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Onsdz
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OZET

MESANE KANSERLERINDE TRPM2 GEN EKSPRESYONU

Caglar ATALAY
Yuksek Lisans Tezi
Gaziantep Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Fizyoloji Anabilim Dah
Tez Damsmani: Yrd. Dog. Dr. Beyhan CENGIZ
Kasim 2011, Sayfa 57

Mesane kanserinin Gilineydogu Anadolu Bodlgesi’ndeki goriilme sikligi, diger
bolgelerden daha yiiksektir. Mesane kanserleri iizerine yapilan genomik goriintiileme
calismalarinda kromozom 21q bolgesinde ciddi kromozomal kayiplar gézlenmistir. Bu
lokusta yer alan genlerden bir tanesinin TRPM2 geni oldugu goriilmiistir. Bu
calismalardan yola ¢ikarak, mesane kanseri ile TRPM2 gen ifadeleri arasindaki iliski
calisildi. Bu ¢alisma; Gaziantep Universitesi, Tip Fakiiltesi, Uroloji Anabilim Dali’nda,
mesane kanseri tanisi konmus 28 hastadan, cerrahi olarak alinmis normal ve timorlii
dokular tizerine yapildi. TRPM2 geninin mRNA ekspresyonu igin RT-PCR teknigi
kullanildi. Calisma sonucunda TRPM2 geninin mesane kanseri vakalarindaki
ekspresyonunun ¢ok az oldugu goriildii. 28 hastadan 22’sinde ekspresyon izlenmedi. 6
hastada az da olsa ekspresyon izlendi. Bu 6 hastadan 3’i{inde diisiik ekspresyon, 1’inde
normal ekspresyon, 2’sinde ise yuksek ekspresyon goruldi. TRPM2 gen ifade
seviyesinin diislikliigli, mesane kanseri dokularinda hiicre dongiisii ve c¢ogalma
kontroliiniin bozulmastyla ve neticesinde apoptozisin ¢alismamasi ile kanser gelisimin
iligkili olabilecegini diisiindiirdii. TRPM2 ve diger TRPM ailesi {iyelerinin hiicre igi
dagilimlar1 ve mesane kanserli dokulardaki islevlerinin ortaya ¢ikarilmasi, TRPM2’nin

mesane kanseri gelisimindeki roliintin daha iy1 anlagilmasini saglayacaktir.

Anahtar soézcikler: Apoptozis, Ekspresyon, Mesane kanseri, TRPM2



ABSTRACT

GENE EXPRESSION OF TRPM2 IN BLADDER CANCERS

Caglar ATALAY
MSc. Thesis
University of Gaziantep, The Institute of Health Sciences
Department of Physiology
Thesis Advisor: Assist. Prof. Beyhan CENGIZ
November 2011, 57 Pages

The frequency of bladder cancer in the Southeast Anatolian Area is higher than the
others. According to the genomic imaging studies related to the bladder cancer, it seems
that there is a serious chromosomal losts in the 21q locus. It was observed that one of
these genes in this locus is the TRPM2 gene. Depending on these researches, the
relationship between the TRPM2 gene expressions in the bladder cancer was studied.
This work, in the department of Urology in Faculty of Medicine in the University of
Gaziantep, out of 28 diagnosed bladder cancer patients, normal and tumor tissues were
taken via surgery. As fort he mRNA expression of the TRPM2 gene, RT-PCR
technique and for the evaluation, agarose gel imaging system were used. In the cases of
the TRPM2 gene bladder cancer, much less expressions were observed. Out of 28
patients, expressions were not observed in 22 of them. Even if it was low, expressions
were spectated in 6 of them. In these patients, 3 of them showed low, 1 normal end 2
showed high expressions. The decrease of the expressions level of the TRPM2 gene, the
deterioration of the control of the cell cycle and proliferation in the bladder cancer
tissues, and in the results, the non-operating apoptosis would be a results of the
development of the cancer. The distribution of intracellular of TRPM2 and other
member of TRPM family and the revealing of the functions in the bladder cancer tissues
would provide a better understandings of the development of TRPM2 bladder cancer.

Key words: Apoptosis, Bladder cancer, Expression, TRPM2



1. GIRIS ve AMAC

Mesane kanseri, tlim diinyada 7. en sik goriilen kanserdir ve her yil erkeklerde 260.000,
kadinlarda ise 76.000 yeni olgu goriilmektedir (1). Mesane kanseri, tiim diinyada
kanserlerin %3,2’sini olusturur ve erkeklerde kadinlara gore oldukca sik goriiliir (2,3).
Bu fark biiyiik oranda sigara i¢imi ve mesleki nedenlerden kaynaklanmaktadir (1,4).
Mesane tlimorlerinin biiytlik bir kismi 50 yas lizerinde goriiliir fakat geng eriskinlerde ve
cocuklarda da ortaya cikabilir. Cocuklarda goriilenler, genellikle diisiik dereceli ve
yavag seyirli neoplaziler olmakla birlikte, nadiren agresif gidis gosteren tiimorler de
bildirilmistir (4). Malign mesane tiimorlerinin yaklasik %90°1 lirotelyal karsinomlardir.
Geriye kalan %10’luk kismini ise diger karsinom tipleri, az sayida sarkom ve nadir

goriilen cesitli tiimorler olusturur (4).

Mesane kanserleri iizerine yapilan genomik gorilintiilleme c¢alismalarinda,
kromozom 21q bélgesinde ciddi kromozomal kayiplar gézlenmistir ve bu lokusta yer
alan genlerden bir tanesinin TRPM2 oldugu goriilmiistiir (5). Prostatta yapilan bir
calismada, bu gen kimyasal ajanlarla susturuldugu zaman, hiicre omiirlerinin uzadigi
ispatlanmistir. Yine aymi c¢alismada, prostat kanseri hiicre dizininde meydana gelen
mutasyon veya mRNA ekspresyon azalmasina bagl olarak, bu genin hastaligin seyri ile

olan iligkisi ispatlanmistir (5).

Bu genin, 0zellikle H,0; ile uyarildig1 zaman aktif hale gegtigi ve hiicreye bol
miktarda kalsiyum iyonunun girisini saglayarak, hiicreyi apopitoza gotiirdiigi
goriilmistiir (6). TRPM2 gen ifade seviyesinin distikligi, mesane kanserli dokularda
hiicre dongiisiiniin ve c¢ogalma kontroliiniin bozulmasiyla apoptozisin ¢aligmamasi
nedeniyle kanser gelisiminin iligkili olabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu c¢aligmalardan
yola ¢ikarak, mesane kanserlerinde TRPM2 gen ifadeleri incelenerek, kanser gelisimiyle

TRPM2 arasindaki iligkinin ortaya konmasi amac¢lanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tumor Biyolojisi

Kanser, bastirilamamis hiicre ¢ogalmasiyla karakterize, bir¢ok hiicre tipinde ve organda
gelisebilen, cesitli hastaliklarin ortak adidir (7). Kanser gelisimi, genellikle eriskinlerde
sonradan kazanilmis bir genetik hastaliktir (7). Kanser gelisiminde genomik rol, 19.
yilizy1l sonu ile 20. yiizyi1l basinda David Von Hansemann ve Theodor Boveri’nin
calismalariyla ortaya konmustur (8). Bu arastiricilar, kanser hiicrelerini mikroskop
altinda incelemis, normal olmayan kromozom yapilarini goérmiis ve kanserin kalitsal
materyaldeki degisimlerden kaynaklanan anormal klonlardan ileri geldigini One
stirmiislerdir (8). Bu diisiince, DNA’nin kalitsal materyal oldugunu ve DNA hasarina
neden olan kimyasal etkenlerin de ayn1 zamanda kansere neden olabilecegi diigiincesini
desteklenmistir (9). Sonraki donemde, kanser hiicrelerindeki genetik degisimler yogun
olarak calisilmis ve kronik miyeloid 16semide 9 ve 22°nci kromozomlar arasindaki
translokasyon ortaya konulmustur (8). Yapilan calismalarda, kanser hiicrelerinden
alinan total genomik DNA, normal NIH3T3 hiicre hatlarina aktarilmis ve normal olan
bu hiicrelerde kanser gelistigi gosterilmistir (8,10,11). Kanser doniisiimiine neden olan
0zgiin DNA bolgesinin ayristirilmasi sonrasinda, HRAS geninin 12. kodonunda bulunan
glisin amino asidinin, valin amino asidine doniismesine neden olan G>T mutasyonu
bulunmustur (8,12,13). 1982 yilinda yapilan bu calisma, kanser gelisimde rol alan
anormal genlerin ortaya konmasina yonelik diger ¢alismalar i¢in de bir ¢igir agmugtir
(8). Viicutta bulunan diger biitiin hiicreler gibi kanser hiicreleri de, doéllenmis
yumurtadan gelisen, ayni diploid genoma sahip tek hiicreden kdken almaktadirlar (7).
Doéllenmis  yumurtayla kiyaslandiginda kanser hiicrelerinde; kromatin yapisal
degisimleri ve gen ifade seviyelerinin degismesine neden olan epigenetik degisimlerin
de oldugu goriilmektedir. Ayrica sitozinlerden metillenme gibi epigenetik etmenler
kalitsaldir ve anne hiicreden yavru hiicreye aktarilmaktadir (14,15). Kanser hiicrelerinin
gen ifadelerinin de§ismesine neden olan epigenetik etmenler, tek baslarina kanser
gelisimini baglatamayabilirler ancak, mevcut mutasyonlarin etkilerini gii¢clendirerek,

onkogenik doniisiimiin gerceklesmesine katkida bulunurlar (14).



Epigenetik diizenlemelerdeki kontrol kayiplari, neoplastik hastaliklarin olusmasi

yOniinde genetik mutasyonlara katkida bulunmaktadir (14).

Epigenetik etmenlerdeki degisimler, karmasik ve dinamik olan degisimledir
(14). Bunlar; DNA metilasyonu, niikleozom yeniden sekillenmesi, translasyon sonrasi
histon islemleri, histon ¢esitlerinin (varyant) olusturulmasi ve kodlamayan RNA etkileri
olarak adlandirilabilirler (14). Degisik histon ¢esitlerinin olusturulmasi gibi, kanser
gelisiminde 6nemli rolii olan proteinlerin farkli kesilmesi ve eklenmesiyle, belli kanser
tirlerinde bazi g¢esitlerinin daha fazla ifade edildigi goriilmistiir (16,17). Bu durum,
farkl1 kesip ekleme mekanizmalarimin da kanser gelisiminde 6nemli rol oynadigini
gostermektedir. Baz1 kanser tiirlerinde, bu farkli kesilip eklenmis yapilar, ilgili kanser
tipi igin belirteg olarak degerlendirilmektedir (17). Hucre nukleer genomundaki
degisimlere ek olarak, yaklasik 17 kb biyikliigiindeki mitokondri genomunda da
mutasyonlar gergeklesebilir (18). Kanser hiicrelerindeki mitokondrilerde gergeklesen
somatik mutasyonlar rapor edilmis olmakla birlikte, kanser gelisimindeki rolleri agik

degildir (18).

2.1.1. Kanser hicrelerinin genel 6zellikleri

Kanser hiicreleri, gerek hiicresel diizeyde gerceklesen degisimler, gerekse cevre ve
bulunduklar1 sistem igerisinde gergeklesen degisimlerden kaynakli olarak, normal
esdeger hiicrelerden farkli ozelliklere sahiptir (19). Kanser hiicrelerinde, hiicrenin
normal ¢ogalmasini, farklilasmasin1 ve sag kalimimi diizenleyen mekanizmalarda
anormallikler gorulir. Bu normal olmayan durumlar, kanser hicrelerinin karakteristik

ozelliklerinin ortaya ¢ikma nedenidir (19,20).

Normal hiicreler, biiylime faktorlerine bagli olarak biiylime ve ¢ogalma
faaliyetlerini gerceklestirirken, ortamda bulunan biiyiime faktdrlerinin miktarina bagh
olarak belirli bir yogunluga erisinceye kadar ¢cogalirlar ve daha sonra hiicre déngusinin
Go evresine girerler (19). Kanser hiicreleri ise; yogunluga bagli engellenmeden
etkilenmeyip, normal hicreler gibi hicre dénglsunin Go evresinde durmak yerine,

kontrolstiz in vivo ¢ogalma davranislarini siirdirmeye devam ederler (19).



Kanser hiicreleri, viicuttaki diger normal hiicrelere gore, hiicre dist biiyiime
faktorlerine daha az ihtiya¢ duyarlar (21). Bu 0zellikleri, timor hicrelerinin hem in
vivo hem de in vitro kosullarda kontrolsiiz ¢ogalmalarini kolaylastirmaktadir (14,19).
Kanser hiicrelerinin biiyltime faktorlerine bagimli olmamasi; bazi durumlarda hiicre igi
uyar1 sistemlerinde gerceklesen anormalliklerden ve hiicre ¢ogalmasini saglayan uyari
yollarinda gorev yapan biliylime faktorii reseptdrlerinin, Ras proteini veya protein

kinazlar gibi bagka proteinlerin kontrolsiiz islevlerinden kaynaklanmaktadir (14,19,22).

Kanser hicrelerindeki huicre-matriks ve hiicre-hiicre etkilesimleri de daha
diizensizdir (19,21,23). Yiizey yapisma ve tutunma molekiillerinin ifadesindeki azalma
nedeniyle, kanser hiicrelerinin ¢ogunun tutunma yetenegi, normal hiicrelere kiyasla
daha distiktiir (19,21,23). Karsinomlarin gelismesinde, epitel hiicrelerindeki baglica
tutunma molekilt olan E-kadherin’in ortadan kalkmasi, biliylik 6nem tasimaktadir
(19,23). Tutunma molekillerinde gergeklesen azalmaya bagli olarak, diger komsu
hiicreler ve doku bilesenleri tarafindan, hiicreler iizerinde gergeklesen sinirlama
kalkmakta ve bu durum, kanser hiicrelerinin yayilma ve metastaz yapma yeteneklerini
arttirmaktadir  (19). Kanser hiicrelerinin  tutunma  yeteneklerinin  azalmasi,
morfolojilerinin ve hiicre iskeletlerinin de degismesine yol agmaktadir (19). Timor
hiicrelerinin ¢ogu, hiicre dis1 matrikse veya komsu hiicrelere tutunamadiklari igin,

normal hiicrelerden daha yuvarlaktirlar (19).

Huicre-hiicre etkilesimleri ag¢isindan normal hiicreler ile kanser hiicreleri
arasindaki en Onemli farklardan biri, dokunma engellemesi kaybidir (21,24). Hiicre
kiltlirii sirasinda, normal fibroblastlar, kiiltiir kab1 tizerinde komsu hiicrelerden biri ile
temas edinceye kadar ilerledikten sonra bu temasin etkisiyle hareketlerine son verirler.
Ayrica, hiicreler birbirlerine tutunarak kiiltiir kab1 yiizeyinde diizenli olarak siralanirlar
(21,24). Timdr hiicreleri ise, komsu hiicrelerle temas ettikten sonra da hareketlerine
devam ederler (21,24). Cogalmalarina, yanlardaki hiicrelerin iizerine ¢ikarak diizensiz,
cok katli kiimeler olusturacak sekilde devam ederler (21). Normal hiicreler, hiicre-hiicre
temast sonucunda sadece hareket etmeye degil ¢cogalmaya da son verirken, kanser

hiicreleri ¢ogalmayi engelleyen bu etkilesime duyarsizdirlar (21).



Kanser hiicreleri, hiicre dis1 matriks bilesenlerini parcalayan ve bdylece kanser
hiicrelerinin normal doku ic¢ine girmesini saglayan ‘proteazlar’ salgilarlar (25).
Hiicrelerden salgilanan kollojenaz, karsinomlarin bazal laminay1 parcgalayip altindaki
bag dokusuna girebilmesi agisindan 6nem tasir (25). Ayrica, kanser hiicreleri yeni kan
damarlarinin olusumunu (anjiyogenez) hizlandiran biiyiime faktorleri de salgilarlar (26).
Tiimor kitlesinde hiicre sayist 1 milyonu astiginda, hiicrelere oksijen ve besin
maddelerinin ulagmasi ve tiimoriin biiylimeye devam edebilmesi i¢in yeni damarlarin
olugsmas1 gereklidir (19). Bu damarlar, tiimor hiicresi tarafindan salgilanan ve cevre
doku kilcal damar duvarindaki endotel hiicrelerinin ¢ogalmasini uyaran, biiyiime
faktorlerine yanit olarak ortaya cikar. Boylece tiimoriin i¢ine dogru uzanan yeni kilcal
damarlar olusur (26). Yeni damar olusumu, hem tiimor biiytimesinde hem de bazi timor
hiicrelerinin, tiimor kitlesinden ayrilarak yeni kilcallara katilmasindan dolayi, metastatik

yayilimda da onemlidirler (26).

Kanser hiicreleri, normal hiicreler gibi farklilasmayip, kontrolsiiz ¢cogalmalariyla
uyumlu olarak, farklilasmanin erken asamalarinda kalirlar. Kandaki farkli hiicrelerin
timii, kemik iligindeki ortak bir kok hiicreden koken alarak eritrosit, lenfosit, grantlosit
ve makrofajlara farklilagirlar. Losemi hiicreleri ise, farklilagsmayip olgunlagmanin erken
evrelerinden birindeki durumlarint koruyarak, bolinme ve cogalma yeteneklerini

strdurarler (27).

Programli hiicre Oliimii, birgok hiicre tiirlinde farklilasmanin temel
Ogelerindendir (27). Kanser hiicrelerinin g¢ogunda programli hiicre dliimi
goriilmediginden, bu hiicreler normal hiicrelerden ¢ok daha uzun yasarlar. Kanser
hiicrelerinin programli hiicre 6liimiinden etkilenmemesi, tiimdr gelisimini 6nemli dlgiide
hizlandirir (27). Normal hiicrelerde, DNA hasar1 gergeklestiginde programli hiicre
Olimii baglatilir, ama kanser hiicrelerinde bu durum ger¢eklesmez. Kanser hiicrelerinin
programli hiicre Oliimiine gidememesi, DNA hasarina yol acarak, etki eden
kemoterapotik ilaclara kars1 direng gostermelerine neden olur (27). Kanser hiicreleri,
programli hiicre 6liimiinden kagislarina ek olarak, dkaryotik kromozomlarin uglarini
kisalmaktan koruyan telomeraz enziminin sentezi nedeniyle de sinirsiz replikasyon

yetenegine sahiptirler (27).



Kanser gelisimine neden olan temel degisiklik, kanser hiicrelerinin siirekli ve
kontrolsiiz olarak c¢ogalma istegidir (19). Kanser hiicreleri, hiicrenin normal
davraniglarin1 kontrol eden uyarilara, normal tepkiyi gostermek yerine, kontrolsuz
bicimde ¢ogalir ve bliylimelerini siirdiiriirler (27). Bu ¢ogalmaya bagli olarak normal
doku ve organlar da istila ederek, sonunda tiim viicuda yayilirlar. Kanser hiicrelerinde
ortak olan Ozellik; ¢ogalmay1 denetleyen mekanizmalarin yani hiicre dongusinin
kontroliiniin ortadan kalkmasidir. Bu durumun gelismesinde c¢ok hiicreli sistemlerde

biriken anomaliler 6nemli rol oynamaktadir (19).

2.2. Hiicre Siklusu

Kanser hastaliginin tanimindaki en temel nokta, hiicrelerin normal biiylime/¢ogalma
kontrolii olmaksizin ¢ogalmalaridir. Boliinen ve ¢ogalan bu hiicreler, ya koken aldiklari
noktada ya da yayilarak ulastiklar1 diger noktalarda, viicudun normal islevlerini
engellerler. Kanser hiicrelerinin yeni damar olusturma, metastaz yapma ve programli
hicre oOluminden kagma gibi Ozellikleri de olmakla birlikte, kanser hastaliginin
temelinde sinirlandirilamayan hiicre ¢ogalmasi yatmaktadir (28). Hiicre ¢ogalmasi;
hiicrelerin hacim ve igerik olarak biiylimeleri, DNA’larini iki katina ¢ikarmalar1 ve iki
yavru hiicre olusturmalar1 seklindeki siray1 takip eden dongiisel bir islemdir. Bu dongii,
hiicrenin boliinme i¢in gerekli hazirlig1 yaptigr G1 evresi, DNA’sin1 iki katina ¢ikardigi
S evresi, boliinmeye hazirlandig1 G, evresi ve genetik materyalin esit sekilde dagitilarak
iki yavru hiicrenin olusturuldugu M evresinden olusur (28). Hiicresel ¢ogalmanin
karmagikligi ve geri doniisiimsiiz olmasi nedeniyle, hiicre dongiisiindeki evreler
arasinda kontrol noktalar1 vardir (Sekil 2.1.). Kontrol noktalarindaki en 6nemli 6zellik,

bir evre bitmeden diger evrenin baglatilmamasidir (28).



Mitotik Go
kontrol noktasi

(G2 DNA hagari
kontrol noktast

— Kisatlama
noktasi(R)

G1/S DNA hasar
kontrol noktast

N

S Faz DNA hasar
kontrol noktast

Sekil 2.1. Hiicre dongiisii ve kontrol noktalar1 semasi. Hiicre dongiisii, DNA sentezinden dnceki bir ara
olan G; (gap), DNA’nin sentezlendigi S evresi, sentez sonrasi ara; G; ve mitoz (M) evrelerinden
olusmaktadir. Geg¢ Gi, G;-S gegisi, S, ge¢ G, ve mitozda hiicre ddngusinin ilerlemesinin

durdurulabilecegi kontrol noktalar1 vardir (28).

2.2.1. Hucre siklusunun kontrol mekanizmasi

Hiicre dongiisii, dongiiye 6zgli bir takim proteinler olan siklinler, siklin-bagimli
serin/treonin protein kinazlar (CDK) ve siklin-bagli kinaz inhibitérleri (CDI) tarafindan
0zglin olarak kontrol edilmektedir (28,29,30). Siklin, CDK ve CDI’larin diizeyleri hiicre
dongiisiiniin ¢esitli asamalarinda farkliliklar gosterir ve karmasik bir diizen igerisinde
dongiiniin ilerlemesi saglanir (28,29). CDK’lar kendi baslarina iglevsel degildir, siklin
proteinleri ile birleserek olusan siklin-CDK kompleksleri varliginda islev kazanirlar.
Siklinler, bu komplekslerin dizenleyici alt Gniteleri, CDK’lar ise Kkatalitik alt
uniteleridir (29). Siklinler (A, Bi, D ve E), hiicre dongiisiiniin ¢esitli evrelerinde
dongtisel olarak bir taraftan sentezlenirken diger taraftan da yikilirlar. Bu proteinlerin
yapim ve yikim dongiilerini vurgulamak amaciyla da “‘siklinler’ olarak

adlandirilmiglardir (28,29).



Siklinler, periyodik yapim ve yikimlan ile iliskili olan CDK (CDK2, CDK4,
CDKS, CDK6, CDK7, CDK25)’larin islevlerinin diizenlenmesini saglarlar. CDK’larin
islevleri yalnizca siklinlerle diizenlenmemektedir, ayrica 06zgiin fosforilasyon
defosforilasyona yol agan baska yollarla da diizenlenmektedir. CDI (p15, pl18, p19 ve
p27)’lar ise ya siklinlere, ya CDK’lara ya da siklin-CDK komplekslerine baglanarak,
CDK’larin islevlerini engellerler. Siklinlerin hiicresel derigimleri, transkripsiyon
seviyesinde diizenlenmektedir. Yikimlari ise, ubiquitin metabolik yoluyla saglanir (29).
D tipi siklinler, (D1, D2 ve D3) baslama siklinleri olarak adlandirilir ve biiylime
faktorleri veya mitojenlere yanmit olarak sentezlenirler. Mitojenler ortamdan
uzaklastirildiginda ise hizlica yikilirlar. Hangi tip siklin D’nin ifade edilecegi, doku
tipine 6zgiidiir. Ornegin, T lenfositlerde D3 tipi siklin ifade edilmektedir. D tipi
siklinler, CDK4 ve CDK6’nin diizenlenmesinde rol alirlar (29). Siklin E, CDK2’nin
diizenlenmesinde rol alir. G1/S fazlarinin siirinda gegici olarak sentezlenir ve hiicre S
fazina girdigi anda hizlica yikilir (29). Siklin A ve B1, mitotik siklinlerdir. Siklin A, S
faz1 boyunca sentezlenir ve anafaz sirasinda da yikilir. Siklin A, CDK2 ile bilesim yapar
ve bu bilesimin DNA replikasyonunda rol aldig1 diisiiniilmektedir (29). Siklin B1, S
fazinin ge¢ doneminde sentezlenir ve G2 fazindan M fazina gegerken sentezi en iist
seviyeye erisir, anafazda da yikilir. Siklin B, CDK2 ile etkilesime girer ve
olusturduklar1 bilesim MPF (M-phase/maturation promoting factor) olarak da bilinir.
Siklin B’nin anafazda yikilmasiyla birlikte, hiicre mitozdan ¢ikar ve Gi’e tekrar geri
doner (29).

Hicre dongusiinde rol alan proteinler, protein-protein etkilesimleriyle
birbirlerinin islevlerini diizenlemektedirler. CDK'’lar, siklinlerle etkileserek islev
kazanirken, CDI’lar, CDK'’larm islevlerini engellerler. Islev kazanan CDK’lar,
substratlar1 fosforilleyerek islevsel hale getirirler. Etkilenen substratin durumuna gore,
hiicre dongiisii ya durur ya da bir sonraki asamaya geger. Ornegin, pRb hiicre bolinmesi
ve farklilasmasinin kontroliinde anahtar rol oynamaktadir (28,29,30). Farklilagsmasini
tamamlamis, dinlenme durumundaki veya yasl ‘senesence’ hiicrelerde pRb ifade edilir
ve defosforile halde bulunur. pRb, normal islevi geregi, hiicre dongiisiinii G; fazinin
sonunda bulunan bir kontrol noktasinda (Gi/S kontrol noktasi) durdurur (28,29,30).
pRb, hicre donglsi Uzerindeki bu engelleyici etkisini, bir transkripsiyon faktoru ailesi
olan E2F ailesini baglayarak gerceklestirir. E2F ailesinin engellenmesiyle, hiicre bir
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sonraki faz olan S fazina gegcemeyeceginden, dongii durur. G, evresindeki bir hicre,
bolinme uyarist aldiginda ise, hipofosforile durumda olan pRb, CDK'’larin etkisiyle
fosforillenir ve M evresine kadar fosforile durumda kalir. Fosforile durumdaki pRb, E2F
ailesini baglayamayacagindan E2F serbest kalir ve hiicre G;1’den S evresine gecer. E2F
ailesi, S evresine girisi saglayan DNA polimeraza, myc ve timidin kinaz gibi bir takm

duzenleyici proteinlerin gen ifadelerini olumlu yoénde etkiler (28,29,30).

Sonug olarak, CDK’larin islev kazanmalar1 ya da engellenmeleri, pRb ve E2F

tizerinden hiicre dongiisiiniin ilerlemesine ya da durmasina neden olmaktadir (28,29).

2.3. Apoptozis

Programli hiicre oliimii, eriskin dokularinin korunmasinda ve embriyo gelisiminde
anahtar rol oynayan, normal fizyolojik bir olaydir. Eriskinlerde programlanmis hiicre
6limii, hiicre ¢ogalmasinin dengelenmesi ve dokulardaki hiicre sayisinin korunmasinda
onemlidir. Gelisim sirasinda bircok dokuda istenmeyen hiicrelerin elenmesinde,
programli hiicre 6liimii anahtar rol oynamaktadir. Programli hiicre 6liimii, hasarli veya
tehlike olusturabilecek olan hiicrelerin ortadan kaldirilmasini saglayarak, bir savunma
sistemi de olusturur. Ornegin, viriisle bulasmus hiicreler siklikla programli hiicre
Olimiine girerler. Boylece yeni viriis taneciklerinin olusumu engellenmis ve viriisiin
konak organizma icinde yayilimi sinirlandirilmis olur (31). DNA hasar1 gibi durumlar
da, programli hiicre dliimiinii uyarir. Ornegin, kanser gelisimine yol agabilecek hasarli

DNA'’lar tastyan hiicreler, programli hiicre 6liimiiyle ortadan kaldirilirlar (31).

Programli hiicre 6liimii ‘apoptozis’ ilk defa 1972 yilinda tanimlanmis olup,
dokulardaki hiicre azalmalarindan sorumlu ve yapisal olarak 6zgiin olan bir hiicre 6liim
tipidir. Programli hiicre 6liimii, dokularda gelisen bir diger 6liim sekli olan nekrozisten
bircok 6zelligi agisindan farkli olan bir hiicre 6liim seklidir. Programli hiicre 6liimiiniin
0zgiin olmasi, nekrozisle karsilastirildiginda daha iyi anlasilabilir (29). Nekrozda, hiicre
igine agir1 sivi girmesi sonucu hiicreler siserken, programli hiicre 6liimiinde hiicreler
tam tersine kiigiiliir. Nekrozda, kromatin yapisi hemen hemen normal hiicredekine
benzer gorilinlirken, programli hiicre Oliimiinde, kromatin yapist ¢ekirdek zarinin
cevresinde toplanarak yogunlasir. Nekrotik hiicrelerde plazma zarmin biitliinliigini
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kaybederek, hiicre iceriginin disar1 ¢ikmasiyla enflamasyon gelisir. Programli hiicre
oliimiinde ise, hiicre zar1 bir biitiindiir, hiicre zarinda kiigiik cepgikler olusur. Daha sonra
bu yapilardan makrofajlar ve komsu hiicreler tarafindan fagosite edilen, farkl
miktarlarda hiicre igerigi olan ‘apoptotik cisimcikler’ gelisir.  Programli hiicre
Oliimiinde goriilen bir diger degisiklik de, plazma zarinin i¢ yiiziinde bulunan fosfotidil
serin molekiiliiniin erken evrede zarin dis yliziine gecmesiyle komsu hiicre ve

makrofajlar tarafindan bu hiicrelerin taninmasinda rol oynamasidir (29).

Programli hiicre Oliimiiniin en 0&zgiin yonlerinden biri, DNA’nin DNaz
tarafindan niikleozomlar arasindan kesilmesiyle, 170-200 baz ¢iftlik ya da katlar
seklinde DNA pargaciklarinin olusturulmasidir. Bu durum, agaroz jel elektroforezinde

merdiven goriintlisli olugsmasina neden olmaktadir (29).

Programli hiicre 6lim mekanizmasinin anlasilmasina yonelik veriler, C.
Elegans’in gelisimi sirasinda gerceklestirilen ¢aligmalardan elde edilmistir. Normal
nematod gelisimi sirasinda, toplam 1090 viicut hiicresinin 131’inin programli hiicre
oliimiiyle ortadan kaldirildigr bildirilmistir. Programli hiicre 6limiinde ced-3 ve ced-4
olarak adlandirilan iki gen gereklidir ve bu genlerden herhangi birisinin islevi
engellenecek olursa, normal programli hiicre 6liimii ger¢eklesmeyecegi bildirilmistir.
Diger bir gen olan ced-9 ise, programli hiicre 6liimiinii engellemektedir ve bu gende
gergeklesecek olan bir islev kaybi, normalde sag kalacak olan hiicrelerin de 6lmesine
neden olmaktadir. Memelilerde de ced-3, ced-4 ve ced-9 ile iliskili genler
tanimlanmistir (31). Bu genlerin kodladig1 proteazlar, aktif bolgelerinde sistenin (C)
icerdikleri ve substratlarini aspartik asitten (Asp) sonra kestikleri i¢in ‘kaspaz’lar olarak
tamimlanmiglardir  (31,32). Kaspazlar, islevsiz onculler olarak sentezlenirler ve
genellikle diger kaspazlar tarafindan katalizlenen proteolitik kesim ile islev kazanirlar.
(31,33). Baslatic1 kaspazin islev kazanmasiyla, asag1 yondeki diger kaspazlar da islev
kazanirlar ve bdylece hiicre 6liimiinii saglayan bir zincirleme tepkime baglatilmig olur

(29,33).

Nematodlardaki ced-4’iin, memelilerdeki es yapisi Apaf-1 (Apoptotic Protease
Activating Factor-1) olarak adlandirilan bir protein kodlamaktadir ve bu protein
kaspazlara baglanarak kaspazlarin islev kazanmalarina neden olmaktadir. Ced-9,
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nematodlarda kaspazlarin islevlerini engelleyen bir protein kodlar, memelilerde ise bu
durum Bcl-2 ailesi olarak adlandirilan bir protein ailesi tarafindan diizenlenmektedir
(32,33). Bcl-2 ailesi, genis bir aile olup Bax, Bad, Bid, Bcl-X5 gibi bir kisim tiyeleri
programli hiicre 6liimiinii olumlu etkilerken, Bcl-2, Bcl-X1 gibi bazi iiyelerinin de
programli hiicre 6liimiinii olumsuz etkiledigi bildirilmistir (33). Bcl-2 ailesinin Uyeleri
kendi aralarinda es-ikili ya da farkli ikili yapilar olustururlar (31,33). Bir hiicrenin
yasayabilirlik durumu, bu ailenin programli hiicre Oliimiinii 6zendiren iiyeleri ile
programli hiicre 6limiinii engelleyen liyelerinin nisbi oranina baghdir (29,31). Bcl-
2/Bax orani, bazi hematolojik kanserlerde belirteg olarak degerlendirilmektedir (29).
Bcl-2 proteini, 6zellikle mitokondri dis zarinda bulunmaktadir ve mitokondriye iyon
giris-¢ikisinin diizenlenmesinde rol almaktadir (31,32). Bax proteini ise, sitoplazmada
bulunmakta ve programli hiicre 6limi uyarisi olusmasinda énemli rol oynamaktadir
(29,33). Programli hiicre oliimii, baslangi¢ noktalari goz Oniine alindiginda iki farkli

yolak olarak incelenebilir (32).

Bu yolaklardan ilki ‘intrinsic’ ya da mitokondriyal yolak olarak adlandirilir ve
bu yolakta mitokondri anahtar rol oynar. Bu yolaktaki baslangi¢ uyaranlar heniiz tam
olarak aydinlatilmamis olmakla birlikte, Bcl-2 protein ailesinin 6ncl- ve ters- apoptotik

iyeleri arasindaki dengenin bozulmasi, bu yolagin baslamasinda etkin rol oynamaktadir

(29,32).

Programli hiicre 6limindeki yolaklardan ikincisi ise ‘ekstrinsic’ yolak olarak
adlandirilir ve hiicre yiizeyindeki farkli apoptotik reseptorlerle diizenlenir (32). Bu
reseptorler, TNF-, FAS- ve TRAIL-(TNF-related apoptosis inducing ligand) gibi
Tumor Nekrozis Faktor (TNF) super ailesinin uyeleridir. Bu reseptorlerin hepsinde,
hiicre icinde yerlesik olan ve ‘death domain’ olarak adlandirilan ortak bir yapi
bulunmaktadir. TNF-a, FAS-L veya TRAIL gibi bir uyaranin hiicre disindan ilgili
reseptorlere baglanmasi, DISC (Death-Inducing Signaling Complex) olarak adlandirilan
ve bu reseptorlerdeki ‘death domain’lerin cevresinde FADD (FAS-associated death
domain protein), pro-kaspaz-8 ve pro-kaspaz-10’un birleserek meydana getirdigi

yapinin olusumuna neden olmaktadir (33).
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Tip 1 olarak adlandirilan hiicrelerde islev kazanan kaspaz, dogrudan diger
kaspazlar1 etkilemekte ve programli hiicre Oliimiinii baslatmaktadir. Tip 2 olarak
adlandirilan hiicrelerde ise mitokondrinin etkisi gereklidir. Tip 2 hiicrelerde, aktiflesen
kaspaz-8, Bcl-2 ailesinden Bid proteinin yalnizca BH3 bolgesini keser ve islev kazanan
Bid de mitokondri igerisine girerek, programli hiicre Sliimiiniin devam etmesi igin
gerekli diger bilesenlerinin salinimini uyarir. Béylece programli hiicre 6liimii, disardan

gelen uyari ile baglar, mitokondrinin de etkisiyle gerceklestirilmis olur (32,33).

2.4. Kanser Genetik Arasidaki iliski

Kanser genleri, ilk olarak kansere neden olan virlslerden tireyen genlerin
tanimlanmasiyla ortaya konulmus ve bu genlerin hiicre doniisiimiinii baskin (dominant)
bir tarzda gergeklestirdikleri bulunmustur. Bu genler, tiimdr gelisimine yol agtiklar1 igin
‘onkogen’ler olarak isimlendirilmislerdir. Kansere neden olan genlerin bulunmasi,

kanseri engelleyen genlerin de olabilirligini diisiindiirmiistiir (34).

Somatik hiicre melezleme ¢alismalari, timor baskilayici genlerin varligini ortaya
koymustur. Aymi c¢aligsmalar, tiimor baskilayic1 genlerin ¢ekinik genler olduklarini ve
kotii huylu olusum igin, hiicredeki islevlerinin tamamen ortadan kalkmasinin gerektigini
diisiindiirmustiir (34). 1969 yilinda gergeklestirilen bir seri somatik hiicre melezleme
calismas1 A9 hiicrelerinin, kotii huylu doniisiimii ger¢eklesmis olan hiicrelerdeki tiimor
gelisimini baskiladiklarini gostermistir (34,35). Knudson, gergeklestirdigi calismalar ile
insan timdr baskilayict genlerin varligini dogrulamis ve tiimor gelisimi igin ‘two hit’

olarak adlandirilan bir model 6nermistir (34,36,37).

Knudson, tek tarafli (unilateral) ve ¢ift tarafli (bilateral) retinablastom
hastalarinda gerceklestirdigi karsilastirma calismalari sonucunda, baskin olan kalitsal
retinablastom ile kalitsal olmayan retinablastom arasinda, mekanik bir iligkinin oldugu

seklindeki ilk hipotezini 6ne siirmiistiir (34).
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Kalitsal formda ilk mutasyonun kalitsal olarak aktarildigim1 ve diger mutasyonun da
somatik hiicrelerde olusarak, genellikle c¢ift tarafli retinablastom gelisimini baslattigini
One stirmiistiir. Kalitsal olmayan ve genellikle tek tarafli olan formda ise, retinablastom
gelismeden Once somatik hiicrelerde iki mutasyonun gerceklesmesi gerektigini ifade
etmistir. 1986 yilinda Rb geninin klonlanmasi, Knudson’un bu hipotezini dogrulamustir.
Heterozigotluk kaybi (Loss of Heterozygosity; LOH) calismalari, Rb geninin hem
kalitsal hem de kalitsal olmayan retinablastomlarda ve diger tiimorlerde, her iki allelde
de mutasyon tasidiklarini ortaya koymustur. Bu bulgu, tiimoér baskilayici genlerin
kanser gelisiminde ¢ekinik genler olduklarinin ve iki allelin de mutasyona ugramasi

durumunda kanser gelistigi inancini pekistirmistir (34).

Li ve Fraumeni 1969 yilinda rabdomiyosarkom, osteosarkom ve meme

kanserinin kadinlarda ailesel olarak kalitildigini tanimlamislardir (34).

Yapilan c¢aligmalarla, Li-Fraumeni sendromunun TP53 geninin mutasyonu
sonucunda olustugu ortaya konulmustur (34,38). Birgok tiimorde de, TP53 geninin iki
kopyasinin mutasyona ugramis oldugunun belirlenmesinden sonra, tiimor baskilayici
genlerin ‘two hit’ modeliyle islevlerini kaybettikleri, timér biyolojisinde, temel bir

inang¢ olmustur (34).

2.4.1 Onkogenler

Onkogenler, protoonkogenlerden koken alirlar ve hiicrelerin biiylimesi lehine faaliyet
gosteren genlerdir. Bu genlerde gerceklesen nokta mutasyonu, translokasyon ve gen
cogalmasi (amplifikasyonu) hiicre replikasyonunun siirekli hale gelmesine neden olur.
Onkojen aracili hiicre ¢ogalmasi olabilmesi i¢in, allellerden yalnizca bir kopyasinin
mutasyona ugramis olmast yeterlidir (39). Ornegin, Ras geninin 12. 13. ve 61.
kodonlarinda ger¢eklesen mutasyonlar, Ras protein iiriinlinlin stirekli olarak ¢ogalma

uyarisi olusturmasina neden olur ve boylece hiicre doniisiim 6zelligi kazanir (40).
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2.4.2 Tiimér baskilayici genler

Timdr baskilayict genler, hiicre donglistiniin diizenlenmesi, hiicre yaslanmasi, DNA
tamir mekanizmasi, uyari iletimi ve programl hiicre 6liimii gibi hiicresel faaliyetlerini
dizenleyen genleri kodlamaktadirlar (14,41,42). Ayrica tiimor baskilayici proteinler,
disaridan gelen sinyallerin hiicre i¢ine tasinmasinda, genetik ve metabolik hasarlarda
duyarlilik olusturma ya da cevap vermede, diizenleyici diger proteinlerin hiicre i¢cindeki
yerlerinin belirlenmesinde, niikleus veya sitoplazmadaki diger enzimlerin faaliyetlerini
diizenlemek i¢in kinaz islevi géstermede ve hiicre yasamasini, biiyltimesini kontrol eden
genlerin dizenlenmesinde rol alan transkripsiyon faktérlerinin diizenlenmesinde de rol
almaktadirlar (8,14,42). Tiimor baskilayict genler, 3 sinifa ayrilabilir. Bunlar; Tp53 ve
pl6 gibi karsinogenezin erken doneminde mutasyona ugrayanlar, BRCA2 gibi hiicrenin
genomik biitliinligiiniin saglanmasinda goérev alanlar ve LOX geni gibi tumorle
dogrudan iligkili olmayip da tiimoriin icinde mikro c¢evre iizerine etkili olan genlerdir

(39,43).

2.5. Mesane

2.5.1 Mesanenin anatomisi ve fizyolojisi

Mesane, pubik kemigin hemen arkasinda, karnin en asagi noktasindaki pelvisin
ortasinda yer alan miiskiiler bir organdir. Cok 6nemli 2 goérevi vardir. Bunlardan ilki;
tireterler araciligi ile bobreklerden gelen idrari yaklagik 500 ml hacme kadar, icerisinde
belirgin bir basing artist olmadan ve idrarin iginde erimis durumda bulunan kati
maddelerde bir ¢okelme olmadan depolamaktir. Ikincisi ise; idrar belitli bir hacme
ulastiginda olusan idrar yapma refleksi sonucu ani bir basing artis1 ile depolanmig olan

bu idrar1 istemli olarak disar1 pompalamaktir (44).
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Sekil 2.2. Mesanenin anatomisi ve sekli

2.5.2 Mesanenin histolojisi

Mesane mukozasi, degici epitel ve gevsekten sikiya dogru degisen bag dokusunun
yaptig1 lamina propriadan olusur. Mesanenin cevresindeki lamina propriayi, orgii
bi¢imde yogun diiz kas tabakasi sarar. Mesane gevsek iken, epitelyum 5-6 sira hiicreden
olusur; yiizeydeki hiicreler yuvarlaktir ve liimene uzanir. Bu hiicreler genellikle
poliploid ve ¢ift ¢ekirdeklidir. Epitel gerildiginde, epitelin kalinlig1 3-4 hiicre sirasindan
olusur ve yiizeydeki hiicreler yassilasir (44).
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genis, ovold viizeyv hiicrelen

Sekil 2.3. Transizyonel hiicrelerin basing altindaki degisimleri

Degisken epitelin yiizeyindeki hiicrelerin kalin plaklardan olusan 6zel bir membrani
bulunur. Bu plaklar, idrarla doku sivilart arasinda ozmotik bariyeri olusturdugu
diisiiniilen, daha ince bir membranin yaptig1 dar seritlere boliiniir. Mesane kasildiginda,
membran ince boliimlerden katlanir ve kalin plaklar, ig seklinde sitoplazmik vezikiiller
olusturacak sekilde igeri c¢oker. Bu vezikiuller, bos mesanenin yiizeyinde bulunan
hiicrelerin sitoplazmasi i¢inde bu kalin plaklarin yerlestigi depolar olarak is goriirken,

dolu mesanede artan hiicre yiizeyine yayilirlar (44).
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Sekil 2.4. Mesane duvarinin histolojisi

Mesanedeki kas lifleri mesane boyuna ulagincaya dek her yone dagilirlar. Burada 3 ayri
tabaka secilir: erkeklerde mesane boyunun distalinde yer alan icteki longitudinal tabaka,
prostatik Uretra ve prostat parankimi ¢evresinde sirkiiler hale geger. Disilerde dis agilisa
(metausa) dek uzanir. Bu kas lifleri, gergek iiretral sfinkteri olusturur. Orta tabaka,

erkekte prostat sonuna dek devam ederken; diside dis tiretra metausuna dek ilerler (44).
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2.6. Mesane Kanserleri

Mesane kanserleri goriilme sikligi bakimindan, Amerika Birlesik Devletleri’nde
erkeklerde goriilen kanserler igerisinde 4. kadinlarda ise 9. siradadir (44). Turkiye’de
goriilme sikligt KIDEM (Kanser Izlem ve Denetim Merkezi) calismalaria gore akciger

kanserinden sonra 2. sirada, lirogenital kanserler arasinda ise erkeklerde ilk siradadir.

Yeni tan1 konan olgularin % 74’ i yiizeysel, % 18’ i lokal ileri evre ve % 18’ i
de uzak metastaz yapmis durumdadir (45). Ilk tanida kas invazyonu bulunmayan (Ta,
T1 evre) hastalarda, primer tedavi segenegi olan transiiretral rezeksiyon (TUR) sonrasi
uygulanan ek tedavilere ragmen, % 30-85 niiks olasilig1 vardir. Buna ek olarak, % 10-
15 olguda da zaman icgerisinde kas tutulumu gergeklesebilir (45,46). Kas invazyonu
gelisen hastalarda, evre ilerledigi igin ideal tedavi olarak radikal cerrahi glindeme
gelmektedir. Mesane kanseri, erkeklerde kadinlara gore 2,5 kat daha fazla goriiliir ve

ortalama goriilme yas1 erkeklerde 69, kadinlarda ise 71 olarak saptanmustir (44,47).

Mesane timorlerinin % 90'indan fazlasi, en i¢ tabaka olan mukozay1 olusturan
ve degisici epitel adi1 verilen 6zel hiicre yapisindaki atipik degisikliklerden kaynaklanir.
Bu tip timorler, erken sathalarda bu tabakada sinirli kalirlar ve degisici epitel hiicreli
kanserler (transizyonel hucreli karsinoma: THK) olarak adlandirilirlar. Bunlarin diginda,
nadiren de olsa mesanenin diger tabakalarindan kaynaklanan farkli tiimérler gelisebilir.
Bu lezyonlar, genellikle papiller 6zellik gosterir ve mesane icerisinde yer isgal eden
lezyonlardir (48).

Daha az oranda ise ‘lsere lezyonlar’ sekilde olabilirler. Ulserlesmis yapida olan
timorler, daha agresif olma egilimindedir. Kanser, belli bir siure sadece mesane
limenine dogru ilerleme gosterir. Bir sonraki asama, kanserin disar1 dogru, mesanenin
kas tabakasina yayilmasidir. Ayn1 zamanda, kanser limende daha da buyur ve cevreye
dogru yayilir. ilerleyen kanser, mesane duvarmi asarak peritonu veya mesanenin dis
tarafindaki diger dokular1 invaze edebilir. Kanser mukozayla sinirh kaldiginda, uzak
lenf diigiimlerine veya daha Oteye metastaz yapmasi beklenen bir durum degildir.
Ancak mesane duvart kasi tutuldugunda, kanserlerin yaklasik % 13’0 de lenf
diigiimlerine metastaz yapmis olur (48).
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Mesane tiimorlerinde tedavinin seklini belirleyen en O6nemli faktor, tiimoriin
derinliginin hangi tabakaya kadar ulastigidir. Sayis1 ve biiyiikliigii ne olursa olsun,
timor ya da tlmorlerin derinligi mukoza tabakasini gegmiyorsa, bu tip tlimorler
‘yizeysel tumorler’ olarak siniflandirilirlar. Tedavileri de genellikle mesanenin yerinde
birakilip, timoriin kapali yolla ¢ikartilmasi (tiimor rezeksiyonu) seklindedir. Niiks orani
% 40-80 arasinda degismektedir. Bu tip timorler tamamen c¢ikarilsa da zaman
icerisinde mesanenin farkli bolgelerinden niiks goriilebilecegi igin, mesane igine
koruyucu ila¢ tedavileri uygulanabilmektedir. Timor ya da tiimorlerin sayisi ve
biiyilikliigii ne olursa olsun, derinligi mukoza tabakasini ge¢mis ve kas dokusunu invaze
etmigse, bunlar ‘derin ya da invaziv tumoérler’ olarak simiflandirilirlar. Tedavide;
mesanenin ve cevresindeki prostat rahim gibi komsu organ ve dokularin ¢ikarilmasi
gerekir. Aksi takdirde tiimor hiicreleri ¢ok kisa siirede kan ve lenf damarlari yolu ile
bagka organlara yayilirlar. Bu tip tiimorlerde bir bagka tedavi segenegi de
radyoterapidir. Bu tedavilere ek olarak invaziv ve metastatik mesane tiimoérlerinde

kemoterapi uygulamalar1 da gerekebilir (48).

2.6.1. TUmor dereceleri

Mesane kanseri i¢in yaygin kabul goren tek bir dereceleme sistemi yoktur. Genelde
kullanilan sistemler, tiimor hiicresindeki anaplazi derecesine goére diizenlenmistir
(49,50). Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan yapilan histopatolojik simiflandirma
(Tablo 2.1.) diinyanin hemen her tarafinda kullanilmaktadir.

PTNM patoloji siniflandirmasi;

G; Histopatolojik evre belirlemesi,

Gx;  Farklilagma evresi degerlendirilemiyor,
G1l; 1yi farklilagmas,

G2;  Orta derecede farklilagmus,

G3-4; lyi farklilasmamus / farklilasmamus.

Tablo 2.1. WHO tarafindan yapilan histopatolojik siniflandirma
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Primer TUmor (T)

Tx: Bilinmeyen primer timor,

To: Saptanamayan primer tumor,

Ta: Invaziv olmayan papiller karsinom,

Tis: Karsinoma in situ,

T1: Subepiteliyal bag dokusuna invaze timor,
T2: Kasa invaze tumor,

T2a: Timor ylizeyel kas dokusuna invaze (i¢ yari),
T2b: Timdr derin kas dokusuna invaze (dis yart),
T3: Tumor perivezikal dokuya invaze,

T3a: Mikroskobik,

T3b: Makroskobik (ekstravezikal kitle),

T4: Timor komsu organlara invaze,

T4a: Tumor prostat, uterus veya vajinaya invaze,

T4b: Tumor pelvis ve / veya karin duvarina invaze,

Bolgesel Lenf Nodlar: (N)

Nx: Bilinmeyen lenf nodu metastazi,

No: Bolgesel lenf nodu metastaz1 yok,

N1: Tek bir lenf nodunda 2 cm’ den kiglik metastaz,

N2: Tek bir lenf nodunda 2-5 cm arasinda ya da birden fazla lenf nodunda <5 cm
olmayan metastaz,

N3: 5 cm< lenf nodu metastazi,

Uzak Metastaz (M)

Mx: Bilinmeyen uzak metastaz,
Mo: Uzak metastaz yok,
M1: Uzak metastaz var,

Tablo 2.2. Mesane Tumorlerinin TNM smiflandirilmast
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Tiimor derecesi ve evresi arasinda, belirgin bir iliski bulunmaktadir. Iyi ve orta
diferansiye tiimorlerin ¢ogu yiizeysel iken, kotl diferansiye timorler invaziv olma
egilimindedirler (52). Sitogenetik ve molekiiler verilere gore diisiik dereceli (iyi ve orta
diferansiye) timorlerle, yiiksek dereceli (kotl diferansiye) tiimorlerin orijini farklidir.
Diisiik dereceli tiimorler, kromozom 9’da bir veya daha fazla timor supressor gen
kaybederken, yiksek dereceli timorlerde p53, pRb ve pl6 kromozom anormallikleri
gorulmektedir (50,53).

WHO ve Uluslararas: Urolojik Patoloji Toplulugu (ISUP), 1988 yilinda yapilan
konferansta, genel kabul gorecek bir siniflandirma sistemi gelistirilmesini amaglamis ve
bu konferans sonrasinda bu tiimorlerin “papiller Urotelyal neoplazmlar’ olarak

siiflanmasina karar verilmistir (54).

‘Papilloma’ (derece 0); normal mesane mukozasi ile gevrili fibrovaskiiler
cekirdekli papiller lezyondur (55,56). Urotelyal tiimérlerden farkli olarak histolojik
anormallik yoktur ve endoskopik rezeksiyondan sonra tekrarlamaz. Tek lezyon olarak
saptandiginda, benign kabul edilir ancak siklikla yiiksek dereceli trotelyal timorlerle

birlikte goriildiigii unutulmamalidir (55).

Iyi diferansiye (derece 1) timorler; mukozayla smirli olduklarinda WHO ve
ISUP tarafindan diisik malignite potansiyeli olan papiller trotelyal tumdrler olarak
tanimlanmiglardir (54). Bununla birlikte, siklikla tekrarlamakta hatta niiksler daha
yuksek histolojik derece ve evrede olabilmektedir (55). Yuksek dereceli timorlerle
birlikte bulunabilmesi ve derece 2 timorlerle benzer prognostik 6zellikler géstermesi
nedeniyle dikkatle izlenmelidirler (55).

Orta derece diferansiye (derece 2) timdrler; WHO ve ISUP tarafindan disiik

dereceli Uroteliyal karsinom olarak tanimlanmustir (55).

Kot diferansiye (derece 3) timérler; WHO ve ISUP tarafindan yiiksek dereceli
tiroteliyal karsinom olarak tanimlanmistir. Diisiik dereceli lezyonlara gore ¢ok fazla
progresyon riski vardir, ayn1 zamanda bu olgularda es zamanli invaziv hastalik goriilme
riski de fazladir (55).
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2.6.2. Mesane kanserinin molekdler biyolojisi

Mesane kanserinde papiller ve non-papiller olmak iizere en az iki yolak oldugu
distintilmektedir (Sekil 2.5.). Papiller lezyonlar, hiperplazik Urotelyumdan meydana
gelirken, invaziv timorler displazik Urotelyumdan meydana gelir. Papiller timorler
genellikle RAF/MEK/ERK ve PIK3CA yolagindaki genlerin degisimi ile alakalidir.
Non-papiller invaziv tiimérler ise pS3 ve pRb yolagindaki degisimlerle alakalidir. Her
iki yolagin da baslangicinda 9. Kromozomda meydana gelen degisimler oldugu
diistiniilmektedir (58).

Diisiik dereceli mesane kanserli hastalarin yaklasik %801 siiperfisyal mukoza ile
siirlidir. Bu yiizeysel timorlerin tekrarlama riski, %70’lerdedir. Bunlarin da yaklagik
%30’u, daha ylksek dereceye ve evreye ilerleme gosterir. Tim mesane kanserli
hastalarin %15-30 kadar1 basta kasa invaziv 6zellik gosterir ve bunlarin da yaklasik
%50’si1 2 yil iginde metastatik olarak niikseder (59).

Hyperplasia > Low-grade non-invasive papillary tumor

RAF/MEK/Erk

PI3K
Normal ~ 80% 15%
urothelium  20%

v

CIS/dysplasia = High-grade invasive tumor
> 5{}%l N-cad, E-cad

MMPs, VEGF, COX2

Metastasis

Sekil 2.5. Mesane tlimdrlerinin molekiiler yolaklar
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2.6.3. Karsinogenezin baslangic1 onkogenler ve kromozomal degisiklikler

Mesane kanserindeki DNA degisiklikleri, sitogenetikten heterozigotlugun kaybina
(LOH) kadar pek ¢ok yonden calisgilmistir. DNA degisikliklerinin mutasyonlar,
translokasyonlar, allel kaybi gibi pek ¢ok nedeni olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu

degisimlerin sentezlenen protein Grlnlerini de degistirebilecegi bildirilmistir (58).

Molekiiler onkolojideki ilk c¢alismalar, onkogenler {iizerine yogunlagmistir.
Onkogenler, normal hiicresel genlerdir, fakat normal gen iriiniiniin asir1 ekspresyonu
veya protein iriiniiniin degismis fonksiyonu, malign fenotip ve tiimor olusumuna yol
acabilmektedir. Normal gen iriiniiniin asir1 ekspresyonu, genellikle gicli bir
promotorun oldugu gen bdlgesindeki kromozomal translokasyon veya gen
amplifikasyonu ile ger¢eklesmektedir. Mutasyona ugramisg protein iiriiniiniin

ekspresyonu, malign fenotipin aktivasyonuna da yol acabilmektedir (60).

2.6.4. Mesane kanserlerinde tiimor baskilayici genler

Molekiiler teknikler kullanilarak son yillarda yapilan kapsamli arastirmalar, farkl
kromozomlarda birkag anahtar tiimor baskilayict genin bulunmasini saglamistir. Y iksek
dereceli, kas invazyonu yapan mesane kanserlerinde kromozom 3 ve 8’in kisa
kollarinda delesyonlar tespit edilmistir. 8p delesyonlari, ylzeysel transizyonel hiicre
karsinomunda hi¢ gortlmezken, invaziv TCC (Transitional Cell Carcinoma)’nin
%50’sinden fazlasinda gdzlenmistir. Kromozom 8’in kisa kolundaki heterozigotlugun
kaybi, ayn1 zamanda TCC’nin yiiksek derece ve evreleriyle de alakali oldugunu

diisiindiirmektedir (59).

Mesane kanserinde bulunan en énemli kromozomal delesyonlar, kromozom 9,
13 ve 17°dedir. Bunlardan kromozom 13’teki retinoblastoma (Rb), kromozom 17’deki
p53 ve kromozom 9’daki p21 timor baskilayicilartyla alakalidir. Kromozom 9’daki
delesyonlar, TCC’de en ¢ok gorulen kromozom anormallikleri olup ve her asama ve
evredeki TCC’nin %50’sinden fazlasinda bulunur. Kasa invaziv mesane tiimorlerinde,
diger kromozomal degisiklikler goriilse de, Ta ve TI tiimdrlerinin ¢ok azinda
kromozom 9 haricinde degisiklikler goriiliir (59).
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Bu durum, kromozom 9 genlerindeki inaktivasyonun, mesane kanseri
gelisiminin ilk asamalariyla alakali oldugu hipotezini desteklemektedir. Kromozom
9’daki delesyonlarin ¢ogu, Ozellikle kompleks genomik bir bdlge olan 9p21’de
(INK4A/ARF ve INK4B) bulunmustur. Bu bolge, negatif hiicre déngusu reglatorleri
ve potansiyel timor baskilayicilar olan ti¢ farkli proteini pl6, pl4ARF ve pl5’i
kodlamaktadir (59).

Tiimor baskilayicilan etkileyen diger iki dnemli kromozomal degisim, p53 ve
Rb gen bolgelerindedir. Yiksek dereceli mesane TCC’nda, kromozom 17p’de LOH
yuksek frekanslarda gorilmektedir. Rb geni ise, ilk izole edilen tiimor baskilayici
gendir. p53 gibi, Rb geninin de mesane kanseri progresyonunda 6nemli bir rol oynadig
diisiiniilmektedir. Rb gen mutasyonlari, mesane tlimarlerinin %25-30’unda tespit
edilmistir. Ancak Rb’de yanlis anlamli mutasyonlar nadirdir ve mutasyona hassas

bolgeler bulunamamaistir (59).

2.7. TRP (Transient Receptor Potential)

Transient Receptor Potential (TRP) kanallar ilk olarak 1998 yilinda Drosophila tiri

sirke sineklerinin g6z hiicrelerinde bulunmustur (61).
1. TRP cononcial (TRPC) 7 farkli alt kanal,
TRPC1, TRPC2, TRPC3, TRPC4, TRPC5, TRPC6, TRPC7
2. TRP vanilloid (TRPV) 6 farkl: alt kanal;
TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4, TRPV5, TRPVG6
3. TRP polycystein (TRPP) 3 farkl: alt kanal;
TRPP1, TRPP2, TRPP3
4. TRP mucolipin (TRPML) 3 farkli alt kanal;
TRPML1, TRPML2, TRPML3
5. TRP ankyrin (TRPA) 1 farkl alt kanal;

TRPA1
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6. TRP NOMPC (TRPN) 1 farkl alt kanal;
TRPN1
7. TRP melastatin (TRPM) 8 farkl: alt kanal,

TRPM1, TRPM2, TRPM3, TRPM4, TRPM5, TRPM6, TRPM7, TRPM8 olmak (izere 7
alt tipinin varhig ispatlanmistir (61). Bu iyon kanallarinin ¢ogunlugu sodyum ve
kalsiyum’a ayn1 anda gegirgen, yani tek bir iyon kanalina segici olmayan iyon

kanallaridir. Fakat bazi istisnalar1 vardir. Bunlardan;
e TRPM4 ve TRPM5; monovalant katyonlara,
e TRPM6 ve TRPM7; magnezyum’a
e TRPV5 ve TRPV6; kalsiyum’a
e TRPV1, TRPML6 ve TRPP3; hidrojen’e oldukca gecirgendir (62).

TRP kanallariin ; Kalsiyum ikinci mekanizmada 6nemli rol oynadigi (63), Pek ¢ok
hiicre fonksiyonlarinda hiicre o6liimlerine duyarli olduklar1 (64), Uyarilamayan
hiicrelerdeki katyon akisi ile ilgili ve kalsiyum gegirgenliginde etkili olduklar1 (65),
Genel olarak voltajdan bagimsiz olduklar1 (66), Hucre proliferasyonu, fertilite ve his-
hassasiyet ile ilgili bir¢cok fonksiyonlarinin da oldugu bildirilmistir (67).

2.7.1. TRPM (transient receptor potential melastatin)

TRPM (Transient Receptor Potential Protein, Melastatin subfamily), TRP kanallarindan
ilk tanimlanan {iye olup, melastatin bir timor baskilayici protein olarak bildirilmistir

(69). TRPM familyasinin alt tiyeleri;

TRPM1, TRPM2, TRPMS3, TRPM4, TRPM5, TRPM6, TRPM7 ve TRPMS ’dir
(70,71).
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TRPM’nin alt Gyeleri baslica 4 grupta siniflandirilabilir;

1. Birinci grupta TRPM1 ve TRPM3 yer almaktadir. TRPM1’i aktive eden

bilinmemekle beraber, TRPM3’{in ise kalsiyum ile aktive oldugu bildirilmistir.

2. Ikinci grupta TRPM6 ve TRPM7 yer almaktadir. TRPM6 ve TRPM7’nin COOH-

terminal serin/treonin ile aktive oldugu bildirilmistir.

3. Uclinci grupta TRPM4 ve TRPM5 yer almaktadir. TRPM4 ve TRPM5’in

kalsiyum’a gecirgen olmadig bildirilmistir.

4. Dordincu grupta TRPM2 ve TRPM8 yer almaktadir. TRPM2’nin NUDT9
ucunun ADP-Riboz, oksidatif stres ve 1s1 ile aktive oldugu; TRPM8’in ise soguk

reseptoriiyle aktive oldugu bildirilmistir (70,71).

2.7.1.1. TRPM1

TRPM familyasinin ilk ifade edilen iiyesi, bir tiimor baskilayict protein olan melastatinl
(TRPM1)’dir. (69) TRPM1’in melanositlerdeki ifadesi, melanomanin agresifligi ve

metastazin gerceklesmesi ile ters kolerasyonlu olarak ifade edilmistir (61).

2.7.1.2. TRPM7

TRPM7’nin, kalsiyum ve magnezyum’a bagli metal iyonlarinin gegirgenliginde anlamli
bir etki gosterdigi ve bu ylizden iyonlarin dokulardaki dagiliminda 6nemli rolii oldugu
diistiniilmektedir. Buna ilaveten, TRPM7°nin, logp tarafindan uyarilan anoksik noral
Oliimlere neden oldugu sanilmaktadir. Bu olgunun da; uzun siireli oksijen-glukoz
yetersizligi oldugu zaman olusan, aktif iyon akisindan kaynaklanabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu ¢alisma ayni zamanda noronlarda Ca* ve I\/Igz+’un disiik

2+

seviyelerinin TRPM7/locp akimina oramini arttirdigini gdstermistir. Ca** ve Mg®*” dan

eksik bir cevre ile ALS-G (Amyotrophic lateral sclerosis) ve PD-G (Parkinsonism
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dementia complex) hastalik insidansi arasinda kurulan baglanti géz oniine alindiginda,

TRPM7’nin bu iliskiye dahil olup olmadig1 merak konusudur (72).

2.7.1.3. TRPM2

TRPM2, TRPM ailesinin ikinci {iyesi olarak tanimlanmustir (73,74). TRPM2 katyon
kanallarinda da diger iyon kanallarinda oldugu gibi 6 segment bulunmaktadir ve iyon
akisi 5. ve 6. segmentler arasindan gergeklesmektedir (62). Kanalin N ve C olmak iizere
iki ucu bulunmaktadir. Yakin zamanda yapilan ¢aligsmalar, N-terminal bolgeyi kapsayan
bir duzenleyici alan proteininin gevirilmesi ile iyon akisinin da cevirilebilecegini
onermektedir. TRPM2’nin C ucuna ‘nudix domain’ denilmektedir. Bu ucta ADPR
pirofosfataz enzimi bulunmaktadir. Bu enzim, ADPR’dan AMP ve Ribose 5-fosfat

olusumunu katalizlemektedir (75).

GCozrenek  ——— 2+
Ekstraseliiler — C a

intraseliiler
Ca”'=

Rihoz-5 ANMP

Fosfai j- \
N L ADP Riboz Pirofosfataz

ADP-Riboz & H202

Sekil 2.6. TRPM2 kanalinin molekiiler yapisi
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TRPM2’nin varhigi agirlikli olarak beyinde ispatlanmasina ragmen, ayni
zamanda kemik iligi, dalak, kalp, 16kosit, karaciger ve akcigeri de kapsayan diger
bircok dokuda da saptanabilir. 2001°li yillarin basinda Perraud ve arkadaslari tarafindan
TRPM2 kanallarinin ADPR tarafindan aktive olabildikleri ilk defa gosterilmistir (76).
2002 yilinda Aachen Tip Fakiiltesi Fizyoloji Enstitisundeki Luckhoff’un grubu ile Ja-
ponya’dan Hara ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismalarda TRPM2 kanallarinin oksidatif
stressle aktive olabilecegini ispatlamistir (77,78,79,80). Daha sonralar1 yapilan galisma-
larda, arastirmacilar etki mekanizmasinin dogrudan ve dolayli yollar1 konusunda iki
gruba ayrilmislardir. Bir kisim arastirmacilar, oksidatif stresin mitokondriden ADPR
tiretimini artirdiginm1 ve ADPR’nin TRPM2 kanallarin1 agtigini 6ne siirmiislerdir (81).
Diger bir kisim aragtirmacilar ise; hem oksidatif stresin hem de ADPR’nin birbirinden
bagimsiz olarak kanallar1 agabildiklerini bildirmislerdir (77,78,82).

[ I G-protem Bagh
Reseptor

O: + 2H+NAD Glikohidrolaz

\/

H:024Fe— OH '+ OH +Fe?®

Sekil 2.7. ADPR ve TRPM2 kanal aktivasyonu ile oksidatif stres arasindaki iligki
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Intraselliiler adenine 5’-diphosphoribose (ADPR), Ca** akigini uyararak
TRPMZ2’yi aktive eder. TRPM2’nin C ucu, NUDT9-H’a baglanarak etkisini gosterir.
Bu etki, NUDT9 ve ADPR hidrolaz arasindaki anlamli iliskiden kaynaklanmaktadir
(78,82,83). Hiicre ici Ca””’un ADPR ile perdelenen hiicrelere kars: hassasiyeti vardir ve
bu kanalin aktivasyonu i¢in pozitif geribildirim saglar. (72). TRPM2’nin oksidatif stres,
hidrojen peroksid (H.0;) ya da tiimér nekrozis faktdr o (TNFo) ile Ca?" akisim
uyardig1 birgok caligmada rapor edilmistir (78).

TRPM2’nin farkli aktivasyon Ozelliklerine gore ii¢ fizyolojik varyanti tespit
edilmistir, TRPM2-S, TRPM2-AN , TRPM2-AC

TRPM2-S, TRPM2’nin N ucu ve TRPM2’nin uzunlugu boyunca dogrudan
etkilesimiyle kalsiyum girisini inhibe etmekten ibaret olan kisa bir TRPM2 varyantidir

(60).

TRPM2-AN, TRPM2’nin N ucundaki 20 amino asidin silinmesi ve H,0, ya da
ADPR’ye yanit vermemesinden dolayi, TRPM2-AN mutasyonunu diisiindiiren,
dominant kanaldaki akisi bozan veya ylizeyi ile miidahaleyle akigskanligi saglayan bir
sistemdir (78).

Buna karsilik TRPM2-AC, TRPM2’nin C ucundaki NUDT9’da olusan CAP etki
alaninda 34 amino asidi silerek, CAP etkiyi ADPR i¢in CORE etki yaparak yakinligini
arttirmaktadir. Bu veriler, oksidan stresin TRPM2’yi aktive ettigini diisiindiirmektedir.
NUDTO9-H etki ya da ADPR etkisi igermeyen bu mekanizma net degildir. TRPM2’nin
aktivasyonu Hidrojen peroksit veya TNFa’'m ya da her ikisinin etkilerinin kalsiyum
girisi ve hiicre Olimiine duyarliliklariyla alakali oldugu bildirilmistir. TRPM2’nin
aktivitesinin durdurulmasi; ya antisens yapilari ile baskilanmasi ya da bagli varyantlari
dominant olarak negatif inhibe etmesiyle olmaktadir. TRPM2 fonksiyonlarinin
inhibisyonu, oksidan stres ve muhtemelen diger olumsuz uyaranlara karsi, potansiyel in
vivo oliim hiicrelerini korumak i¢in bir yaklagim olarak kabul edilmistir, ancak selektif

inhibitdrler heniiz tesbit edilememistir (77,58).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu c¢alisma Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dalinda mesane
kanseri tanis1 konmus 28 hastadan cerrahi olarak alinan, normal ve tiimorlii dokular
izerine yapilmistir. Calismanin birinci basamagi olarak, 5 ay siire ile 6rnekler toplanmis

ve gerekli sayiya ulasilmistir.

3.1. RNA izolasyonu

Mesane kanseri tanis1t konmus ve cerrahi islem sonrasi mesane dokusu alinmis hasta
dokulari, siv1 azotta saklandi. RNA elde edilmesi asamasinda, dokularin pargalanmasi
ve homojenizasyonu icin QIAGEN® TissueLyser LT (100-240 V, 50/60 Hz) sistemi
(Katalog no. 85600) ve izolasyonu icin ise ROCHE® High Pure RNA Tissue Kit
(Katalog no. 12 033 674 001) kullanildu.
Dokularin pargalanmasi ve homojenizasyonu i¢in su islemler yapildi:
1. 2 ml’lik mikrosantrifuj ttplerin her birine bir adet ¢elik boncuk konuldu ve 15
dakika boyunca -80 °C’ de bekletildi.
2. 15 dakika sonunda ortalama miktar1 30 mg olan doku ornekleri, 15 dakika
boyunca sogutulmus mikrosantrifiij tiiplerin icerisine konuldu ve 15 dakika daha
-80 °C’ de bekletildi.
3. Sogutulan mikrosantrifiij tiiplere konulan dokular, oda sicakliginda 2 dakika
inklbe edildi.
4. Inkiibasyon sonrasi, her tiipe doku biiyiikliigiine gore QIAzol Lysis Reagent
konuldu.
5. Daha sonra tupler TissueLyser LT adaptoriine yerlestirildi ve adaptoriin kapagi
kapatildi.
6. TissueLyser LT sistemi 50 Hz’de 2-5 dakika boyunca caligtirildi.
7. Homojenizasyon suresi, dokunun par¢alanma durumuna gore ayarlandi, daha

sonra RNA izolasyonuna gegildi.
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Homojenizasyonu saglanan dokularin izolasyon asamalari ise su sekilde yapildi:

10.

11.

Homojenizasyonu yapilan doku pargalari, niikleazlardan arindirilmig 1,5’luk
ependorf tiiplerine aktarildi.

2 dakika boyunca maksimum hizda santrifiij edildi ve santrifiij sonrasi, sadece
supernatant kismi pipet yardimi ile dikkatli bir sekilde alindi.

Santriflj asamasindan sonra, Ustteki Slpernatant kismi yeni 1,5’luk ependorf
tuplerine aktarildi. Uzerine 200l %96°1ik ethanol eklenerek, pipet yardimu ile
tam olarak karisimi saglandi.

Her bir érnek, filtreli tip Uzerine konuldu ve 30 saniye 13.000xg’de santrifij
edildi.

Santrifiij sonrasinda filtreli tlp Uzerine 90 ul DNase Incubation Buffer (1 M
NaCl, 20 mM Tris-HCI, 10 mM MnCI2, pH 7.0) ve 10 pl DNase I ile hazirlanan
¢oOzelti eklendi ve 15 dakika oda sicakliginda bekletildi.

500 ul Yikama Tamponu I (Wash Buffer 1) (5 M guanidine-HCI, 20 mM Tris-
HCI, pH 6,6) filtreli tip Gzerine konuldu ve 15 saniye 8.000xg’de santrifij
edildi.

Santriflij sonrast filtreli tiip tizerine 500 pl Yikama Tamponu II (Wash Buffer

I1) (20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH 7.5) eklenerek 15 saniye 8000xg’de
santrifuj edildi.

Daha sonra 300 pl yikama Tamponu II (20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH
7.5)’den eklendi ve 13.000xg’de 2 dakika santriftj edildi.

Filtreli tipler 1,5 ml’lik steril bir tiiple birlestirildi ve filtreli tlpun Gzerine 100

pl Stizme Tamponu (Nuclease-free, sterile, double distilled water) eklendi.

1 dakika 8.000xg’de santrifujden sonra RNA’lar filtreli tiipten alinarak ependorf

tlpl icerisine kondu.

Elde edilen RNA ependorf tiip icerisinde -80° C de saklandh.
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3.2. RNA Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

RNA’nin miktar1 ve safligin1 belirlemek amaciyla 995ul distile su + 5 ul RNA olacak
sekilde vortekslenerek karistirildi ve spektrofotometrede 260 nm dalga boyunda optik

dansite Olctilerek hesaplandi.

3.3. cDNA Sentezi

Gergeklestirilen ¢alismada ¢cDNA’lar, cDNA PCR Kit (Katalog No. 11483188 001)
kullanilarak sentezlenmistir. Kullanilan Kit, Avian myeloblastosis Viris’den elde
edilmis olan AMV Revers Transkriptaz enzimi ve iki ¢esit primer ihtiva etmektedir.
Random primer olarak adlandirilan primerler, RNA’lara rastgele baglanarak cDNA
sentezini gergeklestirmekteyken, oligo-dT olarak adlandirilan primer mRNA’larin 3’-
uclarindaki c¢oklu-Adeninlere baglanarak c¢cDNA sentezini gergeklestirmektedirler.
MRNA’nin biitin halde cDNA’sinin sentezlenebilmesi i¢in Random primerleri
kullanilmigtir. PCR kosullar1 ve PCR karigimi, kullanilan Kit’de belirtildigi sekilde

yapilmistir.

Karisim Miktar( pl)
10X Buffer RT 2
MgCl; 4
Deoksinukleotid 2
Random-dT Primer ( 10uM ) 2
RNase inhibitor ( 10Gnite/ul) 1
AMV Transcriptase 0,8
RNase Free Water *
cDNA *
Toplam 20

Tablo 3.1. ¢cDNA sentezi igin kullanilan karigim igerigi
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Thermal cycler kosullart;

25° C’de 10 dk

42° C’de 60 dk

99° C’de 5 dk +4° C’de 5 dk
Tablo 3.2. TRPM2 genine ait uygun PCR sicakliklari
L. Tm UZUNLUK
GEN DIZI 0
Q) (bp)
F:5’- CACGTGAATGCCCGGCACCT -3’ 69,3
TRPM-2 620
R: 5’- ACGGCCACCGTCTCGATCCA-3’ 69,1

Tablo 3.3. Calismada kullanilan gen bolgelerine ait primer dizi bilgileri

3.4. RT-PCR

RT-PCR asamasindan 6nce analizi yapilacak genlerin primerlerinin dizayni sonucunda

elde edilen %GC, Tm (Melting Temperature-Erime sicakligi) ve gene ait baz uzunluk

degerleri gbz onlinde bulundurularak, her gen bdlgesine 6zgii optimum PCR sartlar

belirlendi. Buna gore gene ait PCR kosullar1 agagida gosterilmistir.

Karisim Miktar (pul)
dH,0 17,3
10x buffer 2,0
MgCl, 15
dNTPs 2,5
Forward 0,3
Revers 0,3
Taq DNA Polimeraz 0,1
cDNA 1,0
Toplam 25
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Tablo 3.4. TRPM2 genine ait RT-PCR i¢in karigim igerigi
TRPM2 genine ait toplam 25 pl RT-PCR reaksiyonu asagidaki kosullarda
gercgeklestirildi,

94 °C’de 3 dk
94 °C’de 45s
71 °C’de 20s 35 dongu
72°C’de 45s
72° C’de 3 dk

RT-PCR sonucu c¢alisilan tiim 6rnek gruplarma ve gen bdlgelerine ait PCR
urunleri, %2’lik agaroz jelde yaratuldu. Elektroforez sonucu elde edilen jel goruntuleri,
dijital ortama aktarildi ve Image-J programi kullanilarak, ¢alisilan genlerin ekspresyon

duzeyleri 6lculdu.
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4. BULGULAR

Gergeklestirilen bu ¢alisma, tiimor baskilayici bir gen oldugu diisiiniilen TRPM2
geninin gen ifade seviyesinin mesane kanserlerinde tanimlanmasi amaciyla
diizenlenmistir. Mesane kanseri lizerine yapilan genomik goriintiileme calismalarinda
kromozom 21q bdlgesinde ciddi kromozomal kayiplar gézlenmistir. Bu lokusta yer alan
genlerden birinin de TRPM2 geni oldugu 6nceden bildirilmistir (72). Benzer sekilde
prostatta yapilan bir ¢alismada da, bu genin kimyasal ajanlarla susturuldugu zaman,
hiicre Omiirlerinin uzadig1 ispatlanmigtir. Yine ayni calismada prostat kanseri hiicre
dizininde bu genlerde meydana gelen mutasyon veya mRNA ekspresyon azalmasina
bagli olarak hastaligin seyri ile olan iliskisi ispatlanmistir (84). TRPM2 geninin,
ozellikle Hidrojen peroksit ile uyarildigi zaman aktif hale gectigi ve hiicreye bol
miktarda kalsiyum iyonunun girigini saglayarak da hiicreyi apopitoza gotiirdiigii
goriilmiistiir (72). Yapilan bu calismalardan yola ¢ikarak, mesane kanserlerindeki
TRPM2 gen ifadelerini arastirip, kanser gelisimi ile bu geninin ekspresyonu arasindaki
iliskiyi incelenmeyi amagladik. Caligma, Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji
Anabilim Dali’'nda mesane kanseri tanisi konmus 28 hastadan cerrahi islemler sonucu
alimmig normal ve tiimorli dokulari iizerine yapilmistir. Bu amagla dokulardan DNA ve
RNA elde edilmistir. Elde edilen RNA’lardan olusturulan cDNA’lar, TRPM2 gen ifade

diizeyinin belirlenmesinde kullanilmistir.

Calismada, TRPM2’nin gen ifade diizeyleri GAPDH genine gére cDNA, PCR
151k parlakliginin mukayesesi ile yapilmistir. Ayni kosullarda GAPDH geninin de
PCR’lar1 yapilmis ayni agaroz jelde yiiriitiilmiis, TRPM2 geninin ve GAPDH geninin
normal ve tiimorlii dokularda yapilan PCR f{iriinlerinin agaroz jel goriintiileri elde
edilmistir. TRPM2 ve GAPDH genlerinin agaroz jelde belirlenen bantlarinin alanlari ve
bu bantlarin parlakliklari Image-J adli program vasitasiyla degerlendirilmistir. Sonugta
TRPM2’den elde edilen veriler, GAPDH’den elde edilen verilerle karsilastirilmastir.
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NORMAL DOKULAR

HASTA DOKU TRPM2 GAPDH
NO NO DEGERI DEGERI
1 25N 4732 51468
2 27N 0 14711
3 41N 0 31294
4 43N 0 19676
5 59N 3626 30479
6 61N 0 30570
7 65N 0 31454
8 75N 26917 34502
9 78N 0 28764
10 80N 0 31010
11 100N 0 31314
12 102N 0 32303
13 104N 3128 25833
14 106N 3533 16883
15 108N 0 30481
16 116N 0 5235
17 118N 0 27597
18 124N 0 24960
19 139N 0 31540
20 177N 0 2970
21 185N 0 30793
22 187N 0 15257
23 209N 0 82793
24 211N 0 32425
25 223N 0 6750
26 267N 1626 24769
27 269N 0 19612
28 408N 0 26162

Tablo 4.1. Normal mesane dokularindaki TRPM2 ve GADPH geninin Image-J

programina gore kontrast degerleri.

Tabloda, calismamizda kullandigimiz 28 hastadan cerrahi islemler sonucunda
¢ikarilmis normal mesane dokularindaki, TRPM2 geni ve GAPDH geninin agaroj jelde
belirlenen bantlarin alanlart ve bu bantlarin parlakliklarinin olusturdugu kontrast

sayesinde Image-J adli program vasitasiyla yapilan 6l¢timler gosterilmistir.
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TUMORLU DOKULAR

HASTA DOKU TRPM2 GAPDH
NO NO EKSPRESYON EKSPRESYONU
1 26T 3063 31261
2 28T 0 19773
3 427 0 24387
4 44T 0 31890
5 60T 24719 32952
6 62T 0 20347
7 66T 0 20659
8 76T 0 34266
9 79T 0 24366
10 81T 0 31700
11 1017 0 27908
12 103T 0 33163
13 105T 1762 26958
14 107T 0 20716
15 109T 0 26183
16 17T 0 31749
17 1197 15756 20514
18 125T 0 31626
19 1407 0 2979
20 178T 0 20908
21 186T 0 30754
22 188T 0 32183
23 210T 0 30127
2 212T 0 5043
25 224T 0 50356
26 268T 15768 32424
27 270T 18162 32706
28 09T 0 20554

Tablo 4.2. Tumorli mesane dokularindaki TRPM2 ve GADPH geninin Image-J

programina gore kontrast degerleri.

Tabloda, ¢alismamizda kullandigimiz 28 hastadan cerrahi islemler sonucunda
¢ikarilmis tiimorli mesane dokularindaki, TRPM2 geni ve GAPDH geninin agaroj jelde
belirlenen bantlarin alanlart ve bu bantlarin parlakliklarinin olusturdugu kontrast

sayesinde Image-J adli program vasitasiyla yapilan 6l¢timler gosterilmistir.
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HASTA TRPM2 mRNA GAPDH mRNA
NO gen ifade degeri gen ifade degeri
1 1,065704223 0,607387114
2 YOK 1,344096255
3 YOK 0,779286764
4 YOK 1,620756251
5 6,305536337 1,081137833
6 YOK 0,959993458
7 YOK 0,942932536
8 0 0,993159817
9 YOK 0,847100542
10 YOK 1,022250887
11 YOK 0,891230759
12 YOK 1,026622914
13 0,539791864 1,043548949
14 0 1,760113724
15 YOK 0,858994127
16 YOK 6,064756447
17 YOK 1,069464072
18 YOK 1,267067308
19 YOK 0,09445149
20 YOK 10,07003367
21 YOK 0,998733478
22 YOK 2,10939241
23 YOK 0,36388342
24 YOK 0,155528142
25 YOK 7,460148148
26 7,407948465 1,309055674
27 YOK 1,667652458
28 YOK 1,129653696

Tablo 4.3. Calisilan hastalarda TRPM2 ve GAPDH geninin gen ifade duzeyleri.

Yukaridaki tabloda ise, g¢alisilan hastalardaki TRPM2 ve GAPDH gen ifade

diizeyleri karsilastirilmistir.
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Bu islemin gergeklestirilmesi sirasinda dikkat edilmesi gereken noktalar sirasi ile

sunlardir;

1. Aym hastaya ait olan dokular (tumérli ve normal dokular) bir biri ile

kiyaslanacagindan deney boyunca ayni anda ¢aligilmalidir.
2. Calisma mRNA’dan yapilacagindan dolay1 biiyiik bir titizlikle calisilmalidir.
3. Her 6rnegin TRPM2 gen mRNA ekspresyonu i¢in RT-PCR yapilmalidir.

4. House keeping gen olarak kullanilan GAPDH de aymi 6rnekte RT-PCR olarak

calisiilmalidir.

5. Sonuglarin kiyaslanmasi sirasinda, image-J’de agaroz jel goriintiilerindeki dogru
bantlarin kontraslarinin 6lgiilmesi ile elde edilen degerlerin dogrulugu igin her 6rnek

cifti ayn1 anda yapilmalidir.

6. mRNA ekspresyon degeri; elde edilen dl¢iim degerlerinin asagidaki formiilde yerine

konarak hesaplanmistir.

7. Cikan sonuglarin degerlendirmesinde ise; normal (0,75-1,25), disiik (0-0,75) ve

yuksek (>1,25) parametreleri kullanilmastir.

(Tumorli TRPM2 / Normal TRPM2)

mRNA ekspresyon degeri=
(Tumorlit GAPDH / Normal GAPDH)
DUSUK NORMAL YUKSEK
0-0,75 0,75-1,25 >1,25

Tablo 4.4. TRPM2 geninin ekspresyon diizeylerinin sayisal deger araliklari

Yukaridaki ifadeye gore ve elde edilen verilerin hesaplanmasi sonucunda
ekspresyon gozlenen 6 hastanin ekspresyon diizeyleri;
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No; | Hasta no; | mRNA gen ifade degeri; | Ekspresyon diizeyi;
1 1 1,065704223 NORMAL

2 5 6,305536337 YUKSEK

3 8 0 DUSUK

4 13 0,539791864 DUSUK

5 14 0 DUSUK

6 26 7,407948465 YUKSEK

Tablo 4.5. TRPM2 gen ekspresyonu goriilen hastalarin ekspresyon diizeyleri

M ekspresyon yok
B diistk ekspresyon
= normal ekspresyon

m yiiksek ekspresyon

Sekil 4.1. Calisilan hastalarda gézlemlenen ekspresyon diizeylerinin yiizde oranlar:

Calisma sonunda 28 hastadan 22’sinde hi¢ ekspresyon goriilmedi. Ekspresyon
goriilen 6 hastadan 3’iinde diisiik ekspresyon (%11), 1’inde normal ekspresyon (%3),
2’sinde ise yuksek ekspresyon (%7) gorildi. TRPM2 geninin gen ifade degeri

sonuclarina gore; mesane kanserlerinde eksprese olma oran1 %21°dir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Yeni tan1 konan mesane kanseri olgularin %74 {inlin ylizeysel, %18’inin lokal ileri evre
ve %18’inin uzak metastaz yapmis durum olduklar: bildirilmistir (39). Ilk tanida kas
invazyonu bulunmayan hastalarda, primer tedavi segenegi olan transtiretral rezeksiyon
(TUR) sonras1 uygulanan ek tedavilere ragmen, %35 - %85 arasinda niiks olasiliginin
oldugu bildirilmistir. Buna ek olarak %10 - %15 olguda da zaman icerisinde kas
tutulumu gergeklesmistir (39,40). Tim bu veriler 1s18inda yapilan degerlendirmeler
sonunda kas invazyonu gelisen hastalarda, evre ilerledigi i¢in ideal tedavi olarak radikal

tedavi guindeme gelmektedir (39).

Mesane kanserlerinde papiller ve non-papiller olmak Gzere en az iki yolak
oldugu diistiniilmektedir (Sekil 1.4.). Papiller lezyonlar hiperplazik iirotelyumdan
meydana gelirken, invaziv timoérler, displazik Grotelyumdan meydana gelir. Papiller
timorlerin, genellikle RAF/MEK/ERK ve PIK3CA yolagindaki genlerin degisimi ile
alakali oldugu bildirilmistir (77). Non-papiller invaziv tumoérler ise; p53 ve pRb
yolagindaki degisimlerle alakalidir. Her iki yolagin da baslangicinda 9. kromozomda

degisimler oldugu diistiniilmektedir (77).

Mesane kanserlerindeki DNA degisikleri, sitogenetikten heterozigotlugun
kaybina (LOH) kadar, pek c¢ok yonden calisilmigtir. Ve DNA degisikliklerinin
mutasyonlar, translokasyonlar, allel kaybi gibi bircok nedeni olabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu degisimlerin ise, sentezlenen protein liriinlerini degistirebilecegi

kanis1 agir basmaktadir.

Onkogenlerin, normal hiicresel genler oldugu bilinmektedir. Fakat normal gen
rlinliniin asir1 ekspresyonu veya protein {iriiniiniin degismis fonksiyonunun, malign
fenotip ve tiimdr olusumuna yol agabilecegi diisliniilmiistiir. Normal gen {iriiniiniin asir1

ekspresyonu, genellikle giiclii bir promotorun oldugu gen bolgesindeki kromozomal
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translokasyon veya gen amplifikasyonu ile gergeklesmektedir. Ayni zamanda
Mmutasyona ugramis protein uriiniiniin ekspresyonunun malign fenotipin aktivasyonuna

da yol act1g1 bilinmektedir.

Molekiiler teknikler kullanilarak son yillarda yapilan kapsamli arastirmalar,
farkli kromozomlarda birka¢ anahtar tiimor baskilayicit genin bulunmasini saglamistir.
Yiksek dereceli kas invazyonu yapan mesane kanserlerinde kromozom 3 ve 8’in kisa
kollarinda delesyonlar tespit edilmistir. Yiizeysel transizyonel hiicre karsinomunda hig
delesyon gorulmezken, invaziv TCC (Transitional Cell Carsinoma) nin % 50°den
fazlasinda 8p delesyonlar1 gozlenmistir. Kromozom 8’in kisa kolundaki heterozigotluk

kaybinin, ayn1 zamanda TCC’nin yiiksek dereceleriyle alakali oldugu diisiiniilebilir.

Mesane kanserlerinde bulunan en énemli kromozomal delesyonlar; kromozom 9,
13 ve 17°dedir. Kromozom 13’dekinin retinoblastoma (Rb), kromozom 17 *dekinin p53,

kromozom 9’dakinin ise p21 tumor baskilayicilariyla ilgili oldugunu sdylenebilir.

Yuzeysel ve kasa invaziv TCC’nin, mesanede hem histolojik olarak hem de
klinik olarak da birbirinden farkli davrandigi bilinmektedir. Bu bulgulara dayanarak
mesane kanserinin, kanser olusumu ig¢in c¢oklu genetik yolaklara sahip oldugu

sOylenebilir (78).

Daha 6nceki yapilmis olan ¢aligmalar1 da dikkate aldigimizda hem kromozom 9,
hem kromozom 13, hem de kromozom 17’nin yani sira kromozom 21q bolgesinde de
ciddi kromozomal kayiplarin izlendigi bildirilmistir. TRPM2’nin ise 21q bolgesinde yer
aldig1 bilinmektedir. Ayn1 sekilde Prostatta da yapilan bir ¢alismada, bu gen kimyasal
ajanlarla susturuldugu zaman, hiicre dmiirlerinin uzadig: ispatlanmistir. Prostat kanseri
hiicre dizinindeki bu degisiklikler, bu genlerde meydana gelen mutasyon veya mRNA
ekspresyon azalmasina bagli olarak, hastaligin seyri ile olan iligkisini destekler

niteliktedir.

TRPM ( transient receptor potential protein, melastatin) TRP kanallarinin ilk
tanimlanan iiyesi olup, melastatin bir tiimor baskilayici protein olarak ifade edilmistir
(66).
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TRPM2, TRPM5, TRPM7 ve TRPM8’in de dahil oldugu grubun yapilan ¢alismalarda

hilicre gogalmasi ve hayatta kalmasinda 6nemli rol aldig1 goriilmustiir (58).

TRPM ailesinin de ilk ifade edilen {iiyesi, bir timor baskilayici protein olan
melastatin  TRPM1’dir (66). TRPMZL1’in melanositlerdeki ifadesinde, melanoma
vakalarindaki matastazin yavaglamasina katkida bulundugu bildirilmistir. TRPM
ailesinin bir baska iiyesi TRPM7, kalsiyum ve magnezyum’a bagli metal iyonlarinin
gecirgenliginde anlamli bir etki gosterdiginden dolayi, iyonlarin hiicre i¢i ve hiicre dis1
diizenlenmesinde 6nemli rolii oldugu diisiiniilmektedir. Buna ek olarak locp tarafindan
uyarilan anoksik ndral 6liimlere, TRPM7’nin neden oldugu sanilmaktadir. Buradan yola
cikarak uzun siireli oksijen-glukoz yetersizligi oldugu zaman olusan aktif iyon
akigininin, anoksik noral 6liimlere neden oldugu diisiiniilebilir (72). Ayrica TRPM7’nin
kalsiyum ile birlikte, meme kanseri vakalarinda kanserin gelisimini engelleyici bir
etkiye sahip oldugu da ortaya konmustur (85). Pankreas kanserli hiicreler iizerine
yapilan bir ¢caligmada, TRPM7 geninin pankreas hicrelerinde boéliinmeyi ve ¢ogalmay1
kontrol edici bir rolii oldugu da ortaya konmustur (86). Cogalma ve bolinmedeki bu
etkin rol, genin pankreas hiicrelerinde proliferasyona karsi cevap olusturdugu

diisiincesini gliclendirmistir.

Bu ailenin bir bagka tiyesi olan TRPM8’in ise prostat kanseri hiicrelerinde hiicre
ici ve hiicre dis1 diizenlenmeyi sagladigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (88). Bu
caligmadan yola ¢ikarak prostat kanserli hastalarda, TRPM8 geninin kotl prognozu

gosteren bir belirleyici olarak kabul edilebilecegi diisiincesini giindeme getirebiliriz.

TRPM2 geninin ise prostat kanserlerindeki ifadesinde, hiicre bollinmesinde
enzimatik gorevleri oldugu ispatlanmistir (89). TRPM2 geninin 6zellikli bir niikleer
protein olmasimin yani sira hiicre boliinmesini kontrol edici, durdurucu bir etkiye de
sahip oldugu, prostat kanserlerinde yapilan calismalarda gosterilmistir (89). Bu
calismalar, TRPM2 geninin mRNA ekspresyonunu durdurdugunu, bunu yaparken de
normal hiicrelerin zarar goérmesini engelledigini diisiindiirmistiir. Diger taraftan ise

prostat kanser hiicrelerinin biiylimesini biiyiik oranda inhibe ettigini gostermistir.
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TRPM2 geninin mesane kanserli hiicrelerdeki ekspresyonu dikkate alindiginda,
diger TRPM ailesi liyelerinden gok da farkli olmadigi, doku ve hiicre bazinda bazi kritik
noktalarda farkli yollar izledigi ancak temelde ayni prensiplerle etki mekanizmasini

gosterdigini sOyleyebiliriz.

Yizeysel ve kasa invaziv TCC’nin, mesane dokularinda histolojik olarak
birbirinden farklt oldugunu ve klinik olarak da degiskenlikler gosterdigini
diisiindiigiimiizde, TRPM2’nin bu iki mesane kanseri ¢esidinde farkli davrandigini ve
etki mekanizmalarinin ayr1 oldugunu diisiinebiliriz. Bu bulgulara dayanarak mesane

kanserinde, kanser olusumu i¢in ¢oklu genetik yollarin olabilecegini soyleyebiliriz.

Yaptigimiz tiim c¢aligmalar neticesinde, TRPM2 geninin diger TRPM ailesi
tiyeleri kadar eksprese olamadigini gordiik. Bu durum dokularin farkli olmasi ve hiicre
cesitliligi ile aciklanabilir. Ancak bir hayli yliksek cikan (%77) eksprese olamama
yuzdesi; mesane kanserli dokularda TRPM2 geninin etkinliginin, hangi mekanizmalarla
engellendigi sorusunu karsimiza ¢ikarmaktadir. Bu sorunun bir baglangic noktasi olarak
disiiniilerek, ileriki ¢aligmalara 1s1k tutacak nitelikte olabilecegini de dikkate
aldigimizda en kisa zamanda elde edilecek verilerin ortaya konarak mesane kanserinin
tedavisinde etkili bir rol alacagi muhtemeldir. Bu baglamda ekspresyonun olmamasini

epigenetik faktorlere de baglamamizin higbir sakincasi yoktur.

Epigenetik faktorlerin de yeterince aktif olmamasina bagli olarak bir miktar
(%21) ekspresyon gozledik. Ekspresyonun varligi bizlere, TRPM2 geninin mesane
dokularinda kansere karsi bir etkilesim mekanizmasi i¢inde etkin rol oynadigim

gosterdi.

Ekspresyon degerinin 0.75’den diisiik ¢ikmasi, agik ve net olarak ekspresyonun

azaldig1 ve kanser gelisiminin bagladigin1 ger¢egini kanitlamaktadir.

0.75 ile 1.25 arasinda ¢ikan ekspresyon degerleri TRPM2 geni i¢in normal
ekspresyon degerleridir. Bu degerler, hastalarda TRPM2’nin etkili olmadigini, etkenin

farkli bir yolaktan apoptozisi engellemis olabilecegini diisiindiirdii.
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Ekspresyon degerleri 1.25’den biiyiik ¢ikan hastalarda ise yuksek ekspresyon
diizeyi gergeklesmis oldu. Bu dlzeyde ekspresyon gozlenen hastalarda dretilen
mRNA‘nin yiizde kaginin proteine doniistiigii biiyilik bir soru isareti olarak karsimiza

cikmaktadir.

TRPM2 kanallari, hem oksidatif stress hem de ADPR ile aktive olabilmektedir.
Giiniimiizde bu kanallart kapatan bir kanal blokeri bulunmamaktadir. Mevcut kalsiyum
kanal blokerleri de bu kanallar1 bloke edememektedir. TRPM2 kanallarin1 bloke eden
kimyasal ve ilaglarin en yakin zamanda bulunmasi, bir¢ok hastaligin tedavisinde fayda
saglayacaktir. Mesane kanserlerinde TRPM2 geninin ekspresyon mekanizmanin daha
iyi anlagilabilmesi i¢in baz1 epigenetik ¢alismalarla bu verilerin desteklenmesi, ileriki
calismalarda planlanmaktadir. Bu konunun arastirilmasi ve a¢iga ¢ikarilmasi igin yeni

yaklagimlar yapilmasini tavsiye edebiliriz.
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