TURKIYE CUMHURIYETI
MARMARA UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

MESANE KANSERI TANISINDA KULLANILMAK UZERE
URINER PROTEIN VE EKZOZOMAL MiKRO RNA
BELIRTECI SAPTANMASI

GOKCE GULLU AMURAN

DOKTORA TEZI

TIBBI BIYOLOJI VE GENETIK

DANISMAN

Prof. Dr. MUSTAFA AKKIPRIK

2018-ISTANBUL



REPUBLIC OF TURKEY
MARMARA UNIVERSITY
INSTITUTE OF HEALTH SCIENCES

IDENTIFICATION OF URINARY PROTEIN AND EXOSOMAL
MICRO RNA MARKERS FOR THE DIAGNOSIS OF BLADDER
CANCER

GOKCE GULLU AMURAN

Ph.D. THESIS

MEDICAL BIOLOGY AND GENETICS

SUPERVISOR

Prof. Dr. MUSTAFA AKKIiPRIK

2018-ISTANBUL



1. TEZ ONAYI

Kurum : Marmara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiis
Programun seviyesi : Doktora

Anabilim Daly : Tibbi Biyoloji ve Genetik

Tez Sahibi : G8kge GULLU AMURAN

Tez Baghin : Mesane Kanseri Tanisinda Kullanilmak Uzere Uriner Protein ve
Ekzozomal Mikro RNA Belirteci Saptanmas:

Sinav Yeri : Tibbi Biyoloji Anabilim Dah

Sinav Tarihi 1 28/12/2018

Tez tarafimizdan okunmus, kapsam ve kalite ydniinden Doktora Tezi olarak kabul edilmigtir.

Danigman (Unvan, Adi, Soyadi) Kurumu fmza —
Prof. Dr. Mustafa AKKIPRIK Marmara Universitesi M
Sinav Jiiri Uyeleri (Unvan, Ady, Soyadi) .
Prof. Dr. Ayse OZER Marmara Universitesi

Prof. Dr. Fehmi Narter Acibadem Universitesi

Prof. Dr. {lhan ONARAN istanbul Oniversitesi

Dog. Dr. flker TINAY Marmara Universitesi %

Yukaridaki jitri karari Enstitd Yonetim Kunﬁu‘mm"?‘am tarih ve B Fsayili karan ile
onaylanmugtir.

Prof. Dr. Feyza ARICIOGLU
Saglik Bilimleri Enstitist Modtrd

-Sinav evraklan 3 iggﬂnni;:mdcwlakimzahtekkopynhnlindeﬁnsﬁtnyemlim

edilmelidir. 7
-Bu form bilgisayar ortaminda doldurulacaktir.



burak
Stamp


2. BEYAN

Bu tez calismasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar biitiin sathalarda etik dis1 davranigimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez calismasiyla elde edilmeyen tiim
bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine
aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal

edici bir davranisim olmadigini beyan ederim.

Gokee GULLU AMURAN
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3. ONSOZ ve TESEKKUR

Kolay ulasilabilir biyolojik materyaller ve hastalik belirtegleri benim i¢in her zaman ¢ok kiymetli
oldu. Doktora tezimi adi kulaga ¢ok da hos gelmeyen “idrar” Srnekleri ile yiirlitmem bu yiizdendir.
Kanserde erken taninin 6nemine olan inancim, “hastay1 ¢ok rahatsiz etmeden” tant koyulabilmesi arzum
iiriner biyobelirteglere olan ilgimi giin be giin arttirdi. Bir insanin egitim hayatinda en tatmin edici
hislerden birinin, merak ettigi, ilgi duydugu konular1 arastirabilmesi olduguna inanirim. Iste tam da bu
yiizden saygideger hocam, sevgili danismanim Prof. Dr. Mustafa AKKIPRIK’e sonsuz tesekkiir

borgluyum.

Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim dalina adimim attigim ilk giinden
itibaren, ¢dzemedigim her bilimsel soruda, bocaladigim her duygusal ¢ikmazda cevaplarini, bilimsel
destegini, tesviki ve yol gostericiligini asla esirgemeyen, miithis bir saygi ve ¢ok biiylik bir sevgi

besledigim sayin hocam Prof. Dr. Ayse OZER’e en icten duygularla tesekkiir ederim.

Bakis agisina, okuma agkina, bildigini 6gretme tutkusuna biiyiikk hayranlik besledigim sevgili
hocam Dr. Ogr. Uyesi Can ERZIK, her soruma sikilmadan, kiigiimsemeden daima cevap bulmaya
calisti, yer yer bir soru i¢in saatlerini ayirdi. Can hocaya bir soru sormak aslinda onlarca yeni soru
sormama sebep oldu daima, her seferinde merakim kamgilandi, arastirma arzum artti. Bilgi birikimini
bizlere aktarmakta bu denli bonkdr davrandigi i¢in minnettarim. Bizimle hayati paylastigi i¢in, yer yer
abi, yer yer hoca, yer yer meslektas oldugu icin, deger verdigi, Snemsendigimizi hissettirdigi i¢in ayrica

tesekkiir ederim.

Idrar 6rneklerinin toplanmasi, hasta bilgilerinin incelenmesi siirecindeki 6zverili desteginden
otiirii sayin hocam Dog. Dr. ilker TINAY’a, &rneklerin patolojik degerlendirmesi siirecindeki

katkilarindan &tiirii Dr. Ogr. Uyesi Deniz FILINTEye ¢ok tesekkiir ederim.

Can arkadagim Irem’e deneylerim siirecinde, tez yazim siirecinde yardimlar1 ve duygusal destegi

icin ¢ok tesekkiir ederim.

Hayatin sirrinin sevmek ve hayal kurmak olduguna hep inandim. Hayallerimin bilimsel gergekler
ile desteklenmesinde hocalarimin katkisi sonsuz. Bu samimiyeti, bu sevgiyi bana yasattiklar1 igin

boliimdeki tiim hocalarima ve arkadaslarima ayri ayr1 tesekkiir ederim.

Hem anne hem &grenci olmaya galistigim bu zorlu siiregte yiikiimii hafifletmek i¢in elinden geleni
yapan aileme sonsuz tesekkiir ederim. Ve biricik kizim Masal, bu tezi senin i¢in yazdim, dilerim

bizlerden daha ¢ok okudugun, daha aydinlik bir 6mriin olur.

Bu tez, Marmara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu Baskanlig1 tarafindan SAG-C-DRP-

1310160441 numaral1 proje ile desteklenmistir.
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5. TURKCE OZET

Tez Bash@i: Mesane kanseri tanisinda kullanilmak iizere iiriner protein ve

ekzozomal mikro RNA belirteci saptanmasi
Ogrencinin Adi: Gokge GULLU AMURAN
Danmismani: Prof. Dr. Mustafa AKKIPRIK
Anabilim Dali: Tibbi Biyoloji ve Genetik

Amac: Uriner ekzozomlarda miRNA ve iiriner protein ekspresyonlarinin mesane
kanserinde biyobelirte¢ 6zelliklerinin incelenmesi amaglanmustir.

Gerec¢ ve Yontem: Mesane kanseri tanis1 almis 59 birey ve 34 saglikli goniillii ve
12 takip hastasinin idrar 6rneklerinde ekzozomal miR-19b1-5p, 21-5p, 136-3p,
139-5p, 210-3p ekspresyonlari qRT-PCR; BLCA-4,NMP22, APE1/Refl, CRK,
VIM protein ekspresyonlart ELISA yontemi ile incelendi.

Bulgular: Kas invazyonu gozlenen grupta miR-136-3p eksprese eden Ornek
yiizdesinin saglikli kontrollere goére yiiksek oldugu (p=0,0091), en diisiik
ekzozomal miR-136-3p, miR-139-5p ve miR-19b1-5p ekspresyonun kasa invaze
metastatik grupta oldugu belirlendi. Uriner BLCA-4, APE1/Refl, CRK ve VIM
konsantrasyonlarinin mesane kanseri hastalarinda saglikli kontrollerden yiiksek
oldugu, miR-136-3p, 139-5p, 19b1-5p ve BLCA4 ile olusturulmus modelin %83,5
duyarhilik, %73,5 ozgiillik ile kanser kontrol ayrimi yaptigi, miR-136-3p ve
BLCAA4 ile olusturulmus modelin diisiik risk grubunu saglikli kontrollerden %93,3
duyarlilik, %97,1 6zgiilliik ile ayirdig: tespit edildi.

Sonuclar: Elde edilen panel saglikli kontroller ve mesane kanserlerini
(AUC=0,887) ayirmada da diisiikk riskli hasta grubunu saglikli kontrollerden
(AUC=0,969) ayirmada da idrar sitolojisine gore iistiindiir. Ortak belirtecler ile iki
ayrimin saglanmasi maliyet agisindan da avantajhidir. Yiiksek hasta sayist ile valide

edilmesi klinik pratikte kullaniminin 6niinii acabilir.

Anahtar Sozciikler: Mesane kanseri, ekzozom, miRNA, iiriner protein,

biyobelirte¢



6. SUMMARY

Title: Identification of urinary protein and exosomal micro RNA markers for

the diagnosis of bladder cancer

Name: Gokce GULLU AMURAN
Supervisor: Prof. Dr. Mustafa AKKIPRIK
Department: Medical Biology and Genetics

Objective: The aim of this study was to investigate the biomarker properties of

urinary exosomal miRNAs and urinary protein concentrations in bladder cancer.

Material and Methods: Urine exosomal miR-19b1-5p, 21-5p, 136-3p, 139-5p,
210-3p expressions of 59 bladder cancer patients, 34 healthy volunteers and 12
follow-up patients were examined by qRT-PCR. BLCA-4, NMP22, APE1 / Refl,

CRK and VIM protein expressions in urine were examined by ELISA method.

Results: The percentage of miR-136-3p expressing specimens in muscle invasive
bladder cancer specimens was higher than in healthy controls (p = 0.0091). The
lowest exosomal miR-136-3p, miR-139-5p and miR-19b1-5p expression were
detected in the muscle invasive metastatic group. Urinary BLCA-4, APE1 / Refl,
CRK and VIM concentrations were higher in patients with bladder cancer than
healthy controls. Logistic regression model consisting of miR-136-3p, 139-5p,
19b1-5p and BLCA4 was differentiated bladder cancer patients from healthy
controls with a sensitivity of 83.5% and specificity of 73.5%. miR-136-3p and
BLCA4 model was found to differentiate low risk group bladder cancer patients
from healthy controls with a sensitivity and specificity of 93.3% and 97.1%

respectively.

Conclusions: The panel obtained was superior to urine cytology in separating
bladder cancers from healthy controls (AUC = 0,887) and low risk patients from
healthy controls (AUC = 0,969). It is also advantageous in terms of cost to ensure
two distinctions with common markers. Validation with a high number of patients

may lead to use in clinical practice.

Keywords: Bladder cancer, miRNA, exosome, urinary protein, biomarker



7. GIRIS ve AMAC

Mesane kanseri (BC), GLOBOCAN verilerine gore diinyada en sik gézlenen
kanserler arasinda 10’uncu sirada yer almaktadir (Bray ve ark., 2018). Erkeklerde
insidans ve mortalite kadinlardan yaklasik 4 kat daha fazladir. Erkeklerde en yaygin
goriilen 6’1nc1 kanser ve kansere bagli 6liimlerin en sik gozlenen 9’uncu nedenidir.
(J. Ferlay ve ark., 2010; Bray ve ark., 2018). Amerika birlesik devletlerinde en sik
gozlenen kanserler arasinda altinci sirada yer alir, erkeklerde en sik goézlenen
kanserler arasinda iiglincii, kadinlarda ise en sik gozlenen kanserler arasinda on
birinci sirada yer almaktadir. Tiirkiye’de erkeklerde en sik goriilen ii¢lincii

kanserdir (Tinay ve Tiirkeri, 2012).

Mesane kaynakli malign tiimorlerin cogu epitel kaynaklidir ve histolojik olarak
“Uirotelyal karsinom” olarak tanimlanir. Mesane kanseri kasa invaze olmayan
(Non—muscle-invasive bladder cancer, NMIBC) ve kasa invaze mesane kanseri
(muscle invasive bladder cancer, MIBC) olarak iki gruba ayrilmaktadir. Olgularin
%75°1 tan1 aninda kasa girisimsel olmayip mukoza (evre Ta, CIS) veya submukoza
(evre T1) ile sinirhidir (NMIBC). Bu tiimorler diisiik evreli karsinomlar olmakla
beraber takip esnasinda niiks ve progresyon gosterme ihtimalleri oldukea ytiksektir.
NMIBC erken teshis edildiginde 5 yillik sag kalim oran1 %90’dan fazladir. Ancak
hastaligin NMIBC evresinde tanis1 yakin takip ve ek tedaviler gerektirebilir.
NMIBC’nin 5 yillik niiks orani %50-70, MIBC’ye ilerleme oram1 %10-30
arasindadir (Tinay ve Mungan, 2017). Bu nedenle hastalar risk seviyelerine gore 3
aylik, 6 aylik ve yillik olarak sistoskopi takibine alinir (NICE, 2017). MIBC ise
yeni tani almis mesane kanserlerinin %20-%30’unu olustursa da mesane
kanserinden 6liimlerin biiylik ¢ogunlugunun nedenidir. Mesane karsinomlarinda
tedavi diisiik evrelerde transiiretral rezeksiyon (TUR) ve adjuvan intravezikal
immiinoterapi veya kemoterapidir (Burger ve ark., 2013). Kas invazyonu olmasi
durumunda radikal sistektomi ve sistemik kemoterapiye kadar uzanan radikal
tedavi secenekleri giindeme gelmekte ve hastalarin sag kalim oranlar1 ve yasam
kaliteleri de diismektedir. Mesane karsinomlar1 sebebiyle gergeklesen oliimlerin
%32-47’s1 ilk tan1 aninda diisiik evrede olup hizla ilerleme gosteren olgulardir

(Amin ve ark., 2015).



Giliniimiizde mesane kanserinin tanisinda ve takibinde kullanilan standart
yontem kanserin evresine gore 3 ayda bir girisimsel bir yontem olan sistoskopi ile
mesanenin endoskopik olarak gdzlemlenmesi ve gerekirse sitoloji ve biyopsi
alinarak, alinan biyopsi materyalinin histopatolojik incelenmesidir. Mesane
kanserli hastalarin takibinde altin standart 3 ayda bir, takip eden iki y1l i¢inde 6 ayda
bir, sonraki 10 yil boyunca yilda bir ve ilerleyen yillarda gerekli goriilmesi
durumunda doktor Onerisi ve hasta tercihi de dikkate alinarak 6miir boyu yilda bir
sistoskopi yapilmasidir (NICE, 2017). Ancak hassasiyeti %90 olsa da sistoskopi
girisimsel bir yontem olup, kiiglik tiimdrler gozden kacabilmektedir. Girisimsel
olmayan bir yontem olarak idrar sitoloji analizi mesane kanseri tani ve takibinde
kullanilabilse de diisiik hassasiyet nedeniyle tercih edilmemektedir. Bu nedenle
mesane kanseri tam1 ve prognozunda kullanilabilecek girisimsel olmayan

biyobelirtegler olduk¢a 6nem tagimaktadir.

Mesane kanserinde prognostik, yiiksek risk hastalarin tanimlanmasi, tedavi
yonteminin se¢ilmesi i¢in biyobelirte¢ olarak cesitli molekiiller tanimlanmistir
(Alvarez ve Lokeshwar, 2007). Ancak, tanimlanan bir¢ok biyobelirtecin klinik
gecerliligi hakkinda net bir bilgi yoktur. Idrar proteom analizleri ile aday
biyobelirtegler saptanmigtir. Mesane tiimor antijeni (Bladder Tumor Antigen,
BTA), niikleer matriks preoteini 22 (Nuclear Matrix Protein 22, NMP22), martiks
metalloproteinaz- 2 (matrix metalloproteinase-2, MMP-2), MMP-9, kalretikulin
(CRT), gamma-siniiklein (SNCG), katekol- ometiltransferaz (COMT), fibrin
fibrinojen yikim iiriinii (fibrin fibrinogen degredation product, FDP), interlokin-8
(IL8), vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF), fibronektin, sitokeratin 20
(ck20), 8, 18, insiilin benzeri biiylime faktorii-5 (IGFBPS), clusterin gibi
proteinlerin incelenmesinin mesane kanseri tanisi i¢in biyobelirte¢ olabilecegi

diisiiniilmektedir (Darwiche ve ark., 2015).

Saglikl1 bireyler ve mesane kanserli hastalarin idrar 6rnekleri 2 boyutlu kiitle
spektrofotometresi (2DE MS) analizi ile incelendiginde iki grubun idrar 6rnekleri
arasinda cesitli protein ekspresyon farkliliklari oldugu gdzlenmistir. Bu
proteinlerden apolipoprotein-Al (Apo-Al) mesane kanserli hastalarin saglikli
bireylerden ayrilmasinda %91,6 duyarlilik ve %385,7 6zgiilliige sahiptir (Li ve ark.,
2011). Apo-A1’in mesane kanseri tanisinda kullanilabilecek bir biyobelirte¢ oldugu



farkli caligmalarda da dogrulanmistir ancak tek basina yeterli degildir (Chen ve ark.,

2010).

Idrar proteom analizleri iirotelyal kanserlerin tan1 ve takibinde olduk¢a énem
tagimaktadir. 64 mesane kanseri hastasinin oldugu 127 kisiye ait idrar 6rnegi
kullanilarak yapilan ¢calismada 14 biyobelirtecin idrar yogunluklari enzim baglantilt
immunosorbent (ELISA) yontemi ile incelenmistir. IL-§, MMP-9, MMP-10,
syndecan-1 (SDC1), c-C motif kemokin ligandi-18 (CCL18), plasminojen aktivator
inhibitor-1 (PAI-1), CD44, VEGF, anjiogenin (ANG), karbonik anhidraz (CA9),
alfa-1 antitripsin (A1AT), osteopontin (OPN), pentraksin-3 (PTX3), APOE’den
olusan 8 biyobelirtecli model en kesin BC tanis1 (duyarlilik %92, 6zgiilliik %97)
saglarken 3 belirtecli model (IL-8, VEGF, APOE) de yiiksek hassasiyete sahiptir
(duyarhlik %90, 6zgiilliikk %97) (Matullo ve ark., 2016). Ticari BTA-Trak ELISA
kit %79 duyarliliga, %83 6zgiilliige sahiptir idrar sitolojisi ise ayn1 popiilasyondaki
BC olgularinin sadece %33 {linii tespit edebilmistir.

105 hasta ve 156 saglikli kontrol 6rneginin kullanildigi bir ¢alismada idrar
pelletinde survivin, proliferasyon belirteci protein Ki-67 (Ki-67), CK20
ekspresyonlari niceleyici PZR yontemi ile incelenmis ve CK20’nin idrar sitolojisi
ile birlikte mesane kanseri tanisinda kullanilmaya aday bir girisimsel olmayan

belirte¢ olabilecegi saptanmistir (Schmidt ve ark., 2016).

Epitelyal mezankimal gecis (EMT) tiimor invazyonu ve metastazinda kritik rol
oynamaktadir. Bu siiregte epitelyal belirteglerin ekspresyonu azalmakta,
mezankimal belirtegler ise artmakta ve morfoloji epitelyalden mezankimal benzeri
yaptya donmektedir. EMT tedaviye yanit, direng ve metastaz siireclerinde 6nemli
rol oynamakta, mesane kanserinde ise hastaligin ilerlemesi (progresyonu) ile
iliskilendirilmektedir (Matsumoto ve ark., 2015). Sinyal adaptor proteini CRK
(CRK)’nin biiylime faktorleri tizerinden EMT’yi uyardigi diistiniilmektedir. CRK-
I ve I mRNA’s1 eszamanli PZR ile incelenmis ve insan mesane kanseri
orneklerinde ve hiicre hatlarinda diger bircok kanser tipinde oldugu gibi
overeksprese oldugu gozlenmistir. Ancak CRK-I/II niikleer boyanmasi NMIBC
orneklerinde belirginken MIBC 6rneklerinde degildir. Bu durum niikleer CRK’nin

proapoptotik roliinii disiindiiriir. CRK’nin susturulmast MIBC hiicrelerinde



invazyon ve motiliteyi azaltmaktadir. CRK, epitelyal biiylime faktéri (EGF),
fibroblast biiyiime faktorii (FGF), tirozin kinaz met (c-Met), sinir biiylime faktorii
reseptorii (NFGR), trombosit kokenli biiyiime faktorii reseptorii (PDGFR) gibi
reseptOr tirozin kinazlarin sinyal ileti yolaklarinda adaptdr molekiiller IRS-1, Gab1
ve Cbl ile birlikte calisarak yer alir (Feller 2001; Feller ve Lewitzky 2006; Furge
ve ark., 2000). CRK-I/ CRK-II insan mesane kanserlerinde ve hiicre hatlarinda
yiiksek seviyede eksprese edilir. CRK sitoplazmik, niikleer, membrandz, sitoiskelet
ve ekstraselliiler yerlesim gosterebilir. Salyada eksprese oldugu gosterilmistir
ancak idrardaki ekspresyonu incelenmemistir. Mesane kanserli hastalarin idrar
orneklerinde ve saglikli bireylerde CRK ekspresyonunun incelenmesi tanisal onem

tastyabilir.

Son yillarda mesane kanseri ile yapilan ¢aligmalar mikro RNA (miRNA)’larin
mesane kanserinin patogenezinde rol oynayabilecegine isaret etmektedir. Mesane
kanseri timor dokusu ile yapilan miRNA profilleme caligmalarinda miRNA
ekspresyonunda degisiklikler oldugu ve bazit miRNA molekiilerinin seviyesindeki
degisikliklerin tiimdr evresi, niiks ve sagkalim ile iligkili oldugu gézlemlenmistir

(Matullo ve ark., 2016).

miRNA’larin viicut sivilarinda bozulmadan kalabilmesi, iyi birer biyobelirte¢
olabileceklerini disiindiirir (Weber ve ark., 2010). Mesane kanseri igin idrar,
girisimsel olmayan, acis1z ve kolay elde edilebilir bir biyolojik materyaldir. Idrarda
incelenebilecek bir biyomarker belirlenmesi ise girisimsel yontemler ile tan1 ve
takibi ger¢eklestirilen mesane kanserinde yeni bir donemin baslamasini igaret eder.
Mesane kanseri hastalarinin idrar orneklerinde miR-96, 183 gibi miRNA’larin
ekspresyonlarinin tanisal degeri olabilecegi saptanmistir (Yamada ve ark., 2011).
Calismalarin genisletilerek 1iyi birer belirte¢ bulunabilecegi diisiiniilmektedir
fakat mesane kanserli hastalarin biiylik kisminda hematiiri yani idrarda kan
hiicrelerinin bulunmasi durumu gézlenmektedir. Bu durum idrar miRNA profilini
degistireceginden bu hastalarda hiicre disi, ekzozomal miRNA’larin incelenmesi
daha giivenilir biyobelirtegler elde edilmesini saglayabilir. Ayrica kanser
hiicrelerinden koken alan ekzozomlar kanser hiicrelerine ait molekiilleri diger
hiicrelere ileterek hem bir haberlesme agi kurmakta hem de diger hiicrelerde

kanserlesmeyi baglatip timor invazyonuna sebep olabilmektedir (Soung ve ark.,



2016). Dolayisiyla mesane kanseri hastalarinda idrar ekzozomal miRNA
profillerinin incelenmesi kanser hiicrelerini yansitacagindan tan1 ve takip acisindan
onemli olabilir. Literatlirde mesane kanseri hastalarinin idrar Orneklerinde
ekzozomal miRNA’larin incelendigi ¢esitli ¢aligmalar bulunmaktadir ancak bu
calismalarda ortak bir biyobelirte¢ saptanamamis, her biri farklit miRNA ya da
miRNA grubu lizerinde durmustur (Armstrong ve ark.,. 2015; Sapre ve ark., 2016,
Berrondo ve ark., 2016; Long ve ark., 2015).

Yapilan arastirmalarda cesitli yontemlerin ekzozom izolasyonundaki etkinligi
karsilastirilmis ve Norgen Biotek Urine Exosome RNA Isolation Kit’in ekzozom
izolasyonunda en iyi performansa sahip oldugu gosterilmistir (Crossland ve ark.,

2016).

Mesane kanseri idrar biyobelirteci tayinine yonelik yapilan ¢alismalarda aday
molekiiller bir arada degerlendirilmemis, kimi ¢alisma yalnizca belli miRNA’lara,
kimi ¢alisma belli proteinlere odaklanmistir. Cesitli protein ve miRNA’larin bir
arada incelenip, biyobelirte¢ 6zelliklerinin degerlendirildigi bir ¢alisma literatiirde
yoktur. Mesane kanseri hastalarinin timoér ve viicut sivilarindaki miRNA
ekspresyonlarinin kiyaslandigi bir ¢alismada tiimorii yansitan ¢esitli ekzozomal
miRNA’lar belirlenmistir (Armstrong ve ark., 2015). Timor dokusunda
overeksprese olan miR- 4454,720, 205-5p, 200c-3p, 21-5p, 200b-3p, 29b-3p’nin
ekzozomlarda da gozlendigi belirlenmistir. miR-182, 183, 224’{in tiimor dokusunda
overeksprese oldugu (Friedman ve ark., 2009), miR-126’nin mesane kanserli
hastalarin idrar 6rneklerinde overeksprese oldugu, miR-126-152 oraninin kanserli
hastalarin idrar 6rneklerinde arttiglr, miR-21-5p’in tiimdr dokusunda overekprese

oldugu farkli ¢aligmalarda belirlenmistir (Hanke ve ark., 2010).

MiR-510, 136, 19b-1, 139-5p’nin de dahil oldugu bir grup miRNA’nin sadece
mesane kanserli bireylerin idrarinda eksprese oldugu, saglikli bireylerin idrar
orneklerinde goriilmedigi belirlenmistir ancak ¢alisma grubu yalnizca 3 kisiden

olugmaktadir dolayisiyla bu veri dogrulanmalidir (Weber ve ark., 2010).

Verilen bilgiler 1s181nda, bu ¢alismada Marmara Universitesi Istanbul Pendik
Egitim ve Arastirma Hastanesi Uroloji kliniginde mesane kanseri tanis1 almis 59

birey ve 34 saglikli goniillii ve daha 6nceden mesane kanseri tanisi alip iyilesmis



ancak takip edilen 12 takip hastasindan S50mL idrar 6rnegi alinarak idrar 6rneginde
ekzozomal miR-9b1-5p, 21-5p, 136-3p, 139-5p, 210-3p, miR-16-5p
ekspresyonlart eszamanli PZR yontemi ile incelenmis, BLCA-4, NMP22,
APE1/Refl, CRK, VIM protein ekspresyonlar: ise ELISA yontemi ile incelenmis
ve mesane kanseri i¢in tanisal dnemi arastirilmistir. Literatiirde bu protein ve
miRNA’larin, yiiksek sayida hasta grubunda, bir arada incelendigi her hangi bir
calisma bulunmamaktadir, dolayisiyla bu calisma idrardan mesane kanseri
tanisinda ilgili molekiillerin bir arada incelendigi ilk ¢alisma ve Tiirk
popiilasyonunda mesane kanseri i¢in ekzozomal miRNA’larin ve idrardaki

proteinlerin incelendigi ilk ¢alisma olacaktir.



8. GENEL BiLGILER

8.1.Mesane Kanseri

Memeli iiriner sistemi, birincil gérevi idrarin toplanmasi, taginmasi, diizenli ve
koordine bigimde digar1 atilmasi olan devamli, i¢i oluklu bir organ sistemidir.
Boylelikle idrar yollari, bobreklerde olusan metabolik iiriinlerin ve toksik atiklarin
uzaklastirilmasini saglar. Idrar renal tiibiillerde meydana gelir, her bobregin renal
pelvisinde toplanir ve iireterler icinden mesaneye geger. Idrar iiretradan atilincaya

kadar mesanede depolanir (Hickling ve ark., 2015).

Idrar yolu, bobrekler, iireterler, mesane ve iiretradan olusur (Sekil 1). Renal
pelvisten proksimal iiretraya kadar tranzisyonel hiicre iirotelyum ile kaplidir,
tranzisyonel karsinoma, diger adiyla iirotelyal karsinoma bu yolda herhangi bir

noktada olugabilir (PDQ Adult Treatment Editorial Board, 2002).

Sekil 1: insanda idrar yolu.

Sekilde erkek iiriner sistemi solda, kadm iiriner sistemi ise sagda gosterilmistir. Idrar renal tiibiillerde olusur,
her bébregin renal pelvisinde toplanir, bobreklerden iireterler araciligi ile mesaneye geger. Uretra araciligi ile
viicuttan atilincaya dek mesanede depolanir.



8.1.1. Mesane kanseri patofizyolojisi

Bat1 diinyasindaki mesane karsinomlarinin en yaygin histolojik alt tipi,
olgularin %9011 olusturan tirotelyal veya transizyonel hiicreli karsinomdur. Kalan
gruplar Skuamoz hiicreli karsinom (SCC) (% 5), adenokarsinoma (%2) ve diger
nadir tiimdrlerdir (sarkom, kiiciik hiicreli ve metastatik birikintiler). Sistozomiyazin
yaygin oldugu iilkelerde, SCC daha yaygindir. Ancak, bu egilim kiiresellesme
sebebiyle artan c¢evresel etkenler nedeniyle {rotelyal karsinom lehine
degismektedir. Mesane kanserleri tirotelyal tabakadan koken alma egilimindedir ve
submukoza, lamina propria, muskularis tabakalar1 ve serozaya dogru dogrudan
invazyon yoluyla migrasyon gozlenir. Mesane kanserleri prostat, liretra, vajina,
rahim ve bagirsak gibi komsu pelvik yapilara dogrudan yayilma kabiliyetine
sahiptir. Lenfatik yayilim obturator, presakral, iliyak ve para-aortik lenf nodlart ile
goriiliir. Hematojen yayilim ise tipik olarak karaciger, akciger, kemik ve bobrekiistii

bezlerine metastaz ile sonuglanir (Down, Nair, ve Thurairaja, 2016).

8.1.2. Mesane kanserlerinin siniflandirilmasi

Mesane kanseri hastaligin evresi, derecesi, lenf nodlarinin tutulumu, hastaligin
niiks edip etmemesi timor ¢ap1 ve sayisi gibi 6zelliklere bakilarak siniflandirilir.
Farkli smiflandirma yontemleri onerildiyse de klinik pratikte yonlendirici olan
siiflandirma kas invazyonu gozlenmeyen gruplarda risk gruplarinin belirlenmesi,
kas invazyonu gozlenen grubun ise bunlardan ayri degerlendirilmesi seklindedir
(Treatment  of  Non-Metastatic =~ Muscle-Invasive ~ Bladder  Cancer:

AUA/ASCO/ASTRO/SUO Guideline 2017American Urological Association).

8.1.2.1. Evre (Stage)

Invazif iirotelyal karsinomda, en 5Snemli prognostik faktér, timér invazyonu ve
metastaz derinligine dayanan “evre”dir (Edge ve Compton, 2010). Bimanual
muayene, sistoskopi ve kesitsel radyografik degerlendirmeyi igeren klinik
evreleme, tam olarak yeterli degildir, diger bir ifade ile her zaman dogru sonug
vermez, sibjektiftir (Reuter ve ark., 2006). Patolojik evreleme gold standart
olmakla birlikte transiiretral rezeksiyon orneklerinin kalitesi, koter ve distorsiyon

artefaktlar1 gibi kisitlayic1 faktorler vardir (Hansel ve ark., 2013).
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Transiiretral rezeksiyon orneklerinin analizinde, patologlar fokal ve yiizeysel
lamina propriya invazyonunu tanimakta ve muscularis propria invazyonunu
muscularis mucosae invazyonundan ayirt etmekte giigliik ¢ekebilirler. Ornegin T1
evredeki bir hastanin T2 ile karistirilmasi hasta bakimi agisindan muzzam
farkliliklar gerektirir, bu tarz karigikliklar patolojik evrelemede biiyiik sorun yaratir

(Miyamoto ve ark., 2010).

T1 Subspitel konnekif doku 3 o T2a Ylzeysel kas invazyonu
_. e o -'...- .

T2b Derin kas invazyonu

Karsinoma in siri T3a Perivezikal dokuya

mikroskopik invazyon
Lamina Propria T3b Perivezikal dokuya
makroskopik invazyon

T4 Komsu organlara
INvazyon

Sekil 2: TNM Evreleme sistemine gére mesane kanserinin siniflandirilmasi ve mesane boliimleri (Down ve
ark., 2016).
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Tablo 1: Mesane kanseri TNM Evreleme sistemi

Primer Timére Gore (T)
Tx Primer tiimor degerlendirilemez
TO Primer tiimor kanit1 yoktur
Ta Non girisimsel papiller karsinoma
Tis Karsinoma in Sitii
T1 Lamina propria invazyonu
T2 Muscularis propria mesane duvari invazyonu
T2a: Kas ylizeyine invazyon
T2b: Kas i¢ine invazyon
T3 Perivezikal dokuya invazyon
T3a: Mikroskopik invazyon
T3b: Makroskopik invazyon
T4 Prostat, uterus, vajina, pelvik ve abdominal

duvara invazyon

T4a: Prostat, uterus ya da vajinaya invazyon

T4b: Pelvis ya da abdominal duvara invazyon
Bolgesel Lenf Nodlarma Gore (N)

NX Lenf nodu degerlendirilemez

NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok
NI Tek bolgesel lenf nodu metastazi
N2 Coklu bolgesel lenf nodu metastazi
N3 Yaygn illiak lenf nodu metastazi
Uzak Metastaza gore (M)

Mx Uzak metastaz degerlendirilemez
MO Uzak metastaz yok

Ml Uzak metastaz var

8.1.2.2. Derece (Grade)

NMIBC’de en 6nemli prognostik faktdr derecedir. 1973 yilinda, Diinya Saglik

Orgiitii (DSO), hiicresel anaplaziye dayali iirotelyal karsinom igin sayisal
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derecelendirme sistemi kurdu (Samaratunga, Makarov, ve Epstein, 2002). Bu
derecelendirme sistemi birka¢ kez modifiye edilmistir. 2004 DSO derecelendirme
sistemi “yiizeysel” mesane kanserlerini, bir dizi histolojik tanimlama ve klinik
belirtileri olan benzersiz heterojen bir grup tiimor olarak tanimak tizere giincellendi.
Bu sistem iirotelyal karsinomu diisiik dereceli veya yliksek dereceli olarak

siniflandirmaktadir.

Yeni siniflandirma dért gruptan olusur: Urotelyal papilloma (iyi huylu bir
lezyon), diisiik malign potansiyelin papiller iirotelyal neoplazmasi (PUNLMP),
diisiik ve yiiksek dereceli papiller kanser. Yapisal ve sitolojik bulgulara dayanan bu
sistem, tlimorlerin bir de-diferansiyasyon Olgegine gore derece I-II-III seklinde
derecelendirildigi onceki siniflandirma sisteminden daha yiiksek bir prognostik

degere sahiptir.

2016 DSO derecelendirme sistemi esas olarak 2004 sistemi ile aynidir, ancak
2004 siirimii ¢ogu patolog tarafindan tercih edilmektedir ¢linkii 1973 sistemindeki

tan1 kategorilerinin belirsizligini ortadan kaldirmaktadir (Kamat ve ark., 2016).

8.1.2.3. Mesane kanserinin genetik 6zelliklere gore simiflandirilmasi

Mesane kanserleri genetik 6zelliklerine gore papiller ve papiller olmayan tip,
bazal ve luminal tip olarak alt gruplara ayrilmaktadir. Gruplara gesitli gen

ekspresyon farkliliklarina gore ayrilmaktadir (Matulay ve Kamat, 2018).

8.1.2.3.1. Papiller ve non-papiller tip

Mesane tiimorleri, papiller tiimorlerde fibroblast biiylime faktorii reseptorii
(FGFR)3'te aktive edici mutasyonlar1 ve papiller olmayan tiimdrlerde TP53 ve RB1
major timdr baskilayicilarint iceren belirgin genetik degisiklikler temelinde
papiller veya papiller olmayanlar olarak kategorize edilebilir. Son zamanlarda,
papiller ve papiller olmayan mesane kanserlerini ayirt eden ek mutasyonlar
tanimlanmistir. Her iki alt tipte de kromatin modifiye edici enzimleri kodlayan
genlerde yiliksek bir mutasyon sikligi vardir. Histon H3 lizin 4 (H3K4)
metiltransferaz, KMT2D, mutasyonlar1 papiller olmayan kanserlerde daha sik
goriiliirken, histon H3 lizin (H3K27) demetilaz, KDM6A, mutasyonlari, aktive

edici telomeraz promotdér mutasyonlar: ve inaktive edici STAG2 mutasyonlari
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papiller kanserlerde daha yaygindir (Allory ve ark., 2014; Balbas-Martinez ve ark.,
2013; Gui ve ark., 2011; Hurst, Platt, ve Knowles, 2014; Solomon ve ark., 2013).

8.1.2.3.2. Bazal ve luminal tip

Mesane tiimorleri, meme kanseri alt tiplerine benzer sekilde, gen ekspresyon
paternlerine gore bazal ve luminal alt tiplere ayrilabilirler (Kamat ve ark., 2016).
Bazal mesane kanserleri skuamdz ve sarkomatoid histopatolojik 6zelliklerden
zengindir (Aine ve ark., 2015; W. Choi ve ark., 2014; Sjodahl ve ark., 2012;
Weinstein ve ark., 2014), Kok hiicre karakteristigi (stemness) olan biyobelirtegleri
ve epitelyal mezankimal gecis biyobelirteglerini eksprese eder ve ¢ogunlukla tani
esnasinda metastatiktir. Tersine, luminal mesane kanserleri papiller 6zellikler
sergiler. NMIBC ile 6zellikle FGFR3 gibi ortak mutasyonlara sahiptir (W. Choi ve
ark., 2014; Damrauer ve ark., 2014; Weinstein ve ark., 2014). Preklinik modeller,
luminal ve bazal mesane kanserlerinin normal {irotelyumdaki farkli 6ncii veya kok
hiicrelerden kaynaklandigini digiindiirmektedir (Shin ve ark., 2014; Van Batavia

ve ark., 2014).

Genetik ozelliklere dayali siniflandirma farkli caligsmalarda birbirinden ufak
farkliliklar gosterse de tedaviye yanit agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Bazi
alttipler cisplatin tedavisine duyarliligi arttiran mutasyonlar tasir. Fakat luminal tip
(p53 benzeri ya da infiltre grup olarak da adlandirilir) neoadjuvan cisplatine dayal
kemoterapiye direnclidir. Bazal mesane kanserleri immun 6zellik tasirlar, immun
sistem ile iligkili genlerin ekspresyonlar1 degismistir ve immun kontrol noktalarinin
blokajina duyarlidirlar (J. Kim ve ark., 2015; Powles ve ark., 2014). Bazal tiimdrler
en yiksek PD-L1 (programli 6lim ligandi) zengin T hiicre miktarina sahip
olmalarina ragmen PD-L1 tedavilerine bir grup luminal tiimorlerden daha koti
yanit verirler (Rosenberg ve ark., 2016). Bazal mesane kanserleri epidermal
bliylime faktorii reseptorii (EGFR) ve hipoksi indiiklenebilir faktor (HIF) -1
zenginidir. Bazal timdrler EGFR inhibitorlerine duyarhidir ve bazal tiimori olan
hastalar, HIF-1 hedefi olan VEGF’yi inhibe eden methotrexate, vinblastine,
doxorubicin, cisplatin (MVAC) ve bevacizumab kombine tedavisine luminal

tiimorii olan hastalardan daha iyi yanit verirler. Luminal mesane kanserleri FGFR3,
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ERBB2 ve ERBB3 aktive edici mutasyonlar tasirlar, klinik uygulamada bu
hastalara FGFR ve ERBB hedefleyen ila¢lar verilir (Kamat ve ark., 2016).

8.1.2.4. Urotelyal karsinomun histolojik varyantlari

Urotelyal karsinoma gogu mesane kanserini igerse de diger histolojik tipler
mesanede de bulunabilir, ancak ¢ok daha diisiik frekanslardadirlar. Urotelyal
karsinomlar siklikla farklilasir ve sonucta genellikle mesane ile sinirli olmayan, ¢ok
sayida histolojik varyant meydana gelir. Bu nedenle, mesanede histolojik bir
varyantla karsilagildiginda, diger organlardan metastaz her zaman diisiiniilmeli ve
tirotelyal menseyi dogrulamak i¢in immiinohistokimyasal analiz yapilmalidir.
Skuamoz farklilasma gosteren iirotelyal karsinom, glandiiler farklilagmaya sahip
tirotelyal karsinom, yaygin varyantlardir. Skuamdéz veya glandiiler farklilasma
mesane lirotelyal karsinomasinda yaygin olabilir fakat "skuamdz hiicreli karsinom"
ve "adenokarsinom" terimleri, lirotelyal karsinomun higbir bileseni olmaksizin, saf
skuamoz veya glandiiler farklilagma karsinomlari i¢in ayrilmistir (Kamat ve ark.,

2016).

Mikropapiller varyant, retraksiyon bosluklar1 ile ¢evrelenmis kiiclik tiimor
yuvalar1 veya papilla ile karakterizedir. Mikropapiller iirotelyal karsinom siklikla
lokal lenf nodlarina ve uzak bolgelere metastaz yapar (Compérat ve ark., 2010;
Kamat ve ark., 2007). Yuvalanmig varyant, mesane duvarina sizan miilayim
sitolojisi olan kii¢iik tiimor hiicreleri yuvasi ile karakterize edilir (Beltran ve ark.,
2014; Linder ve ark., 2013). Plazmasitoid varyant, ¢ekirdekleri hiicre merkezinde
olmayan tiimor hiicrelerinden olusur ve plazma hiicrelerini andiran bol miktarda
eozinofilik sitoplazma ve peritoneal yayilim icin gliglii bir yatkinlik gosterirler;
neoadjuvan kemoterapiden sonra bile iyilesme orani diisiiktlir (Dayyani ve ark.,

2013; Ricardo-Gonzalez ve ark., 2012).

Mesane tirotelyal karsinomunun histolojik varyantlari, konvansiyonel iirotelyal
karsinoma gore daha ilerilerde tani alir. Tan1 kondugunda ekstravezikal hastalik
cogunlukla metastaz yapmistir. Glinlimiizde ¢ogu iirotelyal karsinoma varyanti i¢in
radikal sistektomi kullanilmaktadir (Black, Brown, ve Dinney, 2009; Willis ve

Kamat, 2015). Ancak bazi varyantlarda cerrahi yeterli degildir ve sistemik tedavi
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diistiniilmelidir; 6rnegin, kiiclik hiicreli karsinom neoadjuvan etoposide dayali

kemoterapi ile tedavi edilmelidir (Lynch ve ark., 2013).

Urotelyal karsinoma varyantlarinin 6zellikle transiiretral rezeksiyon drnekleri
ile teshis edilmesi zordur. Bazi ¢alismalarda transiiretral rezeksiyon 6rneklerinin
analizi, daha sonra radikal sistektomide teyit edilen histolojik varyantlarin sadece
%39'unu saptayabilirken, histolojik varyantlarin neredeyse yarisi patologlar

tarafindan taninamamistir (Abd El-Latif ve ark., 2013).

8.1.3. Mesane kanseri tani ve tedavisi

Hematiiri, kanli idrar, mesane kanserinin ana belirtilerindendir. Mesane kanseri
hastalarinin  yaklasik %70’inde agrisiz  hematiiri  gozlenir. Tekrarlayan
enfeksiyonlar, sik idrara ¢ikma gibi alt {iriner sistem semptomlar1 da diger belirtiler
arasindadir. Belirtiler genellikle diger iiriner sistem hastaliklar ile ¢akistigindan
mesane kanserinde esas tan1 koydurucular, idrar sitolojisi, sistoskopi ve idrar yolu

gorlntiilemeleridir.

8.1.3.1. Idrar sitolojisi

Idrar sitolojisi malignant iirotelyal hiicrelerin tespiti i¢in kullanilan non
girigsimsel bir metoddur. Hastadan alinan idrar 6rnegi ya da mesane yikamasi 6rnegi
mikroskop altinda incelenir, hiicreler degerlendirilir. ileri derecede kanserler ve
karsinoma in sitii tanisinda gorece yiiksek hassasiyet ve 6zgiilliige sahip olmasina
ragmen erken evrede duyarlilign diistiktiir. Farli calismalarda elde edilen
duyarhiliklar %30 — 83 arasinda, ozgiilliikkler ise %43 — 83 arasinda degismektedir
(Gopalakrishna ve ark, 2016; Pannek, Rademacher ve Wollner, 2017; Planz ve ark.,
2005; Yafive ark., 2015). Sitolojide kanser agisindan pozitif bir bulgu idrar yolunda
malignant lezyonu kesinlestirir ancak negatif sitoloji sonucu timor varligini her
zaman reddedemez (Gupta, VandenBussche, ve Bivalacqua, 2018). Idrar
sitolojisinde saglikli iirotelyal hiicrelerin sekilleri benzerdir, sitoplazma niikleus
orani korunmustur. Malign hiicreler genisler, sitoplazma niikleus orani bozulur,

hiicre sekillerinde farkliliklar gozlenir.
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Sitoplazma
Niikleus

Sekil 3: Normal iirotelyal hiicreler (A) ve ileri derece mesane kanseri hiicreleri (B).

Normal iirotelyal hiicreler birbirlerine benzeyen ortak bir yap1 gosterirler. Tiimiiniin kiigiik bir niikleusu ve
belirgin sitoplazmasi vardir. Mesane kanseri hiicreleri ise genislemistir, daha yogun ve biiyiik niikleuslar1
vardir. (http://www.pathology.jhu.edu/bladdercancer/disease_info.cfm, erigim tarihi: 07.08.2018)

8.1.3.2. Idrar yolu gériintiilemeleri

Idrar yolunun radyolojik goriintiilenmesi ile idrar yolundaki anormal yapilar
incelenebilir. Gorilintlileme teknikleri arasinda intravendz pyelogram, transiiretral
ulrasound, bilgisayarli tomografi (BT), manyetik rezonans goriintiileme (MRI)
sayilabilir. MRI, diger yontemlere gore daha detayli sonuglar vermektedir. Mesane
yakinindaki lenf nodlarinin da incelenmesine olanak verdiginden metastaz
degerlendirmesi saglar. Goriintiileme teknikleri tan1 agisindan 6nemli oldugu gibi
kanserin evresini belirlemek i¢in de elzemdir. Uygun tedavi yaklagiminin
belirlenebilmesi i¢in tedaviden dnce dogru evreleme ve dereceleme yapilmalidir.
Giincel yaklasimda evreleme 0Ozgiilliigii i¢in altin standart mesane timoriiniin
transtiretral olarak ¢ikarilmasi (TURBT) sonrasinda BT ile goriintiilemedir. Fakat
BT tiimor invazyonunun belirlenmesinde yeterince duyarli degildir. MRI yumusak
doku farklilagmasini daha iyi ayirtedebildiginden MIBC, NMIBC ayriminda daha
duyarlidir (Down ve ark., 2016).

8.1.3.3. Tedavi yaklasimlari
Kas invazyonu gozlenmeyen mesane kanserlerinde giincel tedavi yaklasimi
mesanenin tamamen c¢ikarilmasidir. Iyi prognoz icin mesanenin tamamen

cikarildigindan emin olunmasi gerekir. Cikarilmis dokuda musculoris propria

varlig1 mesanenin tamamen c¢ikarildigina isaret eder, yoklugu ise hastalik kalintis
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riskini diigiindiiriir. Hastaliklt doku kalintist erken niiks ile karakterizedir (Down ve

ark., 2016).

NMIBC, 3 prognostik gruba ayrilmistir (Tablo 2). Bu risk gruplar1 Avrupa ve
Amerika Uroloji dernek kilavuzlarmda da invazif olmayan mesane kanserlerinin
gruplanmasinda onerilmektedir. Hastalara uygulanan tedaviler ve takip diizeni bu
gruplara gore belirlenmektedir. Hasta Orneklerini temin ettigimiz Marmara
Universitesi Istanbul Pendik Egitim ve Arastirma Hastanesi Uroloji Kliniginde de
invazif olmayan mesane kanserleri hastalik derecesinin, niiks 6zelliklerinin ve
tiimdr ¢apinin da géz oniinde bulunduruldugu, iiroloji dernek klavuzlarinda da yer

alan risk belirleme 6lgegine gore 3 gruba ayrilmaktadir.

Diistik riskli tiimorlerde, tiimor c¢ikarildiktan 3 ay sonra sistoskopi yapilir,
hastalik bulunmazsa 9 ay sonra, 1 yil sonra ve 5 yil sonra kontrol sistoskopilerine
devam edilir. Orta riskli timorlerde 3 ayda bir sistoskopi ve sitoloji degerlendirmesi
yapilir. Kanser bulgusu yoksa 5 yil boyunca 3-6 ay araliklarla sistoskopiye devam
edilir. Bu tiimorlerin ilk 5 yilda niiks (%62) ve progresyon ihtimali (%17) yiiksektir
bu sebeple bu hasta grubuna adjuvan intravezikal kemoterapi 6nerilir. Yiiksek risk
grubunda 5 yillik niiks olasiligi %78, MIBC’ne ilerleme olasiligi %45°tir. Bu
hastalar &zel olarak degerlendirilir. Immunoterapi ve radikal sistektomi 6nerilir

(Down ve ark., 2016).

MIBC tedavisi evre ve pelvik lenf nodu tutulumuna gore sekillenmektedir.
Hastaligin evrelenmesi, renal fonksiyonlarin anazili hassasiyetle yapilmali ve
tedavi buna uygun sekilde planlanmalidir. Temel renal fonksiyonlara sahip ve genel
saglik durumu iyi olan hastalar neoadjuvan kemoterapi i¢in uygundur. Ameliyat
oncesi uygulanacak neoadjuvan kemoterapi bu hastalarin sagkalim siiresini
uzatmaktadir. 2 yillik sistoskopi takibindeki hastalarin yaklasik yarisinda metastaz
gozlenmektedir. Bu sebeple, neoadjuvan kemoterapi almayan hastalara adjuvan

terapi Onerilmektedir (Down ve ark., 2016; Kamat ve ark., 2016).

18



Tablo 2: Klinik agidan diisiik, orta ve yiliksek riskli tiimorler ve 6zellikleri.

Risk Grubu Ozellikleri

Diistik riskli tiimdrler Diisiik dereceli (LG) , primer, tek timor
Ta<3 cm
Diisik malinite potansiyeli olan papiler {irotelyal
neoplazm (PUNLMP)
CIS yok

Orta riskli tiimorler Diisiik ve yiiksek risk grubu hastalar arasinda kalan tiim
vakalar
1 y1l i¢inde niiks eden LG Ta
Tek timor LG, Ta>3cm
LG Ta, multifokal
Yiiksek derece (HG) Ta<3cm
LGT1

Yiiksek riskli ttimorler HG T1 tiimor
Tiim niiks eden HG Ta
HG Ta, >3cm veya multifokal
CIS
Ayni 6zelliklere sahip G1G2 tlimorler
BCG basarisiz olan HG hasta
Herhangi bir histolojik tip
Lenfovaskiiler invazyon
HG prostatik iiretral mevcudiyet

8.1.4. Mesane kanseri sebepleri ve risk faktorleri

Cogu kanser tipinde oldugu gibi yas mesane kanseri i¢in de en dnemli risk
faktorlerinden biridir. Tiitiin trilinleri ve sigara (Burger ve ark., 2013), ailede
mesane kanseri oykiisii (Mueller, Caporaso, ve Greene, 2008), genetik mutasyonlar,
cinsiyet, etnik koken ve kimyasala maruziyet diger risk faktorleridir (Ferris ve ark.,
2013). Mutasyonlarin yaygin goézlendigi genler HRAS, Rbl, PTEN/MMACI,
NAT2, GSTM1 genleridir. Endiistriyel kimyasallar, metal ve petrol iirlinleri
arasinda ise aliminyum {retim siire¢lerinde ortaya c¢ikan polisiklik aromatik
hidrokarbonlar, floridler, aminobifenil ve lriinleri, aromarik aminler ve tiirevleri

gibi maddeler yer almaktadir (Ferris ve ark., 2013).
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8.1.4.1. Yapisal risk faktorleri

Mesane kanseri riski genel olarak yasla birlikte artmaktadir. Olgularin biiyiik
cogunlugu 65 yas ilizeri olmakla birlikte nadiren 50 yas altinda ve ¢ok ¢ok nadir
olarak da 10 yasindan kiicliklerde gézlenir (Burger ve ark., 2013).

Kadinlarda goriilme siklig1 erkeklerden 3-5 kat daha azdir. Asya, Hint ve
Eskimo popiilasyonlarinda insidanst daha disiliktiir. Beyazlarda, Afrikali
Amerikalilara gore daha sik rastlanir ancak bu fark lokalize tiimérler i¢in gecerlidir,
MIBC insidansi iki popiilasyonda benzerdir. Etnik kdken ve cinsiyete bagli insidans

farkinin sebepleri heniiz aydinlatilamamistir.

Gliney Avrupa iilkeleri diinyadaki en yiiksek mesane kanseri insidansina
sahiptir, her y1l yiiz bin kiside 30-40 yeni vaka gdzlenir, bunu kuzey Amerika, bati
Avrupa, kuzey Avrupa, Israil ve kuzey Afrika takip eder. En diisiik insidans Dogu
Afrika, Melanezya ve orta Afrika ilkelerinde gozlenmektedir (Antoni ve ark.,

2017).

8.1.4.2. Genetik faktorler

Mesane kanseri dogal ve cevresel kosullarin birlesimi ile meydana gelen
kompleks bir hastaliktir. Her bilesenin katkis1 tam olarak bilinmemesine ragmen
cesitli mutasyonlarin ve mutajelere, karsinojenlere maruziyetin birikimi sonucu
normal irotelyal hiicrelerin malign karakter kazanmasi ile gelisir. Hastaligin
siddeti, tedaviye yanit ve sagkalim Ozellikleri bu risk faktorlerinin bilesimi ile
sekillenmektedir. Sik gdzlenen genetik risk faktorleri yliksek penetrans gosteren
genlerdeki mutasyonlar, germline mutasyonlar, yatkinlik genlerindeki mutasyonlar
ve karsinojen metabolizmasinda yer alan genlerdeki polimorfizmler olarak

gruplandirilabilir.

8.1.4.2.1. Yiiksek penetrans gosteren genler ve ailesel kanser sendromlari
Birinci derece akrabalarinda mesane kanseri 0ykiisii olan bireylerde mesane

kanseri olma riski (rdlatif risk-RR) genel popiilasyona gore 1,2 ile 4 kat arasinda

artmaktadir (Hemminki ve ark., 2011). Dizigotik ikizlerde RR:1,7 iken

monozigotik ikizlerde 6,6’dir (Hemminki ve ark., 2011). Ancak ailesel mesane
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kanserleri nadir goziikiir ve tiim mesane kanserlerinin yaklasik %1’ini olustururlar.
Ailesel kanser sendromlar1 50 yasin altinda tani, yiiksek penetrans gosteren genlerin
tasinmasi ile karakterize olur (Fletcher ve ark., 2004; Gripp, 2005; Hemminki ve
ark., 2011; Kiemeney, 2008; Mueller ve ark., 2008).

8.1.4.2.2. Herediter nonpolipozis kolorektal kanser sendromu

MLHI1, MSH2, MSH6 ve PMS2 yanlis eslesme onarim (mismatch repair)
genlerindeki germline mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikar. Uretelyal kanserleri
genelde renal pelvis ve liretrada gelisir, nadiren vezikal bolgelerde goriiliir. Lynch
sendromu ikinci kromozomun kisa kolunda bulunan MSH2 yanlis eslesme onarim
geninin germline mutasyonu sonucu ortaya ¢ikar, Lynch sendromlu erkeklerde 70
yasindan dnce mesane kanseri gelistirme riski kadinlara gore 4,2 kat artmistir.
Birinci derece akrabalar1 tasiyict olan bireylerde ise mesane kanseri riski 7 kat

artmistir (Hemminki ve ark., 2011; Kiemeney, 2008).

8. 1.4.2.3. Herediter retinoblastoma

13’ilincti kromozomda bulunan retinoblastoma genindeki mutasyonlar sonucu
ortaya cikar. Erken ¢ocukluk doneminde bilateral ve multifokal retinoblastoma ile
karakterizedir. Sekonder tiimorler siklikla osteosarkomalar ve yumusak doku
sarkomalart olarak izlenir. Bu sendromda mesane kanseri gelisimi herediter
nonpolipozis kolorektal kanser sendromundan daha siktir. Sekonder tiimorlerin
gelisimi ilk etapta radyoterapi ve kemoterapiye baglidir ancak eniikleasyon
yapilmis hastalarda mesane kanseri sebebiyle 6liim orani artmistir (Hemminki ve

ark., 2011; Kiemeney, 2008).

8.1.4.2.4. Costello sendromu

HRAS genindeki germline mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikar. HRAS geni
11’inci kromozomun kisa kolunda bulunur ve kiiciik GTP baglayan protein
stiperailesini kodlar. Costella sendromu ¢oklu konjenital anomalilerle tanimlanan,
nadir gozlenen otozomal dominant bir hastaliktir. Costella sendromu hastalarinin
rhabdomiyosarkoma, noroblastoma ve mesane kanseri yatkinliklart normalden

yiiksektir (Gripp, 2005).
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8.1.4.2.5. Apert sendromu

FGFR2 genindeki germline mutasyonlar sonucu olusan, ¢oklu konjenital
anomalilerle karakterize, 8 kraniyosinostozis sendromundan biridir. Mesane

kanserine yatkinlig: arttirir (Lindor ve ark., 2008).

8.1.4.2.6. CDCY1L1 genindeki germline mutasyonlar

20’inci  kromozomun uzun kolunda yer alan CDC9IL1 geni, hiicre
diizenlenmesi ve senkronizasyonun biiyiik dnem tasiyan fosfatidilinositol glikan U
kodlar ve ekspresyonunu diizenler. Mutasyon tastyan bireylerde mesane kanseri

riski normalden fazladir (Hemminki ve ark., 2011; Lindor ve ark., 2008).

8.1.4.3. Karsinojen metabolizmasinda gorevli genlerdeki polimorfizmler

Karsinojen kimyasallarin metabolize edilmesi, ndtralize edilerek viicuttan
uzaklastirllmasi hayati dnem tagimaktadir. Bu siireclerde yer alan proteinlerde
cesitli mutasyon ya da polimorfizmler meydana gelebilir. Bu degisiklikler
karsinojenin metabolize edilmesini yavaslatabilir, geciktirebilir, tamamen
engelleyebilir. Boylelikle karsinojen birikimi ile mesane kanserine zemin
hazirlanabilir. Bu boliimde karsinojen metabolizmasinda goérevli gesitli genlere

iliskin polimorfizmlere deginilmistir.

8.1.4.3.1. Asetilasyon genleri

N-asetilasyon  karsinojen  kimyasallarin  notralize  edilmesi  ve
detoksifikasyonundaki en 6nemli yolaktir. Asetile metabolitler, reaktif formlarda
N-okside edilmeden once idrarla hizla atilirlar. Insanlarda N-asetil transferaz
genleri (NAT) polimorfiktir, mutant NAT2 genini homozigot olarak tasiyan
bireylerin karsinojenleri nétralize etme ve uzaklastirma yetenegi azalmistir. NAT2,
Kafkasyalilarin  %50’sinde, Afrikali Amerikanlarin %30’unda ve Asyalilarin
%15’inde mutanttir. NAT2 mutasyon tasiyicilarinin mesane kanseri riski %40
artmistir. Sigaradaki 4-aminobifeniller ve 2-naftalamin NAT yolagi ile detoksifiye
edilir dolayisiyla NAT mutant sigara igicilerinde de mesane kanseri riski artmistir

(Ferris ve ark., 2013).
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8.1.4.3.2. Glutatyon S-transferaz genleri

I’inci kormozomun kisa Kisa kolunda bulunan GSTM-1 geni Glutatyon S-
transferaz-M1 enzimini kodlar. Bu enzim polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH)
ve reaktif oksijen tiirevleri dahil olmak {izere glutatyon ile konjugasyon yoluyla
karsinojenlerin  detoksifikasyonunda rol oynar. Kafkasyali poliilasyonun
%350’sinde GSTM-1 geninin homozigot delesyonu gozlenir (GSTM1 null genotip).
Bu polimorfizm enzim aktivitesinin kaybina sebep olur. GSTM1 null genotipi

artmis mesane kanseri insidansiyla iliskilendirilmistir (Volanis ve ark., 2010).

8.1.4.3.3. Sitokrom P-450 grubu genler

Kromozom 15'in uzun kolunda bulunan Sitokrom P-450-1A2 geni (CYP1A2)
aromatik aminlerin metabolik yollari, N-oksidasyon ve N-hidroksilasyon
yolaklarinda 6nemli rol oynar. Aromatik aminlere maruziyet ile tetiklenen mesane
kanseri, CYP1A2 seviyesine bagli olarak degisken yatkinlik gosterir. Bununla
birlikte, CYP1A2 popiilasyon polimorfizminin mesane kanseri riski tlizerindeki
etkisi belirsizdir. Benzer sekilde, diger CYP polimorfizmleri (CYP1A1, CYPI1BI,
CYP2C19, CYP2D6 ve CYP2E1) teorik olarak aromatik aminlerin enzimatik
aktivasyonunda yer almasina ragmen mesane kanseri riski ile ilgili tutarsiz sonuglar

gostermistir (Ferris ve ark., 2013; Moore ve ark., 2011).

8.1.4.3.4. Siklooksijenaz 2 geni

Siklooksijenaz-2 geni (COX2) polimorfizmleri kronik enflamasyonla
iligkili mesane kanseri ile iliskilendirilmistir (Gangwar, Mandhani, ve Mittal,
2011). COX2, akut ve kronik inflamatuar yanitlar1 diizenleyen prostaglandinlerin

sentezinde yer alir.

8.1.4.4. DNA tamir genleri

Cevresel polisiklik aromatik hidrokarbon ve aromatik aminlerin neden oldugu
hasart etkili bir sekilde onaran ana onarim yolu, niikleotid ¢ikarma onarimidir.
Epidemiyolojik ¢aligmalar DNA onarim polimorfizmlerinin mesane kanseri riskini
etkiledigini gostermektedir. Alkilleyici ve oksidan ajanlara maruziyetin neden

oldugu bazlarin ¢ikarma onarimindaki, genetik polimorfizmlerin mesane kanseri
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riskini degistirebilecegi dusiiniilmektedir. Genetik stabilitenin devamliliginin
saglanmasindaki bir bagka mekanizma da ¢ift sarmal kiriklarinin onarimidir. DNA
tamir mekanizmalar1 ile mesane kanserinin iligkilendirildigi cesitli calismalar varsa
da bunlarin daha genis popiilasyonlarda dogrulanmasi gereklidir (Mueller ve ark.,

2008).

8.1.4.5. Diger genetik yatkinhk faktorleri

Mesane kanseri hastalar1 ve saglikli kontrollerin lenfosit kiiltiirleri farkli
polisiklik aromatik hidrokarbon ve aromatik amin karsinojenlere maruz
birakildiginda mesane kanseri hastalarinin lenfosit kiiltiirlerinde DNA hasarinin
saglikli kontrollerden daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Benzer sekilde telomer
uzunluklar da incelenmis, kisa telomerlere sahip olanlarin mesane kanseri riskinin

arttig1 belirlenmistir (Ferris ve ark., 2013).

8.1.4.6. Cevresel ve mesleki risk faktorleri

Bazi endiistrilerde kimyasala maruziyet hayli fazladir, bu nedenle mesleki
kosullar sebebiyle gelisen mesane kanseri vakalar1 tim vakalarin %20-25’ine kadar
artmistir ancak son yillarda yeni is yasalar1 sayesinde 6zellikle gelismis iilkelerde
bu oran %>5-10’1lara kadar diismiistiir (Ferris ve ark., 2013). Mesleki maruziyet
sebebiyle mesane kanseri riskinin arttig1 baz1 meslek gruplari boya sanayii, kimya,
tekstil, petrokimyasal endiistri, alunimyum sanayii, deri sanayii, kuaforler gibi

mesleklerdir.

Sigara kullanim1 ¢evresel mesane kanseri risk faktorlerinin basinda gelir.
Mesane tiimorlerinin yaklagik yarisi sigara i¢enlerde goriiliir ve sigara igenlerin
mesane kanseri gelistirme riski igmeyenlere gore 2 ila 6 kat artmistir (Down ve ark.,
2016). Sigara dumani beta naftilamin ve polisiklik aromatik hidrokarbonlar gibi
irotelyal karsinojenler igerir, bu bilesikler bobrekler yoluyla atilir ve bu nedenle
tiim {iriner sistem iizerinde karsinojenik etki gdsterir. idrarin depolanmasi sebebiyle
alt tiriner sistmenin bu kimyasallara maruziyet siiresi {ist liriner sistemden daha
fazladir bu sebeple alt {iriner sistemde hastalik insidansi artmistir. Mesane kanseri
gelisimi genellikle sigaraya bagladiktan 20-30 yil sonra goézlenir ve sigara

birakildiktan sonra 1-4 yil igerisinde mesane kanseri riski yaklasik %40 azalir
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(Gandini ve ark., 2008). Yaklasik 20 y1l sonra da bazal seviyeye iner. Cok sayida
cevresel risk faktdrii bulunmakla birlikte bunlarin biliyik kismi da heniiz

tanimlanmamis veya yeni tanimlanmaktadir.

Bazi tedaviler hastlarda mesane kanseri gelismesine aracilik edebilir. Pelvik
malinitelerde kullanilan 151n radyoterapisi hastanin mesane kanseri riskini
arttirabilmektedir. Hematolojik malinitelerin tedavisinde kullanilan sitostatik ajan,
siklofosfamid mesanenin skuamoz hiicre karsinomu ile iliskilendirilmistir. Kronik
enflamasyon da mesane kanseri i¢in, 6zellikle de skuamoz hiicre karsinomu i¢in bir
risk faktoriidiir. Bu durum kronik sistozomiyaz, hematom enfeksiyonu, kronik

sistit, mesane tast ve kalici idrar sondasi sebebiyle gelisebilir (Down ve ark., 2016).

Cevresel ve mesleki faktorler degerlendirilirken genetik 6zellikler
atlanmamalidir. Tiim ¢evresel faktorler genetik katki ile birleserek sonug dogurur.
Ayni kimyasallara maruz kalmis ya da ayn1 zaman zarfinda, ayn1 miktarda sigara
icmis bireylerde mesane kanseri gozlenme orani birbirinden farkli olabilir. Bu
durum karsinojenleri metabolize eden genler, DNA tamir genleri, yiiksek penetrans
gosteren genler ve ailesel kanser sendromlar ile iligkili genler ve diger genetik

faktorlerdeki farkliliklar sonucu ortaya g¢ikar.

8.2.Mesane Kanseri Idrar Belirtecleri

Mesane kanseri, hastalarin girisimsel yontemler ile takip edildigi, pahali
kanserler arasinda yer almaktadir ve yiiksek niiks oran1 sebebiyle, genellikle hayat
boyu takip edilmesi gerekmektedir. Hastalarin biiyiikk kismi tani esnasinda
NMIBC’dir ve malesef hematiiri varlig1 gibi belirtecler tan1 koymada yetersiz
kalmaktadir. Ozellikle NMIBC hastanin sistoskopi ile tam1 ve takibi esastir.
Hastanin yasam kalitesini bozan, fiziksel ve ekonomik yiik olusturan bu girisimsel

tan1 ve takip yontemleri yerine girisimsel olmayan belirtegler aranmaktadir.

Biyobelirtecler basit¢e, hastalik tani ve takibinde kullanilan, farkli klinik
tablolarin birbirinden ayrilmasini saglayacak molekiiller olarak tanimlanabilir.
Biyobelirteclerin performansi duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif 6ngorii degeri ve negatif

On gorii degerine baglidir.
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Mesane kanseri tan1 ve takibinde idrar olduk¢a kiymetli bir biyolojik
materyaldir. Hem girisimsel olmayan yontemler ile elde edilir, hem de mesane
icinde biriktiginden mesane hiicrelerine ait 6zellikleri biiyiik oranda yansitabilir.
Idrar biyobelirtegleri tanisal anlamda yeni bir ¢ag acacag1 gibi yiiksek niiks oranina
sahip mesane kanseri hastalarinda timor heniiz gézle goriilebilir seviyeye gelmeden
idrar belirtecleri ile saptanmasi; fiziksel, ekonomik ve psikolojik agidan biiyiik

avantaj saglayacaktir.
Idrar biyobelirteci ¢alismalarinda 3 ana amag vardr;

1. Invazif test sikligini azaltarak hastalig1 erken evrede tespit edebilmek,
2. Rekiirren hastalik varligini diglamak
3. NMIBC’nin MIBC’ye progresyonunu saptayabilmek ve terapiye yanit1 6n

gorebilmek.

Bu 3 amac1 karsilamak tizere bazi biyomerkerlar tespit edilmis hatta bazilari
Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmistir. Ancak FDA
tarafindan onaylanan biyomarkerlar da dahil olmak {izere biyobelirtecler yetersiz
kalmaktadir. Kimisinin pozitif 6ngdrii orani diisiik, kimisinin sahte pozitif veya
sahte negatif degerleri diisiik, kimisi yeterince 6zgiin ya da duyarl degildir (Soria

ve ark., 2018; Tan ve ark., 2018).

178 hastanin dahil edildigi bir ¢alismada tan1 yontemlerinin duyarlilik ve
ozgilliikleri karsilastirilmis yeni tani alan hastalarda idrar sitolojisinin en diisiik
duyarliliga (%28) sahip oldugu, UroVysion FISH yonteminin %80 ve NMP22
BladderCheck testinin %88 duyarliliga sahip oldugu belirlenmigtir. Niiks
hastalarinda da oranlar benzerdir, idrar sitolojisi, NMP22 BladderCheck ve
UroVysion FISH i¢in elde edilen duyarliliklar %33, 57 ve 85’tir. Ortalama 6zgiilliik
ise strastyla %95, 67 ve 48°dir (Kehinde ve ark., 2011).

BTA testi FDA tarafindan onaylanmig kantitatif ve kalitatif tipleri bulunan,
insan komplement faktor H iligkili proteinin saptanmasina dayanan bir testtir.
Mesane kanseri tanisindaki duyarliligt %57-83 arasinda, 6zgiilliigii ise %60-92
arasinda degismektedir. Idrar yolu enfeksiyonu, tas, benign prostatik hipertrofi,
katater kullanimi, hematiiri gibi durumlardan fazlasiyla etkilenmektedir, bu sebeple

rutinde karar verici olarak kullanimi 6nerilmez (Faiena ve ark. 2018).
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ImmunoCyt/uCyt+ testi sitoloji ile birlikte kullanilmaktadir. Yiiksek molekiiler
agirlikl karsinoembriyonik antijen ve mesane tiimori iligkili musinlerin floresan
isaretli antikorlarca yakalanmasina dayanir (H.-X. Li ve ark., 2010). Cok sayida
hiicrenin sitopatolog tarafindan degerlendirilip skorlanmasin1 gerektirir, dolayisiyla
degerlendirmeyi yapan kisinin tecriibesi olduk¢a 6nemlidir. Genel duyarliligi %50-
100 ve ozgiilliigii %69-79 arasinda degismektedir. Tanisal modele dahil edilmesi
halinde mesane kanserini %91 dogrulukla 6ngorebildigi belirlenmistir (Cha ve ark.,
2012). 7422 uCyt/ImmunoCyt testi, 7075 sitoloji sonucu incelenmis, sitoloji
duyarliligt %34,5 ve uCyt/ImmunoCyt duyarliligi %68,1 olarak tespit edilmistir,
iki test birlikte degerlendirildiginde duyarlilik %72,8 seviyesine ulagmustir.
Ozgiilliik ise sitoloji ig¢in %97,9 ve uCyt/ImmunoCyt igin %72,3 olarak tespit
edilmistir, iki degerlendirme bir arada yapildiginda ozgiilliik %71,9 degerine
ulagsmaktadir. Farkli derecelerdeki hastalar da benzer sekilde incelendiginde
uCyt/ImmunoCyt testinin sitoloji ile birlikte kullanilmasinin gereksiz sistoskopinin

Oniine gegebilecegi sonucuna varilmistir (Comploj ve ark., 2013).

8.2.1. Mesane kanseri biyobelirteci olarak iiriner miRNA’lar

miRNA'lar, hedef mRNA bozunmasina veya translasyonel baskilanmaya
aracilik eden 20-24 niikleotit uzunlugunda protein kodlayict olmayan RNA gen
tirtinleridir. miRNA'lar onkojenler veya tiimor baskilayicilart olarak hizmet
edebilir. Hedefleri ile baz eslesmesi yaparak gen ekspresyonunu
diizenlediklerinden patolojik ve fizyolojik yolaklarda yer alirlar (Homami ve Ghazi,
2016). Kan plazmasi, idrar, digki veya biyopsi ornegi gibi ¢ok cesitli biyolojik
orneklerden elde edilebilirler ve genellikle gesitli depolama kosullarna karsi
dayaniklidirlar. Idrarda; hiicre dis1, serbest ve ekzozomal formda bulunabilirler.
miRNA'lardaki degisiklikler, girisimsel olmayan sekilde saptanabilir ve yiiksek
derecede duyarli ve standartlastirilmis teknikler kullanilarak viicut sivilarinda
oOlgiilebilir. Bu nedenle, miRNA'lar tani, prognoz ve klinik takip ac¢isindan iyi birer
molekiiler belirte¢ adayidir. Ik kez 2010 yilinda Hanke ve arkadaslari idrardaki
miRNA’larin mesane kanseri tanisinda kullanilabilecegini belirtmistir (Hanke ve

ark., 2010). Mesane idrar ile fizyolojik iliski icerisinde oldugundan, {iriner
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miRNA’lar mesane kanseri belirteci potansiyeli agisindan yogun olarak

incelenmektedir (Wieczorek ve Reszka, 2018).

Mesane kanseri hastalarinin idrarinda deregule olmus, tanisal ya da prognostik
degeri olabilecek cesitli miRNA’lar tespit edilmistir, literatiirde siklikla bahsi gecen
miRNA’lar Tablo 3’de listelenmistir.

Mesane kanseri ile iligkilendirilmis ¢ok sayida miRNA bulunmasina ragmen
cogu calisma bagimsiz gruplar tarafindan tekrarlandiginda farkli sonuclar elde
edilmis ve aday biyobelirteg lizerinde tam bir fikir birligi olusamamaistir (Andreu ve
ark., 2017; Juracek ve ark., 2018; W. Liu ve ark., 2015; Pospisilova ve ark., 2016;
Sapre ve ark., 2016; Sasaki ve ark., 2016; J. Wang ve ark., 2015; Yun ve ark., 2012).

Sasaki ve arkadaslarinin mesane kanseri hiicre hatlarinda miRNA
ekspresyonlarini inceledigi calismada miR-301b, -563 ve -146a-5p’nin normal
hiicrelere gore 2 kattan fazla eksprese edildigi saptanmistir. Aynt miRNA’lar idrar
orneklerinde incelenmis ve miR-146a-5p ekspresyonunun mesane kanseri
hastalarinin idrar 6rneklerinde saglikli kontrollere nazaran anlamli diizeyde arttig
(p=0.0014) ve transiiretral rezeksiyon sonrasinda normal seviyeye diistiigii
saptanmistir (Sasaki ve ark., 2016). Rezeksiyon sonrast miRNA seviyesinin normal
degerlere gerilemesi, idrarda miR-146a-5p artisinin  kanser hiicrelerinden
kaynaklandigini dolayistyla, iriner miR-146a-5p miktarinin mesane kanseri i¢in iyi

bir tan1 ve takip belirteci olabilecegini diislindiiriir.
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Tablo 3: Mesane kanserinde deregule olan {iriner miRNA’lar.

miRNA

miRNA

Let-7a-5p (Armstrong ve ark., 2015)

miR-193a-3p (Urquidi ve ark., 2016)

let-7b (Armstrong ve ark., 2015; De Long ve ark., 2015;
Urquidi ve ark., 2016)

miR-200a (Urquidi ve ark., 2016; G. Wang ve ark., 2012)

miR-7-5p (Du ve ark., 2017)

miR-200a-3p (Du ve ark., 2017)

miR-15a (De Long ve ark., 2015)

miR-200b (Armstrong ve ark., 2015; G. Wang ve ark.,
2012)

miR-15b (Miah ve ark., 2012)

miR-200c-3p (Armstrong ve ark., 2015; G. Wang ve ark.,
2012)

miR-16 (Sapre ve ark., 2016; Weber ve ark., 2010)

miR-200c (De Long ve ark., 2015; Sapre ve ark., 2016;
Urquidi ve ark., 2016)

miR-16-5p (Armstrong ve ark., 2015)

miR-204 (Mengual ve ark., 2013)

miR-18a (Mengual ve ark., 2013)

miR-205 (Sapre ve ark., 2016)

miR-19 (Weber ve ark., 2010)

miR-205-5p (Armstrong ve ark., 2015)

ve ark., 2010)

miR-21 (De Long ve ark., 2015; Sapre ve ark., 2016; Weber miR-210 (Eissa, Matboli, Essawy, ve Kotb, 2015; Weber

ve ark., 2010)

miR-21-5p
(Armstrong ve ark., 2015)

miR-214
(S.M. Kim ve ark., 2013; J. Wang ve ark., 2015)

miR-22-3p (Armstrong ve ark., 2015; Du ve ark., 2017)

miR-221 (Sapre ve ark., 2016)

miR-23a-3p (Armstrong ve ark., 2015)

miR-222 (Puerta-Gil ve ark., 2012; Urquidi ve ark., 2016)

miR-25 (Mengual ve ark., 2013)

miR-223-3p (Armstrong ve ark., 2015)

miR-26a (De Long ve ark., 2015)

miR-223 (Urquidi ve ark., 2016)

miR-29a-3p (Du ve ark., 2017)

miR-224 (Urquidi ve ark., 2016)

miR-29b-3p (Armstrong ve ark., 2015)

miR-320e (Armstrong ve ark., 2015)

miR-30a (Urquidi ve ark., 2016)

miR-338-3p (Armstrong ve ark., 2015)

miR-30a-5p (Armstrong ve ark., 2015)

miR-375 (Du ve ark., 2017)

miR-34a (Sapre ve ark., 2016)

miR-378e (Armstrong ve ark., 2015)

miR-93 (De Long ve ark., 2015; Urquidi ve ark., 2016)

miR-399-3p (Urquidi ve ark., 2016)

miR-96 (Eissa, Habib, Ali, ve Kotb, 2015; Urquidi ve ark.,
2016; Yamada ve ark., 2011)

miR-423-5p (Du ve ark., 2017)

miR-99a (Zhang ve ark., 2014)

miR-429 (Urquidi ve ark., 2016)

miR-99b (Urquidi ve ark., 2016)

miR-451a (Armstrong ve ark., 2015)

miR-106b (Urquidi ve ark., 2016; X. Zhou ve ark., 2014)

miR-491-5p (Urquidi ve ark., 2016)

miR-125b (Snowdon ve ark.,
2013)

miR-520e (Tolle ve ark., 2013)
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Tablo 3: Mesane kanserinde deregule olan tiriner miRNAlar. (devam)
miRNA miRNA

miR-125b (Armstrong ve ark., 2015; Zhang ve ark., 2014) miR-429 (G. Wang ve ark., 2012)

imiR-126 (Hanke ve ark., 2010; Snowdon ve ark., 2013) miR-548ai (Armstrong ve ark., 2015)

miR-126-5p (Du ve ark., 2017) miR-548aa (Armstrong ve ark., 2015)
miR-135b (Miah ve ark., 2012) miR-548n (Armstrong ve ark., 2015)
miR-139-5p (Weber ve ark., 2010) miR-452 (Puerta-Gil ve ark., 2012)

miR-140-5p (Mengual ve ark., 2013; Urquidi ve ark.,2016) ~ miR-618 (T6lle ve ark., 2013)

miR-140-3p (Urquidi ve ark., 2016) miR-652 (Urquidi ve ark., 2016)

miR-141 (Urquidi ve ark., 2016; G. Wang ve ark., 2012) miR-720 (Armstrong ve ark., 2015)

miR-142-3p (Mengual ve ark., 2013) miR-766 (Urquidi ve ark., 2016)

miR-142-5p (Urquidi ve ark., 2016) miR-940 (De Long ve ark., 2015)

miR-143 (Puerta-Gil ve ark., 2012; Urquidi ve ark., 2016) miR-1224-3p (Miah ve ark., 2012)

miR-145 (Yun ve ark., 2012) miR-1225b-5p (Tolle ve ark., 2013)
miR-146b-5p (Urquidi ve ark., 2016) miR-1290 (Armstrong ve ark., 2015)
miR-152 (Hanke ve ark., 2010) miR-1305 (Urquidi ve ark., 2016)
miR-182 (Hanke ve ark., 2010) miR-1972 (Armstrong ve ark., 2015)
miR-183 (Yamada ve ark., 2011) miR-4516 (Armstrong ve ark., 2015)
miR-187 (Mengual ve ark., 2013) miR-4454 (Armstrong ve ark., 2015)

miR-191 (De Long ve ark., 2015; Urquidi ve ark., 2016) miR-4455 (Armstrong ve ark., 2015)

12°1i miRNA idrar panelinin tanisal performansini sistoskopi ile karsilastirmak
icin 81 hastanin idrar miRNA profilinin analiz edildigi ¢alismada, miR-16, miR-
200c, miR-205, miR-21, miR-221 ve miR-34a dahil olmak iizere alt1 miRNA'dan
olusan bir grup miRNA tiimdr ongoriisiinde en 1yi performansi vermistir (AUC =
0,85). 50 hasta ile yapilan validasyon g¢alismasi sonrasinda bu 6 panelin her iki
kohortta da ¢ogunlukla eksprese edildigi, miR-16, -21 ve 200c’nin ise her iki
kohortta, tiim bireylerde eksprese edildigi gozlenmistir. Ekspresyonlarin idrar
osmolalitesine gore normalizasyonu sonucunda bu panelin ekspresyonunun mesane
kanseri hastalarinin idrarinda saglikli bireylerden yiiksek oldugu saptanmistir. Bu
panelin niikks 0ngdri duyarliligit %88 ve oOzgilliigl ise %48’dir, validasyon

kohortunda panel analizi ile sistoskopi oran1 %30 azalmistir (Sapre ve ark., 2016).

85 idrar oOrneginin TagMan diisiik yogunluklu array ile analiz edildigi

calismada 46 miRNA 121 kisilik validasyon ¢alismasi i¢in se¢ilmistir. 121 kisinin
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61’1 mesane kanseri tanis1 almis hastalardan 60’1 ise saglikli kontrollerden
olusmaktadir, Mamm U6 endojen kontrol olarak kullanilip veri normalizasyonu
buna gore yapilmistir (Urquidi ve ark., 2016). Cok degiskenli analiz, 25-miRNA
modelinin %87 duyarlilik ve %100 6zgiilliik ile mesane kanseri varligini tahmin
edebilecegini gostermistir. Biyobelirte¢ calismalarinda uygulanabilirlik ve maliyet
acisindan en az yeter sayida belirte¢ kullanimi tercih edilmektedir dolayisiyla 10’Iu
bir miRNA paneli analiz edilmis ve bu modelin %84 duyarlilik ve %87 6zgiilliik
(AUC 0.902) ile mesane kanseri tanis1 koyabildigi belirlenmistir. Belirte¢ sayisinin
azaltilmasi performans kaybina neden olsa da miR-140-5p, miR-199a-3p, miR-93,
miR-652, miR-1305, miR-224, miR-96, miR-766; 10’1y, 15°1i ve 25°1i panellerin
tiimiinde yer almistir. Bu miRNA'lar daha 6nce c¢esitli kanserlerle iligkilendirilmis
olsalar da ¢ogunun daha once mesane kanseri ile iligkili oldugu bildirilmemistir

(Fendler ve ark., 2016; Urquidi ve ark., 2016).

Son zamanlarda miR-31-5p, miR-93-5p ve miR-191-5p firiner ekspresyonlari
incelenmis ve mesane kanseri hastalarinda kontrollere gore anlamli diizeyde arttig1
saptanmistir. miR-93-5p ve miR-31-5p’nin farkli histopatolojik gruplarda mesane
kanseri belirteci olarak kullanilabilecegi ve ekspresyonunun postoperatif olarak

azaldig1 belirlenmistir (Juracek ve ark., 2018).

Du ve arkadaslari mesane kanserinde iiriner miRNA’larin diyagnostik ve
prognostik performansini belirlemek i¢in en kapsamli calismalardan birini
yapmustir. Saglikli kontroller ve mesane kanseri hastalarina ait idrar 6rneklerindeki
serbest miRNA’lar miSeq ile dizilenmis iki grup arasinda en fazla fark gézlenen
grup RT-qPZR ile dogrulanmistir. Ekspresyon farkinin en fazla oldugu 23 miRNA
tespit edilmistir. Bunlarin 5’1 (miR-7-5p, miR-22-3p, miR- 29a-3p, miR-126-5p ve
miR-375) mesane kanseri hastalarinda anlamli1 diizeyde fazla eksprese edilirken 2’si
(miR-200a-3p, miR-423-5p) hastalarda kontrole gore daha diisiik seviyede eksprese
edilmektedir. Elde edilen bulgular iki farkli kohortta daha incelenmis miR-22-3p
ve -200a-3p’nin kasa invaze olmayan mesane kanserinde tiimor niiksii i¢in
bagimsiz faktorler oldugu saptanmistir. Tiimdr rezeksiyonu sonrasinda miR-22-3p
ve -29a-3p seviyelerinin diistiigii belirlenmistir, bu durum miR-22-3p ve -29a-3p
ile timor varlig arasinda bir bag oldugunu gostermektedir (Du ve ark., 2018).

Hematiiri mesane kanserinin kritik semptomlarinan biridir, bu sebeple eritrosit
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kokenli miRNA’lar tespit edilip mesane kanseri biyobelirte¢ g¢aligmalarindan
cikartilmalidir. Aksi takdirde hematiiri kokenli bir miRNA mesane kanseri belirteci
olarak degerlendirilip ¢alismanin kalitesi ve glivenilirligi azalabilir (X. Liu ve ark.,

2017).

12 viicut sivisinda miRNA ekspresyonu incelenmis ve elde edilen idrar
ekspresyon verileri mesane kanseri hastalarina ait ekspresyon verileri ile
kiyaslanmistir. Normalizasyon i¢in U6 nin kullanildigi bu calismada delta CT
degeri; elde edilen CT degerinin 40’tan ¢ikarilmasi ile hesaplanmistir dolayisiyla
delta CT degeri fazla olan miRNA’nin fazla eksprese ediligi anlagilmalidir. 714
miRNA iceren human miScript Assay 384 array kullanilarak miRNA
ekspresyonlari incelenmistir. 600 miRNA en az 1 viicut sivisinda tespit edilmistir,
61 miRNA ise 6rneklerin tiimiinde tespit edilmistir. Idrarda tespit edilen toplam
miRNA sayis1 204°tiir. Plazma ve idrarda tespit edilebilen ortak miRNA sayisinin
az olmasi sirkiilasyondaki miRNA’lain biiylik kisminin bobreklerce toplandigini ya
da idrarda parcalandigini diisiindiirmektedir. Bu ¢alismada kontrollerde miR-136-
3p ekspresyonu saptanamamis, miR-139-5p’nin yalnizca saglikli kontrollerin idrar
orneklerinde eksprese oldugu, mesane kanserli bireylerin idrarinda eksprese
edilmedigi gozlenmistir. miR-16, 3mesane kanseri hastasindan yalnizca birinin
idrarinda  eksprese olurken saglikli kontrollerin hi¢ birinde ekspresyon
saptanamamistir. MiR-19b ve miR-21-5p ise mesane kanseri 6rneklerinde eksprese

edilirken saglikli kontollerde ekspresyon saptanamamistir (Weber ve ark., 2010).

8.2.1.1. Ekzozom biyogenezi ve ekzozomal miRNA’lar

Idrardaki miRNA’lar vezikiiler formda veya serbest olarak bulunabilir. Serbest
miRNA’lar ¢iplak miRNA yapisinda olabilecegi gibi riboniikleoprotein
kompleksleri seklinde de bulunabilir. Riboniikleoprotein kompleksleri Argonaute,
HDL veya niikleoplasmin ile eslesmis miRNA’lardan olusur. Vezikiiler form ise
ekzozomlar, mikrovezikiiller ve apoptotik badiler seklinde gézlenmektedir (Fendler

ve ark., 2016).

Ekzozomlar kolesterol ve sfingolidipden zengin, integral membran proteinleri,
periferal membran proteinleri, sitozolik ve niikleer proteinler, miRNA, mRNA ve

metabolitler gibi intraselliiler bilesenleri iceren vezikiillerdir. Membranlarinda
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intraselliiler bilesenler i¢ kisimda korunurken, plazma membraninin dis yiiziinde
bulunan proteinler ekzozomun dis yiiziinde bulunur (Street ve ark., 2017).
Ekzozomlar endozomal yolak ile tiretilirler (Sekil 4), plazma membraninda olusan
¢Oktintiiler ile endositik vezikiiller olusur, bunlarin birlesmesi ile de erken
endozomlar meydana gelir. Endositik vezikiiller ve endozom, membranin
cokelmesi ile olustugundan yiizeyleri membrana gore ters yerlesimlidir, hiicrenin
dis yiizeyinde bulunan molekiiller icte, dis ylizeyde olanlar ise igte kalir. Bu erken
endozomlar olgunlasir, atasal membran diizenine erisir, bu asamada endozomlar
lizozomlar ile birlesip degrade olabilir ya da ge¢ endozoma olgunlasir ve igerisinde
intraluminal vezikiiller (ILV) olusur. Ge¢ endozomlar, igerigindeki ILV’ler
sebebiyle multivezikiiler body (MVB) olarak da adlandirilir. Bu asamada
endozomal membran tersine doner ve ILV ylizeyinde dis taraf-dista seklinde tabir
edilen oryantasyon olusur, artik dis yiizde hiicrenin dig yliziinde sergilenen
elemanlar bulunmaktadir. Bir sonraki adim ILV’lerin ekzozom halinde hiicre disina
salimmasidir (Street ve ark., 2017). Bu siire¢ tasima i¢in gerekli endozomal ayirma
kompleksine (Endosomal Sorting Complex Required for Transport (ESCRT))
bagimlidir. ESCRT 4 kompleks ve bunlarla iliskili proteinlerden olusur. ESCRT-
0, ubiquitin bagimli olarak kargo siniflandirmasindan sorumludur, ESCRT-I ve
ESCRT-II tomurcuk olusumunu tetikler, ESCRT-III vezikiil kopmasin1 baslatir,
aksesuar proteinler ise ESCRT ayrilmas1 ve yenilenmesini saglar. ESCRT vezikiil
olusumunu yonlendirmesine ragmen ESCRT bagimsiz vezikiil olusumlar1 da
tanimlanmistir. ESCRT bagimsiz vezikiil olusum mekanizmalarinda lipidler,
tetraspaninler ve 1s1 sok proteinleri gorevlidir (Kowal ve ark., 2014). Kiigiik GTPaz
ailesi RAB proteinleri vezikiil olusumu, sitoiskelet etkilesimi ile vezikiil ve organel
hareketliligi ve membran kaynasmasinin baslatacak olan vezikiiliin hedefe
kenetlenmesi gibi onemli siireglerde yer almaktadir (Stenmark, 2009). iki farkli
intraselliiler bilesenin kenetlenmesi sonrasinda ¢oziinebilir NFS ekleme protein
reseptorii (SNARE) kompleksleri lipid tabakalarin kaynasmasina aracilik eder,
ancak bu siire¢ her zaman SNARE komplekslerine ihtiyag duymaz (Zylbersztejn ve
Galli, 2011).

Ekzozomlara alinan protein, lipid ve niikleik asitler rastlantisal olarak

paketlenmez, her ne kadar tam mekanizma aydinlatilamamis olsa da g¢esitli
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molekiiller araciligi ile yiikiin ekzozoma secici olarak alindigina dair ¢ok sayida
bulgu vardir. Heterojen riboniikleoprotein A2B1 (hnRNPA2B1) sumoillenir,
yapisindaki dizi motifi ile miRNA’lar1 tanir, KRAS’1n da miRNA paketlenmesinde
rol oynadigi gosterilmistir. Bu elemanlardaki degisimler ekzozomun miRNA
icerigini degistirir (Hessvik ve Llorente, 2018). Genel bir degerlendirme olarak;
ekzozom yapisindaki lipidler, proteinler, riboniikleoproteinler ve bunlarin
etkilestigi tiim elemanlar, hiicre iskeleti elemanlar1, bunlarla etkilesen vezikiil
yiizey bilesenleri, GTPazlar gibi ekzozom olusum, tasinim ve salinim siireclerinde
yer alan tiim bilesenlerin ekzozoma paketlenecek miRNA’lain belirlenmesinde rolii
vardir. Hiicresel stres, hipoksi, cisplatin muamelesi gibi ¢esitli hiicresel olaylar
ekzozom olusumunu tetikler dolayisiyla kanser ve ekzozomlar arasinda hem sebep
hem de sonug kabul edilebilecek bir iliski vardir. Hiicreler kanserlesme sonrasinda
daha fazla ekzozom salgiladigi gibi, salgiladiklar1 ekzozomlar da diger hiicreleri
kanserlestirebilmektedir (Yang ve ark., 2013). Mesane kanseri hiicrelerinin
ekzozom aliminin zamana ve miktara bagli, aktif ve segici bir olay oldugu, heparin
muamelesi ile kismen de olsa engellenebildigi gézlenmistir (Franzen ve ark., 2014).
Ekzozomlarin mesane kanseri hiicrelerinde invazyon, migrasyon ve anjiyogenezi
arttirdigl, yine mesane kanseri hiicrelerinde proliferasyonu tetikledigi, ilag
direncinin ekzozomlar aracilig1 ile hiicreden hiicreye nakledildigi, immun sistem

hiicrelerini kanser hiicrelerine karsi duyarsizlastirdigi gézlenmistir (Franzen ve

ark., 2014).

Kanser hiicrelerinin saglikli hiirelerden daha fazla ekzozom salgiladigi,
ekzozomlarin hiicresel haberlesmeyi sagladigi, invazyon, timor gelisimi gibi
olaylan tetikledigi literatlir taramasindan da anlasilmaktadir. Bu bilgiler 1s18inda
calismamizda hem ekzozomlarin kontrollii olarak salinmasi, hem miRNA’larin
kontrollii bi¢imde ekzozoma paketlenmesi géz Oniinde bulundurularak idradaki
serbest miRNA’larin incelenmesinden ziyade, idrardaki ekzozomal miRNA’larin
incelenmesinin mesane kanseri tanisi agisindan daha 6zgiil bir secim olabilecegi
diisiiniilmiis, bu sebeple calismamizda mesane kanseri hastalar1 ve saglikli

kontrollerin iirin ekzozomal miRNA ekspresyonlari inclenmistir.
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Sekil 4: Ekzozom olusumunun sematize anlatimi.

Kowal ve arkadaslarindan alinmistir (Kowal ve ark., 2014).

Kanser hiicrelerinden kdken alan ekzozomlar hem bir haberlesme ag1 kurmakta
hem de diger hiicrelerde kanserlesmeyi baglatip tlimoér invazyonuna sebep
olabilmektedir (Soung ve ark., 2016). Dolayisiyla mesane kanseri hastalarinda idrar
ekzozomal miRNA profillerinin incelenmesi kanser hiicrelerini yansitacagindan
tan1 ve takip acisindan 6nemli olabilir. Literatiirde mesane kanseri hastalarinin idrar
orneklerinde ekzozomal miRNA’larin incelendigi ¢esitli calismalar bulunmaktadir
ancak bu ¢aligmalarda ortak bir biyobelirte¢ saptanamamais, her biri farklt miRNA
ya da miRNA grubu lizerinde durmustur (Armstrong ve ark.,. 2015; Sapre ve ark.,

2016, Berrondo ve ark., 2016; Long ve ark., 2015).

Mesane kanseri hastalarinda siklikla rastlanan hematiiri idrardaki miRNA
profilini degistirebilmektedir bu sebeple bu hastalarda hiicre disi, ekzozomal
miRNA’larin  incelenmesi daha giivenilir biyobelirtecler elde edilmesini

saglayabilir.
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8.2.1.2. miR-136-3p

CAUCAUCGUCUCAAAUGAGUCU dizisine sahiptir. Notch3 genini
hedefledigi Luciferaz Reporter Assay ve qRT-PZR ile dogrulanmistir. Daha farkli
genleri hedefledigi diistiniilmekle beraber bunlar giiclii kanitlara sahip yontemlerle
dogrulanamamistir. Array sistemi kullanilarak farkli viicut sivilarinin miRNA
igeriklerinin incelendigi bir ¢alismada, saglikli kontrollerde miR-136-3p
ekspresyonu olmadigi, miR-136-3p’nin yalnizca mesane kanseri hastalarinin

idrarinda eksprese oldugu saptanmistir (Weber ve ark., 2010)

8.2.1.3. miR-210-3p

CUGUGCGUGUGACAGCGGCUGA dizisine sahiptir. Hiicre dongiisii
proliferasyon gibi siire¢lerde yer alan ¢ok sayida gen hedefleri arasinda yer
almaktadir. miR-210-3p ve miR-96 ekspresyonunun mesane kanseri hastalarinin
idrarinda kontrollere gore arttig1 ve tan1 koymada idrar sitolojisinden {istiin oldugu
tespit edilmistir (Eissa ve ark., 2015). Mesane kanseri hastalarin1 negatif sistoskopi
sonucu olanlardan ayirma giicii oldukga ytiksektir (AUC=0.933) HYALI, IncRNA-
UCA1, miR-210-3p ve miR-96 protein ve epigenetik kombinasyonunun %100
duyarlilik ve %89 6zgiillige sahip oldugu belirlenmistir (AUC=0.981) (Eissa ve
ark., 2015). Bu calismada normalizasyon i¢in U6 kullanilmistir. Ayrica dokuda
miR-210-3p ekspresyonunun hipoksiyi yansitabilecegi diisiiniilmektedir (Irlam-

Jones ve ark., 2016).

8.2.1.4. miR-21-5p

UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA dizisine sahiptir. PTEN, BCL2 gibi
apoptoz ve hiicre dongiisii ile iliskili genlerin de bulundugu ¢ok sayida geni
hedeflemektedir (http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw, erisim tarihi 05.09.2018
13:21). Idrar siipernatantinda ekspresyonu vardir (Pazourkova ve ark., 2016).
Mesane kanserinde doku ve biyolojik sivilardaki ekspresyon farkliliklarinin ya da
benzerliklerinin ortaya cikarilmaya calisildigi bir calismada mesane kanseri
hastalarinda miR-21’in hem tiimor dokusu ve beyaz kan hiicrelerinde, hem de idrar
ekzozomlarinda saglikli kontrollere gore fazla eksprese oldugu gézlenmistir. Erken

tan1 belirteci potansiyelini belirlemek amaciyla yalnizca Ta (diisiik derece)
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hastalarda tiimoér dokusu ve idrar ekzozomlarindaki ekspresyonu incelenmis ancak
biyobelirteg 6zelligi saptanmamistir. Bu ¢alisma oldukga diisiik sayida o6rnek ile
yiiriitiildiglinden (4 6rnek) miR-21’in erken evre mesane kanseri i¢in biyobelirteg
olma ozelligini tam anlamiyla dislamaz (Armstrong ve ark., 2015). Mesane kanseri
hastalarin idrar, doku ve kan Orneklerindeki miRNA profil benzerliklerinin
incelendigi bir calismada miR-21 ve -4454°1in tiim doku tiplerinde eksprese edildigi
saptanmistir  (Armstrong ve ark., 2015). Mesane mukozasinda miR-21
ekspresyonunun kanserli hastalarda sagliklilara gore arttigi ve miR-21, 129
ekspresyonlarinin timdor evre ve derecesi ile korele oldugu saptanmistir (X. Zhou
ve ark., 2014). Benzer sekilde dokuda miR-21 ekspresyonunun artmasinin kotii sag
kalim ile iligkili oldugu, miR-21 ve 378’in niiks acisindan bagimsiz prognostik
faktorler oldugu tespit edilmistir (Zaravinos ve ark., 2012). Mesane kanseri
hastalarinin idrar siipernatantinda ve tam idrarda, kontrollere gore ekspresyonunun
arttig1 tespit edilmistir (De Long ve ark.). 81 kisilik kesif kohortu ve 50 hastalik
dogrulama kohortunda yapilan ¢alisma 6 miRNA’dan olusan panelin mesane
kanseri i¢in oldukca giiclii bir belirte¢ oldugunu ortaya koymustur. Dogrulama
kohortunda bu panelin kullanimi sistoskopi oranint %30 azaltmistir. Bu ¢aligmada
normalizasyon i¢in housekeeping gen kullanilmamig, normalizasyonlar idrar
osmolalitesine gore yapilmistir. miR-16, -200c, -205, -21, -221, -34a paneli timor
varligin1 6ngorebilmektedir (AUC=0.85). Ayni panel validasyon kohortunda niiksii
de ongorebilmektedir. T1 evre tiimorlerde ise en iyi performans elde edilmektedir
(AUC=0.92) (Sapre ve ark., 2016). Dogrulama kohortunda yalnizca 2 ileri evre
kanser bu panel ile yakalanamamustir. ileri evre kanserlerin zaten hali hazirda
kullanilan klinik yontemler ile tespit edilebildigi géz 6niinde bulundurulursa T1
evre kanserlerin bu panel ile tespit edilebilmesinin ne denli kiymetli oldugu
anlagilacaktir. Paneldeki 6 miRNA’nin da tiimoér varhiginda ekspresyonu
artmaktadir. Ozellikle T1 evre kanserlerde bu durumun olmas1 bu miRNA panelinin
metastaz, EMT gibi karsinogenezin ileri asamalarinda degil tiimdrogenezin ilk

basamaklarinda yer aldigini diisiindiirtir.
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8.2.1.5. miR-139-5p

UCUACAGUGCACGUGUCUCCAGU dizisine sahiptir. PIK3CA, NOTCH,
IGF1R, JUN gibi ¢ok ¢esitli gen hedefleri arasinda yer almaktadir. miR-139-5p/3p
mesane kanseri dokularinda down regule olmaktadir (Ratert ve ark., 2013;
Yonemori ve ark., 2016). Bu iki miRNA mesane kanseri hiicrelerinde hiicre gocii
ve invazyonu inhibe eden tiimor supressor miRNA gorevini Ustlenir. Hiicre
hatlarinda down regiilasyonlar1 ise invazyon ve migrasyonun artmasina sebep olur.
MMPI11 geni bu miRNA’larin direkt hedefidir ve mesane kanseri hastalarinda
yiksek MMPI11 ekspresyonunun daha kisa sag kalimi Ongorebildigi tespit

edilmistir (Yonemori ve ark., 2016).

8.2.1.6. miR-19b1-5p

AGUUUUGCAGGUUUGCAUCCAGC dizisine sahiptir, 13’{lincii
kromozomda yer alir (3q31.3 ) (http://www.mirbase.org- erisim tarihi 4.9.18,

16:15). Deneysel olarak dogrulanmig hedef genleri asagida listelenmistir

(http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw, erigim tarihi 05.09.2018 12:57).
Tablo 4°te belirtilen genlerin disinda ¢ok sayida genin miR-19b1-5p’nin hedefi
olabilecegi diisiiniilmektedir ancak bunlarin dogrulamasi daha diisiik kanit

diizeyine sahip NGS, mikroarray gibi yontemler ile yapildigindan dikkate

alinmamustir.

Tablo 4: miR-19b1-5p’nin hedef genleri ve dogrulama yontemleri

Gen sembolii  Gen adt Dogrulama yontemi

ITGBS integrin subunit beta 8 Luciferase reporter assay

CASPS8 kaspaz8 Luciferase reporter assay

KDR kinase insert domain receptor Luciferase reporter assay

CCND1 (siklin D1 Western blot

FGFR2 fibroblast growth factor receptor 2 Luciferase reporter assay
Western blot

MYC MY C proto-oncogene gRT-PZR
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Saglikli insan salyasinda ve plazmasinda ekspresyonunun arttigi, plasentada
yogun olarak eksprese edildigi bildirilmistir. Mesane dokusunda ekspresyon

saptanamamistir (http:/guanlab.ccmb.med.umich.edu/mirmine/highchart box.php?mirna=hsa-

miR-19b-1-5pvetissue=allvecline, erigim tarihi 05.09.2018 12:59).

70 kisinin idrar silipernatantlarinin incelendigi ¢alismada 35’inci dongiliden
once CT verdigi belirlenmistir (Pazourkova ve ark., 2016). Ayn1 ¢alismada kanda
eksprese edilen miR-16’nin idrarda da ekprese edildigi ve miR-21’in de idrarda en
cok eksprese edilen miRNA’lar arasinda yer aldig1 belirlenmistir. Ayrica mesane
kanseri hastalarinin doku orneklerinde kontrollere gore ekspresyonunun arttigi
saptanmistir (Han ve ark., 2011). PTEN genini hedefleyen bir onkogenik miRNA
oldugu da diger bir bulgudur (Enokida ve ark.,2016).

8.2.1.7. miR-16-5p

miR-16’nin kanda eksprese edilmesinin yanisira idrarda da ekprese edildigi
saptanmistir (Pazourkova ve ark., 2016). Mesane kanseri hastalarina ait parafin
doku, idrar ekzozomu, plazma ve beyaz kan hiicrelerinde en fazla eksprese edilen
miRNA’lar arasinda yer almaktadir. Ozellikle plazmada oldukg¢a yogun eksprese
olup, en fazla eksprese edilen miRNA’lar arasinda miR-451’in ardindan ikinci
sirada yer aldig1 belirlenmistir (Armstrong ve ark., 2015). Mir-451a ve miR-16
hemoliz markeri olarak degerlendirilmektedir (Armstrong ve ark., 2015; Pritchard
ve ark., 2012). miR-16"nin CCND1 genini hedefleyen bir timdr baskilayict miRNA
oldugu diisiiniilmektedir (Enokida ve ark., 2016).

miR-16 ekspresyonunun, mesane kanseri hastalarinin tam idrarinda kontrollere
gore arttig1 saptanmigtir ancak normalizasyon idrar osmolalitesine gore yapilmistir
(Sapre ve ark., 2016). Farkl1 bir ¢alismada 6 hasta ve 3 kontrol 6rnegi kullanilmis,
mikroarray ile global normalizasyon yontemi kullanilarak, mesane kanseri
hastalarinin idrar siipernatanti ve doku Orneklerinde miR-16, -96 ve -183
ekspresyonunun kontrole gore arttigi tespit edilmistir. Mikroarray dogrulamasi
daha yiiksek sayida 6rnek kullanilarak, RT-PZR ile yapilmistir, referans olarak
RNU6B kullanilmistir. Bu dogrulama ve istatistik analizler sonrasinda yalnizca

miR-99a ve -125b’nin tanisal degeri oldugu belirlenmistir (Zhang ve ark., 2014).
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Daha sonra yapilan bir ¢alismada miR-16’nin {iriner ekzozomlarda miRNA
ekspresyonlarinin normalizasyonunda kullanilmasinin uygun olacagi 6nerildiyse de
bu calisma mesane kanseri hastalarinda yliriitilmemistir ve O6rnek sayisi bir
normalizasyon stratejisi belirlemek i¢in hayli azdir (Lange ve ark., 2017). Bu
sebeple miR-16 calismamiza dahil edilmistir ancak housekeeping miRNA olarak

kullanilmamustir.

8.2.1.8. idrarda miRNA normalizasyonu

Mikro RNA caligmalarinda farkli normalizasyon stratejileri kullanilmaktadir.
Hanke ve arkadaglar1 2010 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada tam idrarda miR-152"yi
referans/kontrol olarak kullanmis ve mesane kanseri hastalarinda miR-126 ve -182
ekspresyonunun kontrole gore arttigint miR126:182 oraninin 0.768 AUC’ye sahip
bir biyobelirte¢ oldugunu saptamuslardir (Hanke ve ark., 2010). Idrar sedimentinde
yapilan bir ¢alismada ise RNU44 ve 48 referans olarak kullanilmis ve miR-15b ve
-1224-3p ekspresyonunun mesane kanseri hastalarinda arttigit miR-135b’nin ise
azaldig1 tespit edilmistir (AUC=0.86) (Miah ve ark., 2012). Tam idrar icin RNU6B
(Snowdon, Boag, Feilotter, Izard, ve Siemens, 2013) , ozmolarite (Sapre ve ark.,
2016); idrar sedimenti igin RNU44, -48, miR-30c, -103 ve RNUG6 (Eissave ark.,
2015; W. Liu ve ark., 2015; Mengual ve ark., 2013; Miah ve ark., 2012; G. Wang
ve ark., 2012); iiriner ekzozomlar i¢in RNU48 (Crossland, Norden, Bibby, Davis,
ve Dickinson, 2016a); idrar slipernatant1 igin RNU6, RNU6B, RNU48, sik kullanan
referanslardir (De Long ve ark., 2015; S. M. Kim ve ark., 2013; J. Wang ve ark.,
2015; Yun ve ark., 2012; Zhang ve ark., 2014; X. Zhou ve ark., 2014).

8.2.2. Mesane kanseri biyobelirteci olarak iiriner proteinler

Mesane kanseri tanisinda ve takibinde sistoskopi oraninin azaltilabilmesi i¢in
cesitli liriner protein ekspresyon degisiklikleri incelenmis ve bunlarin bir kismi i¢in
Amerikan Gida ilag Idaresi'nden (FDA) onay alinmistir. Hali hazirda klinik
kullanim i¢in FDA onayli alt1 test bulunmaktadir. Bunlar BTA stat, BTA TRAK,
NMP22, NMP22 Bladder Check Test, uCyt ve UroVysion testleridir. Bu kitlerin
duyarhiliklart %57-82 ozgiilliikkleri %74-88 arasinda degismekte ve hassasiyet

kanserin evre ve derecesi arttik¢a artmaktadir. Duyarlilig1 %98 olan sistoskopinin
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oniine gegemediklerinden sistoskopi yapilmadan tek baslarina kullanilamaz (Tan

ve ark., 2018).

8.2.2.1. Apiirinik/apirimidinik endoniikleaz 1/redoks faktor-1 (Apel-Refl)

Apel baz ¢ikarma onarim yolaginda yer alan ¢ok fonksiyonlu bir proteindir.
Oksidatif baz hasarin1 onarir, ¢ok sayida transkripsiyon faktoriiniin rediiktif
aktivatorii oldugundan redoks efektor faktor (Ref-1) ismini almistir. Apoptoz,
inflamasyon, anjiyogenez ve sagkalim yolaklarindaki bir¢ok proteini aktive eder
(Thakur ve ark., 2014). Apel/Refl bir¢ok kanser tipinde aktive olarak daha agresif
fenotipe sebep olur. Apel/Refl’in downstream transkripsiyon faktorleri p53 gibi
kanser gelisimine katki saglayan molekiiller oldugundan Apel/Refl redoks
sinyaninin inhibisyonu ¢ogu tiimoriin biiyiime ve progresyonunu yavaslatmaktadir.
Apel/Refl inhibisyonu ¢esitli kanser ilaglar ile birlikte kullanilmas1 durumunda da

oldukea etkin olmaktadir (Thakur ve ark.., 2014).

169 mesane kanseri hastas1 ve 108 kontrol kullanilarak yapilan incelemede,
mesane kanseri hastalarinin idrarlarinda Apel/Refl konsantrasyonunun kontrole
gore arttigi, timor evre ve derecesi ile korele oldugu, ayrica niiks dykiisii olan
hastalarda daha yiikek seviyelerde bulundugu tespit edilmis, diyagnostik bir marker
olabilecegi saptanmistir (S. Choi ve ark., 2016).

8.2.2.2. Mesane kanseri iliskili niikleer matriks proteini 4 (BLCA4)

BLCA-4 mesane kanseri hiicreleri tarafindan eksprese edilen 6 mesane spesifik
niiklear proteinden biridir (Getzenberg ve ark., 1996). Aktivator protein (AP)-1,
AP-2 gibi transkripsiyon faktorleri ile etkilesir. Bu proteinler mesane kanserinde
IL-1a, IL-8, VEGF ve MMP-9 ile etkileserek tlimorogenezi ve tiimdr invazyonunu
arttirir (Konety ve ark., 2000). BLCA4 spesifik olarak mesane kanseri dokularini
hedef alan bir niikleer matriks proteinidir, enfeksiyon, sigara kullanimi katater
varlig1 ve sistit gibi durumlardan etkilenmedigi tespit edilmistir (Deininger ve ark.,

2018).
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Mesane transisyonel hiicre karsinomu hastalarinin idrarlarinda c¢DNA
mikroarray ile incelenmis, diisiik evre yiliksek evre timor ayrimini %80 basart ile

saptayabildigi belirlenmistir (Guo ve ark., 2011).

91 mesane kanseri hastasinin idrarlarinin incelendigi ¢alismada BLCA4 ve
NMP22 konsantrasyonlarinin, mesane kanseri hastalarinda, sagliklt kontrollere
gore yiiksek oldugu ROC egrileri incelendiginde iki protein i¢in sirasiyla 0,830 ve
0,836 AUC degerine sahip oldugu belirlenmistir (Guo ve ark., 2011).

8.2.2.3. Adaptor protein crk (CRK)

Hiicre adezyonu, yayilim ve migrasyonu diizenleyen, proto onkogen iirlinii bir
adaptor proteindir. Tutunma ile indiiklenen MAPKS8 aktivasyonuna, membran
kivrilmasina ve hiicre motilitesine Rac bagimli olarak aracilik eder. Apoptotik
hiicrelerin fagositozunda da yer alir. Mesane kanseri hiicrelerinde HGF/c-Met
ilmegi iizerinden EMT ve metastazi indiikledigi tespit edilmistir (Matsumoto ve
ark., 2015). Gastrik kanserlerde de mir-126’nin Crk’y1 da hedefleyerek biiyiimeyi
durdurdugu goézlenmistir (LIU ve ark., 2014).

Mesane kanserinin molekiiler patogenezinde yer aldigindan, bu g¢aligmaya
dahil edilmistir. Literatiirde iiriner konsantrasyonunun incelendigi bir ¢aligma

yoktur.

8.2.2.4. Niikleer matriks protein 22 (NMP22)

Niikleer matriks proteinleri hiicre ¢ekirdeginin yapisal bilesenlerindendir ve
niikleer yapmnin korunmasinda destek saglar. NMP22 malignant {irotelyal
hiicrelerde saglikli tirothelyumdan daha fazla bulunur ve apoptoz sonucu idrara
salinir, dolayistyla mesane kanseri hastalarinin idrarinda MNP22 seviyesi kontrole
gore artmistir. Idrarda MNP22 varligini incelemek igin 2 test gelistirilmistir.
MNP22BC niceleyici bir testtir, NMP22 Bladder Check ise kalitatif bir testtir.
(Mbeutcha ve ark., 2016). 134 hasta ve 42 kontrol kullanilarak ELISA ile incelenen
NMP22’nin de dahil oldugu bir grup protein %89 duyarlilik ve %91 6zgiilliik ile
mesane kanseri hastalarini normallerden ayirmistir (Tan ve ark., 2018). Toplam

4384 hastanin kullanildigir 7 bagimsiz ¢alismanin sonuglar1 degerlendirildiginde
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NMP22’nin ortalama %69 6zgiilliik ve %81 duyarliliga sahip oldugu belirlenmistir
(Mowatt ve ark., 2010).

Mesane kanseri riski tasiyan 1300 kisinin degerlendirildigi bir ¢alismada
NMP22 BladderCheck testinin (%56), idrar sitolojisine (%16) gore daha duyarh
oldugu ancak idrar sitolojisi kadar 6zgiil olmadig1 belirlenmistir (Grossman ve ark.,
2005). BladderCheck, idrar sitolojisi ve sistoskopi degerlendirmelerinin bir arada
yapilmas1 durumunda mesane kanseri 6ngorii dogrulugu %80°lere ulagmistir. BTA
testleri gibi NMP22 testleri de hiicre dongiisii ve apoptozu etkileyen yas, sigara
kullanimi, enfeksiyon, tag, 16kosit varligi gibi durumlardan etkilenmektedir. Bu
sebeplerle tam olarak tanisal bir test olarak degerlendirilmekten ziyade negatif
sitolojik degerlendirme yapilmig, mesane kanseri dykiisii olan hastalarda acil yada
ertelenmis sistoskopi karariin verilmesi i¢in kullanilmasi 6nerilmektedir (Faiena

ve ark., 2018).

8.2.2.5.Vimentin (VIM)

Epitelyal mezankimal gecis belirteci olan e-kaderin ve siki baglanti
proteinlerinin ekspresyon kaybi, vimentin ve fibronektin upregulasyonu kasa
invaze mesane kanseri tanisi, tedaviye diren¢ ve koti gidisat ile
iliskilendirilmektedir (Knowles ve Hurst, 2015). Idrar 6rneklerinde metilasyon
diizeyi incelenmis ve yiiksek evreli hastalarda daha fazla metile oldugu ayrica
metilasyonun niiks belirteci olabilecegi saptanmistir (Reinert ve ark., 2012). Baska
bir ¢alismada da vimentinin de dahil oldugu bir grup genin idrardaki metilasyon
profilleri ile mesane kanseri hastalarini %94 duyarlilik ve %90 6zgiilliik ile saglikli
kontroller, renal kanser ve prostat kanseri hastalarindan ayrilabildigi belirlenmistir
(Costa ve ark., 2010). Idrardaki konsantrasyonu degerlendirilmemistir, cesitli
calismalarda idrar sitolojisi vimentin boyamasi ile incelenmistir (Ohsaki ve ark.,

2011).

43



9. GEREC VE YONTEM

9.1.Hasta Orneklerinin Eldesi ve Klinik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Bu calismada, Marmara Universitesi Istanbul Pendik Egitim ve Arastirma
Hastanesi Uroloji kliniginde, Kasim 2016 — May1s 2018 tarihleri arasinda mesane
kanseri tanis1 almig 59 hasta, mesane kanseri dykiisii olmayan 34 saglikli birey ve
Kasim 2016’dan itibaren takip edilen ve hastalik niiksii bulunmayan 12 takip
hastasindan idrar Ornekleri alinmistir. Hastalarin patolojik degerlendirmeleri
Marmara Universitesi Istanbul Pendik Egitim ve Arastirma Hastanesi Patoloji
Laboratuvarinda yapilmis, ¢alismaya ait deneyler ise Marmara Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim dalinda, anabilimdali imkanlar1 ve BAPKO
biitgesi kullanilarak yapilmistir. Toplanan idrar Ornekleri uygun bi¢imde
kodlanmis, -80°C’de bir sonraki asamada kullanilincaya dek saklanmistir. Tez
calismasinin etik agidan uygunlugu, Marmara Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii Klinik Arastirmalar On Degerlendirme Komisyonu'nun 15.07.2016
tarihli Etik Komisyonunda incelenmis ve oy birligiyle onaylanmistir.

Calisma kapsaminda toplanan idrar Orneklerinden Urine Exosome RNA
Isolation Kit (Norgen — Kanada) kullanilarak ekzozomal RNA izolasyonu
yapilmistir, ekzozomal RNA’lardan Universal cDNA Synthesis kit II (Exiqon —
Danimarka) kullanilarak cDNA sentezlenmis, ExiLENT SYBR Green master mix
ve miRCURY LNA Universal RT microRNA PZR LNA PZR primer sets (Exiqon
— Danimarka) kullanilarak mikroRNA ekspresyonlar1 incelenmistir. idrar érnekleri
santrifiijlenerek hiicre debrisinden arindirildiktan ELISA kitleri (Bioassay

Technology Laboratory, YLBiont — Cin) ile protein igerikleri incelenmistir.

9.2.Kullanilan Aletler

Otomatik Mikropipetler, Gilson (Fransa)
Is1 Blogu, Techne DB-ZA (ingiltere)

Sogutmal1 Santrifiij IEC, MP4R (A.B.D.)
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Manyetik Karistirici, Elektro-Mag (Tiirkiye)
Mikrosantrifiij, [EC Micro-MB (A.B.D.)

Mikrosantrifiij, Heraeus Biofuge® B (Almanya)

Etiiv, Heraeus (Almanya)

Laminar Flow, Ozge A.S (Tiirkiye)

Otoklav, All American (A.B.D)

Mikroplate Fotometre, Multiskan (Thermo Scientific, A.B.D)
Kirik Buz Makinasi, Scotsman (A.B.D.)

Buz Dolabi, Argelik (Tiirkiye)

Derin Dondurucu -20°C, Philco (Tiirkiye)

Derin Dondurucu -80°C, Thermo 702 (A.B.D.)

Vorteks, Elektro-Mag (Tiirkiye)

Biyolojik Giivenlik Kabini (A.B.D)

Es zamanli PZR cihazi, Light Cycler 480 Roche (Almanya)

9.3.Kullanilan Sarf Malzemeleri

Ependorf Tiip 1.5 ml, Axygen (A.B.D.)

Ependorf Tiip 2.0 ml, Axygen (A.B.D.)

Falkon Tiip 50 ml, TPP (isvicre)

Falkon Tiip 15 ml, TPP (isvicre)

Mikropipet Uclar1 (Mavi, Sar1, Beyaz), Axygen (A.B.D.)
Filtreli Mikropipet Uclar1 (Mavi, Sar1, Beyaz), Axygen (A.B.D.)
Serolojik Pipetler (5ml, 10ml, 25 ml), Axygen (A.B.D.)

Urine Exosome RNA Isolation Kit (Norgen — Kanada)
Universal cDNA Synthesis kit II (Exiqon — Danimarka)

ExiLENT SYBR Green master mix (Exiqon — Danimarka)



miRCURY LNA PZR primer set, hsa-miR-21-5p (Exiqon — Danimarka)
miRCURY LNA PZR primer set, hsa-miR-210-3p (Exiqon — Danimarka)
miRCURY LNA PZR primer set, hsa-miR-19b-1-5p (Exiqon — Danimarka)
miRCURY LNA PZR primer set, hsa-miR-139-5p (Exiqon — Danimarka)
miRCURY LNA PZR primer set, hsa-miR-136-3p (Exiqon — Danimarka)
miRCURY LNA PZR primer set, hsa-miR-16-5p (Exiqon — Danimarka)
miRCURY LNA PZR primer set, RNU 48 (Exiqon — Danimarka)
miRCURY LNA PZR primer set, U6 sn RNA (Exiqon — Danimarka)

Human Adapter Molecule crk ELISA kit (Bioassay Technology Laboratory —
Cin)

Human DNA (apurinic or apyrimidinic site) lyase ELISA kit (Bioassay
Technology Laboratory — Cin)

Human Bladder Cancer Associated Nuclear Matrix Protein 4 ELISA kit

(Bioassay Technology Laboratory — Cin)

Human Nuclear Martix Protein 22 ELISA kit (Bioassay Technology
Laboratory — Cin)

Human Vimentin ELISA kit (Bioassay Technology Laboratory — Cin)
Human Creatinine (Cr) ELISA kit (YLbiont — Cin)

9.4.Kullanilan Kimyasallar

EtOH, Merck (Almanya)
Deiyonize Su
Izopropanol
9.5.1drar Orneklerinden Ekzozomal RNA izolasyonu
Yapilan arastirmalarda cesitli yontemlerin ekzozom izolasyonundaki etkinligi

karsilastirilmis ve Norgen Biotek Urine Exosome RNA Isolation Kit’in ekzozom

izolasyonunda en iyi performansa sahip oldugu gosterilmistir (Crossland ve ark.,
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2016). Idrar 6rneklerinden ekzozomal RNA izolasyonu Urine Exosome RNA

Isolation Kit (Norgen — Kanada) kullanilarak, {retici firma ydnergeleri

dogrultusunda yapilmstir.

Kit kullanilmadan 6nce tiim soliisyonlar oda sicakligina getirilmis, Slurry
Bl soliisyonu karistirictda muhafaza edilerek 1iyice ¢alkalanmasi
saglanmistir.

Wash soliisyon A’ya 90 ml %100 EtOH eklenmistir.

Yontemin basamaklart asagidaki gibidir.

20 mL idrar 50 ml falkona alindi. 1000 rpm x 10 dakika santrifiijlendi.

Ust faz yeni falkona alind1. 2500 rpm x 10 dakika santrifiijlendsi.

10 ml iist faz 15ml falkona alindi, 300ul Slurry B1 + 250 pl Binding Buffer
A eklendi. 10 saniye vortexlendi.

2500 rpm x 2 dakika santriftilendi. Stipernatant atild1.

Pellet 300ul Lysis Buffer A iginde pipetaj ile ¢6ziildii, oda sicakliginda 15
dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonras1 300 ul %67 izopropanol eklendi, 10 sn vortexlendi, kit
icerigindeki filtreye aktarildi, 14.000 rpm x 1 dakika santrifiijlendi.

Kolona 400 pl Wash solution A eklendi, 14.000 rpm x 1 dakika
santrifiijlendi.

a. Yikama basamagi 2 kez daha tekrarlanip toplam 3 yikama yapildi.
Kolon bos olarak 14.000 rpm x 3 dakika santrifiijlendi, toplama tiipii atildi.
Kolon eliisyon tiipline alindi, 80 pl Eliisyon Soliisyonu A eklendi, 2.000
rpm x 2 dakika, ardindan 14.000 rpm x2 dakika santrifiijlenip RNA igeren
soliisyon -80°C’de saklandi.

9.6.Eksozomal RNA’lardan cDNA Sentezi

Idrar &rneklerinden izole edilen RNA’lar kalip olarak kullanilarak RNA’dan
cDNA sentezi MiRCURY LNA Universal RT microRNA PZR Universal cDNA

Synthesis kit kullanilarak yapildi. Kit, olgun miRNA’lara poly-A kuyrugu takilmasi

ve poli A kuyruguna 6zgii poly-T primer ile cDNA sentezlenmesini saglar.
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Optimizasyon deneyleri sonucu en ylisek verimin saglandig1 reaksiyon igerigi ve
kosullar1 agsagidaki gibidir.

Tablo 5: cDNA sentez reaksiyon igerigi ve kosullart.

Reaksiyon toplam 10 ul hacimde gergeklestirilmis, sentez 42°C sicaklikta, enzim durdurma ise 95°C sicaklikta
gerceklestirildikten sonra tirtinler 4°C’ye sogutulmustur.

Reaksiyon igerigi Reaksiyon Kosullart

Bilesen Miktar (ul) Sicaklik Zaman (Dakika)
0

5x Reaksiyon Tamponu 2 42 60

ddH>O 1 95 5

Enzim 1 4 0

RNA 6

9.7.cDNA’dan Real-time PZR Amplifikasyonu ile miRNA Kantitasyonu

Elde edilen cDNA’dan mikroRNA spesifik LNA primerler ile hedef
miRNA’lar amplifiye edildi. Amplifikasyon takibi i¢cin SYBR Green boyasi
kullanildi. cDNA 6rnekleri 1:40, 1:30, 1:20, 1:10 ve 1:5 diliie edilerek denemeler
yapilmis ve 1:10 diliisyon ile devam edilmesine karar verilmistir. Optimizasyon
denemeleri sonucunda elde edilen kosullar ve reaksiyon icerigi asagidaki gibidir

(Tablo 6).

Es zamanli PZR reaksiyonu DNA baglayan boyalarin kullanimi ile
amplifikasyonun es zamanli olarak takibine olanak saglar. SYBR Green bu amagla
siklikla kullanilan boyalardan biridir. Cift iplikli DNA molekiiline baglanarak
floresan 1s1ma verir. SYBR Green boyasindan alinan 1gimanin sinir degeri astigi
noktaya Ct ya da Cp degeri ad1 verilmektedir. Bu noktada DNA amplifiye olmus
ve DNA’ya baglanan boyanin verdigi 1s1ma sinir degeri agmistir (Sekil 5).
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Tablo 6: Es zamanl niceleyici PZR reaksiyon igerigi ve kosullart.

Reaksiyon toplam 10ul hacimde gerceklestirilmistir. Amplifikasyon igin kit kullanim kilavuzunda belirtilen 60°C kullanilms,
45 dongii boyunca amplifikasyon yapilip 1s1ma almmugtir. Amplifikasyon sonrasida 40-90°C arahginda devamh 1s1ma alinarak
erime egrisi elde edilmistir.

Reaksiyon Icerigi Reaksiyon Kosullari
Bilesen Miktar (ul) Sicaklik (°C) Zaman (Saniye )
Exilent Sybr Green Master 5 95 600
mix
Primer Seti 1 95 10 45 dongli, Ramp
1:10 cDNA 4 60 60 Rate 1.6°C/s
Optik okuma
Son Hacim 10 Erime egrisi analizi
@@ew
dmpldicwiies Earves @E
| =
| g3E e
| i 7
[ = 7
[] o ] 'h*. = EC ] [
s C... P Mama Cp  Coac il aRGer corre
* W riv TR
A o ! —
o M oo 1 —
lt ! i'!‘!'l: 1.23 =]

Sekil 5: Es zamanlh PZR amplifikasyon egrisi.

Amplifikasyon egrisinde SYBR Green boyasindan alnan igimanm smir degeri astigi noktaya Ct ya da Cp degeri adi
verilmektedir. Bu noktada DNA amplifiye oldugundan SYBR Green boyasi ¢ift iplikli tirlinlere baglanmustir ve floresan 1gima
yapmaktadir. LightCycler 480 cihazinin entegre yazilin her dongiide floresan 1gima miktarin 6lger, esik degerin asildigr ilk
noktayr Cp degeri olarak verir. Cp degeri kiigiik olan 6melerde amplifikasyon daha erken gergeklesmistir, daha gok amplikon
olusur, yani hedef gen daha fazla eksprese edilmektedir

Istmanin siir degeri astig1 anda amplifikasyondan emin olunur ancak dogru
amplikonun takibinin yapildiginin belirlenebilmesi i¢in erime egrisinin incelenmesi
gerekmektedir, SYBR Green belirli bir DNA molekiile baglanan spesifik bir boya
degil, tiim c¢ift iplikli DNA molekiillerine baglanan bir boyadir. Cift iplikli bir DNA
molekiiliiniin erime sicaklig1 yani molekiiliin %50’sinin denatiire olabilmesi i¢in
gerekli sicaklik degeri molekiiliin uzunluguna ve baz igerigine baglidir. Dolayisiyla
belli bir primer kullanilarak amplifiye edilmis dizilerin belirli bir erime sicaklig

olacaktir. (M W Pfaffl, 2001). Es zamanli PZR ile amplifiye edilen DNA
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molekiillerinin erime sicakliklar1 cihaz tarafindan goriintiilenebilmektedir. Biitiin
amplikonlar icin benzer 1s1 araliginda pik alinmasi PZR reaksiyonunun
Ozgilliglinlin ispatidir. Ayni sicaklik degerinde pik veren orneklerde hedef dizi

amplifiye olmustur, elde edilen sinyal bir kontaminasyon ya da 6zgiin olmayan

baglanmanin sonucu degildir (Sekil 5).

Bl CE
F— [ ||
k] L7 =] T ™ E ] ] w0
I-—-:m
Makiing Paaks E@
- @ (5] m -1 1] [ -
T ompesshaw [TT)

——

molekiiliin %50’sinin denatiire olabilmesi igin gerekli sicaklik degeridir. Molekiiliin uzunluguna ve baz igerigine baghdir. Bir
primer ile elde edilen es amplikonlar ayni ya da ¢ok benzer Tm degerine sahip olmalidir.

Deneylerde kullanilan LNA primerler oldukga spesifik olmasina ragmen elde
edilen irilinlerin erime egrileri incelenmis, non spesifik baglanma sonucu yanlig

amplikon veren orneklerin deneyleri tekrar edilmistir.

Es zamanl niceleyici PZR reaksiyonu ile kantitasyon yapilmasina yonelik
cesitli yontemler gelistirilmistir. Bunlardan siklikla kullanilan1 géreceli kantitasyon
yontemidir. Yontem kabaca, belirli sartlar altinda ekspresyonu degismeyen, her
doku ya da hiicrede bazal diizeyde ve hiicreler arasi varyasyon gostermeden
eksprese edilen bir “house keeping” gen ekspresyonunun hedef gen ekspresyonu ile
kiyaslanmasina dayanir. Bu yonteme delta delta Ct ad1 verilmektedir. Bu yontem,
hedef DNA molekiilii ve standart olarak kullanilan DNA molekiiliiniin ayni
verimlilik ile amplifiye oldugunu kabul ederek asagidaki formiilasyona dayali

kantitasyon yapar.
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ACP (kontrol-drnek)
] hedef
_ (Bpeges)

Ora]] =
ACP U-c ntrol-arnek
(J.‘rci'] I )

Formiilde gegen oran; hedef gen ekspresyonunun kontrole orani, E; verimlilik,

A Cp ise Ct degerleri farkini ifade etmektedir.

Hedef gen ve kontrol geninin PZR verimlilikleri birbirine ve 2’ye esit kabul

edildiginde yeni formiilasyon asagidaki gibi olacaktir.

-AACP
Oran = 2

Daha agik bigimde ifade etmek gerekirse,

CtA: Kontrole ait house keeping gen Ct degeri

CtB: Hastaya ait house keeping gen ct degeri

CtC: Kontrole ait hedef miRNA Ct degeri

CtD: Hastaya ait hedef miRNA Ct degeri olmak iizere
ACt Hasta= CtD — CtB

ACt Kontrol= CtC-CtA

AACt= ACt Hasta - ACt Kontrol= (CtD-CtB) — (CtC-CtA)
2-AACt

Kontrole gore kat olarak ekspresyon degisimini ifade etmektedir.

Pfaffl tarafindan gelistirilen bu formiilasyon giinlimiizde goreceli kantitasyon
icin kullanilmaktadir (Michael W Pfaffl ve Pfaffl Michael, 2001). Kantitasyon ve
analiz LightCycler 480 yazilim1 ve delta delta Ct yontemi kullanilarak yapilmistir.

miRNA ekspresyonlart RNU48 ve U6 ekspresyonuna gore normalize edilmistir.

9.8.ELISA Testi ile idrar Orneklerinde Protein Kantitasyonu

Idrar &rnekleri steril numune kaplarma alindi, bekletilmeden -80 °C’ye

kaldirildi. ELISA deneyleri oncesi oda sicaklifinda erimeye birakildi. Calkalanip
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¢okeltiler giderildikten sonra 2500 rpm hizda 20 dakika boyunca santrifiijlendi. Ust
faz yeni bir falkona alinarak ELISA deneylerinde kullanildi.

ELISA testleri i¢in Bioassay Technology Laboratory ve ylbiont ELISA kit’leri
kullanilmistir, kit sandvi¢ ELISA tipindedir. Elisa testi ile incelenen proteinlerden
biri Vimentin’dir. 96 kuyulu plate Vimentin monoklonal antikor ile kaplidir, idrar
ornekleri platelere yiiklenir, biotin konjuge anti human Vimentin antikor eklenip
idrar Orneklerindeki Vimentine baglanmasi saglanir. Yikama ile baglanmayan
antikorlar uzaklagtirilir. Streptavidin-HRP eklenerek biotin konjuge anti human
Vimentin antikora baglanmasi saglanir. Yikama basamaklari ile baglanmayan
antikorlar uzaklastirilir. Substrat soliisyonu eklenerek bagli bulunan insan
Vimentini miktarina gore renk olusumu saglanir. Asidik yapili durdurma soliisyonu
ile reaksiyon sonlandirilip 450 nm dalga boyunda renk 6l¢timii yapilir. Kullanilan
diger ELISA kitleri de aym prensiple calismaktadir. ELISA ydnteminin
basamaklar1 ve genel prensibi agagidaki gibidir (Sekil 7).

e Kullanilmadan 6nce tiim malzemeler oda sicakligina getirildi.

e 30X yikama soliisyonundan distile su ile 1X yikama soliisyonu elde edildi.

o Kitigerigindeki standart soliisyon ile 6 farkli konsantrasyonda standart elde
edildi. Standartlarin hazirlanis1 agsagidaki tabloda gosterilmistir (Tablo 7).

YOntemin basamaklart asagidaki gibidir.

1. Standart kuyularina 50pl standart+50 pl streptavidin-HRP eklendi.

2. Ornek kuyularma 40 pl idrar +10 pl anti-VIM antikoru+50 pl streptavidin-
HRP eklendi.

3. Multi skan cihazinda karigsmasi sagladi, plate kapatilip 60 dakika 37 °C’de
inkiibe edildi.

4. Plate koruyucu bandi agildi 5 kez yikama yapildi. Her yikamada, her
kuyuya 400 pl yikama soliisyonu eklendi, 1 dakika beklendi, yikama
sollisyonu uzaklastirildi.

5. Her kuyuya 50 pl subtrat A soliisyonu ve substrat B soliisyonu eklendi.

6. Plate kapatilip karanlik ortamda, 10 dakika, 37 °C’de inkiibe edildi.

7. Tim kuyulara 50 pl Stop soliisyonu eklendi, mavi rengin hemen sariya
dondiigii gozlemlendi.

8. 450 nm dalga boyunda okuma yapilip optik dansiteler kayit edildi.
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Sekil 7: Sandwich ELISA ydnteminin sematize anlatimi.

Sandwich ELISA yonteminde plate hedef proteine 6zgii monoklonal antikor ile kaphdir, 6mekler platelere yiiklenir, 6rnek
icerisindeki hedef protein yakalama antikoru tarafindan yakalanir. Biotin isaretli deteksiyon antikoru yakalama antikoru ve hedef
proteine baglanir. Streptavidin-HRP eklenerek biotine baglanmasi saglamir. Yikama basamaklar ile baglanmayan yapilar
uzaklastirihr. Kolorimetrik substrat soliisyonu eklenerek Streptavidin-HRP kompleksinin renk olusturmasi saglanir. Asidik
yapih durdurma soliisyonu ile reaksiyon sonlandirilip 450 nm dalga boyunda renk dl¢timii yapilir. Fotometrik 6lgiim sonrast
konsantrasyonu bilinen standart soliisyonlar i¢in konsantrasyon egrisi ¢izilir, bu egrinin denkleminden yararlanilarak
konsantrasyonu bilinmeyen dmeklerin konsantrasyonu hesaplanir.

Tablo 7: Elisa deneylerinde kullamlan standartlar, diliisyon sekilleri ve konsantrasyonlari.

Deneylerde kullanilacak standartlar, kit igerisinde saglanan konsantrasyonu bilinen protein soliisyonlaridir.Ana standart
soliisyonundan diliisyon ile 5 adet standart hazirlanir ve konsantrasyon egrisi standart soliisyonlarmdan alinan fotometrik Slgtim
sonuglan ile gizilir

Standart Konsantrasyon (ng/ml) Tgerik
Adt VIM Apel/ BLCA NMP2 CRK Cr

Refl 4 2
S 64 128 72 80 16 24 Orijinal Standart soliisyon
S5 32 64 36 40 8 1,2 120 pl S + 120 pl Standart Diliient
S4 16 32 18 20 4 0,6 120 pl S5 + 120 pl Standart Diliient
S3 8 1,6 9 10 2 0,3 120 pl S4 + 120 pl Standart Diliient
S3 4 0,8 45 5 1 0,15 120 pl S3 + 120 pl Standart Diliient
S1 2 04 2,25 2,5 0,5 0,075 120 ul S2 + 120 pl Standart Diliient

Elisa deneyleri sonucu elde edilen iiriner protein konsantrasyonlari, bireyin
dehidrate olmasi gibi fizyolojik durumlari disarlamak ic¢in kreatinine gore

normalize edilerek bildirilmistir. (Tang, Toh, ve Teo, 2015).

53



9.9 istatistiksel Analiz

Protein ve mikro RNA ekspresyonlar1 incelendikten sonra gruplar arasi
istatistiksel analizler SPSS, GraphPad, MedCalc programlar1 kullanilarak
yapilmustir. Degerlerin normal dagilima uygunluklarinin analizi Shapiro-Wilk testi
ile analiz edilmistir. Normal dagilima uygun olmayan degerler i¢in non parametrik,
normal dagilim gosteren degerler igin parametrik analiz yontemleri kullanilip,
istatistiksel farkin anlamlilik diizeyinin degerlendirilmesinde p<0,05 sinir degeri

kullanilmuastir.

Hasta, kontrol ve takip hastasi grubunda ekspresyonu olmayan drnek sayisi
fazla olan miRNA’lar i¢in ekspresyon miktarinin yani sira ekspresyon varligi-
yoklugu durumu da incelenmistir. Var-yok incelemelerinde 2 testi ve Fisher’in
kesinlik testi (Fisher’s exact test) kullanilmistir. RT-PZR deneylerinde istatistiksel
degerlendirmeler ACt degerleri ile yapilip anlamli fark gozlenmesi durumunda

ekspresyon 224t degeri kullanilarak ifade edilmistir.

Normal dagilima uygun olmayan niceliksel Slgiimlerin gruplar arasindaki
dagiliminin incelenmesinde Mann Whitney U testi, 3’ten fazla ve normal dagilima
uymayan grupta ortancalarin incelenmesinde Kruskal Wallis H testi, normal
dagilim gosteren gruplarda dagilimlarin incelenmesinde ANNOVA testi, normal
dagilima uygun 2’li gruplarda niceliksel degerlerin incelenmesinde T testi

kullanilmuastir.

Tanisal deger arastirilmasinda duyarlilik ve 6zgiillik belirlemeleri icin ROC
egrileri kullanilmistir. Tanisal panel belirlenmesinde lojistik regresyon analizleri
yapilip yine panel i¢in ROC egrisi ¢izilerek duyarlilik ve o6zgiilliikk degerleri
hesaplanmistir. Lojistik regresyon modelinin veriye uyumu Hosmer ve Lemeshow
testi ile incelenmistir, sonucun 0,05 degerinden biiyiik olmas1 model ve veri arasi

uyumun yeterli seviyede oldugunu gostermektedir (Cokluk, 2010).
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10. BULGULAR

10.1. Ornek Gruplarmmn Ozelliklerinin Belirlenmesi

Calismaya toplam 105 birey dahil edilmistir. Bunlardan 59°u mesane kanseri

hastasi, 34’1 saglikli kontrol ve 12°si takip hastasidir. Hastalarin yas dagilimlar

asagidaki tabloda belirtilmistir.

Tablo 8: Calismaya dahil edilen bireylerin yas dagilimlari.

Yas
Sayi  Minimum  Maksimum Ortalama  St. Hata
Saglikh Kontrol 34 25,00 87,00 53,41 2,68
Mesane Kanseri 59 37,00 87,00 66,04 1,53
Diisiik- Orta Risk 19 37 87 606,21 3,36
Yiiksek Risk 24 43,00 85,00 67,83 2,18
Kasa Invaze- 16 49,00 79,00 63,12 2,34
Metastatik
Takip Hastasi 12 48,00 80,00 70,92 2,18

Biyobelirteglerde anlam aranmasi asamasinda oOrnekler risk gruplarina

ayrilarak degerlendirme yapilmistir. Risk gruplarinin dagilimi tabloda 6zetlenmistir

ayrica pasta grafikle de gorsel olarak netlestirilmistir (Sekil 8, Tablo 9).
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Ornek Gruplari

W sagikn Kontrol
[Epuigik-Orta Risk

O viksek Risk

W Kasa invaze ve Metastatic
O Takip Hastas!

Sekil 8: Calismaya dahil edilen gruplarn dagilim yiizdeleri.

Mesane kanseri hastalar1 risk gruplarinin yanisira tiimoriin primer ve niiks
olmasina gore de siiflandirilmistir. Buna goére 59 mesane kanseri hastasinin 42°si
primer tiimdre sahipken 17’si niiks hastasidir. Hasta sayilarinin dagilimi benzer
olmakla birlikte primer tiimorlerde invazif metastatik hastalik yiizdesi daha

fazladir.

Tablo 9: Primer tiimérlii ve niiks hastalarinmn risk grubu dagilimlari.

Say1 %
Primer Tim6r ~ Diisiik-Orta Risk 12 28,6
Yiiksek Risk 16 38,1
Kasa Invaze ve Metastatik 14 333
Toplam 42 100,0
Niiks Diisiik-Orta Risk 7 41,2
Yiiksek Risk 8 47,1
Kasa Invaze ve Metastatik 2 11,8
Toplam 17 100,0
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10.2. 1idrar Orneklerinden Ekzozomal RNA izolasyon Sonuclari

Ekzozomal RNA izolasyonu sonucu elde edilen total RNA miktar1 100-800 ng
araliginda olmalidir. Elde edilen konsantrasyonlar 3-6 ng/ul araligindadir ve son
hacim 80 ul’dir. Boylelikle elde edilen total RNA miktar1 250-500 ng araliginda

olup kitin kabul edilebilir sinirlar1 igerisindedir ve ileriki deneyler i¢in uygundur.

10.3. Real-Time PZR Sonuclar

Real-Time PZR deneyleri sonucu elde edilen ortalama Ct degerleri Tablo 9°da
listelenmistir. Bu degerler rolatif kantitasyonda kullanilacak olup, tiim reaksiyonlar
duplike yapilmis ve hesaplama asamasinda elde edilen 2 degerin ortalamasi
alimmugtir. Ct degeri belirtilmemis orneklerde amplifikasyon olmamistir. Tablo
11°de ACt degerleri yer almaktadir, tim ACt degerleri RNU48 ve U6 house keeping

genleri kullanilarak hesaplanmistir.
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Tablo 10: miRNA ekspresyon deneylerinde elde edilen ortalama Ct degerleri.
H:Mesane Kanseri Hastasi, S: Saglikh Kontrol ve T: Takip Hastast

A | miR-136- miR-210-| miR-21- | miR-139- | miR-19b1-

Ornek 3p Bp 5p 5p 5p miR-16-5p | RNU48 | U6
H1 3090 |29,07 26,06 30,60 24,82
H2 32,86 |26,14 38,585 35,78 21,94 32,08 31,46
H3 383 3405 {2940 284 32,08 29,59
H5 35,355 25,59 | 19,96 32,64 31,965 17,22 24,58 20,93
H7 35,79 33,04 |2732 40 28,1 32,39 26,66
H8 36,03 21,96 | 18,655 |33,64 32,255 18,99 22,38 20,59
H9 37,12 26,88 | 20,56 35,96 34,56 16,82 30,29 25,01
H10 3553 126915 |40 26,95 29,54 24,01
HI12 3524 | 25485 25,46 26,24 21,07
H13 3323 219 35,21 35,955 21,3 26,83 21,24
H14 27,72 30,15 29,04 25,79
Hl16 37,06 |2743 2447 28,77 23,16
H19 273 36 26,26 29,46 24,06
H20 27,735 31,9 28,19 2348
H21 30,22 30,3 32,29 26,45
H22 3346 |2692 25,77 31,58 31,71
H23 36 2824 22,715 |36 35,505 19,07 30,71 2731
H24 36 23,1 17,35 32,65 32,03 18,12 23,72 19,85
H25 3232 29,125 28,29 2941 24,68
H26 31,01 | 24985 |36 36 24,75 33,39 28,78
H27 31,79 26,67 | 19,07 32,22 33,01 15,15 24,87 28,76
H28 36,21 3518 | 28,14 39 2734 28,52 23,15
H29 2564 | 23,02 34,37 33,83 21,59 24,67 2046
H31 32,64 | 2274 38 38 25,1 28,51 28,31
H32 36,49 30,54 | 24,16 38 24,33 30,83 26,94
H33 31,92 | 24937 40 23,09 29,61 2591
H34 35,93 26,2 20,27 32,08 33,69 16,33 24,75 28,52
H37 2729 213 36,04 35,21 19,93 26,64 2281
H38 26,79 |225 38 34,765 22,56 25,99 24,67
H39 3293 26,71 26,75 31,25 30,29
H40 29,3 22 36,0 34 23,56 28,86 28,52
H41 30,2 22,835 |36,19 34,255 22,08 2323 20,29
H42 34,02 26,52 2138 35,92 33,13 19,11 27,1 26,57
H43 2815 2299 34,08 35,98 2047 20,95 17,8
H44 3231 23,11 | 19,75 30,93 3245 20,7 2391 2547
H45 38,63 30,07 | 2441 37,89 22,37 29,82 29,64
H46 27,6 24,65 35,72 37,73 23,39 2393 21,64

58



Tablo 10: miRNA ekspresyon deneylerinde elde edilen ortalama Ct degerleri. (devam)
H:Mesane Kanseri Hastasi, S: Saglikh Kontrol ve T: Takip Hastast

miRNA | miR-136- miR-210-| miR-21- | miR-139- | miR-19b1-

Omek 3p Bp 5p 5p 5p miR-16-5p | RNU48 | U6
H47 26,71 | 20,26 35,07 32,66 19,02 27,18 26,56
H48 30,25 229 16,66 29,91 2842 13,37 25,75 23,36
H49 344 2281 |22,32 34,77 35,52 23,55 23,94 20,77
H50 355 27,11 | 19,5 38,5 3325 19,32 2721 27,86
H51 35,09 2934 | 22,77 24,6 2891 27,08
H52 36,53 26,66 | 22,22 39,65 33,98 22,13 26,03 26,15
H54 31L15 | 2637 33,98 26,66 25,96 20,35
H55 33,84 252 18,94 32,66 30,86 18,06 28,17 22,85
H56 33,1 26,56 27,16 29,72 25,55
H58 36,16 | 29,98 32,19 3447 28,02
H59 38 21,94 | 19,11 30,81 31,38 182 25,53 20,29
H60 2645 |21,24 38 34,12 22,92 2849 22,94
He61 32,32 25,17 | 1851 36,1 31,56 18,92 27,06 2247
H63 32,98 23,62 | 1833 33,85 18,25 26,88 23,19
H64 3583 22,63 | 18,08 31,28 16,17 232 21,22
Ho65 32,74 | 2522 37 26,04 3244 29,58
H66 37 322|251 25,04 31,87 2832
H67 28,66 | 24,72 2585 29,8 255
H68 2887 |26,17 37 21,57 23,23 17,64
H70 27,61 | 23,1 354 2248 25,24 20,85
H71 2482 | 21,05 35,56 19,37 24,64 19,57
H72 2798 | 225 37 24,36 26,71 22,14
H73 35,55 2729 | 19,86 36,35 33,13 19,84 24,59 2826
H74 3323 31,76 25,51 20,1
H74 3323 31,76 25,51 20,1
S1 30,01 | 24,71 38 23,93 23,79 1847
S2 36,34 2786 | 22,08 38 35,735 23,39 28,12 28,64
S3 3303 |27,64 28,62 35,08 31,04
sS4 30,63 | 2516 3742 26,16 335 30,39
S5 31,03 |2503 38 36,06 24,36 29,51 28,19
S6 38 3448 | 2828 28,63 34,15 30,79
S7 31,05 |24, 38 35,02 24,57 32,52 31,16
S8 34,65 27,17 12094 34,09 34,09 20,22 24,76 26,46
S9 3249 25,61 243 29,25 28,11
S10 32,64 | 2627 27,78 28,09 24,01
S11 31,06 |26,55 37 3564 24,6 27,72 24,20
S12 3292 (27,77 37 34,26 25,09 27,04 21,87
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Tablo 10: miRNA ekspresyon deneylerinde elde edilen ortalama Ct degerleri. (devam)
H:Mesane Kanseri Hastasi, S: Saglikh Kontrol ve T: Takip Hastast

S13 30,72 | 25,82 37 23,64 26,19 21,74
S14 325 27215 | 3824 36,955 26,13 26,56 21,5

S15 31,16 2391 3542 25,58 283 23,07
S16 32,02 | 28,57 26,61 30,59 27,15
S17 3023 | 24,64 37 37 2437 29,97 242

S18 33,79 | 2881 3528 29,3 3348 30,67
S19 32,02 2449 | 181 26,99 30,7 13,75 2235 19,88
S20 28,86 | 2271 35,14 37 19,67 23,74 22,59
S21 3287 | 2579 37 28,95 28,21 23,15
S22 31,67 | 26,26 37 232 24,99 2524
S23 37 30,12 28,23 37 32,55
S24 31,53 | 24,09 25,86 28,66 24,52
S25 28,56 2368 [1736 28,72 29,76 12,5 21,57 22,65
S26 3496 | 2855 29,14 35,12 29,83
S27 36,5 2728 (2214 34,27 22,37 28,18 23,69
S28 3331 |2454 24,83 31,19 2597
S29 30,88 | 20,98 21,03 27,75 21,78
S30 37 3524 27,63 22,49
S31 31,12 | 23,18 36,05 23,74 27,32 23,09
S32 31,675 | 26,80 385 37,74 27,78 31,60 25,94
S33 38 25,72 | 16,1 33,49 32,06 18,92 29,72 24,87
S34 35,54 30,83 229 24,93 2745 23,26
T3 36,25 313 24,77 36,62 2549 29,5 24,23
T4 35,6 28,31 [20,74 34,12 40 22,75 27,76 25,68
T5 3733 2944 2238 2434 29,84 262

T11 35,53 315 25,14 26,58 25,59 1991
T12 2891 | 2456 35,63 348 23,84 26,63 20,51
T14 28,3 19,65 36,58 35,18 19,28 27,31 29,87
T15 29,81 |22,65 369 232 27,14 21,76
T16 32,66 | 29,14 30,08 30,09 25,51
T17 3246 (276 28,64 28,51 25,57
T18 30,59 |2239 36,42 24,01 29,09 30,64
T19 35,225 | 26,65 32,69 31,35 25,09
T20 35,09 2846 | 21,86 32,86 34,85 21,91 30,34 25,08
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Tablo 11: miRNA ekspresyon deneylerinde elde edilen ACt degerleri
H:Mesane Kanseri Hastasi, S: Saglikh Kontrol ve T: Takip Hastast

Omek ActmiR-136-3p Act miR-210-3p ActmiR-21 ActmiR-139-5p | ActmiR-19
HI 3,74 191

H2 436 2,36 10,09 7,29
H3 828 4,03 -0,62

HS 14,45 4,68 -0,96 11,73 11,06
H7 6,74 3,99 -1,73 10,95
HS8 15,38 1,31 -2,00 12,99 11,60
H9 13,08 2,84 -348 11,92 10,52
H10 8,70 0,08 13,17

T19 5,51 -3,06

HI2 10,99 1,23

H13 10,11 -1,22 12,09 12,83
H14 0,61

HI15 6,76 3,06

H16 11,59 1,97

HI8 2,92

H19 0,71 941

H20 -0,12

H21 0,54

H22 3,78 2,77

H23 10,30 2,55 298 10,30 9,81
H24 1544 2,54 =322 12,09 1147
H25 486 1,66

H26 2,04 -3,99 7,03 7,03
H27 8,86 3,75 -3,86 9,29 10,08
H28 9,87 885 1,80 12,66

H29 340 0,78 12,14 11,59
H30 947 4,08 2,85 10,44 10,39
H31 533 4,57 10,69 10,69
H32 9,12 3,18 321 10,63

H33 5,72 -1,27 13,80
H34 12,73 3,00 293 8,88 1049
H37 4,16 -1,83 1291 12,08
H38 239 -191 13,59 10,36
H39 3,50 2,72

H40 233 4,78 9,05 7,02
H41 833 0,97 14,32 12,39
H42 9,56 2,06 -3,08 11,46 8,67
H43 841 325 14,34 16,24
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Tablo 11: miRNA’lara ait ACt degerleri (devam)
H:Mesane Kanseri Hastas, S: Saghkli Kontrol ve T: Takip Hastast

Ormek Act miR-136-3p Act miR-210-3p ActmiR- 21 ActmiR-139-5p | ActmiR-19
H44 8,95 -0,25 -3,61 7,57 9,09
H45 11,35 2,79 -2,87 10,61

H46 4,61 1,66 12,73 14,74
H47 246 -3,99 10,82 841
H48 942 2,07 4,17 9,08 7,59
H49 11,65 0,06 -043 12,02 12,77
H50 10,70 231 -5,30 13,70 845
H51 8,23 248 4,09

H52 11,76 1,89 -2,55 14,88 9,21
H54 6,83 2,05 9,66
HS55 10,81 2,17 4,09 9,63 783
H56 5,62 -0,92

H57 3,05 -3,29 9,30

H58 4,60 -1,58

H59 16,66 0,60 2,23 947 10,04
H60 1,67 -3,54 13,22 9,34
H61 9,50 235 431 13,28 8,74
H63 10,21 0,85 444 11,08

Ho64 15,63 243 2,12 11,08

H65 339 4,13 7,65

H66 8,59 3,79 331

H67 1,61 2,33

H68 8,06 5,36 16,19

H69 5,14 1,36 -5,76

H70 4,75 0,24 12,54

H71 3,63 -0,14 14,37

H72 3,58 -1,90 12,60

H73 11,32 3,06 437 12,12 8,90
H74 744

S1 7,95 2,65 15,94

S2 9,62 1,14 4,64 11,28 9,02
S3 145 -3,94

S4 0,61 4,86 7,40
S5 3,68 2,32 10,65 8,71
S6 6,81 329 291

S7 1,63 -5.32 8,58 5,60
S8 10,84 3,36 2,87 10,28 10,28
S9 527 -1,61
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Tablo 11: miRNA’lara ait ACt degerleri (devam)
H:Mesane Kanseri Hastasi, S: Saglikli Kontrol ve T: Takip Hastast

Omek ActmiR-136-3p Act miR-210-3p ActmiR-21 ActmiR-139-5p | ActmiR-19
S10 6,01 -0,36

S11 5,55 1,04 11,49 10,13
S12 825 3,10 12,33 9,59
S13 6,86 1,96 13,14

S14 7,77 249 13,51 1223
S15 5,51 -1,74 9,77
S16 3,90 0,45

S17 4,05 -1,54 10,82 10,82
S18 2,64 2,34 4,13
S19 13,36 583 -0,56 833 12,04
S20 6,86 0,71 13,14 15,00
S21 6,10 -0,98 10,23

S22 7,19 1,78 12,52

S23 441 247

S24 5,18 2,26

S25 9,65 4777 -1,55 9,81 10,85
S26 3,60 281

S27 11,75 2,53 22,61 9,52
S28 598 2,79

S29 7,36 2,54

S30 8,55

S31 6,40 -1,54 11,33
S32 323 -1,65 10,06 9,30
S33 13,50 1,22 -8,40 8,99 7,56
S34 10,33 5,62 231

T3 9,84 489 -1,64 10,21

T4 10,20 291 4,66 8,72 14,60
T5 10,54 2,65 441

T11 11,50 747 L11

T12 525 0,90 11,97 11,14
T14 2,81 -5.84 11,09 9,69
T15 5,78 -1,38 12,87

T16 4,10 0,58

T17 489 0,03

T18 2,68 -5,52 8,51

T20 9,31 2,68 -3.92 7,08 9,07
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10.3.1. miR-136-3p Ekspresyonlarinin Analizi

Hasta, kontrol ve takip hastas1 grubunda miR-136-3p ekspresyonu olmayan
ornek sayist hayli fazla oldugundan miR-136-3p ekspresyonunun mesane kanseri
hastalarinda kontrole gore ne 6l¢iide degisim gosterdiginin incelenmeside 4 gozlii
tablo kullanilmistir. Hasta, kontrol ve takip grubunda miR-136-3p ekspresyonu

olan ve olmayan hasta sayis1 Tablo 12’de belirtilmistir.

Tablo 12: Mesane kanseri hastalari, takip hastalar1 ve kontol grubunda miR-136-3p eksprese eden ve etmeyen
hasta sayilari, yiizdeleri, gdzlenen ve beklenen degerleri.

miR-136-3p Ekspresyonu

Ornek Var Yok
Gozlenen Beklenen  Gozlenen Beklenen
Say1 % Say1 % Toplam
Saglikh Kontrol 8 23,5 12,6 26 76,5 21,4 34
Mesane Kanseri 26 441 21,9 33 559 37,1 59
Takip Hastast 5 41,7 4,5 7 583 7,5 12
Toplam 39 66 105

p=0,134

Mesane kanseri hastalar1 ve kontrol grubunda mir-136-3p varlig1 acisindan
herhangi bir fark gézlenmemistir (p=0,134). Mesane kanseri, saglikli kontrol ve
takip hastas1 grubunda ekspresyon varliginin kiyaslanmasi y2 analizi ile yapilmistir
ve gruplar arasinda dagilim farki olmadigi gézlenmistir. Gozlenen ve beklenen

degerler Tablo 12°de belirtilmistir.

Mesane  kanseri  risk  gruplart  acisindan  miR-136-3p  varlig
degerlendirildiginde ekspresyon gozlenen ve gdzlenmeyen hastlarin dagilimi
asagidaki tablodaki gibidir (Tablo 13, Sekil 8). Tablonun istatistiksel
degerlendirmesi yapildiginda kasa invaze metastatik hasta grubu ile saglikli
kontroller arasindaki dagilim farkinin istatistiksel olarak anlamli oldugu
gozlenmigstir (p=0,0117). Buna goére kasa invaze metastatik mesane kanseri
hastalar1 saglikli kontrollere gore daha yiiksek oranda miR-136-3p eksprese etme
egilimindedir. Hasta gruplar1 ve saglikli kontrollerdeki genel dagilimin tesadiif

eseri olup olmadiginin anlasilmasi i¢in 6rnek gruplarinda miR-13-3p eksprese eden
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ve etmeyen sayilarinin trendi incelenmistir. Bunun i¢in “trend i¢in y2 kare testi (Chi
square for trend)” yontemi kullanilmistir. Trend egrisi Sekil 9°da belirtilmistir,
anlamlilik diizeyi ise p=0,0073 olarak hesaplanmistir yani 6rnek gruplar1 arasinda
kontrolden; kasa invaze mesastatik mesane kanserine dogru gidildik¢e miR-136-3p

eksprese eden orneklerin yiizdesi artmaktadir ve bu durum rastlantisal degildir.

miR-136-3p Ekspresyonu

Ornek Var Yok
Gozlenen Beklenen  Gozlenen Beklenen
Say1 % Say1 % Toplam

Kontrol 8 23,5 12,6 26 76,5 21,4 34

Diistik- Orta 6 31,6 7,1 13 684 11,9 19
Risk

Yiiksek Risk 10 41,7 8,9 14 583 15,1 24
Kasa Invaze 10 62,5 5,9 6 37,5 10,1 16
- Metastatik

Toplam 33 60

Kasa invaze- metastatik hasta grubu ile saglikli kontroller aras1 p=0,0117

Tablo 13: Mesane kanseri risk gruplarinda miR-136-3p eksprese eden ve etmeyen hasta sayilari,
yiizdeleri, gdzlenen ve beklenen degerleri.

301

B miR-136 Var
= miR-136 Yok

20+

10+

Ornek Sayisi

0- n
Saghkh Kontrol Duslik- Orta Risk Yilksek Risk Kasa Inv- Metast.

Sekil 9: Saglikli kontroller ve mesane kanseri risk gruplarinda mir-136-3peksprese eden ve etmeyen
ornek sayilari.

Primer tiimorii olan hastalar ve niiks hastalart miR-136-3p eksprese edip
etmemesi agisindan incelendiginde gruplar arasinda anlamli bir fark olmadig
gozlenmistir 42 primer tiimor hastasinin 21’inde miR-136-3p ekspresyonu
gozlenirken 21’inde gozlenmemistir, 17 niiks hastasinin ise 12’sinde miR-136-3p

ekspresyonu gozlenmezken 5’inde gézlenmistir. Oranlar farkli olmasina ragmen bu
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farkin istatistiksel agidan anlamli olmadigi belirlenmistir (Tablo 14). Aym
degerlendirme ACt degerleri kullanilarak ekspresyon diizeyi agisindan yapildiginda
yine gruplar arasinda herhangi bir fark gézlenmemistir. miR-136-3p eksprese eden
ve etmeyen hastalarin yasa gore dagilimi degerlendirilmis ve yas ile ekspresyon
durumu arasinda herhangi bir iligski gozlenmemistir. Bireylerin yast ile miR-136-3p
ekspresyon miktar1 arasindaki iliski Pearson korelasyonu ile incelenmistir miR-

136-3p ACt degerinin yas ile herhangi bir iliskisi olmadig1 belirlenmistir (p=0,547).

Trend data

30+

204

Omek Sayisi

104

Kontrol Diglik- Orta Risk Yiksek Risk Kasa invaze - Metastatik

Sekil 10: Saglikli kontroller ve mesane kanseri risk gruplarinda miR-136-3p ekspresyonu trend egrisi

Tablo 14: Primer timdr ve niiks hastalarinda miR-136-3p eksprese eden ve etmeyen hasta sayilari, ylizdeleri,
gozlenen ve beklenen degerleri.

miR-136-3p Ekspresyonu

Ornek Var Yok
Gozlenen Beklenen  Gozlenen Beklenen
Say1 % Say1 % Toplam
Primer Timor 21 50 18,5 21 50 235 42
Niiks 5 294 7,5 12 70,6 9,5 17
Toplam 26 33 59

p>0,05
—miR-136-3p ekspresyonu gozlenen hasta Ornekleri, kontroller ve takip
orneklerinde ekspresyon farkinin anlamli olup olmadiginin incelenmesi igin
ekspresyon gozlenen Orneklerin ACt degerleri hesaplandi. ACt degerleri
hesaplanirken RNU48 ve U6 housekeeping kontrol olarak kullanildi. Buna gore
saglikli kontrol ve takip hastalarinin miR-136-3p ACt degerleri normal dagilima

uygunken, mesane kanseri hastalarinin ACt degerlerinin normal dagilima uygun
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olmadig1 gézlendi. Bu sebeple gruplar arasi fark parametrik olmayan yontemlerden
Kruskal Wallis testi ile incelendi. Gruplar arasinda anlamli bir fark olmadigi
gozlendi. Kontrol grubu, mesane kanseri hastalar1 ve takip 6rneklerindeki miR-136-

3p ACt degerleri Sekil 11°da gosterilmigtir.

15,00

»
i
E

i

10,00

ACt miR-136-3p

o
B

i
o

I T I
Saglikll Kontrol Mesane Kanseri Takip Hastasi

Sekil 11: Saglikli kontroller, mesane kanseri hastalar1 ve takip hastalarmin miR-136-3p ACt degerleri.

Mesane kanseri risk gruplarinda kontrole gore miR-136-3p ekspresyonunda
anlamli bir fark olup olmadiginin incelenmesi i¢in dncelikle gruplarin ACt miR-
136-3p degerinin normal dagilima uygun olup olmadigi incelenmistir. Saglikli
kontroller, diisiik-orta risk grubu, yiiksek risk grubu ve metastatik- kasa invaze
gruplarinin tiimiiniin  ACt degerinin normal dagilima uydugu gozlenmistir,
gruplarin ortalama ACt degerinin grup i¢i dagiliminin anlamli diizeyde fark gosterip
gostermedigi ANNOVA testi ile incelenmis gruplar arasinda anlamli fark oldugu
gbzlenmistir (p=0,002). Gruplarin 2°1i olarak T- testi ile incelenmesi sonucunda
kasa invaze ve metastatik grubun ortalama ACt degerinin, diisiik orta risk
grubundan ve yiiksek risk grubundan yiiksek oldugu, yiiksek risk grubu hastalarinin
ortalama ACt degerinin ise takip hastalarindan diisiik oldugu tespit edilmistir
(swrasiyla; p=0,023; p=0,002; p=0,011, Tablo 15). miR-136-3p ACt degerlerinde
istatistiksel fark gdzlenen gruplarin ekspresyonlarmin degerlendirilmesinde 2"44¢t
degeri hesaplanarak ekspresyonun kat olarak degisimi belirlenmistir. Ekspresyon
degerleri normal dagilima uymadigindan gruplarin ortanca degerleri incelenmistir.

Gruplarin ACt ve ekspresyon degerleri Sekil 12°de gosterilmistir.
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Tablo 15 : Mesane kanseri risk gruplari, kontrol grubu ve takip hastalarinda anlaml fark gézlenen miR-136-3p
ACt degerleri ve ekspresyonlar

S.H:Standart hata, S.s: Standart Sapma, C.a: Ceyrekler agiklig1.

Ornek Say | Ortalama | SH | Omek Say1 Ortalama | SH | p
Diisiik- ACt 6 8,07 0,67 Kasa 10 11,61 099 0,023
Orta Risk invaze ve
metastatik
Ortanca Ss. Ca Ortanca  Ss. Ca
Ekspresyon 1,11 5,11 432 Ekspresyon ,085 2,59 0,82
Yiiksek ACt 10 745 0,26 Kasa 10 11,61 099 0,002
Risk invaze ve
metastatik
Ortanca Ss. Ca Ortanca  S.s. Ca
Ekspresyon 2,69 1,36 1,85 Ekspresyon ,085 2,59 0,82
Yiiksek ACt 10 745 0,26 Takip 5 9,55 0,885 0,011
Risk Hastasi
Ortanca Ss. Ca Ortanca  S.s. Ca
Ekspresyon 2,694 1,36 1,85 Ekspresyon ,67 .94 1,38
Saglikli ACt 8 8,91 0,73
Kontrol Saglikli kontrollerle herhangi bir hasta grubu
Ekspresyon  0,5883 3,24 3,82 arasinda anlamli ekspresyon farki
gbzlenmemistir.
a b
6,00
15,00 ’—| .
g9 §- s ’—‘
% 1250 5
g! E- 4,00 "
- w
& 1000 Q. 300
E = g 3 o
S5 2 oo
1,00 1 D
sar] o T | T o 7
Saghkh  Dusiuk-  Yiksek Kasa Takip

\ \ | | | . ksek
Saglkh  Duslk-  Yiksek Kasa  Takip Kontrol OrtaRisk  Risk  Invaze ve Hastasi

Kontrol ~ Orta Risk Risk Invaze ve Hastasi
Metastatik

Sekil 12: Mesane kanseri risk gruplari, saglikli kontroller ve takip hastalarinin miR-136-3p ACt (a) ve
ekspresyon (b) grafikleri.

Mesane kanseri alt risk gruplart arasinda miR-136-3p ACt degerleri incelenmis,

degerlerin normal dagilima uygun olduklar1 belirlenmistir. Bu sebeple ACt
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degerleri arasindaki fark T testi ile incelenmis, ancak ekspresyonlar normal
dagilima uygun olmadigindan farkin ekspresyon cinsinden ifadesinde ortancalar
kullanilmistir. T testi ¢oziimlemeleri kontrol grubu ile kas invazyonu gdézlenen grup
arasinda (p=0,029), diisiik risk hasta grubu ile kasa invaze hasta grubu arasinda
(p=0,030), ytiksek risk hasta grubu ile kasa invaze grup arasinda (p=0,03), yiiksek
risk grubu ile takip hastalar1 arasinda (p=0,019) anlaml1 fark oldugunu gostermistir.
Ekspresyonlar acisindan bakildiginda saglikli  kontrollerin  miR-136-3p
ekspresyonu, kas invazyonu gozlenen grubun yaklasik 17 kati, diisiik risk hasta
grubunun miR-136-3p ekspresyonu, kas invazyonu gozlenen grubun yaklasik 39
kati, yliksek risk hasta grubunun miR-136-3p ekspresyonu, kas invazyonu gozlenen
grubun yaklasik 79 katidir. Yiiksek risk grubu hastalarin ekspresyonu ise takip
hastalarinin yaklasik 4 kat1 kadardir. ACt ve ekspresyonlara iligkin sayisal veriler

tablo 16’da, ekspresyon ve ACt grafikleri ise sekil 13’te gosterilmistir.

Tablo 16: Mesane kanseri alt risk gruplari, saglikli kontroller ve takip hastalarinda anlamli fark gézlenen ACt
degerleri ve ekspresyonlar.

Ornek ‘ ‘ Say1 ‘ Ort. | SH ‘ Ornek ‘ Say1 | Ortalama | SH | p
Saghkh ACt 8 8,92 0,73 Kasa 7 12,56 1,03 0,029
Kontroller invaze

Ortanca Ss. Ca Ortanca  S.s. Ca
Ekspresyon 0,59 324 382 Ekspresyon ,034 0,89 0,30
Diisiik ACt 5 7,86 0,78 Kasa 7 12,56 1,03 0,030
Risk invaze

Ortanca Ss. Ca Ortanca  S.s. Ca
Ekspresyon 1,32 555 714 Ekspresyon ,034 0,89 0,30
Yiiksek ACt 10 745 0,26 Kasa 7 12,56 1,03 0,002
Risk invaze

Ortanca Ss. Ca Ortanca  S.s. Ca
Ekspresyon 2,694 136 1,85 Ekspresyon ,034 0,89 0,30
Yiiksek ACt 10 745 0,26  Takip 5 9,55 0,885 0,019
Risk Hastasi

Ortanca Ss. Ca Ortanca  S.s. Ca
Ekspresyon 2,694 1,36 1,85 Ekspresyon ,67 94 1,38
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Sekil 13:Mesane kanseri alt risk gruplari, saglikli kontroller ve takip hastalarinin miR-136-3p ACt (a) ve
ekspresyon (b) grafikleri.

10.3.2. miR-210-3p Ekspresyonlarinin Analizi

Toplam 59 mesane kanseri hastasi, 34 saglikli kontrol ve 12 takip hastasina ait
tiriner ekzozomda miR-210-3p ekspresyonu incelenmistir. Tekrarlara ragmen 4
hasta ve 1 kontrolde ekspresyon saptanamamaistir. Buna gére miR-210-3p eksprese
eden 55 hasta, 33 kontrol ve 12 takip hastas1 vardir (Tablo 17) ve bu dagilim

istatistiksel olarak anlamli degildir.

Tablo 17: Saglikli kontroller, mesane kanseri hastalar1 ve takip hastalarinda miR-210-3p eksprese eden ve
etmeyen Ornek sayilari, yiizdeleri, gdzlenen ve beklenen degerleri.

miR-210-3p Ekspresyonu

Ornek Var Yok
Gozlenen Beklenen Gozlenen Beklenen
Say1 % Say1 % Toplam
Saghkl Kontrol 33 97,1 324 1 29 1,6 34
Mesane Kanseri 55 93,2 56,2 4 6.8 28 59
Takip Hastast 12 100 114 0 0 0,6 12
Toplam

p>0,05

Mesane kanseri risk gruplarinin miR-210-3p eksprese edip etmedigi

incelendiginde gruplar arasi fark gézlenmemistir.

Primer tiimor, niiks hastalar1 ve sagikli kontroller arasinda miR-210-3p
eksprese edip etmemeleri acisidan fark olup olmadigi incelendiginde primer timorii
olan hastalarda miR-210-3p eksprese den 6rnek yiizdesinin, niiks hastalarindan
fazla oldugu gozlenmistir (p=0,0052, Tablo 18 ve Sekil 14). Niiks hastalariyla

kontrol 6rnekleri arasinda ve primer tiimorler ile kontroller arasinda anlamli bir fark
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gdzlenmemistir. Orneklerin yast ile ekspresyon varlig1 arasinda zayif bir korelasyon

gozlendiyse de 6rnek sayisi hayli az oldugundan bu durum dikkate alinmamuistir.

Tablo 18: Primer tiimor, niiks hastalar1 ve kontrol grubunda miR-210-3p eksprese eden ve etmeyen 6rnek
sayilari, yiizdeleri, gbzlenen ve beklenen degerleri.

miR-210-3p Ekspresyonu

Ornek Var Yok
Gozlenen Beklenen Gozlenen Beklenen
Say1 % Say1 % Toplam
Primer Tiimor 42 100 39,7 0 0 2,3 42
Niiks 13 76,5 16,1 4 235 0,9 17
Saglikh Kontrol 33 97,1 324 1 29 1,6 34
Toplam 88 5 93

Primer tiimor ve niiks hastalar1 arasinda p=0,0052

50 -
B miR-210-3p yok
40 4 miR-210-3p var
30 -

20 4

Ornek sayisi

10

0 - =

primer niiks kontrol

Sekil 14: Primer tiimorii olan hastalar, niiks hastalar1 ve saglikli kontrollerin miR-210-3p eksprese eden ve
etmeyen Ornek sayilari.

Ct degeri elde edilen toplam 100 ornegin ekspresyon farkinin istatistiksel
degerlendirmesi ACt degerlerinin karsilagtirilmasi ile yapilmistir. Saglikli kontrol,
mesane kanseri ve takip hastalarinin ekspresyon diizeylerinin karsilastirilmasinda
degerler normal dagilima uygun olmadigindan Kruskal Wallis testi ile incelenmis
ve ikili gruplar arasinda fark Mann Whitney U testi ile incelenmistir. Mesane
kanseri hastalari ile saglikli kontrollerin miR-210-3p ACt degerleri arasinda anlamli
fark gozlenmistir (p=0,049). Ekspresyon degerlerine iliskin sayisal veriler Tablo
19°da yer almaktadir. Mesane kanseri hastalari, saglikli kontroller ve takip

hastalarinin ekspresyon ve ACt grafikleri ise sekil 15°te gosterilmistir.
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Tablo 19: Saglikli kontroller, mesane kanseri risk gruplar1 ve takip hastalarinin miR-210-3p ekspresyonuna
iligkin istatistiksel degerler.

s.s: standart sapma, ¢.a: ¢ceyrekler agikligi

miR-210-3p Ekspresyonu

Ortanca S.S. C.a.
Saghkh Kontrol 1,29 9,78 4,09
Mesane Kanseri 424 10,28 10,03
Diisiik-Orta Risk 4,86 6,89 11,70
Yiiksek Risk 4,66 11,68 17
Kasa Invaze-Metastatik 2,44 11,54 9,71
Takip Hastalar1 0,54 5,06 6,92

Saglikli kontroller ve mesane kanseri hastalar1 i¢in p=0,049

Saglikli kontroller ve yiiksek risk grubu igin p=0,035

Mesane kanseri risk gruplarinda ekspresyon diizeyinde herhangi bir fark olup
olmadiginin incelenmesi i¢in Oncelikle veri analizi yapilmis ve gruplarin ACt
degerlerinin normal dagilima uymadigi belirlenmistir. Bu sebeple gruplar arasi
farkin aranmasinda parametrik olmayan yontemler kullanilmis ve gruplar arasinda
anlamli bir fark olmadigi gozlenmistir (p=0,199). Ornek gruplarmin 2’serli
kargilastirmalart Mann Whitney U testi ile yapilmistir ve yiiksek riskli hasta
grubunda miR-210-3p ekspresyonunun saglikli kontrollere gore yaklasik 4 kat
arttig1 belirlenmistir (p=0,035) (Sekil 16).
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Sekil 15: Saglikli kontroller, mesane kanseri hastalar1 ve takip grubunda miR-210-3p ekspresyonu ve ACt
degerleri.
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Sekil 16: Saglikli kontroller, mesane kanseri risk gruplari ve takip hastalarmm miR-210-3p ACt (a) ve
ekspresyon (b) grafikleri.

Primer tiimorii olan hastalar ve niiks hastalarinin ACt miR-210-3p degerleri,
veri normal dagilima uymadigindan Mann Whitney U testi ile incelenmistir ve
gruplar arasi anlamli fark gézlenmemistir. Primer tiimor ve niiks hastalarinin ACt
miR-210-3p dagilimlari Sekil 17°de gosterilmistir. Bireylerin yas1 ve ACt miR-210-
3p degerleri arasinda da anlamli bir iliski gozlenmemistir. miR-210-3p

ekspresyonunun yasla iliskisi yoktur.

A 250 b °
2500
=]
10,00 . g
20007
o Q >
@ ° a2
S 7sod =
S )
o X 1500
-4 w
£ sood o
8 3
— 1000
4 §
250 [
E
500
001

T T ’ I I
Primer Tumér Nuks Primer Tumér Nuks

Sekil 17: Primer tiimor ve niiks hastalariin ACt miR-210-3p (a) ve miR-210-3p ekspresyon (b) degerleri.
10.3.3. miR-21-5p Ekspresyonlarinin Analizi

Orneklerin tiimiinde miR-21-5p ekspresyonu saptanmistir. Saglikli kontroller,
mesane kanseri hastalar1 ve takip hastalarinin ACt degerleri incelenmis ve normal
dagilima uygun olmadiklart gozlenmistir. Bu sebeple istatistiksel anlam
aranmasinda non parametrik yontemler kullanilmig ve miR-21-5p ACt degerlerinin
gruplar arasinda farkli olmadigi belirlenmistir. Mesane kanseri risk gruplar
acisindan degerlendirildiginde de gruplarin kendi arasinda ya da kontrole gore ACt
degerlerinde anlamli fark olmadig1 belirlenmistir. Gruplara ait ACt degerleri Sekil

18’de gosterilmistir.
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Sekil 18: Saglikli kontroller, mesane kanseri risk gruplart ve takip hastalarinin (a) ve mesane kanseri risk
gruplarinm (b) ACt miR-21-5p degerleri.

Primer tiimér ve niiks hastalart miR-21-5p ACt degerleri acgisindan
incelendiginde niiks hastalarinin ACt degeri primer timorii olanlara gore 4 kat
artmis gibi gézlikmesine ragmen bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir (Sekil
19 ve p>0,05). miR-21-5p ekspresyonunun yas ile de herhangi bir iliskisi olmadig1

saptanmistir.
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Sekil 19: Niiks ve primer tiimor hastalarinin ACt miR-21-5p degerleri.

10.3.4. miR-139-5p Ekspresyonlarinin Analizi

59 hastanin 18’inde, 34 kontrol drneginin 17’sinde ve 12 takip hastasinin
5’inde miR-139-5p ekspresyonu saptanamamustir (Tablo 20). Ekspresyon varlig
ya da yoklugu acisindan degerlendirildiginde saglikli kontroller, mesane kanseri
hastalar1 ve takip 6rnekleri arasinda istatistiksel bir fark gozlenmemistir. Mesane

kanseri risk gruplar1 agisindan incelendiginde de miR-139-5p ekspresyonu
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gozlenen ve gozlenmeyen hastalarin  dagiliminda istatistiksel bir fark
gdzlenmemistir. Orneklerin yasi ile miR-139-5p eksprese edip etmemesi arasinda

da herhangi bir iligski gdzlenmemistir.

Tablo 20: Mesane kanseri hastalari, takip hastalar1 ve kontol grubunda miR-139-5p eksprese eden ve etmeyen
hasta sayilari, yiizdeleri, gbzlenen ve beklenen degerleri.

miR-139-5p Ekspresyonu

Var Yok
Ornek Gozlenen Beklenen  Gozlenen Beklenen
Say1 % Say1 % Toplam
Saglikli Kontrol 17 50 21 17 50 13 34
Mesane Kanseri 41 69,5 36,5 18 30,5 22,5 59
Takip Hastas1 7 58,3 7,4 5 41,7 4,6 12
Toplam 65 40 105

Primer tiimorii olan hastalar, niiks hastalar1 ve saglikli kontroller miR-139-5p
eksprese edip etmemelerine gore Fisher’s exact test ile degerlendirilmistir, Ikili
gruplar aras1 farkin aranmasinda 4 gézlii tablo kullanilmistir. Primer tlimorii olan
hasta grubunda miR-139-5p eksprese edenlerin niiks 6rneklerine gore daha yiiksek
oranda bulundugu ve bu farkin anlamli oldugu gézlenmistir (p=0,0281; Sekil 20 ve
Tablo 21). Primer timor grubunda miR-139-5p eksprese eden 6rnek ylizdesinin

kontrol grubundan daha yiiksek oldugu gézlenmistir (p=0,0145).
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Sekil 20:Primer tiimor, niiks hastalari, takip hastalar1 ve saglikli kontrollerde miR-139-5p eksprese eden ve
etmeyen Ornek sayilari.
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Tablo 21: Primer tiimor, niiks, takip hastalar1 ve kontrol grubunda miR-139-5p eksprese eden 6rnek sayilari ve
yiizdeleri.

miR-139-5p Ekspresyonu

Var Yok Toplam
Say1 % Say1 %
Primer Tiimor 33 78,6 9 214 42
Niiks 8 47,1 9 52,9 17
Kontrol 17 50 17 50 34
Takip 7 58,3 5 41,7 13
Toplam 65 40 105

Primer tiimor ve niiks hastalari i¢in p=0,0281
Primer tiimor ve kontrol grubu i¢in p=0,0145

Ekspresyon gozlenen 6rneklerin ACt degerleri incelendiginde normal dagilima
uyduklar1 belirlenmis ve aralarindaki fark T testi ile incelenmistir. Saglikli
kontroller, mesane kanseri hastalar1 ve takip hastalarinin ACt miR-139-5p degerleri

arasinda istatistiksel bir fark olmadig1 gozlenmistir.

Mesane kanseri risk gruplart acgisindan miR-139-5p ACt degerleri
incelendiginde, ACt degerlerinin normal dagilima uygun olarak dagildig:
belirlenmistir. Bu sebeple gruplar arasi farkin aranmasinda parametrik yontemler
kullanilmistir. Iki grup aras1 fark T testi ile incelenmistir. Kasa invaze-metastaik
grubun ortalama ACt degerinin diisiik orta risk grubundan, yiiksek risk grubundan
ve takip hastalarindan anlamli derecede farkli oldugu belirlenmistir (sirasiyla
p=0,027, p=0,020 ve p=0,045). Gruplarin ekspresyon degerleri normal
dagilmadigindan farkin ekspresyon cinsinden ifadesi ortancalar {izerinden
yapilmistir. Buna gore diisiik orta risk grubu hastalarin ve yiiksek risk grubu
hastalarin miR-139-5p ekspresyonu kasa invaze metastatik hastalarin yaklasik 10
katiyken, takip hastalarinin ekspresyonu ise kasa invaze metastatik hasta grubunun

yaklagik 20 kat1 kadardir (Sekil 21 ve Tablo 22).
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Tablo 22: miR-139-5p ekspresyon farki gézlenen gruplarin ekspresyonuna iliskin istatistiksel degerler.

S.s: standart sapma ve ¢.a: ¢eyrekler agikligi

Ormek Say1 Ortanca Ss Ca
Ekspresyon var Ekspresyon yok

Saglikli Kontrol 17 17 1,28 7,22 7,80
Diisiik-Orta Risk 14 5 2,14 123 747
Yiiksek Risk 14 10 2,77 8,84 11,89
Kasa invaze ve 13 3 0,23 8,26 1,72
metastatik

Takip Hastasi 7 5 4,86 12,34 12,85

Diisiik orta risk grubu ve kasa invaze metastatik grup arasi p=0,027
Yiiksek risk ve kasa invaze metastatik grup arasi p=0,020
Takip hastalari ve kasa invaze metastatik grup aras1 p=0,045
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Sekil 21: Mesane kanseri risk gruplari, saglikli kontroller ve takip hastalarinda miR-139-5p ACt (a) ve
ekspresyon (b) grafikleri.

ACt miR-139-5p

miR-139-6p Ekspresyon

Kasa invaze metastatik grubun miR-139-5p ekspresyonunun diisiik-orta risk grubu,
yiiksek risk grubu ve takip hastalarindan olusan gruba gore anlamli 6l¢iide diisiik
oldugunun belirlenmesi {izerine mesane kanseri alt risk gruplarinda da
ekspresyonlar incelenmistir. Buna gore kasa invaze grubun ACt degeri diisiik risk,
yiiksek risk ve takip hastasi grubundan farklidir ve bu fark istatistiksel olarak
anlamlidir (sirasiyla p=0,009; p=0,010; p=0,024). Farkin ekspresyon olarak ifadesi
icin mesane kanseri alt risk gruplarinin ekspresyon degerleri incelenmis ve normal
dagilima uygun olmadiklar1 belirlenmistir, bu sebeple gruplarin ortanca ekspresyon
degerleri dikkate alinmistir. Gruplarin ACt ve ekspresyon grafikleri sekil 22°de
gosterilmistir. Ekspresyonlara iliskin istatistiksel degerler ise tablo 23’te yer
almaktadir. Elde edilen degerlere gore kas invazyonu gozlenen grubun miR-139-5p

ekspresyonu diisiik risk, yiiksek risk ve takip hastalarina gore hayli diisiiktiir.
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Sekil 22: Mesane kanseri alt risk gruplari, saglikli kontroller ve takip hastalarinda miR-139-5p ACt (a)
ve ekspresyon (b) grafikleri.

Tablo 23: Mesane kanseri alt risk gruplarinin miR-139-5p ekspresyonuna iligkin istatistiksel degerler.

Ornek Say1 Ortanca S.s Ca
Ekspresyon var Ekspresyon yok
Saglikli Kontrol 17 17 1,28 7,22 7,80
Diisiik Risk 12 4 3,06 13,03 7,94
Orta Risk 2 1 0,75 0,73 -
Yiiksek Risk 14 10 2,77 8,84 11,89
Kasa invaze 10 3 0,21 1,63 1,50
Metastatik 3 0 0,23 17,33 -
Takip Hastasi 7 5 4,86 12,34 12,85

Diisiik risk grubu ve kasa invaze grup arasi p=0,009
Yiiksek risk ve kasa invaze grup arast p=0,010
Takip hastalari ve kasa invaze grup arasi p=0,024

Primer tiimdrii olan hastalar ve niiks grubu arasinda ekspresyon acgisindan herhangi
bir fark olmadigi gozlenmistir. Ayrica yas ve ekspresyon arasinda da iliski

saptanmamuistir.

10.3.5. miR-19b1-5p Ekspresyonlarinin Analizi

Orneklerin neredeyse yarisinda miR-19b1-5p ekspresyonu saptanamamistir
(Tablo 24). Ekspresyon varligi yoklugu agisindan saglikli kontroller, mesane
kanseri hastalar1 ve takip 6rnekleri arasinda herhangi bir anlamli fark gézlenmemis,
pimer tiimdr ve niiks hastalar1 ve yas ile miR-19b1-5p varlig1 arasinda da herhangi

bir anlamli iligki saptanamamistir.
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Tablo 24: Mesane kanseri hastalari, takip hastalar1 ve kontol grubunda miR-139-5p eksprese eden ve etmeyen
hasta sayilari, yiizdeleri, gdzlenen ve beklenen degerleri.

miR-19b1-5p Ekspresyonu

Ornek Var Yok
Gozlenen Beklenen Gozlenen Beklenen
Say1 % Say1 % Toplam
Saglikl Kontrol 18 529 17,8 16 47,1 16,2 34
Mesane Kanseri 33 559 30,9 26 44,1 28,1 59
Takip Hastasi 4 333 6,3 8 66,7 5,7 12
Toplam 55 50 105

Ekspresyon seviyeleri arasi farkin incelenmesi i¢in dncelikle ACt degerleri
incelenmistir. Mesane kanseri hastalari, saglikli kontroller ve takip hastalarinin ACt
degerleri normal dagilima uygundur bu sebeple ACt degerlerindeki farkin
anlamlilig1 Annova testi ve 2’serli gruplar halinde T testi ile incelenmistir. Gruplar

arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir.

Mesane kanseri risk gruplar1 degerlendirildiginde yiiksek riskli hasta grubu ile
kasa invaze metastatik grubun ACt degerleri arasindaki farkin anlamli oldugu
gozlenmistir (p=0,013). Fark ekspresyon degeri agisindan incelendiginde, gruplar
aras1 ekspresyon degerlerinin normal dagilima uygun olarak dagilmadig:
belirlenmistir, bu sebeple gruplarin ortanca ekspresyon degerleri kiyaslanmistir.
Yiiksek risk hasta grubunun miR-19b1-5p ekspresyonunun kasa invaze metastatik
grubun ekspresyonunun yaklasitk 15 kati oldugu go6zlenmistir. Gruplarin
ekspresyon ve ACt grafikleri sekil 23’te gosterilmistir. Ekspresyonlara iligkin
istatistiksel degerler ise Tablo 25°te belirtilmistir.
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Sekil 23: Mesane kanseri risk gruplari, saglikli kontroller ve takip hastalarinda miR-19b1-5p ACt (a) ve
ekspresyon (b) grafikleri.

Tablo 25:Mesane kanseri risk gruplarinda miR-19b1-5p ekspresyonuna iliskin istatistiksel degerler.

miR-19b1-5p Ekspresyonu

Var Yok
Say1 % Sayi % Ortanca  S.s Ca
Saglikli Kontrol 18 529 16 47,1 0,802 11,64 321
Diisiik-Orta Risk 11 579 8 42,1 2781 394 797
Yiiksek Risk 11 458 13 542 3,012 584 5,61
Kasa invaze ve Metastatik 11 688 5 31,3 0,191 6,82 091
Takip Hastas1 4 333 8 66,7 1,255 1,70 3,14

Diisiik orta risk hasta grubu ile kasa invaze metastatik grup aras1 p=0,05
Yiiksek risk hasta grubu ile kasa invaze metastatik grup aras1 p=0,013

Mesane kanseri ana risk gruplarinda gozlenen farkliliklarin alt risk gruplari
acisindan da incelenmesi i¢in ACt degerleri analiz edilmistir. Degerlerin normal
dagilima uygun oldugu belirlenmis, gruplar arasi1 fark T testi ile incelenmistir. Kasa
invaze hasta grubunun ACt degerinin saglikli kontrollerden, diisiik risk hasta
grubundan ve yiiksek risk hasta grubundan farkli oldugu gozlenmistir (sirastyla
p=0,013; p=0,016 ve p=0,002). Farkin ekspresyon cinsinden ifade edilmesi i¢in
ekspresyonlar incelenmistir. Ekspresyon degerleri normal dagilima uygun
olmadigindan ortancalar1 dikkate alinmigtir. Buna gore kas invazyonu olan hasta
grubunda miR-19b1-5p ekspresyonu kontrolden yaklasik 4 kat, diisiikk risk
grubundan 10 kat ve yiiksek risk grubundan 15 kat daha azdir. Gruplarin ekspresyon
ve ACt grafikleri sekil 24°te, ekspresyonuna iligkin istatistiksel degerler ise tablo

26’da 6zetlenmistir.
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Sekil 24: Mesane kanseri alt risk gruplari, saglikli kontroller ve takip hastalarinda miR-19b1-5p ACt (a) ve
ekspresyon (b) grafikleri.

Tablo 26: Mesane kanseri alt risk gruplarinda, saglikli kontroller ve takip hastalarinda miR-19b1-5p
ekspresyonuna iliskin istatistiksel degerler.

s.s:standart sapma, ¢.a:geyrekler aralig

miR-19b1-5p
Ornek Grubu Ekspresyonu Ekspresyona iliskin Istatistiksel Degerler
Var Yok Ortanca S.S Ca
Saghkh Kontrol 18 16 0,80 11,64 321
Diisiik Risk 10 6 1,89 4,15 8,06
Orta Risk 1 2 321 - -
Yiiksek Risk 11 13 3,01 5,84 5,61
Kasa Invaze 8 5 0,19 0,32 0,47
Metastatik 3 0 1,41 12,85 -
Takip Hastas1 4 8 1,25 1,70 3,14

Saglikli kontroller ve kasa Invaze grup arasinda p=0,013

Diistik risk hasta grubu ve kasa invaze grup arasinda p=0,016

Yiiksek risk hasta grubu ve kasa invaze grup arasinda p=0,002

Elde edilen veriler miR-19b1-5p’nin invazyon ile iligkili olabilecegini isaret
etmektedir. Bunu incelemek i¢in kas invazyonu gozlenen hastalar ayri bir grup
olarak degerlendirilmis ve bu hasta grubundaki ekspresyonun diger gruplardan ne
Olciide farklilik gosterdigi incelenmistir. miR-19b1-5p ekspresyonunun saglikli

kontroller, takip hastalar1 ve kas invazyonu gdzlenmeyen tiim mesane kanseri
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orneklerinden olusturulan ana gruba gore kas invazyonu gozlenen grupta yaklasik

8 kat az oldugu tespit edilmistir (p=0,002, Tablo 27 ve Sekil 25).

Tablo 27: Invazif ve non invazif 6rnek gruplarinda miR-19b1-5p ekspresyonuna iliskin istatistiksel degerler.

s.s: standart sapma, ¢.a: geyrekler aralig1

Ornek Say1 Ortanca S.S ca
Noninvazif Grup 47 1,54 8,40 4,90
Invazif 8 0,19 0,32 0,47
p=0,002
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Sekil 25: Invazif ve non invazif 6rnek grubunda miR-19b1-5p ACt (a) ve ekspresyon (b) grafikleri.

Ornek gruplari yeniden diizenlenmis ve invazif grubun ACt degerinin invazif
olmayan tiim mesane kanseri Ornekleri ya da saglikli kontrollerden farki
incelenmistir. Olusturulan yeni gruplar; invazif mesane kanseri 6rnekleri, invazif
olmayan mesane kanseri 6rnekleri ve saglikli kontroller olmak {izere 3 adettir. Bu
gruplarda ACt degerlerinin normal dagilima uygun oldugu belirlenmis ve gruplar
arasi karsilastirma T testi ile yapilmistir. invazif mesane kanseri grubunun saglikli
kontroller ve non invazif mesane kanseri grubundan anlamli diizeyde farkli ACt
degerine sahip oldugu goézlenmistir (sirasiyla p=0,013 ve p=0,001). Bu fark
ekspresyon agisindan incelendiginde ekspresyonlarin normal dagilima uymadigi
belirlenmis bu nedenle ortancalar1 dikkate alinmustir. Yapilan degerlendirmeye
gore saglikli kontrollerin miR-19b1-5p ekspresyonu invazif hastalarin taklagik 4,3
kat1 ve invazif olmayan mesane kanseri 6rneklerinin ekspresyonu invazif 6rneklerin

yaklagik 14,8 katidir (Sekil 26 ve Tablo 28).
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Tablo 28: Non invazif mesane kanserleri, invazif mesane kanserleri ve saglikli kontrollerde miR-19b1-5p
ekspresyonuna iliskin istatistiksel degerler.

s.s:Standart sapma, m:ortanca, ¢.a: ¢eyrekler agikligini ifade etmektedir.

miR-19b1-5p ekspresyonuna iligkin istatistiksel degerler

Ormek Sayi. m  ss ca Ornek Say1 m 5.8 ca P
Noninvazif 25 251 572 541 invazif 8 0,19 0,32 0,45 0,001
Mesane Mesane
kanserleri kanserleri
Saghkh 18 80 11,64 321 invazif 8 0,19 0,32 047 0,013
Kontroller Mesane
kanserleri
a b
. 23 : 10,00
-:;’ 12,00+ E- - o
E 10,004 I'IQJ-
E :nl- 5,001
5 8,007 g "
4 <
6,007 E ’—|
° Q ==

I I b I I

‘ ;
Saglkh Kontrol Invazif Noninvazif M.K Saglikh Kontrol Invazif Noninvazif M.K

Sekil 26: Invazif mesane kanserleri, non invazif mesane kanserleri ve saglikli kontrollerin miR-19b1-5p ACt
(a) ve ekspresyon (b) grafikleri.

Niiks hastalar1 ve primer tiimorii olan hastalar arasinda miR-19b1-5p
ekspresyonu acisindan herhangi bir anlamli fark gézlenmemistir benzer sekilde yas

ile de herhangi bir iliski saptanmamugtir.

10.3.6. miR-16-5p Ekspresyonlarinin Analizi

Orneklerin tiimiinde miR-16-5p ekspresyonu saptanmistir. Saglikli kontrol,
mesane kanseri ve takip drneklerinin ACt degerleri normal dagilima uymaktadir bu
sebeple farkin anlamlilik diizeyinin incelenmesinde T testi kullanilmis ve anlamli

bir fark olmadig1 belirlenmistir.

Mesane kanseri risk gruplarinda ve alt risk gruplarinda ACt degerlerinin normal
dagilima uygun oldugu belirlenmis, gruplar arast ACt fark: T testi ile incelenmis ve
gruplar arasinda fark olmadig1 gézlenmistir. Primer tiimdr ve niiks hastalarinin ACt

degerlerinde de anlamli fark gozlenmemistir.
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10.3.7. miRNA Ekspresyonlar arasi iliskiler

miRNAekspresyonlar: arasi zayif korelasyonlar gozlenmistir. Korelasyonlara

iligkin veriler Tablo 29°da 6zetlenmistir.

Tablo 29: miRNA ekspresyonlari arasi korelasyonlara iliskin istatistiksel degerler.

Ekspresyonu incelenen miRNA Cifti  Korelasyon kat sayist  p degeri

miR-136-3p ve miR-19 0,406 0,04

miR-136-3p ve miR-16-5p 0,382 0,016

miR-21-5p ve miR-16-5p 0,195 0,046
ELISA Sonuclan

Toplam 55 mesane kanseri hastasi idrari, 34 saglikli kontrole ait idrar ve 10
takip hastasinin idrar Ornegi ELISA yontemiyle incelenmistir. ELISA testi
sonucunda elde edilen fotometrik degerler 4 parametreli lojistik regresyon analizi
ile degerlendirilmistir. Tiim proteinlere ait konsantrasyon degerleri Tablo 30’da

belirtilmistir.

Tablo 30°da idrar 6rneklerindeki protein miktarlar1 goriillmektedir. Ancak bu
degerlerin anlam ifade edebilmesi i¢in normalize edilmesi gerekmektedir. Bireyin
dehidrasyon gibi fizyolojik degisimlerini ekarte etmek icin kreatinine gore
normalizasyon literatlirde siklikla yer alan bir normalizasyon stratejisidir (Tang,
Toh, ve Teo, 2015; H. Zhou ve ark., 2006). Bu ¢alismada da normalizasyon igin
kreatinin kullanilmistir. Kreatinine gore normalize edilmis iiriner protein

konsantrasyonlar1 Tablo 31°de belirtilmistir.
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Tablo 30: ELISA deneyleri sonucu elde edilen optik dansiteler kullanilarak hesaplanmis protein
konsantrasyonlari.

H:Mesane kanseri hastasi, S: Saglikli Kontrol ve T: takip hastalarini ifade etmektedir.

Uriner Protein Konsantrasyonu (ng/mL)

Ormek APEI1/REF1 BLCA4 CRK NMP22 VIM Cr

Hl 1,647 9,693 1,264 8,183 5,714 0,121
H2 145 6,917 1,191 8,805 1,823 0,133
H3 1,608 7212 1,376 6,772 4812 0,278
H5 1,723 9,292 1471 9,292 5,685 0,148
H7 2,137 10,644 1,060 12,225 6,506 0,123
H8 1,755 10,733 1,341 6,795 6,032 0,101
H9 1,886 7,178 1,459 9,324 5,067 0,111
H10 1,519 8,59 1,114 6,79 6,556 0,127
HI2 1,937 8,015 1,259 8,065 5,771 0,121
H13 1,803 8,07 1,301 7,618 6,306 0,118
H14 1,694 9,632 1,229 5,681 7,100 0,098
H15 1,59 8,051 1416 457 5272 0,109
Hi16 1,672 8,927 1,737 12,163 4,400 0,151
H19 1,979 7,696 1,501 3,922 5,721 0,137
H20 1,763 6,86 1,507 4,689 6,049 0,127
H21 1,392 7,896 0,886 5,57 4957 0,101
H23 0,856 5,589 1,348 6,954 4,541 0,113
H24 1,612 9496 1,208 5,993 6,901 0,196
H25 1,566 8,729 1,331 5,469 6,920 0,149
H26 1,555 8,594 1,341 2,545 6,251 0,133
H28 1,463 7873 1,465 2,458 6,901 0,130
H29 1,489 9,165 1,307 6,514 6,672 0,150
H30 1,768 10,522 1,774 9479 6,800 0,170
H31 1,23 6,76 1,184 7,185 2,873 0,144
H32 1,713 9,077 1,353 10437 8,194 0,108
H33 1,641 9,291 1,445 2,408 6,119 0,110
H34 1,562 9,793 1,823 8,699 5443 0,170
H37 1,56 9,228 1471 6,499 5,392 0,140
H38 1454 7,827 1,512 9,322 4,843 0,137
H39 1,448 8,23 1,888 3,642 6,005 0,208
H40 1,754 9,676 1422 5483 6,384 0,155
H43 1,634 9,611 1,383 5,339 4,732 0,359
H44 1,206 6,774 1,643 9,808 4,893 0,163
H45 1,261 6,71 1,668 8,281 5,259 0,170
H46 1,405 8,05 1,517 6,619 4,716 0,162
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Tablo 30: ELISA deneyleri sonucu elde edilen optik dansiteler ile kullanilarak hesaplanmis protein konsantrasyonlart

(devam)
Uriner Protein Konsantrasyonu (ng/mL)

Omek APE1/REF1 BLCA4 CRK NMP22 VIM Cr
H47 1,492 10,468 1,494 127 6,837 0,186
H48 1,224 7873 1,438 0,711 5,988 0,285
H49 1,353 8,778 1,339 7,556 4,700 0,195
H50 1,837 11,336 1,192 10,098 7256 0,170
H51 1,438 8,606 1,623 8,895 5,484 0,159
H52 1,377 9,611 1,425 9,059 4,557 0,205
H54 1,575 9,115 1473 0976 5,704 0,155
H55 1,208 6,939 1,460 9,333 5,079 0,290
H56 1,248 8326 1,239 31,733 5,510 0,384
H57 1,622 9,19 1,410 6,052 6,393 0,179
H58 1,6 9,09 1,091 4302 6,855 0,134
H59 1,569 10,068 1,397 0,582 5893 0,240
H60 1,791 10,334 1,288 2,823 6,136 0,150
H61 1,558 11,577 1,138 10,702 6,509 0,162
H63 1,686 8,05 1412 9,269 5,747 0,291
H64 0,252 0,876 0,065 0 0,000 0,036
H65 1,514 7,291 1,491 2,925 6,224 0,257
H66 1,472 6,849 1215 9,076 5,585 0211
H67 1,022 7,199 1,581 8,101 4,758 0,339
H68 0,850 6,084 1,309 8,01 3,542 0,393
H69 111 8,689 1,285 5,593 4517 0,157
H70 1336 9453 1,604 8,142 4212 0247
H71 1,792 7,858 1,448 6,439 4,153 0,259
H72 0,932 8,792 1816 9,364 5,501 0,296
H73 1 9,801 1,766 8,014 4911 0,239
H74 0,965 33,875 3,551 11,341 7,043 0,540
S1 1,392 7,568 1,312 10,628 5,079 0297
S2 1,45 6,648 1,405 9217 6,402 0211
S3 1,285 4,469 1,593 3,842 4330 0,174
s4 1,308 7,177 1,348 2925 4320 0,182
S5 1,331 835 1,370 5,584 5,708 0,270
S6 1,343 6,069 1,458 0,571 7232 0,226
S7 1,019 8,278 1,849 3,182 4,686 0234
S8 1,037 9,205 1,358 13412 4,790 0,284
S9 1,017 9,19 1,427 737 4480 0254
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Tablo 30: ELISA deneyleri sonucu elde edilen optik dansiteler ile kullanilarak hesaplanmus protein konsantrasyonlart

(devam)
Uriner Protein Konsantrasyonu (ng/mL)

Omek APE1/REF1 BLCA4 CRK NMP22 VIM Cr
S10 0,936 9,573 1,290 8476 4333 0,198
S11 0,952 8,766 1,468 1,467 3,825 0,383
S12 0,959 9,266 1,179 2,124 4,000 0,292
S13 1,02 8,618 1,686 4,843 4392 0,272
S14 1,008 9,56 1,458 10,014 5,271 0,204
S15 1,221 9,702 1,339 9,759 5,126 0,227
S16 0,866 8,062 1,840 7,723 3,991 0,179
S17 1,109 7257 1452 8955 4,855 0230
S18 1,046 5,629 1224 7,754 4298 0201
S19 1,082 6,944 1,563 7,889 4,022 0,254
S20 0,563 3,579 0,761 4367 2,117 0,180
S21 1,287 6,349 1,729 10,296 4918 0,245
) 0,946 6915 1,444 7,785 3,584 0233
23 0,748 649 1,437 5987 3,134 0,206
S24 1,176 8237 1,499 9318 4192 0266
S25 1,324 9,735 1,643 9,97 4,686 0,281
S26 0,706 4871 1,237 6,594 3,642 0,164
S27 1,238 4,123 1,369 6,864 3,597 0,209
S28 1,724 6,85 1,925 9,016 5,367 0,274
S29 1,317 7,304 1,794 8,347 5,297 0,327
S30 0,756 9453 1,610 7,948 5,246 0,363
S31 1,796 7,837 1,358 8,465 5,560 0,211
S34 1,245 8,692 1,794 8296 5,155 0,245
S35 1415 5,601 1,378 6,383 3,366 0,116
S36 1,699 7,383 1,852 14,911 5,850 0,119
T3 0,998 8,053 1,812 10,266 5,307 0214
T4 1,276 6,39 1,574 8,728 5,044 0,223
T11 0,976 5,771 1,480 8907 5,249 0,206
T12 1,140 7,554 1,406 7,611 4,489 0,287
T4 1,115 7,846 1,498 7,662 4,197 0280
T15 1,004 8,87 1,801 7,878 4,629 0,276
T16 1,109 8,706 1,794 9305 5316 0239
T17 0,832 7,957 1,384 7,608 3,852 0,211
T18 1,195 9,999 1,643 8,377 5,069 0,209
T19 1,82 8,619 1,766 6,52 6474 0,172

87



Tablo 31: ELISA yo6ntemi sonucu elde edilen idrar protein konsantrasyonlarinin Kreatinine gore normalize
edilmesi sonucu elde edilen iiriner protein konsantrasyonlart.

H:Mesane kanseri hastasi, S: Saglikli Kontrol ve T: takip hastalarini ifade etmektedir

Cr’ne gore normalize edilmis tiriner protein konsantrasyonu [Protein]/[uCr]

Omek APE1/REF1 BLCA4 CRK NMP22 VIM
HI 13,52 79,56 10,37 67,16 46,90
H2 10,85 51,74 891 65,87 13,64
H3 5,78 2593 495 2435 17,30
H5 11,64 62,75 9,93 62,75 38,39
H7 17,34 86,36 8,6 99,19 52,79
HS8 17,27 105,61 13,2 66,86 59,35
H9 16,93 6444 13,1 83,7 4549
H10 11,89 67,23 8,72 53,14 51,31
HI2 1592 65,86 10,35 66,27 4742
HI13 15,25 68,26 11,01 64,44 53,34
H14 17,23 97,96 12,5 57,78 72,21
H16 11,02 58,82 11,44 80,14 2899
H19 14,37 5587 109 2847 41,53
H20 13,79 53,64 11,78 36,67 473

H21 13,78 78,14 8,77 55,12 49,06
H23 7,57 4944 11,93 61,52 40,17
H24 8,19 48,25 6,14 3045 3507
H25 1048 584 89 36,59 46,3

H26 11,64 64,34 10,04 19,05 46,8

H28 11,18 60,14 11,19 18,78 52,72
H29 9,89 60,9 8,68 43,28 4433
H31 8,5 46,72 8,18 49,65 19,85
H32 15,78 83,63 1247 96,16 75,5

H33 14,8 83,79 13,03 21,72 55,19
H34 9,14 57,28 10,66 50,88 31,83
H37 11,09 65,58 1045 46,18 38,32
H38 10,54 56,75 10,96 67,59 35,11
H39 6,94 3942 9,04 1745 28,77
H40 11,29 62,29 9,15 3529 41,09
H43 4,55 26,74 385 14,86 13,17
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Tablo 31: ELISA yontemi sonucu elde edilen idrar protein konsantrasyonlarinin kreatinine gére normalize
edilmesi sonucu elde edilen {iriner protein konsantrasyonlari.(devam)

H:Mesane kanseri hastasi, S: Saglikli Kontrol ve T: takip hastalarini ifade etmektedir.

Cr’ne gore normalize edilmis tiriner protein konsantrasyonu [Protein]/[uCr]

Omek APE1/REF1 BLCA4 CRK NMP22 VIM
H44 7,38 41,46 10,06 60,03 29,95
H45 74 39,38 9,79 48,59 30,86
H46 8,65 49,55 9,34 40,75 29,03
H47 798 56 7,99 6,79 36,58
H48 428 27,55 5,03 249 20,95
H49 6,94 45,01 6,87 38,74 24,1
H50 10,79 66,57 7 59,3 42,61
H51 9,02 5397 10,18 55,79 34,39
H52 6,69 46,7 6,92 44,01 22,14
H54 10,15 58,76 9,5 6,29 36,77
HS55 4,15 23,86 5,02 32,09 1747
H56 325 21,65 322 82,53 14,33
H58 11,87 67,46 81 31,93 50,88
H59 6,53 41,93 582 242 24,54
H60 11,9 68,64 8,55 18,75 40,76
H61 9,57 71,09 6,99 65,71 3997
H63 5,79 27,64 4,85 31,82 19,73
Ho4 691 24,01 1,78 0 0
H65 5,89 28,34 58 11,37 242
H66 6,96 324 5,75 42,93 2642
H67 3,01 21,21 4,66 23,86 14,02
H68 2,16 15,46 333 20,36 9,00
H70 541 3827 6,49 32,96 17,05
H72 3,14 29,66 6,13 31,59 18,56
H73 417 40,85 7,36 334 20,47
S1 1,79 62,71 6,57 20,99 13,04
S2 4,69 2547 442 35,77 17,10
S3 6,84 31,38 6,63 43,5 30,21
S4 7,35 25,57 9,11 21,98 24,71
S5 7,16 393 7,38 16,02 264
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Tablo 31: ELISA yontemi sonucu elde edilen idrar protein konsantrasyonlarinin kreatinine gére normalize

edilmesi sonucu elde edilen {iriner protein konsantrasyonlari.(devam)

H:Mesane kanseri hastasi, S: Saglikli Kontrol ve T: takip hastalarini ifade etmektedir.

Cr’ne gore normalize edilmis tiriner protein konsantrasyonu [Protein]/[uCr]

Omek APEI/REFI BLCA4 CRK NMP22 VIM
S6 492 30,86 506 20,64 21,09
7 593 268 644 2,52 31,94
S8 435 3531 7,89 13,57 19,99
9 364 3235 477 47,14 16,83
S10 4 36,13 561 2897 17,61
Si1 471 48,15 649 463 21,79
S12 248 22,86 383 383 997

S13 328 31,65 403 726 13,66
S14 3,74 31,62 6,19 17,77 16,12
S15 492 46,66 7,12 48,88 2573
S16 537 42,67 589 429 22,54
S17 483 44,94 10,26 43,05 2225
S18 4381 31,46 6,29 38,82 21,05
S19 52 2798 6,09 38,55 2137
S20 425 273 6,14 31,01 15,81
S21 3,12 19,85 422 2422 11,74
S22 525 25,88 7,05 4197 20,05
S23 406 29,67 62 3341 15,38
S24 3,62 3141 6.95 2897 1517
S25 441 30,92 563 3498 15,74
S26 47 34,57 583 354 16,64
S27 43 297 7,54 402 221
S28 59 19,65 6,53 3272 17,14
S29 627 2491 7 32,79 19,52
S30 402 2229 547 26,99 16,16
S31 8,5 37,07 642 40,04 26,30
S34 507 3539 731 33,78 20,99
S35 12,17 48,17 11,85 54,89 2895
S36 1427 62,03 15,56 12527 49,15
T 2,08 2599 443 21,85 1443
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Tablo 31: ELISA yontemi sonucu elde edilen idrar protein konsantrasyonlarinin kreatinine gére normalize

edilmesi sonucu elde edilen {iriner protein konsantrasyonlari.(devam)

H:Mesane kanseri hastasi, S: Saglikli Kontrol ve T: takip hastalarini ifade etmektedir.

Cr’ne gore normalize edilmis tiriner protein konsantrasyonu [Protein]/[uCr]
Omek APE1/REF1 BLCA4 CRK NMP22 VIM
T4 4,66 37,58 8,46 479 24,76
T5 5,71 28,61 7,05 39,08 22,59
T11 472 27,93 7,16 43,11 2541
T12 397 26,3 49 26,5 15,63
T14 397 2795 534 273 14,95
T15 3,63 32,1 6,52 28,51 16,75
T16 4,63 36,33 7,49 38,82 22,18
T17 393 37,54 6,53 359 18,18
T18 5,7 47,66 783 39,93 24,16
T19 10,56 50,03 10,25 37,85 37,58

Protein konsantrasyonlarinin saglikli kontroller, mesane kanseri hastalar1 ve
takip hastalarindaki dagilimi incelendiginde verinin normal dagilima uygun
olmadig1 belirlendiginden istatistik anlam aranmasinda non parametrik yontemler
kullanilmistir. Kruskal Wallis testi ile ¢oziimleme yapildiginda Apel/Refl, CRK,
VIM, BLCA4 konsantrasyonlarmin gruplar arasinda anlamli fark gosterdigi
belirlenmistir. Gruplarin birbiri arasinda kiyaslanmasi ise Mann Whitney U testi ile
yapilmistir. Elde edilen protein konsantrasyonlarinin ortanca degerlerinin gruplar

arasindaki dagilimi Sekil 27°de gorsel olarak ifade edilmistir. Ekspresyonlara

iligkin istatistiksel degerler ise Tablo 32 ve Tablo 33’te dzetlenmistir.
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Sekil 27: Saglikli kontroller, mesane kanseri hastalar1 ve takip hastalarinda iiriner protein konsantrasyonlari.

Tablo 32: Saglikli kontroller, mesane kanseri hastalar1 ve takip hastalarinin iiriner protein konsantrasyonlarina
iliskin istatistiksel degerler.

Ormek Say1 Protein

APEREF BLCA4 CRK NMP22 VIM
Saglikli Kontrol 34
Ortanca 4,76 3141 6,42 3341 19,99
Standart sapma 245 10,59 2,28 20,91 7,35
Ceyrekler agikhigt 1,89 11,85 1,46 20,81 7,70
Mesane Kanseri 55
Ortanca 9,57 55,87 8,77 40,75 35,11
Standart sapma 4,08 20,24 2,78 24,09 15,75
Ceyrekler agiklig 5,20 26,49 4,32 37,66 25,85
Takip Hastast 11
Ortanca 4,64 33,74 7,11 36,87 21,59
Standart sapma 2,04 7,99 1,59 7,66 6,43
Ceyrekler agiklig 1,61 9,63 2,11 12,12 8,70
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Tablo 33: Uriner konsantrasyonlarida anlamli fark gozlenen gruplara iliskin istatistiksel degerler.

Protein ~ Omek  Ortanca ss ca Omek  Ortanca ss ca p

APEREF  Saghkh 4,76 245 189  Mesane 9,57 408 52 0,0000001

Kontrol Kanseri
Takip 4,63 2,14 1,77 Mesane 9,57 408 52 0,000148
Hastasi Kanseri

BLCA4  Saghkh 3143 1044 11,06 Mesane 5587 2024 2649 <0,0000017
Kontrol Kanseri
Takip 32,10 838 9,64 Mesane 55,87 2024 2649 0,002
Hastasi Kanseri

CRK Saghkh 6,43 225 1,54 Mesane 877 2,78 432 0,002
Kontrol Kanseri

VIM Saghkh 20,02 724 7,06  Mesane 35,11 15,75 2585 0,000013
Kontrol Kanseri
Takip 22,18 6,74 9,13  Mesane 35,11 15,75 25,85 0,005
Hastasi Kanseri

Non parametrik bir yontem olan Mannwhitney U testi ile incelendiginde
Nmp22 disindaki diger tiim proteinlerin ilininer konsantrasyon ortalamalarinin
gruplar arasinda farkli dagilim gosterdigi belirlenmistir. Apel/Refl konsantrasyonu
mesane kanseri Orneklerinde kontrol ve takip Orneklerinin yaklasik 2 katidir
(p<0,00001 ve p=0,00148) (Sekil 28, Tablo 33). Saglikli kontroller ile takip
hastalarinin tiriner Apel/Refl konsantrasyonlar1 arasinda herhangi bir anlaml fark

gbzlenmemistir.

BLCAA4 konsanrtasyonlar1 mesane kanseri drneklerinde saglikli kontrollerin ve
takip hastalarinin yaklagik 2 kati1 kadardir (p<0,000009 ve p=0,002) (Sekil 29,
Tablo 33). Saglikli kontroller ile takip hastalarinin tiriner BLCA4 konsantrasyonlari

arasinda herhangi bir anlaml fark gozlenmemistir.

CRK konsanrtasyonlart mesane kanseri 6rneklerinde saglikli kontrollere gore
anlamli diizeyde artmigtir (p=0,002) takip hastalar1 ile karsilastirildiginda bu
anlamlilik s6z konusu degildir (Sekil 30, Tablo 33). Saglikli kontroller ile takip
hastalarinin {iriner CRK konsantrasyonlar1 arasinda herhangi bir anlamli fark

gozlenmemistir.
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Sekil 28: Saglikli kontroller, mesane kanseri hastalar1 ve takip Orneklerindeki iiriner Apel/Refl
konsantrasyonlari.
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Sekil 29: Saglikli kontroller, mesane kanseri hastalar1 ve takip drneklerindeki iiriner BLCA4 konsantrasyonlari.

VIM konsantrasyonlart mesane kanseri orneklerinde saglikli kontroller ve
takip hastalarinin yaklasik 2 katidir (p=0,000013 ve p=0,005) (Sekil 31, Tablo 33).
Saglikli kontroller ile takip hastalarinin iiriner VIM konsantrasyonlar1 arasinda

herhangi bir anlamli fark gézlenmemistir.

Uriner NMP22 ekspresyonlarinin dagiliminda gruplar arasinda herhangi bir

fark gdzlenmemistir.
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Saglkl Kontrol Mesane Kanseri Takip Hastasi

Sekil 30: Saglikli kontroller, mesane kanseri hastalar1 ve takip 6rneklerindeki iiriner CRK konsantrasyonlari.

79,00

50,00

w
]
o
=1

1

19,001 [fi:if

-1.00
‘ \ I

I
Saglikh Kontrol Mesane Kanseri Takip Hastasi

Sekil 31: Saglikli kontroller, mesane kanseri hastalar1 ve takip drneklerindeki iiriner VIM konsantrasyonlari.

Uriner proteinlerin mesane kanseri igin tanisal degerinin aranmasinda mesane
kanseri hastalar1 ve saglikli kontrollere ait konsantrasyon degerleri ROC egrisi ile
incelenmistir (Sekil 32). Buna gore Apel/Refl mesane kanseri tanisinda tani degeri
en yiiksek proteindir (AUC=0,816, p<0,0001, duyarlhilik %78 ve ozgiilliikk %82
Apel/Refl >6,27 igin).
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Sekil 32: Uriner proteinlerin tamsal degerinin arastirilmasinda ROC egrisi, kesim noktalari, duyarlihk ve

ozgiilliik degerleri.
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Uriner protein ekspresyonlarinin takip hastalarini saglikli kontrollerden ayirma

giicii de ROC egrisi ile incelendi ve 0,5’e¢ yakin AUC degerleri elde edildi. Bu

durum takip hastalarinin saglikli kontrollere biiyiik oranda benzerlik gosterdigini

belirtir. Takip hastalarinin ekspresyon degerleri ve mesane kanseri hastalarinin

ekspresyon

degerleri

incelendiginde

Apel/Refl

(AUC=0,836),

BLCA4

(AUC=0,771), VIM (AUC=0,747) ekspresyonlarinin mesane kanseri hastalarini

takip hastalarindan ayirma giiciline sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 33).

100

a0

60

Sensitivity

40

pp——

— APEREF
20 — BLCA4
— CRK
== NMP22
== \IM
0 : R P e E——
20 40 &0 80 100
100-5Specificity
Variable AUC SE* 95% CI°®
APEREF 0,836 0,0614 0,724 to0 0,917
BLCA4 0,771 0,0583 0,650 to 0,866
CRK 0,664 0,0728 053610 0.776
NMP22 0,567 0,0689 0,438 to 0,690
ViM 0,747 0,0640 0,624 to 0,847

Sekil 33: Mesane kanseri hastalar1 ve takip hastalarinin iiriner protein konsantrasyonlarina iliskin ROC egrileri.

Hasta sayilarinin mesane kanseri risk gruplarina goére dagilimi ve hasta

gruplarindaki konsantrasyonlarin ortanca degerleri tabloda 6zetlenmistir (Tablo 34
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ve Sekil 34). Konsantrasyonlar mesane kanseri risk gruplari agisindan
incelendiginde degerlerin normal dagilima uygun olarak dagilmadigi tespit
edilmistir. Bu sebeple gruplar arasi ortalamalarin farki Kruskal Wallis ve ikili
gruplar aras1 fark Mann Whitney U testi ile incelenmis saglikli kontroller ve diistik
orta riskli hasta grubunda CRK, Apel/Refl, VIM ve BLCA4 konsantrasyonlarinin
anlamli diizeyde farkli oldugu belirlenmistir (p<0,0001, Sekil 34, 35 ve Tablo 35).

Tablo 34: Uriner protein konsantrasyonu incelenen érneklerin risk gruplarma gore dagilim

Hasta Grubu Say1

Saglikli kontrol 34

Diistik orta risk grubu 18

Yiiksek risk grubu 22

Kasa invaze metastatik grup 15

Takip hastalar 11
M APEREF
EeLcad
=

60,00 Cvim

50,00

40,00

30,00

Protein Konsantrasyonu (ortanca)

20,00

10,00

0,00
Sadhkl Kontrol Takip Hastas Diiglk-Orta Risk Yiksek Risk Kasa invaze ve
Metastatil

Brnek Grubu
Sekil 34: Mesane kanseri risk gruplari, saglikli kontroller ve takip hastalarinda protein konsantrasyonlari.
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Sekil 35: Saglikli kontroller ve diisiik orta risk grubunda protein konsantrasyonlari.

Tablo 35: Saglikli kontroller ve diisiik orta risk hasta grubu arasinda konsantrasyon farki gdzlenen proteinlere
iligkin istatistiksel degerler.

APE1/REF1 BLCA4 CRK VIM

Saghkh Ortanca 4,76 3143 6,43 20,02
Kontrol Standart sapma 2,45 10,44 2,25 7,24

Ceyrekler Agiklign 1,89 11,06 1,54 7,06
Diisiik- Ortanca 11,88 65,01 10,36 4351
Orta Risk Standart sapma 4,19 18,36 223 16,01

Ceyrekler Acikligt 5,63 19,26 2,93 17,44

p 0,000008 0,000002 0,000023 0,000005

Uriner proteinlerin mesane kanseri risk gruplari arasindaki tanisal degerinin
incelenmesi i¢in mesane kanseri alt gruplarinin ROC egrileri incelenmis ve en
yiiksek 0Ozgiillik ve duyarliligin; BLCA4 (AUC=0,917), VIM (AUC=0,887),
APE1/REF1 (AUC=0,881) ve CRK (AUC=0,865) proteinleri ile diisiik orta risk

grubu hastalarin saglikli kontrollerden ayrilmasinda elde edildigi gozlenmistir
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(Sekil 35). Saglikli kontroller ve diisiik orta risk grubu hastalar arasinda en iyi
ayrimi saglayan BLCA4, VIM, Apel/Refl ve CRK konsantrasyonlarinin ROC
egrileri, kesim degerleri, duyarlilik ve 6zgiilliikleri Sekil 36 ve diistik risk grubunun

saglikli kontrollerden ayrilmasina iliskin veriler sekil 37°de gosterilmistir.

100 . T
I | ;"! : i
B 1 T —— g -
BD I .1‘-1‘;
— ]
| .
" p+-,
- :
G0 : i
= 1 F
S e
@ i b
L—?-; Ea i-! .-f
40 !
ik — APEREF
20 - i — BLCA4
i ' — CRK
—— NMP22
- —= VIM
0 20 40 60 80 10(
100-Specificity
Variable AUC SE*® 95% CI°
APEREF 0,881 0.0573 0,761 to 0,954
BLCA4 0,917 0.0516 0,806 to 0,975
CRK 0,865 0.0587 0,742 to 0.944
NMP22 0,655 0.0864 0511 to 0,782
VIM 0,387 0.0551 0,769 to 0,958

-

Sekil 36: Saglikli kontroller ve diisiik orta riskli mesane kanseri hastalar1 arasinda iiriner proteinlerin ROC
egrileri ve istatistiksel degerleri.
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Sekil 37: Diisiik risk grubu mesane kanseri hastalar1 ve saglikli kontroller arasinda tanisal degeri en yiiksek

olan proteinlere iliskin istatistiksel degerler.

101



Saglikl1 kontroller ve yiiksek risk grubunda CRK, Apel/Refl, VIM ve BLCA4

konsantrasyonlarinin anlamli diizeyde farkli oldugu belirlenmistir (Sekil 38 ve

Tablo 36).
B ~PEREF
EELCA4
CcRK
W P22
i
50,00
| =
[
T 40,00
L
=
20,00
0,00—

T
Sadlkl Kontrol

‘flksek Risk

Error Bars: 95% CI

Sekil 38: Saglikli kontroller ve yiliksek riskli mesane kanseri hasta grubunda iiriner protein konsantrasyonlari.

Tablo 36: Saglikli kontroller ve yiiksek risk hasta grubu arasinda konsantrasyon farki gozlenen proteinlere

iliskin istatistiksel degerler.

APE1/REF1 BLCA4 CRK VIM
Saghkh Kontrol Ortanca 4,77077 31,4082 6,4234 19,9874
Standart 248308 10,59561 228090  7,35537
sapma
Yiiksek Risk Ortanca 9,0772 53,8096 8,6423 33,1144
Standart 3,59181 18,14191 239256  12,89210
sapma
p 0,00018 0,001 0,016 0,001
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Saglikli kontroller ve kasa invaze metastatik hasta grubu arasindaki {iriner
protein konsantrasyonlar1 incelendiginde iki grup arasinda yalnizca Apel/Refl

konsantrasyonunda fark oldugu gézlenmistir (p=0,005). (Sekil 39 ve Tablo 37).

B ~FEREF
EeLCcad
CICRK
W P22
W
60,00
=
Rl
T 40,00
Q
=
20,00
0,00~ |

T ;
Safikh Kontrol Kasa Invaze ve Metastatik

Error Bars: 95% Cl

Sekil 39: Saglikli kontroller ve kasa invaze metastatik hasta grubunda iiriner protein konsantrasyonlari.

Tablo 37: Saglikli kontroller ve kasa invaze metastatik hasta grubu arasinda konsantrasyon farki gézlenen
proteinlere iligkin istatistiksel degerler.

APE1/REF1

Saghkh Kontrol Ortanca 4,7077
Standart sapma 2,48308

Kasa invaze metastatik Ortanca 6,9365
Standart sapma 3,64585

p=0,005

Saglikli kontroller ve takip hastalari arasinda iiriner protein konsantrasyonlari

acisindan herhangi bir anlamli fark gozlenmemistir.
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Uriner protein konsantrasyonlart primer ve niikks hastalart acisindan

incelendiginde konsantrasyonlarin normal dagildig: tespit edilmistir. Bu sebeple

gruplar arasi1 fark T testi ile incelenmistir. Sekil 40 primer tiimorii olan hastalarin

ve niiks hastalarinin iriner protein konsantrasyonlarini géstermektedir. CRK, VIM,

Apel/Refl ve BLCA4 konsantrasyonlarinin iki grup arasinda farklilik gosterdigi

belirlenmistir (Tablo 38).

50,00

60,00

Mean

T
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Sekil 40: Primer tiimor ve niiks hastalarinda iiriner protein konsantrasyonlari.
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Tablo 38: Primer tiimor hastalar1 ve niiks hastalar1 arasinda konsantrasyon farki gozlenen proteinlere iliskin

istatistiksel degerler.

APE1/REF1 BLCA4

CRK VIM

Primer Tiimér Ortanca 8,1908 49,4436  8,5549 30,8605
Standart 3,60770 17,59129 2,59363  13,86756
sapma

Niiks Ortanca 13,6469 58,7899 10,5184 442144
Standart 436414 21,67498 2,58622  17,66797
sapma
p 0,011 0,02 0,004 0,030
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10.4. Tamsal Model Gelistirilmesi

Mesane kanseri hastalari, saglikli kontroller ve takip hastalarinda {irin
ekzozomal miRNA ekspresyonlar1 ve liriner protein konsantrasyonlari incelenmis
bunlarin tanisal ya da prognostik giicleri arastirilmistir. Elde edilen sonuglarin
matematige yansitilmasi ve bir olasilik orani verilmesi i¢in lojistik regresyon analizi
yapilmistir. Lojistik regresyon modelinin veriye uyumu Hosmer ve Lemeshow testi
ile incelenmistir (p=0,1485), sonucun 0,05 degerinden biiyiik olmas1 model ve veri
arast uyumun yeterli seviyede oldugunu gostermektedir (Cokluk, 2010). Elde
edilen lojistik regresyon modeli asagida formiillestirilmistir.

logit(p = BC) = —4,91506 + (miR — 139 — 5p.var. yok = 1,95971)
+ (miR — 136 — 3p.var.yok * 1,52176) — (miR — 19b1 — 5p.var. yok * 2,13905)
+ (BLCA4 % 0,11727)

Lojistik regresyon sonuglart ROC egrisi ile incelendiginde elde edilen panelin
AUC=0,887 degerine sahip oldugu, (%95 giiven aralig1 (CI), 0,802-0,944 ve Sekil
41) panelin >0,5615 esik degeri i¢in duyarlilik ve 6zgiilliigiiniin sirasiyla %83,6 ve
%73,5 oldugu tespit edilmistir. Sekil 39°da ROC egrisi ve ROC egrisine iliskin
nokta diyagrami verilmistir. Diyagramin esik degeri olan 0,5615 igin mesane

kanseri hastalar1 ve saglikli kontrollerin ayrimi izlenmektedir.

saglikli_kanser_pred

saglikli_kanser_pred

a b n
10 -
L 0,81 &
I | o
a0 e 4
T 06 & oo >0,5615
g & & Sens: 83,6
@ a4l 04| 2 89 Spec: 73,5
< &
v ful
24 0,2} o
L o &
AUC = 0,887 F o )
B P < 0.001
@ j:ﬂ-Specrﬁc?ti * 1 Saglikli Mesan&_:
Kontrol Kanseri

Sekil 41: Uriner miRNA’lar ve BLCA4 paneli ile mesane kanseri tanisinin ROC egrisi (a) ve nokta diyagrami

(b).

Tiim kanserlerde oldugu gibi mesane kanserlerinde de erken evrede teshis
biiyiilk 6nem tasimaktadir. Bu sebeple diisiik risk grubundaki hastalarin saglikli

kontrollerden ayrimin1 saglayacak bir lojistik regresyon modeli arastiriimistir. Urin
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ekzozomal miRNA ve iiriner protein konsantrasyonlari kullanilarak asagidaki

regresyon modeli elde edilmistir.
logit (p = BC) = —12,93134 + (miR — 136 — Spvar. yok * 3,8585) + (BLCA4 * 0,233371)

Lojistik regresyon modelinin veriye uyumu Hosmer ve Lemeshow testi ile
incelenmistir (p=0,8042), sonucun 0,05 degerinden biiylik olmas1 model ve veri

aras1 uyumun yeterli seviyede oldugunu gostermektedir.

Lojistik regresyon sonuglart ROC egrisi ile incelendiginde ekzozomal miR-
varlig1 ve iiriner BLCA4 konsantrasyonu kullanilarak diisiik risk hasta grubunun
saglikli kontrollerden ayrilmasi i¢in elde edilen panelin AUC=0,969 degerine sahip
oldugu, (%95 giiven aralig1 (CI), 0,874-0,998, Sekil 40) panelin duyarlilik ve
ozgilliigliniin sirasiyla %93,3 ve %97,1 oldugu tespit edilmistir. Sekil 42°de ROC
egrisi ve ROC egrisine iliskin nokta diyagrami verilmistir. Diyagramin esik degeri

olan 0,3991 i¢in diisiik risk mesane kanseri hastalar1 ve saglikli kontrollerin ayrimi

izlenmektedir.
digiikkans_pred diigikkans_pred
a  qoof - b oo oo
| . [l
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[ i B [=]
80|~ sl & B
. sl
2 T 06| &
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201 7
[ 02|
AUC = 0,959 050
H o P < 0,001 b
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Sekil 42: Elde edilen panelin diisiik risk hasta grubu ve saglikli kontrollerin ayrimi i¢in ROC egrisi ve nokta
diyagrami.
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11.TARTISMA ve SONUC

Mesane kanseri (BC), diinyada en sik gdzlenen kanserler arasinda 10’uncu
sirada yer alan, tan1 ve takibi pahali girisimsel yontemler gerektiren, diinya saglik
ekonomisinde biiylik yer tutan bir kanserdir (Bray ve ark., 2018). Erken tan1 diger
kanserlerde oldugu gibi mesane kanserinde de hayat kurtaricidir, olgular NMIBC
evresinde tan1 almakla birlikte MIBC’e gecis orani, 5 yillik niiks orani oldukca
yiiksektir (Tinay ve Mungan, 2017). Mesane kanseri hastalarinin yasam kalitesinin
yiikseltilmesi, hasta konforunun arttirilmasi, ekonomik yiikiin azaltilmasi ve her ne
kadar altin standart tan1 yontemi de olsa her zaman kesin sonuglar vermeyen
sistoskopi ve idrar sitolojisi ¢ikmazinin agilabilmesi ig¢in liriner biyomarkerlar
mesane kanseri tani ve takibi i¢in biiyliik 6nem tagimaktadir (Andreu ve ark., 2017;
X. Liu ve ark., 2017; Sapre ve ark., 2016; Schmidt ve ark., 2016; Soria ve ark.,
2018; Tan ve ark., 2018). Bu sebeple mesane kanseri iiriner biyobelirtegleri
olduk¢a yogun c¢alisilmaktadir. 23 Aralik 2018 itibari ile Pubmed’de “bladder

cancer urinary biomarker” anahtar kelimeleri ile listelenen bilimsel yayin sayisi

6399°dur (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=bladder+cancer+urinary+biomarker).

miRNA’lar hedef mRNA’nin ifadesini diizenleyerek onkogenik veya tiimor
supressor rol oynayabildiginden farkli kanser tiplerinin gelisimi, tani ve takibi
acisindan yogun olarak incelenmektedir. Mesanede depolanmasi agisindan mesane
kanseri i¢in idrar oldukga iyi bir inceleme materyalidir. 2010 yilinda Hanke ve
arkadaslar1 idrardaki miRNA’larin mesane kanseri tanisinda kullanimina iliskin
calismalarin1 yayimladiktan sonra mesane kanserinde {iriner miRNA’larin
diyagnostik ve prognostik biyomarker potansiyelleri {izerine ¢aligmalar yogunluk
kazanmistir (Hanke ve ark., 2010). Farkli idrar fraksiyonlarinda farkli miRNA’lar
incelenmektedir. Bunlarin birbirine gore ¢esitli avantaj ve dezavantajlar1 vardir. Her
ne kadar son zamanlarda yapilan bir degerlendirmede, miRNA biyomarker
caligsmalarinda idrar fraksiyon ¢esidinden ziyade tek miRNA ya da bir grup miRNA
kullanilmast durumunda 6zgiilliikk ve duyarliliklarin degistigi belirlenmis olsa da bu

konu heniiz arastirilmasi bitmemis tazelikte bir konudur (Kutwin ve ark., 2018).
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Yakin gelecekte herhangi bir idrar fraksiyonunun tanisal anlamda digerine avantaji
belirlenebilir. Calismamizda miRNA kaynag1 olarak iiriner ekzozomlar1 kullandik
bunun 2 ana amaci vardi. Birincisi liriner ekzozomlarda miRNA’larin fizyolojik
kosullara gére daha korunmus olarak bulunmasi ve ikincisi ekzozomlarin rasgele
hiicresel vezikiiller olmayip ¢esitli hiicresel olaylardan hem etkilenmesi hem de
hiicreler aras1 haberlesme gibi ¢esitli hiicresel siirecleri etkilemesi (Andreu ve ark.,
2017; Crossland ve ark., 2016; X. Liu ve ark., 2017; Soung ve ark., 2016; H. Zhou
ve ark., 20006).

81 mesane kanseri hastasinin idrar miRNA profillerinin incelendigi bir
caligmanin ilk basamaginda miR-16’nin da i¢inde bulundugu bir grup miRNA’nn
mesane kanseri tanisinda kullanilabilecegi tespit edilmistir. Ancak arastirmanin
ikinci basamagi olan dogrulama c¢aligmalarinda miR-16, -21 ve 200c’nin saglikli
kontroller ve mesane kanseri hastalarinda benzer diizeylerde eksprese oldugu
belirlenmistir (Sapre ve ark., 2016). Ancak saglikli bireyler ve mesane kanseri
hastalarinin viicut sivilarinda miRNAekspresyonlarinin incelendigi bagka bir
calismada miR-16nin 3 mesane kanseri hastasindan yalnizca 1 tanesinin idrarinda
eksprese edildigi, miR-21’in ise mesane kanseri drneklerinde eksprese olmasina
ragmen saglikli kontrollerde eksprese edilmedigi tespit edilmistir (Weber ve ark.,
2010). Ilerleyen zamanlarda yapilan bir calismada miR-16’nin mesane kanseri
hastalarinin doku, ekzozom, plazma ve beyaz kan hiicrelerinde en fazla eksprese
edilen miRNAlar arasinda yer aldig1 belirlenmistir (Armstrong ve ark., 2015). Son
zamanlarda Lange ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada ise miR-16’nin {iriner
miRNA’larin analizinde kullanilabilecek en stabil kontrol miRNA’larindan oldugu
tespit edildiyse de bu arastirmada 6rnek grubu bobrek hastalarinda olugsmaktadir bu
sebeple g¢alismamizda miR-16-5p’y1 referans olarak kullanmadik ancak ornekler
aras1 ekspresyonunu inceledik(Lange ve ark., 2017). Bizim g¢alismamizda da

referans miRNA olarak yaygin kullanilan RNU48 ve U6 kullanilmistir.

Calismamizda toplam 105 idrar 6rneginin 66’sinda ekzozomal miR-136-3p
ekspresyonu saptanamamistir. Ekzozom izolasyonu veya ekspresyon deneylerinde
sorun olabilecegi diisiiniilerek deneyler tekrar edilmis ancak 66 Ornekte kontrol
miRNA’lar1 Ct vermesine ragmen miR-136 i¢in CT degeri elde edilememistir. Yani

orneklerin yaklasik olarak % 37’si miR-136-3p eksprese etmistir. Ornek gruplari
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acisindan bakildiginda mesane kanseri orneklerinin %44°1, saglikli kontrollerin
%23’1 ve takip hastalarmin %42’si miR-136-3p eksprese etmistir. 34 saglikli
kontroliin 8’inde miR-136-3p ekspresyonu saptanmistir. Bu sonug istatistiksel
olarak degerlendirildiginde gruplar arasinda anlamli fark olmadigi tespit edilmistir
(p=0,134). Takip hastalar1 ile mesane kanseri hastalar1 ya da saglikli kontroller
arasinda herhangi bir anlamli fark bulunamamistir. Kanserlerde miR-136-3p goérece
az calisilmis bir miRNA’dir, iiriner miR-136-3p ekspresyonun incelendigi tek
calismada Weber ve arkadaslar1 miR-136-3p’nin kansere Ozgii bir karakter
oldugunu, saglikl bireylerin idrar 6rneklerinde miR-136-3p ekspresyonu olmadigi
tespit edildiyse de ¢alismamiz bu bulguyu ¢liriitmiistiir (Weber ve ark., 2010). Elde
ettigimiz sonuclar mesane kanseri hastalarinda miR-136-3p eksprese edenlerin
saglikli kontrollere oranla daha fazla oldugunu isaret etse de miR-136-3p’nin

yalnizca mesane kanseri hastalarinda eksprese edildigini sdylemek yanlis olur.

Literatiirde miR-136-3p’nin metastaz ve mesane kanseri ile iliskisinin
incelendigi bir ¢alisma yoktur ancak farkli kanserlerde metastaz ile iligkisi
incelenmistir. Gastrik kanserlerde upregule oldugu, proliferasyon ve invazyonu
tetikledigi (X. Chen, Huang, ve Chen, 2018), kolon kanserlerinde epitelyal
mezankimal gecisi engelleyip metastazi baskiladigi ve tiimor supressoér miR-136-
3p’nin kolon kanserlerinde down regule oldugu tespit edilmistir (H. Ren, Qi, Yin,
ve Gao, 2017). Melanoma hiicrelerinde de miR-136-3p’nin invazyon, migrasyon ve
proliferasyonu baskiladigi apoptozu tetikledigi gozlenmistir. Yine melanoma
hastalarinda da down regiilasyonu s6z konusudur (J.-J. Wang ve ark., 2017).
Calisgmamizda miR-136-3p eksprese eden Orneklerin ekspresyon seviyeleri
incelenmis ve mesane kanseri hastalar1 ve saglikli kontroller ya da mesane kanseri
hastalar1 ve takip hastalarinin ekspresyon seviyeleri arasinda anlamli bir fark
olmadig1 gézlenmistir. Ancak mesane kanseri risk gruplari agisindan ekspresyonlar
incelendiginde en yiiksek miR-136-3p ekspresyonunun yiiksek risk mesane kanseri
grubunun idrar 0rneklerinde, en diisiik ekspresyonun ise kasa invaze metastatik
grupta oldugu gozlenmistir. Diisiik orta riskli hasta grubunun miR-136-3p
ekspresyonu kasa invaze metastatik grubun yaklasik 13 kat1 ve yiiksek riskli hasta
grubunun ekspresyonu kasa invaze metastatik hasta grubunun yaklasik 30 katidir

(swrastyla p=0,023 ve 0,002). Bu bulgu literatiirdeki kolon kanseri ve melanoma
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hiicrelerinde miR-136-3p’nin down regule oldugu ve upregule edilmesi durumunda
metastaz ve invazonu baskiladig1 bulgusu ile kismen ortiismektedir (H. Ren, Qi,
Yin, ve Gao, 2017; J.-J. Wang ve ark., 2017) ancak bizim bulgularimiz mesane
kanserinde tam bir down regiilasyonu isaret etmemektedir. Aksine her ne kadar
istatistiksel olarak anlamli olmasa da, saglikli kontrollerle kiyaslandiginda diisiik
orta risk, yiiksek risk ve takip hastasi gruplarinin miR-136-3p ekspresyonlari

artmastir.

Calismamizda mesane kanseri risk gruplari, saglikli kontroller ve takip
hastalarini miR-136-3p eksprese edip etmemelerine gore var/yok seklinde
degerlendirdigimizde; kasa invaze metastatik grupta miR-136-3p eksprese eden
ornek ylizdesinin (%62,5), saglikli kontrollerde (%23,5), diisiik orta risk hasta
grubunda (%31,6) ve yiiksek risk hasta grubunda (%41,7) daha yiiksek oldugunu
ve saglikli kontroller ile kasa invaze metastatik grup arasindaki farkin anlamli
oldugunu gozlemledik (p=0,017). miR-136-3p eksprese eden ve etmeyen Ornek
yiizdelerinin bir trendi olup olmadigini inceledigimizde saglikli kontrolden, kasa
invaze metastatige gidildikce miR-136-3p eksprese etme yiizdesinin anlamli
diizeyde arrtigin1 tespit ettik (p=0,0073). Elde edilen bulgular miR-136-3p
ekspresyonunun kanserde artmasi ya da azalmasindan ziyade invazyon ve metastaz
acisindan degerlendirilmesi gerektiginin altin1 ¢izmektedir. invazif grupta bu denli
baskilanmasi, ancak ekspresyon gozlenen 6rnek yiizdesinin saglikli kontrollerden
fazla olmasi hatta bunun bir trendi olmas1 miR-136-3p’nin invazyon ve metastaz
ile giiclii bir iligkisi olabilecegini diistindiirmektedir. miR-136-3p’nin AEG1 ve
BCL2 genlerini hedefledigine dair bulgular vardir (Yu ve ark., 2018). AEG1, H-
Ras aracili onkogenez ve anjiyogenezde yer almaktadir, BCL2 ise apoptotik 6liimii
baskilayan mitokondriyal membran proteini kodlamaktadir (Emdad ve ark., 2009)
ancak miR-136-3p’nin biyoinformatik yazilimlar ile tespit edilen, kanser gelisimi,
invazyon ve metastaz ile iligkili yiizlerce olasi hedefi vardir. Bunlar heniiz
dogrulanmamis olmakla birlikte miR-136-3p’nin tlimérogenezin yanisira invazyon

ve metastaz iligkili ¢ok sayida geni hedefleme olasilig1 oldukga yiiksektir.

Toplam 105 idrar Ornegimizin 100’tinde miR-210-3p ekspresyonu
ekspresyonu saptadik. Bu orneklerin ekspresyon seviyelerini kiyasladigimizda

miR-210-3p ekspresyonunun mesane kanseri hastalarinin iiriner ekzozomlarinda
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kontrole gore yaklasik 4 kat arttigini tespit ettik (p=0,049). Elde edilen bu bulgu
literatiirle kismen tutarlilik gostermektedir. miR-210-3p ekspresyonunun mesane
kanseri hastalarinin idrarinda kontrole gore arttigi hatta tam1 koymada idrar
sitolojisinden iistiin oldugu daha 6nceki ¢aligmalarda bildirilmistir (Eissa, Matboli,
Hegazy, ve ark., 2015). Ancak miR-210-3p’nin mesane kanseri hastalarinin iiriner
ekzozomlarinda incelendigi bir caligma yoktur. Eissa ve arkadaslar1 idrar
pelletinden RNA izole ettikten sonra miR-210-3p seviyesini RT-PCR ile incelemis
ve miR-210-3p ekspresyonunun mesane kanseri hastalarinin idrar pelletinde
saglikli kontrollerden daha fazla eksprese edildigini saptamistir (Eissa, ve ark.,
2015). Farkli bir ¢alismada renal hiicre karsinomlarinda ve saglikli kontrollerde
tiriner miR-210-3p ekspresyonlar1 incelenmis, hasta grubunda kontrole gore daha
yiiksek ekspresyon oldugu, hatta tiimdriin ¢ikarilmasini takiben takip hastalarinda
saglikli kontrollerden de diisiik ekspresyon oldugu gozlenmistir. Dolayisiyla iiriner
miR-210-3p ekspresyonunun renal hiicre karsinomlarinda sadece tanisal
biyomarker degil ayni zamanda tedavi yaniti ve tiimoriin tamamen ¢ikarilip
cikarilmadigini dngorecek bir belirte¢ olabilecegi diisiiniilmektedir. Petrozza ve
arkadaslarinin yaptigi bu ¢alismada ekzozomal miRNA’lar incelenmemis idrardan
total RNA izolasyonu yapilmistir (Petrozza ve ark., 2017). Mesane kanseri
hastalariin iiriner ekzozomlarinda miR-210-3p ekspresyon seviyesinin arttigini
belirledikten sonra tanisal giiciinii incelemek ROC egrisi analizi yaptik. Buna gore
miR-210-3p ekspresyonu mesane kanseri tanisinda yeterince duyarli bir
biyobelirteg¢ degildir (AUC=0,616). Primer tiimorler ve niiks hastalar1 ekzozomal
miR-210-3p eksprese edip etmemelerine gore incelendiginde primer timorii olan
42 hastanin tiimiinde niiks hastalarinin ise yaklasik %76’sinda (17 hastadan 13’ii)
ekspresyon gozlendigi ve bu farkin anlamli oldugu belirlenmistir (p=0,0052).
Literatiirde miR-210-3p ekspresyonunun primer ve niiks hastalarmin idrar
orneklerinde incelendigi bir ¢alisma yoktur. Ancak prostat kanseri hiicrelerinde
onkogenik 6zellik tasidigi, EMT ve kemik metastazini arttirdig1 belirlenmistir (D.
Ren ve ark., 2017). Akciger kanseri ve renal hiicre karsinomlarinda niiks ile iligkisi
aragtirtlmis ancak bir iliski saptanamamistir (Duncavage, Goodgame, Sezhiyan,
Govindan, ve Pfeifer, 2010; Osanto ve ark., 2012). Primer tiimdrii olan hastalar ve

niiks hastalarinin miR-210-3p eksprese eden Ornek yiizdeleri istatistiksel anlamda
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farklilik gosterse de niiks hastalart yalnizca 17 kisiyken primer tiimor hastalarinin
42 kisi olmasi verinin giivenilirligini azaltmaktadir. Daha kalabalik bir hasta

grubunda incelenmesi farkli sonuglar dogurabilir.

miR-21, mesane kanseri hastalarinin tiimor dokusu, beyaz kan hiicreleri ve
tiriner ekzozomlarinda eksprese edildigi belirlenmis bir miRNA’dir (Armstrong ve
ark., 2015). Tiimor ile idrar ekzozomlarinda ayni anda eksprese edilmesi idrarin
non invazif likit biyopsi degerini arttirir ancak caligmamizda 105 idrar 6rneginin
timiinde miR-21-5p ekspresyonu saptanmasina ragmen saglikli kontroller ve
mesane kanseri hastalar1 arasinda, mesane kanseri risk gruplart ve kontroller
arasinda ya da primer ve niiks hastalari arasinda her hangi bir anlamli fark

gbzlenmemistir.

Cesitli calismalarda miR-139-5p’nin mesane kanseri dokularinda down regule
oldugu bildirilmistir (Ratert ve ark., 2013; Yonemori ve ark., 2016). Mesane kanseri
hiicrelerinde hiicre gogli ve invazyonu inhibe eden tiimor supressor miRNA
gorevini listlendigi, Bmil proteinini hedefleyerek kanser kok hiicre yenilenmesini
inhibe ettigi de diger calismalarda elde edilen bulgular arasindadir (Luo ve ark.,
2017). Ayrica MMP11 geni, miR-139-5p’nin direkt hedefidir ve mesane kanseri
hastalarinda yiiksek MMP11 ekspresyonunun daha kisa sag kalimi1 6ngdrebildigi
tespit edilmistir (Yonemori ve ark., 2016). Dolayisiyla mesane kanserinde iyi bir
prognostik marker olabilecegi diisiiniilmektedir. Calisma grubumuz miR-139-5p
ekspresyonu ag¢isindan incelendiginde saglikli kontroller, mesane kanseri hastalari
ve takip grubu arasinda ekspresyon seviyesi agisindan anlamli bir fark olmadig:
gozlenmistir. Ekspresyon seviyelerini mesane kanseri risk gruplarina gore
inceledigimizde kasa invaze ve metastatik hastalardan olusan grupta miR-139-5p
ekspresyonunun diger hasta gruplarindan diisiik oldugu ve bu farkin anlamli oldugu
ancak saglikli kontrollerden farkli olmadigim gozlemledik. Orneklerimiz arasinda
kasa invaze metastatik grup en diisiik ekspresyon seviyesine sahiptir ve onu saglikli
kontroller izlemektedir. Ilginctir ki takip hastalar1 en yiiksek ekspresyon
ortalamasina sahiptir. Diisiik orta risk grubunda ve yiiksek risk grubunda miR-139-
5p ekspresyonu kasa invaze-metastatik gruba gore 2 kattan fazla artmistir, bu bulgu
miR-139-5p’un invazyon ve metastaz silireglerinde yer alabilecegini

desteklemektedir ayn1 zamanda literatiirdeki; invazyonu inhibe ettigi bilgisi ile
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ortiismektedir (Ratert ve ark., 2013; Yonemori ve ark., 2016). Ancak mesane
kanseri dokularinda gozlenmis down regiilasyon bizim c¢aligmamizda {irin

ekzozomal miR-139-5p acisindan gbzlenmemistir.

Literatiirde serum miR-139-5p ekspresyonunun kolorektal kanser ve
glioblastomada niiks ile iliskili oldugu belirtilmektedir (Bo ve ark., 2015; Miyoshi
ve ark., 2017). Ayrica NOTCH1 genini dogrudan hedefleyerek kanser kok hiicre
ozelliklerini baskiladigr ve kolorektal kanserlerde ¢oklu ila¢ direncinin Oniine
gectigine dair bulgular vardir (Xu et al., 2016). Calismamizda primer tiimorii olan
hastalar ve niiks hastalarinda miR-139-5p ekspresyon yiizdeleri incelendiginde
primer tiimorl olan hasta grubunda miR-139-5p eksprese edenlerin (%79) niiks
(%47) ve kontrol 6rneklerine (%52) gore daha yiiksek oranda bulundugu ve bu
farkin anlaml oldugu gozlenmistir (p=0,0281 ve p=0,0145). Niiks 6rneklerinde,
miR-139-5p eksprese eden Ornek yiizdesinin primer tiimdrlerden diisiik olmasi
tiimor baskilayici 6zelligini destekler niteliktedir ancak saglikli kontroller ve niiks

ornekleri arasinda fark olmamasi kafa karistiricidir.

Cesitli calismalarda, miR-19b1-5p’nin idrar siipernatantinda eksprese oldugu
(Pazourkova ve ark., 2016), mesane kanseri hastalarinin doku oOrneklerinde
kontrollere gore ekspresyonunun arttigi saptanmistir (Han ve ark., 2011). PTEN
genini hedefleyen bir onkogenik miRNA oldugu da literatiirdeki bulgular
arasindadir (Enokida, Yoshino, Matsushita, ve Nakagawa, 2016). Son zamanlarda
yapilan bir calismada, {iiriner total ekstraselliiler vezikiil fraksiyonunun ve
ekzozomlarin da dahil oldugu kiiciik ekstraselliiler vezikiil fraksiyonunun miRNA
ekspresyonlari ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. Buna gore prostat kanseri hastalarinin
tiriner ekstraselliiler vezikiillerinde miR-19b ekspresyonu saglikli kontrollerden
daha dusiiktir ve idrardaki total ckstraselliiler vezikiillerdeki miR-19b
ekspresyonunun duyarlilik ve hassasiyeti; ekzozomlarinda dahil oldugu kiigiik
ekstraselliiler vezikiillerdekinden az da olsa yliksek bulunmustur (Bryzgunova ve
ark., 2016). Calismamizda, 6rnek gruplart miR-19b1-5p varligi/yoklugu agisindan
ya da ekspresyon seviyesi agisindan incelendiginde saglikli kontroller, mesane
kanseri hastalar1 ve takip hastalar1 arasinda anlamli fark gozlenmemistir. Ancak
ekspresyon seviyeleri mesane kanseri risk gruplar1 agisindan incelendiginde, kasa

invaze metastatik hasta grubunda; miR-19b1-5p ekspresyonunun diisiik orta risk
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grubundan ve yiiksek risk grubundan daha diisiik oldugu belirlenmistir (sirastyla
p=0,05 ve p=0,013). Mesane kanseri hastalari alt risk gruplarina ayirdigimizda kasa
invaze grubun saglikli kontroller, diisiik riskli hasta grubu ve yiiksek riskli hasta
grubundan daha diisiik ekspresyona sahip oldugunu ve bu farklarin anlamh
oldugunu saptadik (sirasiyla p=0,013; p=0,016 ve p=0,002). Bu bulgu miR-19b1-
5p’nin invazyon ile iliskisine isaret etmektedir. Kas invazyonu olan drnekler diger
tiim kanser ornekleri ile ya da saglikli kontrollerin de dahil oldugu tiim 6rnekler ile
karsilastirdigimizda; invazif grubun yine anlaml diizeyde diisiik ekspresyona sahip
oldugunu gozlemledik. Yapilan degerlendirmeye gore, saglikli kontrollerin miR-
19b1-5p ekspresyonu; invazif hastalarin yaklasik 4,3 kat1 ve invazif olmayan
mesane kanseri 6rneklerinin ekspresyonu; invazif 6rneklerin yaklasik 14,8 katidir.
Tiim bu bulgular miR-19’un mesane kanseri invazyonunda yer aldigini, prognostik
bir belirte¢ olabilecegini ifade etmektedir. miR-19’un prostat kanseri hastalarinin
idrar orneklerinde biyokimyasal niiks agisindan prognostik bir marker olabilecegi
daha onceki caligmalarda da belirlenmistir (Stuopelyté ve ark., 2016). miR-19,
gliomalarda yogunlukla incelenmis bir miRNA’dir. Gerek miR-19a gerekse miR-
19b’nin gliomalarda migrasyon, proliferayon ve invazyonu arttirdigi, apoptozu
baskiladig literatiirde yer alan bulgular arasindadir. miR-19 blokajinin ¢oklu ilag
direncini tersine ¢evirebilecegi de yine literatiirde yer almaktadir (W. Wang ve ark.,

2018).

Pazourkova ve arkadaslar1 miR-16-5p’nin kanda eksprese edilmesinin yanisira
idrarda da ekprese edildigi gézlemlemistir (Pazourkova ve ark., 2016). Bir diger
calisma, kronik bobrek hastalarinin iirin ekzozomal miRNA normalizasyonunda
referans miRNA olarak kullanilabilecegini dnerdiyse de, bu ¢alismaya 33 hasta ve
5 kontrol 6rnegi dahil edilmistir ve bu kadar kisith bir grup ile elde edilen bu bulgu
pek giivenilir olmayacaktir (Lange ve ark., 2017). Bu sebeple ¢alismamizda miR-
16-5p’yi referans gen olarak kullanmadik zira literatiirde tiimor baskilayic
Ozellikleri sebebiyle ¢esitli kanserlerde ekspresyonunun degistigi de
bildirilmektedir (Jiang ve ark., 2013). Calismamizda 6rneklerin tlimiinde miR-16-
5p ekspresyonu saptanmis, ancak saglikli kontroller ve mesane kanseri hastalari
arasinda ya da mesane kanseri risk gruplari arasinda herhangi bir ekspresyon farki

goriilmemistir. Literatiirde miR-16 ekspresyonunun, mesane kanseri hastalarinin
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tam idrarinda kontrollere gore arttigi bulgusu vardir ancak normalizasyon idrar

osmolalitesine gore yapilmistir (Sapre ve ark., 2016).

Uriner Apel/Refl konsantrasyonu mesane kanseri orneklerinde kontrol ve
takip Orneklerinin yaklagik 2 katidir (p<0,00001 ve p=0,00148). Apel/Refl’in
mesane kanseri hastalarinin serum 6rneklerinde arttig1 ve bunun idrar i¢in de gegerli
oldugu daha 6nceki bir ¢aligmada dogrulanmistir. Ayni ¢alismada tiriner Apel/Refl
seviyesinin niiks hastalarinda daha yiiksek oldugu da tespit edilmistir. ROC egrisine
gore optimum hassasiyet ve 6zgiilliik 0,376 ng/100 pl esik degeri i¢in sirastyla %82
ve % 80 olarak bildirilmistir (S. Choi ve ark., 2016b). Ancak bu ¢alismada idrar
protein konsantrasyonlarinin normalizasyonuna iliskin bir bilgi verilmemistir.
Apel/Refl’in mesane kanseri icin serolojik bir marker olarak degerlendirildigi bir
calismada, mesane kanseri hastalarinin serumunda Apel/Refl konsantrasyonunun
kontrole gore arttigi ve %93 duyarlilik ve %59 06zgiillik ile mesane kanseri
hastalarini saglikli kontrollerden ayirdigr belirlenmistir (J. H. Shin ve ark., 2015).
Bizim bulgularimiza goére Apel/Refl’in kreatinine gore normalize edilmis esik
ekspresyon degeri 6,27 i¢in duyarlilik %78,18 ve ozgillik %82,35 iken
AUC=0,816 ve p<0,0001’dir. Bunun yanisira diisiik risk hasta grubu ile saglikli
kontroller kiyaslandiginda 7,35 ekspresyon degeri i¢in AUC=0,924; duyarlilik
%93,33 ve ozgiilliikk %91,16 olarak hesaplanmigtir (p<0,0001).

Son giinlerde yapilan bir ¢alismada NMIBC, benign prostatik hiperplazi
hastalar1 ve saglikli kontrollerin iiriner ve serum BLCA-4 konsantrasyonlari
incelenmis, iiriner BLCA-4 seviyesinin NMIBC hastalarinda diger iki gruba gore
anlamli diizeyde yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ancak bu ¢alismada {iriner protein
konsantrasyonlarinin normalizasyonuna iliskin herhangi bir veri sunulmamistir (Z.-
Y. Wang ve ark., 2018). Normalizasyon yapilmamis olmas1 bireylerin dehidrate
olmus olmasi gibi fizyolojik farkliliklarin deney sonuglarini etkileyebilecegini
diisiindiirmektedir. Cesitli gruplarin ¢alismalarinda farkli sonuglar elde
edildiginden bu farkliliklarin gozden gecirilmesi amaciyla yapilan bir ¢alismaya,
1119 Ornegi igeren 9 yaymn dahil edilmis ve BLCA-4’iin bu c¢alismalardaki
kiimiilatif diyagnostik degeri belirlenmistir. Buna gore mesane kanseri tanisinda
BLCA-4’tin hassasiyeti %93, ozgilligi %97 ve AUC degeri 0,9607 olarak

belirlenmistir (Cai ve ark., 2015). Calismamizda mesane kanseri hastalarinin idrar
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orneklerinde BLCA-4 konsantrasyonunun saglikli kontrollerin ve takip hastalarinin
yaklagik 2 kati1 kadar oldugunu tespit ettik (p<0,000009 ve p=0,002). Saglikli
kontroller ile takip hastalarinin tiriner BLCA-4 konsantrasyonlar1 arasinda herhangi
bir anlamli fark gozlenmedi. Bu bulgular literatiirle tutarlilik gdstermekte ve
BLCA-4’tn diyagnostik degerine isaret etmektedir, 0zellikle diisiik riskli hasta
grubunu saglikli kontrollerden ayirmakta olduk¢a duyarli olmasi da diyagnostik

degerine dikkat ¢eken bir diger noktadir.

Literatiirde mesane kanseri hastalarinda CRK ekspresyonunun incelendigi
herhangi bir ¢calisma yoktur. Ancak CRK’nin mesane kanseri hiicrelerinde HGF/c-
Met yolagi lizerinden EMT ve metastazi indiikledigi gosterilmistir (Matsumoto ve
ark., 2015). CRK proteinini g¢alismamiza dahil etmemizin altinda da bu
yatmaktadir. Calismamizda mesane kanseri EMT ve metastazinda yer alan bir
proteinin idrarda bulunup bulunmadigini incelemek, sayet bulunuyorsa diyagnostik
acidan ne kadar onemli oldugunu agikliga kavusturmak amaglanmistir. ELISA
sonuclart CRK konsantrasyonunun mesane kanseri Orneklerinde saglikli
kontrollere ve takip hastalarina gore anlamli diizeyde arttigin1 gosterdi (p=0,002 ve
p=0,046). Ancak dikkat ceken 6nemli bir nokta elde edilen p degerlerinin, 6zellikle
de mesane kanseri hastalar1 ve takip hastalar1 arasindaki farkin p degerinin, farki
raslantisal kilmaya c¢ok yakin olmasidir. Bilim diinyasimnin istatistiksel
degerlendirmelerde p=0,05 yerine p=0,01 ve hatta p=0,001 degerinin
kullanilmasini tartistig1 bir ortamda bu p degerleri ile CRK nin diyagnostik degerini
tartigmak yanlis olur. ROC egrisi analizleri de bunu dogrular niteliktedir. Mesane
kanseri hastalar1 ile saglikli kontrollerin CRK ekspresyonlari i¢in ¢izilen ROC
egrisinin AUC=0,706’dir ve bu deger oldukga disiiktiir. CRK’nin, EMT ve
metastaz iliskisi sebebiyle, kasa invaze metastatik hasta grubunda tiriner CRK
konsantrasyonunun diger 6rnek gruplarina gore daha yiliksek olmasi beklenirdi
ancak boyle bir sonug elde edilmedi. Saglikli kontroller ve kasa invaze metastatik
hasta grubunun idrarlar1 arasinda yalnizca APE1/REF1 konsantrasyonu agisindan
anlamli fark gézlendi. Bu durum CRK’nin mesane kanserinde hiicresel anlamda rol
oynadigin1 ancak idrara salinimin kanserle yeterince yakin iliskili olmadigini
diistindiirmektedir. Diisiik riskli hasta grubunun saglikli kontrollerden ayrilmasinda

tiriner CRK konsantrasyonunun daha hassas ve duyarli oldugunu gozlemledik.
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ROC analizine gore AUC=0,884 ve 7,89 esik degeri i¢in diisiik riskli hastalari
saglikli kontrollerden %93 duyarlilik, %88 6zgiilliik ile ayirdigini belirledik.

VIM ve fibronektin upregulasyonu MIBC, tedaviye direng ve kotii gidisat ile
iliskilendirilmistir (Knowles ve Hurst, 2015). Cesitli calismalarda mesane kanseri
hastalarinin idrar 6rneklerinde metilasyon seviyesi incelenmis, metilasyonun niiks
belirteci olabilecegi saptanmis (Reinert ve ark., 2012), GDF15, TMEFF2, ve VIM
genlerinin idrardaki metilasyon profillerinin mesane kanseri hastalarini %94
duyarlilik ve %90 6zgiilliik ile saglikli kontroller, renal kanser ve prostat kanseri
hastalarindan ayrilabildigi belirlenmistir (Costa ve ark., 2010). Literatiirde, mesane
kanseri hastalarinda tiriner VIM konsantrasyonunun degerlendirildigi bir ¢aligma
yoktur ancak idrar sitolojisi vimentin boyamasi ile incelenmistir (Ohsaki ve ark.,
2011). Calismamizda mesane kanseri hastalarinin iiriner VIM konsantrasyonunun
saglikli kontroller ve takip hastalarinin neredeyse iki kati oldugunu; 26,4 esik
konsantrasyon degeri ig¢in iriner VIM konsantrasyonunun mesane kanseri
hastalarin1 saglikli kontrollerden %67,27 duyarlilik ve %88,24 ozgiillik ile
ayirdigini, 0,95 giiven araligi icin AUC=0,775 ve p<0,0001 oldugunu tespit ettik.
Ayni zamanda triner VIM konsantrasyonunun diislik orta risk grubu hastalarda
saglikli kontrollere gére anlamli diizeyde fazla oldugunu belirledik. Uriner VIM
konsantrasyonunun diisiik riskli hasta grubunu saglikli kontrollerden ayirmakta
oldukc¢a duyarli oldugunu belirledik, 0,95 giiven araliginda AUC=0,941 ve 30,21
esik degeri i¢in Uiriner VIM konsantrasyonunun %93 duyarlilik ve %94 6zgiilliik ile

saglikli kontrol ve diisiik riskli hasta ayrimi yapmaktadir.

Uriner NMP22 ekspresyonunun mesane kanseri tanisinda énemli yeri oldugu
diistiniilmektedir. Mesane kanseri hastalarinin idrarlarinda ¢okca calisilmis ve FDA
onayli 2 adet test gelistirilmis bir proteindir, ancak literatiirdeki sonuglar birbirinden
olduk¢a farklidir (Mbeutcha ve ark. 2016; Tan ve ark., 2018). Toplam 4384
hastanin kullanildigi 7 bagimsiz ¢alismanin sonuglari degerlendirildiginde
NMP22’nin ortalama %69 6zgiilliikk ve %81 duyarliliga sahip oldugu belirlenmistir
(Mowatt ve ark., 2010). Mesane kanseri riski tagiyan 1300 kisinin degerlendirildigi
bir calismada NMP22 BladderCheck testinin (%56), idrar sitolojisine (%16) gore
daha duyarli oldugu ancak idrar sitolojisi kadar 6zgiil olmadig belirlenmistir

(Grossman ve ark., 2005). Yas, sigara kullanimi gibi durumlardan fazlaca etkilenen
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bir test olmast da dezavantajdir. Caligmamizda saglikli kontroller, mesane kanseri
hastalar1 ve takip hastalarinin tiriner NMP22 konsantrasyonlar1 arasinda veya
mesane kanseri risk gruplart ile saglikli kontrollerin iiriner NMP22

konsantrasyonlar1 arasinda anlamli bir fark gézlenmedi.

Bu calismada mesane kanseri tanisi agisindan en anlamli farkliliklarin
gozlendigi {iriner protein ve ekzozomal miRNA’lar lojistik regresyon ile
incelendiginde, tliriner miR-139-5p, 136-3p ve 19b1-5p varlig1 ve iiriner BLCA4
konsantrasyonu ile olusturulmus lojistik regresyon modelinin %83,6 duyarlilik ve
%73,5 ozgiillik ile mesane kanseri tanis1 koyabildigi belirlenmistir. Erken taniya
imkan saglayacak olmasi sebebiyle diisiik risk hasta grubunun saglikli
kontrollerden ayrilmasina ayr1 bir 6nem verilmistir ve yine lojistik regresyon ile
tirin ekzozomal miR-136-3p varlig1 ve tiriner BLCA4 konsantrasyonunun diisiik
risk hasta grubunu saglikli kontrollerden % 93,3 duyarlilik ve % 97,1 6zgiilliik ile

ayirdig belirlenmistir.

Mesane kanseri tanisinda kullanilmak {izere iiriner protein ve ekzozomal
miRNA’lart inceledigimiz bu calismada; mesane kanseri hastalar1 ve saglikli
kontroller arasinda, kimi ilk defa incelenmis, kimi literatiirle tutarlilik gdsteren
cesitli ekspresyon ve konsantrasyon farkliliklar1 gozlemledik. Istatistiksel
degerlendirmeler sonucunda bunlardan ekzozomal miR-139-5p, 136-3p ve 19bl-
5p varlig1 ve iiriner BLCA4 konsantrasyonunun yiiksek duyarlilikla tan1 koydurucu
oldugunu belirledik. Ortak molekiiler belirtecler kullanilarak hem diisiik risk grubu
hastalar1 saglikli kontrollerden ayirmaya, hem de mesane kanseri hastalarini saglikli
kontrollerden ayirmaya imkan vermesi emek, zaman ve maliyet agisindan oldukga
avantajlidir. Ayrica modele dahil olan miRNA’larin ekspresyon seviyesi agisindan
degil ekspresyon varligi ya da yokluguna gore dahil olmasi ekspresyon deneylerinin
normalizasyon, kantitasyon basamaklarint devereden c¢ikaracagi icin bireysel
hatalar1 da minimize edecektir. Gelistirilen panelin duyarlilik ve 6zgilliigii, cesitli
caligmalarda duyarlilik ve 6zgiilliigii sirasiyla %30 ve %86 ile %83 ve 43 araliginda
degisen idrar sitolojisinden hayli {stlindiir. Dolayisiyla gelistirilen modelin;
duyarlilik ve 6zgiilliikk agisindan halen klinik pratikte kullanimi1 devam eden idrar
sitolojisinden {istlin olmasi; saglikli kontrol- mesane kanseri hastalarinin ayrimi i¢in

ve diisiik risk hasta grubu- saglikli kontrol ayriminin saglanmasi i¢in ortak
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molekiiller kullanmasi; FDA onayli idrar biyobelirteglerinden daha yiiksek
Ozgillik ve duyarliliga sahip olmasi klinik pratikte kullanilabilecek bir panel
olabilecegini isaret etmektedir. Yiiksek sayida hasta grubu ile bu panelin analiz
edilmesi halen klinik pratikte aktif olarak kullanilan idrar sitolojisine bir alternatif

sunabilir.
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