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OZET
Cantiirk, K.M. Mesane kanserinde mikroRNA’larin ekspresyonlarinin
mikroarray yontemiyle belirlenmesi. Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali Tipta Uzmanhk Tez, Eskisehir, 2010.
Mesane kanseri geligmis iilkelerde genitoiiriner sistemde 2. Siklikta goriilen
kanserdir. Urotelyal karsinom mesane kanserinin en sik (% 90) goriilen hitolojik
tirtdiir. Bir ¢cok giincel tedavi yaklagimina ragmen ileri evre mesane kanserinde 5
yillik sag kalim % 20-40 kadardr. Giiniimiizde miRNA’larm iirotelyal karsinom
patogenezindeki rolleri ve potansiyel terapotik etkileri arastrilmaya devam
etmektedir.Caligmamzda 17 {irotelyal karsinom 6rnegi ve 6 normal mesane dokusu
miRN A ekspresyon profilleri agisindan karsilagtirilmistir. T-test sonrast mir-143 (27
kat |), mir-145 (16 kat |), mir-125b (11 kat |), mir-99a (11 kat |), mir-133b (10 kat
1), mir-100 (6 kat |), mir-497 (4.9 kat |), mir-139-5p (3.7 kat |), mir-18a (3.1 kat 1)
tirotelyal karsinomda normal iirotelyuma gore farkl eksprese oldugu belirlenmistir
(p<0.01). Farkli eksprese olan miRNA’larin hedef genleri internet tabanh
biyoinformatik programlarla degerlendirilmistir. Derece ve evreye gore iirotelyal
karsinom dokular1 karsilagilagtirildiginda mir-10a, mir-34a, mir-141 ve mir-210’un
derece ve evre arttignda azalan ekspresyon paternleri oldugu belirlenmistir (p<0.05).
Ozellikle bu miRNA’lar iirotelyal karsinom prognozunu tahmin etmede
kullanilabilirler. Farkli eksprese olan miRNA’larla hiyerarsik kiimeleme analizi
yaptigimizda, timor ornekleri patolojik derece ve evrelerine gore ayrilabilmistir.
Sonug olarak {iirotelyal karsinomda mikroRNA ekspresyon patternini belirlemede
mikroarray ydntemi etkin bir yontemdir. Urotelyal karsinomda mikroRNA’larin
normal tirotelyoma gore farkli eksprese olmalarindan dolay:r iirotelial karsinom
patogenezinde dnemli rolleri olabilir. Ozellkile belirgin sekilde azalan miRNA’lar
timdrsiipresor miRNA’lar olabilirler. MiRNA’larin iirotelyal karsinom yolagmdaki
net rollerinin ortaya konulmasi i¢cin ayrintili fonksiyonel caligmalar yapilmasi

gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Urotelyal karsinom, miRN A, mikroarray



ABSTRACT
Cantiirk, KKM. Determination of miRNAs’ expressions in bladder cancer by
microarray method. Eskisehir Osmangazi University Faculty of Medicine,
Medical Speciality Thesis in Department of Medical Genetics. Bladder cancer is
the second malignancy of genitourinary system in developed countries. Urothelial
carcinoma is the most frequent (%90) histological type of bladder cancer. Although
several treatment options, 5 year survival is nearly %20-40 in the advanced stage
bladder cancer. Nowadays microRNAs’ functions in the pathogenesis of urothelial
carcinoma and therapeutic effects have been investigated. In our study microRNA
expression profiles of 17 urothelial carcinomas and 6 normal bladder tissues were
compared. After t-test mir-143 (27 fold |), mir-145 (16 fold |), mir-125b (11 fold
1), mir-99a (11 fold |), mir-133b (10 fold |), mir-100 (6 fold |), mir-497 (4.9 fold
1), mir-139-5p (3.7 fold |) and mir-18a (3.1 fold 1) were determined that differently
expressed in urothelial carcinoma than normal urothelium. Target genes of
differently expressed miRNA were evaluated by web based bioinformatic
programmes. According to grade and stage urothelial carcinoma samples were
compared and determined that mir-10a, mir-34a, mir-141, mir-210 had decreased
expression patterns if stage and grade increased (p<0.05). Especially these miRN As
might be use to predict prognosis of urothelial carcinoma. When we perform
hiyerarshic clustering analisis with differently expressed miRNAs, tumor samples
could be distinguished according to grade and stage. In conclusion, microarray is
efficient method for determining expression pattern of miRNAs in urothelial
carcinoma. MiRNAs are differently expressed in urothelial carcinoma than normal
urothelium so, they might be have very important roles in the pathogenesis of
urothelial carcinoma. Especially distinctly decreased mIiRNAs might be
tumorsupresor miIRNAs. Detailed functional studies are necessary to identify real

roles of MiIRNAs in urothelial carcinoma pathway.

Key Words: urothelial carcinoma, miRN A, microarray
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1. GIRIS

Kanser, protein kodlayan ve kodlamayan genlerdeki yapisal ve ekspresyon
anomalilerinin goriildiigii kompleks bir genetik hastaliktir. Yaklagik 30 senedir
sadece protein kodlayan onkogen ve/veya timor siipresor genlerdeki degisimlerin
kansere neden oldugu diisiiniilmiistiir. Son yillarda protein kodlamayan mikroRNA
(miRNA)’larn da tiimérogeneze katkida bulundugunun kesfiyle kanserin genetik
nedenlerinin beklenilenden daha karmasik oldugu ortaya ¢ikmistir (1,2).

MikroRNAIlar, 20-22 niikleotid uzunlugunda, tek zincirli, protein kodlamayan
RNA molekiilleridir. Hedef mRNA’larm 3’UTR (untranslated region) bdlgelerine
baglanrrlar ve gen ekspresyonunu transkripsiyon sonrasit mekanizmayla baskilarlar.
Fonksiyonel ve transgenik fare caligmalarmda miRNA ekspresyon profilleri
degerlendirilmis ve mMiRNA-kanser iliskisi kanitlanmigtir. MikroRNAlar,
hedefledikleri gene gore onkogenik ve/veya tliimorsiipresor miRNAlar seklinde
siniflandirilmaktadirlar (3,4,5).

Mesane kanseri, gelismis likelerde genitotiiriner sistemde 2. siklikla goriilen
kanserdir. Yaklasik % 90 ile degici epitel karsinomu (DEK) mesane kanserlerinin en
sik goriilen histolojik tiiriidiir. Hastalar klinige basvurduklarinda %75-80 kadarinda
ylzeyel tiimorle karsilagilirken geri kalan % 20-25 kadar1 invazif veya metastatik
hastadir. Yiizeyel tiimdrlerin %70’inde ik tedavi sonrasinda bir veya daha fazla
rekiirrens goriiliir. Yiizeyel tiimorlerin % 5-25’1 daha sonrasinda kas tabakaya
invazyon gosterebilir. Bir ¢ok giincel tedavi yaklasimima ragmen ileri evre mesane
kanserinde 5 yillik sag kalm % 20-40 civarindadir. Teknolojik gelismelere ragmen
bu oran 20 yidir degismemistir ve devaml rekiirrenslerin olmasi iilkelerin saglik
harcamalarmna biiyiik yiik getirmektedir. Bu yilizden mesane kanserinin etyolojisinin
aydmlatilip, yeni tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesi gerekmektedir (6,7).

Oligoniikleotid miRNA mikroarray analizi giinlimiizde kanserde miRNA
ekspresyon profillinin belirlendigi etkili bir molekiiler tekniktir. Gilinlimiizde
miRN A’larin kanser ve normal dokularda farkli diizeylerde eksprese olduklar1 bir
cok calismada gosterilmistir. Bu farkliliklar tiimdr tiirliine 6zglidiir ve bazi tiirlerde
prognozla iliskilendirilmistir (1,8,9).

Bu bilgiler dogrultusunda ¢aligmamizda mesane kanseri ve normal mesane

dokusu mIiRNA ekspresyon profillerinin - mikroarray teknigi kullanilarak



karsilastirilmas1 amacglanmistir. Mesane kanseri patogenezinde etkili olabilecek
miRNAlar belirlenmeye c¢alisilmigtir. MikroRNAlarm hedef mRNA’larmin
bioinformatik agidan degerlendirilmesi amaglanmistir. Ayrica mesane kanserinin
histopatojik 6zellikleri ve miRNA ekspresyon diizeyi arasindaki iliski belirlenmeye

calisilmigtir.



2. GENEL BILGILER

Insan genomunun % 65’inin transkribe oldugu tahmin edilmesine ragmen
bugiin i¢cin % 2’den az kismmn proteine ¢evrildigi bilinmektedir. Komplementer
DNA (cDNA) kiitiiphanelerinin  sistematik sekanslanmasi1 ve transkriptom
calismalary, tiim transkribe olan RNAlarin en azindan yarismin protein kodlamayan
RNA molekiilleri oldugunu gostermistir. Bugiin RNA ailesine baktigimiz zaman
mRNA, tRNA, rRNA molekiillerinin disinda 6zellikle bir ¢ok biyolojik siirecte etkili
miRN A, siRNA ve piwiRN A molekiilleri bildirilmektedir (10,11).

Ik olarak 1993 yilinda Ambros ve ark. protein kodlayan genlerin negatif
regiilatorii olarak miRNA’lar1kesfetmislerdir. C.elegansta yaptiklari calismada; lin-4
mMIRNA mutasyonunun lin-14 gen ekspresyonunu etkileyerek gelisimsel siiregte
aksamaya neden oldugunu bulmuglardir. Baglangicta miRNAlar nematodlara ait
gelisimsel genler olarak disiliniilmesine ragmen let-7 miRNAsmin birgok tiirde
filogenetik olarak korundugu bulunmugtur. Bugilin arastrmacilar cDNA

kiitiphanelerini sekanslayarak yeni miRN Alar kesfetmeye devam etmektedirler (12).

2.1. MikroRNA’larin Yapisi ve Islenmesi

MikroRNAlar, genomik DNA’da ilgili miRNA geninden binlerce baz
uzunlugunda primer transkript (pri-miRNA) olarak RNA polimeraz 1l enzimi
tarafindan sentezlenirler. Birbirini izleyen iki silire¢ ile matir miRNA olusumu
gerceklesir. Ik asamada, DNA’dan bilgi aktarimi ile olusan binlerce baz
uzunlugundaki pri-miRNA, yaklasik 70 niikleotidlik prekiirsér miRN A (pre-miRNA)
haline getirilir. Ikinci asamada ise bu prekiirsor, yaklagik 21-25 nikleotidlik matur
miRN A’ya ¢evrilirler.

Primer miRNAlarin transkripsiyonel regiilasyonu hakkindaki bilgilerimiz
heniiz yetersizdir. Ancak, bazilarmm hem protein kodlayan hem de kodlamayan
genlerin intronlar1 igerisinde lokalize olduklar1 ve bdylece konakc¢i genlerin
promotorlar1 aracilifiyla transkripsiyonlarmm diizenlendigi bilinmektedir. Ayrica
bazi miRN Alar polisistronik transkriptlerde demetler halinde bulunurlar ki bu da
miRNAlarin  gelisim swasinda koordineli bir sekilde regiile edildiklerini

gostermektedir.



MikroRNA maturasyonu i¢in gerceklesen dizisel pargalanma asamalarmda
“Drosha” ve “Dicer” olarak isimlendirilen iki RNaz-III enzimi rol oynamaktadir. Her
kisi de ¢ift dal RNA (dsRNA) spesifik endoniikleazlardir. Drosha ¢ogunlukla
niikleusta lokalizedir ve iki tandem RNase-III domaini igerir: dsRNA baglanma
domaini ve fonksiyonu bilinmeyen amino-u¢ segmenti Farkli yapi ve dizide
olmalarma bakmaksizin Drosha pri-miRNAlar1 yaklagikk 70bp lik pargalara
bolmektedir. Bu olusan parcalar stem-loop bi¢cimindedirler. Drosha islemlerinin
etkinliginde terminal ilmek boyutlar, ana yapt ve Drosha parcalama bdlgesi
cevresindeki dizi 6nemli rol oynamaktadir. Terminal ilmekte kisalma, ana yapidaki
komplementerligin bozulmast ve Drosha kesim bdlgesindeki dizilerin delesyonu
veya mutasyonu kesim islemini anlamli derecede azaltmaktadir.

Nikleusta olusan pre-miRNAlar niikleustan sitoplazmaya ExportinS (Exp5)
aracih@iyla tasmir. Exportin5 bir Ran-GTP temelli nucleo/sitoplazmik kargo
transporter molekiiliidiir. Sitoplazmada bu firkete bigimindeki prekiirsorler bir bagka
enzim olan “Dicer” tarafindan 20-22 niikleotid uzunlugunda kii¢iik, ¢ift dal RNA
dubleksi (miRNA:miRNA*) haline getirilirler ki bu dubleks yapida hem matur
miRNA dali hem de onun komplementeri (miRNA*) birlikte bulunur. Olgun
miRNA, RNA’la indikklenen susturma kompleksine (RISC) katilir. MikroRNA’lar
etkilerini hedefledikleri mRNA’nin 3> UTR bdlgesindeki baz komplementerligine
gore ki mekanizmayla goOsterirler. Yiksek oranda 3’UTR bolgesine
komplementerlik varsa mRNA degrede edilir. Komplementerlik azsa mRNA’nin
translasyonu baskilanir (13) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. MikroRNA’nin iglenmesi (biyogenezi) — Julia Winter (14)’dan alinmistir.

2.2. MikroRNA ve Kanser

Hiicreler anormal olarak prolifere olduklarinda ve apoptoz fonksiyonlarmi
kaybettiklerinde genelde kanserlesirler. Bugiin miRNA’larin hiicre ploriferasyonu ve
apoptoz gibi bir ¢ok biyolojik siirecte etkili anahtar molekiiller olduklar1
bilinmektedir.

Kanserlesme siirecine miRNAlarin katkida bulundugunun ilk kanit1 Calin ve
ark. tarafindan kronik lenfositik l6semi (KLL) hastalarinda yaptiklar1 molekiiler
calismayla ortaya konulmustur. Bati toplumlarinda KLL, en sik goriilen yetigskin
I6semi formudur. Hastalarm yaklasik %50’sinde 13ql4 bolgesi delesyona
ugramaktadwr. Detayli delesyon analizleri sonucunda delesyonun oldugu bu bolgede
yalnizca mir-15a ve mir-16-1 genlerinin bulundugu tespit edilmistir. Daha sonra
KLL hastalarmin % 68’inde bu miRNAlarin ekspresyonlarinin azaldigi ya da
olmadigi ortaya konmustur (Sekil 2.2) (15).



Kanser ve normal doku arasindaki ekspresyon farkhliklarmmn belirlenmesi
miRNA’larin kanser patogenezindeki rollerini giliclendirmistir. Calin ve ark. B
hiicreli KLL hastalarinda 245 insan ve fare miRNA probunu iceren miRNA
mikroarray ¢aliymasiyla mir-15a ve mir-16-1’in ekspresyon diizeylerinin belirgin
sekilde azaldigini, miRNA ekspresyon profilinin KLL hastalarmin klinik ve biyolojik
davransiyla iliskili oldugunu gostermislerdir (8). Cimmino ve ark. BCL2 anti-
apoptotik geninin iki miRNA tarafindan hedeflendigini ve BCL2 nin asir1 eksprese
oldugu 16semi hiicre serilerinde terapdtik olarak kullanilabileceklerini bildirmislerdir
(16).

Akciger kanseri yetiskinlerde en sik goriillen kanser tipidir. Akciger
kanserinde let-7 miRNAsmin patogenezde etkili oldugunu gosteren veriler her gecen
giin artmaktadir. Takamizawa ve ark. in vivo ve in vitro c¢alismalarla let-7
miRNA’smin 6nemli derecede azaldigmmi ve kanser evresinden bagimsiz olarak
operasyon sonrasi sag kalimla iliskili oldugunu 6ne stirmiislerdir. Ayrica let-7 nin
adenokarsinomlu hiicre serilerinde hiicre proliferasyonu azalttigir gézlenmistir (17).
RAS ve MYC onkogenlerinin 3’UTR bdlgelerinde let-7 miRNA’ya komplementer
bolgeler bulunmaktadr ve let-7 bu onkogenlerin ekspresyonunu translasyon
srrasinda inhibe etmektedir (18).

Let-7’nin tersine mir-17-92 kiimesi kromozom 13q31 bolgesinde lokalizedir.
Kromozom 13q31 bolgesi akciger kanseri yaninda birgok lenfoma c¢esidinde
amplifiye olan bolgedir. Mir-17-92 kiimesi arastirrildiginda, bu miRNA kiimesinin
MYC tarafindan aktive edildigi ve bu kiimedeki mir-17-5p ve mir-20a’nin E2F1
transkriptini hedefledigi bildirilmistir. E2F1’in aktivasyonu normal hiicreleri
apoptozise gotiiriir fakat bu miRN Alarin amplifikasyona ugradigi hiicrelerde, E2F1
ekspresyonu azalacagi icin onkogenez tetiklenir (Sekil 2.2) (19).
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Sekil 2.2. Kromozom degisikligi sonrast miRNA ekspresyon farkliliklar1 ve kanserde
etki mekanizmalari-George Calin’den (2) alinmustir.

Kolorektal kanserlerde Michael ve ark.’t mir-143 ve mir-145’in normal
dokuya oranla tmor hiicrelerinde anlaml sekilde azaldigini bulmuslardir (20).

Chan ve ark. mir-21’in glioblastom hastalarinda anlaml sekilde arttigini ve
mir-21 susturulmus glioblastom hiicre serilerinin kaspaz aktivasyonuyla apoptozise
yonlendiklerini bildirilmistir (21).

Burkitt lenfoma dahil gogu lenfoma tiiriinde mir-155’in normal dokuya oranla
artmis ekspresyonu gbzlenmistir. BIC geni ekspresyonunun artigi Hodgin lenfomada
ve Burkitt lenfomda rapor edilmistir. BIC iliskili kanserlerin molekiiler patogenezleri
heniiz anlagilamamistir. Yeni bir ¢aligmada mir-155’in, BIC geninin filogenetik

olarak korunmus bolgesinde oldugu bildirilmistir (22).

2.3. Onkogenik ve Tiimor (Baskilayici) Siipresor MikroRNA’lar

MikroRNA’lar hedefledikleri mRNA’nin molekiiler yolaklardaki 6zelligine
gore onkogenik veya tiimor baskilayici (siipresor) 6zellik kazanabilir. Cesitli kanser
tirlerinde ekspresyon diizeyleri azaldig1 i¢in bazi miRNA’larin timdér baskilayici
miRNA’lar oldugu diisiiniilmiistiir. Ekspresyon diizeyi azalan bu miRNA’larla
fonksiyonel ¢alismalar yapildiginda bunlarin genelde onkogenleri hedef aldiklari
gorilmistir (2,16). Dolayisiyla tiimor baskilayict miRNA’nin ekspresyonunun

azalmas1onkogen ekspresyonunun artmasina ve timor olusumuna sebep olur.



Ekspresyon calismalarinda, ¢esitli kanser tiirlerinde ekspresyonu artan mikroRN Alar
onkogenik miRNAlar olarak diisiiniilmektedir. Bunlara “onkomir” adi verilir. Bu
miRNAlarin aktivitelerinin artmas1 hedefleri olan tiimor baskilayic1 genlerin
ekspresyonlarinin azalmasma dolayisiyla tiimor olusum ve gelisimine sebep
olabilecegi ifade edilmektedir (Sekil 2.3).

MikroRNAlarmm ekspresyonlarinin artmasina veya azalmasmna genomik
degisimler, gen mutasyonlar1 ve epigenetik degisimler gibi bir ok mekanizma sebep
olabilir. Ayrica miRNA:mRNA komplementerligini etkileyen mutasyonlar veya
polimorfizmler translasyonu etkileyerek kanser olusumuna katkida bulunabilirler.
Omegin HMGA2 onkogeninin mRNA’sinda let-7 komplementerliginin olmamasi
hiicreleri onkogenik transformasyona ugratmustir (23). Losemi tipi olan KLL ile ilgili
yapilan caliymada miRNA genlerinde %15 somatik mutasyon saptanmasi ve pri-
miR-16-1/15a’da germ-line bir mutasyon bulunmasi miRNAlarm genomik
mutasyonlar agisindan incelenmesi gerekliligini ortaya koymustur (24). Ayrica bir
miRN A’nin birgok genin transkriptini hedefliyor olmasi, kiiciik bir degisikligin dahi
malign transformasyonda Onemli sonuglari olacagmi  diistindiirmektedir.
Hipermetilasyon ve histon modifikasyonlar1 gibi degisimler de miRNA
ekspresyonlarini etkilemektedirler (Sekil 2.3) (25).

)
(a) Homozygous deletion Tumor suppressor miRNAs

Deletion + promoter MiR-15a and MiR-16—1
hypermethylation
. ‘ > Let-7a BCL-2
Deletion + mutation RAS

Abnormal miRNA \ __000000000000000AAANAA

processing . Low expression Oncogene mRNA Proliferation
Invasion
miRNA gene
Angiogenesis
©) _ ") Oncogenic miRNAs Tumor supressor mRNA  Apoptosis
Amplification
MiR-17-92 MiR-155 -
> - e
Translocation I MiR-21
J High expression

Sekil 2.3. Onkogenik ve tiimor (baskilayici) sitipresér miRNA’lar ve kanserdeki

degisim mekanizmalar1 - Ramiro’dan almmistir (26).



2.4. Mesane Kanseri

2.4. 1. Mesane Kanserinde Etiyoloji, Epide miyoloji ve Risk Faktorleri

Mesane kanseri gelismis iilkelerde iiriner sistemi ikinci siklikta etkileyen
kanser tipidir. Mesane kanseri ABD’de tiim kanserler icinde erkeklerde dordiincii,
bayanlarda sekizinci sikliktadir. ABD’de 2010 yilinda 71000 kiside mesane kanseri
gelisecegi (53000 erkek, 18000 bayan) ve 14000 kisinin de mesane kanserinden
Olecegi tahmin edilmektedir. Mesane kanseri ABD’de tiim kanserlerin erkeklerde
%6’s1n1, bayanlarda ise %2’sini olusturur (27).

Izmir ilinde Kanser Izleme ve Denetim Merkezi’nin (KIDEM) elde ettigi
Tirkiye verilerinde mesane kanseri erkeklerde en sik goriilen iirolojik kanserdir.
Insidans tanim olarak 100.000 niifusta, bir yilda yeni tan1 konulan kanser olgularmin
sayisidir. Mesane kanseri insidans1 diinyada cografi bolgeler arasinda 10 kat farklilik
gostermektedir. Merkezin verilerine gore Tirkiye’de mesane kanseri insidans hizi
erkeklerde yilizbinde 13 ile bat1 iilkelerine yakm iken bayanlarda yaklasik erkeklerin
onda biri kadardir (28).

Ailesel mesane kanseri rapor edilmekle birlikte genellikle cevresel faktorler
mesane kanserine sebep olmaktadr. Kabaca erkeklerde %50 ve bayanlarda %23
oranla sigara en Oonemli etyolojik faktordiir. Mesane kanserinin yaklasik %20’si
mesleki maruz kalma sonras1 olusmaktadir.

Sigara icimi mesane kanseri riskini ortalama 2-3 kat arttirir. Sigara i¢icilik
sliresi ve mesane kanseri arasinda dogrudan bir iligki vardir. Yirmi yil sonunda risk
yaklasik 2 kat, 40 yil sonunda risk yaklasik 5 kat artar (29).

Sigara, kimyasal karsinojenler ve reaktif oksijen tiirevlerinden zengin olmakla
birlikte, mesane kanserine yol agcan faktorler tam olarak belirlenememistir. Polisiklik
aromatik hidrokarbonlar, aromatik aminler, unsature aldehitler sigarada bulunan
potansiyel karsinojenlerdir.

Sentetk boya sanayi calisanlarinda ilk kez 19. yiizyilda saptanan
kimyasallara maruz kalma ve mesane kanseri iliskisi daha sonradan bagka kanitlarla
kuvvetlenmistir. Yirminci yiizyilda boya sanayide kullanilan aromatik aminlerden 2-
naftilaminle deneysel kanser olusturulmustur. 1950’lerin baslarinda benzidin ve 4-

aminobifenile maruz kalan ig¢ilerde mesane kanseri 30 kat fazla saptanmustir.
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Aliminyum, boya, petrol, lastik, tekstil endiistirisinde kullanilan kimyasallar
insanlar i¢cin kanserojendir. Mesane tliimdriiniin yaklasik %Z20’sinin kimyasallara
maruz kalma olustugu tahmin edilmektedir (30).

Mesane kanserinin etyolojisinde kemoterapotik ajanlara maruz kalma, kronik
sistit, alkol, kahve, yapay tatlandricilar ve igme suyundaki arsenik de sorumlu
tutulmaktadr.

2.4.3. Mesane Kanserinin Patolojisi

Malign mesane tiimdrlerinin %90’1 epitelyal kaynaklidwr. Geriye kalan %10
ise mezenkimal, lenfoplazmositer neoplaziler ve komsuluk veya uzak metastazla
gelen sekonder  tiimorlerdir. Mezenkimal  tiimorlerden  leiomyosarkom,
rabdomyosarkom, hemanjiom ve anjiosarkom goriilebilmektedir. Sekonder tiimérler
genellikle komsu organlardan invazyonla geligir. Daha seyrek olarak metastaz yapar.
Komsuluk nedeniyle yayilim daha cok prostat, serviks, uterus ve rektosigmoidden
kaynaklanir (Tablo2.1).

Tablo 2.1 Mesane Tiimorlerinin Smiflandirilmasi (WHO 2004).

Invazif Urotelyal Tiimérler

Non-invazif Urotelyal Tiimdrler

Skuam6z Neoplaziler

Glandiiler Neoplaziler

Noroendokrin Tiimorler

Mezenkimal Tiimorler (leiomyosarkom, rabdomyosarkom, hemanjiom
anjiosarkom)

Hematopoetik-Lenfoid Neoplaziler

Sekonder Tiimorler (prostat, serviks,uterus, rektosigmoid)

2.4.3. Urotelyal Karsinom (Degisici Epitel Karsinomu)

Epitelyal tiimorler i¢inde en sik goriileni tirotelyal karsinomdur. Diger
epitelyal tiimdrlerin baglicalar1 bazi endemik bolgelerdeki skuamdz hiicreli karsinom
ve adenokarsinomdur.

Urotelyal kanserlerin simiflandirilmasinda, son yillarda Diinya Saglk Orgiitii
ve Uluslararas1 Uropatoloji Uzmanlar1 Birligi (WHO/ISUP) sistemi yaygmlik
kazanmaktadir. Daha 6nce yaygimn olarak kullanilan WHO smiflamasma gore, bu

sistemde yeni bir grup olarak biyolojik davranis potansiyeli papillom ve karsinom
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arasinda olan diisik malign potansiyelli lirotelyal neoplazi yer almaktadir. Ayrica
karsinomlar grade 1,2,3 yerine disik ve yiiksek dereceli olarak iki gruba
toplanmistr. Degisici epitelyum yerine de, iirotelyum kullanilmas1 dnerilmektedir.
Grade 1 karsinom diisiik dereceli, grade 2 ve 3 ise yiiksek dereceli karsinom ile

esdegerdir. Urotelyal karsinom histopatolojik olarak papiller veya yass1 morfolojide

izlenir (31). (Tablo 2.2)

Tablo 2.2 Urotelyal Kanserlerin Smiflandirilmasi (WHO 2004 / ISUP Siniflamasi)

Papiller Urotelyal Lezyonlar

Hiperplazi

Papillom

Papiller Neoplazi (Diisiik Malign Potansiyelli Papiller Urotelyal Neoplazi)
Urotelyal Karsinom (Diisiik ve Yiksek Dereceli)

Papiller Olmayan Urotelyal Lezyonlar

Hiperplazi

Urotelyal Atipi(Reaktif ve dnemi bilinmeyen atipi)

Displazi (Diisiik dereceli intratirotelial lezyon)

Karsinoma in situ (Yiiksek dereceli intraiirotelyal lezyon)

Diisiik Dereceli Papiller Urotelyal Karsinom

Urotelyum hiicre diziliminde bozukluk (polarite kaybr), sitolojik atipi
(nukleer pleomorfizm ve belirgin nukleol), genel olarak tirotelyumun bazal
seviyesini agmayan mitotik figiirler izlenir. Daha 6nceki WHO smiflamasinda grade
1 ile esanlamlidir. Rekiirrens sik olmakla beraber, progresyon ve mortalite orani
azdr.

Yiiksek Dereceli Papiller Urotelyal Karsinom

Sitolojik atipi belirgindir. Pleomorfizm genelde kiigiik biiylitmelerde dahi fark
edilir. Mitotik figilirler sadece bazalde degil orta ve ylizeyel lirotelyumda goriiliir.
Onceki WHO simiflamasinda grade 2-3 ile es anlamhdir. Rekiirrens, progresyon ve

mortalite orani diigiik dereceli tirotelyal karsinomdan fazladir (31).

2.4.4. Mesane Kanserinde Evreleme
Mesane tiimdriiniin evrelendirilmesinde, tiimoriin ylizeyel veya invazif ayrimi
cok onemlidir. Eger tiimdr invazifse mesane duvarini agip asmadigi saptanmalidir.

Eger agmis ise o zaman da yayillimin derecesini ve metastazlarin yerini belirlemek,
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dogru tedavi yonteminin se¢imi agisimdan 6nemlidir. Mesane kanserinde TNM

evreleme sistemi kullanilir.(Tablo2.3)

Tablo 2.3 TNM (Tiimdr, Lenf Nodu, Metastaz) Evreleme sistemi

Ta Non-invazif papiller karsinom
Tis Karsinoma in situ ‘yass1 Tiimor’
T1 Subepitelyal konnektif doku invazyonu var
Muskularis invazyonu
T2 T2a Yiizeyel kas (i¢ yar1)
T2b Derin kas (d1s yar1)
Muskdiilarisi asan invazyon
T3 T3a Mikroskopik
T3b Mesane disinda kitle
Komsu organ, pelvis, abdomen invazyonu
T4 T4a Prostat, uterus, vajina
T4b Pelvis duvari, abdomen invazyonu
N1 Tek <2 cm
N2 Tek 2-5 cm; multipl <5 cm
N3 >5¢cm
MO Uzak metastaz yok
M1 Uzak matastaz var

2.5. Mesane Kanserinde Molekiiler Cahs malarin Onemi

Urotelyal karsinomlar mesane kanserinin %95’ini olusturmaktadir. ik
basvuruda hastalarin %75°1 papiller invazif olmayan tiimor (Ta) tanis1 alirlar.
Hastalarda ilk bagvuruda %40 oraninda laminapropria invazyonu (T1), muskularis
invazyonu (T2-4) ve metastaz (N+, M+) goriilebilmektedir. ik tedavi sonrasi
hastalarin %50-80 kadarinda rekiirrens, %10-25 inde muskularis invazyonu goriiliir.
Muskularis invazyonu olanlarm %50 kadar1 metastatik hastalikla gelebilmektedirler.
Timdr derecesi-evresiyle progresyon, rekiirrens ve beklenen yasam siiresi arasinda
giiclii korelasyon vardir. Yiizeyel tiimorlerde beklenen yasam siiresi, muskularis
invazyonu ve metastazi olan hastalara oranla ¢ok yiksektir. Mesane kanserinde
muskularis invazyonu tedavi ve prognoz acisindan en onemli belirleyicidir. Kas
invazyonu olmayan timorler genellikle TUR ile takip ve tedavi edilirken, kas
tutulumu bulunan olgularda sistektomi veya radyoterapi tercih edilmektedir.

Ozellikle T3A (mikroskopik mesane dismnda invazyon) lezyonlarin tespit

edilmesi zordur ve bir¢cok vaka rutin uygulamalarda gdzden kacabilmektedir. Evresi
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T3A olan lezyonlar, metastaz potansiyeli tasimaktadirlar ve bu sebeple komsu lenf
nodlarinin ¢ikarilmasi gerekmektedir. Giiniimiizde dolagimdaki mikrometastazlara
yol acma potansiyeli olan tiimér hiicreleri RT-PCR gibi tekniklerle dolasimda
belirlenmeye ¢alisilmaktadir.

Ayni derece ve evreye sahip timorlerin farkli davranis gostermeleri
molekiiler mekanizmalarn farkli tlimér davramisinda etkili olabilecegini
disiindiirmektedir. Mesane kanserinin molekiiler mekanizmalarmin aydmlatilmasi

erken tanida, prognoz tayininde ve hedefe yoOnelik tedavilerde yol gosterici
olabilecektir (31)

2.6. Mesane Kanserinde Tiimor Belirleyiciler

Mesane kanserli yeni tan1 hastalarinin biiyik kismmda tiimorler, ylizeyel ve
diisiik dereceli neoplazmlar olup prognozlari mikemmeldir. Ancak hastalarm %30-
70’inde rekiirrens izlenmekte ve bunlarin da %10-30’unda invazif kanser
gelisebilmektedir. Bu nedenle mesane kanserli hastalarda erken rekiirens ve
ilerlemeyi tespit edebilmek i¢in, sik araliklarla sistoskopi ve idrar sitolojisi ile yakin
takip gereklidir. idrar sedimentinde atipik hiicrelerin incelemesi seklinde olan iiriner
sitolojik inceleme hali hazirda irotelyal karsinomun takibinde ve tanisinda
sistoskopiyle birlikte en ¢ok kullanilan testtir. Diisiik dereceli karsinomda sitolojinin
tanisal degeri spontan idrar Ornekleri i¢in yaklasik %17-70, mesane ykama sivisi
icin ise yaklask %70-98 arasindadir. Sistoskopinin invazif islem olmasi ve
sitolojinin Ozellikle diisik dereceli lezyonlarda yeterli duyarliligmm olmamasi
nedeniyle giinlimiizde baska marker bulma cabalar1 artmaktadir (31).

Hali hazirda bir ¢ok merkezde mesane kanserine yonelik tiimor belirleyici
testler kullanilmaktadir (Tablo2.4). Genel olarak tiimor erken tanisinda kullanilacak
testin; hastaligin varliginda pozitif olma yiizdesi ile degerlendirilen duyarlilik
(sensitivity) %100’e yaklagsmalidir. Ayni sekilde hastaligin olmadigi durumda testin
negatif olmasi ile tanimlanan 6zgiilliik de (specificity) %100’e yakm olmalidir.

Bugiin i¢in FDA (Food and Drug Administration) BTA-STAT (Bard
Diagnostics, Redmond, WA, USA), BTA TRAK (Poly Med Co, Cortlandt Manor,
NY,USA), NMP 22 (the nuclear matrix protein) (Newton, MA, USA), ImmunoCyt
(Diagnocure Inc, Quebec City, Quebec, Canada) Urovysion FISH analizi (Urovysion
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Systems Vysis, Abbott) gibi testleri iirotelyal karsinom tanisinda ve takibinde
kullanimm1 onaylamustir.

BTA stat ve BTA TRAK testlerinde insan kompleman faktorii H ile iligkili
protein diizeyine bakilmaktadwr. Bu protein degisici epitelyal karsinomlarda izlenen
bir proteindir. Her iki testin duyarliligi %60-70 arasinda; 6zgilliigi ise %50-75
arasinda degigmektedir.

NMP 22 proteini, niikleer matriksin biiyik kismini olusturan ve mesane
kanserinde salinan bir proteindir. Bu testin duyarhilgi %60-75 arasinda; 6zgiilliigi ise
%70-75 arasmdadir.

ImmunoCyt testi, immiinfloresans incelemeyi sitoloji ile kombine etmektedir.
Monoklonal antikorlar1 kullanarak mesane kanserinde eksprese edilen yiksek
molekiil agrlikli karsinoembriyonik antijen ve miisini tespit etmektedir. Duyarlilik
ve Ozgiilliik oranlar1 sirasiyla %70-95 ve %70-85 arsinda degismektedir (31).

Urovysion testiyse mesane kanserinde siklikla kromozomal degisimlerin
goriildiigii bolgelere yonelik problarla (CEP 17, CEP 3, CEP 7 ve LSP 9p21) yapilan
FISH testidir. Urovysion testinin mesane kanseri tanisindaki degeri Mowatt ve ark.
tarafindan 2010 yilinda 12 ¢alismanin (Toplam 2535 hasta) meta-analizi yapilarak
degerlendirilmistir. Duyarhilik %76; 6zgiilliik ise % 85 olarak bildirilmistir (32).

2.7. Urotelyal Karsinom Genetigi

Molekiiler genetik ¢aligmalar sonucunda iirotelyal karsinom gelisiminde iki
yolagin etkili oldugu bildirilmistir. Histopatolojik ve spesifik genetik degisimler
sonucu ortaya konulan bu yolaklar; klasik olarak 1yi prognozun beklendigi
hiperplazi, papiller diisiik dereceli karsinom yolagi ve kotli prognozun beklendigi
karsinoma in situ- yiiksek dereceli iirotelyal karsinom yolagidir (33) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Mesane kanserinde molekiiler yolaklar.

Hiperplazi ve Papiller Diisiik Dereceli Urotelyal Karsinomda Tiimér

Baskilayic1 Genler ve Onkogenler

Kromozom 9’un total veya parsiyel delesyonu iirotelyal hiperplazili ve diigiik
dereceli karsinom hastalarinda sik goriilen bir anomalidir. Kromozom 9q bolgesinde
haritalanan TSC1, PTCH ve DBC1 genlerinin papiller invazif olmayan mesane
kanserinde etkili oldugu diistiniilmektedir. Kromozom 9p21 bolgesinde INK4A/ARF
lokusu bulunmaktadir ve bu bolgede lokalize olan P16 ve P14 gibi siklin bagimh
kinaz inhibitérleri kodlanmaktadr. Bu bdlgenin delesyonu P53 ve RB yolaklarini
etkilemektedir. Ayrica INK4A/ARF bolgesi delesyonlar1 yiiksek dereceli yiizeyel
karsinomlarla da iliskilidir (34).

Molekiiler genetik calismalarda, invazif olmayan (Ta) ve yiizeyel invazif (T1)
olan tirotelyal kanserlerde FGFR3 gen mutasyonlarmin sik goriillmesine (%70)
ragmen P53 gen mutasyonlarmim nadir oldugu ortaya konmustur. Zieger ve ark. Ta
karsinomlarinda sadece kromozom 9’a iligkin anomalilerin gbzlendigini ve bu
karsinomlarin genetik stabilite gosterdiklerini bildirmislerdir. Buna karsilik TI
karsinomlarmin genetik olarak stabil olmadigmni ve 17p, 13q, 8p kromozom
degisimlerini icerdigini bildirmislerdir (35).

Bir proto-onkogen olan H-RAS genindeki mutasyonlar, mesane kanseri
gelisimi ve progresyonuyla iligkilidir. RAS onkogeninin kodon 12 ve 61 degisimleri,

mesane kanseri hastalarinin %20 kadarinda goriiliir. H-RAS genindeki asir1
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ekspresyon invazif olmayan hastalarda erken niiksle sonuglanacagmi one siirenler

oldugu gibibu bulgunun aksini savunanlar da olmustur (36).

Karsinoma in-situ ve Invazif Urotelyal Karsinomda Tiimér Baskilayici

Genler ve Onkogenler

Papiller diisiik dereceli tiimorlerde daha sik goriilen onkogenik degisimlerin
tersine invazif iirotelyal kasrinomlarda tumér baskilayici gen degisimlerine daha
fazla rastlanmaktadir (Sekil 2.4). Timdr Baskilayic1 genlerden TP53, RB ve PTEN
daha ¢ok invazif iirotelyal kanser hastalarindaki genomik insitabiliteden sorumludur
(34).

Kromozom 13ql4 bdlgesinde lokalize RB geni, hiicre dongiisiiniin G1/S
gecisini engelleyen bir protein (pRb) kodlamaktadir. PRB inaktivasyonu, bu genin
fosforilasyonunu katalizleyen siklinler tarafindan gerceklestirilir. Siklin bagiml
Kinaz inhibitorleri (p21, p16, p27, pl4, p57) siklin kompleksini inhibe ederek PRB
fosforilasyonunu engellerler.

RB gen degisimi yiiksek derece ve evredeki tiimorlerde bulunur. RB kayb1
olmayan hastalarda evreden bagimsiz olarak beklenen yasam siiresi RB kaybi1
olanlardan daha uzundur. Ozellikle invazif karsinomlu hastalarda RB kayiplari
yasam siiresinin daha kisa olacagmi gostermektedir (37, 31).

Kromozom 17p13 bdlgesinde bulunan P53 geni, hiicre dongiisiinde kontrol
noktalarmi (p21), apoptozisi (BAX), DNA tamirini (GADD45) ve angiogenezisi
(trombospontin) kontrol eden genlerin ekspresyonunu aktive eden bir transkripsiyon
faktorli olarak gorev yapar. Mutant P53 proteini, ‘wild tip’ P53’den daha uzun
yarilanma Omriine sahip oldugu i¢in nikkleusta birikir ve immiinohistokimyasal
olarak belirlenebilir.

Invazif mesane kanseri nedeniyle radikal sistektomi uygulanan hastalarda P53
mutasyonlar1 kanser niiksiinii artirp, beklenen yasam siiresini azaltmaktadr (38).
Nikleusta p53 birikimi, kasa invaze tiimdrlerde ek prognostik faktdr olmasmin
yaninda intra vesikal BCG tedavisi uygulanan yilizeyel mesane tiimorlerinde niiksti
Ongorebilir (39,40). Tim bu verilerin aksine ¢coklu degisken analizlerde P53 protein

diizeyi ile tiimor evresi ve derecesi Kkarsilastirildiginda, P53 proteinin
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immiinohistokimyasal olarak gosterilmesinin hastaligin dogal seyrine yonelik ek
katk1saglamadigini belirten goriisler de vardir (41).

PTEN geni 6zellikle mesane kanserinin ileri evrelerinde delesyona ugrayan
10923 bolgesine lokalizedir. Tirozin kinazlar1 inhibe ederek tumdr baskilayict rol
oynamaktadir. Allelik degisimleri 60 invazif olmayan tiimOriin sadece %6’sinda

goriilurken 53 kas invazyonu olan tiimoriin %32 ’sinde saptanmistir (42).

2.8. Mesane Kanseri ve mikroRNA

Mesane kanserinde ilk miRNA mikroarray g¢alismasi Gottardo ve ark.
tarafindan yapimistr. Toplam 25 {irotelyal karsinomda 245 miRNA’nin
ekspresyonlar1 mikroarray yontemiyle incelenmistir. Mir-223, mir-26b, mir-221, mir-
103-1, mir-185, mir-23b, mir-203, mir-17-5p, mir-23a ve mir-205 gibi
mikroRNAlarin ekspresyonlarmin normal dokuya oranla arttig1 gézlenmistir (1.2 kat
esik deger, P<0.05). Arastricilar ayrica ilerleyen evre ile birlikte (T1-T4) birlikte
mir-26b’nin azalma egiliminde oldugunu belirtmislerdir. Analizlerinde normal
dokuya gore azalan miRNA tespit etmemisleridir (43).

Neely ve ark. 343 miRNA’nin ekspresyonunu invazif ve invazif olmayan
mesane kanseri hiicre serilerinde mikroarray yontemiyle incelemislerdir. Mir-21:mir-
205 oranmin invazif olanlarda olmayanlara gére 10 kat fazla oldugu tespit ed ilmistir.
Benzer oran 53 mesane kanseri olgusunda da bulunmus ve mir-21:mir-205 oraninin
invazyonu tespit etmede % 100 duyarhlik ve % 78 0Ozgiinlikte oldugu tespit
edilmistir (44).

Takahiro ve ark. 14 mesane kanserini ve 5 normal mesane epitelyumunu 156
miRN A agisindan mikroarray yontemiyle karsilagtrmiglardir. Mir-145, mir-30a-3b,
mir-133a, mir-133b, mir-195, mir-125b ve mir-199a gibi mikroRNAlarin
ekspresyonlarinin mesane kanseri drneklerinde azaldigini belirtmiglerdir. Keratin-7
mRNA’smnin bu mikroRNAlar icin ortak hedef bdlge oldugunu ve keratin-7
mRNA’sinin mesane kanseri dokularinda azaldigini belirtmiglerdir (45).

Srinivas ve ark. 34 irotelyal karsinomda yaptiklari ¢alismada invazif
timorlerde mir-222 ve mir-125’nin Ta tiimorlere oranla fazla eksprese oldugunu
ayrica Ta tlimorlerde mir-10a’nin invazif tlimdrlere oranla fazla eksprese oldugunu

bildirmislerdir. U¢ hastada mi-31’in lokalize oldugu 9p21 bolgesinin delesyona
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ugradigini ;, Mir-452 ve mir-452*’in lenf nodu pozitif timorlerde eksprese oldugunu
bildirmislerdir (46).

Tianxin ve ark. mir-143’iin mesane kanserinde tiimor baskilayici mikroRNA
olabilecegini ve RAS onkogenini hedefleyebilecegini belirtmislerdir (47).

Lars ve ark. 106 mesane tiimorii ve 11 normal wurotelyumda 290
mikroRNA’nmn ekspresyonunu karsilastirmislardir. Mir-145’in kanser dokusunda en
cok ekspresyonu azalan ve mir-21’in kanser dokusunda en ¢ok ekspresyonu artan
mikroRNAlar oldugunu belirtmislerdir. Mir-129’un prekiisoriinii mesane kanseri
hiicre serilerine verdiklerinde tiimdrlerde biiylimenin yavasladigmi saptamislardir
(48).

Merle ve ark. mesane kanserli hastalarin idrar 6rneklerinde 157 mikroRNA’y1
RT-PCR yontemiyle incelediklerinde mir-126:mir-152 oraninin %72 duyarlilik ve %
82 ozgiilliikle mesane kanserini tespit edebildigini belirtmiglerdir (49).

Qiang ve ark. yaptiklari calismada, mir-221 mesane kanseri hiicre serilerinde
antisense oligoniikleotidle susturulmus ve kanser hiicrelerinin bdylece apoptozise
girdigi tespit edilmistir (50).

Hushan ve ark. mesane kanserinde miRNA’larin hedef genlerindeki SNP
calismalarinda GEMIN3 genindeki polimofizmin mesane kanseri icin artmig risk ile
iliskili oldugunu bildirmislerdir (51).

Yapilan ¢aligmalarla miRNA’larin mesane kanserinde rol oynadigi asikar
olmasma ragmen ¢aligmalar arasinda farkliliklar bulunmaktadir. Mesane kanserinde
daha fazla calismanin yapilmasiyla mikroRNA’larin karsinogenezdeki rolii agiga

kavusmus olacaktir.

2.9. Mikroarray Teknolojisi

Mikroarray teknolojisi, niikleotid baz eslesmesi (hibridizasyon) prensibi
temel alman bir tekniktir. Bu teknigin en Onemli Ozelliklerinden biri tek bir
reaksiyonda tiim bilinen insan genlerinin ekspresyonlarmi belirlemeyi miimkiin
kilmasudir.

Ik kez 1995 yilinda Patrick O. Brown, 45 genin ekspresyon analizinin, tek
reaksiyonda cam slayt iizerindeki ¢cDNA problarma hibridizasyonla miimkiin

olabilecegini gostermistir. 1995 yilindan giiniimiize teknik hizla ilerlemis ve bugiin
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bilinen tiim okaryotik genlerin ekspresyonlar1 dahil bircok uygulamada kullanilir

hale gelmistir (52). (Tablo2.5)

Tablo 2.4. Mikroarray teknolojisinin kullanim alanlar:

Uygulama/ Ozet

Teknoloji

Gen Organizmanm hastalik durumunda, tedaviye yanit durumunda veya bir patojenle

Ekspresyonu karsilastig1 durumda gen ekspresyonu profili ¢ ikarilabilmektedir.

Analizi

ArrayCGH Organizmanin genomik DNA’smin delesyon veya amplifikasyon durumu
hastaliklarda (Kanser, Konjenital anomali vs) degerlendirilebilmektedir.

GenelD Kiigiik mikroarraylerle yiyeceklerdeki organizmalar, hiicre kiiltiirindeki
mikoplazma veya patojenik ajan lar tespit edilebilmektedir.

Chip on Chip Proteinlerin DNA’ya baglandig1 bolgeler belirlenebilmektedir.

SNP array Allellerdeki SNPler mikroarray teknolojisiyle
belirlenebilmektedir. Genotiplendirme, adli tpp  uygulamalari,  kanser
predispozisyonu, baglanti analizleri gibi birgok uygulamda ku llan ilmaktadir.

Alternatif- Ekzon-Intron baglanti noktalarma 6zel proplarla alternatif splicing tipi

splicing belirlenmeye ¢alisilmaktadir.

holirla ma

Flizyon-gen Ozellikle  kanser  hastalarmda  fiizyon  transkriptlerini  belirlemede

mikroarray kullanilmaktadir.

Tilling array Tilling array ler i¢in {ist liste gelen problar dizayn edilir ve dzellikle belirlenmek
istenen genomik diziler i¢in kullanihr.

R DNA sekanslarmm mikroarraydeki proplarla belirlenebilir. Bilinen hastaliklara

e- . yonelik mutasyonlarm veya SNP’lerin belilenmesinde kulanilir. Dizilere 6zgii
sequencing proplara hasta DNA st hibridize edilir.

2.9.1. Mikroarray Platformlan

Mikroarrayler ¢ok ¢esitli teknolojilerle tiretilebilirler. Solid destek iizerinde

oligoniikleotidler ‘in situ’ iiretilebilirken ayn1 zamanda PCR’la iiretilen fragmanlar

veya cDNAlar array tlizerine ‘print’ edilebilir. Mikroarrayler teknolojik olarak cDNA

mikroarrayleri ve oligoniikleotid mikroarrayleri seklinde siniflandirilabilirler. cDNA

arrayleri uzun, ilgilenilen mRNA’ya komplementer olurken oligoniikleotid arrayler

genelde 20-60 nikleotid uzunlugunda proplar1 icerirler. Giiniimiizde cesitli ticari ve

laborotuvarlarin kendilerinin tirettikleri mikroarrayler kullanimdadir. (Tablo2.6)


http://en.wikipedia.org/wiki/Tiling_array

Tablo 2.5. Mikroarray platformlarmin karsilastrmas1
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Proptip Printing method | Saptama metodu | Tek weya ki
renkli sistem

cDNA array Cdna Robotik print Cy3,Cy5 Iki renkli

Affymetrix 25mer Fotolitografik Floresan Tek renk
sentez

Agilent 60mer In situ ink-jet ve | Floresan Tki renk
sentez

ABI 60mer Robotik print Digoxigenin Tek renk

CodeLink 30mer - Strepavidin- Tek renk

Alexa flour
NimbleGen 24mer In situ sentez Floresan Tek veya iki

Mikroarray teknolojisinde lam, silikon veya poliakrilamid gibi bir solid
destegin iizerine ilgilenilen materyalle ilgili (DNA, mRNA, protein, miRNA) problar
robotik olarak swayla yerlestirilirler. Floresan boyalarla (genelde Cy3,Cy5)
isaretlenen Ornekler proplarin {izerine uygun kosullarda hibridize edilirler.
Hibridasyon sonrasinda yanlis baglanan proplar1 uzaklastirmak i¢in degisik tuz
solisyonlartyla yikama islemi gerceklestirilir. Floresan boyalarmm 1s1ma
yogunluklar1 yiiksek rezoliisyonlu tarayicilarla tespit edilir (53).

Mikroarray teknolojisinde binlerce 6zellik incelenmesine ragmen bir ¢ok
merkezin datalar1 arasinda farkhliklar ortaya ¢ikabilmektedir. Farkli array
formatlarmm kullanim1 veya ydntem sirasinda optimal olamayan uygulamalar
mikroarray datalarmin analizini zorlastrmaktadir. Ileride analiz ydntemlerinin

gelismesiyle ve otomatize yontemlerin uygulanmasiyla bu problemler agilabilir.

2.9.2. Mikroarray Teknolojisinde Data Analizi

Mikroarray analizinde Oncelikle tarayicidan ¢ikan goriintiilerin kalitesinin
belirlendigi ve array ilizerindeki artefaktlarin analiz dis1 birakildigr image analizleri
yapilmaktadir. Gorlintii analizi sonrasinda elde edilen verilerin istatistiksel olarak
normalizasyonlar1  yapilmaktadir. Normalizasyonu yapilan arraylerin = sinyal
yogunluklarinin log2 c¢evirimleri yapildiktan sonra istatistiksel olarak Ornekler
karsilastirilmaktadirlar. Istatistiksel olarak t-test, ANOVA (Analysis of variance),
SAM (significane analisis of microarray), Bayes yontemi ve Mann-Whitney gibi
yontemlerle veriler karsilastirilabilmektedir.

Ayrica kiimeleme analizi gibi

istatistiksel yontemlerle ¢oklu veriler arasinda iliski bulunmaya ¢aligilmaktadr (53).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Hasta Grubu

Calismanuza Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji
Anabilim Dalinda mesane kanseri tanis1 nedeniyle opere edilen 17 tiimér dokusu ve
6 normal doku 6rnegi dahil edilmistir. Orneklerin patolojik derece ve evreleri
Eskisehir Osmangazi Universitesi Patoloji Anabilim Dali’'nda yapilmistir. Calismaya
mesane tlimorlerinde %95 siklikta goriilen {irotelyal karsinom (degisici epitelyum
karsinomu) patolojik tanili 6rnekler alimmigtir. Calismaya dahil edilen hastalardan
aydmlatilnus onam formu ve Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurulundan 31.07.2009 tarihli, 2009/347 sayili etik kurul raporu alinmistr. Mesane
doku ornekleri operasyon sonras1 RNAlater soliisyonu i¢ine alinmig ve -20°C’de
saklanmigtir. Calismamiz Mart 2008- Eylil 2009 tarihleri arasinda Eskisehir
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dalinda
gerceklestirilmistir. Urotelyal karsinomlu olgularm miRNA ekspresyon profilleri

mikroarray yontemiyle incelenmistir.
3.2 Geregler

3.2.1 Kullanilan Aletler
Spektrofotometre (NanoDrop)
Bioanalizer (Agilent)
Slayt Tarayic1 (Scanner) (Agilent)
Hibridizasyon firmi (Agilent)
Hibridizasyon hiicresi (Agilent)
Slayt boyama tabagi, kapak, sepet (Agilent)
Mikro Pipet takimi (Gilson)
Mikrosantriftij (Eppendorf)
Thermal cycler (Gold 96 Well GenAmp PCR System 9700 ABI PRISM)
Su banyosu (Niive)
Vorteks (Heidolph)
Deep-freeze (Meraeus)
Buzdolab1 (Argelik)
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Ependorf Tiipii (1,5 ml lik)
PCR tiipleri (strip) (Perkin Elmer)

3.2.2 Kullamlan Kimyasal Malzemeler
Trizol reagent(100 ml)(Sigma)
10X alkalin fosfataz buffer (Agilent)
Dana-bagirsak-alkalin-fosfatazi(CIF),(1000U)(Agilent)
T4 RNA ligaz (1500 U, 5U/mikrolitre)(Agilent)
T4 RN A ligaz buffer (Agilent)
Insan miRNA mikroarray kiti( Agilent)
Dimetil siilfoksit >%99.9 (DMSO) 50 ml(Agilent)
miRN A isaretleme ve hibridizasyon kiti (Agilent)
Gen ekspresyon yikama paketi (Agilent)
DNase/Rnase free distile su(Qiagen)
RNAIlater (Qiagen) Bioanalizer nano 6000 RNA kit (Agilent)

3.3 Yontem

3.3.1. Taze Doku Orneklerinden Total RNA izolasyonu
Taze doku Orneklerinden total RNA izolasyonundan 6nce Ornekler petri kabinda
trizol soliisyonu i¢cinde kiicik pargalara ayrilip, havanda iyice homojenize edildi
Taze doku orneklerine uygulanan total RNA izolasyon protokolii asagida maddeler
halinde belirtilmistir;
-Solusyondan 15-30 mg arasinda doku almip; 1 ml trizol soliisyonunun i¢ine konulup
15-30 °C’de 15 dk bekletildi.
- Uzerine 0.2 ml kloroform eklendi ve yavas¢a (15sn) karistirilarak oda 1sisinda 2-3
dk bekletildi.
-Ornekler 15dk 2-8 °C’de, 12000 g’de santrifiijedildiler. Santrifiij sonrasmnda
ornekler altta fenol-kloroform fazina, bir ara faza ve en Usttede renksiz akkéz faza
ayrilmaktadir ki RNA akkdz fazdadir.
-Akkoz faz ayr1 ependorf tiipline aktarildi ve 0.5 ml izopropil alkolle karistirilarak
ormekler oda 1sisinda 10 dk bekletildi. Sure sonunda ornekler 10 dk 12000 g’de
santrifiij edildiler..
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-RNA tiipiin dibinde jel kivaminda presipite oldu. Siipernat atildi ve RNA peleti 1 ml
%75’lik etanolle yikanip vortekslendi ve 7500 g’de 5 dk santriftij edildi.

-RNA peleti5 dk +4 °C’de kurutuldu (tamamen kurumamasi gerekir) ve RNAaz free
suyla sulandirildi. Omekler 10-15dk 55-60°C’de su banyosunda bekletildiler ve

Nanodrop spektrofotometreyle miktar ve kalite degerlendirmesi yapildi.

3.3.2. Total RNA Kalitesinin ve Miktarimin Spektrofotometre ve
Bioanalizer Cihaziyla Tayini

Kaliteli total RNA istatistiksel olarak dogru karsilastrilma yapimasi i¢in
gereklidir. Izole edilen total RNAlarm nanodrop spektrofotometre cihaziyla
Olglimleri yapildi A260/280 orani 1.8’in altindaki veya A260/230 orani 2.0’in
altinda olan 6rnekler caligmaya dahil edilmedi.

Kalite ve miktar1 uygun olan 6rneklerde Bioanalizer (Agilent) cihazinda nano
6000 RNA kiti (Agilent) kullanilarak fragman analizi yapild1 ve RIN (RNA Integrity

Number) degerleri 4’{in Ustiindekiler ileri mikroarray analizine alindilar. (Sekil 3.1)
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Sekil 3.1. Agilent 2100 Bioanalizer’de total RNA elekroforegram goriintiisii.
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3.3.3 isaretleme ve Hibridizasyon Asamasi

Defosforilasyon
-Total RNAlarm 50ng/ul olacak sekilde RNAaz free suyla diliisyonu yapildi ve
0.5ml niikleaz icermeyen tiiplere konularak buz iistiinde bekletildiler.
-CIP (Calf Intestinal Phosphatase) master mix hazrlanip oOrneklerin tizerine 2l
eklenip pipetaj yapildi
-Ornekler 37°C’de 30 dk PCR cihazinda bekletilerek defosforilasyon islemi

tamamlandi.

CIP master mix hazirlanisi

Komponent Hacim(pl/reaksiyon)

10x CIP bufer 0.4

RNAaz free su 1.1

CIP 0.5

Total hacim 2.0
Denatiirasyon

- Her tiipe 2.8 ul DMSO (Dimetil Siilfoksit) eklendi ve 100°C’de 5-10 dk PCR

cihazinda muamele edilip hemen su-buz karisimina alinarak 10 dk bekletildiler.

Ligasyon
-Tiim presipitatlar ¢oziilene kadar 10x T4 RNA ligaz buffer solusyonunda 37°C’de
su banyosunda bekletilip vortekslendiler. T4 RNA ligasyon master mix hazirland1 ve
her bir 6rnege 4.5 ul eklendi.
-Ornekler 16°C’°de 2 saat PCR cihazinda bekletildi.
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T4 RNA ligasyon master mix hazirlanisi

Komponent Hacim (ul/reaksiyon)
10x T4 RNA ligasyon buffer 1.0

pCp-Cy3 3.0
T4 RNA ligaz 0.5
Total Hacim 4.5

- 2 saat sonunda orneklerin kurumasi ve DMSO’nun tamamen uzaklagmasi i¢in 6

saat 65°C’de PCR cihazinda bekletildiler.

Hibridizasyon
- Hibridizasyon firin1 55°C’e getirildi. Kuruyan 6rnekler 18 ul RNaz suyla resiispanse
edilip. 4.5 pl 10x GE Bloking agent eklendi.
- Her tiipe 22.5 pl 2x hibridizasyon buffer eklendi ve hafif vortekslendiler.
- Tipler 100 °C’de 5 dk PCR cihazinda bekletilip hemen su-buz karigimina alindilar.
Buradaki hedefimiz 6rnekleri en kisa siire icerisinde array lizerine yiiklemekti.
- Contali taban slayt1 (Gasket) hibridizasyon hiicresinin tabanma konuldu ve 6rnekler
tek tek yiiklendi.
-Omekler yiiklendikten sonra array preperat1 aktif yiizii drnekleri gorecek sekilde
gasket slaytm iizerine hafifce yerlestirildiler. Orneklerden sizint1 olmamasma dikkat
edildi.
-Hibridizasyon hiicresi kapatilip; vidasi sikica sikildi
-Hibridizasyon firinmin hizi 20 rpm’ye sabitlendi ve Ornekler 55°C’de 20 saat
hibridize edildiler (Sekil 3.2).
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¥

Sekil 3.2. Hibridizasyon hiicresinin tabanindaki gasket slayta 6rnek

yiiklenmesi- Hibridizasyon firmn1

3.3.4. Posthibridizasyon Yikama
- Posthibridizasyon yikama soliisyonlar1 ilk agildiginda Triton X-102 eklenmelidir.
Yikama soliisyonu 2, bir gece dnce 37°C’de bekletilmelidir.
-Yikama soliisyonlar1 manyetik karistiricilarin lizerinde olacak sekilde asagidaki gibi

yikama gerceklestirildi.

Yikama Yikama soliisyonu Sicakhk SiireSlayt ayrilmasi
Yikama soliisyonu-1 Odassis1 -

[k yikama Y kama soliisyonu-1 Oda st 5dk

Ikinci yikama Y kama soliisyonu-2 37°C  5dk

-Yikama isleminde 6zellikle yikama soliisyonu-2’den preperat almirken ¢ok yavas
olunmalidir.
-Yikama tamamlandiktan sonra array preperatt hemen tarayiciya yiiklenerek tarama

islemi gerceklestirildi.
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3.3.5. Preperat Taramasi ve Feature Extraction 10.01 Yazilimuiyla Goriintii

Analizleri

- Agilent tarayici kullanilarak, softwarede miRN A protokolii segilerek, S

rezoliisyonda array preperatlari tarandi

Sekil 3.3. Agilent slayt tarayici
-Image goriintiileri feature extraction 10.01 yazilimiyla agild1.

g ——— -
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FEATEME EXTRAL TION ¥ AZELIMVEND A

BN ARSAYDE TOFLAM » OmSEGEs GOmONTON
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™
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Sekil 3.4. Feature extraction 10.01 yaziliminda array preperatinin goriintiisti. Bir

arrayde 8 ornek calisilabilmektedir.
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-Gorlintililerin spot analizleri yapildi ve artefaktlar analiz dis1 birakildi. Artefakt
olarak post hibribizasyon basamagindan sonra lam iizerinde kalan istenmiyen toz,
leke vs. degerlendirildi.

-Yazilimda uygun grid modu ve protokol (miRNA) se¢ilerek datalar ¢ikarildi Lam
iizerindeki her noktaya karsilk gelen miRNA isminin ve lokalizasyonunun
bulundugu grid modu, sinyal miktarmin 6lglilmesi basamagindan 6nce mutlaka

hassasiyetle yerlestirilmelidir.

Feature Extraction - [C:\Program Files\Agilent\MicroArray\FeatureExtraction\FEProjects\FE_P: .fep son murat.fep [Standard - Run]]

Ele View Edit Project Tools Window Help

BEGHE BE OEE EBER.

o
Project Explorer ax ‘ﬂi Project Properties |§) Extraction Set Configuration Summary Repart ‘ b
S@F ; - 2
« W iy zssisizes ¢ [Project Run Summary: FE_Project.fep son murat 5
Project started on Fri, Apr 02, 2010 at 14:22:18.
D:\ScanData\US84503387 251911812268 S02.tif Fri Apr 02 14:22:18 2010
Processing 8 arrays in single scan
INFO: Checking update for zrid template with barcode 251911812268 from e Asmay.
INFO: There is no protocol attached with extraction FE is searching default protocol for extraction.
IINFO: FE automatically determined that required protocol is mRNA_105_Dec(8,
IINFO: Grid Template in use : 019118_D_20080214
INFO: Protocol in use: mRNA_103_Decl.
INFO: multiple extractions =
INFO: MetricSet in use: mENA_QCM_Decl8
IINFO: FE automatically determined that ArrayFormat is 63 micron feature size
INFO: FE automatically determined that GridFommat i cron feature size
INFO: FE automatically determined that SpotFormat is 65 micron feature size
INFO: FE automatically determined that Scanner is Agilent Scanner
IINFO: FE automatically determined that GridTestFormat is 63 micron feature size
INFO: FE lty determined that FeatSizeFracByArayFmt is High Density §-pack
INFO: (Amay_1_1) There are 3742 (Green) negative features (Non-Controls).
IINFO: (Amay_1_1)0(Green) saturated features
INFO: _1)2 (Green) feature non-uniformity outliers
INFO: (Array_1_ Green) feature population outliers
INFO: (Amay_1_1) 0 (Green) background non-uniformity outliers
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Sekil 3.5. Feature extraction 10.01 yaziliminda 6rneklerin data analizleri. Goriintiisii
¢ikarilan arrayin grid pozisyonlamalar1 yapiliyor. Ardindan spotlardaki sinyal

seviyeleri Olgiilerek datalar ¢ikariliyor.



- Arrayle ilgili kalite kontrol datalar1 (QC reports) incelendi.

QC Report — Agilent Technologies : miRMA
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Sekil 3.6. Kalite kontrol datalar1 (QC reports). Array preperatinin grid pozisyonu,

sinyallerin kalitelerini ve artefaktlari degerlendirmeyi saglamaktadir.

3.3.6. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz GenespringGX 10.02 yazihmi kullanilarak yapilmistur.

GenespringGX yaziliminda arraylerin ‘Quality Control Metrics’ degerleri incelendi

ve uygun olmayan drnekler analiz dis1 birakildi. Orneklerin tiimor ve normal doku

gruplamalar1 yapilarak istatistiksel t-test kullanilarak karsilastirildi. Boylece timor

ve normal doku rasinda farkli eksprese olan miRN Alar belirlendi.

Ornekleri evrelerine gore gruplandirilarak tek yonlii ANOVA testiyle evrelere

gore farkli eksprese oln miRNAlar belirlendi. Ayrica 6rnekler derecelerine gore

gruplandirlarak tek yonli ANOVA testiyle derecelere gore farkli eksprese olan

miRN Alar belirlendi.
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Omeklerin Tiimbr/normal seklinde gruplamalarmda farkli eksprese olan

miRN Alara yonelik kiimeleme analizi (Clustering) yapild1.

Ayrica tiimorler evrelerine ve derecelerine gore ayriayri gruplandirilip farkl

eksprese olan miRNAlara yonelik kiimeleme analizleri yapildi
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Sekil3.7. Genespring GX 10.0.2 yazihmi. Orneklerden feature extraction yazilimiyla

elde edilen datalarin kalitesinin degerlendirilir. Orneklerin karsilastrma dncesi

gruplamalar1 yapilir. Mikroarray analizinde kullanilan t-test, tek yonliit ANOVA, cift

yonlii ANOVA, kiimeleme, kiime tahmini analizleri gibi istatistiksel testleri

icermektedir.
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4. BULGULAR

Calismamizda Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji
Anabilim Dalinda mesane kanseri tanist almis 17 hastanin tiimor dokusu 723 insan
miRNA’s1 ve 76 viral miRNA agisindan mikroarray yontemiyle 6 normal mesane
dokusuyla karsilastirilarak incelenmistir. Mesane kanserinde %90 siklikta goriilen
tirotelyal karsinom tanis1 alan hastalar ¢alismaya dahil edilmistir. Hastalarimizin yas
ortalamas1 64.16+6’dir. Hastalarin hepsi erkektir ve sporadik mesane kanseri tanisi
almiglardr. Hastalarin klinik evreleri Ta=5, T1=6 ve T2-4=6 seklindeyken, patolojik
dereceleri G2=7, G3=6 ve G4=4 seklindedir. Hastalarla ilgili bilgiler Tablo 4.1°de

bulunmaktadir.

Tablo 4.1. Hastalarin K linik ve Patolojik Ozellikleri

Hasta Yas Derece Evre
N.M 75 G3 T2-4
CB 52 G2 Ta
I.i 39 G2 T1
EK 65 G2 Ta
AY 67 G4 T2-4
LA 78 G3 T2-4
F.S 52 G2 Ta
M.D 69 G2 T1
LK 77 G3 T1
S.0 69 G3 T1
C.P 62 G4 T2-4
M.Y 68 G3 T1
E.S 65 G2 Ta
H.K 70 G3 T1
A.C 67 G4 T2-4
K.B 55 G2 Ta
R.K 64 G4 T2-4

4.1 Urotelyal Karsinomda miRNA’lann Ekspresyon Diizeyleri

Calismamizda Agilent insan mikroRNA mikroarray versiyon 2.0 kiti
kullanilmistir. Kit iceriginde 3 array slayti bulunmaktadir. 8 6mek tek slayt tizerinde
analiz edilebilmektedir. Arrayde 723 insan ve 76 viral miRN A sekans1 Sanger veri
taban1 10.1’den almmarak prop haline getirilmistir. (Agilent insan mikroRNA
mikroarray versiyon 1’de ise 470 insan miRNA’s1 ve 64 viral miRNA

bulunmaktadir.) Arrayde 15.000 prob bulunmakta ve aynt miRNA 16-20 kez prob
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haline getirilmistir. Calismamizda array slaytlarinin posthibridizasyon yikamasi
sonrasinda Feature Extraction 10.01 yazilimi1 yardimiyla goriintii (image) analizleri

yapildi (Sekil 4.1)
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Sekil 4.1. Agilent Feature Extraction 10.01 yaziliminda bir 6rnegin

mikroarray image goriintiisii. Beyaz renk pozitif kontroldiir. Mavi renkten kirmizi

renge dogru miRN A ekspresyon diizeyi artmaktadir.

Feature Extraction 10.01 yazilimiyla Orneklerdeki istenmeyen artefaktlar
analiz disinda birakildi Artefakt olarak post hibribizasyon basamagindan sonra lam
tizerinde kalan istenmiyen toz, leke vs. degerlendirildi Arraylerin {izerindeki
noktalara uygun isimlendirmelerin yapilmas: ve miRNA ekspresyon sinyallerinin
dogru 6l¢iilmesi i¢cin uygun grid pozisyonlamalar: yapildi. MiRNAlarm ekspresyon
sinyal diizeylerinin bulundugu datalar istatistiksel analiz i¢in topland.

Datalar Genespring GX yazilmmma yiklendi. Genespring GX yazilimiyla
ornekler arasinda ve array slaytlar1 arasinda istatistiksel analiz yapilabilmesi igin

normalizasyon agamasi1 gerceklestirildi. Normalizasyon, deneyin yapilmasi sirasinda
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teknikten kaynaklanan varyasyonlarin minimuma indirilmesi ve saglikl kargilastirma
yapilmasi i¢in gerekmektedir.

Normalizasyonda Orneklerin sinyal diizeyleri i¢in esik deger 1 olarak
belirlendi. Sinyallerin medianlar1 alindi ve sinyaller %75 persentile kaydirildi
(Persentil Kaydirma Normalizasyon).

Orneklerin sonraki analizlerde kullanilabilmesi i¢in kalite analizleri
istatistiksel olarak yapildi Array tizerindeki her bir miRNA, 16-20 kez tekrarlandigi
icin kalite analizleri miimkiin olmaktadir. Orneklerden kalite asamasim
gecemeyenler ilerikianalizlere dahil edilmedi Toplam 17 tiim6r dokusu ve 6 normal
dokunun sinyal seviyeleri, spottaki sinyal durumlarina gore (flag value) filtreleme
islemleri yapildi. Filtreleme olarak ‘present’ (Array iizerindeki noktanm tamamen
dolu olmasi) ve ‘marginal’ (Array ilizerindeki noktanin bir kisminin dolu olmasi)
kriterleri se¢ildi. Toplam 381 miRNA filtreleme kiriterlerini gegti. Array {lizerindeki
noktatalardan ‘Absent’ (bos noktalar) olarak filtrelenenler analiz disinda brakild1.

Filtreleme kriterlerini (present, marginal) gecen miRNA’lardan 23 tanesi
sadece normal dokuda eksprese olurken; 53 tanesi sadece tliimor dokularinda
eksprese olmustur (Bkz Ek-2). Filtreleme kriterlerini gegen tiim miRN Alar normal
mesane dokusu ve timor dokular1 arasinda istatistiksel t-test uygulanarak

karsilastirild.

4.1.1 Normal Mesane Dokusu ve Urotelyal Karsinomda miRNA
Ekspresyon Diizeyleri

Timér ve normal dokulardaki miRNA ekspresyon diizeyleri t-testi
kullanilarak karsilastrildiginda 37 miRN A’nin istatistiksel olarak anlamli (p <0.05)
diizeyde farkh eksprese olduklar1 belirlendi (Bkz Ek-1). Istatistiksel p degeri <0.01
alindiginda 9 miRN A’nin farkl1 eksprese oldugu belirlenmistir (Tablo 4.2)

Urotelyal karsinom ve normal mesane dokusu arasmda yapilan diger
cabgymalarla uyumlu olarak miRNA ekspresyon paterni agisindan anlamli fark
bulunmustur. Bir gok miRNA artmus veya azalmistr. Mir-125b, mir-143, mir-145,
mir-99a, mir-100 ve mir-133b’nin 6nemli diizeyde (p<0.01 ve 5 kat iizeri) lirotelyal
karsinom dokularmda azaldig1 belirlenmistir (Tablo 4.2). Mi-18a {irotelyal karsinom

dokularinda normal mesane dokusuna gore artmustir (p<0.01 ve 3.1 kat). Farkh
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eksprese olan miRNA’lar iirotelyal karsinom tani ve tedavisinde yeni
biyomarkerlarm bulunmasi ve kanser prognozunu belirlemede temel olusturabilir.
Calismamizda daha spesifik miRNA ekspresyon farkliliklarini degerlendirebilmek
icin tiimor ve normal dokular arasinda ¢ok anlaml diizeyde (p<0.01) farkl eksprese
olan 9 miRNA iizerine yogunlagilmistrr.

Azalan miRNAlarin kromozomal lokalizasyonlarma baktigimizda birgok
kanser tiiriinde delesyona ugrayan veya translokasyona katilan frajil bolgeler oldugu
goriilmistir. Mir-143 ve mir-145 ayn1 miRNA kiimesinde ve 5g33.1 bdlgesinde
bulunmaktadir. Mir-125b ve mir-100 bir ¢ok kanser tiiriinde delesyona ugrayan frajil
bir bolge olan 1124 bolgesinde bulunmaktadir. Mir-99a, 21921.1 kromozomal
bolgede yer almaktadir. Mir-133b, 6p12.2 bolgesinde bulunmaktadr.

Tablo 4.2. Istatistiksel p degeri <0.01 alindiginda farkh eksprese olan miRNAlar.

MiRNA p degeri Diizeltilmis p degeri Kat degisimi Regiilasyon
hsa-miR-125b 6.581984E-50.00313467 11.58854 Azalmig
hsa-miR-100 2.8312868E-50.001541029 6.381766 Azalmis
hsa-miR-497 2.8323196E-40.009810125 49021873 Azalmig
hsa-miR-139-5p | 2.0773093E-40.008793943 3.7002795 Azalmig
hsa-miR-145 4.0243804E-63.0665778E-4 16.733974 Azalmig
hsa-miR-133b 2.5942722E-73.2947257E-5 10.537648 Azalmig
hsa-miR-99a 5.052631E-91.9250524E-6 11.485797 Azalmig
hsa-miR-143 1.827128E-83.4806787E-6 27.029001 Azalmig
hsa-miR-18a 2.3586806E-40.008986574 3.1539316 Artmig

4.1.2 Farkh Eksprese Olan miRNA’larin Hedef Analizleri

Degisici epitelyal karsinomda normal dokuya gore farkli eksprese olan
miRN A’larin potansiyel hedef gen analizleri icin PicTar, TargetScan, miRanda ve
DIANA microT gibi veri tabanlar1 kullanildi. Yanls pozitifligi azaltmak i¢in en az 3

veri tabaninin belirledigi genler listelenmistir(Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. Urotelyal karsinomda farkli eksprese olan miRN A’larin hedef genleri

Hsa-mir-125b Hsa-mir-143 Hsa-mir-145

MYT1 PAFA | MLTT3 GLI3 | ACTG1 TBPL1

GPC4 LIFR | IGFBP5 VAPB | CCNL1 SOX9

TRIB2 USP37 | SFRS11 SMNDC1 | EIF4A2 FOXO1A

GTPBP2 Pl4K2B | TARDBP KIAA1012 | INHBB FzD7

SEMA4C* ZNF281 | ITM2B ATP10A | ACTR3 APPBP2

EIF2C2 MXD4 | RBM24 GABARAPL2 HOXC11

DPF2 LOXL1 NUAK1 ZNF423

NEF3 SMARCD?2 SEMAG6A* UXS1

OAZ2

MSI1

Hsa-mir-133b Hsa-mir-99a Hsa-mir-100

PCDHGA12 PA SMARCA5 FRAP1 | TRIB2 FZD8

SGK MYCBP2 SMAD7 TRIB2 | HOXA1l INSM1

PTBP2 RAG1 FZD8 HOXAL | BAZ2A EPDR1

CSF2 HS3ST3B1 EIF2C2 | CYP26B1 FGFR3

BAZ2A CYP26B1 | SMARCAS5S HS3ST2

FRAP1 SMAD7
EIF2C2 MTMR3

Not: Alti¢izili genler birden fazla miRN A’nin hedefi olan genlerdir.

Hedef gen analizlerinde SMARCA5, FRAP1 (MTOR), SMAD7, TRIB2,
FZD8, HOXAL, EIF2C2, BAZ2A, CYP26B1 genlerinin mir-99a, mir-100 tarafindan
hedeflendigi goriilmiistir. TRIB2 ve EIF2C2 genlerinin ise mir-125b, mir-99a ve
mir-100 tarafindan hedeflendigi goriilmiistiir. Birden fazla miRNA tarafindan
hedeflenen genlere NCBI (Natinal Center for Biotechnology Information) veri
tabaninda bakildiginda:

SMARCAS geni, birgok geninin transkripsiyonunu kromatin yapisii
degistirerek regiile etmektedir. FRABP1 geni fosfotidilinositol bagmli kinaz
ailesindendir. PISBK-AKT-FRABP1 yolagimda DNA hasarma yanitta fonksiyon
gormektedir. SMAD7 geni, TGF- sinyal yolaginda bulunmaktadir. TGF-3
proteininin sagladigi biiylime inhibisyonu ve apoptozisi bloklamaktadir. TIP2 geni
tribble ailesinden bir protein kodlamaktadir. TRIP2 proteini hiicresel sinyal iletim
yolaklarinda gorev almaktadir. FZD8 geni GTP bagmmli sinyal iletiminden sorumlu
reseptor proteini kodlamaktadir. Wnt sinyal yolaginda fonksiyon gorir. HOXAI1 geni
DNA’ya baglanan transkripsiyon faktorii kodlar. Embriyonik beyin gelisiminde

fonksiyon goriir. EIF2C2 geni, argonate ailesinden bir protein kodlamaktadir ve
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RNA bagmli gen susturulmasinda fonksiyon gormektedir. BAZ2A geni DNA
metilasyonu ve kromatin modifikasyonunda fonksiyon goren protein kodlamaktadir.

CYP26B1 geni stokrom P450 siiper-aile tiyesi bir enzim kodlamaktadir.

4.1.3. Urotelyal Karsinom ve Normal Dokunun Kiimeleme Analizi

Toplam 6 normal doku ve 17 tiimor dokusu farkli eksprese olan
miRN A’larla yapilan hiyerarsik kiimeleme analizinde belirgin sekilde birbirinden
ayrilmigtir (Sekil 4.2).Normal mesane dokusunun ve tiimdér Orneklerinin ayri
gruplarda yer almasi calismamizin giivenilirligine katkida bulunmaktadir.
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Sekil 4.2. Tiimor dokusunda farkli eksprese olan miRN Alara yonelik kiimeleme
analizi. Satirlar farkl eksprese olan miRN Alary, siitunlar ise normal ve timor
dokularmi gostermektedir. Stitunlarda ilk 6’s1 normal dokuyu sonraki 17’si tirotelyal
karsinom dokusunu gdstermektedir. Renk yelpazesinde kirmizi renkten koyu
renklere dogru ekspresyon diizeyi azalmaktadir. Timor dokulari belirgin sekilde

normal dokulardan ayrilabilmistir.
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4.1.4 Tiimor Derece ve Evresine Gore Farkh Eksprese Olan miRNA’lar

Dokular patolojik olarak G2, G3, G4 ve N seklinde siniflandirilip tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) yapildiginda G2 ve G3 arasinda 1; G2 ve G4 arasinda 10;
G3 ve G4 arasinda ise 2 miRNA’nm farkli eksprese oldugu goriilmiistiir (p < 0.05).
(Tablo 4.3)

Dokular evrelerine gore Ta, T1, T2-4 ve N seklinde smiflandirilip ANOVA
yapildiginda Ta ve T2-4 arasinda 7; Tl ve T2-4 arasmda 10 miRNA’nin farki
eksprese oldugu goriilmiistiir (p <0.05) (Tablo 4.3).

Derece ve evre arttik¢a genellikle miRN A ekspresyonu azalmaktadir. MiRNA
ekspresyonunun azalmas1 timor hiicresini daha agresif hale getiriyor olabilir. Derece
ve evreye gore ornekler karsilastirma yapildiginda degisiciepitelyal karsinomda mir-
10a, mir-34a, mir-141, mir-210’un iki grupta da derece ve evre arttiginda
ekspresyonlarmin azaldig belirlenmistir (Tablo 4.4). Ozellikle ki grupta da azalan
mikroRN Alar potansiyel prognostik marker olarak degerlendirilebilirler.

Tablo 4.4: Evre ve dereceye gore farkli eksprese olan miRNAlar

Dereceye Gore

G2/G3 G2/G4 G3/G4
hsa-miR-29c¢c* | hsa-miR-10a | hsa-miR-18a?
hsa- miR-210 | hsa- miR-30a
hsa-miR-768-3p|
hsa-miR-31
hsa- miR-141 |
hsa-miR-18a1
hsa-miR-29c* |
hsa-miR-181a
hsa-miR-30a
hsa-miR-34a |
Evreye Gore
Ta/T2-4 T1/T2-4
hsa- miR-10a | hsa-miR-10a | hsa- miR-210 |
hsa- miR-210 | hsa-miR-5721 hsa-miR-6381
hsa-miR-10b | hsa-miR-10b | hsa-miR-671-5p|
hsa- miR-151-3p| hsa-miR-71 hsa-miR-151-3p|
hsa-miR-141 | hsa-miR-200a* |
hsa-miR-34a | hsa-miR-141 |
hsa-let-7b|
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Not: Derece ve evreye gore ornekler karsilastrma yapildiginda degisici epitelyal
karsinomda mir-10a, mir-34a, mir-141 ve mir-210 un her iki grupta da

ekspresyonlariazaldigi belirlenmistir. Bu miRN Alar alt1 ¢izili olarak gosterilmistir.

4.1.5 Evre ve Dereceye Gore Farkli Eksprese Olan miRNA’larda
Kiimele me Analizi

Evre ve dereceye gore farkli eksprese olan miRNAlara yonelik kiimeleme
analizi yapildiginda normal ve tiimor dokular1 farkl kiimelerde yer almistr. Ayrica
timor dokular1 evrelerine ve derecelerine gore kiimelenebilmistir (Sekil 4.3) (Sekil
4.4). Boylece miRNA ekspresyon paternleri, ileride Kliniklerde patolojik
derecelendirme ve evrelendirmede kullanilmaya adaydir.

Timor grubuna bakildiginda T2-4 evresi (kasa invazif), T1/Ta evresinden
(kasa invazif olmayan) kiimeleme analizinde ekspresyon paternine gore
ayrilabilmistir (Sekil 4.3)

Urotelyal karsinomda su an belirlenen en dnemli prognostik faktor tiimdriin
kasa invazyonudur. Bu durum bize {irotelyal karsinomda tiimér dokularinin
muskularis  invazyon durumunun miRNA  ekspreson paternine  gore

belirlenebilecegini gostermektedir.
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Sekil 4.3. Evreye gore farkli eksprese olan miRN Alara yonelik hiyerarsik

kiimeleme analizi: Satirlar farkh eksprese olan miRN Alariy, sutunlarsa normal ve

evrelerine gore tiimor drneklerini gdstermektedir. Soldaki 6 siitun normal dokulari,

sonraki 17 siitun ise tiimor orneklerini gostermektedir. Timdr grubuna bakildiginda

T2-4 evresi (kasa invazif), T1/Ta evresinden (kasa invazif olmayan) net olarak

ekspresyon paternine gore ayrilabilmistir. Bu bize iirotelyal karsinomda tiimér

dokularinin muskularis invazyon durumunun miRNA ekspreson paternine gore

belirlenebilecegini gdstermektedir.
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Sekil 4.4. Dereceye gore farkl eksprese olan miRN A’lara yonelik hiyerargik

kiimeleme analizi: Satirlar farkh eksprese olan miRN Alary, siitunlarsa normal ve
derecelerine gore tiimor 6rneklerini géstermektedir. Sagdaki 6 siitun normal dokulari,
soldaki 17 siitun ise tiimdr 6rneklerini gostermektedir. Renk yelpazesinde kirmizi
renkten koyu renklere dogru ekspresyon diizeyi azalmaktadir. Yiksek dereceli timor
ornekleri diisiik derecelilerden ayrilabilmistir. Dereceye gore farkl eksprese olan
miRN Alar prognoz tahmininde kullanilabilirler.
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5. TARTISMA

Mesane kanseri iiriner sistemi en sik etkileyen kanserdir. Mesane kanseri
ABD’de tiim kanserler i¢cinde erkeklerde dordiincii, bayanlarda sekizinci siklhiktadr.
Mesane kanseri tedavisi iilkelerin saglk giderlerine agr yikler getirmektedir. Buna
ragmen mesane kanserinin erken tanisma ve etkin tedavisine yonelik bilgiler hala
sinrhdir. Mesane kanserinde ayni derece veya evreye sahip hasta gruplarmmn farkh
klinik seyir géstermesi mesane kanserinde farkli molekiiler yolaklarin patogenezde
etkili oldugunu akla getirmektedir. Urotelyal karsinomda bir gok miRN A ekspresyon
calismas1 yapilmistir fakat literatiirlerde sonuglar arasinda farkliliklar bulunmaktadir.

Calismamizda 17 {irotelyal karsinom 6rnegi 6 normal mesane dokusuyla 723
insan ve 76 viral miRN A acisindan mikroarray yontemiyle karsilastirilmistir. Ayrica
tirotelyal karsinomda prognoza yonelik potansiyel miRN Alar1 belirlemek amaciyla
MiRN A ekspresyon paternleri tiimoér evre ve derecelerine gore karsilastirilmigtur.
Urotelyal karsinom ve normal mesane dokusu arasinda ayrica tiimor evre ve derecesi
arttikca bircok miRN A’nin farkl eksprese oldugu goriilmiistiir.

Urotelyal karsinom ve normal mesane dokusu arasnda yapilan diger
calismalarla uyumlu olarak miRNA ekspresyon paterni acisindan anlamli fark
bulunmustur. Bir cok miRNA artmis veya azalmistir. T-test sonras1p degeri < 0.05
alindiginda 37 (Bkz. EK-1); p degeri<0.01 alindiginda 9 miRN A’nin farkli ek sprese
oldugu goriilmistiir. Mir-125b, mir-143, mir-145, mir-99a, mir-100 ve mir-133b’nin
onemli diizeyde (p<0.01 ve 5 kat iizeri) irotelyal karsinom dokularmda azaldig:
belirlenmistir (Tablo 4.2). Mir-18a iirotelyal karsinom dokularinda normal mesane
dokusuna gore artmustir (p<0.01 ve 3.1 kat). Farkli eksprese olan miRNA’lar
tirotelyal karsinomda tani ve tedavi i¢in yeni biyomarkerlarin bulunmasma temel
olusturabilir.

Degisici epitelyal karsinomda normal dokuya gore dnemli diizeyde farkh
eksprese olan miRNA’larm potansiyel hedef gen analizleri i¢in PicTar, TargetScan,
miRanda ve DIANA microT gibi veri tabanlar1 kullanilip; yanhs pozitifligi azaltmak
icin en az 3 programin belirledigi genler listelendi (Tablo 4.3). Hedef genlerin gen
ontolojilerine bakildiginda kanserle ilgili olabilecek bir ¢ok hiicresel proseslerde
etkili olduklar1 goriilmiistiir. Hedef gen analizlerinde SMARCAS, FRAP1, SMAD?7,
TRIB2, FZD8, HOXAL, EIF2C2, BAZ2A, CYP26B1 genlerinin mir-99a, mir-100
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tarafindan ortak hedeflendigi goriilmiistiir. TRIB2 ve EIF2C2 genlerinin mir-125b,
mir-99a ve mir-100 tarafindan ortak hedeflendigi goriilmistiir. Hedef genlerin rol
aldig1 yolaklara NCBI (Natinal Center for Biotechnology Information) veri tabaninda
bakildiginda kanserle iliskili olan bir gok yolakta rol aldiklar1 goriilmiistiir. Ozellikle
FRABP1 geninin fosfotidilinositol bagimli kinaz ailesinden oldugu ve PI3K-AKT-
FRABPI yolaginda DNA hasarma yanitta fonksiyonu oldugu goriilmiistiir. Ayrica
SMAD7 geni, TGF-p sinyal yolaginda bulunmaktadir. TGF-f proteininin sagladigi
biiylime inhibisyonu ve apoptozisi bloklamaktadir. FZD8 geni GTP bagimli sinyal
iletiminden sorumlu reseptor proteini kodlamaktadr. Wnt sinyal yolaginda fonksiyon
gorur.

Dokular patolojik olarak G2, G3, G4 ve N seklinde smiflandirilip tek yonli
varyans analizi (ANOVA) yapildiginda G2 ve G3 arasinda 1; G2 ve G4 arasinda 10;
G3 ve G4 arasinda 2 miRNA’nmn farkh eksprese oldugu goriilmiistiir (p < 0.05).
Dokular evrelerine gore Ta, Tl, T2-4 ve N seklinde smiflandiridip ANOVA
yapildiginda Ta ve T2-4 arasinda 7; Tl ve T2-4 arasinda 10 miRNA’nin farkh
eksprese oldugu gorillmistir (p <0.05) ( Tablo 4.4). Derece ve evre arttikca
genellikle miRNA ekspresyonu azalmaktadir. MiRNA ekspresyonunun azalmasi
timor hiicresini daha agresif hale getiriyor olabilir. Derece ve evreye gore ornekler
karsilastirma yapildiginda degisici epitelyal karsinomda mir-10a, mir-34a, mir-141,
mir-210’un iki grupta da derece ve evre arttiginda ekspresyonlarmm azaldigi
belirlenmistir (Tablo 4.4). Ozellikle ki grupta da azalan mikroRNAlar potansiyel
prognostik marker olarak degerlendirilebilirler. Lars ve ark. irotelyal karsinomda
yaptiklart  miRNA  mikroarray ¢alismasmda Ta ve T2-4  evrelerini
karsilastirdiklarinda bizim ¢alismamizla uyumlu olarak mir-141’in ekspresyonunun
T2-4 evresinde azaldigmi bildirmislerdir (48). Ayrica Srinivas ve ark iirotelyal
karsinomda invazif tiimorlere oranla Ta evresinde mir-10a’nin daha fazla eksprese
oldugunu bildirmiglerdir (46).

Ewvre ve dereceye gore farkl eksprese olan miRNAlara yonelik kiimeleme
analizi yapildiginda normal ve tiimér dokular: farkl kiimelerde yer almistr. Ayrica
tiimor dokular1 evrelerine ve derecelerine gore kiimelenebilmistir (Sekil 4.3) (Sekil
4.4). Timor grubuna bakildiginda T2-4 evresi 6rnekler, T1/Ta evresi 6rnek lerden
ekspresyon paternlerine gore ayrilabilmislerdir (Sekil 4.3). Bu bize {irotelyal
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karsinomda tiimor dokularmmin muskularis invazyon durumunun miRNA ekspresyon
paternine gore belirlenebilecegini gostermektedir. Ayrica irotelyal karsinomda
muskularis invazyonu olan ve olmayan kanserlerin farkl iki yolak tizerinden gelistigi
seklinde ifade edilen hipotezi miRN A ekspresyonu agisindan bulgularmmiz destekler
niteliktedir. Calismamz literatiirdeki benzer makalelerle tartisilacaktir. Literatiir
tartigmalarinda alti ¢izili miRNAlar bizim verilerimizle ekspresyonu anlamli
derecede azalmis (p<<0.01) bulunmustur.

Mesane kanserinde ilk miRNA mikroarray c¢alismasi Gottardo ve ark.
tarafindan yapilmistir. 25 iirotelyal karsinomda 245 miRNA’nin ekspresyonlari
mikroarray yontemiyle incelenmistir. Mir-223, mir-26b, mir-221, mir-103-1, mir-
185, mir-23b, mir-203, mir-17-5p, mir-23a ve mir-205 gibi mikroRNAlarin
ekspresyonlarinin normal dokuya oranla arttiklarmni saptanmustir (1.2 kat esik deger,
P<0.05). Ayrica evre arttikga (T1-T4) mir-26b’nin azalma egiliminde oldugunu
belirtmiglerdir. Analizlerinde normal dokuya gore azalan miRNA tespit
etmemisleridir (43). Bizim calismamiz ve literatiirdeki diger calismalar, Gottardo ve
ark. tarafindan yapilan ¢alismayla uymamaktadwr. Calismamizda ekspresyonlardaki
azalma sik goriilen bir Ozelliktir ve bu Ozellik bircok literatiir tarafindan
bildirilmektedir (45-50). Gottardo ve ark.nin verilerinin ¢alismamiz ve diger literatiir
verileri ile uyumsuzlugunun nedeninin ilgili ¢calismada az sayida (sadece 2 adet)
normal doku kullanmalarinin olabilecegini diisiiniiyoruz.

Takahiro ve ark. 14 mesane kanserini ve 5 normal mesane epitelyumunu 156
miRNA acismdan mikroarray yontemiyle karsilastirmuslardir. Arastiricilar 27
miRNAnm 6nemli derecede farkli eksprese oldugunu tespit etmislerdir. Bunlar
arasmda Mir-145, mir-30a-3b, mir-133a, mir- 133b, mir-195, mir-125b ve mir-199a
gibi mikroRNAlar iki ayr1 normalizasyon yontemi kullandiklarinda da onemli
derecede azalmislardir (p<<0.01). Keratin-7 mRNA’sinm bu mikroRNAlar i¢in ortak
target oldugunu belirtmiglerdir (45). Bizim ¢aligmamiz gibi Takahiro ve ark. da
mesane kanserinde normal dokuya gére 6nemli derecede artan ve azalan miRN Alar
bildirmislerdir.

Tianxin ve ark. 6 trotelyal karsinom ve 6 normal mesane dokusuyla
yaptiklart miRNA mikroarray ¢aligmasinda 37 miRNAnm arttigini, 38 miRNAnm

ise azaldigmi belirtmisleridir. Mikroarray ¢alismasini konfirme etmek i¢in yaptiklari
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RT-PCR sonucunda mir-143, mir-145, mir-199b, mir-125b’nin 6nemli derecede

azaldigmi bildirmislerdir (p<0.05). Mesane kanseri hiicre serilerini mir-143 ile
transfekte ettiklerinde hiicre proliferasyonunun azaldigmi ve mir-143’{in RAS
onkogenini susturabilecegini bildirmislerdir (47). Calismamizda mir-143 iin 27 kat,
mir-145 in 16 ve mir-125b nin 11 kat azaldig1 gozlenmistir. Bu verilerimiz Tianxin
ve ark.nm verileri ile uyumludur.

Lars ve ark. 106 mesane tiimorii ve 11 normal urotelyumda 290

mikroRNA’nin ekspresyonunu karsilagtirmiglardr. Mir-145, mir-143, mir-125b’nin

ve bir cok miRN A’nin ekspresyonu azalirken; 6zellikle mir-21 olmak iizere bir gok
miRNA’nin ekspresyonunun arttigmi bildirmislerdir. Mir-145’in kanser dokusunda
en ¢ok ekspresyonu azalan ve mir-21’in kanser dokusunda en ¢ok ekspresyonu artan
mikroRNAlar oldugunu belirtmislerdir. Mir-129, mir-133b ve mir-518c’nin
hastaligin progresyonunu tahmin etmede kullanilabilecegi ifade edilmistir. Mi-
129’un prekiisoriinii mesane kanseri hiicre serilerine verdiklerinde tliimorlerde
biliylimenin yavagladigini saptamiglardir. Ta ve T2-4 evrelerini karsilastirdiklarinda
bizim g¢alismamizla uyumlu olarak mir-141’in ekspresyonunun T2-4 evresinde
azaldigimi bildirmislerdir (48). Calismamizda Lars ve ark. c¢alismasiyla uyumlu
olarak mir-145, mir-143, mir-125b timor dokularinda azaldi. Lars ark. mir-21
acisimdan 3.7 kat fark bildirirken ¢alismamizda tiimor ve normal doku arasinda mir-
21 bakimindan anlamli bir fark saptanmamuistur.

James ve ark. 52 iirotelyal karsinom, 6 iirotelyal karsinom hiicre serisi ve 20
normal trotelyumla 322 miRNA’nin ekspresyonunu RT-PCR ydontemiyle analiz
etmiglerdir. Mir-133b, mir-125b, mir-143, mir-100, mir99a ve mir-204’{in diisik

dereceli iirotelyal karsinoma gore normal iirotelyumda fazla eksprese oldugunu
saptamiglardir. MicroRNA degisimlerinin tiimor progresyonunu tahmin etmede

kullanilabilecegini bildirmislerdir. Ayrica mir-99a ve mir-100’iin kaybinin &nce

FGFR3 gen ekspresyon artigina daha sonrasinda da mutasyonuna sebep oldugunu
ifade etmislerdir (54). Bu ¢alisma ve bizim sonuglarimiz dogrultusunda mir-99/mir-
100 ve FGFR3 iin {rotelyal karsinomda ayni yolakta etkili genler olabilecegi
diisiincesindeyiz.

Srinivas ve ark. 34 irotelyal karsinomda yaptiklari ¢aliymada invazif

timorlerde mir-222 ve mir-125 fazla eksprese olurken, Ta timdrlerde mir-10a’nin
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eksprese oldugunu belirtmislerdir. Hiyerarsik kiimeleme anlizinde farkl eksprese
olan 51 miRNA’nin Ta, Tl ve T2-4 evrelerine sahip hastalar1 aymrabildigini
bildirmiglerdir (46). Bizim ¢alismamizla uyumlu olarak mir-10a, Ta tiimérlerde fazla
eksprese olmaktadir. Mir-10a, 17q21 bdlgesinde HOXB gen kiimesinde HOXB4 ve
HOXBS arasinda yer almaktadir. Calismamizda grade yikseldikge mir-10a
ekspresyonu azalmaktadr. Bu nedenle iirotelyum diferansiyasyonunda mir-10a
onemli bir marker olabilir.

Tablo 5.1. Calismamizin literatiirdeki ¢caligmalarla karsilastirilmasi.

Ornek Teknik miRNA Hedef gen
n/t
Calismamiz 6/17 Mikroarray mir-143] mir-145] SMARCA
mir-125b | mir-99a | 5, FRAP1
mir-133b | mir-100 | (MTOR),
mir-497] mir-139-5p| SMAD?7,
mir-18at(p<0.01) TRIB2,
FzZDs,
HOXAL,
EIF2C2,
BAZ2A,
CYP26B1
Gottardo ve 2/25 Mikroarray Mir-2231 mir-26b1
ark. (2007) mir-2211 mir-103- 11
43) mir-1851 mir-23b 1

mir-203 1 mir-17-5p1
mir-23at mir-2057 (p<0.05)

Takahiro we 5/14 Mikroarray Mir-145] mir-30a-3b KRT7
ark. (2009) mir-133a] mir- 133b | PSMA7
(45) mir-195 | mir-125b |

mir-199a | (p<0.01)
Tiaxin ve ark. 6/6 Mikroarray/ mir-143 | mir-145] RAS
(2009) RT-PCR mir-199b | mir-125b | (p<0.05)
47
Lars e ark. 11/106 Mikroarray mir-143 | mir-145] -
(2009) mir-125b| mir-211 (p<0.0001)
(48)
James e ark. 20/58 RT-PCR Mir-133b | mir-125b FGFR3
(2009) mir-143] mir-100]
(54) mir99a| mir-204]

(diisiik dereceli /normal) (p<0.05)

Mir-143, 5q33.1 bdlgesinde bulunmaktadir. Esau ve ark. mir-143’{in yag
hiicresi farklilasmasinda etkili oldugunu bildirmektedirler (55). Cordes ve ark. mir-
143 ve mir-145’in diiz kas farklilagmasinda ve proliferasyonunda etkili oldugunu 6ne
stirmiislerdir (56). Suziki ve ark. DNA hasar1 sonrasinda p53 tiimor siipresor

proteinin  mir-143, mir-145, mirl6-1 ve mir-206 gibi mikroRNA’larin
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ekspresyonlarini arttirdigini bildirmisleridir (57). Chen ve ark. ilk kez mir-143’iin K-
RAS onkogeninin translasyonunu kolorektal kanser hiicrelerinde inhibe ettigini
saptamistir (58). K-RAS onkogeni iirotelyal karsinomda da etyolojiden sorumlu
tutulmaktadir. Boylece mir-143 ekspresyonunun azalmasi tirotelyal karsinomda K-
RAS onkogeninin ekspresyonunun artmasina sebep olabilir. Borralho ve ark. mir-
143’tin kolorektal kanser hiicrelerinde hiicre ploriferasyonu ve 6liimiiyle ilgili bir ¢ok
proteini etkiledigini ve kolorektal kanser hiicrelerinin 5-fluorourasil duyarhligini
arttirdigint bildirmislerdir (59). Akao ve ark 63 kolorektal kanser ve 65 adenoma
dokusunda ve komsulugundaki tiimdor olmayan dokularda mikroRNA profiline

bakmiglardir ve mir-143 ve mir-145’in hem kanser hem de adenoma dokularinda

azaldigmi bildirmislerdir. Mir-143 ve mir-145 azalmasmin tiimérogenezin erken
safthalarinda oldugunu ve mir-143 kullanilarak yapilan RNA bazl tedavinin kanser
hiicrelerinin biiyiimesini inhibe ettigi bildirmislerdir (60).

Mir-145, 5q33.1 bolgesinde mir-143’le ayni kiimede bulunmaktadir. Shi ve
ark. mir-145’in kolorektal kanser hiicre serilerinde hiicre biiyiimesini inhibe ettigini
bildirmislerdir (61). Mir-145 ve mir-143’in bir ¢ok kanser tiiriinde ekspresyonun
azaldig1 belirtmislerdir(62,63). Ostenfeld ve ark . mesane kanseri hiicre serilerinde
mir-145’in kaspaz bagimli ve bagimsiz yolaklar araciligiyla hiicre 6liimiine neden
oldugunu (64), Sachdeva ve ark. ise mir-145’in kanser hiicrelerinin invazyonunu ve
metastazini inhibe ettigini one slrmiiglerdir (65). Bizim ¢alismamizda irotelyal
karsinom dokularmnda anlamh sekilde mir-145 ve mir-143 ekspresyonu azalmistur.
Bu bilgiler 1s1ginda mir-145 ve mir-143, bir ¢ok kanser tiiriinde ayni yolak tizerindeki
timor baskilayict 6zellik gésteren mikroRNA’lar olabilir diislincesindeyiz. Hastalara
mir-143 ve mir-145 gen terapilerinin yapilmasi irotelyal karsinomda timor
bliyiimesini ve invazyonunu inhibe edebilir. Mir-143 ve mir-145 ekspresyon
azalmas1 5q33.1 bolgesindeki delesyonlara veya bu gen bolgesindeki metilasyona
bagli olabilir. Bunun aydmlatirmasi i¢in bu bdlgelere yonelik caliymalarin yapilamasi
gerekmektedir.

mir-125b ve mir-100 bir ¢ok kanser tiiriinde delesyona ugrayan frajil bir
bolge olan 11924 boélgesinde bulunmaktadir (66). Henson ve ark oral squamdz
hiicreli kanserlerde siirekli delesyona ugrayan 11q bolgesine yonelik yaptiklari

cabgmalarinda mir-100 ve mir-125b’nin azaldigini tespit etmislerdir (67). Ozen ve
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ark. 16 prostat kanseri dokusunda yaptiklar1 mikroarray analizinde mir-145, let-7c ve
mir-125b’nin anlamli sekilde azaldigini, (68). Ciafre ve ark. DA primer glioblastoma
dokularinda mir-125b’nin ekspresyonunun azaldigini bildirmisleridir (69). Sactrom
ve ark. BMPR1B genindeki mir-125b’nin baglandigi bolgedeki polimorfizmin meme
kanseri riskini arttrdigini belirtmislerdir (70). Bu literatiirlere ragmen Lee ve ark.
mir-125b azalmasmin p53 proteininin ekspresyonunu ve p53 bagimh apoptozisi
arttirdigmi One strmiislerdir(71). Gefen ve ark. cocukluk ¢agi losemilerinde mir-
125b ekspresyonun arttigini ve mir-125b’nin onkogenik potansiyelde oldugunu
bildirmiglerdir (72). Mir-125b geninin tiimér baskilayict veya onkogenik
fonksiyonuyla ilgili literatiir heniiz net olmamasimna ragmen bizim ¢alismamizda mir-
125b ekspresyonu iirotelyal karsinom hiicrelerinde anlamli diizeyde azalmustrr.
Verilerimiz dogrultusunda tiimor baskilayic1 6zellik gosterdigini diisiinmekle birlikte
genis arastirma populasyonlarmda yapilan ¢alismalarla bu iliskinin daha net ortaya
konulacagi goriisiindeyiz.

Mir-133b, 6p12.2 bolgesinde bulunmaktadir. Crawford ve ark. akciger kanser
dokularinda mir-133b’nin ekspresyonunun azaldigini, Mir-133b’nin MCL-1 ve
BCL2L2 gibi antiapoptotik genleri hedefledigini tespit etmislerdir (73). Chiyomaru
ve ark. mir-145 ve mir-133a’nin FSCN1 ekspresyonunu azaltarak mesane kanserinde
tiimor baskilayici olarak fonksiyon gosterdigini bildirmiglerdir (74). Mir-133a’nin ve
mir-133b’nin pre-MiIRNA niikleotid dizileri farkli olmasina ragmen, olgun miRNA
niikleotid dizisinde mRNA’ya komplementer olan niikleotid dizileri (seed sekansi-
mikroRNA’nin mRNA’ya yiiksek olasilikla komplementer oldugu ilk 6-8 baz dizisi)
aynidr. Boylece her ki miRNA aymi hiicresel yolakta etkili olabilirler. Bizim
calismamizda da mir-133b tirotelyal karsinom dokularinda anlamh sekilde azalmistir.
Bu bilgiler 1s1ginda bulgularmmiz mir-133b’nin tiimdr baskilayic1 6zellikte oldugunu
gosterir niteliktedir.

Mir-99a, 21921.1 kromozomal bdlgede yer almaktadir. 21g21.1 bdlgesi
akciger kanserinde sik delesyona ugrayan frajil bir bélgedir (75,76). Yamada ve
ark.akciger kanseri hiicre serilerinde yaptiklari ¢alismada 21g21.1 bdlgesinin yaygimn
sekilde delesyona ugradigmi bildirmektedirler. Delesyon bolgesindeki olas1 timor
slipresor genleri tanimlamak i¢cin yaptiklar1 analiz sonucu SAMSNI1, USP25 gibi

genlerin yaninda mir-99a, mir-let-7c ve mir-125b gibi genlerin de delesyona
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ugradigmni tespit etmislerdir (77). Bizim c¢alismamizda da mir-99a ekspresyonu
azalmistir. Mir-99a ekspresyonunun azalmasinin patogenezinde gen metilasyonunun
yanisira delesyon da olabilir. Bu hipotezden yola ¢ikarak mesane kanserinde
21q.21.1 bolgesi sik delesyona ugrayan frajil bir bolge olabilir. SNP array vaya deep
squencing teknikleri kullanilarak mesane kanserindeki 21q21.1 bdlgesi incelenebilir.

Messenger RNA ekspresyon c¢aligmalarindaki artan tecriibeyle birlikte
miRNA ekspresyon profillerinin de kanserin tanisi, prognozu ve tedavi
optimizasyonunda birer marker olarak kullanilabilirligi sorgulanmaktadir. Lu ve ark.
68 1yi farklilagsmis farkl tiirdeki kanserin miRN A ve mRN A ekspresyon profillerini
temel alarak 334 farkli kanser 6rnegine miRNA ve mRNA profillerine gore tani
koymaya calismiglar ve miRNA profilinin, mRNA profiline gore tan1 koymada daha
etkin oldugunu bildirmislerdir. Ozellikle 17 iyi farklilasmamis kanser tiiriinde
miRNA profili 12 tiimoére tani koydururken, mRNA profili bir tiimdre tani
koydurabilmigtir (78). Gilinlimiizde mRNA ekspresyon analizlerinin meme
kanserinde risk ve rekiirrens tahmini i¢in klinik pratikte kullanilmas1 6nerilmektedir.
Mikro RNA profil ¢galigmalari heniiz erken agamada olmasina ragmen {imit vadeden
calismalar olarak literatiirde yerini almaktadir. Mikro RNA ekspresyon profillerinin
akciger kanserinde ‘gefitinibe’ cevab1 tahmin etmede ve kolon kanserinde prognozu
ve tedaviye yanit1 belirlemede kullanilabilecegi bildirilmistir (79, 80). Calismamizda
normal ve timdr Orneklerindeki miRN A ekspresyonlart dogrultusunda kiimeleme
yapilabildigi gibi tiimdrler arasinda erken ve ileri derece/evre gruplandirmalari da
ekspresyon profillerine gore gergeklestirilebilmistir. Farkli eksprese olan
miRNAlarin RT-PCR cahsmalariyla itirotelyal karsinom tanisindaki duyarlilik ve
Ozgiillik oranlar1 belirlenebilir.

Mikro RNA ve kanser iliskisi artan kanitlarla belirlenmeye devam etmektedir.
Daha fazla hasta gruplarmin kullanildig1 ve hastalarin klinik tedavi ve prognozuyla,
miRNA ekspresyon profillerinin belirlendigi ¢aliymalarla iirotelyal karsinom ve
miRN Alar arasindaki iligki ileride daha net ortaya konulacaktir. Boylece miRNA

ekspresyon profilleri klinik uygulamalarda yaygin kullanim alani bulacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER
Caliymamizda 17 tirotelyal karsinom 6rnegi ile 6 normal mesane dokusu 723
insan ve 76 viral miIRNA ac¢isindan mikroarray yontemiyle karsilastiriip trotelyal
karsinom patogenezinde miRN Alarin rolii ortaya konulmaya ¢aligilmistir. Ayrica
tirotelyal karsinomda prognoza yonelik potansiyel miRN Alar1 belirlemek amaciyla
miRNA ekspresyon paternleri tiimor evre ve derecelerine gore karsilastirimistir.
Urotelyal karsinomda normal dokuya gore dnemli diizeyde farkli eksprese olan
miRN A’larin potansiyel hedef gen analizleri icin PicTar, TargetScan, miRanda ve
DIAN A microT gibi veri tabanlar1 kullanilip; yanls pozitifligi azaltmak i¢in en az iig
veri tabanmin belirlenen genler listelenmistir. Urotelyal karsinom ve normal mesane
dokusu arasinda farkli eksprese olan miRNAlara yonelik hiyerarsik kiimeleme
analizi yapilmistir. Ayrica iirotelyal karsinomda tiimor derece ve evresine gore farkli
eksprese olan miRNAlara yonelik kiimeleme analizleri gergeklestirilmistir.
eUrotelyal karsinomda mikroRNA ekspresyonu belirlemede mikroarray
yontemi etkin bir yontemdir. Urotelyal karsinomda mikroRNA’lar normal
tirotelyuma gore belirgin sekilde farkl eksprese olmaktadwr. MikroRNAlarm
tirotelyal karsinom yolagindaki rolleri ayrintih fonksiyonel g¢alismalarla
ortaya konulmalhdir.
eistatistiksel t-test analizi sonrasi p degeri <0.05 olarak alindiginda 37
miRN A’nin iirotelyal karsinomda normal dokuya gore farkli eksprese oldugu
belirlenmistir (Bkn EK 1) . Istatistiksel p degeri < 0.01 ahndiginda 9
miRN A’nin farkli eksprese oldugu goriilmiistiir (Tablo 4.2).
eOzellikle mir-143 (27 kat |), mir-145 (16 kat |), mir-125b (11 kat |), mir-
99a (11 kat |), mir-133b (10 kat |), mir-100 (6 kat |) gibi dnemli diizeyde
azalan miRN Alar tirotelyal karsinomda gen tedavide kullanilabilecek aday
molekiillerdir.
eHedef gen analizlerinde SMARCA5, FRAP1, SMAD7, TRIB2, FZD8,
HOXAL, EIF2C2, BAZ2A, CYP26B1 genlerinin hsa-mir-99a ve hsa-mir-100
tarafindan,. TRIB2 ve EIF2C2 genlerinin de hsa-mir-125b, hsa-mir-99a ve
hsa-mir-100 tarafindan ortak hedeflendikleri goriilmiistiir. Hedef genler
birgok kanser iliskili yolakta fonksiyon gormektedir. Ozellikle FRABPI
geninin fosfotidilinositol bagimlh kinaz ailesinden oldugu ve PI3K-AKT-
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FRABP1 yolaginda DNA hasarina yanitta fonksiyonu oldugu goriilmiistiir.
Ayrica SMAD7 geni, TGF-B sinyal yolaginda bulunmaktadir. TGF-3
proteininin sagladig1 biiylime inhibisyonu ve apoptozisi bloklamaktadir.
FZD8 geni GTP bagmli sinyal iletiminden sorumlu reseptdor proteini
kodlamaktadwr. Wnt sinyal yolaginda fonksiyon goriir. MikroRNA hedef
genleri, veri tabanlariyla birlikte, es zamanl tiim genom mRNA analizleriyle
daha net ortaya konulabilir.

eDokular patolojik olarak G2, G3, G4 ve N seklinde smiflandrilip tek yonli
varyans analizi (ANOVA) yapildiginda G2 ve G3 arasinda bir; G2 ve G4
arasmnda 10; G3 ve G4 arasnda 2 miRNA’nin farkli eksprese oldugu
goriilmiistiir (p < 0.05). (Tablo 4.3)

eDokular evrelerine gore Ta, T1, T2-4 ve N seklinde siniflandirilip ANOVA
yapildiginda Ta ve T2-4 arasinda 7; Tl ve T2-4 arasinda 10 miRNA’nin fark1
eksprese oldugu goriilmiistiir (p <0.05). (Tablo 4.3)

eEvre ve derece arttikga miRNAlarin ekspresyonlar1 azalmaktadir.
MiRNAlarmnin ekspresyonlarmin azalmasi tiimor hiicrelerini daha agresif hale
getiriyor olabilir.

oTiimor dokular1 ve normal dokular evrelerine gore kiimeleme (Clustering)
analizi yapildiginda T2-4 ewvresi (kasa invazif), T1/Ta evresinden (kasa
invazif olmayan) miRNA ekspresyon paternine gore net sekilde
ayrilabilmistir (Sekil 4.3). Buna gore miRN A ekspresyon analiziyle mesane
timdrlerinin suan i¢in en dnemli prognozunu belirleme 6zelligi olan kasa
invazyon potansiyelinin belirlenebilecegi diisiincesindeyiz.

eUrotelyal karsinom 6rneklerinde t-testi ile mir-143 (27 kat |), mir-145
(16 kat |), mir-125b (11 kat |), mir-99a (11 kat |), mir-133b (10 kat |),
mir-100 (6 kat |), mir-497 (4.9 kat |), mir-139-5p (3.7 kat |) nin
ekspresyonlannnin normal dokulara gore ¢ok anlamh diizeyde (p <0.01)
azaldig,, buna karsilk mir-18a (3.1 kat 1) mn ekspresyonunun tiimor
hiicrelerinde arttigi gozlenmistir. Ekspresyonu azalan miRNA’lann
iirotelyal karsinomun da dahil oldugu bircok kanser tiiriinde tiimor
baskilayic1 dzellikte rol oynayabilecekleri diisiiniillmektedir ki bu veri

literatiirde de benzer sekilde tartisilmaktadir. Farkh eksprese olan
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miRNAlar iirotelyal karsinomda tam ve tedavi icin yeni biyomarkerlarnn
bulunmasina te mel olusturabilir.

eMir-99a, 21q21.1 bolgesinde bulunmaktadir. Cahsmamzda mir-99a
ekspresyonu tiimor dokularinda anlamh sekilde (11 kat) azalmaktadir.
Bu bolge iirotelyal karsinomda delesyona ugrayan ve mir-99a yamnda
baska tilmor siipresor genleri barindiran frajil bir bolge olabilir. 21¢21.1
bolgesinin iirotelyal karsinomun patogenezindeki rolii ‘SNP array’ veya
‘deep sequencing’ gibi daha ileri molekiiler teknikler kullanmilarak
aydinlatilabilir.

e Derece ve evreye gore ornekler arasinda karsilastirma yapildiginda
iirotelyal karsinomda mir-10a, mir-34a, mir-141, mir-210’un iki grupta
da derece ve evre arttiginda ekspresyonlarimin azaldigr belirlenmistir.
Ozellikle bu miRNA’lann iirotelyal karsinom prognozunu belirlemede

birer marker olabilecekleri goriisiindeyiz.
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EK-1: Normal ve tiimor o rnekleri karsilastirmasinda p <0.05 diizeyinde

anlamh farklilik gosteren miRNA’ lar

MikroRNA Kat degisimi ([T] vs [N])Regiilasyon([T] vs [N])
hsa- miR-125b 11.58854
hsa- miR-96 4.77792641
hsa-miR-183 5.4963031
hsa- miR-100 6.381766
hsa- miR-143* 8.228997
hsa-miR-324-3p 2.01736641
hsa- miR-497 49021873
hsa-miR-191 2.17110061
hsa-miR-139-5p 3.7002795|
hsa-miR-138-2* 2.9973141
hsa-miR-769-5p 2.36668871
hsa- miR-145 16.733974|
hsa- miR-210 6.00919251
hsa-miR-517a  2.81255221%
hsa-miR-214 5.3985953|
hsa-miR-195 4.491421|
hsa-miR-133b  10.537648
hsa-miR-301b  2.19100241
hsa-miR-517b  2.87840961
hsa- miR-572 3.58988]
hsa-miR-99a  11.485797]
hsa-miR-660  2.3551471%
hsa- miR-215 2.61380581
hsa-miR-431*  2.8875911%1

hsa-miR-151-3p 3.84478971

hsa-miR-106a

3.29354557

hsa-miR-199a-5p 3.8412604|

hsa-miR-141
hsa- miR-143

9.2769741
27.029001]



hsa-miR-17*
hsa-miR-18a
hsa-miR-30a
hsa- let-7a*

hsa- miR-224

3.0534057
3.15393167
3.1092706]
22534931

3.34819871

hsa-miR-502-3p 2.1110621

hsa-miR-18b

2.37934571

hsa- miR-34c-3p 2.44108491

hsa- miR-638

2.883909
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EK-2: Filtreleme sonrasinda (present-marginal)

Sadece iirotelyal karsinomda ekspre olan miRNAlar:

1.hsa-miR-223*
2.hsa-miR-873
3.hsa- miR-31*
4.hsa- miR-654-3p
5.hsa- miR-301b
6.hsa-miR-517b
7.hsa-miR-192
8.hsa- miR-362-5p
9.hsa- miR-885-3p
10.hsa-miR-944
11.hsa-miR-144
12.hsa- miR-125b-1*
13.hsa-miR-146a
14.hsa-miR-29b-1*
15.hsa- miR-660
16.hsa-miR-576-5p
17.hsa-miR-7
18.hsa- miR-215
19.hsa-miR-424
20.hsa- miR-431*
21.hsa-miR-185
22.hsa-miR-383
23.hsa-miR-708*
24.hsa- miR-106a
25.hsa-miR-339-3p
26.hsa-miR-181c*
27.hsa-miR-373
28.hsa- miR-760
29.hsa-miR-17*



30.hsa- miR-381
31.hsa-miR-18a
32.hsa- miR-421
33.hsa-miR-491-3p
34.hsa- miR-607
35.hsa- miR-372
36.hsa-miR-363
37.hsa-miR-517c¢
38.hsa- miR-136*
39.hsa- miR-182
40.hsa-miR-127-5p
41 .hsa- let-7c*

42 .hsa-miR-92a-1*
43.hsa- miR-555

44 hsa-miR-105
45.hsa- let-7a*
46.hsa-miR-224

47 .hsa-miR-502-3p
48.hsa-miR-18b
49.hsa- miR-34c-3p
50.hsa- miR-934
51.hsa- miR-19a
52.hsa- miR-597
53.hsa- miR-503

Sadece normal iirotelyumda eksprese olan miRNAlar:

1-hsa-miR-520e
2-hsa-miR-490-3p
3-hsa-miR-138-1*
4-hsa- miR-526b
5-hsa-miR-422a
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6-hsa- miR-326
7-hsa- miR-490-5p
8-hsa-miR-376¢
9-hsa- miR-567
10-hsa-miR-139-3p
11-hsa- miR-145*
12-hsa-miR-149*
13-hsa-miR-133b
14-hsa- miR-146b-3p
15-hsa-miR-300
16-hsa-miR-99a
17-hsa-miR-1236
18-hsa-miR-335*
19-hsa- miR-193a-5p
20-hsa- miR-520b
21-hsa-miR-136*
22-hsa- miR-941
23-hsa-miR-1
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