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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

IRAK“TA TUMOR MARKER VE GEN KARAKTERIZASYONU TARAFINDAN
KULLANILAN MESANE KANSERININ ERKEN YASTA TANIMLANMASI

HAYDER HATEM ABDULWAHHAB AL-DOORI

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Melda DOLARSLAN

Kanser daha ziyade genetik temelli bir hastalik olarak degerlendirilmektedir. Oyle ki
hiicre proliferasyonunun kontrolsiiz bir hale geldigi ve tiimor olusumu ile karakterize
edilen ¢cok basamakli bir neoplaziyi tanimlayan bu hastalik bireyin genetik yatkinligina
baglidir mesane kanseri, tiitlin gibi farkli kanserojen ajanlara cevresel maruziyetten
sonra ve mesleki maruziyetin yan1 sira ¢oklu genetik ve epigenetik degisikliklerin
ardisik birikimi nedeniyle ortaya ¢ikar. Bu molekiiler degisiklikler, kontrolsiiz hiicre
cogalmasi, hiicre dongiisliniin deregiilasyonu ve farklilasmasi, hiicre Olimii veya
apoptozda azalma, istila blogu ve metastaz ile sonuglanir. Belirli genetik degisiklikler,
epigenetik ve protein ekspresyonu, bu sinyal yollarinin etkilesimi gibi bir ¢ift olarak
ortaya ¢ikar ve biiylime, ¢are, ilerleme ve metastaz yapma yetenegi dahil olmak iizere
tiimoriin biyolojik davranisimi belirler. Tiimor kaslarinda en sik goriilen degisiklikler
Papiller invazif diisik dereceli FGFR3 mutasyonel aktivasyonu, kromozom 9'un
heterozigotluk kayb1 (LOH), PIK3CA ve RAS genlerinin mutasyonel aktivasyonu ve
TSCIl'in mutasyonel inaktivasyonunu igerir. Kas invaziv tiimorlerde yaygin
degisiklikler arasinda TP53 ve RBI inaktivasyonu, PTEN ekspresyonunun azalmasi
(mutasyon, LOH, homozigot delesyon veya diger mekanizmalar yoluyla), ERBB2
amplifikasyonu, 6p22 amplifikasyonu, kromozom delesyonlar1 8 ve hedefleri olan diger
Genomik degisiklikler yer alir. CpG adalarimin hipermetilasyonu, siklikla timor
baskilayicilar da dahil olmak {tizere kanserdeki kritik genlerin transkripsiyonel
susturulmasiyla iligkilidir.

2021, 113 sayfa

Anahtar Kelimeler: Mesane Kanseri, Tiimor Marker, Gen Karakterizasyonu
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ABSTRACT
Master of Science Thesis

IDENTIFICATION OF BLADDER CANCER AT EARLY AGE IN IRAQ USED BY
TUMOR MARKER AND GENES CHARACTERIZATION

HAYDER HATEM ABDULWAHHAB AL-DOORI

Cankir1 Karatekin University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Melda Dolarslan

Cancer 1s mostly considered as a genetic disease so much so that this disease, which
defines a multi-step neoplasia characterized by tumor formation and cell proliferation
becomes uncontrolled, depends on the individual's genetic predisposition. Bladder
cancer occurs after environmental exposure to different carcinogenic agents such as
tobacco and due to occupational exposure as well as the sequential accumulation of
multiple genetic and epigenetic alterations. These molecular alterations result in
uncontrolled cell proliferation, deregulation of the cell cycle and differentiation,
decrease in cell death or apoptosis, invasion block and metastasis. The particular genetic
alterations, epigenetic and protein expression occur as a pair like the interaction of these
signalling pathways, and determine the biological behavior of the tumor, including its
ability to grow, resort, progress and metastasize. Depending on the genetic profile, the
clinical behavior, The changes most common in tumors muscle Papillary invasive low
grade include mutational activation of FGFR3, loss of heterozygosity (LOH) of the
chromosome 9, mutational activation of PIK3CA and RAS genes and mutational
inactivation of TSCI. Common alterations in muscle-invasive tumors include
inactivation of TP53 and RB1, reduced expression of PTEN expression (via mutation,
LOH, homozygous deletion, or other mechanisms), amplification of ERBB2,
amplification of 6p22, chromosome deletions 8 and other Genomic alterations whose
targets .The hypermethylation of the CpG islands is frequently associated with the
transcriptional silencing of critical genes in cancer, including tumor suppressors.

2021, 113 pages

Key words: Bladder Cancer , Tumor Marker , Gene Characterization .
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ONSOZ VE TESEKKUR

slrak'ta Timor Marker ve Gen Karakterizasyonu tarafindan kullanilan Mesane
Kanserinin erken yasta tanimlanmasi*‘adli bu calisma 2019-2021 yillar1 arasinda
Cankir1 Karatekin Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisiine ,.,,Yiiksek Lisans Tezi** olarak
sunulmustur. Bu c¢aligmanin amaci iilkemiz ile gen ifadesi diizenleyici elementlerle
(epigenomik metilasyon profilleri ilk olarak toplanan idrar &rneklerinin igeren bir
metilasyon dizisi kullanilarak analiz edildi. Bu profillerin analizi, segilen idrar
orneklerinde mesane kanseri varligiyla iligkili aday genlerin tanimlanmasina hizmet
etmistir. Daha sonra MS-PCR ile metilasyonu karakterize etmek ve secilen genlerin
hem hiicresel tiimor cizgileri hem de gelecekteki idrar serilerinde zaten toplanmis
olanlardan bagimsiz teknik alternatiflerle metillenip metillenmedigini belirlemek i¢in
optimize edilmis epigenetik metodolojisi. Segilen genlerin hipermetilasyonunun, segilen
genlerin ekspresyon kaybiyla iligkili olup olmadigini degerlendirmek i¢in, mesane
kanseri hiicre ¢izgileri, metillenmislerse genlerin ekspresyonunu geri almak icin bir
demetile edici ajan olan azasitidin ile tedavi edildi. metilasyonun varlig1 sadece CpG
dizisi tarafindan degil, ayn1 zamanda PCR metilasyonu, bisiilfitin dizilenmesi ve gen
ekspresyonunun RT-PCR, western blot (WB) ile geri kazaniminin dogrulanmasi1 ve
immiinfloresans. Tiimdrlerin molekiiler analizi i¢in yiiksek etkili teknolojilerin
ilerlemesi, genetik profillerin, epigenetik ve protein karakteristiginin farkli timor alt
tiplerinin arastirilmasimna ve belirli bir klinik davranisi tanimlayan hedeflerin ve
molekiiler yollarin tanimlanmasina izin verir olan iligkisi aciklanmistir). Tez calisma
konumun belirlenmesinde, planlanmasinda, arastirilmasinda, yiiriitiilmesinde ve
olusumunda ilgi ve destegini esirgemeyen, engin bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim,
yonlendirme ve bilgilendirmeleriyle ¢alismami bilimsel temeller 1s18inda sekillendiren
sayin hocam Dog¢. Dr. Melda Délarslan, Calismalarim aninda manevi destegini
esirgemeyen her zaman yanimda olan annem ve babam ve erkek ve kiz kardeslerimuz
saygl ve tesekkiirlerimi sunarim. Caligmalarim aninda manevi destegini esirgemeyen

her zaman yanimda olan arkadaslarim saygi ve tesekkiirlerimi sunarim.

HAYDER HATEM ABDULWAHHAB AL-DOORI
Subat 2021, Cankir1
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler Aciklamalar

°C Santigrat

ug Mikrogram

ul Mikrolitre

wm Mikrometre

uM Mikromolar

cDNA KomplementerDeoksiriboniikleikasit
dk Dakika

DNA Deoksiribontikleik asit

PCR Polimeraz zincir reaksiyonu

gRT-PCR Real Time (Es zamanli) PCR

X



SEKILLER DiZiNi

Sekil 1.1. Mesane kanserinin agamalari (Billerey, 2001).........ccccceeviiiiiienieeieenne. 14
Sekil 1.2. Mesane tiimorlerinin siiflandirilmasi (Chou et al , 2015).................... 16
Sekil 2.1. Biyolojik olarak protein profilleri i¢in ProteinChip® teknolojisi analiz
prosediirii (Kulasingam, 2008)..........cooeeriiiiiiniiiiienieeceeeeesee e 26
Sekil 2.2. Biyobelirteclerin kesfi icin stratejiler. MS, kiitle spektrometresi
(Kulasingam, 2008) .......cccuueruiiriiiieeiieeie ettt sttt 27
Sekil 3.1. Seminal ve prostat yagini infiltre eden erken mesane timori
(Benedetto, 1976) .....coueiieeeeeeeeeeeee e e 36
Sekil 3.2. 101 hastanin yasa gore % dagilimi ...........cccoeveveiieniiiiienieeiecieeee 37
Sekil 3.3. 101 hastada sigara i¢me profili .........cccoeeeriieniiniiiniiiieiceeeeeeeee 37

Sekil 3.4. Hastalarin diger risk faktorlerine gore dagilimi (J. Ferris et al, 2013)...38
Sekil 3.5. Tiim hastalarda farkli fonksiyonel belirtilerin siklig1 (N. Ismaili, 2017)39

Sekil 3.6. 101 hastada hematiiri karakteri .............cccceeevveeeiieeeciieeieeeee e 40
Sekil 3.7. Prostat kanseri ile iliskili hastalarin klinik tablosu ............cccccooceeunnen... 40
Sekil 3.8. Mesane teshis cihazi (Nishizuka , 2005)......cccccovvieeiieeeiieeeieeeieeeeeen 42
Sekil 3.9. Pek ultrason ve tarayicinin gelisiyle bu yana yapilmistir. (Nishizuka ,
ROOS) . N ... . .. ... 43
Sekil 3.10. Doppler cihazi (Nishizuka , 2005) .......cccceervuieeiiieeiieeieeeeeeeee e 43
Sekil 3.11. Hastayr muayene etme yontemi (Nishizuka , 2005) .......cccccecveveenennee. 45
Sekil 4.1. Sigma-Aldrichten .........coceeiiiiiiiiiii e 52
SeKil 4.2. BCIP / NBT.....ooiiiiiiiiiinteieetestee ettt st 53
Sekil 4.3. Bromofenol MaviSi..........cccuviiieiiiieiiieiiiec et 54
Sekil 4.4. Fosfat tamponlu Salin..........cccceeeriiiiiiiiiniiieiiecieecceeeeee e 54
SekKil 4.5. ELISA KitleTi.....eoueruiriiriiiiiieieniesieeieniceieetetetee sttt 55
SekKil 4.6. Idrar OrnNEKIETi............c.oviviuieieieieeeeeeeeeee e 55
Sekil 4.7. COKtUrGIMILS SONTA.......ccccviieeiiieiiieeeiee ettt eree e b e sevee s 56
Sekil 4.8. Sinyal Uretimi ve Analizi (Landmanet al , 1998)...........cccocoevvvvrrnnnne. 57
Sekil 4.9. Kuyunun dibine yerlestirilmis bir matris Grnegi. .......ccccceveeverveneennenne. 59
Sekil 4.10. Mesane kanseri hastalar1 ve saglikli vericilerden alinan 6rneklerdeki
isaret konsantrasyonlari (Gogalicet al , 2015) c..cccoeveverviiniininiinicnene 66

Sekil 4.11. Kavramin ispati. (a) [.L-6, .LL-10 ve I.L-8 kalibrasyon egrileri (b)
Diizeltilmis egri parametreleri. (Hata ¢ubuklari 8 ped standart
sapmalarini temsil etmektedir. U.a., keyfi birim) ..........ccccoeeveeviieennens 75

Sekil 4.12. Cok parametreli immiinolojik testlerin gelistirilmesine genel bakis 75

Sekil 4.13. V.E.G.F, M.M.P-9 ve LL-8'1n kantifikasyonu i¢in multiparametrik
immiinoassay. (a) Kalibrasyon egrileri (b) Ayarlanmis egri parametreleri

(c) Immunoassay kosullari (d) komplo matrisi ..........cecceeeeeeeneeeieenneenen. 76
Sekil 5.1. Tiim CpG adalarinin metilasyon profillerinin kiimeleme analizi 97
Sekil 5.2. Denetimli hiyerarsik kiimelerin patolojik derecesi veya histolojik
ASAMAST ANALIZT c..evvviieeeiiiie e et e e e e e e e e e err e e e e e aaaeeeennenes 98

Sekil 5.3. Farkl sekilde metillenmis farkli genlerin yogunlugundaki varyasyon .98
Sekil 5.4. BDNF promotoriiniin bisiilfit dizilemesi ile karakterizasyonunu
EOStETMEKLEAIT ..o 100



CIZELGELER DIiZiNi

Cizelge 3.1. Hastalarin gegmise gore dagilimi.........ccceeveiriiiniiniinnicniiiniceeee 39
Cizelge 4.1. Idrar 6rneklerinde belirteclerin ilk degerlendirmesi.................co.o....... 64
Cizelge 4.2. A.U.C degerine gore siniflandirilan biyobelirteclerin bireysel
J0153 0 18] 410 11 1 DTSR 67
Cizelge 4.3. Ikinci calismadan biyobelirteg tahlilleri.............ococovevevvevevererreennne. 72
Cizelge 4.4. Parametrelerin bireysel performanst ..........ccoceeviiiiinniiininiceneee. 73



1. GIRIS

1.1. Mesane kanseri

Mesane, ana islevi bir rezervuar olarak hareket etmek ve bobreklerde iiretilen idrarin
bosaltilmasina izin vermek {iizere i¢i bos bir organdir. Mesane duvar1 Yaklagik yarim
santimetre kalinliginda ve birka¢ doku tabakasindan olusur. Mesane kanseri, mesanede
kanserli hale gelen normal bir hiicrenin transformasyonudur. Kanser hiicresinin anarsik
¢ogalmasi, malign tiimor ad1 verilen az ¢ok organize bir diizenegin olusumuna yol agar.
Bu yayilmaya metastatik yayilma denir. Mesane kanseri mukozadaki vakalarin%
90''nda goriliir, buna {irotelyal timor veya iirotelyal karsinom denir. Hastaligin
baslangicinda, kanser hiicreleri az ve mukoza ile siirli bulunmaktadir. Ya bu yerel
asamada kalabilir, ya da tiimor kas tabakasina veya yakindaki organlara sizabilir
(Anthony, 2009). Mesanenin i¢i, cogu mesane kanserinden sorumlu gecis hiicreleri ile
kapldir. Ve ilerleme biiyiik 6lgiide tiimoriin agresifligine bagh olur. ileri yas ve eslik

eden hastaliklar herhangi bir nedene bagh yiiksek 6liim oranlart ile iligkilidir.

Idrar kesesinin kanseri, ciddi bir saglik sorunudur, dzellikle gelismis ve son derece
sanayilesmis iilkelerde nispeten yiiksek bir prevalansa ulastigmni bulunmustur. Urolojik
timorler i¢inde siklik sirasina ve oliim nedenine gore ikinci sirada yer alir. Genellikle
(vakalarin% 75'inde) iyi prognozunu ve dolayisiyla yiiksek sagkalimini agiklayacak
olan baslangi¢c asamalarinda teshis edildiginden karakterizedir. Tiim kanserler gibi
mesane kanseri gelisimi onkogenler ve timor baskilayict genler ¢esitli mutasyonlar elde
edilmesinden ibarettir. Mesane kanserinde degistirilebilen genler arasinda FGFR3,
HRAS, RB1 ve TP53 bulunur. Bu nedenle, ailede mesane kanseri dykiisii de hastalik
icin bir risk faktoriidiir. Ve bazi insanlarin bazi kimyasallar1 par¢alama yetenegini
azaltarak, etkilere karsi daha duyarli hale getirdiklerine inanilmaktadir. (P.Sanchez ,

2004).
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1.2.Mesane tiimorlerinin siiflandirilmasi

Mesane kanseri evresini tanimlamak i¢in, doktorlar timdriin boyutunu ve mesanenin i¢
duvarina olas1 sizmasi, 6zellikle mesane kasini inceler. Ayrica lenf diiglimlerine, komsu
organlara veya viicutta belli bir mesafeye metastaz seklinde olas1 bir yayilimi da
incelerler. Mesane tlimorlerinin% 75'inin tamamen yiizeysel oldugu ve bu nedenle
infiltre edilmedigi tahmin edilmektedir. Ek olarak, infiltrasyon olarak nitelendirilen
diger tiimorler vardir, ¢iinkii mesane duvarini kaslara kadar istila ederler (Felixet al ,

2008).

Mevcut uygulamada, doktorlar Tiimor, etkilenen diigiim sayis1 ve Metastaz i¢in TNM
siiflandirmasini kullanirlar (Sekil 1.1). Bu siniflandirma, tiimorleri farkli prognoz ve
tedavilere sahip olacak sekilde evrim asamalarinda degerlendirmeyi ve siniflandirmay1
miimkiin kilar. Mesane kanseri i¢in TNM 3 spesifik unsurlarin analizine dayanmaktadir:

T: tiimoriin biiylikliigii ve mesane kasina girmesidir. Tiimor ne kadar biiyiik ve sizmissa,
tedavisi o kadar zor olur.

N: lenf diiglimlerinde kanser hiicrelerinin varligina veya yokluguna ve etkilenen diigiim

sayisina karsilik gelir. Bu parametre, lenfatik aginda kanserin olasi yayilmasi hakkinda

bir fikir verir.

M: metastazin varligi ya da yoklugu, yani kanserin organizmanin diger dokularina

yayilmasidir.
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STAGE If ——

STAGE Il ——
' g A
Peritoneum
>

Sekil 1.1. Mesane kanserinin agsamalar1 (Billerey, 2001)

Mesane idrar yolunun bir pargasidir ve idrar igin gecici bir rezervuardir. Duvart g

katmandan olusan i¢i bos bir organdir:

1. Mukoza: bir epitel ve bir koryondan olusur (lamina propria) . Urothelium ad:
verilen epitel, mesanenin i¢ini ¢izer ve bu nedenle idrarla temas eder. Aym
zamanda iirotelyal (veya gecisli) hiicrelerden olusur.

2. Muskular (veya detriisor): i¢ boyuna tabaka, dairesel orta tabaka ve dis boyuna
tabaka olan ii¢ diiz kas dokusu tabakasina boliinmiistir.

3. Adventisya: En distaki katmandir. Bu katman bag dokusu igerir ve yetigkinlerde
bir yag yatagi olusturur. Mesane kubbesinin seviyesinde, adventisya periton ile

kaphdir (Billerey , 2001).

1.3.Histolojik Simiflamasi

Histolojik olarak tiimorler dort kategoriye ayrilabilir:

1. Gegis hiicreli karsinomlar (veya iirotelaller): bunlar dogada epiteldirler ve
mesane timorlerinin % 90'indan fazlasina karsilik gelirler. Bunlar, hiicre
farklilagsmasi (histolojik derece) ve mesane duvari igine girisi ile karakterizedir.

(stage T or TVNIM / TVIM, described below).
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2. Skuamdz hiicre karsinomlari:bunlart mesane kanserlerinin% 10'undan daha
azini olusturur. Siztozomiyaz ile en fazla iliskili histolojik tiptir.

3. Adenokarsinomlar: Mesanenin kotii huylu tiimorlerinin% 0,5 ila% 2'si ile
ilgilidir.

4. Farklilasmamis hiicre kanserleri: bu kategori, kiigiik hiicreli kanserler (TBM)
dahil olmak fiizere diger tiim histolojik formlar1 igerir. ikinci ¢ok nadirdir ve

mesane kanserleri% 0.5 11a% 1 oraninda temsil eder.

1.4.Klinik Siniflandirma

Ulusal Kapsamli Kanser Agi (NCCN) Kilavuzlarina gore, mesane kanserinin klinik
tablosu prognozu, yonetimi ve terapdtik amaglart acisindan farklilik gosteren ii¢

kategoriye ayrilmistir (Sekil 1.2):

1. Sizdirmayan kas mesanesi (TVNIM) veya yiizeyel tiimorler: bunlar mukoza
ile sinurlt tirotelyal tiimorlerdir.

2. Kas infiltrasyonlu mesane timort (TVIM): bunlar mesane kasini istila eden
tiimorlerdir.

3. Metastatik lezyonlar.
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Sekil 1.2. Mesane tiimorlerinin siniflandirilmasi (Chou et al , 2015)

1.5.Genetik Karakterizasyon

Tiimdrlere uygulanan molekiiler biyolojinin gelisimi, mesane timorlerinde somatik
genetik (ve epigenetik) degisikliklerin tanimlanmasini  saglamis ve mesane
karsinogenezinin molekiiler mekanizmalarin1 anlamak i¢in 6nemli bir adim olmustur.
On yil once, iirotelyal mesane karsinogenez modeli, genetik degisikligin iki farkl
yoluna dayaniyordu: papiller hiperplazi ve infiltre edici olmayan ve diisiikk dereceli
timorlerin yolu (HRAS ve FGFR3 genlerinin baskin mutasyonlari ile) ve displazi ve
kas icine sizan tiimdrlerin yolu (tlimor baskilayict genler TP53 ve / veya RB1'in yapisal
ve fonksiyonel anormallikleri ile). Bu iki molekiiler yolak, iirotelyal mesane
karsinogenezinde yer alan yeni genleri tanimlayan genom c¢apinda ¢alismalarin yakin
zamandaki sonuclart ile yeniden degerlendirilmelidir (Chou et al , 2015). Bu
degisiklikler potansiyel olarak klinik kanserolojide belirte¢ olarak da kullanilabilir.
Gergekten de, bazilar1 tanisal ve prognostik degerlendirmelerde, tedaviye yaniti
degerlendirmek icin yararli olabilir ve su anda yeni terapotik yaklasimlara yol

acmaktadir.
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1.6. Genetik degisiklikler

Genetik degisiklikler onkogenlerin anormal aktivasyonundan sorumludur (fonksiyon
kazanci) veya tiimor baskilayici genlerin deaktivasyonu (fonksiyon kaybi). Bu iki gen
sinifi, etki mekanizmalar1 ile ayirt edilir. Onkojenlerin etki tarzinin baskin oldugu
diistiniilmektedir, tiimor iizerinde olumlu bir etkinin gozlemlenmesi i¢in iki allelden
sadece birinin aktive edilmesi yeterlidir. Tersine, tiimdr baskilayici genlerin etki tarzinin

resesif oldugu kabul edilir. Inaktivasyonu, iki alellerinin degistirilmesini gerektirir.

Yeni hibridizasyon tekniklerinin gelistirilmesi sayesinde sitogenetik ve molekiiler
analizlerin ¢6zme giicii arasindaki bosluk son yillarda 6nemli Ol¢lide daralmustir:
karsilastirmali genomik hibridizasyon (karsilastirmali genomik hibridizasyon i¢in CGH,
ardindan CGH-dizisi) ve floresan yerinde hibridizasyon (FISH teknigi). 2000'lerin
basinda, metafazik kromozomlar iizerindeki CGH, c¢oziiniirliigli artirdi ve yiiksek
mitotik indekse sahip tiimor hiicrelerinde segici Onyargi kaynagi olan sitogenetik
analizden once hiicre kiiltiirinden kacindi. CGH, gittik¢e daha fazla ¢oziimleyici olan
CGH dizisi teknikleriyle hizla yerini aldi (BAC dizileri i¢in 1 Mb, oligoniikleotid
dizileri i¢in birkag Kb'ye kadar ¢oziiniirliik) ve bu, tiimdrlerde biiyiitiilmiis veya
kaybolmus, daha kiiciik boyutlu yeni boélgeleri vurgulamayr miimkiin kilmistir. DNA
ciplerinden tiiretilen teknolojilerin gelistirilmesi (mikrodiziler), insan genomundaki tiim
genlerin kapsamli analizini yaparak is 6l¢egini degistirmeyi miimkiin kilmistir (genom
capinda analiz),bu da tiimorlerde 6nemli sayida yeni molekiiler, genetik ve epigenetik

olay1 tantmlamay1 miimkiin kilar (Rosser et al , 2014).

Bu genetik degisikliklerin biiylik bir kism1 muhtemelen onkojenik giice sahip olmayan
gecici degisikliklere karsilik gelir. Bu degisikliklerin sadece bir kismi tiimoér ilerlemesi
sirasinda nedensel bir rol oynamaktadir ve farkli kanser tiirlerinde ortak olan birkag
temel mekanizma iizerinde dogrudan bir etkiye sahip olabilir ve hiicre proliferasyonu,
hiicre dongiisii tutuklamasindan kacis veya apoptoz gibi "kanserin ayirt edici 6zellikler1"

ad1 altinda listelenir.
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Tiimér DNA, RNA'nin mikrodizi teknolojileri ve ozellikle de ekzomlarin veya tim
genomlarin dizilenmesi (1 bp'lik ¢oziiniirliik) ile kapsamli analizi, baz1 degisikliklerin
kanser gelisiminde ne kadar énemli bir rol oynadigin1 hizli bir sekilde aciklamamiza
izin vermelidir. Yeni nesil siralama teknolojilerinin yaptig1 6nemli ilerlemeye ragmen,
bu teknikler, diizenli olarak biiytik 6l¢ekli tiim genom (3 Gb) dizilemesini dikkate almak
icin hala ¢ok pahalidir. Son bes yil kullanilan bir alternatif, genom dizisinin tim
kodlama kisimlarina (genomun% 1'i, 28 Mb) karsilik gelen ekzom dizisinin analizidir.
Mesane kanserinde, ekzom iizerine yapilan son c¢aligmalar, {irotelyal mesane
karsinogenezinde yer alan genlerle ilgili son zamanlarda yeni genomik degisikliklerin
tanimlanmasini miimkiin kilmistir. Son olarak, son zamanlarda, hepsi bulasici ve yiiksek
dereceli 131 mesane tiimorii iceren Kanser Genom Atlas projesi ¢er¢evesinde genom
capinda bir analiz gergeklestirilmistir. Genomik degisikliklerin sayisi 6zellikle
onemliydi, mesane tiimorleri melanomlar (10 / Mb) ve akciger kanserlerinden (8 / Mb)
sonra mutasyon orant (Megabaz basina yaklasik 7.7) agisindan tgilincii sirada geliyor.
Bu c¢alisma, mesane tiimorlerinde daha once hi¢ hasar gérmedigini bildiren genleri
iceren bir dizi mutasyon, delesyon ve amplifikasyon tanimlamistir, ve bunlar potansiyel

yeni terapdtik hedefler olusturabilir. (Wu , 2005).

2. KAYNAK OZETLERI

Calismalar, sistematik hale getirilmesi amaciyla incelenen degiskenlere gore
gruplandirilmis ve asagidaki verileri géz 6niinde bulundurarak sonuglarin anlagilmasini
kolaylastirmistir: ilk yazar ve referans yili, calisma tasarimi, ¢alisma siiresi, ¢alisma
popiilasyonu (irk ve cinsiyet gibi sosyo-demografik veriler, maruziyet ajanlari, maruz

kalma siiresi, karigtiric1 faktorler, ana sonuglar, kanit diizeyi ve tavsiye derecesi vb.

En son yaymlanan 2019 WHO verilerine gore Irak'ta mesane kanserinden oliimler
1.125'¢ (tiim Oliimlerin% 0.64'i) ulasti. Yasa gore oliim orani 100.000 kisi basina
7,39'dur. Irak, diinyadaki 3 numarali sirada yer aliyor. Kanser ile is faaliyeti arasindaki
iliskiye iliskin ilk referanslardan biri, Percival Pott'un Ingiltere'deki gen¢ baca
temizleyicilerinde skrotal kanseri tanimladig: 1775'te bulundu. bu kanser tiirii ile kurum

arasinda nedensel bir iligki oldugunu diistinmiistiir.
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1895'te Ludwing Rehm, bir Alman anilin fabrikasindaki iscilerin mesane kanseri
vakalarini bildirdi. Bu gozlem, diger bir¢ok lilkede benzer ¢alismalara ve insan mesane
kanserinde aromatik aminlerin nedenselliginin taninmasina yol agmustir. Uluslararasi
Calisma Orgiitii (ILO), 1921'de, benzidin ve naftilaminin sorumlu kanserojen maddeler

oldugunu belirtti ve is sagligi konusunda ilk uyarty1 baslatmistir.

Deneysel kanit, 1930'da, patolog Wilhelm Hueper ve digerleri, beta-naftilamin'in tekrar
uygulanmasiin ardindan hayvanlarda mesane kanserine neden oldugunu bulundu

(Beatriz Suarez , 2015).

1970 yilinda, Piemontese dei Colori di Anilina (IPCA) isgilerinde mesane
timdrlerinden 36 Olim dogrulandi, o zamandan beri halk arasinda kanser fabrikasi
(kanser fabrikasi) olarak bilinen bir Italyan boya fabrikasi. 1982'de Carlos A. Gonzalez,
Mataro'da (Ispanya) tekstil iiriinleri boyayan ve basan iscilerin mesane kanserine
yakalanma olasiligin1 hesapladi ve niifusun geri kalanindan neredeyse alti kat daha
yiiksek olduklar1 endise verici verileri kesfetti.

Cin'de aromatik aminlerle mesane kanseri ile ilgili ilk calisma 1990'da yayinlandi ve
kullanim1 1950'lerde basladi. Amerikan Kanser Dernegine goére, mesane kanseri
gelismis lilkelerde kolorektal, akciger ve prostat timdrlerinden sonra dordiincii sirada
yer aldi, diinya capinda yilda yaklasik 375.000 yeni vaka agikliyordur . Vakalarin% 65'i
gelismis llkelerde, 6zellikle de Gliney Avrupa ve Kuzey Amerika'da kayith olup, esas
olarak yiiksek sigara igme oranina baglidir. Mesane kanseri vakalarinin% 70-75'1 tiitiin
kullanimina baglidir ve % 20-25 kadar1 belirli mesleki maruziyetlerle iliskilidir. Cesitli
arastirmacilar (Lancet, 1978; NIOSH, 1981) kanser Oliimlerinin% 23 ila% 38'inin
mesleki nedenlerle iliskilendirilebilecegini hesaplamistir. Mesane karsinojeneziyle ilgili
0zel kimyasallar arasinda beta-naftilamin, benzidin, polisiklik aromatik hidrokarbonlar
(PAH'lar) ve 4-aminobifenil bulunur. Bu maddeler bati iilkelerinde yasaklanmis
olmasma ragmen da, su anda kullanimda olan diger bir¢cok kimyasallar da bu
patolojiden sorumlu olabilecegi tahmin edilmektedir. En yiiksek mesane kanseri
oranlar tekstil boyasi ve lastik kaucuk endiistrileri, ressamlar, deri is¢ileri, ayakkabi,
aliiminyum, demir ve celik endiistrisinde bildirilmistir. Ispanya'da, yilda yaklasik

12.200 vaka teshis edilmektedir; bu, erkek popiilasyondaki tiimorlerin% 11'ini ve kadin
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popiilasyonunun% 2.4'{inii temsil etmektedir. Ulkemizdeki insidans, erkeklerde

dordiincii en sik goriilen tiimor olan diinyadaki en yiiksek oranlardan biridir.

Arap ilkelerinde ve Ozellikle Misir'da kronik iritasyona neden olan hastalarin
mesanesinde biriken parazit Schistosoma haematobium'un neden oldugu endemik
schistosomiasis enfeksiyonu, ¢evremizde nadir goriilen mesane skuamdz hiicreli
karsinomuna (SCC) neden olmaktadir ve aile ge¢cmisinin bu kanser riskini artirdiina
inanilmaktadir. Bazi durumlarda, bu aile iiyeleri kansere neden olan ayni kimyasala
maruz kalmis olabilir. Glutatyon-s-transferaz (GSTM1) enzimlerindeki ve N-
asetiltransferaz enzimindeki (NAT2) (asetilatorler) genetik polimorfizmler gibi diger
degisiklikler, bireylerin organizmalariin belirli toksinleri par¢calamada yavas oldugunu

ve bunun da mesane kanserine yakalanma egiliminin artmasina neden olabilir.

Az sayida insan, mesane kanseri riskini artiran genetik bir sendromu miras alir, 6rnegin:

v’ Retinoblastoma geninin (RB1) bir mutasyonu ¢ocuklarda goz kanserine neden

olabilir ve ayrica mesane kanseri riskini artirabilir.

v" PTEN genindeki mutasyonlarin neden oldugu ve esas olarak meme ve tiroid
kanserleriyle iliskili olan inek hastaligi da mesane kanseri i¢in yiiksek risk

altindadir.

v Lynch sendromu (kalitsal polipozis olmayan kolorektal kanser) esas olarak
kolon ve endometriyal kanser ile iligkilidir, ancak etkilenen hastalarda mesane

kanseri ve iireter kanseri riski de yiiksektir.

Secilen caligmalar1 gézden gecirdikten sonra, en yiiksek kanit derecesine sahip olan
sonug, aromatik aminlere mesleki maruziyet ile polisiklik hidrokarbonlar ve mesane
kanseri arasinda kanitlanmig bir baglanti oldugudur. Bununla birlikte, bu kanser ve
diger mesleki maruziyetlerin iliskisine iliskin kesin sonuglar elde etmek i¢in daha fazla
bilgi elde etmek i¢in daha fazla caligma yapilmasinin yani sira, 6nceden onaylanmis

maddelere maruz kalan is¢ilerin gozetim ve izlenmesi gerektigini diisiiniiyoruz.
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2.1. Cahisma Hipotezinin Gerekcesi

Evrensel kanser kayitlar1 yoktur. Insidans oranlarmi tahmin etmek igin kullanilan
yontemler, bir taraftan ulusal (veya bolgesel) insidans kayitlarinda ve diger taraftan
Oliim kayitlarinda olmak {izere gesitli olasiliklara dayanmaktadir. Cok merkezli olanlar
da dahil olmak iizere farkl iilkelerde yapilan ¢ok sayida g¢alisma, yiizeysel mesane
timorlerinin erken evrelerde evriminde belirli klinik ve patolojik faktdrlerin 6nemini

gostermistir.

Tiim hastaliklarda oldugu gibi mesane tiimorlerinin izlenmesi ve tedavisi, hastalarin
yasam kalitesi lizerinde en az 6nemli etkiye sahip olan en iyi maliyet-fayda testleri ve
tedavileri istenir. Bugiin itibariyle belirli bir izleme ve eylem planit mesane tiimorlii tim
hastalar i¢in kurulmamstir. Urologa bu hastaligi olan hastalarin ydnetiminde kullanimi
kolay bir ara¢ saglamak amaciyla, 2006 yilinda Avrupa Uroloji Dernegi dergisinde
yayinlanan ¢ok merkezli bir ¢alisma yapilmustir. Icinde, ¢ahisilan faktdrlere gore,
toplamima bagli olarak, mesane tiimoriinlin daha biiyiikk veya daha az niikks veya
ilerlemesi riskine yonelik ve boylece bir takip veya yeterli tedavi diisiiniilebilecek bir
puan atanir. Bu nedenle arastirmaci, saglik alanimizda mesane tiimorii tanisi ve tedavisi
olan hastalarin 6zelliklerini ve gelisimini gosteren bir ¢alisma yapmay1 planliyor,
Mesane tiimoriinden muzdarip Irak niifusunun riskini 6l¢mek i¢in, tiitiin (vaka-kontrol
caligmasi) gibi literatiirde kanitlanmig bir etiyopatojenik faktorii ve bundan muzdarip

olanlar gibi, zayif gelisme riski (cok degiskenli caligma).

2.2.Biyobelirtecler

Ulusal Saglik Enstitiileri'ne gore, bir biyobelirte¢ (veya biyolojik belirteg) "Nesnel
olarak Olciilen ve normal veya patolojik biyolojik siireglerin veya terapotik bir
miidahaleye farmakolojik tepkilerin bir gostergesi olarak degerlendirilen biyolojik bir
ozellik" olarak tanimlanir. Bir biyobelirte¢ bu nedenle molekiiler, anatomik, fizyolojik

veya biyokimyasal olabilir (Biomarkers, 2001).
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Daha kesin olarak, bir tiimor markdri, "kanser oncesi veya kanserli kosullar altinda
kantitatif veya kalitatif olarak degistirilen bir molekiil, bir islem veya bir madde olarak
tanimlanir,ve modifikasyon bir analizle tespit edilebilir ". Bu degisiklikler tiimoriin

kendisinden veya c¢evresindeki normal dokudan gelebilir.

Biyobelirtegler iki ana alanda kullanilmaktadir. Biyomedikal arastirmada,
biyobelirtecler yeni tedavileri gelistirirken ve degerlendirirken kullanilabilir. Ozellikle
terapotik hedefleri belirlemeyi, ilag adaylarinin se¢imine yardimei olmayi ve adaylarin
farmakolojisinin anlagilmasina katkida bulunmay1 miimkiin kilarlar. Ek olarak, bir ilacin
klinik degerlendirmesi sirasinda klinik bir kriterin yerini alabilirler, bu vekil son

noktalar olarak bilinir. (Schrohlet al, 2003).

Klinik uygulamada, biyobelirteclerin c¢esitli islevleri bir siniflandirma olusturmay1

miumkin kilar:

e Teshis biyobelirtecleri: anormal patolojisi veya durumu olan hastalarin
tanimlanmasina izin verirler.

e Risk veya duyarlilik biyobelirtecleri: Bir patoloji gelistirme riskini tahmin
etmeyi miimkiin kilarlar.

e Prognostik biyolojik belirtecler: patolojinin seyrini belirlemeyi miimkiin kilarlar.
Onkolojide, prognostik biyobelirtecler rekiirrens riskinin bir tahminini verir.

e Tahmine dayali biyobelirtegler: bir tedaviye yaniti tahmin etmeyi ve dolayisiyla
bir hasta i¢in en uygun tedaviyi belirlemeyi miimkiin kilar ( "Kisisellestirilmis
tip" olarak tanimlanan strateji ).

e (Gozetim biyobelirtegleri: hasta izleme sirasinda kullanilirlar. Kanserolojide niiks

veya remisyon tespitine izin verirler (Kelloff , 2012).
2.2.1 Biyobelirteclerin kesfi ve kimlik tanimlama siireci

Kisisellestirilmis tibbin gelistirilmesi, hasta teshisi, izleme ve tabakalandirma
baglaminda kullanilabilecek biyobelirtegler i¢in giiclii bir talep yaratmigtir. Ayni

zamanda, yeni genis bant teknolojilerinin ortaya ¢ikmasmin yani sira kanser gibi
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hastaliklarin patofizyolojisini incelemek igin sistemik yaklagimlarin gelistirilmesiyle

yeni biyobelirte¢ arayisi yeniden canlandi.

Bu boliimde aciklanan kesif ve tanimlama siireci esas olarak protein biyobelirtecleri ve
dolayisiyla proteomiklerle ilgilidir. Ik olarak 1996 yilinda bilimsel literatiirde ortaya
cikan "proteom" terimi, bir organizma veya bir hiicresel sistem tarafindan iiretilen tim
proteinleri ifade eder. Proteomik bu nedenle, bir proteomun biiyiik 6l¢ekli calismasit ve
proteinlerin biyolojik 6nemi ile ilgilidir. Bu nedenle, proteomik ¢aligmalar, proteinlerin
tiim yonlerini (bunlarin ekspresyonu, islevi, etkilesimi ve yapisi) anlamak veya hastalik
durumlarinin yeni biyolojik belirteglerinin kesfedilmesine yol a¢mak gibi farkl

amaglara sahip olabilir (Schrohlet al , 2003).

2.2.2 Yeni biyobelirteclerin kesfi icin farkh yaklasimlar

Yeni biyolojik belirteglerin kesfi i¢in ii¢ ana yaklasim vardir (Ramachandran, 2008);

e Veriye dayali yaklagim: sayisal proteinler ile belirli bir patolojik durum
arasindaki bir baglantiy1 tanimlamaya izin veren tiim proteomun bir analizidir.

e Bu yaklasim tarafsizdir ¢iinkii dahil olabilecek proteinler hakkinda hicbir
varsayimda bulunulmamaktadir.

e Bilgiye dayali yaklasim: bir patoloji i¢in bilimsel bilgi durumu sayesinde
potansiyel biyobelirteclerin belirlendigi hedeflenen proteomik bir yaklagimdir.
Bilginin durumuna bagimlilik bir dezavantaj olabilir ¢iinkli yeterince
gelistirilmezse, belirli bilinmeyen belirtegler tanimlanamaz.

e Sistem biyolojisine dayali yaklasim: Sistem biyolojisi, biyolojik bir sistemin
tiim unsurlarmin davraniglarii ve iliskilerini inceleyen ve davranisini tahmin
etmek icin modeller gelistiren disiplinler arasi bir arastirma alanidir. Bu
yaklagim, karmasik bir sistemi birkag¢ parcaya bolerek ve aralarindaki iliskileri
belirleyerek analiz eden s6zde indirgemeci yaklagimla ¢elisir. Bu, izole edilmis
molekiillerin ¢aligmasinin tim sistemi anlamak i¢in yeterli oldugunu

varsayarken, sistem biyolojisi, hesaplama teknikleriyle (hesaplama yontemleri)
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iligkili biiyilk miktarda genomik ve proteomik verilerin entegrasyonuna

dayanur.

Proteomik ve bir hiicredeki tiim proteinlerin incelenmesi (6rnegin kanserli) ile ilgili iki
ana zorluk vardir. Bu, ¢ok sayida numuneyi ve proteini ayni anda analiz edebilmek i¢in
yeni teknolojilere ve elde edilen biiyiik miktarda veriyi yonetmek ve analiz etmek igin

biyoinformatik araglarin gelistirilmesine duyulan ihtiyagtir (Ahram , 2008).

2.3.Biyoinformatigin Rolii

Yeni biyobelirtecleri kesfetme siirecinde biyoenformatigin iki ana rolii veri yonetimi ve
veri madenciligidir. Veri yonetimi, temel olarak belirli miktarda bilginin
depolanmasina, aranmasina ve alinmasina izin veren veritabanlar1 tarafindan yapilir.
Mevcut bir¢cok veri tabani vardir, bunlardan baslicalar1t SWISS-PROT, TrEMBL ve
NCBI'dir. Veri madenciligine gelince, proteomik teknolojileri tarafindan iiretilen
verilerin analizi ve yorumlanmasi ile ilgilidir. Bunun i¢in veri yorumlama, Oriintii

tanima ve tahmine dayal1 analiz araclar1 kullanilir (Yu , 2010).

2.4.Proteomik Teknolojiler

Biyolojik belirteclerin arastirilmasi i¢in klinik 6rneklerin analizi esas olarak iki teknik
kullanilarak yapilir: kiitle spektrometrisi ve protein ¢ipleri. Kiitle spektrometresi,
molekiilleri kiitlelerine goére tespit etmek ve tanimlamak i¢in kullanilan analitik bir
tekniktir. Iyonizasyon kaynagi molekiilleri iyonlara déniistiiriir ve ardindan analizdr

iyonlarin kiitle / yiik oranini (m / z) 6lger.

Farkli kiitle spektrometresi teknikleri arasinda, SELDI (ylizeyde gelistirilmis lazer
desorpsiyon iyonizasyonu) iyonizasyon yontemi, kimlikleri bilinmese bile, potansiyel
biyobelirteglerin iyonik imzalarmi kesfetmek icin yeterli bir strateji olarak ortaya

cikmistir (Edwards et al , 2015).
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Amerika Birlesik Devletleri Kanser Enstitiisii'niin Ulusal Kanser Enstitlisii (NCI),
birincil amacit proteomik teknolojileri yoluyla kanserin molekiiler temelinin
anlagilmasmi gelistirmek olan Klinik Proteomik Tiimoér Analizi Konsorsiyumu
(CPTAC) adli bir program olusturdu. Bu konsorsiyum, bu nedenle, timor biyolojik
numunelerinin kiitle spektrometresi ile analizine devam eder, bdylece proteinlerin
tanimlanmasma ve miktarinin  belirlenmesine ve numunenin  proteomunun
karakterizasyonuna izin verir. Bu verilerin ayni 6rneklerin transkriptomik ve genomik
verileriyle entegrasyonu, timor mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasina ve ayni

zamanda aday biyobelirteclerin kesfine olanak tanir (Nishizuka, 2015).

Kiitle spektrometrisi gibi, protein ¢ipleri de ¢ipin tilirline bagli olarak bir isaretleyiciyi,
bir isaret¢i grubunu veya bir proteom profilini tanimlamaya yardimeci olabilir. Adaylari
biiyilk ve paralel bir sekilde tespit etmeyi ve Olgmeyi mimkiin kilarlar. Ve
biyobelirteglerin kesfi i¢in ¢esitli teknolojiler kullanilmaktadir. Ters fazli ¢ip formatlari,
biyobelirteglerin  kesfi icin umut vadetmistir, c¢ilinkii yiiksek hassasiyetleri ve
tekrarlanabilirlikleri ve ayrica nicel yonleri nedeniyle bu tiir uygulamalar i¢in 6zellikle
uygundurlar. Bu ¢ipler ayn1 anda bir¢ok numuneyi inceleyebilme avantajina da sahiptir.
Protein ¢ipleri ve uygulamalari, bu araglara ayrilmis bir boliimde daha ayrintili olarak
anlatilmistir. Hem kiitle spektrometresinden hem de protein ¢iplerinden tiiretilen bir
alete Ornek, Bio-Rad'n (www.bio-rad.com) SELDI ProteinChip® sistemidir.
ProteinChip® teknolojisi, biyolojik numunelerden proteinlerin kesfi, dogrulanmasi,
tanimlanmas1 ve karakterizasyonu i¢in kullanilir. SELDI-TOF-MS teknigini bir ¢ip
formatiyla birlestirir (Sekil 2.1).
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The ProteinChip Reader detects as little as 1 femtomole of captured protein o LI
and assigns an accurate molecular weight using time-of-flight mass
spectrometry. Software generates results in various formats, including \““\
a gel view and a protein map that compares protein expression profiles. \J

Sekil 2.1. Biyolojik olarak protein profilleri i¢in ProteinChip® teknolojisi analiz
prosediirii (Kulasingam, 2008)

ProteinChip® teknolojisinin prensibi, yiizey ozellikleri proteinlerin tutulmasina izin
veren ¢ip lizerinde biyolojik numunelerin biriktirilmesine dayanir. Bu proteinler daha
sonra bir ProteinChip® okuyucu kullanilarak SELDI-TOF-MS tarafindan analiz edilir
ve tespit edilir. Farkli 6rnek serilerinden bu sekilde elde edilen profiller daha sonra
diferansiyel protein ekspresyon eslemesi adi verilen bir teknik kullanilarak
karsilagtirilir: belirli bir molekiiler agirlikta proteinlerin nispi ekspresyon seviyeleri,
istatistiksel yontemler ve Bioinformatics yazilimi ile karsilastirilir.. Ornekler Ek olarak,
bir ¢calisma ProteinChip® teknolojisinin gecis hiicreli mesane tiimorleri i¢in bir teshis
arac1 olarak potansiyelini gostermistir. Yazarlar, proteindeki bu degisikliklerin tespit
edilmesinin tan1 duyarliligini artirdig1 ve bu nedenle bu yontemle gegis hiicreli karsinom
tanisini iyilestirmenin miimkiin oldugu sonucuna varmislardir. Yararliligin belirlemek

icin artik daha derinlemesine ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Mueller ve arkadaslarinin yaptigi bir baska calismada, mesane kanseri hastalarindan
alman idrar Orneklerini analiz etmek i¢in ProteinChip® teknolojisi kullanildi.
Duyarhilikta% 80 ve oOzgiilliikte% 90 ila% 97 tanisal performans gosteren g¢esitli

biyobelirtegler tanimlanmistir. Bunlarin ayirt edici giiclerinin, timoriin invazif
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asamalarint (pT2 ve pT3) invazif olmayan asamalardan (pT1 ve pTa) ayirdigi da
gosterilmistir (Reddy, 2003).

Kiitle spektrometrisi ve protein dizilerinin yani sira, yeni biyobelirteclerin kesfi i¢in
diger ortaya ¢ikan teknolojiler kullanilmaktadir. Farkli olasi stratejiler Sekil 2.2 de
Ozetlenmistir. Bunlardan bazilari, biyolojik numunelerdeki biyobelirteg yiikseltme
mekanizmalarmin ¢aligmasina dayanmaktadir. Kanserolojide ana mekanizmalar,
proteinleri kodlayan genlerin asir1 ekspresyonu, proteinlerin salgilanmasi ve
atilmasindaki artis ve ayrica doku mimarisinin anjiyojenez, istila ve yikimidir

(molekiillerin salinmasina izin verebilir) (Muelleret al , 2005).
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Sekil 2.2. Biyobelirteglerin kesfi i¢in stratejiler. MS, kiitle spektrometresi (Kulasingam,
2008)

2.5.Mesane Kanserinin Idrar Biyobelirtecleri

Idrarm biyobelirtecleri tespit etmede cesitli avantajlar1 vardir. Koleksiyonu basittir ve
invaziv degildir. Ek olarak, idrar, bir¢cok farkli fizyolojik ve patolojik siirecin
saptanmasina ve izlenmesine izin veren ¢ok c¢esitli aday biyobelirtecler kaynagidir.
Aslinda, idrarda bulunan proteinler, iiriner sistem hiicrelerinin islev bozuklugunu
(0rnegin, epitel hiicrelerinin atilimi ile), ayn1 zamanda glomertiler filtrasyon sirasinda

proteinlerin kandan idrara gec¢isinden kaynaklanan diger islev bozukluklarini
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yansitabilir ( Topham, 2007). Boylelikle mesane kanserinin saptanmasi ve izlenmesine
yonelik bircok belirte¢ tanimlanmis ve bu belirteglerin bazilar igin idrar testleri zaten
gelistirilmistir. Bu boliim, biyolojik belirteglerin kapsamli olmayan bir listesini ve

mesane kanserine olan ilgilerini sunacaktir.

2.5.1.BTA-TRAK ™ VE BTA-STAT ™

BTA-Trak ™ ve BTA-Stat ™ (Polymedco, www.polymedco.com) BTA (mesane timor
antijeni) idrarinda iki dozajlardir hCFHrp (insan tamamlayici faktér H-iligkili protein)
icin olan karsilik gelir. Bu protein, insan tamamlayicisinin faktér H'sine benzer bir
isleve sahiptir ve normal hiicreler tarafindan onlar1 kendi organizmalarinin bagisiklik
sisteminden korumak i¢in salinir. Kanser hiicrelerinde, BTA bu nedenle bagisikliga
kacisa izin verir (Kinderset al, 1998). BTA-TRAK ™ testi, iki monoklonal antikor
kullanan bir immiino-enzimatik sandvi¢ tipi yOntemle kantitatif bir teste karsilik
gelirken, BTA-stat ™, immiinokromatografi ile kalitatif bir testtir. Iki test, {iriner
sitolojiden daha fazla duyarlilik gosterdi, ancak ozellikle tiimor disi genitoliriner
patolojiler sirasinda yanlis pozitifler olasiligi nedeniyle daha diisiik 6zgiillik gosterdi.
Bu testler, FDA tarafindan sadece sistoskopi ile birlikte mesane kanserinin izlenmesi

icin onaylanmustir. Diistik 6zgiilliikleri nedeniyle tarama veya teshis i¢in kullanilamaz.

2.5.2. NMP22

NMP22 (niikleer matriks proteini 22), c¢ekirdek yapisinin bir eleman: ve Oonemli bir
mitoz diizenleyicisidir. Bir tiimor baglaminda, NMP22 kanser hiicrelerinde daha yiiksek
bir konsantrasyonda bulunur (bunlar g¢ekirdek yapisinda degisiklikler gosterir) ve
hiicrelerin apoptozu sirasinda idrarda salinir Alere tarafindan pazarlanan iki test vardir
(www.alere.com ): Alere NMP22® Testi (kantitatif ELISA testi) ve Alere NMP22
BladderChek®. Her ikisi de mesane kanserinin izlenmesi i¢in FDA tarafindan
onaylanmistir. Alere NMP22 BladderChek® testi, yiiksek riskli hastalarda kanserin
saptanmasi i¢in de kullanilabilir (Shariatet al, 2008).
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2.5.3. IMMUNOCYT ™

ImmunoCyt ™, Scimedx (www.scimedx.com) tarafindan pazarlanan bir testtir. Bir
immiinositofloresan teknigine dayanir ve tercihen mesane tiimdr hiicreleri tarafindan
eksprese edilen antijenleri taniyan iic monoklonal antikor kullanir. Idrar sitolojisinin
duyarhiligini artirmak i¢in yapilan bir testtir. Hastanin idrarinda toplanan hiicreler bir
cam slayt iizerine sabitlenir ve sonuglar daha sonra bir floresan mikroskobu kullanilarak
okunur. Bu nedenle, iyi egitilmis personel ve operatdrler arasi degiskenligi miimkiindiir
gerektirir. Bu test, idrar sitolojisi ve sistoskopi ile birlikte mesane kanserinin izlenmesi

icin FDA tarafindan onaylanmistir.

2.54.BLCA4

Mesane kanserine 6zgii bir niikleer matris proteini (NMP) tanimlanmis ve BLCA-4
olarak adlandirilmistir. Hem tiimoérde hem de komsu bélgelerde bulunur ancak tiimorsiiz

mesanelerde saptanmaz (Konetyet al, 2000).

BLCA-4'in idrar konsantrasyonu, bir sandvi¢ tipi ELISA testi ile Olciiliir. Mesane
kanseri hastalarindan alinan idrar 6rnekleri tizerinde yapilan ¢aligmalar, testin% 89 ile%
96.4 arasinda bir duyarliligmin yani sira% 95 ile% 100 arasinda bir ozgillik
belirlemistir. Dolayisiyla bu belirte¢ hem yiiksek bir duyarliliga hem de yiiksek bir
Ozgiilliige sahiptir, ancak bu gozlemi dogrulamak i¢in daha biiyiik 6l¢ekli bir calisma

gerekli olacaktir.

2.5.4. SITOKERATINLER

Sitokeratinler, epitel hiicrelere 6zgii ara filamentlerdeki proteinlerdir. Insanlarda yirmi
farkli sitokeratin izotipi tanimlanmigtir. Sitokeratin fragmanlari, serum ve idrarda
¢Oziinlir ve bu nedenle tespit edilebilir. Bu fragmanlar arasinda, CYFRA 21-1
(sitokeratin 19'un ¢oziinlir fragmani) cesitli kanser tiirlerinde tespit edilir. Kantitatif

tahlil, iki monoklonal antikor kullanilarak bir ELISA elektrokemiliiminesans teknigi ile
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gerceklestirilir.  Roche tarafindan  gelistirilen test, Elecsys®  teknolojisine
dayanmaktadir. Sandvi¢ immiinolojik testi, biyotinlenmis bir monoklonal antikorun
yani sira, numunede bulunan analit ile bir immiinokompleks olusturan bir rutenyum Ru
(bpy) 2+ kompleksine konjuge edilmis bir monoklonal antikor igerir. Streptavidin ile
islevsellestirilmis mikrokiirelerin eklenmesi, bagisiklik kompleksinin kati faza
baglanmasina izin verir. Reaksiyon karisimi daha sonra 6lgiim hiicresine aktarilir ve
mikrosferler bir miknatisla elektrotta tutulur. Son olarak, bir potansiyel farki, bir foto
cogaltict ile 6l¢iiliir kemiliiminesans emisyonunu saglayan, elektrot uygulanir (Sanchez

etal,1999).

2.5.5. HA-HAASE

Hyaluronik asit (HA), normal insan doku ve sivilarinda bulunan bir
glikozaminoglikandir. Tiimor hiicrelerinin yapismasina ve go¢ etmesine yardimci olur.
Hyaluronidaz (HAase) enzimi tarafindan pargalara ayrilir. HA ve enzimi, mesane
tiimdrlerinin anjiyogenezi ile iligkilidir ve idrarda salgilanir. Ek olarak, hyaluronidaz
seviyelerindeki artis, tiimoriin derecesi ile iligkilidir. HA-HAase testi, ELISA benzeri
ad1 verilen bir teknik kullanilarak bu iki markériin kantitatif bir testidir. iki test, bir
saptama antikoru yerine bir HA (biyotinlenmis) baglayici protein kullanan bir ELISA'ya
benzer. HA testi, numunede bulunan ve kat1 destege eklenen HA arasindaki rekabetci
bir testtir. HAase tayini gelince, numunede bulunan enzim kati destege sabitlenmis
HA'y1 degrade eder ve inkiibasyondan sonra kalan HA, proteine baglanan HA
tarafindan tespit edilir (Droller, 2004).

2.5.6. SURVIVINE

Survivin, hiicre 6liimiinii diizenleyen protein ailesinin bir parcasidir, IAP'ler (apoptoz
proteinlerinin inhibitorleri). Bazi kaspazlarin aktivasyonunu onleyerek apoptozun dissal
ve igsel yollarini inhibe eder. Fetal gelisim sirasinda ifade edilir, ancak normal yetiskin
dokularda bulunmaz. Mesane kanserinde, survivin idrarda tespit edilir ve tiimdr evresi,

ilerlemesi, niiks ve 6liim orani ile iligkilidir (Vanet al, 2009).
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2.5.7. LEWIS X ANTIJEN

Lewis X antijeni, kan grubu sistemlerinden biri olan Lewis sisteminin bir parcasidir.
Kan grubu antijenleri, eritrositlerin yiizeyine bagl karbonhidratlardir. Ayrica tirotelyum
dahil olmak iizere baz1 epitel dokularinda da bulunurlar. Urotelyal hiicrelerin tiimor
hiicrelerine doniistimii  sirasinda, zarin karbonhidrat bilesimindeki degisiklikler,
normalde mevcut olan belirli antijenlerin (antijen A, B ve H gibi) yokluguna ve tersine
Lewis X antijeni gibi diger antijenlerin ekspresyonuna yol acgar. Aslinda,
immiinohistokimyasal c¢alismalar, derece ve tiimor asamasindan bagimsiz olarak
tirotelyal tlimorlerin% 90'indan fazlasinda Lewis X antijeninin (normal iirotelyumda

yoktur) varligin1 gostermistir (Cordon, 1988).

2.5.8. PROTEIN OLMAYAN Belirtecler

Bu tezin ana odag1 protein biyobelirtecleri olmasina ragmen, mesane kanserinde protein
olmayan idrarla ilgilenen belirtegler de vardir. Bu boliim, bu tiir biyobelirteclerin bazi

orneklerini sunar.

2.5.9. UROVYSION™

Tiimo6r mesane hiicrelerindeki bazi kromozomlarin degisiklikleri vardir. Bu genetik
anomaliler, fliioresan yerinde hibridizasyon teknigi veya FISH (floresan in situ
hibridizasyon) ile idrarda pul pul dokiilen hiicrelerde vurgulanir. Abbott tarafindan
pazarlanan bir kit var; UroVysion ™. Bu kit, kromozom 3, 7 ve 17'deki andploidi ve
idrar Orneklerinden 9p21 lokus kaybini tespit eden DNA problart igerir. Cogu
karsilastirmali ¢alismada, UroVysion ™ testi sitolojininkinden daha yiiksek bir
hassasiyet gosterir. Duyarlilig1 tiimor evreleri ilerledikce artar, ancak alt evrelerde (%
36 ila% 57) ve diisiik derecelerde (% 62 ila% 65) diisiik kalir. Ve onun 6zgiilliigii
sitolojisine benzerdir . Gergekte, FISH teknigi niikleer seviyede anormallikleri arar ve

diger tiimor dis1 patolojilerden etkilenmez (Shariatet al , 2007).
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2.5.10. MiKROSATELLILER

Mikrosatellitler, genom boyunca dagilmis kisa DNA dizilerinin (1 ila 4 niikleotid)
tekrarlaridir. Timor gelisimi i¢in bir belirteg olarak kullanilabilecek degisikliklere
ugrayabilirler. Bu mutasyonlar bir gendeki iki allellerin normal oranda bir degisiklik
asagidaki heterozigotluk bir kaybina neden olabilir. Kromozom 9, mesane kanserinde
heterozigotluk kaybinda en yaygin sekilde rol oynayan kromozomdur. Mutasyonlar

ayrica mikrosatellit istikrarsizliginin nedeni olabilir (Diamandis, 2010).

fleriye déniik bir calismada, mikrosatellit belirteglerinin idrarindaki analiz (mikrosatellit
analizi, MSA), 1. ve 2. derece tiimorler i¢in {riner sitolojiye iistiin bir duyarlilik
gosterdi. Gergekten de diisiik dereceli tiimdrler saptanmasi iyilestirilmesi igin ilgingtir:
G1-G2 dereceli tiimorler i¢in% 75 ile % 95 ve pTis ve pTa tiimorler igin % 75 ile % 100
duyarlhilik tanimlanmistir. Mikrosatellit analiz teknigi de yiiksek 6zgiilliige sahiptir.
Prognostik ilgisine gelince, heterozigotluk kaybi ile tiimor progresyonu riski arasinda

bir iliski hentiz kurulmamastir.

Hedefler:

1. TIrak niifusu i¢in ayarlanmis insidans oranlarini hesaplayarak mesane timori
insidansinin yiiksek oldugu bir alan olup olmadigin1 kontrol etmek ve bunlar
mevcut bilimsel literatiirdekilerle karsilagtirmaktir.

2. Kayithh ana klinik ve patolojik degiskenlerin tek degiskenli analizi yoluyla
secilen Irak popiilasyonunu mesane tiimérii ile karakterize etmektir.

3. ki degiskenli bir analiz yoluyla incelenen degiskenle (niiks, tiimor ilerlemesi ve
kansere 6zgii sagkalim) iliskisini gosteren degiskenleri bilmek.

4. Invazif olmayan molekiiler belirteglerin tanisal kullanimini arastirdigini iddia
eden denemelerin degerlendirilmesiyle piyasada bulunan tiimor belirteglerinin
performans 6zellikleri.

5. Monoklonal antikora dayali yeni tiimér markoriinii incelemeyi amaglayan
mevcut arastirma, mesane kanserinin spesifik bir antijeninin erken tespiti i¢in

basit, hizl1 ve invazif olmayan bir test olarak tanimlanmistir.
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6. Secilen alanda sitolojiye kiyasla yeni gelistirilmis bir timor markorii olarak
Mesane Timorii Markerini (BTM) degerlendirmenin amacidir.

7. Bu calisma, mesane kanserinde gen ekspresyonu imzalari lizerine giderek artan
bir caligma kitlesine katkida bulunmaktadir. Veriler, mesane kanserinde
osteopontin i¢in 6nemli bir rolii desteklemekte ve daha fazla arastirmaya deger

birkag¢ yolu tanimlamaktadir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Irak Popiilasyonunda Mesane Kanserinin Erken Saptanmasi

3.1.Calismanin popiilasyonu

Medikal sehir Egitim Hastanesi Arsiv Servisi tarafindan ICD-10 siiflandirmasina gore

mesane tiimori olarak kodlananlardan olusan taburculuk raporlarimin kodlanmasiyla

yapilan hastane kayitlarindan ilk kez mesane tiimorii tanisi alan hastalar. Bu ¢alisma,

Mart 2020'den Temmuz 2020'ye kadar 1 yillik bir siire boyunca 101 prostat isgal eden

mesane timorii vakasinin retrospektif Bes c¢alismasidir. Caligma siiresi boyunca

Musul'daki Al-khansa Egitim Hastanesi Nineveh saglik departmanindaki {iroloji

Mesane kanseri erken teshis merkezinde toplanan istilact prostat mesanesinin tim

tlimdrlerinin tespit edilmesinden olusuyordu.

a)

b)

Dahil Edilme Kriterleri:
* invaziv mesane kanseri nedeniyle takip edilen hastalar

* CPT ile tedavi edilen hastalar
* prostat istilas1

« iligkili bir prostatik ADK'nin tesadiifen kesfiyle birlikte mesane kanseri

Hari¢ Tutma Kriterleri:

Bunlardan, tekrarlanan ge¢misler, calisilan siire boyunca ¢esitli kabuller icin elenir.
Mesane tiimoriiniin teshis edildigi tarih, mesanenin ilk transiiretral rezeksiyonunun
tarihi olmasi, goriintiilleme caligmalar1 ile teshis edilen tiim hastalarin, cesitli
nedenlerden dolayi, ¢ok az istisna disinda, ameliyat edileceginin anlasilmasiyla,
Hastanin komorbiditesi, transiiretral rezeksiyon yapilmaz ve tanisal testin
gerceklestirildigi tarih belirlenir. Ge¢gmis yillarda mesane tlimorii tanist alan veya

caligma saglik alanina dahil olmayan tiim hastalar kayit defterinden ¢ikarilir.
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¢)

d)

g)

Verilerin toplanmasi:

Aragtirmaci, Epidemiyolojik, klinik, paraklinik, anatomopatolojik ve terapotik
verileri belirlemek i¢in Ninova saglik departmani Al-khansa Egitim Hastanesi
tiroloji hizmeti diizeyinde hasta dosyalarindan yararlanmaya devam etmistir. Takip
verileri, hizmet i¢in ayrilmis klinik kayitlardan ve hastalarin veya ailelerinin telefon

goriismelerinden toplandi.

Verilerin analizi:
Tablolar ve grafikler Excel 2010 ve Word 2010 hesap tablosu kullanilarak elde
edildi.

Ozgecmis veriler:
Epidemiyolojik 6zellikler sorgulama yoluyla toplandi ve yas, cinsiyet, tarih, sigara

kullanimi ve islevsel belirtilerle ilgiliydi.

Fizik muayene:

Tiim hastalarimizin tam bir klinik muayenesi yapildi.

Ameliyat 6ncesi degerlendirme:

Hastalarimizin  biyolojik muayeneleri ve radyolojik incelemeleri yapildi.
Hastalarimizin hepsinde kan sayimi, bobrek fonksiyonu ve idrar sito-bakteriyolojik
incelemesi yapildi, ve tiim hastalarimiza abdomino-pelvik ultrason ve abdomino-

pelvik bilgisayarli tomografi (BT) taramasi yapildi ( Benedetto, 1976).
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Sekil 3.1. Seminal ve prostat yagini infiltre eden erken mesane tiimorii (Benedetto,

1976)

Hastalarin% 14.28'ine intravendz trografi (IVU) vyapildi. Son olarak, tim

hastalarimiza gogiis rontgeni cektirildi.

h)  Patoloji verileri:

TNM smniflandirmasi, T on eki, mesanenin transiiretral rezeksiyonunun patolojik
sonucunu belirtmek i¢in kullanildi. Ve radikal sisto-prostatektomi kisminin patolojik

sonucunu ifade etmek i¢in 6n ek PT.

3.2. Elde edilen veriler
Calisma popiilasyonunun tanimu:

Yas: Sistoprostatektomi sirasinda 101 hastanin ortalama yas1 40 olup, 48 ila 65 yil

arasinda degisen asir1 derecede.
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Sekil 3.2. 101 hastanin yasa gore % dagilimi

Mesane kanseri ile iligkili 4 prostat kanseri vakasi bulduk (% 19). Cogu yaslar1 50 ila 65

yas arasinda.

3.2.1. Risk faktorleri

Sigara: Tiitiin, hastalarin ¢ogunda bulunan ilk risk faktorii olmaya devam etmektedir.
Serimizdeki hastalarin tamami sigara igiciydi (% 100), 70 hasta aktif sigara iciciydi ve
31 kisi daha Once sigara ig¢iyordu ve sigara igme siiresi 1 ila 10 y1l arasinda degisiyordu,
sigara igme siireleri 10 ila 50 yil arasinda degisiyordu. Yilda ortalama 30 paket ile. (10-
60 paket-y1l) (Gonzalez , 1983).

M Active smoking M Elders

Sekil 3.3. 101 hastada sigara igme profili

37



Dernegin 20 vakasinda tiitlin ayn1 zamanda ana risk faktorii idi. Sigara i¢me siiresi

ortalama 30 paket / y1l ile 10 ile 35 yil arasinda degismektedir.

b) Diger faktorler:
101 hastamizda ortaya ¢ikan diger risk faktorleri (J. Ferris et al, 2013):

¢ 10 hastada mesleki maruziyet (% 9.5): bir hasta matbaada calistyordu ve bir

hasta meslegi geregi (deri endiistrisi) bir zanaatkardi.

Genetik faktor: bir hastanin mesane kanseri olan bir babasi vardi.

Bir hastada kronik mesane tahrisi vardi: mesane taslari.

3,

81%

= Professional exhibition Postman

Chronic bladder irritation = No factor

Sekil 3.4. Hastalarin diger risk faktorlerine gore dagilimi (J. Ferris et al, 2013)

Risk faktorii olarak genetik faktorii tagiyan hasta 4 prostat kanseri vakasi arasinda yer
ald1.

3.3 Analiz

3.3.1. Goriisme siiresi

Ameliyat edilen 101 hastadan% 97.6's1 4 ay (> 16 hafta) sonra konsiiltasyona basvurdu,
semptomlarin baglangici ile konsiiltasyon arasindaki gecikme (klinik gecikme) 6 buguk

ile 1 y1l buguk arasinda degisiyor.
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Gegmis: Asagidaki tablo hastalarda bulunan gegmisi gostermektedir:

Cizelge 3.1. Hastalarin gecmise gore dagilimi

Gecmis
Tibbi Gecmisi Cerrahi Ge¢misi
Gecmis Numara % gecmis Numara | %
diyabet 29 28.5 apandis 5 4
ameliyati .8
HTA 33 33.3 VB liyazisi 5 4
.8
Pulmoner TBK 5 4.8 Mesane 5 4
liyazisi .8

3.3.2. Fonksiyonel isaretler

Makroskopik hematiiri ana semptomdu ve en ¢ok temsil edilen semptomdu ve tim
hastalara danigmaya yol acti. Bulunan diger belirtiler polakiiiri (% 76), iseme yaniklari
(% 85.7), diziiri (% 47.6), pelvik agr1 (% 23.8), genel durumda kétiilesme (% 14.28),
idrar retansiyonu (% 47.6) ve idrar kacirmadir (% 19) (N. Ismaili, 2017).

Urinary incontinence

Pain

Urinary retention

!
Drysuri
i1
Pollakivr )
11
Burns )
Hematuria —
] .ZC;' 4(; ISOI' SCIP 10IU

Sekil 3.5. Tiim hastalarda farkli fonksiyonel belirtilerin siklig1 (N. Ismaili, 2017)
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Hematiiri daha sik total ve pihtilagsma idi.

/I—l l l/

Clotting Totale

Intermittente

Sekil 3.6. 101 hastada hematiiri karakteri

+ fliskinin oldugu vakalarda hematiiri de ana semptomdu. Asagidaki sekil, bu vakalarm

sundugu klinik tabloyu ac¢iklamaktadir:

Mictusion burm b

Usinary retention #

dysuria

Pollakinr —

Hematurie

1l 20 40 ] 20 100

Sekil 3.7. Prostat kanseri ile iliskili hastalarin klinik tablosu

3.3.Fizik Muayenenin Sonuclari

a) 101 hastada, dijital rektal muayene 59 hastada veya% 57'sinde mesane tabaninin
infiltrasyonunu, 10 hastada (% 9.5) hipogastrik kitle, 5 hastada (% 4.8) hepatomegali ve
10 hastada (% 9.5) kasik lenfadenopati saptandi. 39 hastada veya% 38'inde prostat
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anormallikleri bulundu, bunlarin 24'i prostat biliylimesi, sadece bir hastada prostatik

nodiil ve 10 hastada prostat endiirasyonu vardi.
b) 43 hastada (% 42,8) lomber hassasiyet, 34 hastada lomber temas saptandi.
c) 2 kanserin birlikteligi olan 19 vakada, 2 hastada (% 50) baz infiltrasyonu ortaya ¢ikti.

d) Dijital rektal muayenede ayrica 1 hastada prostatik sertlesme, 2 hastada hacim artis1

ve tek hastada bir nodiil tespit edildi.

3.4.Paraklinik Muayeneler
3.4.1. Tam1 amach ek muayeneler

a) Biyolojik veriler

Anemi, 10 g/ dl'nin altinda veya buna esit hemoglobinemi olarak tanimlanmigtir. 21
hastada (% 52,3) 11 hastada (% 52,3) ve bobrek yetmezliginde serum kreatininin 8
hastada (% 38) 15 mg / I'den fazla oldugu saptandi.

Idrarin Sitobakteriyolojik incelemesi (CBEU) tiim hastalarda mikroskobik hematiiri ve
5 hastada (% 23,8) idrar yolu enfeksiyonu gosterdi.

PSA seviyesi 8.9 ile 30 ng / ml arasinda degigmistir.

Iliskilendirilen 4 hastada tiim vakalarda anemi ve 1 vakada bdbrek yetmezligi
nesnellestirildi. Ortalama PSA seviyesi 8.9 ng / ml idi ve oran 14 ile 30 ng / ml arasinda

degisiyordu.

b) Ultrason verileri:

Tilim hastalarimiza ultrason yapilir. Mesane tiimorii 5 hastada (% 23.8) kalinlasma ve 16

hastada (% 76.19) tomurcuklanma veya polip olarak tanimlandi ve 18 hastada
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hidronefroz, 15 hastada bilateral veya (% 83.3) ve 3 hastada tek tarafli olarak tanimlandi
veya (% 16.6).

>

\.‘\(./ ) A
Sekil 3.8. Mesane teshis cihazi (Nishizuka , 2005)

Prostat tiim hastalarda biiylimiis, 5 hastada (% 23,8) kalsifiye olarak tanimlanmustir.

Serimizdeki en yaygin tiimor yerlesimi mesanenin sag yan duvaridir (% 80) ve tabanla

birlikte sol yan duvar tiimor yerlerinin% 20'sini temsil etmektedir.

*Kombinasyonlu hastalarimiza 4 vakanin hepsine ultrason yapildi ve tiim hastalarda
mesane tiimorii polip veya tomurcuklanma olarak tanimlandi. bir hastada prostat

biliytimiistii.
3 hastada bilateral liretero piyelokalis genislemesi 1 hastada tek tarafli olarak saptandi.
¢) intravenoz iirografi (IVU)

Yeterince biiylik bir mesane tiimorii durumunda, tipik olarak kismi duvar sertligi ile bir

bosluk goriintiisii gosterir.
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Sekil 3.9. Pek ultrason ve tarayicinin gelisiyle bu yana yapilmistir. (Nishizuka , 2005)

Serimizde, biri mesane kanseri ile prostat kanseri iliskisi olan 3 hastaya (% 14,28) IVU
uyguland1. Ug vakada bilateral iiretero-hidronefroz ile iliskili diizensiz tomurcuklanan

lakiiner bir goriintii gdstererek taniy1r mesane tlimoriine yonlendirdi.

3.4.2. Uzantimin degerlendirilmesi

a) Tarayia verileri: BT taramasi, duvar kalinlasmasi ile intravezikal tomurcuklanma

gosterdigi tiim hastalarda gergeklestirildi.

Sekil 3.10. Doppler cihazi (Nishizuka , 2005)
* 20 hastada (% 95,23) tek veya iki tarafli iireteral piyelokalis genislemesi saptandi.

* Tiim hastalarda perivesikal yag infiltrasyonu saptandi.
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* Seminal vezikiil invazyonu 3 hastada veya% 14.3 oraninda bulundu.

« Kalsifiye 17 hastada (% 80.95) prostat tiimor stireci tarafindan isgal edildi ve 5 olguda

(% 23,8) bliylimiis ve tiimdrle temas halindedir.

* Lenfadenopati 11 hastada (% 52.38) tespit edildi. Koltuklari, dis ve ilkel iliak

diigtimleri ve iki tarafli aort aras1 ve kasik zincirlerini iceriyordu.
* Tek hastada pelvik tireterin infiltrasyonu.
» 2 hastada hepatik ve pulmoner metastaz bulundu.

» liski vakalar1 igin, bilgisayarli tomografi (BT) taramasi1 4 hastaya yapild1 ve 3 kitle
veya kalinlasmaya kars1 tomurcuklanma nesnelestirildi. 4 hastada prostat biiylimiis ve
kire¢lenmisti. Dort hastada perivesikal yag infiltre edildi ve 3 hastada seminal vezikiil, 2

hastada lenfadenopati saptandi.

b) Abdominopelvik ultrason

Gosterdigi serimizdeki tiim hastalarda yapilir:

* Prostat biiyiimesi ve heterojen goriiniim ile mesane tiimdrii siireci.
* Vakalarin ¢ogunda tireterohidronefroz (% 95,23).

* Bir hastada (% 4.8) metastaz1 diisiindiiren goriiniim ile 2 hastada (% 9.52) hepatik

anjiyomu diislindiiren goriiniim.

* 2 hastada (% 9.52) diisiik miktarda periton efiizyonu.

¢) Gogiis rontgeni ( Gogiis x-ray):
Gogiis rontgeni, nesnelestirdigi 21 vakada cekildi:
» 2 hastada nonspesifik nodiil (% 9,52).

* Tek hastada iki adet ¢cok sinirli yuvarlak opasite (% 4.8).
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d) Kemik sintigrafisi:

Sadece bir klinik cagri noktast durumunda gosterilir. Stipheli salginlar, geleneksel
radyoloji veya en iyi ihtimalle MRI ile kontrol edilecektir. Siiphe devam ederse, CT

altinda rehberli biyopsi ponksiyonu son ¢are olarak diistiniilmelidir.

7
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Sekil 3.11. Hastay1 muayene etme yontemi (Nishizuka , 2005)

Serimizde 2 hastada (% 9,52) yapilmis, kemik anormalligi gosterilmemistir. (Nishizuka

, 2005)

3.5. Verilerin irdelenmesi

3.5.1. Epidemiyoloji
3.5.1.1. Mesane kanserinden insidans ve mortalite

Test edilen mesane kanseri, tiim kanser vakalarmin % 7 ile % 8'ini olusturur. Insanlarda
4. kanser ve 2. iirolojik kanserdir. Urotelyal karsinom vakalarmn% 82.4'inii temsil
etmektedir. Diinya ¢apinda mesane kanseri, en sik teshis edilen 11. kanserdir. Her yil
108.000 oliimle teshis edilen 275.000 vaka var. Mesane kanseri insidansi ve Oliim
oranlari, farkli risk faktorleri, hizli ydnetim ve tedavinin mevcudiyeti nedeniyle tilkeden
iilkeye degisir. Mesane kanseri genellikle kasin infiltre olmayan bir asamasinda teshis
edilir. Vakalarin sadece % 20'si sizma asamasinda teshis edilir ve % 5'' hemen

metastatiktir (Nishizuka , 2005).
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3.5.1.2. Kas infiltre mesane tiimorii (TVIM) tarafindan prostat bezinin invazyonu
insidansi

Calismalara gore, patoloji analizinden sonra iirotelyal karsinom tarafindan prostat
istilasinin kesfi, CPT parcalarmin % 25 ile 48'ini ilgilendirdi. Ilgili ilk mekanizma,
prostat kanallarinin ve daha sonra prostatik stromanin istilasi ile prostatik tiretradan
bitisik istiladir. Bahsedilen diger mekanizma, prostatik stromanin ekstravezikal uzanim
yoluyla istila edilmesidir, aslinda, pT4a evresinin lokal olarak ilerlemis bir mesane
tiimoriine karsilik gelir. Literatiirde total sistoprostatektomi (CPT) sonrasi prostat
bezinin kas infiltratif mesane tiimorii (TVIM) tarafindan invazyon insidansi (Gladellet

al, 2017).

Serimizde prostat kanseri goriilme siklig1 % 19 idi, bu oran birgok seride bildirilenden
daha diisiiktiir ve su sekilde agiklanabilir: histolojik inceleme teknigi ve kesitlerin

kalinligr ile bat1 tilkelerine gore insidans farki.

Onceki raporlar, mesane kanseri olan hastalarda birlikte ortaya ¢ikan prostat kanseri
riskinin genel popiilasyona kiyasla daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Chun igin,
invazif mesane timorii olan hastalarda prostat kanseri prevalansi, hastaligin genel

prevalansindan 19 kat daha yiiksekti (p <0.01).

Bu farkli ¢aligmalar arasindaki uyumluluk bize, mesane kanserli hastalarda onemli
Olclide artan prostat kanseri insidansi hakkinda bir tahminde bulunur, ancak kesinlik
vermez ve ayrica CPT kisminin anatomopatolojik calismast gittikce daha dikkatli ve
ayrintili hale gelir. Daha sonra bu vakada gercek bir artis olduguna inanmaya baslariz.
Bazilar1 bunu cilt ve kolon kanserinden sonraki ikinci ¢ift malignite olarak kabul

etmistir.
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3.5.2.Ortalama tam yas1

Cift maligniteli vakalar ile sadece mesane kanseri olan vakalar arasinda biiyiik bir yas

farki gbzlenmedi.

3.5.3.Risk faktorleri

3.5.3.1.Tiitiin

Ana risk faktorii sigara igenler arasinda riski 2-4 kat artirarak sigara igmektir. Sigara
icme riski gilinliik sigara sayisina ve Ozellikle de siiresine baghdir. Sigara dumaninin
solunmasi, mesane tiimorlerinin% 30-40'inda dogrudan rol oynamaktadir. Tiitlinle ilgili
bu kanserolojik risk, 43"l kanserojen olarak kabul edilen 3500'den fazla kimyasal
maddeden olusan solunan dumandaki mesane kanserojenlerinin varligi ile ilgilidir

(Durduxet al ,1998).

Serimizde hastalarimizin% 100U sigara igen veya eski tiitiin kullanicisidir. Yilda

ortalama 30 paket ile.

3.6.3.2. Karsinojenler

Titlin 6nemli bir rol oynamasina ragmen, ¢evrede ve igyerinde belirli kanserojen
maddelere maruz kalma ile iliskili riskleri maske olmamalidir. Bu kanserojenler esas
olarak endiistriyel kokenlidir. Boyama, kauguk ve metalurji endiistrilerinde kullanilan
baglica aromatik aminler, hidrokarbon ve alanin tiirevleri olmak iizere 200'den fazla
maddeden siipheleniliyor. Tiim bu mesleki zehirlenmeler mesane tiimoérlerinin % 18 ile
34'iinden sorumludur. Serimizde iki hasta mesleki maruziyetle ilgili bir risk faktorii

sundu (deri endiistrisi ve baski).
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3.6.3.3. Diger faktorler:

Graniilomat6z mesane enflamatuar fenomeni yoluyla sistozomiyaz, Afrika'nin endemik
bolgelerinde artan skuamoz hiicreli karsinom insidansindan sorumludur. Kronik veya
tekrarlayan idrar yolu enfeksiyonlari, kateterizasyon ve mesane taglarinin varligi,
mesane timori riski ile iliskilidir. Diyabetin de bir risk faktorii olduguna inaniliyor ve
Idrar yolu enfeksiyonu (IYE) icin bir predispozan faktdr olarak kalir. Siklofosfamid
gibi, 6 ile 13 yas aras1 gecikmeli mesane tiimorleri gelistirme riskini 6 kat artiracak bazi
riskli idrar eliminasyon ilaglar1 da vardir. Pelvik radyasyon tedavisi de mesane
tiimdrlerinin nedeni olabilir. Serimizde 6 hasta diyabetik vardi. Bir hastada kronik

mesane tahrisi vardi (calculus) (Hong et al , 2005).

3.5.4. Patoloji

3.5.4.1. Makroskopik goriiniisii

Mesane tiimorlerinin makroskopik yonii endoskopi sirasinda ve ayrica par¢anin tedavisi

sirasinda patolog tarafindan belirlenir (Bouchot , 2002).

Asagidaki karakterler belirtilmelidir:

* Goriintis: Papiller, tomurcuklanma, iilsere, iilseratif tomurcuklanma veya infiltrasyon;
* Genel Merkezi.

* Boyut.

* Tek veya coklu odak

* Say1.

» Implantasyon taban1: taban ne kadar genisse, infiltrasyon riski o kadar biiyiiktiir.
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3.5.4.2. Histolojik tipi
Histolojik olarak, asagida listeleyecegimiz farklt mesane kanseri tlirleri ayirt edilir
(Belasla , 2014).

* Mesane tiimorlerinin% 90'indan fazlasini temsil eden ve alt tiplere ayrilan epitelyal

tiimorler;

» Urotelyal veya para-malpighian karsinom olarak da adlandirilan gecis hiicre tiiméorleri
(epitelyal tiimorlerin % 75 ila 90'), dereceleri ve evreleri ile karakterize edilen ve

vakalarin % 60'indan fazlasinda papiller karsinom olarak kabul edilen;

* Epid Skuamdz hiicreli karsinomlar (% 5), en sik olarak iiriner bilharziasis, kalict

kateterizasyon veya mesane taslar1 dykiisii ile baglantilidir;

* Adenokarsinomlar (% 1);

* Farklilasmamis karsinomlar.

* Epitelyal olmayan tiimorler, nadiren: sarkomlar ve lenfomalar

» Ikincil tiimérler (6zellikle rektum, yumurtalik ve hatta prostat kanserlerinin ikincil

yerleri).

Bizim serimizde transizyonel karsinom en sik goriilen histolojik tipti, vakalarin %

95.23"inde ve sadece bir adenokarsinom vakasinda bulundu.

3.5.4.3. Timor evresi

Timor infiltrasyonu asamasinda (Coulange, 1977):
* Ana risk jeneralize kanserden 6liimdiir
* Spesifik sagkalim: Perivesikal yaga ulagsan ve asan VT i¢in 5 yilda % 30'dan az.

Bir CPT pargas: iizerinde TVIM tarafindan prostatin neoplastik invazyonunun kesfi

nadir degildir, ancak bu durum anatomopatolojik analizin kalitesine bagli olarak
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calismalara gore degisiklik gostermektedir. Prostat bezinin TVIM tarafindan istila

edilmesi ciddi bir durumdur (pT4a) ve kotli prognoza sahiptir.
Serimizde sadece T4 evresini inceledik

3.5.4.4. Tiumor derecesi

Niiks, tiimor ilerlemesi ve hayatta kalmay1 tahmin etmeyi miimkiin kilar:

* Yiiksek dereceli tiimdrler icin niiks ve ilerleme riski, diisiik dereceli tiimorlere gore

daha ytiksektir.
* Yerinde karsinom, TV ile iligkili ise kotii prognoz faktoriidiir.

3.5.4.5. Tuimoriin gorunimii

Bu korelasyon tiimor infiltrasyonunun derecesi ile baglantilidir, papiller tiimorler
genellikle kat1 timorlerden daha az invaziftir. Kati tiimoérler, vakalarin % 70'inde II1.

Derece oldugu icin derece ile de baglantili olacaktir.

Timorliin -+ saglamhiginin =~ zayif prognostik 6nemi, hayatta kalma agisindan

dogrulanmustir.

3.5.4.6. Sizan tiimoriin boyutu

Ozellikle 3 cm'ye esit veya daha biiyiik goriiniiyorsa, tekrarlama riskinde artis getirdigi
bilinmektedir.

35.4.7. Tiimoriin lokalizasyonu

Hidronefrozlu iiretral kanallarin invazyonu ve bdbrek fonksiyonunu etkilemesi,
genellikle kotii prognoz faktorii olan Onemli derecede infiltrasyonun tanigidir

(Benchekroun , 2003).
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4. SECILMIS BiYOBELIRTECLER UZERINE BiR CALISMA

4.1.Malzemeler

4.1.1. Biyobelirtecler

E.N-2 harig tiim belirtegler rekombinant insan proteinleridir (Linet al , 2005).
* CD.H-1 (Kadherin 1)

* E.G.F.R (Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii)

* E.N-2 (Engrailed-2)

* Er.bB-2 (Epidermal biiylime faktorii i¢in Reseptor 2)

* G.L.-6 (interlokin 6)

* L.L-8 (interlokin 8)

* [.LL-10 (interlokin 10)

* M.M.P-9 (Matris metaloproteinaz 9)

* P.T.G.S-2 (Prostaglandin-endoperoksit sentaz 2) (AA 1-604)
* P.T.G.S-2 (AA 187-425)

* P.T.G.S-2.

* V.E.G.F (Vaskiiler Endotel Biiyiime Faktorii)

4.1.2. Ornekler

Caligma donemi boyunca, Musul'daki Al-khansa Egitim Hastanesi Ninova saglik

departmanindaki Mesane kanseri erken teshis merkezinden alinan idrar 6rnekleri.
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4.2. Antikor
4.2.1. Antikor Yakalama:

IgG'li tiim antikorlar: Anti-C.D.H-1; Anti-E.G.F.R ; Anti-Er.bB-2; Anti-I.L-6 , Anti-1.L-
8, Anti-1.L-10 , Anti-M.M.P-9 , Anti-P.T.G.S-2 ve Anti-V.E.G.F

Algilama Antikorlar: Biyotinlenmis antikorlar gibi: Anti-C.D.H-1, Anti-E.G.F.R , Anti-
Er.bB-2 ,Anti-L.L-6 , Anti-LL-8, Anti-1.L-10, Anti-M.M.P-9, Anti-P.T.G.S-2 , Anti-
V.E.GF

Konjuge olmayan tespit antikorlari: Anti-E.N-2 ve Anti-P.T.G.S-2 (Kopparapuet al ,
2013).

Tkincil Antikorlar:

Alkalin fosfataza konjuge antikorlar:

Anti-tavsan IgG'si (poliklonal, kecilerde gelisen)

Anti-tavsan IgG (farelerde gelistirilen monoklonal klon R.G-96)
Yaban turpu peroksidazina konjuge antikorlar:

Anti-fare IgG'si

Anti-tavsan IgG'si

ASENE NN NN

Diger Reaktifler

4.2.2.Coziiciiler, kimyasal reaktifler ve diger iiriinler

* Sigma-Aldrich'ten si8ir serum albiimini (B.S.A)

Sekil 4.1. Sigma-Aldrich'ten

* BCIP / NBT kullanima hazir ¢o6ziim
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BCIPINBT Liquid Substrate
s,

Sekil 4.2. BCIP / NBT

» Tampon ¢ozeltisi

* Horseradish streptavidin peroksidaz birlesmis.

* Alkalin fosfataz konjuge streptavidin

* Biotin- (dT) 16-C6-NH2 oligoniikleotid dizisi

* T.M.B i¢in Reaktifi Durdurma

* SciCOLOR T2 Scienion kolorimetrik gelistirme ¢oziimii
* T.M.B S1v1 Yiizey Sistemi

* Normal insan idrar1

4.2.3. Tamponlar

Prob biriktirme yastiklari:

* 2X AXO Bilim Sabitleyici Tamponu (0.1 M sodyum asetat, 0.1 M potasyum

kloriir);

* Bromofenol mavisi
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Sekil 4.3. Bromofenol mavisi

* Fosfat tamponlu salin

PBS [10X]

oon ¥
Sme 00 Swrest
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Sekil 4.4. Fosfat tamponlu salin

4.2.3. Destekler

* TKL AXO Bilim Yapiskan
* Greiner Bio-One dipsiz 96-oyuklu plakalar
* » Bilimsel 1s1 96 oyuklu diiz tabanl plakalar, seffaf

4.3. ELISA Kitleri

Tiim ELISA Kkitleri, insan proteinlerinin saptanmasi i¢in tasarlanmustir.
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Sekil 4.5. ELISA Kitleri

Kullanilan kitler AP1M2'dir; BIRCS; CD44; C.D.H-1; DCN; E.G.F.R; E.N-2 ve Er.bB-
2 (HER2).

4.4.Yontemler

Cesitli immiinolojik testler gergeklestirilmistir. Testlerin ¢ogu sandvi¢ formatindadir.
[k boliim, ELISA kitleri ile gergeklestirilen klasik immiinolojik testlerle ilgilidir.

fkinci boliim, gesitli destekler iizerinde ¢ok parametreli ve otomatik immiinolojik

testler i¢in gelistirilen yontemleri agiklamaktadir.

Sekil 4.6. Idrar Ormekleri
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Sekil 4.7. Coktiiriilmiis sonra

4.5.Genel prensip

Kullanilan tiim ELISA kitleri, ayn1 Immiinolojik test tipi prensibine dayanmaktadir,
saglanan mikrotitrasyon plakalari, yakalama antikorlarinin kaplanmasi ig¢in bir
asamadan ge¢mistir. Her bir kit ayrica analiz i¢in gerekli tiim reaktifleri icerir. reaktifler

kullanilarak tireticinin talimatlarina gore hazirlandi ve seyreltilmistir.

Testler, analiz edilecek 6rnek sayisina bagli olarak 6zgiirliik-100 pipetleme makinesi ile
gerceklestirildi. Ikincisi, mikrotitre plakalarmi ve kapaklarini hareket ettirmek icin bir
manipiilator koluna, soliisyonlar1 rezervuarlardan emme ve ¢ikarma yoluyla plakaya
aktarmak i¢in bir pipetleme koluna ve plakalar1 kulugka i¢in bir 1sitma bloguna sahiptir.
Cihaz aym1 zamanda kuyularin durulanmasi i¢in bir yikama istasyonu ve bir plaka

okuyucu ile baglantilidir.

Plaka pipetleme makinesine yerlestirildikten sonra, protokol bu nedenle tamamen
otomatiktir. Asagidaki adimlart igerir: idrar 6rnekleri ve seyreltici mikrotitre plakasina
aktarilir (her biri 50 pL, toplam 100 uL / kuyulu). inkiibasyon parametreleri kitlere gore
degisir: oda sicakliginda veya 37 ° C'de 30 dakika ile 2,5 saat. Biyotinlenmis tespit
antikor ¢6zeltisi daha sonra inkiibe edilir (100 puL / kuyulu, 30 dakika veya 1 saat, oda
sicakliginda veya 37 ° C'de), daha sonra yaban turpu peroksidazi ile etiketlenmis
streptavidin ¢dzeltisinin inkiibasyonu vardir (100 pL / kuyulu, 30 dakika veya 1 saat,
oda sicakliginda veya 37 © C'de). Son olarak, TMB substratinin eklenmesi (50 pL ile
100 pL / kuyulu, 10 ile 15 dakika, oda sicakliginda ve 1siktan korunmus) kolorimetrik
sinyalin iiretilmesine izin verir. Enzimatik reaksiyon daha sonra 0.2 M, pH 1.5 (50 uL

ile 100 pL / kuyulu) konsantrasyonunda bir stilfiirik asit ¢ozeltisi eklenerek durdurulur.
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Protokoliin her adimi arasinda ve TMB eklenene kadar, yakalanmayan molekiilleri
cikarmak i¢in kuyularin PBS (3 x 300 pL / kuyulu ) ile yikanmasi gerceklestirilir.
Markoérler segildikten sonra, bunlarin saptanmasi i¢in ¢ok parametreli bir immiinolojik
test platformu gelistirilir. Bu platforma tek bir segilen isaret¢i entegre edilmemistir.
E.N-2 isaretcisi gergekten de dogrudan modda kendi parametrik olmayan immiinolojik
testine sahiptir. ilk adim, polistiren plakalarm kuyu diplerinin idrar numunesi ile
kaplanmasidir (50 pL PBS / kuyulu i¢inde seyreltilmis 50 uL). Boylece numune oda
sicakliginda iki saat inkiibe edilir. Daha sonra yaban turpu peroksidaziyla etiketlenmis
tespit antikorlarinin ¢ozeltisi eklenir (Tampon i¢inde 1.5 pg / ml konsantrasyonda, 100
pL/kuyulu, oda sicakliginda 30 dakika). Son olarak, TMB substratinin eklenmesi (100
pL / kuyulu, 10 dakika, oda sicakliginda ve 1siktan korumali) kolorimetrik sinyalin
tiretilmesine izin verir. Enzimatik reaksiyon daha sonra bir siilfiirik asit ¢ozeltisi (50 pL
/ kuyulu) eklenerek durdurulur. Protokoliin her adimi arasinda ve TMB eklenene kadar,
yakalanmayan molekiilleri ¢ikarmak icin kuyularim PBS (3 x 300 pL / kuyulu) ile

yikanmasi gerceklestirilir.

4.5.1. Sinyal Uretimi ve Analizi

Kolorimetrik sinyal, TMB'nin oksidasyonunu katalize eden yaban turpu peroksidazi
tarafindan iretilir. Bu reaksiyon iki asamada gercgeklesir: ara iirlin, mavi bir yik
aktarim kompleksidir. Siilfiirik asit ilavesi, reaksiyonun durdurulmasina ve ayni
zamanda mavi oksidasyon tirliniiniin sar1 bir tlireve (diimin) doniistiiriilmesine izin verir

(Landmanet al , 1998).

Charge transfer complex
T™B — Daiie
- Fvn,c CN)\‘]
; NS
":C) {m v X MG, oMy [ ‘""" N\ .<'-"“‘ XV HaC Ciy uic) CHy
\ I 4 | 3 ) { .
e S R g g, S - ha| '€ o || 2 Nl Sl Nureiale (N
MaN 9 >< < 2 " MN \WaW, Wz =012 | e s ’4 2 W Q b <> g 12 Mg } }*\;__7( N
e cry 2 i o \ [ 4 \ { ; o/ e oMy G oy
t N)C/ \C"I’_J
A =370 nm et 652 nm A=450nm

Sekil 4.8. Sinyal Uretimi ve Analizi (Landmanet al , 1998)
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Sar1 rengin yogunlugu Infinite® M200 plaka okuyucu kullanilarak &lgiiliir. Absorbans
450 nm 'lik bir dalga boyunda okunur. Optik yogunlugun bir fonksiyonu olarak protein
konsantrasyonu kalibrasyon egrileri daha sonra olusturulur. Bu egriler 4 parametre ile

lojistik regresyon ile ayarlanir.

Asagidaki denklem kullanilir:

a, b, ¢ ve d modelin parametreleri oldugunda, x aciklayic1 degiskene (protein
konsantrasyonu) ve y yanit degiskenine (optik yogunluk) karsilik gelir. A ve d
parametreleri asimptot parametreleridir (sirastyla minimum ve maksimum). B
parametresi egime ve ¢ parametresi koordinati (a + b) / 2 olan egimin orta noktasinin

parametrelerine karsilik gelir.

Ayarlanan egri daha sonra ters formiilii kullanarak idrar Orneklerinin protein

konsantrasyonunu belirlemek i¢in kullanilir:

4.5.2. Multipara metrik immunoanalizler

Protein ¢ipi iki destek iizerinde gelistirildi: gelistirme, yapiskan tabani olan 96-kuyulu
bir mikrotitre plakasi ile basladi ve ardindan gelistirmenin ikinci kismi, polistiren
tabanli bir 96-kuyulu mikrotitrasyon plakast ile yapildi. Hazirlik yontemleri ve
protokoller, iki destek icin benzerdir. Farkliliklar asagidaki bdliimlerde

detaylandirilmustir.

4.5.2.1. Cipleri hazirlamak

Cizim matrisleri, scitFLEXARRAYER S3 temassiz biriktirme makinesi kullanilarak
mikrotitre plaka kuyularmin dibinde yapilmistir. Yapiskan tabanli plakalar i¢in, TKL

58



yapistiricisi, problar yerlestirilmeden 6nce dipsiz 96 kuyulu bir plakaya monte edilir.
Problar 6nceden hazirlanmis ve 384 kuyulu bir plakaya yerlestirilmistir. Bir biriktirme
tamponunda seyreltilirler: 2X hareketsizlestirme tamponu, yapiskan bir tabani olan bir
plaka lizerinde immiinoanalizler i¢in kullanild1 ve scion sciSPOT Protein tamponu, bir
polistiren bazli bir plaka ilizerinde immiinolojik testler i¢in kullanildi. Kaliplama daha
sonra otomatik bir probun 384 kuyulu bir plakaya Orneklenmesi ve Onceden
tanimlanmis ve dogru koordinatlarda destege c¢ok kiigiik damlalarin atilmasiyla

gerceklestirilir.

Her pedin ortalama hacmi 350 pL'dir ve tim pedler birbirinden 400 pum araliklidir.
Yakalama antikor grafiklerine ek olarak, her matris pozitif kontrol grafikleri igerir: 50
uM  konsantrasyonda biriktirme tamponunda seyreltilmis biotin- (dT) 16-C6-NH2
oligoniikleotidler. Biyotin varligi, immiinolojik test sirasinda streptavidin etiketli enzim
ile etkilesime izin verir. Matris ayrica, reaktiflerin belirli spesifik olmayan
etkilesimlerini tanimlamak i¢in negatif kontrol pedleri (biriktirme tamponunun su i¢inde
seyreltilmesi) ve sigir serum alblimini grafikleri (biriktirme tamponunda 0.5 mg / ml

konsantrasyonda seyreltilmis ¢ozelti) igerir.

. . . . . . . VEGF .Positive controle
. . MMP9 negative controle
o ® I8 @ &5
. . L6

000000 ® o

000000 @ iiic

Eross
0000

Sekil 4.9. Kuyunun dibine yerlestirilmis bir matris 6rnegi.

Kontrol ve B.S.A grafikleri haricinde, tiim grafikler belirtilen proteinlere yonelik

yakalama antikorlarina karsilik gelir.

Kaliplar tiretildikten sonra, plakalar kullanilana kadar 4 © C'de saklanir.
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4.5.2.2. Immunoassay Protokolleri

Sandvi¢ tipi ¢ok parametreli immiinolojik testler, Freedom EVO® 75 pipetleme
makinesi ile gerceklestirildi. Burada agiklanan protokol bu nedenle tamamen otomatiktir

ve asagidaki adimlari igerir:

Kuyucuklar 6nce Tampon ile doyurulur (200 puL / kuyucuk, 10 dakika, 37 ° C'de).
Doygunluk, spesifik olmayan etkilesimleri en aza indirir. Numune (kalibrasyon proteini
veya hasta idrar numunesi) ve biyotinlenmis tespit antikorlar1 daha sonra tek bir adimda
(25 pL numune ve 50 pL antikor soliisyonu / kuyusu, 2 saat boyunca 37 © C'de) inkiibe
edilir. Daha sonra enzim ile etiketlenmis streptavidin inkiibasyonu vardir: Yapiskan
tabanli bir plakadaki immiinoanalizler i¢in alkalin fosfataz ve polistiren bazli bir plaka
tizerindeki immiinolojik testler i¢in yaban turpundan peroksidazdir. Her iki tip
immiinolojik test i¢in, enzim etiketli streptavidin 2 pg / mL konsantrasyonda kullanilir
ve 100 pL ¢ozelti, kuyucuk basma 37 © C'de 30 dakika inkiibe edilir. Insan idrarinda

hazirlanan kalibrasyon proteinleri disindaki tiim ¢6zeltiler Tamponda hazirlanir.

Son adim, kolorimetrik sinyalin olusturulmasi i¢in substratin inkiibasyonuna karsilik
gelir. Kullanilan substrat, yapiskan arkalikli bir plaka iizerinde immiinolojik testler i¢in
BCIP / NBT ve polistiren arkalikli bir plaka tlizerinde immiinolojik testler i¢in
sciCOLOR T2'dir (TMB igerir). Her iki immiinolojik test tiirii i¢in substrat kullanima
hazir bir soliisyondur ve her kuyucuga 100 pL soliisyon inkiibe edilir. BCIP / NBT i¢in
inkiibasyon 37 ° C'de 30 dakika, sciCOLOR T2 i¢in oda sicakliginda 15 dakika siirer.
Protokoliin her asamasi arasinda, yakalanmayan molekiilleri ¢ikarmak icin kuyularin
P.B.S (3 x 300 pL / kuyu) ile yikanmas1 gerceklestirilir. Polistiren tabanli bir plakta
immiinolojik testler i¢cin, sctCOLOR T2 inkiibasyonundan sonra yikama olmaz, sadece
sollisyonun aspirasyonu yapilir. Protokoliin sonunda, goriintiilerin alinmasindan 6nce

kuyular kurutulur (65 © C'de 10 ile 15 dakika).
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4.5.2.3. Sinyal iiretimi ve analizi

Arkast yapigskanli bir plaka iizerindeki immiinoanalizler ic¢in kolorimetrik sinyal,
BCIP'nin defosforilasyonunu katalize eden alkalin fosfataz tarafindan dretilir. Bu
sekilde olusan ara iirlin NBT tarafindan oksitlenir. Daha sonra iki ¢éziinmeyen iiriin
olusur. Bu nedenle, iki reaksiyon {iriiniinlin kombinasyonu, iiretim pozisyonunda, yani
alkalin fosfataz ile isaretlenmis pedlerde mavi-mor bir ¢okelti olusturur. Polistiren
tabanl bir plaka iizerindeki immiinolojik testlerle ilgili olarak, kolorimetrik sinyal,
TMB'nin oksidasyonunu katalize eden yaban turpu peroksidazi sayesinde iiretilir ve
enzimle isaretlenmis pedler seviyesinde mor bir ¢okelti olusumuna izin verir.
Protokoliin sonunda, plakalar, her bir kuyunun goriintiilerinin alinmasi i¢gin CLAIR
plaka okuyucuya aktarilir. Bu goriintiiler daha sonra, 0 ile 255 rasgele birim arasinda
degisen bir gri tonlama 6l¢egi kullanarak her bir grafigin yogunlugunu 6lgen AXOware
yazilimi tarafindan analiz edilir. Her bir sonda i¢in, yogunluk daha sonra asagidaki

formiil ile diizeltilir;

yogunluk
((255 — sondamn gri seviyesi) — (BSA'nin yerel gri seviyesi) + 1
= x 100
pozitif kontrolin okal gri tonlamast )

— pozitif kontroliin yerel gri tonlamast

Sondanin gri seviyesi, bu sondanin saplamalarinin gri seviyelerinin ortalamasina
karsilik gelir. B.S.A kontroliiniin yerel gri seviyesi, kuyudaki B.S.A pedlerinin ortalama
gri seviyesine karsilik gelir ve pozitif kontroliin yerel gri seviyesi, kuyunun pozitif
kontrol pedlerinin ortalama gri seviyesine karsilik gelir. Beyaz oyuklarin ortalamasi,
testin beyaz oyuklarindaki (protein ilavesiz normal insan idrar1 i¢ceren) sonda pedlerinin
gri seviyelerinin ortalamasina karsilik gelir. Diizeltilmis yogunlugun bir fonksiyonu
olarak protein konsantrasyonu kalibrasyon egrileri daha sonra olusturulur. Bu egriler, 4
parametre ile lojistik regresyon ile ayarlanir ve idrar Orneklerinin protein

konsantrasyonunu belirlemek i¢in kullanilir.
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4.6.Sonuclar ve Tartisma

Cok sayida c¢alisma, sistoskopiye alternatif olarak idrar belirteclerinin potansiyelini
gostermistir. Bununla birlikte, su anda idrar sitolojisi veya sistoskopinin yerini alacak
veya en azindan bu takip muayeneleri arasindaki aralig1 artiracak kadar etkili bir belirteg
bulunmamaktadir. Bu nedenle, teshis performansini 1iyilestirebilmek i¢in, birkag
isaretleyiciyi bir panelde birlestirerek ¢oklu bir yaklagim segtik. Bu projenin ¢alismasi
iki boliimden olugmaktadir: ilk adim, bir panel olusturmak i¢in isaretlerin se¢ilmesinden
olusur ve ikinci adim, panelin saptanmasi ve miktarinin belirlenmesi i¢in ¢ok
parametreli bir immiinolojik test platformunun gelistirilmesiyle ilgilidir (Morganet al ,

2013).

4.6.1. Mesane kanseri icin biyobelirte¢ secimi

Uriner biyobelirteglerin secimi igin iki ¢alisma yapilmustir, birincisi, pilot calisma,
mesane kanseri teshisi i¢in belirteglerin secimine yoneliktir ve birinci panelin
tanimlanmasina yol acgarken, ikinci ¢alisma, mesane kanseri niikslerinin saptanmasi i¢in

belirteclerin se¢ilmesini amaglamaktadir.

4.6.1.1. Pilot caliyma

Bu ilk ¢aligma iki asamadan olusmaktadir: belirtecler dnce Olciilebilirlikleri ve az sayida
ornekte saptanabilirlikleri acisindan degerlendirildi, ardindan ikinci bir degerlendirme,

mesane kanseri i¢in belirli belirteglerin segiciligini belirlemeyi miimkiin kildi.

4.6.1.1.1 Degerlendirilecek belirteclerin tanimlanmasi

Aday belirtegler, mesane kanseri literatiirliniin veri madenciligi yoluyla olusturulmus
molekiiler bir mesane kanseri modeli sec¢ildi. Veriler, mesane kanserinin "omik"
calismalarindan, yani transkriptomik, proteomik ve metabolomik caligsmalarindan elde

edilmistir (Lehmanner al , 2009).
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Bu molekiiler model TVNIM ile ilgilidir ve 520 protein igerir. Bu proteinler arasinda,
mesane kanseri ile olan iliski sayilarina gore 16 markor segildi. Modelin bir pargasi
olmayan diger dort belirteg de mesane kanseri ile bir baglanti olduguna dair bilimsel
literatlirde giiclii kanitlar sunduklarit i¢in segildi. 20 aday belirtecleri Tablo 4-1'de
listelenmigtir. Aday belirteclerin belirlenmesinin ardindan bunlar iki asamada

degerlendirildi.

4.6.1.1.2. ilk Degerlendirme

20 aday belirteg, mesane kanseri hastalarindan ve saglikli donorlerden alinan idrar
orneklerinde degerlendirildi. Ik olarak belirteclerin o6lciilebilirligi degerlendirildi.
Gergekte idrar, analiz yontemi iizerinde, 6zellikle pH'1, tuzlarin ve proteinlerin varligi
ile olumsuz bir etkiye sahip olabilen karmasik bir biyolojik matristir. Bu 06lciilebilirlik
Tablo 4-1'de agiklanmaktadir. Her bir isaretleyici i¢in, ELISA Kkitinin seyrelticisinde bir

kalibrasyon aralig1 ve insan idrarinda bir kalibrasyon aralig1 olusturulmustur.

20 ELISA tahlilinden dordii, idrarda hedeflerini tespit etmedi. Bunlar, asagidaki
belirtecler i¢in dozajlardir: CD44, APIM2, C.D.H-1 ve Er.bB-2.

Seyrelticide bu deneyler icin bir kalibrasyon araligi olusturulmus oldugundan, idrardaki
hedeflerin tespit edilmemesinin, hedefin veya antikorun biyolojik matris tarafindan

denatiirasyonundan kaynaklanmas1 miimkiindiir.
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Cizelge 4.1. Idrar 6rneklerinde belirteclerin ilk degerlendirmesi

Calibration Detection of
Marker range in the Calih.ratio.n Detection limits (urine) marker in
diluent range in trine B patient samples

AP1M2 + - N/A N
BIRCS + + 200 pg/mL -
CD44 + - /A, -
CDH1 + - N/A, _
DCN + + 25.9 pg/mL +
EGFR + + 0.1 ng/mL +
EN2 + + NA +
ErbB2 + - N/A, -
FBLN3 + + > 3.12 ng/mL +
FGFR3 + + = 250 pg/mL -
IL8 + + 0.1 ng/mL +
MMPS + + 0.222 ng/mL +
MYC - + 1 ng/mL +
p93 + + 2.5 ng/mL -
PTGS2 + + 2.5 ng/mL +
RARB + + 0.625 ng/mL -
TMOD1 + + 1.25 ng/mL -
UPK3A + + 100 pg/mL +
VEGF + + 0.0625 ng/mL +
VIM + + 28.1 ng/mL -

+, bir kalibrasyon egrisi veya isaretci tespiti varlig

-, kalibrasyon egrisinin olmamasi1 veya N / A isaretinin saptanmamasi, uygulanamaz

* E.N-2, ELISA kiti ile tespit edilemedi ancak direkt mod immiinolojik test ile tespit

edildi

** Tespit sinirlari, kalibrasyon egrileri iizerinde grafik olarak belirlenmistir.

Fizibilite ¢calismasinin amaci, mesane kanseri olan hastalardan alinan idrar 6rneklerinde

belirteglerin saptanabilirligini de degerlendirmekti. Idrarda &lgiilebilirligi gdsteren 16
testten 10'u hedeflerini hastalarin idrarinda tespit etti (Tablo 4-1): M.M.P-9, E.N-2,
V.E.G.F, E.G.F.R, I.L-8, DCN, MYC, UPK3A, P.T.G.S-2 ve FBLN3. Diger 6 test i¢in
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belirteclerin saptanmamasi, idrar 6rneklerinde bulunan in vivo proteinden farkli olabilen

kalibrasyon proteininin 6zelliklerinden kaynaklanabilir (McGrath , 2007).

4.6.1.2. ikinci Degerlendirme

Boylece ilk degerlendirme sirasinda on isaret¢i Onceden sec¢ildi: M.M.P-9, E.N-2,
V.E.G.F, E.GFR, LL-8, DCN, MYC, UPK3A, P.T.G.S-2 ve FBLN3. Daha sonra
mesane kanseri teshisi i¢in ilgilenilen belirtecleri belirlemek i¢in mesane kanseri
hastalarindan 16 numunede ve saglikli vericilerden 16 numunede ikinci bir

degerlendirme asamas1 gegirdiler (Mahnken , 2005).

Elde edilen isaretlerin konsantrasyonlar1 Sekil 4-2'de sunulmustur. Dozu dogrudan mod
immiinolojik test olan E.N-2 markdrii disinda ELISA kitleri kullanilarak belirlendi
(kalibrasyon aralig1 hasta idrar numunesi ile belirlenir, elde edilen konsantrasyonlar
rastgele birimler halinde verilir). Daha sonra her numunenin idrar kreatinin diizeyine
gore normalize edildi. Her isaretci icin bir esik degeri hesaplandi. Standart sapmasinin
¢ katina eklenen saglikli vericilerden alinan numunelerin konsantrasyonlarinin
ortalamasima karsilik gelir. Bu formiil, saglikli vericilerin % 99,7'sinin esik degerin

altinda olmasini miimkiin kilar (Gogalicet al , 2015).
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Sekil 4.10. Mesane kanseri hastalar1 ve saglikli vericilerden alinan 6rneklerdeki isaret

konsantrasyonlari (Gogalicet al , 2015)

Degerlendirilen on belirteg¢ arasinda, sekizi en az bir pozitif hasta 6rnegine, yani esik
degerinin tlizerinde bir belirte¢c konsantrasyonuna sahiptir. Bu belirteglerin {i¢ii i¢in
(V.E.G.F, DCN ve UPK3A), protein saglikli vericilerden alinan orneklerde tespit
edilmedi ve sonug¢ olarak sifir esik degeri elde edildi. Boylece bu ii¢ belirteg icin,,
belirte¢ konsantrasyonu sifirdan biiyiik olan herhangi bir hasta numunesi pozitif olarak
kabul edilir. Diger dort belirtegc (M.M.P-9, 1.L-8, MYC ve E.N-2), esik degerin lizerinde
bir belirte¢ konsantrasyonuna sahip saglikli bir verici 6rnegi sunar. Bu numuneler bu
nedenle yanlis pozitif olarak kabul edilir. Son olarak, P.T.G.S-2, esik degerin {lizerinde
bir konsantrasyona sahip (saglikli bir vericiden veya bir hastadan) numune sunmayan

tek isaretleyicidir (Mahnken , 2005).

belirteclerin tanisal performanst daha sonra PanelomiX yazilimi kullanilarak bir alic
isletim o6zelligi (ROC) analizi ile degerlendirildi. OCR analizi, testin kendine 6zgii

ozelliklerini (duyarlihigt ve oOzgiilliigii) degerlendirerek, tanisal test gibi bir
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siiflandiricinin performansinin bir dlgiistidiir. Bu sekilde elde edilen ROC egrisi, farkli
pozitiflik esikleri i¢in bir testin kendine 6zgli 6zelliklerinin grafik bir temsilini verir.
Birkag¢ smiflandiricinin karsilagtirmasini kolaylastirmak i¢in, ROC egrisinin (A.U.C)
altindaki alan hesaplanir. Bu, testin kendine 6zgii 6zelliklerinin 6zet bir istatistigidir.
Degeri 0,5 ile 1 arasindadir (veya% 50 ile% 100 arasindadir): A.U.C degeri 1, testin
miikemmel bir sekilde ayirt edici oldugu anlamina gelirken, 0.5 degeri testin sanstan

daha iyi olmadig1 anlamina gelir.

Bu yontemle elde edilen isaretlerin bireysel performanslari Tablo 4-2'de
aciklanmaktadir. Duyarlilik ve 6zgiillik degerleri, optimum esik degeri icin yazilim
tarafindan verilmektedir. M.M.P-9, 0.742 A.U.C,% 68.8 6zgiillik ve % 86.7 duyarlilik
ile en iyi i¢ Ozelliklere sahiptir. V.E.G.F ve DCN belirtegleri, yalnizca hasta
numunelerinde tespit edildikleri ig¢in yiiksek bir ozgiilliige (% 100) sahiptir. Ancak
duyarliliklan diistiktiir (V.E.G.F i¢in % 20 ve DCN igin % 13.3). Son olarak, UPK3A

belirteci bu analize dahil edilememistir ¢linkii yalnizca tek bir 6rnekte tespit edilmistir.

Cizelge 4.2. A.U.C degerine gore siniflandirilan biyobelirteglerin bireysel performansi

Marker pen % AUC (95%CI) | % Sp (95% CI) % Se (95% CI)
M.MP-9 742 (56.0-92.3) 68.8 (43.8-87.3) 86.7 (66.7-100.0)
EN-2 66.0 (47.8-84.3) 87.5 (68.8-100.0) 53.3 (26.7-80.0)
118 65.4 (48.9-81.9) 81.2 (62.5-100.0) 46.7 (20.0-73 3)
VEGF 60.0 (49.5-70.5) 100.0 (100.0-100.0) | 20.0 (0.0-40.0)
PT.GS-2 57.7 (38.7-76.7) 68.8 (43.8-87.3) 533 (26.7-80.0)
DCN 56.7 (47.8-65.6) 100.0 (100.0-100.0) | 13.3 (0.0-33.3)
EGFR 54.0 (38.5-69.4) 87.5 (68.8-100.0) 26.7 (6.7-46.7)
FBLN3 475 (26.1-68.9) 56.2 (31.2-81.2) 60.0 (33.3-86.7)
MYC 47.1 (36.5-57.7) 93.8 (81.2-100.0) 6.7 (0.0-20.0)

ROC egrisinin altindaki alan; CI, giiven aralig1; Sp, 6zgiilliik; Se, hassasiyet

PanelomiX  yazillmi  ayrica  isaretleyici =~ kombinasyonlarmmin  performans

degerlendirmesine izin verir. Yazarlar, biyobelirteclerin ve esiklerin yinelemeli
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kombinasyonunu (ICBT, biyobelirteglerin ve esiklerin yinelemeli kombinasyonu)
kullanarak bireysel belirte¢ esiklerine dayali bir algoritma gelistirdiler. En verimli
paneli belirledikten sonra yazilim, panel performansini ve modelin saglamligini test
etmeyi miimkiin kilan bir ¢apraz dogrulama gerceklestirir. Bunu yapmak i¢in ¢apraz
dogrulama k-katlama teknigi kullanilir: orijinal 6rnek olarak adlandirilan veri seti
rastgele olarak esit biiyiiklikte (k = 10) 10 alt gruba (veya ornege) boliiniir. 10
numuneden dokuzu (k-1) model egitim seti olarak kullanilirken, geri kalan 6rnek model
dogrulama igin kullamilir. Islem 10 kez tekrar edilir, her numune bir kez dogrulama seti
olarak kullanilir. Bu nedenle tiim markér kombinasyonlar1 PanelomiX tarafindan test
edilmistir (UPK3A markorii harig). Performans agisindan en iyi kombinasyon alt1 isaret
icerir: Capraz dogrulama sonrasi 0,871 ve 0,810 A.U.C ile M.M.P-9, V.E.G.F, LL-8,
P.T.G.S-2, FBLN3 ve E.N-2 (Tablo 4.2).

4.6.1.3. Ik calisma iizerine tartisma

Bu ilk caligma, mesane kanseri olan hastalardan ve saglikli vericilerden alinan idrar
orneklerinde birka¢ aday belirtecin degerlendirilmesi sayesinde mesane kanseri tanisi
icin bir biyobelirte¢ paneli tanimlamayr miimkiin kilmistir. belirteclerden olusan bu
BCPC 1iyi bireysel performans gosteren M.M.P-9 isaretleyici kiyasla daha {istlin bir
performansa sahiptir. Aslinda, BCPCnin A.U.C'si 0,865'tir (% 95 giiven aralig1 (% 95
CD 0,727 ile 1,0) iken, M.M.P-9 0,742'lik bir A.U.C degerine sahiptir (0,560 ile 0,923
arasinda % 95 CI). BCPC'nin duyarliligi, M.M.P-9'a kiyasla azalmistir (sirastyla% 80.0
ve % 86.7). Bununla birlikte, bu klinik baglamda en ilgili parametre olan 6zgiilliik
onemli dlglide artmistir (% 68,8'e kiyasla % 93,8). Calismanin kiiclik olmas1 nedeniyle
giiven araliklarinin genis olduguna dikkat etmek o©nemlidir (32 O6rnek). Mesane
kanserinde hasta takibi ¢ok Onemlidir ¢iinkii IMDT'nin % 50 ile % 70'1 olas1 kas
infiltrasyonu ile birinci basamak tedaviden sonra tekrar eder. Boylece, ortaya ¢ikan biyo
gelistirme sirketi ile isbirligi i¢inde, BCPC belirteclerinin tiimor ilerlemesini tahmin
etme potansiyelini inceledik. Belirteglerin tiimor invazivitesindeki rolii, bu nedenle
mesane kanseri i¢in tanimlanan molekiiler model ve belirteclerin etki mekanizmalarina

iligkin bilimsel literatiir arastirmasi kullanilarak degerlendirildi (Lokeshwarer al , 2000).
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Bir ¢alisma, M.M.P-9 dahil olmak {izere matriks metaloproteinazlarin mikro ortami
degistirmedeki ve tiimor istilasin1 artirmadaki roliinii ve dolayisiyla bunlarin invazif
mesane kanseri ile iligkisini gostermistir. Ek olarak, M.M.P-9'un aktivasyonu, EGF /
E.G.F.R sinyal yollarmin yani sira I.L-8'in ekspresyonunu igerir. Anjiyojenik aktivite
ayrica, V.E.G.F'nin ve tiimor istilasint ve proliferasyonunu destekleyen VE.G.F.R1 / 2
reseptorlerinin ekspresyonunu igerir. Son olarak, P.T.G.S-2, anjiyogenezdeki rolii
araciligiyla mesane kanserinin gelisimi ve istilasi ile de baglantilidir. BCPC, invaziv
tirotelyal tiimorlerin gelisimi i¢in yollarin diyagramina dahil edilen dort isareti igerir:
M.M.P-9, LL-8, V.E.GF ve P.T.G.S-2. Besinci isaret olan E.N-2'nin invazivlikle

belirgin bir baglantis1 yoktur, ancak mesane kanseri i¢cin umut verici bir belirtegtir.

Son olarak, E.G.F.R, BCPC'ye dahil edilmeyen invazivlik semasinda bulunan tek
isarettir. panelin genel performansini artirmadig: icin dahil edilmesi faydali olmamastir.
Boylece, BCPC tiimor istilasini tahmin etme potansiyeline sahiptir. Bununla birlikte, bu
paneli tiimor istilasini tahmin etmek i¢in ve bir araca yonlendirmek i¢in daha biiytik
numuneler lizerinde baska calismalar gereklidir. Bu ilk ¢alisma ayni zamanda idrarla
ilgili sorunlar1 da vurguladi. Ilging bir biyolojik belirteg kaynagi olmasina ragmen,
aliman numuneler hacim, protein konsantrasyonu (6zellikle bobrek yetmezliginde) veya
pH agisindan biiyiik degiskenlik gosterebilir. Hastanin yasi, saglhigi ve diyeti dahil
olmak tizere bir¢ok faktor idrar bilesimini etkiler. Ek olarak, numunelerin depolanmast
sirasinda bozulmalar miimkiindiir (Gogalic et al, 2015). Proteomik ¢aligmalarin
sonuglar1 bu nedenle idrar numunelerini isleme yontemlerine bagh olarak degisebilir.
Bu nedenlerden dolayi, bu tiir bir ¢alisma i¢in yontemlerin standardizasyonu istenebilir.
INCa, arastirma ig¢in idrar Orneklerinin toplanmasi, paketlenmesi ve depolanmasi

asamalarinin standardizasyonunu iyilestirmek i¢in 2013 yilinda 6neriler yayinladi.

Ayrica, proteinlerin miktarinin veya konsantrasyonunun, kreatinin veya albiimin gibi
bobrek tarafindan atilan kiigiik molekiillerin konsantrasyonuna oranini hesaplayarak
normalize edilmesi de siklikla tavsiye edilir. Bu nedenle, bu ilk caligma sirasinda elde
edilen konsantrasyonlari, her numune i¢in daha 6nce Olciilen idrar kreatinin seviyesi ile

normallestirmeyi segtik.
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Son olarak, idrar numunesini seyrelterek tahliller sirasinda bu matrisin girigimini
sinirlandirmak miimkiindiir. Bu nedenle, immiinolojik test protokoliimiiz, her test i¢in
kullanilan 6rnek hacmini sinirlamayr miimkiin kilan bir ilk seyreltme adimini igerir.
Ancak bu strateji, dozajlarin duyarliliginda bir azalmaya yol agabilir; tespit limitine

yakin konsantrasyonlara sahip bazi isaretciler tespit edilmemis olabilir.
4.6.2. Ikinci Cahsma

Mesane kanseri hastalarindan alinan idrar drnekleri, saglikli vericilerden (kontroller)
alan idrar ornekleriyle karsilastirilarak, pilot ¢alismada mesane kanserinin yalnizca
birincil tanisal yonii arastirilabilir (ancak tiimor istilasinin tahmin potansiyeli de
degerlendirilmistir). Bu pilot ¢aligmayi takiben, mesane kanseri baglaminda biyobelirteg
seciminin hedeflerini daha kesin olarak tanimladik. Mesane kanserinin dogal seyrini ve
takipleri sirasinda hastalarin bakimini kisisellestirme ihtiyacin1 dikkate alinarak,
tekrarlayan mesane kanserli hastalardan ve monitérize edilmis ancak niiks gdstermeyen
hastalardan alinan idrar 6rneklerini degerlendirerek bu ikinci ¢aligmanin iirotelyal timor
invazyonunun niiks (ve muhtemelen) risklerine dogru yonlendirilmesine karar verildi.
Bu ikinci ¢alismada toplam on dokuz belirteg¢ degerlendirildi. Degerlendirilecek
belirteclerin se¢imi birkag¢ faktore dayanirdi: proje ortaklarindan temin edilebilen testler,
onceki caligmanin sonuglari (BCPC'deki bes belirte¢ c¢alismaya dahil edilmistir) ve

belirteclerin tekrarlayan mesane kanseri ile baglantisi.

4.6.2.1. Calismanin tasarimi

Calismaya mesane kanseri olan iki hasta grubu dahil edildi: rekiirrensli hastalar ve
rekiirrenssiz hastalar. Bu hastalarin idrar 6rneklerinde on dokuz belirte¢ iki farkli
platform kullanilarak 6l¢iildii: ELISA kitleriyle ve otomatik bir sekilde (pilot ¢alismaya
benzer) on iki markorii degerlendirdik. Daha sonra, iki platformun sonuclari ve
hastalarin klinik parametreleri dahil olmak iizere ¢ok degiskenli bir istatistiksel analiz
gerceklestirildi ve tekrarlayan mesane kanseri teshisi i¢in bir isaretler paneli ve klinik

parametrelerin se¢ilmesine yol agti.
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4.6.2.2. Hasta secim siireci

Calisma baslangigta 80 hasta rnegini iceriyordu (her grupta 40 &rnek). lk dahil edilme
kriterleri asagidaki gibiydi: hastaya mesane kanseri teshisi kondu (sistoskopi ve
histopatolojik inceleme ile), hasta numune alinmadan 6nce tedavi edildi ve hastanin
TVIM o6ykiisii yoktu. Bu nedenle numune, bir takip ziyareti sirasinda toplandi. Bu
ziyaret sirasinda diger klinik parametreler toplandi. Bu nedenle calisma sirasinda
degerlendirilen klinik parametreler sunlardir: cinsiyet, tan1 anindaki yas, 6rnek toplama
anindaki yas, ilk tani ile 6rnek toplama arasindaki ay sayisi, ilk tani ile 6rnek toplama
arasindaki BCG tedavilerinin sayisi, ilk tani ile 6rnek toplama arasindaki mitomisin

tedavilerinin sayis1 ve ilk teshis ile numune toplama arasindaki RTUV sayisi.

Istatistiksel analizden once, ikinci, daha titiz bir hasta segimi gerceklestirildi. Bu
nedenle eksiksiz bir hasta gecmisi mevcut olmalidir (klinik parametre eksik degildir).
Bu ek kritere dayanarak, ilk 80 hastadan 48'i dahil edildi. Ek olarak, istatistiksel analize
dahil edilen belirteclerin tiim numuneler igin gegerli Ol¢limlere sahip olmasi
gerekiyordu. Bu nedenle, bu se¢im sirasinda diger ti¢ hasta diglandi. Bu nedenle son

kohort 45 hastadan olusuyordu: 27 niiks olmayan hasta ve 18 niiksii olan hasta.

4.6.2.1.2. Sonu¢ Analizi

Verilerin istatistiksel analizi, acil biyolojik gelistirme ile gerceklestirildi. Cok degiskenli
analiz 1ile ilgili olarak, iki stratejiye gore c¢oklu dogrusal regresyon modelleri
olusturulmustur: tek tek parametrelerin secilme olasiligimi belirlemek i¢in LASSO
yontemini (En Az Mutlak Biiziilme ve Se¢im Operatorii) kullanarak bireysel
parametrelerin iligkisine ve otomatik se¢imine dayali maniiel se¢im. Modellerin
performansi ve saglamligi, bir disarida birakma capraz dogrulama teknigi (LOOCYV)

kullanilarak ¢apraz dogrulama ile degerlendirilir.
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4.6.2.3. Belirteclerin tahlili

On dokuz belirtecten on ikisi, ELISA kitleri kullanilarak otomatik platformumuz
tarafindan degerlendirildi. Sonuglar Cizelge 4.3 te 6zetlenmistir. U.P.K.3.A igin teknik
bir zorluk nedeniyle tam analizi yapilamadig1 i¢in sonu¢ alinamadi (analiz sirasinda 96
kuyulu plaka pipetleme makinesi tarafindan hasar gordii). Idrarda kalibrasyon egrileri
F.B.LN3 haricinde tiim diger belirtegler icin elde edilebilir. Ikincisinin
konsantrasyonlart bu nedenle seyreltici i¢indeki kalibrasyon egrisi araciliiyla
belirlendi. On bir gegerli testten iicii, idrar 6rneklerinde hedeflerini saptamadi (V.I.M,

M.Y. C ve p53).

Cizelge 4.3. Ikinci calismadan biyobelirtec tahlilleri

F A .| Calibratio ... | Detection of
Marker pen Callbl‘atIOI.l rangein | WA Detectl.on limits marker in patient
the diluent - (urine) ** samples
BIRCS + + | 1000 pg/mL +
EN2 + + | 125ngmL +
FBLN3 + - B gl +
(diluant)
FGFR3 + + | 1000 pg/mL
IL8 + + | 125 pg/mL
MMP9 + + | 666.7 pg/mL
MYC + + | 125ng/mL
pS3 + + 10 ng/mL
PTGS2 + Sng/mL +
TMOD1 + + 2.5 ng/mL +
UPK3A - - N/A N/A
VIM + + | 1125 ng/mL

+, bir kalibrasyon egrisinin veya isaret¢i saptamanin varligi; -, kalibrasyon egrisinin
olmamas1 veya igaret tespiti olmamasi; N / A, uygulanamaz;

** Tespit sinirlari, kalibrasyon egrileri lizerinde grafik olarak belirlenmistir.
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Hasta sec¢im siirecine gore ve eksik degerlerin neden oldugu artefaktlardan kaginmak
icin istatistiksel analiz i¢in isaretlerden sadece iicil se¢ildi (I.L-8, M.M.P-9 ve FBLN3).
Gergekten de, her numune i¢in mevcut olan sinirli hacim nedeniyle, tiim numunelerde
bircok isaret analiz edilememistir. Istatistiksel analize dahil edilen diger isaretler, AIT
protein ¢ipi tarafindan degerlendirilenlerdir. Bu nedenle, on dokuz ilk belirtegten on {igii

istatistiksel analize dahil edilebilir.

Iki analiz teknigi arasindaki korelasyonu degerlendirmek igin iki platform tarafindan iki
isaret (L.L-8 ve M.M.P-9) olciildi. L.L-8 icin 0.83 ve M.M.P-9 i¢in 0.70 Pearson

korelasyon katsayisi ile iki belirteg icin anlamli derecede pozitif korelasyonlar gozlendi.

Cizelge 4.4. Parametrelerin bireysel performansi

Clinical parameter Pr(>|z|) AUC |Marker Pr(>z|) AUC
diagnostic sample 0.42 0.5  |DCNpue 0.67 0.57
sex 0.89 0.51  |VEGFpuce* 0.05 0.67
age.diagnosis 0.7 048  |IL8pc* 0.08 0.69
sample age 0.45 0.57  |CDHlpue 0.66 0.53
grade.diagnosis (G2/ G3) 0.32/048 0.57  |IL6pwe 0.65 0.48
stage.dliagnosis 0.52 055  |EN2puee* 0.09 0.65
number of previous recurrences *  0.08 063  |EGFRpuce 0.86 0.53
therapy.BCG * 0.1 0.65 |ErbB2pucc* 0.06 0.73
therapy.mitomycin 0.49 0.54  |MMP7puce 0.9 0.5
nr.RTUV. previous * 0.33 0.58  |MMP9puce 0.72 0.58
[L8pa 0.74 0.47
MMPYpa 0.46 0.5
FBLN3pa 0.54 0.52

* Klinik parametreler ve en 1yi bireysel A.U.C, Marker biten markorleri protein ¢ipi ile
olgtildii.

PA ile biten belirtegler otomatik platform tarafindan 6l¢iildii. Tan1 6rnegi, ilk tani ile
ornegin almmasi arasindaki ay sayisi; yas. Tani, tam yas1; yas. Ornek, 6rnek toplama
sirasindaki yas; derece. Tani, tam1 anindaki timor derecesi; tan1 agamasi, tan1 aninda
tiimoriin asamast; dnceki niikslerin sayisi, ilk tan1 ile numunenin toplanmasi arasindaki

niikslerin sayist; tedavisi. BCG, ilk tam1 ile numune toplama arasindaki BCG
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tedavilerinin sayisi; tedavi. Mitomisin, ilk tani1 ile numune toplama arasindaki
mitomisin tedavilerinin sayis1; nr.RTUV. Onceki, ilk tami ile 6rnegin alinmasi

arasindaki RTUV sayisi.

4.6.3.1drar kesesi kanseri biyobelirteclerinin miktar tayini

4.6.3.1. Giris
Projenin son amaci, mesane kanseri olan hastalarin, o6zellikle {riner biyobelirteg
profillerine gore bir tabakalagma kavrami olusturmaktir. Bunun igin, segilen

biyobelirteglerin kantifikasyonu i¢in ¢ok parametreli bir test gelistirdik.

4.6.3.2. Kavramin ispati

Boyle bir platformun uygulanabilirligini gostermek icin, iic rekombinant interlokinin
kantitatif deneyi gergeklestirildi. Bu nedenle, alt kuyu matrisleri, pozitif ve negatif
kontrollere ve B.S.A'ya ek olarak, 1.L-6, I.LL-10 ve LL-8 i¢in yakalama antikorlari
iceriyordu. Test, 6nceki boliimlerde aciklanan protokole gore, 6zellikle I1.L-6, I.L-10 ve
[.L-8'e yonelik biyotinlenmis antikorlar1 igceren bir yakalama antikorlar1 ¢ozeltisi ile

gerceklestirildi.

Kalibrasyon araliklar1 bir seyreltici (Tampon ¢ozelti) i¢inde ve ardindan ilgili matriste
olusturulmustur: insan idrar (Sekil 4.4). Seyreltici ve insan idrarindaki {i¢ interldkinin
konsantrasyon araliklar1 i¢in elde edilen yogunluklar, kullanilan protein
konsantrasyonlar1 araliginda platosu goriilemeyen bir sigmoid egri verir. Bu nedenle,
biyolojik bir matris olarak insan idrarim1  kullanarak interlokin araliklarim
gerceklestirmek miimkiindiir ve sonuglar, Tampon ¢ozeltisi ile elde edilenlere benzerdir.
Bununla birlikte, kullanilan matrise bagli olarak duyarlilikta bir fark vardir. Bu,
parametreleri optimize edilmemis bir test oldugundan, idrardaki immiinoanaliz
duyarlilig1 optimizasyon adimlari ile iyilestirilebilir. Daha sonra ve aksi belirtilmedikge,
gelistirme sadece insan idrar1 kullanilarak yapilacaktir. Genel olarak, birkag protein i¢in

deneyler gelistirirken, analiz edilen her bir kuyucuk, tiim yakalama antikorlarini (grafik
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matrisi) icerir ve tlim saptama antikorlari, ancak yalnizca bir protein ile temas ettirilir.

Spesifik ¢apraz reaksiyon testleri sirasinda ayni oyukta birkag protein analiz edilir.
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Sekil 4.11. Kavramin ispati. (a) L.L-6, LLL-10 ve LL-8 kalibrasyon egrileri (b)
Diizeltilmis egri parametreleri. (Hata cubuklari 8 ped standart sapmalarini temsil
etmektedir. U.a., keyfi birim)

Sekil 4.3 ¢ok parametreli immiinolojik testlerin gelistirilmesine genel bir bakis sunar.

Bu, biyobelirteglerin se¢imi ve panellerin tanimlanmasiyla paralel olarak yapildi. Bu

nedenle, BCPC veya HCC'nin pargasi olmayan bazi belirtegler hala immiinolojik teste

dahil edilmektedir. Sekil 4.5 ayrica gelistirme sirasinda yapilan bir ortam degisikligini

gosterir. Gelisimin farkli agamalar1 agagidaki boliimlerde detaylandirilmistir.
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Sekil 4.12. Cok parametreli immiinolojik testlerin gelistirilmesine genel bakis
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2. BCPC'nin Gelistirilmesi (PANEL-1)

Multiparametrik immiinolojik testin gelisimi V.E.G.F, M.M.P-9 ve 1.L-8 markorleri ile
basladi ve ardindan teste E.G.F.R markorii eklendi. BCPC daha sonra pilot ¢aligmanin
ardindan tanimlandi. Asagidaki isaretleri icerir: V.E.G.F, M.M.P-9, L.L-8, P.T.G.S-2 ve
E.N-2. Boylece, immiinolojik testin gelisimi, P.T.G.S-2 ve E.N-2 markorlerinin

entegrasyonu ile devam etmistir.

4.6.3.2.1 V.E.G.F, M.M.P-9 ve LL-8'in kantifikasyonu icin multipara metrik
immiinoassay

Sekil 4.13 V.E.G.F, M.M.P-9 ve LL-8 markorlerini igeren ¢ok parametreli test
tasariminin ana sonuglarmi aciklamaktadir. Ug protein icin bir kalibrasyon egrisi elde
etmek miimkiin olmustur (Sekil 4.6). Saptama antikorlarinin optimal konsantrasyonunu
belirlemek i¢in, sabit bir protein konsantrasyonu varliginda antikorlarin her biri i¢in bir
aralik yapilir. Saptama antikor konsantrasyonunun belirlenmesinin bir 6rnegi asagida

E.G.F.R.
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Sekil 4.13. V.E.GF, MM.P-9 ve LL-8'in kantifikasyonu icin multiparametrik
immiinoassay. (a) Kalibrasyon egrileri (b) Ayarlanmis egri parametreleri (c)
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Immunoassay kosullar1 (d) komplo matrisi Hata ¢ubuklari, 8 pedin standart sapmalarini
temsil eder. Ac, antikor

4.6.3.2.2 Capraz reaksiyon

Yukarida sunulan egriler, belirli ¢apraz reaksiyon tiirlerini degerlendirmeyi miimkiin
kilar. Aslinda, analiz edilen plakanin her bir kuyusu bir protein konsantrasyonuna
karsilik gelir: kuyu bu nedenle tek bir proteinle temas halindedir. Bununla birlikte, tim
yakalama antikorlarini igerir ve tiim tespit antikorlari ile temas ettirilmistir. Bu nedenle,
capraz reaksiyonlarin biiylik bir ¢ogunlugunu, 6zellikle antijenlerin antikorlara spesifik
olmayan baglanmasini tespit etmek miimkiindiir. Bununla birlikte, bu konfigilirasyon,

proteinler arasinda capraz reaksiyonlarin degerlendirilmesine izin vermez.

V.E.G.File ilgili olarak, M.M.P-9 ve 1.L-8 markoérlerini yakalamak i¢in antikor bloklar1
seviyesinde bir sinyalin varligina dikkat ediyoruz. Bu yogunluk I.L-8 i¢in oldukga
diistiktiir ve yalnizca en yiiksek iki V.E.G.F. M.M.P-9 i¢in yogunluk yiiksektir ve
V.E.G.F konsantrasyonu arttik¢a artar. Bu nedenle, V.E.G.F proteininin anti-M.M.P-9
yakalama antikorlar1 ile etkilesime girmesi muhtemeldir. Benzer bir fenomen, anti-1.L-8
yakalama antikorlar1 ile de miimkiindiir, ancak bu grafiklerin sinyal yogunlugu ¢ok

duistiktiir.

Bu cok parametreli testin ¢apraz reaksiyonu, ayni kuyudaki birka¢ protein tarafindan
verilen sinyal analiz edilerek yeniden degerlendirildi. Bu degerlendirme ii¢ kisma
boliinmiistiir: her kisim i¢in, {i¢ proteinden birinin konsantrasyon araligi
gerceklestirilirken diger iki protein sabit bir konsantrasyonda mevcuttur (degerler
histogramin cubuklarinda goriintiilenir). Bir karsilastirma yapabilmek icin, diger iki

proteinin yoklugunda her proteinin yiiksek konsantrasyonu da degerlendirildi.

V.E.G.Fnin anti-M.M.P-9 ve anti-1.L-8 yakalama antikorlar1 ile etkilesimi, V.E.G.F
proteini tek basina ve yliksek konsantrasyonda oldugunda bu iki tip grafikte bir sinyalin

varligi ile dogrulanir (histogram a) hem de, anti-M.M.P-9 yakalama antikoru
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cizimlerinde bir sinyalin varligiyla, sadece V.E.G.F ve L.L-8 proteinleri ortalama bir

konsantrasyonda mevcuttur (histogram b).

Bununla birlikte, ortalama bir konsantrasyonda (histogram c) yalmizca V.E.G.F ve
M.M.P-9 proteinleri mevcut oldugunda anti-I.L-8 yakalama antikoru c¢izimlerinde
spesifik olmayan bir sinyal yoktur. Bu nedenle, bu spesifik olmayan sinyal yalnizca

yiiksek V.E.G.F. konsantrasyonlarinda mevcuttur.

Ayni yliksek I.L-8 konsantrasyonu ig¢in, sinyal yogunlugunun diger iki proteinin
varligina veya yokluguna gore farklilik gosterdigini not etmek ilgingtir. Aslinda, I.L-8
tek basina oldugunda, 1.L-8 sinyaline gore, V.E.G.F ve M.M.P-9 varliginda, sinyalde
yaklasik % 35'lik bir artis gozlenir (histogram c). Bu spesifik olmayan sinyal,
V.E.G.Fnin anti-L.L-8 yakalama antikorlar1 ile spesifik olmayan etkilesimi ile ilgili
olabilir. Ortalama bir V.E.G.F konsantrasyonu i¢in, bu etkilesim diisiik veya hatta sifir
I.L-8 konsantrasyonlarinda goriilmez veya neredeyse hi¢ goriilmez, ancak yiiksek 1.L.-8

konsantrasyonlarinin varliginda vurgulanir.

4.6.3.2.3 Performans iyilestirme

Testlerin hassasiyetini etkileyebilecek parametrelerden biri, proteinlerin inkiibasyon
siiresi ve antikorlarin saptanmasidir. Aslinda, optimal inkiibasyon siiresi, reaksiyonun
dengesinin elde edilmesine izin verir. Cok parametreli immiinolojik testin baslangicta
bir saatlik bir inkiibasyon siiresi vardi ve daha sonra iki saate ¢ikarildi. Inkiibasyon
stiresi daha uzun oldugunda, problar ve hedefler arasindaki temas siiresi artirilarak testin
hassasiyeti artirilir. Ek olarak, algilama sinirlar1 daha diisiik goriinmektedir. Maksimum
sinyal giicii de M.M.P-9 i¢in biiyiik 6l¢lide artirilmistir: degeri iki saatlik bir inkiibasyon

sliresi i¢in neredeyse li¢ katina ¢ikarilmistir.

78



4.6.4. E.G.F.R isaretleyicisini entegre etmek

Cok parametreli teste yeni bir markoriin entegrasyonu ile gelistirme devam etti:
E.G.F.R. ikincisi, son BCPC'ye dahil edilmedi, ancak BCPC'nin tanimi, E.G.F.R
entegrasyonu sirasinda bilinmiyordu. Bu nedenle biyobelirteglerin se¢imi i¢in pilot
calismanin 6n sonuglarina goére secilmistir. E.G.F.R ve anti-V.E.G.F yakalama
antikorlar1 arasinda, ikincisinin pedleri iizerinde bir sinyalin varlig ile gosterilen bir
capraz reaksiyon miimkiindiir. Bununla birlikte, sinyal zayif kalir ve yalnizca yiiksek
E.G.F.R. konsantrasyonlarinda tespit edilebilir. Onceki belirteglere benzer sekilde,
saptama antikorlarmin konsantrasyonu, sabit bir E.G.F.R konsantrasyonunda
ikincisinden bir konsantrasyon araligi yapilarak optimize edilmistir. Daha sonra, sinyal
yogunlugunun en yiiksek antikor konsantrasyonlarinda (2 ve 1 pg / ml) maksimum
olmadigi, ancak 0,7 pg / ml'ye kadar arttig1 ve ardindan azaldigi not edilir. Bu nedenle
bir "tarama" etkisi vardir: yiiksek konsantrasyonlarda poliklonal antikor fazladir ve
antijeninin birka¢ epitopuyla etkilesime girerek ikincisinin yakalama antikoru ile
etkilesime girmesini onler. Bu nedenle, tespit antikorlarinin optimum konsantrasyonu
0,5 pg / mL olarak tanimlanmistir. Sonuglarin 6nceki konsantrasyon olan 0,2 pg / mL

ile karsilastirilmasidir.

Son olarak, bu dordiincii isaretleyicinin ¢ok parametreli teste eklenmesinin etkisi, li¢
isaretli bagisiklik tahlili ile V.E.G.F, M.M.P-9 ve L.L-8 i¢in elde edilen sonuglarin dort
isaretli bagisiklik tahliliyle elde edilenlerle karsilastirilmasiyla degerlendirildi. I.L-8
kalibrasyon egrileri i¢in birka¢ farklilik gozlenirken, dort isaretli immiinolojik test
sirasinda V.E.G.F i¢cin daha giiclii bir sinyal yogunlugu gosterildi (bu, V.E.G.F
sisteminin reaktiflerinden biri ile anti-E.G.F.R saptama antikoru arasindaki g¢apraz
reaksiyona bagli olabilir). M.M.P-9'a gelince, E.G.F.R markdriiniin entegrasyonundan
sonra, Ozellikle hassasiyet kaybiyla sinyal yogunlugu azalir. Son olarak, {i¢ isaretli
bagisiklik tahliliyle gozlenen V.E.G.F, M.M.P-9 ve 1.L-8 ile ilgili ¢apraz reaksiyonlar,
E.G.F.R isaretinin eklenmesiyle degistirilmedi.
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P.T.G.S-2 Isaretleyici Entegrasyonu

BCPC'nin son tanimini takiben, ¢ok parametreli teste entegre edilecek besinci isaret
P.T.G.S-2'dir. BCPC'nin bir pargasi olmamasina ragmen, E.G.F.R isareti, sonuglar
tatmin edici oldugu i¢in ¢ok parametreli testten hemen ¢ikarilmadi. P.T.G.S-2 isaretgisi,
bir ¢ift antikor (yakalama ve saptama) ve bir sandvi¢ ELISA i¢in tedarikgi tarafindan
dogrulanmis bir kalibrasyon proteini bulmanin miimkiin olmadig1 tek isarettir. Bu
nedenle ¢esitli reaktif kombinasyonlar1 test edilmistir. Secilen yakalama antikoru,
ELISA'nin tedarik¢i tarafindan belirtilen olast uygulamalardan biri oldugu bir
monoklonal antikordur. Bu yakalama antikoru ile birkag tespit antikoru test edildi. Ik
test edilecek poliklonal bir antikordur. Ancak sinyal alinamadi. Bu nedenle ikinci bir
anti-P.T.G.S-2 saptama antikoru test edildi. Ikincisi biyotinlenmemis oldugundan,,
saptama i¢in alkalin fosfataz ile konjiige edilmis ikincil bir poliklonal antikor kullanildi.
Elde edilen sonuglar, P.T.G.S-2 i¢in spesifik bir sinyal gostermedi. Tiim kuyucuklarda
anti-P.T.G.S-2, anti-L.L-8, anti-M.M.P-9 ve anti-V.E.G.F yakalama antikor
grafiklerinde ayni sinyaller gézlendi.

4.6.5.E.N-2 Isaretleyicisinin Ozel Durumu

BCPC'de ¢ok parametreli immiinolojik teste dahil edilecek son isaret E.N-2'dir. Bu
nedenle, ayr1 bir dogrudan modlu tek parametreli immiinolojik test gelistirdik. Ancak bu
immiinolojik test, bir E.N-2 proteini veya peptit ile herhangi bir sinyal vermedi.
Bununla birlikte, mesane kanseri olan bir hastadan alinan bir idrar numunesi
kullanilarak bir kalibrasyon egrisi elde edilebilir. Bu nedenle, bir sinyalin yoklugunun
anti-E.N-2 antikorundan degil, kullanilan proteinden geldigi gosterildi. Bu egri,
ozellikle biyobelirteglerin se¢imine iliskin pilot ¢aligmada kullanilmistir. Daha sonra bu
immiinolojik testin gelistirilmesini platformumuzda durdurmaya karar verildi ¢linkii ¢ok

parametreli sandvig tipi immunoassay formatimizla uyumsuz.
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4.6.6. V.E.G.F, M.M.P-9 VE L.L-8'in Kantifikasyonu icin Multipara metrik
Immiinoassay

BCPC'nin kantifikasyonu i¢in ¢ok parametreli immiinolojik test, yeni ortamda daha da
gelistirilmigtir. Gelistirme V.E.G.F, M.M.P-9 ve 1.L-8 belirtegleri ile basladi (destegin
modifikasyonundan o6nce kullanilan matris ayrica anti-P.T.G.S-2 yakalama
antikorlarmin bloklarin1 da igerir). Eski destek iizerinde ilk immunoassay sirasinda

gozlemlenenin aksine, ¢apraz reaksiyon yoktur.

Ilk testler, eski destek iizerinde belirlenen en uygun tespit antikor konsantrasyonlari ile
gerceklestirildi. Bununla birlikte, yakalama antikorlarinin konsantrasyonlari, eski
tamponla yapilanlar gibi diisiik seyreltmelere izin vermeyen bir sonda biriktirme
tamponunun kullanilmasi nedeniyle degistirildi. Ek olarak, gelistirmenin bu ilk agamasi,
daha once kullanilan ticari monoklonal antikorun yerini alan Lionex tarafindan iiretilen
bir anti-L.L-8 poliklonal yakalama antikoru ile gerceklestirildi. Bununla birlikte, I.L-8
kalibrasyon egrisi i¢in elde edilen sinyaller zayiftir. Saptama antikorlarinin
konsantrasyonunu artirarak (0.7 pg / mL'den 2 pg / mL'ye) sinyal yogunlugunda bir
tyilesme miimkiin olmustur, ancak bu artis yetersizdir ve kabul edilebilir bir saptama
siirinin (500 pg / mL'den az) elde edilmesine izin vermez. . Ticari anti-1.L-8 yakalama
antikoru ile elde edilen sinyallerle karsilastirildiktan sonra Lionex tarafindan iiretilen

antikorun secilmemesine karar verildi.

Son olarak, yeni destegin kullanilmasinin ardindan, anti-1.L-8 saptama antikorlarinin
optimum konsantrasyonunun yeni bir tespiti gerceklestirildi. Gergekten de, en yliksek
I.L-8 konsantrasyonlarinda ve bir platonun olusumunda giiglii bir sinyal vardir.
Immiinolojik test performansinda kayip olmaksizin antikor konsantrasyonunu diisiirme
olasiligin1 degerlendirmek icin bir dizi saptama antikoru iretilmistir. Anti-1.L-8 tespit
antikorunun konsantrasyonunun azalmasmin sinyal giiciinde bir azalmaya neden
olmadig1 tespit edildi. Bu nedenle, daha fazla gelistirme icin 0,1 pg / mL'lik bir
konsantrasyon kullanmaya karar verildi. I.L-8 kalibrasyon egrilerinin 0.7 pg / mL ve 0.1
pg / mL'lik bir saptama antikor konsantrasyonu ile karsilastirilmasi, 6nemli bir fark

gostermez.
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4.6.7. P.T.G.S-2 Isaretleyici Entegrasyonu

Eski ortamda oldugu gibi, P.T.G.S-2 isaretini ¢ok parametreli immiinolojik teste dahil
etmek icin birkag test gerceklestirdik. Immiinolojik test, yakalama antikoru olarak
monoklonal antikora karsilik gelen Lionex tarafindan belirlenen antikorlarin en iyi
kombinasyonunu ve tespit antikoru olarak konjuge olmayan poliklonal antikoru
icerdiginde bile anti-PTGS-2 yakalama antikor pedlerinde spesifik bir sinyal elde etmek
miimkiin degildi. Bu nedenle, P.T.G.S-2 isaretleyicinin entegrasyonu heniiz kesinlesmis
degildir. Lionex tarafindan antikorlarin degerlendirilmesi, immiinolojik testin belirli bir
cift antikor ve Lionex'in rekombinant proteini ile ¢alisabilecegini géstermesine ragmen,
platformumuzda tatmin edici sonuclar elde edemedik. Ek olarak, antikorlarin en iyi
kombinasyonu da hasta o6rneklerinde P.T.G.S-2 proteinini tespit edemedi. Bu nedenle,
bu reaktifleri ¢cok parametreli immiinolojik teste entegre etmeyi istemeye devam etmek
uygun goriinmemektedir. Bu nedenle P.T.G.S-2 markdriinlin entegrasyonu, Lionex

tarafindan yeni bir antikor ¢iftinin iiretilmesi i¢in beklemeye alindi.

Tastyicidaki degisiklik, immiinolojik testin bazi parametrelerinde (6zellikle yakalama
antikorlarimin  konsantrasyonlarinda) degisiklikler getirmesine ragmen, V.E.G.F,
M.M.P-9 ve 1.L-8 markorleri i¢in tatmin edici sonuclar elde edildi. Ek olarak, yeni
destegin cesitli avantajlar1 vardir. Ana ilgi alani, kullanilabilirligi ve iki farkli referans
kullanma imkanidir. Ayn1 zamanda yongalarin hazirlanmasini da kolaylastirir: plakalar
oldugu gibi kullanilabilirken eski destek, yapistiriciyr 96 oyuklu dipsiz bir plakaya
monte etmek i¢in bir adim gerektirir. Son olarak, bu yeni destek, seritler halinde
yapilandirilmasi sayesinde kullanim esnekligine sahiptir. Bu yapilandirma, daha sonra
kullanilmak {izere hazirlanan c¢ipin bir kismim1 tutmak miimkiin oldugundan,

immiinolojik testin gelistirilmesi i¢in faydali olmustur.

BCPC'nin gelismesine paralel olarak, biyobelirteglerin se¢imine yonelik ikinci ¢alisma
gerceklestirildi ve ikinci bir panel tanimlandi. Dolayisiyla, HCC'nin nihai tanimi, BCPC
icin ¢cok parametreli immiinolojik testin gelistirilmesinin durmas1 ve bunun HCC'ye

yonelmesi ile sonuglandi.
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4.6.8. Saghkh Kontroller Kategorisi (HCC) i¢cin Biyolojik Belirteclerin
Gelistirilmesi

HCC su belirtegleri igerir: V.E.G.F, I.L-8, 1.L-6, C.D.H-1, Er.bB-2 ve E.N-2. Bu
markdrlerden ¢l (V.E.G.F, LLL-8 ve E.N-2) ayrica BCPC'nin bir parcasiydi ve
bunlardan ikisi ¢ok parametreli immiinolojik teste entegre edildi. Bu iki panel arasinda
bir gecis olusturmak i¢in, P.T.G.S-2 markorii, ¢ok parametreli immiinolojik testten

cikarildi ve I.L-6 ile degistirildi.

Bu nedenle, HCC igin immiinolojik testin gelistirilmesi, V.E.G.F, M.M.P-9, 1.L-8 ve
I.L-6 markdrleri ile basladi. M.M.P-9 markdorii, HCC'nin bir pargasi degildir, ancak ¢ok
parametreli immiinolojik testteki analitik performans: tatmin edici oldugu igin
immiinolojik testten cikarilmamasina karar verilmistir. Ek olarak, ikinci ¢aligmada
secilmemesine ragmen, pilot calismada iyi tani1 performansi gosterdi ve bireysel

performans agisindan en iyi belirtegti.

Daha sonra, C.D.H-1 ve Er.bB-2 markorleri de immiinolojik teste dahil edildi.

4.6.9. V.E.G.F, M.M.P-9, I.L-8 VE L.L-6 Kantifikasyonu icin Multipara metrik
Immiinoassay

V.E.G.F, M.\M.P-9, L.L-8 ve 1.L-6 markorlerini iceren ¢ok parametreli test tasariminin
ana sonuglari. Dort protein i¢in bir kalibrasyon egrisi elde etmek miimkiindii.
Baslangicta secilen tespit antikor konsantrasyonlari, BCPC'nin gelistirilmesi sirasinda
belirlenenlerdi. Bu sonuglar, ¢ok parametreli immiinolojik testte P.T.G.S-2 markoriiniin
I.LL-6 ile degistirilmesinin etkisini degerlendirmek i¢cin BCPC'nin gelistirilmesinin
sonunda elde edilenlerle karsilastirildi. V.E.G.F, M.M.P-9 ve LL.-8 egrileri iki test
yapilandirmalarinda benzerdir. Bu nedenle, 1.L-6 markoériiniin diger analizlerin

performansinda herhangi bir degisiklik yaptig1 goriilmemektedir.
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4.6.10. Capraz Reaksiyon

O zaman ¢ok az c¢apraz reaksiyon oldugunu fark ederiz. V.E.G.F kalibrasyon araliginin
kuyucuklarinda anti-M.M.P-9 yakalama antikor grafiklerinde spesifik olmayan bir
sinyal var. V.E.G.F konsantrasyonu azaldiginda sinyal azalir, bu nedenle V.E.G.F
proteini ile anti-M.M.P-9 yakalama antikorlar1 arasinda bir etkilesim olabilir. Bu
reaksiyon, BCPC'nin gelistirilmesinin baslangicinda zaten gozlemlenmisti. Bununla
birlikte, burada ¢ok daha disiiktiir: 100.000 pg / mL'lik bir VEGF protein
konsantrasyonu i¢in, anti-MMP-9 yakalama antikor pedleri iizerindeki sinyal, BCPC'nin

gelistirilmesi sirasinda (eski destekte) 18 au yogunluga sahiptir, yogunluk 61 au idi.

V.E.GF, MMM.P9 ve LL-8 i¢in capraz reaksiyon, ii¢ proteinin ayni kuyuya
getirilmesiyle de analiz edildi. Bu degerlendirme, BCPC'nin gelistirilmesi sirasinda
gerceklestirilene benzer sekilde gergeklestirildi. Anti-M.M.P-9 yakalama antikor
grafiklerinde V.E.G.F proteininin spesifik olmayan sinyali, histogram (a) ve histogram
(b) iizerinde bulunur. Ikincisi, 490.000 pg / ml'lik M.M.P-9 konsantrasyonunda M.M.P-
9 sinyalinin yogunlugu, V.E.G.F (ve 1.L-8) varliginda, M.M.P-9 proteininin tek basina
oldugu duruma gore daha ytiksektir.

Ayni zamanda, V.E.G.F proteininin esit bir konsantrasyonundaki V.E.G.F sinyalinin
yogunlugunun, M.M.P-9 konsantrasyonu yiiksek oldugunda (490.000 pg / ml), sifira
esit veya daha diisiik oldugu duruma gore yaklasik olarak iki kat daha yiiksek oldugu da
belirtilmektedir. Bu fenomen, proteinler her kuyucukta yalniz oldugunda kalibrasyon
egrilerinde goriilmez. Bu nedenle, M.M.P-9 proteininin (yliksek konsantrasyonda)
V.E.G.F proteini ile etkilesime girmesi miimkiindiir; bu, anti-V.E.G.F yakalama antikor
pedleri seviyesinde, ikincisi V.E.G.F. ile etkilesime girdiginde lokalize sinyali arttirir.

Son olarak, son histogram, tek basma I.L-8 varliginda anti-V.E.G.F yakalama antikor

grafikleri {izerinde spesifik olmayan bir sinyali vurgular. Kalibrasyon egrileri

olusturulurken bu ¢apraz reaksiyon gézlenmemistir.
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4.6.11. C.D.H-1 ve ER.BB-2 belirteclerinin Entegrasyonu

HCC c¢ok parametreli immiinolojik testin gelistirilmesindeki son adim, C.D.H-1 ve
Er.bB-2 belirteclerinin eszamanli entegrasyonudur. Onceden optimizasyon yapilmadan
bu nedenle iki yeni markdr icin bir kalibrasyon egrisi gerceklestirmek miimkiindii.
Bununla birlikte, C.D.H-1 markdriiniin zayif bir sinyale sahip olduguna dikkat edin: en
yiiksek konsantrasyonda maksimum yogunlugu 20 au'dan azdir. Ek olarak, sinyal
yogunlugu zayif kalmasina ragmen diger test isaretcileriyle capraz reaksiyon goriilebilir.
Bu, daha 6zel olarak anti-1.L-6 yakalama antikor grafikleriyle ilgilidir. C.D.H-1 tahlil
reaktiflerinden biri ile anti-1.L-6 yakalama antikorlar1 arasindaki etkilesim, bu nedenle
cok parametreli immiinolojik tahlilin daha da gelistirilmesi sirasinda izlenmelidir.
V.E.GF, MM.P-9, 1L-8 ve IL-6 markorlerinin sonuglari, C.D.H-1 ve Er.bB-2
entegrasyonundan once elde edilenlerle karsilastirildi. 1ki yeni entegre belirteclerin
dozajlarii optimize etmenin ilk adim, tespit antikorlarinin optimum konsantrasyonunu
belirlemektir. Bu nedenle her bir saptama antikoru i¢in bir dizi konsantrasyon iiretildi.
C.D.H-1 ile ilgili olarak, diger tiim yakalama antikorlarinin grafiklerinde spesifik
olmayan sinyaller belirir. Bu sinyaller, anti-C.D.H-1 saptama antikorlarinin en yiiksek
konsantrasyonunda en yiiksektir ve konsantrasyon azaldik¢a azalir. I.L-6 disindaki tim
belirtecler icin, 0.1 pg / ml anti-C.D.H-1 yakalama antikorlar1 konsantrasyonundan
kaybolurlar (veya sifira yakin bir yogunluga sahiptirler). Anti-I.L-6 yakalama antikor
pedleri giiclii bir sinyal sergiler. Bu yogunluk, 2 ila 0.5 pg / ml'lik anti-C.D.H-1 saptama
antikor konsantrasyonlar1 i¢in spesifik C.D.H-1 sinyalinin yogunlugundan bile daha
biiyiiktiir. Antikor konsantrasyonu azaldiginda bu sinyalin azaldigini bildigimizde, anti-
C.D.H-1 saptama antikorunun anti-I.L-6 yakalama antikoru ile capraz reaksiyonu
olmas1 muhtemeldir. Bu ¢apraz reaksiyonu sinirlandirmak i¢in, bu nedenle 0.1 ug /
mL'ye esit veya daha diisiik bir antikor konsantrasyonunun kullanilmasi tercih edilir.
Her neyse, bu konsantrasyondaki bir artis testin performansini iyilestirmezdi ¢ilinkii
C.D.H-1'e karsilik gelen sinyal yogunlugu 0, 1 pg / mL'den daha biiyiikk antikor
konsantrasyonlarinda onemli Ol¢iide daha yiiksek degildir. Bu nedenle, baska bir
performans iyilestirme stratejisinin olusturulmasi gerekli olacaktir. Er.bB-2 markoriine
gelince, maksimum sinyal yogunluklar1 en yiiksek antikor konsantrasyonlarinda (2 ve 1

pg / mL) degil, ancak daha diisiik konsantrasyonlarda (0,5 ile 0,07 pg / mL arasinda)
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gozlenir. Ardindan yogunluk 0,7 pg / mL ile 2 pg / mL arasinda azalir. Bu nedenle,
yiiksek konsantrasyonlarda antijenin yakalama antikoru ile etkilesimini 6nleyen tespit
antikorunun bir "tarama" etkisi olabilir. Dolayisiyla optimum konsantrasyonu 0,1 pg /

mL olarak tanimlanmistir (bu baglangicta kullanilan konsantrasyondur).

4.6.11.1. C.D.H-1 Testi icin Optimizasyon Stratejileri

[lk C.D.H-1 tahlil testleri tatmin edici olmadigindan ve anti-C.D.H-1 saptama
antikorlarimin konsantrasyonunu artirarak sinyal yogunlugu iyilestirilemediginden,
kalibrasyon proteini se¢iminin Onemi arastirildi. Marker se¢im g¢alismalar1 sirasinda
C.D.H-1 proteininin tespit edildigi hastalardan alinan idrar Ornekleriyle ilk test
gerceklestirildi. U¢ numune (BO14P, BOO4H ve BO13H) bu nedenle test edildi. ilk 6rnek
seyreltilerek her biri kullanilarak bir aralik olusturulabilir. Bu 6rneklerden ikisi i¢in,
C.D.H-1 konsantrasyonu biliniyordu. Ornek araliklar1 igin daha yiiksek yogunluklu
sinyaller ¢cok belirgin bir sekilde gdzlemlenir. Ikincisi, kalibrasyon protein araligindan
daha iyi performans gosterir. Egrilerin sekli, daha iyi bir hassasiyetin (egrinin egimi)
yani sira daha iyi bir algilama simirmi vurgular: numuneler i¢in 200 ile 250 pg / mL
arasinda iken kalibrasyon proteini i¢in yaklasik 10.000 pg / mL'dir. Ek olarak,
maksimum sinyal, 3816 pg / mL ve 3340 pg / mL konsantrasyon i¢in BO13H ve BO04H
numuneleri i¢cin 42 AU ve 27 AU yogunluga ulasirken, kalibrasyon proteininin
maksimum sinyali daha yiiksek bir konsantrasyon i¢in (100,000 pg / mL) yalnizca 18
ua'dir. Bu test, immiinolojik testin, C.D.H-1'in saptanmasi i¢in uygun bir ¢ift antikor
igerdigini dogrular. Performans eksikligi bu nedenle kullanilan kalibrasyon proteininden

kaynaklanmaktadir.

4.6.11.2. Ozel Durum E.N-2 Markorii

E.N-2 markorii i¢in bir tahlil yonteminin gelistirilmesi, BCPC ¢ok parametreli
bagisiklik tahlilinin gelistirilmesinin  baslangicinda durdu. Dogrudan mod tek

parametreli immiinolojik teste dayali yontemimizin aksine, bir protein ¢ipi tizerinde
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sandvig tipi bir yontem gelistirmeyi basardilar. Yakalama molekiilii bu sefer bir antikor

degil, bir DNA aptameridir (Linet al , 2005).

Aptamerler, {ic boyutlu yapilar1 sayesinde diger molekiilleri taniyabilen ve spesifik
olarak bir hedefe baglanabilen niikleik asitlerdir. Ve bu aptamerler kararli ve kolay
sentezlenebilme ve yiiksek 6zgiilliige sahip olma avantajina sahiptirler. Son zamanlarda
E.N-2 proteini i¢in bir tahlil, spesifik diziyi i¢eren bir DNA probu ile birlestirilmis
elektrokimyasal tespit kullanilarak gelistirilmistir. Bu yontemle ulasilan algilama sinir1

5,62 tM'dir.

Ortaklarimiz, bir destek ve bir saptama antikoru tizerinde hareketsizlestirilmis bir DNA
aptameri kullanarak E.N-2 proteini tahlilinin konseptinin kanitini olusturdu. Bu yontem,
bir yakalama antikoru igeren geleneksel bir sandvi¢ yontemine kiyasla daha yiiksek
hassasiyet ve daha genis bir dinamik aralik saglar. Artik, E.N-2 markdriini
platformumuza ve HCC'deki diger markorler dahil olmak iizere ¢ok parametreli

immiinolojik teste entegre etmek miimkiindiir.

E.N-2 isaret¢isi haricinde, tim HCC isaretleyicileri, cok parametreli immiinoassay'e
entegre edilebildi. Bu nedenle ikincisi, V.E.G.F, L.L-8, 1.LL-6, C.D.H-1 ve Er.bB-2'yi
igerir, ayrica HCC'nin bir pargasi olmayan M.M.P-9'u da igerir. Ancak bu testin
gelistirilmesi bitmedi. Simdi miimkiin goriinen E.N-2 markdriiniin entegrasyonuna ek
olarak, ozellikle C.D.H-1 markdrii icin immiinolojik tayini optimize etmek de

gereklidir.

Ek olarak, ¢cok parametreli bir sandvi¢ bagisiklik tahlilinin ¢apraz reaksiyonuna karsi
savunmasizlik fikrini unutmamak onemlidir. Sayisal degeri, reaktif c¢ifti bagina olasi
etkilesim sayisina karsilik gelir ve hedeflerin sayist ile ikinci dereceden artar. Bu
nedenle, alt1 belirte¢ igeren bir test i¢in glivenlik acigi 120'dir. Bir isaretci eklenirse
(E.N-2 i¢in saglandig1 gibi), giivenlik agig1 daha sonra 168 degerine ulasacak sekilde
artirtlacaktir. Capraz reaksiyonlarin degerlendirilmesi bu nedenle énemli bir adimdir.

Simdiye kadar sadece ii¢ markdr i¢in uygulanmistir (V.E.G.F, M.M.P-9 ve LL-8).
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Gergekte gozlemlenmis olan ¢apraz reaksiyon fenomeni, uygun performans ile
markdrlerin ¢coklu tespitini engellemiyor gibi goriinmektedir. Bununla birlikte, C.D.H-1
isaret¢isi, [.L-6 isaret¢isi ile dnemli bir capraz reaksiyon gosterir. Etkisinin daha fazla

degerlendirilmesi gerekecektir.

Testin optimizasyonunun ve c¢apraz reaksiyonlarin degerlendirilmesinin ardindan,
analitik bir dogrulama gereklidir. Metodumuzun kesinligi ve dogrulugunun yani sira her

bir markoriin tespit ve kantifikasyon limitlerinin belirlenmesi 6zellikle gerekli olacaktir.
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5. MESANE KANSERi HASTALARINDA GENETIK DEGISIKLIKLER

5.1.Giris

Herhangi bir cevresel molekiiler hastalik gibi mesane kanseri, tiitlin gibi farkh
kanserojen ajanlara ¢evresel maruziyetten sonra ve mesleki maruziyetin yani sira ¢oklu
genetik ve epigenetik degisikliklerin ardigik birikimi nedeniyle ortaya c¢ikar. Bu
molekiiler degisiklikler, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi, hiicre dongiisiiniin deregiilasyonu
ve farklilagmasi, hiicre 6liimii veya apoptozda azalma, istila blogu ve metastaz ile
sonuclanir (Mahnken, 2005). Belirli genetik degisiklikler, epigenetik ve protein
ekspresyonu, bu sinyal yollarinin etkilesimi gibi bir ¢ift olarak ortaya ¢ikar ve biiyiime,
care, ilerleme ve metastaz yapma yetenegi dahil olmak iizere tiimoriin biyolojik
davranigini belirler. Genetik profile, klinik davranisa bagli olarak mesane tiimorleri iki
ana alt gruba ayrilabilir. Tiimdr kaslarinda en sik goriilen degisiklikler Papiller invazif
diistik dereceli FGFR3 mutasyonel aktivasyonu, kromozom 9'un heterozigotluk kaybi
(LOH), PIK3CA ve RAS genlerinin mutasyonel aktivasyonu ve TSC1'in mutasyonel
inaktivasyonunu igerir. Kas invaziv tiimoérlerde yaygin degisiklikler arasinda TP53 ve
RB1 inaktivasyonu, PTEN ekspresyonunun azalmasi (mutasyon, LOH, homozigot
delesyon veya diger mekanizmalar yoluyla), ERBB2 amplifikasyonu, 6p22
amplifikasyonu, kromozom delesyonlar1 8 ve hedefleri olan diger Genomik
degisiklikler yer alir. CpG adalarinin hipermetilasyonu, siklikla tiimor baskilayicilar da
dahil olmak tizere kanserdeki kritik genlerin transkripsiyonel susturulmasiyla iliskilidir

(Chenet al, 2013).

Hipermetilasyon ve miRNA'lar ile epigenetik inaktivasyon, tiimdrijenez ve mesane
kanseri ilerlemesinde rol oynayan genler i¢in tarif edilmistir. Hipermetilasyon ile
inaktive edilen genler arasinda, digerleri arasinda CDKN2A, RUNX3 veya RASSFI
bulunur. Bu projede, mesane kanserinde tanisal ve prognostik biyobelirtegler olarak
klinik deger katan SOX9, PMF1, miyopodin ve KiSS-1 gibi mesane kanserinde birkag
genin metilasyonunu belirledik. Bu projenin stratejisinin, bu degisikliklerin halihazirda

bilinen diger genetik ve epigenetik degisikliklerle nasil biitiinlestigini karakterize
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etmeye ve risk popiilasyonunda tanimlanan ve mesane kanserinde degerlendirilen yeni
epigenetik degisikliklerin, tiimorlerin klinik siniflandirmasini iyilestirmeye izin
verecegine inaniyoruz. Mesane ve invaziv olmayan bir Ornekte yiiksek riskli

popiilasyonlarda hastaligin erken tespitine izin verir, idrarda.

5.2.Mesane kanserinde tanisal, prognostik faktorler ve kisisellestirilmis alternatif

tedaviler

Mesane tiimorleri klinik olarak, kas tabakasini istila ettiklerinde yiiksek niiks oranlari ile
karakterizedir. T1G3 ve in situ iirotelyal tiimorler, tekrarlayan ve kas-iskelet sistemi ve
metastatik hastaliga ilerleyen yiliksek yayilmalari nedeniyle yiiksek riskli kabul edilir.
Calmette-Guinin Bacillus (BCG) ile intravezikal immiinoterapi, rekiirrens ve
progresyon oranlarindaki diigiisten yararlanarak bu hastalarda oldukc¢a basarili bir
deneysel tedaviyi temsil eder (Kamatet al, 2016). BCG'nin tek basina veya intravezikal
quimioterapia ile transiiretral rezeksiyon {iizerindeki {istiin etkinli§ine ragmen,
timorlerin% 50'den fazlasi invazif olmayan niiks eder veya kalicidir. CIS, submukoza
invazyonu (evre T1) ve yiikksek dereceli papiller olan yiliksek riskli hastalarda,
progresyon riskini artirdigt ve konservatif mesane cerrahisi ile iyilesme olasiligini
azalttig1 ve sistektomiden kagindig: i¢in bu énemli bir sorundur. Bu hastalarin biiyiik
bir kismi BCG immiinoterapisine yanit vermez ve tiimorleri sadece kalici ve
niiksetmekle kalmaz, ayn1 zamanda yatirim yaparak ve metastaz yaparak ilerler. Mesane
kanseri olan hastalarin% 80'ini temsil eden kas invazif olmayan bu ii¢ tip yiiksek riskli
hastada BCG'ye yanit1 tahmin etmek i¢in umut verici duyarliliga ve 6zgiilliige ragmen,
Simdiye kadar aciklanan 6ngoriicii biyobelirteclerin hicbiri rutin klinik uygulamaya tam
olarak sokulmamistir. (Sanchez- Carbayo 2012). Bu arada, hastalig1 tespit etmek icin
yalnizca tanisal belirteclere ihtiya¢ duyulmaz, ayni zamanda her tiimoriin bireysel
saldirganligmma  uyarlanmis terapdtik  prosediirler saglayabilmek igin  kiiciik
yaralanmalar1 bu Oliimciil tiimorlerden ayiran prognostik ve Ongoriicii olanlara da

ithtiyag¢ vardir.

Bu anlamda, Myopodin veya PMF1 gibi mesane kanserinde metillenmis adaylari, doku

dizilerinde bu genlerin veya ezrin gibi yiiksek etkili tekniklerle tanimlanan digerlerinin
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immiinohistokimyas1 ile hem metilasyonu hem de proteinin ekspresyonu olarak
tanimladik. T1G3 tiimorlii yiiksek riskli hastalarda BCG'ye yanitin prognostik ve

Ongoriicii belirtegleri olarak 6nemli bir rol oynar.

5.3.Mesane kanserinde epigenetik degisikliklerin belirlenmesi i¢in yiiksek etkili

teknolojiler

Tiimorlerin molekiiler analizi i¢in yiiksek etkili teknolojilerin ilerlemesi, genetik
profillerin, epigenetik ve protein karakteristiginin farkli tiimor alt tiplerinin
aragtirtlmasina ve belirli bir klinik davranig1 tanimlayan hedeflerin ve molekiiler yollarin
tanimlanmasina izin verir. Bizimki de dahil olmak {izere farkli gruplar, farkli mesane
kanseri alt tiplerinin yan1 sira mesane kanseri tiimor olusumu ve ilerlemesinde yer alan
molekiiler yollar1 siniflandirmamiza izin veren bireysel profilleri ve adaylar
tanimlamak i¢in tiimorlerin ve biyolojik sivilarin transkript, genomik ve proteomik

profillerini kulland1 (Wanget al , 2014).

5.4.Metodoloji

5.4.1. Idrar toplama

Kaynaklardan keyfi olarak idrar &rnekleri toplanmaya ¢alisilmistir. Uroloji servislerinde
hasta orneklerinden 100 idrar 6rnegi alinmistir. Numuneler, IP'nin polistiren kutularda
aylik olarak toplamak i¢in karbondioksit kar1 tasidigi hastanelerde -800oC'de yerinde
dondurulmustur. Istedigimiz spesifik hedef, hematiiri ve mesane kanseri ile idrarda
farklh sekilde ifade edilen 100 gen ve miRNA adaymin yiiksek etkiye sahip epigenetik
teknik dizilerinde kullanilmasi onaylanmis secilmesidir. Kullanilan CpG ve miRNA
dizileri, 0.001'den daha diisiik anlamli p degerleri olan gruplar arasinda farkli sekilde
ifade edilen en az 80-90 aday1 tanimlayacak kadar yiiksek sayida aday igerir (Garcia et
al, 2013). Bu nedenle, analiz edilen 100 numunenin sayist kabul edilebilirdir ve numune
boyutunu hesaplamak i¢in bilinen bir formiille tutarlidir. 0.001'lik bir tip I hata ve
0.45'lik bir standart sapma varsayildiginda, 50'lik bir 6rnek boyutu, % 95'lik bir
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istatistiksel gilice sahip gruplar arasinda en az > 2'lik bir varyasyon araliginin

ekspresyonundaki farkliliklari tespit edebilir.

5.4.2. Mikrohematiiri degerlendirmesi

Idrarda toplanan tiim idrarda gizli kan varlig, mesane kanserinin varligindan
siiphelenmenin ilk isareti oldugu igin belirlenmistir. Idrarda hemoglobin varliginin
degerlendirilmesi, kolorimetrik yontemin hemoglobiniiri varligina bagh olarak
mikrohematiiri derecesini Olgen idrar test seritleri olan Roche cubuklar kullanilarak
gerceklestirildi. Bu test seritleri ayrica, olasi bir idrar enfeksiyonunun belirtileri olarak

16kositi ve nitritlerin varliginin tespit edilmesini saglar (Messing , 1990).

5.4.3. Idrar 6rneklerinde DNA metilasyon profilleri

100 idrarin genel DNA metilasyon profillerini olusturmak i¢in, 6,900 CpG adasim
(Illumina) 6l¢en bir oligoniikleotid dizisinde rekabetgi etiketleme ve hibridizasyon ile
idrar orneklerinden ekstrakte edilen DNA'min bisiilfit isleminin bir kombinasyonunu
kullandik. Bunun Cy-3 (yesil) ve Cy-5 (kirmizi) ile hibridize olmasi arasindaki iligki,
vakalar1 ve kontrolleri ayirt etmek i¢in her CpG adasinin metilasyon durumunu belirler

(Lopez et al , 2013).

5.4.4.1drar 6rneklerinde miRNA ekspresyonunun profilleri

Onceki boliimde metilasyonla analiz edilen ayni drnekleri kullanarak, ticari bir miRNA
oligoniikleotid dizisi (Agilent) kullanarak 850 miRNA'nin profillerini analiz etmeyi
amaghiyoruz. Bu durumda miRNA'larin bulundugu toplam RNA kullanilacaktir.
Analizler, her idrar i¢in ayr1 ayri, iki kopya halinde ve etiketlemenin ters g¢evrilerek
yapilacaktir. Bireysel orneklerin derecesini karsilagtirmak i¢in normal urotelios'tan en
az 2 6rnek ve noninvaziv derece altinda 2 tiimor, iki yiliksek noninvaziv ve 2-invaziv kas

igeren bir karigim kontrol 6rnegi olusturacaktir.
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5.4.5. Aday genlerin hipermetilasyonunu susturma ile iliskilendirmek icin
fonksiyonel analiz

Idrarda ve tiimorlerde CpG dizileri kullamlarak kesif fazi ile bu genlerin
susturulmasiyla birlestirilerek epigenetik profilde belirlenen adaylarin metilasyonunun
mesane kanseri tiimor hatlarinda degerlendirilmesi i¢in baslanmistir. 40-50 aday geni
degerlendirip optimize edebilmek istiyoruz, ancak hem zaman hem de biitce
sinirlamalar1 nedeniyle en az bir geni karakterize etmeye baglamak miimkiin oldu.
Metilasyon durumu, bisiilfit ile muamele edilmis DNA iizerinde iki metilasyon
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR'ler) optimize edilerek belirlenmistir. Primerler, iki

prosediirii gerceklestirmek i¢in tasarlanmistir (Aleman et al, 2008).

5.4.6. Epigenetik profilli miRNA'larin hedeflerinin belirlenmesi ve hedeflerin
susturulmasini diizenleyici miRNA'larla iliskilendirmek icin fonksiyonel
analiz

Idrarda miRNA dizilerini kullanarak tanimlama fazim aday hedeflerin susturulmasiyla
birlestirdikten sonra tanimlanan epigenetik profilin 40-50 miRNA adaylarimin iligkisi,
birka¢ mesane kanseri ¢izgisini degerlendirmek istiyoruz. Onceki boliimde analiz edilen
numune karigimlarindan elde edilen analizlere kiyasla bu miRNA'larin mutlak
bollugunu ve profilini belirlemek i¢in bu hiicre hatlarinin kitlesel sekanslamasinin (kati
sistemi kullanan Uygulamali Biyosistemlerden) kullanilmasi arzu edilir. MiRNA
dizileri miRBase veritabani kullanilarak analiz edilebilir. CpG ada bulma programi,
CpG adalarinda ayni1 yerde bulunan miRNA'lar i¢in kullanilacaktir, ¢iinkii insan
miRNA'larmin promoterlerinin % 90'min olgun miRNA'larin 1000 bp yukar1 akigini

bulacagi tahmin edilmektedir.

5.4.7. Doku dizilerinde (T.M.A) immiinohistokimya ile epigenetik profilin
tiitmorijenezinde kritik genlerin susturulmasim degerlendirin

Bu proje oOncesinde geriye doniik olarak toplanan dokular {iiropatolog tarafindan

incelenmistir. T.M.A'lar1 olusturmak i¢in, bu tiimorlerin ve normal {irotelyumlarin

temsili alanlar1 secildi ve en azindan {i¢ kopya dahil edildi ve miimkiin oldugunda
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normal ve displastik {rotelyum dahil edildi. Gelecekte bu projede incelenen
tiimorlerden esit olarak eslesen idrarlardan doku elde etmek miimkiin olursa, bu
orneklerle de doku dizileri olusturacaktir. TMA'larda immiinohistokimya ile analiz
edilen laboratuvar ortaminda gen gegerliliginin susturma etkileri ve MS-PCR
metilasyonu ile elde edilen sonugclarla ilgili olacaktir. MiRNA'lar spesifik Q-RT-PCR ile
analiz edilecektir. Immiinohistokimya tamamen IP'nin gdzetimindeki Translasyonel

Onkoloji Laboratuvari'nda yiiriitiilmektedir.

5.4.8. Mesane kanseri hiicre dizilerinde epigenetik profilde tanimlanan genlerin
biyolojik ilgisini degerlendirin

Epigenetik profilde gen modiilasyonunun sonuglarini ve transkripsiyonel fenotipini
aydinlatmak i¢in hiicre hatlarin1 epigenetik profillere dayali olarak smiflandirmak
istedigimiz bu hedefe hitap edildi. CpG adalar1 ve miRNA dizileri kullanilarak
molekiiler diizeyde 10 mesane kanseri ¢izgisinden olusan bir panel incelenecektir. En
ilgili adaylarin biyolojik islevini karakterize etmek ve secilen aday genlerin laboratuvar
ortaminda ekspresyonunu modiile etmenin etkisini arastirmak igin islevsel tahliller

yapilacaktir.

Mesane kanseri hastalarimin idrar serilerinde epigenetik profil testlerini optimize
edin ve degerlendirin

Amacg, mesane kanseri varligmin teyit edildigi ve hastaligi olmayan kontrollerin
sistoskopi ile teyit edildigi mikrohematiiri hastalarinda 50 metillenmis aday arasindan
secim yapan bir MS-MLPA tahlili tasarlamaktir. Fonksiyonel Laboratuvar
caligmalarinda ve tlimdrlerin bagimsiz seri klinik dogrulamasi dikkate alinarak segilen
adaylarin idrarda metillenmesi gerekecektir. MiRNAS i¢in, aym kriterlere sahip en
farkli sekilde ifade edilen 50 aday, q-RT-PCR'ye dayali bir multiparametrik deney
tasarlamak icin secilecektir. Bu testler, dnceki bolimlerde CpG dizileri ve miRNA
dizilerinin gerceklestirildigi dahil olmak {izere risk altindaki endiistrilerde calisan
bireylerden en az 100 6rnek ile toplanacak idrar serilerinde degerlendirilecektir.

Duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif ve negatif tahmin degerleri ve adaylarin tanisal dogrulugu
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Bireysel ve cok parametreli profiller vakalari ve kontrolleri (hastaliklt ve risksiz)

birlikte degerlendirecektir.

5.5. Verilerin Yorumlanmasi

Asagida stratejinin bir 6zeti ve bu projede uygulamak i¢in zaman verdigi sonuglar
bulunmaktadir. Idrar 6rneklerinin toplanmasini organize ettikten ve mikrohematiirilerini
karakterize ettikten sonra, epigenomik metilasyon profilleri ilk olarak toplanan idrar
orneklerinin 100'inde 6900 CpG adasi iceren bir metilasyon dizisi kullanilarak analiz
edildi. Bu profillerin analizi, se¢ilen idrar 6rneklerinde mesane kanseri varligiyla iliskili
aday genlerin tanimlanmasina hizmet etmistir. Daha sonra MS-PCR ile metilasyonu
karakterize etmek ve segilen genlerin hem hiicresel timor ¢izgileri hem de gelecekteki
idrar serilerinde zaten toplanmis olanlardan bagimsiz teknik alternatiflerle metillenip
metillenmedigini belirlemek i¢in optimize edilmis epigenetik metodolojisi. Secilen
genlerin hipermetilasyonunun, secilen genlerin ekspresyon kaybiyla iliskili olup
olmadigin1 degerlendirmek icin, mesane kanseri hiicre ¢izgileri, metillenmislerse
genlerin ekspresyonunu geri almak i¢in bir demetile edici ajan olan azasitidin ile tedavi
edildi. Secilen gen olan BDNF'ye, metilasyonun varlig1 sadece CpG dizisi tarafindan
degil, ayn1 zamanda PCR metilasyonu, bisiilfitin dizilenmesi ve gen ekspresyonunun

RT-PCR, western blot (WB) ile geri kazaniminin dogrulanmasi ve immiinfloresans.

5.5.1. Muhtemel numune toplama: idrarin karakterizasyonu

Bu siire iginde 100 idrar toplamay: basardik. Uroloji servisini ziyarete gelen mesane
kanseri ile ilgili belirti ve semptomlar1 olan bireylerin bu 6rneginde. Vaka veya kontrol
grubuna ait bir idrar1 atmak i¢cin mesane kanserinin varligi veya yoklugu, hem uygun
oldugunda hem de {iriner sitolojinin sistoskopi bilgisini aldig1 i¢in tanisal referans
yontemi olan sistoskopi ile dogrulanmistir. Toplanan 100 idrardan, 84 idrarda sistoskopi
ile mesane kanserinin varligt dogrulandi; bunlardan 91'i invazif olmayan mesane
tiimorii ve 9 muskularis propria (pT2 +) timdri bulunan hasta bulundu. Bu mesane
kanseri hastalarindan 32'si sigara iciyor ve 8 kisi mesane kanseri olup mesleki

maruziyet riski olarak degerlendirilebilecek bir ise baglanmistir. Bu bireyler, diisiik
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dereceli pTA ve PT1 kas invazif olmayan baslangi¢ asamalarina sahip tiimorler
sunmuslardir. Mesane kanseri riski tagiyan mesleki maruziyeti olan bireylerden idrar
toplamaya devam edebilmesi ve yeterli sayida Ornekle tespit edilen aday genlerin

istatistiksel analizlerini yapabilmesi beklenmektedir.

Yagsla ilgili olarak, degerlendirilen mesane kanseri olan tiim bireylerin mesane kanseri
prevalansi ve insidansini takiben 40 yasin iizerindedir ve 40 yasin altindaki bireylerde
Mesane kanseri nadir goriildiigiinden, ortalama 59,2 +/- 6,8 yil (44-82) arasindadir.
Cinsiyetle ilgili olarak, beklentiler dogrultusunda her kadin 6rnekleminden 6 erkekten
ornek alinmistir. Asagidaki analizler i¢in hastaligi olmayan kontrol denekleri, mesane

kanseri olan vaka grubuna esit cinsiyet ve yas ile se¢ilmistir.

5.5.2. Mikrohematiiri degerlendirmesi

Makroskopik veya mikroskobik hematiiri varligr ile ilgili olarak, ¢alisilan tim idrarda
test seritleri degerlendirilmistir. Mesane kanseri hastalarinda (n = 100) 73 hastada
makroskopik hematiiri, 11 hastada mikroskobik hematiiri, 14 hastada patolojik bulgu
saptanmadi. Ve mesane kanseri olmayan bireylerde (n = 100), 10 hastada makroskopik
hematiiri bulundu ve sirasiyla benign prostat hiperplazisi ve idrar yolu enfeksiyonu
stirecleri ile iligkili 15 hastada mikroskobik hematiiri bulundu. Calismalar1 i¢in riskli
mesleki maruziyet ile iligkili bireyler olarak kabul edilen 98 kisiyi secerken, higbiri
makroskopik hematiiri gostermedi, 10 hastada mikroskobik hematiiri sunuldu,
bunlardan 6'sinda mesane kanseri tespit edildi, geri kalan 4 hastada iiriner enfeksiyon
tanist1 kondu. Mesleki riske maruz kalan 100 kisiden olusan bu popiilasyonda, 6's1
mikroskobik hematiiri gosteren ve 2'si hemoglobiniiri ile iligkili olarak idrar cubugunda

degisiklik gostermeyen 8 mesane kanseri hastasi bulunmustur.

5.5.3. Idrar 6rneklerinde DNA metilasyon profilleri

Kiiresel DNA metilasyon profilleri olusturmak i¢in, 6,900 CpG adasinmi (Illumina) dlgen

bir oligoniikleotid dizisi kullanildi; burada 88 idrar 6rnegi islendi, bunlardan 44
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mesane kanseri ve 49'u mesane kanseri olmayan bireyi dahil etti. Mesane kanseri
hastalar1 25 olguda diisiik dereceli, 19 olgu yiiksek ve evreleri pTa (n = 19), pT1 (n =
17) ve pT 2 + (n = 8) idi. Idrar orneklerinde kullanilacak protokoliin
optimizasyonundan sonra toplanan ve segilen idrardan alinan 500 ng DNA etiketlendi
ve hibridize edildi. Tiim idrarlardan DNA'y1 ¢ikardiktan ve bir NanoDrop'ta kalitelerini
degerlendirdikten sonra, idrarlarin DNA'larinin ve hibridizasyon dizilerinin
isaretlenmesine  gectik. Ilk  olarak, dizilerin islenmesi, isaretlenmesi ve
hibridizasyonunda gerceklestirilen farkli islemlerin kalite kontrol analizi ve asagidaki
panellerde asagida gosterilen bazi ilk analizler gerceklestirildi: A) alele 6zgili uzantinin
dogrulanmasi; B) bisiilfit donilisiimiiniin dogrulanmasi; C) cinsiyete 6zgli genlerin
metilasyonunun dogrulanmasit (X ve Y kromozomlar ile iliskili); D) Uzantinin
kontrolii; E) ilk hibridizasyonun kontrolii; F) ikinci hibridizasyonun kontroli; G)
negatif kontrol, H) kontaminasyon kontrolii I) dizinin yogunlugunun kontrolii.
Kullanilan CpG dizilerinin kullaniminin tiim prosediirlerinde dogru bir siireci gosteren
tiim kontrollerin olumlu oldugu ortaya ¢ikti. Bu ilk biyoinformatik analiz, Illumina'nin
Beadstudio programlariyla gerceklestirildi. Asagida, analiz edilen tiim numunelerdeki
dizilerde analiz edilen tiim CpG adalarinin metilasyon profillerinin denetimsiz bir
kiimeleme analizi bulunmaktadir. Bu analizler Stanford Eisen'de gelistirilen
programlarla ve mikrodizilerin analizi i¢in yapilmstir (Sekil 5.1). Yatay olarak
gosterilen Orneklerin her biri boyunca genlerin her biri dikey olarak gosterilir. Cy-3
(yesil) ve Cy-5 (kirmizi) ile hibritlenenler arasindaki iligki, vakalar1 ve kontrolleri ayirt

etmek i¢in her CpG adasinin metilasyon durumunu belirleyecektir.
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Sekil 5.1. Tiim CpG adalarinin metilasyon profillerinin kiimeleme analizi
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Orneklerin farkli kategorilere gére gruplandirildigi denetimli hiyerarsik kiimelerin
analizi de asagida gosterilen Ornek tipine, patolojik dereceye veya histolojik agamaya

gore ilging genleri ortaya ¢ikarmak icin gerceklestirilmistir. (Sekil 5.2)

Sekil 5.2. Denetimli hiyerarsik kiimelerin patolojik derecesi veya histolojik asamasi
analizi

Bu tiir analizler, numunelerin mensei tarafindan da yapilmustir.

Metillenmis genler, hastaligin baslangici ve ilerlemesi boyunca farkli mesane kanseri
orneklerinde tanimlanmistir. Segilen 8 6rnek boyunca farkli sekilde metillendikleri igin

secilen farkli genlerin yogunlugundaki varyasyonlar gosterilmektedir (Sekil 5.3).

Sekil 5.3. Farkli sekilde metillenmis farkli genlerin yoguniﬁgﬁndaki 'Varyasyon
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Segilen genler tiimor baskilayici fonksiyona (BRCAI1, SFRP1) sahiptir veya
mezenkimal epitel gecis siirecine (EDRNB, E-CADHERIN) ve apoptoz (CFTR,
DAPK1) ve hiicresel adhezyon (TIMP3, MT1A) siireclerine katilir. ). Ayn1 zamanda
bircok geni eszamanli olarak karakterize etmek igin kullanilan ve bireysel
karakterizasyonu onu hedefleyen olduk¢a odaklanmis ¢aligmalar gerektiren yaklagimin
bliyiik faydasmmi da yansitir. Tanimlanan genlerin karakterizasyonu, en iyi teshis

dogrulugunu saglayabilen aday genleri secebilmenin anahtaridir.

5.5.4. Aday genlerin hipermetilasyonunu susturma ile iliskilendirmek icin
fonksiyonel analiz

Idrarda CpG dizileri kullanilarak kesif fazi ile bu genlerin susturulmasi birlestirilerek
epigenetik profilde tanimlanan adaylarin metilasyonunun iliskisi mesane kanseri
tiimdrleri satirlarinda degerlendirilmeye baslanmistir. Tamamlayici bir analiz olarak, iki
mesane kanseri soyunun molekiiler profili, ifade dizileri (Agilent) kullanilarak demetile
edici ajan olan azasitidin ile tedavi edildikten sonra gergeklestirildi. Asagida, mesane
kanserinin iki hiicre dizisi olan RT4 ve J82'de oldugu gibi, daha once bahsedilen
genlerin ekspresyonu, bu hiicre hatlarinin, genin metillenmis olmas: kosuluyla gen
ekspresyonunu geri alan bir demetile edici ajan olan azasitidine ¢ikarilmasi i¢in artar ve

metillenmemisse genin ifadesini degistirmez.

5.5.5. BDNF metilasyonunun biyolojik ve klinik ilgisinin karakterizasyonu

Idrarda CpG dizileri kullanilarak kesif fazi birlestirilerek epigenetik profilde tanimlanan
adaylarin metilasyonu ile bu genlerin susturulmasi arasindaki iligki, mesane kanseri
timor hatlariin bilgileri tiimorlerle ve idrarla biitiinlestirilerek degerlendirilmeye
baslanmigtir. Polimeraz metilasyondaki reaksiyon (MS-PCR) gibi bagimsiz
yontemlerle orneklerdir. 40-50 aday geni optimize edebilmek istiyoruz, ancak hem
zaman hem de biitce sinirlamalar1 nedeniyle, en azindan karakterizasyonu asagida
gosterilen secilmis bir gen olan BDNF i¢in karakterize etmeye baslamak miimkiin
olmustur. CpG metilasyon ada dizisinde analiz edilen secilmis idrarda BDNF geninin

nasil farkl sekilde metillendigi goriilebilir (Nawrockis, 2002).
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5.5.6. Metilasyon durumu bisiilfitle islenmis DNA iizerinde iki metilasyon
PCR'sinin optimize edilmesiyle belirlenmistir

Primerler, hem hiicre hatlar ile in vitro hem de insan dokusu ve idrar numuneleri ile
BDNF metilasyonunu daha uygun fiyatli, ucuz ve hizli metodolojilerle karakterize
etmek icin iki prosediir gergeklestirmek iizere tasarlanmistir. Primerler, hem hiicre
hatlar ile laboratuvar ortaminda hem de insan dokusu ve idrar numuneleri ile BDNF
metilasyonunu daha uygun fiyatli, ucuz ve hizli metodolojilerle karakterize etmek i¢in
iki prosediir gergeklestirmek iizere tasarlanmistir. Bir yandan metilasyon durumu, DNA
bisiilfite (BS-Seq) i¢indeki CpG adalarinin sekanslanmasiyla analiz edildi ve diger
yandan metillenmis DNA icin spesifik olan veya metillenmemis primerlerle P CR
metilasyon (MSP) tasarlandi. Sekanslama yoluyla metillenmis ¢izgilerin de MSP ile

metillendigi ve WB ile ekspresyonlarini yitirdikleri goriilebilir.

Asagidaki panel, farkli mesane hiicre c¢izgilerinde BDNF promotoriiniin bisiilfit

dizilemesi ile karakterizasyonunu gdostermektedir.
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Sekil 5.4. BDNF promotoriiniin bisiilfit dizilemesi ile karakterizasyonunu
gostermektedir

Ust kisim, kirmiz1 ve turuncu ile gosterilen r sekanslama primerlerini tasarlamak icin
incelenen ve karakterize edilen BDNF promoter sekansini ve mavi ile gosterilen
metilasyon PCR'lerinde analiz edilen alan1 gosterir. CpG adalarmin her biri,
laboratuvarda sahip oldugumuz 11 mesane hiicre dizisinden DNA'da dizilenmis 1'den
35'e kadar numaralandirilmistir. Bir CpG adasinin metillenmesi durumunda karelerde

siyah olarak, metillenmemisse beyaz karelerde yansitildig: gortilebilir. Metillenmemis
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hatlar (UM-UC-3 ve HT1376) ve az ya da ¢ok metillenmis hatlar vardir. Metillenmis
(RT4) bir hiicre hattinin temsili bir kromatograminin alt kisminda, bisiilfit muamelesi
urasillerdeki ve iminlerdeki CpG adalarinmi degistirdik¢e metillenmemis baska bir hiicre
cizgisi (UM-UC-3) gozlenebilir Hiicre hattina goére, metillenmis ya da degil
(Koshikavaer al, 1989). Son olarak, BDNF metilasyonu, vakalarin% 81,2'sinde
metilasyonun bulundugu 98 mesane tiimoériinden olusan bir dizi ile karakterize
edilmistir. Bu tiimorlerde histolojik evrenin dagilimi, pTa (n = 23), pT1 (n = 31), pT2 (n
= 17), pT3 (n = 24) ve pT4 (n = 4) seklindedir. Diisiik dereceli (n = 25) ve yliksek
dereceli (n = 75) histolojik derece. Sirasiyla Kruskall-Wallis ve Mann-Whitney'in
istatistiksel yontemleri kullanilarak BDNF metilasyonu ve histolojik evre (p = 0.027) ve

tiimor derecesi (p = 0.005) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulundu.

Son olarak, ELISA'lar kullanilarak dizide tanimlanan bazi adaylarin dl¢iimiinii optimize

etmek icin ¢aba sarf edilmektedir.

Mesane kanseri olan hastalardan ve mesleki maruziyet riski tastyan kisilerden idrar
numunelerinin toplanmasi miimkiin olmustur. Simdiye kadar toplanan 6rnek serilerinde,
DNA ve RNA ekstraksiyon protokolleri yeni Translasyonel Onkoloji laboratuvarinda
optimize edildi, boylece idrardaki niikleik asitlerin miktar1 ve kalitesi 6nerilen analizler

icin yeterince yiiksek.Ag¢iklanan MS-PCR tekniklerine ek olarak.

CpG dizilerini idrar 6rneklerinde ve hatta tiimorlerde 500 ng baslangic genomik DNA
kullanarak 1500 CpG adasindan olusan bir dizide uygulamak basardi. Bu ¢alismalar, bu
proje i¢in aciklanan yenilik¢i stratejileri 6nermek i¢in bu yiiksek etkili analizleri idrar
ornekleri tizerinde gerceklestirmenin miimkiin oldugunu dogrulamaktadir. Gelecekteki
bir miRNA analizi projesinde kullanabilecegimiz 40-50 ml hacimli idrar 6rneklerinden

250 ile 2000 ng arasinda degisen miktarlarda toplam RNA elde etmeyi bagardik.

Idrarm hiicresel fraksiyonu ile ¢alisarak, idrarm hiicreselligi degisken olmasina ragmen,
RNA miktarmin sinirlayict olabilecegini bulamadik, ¢iinkii toplam miktarindan

baslayarak miRNA'larin ¢ok parametreli 6l¢iimiiniin optimizasyonunu bagardik, 100
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ng'den az RNA. Bu ¢alismalar, bu yiiksek etkili analizleri, talep edilecek gelecekteki
projede ¢ok sayida adayin bulundugu miRNA dizileri ile 6nermenin uygun oldugunu
dogrulamaktadir. Teknikleri optimize edebilmemize ragmen, miRNA'larin daha biiyiik
bir karakterizasyonuyla devam edebilmek istedigimiz i¢in sonuglarimizin baslangi¢

niteliginde oldugunu diigiiniiyoruz.
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6. SONUC VE ONERILER

6.1.Sonuclar

Bu tezde sunulan arastirma, mesane kanseri i¢in iiriner biyobelirteglerin multiparametrik
analizi igin bir protein ¢ipinin gelistirilmesine odaklanmustir. Isaretilerin se¢imine ve
secilen isaretleyicilerin tespiti ve miktarinin belirlenmesi i¢in ¢ok parametreli bir

immiinoassay platformunun gelistirilmesine karsilik gelen iki boliime ayrilirlar.

Baslangicta, ilgilenilen belirteglerin segimi iki ¢alisma ile gergeklestirildi. lk pilot
calisma, mesane kanseri teshisi i¢in bir belirte¢ paneli tanimlamay1 miimkiin kildi. Bunu
yapmak i¢in, degerlendirilecek belirtecler ilk olarak proje ortaklarindan biri tarafindan
olusturulan bir molekiiler mesane kanseri modeli (acil durum biyolojik gelistirme)
kullanilarak tanimlandi. Tanimlanan belirtecler daha sonra ticari ELISA kitleri
kullanilarak degerlendirildi ve idrar Orneklerinde kantifikasyonlarina izin verildi.
Degerlendirme, Olgiilebilirlik ve tespit edilebilirlige ve ardindan mesane kanserli
hastalardan alinan idrar &rneklerindeki belirteglerin segiciligine odaklandi. lk yirmi
belirtecten yalnizca on tanesi hem idrarda Olgiilebilirlik, hasta Orneklerinde
saptanabilirlik hem de mesane kanseri i¢in segcicilik gosterdi. Bireysel tanisal
performanslarin degerlendirilmesinin ardindan ve belirteclerin kombinasyonunda bes
tanesi BCPC'yi olusturmak i¢in secildi: V.E.G.F, M.M.P-9, IL8, PTGS2 ve E.N-2.
Gercekten de markorlerin en etkili kombinasyonlarindan biridir. Ek olarak, en iyi
bireysel performansi sunan M.M.P-9 markdriinden daha iistiin bir genel performansa

sahiptir.

Pilot ¢alismanin aksine, ikinci ¢alisma mesane kanseri teshisi ile ilgili degildi, ancak
niiksiine yonelikti. Daha spesifik olarak, ikinci ¢alismanin amaci, tekrarlayan mesane
kanseri teshisi icin idrar belirteclerinin potansiyelini ve klinik parametreleri
degerlendirmekti. Bu nedenle bu degerlendirme iki hasta grubu iizerinde yapilmistir:
niikseden mesane kanseri olan hastalar ve mesane kanseri ile izlenen ancak
niiksetmeyen hastalar. Daha sonra, en iyisi 0,91 A.U.C degerine ulasan ve ayni zamanda

bireysel parametrelerden daha iyi performans gosteren birka¢ ¢oklu regresyon modeli
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tanimlandi. Bu modele dayanan HCC, bu nedenle asagidaki klinik ve molekiiler
parametreleri igerir: Onceki niikslerin sayisi, BCG tedavilerinin sayisi, tani aninda

tiimoriin evresi, CDH-1, IL-8, Er.bB -2, IL-6, EN-2 ve VEGF.

Ikinci bir adimda, segilen markérlerin kantifikasyonu igin ¢ok parametreli bir test
gelistirildi. 96 oyuklu mikrotitre plak formatinda otomatik, yiiksek hizli bir platformdur.
Daha 6zel olarak, secilen yontem, bir sandvig tipi bagisiklik tahlilidir. Ikincisi, AXO
Science'iln uzmanlig1 sayesinde protein ¢ip formatinda gelistirildi. Yakalama antikor
grafiklerinin matrisleri, otomatik bir biriktirme makinesi kullanilarak mikrotitre
plakalarinin kuyusunun dibinde iiretildi. Yakalama antikorlari, analitler ve saptama
antikorlar1 arasindaki etkilesimin tespiti i¢in enzimatik ve kolorimetrik bir yontem

kullanildi.

Bu platformun gelistirilmesi BCPC ile basladi. Markérlerden tigii (V.E.G.F, M.M.P-9
ve LL-8), cok parametreli immiinolojik teste basariyla entegre edildi, ancak P.T.G.S-2
saptamasi i¢in ylksek performansli bir immiinolojik test elde etmek miimkiin degildi.
Son olarak, BCPC'deki son belirte¢ E.N-2, baska bir immiinolojik test formatinin

konusuydu.

Ikinci biyobelirtec secim calismasi paralel olarak gergeklestirildi. Bu ¢alismanin sonu
ve HCC'nin son tanimi, bu nedenle, BCPC'den HCC'ye ¢ok parametreli immiinolojik
testin gelistirilmesinden gecisi isaret etti. E.N-2 isaret¢isi haricinde, tim HCC
markdrleri, cok parametreli immiinoassay'e entegre edilebildi. Ayrica, HCC'ye dahil
olmayan bir markér olan M.M.P-9'u da igerir. Ilk optimizasyon adimlari, farkli
reaktifler arasinda siirli bir ¢apraz reaksiyon ile tatmin edici sonuglar elde etmeyi
miimkiin kildi. Bununla birlikte, analitik dogrulama olusturmadan once, 6zellikle teste
entegre edilecek son belirtegler olan C.D.H-1 ve Er.bB-2 icin daha fazla optimizasyon
yapilmas1 gereklidir. Ayrica, yakalama antikorunu spesifik olarak E.N-2 proteinini
taniyan bir aptamer ile degistirerek E.N-2 markdriinii sandvi¢ formatinda platforma
entegre etmek de miimkiindiir. Son olarak, dogrulanmis analitik platform ve daha fazla

sayida hasta idrar numunesi iizerinde (yaklasik 150) HCChmin klinik dogrulamasi
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planlanir. Tez, mesane kanseri hastalarim1 biyobelirteg profillerini kullanarak
katmanlara ayirmak icin yeni bir kavram gelistirmeyi amaclamaktadir. HCC'ye yol acan
calisma, sadece tekrarlayan mesane kanserinin tanisal yoniinii degerlendirdi. Ancak,
sonraki klinik degerlendirmeler rekiirrensi tahmin etmeye yonelik olacaktir. Bu nedenle,
son hale getirilmis platform, klinik bir baglamda belirte¢ profillerinin belirlenmesini ve
patolojinin, daha 6zel olarak niikslin ilerlemesini tahmin etmek i¢in bir dizi kural

gelistirmeyi miimkiin kilmalidir.

Boyle bir tahmin araci, mesane kanseri olan hastalarin yonetimi i¢in faydali olacaktir.
Aslinda, ikincisi yiiksek bir niiks oranma sahiptir ve niiks riskinin belirlenmesinin
iyilestirilmesi, her hasta i¢in optimal ve kisisellestirilmis bakima izin verecektir. Son
olarak, platformumuzda cesitli parametrelerin analiz edilmesi ile elde edilen bilgiler

sayesinde bu kisiye 6zel tip kavrami diger kanserlere veya patolojilere uygulanabilir.

Bireysel belirtegler onemli bir tan1 veya ongdriicli rol oynayabilir ve bu klinik kullanim
laboratuvarlarda klinik otomatiklestirilmis sekilde olabilir. CpG metilasyon adalarinin
dizileri, hastaligin erken tespiti i¢in faydali olan, mesane kanserinin tiimdrijenezi ve
ilerlemesiyle klinik ve biyolojik olarak ilgili olan yeni bireysel epigenetik profillerin ve

adaylarin tanimlanmasina izin vermistir.

BDNF'nin doku orneklerinde, idrarda ve hiicre dizilerinde entegre bir sekilde
karakterizasyonu, metilasyonla epigenetik olarak susturulmus ve mesane kanseri olan
hastalarin teshisi ve tiimor katmanlagmasi i¢in klinik faydasi olan yeni bir genin

tanimlanmasina olanak saglamistir.

Daha fazla sayida riskli birey belirlemek ve halihazirda elde edilen sonuglar

pekistirmek i¢in 6rnek toplamayi artirmak gereklidir.

Hem metilasyon hem de miRNA seviyelerinde tanimlanan diger adaylar1 karakterize
etmek ve aynmi zamanda erken invazif olmayan saptamaya izin veren isaret¢ileri

tanimlamak i¢in tamamlayici ve bagimsiz dogrulamalar gerceklestirmek gereklidir.
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6.2. Oneriler

Tez, hastaligin baslangic1 baglaminda yeni tiimorijenik degisikliklerin biyolojik,
fonksiyonel ve klinik karakterizasyonunda, risk altindaki c¢alisan popiilasyonun
orneklem biiyiikligiinii artirarak genellestirilmis erken teshis i¢in yararli olabilecek
yenilik¢i bulgulara izin vermistir. Onerilen yaklasimi tamamlayabilmeyi diliyoruz ve
bunun i¢in bir sonraki ¢agrida finansman talep edecegiz, ¢linkii bu, profil tanimlanmis
erken teshis i¢in diger adaylarin klinik yararlarin1 karakterize etmek, kanserojenlerle
olas1 degisiklik iligskilerini tanmimlamak ve yeni belirtegler gelistirmek igin
adreslenmemis hedefler uygulamamiza izin verecek. Non-invaziv, risk altindaki Irak

niifusu i¢in faydali ve daha kiiresel 6l¢ekte toplumdaki hastaliklari 6nlenmesi gerekiyor.
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