢ilmistir. Primer olarak
timor tespit edilmis hastalar calismaya dahil edilirken, niiksii olan hastalar
calismaya dahil edilmediler. Tanis1 diger hastanelerde konulan hastalar da ¢alisma

dis1 birakildilar.

4.2. Kullanilan Aletler

e -20°C derin dondurucu: Argelik, Tirkiye

e -80°C derin dondurucu: Nuaire, Meksika

e Etiiv: Gallenkamp, Economy Incubator Size, Ukrayna

e Falkon Tiip: Corning® 430766, 15 mL Centri fiige Tube, Meksika

e Homojenizator :Next Advance, Averill Park NY, Bullet Blender Storm, ABD

e Homojenizatér Boncugu: Next Advance, GB0O5-RNA 0.5mm Dia, RNase-Free
Glass Beads, ABD

e Mini Plate Spin: Labnet C1000, ABD

e Otomatik Pipetler: Socorex, Acura 825, isvigre

e PZR ve Qubit tiipleri (0.6ml): Neptune, Katalog: 3737.S.X,Biotix Laboratory

Media, Ingiltere
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e Plate Yapistirict: AB Applied Biosystems, MicroAmp, Optical Advesive Film,
ABD

e Plate: AB Applied Biosystems, MicroAmp, Fast Optical 96-Well Reaction
Plate With Barcode (0.1 mL), Singapur

e Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR): Biometra, Almanya

e Qubit® 2.0 Fluormeter: Invitrogen by life teknotologies, Avusturalya

e Real Time- PZR: AB Applied Biosystems, ABI Prism 7500 Fast Real Time
PCR Instrument, Foster City, CA

e Santrifiij: Sigma, Almanya

e Spin: Labnet International, Katalog No:C1031B-230V, Kore

e Vorteks: Elektro-Mag, Tiirkiye

4.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

e 2-Merkaptoethanol: C,HsOS, Biotechnology Grade, AMRESCO, Katalog

No0:36/37/39.15, Ohio

e CcDNA Kiti: AB Applied Biosystems, High- Capacity cDNA Reverse
Trancription Kits, Part N0:437522 REVB, Foster City, CA

e Qubit® RNA Kiti: Invitrogen/Molecular Probes, Qubit® RNA Assay Kit For
Use With The Qubit® 2.0 Fluorometer, ABD

e RNA Kiti: invitrogen, Ambion by life technologies™ , PureLink™ RNA Mini
Kit, Katalog No: 12183018A, ABD

e TagMan® Gene Expression Master Mix: AB Applied Biosystems, Katalog

N0:4369016, ABD
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e Temizleme Soliisyonu: Bioshop, Nuclease Removal Reagent (500 mL),

Kanada

4.4, Kulllanilan Yontemler

4.4.1. Total RNA Izolasyonu

4.4.1.1. Kullanilan Cozeltiler

i) Lizis buffer: Kullanima hazir sekilde kitin i¢inde bulunuyor.
i) Wash I: Kullanima hazir sekilde kitin iginde bulunuyor.

iii) Wash II: Kullanima hazir sekilde kitin i¢inde bulunuyor.

iv) %70’lik etanol

4.4.1.2. izolasyon

Mesane tiimorii tespit edilmis hastalarin tiimorlii dokularinin parafin
bloklarindan RNA izolasyonu i¢in PureLink™ RNA Mini Kiti kullanildi. Calisma
prosediirii agagidaki gibidir:

Kit igerisindeki lizis buffer’dan 1ml ve 2-merkaptoetanol’dan 10 pl falkon
tiipline alinip karigtirilarak Lizis tampon ¢ozeltisi elde edildi. Tiimoér dokusu, doku
ile esit miktarda homojenizatér boncugu ve hazirladigimiz ¢ozeltiden 600ul
alinarak kilitli eppendorf tiiplere birakildi. Homojenizatorde 3 dakika (dk) 8. hizda
pargalama islemi yapildi. Ornekler 12.000xg’de 2 dk oda sicakliginda santrifiij
edildi. RNA igeren sivi fazin hepsi yeni bir eppendorfa alinarak tizerine 500 pl

%70’lik etanol eklendi ve vortekslendi. Orneklerden 700 pl alinarak kit
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igerisindeki kolonlara aktarildi ve 12.000xg’de 15 saniye(sn) oda sicakliginda
santrifiij edildi. Kalan orneklerde kolonlara aktarilarak ayni sekilde santrifiij
edildi. Santriflij sonrasi toplama tiipiiniin altinda biriken siv1 bosaltildi. Yikama
islemleri kitin icindeki Wash I ve Wash II ile yapildi. Orneklere 700 ul Wash I
eklenerek 12.000xg’de 15 sn santrifiij edildi. Toplam tiipii degistirildi. Orneklere
500 pl Wash II eklenerek 12.000xg’de 15 sn santrifiij edildi ve bu islem iki defa
tekrarlandi. Tiipiin altindaki sivi bosaltilarak hi¢bir sey eklenmeden 12.000xg’de
2 dk santrifiij edildi. Kolonlar alinarak yeni eppendorf tiiplere birakildi ve iistiine
30 ul RNase igermeyen su eklenerek oda sicakliginda 1 dk bekletildi ve
12.000xg’de 2 dk oda sicakliginda santrifiij edildi. Eppendorf tiipiin dibindeki s1v1
kisim bu asamadan sonra RNA icermektedir. RNA o6rnekleri kullanilincaya kadar

-80°C’de saklandi.

4.4.1.3. Spektrofotometrik RNA Olciimii:

RNA 6l¢iimii i¢in Qubit® RNA Assay Kit For Use With The Qubit® 2.0
Fluorometer (Invitrogen/Molecular Probes) kullanildi. RNA miktar1 pg/ml olarak
Olctildii. cDNA sentezi i¢in RNA miktarlarinin esitlenmesi amaciyla okunan en

diisiik RNA degeri standart alindi.

4.4.2. Komplementer DNA Sentezi
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4.4.2.1. Kullanilan Cozeltiler
High- Capacity ¢cDNA Reverse Trancription Kiti: Kit i¢cinde 10X RT
Buffer,25XdNTP mix, 10XRT Random Primers, MultiScribe™Reverse

Transcriptase hazir halde bulunmaktadir.

4.4.2.2 izolasyon

cDNA sentezi i¢in RNA orneklerinden 10 pl kullanildi. cDNA sentezi
toplam 20ul hacimde gerceklestirildi. Sentez i¢in 10pul RNA 6rnegi, 2 pl 10XRT
random primer, 2 pl 10XRT buffer, 0.8 pl 25XdNTP mix, 4.2 pl niikleaz
icermeyen su ve en son olarak 1pul MultiScribe™Reverse Transcriptase enzimi
kullanildi. Ornekler termal dongii cihazina yerlestirildi. 25°C’de 10 dk, 37°C’de
120 dk, 85°C’de 5 dk ve 4°C’de « olacak sekilde cihazda bekletildi. Olusan

c¢cDNA 0Ornekleri -20°C’de saklandi.

Tablo 1: cDNA karisim miktari

Bilesik Hacim (ul) Katalog No
10X RT Tamponu 2.0 4319981
25X dNTP karisimi (100mM) 0.8 4367381
MultiScribe™Revers 1.0 4319983
Transkriptaz

10XRT Random Primer 2.0 4319979
Niikleaz igermeyen H,O 4.2

Reaksiyon toplami 10.0
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Tablo 2: cDNA sentezi igin uygulanan PZR programi

PZR 1.Adim 2. Adim 3. Adim 4. Adim
Sicaklik 25°C 37°C &5°C 4oC
Zaman 10 dk 120 dk 5 dk o0

4.5. Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Hedef Genlerin cDNA
Amplifikasyonu:

Revers transkripsiyon ile elde edilen cDNA’lar sekans spesifik primerlerin
varhiginda Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR) ile amplifiye edildi.
TRPM2, TRPM4, TRPM5, TRPM7 VE TRPMB8 genleri ile gliseraldehit 3-fosfat
dehidrogenaz (GAPDH) geninin belirlenmesi igin asagidaki tabloda verilen

primerler kullanildi.

Tablo 3: RT-PZR’ da kullanilan primerler

TagMan Gene Expression Assay Gex: AB Applied Biosystems, ABD,
250ul

Test Katalog Numarasi

Gapdh Hs02758991_g1

TRPM2 Hs01066071_m1

TRPM4 Hs00214167_m1

TRPM5 Hs00175822_m1

TRPM7 Hs00918956_m1

TRPM3 Hs00375481_m1

Real Time PZR 3 tekrarli olarak gergeklestirildi. RT-PZR Plate

hazirlanirken cDNA 6rneklerinde her bir kuyucuga 2ul kondu. Buz iizerinde her
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bir 6rnek icin Sul TagMan Master Mix, 2.5 ul niikleaz icermeyen su ve 0.5 pl
primer hibridizasyon probu olacak sekilde 6rnek sayisina gore hesaplanan bilesen
miktarlar1 ependorflara kondu ve vortekslendi. Plate’deki ¢cDNA 6rneklerinin
tizerine 8ul hazirlanan karisimdan birakilarak plate’in iizeri optik yapistirici filmle
kapatildi. Plate orneklerin tamamen dibe ¢6kmesi ve olusan kabarciklarin yok

edilmesi amaciyla Mini plate spin cihazinda 1 dakika santrifiij edildi.

Tablo 4: RT-PZR i¢in her bir kuyucuga konan bilesikler

Bilesikler Hacim(pl)X Ornek Sayist
cDNA 2.0

Primer 0.5

TagMan Mix 5.0

Niikleaz igermeyen H,O 2.5

Toplam 10.0

Gen ekspresyon seviyeleri, Applied Biosystems 7500 Real-Time PZR
sistemi ile Olgiildi. Calismada GAPDH kontrol gen (housekeeping) olarak
kullanildi. Is1 kosullar1 50°C’de 2 dakika, 95°C’de 10 dakika X 40 sikliis, 95°C’de

15 saniye ve 60°C’de 1 dakika olacak sekilde ayarlandi.

Tablo 5: Uygulanan RT-PZR progranmi

RT-PZR X 40 dongii

1. Adim 2.Adim 3.Adim 4. Adim
Sicaklik 50°C 95°C 95°C 60°C
Zaman 2dk 10dk 15sn 1dk
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4.6. Immiinohistokimya

Hasta gruplariin parafin bloklar1 immunohistokimya boyama yontemi ile
calisildi. Parafin bloklardan 4-6 um kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara
alindi. Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden gegirilip antigen
retrieval i¢in sitrat tampon soliisyonunda pH:6’da mikrodalga firinda (750W) 7+5
dakika kaynatildi. Kaynatma sonras1 oda 1sisinda yaklasik 20 dakika sogutmak
icin bekletilen dokular PBS (Phosphate Buffered Saline, P4417, Sigma-Aldrich,
USA) ile 3x5 dakika yikandiktan sonra endojen peroksidaz aktivitesini dnlemek
icin hidrojen peroksid blok solusyonu ile 5 dakika inkiibe edildi (Hydrogen
Peroxide Block , TA-125-HP, Lab Vision Corporation, USA).

PBS ile 3x5 dakika yikanana dokulara zemin boyasini engellemek igin 5
dakika Ultra V Block (TA-125-UB, Lab Vision Corporation, USA) soliisyonu
uygulandiktan sonra 1/200 oraninda dilue edilen TRPM2, TRPM4, TRPMS5,
TRPM7, TRPMS8 primer antikorlar ( Santa Cruz Biotecnology, Texas, USA) ile
60 dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe edildi. Dokular, primer antikor
uygulanmasindan sonra PBS ile 3x5 dakika yikandiktan sonra sekonder antikor
(biotinylated Goat Anti-Poliyvalent (anti-mouse / rabbit 19gG), TP-125-BN, Lab
Vision Corporation, USA) ile 30 dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe edildi.
Dokular, Sekonder antikor uygulanmasindan sonra PBS ile 3x5 dakika yikanip
Streptavidin Peroxidase (TS-125-HR, Lab Vision Corporation, USA) ile 30
dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra PBS igerisine alindi.
Dokulara 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC) Substrate + AEC Chromogen (AEC
Substrate, TA-015 ve HAS, AEC Chromogen, TA-002-HAC, Lab Vision

Corporation, USA) solusyonu damlatilip 151k mikroskobunda goriintii sinyali
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alindiktan sonra es zamanli olarak PBS ile yikamaya alindi. Mayer’s hematoksilen
ile zit boyamasi yapilan dokular PBS ve distile sudan gegirilerek uygun kapatma
solusyonu (Large Volume Vision Mount, TA-125-UG, Lab Vision Corporation,
USA) ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar Olympus BX 50 mikroskobunda
incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi. Skala bar: 50um.

Boyamada immiinreaktivitenin yaygmligi (0.1: <%25, 0.4:%26-50,
0.6:%51-75, 0.9:%76-100) ve siddeti (0:yok, +0.5: ¢ok az, +1l:az, +2: orta,
+3:siddetli) esas alinarak histoskor (histoskor= yayginlik x siddet) olusturularak

istatistiksel analizleri yapildi.

4.7. Istatistiksel Degerlendirme

Bu tez calismasinda istatistiksel degerlendirme; Firat Universitesi Lisansl
(193.255.124.131) IBM SPSS 22.0 paket program kullanilarak yapilmistir.
Gruplar arasindaki ekpresyon diizeyleri arasindaki farkliliklarin belirlenmesinde
Student’s t testi kullamlmigtir. Immiinboyamalarin  gruplar  arasinda
degerlendirilmesi icin Independent Samples T Test uygulandi. Istatiksel

degerlendirmede p<0.05 degeri anlamli olarak kabul edilmistir (71).
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5.BULGULAR

Calisma grubu 56-78 (ortalama 67.35yas) yas araliginda iken, kontrol
grubu 59-70 (ortalama 64.6 yas) araliginda idi. Calisma grubunda 33 erkek, 7
kadin; kontrol grubunda ise 5 erkek, 2 kadin bulunmaktaydi. Calismaya giren tiim
hastalarin onamlar1 alindi. Agrisiz pihtili hematiiri ve alt iiriner sistem semptomu
olan tiim hastalara genel anestezi altinda tanisal sistoskopi yapildi. Sistoskopiyi
takiben makroskopik tiimor odaklar1 rezeke edildi. Siipheli odaklardan transiiretral
rezeksiyon ile biopsi alindi. Rezeksiyon ve biopsi sonucunda tiimdr ¢ikan hastalar
calisma grubunu, benign ¢ikan hastalar ise kontrol grubunu olusturdular. Calisma
grubundaki hastalarin tiimii transisyonel hiicreli mesane tiimorii idi. 40 mesane
timorii olan hasta ve 7 kontrol grubu olmak {izere toplam 47 birey caligmaya
alindi. Calisma grubundaki hastalarin 37’si sigara (1 paket/giin) kullaniyordu.
Kontrol grubunun tiimii sigara bagimlisiydi (anamneze gore 1 paket/giin). Bunun
disinda caligmaya dahil edilen tiim hastalarda ek komorbidite yoktu. Hasta ve
kontrol grubunu olusturan bireylerin demografik sonuglar1 Tablo 6’da 6zet olarak

sunulmustur.
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Tablo 6: Hastalarin ve kontrol grubunu olusturan saglikli bireylerin demografik

verileri

N (say1) | Ortalama yas Standart Standart Ortalama igin %95 Glven Minimum Maximum
sapma hata Araligi
Alt sinir Ust sinir
Yizeyel timor 30 67,57 5,823 1,063 65,39 69,74 56 78
invaziv timér 10 66,70 7,056 2,231 61,65 71,75 57 7
Kontrol grubu 7 64,57 4,117 1,556 60,76 68,38 59 70
Toplam 47 66,94 5,870 ,856 65,21 68,66 56 78

5.1. Immiinohistokimyasal Bulgular

Calisilan 5 farkli antikor icin immunreaktivite sonuglar1 asagidadir. Her

antikor i¢in 4 kontrol ve 4 transisyonel hiicreli mesane kanseri 6rnegi ¢alisilmistir.

Calisma ve kontrol grubu dokularinin immunohistokimyasal olarak boyanmalari

sonucunda TRPM2 immunreaktivitesi tiim dokularda (kanserli mesane dokusu,

epitel hiicreleri, mesane kas hiicreleri, kas tabakasini invaze eden malign hiicreler,

damarlarin media tabakalari)

izlendi. TRPMS immunreaktivitesi hemen higbir

dokuda gozlenmezken, TRPM4, TRPM7 ve TRPMS8 immunreaktiviteleri sadece

epitel hiicrelerinde gozlendi (Sekil 1, Sekil 2, Sekil 3, Sekil 4, Sekil 5).
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5.1.1. TRPM?2 immiinreaktivitesi

Sekil 1: TRPM2 Immiinreaktivitesi (Sekil 1a: Kontrol mesane dokusu epitel
hiicresinde TRPM2 immunreaktivitesi, Sekil 1b: Kanserli mesane dokusunda;
epitel hiicrelerinde, mesane kas hiicrelerinde ve kas tabakasini invaze eden malign

hiicrelerde TRPM2 immunreaktivitesi).

5.1.2. TRPM4 immiinreaktivitesi

Sekil 2: TRPM4 Immiinreaktivitesi (Sekil 2a: Kontrol dokusu epitel hiicresinde
TRPM4 immunreaktivitesi, Sekil 2b: Kanserli mesane dokusunda; epitel

hiicrelerinde TRPM2 immunreaktivitesi)
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5.1.3. TRPM 5 immiinreaktivitesi

Sekil 3: Kontrol dokusu ve kanserli mesane dokusunda TRPM5

immiinreaktivitesine rastlanmadi (Sekil 3a ve 3b).

5.1.4. TRPM 7 immiinreaktivitesi

R 78T AT
,‘:“ T - -l N
- T ,

Sekil 4: TRPM7 Immunreaktivitesi (Sekil 4a: Kontrol dokusu epitel hiicresinde
TRPM7 immunreaktivitesi, Sekil 4b: Kanserli mesane dokusunda; epitel

hiicrelerinde TRPM7 immunreaktivitesi)
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5.1.5. TRPM8 immiinreaktivitesi 8

Sekil 5: TRPMS8 Immiinreaktivitesi (Sekil 5a: Kontrol dokusu epitel hiicresinde
TRPMS8 immunreaktivitesi, Sekil 5b: Kanserli mesane dokusunda; epitel

hiicrelerinde TRPMS8 immunreaktivitesi)
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5.2. Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyon Analizi Bulgulari

Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyon Analizi sonuglarina gore, ¢alisma
ve kontrol gruplar1 TRPM2 ve TRPM4 mRNA ekspresyonlart agisindan
karsilastirildiginda gen ekspresyonlarindaki degisimin istatistiki olarak anlamli
diizeyde olmadigi [TRPM2 (p>0,05); TRPM4 (p>0,05)] belirlendi. Timor
dokusunda, saglikli dokuya gore TRPM5 (p<0,05) ve TRPM8 (p<0,05) genleri
MRNA ekspresyonlarinda istatistiki olarak anlamli bir azalma ve TRPM7
(p<0,05) geni MRNA ekspresyonunda ise istatistiki olarak anlamli bir artig oldugu

belirlendi (Sekil 7).
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Sekil 6. Kontrol ve kanser dokularindaki TRPM2,TRPM4, TRPMS5, TRPM7 ve
TRPMS8 iyon kanallarinin mRNA kat artis1 grafigi. Real time PZR sonuglar
gruplar arasinda TRPM2 ve TRPM4 agisindan anlamli farklilik olmadigini,
TRPM5 ve TRPMS8 genlerinde anlamli azalma ve TRPM7 geninde ise anlaml
artis oldugunu gosterdi. Her bir RT-PZR 3 tekrarli olarak calisildi. Genlerin
ekspresyon diizeyleri GAPDH’e gore normalize edildi. Sonuglar her bir grup igin
ortalama+ SD olarak ifade edildi.
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6. TARTISMA

Katyon kanallar1 olan TRP ailesi, pek ¢ok hiicre tipinde 1s1, kimyasal ve
mekanik cevaplar1 da igeren bircok fizyolojik olayda kritik gorevler almaktadir.
Son zamanlarda yapilan ¢alismalar 1s1, kimyasal maruziyet, pH ve mekanik stres
gibi pek cok c¢evresel faktoriin spesifik TRP kanallar1 ile iliskili oldugunu
gostermektedir. Bu spesifik TRP kanallarinin proliferasyon, farklilasma, apopitoz
ve onkogenez siireglerinde 6nemli oldugu bildirilmektedir (32,72,73,74).

TRP ailesinin kalsiyum ve sodyum gecirgen kanallarinin bazi {iyelerinin,
kanser hiicrelerinde farkli diizeyde ekspresyonlar1 olmasina ragmen su ana kadar
bu bilgi ¢ok ilgi ¢ekmemistir. Bunun nedenlerinden birisi TRP proteinlerini de
iceren degisikliklerin i¢cinde TRP genlerindeki mutasyonlarin olmamasi, bunun
yerine kanser evresine gore normal TRP proteinlerinin artmis ya da azalmis
ekspresyon seviyelerinin bulunmasi olabilir (75). TRP ekspresyonundaki bu
degisikliklerin, kanser progresyonundaki temel basamaklardan birisi mi oldugu
yoksa diger degisikliklerle beraber sekonder olarak mi ortaya ¢iktigi heniiz
aydinlatilmamis bir konudur (75). Bu sorunun bir cevabi olarak, mesane ve
prostat kanserlerinde diger bazi markirlarin kanseri 6ngoriiyor olmasi, bazit TRP
proteinlerinin de {trolojik kanserlerin gidisatini ongérmede degerli markirlar
olabildigini diisiindiirmektedir (76). Bu parametreler, farmakolojik tedavi i¢in de
potansiyel hedefler olarak degerlendirilmektedir (77,78,79).

Uriner mesane kanserleri tiim kanser vakalarinin %6’simdan, kanser iliskili
Oliimlerin ise %3’linden sorumludur, fakat mesane kanserinde iyon kanallarinin
varlig1 ve malign fenotipe potansiyel etkileri ¢ok fazla arastirilmamistir (80). Biz

bu calismada mesane kanseri ve bazi TRPM kanallar1 arasindaki iligkiyi ortaya
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koymaya calistik. Calismamizda sadece TRPM7 mRNA’s1 ekspresyonu artarken
diger TRPM kanallarindan olan TRPM2 ve TRPM4’de degisme gozlenmedi.
TRPMS5 ve TRPMS8 kanal ekpresyonlarinda ise anlamli diizeyde azalma oldugu
belirlendi. Calismamizda ortaya ¢ikardigimiz bu bulgu, literatiirde yapilan bir
calisma ile benzerlik gostermektedir. Mizuno ve arkadaslarinin yaptigr bu
caligmaya gore, normal {irotelyal hiicrelere kiyasla, insan mesane kanseri
hiicrelerinde TRPM7 mRNA ekspresyonu artmustir (81). Yapilan bazi ¢alismalar,
TRPM7°nin meme kanseri ve mide kanseri gibi ¢esitli kanserlerde rol oynadigini
gostermektedir (82,83).

TRPM?7 kanallar1 her dokuda bulunmaktadir, pek ¢ok dokuda diisiik
oranda eksprese olmaktadir. Fakat Ozellikle meme ve pankreas kanseri basta
olmak {izere diger kanserlerde de asiri ekspresyonu bulunmaktadir (82,84,85).
TRPM7 ve kanser arasindaki iligkiyi ilk tanimlayan c¢alismalardan birisi
epidemiyolojik bir ¢alisma olup bu c¢alismada TRPM?7 genindeki bir
polimorfizmin kolorektal neoplazi i¢in artmis risk ile iligkili oldugu ortaya
konmustur (86). Daha sonralar1 yapilan bir ¢alismada ise serum
kalsiyum/magnezyum oranindaki artisin, TRPM7 kanallarin1 aktive ederek,
prostat kanseri proliferasyonunu destekledigi saptanmistir. Ayni  ¢aligsma,
TRPM7’nin prostat kanserinde énemli bir rolii oldugu ve kalsiyum/magnezyum
oranmin timor baglangi¢ ve progresyonunda esas teskil ettigini vurgulamistir
(87). TRPM7 kanali aktivitesinin blokaji, insan gastrik adenokansinom
hiicrelerinin biiyiimesini ve canliligini inhibe eder (88). Bu bilgi TRPM7’nin
kanser hiicreleri proliferasyonunu ve tiimor biiylimesini  etkiledigini

gostermektedir. TRPM7 ayrica, kanser tedavisinde de kullanilan bir hedeftir. Bu
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kanallarin asir1 ekspresyonu, karsinojenik hiicreler ve tiimorler i¢in yeni markirlar
olarak kullanilabilir (40). Calismamizda da mesane kanserinde TRPM7 artmis
ekspresyonun tespiti bu bulguyu desteklemektedir.

TRPMS kanallar1, kalsiyuma geg¢irgen kanallardir ve oldukca yaygin
oranda eksprese olurlar. Ozellikle prostat kanserinde potansiyel bir prognostik ve
tanisal bir biomarkirdir (89). TRPM8 mRNA’s1 (diger bir kalsiyuma gecirgen
kanal), kolorektal adenokarsinomda da eksprese olurken, saglikli kolonda
eksprese olmaz. TRPMS, digerlerine gore daha ge¢ bulunan bir TRP aile iiyesidir
(90). TRPMS8’in soguk sensoru olarak fizyolojik bir gorev yerine getirdigi
bilinmesine ragmen, tiimor hiicrelerindeki potansiyel aktivasyon mekanizmasi
heniiz tam olarak anlasilamamistir (80). Mesane kanserinde hastalarindan elde
ettigimiz TRPM8 mRNA ekspresyonlarinda anlamli diizeyde azalma oldugu
saptanmistir.

TRPM5 Kkanallar1 akciger, testis, dil, sindirim sistemi ve beyinde
sentezlenmektedir. TRPMS kanallar1 6zellikle tat reseptor hiicrelerinde eksprese
olurlar (32). TRPM4 ve TRPMS ekspresyonlarinin bazi kanserlerde arttigi
bilinmektedir (54). TRPMS5’in  degismis ekspresyon seviyelerinin  de
tiimorogenezis ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle Wilms tiimdrlerinin
bircogunda ve rabdomyosarkomda artmis TRPMS mRNA ekspresyonu
saptanmistir (91). Ancak ¢alismamizda TRPMS immiinreaktvitesinin hem kanser
hem de normal dokularda oldukga diisiik diizeyde oldugu bulunmustur.

TRPM4 kanallar1 hemen her dokuda eksprese olmakla beraber o6zellikle
pankreas, kalp ve plasentada sentezlenmektedir. TRPM4 kanalinin iirotelyumdaki

fizyolojik 6nemi halen belirsiz olmakla birlikte, 6zellikle tiriner mesane detrusor
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diiz kasinda (DSM) tanimlanmistir ve DSM eksitabilitesi ve kontraktilitesinden
sorumlu oldugu diistiniilmektedir (92). Yapilan bir ¢alismada TRPM4 kanali
mRNA seviyelerinin DSM vaskiiler diiz kasinda daha yiiksek oldugunu ve
TRPM4 kanal inhibisyonunun DSM eksitabilitesini azalttigini ortaya konmustur.
Son zamanlarda yapilan aragtirmalarda, TRPM4 kanallarinin mesane detrusor diiz
kas1 eksitasyon-kontraksiyonunun temel diizenleyicilerinden biri oldugunu
gostermektedir. Dolayisi ile asir1 aktif mesane tedavisinde ilging bir tedavi hedefi
olarak gorev yapabilirler (92,93). Fakat bu durumun mesane kanseri ile ilgisi olup
olmadigr konusunda heniiz bir calisma yapilmamistir. Bu acidan bizim
caligmamizda oldugu gibi mesane kanserinde TRPM4 mRNA ekspresyon
diizeyinin degismemesi normal goriilebilir (54). TRPM4 mRNA ekspresyonunun
lenfomalarda artmasi, TRPM4 iyon kanali ekspresyonunun tanisal bir markir
olarak kullanabilecegini gostermektedir (94). Ayrica TRPM4 inhibisyonu
kanserde uygun bir terapotik yaklasim olabilecegi ifade edilmektedir (40). Bu
konuda 6zellikle mesane kanseri ile ilgili ileri arastirmalara ihtiyag¢ olacaktir.
TRPM2 mRNA seviyesi, CpG adacik metilasyonu ile artmis aktiviteye
sahip olan melanomlarda yiikselmektedir. TRPM2’nin sessizlestirilmesinin,
saglikli hiicreleri etkilemeden prostat kanser hiicrelerinin proliferasyonunu
ortadan kaldirdigi rapor edilmektedir (95). Bu bulgu, melanom hiicrelerinde
TRPM2 aktivitesinin artisinin  diizenlenmesinin kanser progresyonuna karsi
mantikli bir tedavi stratejisi olacagini gostermektedir (40). Calismamizda mesane
kanseri olgularinda TRPM2 kanali mRNA ekspresyonunda herhangi bir degisim

saptanmamuistir.
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TRP kanallar1 ekspresyon paterni, kanserde tanisal ve/veya prognostik
olarak gorev alabilir. Ornegin TRPV6 ve TRPMS prostat kanserinde bir tiimor
progresyon markirt olarak goérev gormekte iken (54,96), TRPV6 ve TRPM7
metastatik meme kanserinde zayif prognoz markir1 olarak degerlendirilebilinir
(97).

Normal mesane ve kanserli mesane dokularinda TRPM kanal ailesinin
immiin boyanmasi yada ekpresyonlariyla ilgili ¢ok simirli sayida calisma
bulunmaktadir. Calismamizda ozellikle TRPM2’nin mesane dokusunda kas,
epitel, ve mukozal hiicrelerde ekpresyonunun yogun oldugu gdzlenmistir.
TRPM7’nin ekpresyonunun epitel hiicrelerle sinirli oldugu belirlenmis diger hiicre
tiplerinde ekpresyonlar1 gozlenmemistir. TRPMS5 ekpresyonu acgisindan
immiinreaktivite gozlenmemesine karsin RT-PZR c¢alismasinda cok diisiik
diizeyde mRNA’s1 oldugu gozlenmistir. TRPM4 ve TRPMS8 immiinreaktivitesinin
cok diisiik diizeyde oldugu ve epitel hiicreleri ile sinirlt kaldigi bulunmustur.

Gelecekte kanser tedavisinin, her bir bireye ait tiimor bilgisini kullanmak
suretiyle gerceklesecegi diisiinlilmektedir. Burada da, standart terapotik strateji
yerine hasta iligkili verileri kullanmak yerinde olacaktir. Iyon kanallar1 bu konuda
her iki kanser terapi seklini yani hem yiiksek oranda kisisellestirilmis tantyr hem
de hasta spesifik ve hedeflenmis kanser tedavisini giiclendirmektedir (80). Son
zamanlardaki bulgular, TRP kanallariin kanser tedavisinde Onemli hedefler
oldugunu gostermektedir. Zira, bu kanallarin ekspresyonu ve aktivitesi kanser
gelisimi ve progresyonunda spesifik evreleri diizenlemektedir (32). Bu ¢alismada
amacimiz, iilkemizde ve diinyada oldukga sik olarak goriilen mesane kanserinin

TRPM iyon kanallar ile iliskili olup olmadigini ortaya koymak ve terapdtik bir
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hedef olarak belirlemektir. Bunun sonucunda kanser tedavisinde dnemli bir siire¢
bagslatilacaktir.

Sonug olarak; 6zellikle TRPM7 kanalinin mesane kanseri gelisimindeki
roliinliin tam olarak belirlenmesi i¢in hiicre hatlarinda TRPM7°nin  artmis
ekspresyonunun ve inhibisyonunun invazyon, anjiogenez ve metastaz gibi
siireclere katkilariin belirlenmesi gerekmektedir. Yaptigimiz ¢alismada TRPMS
ve TRPMS&’in ekspresyonunda azalma belirlenmesine ragmen daha fazla vaka
kontrol Orneklerinde yapilacak c¢aligmalara gereksinim vardir. Bu kanallarin
ekspresyon yolaklari, karsinogeneze katkilar1 ve kanser tedavisinde TRP

agonistlerinin uygulamaya konmasiyla ilgili arastirmalara da ihtiyag vardr.
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