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OZET

Mesane kanseri diinya genelindeki en yaygin kanser tiirlerinden biridir ve erkeklerde
goriilme sikligi kadinlara oranla 3.5 kat daha fazladir. Tum mesane timorleri
icerisinde yiksek dereceli T1 evre timorlerin (Hg-pT1) klinik olarak belirgin derecede
heterojenite, niiks, progresyon ve kansere 6zgii mortalite gosterdigi bildirilmistir.
Mesane timor dokusunu olusturan hicrelere ait progresif 6zelliklerin molekiler
diizeyde aydinlatilabilmesi i¢in proteomik yaklasimlarin faydali olacagi agiktir. Buna
karsilik, literatiire bakildiginda bu konudaki dozu bazli ¢aligsmalarin olduk¢a sinirli
oldugu ve idrar bazli biyobelirteg ¢alismalarinin golgesinde kaldigi gortilmektedir.
Sadece Hg-pT1 tumor dokusunu hedef alan bir ¢alisma da bulunmadigindan bu
caligmanin faydali olacagi diisiiniilmektedir. Calisma kapsaminda 4 erkek hastadan
aliman Hg-pT1 timdr dokulart ve timore komsu saglikli mesane dokulart FASP
metoduyla hazirlanmis ve LC-MS/MS ile analiz edilmistir. Tanimlanan proteinlerden
istatistiksel olarak anlamli olan 90 tanesi biyoinformatik araglarla degerlendirilmistir.
Sonug olarak, tiimor dokularinda Heteroniikleer RNA metabolizmasi, translasyonel
regulasyon aktivitesi, Endoplazmik Retikulum stresi, Mitokondriyal stres ve Warburg
etkisine bagl aerobik glikolizi tarif eden proteinlerin artig gosterdigi, hiicresel adezyon
ve hicre iskeletinin regillasyonundan sorumlu proteinlerin ise azalis gosterdigi
anlagilmistir. Tanimlanan tiim proteinler arasindan tiimér dokularinda artis gdsteren
Galektin-3, S100A11, Fibronektin, HSP60, HSP70 ile HSP90’in analoglari olan
HSP90AB1 ve HSP90B1 proteinlerinin literatiirden de hareketle Hg-pT1 tumorleri
icin prognostik Onem tasidigi goriilmistir. Bu baglamda ilgili proteinlerin ileride
mesane kanseri tedavisinde potansiyel terapotik hedefler ve biyobelirtecler olarak

degerlendirilebilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: LC-MS/MS, Mesane kanseri, Proteomiks, T1 evre, Tumor

dokusu.



SUMMARY

Analysis of the Proteome Profile of High-Grade T1 Stage Bladder Tumor
Specimens by LC-MS/MS

Bladder cancer is one of the most common types of cancer in the world and its
incidence is 3.5 times higher in men than in women. Among all bladder tumors, high-
grade T1-stage tumors (Hg-pT1l) are known to have clinically significant
heterogeneity, recurrence, progression, and mortality. It is evident that proteomic
approaches will be useful in order to elucidate the invasion of the cells forming the
bladder tumor tissue at the molecular level. However, there are limited studies that
target the non-muscle invasive bladder tumor tissues for the investigation to biomarker
discovery and understand tumor progression. Therefore we aimed to assess the
proteomic profiles o Hg-pT1 bladder tumor tissues. Hg-pT1 bladder tumor tissues
obtained from 4 male patients and healthy bladder tissues near the tumor were prepared
by FASP method and samples were analyzed by LC-MS/MS. The identified proteins
were analyzed by bioinformatic approaches. In total, 1166 proteins were identified. Of
these, 90 proteins were statistically significant (p< 0.05) between control and tumor
tissues. Proteins that were found to be increased in tumor tissues (n= 55) were
belonged to Heteronuclear RNA metabolism, translational regulation activity,
Endoplasmic Reticulum Stress, Mitochondrial stress, and aerobic glycolysis. Whereas
decreased proteins in tumor tissues (n= 35) were involved in cellular adhesion and
regulation of the cell skeleton. Among all proteins, Galectin-3, SI00A11, Fibronectin,
HSP60, HSP70, and HSP90's analog HSP90AB1 and HSP90B1 proteins were found
to increase in Hg-pT1 tumor tissues (p< 0.05). Proteomics studies based on LC-
MS/MS can provide powerful information to understand the progression of bladder
cancer. The proteins described in this study can be evaluated in the future as potential

therapeutic targets and biomarkers for Hg-pT1 bladder tumors.

Key Words: LC-MS/MS, Bladder cancer, Proteomics, T1 stage, Tumor tissue.



1. GIRIS VE AMAC

Diinya genelinde yiiksek insidans orani ve tedavi sonrasinda diger kanser
tiirlerine kiyasla daha sik rekiirrens ile karsilasilmasi yoniinden mesane kanseri, insan
hayatin1 tehdit eden yaygin hastaliklardan biridir ve erkeklerde goriilme sikligi
kadinlara oranla 3.5 kat daha fazladir (5). Mesane tiimorlerinin patolojik ag¢idan ¢ok
yonlii degerlendirilmesi, optimal tedavi yonetimi bakimindan hayati 6neme sahiptir.
Tum mesane tumorleri igerisinde yuksek dereceli T1 evre timorlerin (Hg-pT1) klinik
olarak belirgin derecede heterojenite, nuks, progresyon ve kansere 0zgl mortalite
gosterdigi bildirilmistir (174). T1 evre tiimorler, mesanenin lamina propria tabakasina
kadar invazyonun oldugu ancak muskularis propria tabakasina invazyonun olmadigi
asamay1 tarif etmektedir. Bu evre hastalardan radikal sistektomi operasyonu ile
mesanenin tamami ¢ikarilmayan ve koruyucu tedavilerle takip edilenlerin %20-
40’mmda 5 yil igerisinde tiimoriin progresyon gosterdigi bildirilmis ve hastalarin
timiine radikal sistektomi yapildiginda ise yaklasik yarisina fazladan cerrahi
uygulanmis olunacagi sonucu ortaya c¢ikmistir. Bu baglamda Hg-pT1 tlimorlerin
lamina propria invazyonunun derinligi degerlendirilerek alt tiplerinin belirlenmesi ve
tiimor progresyonu ile iliskilendirilmesi fikri giindeme gelmis olsa da gerek bu konuda
fikir birligine varilamamasi gerekse de TUR ile ¢ikarilan biyopsi materyalinin
deformasyonuna bagli olarak bdyle hassas bir alt tiplemenin patologlar tarafindan

cogunlukla yapilamamasindan dolay1 bu fikir rutin kullanima girememistir (173, 174).

Mevcut durumda mesane kanseri tanisi igin altin standart yontem sistoskopi ve
idrar sitolojisi birlikteligidir. Mesane, yapisi geregi idrar icin bir rezervuar gorevi
gordiiglinden mesane tiimorleri ve timor sekretomu idrar ile siirekli temas halindedir.
Sadece mesane kanserine 6zgii olan bu durum, molekiiler diizeydeki ¢alismalarin idrar
ornekleri iizerinden taniya yonelik non-invaziv biyobelirte¢ gelistirilmesi fikrine
yogunlagmasina neden olmustur. Bu konuda uzun yillardir proteomik bazli caligmalar
yapilmasina karsin hala tan1 ve evreleme amagh tek basina kullanilabilecek bir

biyobelirteg bildirilememistir. Literatiire bakildiginda, tlmor hicrelerinin hangi



alterasyonu akiimiile ederek progresif 6zellik gosterdigine iliskin sorular1 yanitlayacak
doku bazli proteomik ¢alismalarin oldukga sinirli oldugu ve 6zellikle tek basina Hg-
pT1 timorlerini ele alan proteomik yaklasimli bir c¢alismanin  bulunmadigi
gorulmektedir. Bu noktada bu ¢alismanin sadece Hg-pT1 tiimorleri hedef almasi
yoniinden faydali olacagi diisiiniilmektedir. Bu c¢alisma kapsaminda Istanbul
Medeniyet Universitesi Goztepe Egitim ve Arastirma Hastanesi’nin Uroloji servisinde
tedavi gérmekte olan 4 erkek hastadan elde edilen Hg-pT1 timor dokular1 ve timor
dokularina komsu saglikli mesane dokulart LC-MS/MS ile analiz edilmistir. Analiz
sonucunda tanimlanan proteinler biyoinformatik programlar yardimiyla incelenmis ve
Hg-pT1 tumor dokularina ait proteom profilinin saglikli dokularla karsilastirilarak

aralarindaki farklarin ortaya koyulmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mesane Kanseri

Uriner sistemin dnemli bir {iyesi olan mesane, metabolik olaylar sonucu olusan
idrarin atilacagi zamana kadar depolandigi bir rezervuar olarak gérev yapmaktadir (1).
Mesanenin anatomik yapisi, idrarin biriktigi esas yer olan gévde kismi ve bunun bir
devami olarak degerlendirilebilecek huni benzeri boyun kismi olarak iki bolume
ayrilarak incelenmektedir. Oldukga kasli bir organ olan mesane, yapisinda detriisor ad1
verilen diiz kaslari ve onlarin mesane boyunca tiim yonlerde dagilan liflerini
barindirmaktadir (1). Detriisor kasinin 6zelligi, kasilmasi durumunda mesanenin i¢
basincini 40- 60 Hg’ye kadar arttirarak idrarin bosaltilmasi i¢in gerekli olan itici giicii
olusturmasidir (1, 2). Mesanenin trigon bolgesi, iireterlerin mesane ile birlestigi
aciklig1 tizerinde barindirmakta olup iiretrayla da baglantis1 olan énemli bir kisimdir.
Uretranin idrar ¢ikisina izin vermesi, sfinkter olarak adlandirilan ve istemli olarak

kasilan kas yapilarinin kontrolii altindadir (Sekil 1).

Orta Umbilikal
Ligament

Detriisor Kas:
Kivrimlar

Trigon Bolgesi

Agikliklar

internal Uretral Sfinkter
|Diiz Kas]

Eksternal Uretral :

Sfinkter (lniimgenital Diyafram) W

[iskelet Kasi]

Boyun

Prostat Bezi
(Erkeklerde)
Prostatik Uretra
(Kadinlarda Uretra)

Membranéz Uretra

Sekil 1. Mesanenin anatomik ve fizyolojik yapisi.

(Kaynak: Kelly, Christopher R., and Jaime Landman. The Netter Collection of
Medical Illustrations-Urinary System e-Book. VVol. 5. Elsevier Health Sciences, 2012.)



2.1.1 Etiyoloji ve epidemiyoloji

Mesane kanseri tanimi, mesanede goriilen ve ¢cok degisken seyir gdsterebilen
heterojen tiimdr ¢esitlerini tarif etmektedir (3). Diinya genelinde goriilen 9. en yaygin
malignant hastalik olmakla birlikte, yine diinya genelinde 6liime neden olan kanser
cesitleri arasinda 13. sirada gelmektedir (3, 5). Eser ve arkadaglarinin 2006 yilinda
iilkemizde yaptig1 ve basta Izmir’deki Kanser izleme ve Denetim Merkezi (KIDEM)
olmak iizere, sekiz ilin yer aldig1 insidans ¢aligmasinda, mesane kanserinin erkekler
arasinda en sik goriilen 3. kanser tiirii oldugu anlagilmis ve insidans hizinin (100.000
kiside) erkekler arasinda illere gore; Izmir: 24.8, Eskisehir: 24.8, Erzurum: 18.6,
Bursa: 15.3, Edirne: 18.8, Antalya: 17.2, Trabzon: 24.1 ve Samsun: 16.8 oldugu
belirlenmistir. Yine ayni1 ¢aligmaya gore, mesane kanseri kadinlar arasinda en sik
goriilen kanserler arasinda 13. sirada yer alirken insidans hizinin (100.000 kiside) illere
gore; Izmir: 2.5, Eskisehir: 2.7, Erzurum: 2.4, Bursa: 2.4, Edirne: 2.1, Antalya: 3.3,
Trabzon: 2.0, ve Samsun: 1.7 oldugu belirlenmistir (44). Yapilan arastirmalar
sonucunda mesane kanserinin etiyolojisinde ¢ok ciddi risk faktorleri goze
carpmaktadir ve bu risk faktorlerinin bilinmesi mesane kanserinden korunma

agisindan 6nemlidir (5, 6, 10).

2.1.1.1. Sigara

Ozellikle 1950°1i yillarda yapilan epidemiyolojik ¢aligmalar, oldukca dnemli
sonuclar ortaya koymus ve hatta mesane kanserlerinin hemen hemen yarisindan
sigaray1 sorumlu tutmustur (3, 14). Freedman ve arkadaslarinin 2011 yilinda yapmis
olduklar1 kohort calismada mesane kanserli kadinlardan %56’sinin, erkelerden ise
%70’inin hayatinin bir doneminde ya da hala sigara kullandig1 gosterilmistir (16).
Gunde 10 adet ya da daha fazla sigara kullananlar icin, sigara kullanmayanlara gore
mesane kanseri gelistirme riskinin 4 ya da 5 kat daha fazla oldugu bildirilmis, buna ek
olarak sigara igmeyi birakanlarda ise mesane kanseri goriilme riskinin 2- 4 yil iginde
%30- 60 oraninda azaldig1 belirlenmistir (12, 19). Sigara kullaniminin mesane kanseri
olusumunu hangi yolla etkiledigi net olarak anlasilamamis olup, sigaradaki zararli
bilesiklere kronik olarak maruz kalmanin yaratti1 etkiler ve oksidatif DNA hasari

tizerinde durulmaktadir (3, 12, 18).



2.1.1.2. Meslek ve kimyasallar

Meslek ve mesane kanseri iliskisine ilk olarak 1895 yilinda Almanya’da isaret
edilmistir ve mesleki karsinojenlere maruziyete bagli mesane kanseri goriilmesinin,
tim mesane kanserlerinin %20- 25 kadarindan sorumlu oldugu diistiniilmektedir (3,
12). Riskli mesleklerde zararli kimyasallar ile ¢alisan bireylerin idrarlarindan yapilan
analizlerde, maruz kaldiklar1 kimyasallara rastlanmistir (6, 12). Mesanenin i¢ yapisi
diisiintildiiglinde, idrar ile birlikte icerigindeki bu kimyasallara kronik olarak maruz
kalmasmin yarattig1 tehlikeyi anlamak kolaylagsmaktadir (3). Tekstil, boyacilik,
pestisit, giibre Gretimi, kaucuk, aluminyum ve kimya sanayi, kuru temizleme, petrol
ve akaryakit, deri ve ayakkab {iretimi sektorleri ile ugrasan bireylerin ekstra 6nlem
almasi, mesane kanseri riskine karsi korunmada oldukc¢a onemlidir (20, 22, 45).
Uluslararas1 Kanser Aragtirma Ajansi (International Agency for Researh on Cancer,
IARC), meslek gruplarina gore en sik maruz kalinan ve mesane kanseri i¢in karsinojen
olarak tanimlanan 6zel 11 aromatik amini Tablo 1’de de goriilecegi tlizere, Grup 1

(Definite), Grup 2A (Probable) ve Grup 2B (Possible) olarak gruplandirmistir (43).

Tablo 1. IARC tarafindan karsinojenik olarak tanimlanan ve gruplandirilan 11 6nemli
aromatik amin.

Grup 1 (Defined) Grup 2A (Probable) Grup 2B (Possible)
4-aminobifenil 4-kloro-orto-toluidin 4,4’-metilen bis(2-metilanilin)
Arsenik Perkloroetilen
Benzol[a]pirin Trikloroetilen
Benzidin Tetrakloroetilen

B-Naftalamin
N,N-bis(2-kloroetil)-2-naftalamin
(klornafazin)
4,4’-metilen bis(2-kloroanilin)
(MOCA)
orto-toluidine

(Kaynak: Delclos GL, Seth PL. Occupational risk factors. Scandinavian Journal of
Urology and Nephrology 2008; 42(sup218):58-63.)



2.1.1.3. Enfeksiyon

Skuamoz hiicreli karsinoma, kronik enfeksiyon ve kronik iritasyon, sistozoma
enfeksiyonu, antibiyotige cevap vermeyen uzun siireli bakteriyel enfeksiyonlar,
mesane taglari ve uzun siireli mesane kateterizasyonu gibi sebeplerle gelisebilmektedir
(46). Tum mesane kanserlerinin %1- 3’iinden sorumlu tutulabilirken, sistozoma
enfeksiyonunun yaygin oldugu Misir gibi iilkelerde bu oran %75’ lere ¢ikmaktadir (23,
46). Ulkemizde pek rastlanmayan sistozoma enfeksiyonu, ana konagi insan olan
Schistosoma haematobium tiiriindeki parazitten kaynaklanmaktadir (24, 25, 26).
Mesanede bu parazitin uzun siireli varligi, irritasyon yaratmakta ve invazyonu yuksek,
genellikle iyi farklilasmis ve ileri evre skuamoz hiicreli karsinomaya sebep olmaktadir
(3, 46). Kronik idrar yolu enfeksiyonlarindaki enflamatuvar siirecte ise nitrit ve
nitrozamin bilesikleri a¢iga ¢ikmakta ve bu durum artan hiicre proliferasyonuna neden

olarak mesane kanseri olusturmaktadir (3, 23, 24).

2.1.1.4. Tlaclar ve radyoterapi

Kemoterapotik bir ajan olarak, miyeloproliferatif hastaliklar, malign
neoplaziler ve lenfoproliferatif hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilan alkilleyici
ozellikteki Siklofosfamid’in mesane kanseri riskini arttirdig1 gosterilmistir (3, 30, 31).
Siklofosfamid’in metaboliti olan akrolein, mesane mukozasi igin toksik etki
gostermekte ve mesane epitelinde anormal degisiklikler yaratmaktadir. Cohen ve
arkadaslarinin rat mesanesi iizerinde akrolein ile yaptiklari ¢aligma da bu toksik etkiyi
desteklemektedir (34). Uygulanan toplam doz miktar1 ile de iligkili olmakla birlikte,
yapilan insidans ¢aligmalarinda siklofosfamid kullaniminin mesane kanseri gelisim
riskini dokuz kat arttirdigi gorilmistir (49, 50, 51). Bunun yaninda analjezik
kullanimi, 6zellikle Fenasetin’in mesane kanseri gelisimine neden olan bir risk faktorii
oldugu belirlenmistir (31, 33). Nonsteroidal Antienflamatuvar Ilaclarin, hiicrede
aragidonik asit ve eikosaenoidlerin olusumunda gorevli olan siklooksijenaz
enzimlerini (COX), 0zellikle de COX-2’nin ifadesini inhibe ettiginden dolay1 kolon
kanserlerinde koruyucu oldugu ve hayvan deneylerinde de mesane kanseri gelisimi
icin yiiksek koruyucu etki gdsterdigine dair bulgular mevcuttur (3, 35). Ilaglara ek

olarak, iirogenital sistemin baska rahatsizliklar1 i¢in ya da hastada mesane kanseri



gelisiminden once pelvise yonelik baska kanser hikayeleri i¢in kullanilan
radyoterapinin doz ile korele olarak 5- 10 yil igerisinde yiiksek evreli mesane kanseri
gelisimi tetikledigi ve mesane kanseri insidansini yaklasik olarak 1.5- 4 kat arttirdigini
gosteren calismalar mevcuttur (48, 49). Bu risk yiiksek doz kemoterapiyle kombine

edilen radyoterapide ¢ok daha fazladir (47).

2.1.1.5. Kahve ve alkol tiketimi

Kahve tiiketimi ve mesane kanseri gelisimi arasindaki iliskiyi ele alan
epidemiyolojik caligmalar ¢ok tutarli degildir (37, 38). Eski caligmalarda kafein ile
mesane kanseri gelisimi arasinda zayif bir pozitif iliski bulunmasina karsin, kahve
tilkketicilerinin, sigara aligkanligindan bagimsiz degerlendirilmemis olmasi gibi
problemler, kahve tiiketiminin dogrudan etkisini anlama noktasinda kisitlilik
yaratmustir (3). Buna karsilik Francesko ve arkadaslarinin 1997 yilinda Italya’da
yaptiklar1 sigara, alkol ve kahvenin birlikte degerlendirildigi calismada, mesane
kanseri gelisimi i¢in risk olusturdugu goriilmiistiir (17). Weixiang ve arkadaslarinin
2015 yilinda yaptiklar1 meta analizde ise sigara igme aliskanlig1 olmayan erkek kahve
tilketicilerinde mesane kanseri i¢in artmis risk oldugu ortaya koyulmus ve kahvenin
sigaradan bagimsiz olarak mesane kanseri i¢in risk faktorii oldugu gosterilmistir (36).
Kahve ve alkoliin yaninda, sakarin ve siklamat gibi sentetik tatlandiricilarin da mesane

kanseri i¢in risk faktorii olusturdugunu ifade eden ¢alismalar mevcuttur (39).

2.1.2. Patoloji

Sistoskopik goriintiileme sonrast ¢ikarilan materyalin patolojik olarak
incelenmesi tiimoriin siniflandirilmasini, derecelendirilmesini ve evrelendirilmesini
saglamaktadir. Optimal tedavinin diizenlenmesi i¢in tlimoriin nerede lokalize oldugu,
mesane duvart ve kasa invaze olup olmadigi, invazyon varsa bunun boyutu ve
derinligi, metastaz varsa lokal mi yoksa uzak metastaz mi1 oldugunun bilinmesi,

verimli tedavi uygulanmasi ve sag kalim siiresinin arttirilmasinda 6nemlidir (3, 11).



2.1.2.1. Mesane kanserinde simiflandirma

Mesane kanserlerinin %90’ 1ndan fazlasi, iirotelyal karsinomdur. Buna karsilik
kalan mesane kanserleri skuaméz hcreli karsinom, adenokarsinom, kicuk htcreli
karsinom ya da sarkoma gibi az yaygin alt tipler olabilmektedir. Bu noktada 2016
yilinda WHO, iiriner sistem tliimdrlerinin siniflandirilmast i¢in Tablo 2’deki
siniflandirma sistemini ortaya koymustur. Baz iirotelyal karsinom ve varyantlarinin

daha kotii prognoz gosterdigi bilindiginden dogru simiflandirma énemlidir (7, 36).

Tablo 2. Mesane kanserinde siniflandirma.

2016 WHO Uriner Sistem Tiimor Siniflandirmasi

Urotelyal Karsinoma
Non-invaziv

Urotelyal karsinoma in situ
Non-invaziv yiuksek dereceli papiller trotelyal karsinoma
Non-invaziv diistik dereceli papiller iirotelyal karsinoma

Invaziv

Urotelyal, NOS
Divergent diferansiyasyonlu tirotelyal karsinoma (Or.: skuamdz, glandular vb.)

Mikropapiller

Plazmasitoid

Nested

Mikrosistik

Sarkomatoid

Lemfoepitelyal benzeri karsinoma
Seffaf Hiicreli

Lipid Zengin

Giant Hucreli

Skuamdz hucreli karsinoma
Adenokarsinoma

Kiguk hicreli karsinoma
Lemfoma/hematopoetik timor
Mezenkimal malignensi (sarkoma)
Melanoma

(Kaynak: Hansel DE, Seth PL. Precision Molecular Pathology of Bladder Cancer.
Springer, 2018.)
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2.1.2.2. Mesane kanserinde derecelendirme

Mesane tlimorlerinin derecelendirilmesi i¢in kullanilan sistem, Uluslararasi
Urolojik Patologlar Dernegi (The International Society of Urological Pathologists,
ISUP) ve WHO tarafindan 2004 yilinda diizenlenen sistemdir. Bu sistem, WHO’nun
1973°deki derecelendirme sisteminin revize edilmesiyle olusturulmustur. Buna ek
olarak “2016 WHO Classification of Tumours of the Urinary System and Male Genital
Organs”, bu derecelendirme sisteminin erken donem lezyonlari ile ilgili olan kisminda
bazi kii¢lik degisiklikler yapmis ve derecelendirme sistemi Tablo 3’de goriilmekte olan
giincel halini almistir. Urotelyal neoplaziler, flat (diiz) ve papillary (papiller) olmak
tizere iki temel sekilde biiyiimektedir ve lezyonlarin derecesini igeren isimlendirme,

bu biiyiime sekline bagli olarak degisiklik gostermektedir (7, 37).

Tablo 3. 1973 WHO ve 2004 ISUP/WHO derecelendirme sistemi.

2004 ISUP/WHO (Guncel) 1973 WHO

Urotelyal Papilloma Urotelyal Papilloma

Diisiik Malignensi Potansiyeline Sahip Papiller Urotelyal ~ Derece I: Iyi Diferansiye
Neoplazi (PUNLMP)

Diisiik Dereceli Papiller Urotelyal Karsinoma Derece II: Orta Diferansiye

Yiiksek Dereceli Urotelyal Karsinoma Derece I11: Koti Diferansiye

(Kaynak: Hansel DE, Seth PL. Precision Molecular Pathology of Bladder Cancer.
Springer, 2018.)

2.1.2.3. Mesane kanserinde evrelendirme

Mesane tiimérlerinin evrelendirilmesi i¢in Uluslararas1 Kanser Savas Orgiiti
(Union Internationale Contre le Cancer, UICC) ve Amerikan Kanser Ortak Komitesi
(The American Joint Committee on Cancer, AJCC)’nin 2002’de ortaya koydugu ve
2009’da ise giincellenen Tablo 4’de gosterilmis olan Tiimor- Nod- Metastaz (TNM)

evreleme sistemi kullanilmaktadir (7, 40, 42). Invaziv olmayan mesane tiimérleri, yine
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urotelyal neoplazinin bilylime paterni g6z 6nuine alinarak, papilary i¢in pTa ve flat i¢in
PTis olarak evrelendirilmistir. Geriye kalan pT1- pT4 evreleri ise invaziv timorlerin
metastazi, mesaneye invazyonu ve komsu organlarla olan iligkisi dogrultusunda
isimlendirilmistir (7, 41). Tim bu TNM evrelendirmesinin ve tumor derecesinin

mesane lizerindeki degisimi Sekil 2°de gorsellestirilmistir (5).

Tablo 4. UICC/ AJCC 2009 TNM evrelendirme sistemi.

UICC/AJCC 2009

T- Primer TUmor

Tx: Primer Tiimor Degerlendirilemedi
TO: Primer Tiimor Lehine Kanit Yok
Ta: Noninvaziv Papiller Karsinoma (Mukoza ile Sinirlr)
Tis: Karsinoma In Situ (Flat Tiimér)
T1: Lamina Propria invazyonu
T2: Kas invazyonu
T2a: Yiizeyel Kas Invazyonu (i¢ Yarr)
T2b: Derin Kas invazyonu (D1s Yart)
T3: Perivezikal Yag Dokusuna Yayilim
T3a: Mikroskopik Invazyon
T3b: Makroskopik invazyon (Ekstravezikal Kitle)
T4: Komsu Organ Veya Duvar Tutulumu
T4a: Prostatik Stroma, Seminal Vezikiil, Rektum, Uterus, Vajina Invazyonu
T4b: Pelvik Yan Duvar, Karm Yan Duvar1 Invazyonu

N- Bolgesel Lenf Nodlar:

Nx: Bolgesel Lenf Nodlar1 Degerlendirilemedi

NO: Boélgesel Lenf Nodu Tutulumu Yok

N1: Pelvik B6l. Tek Lenf Nod Yayilim (Hipogastrik, Oblurator, Eksternal iliak Presakral)

N2: Pelvik Bol. Multiple Lenf Nod Yayilim (Hipogastrik, Oblurator, Eksternal iliak Presakral)
N3: Ana iliak Lenf Nod (larm)da Yayilim

M-Uzak Metastaz

Mx: Uzak Metastaz Degerlendirilemedi

MO: Uzak Metastaz Yok

M1: Uzak Metastaz Var
Mla: Ortak iliak Lenf Bezlerinin Otesinde Lenf Bezlerine Uzak Metastaz
M1b: Lenf Nodu Olmayan Bélgelere Uzak Metastaz

(Kaynak: Hansel DE, Seth PL. Precision Molecular Pathology of Bladder Cancer.
Springer, 2018.)
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Kasa invazyon Yok Kasa Invazyon Var
[ | |

Mesane Liimeni

MusKularis Propria

Perivezikal Yag Tabakasi

l Derece 1 | Derece 2 Derece 3 J 1973 WHO
| PUNLMP | Diisiik Derece |  Yiiksek Derece | 2004 WHO/ISUP

Sekil 2. Mesane kanserinde derecelendirme ve TNM sistemine gore evrelendirme.
Mesane epiteli olan Urotelyumdan kaynaklanan trotelyal karsinom, mesanenin en
yaygin malignitesidir. Mukoza ile sinirli olan veya submukoza yani lamina propriaya
dayanan ya da invaze eden papiller timdrler Ta ve T1 olarak evrelenmektedir. Bununla
birlikte mukoza ile sinirli flat, kotii farklilasmis olan karsinoma in situ (CIS), TNM
evreleme sisteminde Tis olarak ifade edilmektedir. Evre 2 timodrleri (T2), kas
tabakasina yiizeysel olarak (T2a) ya da derinden (T2b) invaze olabilmektedir. Evre 3
timorleri (T3), muskularis proprianin da 6tesine gegerek perivezikal yag tabakasina
ulasmis olup, T3a evre tiimorler mikroskobik olarak, T3b evre tiimorler ise
makroskobik olarak fark edilmektedir. Evre 4 timorleri (T4), uterus, prostat ve/ veya
bagirsaga invaze olabilir (T3a), daha kotii bir senaryo ile pelvik duvar ya da karin
duvarina ulasabilir (T4b).

(Kaynak: Sanli O, Dobruch J, Knowles AM, Burger M, Alemozaffar M, Nielsen EM,
Lotan Y. Bladder cancer. Nature reviews Disease primers 3 (2017): 17022.)

2.1.3 Tam ve tedavi

Mesane kanseri sliphesi bulunan hastanin tanisi i¢in altin standart yontem,
sistoskopi- idrar sitolojik analizi kombinasyonudur (5, 11). Sistoskopi Gretradan
yerlestirilen optik sistoskop ile mesane i¢inin ve tiimor bdlgesinin cerrah tarafindan
detayli incelenmesidir. Tan1 amagh yapilan ilk islemlerden biri sistoskopi olmasina
karsin, mesane kanserindeki yiiksek rekiirrens oranindan dolay1, hastalarin takibinde
de belirli araliklarla kullanilabilmektedir (11, 43). Sistoskoplar, biyopsi forsepsleri ile
tiimdriin histopatolojisinin belirlenebilmesi i¢in Transiiretral Rezeksiyon (TUR) adi

verilen operasyon ile biyopsi materyali de ¢ikarabilmektedirler. TUR operasyonu
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esasen kasa invaze olmayan mesane tiimdrleri i¢in tiimoriin  tamaminin
uzaklastirilmaya calisilmasi ve tiimor bolgesinin yiiksek enerjili lazerler yardimiyla
olas1 timor hiicresi kalintilarinin yok edildigi bir tedavi yontemi olarak tercih edilebilir
(43). TUR operasyonu ile alinan biyopsi materyalinin patolojik olarak incelenmesi
tiimoriin karakterinin belirlenmesi, siniflandirma ve evrelendirilmesinin yapilmasi
acisindan Onemlidir. Sistoskopinin yaninda, gerekli durumlarda iist ve alt idrar
yollarmin incelenmesi icin Bilgisayarli Tomografi (BT)- Urogram ve Retrograd
Pyelogram gibi goriintiileme araclar1 da kullanilabilmektedir. Intravendz olarak ya da
mesane icerisine girilerek verilen kontrast boya maddesinin yayilimini takiben idrar
yollarini hedef alan X-1s1n1 bazli goriintiilemeyi kapsayan bu araglar tan1 koyulmasi
siirecinde oldukca yardimci olmaktadir (43). Bununla birlikte, oldukca iyi sonug
vermesine karsin radyoaktif kontrast maddesinin mesanede toplanmasi ve mesane
timor dokusu tizerindeki muhtemel olumsuz etkisinden dolayr Pozitron Emisyon
Tomografisi (PET) ya da PET/ BT kombinasyonu, metastaz sliphesi diginda mesane

kanseri icin cok tercih edilmemektedir (11).

Mesane kanserinin tedavisi; cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi olmak tizere ¢
temel basmaga dayanmaktadir. Cerrahi tedavi i¢in tiimoriin lokal olarak ¢ikarildig:
TUR operasyonunun yaninda mesanenin tamaminin ya da bir kisminin alindigi
sistektomi de yapilabilmektedir. Sistektomiyi idrarin viicuttan atilimi i¢in yeni bir yol
yaratildigi neobladder rekonstriikksiyon operasyonlart takip edebilmektedir.
Kemoterapi secenegi, mesanenin biitiinliigliniin korundugu ¢ogu durumda intravezikal
olarak mesane igerisine kemoterapétiklerin muamelesi seklinde yapilabilirken,
mesane biitiinliigiiniin olmadig durumlarda ya da metastaz s6z konusu ise sistemik
olarak yapilabilmektedir. Intevezikal tedavilerden bir digeri de siiperfisiyal tiimorlerde
uygulanan zayiflatilmis verem mikrobu (Bacillus Calmette-Guerin, BCG) seyreltik
muamelisidir ve progresyon ile rekiirrens icin olduk¢ca koruyucu oldugu
goriilmektedir. Bu tedavileri tamamlayic1 olarak, hedef odakli ve yiiksek enerjili
isinlar kullanilarak yapilan radyoterapi ve son yillarda olduk¢a glindemde olan

immunoterapi denemeleri basarili sonuglar ortaya koymaktadir (43).
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2.2. Mesane Kanserinin Olusum Mekanizmasi

Kanser hiicrelerini normal hiicrelerden ayiran, her kanser tiirii i¢in ortak olan
kendi kendine biiylime sinyali gonderme ve biiylime sinyalini algilayan reseptorlerinin
sayisini arttirma, antiproliferatif sinyallerden kagma, apoptoza diren¢ ve immortalize
replikasyon yetenegi, anjiyogenezisi indiikleme, invazyon ve metastazi aktiflestirme
gibi oOzellikler, tiimor hiicrelerinin en biiyiik silahlaridir (52). Tim bu direng
mekanizmasimin  gelismesi, klonal ekspansiyon baglaminda diisiiniildiiglinde
hiicrelerin belirli adimlarda ¢esitli karsinojenik olaylar1 akiimiile etmeleri ile
aciklanmaktadir (Sekil 3). Mesane kanseri icin bu karsinojenik olaylar temel olarak,
delesyonlar ve genomik instabiliteyi igeren kromozomal degisiklikler ile
baslamaktadir. Bunu takiben hiicre dongiisiinlin regiilasyonunun bozulmasi ve
apoptozun kontroliiniin kaybolmasi ile kontrolsiiz proliferasyon agamasi gelmektedir.
Hiicresel adezyonun kaybolmasi ve anjiyogenezin indiiklenmesi ile birlikte timoriin

uzak mesafelere metastaz yaptigi en tehlikeli asamaya ulasilmaktadir (3, 52).

2.2.1. Onkogenler

Onkogenler, anormal sirecler sonucunda protoonkogenlerden meydana
gelmektedir (49). Dominant onkogenler ve onlarin protein iriinleri hiicresel
regiillasyonu bozmaktadir. Ozellikle birden fazla onkogenin es zamanl olarak
ifadelenmesi, hiicrenin malignant yonde bir fenotip izlemesine neden olmaktadir. H-
ras, c-myc ve EGFR onkogenleri mesane kanserinde en ¢ok calisilmis onkogenlerdir
(49, 52, 53). Tiim bu protoonkogenler ve onlarin onkogenlere doniismesine neden olan
alterasyonlar, mesane kanseri gelisimini 6zetlemeye ¢alisan two- pathway modelini
(Sekil 3) anlamamiza yardimci olmaktadir (60). Ras ailesinin (H-ras, K-ras, N-ras)
tiyelerindeki degisikliklere kanserde sik rastlanmaktadir. H-ras, K-ras ve N-ras
genlerinin 12, 13 ve 61. kodonlarinda goriilen nokta mutasyonlari, onkogene
doniistirmektedir (54- 56). Mesane kanserlerinin %36’sinda H-ras geninde nokta
mutasyonlart tespit edilmistir (55). Mutasyonlar, 12. kodonda G’den A’ya, 13.
kodonda G’den T’ye ve 61. kodonda A’dan T’ye doniisiim seklinde olmakla birlikte

12. kodondaki nokta mutasyonuna daha sik rastlanmaktadir (3, 49).
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Sekil 3. Mesane kanseri gelisiminde two- pathway modeli. Bu model, mesane
kanserinde iyi bilinen histopatolojik, molekiler ve genetik verilere dayanilarak
olusturulmustur. Sirasiyla invaziv olmayan diisiik ve yliksek dereceli tiimdrlerin
gelisimi solda, kasa invaze ve daha ileri invazyon ile metastaz gdsteren mesane
timorlerinin olas1 gelisimi sagda gosterilmistir. Yiiksek dereceli papiller Ta
timorlerinin orijini net degildir. Bunlarin diiz displaziden ve diisiik dereceli Ta
tiimdrlerin degismesiyle olustugu diisiiniilmektedir. Benzer olarak oldukga agresif bir
tablo cizen tehlikeli T1 tiimdrlerinin gelisimine giden yolda da belirsizlikle mevcuttur.
T1 evre timorlerinin yuksek dereceli Ta tiimdérlerinden ya da karsinoma in situ (CIS)
flat timoriinden gelistigi diisiintilmektedir. Displastik tirotelyumun, p53 instabilitesine
ek olarak tam olarak aydinlatilamamis bagka karsinojenik alterasyonlar ile (++?) CIS’e
dontistiigii tahmin edilmektedir. CIS flat timorlerinden koken alan T1 evre tlimdorleri,
ana histopatolojik gruplarin hemen hepsinde ortak olarak belirtilen tiim karsinojenik
alterasyonlart ve belki de daha fazlasini (+++) akiimiile ederek invaziv T2 evre
timorlere gecit vermektedir. T2 evre invaziv timorler, farkli organ ve dokulara
metastaz yapan tehlikeli evre tiimorlerine gecit vererek (T3, T4) agir bir tablo
olusturmaktadir.

(Kaynak: Knowles MA. Molecular pathogenesis of bladder cancer. International
journal of clinical oncology 2008; 13(4); 287-297.)
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Diger protoonkogenlerden myc, DNA’ya baglanma 0zelliginde olan bazi
niikleer fosfoproteinleri kodlamaktadir. Bu fosfoproteinler temel olarak hiicre
proliferasyonunun regiile edilmesinde gorev almaktadir ve bunda Max (myc iligkili
faktor X) ile partneri Mad (Max dimerizasyon protein) olmak iizere diger bagka
proteinlerin de katildig1 bir heterodimer kompleksi rol oynamaktadir (49, 62). Artan
c-myc ifadesinin oldugu bir¢ok kanser tiirii ile iliskili oldugu bildirilmistir ve c-myc
protein Grindnin IHC ile belirlenen diizeyinin mesane kanserinde nikleer grade ile

korele oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur (61- 66).

Epidermal Biliyime Faktori Reseptori (EGFR ya da ERBB) gen ailesi, tirozin
kinaz aktivitesine sahip, hucresel proliferasyonu ve diferansiyasyonu uyarma
yeteneginde olan transmembran reseptdr proteinlerini eksprese etmektedir.
Gorevlerini Ras-MAPK yolagi {izerinden gercgeklestirmektedirler (49). Bu gen
ailesinin ERBB1, ERBB2, ERBB3 ve ERBB4 olmak iizere dort iiyesi vardir. ERBB2,
HER2 ya da neu olarak da adlandirilabilmektedir (3, 49). EGFR’nin sinyal
transdiiksiyonundaki degisikliklerinin ve bu gen ailesinin ekspresyon diizeyinin,
mesane timorinun derecesi ve evresi ile iligkili olabilecegini gosteren birgok ¢alisma
yapilmistir (67- 69). Bu iliskinin temel olarak EGFR kaynakli olabilecegi gibi, onun
ligandi olan Epidermal Biiylime Faktori (EGF) kaynakli da olabilecegi
diisiiniilmektedir. Mesane tiimoriinde 6zellikle artmis HER2 ifadesine karsin {iriner

EGF miktar1 diisiik bulunmus ve malign proliferasyon ile iligkilendirilmistir (61- 71).

2.2.2. Tumor baskilayici genler

Timor baskilayicr genler wild type diizeydeyken tiimdr hiicrelerinin
proliferasyonunu inhibe etmeye calisirlar. Knudson’in ¢ift vurus hipotezi, resesif olan
tiimor baskilayici gen ailelerinin genlerinin her iki allelinin fonksiyonunu yitirdigi
takdirde kanser gelisimi olacagimi ifade etmektedir. CGH ve heterozigosite kayip
testleri, inaktivasyonlar1 durumunda mesane tiimorii gelisimine neden olan timor
baskilayict genlerin tespit edilmesini saglamistir. Mesane kanseri ile iligkili olarak en

sik karsilagilan aberasyon 9. kromozomun uzun kolunda goriilen delesyonlardir. Bu
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bolgenin pl4, pl5 ve pl6 gibi hicre dongisu regilasyonunda onemli etkisi olan
potansiyel tiimdr baskilayic1 genlerin bulundugu goriilmiistiir. Bununla birlikte kasa
invaze mesane tiimorlerinin yarisindan fazlasinda ise 8. kromozomun uzun kolunda
delesyona rastlanmaktadir. Birgok kanser tiirlinde ortak olmak {izere, mesane
kanserinde de en ¢ok c¢alisilan tiimor baskilayict genler Retinoblastoma (Rb) ve

p52°dir (49, 60).

Retinoblastoma (Rb) geni, 13914 sitogenetik lokasyonunda yer almakta ve
cekirdekte bulunan pRb fosfoproteinini kodlamaktadir. Bazi siklin bagimli kinazlar ile
fosforillenen bu proteinin temel gorevi hiicre dongiisiiniin ¢esitli basamaklarinin
reglilasyonunun saglanmasidir. Bu regiilator gorev temel olarak hucrelerin G1
fazindan S fazina ge¢isini kapsamaktadir. Rb geninde goriilen mutasyon, delesyon ya
da diger inaktive edici olaylarin sonucunda hiicrelerin G1’den S fazina daha kolayca
gectigi, boylece hiicresel proliferasyonun indiiklendigi goriilmiistiir. Normal sartlarda
fosforillenmemis Rb proteini, E2F adli transkripsiyon faktorii proteine baglanarak
hiicre dongiistinii durdurmaktadir. Rb proteininin fosforillenmesi durumunda ise
serbestlenen E2F-1 proteini, hiicrenin G1 fazindan DNA sentezi fazi olan S fazina
geemesine yardimci olacak timidin sentetaz gibi bir dizi faktoriin sentezlenmesini
saglamakta ve boylece hiicresel proliferasyon devam etmektedir. Rb gen defektleri ya
da pRb ifadesinin azhigi, artmis E2F’den kaynaklanan kontrolsiiz bir hiicre
proliferasyonuna neden olmaktadir (3, 49). Yapilan ¢alismalarda, yiiksek evreli ve
yiiksek dereceli mesane tiimorleri ile Rb defekti arasinda anlamli ilisgki oldugu
bildirilmistir (72). Mesane tiimorlerinin  yaklasik %30’luk bir kisminda Rb
mutasyonlart karsimiza ¢ikmaktadir ve 6zellikle kasa invaze mesane tumorlerinde
goriilen pRb ifadesindeki azalma, kisalmis sagkalim siiresi ile orantili bulunmustur
(73). Rb proteininin ekpresyon diizeyini ele alan THC bazli calismalarda, 6zelliklikle
ileri evre timor drneklerinde pRb tespit edilememistir (74, 75).

Sitogenetik lokasyonu 17p13 olan p53 geni, mesane kanseri de dahil olmak
lizere, insanlarda goriilen kanserlerde en ¢ok degisiklik goriilen gendir. Bu gen

tarafindan kodlanan p53 proteini, bir transkripsiyon faktoriidiir ve hiicre dongiistinin
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durdurulmasinda hayati bir gorev istlenmektedir. Hiicre dongiisliniin suprese
edilmesinin yaninda temel olarak, wild type p53’lin anjiyogenez, hasarli DNA’nin
onarimi i¢in niikleer deoksiriboniikleotid trifosfat ekspresyonunu tetiklemek ve tamir
edilemeyen DNA hasarlarinin neticesinde hiicrenin proliferasyonunu durdurmak igin
programlt hiicre 6limii olan apoptozu indiiklemek gibi gorevleri vardir. Genomun
stabilitesinin korunmasi ve hasarli DNA’ya sahip hiicrelerin prolifere olmasinin dniine

gecmesinden dolay1 p53°e “guardian of the genome” da denilmektedir (76).

DNA hasarini takiben artan p53 proteini miktar1 p21°’in de ekspresyonunu
arttirmakta ve hiicre dongiisiintin durdurulmasi saglanmaktadir. Apoptoz isaretcisi bu
durum, mitokondriyal sitokrom-c’nin ekspresyonuna neden olur ve baglantili olarak
apoptozda gorevli kaspazlarin aktive olmasini saglar. Apoptotik silire¢ bir dizi
proteinin regiilasyonu altinda ger¢ceklesmektedir. Bu proteinler temel olarak; sitokrom-
¢ ve kaspazlar uzerinden apoptozun duzenlenmesini saglayan Bcl-2, proapoptotik
proteinler olan Bax, Bak, Bid ve Bim ile proapoptotik proteinler olan Bcl-XL ve Bcl-
W’dur. Bu kompleks siirecin ve sinyalizasyonun anahtar proteini olan p53°te ya da
p53 geninde goriilecek defektler kanser gelisimi i¢in en 6nemli tetikleyicilerdendir
(49). Mutant p53 proteinin [HC ile tanimlanmasi, wild type olana gore daha kolaydir
¢linkli wild type p53 proteininin yarilanma omrii daha kisadir. Bu durum mesane
kanser c¢alismalarinda p53 proteininin incelenmesine de yardimci olmustur. Kasa
invaze transizyonel hiicreli karsinomlarin %50’sinde, niikleusta asir1 eksprese edilmis
mutant p53 oldugu goriilmiis ve bu durumun artan tiimor evresi ve derecesi ile iligkili
olabilecegi gosterilmistir (49, 77). Bir diger ¢alismada, radikal sistektomi yapilan
hastalarda, degisen p53 ekspreyon diizeyinin artmis niiks durumu ve azalan sag kalim
stiresi ile seyreden kotii prognozla iligkili olabilecegi belirtilmistir (78). Yiizeyel flat
tiimorlerde p53 ekspresyonunun daha az oldugu buna karsilik ekspresyon diizeyindeki
farkliliklarin hastalarin yasam siiresi ve prognozuna iliskin bir tahmin yapmada
kullanilabilecegini sdyleyen calismalar mevcuttur (79, 80). Benzer sekilde Stein ve
arkadaglarinin yaptig1 ¢alisma, p53 degisiklikleri bulunan ve sistoskopi gecirmis
hastalarda p21"WA™CiPL jfadesindeki defektin artan niiks oran1 ve azalan sag kalim siiresi

ile iliskili oldugu ifade etmektedir (3, 81).
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2.2.3. Polimorfizmler

Mesane kanseri patogenezinde gen polimorfizmleri, 6zellikle de metabolik
enzimleri eksprese eden genlerin polimorfizmleri biiylik yer tutmaktadir. N-asetil
transferazlar (NAT) ve Glutatyon S-transferazlar (GST) en ¢ok ¢alisilanlardir. Bu
enzimlerin genleri insanlarda polimorfik olabildiginden kanserlere karsi bireysel
farkliliklara neden olmaktadir. NAT’larin NAT1 ve NAT2 olmak tizere iki farkli ¢esidi
vardir ve bu enzimlerde goriilen polimorfik varyasyonun enzimlerin fenatipini yavas
ve hizli asetilasyon yapacak sekilde degistirdigi acgiklanmistir (83, 87). Yavas
asetilasyon gosteren enzim varyantina sahip bireylerin, karsinojen akiimuilasyonuna
maruz kaldig1 ve bu karsinojenlerin mesanede N-hidroksi metabolitleri olarak toplanip
kanser riski olusturdugu diisiiniilmektedir. Boya endiistrisinde c¢alisan ve arilamin
maruziyeti bulunan mesane kanserli bireyler ile yapilan bir ¢alismada, hastalarin
%096’s1inda yavas asetilator fenotiple karsilasilirken saglikli grupta bu oran %57 olarak
bulunmustur (88). Normal fenotipli NATI ile hizli asetilator fenotipli NAT2
enzimlerine sahip bireylerin mesane kanseri agisindan daha avantajli oldugunu

diistiniilmektedir (83- 87).

GST’lerin GSTT, GSTM, GSTA ve GSTP olmak flizere dort alt grup
tanimlanmistir (3). GSTM1 ve GSTT1 varyantlarindaki polimorfizm ve delesyonlara
toplumda daha sik rastlandigr goriilmiistir. GST’lerin geneli karsinojenler,
ksenobiyotikler ve viicuda alinan c¢evresel kimyasallarin detoksifikasyonu igin
caligmasina karsin, sigara dumaniyla alinan etilen oksit ve monohalometanlari
zararsizlagtirmas1 ile GSTT1’in; benzopiiren gibi polisiklik hidrokarbonlarin
zararsizlastirilmasi ile de GSTM1 varyantlarinin daha 6nemli bir yeri vardir (3, 49).
Yapilan ¢aligmalarda GSTM1 ve GSTT1 null genotipleri ile artmis mesane kanseri
riskinin korelasyon i¢inde oldugu goriilmiistiir (83, 89). Bunlarin yaninda, GSTP1
varyantinda goriilen Ile105Val polimorfizminin enzimin katalitik bolgesini
degistirdigi ve mesane kanseri riskini arttirdigi sdylenmektedir (49, 83, 90). NAT lar
ve GST’ler kadar olmamakla birlikte, CYP gen ailesinin eksprese ettigi faz I enzim
urtnlerinin populasyonda gorilen varyasyonlarinin, mesane kanserinin de igerisinde

oldugu ¢esitli kanser tiirleri ile iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir (91- 93).
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2.2.4. Epigenetik

Mesane kanserinin de icerisinde oldugu bir¢cok kanser bazli caligmada
epigenetik degisikliklerin etkin rol istlendigi gosterilmistir (121- 124). Mesane
kanserinde TWIST1, NID2 ve OTX1 genlerinin hipermetilasyonunu ele alan idrar
bazl iki ¢alismada, bu genlerin erken evre tiimorlerde bile kontrol grubuna oranla
hipermetile oldugu ifade edilmistir (122, 125, 126). Idrar sedimenti iizerinde yapilan
diger hipermetilasyon ¢alismalarinda ise p14ARF, pl6, E-Kaderin, DBC1, CA10,
PENK, DAPK, APC, RASSF1A, NKX6-2, MYO3A genleri ele alinmis ve bu genlerin
farkli kombinasyonlarini iceren gen panellerinin %90’lara varan 6zgiillikte belirtec
olarak kullanilabilecegi ifade edilmistir (122). Hipometilasyon bazli ¢aligmalar ise
hipermetilasyona gore ¢ok anlamli sonuglar ortaya koyamamakla birlikte LINE-1
hipometilasyonunun prognostik Oneminin olabilecegi ifade edilmektedir (127).
Metilasyon paterni disinda mikroRNA’lar1 ele alan ¢calismalar da oldukga popiilerdir
ve mesane kanserinde ekspresyonunun degistigi gosterilen bir¢ok mikroRNA tespit
edilmistir. Hanke ve arkadaslarinin idrar Orneklerinde yaptiklar1 caligmada
mikroRNA-126 ve mikroRNA-186’nin tiimor belirteci olacak kullanilabilecegi
onerilmistir (127). Bununla birlikte mikroRNA-141, mikroRNA-143, microRNA-
200c, microRNA-30b ve mikroRNA-125’in mesane kanserleri hastalarin idrarlarinda
overeksprese edildigi ifade edilmistir (128). Tim bunlarin yaninda, histon
modifikasyonlar1 ve kromozomal remodellemenin mesane kanseri ile iligkisini ele alan
caligmalarin sayis1 sinirli olmakla birlikte global histon HK420 trimetilasyonu ile

LSD1 ve EZH2 nin artan ekspresyonunun énemi iizerinde durulmaktadir (122, 129).

2.2.5. Sinyal yolaklari ve metabolizma

Tiimor hiicrelerinin beslenmesi ve metastaz gelistirebilmesi i¢in ana stratejileri
anjiyogenezi yani timor ve g¢evresinde damar olusumunu indiiklemek ve hiicresel
adezyonu kaybetmektir. Anjiyogenez indiksiyonu timor hiicrelerinden ya da tumor
hicrelerini infiltre eden nonmalignant hiicrelerce sekrete edilen anjiyogenik
faktorlerin araciligiyla gerceklestirilmektedir (52). Transizyonel hiicreli karsinoma
dokusu ve saglikli mesane dokusu Ornekleri kullanilarak yapilan IHC bazli bir

anjiyogenez calismasinda, timor dokusundaki asidik Fibroblast Biiylime Faktorii
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(aFGF) diizeyinin saglikli mesane dokusu ile karsilastirildiginda oldukga yiiksek
oldugu goriilmiistiir (95). Benzer diger ¢alismalarda da, aFGF diizeyi mesane kanserli
hastalarin idrarlarinda yiiksek bulunmustur. aFGR’a ek olarak mesane kanserine 6zgii
bir anjiyogenik faktoriin basit Fibroblast Biiyiime Faktorii (bFGR) oldugu ve mesane
kanserli hastalarda, saglikli bireylere gore doku ve idrar bazinda ekspresyon diizeyinin
arttigr bildirilmistir (96, 97). Diger kanserlerde oldugu gibi mesane kanserinde de
anjiyogenezin en biylk belirteclerinden birisi olan Vaskiler Endotelyal Buyiume
Faktorii (VEGF) diizeyinin de mesane kanserinde doku ve idrarda oldukc¢a artis
gosterdigi ortaya konmus ve degisen VEGF diizeyinin rekiirrens igin biyobelirteg
olarak kullanilabilecegi ifade edilmistir (98- 100).

Anjiyogenezden sorumlu yolaklarin anlagilmast ve anjiyogenik molekiillerin
kesfedilmesi ile birlikte, anjiyogenez inhibitorleri kullanilarak kanser gelisiminin
durdulmas1 glindeme gelmistir. Bu konuda en ¢ok arastirilan molekiillerden biri,
anjiyogenez inhibitorlerini  hedef alarak proanjiyogenik 0ozellik gosteren
siklooksijenazlar (COX) olmustur. COX-1 ve COX-2’nin artmis ekspresyon
diizeyinin, prognozla dogrudan iligkili oldugu gosterilmistir (101). Yapilan diger
caligmalarda aFGF, bFGF ve VEGF ile indiiklenen anjiyogenez i¢in Trombospondin-
I’in (TSP-1) bir inhibitér oldugu ortaya koyulmustur. Ozellikle invaziv mesane
timorlerinde artan TSP-1 ekspresyonunun, rekiirrens igin koruyucu oldugu
bildirilmistir (102). TSP-1 ile ilgili yapilan c¢aligmalarda, p53 diizeyinin TSP-1
ekspresyonu ig¢in pozitif bir regiilator oldugu goriilmiistiir. Bu durumda p53
fonksiyonunu etkileyen defektlerin dolayli olarak anjiyogenezin inhibe edilmesini
engelledigi soOylenebilmektedir (103). Anjiyogenezle ilgili bir diger konu ise
mikrodamar dansitesidir. Mikrodamar dansitesi, timor ¢evresindeki ve icerisindeki
anjiyogenez ve mikrodamar olusumunun diizeyini tarif etmektedir. Yeni olusan
damarlardaki vaskuler endotelyal hiicrelerde bulunan belirteg proteinlerin antikorlarla
isaretlenmesi, ilgili dokudaki anjiyogenez yogunlugu acisindan bilgi vermektedir.
Yapilan c¢aligmalar mikrodamar dansitesinin prognostik bir faktor olarak
kullanilabilecegini, timor evresi, derecesi ve kisalmig yasam siiresi ile iligkili

olabilecegini gostermistir (104, 105).
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Kanser hicrelerinin karakteristik 6zelliklerinden birisi olan metastaz, hicresel
adezyon kaybinin sonucunda goriilen istilaci ve kotii prognozla karakterize bir olaydir.
Ekstra Seliiler Matriks (ECM), proteoglikanlar ve hiicreler aras1 adezyon molekiilleri,
hiicrelerin kiimelenerek dokular1 olusturmasi i¢in orgiitlenmis bir sistem yaratmakta,
hlcrelerin proliferasyonu, migrasyonu ve morfogenezisini regiile etmekte ve ayni
zamanda bir bariyer olmasi sebebiyle de kanser hiicrelerinin metastaz yapmasini
onlemek gibi koruyucu bir gérev de Ustlenmektedir. Kanserde ekspresyon diizeyi artan
ve temel gorevi ECM ve bazal membranin proteolitik degredasyonunu saglamak olan
Matriks Metalloproteinazlart (MMP), organogenez ve normal doku gelisiminin
anahtar proteini olmasina karsin kanser durumunda metastazin oniinii agan bir
problemdir (52). Mesane kanserli hastalarin 6rneklerinden yapilan calismalarda MMP-
2 ve MMP-9 miktarinin, timoriin evresi ve derecesi ile korele olarak arttigi ve
prognostik deger tasidigi gosterilmistir (106- 109). Metastazla ilgili 6nemli
noktalardan bir digeri de hiicre adezyon molekiilleridir. Hiicre yiizeyinde eksprese
edilen adezyon molekdilleri, hicrelerin birbirleriyle, ECM ile ve cevreleriyle olan
etkilesimlerinde onemli role sahiptirler. Mesane kanserine iliskin yapilan adezyon
molekiilii caligmalarinda CD44 ifadesinin, anlamli derecede arttig1 gosterilmistir (110-
112). Bununla birlikte mesane kanserinin evre ve derecesine gére CD44 ve onun
alternatif splicing sonucu olusan varyantlarinin seviyesinin degistigi bildirilmistir
(113- 115). Bunlarm disinda E-kaderinler, Selektinler, integrinler ve ICAM gibi
adezyon molekullerini ele alan mesane kanserine iliskin bazi ¢alismalarda, prognoz ve

rekiirrens agisindan anlamli iligkiler gosterilmistir (116- 119).

Mesane kanseri timdrogenezi, hiicre igerisindeki homeostatik yolaklarin ¢oklu
deregiilasyonlar1 ve birbiriyle kompleks iliskiler igerisinde olan bir¢ok molekiliin
alterasyonunu kapsamaktadir. Bu yolaklardaki deregiilasyonlarin tiimii, hiicrelerin ve
dolayisiyla tiimoriin kaderini belirlemektedir (Sekil 4). Bu yolaklardaki degisikliklerin
dogru anlasilmasi, erken evrede tlimoriin gelecegi ile hastanin prognozu hakkinda
yorum yapma konusunda ve yeni terapotik hedeflerin gelistirilmesinde yardimci

olacaktir (7).
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Sekil 4. Mesane kanseri progresyonunda molekiiler yolaklar ve deregiilasyonlari.
Hiicre yiizeyi boyunca dagilmis olan biiyliime reseptorlerine gelen sinyallerle (gri
renkle gorsellestirilenler) harekete gecen mitojenik etkili molekiiller (siyah renkle
yazilanlar), hiicre dongiislinlin regiilasyonunda gorevli molekiilleri (mor renkle
yazilanlar) ve apoptotik silirecte gorevli molekiilleri (mavi renkle yazilanlar)
etkilemektedir. Bu durum anahtar transkripsiyon faktorleri (sar1 ile yazilanlar)
tarafindan kontrol edilen gen ekspresyonunda degisikliklere neden olmaktadir. Timor
hiicreleri ayni zamanda anjiyogenezde gorevli bazi molekiillerin (yesil renkle
yazilanlar) ve ECM’nin degredasyonunda gorevli bazi proteazlarin (turuncu renkle
yazilanlar) ekspresyon diizeylerinde degisiklikler yaratarak ekspansiyonu ve metastazi
kolaylastirict yonde strateji izlemektedir.

(Kaynak: Hansel DE, Seth PL. Precision Molecular Pathology of Bladder Cancer.

Springer, 2018.)
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2.3. Omik Bilimler

“Omik (omic)” terminolojisinin latin dilindeki “-ome” ekinden tiiretildigi
diistiniilmektedir ve temel olarak “cok, pek cok™ gibi anlamlara gelmektedir. Biyolojik
bilimlerdeki gelismelere paralel olarak, sistem biyolojisi ve biyoinformatik gibi
bitiinsel perspektifte bakis agisi sunan bilim alanlar1 dogmus ve g¢alisma alanlari
spesifiklesmistir. Insan genomu ve DNA yapismin yakin tarihte daha ayrintili
anlagilmaya baglanmasi ile birlikte, genetik bilgideki akisin DNA’dan RNA’ya,
RNA’dan proteine ve proteinden ise hiicresel metabolitlere dogru oldugu goriilmiistiir.
Tiim bu akis siirecinin her asamasinda kompleks ve dinamik proseslerin yer aldig ve

bu adimlarin siki iliski i¢erisinde oldugu anlagilmistir (151).

Genetik bilginin akisindaki dinamik siirecin ana adimlarinin her biri kendisine
genomiks, transkriptomiks, proteomiks ve metabolomiks seklinde biitiinsel ¢aligma
alan1 bulmustur (Sekil 5). Bu ana omiklerin yaninda, bunlarla i¢ ice olan ve bu
alanlarin  alt dallar1 olarak sayabilecegimiz epigenomiks, nutri-genomiks,
fosfoproteomiks, lipidomiks ve glikomiks gibi disiplinler de ortaya c¢ikmustir.
Organizmay1 meydana getiren canli hiicrelerdeki tiim genlerin olusturdugu genomu
konu alan omik bilim “genomiks” iken, bu genlerden ifade edilen RNA iiriinlerini
konu alan omik bilim “transkriptomiks”tir. RNA anlatimimnin proteine doniisen
urtnlerini yani hicrenin tim proteomunu ve fonksiyonunu ele alan omik bilim
“proteomiks”tir. Proteomu meydana getiren protein iiriinlerinden hiicresel prosesler

sonucunda olusturulan metabolitleri konu alan omik bilim “metabolomikstir” (151).

[ DNA/ Genom ]—[ GenOMIKS ]

| RNA Profili ]—[ TranskriptOMiKS |

Proteinler ve Posttranslasyonel N
[ Modifikasyonlar I | ProteOMIKS ]

I

MetabolOMIKS ]

[ Metabolitler

Sekil 5. Temel omikler ve aralarindaki iliski.
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2.3.1. Proteomiks

Insan Genom Projesi’nin ilk basladig: yillarda, tiim insan genomunun ve
onemli model organizmalarin genomunun tamamen sekanslanmasinin, “bir gen bir
polipeptid” hipotezi perspektifinden bakilinca hiicreye iliskin birgok soruya yanit
verecegi ve hastaliklara iliskin radikal c¢oziimler liretmeye zemin hazirlayacagi
bekleniyordu. Bu beklentiyle tam olarak oOrtlismeyecek bi¢cimde daha baslangi¢
asamasinda, genomdaki gen sayisinin beklenenden oldukga az oldugu anlasilmis ve
her proteinin sentezinden sorumlu ve birbirinden tamamiyle bagimsiz ayri gen
bolgelerinin olmadig1 goriilmiistiir. Ustelik genomun ¢ok biiyiik bir kisminin, tahmin
edilenin aksine, kodlama yapmayan intronik bdlgelerden olustugu sonucu ortaya
cikmistir. Bu noktadan sonra arastirmalar, genom bazli ¢aligmalarin yaninda daha
islevsel olan ve transkripsiyon, translasyon ve posttranslasyonel modifikasyonlarin

birlikteliginin meydana getirdigi “proteom” iizerinde yogunlagsmistir (144).

Hiicrenin tiim protein igerigini ifade eden proteom, canli sistemlerinde
hicreden hiicreye, hiicredeki metabolik islevlere ve zamana gore degisiklik gosteren
dinamik bir kavramdir. Hiicre proteomu, hiicrenin belirli bir zamandaki protein
profilini yansitmasi yoniinden oldukca bilgi saglayicidir (144). Proteomun ileri
biyokimyasal teknikler ile analiz edildigi, proteinlerin kimyasal ve yapisal
ozelliklerinin ortaya koyuldugu caligmalar1 konu alan proteomiks bilimi ise tibbin
bircok alaninda, kanser ve bircok kompleks hastalik igin terapotik hedefler ile
biyobelirtegler kesfedilmesine biiylik katkilar sunmaktadir. Kurulusu 2001 yilina
dayanan Insan Proteom Organizasyonu (HUPO), protein eksprese ettigi diisiiniilen
genlerin trilinleri ile tiim insan protein izoformlarimin tanimlanarak hastaliklarin
tanisinda ve tedavisinde kullanilmasi yoniinde 6nemli bir adim atmis ve bu adim1 2005
yilinda olusturulmaya baslanan Insan Protein Atlasi takip etmistir. Tiim bu siireglerin
ilerleyisi siirecinde onemli teknikler olan iki boyutlu jel elektroforezi gibi jel bazlh
analizler ve kitle spektrometresi gibi proteomik disiplininin hassas araglar1 biiyiik
Oonem tasimaktadir (144- 147).
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2.3.1.1. iki boyutlu jel elektroforezi

1975 yilinda O’Farell ile arkadaslar1 Scheele ve Klose tarafindan ortaya
koyulan 2 Boyutlu Jel Elektroforezi (2DGE) analizi, proteomiks ¢alismalarinda akla
gelen ilk metot olmustur. Kesfedildigi zamandan itibaren iyilestirilerek giiniimiizdeki
versiyonuna ulasilmistir. Protein ayrimi, proteomun analiz edilebilmesi i¢in ilk sarttir
ve 2DGE yaklasik 10.000 proteine kadar ayrim yapabilme kapasitesine sahiptir. Bu
metodun temel mantig1, birinci boyutta proteinlerin izoelektrik fokuslama (IEF) ile bir
pH gradiyentinde sahip olduklari yiiklere gore ayrilmasi prensibi ile baglamaktadir. Bu
asamada proteinlerin denatiire edilmesi ve ayrigsmak lizere ¢oziilmesi saglanmaktadir
ve bu kisimda kullanilan rehidrasyon tamponu iceriginde barindirdig iire ve tiyoiire
gibi gucll ajanlar sayesinde non-kovalent baglarin zayiflatilip kirilmasina yardim
etmektedir. Yine bu ilk boyutta kullanilan izoelektrik fokuslama seritleri oldukca
kolaylik saglayabilmektedir (144).

Ikinci boyutta ise proteinler denatiire edici iyonik 6zellikteki Sodyum Dodesil
Sulfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ile proteinler molekiler
agirliklarina gore de bir ayrima tabi tutulmaktadirlar. Boylece bu iki boyutun yani
izoelektrik fokuslama ile ve molekiiler agirliga gore ayirma yontemlerinin bir arada
kullanilmast verimli bir ayirma saglamaktadir (Sekil 6). Bu ayirimdan sonra jelde
bulunan protein spotlar1 kesilerek kiitle spektrometresi ile analiz edilebilmektedir.
Kiitle spektrometresi ile devam edilmeyecek ise jeller goriintiileme araclari ile
goriintlilenebilir ve bu goriintilleme araglar1 ile entegre yazilimlar sayesinde jel

analizleri yapilabilmektedir (144- 147).
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Sekil 6. 2DGE’de proteinlerin iki boyutlu ayirimu.

2.3.1.2. Kitle spektrometresi

2DGE, proteinlerin ayrimi ve analizi i¢in yaygin ve etkili olmasina karsin
kisitliliklart olan bir tekniktir. Jel analizi ile ayrilan proteinlerin Edman degredasyonu
ile dizileme metodu kullanilarak analiz edilmesi protein tanimlamasi ¢alismalarina
onemli katki sunmustur (144). Daha sonraki asamada gelistirilen kiitle spektrometresi
(Mass Spectrometry, MS), yiiksek sensitivite ve duyarliligima ek olarak protein
orneklerinin etkin bir sekilde analiz edilmesine imkan vermesi sayesinde kendisine
olduk¢a yaygin bir kullanim alam1 bulmus ve diger bir¢ok islevinin yani sira,
arastirmacilar tarafindan Edman degredasyonu ile dizileme metoduna bir alternatif
olarak da kullanilmaya baslanmistir (144, 148). Kiitle spektrometresi, proteinleri
iyonlagtirarak genellikle tek yiiklii olmak iizere, pozitif ve yahut negatif iyonlara
dontistiirtip kiitle/ yiik (m/ z) oranlarina gore ayirma prensibine dayanmaktadir (151).
Kiitle spektrometrelerine ¢ok ¢esitli analizorler entegre edilerek ayrilan iyonlarin
deteksiyonu ile sayimi1 yapilmakta ve bu kantitatif veriler islenerek protein 6rneklerine
ait somut veriler elde edilebilmektedir. Ozellikle kiitle spektrometrelerinin femtomole
kadar olan duyarlilig1 ve hassasligi proteomik bazli ¢aligmalarda hiz kazandirmistir.
Bu anlamda kiitle spektrometrelerinin biyokimyasal ¢alismalarda kullanimi ilk defa
1950’11 yillarda steroid analizleri ile baslamis ve glinlimiize kadar degisik varyasyonlar
ile gelisip degiserek kullanilmaya devam etmistir (144, 151). Kitle spektrometreleri

temel olarak 6rnek giris kismi, iyonizasyon kaynagi, kiitle analizorii, iyon dedektorii
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bilesenlerinden olusmaktadir (151) (Sekil 7). Kiitle spektrometrelerine numune girisi
genellikle Likit Kromatografi (Liquid Chromatography, LC) ya da Gaz- Likit
Kromatografi (Gas- Liquid Chromatography, GCL) ile saglanmaktadir. Ornek giris
kisminin temel amaci, 6rneklerin analiz i¢in iyonlastirilacagi iyonizasyon kaynagina
dogru sekilde iletilmesinin saglanmasidir. Iyonizasyon kaynagi ise drnegin foton
bombardimani ya da elektron bombardimani ile iyonlara doniistiiriildiigii kisimdir.
Iyonizasyon kaynag analit cesidine ve analizden beklentilere gore degisik tiirlerde
tercih edilebilmektedir. Iyonizasyon kaynaklari temel olarak gaz faz iyonizasyon

kaynaklar1 ve desorpsiyon iyonizasyon kaynaklari olarak ikiye ayrilmaktadir (153).
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Sekil 7. Kiitle spektrometresinin temel bilesenleri.

Gaz faz iyon kaynaklar, yiiksek derecede enerjili elektron vasitasiyla
iyonlastirma yapan Electron Impact (EI), reaktif gaz iyonlar1 kullanarak iyonlastirma
yapan Chemical Ionization (CI) ya da yiiksek potansiyelli elektrot ajanlar1 kullanilarak
yapilan alan iyonizasyonu olabilmektedir. Desorpsiyon iyonizasyon kaynaklari ise
yine yiiksek potansiyelli elektrot ajanlari ile desorpsiyon iyonizasyonunun yaninda
yiiksek elektrik akimi kullanilarak iyonlastirma yapilan Electrospray lonization (ESI),
lazer kaynag: ile iyonizasyon saglayan Matriks Destekli Desorpsiyon Iyonizasyonu
(Matriks Asisted Laser Desorption lonization, MALDI), atomik enerji kullanilarak
Hizli Atom Bombardimani1 (FAB) ya da yliksek 1s1 kullanilarak iyonizasyon yapan

Thermospray lonization (TS) olarak siralanabilir (153).
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Iyonizasyon islemi ile iyonlasan analite ait molekiiller daha sonra kiitle
analizoriine gecmekte ve burada kitle/ yiikk oranina gore ayrigtirilarak detektore
gonderilmektedir. Kiitle analizérlerinin ¢ok kiiciik kiitle/ylik farklarini bile yiiksek
duyarlilikta analiz etmesi beklendiginden, iyonizasyon kaynaklarinin segimindeki gibi
yapilacak analize ve analizden beklenen sonuglara gore uygun sekilde segilmesi
oldukga dnemlidir. Iyon yolu iizerinde bulunan kiitle analizorleri bazen bir tane yerine
birden fazla olarak tercih edilebilmekte ve bu durumlarda bu kiitle analizorleri arasina
bir ¢arpisma odas1 (collision chamber) yerlestirilmektedir. Mevcut durumda alt1 adet
kiitle analizorii kullanimdadir. Bunlardan en yaygin olan Time of Flight (TOF) Kiitle
Analizorii olmak tizere diger bes tanesi; Quadrupole Kiitle Analizorii, Magnetic Sector
Kitle Analizort, Electrostatic Sector Kitle Analizéri ve lon Cyclotron Kutle
Analizorii’diir. Kiitle analizoriinden ¢ikan iyonlar daha sonra detektore ulagarak analiz
edilmektedir. Tiim bunlarla birlikte kiitle spektrometrelerinin ¢ok yiiksek basing
altinda c¢alistigin1 diislintirsek, vakum pompalarinin da kiitle spektrometrelerinin

bilesenlerini tamamlayan en 6nemli araglardan biri oldugu sdylenebilir (151, 153).

Kiitle spektrometreleri tek iyonizasyon kaynagi ve Kkiitle analizorii ile
kullanilabilmelerine karsin ¢ogunlukla belirli analitler i¢in spesifiklestirilmek {izere
birden fazla sistemin bir araya getirilerek olusturuldugu birlesik sistemler olarak da
kullanilabilirler. Birlesik sistemlerin, analiz hizini, spesifikligini ve duyarliligim
arttirmak, maliyeti ve 6rneklerin analizi igin pre-prosesleri azaltmak ya da kompleks
analitlerin deteksiyon araligini arttirmak gibi avantajlar1 olabilmektedir. Bu sistemlere
ornek olarak MALDI- TOF, ESI- TMS ve SELDI- TOF verilebilir. Ancak proteom
analizinde kullanilan en yaygin birlesik sistemin Likit Kromatografisi Tandem Kditle
Spektrometresi (Liquid Chromatography- Tandem Mass Spectrometry, LC-TMS) ya
da diger bir adiyla LC-MS/MS oldugunu sdylenebilir (144, 153).

LC-MS/MS’de analiz edilecek protein ornekleri, analiz dncesinde tripsin gibi
belirli amino asit dizilerine 6zgu olan proteazlarla enzimatik olarak sindirilerek
peptidlerine ayrilmalidir (144, 148). Boylece kiitle spektrometresinin deteksiyonuna

uygun kiitle/yiik oranina sahip olmas1 saglanmaktadir. Bu sistemdeki kromatografik
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kisim, enzimatik pargalanma ile olusturulan peptidlerin kiitle spektrometresine
girmeden Once ayristirildigr yerdir. Daha sonra ise peptidler sirali kiitle analizorlerine
gonderilmektedir. Birinci kitle analizoriinl terk eden peptidler parcalanarak ikinci
kitle analiz6riine girmekte ve boylelikle amino asit sekansi belirlenebilmektedir (144).
Bu sistemler kullanilarak yapilan peptid ve proteom bazli analizler sonucunda elde
edilen peptid haritalari, veritabanlar1 ile karsilastirilmakta ve spesifik yazilimlar

kullanilarak islenmis veri elde edilmektedir (144- 153).

2.3.2. Mesane kanseri bazh proteomik ¢alismalar

Omik bilimler ve proteomikste yasanan teknolojik gelismeler ve analiz
araglariin artan hassasiyet diizeyleri kanser arastirmalarini hizlandirmistir. Son on
yilda yapilan mesane kanseri bazli ¢aligmalar1 6nemli bulgular ortaya koymustur.
Frantzi ve arkadaslarinin 2017 yilinda yaptiklari ¢aligmada, literatiirde yer alan mesane
kanseri bazli proteomik ¢alismalar gozden gecirilmis ve gelecege yonelik mesane
kanseri ¢alismalarinin hangi yone evrildigi ifade edilmistir (132). Varilan noktada
giiclii biyobelirte¢ adaylarinin ve umut vaat eden terapotik hedeflerin kesfedildigi
gorilmektedir. Heniliz tek basina kullanilabilecek bir biyobelirte¢ aday1r ya da
biyobelirtec panelleri bulunamamasina karsin ¢alismalar siirmektedir. Yapilan
calismalarin ¢ok biiylik bir kismi idrar proteomu iizerine yogunlasmaktadir. Bunun
sebebi olarak idrar bazli analizlerin non-invaziv olmasi ve sadece mesane kanserinde
gozleyebilecegimiz bir 6zellik ile idrarin, bir rezervuar olan mesane igerisinde timor
ve tiimoriin sekretomu ile temas halinde olmasi gosterilmektedir. Idrar bazl
caligmalar1 doku proteomu caligsmalar1 takip etmektedir. Cok az sayida caligma, kan

ve serum Orneklerinin Uizerinde durmaktadir.

2.3.2.1. Idrar bazh proteomik calismalar

Idrar bazl1 proteomik analizlerde Kapiller Elektroforezi- Kiitle Spektrometresi
(CE-MS) yaygin kullanim alant bulmustur. Bu konudaki ilk ¢alisma 2006 yilinda
Theodorescu ve arkadaslari tarafindan yapilmistir. Calismada 46 mesane kanserli

hastanin ve 33 saglikli goniilliiniin idrar 6rnekleri ile analiz yapilmis ve 22 belirteg
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aday1 belirlenmistir. Sonraki asamada bu 22 belirte¢ aday1 i¢in yine idrar 6rnekleri
kullanilarak validasyon ve spesifite calismalar1 yapilmis ve bu 22 belirte¢ adayinin bir
panel olarak mesane kanserinin tespiti icin yiksek sensitivite ve spesifite
gosterebildigi ancak bunlar arasindan sadece over ve gastrik kanserlerde tanimlanmis
olan Fibrinopeptid A’nin mesane kanseri siniflamasi i¢in kullanilabilecegi ifade
edilmistir (154). Schiffer ve arkadaslarinin 2009°da yaptig1 ¢alismada, invaziv ve non-
invaziv mesane timdorleri karsilagtirilmistir. Calisma igin 424, validasyon i¢in 130 adet
farkli gruplarda idrar 6rnegi kullanilarak CE-MS ile analiz edilmistir. Varilan noktoda
Membrane Assocaiated Progesteron Receptor Component-1, Kollajen a-1 (I) zinciri,
Kollajen a-1 (III) zinciri ile Uromodulin’inin %92 sensitivite ve %58 spesifite ile
invaziv ve non-invaziv mesane tiimorleri arasinda farklilik gosterdigi ve siniflandirma

kullanilabilecegi ifade edilmistir (155).

Frantzi ve arkadaslarimin 2016 yilinda yaptig1 retrospektif ¢cok merkezli
calisma Ornek sayisi bakimindan biiylik 6nem tasimaktadir. Toplam 1357 idrar
orneginin CS-MS ile analizini kapsayan calismada, iki farkli biyobelirte¢ paneli
kullanarak iki farkli amac¢ hedeflenmistir. Toplam 116 peptidden olusan ilk
biyobelirte¢ paneli, idrardan mesane kanseri tanisini hedef almis ve analiz sonucunda
paneldeki proteinlerden Kollajen Fragmentleri, Hemoglobin A, Apolipoprotein A,
Fibrinojen A, B2-Mikroglobdlin, Small Proline Rich Protein-3 ve Histidine-Rich
Glycoprotein’in %91 sensitivite ve %068 spesifite ile mesane kanseri tanisinda
kullanilmak {izere anlamli bulunmustur. Toplam 106 peptidden olusan ikinci
biyobelirte¢c paneli ise mesane kanserinde rekirrens deteksiyonunu hedef almis ve
analiz sonucunda panelde yer alan proteinlerden Kollajen Fragmentleri,
Apolipoprotein A-l, HSPG2, ADAMTS1 ve ADAM22 %87 sensvite ve %51 spesifite

ile rekiirrens takibinde kullanilmak tizere onerilmistir (156).

Shimizu ve arkadaslarinin 2016°da yaptiklar1 262 idrar 6rnegini kapsayan
Multipleks ELISA bazli caligmada ILS, MMP9, MMP10, ANG, APOE, SDCI1, A1AT,
API1, CA9 ve VEGFA proteinlerini kapsayan onlu biyobelirteg panelinin %85

sensivite ve %81 spesifite ile mesane kanserinde kullanilabilecegi ifade edilmistir
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(157). Ayn1 yil benzer bir ¢alisma Huang ve arkadaslari tarafindan yapilmis ve
calismada 686 idrar 6rnegi ELISA ile analiz edilmistir. Calisma sonucunda MMP9,
MMP10, IL8, VEGFA, SERPINE1, SERPINA1, CA9, APOE, ANG ve SDC1
proteinlerinin %78 sensitivite ve %86 spesifite ile mesane kanserinde kullanilabilecegi
ifade edilmistir (158). Rosser ve arkadaglarinin 2014’te yaptig1 ¢calismada ise yine IL8,
MMP9, MMP10, SERPINA1, VEGFA, ANG, CA9, APOE, SERPINE1 ve SDC1’den
olusan onlu biyobelirte¢ paneli ele alinmis ve 125 idrar 6rnegi iizerinde yapilan ELISA
bazli ¢alismada %79 sensitivite ve %88 spesifite ile bu panelin rekiirrens igin
kullanilabilecegi ifade edilmistir (159). Goodison ve arkadaslarinin 2012 yilinda
yaptiklar: 127 idrar 6rnegini kapsayan ELISA bazli ¢alismada, ILS, MMP9, PAII,
VEGF, ANG, CA9, APOE ve MMP10 proteinlerini kapsayan sekizli biyobelirtec
panelinin mesane kanserinde %92 sensitivite ve %97 spesifite ile prognoz amagh
kullanilabilecegi ifade edilmistir (160). Ayn1 yil Urquidi ve arkadaslar tarafindan
PAIl, CCL18 ve CD44 belirtec adaylar1 127 idrar 6rneginden ELISA ile analiz edilmis
ve bu belirte¢ kombinasyonunun %86 sensitivite ve %81 spesifite ile mesane kanseri

deteksiyonunda kullanilabilecegi gosterilmistir (161).

Tyan ve arkadaslarinin 2011 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada mesane kanserli
hastalarin idrar proteomunda Disintegrin ve Metalloproteinaz igeren Domain- 28
(ADAM28) basta olmak iizere bircok abundant protein tanimlamiglardir. Daha sonra
ise Western Blot ve ELISA kullanarak yaptiklar1 analizlerde ADAM28’in mesane
kanseri hastalarinin idrarlarinda kontrollere kiyasla anlamli derecede arrtigini
gostermiglerdir (132, 163). Shimwell ve arkadaslari, mesane kanserine 6zgii proteom
arastirmalaria, gen ekspresyonundaki degisikliklerin de dahil edilmesi gerektigini
diislinmiis ve idrar proteom analizi ile karsilagtirmali transkriptom analizini
birlestirmislerdir. Yaptiklar1 2013 yilindaki ¢aligmada 642 mesane kanserli hastalarin
idrar 6rneklerinden Midkine ve Hepatosit Biiyiime Faktor Aktivator Inhibitor Tip 1
(HAI-1) diizeyini ELISA ile analiz etmisler ve saglikli kotrollerle karsilagtirmiglardir.
HAI-1 ve Midkine’in mesane kanserli hastalar1 saglikli kontrollerden ayirmasi
konusundaki performansini degerlendirmek i¢in kanser progresyonu ile farkli kanser
evreleri i¢in saglikli kontrollerle kiyaslama yaparak hesapladiklart ROC degerlerini

kullanmiglardir. Bu dogrultuda Midkine i¢cin Ta evre mesane kanseri hastalarinin
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ornekleri ile kontrol grubunun 6rneklerinin karsilastirilmasi sonucu elde ettikleri ROC
degeri 0.574 iken, T1 ile kontrol karsilastirmasinda 0.708, T2 ve lizeri evre ile kontrol
karsilastirmasinda ise 0.851°dir. Aynmi1 sekilde HAI-1 i¢in elde edilen ROC degerleri
ise sirastyla 0.566, 0.748, ve 0.886 olarak bildirilmistir (132, 165). Bu karsilagtirmali
aktivite analizine benzer olarak, Zoidakis ve arkadaslari ile Taylor ve arkadaslari,
tiriner aminopeptidazlarin mesane kanseri ile olan iliskisini aktivite analizleri
kullanarak arastirmislardir. Arastirmacilarin 16 mesane kanseri hastasindan olusan
kiiciik bir setle yaptiklar1 calismada, Aminopeptidaz N (ANPEP), Glutamil
Aminopeptidaz (ENPEP), Dipeptidil Peptidaz 4 (DPP4), Dipeptidil Peptidaz 7 (DDP)
ve Dipeptidil Peptidaz 1 (CTSC)’den olusan bes aminopeptidazin, konrol grubu
orneklerine kiyasla anlamli derecede farkli bulundugu bildirilmistir (132, 166).

Mesane kanserine iligkin idrar bazli proteomiks ¢alismalarinda Apolipoprotein
Al, Apolipoprotein A2 ve Apolipoprotein E’nin yiiksek performansli olarak
raporlandigr goriilmektedir. Kim ve arkadaslar1 2019 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada
idrardan mesane kanserini tespit etmek amaciyla Apolipoprotein Al deteksiyonunu
saglayan immiinosensor gelistirdiklerini bildirmislerdir (162). Chen ve arkadaslari
2010- 2013 yillar1 arasinda mesane kanserli hastalarin idrar 6rneklerinden LC-MS/MS
bazli ii¢ farkli calisma yapmislar ve Apolipoprotein A1, A2 ve E diizeyinde anlamh
artis oldugunu gormiislerdir. Li ve arkadaslar1 ise benzer sekilde 2011 ve 2014
yillarinda mesane kanserli hastalarin idrar 6rneklerinden 2DE-MALDI-TOF bazli iki
farkli caligma yapmaislar ve kontrol grubuna gore artmus tiriner Apoliprotein Al diizeyi
ile karsilasmislardir. Apolipoproteinlerin yaninda, mesane kanserinde Karbonik
Anhidraz 1, Heparin Kofaktor 2, Fibrinojen Beta ve Alfa-1 Antitripsin’in idrarda artan

konsantrasyonlar1 dikkat cekmektedir (132).

2.3.2.2. Serum bazh proteomik ¢alismalar

Mesane kanserinde kan- serum orneklerinin proteomik bazli analizi, idrar bazl
analiz kadar yer bulamamaistir. Bansan ve arkadaslar1 2014 yilinda, 33 diisiik dereceli

ve 32 yiiksek dereceli mesane tumoru olan hastadan aldiklari serum 6rneklerini 25
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saglikli bireyden aldiklar1 serum 6rnekleri ile 2DGE, MALDI-TOF, Western Blot ve
ELISA tekniklerini kullanarak karsilastirmis ve kontrol grubuna gore artmis S100AS,
S100A9 ve Karbonik Anhidraz 1 diizeyleri oldugunu bildirmislerdir (132, 163).
Bununla birlikte mesane kanserinde timor dokusu ve hucre kulturti drdnleri
kullanilarak yapilan ¢alismalarin ise daha ¢cok 2DGE ve immiinohistokimyasal bazli
oldugu goriilmektedir. Barbora ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada mesane kanseri
progresyonuna ait belirtegler kesfetmeyi amaclamislardir. Yaptiklar1 ¢alismada 21
kasa invaze mesane tiimor dokusu ile 3 normal ve 9 tiimor dis1 mesane dokusu 6rnegini
2DGE ile analiz etmisler ve Lamin B1 ile Fibrinojen Betaz Zinciri’nin belirgin sekilde
upregile oldugunu gostermislerdir. Bununla birlikte Aktin, Desmin ve Vimentin’in ise
onemli derecede azaldigini ifade etmislerdir. Bu bulgulara ek olarak arastirmacilar
Protein p54 ile kas invazyonunun (0.645 Pearson Korelasyonu; p= 0.002) ve

sagkalimin anlamli diizeyde korele oldugunu ifade etmislerdir (132, 167).

2.3.2.3. Doku bazh proteomik galismalar

Chung ve arkadaglar1 2013 yilinda yaptiklar1 calismada kasa invaze mesane
tiimorii ile kasa invaze olmayan mesane tiimoriinii karsilastirmislar ve yaptiklari
calismada ekspresyonunda farklilik olan 12 protein tammlamislardir. Ozellikle bu
proteinlerden Kofilin’in T24 mesane kanseri hiicrelerinin biyolojik fonksiyonunun
diizenlenmesinde potansiyel bir 6neminin olabilecegi ifade edilmistir. Arastirmacilar,
Kofilin fosforilasyonunun, kasa invaze mesane timdoriinde, kasa invaze olmayan
mesane tlimoriine kiyasla belirgin sekilde daha fazla oldugunu Western Blot ve
immiinohistokimyasal analizle gostermislerdir. Bununla birlikte EGF’in Kofilin
fosforilasyonunu  arttirdigt  ve fosforillenmis Kofilinin T24 hiicrelerinin

migrasyonunda regiilator oldugu ifade etmislerdir (168).

Wu ve arkadaslar1 2015 yilinda yaptiklart ¢alismada, 185 primer mesane
kanseri vakasinda Galektin-1 ekspresyonunu immunohistokimyasal analizle
incelemisler ve Galektin-1 asir1 ekspresyonunun mesane kanseri patolojisi ve

prognozuyla iligkisini aragtirmiglardir. Calisma sonucunda artmis Galektin-1
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diizeyinin timor derecesi (p=0.037), kasa invazyon (p= 0.02) ve sagkalim ile anlamli
derecede korele oldugunu gostermislerdir (132, 169). Chen ve arkadaslar1 2015
yilinda yaptiklar1 ¢alismada, mesane tiimor dokusu ve ona komsu saglikli mesane
dokusu orneklerinin proteomunu karsilastirmak istemisler ve doku 6rneklerinin kesin
siirlarla ayrilabilmesi i¢in Ornekleri lazerli mikrodiseksiyon ile hazirlamiglardir.
Proteom analizi sonucunda, saglikli dokulardan farkli diizeyde tiimor dokusunda
eksprese edilen 4F2 Hiicre Yiizeyi Antijen Agir Zinciri (SLC3A2), Transgelin-2
(TAGLN2) ve Stathmin (STMNT1)’den olusan {i¢c 6nemli proteine dikkat cekmislerdir.
Buna ek olarak arastirmacilar 6zellikle STMN1 ve TAGLN2’nin mesane kanseri

hastalarinin idrarlarinda da anlaml diizeyde arttigini bildirmislerdir (132, 170).

Shrinivasan ve arkadaslar1 2014 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, lokal rekiirrensi
olan ve olmayan hastalar arasinda farkli olarak eksprese edilen proteinleri tanimlamak
icin antikor mikroarray teknigini kullanmiglardir. Arastirmacilar, rekiirrensi olan 19
mesane kanseri hastasinin tiimoér dokusu ve rekiirrensi olmayan 6 mesane kanseri
hastasinin tiimor dokusunu kullanarak bu iki grup arasinda 255 farkli protein
tanimlamiglardir. Bunlar arasinda 6zellikle Prelamin-A/C (LMNA), Transcription
Factor AP-1 (JUN) ve Nuclease Sensitive Element Binding Protein-1 (YBOX1)
proteinlerinin ekspresyonunun anlamli derecede arttigi, bununla birlikte L-selectin,
Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor-1 (CDN1A) ve Mothers Against Decapentaplegic
Homolog 3 (SMAD3) proteinlerinin ekspresyon diizeyinin ise anlamli derecede
azaldig1 goriilmiistiir. Bunlara ek olarak arastirmacilar, analiz ettikleri proteinlerden
20 tanesinden olusan bir panelin, mesane kanseri hastalarinda rekiirrensi %91

dogrulukla dngorebilecegini ifade etmislerdir (132, 171).

2.3.3. YUksek performansh biyobelirtecler

Timor belirtegleri, kanserin erken evrede teshis edilmesi, hastalara tani
koyulmasi, uygulanan tedaviye verilen cevabin degerlendirilmesi ve niikks durumunun
takip edilmesi i¢in kullanilabilen biyolojik molekiillerdir. Mesane kanseri tanisinda
altin standart yontem sistoskopi ve idrar sitolojisi birlikteligidir ve bunlarin yerini tek

basina alabilecek bir biyobelirte¢ hala kesfedilememistir (11, 19). Idrar sitolojisi,
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idrara ya da mesane yikama sivisina gecen hiicrelerin sitolojik analizini ifade
etmektedir. Idrar sitolojisinin yiiksek dereceli tiimdrlerin tespit edilmesindeki
hassasiyeti, diisiik dereceli tiimorlerinkine gore daha fazladir ve uzman bir patolog ile
calismayr gerektirmektedir (3, 19). Sistoskopik muayene ise mesane igerisinin
dogrudan incelenmesine ve mesaneden biyopsi materyali alinmasina imkan vermekle
beraber, invaziv, acili, zaman kaybettirici ve pahali bir metoddur (3). Buna ek olarak
niiks ve progresyon takibi, hastalara c¢ok sik araliklarla sistoskobik muayene
yapilmasini gerektirmektedir. Tiim bunlarin baglaminda, non-invaziv, pratik ve
yuksek duyarlilikta biyobelirteglerin kesfedilmesi i¢in uzun yillardir yogun ¢aligmalar
yuratilmektedir.

Glincel durumda, idrar sitolojisi ile kombine edildiklerinde basarili sonuglar
ortaya koyabilen bazi belirtegler kesfedilmistir. Mesane kanserinde biyobelirteclere
iliskin olarak diizenlenen uluslararasi konsensus paneline katilan gesitli tilkelerden
tirolog ve arastirmacilar, literatiirde yer alan biyobelirte¢ adaylarini derleyerek
ozgillik ve duyarliliklarii listelemiglerdir (Tablo 5). Bu listede yer alan
belirteclerden UroVysion, ImmunoCyt/uCyt+, NMP-22, Bta- Stat ve Bta-TRACK’in
rutin kullanimda nispeten daha yaygin olduklari sdylenebilmektedir (3, 131).

Sekil 8. UroVysion ile analiz sonras1 kromozomal degisikliklerin goriiniimii.

(Kaynak: Kehinde EO. Comparison of the sensitivity and specificity of urine cytology,
urinary nuclear matrix protein-22 and multitarget fluorescence in situ hybridization
assay in the detection of bladder cancer. Scandinavian journal of urology and
nephrology 2011; 45(2); 113-121.)
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Tablo 5. Mesane kanserinde sik kullanilan bazi biyobelirtegler. ELISA bazli testler
dogrudan idrar Orne8inden antijenin  kantitatif = analizine  dayanirken,
immiinohistokimyasal analizler, PCR bazli testler ve FISH idrara dokiilen hiicrelerden
calisiilmaktadir.

Biyobelirtec Ol¢lim Metodu Sensitivite Duyarhhk
BTA- Stat Dipstik Immiinoassay %36- 89 %50- 70
BTA- TRAK Sandivig ELISA %57- 83 >%50
NMP-22 Sandivig ELISA %47- 100 %55- 80
BLCA-4 ELISA %96.4 ~%100
Survivin Bio-dot Test ~%100 %87- 100
UBC Sandivi¢ ELISA %36- 79 %88- 92
Sitokeratin 20 RT- PCR/ Immiinositoloji %82- 87 %55- 70
CYFRA21-1 Immiinoradyoaktif Test %75- 97 %67-71
HA- HAase ELISA %88- 94 %63- 71
Mikrosatellit DNA Testi Genomik DNA PCR %72- 97 >%95
Telomeraz RT- PCR %83- 95 %60- 70
ImmunoCyst/ uCyt+ Immiinohistokimya %38- 90 %73- 80
DD23 Immiinohistokimya %73- 100 %33- 68
Quanticyt Mikroskobi Quaticyt Det.  Ort. Niikleer Yap1 & DNA
UroVysion FISH %68- 87 >%90

(Kaynak: Dinger C. Uroonkoloji. Meta Basim Matbaacilik Hizmetleri, 2007.)

UroVysion test yontemi FISH (Florescence In Situ Hybridization) teknigine
dayanmaktadir ve temel mantigi mesane kanserinde en sik karsilasilan 3, 7 ve 17
numarali kromozomlardaki degisiklikleri ve 9p21 sitogenetik lokasyonundaki p16
tiimdr baskilayic1 gen lokusunun delesyonunu saptamaktir (Sekil 8) (133). Tedavi
sonrasi kanser heniiz gelismeden niiks durumunu tespit edebilmesi biiyiik bir avantaj
olmasina karsin diisiik evreli timorlerde sensitivitesi zayiftir (3, 19). Bununla birlikte

karsinoma in situ deteksiyonunda performansinin %100’e ulastig1 bildirilmistir (3).

ImmunoCyt (uCyt+), idrara dokilen Urotelyal timor hicrelerindeki timore
iliskin spesifik antijenlerin monoklonal antikorlar ile tespit edilmesi esasina dayanan,
Fradet ve Lochard tarafindan 1977 yilinda ortaya koyulmus immiinositolojik bir testtir
(3, 135). Bu test li¢ markor antijene karsi gelistirilmis floresan isaretli antikorlar
kullanilarak c¢alisilmaktadir. Bu antikorlardan ilki Texas red linked monoklonal
antikor 19A211°dir ve yliksek molekiil agirlikli glikolize edilmis karsinoembriyonik

antijene baglandig1 zaman floresan mikroskobunda kirmizi is1ma vermektedir. Diger
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antikorlar ise LDQ10 ve M344 olup, mesane tumérd hicrelerinin yizeyinde ifade
edilen musin glikoproteinlerine baglanmaktadir. Normal sartlarda yiiksek molekiiler
agirlikli glikoproteinler olan musinler agir glikolizasyona ugrarken mesane timori
hlcrelerinde bu glikolizasyon paterni degismekte ve LDQ10 ile M344 antikorlar1 bu
musin varyantlarinin 6zel epitoplarina baglanarak floresan mikroskobunda yesil 151ma
vermektedir. Yapilan ¢aligmalarda M344°{in i¢in Ta ve T1 evre tiimorlerinde %71
spesifite, 19A211’in ise %90 spesifite gosterdigi belirtilmistir (135). Buna karsilik
kirmiz1 ve yesil floresan 1isimanin tespit edilebilmesi icin ¢ift filtreli bir floresan
mikroskobu gerektirmesi ve kompleks bir analiz oldugundan egitimli personel ihtiyaci

gibi sebeplerle maliyetli ve zor bir test oldugu sdylenebilir (3, 135, 136).

Niikleer Matriks Protein 22 (NMP22), niikleusun i¢ yapis1 ve regiilasyonu i¢in
onemli bir nonkromatin proteindir. Hicre dongust, hicre proliferasyonu DNA
replikasyonu ve transkripsiyon siireclerinde aktif rol aldig: diisiiniilmektedir. Ozellikle
hiicre proliferasyonu bazinda diisiintildiigiinde mitoz boliinme sirasinda kromatidlerin
her iki hiicreye hatasiz ve esit dagilmasinda regiilator rol istlendigi bilinmektedir.
Mesane kanseri gibi patolojik durumlarda kromatid dagilimindaki hatalara cevap
olarak ekspresyonunun normal durumlara goére oldukg¢a arttig1 goriilmiis ve idrardaki
konsantrasyonunun 25 kat arttig1 saptanmustir (3, 139). NMP22 testinin uygulanis
prensibi mesane kanserli hastalarin idrar Orneklerinden ELISA bazli analiz
seklindedir. Yapilan calismalarda testin %47- 100 spesifiklik gosterdigi ifade
edilmekle beraber, iiriner NMP22 diizeyinin idrar yolu enfeksiyonlari, iiriner
kateterizasyon ve bagirsak hastaliklarinda artmis oldugu goriildiigiinden yanlis pozitif
sonug verebilecegi ifade edilmistir. Buna ek olarak kantitatif bir test oldugundan dolay1

yapilacak her ¢aligma i¢in ayri cut- off degeri gerektirmektedir (137- 140).

BTA-Stat testi, immunokromatografik bir test olup ¢ok az miktarda idrardan
cok kisa siire igerisinde analiz yapmaya imkan vermektedir ve Insan Kompleman
Faktor H Baglantili Protein ad1 verilen bir proteinin deteksiyonuna dayanmaktadir (3,
139). Immiin sistemin tehdit olarak gérdiigii bir hiicre karsisinda Insan Kompleman

Faktor H Proteini, kompleman C3b ile interaksiyona gecerek membran atak kompleksi
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ad1 verilen bir kompleks olusturmakta, bu ise tehdit olarak goriilen hiicrenin
membraninda porlar agarak hiicrenin 6liimiinii saglamaktadir. Tehdit olarak goriilen
hiicrenin eksprese edecegi insan Kompleman Faktoér H Baglantili Protein ise hiicrenin
bu kompleks tarafindan verilecek hasardan korunmasini saglamaktadir. Mesane
tiimorii hiicreleri de bu stratejiden faydalanarak Insan Kompleman Faktér H Baglantili

Proteini arttirmakta ve immiin sistemin bu yikict etkisinden korunmaktadir (139).

Yapilan galismalarda, iiriner Insan Kompleman Faktér H Baglantili Protein
diizeyinin mesane kanseri tanisinda bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi
diisiiniildiiginden bu proteine spesifik kitler gelistirilmistir. Testin sensitivitesi %29-
83 araligindadr. fleri dereceli tiimérlerde basarili sonuglar ortaya koymasia karsin
diisiik dereceli tlimorlerde yiliksek performans gosterememektedir (141, 142).
Sensitivitesi %53- 91 olan BTA- TRACK testi, BTA-Stat testi ile cok benzer olarak
Insan Kompleman Faktor H Proteini ve Insan Kompleman Faktor H Baglantili Protein
diizeyinin ELISA bazli kantitasyonuna dayanmaktadir (3, 139). BTA-TRACK
testinde, BTA-Stat’dan farkli olarak idrar 6rneklerinin bir haftaya varan siirelerde +4
derecede bekletilmesi ve sonra analiz edilmesi gerekmektedir (139). Daha ge¢ sonug
alinmasina karsin sensitivitesinin yiiksek olmasi yoniinden avantajlidir (139, 143).
Belirtilen tiim bu biyobelirtecler, tek baslarina mesane kanseri tanisi ve evrelemesinde
kullanilmamasina karsin, klinikte taniya yardimci testler olmalar1 yoniinden faydali

olabilmektedirler.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Dizaym

Bu tez dahilinde yapilmasi planlanan deneysel ¢alismalar Istanbul Medeniyet
Universitesi Goztepe Egitim ve Arastirma Hastanesi (GEAH) Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu (2013-KAEK-64) tarafindan 10.10.2018 tarihinde incelenmis ve etik agidan
uygun bulunmustur (Karar No: 2018/0367) (Ek 1). Calisma i¢in gerekli olan T1 evre
yiiksek dereceli mesane tiimor ve saglikli dokular1 yine GEAH iiroloji servisinde
tedavi géormekte olan goniillii erkek hastalardan onamlar: alinarak toplanmistir. TUR
operasyonu sirasinda hastalardan ¢ikarilan doku orneklerinden bir kismi patolojik
inceleme icin hastanenin patoloji laboratuvarina gonderilmis, kalani ise calismaya
ayrilmistir. Operasyon esnasinda ¢ikarilan doku drnekleri hizlica soguk PBS igerisinde
yikanarak kandan arindirilmistir ve cryo vial tiiplere alinarak sivi nitrojen igerisinde
sok dondurulmustur. Daha sonra ise ¢alismanin yapilacagi giine kadar -80 derecelik

dondurucuda saklanmistir. Calisma plani ve hasta bilgileri Sekil 9°da gosterilmistir.

[ Etik Kurul Onay1 ve Orneklerin Toplanmasi ]
Hasta | Cinsiyet | Yag | CIS | Tiimér Boyu
N - N Hastal| Erkek 81 | Yok 60 cm
T1 Evre Yiiksek Dereceli Tiimore Komsu Saghkh
Mesane Tiimor Dokulan Mesane Dokular Hasta2 | Erkek 60 | Yok 40cm
n=4 ) n=4 ) Hasta3 | Erkek 76 | Yok 90 cm
l l Hastad | Erkek 70 | Yok 50 cm
[ Dokularin Homojenizasyonu ]
[ Protein Konsantrasyon Tayini (Bradford) ]
[ FASP ile Orneklerin Hazirlanmas ]
[ LC-MS/MS Analizi ]
[ Progenesis QI ve Biyoinformatik Analizleri ]

Sekil 9. Tez ¢alismasinda izlenen is akisi ve hasta bilgileri.
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3.2. Geregler

Bu tez caligmasinda kullanilan cihaz ve aletler Tablo 6’da kimyasal

malzemeler ve kitler Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 6. Calismada kullanilan cihaz ve aletler ile marka ve modelleri.

Cihaz/Alet

Marka/Model

LC-MS/MS Kiitle Spektrometresi
UPLC Kolon

Mikroplate Spektrofotometre

-80 Derece Dondurucu
Sogutmal1 Santrifiij
Homojenizator

Sonikator

Thermoshaker

Ultrasonik Banyo

Mini Santrifllj- Vorteks

Hassas Terazi

Cesitli Hacimlerde Mikropipetler
+4 Derece Sogutucu

Cesitli Mkropipet Uclart

Cryo Vial Tupler

LoBind Mikrosantrifuj Tpleri
Mikrosantrifuj Tpleri

96 Kuyucuklu Mikroplate

15 mL ve 50 mL Konik Tupler
Celik Homojenizasyon Boncuklari

Cesitli Cam Malzemeler

Waters Corporation, Xevo G2-XS QTOF
Waters Corporation, ACQUITY HSS T3
BioTek PowerWave HT

Haier Biomedical DW- 86L729
Hettich MIKRO 220R

Retsch MM 400

Hielscher UP200St

Grant-Bio PCMT-HC24N
VWR USC-TH

Biosan FVL-2400N-Combismin
Kern ABJ

Thermo Scientific

Arcelik

Isolab

Isolab

Eppendorf

Isolab

Isolab

Isolab

Isolab

Isolab
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Tablo 7. Calismada kullanilan kimyasal malzemeler ve kitler ile marka ve katalog
numaralari.

Kimyasal Malzeme/Kitler Marka/Katalog Numarasi
Phosphate Buffered Saline (PBS) Tablet Sigma-Aldrich, P4417
UPX Universal Protein Extraction Kit EXPEDEON, 44101
FASP Protein Digestion Kit EXPEDEON, 44250
Pierce Tripsin Proteazi, LC-MS Grade Thermo Fisher, 90057
Proteaz Inhibitér Kokteyli Thermo Fisher, 87785
BSA Protein Standart BioRad, 5000007
Rapid Gold BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher, A53226
Acetonitrile LC-MS Grade Merck, 100029
Su LC-MS Grade Merck, 115333

3.3. Yontemler
3.3.1. Dokularin homojenizasyonu ve protein ekstraksiyonu

Calismada  kullanilacak  tiimor ve  saghkli  mesane dokularinin
homojenizasyonu i¢cin UPX Universal Protein Extraction Kit (Expedeon) kullanilmis

ve Uretici firmanin tavsiye ettigi protokol izlenmistir. Bu dogrultuda;

1. Daha 6nce PBS ile yikanarak kan ve kontaminantlardan arindirilan ¢alisma
dokular1 -80 derecelik dondurucudan ¢ikarilarak hizlica tartilip LoBind
mikrosantrifiij tiiplerine alinmig ve iiretici firmanin tavsiye ettigi sekilde
1:10’luk doku/UPX oran1 i¢in eklenmesi gereken UPX soliisyonu

miktarlar1 hesaplanmstir.

2. 1 mL UPX soliisyonu i¢in 10 pl olacak sekilde Proteaz Inhibitér Kokteyli
(Thermo Fisher) eklenmis UPX tamponu, 6rneklerin iizerine hesaplanan

hacimlerde dagitilmis ve daha sonra tiiplere 2 mm boyutunda steril metal
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boncuklardan 5- 6 adet atilmistir. Tupler Retsch MM 400 homojenizatore
yerlestirilerek 30 mHZ’de 1’er dakikalik 10 dongii olacak sekilde
homojenizasyona birakilmistir. Her dongii arasinda orneklerin bulundugu

mikrosantrifiij tlipleri 1 dakika buzda bekletilmistir.

3. Retsch MM 400 ile homojenizasyonun ardindan, homojenizasyon
basarisini arttirmak i¢in 6rnekler Hielscher UP200St sonikatore alinarak 10
dongii olacak sekilde 5 saniye sonikasyona birakilmistir. Her dongii
arasinda orneklerin bulundugu mikrosantrifiij tiipleri 20 saniye buzda

bekletilmistir.

4. Sonraki asamada oOrnekler 96 dereceye ayarlanmis Thermoshaker’a
alinarak (Grant-Bio PCMT-HC24N) UPX protokoliinde belirtildigi sekilde
5 dakika kaynamaya birakilmistir.

5. Daha sonra O0rneklerin bir slire oda sicakligina gelmesi saglanmig ve +4
dereceye almarak 1 saat bekletilmisti. Bu asamadan sonra ise
mikrosantrifiij tiipleri +4 dereceye ayarlanmis sogutmali santrifiije alinarak
15.000 g’de 10 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiij sonras: siipernatantlar

yeni LoBind tiiplere aktarilarak Bradford analizi i¢in hazirlanmstir.

3.3.2. Bradford metodu ile protein konsantrasyon tayini

FASP metodu ile 6rnek hazirligina baslanmadan 6nce, doku &rneklerinden
ekstrakte edilen proteinlerin konsantrasyonlarinin yeterli olup olmadiginin anlasilmasi
icin Bradford metodu ile protein konsantrasyon tayini yapilmistir. Bu islem igin Rapid
Gold BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher) kullanilmis ve iiretici firmanin tavsiye
ettigi protokol izlenmistir. Analiz i¢in 96 kuyucuklu mikroplaka kullanilmis ve 5 adet
Bovine Serum Albumin (BSA) standardi hazirlanmistir. Standartlardan ve Glgtiim
yapilacak orneklerden 10 pl alinarak 3’er tekrarli olacak sekilde kuyulara dagitilmis
ve lizerlerine 190 ul boya soliisyonu eklenerek karistirilmistir. Daha sonra mikroplaka
15 dakika karanlik bir ortamda inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasinda

BioTek PowerWave HT mikroplaka okuyucu spektrofotometreye yerlestirilerek 595
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nm dalga boyunda dl¢iim gerceklestirilmistir. Olgiim sonucunda, standartlara ait
absorbans degerleri ve bilinen protein konsantrasyonlart kullanilarak standart grafigi
cizilmis ve egri denklemi hesaplanmistir. Daha sonra ise Orneklere ait absorbans
degerleri kullanilarak egri denkleminde Orneklere ait protein konsantrasyonlari

hesaplanmistir (Tablo 10).

3.3.3. FASP metodu ile 6rneklerin hazirlanmasi

LC-MS/MS analizi icin 6rnekler FASP Protein Digestion Kit (Expedeon) ile
hazirlanmis ve tretici firmanin tavsiye ettigi protokol ile Mann ve arkadaslarinin

yayinladigi protokoller baz alinarak c¢alisilmistir (172). Bu dogrultuda;

1. Calismaya ire soliisyonu hazirlanarak baglanmistir. Kit igerisinde bulunan
1 mL’1ik Tris Hidroklorit, iirenin bulundugu tiipe aktarilarak soliisyon homojen
oluncaya kadar vortekslenmistir. Hazirlanan {ire soliisyonundan 100 pl
alinarak lodoasetamit’in bulundugu tiipe aktarilarak vortekslenmistir. Sonraki
asamada 4 ug Tripsin (Thermo Fisher), 75 ul 50 mM Amonyum Bikarbonat
soliisyonu igerisinde ¢oziilerek tripsinizasyon igin gerekli proteaz karigimi

hazirlanmustir.

2. Tumor (n= 4) ve saglikli mesane dokularindan (n= 4) ekstrakte edilen protein
orneklerinin her birinden 30 pl alinarak 200 pl {ire soliisyonu ile karigtirilip
filtreleri igeren tliplere dagitilmis ve tiipler 14.000 g’de 15 dakika
santrifiijlenmistir. Daha sonra filtrelerin iizerine tekrar 200 pl iire soliisyonu

aktarilarak santrifiij islemi tekrarlanmistir.

3. Tiplerin altinda toplanan sivilar atildiktan sonra filtrelerin iizerine 10X
fodoasetamid soliisyonu ve 90 pl Gre soliisyonu eklenerek tupler hafifce
vortekslenmis ve sonrasinda karanlik bir ortamda 20 dakika inkiibasyona

birakilmigtir.  Inkiibasyon sonrasinda tiipler 14.000 g’de 15 dakika
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santrifiijlenmistir. Daha sonra tiiplere 100 pl iire soliisyonu aktarilarak tekrar

14.000 g’de 15 dakika santrifiijlenmis ve bu islem bir kez daha tekrarlanmistir.

4. Tiplerin altinda toplanan sivilar atildiktan sonra tiiplere 100 pul 50 mM
Amonyum Bikarbonat eklenerek 14.000 g’de 10 dakika santrifiijlenmis ve bu
basamak bir kez daha tekrarlanmistir. Daha sonra ise tuplere 75 pl Tripsin
eklenerek kisaca vortekslenmis ve tlipler parafilm ile sarilarak 37 derecede bir

gece inkilibasyona birakilmistir.

5. Inkiibasyonu takip eden giinde tiiplerin icerisindeki filtreler ¢ikarilarak yeni
LoBind tiiplere alinmis, iizerlerine 40 pl 50 mM Amonyum Bikarbonat
eklenerek 14.000 g’de 10 dakika santrifiijlenmis ve bu islem bir kez daha

tekrarlanmustir.

6. Daha sonraki asamada tiiplere 50 ul 0.5 mM Sodyum Klorit soliisyonu
eklenmis ve tiipler 14.000 g’de 10 dakika boyunca santrifiijlenmistir. Santrifiij
sonrasinda elde edilen filtrat istenen peptid karisimini igermektedir. Orneklere
ait tipler etiketlendirilip agizlar1 parafilmlenerek LC-MS/MS analizinin

yapilacag giine kadar -80 derecelik dondurucuya kaldirilmistir.

3.3.4. LC-MS/MS ile 6rneklerin analizi

FASP metodu ile hazirlanmis ornekler, son konsantrasyonlari 200 ng/pL
olacak sekilde %0.1 formik asit ile seyreltilerek cihaza uygun vial tiiplere aktarilmistir.
Analiz igin Xevo G2-XS Q TOF (Waters) cihazi kullanilmis ve analizden 6nce cihaza
0zgl olan MassLynx programi (V4.1-Waters) kullanilarak kalibrasyon ve dedektor
ayarlar1 yapilmistir. Metod SONAR, pozitif iyon ve sensitivite moduna getirilerek
olusturulan triptik peptitler hidrofobikliklerine gére HSS T3 (Waters) kolonunda
asetonitril gradienti ile fraksiyonlanmistir. Asetonitril %5- 35 araliginda arttirilarak
peptitlerin kolondan ayrilmasi saglanmis ve elektrospray iyonlagsmasi sonucu kiitle
spektrometresinde analiz edilmistir. Analiz esnasinda, m/z 50- 1950 araliginda
tanmimlanabilecek peptitler igin veri toplanmustir. 0,7 sn kadar MS analizi

gerceklestirilmis ve peptidin biitiinii hakkinda bilgi toplanmistir. Ardindan 0,7 sn
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kadar MS/MS analizi yapilarak peptidler pargalanip sekans bilgisi elde edilmistir.
Cihazin tiim analiz prosesi 132 dakika olmakla birlikte analizin 15 ile 110 dakikalik

giivenilir aralig1 degerlendirmeye alinmistir.

3.3.5. Progenesis QI ve biyoinformatik analizler

LC-MS/MS analizi sonrasinda cihazdan elde edilen ham veriler Progenesis QI
yazilimi (Waters) ile analiz edilmistir. Protein tanimlamalar1 ise UniProt veri
bankasindaki insana ait protein sekans bilgisi ile karsilagtirilarak yapilmistir. Protein
tanimlamalari, her bir protein icin en az 2 ya da 3 peptid ile eslestirme yapilacak
sekilde ayarlanmis ve istatistiksel analiz ANOVA ile 0.05 anlamlilik diizeyinde
yapilmistir. Maximum fold change 1,5 olarak segilmistir. Alfa hatasinin diizeltimesi
icin yanlis bulgu oran1 skoru (False Discovery Rate, FDR) 4 se¢ilmistir. Sonrasinda
tanimlanan proteinler ile biyoinformatik analizler yapilmistir. Tiimor ve sagliklt doku
ornekleri arasindaki protein farkliliklarint dogrulamak i¢in Perseus yazilimi
kullanilarak hiyerarsik kiimeleme analizi ve temel bilesenler analizi uygulanmistir.
Proteinlerin molekiiler ve biyolojik fonksiyonlarini analiz etmek i¢cin PANTHER
programi kullanilmistir. Tanimlanan proteinler ayrica bilinen ve ongoriilen protein
etkilesimlerini saptamak i¢in STRING programi ile analiz edilmis ve elde edilen
etkilesim aginda kiimelenen proteinler, Cytoscape programi kullanilarak elde edilen
etkilesim aglar1 ile karsilastirilmistir. Tanimlanan proteinlerden tiimdr dokusunda artis
ve azalig gOsterenler ayr1 ayr1 Signor veri tabaninda analiz edilerek yolak haritalari
olusturulmustur. Hg-pT1 tiimorler i¢in prognostik 6nemi oldugu diisiiniilen proteinler
icin GraphPad Prism 6 programi kullanilarak miktar degisimlerini gosteren grafikler

cizilmistir.
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4. BULGULA

R

4.1. Orneklerin Protein Konsantrasyonlari

Gereg ve yontem kisminda belirtildigi sekilde yapilmis olan Bradford Metodu

ile protein konsantrasyon tayini sonucunda, ii¢ tekrarli olarak hazirlanan farklh

konsantrasyonlarda BSA standartlar1 ve blank olarak kullanilan bos boya soliisyonuna

ait spektrofotometrik absorbans degerleri ile bunlarin ortalamasi Tablo 8’de ifade

edildigi gibidir. BSA standartlarinin konsantrasyonlarina karsit absorbans degerleri

kullanilarak gizilen grafikte egri denklemi ve R? degeri Tablo 10’daki gosterildigi gibi

hesaplanmistir. Elde edilen egri denkleminde, oOrneklerin absorbans degerleri

kullanilarak bilinmeyen protein konsantrasyonlar1 Tablo 9’daki gibi bulunmustur.

Tablo 8. BSA standartlarinin konsantrasyonlari ile boya soliisyonu ve BSA
standartlarina ait absorbans degerleri.

Bovine Serum Albumin Standartlar:

Blank | 31,3 pg/ml | 62,5 pg/ml | 125 pg/ml | 250 pg/ml | 500 pg/ml
0291 | 0371 0,421 0,547 0756 1,003
Spektrofotometre [ 300 [ 359 0,445 0,570 0735 1,003
Degerleri
0304 | 0,368 0,420 0,559 0,766 1,078
Ortalama 0300 | 0,369 0,429 0,559 0,752 1,088
(+SD) (0.008) |  (0.002) (0.014) (0.012) (0.016) | (0.009)

Tablo 9. Orneklere ait protein konsantrasyonlari.

Ortalama Protein Konsantrasyonlar: (ng/ml)

Ornekler (1/100 Dilusyon)
Tumor 1 449
Kontrol 1 35,7
Tumor 2 119,1
Kontrol 2 58
Tdmor 3 77,1
Kontrol 3 22,9
Tamor 4 19,6
Kontrol 4 69,5
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Tablo 10. BSA standartlarinin konsantrasyonlarina karsi absorbans degerleri
kullanilarak ¢izilen grafik ile hesaplanan egri denklemi ve R? degeri.

BSA Standart Grafigi

600 y = 653,58x - 28,065

500 R2 =0,9933

400
300
200

100

BSA Standartlar1 (ug/ml)

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9
Spektrofotometre Olguimleri

4.2. LC-MS/MS ile Proteinlerin Tanimlanmasi

LC-MS/MS analizi sonucunda, 8 adet mesane dokusundan (n= 4 T1 evre
yliksek dereceli mesane tiimorii, n= 4 tiimore komsu saglikli mesane dokusu) herhangi
bir filtreleme ve istatistiksel test olmaksizin toplamda 1166 protein tanimlamasi
yapilmistir. Analiz edilen 6rneklerin her biri i¢in Progenesis QI sisteminde total iyon
kromatogramlar1 incelenmistir. Kromatogram i¢in Progenesis QI sistemi en yiiksek
performanstaki 4 numarali saglikli kontrol dokusuna ait 6rnegi referans olarak se¢mis
ve diger Orneklere ait kromatogramlari bu referans ile karsilastirmistir.
Kromatogramlar arasinda sadece 2 numarali saglikli kontrol dokusuna ait drnegin
referans kromatograma gore uyumu %39.9’luk bir skor ile diisiik bulunmustur. Ilgili
Oornegin calismadan c¢ikarilmast durumunda, onun partneri olan ve referans
kromatogramla karsilastirildiginda uyum gosteren 2 numarali timor dokusuna ait
Oornegin de c¢alismadan ¢ikarilmasi gerekeceginden ve bu durumda tanimlanan
proteinlerin ¢esit ve sayisinda 6nemli degisiklikler goriildiigiinden kontrol 2 6rnegi

calismadan ¢ikarilmamastir.
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Sekil 10. Analiz edilen o6rneklerden bazilarinin kromatogram goriintiileri. Tim
ornekler Progenesis QI programi tarafindan referans olarak segilen kontrol 4 6rneginin
kromatogramu ile karsilastirilmis ve kontrol 2 6rneginin referans kromatograma gore
uyumu %39.9’luk bir skor ile diisiik bulunmustur.
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4.2.1. TUmor dokular: ve saghkh dokular arasindaki protein farkhihiklari
LC-MS/MS analizi sonucunda tanimlanan 1166 proteinin tiimii incelendiginde,
720 proteinin saglikli dokulara kiyasla tiimor dokularinda artis gosterdigi, 338
tanesinin azalis gosterdigi ve 108 tanesinin ortak oldugu goriilmistiir. Tanimlanan
proteinlerin ve istatistiksel olarak anlamli (p <0.05) olan 90 proteinin dagilimi

Sekil 11°de ifade edilen Venn diyagramindaki gibidir.

n=90
n= 1166 (p<0.05)

TUMOR KONTROL TUMOR KONTROL

Sekil 11. Timoér ve saglikli dokularda tanimlanan tiim proteinlerin (n=1166) ve
istatistiksel olarak anlamli (p <0.05) olan 90 proteinin Venn diyagrami.

Tanimlanan 1166 protein, yontem kisminda belirtilen sekilde Progenesis QI
yaziliminda o6lgiilen degerin gecerli sayilabilmesi baglaminda filtrelenmis ve
istatistiksel analize tabi tutulmustur. Analiz sonrasinda istatistiksel olarak anlamli olan
(p <0.05) proteinlerin sayis1 90 olarak bulunmustur (Tablo 11). Bu 90 proteinden 55
tanesinin saglikli dokulara kiyasla tiimor dokusunda artis gosterdigi, 35 tanesinin ise
azalis gosterdigi goriilmiistiir. Sonraki asamada tanimlanan bu 90 proteinin LFQ sinyal
yogunluklar1 alinmis ve Logaritma 2 tabanina gore transforme edilmistir. Elde edilen
yeni sinyal yogunluklar1 kullanilarak Perseus yazilimi ile hiyerarsik kiimele analizi
(Sekil 12) ve temel bilesenler analizi (PCA) (Sekil 13) yapilmistir. Bu analizler
sonucunda proteinlerin ifadelerinin tiimor dokulart ile saglikli kontrol dokulari

arasinda net olarak ayrim gosterdigi dogrulanmaistir.
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Sekil 12. Tiimor ve saglikli kontrol dokusu drneklerinde tanimlanan proteinlere ait
hiyerarsik kiimeleme analizi.
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Sekil 13. Tiimor ve saglikli kontrol dokusu drneklerinde tanimlanan proteinlere ait
temel bilesenler analizi (PCA)
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Tablo 11. LC-MS/MS analizi ile tanimlanmis ve tiimor dokularinda anlamli diizeyde
(p <0.05) artis ya da azalis gdsteren proteinler.

Accession  UniProt Gene Card
ID Ismi Protein ismi Ismi Degisim
P17931 LEG3 Galectin-3 LGALS3 Artis
Q00610 CLH1 Clathrin heavy chain 1 CLTC Artig
P40939 ECHA Trifunctional enzyme subunit alpha_ mitochondrial HADHA Artig
P14625 ENPL Endoplasmin HSP90B1 Artis
P04075 ALDOA  Fructose-bisphosphate aldolase A LOC112694756 Artig
P51149 RAB7A  Ras-related protein Rab-7a RAB7A Artig
P29692 EF1D Elongation factor 1-delta EEF1D Artig
P60174 TPIS Triosephosphate isomerase TPI1 Artig
Q13838 DX39B  Spliceosome RNA helicase DDX39B DX39B Artis
P62241 RS8 40S ribosomal protein S8 RPS8 Artig
P32119 PRDX2  Peroxiredoxin-2 PRDX2 Artig
P18124 RL7 60S ribosomal protein L7 RPL7 Artis
P04843 RPN1 Dolichyl-diphosphooligosaccharide-protein RPN1 Artig
glycosyltransferase subunit 1
P30101 PDIA3 Protein disulfide-isomerase A3 PDIA3 Artig
Q7Z7A1 CNTRL  Centriolin CNTRL Artig
P62424 RL7A 60S ribosomal protein L7a RPL7A Artis
P10809 CH®60 60 kDa heat shock protein_ mitochondrial HSPD1 Artis
P26641 EF1G Elongation factor 1-gamma EEF1G Artis
P14314 GLU2B  Glucosidase 2 subunit beta PRKCSH Artig
P12036 NFH Neurofilament heavy polypeptide NEFH Artis
P06733 ENOA Alpha-enolase ENO1 Artis
P61978 HNRPK  Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K HNRNPK Artis
P52209 6PGD 6-phosphogluconate dehydrogenase_ PGD Artis
decarboxylating

P22314 UBA1 Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 UBA1 Artis
P23526 SAHH Adenosylhomocysteinase AHCY Artis
P02751 FINC Fibronectin FN1 Artig
P09651 ROA1 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al HNRNPA1 Artig
Q92841 DDX17  Probable ATP-dependent RNA helicase DDX17 DDX17 Artis
P13667 PDIA4 Protein disulfide-isomerase A4 PDIA4 Artis
P52597 HNRPF  Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F HNRNPF Artig
P61019 RAB2A  Ras-related protein Rab-2A RAB2A Artis
Q99714 HCD2 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type-2 HSD17B10 Artig
P38646 GRP75 Stress-70 protein_ mitochondrial HSPA9 Artig
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Tablo 11. LC-MS/MS analizi ile tanimlanmis ve tiimor dokularinda anlamli diizeyde
(p <0.05) artis ya da azalis gosteren proteinler (Devami).

Accession  UniProt Gene Card
ID Ismi Protein ismi Ismi Degisim
P23246 SFPQ Splicing factor_ proline- and glutamine-rich SFPQ Artis
P07910 HNRPC  Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins C1/C2 HNRNPC Artis
P17987 TCPA T-complex protein 1 subunit alpha TCP1 Artig
P30044 PRDX5  Peroxiredoxin-5_mitochondrial PRDX5 Artis
P30040 ERP29 Endoplasmic reticulum resident protein 29 ERP29 Artis
Q72406 MYH14  Myosin-14 MYH14 Artig
P37108 SRP14 Signal recognition particle 14 kDa protein SRP14 Artig
P08238 HS90B  Heat shock protein HSP 90-beta HSP90AB1 Artig
P07237 PDIAl Protein disulfide-isomerase PAHB Artig
P35221 CTNA1l  Catenin alpha-1 CTNNA1L Artig
P62081 RS7 40S ribosomal protein S7 RPS7 Artig
P09211 GSTP1  Glutathione S-transferase P GSTP1 Artis
Q96KP4 CNDP2  Cytosolic non-specific dipeptidase CNDP2 Artis
QYUKM9 RALY  RNA-binding protein Raly RALY Artis
P51659 DHB4 Peroxisomal multifunctional enzyme type 2 HSD17B4 Artis
P31949 S10AB Protein S100-A11 S100A11 Artig
P50454 SERPH  Serpin H1 SERPINH1 Artig
P15428 PGDH 15-hydroxyprostaglandin dehydrogenase [NAD(+)] HPGS Artis
P12004 PCNA Proliferating cell nuclear antigen PCNA Artis
P31947 1433S 14-3-3 protein sigma SFN Artis
P15559 NQO1 NAD(P)H dehydrogenase [quinone] 1 NQO1 Artig
P52895 AK1C2  Aldo-keto reductase family 1 member C2 AKR1C2 Artis
P02787 TRFE Serotransferrin TF Azalig
P12109 CO6A1  Collagen alpha-1(VI) chain CO6A1 Azalig
015078 CE290 Centrosomal protein of 290 kDa CEP290 Azalig
P04899 GNAI2  Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit GNAI2 Azalig
alpha-2

Q9Y490 TLN1 Talin-1 TLN1 Azalig
P18206 VINC Vinculin VCL Azalig
Q9P225 DYH2 Dynein heavy chain 2_ axonemal DNAH2 Azalig
P08758 ANXA5  Annexin A5 ANXAS5 Azalig
P12814 ACTN1 Alpha-actinin-1 ACTN1 Azalig
075369 FLNB Filamin-B FLNB Azalig
Q15063 POSTN  Periostin POSTN Azalig
P51884 LUM Lumican LUM Azalig
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Tablo 11. LC-MS/MS analizi ile tanimlanmis ve tiimor dokularinda anlamli diizeyde
(p <0.05) artis ya da azalis gosteren proteinler (Devami).

Accession  UniProt Gene Card
ID Ismi Protein ismi Ismi Degisim

Q6NZI2 CAVN1 Caveolae-associated protein 1 CAVIN1 Azalig
P60660 MYL6 Myosin light polypeptide 6 MYL6 Azalig
Q14315 FLNC Filamin-C FLNC Azalig
P02452 CO1A1  Collagen alpha-1(l) chain CO1A1 Azalig
P21333 FLNA Filamin-A FLNA Azalig
P49454 CENPF  Centromere protein F CENPF Azalis
P35749 MYH11  Myosin-11 MYH11 Azalig
P02743 SAMP Serum amyloid P-component APCS Azalig
Q05707 COEA1 Collagen alpha-1(X1V) chain COL14A1 Azalig
P51888 PRELP Prolargin PRELP Azalig
P09493 TPM1 Tropomyosin alpha-1 chain TPM1 Azalig
Q03252 LMNB2 Lamin-B2 LMNB2 Azalig
P07585 PGS2 Decorin DCN Azalig
Q01995  TAGL  Transgelin TAGLN Azalig
Q15124 PGM5 Phosphoglucomutase-like protein 5 PGM5 Azalig
P24844 MYL9 Myosin regulatory light polypeptide 9 MYL9 Azalis
P20774 MIME Mimecan OGN Azalig
P17661 DESM Desmin DES Azalig
P51911 CNN1 Calponin-1 CNN1 Azalig
PODOX5 1GG1 Immugoglobulin gamma-1 heavy chain IGHG1 Azalig
Q05682 CALD1 Caldesmon CALD1 Azalig
Q13439 GOCA4  Golgin subfamily A member 4 GOLGA4 Azalig
Q94964 SOGA1  Protein SOGAlL SOGAl Azalig

4.3. Tammmlanan Proteinlerin Molekiiler Fonksiyon Analizi

Tiimo6r dokularinda anlamli olarak degisen (p <0.05) 90 protein ile PANTHER
yazilimi kullanilarak molekiiler fonksiyon analizi yapilmistir. Tiimér dokularinda
anlamli derecede artan proteinler (n= 55) ile yapilan molekiiler fonksiyon analizi
Sekil 14°de, tiimdr dokularinda anlamli derecede azalan (n= 35) proteinler ile yapilan

molekiiler fonksiyon analizi Sekil 15°de ifade edilmistir.
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Sekil 14. Tiimdr dokularinda artis gosteren proteinlerin molekiiler fonksiyon analizi.

Tiimor dokularinda anlamli derecede artis gosteren 55 protein ile yapilan
molekiiler fonksiyon analizinde proteinlerden molekiiler fonksiyonla eslesenler 5
gruba ayrilmistir. Proteinlerin %43’ katalitik aktivite fonksiyonunda iken tiim
proteinlerin %41’°ini baglanma (binding) proteinleri olusturmaktadir. Bunlara ek
olarak proteinlerin %6°’s1 molekiiler fonksiyonlarin regiilasyonunda, %8’1 yapisal
molekiil aktivitesinde ve %2’si ise translasyonun regiilasyonunda gorevlidir ve

proteinlerden bazilar1 birden fazla molekiiler fonksiyonda gorevli olabilmektedir.
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Sekil 15. Tiimor dokularinda azalig gosteren proteinlerin molekiiler fonksiyon analizi.

Tiimor dokularinda anlamli derecede azalig gosteren (saglikli mesane kontrol
dokularinda artis gdsteren) 35 protein ile yapilan molekiiler fonksiyon analizinde
proteinlerden molekiiler fonksiyonla eslesenler 4 gruba ayrilmistir. Proteinlerin
%16’s1 katalitik aktivite fonksiyonunda iken tiim proteinlerin %53’linli baglanma
proteinleri olusturmaktadir. Bunlara ek olarak proteinlerin %26’s1 yapisal molekiil
aktivitesinde ve %51 ise sinyal transdiiksiyonunda gorevlidir ve proteinlerden bazilar

birden fazla molekuler fonksiyonda gorevli olabilmektedir.

Tiimor dokularinda artis ve azalis gésteren proteinlerin molekiiler fonksiyonu
birbiriyle karsilastirildiginda, tiimor dokularinda artig gésteren proteinlerde arasinda,
azalis gosteren proteinlerden farkli olarak molekiiler fonksiyonlarin regiilasyonunda
gorevli SERPINH1, PCNA ve PRKCAH proteinleri ile translasyon regiilasyonunda
gorevli EEF1D proteininin oldugu anlasilmistir. Bunun yaninda, tiimor dokularinda
azalig gOsteren proteinler arasinda, artig gosteren proteinlerden farkli olarak sinyal

transdiiksiyonunda gorevli GNAI2 proteininin bulundugu goriilmiistiir.
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4.4. Tanimlanan Proteinlerin Biyolojik Proses Analizi

Tiimor dokularinda anlamli olarak degisen (p <0.05) 90 protein ile PANTHER
yazilimi1 kullanilarak biyolojik proses analizi yapilmistir. Tiimor dokularinda anlamli
derecede artan proteinler (n=55) ile yapilan biyolojik proses analizi Sekil 16’da, tUmor
dokularinda anlamli derecede azalan (n= 35) proteinler ile yapilan biyolojik proses

analizi Sekil 17°de ifade edilmistir.
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~
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9%

Immiin Sistem
3%

Sekil 16. Tiimor dokularinda artig gosteren proteinlerin biyolojik proses analizi.

Timor dokularinda anlamli derecede artis gosteren 55 protein ile yapilan
biyolojik proses analizinde proteinlerden biyolojik proseslerle eslesenler 9 gruba
ayrilmistir. Proteinlerin %40°1 hiicresel proseslerde gorevli iken %6’s1 hiicresel
komponentlerin organizasyonunda, %8’i regiilasyonda, %3’i hiicresel adezyonda,
%8’1 sitlimiillasyona yanitta, %2’si multiseliiler organizmayla iliskili proseslerde,
%23’ metabolik proseslerde, %9’u hiicresel lokalizasyonda ve %3’ii ise immiin

sistemle iligkili proseslerde gérev almaktadir.
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Sekil 17. Tiimdr dokularinda azalis gosteren proteinlerin biyolojik proses analizi.

Timor dokularinda anlamli derecede azalis gosteren (saglikli mesane kontrol
dokularinda artis gosteren) 35 protein ile yapilan biyolojik proses analizinde
proteinlerden biyolojik proseslerle eslesenler 8 gruba ayrilmistir. Proteinlerin %33’
hiicresel proseslerde gorevli iken %15°1 gelisimsel proseslerde, %26°s1 multiseliiler
organizma iliskili proseslerde, %7°si metabolik proseslerde, %4’{i immiin sistemle
iligkili proseslerde, %7’si sitlimiilasyona yanitta, %41 hiicresel adezyonda ve %4’

hiicresel regiilasyonda gorev almaktadir.

4.5. Tanimlanan Proteinlerin STRING Veri Tabaninda Etkilesim Analizi

Timor dokularinda anlamli olarak degisen (p <0.05) 90 protein ile STRING
veri tabani kullanilarak protein- protein etkilesim analizi yapilmigtir. Timor
dokularinda anlamli derecede artan proteinler (n= 55) ile olusturulan ag haritas1 Sekil
18’de, tlimor dokularinda anlamli derecede azalan proteinler (n=35) ile olusturulan ag

haritas1 Sekil 19°da gosterilmistir.
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Sekil 18. Tiimor dokularinda artig gosteren proteinlerin STRING analizi.

Timor dokularinda anlamli derecede artan proteinler (n= 55) ile olusturulan
protein etkilesim ag haritasinda (55 nodes, 206 edges, 7.49 average node degree)
tanimlanan proteinlerin birbiriyle yiiksek etkilesim igerisinde oldugu goriilmiistiir. Ag
haritasindaki proteinler STRING veri tabaninin siniflandirma (MCL Clustring)

ozelligi kullanilarak siniflandirilmis ve 3 farkli kiime grubu gortilmiistiir.
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Sekil 19. Tiimér dokularinda azalig gosteren proteinlerin STRING analizi.

Tiimdr dokularinda anlamli derecede azalis gosteren (saglikli mesane kontrol
dokularinda artis gosteren) proteinler (n= 35) ile olusturulan protein etkilesim ag
haritasinda (34 nodes, 100 edges, 5.88 average node degree) tanimlanan proteinlerin
birbiriyle yiiksek etkilesim igerisinde oldugu goriilmiistiir. Ag haritasindaki proteinler
STRING veri tabanmin smiflandirma (MCL Clustring) 6zelligi kullanilarak

siiflandirilmis ve 2 farkli kiime grubu goriilmiistiir.

Ag haritalarinda birbiriyle siki etkilesim gosteren proteinlerin olusturdugu
kiimeler ayr1 ayr1 incelenmesi igin STRING veri tabaninda ilgili ag haritalar
olusturulduktan sonra aliman TSV (Tab Seperated Values) dosyalar1 Cystoscape
programi ile ¢alistirilarak yeni ag haritalar1 olugturulmus ve STRING ag haritalarinda
kiimelenen protein gruplart Cytoscape’in “Neighbors of Selected Nodes” 6zelligi

kullanilarak da gosterilmistir.
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Tiimor dokularinda anlamli derecede artan proteinler (n= 55) ile olusturulan
protein etkilesim ag haritasinda (Sekil 18) HNRNPA1, HNRNPC, HNRNPF,
HNRNPK, DDX17, DDX39B, SFPQ ve RALY proteinlerinin birbirleriyle yiksek
protein- protein etkilesiminde olduklar1 ve kiimelendikleri goriilmektedir. Ilgili
proteinlerin Cytoscape ag haritasinda da komsu nodelar oldugu ve yiiksek baglantilara
(edge) sahip olduklar1 goriilmiistiir (Sekil 20). ilgili proteinler UniProt veri bankasinda
tarandiginda hepsinin ortak olarak niikleusta lokalize oldugu ve heteroniikleer RNA
(hnRNA) metabolizmas1 ve RNA splicing gibi RNA’ya iligkin prosesler ile RNA

matiirasyonunda regiilator gorev aldiklar1 goriilmiistir.

Sekil 20. Timor dokularinda artis gosteren proteinlerden hnRNA metabolizmasinda
gorevli olanlara ait STRING ve Cytoscape ag haritalari. Ilgili proteinler node
komsuluklarindan dolay1 Cytoscape ag haritasinda sar1 renk ile isaretlenmistir.

Tiimor dokularinda anlamli derecede artan proteinler (n= 55) ile olusturulan
protein etkilesim ag haritasinda (Sekil 18) birbiriyle yiiksek protein-protein
etkilesiminde olan ve kiimelendikleri goriilen diger bir protein grubu ise RPL7,
RPL7A, RPS7, RPS8, RPN1, SRP14, EEF1D, EEF1G, TCP1 ve AHCY
proteinlerinden olusmaktadir. ilgili proteinlerin Cytoscape ag haritasinda da komsu
nodelar oldugu ve yliksek baglantilara (edge) sahip olduklar1 goriilmiistiir (Sekil 21).
UniProt veri bankasinda tarandiginda RPL7, RPL7A, RPS7 ve RPS8’in RNA binding
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proteinlerinin translasyonda ve translasyonun baglatilmasinda gorevli ribozomal
proteinler olduklari, RPN1’in protein glikolizasyonunda goérevli oldugu ve SRP14’iin
Endoplazmik Retikulumdan protein hedeflenmesinde gorevli oldugu goriilmektedir.
Bunlara ek olarak DNA binding proteinler olan EEF1D ve EEF1G’nin translasyon
elongasyon faktorii aktivitesinde olduklari, TCP1’in protein katlanmasi ile protein
stabilizasyonunda gorevli bir saperon oldugu ve telomeraz aktivitesi i¢in pozitif bir

regiilatér oldugu, AHCY ’nin ise L-homosistein biyosentezinde gorevli bir hidrolaz

oldugu goriilmektedir.
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Sekil 21. Timoér dokularinda artis gosteren proteinlerden protein sentezinde ve
translasyonel regiilasyonda gorevli olanlara ait STRING ve Cytoscape ag haritalari.
lgili proteinler node komsuluklaridan dolay1 Cytoscape ag haritasinda sar1 renk ile
isaretlenmistir.

Tiimor dokularinda anlamli derecede artan proteinler (n= 55) ile olusturulan
protein etkilesim ag haritasinda (Sekil 18) birbiriyle yiiksek protein-protein
etkilesiminde olan ve kiimelendikleri goriilen son protein grubu ise HSPA9, HSPDI,
HSP90AB1, PRDX2, PRDXS5, PDIAS, PDIA4, P4HB, TPI1, PGD, ALDOA, ENOL1,
FN1, PRKCSH, SERPINH1, CNDP2, ERP29 ve PCNA proteinlerinden olugmaktadir.
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Ilgili proteinlerin Cytoscape ag haritasinda da komsu nodelar oldugu ve yiiksek
baglantilara (edge) sahip olduklar1 goriilmiistiir (Sekil 22). UniProt veri bankasinda
tarandiginda HSPA9 ve HSPD1’in mitokondriyal streste, HSP9OAB1, HSP90BI,
PDIA3, PDIA4, P4HB, SERPINHI ve ozellikle ERP29’un ise Endoplazmik
Retikulum stresinde gorev aldiklart goriilmistiir. Bunlarin haricinde PRDX2 ve
PRDXS5’in hidrojen peroksitin zararsizlastirilmasinda antioksidan olarak goérev aldigi,
PCNA’nin ise hidrojen peroksidin de arasinda bulundugu bir¢ok faktérden kaynakli
DNA hasarinin tamir mekanizmasinda gorev aldig1 goriilmektedir. Bunlara ek olarak
TPI1, ENO1 ve ALDOA ’nin glikolizde, PDG’nin ise pentoz fosfat yolaginda gorev
yaptig1 goriillmektedir.

RARGA [T

Sekil 22. Tiimor dokularinda artis gosteren proteinlerden Endoplazmik Retikulum
stresi, mitokondriyal stres ve glikolizde gérevli olanlara ait STRING ve Cytoscape ag
haritalar1. Ilgili proteinler node komsuluklarindan dolay1 Cytoscape ag haritasinda sari
renk ile isaretlenmistir.

Tiimdr dokularinda anlamli derecede azalig gosteren (saglikli mesane kontrol
dokularinda artis gosteren) proteinler (n= 35) ile olusturulan protein etkilesim ag
haritasinda (Sekil 19) COL1A1, COL6A1, COL14A1, OGN, LUM, PRELP, POSTN

ve DCN proteinlerinin birbirleriyle yiiksek protein-protein etkilesiminde olduklart ve
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kiimelendikleri gériilmektedir. ilgili proteinlerin Cytoscape ag haritasinda da komsu
nodelar oldugu ve yiiksek baglantilara (edge) sahip olduklar1 goriilmiistiir (Sekil 23).
UniProt veri bankasinda tarandiginda ilgili proteinlerin tlimiiniin ortak olarak ekstra

seliiler matriks organizasyonunda ve hiicresel adezyonda gore aldiklar1 goriilmiistiir.
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Sekil 23. Tumor dokularinda azalis gosteren proteinlerden ekstraseliiler matriks
organizasyonu ve hiicresel adezyonda gorevli olanlara ait STRING ve Cytoscape ag
haritalar1. Tlgili proteinler node komsuluklarindan dolay: Cytoscape ag haritasinda sari
renk ile isaretlenmistir.

Tiimo6r dokularinda anlamli derecede azalis gosteren (saglikli mesane kontrol
dokularinda artig gosteren) proteinler (n= 35) ile olusturulan protein etkilesim ag
haritasinda (Sekil 19) birbiriyle yiiksek protein-protein etkilesiminde olan ve
kimelendikleri gorilen son protein grubu ise MYL6, MYL9, FLNA, FLNB, FLNC,
MYH11, ACTN1, CALD1, TPM1, TAGLN, VCL, PGM5 ve CNNL1 proteinlerinden
olusmaktadur. Ilgili proteinlerin Cytoscape ag haritasinda da komsu nodelar oldugu ve
yuksek baglantilara (edge) sahip olduklar1 goriilmistir (Sekil 24). UniProt veri
bankasinda tarandiginda ilgili proteinlerin tiimiinlin ortak olarak kas dokusunun
yapisal bileseninde bulunduklari, kas kasilmasinda gorev aldiklar1 ve hiicre iskelet

yapisinin regiilasyonunda rol oynadiklar1 goriilmiistiir.
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Sekil 24. Tiimor dokularinda azalig gosteren proteinlerden kas yapisi, kas kasilmasi ve
hiicre isekeletinin regililasyonunda gorevli olanlara ait STRING ve Cytoscape ag
haritalar1. {lgili proteinler node komsuluklarindan dolay1 Cytoscape ag haritasinda sari
renk ile isaretlenmistir.

4.6. Galektin-3, S100A11, Fibronektin, HSP60, HSP70, HSP90AB1 ve HSP90B1

Proteinlerinin Dokulardaki Miktar Degisimi

Tanimlanan proteinlerden Galektin-3, S100A11, Fibronektin, HSP60, HSP70,
HSP90AB1 ve HSP90B1 proteinlerinin dokulara gore miktar degisimleri Sekil 25-
31°de gosterilmistir. Tlgili proteinlerin, timér dokularmda anlamli derecede (p <0.05)

artis gosterdigi goriilmektedir.
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Sekil 25. Galektin-3 proteininin tiimor ve kotrol dokularindaki miktar degisimi.
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Sekil 26. SI00A 11 proteininin tiimdr ve kontrol dokularindaki miktar degisimi.
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Sekil 27. Fibronektin proteininin tiimor ve kontrol dokularindaki miktar degisimi.
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Sekil 28. HSP60 proteininin tiimor ve kontrol dokularindaki miktar degigimi.
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Sekil 29. HSP70 proteininin tiimor ve kontrol dokularindaki miktar degisimi.
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Sekil 30. HSP90ABL. proteininin tiimor ve kontrol dokularindaki miktar degisimi.
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Sekil 31. HSP90B1 proteininin tiimor ve kontrol dokularindaki miktar degisimi.

4.7. Tammmlanan Proteinlerin Signor Veri Tabaninda Yolak Analiz

Timor dokularinda anlamli olarak degisen (p <0.05) 90 protein ile Signor veri
taban1 kullanilarak yolak analizi yapilmistir. Tiimor dokularinda anlamli derecede
artan proteinlerden (n= 55) up-regiilator olanlar ile olusturulan yolak haritas1 Sekil
32’de, down-regiilator olanlar ile olusturulan yolak haritast Sekil 33’de gosterilmistir.
Tiim6r dokularinda anlamli derecede azalan (saglikli mesane kontrol dokularinda
artan) proteinlerden (n= 35) up-regiilator olanlar ile olusturulan yolak haritas1 Sekil
34°de, down-regiilator olanlar ile olusturulan yolak haritas1 Sekil 35’de gosterilmistir.
Signor veri tabani ile elde edilen bu yolak haritalari, tanimlanan proteinlerin yaninda,
bu proteinlerin etkilesmesinin muhtemel oldugu diger proteinleri ve tiim proteinlerin
bulunmas1 muhtemel oldugu seliiler ya da ekstraseliiler lokalizasyonu buttnsel olarak
gostermektedir. Galektin-3, Fibronektin ve HSP90OABI proteinlerine ait etkilesimler

ag haritalari tizerinde isaretlenmistir.
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Sekil 32. Tiimor dokularinda artis gosteren proteinlerden up-regiilator olanlarin Signor
analizi. Galektin-3, Fibronektin ve HSP9OABI1 proteinlerine ait etkilesimler daire

icerisinde gosterilmistir.
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Sekil 33. Tiimor dokularinda artis gosteren proteinlerden down-regiilator olanlarin

Fibronektin ve HSP90ABI1 proteinlerine ait etkilesimler daire

icerisinde gosterilmistir.

Signor analizi.
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Sekil 34. Timor dokularinda azalis gosteren proteinlerden up-regiilator olanlarin

Signor analizi.
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Sekil 35. Tiimo6r dokularinda azalis gosteren proteinlerden down-regiilator olanlarin

Signor analizi.
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5. TARTISMA

Mesane kanseri diinya genelindeki en yaygin kanser tiirlerinden biridir ve
erkeklerde goriilme siklig1 kadinlara oranla 3.5 kat daha fazladir (5). TUm mesane
timorleri icerisinde yuksek dereceli T1 evre timorlerin (Hg-pT1) klinik olarak
belirgin derecede heterojenite, niiks, progresyon ve kansere 6zgii mortalite gosterdigi
bildirilmistir (174). Literatiire baktigimizda, mesane timori hiicrelerinin hangi
alterasyonu akiimiile ederek progresif Ozellik gosterdigine iligkin sorularimizi
yanitlayacak doku bazli proteomik ¢aligmalarin oldukga sinirlt oldugu ve 6zellikle tek
basina Hg-pT1 tiimoérlerini ele alan proteomik yaklagimli bir ¢alismanin bulunmadigi
gorilmektedir. Bu sebeple bu ¢alismada Hg-pT1 tiimérlerinin hedef alinmasi
disiiniilmistiir. Calisma kapsaminda 4 erkek hastadan elde edilen Hg-pT1 tUmor
dokular1 ve bu dokulara komsu saglikli mesane kontrol dokulart LC-MS/MS ile analiz
edilmis ve toplamda 1166 protein tanimlanmistir. Bu proteinlerden istatistiksel olarak
(p <0.05) 90 tanesinin anlamli oldugu goriilmiis ve bunlardan 55 tanesinin timor
dokularinda artig, 35 tanesinin ise azalis gosterdigi anlasilmistir. TUmoOr dokusunda
artis ve azalis gosteren proteinler hiyerarsik kiimeleme analizi ve PCA analizi ile
gorsellestirilmis ve tiimor ile kontrol dokularimi basarili sekilde birbirinden
ayrabildikleri gosterilmistir. Sonraki asamada biyoinformatik analizler yapilarak ilgili
proteinlerin molekiiler fonksiyonlari, biyolojik prosesleri ve protein- protein

etkilesimleri aragtirilmistir.

Tiimdr dokularinda artis gdsteren 55 proteinin protein- protein etkilesimlerini
incelemek tizere yapilan STRING analizinde, proteinlerin biiyiilk ¢ogunlugunun
yiiksek etkilesim gosterdigi ve ayni hiicresel olayin regiilasyonunda gorev alan
proteinlerin 3 farkli kiime halinde gruplandig1 goriilmiistiir (Sekil 18). STRING ag
haritasindaki kiimelerden ilki heterojen niikleer Riboniikleoproteinler olarak
adlandiritlan HNRNPA1, HNRNPC, HNRNPF ve HNRNPK; RNA helikazlar olan
DDX17 ve DDX39B ile SFN, SFPQ ve RALY proteinlerinden olusmaktadir (Sekil
20). Bu proteinlerin hepsinin ortak olarak niikleusta yer aldigi ve heteroniikleer RNA

75



metabolizmasinda RNA splicing ve matiirasyonunun regiilatorii olarak gorevli olan
RNA’ya baglanan proteinler oldugu gériilmiistiir. Immortalize replikasyon yetenegi
ve artmis hiicre proliferasyonu kanser hiicrelerinin en karakteristik 6zelliklerindendir
(52). Bunun bir yansimasi olarak heteronikleer RNA devrinde ve RNA
metabolizmasinin regiilasyonunda gorevli proteinlerde artis goriilmesi beklenen bir
durumdur. RNA’ya baglanan proteinlerin ifadesi ve fonksiyonundaki degisikliklerin,
kanserden sorumlu genlerin etkilerini arttirdig1 ve tiimor progresyonunu hizlandirarak
agresifligini siddetlendirdigi bilinmektedir (175). Genetigi degistirilmis hayvan
modelleri ile kombine edilen yeni teknolojiler, RNA’ya baglanan proteinlerin
kanserdeki prognostik degerinin daha detayli olarak aydinlatilmasi ve potansiyel
terapotik maddelerin tasarimi i¢in yeni hedeflerin ortaya ¢ikarilmasina yardimci
olmaktadir. Bunlarla birlikte ag haritasindaki kiimelerden bir digeri, ribozomal
proteinler olan RPL7, RPL7A, RPS7 ve RPS8; elongasyon faktorleri olan EEF1D ve
EEF1G ile RPN1, SRP14, TCP1 ve AHCY proteinlerinden olusmaktadir (Sekil 21).
Bu proteinlerin hepsinin ortak olarak sitoplazmik lokalizasyonlu oldugu ve
translasyonun baslatilmasi, regiilasyonu ve bazi translasyon sonrasi proseslerde
gorevli RNA’ya baglanan proteinler olduklar1 goriilmiistiir. Kanser hiicrelerinin artan
proliferasyonuna bagli olarak translasyon ve translasyonla iligkili proteinlerin de artis
gostermesi beklenen bir durumdur ve ribozomal protein g¢esitlerinin spesifik kanser
tirlerindeki ekspresyon paternini kanser tiirleriyle iliskilendirmeyi hedef alan

calismalar mevcuttur (176).

Tiimo6r dokularinda artis gosteren 55 protein ile yapilan STRING analizine ait
ag haritasindaki (Sekil 18) kiimelerden sonuncusu HSPA9, HSPD1, HSP90ABI,
PRDX2, PRDX5, PDIA3, PDIA4, P4HB, TPI1, PGD, ALDOA, ENO1, FN1,
PRKCSH, SERPINH1, CNDP2, ERP29 ve PCNA (Sekil 22) proteinlerinden
olusmaktadir. Bu proteinlerden HSPA9 ve HSPDI1’in Mitokondriyal streste,
HSP90ABI1, HSP90B1, PDIA3, PDIA4, P4HB, SERPINH1 ve ERP29’un ise
Endoplazmik Retikulum stres cevabinda gorev aldiklari goriilmiistir. Endoplazmik
Retikulum stresi, katlanmamis ya da yanlis katlanmis proteinlerin artig1 sonrasinda
organel i¢i homeostazin bozulmasiyla karakterizedir ve basta kanser olmak iizere

bircok hastalikta karsilagilan bir hiicresel olaydir. Katlanmamis proteinlere erken
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evrede hiicresel yanit saperonlarin artig1 seklindedir (177). Kanser hiicrelerinin artan
enerji ihtiyacina yetismeye c¢alisan mitokondrilerde de mitokondriyal stres
gozlenebilmektedir. Mitokondriyal yiik ile paralel olarak ETS’de {iretilen siiperoksit
radikali diizeyi artmakta ve mitokondriyal matriks ya da sitozolde stperoksit
radikalinin dismutasyonu ile hidrojen peroksit olusmaktadir (178). Bu protein
kiimesinde yer alan PRDX2 ve PRDXS5’in hidrojen peroksitin zararsizlagtirilmasinda
antioksidan olarak gorev aldig1 distiniildiigiinde, tiimor dokusunda ekspresyonlariin
artmasinin nedenlerinden biri olarak yorumlanabilir. Genomik instabilite ve mutasyon
kanser hiicrelerinin en karakteristik 6zelliklerinden bir digeridir (52). Bu protein
kiimesinde yer alan PCNA’nin hasarli DNA’ya baglanabildigi ve DNA tamir
mekanizmasinda rol oynadigir goriilmektedir ve tlimoér dokusunda DNA hasarina
cevaben artig gosterdigi sdylenebilir. Protein kiimesinde yer alan diger proteinlerden
TPI1, ENO1 ve ALDOA’nin glikolizde, PDG’nin ise pentoz fosfat yolaginda gorev
yaptig1 goriilmiistiir. Glikolizde gorevli proteinlerin timor dokusundaki artisgi, timor
hiicrelerinin Warburg etkisi ile aerobik glikoliz yaparak enerji elde ettigi yorumunu

ortaya koymaktadir (179).

Tiimor dokularinda azalig gosteren 35 proteinin protein-protein etkilesimlerini
incelemek tizere yapilan STRING analizinde, proteinlerin biiyiik ¢ogunlugunun
yiiksek etkilesim gosterdigi ve ayni hiicresel olaymn regiilasyonunda gorev alan
proteinlerin 2 farkli kiime halinde gruplandig goriilmiistiir (Sekil 19). Ag haritasindaki
kiimelerden ilki COL1A1, COL6A1, COL14A1, OGN, LUM, PRELP, POSTN ve
DCN proteinlerinden olugmaktadir (Sekil 23). Bu proteinlerin hepsinin ortak olarak
ekstraseliiler lokalizasyonlu oldugu ve hiicresel adezyonda gorev aldig1 goriilmiistiir.
Bu baglamda kanser hiicrelerinin metastatik egilim gostermek {izere hiicresel
adezyonun kaybi yoniinde strateji izledigi soylenebilir (180). Ag haritasindaki
kiimelerden sonuncusunun MYL6, MYL9, FLNA, FLNB, FLNC, MYH11, ACTN1,
CALD1, TPM1, TAGLN, VCL, PGM5 ve CNNI proteinlerinden olustugu
goriilmektedir (Sekil 24). Bu proteinlerin ¢ogunun hiicre iskeleti lokalizasyonlu
olmasina karsin heterojen bir hiicresel dagilim gosterdikleri goriilmiis ve kas kasilmasi
ile hiicre iskeletinin regiilasyonunda gorev aldiklar1 anlasilmistir. Hiicre iskelet

proteinlerinin kanser hiicrelerinin migrasyonu ve invazyonuyla iligkili oldugunu
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gosteren ¢aligmalar mevcuttur (181). Ancak T1-Hg tumérlerin muskularis propria
invazyonu gostermedigi diisiiniildiglinde kas kasilmasi ve kas biyokimyasina iliskin
proteinlerin timor dokularinda azalis gostermesi (saglikli dokularda artis gostermesi),
TUR ile ¢ikarilan saglikli kontrol dokularinda kas dokusu 6rneklenmis olabilecegini

distindiirmektedir.

Tanimlanan tiim proteinler arasindan Galektin-3, S100A11, Fibronektin,
HSP60, HSP70, HSP90AB1 ve HSP90B1’in yiiksek sinyal intensitesi ile timor
dokularindaki miktarlarinin anlamli derecede (p <0.05) arttig1 goriilmistiir (Sekil 25-
31). Ilgili proteinlere iliskin literatiirde daha énceden yapilmis calismalar incelenerek
Hg-pT1 mesane tiimorlerinde bu proteinlerin prognostik dnemi ele alinmistir. Literatur
1s181inda Galektin protein ailesinin ¢esitli iiyelerinin mesane kanserine iliskin fazla
sayida proteomik ¢aligmada ele alindig1 goriilmektedir. Shen ve arkadaglarinin T24 ve
J82 mesane kanseri hiicre hatlarinda yaptiklari ¢alismada Galektin-1 ifadesi
susturulmug timor hiicrelerinin proliferasyonunda ve invaziv 6zelliklerinde azalma
oldugu gorilmiistiir (182). Wu ve arkadaslarinin pT2- pT4 evre arasi timor
dokularinda yaptiklart ¢aligmada, protein ve mRNA diizeyinde artan Galektin-1
ifadesinin artmis timor evresi, derecesi ve vaskiiler invazyonuyla korele oldugu ve
mesane kanseri prognozunda 6nem tegkil ettigi bildirilmistir (183). Li ve arkadaglari
T24 hicre hatt1 ve tiimor dokulart kullanarak yaptiklart LC-MS/MS bazli proteomik
calismada Galektin-1 asir1 ifadesinin mesane kanseri karsinogenezinde aminoasit, lipit
ve glikoz metabolizmasi, hiicre iskeletinin diizenlenmesi, transkripsiyon, protein
degredasyonu ve invazyonu etkileyen multifonksiyonel etkilerinin oldugunu
bildirmislerdir (184). Kramer ve arkadaslarinin 162 mesane dokusu kullanarak
yaptiklar ¢alismada saglikli dokularin tiimor dokularina kiyasla daha fazla Galektin-
8 eksprese ettigi ve Galektin-8 ifadesindeki azalisin rekiirrens igin bir belirteg
olabilecegi bildirilmistir (189). Liu ve arkadaslar1 farkli evrelerdeki 202 mesane
kanseri hastasinin tiimér dokusu orneklerini kullanarak Galektin-9 ekspresyonunu
[HC mikroarray ile analiz etmisler ve Galektin-9 duzeyi ile timor evre ve derecesinin
negatif korelasyon gosterdigini ifade etmislerdir (185). Gendy ve arkadaglar1 farkli
evrelerdeki 55 mesane kanseri hastasinin serum Orneklerini kullanarak yaptiklari

calismada Galektin-3 diizeyi ile timor evre ve derecesinin korele oldugunu gérmiisler,
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farkli evrelerdeki 70 mesane kanseri hastasinin serum ve doku drnegini igceren bir diger
calismalarinda da bunu konfirme etmislerdir (186, 190). Fang ve arkadaslari,
Modifiye Edilmis Sitrus Pektin (MCP) ile muamele edilen T24 ve J82 mesane kanseri
hlcrelerinde Galektin-3’iin down regiile olarak hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini
gostermiglerdir (187). Canesin ve arkadaslarinin 389 hasta ornegi kullanilarak
yaptiklari idrar ve doku bazli ¢alismada Galektin-3 diizeyinin tumor evresi ve derecesi
ile korele oldugu bildirilmis ve Galektin-3 duzeyinin Hg-pT1 hastalarinin sag kalimi
ile iliskili oldugu (p< 0.001) gosterilmistir (188). Bu ¢alisma dahilinde Hg-pT1 timor
dokularinda artis gosterdigi goriilen proteinlerden birinin de Galektin-3 oldugu
goriilmiistiir ve literatiirden de hareketle Galektin-3’{in mesane kanseri i¢in prognostik

bir faktor olabilecegi diistintilmektedir.

Mesane kanseriyle iliskili olabilecegi diisiiniilen proteinlerden bir digeri de
S100 Kalsiyum Baglayan Protein Ailesi’dir. Bansal ve arkadaslari 32 yiiksek dereceli
ve 33 diistik dereceli mesane kanseri hastasi ile 25 saglikli kontroliin serum 6rneklerini
kullanarak yaptiklar1 proteomik bazli ¢alismada S100A8 ve S100A9 proteinlerinin
birlikte mesane kanserli hastalar1 kontrol grubundan basariyla ayirabildigini, SI00A4
ve S100AS8 proteinlerinin ise birlikte diisiik dereceli ve yliksek dereceli mesane kanseri
hastalarin1 ayirabildigini bildirmisler ve bu proteinlerin mesane kanseri evrelemesinde
belirte¢ olarak kullanilabilecegini ifade etmislerdir (163). Ayni1 grup sonraki
caligsmalarinda 55 pre-operatif, ve 53 post-operatif mesane kanseri hastasi ile 52
saglikli kontroliin serum oOrneklerini kullanarak S100A4, S100A8 ve S100A9
diizeylerinin degisimini incelemigler ve post-operatif mesane kanserli hastalarda
protein diizeylerinin anlamli derecede azaldigini gormiislerdir (192). Buna karsilik
Yasar ve arkadaslar1 52 saglikli kontroliin ve farkli evrelerdeki 82 mesane kanserli
hastanin serum 6rneklerinde S100A8 ve S100A9 diizeyini analiz etmisler ve kontrol
grubu ile hastalar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulamamislardir (191).
Nishi ve arkadagslar1 farkli evrelerdeki 50 mesane kanseri hastast ve 30 saglikh
konroliin serum 6rneklerinde S100A6 diizeyini incelemisler ve 6zellikle non-invaziv
timorii bulunan hastalarin serumlarinda kontrol grubuna gore artis oldugunu
bildirmislerdir (194). Matsumoto ve arkadaslarinin farkli evrelerdeki 92 mesane timor

dokusu ve 38 sagliklt mesane dokusunu kullanarak yaptiklari IHC bazli ¢alismada
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S100A2 ve S100A4 ifadesinin evre, progresyon ve sagkalim ile korele oldugunu
gormiiglerdir (195). Kim ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada S100A9/ EGFR ifadesi
diizeyinin kemoterapi sonrasi timor progresyonunun takibinde kullanilabilecegi
bildirilmistir (196). Ismail ve arkadaslar1 farkli evrelerdeki 120 mesane kanseri
hastasina ve 30 saglikli kontrole ait idrar ve kan 6rneklerinde SI00A protein ailesinin
baz1 liyelerinin mRNA diizeyinde ekspresyonlarini incelemigler ve S100A4 ile
S100A6 ifadesinin mesane hanserinin evrelerine gore farklilik gosterdigini,
SI00A7’nin  squamdz  hiicreli  karsinoma  tanisinda  biyobelirteg  olarak
kullanilabilecegini, SI00A8 ve S100A9’un invaziv mesane tiimdrlerini digerlerinden
ayirabildigini ve S100A11’in yilizeyel mesane tiimorlerini erken evrede tespit
edebilecegini bildirmislerdir (193). Memon ve arkadaslarinin farkli evrelerdeki 88
mesane timor dokusu ile T24 (evre 3) ve RT4 (evre 1) hiicre hatlarim1 kullanarak
yaptiklar1 calismada S100A11 diizeyinin degisimi analiz edilmis ve SI00A11 down-
regulasyonu ile artan timor evresi ve azalan sagkalimin korele oldugu goriilmiistir.
Buna ek olarak pTa’dan pT1 tiimorlere geciste SI00A11 ekspresyon diizeyinin tanisal
degerde olabilecegi bildirilmistir (197). Bu calisma dahilinde Hg-pT1 tUmor
dokularinda artig gosteren proteinlerden bir digerinin de S100A11 oldugu
goriilmustiir. Literatiirden de hareketle SI00A11°in de mesane kanseri i¢in prognostik

bir faktor olabilecegi diistiniilmektedir.

Mesane kanseriyle iligkili olabilecegi diisliniilen proteinlerden bir digeri Is1 Sok
Protein Ailesi (HSP)’dir. Li ve arkadaslar1 5637 mesane kanseri hiicre hatti iizerinde
yaptiklar1 calismalarinda HSP90 inhibisyonunun mesane kanseri tedavisinde terapotik
hedef olabilecegini bildirmislerdir (198). Cavanaugh ve arkadaslari ise farkli mesane
kanseri hiicre hatlar1 kullanarak yaptiklar1 calismalarinda HSP70 ve HSP90
inhibisyonunun invaziv mesane timord hiicrelerinin progresyonundaki anahtar sinyal
yolaklarini blokladigin1 gostererek tedavi amacl kullanilabilecegine isaret etmislerdir
(199). Karkoulis ve arkadaslar1 T24 ve RT4 hiicre hatlarinda yaptiklar1 ¢alismalarinda
17-DMAG kullanarak HSP90 ve onunla iliskili proteinleri down-regiile etmigler ve
bunun mesane kanseri tedavisinde kullanilabilecegini bildirmislerdir (200). Bunlara
karsilik Lee ve arkadaslar1 6 farkli mesane kanseri hiicre hatt1 ve farkli evrelerdeki

mesane kanseri hastalarina ait timor dokulart kullanarak yaptiklari ¢aligsmalarinda
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HSP27’nin prognostik biyobelirte¢ ve terapotik hedef olma yoniinden limitli kaldigini
bildirmislerdir (201). Behnsawy ve arkadaslar1 farkli evrelerdeki 235 mesane kanseri
hastasina ait tiimor dokusu 6rnekleri ve KoTCC-1 hiicre hatt1 kullanarak yaptiklari
caligmalarinda, HSP70’in tiimor derecesi ve evresinde prognostik 6nemi oldugunu
belirtmigler ve siRNA araciligtyla HSP70 susturulmasinin kemosensitiviteyi
arttirdigini bildirmislerdir (202). Matsui ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada antisense
oligoniikletid ile hedef alinan HSP27’nin yuksek dereceli mesane tiimorlerinde
intravezikal tedavi yoniinden faydali olabilecegine isaret edilmistir (203). Prince ve
arkadaslarinin farkli mesane kanseri hiicre hatlar1 kullanarak yaptigi ¢calismada HSP70
inhibisyonunun kasa invaze mesane tumodrlerinde hiicre canliligini azalttig
bildirilmistir (204). Syrigos ve arkadaslarinin farkli evrelerdeki 67 mesane tiimor
dokusu, 10 inflamatuvar mesane dokusu ve 10 saglikli kontrol dokusu kullanarak
yaptigi IHC bazli ¢alismada HSP70 ekspresyon diizeyine bakilmis ve istatistiksel
olarak anlamli sekilde tiimor derecesi (p< 0.001), evresi (p< 0.001) ve kansere bagl
sag kalim (p <0.05) ile korele oldugu goriilmiistiir (205). Bu ¢alisma dahilinde Hg-pT1
timoOr dokularinda artis gosteren proteinler arasinda HSP60, HSP70 ve HSP90
analoglar1 olan HSP90ABI ile HSP90BI1 yer almaktadir. Literatiirden de hareketle bu
Is1 Sok Proteinleri’nin mesane kanseri i¢in prognostik bir faktdr olabilecegi

distiniilmektedir.

Mesane kanserinde prognostik 6nemi olabilecegi diisiiniilen proteinlerden bir
digeri de Fibronektin’dir. Dong ve arkadaslarinin 2018 yilinda yaptiklart meta
analizde, mesane kanseri tanisinda idrar sitolojisi ile kombine olarak Fibronektin’in
bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilece§i sonucu ortaya koyulmustur (206). Gao ve
arkadaglarinin T24 ve J82 mesane kanseri hiicre hatlarini kullanarak yaptiklar
calismada CIP2A’nin B-katenin stabilizasyonunu arttirdigi ve Fibronektin kaynakli
mesane timori hiicre proliferasyonunun 6nemli bir aracist oldugu gosterilerek
Fibronektin ve CIP2A’nin mesane kanseri tedavisinde 6nemli terapétik hedefler
olabilecegi bildirilmistir (207). Eissa ve arkadaslarinin mesane kanserli 100 hastanin,
benign iirolojik hastalig1 bulunan 93 hastanin ve 47 saglikli kontroliin idrar 6rneklerini
kullanarak yaptiklar1 calismada mutant p53 ve Fibronektin’in mesane kanseri igin

tanisal degerde oldugu bildirilmistir (208). Carbayo ve arkadaslarinin 931 idrar 6rnegi
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kullanarak yaptig1 caligmada Sitokeratin 18 ve Fibronektin’in gii¢lii iiriner timor
belirtegleri olduklar1 bildirilmistir (209). Fibronektin’i mesane kanserinde onemli
kilan noktalardan bir digeri pTa, pT1 ve CIS gibi siiperfisiyal timorlerinde uygulanan
Bacillus Calmette-Guerin (BCG) immiinoterapisinde BCG’nin mesane duvarina
Fibronektin aracili baglanma gosterdiginin diislintilmesidir (210). Bu bilgi 1s1ginda
timor hiicrelerinde artig gosteren Fibronektin diizeyinin BCG’nin yarigmali
baglanmasinda bir avantaj olabilecegi diisliniilebilir. Bu ¢alisma dahilinde Hg-pT1
tiimorlerinde artis gosteren proteinlerden bir digerinin  Fibronektin oldugu
goriilmiistiir. Literatiirden de hareketle Fibronektin’in mesane kanseri progresyonunda

onemli bir protein oldugu sdylenebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak bu c¢alisma ile timor dokularinda Heteroniikleer RNA
metabolizmasi, translasyonel regilasyon aktivitesi, Endoplazimik Retikulum stresi,
Mitokondriyal stres ve Warburg etkisine bagli aerobik glikolizi tarif eden proteinlerin
artis gosterdigi buna karsilik hiicresel adezyon ve hiicre iskeletinin regiilasyonundan
sorumlu proteinlerin azalis gosterdigi goriilmistiir. Tanimlanan tim proteinler
arasindan yine tiimor dokularinda artig gosteren Galektin-3, S100A11, Fibronektin,
HSP60, HSP70 ile HSP90’1n analoglari olan HSP9OAB1 ve HSP90B1 proteinlerinin
literatiirden de hareketle Hg-pT1 timdrleri i¢in prognostik 6nem tasidigi anlagilmistir.
Bu baglamda ilgili proteinlerin mesane kanseri tedavisinde potansiyel terapotik
hedefler ve biyobelirtegler olarak degerlendirilebilecegi diistiniilmektedir. Calismanin
daha fazla 6rnek sayisi ve farkli proteomik metotlart da igerecek sekilde genisletilmesi

faydali olacaktir.
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