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1.GİRİŞ

Mesane kanseri batıda 5. sıklıkta gözlenen nonkutanöz solid malign tümördür ve

genitoüriner sistem tümörleri içerisinde ikinci sıklıkta gözlenen malignite türüdür.

Erkeklerde kadınlardan 3 kat fazla görülmektedir. Mesaneden kaynaklanan malign

tümörlerin yaklaşık %90’ı epitelyal orijinlidir ve bunların büyük çoğunluğu değişici hücreli

karsinomdur. Kliniğe ilk başvuru anında mesane tümörlerinin yaklaşık %75-85’i klinik

olarak yüzeyelken (evre Ta-Tis), kalan %15-25’i invaziv (T1,T2-T4) ya da metastatik

lezyonlardır (1,2,3).

Yüzeyel tümörlü hastaların %70’den fazlasında başlangıç tedaviden sonra bir veya

daha fazla rekürrens gözlenir ve yaklaşık bu hastaların üçte birinde hastalık progresyon

gösterir. Bugün muhtemelen daha sonra invaziv karsinoma dönüşecek yüksek riskli

yüzeyel tümörleri belirleyen yeni metodlara ihtiyaç vardır (4). Bu nedenle sistoskopiyi

onkogenik biyomarkırlarla desteklemek ve tedavi hedeflerini belirlemek amacıyla

onkogenik mutasyonların tespit edilmesine ihtiyaç duyulmaktadır (5,6). Kasa invazyondan

sonra doğal seyir oldukça değişkendir fakat büyük oranda ölümcül seyreder. Agresif

cerrahi rezeksiyonlar, radyoterapi ve/ya da kemoterapiye  rağmen, kür oranı %20-%50

arasında kalmaktadır. Bu hastalarda reseptör düzeyinde hedeflere ve onkogenlere yönelik

tedaviler sonuçları iyileştirebilir (4).

Mesane kanseri gelişiminde, bazı tümör baskılayıcı genler (p53, Rb, p21, p16),

kromozom 9 delesyonları ve bazı onkogenler [c-erb-B2(HER-2/neu),HRas] önemli rol

oynamaktadır.

Bizim çalışmamızda hücre biyolojisinin her alanında son derece kritik roller

üstlenen RAS-RAF-MEK-ERK-MAP kinaz yolağında rol alan K-Ras ve B-Raf

genlerindeki mutasyonlar ile mesane kanseri gelişimi arasındaki ilişki araştırılmıştır.
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2.GENEL BİLGİLER

2.1. Mesane Kanseri Epidemiyolojisi

Mesane kanseri, kutanöz olmayan maligniteler içinde en sık rastlanan 4. kanserdir.

Kanserden ölüm sebepleri arasında 9. sırada yer alır (3).

Mesane kanseri nedenli 2008 yılında dünyada 386300 yeni vaka ve 150200 ölüm

bildirilmiştir (2). Amerika’da 2010 yılında 70530 yeni mesane kanserli hasta ve 14680

mesane kanseri nedeniyle ölüm saptamıştır (3). Mesane kanseri erkeklerde kadınlardan 14

kat fazla rastlanır (2). Dünya çapında en sık rastlandığı ülkeler Avrupa, kuzey Amerika ve

kuzey Afrika’dır. Kadınlar arasında en yüksek ölüm oranı Hindistan’da, en düşük ölüm

oranı Malezya ve orta Afrika’da saptanmıştır (2).

2.2. Kanseri Tetikleyen Faktörler

Batı ülkelerinde sigara ve mesleki maruziyetler temel risk faktörüyken, Afrika ve

orta Asya’da %50’e varan insidansla schistosoma hematobiuma bağlı kronik enfeksiyon

temel risk faktörüdür (2). Schistosomiaziste başlıca skuamoz hücreli karsinoma

rastlanırken, sigara ve mesleki maruziyetlerde trasizyonel hücreli karsinoma rastlanır (2).

Amerika’da ölüm hızı erkeklerde sabitleşmiş, bayanlarda azalmıştır (2). Avrupa’da sigara

kullanımı ve mesleki maruziyetlerin azalmasıyla beraber ölüm hızı azalmıştır (2).

2.2.1. Sigara Kullanımı

Sigara günümüzde tüm mesane kanserlerinin %30-50'sinden sorumludur. Sigara

içenlerde içmeyenlere göre kanser gelişme riski 4 kat daha fazladır. Kanser riski içilen

sigaranın sayısı, içilen süre ve dumanın inhalasyon miktarıyla ilişkilidir. Sigaranın

bırakılması kanser riskini 1-4 yıl içinde %30 oranında azaltır. Sigaranın mesane kanseri

yapıcı etkisi cinsiyetten bağımsızdır. Sigara içinde bulunan mesane tümörü oluşumundan

sorumlu karsinojenler tam olarak aydınlatılamamakla birlike nitrozaminler, beta-naftilamin

ve özellikle de 4-aminobifenil bilinen önemli maddelerdir. Sigara içenlerin %50'sinde

üriner karsinojenik triptofan metabolitlerinin idrarla atılımı artmaktadır. Sigara içenler ile

içmeyen mesane kanserli hastalar değerlendirildiğinde p53 gen mutasyonlarının yer ve
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tipleri arasında fark gözlenmezken, mutasyon oluşumunun sigara içenlerde daha sık olduğu

görülmüştür (7,8).

2.2.2.  Çevresel Faktörler

Mesane tümörü açısından boya, gaz, deri, lastik ve petrokimya tesislerinde

çalışanlar, rafineri işçileri, lağım işçileri ve laboratuar teknisyenleri gibi eksojen

karsinojenlerle temasta bulunanlar risk altındadırlar. Amino kökenli aromatik hidrokarbon,

klorize alifatik hidrokarbonlar (kömür tozu), beta-naftilamin, 2-naftilamin, benzidin,

ksenilamin, 4-nitro-difenil, 4-aminobifenil, 2-asetil aminofluoran gibi endüstride kullanılan

maddelerin kimyasal karsinojen olduğu gösterilmiştir (7,8).

2.2.3. Radyasyon Tedavisi

Pelvise uygulanan radyasyon, uygulanan doz ve süreye bağlı olarak mesane kanser

riskini 2-4 kat arttırır (7,8).

2.2.4. Diyetsel Faktörler

Allen ilk kez 1957'de yapay tatlandırıcıların karsinojenik etkilerinden söz etmiştir.

Sakarin ve siklamidin etkileri tartışmalı olmakla birlikte uzun süreli yüksek doz kullanımda

tümör oluşabilmektedir. Yağ ve kolesterolden zengin diyetle beslenmenin, aşırı çay ve

kahve tüketiminin mesane tümör riskini arttırdığı öne sürülmektedir (7,8).

2.2.5. Kronik İdrar Yolu Enfeksiyonları

Tekrarlayan üriner sistem enfeksiyonları, taşlar ve uzun süre kateterizasyon epitelde

skuamoz metaplazi, glandular metaplazi ve malakoplakiye neden olarak adenokarsinom ve

skuamoz hücreli karsinom gelişimine neden olabilirler. Uzun süreli üriner kateterizasyon

uygulanan paraplejik hastalarda %2-10 oranında mesane kanseri geliştiği ve bunlarında

%80'inin skuamoz hücreli karsinom olduğu bildirilmiştir. Ayrıca ekstrofi vezikale, mesane

taşı ve divertikül olgularında mesane kanseri  gelişebilir. Schistosomia haematobium'un
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neden olduğu schistosomiazis epitelde metaplazik değişikliğe neden olarak skuamoz

hücreli karsinom oluşumuna neden olabilmektedir. Bakterilerden proteuslar ve E.coli

mesane kanseri oluşumundan sorumlu tutulurken genitoüriner tüberkülozda mesane kanser

riskinin arttığı bildirilmiştir. Human Papilloma Virüs (HPV)'ün mesane kanserindeki rolü

pek çok çalışma grubunca incelenmiş ve çok çelişkili sonuçlar elde edilmiştir. Araştırmalar

HPV   ile kontamine mesane kanseri   olgularının %2   ile %35 arasında   değiştiğini

göstermektedir (7,8).

2.2.6. Kemoterapi

Siklofosfamid, kemoterapötik olarak uzun süre ve yüksek dozlarda kullanıldığında

epitelyum DNA'sında oluşan hiperplazi ve hiperkromaziye bağlı olarak mesane kanseri

oluşabilmektedir. Siklofosfamid kullanan hastalarda mesane kanser riskinin yaklaşık 9 kat

arttığı bildirilmiştir (7,8).

2.3. Mesane Anatomi ve Histolojisi

Mesane, kapasitesi yaşa göre değişen ve erişkinde yaklaşık 400 ml fonksiyonel

hacme sahip, pelvik bir organdır. Boş mesane, erişkinde simfizis pubisin arkasında yer

alırken, bebek ve çocuklarda daha yüksek seviyede bulunur. Mesane dolu iken simfizisin

üzerine çıkar ve palpe edilebilir. Mesane duvarı lümenden dışa doğru, yüzeyel olarak epitel

ve lamina propria ile daha derinde müskülaris propria (detrusör kas), yağ dokusu ve

adventisya/seroza tabakalarından oluşur. Epitel tabakası transizyonel, çok katlı değişken ya

da güncel olarak ürotelyum olarak adlandırılır. Muskularis propria ortada dairesel, iç ve dış

kısımlarında uzunlamasına kas demetlerinden oluşur. Mesanenin en dışında ise süperior

yüzde pelvik periton (seroza), diğer yüzlerde ise bağ dokusu (adventisya) yer alır (9).
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Şekil 1. Mesane içyapısı (9)

Şekil 2. Mesane Duvarı Vertikal Kesiti (9)
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Ürotelyum kalınlığı mesanenin dolu veya boş olmasına ve mesanedeki anatomik

yere göre değişir. Mesane içinde üreterlerin açıldığı iki adet orifis vardır. İki orifis ve

mesane boynu arasında üçgen şeklinde trigon adı verilen bölge bulunur (9). Boş bir

mesanede bir apeks, bir superior yüz, iki anterolateral yüz, bir taban veya arka yüz ve bir de

boyun mevcuttur. Yalnızca üst yüz peritonla kaplıdır. Üst yüz kadınlarda uterus ve ileum,

erkekte kolon ve ileumla, taban erkekte rektum, vaz deferens, vezikula seminalis ve

üreterler, kadında uterus ve vaginayla komşuluk yapar. Anterolateral yüzler M.levator ani,

N.obturatorius ve büyük iliak damarlarla komşudur. Apeksinden mediyal umblikal ligaman

adı verilen urakus artığı fibröz bir bantla umblikulusa bağlanır (9).

Şekil 3. Kadın Pelvisi (9)
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Şekil 4. Erkek Pelvisi (9)

Arterleri: A. İliaka internanın dalları olan a. vezikalis inferior, media ve superiordan

kanlanır. A.glutea inferior ve A.obturatoriustan ve kadınlarda A.uterinadan da dallar

almaktadır.

Venleri: Mesane çevresinde geniş bir venöz ağ vardır ve V. İliaca internaya

dökülürler.

Sinirler: Mesanenin hem sempatik hem de parasempatik innervasyonu vardır.
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Sempatik lifler T11-T12 segmentlerinden gelir. Hipogastrik pleksustan sonra aortik

pleksusa ve hipogastrik sinir aracılığı ile mesaneye ulaşarak mesane boynu ve trigonu

innerve eder.

Parasempatik lifler ise S2–4 segmentlerinden gelir. Pelvik sinir aracılığı ile detrüsör

kasını innerve eder. Gerilme duyusu ve mesane dolumu hissi parasempatik sistem ile, ağrı

ve sıcaklık duyusu ise sempatik sistem kılıflı A ve kılıfsız C lifler aracılığı ile taşınır (9).

2.4. Mesane Kanseri Histopatolojisi

2.4.1. Histoloji

Mesane duvarı dört tabakadan oluşmuştur:

a.Epitel (urotelyum)

b.Lamina propria

c.Muskularis propria

d.Adventisya/ seroza

a. Urotelyum; Mesane, ureterler, renal pelvis ve kalikslerin histolojik yapısı aynıdır.

Bu organların mukozası cok katlı değisken (transizyonel) epitel ile döşelidir. Transizyonel

epitel terimi, epitelin histolojik gorunumunun non-keratinize skuamoz ve psödostratifiye

kolumnar epitel arasında bir geçiş göstermesi nedeniyle kullanılmıştır. Mesane boş iken

epitel kalınlığı 5-6 sıradır, dolu olduğu zaman ise epitelyum kalınlığı 3-4 sıra olur ve

yüzeydeki hücreler yassılaşır. Epitelde, yüzeyel hücreler,intermediyer hücreler ve bazal

hücreler olmak üzere, üç hücre tabakası vardır (9,10).

Yüzeyel hücreler, üriner boşluk ile ilişkili olup büyük, eliptik ve şemsiye benzeri

görünümdedirler. İntermediyer hücrelerden daha küçük olan bu hücreler, çift çekirdekli ve

yoğun eozinofilik stoplazmaya sahiptirler. İntermediyer hücreler boş mesanede beş hücre

kalınlığındadırlar ve bazal membran uzunluğuna dik olarak uzanırlar. Nükleusları, yuvarlak

olup ince granüler kromatine sahiptir. Sitoplâzmaları geniş ve vakoullü olabilir. Bu

hücreler desmozomlarla birbirleri ile bağlantılı olup stoplazmik membranları belirgindir.

Mesanenin dolu olduğu bölgelerde ise bu tabaka seçilemeyebilir veya sadece bir hücre

kalınlığında ve düzlesmis olarak görülür. Bazal tabaka sadece boş mesanede bulunan ve

küboidal hücrelerden oluşan ince bir tabaka halinde izlenir (9,10).
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b. Lamina Propria; Lamina propria, mukozal bazal membran ile muskularis propria

arasında uzanır. Damar yapılarından zengin olup lenfatik kanallar, duyusal sinirler ve bir

miktar elastik lif içeren gevşek bağ dokusundan meydana gelir. Mesane ve üreterde lamina

propria gevşek olduğundan mesanenin kasılması kalın mukozal katlanmalara neden olur.

Mesanenin lamina propriasının orta kısmında ise orta büyüklükte arter ve venler bulunur.

Lamina propriada bulunan düz kas demetleri sıklıkla bu damarlar ile ilişkili olup

musku1aris propria ile ilişkili değildir. Bunlar izole bantlar seklinde görülebileceği gibi

sürekli kalın bir kas tabakası şeklinde de görülebilirler (9,10).

Muskularis mukozanın ince ve devamlılık göstermeyen kas lifleri muskularis

proprianın kalın fasikülleri ile karıştırılmamalıdır. Lamina propriadaki bu kas lifleri

yaklaşık olarak orta bölgede yerleşirler, yüzeye paralel uzanırlar ve sıklıkla ince duvarlı

damarlar ile birliktedirler. Tümörün evresini ve tedavisini etkilemesi nedeniyle cerrahi ve

biyopsi materyallerinde muskularis propria ve yüzeyel kas demetlerinin ayrıımı önemlidir

(9,10).

c. Muskularis Propria; Muskularis propria, içte ve dışta longitudinal, ortada sirkuler

olmak uzere üç tabaka halinde düz kas demetlerinden oluşur. Gerçekte bu tabakalar sadece

mesane boynunda devamlılık gösterir. Diğer bölgelerde bu longitudinal ve sirküler

tabakalar birbirlerine karışır halde bulunur ve uzanımları belirsizdir (9,10).

Erkeklerde mesane boynunda muskularis propria demetleri, prostatın fibromuskuler

dokusuna kadar devam ederken, kadınlarda üretra duvarı içinde kas fibrilleri ile devam

eder. Diğer tabakalarda olduğu gibi muskularis proprianın kalınlığı kişiden kişiye, yaşa ve

dolgunluğunun derecesine bağlı olarak değişiklik gösterir. Evreleme için muskularis

proprianın yüzeyel ve derin olarak iki segmente ayrılmasında anatomik bir belirteç yoktur

(9,10).

d. Adventisya/Seroza; Mesanenin en dış tabakası bağ dokudan oluşan adventisyadır.

Sadece üst tarafta üzeri pelvik periton tarafından çevrilidir (9,10).
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2.4.2. Epitelyal hiperplazi ve metaplazi

Epitelyal hiperplazi, nükleer ya da yapısal anormallikler olmaksızın hücre sayısında

artışı ifade eder (9).

Üretelyal metaplazi, genellikle mesane tabanında, sıklıkla fokal alanlarda

epidermoid (skuamoz) ya da glandular (adenomatöz) metaplazi gelişim şeklinde,

nontransizyonel epitelyal görünümdedir. Hücresel atipiden yoksun skuamoz metaplazi ya

da belirgin keratinizasyon, benign bir durumdur. Sistitis sistika, üretelyumun eozinofilik

likefaksiyona uğramış şeklidir. Sistitis glandularis de sistitis sistikaya benzer, ancak farklı

olarak transizyonel hücreler glandular metaplaziye uğrarlar. Sistititis glandularis

adenokarsinom için bir prekürsör olabilir (9).

2.4.3. Displazi

Displazi, normal ürotelyum ve karsinoma in situ (şiddetli displazi) arasındaki

epitelyal değişikliktir. Displastik hücreler büyük, yuvarlak, çentikli normal epitelyal

polaritede saptanmayan bazal yerleşimli çekirdeklere sahiptir (9).

2.4.5. İnverted Ürotelyal Papilloma

Ürotelyal neoplazmların yaklaşık %1’ini oluşturur. Nadiren saptanır. Daha çok 6.-7.

dekatta, erkeklerde kadınlarda 7.3 kat daha fazla saptanır. Hastalar hematüri, irritativ işeme

semptomları ve nadiren obstrüktif işeme semptomlarıyla başvururlar (11). Genellikle trigon

ve mesane boynunda yerleşirler. Çoğunlukla <3cm olmakla beraber 8 cm’e kadar

ulaşabilirler. Tekrarlama riski %5’in altındadır. Tek bir progenitör hücreden gelişen, klonal

ve diploid bir neoplazmdır. Yaklaşık %45’inde FGFR3 ve TP53 mutasyonu izlenir. Düşük

malign potansiyelli papiller ürotelyal neoplazm ve düşük dereceli ürotelyal karsinoma

ilerleyebilir (12). UROVYSİON FISH yöntemiyle yapılan immunohistokimyasal analizde

İnverted ürotelyal karsinomda bulunan ci67,p53,CD20 değişikliklerinin inverted

papillomada bulunmadığı saptanmıştır. Bu bulgular inverted papillomanın ürotelyal

karsinomdan farklı patojenik mekanizmalardan geliştiğini göstermiştir (13).

2.4.5. Von Brunn Nests

Enflamatuar hasara sekonder oluştuğu düşünülmektedir. Otopside % 85-90

rastlanmaktadır. Düzgün mukozal nodüller şeklinde görülürler (14).
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2.4.6. Cystitis Cystica Ve Cystitis Glandülaris

Von brunn nestlerden santral hücrelerin kaybolmasıyla oluşan küçük kistik

kavitelerdir. Toplumda yaklaşık %60 civarında gösterilebilir (14).

2.4.7. Üretelyal Karsinom

Mesane tümörlerinin yaklaşık %90-95'ini ürotelyal hücreli kanserler oluşturur. Geri

kalanını ise mezenşimal neoplazmlar , inverted lezyonlar ve diğer epitelyal tümörler

oluşturur (15).

Transizyonel hücreli kanserdir (THK) dışındaki tipler iyi ayırt edilmelidir. Çünkü

çoğu agresif seyirlidirler ve alternatif tedavi  gerektirirler. Agresif seyirli bu THK dışı

tümörler tanı anında yüksek evreleri ile kötü sağ kalım oranına sahiptirler (15).

THK’ların %10’u glandüler morfolojide alanlar içerir ve %60’ı fokal skuamöz

differansiasyon gösterirler (15).

Üreteryal neoplaziler 2004 yılında WHO tarafından klasifiye edilmiştir (Tablo 1).

Tablo 1. Klasifikasyon (16)

İnvaziv olmayan ürotelyal neoplazi

• Hiperplazi (atipi bulunmayan ya da papiller olmayan yassı lezyon)

• Reaktif atipi (atipi bulunan yassı lezyon)

• Önemi bilinmeyen atipi

• Ürotelyal displazi

• Ürotelyal karsinoma in situ

• Ürotelyal papillom

• Ürotelyal papillom, invert tip

• Düşük dereceli papiller ürotelyal karsinom

• Yüksek dereceli papiller ürotelyal karsinom

İnvaziv ürotelyal neoplazi

• Lamina propria invazyonu

• Muscularis propria (detrusor muscle) invazyonu
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2.4.8. Skuamoz Hücreli Karsinom

Skuamoz hüreli karsinom (SHK) mesane kanserlerinin %5’ini oluşturur. SHK risk

faktörleri uzun süreli kateterizasyon, nonfonksiyone mesane, ürolitiazis, şistosoma

hematobium kronik enfeksiyonudur. Mesane SHK tümörlerinin çoğu agresif seyirlidir ve

pT3 evresindedirler (15).

2.4.9. Urakal Karsinom

Urakal karsinom nadirdir. Mesane kanserlerinin %1’inden azını oluşturmaktadırlar.

Genellikle urakal epitelyumden köken alırlar. Çoğu urokal neoplaziler adenokarsinom

tipindedirler (15).

2.4.10. Küçük Hücreli Karsinom

Küçük hücreli karsinom ürotelyal tümörlerin %0.5-0.7’sini oluşturmaktadır.

Akciğerdeki nöroendokrin türdeşleri gibi hızlı progresyon gösterirler (15).

2.4.11. Mikropapiller Mesane Kanseri

Mikropapiller mesane kanseri nadir bir formdur. Agresif seyreder (15).

2.4.12. Ürotelyal Karsinomun Adacık Türü

Ürotelyal karsinomun adacık türü lamina propria ve muskularis propriada, atipik

neoplastik hücrelerden oluşur. Agresif seyri dolayısıyla benign karakterdeki nested

papilloma, von brunn’s nests, cystits cystica ve nefrojenik metaplaziden ayırd edilmeleri

önemlidir. Genellikle 60 yaş üzeri erkeklerde gözlenirler (15).

2.4.13. Sarkomatoid Karsinom Ve Karsinosarkom

Sarkomatoid karsinom ve karsinosarkom mesanenin difazik tümörüdür. İki farklı

germ yaprağı epitelyal ve mezenşimal komponentlerden oluşmaktadır. Kötü

prognozludurlar (15).

2.4.14. Plazmasitoid Tür Ürotelyal Karsinom

Plazmasitoid tür ürotelyal karsinom plazma hücrelerine benzer. Nadir agresif bir

türdür (15).
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2.5. Derecelendirme

Mesane kanseri için üzerinde uzlaşılmış tek bir derecelendirme sistemi

bulunmamaktadır. Sıklıkla kullanılan sistem tümör hücrelerinin anaplazi derecesini esas

alır. Buna göre karsinomlar iyi, orta ve kötü diferansiye tümörler olarak gruplandırılır.

Tümörün grade’i ve evresi arasında sıkı bir ilişki vardır. Tümör hücresinde anaplazinin

kriterleri; epitelyal hücre tabakası sayısının artması, anormal hücre olgunlaşması, dev

hücreler, çekirdek/sitoplazma oranında artma, çekirdekçiğin belirginleşmesi, kromatin

kümeleşmesi, hücre polaritesinin kaybı, mitotik bölünme sayısının artmasıdır (17,18).

Mesane kanserlerinde en sık kullanılan derecelendirme Dünya Sağlık Örgütü

(WHO) grade’leme sistemidir (17,18).

2.5.1. Papilloma (grade 0)

Normal mesane mukozasının ince fibrovasküler bir çekirdeği örtmesi ile oluşmuş

papiller bir lezyondur. Papillomların 7'den fazla epitelyal hücre tabakası yoktur ve

histolojik olarak bir anormallik göstermezler (17,18).

2.5.2. İyi Differansiye Tümörler (Grade I, Low Grade)

Önce fibrovasküler bir sap ve 7 tabakadan fazla hücreden oluşan kalınlaşmış epitel

ihtiva eder. Hücreler sadece belirgin anaplazi ve pleomorfizm gösterirler.

Çekirdek/sitoplâzma oranı artmıştır. Nükleer membran belirgindir. Nadir mitotik şekillere

rastlanır. Mukoza tarafından çevrelendikleri takdirde bunlar düşük malign potansiyeli olan

papiller ürotelyal tümörler olarak adlandırılmaktadır (17,18).

2.5.3. Orta Derecede Diferansiye Tümörler (Grade II)

Geniş fibrovasküler bir çekirdek içerirler. Tabandan yüzeye doğru hücresel

olgunlaşma dağılımı daha fazla olan ve hücre polarite kaybı daha yüksek olan tümörlerdir.

Çekirdek/sitoplâzma oranı daha fazla olmakla birlikte, daha fazla nükleer pleomorfizm

görülür ve çekirdekçik daha belirgindir. Mitotik şekillere daha sık rastlanır (17,18).
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2.5.4. Kötü Differansiye Tümörler (Grade III, High Grade)
Tabandan yüzeye doğru gidildikçe hücrelerde farklılaşma görülmez. Yüksek

çekirdek/sitoplâzma oranıyla birlikte belirgin nükleer pleomorfizm göze çarpar. Mitotik

şekillere sık rastlanır (17,18).

WHO/ISUP sistemindeki PUNLMP lezyonlarda malignensinin sitolojik özellikleri

yoktur, normal ürotelial hücreler papiller bir yapı oluşturur. Bunların ilerleme olasılığı

ihmal edilebilir ancak nüks eğilimleri vardır. Bu sistemde ürotelial karsinomlar yüksek ve

düşük grade olarak ikiye ayrılmıştır ve eski sistemdeki orta diferensiye grup kaldırılmıştır

(17,18).

WHO/ISUP sistemi risk potansiyellerini daha iyi belirleyerek tümörlerin daha doğru

tanımlanmalarına olanak sağlar ve günümüzde kullanılması önerilen dereceleme sistemidir

(17,18).

1973 WHO 2004 WHO

Papilloma Papilloma

Grade 1 PUNLMP

Grade2 Low grade

Grade 3 High grade

Şekil 5. 1973 WHO klasifikasyon ve 2004 WHO klasifikasyon ilişkisi (16,18)

2.6. Mesane Tümörlerinin Yayılımı

Mesane kanseri; lokal, metastatik ve implantasyon yayılımı vardır.

2.6.1. Lokal Yayılım

Tümör %60 oranında bir blok halinde mukoza altına invaze olur. Tümör

hücrelerinin meydana getirdiği enzimler bazal membranda dejenerasyona neden olur ve

tümör öncelikle bazal membranı aşıp musküler dokuya ve serozaya yayılır. Submukoza ve

musküler dokudaki kan damarları ve lenfatiklere tümör hücreleri girerek, uzak veya

bölgesel lenf bezi metastazları meydana gelir. Kas invazyonu ile uzak metastazlar arasında
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anlamlı bir ilişki vardır. Lokal yayılım ile tümör mesane içinde orifislere  ve trigona,

mesane dışında ise üreter, uterus, vajina, üretra, prostat ve rektuma yayılabilir. Mesane

kanseri karın duvarına, ürotelyal tabakaları zedelenmiş mukozaya, rezeke edilmiş prostatik

fossaya veya travmatize edilmiş üretraya implante olabilir. İmplantasyon yüksek grade'li

tümörlerde daha sık görülür (17).

2.6.2. Metastatik yayılım

Tümörün lamina propriayı aşması ile invazyon süreci hızlanır, lenfatik ve vasküler

kanallara  ulaşılmasıyla metastaz meydana gelir. Kasa invaze olmayan papiller mesane

tümörlü olguların yaklaşık %5'inde lenfatik veya vasküler invazyon vardır. Lenfatik

yayılım, mesanenin kas dokusuna invaze olmuş tümör hücrelerinin lenfatik dolaşıma

katılmasıyla meydana gelir. Bazı olgularda hematojen metastazdan bağımsız olarak erken

lenfatik metastaz meydana gelir. Mesane kanserinden ölen olgularda yapılmış otopsi

çalışmaları, olguların yaklaşık dörtte birinde pelvik lenf bezi metastazı olmadığını

göstermiştir. Mesane kanserinin en sık metastaz yaptığı yer pelvik lenf nodları olup,

olguların yaklaşık %78'inde görülür. Bunların içinde; %16 paravezikal lenf bezleri, %74

obturator lenf bezleri, %65 eksternal iliak lenf bezleri tutulumu vardır. Mesane kanserinin

en sık hematojen metastaz yaptığı organlar; %38 karaciğer, %36 akciğer, %27  kemik

(vertebra), %21 adrenal bez ve %13 barsaklardır. Bunun dışında literatürde mesane

tümörünün deri, santral sinir sistemi, penis, kalp, tiroid, gluteal bölge, deltoid kası gibi

ender görülen metastazları da mevcuttur (17).

2.6.3. İmplantasyon

Mesane kanserleri implantasyon yoluyla abdominal duvar, travmatize olmuş

ürotelyum, rezeke prostatik  fossa ve travmatize üretraya yayılabilirler. Bu  tür yayılım

genelde yüksek grade'li tümörlerde görülür. Renal pelvis ve üreter de mesane gibi çok katlı

değişici epitel  hücreleri  (ürotelyum) ile örtülü olduğundan mesane tümörü  olgularında

ileride pelvis renalis ve üreter tümörü oluşabiliceği gibi, aynı şekilde mesanede de pelvis

renalis ve üreter tümörü sonrası implantasyon yolu ile tümör görülebilir (17).
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2.7. Evreleme

Günümüzde mesane tümörlerinin evrelendirilmesinde International Union Against

Cancer (UICC) ve American Joint Commission (AJC) tarafından ortaklaşa geliştirilmiş ve

daha sonra düzeltilmiş olan Tümör-Nod-Metastaz (TNM) sistemi kullanılmaktadır. Birincil

tümörün invazyonu (T), bölgesel lenf düğümlerinde metastaz mevcudiyeti ve bunun

seviyesi (N), uzak organ ve doku metastaz mevcudiyeti ve bunun seviyesi (M) olarak

değerlendirilir (TNM evreleme sistemi, Tablo2) (19).

Tablo 2. TNM Evrelemesi (19)

Tx Primer tümör değerlendirilemiyor.

Tis Karsinoma in situ.

Ta Noninvaziv papiller karsinom

T1 Tümör subepitelyal bağ dokusu invazyonu yapıyor.

T2

T2a Tümör yüzeyel kas (iç yarı) invazyonu yapıyor.

T2b Tümör derin kas (dış yarı) invazyonu yapıyor.

T3

T3a Tümör mikroskopik perivezikal doku invazyonu yapıyor.

T3b Tümör makroskopik perivezikal doku invazyonu yapıyor.

T4

T4a Tümör prostat, uterus, vajina invazyonu yapıyor.

T4b Tümör pelvis duvarı, karın duvarı invazyonu yapıyor.

Nx Bölgesel lenf düğümleri değerlendirilemiyor.
No Bölgesel lenf düğümlerinde metastaz yok.
N1 Tek bir lenf düğümünde metastaz var; en büyük çapı <2 cm
N2 Tek bir lenf düğümünde metastaz var; en büyük çap >2 cm, <5 cm veya 5

cm'den büyük olmayan birden çok lenf düğümüne metastaz var.
N3 En büyük çapı 5 cm'den büyük olan lenf düğüm metastazı var.
Mx Uzak metastaz değerlendirilemiyor.
Mo Uzak metastaz yok.
M1 Uzak metastaz var.
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Şekil 6. Mesane tümörlerinde 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-Yüzeyel kas (iç yarı), 13-Derin kas(dış yarı), 14-Perivezikal yağ

dokusu (19)
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2.8. Mesane Kanseri Patogenezi ve Prognostik Belirleyiciler

2.8.1. Patogenez

Ürotelyal karsinomlar düşük dereceli papiller tip ve invaziv tümör olmak üzere iki

gruba ayrılırlar. Mesane kanserinde tümör invazyonu ve progresyonu multifaktöriyel bir

işlemdir ve mikroçevresel değişiklikler tarafından tetiklenmektedir. Klinik bilgi ve

deneysel çalışmalarda ürotelyal tümörlerin iki farklı yolakta progrese olduğu saptanmıştır

(2g,2.3.A). Normal mesane epitelinin 9. kromozom kısa ve uzun kol delesyonlarıyla

ürotelyal tümöregenez başlar. Ürotelyal tümörlerin %70-80’i birinci yolakta basit papiller

hiperplazi ile başlar. RTK-RAS aktivasyonu tümöregenezde erken ve kritik rol oynar. H-

RAS geni ve (fibroblast growth faktör reseptörü-3) FGFR3 mutasyonları gelişir. Gelişen

hiperplazilerin %70’i rekürrens gösterir. Rekürren tümörlerin %15’i 8p‾, 11p‾ ve 13q‾,14q‾

mutasyonları eklenerek invaziv hale dönüşür. Ürotelyal tümörlerin %20-30’u ikinci

yolakta CIS ve displazi ile başlar. Displazilerin %50’si p53, RB gen defektleriyle invaziv

hale gelir. Her iki yolakta invaziv ürotelyal tümörlerin %50’den fazlası N ve E kadherin

(N-cad, E-cad), matrix metalloproteinazlar (MMPs), vasküler endotelyal faktör (VEGF) ve

antianjiyogenik faktörler, trombospondin1 (TSP1) ve cyclooxygenase2 (COX2) gen

mutasyonlarıyla metastazlara dönüşür (4,15,20)

Normal epitel

9p‾/9q‾ 9p‾/9q‾

CIS/Displazi

p53,RB

invaziv tümör

N-cad, E-cad, MMPs, VEGF, TSP1,

>%50 METASTAZ

hiperplazi

HRAS,FGFR3

Düşük dereceli non-invaziv papiller

%70 rekürrens

p53,RB,8p‾,11p‾,13q‾,14q‾

%15 İnvaziv tümör

N-cad, E-cad, MMPs, VEGF, TSP1,

>%50 METASTAZ
Şekil 7. Mesane Kanseri Genetik Mutasyon Şeması  (15,21)
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2.8.2 Prognostik Belirleyiciler

Mesane kanserindeki prognostik faktörler arasında en önemlileri; derece, evre ve

CIS varlığıdır (17). Çok değişkenli analizler sonucunda elde edilen prognostik faktörler

yardımıyla yüzeyel mesane tümörü olan hastalar için farklı risk grupları oluşturulmuştur

(Tablo 3). Bu sayede KİOMK’ler düşük risk (%50), orta risk (%35) ve yüksek risk (%15)

grubu olarak üçe ayrılabilir.

Tablo 3. Risk grupları (17)

Düşük Risk Grubu Orta Risk Grubu Yüksek Risk Grubu

Grade 1, evre Ta,

Grade 1, evre T1,

≤ 3 cm tek tumor

Grade 1, evre T1, multipl

tümör Grade 2, evre Ta,T1,

> 3 cm tek tümör

Grade 2, evre T1, multipl

tümör Grade 3, evre Ta

Grade 3, evre T1 Karsinoma

in situ

İlk 3 ayda nüks

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

hazırladığı skorlama sistemiyle ve risk tabloları sayesinde nüks ve progresyon için riskleri

ayrı ayrı belirlemek mümkündür.

Skorlama sistemi için belirlenen 6 önemli klinik ve patolojik faktör aşağıda

belirtilmiştir (17):

*Tümör sayısı

*Tümör çapı

*Daha önceki nüks hızı

*T evrelemesi

*CIS varlığı

*Tümör derecesi
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Tablo 4. Skora Göre Nüks ve İlerleme Olasılığı (17)

Nüks skoru 1. yılda nüks olasılığı (%95

CI)

5. yılda nüks olasılığı (%95 CI)

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)

İlerleme skoru 1. yılda ilerleme olasılığı

(%95 CI)

5. yılda ilerleme olasılığı (%95

CI)

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 %5 (%4.0, %7.0) %17 (%14, %20)

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

2.8.3 Büyüme Faktörleri ve Reseptörleri

Malign ürotelyum üzerindeki epidermal büyüme faktörü reseptörlerinin  (EGFR)

anormal ekspresyonunun tümörün daha agresif davranışına neden olduğu gösterilmiştir

(4,21,22). EGFR sinyalleri sadece büyümeyi değil, aynı zamanda kanser hücre motilitesini

(4,21,22) ve matriks metalloproteinaz-9 (MMP-9) ekspresyonunu indükler (21,22). Her iki

basamak da invazyon ve metastaz için gereklidir.

Transforme edici büyüme faktörü β(TGF- β) aralarında müllerian inhibitör

madde(MIS), inhibin ve aktivinin de bulunduğu bir dizi birbiri ile ilişkili proteinden

oluşmaktadır (21,22). TGF-β1 ekspresyonunun ürotelyal karsinomlarda normal ürotelyuma

göre arttığı saptanmış (21,22).Diğer yandan TGF-β’lerin aynı zamanda güçlü anjiojenik

aktivitesinin olduğu saptanmıştır (21,22). HER2/NEU onkogeninin amplifikasyonu

nadiren görülmekle birlikte varlığında mesane kanseri progresyonu ile yakından ilişkilidir.

Ancak HER2/NEU (ERBB2)’nin normalden fazla ekspresyonu genin amplifikasyonundan

daha sık görülür ve tümör nüksü ya da progresyonu ile ilişkili değildir. Bu genin

ekspresyonunun, prognostik bir belirleyiciden çok hastalığın bir belirteci olarak

kullanılabileceği belirtilmiştir (21,22).
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Trombosit kökenli endotelyal büyüme faktörü (PDEGF) güçlü bir anjiojenik faktör

olan bir timidin fosforilazdır. Bu faktörün tümör dokularındaki konsantrasyonunun tümör

evresi ve derecesi ile doğrudan ilişkisi olduğu bildirilmiştir (21,22).

2.8.4 Genetik ve Kromozomal Anomaliler

Onkogen indüksiyonu normal genin değişikliğe uğrayarak malign fenotip kodlayan

gene dönüşmesi ve normal büyüme mekanizması kontrolünden kaçmaya imkân veren

hücrelere dönüşmesidir. ERBB-2, EGF(ERBB1) ile fonksiyonel ve anatomik bağlantısı

olan ve büyüme faktörü reseptörü kodlayan bir onkogen olup, mesane kanserini de içeren

birçok malignite ile ilgilidir (21,22). Karsinogenezde onkogenlerin dominant etkisi daha

kolay fark edilebiliyorsa da, hücre büyümesi kontrolü, DNA tamiri ya da apoptozisi

sağlayan proteinleri kodlayan tümör süpressör genlerin inaktivasyonu da buna eşit etkide

bir mekanizmadır. Bu genlerin inaktivasyonu veya delesyonu, kontrolsüz büyümeye ve

hasarlı DNA hücrelerinin programlı ölümünde bir bozukluğa neden olabilir. Genetik olarak

farklılaşmış hücrelerin kontrolsüz bir şekilde çoğalması sonucunda hücrelerde hatalı DNA

kopyaları oluşur ve bu durum genetik instabilite meydana getirir.

2.8.4.1 P53 Geni Mutasyonları

P53 geni insan kanserlerinde en sık değişikliğe uğrayan tümör süpresör gendir .

Normal protein wild-type p53'ün çeşitli görevleri olup, bunlar arasında hücre

proliferasyonunu süprese eden bir transkripsiyon faktör gibi davranmak, hasarlı DNA'sı

bulunan hücreleriDNA replikasyonundan önce apoptozise yönlendirmek (hücre

döngüsünün S fazında), çekirdekte  deoksiribonükleotid trifosfat üretimini indükleyerek

hasarlı DNA'ların onarımını sağlamak ve diğer mekanizmalara katkıda bulunmak yer alır.

P53 mutasyonları hücre döngüsünün kontrolsüz bir şekilde devam etmesine sebep olurken,

aynı zamanda anormal DNA içeren hücrelerin apoptozise gitmelerini de engelleyerek

genomik instabiliteyi hızlandırır. Bu nedenle, p53 mutasyonlu mesane kanserlerinin daha

agresif davranışlı görünmesi sürpriz değildir (20,21,22,23,24,25).

Kromozom 17p delesyonları tümör progresyonu ile ilişkilidir. Bunun nedeni bir

tümör baskılayıcı gen olan p53'ün 17p'nin silinen kısmı ile birlikte kaybolmasıdır.

Sistektomi yapılan olgularda p53'ün artmış nükleer ekspresyonunun azalmış yaşam süresi

ve artmış progresyon ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (21,22). p53’ün artmış nükleer

ekspresyonu aynı zamanda kemoterapiye yanıtı da belirleyebilir (21,22). Bununla birlikte
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KİOMK’li hastalarda, tümör derece ve evresinden bağımsız olarak p53'ün nükleer artmış

ekspresyonunun prognostik açıdan anlamlı değeri olmadığı görülmüştür (21,22).

2.8.4.2 Retinobastom Geni, Ürünleri ve Regülatörleri

(26).

Rb geninin yerleştiği kromozom 13q'nun kayıpları mesane kanseri ile ilişkilidir

Rb geninin normal protein ürünü (pRb), birkaç siklin bağımlı kinaz ile fosforlanır.

Fosforlanmış proteinler hücre çekirdeğinde bulunur ve hücre siklusunda çeşitli basamakları

kontrol eder. Rb geninin ve protein ürünlerinin mutasyon ya da delesyonu hücre

döngüsünün G1’den S’e kadar olan kontrol noktalarında ilerlemesine izin vererek inhibe

edilemez bir poliferasyona neden olur (21,22). pRB'yi fosforlayan siklin bağımlı kinazların

inhibitörleri (p15,p16,p,19,p21,p27) hücre siklusunda regülatör olarak görev alırlar. Bu

regülatörlerin veya pRb kodlayan genlerin ürünlerindeki anormal artış sonucunda inhibe

edilemeyen proliferasyon, malign transformasyon ve tümör progresyonu görülebilir

(21,22). pRb'nin tek başına ya da p53 ile beraber yapılan analizlerinde bağımsız prognostik

değeri olduğu bulunmuştur (21,22).

En çok rastlanan kromozomal anomalilerden biri kromozom 9'un delesyonudur.

Moleküler araştırmalar sonucunda KİOMK nüksünde 9q12 delesyonu olduğu bildirilmiştir

(21,22).

Kromozom  9q anomalilerinin  sıklıkla düşük  dereceli yüzeyel  tümörlerle ilişkisi

olup  bu genin delesyonunda,  genetik  stabilite, tümör motilitesi, çoğalması, invazyonu,

metastazları ve anjiogenezi kontrolünü sağlayan mekanizmaların tamamen kaybı söz

konusu değildir. p53 ve pRb genlerinde meydana gelen anomaliler ve 17p

kromozomundaki delesyonlar ise yüksek dereceli ve kasa invaze tümörlerle daha sıklıkla

ilişkilidir (21,22).

2.10 Klinik ve tanı

2.10.1 Semptomlar

Mesane kanserinde en sık görülen bulgu ağrısız hematüridir ve hastaların yaklaşık

% 85'inde görülür (15,27). Amerikan üroloji derneğinin asemptomatik hematüriye

yaklaşım panelinde arka arkaya alınan 2-3 idrar örneğinde büyük büyütme 3 ve üstünde

eritrosit saptanması mikroskopik hematüri olarak tanımlanmıştır (27,28). Mesane
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irritabilitesi, sık idrara çıkma, urgency ve dizüriden oluşan semptomlar kompleksi ikinci en

sık görülen geliş şeklidir ve yüzeyel mesane kanserinden ziyade genellikle yaygın CIS ya

da kasa invaze mesane kanserini (KİMK) düşündürür (27,29). Bunun dışında pelvik kitle

ve lenfatik obstruksiyona bağlı olarak alt ekstremite ödemi, ilerlemiş veya yayılmış mesane

kanserine bağlı iştahsızlık, kilo kaybı, halsizlik, karın ağrısı ve kemik ağrısı gibi metastatik

yakınmalar da görülebilir (15,27).

2.10.2 Fizik Muayene

Fizik muayenede rektal ve vajinal bimanuel palpasyon mutlaka yapılmalıdır. Lokal

ileri evre tümörü olan hastalarda ele gelen pelvik kitle bulunabilir (7).

2.10.3 Görüntüleme

2.10.3.1 Ultrasonografi

Ultrasonografi (US), üriner sistemin değerlendirilmesinde ilk inceleme olarak artan

sıklıkta kullanılmaktadır. Transabdominal US renal kitlenin karakterini tanımlamaya,

hidronefrozun saptanmasına ve mesane lümeni içindeki dolum defektinin

görüntülenmesine olanak verir. Hematüri nedeninin aydınlatılmasında direk üriner sistem

grafisi ile kombine edildiğinde, İVU kadar doğruluğu olabilir (7).

2.10.3.2 İntravenöz Ürografi

Büyük tümörler mesanede bir dolma defekti şeklinde görülebilirler. intravenöz

ürografi (ivu) aynı zamanda kaliksler,pelvis renalis ve üreterlerdeki dolum defektlerinin

tanınmasında ve bir üreter tümörünün varlığının göstergesi olabilen hidronefrozun

saptanmasında kullanılır (7).

2.10.4 İdrar Sitolojisi

İşenen idrarın veya mesane yıkantı suyunun dökülen kanser hücreleri açısından

muayenesi, özellikle CIS veya yüksek dereceli malignite varlığında yararlıdır (7).

2.10.5 İdrarda Moleküler Testler

Mesane tümörünün tespitinde bu testlerin çoğu iyi bir sensitiviteye sahiptir, ama

spesifiteleri düşüktür. Sonuçta yanlış pozitif sonuçlar gereksiz görüntüleme ve mesane
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biopsilerine neden olabilir (H). Sistoskopinin sensivite ve spesifitesi %100 kabul edilerek

tümör belirteçlerinin değeri saptanmıştır. Yüksek sensivite hastalık progresyon ve ölüm

riskini hesaplamaya, yüksek spesivite yanlış  pozitiflerdeki invaziv sistoskopik girişimi

engeller.

Bladder tümör antijen (BTA) testi idrara salınan kompleman faktör H ve

kompleman faktör H-related protein antijenleri ölçülür (30,31,32). FDA onaylıdır. Nitel

değer veren BTA stat testi, nicel değer veren BTA trak testidir (30,31,32).

NMP 22 (nükleer matrix protein) mitoz ve apoptoz sırasında salıverilir. FDA onaylı nitel

bir testtir. Tekrarlayan tümör saptamalarında düşük sensivitelidir. Eşlik eden ürolojik

patolojilerde %25 yanlış pozitiflik verir (30,31,32).

İmmunoCyt mesane kanser müsin ve CEA (karsinoembriyonik antijen) monoklonal

antikoru içerir. FDA onaylıdır. Rekürrens eden CIS’ta sitolojinin sensivitesini %100’e

çıkarır. NMP 22 ve BTA’ya göre, küçük tekrarlayan tümörleri saptaması , düşük derece ve

evredeki tümörlere daha sensitif olması ve diğer ürolojik patolojilerden etkilenmemesi

avantajlarıdır (30,31,32).

FISH (fluorescence in situ hybridization) 3,7,17 ve 9p 21(P16 tümör supresör gen)

kromozomlardaki sentromer bölgelerine özgüdür. Tekrarlayan yüksek dereceli tümör ve

CIS ‘ta elverişli iken, düşük dereceli ve evreli tekrarlayan tümörlerde sensivitesi sitolojiden

iyi değildir (30,31,32).

Microsatellite Analiz’de polimorfik , küçük DNA parçacıklar değerlendirilir. FDA

onayı yoktur (30,31,32). Hiyaluronik Asit ve HYLA1 Type Hiyaluronidaz ;Tümör

büyümesi, invazyon ve anjiyogenezde rol alır. Tümör derecesi, lenf nod tutulumu,

progresyon ve düşük yaşam oranıyla ilişkilidir(30,31,32).

2.10.6 Sistoskopi, Mesane Biopsisi Ve Tümörün Transüretral Rezeksiyonu

(Tur-Tm)

Mesane kanseri tanısı mesanenin sistoskopik muayenesi ve çıkarılan dokunun

histolojik değerlendirilmesine bağlıdır. Genel olarak, sistoskopi başlangıçta fleksible aletler

kullanılarak ofiste yapılır. Daha önceki görüntüleme çalışmalarında bir mesane tümörü
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görülürse veya daha önceki idrar sitolojisi pozitif bulunursa, hasta her halikarda TUR

geçireceği için tanısal sistoskopi atlanabilir (7).

Tümörün yapısı ve tümörün mesane duvarına yayılımının daha iyi ortaya

konulabilmasi için TUR-Tm mümkün olduğunca derin yapılmalıdır. Tümörün mesane

duvarındaki katmanlarda yayılımı evrelemede ve prognozu belirlemede kullanılır. Patolojik

değerlendirme için; rezeke edilen tümörün yüzeyel kısmı ve derin kısmı ayrı ayrı

gönderilmelidir. Koterin yaygın kullanımı patolojik detayları bozabileceğinden koter

kullanıma bağlı koter artefaktından kaçınılmalıdır. Taban biyopsisi tercihen biyopsi pensi

ile alınmalıdır (7).

Hastalığın yaygınlığını belirlemek için tümörden ve şüpheli alanlardan biyopsi

alınmalıdır. Histolojik yapının ve hastalığın yayılımının tespiti için soğuk biyopsi ve TUR

biyopsiler yapılabilir. Sitoloji pozitifliği var ancak papiller tümör yok ise ya da solid,

düzeysel tümör varlığında, normal mukozadan rastlantısal biyopsilerin alınması gereklidir.

Tek odaklı papiller lezyonlarda bu biyopsilerin alınması kontrendikedir. Çünkü ilave bir

bilgi sağlamaz ve biyopsi alanlarına tümör ekilmesi gibi bir risk taşır. Prostatik üretraya

yüksek sıklıkta yayılımından dolayı Cis şüphesi varlığında; prostatik üretradan TUR

biyopsi alınmalıdır (7).

2.10.7 Floresan Sistoskopi

Standart bir prosedür olarak, sistoskopi ve TUR-Tm beyaz ışık kullanılarak

yapılırlar. Bununla beraber, beyaz ışık kullanımı var olan, ama görülmeyen lezyonların

gözden kaçmasına neden olabilir. Mavi ışık ve porfirin-tabanlı fotosensitizatörü [(hexi)-

aminolaevulinik asit (HAL veya ALA) kullanarak yapılan flosesan sistoskopi, mesanede

CİS için şüpheli alanları veya beyaz-ışıklı sistoskopide görülemeyecek gelişmekte olan

papiller tümörü ortaya çıkaracaktır. Araştırma döneminde olan bu yöntem günlük pratikte

rutin olarak henüz uygulanmamaktadır (7).

2.11. Tedavi

2.11.1 Transüretral Rezeksiyon (TUR)

Tanısal, prognostik ve tedavi olarak kullanılmaktadır. Evreyi kesinleştirmek için

yüksek derece Ta tümörlerde, yetersiz rezeke edilmiş tümörlerde, özellikle preperatta kas

dokusu içermeyen T1tümörlerde ilk tanıdan 2-6 hafta sonra 2. TUR Tm yapılır (15,17,33).
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2.11.2 Kasa İnvaze Olmayan Mesane Kanserinde Tedavi

Tedavideki amaç tekrarlamayı ve kasa yayılmayı engelleyip kansere bağlı ölüm

oranını azaltmaktır. Tekrarlama riskini azaltmak için epirubisin, mitomisin C (MMC),

thiotepa veya pirarubicin’den herhangi biri TUR Tm hemen sonrasında intravezikal olarak

uygulanabilir. Postoperatif kemoterapi genellikle hemen TUR bitiminde yada ilk 6 saat

içinde uygulanmaktadır (15,17).

Tümör tekrarlama riskini azaltmak için adjuvan intravezikal tedavi

uygulanmaktadır. Tekrarlayan düşük dereceli Ta tümörlerde, yüksek dereceli Ta ve T1

tümörlerde TUR Tm sonrası adjuvan intravezikal kemoterapi veya immunoterapi önerilir

(15,34). Tekrarlayan CIS lezyonlarda intravezikal Bacillus Calmette-Guérin(BCG)

önerilmektedir (15,34). BCG idame tedavisi Ta, T1 tümörlerde tekrarlama oranını MMC

tedavisinden daha fazla azaltmaktadır (15,35).

BCG başarısızlığında çeşitli çalışmalarda lokal MMC ile birlikte microwave

hipertermi, elektromotive intravezikal MMC instilasyonu, oral 5-ALA alımını takiben

photodinamik tedavilerin tümör tekrarlama oranını azalttığı saptanmıştır (15,36).

CIS ve yüksek dereceli T1 tümörlerde tanıdan 6 ay sonra agresif tümör gelişirse, 2

kür BCG tedavisi sonrası tümörün gerilememesi durumlarında radikal sistektomi

önerilmektedir (15,17,36).

Takipte sistoskopi ve idrar sitolojisi ilk 2 yıl 3 ayda bir daha sonraki yıllarda uzayan

aralıklarla önerilmektedir (15,34). Yüksek dereceli  tümörlerde 1-2 yılda bir  üst  üriner

sistemin görüntülenmesi önerilmektedir (15,34).

2.11.3 İnvaziv Mesane Tümörlerinde Tedavi

T2 kasa yayılmış tümörlerde radikal sistektomi ve üriner diversiyon önerilmektedir

(15,34).

Üriner diversiyon işleminde en sık ortotopik yeni mesane yöntemi uygulanmaktadır.

Ortotopik yeni mesane için kesin kontrendikasyonlar uzun süreli obstrüksiyon, KBY, ciddi

karaciğer yetmezliği ve üretrektomi yapılması gereken olgulardır. Göreceli

kontrendikasyonlar ise mental retardasyon, eksternal sfinkter yetmezliği, tekrarlayan

üretral darlıklardır. Eski günlük hayatına  hızlı dönmek isteyen özellikle yaşlı hastalar,
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toplumdan izole yaşayan hastalar, vücut imgesi problemi olmayan hastalarda inkontinan

kutanöz diversiyon (conduit) cerrahisi tercih edilmektedir (7,15).

Sistektomi yapılan çoğu hasta standart evreleme yöntemleriyle saptanmayan

metastazlara sahiptir (15,34). Yüksek riskli T3,T4 ve lenf nodu pozitif mesane tümörlü

hastaların %50’sinden fazlası sistektomi sonrası sistemik relaps olur. Kasa yayılmış

tümörlü hastalarda mikrometastazları tedavi ederek, tümör evresini düşürmek, cerrahi

sırasında dolaşım sisteminden tümör hücrelerinin dokulara yayılmasını önlemek ve yaşam

süresini uzatmak için neoadjuvan kemoterapi kullanılmaktadır (15,34).

Neoadjuvan methotrexate, vinblastine, doxorubicine (adriamycin) ve cisplatin

(MVAC) kemoterapisinin ciddi granülositopeni, bulantı, kusma, stomatit, diyare ve

konstipasyon yan etkileri vardır.

Gemcitabine ve cisplatine (GC) kemoterapisi MVAC kombinasyonuyla benzer

etkinlik ve daha az toksisiteye sahiptir. Nötropeni, mukozit, nötropenik ateş yan etkileri

vardır. Böbrek yetmezliği olan hastalarda cisplatine yerine daha az toksik karboplatine

tercih edilmektedir.

İnvaziv mesane tümörlü hastalar yakın takip edilmelidir. İlk 2 yıl 3-12 ayda bir

üriner sitoloji, serum elektrolit ve kreatinin takibi, akciğer grafisi ve batın görüntülenmesi

araştırılmalıdır. 6-12 ayda bir üretral yıkama sitolojisi çalışılmalıdır. Kemik metastaz

şüphesi olan ve ≥T3 evredeki pN(+) hastalara kemik sintigrafisi çekilmelidir.

2.12. RAS Protein Ailesi

RAS proteini monomerik GTP bağlayan bir GTPaz’dır (37). RAS proteinleri hücre

zarının sitoplazmik yüzüne bakan kısmına bağlanmak için bir lipit grubu içermektedir.

RAS gen ailesi, Harvey RAS (HRAS), Kristen RAS A ve B (KRAS), ve nöroblastom RAS

(NRAS) olmak üzere 4 fonksiyonel genden oluşur. Bunlar 21 kDa (p21) molekül

ağırlığında, birbirine çok benzer ve korunmuş proteinleri kodlarlar (37,38). Farklı

hücrelerde görevli farklı RAS proteinleri bulunur. RAS hücreye gelen sinyali hücre

yüzeyinden başka bölgelere yaymaya yardımcı olur (39). Örneğin tirozin kinazlar gen

ifadesini değiştirerek hücre çoğalması ve farklılaşması sinyalini iletmede kullanılırlar

(38,39,40,).
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RAS proteini GTP bağlayan bir protein olarak 2 belirgin konformasyon arasında

gidip gelen bir anahtar gibi davranır. GTP bağladığında aktif ve GDP bağladığında

inaktiftir. Aktif ve inaktif durumlar arasındaki geçişi Guanin nükleotid değiş tokuş

elementleri (GEF) düzenler. GEF’ler GDP’nin ayrışmasını ve sonrasında GTP’nin

sitenolden alımını uyararak RAS’ı aktifleştirirler. GTPaz etkinleştirici proteinler (GAP)

RAS’taki GTP’nin hidroliz hızını arttırarak RAS’ı inaktive ederler. Mutant RAS formları

GAP’a duyarsızdır ve sürekli GTP bağlı aktif durumda kalırlar. Böylece kanser oluşumunu

teşvik ederler. Tirozin kinaz reseptörleri GEF’leri aktifleştirerek, GAP’ları boşluyarak

RAS’ı aktifleştirebilirler.

Aktif Ras, diğer sinyal ileti proteinlerini aktifleştirerek sinyalin pek çok yolak

üzerinden iletilmesini sağlarlar. Bu yolaklardan birisi evrim sürecinde oldukça iyi

korunmuş olan serin/treonin fosforillenme proçesidir. Bu kaskadın fosforlanması ile tirozin

kinazlar aktifleşirken, fosfotazlar ile inaktifleşirler. Hücrelerin çoğalma ve farklılaşabilmesi

için kısa ömürlü sinyal iletim işlemi sinyali sürdürüp, gen ifadesini değiştirmek için

çekirdeğe iletebilecek uzun ömürlü işlemlere döndürülmelidir.

GTP bağlı konformasyondaki Ras ailesi proteinleri, sinyal yolağının alt

basamaklarında bulunan efektör proteinlere doğrudan bağlanarak bu proteinleri

(efektörleri) aktif hale geçirirler. RAF (“Ras Associated Factor”) ve MAPK/ERK

(“Mitogen Activated Protein Kinase” ve “Extracellular Signal Regulated Kinase”)

kaskadındaki en önemli efektör, Raf1, Ras efektörü olarak tanımlanan ilk proteindir.

Memelilerde A-Raf, B-Raf ve Raf-1 olarak adlandırılmış üç tane Raf izoformu vardır.

Aktif haldeki GTP-Ras, bir serin/treonin kinaz olan Raf1’in fosforillenmesine yol açar, ve

MAPK/ERK (MEK) ile başlayarak ERK1/2 ile devam eden ve E26-transkripsiyon

faktörünün (ETS) aktivasyonuna yol açan sinyal yolağının fosforillenme şelalesi ile aktive

olmasını tetikler. Kontrolsüz olarak aktif hale gelen Raf-MEK-ERK sinyal iletiminin

kemirgen hücre hatlarının onkogenik transformasyonu için yeterli olduğu ve benzer bir

bozulmanın insanda kanserleşmeye yol açtığı gösterilmiştir (63,64,65).

Aktif olan Map-kinaz protein kinaz ve gen düzenleyici proteinleri fosforilleyerek

sinyali çekirdeğe iletirler. Çekirdekte gen ifadesini düzenleyen bileşenleri fosforilleyerek

gen ifadesinde değişikliklere neden olur. Böylece, Ras-MAP kinaz sinal ileti yolağı, hücre

yüzeyinden gelen sinyali çekirdeğe taşır ve gen ifadesinde anlamlı değişikliklere neden
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olur. Bu yolakla etkinleşen genler arasında G1 siklinleri kodlayan genler gibi hücre

çoğalması için önemli genler de bulunur. Mapkinazlar, tirozin veya treonin fosfatlardan

birinin uzaklaştırılması ile etkisizleştirilirler.

Ras proteinleri büyüyen hücrenin proliferatif ve değişim sinyallerinde aktif rol

aldığı için tüm kanserlerde somatik kazanılmış fonksiyonel mutasyonlara çok açıktır. Bu

şekilde intrinsik GTPase aktiviteli proteinlerin yapısı değişir (38,39,40). Bazı tümörler

üzerinde yapılan çalışmalar RAS gen ailesinde nokta mutasyonlara yatkın olan bazı ‘hot

spot’ları göstermiştir. Sık mutasyonlar kodon 12 de glisinin valine, kodon 13 te glisinin

sisteine ve kodon 61 de glutaminin arginin/lizin/lösine değişimi şeklinde olmaktadır.

Hotspot kodonlar 12, 13 (segment 1) veya 61 (segment 2) deki mutasyonlar spesifik

aminoasit değişimlerine neden olur ve GTPaz aktivitesinin kaybıyla sonuçlanır (38,41,42).

Guanozin trifosfatazın sinyal aktarımında (genetik bilgi aktarımında) moleküler anahtar

olduğu iyi ortaya konmuştur. Ve farklı ekstrasellüler sinyal çeşitleri RAS-GDP’nin RAS-

GTP aktif biçimine dönüşümünü stimüle eder. RAS proteininin ana fonksiyonu devamlı

mitojenik sinyalizasyonla sonuçlanan ve ölümsüz hücrelerin dönüşümü ile sonuçlanan

aşağı yönde kinaz kaskadının aktivasyonunu indüklemektir (43).

RAF gen ailesi üyesi olan BRAF geni, v-raf murin sarcoma viral onko gen homolog

B1 olarak tanımlanır ve kodladığı protein kinaz (sitoplazmik serin/treonin kinazı), MAPK

sinyal yolunda, hücre farklılaşması ve proliferasyonunda görev alır (67,68,69). BRAF

alelleri, yedinci kromozomun kısa kolunda (7q) bulunmaktadır. Yeni calışmalarda,

malignmelanoma, kolorektal karsinoma gibi kanserlerde BRAF genine ait somatik olarak

mutasyon varlığı rapor edilmiştir (67). Kanser oluşumunda etkili olduğu düşünülen BRAF

genindeki somatik mutasyonlar, BRAF kinaz domaininin iki bölgesinde görülmektedir.

Bunlar, G loop (ATP ’nin bağlanmasına aracılık eden motif) ve aktivasyon segmenti

(substrat bağlanan bölgeyi koruyan motif) olarak tanımlanmıştır (67).

BRAF ’ın ekzon 15’indeki kinaz aktivasyon domaininde, 1796 T-A trans versiyonu

(V600E-valinin glutamik asite değişimi)yanlış anlamlı mutasyon olarak (missens

mutasyon) tek bir amino asit değişimiyle sonuçlanır (67). Tanımlanan BRAF

mutasyonlarının %90’ı icin, mutasyon T1796A’ nın etkisi altında olan V600E olarak rapor

edilmiştir (67,68). V600E (GTG-GAG), yanlış anlamlı mutasyonu, Kumar ve ark.

tarafından yeniden adlandırılarak V600E mutasyonu adını almıştır (70).
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3. MATERYAL VE METOD

Çalışmamız prospektif bir çalışma olup, 1 Ocak 2007 – 30 haziran 2011 tarihleri

arasında Süleyman Demirel Üniversitesi Tıp Fakültesi Hastanesi Üroloji Kliniği’ne

başvuran ve mesane tümörü tanısıyla transüretral mesane tümörü rezeksiyonu (TUR-MT)

uygulanan hastalar çalışmaya dahil edildi. Hastaların mesane tümör dokularına PCR tabanlı

MassARRAY® teknolojisi (İPLEX®) ile tek nükleotid polimorfizmlerinin (SNP)

genotiplenmesi işlemi uygulanmıştır.

Elde edilen dokular işleme kadar -80 ºC ‘de saklanmıştır.

3.1. Dokudan DNA İzolasyonu

a. İzolasyon işlemine başlamadan önce sıcak su banyosu (Termal Labaratuvar

Aletleri 820-3, Türkiye) 55ºC’ ye ayarlandı.

b. Steril mikrosantrifüj tüplere doku bisturi yardımıyla parçalandıktan sonra

yerleştirildi.

c. Tüplere 180 µl PureLink Genomic Digestion Buffer (İnvitrogen K1820-02)

ve 20 µl Proteinaz K eklendi ve şiddetli vorteks (Nüve NM 110, Türkiye) yapıldı.

d. Tüplerin içindeki doku parçaları homojen hale getirilmek amacıyla 55ºC su

banyosunda bir gece bekletildi.

e. Bu sindirim işleminden sonra tüplerde alına doku örneklerine ait homojen

olmayan herhangi bir parça kalmış olma ihtimaline karşı lizat maksimum hızda oda

sıcaklığında 4 dakika santrifüjlendi.

f. Süpernatant yeni steril mikrosantrifüj tüpe transfer edildi.

g. Lizata 20 µl RNase A eklendi, vorteks yapıldı ve 3 dk oda sıcaklığında

inkübe edildi.

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

i. Lizata 200 µl %96’ lık etanol (Riedel-de Haen 32221) eklendi ve 5 saniye

vortekslendi.

j. PureLink Spin Column içerisine hazırlanan lizat eklendi ve 13000 rpm’de 2

dakika santrifüjlendi.

k. PureLink Spin Column alt kısmındaki tüpler değiştirilerek yıkama işlemine

geçildi.
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l. 500 µl Wash Buffer 1 PureLink Spin Column’a eklendi ve 13000 rpm de 1.5

dakika santrifüj edildi.

m. 500 µl Wash Buffer 2 PureLink Spin Column’a eklendi ve 13000 rpm de 1.5

dakika santrifüj edildi.

n. PureLink Spin Column filtreli kısmı yeni steril ependorf tüpe yerleştirildi.

o. 100 µl PureLink Genomic Elution Buffer PureLink Spin Column filtreli

kısma eklendi, oda sıcaklığında 1 dakika inkübe edildikten sonra maksimum hızda 2 dakika

santrifüjlendi.

p. Ependorf tüplerde doku örneklerine ait saf genomik DNA elde edildi.

3.2. İPLEX Gold Teknolojisi ile SNP Genotipleme

MassARRAY® teknolojisi (İPLEX®) tek nükleotid polimorfizmlerinin (SNP)

genotiplenmesi için son derece yüksek verime sahip bir sistemdir. Nükleik asit

değişikliklerini saptamak için hedef bölgeler başlangıçta MassARRAY® TYPER 4.0

genotipleme yazılımı kullanılarak özel olarak tasarlanmış primer çiftleri ile çoğaltılır ve

sonrasında tek kütlesi modifiye edilmiş nükleotidler kullanılarak tek baz uzama

reaksiyonuna tabi tutulur. Bu aşama sonrasında elde edilen ürünlerin matriks çipe

aktarılması ve MassARRAY® kütle spekrometrisi (Sequenom, San Diego, CA, USA) ile

iyonizasyon sonrası eşzamanlı deteksiyonu gerçekleştirilir. Bu işlem Matrix-assisted laser

desorption/ionization time-of-flight kütle spektrometrisi’ne (MALDI-TOF) dayanmaktadır.

Kısaca, lazer enerjisi matriks tarafından absorblanır, bunun sonucunda minimal hasar ve

fragmentasyonla substratın kısmi buharlaşması meydana gelir. İyonize örnekler

elektrostatik hızla mass-to-charge oranının saptanması için kütle spekrometresine transfer

edilir. Bu platformun geleneksel deteksiyon sistemlerine gore bazı avantajları mevcuttur.

Ürün kütlesi, yüksek analitik doğruluk (%0.1–0.01) ile belirlenir. İndirekt analiz de

kullanılan radyoaktif veya flouresan işaretleyicilere ihtiyaç duymaz. Multipleks polimeraz

zincir reaksiyonu (PZR) sayesinde yüksek verim kapasitesine sahiptir. Tek kuyuda

maksimum 36 farklı SNP’yi kuyu başına 20 ng’dan az DNA miktarı ile çalışabilme

kapasitesine sahip oluşu ve MassARRAY® TYPER 4.0 genotipleme yazılımı sayesinde

hızlı analiz imkanı yüksek verim elde edilmesine olanak sağlamaktadır. Nükleik asitlerin

hızlı analizi için MALDI-TOF kütle spektrometrisi, farklı ağırlıklardaki DNA kütlelerinin

analizine dayanarak genotipleri ayırtetmeye yarayan bir araç olarak geliştirilmiştir.
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Yavaşlatılmış ekstraksiyon teknolojisi; kütle analizöründe iyonların iyonizasyon ve

ekstraksiyon arasında oluşan zaman farkını tanıyarak, rezolüsyon ve hassasiyeti

artırmaktadır. Bu esnada çip üzerinde var olan matriks (3-hidroksipikolinik asit) arka plan

kirliliğini azaltarak kütle belirleme hassasiyetini artırır. Bu teknik oligonükleotid sekans

varyasyonlarının çoklupolimorfizlerinintek reaksiyonda çalışılmasınaolanak

sağlamaktadır. Kullanmış olduğu yeni nesil teknoloji ve sağlamış olduğu bu avantajlardan

dolayı MALDI-TOF kütle spektrometrisi yüksek verimli genotipleme çalışmaları için çok

etkin bir yöntem olarak kabul edilmektedir.

SNP genotipleme çalışması esnasında polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) için

kullanılacak periferik kan veya parafine gömülü dokulardan (FFPE) elde edilecek DNA

örneklerinin belirli yüksek kalite standartlarında olmaları gerekmektedir. İlgili genetic

varyasyon bölgesini çoğaltmada genomik DNA (gDNA) kalıp olarak kullanılacaktır.

MassARRAY® sisteminde kullanılacak olan amplikon uzunlukları ortalama 70-150 baz

çiftidir. Bu da çalışmamızın bir bölümünde kullanacağımız parafine gömülü doku

örneklerinin kolaylıkla değerlendirilmesinde diğer teknolojilere göre avantaj sağlayacağını

düşünmekteyiz (48,49,50,51).

3.2.1. DNA İzolasyonu ve Kalitesi

MassArray® sisteminde kullanılmak üzere, yüksek miktarda PZR amplikonu

yapmak için gDNA kalıbının çok saf ve degrade olmaması gerekmektedir. İzolasyon

sonrasında ve PZR öncesinde gDNA kantitasyonu mutlaka yapılmalıdır. Ultraviyole (UV)

spektrofotometre ölçümlerinde 260 nm ve 280 nm dalga boyu sonuç oranlarının 1.7 ve 2.0

(ör. A260/A280 = 1.7-2.0) aralığında olması gerekmektedir (48).

3.2.2. Çalışma Dilüsyonu

Kantitasyon sonrasında DNA’nın büyük bir kısımını 50ng/µl stok

konsantrasyonunda dilüe edilecektir. Bu stok konsantrasyon dilüe edilerek genotipleme

çalışmalarında kullanılacaktır. Genotipleme çalışmasında her bir reaksiyon için 10-20ng

DNA gereklidir (48).
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3.2.3. Genotipleme Testi İçin Gereken PZR Primer ve Uzama Probu Dizaynı

3.2.3.1. SNP veya mutasyon bölgesi seçimi

Kademeli PZR’da BRAF genin 15. ekzonundaki 600. kodonunu çoğaltmak

amacıyla tasarlanan primerler; ileri dizi (For ward) prime ri: 5’-TCA TA A TGC TTG CTC

TGA TAG GA-3’, geridizi (Reverse) primeri; 5’-GGC CAA AAA TTT AAT CAG TGG

A-3’ ve Kras geninin 12 ve 13. ekzonundaki primerler;

5’ACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGACCT-3’ ve

5’TTCTCCATCAATTACTACTTGCTTCCTGTA-3’ şeklindedir.

Tanımlanmış SNP’ lerin referans sekans numaraları (rs) ve özellikleri açık veri

tabanlarından (ENSEMBL Genome Browser (44); NCBI Entrez database (45); Wellcome

Trust Sanger Institude Cosmic database (46) taranarak çalışma kapsamına alınmıştır (49).

3.2.3.2Amplifikasyon primerleri dizayn edilmesi

PZR mutiple amplifikasyon primerleri Sequenom’un Assay Designer yazılımı

kullanılarak dizayn edilmektedir. Amplifikasyon primer çiftleri ortamda yer alan template

dizileri ile hybridize olarak reaksiyonu başlatmaktadır.   Assay Designer yazılımına

adresinden de ulaşılabilmektedir. Başlangıç PZR primer kütle ve dizi bilgileri ek dosya

1’de gösterilmektedir (50).

3.2.3.3.Uzama problarının dizayn edilmesi

Tek baz uzama probları Sequenom’un Assay Designer yazılımı kullanılarak dizayn

edilmektedir. Problar amplifikasyon aşamasında modifiye edilen PZR ürününe spesifik

hibridizasyon gerçekleştirerek ortamda var olan her bir allelin belirlenmei için tek baz

spesifik uzama gerçekleştirir. Assay Designer yazılımına adresinden de ulaşılabilmektedir.

Uzama prob kütle ve dizi bilgileri ek dosya 1’de gösterilmektedir (50).

Mulipleks iPLEX Gold reaksiyonunda en iyi sonuçlar için uzama primerleri ve

ürünlerinin kütlelerinin en azından 30 Da farklı olması gerekmektedir (aynı assayin allelleri

hariç) ve tercih edilen analit kütleleri 4500-9000 Da arasında olmalıdır (50).
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3.2.4.Sequenom MassARRAY® Protokol

3.2.4.1. DNA’nın Genotipleme için Çoğaltılması

Nükleik asit değişimlerinin belirlenebilmesi ve MassArray® sisteminde

kullanılabilmesi için önce gDNA’daki  hedef bölge, dizayn sonucu elde edilen primer

çiftleri kullanılarak multipleks PZR ile çoğaltılacaktır. Uygulanacak çalışma kondüsyoları

aşağıdaki gibidir (49,50).

Protokol: her kuyu için aynı multipleks assay, kuyularda farklı DNA

PZR karışımı aşağıdaki gibi hazırlanır.

Tablo 5. Sequenom PCR Reagent Set kullanılarak PCR kokteyl hazırlanması (49)

Reagent

5µL reaks.

Final konst. 5µl ‘dekiReagenthacmi [ µl]

dH2O, HPLC grade N/A 2.8

10 x PCR Buffer (20mM MgCl2 ) 2mM MgCl2 0.5

25mM MgCl2 2mM 0.4

25mM dNTPMiks
500µM 0.100

0.5uM Primer Miks 0.1µM 1.00

5U/µl PCR Enzim 1 Unit 0.200

20ng/uL DNA 20ng/rxn Çalışma tüpüne aktarılıp, suyu
kurutulmuş haldeolacak

Total hacim [µL] n/a 5.000

Her bir kuyuya 4µl PCR kokteyli konur.

1 µl uygun genomik DNA (10-20 µg/ml) her ilgili kuyuya konur.

Nazikçe karıştırılır ve 1000 rpm hızında santrifüj edilir.
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Thermocycler Pzr reaksiyonları;

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 Nötralizasyonu (SAP Reaksiyonu)

Amplifikasyon ürünlerindeki bağlanmamış dNTPleri shrimp alkaline phosphatase

(SAP) ile nötralize etmektir. SAP, serbest dNTP’den bir fosfat keserek geri dönüşümsüz

olarak dNDP’ye çevirir. Bağlanmamış, serbest bulunan dNTPleri defosforile etmek için

aşağıdaki basamaklar uygulanır.

SAP Reaksiyon Kokteyli aşağıdaki gibi hazırlanır:

Tablo 6. SAP kokteylinin hazırlanması (50)

Reagent

7µL reaksiyon hacmi
içindeki final hacim

(PZR + SAP)

2µL of SAP kokteyl
içersindeki reagent miktarı

[µL]

Nanopuresu, Otoklavlı n/a 1.53

SAP Buffer 0.24x 0.17

SAP Enzime(1.7U/ul) 0.5U 0.30

Total hacim [uL] n/a 2
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2µl shrimp alkaline phosphatase enzimi(SAP) her örnek kuyusuna yüklenir.

Örnek plateleri nazikçe karıştırılır ve 1000 rpm hızında santrifüf edilir.

37°C 40dk, 85°C 5 dk, 4°C sonsuz inkübasyonları yapılır.

3.2.5.iPLEX Gold® Reaksiyonu Hazırlama (Tek baz spesifik uzama reaksiyonu)

Ürünler daha sonra İPLEX uzama reaksiyonuna tabi edilir, dizay edilen probler hedef

bölge ile hibridizasyonu ve tekkütle-modifiye nüklotid uzaması gerçekleşir. Uzama probu

ve multipleks detayları ek tablo1 de mevcuttur (49,50).

İPLEX gold reaksiyon kokteyli aşağıdaki gibi hazırlanır:

Protokol: her kuyu için aynı multiplex assay ve kuyulara farklı DNA

Tablo 7. İPLEX Gold Reaksiyon kokteylinin hazırlanması (49,50,51)

Reagentlar
9µL reaksiyon hacmindeki

final konsantrasyon

2µL cocktail içersindeki
reagent hacmi

[µL]

Nanopuresu N/A 0.619

iPLEX GOLD Buffer 0.222X 0.200

IPLEXTerminasyon miksi 1X 0.200

Iplex Extend Primer Miksi
8/10/15 µM or linear
regression karışımı

0.84/1.04/1.57 0.940

iPLEX Enzim 1X 0.041

Hacim [ µl] n/a 2.000

SAP+PCR reaksiyonu n/a 7.000

Total Volume [ µll] n/a 9.000

iPLEX Gold reaksiyon karışımı hazırlanır. Gold reaksiyon karışımı 1000 rpm hızında 1

dk santrifüj edilir. Her kuyuya 2 µl iPLEX reaksiyon karışımı eklenir. Örnek plateleri

nazikçe karıştırılır ve thermocycler aşaması öncesinde 1000 rpm’de santrüfüj edilir.
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iPLEX gold reaksiyon kokteylinin thermocyclerda işlem görmesi;

94°C 30sn

94°C 5sn
52°C 5sn 5siklus 40 siklus

80°C 5sn
72°C 3dk

4  °C bekleme

3.2.6. Resin ile temizleme

Kütle spektrometrik analiz optimizasyonu için iPLEX reaksiyon ürünleri Na+, K+,

and Mg+ gibi iyonları uzaklaştırarak arka plan kirliliğini minimum indirmek için katyonik
değişim sağlayan resin ile minimum 30dk muamele edilir. Örnekler 25ul ddH2O ve 6mg

resin kullanılarak dilüe edilir. Bu aşamanın hazırlanması için 6 mg çukur plate kullanılır.

Muamele sonrası PZR ürünleri 4000 rpm hızında santrifüj edilerek fazla resin kuyu dibine

gönderilir (40,50,51).

3.2.7.SpectroCHIP®Dağılımı

Hedef bölgenin amplifikasyonu , SAP uygulaması ile bağlanmamış serbest bulunan

dNTP’leride fosforile etme, tek baz spesifik uzama reaksiyonu ve ortamdaki tuzların

uzaklaştırılması için rezin uygulanması aşamalarını takiben elde edilen modifiye ürünü,

nanolitre (nl) hacminde ortalama 15nl PZR ürünü 384-element SpectroCHIP® II üzerine

dağıtmak için nanodispenser (Sequenom) kullanılır (40,50,51).

3.2.8.MALDI-TOF MS İle Veri Analizi

Nanodispenser ile üzerine PZR ürünü dağıtılan 384-element SpectroCHIP®II analizi

için MassARRAY® Analyser 4 cihazına yüklenir. Cihaza yükleme aşamasından sonra
sonuç alımı maksimum 40 dk sürmektedir. Lazer atımı sonrası elde edilen verilerin analizi,

spektro görüntüsünün ve allel spesifik piklerin elde edilmesi için (iPLEX SpectroCHIP®II

analizi) MassARRAY® TYPER 4.0 genotipleme yazılımı kullanılmaktadır. Deney dizayn
aşamasında elde edilen dizayn bilgileri, spektra da doğru analitin beklenen pozisyonunun
hesaplanması için sistem tarafından kullanılmaktadır (40,50,51).
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Şekil 8. Hedef bölge amplifikasyonu, SAP inkübasyonu, tek baz spesifik uzama ve
spectrum görüntüsü (40)
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4.BULGULAR
Araştırmaya alınan mesane kanserli olgular toplam 46 kişiydi. Olguların %84,8’i

(39) erkek, %15,2’i (7) kadındı. Yaş ortalaması 66 yıl (38-86) idi. Yaş grupları

değerlendirildiğinde olguların %60,9’u (n=28) 65 yaş ve üzerindeydi (Tablo 8).

Olguların en kısa takip süresi 4 ay, en uzun takip süresi 60 aydı. Takip süresi

içerisinde 14 olgu mesane kanseri nedeniyle ölmüştür.

Tablo 8. Olguların bazı sosyodemografik özelliklerine göre dağılımları

Sosyodemografik

Özellikler

Sayı Yüzde %

Cinsiyet

Kadın 7 %15,2

Erkek 39 %84,8

Toplam 46 %100

Yaş grupları

< 65 yaş 18 %39,1

≥ 65 yaş 28 %60,9

Toplam 46 %100
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Tablo 9. Olguların mesane kanseri patoloji sonuçlarına göre dağılımları

İlk Patoloji Sonucu Sayı (n) Yüzde (%)

Yüzeyel tümörler

TaG1 3 %6,5

TaG2 5 %10,8

T1G2 7 %15,3

T1G3 12 %26

İnvaziv tümörler

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

Olguların izlem sırasında ilk kontrollerinde 9’unda (19,5) nüks, 1’inda (11,1)

progresyon görülüştür.

Tablo 10. Olguların ilk kontrolleri sırasında karşılaşılan nüks ve progresyon

durumlarına göre dağılımları

Takip Sayı Yüzde %

Nüks 9 %19,5

Progresyon 1 %11,1

Nüks göstermiş olan 9 hastanın takibinde 1 hastada progresyon geliştiği saptandı.

Sonuç olarak, toplam 1 hastada progresyon geliştiği izlenmiş olup bunun Ta tümör olduğu

görüldü.
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Tablo 11. Hastaların mutasyon dağılımları

N
um

ar
a

Y
aş

C
in

si
ye

t

Si
ga

ra

Ev
re

B
R

A
F 

V
60

0E

G
ly

12
Se

rin

G
ly

13
as

p

G
ly

13
C

ys

G
ly

12
Ile

G
ly

12
Le

u

1. 77 K - T3G2 + - - - - -

2. 62 E + TaG2 + - - - - -

3. 61 E + T1G2 + - - - - -

4. 63 E + T3bG3 + - - - - -

5. 66 K + T1G3 + - - - - -

6. 75 E + T1G2 + - - - - -

7. 84 E - T2G3 + - - - - -

8. 59 E + TaG2 + - - - - -

9. 60 K - T3aG3 + - - - - -

10. 61 E + T2G2 + - - - - -

11. 70 E + T2G3 + - - - - -

12. 82 K + T1G2 + - - - - -

13. 66 E + T1G2 + - - - - -

14. 80 E + T4aG3 + - - - - -

15. 71 E + T2G3 - + - - - -

16. 80 E + T1G3 + - - - - -

17. 50 E + T2G3 + - - - - -

18. 65 K - T1G3 + - - - - -

19. 67 K - T1G2 + - - - - -
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20. 55 E + T1G3 + - - - - -

21. 78 E + T1G3 + - - - - -

22. 38 E + T2G3 + - - - - -

23. 65 E + T1G3 + - - - - -

24. 74 E - T3bG2 + - - - - -

25. 76 E - T2G3 + - - - - -

26. 72 E + T3bG3 + - - - - -

27. 42 E + T1G2 + - - - - -

28. 65 E + TaG1 + - - - - -

29. 77 E + TaG2 + - - - - -

30. 54 E - TaG1 + - - - - -

31. 62 E - TaG2 + - - - - -

32. 66 E + T1G3 + - - - - -

33. 75 E - T3bG3 + - - - - -

34. 64 K - T3aG2 + - - - - -

35. 69 E - T3bG3 + - - - - -

36. 85 E - T1G3 + - - - - -

37. 69 E + T1G3 + - - - - -

38. 56 E + T3bG3 + - - - - -

39. 75 E + TaG1 + - - - - -

40. 66 E + T1G3 + - - - - -

41. 63 E + T2G3 + - - - - -

42. 78 E - T2G2 + - - - - -
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43. 66 E + TaG2 + - - - - -

44. 86 E + T3bG3 + - - - - -

45. 60 E + T1G3 + - - - - -

46. 60 E + T1G3 + - - - - -

Olguların 45 (%97.8)’inde T1796A transversiyonuna bağlı BRAF V600E

mutasyonunun varlığı tespit edilmiştir. Bu 45 olguda KRAS mutasyonu saptanmamıştır.

BRAF gen
mutasyonu;

negatif; 2,2%
pozitif negatif

BRAF gen
mutasyonu;

pozitif; 97,8%

Şekil 9: BRAF gen mutasyonları

Bir olguda KRAS geninin 12. Kodonunda GGT>AGT transisyonu sonucu meydana

gelen Gly12Serin aminoasidine değişimine yol açan  bir mutasyonu saptanmıştır. Bu

olguda BRAF mutasyonu saptanmamıştır.

KRas gen mutasyonu saptanan olgu 71 yaşında erkek hastaydı. Hastanın mesleki

maruziyet öyküsü yoktu. Sigara kullanım öyküsü vardı. Hastanın mesane tümörünün

patolojik tanısı T2G3 olarak saptanmıştır. Sistemik metastaz saptanmamıştır.
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pozitif negatif

K-Ras gen
mutasyonu;

pozitif; 2,2%

K-Ras gen
mutasyonu;

negatif; 97,8%

Şekil 10. K-Ras gen mutasyonları

Ayrıca literatürde bildirilen KRAS geni13. Kodon (G>T) Gly13Cys ve (G>A)

Gly13Asp muatsyonları ile 12. Kodon (GG>CT) Gly12Leu ve (GG>AT) Gly12Ile

mutasyonları çalışma grubumuzda hiçbir hastada saptanmamıştır.

Çalışmamızda herhangi bir istatistik çalışmaya olanak vermeyen veriler elde

edilmiştir. Küçük örnek olduğu için normal istatistiksel yaklaşımlar uygun olmamaktadır.

Yapılan fisher-exact testi sonucunda da p-value her seferinde ‘1’ olarak bulunmuştur.
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5.TARTIŞMA ve SONUÇ
Mesane kanserlerinin %90-95’ini ürotelyal karsinomlar oluşturur. Ürotelyal

karsinomların %75-80’i tanı anında kasa invaze olmayan tümörlerdir . KİOMK’nin ilk tanı

anında %70’i Ta, %20’si T1 ve %10’u CIS (CIS)’dur (15,17).

KİOMK’nin kabul görmüş tedavi protokolü TUR-MT ve takiben intravesikal

kemoterapi veya immunoterapiden oluşur. Genel olarak bakıldığında makroskopik

tümörlere uygulanan TUR ve bunu takiben verilen intravezikal terapi sonrasında tedaviye

cevap %70-80’lere yaklaşmaktadır. Bununla birlikte nüks ve progresyonsuz hayatta kalım

oranları yüzeyel tümörün klinik evresine göre değişmektedir. Bu tümörler için ortalama

nüks oranı %75, progresyon oranı ise %15-20 arasında bildirilmektedir. Ta papiller tümörü

olan hastalarda ise %60-70 nüks ve %15 progresyon izlenmektedir. T1 tümörler değişken

ve kestirilemeyen biyolojik potansiyele sahip olan, çoğunlukla yüksek dereceli, progresyon

ve metastaz için yüksek risk taşıyan tümörlerdir. T1G3’lü hastalardaki en önemli

prognostik faktör eşlik eden CIS varlığıdır. Beraberinde CIS görülmeyen T1G3’lü

hastaların 1. ve 5. yıldaki progresyon olasılıkları sırası ile %10 ve %29 olarak belirtilmiştir.

T1G3 ve CIS birlikteliğinde bu oran sırasıyla %29 ve %74 olarak bildirilmiştir . Yapılan

retrospektif araştırmalarda T1 ürotelyal karsinomlu hastaların %5-30’unda mesane

kanserine bağlı ölüm bildirilmiştir. Veriler bu tümörlerin mortalite potansiyelini

vurgulamaktadır. Bu hastaların hemen hemen tamamı, basit lokal progresyon sonucunda

değil metastatik hastalık sonucu hayatını kaybetmektedir (15,17).

Lamina propria tabakası, kan ve lenfatik damarlardan oldukça zengindir. KİMK

olan hastaların büyük çoğunluğunda lamina propriadaki lenfovasküler damarlar

tutulmuştur. Bu bulgu mikrometastatik hastalık riskini belirgin derecede artırmaktadır. Bu

yüzden mikrometastatik hastalık gelişmeden mesane kanserini ortadan kaldırmak hayati

önem taşımaktadır (17).

Sylvester ve arkadaşları, toplam 2596 KİOMK hastasını kapsayan 7 EORTC

çalışmasında nüks ve progresyonu predikte etmek amacıyla 6 klinik ve patolojik faktörü

[nüks sıklığı, tümör derecesi, invazyon derinliği (evre), tümör sayısı (çok odaklılık), tümör

boyutu ve CIS birlikteliği] değerlendirmeye almış ve bu faktörlere göre  bir skorlama

sistemi düzenlemiştir. Buna göre 1. yıldaki nüks oranları %15-61 arasında değişmekte iken,

progresyon oranları %1-17 olarak bildirilmiştir. 5. yıldaki nüks oranları ise % 31-78
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arasında ve progresyon oranları % 1-45 olarak belirtilmiştir. Çalışma klinisyenlere takip ve

tedavi açısından yol gösterici olmasına rağmen, hala bazı hasta gruplarında hangi tedavi

yaklaşımına karar verileceği  konusunda kuşkular devam etmektedir. Bu çalışmada yer

verilmeyen ancak KİOMK hastalarının seyrini kestirmekte faydalı oldukları gösterilmiş

olan başka histopatolojik faktörler de bulunmaktadır (17,52).

Mesane kanseri hastalarının prognozlarını kestirmek amacıyla biyolojik araştırma

laboratuarlarında tümör dokusu, idrar veya kan örnekleri kullanılarak ELISA, reverse

transkriptaz PCR, floresans in situ hibridizasyon ve immunohistokimya teknikleriyle

yapılan moleküler ve genetik çalışmalar sonucunda her geçen gün mesane kanseri ile ilgili

yeni belirteçler bulunmaktadır (30,31,32).

Gen ekspresyonu microarray’lerinin (gen çipi) kullanımıyla mesane kanserinin evre,

derece, progresyon ve metastaz yapma olasılıkları kestirilebilmektedir. Genomik instabilite

üzerinde yapılan çalışmalar da prognozu ön görmek açısından oldukça yararlı bilgiler

vermektedir, bununla birlikte genomik instabilitenin etkinliği gen ekspresyonundan daha

düşük görünmektedir.

Bugüne kadar yapılan çalışmalarda mesane kanserinde prognozu predikte

edebilecek belirteçlerden en değerlileri Ki-67 , fibroblast büyüme faktörü reseptörü-3

(FGFR-3) , vasküler epidermal büyüme faktörü (VEGF) , gen hipermetilasyonları ,

survivin , epidermal büyüme faktörü reseptörü (EGFR) , hücre siklusü belirteçleri ; E-

Cadherin / kateninler ; N-Cadherin ; timidin fosforilaz (TF-Platelet Derived Endotelial

Growth Factor) , NMP-22 ve Cox-2 olarak sıralanabilir. Fakat araştırmalar şu ana kadar

hiç bir moleküler belirtecin sistoskopiyle yer değiştirecek duyarlılık veya özgüllüğe sahip

olmadığını göstermiştir (7,21,22).

P53 geninin hücre proliferasyonu, apoptozis ve genetik stabilitenin kontrolünde

temel rolü bulunmaktadır. İmmunohistokimyasal tekniklerle nukleus içinde p53

overekspresyonu saptanılması, p53 mutasyonu için bir işaret olarak kabul edilmiştir.

Mesane kanserindeki moleküler belirteçler arasında en fazla araştırma konusu olmuş olanı

p53’tür. Malats ve arkadaşları p53’ün mesane kanserinde nüks, progresyon ve mortaliteyi

predikte etmedeki rolünü ortaya koymak amacıyla 1993-2003 yılları arasında yayınlanmış

olan 698 orijinal makaleyi taramış ve 10026 mesane kanserli hastayı kapsayan toplam 117
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araştırma üzerinde bir metaanaliz yapmışlardır. 72 (%62) çalışmanın Avrupa’da, 23’ünün

(%16) A.B.D’de, 19’unun (%16) Asya’da ve 4’ünün(%3) dünyanın diğer yerlerinde

yapıldığı bildirilen çalışmaların meta-analizinde ortalama takip süresi 5,5 yıl olarak

belirtilmiştir. Hastaların ortalama yaşı 66,1 olup bunların %82’si erkektir. Sadece 15

çalışmanın (%13) prospektif olduğu bildirilmiştir. 3 çalışmanın (%3) sadece KİOMK

olgularını, 9’unun (%8) sadece KİMK olgularını ve diğer 105’inin (%90) bütün tümör

evrelerindeki olguları kapsadığı ve bütün olgulardan %76’sının yüksek dereceli tümörü

olduğu rapor edilmiştir. 6609 (%66) hastanın KİOMK ve 3417 (%34) hastanın KİMK

olduğu bildirilmiştir. Çalışmaların %20-25’inde cinsiyet ve yaş gibi sosyodemografik

bilgilerin eksik olduğu görülmüştür. P53 mutasyonu tespitinde 112 (%96) çalışmada

immunohistokimyasal yöntemler kullanılırken, 5’inde (%4) moleküler analiz yapılmıştır.

70 çalışmada nüks, 42 çalışmada progresyon, 62 çalışmada mortalite, 10 çalışmada

kemoterapiye cevap ve 4’ünde radyoterapiye cevap değerlendirilmiştir. 18 çalışmada

(%16) sonuçlar yalnızca istatistikî testlerle ilişkilendirilmiş olup bunlarda hayatta kalım

analizi yapılmamıştır. Sadece çalışmada çok değişkenli analiz yapılmış olup bunların

birkaç tanesinde riskin sağkalım üzerindeki etkileri (hazard ratio) belirtilmiş ve sadece

27’sinde %95 güven aralığı bildirilmiştir. Çalışmaların büyük çoğunluğunda p53’teki

değişiklikler ile KİMK arasında  bağlantı kurulmuştur. Bununla birlikte KİMK normal

popülasyonda ortalama %25 gibi oranlarda görülmekte iken meta-analizde KİMK’li

hastalara daha çok yer verildiği (%34) görülmüştür. Çok değişkenli analizler sonucunda

p53’ün, tüm çalışmaların %27’sinde nüks, %50’sinde progresyon ve %29’unda mortalite

ile belirgin olarak ilişkisi olduğu rapor edilmiştir (53).

Garcia-Rojo ve arkadaşları 2008 yılında, p53’ün artmış ekspresyonu ve mesane

kanserindeki prognostik önemini ortaya koymak amacıyla şu ana kadar yayınlanmış en

geniş seri (1356 hasta) olan çok merkezli prospektif çalışmalarını açıklamışlardır.

Çalışmanın sonucunda p53 ekspresyonu ile yüksek evre, yüksek derece,  büyük tümör

boyutu ve çok odaklılık arasında belirgin korelasyon olduğu bildirilmiştir. P53

overekspresyonunun %20’den fazla olduğu tümörlerde hastaların nüks, progresyon ve

mortalite açısından anlamlı risk taşıdıkları belirtilmiştir. Bu çalışmadan elde edilen en

önemli veri, p53 ekspresyonunun KİOMK hastalarında prognozu yeterli düzeyde predikte

edemediğidir. Bu bulgu daha önce yapılan bazı araştırma sonuçlarıyla çelişmektedir (54).
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KİOMK’deki takip protokolü konservatif tedavi yaklaşımları ile mesanenin

korunmasına izin veriyor gibi görünmektedir. Ancak yakın aktif izleme rağmen bu süre

içerisinde bazı tümörler kasa invaze hale gelmektedir. Yüzeyel mesane kanserlerinin

endoskopik takip sürecinde erken yakalanan evre T2 tümörün, ilk tanı anında T2 saptanan

de novo hastalara göre daha iyi prognoza ve hayatta kalım oranlarına sahip olacakları

düşüncesi mantıklı görünse de, TUR-MT sonrasında patolojik evrelemesinin normalden

daha düşük olabileceği ve T2 evresindeki bir tümörün daha geç yakalanabileceği de akılda

tutulmalıdır. Bir çalışmada takip sürecinde kasa invaze hale gelen yüzeyel mesane kanserli

hastaların, de novo T2 tanısı alan mesane kanserli hastalara göre hayatta kalım süresi

açısından belirgin dezavantajları oldukları ortaya konulmuştur. Yüksek dereceli T1

tümörlerde intravesikal tedaviye geçilmeden önce ilk TUR’dan 2 hafta sonra re-TUR

yapılması önerilmektedir. T1 tümörler için re-TUR yapılması ile düşük evreleme riski bir

miktar azaltılmışsa da radikal sistektomi yapılan T1 tümörlü hastaların yaklaşık %30’unda

patolojik evrelemenin pT2 ve daha üstü olduğu gözlenmiştir. Sonuç olarak önemli bir hasta

grubunda re-TUR yapılsa bile hala düşük evreleme yapıldığı görülmektedir (17).

Kısa süreli takiplerde mesane koruyucu yaklaşım (TUR-MT ve intravesikal

kemoterapi veya BCG) ile takip edilen pT1 ürotelyal karsinomlu hastalarda %10-20

oranında progresyon bildirilmiştir (E). Uzun süreli takiplerde ise 15 yıldan sonra hastaların

yarısının kasa invazif tümöre ilerlediği ve üçte birinin mesane kanseri nedeniyle öldüğü

belirtilmiştir (17).

KİOMK’de intravesikal tedaviye yanıt çok önemli bir prediktif faktördür. Çünkü

yüksek dereceli pT1 ürotelyal karsinomlarda ek tedavi yaklaşımları olmadan nüks gelişme

riski %80’lere yaklaşmaktadır. Bundan sonraki yaklaşım tek doz intravesikal kemoterapi

ile başlar ve takiben intravesikal BCG terapisiyle devam eder. BCG idame tedavisinin

progresyonda %37 oranında azalma sağladığı bildirilmiştir. BCG idame tedavisi alan

hastalarda median hayatta kalım süreleri, almayanlara göre 2 kat uzamaktadır (15,35).

Yüksek dereceli T1 tümörlerde TUR’u takiben BCG terapisi verilmesi kadar erken

radikal sistektomi de kabul görmüş bir tedavi seçeneğidir. Yüksek dereceli T1 ürotelyal

karsinomlu hastalarda intravesikal BCG’yi radikal sistektomi ile karşılaştıran prospektif

çalışma henüz bulunmamaktadır. Literatürdeki hemen tüm sistektomi serilerinde daha
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önceki intravesikal terapinin başarısız olduğu kasa invaze olmayan ürotelyal karsinomlu

hastalara odaklanılmıştır (55).

Radikal sistektominin benign bir prosedür olmadığı açıktır. Literatürde %3 ve

altında operatif mortalite ve %20-30 morbidite yüzdeleri bildirilmektedir. Burada önemli

olan üroloğun ne zaman sistektomi yapacağına karar vereceğidir (34).

Yüksek riskli KİOMK’de radikal sistektominin zamanlaması hastaların prognozu ve

uzun süreli hayatta kalımları açısından önem taşır; erken sistektominin sonuçları oldukça

iyi görünmektedir. Tedaviye dirençli T1 veya CIS’li mesane kanseri hastalarında erken

sistektomi sonrası yapılan patolojik değerlendirmede kas tutulumu, ekstravesikal yayılım

ve metastatik hastalığa ait bulgular saptandığında, gecikmiş sistektomi yapılanlara göre

belirgin derecede daha iyi prognoza sahip oldukları görülmüştür. Bununla birlikte

hastalığın progresyon gösterdiğinin ortaya konulması ve gecikmiş sistektomi yapılması

durumunda hayatta kalımın dramatik bir şekilde düştüğü belirtilmiştir. Eğer erken

sistektomi yapılır ve patolojik evreleme T1 olarak bulunursa uzun süreli kansere özgü

hayatta kalım oranları %95’tir. Bunun yanı sıra radyoloji ve patoloji tekniklerindeki

gelişmelere rağmen klinik T1 hastalarının %34-75 oranında düşük evrelendirildiği rapor

edilmiştir (15,17,36).

Klinik T1G3 hastalarda erken sistektominin 3 primer avantajı vardır. Öncelikle

mesane kanseri için güçlü prediktörler olarak  bilinen patolojik evreleme ve lenf nodu

durumu  ortaya konulmaktadır. Bu  okkült  metastatik  hastalığı  olan yüksek  riskli gruba

selektif adjuvan terapiler düzenlenmesine (sistemik kemoterapi) olanak sağlar. İkinci

olarak, erken evre tümörde sinir koruyucu sistektomi ile beraber kontinan ileal neobladder

oluşturulabilir. Böylece seksüel fonksiyonlar korunurken doğala yakın bir işeme

sağlanmaktadır. Bu cerrahi yaklaşım büyük T2 tümörlerde veya geniş ekstravesikal yayılım

olan durumlarda oldukça problemlidir. Son olarak, sistektomi hastalarda geç nüksleri

büyük oranda azaltır. Takip protokolü de oldukça basitleşir ve 3. yıldan sonra iyice azalır.

Taş oluşumu, üreteral striktürler veya üst üriner trakt veya üretral nüksler, radyolojik ve

laboratuar değerlendirmeyle takip edilebilecek oldukça ender durumlardır (15,34).

Klinisyen yüzeyel mesane kanserli hastayı takip ederken oldukça dikkatli olmak

zorundadır. Konservatif tedaviyi bırakıp sistektomi kararı almak için çok iyi zamanlama



50

yapmak şarttır. Klinik olarak düşük evreleme yapılabilmesi, tümör nüksü ve progresyonu

olasılığı ve ölüm riski göz önüne alındığında yüksek riskli hastalarda radikal sistektomiyi

tercih etmek için geç kalınmamalıdır. Bu yararların ötesinde radikal sistektomi ile önemli

prognostik bilgi sağlanmakta ve patolojik kriterlere dayanarak gerekirse hastaya adjuvan

terapi verilebilmektedir (7, 56).

Şu an için elimizde konservatif tedavi sürecindeki mesane kanserlerinin kasa invaze

hale geçmelerini engelleyecek bir takip protokolü mevcut değildir. EAU multipl rekürren

tümörlerde, yüksek derece’li T1 tümörlerde, CIS’in eşlik ettiği yüksek dereceli tümörlerde

ve intravesikal immunoterapiye dirençli tümörlerde erken radikal sistektominin tercih

edilebileceğini belirtmektedir (7,57). Bununla birlikte uzun süreli takibi olan çalışmalarda

intravesikal BCG terapisi alan T1G3   hastalarının yaklaşık   üçte birinde hiç nüks

görülmediği bildirilmiştir (17,58). Eğer bu hastaları klinik olarak ayırt edebilirsek radikal

sistektomi bu olgularda oldukça gereksizdir.

Hangi hastada kanserin progresyon göstererek KİMK gelişeceğini kestirmek

oldukça güçtür. Bugüne kadar belirlenmiş olan önemli belirteçlerin mesane kanserinde

nüks ve progresyon riskini ortaya koyarak klinik tedavi ve takip yaklaşımlarına ışık

tutmaları beklenmektedir. Gelişen teknolojiler ve güvenilir belirteçlerin rutin klinik

kullanıma sokulmasıyla, bu hastalardaki morbidite ve mortalite oranlarında belirgin azalma

olacağı ve tedavi süreçlerinde de ekonomik açıdan bir avantaj sağlanacağı açıktır. Bu

amaçla, mesane kanserinde hedef olarak seçilecek kitle KİOMK’li hastalar olmalıdır. Bir

belirteçten beklenen hangi tümörün kasa invaze hastalığa ilerleme potansiyelinin yüksek

olduğunu  ortaya koyarak,  üroloğun  tümör kasa invaze hale geçmeden önlem almasını

sağlaması  ve gerektiğinde konservatif tedavide ısrar etmeyip erken sistektomi  kararını

almada yardımcı bir araç olmasıdır. Bu nedenle araştırmamızda amacımız, Ras/Raf

protoonkogen ekspresyonlarının prognozu ve özellikle evre T2’ye progresyonu predikte

edebilecek güvenilir bir belirteç olup olamayacağının ortaya konulmasıydı. Böylelikle

özellikle yüksek dereceli T1 tümörlerde ciddi risk grubunun belirlenmesi ile doğru seçilmiş

hastalarda konservatif tedavi yaklaşımlarında uzun süre ısrarlı olmayıp, erken radikal

sistektomi kararı almada Ras/Raf  protoonkogenlerinden yararlanılabilecekti.
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46 hastayı kapsayan çalışmamızda ilk tanı anındaki patolojik evreler 8 hastada (%

17,3 Ta) yüzeyel, 19 hastada (% 41,3 T1) ise lokal invaziv, 19 hastada (% 41,3) invaziv

olarak saptandı.

Olguların izlem sırasında ilk kontrollerinde 9’unda (% 19,5) nüks, nüks eden

hastaların 1’inde (%11,1) progresyon görülmüştür.

Bir olguda KRAS geninin 12. Kodonunda GGT>AGT transisyonu sonucu meydana

gelen Gly12Serin aminoasidine değişimine yol açan bir mutasyonu saptanmıştır. Bu

olguda BRAF mutasyonu saptanmamıştır. Diğer bir olguda da KRAS geninin 12.

Kodonunda (GG>AT) Gly12Ile mutasyonu ve 13. Kodonunda (G>A) Gly13Asp

mutasyonları saptanmıştır.

Ayrıca literatürde bildirilen KRAS geni13. Kodon (G>T) Gly13Cys ve 12. Kodon

(GG>CT) Gly12Leu mutasyonları çalışma grubumuzda hiçbir hastada saptanmamıştır.

RAS mutasyonları ilk kez insan mesane kanser hücre hattı T24’te saptandı. Mesane

kanserli hastalarda değişik RAS gen mutasyon oranları bildirilmiştir (38). Hiç RAS

mutasyonu belirlemeyen seriler mevcutken %84 gibi yüksek mutasyon oranları bildiren

seriler mevcuttur. Bu çalışmalarda daha çok HRAS mutasyonları değerlendirilmiştir.

İnsan mesane tümörlerinde RAS gen mutasyonlarını araştıran pek çok çalışma

yapılmıştır. Tümörogeneziste yer alan pek çok aktif RAS mutasyonu bildirilmiştir. RAS

mutasyonların insidansı değişkendir ve büyük oranda kanser hücrelerinden üretilen doku ya

da hücre tipine bağlıdır. Genetik yapısı değiştirilmiş fareler üzerinde yapılan bir deneysel

çalışmada bir K-ras transgeninin doku spesifik salınımı sonucu ürotelyal hiperplazi ve

yüzeyel papiller tümör oluştuğu gözlenmiştir (38). Bu gözlem RAS aktivasyonunun

mesanedeki karsinogenezisin erken basamaklarına etki ettiğini göstermektedir.

Kültüre olmamış mesane tümörlerinin analizi örneklerin yalnız %10’unun

mutasyona uğramış HRAS içerdiğini gösterdi (41,63). Buna rağmen, sonraki raporlar daha

sık oranlar bildirdiler. Fitzgerald ve arkadaşları mesane kanserli hastaların idrar

sedimentlerinde %44 oranında HRAS gen mutasyonları bildirdi (38). İlave olarak,

Przybojewska ve arkadaşları PCR kullanarak mesane kanserli hastaların %84’ünde HRAS
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mutasyonu  bulmuşlardır (43). Czerniak  ve arkadaşları  HRAS  mutasyonlarının,  mesane

kanserlerinin %45’inde spesifik olarak kodon 12 ile bağlantılı olduğunu gözlemlediler (38).

Diğer taraftan kodon 12 de RAS mutasyonunun pek çok düzeyi son zamanlarda mesane

kanserinde bildirilmiştir. Zhu ve arkadaşları ve Buyru ve arkadaşları kodon 12 de HRAS

nokta mutasyonlarını sırasıyla %46,7 ve %39 oranında bildirmişlerdir (59). Yine bu

çalışmaların bazılarında mesane kanserli hastalarda RAS gen alt gruplarının hangi sıklıkta

mutasyona uğradığı araştırılmıştır. Bu çalışmalar üriner sistem tümörlerinde HRAS

mutasyonlarının KRAS ve NRAS gen mutasyonlarından çok daha sık gözlendiğini

gösterdi. Jebar ve arkadaşları 98 mesane tümörü ve 31 mesane hücre hattında RAS

mutasyonlarını örneklerin her ikisinde de %13 oranında saptadılar (38). Totalde HRAS’ta

10 mutasyon, KRAS’ta 4, ve NRAS’ta 4 mutasyon vardı. Kompier LC ve arkadaşlarının

257 mesane kanserli hasta grubunda yaptıkları çalışmada 28 hastada RAS mutasyonu

(%11) saptamışlardır. Bu mutasyonların 14 tanesi HRAS, 13 tanesi KRAS ve 1 tanesi

NRAS geninde gözlenmiştir (6).

Yukardaki tartışmaların tersine Karimianpour ve arkadaşları 35 hastalık bir mesane

kanser serisinde hiçbir hastada herhangi bir düzeyde RAS gen ailesinde mutasyon

saptamamışlardır. Bu çalışma İran toplumunda yapılan bir çalışmadır. Araştırmacılar RAS

gen mutasyonunun olmamasını genetik ve kültürel durumla bağlantılı olabileceğini

bildirmişlerdir (38). Başka bir çalışmada Hindistan’ın Kaşmir bölgesindeki mesane kanserli

hastalarda K-ras gen mutasyonu sıklığı araştırılmıştır (38). Bu çalışmada farklı evre ve

derecedeki 60 tümörde mutasyon insidansı incelenmiştir. K-RAS mutasyonlarının sıklığı

etnik Kaşmir topluluğunda da düşük oranda (%11,7) bulunmuştur. Bu çalışmalar RAS

mutasyon sıklığının etnisiteden etkilendiğini göstermektedir. Yine bu son çalışmada K-

RAS mutasyon sıklığı lenf nodu tutulumu ve tümör rekürrensi ile korele bulunmuştur.

Ayrıca sigara içenlerde ve yüksek dereceli tümörü olan hastalarda oran yüksek

bulunmuştur (38).

Ayan ve ark. sınırlı sayıda mesane tümör dokularında DNA izole etmişlerdir. Elde

ettikleri DNA’lardaki KRas genlerini PCR-SSCP yöntemi ile analiz etmişlerdir. Bir

hastada KRas onkogeninin 2. ekzonunda agaroz jel elektroforezinde heterozigot mutasyon

saptamışlardır. 4 hastada, SSCP yöntemi ile nokta mutasyonları saptamışlardır. Örnek

sayısı az olmasına rağmen bulgular anlamlıdır (59).
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Bilindiği üzere Fosfolipaz- D aktivasyonunun  baskılanması apoptotik hücrelerin

ölümü ile sonuçlanırken, fosfolipaz- D ‘nin yükselmesi kanser hücrelerinde yaşam

sinyalinin oluşmasını sağlamaktadır. Fosfolipaz-D aktivasyonunun artması Ras’a

bağımlıdır. Aktive olmuş fibroblastlarda Shi ve ark. yaptıkları çalışmada HRas

mutasyonlarının fosfolipaz D artışına, böylece kanser gelişimine sebep olduğunu

saptamışlardır (61).

Otofaji kanser gelişiminde esansiyeldir. Otofajinin kanser oluşumundaki moleküler

etkisi bilinmemektedir. Deneysel çalışmalarda retrovirüs aracılığıyla K-Ras aşırı

ekspresyonu sağlanmakta, bu da otofajik valuol oluşumuna neden olmaktadır. Sonuçta

insan hücrelerinde malign transformasyon gelişmektedir. Kim ve ark. onkojenik K-Ras’ın

indüklediği   kanserli hücretransformasyonunda otofajinin etkisini araştırmışlardır.

Otofajinin K-Ras’ın aşırı eksprese olduğu hücrelerde hücre transformasyonu için gerekliliği

araştırıldı. Bunun için hücreler otofajinin ilk basamak enzimlerinin inhibitörleri

bafilomycin A2 (selektif vakuolar H-ATPaz inhibitöri ) ve methyladenin (class 3

phosphatidylinositol 3 kinases ,PI3Ks inhibitörü) ile beslendi. Sonuçta K-Ras‘ın

aktifleştirdiği hücre büyümesi ve otofaji oluşumu bloke oldu. Böylece insan hücrelerinde

K-Ras’ın aktifleştirdiği kanser hücrelerinde transformasyonda otofajik vakuol oluşumu

kritik role sahiptir (43).

Wnt sinyal yolağı (nükleer β-catenin) üretelial hücreli mesane kanserlerinin

(ÜHMK) yaklaşık %25’inde rol oynamaktadır. Ahmad ve ark. Ras mutasyonlarının

tetiklediği mesane tumörögenezinde β-catenin aktifleşmesinin rolünü araştırmışlardır. Bu

ilişki dolayısıyla MAPK sinyalizasyonun ÜHMK’deki rolü β-catenin mutasyonunun Ras

mutasyonuyla kombine ilişkisinin Cre-LoxP teknolojisiyle araştırılmasıyla saptanmıştır. Ne

Ras mutasyonu ne de β-catenin mutasyonu ÜHMK’a tek başlarına sebep olamazken,

beraber rastlandıklarında ÜHMK hızlıca gelişir. ÜHMK’da Ras mutasyonu ve β-catenin

ilişkisi p21 düzeylerinde azalmayla ve MAPK sinyal yolağına bağımlıdır (62).

Çalışmamızda olguların 45 (%97.8)’inde T1796A transversiyonuna bağlı B-Raf

V600E mutasyonunun varlığı tespit edilmiştir. Literatürde V600E mutasyonunun kanser

örneklerinde görülme sıklığının yaklaşık %90 olduğu belirtilmektedir. Bizim çalışma

grubumuz da mesane kanserli dokulardan elde edilen DNA’larda B-Raf mutasyonu

açısından anlamlı sonuçlar elde edilmiştir.
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Ras/Raf MAPKinaz yolağındaki genler kolon kanserinde erken evrelerde rol

almaktadır.(71)

DNA mismatch repair genleri kolon ve endometrium kanserlerinde yüksek evrede

rol alır.(72,73)

MMR azalmış ekspresyonları kolon kanserinde K-Ras ve B-Raf mutasyonlarının

ortaya çıkmasıyla ilişkilidir (74,75). B-Raf mutasyonları özellikle kolon, melanom, tiroid

ve over kanserlerinde saptanır (76,77,78). B-Raf kolon kanserinde %15 saptanmıştır (79).

MMR ekspresyon azalışında B-Raf %32 saptanmıştır (80). Mutah ve ark., K-Ras 12,13,61

mutasyonlarının sırasıyla %19.9 ,3.4 ve 0.7 oranında saptamış ve MMR ekspresyon

azalışıyla pozitif korelasyon saptamışlardır (82).

Fenk ve Ark., B-Raf mutasyonunu %21 oranında saptamışlardır (81). Solvesen ve

Ark. MMR ve endometriyel kanser arasında ilişki saptamışlardır (82). Fakat MAP- kinaz

Ras-Raf genleriyle ilişki saptanması MMR bozukluklarında yeni hedef genlerin

bulunmasına ihtiyaç göstermektedir.

Sonuç olarak, RAS/RAF/MAP kinaz yolağında meydana gelen çeşitli

mutasyonların pek çok kanserle ilişkili olduğu literatürde belirtilmektedir. Araştırmamızda

45(%97.8)’inde T1796A transversiyonuna bağlı B-Raf V600E mutasyonunun varlığı tespit

edilmiştir. Ayrıca  çalışmamızda tek bir olguda  K-Ras mutasyonunun saptanması Türk

toplumunda mesane kanserine yatkınlıkta önemli bir rolü olmadığını göstermiştir. Bir Ras

efektör proteini olan B-Raf’ta meydana gelen mutasyonlar proteinlerin aktivitelerini

etkileyerek yolağın normal dışı çalışmasına ve kanser hücrelerinin kontrolsüz hücre

büyümesi, kontrolsüz farklılaşma ve apoptoza direnç gibi özellikler kazanmalarına yol

açmaktadır.

Çalışma grubumuzda, aynı hastaların kan, sağlıklı ve tümör dokularından elde

edilen genomik DNA larda ilgili mutasyonlar çalışılmıştır. Aynı bireyin kan ve sağlıklı

mesane dokularında RAS/RAF/MAP kinaz yolağında hiçbir mutasyon saptanmazken, bu

bireylerin tümörlü dokularında sinyal yolağının farklı basamaklarında değişik mutasyonlar

tespit edilmiştir.

Tümöre bağlı olarak bozulduğunu düşündüğümüz sinyal yolunun her ne kadar

tümör gelişimine neden olmadığını tespit etmiş olsak da tümörün progresyonu, invazyonu,
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metaztazı ve prognozu açısından objektif veriler elde edebilmek için hasta sayıları

arttırılarak çalışılmaya devam edilmesi gerekmektedir.

Sinyal yolunda farklı nedenler ile meydana gelen mutasyonların mesane dokusunda

kanserleşmeye neden olduğu literatürde yer almaktadır. Ancak, çalışmamızın sonucunda

tümör gelişimine bağlı olarak sinyal iletiminin bozulduğunu ayrıca mesane kanserinin

tümörogenezisinde farklı patwaylerin rol oynadığını düşünmekteyiz.

Erdem ÇAPAR, 2012.
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ÖZET

Mesane Kanserinde K-Ras ProtoOnkogen Mutasyonlarının Araştırılması

Erdem ÇAPAR

Süleyman Demirel Üniversitesi Tıp Fakültesi Üroloji Ana Bilim Dalı

Danışman: Prof. Dr. Alim Koşar

Giriş: Yüzeyel mesane tümörlü hastaların %70’den fazlasında başlangıç TURM
(mesane transüretral rezeksiyonu) sonrası bir veya daha fazla rekürrens gözlenir, ve
yaklaşık bu hastaların üçte birinde hastalık progresyon gösterir. Rekürrens ve progresyon
hızı nedeniyle mesane kanserinde hayat boyu sistoskopik kontrole ihtiyaç duyulur.

Bu nedenle tedavi hedeflerini belirlemek ve üretelyal tümörlerin tanısında
sistoskopinin etkinliğini arttırmak için onkogenik mutasyonların tesbit edilmesine ihtiyaç
duyulmaktadır.

İnsan kanserlerinde RAS/RAF/MAPKinaz yolağı protoonkogenlerinin mutasyonları
en sık görülen genetik değişikliklerdendir. somatik mutasyonlar primer ve rekürren
üreteliyal tümörlerde erken tanıda ve tedavi takibinde kullanılabilir.

Materyal ve metod: Çalışmamıza histolojik tanıları konulmuş 46 mesane kanserli
olgunun tümörlü dokuları, sağlıklı dokuları ve kanlarından elde edilen DNA’larda ilgili
mutasyonların karşılaştırılması planlanmıştır. Dokularında BRAF ve KRAS proto-onkojeni
polimorfizmlerini saptamak için polimeraz zincir reaksiyonu tekniğine dayalı
MassARRAY® teknolojisi (İPLEX®) ile tek nükleotid polimorfizmlerinin (SNP)
genotipleme tekniği kullanılmıştır.

Bulgular: Olguların tümör dokularında 45(%97.8)’inde T1796A transversiyonuna
bağlı BRAF V600E mutasyonunun varlığı tespit edilmiştir. Bir olguda KRAS geninin 12.
Kodonunda GGT>AGT transisyonu sonucu meydana gelen Gly12Serin aminoasidine
değişimine yol açan bir mutasyonu saptanmıştır. Bu olguda BRAF mutasyonu
saptanmamıştır. Çalışmamızda herhangi bir istatistik çalışmaya olanak vermeyen veriler
elde edilmiştir. Küçük örnek olduğu için normal istatistiksel yaklaşımlar uygun
olmamaktadır. Yapılan fisher-exact testi sonucunda da p-value her seferinde ‘1’ olarak
bulunmuştur.

Sonuç olarak, RAS/RAF/MAP kinaz yolağında meydana gelen çeşitli
mutasyonların pek çok kanserle ilişkili olduğu literatürde belirtilmektedir. Araştırmamızda
45(%97.8)’inde T1796A transversiyonuna bağlı B-Raf V600E mutasyonunun varlığı tespit
edilmiştir. Ayrıca  çalışmamızda tek bir olguda K-Ras mutasyonunun saptanması Türk
toplumunda mesane kanserine yatkınlıkta önemli bir rolü olmadığını göstermiştir. Bir Ras
efektör proteini olan B-Raf’ta meydana gelen mutasyonlar proteinlerin aktivitelerini
etkileyerek yolağın normal dışı çalışmasına ve kanser hücrelerinin kontrolsüz hücre
büyümesi, kontrolsüz farklılaşma ve apoptoza direnç gibi özellikler kazanmalarına yol
açmaktadır.
Anahtar kelimeler: onkojenler, mesane kanser
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ABSTRACT

İnvestigation of K-Ras Protooncogene Mutations in Bladder Cancer

Erdem ÇAPAR

Süleyman Demirel University, Medical Fakulty, Urology Department

Supervisor: Prof. Dr. Alim KOŞAR

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® (İPLEX®) 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. İn 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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