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1.GIRIS

Mesane kanseri batida 5. sikhikta gézlenen nonkutandz solid malign tumérdir ve
genitolriner sistem tumorleri igerisinde ikinci sikhkta godzlenen malignite turudir.
Erkeklerde kadinlardan 3 kat fazla gorilmektedir. Mesaneden kaynaklanan malign
timorlerin yaklasik %90°1 epitelyal orijinlidir ve bunlarin biyiik ¢ogunlugu degisici hiicreli
karsinomdur. Klinige ilk basvuru aninda mesane tlimorlerinin yaklasik %75-85’i klinik
olarak yizeyelken (evre Ta-Tis), kalan %15-25’i invaziv (T1,T2-T4) ya da metastatik
lezyonlardir (1,2,3).

Yizeyel timorli hastalarin %70’den fazlasinda baslangi¢ tedaviden sonra bir veya
daha fazla rekirrens gozlenir ve yaklasik bu hastalarin Ggte birinde hastalik progresyon
gosterir. Bugin muhtemelen daha sonra invaziv karsinoma donlsecek yiksek riskli
yuzeyel tumorleri belirleyen yeni metodlara ihtiyag vardir (4). Bu nedenle sistoskopiyi
onkogenik biyomarkirlarla desteklemek ve tedavi hedeflerini belirlemek amaciyla
onkogenik mutasyonlarin tespit edilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir (5,6). Kasa invazyondan
sonra dogal seyir oldukca degiskendir fakat blyik oranda olumcil seyreder. Agresif
cerrahi rezeksiyonlar, radyoterapi ve/ya da kemoterapiye ragmen, kir orani %20-%50
arasinda kalmaktadir. Bu hastalarda reseptor dizeyinde hedeflere ve onkogenlere yonelik

tedaviler sonuglari iyilestirebilir (4).

Mesane kanseri gelisiminde, bazi timor baskilayici genler (p53, Rb, p21, pl6),
kromozom 9 delesyonlari ve bazi onkogenler [c-erb-B2(HER-2/neu),HRas] 6nemli rol

oynamaktadir.

Bizim calismamizda hiicre biyolojisinin her alaninda son derece kritik roller
Ustlenen RAS-RAF-MEK-ERK-MAP kinaz yolaginda rol alan K-Ras ve B-Raf

genlerindeki mutasyonlar ile mesane kanseri gelisimi arasindaki iliski arastiriimistir.



2.GENEL BILGILER
2.1. Mesane Kanseri Epidemiyolojisi

Mesane kanseri, kutantz olmayan maligniteler icinde en sik rastlanan 4. kanserdir.

Kanserden 6liim sebepleri arasinda 9. sirada yer alir (3).

Mesane kanseri nedenli 2008 yilinda diinyada 386300 yeni vaka ve 150200 6lim
bildirilmistir (2). Amerika’da 2010 yilinda 70530 yeni mesane kanserli hasta ve 14680
mesane kanseri nedeniyle 6lum saptamistir (3). Mesane kanseri erkeklerde kadinlardan 14
kat fazla rastlanir (2). Dunya capinda en sik rastlandigi Ulkeler Avrupa, kuzey Amerika ve
kuzey Afrika’dir. Kadinlar arasinda en yuksek 6lim orani Hindistan’da, en dusik 6lim

orani Malezya ve orta Afrika’da saptanmistir (2).
2.2. Kanseri Tetikleyen Faktorler

Bati Ulkelerinde sigara ve mesleki maruziyetler temel risk faktoriyken, Afrika ve
orta Asya’da %50’e varan insidansla schistosoma hematobiuma bagl kronik enfeksiyon
temel risk faktoridir (2). Schistosomiaziste baslica skuamoz hicreli karsinoma
rastlanirken, sigara ve mesleki maruziyetlerde trasizyonel hiicreli karsinoma rastlanir (2).
Amerika’da 6lum hizi erkeklerde sabitlesmis, bayanlarda azalmistir (2). Avrupa’da sigara

kullanimi ve mesleki maruziyetlerin azalmasiyla beraber 6lim hizi azalmistir (2).

2.2.1. Sigara Kullanimi

Sigara gunumuzde tum mesane kanserlerinin %30-50'sinden sorumludur. Sigara
icenlerde icmeyenlere gore kanser gelisme riski 4 kat daha fazladir. Kanser riski igilen
sigaranin sayisi, icilen slre ve dumanin inhalasyon miktariyla iliskilidir. Sigaranin
birakilmasi kanser riskini 1-4 yil icinde %30 oraninda azaltir. Sigaranin mesane kanseri
yapici etkisi cinsiyetten bagimsizdir. Sigara icinde bulunan mesane tumérl olusumundan
sorumlu karsinojenler tam olarak aydinlatilamamakla birlike nitrozaminler, beta-naftilamin
ve Ozellikle de 4-aminobifenil bilinen 6énemli maddelerdir. Sigara icenlerin %50'sinde
uriner karsinojenik triptofan metabolitlerinin idrarla atilimi artmaktadir. Sigara igenler ile

icmeyen mesane kanserli hastalar degerlendirildiginde p53 gen mutasyonlarinin yer ve



tipleri arasinda fark gézlenmezken, mutasyon olusumunun sigara icenlerde daha sik oldugu
goralmastar (7,8).

2.2.2. Cevresel Faktorler

Mesane timoru acisindan boya, gaz, deri, lastik ve petrokimya tesislerinde
calisanlar, rafineri iscileri, lagim iscileri ve laboratuar teknisyenleri gibi eksojen
karsinojenlerle temasta bulunanlar risk altindadirlar. Amino kokenli aromatik hidrokarbon,
klorize alifatik hidrokarbonlar (kémdr tozu), beta-naftilamin, 2-naftilamin, benzidin,
ksenilamin, 4-nitro-difenil, 4-aminobifenil, 2-asetil aminofluoran gibi endustride kullanilan

maddelerin kimyasal karsinojen oldugu gosterilmistir (7,8).

2.2.3. Radyasyon Tedavisi

Pelvise uygulanan radyasyon, uygulanan doz ve sureye bagli olarak mesane kanser
riskini 2-4 kat arttirir (7,8).

2.2.4. Diyetsel Faktorler

Allen ilk kez 1957'de yapay tatlandiricilarin karsinojenik etkilerinden sz etmistir.
Sakarin ve siklamidin etkileri tartismali olmakla birlikte uzun streli yliksek doz kullanimda
timor olusabilmektedir. Yag ve kolesterolden zengin diyetle beslenmenin, asiri cay ve

kahve tuketiminin mesane tumor riskini arttirdi§gi 6ne surtilmektedir (7,8).

2.2.5. Kronik Idrar Yolu Enfeksiyonlari

Tekrarlayan driner sistem enfeksiyonlari, taslar ve uzun sire kateterizasyon epitelde
skuamoz metaplazi, glandular metaplazi ve malakoplakiye neden olarak adenokarsinom ve
skuamoz hucreli karsinom gelisimine neden olabilirler. Uzun sureli triner kateterizasyon
uygulanan paraplejik hastalarda %2-10 oraninda mesane kanseri gelistigi ve bunlarinda
%80'inin skuamoz hticreli karsinom oldugu bildirilmistir. Ayrica ekstrofi vezikale, mesane

tasi ve divertikul olgularinda mesane kanseri gelisebilir. Schistosomia haematobium'un



neden oldugu schistosomiazis epitelde metaplazik degisiklige neden olarak skuamoz
hicreli karsinom olusumuna neden olabilmektedir. Bakterilerden proteuslar ve E.coli
mesane kanseri olusumundan sorumlu tutulurken genitolriner tlberkiilozda mesane kanser
riskinin arttigi bildirilmistir. Human Papilloma Virls (HPV)'iin mesane kanserindeki rolii
pek ¢ok calisma grubunca incelenmis ve ¢ok celiskili sonuclar elde edilmistir. Arastirmalar
HPV ile kontamine mesane kanseri olgularinin %2 ile %35 arasinda degistigini

gostermektedir (7,8).

2.2.6. Kemoterapi

Siklofosfamid, kemoterapdtik olarak uzun sire ve yiksek dozlarda kullanildiginda
epitelyum DNA'sinda olusan hiperplazi ve hiperkromaziye bagh olarak mesane kanseri
olusabilmektedir. Siklofosfamid kullanan hastalarda mesane kanser riskinin yaklasik 9 kat
arttigi bildirilmistir (7,8).

2.3. Mesane Anatomi ve Histolojisi

Mesane, kapasitesi yasa gore degisen ve eriskinde yaklasik 400 ml fonksiyonel
hacme sahip, pelvik bir organdir. Bos mesane, eriskinde simfizis pubisin arkasinda yer
alirken, bebek ve ¢ocuklarda daha yiiksek seviyede bulunur. Mesane dolu iken simfizisin
uzerine ¢ikar ve palpe edilebilir. Mesane duvari limenden disa dogru, ylizeyel olarak epitel
ve lamina propria ile daha derinde muskilaris propria (detrusor kas), yag dokusu ve
adventisya/seroza tabakalarindan olusur. Epitel tabakasi transizyonel, cok katl degisken ya
da guncel olarak uUrotelyum olarak adlandirilir. Muskularis propria ortada dairesel, i¢ ve dis
kisimlarinda uzunlamasina kas demetlerinden olusur. Mesanenin en disinda ise superior

ylizde pelvik periton (seroza), diger yizlerde ise bag dokusu (adventisya) yer alir (9).



Sekil 1. Mesane igyapisi (9)
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Sekil 2. Mesane Duvari Vertikal Kesiti (9)



Urotelyum kalinhgi mesanenin dolu veya bos olmasina ve mesanedeki anatomik
yere gore degisir. Mesane icinde uUreterlerin acildi§r iki adet orifis vardir. iki orifis ve
mesane boynu arasinda tcgen seklinde trigon adi verilen bdlge bulunur (9). Bos bir
mesanede bir apeks, bir superior yiz, iki anterolateral yiiz, bir taban veya arka yiiz ve bir de
boyun mevcuttur. Yalnizca ist yiiz peritonla kaplidir. Ust yiiz kadinlarda uterus ve ileum,
erkekte kolon ve ileumla, taban erkekte rektum, vaz deferens, vezikula seminalis ve
ureterler, kadinda uterus ve vaginayla komsuluk yapar. Anterolateral yizler M.levator ani,
N.obturatorius ve blyuk iliak damarlarla komsudur. Apeksinden mediyal umblikal ligaman

adi verilen urakus artigi fibroz bir bantla umblikulusa baglanir (9).

Sacrum

Cocryx 0 < = | Uterovesical
0 ( \ < : excavation
Reectovaginal
excavation
External uiering
urifice
Urethra

Anal canal =

Sekil 3. Kadin Pelvisi (9)
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Sekil 4. Erkek Pelvisi (9)

Avrterleri: A. iliaka internanin dallari olan a. vezikalis inferior, media ve superiordan

kanlanir. A.glutea inferior ve A.obturatoriustan ve kadinlarda A.uterinadan da dallar

almaktadir.

Venleri: Mesane cevresinde genis bir vendz ag vardir ve V. lliaca internaya

dokdularler.

Sinirler: Mesanenin hem sempatik hem de parasempatik innervasyonu vardir.



Sempatik lifler T11-T12 segmentlerinden gelir. Hipogastrik pleksustan sonra aortik
pleksusa ve hipogastrik sinir araciligi ile mesaneye ulasarak mesane boynu ve trigonu

innerve eder.

Parasempatik lifler ise S2—4 segmentlerinden gelir. Pelvik sinir aracithgi ile detriisor
kasini innerve eder. Gerilme duyusu ve mesane dolumu hissi parasempatik sistem ile, agri

ve sicaklik duyusu ise sempatik sistem kilifli A ve kilifsiz C lifler araciligi ile tasinir (9).
2.4. Mesane Kanseri Histopatolojisi

2.4.1. Histoloji

Mesane duvari dort tabakadan olusmustur:
a.Epitel (urotelyum)

b.Lamina propria

c.Muskularis propria

d.Adventisya/ seroza

a. Urotelyum; Mesane, ureterler, renal pelvis ve kalikslerin histolojik yapisi aynidir.
Bu organlarin mukozasi cok kath degisken (transizyonel) epitel ile doselidir. Transizyonel
epitel terimi, epitelin histolojik gorunumunun non-keratinize skuamoz ve psddostratifiye
kolumnar epitel arasinda bir gecis gostermesi nedeniyle kullaniimistir. Mesane bos iken
epitel kalinhgr 5-6 siradir, dolu oldugu zaman ise epitelyum kalinhigi 3-4 sira olur ve
yuzeydeki hucreler yassilasir. Epitelde, yiizeyel hicreler,intermediyer hicreler ve bazal
hlcreler olmak Uzere, (i¢ hiicre tabakasi vardir (9,10).

Yizeyel hicreler, triner bosluk ile iliskili olup biyuk, eliptik ve semsiye benzeri
goriinimdedirler. intermediyer hiicrelerden daha kiigiik olan bu hiicreler, cift cekirdekli ve
yogun eozinofilik stoplazmaya sahiptirler. intermediyer hiicreler bos mesanede bes hiicre
kalinhgindadirlar ve bazal membran uzunluguna dik olarak uzanirlar. Nukleuslari, yuvarlak
olup ince graniler kromatine sahiptir. Sitoplazmalari genis ve vakoulli olabilir. Bu
hiicreler desmozomlarla birbirleri ile baglantili olup stoplazmik membranlari belirgindir.
Mesanenin dolu oldugu bdélgelerde ise bu tabaka secilemeyebilir veya sadece bir hiicre
kalinliginda ve dizlesmis olarak gorulir. Bazal tabaka sadece bos mesanede bulunan ve
kiboidal hiicrelerden olusan ince bir tabaka halinde izlenir (9,10).



b. Lamina Propria; Lamina propria, mukozal bazal membran ile muskularis propria
arasinda uzanir. Damar yapilarindan zengin olup lenfatik kanallar, duyusal sinirler ve bir
miktar elastik lif iceren gevsek bag dokusundan meydana gelir. Mesane ve Ureterde lamina
propria gevsek oldugundan mesanenin kasilmasi kalin mukozal katlanmalara neden olur.
Mesanenin lamina propriasinin orta kisminda ise orta blytklikte arter ve venler bulunur.
Lamina propriada bulunan diz kas demetleri siklikla bu damarlar ile iliskili olup
muskularis propria ile iliskili degildir. Bunlar izole bantlar seklinde gorilebilecegi gibi
stirekli kalin bir kas tabakasi seklinde de gorulebilirler (9,10).

Muskularis mukozanin ince ve devamlilik gostermeyen kas lifleri muskularis
proprianin kalin fasikulleri ile karistirimamalidir. Lamina propriadaki bu kas lifleri
yaklasik olarak orta bolgede yerlesirler, yizeye paralel uzanirlar ve siklikla ince duvarh
damarlar ile birliktedirler. Timorin evresini ve tedavisini etkilemesi nedeniyle cerrahi ve
biyopsi materyallerinde muskularis propria ve yizeyel kas demetlerinin ayriimi énemlidir
(9,10).

c. Muskularis Propria; Muskularis propria, igte ve dista longitudinal, ortada sirkuler
olmak uzere (¢ tabaka halinde diiz kas demetlerinden olusur. Gergekte bu tabakalar sadece
mesane boynunda devamlilik gdsterir. Diger bdolgelerde bu longitudinal ve sirkiler
tabakalar birbirlerine karisir halde bulunur ve uzanimlari belirsizdir (9,10).

Erkeklerde mesane boynunda muskularis propria demetleri, prostatin fiboromuskuler
dokusuna kadar devam ederken, kadinlarda dretra duvari igcinde kas fibrilleri ile devam
eder. Diger tabakalarda oldugu gibi muskularis proprianin kalinhg Kisiden kisiye, yasa ve
dolgunlugunun derecesine bagli olarak degisiklik gosterir. Evreleme ic¢in muskularis
proprianin yuzeyel ve derin olarak iki segmente ayrilmasinda anatomik bir belirte¢ yoktur
(9,10).

d. Adventisya/Seroza; Mesanenin en dis tabakasi bag dokudan olusan adventisyadir.

Sadece Ust tarafta tzeri pelvik periton tarafindan cevrilidir (9,10).
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2.4.2. Epitelyal hiperplazi ve metaplazi

Epitelyal hiperplazi, ntkleer ya da yapisal anormallikler olmaksizin hicre sayisinda
artisi ifade eder (9).

Uretelyal metaplazi, genellikle mesane tabaninda, sikhkla fokal alanlarda
epidermoid (skuamoz) ya da glandular (adenomattz) metaplazi gelisim seklinde,
nontransizyonel epitelyal gorinimdedir. Hicresel atipiden yoksun skuamoz metaplazi ya
da belirgin keratinizasyon, benign bir durumdur. Sistitis sistika, tretelyumun eozinofilik
likefaksiyona ugramis seklidir. Sistitis glandularis de sistitis sistikaya benzer, ancak farkl
olarak transizyonel hicreler glandular metaplaziye ugrarlar. Sistititis glandularis

adenokarsinom icin bir prekdrsor olabilir (9).

2.4.3. Displazi

Displazi, normal Grotelyum ve karsinoma in situ (siddetli displazi) arasindaki
epitelyal degisikliktir. Displastik hticreler blyik, yuvarlak, ¢entikli normal epitelyal

polaritede saptanmayan bazal yerlesimli cekirdeklere sahiptir (9).
2.4.5. inverted Urotelyal Papilloma

Urotelyal neoplazmlarin yaklasik %1’ini olusturur. Nadiren saptanir. Daha ¢ok 6.-7.
dekatta, erkeklerde kadinlarda 7.3 kat daha fazla saptanir. Hastalar hematiri, irritativ iseme
semptomlari ve nadiren obstriktif iseme semptomlariyla basvururlar (11). Genellikle trigon
ve mesane boynunda yerlesirler. Cogunlukla <3cm olmakla beraber 8 cm’e kadar
ulasabilirler. Tekrarlama riski %5’in altindadir. Tek bir progenitor hicreden gelisen, klonal
ve diploid bir neoplazmdir. Yaklasik %45’inde FGFR3 ve TP53 mutasyonu izlenir. Dlsuk
malign potansiyelli papiller Urotelyal neoplazm ve disik dereceli Urotelyal karsinoma
ilerleyebilir (12). UROVYSION FISH yoéntemiyle yapilan immunohistokimyasal analizde
inverted Grotelyal karsinomda bulunan ci67,p53,CD20 degisikliklerinin inverted
papillomada bulunmadigi saptanmistir. Bu bulgular inverted papillomanin (Urotelyal

karsinomdan farkli patojenik mekanizmalardan gelistigini gostermistir (13).
2.4.5. Von Brunn Nests

Enflamatuar hasara sekonder olustugu dustnilmektedir. Otopside % 85-90

rastlanmaktadir. Diizguin mukozal noddller seklinde gortldrler (14).
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2.4.6. Cystitis Cystica Ve Cystitis Glandularis

Von brunn nestlerden santral hicrelerin kaybolmasiyla olusan kiglk Kkistik

kavitelerdir. Toplumda yaklasik %60 civarinda gosterilebilir (14).
2.4.7. Uretelyal Karsinom

Mesane timorlerinin yaklasik %90-95'ini rotelyal hicreli kanserler olusturur. Geri
kalanini ise mezensimal neoplazmlar , inverted lezyonlar ve diger epitelyal timorler

olusturur (15).

Transizyonel hicreli kanserdir (THK) disindaki tipler iyi ayirt edilmelidir. Ciinki
cogu agresif seyirlidirler ve alternatif tedavi gerektirirler. Agresif seyirli bu THK disi

timorler tani aninda yiiksek evreleri ile kotu sag kalim oranina sahiptirler (15).

THK’larin %10°u glandiler morfolojide alanlar icerir ve %601 fokal skuamdz

differansiasyon gosterirler (15).
Ureteryal neoplaziler 2004 yilinda WHO tarafindan klasifiye edilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Klasifikasyon (16)

invaziv olmayan tirotelyal neoplazi

* Hiperplazi (atipi bulunmayan ya da papiller olmayan yassi lezyon)

* Reaktif atipi (atipi bulunan yassi lezyon)

+ Onemi bilinmeyen atipi

» Urotelyal displazi

« Urotelyal karsinoma in situ

« Urotelyal papillom

« Urotelyal papillom, invert tip

* Duslk dereceli papiller trotelyal karsinom

* Yiksek dereceli papiller Grotelyal karsinom

invaziv urotelyal neoplazi

* Lamina propria invazyonu

* Muscularis propria (detrusor muscle) invazyonu
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2.4.8. Skuamoz Hucreli Karsinom

Skuamoz hareli karsinom (SHK) mesane kanserlerinin %5’ini olusturur. SHK risk
faktorleri uzun sureli kateterizasyon, nonfonksiyone mesane, drolitiazis, sistosoma
hematobium kronik enfeksiyonudur. Mesane SHK timdrlerinin ¢cogu agresif seyirlidir ve

pT3 evresindedirler (15).

2.4.9. Urakal Karsinom

Urakal karsinom nadirdir. Mesane kanserlerinin %21’inden azini olusturmaktadirlar.
Genellikle urakal epitelyumden koéken alirlar. Cogu urokal neoplaziler adenokarsinom

tipindedirler (15).
2.4.10. Kuguk Hucreli Karsinom

Kicuk hicreli karsinom  Grotelyal tlimorlerin %0.5-0.7’sini  olusturmaktadir.

Akcigerdeki néroendokrin tirdesleri gibi hizli progresyon gosterirler (15).
2.4.11. Mikropapiller Mesane Kanseri
Mikropapiller mesane kanseri nadir bir formdur. Agresif seyreder (15).
2.4.12. Urotelyal Karsinomun Adacik Tirii

Urotelyal karsinomun adacik tiirii lamina propria ve muskularis propriada, atipik
neoplastik hicrelerden olusur. Agresif seyri dolayisiyla benign karakterdeki nested
papilloma, von brunn’s nests, cystits cystica ve nefrojenik metaplaziden ayird edilmeleri

onemlidir. Genellikle 60 yas tzeri erkeklerde gozlenirler (15).

2.4.13. Sarkomatoid Karsinom Ve Karsinosarkom

Sarkomatoid karsinom ve karsinosarkom mesanenin difazik timérudir. iki farkl
germ yapragr epitelyal ve mezensimal komponentlerden olusmaktadir. Kotu

prognozludurlar (15).
2.4.14. Plazmasitoid TUr Urotelyal Karsinom

Plazmasitoid tur drotelyal karsinom plazma hiicrelerine benzer. Nadir agresif bir

tardar (15).
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2.5. Derecelendirme

Mesane kanseri icin Uzerinde uzlasilmis tek bir derecelendirme sistemi
bulunmamaktadir. Siklikla kullanilan sistem timor hicrelerinin anaplazi derecesini esas
alir. Buna gore karsinomlar iyi, orta ve kotu diferansiye timorler olarak gruplandirilir.
Tumaorln grade’i ve evresi arasinda siki bir iliski vardir. Tumor hiicresinde anaplazinin
kriterleri; epitelyal hicre tabakasi sayisinin artmasi, anormal hicre olgunlasmasi, dev
hicreler, cekirdek/sitoplazma oraninda artma, cekirdekcigin belirginlesmesi, kromatin

kiimelesmesi, hiicre polaritesinin kaybi, mitotik boliinme sayisinin artmasidir (17,18).

Mesane kanserlerinde en sik kullanilan derecelendirme Diinya Saghk Orgitii
(WHO) grade’leme sistemidir (17,18).

2.5.1. Papilloma (grade 0)
Normal mesane mukozasinin ince fibrovaskdler bir cekirdegi értmesi ile olusmus
papiller bir lezyondur. Papillomlarin 7'den fazla epitelyal hiicre tabakasi yoktur ve

histolojik olarak bir anormallik gdstermezler (17,18).

2.5.2. lyi Differansiye Tumérler (Grade I, Low Grade)

Once fibrovaskiiler bir sap ve 7 tabakadan fazla hiicreden olusan kalinlasmis epitel
intiva eder. Hucreler sadece belirgin anaplazi ve pleomorfizm gosterirler.
Cekirdek/sitoplazma orani artmistir. Nukleer membran belirgindir. Nadir mitotik sekillere
rastlanir. Mukoza tarafindan cevrelendikleri takdirde bunlar disiik malign potansiyeli olan

papiller trotelyal tumorler olarak adlandiriimaktadir (17,18).

2.5.3. Orta Derecede Diferansiye Tumorler (Grade II)

Genis fibrovaskuler bir cekirdek icerirler. Tabandan ylizeye dogru hicresel
olgunlasma da@ilimi daha fazla olan ve hiicre polarite kaybi daha yiiksek olan timarlerdir.
Cekirdek/sitoplazma orani daha fazla olmakla birlikte, daha fazla nikleer pleomorfizm

goralur ve gekirdekgik daha belirgindir. Mitotik sekillere daha sik rastlanir (17,18).
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2.5.4. Kotu Differansiye Tumorler (Grade 111, High Grade)

Tabandan vylzeye dogru gidildikce hicrelerde farklilasma gorilmez. Yiksek
cekirdek/sitoplazma oraniyla birlikte belirgin ntkleer pleomorfizm goze carpar. Mitotik
sekillere sik rastlanir (17,18).

WHO/ISUP sistemindeki PUNLMP lezyonlarda malignensinin sitolojik ozellikleri
yoktur, normal Urotelial hiicreler papiller bir yapi olusturur. Bunlarin ilerleme olasihigi
ihmal edilebilir ancak niiks egilimleri vardir. Bu sistemde urotelial karsinomlar yiksek ve
distk grade olarak ikiye ayrilmistir ve eski sistemdeki orta diferensiye grup kaldirilmistir
(17,18).

WHO/ISUP sistemi risk potansiyellerini daha iyi belirleyerek timérlerin daha dogru
tanimlanmalarina olanak saglar ve glinimiizde kullanilmasi 6nerilen dereceleme sistemidir
(17,18).

1973 WHO 2004 WHO
Papilloma » | Papilloma
Grade 1 » | PUNLMP
Grade2 —* | Low grade
Grade 3 — | High grade

Sekil 5. 1973 WHO Klasifikasyon ve 2004 WHO Klasifikasyon iliskisi (16,18)

2.6. Mesane Tumorlerinin Yayilimi
Mesane kanseri; lokal, metastatik ve implantasyon yayilimi vardir.

2.6.1. Lokal Yayilim

Timor %60 oraninda bir blok halinde mukoza altina invaze olur. Timor
hicrelerinin meydana getirdigi enzimler bazal membranda dejenerasyona neden olur ve
timor oncelikle bazal membrani asip muskiiler dokuya ve serozaya yayilir. Submukoza ve
muskiler dokudaki kan damarlari ve lenfatiklere timdr hicreleri girerek, uzak veya

bolgesel lenf bezi metastazlari meydana gelir. Kas invazyonu ile uzak metastazlar arasinda
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anlamh bir iliski vardir. Lokal yayilim ile tumér mesane icinde orifislere ve trigona,
mesane disinda ise Ureter, uterus, vajina, Uretra, prostat ve rektuma yayilabilir. Mesane
kanseri karin duvarina, trotelyal tabakalari zedelenmis mukozaya, rezeke edilmis prostatik
fossaya veya travmatize edilmis Gretraya implante olabilir. implantasyon yiiksek grade’li

timarlerde daha sik goraldr (17).

2.6.2. Metastatik yayihm

Tidmoran lamina propriayr asmasi ile invazyon sireci hizlanir, lenfatik ve vaskdler
kanallara ulagilmasiyla metastaz meydana gelir. Kasa invaze olmayan papiller mesane
timorlu olgularin yaklasik %5'inde lenfatik veya vaskiler invazyon vardir. Lenfatik
yayilim, mesanenin kas dokusuna invaze olmus timor hicrelerinin lenfatik dolasima
katilmasiyla meydana gelir. Bazi olgularda hematojen metastazdan bagimsiz olarak erken
lenfatik metastaz meydana gelir. Mesane kanserinden 6len olgularda yapilmis otopsi
calismalari, olgularin yaklasik dortte birinde pelvik lenf bezi metastazi olmadigini
gostermistir. Mesane kanserinin en sik metastaz yaptigi yer pelvik lenf nodlari olup,
olgularin yaklasik %78'inde gorulir. Bunlarin iginde; %16 paravezikal lenf bezleri, %74
obturator lenf bezleri, %65 eksternal iliak lenf bezleri tutulumu vardir. Mesane kanserinin
en stk hematojen metastaz yaptigi organlar; %38 karaciger, %36 akciger, %27 kemik
(vertebra), %21 adrenal bez ve %13 barsaklardir. Bunun diginda literatiirde mesane
tumorinln deri, santral sinir sistemi, penis, kalp, tiroid, gluteal bolge, deltoid kasi gibi
ender gorllen metastazlari da mevcuttur (17).

2.6.3. implantasyon

Mesane kanserleri implantasyon yoluyla abdominal duvar, travmatize olmus
urotelyum, rezeke prostatik fossa ve travmatize dretraya yayilabilirler. Bu tir yayilim
genelde ylksek grade’li timorlerde gorilir. Renal pelvis ve (reter de mesane gibi ¢ok katl
degisici epitel htcreleri (lrotelyum) ile ortlli oldugundan mesane tumorl olgularinda
ileride pelvis renalis ve Ureter timori olusabilicedi gibi, ayni sekilde mesanede de pelvis

renalis ve Ureter tumdrl sonrasi implantasyon yolu ile tumor gorulebilir (17).
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2.7. Evreleme

Gunilimizde mesane timdrlerinin evrelendirilmesinde International Union Against
Cancer (UICC) ve American Joint Commission (AJC) tarafindan ortaklasa gelistirilmis ve
daha sonra diizeltilmis olan Tumoér-Nod-Metastaz (TNM) sistemi kullanilmaktadir. Birincil
timorun invazyonu (T), bolgesel lenf digimlerinde metastaz mevcudiyeti ve bunun
seviyesi (N), uzak organ ve doku metastaz mevcudiyeti ve bunun seviyesi (M) olarak
degerlendirilir (TNM evreleme sistemi, Tablo2) (19).

Tablo 2. TNM Evrelemesi (19)

TX Primer timor degerlendirilemiyor.

Tis Karsinoma in situ.

Ta Noninvaziv papiller karsinom

Tl TUmor subepitelyal bag dokusu invazyonu yapiyor.

T2

T2a Tumor yuzeyel kas (i¢ yart) invazyonu yapiyor.

T2b Tumor derin kas (dis yar1) invazyonu yapiyor.

T3

T3a Tumaor mikroskopik perivezikal doku invazyonu yapiyor.

T3b Tumoér makroskopik perivezikal doku invazyonu yapiyor.

T4

T4a Tumor prostat, uterus, vajina invazyonu yapiyor.

T4b Timor pelvis duvari, karin duvari invazyonu yapiyor.

NX Bolgesel lenf dugumleri degerlendirilemiyor.

No Bolgesel lenf digumlerinde metastaz yok.

N1 Tek bir lenf dugimiinde metastaz var; en blylk ¢apl <2 cm

N2 Tek bir lenf digimunde metastaz var; en blyik ¢ap >2 cm, <5 cm veya 5
cm'den blyuk olmayan birden ¢ok lenf diiglimiine metastaz var.

N3 En buylk ¢api 5 cm'den bilyik olan lenf digim metastazi var.

Mx Uzak metastaz degerlendirilemiyor.

Mo Uzak metastaz yok.

M1 Uzak metastaz var.




Sekil 6. Mesane tumdrlerinde patolojik evreleme (19)

1-Tis, 2-Ta, 3-T1, 4-T2a, 5-T2b, 6-T3a, 7-T3b, 8-T4a, 9-T4b, 10-Epitel, 11- Subepitelyal
konnektif doku, 12-Yzeyel kas (i¢ yari), 13-Derin kas(dis yari), 14-Perivezikal yag
dokusu (19)

17

10
11
12
13
14
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2.8. Mesane Kanseri Patogenezi ve Prognostik Belirleyiciler
2.8.1. Patogenez

Urotelyal karsinomlar dusiik dereceli papiller tip ve invaziv timor olmak izere iki
gruba ayrilirlar. Mesane kanserinde tumor invazyonu ve progresyonu multifaktoriyel bir
islemdir ve mikrogevresel degisiklikler tarafindan tetiklenmektedir. Klinik bilgi ve
deneysel calismalarda trotelyal tumdrlerin iki farkl yolakta progrese oldugu saptanmistir
(29,2.3.A). Normal mesane epitelinin 9. kromozom kisa ve uzun kol delesyonlariyla
iirotelyal timdregenez baglar. Urotelyal tiimorlerin %70-80°i birinci yolakta basit papiller
hiperplazi ile baglar. RTK-RAS aktivasyonu tiimodregenezde erken ve kritik rol oynar. H-
RAS geni ve (fibroblast growth faktor reseptorii-3) FGFR3 mutasyonlari gelisir. Gelisen
hiperplazilerin %70’i rekirrens gosterir. Rektrren tiimorlerin %15’i 8p, 11p ve 13q ,14q
mutasyonlari eklenerek invaziv hale donusiir. Urotelyal timdérlerin %20-30’u ikinci
yolakta CIS ve displazi ile baslar. Displazilerin %50’si p53, RB gen defektleriyle invaziv
hale gelir. Her iki yolakta invaziv Urotelyal timdrlerin %50’den fazlasi N ve E kadherin
(N-cad, E-cad), matrix metalloproteinazlar (MMPs), vaskuler endotelyal faktoér (VEGF) ve
antianjiyogenik faktorler, trombospondinl (TSP1) ve cyclooxygenase2 (COX2) gen

mutasyonlariyla metastazlara donusur (4,15,20)

%15 invzliziv timor

N-cad, E-cad, MMPs, VEGF, TSP1,
|
[ >%50 METASTAZ
Sekil 7. Mesane Kanseri Genetik Mutasyon Semasi (15,21)

Normal epitel )

( 90‘290_ J ( 9p_;/9q' J
( CIS/DIispIazi ] ( hipe:plazi ]
( p53.RB ] ( HRAS FGFR3 ]
( invaziv timor ) ( Dusiik dereceli non-invaziv papiller )
(__N-cad, E-cad, MI\EIPS, VEGF, TSP1, | ( %70 re:kijrrens ]
( >%50 METASTAZ ] ( p53,RB,8p‘,1I1p‘,13q‘,14q‘ ]
( ]

[ ]

]




2.8.2 Prognostik Belirleyiciler
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Mesane kanserindeki prognostik faktorler arasinda en dnemlileri; derece, evre ve

CIS varligidir (17). Cok degiskenli analizler sonucunda elde edilen prognostik faktorler

yardimiyla ylzeyel mesane tumori olan hastalar icin farkli risk gruplar olusturulmustur
(Tablo 3). Bu sayede KIOMK ler diisiik risk (%50), orta risk (%35) ve yiiksek risk (%15)

grubu olarak tce ayrilabilir.

Tablo 3. Risk gruplari (17)

Dusuk Risk Grubu

Orta Risk Grubu

Yiksek Risk Grubu

Grade 1, evre Ta,
Grade 1, evre T1,

< 3 cm tek tumor

Grade 1, evre T1, multipl
timor Grade 2, evre Ta,T1,

> 3 cm tek tiimor

Grade 2, evre T1, multipl
timor Grade 3, evre Ta
Grade 3, evre T1 Karsinoma
in situ

Ik 3 ayda niiks

European Organization for Research and Treatment of Cancer (EORTC)’nin

hazirladigr skorlama sistemiyle ve risk tablolari sayesinde niiks ve progresyon icin riskleri

ayri ayri belirlemek mimkandr.

Skorlama sistemi i¢in belirlenen 6 énemli klinik ve patolojik faktor asagida

belirtilmistir (17):
*TUmOr sayisl

*TUmOr ¢apl

*Daha onceki niks hizi

*T evrelemesi
*CIS varhgi

*TUmor derecesi
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Tablo 4. Skora Gére Niiks ve ilerleme Olasihgr (17)

Nuks skoru 1. yilda nuiks olasiligi (%695 5. yilda niiks olasihgr (%95 CI)
Cl)

0 %15 (%10, %19) %31 (%24, %37)

1-4 %24 (%21, %26) %46 (%42, %49)

5-9 %38 (%35, %41) %62 (%58, %65)

10-17 %61 (%55, %67) %78 (%73, %84)

Ilerleme skoru 1. yilda ilerleme olasihgi 5. yilda ilerleme olasihgi (%95
(%95 ClI) Cl)

0 %0.2 (%0,0 %0.7) %0.8 (%0, %1.7)

2-6 %1 (%0.4, %1.6) %6 (%5, %8.0)

7-13 %05 (%4.0, %7.0) %17 (%14, %20)

14-23 %17 (%10, %24) %45 (%35, %55)

2.8.3 Blyume Faktorleri ve Reseptorleri

Malign drotelyum 0zerindeki epidermal buyime faktéri reseptorlerinin (EGFR)
anormal ekspresyonunun tumorin daha agresif davranisina neden oldugu gosterilmistir
(4,21,22). EGFR sinyalleri sadece buylmeyi degil, ayni zamanda kanser hiicre motilitesini
(4,21,22) ve matriks metalloproteinaz-9 (MMP-9) ekspresyonunu indikler (21,22). Her iki

basamak da invazyon ve metastaz i¢in gereklidir.

Transforme edici biyume faktori B(TGF- () aralarinda mullerian inhibitor
madde(MIS), inhibin ve aktivinin de bulundugu bir dizi birbiri ile iliskili proteinden
olusmaktadir (21,22). TGF-B1 ekspresyonunun Urotelyal karsinomlarda normal Grotelyuma
gore arttigr saptanmis (21,22).Diger yandan TGF-fB’lerin ayni zamanda guclu anjiojenik
aktivitesinin oldugu saptanmistir (21,22). HER2/NEU onkogeninin amplifikasyonu
nadiren gorilmekle birlikte varliginda mesane kanseri progresyonu ile yakindan iliskilidir.
Ancak HER2/NEU (ERBB2)’nin normalden fazla ekspresyonu genin amplifikasyonundan
daha sik gorulir ve timor niksi ya da progresyonu ile iliskili degildir. Bu genin
ekspresyonunun, prognostik bir belirleyiciden c¢ok hastaligin bir belirteci olarak
kullanilabilecegi belirtilmistir (21,22).
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Trombosit kokenli endotelyal biytime faktorii (PDEGF) glcli bir anjiojenik faktor
olan bir timidin fosforilazdir. Bu faktorin timdor dokularindaki konsantrasyonunun timaor

evresi ve derecesi ile dogrudan iliskisi oldugu bildirilmistir (21,22).

2.8.4 Genetik ve Kromozomal Anomaliler

Onkogen indlksiyonu normal genin degisiklige ugrayarak malign fenotip kodlayan
gene donusmesi ve normal biyliime mekanizmasi kontrolinden kagmaya imkan veren
hicrelere dénismesidir. ERBB-2, EGF(ERBBL) ile fonksiyonel ve anatomik baglantisi
olan ve biyume faktori reseptor kodlayan bir onkogen olup, mesane kanserini de iceren
bircok malignite ile ilgilidir (21,22). Karsinogenezde onkogenlerin dominant etkisi daha
kolay fark edilebiliyorsa da, hiicre blyimesi kontroli, DNA tamiri ya da apoptozisi
saglayan proteinleri kodlayan timor supressor genlerin inaktivasyonu da buna esit etkide
bir mekanizmadir. Bu genlerin inaktivasyonu veya delesyonu, kontrolsiiz biylmeye ve
hasarli DNA hicrelerinin programli élimiinde bir bozukluga neden olabilir. Genetik olarak
farklilasmis hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢cogalmasi sonucunda hiicrelerde hatali DNA

kopyalari olusur ve bu durum genetik instabilite meydana getirir.
2.8.4.1 P53 Geni Mutasyonlari

P53 geni insan kanserlerinde en sik degisiklige ugrayan timor siipresor gendir .
Normal protein wild-type p53'in cesitli gorevleri olup, bunlar arasinda hiicre
proliferasyonunu siiprese eden bir transkripsiyon faktor gibi davranmak, hasarli DNA'sI
bulunan hicreleriDNA replikasyonundan 0Once apoptozise yonlendirmek (hiicre
dongisinin S fazinda), cekirdekte deoksiribonikleotid trifosfat Gretimini indukleyerek
hasarli DNA'larin onarimini saglamak ve diger mekanizmalara katkida bulunmak yer alir.
P53 mutasyonlar hiicre déngisiinin kontrolsiiz bir sekilde devam etmesine sebep olurken,
ayni zamanda anormal DNA iceren hiicrelerin apoptozise gitmelerini de engelleyerek
genomik instabiliteyi hizlandirir. Bu nedenle, p53 mutasyonlu mesane kanserlerinin daha
agresif davranigli gériinmesi strpriz degildir (20,21,22,23,24,25).

Kromozom 17p delesyonlari timor progresyonu ile iliskilidir. Bunun nedeni bir
timor baskilayici gen olan p53Un 17p’nin silinen kismi ile birlikte kaybolmasidir.
Sistektomi yapilan olgularda p53'un artmis niikleer ekspresyonunun azalmis yasam siresi
ve artmis progresyon ile iliskili oldugu gosterilmistir (21,22). p53’Un artmis nikleer

ekspresyonu ayni zamanda kemoterapiye yaniti da belirleyebilir (21,22). Bununla birlikte
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KIOMK’li hastalarda, timor derece ve evresinden bagimsiz olarak p53'in nikleer artmis
ekspresyonunun prognostik agidan anlamli degeri olmadigi gérilmastir (21,22).

2.8.4.2 Retinobastom Geni, Urunleri ve Regulatorleri

Rb geninin yerlestigi kromozom 13g'nun kayiplari mesane kanseri ile iliskilidir
(26).

Rb geninin normal protein Grind (pRb), birkag siklin bagimh kinaz ile fosforlanir.
Fosforlanmis proteinler hiicre ¢ekirdeginde bulunur ve hiicre siklusunda gesitli basamaklari
kontrol eder. Rb geninin ve protein Grdnlerinin mutasyon ya da delesyonu hiicre
dongusinin G1’den S’e kadar olan kontrol noktalarinda ilerlemesine izin vererek inhibe
edilemez bir poliferasyona neden olur (21,22). pRB'yi fosforlayan siklin bagiml kinazlarin
inhibitorleri (p15,p16,p,19,p21,p27) hiicre siklusunda regulatoér olarak gorev alirlar. Bu
regulatorlerin veya pRb kodlayan genlerin trinlerindeki anormal artis sonucunda inhibe
edilemeyen proliferasyon, malign transformasyon ve timdr progresyonu gordlebilir
(21,22). pRb'nin tek basina ya da p53 ile beraber yapilan analizlerinde bagimsiz prognostik
degeri oldugu bulunmustur (21,22).

En cok rastlanan kromozomal anomalilerden biri kromozom 9'un delesyonudur.
Molekiller arastirmalar sonucunda KIOMK niiksiinde 9q12 delesyonu oldugu bildirilmistir
(21,22).

Kromozom 9q anomalilerinin siklikla dustk dereceli ylzeyel timdrlerle iligkisi
olup bu genin delesyonunda, genetik stabilite, timor motilitesi, ¢ogalmasi, invazyonu,
metastazlari ve anjiogenezi kontrolini saglayan mekanizmalarin tamamen kaybi s6z
konusu degildir. p53 ve pRb genlerinde meydana gelen anomaliler ve 17p
kromozomundaki delesyonlar ise ylksek dereceli ve kasa invaze timorlerle daha siklikla
iliskilidir (21,22).

2.10 Klinik ve tani
2.10.1 Semptomlar

Mesane kanserinde en sik gorilen bulgu agrisiz hematuridir ve hastalarin yaklasik
% 85'inde gorilir (15,27). Amerikan Uroloji derneginin asemptomatik hematiriye
yaklasim panelinde arka arkaya alinan 2-3 idrar 6rneginde buytk buyltme 3 ve Ustlinde

eritrosit saptanmasi mikroskopik hematlri olarak tanimlanmistir (27,28). Mesane
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irritabilitesi, sik idrara ¢ikma, urgency ve diziriden olusan semptomlar kompleksi ikinci en
stk gorilen gelis seklidir ve ylizeyel mesane kanserinden ziyade genellikle yaygin CIS ya
da kasa invaze mesane kanserini (KIMK) diistindiriir (27,29). Bunun disinda pelvik kitle
ve lenfatik obstruksiyona bagli olarak alt ekstremite 6demi, ilerlemis veya yayilmis mesane
kanserine bagli istahsizlik, kilo kaybi, halsizlik, karin agrisi ve kemik agrisi gibi metastatik

yakinmalar da gorulebilir (15,27).

2.10.2 Fizik Muayene

Fizik muayenede rektal ve vajinal bimanuel palpasyon mutlaka yapilmalidir. Lokal

ileri evre timori olan hastalarda ele gelen pelvik kitle bulunabilir (7).
2.10.3 GoOruntuleme
2.10.3.1 Ultrasonografi

Ultrasonografi (US), Uriner sistemin degerlendirilmesinde ilk inceleme olarak artan
sikhkta kullanilmaktadir. Transabdominal US renal Kitlenin karakterini tanimlamaya,
hidronefrozun  saptanmasina ve mesane limeni icindeki dolum defektinin
goruntilenmesine olanak verir. Hematlri nedeninin aydinlatilmasinda direk Uriner sistem

grafisi ile kombine edildiginde, VU kadar dogrulugu olabilir (7).
2.10.3.2 intravenéz Urografi

Buylk tumorler mesanede bir dolma defekti seklinde gortlebilirler. intraventz
urografi (ivu) ayni zamanda kaliksler,pelvis renalis ve Ureterlerdeki dolum defektlerinin
taninmasinda ve bir Ureter tlimortnin varliginin gostergesi olabilen hidronefrozun

saptanmasinda kullanilir (7).
2.10.4 idrar Sitolojisi

isenen idrarin veya mesane yikanti suyunun dokilen kanser hiicreleri agisindan

muayenesi, 6zellikle CIS veya yiksek dereceli malignite varhginda yararhdir (7).
2.10.5 idrarda Molekiiler Testler

Mesane timoriinin tespitinde bu testlerin ¢ogu iyi bir sensitiviteye sahiptir, ama

spesifiteleri dustktir. Sonucta yanlis pozitif sonucglar gereksiz gorintileme ve mesane
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biopsilerine neden olabilir (H). Sistoskopinin sensivite ve spesifitesi %100 kabul edilerek
timor belirteclerinin degeri saptanmistir. Yiksek sensivite hastalik progresyon ve 6lim
riskini hesaplamaya, yiiksek spesivite yanlis pozitiflerdeki invaziv sistoskopik girisimi

engeller.

Bladder timor antijen (BTA) testi idrara salinan kompleman faktor H ve
kompleman faktor H-related protein antijenleri ol¢ulur (30,31,32). FDA onaylidir. Nitel
deger veren BTA stat testi, nicel deger veren BTA trak testidir (30,31,32).

NMP 22 (nikleer matrix protein) mitoz ve apoptoz sirasinda saliverilir. FDA onayli nitel
bir testtir. Tekrarlayan timor saptamalarinda dusik sensivitelidir. Eslik eden drolojik
patolojilerde %25 yanlis pozitiflik verir (30,31,32).

ImmunoCyt mesane kanser miisin ve CEA (karsinoembriyonik antijen) monoklonal
antikoru icerir. FDA onayhdir. Rekirrens eden CIS’ta sitolojinin sensivitesini  %100’e
cikarir. NMP 22 ve BTA’ya gore, kicik tekrarlayan tumorleri saptamasi , disik derece ve
evredeki tlimorlere daha sensitif olmasi ve diger Urolojik patolojilerden etkilenmemesi
avantajlaridir (30,31,32).

FISH (fluorescence in situ hybridization) 3,7,17 ve 9p 21(P16 timor supresor gen)
kromozomlardaki sentromer bdlgelerine 6zgudir. Tekrarlayan yiiksek dereceli timor ve
CIS “ta elverisli iken, dustk dereceli ve evreli tekrarlayan tumdorlerde sensivitesi sitolojiden
iyi degildir (30,31,32).

Microsatellite Analiz’de polimorfik , kiigik DNA parcaciklar degerlendirilir. FDA
onayl yoktur (30,31,32). Hiyaluronik Asit ve HYLALl Type Hiyaluronidaz ;TUmor
blyumesi, invazyon ve anjiyogenezde rol alir. TUmor derecesi, lenf nod tutulumu,

progresyon ve disuk yasam oraniyla iliskilidir(30,31,32).

2.10.6 Sistoskopi, Mesane Biopsisi Ve Tumérin Transuretral Rezeksiyonu
(Tur-Tm)

Mesane kanseri tanisi mesanenin sistoskopik muayenesi ve c¢ikaritlan dokunun
histolojik degerlendirilmesine baglidir. Genel olarak, sistoskopi baslangicta fleksible aletler

kullanilarak ofiste yapilir. Daha 6nceki goruntileme calismalarinda bir mesane timori
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gorulurse veya daha onceki idrar sitolojisi pozitif bulunursa, hasta her halikarda TUR
gecirecegi icin tanisal sistoskopi atlanabilir (7).

Tumorin yapisi ve timorin mesane duvarina yayithminin daha iyi ortaya
konulabilmasi icin TUR-Tm mumkin oldugunca derin yapilmalidir. Timérin - mesane
duvarindaki katmanlarda yayilimi evrelemede ve prognozu belirlemede kullanthr. Patolojik
degerlendirme icin; rezeke edilen timoriin yizeyel kismi ve derin kismi ayri ayri
gonderilmelidir. Koterin yaygin kullanimi patolojik detaylari bozabileceginden koter
kullanima bagl koter artefaktindan kaciniimalidir. Taban biyopsisi tercihen biyopsi pensi

ile alinmalidir (7).

Hastaligin yayginhgini belirlemek icin timdrden ve supheli alanlardan biyopsi
alinmahdir. Histolojik yapinin ve hastahigin yayiliminin tespiti igin soguk biyopsi ve TUR
biyopsiler yapilabilir. Sitoloji pozitifligi var ancak papiller tumér yok ise ya da solid,
dizeysel tumor varliginda, normal mukozadan rastlantisal biyopsilerin alinmasi gereklidir.
Tek odakl papiller lezyonlarda bu biyopsilerin alinmasi kontrendikedir. Clnku ilave bir
bilgi saglamaz ve biyopsi alanlarina timor ekilmesi gibi bir risk tasir. Prostatik Uretraya
yuksek siklikta yayilimindan dolayr Cis siphesi varhiginda; prostatik Gretradan TUR
biyopsi alinmalidir (7).

2.10.7 Floresan Sistoskopi

Standart bir prosedir olarak, sistoskopi ve TUR-Tm beyaz 1sik kullanilarak
yapilirlar. Bununla beraber, beyaz isik kullanimi var olan, ama gérilmeyen lezyonlarin
g6zden kagmasina neden olabilir. Mavi 1sik ve porfirin-tabanh fotosensitizatort [(hexi)-
aminolaevulinik asit (HAL veya ALA) kullanarak yapilan flosesan sistoskopi, mesanede
CIS icin supheli alanlari veya beyaz-isikli sistoskopide gorillemeyecek gelismekte olan
papiller timoéru ortaya cikaracaktir. Arastirma doneminde olan bu yontem ginlik pratikte

rutin olarak henuz uygulanmamaktadir (7).
2.11. Tedavi
2.11.1 Transuretral Rezeksiyon (TUR)

Tanisal, prognostik ve tedavi olarak kullaniimaktadir. Evreyi kesinlestirmek icin
yuksek derece Ta timorlerde, yetersiz rezeke edilmis timdrlerde, 6zellikle preperatta kas

dokusu icermeyen T1tumorlerde ilk tanidan 2-6 hafta sonra 2. TUR Tm yapilir (15,17,33).
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2.11.2 Kasa invaze Olmayan Mesane Kanserinde Tedavi

Tedavideki amac tekrarlamayi ve kasa yayilmayi engelleyip kansere bagli 6lim
oranini azaltmaktir. Tekrarlama riskini azaltmak igin epirubisin, mitomisin C (MMC),
thiotepa veya pirarubicin’den herhangi biri TUR Tm hemen sonrasinda intravezikal olarak
uygulanabilir. Postoperatif kemoterapi genellikle hemen TUR bitiminde yada ilk 6 saat

icinde uygulanmaktadir (15,17).

Timor  tekrarlama riskini  azaltmak igin adjuvan intravezikal tedavi
uygulanmaktadir. Tekrarlayan disuk dereceli Ta timorlerde, yiksek dereceli Ta ve T1
timorlerde TUR Tm sonrasi adjuvan intravezikal kemoterapi veya immunoterapi onerilir
(15,34). Tekrarlayan CIS lezyonlarda intravezikal Bacillus Calmette-Guérin(BCG)
onerilmektedir (15,34). BCG idame tedavisi Ta, T1 timorlerde tekrarlama oranini MMC

tedavisinden daha fazla azaltmaktadir (15,35).

BCG basarisizhginda cesitli calismalarda lokal MMC ile birlikte microwave
hipertermi, elektromotive intravezikal MMC instilasyonu, oral 5-ALA ahmini takiben

photodinamik tedavilerin timor tekrarlama oranini azalttigi saptanmistir (15,36).

CIS ve yuksek dereceli T1 tumdrlerde tanidan 6 ay sonra agresif timor gelisirse, 2
kir BCG tedavisi sonrasi tumorin gerilememesi durumlarinda radikal sistektomi
onerilmektedir (15,17,36).

Takipte sistoskopi ve idrar sitolojisi ilk 2 yil 3 ayda bir daha sonraki yillarda uzayan
araliklarla onerilmektedir (15,34). Yuksek dereceli timoérlerde 1-2 yilda bir st Uriner

sistemin goruntilenmesi dnerilmektedir (15,34).
2.11.3 invaziv Mesane Tiuimdrlerinde Tedavi

T2 kasa yayilmis tumérlerde radikal sistektomi ve Uriner diversiyon 6nerilmektedir
(15,34).

Uriner diversiyon isleminde en sik ortotopik yeni mesane yontemi uygulanmaktadir.
Ortotopik yeni mesane igin kesin kontrendikasyonlar uzun sireli obstriiksiyon, KBY, ciddi
karaciger yetmezligi ve Uretrektomi yapilmasi gereken olgulardir.  Goreceli
kontrendikasyonlar ise mental retardasyon, eksternal sfinkter yetmezligi, tekrarlayan

uretral darhklardir. Eski ginlik hayatina hizli donmek isteyen ozellikle yash hastalar,
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toplumdan izole yasayan hastalar, viicut imgesi problemi olmayan hastalarda inkontinan
kutanoz diversiyon (conduit) cerrahisi tercih edilmektedir (7,15).

Sistektomi yapilan ¢ogu hasta standart evreleme yontemleriyle saptanmayan
metastazlara sahiptir (15,34). Yiksek riskli T3,T4 ve lenf nodu pozitif mesane timorlu
hastalarin %50’sinden fazlasi sistektomi sonrasi sistemik relaps olur. Kasa yayillmis
timorlu hastalarda mikrometastazlari tedavi ederek, timor evresini disurmek, cerrahi
sirasinda dolasim sisteminden timor hiicrelerinin dokulara yayillmasini 6nlemek ve yasam

siiresini uzatmak igin neoadjuvan kemoterapi kullaniimaktadir (15,34).

Neoadjuvan methotrexate, vinblastine, doxorubicine (adriamycin) ve cisplatin
(MVAC) kemoterapisinin ciddi grandlositopeni, bulanti, kusma, stomatit, diyare ve

konstipasyon yan etkileri vardir.

Gemcitabine ve cisplatine (GC) kemoterapisi MVAC kombinasyonuyla benzer
etkinlik ve daha az toksisiteye sahiptir. Notropeni, mukozit, nétropenik ates yan etkileri
vardir. Bobrek yetmezligi olan hastalarda cisplatine yerine daha az toksik karboplatine

tercih edilmektedir.

invaziv mesane timorlii hastalar yakin takip edilmelidir. ilk 2 yil 3-12 ayda bir
uriner sitoloji, serum elektrolit ve kreatinin takibi, akciger grafisi ve batin goriintilenmesi
arastirlimalidir. 6-12 ayda bir Gretral yikama sitolojisi calisiimahdir. Kemik metastaz

stiphesi olan ve >T3 evredeki pN(+) hastalara kemik sintigrafisi cekilmelidir.
2.12. RAS Protein Ailesi

RAS proteini monomerik GTP bag@layan bir GTPaz’dir (37). RAS proteinleri hiicre
zarinin sitoplazmik yuzine bakan kismina baglanmak icin bir lipit grubu icermektedir.
RAS gen ailesi, Harvey RAS (HRAS), Kristen RAS A ve B (KRAS), ve noéroblastom RAS
(NRAS) olmak (izere 4 fonksiyonel genden olusur. Bunlar 21 kDa (p21) molekul
agirliginda, birbirine cok benzer ve korunmus proteinleri kodlarlar (37,38). Farkh
hicrelerde gorevli farkli RAS proteinleri bulunur. RAS hicreye gelen sinyali hiicre
yuzeyinden baska bélgelere yaymaya yardimci olur (39). Ornegin tirozin kinazlar gen
ifadesini degistirerek hiicre cogalmasi ve farklilasmasi sinyalini iletmede kullanilirlar
(38,39,40,).



28

RAS proteini GTP baglayan bir protein olarak 2 belirgin konformasyon arasinda
gidip gelen bir anahtar gibi davranir. GTP bagladiginda aktif ve GDP bagladiginda
inaktiftir. Aktif ve inaktif durumlar arasindaki gecisi Guanin nikleotid degis tokus
elementleri (GEF) dizenler. GEF’ler GDP’nin ayrismasini ve sonrasinda GTP’nin
sitenolden alimini uyararak RAS’1 aktiflestirirler. GTPaz etkinlestirici proteinler (GAP)
RAS’taki GTP’nin hidroliz hizini arttirarak RAS’1 inaktive ederler. Mutant RAS formlar
GAP’a duyarsizdir ve strekli GTP bagl aktif durumda kalirlar. Boylece kanser olusumunu
tesvik ederler. Tirozin kinaz reseptorleri GEF’leri aktiflestirerek, GAP’lari bosluyarak
RAS’1 aktiflestirebilirler.

Aktif Ras, diger sinyal ileti proteinlerini aktiflestirerek sinyalin pek c¢ok yolak
Uzerinden iletilmesini saglarlar. Bu yolaklardan birisi evrim sirecinde oldukca iyi
korunmus olan serin/treonin fosforillenme procesidir. Bu kaskadin fosforlanmasi ile tirozin
kinazlar aktiflesirken, fosfotazlar ile inaktiflesirler. Hiicrelerin cogalma ve farklilasabilmesi
icin kisa omuarld sinyal iletim islemi sinyali surdurip, gen ifadesini degistirmek igin

cekirdege iletebilecek uzun émurli islemlere déndurtlmelidir.

GTP bagh konformasyondaki Ras ailesi proteinleri, sinyal yolaginin alt
basamaklarinda bulunan efektdér proteinlere dogrudan baglanarak bu proteinleri
(efektorleri) aktif hale gegirirler. RAF (“Ras Associated Factor”) ve MAPK/ERK
(“Mitogen Activated Protein Kinase” ve “Extracellular Signal Regulated Kinase”)
kaskadindaki en onemli efektor, Rafl, Ras efektori olarak tanimlanan ilk proteindir.
Memelilerde A-Raf, B-Raf ve Raf-1 olarak adlandiriimis ¢ tane Raf izoformu vardir.
Aktif haldeki GTP-Ras, bir serin/treonin kinaz olan Rafl’in fosforillenmesine yol acar, ve
MAPK/ERK (MEK) ile baslayarak ERK1/2 ile devam eden ve EZ26-transkripsiyon
faktorunln (ETS) aktivasyonuna yol acan sinyal yolaginin fosforillenme selalesi ile aktive
olmasini tetikler. Kontrolsiiz olarak aktif hale gelen Raf-MEK-ERK sinyal iletiminin
kemirgen hicre hatlarinin onkogenik transformasyonu icin yeterli oldugu ve benzer bir

bozulmanin insanda kanserlesmeye yol actigi gosterilmistir (63,64,65).

Aktif olan Map-kinaz protein kinaz ve gen dizenleyici proteinleri fosforilleyerek
sinyali cekirdege iletirler. Cekirdekte gen ifadesini diizenleyen bilesenleri fosforilleyerek
gen ifadesinde degisikliklere neden olur. Bdylece, Ras-MAP kinaz sinal ileti yolagi, hiicre

ylizeyinden gelen sinyali cekirdege tasir ve gen ifadesinde anlamh degisikliklere neden
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olur. Bu yolakla etkinlesen genler arasinda Gi siklinleri kodlayan genler gibi hicre
cogalmasi i¢in dénemli genler de bulunur. Mapkinazlar, tirozin veya treonin fosfatlardan

birinin uzaklastiriimasi ile etkisizlestirilirler.

Ras proteinleri blylyen htcrenin proliferatif ve degisim sinyallerinde aktif rol
aldigi icin tim kanserlerde somatik kazanilmis fonksiyonel mutasyonlara ¢ok agiktir. Bu
sekilde intrinsik GTPase aktiviteli proteinlerin yapisi degisir (38,39,40). Bazi timorler
uzerinde yapilan calismalar RAS gen ailesinde nokta mutasyonlara yatkin olan bazi ‘hot
spot’lari gostermistir. Stk mutasyonlar kodon 12 de glisinin valine, kodon 13 te glisinin
sisteine ve kodon 61 de glutaminin arginin/lizin/lésine degisimi seklinde olmaktadir.
Hotspot kodonlar 12, 13 (segment 1) veya 61 (segment 2) deki mutasyonlar spesifik
aminoasit degisimlerine neden olur ve GTPaz aktivitesinin kaybiyla sonuglanir (38,41,42).
Guanozin trifosfatazin sinyal aktariminda (genetik bilgi aktariminda) molekiler anahtar
oldugu iyi ortaya konmustur. Ve farkl ekstrasellliler sinyal cesitleri RAS-GDP’nin RAS-
GTP aktif bicimine dénisumint stimiile eder. RAS proteininin ana fonksiyonu devamli
mitojenik sinyalizasyonla sonuglanan ve 6limsuz hdcrelerin donusiimi ile sonuglanan

asag! yonde kinaz kaskadinin aktivasyonunu induklemektir (43).

RAF gen ailesi tyesi olan BRAF geni, v-raf murin sarcoma viral onko gen homolog
B1 olarak tanimlanir ve kodladigi protein kinaz (sitoplazmik serin/treonin kinazi), MAPK
sinyal yolunda, hiicre farklilasmasi ve proliferasyonunda goérev alir (67,68,69). BRAF
alelleri, yedinci kromozomun kisa kolunda (7q) bulunmaktadir. Yeni calismalarda,
malignmelanoma, kolorektal karsinoma gibi kanserlerde BRAF genine ait somatik olarak
mutasyon varhgi rapor edilmistir (67). Kanser olusumunda etkili oldugu dusiinilen BRAF
genindeki somatik mutasyonlar, BRAF kinaz domaininin iki bdlgesinde gortlmektedir.
Bunlar, G loop (ATP ’nin baglanmasina aracilik eden motif) ve aktivasyon segmenti
(substrat baglanan bolgeyi koruyan motif) olarak tanimlanmistir (67).

BRAF ’"In ekzon 15’indeki kinaz aktivasyon domaininde, 1796 T-A trans versiyonu
(V600E-valinin glutamik asite degisimi)yanlis anlamli mutasyon olarak (missens
mutasyon) tek bir amino asit degisimiyle sonuglanir (67). Tanimlanan BRAF
mutasyonlarinin %901 icin, mutasyon T1796A’ nin etkisi altinda olan VV600OE olarak rapor
edilmistir (67,68). V600E (GTG-GAG), yanlis anlamh mutasyonu, Kumar ve ark.
tarafindan yeniden adlandirilarak V600E mutasyonu adini almistir (70).
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3. MATERYAL VE METOD

Calismamiz prospektif bir ¢alisma olup, 1 Ocak 2007 — 30 haziran 2011 tarihleri
arasinda Sileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Uroloji Klinigi’ne
basvuran ve mesane timori tanisiyla transuretral mesane timoru rezeksiyonu (TUR-MT)
uygulanan hastalar ¢alismaya dahil edildi. Hastalarin mesane timér dokularina PCR tabanli
MassARRAY® teknolojisi (IPLEX®) ile tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNP)
genotiplenmesi islemi uygulanmistir.

Elde edilen dokular isleme kadar -80 °C “de saklanmistir.

3.1. Dokudan DNA izolasyonu

a. izolasyon islemine baslamadan énce sicak su banyosu (Termal Labaratuvar
Aletleri 820-3, Turkiye) 55°C’ ye ayarlandi.

b. Steril mikrosantrifuj tuplere doku bisturi yardimiyla parcalandiktan sonra
yerlestirildi.

C. Tiiplere 180 pl PureLink Genomic Digestion Buffer (invitrogen K1820-02)
ve 20 pl Proteinaz K eklendi ve siddetli vorteks (Niive NM 110, Turkiye) yapildi.

d. Tuplerin igindeki doku pargalari homojen hale getirilmek amaciyla 55°C su
banyosunda bir gece bekletildi.

e. Bu sindirim isleminden sonra tiiplerde alina doku 6rneklerine ait homojen
olmayan herhangi bir parca kalmis olma ihtimaline karsi lizat maksimum hizda oda
sicakliginda 4 dakika santriftjlendi.

f. Stipernatant yeni steril mikrosantrifuj tiipe transfer edildi.

g. Lizata 20 pl RNase A eklendi, vorteks yapildi ve 3 dk oda sicakliginda
inkibe edildi.

h. 200 pl PureLink Genomic Lysis/Binding Buffer eklendi ve vortekslendi.

i Lizata 200 pl %96’ hk etanol (Riedel-de Haen 32221) eklendi ve 5 saniye
vortekslendi.

J- PureLink Spin Column igerisine hazirlanan lizat eklendi ve 13000 rpm’de 2
dakika santriftjlendi.

k. PureLink Spin Column alt kismindaki tlpler degistirilerek yikama islemine

gecildi.
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l. 500 pl Wash Buffer 1 PureLink Spin Column’a eklendi ve 13000 rpm de 1.5
dakika santriftj edildi.

m. 500 ul Wash Buffer 2 PureLink Spin Column’a eklendi ve 13000 rpm de 1.5
dakika santriftj edildi.

n. PureLink Spin Column filtreli kismi yeni steril ependorf tiipe yerlestirildi.

0. 100 pl PureLink Genomic Elution Buffer PureLink Spin Column filtreli
kisma eklendi, oda sicakhginda 1 dakika inkibe edildikten sonra maksimum hizda 2 dakika
santrifijlendi.

p. Ependorf tuplerde doku 6rneklerine ait saf genomik DNA elde edildi.

3.2. IPLEX Gold Teknolojisi ile SNP Genotipleme

MassARRAY® teknolojisi  (IPLEX®) tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNP)
genotiplenmesi icin son derece yiksek verime sahip bir sistemdir. Nukleik asit
degisikliklerini saptamak icin hedef bolgeler baslangicta MassARRAY® TYPER 4.0
genotipleme yazilimi kullanilarak 6zel olarak tasarlanmis primer ciftleri ile ¢ogaltilir ve
sonrasinda tek kitlesi modifiye edilmis nikleotidler kullanilarak tek baz uzama
reaksiyonuna tabi tutulur. Bu asama sonrasinda elde edilen Urlnlerin matriks c¢ipe
aktarilmasi ve MassARRAY® kiitle spekrometrisi (Sequenom, San Diego, CA, USA) ile
iyonizasyon sonrasi eszamanli deteksiyonu gercgeklestirilir. Bu islem Matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight kitle spektrometrisi’ne (MALDI-TOF) dayanmaktadir.
Kisaca, lazer enerjisi matriks tarafindan absorblanir, bunun sonucunda minimal hasar ve
fragmentasyonla substratin  kismi buharlasmasi meydana gelir. iyonize o6rnekler
elektrostatik hizla mass-to-charge oraninin saptanmasi igin kitle spekrometresine transfer
edilir. Bu platformun geleneksel deteksiyon sistemlerine gore bazi avantajlari mevcuttur.
Uriin kitlesi, yiiksek analitik dogruluk (%0.1-0.01) ile belirlenir. indirekt analiz de
kullanilan radyoaktif veya flouresan isaretleyicilere ihtiya¢ duymaz. Multipleks polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) sayesinde yiksek verim kapasitesine sahiptir. Tek kuyuda
maksimum 36 farkli SNP’yi kuyu basina 20 ng’dan az DNA miktari ile calisabilme
kapasitesine sahip olusu ve MassARRAY® TYPER 4.0 genotipleme yazilimi sayesinde
hizli analiz imkani yiksek verim elde edilmesine olanak saglamaktadir. Nikleik asitlerin
hizli analizi icin MALDI-TOF kitle spektrometrisi, farkli agirhiklardaki DNA katlelerinin
analizine dayanarak genotipleri ayirtetmeye yarayan bir ara¢ olarak gelistirilmistir.
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Yavaslatilmis ekstraksiyon teknolojisi; kitle analizérinde iyonlarin iyonizasyon ve
ekstraksiyon arasinda olusan zaman farkini taniyarak, rezoliisyon ve hassasiyeti
artirmaktadir. Bu esnada ¢ip zerinde var olan matriks (3-hidroksipikolinik asit) arka plan
kirliligini azaltarak kitle belirleme hassasiyetini artirir. Bu teknik oligonikleotid sekans
varyasyonlarinin  ¢coklupolimorfizlerinintek reaksiyonda c¢alisilmasinaolanak
saglamaktadir. Kullanmis oldugu yeni nesil teknoloji ve saglamis oldugu bu avantajlardan
dolayr MALDI-TOF kiitle spektrometrisi yuksek verimli genotipleme calismalari icin ¢ok
etkin bir yontem olarak kabul edilmektedir.

SNP genotipleme c¢alismasi esnasinda polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) icin
kullanilacak periferik kan veya parafine gomuli dokulardan (FFPE) elde edilecek DNA
orneklerinin belirli yiiksek kalite standartlarinda olmalari gerekmektedir. ilgili genetic
varyasyon bolgesini c¢ogaltmada genomik DNA (gDNA) kalip olarak kullanilacaktir.
MassARRAY® sisteminde kullanilacak olan amplikon uzunluklari ortalama 70-150 baz
ciftidir. Bu da calismamizin bir boéliminde kullanacagimiz parafine gomali doku
orneklerinin kolaylikla degerlendirilmesinde diger teknolojilere gore avantaj saglayacagini
distinmekteyiz (48,49,50,51).

3.2.1. DNA izolasyonu ve Kalitesi

MassArray® sisteminde kullanilmak (zere, yilksek miktarda PZR amplikonu
yapmak icin gDNA kahbinin cok saf ve degrade olmamasi gerekmektedir. izolasyon
sonrasinda ve PZR oncesinde gDNA kantitasyonu mutlaka yapilmalidir. Ultraviyole (UV)
spektrofotometre dl¢iimlerinde 260 nm ve 280 nm dalga boyu sonug oranlarinin 1.7 ve 2.0

(6r. AgeolAzgo = 1.7-2.0) aralifinda olmasi gerekmektedir (48).
3.2.2. Calisma Diluisyonu

Kantitasyon sonrasinda DNA’nin  blyuk bir  kisimini  50ng/pl  stok
konsantrasyonunda diliie edilecektir. Bu stok konsantrasyon diliie edilerek genotipleme
calismalarinda kullanilacaktir. Genotipleme c¢alismasinda her bir reaksiyon igin 10-20ng
DNA gereklidir (48).
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3.2.3. Genotipleme Testi icin Gereken PZR Primer ve Uzama Probu Dizayni

3.2.3.1. SNP veya mutasyon bolgesi segimi

Kademeli PZR’da BRAF genin 15. ekzonundaki 600. kodonunu ¢ogaltmak
amaciyla tasarlanan primerler; ileri dizi (For ward) prime ri: 5>-TCATA ATGC TTG CTC
TGA TAG GA-3’, geridizi (Reverse) primeri; 5’-GGC CAA AAATTT AAT CAG TGG
A-3’ ve Kras geninin 12 ve 13. ekzonundaki primerler;
5’ACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGACCT-3’ ve
5TTCTCCATCAATTACTACTTGCTTCCTGTA-3’ seklindedir.

Tanimlanmis SNP” lerin referans sekans numaralari (rs) ve Ozellikleri agik veri
tabanlarindan (ENSEMBL Genome Browser (44); NCBI Entrez database (45); Wellcome

Trust Sanger Institude Cosmic database (46) taranarak calisma kapsamina alinmistir (49).

3.2.3.2Amplifikasyon primerleri dizayn edilmesi

PZR mutiple amplifikasyon primerleri Sequenom’un Assay Designer yazilimi
kullanilarak dizayn edilmektedir. Amplifikasyon primer ciftleri ortamda yer alan template
dizileri ile hybridize olarak reaksiyonu baslatmaktadir. Assay Designer yazilimina
adresinden de ulasilabilmektedir. Baslangic PZR primer kitle ve dizi bilgileri ek dosya
1’de gosterilmektedir (50).

3.2.3.3.Uzama problarinin dizayn edilmesi

Tek baz uzama problari Sequenom’un Assay Designer yazilimi kullanilarak dizayn
edilmektedir. Problar amplifikasyon asamasinda modifiye edilen PZR 0rinine spesifik
hibridizasyon gerceklestirerek ortamda var olan her bir allelin belirlenmei icin tek baz
spesifik uzama gergeklestirir. Assay Designer yazilimina adresinden de ulasilabilmektedir.

Uzama prob kdtle ve dizi bilgileri ek dosya 1’de gosterilmektedir (50).

Mulipleks iPLEX Gold reaksiyonunda en iyi sonuglar igin uzama primerleri ve
urunlerinin katlelerinin en azindan 30 Da farkl olmasi gerekmektedir (ayni assayin allelleri
haric) ve tercih edilen analit kitleleri 4500-9000 Da arasinda olmalidir (50).



34

3.2.4.Sequenom MassARRAY® Protokol
3.2.4.1. DNA’nin Genotipleme icin Cogaltilmasi

Niikleik asit degisimlerinin  belirlenebilmesi ve MassArray® sisteminde
kullanilabilmesi icin 6nce gDNA’daki hedef bdlge, dizayn sonucu elde edilen primer
ciftleri kullanilarak multipleks PZR ile ¢ogaltilacaktir. Uygulanacak ¢alisma kondisyolari
asagidaki gibidir (49,50).

Protokol: her kuyu i¢in ayni multipleks assay, kuyularda farkli DNA
PZR karisimi asagidaki gibi hazirlanir.

Tablo 5. Sequenom PCR Reagent Set kullanilarak PCR kokteyl hazirlanmasi (49)

5uL reaks.
Reagent Final konst. 5ul ‘dekiReagenthacmi [ ul]

dH,O, HPLC grade N/A 2.8
10 x PCR Buffer (20mM MgCl,) 2mM MgCI2 0.5
25mM MgCl, 2mM 0.4

500uM 0.100
25mM dNTPMiks
0.5uM Primer Miks 0.1uM 1.00
5U/ul PCR Enzim 1 Unit 0.200
20ng/uL. DNA 20ng/rxn CaIIIfL:Tr]ittuulFr):ungehaaligaegll;?:iuyu
Total hacim [uL] n/a 5.000

Her bir kuyuya 4ul PCR kokteyli konur.
1 pl uygun genomik DNA (10-20 pg/ml) her ilgili kuyuya konur.

Nazikce karistirilir ve 1000 rpm hizinda santriftj edilir.
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Thermocycler Pzr reaksiyonlari;

94°C 2dk

94°C30sn

56°C 30 sn 45 siklus

72°C 1dk

72°C 1dk
4°C bekleme
3.2.4.2 dNTP Notralizasyonu (SAP Reaksiyonu)

Amplifikasyon rtnlerindeki baglanmamis dNTPIleri shrimp alkaline phosphatase
(SAP) ile notralize etmektir. SAP, serbest ANTP’den bir fosfat keserek geri donlsumsiiz
olarak dNDP’ye cevirir. Baglanmamis, serbest bulunan dNTPleri defosforile etmek icin

asagidaki basamaklar uygulanir.
SAP Reaksiyon Kokteyli asagidaki gibi hazirlanir:

Tablo 6. SAP kokteylinin hazirlanmasi (50)

7uL reaksiyon hacmi 2uL of SAP kokteyl
icindeki final hacim icersindeki reagent miktari
(PZR + SAP) [uL]

Reagent

Nanopuresu, Otoklavl n/a 1.53

SAP Buffer 0.24x 0.17

SAP Enzime(1.7U/ul) 0.5U 0.30

Total hacim [ulL] n/a 2




36

2ul shrimp alkaline phosphatase enzimi(SAP) her 6rnek kuyusuna yuklenir.

Ornek plateleri nazikge karistirilir ve 1000 rpm hizinda santriftf edilir.

37°C 40dk, 85°C 5 dk, 4°C sonsuz inkiibasyonlari yapilir.

3.2.5.IPLEX Gold® Reaksiyonu Hazirlama (Tek baz spesifik uzama reaksiyonu)

Uriinler daha sonra IPLEX uzama reaksiyonuna tabi edilir, dizay edilen probler hedef

bolge ile hibridizasyonu ve tekkiitle-modifiye niiklotid uzamasi gerceklesir. Uzama probu

ve multipleks detaylari ek tablol de mevcuttur (49,50).

IPLEX gold reaksiyon kokteyli asagidaki gibi hazirlanir:

Protokol: her kuyu i¢in ayni multiplex assay ve kuyulara farkli DNA

Tablo 7. IPLEX Gold Reaksiyon kokteylinin hazirlanmasi (49,50,51)

9uL reaksiyon hacmindeki

2uL cocktail icersindeki
reagent hacmi

Reagentlar final konsantrasyon [uL]
Nanopuresu N/A 0.619
iPLEX GOLD Buffer 0.222X 0.200
IPLEXTerminasyon miksi 1X 0.200
Iplex Extend Primer Miksi
8/10/15 puM or linear 0.84/1.04/1.57 0.940
regression karisimi
iPLEX Enzim 1X 0.041
Hacim [ ul] n/a 2000
SAP+PCR reaksiyonu n/a 7.000

n/a 9.000

Total Volume [ pll]

IPLEX Gold reaksiyon karisimi hazirlanir. Gold reaksiyon karisimi 1000 rpm hizinda 1

dk santrifiij edilir. Her kuyuya 2 pl iPLEX reaksiyon karisimi eklenir. Ornek plateleri

nazikge karistirtlir ve thermocycler asamasi 6ncesinde 1000 rpm’de santriifij edilir.
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iIPLEX gold reaksiyon kokteylinin thermocyclerda islem gérmesi;

94°C 30sn
94°C 5sn

52°C 5sn 5sik 40 siklus

80°C 5sn
72°C 3dk
4 °C bekleme

3.2.6. Resin ile temizleme

Kiitle spektrometrik analiz optimizasyonu icin iPLEX reaksiyon driinleri Na*, K7,
and Mg" gibi iyonlari uzaklastirarak arka plan kirliligini minimum indirmek icin katyonik
degisim saglayan resin ile minimum 30dk muamele edilir. Ornekler 25ul ddH,O ve 6mg
resin kullanilarak dilue edilir. Bu asamanin hazirlanmasi i¢in 6 mg cukur plate kullanilir.
Muamele sonrasi PZR driinleri 4000 rpm hizinda santrifiij edilerek fazla resin kuyu dibine
gonderilir (40,50,51).

3.2.7.SpectroCHIP®Dagilimi

Hedef bolgenin amplifikasyonu , SAP uygulamasi ile baglanmamis serbest bulunan
dNTP’leride fosforile etme, tek baz spesifik uzama reaksiyonu ve ortamdaki tuzlarin
uzaklastiriimasi icin rezin uygulanmasi asamalarini takiben elde edilen modifiye 0rlnd,
nanolitre (nl) hacminde ortalama 15nl PZR (riinii 384-element SpectroCHIP® II (izerine

dagitmak icin nanodispenser (Sequenom) kullanilir (40,50,51).
3.2.8.MALDI-TOF MS ile Veri Analizi

Nanodispenser ile lizerine PZR iirtinii dagitilan 384-element SpectroCHIP®II analizi
icin MassARRAY® Analyser 4 cihazina yiiklenir. Cihaza yiikleme asamasindan sonra
sonu¢ alimi maksimum 40 dk stirmektedir. Lazer atimi sonrasi elde edilen verilerin analizi,
spektro gérintiisiiniin ve allel spesifik piklerin elde edilmesi icin (iPLEX SpectroCHIP®II
analizi) MassARRAY® TYPER 4.0 genotipleme yazilimi kullanilmaktadir. Deney dizayn
asamasinda elde edilen dizayn bilgileri, spektra da dogru analitin beklenen pozisyonunun
hesaplanmasi igin sistem tarafindan kullaniimaktadir (40,50,51).
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Amplifikasyon

lo-mer tag
Hﬁncm‘md PCE prime
... 5iC] v
Genatmik — PGR‘ .
I0-mer mg
PCR iiriinii il
[EiC]
l SAP uygulamas ile
badlanmamig dNTP
SAP uygulamas) nétralizasyonu
iPLEX Gold l
Reaksiyonu
Primer “—““‘i’-‘-j”“ nto SP site Primer, enzim, buffer ve
Allel 1 _E — terminatdr nikleotid igeren
Primer extension into SNP site iPLEX Gold kokteyli
Allel 2 I % —
arnek hazirlama dadtma ve MALDI-TOF MS
Spektrum L MALDI-TOF kiltle
spektrametre analizi

i,

24 - plex spekirum

Sekil 8. Hedef bolge amplifikasyonu, SAP inkiibasyonu, tek baz spesifik uzama ve
spectrum goriintusu (40)
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4 BULGULAR
Arastirmaya alinan mesane kanserli olgular toplam 46 kisiydi. Olgularin %84,8’i
(39) erkek, %15,2’i (7) kadindi. Yas ortalamasi 66 yil (38-86) idi. Yas gruplari
degerlendirildiginde olgularin %60,9’u (n=28) 65 yas ve Uzerindeydi (Tablo 8).
Olgularin en kisa takip suresi 4 ay, en uzun takip stresi 60 aydi. Takip siresi

icerisinde 14 olgu mesane kanseri nedeniyle 6Imustr.

Tablo 8. Olgularin bazi sosyodemografik 6zelliklerine gére dagilimlar

Sosyodemografik Say!I Ylzde %
Ozellikler

Cinsiyet

Kadin 7 %15,2
Erkek 39 %84,8
Toplam 46 %100
Yas gruplari

< 65 yas 18 %39,1

> 65 yas 28 %60,9
Toplam 46 %100
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Tablo 9. Olgularin mesane kanseri patoloji sonuglarina gére dagilimlar

11k Patoloji Sonucu Say!1 (n) Yiizde (%)
Yizeyel timorler

TaGl 3 %6,5
TaG2 5 %10,8
T1G2 7 %15,3
T1G3 12 %26
Invaziv timérler

T2G2 2 %4,3
T2G3 7 %15,3
T3aG2 1 %2,1
T3bG2 2 %4,3
T3bG3 5 %10,8
T4aG3 1 %2,1
T4bG3 1 %2,1
Toplam 46 %100

Olgularin izlem sirasinda ilk kontrollerinde 9’unda (19,5) niiks, 1’inda (11,1)

progresyon gorulustar.

Tablo 10. Olgularin ilk kontrolleri sirasinda karsilasilan niiks ve progresyon

durumlarina gore dagilimlari

Takip Say!i Ylzde %
NUks 9 %19,5
Progresyon 1 %11,1

Niks gostermis olan 9 hastanin takibinde 1 hastada progresyon gelistigi saptandi.

Sonug¢ olarak, toplam 1 hastada progresyon gelistigi izlenmis olup bunun Ta timér oldugu

goralda.




Tablo 11. Hastalarin mutasyon dagilimlari
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L

c | 8| el 8|58 & 2|8

c S el gla s 8§22 28

= S | ® S 13| 8| 6|0 |G

@

.| 77 K - | T3e2 |+ - ] ] ] )
2. 62 E + TaG2 + - - - - -
3. 61 E + T1G2 + - - - - -
4, 63 E + T3bG3 + - - - - -
5. 66 K + T1G3 + - - - - -
6. | ™ E + | TG2 |+ - ] ] } )
7. | 8 E - | T3 |+ - ] ] ] )
8. 59 E + TaG2 + - - - - -
9. | 60 K ~ | T3aG3 | + ] ) ] ] ]
10.| 61 E + | TG2 |+ . ] ] ] ]
1| 7 E + | T2G3 |+ . ] ] ] ]
1| 82 K + | TG2 |+ . ] ] ] ]
13.| 66 E + | TiG2 + ) ] ] ] )
14| 8 E + | TaaG3 | + - ) ] ] )
15| E + | ToG3 - N ] ] ] ]
16.| 80 E + | Te3 | o+ ] ) ] ] ]
17.| 90 E + | T2G3 | o+ . ] ] ] ]
18| 6 K - | 1183 |+ ] ] ] ] ]
19.| 67 K - | T2 |+ ] ) ] ] ]
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20.

55

T1G3

21.

78

T1G3

22.

38

T2G3

23.

65

T1G3

24.

74

T3bG2

25.

76

T2G3

26.

72

T3bG3

217.

42

T1G2

28.

65

TaG1

29.

77

TaG2

30.

54

TaGl

31.

62

TaG2

32.

66

T1G3

33.

75

T3bG3

34.

64

T3aG2

35.

69

T3bG3

36.

85

T1G3

37.

69

T1G3

38.

56

T3bG3

39.

75

TaGl

40.

66

T1G3

41.

63

T2G3

42.

78

T2G2
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66

43. E + TaG2 + - - - - -
44.| 86 E + | T3G3 |+ - ) ] ] )
45, 60 E + T1G3 + - - - - -
46. 60 E + T1G3 + - - - - -

Olgularin 45 (%97.8)’inde T1796A transversiyonuna bagli BRAF V600E

mutasyonunun varligi tespit edilmistir. Bu 45 olguda KRAS mutasyonu saptanmamistir.

BRAF gen
mutasyonu; g pozitif  negatif

negatif; 2,2%\

BRAF gen
mutasyonu;
pozitif, 97,8%

Sekil 9: BRAF gen mutasyonlari

Bir olguda KRAS geninin 12. Kodonunda GGT>AGT transisyonu sonucu meydana
gelen Gly12Serin aminoasidine degisimine yol acan bir mutasyonu saptanmistir. Bu
olguda BRAF mutasyonu saptanmamistir.

KRas gen mutasyonu saptanan olgu 71 yasinda erkek hastaydi. Hastanin mesleki
maruziyet 6ykisu yoktu. Sigara kullanim 6ykisu vardi. Hastanin mesane timaorinan

patolojik tanisi T2G3 olarak saptanmistir. Sistemik metastaz saptanmamistir.




K-Ras gen
m pozitif o negatif mutasyonu;
pozitif; 2,2%

K-Ras gen
mutasyonu;
negatif; 97,8%

Sekil 10. K-Ras gen mutasyonlari

Ayrica literaturde bildirilen KRAS genil3. Kodon (G>T) Gly13Cys ve (G>A)
Gly13Asp muatsyonlari ile 12. Kodon (GG>CT) Glyl2Leu ve (GG>AT) Gly12lle
mutasyonlari ¢calisma grubumuzda hicbir hastada saptanmamistir.

Calismamizda herhangi bir istatistik ¢alismaya olanak vermeyen veriler elde
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edilmistir. Kiguk 6rnek oldugu igin normal istatistiksel yaklasimlar uygun olmamaktadir.

Yapilan fisher-exact testi sonucunda da p-value her seferinde ‘1’ olarak bulunmustur.
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5. TARTISMA ve SONUC
Mesane kanserlerinin  %90-95ini rotelyal karsinomlar olusturur. Urotelyal
karsinomlarin %75-80’i tani aninda kasa invaze olmayan tiimérlerdir . KIOMK’nin ilk tani
aninda %70’i Ta, %20’si T1 ve %10’u CIS (CIS)’dur (15,17).

KIOMK’nin kabul goérmis tedavi protokolii TUR-MT ve takiben intravesikal
kemoterapi veya immunoterapiden olusur. Genel olarak bakildiginda makroskopik
timorlere uygulanan TUR ve bunu takiben verilen intravezikal terapi sonrasinda tedaviye
cevap %70-80’lere yaklagmaktadir. Bununla birlikte niiks ve progresyonsuz hayatta kalim
oranlari yuzeyel timorin klinik evresine gore degismektedir. Bu tlmorler igin ortalama
nuiks orani %75, progresyon orani ise %15-20 arasinda bildirilmektedir. Ta papiller timori
olan hastalarda ise %60-70 niiks ve %15 progresyon izlenmektedir. T1 timorler degisken
ve kestirilemeyen biyolojik potansiyele sahip olan, cogunlukla yiiksek dereceli, progresyon
ve metastaz icin yiksek risk tasiyan tumorlerdir. T1G3’lu hastalardaki en 6nemli
prognostik faktor eslik eden CIS varligidir. Beraberinde CIS gorulmeyen T1G3’ll
hastalarin 1. ve 5. yildaki progresyon olasiliklari sirasi ile %10 ve %29 olarak belirtilmistir.
T1G3 ve CIS birlikteliginde bu oran sirasiyla %29 ve %74 olarak bildirilmistir . Yapilan
retrospektif arastirmalarda T1 Udrotelyal karsinomlu hastalarin %5-30’unda mesane
kanserine bagli 6lim bildirilmistir. Veriler bu timdérlerin  mortalite potansiyelini
vurgulamaktadir. Bu hastalarin hemen hemen tamami, basit lokal progresyon sonucunda
degil metastatik hastalik sonucu hayatini kaybetmektedir (15,17).

Lamina propria tabakasi, kan ve lenfatik damarlardan oldukga zengindir. KIMK
olan hastalarin blyik cogunlugunda lamina propriadaki lenfovaskiler damarlar
tutulmustur. Bu bulgu mikrometastatik hastalik riskini belirgin derecede artirmaktadir. Bu
yuzden mikrometastatik hastalik gelismeden mesane kanserini ortadan kaldirmak hayati

6nem tasimaktadir (17).

Sylvester ve arkadaslari, toplam 2596 KIOMK hastasini kapsayan 7 EORTC
calismasinda niiks ve progresyonu predikte etmek amaciyla 6 klinik ve patolojik faktori
[nlks sikhgr, timdr derecesi, invazyon derinligi (evre), timor sayisi (cok odaklilik), timor
boyutu ve CIS birlikteligi] degerlendirmeye almis ve bu faktorlere gére bir skorlama
sistemi diizenlemistir. Buna gore 1. yildaki niks oranlari %15-61 arasinda degismekte iken,

progresyon oranlari %1-17 olarak bildirilmistir. 5. yildaki nlks oranlari ise % 31-78
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arasinda ve progresyon oranlari % 1-45 olarak belirtilmistir. Calisma Kklinisyenlere takip ve
tedavi agisindan yol gosterici olmasina ragmen, hala bazi hasta gruplarinda hangi tedavi
yaklasimina karar verilecedi konusunda kuskular devam etmektedir. Bu calismada yer
verilmeyen ancak KIOMK hastalarinin seyrini kestirmekte faydali olduklari gosterilmis

olan baska histopatolojik faktorler de bulunmaktadir (17,52).

Mesane kanseri hastalarinin prognozlarini kestirmek amaciyla biyolojik arastirma
laboratuarlarinda tumor dokusu, idrar veya kan ornekleri kullanilarak ELISA, reverse
transkriptaz PCR, floresans in situ hibridizasyon ve immunohistokimya teknikleriyle
yapilan molekiler ve genetik ¢alismalar sonucunda her gecen giin mesane kanseri ile ilgili
yeni belirtegler bulunmaktadir (30,31,32).

Gen ekspresyonu microarray’lerinin (gen cipi) kullanimiyla mesane kanserinin evre,
derece, progresyon ve metastaz yapma olasiliklar kestirilebilmektedir. Genomik instabilite
Uzerinde yapilan ¢calismalar da prognozu 6n gérmek agisindan oldukga yararli bilgiler
vermektedir, bununla birlikte genomik instabilitenin etkinligi gen ekspresyonundan daha

distik gorinmektedir.

Bugiine kadar yapilan cahismalarda mesane kanserinde prognozu predikte
edebilecek belirteclerden en degerlileri Ki-67 , fibroblast blyume faktéri reseptori-3
(FGFR-3) , vaskiler epidermal buyime faktéri (VEGF) , gen hipermetilasyonlari |,
survivin , epidermal blyime faktoru reseptorii (EGFR) , hicre siklusu belirtecleri ; E-
Cadherin / kateninler ; N-Cadherin ; timidin fosforilaz (TF-Platelet Derived Endotelial
Growth Factor) , NMP-22 ve Cox-2 olarak siralanabilir. Fakat arastirmalar su ana kadar
hi¢ bir molekdler belirtecin sistoskopiyle yer degistirecek duyarhilik veya 6zgillige sahip

olmadigini gostermistir (7,21,22).

P53 geninin hiicre proliferasyonu, apoptozis ve genetik stabilitenin kontroliinde
temel roli bulunmaktadir. immunohistokimyasal tekniklerle nukleus iginde p53
overekspresyonu saptanilmasi, p53 mutasyonu icin bir isaret olarak kabul edilmistir.
Mesane kanserindeki molekuler belirtecler arasinda en fazla arastirma konusu olmus olani
p53’tlr. Malats ve arkadaslari p53’in mesane kanserinde nuks, progresyon ve mortaliteyi
predikte etmedeki roliini ortaya koymak amaciyla 1993-2003 yillari arasinda yayinlanmis

olan 698 orijinal makaleyi taramis ve 10026 mesane kanserli hastayi kapsayan toplam 117
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arastirma Gzerinde bir metaanaliz yapmislardir. 72 (%62) ¢alismanin Avrupa’da, 23’nin
(%16) A.B.D’de, 19’unun (%16) Asya’da ve 4’nin(%3) dinyanin diger yerlerinde
yapildigi bildirilen calismalarin meta-analizinde ortalama takip suresi 5,5 yil olarak
belirtilmistir. Hastalarin ortalama yasi 66,1 olup bunlarin %82’si erkektir. Sadece 15
calismanin (%13) prospektif oldugu bildirilmistir. 3 calismanin (%3) sadece KiOMK
olgularini, 9’unun (%8) sadece KiMK olgularini ve diger 105’inin (%90) bitin tumér
evrelerindeki olgulari kapsadigr ve buttn olgulardan %76’sinin yiksek dereceli timori
oldugu rapor edilmistir. 6609 (%66) hastanin KIOMK ve 3417 (%34) hastanin KIMK
oldugu bildirilmistir. Calismalarin %20-25’inde cinsiyet ve yas gibi sosyodemografik
bilgilerin eksik oldugu gorulmustir. P53 mutasyonu tespitinde 112 (%96) calismada
immunohistokimyasal yontemler kullanilirken, 5’inde (%4) molekiler analiz yapilmistir.
70 calismada nuks, 42 calismada progresyon, 62 calismada mortalite, 10 calismada
kemoterapiye cevap ve 4’lnde radyoterapiye cevap degerlendirilmistir. 18 calismada
(%16) sonuclar yalnizca istatistiki testlerle iliskilendirilmis olup bunlarda hayatta kalim
analizi yapiimamistir. Sadece calismada cok degiskenli analiz yapilmis olup bunlarin
birka¢ tanesinde riskin sagkalim Uzerindeki etkileri (hazard ratio) belirtilmis ve sadece
27°sinde %95 guven arah@ bildirilmistir. Calismalarin bulyik cogunlugunda p53’teki
degisiklikler ile KIMK arasinda baglanti kurulmustur. Bununla birlikte KiMK normal
popiilasyonda ortalama %25 gibi oranlarda goriilmekte iken meta-analizde KIMK’li
hastalara daha ¢ok yer verildigi (%34) gorulmusttr. Cok degiskenli analizler sonucunda
p53’Un, tum calismalarin %27’sinde nuks, %50’sinde progresyon ve %29’unda mortalite

ile belirgin olarak iliskisi oldugu rapor edilmistir (53).

Garcia-Rojo ve arkadaslari 2008 yilinda, p53’un artmis ekspresyonu ve mesane
kanserindeki prognostik 6nemini ortaya koymak amaciyla su ana kadar yayinlanmis en
genis seri (1356 hasta) olan ¢ok merkezli prospektif calismalarini aciklamiglardir.
Calhismanin sonucunda p53 ekspresyonu ile yiksek evre, yiksek derece, buyik timor
boyutu ve c¢ok odaklilik arasinda belirgin korelasyon oldugu bildirilmistir. P53
overekspresyonunun %20’den fazla oldugu tumorlerde hastalarin niks, progresyon ve
mortalite acisindan anlamh risk tasidiklar belirtilmistir. Bu calismadan elde edilen en
onemli veri, p53 ekspresyonunun KIOMK hastalarinda prognozu yeterli diizeyde predikte

edemedigidir. Bu bulgu daha 6nce yapilan bazi arastirma sonuglariyla celismektedir (54).
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KIOMK’deki takip protokolii konservatif tedavi yaklagimlari ile mesanenin
korunmasina izin veriyor gibi goriinmektedir. Ancak yakin aktif izleme ragmen bu sire
icerisinde bazi tlmorler kasa invaze hale gelmektedir. Yuzeyel mesane kanserlerinin
endoskopik takip stirecinde erken yakalanan evre T2 timorin, ilk tani aninda T2 saptanan
de novo hastalara goére daha iyi prognoza ve hayatta kalim oranlarina sahip olacaklari
disuncesi mantikli goriinse de, TUR-MT sonrasinda patolojik evrelemesinin normalden
daha duslk olabilecegi ve T2 evresindeki bir timdrin daha ge¢ yakalanabilecegi de akilda
tutulmahdir. Bir ¢calismada takip slrecinde kasa invaze hale gelen ylzeyel mesane kanserli
hastalarin, de novo T2 tanisi alan mesane kanserli hastalara gore hayatta kalim siresi
acisindan belirgin dezavantajlari olduklari ortaya konulmustur. Yiksek dereceli T1
timorlerde intravesikal tedaviye gecilmeden once ilk TUR’dan 2 hafta sonra re-TUR
yapilmasi Onerilmektedir. T1 timorler icin re-TUR yapilmasi ile distik evreleme riski bir
miktar azaltilmissa da radikal sistektomi yapilan T1 timorli hastalarin yaklasik %30’unda
patolojik evrelemenin pT2 ve daha Ustl oldugu gozlenmistir. Sonug olarak 6énemli bir hasta

grubunda re-TUR vyapilsa bile hala disik evreleme yapildigi gériilmektedir (17).

Kisa sureli takiplerde mesane koruyucu yaklasim (TUR-MT ve intravesikal
kemoterapi veya BCG) ile takip edilen pT1 Urotelyal karsinomlu hastalarda %10-20
oraninda progresyon bildirilmistir (E). Uzun sireli takiplerde ise 15 yildan sonra hastalarin
yarisinin kasa invazif tumore ilerledigi ve Ugte birinin mesane kanseri nedeniyle 6ldiigu
belirtilmistir (17).

KIOMK’de intravesikal tedaviye yanit cok 6nemli bir prediktif faktérdir. Cinki
yuksek dereceli pT1 Urotelyal karsinomlarda ek tedavi yaklasimlari olmadan nuks gelisme
riski %80’lere yaklasmaktadir. Bundan sonraki yaklasim tek doz intravesikal kemoterapi
ile baslar ve takiben intravesikal BCG terapisiyle devam eder. BCG idame tedavisinin
progresyonda %37 oraninda azalma sagladigi bildirilmistir. BCG idame tedavisi alan

hastalarda median hayatta kalim sureleri, almayanlara gore 2 kat uzamaktadir (15,35).

Yiksek dereceli T1 timérlerde TUR’u takiben BCG terapisi verilmesi kadar erken
radikal sistektomi de kabul gérmis bir tedavi secenegidir. Yuksek dereceli T1 Urotelyal
karsinomlu hastalarda intravesikal BCG’yi radikal sistektomi ile Kkarsilastiran prospektif

calisma hentiz bulunmamaktadir. Literatirdeki hemen tum sistektomi serilerinde daha
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onceki intravesikal terapinin basarisiz oldugu kasa invaze olmayan (rotelyal karsinomlu
hastalara odaklaniimistir (55).

Radikal sistektominin benign bir prosedir olmadigi agiktir. Literatirde %3 ve
altinda operatif mortalite ve %20-30 morbidite ytzdeleri bildirilmektedir. Burada dnemli

olan trologun ne zaman sistektomi yapacagina karar verecegidir (34).

Yiiksek riskli KIOMK’de radikal sistektominin zamanlamasi hastalarin prognozu ve
uzun sureli hayatta kalimlari agisindan énem tasir; erken sistektominin sonuclari oldukca
iyi gorinmektedir. Tedaviye direncli T1 veya CIS’li mesane kanseri hastalarinda erken
sistektomi sonrasi yapilan patolojik degerlendirmede kas tutulumu, ekstravesikal yayilim
ve metastatik hastalifa ait bulgular saptandiginda, gecikmis sistektomi yapilanlara goére
belirgin derecede daha iyi prognoza sahip olduklari gorilmustir. Bununla birlikte
hastaligin progresyon gosterdiginin ortaya konulmasi ve gecikmis sistektomi yapilmasi
durumunda hayatta kalimin dramatik bir sekilde dustlgu belirtilmistir. Eger erken
sistektomi yapilir ve patolojik evreleme T1 olarak bulunursa uzun sureli kansere 0zgi
hayatta kalim oranlari %95’tir. Bunun yani sira radyoloji ve patoloji tekniklerindeki
gelismelere ragmen klinik T1 hastalarinin %34-75 oraninda distk evrelendirildigi rapor
edilmistir (15,17,36).

Klinik T1G3 hastalarda erken sistektominin 3 primer avantaji vardir. Oncelikle
mesane kanseri icin gicli prediktorler olarak bilinen patolojik evreleme ve lenf nodu
durumu ortaya konulmaktadir. Bu okkilt metastatik hastaligi olan yiksek riskli gruba
selektif adjuvan terapiler diizenlenmesine (sistemik kemoterapi) olanak saglar. ikinci
olarak, erken evre timdorde sinir koruyucu sistektomi ile beraber kontinan ileal neobladder
olusturulabilir. Boylece seksiiel fonksiyonlar korunurken dogala yakin bir iseme
saglanmaktadir. Bu cerrahi yaklasim blyik T2 timorlerde veya genis ekstravesikal yayilhm
olan durumlarda oldukca problemlidir. Son olarak, sistektomi hastalarda ge¢ niksleri
blyuk oranda azaltir. Takip protokoli de oldukca basitlesir ve 3. yildan sonra iyice azalir.
Tas olusumu, Ureteral striktiirler veya st Uriner trakt veya Gretral niksler, radyolojik ve

laboratuar degerlendirmeyle takip edilebilecek oldukca ender durumlardir (15,34).

Klinisyen yuzeyel mesane kanserli hastayl takip ederken oldukca dikkatli olmak

zorundadir. Konservatif tedaviyi birakip sistektomi karari almak igin ¢ok iyi zamanlama
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yapmak sarttir. Klinik olarak dusuk evreleme yapilabilmesi, timér nuksu ve progresyonu
olasiligi ve 6lim riski gdz oniine alindiginda yiksek riskli hastalarda radikal sistektomiyi
tercih etmek icin ge¢ kalinmamahdir. Bu yararlarin 6tesinde radikal sistektomi ile dnemli
prognostik bilgi saglanmakta ve patolojik kriterlere dayanarak gerekirse hastaya adjuvan

terapi verilebilmektedir (7, 56).

Su an i¢in elimizde konservatif tedavi surecindeki mesane kanserlerinin kasa invaze
hale gegcmelerini engelleyecek bir takip protokolii mevcut degildir. EAU multipl rekirren
timorlerde, yiksek derece’li T1 tumoérlerde, CIS’in eslik ettigi yiksek dereceli timdrlerde
ve intravesikal immunoterapiye direncli timorlerde erken radikal sistektominin tercih
edilebilecegini belirtmektedir (7,57). Bununla birlikte uzun streli takibi olan ¢alismalarda
intravesikal BCG terapisi alan T1G3 hastalarinin yaklasik Ggte birinde hi¢c niks
gorulmedigi bildirilmistir (17,58). Eder bu hastalari klinik olarak ayirt edebilirsek radikal

sistektomi bu olgularda oldukca gereksizdir.

Hangi hastada kanserin progresyon gostererek KIMK gelisecegini kestirmek
oldukca guctir. Bugine kadar belirlenmis olan 6nemli belirteglerin mesane kanserinde
niks ve progresyon riskini ortaya koyarak klinik tedavi ve takip yaklasimlarina isik
tutmalari beklenmektedir. Gelisen teknolojiler ve guvenilir belirteclerin rutin klinik
kullanima sokulmasiyla, bu hastalardaki morbidite ve mortalite oranlarinda belirgin azalma
olacagl ve tedavi sireclerinde de ekonomik agidan bir avantaj saflanacagi aciktir. Bu
amacla, mesane kanserinde hedef olarak secilecek kitle KIOMK’li hastalar olmalidir. Bir
belirtecten beklenen hangi timoérin kasa invaze hastaliga ilerleme potansiyelinin yuksek
oldugunu ortaya koyarak, drologun timor kasa invaze hale ge¢cmeden onlem almasini
saglamasi ve gerektiginde konservatif tedavide israr etmeyip erken sistektomi kararini
almada yardimci bir ara¢ olmasidir. Bu nedenle arastirmamizda amacimiz, Ras/Raf
protoonkogen ekspresyonlarinin prognozu ve 6zellikle evre T2’ye progresyonu predikte
edebilecek givenilir bir belirteg¢ olup olamayaca@inin ortaya konulmasiydi. Boylelikle
Ozellikle yuksek dereceli T1 timorlerde ciddi risk grubunun belirlenmesi ile dogru secilmis
hastalarda konservatif tedavi yaklasimlarinda uzun sire israrli olmayip, erken radikal

sistektomi karari almada Ras/Raf protoonkogenlerinden yararlanilabilecekti.
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46 hastayl kapsayan calismamizda ilk tani anindaki patolojik evreler 8 hastada (%
17,3 Ta) yiizeyel, 19 hastada (% 41,3 T1) ise lokal invaziv, 19 hastada (% 41,3) invaziv

olarak saptandi.

Olgularin izlem sirasinda ilk kontrollerinde 9’unda (% 19,5) niks, niiks eden

hastalarin 1’inde (%11,1) progresyon gortlmastir.

Bir olguda KRAS geninin 12. Kodonunda GGT>AGT transisyonu sonucu meydana
gelen Glyl2Serin aminoasidine degisimine yol acan bir mutasyonu saptanmistir. Bu
olguda BRAF mutasyonu saptanmamistir. Diger bir olguda da KRAS geninin 12.
Kodonunda (GG>AT) Glyl2lle mutasyonu ve 13. Kodonunda (G>A) Glyl3Asp

mutasyonlari saptanmistir.

Ayrica literaturde bildirilen KRAS genil3. Kodon (G>T) Gly13Cys ve 12. Kodon
(GG>CT) Gly12Leu mutasyonlari ¢calisma grubumuzda hicbir hastada saptanmamistir.

RAS mutasyonlari ilk kez insan mesane kanser hiicre hatti T24’te saptandi. Mesane
kanserli hastalarda degisik RAS gen mutasyon oranlari bildirilmistir (38). Hi¢ RAS
mutasyonu belirlemeyen seriler mevcutken %84 gibi yliksek mutasyon oranlari bildiren

seriler mevcuttur. Bu ¢calismalarda daha gok HRAS mutasyonlari degerlendirilmistir.

insan mesane tiimorlerinde RAS gen mutasyonlarini arastiran pek cok calisma
yapilmistir. Tiumoérogeneziste yer alan pek ¢ok aktif RAS mutasyonu bildirilmistir. RAS
mutasyonlarin insidansi degiskendir ve biyiik oranda kanser hiicrelerinden tretilen doku ya
da hucre tipine baglidir. Genetik yapisi degistirilmis fareler izerinde yapilan bir deneysel
calismada bir K-ras transgeninin doku spesifik salinimi sonucu Urotelyal hiperplazi ve
yuzeyel papiller timor olustugu gozlenmistir (38). Bu gozlem RAS aktivasyonunun

mesanedeki karsinogenezisin erken basamaklarina etki ettigini gostermektedir.

Kdiltire olmamis mesane tumdrlerinin analizi  6rneklerin yalniz  %10’unun
mutasyona ugramis HRAS icerdigini gosterdi (41,63). Buna ragmen, sonraki raporlar daha
sik oranlar bildirdiler. Fitzgerald ve arkadaslari mesane kanserli hastalarin idrar
sedimentlerinde %44 oraninda HRAS gen mutasyonlari bildirdi (38). ilave olarak,

Przybojewska ve arkadaslari PCR kullanarak mesane kanserli hastalarin %84’tinde HRAS
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mutasyonu bulmuslardir (43). Czerniak ve arkadaslari HRAS mutasyonlarinin, mesane
kanserlerinin %45’inde spesifik olarak kodon 12 ile baglantili oldugunu gozlemlediler (38).
Diger taraftan kodon 12 de RAS mutasyonunun pek ¢ok diizeyi son zamanlarda mesane
kanserinde bildirilmistir. Zhu ve arkadaslari ve Buyru ve arkadaslari kodon 12 de HRAS
nokta mutasyonlarini sirasiyla %46,7 ve %39 oraninda bildirmislerdir (59). Yine bu
calismalarin bazilarinda mesane kanserli hastalarda RAS gen alt gruplarinin hangi siklikta
mutasyona ugradigi arastirtlmistir. Bu calismalar Uriner sistem timdrlerinde HRAS
mutasyonlarinin KRAS ve NRAS gen mutasyonlarindan ¢ok daha sik gozlendigini
gosterdi. Jebar ve arkadaslari 98 mesane timori ve 31 mesane hiicre hattinda RAS
mutasyonlarini érneklerin her ikisinde de %13 oraninda saptadilar (38). Totalde HRAS ta
10 mutasyon, KRAS’ta 4, ve NRAS’ta 4 mutasyon vardi. Kompier LC ve arkadaslarinin
257 mesane kanserli hasta grubunda yaptiklari calismada 28 hastada RAS mutasyonu
(%11) saptamiglardir. Bu mutasyonlarin 14 tanesi HRAS, 13 tanesi KRAS ve 1 tanesi
NRAS geninde gozlenmistir (6).

Yukardaki tartismalarin tersine Karimianpour ve arkadaslari 35 hastalik bir mesane
kanser serisinde hicbir hastada herhangi bir diuzeyde RAS gen ailesinde mutasyon
saptamamislardir. Bu calisma iran toplumunda yapilan bir calismadir. Arastirmacilar RAS
gen mutasyonunun olmamasini genetik ve kiltiirel durumla baglantili olabilecegini
bildirmislerdir (38). Baska bir calismada Hindistan’in Kasmir bdlgesindeki mesane kanserli
hastalarda K-ras gen mutasyonu sikligi arastiriimistir (38). Bu ¢alismada farkl evre ve
derecedeki 60 timorde mutasyon insidansi incelenmistir. K-RAS mutasyonlarinin siklig
etnik Kasmir toplulugunda da disiik oranda (%11,7) bulunmustur. Bu calismalar RAS
mutasyon sikliginin etnisiteden etkilendigini gostermektedir. Yine bu son galismada K-
RAS mutasyon sikh§i lenf nodu tutulumu ve tumér rekirrensi ile korele bulunmustur.
Ayrica sigara icenlerde ve yiksek dereceli tumori olan hastalarda oran yiksek
bulunmustur (38).

Ayan ve ark. sinirli sayida mesane tumor dokularinda DNA izole etmislerdir. Elde
ettikleri DNA’lardaki KRas genlerini PCR-SSCP yontemi ile analiz etmigslerdir. Bir
hastada KRas onkogeninin 2. ekzonunda agaroz jel elektroforezinde heterozigot mutasyon
saptamislardir. 4 hastada, SSCP yontemi ile nokta mutasyonlari saptamislardir. Ornek

sayisI az olmasina ragmen bulgular anlamhdir (59).
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Bilindigi Uzere Fosfolipaz- D aktivasyonunun baskilanmasi apoptotik hcrelerin
olimu ile sonuclanirken, fosfolipaz- D ‘nin yikselmesi kanser hiicrelerinde yasam
sinyalinin olusmasini saglamaktadir. Fosfolipaz-D aktivasyonunun artmasi Ras’a
bagimhdir. Aktive olmus fibroblastlarda Shi ve ark. yaptiklari calismada HRas
mutasyonlarinin  fosfolipaz D artisina, bdylece kanser gelisimine sebep oldugunu
saptamiglardir (61).

Otofaji kanser gelisiminde esansiyeldir. Otofajinin kanser olusumundaki molekuler
etkisi bilinmemektedir. Deneysel calismalarda retrovirls araciliiyla K-Ras asiri
ekspresyonu saglanmakta, bu da otofajik valuol olusumuna neden olmaktadir. Sonugta
insan hicrelerinde malign transformasyon gelismektedir. Kim ve ark. onkojenik K-Ras’in
indlkledigi kanserli hucretransformasyonunda  otofajinin etkisini arastirmislardir.
Otofajinin K-Ras’in asir eksprese oldugu hiicrelerde hiicre transformasyonu icin gerekliligi
arastirlldi.  Bunun igin hicreler otofajinin ilk basamak enzimlerinin inhibitorleri
bafilomycin A2 (selektif vakuolar H-ATPaz inhibitéri ) ve methyladenin (class 3
phosphatidylinositol 3 kinases ,PI3Ks inhibitor() ile beslendi. Sonugta K-Ras‘in
aktiflestirdigi hiicre buyimesi ve otofaji olusumu bloke oldu. Boylece insan hiicrelerinde
K-Ras’in aktiflestirdigi kanser hicrelerinde transformasyonda otofajik vakuol olusumu
kritik role sahiptir (43).

Whnt sinyal yolagi (nikleer [-catenin) Uretelial hucreli mesane kanserlerinin
(UHMK) yaklasik %25’inde rol oynamaktadir. Ahmad ve ark. Ras mutasyonlarinin
tetikledigi mesane tumordgenezinde f-catenin aktiflesmesinin rolinl arastirmiglardir. Bu
iliski dolayistyla MAPK sinyalizasyonun UHMK’deki rolli B-catenin mutasyonunun Ras
mutasyonuyla kombine iliskisinin Cre-LoxP teknolojisiyle arastiriimasiyla saptanmistir. Ne
Ras mutasyonu ne de B-catenin mutasyonu UHMK’a tek baslarina sebep olamazken,
beraber rastlandiklarinda UHMK hizlica gelisi. UHMK’da Ras mutasyonu ve B-catenin
iliskisi p21 duzeylerinde azalmayla ve MAPK sinyal yolagina bagimlidir (62).

Calismamizda olgularin 45 (%97.8)’inde T1796A transversiyonuna bagli B-Raf
V600E mutasyonunun varhgr tespit edilmistir. Literatirde V600E mutasyonunun kanser
orneklerinde gorulme sikhginin yaklasik %90 oldugu belirtilmektedir. Bizim calisma
grubumuz da mesane kanserli dokulardan elde edilen DNA’larda B-Raf mutasyonu

acisindan anlamh sonuglar elde edilmistir.
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Ras/Raf MAPKinaz yolagindaki genler kolon kanserinde erken evrelerde rol
almaktadir.(71)

DNA mismatch repair genleri kolon ve endometrium kanserlerinde yiiksek evrede
rol alir.(72,73)

MMR azalmis ekspresyonlari kolon kanserinde K-Ras ve B-Raf mutasyonlarinin
ortaya ¢ikmasiyla iliskilidir (74,75). B-Raf mutasyonlari ¢zellikle kolon, melanom, tiroid
ve over kanserlerinde saptanir (76,77,78). B-Raf kolon kanserinde %15 saptanmistir (79).
MMR ekspresyon azalisinda B-Raf %32 saptanmistir (80). Mutah ve ark., K-Ras 12,13,61
mutasyonlarinin sirasiyla %19.9 ,3.4 ve 0.7 oraninda saptamis ve MMR ekspresyon
azalisiyla pozitif korelasyon saptamiglardir (82).

Fenk ve Ark., B-Raf mutasyonunu %21 oraninda saptamislardir (81). Solvesen ve
Ark. MMR ve endometriyel kanser arasinda iliski saptamiglardir (82). Fakat MAP- kinaz
Ras-Raf genleriyle iliski saptanmasi MMR bozukluklarinda yeni hedef genlerin
bulunmasina ihtiya¢ gostermektedir.

Sonu¢ olarak, RAS/RAF/MAP kinaz yolaginda meydana gelen cesitli
mutasyonlarin pek ¢ok kanserle iliskili oldugu literatiirde belirtilmektedir. Arastirmamizda
45(%97.8)’inde T1796A transversiyonuna bagl B-Raf V600E mutasyonunun varhgi tespit
edilmistir. Ayrica calismamizda tek bir olguda K-Ras mutasyonunun saptanmasi Turk
toplumunda mesane kanserine yatkinlikta 6nemli bir rolii olmadigini géstermistir. Bir Ras
efektor proteini olan B-Raf’ta meydana gelen mutasyonlar proteinlerin aktivitelerini
etkileyerek yolagin normal disi ¢alismasina ve kanser hicrelerinin kontrolsiiz hiicre
blyumesi, kontrolsuz farklilasma ve apoptoza direng gibi 6zellikler kazanmalarina yol
acmaktadir.

Galisma grubumuzda, ayni hastalarin kan, saghkli ve tlimor dokularindan elde
edilen genomik DNA larda ilgili mutasyonlar calisilmistir. Ayni bireyin kan ve saglikli
mesane dokularinda RAS/RAF/MAP kinaz yolaginda hicbir mutasyon saptanmazken, bu
bireylerin timorli dokularinda sinyal yolaginin farkli basamaklarinda degisik mutasyonlar
tespit edilmistir.

Tumore bagh olarak bozuldugunu disundugimiz sinyal yolunun her ne kadar

timor gelisimine neden olmadigini tespit etmis olsak da timaorin progresyonu, invazyonu,
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metaztazi ve prognozu agisindan objektif veriler elde edebilmek icin hasta sayilari
arttirllarak ¢ahisiilmaya devam edilmesi gerekmektedir.

Sinyal yolunda farkli nedenler ile meydana gelen mutasyonlarin mesane dokusunda
kanserlesmeye neden oldugu literatiirde yer almaktadir. Ancak, ¢alismamizin sonucunda
timor gelisimine bagli olarak sinyal iletiminin bozuldugunu ayrica mesane kanserinin
timaorogenezisinde farkli patwaylerin rol oynadigini disiinmekteyiz.

Erdem CAPAR, 2012.
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OZET
Mesane Kanserinde K-Ras ProtoOnkogen Mutasyonlarinin Arastiriimasi
Erdem CAPAR
Stileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji Ana Bilim Dal
Danisman: Prof. Dr. Alim Kosar

Giris: Yuzeyel mesane timorli hastalarin %70’den fazlasinda baslangic TURM
(mesane transuretral rezeksiyonu) sonrasi bir veya daha fazla rekirrens gozlenir, ve
yaklasik bu hastalarin Ggte birinde hastalik progresyon gosterir. Rekiirrens ve progresyon
hizi nedeniyle mesane kanserinde hayat boyu sistoskopik kontrole ihtiya¢ duyulur.

Bu nedenle tedavi hedeflerini belirlemek ve (retelyal timorlerin tanisinda
sistoskopinin etkinligini arttirmak icin onkogenik mutasyonlarin tesbit edilmesine ihtiyac
duyulmaktadir.

insan kanserlerinde RAS/RAF/MAPKinaz yolagi protoonkogenlerinin mutasyonlari
en sik gorulen genetik degisikliklerdendir. somatik mutasyonlar primer ve rekirren
ureteliyal timdrlerde erken tanida ve tedavi takibinde kullanilabilir.

Materyal ve metod: Calismamiza histolojik tanilari konulmus 46 mesane kanserli
olgunun timorli dokulari, saghkli dokulari ve kanlarindan elde edilen DNA’larda ilgili
mutasyonlarin karsilastiriimasi planlanmistir. Dokularinda BRAF ve KRAS proto-onkojeni
polimorfizmlerini  saptamak icin polimeraz zincir reaksiyonu teknigine dayall
MassARRAY® teknolojisi (IPLEX®) ile tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNP)
genotipleme teknigi kullaniimistir.

Bulgular: Olgularin timor dokularinda 45(%97.8)’inde T1796A transversiyonuna
bagli BRAF V600E mutasyonunun varligi tespit edilmistir. Bir olguda KRAS geninin 12.
Kodonunda GGT>AGT transisyonu sonucu meydana gelen Glyl2Serin aminoasidine
degisimine yol acan  bir mutasyonu saptanmistir. Bu olguda BRAF mutasyonu
saptanmamistir. Calismamizda herhangi bir istatistik calismaya olanak vermeyen veriler
elde edilmistir. Kucuk o6rnek oldugu icin normal istatistiksel yaklasimlar uygun
olmamaktadir. Yapilan fisher-exact testi sonucunda da p-value her seferinde ‘1’ olarak
bulunmustur.

Sonug¢ olarak, RAS/RAF/MAP kinaz yolaginda meydana gelen cesitli
mutasyonlarin pek cok kanserle iliskili oldugu literatiirde belirtilmektedir. Arastirmamizda
45(%97.8)’inde T1796A transversiyonuna bagli B-Raf V600E mutasyonunun varhigi tespit
edilmigstir. Ayrica calismamizda tek bir olguda K-Ras mutasyonunun saptanmasi Turk
toplumunda mesane kanserine yatkinlikta 6nemli bir roli olmadigini géstermistir. Bir Ras
efektor proteini olan B-Raf’ta meydana gelen mutasyonlar proteinlerin aktivitelerini
etkileyerek yolagin normal disi ¢alismasina ve kanser hicrelerinin kontrolsiiz hiicre
blyumesi, kontrolsuz farklilasma ve apoptoza diren¢ gibi 6zellikler kazanmalarina yol
acmaktadir.

Anahtar kelimeler: onkojenler, mesane kanser
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ABSTRACT
Investigation of K-Ras Protooncogene Mutations in Bladder Cancer
Erdem CAPAR
Stleyman Demirel University, Medical Fakulty, Urology Department
Supervisor: Prof. Dr. Alim KOSAR

Objectives: After initial TURB, 70% of patients with non-muscle-invasive bladder
cancer have develop one or more recurrences and one third of them will progress to
invasive tumor. The recurrence risk and risk of progression necessitate a life-long follow-
up by cystoscopy. Otherwise, it is necessary to discover oncogenic mutations to increase
effectiviness of cystoscopy for diagnosis of urothelial tumors, and to determine theraphy
targets.

RAS/RAF/MAP Kinase pathway protooncogene mutations in the human cancers
are the most common observed genetic alterations. In urothelial tumors somatic mutations
in the RAS/RAF/MAP Kinase pathway genes may be of use for early detection of primary
and recurrent tumors, for follow up targeted therapies in tissue-based assays.

Materials and methods: We plannned to compare the mutations in the DNA
obtained from tumor tissues, healthy tissues and blood of 46 patients who were diagnosed
bladder cancer histologically. To determine BRAF and KRAS proto-oncogene
polymorphisms we used MassARRAY® (iPLEX®) single nucleotid polymorphism
genotyping technic based on the technique of polymerase chain reaction.

Results: We determined BRAF V600E mutation based on T1796A transversion in
the tumor tissues of 45 (%97.8) patients. And we determined Gly12Serin mutation at the
twelfth codon of KRAS gene based on GGT>AGT transition in only one patient. This
patient hasn’t got BRAF V600E mutation. There were no mutation in the healthy tissues
and blood of 46 patients. The normal approximation may be inaccurate for small samples in
statistical analyses. Fisher's exact test: P-Value = 1,000.

Conclusions: A variety of mutations that occur in RAS/RAF/MAP kinase pathway
is reported in the literature to be associated with a wide variety of cancer types. in our
study the incidence of BRAF V600E mutations in bladder cancer patients is %97.8. Kras
mutation doesn’t play a role in bladder cancer susceptibility in the Turkish population.

Mutations that occur in BRAF, is a RAS Effector protein, shows the uncontrolled
growth , differentiation and resistance to apoptosis of the cells by affecting the activity of
proteins and by causing abnormal operation of the pathway.

We studied related mutations in the same patient's tumor tissues, healthy tissues
and blood tissues. While in the tumor tissues various mutations have been identified in
different stages of the signaling pathway , there were no mutation in the healthy tissues and
blood of 46 patients.

Though we think the deterioration of signaling pathways is of tumor-related, we
found signaling pathways is not cause of tumor development.

Therefore to evaluate progression, invasion, metastasis and prognosis of the tumor,
we need to add more cases to the study.

A variety of mutations that occur in cell signal pathway is reported in the literature
to be associated with canceration of bladder. But we claim that deterioration of signaling
pathways is of tumor-related and carcinogenesis is related to different pathways.

Key Words: onkogenes, bladder cancer
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