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MESANE KANSERINDE ANDROJEN RESEPTORU VE AR-V7
EKSPRESYONUNUN TANISAL VE PROGNOSTIK DEGERI

Uzmanlik Tezi

Alper Ege SARIKAYA

DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
Uroloji Anabilim Dah

OZET
Androjen reseptdr (AR) yolagimin erkek iirogenital sisteminin biiylime ve
gelisiminde 6nemli rolii bulunmaktadir. AR yolag:i prostat, meme gibi organlarin
tiimorogenezinde rol oynamaktadir. Mesane kanseri erkeklerde kadinlardan yaklasik
3 kat sik goriilmektedir ve bu g¢evresel risk faktorleriyle agiklanamamaktadir. Bu
durum AR yolaginin mesane kanserinde etkili olabilecegi hipotezini dogurmus ve
cesitli caligmalar gerceklestirilmistir.

Hiicre kiiltiiri ve hayvan deneylerinde AR yolaginin mesane kanseri gelisimi
Uzerindeki etkisi net sekilde gosterilmistir ancak klinik ¢alismalar bu konuda bir fikir
birligine ulasamamistir. Bu konuyu ele alan klinik ¢alismalarin tamaminda geleneksel
AR (AR-FL) proteini immiinohistokimyasal (IHC) yontemle 6l¢iilmiis ve ¢calismalarda
farkli sonuglara ulagilmistir. Protein 6l¢iimiinde western blot (WB) yontemi, IHC’ye
gore daha duyarli olup IHC’nin aksine kantitatif veriler sunabilmektedir. Ayrica
mesane kanseri gelisiminde bu yolaktaki degisiklikleri hem protein hem mRNA
diizeyinde degerlendiren bir ¢aligma bulunmamaktadir.

AR splice varyant — 7 (AR-V7) en sik ele alinmig AR varyantidir ve prostat
kanserinde rolii oldugu bilinmektedir. Buna ragmen AR-FL, AR-V7 doniisiimii
mekanizmasi aydinlatilamamistir. AR-V7 mesane kanseri iligkisini ele alan bir
¢alisma bulunmamaktadir.

Calismamizda 23 kasa invaze olmayan mesane kanseri dokusu ve 12 saglikli
bireyin mesane dokusunda; AR-FL proteini, AR-FL mRNA’s1, AR-V7 proteini ve
AR-V7 mRNA seviyeleri kantitatif sekilde ol¢iildii ve iki grup arasinda kiyaslandi.
Mesane kanseri olan grupta AR-FL proteini ve AR-V7 mRNA’s1 anlamli sekilde
yuksek bulunurken AR-FL mRNA’s1 ve AR-V7 proteini diisiik bulundu (p<0,05).

Timorogeneze sebep oldugu bilinen AR-FL proteininin mesane kanserinde
yiiksek saptanmasi mesane kanserinde AR yolaginin roliiniin olabilecegini
desteklemektedir. AR-FL proteininin regiilasyon kaybi sonucu yiikselmesi AR-FL
mRNA’smin feed-back ile baskilanmasina sebep olmus olabilir. AR-V7 mesane
dokusunda ilk kez gosterilmistir. Calismamiz, mesane kanseri AR yolag: iligkisinde
yeni ve degerli bulgulara ulasmistir. AR yolaginin mesane kanserindeki roliiniin
netlestirilmesi amaciyla yapilacak ¢aligsmalara 1s1k tutacaktir.

Anahtar kelimeler: androjen reseptori, AR-V7, mesane kanseri, western blot
Tezin sayfa adedi: 86
Damisman: Prof. Dr. Ahmet.Adil Esen



INGILIiZCE OZET

DIAGNOSTIC AND PROGNOSTIC VALUE OF ANDROGEN RECEPTOR
AND AR-V7 EXPRESSION IN BLADDER CANCER

ABSTRACT

Androgen receptor (AR) pathway has an important role in the growth and
development of the male urogenital system. AR pathway also plays a role in the
tumorigenesis of several cancers such as prostate and breast cancer. Bladder cancer
occurs approximately 3 times more frequently in men than in women, and this male
dominance cannot be explained by environmental risk factors. This situation gave rise
to the hypothesis that the AR pathway may also have a role in bladder cancer and
various studies regarding AR involvement in bladder cancer have been performed.

The effect of AR pathway on bladder cancer development has been clearly
demonstrated in pre-clinical cell culture and animal experiments, but clinical studies
is yet to have a concensus. In all relevant clinical studies, traditional AR (AR-FL)
protein was measured by immunohistochemical (IHC) method and conflicting results
were obtained. For protein measurement, Western Blot (WB) method is more sensitive
than IHC and unlike IHC, WB can provide quantitative data. In addition, no study has
evaluated the alterations in AR pathway in bladder cancer at both protein and mRNA
levels.

AR splice variant — 7 (AR-V7) is the most frequently discussed AR variant and
is proven to have a role in prostate cancer. However, the mechanism of AR-FL to AR-
V7 transformation has not been clearly understood. There is no study addressing the
relationship between AR-V7 bladder cancer up to date.

In our study, 23 non-muscle invasive bladder cancer patients’ tissues and bladder
tissue of 12 healthy individuals were examined. The levels of AR-FL protein, AR-FL
MRNA, AR-V7 protein and AR-V7 mRNA were quantitatively measured and
compared between the two groups. While AR-FL protein and AR-V7 mRNA were
found to be significantly higher in bladder cancer group, AR-FL mRNA and AR-V7
protein were found to be lower (p<0.05).

The increase of AR-FL protein, which is known to cause tumorigenesis, in
bladder cancer supports the role of AR pathway in bladder cancer. The increase of AR-
FL protein, as a result of disruption of the regulatory mechanisms, may have caused
suppression of AR-FL mRNA by negative feedback. AR-V7 has been demonstrated
for the first time in bladder tissue. Our study reached new and valuable findings in the
relationship between bladder cancer and AR pathway. This study will shed light on
the studies that aim to clarify the role of the AR pathway in bladder cancer.

Keywords: androgen receptor, AR-V7, bladder cancer, western blot
Page Numbet: 86
Advisor: Prof. Dr. Ahmet.Adil Esen
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1. GIRIS VE AMAC

Mesane kanseri diinya iizerinde en sik goriilen 11. kanserdir ve erkeklerde
kadinlara oranla yaklasik 3 ile 4 kat daha sik goriilmektedir (1). Mesane kanserinin
erkek egemen bir hastalik olmas1 6nceki donemlerde sigara ve endiistriyel maruziyet
gibi ¢esitli faktorlere baglanmis olsa da giincel ¢aligmalar bu risk faktorlerinin cinsiyet
farkliligin1 agiklayamadigini gostermistir (2). Cinsiyet farkliligin1 agiklamak igin
arastirmacilar; karaciger, meme prostat gibi organlarin tiimdrogenezinde rolii oldugu
gosterilmis olan androjen reseptorlerinin (AR) mesane kanseri patogenezinde rol

oynayabilecegini ileri stirmiislerdir.

Giliniimiizde dek yapilan pre-klinik g¢alismalarda AR’nin mesane kanseri
tizerindeki etkisine dair kuvvetli kanitlar bulunmaktadir (3,4). Ancak mesane kanseri
hastalarinin {izerinde yapilan klinik g¢aligmalarda AR’nin rolii hakkinda celiskili
sonuglar elde edilmistir (5-12). Bu c¢alismalarda AR protein Olglimlerinin
immiinohistokimyasal boyama (IHC) ile gerceklestirilmesinin, celiskinin ortaya
¢ikmasindaki en 6nemli faktorlerden oldugu diisiiniilmektedir (8). Buna karsin AR ’nin
mesane kanserinde rol oynayabileceginin yani sira tedavi ve tedavi duyarliliginda da
etkisi olabilecegini savunan ¢alismalar mevcuttur (13-17). Dahasi mesane kanserinde
AR yolagini hem mRNA hem protein diizeyinde ayni anda kiyaslayan bir ¢alisma

heniiz bulunmamaktadir.

Geleneksel tam uzunlukta AR proteininin (AR-FL) gesitli bolgelerden kesilmesi
sonucu AR splice varyantlar olusmaktadir (AR-V). Gilinimizde 20’den fazla AR-V
tanmimlanmistir ve AR-V’lerin g¢esitli organ tiimoérogenezlerinde rolii oldugu
gosterilmistir (18-21). Giiniimiizde iizerinde en ¢ok arastirilma yapilan ve en ¢ok
bilgiye sahip olunan AR-V, AR-V7’dir ve iirogenital sistemin baska bir organi olan
prostat kanserinde davranis ve tedavi yanit1 tizerindeki rolii kanitlanmistir (21-23).
Buna karsin mesane dokusunda AR-V’ler ile yapilan ¢alismalar oldukga kisitlidir ve
giinimiize dek yapilan c¢alismalarda mesane dokusunda AR-V7 varligi heniiz

gosterilmemistir.



Bu c¢aligmanin amact AR yolagmin mesane kanseri iizerindeki etkisini
incelemektir. Bu amagla 23 mesane kanseri ve 12 saglikli mesane dokusunda,
geleneksel AR (AR-FL) ve AR-V7 diizeyleri hem mRNA hem de protein seviyesinde
analiz edilmesi ve karsilastirilmasi planlanmustir. Literatirde ilk kez mesane kanseri
ve saglikli doku arasinda AR yolaginin hem mRNA hem protein diizeyinde Olgtlerek
kiyaslanmasi planlanmistir ve yine ilk kez AR-FL protein diizeyi dl¢iimiinde IHC
yerine daha duyarli ve semi-kantitatif sonug¢ verebilen western blot (WB) yontemi
tercih edilmistir. Prostat kanserindeki rolii her gecen giin daha iyi anlasilan AR-V7°nin

varlig1 ise mesane dokusunda ilk kez bu ¢aligmada ele alinmistir.

Bu ¢alismanin sonucunda elde edilecek veriler AR yolaginin mesane kanseri
tiimorogenezindeki roliinlin daha iy1 anlagilmasina katkida bulunacaktir. AR yolaginin
mesane kanserindeki davraniginin netlestirilmesi mesane kanseri tedavisinde AR

hedefli algoritmalarin giindeme gelmesini saglayacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Mesane Kanseri
2.1.1 Epidemiyoloji
Mesane kanseri yillik yaklagik 573.000 vaka ile diinya genelinde insidansi en
yuksek 11. kanser ve ayn1 zamanda iirogenital sistemin en sik goriilen ikinci kanseridir.
Yalnizca erkek popiilasyonunda ise yillik yaklagik 440.000 vaka ile yedinci en sik
goruilen kanserdir (1). Mortalite agisindan 2020 yilinda her iki cinsiyette yillik yaklagik
212.000 6liim ile kansere bagli 6liimlerde on iiglincii sirada yer almaktadir. Diinya
tizerinde insidans hizi toplamda 100.000°de 5,6 ve erkeklerde ve kadinlarda sirasiyla
100.000°de 9,5 ve 2,4’tiir. Mortalite hiz1 diinya genelinde 100.000°de 1.9°dur (1).
Amerika verilerine gore hastalarin %90°’1 tan1 aninda 55 yas Ustiindedir ve ortalama

tan1 yas1 73’tlir (24).

Mesane kanseri Ulkemizde yillik yaklasik 12.000 vaka ile en sik goriilen
yedinci, erkek popiilasyonunda ise yillik yaklasik 10.400 vaka ile en sik goriilen
dordinci kanserdir (1). Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore iilkemiz icin
toplam insidans hiz1 100.000’de 11.9 iken bu hiz erkeklerde ve kadinlarda sirasiyla
100.000°de 22.9 ve 3.1 olarak bildirilmistir. Yasa gore standardize edilmis mortalite
hiz1 tilkemizde 100.000°de 3.3 olarak hesaplanmistir. Tiirkiye genelinde yillik yaklasik

3.700 6lim ile en ¢ok 6lime neden olan onuncu kanserdir (1).

Urotelyal mesane kanseri en sik goriilen mesane kanseri alt tipidir ve toplam
vakalarin yaklasik %90’ olusturur. Urotelyal mesane kanseri gelismis iilkelerde
daha sik goriiliir ve kimyasal maruziyet ve tiitiin kullanimi ile iliskisi bilinmektedir.
SkuamoOz hicreli mesane kanseri ise tiim mesane kanserlerinin yaklagik %5’ini
olusturur, sistozomiyazis ile iliskisi bilinmektedir ve Afrika’da daha sik goriiliir. Kalan
%5’lik kesimde ise adenokarsinom, sarkomlar ve diger organ metastazlar

bulunmaktadir(25).



2.1.2 Etiyoloji ve Risk Faktorleri

Sigara ve Tutun

DSO verilerine gore diinya iizerinde yaklasik 1.3 milyar tiitiin tiiketicisi
bulunmaktadir ve tiitiin iiriinleri yilda yaklasik 8 milyon kisinin 6liimiine sebep
olmaktadir (26). Sigara ve tutlin Grlinleri mesane kanserinin bilinen en 6énemli risk
faktoriidiir ve tiim iirotelyal kanserlerin yaklasik %30 ile 40’indan mesane kanserinin
ise yaklasik yarisindan sorumludur (27,28). Sigaranin erkeklerde goriilen mesane
kanseri vakalariin %50-65’inden, kadinlardaki vakalarin ise %20-30"undan sorumlu
oldugu saptanmustir (29,30). Tiitiin tiikketimi olan bireyler mesane kanseri agisindan iki
ila ti¢ kat daha yiiksek risk altindadir (27). Mesane kanseri ile en ¢ok iliskilendirilen
tdtdn Grind sigara olsa da pipo ve puro gibi titin Grlnlerinin igiciliginin de mesane
kanseri riskini arttirdigi gosterilmistir (28). Nitrozaminler, polisiklik aromatik
hidrokarbonlar, aromatik aminler, bifeniller ve arilaminler sigara icerisinde var olan
ve idrarda yiksek konsantrasyonda bulunan kanserojenlerdir ve bu kanserojenler
mesane kanseri sigara iliskisinden baslica sorumludur (28). Sigarada bulunan
kanserojenlerin metabolizmasinda rol oynayan genlerin polimorfizmi nedeniyle sigara
icen bazi bireylerin mesane kanserine daha duyarli oldugu saptanmigtir. N-asetil
transferaz basamaginda rol oynayan NAT1 ve NAT 2 genlerindeki polimorfizme gore
mesane kanserinde sigara duyarhiliginin artti@i gortlmistir (31). 2011 yilinda
Amerika Birlesik Devletleri’nde 280.000°den fazla erkek ve 180.000’den fazla kadin
ile yapilan bir ¢aligmada aktif sigara icicisi olmanin mesane kanseri riskini yaklasik
dort kat, eski sigara igicisi olmanin ise yaklasik iki kat arttirdigi goriilmiistiir. Hig
sigara icmeyen grup ic¢inde erkeklerde mesane kanserinin kadinlardan 4 kat daha sik
goriildiigii saptanmustir (29). Sigara aliskanliginin birakilmasiyla birlikte, gegen zaman
ile dogru orantil1 olarak mesane kanseri riskinin azaldig1 ancak sigara aligkanliginin
birakilmasimin {izerinden 10 seneden fazla zaman ge¢se de rolatif riskin hig
igmeyenlere gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (29). Kisinin kendisi sigara igmese

bile pasif igiciligin mesane kanseri riskini %22 oraninda arttirdigi gosterilmistir (32).



Kullanim1 giin gectik¢e artan elektronik sigaranin uzun donemde mesane
kanseri iizerindeki etkileri net olarak bilinmemektedir. 2020 yilinda yapilan bir
derlemede mesane i¢in kanserojen oldugu bilinen 3-hidroksifluran, 1-hidroksipiren, 2
naftilamin ve o-toludine gibi bircok kanserojen maddenin elektronik sigara
kullananlarin idrarinda kullanmayanlara gore artmis miktarda bulundugu belirtilmistir

(33).

Cinsiyet

Mesane kanserlerinin yaklasik dortte {igii erkeklerde goriilmektedir (27).
Erkeklerde ve kadinlarda insidans hizi sirasiyla 100.000’de 9,5 ve 2.4’tir (1).
Erkeklerde daha sik goriiliiyor olmasini agiklamak tizere kurulmus birkac hipotez
mevcuttur. Oncelikle tutin tiketiminin ve kimyasal maruziyetin global olarak
erkeklerde daha yiiksek olmasinin nedenlerden biri olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ancak
1990 yilinda yapilan bir ¢alismada sigara ve kimyasal maruziyet gecirilmis idrar yolu
enfeksiyonu Oykiisii gibi faktorler esitlense dahi erkeklerde mesane kanserinin
kadinlardan daha sik goriildiigli gosterilmistir (34). Amerika Birlesik Devletleri’nde
yapilan bir ¢aligmada ise sigara igmeyen grupta dahil erkeklerin mesane kanserine
yakalanma riskinin kadinlardan 4,3 kat daha fazla oldugu gosterilmistir (29). Daha
sonra yapilan bir meta-analizde ise sigara tuketiminin mesane kanserinin erkeklerde
daha sik goriilmesini kismi olarak agiklayabildigi ve erkek tstiinliigi ile ilgili baska
faktorlerin de sorumlu olabilecegi sdylenmistir (35). Baska bir hipotezde ise kadin ve
erkeklerde karsinojen maddelerin hiicre metabolizmasinin farkli oldugu ve bu nedenle
iki cinsiyet arasinda iirotelyumun karsinojen maruziyetinin farkli olabileceginden
bahsedilmistir (36,37). Hayvanlar tizerinde yapilan bir ¢alismada insanlar i¢in mesane
kanserojeni oldugu bilinen ve tiitiin iiriinleri ve diger kaynaklarda bulunan 4-
Aminobifenile esit miktarda maruziyet sonrasi erkek farelerde %20 oraninda mesane
kanseri saptanmis ve disi farelerin hi¢ birinde mesane kanseri gézlenmemistir (38)
Kanserojen maddenin metaboliti erkek farelerin mesanesinde disi farelere oranla 2-3
kat daha fazla bulunurken disi farelerin karacigerinde erkeklere oranla 2-3 kat daha

fazla bulunmus ve disi farelerde karaciger kanseri daha sik gézlenmistir (38). Yine



karsinojen metabolizmasinda rol oynayan UDP glukuronozil transferaz
ekspresyonlarinin disi ve erkek farelerde farkli oldugu gosterilmistir (39). Bagka bir
calismada mesane trotelyum kanserojen maruziyetinin glutatyon S transferaz
enziminin aktivitesi ile degisebilecegi ele alinmis, yapilan caligmada glutatyon S
transferaz M1 (GSTM1) fonksiyone olmayan kadinlarda mesane kanseri riskinin daha
yiiksek oldugu saptanirken erkeklerde bdyle bir fark bulunamamistir. Ayrica bu fark

sigara i¢en kadinlarda igmeyen kadinlara kiyasla daha bariz olarak saptanmistir (40).

Karsinojen maruziyeti dengelendikten sonra bile cinsiyet farkliliginin devam
etmesi nedeniyle hormonal akslar ve seks steroidlerinin mesane kanseri uUzerindeki
etkisi bir hipotez olarak ortaya atilmistir. Kadinlarda yapilan caligmalarda post-
menopozal kadinlarin mesane kanseri agisindan daha yiiksek riskli olarak saptanmasi
(41) ve ge¢ menars, parite, ve Ostrojen ve progestin tedavisi gibi faktorlerin diisiik
mesane kanseri riski ile iligkili bulunmasi (42) seks hormonlarinin etkisini destekler

niteliktedir.

Kadinlarda mesane kanseri daha az goriilmesine karsi kadinlarda goriilen
mesane kanseri tan1 aninda daha biiyiik, daha ¢oklu olma egiliminde ve daha ileri
evrede oldugu bilinmektedir (27,43). Ayrica kadinlarda trans-Uretral rezeksiyon
(TUR) sonrasi intravezikal tedavi alma oraninin 5 kat daha yiiksek saptanmistir (43).
Radikal sistektomi sonrasi kadinlarda kanser-spesifik mortalite oraninin erkeklerden
1.8 kat daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (44). Kadinlarda kotii prognozun sebebinin
hematiiri semptomunun erkekler i¢cin daha uyarici bir semptom olmasi ve kadinlarda
hematiirinin kisinin kendisi veya klinisyen tarafindan idrar yolu enfeksiyonu ile
iliskilendirilerek tanida gecikmeye yol agmasi olabilecegi fikri ortaya atilmistir (45).
Amerika Birlesik Devletleri’nde yapilan bir ¢calismada hematiiri ile bagvuru ani1 ve
mesane kanseri tanis1 alma arasinda gegen siire incelenmis ve ortalama siire kadinlarda
belirgin olarak daha yiliksek saptanmistir. Ayrica alti aydan fazla gecikmis tani
alanlarin oran1 kadin popiilasyonda belirgin olarak daha yiiksek saptanmistir (45).
Yine ayn1 ¢alismada daha ¢ok kadinin idrar yolu enfeksiyonu tanis1 aldig1 ve daha az
oranda kadin igin goriintiilleme tetkiklerine basvuruldugu gosterilmistir (45).
Kadinlarda tanidaki gecikmenin daha kotii prognoza yol acabilecegi asikardir. Ancak
Mungan ve arkadaglar1 yaptiklar ¢alismada kadinlarin tan1 aninda daha ileri evrede

oldugu bulgusunu yinelemis, ancak kadinlar ve erkekler ayni evrede olacak sekilde



ayarlandiginda bile kadinlarin yasam beklentisinin daha diisiik oldugunu saptamistir
(46). Scosyrev ve arkadaslar1 de yaptiklari ¢calismada benzer bulgulara ulasmiglardir
(47). 8000’den fazla radikal sistektomi olgusunda kansere 6zgii mortaliteyi arastiran
bir calismada da kadin cinsiyetin tek basina kansere 6zgii mortalite i¢in bagimsiz risk
faktorli oldugu gosterilmistir (48). Bu g¢alismada da patolojik evre, lenfovaskiiler
invazyon veya lenf nodu pozitifliginin cinsiyetler arasindaki farki agiklayamayacagi
belirtilmis ve bu farkin hasta bakimi ve/veya mesane kanserinin biyolojisinden
kaynaklanabilecegi vurgulanmistir (48). Baska bir ¢alismada ise mesane kanserinin
yasam sliresinin kisalmasi iizerindeki etkisi incelenmis, mesane kanseri nedeniyle
erkeklerin beklenen yasam siiresinin ortalama %26’sin1 kadinlarin ise ortalama
%36’s1n1 kaybettikleri gozlenmistir (49). Buna karsin Mitra ve arkadaslar1 yaptiklar
calismada 414 kadin ile 1166 eslestirilmemis erkek ve 414 eslestirilmis (tiimor, tedavi
ve yas Ozellikleri bakimindan kadin grup ile benzer) erkek mesane kanseri ile
kiyaslamis, eslestirilmemis erkeklere oranla kadinlarda rekiirrenssiz sag kalim ve
genel sag kalim daha diisiik, kansere 6zgii mortalite ise daha yiiksek bulunmustur.
Ancak eglestirilmis Ornekler analiz edildiginde kadinlar ve erkekler arasinda
rekiirrenssiz sag kalim, genel sag kalim ve kansere 6zgii mortalite arasinda fark

bulunmamustir (50).

Genetik

Amerika Birlesik Devletleri verilerine gore mesane kanserinin en sik
goriildiigii ik beyaz irktir. Beyaz irkta mesane kanseri insidansi siyah irka gore 1,5,
Hispaniklere gore ise iki kat daha yiiksek olarak bulunmustur (27). Siyah irkta daha
nadir goriilmesine ragmen siyah irkta kasa invaze mesane tiimorii goriilme ihtimali

daha yiiksek olarak gozlenmistir (47).

Birinci derece akrabalarinda mesane kanseri olan kisilerin mesane kanserine
yakalanma ihtimalleri iki kat daha fazladir (51). Mesane kanserinin herediter 6zelligi
ile ilgili ilk bilgi 1957 yilinda tek yumurta ikizlerinin her ikisinde de mesane kanseri
goriilmesi ile ortaya atilmistir (52). Daha sonra Fraumeni ve arkadaslari mesane

kanseri olan ve bes ¢ocuk sahibi bir babanin kendisi gibi sigara icen ¢ oglunda mesane



kanseri gozlemlendigini bildirmislerdir (53). Buna kargin 1950°1i yillarda yaptig1 bir
calismada Morganti ve arkadaslar1 160 mesane kanseri aile oykiisii olan birey ile 160
saglikli kontrol grubu arasinda mesane kanseri gelisimi agisindan istatistiksel olarak
anlaml fark bulamadiklarini bildirmislerdir. 2008 yilinda Mueller ve arkadaslar
Fraumeninin ailesini tekrar ele almig ve mesane kanseri agisindan yiiksek riskli genler
acisindan taramis ancak herhangi bir pozitif sonu¢ bulamamistir (54). Isvegte yapilan
bes milyondan fazla kisinin ele alindig1 bir ¢alismada ebeveynlerinden birinde mesane
kanseri olmasi durumunda mesane kanseri riskinin 1,5 kat arttig1 ve etkilenen bir

kardesin de eslik etmesi durumunda bu riskin 3,3 kat arttig1 gézlenmistir (55).

Mesane kanseri ile en yakin iliskilendirilmis genetik mekanizmalar N-
asetiltransferaz 2 (NAT2) ve glutatyon S-transferaz (GTSM1) delesyonlaridir (40).
Her iki gen de sigarada da bulunan aromatik aminlerin metabolizasyonundan
sorumludur (27,56). 2005 yilinda yapilan bir ¢alismada NAT2 yavas asetilleyen grupta
ve GSTM1 delesyonlu grupta mesane kanseri riskinin artmis oldugu ve bu genlerin
mesane kanseri olgularinin yaklasik %30’undan sorumlu olabilecegini bildirilmistir
(56). Bu genlerin yaninda mesane kanseri riskini arttirdigi bilinen baska genler de
mevcuttur ve bu genler ile mesane kanseri davranisi iliskisi ayrica incelenmistir
(57,58). Bununla birlikte Lynch sendromu, Muir-torre sendromu, Li-Fraumeni
sendromu gibi sendromlarda da mesane kanseri riskinin artmistir (59,60). Genetik
olarak ise PTEN, RB1 ve p53 gibi yolaklardaki degisiklikler nedeniyle mesane kanseri
riskinin bazi1 bireylerde arttig1 bilinmektedir (60,61).

Kimyasal Maruziyeti

Mesane kanseri olgularinin %5-10 kadarindan kimyasal maruziyetin sorumlu
oldugu bilinmektedir (27,62). Erkeklerin mesleki kimyasal maruziyeti daha fazladir
ve mesleksel maruziyetin erkeklerdeki mesane kanserinin %7.1’inden sorumlu oldugu

gosterilmistir (63).

2015 yilinda yapilan ve 30 milyondan fazla kisinin analiz edildigi bir derlemede

mesane kanseri agisindan rolatif riski en yiiksek olan meslekler sirasiyla ; tiitiin is¢iligi



(RR:1,72), boya is¢iligi (RR:1,58), baca stiplrenler (RR:1,53), hemsirelik (RR:1,49),
kauguk isgileri (RR:1,49), garsonlar (RR:1,43), aliiminyum is¢ileri (RR:1,41),
kuaforler (RR:1,32), tesisat¢ilar (RR:1,2) olarak bildirilmistir (62). Mortalite i¢in ise
en yiiksek riskli gruplar sirasiyla kimyasal ve boya iscileri olarak belirtilmistir (62).
Tiitiin iscileri, boya iscileri, baca siiplirenler, hemsireler, kaucguk iscileri, garsonlar,
petrol is¢ileri, ayakkab1 ve deri iscileri, aliiminyum iscileri, kuaforler, denizciler,
matbaacilar ve tesisat¢ilarin aromatik amin ve polisiklik aromatik hidrokarbon
maruziyeti nedeniyle mesane kanseri ag¢isindan istatistiksel olarak belirgin sekilde
%?20’nin {izerinde daha yiiksek risk tasidigi gosterilmistir (62). Ayrica tarim isgileri,
orman isgileri, bah¢ivanlar, 6gretmenler, din ve kanun adamlarinin mesleksel agidan
mesane kanseri agisindan azalmis risk tasidignr gorilmistir (62). 2000 yilinda
Kanada’da yapilan bir ¢alismada ise erkekler i¢in kuaforliik, madencilik, metal is¢iligi

ve teknisyenliginin mesane kanseri riskini arttirdigi gosterilmistir (64).

Savaslarda kullanilan ve karsinojen Ozellik tasiyan portakal gazi ile ilgili
Vietnam gazileri iizerinde yapilan incelemeler sonucunda mesane kanserinden 6liim
ile portakal gazi maruziyeti arasinda iligki olabilecegi gosterilmistir (65). Potansiyel
bir kanserojen olan tetrakloroetilen kuru temizlemede yaygin sekilde kullanilmaktadir
ve kuru temizleme calisanlarinda mesane kanseri riskinin artmis oldugu gosterilmistir
(66). 2016 yilinda Cin Halk Cumhuriyeti’nde yapilan bir meta-analizde ise pestisit
maruziyetinin mesane kanseri riskini belirgin sekilde arttirdigi gosterilmistir (67).
Icme suyunda bulunan yiiksek doz (300-500 pg/l) arsenik ile mesane kanseri riski
arasinda belirgin iliski oldugu gosterilmistir (68). Turkiye bircok Ulke ile birlikte bu
konuda kat1 kisitlamalar getirmis ve igme suyunda bulunan arsenik miktarin1 10 pg/L
degerinin altina indirmistir (69). Izmir icin 2008 yilinin verilerine gore igme suyundaki
arsenik oraninin en yiiksek oldugu semt 13,5 ng/L ile Buca’dir ve tiim semtlerde i¢gme
suyu arsenik orani istenilen diisiik seviyelerdedir (70). igme suyundaki diisiik doz
arsenik ile mesane kanseri riski arasinda istatistiksel olarak belirgin iligki saptanmamis
olsa da sigara igenlerde riski arttirabilecegini belirten yayinlar mevcuttur (71,72).
Diisiik doz arsenigin mesane kanseri agisindan risk tasiyip tasimadiginin belirlenmesi
icin diisik doz arsenik ve diger karsinojenlerin iligkisinin netlestirilmesi
gerekmektedir (71-73). Dizel dumani maruziyetinin de mesane kanseri riskini

arttirdig1 gosterilmistir (74). Mesane kanseri agisindan riskli oldugu bilinen meslek



dallarinin incelendigi bagka bir ¢aligmada ise ileri evre ve derece mesane kanseri ile
dizel dumani maruziyeti arasinda belirgin iliski bulunmus ve garajda calisan, gaz
doldurulmasi/havalandirilmasi/yerlestirilmesi ve kaynakeilik gibi isleri yapan kisilerin
progresyon riskinin ve radikal tedaviye ihtiya¢ duyma olasiliginin daha yiiksek oldugu

saptanmustir (75).

Beslenme ve Ila¢ Kullanimi

Mesane kanseri beslenme aligkanligi iligkisi diger birgok kanserde oldugu gibi
birgok aragtirmanin odak noktasi olmustur (27). Sivi tiiketiminin fazla olmasinin
mesane kanseri riskini azaltabilecegi yoniinde tartigmali fikirler olsa da yapilan bir
meta-analizde tiiketilen sivi miktarinin mesane  kanseri riskini etkilemedigi
belirtilmistir (76). Yaklasik 250.000 kisi ile yapilan bu ¢alismada ayrica mesrubat
tilkketimi ve mesane kanseri arasinda zayif bir iligki bulunurken; cay, kahve, bitki ¢ayi,
siit, su, tatlandirici kullanimi ile mesane kanseri riski arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmamistir (76). Baska meta-analizlerde de benzer sekilde cay
tiketimi (77) ve toplam sivi tiiketimi ile mesane kanseri arasinda bir iligki
saptanmamustir (78). Alkol tiketimini ele alan bir meta-analizde ise orta-agir alkol
tiiketiminin mesane kanseri riskini genel olarak arttirmadig ancak bazi alt gruplarda

ag1r alkol tiiketiminin (<30gr/giin) mesane kanseri riskini arttirdig belirtilmistir (79).

Yao ve arkadaglart mesane kanseri ve sebze-meyve tliketimi iliskisini
incelemis ve bunun sonucunda meyve, sebze, turpgiller, sari-turuncu sebzeler,
turunggiller ve kombine meyve sebze tiikketimindeki artisin mesane kanseri riskini
belirgin olarak disiirdiiglinii  saptamiglardir (80). Turpgiller ve sari-turuncu
sebzelerdeki koruyuculugun en belirgin diisiik dozlardaki artiglarda saptandigini
gostermislerdir. Turpgillerin tiiketiminde 90g/giin degerinin koruyucu etkideki artis
igin Ust siir oldugunu ve daha fazla tiiketilmesinin fazladan koruyuculuk
saglamayacagini belirtirken sari-turuncu meyvelerde ise 20g/glin iizerindeki artista
risk diislisiiniin ¢ok daha yavas oldugunu gostermislerdir (80). Yine de bu bulgularin

onaylanmasi i¢in yeni ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.
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Balik tiiketimi ile ilgili yapilan kisitli sayida ¢alismanin ele alinabildigi bir
meta-analizde balik tiiketimi ile mesane kanseri riski arasinda anlamli fark
saptanmamustir (81). Kirmizi et tiiketimi ve mesane kanseri iligskisi de bir¢ok
caligmanin konusu olmustur. Yapilan meta-analizlerde kirmizi et tiiketimi ile mesane
kanseri arasinda direkt iliski bulunmamis olsa da islenmis kirmizi et tiiketiminin
artmasi ile mesane kanseri riski arasinda belirgin bir iligki saptanmistir (82,83).
Islenmis kirmizi et tiiketiminde her 50 gr/hafta artis icin mesane kanseri riskinin %20
arttig1 belirtilmistir (82,83). Crippa ve arkadaslar1 yaptiklari meta-analizde vaka-
kontrol ¢aligmalar ele alindiginda toplam kirmizi et tiiketiminin de mesane kanseri
riskini arttirdigi ancak prospektif caligmalarda bu iliskinin gdsterilemedigi
belirtilmistir (82). Li ve arkadaslarinin meta-analizde ise yumurta tiketimi ile mesane

kanseri riski arasinda iliski saptanmamustir (84).

Fiziksel aktivite yapmanin mesane kanseri riskini azalttigi raporlanmistir
(63,85). Yapilan meta-analizlerde obezitenin artmis mesane kanseri riski, artmis
progresyon ve rekiirrens riski ve artmis mortalite ile iliskili oldugu gosterilmistir
(63,86,87). Is stresi, anksiyete bozuklugu ve uyku siiresinin az olmas1 gibi durumlarin

da mesane kanseri riskini arttirdigi belirtilmistir (88—90).

Birkag¢ ¢alismada A, D ve E vitaminlerinin yiiksek olmasinin mesane kanseri
riskini azalttigi ve bu vitaminlerin eksikliginin mesane kanseri riskini arttig1
belirtilmistir (91-94). Vitamin K2’nin ise mesane kanseri hucre kulturlerinde
apopitozii indiikleyerek antitiimoral etki sagladigi gosterilmistir (95). Vitamin C ve
E’nin mesane kanseri ile iliskisini inceleyen baska bir meta-analizde E vitamini ile
mesane kanseri riski arasinda ters iliski saptanmistir ancak C vitamini ve mesane
kanseri riski arasinda iligski bulunamamustir (96). C vitamini ve mesane kanseri riski
agisindan farkli sonuglar1 igeren calismalar olsa da C vitaminin mesane kanseri
tedavisinde kullanilabilecegi hiicre kiiltiiriinde gosterilmistir (63,97). Ayrica selenyum
ve folat tiiketiminin mesane kanseri riskini diigiirdiigli gosterilmistir (98,99). Myung
ve arkadaglar1 bazi antioksidanlarin kullanimimin mesane kanseri riskini arttirdigini

gostermistir (100).

Tip 2 diyabet tedavisinde kullanilan bir PPAR vy (peroksizom proliferator ile

etkinlestirilen reseptdr y) agonisti olan pioglitazone kullanimi ile mesane kanseri
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gelisimi arasinda doz ve siire bagimli istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmustur
(101). Kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesinde kullanilan aspirin, statin ve
kalsiyum kanal blokorleri iizerinde yapilan bir calismada ise bu ilaglarin mesane
kanseri riskini arttirmadiklari, kalsiyum kanal blokorlerinin ise potansiyel bir 6nleyici
etkisi olabilecegi belirtilmistir (102). Yine benzer sekilde steroid olmayan anti-
enflamatuar ilaglar (NSAII) ile mesane kanseri riskinin incelendigi bir meta-analizde
bu grup ilaglarin mesane kanseri riskini arttirmadigi gosterilmis ve sigara
icmeyenlerde aspirin harici NSAII’lerin azalmis mesane kanseri riski ile iliskili oldugu

gosterilmistir (103).

Atom bombasi maruziyeti olanlarda Urotelyal karsinomun daha sik
gortlmesiyle birlikte radyasyonun mesane kanseri ile iliskisi arastirilmis ve 1 gray
radyasyon maruziyetinin %60 artmis atfedilebilir risk ile iliskili oldugu belirtilmistir
(27). Pelvik organ malignitelerinde kullanilan radyoterapi sonrasi 15-30 yillik latent
periyodu takiben mesane kanseri gelisebilecegi bilinmektedir (27). Prostat kanserine
yonelik radyoterapi sonrasi mesane kanseri riskinin 1,5-2 kat artmis oldugu
belirtilmistir (104). Cesitli maligniteler ve romatolojik hastaliklarin tedavisinde
kullanilan bir ajan olan siklofosfamidin ise mesane kanseri riskini yaklagik bes kat

arttirdigi bildirilmistir (105,106).

Enfeksiyonlar ve Diger Tibbi Durumlar

Rekdirren idrar yolu enfeksiyonu dykisinin mesane kanseri riskini arttirdig
birgok ¢alismada gosterilmistir (27). Mesane kanseri enfeksiyon iliskisinin en agik
Ornegi sistozomiyazistir ve Schistosoma haematobium mesane kanseri iliskisi ilk kez
1911 yilinda ortaya konulmustur (107). En sik Kuzey Afrika’da gorilen ve skuamoz
hiicreli mesane kanseri ile iligkili olan sistozomiyazisin yumurta birikimine baglh
inflamasyon ve immiinolojik yanit araciligi ile mesane kanserine yol acgtig
gosterilmistir (108). Birka¢ c¢alismada mesane kanseri riski ve firiner sistem
enfeksiyonu Oykiisii arasinda anlamli iligki bulunamamistir (109,110). Buna karsgin
daha sonraki meta-analizlerde idrar yolu enfeksiyonu (IYE) ve sistit dykiisiiniin

mesane kanseri riskini arttirdigmma yonelik bulgular saptanmistir (111-113).
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Vermeulen ve arkadaslarmin ¢alismasinda IYE ve mesane kanseri arasinda pozitif
iliski bulunmasina ragmen, IYE sayisinin 5’in altinda olan ve antibiyoterapi ile tedavi
Oykiisli olan bazi alt gruplarda mesane kanseri riskinin azalmis oldugu goériilmiistiir
(111). Bu konuyu ele alan bir sistematik derleme ve meta-analizde IYE ve mesane
kanseri arasinda iliski bulunmasina karsin 2000 yilinda 6nce yapilan ve bias riski
yiiksek olan ¢alismalar disarida tutuldugunda mesane kanseri riski ile IYE arasinda
anlaml iliski saptanmamustir (113). Baska bir ¢alismada ise IYE 6ykiisiiniin mesane

kanseri riskini azalttigina yonelik ters bir iliski saptanmustir (114).

Human papilloma viriis mesane kanseri iliskisini inceleyen bir meta-analizde
18 ¢alisma ele alinmis ancak anlamli herhangi bir iliski saptanamamustir (115). Mesane
kanseri riski acisindan ele alinan bir bagka virlis ise BK wviriistiir ve yapilan
calismalarda BK viriis mesane kanseri iliskisi gosterilmistir (116,117). Baska bir
calismada ise mesane kanseri riski ile bakteriyel enfeksiyonlar, HPV, BK viriis, HIV,

HSV enfeksiyonu arasinda anlamli bir iligski saptanmamustir (118).

Uriner mikrobiyota mesane kanseri iliskisi son yillarda artan bir ilgi ile ele
alman bir konudur. Yapilan ¢alismalarda mesane kanseri olan kisilerde saglikli
popiilasyona gore bazi bakteri tiirlerinde ve bakteri c¢esitliliginde degisiklik
saptanmistir (119-121). Xu ve arkadaslari mesane kanseri hastalarinin idrar
mikrobiyaotasinda saglikli bireylerin idrarina gore Pseudomonas ve Anaerococcus
bakterilerinin daha baskin oldugunu ve Streptococcus’un daha diisiik oldugunu
gostermistir (121). Ancak mikrobiyota ve mesane kanseri iliskisinde net bir sebep

sonug iliskisi kurulabilmesi i¢in gelecek ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

Kalici iiretral kateter kullaniminin spinal kord hasar1 olmayan hastalarda dahil
mesane kanseri riskini arttirdigl ve bu riskin 60 yas altindaki bireylerde daha yiiksek
oranda arttig1 gosterilmistir (122). Patofizyolojisi tam olarak anlagilamamakla birlikte
spinal kord hasar1 ile mesane kanseri riski arasinda anlamli bir iliski bulundugu
gOsterilmistir (123-126). Bir galismada spinal kord hasari olan hastalarda artmis
kanser riskinin yalnizca kateter kullanimi ile agiklanamayacagi gosterilmistir (126).
Ayrica spinal kord hastalarinda mesane kanserinin tan1 aninda daha ileri evre oldugu,

daha agresif ve daha mortal seyrettigi gozlemlenmistir (124,125).
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Uriner sistem tas1 ile mesane kanseri riskinin arastirildigi bir meta-analizde
tiriner sistem tas hastalig1 olanlarda mesane kanseri riskinin 1.87 kat daha fazla oldugu
ve kanser riskinin mesane tasi olanlarda bobrek tas olanlara kiyasla daha yiiksek
oldugu (2.17’ye karsin 1.38 kat) gosterilmistir (127). Mesane ekstrofisi olan olgularda
mesane kanseri riskinin artmig oldugu ve olgularin %90’ inin mesane adenokarsinomu
oldugu belirtilmistir (27,128). Spina bifida olgularinda da mesane kanseri riskinin
yiiksek oldugu, kanserin daha erken yasta goriildiigii, daha agresif ve mortal seyrettigi
gosterilmistir (129). Konjenital mesane anomalisi olan hasta grubunda; tibbi
gelismeler ve artan bakim imkanlari sonucu yasam siirelerinin uzamasi ile beraber

malignite riskinin daha da 6nem kazanacagi vurgulanmistir (27).

2.1.3 Tani ve Evreleme

Mesane kanserinde en sik goriilen semptom agrisiz, pihtili, makroskopik
hematuridir (130). Mesane kanseri tanisi sistoskopi esnasinda cold-cup biyopsi veya
transtiretral rezeksiyon (TUR) ile alinan dokunun patolojik incelenmesi ile konur. idrar
sitolojisi karsinoma in situ (KIS) veya 6zellikle yiiksek dereceli karsinom varhiginda
taniya yardimei olur (131,132). Rezeksiyon esnasinda tiimoriin yeri, boyutu, sayisi,

gorunum 6zellikleri ve mukozal anomaliler not edilmelidir (131).

Mesane kanseri mesane liimenini olusturan iirotelyal hiicrelerin kanseridir.
Histopatolojik olarak %75’i pur urotelyal karsinomdur, %25’inde ise varyant histoloji
bulunur ve bu durum hastaligin yonetimini giiglestirir (133). Mesane kanseri TNM
evrelemesi 2009 yilinda UICC (The Union for International Cancer Control)
tarafindan onaylanmig ve 2017 yilinda giincellenmistir (Tablo 1), (132). Mesane
kanseri duvar invazyonunun derecesine gore; kasa invaze olan (T2-4) ve olmayan
(Ta,Tis,T1) olarak iki gruba ayrilir ve hastalarin %70-80’1 tan1 aninda kasa invaze
olmayan mesane kanseri (KIOMK) evresindedir (134). Mesane kanseri ayn1 zamanda
DSO’niin (Diinya Saglik Orgiitii) tanimladig1 histomorfolojik dzelliklere gore diisiik
ve yiiksek dereceli olarak iki ayri gruba ayrilmaktadir. KIOMK grubu hastalar; duvar

invazyonu evresi, patolojik derece, hastanin yasi, timoriin boyutu ve sayisi, varyant
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histoloji ve lenfovaskiiler invazyon varligina gore hastalik niiks ve progresyonu (kas

invazyonu gelisimi) i¢in risk gruplarina ayrilirlar.

Tablo 1. 2017 TNM mesane kanseri patolojik evrelemesi

T-Primer TUmor

X Primer timor degerlendirilemiyor
TO Primer tiimdre dair kanit yok
Ta Invaziv olmayan papiller karsinom
Tis Karsinoma in situ
Tl Subepitelyal bag dokuya invaze tumor
T2 Kasa invaze timor
T2a Stiperfisiyal kasa invaze timor (i¢ yarisi)
T2b Derin kasa invaze tiimor (dis yarisi)
T3 Perivezikal dokuya invaze tumor
T3a Mikroskopik
T3b Makroskopik (ekstravezikal kitle)
T4 Prostatik stroma, seminal vezikil, uterus, vajen, pelvik duvar veya

abdominal duvar invazyonu

T4a Prostatik stroma, seminal vezikul, uterus veya vajen invazyonu

T4b Pelvik duvar veya abdominal duvar invazyonu

N- Bolgesel Lenf Diigiimleri

NX Bolgelsel lenf diigiimleri degerlendirilemiyor

NO Bolgesel lenf diigiimii metastazi yok

N1 Gercek pelvis ici (hipogastrik, obturator, eksternal iliak veya
presakral) bir lenf digiimii

N2 Gergek pelvis i¢i birden ¢ok lenf diigiimii

N3 Common iliak lenf diigiimlerinde metastaz

M- Uzak Metastaz

MO Uzak metastaz yok
M1la Bolgesel olmayan lenf diigiimii metastazi
M1b Diger uzak metastazlar
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Hematiirinin ilk degerlendirilmesinde genelde bilgisayarli tomografi (BT) veya
abdominopelvik ultrasonografi’ye (usg) basvurulur. Ancak USG’nin duyarlilig
diistiktiir ve tirotelyal lezyonlar: atlayabilir. Kontrastsiz-kontrastli ve ge¢ faz ¢ekimleri
iceren multifazik BT {irografi mesane kanserinde en yiiksek duyarlilik (%92) ve
ozgilliige (%95) sahiptir. Kontrastli BT nin kontrendike oldugu durumlarda MRG-
urografi ve ultrasonografiye basvurulabilir (134). Metastatik hastaliktan
stipheleniliyorsa akciger grafisi ve abdominopelvik kesitsel goriintiileme mutlaka

yapilmalidir (135).

2.1.4 Tedavi

KIOMK grubu hastalarda tedavinin amaci hastaligin tekrarlamasimi ve kasa
invaze evreye progresyonunu engellemektir. Bu amaglar hastalara risk gruplarina gore
cesitli tedaviler verilir ve hastalar yine risk gruplarina gore belirli araliklarla sistoskopi

ile kontrol edilir, gereklilik durumunda TUR yapilir.

Diisiik-risk grubundaki KIOMK hastalarinda tedavi TUR sonrasi erken
donemde (ilk 24 saat) tek doz intravezikal kemoterapi uygulamasidir. Literatiirde bu
sekilde uygulanan Mitomisin C, Epirubicin, Piraribusin ve Gemsitabinin etkinligini
gosteren ¢alismalar mevcuttur (136,137). Diisiik-orta risk grubundaki secilmis hasta

gruplarinda tekrarlayan intravezikal kemoterapi instilasyonlarinin fayda gosterdigi

bilinmektedir (132).

Orta ve yiiksek-risk grubundaki KIOMK hastalarinda ise 6nerilen tedavi TUR
sonras1 intravezikal BCG (Bacillus Calmette-Guérin) immdinoterapisidir (138).
Morales tarafindan tanimlanan tedavi planlamasi revize edilerek giiniimiizde
kullanilmaktadir. 6 kiir indiiksiyon BCG sonrasi hastanin klinik ve patolojik
Ozelliklerinde gore 1-3 yil kadar devam edecek 3’er kiirlik BCG idame tedavisi
verilmektedir (132,138). BCG’nin basarisiz oldugu durumlarda ise mortalite ve
morbiditesi yuksek bir operasyon olan radikal sistektomi dnerilmektedir (27). Altin
standart tedavi yontemi olmakla beraber BCG immiinoterapisi sonrasi hastaligin

rekiirrens orani %40, progresyon orani ise %10’u bulabilmektedir (139,140). BCG
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basarisizligin1 dngormede kullanilabilecek genetik, molekiiler adaylar veya tiriner
sitokinler incelenmis olsa da klinik kullanimda etkisi olabilecek bir biyobelirte¢ heniiz
bulunmamaktadir (141). Yapilan bazi ¢alismalarda ¢esitli nedenlerden dolay: anti-
androjen tedavi alan KIOMK hastalarinda diisiik rekiirrens ve progresyon orani ve

artmis tedavi yanit1 gézlemlenmistir (16,17,142).

Kasa invaze mesane kanserinde ise metastaz riski artmistir ve hastalarin
tedavisi metastaz durumuna gore belirlenir. Lokalize hastalik varliginda radikal
sistektomi veya neoadjuvan sistemik kemoterapi sonrasi radikal sistektomi altin
standarttir. Radikal sistektominin uygun olmadigi hasta grubunda sistemik
kemoterapi, radyoterapi ve aralikli TUR’lardan olusan trimodal tedavi modaliteleri
hastaya Onerilebilir. Metastaz varliginda ise sistemik kemoterapi, immiinoterapi ve

palyasyon amagli miidahaleler tedaviyi olusturur (27).

Hem kasa invaze olmayan hem de kasa invaze olan mesane kanserinde tedavi
yanitlarin1 arttirmak i¢in yeni jenerasyon ila¢ (pembrolizumab, atezolizumab,
avelumab, enfortumab, TLD1433, Toca511, BC-819, COXEN, vb.) igeren birgok
calisma mevcuttur (143,144).

2.2 Androjen Reseptort

Androjenler erkek trogenital sstem gelisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir.
Erkeklerin ana steroidi androjenlerdir ve embriyogenez sirasinda erkek fenotipin
olusmasinda ve pubertede seksiiel maturasyonun saglanmasinda énemli rol oynarlar
(145). Androjenler etkilerini hticre gekirdek reseptort ailesinin ailesinin 6zellesmis bir
reseptor olan ligand bagimli androjen reseptorii (AR) araciligiyla gerceklestirirler
(145,146). Bu ailenin iginde diger steroid hormonlarinin reseptorleri, retinoid
reseptorleri, tiroid reseptorleri ve artan sayida yetim reseptér bulunmaktadir (147,148).
Erkeklerdeki temel androjenler olan testosteron ve daha potent metaboliti
dihidrotestosteron farkli etkilerini ayn1 AR iizerinden gerceklestirmektedir, bu
durumun liganda 6zgii bir transkripsiyon araci faktorii bulunmasi sayesinde oldugu

distiniilmektedir (146). AR uyarilmasi erkek iireme sistemi ve erkek fenotipin
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olusmasi ve devamina katkida bulunurken kas ve kemik, noral sistem, immun sistem,
kardiyovaskdler sistem ve hematopoetik sistem gibi diger yapilarin da gelisimini
saglar (145,149).

Ligand ile indiklenebilen bir transkripsiyon faktéru olarak davranan AR
inaktif haldeyken hiicre sitoplazmasinda 1s1 sok proteinlerine ve saperon proteinlere
bagli olarak bulunur (145). AR fonksiyonel bolgelere sahip bir moduler proteindir. Bu
bolgeler; N-terminal regilatuar bélge (NTD) , DNA baglanma bolgesi (DBD), kiiguk
mentese bolgesi ve C-terminal ligand baglanma bolgesidir (LBD) (145). Birgok
izoformu bulunmaktadir ve en dolu ve uzun versiyonu 920 aminoasitten olusmaktadir
(149). NTD bolgesinde iki bagimsiz aktivasyon bolgesi bulunmaktadir, bunlar
aktivasyon fonksiyonu-1 (AF-1) ve aktivasyon fonksiyonu-5 (AF-5) bolgeleridir
(149). AR’nin transkripsiyonel aktivasyonunun gerceklesmesi icin bu iki bolge
gereklidir (150). Buna ek olarak ko-regiilatuar baglanma noktalari, fosforilasyon
bolgelerinin biiyiik bir kism1 ve NTD ve LBD etkilesiminde rol oynayan 6nemli ara
bolgeler NTD iizerinde bulunmaktadir ve transkripsiyon aktivasyonunun
gerceklesebilmesi i¢in neredeyse tim NTD gereklidir (149). Bu durum NTD’ye
yonelik ozellikle AF-1’i hedefleyen kucuk inhibitér molekillerin AR aktivitesinin
engelleme potansiyeli oldugunu diisiindiirmektedir (149). Androjen baglanmasi ile
birlikte AR’de bir takim yapisal degisiklikler meydana gelir ve AR 1s1 s0k proteininden
ayrilir ve dimerizasyon, fosforilasyon gibi bir takim islemlerden geger (151). Daha
sonra AR hiicre ¢ekirdegine ilerler. DNA’da androjen reseptorii elemanlar1 (ARE’ler)
tarafindan taninirlar. ARE’ler tarafindan taninmada DBD bolgesi 6nemli rol oynar
(149). DBD bdlgesinin yiizeyinde bir inhibitor bolgesi bulundugu bilinmektedir ancak
AR, glukokortikoid reseptorleri, mineralokortikoid reseptorlerinin sekanslarinin
benzerligi %70 oranindadir. Bu durum da AR DBD’ye yonelik bir spesifik inhibitor
gelistirilmesini zorlastirmaktadir (151,152). Mentese bolgesi ise ¢ekirdek bolgesi
olmanin yani sira DNA baglanmasi, koaktivator/korepressor cagirilmast ve
intramolekiiler etkilesimde Onemli rol oynar. Ayrica asetilasyon, metilasyon,
fosforilasyon gibi posttranslasyonel modifikasyonlar igcin énemli bir hedef bolgedir
(149). LBD bolgesine agonist bir ligandin baglanmasi sonucu AF2 bdlgesi indiiklenir.
Bu bolge koaktivator c¢agirilmasi ve AR aktivitesinin yiikseltilmesi agisindan

onemlidir (149). DBD ve LBD bolgelerinin ligand, DNA ve kofaktér baglanma
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yuzeylerinin X-ray kristal yapilar1 bilinmektedir ve bu durum androjenlerin LBD
baglanma noktalarinin ve koordinasyonlarmin 1iyi karakterize edilebilmesini
saglamaktadir. Tanimlanan bu bolge enzalutamid gibi anti-androjen bilesenlerin en iyi
anlasilmis hedef noktasidir (152). DNA baglanmasinin ardindan koaktivatorlerin de
devreye girmesiyle histon asetilasyonu ile kromatin remodelizasyonu gerceklesir.
Boylece diger transkripsiyon faktorlerinin de promotor bolgeye baglanmasi saglanir.

Sonug olarak RNA polimeraz 2 aracilidi ile transkripsiyon hizi artar (146).

AR’leri etkisinin biiyiik bir kism1 AREler araciligr ile gergeklesiyor olsa da
androjenler indirekt yollar ile ARE aracilig1 olmadan da ¢esitli genlerin ekspresyonunu
arttirmaktadir. Androjenler indirekt etkilerini, sekonder transkripsiyon faktorlerinin
ekspresyon veya aktivasyonu, blyime faktorlerinin otokrin veya parakrin etki ile
tiretimi veya diger hormonlarin ekspresyonularinin degisimi ile saglamaktadir (145)
Androjen reseptoriiniin diizgiin bir sekilde c¢alismasi; biiylime, gelisme ve insan
viicudunun sagligin siirdiirmesi agisindan énemli genlerin ekspresyonlarinin diizgiin

olmasini saglar (149).

AR geni X kromozomunun @11-12 bdlgesinde bulunur ve geleneksel
transkripsiyon surecinde 8 ekson bir arada birlestirilerek tam uzunlukta — geleneksel -
(full-length) AR (AR-FL) sentezlenir (153). Ilk iki eksondan sonra farkli kriptik
eksonlarin (CE) birlestirilmesi ile AR-FL nin diisiik molekiil agirlikli izoformlari
sentezlenir. Bu izoformlara “Androjen Reseptort Splice Varyant” denmektedir ve

giiniimiizde tanimlanan 30’dan fazla varyant bulunmaktadir (153).

AR-FL’nin NTD bdlgesi ekson 1 tarafindan kodlanmaktadir, proteinin %60’ 11
olusturur ve ligand bagimsiz olan aktivasyon fonksiyonu 1 (AF-1)’i bulundurur. DBD
bolgesi ekson 2 ve 3 tarafindan kodlanmaktadir. HR bolgesi ekson 4’lin bir kismi
tarafindan kodlanmaktadir. Ligand bagimli olan AF-2 ise LBD bdlgesinde
bulunmaktadir ve ekson 4-8 arasindaki eksonlar tarafindan kodlanir (154). Ayrica
AR’nin nikleer lokalizasyonunu belirleyen niikleer lokalizasyon sinyali (NLS) ekson
3 ve 4 tarafindan kodlanir, ekson 5 ve 6 tarafindan ise ligandla diizenlenen niikleer
eksport sinyali (NES) kodlanmaktadir, HSP baglant1 bolgesi ise ekson 5 tarafindan
kodlanmaktadir (Sekil 1) (154).
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Sekil 1. AR transkripsiyon ve translasyonu

Androjen reseptorlerinin ekspresyonu ve sinyalinin kardiyovaskiiler hastaliklar,
prostat kanseri, meme kanseri, Kennedy sendromu, spinal bulbar muskuler atrofi, over
kanseri, pankreas kanseri, bobrek kanseri, mesane kanseri, akciger kanseri ve karaciger
kanseri gibi hastaliklarla iligkisi bilinmektedir (145,146,149).

Androjen reseptorlerinin en iyi iliskilendirildigi hastaliklardan biri erkeklerde
kanser iligkili 6limlerin bes en sik sebebinden biri olan prostat kanseridir (PCa) (149).
Androjen deprivasyon tedavisine (medikal veya cerrahi) PCa tedavisinde siklikla
bagvurulmaktadir. Ancak zaman igerisinde hastalarin kastrasyonu saglanmis olmasina
ragmen hastaligin progresyon gostermesi ile hastalik kastrasyona direngli prostat
kanserine (KDPCa) doniismektedir (155). 20 yil oncesine kadar KDPCa, hatali
sekilde, hormon-refrakter veya androjen bagimsiz olarak tanimlanmaktaydi. Ancak
yapilan calismalar ile bu grup hastalarda AR ekspresyonunun, mutasyon veya

alternatif ligandlar nedeniyle, daha yiiksek olmasi sonucu hormon direncli hastalik
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gelistigi (156-158) ve AR aktivitesinin daha etkin sekilde durdurulmasiyla yalnizca
erken evre degil ge¢ evre KDPCa’nin da tedavi edilebilecegi gosterildi (149). LBD
boélgesine yonelik birinci jenerasyon anti-androjenler flutamid, nilutamid ve
bikalutamid prostat kanseri tedavisinde kullanilmaktadir ancak diisiik AR afinitesi
sebebiyle llteinizan hormon-salgilatict hormon (LHRH) agonisti ile birlikte
kullanilirlar. Ne yazik ki belirli bir siire kullanim sonrasi1 direngli mutasyon gelisimine
sebep olabilirler ve dahas1t mutasyona ugramis AR i¢in parsiyel veya mikst agonist gibi
davranabilirler (149). Bu gibi durumlarda ikinci jenerasyon anti-androjen olan
enzalutamid daha etkilidir ancak izin verilen 160 mg/giin dozajinda enzalutamid tam
antagonizasyonu saglayamadigindan ve daha yuksek dozlarda verilmesi yorgunluk
veya nobet gecirmeye sebep olabileceginden enzalutamid de miikemmel bir ilag
degildir, ayrica enzalutamide direngli mutasyonlar da meydana gelmektedir (159,160).
Abirateron ise CYP17 inhibisyonu araciligi ile testis, siirrenal bez ve tiimorde androjen
sentezini durdurur. Cerrahi kastrasyon veya LHRH agonisti ile birlikte kullanildiginda
serum testosteron seviyelerini 20/50 ng/dL’den 1-2 ng/dL’ye cekerek bir super-
kastrasyon yaratir. Ayrica timor igindeki testosteron sentezini de azaltir ve AR
inhibisyonuna yol acar (161). Ancak enzalutamid gibi abiraterona da direng AR
bagimli veya AR bagimsiz yolaklar araciligi ile gelisebilmektedir. Daha potent ve daha
yiiksek afiniteye sahip tgciincii kusak LBD bolgesini hedefleyen anti-androjenler
gelisim asamasinda olsa da bu ilaglar da zamanla birlikte LBD mutasyonlar1 karsisinda
etkisiz kalabilirler. Ayrica bu yeni ilaglarin da AR splice varyantlarina karsi
etkinlikleri bilinmemektedir (161). Bu sorunlarin iistesinden gelebilmek adina AR ’nin
NTD ve DBD bolgelerini hedefleyen yeni ajanlar gelistirilme asamasindadir
(149,161).

2.2.1 Androjen Reseptort Splice Varyant 7 (AR-V7)

AR-FL’nin ¢esitli kisimlarinin kesilmesi ile ortaya ¢ikan ve aktif olan 30’dan
fazla “AR-Splice Varyant” (AR-V) bulunmaktadir (153). Prostat kanseri dérneklerinde
de , LBD bdlgesinin c¢esitli kisimlarin1 tagimayan 20’den fazla AR-V’nin varlig
bilinmektedir (162). AR-V7 (Eski adi ile AR3) simdiye kadar en ¢ok {izerinde
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durulmus olan AR-V’dir. Bunun baslica nedeni rdlatif bollugu, saptanma siklig1 ve
KDPCa’da oynadigi rolden kaynaklanmaktadir (163). AR-V7, NTD ve DBD
bolgelerine sahipken AR-FL’nin aksine LBD bdlgesi tasimamaktadir, bu nedenle de
ligand bagimsiz sekilde DNA’ya baglanip transkripsiyonu baslatabilmektedir (21).
AR-V7 mRNA ekson 1-3 ve kesilmis ekson 3 (CE-3)’ten olusmaktadir ve bu genin
urini NTD ve DBD bdlgelerini ve CE-3 tarafindan kodlanan essiz bir C-terminal
peptit sekansini igermektedir, bu sekansin NLS aktivitesi predominant niikleer
lokalizasyon ile AR-V7’nin yapisal aktivitesini desteklemektedir (Sekil 2). AR-
V’lerin sentezlerinin pre-mRNA seviyesinde alternatif splicing sonucunda olustugu
diisiiniilmektedir. AR-V7 sentezinde, splicing faktorlerden SRSF1, U2AF65 ve
hnRNPA 1’in ¢esitli basamaklarda rol oynamaktadir (154).

CE1
CEZCEE
CE4 CE3

meeni 7 H 2z HH 3 HHHHHZ/ ER KR ER L
[ Y. 1 bep
ABR-VT | 1 | 2 3 |CE3 | NTDﬁA[.'I | o = CE3|

TRANSKRIPT PROTEIN

DBD: DNA Baglayici Bolge NTD: N-Terminal Bolge HR: Mentese Bolgesi
CE: Kesilmis Ekson (KE) LBD: Ligand Baglayic1 Bolge

Sekil 2. AR-FL ve AR-V7 transkript ve protein

Primer prostat kanserinde AR-V7 nadiren eksprese edilmektedir, ancak
androjen deprivasyon tedavisi uygulanan hastalarda saptanma orani daha yiiksektir ve
ikinci basamak androjen supresyon tedavisi sonucu ekspresyonu daha da artmaktadir
(163). AR-V7’nin abirateron ve enzalutamid tedavilerine direnci 6n goérmede

biyobelirte¢ olarak kullanilabilirligini gosteren yaymlar mevcuttur (22,23,164). AR-
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V’lerin kesik uglar1 son yillarda farkli ajanlarin baglanabilecegi yeni bir hedef olarak

gorulmektedir ve bu hedefe yonelik ilag ¢calismalari gergeklestirilmektedir (153).

AR-V’lerin  tumoér hicresi  proliferasyonunun  kompleks dizenleyici
mekanizmalarinda kritik rol oynadigi bilinmektedir (165). AR-FL ve AR-V’lerin
niikleusa girmesi i¢in dimerize olmalar1 gerekir. AR-V’ler hem homodimerizasyonla
hem de androjen yoklugunda AR-FL ile heterodimerizasyon ger¢eklestirerek niikleusa
gidip aktivite gosterirler (166). AR-V’lerin farkli varyantlari heterodimerizasyon
olusturarak birbiri iizerinde sinerjistik veya inhibitor etki gosterebilirler. Primer
hormona duyarl prostat kanserinde AR-V7’nin etkisinin AR-V1 ile birlestigi zaman
inhibe oldugu gosterilmistir. Ayn1 ¢alismada AR-V1’in AR-FL’yi aktive ettigi de
belirtilmistir (166).

BPH ve primer prostat kanserinde AR-FL ve AR-V’lerin (AR-V1, AR-V4 ve
AR-V7) hem mRNA seviyelerinin hem de IHC ile protein seviyelerinin (AR-FL ve
yalnizca AR-V7) kiyaslandig1 bir calismada AR-FL mRNA ekspresyonlar1 iki grup
arasinda benzer bulunmustur. AR-V4 mRNA ekspresyonu BPH grubunda daha
yiiksek oranda saptanirken AR-V1 ve AR-V7 mRNA ekspresyonu prostat kanseri olan
grupta daha yiiksek saptanmistir. Protein seviyesinde ise niikleusta 6l¢giilen AR-FL
benign prostat dokusunda daha yiiksek olarak saptanmis, AR-V7 proteininin
istatistiksel olarak belirgin olmasa da benign dokuda daha yiiksek oranda oldugu
gosterilmis ve caligmanin sonunda AR-V’lerin roliiniin daha iyi anlasilmasi igin

gelecek caligmalara ihtiyag oldugu belirtilmistir (165).

AR-V’lerin en sik arastirildigl ve en yakindan iligkilendirildikleri kanser de
AR’de oldugu gibi, prostat kanseridir ancak meme kanseri ve hepatoselliiler karsinom
ile AR-V’ler arasinda iliski oldugunu gosteren yayinlar mevcuttur (19,20). Literatirde
AR-V’ler ile mesane kanseri iligkisini inceleyen sadece bir ¢alisma vardir. AR-V19
varyantinin mesane kanser dokusunda bulundugu gosterilmis ve AR ve AR-V
yolaginin inhibisyonunun mesane kanseri tedavisinde rol oynayabilecegi belirtilmistir
(167). Heniiz mesane kanseri ve saglikli doku arasinda AR-V’lerin dizeylerinin

kiyaslandig1 bir calisma mevcut degildir.
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2.3 Androjen Reseptorii ve Mesane Kanseri Iligkisi

Mesane kanserinin erkek cinsiyet baskin bir kanser olmas1 ve diger organlarin
blyume ve timoérogenezinde AR nin rolii oldugunun bilinmesi mesane kanserinde de
AR’nin rol oynayabilecegi hipotezini dogurmustur. Mesane kanserinin erkeklerde
kadinlara oranla yaklasik ti¢ kat daha fazla goriilmesinin sebebi gectigimiz dekatlarda
sigara ve endustriyel karsinojen maruziyeti ile iligkili olarak degerlendirilse de son
yillarda bu risk faktorleri esitlendiginde bile cinsiyet farkliliginin devam ettigi

gosterilmistir (2,168).

Preklinik ¢alismalarda; fareler Gizerinde N-butil-N-(4-hidroksibutill) nitrézamin
(BBN) ile indiiklenen mesane kanseri gelisimi ile AR iligkisi incelenmistir (3). Fareler
kadin-erkek, kastre-normal ve ARKO (AR tamamen etkisiz hale getirilmis) ve yabanil
tip fareler olarak gruplara ayrilmis ve BBN’ye maruz birakilmistir. Calismanin
sonunda kastre farelerde, yabanil farelere oranlar mesane kanseri goriilme oran1 yartya
diiserken ARKO farelerin higbirinde mesane kanseri gelismedigi gosterilmis ve BBN
indiiklii mesane kanserinde AR’nin rolii ortaya konmustur. Seks hormon reseptorleri
ile mesane kanserinin incelendigi baska bir ¢alismada hiicre kiiltiirtinde seks hormon
reseptolerinin ekspresyon seviyeleri ile mesane karsinogenezi arasinda iliski oldugu

gosterilmistir (5).

AR’nin mesane kanseri Tlzerindeki etkisini degerlendirmek i¢in bazi
caligmalarda mesane kanseri olan ve ayn1 zamanda prostat kanseri nedeniyle ADT alan
hastalar incelenmis ve ADT alan grupta mesane kanseri insidans, progresyonu ve
rekiirrensinin daha diisiik oldugu gosterilmistir (16,17). Yine 72 binden fazla bireyin
ele alindig1 gozlemsel calismada ise 5 alfa rediiktaz inhibitorii olan finasterid

kullaniminin mesane kanseri insidansini diigtirdiigii gosterilmistir (142).

Klinik ¢alismalarda ise AR’nin mesane kanserindeki rolii ve prognoza olan
etkisinin sonuglar1 tartismalidir. THC ile yapilan ¢alismalarin bir kisminda saglikli
dokuda mesane kanserinden daha fazla AR pozitifligi saptanirken (5,6,169) bazi

caligmalarda mesane kanserinde AR pozitifligi daha yiiksek bulunmustur (9,10,170).
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Boorjan ve arkadaslar1 THC ile yaptiklar1 ¢calismada AR proteininin mesane
kanseri dokusunda komsu saglikli dokuya oranla daha diisiik oranda saptadiklarini
belirtmistir ayrica AR ekspresyonunun patolojik tiimor evresi ile ters orantili oldugunu
belirtmistir (169). Miyamoto ve arkadaslari AR ve &strojen reseptorii (OR)
ekspresyonlarint mesane kanseri ve non-neoplastik dokuda IHC kullanarak
kiyaslamis, kanserli dokuda belirgin olarak AR ekspresyonu kayb1 oldugu ve yiiksek
dereceli/invaziv olgularda diisiik dereceli/invaziv olmayan olgulara gore belirgin
sekilde AR ekspresyonu kaybi oldugunu gozlemlemistir, ancak AR ekspresyonu ile
rekiirrenssiz  veya progresyonsuz sag kalim iligkisini ortaya koyacak veri
saptamamistir (5). Yine bagka bir caligmada radikal sistektomi materyalindeki
karsinom ve benign tirotelyum dokular1 AR ve AR’nin ko-regulatdr proteinlerinin
(JMJD2A ve LSDI1) ekspresyonlari IHC ve real-time PCR (RT-PCR) teknigi ile
incelenmis, malign dokularin %50’sinde benign dokularin ise %16’sinda AR
ekspresyonu kaybi oldugu goézlenmis ve AR ekspresyonu kaybinin invaziv timor ile
iliskili oldugu saptanmistir (6). Ayrica JMJD2A proteini ekspresyonu da malign
dokuda daha diisiik diizeyde oldugu gériilmiistiir (6). Ancak bu ¢alismalara karsin IHC
boyama ile yapilan ve biri iilkemizden olan ii¢ farkli ¢alisgmada mesane kanseri
dokusunda AR pozitifligi saptanirken normal dokuda AR pozitifligi %0 olarak
saptanmustir (9,10,170). Tuygun ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada mesane kanseri
olan hastalarda saglikli hastalardan aldiklar1 benign iirotelyum &rneklerini AR ve OR
ekspresyonu acisindan ITHC kullanarak kiyaslamis ve saglikli popiilasyonda AR
ekspresyonu pozitifligini %0 olarak saptamig, buna ragmen malign dokuda timor
evresi ve derecesi arttikga AR ekspresyonu pozitifliginin distiigiinii gozlemlemis ve

AR ile rekiirrenssiz ve progresyonsuz sag kalim arasinda fark saptamamustir (9).

Miyamoto, Kauffman, Nam ve Tuygun IHC ile yaptiklari calismalar
sonucunda mesane kanserinde timor evresi ve derecesi ilerledik¢e AR pozitifliginin
azaldigim1 gostermislerdir (6,9,171). Buna karsin Mir ve arkadaslar1 472 mesane
kanseri ile iki farkli merkezde yaptiklar1 THC ¢alismasinda AR pozitifligini %10-15
oraninda saptarken, AR pozitifligi ile rekiirrens, 6liim, tiimér evresi ve derecesi

arasinda iligski saptamamislardir (7).

Yonekura ve arkadaslar1 ise yaptiklar1 ITHC g¢aligmasinin sonucunda AR

ekspresyonu negatifliginin ilk ve ¢oklu rekiirrens i¢in bagimsiz bir risk faktorii
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olabilecegini gostermis ve sonug olarak AR ekspresyonu negatif olgularda daha yakin

izlem gerekebileceginden bahsettiler (12).

IHC calismalar {izerinde yapilan bir derlemede yiiksek dereceli tiimérlerde
diisiik dereceli tiimorlere gore AR’nin down-regiile oldugu ve AR pozitif grupta
rekiirrensin daha disiik oldugu goriilmistiir (4,171). Ayn1 derlemede non-neoplastik
dokuda AR pozitifligi %58-86 oraninda saptanirken transizyonel hiicreli karsinomda

AR pozitifligi %13-55 olarak saptanmustir.

11 THC ¢alismasinin ele alindig1 giincel bir derlemede ise AR pozitifligi ile
timor evresi, derecesi ve progresyon arasinda anlamli bir iliski saptanmazken AR
ekspresyonunun kaybinin artmis rekiirrens ile iliskili oldugu saptanmistir ve AR’ nin
mesane kanseri davranisini  Ongérmede bir marker olarak kullanilabilecegi
belirtilmistir (8). Bu derlemedeki ele alinan ¢alismalarda THC ile dlglildiigli zaman
mesane kanserinde AR pozitifliginin %8,7 ile %75 arasinda degistigi goriilmiistiir ve
literatiirdeki celigkili sonuglarin nedeninin yontemsel olabilece§i vurgulanmustir.
Derlemenin sonucu olarak; AR ekspresyonu ve rekiirrenssiz sag kalim arasinda

bulunan direkt kolerasyonun, mesane kanseri davramisinda AR ekspresyonunun

potansiyel bir belirte¢ olarak isaret edebilecegi belirtilmistir (8).

AR protein verisi eldesinde yapilan ¢aligmalarda genelde IHC kullanilmakla
birlikte son yillarda yapilan daha az sayida calismada Western Blot yonteminin
kullamldig1 gériilmektedir. Bu iki ydntemin kiyaslamasina bakildig1 zaman IHC basit,
ucuz ve protein eldesi kolay bir yontem olarak 6ne ¢ikmaktadir. Ancak IHC nin
dezavantajlar1 semikantitatif olmasi, gozlemciye dayali olmasi, standardize bir cut-off
degerinin olmamasi, antikor epitop ve antijen eldesindeki farkliliklar, ve laboratuvar
kaynakli farkliliklar olarak siralanabilir (8,172). Ayrica IHC ydnteminin niikleer AR
ekspresyonunun yalnizca % 5.7 sini, niikleer + sitoplazmik AR ekspresyonunun ise
yalnizca % 26.3’linli saptayabildigi gosterilmistir (172). Buna karsin ¢alismamizda
protein verisi eldesinde kulanilan Western blot yontemi, tekrarlanabilir, spesifik
epitoplara sahip, diisilk miktardaki proteini bile saptayabilen ve yiiksek kantitatif

sensitiviteye sahip bir yontem olarak 6ne ¢ikmaktadir.

AR mRNA ekspresyonunu ele alan iki farkli real-time polimeraz zincir

reaksiyonu (QRT-PCR) yontemi ile yapilan ¢alismada ise AR mRNA ekspresyonu
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yiiksekliginin iyi prognoz ile iligkili oldugu gozlenmistir (11,172). Az sayida ¢alisma
olsa da gRT-PCR ile yapilan ¢alismalar tutarlidir ve bu yontem mRNA seviyesi
Olclimiinde altin standarttir. Calismamizda mesane kanseri ve saglikli dokuda AR-FL

ve AR-V7 mRNA seviyeleri gRT-PCR yontemi ile 6lgtilmiistiir.

AR sinyal yolaginin mesane kanserinde iizerinde etkisi oldugu bilinmekle
birlikte tedavi direnci ile iligkili oldugunu belirten yayinlar da mevcuttur (13,173).
Mesane kanserinde direkt AR yolagin1 hedef alan yeni ilaglar gelistirilme

asamasindadir ve klinik ¢alismalar stirmektedir (174).

2.4 mRNA ve Protein Ekspresyonu Arasindaki Iliski

Gen kavraminin ortaya ¢ikmasi ile birlikte bir organizmanin genetik bilgisinin
o organizmanin fenotipini belirlemesi ve bu yolagin netlestirilmesi oldukea ilgi ¢ekici
bir konu olmustur. Gen ekspresyonu bir¢cok noktada regiilasyonu olan oldukga karisik
bir siirecti. DNA kalibindan RNA sentezlenmesine transkripsiyon denir.
Transkripsiyon faktorleri, epigenetik markerlar ve kromatin topolojisi transkripsiyonu
kontrol ederken RNA- baglayici proteinler ve kodlanmayan RNA’lar mRNA olusum
siirecini kontrol etmektedir. Transkripsiyonda olusan mRNA kodu ile aminoasit ve
protein sentezine ise translasyon denir. Protein translasyonu da birgcok faktérle kontrol
edilmektedir, protein yikiminda ise insan sagliginin devami i¢in ubiquitin-proteozom
sistemi ve otofaji kritik duzenleyici roller oynar. Son olarak proteinlerin post-
translasyonal modifikasyonu ve diger proteinler ile etkilesimi ile birlikte fenotip olusur

(Sekil 3) (175).
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Bir¢ok calismada, kolaylik saglanmasi i¢in, gen ekspresyonu kavrami o genin
tirettigi gozlemlenebilir bir tiriiniin - genelde MRNA - ekspresyonu ile es anlamli
kullanilmaktadir (176). Aslinda ne mRNA ne de proteinler “ecksprese” edilen
kavramlardir, ancak ve ancak genlerin fenotipe yansimasi yolunun aydinlatilmasinda
bilgi edinmek igin faydali ara maddelerdir (175). Her ne kadar mRNA ekspresyonu
protein sentezi icin ilk ana basamaklardan olsa da mRNA ve protein seviyeleri her
zaman korelasyon gostermemektedir (175). Bu korelasyon kaybi1 protein sentezi veya
degredasyonundaki yolaklardan birinde yasanan problem sonucu meydana gelebilir ve
son iirlin olan proteinlerin onkojenik olmasi durumunda bu durum kanser ile
sonuclanabilir (177). Giiniimiizde bu yolaklarin daha iyi anlagilmasi i¢in; kromatin
sekanslama teknikleri (Chlg-Seq,ATAC-seq) ile genom hakkinda, RNA sekanslama
ile transkriptom ve spektrometrik analizler ile proteom hakkinda detayli veri elde

etmek mimkdndur (178,179).

Ozet olarak mRNA ilgili proteinin iiretimi i¢in olmazsa olmazdir ancak mRNA
seviyesi ve protein seviyesi her zaman korelasyon gostermemektedir. mRNA’nin
kendisi de islenme ve fonksiyon gosterme silirecindeki regiilator mekanizmalarin
bozulmast (miRNA, poliadenilasyon, splicing, modifikasyon, degradasyon) ile
onkojenik hale gelebilir (175,180) ve bunun sonucunda mRNA seviyesi diisiik de olsa
sentezi yuksek seviyede uyarabilir. Dahasi protein translasyonundaki regiilasyon
sisteminde (fosforilasyon, ubiquinizasyon, degradasyon) meydana gelen bozukluklar
da protein sentez ve aktivasyonunda artiga sebep olabilir. Son riin olan proteinlerin
negatif feed-back mekanizmasi ile kendi mRNA ekspresyonlarini baskiladig
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bilinmektedir (181). Prostat kanserinde AR proteini lizin-spesifik demetilaz aracilig

ile kendi gen ekspresyonunu baskilamaktadir (182).

Giincel bir caligmada kastrasyon direngli prostat kanseri hastalarinda androjen
deprivasyonu sonrast AR-FL ve AR-V’lerin mRNA ve protein seviyeleri sirastyla
gRT-PCR ve western blot yontemleri ile incelenmistir. Androjen deprivasyon tedavisi
(ADT) sonrasi, AR-FL’nin AR geni Uzerindeki negatif feed-back ile baskilayici
etkisinin ortadan kalktigi ve bunun sonucunda hem AR-FL hem de AR-V
mRNA’larinin koordine sekilde arttigi, alternatif splicing ile geleneksel splicingin
korele oldugu (RNA sekanslama), gosterilmistir. Ancak, protein diizeyinde AR-V’nin
AR-FL’ye oraninda belirgin sekilde artis gézlenmistir. Bunun nedeninin; ADT’nin
AR-FL degredasyonunu saglarken AR-V degradasyonunu saglamamasi ve AR-V 7
translasyonunun daha yiiksek etkinlikte ve daha hizli gergeklesmesi oldugu
gosterilmistir (181).
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3.GEREC VE YONTEM

Calisma; TUBITAK 1003 217S075 proje numarali bir Faz 2 klinik ilag
calismasinin kolu olarak yiiriitiilmiis kesitsel bir caligmadir. Faz 2 klinik ila¢ ¢aligmasi
ve kesitsel calisma icin, Dokuz Eyliil Universitesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulundan onay (381-SBKAEK 2017/09-03) ve Saglik Bakanlig1 Tiirkiye Ilag ve
Tibbi Cihaz Kurumu (TITCK)’dan izin (93189304-514.02.01-E.110805, 17-AKD-71)
alindi. Protokol degisiklikleri ve ek is paketleri (is paketi 5 ve ek is paketi 8) igin
TUBITAK ve Dokuz Eyliil Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan onay,
Saglik Bakanlig1 Tiirkiye Ilag¢ ve Tibbi Cihaz Kurumu’ndan (TITCK) gerekli izinler

alindi.

Calismanin hedef popiilasyonu mesane kanseri grubu ic¢in primer ve kasa
invaze olmayan orta veya yuksek riskli mesane kanseri olan gondlli bireyler; kontrol
grubu icin ise mesane kanseri olmayan ve sistoskopi endikasyonu olan gonalli bireyler

olarak tanimland.

TUBITAK 127S075 numarali “Orta ve Yilksek Riskli Yiizeyel Mesane
Kanserinde Bacillus Calmette Guerin (BCG) Immiinoterapisi Eklenen 5-Alfa
Rediiktaz Inhibitorii Dutasteridin Niiksii ve Progresyonu Onlemedeki Etkililigi ve
Giivenliliginin Arastirilmasi: Tek Kollu, Faz 2 Klinik Arastirma” projesi kapsaminda,
calismaya dahil olma kriterlerini karsilayan 23 mesane kanseri hastas1 bilgilendirilmis

goniillii olur formlar1 (BGOF) imzalatilarak dahil edildi.

Kontrol grubu hastalari i¢in; Dokuz Eyliil Universitesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu (381-SBKAEK 2020/06-17) ve 20.07.2020 tarih ve
92045188/161.11.1/E.110171 sayilr TUBITAK onay1 sonrasinda eklenen, kontrol
grubunun dahil edilmesini kapsayan gozlemsel caligmaya asemptomatik hematiiri
nedeniyle poliklinigimize basvuran ve sistoskopi endikasyonu olan 12 hasta goniillii
bilgilendirildikten ve ayni onay tarihi ile onaylanan ikinci bir bilgilendirilmis goniillii
olur formunu imzaladiktan sonra ¢aligmaya dahil edildi. 12 goniilliilden sistoskopi

sirasinda saglikli mesane dokusu 6rnekleri alindi.
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Calismanin birincil amact orta ve yiiksek riskli kasa invaze olmayan mesane

kanserinde saglikli popiilasyona gore AR-FL ve AR-V7 diizeylerini mRNA ve protein

diizeyinde karsilastirmak olarak belirlendi. 23 mesane kanseri dokusunda ve 12
saglikli mesane dokusunda AR-FL proteini, AR-V7 proteini, AR-FL mRNA ve AR-
V7 mRNA seviyeleri incelendi ve iki grup arasinda kiyaslandi.

Tablo 2. Arastirma plani

Nisan 2018- Subat 2019

Tez Onerisi hazirlanmasi

Tez 6nerisi sunumu

Mart 2019- Mayis 2020

Etik kurul onay1

Proje 6nerisinin hazirlanmasi

Agustos 2018- Ekim 2020

Ornek toplama suireci

Malzeme ve hizmet alimi

Haziran 2019- Haziran 2021

gRT-PCR ve WB analizleri ile mRNA ve

protein ekspresyonlarinin dl¢iimii

Haziran 2021- Aralik 2021

Istatiksel analizler

Tez yazim agamasi

Mesane Kanseri Grubu I¢in Calismaya Dahil Etme Kriterleri

e Primer ve kasa invaze olmayan orta ve ylksek riskli mesane timor

tanist almis olmasi, (T1 olarak simiflandirilmis, yiiksek riskli,

tekrarlayan Ta, eslik eden KIS, 3 cm’den biiyiik ve ¢ogul)

e 18 yasindan biiyiik erkek cinsiyetten hasta olmasi,

e Alt {iriner sistem semptomlar1 olmasi ve prostat voliimii >30 gr olmasi,

e (alismaya uyumluluk gosterebilecek durumda olmasi,

e ECOG performans skoru iki ve altinda olmasi,

e Bilgilendirilmis goniillii olur formunu imzalamis olmasi.
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Mesane Kanseri Grubu I¢in Calismadan Diglama Olgutleri

e Arastirma Urinleri olan BCG veya dutasteridin kontrendike oldugu
durumlar veya bu ilaglara asir1 duyarlilik,

e Hastanin daha 6nceden BCG kullanmis olmasi,

e Ustiiriner sistemde mevcut ya da ge¢mis degisici hiicreli karsinomunun
olmasi,

e Mesanenin daha 6nce kasa invaze olmus degisici hiicreli karsinomunun
olmasi,

e Intravezikal tedaviyi engelleyen mesane disfonksiyonu olusturan agir
idrar kagirma, mesane asir1 aktivitesi veya mesane spastisitesi gibi
durumlarin varhigi,

e Bir yildan az yagam beklentisi olmasi,

e Dogumsal veya edinilmis es zamanli bir hastalik, bagisiklig1 baskilayici
tedavi ya da kanser tedavisi nedeniyle bagisikligin yetersizligi,

e Pelvise uygulanmis radyoterapi,

e (Calismaya alinmadan 6nceki bes yil icinde baska bir malignite dykiisii
(derinin melanomat6z olmayan karsinomu),

e (Calisma protokoliine uyma yetenegini sinirlayabilecek ciddi tibbi

durum ya da psikiyatrik hastaligin olmasi.

Saglikl Kontrol Grubu I¢in Calismaya Alma Olgiitleri:

e Asemptomatik mikroskopik hematiiri nedeniyle iiroloji polikliniginde
degerlendirilen ve Orneklerin patolojik degerlendirmesinde mesane
timorl saptanmamast,

e 60 yasindan biiyiik erkek cinsiyetten olma,

e Alt iiriner sistem semptomlar1 olmasi ve prostat voliimii >30 gr olmasi,

e (alismaya uyumluluk gosterebilecek durumda olma,

e ECOG performans skoru iki ve altinda olmasi,
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Bilgilendirilmis goniillii olur formunu imzalamis olmasi.

Gozlemsel Calisma Kontrol Grubu Icin Calismadan Diglama Olgutleri

Dogumsal veya edinilmis es zamanl1 bir hastalik, bagisiklig1 baskilayici
tedavi ya da kanser tedavisi nedeniyle bagisikligin yetersizligi,

Pelvise uygulanmis radyoterapi,

Calismaya alinmadan 6nceki bes yil icinde bagka bir malignite dykiisii
(derinin melanomat6z olmayan karsinomu disinda),

Calisma protokoliine uyma yetenegini sinirlayabilecek ciddi tibbi
durum ya da psikiyatrik hastaligin olmasi.

Gegirilmis cinsel yolla bulasici hastalik dykiisii olmasi,

Son 1 ay igerisinde antibiyotik kullanim 6ykiisli olmasi,

Idrar analizinde kanitlanmis enfeksiyon bulgusu olmast,

Bilinen renal hastaliginin olmasi (Glomeriilonefritler, bdobrek
transplantasyonu, kronik ~ bobrek  hastaligi, arteriovenz
malformasyonlar, gecirilmis renal cerrahi, renal kitle veya kist dykiisii
vb.),

Bilinen tas hastalig1 oykiisii,

Antikoagiilan tedavi kullanim 6ykiisti.

Hasta ve saglikli gonalluler bilgilendirilip BGOF imzalatildiktan sonra

sistoskopileri sirasinda kanserli hastalarin timor dokularindan (n=23) ve kontrol grubu

saglikli bireylerin (n=12) normal mesane dokularindan AR-full length (AR-FL)
protein, AR-V7 protein, AR-FL mRNA, AR-V7 mRNA ekspresyon seviyelerinin

degerlendirilmesi amaciyla dokular toplandi ve uygun kosullarda saklandi. Tiim doku

ornekleri (n=35) toplandiktan sonra protein ekspresyon seviyeleri “Western Blot”

(WB) metoduyla mRNA ekspresyon seviyeleri ise “Real Time Polimerase Chain

Reaction” (rt-PCR) metoduyla analiz edildi.
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3.1 Gen Transkripsiyonlarindaki Degisimin qRT-PCR YoOntemi ile

Incelenmesi, Primer Secimi ve Tasarim

AR-V7 ve AR-FL dizileri Antonarakis ve arkadaglarinin makalesinden
alinarak hazirlandi (18). Internal kontrol olarak normalizasyon genleri GAPDH ve
ACTB kullanildi (Tablo 3). NCBI Primer Blast kullanilarak tasarlanan primerler olas1
DNA kontaminasyonunun etkilerinin dniine gegmek amaciyla ekson-ekson baglanti
bolgelerini ve/veya intron bolgesi icerecek sekilde secildi. Daha sonra IDT
OligoAnalyzer kullanilarak hairpin, self-dimer ve hetero-dimer yapma ihtimalleri
kontrol edildi. UCSC In-Silico PCR analiz araci kullanilarak tasarlanan primerlerin

sadece planlanan bolgeyi ¢ogaltip ¢ogaltmadig in-silico olarak test edildi.

Tablo 3. Kullanilan primerlerin ve sekans bilgileri

Gen F/IR Sekans 5’>3’
F TGATGATATCGCCGCGCTC
ACTB
R CATCACGCCCTGGTGCC
F GAAGGTGAAGGTCGGAGTC
GAPDH
R GAAGATGGTGATGGGATTTC
ARLFL F CAGCCTATTGCGAGAGAGCTG
R GAAAGGATCTTGGGCACTTGC
ARL/7 F CCATCTTGTCGTCTTCGGAAATGTTA
R TTTGAATGAGGCAAGTCAGCCTTTCT

Total RNA Jzolasyonu

Hasta doku materyalleri alinir alinmaz Ribosave (Bio-Speedy, BS-NA-203-
250) igerisine kondu. Sivi azotta dondurulup izolasyon giiniine kadar -20°C’de

saklandi. RNA izolasyonu oncesinde yapilan hazirliklar;

1. Kullanilacak tiim ependorflar %0,1 DEPC (Applichem, 0881) eklenen
distile su icerisinde 24 saat bekletildikten sonra otoklavlanarak
DEPC’den arindirildi.
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Total

Izolasyon yapilacak ortam ZAP kullanilarak temizlendi.

RNase, DNase free, ultra pure distile su (Invitrogen, 10977-035)
kullanildi.

Biitiin malzemeler (pipet uclari, falconlar vb.) RNase, DNase Free

olarak temin edildi.

RNA izolasyonu RNeasy Mini kit (Qiagen 74104) kullanilarak

gergeklestirildi. Dokular Ribosave icerisinde alinip temiz ependorfa aktarildi.

1.

Kit igerigindeki RLT (liziz tamponu) beta-merkapoetanol (BME)
varliginda dokular iizerine eklenip pestle yardimiyla dokular ezildi.
Dort katt miktarda 100% etanol iceren RPE tamponu ile lizatlar iyice
karistirild. 3. Ornekler RNeasy kolonlaria aktarilarak 15 saniye 9000g
de santrifiij edildi. Atik uzaklastirildi. Karisim bitene kadar islem
tekrarlandi.

Kolonlara RPE tamponu eklenerek 15 saniye 9000g de santriftj edildi.
Atik uzaklastirildi.

Kolonlara RPE tamponu eklenerek 2 dakika 90009 de santrifyj edildi.
Atik uzaklastirildi.

Kolonlar yeni toplama tiiplerine aktarilarak En yiiksek devirde 1 dakika
santriftj edilerek membranlar iyice kurutuldu.

Kolonlar 1.5ml ependorflara aktarilarak 30 mikrolitre RNase-free su ile
1 dakika 9000g de RNA 6rnegi eliit edildi.

RNA o6l¢iimii asagida agiklandigi sekilde gergeklestirildikten sonra
RNA 0Ornekleri -800C’de saklandi.

RNA Miktarinin Olgiimii

RNA’larin konsantrasyon ve saflik tayini i¢in 2ul 6rnek kullanilarak 260 nm

ve 280 nm’deki absorbanslari Nanodrop ile spektrofotometrik olarak saptandi.

A260/A280 oranindan faydalanarak RNA saflik degerleri elde edildi (Tablo 4). En iyi

sonug i¢in bu oranin 2’ye yakin olmasina dikkat edildi.
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Tablo 4. izole edilen total RNA’larin konsantrasyonlar1 ve 260/280 oranlari

Hasta Kodu | ng/ul | 260/280 | Kontrol Grubu Kod | ng/ul | 260/280
BCal 239.32.08 N1 12.7 |2.02
BCa2 496.3 | 2.08 N2 16.3 | 2.06
BCa3 57.8 |2.15 N3 143 |2.09
BCa4d 23441211 N4 26 2.01
BCab 2251121 N5 17.8 |1.97
BCa6 272.412.09 N6 153 | 2.17
BCar 195.4 | 2.07 N7 53.3 | 2.05
BCa8 488.9 | 2.09 N8 216 |2.06
BCa9 3247121 N9 359 (2.03
BCal0 773.412.08 N10 181 |2
BCall 354.112.09 N11 16.9 |1.96
BCal2 438 |[2.08 N12 119 |2.15
BCal3 323.512.09

BCal4 407 |[2.09

BCald5 799.7 1 2.08

BCal6 260.8 | 2.11

BCal7 967.712.09

BCal8 629921

BCal9 516.6 | 2.05

BCa20 746.412.09

BCa2l 164.5 | 2.08

BCa22 1176 | 2.1

BCa23 329.8 | 2.11
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“BCa” kod sistemi mesane kanseri orneklerini temsil ederken, “N” kodu kontrol
grubundan alinan normal mesane doku 6rneklerini temsil etmektedir.

cDNASentezi
Yukarida detaylandirildigr gibi 6rneklerden total RNA izole edilip, kalite ve
konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra cDNA sentezi basamagia gecildi. Orneklerin

RNA’larindan Tablo 5’te listelenen malzemeler kullanilarak ¢cDNA sentezlendi

(Thermo, K1622).

Tablo 5. cDNA sentezinde kullanilan malzemeler ve konsantrasyonlari

Malzeme Adi Stok Son Konsantrasyonu /
Konsantrasyonu Son Hacmi
Reaksiyon Tamponu 5X 1X
RevertAid Enzim Karisimi 200U/uL 1uL/20pL
RiboLock Rnase Inhibitor 20U/uL 1pL/20pL
dNTP Karisimi 10mM 2uL/20puL
Oligo(dT) Primer 100uM 1uL/20pL
Random Hexamer 100uM 1uL/20pL
DNase Rnase Free Su - 20 pL’ye kadar
Total RNA - Tumér 500 ng / Normal 100ng

Tipler hazirlandiktan sonra sonra 25 °C’de 5 dk, 42 °C’de 60 dk, ve 70 °C’de
5 dk inkiibe edildi (Applied Biosystems, SimpliAmp Thermal Cycler) ve sonrasinda -
20°C’de sakland.

gRT-PCR Reaksiyonu cDNA sentezlendikten sonra ilgilenilen gene spesifik
primerler (Tablo 3) araciligiyla Tablo 6’daki malzemeler kullanilarak qRT-PCR
reaksiyonu gerceklestirildi (Ampliqon, A323406).
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Tablo 6. gRT-PCR reaksiyonu i¢in kullanilan malzemeler ve konsantrasyonlari

Malzeme Adi Stok Son Konsantrasyonu /
Konsantrasyonu Son Hacmi
RealQ Plus Reaksiyon Karisim 2X 1x
Primer F 100 uMm 0,2 uM
Primer R 100 uMm 0,2 uM
Su - 12,5 pL’ye kadar
cDNA - 10ng/20ng

Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR sistemi kullanilarak
gergeklestirilen inkiibasyonun sicaklik siire ve dongii sayist bilgileri Tablo 7’de

listelenmistir.

Tablo 7. Kullanilan primerlerin optimum ¢alisma kosullari

Bekletme asamasi 95°C 15dk
Denaturasyon 95°C 15sn
Baglanma 60°C 30 sn
Uzama 72°C 30 sn
Dongii Sayisi 40-50

Inkiibasyon ddngiilerine ek olarak erime egrisi (melting curve) uygulandi. Bu
sayede reaksiyon sonucu elde edilen trlnlerin spesifikligi incelenebilmekte ve spesifik

olmayan ¢ogaltmalar olup olmadig: tespit edilebilmektedir.

gRT-PCR ile Elde Edilen Verilerin Analizi

Cihazdan ham CT degerleri olarak elde edilen veriler 2-ACT metodu
kullanilarak analiz edildi. Her bir hasta i¢in ¢alisilan 4’lii teknik tekrarlarin ortalamasi

alindi ve normalizasyon icin GAPDH ve ACTB’nin geometrik ortalama degerleri
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kullanildi. Normal ornekler i¢in ise doku orneklerinin kiiglikliigii sebebiyle elde
edilebilen RNA miktarmin sinirliligi nedeniyle 2 teknik tekrar ve internal kontrol
olarak yalnizca GAPDH c¢alisilabildi. Tekrarlar arasindaki standart sapmalar grafiklere
eklendi.

Normal 6rneklerde RNA havuzu sinirlt oldugu i¢in tiimor 6rneklerine gore 1/5
oranda daha diisik miktarda RNA ile ¢cDNA sentezi gergeklestirilebildi. Hem
kisitlama nedeniyle saglikli bir karsilastirma yapabilmek i¢in, hem de biyolojik
tekrarlar veya deneysel tekrarlar kaynakli farkliliklar1 elimine edebilmek i¢in normal
ornekler calisilirken deney setine “plate”ler arasi kalibrator (interplate calibrator)
olarak BCal0, BCal5, BCa22 drnekleri ilave edildi.

Son olarak CT degerlerine ek olarak erime egrisi sonuglar1 da degerlendirildi.
Bu sayede reaksiyon sonucu beklenilen boyutta {iriin elde edilip edilemedigi de

dogrulandi ve diisiik seviyede de olsa ifade varligi tespit edildi.

gRT-PCR sonucu AR-V7 mRNA ekspresyonu seviyesi deteksiyon sinirinin
altinda ¢ikan Orneklere testin kantitatif dogas1 geregiyle mutlak “0” yerine diger

dokulardan elde edilen en diisiik degerin yarisinin altinda minimum deger verildi.

3.2 Gen Ekspresyonlarindaki Degisimin Western Blot Yontemi ile

Incelenmesi - Protein Ekspresyonu Degerlendirilmesi

Total protein izolasyonu

1. Mesane tiimor ornekleri ile normal mesane doku 6rnekleri alinir alinmaz sivi
azotta dondurulup -800C’de muhafaza edildiler.

2. Complete Ultra mini proteaz inhibitér karigimi (Ref Roche 05892970001),
phosSTOP fosfataz inhibitor karigimi tabletleri RIPA
(Radioimmunoprecipitation Assay) tamponu igerisine Kkatilarak protein

izolasyon soliisyonu hazirlandi.
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3. -80°C’den alinan dokular 1.5ml’lik steril ependorflara aktarildi. Dokular
biiyiikliiklerinin yaklasik 3 kat1 olacak miktarda izolasyon soliisyonu icerisinde
havan eli (SSIbio 1015-39) yardimiyla ezildi.

4. Buz Uzerinde her 5 dakikada bir vortekslenerek 45 dakika lize olmasi i¢in
inkiibasyona birakild1.

5. Doku debrislerini uzaklagtirmak i¢in 4°C’de 13.200 rpm’de 20 dakika santrifiij
yapildi.

6. Proteinleri iceren siipernatan yeni bir tlipe alindi ve protein miktarinin

belirlenmesinden sonra -80°C’ye kaldirildi.

Protein Miktarlarinin Belirlenmesi

Protein lizatinin i¢erisindeki protein miktar1t BCA (bicinchoninic acid) yontemi

kullanilarak hesaplandi.

1. Standart grafik olusturmak i¢in farkl konsantrasyonlarda sigir serum albumini
(BSA) kullanildi.

2. Standart konsantrasyonlara ve elde ettigimiz protein lizatlarina BCA reageni A
ve B karistirilarak eklendi ve reaksiyon baglatildi.

3. 37 °C’de 30 dakika veya 55 °C’de 15 dakika inkilbe edilerek reaksiyon
gergeklestirildi.

4. Reaksiyon sonucunda protein konsantrasyonu ile birlikte artan BCA/bakir
kompleksi 562 nm’de spektrofotometrik olarak olguld.

5. BSA konsantrasyonlarina bagli olarak elde edilen dl¢limler standart grafiginin
cizilmesinde kullanildi ve o6rneklerin de bu standart grafige goére ne kadar

protein igerdigi hesaplandi.

SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

1. Goriintiilemek istedigimiz protein boyutuna uygun olan konsantrasyonda

ayristirict (resolving) poliakrilamid jel hazirlandi (%8) ve camlarin arasina
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eklendi. Uzerleri izopropanol ile tamamlanarak jel polimerize olana kadar
beklendi.

2. Bu esnada %35 paketleyici (stacking) poliakrilamid jel hazirland1 ve alt jel
polimerize olduktan sonra ve izopropanol uzaklastirildiktan sonra {izerine
yaklasik 2 ml eklendi ve tarak yerlestirildi. Ust jel de polimerize olana kadar
beklendi.

3. Total protein lizatindan optimize edilen miktarda protein alindi ve proteinlerin
denaturasyonu icin %20 beta-merkaptoetanol iceren 4X yikleme tamponu ile
her 6rnek esit son hacimde olacak sekilde karistirildi.

4. Hazirlanan proteinler denatlirasyonu tamamlamak icin 950C’de 10 dakika
kaynatildi.

5. Kaynatilan protein 6rnekleri yiikleme islemine gecilene kadar oda sicakliginda
bekletildi.

6. Elektroforez tankinin igerisine yiiriitme tamponu eklendi ve jeller uygun olarak
yerlestirildikten sonra ornekler ince uzun uglu pipet uglart ile kuyulara
yuklendi.

7. Protein gociinii goz ile takip edebilmek icin dnceden isaretlenmis protein
belirtecinden (prestained protein marker, thermo 1669)) 4-5 ul bos bir kuyuya
yuklendi.

8. Ilk olarak 70 Voltluk (V) gerilim uygulanarak paketleyici jelin proteinleri ayn1

hizaya getirmesi saglandi.

Ornekler paketleyici jeli gegtikten sonra proteinler ayristirici jelde 110 V’luk

gerilim ile belirtecteki bantlarin arasi istenilen diizeyde agilana kadar yiirtitiildii.

Poliakrilamid Jelde YUrutulen Proteinlerin PVYDF Membranlara Transferi Ve

Membranin Bloklanmasi

1. Elektroforez islemi bittikten sonra jeller cam aparattan ¢ikartilarak transfer
tamponunda 1slatildi. Membran ve Whatmann kagitlar1 transfer kaseti

boyutunda kesildi.
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2. Membran (BioRad LF, PVDF), porlarinin agilmasi i¢in 1 dakika boyunca
metanolde bekletildi. Daha sonra dengelemek igin transfer tamponunda
1slatilda.

3. Transfer tamponu igerisinde kasetin siyah tarafi altta kalacak sekilde
sirasiyla siinger, Whatmann kagidi, jel, membran, Whatmann kagidi,
stnger st Uste konularak bir sandvi¢ formu olusturuldu.

4. Kaset kapatilarak transfer tanki igerisine yerlestirildi ve tank transfer
tamponu ile dolduruldu.

5. 400 miliAmper’lik (mA) akimda yaklasik 3 saat transfer yapildi. Akim ¢ok
yiiksek oldugundan ve hemen 1sinma yapacagindan jel yapisinin ve
dolayisiyla protein yapilarinin bozulmasii istemedigimiz icin transfer
tankinin igerisine buz konuldu ve ara ara tamponun agir1 1sinmasina firsat
vermeden degistirildi. 6. Transfer islemi bittikten sonra membran %100
metanolde bir dakika, ultra saf suda 1 dakika ve TBS’te iki dakika inkiibe
edildi.

6. Goriintiilemek istedigimiz proteinin optimize edilmis bloklama soliisyonu
ile membran 1 saat boyunca falkon tip icerisinde dondurulerek antikorun

spesifik olmayan bolgeleri tanty1p yanlis sinyal vermemesi igin bloklandi.

Proteinlerin Membran Uzerinde Saptanmast

1. Bloklama %5 yagsiz siit tozu 0,1% TBS-T (Tween-20) veya %5 BSA 0,1%
PBS-T isleminden sonra optimize edilen primer antikor soliisyonu ve
diliisyonlart ile gece boyunca 40C’de falkon tiip igerisinde membranin her
yerine esit sekilde primer antikorun gelip baglanmasi i¢in dondiiriilerek
inkiibe edildi. Internal kontrol icin kalneksin (Calnexin Sc-11397)
kullanildi. Uygun c¢alisma diliisyonlar belirlendi. Tam uzunlukta (full-
length: FL) Androjen reseptor (AR) antikoruna 0zgll anti-androjen
reseptori fare monoklonal antikoru (sc-7305); 1:200 sulandirilarak ve
sirekli aktif varyant AR formu olan AR-V7 icin anti-AR-V7 fare
monoklonal antikoru (AG10008) 1:500 sulandirilarak kullanildu.
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2.

5.

Ertesi glin membran %0,5 TBS-T soliisyonu ile beser dakika ii¢ kez
yikandi.

Yikama isleminin ardindan primer antikorun hazirlandigi hayvana uygun
olacak sekilde (anti-fare, anti-tavsan, vb.) infrared 1s1masi1 yapan sekonder
antikor secildi ve optimize edilen sekonder antikor soliisyonunda oda
sicakliginda falkon tiip icerisinde dondiiriilerek iki saat inkiibe edildi.
Ikincil antikorlar igin infrared 1s1ma yapan kegi anti-fare (Goat anti rabbit
680 RD: IRD 926-68071) ve keci anti-tavsan (goat anti mouse 800CW:
IRD 926-322-10) antikorlart 1:10.000 / %3 Sit Tozu, 0,5 TBS-T olacak
sekilde hazirland. infrared 151mas1 yapan sekonder antikor kullanildigs igin
bu islemden deteksiyona kadar olan siire¢cte membran iizerindeki islemler
karanlik ortam saglanacak sekilde yapildi.

Sekonder antikoru da baglanan membran %0,5 TBS-T soliisyonu ile beser
dakika bes kez yikand.

Son olarak membran TBS soliisyonu ile duruladiktan sonra goriintiileme

islemine gecildi.

Gorunttleme Li-COR Odyssey CLx infrared floresan goériintileme sistemi ve

Biorad ChemiDoc Imaging sistemi ile yapildi. Bu sistemler iki farkli floresan kanali

oldugu i¢in aym anda iki farkli hayvandan hazirlanan primer antikorlarin ayn1 anda

goriintiilenmesine olanak sagladi.

Western Blot Gorintulerinin Analizi

1.

ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/) programi kullanilarak Western Blot
goriintlilerinde her bir bandin dansitometrik analizi gergeklestirilerek
sayisal degerler elde edilerek bantlar arasindaki dansite farklar1 belirlendi.
Goriintiiler bilgisayar ortamina aktarilarak 8-bit tiff imaji sekline ¢evrildi.

Her bir bant standart bir ¢erceve ile gevrilerek ayni eksende sirasiyla biitiin
protein Orneklerinin dansitometrik degerleri toplandi. Bu analiz AR-FL,

AR-V7 ve kalneksin bantlart i¢in biitiin 6rneklerde yapildi.
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4. Kalibrasyon iglemi i¢in her bir Western blot membraninda bir veya iki
kutucuga ayn1 protein Ornegi yiiklenerek membranlar arasinda
dansitometrik denklik saglandi.

5. Normal ve tiimor doku oOrneklerinin daha saglikli kiyaslayabilmek ve
biyolojik tekrarlar veya deneysel tekrarlar kaynakli farkliliklari elimine
edebilmek icin BCa4 ve BCa7 nolu hasta drnekleri deney setine eklendi,
normal dokular ile birlikte tekrar calisild1 ve kalibrator olarak kullanildi.
Her iki AR varyantin1 degisik seviyede eksprese etmelerinden dolay1 4 ve
7 nolu ornekler secildi. Ayrica iki ornek arasinda AR-FL ve AR-V7
oranlarinda da farklilik olmasi tercih sebebiydi. BCa4 ve BCa7 nolu hasta
orneklerinin kontrol grubu hastalarla birlikte tekrar calisildiginda bir
onceki Western Blot analizine gore yaklasik 1.8 kat farklilik oldugu
g6zlendi. Kontrol grubu ornekleri bu orana gore kalibre edilerek verileri
hesaplandi ve istatistiksel analizler bu veriler iizerinden yapildi.

6. Dansitometrik analizlerden sonra ARs/Kalneksin degerleri hesaplanarak
semi-kantitatif olarak her bir protein havuzundaki ARs oranlar1 belirlendi.
Bu oran bize hasta ve normal dokular arasinda ARs agisindan ekspresyonel
farkliliklar1 verdi.

7. Semi-kantitatif degerlendirmeden elde edilen veriler istatistik analizlerle
degerlendirilerek grafiklendi.

8. Dansitometrik analizin deteksiyon smirmin altinda dansitede bant
olusturan Ornekler i¢in analiz sonucunda protein ekspresyonu seviyesi
deteksiyon siniriin altinda ¢ikan Orneklere testin semi-kantitatif dogasi
geregiyle mutlak “0” yerine diger dokulardan elde edilen en diistik degerin

yarisinin altinda minimum deger verildi.

3.3 istatistiksel Analiz

Tum istatistiksel analizler, Statistical Package for the Social Sciences (SPSS,
Inc., Chicago IL), siiriim 22, Windows yazilimi ile yapildi. Verilerin normal dagilip
dagilmadigimi belirlemek icin Shapiro-Wilk testi kullanildi, p degerlerinin 0,05'ten

kiiciik oldugu i¢in verilerin normal dagilima uymadigma karar verildi. Kategorik
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veriler say1 ve yiizde ile belirtilirken, silirekli degiskenler median ve minimum-
maksimum olarak belirtildi. Androjen reseptoru parametrelerinin higbirinin normallik
dagilimina uymadig1 goriildii. Kanser grubu ve saglikli grubun kiyaslanmasinda

Mann-Whitney U testi kullanildi.

4. BULGULAR

Calismaya alinan 23 erkek hasta goniilliiniin yas ortalamasi 68.4+10.2 (min-
max, 37-80), ortalama Viicut Kitle Indeksi (VKI) 28.01+3.5 olarak saptandi. VKI
acisindan 7 hasta kilolu gruptaydi. Bes hasta goniillii halen sigara kullanimina devam
ederken, 17 hasta goniillii gegmiste sigara ictigini ifade etti. Saglikli kontrol grubunda
ise 6 kisi aktif sigara icicisiyken 6 kisinin sigara kullanim &ykiisii yoktu. iki grup
arasinda istatistiksel analizlerde yas ve viicut kitle endeksi arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmadi. Mesane kanseri grubunda sigara kullanima istatistiksel olarak

anlaml 6l¢iide daha yiiksek saptandi (p<0.05).

Calismaya alinan hasta goniilliilerin 8’1 T1 evresinde, 15’1 Ta evresindeydi. 23
hasta goniilliiniin 13’ii EORTC risk gruplandirmasina gore orta riskli iken 10’u yiiksek
riskli mesane kanseri olarak tespit edildi. T1 evresindeki hastalarin tiimiiniin ve Ta
evresindekilerin ise 1’inin tumord yiksek dereceliydi. Ta evresindeki 4 (%17.3) hasta
diisiik dereceli, 10 (% 82.7) hasta yiiksek dereceli tespit edildi, KiS 2 (% 8.6) hastada
saptand1 (Tablo 8).
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Tablo 8. Hasta goniillerin ¢caligmaya alinma aninda mesane kanseriyle ilgili veriler

Hasta | Tani Tamaor Tamaor Tamaor Tamor | Risk
No Evresi Derecesi Boyutu Sayisi Grubu
(cm)

1 invaziv pT1 Yiiksek 10 5 Yilksek
papiller dereceli
Urotelyal
karsinom

2 Papiller pTa Dusuk 4 1 Orta
urotelyal dereceli
karsinom

3 Papiller pTa Dusuk 4,5 2 Orta
urotelyal dereceli
karsinom

4 invaziv pT1 Yiiksek 4 3 Yilksek
papiller dereceli
urotelyal
karsinom

5 invaziv pT1* Yiiksek 10 4 Yilksek
papiller dereceli
urotelyal
karsinom

6 invaziv pT1 Yiiksek 5 2 Yilksek
papiller dereceli
Urotelyal
karsinom

7 Papiller pTa Dusuk 3 2 Orta
urotelyal dereceli
karsinom

8 Papiller pTa Dusuk 2 2 Orta
urotelyal dereceli
karsinom

9 Papiller pTa Dusuk 4 4 Orta
Urotelyal dereceli
karsinom

10 Papiller pTa Dusuk 7 4 Orta
urotelyal dereceli
karsinom

11 Papiller pTa Dusuk S 1 Orta
urotelyal dereceli
karsinom

12 Papiller pTais Yuksek 4 1 Yuksek
Urotelyal dereceli
karsinom

13 Papiller pTa Dusuk 15 2 Orta
urotelyal dereceli
karsinom

14 Papiller pT1 Yuksek 7 5 Yuksek
urotelyal dereceli
karsinom
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Tablo 8. Hasta goniillerin ¢caligmaya alinma aninda mesane kanseriyle ilgili
veriler (Devami)

15 Papiller pTa Dusuk 15 2 Orta
urotelyal dereceli
karsinom

16 Solid invaziv | pT1 Yiiksek 5 3 Yiiksek
Urotelyal dereceli
karsinom

17 Papiller pTa Dusuk 4 1 Orta
Urotelyal dereceli
karsinom

18 Papiller pTa Dusuk 15 3 Orta
Urotelyal dereceli
karsinom

19 Papiller pTa Dusuk 2 4 Orta
Urotelyal dereceli
karsinom

20 Papiller pTa Yuksek 2,5 2 Yuksek
Urotelyal dereceli
karsinom

21 invaziv papiller | pT1 Yilksek 5 1 Yilksek
urotelyal dereceli
karsinom

22 invaziv papiller | pT1 Yilksek 2 11 Yilksek
urotelyal dereceli
karsinom

23 Papiller pTa Dusuk 4 1 Orta
Urotelyal dereceli
karsinom

*Hastanin patolojisi pT1-2 + KiS; kesitlerde muskularis mukoza - muskularis propria
invazyon ayrimi yapilamamaktadir seklinde raporlanmis ve T1 kabul edilmistir.

Mesane kanseri hasta grubu kendi icerisinde AR-FL ve AR-V7 protein
ekspresyonu klinik ve histopatolojik 6zelliklerine gore incelendi. Ayni inceleme AR-
FL ve AR-V7 mRNA ekspresyonu i¢in de gergeklestirildi. Yas, obezite, KIS varlig,
timor evresi, timor derecesi ve EORTC risk grubu ile herhangi bir AR parametresi
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi. AR-V7 mRNA ekspresyonu
tumOr boyutu 3 cm {izeri olan grupta istatistiksel olarak anlamli sekilde daha yiiksek
saptand1 (p=0.027). AR-FL protein ekspresyonu seviyesi ise tekil olan tumérlerde
istatistiksel olarak anlamli sekilde daha yiiksek saptandi (p=0.020, Tablo 9).
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Tablo 9. Mesane kanseri klinik ve histopatolojik 6zelliklerinin AR-FL ve AR-V7
mRNA ve protein ekspresyonlar diizeyinde incelenmesi

AR-FL AR-V7 mRNA AR-FL AR-V7
MRNA Protein Protein
Median Median Median (Min- Median
(Min-Max) (Min-Max) Max) (Min-Max)
YAS
65 yas alti | 0.26 (0.0006- | 0.000053 (0.000007-| 0.32 (0.06- 1.44 (0.25-
0.29) 0.00044) 2.4) 14.23)
65  yas | 0.036 (0.0007- | 0,000075 (0.000007- 0,49 (0.06- 1.13 (0.20-
ustu 0.12) 0.0003) 1.05) 3.39)
VKi
VKi <| 0.035(0.004- | 0.000061 (0.000007- | 0.44 (0.06- 1.49 (0.87-
25 0.077) 0.00019) 0.87) 14.23)
0,034 (0.0006- | 0.000079 (0.000007- | 0,40 (0.06- 1,12 (0.20-
VKi > 0.29) 0.00044) 2.4) 4.32)
25
Tamor Boyutu
<3cm 0.0048 0.000046 (0.000007- [ 0.13 (0.06- 0.95 (0.20-
(0.0013-0.09) 0.00008) 0.87) 3.39)
0,49 (0.06- 1,16 (0.27-
>3cm 0,0425 0,000109 (0.000007- 2.4) 14.23)
(0.0006-0.29) 0.00044)
Tiimor Sayisi
Tek 0.0612 0.000168 (0.00001- 0.80 (0.36- 1.13 (0.57-
(0.0007-0.29) 0.00044) 2.4) 1.83)
Cogul 0.0298 0.000053 (0.000007- | 0.32 (0.06- 1.17 (0.2-
(0.0006-0.13) 0.00037) 1.05) 14.23)
KiS
Yok 0.0376 0.000079 (0.000007- |  0.49 (0.06- 1.15 (0.20-
(0.0006-0.29) 0.00044) 2.4) 14.23)
Var 0.0042 0.000030 (0.00001- | 0.20 (0.06- 2.25 (1.12-
(0.0007-0.007) 0.00004) 0.36) 3.39)
Tumor
Derecesi 0.0617 0.000082 (0.000007- |  0.49 (0.06- 0.97 (0.2-
Diisiik (0.0013-0.29) 0.00044) 2.4) 4.32)
0.0302 0.000058 (0.000007- | 0.28 (0.06- 1.16 (0.27-
Y uksek (0.0006-0.12) 0.00037) 1.05) 14.23)
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Tablo 9. Mesane kanseri klinik ve histopatolojik 6zelliklerinin AR-FL ve AR-V7
mRNA ve protein ekspresyonlar1 diizeyinde incelenmesi (Devami)

Tumor Evresi

pTa 0.029 (0.0007- | 0.000056 (0.000007- | 0.40 (0.06- 0.97 (0.2-
0.29) 0.00044) 2.4) 4.32)
pT1 0.036 (0.0006- | 0.000075 (0.000007- | 0.34 (0.06- 1.38 (0.27-
0.12) 0.00037) 1.05) 14.23)
EORTC Risk
Derecesi
Orta 0.061 (0.0013- | 0.000082 (0.000007- | 0.49 (0.06- 0.97 (0.2-
0.29) 0.00044) 2.4) 4.32)
Yuksek 0.030 (0.0006- | 0.000058 (0.000007- | 0.28 (0.06- 1.16 (0.27-
0.12) 0.00037) 1.05) 14.23)

Calismanin birincil sonlanim hedefi mesane kanseri olan bireylerde ve saglikli
bireylerde AR parametrelerinin (AR-FL protein, AR-FL mRNA, AR-V7 protein, AR-
V7 mRNA) karsilastirilmasiydi. 23 mesane kanserli ve 12 saglikli bireyin AR
parametreleri Tablo 10°da verilmektedir.
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Tablo 10. Calismaya katilan tiim bireylerin AR parametrelerinin kantitatif verileri

Eiztj‘ ﬁff)t';'i'n /Sfot\é i7n AR-FL mRNA AR-V7 mRNA
Bcal |0,14 0,87 0,0048 0,0000536
Bca2 |02 0,28 0,0819 0,0001238
Bca3 |0,06 3,39 0,0076 0,0000462
Bca4 |1,15 0,98 0,1169 0,0002914
Bca5 |0,87 0,96 0,0046 0,0000183
Bca6 |0,87 1,16 0,0447 0,0000704
Bca7 |0,58 0,57 0,026 0,0001426
Bca8 |0,06* 0,52 0,0035 0,0000077*
Bca9 |0,06* 0,2* 0,0298 0,0000538
Bca 10 |0,49 1,18 0,0344 0,0000798
Bca 11 |0,36 1,12 0,0007 0,0000147
Bca 12 [0,87 1,53 0,0968 0,0000829
Bca 13 [2,4 1,45 0,2959 0,000445
Bca 14 |0,34 1,6 0,0145 0,0000531
Bca 15 |0,79 2,07 0,0376 0,0000961
Bca 16 |0,4 4,32 0,1306 0,0002623
Bca 17 [0,49 0,48 0,0617 0,0000564
Bca 18 |0,75 1,83 0,0777 0,0001942
Bca 19 |0,33 2,05 0,0013 0,0000077*
Bca 20 |0,06* 0,27 0,0404 0,0003726
Bca 21 |0,06* 14,23 0,026 0,0000077*
Bca 22 [0,21 1,59 0,0006 0,0000077*
Bca 23 |1,05 1,05 0,1279 0,0002314
N1 0,22 2,42 0,1243 0,0000077*
N2 0,06* 2,75 3,0305 0,0000077*
N3 0,06* 3,24 0,4772 0,0000077*
N4 0,06* 2,08 0,3436 0,0000077*
N5 0,06* 2,09 0,2783 0,0000077*
NG 0,06* 2,77 0,2381 0,0000077*
N7 0,06* 2,6 0,1876 0,0000077*
NS 0,3 2,14 0,1428 0,000445
N9 0,06* 2,98 0,3489 0,0001935
N1O |- 1,53 0,3082 0,0000077*
N1l  |0,32 3,34 0,3675 0,0000077*
N12 |- 1,11 0,136 0,0000077*

*Deteksiyon siirinin altindaki 6rneklere verilen minimum deger
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Veriler iki gruba ayrildi ve iki grup arasinda AR-FL, AR-V7 proteini ve mRNA

ekspresyonlar1 karsilastirildi.

4.1 mRNA Seviyesinde Analiz

23 hastadan alinan mesane kanseri dokusunda ve 12 mesane kanseri olmayan
goniillii bireyden alinan mesane dokusu 6rnekleri qRT-PCR yontemiyle incelendi.
AR-FL ve AR-V7 mRNA ekspresyonlar1 her bir hasta ve normal 6rnek i¢in siitun
grafiklerinde gosterilmektedir (Sekil 4, Sekil 5, Sekil 7, Sekil 8). Tablo 12°de protein
ekspresyonlar1 ile birlikte mRNA ekspresyonunun 23 mesane kanseri dokusunda

saglikli dokulardaki ortalama degere gore degisimleri belirtilmistir.

AR-FL mRNA ekspresyonu;

AR-FL mRNA ekspresyonlar1 her bir hasta ve normal 6rnek icin siitun grafiklerinde
gosterilmektedir (Sekil 4, Sekil 5).
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Sekil 4. Mesane kanseri grubu AR-FL mRNA ekspresyonlari
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AR-FL mRNA

AR-FL ifade degeri [2°4€T)
1=

N1 N2 M3 na Wk ME N7 N8 Mg N1D N1l MN12

Mormal mesane dokusu

Sekil 5. Kontrol grubu AR-FL mRNA ekspresyonlari
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Sekil 6. AR-FL mRNA seviyelerinin iki grup arasinda karsilagtiriimasi
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Tablo 91. AR-FL ve AR-V7 protein ve mMRNA ekspresyon diizeylerinin mesane
kanseri ve saglikli kontrol grubu arasinda istatistiksel analizi

Mesane Kanseri

Kontrol Grubu

P*

AR-FL Protein
Medyan (Min-Max)

0.40 (0.06-2.4)

0.06 (0.06-0.32)

0.003

AR-V7 Protein
Medyan (Min-Max)

1.15 (0.20-14.23)

2.5 (1.11-3.34)

0.003

AR-FL mRNA
Medyan (Min-Max)

0.034 (0.0006-0.29)

0,29 (0.12-3.03)

<0.001

AR-V7 mRNA
Medyan (Min-Max)

0.00007 (0.000007-
0.00044)

0.0000077 (0.0000077-
0.00044)

0.005

*P degeri eldesinde Mannn-Whitney U testi kullanilmistir.

Mesane kanseri grubunda AR-FL mRNA median ekspresyonu 0.034 iken

kontrol grubunda 0.29°du. Kontrol grubunda AR-FL mRNA ekspresyonu anlamli
yuksekti (Tablo 11, Sekil 6) .

AR-V7 mRNA ekspresyonu;

AR-V7 mRNA ekspresyonlari her bir hasta ve normal Ornek igin siitun

grafiklerinde gosterilmektedir (Sekil 7, Sekil 8).
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Sekil 9. AR-V7 mRNA seviyelerinin iki grup arasinda karsilastiriimasi

Tablo 11°de verildigi gibi mesane kanseri grubunda AR-V7 mRNA median
ekspresyonu 0.0007 iken kontrol grubunda 0.0000077 idi. Mesane kanseri grubunda
AR-V7 mRNA ekspresyonu belirgin sekilde yiliksek olarak gozlendi (p=0.005, Sekil
9).

AR-FL mRNA icin normal 6rneklerin ortalama 2-ACT degeri olan 0.5 esik
degeri alinmis ve mesane tiimor oOrneklerinde bu degerden diisiik olanlar ve
ekspresyonu mevcut kosullarda tespit edilemeyenler “Diisiik” ekspresyon, benzer
olanlar “Degismedi”, yiiksek olanlar “Yiiksek” ekspresyon olarak ifade edilmistir.
AR-V7 mRNA icin ise normal érneklerin ortalama 2-ACT degeri olan 0.0000596 esik
degeri alinmis ve mesane tiimor oOrneklerinde bu degerden diisiik olanlar ve
ekspresyonu mevcut kosullarda tespit edilemeyenler “Diisiik” ekspresyon, benzer
olanlar “Degismedi”, yiiksek olanlar ise “Yiiksek™ ekspresyon olarak ifade edilmistir
(Tablo 12). 23 hastanin tamaminda AR-FL mRNA ekspresyonunun saglikli grubun
ortalamasinin altinda oldugu saptandi. 12 hastada AR-V7 mRNA ekspresyonu daha
yiiksek saptanirken 6 hastada AR-V7 mRNA ekspresyonu saglikli grubun

ortalamasinin altinda saptandi, 5 hastada ise benzer seviyede saptandi.
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4.2 Protein Seviyesinde Analiz

Western Blot yontemiyle AR-FL ve AR-V7 protein ekspresyonlari 23 hastanin mesane
kanseri dokusunda incelendi. Aymi 6rnekler i¢in lic kez Western Blot calismasi
gerceklestirildi. Kalneksin internal kontrol olarak kullanildi. Sekil 10°da 23 hastanin

ve Sekil 11°de 12 saglikli kontrol grubunun protein ekspresyonu analizlerinin imajlari
ornek olarak gosterilmistir.

Hasta no (Bca): 1 2 3 4 5 6 7 8

AR-FL dinen o+ et BERE BEE .- 110kDa

AR-V7 S T . -m B S 70kDa

Kalneksin _ S w— e w— e  —90kDa
— E— S — — —

Hasta no (Bca): 9 10 11 12 13 14 15 16

AR-FL B e e e L. _110KDD
AR-V7 ’“‘"’ ﬂ n H & E- __70kDa
Kalneksin —— . — — — — __90kDa

Hasta no (Bca) : 17- 18 19 20 21 22 23
AR-FL ~Seine B SOK | 110KDa

d‘!s».-.-

AR-V7 S nn H.“ __70kDa

Kalneksin " e e —

" wess—= 90 kDa
— G w—

Sekil 10. Mesane kanseri grubunun AR-FL ve AR-V7 ile kalneksin proteini
duzeylerinin western blot analizi

Goriintiilerde her bir banda verilen numara 6rnek numarasini temsil etmektedir.
Sekil 10°da Bca 1-23 kodlu hasta drnekleri AR-FL ve AR-V7 ve kalneksin protein

ekspresyon diizeyleri gosterilmektedir. Bant kalinliklar1 Olgiilerek semi-kantitatif
veriler elde edildi.
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Ornek: BCa4 BCa7 N1 N2 N4 N5 N6 N7 N8

LN+

Oek BCad N8 N9 NIO NII N12 Ormek: BCad BcaZ. N11 N3 N9

AR-V7

*BCa: Mesane kanseri, N: Normal kontrol grubu

Sekil 11. 12 kontrol grubunda elde edilen normal mesane doku 6rneginde Western
Blot yontemiyle AR ve AR-V7 protein diizeylerinin belirlenmesi.

Yine Western Blot yontemiyle normal mesane doku érneklerinde AR-FL ve AR-
V7 protein diizeyleri incelendi ve kalneksin proteini internal kontrol olarak kullanildu.
Yontem kisminda daha 6nce belirtildigi gibi semi-kantitatif analizleri gergeklestirildi.
4 ve 7 nolu mesane kanseri hasta 6rnekleri normal kontrol grubu ile kalibrasyon icin
tekrar ¢alisildi ve sonuglar oran farkliligi ile kalibre edildi. Sekil 11’de 12 kontrol
grubu olgusunun western blot analizi sonrasi elde edilen bant kalinliklari
gosterilmektedir. 10 ve 12 numarali kontrol grubu olgularinda AR-FL protein
ekspresyonu i¢in uygun kalitede Ornek saglanamadigindan AR-FL proteini

degerlendirilemedi.
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AR-FL protein ekspresyonu;

Bant kalinliklar olgiilerek semi-kantitatif veriler elde edilmis ve kalibrasyon sonrasi

veriler her bir birey igin Sekil 12’de gosterilmektedir. Protein ekspresyonlarinin

kantitatif verileri Tablo 10’da verildi.

Mesane Kanseri Grubunda AR-FL
protein ekspresyonu duzeyi

25
15

05

BCal W
BCa? M
BCaz 1
[ELo="2 0 |
BCa2 1

=] - 13
BCad I

BCES

BCat

BCay I

BCall -

BCal? M

BCals m
BCals ——

BCaltc

BCal?

BCals

BCal9
BCazd 1
BCazl 1

BCaZ3

BCall A
BCald W
BCa22 m

Kontrol Grubunda AR-FL protein
ekspresyonu duzeyi

0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
11111 i
0
N1 N2 N3 N4 N5 NG N7 NE NS N1l

Sekil 12. AR-FL protein ekspresyonlarinin seviyeleri
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Tablo 11’de verildigi gibi mesane kanseri grubunda AR-FL protein median
ekspresyonu 0.4 iken kontrol grubunda 0.06’ydi. Mesane kanseri grubunda AR-FL
protein ekspresyonu belirgin derecede daha yiiksek saptandi (p=0.003, Sekil 13).
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Sekil 13. AR-FL protein seviyelerinin iki grup arasinda karsilastiriimasi

AR-V7 protein ekspresyonu;

23 mesane kanseri hastasinin ve 12 goniillii bireyin mesane dokusunda saptanan

AR-V7 protein miktar1 Sekil 14’te gosterilmektedir.
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Mesane Kanseri Grubunda AR-V7
protein ekspresyonu diizeyi
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Kontrol Grubunda AR-V7 protein
ekspresyonu diizeyi
4
3,5

[y

2,5
2
1,5
0,5 I
0
NI N2 N3 N4 N5 N6 N7 NE NI NID

Sekil 14. AR-V7 protein ekspresyonlarinin seviyeleri

N12

M1l

Tablo 11’de verildigi gibi mesane kanseri grubunda AR-V7 protein median
ekspresyonu 1.15 iken kontrol grubunda 2.5 idi. Kontrol grubunda AR-V7 protein
ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide yiiksekti (p=0.003, Sekil 15).
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Sekil 15. AR-V7 protein seviyelerinin iki grup arasinda karsilagtirilmasi

AR-FL ve AR-V7 protein ve mRNA seviyelerinin birbirine olan oranlarini iki
grup arasinda kiyasladigimizda; mesane kanseri olan grupta AR-FL/AR-V7 protein
orant belirgin sekilde yiiksek saptandi (p<<0.05). Ancak mesane kanserli grupta mRNA
dizeyinde AR-FL/AR-V7 mRNA orani belirgin sekilde diisiikk bulundu (Sekil 16,
Sekil 17, p<0.05).
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Sekil 16. AR-FL/AR-V7 protein oraninin iki grup arasinda karsilastiriimasi
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Sekil 17. AR-FL/AR-V7 mRNA oraninin iki grup arasinda karsilastiritlmasi

Her bir mesane tiimor 6rneginin AR-FL ve AR-V7 protein ekspresyon
analizlerinden elde edilen semi-kantitatif degerler normal mesane dokularindan elde
edilen AR-FL ve AR-V7 semi-kantitatif degerlerin ortalamasina oranla
degerlendirildi. Tiim6r dokusunda AR-FL veya AR-V7 ekspresyonlarinin normal
doku ekspresyon ortalamasi oranlarina gore yiiksek oldugu durumda “Yiiksek”, diisiik
oldugu durumda “Diisiik” ve ekspresyon diizeylerinin benzer oldugu durumda
“Degismedi” olarak degerlendirilmistir (Tablo 12). AR-FL protein ortalamas1 normal
dokularda 0.126 olarak 6lc¢uldu. 17 hastada saglikli grubun ortalamasina gére AR-FL
protein ekspresyonunun daha yiiksek oldugu gozlendi, 6 hastada AR-FL protein
ekspresyonunun benzer oldugu gozlendi. 18 hastada AR-V7 protein ekspresyonu
azalmis olarak saptanirken 3 hastada saglikli grubun ortalamasinin {izerinde saptandi,

2 hastada ise ortalamaya benzer seviyede saptandi.
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Tablo 102. Kanser hastalariin tiimor dokularinin AR ekspresyonlarinda saglikli
grubun dokularin ortalamalarina goére meydana gelen degisimler

Arnek AR-FL protein | AR-FL mRNA | AR-V7 protein | AR-V7 mRNA
NoO eksp_resy_on ekspresy_on ekspresy_on eksp_resy_on
dizeyi dizeyi dizeyi dizeyi
BCal Yiiksek Diisiik Diisiik Degismedi
BCa2 Yiksek Disiik Disiik Yiksek
BCa3 Degismedi Diisiik Yiksek Degismedi
BCa4 Yiiksek Diisiik Diisiik Yiksek
BCa5 Yiiksek Diisiik Diisiik Diisiik
BCa6 Yiiksek Diisiik Diisiik Yiksek
BCa7 Yiksek Disiik Disiik Yiksek
BCa8 Degismedi Diisiik Diisiik Diistik
BCa9 Degismedi Diisiik Diisiik Degismedi
BCal0 Yiksek Disiik Diisiik Yiksek
BCall Y uksek Diistik Diisiik Diisiik
BCal2 Yiksek Diusiik Diistiik Yiksek
BCal3 Degismedi Diisiik Disiik Yiksek
BCal4 Yiksek Disiik Diusiik Degismedi
BCal5 Yiiksek Disiik Degismedi Yiksek
BCal6 Yiiksek Diisiik Yiksek Yiksek
BCal7 Yiksek Disiik Disiik Degismedi
BCal8 Yiiksek Disiik Disiik Yiksek
BCal9 Yiksek Disiik Degismedi Dusiik
BCa20 Degismedi Diisiik Diisiik Yiksek
BCa2l Degismedi Dusuk Yuksek Dusuk
BCa22 Yiksek Disuk Dasutk Dasutk
BCa23 Yuksek Dusuk Disuk Yuksek
Tablo 13. Mesane kanserinde meydana gelen degisiklikler
AR-FL AR-FL AR-V7 AR-V7
Protein MRNA Protein MRNA
Normal Doku - - - -
Mesane Kanseri Artmis Azalms Azalms Artms

Bulgularimiz1 6zeti olarak, mesane kanseri dokusunda normal dokuya oranla;

AR-FL protein ekspresyonu ve AR-V7 mRNA ekspresyonunda artig; AR-FL mRNA

ve AR-V7 protein ekspresyonunda ise azalma saptanmistir (Tablo 13).
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5.TARTISMA

Calismamizda, hiicre biiylimesi ve tiimorogeneze katkis1 oldugu bilinen AR-FL
proteininin mesane kanserinde arttigi gozlenmistir. AR-FL proteini literatirde daha
once mesane kanseri ve saglikli doku arasinda yalmzca IHC yontemi ile
kiyaslanmistir. Laor ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada saglikli mesane dokusunda
diisiik seviyede AR-FL proteini bulundugunu ve bulgularimiza benzer sekilde mesane
timorlerinde AR-FL protein miktarinin arttigini gézlemlemistir (10). Mashhadi ve
arkadaslar1 benzer sekilde IHC ile yaptiklari calismada saglikli mesane dokusunda %0
oraninda, mesane tiimdoriinde ise %22 oraninda AR-FL protein ekspresyonu pozitifligi
saptamistir (170). Tuygun ve arkadaslar1 da saglikli kontrol grubunda AR-FL protein
ekspresyonu pozitifligi saptamazken mesane kanseri olgularinda %51 oraninda AR-
FL pozitifligi saptadiklarini belirtmistir (9). Her {i¢ ¢calismada da mesane kanserinde
AR-FL proteini artig1 saptanmasina karsin AR-FL ile hastaligin derecesi ve prognoz
arasindaki iligki incelendiginde ¢eliskili sonuglar elde edilmistir. Laor ve arkadaslari
yuksek dereceli tumorlerde diisiik dereceli tiimorlere gore AR-FL ekspresyonunun
azaldigim1 gostermis ve bunun timér derecesi yiikseldikce beraberinde gelen
diferansiasyonu kaybu ile iligkili oldugunu savunmustur (10). Tuygun ve arkadaslari
da T2 mesane tiimorlerinde Ta ve T1 evresindeki timorlere gore daha diisiik oranda
AR-FL protein pozitifligi oldugunu belirtmistir (9). Mashhadi ve arkadaslar1 ise bu
caligmalarin aksine tiimoriin derecesi arttikca AR-FL protein ekspresyonu
pozitifliginin arttigini gostermistir (170). AR-FL mesane kanseri iligskisinde literatiirde
baska celiskiler de mevcuttur. Miyamoto, Boorjan ve Kauffman yaptiklar1 ii¢ ayr1 IHC
calismasinda saglikli dokularda mesane kanseri dokularma gore AR-FL protein
ekspresyonunun daha yuksek oldugunu gostermislerdir (5,6,169). Yonekura ve
arkadaslar1 AR-FL protein ekspresyonu pozitifliginin rekiirrenssiz sag kalim ile iligkili
oldugunu belirtmistir, Nam ve arkadaslar1 da KIOMK ve KIMK hastalar: iizerinde
yaptigi ¢aligmada benzer sonuglar elde etmistir (12,171). 2020 yilinda bu g¢alismalari
da icine alan bir meta-analizde timorin histopatolojik 6zellikleri ile AR-FL protein
ekspresyonu arasinda iliski bulunmamasina karsin AR-FL pozitifliginin rekiirrenssiz

sag kalim ile pozitif korelasyon gosterdigi belirtilmistir (8).
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Klinik ¢alismalardaki celigkili sonuglarin ortaya ¢ikma sebeplerinin; mesane
kanserinin heterojen dogasi, farklt AR alt-tiplerinin mesane kanseri davranisi
tizerindeki etkilerinin farkli olmasi ve ekspresyon Ol¢iimiindeki teknik kusurlar
olabilecegi savunulmustur. Bu konudaki c¢alismalarm tamami IHC ydntemi
kullanilarak yapilmis olup ¢aligmalarda AR-FL protein ekspresyonu pozitifliginin
%8,75 ile %75 arasinda degistigi gozlenmistir (8). Pozitiflik oraninin ¢aligmalar
arasinda yiiksek oranda degisiklik gdstermesi IHC yonteminin giivenilirligini
hakkinda siiphe dogurmaktadir. Ayrica IHC yénteminin niikleer AR-FL protein
ekspresyonunun yalnizca %>5.7’sini, niikleer ve sitoplazmik AR-FL protein
ekspresyonunun ise yalnizca %26.3’linii saptayabildigi gosterilmistir (172).
Calismamizda literatiirde ilk kez AR-FL protein ekspresyonu él¢limi icin western blot
yontemi tercih edilmistir. IHC basit, ucuz ve protein eldesi kolay bir ydontem olarak
tercih edilmektedir. Ancak IHC’nin dezavantajlar1 kantitatif olmamasi, gézlemciye
dayali olmasi, standardize bir cut-off degerinin olmamasi, antikor epitop ve antijen
eldesindeki farkliliklar ve laboratuvar kaynakli farkliliklardir. Western blot yontemi
ise; tekrarlanabilir, spesifik epitoplara sahip, diisiik miktardaki proteini bile
saptayabilen ve yiiksek kantitatif sensitiviteye sahip bir yontem olarak 6ne ¢ikmaktadir
(183). Calismamizda Western blot yontemi ile tiim hastalarda AR-FL veya AR-V7
protein ekspresyonlarinin semi-kantitatif sekilde gosterilebilir olmasi, WB yonteminin
Uistiinliigii yoniinde bir kanittir. Biz WB yonteminin literatiirdeki ¢eligskinin oniine

gecebilecek bir yontem oldugu goriisiindeyiz.

Calismamizda mesane kanserinin evresi, derecesi, boyutu, KIS varligi ve AR-
FL protein ekspresyonu arasinda iligski saptanmadi. AR-FL protein ekspresyonu tekil
olan tiimorlerde istatistiksel anlamli sekilde daha yiiksek saptandi. Orneklem
saymmizin kisitliligi evre, derece gibi parametrelerdeki olasi iligkinin saptanamamasina
yol agmis olabilir. Mesane kanseri risk faktorleri ile AR-FL protein ekspresyonu
iliskisinin ¢ok daha biiylik serilerde arastirilmasi kanit degeri yiiksek sonuglara

ulastiracaktir.

Calismamiz literatiirde mesane kanserinde AR-FL mRNA ve AR-FL protein
seviyelerinin es zamanli incelendigi ilk caligmadir. Literatiirde saglikli doku ve
mesane kanseri arasinda AR-FL mRNA ekspresyon seviyesinin kiyaslandigi bir

calisma bulunmamaktadir. MRNA ekspresyonu, protein sentezinin ilk ana
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basamaklarindandir ve yiiksek AR-FL proteininin AR-FL mRNA ekspresyonunu
baskiladigi bilinmektedir (181,182). Calismamizda AR-FL mRNA ekspresyonu
kanser dokusunda daha diisiik saptanmistir. Bu bulgunun mesane kanser gelisiminde
rol oynamadigini, tam aksine kanser gelisimine sebep olan mekanizmalar nedeniyle
olustugunu diistinmekteyiz. Biz bu yolakta tiimorogeneze katkis1 olan asil
parametrenin artmis AR-FL proteini oldugu ve mesane kanserinde AR-FL protein
artisina sekonder AR-FL mRNA ekspresyonunun azaldig1 goriisiindeyiz. AR-FL
proteininin mRNA’sindan bagimsiz sekilde artmasinin sebebi, mRNA basamagindan
(transkripsiyon) sonraki asamalarda meydana gelen bir regiilasyon kaybi olabilir.
Regiilasyon kaybu; translasyon, splicing, miRNA, protein degradasyonu, folding veya
ubiquitin yikim yolag1 kokenli olabilir (175). Xiong ve arkadaslar1 long coding RNA
ve miRNA aracili AR sinyali regiilasyonunun mesane kanseri gelisimi iizerindeki

etkisini hiicre kiiltiirii izerinde gostermislerdir (184).

Triphati ve arkadaslar1 yaptiklar1 derlemede IHC yontemi ile yapilan klinik
caligmalarin ¢eliskili sonucglarindan dolayi, AR sinyalinin mesane kanserindeki
Oneminin daha iyi anlasilmast i¢in es zamanli hem protein hem de mRNA
ekspresyonunun ol¢iildiigii klinik galismalara ihtiya¢ oldugunu savunmustur (185).
Calismamiz bunu gergeklestiren ilk calismadir ve calismanin sonuglart mesane

kanserinde AR sinyalizasyonu hakkinda yeni bilgiler ortaya ¢ikartmistir.

AR-FL mRNA ekspresyonunun mesane kanseri davranisi lizerindeki etkisi daha
once incelenmistir. Sikic ve arkadaslart KIOMK hastalarinda yaptiklari ¢alismada AR-
FL mRNA ekspresyonu ile timor derecesi, boyutu ve KIS varhigi arasinda iliski
saptamasa da AR mRNA pozitifligi ile rekiirrenssiz sag kalim arasinda pozitif iligki
saptamiglardir (172). Yasui ve arkadaslar1 da benzer sonuglar elde etmistir (11). Bizim
calismamizda AR-FL mRNA ekspresyonu ile timoriin evresi, derecesi, KIS varlig,

boyutu ve sayisi arasinda anlamli iliski saptanmamuistir.

AR splice varyantlari (AR-V) AR-FL’nin ligand baglayict bdlgelerinin
kesilmesi (splicing) ile meydana gelir. Splicing mRNA veya protein dlzeyinde
meydana gelebilir. AR-V’lerin kesik uglar1 son yillarda farkli ajanlarin
baglanabilecegi yeni bir hedef olarak goriilmektedir ve bu hedefe yonelik ilag
calismalan gergeklestirilmektedir (153). AR splice varyant 7 (AR-V7) simdiye kadar
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en ¢ok iizerinde durulmus AR-V’dir. AR-V7’nin prostat kanserinde rol oynadig1 ve
AR-V7 pozitifliginde kastrasyon mekanizmasi ile fayda saglayan ilaglarin etkisinin
azaldig1 bilinmektedir (18,23). Ayrica farkli AR-V’ler ile meme Kkanseri ve
hepatoseliiler kanser iliskisi de gosterilmistir (19,20). Hem prostat kanseri hem de
hepatoselller karsinomda AR-V pozitifliginin, mesane kanserinde de kullanilan PD-
L1 inhibitorlerine iyi yanit ile iligkili oldugu gosterilmistir (186-188). Bununla birlikte
AR-V7 protein ekspresyonu ile mesane kanseri iliskisini inceleyen bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Mesane kanseri ve AR splice varyantlar1 literatiirde daha 6nce
yalnizca bir ¢aligmada ele alinmistir. 2021 yilinda yapilan bu ¢alismada mesane
kanseri hicrelerinde AR-V’lerden yalnizca AR-V19 ekspresyonunun mesane
kanserinde mevcut oldugu gosterilmis ve bu durum mesane kanserinde AR yolagini
hedef alan tedavilerin etkili olabilecegi yoniinde bir kanit olarak sunulmustur (167).
Calismamiz, mesane kanserinde AR-V7 mRNA ve protein seviyelerindeki
degisikliklerin AR-FL’de meydana gelen degisikliklerle birlikte incelendigi, hatta
mesane dokusunda AR-V7’nin varhi@inin gosterildigi ilk ¢alismadir. Bulgularimiza
gbre mesane kanserinde AR-FL proteini dominant hale gelmekte ve AR-V7 protein
miktar1 azalmaktadir, buna karsin AR-V7 mRNA ekspresyonu artmaktadir. Ancak
literatiirde smirli veriye sahip oldugumuz AR-V7 hakkindaki bulgularimizi
yorumlamak oldukca glictur. AR-FL protein artisinin altinda yatan mekanizma veya
regiilasyon kaybi es zamanl splicingi ve/veya baska AR-V7 sentez basamaklarini
duraksatiyor olabilir. Son iiriin olan AR-V7 proteininin azalmast AR-V7 mRNA
tizerinde potansiyel baskilayici etkinin ortadan kalkmasi ve AR-V7 mRNA
ekspresyonunun artmasi ile sonuglanabilir. AR-V7 hakkindaki mevcut bilgiler AR-
V7°nin mesane kanserinde rol oynadigi sdylemek i¢in yeterli degildir. Bu kompleks
yolaklarda iiretim veya yikimin regiilasyonunun her dort parametre igin hangi
basamakta sekteye ugradiginin netlestirilmesi ve sorumlu bir olasi “marker”
bulunabilmesi icin tam DNA (genomik) ve RNA (transkriptomik) sekanslama
yapilmali, biyoinformatik analizler ve in-vitro hicre kilturi destekli molekiler
analizlerler kullanilmali ve belirlenecek potansiyel sorumlu genlerin in-vitro ortamda
overekspresyon ve inhibisyon (CRISPR-Cas9) c¢aligsmalar1 ile fonksiyonlar
gosterilmelidir.
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AR-V7 mRNA ve protein ekspresyonu parametreleri mesane dokusunda ilk kez
bu calismada gosterilmis olup literatiirde mesane kanserinde davranisa etkisi
konusunda veri bulunmamaktadir. Calismamizda hastalarin niiks durumu ele
almmamistir. Ancak T evresi, KIS varligi, tiimor derecesi gibi niiksii 6ngdren
parametreler ile AR-V7 protein ve mRNA ekspresyonlar1 arasinda anlamli iligki
saptanmamustir. Yalnizca AR-V7 mRNA ekspresyonunun 3 cm (zerindeki timérlerde

daha yiiksek oldugu gozlenmistir.

Mesane kanseri ve AR sinyali pre-klinik ve kesitsel bir¢ok calismada ele
alinmistir. Miyamoto fareler lizerinde yaptigi calismada mesane kanseri gelisimini
BBN ile indiiklenmis ve yabanil tip farelerin tamaminda kanser gelistigini
gostermistir. Bununla beraber kastre edilmis farelerin yarisinda kanser gelistigini ve
AR tamamen etkisiz hale getirilmis (ARKO) farelerin ise hi¢birinde mesane kanseri
gelismedigini gostermistir (3). Bu sayede pre-klinik duzeyde mesane kanseri
gelisiminde hem androjenlerin hem de androjenden bagimsiz AR aktivitesinin rolii
oldugunu kanitlamistir. Miyamoto c¢alismasinin devaminda mesane kanseri gelisen
farelerin bir kismina anti-androjen (flutamid) bir kismina ise plasebo vermis ve anti-
androjen tedavi alan grupta apopitozun daha yiiksek oldugunu ve timor
proliferasyonunun ve boyutunun belirgin sekilde daha diisiik oldugunu gostermistir.
AR negatif zenograft tiimorlerde ise anti androjen tedaviden benzer sekilde fayda
goriilmemistir (3). AR’nin siRNA aracili hedeflenmesi veya degradasyonunun
saglanmasi ile de anti-androjen tedaviye benzer sekilde tiimdr proliferasyonu ve

boyutu azalmistir (3).

5-alfa rediktaz inhibitorleri benign prostat hiperplazisi tedavisinde
kullanilmaktadir ve testesteronun dihidrotestesterona doniisiimiinii  engeller.
Dihidrotestesteron erkeklerde bilinen en potent androjendir (142). Morales ve
arkadaslar1 6 bini finasterid kullanan toplamda 72 bin bireyi ele alarak yaptiklari
calismada finasterid kullaniminin mesane kanseri gelisimi riskini azalttigini
belirtmistlerdir (142). 2021 yilinda yapilan bir meta-analizde de finasterid
kullanimimin mesane kanseri insidansini azalttigi gosterilmistir(189). Kim ve
arkadaslar1 da yaptiklar1 meta-analizde 5 alfa rediiktaz inhibitorii kullaniminin mesane
kanseri insidansini azalttigini, mesane kanseri tanisindan sonra 5 alfa rediiktaz tedavisi

baslanmasinin ise kansere bagli mortaliteyi azalttigin1 gostermislerdir (190). Creta ve
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arkadaglan ise Ozellikle diisiik evredeki hastaliklarda 5 alfa rediiktaz kullaniminin

mesane kanseri rekiirrensini azaltabilecegini savunmustur (191).

Primer prostat kanseri tedavisinde ise androjen deprivasyon tedavisi (ADT)
kullanilmaktadir. Bu tedavide amag hipotalamo-hipofizo-gonadal aksi baskilayarak
androjen seviyesini kastrasyon smirinmn altina getirilmesidir. Izumi ve Shiota
yaptiklar1 ¢aligmalarda ADT alan hasta grubunda mesane kanseri insidansinin ve
rekiirrensinin daha diisiik oldugunu belirtmistir (16,17). Kim ve arkadaslarinin meta-
analizinde de benzer sekilde ADT tedavisinin mesane kanseri rekiirrensini azalttigini
gostermistir (190). Kourbanhoussen ve arkadaslart da 12 calismayir ele alarak
yaptiklar1 sistematik derlemede hem 5 alfa rediiktaz inhibit6rlerinin hem de ADT

tedavisinin mesane kanserinin tedavisinde rol oynayabilecegini savunmustur (192).

Mesane kanserinde AR-FL pozitifliginin tedavi yanitini Ongdrmede
kullanilabilecegi birgok farkli tedavi modalitesinde arastirlmistir. KIOMK
tedavisinde BCG tedavisi 40 yil1 askin siiredir altin standart tedavi yontemi olarak
kullanilmaktadir (193). Mizushima ve arkadaslari hiicre kiiltiirinde AR-FL etkisiz
hale getirildiginde intraseliiler BCG miktarinin, BCG sitotoksisitesinin ve dolayzisi ile
tedavi yanitinin arttigin1 gostermistir. Yaptiklar1 mikroarray tarama sonucunda BCG
ekzositozunda goérevli Rab27b enziminin BCG direngli hiicrelerde upregiile oldugunu
ve insan dokularinda da AR/Rab27b ekspresyonu pozitif olanlarin yiiksek rekiirrens
oranina sahip oldugunu gézlemlemistir. AR aktivasyonunun Rab27b regulasyonunda
rol oynadigin1 ve anti-androjen tedavinin bu sayede BCG yanitim1 arttirmada rol
oynayabilecegini belirtmistir (194). Shang ve arkadaslar1 da hem hiicre kiiltiiriinde
hem de fare zenograft model Gzerinde, anti-androjen tedavi (hidroksiflutamid) veya
AR-FL degredasyonu saglayan ASC-J9 tedavisi ile BCG yanitinin arttigini ve mesane

kanseri progresyonunun daha iyi baskilandigini gostermistir (195).

KIMK veya metastatik mesane kanserinde ise kemoterapi endikasyonu
varliginda altin standart tedavi sisplatin bazli kemoterapi kombinasyonlaridir (15).
Kashiwagi ver arkadaglar yaptiklar1 calismada AR-FL pozitifliginin sisplatin direnci
ile iligkili oldugunu belirtmis ve anti androjen tedavinin sisplatin direncinin listesinden
gelmek igin gerekli oldugunu savunmustur (15). Mesane kanserinde kullanilan bagka

bir kemoterap6tik ajan olan doksorubisinin etkinliginin de anti androjen tedavi ile
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arttigl  gosterilmistir (196). Ikinci basamak anti androjen tedavilerden olan
enzalutamidin de mesane kanserinde kullanilan gemsitabin direncini azalttig
bilinmektedir (191).

Urotelyal karsinomun gelistigi mesane epiteli {irogenital siniis endoderminden
olusmaktadir ve AR-FL sinyali bu dokunun diferansiasyonu ve gelisiminde rol oynar
(174). AR-FL sinyali tumor supressor genleri, enzim aktivitesini, non-genomik
yolaklari, miRNA’lar1 ve otofaji gibi siirecleri regiile ederek kanser gelisimine katkida
bulunur. Literatirde hucre kultlrlerinde ve zenograft modellerde mesane kanserinin
gelisiminde, progresyonunda AR-FL aktivasyonunun rol oynadigi net sekilde
gosterilmistir. Kesitsel ¢alismalarda anti-androjen tedavi alan bireylerde mesane
kanseri insidansinin ve rekiirrensinin daha diisiik oldugunun saptanmasi yine AR-FL
aktivasyonunun mesane kanseri gelisimindeki etkisine yonelik bir kanittir. Mesane
kanserinin birgok tedavi modalitesinin etkinliginin yine anti androjen tedaviler ile
artabilecegi savunulmaktadir. Biitiin bu destekleyici verilerin yaninda IHC ile yapilan
klinik kesitsel calismalardaki AR-FL pozitifligi acisindan celiskili sonuglar goze
batmaktadir. Literatiirde bu kafa karisikligin1 gidermek i¢in alternatif protein 6lgim
yontemleri ve es zamanli mRNA ile protein ekspresyonu 6l¢liimii yapilmasinin gerekli
oldugunu savunan yayinlar bulunmaktadir (185). Calismamiz bu alanda protein
ekspresyonunun saglikli ve kanser dokusu arasinda WB yontemi ile ¢alisildigl ve
semi-kantitatif verilerin elde edildigi ilk ¢alismadir. Ayrica es zamanli mRNA ve

protein ekspresyon analizlerinin yapildig ilk caligmadir.

Kanser hiicrelerinin molekiiler ve genetik yapisinin kansere yonelik tedaviler
sonucunda degisiklige ugradigi farkli organ kanserlerinde gosterilmistir (197).
Calismamizin bir diger kuvvetli yan1 ¢alismamiza yalnizca daha 6nce mesane kanseri
nedeniyle tedavi almamis naif KIOMK hastalarinin dahil edilmis olmasidir. Ayrica
calismamizda protein ve mRNA 6l¢iimii yapilacak dokularin parafin bloklardan degil
rezeksiyondan hemen sonra taze olarak elde edilmis ve 6lcime kadar uygun kosullarda

saklanmig olmasi ¢alismamizin gii¢lii yonlerindendir.

Mesane kanserinde AR-FL ve AR-V7 vyolaklarinda meydana gelen
degisikliklerin incelenmesi igin gelecek ¢aligmalara ihtiyag vardir. Mesane kanserinde

AR yolaginda hem mRNA hem de protein diizeyinde yeni bir yaklasim uygulayarak
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buldugumuz veriler regiilasyon kaybinin altta yatan mekanizmasini netlestirecek
calismalara 11k tutacaktir. Bu yolaklarin daha iyi anlasilmast mesane kanseri

tedavisinde AR hedefli tedavilerin kullanimi i¢in kanit olusturacaktir.
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