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OZET

Mesane kanseri olusumu ve ilerlemesinde bir veya birden fazla genin
mutasyonuna rastlanmaktadir. Bunun yani sira birgok molekiiler yolak birlikte hareket
ederken, herhangi bir basamakta anormal bir fonksiyon da mesanenin karsinogenezini
etkileyebilmektedir. Mesane kanserinde FGFR3, TP53 ve Rb genleri siklikla
mutanttir. RAS/RAF/MAPK hiicre biiyiimesi sinyal yolaginda gorevli proteinlerden
birini kodlayan RAF1 geninin de mutasyona ugrayabildigi ve bu nedenle de ilgili
proteinin sinyal yolaginda anormal fonksiyon gosterdigi bilinmektedir. rs1051208
c.*266C>T polimorfizmi popiilasyonlarda siklikla goriilmekte ve birka¢ mikroRNA
icin RAFI mRNA 3’UTR baglanma bolgesinde bulunmaktadir. Bu nedenle mesane
kanseri riski agisindan bu polimorfizmin taranmasi 6nemlidir.

Bu tezde mesane kanseri hastalarinda ve saglikli kontrol grubunda, ¢esitli
popiilasyonlarda polimorfikligi belirlenmis olan RAF1 rs1051208 ¢.*266C>T SNP’si
PZR-RFLP metodu ile taranmistir. 189 mesane kanseri hastasi ve 278 saglikli bireyin
dahil edildigi bu calisma sonucunda, varyant olan T alelinin mesane kanseri i¢in
koruyucu etken oldugu ve CT genotipinin de bireyde hastalik olusumu ag¢isindan
koruyucu egilim gosterdigi belirlenmistir. Erkek olmanin hastalik riskini 1,86 kat,
sigara igmenin ise riski 4,45 kat artirdig1 gosterilmistir. Ileri evre tiimor olusumunda

genotip etkisi belirlenememistir.

Anahtar Kelimeler: Mesane kanseri, mikroRNA, RAFI1, rs1051208, tek

niikleotid polimorfizmi.
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ABSTRACT

One or more gene mutations are shown to be responsible in bladder cancer
development and progression. Additionally, while many molecular pathways act
together, an abnormal function in one of them may also affect the carcinogenesis of
bladder. TP53, FGFR3 and Rb are the most frequently mutated genes in bladder
cancer. Furthermore, the RAF1 gene, which codes for a protein having a role in the
RAS/RAF/MAPK cell proliferation pathway, can also be mutated, and the related
protein ends up with an abnormal function in the signaling cascade. The rs1051208
c.*266C>T polymorphism has been found frequently in various populations and
resides in the miRNA binding region of the RAFI mRNA 3’UTR. In this sense,
screening of this polymorphism for bladder cancer risk is of great importance.

In this thesis, RAF1 rs1051208 ¢.*266C>T SNP, which has been identified as a
polymorphism, was screened in bladder cancer patients and healthy controls using
PCR-RFLP. 189 bladder cancer patients and 278 healthy controls were included in the
study. According to the results, the variant T allele was identified as protective against
bladder cancer, and the CT genotype was found to have a protective trend in disease
development. Being a male and cigarette smoking were shown to increase the disease
risk by 1,86 and 4,45 folds, respectively. The effect of the genotype could not be

proven for the late stage tumors.

Keywords: Bladder cancer, microRNA, RAF1, rs1051208, single nucleotide
polymorphism

VIII



1.GIRIS

1.1. Mesane Kanseri

Mesane kanseri GLOBOCAN 2008 verilerine gore yilda 386,300 yeni olgu ile
diinya ¢apinda en sik rastlanan dokuzuncu; kanser kaynakli 6liimlerde 150,200 6liim
vakasi ile 13. sirada yer almaktadir. Mesane kanserine erkeklerde, kadinlara oranla
daha sik rastlanir (6liim sayis1 112,300, yeni olgu sayist 297,300). En yiiksek 6liim
orani (100,000°de 16.3) Misir’li erkeklerde iken, en diisiik oranlar Orta Afrika ve
Melanezya’dadir (Tablo 1.1.) (Jemal vd., 2011; Global Cancer: Facts & Figures 2™
Edition).

25
20 -
=
<
=t
1)
s15 — —
=
.z
s
5]
=
=3
< 10
72}
2
&
5
0 Orta v Avustralya/
Giiney Kuzey Kuzey AVE | Kuzey WS Giiney Giiney _ Giiney- . |Giney Orta| ~ Orta Dogu .
e | Ameta [BatAvupa (O Dogru | (EEY | BanAsya | Yeni Afiiba | Polinersn | Amerika | DoBuASYa | Karayipler | %O Ban Afiika PN TG RS Melanezya | Orta Afrika
Avrupa Zelanda
u Erkek 21 20.1 182 14.8 145 14.5 132 10.5 73 6.7 6.3 62 58 4.5 39 36 35 34 27 15
| ] Kadin 33 55 42 42 25 24 24 27 2.1 0.8 16 1.6 1.9 1.3 14 0.9 L1 1.8 0.5 0.3

Tablo 1.1. Mesane Kanseri Sikligi, GLOBOCAN 2008

Mesane tiimdrlerinin siniflandirilmasinda ve teshisinde kullanilan 2004 yili

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) kriterleri Tablo 1.2.’deki gibidir.



Tablo 1.2. 2004 WHO Urotel Neoplazm Simiflandirmasi

Dereceler Aciklamalar

Urotelyal papiloma Benign tiimorler
Diisiik malign potansiyelli
papiler iirotelyal neoplazmlari

(PUNLMP) Cok yavas ilerleyen ve yayilimci olmayan
Diistik derece papiler iirotelyal

karsinom Yavas ilerleyen ve yayilimci olmayan
Yiiksek derece papiler

iirotelyal karsinom Cok hizli ilerleyen ve yayilimci olan

Mesane kanserinin patolojik verileri bircok tarama testi ile ortaya
koyulmaktadir. Ancak bu testler heniiz tam verimde, yiiksek duyarlilik ve 6zgiinliikte
sonu¢ verme standardina ulagmamistir. Yiiksek duyarlilikta, pahali ve invaziv bir
teknik olan sitoskopi; daha duyarli ancak Ozgiinliigii diisik BTA STAT/TRAK
testleri; kantitatif, kalitatif ve diisiik 6zgilinliikte NMP22 testi; Ta, T1 ve T2 evreleri
ve G1 ve G2 derecelere yliksek 0zglinliikte ve sitolojinin duyarliligini artiran, fakat
pahali ImmunoCyt/Cyt+, Hiyoliironik Asit (HA-), hiyaliiranidaz (HAse) idrar testleri
ve survivin gibi proteomik taramalar {iirotelyal hiicre karsinomunun teshis ve
takibinde standartlar1 yakalamis testler olmadiklar1 i¢in, klinikte avantaj saglayacak
biyomarkor tespitleri ve kanser teshislerinde aktif kullanimi ig¢in c¢aligmalar
stirdiiriilmektedir. (Budman vd., 2008; Vrooman vd. 2008; Rouprét vd.,2011). Farkl
evre ve derecelerdeki mesane kanserlerinde, karsinogenez siiresince molekiiler
profildeki ifadelenme degisimleri arastirildiginda ¢ok sayida olast biyomarkor ile
karsilagilmaktadir. Ayni ve/veya farkli popiilasyonlardaki bireyler arasi benzer
patolojik bulgular iizerinden yapilan biyomarkor arastirmalari ile genlerin ifadelenme
seviyeleri ve/veya gen lriinleri (miRNA, mRNA, protein) seviyelerindeki degisimler
saptandig taktirde ve bu teknikler standartlastirildiginda genel kabul edilecek essiz

teshis, tedavi ve takip alternatifleri ortaya ¢ikacaktir.



Mesane kanserlerinin %75-80°1 Tis (CIS), Ta (yiizeysel ve/veya invaziv
olmayan papiler) ve T1 (erken invaziv ve/veya epitelyal bag dokuya ulasmais), %15-
25’1 invaziv ve metastaz yapmis T2 (kas invazyonu), T3 (kastan periiireterik yag
dokuya invazyon) ve T4 (bdbrekten periferik yag dokuya dogru ve/veya diger
organlara metastaz) evrelerinde olup, tipik papiler ve iirotelyal mukoza patolojisi
gosteren ve hizli prognoz ve niiks ile karakterize karsinomlardir (Sekil 1.1.)

(Lindgren vd., 2006; Tanaka vd., 2011).
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Sekil 1.1. Mesane Kanseri Derecelendirmesi

Normal iirotelyum iltihaplanmasi ve enfeksiyon gibi etkiler ile papiler
goriinimlii ve yogunlagmis hiicrelerden olusan mukozal yapi, hiperplazi olarak
adlandirilir  (Grignon, 2009). Anormal sitoloji teshisinde bulunulamayan bu
basamaktan ilerlemesini siirdiiren kanserlesme baslangicindaki hiicreler reaktif
atipide, daha belirgin niikleuslu ve daginiklagsmaya baglamis hiicre topluluklarina
doniislir. Sigan modellerinde, hiperplazi ile baslayan tirotelyal karsinomanin siklikla
papiler hiperplazi ve daha ilerisinde de yiiksek derece, invaziv olmayan karsinomalar
ve invaziv neoplazmlara ilerleyebildigi goriilmiistiir (Tanaka vd., 2011). Genellikle
karsinoma in situ ve lrotelyal neoplazmlar ile ayni teshis kriterleri ve hiperkromazi
izlenen bu yapi, orta ve diisiik dereceli neoplazi de denilen displazi formuna
gecebilmektedir. Buradan sonra karsinogenez TNM smiflandirmasina  gore
secilebilir. Anormal patolojik bulgular gosteren Tis (CIS), Ta, T1 gibi mesane

submukozasina yerlesik seviyelerde, genis boyutta tiimor kitlelerine ve lenf nodlart
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ve/veya diger organlara da yayilmis agresif T2, T3 ve T4 evrelerine de ilerleyebilir
(Proctor vd., 2010). Tranzisyonel Hiicre Karsinomlar1 (TCC) yiiksek (G3) ve diisiik
(G1, G2) dereceli T1 tiimdrleridir ve tiim mesane kanserleri bulgularinin %90’indan
fazlasin1 olusturup, goriilme siklig1 ve 6lim oranlari bakimindan sirasiyla, en sik
rastlanan ikinci ve iiclincli mesane karsinogenezidir (Raman vd., 2005; Tanaka
vd.,2011). Diisiik derece papiler neoplazmlar genelde ylizeysel kalirken, yiiksek

derece papiler karsinomlar niiks potansiyelli, metastatik ve invaziv olabilmektedir.

1.2. Mesane Kanseri Molekiiler Patolojisi

Urotelyal Hiicreli Karsiom (UHC-UCC; Urothelial Cell Carcinoma) veya
Tranzisyonel Hiicreli Karsinom (TCC; Transitional Cell Carcinoma) olarak da
bilinen mesane kanseri, davranis ve molekiiler profil olarak farkli 6zelliklere sahiptir.
Karsinogenez stiresince molekiiler profildeki farkliliklar 6nemli patolojik sonuglar
dogurmaktadir. Kanser hiicrelerinin biiylime, boéliinme, apoptoz, invazyon ve
metastazin1 belirleyen farkli gen ve genlerin mutasyonlar1 karsinogenez, tani,

prognoz ve tedavi ¢aligmalarinin esas hedefidir .

Farkli evre ve dereceli mesane kanserlerindeki 6zgilin genlerin mutasyon
durumlar incelenerek ifadelenmesi degisen genler ve bunlarla baglantist bulunan
anormal mikroRNA ifadelenme ve isleyisleri tespit edilmektedir. FISH teknigiyle
gerceklestirilen mesane karsinogenezi mutasyon taramalarinda 1., 3.,5.,7.,9., 11. ve
17. kromozomlarda anomaliler belirlenmistir (Fassan vd., 2007; Budman vd., 2008).
Kromozom 3pl1, 3p25, 3p23, Spll-pl3, 7pl3, 8pl1.2-p12, 8q24, 11ql3, 12q13-15,
17921, 18pl1, Xp21 amplifikasyon/delesyonlar1, 7p12.1-12.3, 9p21, 11pl5, 17pl1-
13, 18q21 alelik kayiplar1 ve kromozom 9 monozomilerine mesane kanserinde
siklikla karsilasilir (Li M vd., 1996; Zhao vd., 1999, Simon vd., 2001, Chu vd.,
2012). FGFR3 (4p16.3) ve TP53 (17pl13.1) mutasyonlari, tek niikleotid
polimorfizmleri (SNP), kopya sayist varyasyonlari (CNV), heterozigotluk kayiplari
(LOH) ve fonksiyon kazanim/kayiplar1 karsinogenezin evre ve derece yoniinden

farklilagsmasinda rol oynar (van Rhijn vd., 2004; Ahmad vd.,2012) (Sekil 1.2.).
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Sekil 1.2. Mesanede Molekiiler Degisim ve Derecelendirmesi

1.2.1. Mesane Kanseri ve FGFR3, RAS ve TP53 Genleri

Mesane karsinogenezi ve tiimor evre ve derecelerinin ortaya ¢ikisinda iki temel
molekiiler yolak vardir. Ifadesi artmis veya azalmis FGFR3 ve TP53 mutasyonlar1 bu
ilerleyiste en etkili genler olarak belirlenmistir (Sekil 1.3). 19 ekzondan olusan
4p16.3 lokasyonlu FGFR3 genindeki asir1 aktivite mutasyonlari, diigiik derece
iirotelyal tiimorlerin gelisimine yol agar. Yiizeysel mesane kanserlerinde FGFR3
genindeki degisimler sonucu, RAS/RAF1/MAPK yolaginin asir1 aktivasyonu ve
diisiik dereceden yliksek dereceye karsinogenez izlenirken, metastatik ve agir
hastalik siireci ile takip eden invaziv mesane karsinogenezinde siklikla TP53 gen
degisimlerine rastlanmaktadir (Lindgren vd., 2006). G1/G2 dereceli mesane
kanserlerinde yiiksek siklikta FGFR3 geni nokta mutasyonlar1 gozlenirken, pTa/pT1

evre hastalarinin idrar sedimentlerinde de ayirt edici artmig FGFR3 protein seviyeleri
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Sekil 1.3. Mesane Karsinogenezinde TP53 ve FGFR3 Mutasyonlari

de ol¢iilmiistiir (Lindgren vd., 2006; Bryan vd., 2009; Proctor vd., 2010). Bodoor ve
arkadaglari, yaptiklar1 ¢aligmada FGFR3 geni 10.ekzon G382R, R248C, G382E ve
Y375C nokta mutasyonlarinin  karsinogenezde prognostik  biyomarkorler
olabileceklerini 6ne stirmiiglerdir (Bodoor vd., 2010). Ras protein ailesi (H-ras, K-
Ras ve N-Ras) etkilesime girdigi GTPaz’lar ile hiicrede sinyal iletimi, biiyiime,
bolinme, farklilasma ve gen ifadelenmesinde gorev alirken, ayni zamanda
RAS/RAF1/MAPK vyolag: iizerinden bir¢ok karsinogeneze de etki etmektedir. RAS
onkogen mutasyonlari, bu yolagin anormal calismasiyla farkli kanser tiplerinde
oldugu gibi, diisiik derece mesane karsinogenezinde de etkili olmakta ve tiim evre ve
derecelerdeki birincil tiimorlerde siklikla gozlenmektedir (Fransén vd., 2004;
Schubbert vd.,2007; Kompier vd., 2010). hiicre dongiisii diizenleyici RAS protein
profili artmis olan hiicrelerde, FGFR3’iin aktivasyonu ile mitojenik sinyaller uyarilir
ve epitel hiicrelerin kendini yenilemesi ve proliferasyonu gozlenir (Lott S vd., 2009).
Ligand FGF ile FGFR3 aktivasyonu sonucu RAS/RAF1/MAPK yolagindan asir
biliylime sinyali aktarimi baglar ve hiicrede farklilasma meydana gelir (Proctor vd.,
2010). Disiik dereceli tiimorlerde FGFR3 mutasyonu ve sonrasinda da
RAS/RAF1/MAPK yolaginin asir1 aktivasyonu bir tiir ‘birlikte hareket’ gosterdigi
gibi maligniteyle de iliskilendirilmistir. Tiirkiye’de yapilmis bir mutasyon insidans
calismasinda farkli evre ve derece mesane tiimoriine sahip 56 hastanin 28’inde
S249C nokta mutasyonuna yiiksek siklikta, G372C nokta mutasyonuna ise hi¢
rastlanmamistir (Dodurga vd., 2011). Ayn1 ¢alismada FGFR3 mutasyonlari ile timor
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evre ve derecesi arasinda korelasyon bulunamamistir. Bir baska ¢alismada primer
timorler ile diisiik derece ve evre tiimorler arasi risk olusturucu FGFR3 mutasyonlari
taranmis ve aralarinda anlamli bir iliski oldugu gosterilmistir (Kompier vd., 2010).
Bu sonu¢ 2004 yilinda Rhjin ve arkadaslarinin elde ettigi, mutant FGFR3 ile iliskili
diistik dereceli, diisiik niiks orani1 ve daha iyi prognoz sonucuyla da uyumludur (van
Rhijn vd., 2004). FGFR3’iin {izerinden RAS ve pl10 ile aktive edilen PI3K
(Fosfoinositol 3 kinaz) proteini, hiicre biiylimesi, proliferasyonu, hayatta kalimi,
farklilasimi ve hiicre iskeletindeki degisimleri de ydnlendirme etkisine sahiptir.
Urotelyal tiimorlerde FGFR3’teki ¢ok yonlii etki mekanizmasina sahip mutasyonlar
siklikla ekzon 7 kodon 248 (%63), ekzon 10 kodon 375 (%18) ve ekzon 10 kodon
372de (%06) goriilmektedir ve bu mutasyonlar da yiizeysel papiler timor ve diisiik
niiks ile iligkilendirilmistir (Lott S vd., 2009). Ayrica FGFR3 mutasyonlu tirotelyal
karsinomlarin ilerleme siirecinde TP53 mutasyonlarinin da devreye girmesi apoptotik
sistemin tamamen bozularak, daha kétii bir prognoz ve yiiksek niikse yol agtig1 da

diistiniilmektedir.

TP53 gen mutasyonlari mesane karsinogenezinde etkili ikinci yolagi olusturlar
(Sekil 1.3.). 17p13.1 lokasyonlu 11 ekzondan olusan ve hiicre dongiisii, DNA hasar
tamiri ve apoptozda onemli bir rol oynayan TP53 geninde 6zellikle DNA baglanma
bolgesinde ve genelinde meydana gelen mutasyonlar, proteinde fonksiyon kaybr ile
sonuglanir. Bir alt hedefi olan p21 gen ifadesinde de diisiise yol acan bu tip TP53
mutasyonlarina iirotelyal karsinomlarda sik rastlanmaktadir (Lott S vd. 2009). TP53,
RB ve p21 genlerindeki degisimler, FGFR3 degisimlerinden daha farkli bir
molekiiler profil gostermesi nedeniyle biyomarkor calismalarinda hedefi olusturan
onemli genlerdendir. Agresif yiiksek derece tiimorlerde siklikla TP53 ve RB

genlerinde mutasyonlara ve ilgili sinyal yolaklarinda degisimlere rastlanmaktadir.

Farkli kanserlerle iligskilendirilmis TP53 gen mutasyonlar1 genellikle proteinin
merkez DNA baglanma bolgesinde ve ozellikle 175., 245., 248., 249., 273., ve 282.
kodonlarda goriilmektedir (Robles vd. 2010). Bu mutasyonlar, FGFR3 mutasyonlu
kas invazyonu yapmamis mesane kanseri ile kas invazyonlu mesane kanserlerinin
ayirt edilmesi ve izlenebilmesi acisindan onemli biyomarkdrlerdir (van Rhijn vd.,
2004; Kompier vd., 2010; Lindgren vd.,2006). G1 derecesindeki 260 tiimorde TP53
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ve FGFR3 mutasyonlar1 ve kanser patogenezindeki gorevleri arastirildiginda, TP53
gen mutasyonlarinin FGFR3 gen mutasyonlarinin tam tersi olarak, yiiksek derece ve
invaziv tiimorle iliskili oldugu gosterilmistir (van Rhijn vd., 2004). Serum 6rnekleri
ile yapilan 8 G3 mesane kanseri hastasinda ise %63 oraninda (5/8) TP53 mutasyonu
varken, higbirinde FGFR3 mutasyonu tespit edilememistir (Lindgren vd., 2006).
Hem doku hem de idrar 6rneklerinde yapilan taramalarda ise pT2/pT4 tiimdrlerde
%42 (13/31) oraninda dokuda, %39 (7/18) oraninda da idrarda farkli TP53
mutasyonlarina rastlanmistir (Schlichtholz vd., 2004). Ayn1 zamanda evre, derece ve
lenf nodu sigramasi ile TP53 gen mutasyon durumu arasinda anlamli bir iliski oldugu
da ortaya koyulmustur. Bu calismalara ek olarak TP53 gen mutasyonlar1 ve protein
ifadelenme profili ile tiimor evre, derece ve yayimasi arasinda anlamlilik
arastirmalart siirmektedir. Mesane kanserinde TP53 gen mutasyonu ve asiri gen
ifadelenmesinin 6l¢iildiigili bir ¢calismada 94 hastanin %52.1’inde asir1 mutant protein
ifadelenmesi belirlenmis, 8.ekzon mutasyonu ise %42.3 oraninda bulunmustur
(Salinas-Sanchez vd., 2008). Mesane kanserinde p53 ile birlikte pRb yolaklarinin
inaktif olmasi, mutasyon kaynakli olmalar ve kanser progresyonunda da birliktelik
gostermeleri dolayisiyla bir tiir tesvik edici (“yolcu mutasyon”) etken olabilecekleri
diistintilmektedir (Tanaka vd., 2011). Asir1 sigara tliketiminin FGFR3 yabanil
tip/TP53 mutant genotip ile iligkili oldugu bulunmus, ancak sigara kullanmayanlar
ile kullananlar aras1 mutant genotip frekansi agisindan anlamli bir iliski
kurulamamistir (Wallerand vd., 2005). Ayn1 zamanda TP53 ikili mutasyonlarinin
sigara kullananlari, kullanmayanlardan ayirdin1 saglayabilecek bir genetik belirteg
olabilecegi ve de TP53 mutasyon motiflerinin sigara kullanimindan etkilenebilecegi
diistintilmektedir (Wallerand vd., 2005). Timor baskilayict gen TP53’teki bazi
LOH’lerin hayatta kalim ve kemoterapiye yanitta diisiise yol acgan, agresif ve kas
invazyonlu mesane kanseriyle; onkogen FGFR3 aktive edici mutasyonlari ise diigiik
derece ve yavag ilerleyen mesane kanseriyle iliskilendirilmistir (Fassan vd., 2007;

Bryan vd., 2009; Tanaka vd., 2011).

1.2.2. Mesane Kanseri ve RAF1 Geni

3p25 lokasyonlu Raf-1 (v-raf-1 miirin 16semi viral onkogen homolog 1) gen

iriinii olan RAF1 proteini, hiicrede plazma membranina yerlesik RAS ailesi
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proteinlerini kapsayan reseptor aracilt sinyal iletiminde efektor fonksiyonu gosteren
bir serin/treonin kinazdir. RAF gen ailesi iiyelerinden (BRAF, ARAF) RAFI,
FGFR3 tarafindan sinyal (ligand; FGF) alindiktan sonra MEKI ve MEK2
proteinlerini iki farkl rezidiisiinden fosforile eder. Bu aktivasyon RAS/RAF1/MAPK
yolaginda, birer serin/treonin protein kinaz olan ERK1 ve ERK2’nin MEK
proteinlerince fosforile edilmesi, bir¢ok genin ifadelenmesini ve hiicrede g¢oklu
yapisal degisimleri uyarir. Eger yolak iizerinde herhangi bir basamakta gorevli
proteinler, ilgili genler ve gen diizenleyicilerinde, siirekli biiyliime sinyali iletimine
yol acacak bir mutasyon varsa, yolakta anormal aktivasyon, hiicrenin kontrolsiiz
boliinmesi, transformasyonu ve sonucunda karsinogenez gozlenir (Marais vd.,1995;

Downward vd.,2003; Marks vd., 2008) (Sekil 1.4.).



Sitoplazma

Sekil 1.4. RAS/RAF1I/MAPK Sinyal Yolagi

Hiicre biiyiime ve boliinmesi, apoptoz, farklilagim, hiicre go¢ii ve onkogenik
transformasyonda etkili rol oynayan RAF1 proteininde, farkli mutasyonlar sonucu
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fonksiyon degisimleri gozlenebilir. RAF1 geninde meydana gelebilecek LOH, CNV,
SNP, delesyon ve/veya insersiyon gibi gen anomalileri farkli tiirde neoplazmlarin
gelismesine yol agar. Ozelikle kromozom 3p12-14, 3p21.3-22 ve RAF1 geni iceren
3p25 lokuslarinda alelik kayiplarin meydana gelmesi, mesane tranzisyonel hiicre
karsinomlarinda siklilikla karsilasilan bir durumdur (Li M vd.,1996). RAF1 geni,
ozellikle kinaz ve korunmus bolgelerindeki tetra-peptidik insersiyonlar sonucu asiri
aktivasyon gosterip akciger karsinogenezine yol agabilecegi diisiiniilmiis, ancak 140
hastayla yapilmis bu calismada spesifik bir RAF1 mutasyonuna rastlanmamistir
(Miwa vd., 1994). Dokuda mikroarray teknolojisi kullanilarak FGFR1 ve RAF1
genlerinde CNV’ler taranmis, iki gende de delesyon ve amplifikasyonlarin invaziv
ve ilerleyici papiler mesane karsinomlar1 (T1-T4) ile iliskili oldugu ve RAF1’in 3p25
komsu lokuslarindaki farkli gen aktivasyonlariyla birliktelik icinde ilerleyerek,
mesane kanseri progresyonuna yol agtigi gosterilmistir (Simon vd., 2001). PI3K,
RAS/RAF1/MAPK ve RalGDS yolagi boyunca gorevli efektdr proteinlerin RAS
tarafindan uyarilarak aktive olduklar1 ve hiicre transformasyonuna yol agtiklar
bilinmektedir (Repasky vd., 2004). Vezikiiler Stomatitis Viriis (VSV) malign
hiicreler, normal hiicrelere gore yiiksek verimle cogalmakta ve onkolitik 6zellik
gostermektedir. Noser ve arkadaglarmin 2006 yilinda yaptigt RAS/RAF1/MAPK
sinyal yolag1 aktivasyonlari ¢aligmasinda VSV ’nin onkolitik etkisinin yolakta gorevli
proteinlerin aktivasyonu ile arttigt ve asir1 aktif RAF1 profili gosteren NIH 3T3
hiicre hatlarinda VSV i¢in daha da gegirgen olma durumu ortaya koyulmustur.
Ayrica anormal artmis RAF1 profili gosteren hiicrede ERK1/2’nin de hizla fosforile
oldugu ve artmis onkolitik etkinin de yolaktaki birlikte ilerleyis sonucu daha da
arttigl gézlenmistir (Noser vd., 2007). Akciger kanseri Platinyum+Gemicitabin ve
Platinyum+Taksan olarak iki grup ilag ile tedavi edilen 1,076 kemoterapi hastasinin
ilaclara yanit ve hayatta kalimda RAF1 geninin transkripsiyon fakorii baglanma
bolgesine spesifik rs11710163 SNP’si icin heterozigot bireylerin homozigotlara
oranla daha iyi bir hayatta kalim gosterdikleri sonucuna ulagilmistir (Li Y vd., 2011).
Prostat kanserinde ise RAF1 apoptoz iligkisi arastirilmak istenmis ve rs13060691
T>G SNP’sinin heterozigot varyant genotipteki kisiler icin agresif prostat
karsinogenezi ile iligkili oldugu ve 1.38 kat risk (p=0.03<0.05; OR=1.38; %95 Cl=
1.03-1.84) olusturdugu belirlenmistir (Lavender vd., 2012). 145 mesane kanseri
hastasinda mesane kanserinde siklikla mutant bulunan 16 gen (FGFR3, PIK3CA,
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PIK3R1, PTEN, AKTI1, KRAS, HRAS, NRAS, BRAF, ARAF, RAF1, TSCI, TSC2,
APC, CTNNBI ve TP53) taranmis ve RAF1’de 14. ve 11. ekzonlarin dizilenmesinde
Ozgiin bir mutasyon bulunamamigtir. Ancak diger genlerin etkisini artirict ve yolak
tizerinde birlikte ilerleme gosteren aktive edici mutasyonlar gecirerek mesane
karsinogenezinde merkezi olmasa da oOnemli bir basamagi olusturdugu One
stiriilmiigtiir (Sjodahl vd., 2011). HRAS 1in PI3K ve RAF1’i aktive ederek invaziv
olmayan pTa evre tiimorlerinin gelismesine yol agmasi birlikte ilerleme olgusuna bir
diger ornektir (Mitra ve Richard, 2009). Doku mikroarray teknolojisi kullanilarak
gen amplifikasyonuna bagli asirt RAF1 protein ifadesine 141 pT1 evre tiimdrde sik
rastlanirken, bu durumun pTa/pTl timdr davraniglarini belirlemede etkili bir

prognostik degeri olmadig1 goriilmistiir (Mhawech-Fauceglia vd., 2006).

1.3. Mesane Kanseri ve Sigara Kullanim

Gen mutasyonlar1 ve bunlarin artip birikerek karsinogeneze yol agmasi endojen
ve ekzojen faktorlere baglhidir. Basta tiitiin mamiilleri olmak iizere zararli ¢evresel
maruz kalimlar (boya, komiir, tekstil kimyasallari, petro-kimyasal iiriinler vb.) ise
karsinogeneze etkiyen birincil ekzojen faktorlerdir. Ekzojen faktorler hiicrede
oksidatif DNA hasar1 olusturur ve DNA hasar tamir mekanizmalarindaki bozukluklar
sonucu gozden kacirilarak, giderek artan somatik mutasyonlara ve sonucunda da
karsinogeneze yol agabilmektedir (Stratton, 2011). Tiitlin mamiilleri karsinojenleri
(tar, hidrokarbon ve aromatik aminler) mesane mukozasina girerek DNA’da hasarlar
olusturur, hasar tamir sisteminin etkili ¢alisamamasi sonrasi hiicrede asir1 biliylime
sinyali iletimi tetiklenir ve apoptoz baskilanarak da mesanenin kanserlesmesine
neden olur (McConkey vd., 2010; Teo vd., 2011). Ozellikle iist yiizey iiriner hiicre
karsinomlarinda tiitiin mamullerine maruz kalimin 2.5 ila 7 kat aras1 risk arttiric
ekzojen bir faktdr oldugu belirlenmistir (Rouprét vd., 2011). Pasif igicilik de tipki
sigara kullanan kisilerde oldugu gibi karsinogenezde yiiksek risk olusturmaktadir

(Alberg vd., 2007).

Sigara kullanan mesane kanserli bireylerde IL-6 (-175G>C) homozigot varyant
CC genotipinin istatistiksel olarak anlamli bir iliskisi bulunurken, sigara
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kullanmayanlarda anlamli bir iliski saptanamanustir (Leibovici vd., 2005). Ozellikle
yas ortalamas1 65.2 ila 62.3 yas olup, ortalama 32.7 ila 30.0 yil sigara kullanmisg
bireylerde invaziv mesane kanseri gelisimi i¢in yliksek risk belirtilmistir. Yilda 29
paketten fazla sigara icen mesane kanseri hastalarinda bu varyant IL-6 genotipinin,
29 ve daha az sayida paket sigara kullanmis bireylere gore yiiksek oranda mesane
kanseri gelistirici bir risk faktorii oldugu ifade edilmistir. Ancak lojistik regresyon
analizleri sonucu varyant alel ile sigara kullanim1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir iliski olmadig1 da belirtilmistir. Sigara kullanan kisilerde DNA ¢ift zincir kiriklar
(DSB: “Double Strand Break™”) tamirinde gorevli genlerden XRCC1’in 194.
kodonundaki varyant alelin diisiik, niikleotid eksizyonu tamir (“Nucleotide Excision
Repair”) geni XPD’deki 751. kodon homozigot varyant alelinin ise yiiksek mesane
kanseri riski iligkisi belirttigi ortaya koyulmustur (Andrew vd., 2006). Kolorektal
kanserlerde RAF1 3’UTR SNP taramasi yapilmis bir hasta-kontrol ¢alismasinda her
iki grupta sigara kullanimi, cinsiyet ve viicut-kitle indeksi degiskenleri i¢in risk
olusturucu 6zgilin bir varyasyon bulunamamistir (Azimzadeh vd., 2011). Yine 20
gende SNP taramasi yapilarak sigara kullaniminin mesane kanseri gelistirmede risk
faktorii oldugu, ancak yas ve cinsiyet dahil edildiginde herhangi bir anlamlilik ifade
etmedigi gosterilmistir (Teo vd., 2011).

1.4. MikroRNA ve Mesane Kanseri

MikroRNA’lar (miRNA) ortalama 22 niikleotid uzunlugunda ve gen
ifadelenmesini baskilayan tek zincirli molekiillerdir. Bu endojen yapilar,
bakterilerden bitki ve memelilere; hiicre proliferasyonundan hiicre 6liimiine kadar
genis bir alanda etkilidirler. Bitkilerde yaprak ve ¢igcek, sineklerde yag
metabolizmasi, nematodlarda ndron, hayvanlarda kas ve esey hiicre gelisimi ve
memelilerde hematopoetik farklilasimda da diizenleyici rol oynarlar (Bartel, 2009;
Stefani ve Slack, 2008; Bushati ve Cohen, 2007; Feng vd., 2011). miRNA’lar
intergenik, polisistronik veya intronik bdlgelerden kodlanarak olgun hallerine
islenmeye baslarlar. miRNA’lara dair ayrintili bilgilere ulasilmaya baslanmasi,
C.elegans’ta kodlanan ve ge¢ larval donemden yetiskin hiicrelere gecis silirecini
uyaran /et-7 ve erken gelisimde larval donemden baslay1p ikincil siirece girilmesinde
gorev alan [in-4’tin, mutasyonlar sonucu gdrevlerini yerine getirmelerinin
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engellediginin bulunmasiyla miimkiin olmustur (Wightman vd.,1993; Bartel, 2004).
Diizenleyici fonksiyonlarini post-transkripsiyonel olarak hedef mRNA’lara baglanip,
onlarin yikimi veya translasyonlarinin baskilanmasiyla gergeklestiren mikroRNAlar,
bu karar1 kok bolge (“seed region”) ile hedef mRNA’nin 3’ translasyona ugramayan
bolgesi (3’UTR) arasindaki eslenikligin seviyesine gore verir (Bao vd., 2007,
Schaefer vd., 2010). miRNA’lara doku disinda diger viicut sivilarindan da
ulagilabilmesi, klinik ve teknik tiim yaklagimlarla, yeni ve invaziv olmayan bir

biyomarkor gelistirilebilmesi umudunu ortaya ¢ikarmistir.

1.4.1. miRNA’lar, Biyogenezi ve 3’UTR SNP’leri

Ilgili genomik bdlgelerden RNA pol II aracilig1 ile transkripsiyonu gerceklesen
mikroRNA’lar, pri-miRNA olarak niikleusta bulunur. Klasik bir mRNA gibi, 5’ cap
ve 3’ poliA kuyruga sahip 500 ila 3000 niikleotid uzunluktaki pri-miRNA dizileri,
sap-iplik (“stem-loop”) yapilarda katlanmis haldedirler (Schaefer vd.,2010; Ryan vd.,
2010). RNaz III endoniikleaz DROSHA ve DiGeorge-syndrome critical-region
protein 8 (DGCRS) kompleksi, mikroprosesor, intronik miRNA boélgeleri keserek
ortalama 70 niikleotidlik sa¢ tokasi (“hairpin”) seklindeki pre-miRNA’y1 olusturur
(Han et al., 2004; Takane ve Kanai, 2011). 2 niikleotidlik 3’sarkan u¢ tasityan pre-
miRNA’y1 bu bdlgesinden taniyan Exportin-5, RAN GTPaz ile kompleks
olusturarak, niikleustan sitoplazmaya taginmasini gergeklestirir (Bushati ve Cohen,
2007; Ryan vd., 2010). Sitoplazmaya ge¢mis olan pre-miRNA, bir diger RNaz III
endoniikleaz olan Dicer ve kofaktorleri TRBP (HIV-1 trans-activation response-
TAR-binding protein) ve PACT ile birleserek, sap-iplik kismindan ayristirilir
(Bushati ve Cohen, 2007; Tunali ve Tiryakioglu, 2010). 20-25 niikleotid
uzunlugundaki miRNA/mRNA ikili yapisindan rehber dizi “guide strand”, miRNA-
induced silencing complex (RISC) ve Argonaute 2 (AGO2) kompleksinde gen
ifadelenmesini diizenleme gorevini yiiklenirken, diger dizinin (“passenger strand”)
yikimi gergeklestirilir (Bushati ve Cohen, 2007; Takane ve Kanai, 2011; Feng
vd.,2011). RISC ile kompleks halindeki miRNA, hedef mRNA’nin 3’UTR boélgesine
gider. miRNA kok bolge ile hedef mRNA 3’UTR arasindaki esleniklik seviyesine
gore farkli yolaklar aktiflenir (Sekil 1.5). Watson-Crick modeli temelindeki
miRNA:mRNA ikili yapida miRNA, eger hedef mRNA’nin 3’UTR’sine
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Ozglnliigiinii giiclendiren tam (7’li ve/veya 8’li) baz eslesmesini sagliyorsa
mRNA’nin yikimini, daha az eslesme yapiyorsa da translasyonunun baskilanmasin

diizenler (Taby ve Issa, 2010; Wiemer, 2007).

Ago —~ RIS(
e
Bilesem

\ miRNA

Hedef mRNAya baglanma

Tam cxlqmi/ \}\“\m -

mMRNA yikimi MRNA translasyonunun baskilanmasi

Sekil 1.5. MikroRNA ve Hedef mRNA Eslesmeleri

Son yillarda miRNA’larin kok bolgeleri farkli kanser tiirlerinin gelismesinde
etkili olabilecegi diisiiniilerek ¢ok sayida g¢alismanin hedefini olusturmaktadir. Gen
iiriinii  transkripsiyonu, pri-miRNA ve pre-miRNA islenmesi, miRNA:mRNA
eslesmesi gibi yolaklar1 olumsuz yonde etkileyebilen SNP i¢in yapilan taramalar,
ozellikle miRNA hedef bolgeleri veya miRNA kok bolgelerindekilere yoneliktir.
Hedef mRNA’nin kaderini etkiledigi belirlenmis SNP’ler veritabanlarinda
biriktirilmektedir. Buralar islenecek veriler i¢in bir deneysel arastirmanin
basamaklari su sekilde ilerler: 1) mRNA:miRNA eslesmesini belirleyen bu diziler ve
hedef gen tahminleri; 2) olgun miRNA dizilerinin belirlenmesi; 3) hedef dizilerdeki
SNP’ler ve/veya CNV’lerin tanimlanmasi; 4) yabanil tip/ varyant alelin Gibbs
serbest baglanma enerjilerinin belirlenmesi (AG ve AAG); ve 5) polimorfizmlerin
etkisinin belirlenmesi. Varyant ve yabanil tip alellerin mikroRNA’larin hedef mRNA
3’UTR bolgesine baglanma enerjisi (AG) ve arasindaki fark (AAG), polimorfizmin
hedefe baglanmaya etkisinin ortaya koyulmasi i¢in 6nemli bir parametredir. Kansere
sebep olan hedef gendeki miRNA baglanmasini etkileyen SNP, bu calisma prensibi

ile veritabanina islenip kesinlik kazanir.
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Kanserde risk olusturucu endojen faktor oldugu diistintilen SNP’lerin tespiti ile
elde edilmis en Onemli bilgilerden biri, miRNA’larin onkogen ve/veya timor
baskilayici genlerin ifadelenmesini degistirmeleridir (George ve Mittal , 2010). 2008
yilinda sigara kullanan akciger kanserli hastalarda let-7 miRNA’smin hedef
genlerinden KRAS’in mRNA 3’UTR SNP’sinin yiiksek hastalik riski olusturdugu
ortaya koyulmustur (Chin vd., 2008). Mesane kanserinde mRNA:miRNA baglanma
polimorfizmi ortaya koyan ilk ¢alisma ise 2011 yilinda Teo ve arkadaslar1 tarafindan
gerceklestirilmistir (Teo vd., 2011). Yiiksek dereceli mesane karsinogeneziyle
iligkilendirilmis ve miR-145’in hedef mRNA’larindan PARP1 genindeki rs8679
mRNA 3’UTR SNP’si i¢in CC ve CT genotiplerine sahip hastalarda baglanmanin
engellendigi, sonucunda da varyant PARP1 profilinin hiicrede risk artirict faktor
oldugu gosterilmistir. HOXBS geni 3’UTR 1010 A>G polimorfizmi taranmis
mesane kanserli hastalarda AG+GG genotipi tasiyanlarin risk olusturdugu ve G
aleline sahip kisilerde miR-7 baglanmasinin engellenerek mesane karsinogenezi ve
proliferasyonuna yol actigi belirlenmistir (Luo vd., 2012). Kolorektal kanserde
incelenmis RAF1 rs1051208 c¢.*266C>T SNP’sinde varyant T alelinin kadinlarda
hastalik riskiyle iligkili oldugu (p=0,032; OR=0,62; %95 CI=0,401-0,96), ancak
Bonferroni dogrulama testiyle bunun istatistiksel bir anlamlilik teskil etmedigi
gosterilmistir (Azimzadeh vd., 2011). Gibbs serbest enerjisinin 2,8 kj/mol’den biiyiik
olmasi kosulunu saglamig RAF1 rs1051208 ¢.*266C>T polimorfizmi, RAF1 mRNA
3’UTR bolgesinde bulunan ve miR-213’lin de baglanmasini etkileyen bir SNP’dir
(Landi vd., 2008). RAF1 rs1051208 i¢in mikroRNA veritabanlar arastirildiginda bu
bolgeye hedef 3 mikroRNA daha goriilmektedir: hsa-miR-186 (MI10000483), hsa-let-
7i-3p (MI10000434) ve hsa-miR-5589-3p (MIMAT0022298). C ve T aleli taginmast
durumuna gore bu mikroRNA’lar i¢in eslesme 6zgiinligi Sekil 1.6°’da gosterilmistir.
Heniiz bu polimorfizm i¢in mesane karsinogenez ve progresyonuna etkileri
belirlenmemis bu mikroRNA’larin, RAS/RAF1/MAPK yolaginda ne tip bir katilimci
etkisi oldugu yukarida bahsedilen SNP tarama basamaklarini igeren arastirmalar ile

ortaya koyulabilir.
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m7G ;| ORF

Kodlayic1 Bolge | 44 A4
4
{ J
l 3’UTR
rs1051208
SNP = C>T

Lokasyon: 12625747

hsa-miR-186 i¢in hedef bolgesi cccatgetcaaGGCCCAGectictgtagatgegeaagiggatg
hsa-let-7i-3p i¢in hedef bolgesi tagaTGCGCAAgt
ise hsa-miR-5589-3p i¢in hedef bolgesi: agATGTGCAagt

Sekil 1.6. RAF1 mRNA ve Hedef mikroRNA’lar1
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2. AMAC

Mesane kanseri diinyada oldugu gibi lilkemizde de ileri yaglarda ve c¢evresel
maruz kalimlardan etkilenerek ortaya ¢ikan kanser tiirlerindendir. Ailesel gegislerin
yant sira sonradan kazanilmig somatik mutasyonlar da karsinogenez siirecini
hizlandiran ve prognoza etkiyen endojen faktdrlerdir. Hiicre bilylimesi, boliinmesi ve
farklilagsmasi siireclerinde gorev alan molekiiler yapilarda meydana gelen 6zgiin
mutasyonlarin birikerek kanserlesme yoniinde bir kuvvet olusturmasi da hastaligin

agir seyrine yol agar.

RAS/RAF1/MAPK sinyal yolagi bircok kanserde oldugu gibi mesane
kanserinde de siklikla protein ve ilgili gen mutasyonlar1 bakimindan ele alinan
onemli bir hiicre biiyiime ve bdliinmesi yolagidir. Bu sinyal yolaginda farkli
basamaklarda gorevleri bulunan FGFR3, TP53 ve RB proteinlerinin mutant olusu
mesane kanserinin iki farkli yoldan ilerleyisine yol agar. Son yillarda da RAS ve
RAF gen mutasyonlarinin iirotelyal kanserlerde tiimorlerin invaziv ve papiler
karsinomaya ilerlemesinde etkin rol oynadiklari ortaya koyulmustur ve bu genlerdeki
mutasyon, polimorfizmler ile ifade arastirmalari yogunluk kazanmistir. Buna ek
olarak, RAF1 genindeki rs1051208 polimorfizminin RAF1 mRNA 3°UTR
bolgesindeki miR-213 baglanma bolgesinde yer alan bir SNP oldugu gosterilmistir.

Bu tez kapsaminda, heniiz mesane kanseriyle iliskisi arastirllmamis olan
rs1051208 ¢.*266C>T polimorfizminin Tiirk mesane kanseri hastalarinda ve saglikli
bireylerde taranarak hastalik riski ile iligkilendirilmesi hedeflenmistir. Bu amagcla
saglikli kontrol grubu ve farkli derece ve evrelerde mesane timorii tespit edilmis
hastalarin bu polimorfizm agisindan genotipleri belirlenecek ve polimorfizmin
mesane timoril riskine katkisi, bireylerin cinsiyet ve sigara kullanim bilgileri ile
birlikte degerlendirilecektir. Polimorfizmin hastalik riski teskil ettigi belirlendigi
taktirde, elde edilen bulgular mesane tiimorlerinin teshis ve tedavisine yonelik yeni

caligmalara yon verecektir.
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3. GERECLER

3.1. Deneydeki Ornekler

Deneydeki hasta grubu oOrnekleri ve patolojik bilgileri Tirkiye’nin farkl
cografi bolgelerinden 2008-2012 yillar1 arasinda Istanbul’daki farkli hastanelere
basgvuran ve klinik ve patolojik olarak mesane kanseri tanist koyulan 189 bireyden
olusturulmustur. Hastalardan EDTA’l1 tiiplere alman 10ml kan DNA izolasyonu
yapilmak iizere buz igerisinde laboratuvara tasinmis ve islem yapilana kadar +4°C’de
saklanmustir.

Hasta bilgileri sigara ve alkol kullanimi, kullaniliyorsa miktari, siiresi, meslek,
yas, cinsiyet ve dogum yerini icermektedir. Caligmada 189 hasta vardir ve her birine
goniillii onay formu doldurtulup, bilgilendirilmeleri gerceklestirilmistir. Deneydeki
kontrol grubunu kendisinde ve ailesinde kanser Oykiisii bulunmayan 278 birey
olusturmaktadir. Bu bireylerden steril pamuklu ¢ubuk yardimiyla yanak ici epitel
hiicreleri toplanmig ve DNA izolasyonu ger¢eklestirilmistir.

Bu arastirmada kullanilan &rneklerin toplanmasi igin Halic Universitesi Insan
Arastirmalar1 Etik Kurulu’ndan onay alinmis ve bireyler hasta/saglikli goniillii onam
formlar1 ile bilgilendirilerek rizalari almmustir. Ornek sahiplerinin yas, cinsiyet,
dogum yeri, meslek, sigara ve alkol kullanimi, kullaniliyorsa miktari, siiresi,

metabolik hastaliklarin varligi, tansiyon ve diyabet bilgileri sorgulanmistir.

3.2. Kimyasallar

Deneydeki tiim kati ve sivi kimyasal malzemeler molekiiler biyoloji

standardinda olup SIGMA ve MERCK markalarina aittir.
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3.3. Tamponlar, Soliisyonlar ve Enzimler

3.3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Tamponlar1 ve DNA Polimeraz

Enzimleri
10X MgCl,’siiz Tampon : 200mM (NHy4),SO4

750mM Tris-HCI (pH 8.8)

%0.1 Tween 20
MgCl, : dH,O’da 25 mM
Deoksiriboniikleotidler(dNTP) : 100mM dATP, dCTP, dGTP ve dTTP
Taq DNA Polimeraz : Rekombinant Taq DNA Polimeraz

Fast Start Taq DNA Polimeraz

3.3.2. Restriksiyon Enzimleri ve Reaksiyon Tamponlari

Hhal : 10 U/ul

Reaksiyon Tamponu : 1X Thermo Scientific Tango Buffer
33mM Tris-HCI (pH7.9), 1.0mM
MgCl,, 66 mM KCI, 0.1 mg/ml BSA

Tanima Dizisi : 5 GMCGE ¥
3’ CGCG 5’

3.3.3. Elektroforez Tamponlari ve Jel Sistemleri

10X TBE (Tris-Borik Asit-EDTA) : 890mM Tris-Base,
890 mM Borik Asit,
20 mM Na,EDTA
20



10X Bromfenol Mavisi (BPB) : 2.5 mg/ml BPB

Etidyum Bromid (EtBr) : 10mg/ml

%1 veya %2’lik Agaroz jel : 0.5 X TBE tamponda %1 veya %?2’lik

(w/v) agaroz

3.3.4. Oligoniikleotid Primerler

RAF1 F: S ATATCAATGCTTGCACGCTG ¥’
RAF1 R: 5 CCAAAATCCATGTGTCTCC 3’

3.3.5. DNA Biiyiikliik Markorleri

GeneRuler 50b¢ DNA Markorii : 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500,
600, 700, 800, 900, 1000 baz ciftlik

fragmentler iceren DNA markdrii

GeneRuler 100b¢ DNA Markérii : 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800,
900, 1000 baz ¢iftlik fragmentler igeren
DNA markorii

3.3.6. Cihazlar

Otoklav : Dik Tip otoklav (BES, Tiirkiye)

Tartilar : Hassas Terazi, XB 220 A (Presica,
Isvigre), Terazi, KB 400-2 (Kern,
Almanya)

Santrifiijler : Mikrosantrifiij, MiniSpin Plus

(Eppendorf, Almanya)
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Derin dondurucular :-20°C, 2021 D (Argelik, Tiirkiye),
-20°C, GSD26410N (Bosch, Almanya)

Elektroforez Sistemleri : Flowgen (Ingiltere),

Sub-Cell GT (Bio-RAD, Italya)

Is1 Blogu : DB 2D (Techne, ingiltere)

Gli¢ Kaynaklari: :EPS 301 (Amersham Pharmacia
Biotech (Isveg)

Manyetik Karistiricilar : MR3001 (Heidolph, Almanya)

Buzdolaplari : Beko 8742, Argelik 3061 Plus
(Tirkiye)

Thermo-Cycler : Techne TC-512

Vorteks : Heidolph REAX (Almanya)

Su banyosu : Niive BM 402 (Tiirkiye)

Su Aritma Sistemi: : Millipore Milli Q Synthesis A10
(Fransa)

3.3.7. RGDE Metodunda Kullanilan Tampon ve Soliisyonlar

Hiicre Lizis Tamponu (pH 8.0) : 10mM/L Tris-HCL, %11 (w/v) Siikroz,
SmM/L MgCly, %1 (w/v) Triton X-100

Hiicre Cekirdegi Lizis Tamponu (pH 8.0)  : 10mM/L Tris-HCIL, %1 (w/v) SDS,
10mM/L EDTA, 10mm/L Sodyum
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Sitrat

Sodyum Kloriir (NaCl) : dH,O’da 5SM

Kloroform (CHCl;) : Saf kloroform (%100)
Izopropanol (C3HgO) : Saf izopropanol (%100)
TE tamponu : 20mM Tris-HCI (pH 8.0),

0.1 mM EDTA (pH 8.0)

23



4.YONTEMLER

4.1. RGDE Metodu ile Periferal Kandan Hizh Genomik DNA izolasyonu

EDTA’ll tiiplerde saklanan kan Orneklerinden 500pl alinarak 1.5 ml’lik
eppendorf tiipe aktarilir. Uzerinde 1000ul hiicre lizis tamponu eklenip tiip hafifce
calkalanarak tampon ile kanin karigmasi saglanir. 6000rpm’de 2 dakika santrifiij
edilip supernatant atilir. Pellet 1000ul hiicre lizis tamponu ile tekrar ¢oziiliir ve
6000rpm’de 2 dakika santrifiij edilir. Bu islemler kremsi bir pellet elde edilene kadar
tekrar edilir. Pelletin tizerine 300ul hiicre ¢ekirdegi lizis tamponu eklenerek pelletin
¢oziilmesi saglanir. 100 pyl 5SM NaCl ve 600 pl kloroform eklenerek tiip hafifce
calkalanir. 6000rpm’de 2 dakika santrifiijiin ardindan tiipte iki faz gozlenir; alt
organik faza karistirmadan, iist faz bir mikropipet yardimiyla dikkatle alinip yeni bir
eppendorf tiipe aktarilir. Uzerine 600 pl izopropanol eklenip tiip hafifce birkac kez
cevrilir. Bu asamada DNA gozle goriiliir bir hale gelecektir. DNA’y1 ¢okeltmek
amaciyla tiip 13000rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek silipernatant atilir. 10-15
dakika oda sicakliginda kurumaya birakilir. Kuruyan DNA {izerine 50-100 pyl TE

tampon eklenip ¢oziilmesi saglandiktan sonra +4°C veya -20°C’ye kaldirilir.

4.2. Yanak ici Epitel Dokudan DNA izolasyonu

Yanak ici epitel hiicreler, steril pamuklu ¢ubugun (“buccal swab”) her iki
yanak icine siirtiilmesi ile elde edilir. Pamuklu ¢ubuklar 600ul hiicre lizis tamponu
iceren 1.5ml’lik tiipe yerlestirilir. 50pl 10mg/ml Proteinaz K ile 55°C’de 30 — 60
dakika arasi inkiibe edilir. Uzerine 300 pl Fenol, 600 pl Kloroform eklenip,
12000g’de 2 dakika santriflij edilir. Olusan iic fazdan akdéz faz, interfaz ile
karigtirilmadan yeni bir tiipe aktarilir. Yeni tiipteki akoz fazin hacmine es hacimde
kloroform:izoamilalkol (24:1) (CHCl;: TIAA) eklenip 12000g’de 2 dakika santrifiij
edilir. Akoz faz tekrar yeni bir tiipe aktarilarak 1/10 hacminde 3M NaOAc (Sodyum
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Asetat) eklenip karistirilir. Toplam hacmin 0.6°s1 kadar (0.6 X) %100 izopropanol
eklenip -20°C’de gece boyu (16 saat) presipitasyona birakilir. Gece boyu
presipitasyon sonrasi tiipler 12000g’de 10 dakika santrifiijlenerek DNA ¢oktiiriiliir
ve DNA pelleti 500ul %70 EtOH i¢inde 12000g’de 5 dakika santrifiijlenerek yikanir.
Stipernatant atildiktan sonra tiipler 10-15 dakika kurumaya birakilir. DNA 50 pl
Low-TE tamponu eklenerek oda sicakliginda 2-3 giin ¢oziiliir ve bu sekilde +4°C’de

saklanabilir.

4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Bir PZR reaksiyonunda ¢ift zincirli DNA molekiiliinde ilgilenilen gen bolgesi,
farkl1 sicakliklardaki dongiilerin tekrart boyunca uygun primer ¢iftleri ile
cogaltilmaktadir. Reaksiyon gerceklesen tiiplin igerigi cogaltilacak DNA, hedef
bolgeye 6zgiin ileri ve geri primer ¢ifti, reaksiyon tamponu, MgCl,, dNTP’ler ve Taq
Polimeraz enzimi seklindedir. Bir PZR siiresince her bir dongiide iiretilen {irlin, bir
sonraki dongilide kalip gorevi goriir ve iistel olarak artarak belirlenen dongii sayisi
sonucunda hedef diziden fazla miktarda elde edilmis olur. Primerlerin kalip DNA
iizerine baglamp, enzim aktivitesini artirict Mg iyonlar1 yardimiyla Tagq
polimerazin ortamdaki dNTP’leri kaliptan ¢ogaltilan bu yeni zincire eklemesi ile
DNA sentezi gerceklestirilir. Caligmada kullanilan PZR bilesenleri Tablo 4.1°de,
dongii kosullari ise Tablo 4.2°de belirtilmistir.

Tablo 4.1. PZR Bilesenleri ve Miktarlari

PZR icerigi Miktar ( Stok konsantrasyon)
10X Tampon (NH4),SO4 | 2.5 ul (10X)

MgClI2 3 pl (25 mM)

dNTP 2 yl (5SmM)

Primer Cifti I’er pl (12.5 pmol/ pl)

Taq Polimeraz 0.2 pl (5U/ul)

DNA 0.5-15 pl (100ng)

Toplam hacim 25 ul
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Tablo 4.2. RAF1 PZR Kosullar1

PZR Kosullar RAF1
Baslangi¢c Denatiirasyonu | 94°C; 5 dakika
Denatiirasyon 94°C; 30 saniye
Baglanma 60°C; 45 saniye
Uzama 72°C; 30 saniye
Son Uzama 72°C; 5 dakika
Dongii Sayisi 30

4.4. Restriksiyon Reaksiyonlari

Bakterilerde hiicre icine giren yabanci bir DNA’nin ve belirli bakteriyofajlarin
taninip par¢alanmasinda gorevli endoniikleazlar DNA’y1 belirli diziden taniy1p seker
fosfat bagin1 kopararak keser. Endoniikleazlar DNA’y1 4-6 baz ¢iftlik dizilerden
tanty1p asimetrik veya simetrik olarak keserler. Asimetrik kesilmelerde yapiskan
uglar olusur ve bu uclar tekrar birlesebilir; ancak simetrik kesilmelerde kiit uclar
olusur ve DNA pargalari tekrar birlesemez. Tanima bdlgesine bir ka¢ baz uzakliktan
kesim yapan endoniikleazlar genetik arastirmalarda mutasyon ve polimorfizm
taramalarinda kullanilir ve bu metod Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi
(RFLP) olarak adlandirilir. Bir restriksiyon enzimi reaksiyonunda, enzim i¢in tanima
bolgesi olusturan veya tanima bdlgesini yok eden polimorfizm veya mutasyon in

vitro olarak endoniikleazlarca belirlenebilmektedir.

PZR ile ¢ogaltilan ilgili gen bolgesi, restriksiyon enzimi, enzim tamponu ve su
ile, enzim aktivitesi i¢cin optimum bir sicaklikta reaksiyona sokulur. Reaksiyondaki
enzim miktar1 kullanilan DNA miktarina gére ayarlanir. Enzim ve DNA miktar1
reaksiyon siiresini etkiler; asir1 yliksek konsantrasyonda enzim kullanilmasi spesifik
olmayan kesimlere ve enzimin bozulmasma yol acarken, diisiik konsantrasyonda
enzim ise diigiik enzim aktivitesine ve reaksiyon siiresinin uzamasina yol agar.
Calismada kullanilan restriksiyon enzimi ve reaksiyonun kosullar1 Tablo 4.3’te,

kesim sonrasi olugan bant uzunluklar1 Tablo 4.4.’te belirtilmistir.
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Tablo 4.3. rs1051208 RFLP Reaksiyonu Kosullari

Restriksiyon Enzimi | Tampon Inkiibasyon Siiresi | Sicakhk
Hhal, 0.5 pul 10x Buffer C, 2.0 yl | 2 saat 30 dakika 37°C
100x BSA, 0.2 pl

Tablo 4.4. rs1051208 RFLP Fragmanlari

Gen SNP Kesim enzimi | PZR Fragmanlar
RAF1 | rs1051208 Hhal 441b¢ | CC: 318,123 bg
c.*266C>T CT: 441, 318, 123 bg
TT: 441 bg

4.5. Agaroz Jel Elektroforezi

DNA bantlarinin  boylarmma gore ayut edilmesini  saglayan  jel
elektroforezlerinde temel prensip, uygun bir tampon igerisindeki jele yiiklenen
DNA’nin, iskeletindeki negatif yiiklii fosfat gruplari nedeniyle negatif elektrottan
(katot) pozitif elektrota (anot) gd¢ etmesi ve bantlarin etidyum bromid veya glimiis
boyama ile gozle goriilebilir hale gelmesidir. Agaroz jel elektroforezinde DNA’nin
molekiiler agirligina gore farkli agaroz konsantrasyonlarinda farkli ayirt edilmesini
saglar. Yiiksek konsantrasyonlar kisa parcalarin ayriminda tercih edilir. %2’lik jel
hazirlanmasi i¢in 60 pl 0.5X TBE tamponunda 1.2g agaroz ¢oziindiiriiliip kaynatilir
ve soliisyona 1.8 pl 10mg/ml EtBr eklenerek sicaklik 50°C’ye diistiriilir ve jel
kasetine dokdiliir. Taraklar yerlestirilip polimerizasyon i¢in sogumaya birakilan jel
daha sonra igerisinde yine 0.5X TBE tampon bulunan yatay jel elektroforez tankina
yerlestirilir, taraklar buradayken alinir ve kuyucuklara da tampon dolmasi saglanir.
Izole edilen DNA o6rnekleri, PCR fiiriinleri ve RFLP reaksiyonu 6rnekleri BPB
yiikkleme boyasi karistirilarak kuyucuklara mikropipetlerle yiiklenir. 120V elektrik
akiminda 20-25 dakika siliresince DNA’nin anoda yiirlimesi gerceklestirilir.

Elektroforez sonucunda DNA bantlar1 UV 151k altinda gozlenir. Deneydeki PZR
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ornekleri ve restriksiyon enzim kesim tirlinleri %2’lik agaroz jelde yiiriitiilmiis, EtBr

ile boyanmis ve UV altina gézlemlenmistir.

4.6. PZR Saflastirma ve Dizi Analizi

DNA bazlarinin her biri, farkli floresan boyalar ile isaretlenerek kapiller bir
sistemden gegirilir. Enzimatik sentez yontemi ile gerceklestirilen otomatik dizi
analizi sisteminde, floresan isaretli boyalar bir lazer tarafindan uyarilip, yaydiklar
1isiklarin bir CCD kamerada toplanmasi ile, her bir boyanin temsil ettigi baz tek
seferde ayirt edilir. Floresan miktar1 ve 6l¢iimii sonrasinda DNA 6rneklerindeki baz
dizileri belirlenir.

Dizi analizleri yapilacak PZR firiinleri, High Pure PCR Product Purification Kit
(Roche) ile saflastirilmistir. 50 pl PZR iirtinii, 250ul baglanma tamponu ile 1 dakika
maksimum hizda santriflij edilir. Silipernatant atilarak 250pl yikama tamponu
eklenip, 13000g’de 1 dakika santrifiij edilir. Stipernatant atilarak 200ul yikama
tamponu ile 13000g’de 1 dakika santrifiij edilir. Siipernatant atildiktan sonra filtreli
tiip, kapagi kesilmis bir Eppendorf tiipe yerlestirilir ve tizerine 50pl eliisyon tamponu
eklenip, 13000g’de 90 saniye santrifiij edilir. Eppendorf tiipteki saflastirilmis DNA

0,5’lik Eppendorf tiiplere aktarilarak dizi analizi i¢in hazirlanmis olur.

4.7. istatistiksel Analizler

Calismaya dahil edilen hasta ve kontrol gruplarinda tespit edilen genotip
verileri SPSS 15.0 ve PLINK programlar ile istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
Hasta ve kontrol gruplarinin dengeli bir popiilasyon olusturup olusturmadigi Hardy
Weinberg Denge (HWD) testiyle incelenmistir. Cinsiyetin ve sigara kullaniminin
hastalikla iliskisi X* bagimsizlik testi ile incelenmistir. Hasta ve kontrol gruplari
genotiplerine ve sigara kullanimlarina goére ayrica smiflandirilarak belli bir
genotipteki bireylerin sigara kullanimina gore hastalik riskleri de lojistik regresyon
analizi ile degerlendirilmistir. rs1051208 polimorfizminin hastalikla koruyucu veya
risk olusturucu egilimi, HWD’nin saglanmasin1 gerektirmeyen Aditif Genotipik
Model ile hem Lojistik Regresyon hem de Cochran-Armitage Trend Testi (CATT)

ile hesaplanmistir (Freidlin vd., 2002). Varyantin alelinin bir kopyasinin koruyucu
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veya risk yoniinde egilime etkisini gormek amagli kodominant, dominant ve resesif
model lojistik regresyon testleri uygulanmistir (Slager ve Schaid, 2001). Erken evre
ve ileri evre tiimdrler gruplanarak aditif, dominant ve resesif model CATT analizine
tabi tutulmus ve ileri evre timor olusumu ile genotip iliskisi aragtirllmigtir. Tiim

analizlerde istatistiksel anlamlilik sinir1 p<0.05 kabul edilmistir.
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5. SONUCLAR

5.1. DNA izolasyonu

Mesane kanseri hastalarinin kan 6rneklerinden, saglikli bireylerin ise yanak ici
epitel doku hiicrelerinden izole edilmis DNA’lar %]1’°lik agaroz jele 1ul miktarinda
yiiklenip, 15 dakika yiiriitiilerek kalitatif ve kantitatif analizleri yapilmistir (Sekil
5.1).

Sekil 5.1. DNA izolasyonlarmin %1’lik Agaroz Jelde Gériintiilenmesi

5.2. RAF1 Geninin PZR ile Cogaltilmasi

3291 aminoasit kodlayan 3p25 lokasyonlu RAF1 geninde 3’ translasyon
terminasyon kodonu 266. niikleotidindeki C>T donilisiimiinii belirlemek iizere
441bg’lik bolge PZR ile cogaltilarak %?2’lik agaroz jele 8ul yiiklenip, 20 dakika
ylriitiilerek goriintiilenmistir. Bant boylart 100b¢ ve 50b¢ DNA markorleri ile
degerlendirilmistir (Sekil 5.2.).

30



PCR
100bp 107 131 141 238 257 266 274 290 305

———

441bg

-—-‘4_’""-

Sekil 5.2. PZR Uriinlerinin %2’lik Agaroz Jelde Goriintiillenmesi
5.3.PZR Uriinlerinin Restriksiyon Analizi

Cogaltilan 1ilgili RAF1 gen lokusu, ¢.*266C>T (rs1051208) tek niikleotid
polimorfizmi analizi i¢in Hhal restriksiyon enzimi ile muamele edilmistir. Bant
boylart 100b¢ ve 50b¢ DNA markorleri ile %2°lik agaroz jelde 25 dakika yiirtitiilerek
degerlendirilmistir (Sekil 5.3.).

61 62 63 64 66 67 69 100bp

441b¢

i
<J— 123b¢

— G L

Sekil 5.3. Hhal Kesimlerinin %1°lik Agaroz Jelde Goriintiilenmesi
5.4. PZR Uriinlerinin Dizi Analizi

Restriksiyon analizi ile belirlenen genotiplerin dogrulanmasi amaciyla her ii¢

genotipten DNA Ornekleri PZR sonrasinda saflastirilip dizi analizine tabi
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tutulmustur. Dizi analizi reaksiyonlar1 IONTEK A.S. (istanbul, TURKIYE)
tarafindan gergeklestirilmistir (Sekil 5.4., 5.5. ve 5.6.).

260 270 280 290 300 310
TTCCCCATGCTCAAGGCCCAGCCTICTIGTAGATGEGCAAGTIGGATGTTIGATGGTAG

~ o
Sekil 5.4. 1s1051208, CC Genotipi Dizi Analizi (GCG)

250 260 270 280 230 300
CACATTCCCCATGCTCA MGCCCAGCCTICTIGTAGATGEGCAAGTIGGATGITGATGC

AR

Sekil 5.5. 151051208, CT Genotipi Dizi Analizi (GCG/GTC)

[ 6C103-RAFIF-11Apr2013:2
260 270 280 290
CTCAAGGCCCAGCCTTICTGTAGATGEGCAAGTIGGATG

Sekil 5.6. rs1051208, TT Genotipi Dizi Analizi (GTG)
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5.5. Hasta ve Kontrol Gruplari Cinsiyet, Yas ve Sigara Kullanim Verileri

Calismaya 278 saglikli birey ve 189 mesane kanseri hastasi olmak iizere
toplam 467 birey dahil edilmistir. Bireyler yas, cinsiyet, sigara kullanimi, meslek,
aile Oykiisli yonlerinden degerlendirilmistir. Bu bilgilere ek olarak mesane kanseri

hastalar1 timor evre ve derecesi bilgileriyle de siniflandirilmigtir.

189 mesane kanseri hastasinin %16.1°1 kadin, %80.9’u erkektir. Hastalarin
yaglar1 25 ile 95 yas aras1 degigsmektedir ve ortalamasi 68 yastir. 150 mesane kanseri
hastasinin % 2,7’si 25-40 yas, %12,7’si 40-55 yas, % 44’1 55-70 yas ve %40,6’s1
70-95 yas arasidir (Sekil 5.7.). Sigara kullanim bilgileri verilmis 134 mesane kanseri
hastasinin 104’1 (%79) sigara kullanmaktayken, 30’1 (%21) hi¢ kullanmamastir.

70
60
50
40
30

20
0 |

25-40 Yas Arasi |40—55 Yas Aras1 |55—7O Yas Arasi |70—95 Yas Aras1 |

Yaslar

Kisi Sayis1 | Kisi Sayis1 | Kisi Sayis1 | Kisi Sayisi |

Sekil 5.7. Hasta Grubu Yas Dagilimlari

278 saglikli kisinin %30’u kadin, %70°1 erkektir. Bilgisi verilmis 245 kisinin
yas ortalamasi 61 yastir. Sigara kullanim bilgileri verilmis 242 saglikl kisiden 106’si
(%44) sigara kullanmaktayken, 136’1 (%56) kullanmamaktadir.

5.5.1. RAF1 rs1051208 Polimorfizmi Hasta Grubu Genotip Verileri

Mesane kanseri hastalarinin genotip dagilimlar1 Tablo 5.1°de gosterilmistir.
189 mesane kanseri hastasindan 145’1 (%76,7) CC, 43’1 (%22,7) CT ve 1’1 (%0,53)
TT genotipinde bulunmustur (Tablo 5.1.).
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Tablo 5.1. Hasta Grubu Genotipleri

cC
145 (76,7)

CT
43 (22,7)

TT
1(0,53)

Genotip
n (%)

Toplam
189

PZR ve RFLP calismalar1 yapilmis 189 mesane kanseri hastasindan 71
tanesinin timor evre bilgileri mevcuttur. Tiimdrlerin 34’4 (%47,8) pTa, 22’si
(%31,4) pT1, 12’51 (%17.1) pT2, 2’s1 (%2,9) pT3 ve 1’1 (%1,4) pT4’tir (Sekil 5.8.).
Buna gore, erken evre pTa ve pT1 tiimorleri %79, ileri evre olarak kabul edilen pT2,
pT3 ve pT4 tiimorleri %21 oranindadir. Genotiplerine gore tiimor evreleri Tablo 5.2.

ve Sekil 5.9.°da, tiimdr evrelerine gore genotipler ise Tablo 5.3. ve Sekil 5.10.’da

gosterilmistir.
‘3‘2 %478 mpTa
30 HpTl
25
20 pT2
15 %17,1 pT3
10 i
5 %52.9— Y% 14 pT4
0
Tumor Evreleri
Sekil 5.8. Tiimor Evreleri Dagilimi
Tablo 5.2. Genotiplere Gore Tiimor Evreleri
pTa pT1 pT2 pT3 pT4
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) Toplam, n
CC 26 (52) 15 (30,6) | 8(16,3) 0 1(2) 50
CT 7 (35) 7 (35) 4 (20) 2 (10) 0 20
TT 1(100) 0 0 0 0 I
Toplam, n 34 22 12 2 1 7
(%) (%47,8) (%31,4) | (%17.1) | (%2,9) | (%1,4)
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100%
90%
80%
70%
¥ pTa
60%
pTl
50% -
pT2
40'?"0 n pTZD
30% - = T4
20% -
10% -
0% - f—
CcC CcT
Sekil: 5.9. Genotiplerin Tiimor Evrelerinde Oranlari
Tablo 5.3. Genotiplerin Tiimdr Evrelerine Dagilim1
cC CT T Toolam
n (%) n (%) n (%) P
pTa 26 (%76.4) 7(%2121) | 1(%3,03) (0/314; 9
o/,
pT1 15 (%68,19) 7 (%31,81) 0 ((ygf "
0 >
pT2 8 (%66,7) 4 (%33.3) 0 % ﬁ D
pT3 0 2 (%100) 0 2 (%2.,9)
pT4 1 (100) 0 0 1 (%1.4)
Toplam 50 (%70,4) 20 (%28,6) 1(%1,4)
100%
90%
80%
70%
60% - mce
50% - =T
40% - u T
30% -
20% -
IO'?/’Z) N
0% -
pTa pTl pT2 pT3 pT4

Sekil 5.10. Tiimdr Evrelerinde Genotip Oranlari

35




Timor evreleri ve genotiplerinden alel frekanslar1 hesaplanmis ve arastirilan

rs1051208 SNP’sinde atasal alel olarak bilinen C aleli yiiksek oranda bulunmustur.
Risk aleli oldugu diisiiniilen T aleli olduk¢a diisiik orandadir (Tablo 5.4. ve Sekil

5.11.).
Tablo 5.4. Farkli Tiimor Evrelerinde rs1051208 Alel Frekanslari
pTa pT1 pT2 pT3 pT4 Toplam
n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)
C 59 (41,5) 37(26,1) 20 (14,1) 2(1,4) 2(1,4) 120 (84,29)
T 9(6,3) 7(4,9) 4(2,8) 2(1,4) 0 22 (15,71)
142 (100)
45%
40%
35%
30%
25% mC
20%
15% “T
10%
5%
0% I |
pTa pTl pT2 pT3 pT4

Sekil 5.11. Alel Frekanslarinin Tiimor Evrelerindeki Orani

5.5.2. RAF1 rs1051208 Polimorfizmi Kontrol Grubu Genotip Verileri

RAF1 151051208 ¢.*266C>T polimorfizminin arastirildigi ve kontrol grubunu

olusturan 278 saglikli kiside belirlenen genotipler Tablo 5.5’de gosterilmistir.
Bireylerin 188’1 (%67,6) CC, 88’si (%31,6) CT ve 2’si (%0,72) TT genotipinde
bulunmustur (Sekil 5.12.).

Tablo 5.5. Kontrol Grubu Genotipleri

Genotip

CC

CT

TT

Toplam

n (%)

188 (%67,6)

88 (%31,6)

2 (%0,72)

278
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%0,72 _

“cc
%31,6
“CT
w %67.6 T
N

Sekil 5.12. Kontrol Grubu Genotip Oranlar1
5.6. Asosiyasyon Analizleri
HWD (uyumluluk) testi ile hasta ve kontrol gruplarinin genotip dagilimlari
incelenmis; hasta grubunun dengede oldugu (p>0,05), ancak kontrol grubunun

dengede olmadig1 (p<0,05) goriilmiistiir (Tablo 5.6.).

Tablo 5.6. Kontrol ve Hastalar Icin HWD Testi

rs1051208 Beklenen (n) Gozlenen (n) X2 p
CC:193,6 CC: 188
Kontrol CT: 76,8 CT: 88 5,94 | 0,0148
TT: 17,6 TT: 2
CC:146,7 CC: 145
Hasta CT: 39,7 CT: 43 1,35 0,244
TT: 2.8 TT: 1

X?: Ki-Kare, p: Anlamhilik

Cinsiyetin hastalik riskine etkisi arastirildiginda, erkeklerde hastaligin olusma
riskinin kadinlara gore 1.86 kat yiiksek oldugu bulunmustur (X*=6.763, OR=1.856,
%95CI=1,147-3,006, p=0,011) (Tablo 5.7.).

Tablo 5.7. Cinsiyetin Mesane Kanserine Etkisi

Hasta Kontrol X OR %95 CI P
Gozlenen Gozlenen
rs1051208 (n) (n) 6,763 | 1.856 1,147-3,006 | 0,011
Erkek 127 171
Kadin 30 75

OR: Odds Ratio, %95 CI: Goreli Oranti, p: Anlamlilik
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Koruyucu veya risk egilimi 6l¢lilmek iizere HW dengesi gerektirmeyen aditif
genotipik model uygulanarak varyantin hastaliga etkisi hesaplanmistir. TT
genotipinin mesane kanserinde koruyucu egilim gosterdigi belirlenmistir (CATT
p=0,036 ve Lojistik Regresyon p=0,037; OR=0,65) (Tablo 5.8.). T alelinin koruyucu
egilim gosterdigi bulunduktan sonra kodominant, dominant ve resesif genotipik
modeller uygulanmistir. Kodominant test ile CT genotipinin hastalik olusumu
acisindan koruyucu etkisinin anlamli oldugu gosterilmistir (p=0,035; OR=0,634)
(Tablo 5.8.). Dominant model lojistik regresyon analizine gore, sadece 1 varyant T
alelinin taginmasi koruyucu etki gozlenmesi egilimindedir (p=0,034; OR=0,6339)
(Tablo 5.8.).

Tablo 5.8. RAF1rs1051208 i¢in CATT ve Lojistik Regresyon Analizleri

Model Metod OR %95 CI p
Aditif Lojistik regresyon | 0,6475 | 0,4307 - 0,9735 | 0,03668
Aditif CATT 0,036

Kodominant | Lojistik regresyon | CT: 0,634 | CT: 0,415-0,998 | CT: 0,035
TT: 0,648 | TT: 0,58-7,219 | TT: 0,724
Dominant | Lojistik regresyon | 00,6339 0,4162—-0,9653 | 0,03363
Resesif Lojistik regresyon 0,734 0,06609 — 8,153 0,8013
CATT: Cochran Armitage Trend Test, OR: Odds Ratio, %95 CI: Goreli Oranti, p:

Anlamlilik

Sigara kullaniminin mesane kanserine etkisini incelemek iizere ki-kare testi
yapilmis; sigara kullanmimmin hastalik riskini 4.45 kat artirdigi goriilmiistir (X:

39,983, OR= 4,448, %95 CI=2,755-7,181; p=0.0349) (Tablo 5.9.).

Tablo 5.9. Sigara Kullaniminin Mesane Kanserine Etkisi

Sigara Sigara
rs1051208 | Kullanan (n) | Kullanmayan (n) X? OR %95 CI p
Hasta 104 30 39,983 | 4,448 2,755- 0,0349
Kontrol 106 136 7,181

Hasta ve kontrol gruplarinda sigara igenler ve igmeyenler genotiplerine gore
ayrilarak genotip ve sigara kullanma durumunun birlikte, hastalia etkisi

arastirllmistir (Tablo 5.10.). CC genotipi referans alinarak yapilan istatistiksel
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analizler sonucu p degerleri 0,05’ ten biiylik oldugundan sigara kullanimi ile CT, TT

ve CT+TT genotipleri arasinda anlamlilik tespit edilememistir.

Tablo 5.10. Sigara Kullanimi ve Genotip I¢in Risk Analizi

RAF1 |Sigara igenler Isc;iﬁla;;enler

Genotip | Hasta/Kontrol | OR 95%CI |p Hasta/Kontrol | OR 95%CI |p

CC 74/74 Referans | - - 20/96 Referans | - -

CT 29/32 1,103 g:ggZ' 0,747 | 10/40 0,866 ?;ig 0,728
T |10 1 ?é’gég 1 |on 4,00E+08 | 0- 1
CTHIT 30732 0,972 (1)’5(32:12 0,984 | 10/41 0,08 8:(1)2—5 vl

Tiimor evresi bilgileri mevcut olan 71 hasta ileri ve erken evre olarak
gruplanip, genotiplerin ileri evre timor olusumu iligkisi aditif, resesif ve dominant

model CATT ile yapilmisg, ancak anlamli bir farklilik bulunamamastir. (Tablo 5.11.).

Tablo 5.11. Timor Evreleri ve rs1051208 Polimorfizmi i¢in CATT

Kromozom 3 rs1051208

Al MODEL | METOD p
T ADD CATT 0,341
T REC CATT 0,390
T DOM CATT 0,212

ADD: Aditif, REC: Resesif, DOM: Dominant
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6. TARTISMA

WHO verilerine gére malign neoplazmlardan kaynakli 6liimlerin %0.3’{inli
olusturan mesane kanseri, erkeklerde kadinlarin yaklasik ti¢ kat1 kadardir ve agirlikla
yetmisli yaglarda 6liim ile sonu¢lanmaktadir (Global Cancer: Facts&Figures 2nd
Edition). Cevresel bir¢ok faktoriin de mesane karsinogenezine ve agir seyretmesine
yol actig1, 6zellikle tiitlin mamiilleri kullanim1 ve maruz kaliminin bu olumsuz etkiyi
artirdig1 bilinmektedir (Rouprét vd., 2011). Bu gibi ekzojen faktorlerin yani sira
biiyime, boliinme, farklilagma gibi 6nemli hiicre sinyal yolaklarinda anomalilere
neden olan ¢ok basamakli gen mutasyonlar1 da (endojen faktdrler) karsinogenezi
tetikler. Bunlar “siirlicii mutasyonlar” olup Onemli genlerde meydana gelerek
proliferasyon ve farklilagim ile karsinogeneze yol acarken, “yolcu mutasyonlar” olup
her hiicre boliinmesi siiresince somatik olarak bu siireci hizlandirabilirler (Stratton,

2011).

TP53, RB ve FGFR3 genleri mesane karsinogenezinin farkli ilerlemesine
etkiyen 6nemli SNP’ler tagirlar. TP53 ve RB gen mutasyonlari siklikla metastatik ve
yiiksek derece invaziv tiimorlerin gelisimine yol acar; FGFR3 mutasyonlarina ise
invaziv olmayan, papiler, diisik ve yiikksek derece tiimorlerde siklikla
rastlanmaktadir. FGF’nin baglanmasiyla hiicre membranindaki reseptor tirozin kinaz
FGFR3 aktive olur. Hiicre biiylimesi yoniinde sinyal iletimi yapilmasini uyaran bu
durum karsisinda, eger RAS/RAF1/MAPK yolaginda mutant protein/proteinler var
ve hasar tamir noktalarindan da kagmis ise yukarida bahsedildigi gibi “yolcu
mutasyonlar” sonucu endojen faktdrlerden kaynaklanmis karsinogenez kaginilmaz
olur. Yolak boyu ardil fosforillenmeler ile diigme ‘agma-kapama’ gibi molekiiler
aktivasyonlar anormal seviyede gergeklesir. Bu yolakta MEK1/2 ve sonrasinda
ERK1/2 fosforillenmesinden sorumlu olan RAF1 gen mutasyonlar1 prostat,
kolorektal ve mesane kanserlerinde siklikla taranan endojen risk faktorlerindendir.
Fosforile ERK’ler bircok gen ifadelenmesini baslatacak ¢ok farkli transkripsiyon

faktorlerini aktive etmek iizere sitozolik bilesenlerin fosforilasyonunu yapar.
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SNP veritabanlarinda minér alel frekansi olarak belirtilen (MAF) degerinin
%S5 ten biiyiik olma kosulu saglandiginda herhangi bir popiilasyonda ender goriilen
alel icin gii¢lii bir istatistiksel anlamlilik ortaya koyulabilmektedir. Bu deger farkli
poplilasyonlarda yapilmis genom tarama projelerinde farkli sonuglar vermis, ancak
toplam veride MAF, anlamliligint korumustur. Farkli popiilasyon gruplarinda
goriilen alel frekanslar1 Sekil 6.1.’de gosterilmistir. Bu ¢alismada ise mesane kanserli
189 hastadan yalnizca 1’inde bu SNP icin homozigot varyant TT genotipine
rastlanirken, kontrol grubunda bu say1 2’dir. Reference SNP Cluster raporuna gore,
CC ve CT genotiplerine siklikla rastlandigi (273/1483 ve 118/1483) ve TT
genotipine diisiikk sayida rastlandigi (19/1483)  bildirilmistir (Reference SNP

Cluster).
Sekil 6.1. rs1051208 Polimorfizmi R:in Popiilasyon Taramalari
. Total Major Minor
Population 1D sample F°(‘;';“)’°" Allele  Allele S8M9%P® LWE Goodness of Fit gooa
(2N) Freq. Freq. -
CIC=0.450 o, . .o .
HSP GENO PANEL 120 120  C=0.675 T=0.325 C/T=0.450 ~1(chiSq=0.039,df=1) Genotype
= =1.000 Freq.
T/T=0.100
CIC=0.783 o, . .o .
CEU GENO PANEL 120 120  C=0.883 T=0.117 C/T=0.200 ~1(chiSq=0.053,df=1) Genotype
C =1.000 Freq.
T/T=0.017
CIC=0.565 o, . .o .
AAM GENO PANEL 124 124  C=0.766 T=0.234 CIT=0.403 Friapsd 0 072df=1)  Genolype
T/T=0.032 ~ s
- - C/C=0.978 Pr(chiSq=0.000,df=1) Genotype
CHB GENO PANEL 90 90 C=0.989 T=0.011 J/C-0-578 Prichs S
CIC=0.467 o , . e .
YRI GENO PANEL 120 120  C=0.675 T=0.325 C/T=0.417 " rcniSq=0.152,df=1) Genotype
= =0.752 Freq.
T/T=0.117
; _ 0 aaa C/C=0.933 Pr(chiSq=0.004,df=1) Genotype
JPT GENO PANEL 90 90 C=0.967 T=0.033 $/C=0.933 Prichis =

Kaynak: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ss.cgi?ss=66858065

11051208 RAF1 c.*266C>T SNP’si daha once iran popiilasyonunda
kolorektal kanser i¢in taranmis ve T alelinin kadinlar i¢in risk aleli oldugu
belirlenmis, ancak Bonferroni diizeltme testinde bu egilim dogrulanamamistir
(Azimzadeh vd., 2011). Bu calismada 189 mesane kanseri hastasi ile 278 saglikl
bireyden alinmis 6rneklerde RAF1 geninde se¢ilmis rs1051208, c.*266C>T SNP’si
taranmis, genotip ve alel frekanslari karsilastirilarak mesane tiimori i¢in olusturdugu
risk arastirllmis ve hastalarin tiimor evreleri ile genotipleri arasindaki iliski

incelenmistir. Kontrol grubunun HW dengesini saglamadigi belirlenmistir. Bu lokus
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icin Tiirk popiilasyonun, evrimlesmenin durdugu, herhangi bir genotipin digerine
istiinliiglinlin  olmadig1r, mutasyon ve goglerin olmadigi, esit alelik dagilimin
korundugu ve disaridan eslesme yani melezlesmenin olmadigi kriterlerinden birini
saglamadig1 ve bu sonug elde edilmis olabilecegi akla gelmektedir. Melezlenmenin
en biiyiik etkisi homozigot veya heterozigot bireylerin birbirine baskinlik géstermesi
ve genotipin olusacak karaktere iistiinliigline neden olmasidir. Ayn1 zamanda bu,
popiilasyon ve SNP profilleri i¢in farkliliklar, yani dengeden ayrilmalar yaratir.
Bunun i¢in caligmalara dahil edilen birey sayisi artirilabilir veya alelin/genotipin
aditif, dominant ve resesif etkisini 6lcen ve HW dengesinde olmay1 gerektirmeyen

iligkilendirme modelleri kullanilabilir (Slager ve Schaid, 2001).

Mesane kanseri ve rs1051208 polimorfizminde, altta yatan genetik etki modeli
bilinmemektedir. Tiirk popililasyonunda mesane kanseri olusturmasi egilimini
belirlemek {iizere aditif genotipik modelde hem lojistik regresyon hem de Cochran-
Armitage Trend Test uygulanmistir. Cochran-Armitage, lojistik regresyon testleriyle
uyumlu sonuglar saglama 6zelliginde ve HWD’de olmay1 gerektirmeyen bir egilim
testidir (Slager ve Schaid, 2001, Genetic Epidemiology Glossary). Varyant T alelinin
risk egilimi olusturmast beklenirken, iki testin sonucu birbirine uyumlu sekilde
varyantin mesane kanserinde koruyucu egilim gosterdigi belirlenmistir (Tablo 5.8.).
Birlikte uygulanmasi 6nerilen kodominant, dominant, resesif genotipik modellerden
kodominant model, heterozigot CT genotip ve homozigot varyant TT genotipleri
karsilagtirarak iki farkli goreli oranti degeri elde etmeyi saglar. Bu calismada
kodominant genotipik test CT genotipinin bireyde hastalik olusumu agisindan
koruyucu egilim (Tablo 5.8.) olusturdugu sonucunu vermistir. Kodominant model,
MAF degeri %5 ten biiylik olma kosulunu saglamis biyolojik etkenin (minor alel; T)
hastaliga duyarlilik gostermedeki genetik senaryosunu ortaya koymakta
kullanilmistir. Alelik egilim belirlemek amaciyla uygulanan dominant ve resesif
genotipik model lojistik regresyon testlerinden dominant model, heterozigot CT ve
homozigot varyant TT genotiplerini homozigot yabanil tip CC genotip ile
karsilagtirir. Bu calismada sadece 1 varyant T alelinin tasinmasi koruyucu egilim
sonucunu vermistir (p=0,034<0,05, OR=0,6339<1.0) (Tablo 5.8.). Deneysel
caligmalarda istatistiksel test olarak tek basina veya aditif, dominant ve resesif
modellerle birlikte kullanilabilen kodominant modelin, lojistik regresyon ve/veya
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CATT gibi anlamlilik belirtilmesini saglayacak testlerle de desteklenmesi
onerilmektedir (Lettre vd., 2007). Mesane kanserine sebep teskil eden bir
mekanizmanin tamamlayict etkeni olarak diisiiniilebilecek rs1051208 polimorfizmi,
tim bu istatistiksel analizler sonucunda Tiirk popiilasyonunda hastaliga kars

koruyucu bir egilim vermistir.

Kadin ve erkek olmanin mesane kanseri riski i¢in farklilhik gdsterip
gostermedigi X* testi ile arastirlmistir. Bu arastirmaya dahil edilen hastalarm
%16,1°1 kadin, %80,9’u erkek ve kontrollerin %30’u kadin, %70°1 erkektir. Erkekler
icin mesane kanseri riski kadinlarla karsilastirildiginda 1,86 kat daha fazla

bulunmustur. Bu Tiirk popiilasyonu i¢in diinya verileriyle drtiisen bir sonugtur.

Sigara kullaniminin mesane kanseri i¢in en onemli ¢evresel faktor oldugu
bilinmektedir. Castelao ve arkadaslari, 1276 mesane kanseri hastas1 ve 1053 saglikli
kontrolde, herhangi bir tiitin mamiilii kullaniminin mesane kanseri riskini 2.4 kat,
sigara kullaniminin ise 2.5 kat artirdigin1 belirlemistir (Castelao vd., 2001). Bu
calismada ise, hastalarin %79’unun ve kontrollerin %44’liniin sigara kullandig1
saptanmigtir. Hastalar arasinda sigara i¢cmeyenler %21, kontrollerde ise %356
oranindadir. Genotip bilgileri dahil edilmeden, yalnizca sigara kullaniminin hastaliga
etkisi incelenmis ve riski 4.45 kat arttirdig1 goriilmiistiir. Ancak genotiplerle birlikte
ele alindiginda, TT nin az sayida olmasi nedeniyle sigara kullanimi ile iliskilendirme
goriilmemistir. Azimzadeh ve arkadaglarinin kolorektal kanser g¢alismasinda da
sigara kullaniminin bu SNP i¢in risk olusturucu bir anlamlilik ortaya koymadigi

goriilmiistiir (Azimzadeh vd., 2011).

Tiim tiimdr evrelerinin gruplandigi, pTa ve pT1’in olusturdugu erken evre; ve
pT2 ve daha yiiksek tiimorlerin olusturdugu ileri evre tiimdrler genotipler ile
karsilastirilmig, ancak anlamli iligkiler bulunamamistir. Tiimor evresi bilinen hasta
sayisindaki azlik ve TT genotipine az rastlanmasi sebebiyle, iliskinin derecesini
belirtmek iizere lojistik regresyon testi uygulanamamaistir. Simdiye kadar rs1051208
polimorfizmi icin farkli popiilasyonlarda da tiimor evre ve derecesine 0zgiin,

anlamlilik belirten bir sonu¢ bulunmamaktadir.
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Reseptor tirozin kinaz aktivasyonlu yolakta, RAF geni ailesi somatik

mutasyonlaridan BRAF" "

, siklikla melanoma, tiroid, prostat, kolon ve yumurtalik
kanserlerinde  goriilmektedir. RAS  aktivasyonu ile MAPK yolaginin
fosforilasyonunu uyaran RAF1’in, iirotelyal kanserlerde Oncii olmasa da, “yolcu
mutasyon” fonksiyonu gosterdigi akla gelebilir. RAF gen ailesi iiyelerinin solid
timorlerdeki tutarsiz mutasyon profilleri, calisilan topluluktaki etnik koken
farkliligindan kaynaklanmaktadir (Palanisamy vd., 2010; Jeong vd., 2008).
rs1051208 polimorfizmi RAF1 mRNA 3’UTR mikroRNA baglanma bolgesinde yer
alir ve Gibbs serbestlik derecesi kosulunu saglamistir. Mesane kanserinde varyant T
aleli varliginda mikroRNA’larin (miR-213, hsa-miR-186, hsa-let-71-3p ve hsa-miR-
5589-3p) baglanma oOzgiinliikleri ve mRNA ve protein {iretimine etkileri
arastirilabilir ve patogenezdeki rolleri ortaya koyulabilir. RAF1 genindeki bu 3’'UTR
SNP’si i¢in hedef mikroRNA’lar ile mikroarray caligmalari tasarlanarak da mesane
kanseri i¢in olumsuz yonde bir risk olusturup olusturmadiklar1 aragtirilabilir ve
hastaligin teshis, tedavi ve takibinde kullanilabilecek, klinik kullanimda deger teskil
edecek Onemli bulgular oraya koyulabilir. Bu sekilde olasi hedef miRNA’larin
onkogenik veya tiimor baskilayicit yonden etkisi belirlenebilir. RAF1 mutasyonlari
farkli kanser tiirlerinde ve popiilasyonlarda, ¢ok sayida hasta ve saglikli kontrolde
taranarak, mesane karsinogenezi ve progresyonuna etkiyen “yolcu mutasyon(lar)”
ortaya koyulabilir. Teshis, tedavi ve takip icin klinikte faydali olacak sonuglara
ulasmak amaciyla, ifadelenme seviyeleri Ol¢iiliip mutasyon taramalar1 yapilarak,
mesanedeki tiimoriin evre ve derecesine gore, RAF1 geninin tedaviye yonelik

hedeflerden biri olup olamayacagi kesinlestirilebilir.
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