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OZET

UROTELYAL MESANE KANSERLI HASTALARDA E-KADI?R[N VE P14
GENLERININ PROMOTOR METILASYON ANALIZI
Amag¢: Bu calismada, tiimore 6zgiil olan E-kaderin ve pl4 genlerinin metilasyon
degisimlerinin, mesane kanserinin erken tanisindaki duyarlilik ve 6zgilliigiiniin diger tan
yontemi ile kiyaslanarak incelenmesi amaglandi.
Materyal ve Metot: Bu tez ¢alismasina klinik ve patolojik olarak mesane kanseri tanisi
konan 65 hasta (55 erkek, 10 kadin) ve kanser Oykiisii olmayan 35 birey (32 erkek, 3
kadin) kontrol grubu olarak dahil edildi. Metilasyona spesifik PCR (MSP) yontemi,
timor ve idrar drneklerinden E-kaderin ve p14 genlerinin promotor metilasyon profilini
belirlemek icin kullanildi.
Bulgular: Calismaya dahil edilen 65 hastadan 62’sinin (%95,4) timér dokusu
orneklerinde E-kaderin geninin promotorunun metillendigi belirlendi. p14 geni promotor
metilasyonu ise 51 (%78,5) drnekte gdzlendi. Idrarda E-kaderin geni metilasyon siklig
hasta grubu igin %68,8 (33/48), kontrol grubunda %5,7 (2/35); pl4 geni metilasyon
sikligi hasta grubunda %72,9 (35/48), kontrol grubunda ise %37,1 (13/35) olarak
bulundu. Tanisal olmayan ve idrar sitoloji sonucuna ulasilmayan olgular disindaki
ornekler i¢in E-kaderin, pl4 ve idrar sitolojisi duyarliligi sirasiyla %67,4 %72,1 ve
%34,9; ayn1 parametrelerin Ozgiilliigii ise sirasiyla %93,9, %63,6 ve %93,9 olarak
bulundu. Diisiik grade tiimérlerde E-kaderin, p14 ve bu iki genden birinin metilasyon
duyarlilig1 sirasiyla %66,7 (8/12), %75 (9/12) ve %83,3 (10/12) olarak bulundu. idrar
sitolojisinde ise duyarlilik sifir olarak bulunurken, %41,7 oranda ise siipheli sonug verdi.
Sonu¢: E-kaderin ve pl4 genlerinin atipik metilasyonu tirotelyal mesane kanserinin
erken tanisinda kullanilabilecek bir yontemdir. Bu genlerde yasa bagl olarak meydana
gelen metilasyon degisimleri iirotelyal mesane kanserine neden olabilmektedir. Diisiik
grade olgularda E-kaderin ve p14 genlerinin kombine metilasyon analizi idrar sitolojisi
ile karsilastirildiginda, idrarda kanser hiicrelerini belirlemek i¢in maliyeti diisiik, kolay
uygulanabilen, 6zgiil ve duyarli bir yontemdir.
Anahtar Kelimeler: Biyobelirteg; DNA Metilasyonu; E-kaderin; Idrar; p14; Urotelyal
Mesane Kanseri
Bayram BAYRAMOYV, Yiiksek Lisans Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Ekim-2015



ABSTRACT
PROMOTOR METHYLATION ANALYSIS OF E-CADHERIN AND P14 GENES
IN UROTHELIAL BLADDER CANCER PATIENTS
Aim: In this study, we aim to investigate the specificity and sensitivity of tumor-specific
methylation of pl4 and E-cadherin genes in early diagnosis of bladder cancer and
compare it with other diagnostic methods.
Material and Method: In this study 65 (55 men, 10 women) patients with clinical and
pathological diagnosis of bladder cancer and 35 (32 men, 3 women) controls without any
history of cancer were enrolled. Methylation profiles of promoter regions of E-cadherin
and pl14 genes from tumor and urine samples were determined by methylation-specific
PCR (MSP) method.
Results: Out of 65 patients enrolled, tumor samples of 62 patients (95.4%) displayed
promoter methylation of E-cadherin gene. Methylation of pl4 gene promoter was
observed in 51 samples (78.5%). In urines of patients analyzed, methylation frequencies
were found to be 68.8% (33/48) for E-cadherin and 72.9% (35/48) for pl4 gene. In the
control group, methylation frequencies were 5.7% (2/35) for E-cadherin and 37.1%
(13/35) for pl4 gene. Sensitivities of E-cadherin, p14 and urine cytology were found to
be 67.4%, 72.1% and 34.9% respectively, while specificities of the same parameters were
93.9%, 63.6% and 93.9%, respectively. In low-grade tumors, methylation sensitivities of
E-cadherin, p14 and one of these two genes were found to be 66.7% (8/12), 75% (9/12)
and 83.3% (10/12), respectively. Sensitivity in urine cytology was found to be zero, and
in 41.7% of urine samples results were suspicious.
Conclusion: Atypical methylation of E-cadherin and pl4 genes can be used as a
diagnostic tool in urethral bladder cancer. Age-related alterations in the methylation
statuses of these genes may result in urethral bladder cancer. In low-grade tumors, when
compared to urine cytology, combined methylation analysis of E-cadherin and p14 genes
is a low-cost, easily applicable, sensitive and specific method to identify cancer cells in
urine.
Keywords: Biomarker; DNA Methylation; E-cadherin; p14, Urothelial Bladder Cancer;
Urine
Bayram BAYRAMOV, Master Thesis

Ondokuz Mayis University - Samsun, October-2015
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1. GIRIS
Mesane kanseri, iriner sistemin en sik goriilen malignitesidir ve erkeklerde 7. ve

kadinlarda ise 17. en sik goriilen kanserdir. Mesane kanseri, prostat kanserinden sonra

iirogenital sistemin ikinci en sik goriilen malignansisidir (Li ve ark., 2013).

Mesane kanserli hastalarda hastaligin ilerlemesi ve niiks etmesi diizenli olarak
sistoskopi tan1 yontemiyle takip edilmektedir (Kim ve Kim, 2009). Mesane kanseri
stiphesi varsa (Ornegin hematuri gibi), mesane altin standart tani yontemi olan
sistoskopiyle degerlendirilmeye alinir (Ye ve ark., 2014). Sistoskopi invaziv bir islemdir
ve hastaya anestezi altinda biyopsi yapilarak histopatolojik tan1 konur (Urquidi ve ark.,
2012). Ayrica optik koherens tomografi ve konfokal lazer endomikroskopi gibi yeni
teknolojiler mesane tiimorii tanisinda duyarli ve 6zgiin yontemler olmasina ragmen

invaziv, zaman alici, rahatsizlik veren ve pahali yontemlerdir (Ye ve ark., 2014).

Idrar sitolojisi, mesane kanseri tanisi icin invaziv olmayan bir ydntemdir ve
anormal hiicrelerin idrarda veya mesane yikama sivisinda belirlenmesi esasina dayanir.
Idrar sitolojisinin 6zgiilliigii yiiksektir, fakat 6zellikle iyi diferansiye diisiik dereceli
mesane tiimorlerinde diisikk duyarliliga sahiptir. Bunlarin disinda mesane kanserinin
tanisinda  histopatoloji, sitoloji ve immunofloresan yontemlerin kombine edildigi
(floresan in situ hibridizasyon, FISH) ve idrarda protein belirteglerin belirlenmesi (timor
baglantili antijenler, onkogenler, peptid biliyiime faktorleri ve reseptorleri, hiicre adezyon
molekiilleri vb.) gibi yontemler de kullanilmaktadir. Fakat bu yontemlerin karmagikligi,
yliksek maliyeti, diisiik duyarliligi ve 6zgilliigi gibi bir¢ok sinirlamalari bulunmaktadir.
Bu nedenle, tamida duyarliigi ve Ozgilligli arttiran daha iyi biyobelirteglerin
gelistirilmesi ve tanimlanmasi gerekmektedir (Ye ve ark., 2014).

Tiimdr olusumu sirasinda tiimdr baskilayicit genlerin promotorlerinde yer alan
CpG adaciklariin hipermetilasyonu bu genlerin susturulmasiyla sonuglanmaktadir. E-
kaderin epitelyal hiicrelerde ifade edilmekte ve hiicre-hiicre baglantilarinda rol
oynamaktadir. Kanser hiicrelerinde bu baglantilarin bozulmasi epitelyal mezenkimal
gecisi indiikkleyerek invaziv tiimorlere neden olmaktadir. pl4 geni ise bir timor
baskilayici gendir ve hiicre dongiistinii p53 yolag: araciligr ile negatif diizenleyen protein
kodlamaktadir. E-kaderin ve pl4 genlerinin promotor bdlgelerinin epigenetik

inaktivasyonu ve kanser arasindaki iligkileri arastiran cesitli ¢alismalar mevcuttur.



Calismamiz kapsaminda mesane kanserli hastalarda E-kaderin ve pl4 genlerinin
promotor bolgelerinin metilasyonunu analiz etmeyi planladik. Ayrica biyopsi sonucu
alman tiimor dokularinda ve yine ayni hastalara ait idrar 6rneklerinde iirotelyal mesane
kanserinin erken tanisinda E-kaderin ve pl4 genlerinin metilasyon profillerinin
giiniimiizde kullanilan tan1 yontemleriyle duyarlilik ve 6zgiillikk agisindan karsilastirmay1

amacladik.



2. GENEL BILGILER
2.1. Mesane Kanseri Patolojisi

Patolojik evrelendirme prognoz igin onemli bir faktor olup mesane duvari
invazyon derinligine dayanmaktadir (lbragimova ve ark., 2014). Mesane kanseri
olgularinin biiyiik ¢ogunlugu (%90) transizyonel hiicreli karsinomalardir (transitional cell
carcinomas, TCC). invaziv olmayan tiimérlerin %75-85’i TCC’dir (Besaratiniave ark.,
2013). Mesane kanserleri Kklinik ve histopatolojik olarak invaziv-olmayan iirotelyal
kanserler (pTa-pT1) ve invaziv trotelyal kanserler (pT2-pT4) olarak siniflandirilabilirler.
Invaziv-olmayan iirotelyal kanserler yeni tam1 konulmus mesane kanseri olgularmin
yaklasik %80'ini kapsamaktadir ve transiiretral rezeksiyon ile tedavi edilmektedir. Tedavi
edilen olgularin %70’1 tekrarlayabilir ve %25 invaziv 6zellik kazanabilir (Poyet ve ark.,
2014).

2.2. Mesane Kanseri Genetigi

Mesane kanseri ¢evresel ve genetik faktorlerden kaynaklanan, proto-
onkogenlerin aktivasyonu ve tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonu sonucunda gelisen
multifaktoriyel bir hastaliktir (Chen ve ark., 2011; Li ve ark., 2013). Mesane kanserinde
cok sayida allel kayiplar1 veya delesyonlari, gen amplifikasyonlar1 ve mikrosatellit
kararsizliklari gibi gesitli mutasyonlar tanimlanmistir (Negraes ve ark., 2008). Cok sayida
genetik belirtegin  mesane kanserinin gelisimi ve ilerlemesindeki biyolojik rolleri
incelenmigtir. Bunlara 6rnek proto-onkogenler/onkogenler, tiimor baskilayict genler,
hiicre dongiisii diizenleyicileri ve hiicre adezyon molekiilleri verilebilir (Kim ve ark.,
2007).

2.2.1. Kromozomal Degisimler

Kromozom kararsizligi, tiimdr hiicrelerinin ortak 6zelliklerindendir ve mesane
kanseriyle de iliskilendirilmektedir. Onkogen iceren DNA bolgelerinin amplifikasyonu
veya tumor baskilayict genlerin kaybi yapisal kromozomal kararsizliga yol agmaktadir
(Bonberg ve ark., 2014). Cesitli ¢alismalarda mesane kanserinin gelisimi ile iliskili
kromozomal degisiklikler arastirilmistir. Dokuz numarali kromozomda meydana gelen
genetik materyal kaybi, TCC’de en sik goriilen degisikliklerinden biridir, genellikle 9p ve
99 kismen ya da tamamen delesyona ugrar. 9p21°de Siklin-bagimli kinaz inhibitorii 2A
(CDKN2A), 9q33°de DBCCR1 ve 9qg34’de TSC1 genleri lokalizedir (Conconi ve ark.,



2014). Delesyon 10q PTEN, 13q delesyonu RB1 ve 17p delesyonu TP53 lokuslar ile
iligkilendirilmistir. Yaygin DNA amplifikasyonlar1 6p22’de E2F3, 8g24’de MYC,
11g13’de siklin D1 (CCND1), 12q914’de MDM2 ve 17q21°de ERBB2 icermektedir.
Ayrica, 1q, 3p, 3q, 8p, 8q ve 12q’de niikseden amplifikasyonlar bulunmustur (Scaravilli
ve ark., 2014).

2.2.2. Proto-Onkogenler ve Onkogenler

Onkogenler malign fenotip gosteren hiicresel seviyede dominant genlerdir.
Onkogenlerin iirtinleri gogunlukla kinaz reseptorleri veya biiylime faktorleri ve onlarin
reseptorleridir. Bu triinler hiicre ¢ogalmasi ve normal hiicre sinyal iletiminde 6nemli rol
oynamaktadir. Proto-onkogenler mutasyonlar veya diger degisiklikler sonucunda
onkogene doniistiigiinde, gen iriinlerinin asirt ekspresyonu veya protein ekspresyonuyla

kanserojen etki gostermektedir (Kangve ark., 2014).

Bazi arastirmacilar, yiiksek grade ve stage mesane kanseri ile epidermal biiyiime
faktorii reseptoriiniin (EGFR) asir1 ifadesi arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu
gostermistir (Kim ve ark., 2007). Insan EGFR g¢esitli kanserlerin patogenezinde énemli
rol oynar. Bunlar, ¢oklu sinyal transdiiksiyon gegis yollar1 araciliiyla hiicre biiyiimesi,
sagkalim ve hiicre farklilagsmasini diizenlemektedir (Igbal ve ark., 2014). EGFR mesane
kanseri olgularinda siklikla asir1 ifade edilir ve mesane kanseri patogenezinde dnemli bir
rol oynamaktadir. Epidermal biiyime faktorii (EGF), EGFR ligandidir ve in vitro yapilan
caligmalar EGF’nin mesane kanseri hiicrelerinde hiicre boliinmesini artirdigi ortaya
konulmustur. Insanlarda EGFR normal urotelyumda nadiren eksprese olurken, mesane

kanseri hiicrelerinde asir1 eksprese edilmektedir (Yang ve ark., 2013).

Epidermal biiyiime faktorii reseptorlerinin bir diger tiirii olan HER-/neu, (c-erb-
B2) siklikla mesane kanserinde asiri eksprese edilmektedir. Yiiksek grade tiimor,

sagkalimin azalmasi ve yiiksek metastaz insidansiyla iliskili oldugu bulunmustur (Gunes

ve ark., 2013).

Siklikla yiiksek grade mesane kanserlerinde asir1 eksprese olan bir diger proto-
onkogenin c-myc oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte, c-myc ekspresyonun artisi
kanserin niiks etmesi, progresyonu ya da sagkalim ile iligkili olmadig1 gériinmektedir. Bu
nedenle, mesane kanserinde, c-myc’in asir1 ekspresyonu diisiik prognostik dneme sahiptir
(Kim ve ark., 2007).



Fibroblast biiyiime faktorii (FGF) reseptorii 3 (FGFR3), tirozin kinaz reseptorii
ailesindendir ve dort farkli gen (FGFR1-4) tarafindan kodlanmaktadir. Bu reseptorler
glikoproteinlerdir ve iki veya ii¢ hiicre disi, immiinoglobulin benzeri, bir transmembran
ve bir tirozin kinaz bolimiine sahiptir. FGF FGFR’lerin ligandi olup hiicre
proliferasyonunu, farklilasmasini, go¢iinii ve apoptozisi kontrol eder. FGFR3 mesane
kanserinde en sik mutasyona ugrayan onkogenlerden biridir. FGFR3 mutasyonlari,
invaziv olmayan mesane tiimorlerinin %70°den fazlasinda goriiliirken invaziv tiimérlerin
ise %10-20’sinde tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalarin biiyiikk bir bolimi FGFR3
mutasyonlarmin énemli 6l¢iide diisiik grade ve stage ile iliskili oldugunun bildirilmesine
ragmen, bazi c¢alismalar iligki olmadigmni gostermistir. Bu nedenle, FGFR3'in

biyobelirte¢ olarak prognostik degeri kesinlik kazanmamustir (Liu ve ark., 2014).

Murine double minute 2 (MDM2) geni, 12 numarali kromozomun 12ql3-14
bolgesinde yer almakta ve 9 kDa'llk bir niikleer protein olan MDM2’yi  (p90)
kodlamaktadir. MDM2’nin p53’e baglanmasi, p53'in transkripsiyon aktivitesini negatif
olarak diizenler. Bu negatif feedback p53°lin aktivasyonu ve p53 kaynakli apoptozu
engeller. Urotelyal kanserlerde, MDM2nin kopya sayist %4-6 artis gostermektedir.
Urotelyal mesane kanserinde, bu genin asir1 ekspresyonu p53'iin aktivasyonunu
engelleyebilir. MDM2’nin asir1 ekspresyonu, yiiksek diferansiasyon ve erken stage
mesane kanseriyle iliskilidir, ancak yiiksek malign mesane kanserinde MDM2

ekspresyonu diisiiktiir (Kang ve ark., 2014).
2.2.3. Tumor Baskilayic1 Genler

Onkogenler ve tiimor baskilayict genler, hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasini kontrol
etmektedir. Onkogenler aktivasyon mekanizmasiyla kansere neden olurken, tiimor
baskilayici genler kanser olusumuna neden olan bu genlerin inaktivasyonundan
sorumludur. Timor baskilayict genlerin inaktivasyonu, onkogenler tarafindan kontrol
edilen kontrolsiiz hiicre gogalmasina neden olur. Tiimor baskilayici genlere 6rnek p53 ve
RDb genleri 6rnek olarak verilebilir (Kang ve ark., 2014).

p53 geni, 17pl3.1°de yer almakta ve 53 kD'luk bir fosfoprotein kodlamaktadir.
p53 proteini tetramer yapiya sahiptir. Kanser olgularinda p53 mutasyonlar1 en yaygin
genetik degisikliklerdir. Bu genin en 6nemli islevi hiicrede DNA hasarini tespit etmektir.

Stres sinyallerine yanit olarak hiicrelerde DNA hasar1 olusmussa p53 hiicre dongiisiinii



G1 fazindan S fazina gecisini engellemektedir. Bu islem sirasinda p53 ¢ekirdek i¢i p21
transkripsiyonu baglatarak, DNA onarim sistemi enzimleriyle DNA hasarin
onarmaktadir. Hasar tamir edilmezse p53 apoptoz enzimlerini tetikleyerek hiicrelerin
programli Sliimiinii gergeklestirmektedir. p53 mutasyonu ¢ogunlukla invaziv iirotelyal
mesane kanserlerinde olusmasina ragmen, invaziv olmayan mesane kanserlerinde de
nadiren goriilmektedir. invaziv iirotelyal mesane kanserlerinde hem p53 hem de Rb etkin
oldugu sinyal yolaklar1 inaktif olabilmektedir. Urotelyal mesane kanserli hiicre hatlarinda
yapilan ¢alismalar, her iki sinyal yolunun farkli derecelerde 6rnegin, p53 mutasyonu, pl4
homozigot delesyonu, RB geni hipermetilasyonu ve p16 homozigot delesyonu seklinde
degisiklige ugradigini gostermistir. p53 proteini mutasyona ugrarsa hiicre dongiistiniideki

diizenleyici islevini yerine getiremez (Kang ve ark., 2014).

Rb geni 13q14 bolgesinde lokalizedir ve 110 kD’lik bir niikleer fosfoprotein
kodlar. RB proteini yaygin olarak normal dokularda ifade edilmektedir, erken G1 fazinda
fosforillenmemis olup ge¢ G1 fazindan sonra fosforile edilmektedir. Tiimér dokularinda,
RB inaktivasyonu ya da delesyonu tiimdr hiicrelerinin G1 kontrol noktasindan kagisini
saglar. RB gen mutasyonu mesane kanserinde yaygin degildir. Ancak, invaziv iirotelyal
mesane kanserlerinde RB homozigot delesyonu veya RB proteinin asagi-regiilasyonu
goriilmistir (Kang ve ark., 2014).

2.2.4. Hiicre Dongiisii Diizenleyici Proteinleri

Timor hiicrelerinin en 6nemli 6zellikleri arasinda kontrolsiiz hiicre boliinmesi ve
hiicre dongiisii kontroliiniin bozulmas: verilebilir. Hiicre dongiisi siklinler, siklin bagiml
kinazlar, siklin bagimli kinaz inhibitorleri (cyclin-dependent kinases (CDK) inhibitors,
CDKIs) (Enokida ve Nakagawa, 2008) ve p53, Rb, p14*"F ve p16™“? gibi timér

baskilayici genler tarafindan kontrol edilmektedir (Dumache ve ark., 2010).
2.2.5. Hiicre Adezyon Molekiilleri

Hiicreler birbirleriyle ve hiicre disi ortamla etkilesim i¢indedir. Tim bu
etkilesimler adezyon molekiilleriyle saglanmaktadir. Adezyon molekiilleri ailesinin en
onemli tyeleri kaderinler, integrinler, immiinoglobiilin siiper ailesi elemanlar1 ve
selektinlerdir. Bu adezyon molekiilleri hiicre farklilasmasi, ¢ogalma, invazyon ve
kolonizasyon gibi gesitli hiicresel islemlerin kontroliinde gorev yapmaktadir. Kaderinler

en Onemli adezyon molekiillerindendir (Dumache ve ark., 2010). Hiicre adezyon



molekiillerinin 6zellikle E-kaderinin (E-cadherin, CDH1) diisiik ekspresyonu cesitli
kanser tiirlerinde prognostik 6neme sahiptir. Mesane kanserinde, CDH1 ekspresyonu
onemli derecede azalir ve CDH1 promotor hipermetilasyonu tiimoér stage, grade ve

prognozuyla iliskilendirilmistir (Enokida ve Nakagawa, 2008).
2.3. Cevresel Risk Faktorleri
Mesane kanseri insanlarda kimyasal karsinogeneze iyi bir 6rnek olusturmaktadir.

Tiitlin dumani, mesane kanseri i¢in en 6nemli ekzojen risk faktorii olarak kabul
edilmektedir. TCC’lerin %50’sinin tiitin dumaniyla dogrudan iligkili oldugu tahmin
edilmektedir. Titlin dumaninda bulunan arilaminler ve sayisinin 60'dan fazla oldugu
diistintilen diger karsinojenler tiimdr baskilayici genlerin ekspresyonda degisiklikler
yaparak DNA’da eklenti olusumuyla iliskilendirilmistir. Mesane kanserli hastalar
arasinda Sigara igenler ve igmeyenlerlerin patoloji sonuglart karsilastirildiginda, sigara
kullananlarin patoloji sonuglarinin daha yiiksek grade ve stage gosterdikleri, ayrica sigara
icicisi hastalarmin mortalite riskinin daha yiiksek oldugu bilinmektedir. Sigaranin
birakilmasi, bir yil i¢inde mesane kanseri riskini %40’a kadar azaltmaktadir. MesleKi
faktorler tiim mesane kanseri olgularinin yaklasik %20'si i¢in risk olusturmaktadir. Anilin
boyalarinda bulunan aromatik aminlerin (6rnegin, benzidin, naftilamin, 4-aminobifenil)
ve birgok endiistriyel kimyasallarin mesane kanserine neden oldugu bilinmektedir.
Yapilan epidemiyolojik calismalar igme suyundaki yiiksek klor seviyesi ve arsenik
bilegenlerinin mesane kanseri riskini artirdiklart gostermistir. Arsenigin, onkogenezdeki
roliniin DNA metilasyon degisiklikleri, anormal gen ifadesi, hiicre metabolizmasi

degisiklikleri ve oksidatif stres artis1 oldugu tahmin edilmektedir (Volanis ve ark., 2010).

Nitekim, mesleki mesane kanseri ressamlar, kaplamacilar, kuafor, tekstil, plastik
ve deri sanayi iscilerinde daha ¢ok gozlenmektedir (Volanis ve ark., 2010). Mesane

kanseri ile iligkili en 6nemli ¢evresel faktorlerin listesi Tablo 1°de gosterilmistir.



Tablo 1. Mesane kanseri gelisiminde ¢evresel risk faktorleri (Volanis 2010’°dan uyarlanmustir)

Cevresel Faktorler

Aciklama

Referanslar

Sigara

Aromatik aminler

Iyonize radyasyon

Arsenik

Beslenme yoluyla alinan

nitratlar

Klorid

Klorlanmig

hidrokarbonlar

Polisiklik aromatik

hidrokarbonlar

Alkilleyici ajanlar

Komiir

Sistozomiazis

Olgularimn yaklasik %50'si sigara
icicileridir. Kansere bagl yiiksek

6liim oram

Anilin boyalar ve diger endiistriyel

kimyasallar

Pelvik radyoterapi. Radyoaktif

kontamine olmus alanlar

Su kontaminasyonu

Gtibreler ve pestisitler

Klorlanmis su

Kuru temizleme ¢oziiciileri
Toprak kontaminasyonu

Aliiminyum tretimi, komiir
gazlagtirma, katran ve katran-iligkili

urtinler

Siklofosfamid. Kanserojen

metabolit (akrolein)
Komiir madencileri

Schistosoma haematobium. Afrika,
Asya ve Giiney Amerika'da
endemiktir. Yassi epitel hiicreli
karsinom

Stewart ve ark., 2008

Wallerand ve ark., 2005

Rouissi ve ark., 2009
Golka ve ark., 2004

Romaneko ve ark., 2009
Kaldor ve ark., 1995

Huang ve ark., 2004
Chiou ve ark., 2001

Chiu ve ark., 2007
Zeegers ve ark., 2006

Villanueva ve ark., 2003

Mundt ve ark., 2003

Bosetti ve ark., 2007

Knight ve ark., 2004
Tanguay ve ark., 2003

Lopez-Abente ve ark., 2006

Gouda ve ark., 2007
Fedewa ve ark., 2009




2.4. Epigenetik

‘Epigenetik’ terimi ilk kez 1942 yilinda Conrad Waddington tarafinda dile
getirilmis ve genlerle iiriinleri arasindaki rastgele etkilesimin, gelisim boyunca fenotipik
degisiklikleri kontrol ettigi belirtilmistir (Wright ve Saul, 2013; Zhang ve Pradhan,
2014). Epigenetik, giiniimiizde DNA diziliminde degisiklik olmaksizin, mitotik ve
mayotik yollarla sonraki kusaklara aktarilabilen ve gen islevini degistiren mekanizmalari
inceleyen bilim dali olarak tanimlanmaktadir (Haig, 2004; Dupont ve ark., 2009).

2.4.1. Epigenetik Degisimler

Gen ekspresyonunu 6nemli dlgiide etkileyen epigenetik mekanizmalar arasinda,
DNA metilasyonu, histon modifikasyonlari ve kodlamayan RNA'lar yer almaktadir
(Moskalev ve ark., 2014). DNA metilasyonu transkripsiyonu diizenleyen 6nemli bir
mekanizmadir. Gen promotor metilasyonu, normal memeli gelisiminde 6nemli rol
oynamaktadir, ancak anormal promotor metilasyonu insan kanserlerinde siklikla
gozlenmektedir (Chen ve ark., 2011). Ozellikle tiimdr baskilayici genlerin promotor
bolgelerinde yer alan CpG adaciklarinda olusan DNA metilasyonu kanser olgularinda
siklikla meydana gelir (Casadio ve ark., 2013; Wright ve Saul, 2013; Zhang ve Pradhan,
2014).

2.4.2. DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu en iyi tanimlanan epigenetik modifikasyondur (Mufoz-Najar
ve Sedivy, 2011; Yi ve ark., 2014). DNA metilasyonu kovalent bir biyokimyasal
modifikasyonu olup CpG adaciklarinda yer alan sitosinin 5’ karbonuna bir metil
grubunun eklenmesiyle gerceklesir (D'Aquila ve ark., 2013). DNA metilasyonu
transkripsiyonel baskilanmay1 dogrudan veya dolayli olarak gerceklestirir. Dogrudan
transkripsiyonun baskilanmas1 promotor bolgelerde yer alan CpG adaciklarinin
metillenmesi ve transkripsiyon faktorlerinin bu bdlgelere baglanmasinin engellenmesiyle
olusur (Vaissiere ve ark., 2008). En az 200 bp uzunlukta olan (Kim ve ark., 2009) ve tiim
memeli genomunu kapsayan CpG adaciklarinin %60-90’1 metillenmistir (Huidobro ve
ark., 2013; Kim ve ark., 2014).

Memeli genlerinin promotorlerinin yaklasik %40°’1 CpG adaciklari icermektedir
(Gravina ve Vijg, 2010). Promotor bolgelerinde yer alan CpG diniikleotidleri genellikle

gelisim sirasinda ve normal dokularda metillenmemistir (Kim ve ark., 2009). Promotor



bolgelerinin  metillenmesi  transkripsiyonu  baskilayarak, gen  ekspresyonunu
diizenlemektedir (Calvanese ve ark., 2009; Winnefeld ve Lyko, 2012). Genomun
metillenmis CpG bolgeleri ¢ogunlukla transpozonlarda yer almaktadir. Transpozon

elemanlar1 metillendiginde transkripsiyona ugramaz (Lu ve ark., 2006).

DNA metilasyonu, DNA metiltransferazlar (DNMTs) tarafindan gerceklestirilir.
DNMT’lar DNMT1, DNMT2 ve DNMT3 olmak iizere {i¢ grupta incelenir. Bu enzimler,
metil donérii olan S-adenosil-L metioninden (SAM) sitozinin 5’ karbonuna bir metil
grubunu ekler (Golbabapour ve ark., 2011). DNMT1, DNA replikasyonu sirasinda yavru
hiicrelere metilasyon profilinin aktarilmasindan sorumludur ve ‘bakim metiltransferazi’
olarak adlandirilmaktadir (Mufoz-Najar ve Sedivy, 2011). DNMT2’nin rolii tam olarak
bilinmemekle birlikte DNA ve RNA metiltransferazi olarak goriilmektedir. DNMT3a ve
DNMT3b daha once metillenmemis sitozinlerin de novo metilasyonunu gergeklestirir
(Golbabapour ve ark., 2011). Her iki DNMT’nin embriyonik kok hiicrelerinde yiiksek
derecede ifade edildigi bulunmustur (Miceli ve ark., 2014).

Dolayl1 yolla transkripsiyonel baskilanma metillenmis DNA'ya bir metil-CpG-
baglama bolgesine (methyl binding domain, MBD) sahip proteinlerin baglanmasiyla
gerceklesir (Vaissiere ve ark., 2008). Metil CpG baglanma protein 2 (methyl CpG
binding protein 2, MeCP2) MBD1, MBD2, MBD3 ve MBD4 gibi MBD proteinleri
tanimlanmistir  (Kar ve ark., 2014). Her bir MBD proteini transkripsiyonun
baskilanmasiyla iligkilidir. MeCP2 en iyi karakterize edilmis MBD proteinidir (Johnson
ve ark., 2012). Metil-CpG baglanma bdlgesi proteinlerinin iiyesi olan MeCP2 bir metil
CpG-baglama ve bir transkripsiyon baskilanma bolgesi igerir (Fuks ve ark., 2003).

MeCP2, Sin 3, c-ski ve N-CoR gibi ko-represorlere dogrudan baglanarak
kompleks olusturur. Daha sonra histon deasetilaz enzimleriyle etkilesime gegerek

metillenmis CpG adaciklarina baglanir ve transkripsiyonun baskilanmasini gergeklestirir

(Johnson ve ark., 2012; Thambirajah ve ark., 2012; Vaissiere ve ark., 2008).

DNA metilasyonu gelisim ve farklilagsma, genomik imprinting, X kromozomu
inaktivasyonu, genomu transpozonlardan koruma gibi farkli biyolojik fonksiyonlara
aracilik etmektedir (Cencioni ve ark., 2013; D'Aquila ve ark., 2013; Liyanage ve ark.,
2014).
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2.4.3. Mesane Kanseri ve DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu degisimleri, insan kanserinin hemen hemen her tiiriinde
tamimlanmistir. DNA metilasyonu degisimleri, global DNA hipometilasyonu, lokusa
ozgii DNA hipometilasyonu ve/veya hipermetilasyon ile karakterize edilir., DNA
hipermetilasyonu gen ekspresyonu degistirerek ve timdr baskilayici  genlerin
transkripsiyonu baskilayarak onkogeneze olanak sagladigi diisiinilmektedir (Besaratinia
ve ark., 2013). Promotor metilasyonu normal dokuyla kiyaslandiginda invaziv iirotelyal
karsinomalarda, hem belirli lokus/lokuslarda hem de genomda artis gostermektedir
(Ghafouri-Fard ve ark., 2014). Promotor boélgelerinde yer alan CpG adaciklarinin
hipermetilasyonu mesane kanserinde yaygin olarak c¢alisilmig epigenetik  bir
modifikasyondur (Li ve ark., 2013).

Yapilan calismalar, mesane kanserinin erken tanisinda promotor metilasyonu

biyolojik belirte¢ olarak kullanilabilecegini gostermektedir (Ghafouri-Fard ve ark., 2014).
2.4.4. DNA Hipometilasyonu ve Mesane kanseri

DNA hipometilasyonu da mesane kanserinde yaygin olarak goriilmektedir ve
gen spesifik hipometilasyonu tetikleyerek kansere yol acar (Phe ve ark., 2009). Ayrica,
DNA hipometilasyonu genomik kararsizlik, kromatin gevsemesi, retrotranspozonlarin
aktivasyonu ve proto-onkogenlerin aktivitesini indiiklemektedir (Reinert, 2012;
Besaratinia ve ark., 2013). Global DNA hipometilasyonu siklikla uzun- ve kisa
serpistirilmis niikleer eleman dizilerinde (long- and short interspersed nuclear elements:
LINE, SINE) ve uzun terminal tekrar retrotranspozonlarinda (long terminal repeat
retrotransposons, LTR) goriliir (Besaratinia ve ark., 2013). Memeli genomunda en iyi
tanimlanan ve en ¢ok bulunan retrotranspozon LINE-1’dir (Patchsung ve ark., 2012).
LINE-1 yiiksek diizeyde tekrarlanan (6000-8000 bp) bir retrotranspozondur ve global
DNA metilasyon diizeyini degerlendirmek i¢in CpG adciklarina alternatif olabilecegi
diisiiniilmektedir. Insan genomu 500.000 'den fazla LINE-1 kopyas! icermektedir ve
bunlarin yaklasik 3000’1 aktif transpozonlardir. DNA metilasyonu retrotranspozon
ekspresyonunu inhibe ederek genom hasarini 6nleyen ana mekanizmadir. LINE-1 basta
cesitli kanser tiirleri olmak tlizere ¢esitli hastaliklarla iligkilidir. Lokositlerdeki LINE-1
dizilerindeki 5-metilsitozinin (5mC) hem diisik hem de yiiksek diizeyde bulunmasi

iirotelyal mesane kanseri riskinde artis ile iliskilendirilmistir (Salas ve ark., 2014).
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2.4.5. Histon Modifikasyonlar1

Okaryotlarda kromatinin temel alt birimi olan niikleozom yaklasik 147 bp
uzunlugundaki DNA ipliginin histon proteinlerinin, histon 2A (H2A), histon 2B (H2B),
histon 3 (H3) ve histon 4 (H4) olusturdugu oktameri iki kez sarmasiyla olusur (D'Aquila
ve ark., 2013; Tammen ve ark., 2013). Besinci histon H1 proteini veya baglayict histon
H1 iki nukleozomu bir birine baglamaktadir. Histonlar, DNA paketlenmesinin

diizenlemesi ve trankripsiyonun baskilanmasiyla da iligkilidir (Kanherkar ve ark., 2014).

Histon modifikasyonlari, translasyon sonrasi histon kuyruklarinda olusan
degisikliklerdir. Histon modifikasyonlar1 asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon,
ubikutinasyon, sumolasyon ve ADP ribozilasyonudur (Bollati ve Baccarelli, 2010).

2.4.6. Histon Metilasyonu ve Mesane Kanseri

Histon metilasyonu, histon metiltransferaz (HMT) ve histon demetilaz enzimleri
tarafindan kontrol edilmektedir (Choi ve Friso, 2010). Histon metilasyonu heterokromatin
olusumunu, X kromozomunun inaktivasyonunu, genomik imprinting, transkripsiyon ve
DNA onarmmini diizenler. Metil gruplari lizin (K) amino asitlerine monometil, dimetil ve
trimetil seklinde aktarilirken, arginin amino asitleri monometil, simetrik veya asimetrik
olarak metillenmektedir. Arginin metilasyonu genellikle transkripsiyonun aktivasyonuyla
iliskiliyken, lizin metilasyonu, trankripsiyonun aktivasyonu veya baskilanmayla
iliskilidir. Histon proteinlerinin lizin ve arginin amino asitlerine S-adenozil metiyoninden
metil gruplarinin transferi, son derece spesifik modifiye enzimlerden olan HMT’ler

tarafindan kataliz edilmektedir (Mufioz-Najar ve Sedivy, 2011).

Histon kuyruklarmin lizin metilasyonun en iyi tanimlanmis bolgeleri H3K4,
H3K9, H3K27, H3K36, H3K79 ve H4K20’dir. H3K4, H3K36 ve H3K79 metilasyonu
transkripsiyonun aktivitesiyle iligskili olmasina karsin H3K9, H3K27 ve H4K20
transkripsiyonun baskilanmasiyla iligkilidir (Ellis ve ark., 2009; Fong ve ark., 2014).

Cesitli calismalarda global histon modifikasyon diizeyinin kanser olgulari i¢in
belirte¢ oldugu gosterilmistir. ilk olarak, Seligson ve arkadaslar1 rekiirens prostat
kanserlerinde H3K4me2 ve H3KI18Ac’nun diisiik diizeylerde oldugunu gostermistir
(Seligson ve ark., 2005). Schneider ve arkadaglarinin mesane kanserli hastalarda invaziv
ve invaziv olmayan mesane tiimdorlerinde ve normal iirotelyal dokularda H3K4 ve H4K20

diizeyinin farkli oldugunu, fakat H4K20me3 diizeyinin radikal sistektomi gegiren
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hastalarda arttigin1 gostermistir (Schneider ve ark., 2011). H3K9 ve H3K27 metilasyon
diizeyi normal dokularda ve gesitli iirolojik Ornegin prostat kanseri, renal hiicreli
karsinomalarda farklilasma gostermektedir (H3K9mel ve H3K27me). Ayrica invaziv
olmayan mesane kanserinde artan H3K9mel, H3K9me2, H3K9me3, H3K27mel,
H3K27me3 diizeyi ile tiimdr stage ve H3K9me2, H3K9me3, H3K27mel diizeyi ile tiimor
grade arasinda pozitif korelasyon gortilmustiir (Ellinger ve ark., 2014).

2.4.7. Histon Asetilasyonu

Histon asetilasyonu kromatin yapisinin kontrolii ve gen diizenlenmesi icin
onemlidir (Calvanese ve ark., 2009). Histon asetilasyonu en ¢ok ¢aligilan histon
modifikasyonlarindan biridir (Choi ve Friso, 2010). H3 ve H4 histonlarin
hiperasetilasyonu gen aktivasyonu ile iligkiliyken, hipoasetilasyonu ise kromatin
inaktivasyonuyla iligkilidir (Marti ve Ordovas, 2011). H3 proteinlerinin amino (N)
terminalinde bulunan 9, 14, 18, 23 pozisiyonlu lizinlerin ve H4 histon proteinlerin 5, 8,
12, 16 lizinlerinin asetilasyonu niikleozom yapisinin yogunlugunun azaltilmasi, DNA ve

histon proteinleri arasindaki etkilesimlerin bozulmasina neden olur (Choi ve Friso, 2010).
2.4.8. Histon Asetilasyonu ve Masane Kanseri

Histon asetilasyonu, histon asetiltransferazlar (HAT) tarafindan deasetilasyonu
ise histon deasetilazlar (HDAC'ler) tarafindan gergeklestirilir. HDAC'lar dort grupta
siiflandirilir. Ik sinif HDAC'larin dort farkli izoformu vardir (HDAC-1, -2, -3 ve -8) ve
onlarin asir1 ekspresyonu farkli kanser tiirlerinde 6rnegin kolon ve prostat kanserleriyle
baglantili oldugu bilinmektedir. Yapilan ¢alismalar HDAC-1, -2 ve -3 ¢esitlerinin normal
urotelyumla kiyaslandiginda invaziv olmayan mesane tiimorlerinde (pTa ve pT1) yiiksek

ekspresyon seviyelerine sahip oldugunu gostermektedir (Poyet ve ark., 2014).
2.4.9. Kodlamayan RNA’lar ve Mesane Kanseri

Genel olarak, RNA’lar kodlanan ve kodlamayan olmak iizere ikiye ayrilir.
Kodlayan RNA'lar a¢ik okuma ¢ercevesine (open reading frame, ORF) sahiptir ve protein
sentezi i¢gin kalip olusturmaktadir. Kodlamayan RNA'lar (non coding RNA, ncRNAS) bir
ORF’ye sahip degildir ve proteinler kodlamazlar. RNA’larin sadece %2-5’nin yapisal ya
da enzimatik proteinleri kodladigr bilinmektedir. Geriye kalan, RNA’larin %951
kodlamayan RNA’lardir (Williams ve ark., 2014). ncRNA’larin stres ve g¢evresel
uyaricilara yanit olarak gen ifadesini diizenleyen mikro RNA (miRNA), kiicik

13



miidahaleci RNA'lar (small interfering RNA, siRNA), Piwi-etkilesim RNA (piwi-
interacting RNA, piRNA), uzun kodlanmayan RNA (long noncoding RNA, IncRNA) gibi
cesitli tiirleri vardir (Mensaert ve ark., 2014).

Insan genomunda genlerin yaklasik %50'den fazlasini hedefleyen 1000°den fazla
mMiRNA mevcuttur (Ribaric, 2012). Bazi arastirmacilar miRNA genlerinin %50'den
fazlasinin tiimdrlerle iligkili bolgelerde yer aldigini gdstermistir. Buna ek olarak, farkl
tiimor tiirlerinde onkogenik ve anti-onogenik gibi fonksiyonlara sahip olabilen ve timor
gelisiminde rol oynayan 6zgiil miRNA'lar eksprese edilmektedir (Chen ve ark., 2014).
Omegin, miR-17-5p, miR-21, miR-126, miR-221 tiim&r baskilayici, miR-26a, miR-29c,
miR-30c, miR-30e-5p ise onkogen gibi gorev yapabilmektedir. Yapilan ¢alismalar, 6zgiil
miRNA'larin TCC’lerin gelisimi ve ilerlemesinde dnemli rolii oldugunu gostermektedir.
Ayrica, miRNA ekspresyon profil analizleri hastaligin evresi ile ilgili ip uglar
verebilecegi, kanserin ilerlemesi ve prognozu i¢in belirte¢ olabilecegi bildirilmektedir
(Volanis ve ark., 2010).

14



2.5. Hiicre-Hiicre Baglantilar:

Hiicrelerin birbirine baglanma yetenegi, ¢ok hiicreli organizmalarin gelisimi,
bliytimesi ve doku homeostazi i¢in temel kosullardandir. Hiicre-hiicre baglantilari,
cevresel stres yanitlarina karsi direng saglamakta, gelisim sirasinda doku yeniden
sekillenmesinde ve ayni zamanda rejeneratif siireclerde rol almaktadir. Epitelyal
dokularda yapisal ve sinyal fonksiyonlarina sahip hiicre-hiicre baglantilari sik1 baglantilar
(tight junctions, TJs), adherens baglantilar (adherens junctions, AJs) ve desmozomlar

tarafindan yapilmaktadir (Schneider ve Kolligs, 2014).
2.5.1. Kaderinler

Adherens baglanti molekiillerinin, en biiyiik elemanlari kaderinlerdir ve ilk tespit
edilen baglanti molekiili olmasi nedeniyle klasik kaderinler olarak adlandirilirlar
(Schneider ve Kolligs, 2014). Kaderinler, Ca** bagimli homofilik hiicre-hiicre
baglantisini olusturan tek zincirli zar glikoproteinleridir. Molekiiler yapisina gore tip I ve
tip 1l kaderinler olarak ikiye ayrilir. ilk smif klasik kaderinler epitelyal (E) E-
kaderin/kaderin-1 (Cdh1), N-kaderin/kaderin-2 (Cdh2), plasental (P) P-kaderin/kaderin-3
(Cdh3), R-kaderin/kaderin-4 (Cdh4) proteinlerini icerir (Marie ve ark., 2014). E-kaderin,
120 kDa'luk glikoprotein olup klasik kaderin ailesinin ilk tespit edilen iiyesidir ve hemen
hemen tiim epitelyal dokularda bulunur. P-kaderin, fare plasentasinda gebelik siiresince
yiikksek oranda eksprese olundugu bulunmustur. Noral (N) N-kaderin, yetiskin ve
embriyonal donemde ndron ve kas hiicreleri tarafindan eksprese edilmektedir (Gama ve
Schmitt, 2012). Epitelyal ve noral kaderinlerin gen dizilimi ve yapilarinin ¢ok benzer
olmasina ragmen, her biri spesifik adezyon 6zelliklerine sahiptir. Ayn1 zamanda timor
olusumu sirasinda ve invaziv metastaz hiicrelerinde ters rollere sahip oldugu
varsayillmaktadir (Schneider ve Kolligs, 2014). Tip Il kaderinlerden olan ve osteoblast

kaderin olarak da bilinen Kaderin-11 (Cdh11) ise mezodermal dokularda eksprese edilir.

Kaderinler lateral kiimeler halinde birleserek homodimerler olustururlar. Sis-
dimerler adi verilen bu yapilar diger komsu hiicrenin kaderinlerine baglanarak trans-
dimer olusturmakta ve bu sekilde hiicre-hiicre baglantisi kurmaktadir (Marie ve ark.,
2014). Kaderin molekiilleri karboksil (C) ve amino (N)-terminal bolgelere sahiptir.
Komsu hiicrelerin yiizeylerinde bulunan kaderinlerin N-terminali baglantiy1 saglarken, C-

terminali sitoplazmik proteinlerle iliski kurmaktadir (Niessen ve ark., 2011). Kaderinler

15



adherens baglanti molekiillerinden olan a-, B- ve v¥-kateninlerle hiicre iskeleti

elemanlarina sabitlenmektedir (Marie ve ark., 2014).
2.5.2. Kateninler

En iyi tanimlanmis sitoplazmik baglanti molekiilleri a-katenin, p—katenin ve
pl20-katenindir ~ (p120-ctn). o-katenin ve  P-katenin, E-kaderinle birlikte
immonopresipitasyonu yapilarak tanimlanmistir. p120-ctn, ilk olarak Src protein tirozin
kinaz substratlarmin tanimlanmasi sirasinda tespit edilmis ve daha sonra Klasik
kaderinlerlerin immonopresipitasyonu ile tamimlanmistir. p-katenin, ~76 amino asit
iceren kaderinlerin sitoplazmik alanina dogrudan baglanir ve ayni zamanda dogrudan
kaderin molekiiline baglanmayan o-katenin ic¢in sabitlenme bolgesi olarak gorev
yapmaktadir. p120-ctn kaderinlerin sitoplazmik alanimmin membrana yakin bdlgesine
baglanir. Bu katenin molekiillerinin her birinin kaderinlerden bagimsiz hiicresel
fonksiyonlar1 vardir. -katenin Wnt sinyal yolaginda islev yaparken, a-katenin aktinlerin
regililasyonunu diizenler (Niessen ve ark., 2011). Tirozin kinazlar tarafindan diizenlenen
p120-katenin kaderinlerin sitoplazmik kismimin jukstamembran alaniyla (JMD) direkt
olarak baglanir ve hiicre i¢i trafigi, stabiliteyi, baglanma kapasitesi ve hiicre hareketini

diizenlemektedir (Gama ve Schmitt, 2012).
2.5.3. E-kaderin, Yap1 ve Fonksiyonu

Yaklagik 100 kb'lik bir bolge kapsayan E-kaderin geni kromozom 16g22.1
lokalizedir. CDH1 geni 16 ekzon ve 15 intron icermektedir ve tiirler arasinda yiiksek
oranda korunmustur. E-kaderin hiicre dis1, transmembran ve hiicre i¢i alana sahiptir (Gall
ve Frampton, 2013). Hiicre dis1 alan bes ardisik diziden (EC1-ECS5) olusmaktadir
(Hirohashi ve Kanai, 2003). E-kaderin molekiillerinin kendi aralarinda taninma ve
birlesmesine 6zellikle ilk alan (EC1) aracilik etmektedir. EC2-EC5 alanlar1 hiicre-hiicre
baglanmasina katki sagladigi tahmin edilmektedir (Schneider ve Kolligs, 2014). Ca**
iyonlart i¢in baglanma bolgesi olan hiicre disi alan, lateral dimerizasyon olusturarak
komsu hiicrelerin kaderinlerinin hiicre dis1 alanlarina baglanir. Bu kaderin-kaderin ara
yiiziiniin olusumunu saglar ve bdylece hiicre-hiicre yapismasi gergeklesir. Hiicre igi alan
jukstamembran denilen alan (JMD) ve katenin baglayicit alanindan (catenin-binding
domain, CBD) olusur (Gall ve Frampton, 2013).
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Sekil 1. E-kaderin ve hiicre-hiicre baglantisi (Gall ve Frampton 2013’den uyarlanmustir). Hiicreler

E- kaderin proteinin hiicre dist alanlarinin dimerizasyonu yoluyla baglati kurmustur

JMD kaderinlerin kiimelenmesini saglar ve p120-katenin iizerinden kaderinlerin
yapistirict giiciine katkida bulunmaktadir. CBD, B-katenin ve y-katenin ile etkilesime
girer. a-katenin (vinkiilin homologdur) ise B-katenin hiicre iskelet elemanlarindan olan
aktine baglanmasini saglar. Bu baglanti, protein kiimelesmesini tetikler ve hiicre-hiicre
baglantilart daha da kuvvetlenir. Boylece E-kaderin normal yetiskin epitelyal dokularda
hiicre-hiice adezyonunu gergeklestirmektedir. Ayrica, kaderin-katenin kompleksi bazi
sinyal kaskad yolaklarin1 aktive edebilir ve epitelyal-mezenkimal gegiste (epithelial-to-
mesenchymal transition, EMT) aktif bir role sahiptir (Gall ve Frampton, 2013).

2.5.4. Kaderin-Katenin Diizenlenmesi

Hiicre adezyonu transkripsiyon, protein stabilitesi, -katenin ve p120-kateninin
translasyon sonrasi modifikasyonu ve fosforilasyonu olmak iizere ¢esitli seviyelerde
diizenlenmektedir. Kaderin-aracili adezyonda ayni1 zamanda Wnt, TGF-p, MAPK gibi
hiicre i¢i sinyal yolaklar1 da rol alabilmektedir. Kaderin-katenin kompleksi embriyogenez
ve doku onarimi, timor gelisimi ve ilerlemesinde biiyiik oneme sahiptir (Gama ve

Schmitt, 2012).
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Whnt sinyal yolagi embriyonik gelisim, hiicre gocii, ¢ogalmasi ve hiicre-hiicre
baglantilarinin kurulmasi gibi siireglerde 6nemli role sahiptir. Wnt ve kaderin yolaklari,
B-katenin aktivitesiyle baglantili olup gen ekspresyonu ve hiicre adezyonunu diizenler. -
katenin, Wnt sinyal yolaginin diizenleyicilerinden biridir ve Wnt proteinlerinin hiicre-
yizey reseptorlerine (Frizzled ailesi) baglanmasimi saglamaktadir. Bu baglanma
gerceklestikten sonra B-katenin sitoplazmadan niikleusa dogru gegisi saglar. Burada -
katenin, hedef genin transkripsiyonuyla sonug¢lanan T-Hiicre Faktorii (T-cell factor:
TCF)/Lenfoid Enhanser Faktor (lymphoid enhancer factor, LEF) kompleksini aktive eder.
Omegin c-MYC onkogeni aktive olursa bu hiicre gogiinii, hiicre ¢ogalmasini, hiicre
biliylimesini uyarirken ayni zamanda apoptozu da indiikler. Sitoplazmik B-katenin diizeyi
adherens ozellikle E-kaderinlerle kontrol edilmektedir. E-kaderinle, B-katenin
baglantisinin bozulmasi B-katenin diizeyini degistirmekte ve ayni zamanda Wnt sinyal
yolaginin hasar gormesine yol agmaktadir. Adherens baglantilarin ve E-kaderin/p-katenin
kompleksinin stabilitesi, serin/treonin fosforilasyonuyla diizenlenmektedir. B-katenin
veya E-kaderin serin/treonin fosforilasyonu kaderin-katenin kompleksinin stabilizasyonu
artirirken, B-katenin tirozin fosforilasyonu bu kompleksi bozarak, hiicre-hiicre
adezyonunun kaybina, Sitoplazmik B-katenin serbest birakilmasina, Wnt sinyal ve timor

invazyonun artmasina yol agmaktadir (Gall ve Frampton, 2013).
2.5.5. Epitelyal-Mezenkimal Gegis

Epitelyal-mezenkimal gecis (epithelial-mesenchymal transition, EMT) geri
dontisiimlii ve dinamik bir siire¢ olup, doku gelisimi ve onarimi sirasinda epitelyal ve
mezenkimal fenotipler arasindaki gecis saglar (Schneider ve Kolligs, 2014). EMT,
histogenez ve organogenezi kapsayan, organizmanin gelisimi i¢in gerekli olan normal bir
stiregtir. Embriyonik donemde 6zellikle noral krest olusumu, kalp kapaklarinin olusmasi
ve gastrulasyon sirasinda biiyiik 6neme sahiptir. Mezenkimal hiicreler farklilagarak epitel
hiicre fenotipi sergileyebilir. Mezenkimal-epitelyal gegis ise (mesenchymal-epithelial
transition, MET) farkli organlarda makroskopik metastaz olusumunda &nemli bir rol
oynar. Fibronektin, vitronektin gibi farkli hiicredis1 belirtegler ve hiicrede lokalize olan
vimentin, E-kaderin belirte¢leri EMT/MET farklilasma durumunu belirlemekte yardimci
olur (Barriere ve ark., 2015).
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2.5.6. Gelisim Sirasinda EMT

Insan gelisiminin erken safhasinda, EMT morfogenez, implantasyon,
gastrulasyon ve organogenezde rol alir. Yash bireylerde EMT/MET doku onarimu,
ozellikle dejeneratif degisiklikler veya enflamasyon sonrasi hiicre homeostazinin
korunmasi i¢in gereklidir. Epitelyal hiicre-hiicre baglantisindan sorumlu olan E-kaderin
geninin Snail, Twist ve ZEB gibi transkripsiyon faktorleri tarafindan baskilanmasi,
normal embriyonik gelisim sirasinda EMT’nin altinda yatan temel molekiiler
mekanizmadir. Normal embriyonik gelisim sirasinda hiicre polaritesinin ve hiicre-hiicre
baglantisinin kaybi, hiicre seklinin degismesi, hiicre motilitesi Ve invazyonunun artmasi

organ matiirasyonu i¢in ¢ok 6nemlidir (Kiesslich ve ark., 2013).

2.5.7. Kanser ve EMT

EMT Onemli bir normal embriyonik bir silire¢ olmasina ragmen kontrolsiiz
sekilde malign tiimorlerde de goriilmektedir. Tiimor dokularinda epitelial hiicreler gok
sayida biyokimyasal degisiklikler ge¢irerek mezenkimal hiicre fenotipi kazanmaktadirlar.
Bu degisikliklerden en 6nemlisi epiteliyal hiicre proteinlerinin 6zellikle de E-kaderinler
arasinda olan baglantilarin kaybolmasidir. Mezenkimal 6zellik kazanan bu hiicreler
polarite yetenegi olmayan, son derece hareketli ve invaziv ozellik kazanirlar. Epitel
hiicreler, bu geri doniisiimlii degisikligi yaparak uzak bolgelere hareket edebilir ve yeni
bir yap1 olusturmak icin yeniden farklilagsma gecirebilir. Tiim bunlarin gerg¢eklesebilmesi
icin epitel hiicrelerin bir birleriyle olan adheziv baglantilarin1 kirmasi gerekir. Kanser
hiicreleri, EMT gegirerek kendini yenileme, yeni timor olusumunu tetikleme ve ayni
zamanda kemoterapiye karsi direng kazanma gibi kok hiicre ozellikleri kazanmaktadir.
Bu nedenle kontrolsiiz EMT, tiimér invazyonu ve metastaza neden olur. E-kaderin
mezenkim hiicrelerde eksprese edilmemektedir. Bu durum, Wnt sinyal artisi ve hiicre-
hiicre adezyon kaybiyla sonug¢lanmaktadir (Gall ve Frampton, 2013). Wnt, Hedgehog,
TGF-B, FGF ve EGF insan karsinogenezinde gorev alan klasik EMT indiikleyici
yolaklaridir (Kiesslich ve ark., 2013).
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Sekil 2. EMT diizenlenmesi (Kang ve Massague, 2004’dan uyarlanmustir)

E-kaderin ekspresyon kaybi epiteliyal kanserlerin ilerlemesi sirasinda EMT nin
sikca rastlanan Ozelliklerinden biridir. E-kaderin ekspresyon kaybinin altinda yatan
mekanizmalar, kromozom 16’nin uzun kolunda lokalize CDH1 geninin heterozigotluk
kaybi, somatik genlerde yer alan mutasyonlar, CpG adaciklarinin hipermetilasyonu, E-
kaderin geninin promotor bolgesinin epigenetik susturulmas: ve SNAIL ve SNAI2, Twist
(sekil 2) ve ZEB1/ZEB2 gibi transkripsiyonel baskilayicilarin asiri ekspresyonudur
(Schneider ve Kolligs, 2014).

2.5.8. Kanser Gelisiminde E-Kaderin Diizenleme Mekanizmalari

Tiimor gelisimi sirasinda, E-kaderin fonksiyonu farkli mekanizmalarla 6rnegin,
somatik mutasyonlar, promotor metilasyonu ve transkripsiyonel baskilanma yoluyla

inaktive olabilmektedir (Peinado ve ark., 2004). E-kaderinin fonksiyon kaybina neden
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CDH1 geninin genomik degisiklikleri ¢esitli tiimdrlerde tanimlanmistir. Lobiiler meme
kanserinin sporadik alt tipinin karsinogenezinde, somatik E-kaderin mutasyonlar1 rapor
edilmistir (Li ve ark., 2013).

Ayrica, CHD1 geninin somatik mutasyonlar: rahim ve yumurtalik tiimérlerinde,
mide kanseri ve mide kanseri hiicre hatlarinda tanimlanmistir (Li ve ark., 2013). DNA
metilasyonu kanser gelisiminde genomik DNA hipometilasyonu veya CpG adaciklarinin
hipermetilasyonu olarak goriiliir. CpG adaciklarinin hipermetilasyonu tiimor baskilayict
genlerin baskilanmasinda onemli rol oynamaktadir (Peinado ve ark., 2004). Timor
hiicrelerinde diisiik E-kaderin ekspresyonunun nedenleri arasinda CDH1 genin promotor
bolgesindeki CpG adaciklarinin hipermetilasyonu da gosterilmektedir. Nitekim, CDH1
promotor bolgesindeki 5' CpG adalarinin bozulmus metilasyonu tiroid, hepatoselliiler,
girtlak  kanseri, kolorektal kanser ve prostat kanserler gibi g¢esitli kanserlerde
tanimlanmistir (Schmalhofer ve ark., 2009). Ayn1 zamanda deneysel ¢alismalar E-kaderin
geninin hipermetilasyonuyla mesane kanseri yatkinligi ve prognozu ile iliskili oldugunu
gostermektedir (Li ve ark., 2013).

Cesitli kanser hiicre hatlariyla (6rnegin, kolorektal kanser) yapilan ¢alismalar, E-
kaderin geni promotoru ile MeCP2, MBD1 ve MBD?2 gibi ¢esitli MBD’ler arasindaki
iliski oldugu bildirilmistir. MBD proteinleri histon deasetilasyonunu tetikleyerek E-
kaderin gen ekspresyonunu diizenlemektedir (Peinado ve ark., 2004).
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Sekil 3. Kromozom 16g22.1 lokalize olan CDH1 geni, promotor bolgesinin yapist ve kodlanmig E-kaderin

proteini (Roy ve Berx, 2008'den uyarlanmustir)

E-kaderin transkripsiyonel baskilayicilari ilk olarak Cano ve ekibi tarafindan
aciklanmistir. Cesitli baskilayicilar farkli kanser tiirlerinde E-kaderin transkripsiyonuyla
iligkilendirilmistir (Sekil 3). Snail, Slug, SIP1/ZEB2, EF1/ZEB1, E12/EA7 gibi

represorlerin E-kaderin transkripsiyonunu dogrudan baskiladigi bildirilmistir (Roy ve

Berx, 2008).
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2.6. Hiicre Dongiisii Diizenleyicileri

Okaryotlarda hiicre déngiisii periyodik olarak siklinler ve siklin bagimli kinazlar
tarafindan kontrol edilir. CDKli'ler siklin/CDK kompleksini farkli diizeylerde
diizenlemektedir (Dante ve ark., 2014; Sanchez-Martinez ve ark., 2015).

4°%F ve p16™ *? hiicre dongiisiiniin

Siklin bagimli kinaz inhibitorlerinden olan pl
negatif inhibitorleridir ve bu nedenle potansiyel tiimor baskilayic1 genler olarak kabul
edilirler. Bu genlerin promotor bdlgelerinin hipermetilasyonu sonucu olusan
inaktivasyon, malignitelerin ilerlemesine ve patogenezine katki saglar. Mesane kanseri

dokularinda, p14""F g/NKaA

ve pl promotor hipermetilasyonu yaygin olarak incelenmistir.
Bazi c¢alismalar, pl14”°"F/p16™** genlerinde olan genetik degisiklikler sirasinda
heterozigotluk kaybi, homozigot delesyonlar ve nokta mutasyonlari oldugunu
gostermektedir. p14°*/p16™ *® metilasyonu frekanslari ve patolojik stage ile mesane
kanseri hastalarin prognozu arasinda O6nemli derecede korelasyon bulunmaktadir

(Enokida ve Nakagawa, 2008).

Kanser olgularinda kromozom 9p21°de yer alan INK4/ARF (alternative reading
frame, ARF) lokusunun delesyonu sik goriilmektedir. Glioblastom, melanom, pankreatik
adenokarsinom, akciger kanseri, mesane kanseri ve orofarengeal kanserin de dahil oldugu
cesitli malignitelerde bu lokusun delesyonu yiiksek siklikta goriiliir (Sharpless, 2005).
Otuz bes kilobaz (kb) biiyiikliigiindeki INK4/ARF lokusunda bulunan ARF (p19°°F ve
p14ARF), p15INK4b ve p16INK4A genleri farklh tiimor baskilayici proteinleri kodlamaktadir.
p15INK4b kendi agik okuma gergevesine sahipken, p16'™<**ve ARF genlerinin ilk ekzonlari
farkli olup, iki ve iiglincii ekzonlar1 ortaktir. Alternatif okuma cercevesi sonucunda
p16'NKéa
homolojisine sahip degildir (Kim ve Sharpless, 2006).

ve ARF genlerinin protein {irlinleri izoformlar degildir ve herhangi bir amino asit
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2.6.1. p16'NK4A ve Retinoblastom (RB) Aktivitesininin Diizenlenmesi

Memelierde, CDKI smfi olan INK4, neredeyse tamamen 4-6 ankirin
5INK4b, p16INK4a’ p18INK4c 9INK4d 8INK4c

p19™NK4 oelisim sirasinda yiiksek derecede eksprese edilmektedir. p15™K% ve p16™K4A

tekrarlarindan olusan pl ve pl icermektedir. pl ve

tiimor baskilanmasiyla daha ¢ok iliskilendirilmistir. p18™ % ve p19™¥*! genlerinden

INK4b
5

yoksun farelerde cesitli somatik anomamiler goriiliirken, p1 ve p16™“? kaybi tiimor

gelisimi ile ileri derecede iliskili oldugu goriilmiistiir (Sharpless, 2005).

Sekil 3. pRb tarafindan hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi (Sachdeva ve O’Brien, 2012’den uyarlanmustir)

& DNAh
Mitojenler/ Biiyiime faktorleri " e "_a;l?:l‘mn
‘ Farkhilasma
INK4
W W}’—“"U piG, p18, p19) ‘
Cip/Kip
@Q’ ® Cw NS QuElin EACOED —— (p21. p27, pS7
B
@ Hiicre @ \@

8 G,/M
AN

K= \_

Hiicre dongiisiiniin

durdurulmasi

Hiicre yaslanmasi

Apoptoz
A: Mitotik sinyale yamt olarak pRb siklin D-CDK4/6 tarafindan fosforillenir. ikinci
fosforillenme ge¢ G1 doéneminde siklin E/A-CDK2 gerceklestirir. Fosforillenerek inaktif olan
pRb, G2/M evresinde yeniden fosforillenir. Hiicre dongiisii tamamlandiktan sonra

defosforillenen pRb yeniden aktif hale gelir. B: Antiproliferatif sinyallere yanit olarak aktiflesen

siklin-bagiml1 kinaz inhibitorleri pRb’yi aktifleyerek hiicre dongiisiinii durdurmaktadir

Retinoblastom protein (pRb) aktivitesi, hiicre dongiisii boyunca fosforilasyon
diizeyi ile kontrolii edilir. pRb hipofosforillenmisse bir transkripsiyon faktorii olan E2F’e
baglanarak kompleks yapi olusturmakla hiicrelerin proliferasyonunu hiicre dongiisiiniin
G1 evresinde durdura bilmektedir. Ayrica, pRb biiylime sinyallerine yanit olarak
CDK’lar tarafindan fosforillenebilmektedir. Fosforillenmis durumda olan pRb, E2F’i
serbest birakir ve E2F hedef genlerin ekspresyonunu saglayarak hiicrelerin S fazina

gecmesine, boylece hiicre dongiisiiniin ilerlemesini saglar (Sachdeva ve O’Brien, 2012).

RDb islevi i¢in 6nemli olan INK4 proteinleri CDK4 ve CDK6'ya baglanarak kinaz
aktivitelerini inhibe etmektedir. INK4 baglanmasi, CDK’larin aktivite kazanmasi igin
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gerekli olan D-tipi siklinlerle etkilesimini énler. Bu nedenle p16™<*® veya diger INK
tiyelerinin ekspresyonu, CDK4/6 kinaz aktivitesinin azalmasi, Rb'nin hipofosforilasyonu
ve bu durumda E2F’in baskilanmasi hiicre dongiistiniin G1’de durdurulmasina yol agar
(Sharpless, 2005). pRb defosforilasyonu ve aktivasyonu siklin bagimli kinaz inhibitorleri
(p15, pl6, pl8, p19) yam sira fosfatazlar ve Cip/Kip (p21, p27 ve p57) tarafindan da
kontrol edilmektedir. CDKI’leri DNA hasari, hiicre yaslanmasi ve farklilasma sinyalleri
de dahil olmak tizere ¢esitli antiproliferatif sinyallere yanit olarak ifade edilir (Sachdeva
ve O’Brien, 2012).

2.6.2. p14 Geni ve Etki Mekanizmalari

Tiimdr baskilayici bir protein olan ARF (insanlarda p14”7F, farelerde p19°7F),
INK4a/ARF lokusunun alternatif transkripti olarak tanimlanmistir. ARF lokusu insanlarda
9p21 iizerinde yerlesiktir, farelerde kromozom 4’de yer alir. Insan ve farelerde ARF
proteinleri arginince zengin, hidrofobik proteinlerdir. insanda bulunan ARF proteini
13902 Da molekil agirliginda olup, 132 amino asitten olusmaktadir. Fare homologu ise
169 amino asitli, 19238 Da'lik bir molekiiler agirliga sahiptir (Gallagher ve ark., 2006).
p14*%F tiimor baskilayict geni kendine 6zgiin tek ekzon igerirken, ekzon 2 ve ekzon 3

p16™ % geninin i¢inde farkli okuma gercevesine sahiptir (Sailasree ve ark., 2008).
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Sekil 4. INK4a/ARF lokusu. p14""F (farede p19"%") ve p16 i¢in acik okuma gergevesi gdsterilmistir
(Sharpless, 2005°den uyarlanmustir) ilk ekzon her iki gen i¢in 6zgiindiir, fakat ikinci  ve iiciincii
ekzon ortakdir. p16"%F RB fosforilasyonunu gerceklestiren CDK4/6 aktivitesini inhibe ederek
hiicre dongiisii durmaktadir. p14*"F, MDM2-aracili p53 pargalanmasini inhibe ediyor

Ekzon 18 p14**nin antiproliferatif fonksiyonunda Gnemli bir rol oynar.

Ozellikle bu ekzonun delesyonu pl4”"" proteinin hiicre déngiisiinii durdurmak ve

Mdm2’ye baglamasini engeller (Ozenne ve ark., 2010).
2.6.3. ARF Ekspresyonu ve Degradasyonu

Cesitli onkogenler (Ras, c-myc, E1A ve E2F1) p19”°"F ekspresyonunu artirarak
hiicre dongiisiiniin ilerlemesini sinirlamaktadir. p14”"F diizenlenme mekanizmasi iyi

bilinmemekle birlikte, radyasyon ve genotoksik ilaglar p14ARF

ekspresyonunu artirdig1 ve
ayn1 zamanda DNA hasarina sahip hiicrelerin elimine edilmesine katki sagladigi
bilinmektedir. Bunlara ek olarak viral enfeksiyonlar ve c-myc gibi onkogenik strese yanit
olarak ARF ubikutinasyonu ve degradasyonu da ARF’nin diizenlenmesinde yer

almaktadir. Ekzon 15 o6zellikle p14ARF stabilitesi i¢in ¢ok Onemlidir. Baz1 ¢alismalar,

ARF proteinlerinin par¢alanmasinin kismen proteazomlara bagli oldugunu ve bunun yani
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sira ARF proteinlerinin N-terminal kisminin p53 ve MDM2’den bagimsiz ubikutinasyona

maruz kaldigini1 gostermistir (Ozenne ve ark., 2010).
2.6.4. ARF Proteinlerinin Tiimér Baskilanmasindaki Rolleri

ARF'nin ¢ok iyi tanimlanmis fonksiyonlarindan biri onkogen aktivasyonuna
yanit olarak anormal hiicre biiyiimesini engellemektir. Transkripsiyon faktorii olan p53
cok sayida apoptozu baslatict faktorlerin ve hiicre dongiisiinii inhibe genlerin
ckspresyonu arttirarak bu islemi saglamaktadir. Hedef genlerin transkripsiyonun
diizenlenmesinde gorev yapan p53, stres sinyali olmadigr zaman hiicrelerde proteazom
enzimleriyle par¢alanmasi nedeniyle diisiik diizeylerde bulunur. E3 ubikutin ligaz olan
MDM2, p53 proteinin en 6nemli negatif diizenleyicisidir (Ozenne ve ark., 2010). MDM?2
cesitli yollarla p53’iin negatif diizenlemesini gerceklestirmektedir. Ornegin, p53’iin hedef
genlere baglanip transkripsiyonunu saglamak yetenegini engeller. Ayn1 zamanda MDM2
ubikutin ligaz aktivitesine sahip olup p53’lin parcalanmasina katki saglar (Sherr ve
Weber, 2000).

DNA hasari, riboniikleotid azalmasi, beslenme yetersizligi, hipoksi ve onkogen
aktivasyonu da dahil olmak iizere ¢ok sayda stres sinyallerine yanit olarak p53, gesitli
enzimler (kinaz, fosfataz, asetiltransferazlar, deasetilazlarin, ubikutin, ligazlar) tarafindan
post-translasyonel modifikasyon yoluyla stabilize edilmektedir. Aktif hale gegtikten sonra
ozgiil DNA dizisine baglanan p53, hedef genlerin ekspresyonunu diizenleyerek genom
biitiinliiglinii korur ve hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, apoptozis, hiicre yaslanmasi,
enerji metabolizmasi, otofaji yollartyla tiimor olusumunu 6nlemektedir (Liu ve ark.,
2014). ARF ubikutin ligazlarin MDM2 ve ARF-BP1/Mule (ARF-binding proteinl/Mcl1-
ubiquitin ligase E3) inhibitor etkilerini notralize ederek p53 aktivitesini diizenledigi ve
stimiile ettigi diisiiniilmektedir. Her iki protein p53 i¢in spesifik ubikutin ligazdir ve onun
timor baskilayic1 fonksiyonunu inhibe edebilmektedir. ARF proteinleri asir1 ifade
edildiginde, MDM?2 ile etkilesime gecer ve MDM?2 aracili ubikutinasyonu, p53’iin
proteazomlar tarafindan par¢alanmasi ve niikleer transportunu bloke eder (Ozenne ve
ark., 2010). MDM2 onkoproteini tarafindan p53 proteolizi engellendikten sonra serbest
kalan p53 hiicre dongiisiinii G1 ve G2’de durdura bilmektedir (Kawamoto ve ark., 2006;
Williams ve ark., 2014). ARF ayn1 zamanda ARF-BP1 ubikutin ligaz iizerinden de p53
yolagin1 uyarabilmektedir. Anormal onkogen aktivasyonu sonucu uyarilan ARF, ARF-
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BP1 tarafindan niikleer p53 proteazomal par¢alanmasini Onleyerek p53’in hiicre

dongiisiinii durdurmasini veya apaptozun baslatmasini saglar (Ozenne ve ark., 2010).
2.6.5. p53 Ubikutinasyonu

Post-translasyonel modifikasyonlar p53 protein islevini kontrol altinda
tutmaktadir. Asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon, sumolasyon ve ubikutinasyon gibi
histon modifikasyon mekanizmalari, p53°tin transkripsiyonel fonksiyonunu ve
dayanikliligin1 olumsuz etkilemektedir. Ubikutin yolagi, geridoniisiimlii mekanizmasi
sayesinde sinyalizasyon, protein yikimi, DNA onarim ve apoptozu kapsayan cesitli
hiicresel fonksiyonlart kontrol etmektedir. Ubikutinasyon islemi E1 aktive edici, E2
konjiige edici ve E3 ubikutin ligaz enzimleriyle yonetilir. Bu enzimler ubikutin
molekiiliine baglanarak islev yapmaktadir. Ubikutin molekiilii hedef substratin lizin
amino  asitleriyle  (monoubikutinasyon) veya diger ubikutin  proteinleriyle
(poliubikutinasyon) etkilesime gecebilir. E3 ubikutin ligaz aktivitesine sahip MDM2, p53
ubikutinasyonunu hayata gegirerek p53 proteiniyle negatif diizenlenme olusturmaktadir
(Brooks ve Gu, 2011).

2.6.6. Kanser ve p14”°~F Genetik Degisimleri

Promotor metilasyonu ve yanlis anlamli mutasyonlar, p14”"F delesyonu ve ona
eslik eden p16™** kaybi kanser vakalarinda siklikla goriilmektedir. Bununla birlikte,
ekzon 1p°de olusan lezyonlar yalnizca p14”%" fonksiyonunu etkilemektedir (Sharpless,
2005). Germ hiicre hatt1 p14**"'ye 6zgii ekzon olan 1B mutasyonu ¢esitli melanom ve
noral hiicre tiimdrlerine 6zgii bildirilmistir (Dominguez ve ark., 2002). Ornegin, ailevi
melanom ve astrositomda ekzon 1f mutasyonu p16™ “? fonksiyonunu etkilememektedir
(Sharpless, 2005). Karsinogenez siiresince otozomal genlerin CpG adaciklari yaygin
olarak metilasyona ugrar. CpG adaciklari p14*%" geninin promotor bolgesinde, p16™<*?
genini ekzon 1’in kodlama dizisinin 5’ ucunda yer almaktadir. p14**" promotor
hipermetilasyonu kolorektal, mide, mesane, akciger ve primer meme tiimorlerinde

goriilmiistiir (Dominguez ve ark., 2002).
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2.6.7. ARF Lokusunun Diizenlenmesi

Normal kosullarda ARF lokusu {iiyelerinin baskilanmis durumda olmasi ¢ok
onemlidir. Polikomb grubu (PcG) proteinleri ARF lokusunun baskilanmasinda gorev
yapmaktadir. PcG aracilt gen susturulmasit Polycomb baskilayict kompleks 1 veya 2
(polycomb repressive complex 1 or 2, PRC1 veya PRC2) multiprotein komplekslerinin
aktivitesi ile gerceklesir. Polikomb grubu proteinlerinden BMI1 (B lymphoma Mo-MLV
insertion region 1), CBX7, CBXS8, Twist, JunD ve digerleri ARF proteinlerinin gen
ifadesini baskilamaktadir (Maggi ve ark., 2014). Bunlarin yani sira, E2F1, adenoviriis
onkogeni E1A, Ras, Abelson onkogeni v-abl, c-myc, gibi onkogenik stresler ARF
proteinlerinin ekspresyonunu indiikklemektedir (Weber ve ark., 2002; Sharpless, 2005).
AREF proteinlerinin transkripsiyonunu indiikleyen E2F1 hiicre dongiisiiniin ilerlemesinde
6nemli bir rol oynar. E2F1 tarafindan p14”%" uyarilmasi, biyokimyasal olarak pRb ve p53
yolaklar1 arasinda bir baglanti kurmakta ve ARF indiiksiyonu p53 aracili apaptozu
gergeklestirmektedir (Gjerset, 2006).
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3. MATERYAL VE METOT

Bu tez calismasina Ondokuz Mayis Universitesi (OMU) Tip Fakiiltesi Uroloji
Anabilim Dali’na bagvuran, klinik olarak mesane kanseri tanis1 konan 65 hasta ve kontrol
grubu olarak 35 saglikli birey dahil edildi. Tez ¢alismamiz OMU Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu'nun (KAEK) 27.02.2014 tarihli ve 2014/548 nolu etik kurul karariyla
onaylanmistir. Calismaya Karadeniz kiyisinda yasayan mesane kanserli hasta ve
kontroller dahil edildi. Hastalar ve kontroller ¢alisma hakkinda bilgilendirildikten sonra
goniillii onay formunu imzalayarak ¢alismamiza dahil edildi. Hastalardan transiiretral
rezeksiyonu (TUR) ile mesane tiimdr dokusundan &rnek alindi. Orneklerin bir bdliimii
patoloji sonucu belirlemek icin kullanildi, diger béliimii ise OMU Patoloji Anabilim
Dalinda -80°C’de saklandi. Daha sonra biriktirilen 6rnekler dordlii gruplar halinde
calisilarak DNA izolasyonu yapildi. Ameliyat oncesi hastalardan alinan idrar 6rnekleri
bekletilmeden ayni giin ¢alisildi ve DNA izolasyonu yapildi. Mesane yikama sivisi
caligmamizda degerlendirmeye alinmadi. Kontrol grubunu, Uroloji Poliklinigine
bagvuran saglikli ve/veya prostat transiiretral rezeksiyonu yapilmis kisiler olusturdu.
Herhangi bir kanser 6ykiisii bulunan kisiler kontrol grubuna dahil edilmedi. Hasta ve

kontrollerin ayn1 yas grubundan seg¢ilmesine 6zen gosterildi.

Arastirmamiz OMU Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) Komisyonu nun
31.08.2014 tarih ve PYO.TIP.1904.14.017 numarali karariyla parasal destek gordii.

3.1. idrardan DNA izolasyon Yontemi

Idrardan DNA izolasyonu, ‘Zymo Research (ZR) Idrardan DNA izolasyon Kiti
™ (ZR Urine DNA Isolation Kit™, ABD) kullamlarak yapildi. Bu kit, idrar
orneklerinde yer alan hiicrelerden DNA’nin giivenilir, hizli ve kolay bir sekilde izole
edilmesi i¢in tasarlanmistir. Optimal etkinlik i¢in ‘Genomik Lizis Tamponu’na %0,5
(v/v) beta-merkaptoetanol ilave edildi. Kit protokoliinde filtreden gegirilecek idrar hacmi
30 ml olarak belirtilmesine ragmen ¢alismamizda daha yiiksek DNA konsantrasyonu elde
etmek amaciyla idrar 6rnegine bagli olarak bu hacim arttirildi. Yaklagik 30-200 ml idrar

filtre tikanincaya kadar filtre edildi.
Idrardan DNA izolasyon islemi asagidaki gibi gerceklestirildi:

1. Idrar drnegi temiz bir kaba bosaltilarak 50 ml’lik enjektdre alindi ve ZRC GF™
filtersinden gegirildi. Enjektére hava cekilip filtrede kalan idrar bosaltilarak
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uzaklastirildi.

Bir ml Genomik Lizis Tamponu filtreden gegirildi ve sivi toplama tiipii igindeki
Zymo-Spin™ IC Kolon i¢ine aktarildi.

Zymo-Spin™ IC Kolonu, 10.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

Toplama tiipiindeki s1vi uzaklagtirildi.

Spin kolona 200 pl ‘DNA Pre-Wash Tamponu’ ilave edildi.

10.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

Toplama tiipiindeki sivi uzaklastirildi.

Spin kolona 500 pl ‘g-DNA Wash Tamponu’ ilave edildi.

10.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

10. Spin Kolon 1,5 mI’lik ependorf tiipiine aktarildu.

11. 30 ul DNA eliisyon tamponu kolon matriksine ilave edildi.
12. Ornekler 1 dakika oda 1s1sinda inkiibe edildi.

13. DNA’y1 akitmak ig¢in 10.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.
14. DNA 6rnegi sonraki iglemlere kadar -20°C’de saklandi.

3.2. Mesane Tiimor Orneklerinden DNA izolasyonu

Tiimor 6rneklerinden DNA izolasyonu ZR Genomic DNA™ (Zymo Research

Genomic DNA™ Tissue MiniPrep, ABD) kiti kullanarak yapildi. Kullanimdan 6nce her

Proteinaz K tiiptine 260 ul Proteinaz K saklama tamponu eklendi. Proteinaz K saklama

tamponu eklendikten sonra Proteinaz K'nin konsantrasyonu ~ 20 mg/ml oldu. Genomik

lizis tamponuna %0,5 (v/v) beta-merkaptoetanol ilave edildi.

Kullanilan yontem 25 mg’a kadar taze veya dondurulmus dokudan DNA'nin

saflastirilmas i¢in uygundur. Verimlilik: Iskelet, kalp ve beyin dokular1 i¢in 1-3 pg/mg

DNA; karaciger, bobrek ve akciger dokulart i¢in 3-5 pg/mg DNA.

o & N

Tiimor dokusu 6rneklerinden DNA izolasyonu i¢in asagidaki islemler uygulandi:

Mikrosantrifiij tiipii i¢inde (< 25 mg) olan doku 6rnegine 95 ul H,0, 95 ul 2X
Digestion Tampon ve 10 pl Proteinaz K eklendi.

Karigtirild1 ve daha sonra 1-3 saat boyunca 55°C'de su banyosunda inkiibe edildi.
Yedi yliz pl genomik lizis tamponu eklendi ve tiip vorteksle iyice karigtirildi.

Bir dakika siire ile 10.000 g'de santrifiijlendi.

Stipernatant bir ‘toplama tiipii’ iginde olan ‘Zymo-Spin ™ [IC Kolonu’na
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aktarildi.

6. Bir dakika siire ile 10.000 g'de santrifiijlendi.

7. Spin kolonu yeni bir toplama tiipiine aktarildi ve tizerine 200 ul DNA pre-wash
tamponu eklendi.

8. Bir dakika 10.000 g'de santrifiijlendi.

9. Spin kolona 400 ul g-DNA yikama tamponu ilave edildi.

10. Bir dakika 10.000 g'de santrifiijlendi.

11. Spin kolon temiz bir mikrosantrifiij tiipiine aktarildu.

12. Uzerine > 50 ul DNA eliisyon tamponu eklendi.

13. Oda sicakliginda 2-5 dakika inkiibe edildi.

14. Otuz saniye en yliksek hizda santrifiij edildi.

15. Elde edilen DNA ileride kullanilmak tizere <-20°C saklanildi.

3.3. Bisiilfit Modifikasyon Yontemi

DNA’nin bisiilfit modifikasiyonu EZ DNA Methylation™ Kiti kullanilarak
yapildi. Bu yontem, DNA’nin bisiilfitle muamele edilmesi ve metillenmemis sitozinlerin
urasile doniistiiriilmesi esasina dayanmaktadir. Metillenmis sitozinler bu islem esnasinda

degismeden kalir.
Soliisyonlarin Hazirlanmasi:
On asama
CT doniisiim reaktifi hazirlama

1. CT Doniigiim Reaktifi tiipii i¢ine 750 pl su ve 210 pl ‘M-dilution’ tamponu ilave
edildi.
2. Oda sisinda 10 dakika siireyle vorteksle karigtirildi.

M-yikama tamponu 24 ml M-yikama tamponuna, 96 ml %100 etanolii, ilave

edilerek hazirlandi.
Bistilfit modifikasyonu:

1. 4 pl DNA 6rnegine (10 pl idrar DNA) 5 pl M-diliisyon tamponu eklendi ve suyla
toplam hacim 50 pl’ye tamamlandi. Ornekler ters-diiz edilerek veya pipetaj
yapilarak karigtirildi.

2. Ornekler 15 dakika boyunca 37°C’de inkiibe edildi.
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3. Inkiibasyondan sonra her érnege 100 ul CT déniistiiriicii reaktifi ilave edilerek
karigtirildi.

4. Ornekler 12-16 saat boyunca 50°C’de inkiibe edildi.

5. Inkiibasyondan sonra drnekler 10 dakika 0-4°C’de bekletildi.

6. Toplama tiipiine yerlestirilen Zymo-Spin'™ IC kolonlara 400 pl M-baglanma
tamponu eklendi.

7. M-baglanma tamponu igeren Zymo-SpinTM IC kolonlara 6rnekler ilave edildi.

8. Ters-diiz edilerek birkag¢ kez karistirildi.

9. 12.000 rpm’de 30 saniye santrifiij yapildi ve siv1 uzaklastirildi.

10. Kolonlara 100 pl M-yikama tamponu eklendi.

11. 12.000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi.

12. Kolonlara 200 pl M-desiilfonasyon tamponu ilave edildi.

13. Ornekler oda sicakliginda (20-30°C) 15-20 dakika inkiibe edildi.

14. Daha sonra 12.000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi .

15.200 pl M-yikama tamponu eklendi.

16. 12.000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi.

17. Yikama islemi tekrar yapilarak 6rneklere 200 pul M-yikama tamponu eklendi.

18.12.000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi.

19. Kolonlar 1,5 mI’lik mikrosantrifiij tiipiine aktarilarak, dogrudan kolon matriksine
11 pl M-eliisyon tamponu eklendi.

20.12.000 rpm’de 30 saniye santrifiij yapildi.

21. Elde edilen DNA sonraki kullanim asamalar1 i¢in -20°C’de saklandi.

33



3.4. Metilasyona-Spesifik PSR (MSP)

Metilasyona-spesifik PCR, DNA’da CpG adaciklarinin metillenme durumunu
belirlemek i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu yontemde DNA 6rnekleri sodyum bisulfitle
muamele edilerek, metillenmemis sitozinler wurasile doniistiiriilmektedir. CpG
adaciklarinda yer alan sitozinler metillenmis ise urasile doniistliriilmemekte ve
metillenmis olarak korunmaktadir. Zymo Taq™ DNA polimeraz enzimi sodyum

bisulfitle muamele edilmis modifiye DNA’nin amplifikasyonunu gerc¢eklestirmektedir.
PCR karisimi (25 pl):

- 2Xreaksiyon tamponu  (1X) : 12,5 ul

- dNTP (25mM) :0,25 pl
- Primer Forward (10 uM) 10,2 pl
- Primer Reverse (10 uM) 0,2 ul
- Modifiye DNA c2ul

- Taqg DNA Polimeraz (U/25 ul) :0,2 pl
- ddH,0 29,65 ul

E-kaderin ve p14 genleri i¢cin PCR kosullar1 Tablo 2 ve Tablo 3’de verildi.

Tablo 2. E-kaderin geni i¢in MSP kosullar1 (metile ve unmetile)

Reaksiyon Asamasi Sicakhik °C Siire Dongii Sayis1
Baslangi¢ denatiirasyonu 95 10 dk 1
Denatiirasyon 94 30sn

Primer baglanmast 57 30sn 40

Zincir uzamasl 72 30 sn

Son uzama 72 7 dk 1
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Tablo 3. p14 geni igin MSP kosullar1 (metile ve unmetile)

Reaksiyon Asamasi Sicaklik °C Siire Dongii Sayisi
Bagslangi¢ denatiirasyonu 95 10 dk 1
Denatiirasyon 94 30sn

Primer baglanmasi 60 30 sn 40

Zincir uzamasi 72 30 sn

Son uzama 72 7 dk 1

Calismamizda, pozitif kontrol olarak ‘Universal Methylated Human DNA
Standard’ (Zymo Research, ABD), negatif kontrol olarak ise deiyonize su (ddH,O)
kullanildi. Metile ve unmetile i¢in reaksiyon karigimlari iki farkli ependorf tiipiinde
hazirland1 ve PCR tiiplerine dagitildi. E-kaderin ve p14 genlerinin promotor bolgelerini
cogaltmak icin kullanilan MSP ve metilasyona spesifik olmayan PCR (USP) primer
dizileri ve amplikon uzunluklar1 Tablo 4’te gosterilmistir.

Tablo 4. E-kaderin ve p14 promotor bolgeleri i¢in metilasyona spesifik ve spesifik olmayan PCR primer

dizileri, PCR iiriini uzunluklar:

Gen Primer Forward Primer Reverse PCR Ref.
urtini

E-kaderin  MSP:TTAGGTTAGAGGGTTA TAACTAAAAATTCACCTACCG 116 hp

TCGCGT AC

USP:TAATTTTAGGTTAGAG CACAACCAATCAACAACACA  97bp Lin wve

GGTTATTGT ark.,

2010

pld MSP:GTGTTAAAGGGCGCG  AAAACCCTCACTCGCGACGA 122 bp

TAGC

USP:TTTTTGGTGTTAAAGG CACAAAAACCCTCACTCACAA 132bp

GTGGTGTAGT CAA
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3.5. Agaroz Jel Elektroforezi

%?2’lik agaroz jel elde etmek maksadiyla 130 ml 1X Tris-Borik asit-EDTA
(TBE), Oolgiilerek erlenmayere aktarildi ve tlizerine 2,6 g agaroz ilave edildi. Daha sonra
olusan heterojen karisim mikrodalgada seffaf goriiniim elde edilene kadar 50-60 saniyelik
araliklarla calkalanarak iyice kaynatildi. Olusan seffaf soliisyon sicakligi yaklasik 70-
75°C’ye kadar sogutulduktan sonra konsantrasyonu 0,5 mg/ml olan etidyum bromiirden
130 ul ilave edildi. Birka¢ kez calkalanarak etidyum bromiiriin homojen yayilmasi
saglandi. Sonra jel taraklar1 yerlestirilmis yatay elektroforez setine dokiildii ve
polimerlesmesi i¢in birakildi. Yaklasik 45-50 dakikalik polimerizasyondan sonra taraklar
cikarildi ve jel 1XTBE igeren elektroforez tankina yerlestirildi. DNA ornekleri, 1:5
oraninda 6X yiikleme boyasi (New England BioLas, Ingiltere) ilave edilerek jele
yiiklendi ve 130 voltluk elektrik akiminda 25-30 dakika yiiriitiildii. Marker olarak 100 bp
DNA Ladder (New England Biolas, Ingiltere) kullanildi. Elektroforez islemi
tamamlandiktan sonra sonuglar UV transilliminatorii (Gel Imaging System Quantum

ST5, Almanya) altinda goriintiilenerek incelendi.

10X TBE’nin hazirlamisi: 108 g Tris ve 55 g borik asit tartilarak bir
erlenmayere aktarildi, iizerine 40 ml 0,5 M EDTA (pH: 8) eklendi ve hacim 1 litreye

tamamlandi. Soliisyon seffaf goriiniim olusuncaya kadar 1sitilarak karigtirildi.

1X TBE’nin (89mM tris, 8mM borik asit, 2mM EDTA) hazirlamisi: 100 ml 10X

TBE {izerine 900 ml distile su ilave edilerek iyice karistirildi.
3.6. Istatiksel Analiz

Sonuglar istatiksel yontemlerle degerlendirilerek hipoteze uygunluk bakimindan
test edildi. Tim istatiksel analiz istatiksel paket SPSS 17.0 versiyonuyla yapild.
Parametreler arasindaki iliski Fisher’s exact ve ki-kare testleriyle degerlendirildi.
MSP’nin duyarlilik ve 6zgiilliigli sirasiyla pozitif testlerin toplam katilimcr sayisina
boliinmesi ve negatif testlerin toplam katilimci sayisina boliinmesiyle elde edildi. x ayni
hastadan alinan tiimor ve idrar 6rneklerinin uyumlulugunu degerlendirmek i¢in kullanildi.

P<0,05 degerleri istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calisma grubunu olusturan 65 mesane kanserli hastanin tiimér dokusu ve
karsilig1 olan 48 idrar 6rneginden DNA izole edildi. Ayrica, kontrol grubuna dahil edilen
35 kisinin idrarlarinda E-kaderin ve pl4 genlerinin promotor bolgelerinin metilasyon
profili analiz edildi. Calisma ve kontrol grubunun demografik 6zellikleri ve hastalarin
patoloji sonuglar1 Tablo 5’de sunulmaktadir.

Calisma grubunu olusturan mesane kanserli hastalarin 55’1 erkeklerden, 10’u ise
kadinlardan olustu. Yas ortalamalar1 65,6+12,6 (41-89) idi. Otuz bes bireyden olusan
kontrol grubunun yas ortalamasi 61,2 (38-83) idi, 32’si erkeklerden ve 3’i ise
kadilardan olusmaktaydi. Hasta ve kontrol grublariyla cinsiyet arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir iliski bulunmadi (P>0,05). Erkek hastalarin %67,3’i (37/55), kadin
hastalarin ise %60°1 (6/10) yiiksek grade idi. Biri kadin digeri erkek olmak {izere toplam

iki hastanin timor gradelerine ulasilmadi.



Tablo 5. Caligma grubunun klinik ve patolojik 6zellikleri

Hastalar (n=65) Kontroller (n=35)
Cinsiyet
Erkek 55 (%84,6) 32 (%91,4)
Kadin 10 (%15,4) 3 (%8,6)
Yas
Yas aralig1 41-89 38-83
Ortalama yas (+£SD) 65,6+12,6 61,2+9,8
Tiimor Grade
Diisiik 19 (%31,1)
Yiksek 42 (9%68,9)
Tiimor Stage
Ta 12 (%20,0)
T1 28 (%46,7)
T2 17 (%28,3)
T3 3 (%5,0)
Rekiirens
Primer 35 (%64,8)
Rekiirens 19 (%35,2)
Sigara kullanimi
Var 16 (%35,6) 1 (%3,2)
Yok 18 (%40,0) 21 (%67,8)
Birakmis 11 (%24,4) 9 (%29,0)

Toplam 65 hastanin 42’si yiiksek grade, 19’u ise diisliik grade olarak tespit
edildi. idrar karsiligi olan 48 olgunun ise 31°i yiiksek grade 15°i diisiik gradedir. Timér
stage agisindan erkek hastalarin %20,8’si Ta (11/53), %47,2°1 T1 (25/53), %26,4’s1 T2
(14/53) ve %5,6’1 T3’diir (3/53). Bir erkek hastanin patoloji sonucuna ulasilmadi bir

hastanin da patoloji sonucu adenokarsinomdu. Kadin hastalarin %14,2’u Ta (1/7),
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%42,8u T1 (3/7) ve %42,8’u T2 dir (3/7). Iki mesane kanserli kadin hastanin timor
stage’ine ulasilmadi ve bir kadin hastada ise adenokarsinom bulundu. Hastalarin 35’inde
primer timorler, 19’unda ise rekiirens gozlendi. On bir hastanin ise primer ya da
rekiirense bilgisine ulagilamadi.

Calisma grubunun %35,6’s1 (16/45) sigara kullanan, %40,0’1 (18/45) sigara
kullanmayan ve %24,4°i (11/45) ise sigaray1 birakanlardan olusmaktaydi. Hastalardan
20’sinin sigara kullanimiyla ilgili bilgilerine ulasilmadi. Kontrol grubunu %67,8 sigara
icmeyen (21/31), %29,0 sigarayr birakmis (9/31) ve %3,2 sigara igen (1/31) bireyler

olusturdu.

Hasta yaslar1 ile genlerinin promotor metilasyon durumu arasinda istatistik
acisindan anlamli iliski bulundu (P<0,05).

4.1. Idrar Orneklerinde E-kaderin ve p14 Genlerinin Metilasyon Durumu

Toplam 48 mesane kanserli hastanin idrarinda E-kaderin ve pl4 genlerinin
promotor metilasyon analizi yapildi. E-kaderin i¢in metilasyon siklig1 %68,8 (33/48), p14
geni igin ise %72,9 (35/48) olarak bulundu. Kontrol grubunda metilasyon sikligi E-
kaderin geni i¢in %5,7 (2/35), p14 geni igin ise %37,1 (13/35) saptandi. Hasta ve kontrol
grubu idrar orneklerinde E-kaderin promotor metilasyon profilleri karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlami iliski bulundu (P<0,001). Benzer sekilde, hasta ve kontrol
grubu idrar ornekleri p14 promotor metilasyon profilleri karsilagtirildiginda anlamli iliski

belirlendi (P<0,001).
4.2. Tiimor Dokularinda E-Kaderin ve pl4 Genlerinin Metilasyon Durumu

Calismaya dahil edilen 65 hastandan 62’sinin  (%95,4) timdr dokusu
orneklerinde E-kaderin geninin promotorunun metillendigi geriye kalan 3 (%4,6)
hastanin 6rneginde metillenmedigi belirlendi. p14 geni promotor metilasyonu 51 (%78,5)
ornekte gozlendi, diger 14 (%21,5) tiimor 6rneginde ise metillenmedigi bulundu (Tablo 6
ve Tablo 7). Onyedi hastanin idrar 6rneginin eslenigine ulasilamadi. Hasta tiimo6r dokulari
E-kaderin ve pl4 genlerinin promotor metilasyonuyla tiimor stage arasinda anlamli bir
iliski bulunamadi (P>0,05). Benzer sekilde, tiimor dokular1 E-kaderin ve p14 genlerinin
promotor metilasyonuyla tiimor grade arasinda anlamli iligki bulunamadi (P>0,05).
Ayrica, hasta timor dokulart E-kaderin ve pl4 genlerinin promotor metilasyonuyla

rekiirens arasinda istatistiksel agidan anlamli bir iligki bulunamadi (P>0,05).
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Hasta ve kontrollerde sigara kullanimiyla her iki genin promotor metilasyon
durumu arasinda anlamli iliski bulundu (P<0,001).

Kirk sekiz hastanin tiimor dokusu ve eslenik idrarinda gozlenen E-kaderin ve
pl4 genlerinin promotor metilasyonlar: arasindaki uyumlulugu belirlemek i¢in kappa (k)
testi uygulandi. Tiimor dokularinda ve karsilik idrarlarda gozlenen E-kaderin ve pl4
genlerinin promotor metilasyonu i¢in x ve P degerleri Tablo 8’de sunulmaktadir. Timor
dokusu ve idrar 6rneklerinde E-kaderin geni promotor metilasyonu i¢in zayif uyum, pl4

geni promotor metilasyonu i¢in 1yi diizeyde uyum gozlendi.

Tablo 6. Hasta ve kontrol grubunda E-kaderin geni promotor metilasyonu

Ornek Metillenmis E-kaderin (%0) Metillenmemis E-kaderin (%)

Kontrol grubu (n=35)
Idrar (35) 2 (5,7) 33 (94,3)
Hasta grubu (n=65)

idrar (48) 33 (68,8) 15 (31,2)
Tiimor dokusu (65) 62 (95,4) 3(4,6)

Tablo 7. Hasta ve kontrol grubunda p14 geni promotor metilasyonu

Ornek Metillenmis p14 (%) Metillenmemis p14 (%)

Kontrol grubu (n=35)
Idrar (35) 13 (37,1) 22 (62,9)
Hasta grubu (n=65)

idrar (48) 35 (72,9) 13 (27,1)
Tiimor dokusu (65) 51 (78,5) 14 (21,5)
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Tablo 8. Tiimor dokusu ve eslenik idrar 6renkelerinin metilasyon profilleri arasinda uyum

E-kaderin p14
Tiimér Dokusu (48) 45 (%93,8) 40 (%83,3)
Idrar (48) 33 (%68,8) 35 (%72,9)
K 0,256 0,700
P 0,008 0,000

0,0-0,20= zayif uyum; 0,21-0,40= ortanin altinda uyum 0,41-0,60= orta diizeyde uyum; 0,61-0,80= iyi
diizeyde uyum; 0,81-1,00=¢ok iyi diizeyde uyum. P<0,05 istatiksel olarak anlamli.

Asagidaki agaroz jel resimlerinde timor dokusu ve eslenigi olan idrar
orneklerinde E-kaderin ve p14 genlerinin MSP sonuglar1 gosterilmektedir (Sekil 5-10).

I VI I gl 0 g U

116 bp
97bp —>

Sekil 5. 23, 37-40 numarali tiimér dokularindan izole edilen DNA’da E-kaderin geninin promotor

metilasyonu

1) negatif kontrol-M 2) negatif kontrol-U 3) IVD-M 4) IVD-U 5) 23-M 6) 23-U 7) 37-M 8) 37-U
9) 38-M 10) 38-U 11) 39-M 12) 39-U 13) 40-M 14) 40U 15) 6rnek yiiklenmedi

Marker 100bp, M-metile, U-unmetile

132 bp
122 bp —»

Sekil 6. 23, 37-40 numarali timor dokularindan izole edilen DNA’larda p14 geninin promotor metilasyonu

1) negatif kontrol-M 2) negatif kontrol-U 3) IVD-M 4) IVD-U 5) 23-M 6) 23-U 7) 37-M 8) 37-U
9) 38-M 10) 38-U 11) 39-M 12) 39-U 13) 40-M 14) 40-U 15) 6rnek yiliklenmedi
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9 10 11 12 13 14

116 bp
97 bp —»

Sekil 7. 23, 37-40 numarali hastalarin idrar DNA’larinda E-kaderin geninin promotor metilasyonu

1) negatif kontrol-M 2) negatif kontrol-U 3) IVD-M 4) IVD-U 5) 23-M 6) 23-U 7) 37-M 8) 37-U
9) 38-M 10) 38-U 11) 39-M 12) 39-U 13) 40-M 14) 40-U 15) 6rnek yiiklenmedi

Marker 100bp, M-metile,U-unmetile

132 bp
122bp — %

Sekil 8. 23, 37-40 numaral1 hastalarin idrar DNA’larinda p14 geninin promotor metilasyonu

1)negatif kontrol-M 2) negatif kontrol-U 3) 1IVD-M 4) IVD-U 5) 23-M 6) 23-U 7) 37-M 8) 37-U
9) 38-M 10) 38-U 11) 39-M 12) 39-U 13) 40-M 14) 40-U 15) 6rnek yiliklenmedi

Marker 100bp, M-metile,U-unmetile
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116 bp
97 bp —>

Sekil 9. 31-35 numarali kontrollerin idrar DNA’larinda E-kaderin geninin promotor metilasyonu

1) negatif kontrol-M 2) negatif kontrol-U 3) IVD-M 4) IVD-U 5) 31-M 6) 34-1 7) 32-M 8) 32-U
9) 33-M 10) 33-U 11) 34-M 12) 34-U 13) 35-M 14) 35-U 15) 6rnek yiiklenmedi

Marker 100bp, M-metile, U-unmetile

Sekil 10. 31-35 numarali kontrollerin idrar DNA’larinda p14 geninin promotor metilasyonu

1) negatif kontrol-M 2) negatif kontrol-U 3) 1VD-M 4) 1VD-U 5) 31-M 6) 31-U 7) 32-M 8) 32-U
9) 33-M 10) 33-U 11) 34-M 12) 34-U 13) 35-M 14) 35-U 15) 6rnek yiiklenmedi

Marker 100bp, M-metile, U-unmetile
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4.3. Idrar Sitolojisi Sonuclarimin Degerlendirilmesi

Tablo 9°de 48 mesane kanserli olgunun idrar sitoloji sonucu gosterilmistir. Idrar
sitolojisi 25 hastada (%52,1) pozitif veya siipheli sonu¢ vermistir. Diisiik grade
olgularinda pozitif idrar sonucuna rastlanmadi. Yalniz slipheli durumlar diisiik grade
tiimorler icin %33,3 (5/15) bulundu. Ayrica, hasta idrarlarindan 3’1 tanisal degildir, 2

hastanin da idrar sitolojisi sonucuna ulagilmadi.

Tablo 9. Tiimor dokusu ve idrari ¢aligilan mesane kanserli olgularin metilasyon ve sitoloji sonuglart

Olgu Cinsiyet Yas  Sigara Timér  Timér  E-kaderin pl4 Idrar
no kullanimu grade stage  metilasyon  metilasyon Sitolojisi
durumu  durumu
Doku/ldrar ~ Doku/Idrar

1 E 75 var Yiiksek T2 M/U M/M Negatif
2 E 74 yok Yiksek T1 M/M M/M Pozitif
3 E 58 yok Diisiik Ta M/U u/u Siipheli
4 E 55 yok Diisiik Ta u/U u/U Negatif
5 E 68 yok Yiksek T1 u/U u/u Pozitif
6 E 82 var Diisiik T1 M/M u/u Siipheli
7 E 55 var Yiiksek T1 M/M u/u Pozitif
8 E 77 yok Yiksek T1 M/M M/U Pozitif
9 E 73 yok Yiiksek T3 M/M M/U Stipheli
10 E 53 var Diisiik T1 M/M M/U Tanisal degil
11 E 41 var Yiksek T3 M/U M/M Atipik
12 K 44 yok Yiksek - u/U M/M Stipheli
13 E 49 yok Diisiik T1 M/M M/M Negatif
14 E 71 yok Diisiik Ta M/U M/M Siipheli
15 E 66 var Diisiik T1 M/U M/M Negatif
16 K 41 yok Diisiik T1 M/M M/M Negatif
17 E 73 var Yiksek T1 M/U M/M Atipik
18 E 60 var Yiksek Ta M/U M/M Stipheli
19 E 77 var Yiksek T3 M/M M/M Stipheli
20 E 76 var Diisiik T1 M/M M/M Negatif
21 E 73 birakmis  Yiiksek T2 M/M M/M Pozitif
22 E 55 var Yiiksek T2 M/M M/M Pozitif
23 K 87 birakmis  Yiiksek T2 M/M M/M Pozitif
24 E 64 birakmig  Yiiksek Ta M/U M/M Negatif
25 E 74 - Yiksek T2 M/M M/M Pozitif
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Tablo 9. (Devami)

26 E 73 yok Diistik Ta M/M M/M Negatif
27 E 54 var Yiiksek Tl M/U u/u Negatif
28 E 89 - Yiiksek T2 M/M M/M Negatif
29 E 73 - Yiiksek Tl M/M u/u Pozitif
30 E 66 birakmis  Yiiksek Tl M/M M/M Pozitif
31 K 80 - Diisiik Ta M/M M/M -

32 E 64 - Diisiik Ta M/M M/M Negatif
33 E 43 birakmis Diisiik Ta M/M M/M Tanisal degil
34 K 86 - Yiiksek T2 M/U M/M Tanisal degil
35 E 67 birakmis  Yiiksek T1 M/U M/U Siipheli
36 E 75 - Yiiksek T1 M/M M/M Negatif
37 E 80 birakmis  Yiiksek T2 M/M M/M Negatif
38 E 80 yok Yiiksek Ta M/M u/u Negatif
39 E 73 birakmis Diistik Ta M/M M/M Stipheli
40 E 70 var Diisiik Ta M/M M/M Siipheli
41 E 57 birakmis  Yiiksek T1 M/M M/M Pozitif
42 E 81 - Yiiksek T1 M/M M/M Pozitif
43 E 71 birakmis  Yiiksek T1 M/M M/M Pozitif
44 E 62 = Yiksek T1 M/M M/M -

45 E 87 yok Yiiksek T2 M/M M/M Pozitif
46 E 70 birakmis  Yiiksek T2 M/U M/U Pozitif
47 K 62 yok - T2 M/M M/M Negatif
48 K 64 yok Yiiksek T1 M/M M/M Negatif

Kontrol grubunun idrar sitoloji sonuglar1 Tablo 10’da gdsterilmistir. Kontrollerin
birinin idrar sitolojisi sonucu tanisal degildir, birinin idrar sitolojisi sonucuna ulasilmadi,
ikisi stipheli de olarak degerlendirildi. Siipheli olarak degerlendirien 7 no’lu kontrolde
malignite saptanmadi, 31 no’lu kontrolde nodiiler hiperplazi ve prostatik enfraktiis tespit
edildi.
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Tablo 10. Kontrol grubunun metilasyon ve idrar sitoloji sonuglari

Olgu No Cinsiyet Yasg Sigara kullanimi E- kaderin pl4 Idrar Sitolojisi
1 K 41 yok M M Negatif
2 K 42 yok ] U Negatif
3 E 43 yok ] M Negatif
4 E 62 yok ] U Negatif
5 E 72 yok U M Negatif
6 E 38 yok U M Negatif
7 E 67 yok U M Siipheli
8 E 58 yok M U Negatif
9 E 51 yok ] U Negatif
10 E 57 yok U U Negatif
11 E 61 yok U U Negatif
12 E 62 yok U M Negatif
13 E 52 yok u M -

14 E 66 yok U U Negatif
15 E 67 birakmis U U Negatif
16 E 46 var U U Negatif
17 E 60 yok U U Negatif
18 E 54 birakmis U M Negatif
19 E 66 yok U M Negatif
20 E 69 birakmis U M Negatif
21 E 83 . U U Negatif
22 E 69 birakmis U M Negatif
23 E 73 birakmis U U Negatif
24 E 66 yok U U Negatif
25 E 65 . U M Negatif
26 E 71 yok 0] U Tanisal degil
27 K 69 yok U M Negatif
28 E 64 birakmis U U Negatif
29 E 62 birakmis U U Negatif
30 E 60 - U U Negatif
31 E 64 - U U Siipheli
32 E 65 birakmis U u Negatif
33 E 66 birakmis U u Negatif
34 E 69 yok U u Negatif
35 E 58 yok U U Negatif
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E-kaderin geni i¢in ozgiilliik %94,3 (33/35), p14 geni i¢in ise %62,9 (22/35)

olarak hesaplandi.

4.3.1. idrar Sitolojisi ve Metilasyon Duyarhligmin Karsilastirilmasi

Tablo 9’da gosterilen 48 olgudan 43’niin idrar sitolojisi pozitif, negatif, stipheli
ve atipik olarak degerlendirildi. Tablo 9’da belirtildigi gibi 31 ve 44 no’lu hastalarin idrar
sitolojisi sonuglarina ulasilmadi ve ayrica 10, 33 ve 34 no’lu hastalarin idrar sitoloji
sonuglari tanisal degildir. Bu olgularin (toplam 5) metilasyon profili ¢alisilmasina ragmen
idrar sitolojisi ve metilasyon duyarliliginin karsilastirilmasina dahil edilmedi.

Idrar sitolojisi %34,9 (15/43) oranda pozitif, %23,3 (10/43) siipheli sonug verdi.
Diisiik grade olgularda pozitif idrar sitoloji sonucu tespit edilmedi. Tablo 9’da 15 diisiik
grade olgudan 10, 31 ve 33 No’lu (idrar sitolojisi sonuglari tanisal degildir vaya
ulagilmadi) olgular dislandig1 i¢in geriye kalan toplam 12 diisiik grade olgudan sadece

5°nin (%41,7) idrar sitolojisi sonuglart malignite acisindan siipheli bulundu.

Yine aymi 43 olgunun idrarinda E-kaderin ve pl4 genlerinin promotor
metilasyonu sirasiyla %67,4 (29/43) ve %72,1 (31/43) bulundu (Tablo 9). Idrar
orneklerinin %32,6’smin (14/43) E-kaderin geninde, %27,9’unun (12/43) pl14 geninde
metilasyon go6zlenmedi. Hasta idrar Orneklerinde, iki genden birinin promotor
metilasyonu biyobelirteg¢ olarak varsayilmasi durumunda duyarlilik %86 (37/43) olarak
hesaplanda.

Diisiik grade olgulardan 10 ve 33 No’lu olgularin idrar sitolojisi tanisal degildir
ve 31 No’lu olgunun sonucuna ulasilmadigi i¢in karsilastirmaya dahil edilmedi. Geriye
kalan 12 disiik grade olgunun idrar 6rneklerinin E-Kaderin i¢in duyarliligr %66,7 (8/12),
pl4 geni icin ise %75 (9/12) oldugu goriildii. iki genden birinin idrardaki duyarlilig1 ise
%83,3 (10/12) olarak bulundu.

Tablo 10°da goriildiigi gibi kontrol grubunda 13 no’lu olgunun idrar sitoloji
sonucuna ulasilmadi, 26 no’lu olgunun idrar sitolojisi tanisal degil olarak rapor edildi.
Bu olgularin metilasyon profili ¢alisilmasina ragmen idrar sitolojisi ve MSP

duyarliliginin karsilastiriimasinda degerlendirmeye dahil edilmedi.

Kontrol grubunda E-kaderin promotor metilasyonu %6,1 (2/33) bulundu. Diger
yandan, kontrollerin 31’tinde (%93,9) E-kaderin promotor bolgesi metillenmemistir. p14

promotor metilasyonu %36,4 (12/33), metillenmeme orani ise %63,6 (21/33) olarak
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tespit edildi. Kontrol grubu idrar sitolojisi ise %6,1 (2/33) oranda siipheli, %93,9 (31/33)
negatif sonug¢ verdi. Tablo 11°de E-kaderin ve p14 genleri, idrar sitolojisi i¢in duyarlilik

ve Ozglllik degerleri gosterilmistir.

Tablo 11. idrar sitolojisi, E-kaderin ve p14 genlerinin duyarlilik ve 6zgiilliik degerleri

Duyarlilik, % a

Ozgiilliik, % b

E-kaderin

pl4
iki genden birinin biyobelirte¢ olmasi durumu

Idrar sitolojisi

67,4 (29/43)

72,1 (31/43)
%86,0 (37/43)

34,9 (15/43)

93,9 (31/33)

63,6 (21/33)
%97,0 (32/33)

93,9 (31/33)

a Pozitif/Total; b Negatif/Total
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5. TARTISMA

Sistoskopi ve idrar sitolojisi mesane kanseri tanisinda kullanilmaktadir. Ancak
bu iki yontemden ilki invaziv, hastaya rahatsizlik veren ve pahali bir yontemdir. ikincisi
ise diigiik dereceli tiimorleri tespit etmek i¢in diisilk duyarlilia sahiptir. Bu nedenle
mesane kanseri hastalarinin teshisi i¢in giivenilir ve invaziv olmayan erken tan1 amagh

belirteglerin gelistirilmesi 6nemlidir (Chihara ve ark., 2013).

Calismamizda, MSP yontemiyle mesane tiimorii dokularinda ve ayni hastadan
alinan idrar Orneklerinde E-kaderin ve pl4 genlerinin promotor bdlgelerinin
metilasyonunu inceledik. Altmis bes mesane kanserli hastanin tiimér dokularinda E-
kaderin geni i¢in %95,4 (62/65), pl4 geni i¢in ise %78,5 (51/65) oranda promotor
bolgelerinde metilasyon bulundugunu belirledik. Metilasyonun, 6rneklerin tamaminda
goriilmemesinin nedeni tiimdr dokularinin heterojen yapisi ile agiklanabilir. Literatiirde
benzer c¢alismalar da bulunmaktadir. Lin ve arkadaslari mesane kanseri tanisinda
glivenilir, invaziv olmayan biyobelirtegler gelistirmek amaciyla diisiik grade ve yiizeyel
mesane kanserli hiicreleri idrarda belirleyen bir galisma gelistirmislerdir. Arastirmacilar
bu c¢alismada E-kaderin, p14, p16 ve RASSF1A genlerinin mesane tiimori orneklerinde
ve hasta idrarlarindan izole edilen DNA’nin metilasyon profilini degerlendirmisler. Bu
calisma kapsaminda toplam 57 hasta ve 20 saglikli kontrol grubu degerlendirilmistir.
Aragtirmacilar MSP yontemi kullanarak bu 4 genden E-kaderin ve pl4 genleri i¢in 51
mesane timorii orneginde sirasiyla %53 ve %42 metilasyon orani bulmuslardir (Lin ve
ark., 2010). Bizim ¢alismamizin Lin ve arkadaslarindan farki 6rnek sayisinin daha yiiksek
olmas1t ve kiyaslama yapildiginda her iki gen icin daha yiiksek metilasyon orani
bulunmasidir. Calismamizda, iki olgunun hem tiimér hem de idrar 6rneklerinden elde
edilen DNA’larda E-kaderin ve pl14 genlerinin her ikisinin de metilasyonu rastlanmadi.
Ayrica, biri disiik ikisi yiiksek grade, primer, invaziv olmayan (pTa-pT1) toplam 3
olgunun hem tiimér dokusu hem de idrar DNA’sinda E-kaderin geninin metillenmemis
oldugu bulundu. Benzer sekilde 3’1 diisiik, 5’1 yiiksek grade ve invaziv olmayan (pTa-
pT1) 8 olgunun hem tiimoér dokusu hem de idrar DNA’da pl4 geninin metillasyonu
gozlenmedi. Lin ve arkadaslari, ¢alismamizdan farkli olarak 6 olgunun hem tiimor
dokusu hem idrarinda E-kaderin, p16, p14 ve RASSF1A genlerinin her biri i¢in promotor
metilasyonu bulmamistir. Bu durumu bu 6rneklerde metillenmis alel sayisinin diisiik

olmasiyla agiklayabiliriz. Diger yandan, tiimor dokularinda metilasyon orani idrar



ornekleriyle kiyaslandiginda daha yiiksek bulundu. Ayrica, p14 ve RASSF1A genlerinin
hipermetilasyonu ile mesane tiimor Orneklerinde ve karsiligi olan idrar Grneklerinde

onemli derecede iliski oldugu gdstermisler.

E-kaderin geninin promotor bolgesindeki CpG adaciklarinin hipermetilasyonunu
belirlemek i¢in bizim kullandigimiz yontem disinda immiinhistokimyasal yontem ve
bisiilfit genom dizileme teknikleri de kullanmistir. Ribeiro-Filho ve arkadaslari,
transiiretral rezeksiyon esnasinda ayni hastaya ait mesane tiimor dokusu ve normal doku
ornekleri almis ve metilasyon sonuglarin1 karsilastirmislardir. Immiinhistokimyasal
sonuclar kanser dokusunun normal mesane dokusuyla kiyaslandiginda yiiksek orada E-
kaderin immiinoreaktivitesine sahip oldugu saptanmistir. Calisma grubunu olusturan 51
TCC mesane tiimorii dokusunun %63°1 (32/51) tamamen metillenmis, %22’si kismen
(11/51) metilenmis ve %15’inin de E-kaderin geninde hi¢ metilasyon saptanmamustir.
Calismamizda, Ribeiro-Filho ve arkadaglarindan farkli olarak mesane timor dokularinda
tamamen metillenmis E-kaderin promotor metilasyonu bulunmadi ancak kismi E-kaderin
metilayonu daha yiiksek bulundu. Arastirmacilar kismi metilasyonu tiimor dokusunun
heterojen yapistyla ilgili oldugunu belirtmisler. Ayrica Ribeiro-Filho ve arkadaslari timor
dokularmin %84’tinde (43/51) hipermetilasyon, eslenigi olan normal mesane
dokulardaysa %76 (39/51) oraninda unmetilasyon saptanmistir. Nitekim bizim
calismamiz kapsaminda normal mesane dokusunda metilasyon profili incelenmemistir.
Bu da bizim ¢alismamizin siirhiligidir. Yine ayni ¢alismada E-kaderin metilasyonu
digiik grade ve erken stage tiimorlerde daha belirgin bulunsa da E-kaderin
metilasyonuyla tiimor grade ve stage arasinda istatiksel bir anlamlilik bulunmamustir.
Benzer sekilde biz de bulmadik. Bisiilfit genom dizilemeyle E-kaderin geninde yer alan
genomik pozisyonlart farkli olan 10 CpG adacig1 (genomik pozisiyon: 863, 865, 873,
879, 887, 892, 901, 918, 920 ve 940) dizilenmis ve bunlardan yalniz 892. nt ve 940. nt
tamamen metillenmistir (%100). Diger CpG bdlgelerinin metilasyon orani ise %52-90
arast degisiklik goOstermistir. Bu bulgu tamamen metillenmis CpG adaciklarinin
metillenmeye daha yatkin oldugunu gostermistir (Ribeiro-Filho ve ark., 2002). Bizim

yontemimizde metilasyon pozisyonunu ve oranini belirleme sansina sahip degiliz.

Bir diger ¢alismada, diisiik-dereceli papiller neoplazi ve invaziv mesane kanserli
hastalarda E-kaderin geninin CpG adaciklarinin metilasyonu ve E-kaderin protein

ekspresyonunu arastirilmigtir. E-kaderin metilasyonu %43 (20/47) oranda goriilmiistiir.
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Bu oran bizim ¢alismamiz ile karsilastirildiginda ¢ok daha diisiik bulunmustur. Mesane
neoplazisi heterojenite gostererek E-kaderin metilasyonu goriilen tiim 6rneklerde metile
ve unmetile allellere rastlanmistir. Arastirmacilar bu duruma, mikrodiseksiyon sirasinda
tiimor dokusunda normal doku hiicrelerinin olabilecegini ileri siirmiislerdir. Baz1 timor
dokusu orneklerinde metilasyon goziikmemesi bununla iligkilendirilerek, E-kaderin
promotor metilasyonunun mesane neoplazisinde heterojenite gosterdigi kabul edilmistir

(Bornman ve ark., 2001).

Calismamizda idrar 6rneklerinin metilasyon profili ile idrar sitolojisi sonuglarini
karsilastirdik. Idrar sitolojisi diisiik grade olgular i¢in pozitif sonu¢ vermezken, bu
hastalarin idrar Orneklerde E-kaderin ve pl4 genlerinin yiiksek oranda metilasyon
gosterdigini bulduk. Genel olarak idrar sitolojisi sonuglari, idrar MSP sonuglarindan daha
diisiikk duyarlilik gosterdi. Tiimoér dokularinin eglenigi olan toplam 48 hasta idrarindan
izole edilen DNA oOrneklerinde E-kaderin geni igin %68,8 (33/48), pl4 geni igin ise
%72,9 (35/48) oraninda metilasyon siklig1 bulduk. Idrar sitolojisi kanser malignitesi i¢in
%34,9 (15/43) oraninda pozitif sonug gosterirken, %23,3 (10/43) oraninda da siipheli
sonuclar gosterdi. Diisiik grade olgularda pozitif idrar sitoloji sonucu tespit etmedik. On
iki diistik grade olgunun sadece 5’inin (%41,7) idrar sitoloji sonucu malignite i¢in siipheli
olarak bulundu. Diisiik grade timdrlerde E-kaderin ve p14 genlerinden birinin promotor
metilasyon duyarliigint %83,3 (10/12) olarak bulduk. Kirk ii¢ hasta idrari i¢in MSP
yontemiyle idrar DNA orneklerinde E-kaderin ve pl4 genleri icin sirasiyla metilasyon
oran1 %67,4 (29/43) ve %72,1 (31/43) olarak bulduk. Iki genden birinin promotor
metilasyonu biyobelirte¢ olarak kabul edildiginde 43 hasta idrar1 i¢cin %86 (37/43)
oraninda oldukc¢a yiiksek metilasyon sikligi bulundu. Lin ve arkadaslar1 idrar
orneklerinde E-kaderin ve p14 genleri i¢in daha disiik, sirasiyla %35 ve %33 duyarlilik
tespit etmisler. Ayn1 zamanda ¢aligmamizdan farkli olarak diisiik grade tiimorler %7,7

oraninda pozitif idrar sitoloji sonucu vermistir (Lin ve ark., 2010).

Kirk sekiz hastanin timér dokusu ve idrarlarinda E-kaderin ve pl14 genlerinin
promotor metilasyonunun uyumluluk gosterdigini (E-kaderin i¢in ortanin altinda uyum,
pl4 i¢in iyi diizeyde uyum) bulduk. Hasta idrarlarinda her iki genin metilasyon durumu
mesane kanseri i¢in invaziv olmayan biyobelirtecler gelistirilmesi agisindan 6nem
kazandirmaktadir. Lin ve arkadaslar1 eslenik idrar1 olan Ornek sayilarini, bizim

caligmamiza kiyasta daha yiiksek tutarak E-kaderin i¢in iyi diizeyde uyumluluk, p14 icin
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ise ¢ok iyi diizeyde uyumluluk bulmus ve bu genleri mesane kanseri tanisinda iyi bir

biyobelirteg olabilecegini Onermisler.

Calismamizda toplam 12 olguda timér dokularinda E-kaderin geninde
metilasyon goriiliirken eslenigi olan idrar Orneklerinde metilasyon goriilmedi. Benzer
sekilde, p14 geninde toplam 5 olgunun timdr dokusunda metilasyon goriiliirken, bu
hastalarin idrarlarinda metilasyon goriilmedi. Bu durum, timoér dokusundan idrara az
miktarda kanser hiicresinin dokiildiigii ve idrara dokiilen kanser hiicrelerinde metillenmis
allel sayistnin  MSP ile tespit edilmeyecek derecede ¢ok diisiik olmasi gibi
yorumlanabilir. Hoque ve arkadaslart mesane tiimorii dokusu ve eslenigi olan idrarlarda
kantitatif MSP yontemi kullanarak bizim sonuglarimiza benzer sonuglar bulmuslardir ve
idara dokiilen diisiik miktarda kanser hiicrelerinde metilasyonu belirlemek i¢in bu

yontemin yetersiz kaldigini belirtmislerdir (Hoque ve ark., 2006).

Ayrica ¢alismamizda 3 olgunun hem tiimor dokusu ve hem de idrar DNA’s1 E-
kaderin geni agisindan unmetile bulundu. Bunlara ek olarak, 8 olgunun hem timor
dokusu ve hem de idrar DNA’sinda pl4 geninde metilasyon gozlenmedi. Bir diger
benzer, ¢alismada mesane kanserli hastalarin tiimor dokularinda ve eslenigi olan hasta
idrarinda MSP yontemiyle APC, RASSF1A ve pl4 timoér baskilayict genlerin
hipermetilasyon panelini arastirilmistir. Idrar MSP sonuglart (%91) idrar sitoloji
sonuglarindan (%50) daha yiiksek bulunmustur. Ayni hastaya ait tiimor dokularinda
metilasyon gozlemlendigi halde eslenigi olan idrar Orneklerinde metilasyon
bulunmamustur. Arastirmacilar bu durumu hasta idrarindan elde edilen DNA’nin diisiik
konsantrasyonda oldugu ve MSP ile ¢ogalmadigi gibi yorumlamiglar (Dulaimi ve ark.,
2004).

Calismamizda hasta yaslar1 ile E-kaderin ve pl4 genlerinin promotor
bolgelerinin  hipermetilasyonu arasinda anlamli iligki bulundu. Arastirmalar kanser
olgular1 disinda E-kaderin geninin promotor bdolgesinin yaslanmaya bagli olarak da
metillenebilecegini gostermektedir (Fraga ve ark., 2007). Kolon kanseriyle ilgili yapilan
bir c¢alismada pl4 geninin hem timoér dokusunda hem de normal dokuda

metillenebildigini gosterilmistir (Issa, 2003).

Ayrica, yapilan bazi ¢alismalar E-kaderin metilasyonuyla yaslanma arasindaki

bir iliski bulurken, boyle bir iliskinin olmadigin1 gosteren galismalar da mevcuttur. Chan
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ve arkadaslar1 mesane kanseri ile iliskisi olabilecek RAR, DAPK, E-kaderin, p16, p15,
GSTP1 ve MGMT genlerinin metilasyonunu MSP yontemini kullanarak 98’1 mesane TCC
ve 4’1 karsinoma in situ olan hastalarda analiz etmislerdir. TCC hastalarinin %63,3’tinde
E-kaderin metilasyonu gortilmiis. E-kaderin metilasyonunun yaslanma ile iliskili oldugu
bildirilmistir fakat istatistiksel anlamlilik bulunmamistir. Kontrol grubunu olusturan idrar
ve normal mesane dokularinda E-kaderin geninin metilasyonu gézlenmemistir (Chan ve
ark., 2002). Bornman ve arkadaslar1 9 normal mesane dokusunu g¢alismalar1 kapsaminda
incelenmis, yaslar1 71, 82 ve 92 olan ii¢ olguda E-kaderin geni promotor metilasyonu
tesbit edilmistir. Arastirmacilar saglikli kontrollerde goriilen metilasyonun, normal
mesane epitelyumunda E-kaderin geninin yaslanmaya bagli olarak metillenebildigicegi

seklinde yorumlamislar (Bornman ve ark., 2001).

Bir diger calismada, mide kardiyak adenokarsinomunda E-kaderin geninin
hipermetilasyonu arastirilirken, normal mide dokusunda da metillenme oldugu tespit
edilmistir. Arastirmacilar bu epigenetik inaktivasyonu erken onkogenezin bir &zelligi

olabilecegini belirtmislerdir (Guo ve ark., 2009).

Yates ve arkadaslar1 ii¢ grup olusturarak, kantitatif florometrik real-time MSP
(QMSP) yontemiyle idrar orneklerinde RASSF1A, E-kaderin, APC, p16, pl4, GSTP,
DAPK ve RARDb genlerinin hipermetilasyonunu arastirmislardir. ilk grubu 54-92
yaslarinda olan, sigara igen, igmeyen ve birakmis, mesane kanseri tanili 35 erkek
olusturmustur. ikinci grup yaslar1 70’in {izeri olan, sigara icen, igmeyen ve birakmis,
uroteliyal kanser oykiisli olmayan 32 erkek, iiciincii grup ise yaslar1 40’1n altinda olan ve
uroteliyal kanseri olmayan, sigara igen, i¢meyen ve birakmislar bireylerce
olusturulmustur. Her {i¢ grup tarafindan temin edilen idrar orneklerinden izole edilen
DNA’da E-kaderin promotor metilasyonu bulunmustur. Ozellikle yash kisiler tarafindan
olusturulan ikinci grupta yiiksek E-kaderin promotor metilasyonu bulunmus, p14 genin

ise her ii¢ grupta metilasyona ugramadigi bulunmustur (Yates ve ark., 2006).

Biz kontrol grubu olarak normal tiimor dokularinda bir degerlendirme yapmadik.
Invaziv olmayan bir yol izleyerek kontrol grubunu saglikli kisilerden alinan idrar
orneklerinden olusturduk. Kontrol grubumuzu yasl bireyler agirlikli olarak belirledi. Yas
araliklar1 38-83 olan kontrollerin ortalama yaslar1 61,2°dir. Yaslar1 41 ve 58 olan

olgularda E-kaderin geninin promotor bolgesinin metilasyonun %5,7 oldugunu bulduk.
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Kontrol grubumuzda p14 geni promotor bdlgesi 13 olguda (%37,1) metillenme gosterdi.
Bu bulgular yaslanmanin mesane kanseri i¢in risk faktorii olabilecegini gostermektedir.
Bu hipotezimizi giiclendiren caligmalar bulunmaktadir. Lin ve arkadaslariin yaptigi
caligmada 22-31 yaslar1 arasinda ve yas ortalamasi 26 olan geng bireylerden olusan 20
kisilik saglikli kontrol grubundan alinan idrar 6rneklerinde E-kaderin ve p14 genlerinde

metilasyon bulunmamistir (Lin ve ark., 2010).

Calismamizda sigara igen ve birakan hasta ve kontrol gruplariyla E-kaderin ve
pl4 genlerinin promotor metilasyonu arasinda anlamli iliski bulduk. Yapilan ¢alismalar
da aktif ve pasif sigara kullanimimin hem erkeklerde hem de kadinlarda mesane kanseri

icin risk faktorii oldugu yoniindedir (Castelao ve ark., 200; Di Pierro ve ark., 2012).
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6. SONUC VE ONERILER

Yagh niifusun ve karsinojenlerin artmasi, mesane kanserinin Ozellikle yaglh
bireyleri ilgilendirmesi maliyeti diisiik, hizli, duyarliligi ve 6zgilliigii yiikksek tan1 ve takip

yontemlerinin gelistirilmesi geregini ortaya koymaktadir.

Sonuglarimiz, E-kaderin ve p14 genlerinin atipik metilasyonun iirotelyal mesane
kanserinin erken tanisinda kullanilabilecek bir yontem oldugunu gostermektedir. Bu
genlerde yasa bagl olarak meydana gelen metilasyon degisimleri iirotelyal mesane
kanserine neden olabilmektedir. Ayrica, diisik grade olgularda E-kaderin ve pl4
genlerinin kombine metilasyon analizi idrar sitolojisi ile karsilagtirildiginda, idrarda
kanser hiicrelerini belirlemek icin maliyeti diisiik, kolay uygulanabilen ve duyarli bir

yontem oldugu goriilmektedir.

Sonu¢ olarak, mesane kanserinin tanisinda rutin kullanilan idrar sitolojisinin,
diisiik grade iirotelyal mesane kanserinin tamisinda kullandigimiz yonteme nazaran
duyarliliginin daha diisiik oldugu goriilmektedir. Calismamiz iirotelyal mesane kanserinin
erken tanisinda epigenetik degisliklerin biyolojik belirtecler olarak kullanilabilecegini ve
bu konudaki arastirmalarinin artirilmasi geregini ortaya koymaktadir. Bu konuyla ilgili
caligmalar 0rnek sayisi artirilarak, yeni teknolojiler yardimiyla tiim promotor bolgesi ve

tiim genom taranarak artirilmalidir.
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EK 2. Hasta Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

HASTA BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

ARASTIRMANIN ADI (CALISMANIN ACIK ADI ):

“Urotelyal Mesane Kanserli Hastalarda E-cadherin ve p14 Genlerinin Promotor
Metilasyon Analizi”

Goniilliiniin Bas Harfleri << >>

Bir arastirma ¢alismasina katilmaniz istenmektedir. Katilmak isteyip istemediginize karar
vermeden Once arastirmanin neden yapildigimi bilgilerinizin nasil kullanilacaginin
calismanin neleri igerdigini ve olast yararlarini risklerini ve rahatsizlik verebilecek
konular1 anlamaniz 6nemlidir Liitfen asagidaki bilgileri dikkatlice okumak i¢in zaman
ayiriniz ve eger istiyorsaniz 6zel veya aile doktorunuzla konuyu degerlendiriniz. Eger bir
baska ¢aligmada da yer aliyorsaniz bu ¢alismada yer alamazsiniz.

BU CALISMAYA KATILMAK ZORUNDAMIYIM?

Calismaya katilip katilmama karar1 tamamen size aittir. Eger ¢alismaya katilmaya karar
verirseniz imzalamaniz i¢in size bu Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formu verilecektir.
Katilmaya karar verirseniz, ¢alismadan herhangi bir zamanda ayrilmakta 6zgiirsiiniiz. Bu
durum sizin aldiginiz tedavinin standardini etkilemeyecektir. Eger isterseniz, bu klinik
caligmaya katiliminizla ilgili olarak hekiminiz/ ile doktorunuz bilgilendirilecektir. Ayrica
destekleyici firma caligmayr sonlandirmaya karar verirse bu durumda da g¢alismadan
¢ikartilacaksiniz.

CALISMANIN KONUSU VE AMACI NEDIR?

Mesane kanserinin erken tanisinda metilasyon degisimlerinin belirteg olarak onerilip
onerilemeyecegini belirlemek

CALISMA iSLEMLERI:

Mesane kanserinin erken asamalarda belirlenebilmesinde rol aldigi diisiiniilen genlerin
arastirtlmas1 amaciyla ameliyatiniz sirasinda yaklasik 30 mg tiimor dokusu alinacaktir.
Ameliyat dncesi ve sonrasi Sizden sadece 100-150 ml idrar istenecektir. Hasta degilseniz,
kontrol grubundaysaniz sadece 100-150 ml idrar vermeniz yeterli olacaktir. Timor
dokusundan ve/veya idrardan DNA izole edilecek, DNA modifiye edilerek metilasyon
degisimleri incelenecektir. Calismaya yaklagik 20 mesane kanseri hastas1 ve 10 saglikli
bireyin katilmasim1 planlamaktayiz. Bu aragtirma sizin tedavinizi ve tedavinizde
kullanilacak ilaglart higbir sekilde yonlendirmeyecektir. Arastirmaya katilip katilmama
hakkia sahipsiniz. Arastirma basladiktan sonra istediginiz taktirde arastirmadan
ayrilabilirsiniz. Arastirmanin gidisine gore rizaniza bakilmaksizin aragtirma disinda
birakilabilirsiniz.
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EK 2. (Devami)

BENIM NE YAPMAM GEREKiYOR?

CALISMAYA KATILMAMIN NE GiBi OLASI YAN ETKIiLERI, RISKLERIi VE
RAHATSIZLIKLARI VARDIR?

Calismanin her hangi bir yan etkisi yoktur.

GEBELIiK VE DOGUM KONTROLU

Gebelik ve dogum kontroliine etkisi yoktur.

CALISMAYA KATILMANIN OLASI YARARLARI NELERDIR?

Mesane kanserinin erken tanisinda metilasyon degisimlerinin belirte¢ olarak
belirlenebilmesine katkida bulunulacaktir.

GONULLU KATILIM

Bu arastirmaya katilma kararimi tamamen goniilli olarak veriyorum. Bu calismaya
katilmayr reddedebilecegimin veya katildiktan sonra istedigim zaman, bu tedavi
kurumunda gorecegim bakim ve tedaviler etkilenmeksizin ve hi¢bir sorumluluk almadan
ayrilabilecegimin bilincindeyim. Calismadan her hangi bir zamanda ayrilirsam, ayrilma
nedenlerimi, ayrilistmin sonuglarini ve izleyen donemde alacagim tedavileri doktorumla
tartisacagim.

CALISMAYA KATILMAMIN MALIYETi NEDiR?

Calisma doktoru ziyaretleri ve calismayla ilgili olan tiim laboratuar testleri calisma
destekleyici tarafindan karsilanacak ve size veya baglh bulundugunuz 6zel sigorta veya
resmi sosyal gilivenlik kurumuna odetilmeyecektir. Ayrica caligmaya bagli makul
miktardaki yol gideriniz makbuzlar1 gosterildigi takdirde karsilanacaktir.

Herhangi bir yan etki veya fiziksel zarar gelisirse hemen ¢alisma doktorunuzu gereken
tibbi tedavinin uygulanabilmesi i¢in bilgilendiriniz.

KiSIiSEL BILGILERIM NASIL KULLANILACAK?

Bu formu imzalayarak doktorunuzun ve onun kadrosunun calisma i¢in sizin kisisel
bilgilerinizi (“Calisma Verileri”) toplamalarina ve kullanmalarina onay vermis
olacaksimiz. Bu durum dogum tarihiniz, cinsiyetiniz, etnik kokeniniz ayrica Calisma
verilerinizin kullanimi ile ilgili verdiginiz onayin herhangi bir belirlenmis birim tarihi
yoktur, ancak doktorunuzu haberdar ederek bu onayinizdan herhangi bir zamanda
vazgegebilirsiniz.
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EK 2. (Devami)

Calisma destekleyicisi firma ile paylasilan ¢alisma verileri size 6zel bir numara olan bir
kod (“Kod”) numarasi kullanimiyla korunacaktir. Sizin ¢aligsma verilerinize ulagsmak i¢in
gerekli olan kod anahtar1 ¢alisma doktorunuzun denetimindedir. Calisma destekleyicisi
firma diizenleyici otorite veya diger denetim kurumlari tarafindan atanmis kisiler
doktorunuz tarafindan tutulan ¢alisma verilerinizi inceleyebilirler.

Doktorunuz caligma verilerinizi ¢alisma i¢in kullanacaktir. Calisma destekleyicisi firma;
caligmanin yiiriitilmesi, teshis ve tibbi yardim gereglerinin gelistirilmesi ic¢in ¢alisma
verilerinizi kullanabilir. Doktorunuzun galistigi kurum ve caligma destekleyicisi firmanin
her ikisi de yiirtirliikkte olan veri koruma kanunlari ile uyumlu olarak ¢aligma verilerinizin
yonetiminden sorumludurlar.

Calisma destekleyicisi firma calisma verilerinizi, sadece yukarida belirtilen amaclarda
kullanacak olan kendi grubundaki diger sirketler, hizmet alinan kurumlar, anlagmali
firmalar ve diger arastirma kuruluslan ile paylasabilir. Caligmanin sonuglar1 tibbi
yaymlarda yayinlanabilir, ancak sizin kimlik bilgileriniz bu yayinlarda
aciklanmayacaktir.

Doktorunuz ya da ¢alisma destekleyicisi firmadan, toplanan ¢aligma verileriniz hakkinda
bilgi isteme hakkinda sahipsiniz. Ayn1 zamanda bu verilerdeki herhangi bir hatanin
diizeltilmesini isteme hakkinda da sahipsiniz. Eger bu konuda bir isteginiz olursa liitfen
gerekirse sizin ¢alisma destekleyicisi firma ile temasa gegmenize yardimei olabilecek
doktorunuzla goriisiiniiz.

Eger onaymizda vazgecerseniz, doktorunuz calisma verilerinizi artik kullanamayacak ya
da diger kisilerle paylasamayacaktir. Caligma destekleyici firma onaymnizdan
vazge¢gmeden dnceki ¢alisma verilerinizi kullanmaya devam edebilir.

Bu formu imzalayarak, ¢alisma verilerinizin bu formda tanimlandig: sekilde kullanimina
onay vermekteyim.

ARASTIRMA SURESINCE 24 SAAT ULASILABILECEK KIiSILER:
Ad, Soyadi ve telefon numaralari

Dr. Recep Biiyiikalpelli
Tel: 362-3121919/2508

CALISMADAN AYRILMAMI GEREKTIRECEK DURUMLAR:

Yoktur.

YENI BILGILER CALISMADAKI ROLUMU NASIL ETKILEYEBILIR

Calisma siirerken ortaya ¢ikmis olan biitiin yeni bilgiler bana derhal iletilecektir.

Calismaya Katilma Onavi
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EK 2. (Devami)

Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formundaki tiim agiklamalar1 okudum. Bana, yukarida
konusu ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama asagida adi
belirtilen hekim tarafindan yapildi. Arastirmaya goniilli olarak katildigimi, istedigim
zaman gerekgeli veya gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi ve kendi istegime
bakilmaksizin arastirmaci tarafindan aragtirma dis1 birakilabilecegimi biliyorum.

S6z konusu arastirmaya, higbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmay1
kabul ediyorum. Doktorum saklamam igin bu belgenin bir kopyasini ¢alisma sirasinda
dikkat edecegim noktalar1 da igerecek sekilde bana teslim etmistir.

Goniilliiniin Ad1 / Soyad1 / Imzas1 / Tarih
Aciklamalar1 Yapan Kisinin Ad1 / Soyad1 / Imzas1 / Tarih
Gerekiyorsa Olur Islemine Tanik Olan Kisinin Ad1/ Soyad1 / Imzas1 / Tarih

Gerekiyorsa Yasal Temsilcinin Ad1 / Soyadi / Imzas1 / Tarih
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