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OZET

‘Bu calismada mesane kanseri tanis1 almis 31 hastada mesane
timér ve kontrol materyalinde Western-blot yontemi ile PTEN

proteininin ekspresyonu arastirilmistir.

Timér baskilayict PTEN (Phosphatase and Tensin homologue
deleted on chromosome ten) fosfoinozitol 3’-kinaz sinyal yolu {izerine
etki etmektedir. Bu apoptotik sinyal yolu timér olusumunun
engellenmesi i¢in ¢ok dnemlidir. Bu nedenle, PTEN aktivitesinin kaybi
hiicre transformasyonu ve neoplastik biytime ile dogrudan iliskilidir.
Bununla beraber PTEN genindeki mutasyonlar mesane kanseri de
dahil olmak tizere prostat, karaciger, tiroid kanseri gibi ¢ok g¢esitli
kanser tiplerinde belirlenmistir. Bu gline kadar yapilan ¢alismalar ile
yalnizca htcre hatlarinda PTEN protein ekspresyonu gosterilmistir.
Bu ¢alismada ise mesane kanseri tamsi alan 31 olgudan cerrahi
mudahale ile ¢ikanlan taze timoér dokusunda Western-blot yéntemi
ile PTEN ekspresyonunun diizeyi aragtinlmistir. Incelenen 31 tiimér
materyalinin 4  tanesinde normal mesane dokusu ile
karsilastirildifinda PTEN ekspresyonunun 6nemli oranda azaldigt
belirlendi. PTEN ekspresyon kaybinin mesane kanseri gelisimindeki
rolQ literattir bilgileri ile kiyaslanarak, tartisildi.

Anahtar kelimeler: Mesane kanseri, PTEN, Western-blot
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- ABSTRACT

In this study, 31 bladder carcinomas and control samples were
analyzed with Western-blotting in terms of the level of PTEN

expression.

Tumor suppressor PTEN (Phosphatase and Tensin homologue
deleted on chromosome ten) plays an important role in the deterrence
of tumorigenesis through its action on phosphatidylinositol 3’- kinase
signaling pathway. Thus, the loss of PTEN activity directly
contributes to the cellular transformation and neoplastic growth. For
an instance, the deletion of PTEN has been observed in many human
cancers including cancers of bladder, prostate, liver, and that of
thyroid glands in addition to gastrointestinal cancers. Recent studies
analyzing the level of PTEN expression were only performed with cell
lines. In this study, 31 primary tumors obtained from patients with
bladder carcinomas were analyzed with Western-blot in terms of the
level of PTEN expression. Decrease in PTEN expression was detected
in 4 patients with bladder carcinomas compared to those obtained
from the healthy individuals. Importance of the failure of PTEN
synthesis in the manifestation of bladder carcinomas was discussed

in detail and compared to what is known in literature.

Key words: Bladder cancer, PTEN, Western-blot
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GIRIS ve AMAC
Kanser multifaktériyel ve multistep etkilesimler sonucu ortaya
cikan genetik bir hastahktir. Malign tGmoérlerin sahip olduklan
yayilma ve metastaz yetenekleri nedeni ile kanser yirminci ylzyihin
en tehlikeli hastaliklarindan birisidir.

1997 yilinda yeni bir timoér baskilayici gen olarak tanmimlanan
PTEN geninin kromozomal lokalizasyonu 10g23.3 olarak
belirlenmistir. PTEN geriinin inaktivasyonu  glioblastoma,
endometriyum, prostat ve diger birgok kanser tipinde goésterilmistir.
Inaktivasyonun endometriyal karsinogenezde erken evrelerde ortaya
cikarken glioblastoma, prostat ve diger bir¢ok kanser tipinde ileri
evrelerde ortaya c¢iktifi  sitogenetik ve molekiller analizlerle
gosterilmigtir. PTEN geninde heterozigosite kaybi1 mesane
kanserlerinde gé6rilen genetik degisimlerden birisidir. 10q ‘da
heterozigosite kaybi da daha ¢ok kasa invaze olan TCC’ lerde

gorulmektedir ve genellikle ileri evrelerde gerceklesmektedir.

PTEN geni 403 amino asitlik yaklasik 55 kD agirliginda bir
peptid kodlar. PTEN proteini fosfolipid fosfataz olarak tamimlanan ilk
proteindir. PTEN 6zgtil bir sekilde PIP3 (fosfoinozitol 3,4,5-trifosfat)
D3 pozisyonunundaki inozitol halkasindan defosforile etmektedir'.
PIP3 yasam ve Dbliyime sinyali regllasyonunda kritik rol
oynamaktadir. Bir serin/threonin protein kinaz olan PDK1 (3-
Phosphoinositid Dependent Protein Kinase 1) ve onun devamindaki
AKT (Protein Kinase B) Uzerine dogrudan etkiiidir. PTEN asin
ekspresyonu AKT aktivitesinin downregllasyonu ile
sonuclanmaktadir. AKT aktivasyonunun engellenmesi hticrenin
¢ogalma ve bolinme egilimini yavaslatir ve hficrenin apoptozise
ugramasina neden olur. PTEN proteinin ikincil islevi protein fosfataz

aktivitesidir ve hedef proteinler hiicre adezyon've gdclinde islev gérén



FAK (Focal Adhesion Kinase) ve adaptér molektil Shc’ dir. PTEN, FAK

ve Shc’nin defosforilasyonunun kontroliinde islev gérmektedir.

PTEN’ in mesarie kanserlerinde molekiler ve islevsel analizleri
olduk¢a smirhdir ancak yapilan galismalaf Ozellikle ge¢ evre mesane
tiimérlerinde PTEN’ in &nemli rol oynayan bir timér baskilayic1 gen
oldugunu gostermektedir. PTEN proteininin ge¢ evre mesane
tiimorlerinde rol oynuyor oln?am Ozellikle migrasyon ve invazyonda

#

Onemini géstermektedir,

Mesane kanseri ile bu gline kadar yapilan calismalar LOH ve
mutasyonlarin belirlenmesi ile simirh kalmistir. PTEN proteininin
ekspresyonu ile mesane kanseri prognozu arasindaki iligki
arastinlmamgtir. Caligmamizda cerrahi operasyon ile alinan mesane
timor érneklerinde Western-blot yontemi ile PTEN ekspresyonundaki
degisimler  arastinlmistir. PTENin etki mekanizmalarinin
aydinlatilmasi1 ve mesane kanseri ile iligkisinin anlasilmasi, tedavi

icin yeni hedeflerin bulunmasina 6nctilik edecektir.



GENEL BiLGILER

Insan viicudu tiim organizmanin ihtiyaclarimi karsilamak tizere
hiicrelerin  olusturdugu mitkemmel bir sistemdir. Bu sistemde
cogalma, farkhlagma ve yasami devam eﬁ:irmek gibi karmasik olaylar
6zenle duzenlenir (1). Birv hlicrenin ne zaman c¢ogalacagin,
farkhilagacagini ve ne zaman Olecegini ise genetik program belirler.
Genetik programda veya bu programin uygulanmasinda ortaya cikan
bir bozukluk hiicre islevlerinin hatali diizenlenmesi ile sonuclanir (2).
Hucrede proliferasyon kontroliniin kayb: olusan bozukluklardan
biridir (3). Kanser hiticresi bu sekilde ortaya cikar. Hiicre ylizeyinde
bulunan ve  hucreye  biyokimyasal kimligini kazandiran
glikoproteinler, glikolipidler ve polisakkaritlerin de sentezi genetik
kontrol altindadir. Transforme olan bir hlcrede hticrenin

biyokimyasal kimligi de genellikle degismistir (4).

Kanser viicudun herhangi bir hiicresinin anormal ¢ogalmasi ile
ortaya ¢iktifindan davrams: ve tedaviye cevaplan cesitlilik gbsteren
bircok tipi bulunmaktadir (1}, Bu nedenl«i patolojinin dogru
belirlenmesi kanser tam ve tedavisi i¢in 6nem tasimaktadir. Kanser
patolojisinde en Onemli noktalardan biri benign ve malign timoér
ayirimini yapmak’qr (3, 5). Benign timdr ortaya ¢iktijn bolgeye
simirhdir.  Cevresindeki normal doku veya organlara yayilim
gostermez. Fakat malign bir timér cevresindeki doku ve viicuda
yayilma yetenegine sahiptir. Kan veya lenf yoluyla diger doku veya
organlara gé¢ eder yani metastaz yapar (4). Bu hticrelerin sahip
olduklan yayilma ve metastaz yetenekleri nedeni ile kanser yirminci

yuzyilin en tehlikeli hastaliklarindan birisidir (4, 5).



Hem benign hem de malign timérler kdken aldiklar: hiicre ve
dokulann cesidine gore simflandinlirlar. Hemen hemen tiim kanser
tipleri (¢ temel grupta toplanirlar (6). Bu gruplar: insan kanserlerinin
%90’nin: olusturan ve epitelyal hiicrelerden kdken alan karsinomalar,
daha nadir goriilen kas, kemik, kikirdak ve fibroblast gibi bag doku
- hiicrelerinden kdken alan sarkomalar ve kan hticrelerinden kéken
alan lésemi veya lenfomalardir. Kanserlerin alt siniflandirmalari

ortaya ¢iktiklari doku veya organa gore yapilmaktadir (3, 4, 7).

1.1. Kanserin Gelisimi

Kanser multifaktériyel ve multistep etkilesimler sonucu ortaya
¢cikmaktadir. Kanserin bir¢ok faktérin ve basamagn yer aldig bir
gelisim gosterdigini cogu kanser tipinin hayatin ge¢ evrelerinde ortaya
cikmas: dogrulamaktadir. Ornegin kolon kanserlerinin insidans: 30
ve 50 yaslar arasinda on kat artar ve 50 ile 70 yaslan arasinda da on
kat daha artar (7). Yasa bagh olarak insidansin bu kadar onemli
oranda artmasi kanserin yillar boyunca birgok genetik anormalligin
birikmesi ile gelistigini gostermektedir. Hticresel diizeyde kanser
gelisimi mutasyon, proliferasyon, invazyon ve metastaz yetenegini
kazanan hiicrelerin secilmesini iceren multistep bir olaydir. Ilk
basamak tUmoér baslangicidir, genetik bir degisim geciren tek
hilicrenin proliferasyonudur. Bir popul\asyon olusturan tUmér
hiicrelerinde daha farkh mutasyonlar gerceklesir ve tUmdr
progresyonu devam eder. Daha fazla tireme yetenegine sahip hiicreler
populasyon iginde dominant konum alirlar. Bu durum klonal secilim
olarak da adlandinilir. Klonal secilim devam ettikge hiicreler hizla
gelisen ve malignansi goésteren bir duruma (karsinogenez)
gecmektedirler (5, 7, 8). Karsinogenezin sadelestirilmis bir gemasi
Sekil 1.1'de gésterilmektedir.
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Sekil 1.1. Karsinogenezin semasi

1.2. Kanserin Nedenleri

Insan kanserleri biyolojik ve klinik bakimlardan birbirlerinden
cok farkh oOzellikleri olan ortalama 100 degisik hastaliktan
olugsmaktadir (8). Karmasik, multistep bir gelisim yolu iZleyen kanser
gibi bir hastalikta, tek bir etken veya karsinojen ile kanser
olusumunu agzlklamak mumkin olmamaktadir. Insan kanserlerinin
ortalama % 30-60’nin cevresel etkenlere bagh olarak gelistigi ileri
strulmektedir (1, 9). Kansere neden olan ajanlar yani karsinojenler,
deney hayvanlanyla in vivo ve in vitro olarak yapilan c¢ahsmalar ve
epidemiyolojik c¢aligmalarla tanmimlanmstir. Karsinojenleri temel
olarak i¢ grup altinda toplamak mumkifAdir (2, 5). Fiziksel ve

kimyasal ajanlar ile virUslerin insan ve -hayvanlarda kansere neden



olan baglica ajanlar oldugu kamtlanmistir. Karsinojenler DNA'’ya
hasar vererek mutasyon olusumuna neden olabilir veya hiicre

béliinmesini uyarabilirler (3).

1.3. Kanserde Genomik‘ Degisimler

Kanser hiicresinin karakterini -olusturan genetik degisimleri
saglayan olaylar ‘genomik instabilite’ olarak adlandirilmaktadir. En
az (¢ grup genetik bozukluk genomik instabiliteye neden olmaktadir.
Bunlar: DNA tamiri, replﬂéasyon hatalari, hicre dénglistinin
kontroliinde ortaya c¢ikan hatalar, kromozomal degisimler ve gen
duzeyindeki degisiklikler olarak gruplandinlabilir (8).

1.3.1. Kansere Neden Olan Genler

1.3.1.1. Onkogenler
— Hucre ¢ogalmasi, farklilasmasi ve yasami protoonkogen olarak
adlandirilan 6zgl genlerin kontrolii altindadir. Bu genler mutasyona
ugradiklarinda veya anormal derecede sentezlendiklerinde
onkogenleri olusturmaktadir. Onkogenler transformasyonu uyararak
kansere 6nciltk etmektedir (8).

Insan kanserlerinde hiicresel onkogenler degisik mekanizmalar
ile aktive olabilirler. Bu aktivasyon ile normal gen UrGintnin
miktarinda artig veya proteinin islevini degistiren yapisal degisiklikler
ortaya cikabilir (1). Protein miktarindaki artis, gen amplifikasyonu
veya ekspresydn arti;t seklinde ortaya c¢ikabilmektedir. Protein
yapidaki degisimler ise bircok farkli mekanizma ile ortaya
cikabilmektedir. Bu mekanizmalar, normal proteini kodlayan dizilerin
aktif genlerin promoter veya enhancer bélgelerinin kontroli altina
girmesini saglayan kromozom translokasyonlari, farkh

kromozomlardan gelen genlerin birlesmesi if'le daha aktif fﬁzyén



proteinlerin olusmasi, protein aktivitesini etkileyen nokta mutasyonu

veya gen amplifikasyonlarn olarak 6zetlenebilmektedir. AA

Insan kanserlerinin % 80’inden fazlasi virtisler digindaki
etkenler nedeni ile ortaya ¢iksa da viral onkogenlerin de kanserde rol

oynadig1 belirlenmistir (1, 10).

1.3.1.2. Tiimér Baskilayici Genler

Tamér baskilayici génler hiicre blylmesini baskilayan,
durduran veya simirlayan proteinleri kodlamaktadirlar (1, 2). TUmor
baskilayic: genler de onkogenler gibi hiicre i¢i sinyal yollarinda
anahtar fonksiyonlardan sorumludur. Hucre dénglstint belirli
asamalarda durduran, DNA onarimi i¢in hiicre donglstni belirli
noktalarda denetleyen veya apoptozisi indiikleyen proteinler, hormon
reseptorleri ve DNA onariminda gérev alan enzimler timoér baskilayici
genler tarafindan kodlanmaktadirlar. TUmoér baskilayici genlerin
ortadan kalkmasina veya inaktivasyonuna yol acan mutasyonlar
hiicre c¢ogalmas:t tUzerindeki diizenlemenin kaybedilmesi ile
sonug¢lanmaktadir (1, 2). Onkogenlerin aksine timoér baskilayici
genlerin inaktivasyonu -icin genellikle her iki allelde de birbirinden
bagimsiz iki mutasyonun gerceklesmesi gerekmektedir (10).

\

1.4. Mesane Kanseri

Mesane kanseri Amerika’da her yil 50,000°den fazla yeni olgu
ile en sik gézléncn besinci kanserdir (11, 12). Mesane ttimorleri
genellikle 60-70 yaslarinda ortaya gikmakta ve Amerika’da erkeklerde
goriilen kanserlerin % 6 ve kadinlarda gortilen kanserlerin % 2’sini
olusturmaktadir. Ayrica kanser nedeni ile 6lGmlerin % 2’sinden
mesane kanseri sorumludur (5). Fidaner ve afkadaslarmln Izmir
bélgesinde yaptifi c¢alisma sonucunda bu bédlgede mesane
kanserlerinin gorilme sikh@ erkeklerde % 6.8 ve kadmnlarda % 1.5
olarak belirlenmistir (13). '



Mesane kanseri gelisiminde birgok c¢evresel etken, sigara
kullammi, endustriyel maddelere maruz kalma, kronik mesane
infeksiyonlar risk faktérleri olarak tamimlanmaktadir (5, 12, 14).
Endastri Grunlerine maruz kalinmas: ile timér transformasyonu
arasinda 6-20 yil kadar uzun latent bir periyot gdzlenmistir. Sigara
kullaniminin mesane kanseri insidansim: 6 kat arttirdig: bildirilmistir
(5).

Mesane kanserlerinin erken belirtileri arasinda hematuri en sik
karsilasilan bulgu olarak bildirilmektedir. Tamda gorintileme
sistemleri, TUriner sitoloji, sistoskopi ve TUR (Trans-uretral
Rezeksiyon) kullamilmaktadir (15. 16). Mesane kanserlerinde tUimér
sayisi, rekurrens orani, timoér bUyGkligh ve timortin anaplazi
derecesi prognostik faktérler olarak bildirilmektedir (17, 18).

1.5. Mesanenin Yapis1

Mesane bébreklerin Urettigi idrar1 depolayan, pelviste yer alan
kese benzeri bir organdir. Idrar, Greter olarak adlandirilan iki kanal
ile bébreklerden mesaneye tasiur, depolanan idrar bir baska kanal

olan Uretra ile mesanenin igerigini disariya bosaltir.



advenal beeler

Sekil 1.2. Uriner sistem (19)
Mesane dort tabakadan olusmaktadir.

1- Epitelyum: Degisici epitel veya urotelyum olarak adlandirilir ve
mesanenin i¢ ylizeyini kaplar. Mesane kanserlerinin cok bliytik bir
kismi bu hiicrelerden kéken almaktadur. Uretra, tureterler ve
bébreklerin toplama kanallar1 da degisici epitel ile kaplanmistir ve
bu bélgelerde goriilen kanser tipleri de mesanede gortilen kanser

tipleri ile benzerlik gosterir.

2- Lamina propria: Epitelyum altinda yer alan Lamina propria bag
doku ve kan damarlarindan olusan bir tabakadir. Lamina propria
icinde ince ve genellikle stirekli olmayan musktiler mukoza olarak

adlandirilan diz kas tabakasi yer alir.

3- Muscularis propria: Diiz kas hticrelerinden olusan bu kalin kas

tabakasi mesane duvarini olusturmaktadir.

4- Perivesikal yumusak doku: Bu en dista yer alan tabaka yag,

fibréz doku ve kan damarlarindan olusmaktadir.



Bu tabakalarin bilinmesi, timoériin mesanede ne kadar
invazyon gosterdigini belirlemekte ve kanseri derecelendirmekte

olduke¢a 6nemli olmaktadir.

1.6. Mesane Kanserlerinin Siniflandirilmas:
Mesane kanserlerinin histolojik derecesi, tiimoériin mesane
duvarina penetrasyonunun derinligine dayanmaktadir. Bu, lezyonun

prognozunun belirlenmesinde en énemli faktrdiir (5).

Mesane kanseri olgularinin en sik rastlanan tipi (% 85)
mesanenin degisici epitel hiicre (TCC: Transitional Cell Carcinoma)
karsinomudur, daha az siklhikta ise  yass: (Squamous) hiicre
karsinomu (% 5) ve adenokarsinoma (% 1) gozlenmektedir.
Mesanenin degisici epitel hticre karsinomalarimin iki farkli klinik
fenotipi gézlenir (20, 21). Cogunlugu olusturan ilk fenotip (yaklasik %
80) dustk dereceli invaziv olmayan lezyonlar halindedir (ylizeyel
mesane kanserleri) ve lokal olarak ortaya ¢ikarlar. Bu tip kanserlerde
progresyon nadiren gergeklesir. Diger fenotip daha nadir gérilen (%
20) kasa invaze olan mesane kanserleridir ve bu tipte progresyon ¢ok

hizli gergeklesir (21).

UICC (Union Internationale Contre le Cancer: Uluslararasi
Kanserle Savas Birligi) ve WHO (World Health Organization)
kriterlerine gdre mesane kanserleri patolojik evre ve histolojik
derecelerine gére smiflandirilmaktadir. Mesane kanserlerinin
patolojik evrelerine gore smiflann ve oOzellikleri tablo 1.3’ te
Ozetlenmistir. Patolojik evre TNM (Tumor Node Metastasis) sistemi ile
belirlenmektedir (22). Histolojik olarak ise mesane kanserleri derece

I, II ve III olarak siniflandirilmaktadir.
:
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Tablo 1.1. Mesane Kanserlerinin Patolojik Evrelerine Gére Siniflar1 Ve Ozellikleri

Patolojik Evre Ozellikleri
Ta Tumoér epitelde sinirh
Tis In situ: yassi timér
Ti Tamor Lamina propria’ya ilerlemistir
T2
T2a Tumor kas dokunun %50°den azina invaze olmustur
T2b Tumoér kas dokunun %50'den fazlasina invaze olmustur
T3
T3a Tumoér mikroskobik olarak adventisyaya invaze olmustur
T3b Tumoér makroskobik olarak adventisyaya invaze olmustur
T4 Komsu organlar; periferik yag doku
T4a Prostat, uterus, vajina vb. invazyonu
T4b Pelvik duvar, abdominal duvar invazyonu

1.7. Mesane Kanserinde Genetik Degisimler

Mesane kanseri olusumu ve prognozunda ¢oklu gen degisimleri
rol oynamaktadir. Farkli kromozom kollan ile iliskili bircok degisim
saptanmistir. Molekuler degisimler en siklikla 1, 3p, 4, Sq, 6q, 7, 8,
9p, 9q, 10q, 11p, 13q, 14q, 16, 17p ve 18q’da gézlenmistir (11, 12).
Mesane kanserlerinin farkli dereceleri ile iliskili olarak en sik
rastlanan genetik degisim 9p ve/veya 9q da heterozigosite kaybi
(LOH: Loss Of Heterozigosity) olup, mesane kanserlerinin % 60-
70’inde tanimlanmistir (11, 23). Kromozom 9’da lokalize olan timér
baskilayic1 genler olan pl5 (INK4A), pl6 (INK4B) ve pl4 (ARF)’ Un,
mesane karsinogenezinde erken evrelerde anormal Uroepitelyal
proliferasyon  ve  farkhlasmadan sorumlu olabilecegi ileri
sturulmektedir (24, 25, 26). Aktin hicre iskeletinin dlizenlenmesinde
islev goéren gelsolin geni de 9q33’te yer almaktadir ve tUmor
baskilayici islevi mesane kanseri hticre hatlarinda in vitro ve in vivo
olarak gosterilmistir. 9. kromozomda yer alan ve mesane kanseri

gelisimi ile iliskisi tamimlanan bir diger gen, protein Urunt hucre
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déngustniin  diizenlenmesinde fonksiyon géren CDKN2u (Cyclin

Dependent Kinase Inhibitor 2a) genidir (27, 28, 29).

Mesane kanseri progresyonunda fonksiyon goren bir diger
tiimér baskilayici, 17p’de yer alan pS3 proteinidir. p53 geninin
mutasyonlar1 kasa invaze olan timorlerin yaklasik % 50’sinde ve
CIS+ (Carcinoma in Situ +) TCC’ lerde belirlenmistir. pS3
inaktivasyonu ile bozulan genetik instabilitenin progresyonun
hizlanmasindan sorumlu oldugu diistintlmektedir (30, 31). 13q da
yer alan RB (Retinoblastoma) geninin mesane kanseri ile iligkisi

gosterilmistir (20, 30).

9. kromozomdaki degisimler disinda diger kromozomlardaki
degisimler daha ¢ok kasa invaze olan timorlerde gérilmektedir (14,
32).

Glioblastomalarin yaklagik % 90minda ve astrostik timdrlerin
cogunda 10. kromozomun q kolunda delesyonlar saptanmistir. Bu
sonuglar 10. kromozomun q kolunda bir tiimér baskilayici genin
varhigina isaret etmistir. 1997 yilinda farkli teknik ve yaklasimlarda
bulunan ti¢ ayr1 grup birbirine yakin zamanlarda bu bélgedeki
timér baskilayici geni izole etmislerdir. Bu gen U¢ farkli grup
tarafindan PTEN (Phosphatase and Tensin Homolog deleted from
Chromosome Ten) /MMAC1 (Mutated in Multiple Advanced Cancers
1) /TEP1 (TGFB regulated and Epitelial cell enriched Phosphatase 1)
seklinde isimlendirilmistir (26, 27). Proteinin yapi1 ve fonksiyonunu en
iyi aciklayan isim PTEN oldugu igin 1999 yilindan itibaren literattirde
cok daha sik kullanilmaya baslanmustir. Klonlanan PTEN geninin
kromozomal lokalizasyonu 10g23.3 belirlenmistir (25, 26, 27, 28, 29).
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PTEN geninde heterozigosite kaybi mesane kanserlerinde
gérilen bir diger genetik degisimdir (11, 32). 10g’da heterozigosite
kaybr da daha cok kasa invaze olan TCC’ lerde gorulmektedir ve
genellikle ileri evrelerde gerceklesmektedir (12, 32). Mesane
kanserinin aksine endometriyal karsinogenez ve diger bazi kanser
tiplerinde 10g'da LOH ile PTEN inaktivasyonu, erken evrelerde ortaya
cikmaktadir (32, 33).

1.8. Tiimér Baskilayici Gen PTEN ve Uriinii

PTEN fosfolipid fosfataz olarak tamimlanan ilk proteindir (34).
Transkripsiyonu TGF-f (Transforming Growth Factor-f) tarafindan
diizenlenen PTEN geni 403 amino asitlik bir peptid kodlar ve bu
proteinin molekuler agirhg yaklasik 55 kD’dur (24, 34, 35, 36, 37).
C.elegans hari¢ bilinen tim PTEN ortologlari yaklasik 40-50 kD’luk
proteinler kodlamaktadir ve memeli PTEN proteinleri olduk¢a buiytik
benzerlik gostermektedirler. (27). Bu gline kadar bildirilen tek PTEN
homologu testise 6zgiil bir protein olan PTEN2’dir. Bununla beraber
PTEN ve PTEN2 disinda C-terminal varyanti PTEN homologlar:
olabilecegi ileri stirtilmektedir (26, 38, 39).

PTEN proteininin kristal yapis: Lee ve arkadaslari tarafindan
tamimlanmistir. PTEN, protein tirozin fosfatazlara 6zgal bir fosfataz
bolgesi ve PIP3 (fosfoinozitol 3,4,5-trifosfat)’ lara baglanabilen bir
katalitik bolge icerir (24, 26, 40). PTEN’ in protein tirozin fosfataz
domaini IHCKAGKGRTG motifi igerir. Bu motif PTEN gibi hem lipid
hem de proteinler Uzerine etkili fosfatazlara ézgudiur (27, 41, 42).
PTEN’ in fosfolipidler ile baglanabilen bir diger majér domain, C2
domainidir. Katalitik domainin PIP3’ lar ve diger substratlarla iliskiye
girmesini diizenler. PTEN proteininin N-terminalinde, bir hicre
iskeleti proteini olan tensin ve sinaptik vezikillerin tagsinmasinda
islev géren oksiline homoloji gdsteren yaklasik 175 amino asitlik bir

bélgesi bulunmaktadir (26, 34). Bu bdlgenin biyolojik islevi hentiz
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tam olarak aydinlatilmamis olmakla beraber hiicre adezyonu ve

gocunde islev gordiikleri diistintilmektedir (25, 26, 43).

Sekil 1.3. PTEN Proteinin Ug Boyutlu Yapisi (44)

PTEN proteini, lokalizasyonunu saglayan bircok farkli motifi de
icerir. Memeli, kurbaga, solucan ve maya PTEN proteininin ortak
oldugu dustntlen ve N-terminal bélgede yer alan PIP2
(fosfatidilinozitol 4,5-bifosfat) baglayici bir motifleri (Lizin/Arjinin-X4-
Lizin/Arjinin -X- Lizin/Arjinin - Lizin/Arjinin) bulunmaktadir (42,
45). Bu motif genellikle aktini organize eden proteinlerde yer
almaktadir. Buna ek olarak PTEN’ in C terminal segmentinde iki
PEST homoloji bolgesi ve bir PDZ-baglayici bélge (Threonin/Serin-X-
Valin-COOH) bulunmaktadir. PTEN proteinindeki bu bélgelerin
protein-protein interaksiyonlarini sagladigi disuntilmektedir (25, 42,
46).

Rekombinant PTEN’ in enzim karakteri fosforile peptid ve
protein substratlar: ile test edildiginde zayif bir katalizér oldugu
goriilmustiir. Denenen bircok substrat i¢cinde sadece ytiksek asiditeye
sahip poly(Glu4)Tirozin, belirgin bir sekilde defosforile olmaktadir.
PTEN o6zgul bir sekilde PIP3%1 D3 pozisyonunundaki inozitol
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halkasindan defosforile etmekte ve PIP3 yasam ve billyime sinyali
regiilasyonunda kritik rol oynamaktadir (12, 47). Bir serin/threonin
protein kinaz olan PDK1 (3- Phosphoinositid Dependent Protein
Kinase 1) ve onun devamindaki AKT (Protein Kinase B) Uzerine
dogrudan etkilidir. PTEN overekspresyonu AKT aktivitesinin

downregtilasyonu ile sonu¢lanmaktadir (48, 49).

PTEN proteininin C terminal kuyrugundaki 380. aminoasit
serin, 382. ve 383. aminoasitler threonin’dir (50). Bu li¢ aminoasit ve
diger bircok serin ve threonin rezidularinin PTEN’ in enzimatik
aktivitesi ve stabilitesini sagladign mutagenez c¢alismalan ile
gosterilmistir (24, 51). C terminal kuyrugun defosforilasyonu veya
delesyonu fosfataz aktivitesinin artisi ve proteinin hizla parcalanmas:
ile sonuglanmaktadir (26). C terminaldeki serin-threonin
rezidularinin fosforilasyonunu dtizenleyen enzim CK2 (Kazein Kinaz
1), proteozom bagml degredasyona karsi PTEN stabilitesini
saglamaktadir. C terminal kuyrugundaki PDZ domain, PTEN’ in
altinda yer alan AKT sinyal yolu gibi hedefler tizerindeki etkisini
dengelemekte ve AKT sinyal yolu gibi bir diger yol aracilig: ile islev
gbérdiigh distntlmektedir (24, 40, 45, 52).

PTEN geni karsinogenezin erken evrelerinde ve ilerlemis
kanserlerde mutasyona ugramaktadir (26, 52). PTEN
mutasyonlarinin ¢ogu PTEN proteininde kisalma ile sonuglanan
nonsense, cerceve kaymasi veya splicing mutasyonlaridir (54). PTEN’
in N terminal bélgesindeki mutasyonlar hiperplazi ve fosfataz
domaindeki mutasyonlar ise ¢ogunlukla malign btytme ile iligkili

bulunmustur. (27).

PTEN mutasyonlar1 ve p27KPl veya Wntl (Wingless and Int)
mutasyonlan arasindaki iligkinin onkogenezi uyardigi, PTEN’ in

ekstraseliiler matriksle hiicreler arasi interaksiyonu dlizenleme
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islevinin  ise  kanserin ileri  evrelerinde 6nemli  oldugu
dustiniilmektedir (26, 51, 55). Huicrenin matriks proteinleri ile
iliskisinde ve hticre adhezyonundaki degisimler bu hiicrenin invazyon
ve metastazinda veya apoptozise ugramasinda énemli bir basamagi
olusturmaktadir. Bu degisimlerde PTEN kaybinin merkezi bir rol
oynadig1 gosterilmistir (26, 51, 56, 57).

1.8.1. PTEN Sinyal Yolu

Bir fosfataz enzimi olarak gorev yapan PTEN, PIP3’ leri
PIP27lere parcalar. PIBK (Fosfoinositid-3 Kinaz) bir protoonkogen
drinidar. (58, 59). PI3K inozitol fosfolipidlerin D-inozitol halkasini
D3 hidroksil grubundan fosforilleyerek PIP2 ve PIP37eri
olusturmaktadirlar. PI3Klarin memeli hticrelerinde t¢ sinif altinda
incelenen bir¢cok izoformu bulunmaktadir. D3 pozisyonundan
fosforillenen fosfoinositidler plekstrin homoloji domaini iceren sinyal
proteinlerine ytiksek afiniteyle baglanarak bu proteinlerin htcre
membranina aklimiilasyonunu saglamaktadirlar (47). Bu sekilde
sinyal proteinlerinin aktivasyonu uyarilmaktadir. Ayrica fosfotirozin
baglayict domain igeren Shc (SH2-containing collagen-related
proteins) ve IRS-1 (Insulin Receptor Substrate) gibi profeinler, SH2
(Src-homology 2) domaini igeren SRC (Steroid Receptor Coactivator),
p85 ve PLC-y (Phosphalipase C-y)‘da fosforillenmis fosfoinositidler ile
baglanabilmektedir. PI3K ayni zamanda bir serin/threonin kinaz
olarak da fonksiyon gérmektedir (23, 59, 60, 61). PI3K ile indlklenen
mitozda fonksiyon géren AKT, PKC (Protein Kinase C), p70sk ve
MAPK (Mitogen-activated Protein Kinase) gibi sinyal molekiillerini
fosforilleyerek aktive edebilmektedir. Ancak PTEN proteininden
etkilenen tek sinyal yolunun AKT sinyal yolu oldugu
distintilmektedir (23, 62, 63).

2 ;
PIP2’ lerin hiicre icinde birikmesi bir serin-threonin kinaz olan

AKT’ nin aktivasyonunu engelleyerek hticrenin ¢ogalma ve bdliinme
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egilimini yavaslatir ve hticrenin apoptozise ugramasina neden olurlar
(34, 64).

Bir protoonkogen olan AKT urtnu gesitli bliytme faktdrleri
tarafindan aktive edilen sitozolik bir enzimdir (34, 58). AKT' nin
aktivasyonu hticrede PIP3 birikimine baghdir. PIP3, AKT gibi
plekstrin homoloji domaini igeren proteinlerin hticre membranina
translokasyonu veya aktivasyonunda iglev géren bir ikincil mesajcidir
(34, 43, 65). PTEN’ in normal islevini kaybetmesi, PIP3’lerin
parcalanmadan birikmelerine neden olmaktadir. Bu birikim sonucu
aktif hale gecen PDK 1 ve 2 enzimleri AKT' yi fosforile ederek aktif
hale gegirirler. AKT; Bad, GSK-3p (Glycogen Synthase Kinase-38),
Forkhead transkripsiyon faktérleri ve VEGF gibi bircok sitokini
fosforile ederek aktive eder (58, 66, 67). Bu sekilde hiicre bliytimesini
ve bélinmesini stimtile ederken apoptozisi de inhibe eder. Aktive olan
AKT' nin asin ekspresyonu sonucu hicreler transformasyona
ugramaktadir (68-71).

PTEN’ in timér baskilayic: islevi hiicre doénglstinin Gl’de
durdurulmas: ve apoptozisin baslatilmasi, defosforile haldeki AKT
sinyal yolu ile gergeklesir (72, 73). PTEN proteini ve fosfo-AKT'nin
hiuicre icindeki konsantrasyonlar: ters orantihdir (64). Hucre
déngtistiniin G1’de durdurulmas: ve apoptozisin baslatiimasi PTEN

ve AKT disinda bir¢ok element igerir (27, 62).

PTEN proteinin ikincil islevi protein fosfataz aktivitesidir ve
hedef proteinler hiicre adezyon ve géctinde islev géren FAK (Focal
Adhesion Kinase) ve adaptér molektl She’ dir (72, 74, 75, 76). PTEN,
FAK ve Shc’nin defosforilasyonunun kontroliinde islev gérmektedir
(264127, 62 77). PTEN’ in adhezyona etkisi FAK ve Shc disinda bxrgok
molekulun yer aldig1 kompleks bir yol izlemektedir (56, 76, 78).
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Sekil 1.4 PTEN Sinyal Mekanizmasi

PTEN’in tUimoér progresyonu. ile bir diger o6nemli iliskisi
anjiogeneze olan etkisidir. Endotelial hticrelerde PTEN asir
ekspresyonunun VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)’in
antiapoptotik, proliferatif ve kemotaksik etkilerini baskiladig
gosterilmistir. PTEN’in VEGF sinyal yolunda diizenleyici islev gérduigii
diasuntlmektedir. Kanserde anjiogenezi baskilamak icin bir terapétik

olarak kullanilabilecegi 6ne stirtilmektedir (79, 80).

PTEN’ in somatik mutasyonlari, glioblastoma, melanoma,
prostat, meme, endometriyum, akciger ve tiroit kanserleri gibi cok
¢esitli insan tlimoérlerinde gosterilmistir (25-27, 32, 81-83). Ayrica
PTEN’ in germ-line mutasyonlar1 CD (Cowden Disease) hastalarinin %
80’inde, LDD (Lhermitte-Duclos Disease), Bannayan-Zonana
sendromlu hastalarin % 60’mda ve ailesel kanser predispozisyon
sendromlarinda gosterilmistir (25-27, 32, 84, 85). Yine CD, LDD gibi

kalitsal hastaliklarda meme ve tiroid kanseri riskinin cok artmasi
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PTEN mutasyonlarimin  timér olusumunda rol oynadigini
kanitlamistir. Fare modellerinde de ¢ok cesitli dokularda heterozigot
PTEN delesyonunun hiperplastik veya displastik degisimlere sebep
oldugu gosterilmistir (27, 84, 85).

PTEN inaktivasyonunda epigenetik faktorlerin de rol oynadig
belirlenmistir (25, 86). PTEN ile ilgili ilk bilgiler sadece mutasyon
analizlerine dayanmaktadir. Ovaryum kanserlerinin % 27’sinde
PTEN protein ekspresyon kaybina bagl olarak, PTEN inaktivasyonu
gerceklesmektedir. PTEN ekspresyonu olmayan ovaryum
adenokarsinomlarinin sadece % 8’inde LOH veya mutasyon
gbzlenmistir (9). Bu durum PTEN transkripsiyonunu durduran ve
aktivitesini degistiren epigenetik faktérlerin varhgimi dogrulamaktadir
(87, 88).

PTEN gen islevinin diger sinyal olusturucu yollarla etkilesimi
sonucu huicre tipine veya doku tipine gére farkliik gésterir (11, 87).
Ovaryum kanserinde PTEN’in downstreaminda yer alan AKT gibi
effektorlerin PTEN islevini etkiledigi belirlenmistir. PTEN ekspresyonu
lzerine etkili bir diger faktér de endokrin sistemdir. Normal
endometriyal glandlarda PTEN ekspresyonu menstural siklusun

evrelerinde farklilk géstermektedir (87).

PTEN normal embriyonik gelisimin dlizenlenmesinde de isglev
gormektedir. PTEN protein diizeyi embriyonik gelisimin ilk 11.
gintne kadar oldukc¢a dustktir. Embriyonik gelisim slresince
PTEN miktar1 birgok dokuda artmaktadir (26). PTEN’ in kesfinden
sonra proteinin in vivo islevini géstermek i¢in birgok PTEN knock-
out fare ¢alismasi yapilmistir ancak bu knock-out farelerin hepsi
dogumdan ¢nce 6lmustir (26, 59, 70, 89). PTEN -/- fare embriyo
fibroblastlan ile yapilan bir c¢alismada ultraviyole, TNF-a (Tumbr

Necrosis Factor-a), heat schock gibi uyarilara karsi bu hticrelerde
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apoptozise hassasiyetin azaldig:, bu hiicrelerde yabanil tip PTEN
ekspresyonu yeniden saglandiginda ise bu hassasiyetin yeniden
diizenlendigi gorGlmustiir. Bu durum PTEN’ in embriyogenez igin

vazgetgilmez oldugunu gostermektedir (26, 43, 90).

1.9. Mesane Kanseri ve PTEN

Tamér baskilayict PTEN geninin inaktivasyonu glioblastoma,
endometriyum, prostat ve diger bir¢ok kanser tipinde gosterilmistir
(83, 86, 91, 92, 93). inaktivasyonun endometriyal karsinogenezde
erken evrélerde ortaya glkarkeﬁ glioblastoma, prostat ve diger bir¢cok
kanser tipinde ileri evrelerde ortaya ciktigi sitogenetik ve molektiler
analizlerle gosterilmistir (11, 86, 94, 95).

Mesane kanseri ile yapilan sitogenetik g¢ahsmalarla 10.
kromozomdaki delesyonlar belirlenmis ve baz: olgularda spesifik 10 q
delesyonlan saptanmistir. Mesane timérlerinde 10qg’da heterozigosite
kayb1 % 5-7 siklikla goérilmektedir (32). Cairns ve arkadaslarinin
yaptigi ¢ahisma ile mesane timorlerinde patolojik evrelere gore, Ta
timorlerin % 8’inde, T1 timorlerin % 20 ve T2 timorlerin % 29'unda
10g’da LOH tanimlanmistir. Bu ¢alismada 10q da delesyon gértilen
mesane primer timorlerinde PTEN kodlayan bélge mutasyonlar icin
taranmigtir ve mutasyon bulunan timorlerin histolojik derecelerinin
II veya 1l oldugu belirtilmistir (31). Bu bulgular mesane kanseri
gelisiminde 10q’da heterozigosite kaybinin énemli bir rol oynadigini
gbstermistir. Arastirmacilar LOH yani sira PTEN geninin mutasyon
veya epigenetik faktorlerin etkisi ile inaktivasyonunun mesane

kanserinin ilerlemesinde islev gérdtgtint distinmektedir (31).

Aveyard ve arkadaslarinin c¢aligmasi ile 10923 bélgesinde
LOHun kas invaziv mesane tUmérlerinde daha sik gorildiga
saptanmistir. pT2 ve daha ileri evre timdrlerde LOH veya allelik

imbalansin timéorlerin % 32’sinde ve ylzeyel (Ta/T1) timérlerin
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sadece % 6.6’sinda goruildiga belirtilmistir. Bu ¢alismada primer
timorlerde ve mesane kanseri hiicre hatlarinda SSCP analizi ile
mutasyon taramas: yapimstir. Huicre hatlarinda PTEN geninin
tamamini veya bir parcasini iceren delesyonlar ve iki primer tiimdrde
delesyon saptanmmuf. Bu bulgular PTEN geninin inaktivasyonunda
delesyonla gen kaybimin sik rastlanan . bir mekanizma oldugunu
gostermistir. 10q’da LOH ile kaybedilen tek gen PTEN olmayabilif
ancak hticre hatlarinda saptanan gen ic¢i delesyonlar PTEN'’in ileri
evre mesane timorlerinin geiigiminde iglev géren 6nemli bir tGmor

baskilayici gen oldugunu dogrulamaktadir (32, 81).

TCC  hiicre hatlarinda PTEN genini inaktive eden
mutasyonlarin arastirildigs bir ¢alismada, 11 hticre hattinin 3’ tinde
PTEN lokusunda mutasyon saptanmistir. PTEN inaktivasyonu veya
delesyonu saptanan TCC hiticre hatlarimin T3 ve T4 evrelerinde
oldugu belirtilmistir. Erken evre htcre hatlarinda mutasyon
saptanamamistir. Bu bulgu PTEN mutasyonlarinin ge¢ evrede ortaya

ciktigini gosteren daha énceki bulgularla uyum saglamaktadir (30).

2000 yihinda yapilan bir baska calisma ile PTEN genindeki
degisimlerinin, ileri evre invaziv timoérlerde, toplam frekans: % 23
(8/35) olarak belirlenmistir. Bu calismada daha 6nceki ¢calismalardan
farklhh olarak 10g da PTEN gen lokusuna c¢ok yakin bir bélgede
bulunan MXI1 geni de mutasyonlar acisindan taranmistir. MXI1
10g24-45’de lokalize olmustur. Bu gende mutasyon sadece iki hlicre
hattinda saptanmistir. Mesane tiimérlerinde bu genin ekzonlarninda
herhangi bir sekans degisimine rastlanmamistir. Bu bulgu MXI1
geninin mesane ttimoérlerinde 10q da kaybedilen kritik bolgede yer
almadigini géstermektedir, oysa prostat kanserlerinde MXI1 geninin
mutasyon sikhiginin oldukca yiksek oldugu daha Onceki ¢aligmalar
ile saptanmistir. Bu ¢alismada  mesane hiicre he‘xf'lannda ve

timorlerinde LOH’a ek olarak PTEN mutasyonlar1 tanimlanmis ve
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sadece mesane kanseri hiicre hatlarinda Western-blot yontemi ile
PTEN ekspresyonu arastirilmistir. Gtidik veya anormal bant veren
PTEN proteinine rastlanmamistir. Paneldeki iki prostat ve iki mesane
hiicre hattinda PTEN ekspresyonu kaybi belirlenmistir. Ekspresyon
kaybimin P’I‘EN‘ geninin tamaminin veya bir parcasinn delesyonu

sonucu olustugu dﬁ§ﬁnﬂimektedir (12).

Yapilan bir baska gahsma ile mesane kanseri hiicre hatlarinda
adenoviral vektér yoluyla PTEN ekspresyonu arttirilmis ve htcre
dénglisti ve bliylimenin baskilanmasi (izerine etkileri arastinlmigtir.
Kanser tedavisinde en 6nemli klinik problemlerden biri ilaca direngli
timoérlerin  kemoterapiye cevap vermemesidir. Bu c¢alismada
kemoterap6tik olarak kullanilan doksorubisine direng¢li mesane
kanseri hiicre hattti UM-UC-6dox’da PTEN ekspresyonunun
kemosensitiviteye etkileri belirlenmistir. Sonu¢da Ad-MMAC ile
infekte edilen UM-UC-6dox hucrelerinin~ doksorubisine 3.6-4.2 kat
daha fazla hassasiyet gosterdigi saptanmisgtir (11).

Elde edilen veriler PTEN geninin ilaca direng¢li mesane
kanserlerinde PI3K sinyal yolu ile AKT fosforilasyonunu azaltarak
doksorubisinin  toksik  etkisini  arttirdigini = gdstermektedir.
Aragtirmacilar PTEN geninin ve sinyal yolunun mesane kanserinde
tam olarak aydinlatilmasinin bu kanserlerde yeni terapdtik hedeflerin

belirlenmesinde 6nemli olacagini 6ne stirmektedirler (11, 96).

PTEN’ in mesane kanserlerinde molekiler ve islevsel analizleri
olduk¢a smmirhidir ancak yapilan ¢alismalar 6zellikle ge¢ evre mesane
timorlerinde PTEN’ in énemli rol oynayan bir timér baskilayict gen
oldugunu goéstermektedir (31). PTEN proteininin ge¢ evre mesane
timorlerinde rol oynuyor olmas: Ozellikle migrasyon ve invazyonda
6nemini gbstermektedir. Kas invaziv timoérlerde PTEN islevinir{ ne

zaman kaybedildigi ayrica PTEN’ in tek alelinin kaybinin hiticreye
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etkisi mesane kanserlerinde tam olarak hentiz bilinmemektedir (12,
97). PTEN’in etki mekanizmalarinin aydinlatilmas: mesane kanseri
ilerlemesinin mekanizmalarinin anlasilmasina ve tedavi igin yeni

hedeflerin bulunmasina 6nciiltik edecektir.
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MATERYAL VE METOD

Akdeniz Universitesi, Tip Fakdiltesi, Uroloji Anabilim ‘Dali
tarafindan mesane kanseri tanisi ile Tibbi Biyoloji ve Genetik
Anabilim Dali’'na génderilen 31 hastada mesane timér ve kontrol
materyalinde Westem-blét yontemi ile PTEN proteininin

ekspresyonu belirlenmistir.

2.1. Timor Ve Kontrol Materyallerinin Western-Blot

Yéntemi icin Hazirlanisi
2.1.1. Kullanilan Soliisyonlar

2.1.1.1. Triton-X-100 Tamponu

Triton-X-100 tamponu dokunun ve hlicrenin parcalanmasin
saglayan deterjan olup proteinlerin stabilizasyonunu saglayan
tuzlart ve proteinlerin pargalanmasini engelleyen Aprotinin,
Pepstantin A, ve Leupeptin gibi bir¢ok proteaz inhibitériin iceren
bir tampondur. Tamér ve kontrol dokularnn bu tampon icerisine

alinarak homojenizasyon yapilincaya kadar -80 C0%de sakland.

Triton-X-100 tampon igerisinde bulunan kimyasal maddeler

ve konsantrasyonlar asagida verilmektedir.

NaF (Sodyumflorid) (Sigma) 100 mM
Hepes (N-(2-hidroksietil)piperazin-N-(2-etan-sulfonikasit))
(Sigma) 50 mM
NaCl (Sodyumkloriir) (Sigma) ¥ 150 mM
Gliserol (Sigma) %10
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Triton-X-100 (Sigma) %1,2

MgClz (Magnezyumklorid) (Sigma) 1 mM
EGTA (Etilenbis(oksietilennitrilo)tetraasetikasit)

{Sigma) 1 mM
PMSF (Fenilmetansulfonilflorid) (Sigma) 1 mM
Sodyumortovanadat (Sigma) ’ 1 mM
Sodyum-Pirofosfat (Sigma) 10 mM
Leupeptih' (Sigma) 10 pg/ml
Aprotinin (Sigma) | 10 pg/ml
Pepstantin A (Sigma) 1 pg/ml

4,199g NaF, 13,015g Hepes, 8,766g NaCl, 0,09521g MgCly,
0,3804g EGTA, 0,1742g PMSF, 0,1839g Sodyumortovanadat,
4,461g Sodyum-Pirofosfat, tartihp, 500 ml bidistile suda ¢ézulda.
10 mg/ml’lik stoktan 1ml Leupeptin, 10 mg/mllik stoktan 1ml
Aprotinin, 10 mg/mllik stoktan 100 pl Pepstantin A, 100 ml %
10'luk Gliserol ve 12 ml Triton-X-100 eklendikten sonra son hacim
1 litre olacak sekilde bidistile su ile tamamlandi. Kui¢clik hacimlere
bolindu ve -20 °C'de saklanda.

2.1.2, islemler

Tumér ve kontrol materyalleri Triton-X-100 tampon igerisine
alindi. Ornekler, igerisindeki proteinlerin par¢alanmasini
engellemek igin tasima islemleri de dahil deneyin tim

asamalarinda buz icerisinde tutuldu.

1. Doku Triton-X-100 tamponu icinde lanset yardimi ile
parcalandi.

2. El1 homojenizatoérii ile homojenize edildi. Homojenize
edilen materyal ependorf tiplerde 10.000 rpm’de 5 dakika
santriftij edilerek dékelti alind1, 6rnek icerisindeki biyiik
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doku pargalan bu yikama islemi ile uzaklastirildi. Bu
islem berrak ve partikQl icermeyen érnek elde edilinceye
kadar tekrarlandi.

3. Elde edilen bu érnekte protein miktan tayin edildi.

2.2, Tiumor Materyalinde‘ Protein Miktar Tayini ve
Standart Grafik Hazirlanis:
Protein miktar tayini BSA (Boviné Serum Albumin) ile
hazirlanan standart grafik kullanilarak yapildi. Miktar tayini i¢in
BioRad marka Protein Assay Kit kullanild.

2.2.1. Kullanilan Soliisyonlar

2.2.1.1. Stok BSA (Bovine Serum Albumin) (Sigma)
0.1 gram toz BSA tartilip ve son hacim 10 ml olacak sekilde
bidistile suyla tamamlandi. -20 9C’de sakland:.

2.2.1.2. Protein Assay Kit (BioRad)
Kit bidistile su ile 1/5 oraninda seyreltilerek hazirlandi ve
her 1 pl protein i¢cin 1 ml kit kullanilarak Shimadzu marka

spektrofotometrede 595 nm’de absorbans degerleri 6l¢uldu.

\
2.2.2, Standart Grafik Hazirlanis:

1. Stok BSA 10 kez sulandirildi.

2. Bu ¢ézeltiden 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 15 ul alinarak 8 adet
ependorf tiipe kondu. Tim bu islemler buz i¢cinde yapildi.

3. Her tupe 1/5 sulandinlan BioRad kitinden 1 ml eklenip,
595 nm’de verdikleri absorbans degerleri
spektrofotometrede okundu.
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4. Standart grafik elde edilen bu degerlere gore X ekseninde
protein miktari=pg/ml ve Y ekseninde absorbans degerleri

olachk sekilde milimetrik kagida cizilerek hazirlandu.

2.2.3. Timor Materyalinde Protein Miktar Tayini

1. TGmoér ve kontrol o6rneklerinden 1 pl ependorf tipe
konuldu.

2. Uzerlerine 1 ml kit konularak 5 dakika inktlibe edildi.

3. Inkiibasyon siuresi sonunda absorbans degerleri
spektrofotometrik olarak 6l¢uildii.

4. Ornek icerisindeki protein miktari hesaplandi. Standart
grafikte 6rnegin verdigi absorbans degerine karsilik gelen
pg/ml cinsinden BSA miktar1 6rnegin igerdigi protein
miktarin vermektedir.

5. Yuikleme miktar1 hesaplandi. Her bir 6rnekten 100 g
protein igerecek kadar 6rnek 2.6 ile 40 pl arasinda

degisen miktarlarda jele yliklendi. -
2.3. Western-blot
2.3.1. Protein Elektroforezi
2.3.1.1. Kullanilan Soliisyonlar
2.3.1.1.1. Ayristirma Jeli Tamponu (Resolving Buffer)
Son konsantrasyon 1.5 M olacak sekilde 181,65 g Tris baz
(Sigma) tartilip 800 ml bidistile su iginde ¢ézildi. 1 M’ ik Asit

kullanilarak pH=8.8" € ayarlanip, hacim bidistile su ile 1 litreye

tamamlandi ve oda smakhglnda saklandi.
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2.3.1.1.2. Yiikleme Jeli Tamponu (Stacking Buffer)

Son konsantrasyon 0.5 M olacak sekilde 60,55 g Tris baz
tartilip 800 ml bidistile su icinde ¢6ztildt. 1 M’ ik Asit kullanilarak
pH=6.8’¢ ayarlanip hacim bidistile su ile 1 litreye tamamlandi ve

oda sicakliginda saklandi.

2.3.1.1.3. 10X Elektroforez Tamponu
15 g Tris baz, 94 g Glisin {Sigma) tartiip 500 ml bidistile su
ile ¢ozuldl, 50 ml %10 SDS eklendikten sonra son hacim 1 litre

olacak sekilde bidistile su ilave edildi.

2.3.1.1.4. 2X Yiikleme Tamponu

1 ml Gliserol (Sigma)

3 ml %10 SDS (Soydum Doedesil Stlfat) (Boehringer
Mannheim)

1.25 ml (1M) Tris-HCI pH=6.7

20 pl Bromfenol mayvisi (Sigma)

0.5 ml B-Merkaptoetanol (Sigma)

Gliserol, SDS, Bromfenol mavisi ve p-Merkaptoetanol 15 ml’
lik tuplerde karistirildi, enjektére cekilerek 0.22 pm’ lik filtreden
gecirilerek partikil icermemesi saglandi ve yaklasik 1ml’ lik

miktarlarda ependorflara béliinerek -20 9C’de saklandi.

2.3.1.1.5. Akrilamid

29 g Akrilamid (Sigma)

1 g N°N’ bis (Sigma)

100 ml bidistile suda ¢bziilerek hazirlandi ve aliminyum folye

ile sarilarak +4 °C’ de muhafaza edildi.
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2.3.1.1.6.%10 SDS _
10 g SDS 100 ml bidistile suda 68 9C’ de ¢éziltip 1 M’ lik baz

(NaOH) veya asit (HCl) kullanilarak pH:7.2’ ye ayarlandi ve oda”
s1cakl1g1nd'a saklandi.

2.3.1.1.7. %10 APS

10 g APS (Amonyumperstlfat) (Sigma) 100 ml bidistile suda
¢Oziltp + 4 °C’ de saklanda.

2.3.1.2. Jellerin Hazirlanisi

Ornekler ayristirici jel ve yiikleme jelinden olusan iki fazh
akrilamid jelde elektroforetik olarak yurttildi. Yukleme jelinin
proteinleri ayristirma 6zelligi yoktur, 6érnek igindeki tim proteinler
bu jelden gecerek es zamanli olarak ayristirma jeline ulasirlar. Bu

sekilde ytikleme siireleri arasindaki farktan dogabilecek deneysel

hata da en aza indirgendi.

Jellerin hazirlanmasina gecilmeden once jelin dékulecegi
camlar hazirlandi. Cam ylUzeyinde kalacak herhangi bir partikil
jelin homojen bir sekilde polimerlesmesini engelleyebilecegi ve jel
yuzeyinde kalacak su jelin konsantrasyonunu degistirebilecegi igin

camlar sabunlu gazli bez ile iyice temizlendi ve distile suyla yikanip

kurulandi.

2.3.1.2.1. %10’luk Ayristirict Jel (Resolving Jel)
7.7 ml Su

S ml Ayristirma Tamponu
7 ml Akrilamid

0.2 ml %10’luk SDS

0.2 ml %10’luk APS

20 ul TEMED (N,N,N’,N’-Tetrametiletilendiamine) (Sigma)
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Tap i¢inde karistirilarak hazirlandi. TEMED polimerizasyonu

¢ok hizlandiran bir katalizér oldugu icin jel dékllmeden hemen
o6nce eklendi.

2.3.1.2.2. Yiikleme Jeli (Stacking Jel)
3 ml Su

1.25 ml Yikleme Jeli tamponu
0.625 ml Akrilamid

50 pl %107Tuk SDS
50 ul %107Tuk APS
5 ul TEMED

Tup icinde karigtirilarak hazirlands.

2.8.1.3. Orneklerin Yiikleme icin Hazirlanis1

1.

Protein miktar tayini tamamlanan o6rnekler ylklemeye

baslamadan 30-45 dakika énce (-20 O°C)dondurucudan
cikarildi.

. Donmus o6rnekler buz icinde ¢dzuldi. 100 pg protein

icerecek kadar 6rnek pipetle ¢ekilerek 1,5 mllik ependorf

tiplere konuldu. .
Uzerlerine gerektigi kadar Triton-X-100 tamponu

eklenerek tiim 6rneklerin ayni hacimde olmasi saglanda.

. Ornek ve tamponun toplam hacmi kadar 2X yikleme

tamponu eklendi.

. Ependorflarin kapaklar: parafilmle kapatildi ve 3 dakika

stireyle kaynar suda bekletildi.
Stre sonunda santrifiijde 30 saniye 10000 rpm’ de

cevrilen ornekler yliklemeye hazir hale getirildi.
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2.3.1.4. islemler

1.

Camlar hazirlandiktan sonra 6n ve arka cam arasina 1
mm'’ lik ayirict (spacer) yerlestirildi —
Alt kisim ve yanlar bantlanip, iyice yapistirildi. Her iki yan
sikistinildi ve dikey olarak sabitlendi.

Aynisma jeli hazirlandi, pipetle Ustten 1 cm bosluk
kalacak sekilde yavas¢a camlar arasina dékualdii.

Ust kisimda birakilan bosluk % 0.1’ lik SDS ¢ozeltisi ile
dolduruldu. Bu islem jelin Usttiniin diizglin olmas:t igin
pipetle ve yavagca yapildi. % 0.1° lik SDS ile jelin hava ile
temasi engellendi ve jelin dizglin polimerize olmasi
saglandi.

. Aynstiric1 jel 30-45 dakikalik siire sonunda polimerize

oldu.

. Aynisticr jel tzerindeki SDS dokuldu ve distile su ile

birkag kez yikandi.

. Yukleme jeli hazirlanip, ayristiric: jel tizerine dékuildd ve

tarak hava kabarcig olusturmadan yavasca yerlestirildi.

Yukleme jeli 30-45 dakikalik stre sonunda polimerize
oldu. Jel donduktan sonra tarak dikkatlice cikarildi ve
eger camlar tizerinde jel atig kalmigsa bir kagit mendil

yardimi ile temizlendi.

. Camin etrafindaki bantlar c¢ikarilip hemen -elektroforez

tankinin igine yerlestirildi. Tank 6n (kisa) camun tst
seviyesine kadar 1X elektroforez tamponu ile dolduruldu,

pipetle taraklarin olusturdugu kuyucuklar temizlendi.

-10. 11k kuyucuga molekul agirliklar: bilinen proteinleri iceren

marker (BioRad) ytiklendi.

11.Daha énce protein konsantrasyonu hesaplanmis ve

ylkleme tamponu eklenmis timdr ve kontrol érnekleri
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her biri 30 veya 100 mikrogram protein icerecek sekilde
diger kuyucuklara yiiklendi.

12. Ornekler ylikleme jelinde iken akim 80-90 volt ve amper
~45mA olacak sekilde glic kaynag ile ayarlandi. Ornekler —-
ayrisma jeline gegtikten sonra akim 100-110 volta ve
amper 55 mA ayarlandi ve yuUrlitme islemi, 6rneklerin
yurGylQstini izlememizi saglayan  ylkleme tamponu
igerisinde bulunan Bromfenol mavisi, cam plakalarin

altindan ¢ikincaya kadar strduralda.

2.3.2. Membrana Transfer (Islak Transfer)

2.3.2.1. Kullanilan Soliisyonlar

2.3.2.1.1. 1X Protein Transfer Tamponu

3 g Glisin, 5,8 g Tris baz tartihp 800 ml bidistile su icinde

¢ozuldl, hacim 200 ml Metanol (Merck) ile 1L’ ye tamamlandu.

2.3.2.2. islemler
Ylrdtme islemi tamamlandiktan hemen sonra proteinlerin

jelden membrana transferi islemine gegildi. Deneyler sirasinda
PVDF (polivinildifluorid) membran kullanildi. PVDF membran

transfer islemine gecilmeden 10-30 dakika énce metanol ile
1slatildi.

1. Cam plakalar elektroforez tankindan alindi ve igerisinde 1X
protein transfer tamponu- bulunan genis bir kaba kondu.
TUm bu islemler stiresince jelin kurumamasi saglandi.

2. On cam ve ayiricilar dikkatlice tampon igerisinde alindi.

3. Kuyucuklarin bulundugu yukleme jeli kesilip atildi ve jel
tampon igerisine alindi.

4. Sandvi¢ arasina ilk 6nce siinger yerlestirildi ve transfer

tamponu iyice emdirildi
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5. Sunger tUzerine transfer kagidi, tamponla doyurularak
yerlestirildi Gizerinden deney tUplyle yavasga gegilerek hava
kabarcigi kalmamas: saglandi

6. Transfer kagidi tUzerine jel biyikliglnde kesilmis ve =
onceden metanolle islatilmis membran yerlestirildi ve
lzerinden deney tlpuyle yavasca gecildi. Sandvi¢ sirasinda,
katlar arasinda kalan hava kabarciklari bu bélgelerde )
transferin dogru olarak gergeklesmesini engelleyeceginden,
ozellikle membran ve jel yerlestirilirken hava kabarcigi
kalmamasina dikkat edildi.

7. Jel kinlmamasina dikkat edilerek membran tzerine
yerlestirildi, tizerinden deney tGpuyle gegildi.

8. Membran tUzerine transfer kagidi ve onun Uizerine silinger
ayni sekilde tampon iyice emdirilerek konuldu ve sandvi¢
sikistirilarak kapatildi.

9. Sandvig transfer tankina yerlestirildi, tank transfer tamponu
ile dolduruldu. Sandvi¢ yerlestirilirken jelin anot ve
membranin katot tarafinda olmasina dikkat edildi.

10. Transfer 1 gece slreyle +4 °C’de 40 volt ve 60-70 mA’ de
gerceklestirildi.

2.3.3. Membranlarin Blotlanmasi (Antikorla isaretleme)

Transfer gerceklestikten sonra PVDF membranin blotlama

islemleri yapildi.
2.3.3.1. Kullanilan Soliisyonlar

2.3.3.1.1. PBS (Phosphate Buffered Saline)
8g NaCl (Merck)

0.2g KCI (Merck)

1.44 g NaoHPO4 (Merck)

0.24 g KH2PO4 (Merck)
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800 ml bidistile su icinde ¢bztlip, 1M’ hk Asit kullanilarak

pH= 7.4% ayarlandi. Hacim 1 L’ ye bidistile su ile tamamlandi.

2.3.3.1.2. % 0.1' lik PBST

1 L %0.1' lik PBS icerisine 500 ul Tween 20 (polioksietilen-

sorbitanmonolaurat) (Sigma) eklendi

2.3.3.1.3. % 3'liik Siit Tozu (Bloklama Cozeltisi)

3 g yagsiz sit tozu PBST i¢inde ¢6ziilip 100 ml' ye PBST ile
tamamlanda.

2.3.3.2. Islemler

1.

Eldiven giyilerek membranlar temiz kiglk kaplara
konuldu. Bu islem icin petri kaplann kullanld:
Membranda yanlis bantlar gériilmesine sebep olmamak

icin membranlara ¢iplak elle dokunulmadi.

. Membranin Ustiinti kaplayacak kadar bloklama cdzeltisi

konuldu ve 2 saat Heidolph marka calkalayici Uzerinde
prehibridizasyona birakild1.

. Prehibridizasyon bittikten sonra ¢ozelti dokilerek,

bloklama cézeltisi icinde 1/1500 oraninda seyreltilen
PTEN (Santacruz) primer antikoru ve bloklama g¢dzeltisi
icinde 1/20000 oraninda seyreltilen GAPDH
(Gliseraldehitfosfatdehidrogenaz) (Santacruz) primer
antikoru konuldu ve 3 saat ¢alkalanmaya birakildi.

Stire sonunda yikama iglemine gecildi. Cozelti dokuldd
membran birkag¢ kez PBST ile yikandi. 15 dakika boyunca
her 5 dakikada bir PBST degistirilmek tizere membran
calkalayicida calkalanarak yikandi. Boylece ortamdan

zayif baglanan veya baglanmayan antikorlar
uzaklastirilda.
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5. Yikama isleminden sonra yine bloklama c¢o6zeltisi iginde
1/10000 oraninda.. seyreltilen sekonder antikor HRP
(Horseradishperoxydase) (Santacruz) konuldu ve 1 saat
boyunca c¢alkalanda. o -

6. Bu islem bittikten sonra tekrar PBST ile 15- dakika
yikama iglemi yapildi.

7. Islem sonunda bir pens ile el degmeden alinan
membranlarin énce kurutma kagidi ile fazla suyu alind:.
Strechfilm tizerine yerlestirildi. Uzerine ECL ddktiltp ve 1
dakika bekletildi.

8. Stire sonunda ECL' in de fazlasi kurutma kagid1 ile
alindiktan sonra membranlar strechfilm Uzerine konuldu
ve strechfilm ile Uizeri 6rttildi{i, kenarlan sikica kapatildi.
Hemen ardindan film kasetinin i¢ine bantland..

9. Daha sonra vakit kaybetmeden karanlik odada film
membran Uzerine yerlestirildi ve 1 veya 8 dakika sonunda

banyo edildi.

2.3. Timér ve Kontrol Orneklerinde PTEN

Ekspresyonlarinin Belirlenmesi

Banyo sonunda elde edilen filmler Hewlett Peckard marka
tarayici ile tarandi. PTEN ve esit yiklemeyi kontrol amac: ile
kullanilan GAPDH antikorlarinin filmde olusturdugu bantlar Scion
image adl bilgisayar programi kullanilarak 6l¢tildi. Tim timér ve

kontrol érneklerinde % PTEN ekspresyonlar belirlendi.
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BULGULAR

Akdeniz Universitesi, Tip Fakultesi, Uroloji Anabilim Dali
tarafindan 30 tane degisici epitel hiicreli mesane timoéra (TCC:
Transitional Cell Carcinoma) ve 1 tane Adenokarsinoma tanisi
konulmusg hastadan Transuretral Rezeksiyon (TUR) ve sistektomi ile
alinan timdr materyallerinde Western-blot yéntemi kullanilarak %

PTEN ekspresyonlan belirlenmistir.

3.1. Tiimér Materyalinin Patolojik Ve Histolojik Olarak
Siniflandirilmasi
Calismaya alinan tim tUGmorler patolojik olarak incelenerek
timorin evresi Tumér Node Metastasis (TNM) sistemine gore,
derecesi ise World Health Organization (WHO) siniflandirmasina gére
yapimustir. Hastalarin hepsinde timoér sayis: ve ¢api aragtirilmistir.
Olgularin cinsiyet, yas, timér sayisi, timorlerin maksimum ¢api,
uygulanan tedavi, histolojik dereceleri, patolojik évreleri, nuks ve

takip stirelerini igeren diger klinik bulgular: tablo 4.1’ de verilmistir.

Calismaya alinan 5 kadin ve 26 erkek hastanin yaslari 40 ve 86
(ortalama 65) arasinda degismektedir. PTEN ekspresyonunda azalma
4 erkek olguda saptanmistir. Ayrica bu olgularda timor sayisinin 1-5
ve timorlerin maksimum g¢aplarinin ise 1-3 cm arasinda degistigi
gbzlenmistir. PTEN ekspresyonunda azalma saptanan olgulardan
yalmzca birinde 24 aylhk slire sonunda tGmoér tekrari gozlenmistir.

Ancak tamor tekrari gozlenen diger olgularda ekspresyonda azalma

saptanamamistir.
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Olgulardan 12 tanesi ylizeyel mesane timoéri (pTa ve pTl) ve

19 tanesi invaziv mesane tiiméri (pT2 ve pT3) olarak belirlenmistir.

Tablo 4.1 Klinik Bulgular

No | € |Yag| Tiimo6r | Max. Tedavi Histoloji | Derece | Patolojik | Niiks/ | Takip
Sayisi Cap Evre Siire

1| E |77 1 2cm TUR TCC I pT2 - 6 ay
2 E | 83 1 3cm TUR TCC I pTa - 7 ay
3 E | 49 4 3cm | Sistektomi | Adeno ca. 1 PT2 - lay
4 | K |67 4 lcm | TUR/BCG TCC I pTa - 6 ay
5 K | 56 2 7cm | Sistektomi TCC 1 pT2a - 3 ay
6 | E |73 2 4cm TUR TCC 1 pT2 - 8 ay
7 | E |67 1 1,5cm| TUR/BCG TCC I pT1 - 5 ay
8 | K |75 3 2¢m | TUR/RT TCC I pT2 - 9 ay
9 E | 73 4 2cm TUR/RT TCC 1 pT2 - -
10| E | 58 S 2cm TUR/BCG TCC I pTa - 3 ay
1|k |79 3 | 6cm | TUR/BcG | TCC 1 pT1 ; 9 ay
121 E | 73 4 Scm TUR TCC I pT3a/K+ 2 ay 6 ay
13| E (73 3 4cm | Sistektomi TCC m ﬁ’l‘l - 3ay
14| E | 72 1 3cm | TUR/BCG TCC I pTa - 2 ay
15| E | 46 1 3cm | Sistektomi TCC m pT2a - 1ay
16| E | 70 2 2cm | TUR/MuAc TCC 111 pT2a - 2 ay
17| E | 55 3 3cm | TUR/BCG TCC I PT1 - 2 ay
18| E | 61 2 7 cm | Sistektomi TCC i pT2b - 2ay
19| E | 58 1 3cm | Sistektomi TCC 111 pT2b - 7 ay
20| E | 83 4 2cm Sistektomi TCC 1 pT2 6 ay 8 ay
21| K | 68 5 3,5cm TUR TCC I pT3a 2 ay 12 ay
22| E | 54 1 4 cm Sistektomi TCC 11 pT1 - 12 ay
23| E | 86 2 lcm TUR/RT TCC 111 pT2 24ay | 18 ay
24| E | 64 5 2cm TUR/RT TCC Il pT2 - 18 ay
25| E | 52 1 3 cm TUR/BCG TCC I pTa - 19 ay
26 | E | 61 1 lem | TUR/BCG TCC m pT1 - 18 ay
27| E | 64 4 3cm Sistektomi TCC 111 pT2b - 6 ay
28| E | 58 1 3cm Sistektomi TCC 111 pT2b - 7 ay
29| E | 73 3 Scm Sistektomi | Tcc%l10y I pT3a/K+ - 3ay
30| E | 66 2 Scm | Sistektomi TCC 111 pT3b N+ - 3ay
31| E | 40 4 lcm TUR/BCG TCC II pTa 3 ay 4 ay
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3.2. Tiimér Ve Kontrol Materyalinde Protein Miktar Tayini

BioRad Bratford kit kullarularak 31 timér ve 12 kontrol
materyalinde protein miktar tayini yapilmistir. Her bir 6rnek igin
spektrofotometrik olarak 6lgtim yapilmig ve igerdigi protein miktar:™
standart grafikten yararlanilarak hesaplanmistir. 19  tiimér.
materyaline ait bulgular tablo 4.2’de ve 12 tumor ile ayni hastadan

alinan 12 kontrol materyaline ait bulgular tablo 4.3’te gérilmektedir.

Tablo 4.2. 1-19 Numarali Timér Materyallerinin Protein Miktarlan ve %
PTEN Ekspresyonlan

Hasta | Materyal | Absorbans pg/ul 100 pg % PTEN
No protein | ekspresyonu
1 Tmor 1,211 31,1 3,2 100
2 TQmor 0,833 21,4 4,7 100
3 Timor 1,214 31,2 3,2 100
4 Tamor 0,677 17,4 5,7 100
5 Tamér 0,509 13,1 7,6 100
6 TUmor 0,878 22,3 4,9 100
7 Tamér 0,486 12,5 8 100
8 TUmor 1,122 28 3,8 100
9 TUmor 1,011 25,5 4 64
10 TGmor 1,007 25,5 4 100
11 TGmor 1,377 34,4 3 100
12 Tamoér 0,828 21,3 4,7 100
13 TAmér 0,346 9 11,1 100
14 TUmor 0,608 17,5 5,7 100
15 TAmor 0,719 18,5 5,4 100
16 Tamoér 0,261 6,7 14,9 100
17 TOmér 0,924 23,6 4,2 100
18 Timor 1,263 33,4 3,06 100
19 Timér 0,795 20,5 4,9 100
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Tablo 4.3. 12 Tamér Ve Kontrol Orneginde Protein Miktarlann ve % PTEN

Ekspresyonlan -
Hasta | Materyal | Absorbans png/ul 100 ng % PTEN —
__No 4 protein | ekspresyonu-|.
20 | Tamér 0,691 18 5,5 100
Kontrol 0,277 7 14,3 100
21 TUmor 0,531 13,5 7,4 100
Kontrol 0,099 2,5 40 100
22 Tamor 0,622 15,9 6,3 100
Kontrol 1,495 38,2 2,6 100
23 TOmér 0,482 12,3 8,2 58,8
Kontrol 0,608 15,7 6,4 100
24 Tamoér 0,224 5,7 17,6 21,9
Kontrol 0,212 5,4 18,6 100
25 Timbr 0,319 8,2 12,2 5
Kontrol 0,645 16,6 6 100
26 Tambér 0,794 20 5 100
Kontrol 0,203 5 20 100
27 Tamor 0,942 25 4 100
Kontrol 0,951 25 4 100
28 Tumér 0,822 21,1 4,7 100
Kontrol 0,833 21,3 4,7 100
29 TUmér 1,011 25,6 4 100
Kontrol 0,865 22,6 4,5 100
30 Tamér 1,387 34,7 2,8 100
Kontrol 1,327 33,2 3 100
31 Timér 0,111 2,8 35,7 100
Kontrol 0,387 10 10 100

3.3. Tumér ve Kontrol Orneklerinde PTEN Ekspresyonu
Diizeyleri ,

Incelenen 31 tlimér materyalininin 4 (%13) tanesinde PTEN
ekspresyonunda azalma saptanmistir. PTEN ekspresyonunda azalma

3 invaziv mesane timériinde ve 1 TCC’de gozlenmistir.

PTEN ekspresyonunun %95 oraninda azaldigi 25 numaral

timor Orneginin patolojik evresi pTa ve derecesi II’ dir. Azalma
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saptanan diger tUmodrlerin patolojik evreleri pT2 ve dereceleri III’ tlir

(tablo 4.2 ve 4.3).

PTEN proteini ekspresyonunda azalma saptanan 9 numaral
hastada PTEN ekspresyonu %64, 23 numarali hastada %58.8, 24
numarali hastada % 21.9 ve 25 numarali hastada % 5 olarak
belirlenmistir (tablo 4.2, 4.3). Bu olgular i¢in yapilan Western-blot
analizi sonunda PTEN ve GAPDH band paternleri sekil 4.1 ve 4.2’ de

gbsterilmistir.

K T K T T K M

Sekil 4.1. 23, 24 Ve 25 Numarali Olgularin Western-blot Sonucu PTEN ve GAPDH Band Paterni. T:

Tumor, K: Kontrol, M: Marker,*: Azalma saptanan rnekler.

M T T T T T T T K

Sekil 4.2. 7, 8,9, 10, 11, 12 ve 13 Numarali olgularin Western-blot sonucu PTEN ve GAPDH Band
Paterni. T: Tiimér, K: Kontrol, M: Marker, *:Azalma saptanan 6rnekler.
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TARTISMA VE SONUCLAR -

Geleneksel tlmér gelisimi modellerinde, dastik dereceden
yuzeysel yliksek dereceli timore ve daha sonra invaziv timére dogru
bir ilerleme gdriltr. Mesanenin degisici epitel hiticre karsinomunda
timor gelisimi iki farkl sekilde gerceklesmektedir. Birinci tip, dustk
ve orta dereceli ylizeysel lezyonlar seklinde gelisir ve bu tlmérler
siklikla tekrarlamakta fakat nadiren invazyon gdstermektedir. ikinci
tip gelisim ise ylUksek dereceli lezyonlar seklindedir. Urotelyumdan
kéken alan timodrler disinda bu tip lezyonlar ¢ogunlukla invaziv
timoérlerdir. Ayrica mesane kanserlerinin preklinik stireci ¢ok kisa
strmektedir. Bu kanserlerin karakteristik karmasiklii tGmér
baglangici ve ilerlemesi arasinda gegen olaylarin anlagilmasini
gliclestirmektedir. Bu nedenle mesane kanserlerinde prognostik
faktér olarak kullanilabilecek molekller markirlar {Gzerinde
calistilmaktadir. Hucre dénglsii markirlarnt p53, p21 ve Ki-67’nin
anormal  ekspresyonunun mesane kanseri tekrarlamasinda
etkilerinin ¢ok az oldugu dustintilmektedir (11, 98, 99). Yinede p53
ve p2l genlerinin hastalifin ilerlemesi ve hayatta kalmada etkili
oldugu 6ne sirtilmektedir. Bu sebeple mesane kanserinin tanisinda
kullanilabilecek ve tedavisine yb6n verebilecek FGFR3 (Fibroblast
Growth Factor Receptor 3), PTEN ve VEGF (Vascular Endothelial
Growth Factor) gibi yeni markir adaylarinin tarmimlanmas: ve etki

mekanizmalarinin belirlenmesi 6nem kazanmistir (11, 98).

Mesane kanserlerinde bazi genetik degisimlerin duisiik ve orta
derecede yani erken evrede ortaya ¢iktigi belirlenmistir. Mesane
kanserlerinde en stk 9. kromozomda genetik degisimler

gerceklesmektedir (11). 9p ve/veya 9q’da LOH mesane kanserlerinin
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%60-70’ inde tamimlanmustir. PTEN geninde heterozigosite kaybi
mesane kanserlerinde %5-7- siklikla gortlen bir diger genetik
degisimdir (11, 32). 10q’ da heterozigosite kayb1 da daha ¢ok kasa
invaze olan TCC’ lerde gértulmektedir ve genellikle ileri evrelerdé”
gerc;eklesfnektedir (12, 32). Cairns ve arkadaslarinin yaptigr ¢alisma
ile mesane timorlerinde patolojik evrelere gore, Ta tUmorlerin
%8’inde, T1 ttmérlerin %20 ve T2 timorlerin %29unda 10q’da LOH
tamimlanmistir. Bu bulgular mesane kanseri gelisiminde 10g’da
heterozigosite kaybinin etkin bir rol oynadifimi gdstermektedir (31).
Aveyard ve arkadaslarnn ile Cairns ve arkadaslarinin yaptigi
¢aligmalarin sonuglari birbirine uyumlu olup, ayrica PTEN geninin
inaktivasyonunda delesyonla gen kaybimin sik rastlanan bir

mekanizma oldugu gésterilmistir (32).

Calismamizda Akdeniz Universitesi, Tip Faktltesi, Uroloji
Anabilim Dal tarafindan tani konulan 30 TCC ve 1 Adenokarsinoma
materyalinde  Western-blot yodntemi kullanilarak % PTEN
ekspresyonlar1 arastirilmigtir. 31 olgunun sadece 4linde FTEN
ekspresyonunda azalma saptanmistir. PTEN ekspresyonunda azalma
saptanan 4 materyalden %95 oraninda PTEN ekspresyonunda
azalma goézlenen 25 numarali timoértin, makroskobik incelemesinde
tmoér sayisinin 1, ¢apinin maksimum 3 cm oldugu saptanmistir. Bu
yluzeyel mesane timéri patolojik evresi pTa oldugundan diigtik risk
grubuna dahildir. Azalma saptanan 9, 23 ve 24 numarali tiimérlerin
patolojik evreleri pT2 ve dereceleri III’ tiir. Bu tiimérlerde maksimum
timoér c¢apinin 2 cm ve tUimoér sayisinin ise 2-5 arasinda degistigi
gérulmustir. Bu olgularda PTEN seviyesinde azalma %78.1 ile %36
arasinda degismektedir. Bu yuksek risk grubundaki invaziv
timérlerde PTEN ekspresyonunda azalma literatlir bulgulan ile
karsilastirildiginda beklenen bir sonugtur. LOH gériilme sikligi ve

PTEN gen mutasyonlar patolojik evre ilerledik¢e artmaktadir. Ancak
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PTEN ekspresyonunda en fazla azalmamn bir pTa timérde

saptanmasinin drneklemeden kaynaklanabilecegini dlistinmekteyiz.

Incelenen olgularda PTEN ekspresyonundaki azalma miktar: il&
timoérlerin histolojik  dereceleri, patolojik evreleri veya dahil

olduklar risk gruplan arasinda dogrudan bir iligki saptanamamaistir.

PTEN geninin inaktivasyonu glioblastoma, endometriyum,
prostat ve diger birgok kanser tipinde gdsterilmigtir. inaktivasyonun
endometriyal karsinogenezde erken evrelerde ortaya c¢ikarken
glioblastoma, prostat ve diger bir¢ok kanser tipinde ileri evrelerde
ortaya ¢iktig: sitogenetik ve molekiiler analizlerle gésterilmistir (11).
Mesane kanseri ile bu gtine kadar yapilan ¢alismalar da PTEN geni
inaktivasyonunun mesane kanseri prognozunda etkili olabilecegi
gosterilmistir. Ancak yapilan ¢ahsmalar mesane ttimérlerindeki LOH
ve mutasyonlarin belirlenmesi ile smirli kalmistir. PTEN proteininin
ekspresyonu ile mesane kanseri prognozu arasindaki iligki

arastirilmamstir. Bu nedenle bulgularimiz literattrle

karsilastirllamamaktadir.

Tanaka ve arkadaslarinin yaptign ¢alismada, mesane kanseri
hicre hatlarinda adenoviral vektér yoluyla PTEN ekspresyonu
arttirilmig ve hilicre donglisti ve bliylimenin baskilanmas: Uzerine
etkileri arastinlmistir (11). Calismada SV-HUC, UMUC-1, UMUC-2,
UMUC-3, UMUC-6, UMUC-9, UMUC-14, T24 ve RT-4 hcre
hatlarinda PTEN ekspresyonu Western-blot yontemi ile
gosterilmigtir. Bu hiicre hatlarindan sadece UMUC-3te PTEN
ekspresyonunun hi¢ olmadigi belirlenmistir. Diger hiicre hatlarinda
ise farkl diizeylerde PTEN ekspresyonu saptanmistir (11). Tanaka ve
arkadaslarinin ¢alismasi ile ¢alismamizin verileri kiyaslandiginda 31
olgunun sadece 4’inde PTEN ekspresyonunda azalma saptanmasinin

kullanilan materyalden kaynaklandigini disinmekteyiz. Daha once
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yapilan ¢alismalarda sadece mesane kanseri hiicre hatlarinda PTEN
proteini ekspresyonu arastinlmis ancak hasta numuneleri
incelenmemisgtir. Patolojik tanilar ve histolojik dereceleri heterojen
bir dagilim gdsteren timoér panelinde farkh dlzeylerde PTEN®
ekspresyonunun temel sebebinin. hlcre tipleri arasindaki
varyasyondan  kaynaklandigini  distnmekteyiz. PTEN  asin
ekspresyonu prostat ve glioblastoma hticrelerinde hticre ddnglistinlin
Gl'de durmas: ve apoptozisi saglarken U251 insan glioblastoma
hiicre hatlarinda apoptozisin gergeklesmesi igcin PTEN asin
ekspresyonuna ek olarak farkli uyarilarin da bulunmas: gerektigi
gozlenmistir (11). Bu durum PTEN gen fonksiyonunun hticre tipine ve
PTEN sinyal yolunun diger apoptotik sinyal yollar ile etkilesimine

bagli olarak degisebilecegini gdstermektedir.

Mesane kanserine erkeklerde kadinlara oranla daha sik
rastlanmaktadir. Millan-Rodriguez ve arkadaslarinin ¢alismasi
sonucunda erkek: kadin orani1 9:1 olarak saptanmistir. Bu sonug
daha once yapilan populasyon temelli ¢aligsmalardan elde edilen 3:1
oranina karsithk gdstermektedir (5, 97). Calismamiz kapsamindaki
31 olgunun 5’ kadin ve 26’s1 erkektir. PTEN ekspresyonunda azalma
yalnizca 4 erkek hastada saptanmustir ancak ¢alisilan timor paneli
icinde kadin ve erkek sayisinin dagilim PTEN ekspresyonu ile

cinsiyet arasinda bir istatistiksel bir iliski saptamak igin uygun
bulunmamaktadir.

Calismamiz ile mesane tlimorlerinde sadece PTEN proteini
ekspresyon dlzeyi belirlenmistir. pT2 tlmoérlerde ekspresyonda
azalma saptanirken daha ileri evre pT3 tamédrlerde azalma
gorilmemistir. Ancak Western-blot ile ekspresyonu saptanan bir
proteinde mutasyon olup olmadig: belirlenememektedir. Calisilan ileri
evre mesane timodrlerinde PTEN  proteininin  fonksiyonu

aragtirtimamistir. Bu olgularda PTEN ekspresyonu olsa bile PTEN
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geninde nokta mutasyonlar sonucu fonksiyon kaybi gerceklesmis

olabilir. Incelenen tiimér panelinde giidik bir PTEN proteinine
rastlanmamuistir.

Bir biyolojik markirin klinikte kullanilabilmesi ig¢in klinik
parametreleri tamamlayan prognostik bilgi saglamasi gerekmektedir
(97). Bu sebeple PTEN ekspresyon diizeyinin mesane kanserlerinde
bir markir olarak kullanilmas: tavsiye edilmemektedir. Ancak PTEN’
in hiicre go¢li ve metastaza etkisi goz 6ntine alindifinda mesane
kanserlerinde PTEN sinyal yolunun daha detayli c¢alisilmas:
gerekmektedir. PTEN geninin mutasyon veya epigenetik faktdrlerin
etkisi ile inaktivasyonunun mesane kanserinin ilerlemesinde islev
gordtigli dustnilmektedir (11). PTEN’in etki mekanizmalarinin
aydinlatilmasi mesane kanseri ilerlemesinin mekanizmalarinin

anlagilmasina ve tedavi i¢in yeni hedeflerin bulunmasina 6&nctilik
edecektir.
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