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OZET

Amag: Mesane kanseri, genitoiiriner sistemde prostattan sonra en sik goriilen
kanserdir ve diinyadaki kanserler arasinda en yaygin 7. kanserdir. Dunyada ve
Tiirkiye’de erkeklerde sikligi belirgin olarak yiiksektir ve Tiirkiye’de erkeklerde
gozlenen en sik 4. kanserdir. Mesane kanserleri invaziv-olmayan ve infiltratif trotelyal
karsinom (IUK)’lar olarak iki gruba ayrilmaktadir. {UK’da daha agresif tedavi
yontemleri (sistektomi, kemoterapi) uygulanmakta ve evrede ilerleme, metastaz sik
goriilmektedir. Bu baglamda IUK’da yeni tedavi yontemleri gelistirmek, molekiiler
yolaklarin kesfi onem kazanmaktadir. Molekiiler analizler, hedefe yonelik tedavilerin
gelistirilmesinde yol gosterici olmustur. Hiicre blyimesinde tirozin-reseptor-kinazin
sinyal yolaginda; RAS-BRAF-MEK-ERK ve PIK3CA-PTEN-AKT kaskadlarinin
onkogenlerinin mutasyona ugramast kanser gelismesine yol ac¢maktadir.

Calismamizda IUK’da PIK3CA, KRAS ve BRAF mutasyonlarmin analizini amagladik.

Gereg ve Yontem: DUTF Patoloji ABD’da tam alan 24 TUK ¢alismaya dahil edildi.
IUK olgular diferansiasyon (glandiiler, sarkomatoid vb) gosteren/gostermeyen olarak
ayrildi. Dokulardan parafinin ayristirilmasi: sonras1t DNA ekstraksiyonu yapildi. izole
DNA, RANDOX cihaz1 biyocip dizilerine konularak KRAS, PIK3CA ve BRAF
mutasyon analizi yapildi. Mutasyon sikliklar1 olgularin demografik, histopatolojik,
klinik bulgular1 ile karsilastirildi; genel/hastaliksiz sagkalim oranlari, aldiklari

kemoterapi tiirii/sayis1 ve TNM evresine gore degerlendirildi.

Bulgular: 1UK vakalarinin ortalama tam yas1 70.1 olup erkek/kadm:11/1°dir. {UK
olgularmin %33.3’linde KRAS, %12.5’inde PIK3CA, %S8.3’linde BRAF mutasyonu
saptanmistir. Cogunlugu gemsitabin+sisplatin olmak (zere 14 hasta kemoterapi
tedavisi gormiistiir. Tamorlerin %79,1°1 evre 2’de tan1 almistir ve histopatolojik
incelemede eslik eden in-situ karsinom (n:8), nekroz (n: 13), lenfovaskdler invazyon
(n: 12) ve perinoral invazyon (n: 10) saptanmistir. Mutasyon glanduler, sarkomatoid
ve skuamdz diferansiasyonlu olgularda mevcut iken mikropapiller ve berrak hicre
diferansiasyonlu olgularda saptanmamustir. Histopatolojik 6zelliklerin mutasyon

analizi ile karsilastirilmasinda istatistiksel olarak anlamli sonu¢ gbzlenmedi. Bu



caligmada yapilan analizlere gore (KRAS, BRAF, PIK3CA) olgularin sagkalim oranlar1

arasinda fark gortlmedi.

Tartisma: Tumorlerin molekiler karakterlerinin belirlenmesi, hedeflenen tedavi
algoritmalarmin olusturulmasinda ve uygun hastanin segilmesinde bir kilavuzdur.
Reseptor tirozin kinaz yolu, timérlerde en sik mutasyona ugrayan yollardan biridir.
Sonug¢: Mesane kanseri olan hastalarin tedavisine yon verebilecek mutasyon
profillerini bulmak icin daha genis serili ¢alismalara ihtiya¢ vardir. Ayrica, bunlarin

prognoza etkisinin daha genis serilerde arastirilmasi gerekir.

Anahtar kelimeler: Infiltratif Girotelyal karsinom, KRAS, BRAF, PIK3CA



ABSTRACT

Aim: Bladder cancer is the most common cancer of the genitourinary system after
prostate and 7th most common cancer among the cancers in the world with obvious
male predominance. Urothelial tumors are divided into two major groups according to
their molecular pathogenesis: Non-muscle invasive (pTO, pT1) and infiltrating
urothelial carcinomas (IUC) (pT2-pT4). Since, IUC tend to progress and metastasize,
more aggressive treatment (cystectomy, chemotherapy) is applied. Therefore, the
discovery of molecular pathways to develop new treatment methods, especially in
invasive bladder cancers is important. Based on the new discoveries at bladder cancers,
we aimed to define mutations seen on receptor tyrosine kinase pathway (KRAS, BRAF,
PIK3CA).

Material and Method: A total of 24 cases of IUC from the archive of Duzce
University School of Medicine, Department of Pathology & Cytology were included.

IUC cases were divided into two categories according to whether there is divergent
differentiation or not. Appropriate tumor area was detected on microscopic
examination and macro-dissected from the paraffin-embedded samples for the
mutational analysis. Respectively, DNA extraction and PCR amplification was done.
PCR products were placed in RANDOX device biochip sequences and KRAS, PIK3CA
and BRAF mutation analysis was performed. Results of the analysis were compared
with the clinical, demographic and histopathological findings. Survival rates were

evaluated according to the mutations and chemotherapy regimens.

Results: The mean age at diagnosis of IUC cases was 70,2 and male / female ratio was
11/1. Fourteen patient had received chemotherapy including mostly
gemsitabin+sisplatin  regimens. Histopathological examination revealed in-situ
component (n:8), necrosis (n:13), lymphovascular invasion (n:12) and perineural
invasion (n:10). Most of the cases were diagnosed at stage 2 (79,1%). KRAS, PIK3CA,
BRAF mutations were detected in 33,3%, 12,5%, 8,3% of cases, respectively. While
several mutations were present in cases with glandular, sarcomatoid and squamous
differentiation, there was no mutation in cases with micropapillary and clear cell

differentiation. No statistically significant results could be obtained in the comparison



of histopathologic properties and mutation analysis. No difference was seen between
the survival rates of the cases when compared according to their analysis done in this
study (KRAS, BRAF, PIK3CA).

Discussion: The determination of the molecular characters of tumors is a guide in
the creation of targeted treatment algorithms and in choosing the appropriate patient.
The receptor tyrosine kinase pathway is one of the most frequently mutated

pathways in tumors.

Conclusion: Studies with larger series are needed to find out the mutation profiles that
may guide the treatment of patients with bladder cancer. Also, their impact to

prognosis need to be investigated in larger series.

Keywords: Infiltrating Urothelial Carcinoma, KRAS, BRAF, PIK3CA
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1. GIRIS VE AMAC

Mesane kanseri genitolriner sistemin prostattan sonra gorilen en sik kanseridir
(1). Dunyada her iki cinsiyet birlikte degerlendirildiginde tiim kanserler arasinda
goriilme siklig1 7. siradadir ve kanserden olan 6liimlerde 12. sirada yer almaktadir (2).
Turkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanlig1 kanser istatistiklerine gére mesane kanseri
erkeklerde 4. siklikta goriilmektedir. Yine de her iki cinsiyet birlikte
degerlendirildiginde ilk on kanser arasinda yer almamaktadir (3). Hem diinyada hem
ulkemizde erkeklerde daha sik goriilen mesane kanserinde sigara onemli bir risk
faktoradar (4).

Mesane kanserleri, kasa invaziv olmayan (pTa, pT1) ve kasa invaziv (>pT2)
olarak ikiye ayrildiginda invaziv olmayan mesane kanserleri %50-70 tekrarlamakta
olup nadiren (%10-15) invaziv karsinoma déniismektedir (4,5). invaziv olmayan
mesane kanserlerinde BCG tedavisi ile tamamen kiir saglanabilmektedir. Invaziv
kanserlerde hem agresif tedavi yontemleri uygulanmakta (sistektomi, kemoterapi);
hem de evrede ilerleme, metastaz daha ¢ok gorulmektedir (1). Bu ylzden 6zellikle
invaziv olan mesane kanserlerinde yeni tedavi yontemleri gelistirmek igin molekiiler

yolaklarin kesfi deger kazanmaktadir.

Son yillarda diger kanser tiirlerinde oldugu gibi hedefe yonelik molekiiler
tedavilerin gelistirilmesi i¢in mesane kanserlerinin mutasyon analizi ana arastirma
konularindan biri olmustur. Tirkiye’de mesane kanserlerinde molekiiler alt tip
incelemesinin yapilmasi tiimoriin daha yiksek oranda gorulmesi nedeniyle 6nemlidir.
Ulkemizde Dogu Marmara/ Bati Karadeniz bélgesi sanayinin yogun oldugu bir
bolgedir. Sigara tuketimi yuksek oldugundan mesane kanserinin lkemizde daha
yuksek oranda gortlmesi beklenen bir durumdur. Diger yandan bu yiiksek oranin

nedeni toplumsal olarak farkli bir molekiiler temel ile agiklanabilir.

Tirozin reseptor kinazin baslangi¢ noktasini olusturdugu sinyal yolaginda RAS-
BRAF-MEK-ERK ve PIK3CA-PTEN-AKT onkogenlerinin yer aldigi basamaklardaki
genlerin mutasyona ugramasi hiicrenin apoptozdan korunarak kanser gelistirmesine
yol agmaktadir (5). Meric-Bernstam ve arkadaslarinin yaptig1 2000 hastanin katildigi

genis serili molekiiler analiz ¢calismasinda sik goriilen ondan fazla kanserde en sik



bulunan 4 mutasyon sirasiyla TP53, PIK3CA, KRAS, BRAF olmustur (6). Kanser
olusumunda bu dort genin onemli etkilerinin oldugu goriilmektedir. Tirozin kinaz
reseptoriine ve aktive onkogenlere yonelik yapilacak hedefe yonelik tedaviler
hastalarin prognozuna 6nemli katkilar saglayabilir (7). Hangi hastada nasil bir
mutasyonun gelistigi ve hangi tedavinin baslanmasi gerektigi molekiiler ¢alismalar

neticesinde tespit edilebilecektir.

Calismamizda, RANDOX molekiiler cihazi ile invaziv mesane kanserlerinde KRAS,
BRAF, PIK3CA mutasyon analizini yapmak, klinik-demografik veriler ve prognozla

potansiyel iliskilerini tespit etmek amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mesane Embriyolojisi

Mesane gelisimi intrauterin 4. haftada iirogenital septumun kloakay1 6n
urogenital siniis ve arka rektum kismina ayirmasiyla baslamaktadir (8). On kisimda

iirogenital siniis, arka kisimda rektum olusmaktadir (Sekil 1).

Mezonefroz
Allantois

Ureter
Kloaka

Urorektal septum
Rektum

Kloakal membran

Sekil 1. Sekiz haftalik fetiiste kloakanin tirorektal septum ile iki boliime ayrimlasmasi

ve allantois ile iliskisi (9).

Mezoderm tabakasindan gelisen mezonefrik duktuslarin kaudal kismi genisler
ve mesane trigon bolgesini olusturmak iizere iirogenital siniisiin orta-arka kismiyla
birlesir. Mezonefrik duktuslarin proksimalinde {ireter tomucuklar1 gelismeye baslar.
Zamanla mezonefrik duktuslarinin tirogenital siniisiin i¢ine ¢ekilmesi ile {ireterler ayri
girislere sahip olmaktadirlar. Mezonefrik duktuslarin iirogenital sinlsun igine
cekilmeye devam etmesiyle Ureterler laterale, kraniale dogru hareket ederler. Neticede

mezodermden trigon bolgesi gelisimi tamamlanmis olur (Sekil 2).
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Sekil 2. A) Mezonefrik duktus iirogenital siniise agilimi B) Siniis biiyiidiikce
mezonefrik duktusun proksimal kisminin absorbsiyonu ve mezonefrik duktuslar ve
ureterlerin farkli yerlerden mesaneye agilmasi C) A¢ilim yerleri ilk etapta birbirlerine
yakin D) Absorbsiyonun devam etmesi ile tireterlerin yukari-laterale yer degistirmesi

ve ortada mezodermden koken alan trigonun gelisimi (10).

Primitif iirogenital siniise mezonefrik kanallarin agildigr noktanin {ist kismi
vezikoureteral kanal olarak bilinmektedir. Vezikoiireteral kanalin {ist kismindan
mesane, bu kanalin daha dar olan alt kismindan ise iiretra gelismektedir. Gelismekte
olan mesane kranial kesimde allantois ile devamlilik gostermektedir. VVezikoureteral
kanalin kranial kisminda yer alan endoderm tabakasindan mesane epiteli
gelismektedir. Trigonun epiteli mezoderm tabakasindan gelismekte ve absorbe olan
mezonefrik duktustan meydana gelmektedir. Mesanenin muskiiler ve ser6z tabakasi

splanikoplorik mezodermden gelismektedir (10).

2.2.Mesane Anatomisi

Infant ve ¢ocukluk doneminde abdomende yerlesik olan mesane, ad6lesan
donemine kadar asagiya inerek pelvis mindre yerlesmektedir. Mesanenin alt kismi

kadinlarda pubovezikal, erkeklerde puboprostatik baglarla sabit durumdadir. Kranial



kismi ise iiriner dolum siirecine adaptasyonun saglanabilmesi i¢in fibrolipomatdz yag
doku igerisinde serbest halde bulunmaktadir (11).

Mesane bosken dort yuzeyli ters piramit seklinde olup tavan kismi pariyetal
periton ile ortiiliidiir. Anatomik olarak posteriorda, kadinlarda uterin serviks ve
vajenle, erkeklerde seminal vezikiil ve vaza deferensin ampullas1 ile rektumdan
ayrilmaktadir (Sekil 3). Ileri evre mesane kanserlerinde komsu organ invazyonlari,
evreyi ve ameliyat prosediiriinii belirleyen unsurlardandir. inferolateral yiizeylerde
mesane levator ani kasmin fasyasi ile komsuluk gostermektedir. Apeks olarak
tariflenen anterosuperior kisimda yer alan median umblikal ligaman, urakal kalinti
olup urakal karsinomlarin gelistigi bolgedir.

Trigon, mesanenin inferoposteriorunda yer alan embriyolojik gelisimi farkli
olan mukozal kisimdir. Trigon bolgesinin superolateral kisimlarindan tlireter mesaneye
girmektedir. Mesane igerisinde lireter kas tabakast Waldeyer kilifi ile mesane kas
tabakasinda baglanmaktadir ve bu kilif mesanenin detrusor kas tabakasi ile devamlilik
gostermektedir. Bu anatomik baglanti mesane dolumu sirasinda kas tabakasi
gerildiginde iireterlerin kapanmasini saglayarak reflilyli onleyen bir mekanizmayi
saglamaktadir.

Mesane boynu olarak bilinen en distal kisim iiretraya agilmaktadir. Mesane
boynu erkeklerde prostat bezi ile komsuluk gostermektedir; bu komsuluk mesane
tiimorlerinde yanlis invazyon algisi olusturabileceginden bilinmesi 6nemlidir. Mesane
boynu trigon kas tabakasi, detrusor kas ve tiretral kaslarin birlesiminden olusmaktadir.
Bu alanda mesanenin detrusor kas tabakasi internal uretral sfinkterinin biyiik kismini
meydana getirmektedir.

Mesane boynu posteriorda erkeklerde rektum, kadinlarda vajen ile; anterior ve
lateralde ise sirasiyla internal obturatuar, levator ani kaslar1 ve pubik kemik ile
komsudur.

Mesanenin arteryel kanlanmasi temel olarak internal iliak arterden kdken alan
inferior vezikal arterden kaynaklanmaktadir. Bunun yaninda obturatuar ve inferior
gluteal arterlerden ve kadinlarda vajinal ve uterin arterlerden beslenmektedir. Venoz
drenaj vendz pleksuslarin birleserek internal iliak vene akmasi ile; lenfatik drenaj ise

internal ve eksternal iliak lenf nodlar1 ile saglanmaktadir.



Sempatik sinirler T11-L1 sinirlerinden, parasempatik sinirler ise S2-S4
sinirlerinden koken alarak mesanenin sinir ag1 pleksusunu olusturmaktadir. Mesane
doldugunda aktiflenen parasempatik sistem muskularis proprianin kasilmasmi ve
internal sfinkterin a¢ilmasini saglamaktadir. Eksternal sfinkterin koken aldig: pelvik
kaslarin istemli gevsemesi ile iseme meydana gelmektedir. Pelvik ve hipogastrik

sinirlerden koken alan duyu dallar1 ise mesanenin agr1 duyusunu tasimaktadir (11).

Sekil 3. Mesanenin kadin ve erkeklerdeki anatomik organ komsuluklarinin gosterimi
(112).

2.3. Mesane Histolojisi

Mesane, Ureter ve renal pelvis ile benzer histolojide olup en icte trotelyum
(transizyonel hiicreli epitel) ile ortiludir. Urotelyum, mesane bosken alti-yedi kat
epitel hucresinden olusurken mesane doldugunda iki epitel hicresi kalinligina kadar
esneyebilir. En st epitel tabakasi semsiye hiicrelerinden, en alt tabaka bazal
hlcrelerden, ara tabaka ise poligonal sekilli ara (intermediyet) hicrelerden meydana
gelmektedir (11). Semsiye hiicreleri siklikla biniikleasyon gosterir ve mesanede
gecirgen olmayan bir bariyer olusturur. Epitel tabakasi bazal membran ile lamina
propriadan ayrilmaktadir. Lamina propria elastik lif, kapiller, sinir u¢larinin yani sira
fibroblast, miyofibroblast, yag hiicreleri ve Cajal hicrelerini iceren ekstraselller
matriksten olusmaktadir ve muskularis mukoza bu tabakada izlenmektedir. Lamina

propria detriissor kas olarak bilinen muskularis propria ile devamlilik géstermektedir.



Muskularis propria i¢te ve dista longitudinal, ortada sirkller diizenlenme gdsteren
kaslardan olusmaktadir. Mesane en dista adventisya ile devamlhidir. Ayrica, tavanda
abdominal duvarin peritonu olan seroza ile Ortiludur. Bu tabakalar timor
derecelendirmesini belirlediginden mikroskobik olarak taninmalar1 6nemlidir (12).

Sekil 4’de mesane histolojisi gosterilmektedir.
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Sekil 4. A) Mesane tabakalarinin histolojik gériiniimiiniin sematizasyonu (13), B)
Transizyonel epitel tabakalart H&E, x400 (12)



2.4. Mesane Kanseri Epidemiyolojisi

Mesane kanseri dinyada 7. siklikta gozlenen kanserdir ve kanser kaynakli
olumlerde 12. sirada yer almaktadir (2). Amerika Birlesik Devleti (ABD) verilerine
gore 2020 senesinde beklenen yeni vaka sayis1 81.400 (tim kanserlere gore %4,5);
mesane kanseri kaynakli beklenen 6liim sayist ise 17.900 (tum kanserlere gore
%3)’diir. ABD 1992-2017 yillar istatistiklerine gore mesane kanseri kaynakli 6lim
hiz1 sabit seyretmistir ve Ozellikle son bes senede insidans hizinin azaldig:
gozlenmistir. 5 yillik yasam beklentisi %76,9 olarak tespit edilmistir (14). Turkiye
istatistiklerine gore mesane kanseri erkeklerde 4. siklikta goriilmekte iken her iki
cinsiyet birlikte degerlendirildiginde ilk on kanser arasinda yer almamaktadir (3).
Diinyada da etnik kokenlere gore ayrildiginda da (Asya kokenli, Afrika kdkenli, Latin
Amerikan, vb.) mesane kanseri erkeklerde kadinlara gore yaklasik 4 kat daha sik
gozlenmektedir (14).

Mesane kanseri gortlme siklig1 yasla birlikte artmaktadir ve en sik 65-74
yaslar1 arasinda tan1 konulmaktadir. Ortalama goriilme yas1 73 tiir. Oliimlerin %80’i

ise 65 yastan sonra meydana gelmektedir (14).

2.5. Mesane Kanserinde Etiyoloji ve Risk Faktorleri

Mesane kanseri gelisiminde c¢evresel ve enfeksiyoz surecler 6nemli rol
almaktadir. Bu risk faktorlerinden Urotelyal karsinom gelisimi i¢in en 6nemli risk
faktorii sigara olarak belirlenmistir. Sigara igerisinde bulunan 60°dan fazla zehirin bir
kismi bu timoriin gelisimini tetiklemektedir. Sigara igen mesane kanseri hastalar1 daha
erken yasta tan1 almakta, daha kotl prognozlu seyretmekte ve rekiirrens daha sik
gelismektedir. Cevresel faktorlerden; kimya ve plastik sanayisinde kullanilan anilin
boyalar1 (benzidin, B-naftilamin), aliminyum ve karbon sanayisinde kullanilan
polisiklik aromatik hidrokarbon ve diabetes mellitus tedavisinde kullanilan
thiazolidinedionlarin bazi formlarinin mesane kanseri riskini artirdigi gorilmistiir
(15). Chang ve ark. yapmis oldugu calismada agir metal maruziyeti (kadmiyum, nikel,

kursun, vb) mesane kanseri ile iliskili bulunmustur (16). Genetik faktorlerin etkisi



genomik c¢alismalarla  gosterilmeye c¢alisilmis fakat henliz tam  olarak

iliskilendirilememistir (17).

2.6. Mesane Tumorlerinde Prognostik Faktdrler

Mesane kanserlerinin prognozunda klinik, morfolojik, genomik farkliliklar rol
oynamaktadir.

*Evre: Mesane kanserlerinde en 6nemli prognostik gosterge olmasi yani sira
tedaviyi yonlendiren en 6nemli unsurdur (18). Cogu kanserde oldugu gibi ileri
patolojik T evresi kot prognoz gostergesi olup rekiirrens orani ve hiz ile iliskilidir
(19) (Sekil 5).

Tis: In situ Grotelyal karsinom
Urotelyum

Lamina propria Ta: Non-invaziv papiller

Urotelyal karsinom
Muskularis propria

Perivezikal yag doku T1: Lamina propriaya invaze

T2a: Muskularis propria i¢
yarisina invaze

T2b: Muskularis propria dig
yarisina invaze

T3a: Perivezikal yag dokuya
mikroskopik invazyon

Divertikil Evrelemesi
T3b: Perivezikal yag dokuya

Muskularis propria makroskopik invazyon

olmadigindan pT2 yoktur.
T4: Cevre dokuya invazyon

Sekil 5. Mesane kanserinde patolojik evrelendirme [Amerikan Ortak Kanser Komitesi
(AJCC) Evreleme Kilavuzu, 8. baski, 2017] (20)

Diisiik dereceli papiller iirotelyal karsinomlarda invazyon ve ileri T evresi ¢cok
gorilmemektedir fakat sik rekiirrens ile seyretmektedirler. Yksek dereceli Grotelyal
karsinomlar ve in situ karsinomlarda kasa invazyon daha sik olur ve hem sik rekiirrens
hem de hizli progresyon goriiliir. TUmoriin muskularis propriaya invazyonu (pT2)
radikal sistektomi i¢in endikasyon olusturmaktadir. PT2a-pT2b ayriminimn sistektomi

materyalinde tanimlanmasi lenf nodu tutulumu olmayan vakalarda 6nemli prognostik



farkliligi ortaya koymustur (18). PT1 tumdrlerde klinik seyir invazyon derinligine gore
farklilik gosterdiginden bu evrenin de belirlenmesi gerektigi diisiiniilmektedir.
Yapilan ¢aligmalarda bazi ekoller muskularis mukoza invazyonunu bir sinir olarak
belirlerken, bazilar1 1.5 mm alt1 ve iistii invazyonlar1 baz alarak pTla ve pT1b olarak
ayrimlastirmiglardir. Her iki goriiste de hastalik gidisatin1 belirleyen anlamli
farkliliklar bulunmustur. Uluslararasi Kanser Raporlama Kollaborasyon Kurumu
(ICCR) her iki raporlama tekniginin kullanilabilecegini diistinmektedir (21).
*Varyant: Mikropapiller, nested, sarkomatoid, plazmasitoid ve kiguk htcreli
varyant karsinomlar kotu prognozlu seyretmektedirler (18,22). Plr lenfoepitelyoma
benzeri tirotelyal karsinomlarda ise prognozun daha iyi oldugu bildirilmistir (23).

*Lenfovaskiler invazyon: 1Ileri evre kanserlerde daha sik gozlenen

lenfovaskiler invazyon sag kalimla iligkilidir. ‘Uluslararasi Mesane Kanseri
Nomogram Konsorsiyumu’ pozitif lenf nodu sayisimnin eksize edilen lenf noduna
oranint ‘lenf nodu yogunlugu’ olarak nitelendirmistir. Bu yogunlugun artis1 hastaliksiz
sag kalim1 olumsuz etkilemektedir ve onkolojik takip i¢in bagimsiz prediktor olarak
kabul edilmistir (19).

*Tiimor boyvutu ve cerrahi sinwr durumu: Tumor rekirrensi cerrahi sinir

pozitifligi olan vakalarda yaklasik 2 kat fazladir. Timor boyutunun artigi ve nekrozun
bulunmasi kotii prognostik faktorlerdendir (19).

*Derece: Mesane karsinomlar1 derecesine gore temelde diisiik dereceli ve
yiiksek dereceli olarak ikiye ayrilmistir. Diisiik dereceli karsinomlar papiller biiyiime
paterni gostermekte olup invazyon daha nadir gorilmektedir. Yuksek dereceli
karsinomlar ise in situ karsinom ve invaziv karsinom olarak goriilmektedir. Diisiik
dereceli ve yiiksek dereceli karsinomlarin gelisiminde molekiiler yolaklarin farkli
oldugu dikkati ¢cekmistir. Diisiik dereceli karsinomlarda tirozin kinaz reseptor yolagina
ait HRAS, FGFR3 ve PIK3CA mutasyonlar1 rol oynamaktadir. HRAS ve FGFR3
fonksiyonel olarak esit etkileri vardir. FGFR3 mutasyonu sik rekiirrensle iligkili
bulunmus olup hastaliksiz sag kalimi olumlu etkilemektedir. Diger yandan PIK3CA
nokta mutasyonlar1 daha diisiik evre, derece ve daha az rekiirrensle iliskili
bulunmustur. Yiiksek dereceli karsinomlarin ise hiicre dongiisii diizenleyici p53, RB,

p21 ve p27 proteinlerinde meydana gelen mutasyonlar sonucunda gelistigi
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diisiiniilmektedir. Bu proteinleri kodlayan genlerdeki mutasyonlarin prognozu kétii
etkiledigi diistiniilmektedir (18).
*Molekuler yolak: Kanser genom atlas projesi (TCGA)’nin yapmis oldugu 131

yliksek dereceli infiltratif {irotelyal karsinomun dahil edildigi tiim genom okuma
calismasinda lirotelyal karsinomlarin %93’linde p53/RB yolaklarinda, %72’sinde
PIBK/AKT/mTOR ve RTK/RAS yolaklarinda, %89’unda epigenetik degisikliklerin rol
aldig1 gosterilmistir. Bu yolaklarin ¢ogunun mesane kanserinde rol oynadigi
gosterilmistir (18). Demrauer ve ark. yapmis oldugu calismada mesane kanserleri
luminal ve bazal tip olarak ikiye ayrilmistir. Luminal tipte tiroplakin ve keratin 20
ekspresyonu; basal tipte CD44, keratin 5 ve 14 ekspresyonu mevcuttur. Bazal tipte
luminal tipe gore ortalama yasam siirelerinde belirgin azalma izlenmistir (18). Genetik
imzalarin rekiirrens ve progresyonda etkilerinin oldugu yapilan dizi bazli (‘array
based”) gen ekspresyon caligmalarinda gdsterilmistir. Lindgren ve ark yapmis oldugu
calismada tanimlanan 1. bazal benzeri subtipte, skuamdéz fenotip gozlenmis olup p63
aktivasyonu, CK5/6 pozitifligi, EGFR, CD44 aktivitesi tanimlanmistir ve neoadjuvan
kemoterapiye iyi yanit aldiklari gosterilmistir. 2. luminal subtipte ise FGFR3
mutasyonu, ER aktivasyonu ve ERBB2, PPARgama ekspresyonu mevcut olup tedavi
yolaklari ile iligkili bulunmustur. Her iki yolakta neoadjuvan tedaviye direngli TP53
gen ekspresyonu saptanmistir (22). Diger yandan EGFR asir1 ekspresyonu hastaligin
progresyonunu gosterirken, ERBB2 amplifikasyonu agresif davranis, ileri evre ve
derece, artmis rekiirrens ve progresyon ile iliskili bulunmustur (18).

Molekiiler yolaklarin tanimlanmasi erken tanida yardimci olabilmektedir.
Idrardan yapilan floresan in situ hibridizasyon (FISH) calismalari, heniiz klinik bir
kanser mevcut degilken, kanser varligi agisindan pozitif sonuglanmistir. Bu hastalarin
29 ay igerisinde kanser gelistirdigi gézlenmistir; bu durum erken tan1 ve tedavinin

saglanabilmesi agisindan Onemlidir (22).

2.7. Mesane Tumorlerinin Siniflamasi
Mesane kanserleri Diinya Saghk Orgiitii (DSO) simiflamasinda gelistikleri

hiicrenin kokenine gore Urotelyal tumorler, skuaméz hicreli neoplaziler, glanduler

neoplaziler, urakal karsinomlar, ndroendokrin timorler, melanositik timorler,
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mezenkimal tiimorler, miillerian tip timorler olarak ayrilmaktadirlar. Urotelyal
kokenli tiimorler en sik goriilen kategoridir. 2016 DSO iirotelyal yolak tiimérlerinin
siiflamasinda bu tiimérlerin ¢ok sayida morfolojik varyant ve farkli gen haritalari

oldugu vurgulanmistir (24).

2.7.1. Urotelyal tumarler

Urotelyal tiimérler; infiltratif Grotelyal karsinomlar ve non-invaziv urotelyal

lezyonlar olmak Uzere iki ana kategoriden olusmaktadirlar (Tablo 1) (22).

Tablo 1. Diinya Saghk Orgiitii 2016 Urotelyal Timorler Smiflamasi

Non-invaziv Urotelyal Lezyonlar Infiltratif Urotelyal Karsinom (IUK)

Varyantlari

Farkli
glandiler, trofoblastik vb)
Nested, buytk nested dahil

In-situ trotelyal karsinom diferansiasyonlu (skuamoz,

Non-invaziv ~ diisik  dereceli

trotelyal karsinom (NIDDPUK)

papiller

Non-invaziv  yiksek dereceli papiller Mikrokistik
iirotelyal karsinom (NITYDPUK)
Dusiik malignite potansiyelli papiller Mikropapiller

urotelyal neoplazm

Urotelyal papillom
Inverted iirotelyal papillom
Malignite potansiyeli belirsiz Urotelyal
proliferasyon

Urotelyal displazi

Lenfoepitelyoma benzeri
Plazmositoid/ tash yiiziik hiicreli/ difliz

Sarkomatoid

Dev hucreli
Yagdan zengin
Berrak hiicreli

Kot diferansiye tumaorler
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2.7.1.1. infiltratif Grotelyal karsinom

Transizyonel hucreli karsinom olarak da bilinen infiltratif Grotelyal karsinom
mesanede en sik goriilen kanserdir; morfolojik olarak ¢esitli diferansiasyon ve
varyantlart bulunur (22). Sistektomi materyallerinin %30’undan fazlasinda farkli
diferansiasyonlar gorilmektedir: Skuaméz, glanduler, kugik hicreli, trofoblastik ve
Millerian 6zellik gosterebilir (25). Daha agresif tiimor davranisi ve buna bagli daha
ileri evre hastalik olarak acgiga ¢ikan tiimorlerde tedavi algoritmalari
degisebileceginden klinik olarak diferansiasyon ve varyantlarin belirtilmesi
onemsenmektedir (22).

Infiltratif ~ iirotelyal karsinomlar; belirgin  desmoplastik  reaksiyon
olusturmaksizin, farkli boyutlarda yuvalar, trabekiiller, tabakalar, kordonlar yapan
veya tek hiicre seklinde dagilan, pleomorfik ve iri-hiperkromatik nukleuslu,
cogunlukla genis eozinofilik sitoplazmali hiicrelerden olusan, ¢cok sayida mitoz igeren

timorlerdir.

2.7.1.1.1. Farkh diferansiasyonlu infiltratif tirotelyal karsinom

Bu terim; ‘olagan tip’ lirotelyal karsinomlara diger varyantlarin eslik etmesini
tammlamaktadir ve IUK’larm en sik goriilen varyantidir (23).  Sistektomi
materyallerinde {UKlarin farkli diferansiasyon olma orami yaklasik %33’tiir. En sik
eslik eden diferansiayonlar skuamdz, glandiiler, kiigik hucreli, trofoblastik tiptedir
(24). Skuaméz hiicreli karsinom veya adenokarsinomdan ayrimda UK komponentini

gOrmek, in situ dahi olsa yeterlidir (25).

2.7.1.1.2. Skuamoz diferansiasyon

Interseliiler kdpriilesmenin ve/veya keratinizasyonun var olmasiyla taninan,
[UK larda bulunan en sik diferansiasyondur. HPV ile iliskisi az sayida vakada tespit
edildiginden hastaligt olusturan etken olarak goriillmemektedir (23). Genomik
calismalarda tanimlanan, skuam6z morfoloji gosteren bazal/skuamdz benzeri

molekiiler subtipin sistemik tedaviye yanitinin kotii oldugu ve beklenen yasam
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sliresinin az oldugu tanimlanmistir (24). Skuamoz veya skuamoid morfolojili bazal

subtipte CK5 immunekspresyonu mevcutken, CK20 ile isaretlenmezler (22).

2.7.1.1.3. Glanduler diferansiasyon

Tumorde, gland formasyonunun goriilmesiyle tanmnir ve goriilen ikinci
sikliktaki diferansiasyondur. Psodoglandiiler bosluklar olusturabilen olagan tip
[UK’dan ayrilmalidirlar. Bu diferansiasyon enterik tip adenokarsinoma, morfolojik ve
immiinhistokimyasal 6zellikler (CDX2, CK20 pozitifligi vb.) agisindan benzediginden

raporlamada klinik olarak mesane dis1 primer odagin dislanmasi dnerilmelidir (24).

2.7.1.1.4. Trofoblastik diferansiasyon

Koryokarsinomdan ayrimi yapilamayan, sinsityotrofoblastik dev hicrelere
benzeyen dev hicrelerin gortlmesiyle bilinen diferansiasyondur. BhCG
immiinekspresyonu trofoblastik dev hiicre olmasa da IUK’larda goriilebilmektedir.
Diger yandan 6zellikle metastaz yapmis olan vakalarda BhCG serum seviyesi yiiksek

bulunabilmektedir (22).

2.7.1.1.5. Nested varyant

Sitolojik olarak olagan goériiniimde iirotelyal hiicrelerden olusan diizensiz yuva
ve tiibiillerin proliferasyonu, infiltrasyonu ile karakterizedir. Biiyiik yuvalardan olusan
paterni de mevcut olup sitolojik atipi neredeyse hi¢ gézlenmez. Mitoz sik goriilebilir.
Sitolojik 6zellikleri benign oldugundan 6zellikle yiizeyel biyopsilerde tan1 koymak
oldukga zordur ve ileri evrelerde tani alirlar (22,24). Ayrica, nefrojenik adenom veya
Von Brunn adalar1 gibi benign lezyonlarla karistirilabilirler. Artmis p53 ekspresyonu
tanida yardimci olabilmektedir (23). Molekiler diizeyde TERT mutasyonu saptanmasi
nested varyant UK tanisini desteklemektedir, ancak mutasyon goriilmemesi bu taniy1

dislamamaktadir (25).
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2.7.1.1.6. Mikrokistik varyant

Urotelyal karsinomlarm benign 6zelliklere sahip, sitolojik atipi icermeyen
diger varyant1 olup milimetrik kistlerden 2 cm’ye ulasabilen yuvarlak-oval kistlerden
olusan timordiir (23,25). Sistitis sistika veya glandilaris benzeri benign durumlarla
karisabilirler (22,24). Mikrokistik UK olagan UK ile benzer immiinhistokimyasal
Ozellikler (GATAS3, p63, CK7, CK20 ekspresyonu) olmasimin yani sira muc5AC
ekspresyonu da gostermektedir. Ancak sistitis glandilarisde de muc5AC ekspresyonu

gozlenebildiginden ayirici tanida yardimei olmamaktadir (25).

2.7.1.1.7. Mikropapiller varyant

Oldukga pleomorfik goriinlimde hiicrelerin perifere oryante oldugu, ortasinda
fibrovaskiiler korlarin bulunmadigi, lenfovaskiiler invazyonu taklit edercesine bosluk
icinde duran kigik yuva ve kiimelerden olusan tiimordiir (24). MUCL ile ters
polarizasyon gosterilebilmektedir (23). Mikropapiller karsinomlarda lenfovaskdler
invazyon ve karsinoma in-situ goriilme orani yiiksektir. Gidisatlari daha habis
oldugundan erken evrede sistektomi operasyonu uygulanan hastalarda daha iyi
prognozla seyrettikleri gosterilmistir (22), bu nedenle bazi otorler tarafindan erken
donem sistektomi desteklenmektedir (23,25). Konvansiyonel tip IUK’lara gore

ERBB2 amplifikasyonu mikropapiller varyantta daha sik gorulmektedir (22, 23).

2.7.1.1.8. Lenfoepitelyoma benzeri varyant

Morfolojik olarak nazofarenkste gozlenen lenfoepitelyal karsinoma
benzemektedir. Mikst T ve B lenfositlerin, histiositlerin, nadiren eozinofil ve
notrofillerin bulundugu zeminde sinsityal biiylime gosteren, yuva ve kordonlar
olusturan, belirsiz sitoplazmik sinirlara sahip, iri-pleomorfik nukleuslu, belirgin
niikeollii hiicrelerden olusan tiimordiir (23). EBV ile iligkisi tespit edilmemistir (22).
PD-L1 ekspresyonu gozlenmis olup immunoterapi bu hastalarda potansiyel bir tedavi

yontemi olarak gorilmektedir (25).
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2.7.1.1.9. Plazmositoid/tasl yiiziik hiicreli/difiiz varyant

Nadir gorilen ve agresif seyirli olan bu varyant tek hiicre seklinde dagilan
plazmositoid, lenfoid, rabdoid 6zellikteki, iri-hiperkromatik nikleuslu hiicrelerden
olusmaktadir (25). Genellikle ileri evrede tan1 almaktadirlar. Bu timorlerde somatik
CDH1 mutasyonu mevcut olup e-kaderin ekspresyon kaybi izlenmektedir (24).
Lenfoid markirlar negatifken, CD138 bu tiimorlerde ¢cogunlukla pozitiftir ve tanisal
giicliige neden olabilir (22,25). Lenf nodu metastazi bu olgularda konvansiyonel

UK ’lara gore daha siktir (25).

2.7.1.1.10. Sarkomatoid varyant

Morfolojik olarak sarkomdan ayrimi zor olan timérlerdir, epitelyal malign
hiicrelerden koken almakta olup epitelyal-sarkomatoid morfoloji gostermektedirler
(22,25). Radyoterapi ve siklofosfamid tedavisi risk faktorleri olarak bilinmektedir.
Makroskopik olarak biiyiik, polipoid, etsi kivaml, infiltratif sinirli kitlelerdir.
Mikroskopik olarak igsi, pleomorfik hiicrelerden olugmaktadirlar. Osteosarkom,
kondrosarkom, anjiyosarkom vb heterolog komponent eslik edebilir (22). Ayirici
tanida primer sarkom ilk sirada gelmekte olup ayrimda immiinhistokimyasal olarak
epitelyal veya irotelyal markirlarin pozitifligi yol gdstermektedir (23,25).
Sarkomatoid varyant UK’da komplet ya da kismi epitelyal mezenkimal transizyon
izlenmektedir ve immdinhistokimyasal belirteclerle (Vimentin, FoxC2, SNAIL, ZEB1)
gosterilebilmektedir. Komplet transizyon gosteren vakalar tamamen mezenkimal
fenotipe sahip olup daha kétl seyirlidirler. TERT mutasyon varhig: da koti prognostik

goOsterge olarak bildirilmistir (25).

2.7.1.1.11. Dev hicreli varyant

Genellikle olagan IUK a eslik eden agresif seyirli varyanttir. Oldukca bizar,

pleomorfik iri hiicrelerden olusmaktadir. Tipik veya atipik mitoz, yaygin nekroz
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gorulebilir. Osteoklast tipi dev hucreden ve trofoblastik diferansiasyondan ayirt
edilmelidir (22).

2.7.1.1.12. Yagdan zengin varyant

Lipoblasta benzeyen, niikleusu indente eden, yag igeren, biiyiik, bir veya daha
cok sitoplazmik vakuole sahip tiimdr hiicrelerinden olusmaktadir. Literatiirde az
sayida vaka bildirilmistir (22). Kétii seyirli oldugu diisiiniilen bu tiimérlerde ayirici
tanida liposarkom, tasli yliziikk hiicreli karsinom ve metastatik karsinom akla

gelmelidir (25).

2.7.1.1.13. Berrak hicreli (glikojenden zengin) varyant

Berrak hcreli renal huicreli karsinoma benzer berrak sitoplazmali, glikojen
ihtiva eden hiicrelerden olugmaktadir. Polisakkarit icerigi PAS ile pozitif boyanirken
diastaz ile boyanma olmamaktadir (22, 23). CA 125 pozitifligi bu varyantta gosterilmis
olup miillerian orijini destekledigi diistiniilmektedir (23). %50 vakada uroplakin 111
pozitifligi izlenmekte olup berrak hiicreli renal hiicreli karsinom veya jinekolojik

karsinomlarda gozlenen PAXS pozitifligi ayirict tanida yardimei olmaktadir (25).

2.7.1.1.14. Kotl diferansiye timorler (Osteoklast dev hcre tipini igerenler dahil)
Kiiciik hiicreli, sarkomatoid, dev hiicreli, andiferansiye karsinomlar1 igeren
tiimorlerdir. Osteoklasttan zengin andiferansiye tip, kemigin dev hiicreli kanserine

benzeyen, mononikleer malign andiferansiye hiicreler ve multiniiklee osteoklast

benzeri dev hiicrelerden olusan bir tiimordiir. Literatiirde ¢ok nadir bildirilmistir (22).

2.8. Kanser Gelisiminin Molekiler Temeli

Normal bir hicrenin boliinmesini ve islevini siirdiirmesini saglayan temel

sinyal yolag1 mekanizmasi, hiicre ylizey reseptorlerine baglanan medyatdrlerin hiicre
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ici yolaklar1 aktiflestirmesi ya da hicre icgine sitoplazmik membrandan gegebilen
mediyattrlerin nikleus reseptorlerine baglanmasi ile baglamaktadir (Sekil 6). Hicre
sinyal yolaklari; reseptor tirozin kinaz yolagi, G protein iliskili reseptor yolagi,
JAK/STAT vyolagi, Notch sinyal yolagi, Wnt sinyal yolagi, Hedgehog yolagi,
TGFR/SMAD yolagi, NF-KR yolagindan olusmaktadir.

Kinaz 1iligkili reseptdr yolaklarinda intrinsik reseptér protein kinazin
aktivasyonu ile kaskat baslatilmaktadir. Genellikle hicre igi hedef molekillerin
fosforilasyonu aktivasyon saglarken (lipit kinaz ile lipitlerin fosforilasyonu vb)
defosforilasyonu dénguyu inaktive etmektedir.

Tirozin kinaz reseptorleri; ekstraseliiler ligand baglayici kisim, transmembran
heliksi ve jukstamembran diizenleyici bdlge, tirozin kinaz kismi, karboksi ucu
barindiran intraseliiler kisimdan olusan integral membran proteinleridir (epidermal
blyume faktorl reseptord, insilin reseptorti, trombosit kokenli blylime faktori
reseptori, vb) (26). Bu reseptorlere biiylime faktoriiniin baglanmasi ile reseptordeki
tirozin kalintilar1 otofosforilasyona ugrar. Koprii proteinleri vasitastyla GDP iliskili
RAS’daki GDP fosfat kazanarak GTP’ye doniisiir ve RAS aktivasyonu saglanir. Aktive
RAS bir taraftan RAF ile MAP (mitojen aktive protein) kinazi aktiflestirirken diger
taraftan PI3K (fosfoinositid 3 kinaz)-Akt-mTOR yolagimi aktiflestirmektedir. Bu
yolaklarin aktivasyonu niikleusa iletilerek transkripsiyon aktivasyonunu ve hiicre

dongiistiniin devamliligini saglamaktadir (Sekil 6) (27).
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Sekil 6. Reseptdr tirozin kinaz yolag: aktivasyon semasi (28).

Cevresel etkenlerin, genetik mutasyon ve polimorfizmlerin etkisiyle kanser
gelisimi  tetiklenmektedir. Bu mutasyon hiicre dongiisiindeki basamaklari
etkilemektedir. Hangi basamagin etkilendigine gore hiicrenin gorevlerinde
bolinmesini  arttiracak ya da Olimiini  engelleyecek diizenleyici genler
aktiflesmektedir. Bu genler; protoonkogenler, timdr baskilayicit genler, apoptozis
diizenleyici genler, DNA tamir genleridir. Protoonkogenler ‘fonksiyon kazanimi
mutasyonu’na, timor baskilayici genler ‘fonksiyon kaybi mutasyonu’na ugrayarak
kanser gelisimine neden olmaktadirlar. Bu mutasyonlarin sonucunda kanser
hlcresinde sekiz fonksiyonel yanit meydana gelmektedir;

-Buytme sinyallerinde kendi kendine yeterlilik: onkogen
-Biiylime engelleyici sinyallere duyarsizlik,

-Degisken hiicresel metabolizma,

-Apoptozisten kaginma,

-Sinirsiz boliinme kapasitesi,
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-Anjiyogenezde devamlilik,
-invaze olma ve metastaz yapma kabiliyeti,
-Konagin bagisikligindan kaginma.

Onkogenler hiicrenin apoptozisten kaginarak kanser gelistirmesine neden olan
genlerdir ve protoonkogenlerin mutasyona ugramasi ile gelisirler. Cesitli tiimorlerde
farkli ¢ok sayida sinyal yolaginda degisiklikler saptanmistir. Bu degisikliklerin
sonucunda, mutasyona ugrayan protoonkogenlerin aktive olmasi ve tiimor baskilayici
genlerin inhibe olmasi ile kanser gelismektedir.

Tirozin kinaz reseptoriiniin insanda tanimlanmig 58 tipi bulunmaktadir.
Hiicrenin biliylimesi, haberlesmesi, diferansiasyonu, metabolizmasi gibi bircok
fonksiyonu saglamaktadir (26). Sinyal yolaklarindan tirozin kinaz reseptor yolagi en
stk mutasyona ugrayan proteinleri, genleri icermektedir. Bu yolakta blytme faktorleri,
reseptorlerine (EGFR, ERBB2, IGF, PDGF, vb) baglanarak RAS proteinini
aktiflestirmektedir. Aktive RAS proteini hiicre sitoplazmasinda MAPK ve PI3K
yolaklarini tetiklemektedir. PTEN, PI3K inhibe eden tiimor baskilayict gendir. MAPK,
transkripsiyon aktivasyonunu saglayarak niikleusta MYC ve siklin D’yi
aktiflestirmektedir. PI3K ise Akt ve mTOR’u aktiflestirmektedir. MYC ve Akt hiicre
biiyiime metabolizmasinin diizenlenmesini, MYC ve mTOR protein sentezinin
artmasini, Siklin D ise hiicre dongiisiiniin devamliligini saglamaktadir (28).

Tirozin kinaz reseptor yolagi aktivasyonuna neden olan 4 mekanizma vardir;
fonksiyon kazanim mutasyonu, gen amplifikasyonu, kromozomal yeniden
diizenlenme, otokrin aktivasyon (26).

Fonksiyon kazanim mutasyonu: Normal fizyolojik sinyallerdeki kontrol ve dengeyi
saglayamayan, asir1 sinyal transdiiksiyonuna neden olan mutasyondur. Karsinogenezi
baslatip siirdiirebilen bu mutasyonlar ‘siirlicii mutasyon’ olarak tanimlanmaktadir
(29). Ornegin EGFR’yi kodlayan kodon 18-24’de meydana gelen mutasyonlar kinazin
hiperaktivasyonuna ve onkojenik 6zellikler kazanmasina neden olur. Bu mutasyonlar
ekstraseliiler kismi/transmembran kismini/jukstramembrandz kismi etkileyebilir.
Ornegin glioblastomlarda kesfedilen ve EGFR’nin ekstraseliiler kismimi kodlayan
kromozomda meydana gelen {i¢ kayip (missense) mutasyonu ile hiicrede EGFR
proteininde  asir1  ekspresyon ve ligand baglanmaksizin  fosforilasyon

gerceklesmektedir (26).

20



Gen amplifikasyonu: Tirozin reseptér kinazin asir1 ekspresyonu reseptoriin
konsantrasyonunun (birim alana diigen reseptdr sayisi) artisina neden olmaktadir. Bu
genin agirt amplifikasyonu ile gerceklesebilecegi gibi transkripsiyonel/translasyonel
mekanizmalarin kuvvetlenmesi, onkojenik viriis, fosfataz islevselliginin kayb1 gibi
etkiler ile de olabilir. Gen amplifikasyonu ise genomun belirli bélgesinin kopya
sayisinin artigini gostermektedir (26).

Kromozomal yeniden diizenlenme: Iyonizan radyasyon, topoizomeraz zehirlenmesi
(KT etkisi), oksidatif stres suclanan nedenler olarak gosterilse de temel mekanizmasi
heniiz tanimlanmayan bu mutasyonda tirozin kinaz reseptoriiniin kisimlarini kodlayan
kromozomda kopmalar ve yeniden baglanmalar meydana gelmektedir. Bu mutasyona
en iyi bilinen 6rnek kronik miyeloid 16semide tanimlanan kromozom t(9;22) de
meydana gelen BCR-ABL fiizyonudur (26).

Kinaz kisimlarmin duplikasyonu ile yapisal aktivasyon: Kromozomal yeniden
diizenlenmenin etkisi ile gen igerisinde parsiyel duplikasyon meydana gelmekte ve
yeni protein izoformlarinin gelismesine neden olmaktadir (26).

Otokrin aktivasyon: Hucre-hiicre haberlesmesini saglayan mekanizmalardan biri
biiylime faktorleri, sitokinler gibi habercilerin salgilanmasi ve hedef hiicreye
baglanmasidir. Otokrin hiicreler kendi habercilerini kendileri salgilamaktadir. Bu
mekanizma klonal ekspansiyona ve timor gelismesine neden olabilmektedir. TGF
alfa-EGFR, HGF-MET gibi farkli tirozin kinaz reseptorlerinin otokrin aktivasyonu
tanimlanmustir (26).

Tanimlanan bu mutasyonlar tirozin reseptor kinaz yolaginin ¢ok farkli
noktalarini etkileyebilmektedir. Yolagin akis yoniine bakarak siralaninca,

-Ilk basamakta bilytime faktorleri yer almaktadir. Blyume faktorleri,
reseptorlerine baglanarak hiicrenin prolifere olmasini saglamaktadir. Biliytime faktori
basamagindaki mutasyondan gelismis bir kanser, biliylime faktoriinii taklit eden
onkogenler tarafindan meydana gelmektedir. Onkogenler reseptore baglanarak asiri
ekspresyonu (‘overexpression’) saglamaktadir. Bu mutasyona o6rnek PDGF-3
zincirinin aktivasyonu ile gelisen astrositom ya da fibroblast biliyiime faktoriiniin asir1
ekspresyonu ile gelisen osteosarkom, mesane karsinomu, meme karsinomu 6rnek

gosterilebilir.
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-Ikinci adimda yolagin reseptdriinii kodlayan onkogenler mutasyona
ugrayabilmektedir. Bu mutasyonun sonucunda reseptoér biiytiime faktdrline ihtiyac
duymaksizin tirozin kinaz aktivasyonunu meydana gelmektedir. Mutasyona
ugrayabilecek biiylime faktorii reseptorleri: epitelyal biiytime faktori reseptor (EGFR)
ailesinin  onkogenleri, ERBB1-EGFR, ERBB2-HER2 (amplifikasyon-meme
karsinomu); FMS benzeri tirozin kinaz 3 resept6ri onkogeni, FLT3 (nokta mutasyonu-
I6semi); norotropik faktor icin reseptor onkogeni, RET (nokta mutasyonu-multipl
endokrin neoplazi 2A,B); PDGF reseptéri onkogeni, PDGFRR (asir1 ekspresyon,
translokasyon-glioma, lésemi);  KIT ligand reseptoéri onkogeni, KIT (nokta
mutasyonu-gastrointestinal stromal timor, seminom); ALK reseptorii onkogeni, ALK
(translokasyon-akciger adenokarsinom, nokta mutasyonu-noroblastom)’dir.

-Sinyal ileti yolag1 proteinlerini etkileyen protoonkogen mutasyonlari: GTP
baglayict protein onkogenlerinin nokta mutasyonu, KRAS (Kirsten Rat Sarkom)
(kolon, akciger, pankreas tiimorleri), HRAS (mesane ve bobrek timorleri), NRAS
(melanom ve hematolojik maligniteler), GNAQ (uveal melanom), GNAS (hipofiz
adenomu); reseptor iliskisiz tirozin kinaz onkogeni, ABL (translokasyon-kronik
miyeloid l6semi, nokta mutasyonu-akut lenfoblastik l6semi); RAS sinyal iletimi
onkogeni, BRAF (nokta mutasyonu,translokasyon-melanom, I6semi, kolon
karsinomu); Notch sinyal iletimi onkogeni, NOTCH1 (nokta mutasyonu,
translokasyon, gen yeniden duzenlenmesi-losemi, lenfoma, meme karsinomu);
JAK/STAT sinyal iletimi onkogeni, JAK2 (translokasyon-miyeloproliferatif
hastaliklar, akut lenfoblastik 16semi)’dir.

-Nukleer diizenleyici proteinlerden transkripsiyon aktiflestirici olan
protoonkogen mutasyonlari: MYC (translokasyon-Burkitt lenfoma); NMYC
(amplifikasyon-néroblastom)’dir.

-Hiicre dongiisii diizenleyici siklin protoonkogen mutasyonlari: SiklinD1
(CCND1) (translokasyon-mantle hucreli lenfoma, multipl miyelom, amplifikasyon-
meme ve Ozefagus kanseri); siklin bagimli kinaz protoonkogeni CDK4
(amplifikasyon/nokta mutasyonu-glioblastom, melanom, sarkom)’dr (28).

Insanlarda meydana gelen ¢ogu kanserde bahsi gegen bu mutasyonlardan bir

veya birkaci mevcuttur (28).
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2.9. Mesane Kanseri ve Reseptor Tirozin Kinaz Yolag:

Tirozin kinaz reseptorleri kanser gelisiminde 6nemli rol oynamaktadirlar (26).
MD Anderson Kanser Merkezi’nde yapilan 2000 kanserli hastanin dahil edildigi
caligmada 46 gendeki mutasyon incelenmistir. En sik saptanan mutasyonlar sirasiyla
TP53 (%30.8), PIK3CA (%12.9), KRAS (%11.3), BRAF (%7)’dir (6). Kanser Genom
Atlas Projesi (TCGA) mesane kanserlerinde 302 mutasyon, 204 segmental kopya
sayis1 degisikligi ve her bir mesane kanserinde ortalama 22 yeniden duzenlenme
oldugunu tespit etmistir. Hiicre dongiisli diizenleme genleri, kinaz sinyal yolaklar1 ve
bugline kadar bilinmeyen dokuz ek gen dahil olmak (zere, tekrarlayan slrici
mutasyonlar toplam 32 gende bulunmustur.

FGFR3/RAF/RAS yolu, hicre dongisiu igin onemli olan birkag geni
dizenlemektedir. FGFR3-TACC3, invaziv olmayan disiik dereceli mesane
timorlerinde rol oynadigi bilinen bir protein olan FGFR3'l aktive eden oldukca iyi
bilinen bir flzyon genidir. Hiicre blylmesi ve proliferasyonu gibi karsinogenezdeki
surecleri kontrol eden PI3K/AKT/mTOR yolu veya hiicre-hiicre iletisimindeki 6nemli
bir aktor olan Notch gibi diger yollar, mesane kanseri gelisiminde mutasyona ugrayan
yolaklardandir (21).

Mesane kanserlerinin molekiiler siniflamasinda son yillarda edinilen bilgiler
timor biyolojisi ve hasta prognozu agisindan 6nemli bilgiler kazandirmistir. Platin
bazli KT nin hangi hasta grubuna verilebileceginin se¢ilmesi de edinilen faydalardan
biridir. Bunun yaninda hedefe yonelik tedavilerin mumkin oldugu yolaklarda
meydana gelen mutasyonlarin tespiti hastalara hedefe yonelik tedavi sansi
doguracaktir. 97 yiiksek dereceli mesane kanserini igeren bir ¢alismada tlimorlerin
%61’inde hedefe yonelik tedavinin uygulanabilecegi MAPK (BRAF, MEK1 ve
MEK2), PI3K (PIK3CA) benzeri yolaklarda mutasyon saptanmustir. Uluslararasi
yapilan yeni nesil sekanslamanin kullanildig1 ortak bir ¢alismada 100 metastatik
mesane kanserinde FGFR3 ve ERBB3 igeren reseptor tirozin kinaz-RAS yolaginda
%39, PIK3CA ve AKT3 igeren PI3K-serin/treonin protein kinaz-mTOR yolaginda %38
oraninda mutasyon tespit edilmistir (30). COSMIC veri setinde de mesane
kanserlerinde saptanan en stk 20 mutasyonun gelistigi genler arasinda PIK3CA dnemli

bir yere sahipken KRAS da bu genler arasinda yer almaktadir (Sekil 7) (31).
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Mesane kanserlerinde bu yolaklarin incelenmesi ve mutasyonlarin tespit

edilmesi hastalar i¢in tedavi sans1 doguracaktir.
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Sekil 7. COSMIC veri setinde IUK olgularinda saptanan mutasyon oranlari (30).

2.9.1. KRAS

Hicre proliferasyonunun, diferansiasyonunun, blyumesinin, migrasyonunun,
yasam dongiisiiniin kontroliinii saglayan sinyal agin1 aktive eden Rat Sarkom Faktor(
(RAS) ailesi genleri, 21 kDa agirliginda, guanozin trifosfat ailesine ait proteinlerini
kodlayan protoonkogenlerdir (32). Mitojen aktive protein kinaz (MAPK) yolag1 aktive
mutasyonu olan kanser vakalarinin %30’unda goézlenmis ve bunlarin %50’sinin RAS
ailesine ait mutasyonlar oldugu tespit edilmistir (33). Fonksiyonlari neredeyse
birbirine denk olan proteinleri kodlayan, homolog sekans 0Ozellikte ve ¢ogu yerde
eksprese edilen RAS ailesi genleri KRAS, HRAS, NRAS, ERAS, MRAS ve RRAS tir (33).
Fonksiyon kazanim mutasyonlar1 cogu kanserde kodon 12, 13 ve 61 olmak tzere Ug
noktada yogunlagsmaktadir. Bu mutasyonlar GTP baglanmasinin kuvvetlenmesine ya
da GTPaz aktive edici proteinin engellenmesine neden olarak RAS yolaginin

aktivasyonu ile sonug¢lanmaktadir (34). Bu mutasyonlarin hepsi aktive edici olsa da
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onkojenik potansiyelleri esit olmayabilir ve farkli RAS mutasyonlar1 kanserlerde
degisken yasam siiresi ile seyredebilmektedir. Doku tipleri arasinda da her bir
mutasyonun sikliginda farklilik olabilmektedir.

RAS bagimli onkogenezin baslayip devam etmesi i¢in durumun elverisliligini
ti¢ temel faktor arasindaki iligki 6lgmektedir. Bunlar;
-Ekspresyon seviyesi ve aktivasyon durumunu yansitan RAS dozaji. Hangi
mutasyonun gerceklestigi ile iliskili olarak etkilenen RAS orant %30-90 arasinda
degisebilmektedir. Aktif durumun dayanikliligi ise hizli dongli mutasyonu ya da GAP
duyarsiz dongii olmasina bagl degisebilir. Dokuya, mutasyona ve izoformlara bagl
olarak RAS aktivasyon derecesi 100 kat degiskenlik gosterebilmektedir. Bu
aktivasyonun yiiksek olmasi hiicre 6liimii ile sonuglanirken diisiik olmas1 onkogenezi
saglayacak gilicii saglamamaktadir. Optimum derecedeki aktivasyon tlmorogenezi
baslatabilmektedir.
-Her bir RAS izoformu ve onlarm mutasyonu ile iliskili sinyal spesifitesi. izoform
iliskili sinyallerin, bu izoformlarin spesifik efektor yolaklar1 tercih eden farkli
intraseliiler yerlesimleri ve farkli biyokimyasal ozellikleri sonucunda belirlendigi
diisiiniilmektedir. Ornegin RAS-RAF yolaginda KRAS daha ¢ok BRAF icin segici iken
CRAF HRAS iliskili sinyal yolaginda etkindir.
-Genetik, epigenetik, proteomik haritalarin gesitlilik gosterdigi hiicre ve doku igerigi.
Hiicreler ve dokular arasindaki heterojenite onkogenin hiicredeki siirlicii alttipe
bagliligini etkileyerek farkli proliferatif potansiyel ile sonuglanmasina neden olur (34).

RAS mutasyonunun, timdr farkliligr gézetmeksizin, tim kanserlerin dahil
edildigi 4 genis serili ¢galismanin (COSMIC, TCGA, ICGC, BioPortal) meta-analizi
sonucunda %19 oraninda gozlendigi tespit edilmistir. RAS izoformlarindan KRAS 29
cesit kanserden 19’unda mutasyona ugrayan ve RAS iligkili mutasyonlarin %75’inden
sorumlu izoformdur. NRAS ve HRAS daha kiicik bir grup kanserde mutasyona
ugramaktadir. Izoform iliskili kanserlerden cogu KRAS iliskili iken ornegin
melanomlarda NRAS, tiroit de ise her ii¢ izoform rol oynamaktadir.

Her bir izoformda 19 farkli aktivasyon, kodon 12, 13, 61’deki tek bir baz
degisikligi ile meydana gelebilmekte ve bu olusacak proteinin aminoasit degisikligi ile

sonuglanmaktadir (Ornegin G12V: 12. kodonda glutamin yerine valin gecisi). En sik
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gelisen bes mutasyon G12D, G12V, G12C, G13D ve Q61R’dir ve RAS iligkili
mutasyonlarin %70’inde mevcuttur (35).

KRAS insan genom haritasinda 12p12.1°de lokalize en stk mutasyona ugrayan
izoform olsa da HRAS ve NRAS’da sik mutasyona ugrayan proteinlerdir (33). Hedefe
yonelik tedavi arastirmalarinda farnesil transferaz inhibitorii (FTT) 20 yil 6nce klinik
arastirmalarda basarisiz olmustur, ancak, yapilan ¢alismalarda 6zellikle hRAS iligkili
tiimorlerde basar1 saglamaktadir ve faz 2 ¢caligmalarini gegmektedir. Her ne kadar daha
cok HRAS iliskili kanserlerde basar1 saglanmis olsa da diger kanser tiplerinde de
etkinligi gosterilmistir ve gelismeler KRAS direncini kirdigini ve panRAS inhibitori
olarak kullanilabilecegini gostermektedir (35).

Reddy ve ark ve Taparowsky ve ark kodon 12’deki HRAS mutasyonunu
mesane kanserinde ilk kez tanimlamiglardir (33). RAS mutasyonu yapilan ¢alismalarda
mesanede %0 ile %45 arasmda degisen oranlarda tespit edilmistir (32). invaziv
olmayan papiller Grotelyal timorler RAS, FGFR3, PI3K onkogenlerindeki fonksiyon
kazandiran mutasyonlarin ve kromozom 9’daki delesyonlarin sonucunda olugmakta
iken (32,34), kasa invaziv mesane kanserleri daha ¢ok tiimor baskilayict genlerin
(TP53, RB, PTEN) fonksiyonlarini kaybettigi mutasyonlar sonucunda gelismektedir
(32). Yapilan deneysel ¢alismalarda KRAS geninin rotelyal hiperplazi ve yuzeyel
papiller timor gelisimini etkiledigi tespit edilmistir. Bu nedenle KRAS yolaginin
mesane kanseri gelisimine erken donemde etkiledigi diisiiniilmustiir (34). Ancak, ileri
evre mesane kanserlerinde daha az oranda da olsa KRAS mutasyonu izlenmistir.
Yapilan bir caligmada KRAS mutasyonunun evre ve dereceyi etkilemedigi gosterilmis
olmakla birlikte (34), diger bir ¢alismada ozellikle invaziv olmayan mesane
kanserlerinde KRAS mutasyonunun kanser ile iliskili yasam siiresini belirgin derecede
azalttig1 goriilmiistiir ve kasa invaziv olan timorlerde invaziv olmayanlara gore daha

stk mutasyona rastlanmigtir (32).

2.9.2. BRAF
RAF-MEK-ERK sinyal yolagi RAS ile aktive olan ve blytme faktord, sitokin

ve hormonlara yanit olarak hiicre biiylimesini, proliferasyonunu, diferansiasyonunu

saglayan reseptor tirozin kinazin sitoplazmik kaskadidir. RAS ve RAF’in onkojenik
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formlara transformasyon gostermesi kesiflerine neden olmustur. RAF-1 olarak da
bilinen CRAF"in katalitik iinitesinin retroviral gag proteini ile fiizyona ugramasi ve
CRAF’in serin-treonin kinazinin yapisal aktivasyonu ile sonuglandigi onkojen
yakalama deneyinde RAF ailesinin ilk {iyesi olarak tanimlanmistir. Bu deneyden dort
yil sonra BRAF benzer sekilde kesfedilmistir (36).

RAF aktivasyon modeli N terminal ugta diizenleyici kisim ve C terminal ugta
kinaz kism1 olmak {izere iki boliimden meydana gelmektedir. Diizenleyici kisimda yer
alan RAS baglayici alana (RBD) RAS in baglanmasi ile sisteinden zengin alan kinaz
kismindan ayrilir ve kaskadin aktivasyonuna neden olur (Sekil 8A) (36). RAF
proteinin RAS baglayict kismmin RAS-GTP ile etkilesime gegmesi RAF1 fosforile
ederek serin treonin kinazi uyarmaktadir. Bu uyan ile oncelikle MEK (mitojen
ekstraseliiler kinaz) fosforile olmakta ve ERK (ekstraselliler sinyal yolagi kinaz)’in
fosforilasyonunu saglamaktadir. Aktive ERK proliferatif sinyalleri nlikleusa gecerek
iletmektedir (33). RAS-ERK yolagin sessizlestirilmesi ise ERK 'in negatif feedback
etkisi ile ya da Raf kinaz inhibitor proteinin (RKIP) RAF 1 inhibe etmesi yoluyla
saglanmaktadir. RKIP aktivasyonu ¢ogu kanserde kayiptir (Sekil 8B) (36).
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A) RAF sematik sekli. Her RAF proteini diizenleyici ve kinaz kisimlarina sahiptir.
Sessiz olan hiicrelerde kisimlar arasindaki iliski hiicrenin katalitik aktivasyonunu
engellemektedir. Sisteinden zengin kisim (CRD) bu inhibisyon i¢in gereklidir. RAS
baglayict kisma (RBD) RAS in baglanmasi ile bu inhibisyon sona ermektedir. ARAF
ve CRAF tam aktivasyon i¢in bu basamak disinda ek adimlara ihtiya¢ duymaktadir.
B) ERK yolaginin diizenlenmesi. RAF kinazlar homo/heterodimerizasyon ile
aktiflesebilmektedir. Dimerizasyon RAS ile aktive olmaktadir ve sadece RAF ile degil
psodokinaz olan KSR ile de farkli kombinasyonlarda gelisebilmektedir. ERK’in zit
etkilesimi negatif feedback ve dimerizasyonu engellemektedir. RKIP inhibitor bir
proteindir ve kanserlerde siklikla eksprese olmamaktadir.

Insanda {ic RAF izoformu tanimlannstir; ARAF, BRAF, CRAF (c-Raf-1).
ARAF ve CRAF proteinlerinin tamamen aktive olabilmeleri igin kinazin N terminal
ucunda daha fazla serin-treonin fosforilasyonuna ihtiya¢ duyarken BRAF’in bazal
kinaz aktivitesi ¢cok daha yiksektir (37) ve MEK fosforilasyonunu daha kuvvetli
saglamaktadir (33). Yapilan gen ablasyon deneylerinde ¢ogu sistemde MEK-ERK
yolag1 aktivasyonu i¢in BRAF temel gereksinim olarak tespit edilmistir (36).

RAS-ERK sinyal yolaginin aktivasyonu kanserlerin yaklagik %15’inde tespit
edilmistir (37). RAF proteini kanser gelisimini genomik instabiliteyi bozarak, kendi
kendine yeterli sinyal Gretimini, apoptozise duyarliligin kaybini, sinirsiz replikasyon
ozelligi kazanimini, anjiyogenezin devamliligini, doku invazyon ve metastazini
saglamasi gibi bir¢cok yoldan etkileyebilmektedir. Genomik instabilite cogu kanserin
gelisimine neden olan bir 6zelliktir. CRAF, genomik instabiliteye neden olan sik
rastlanan bir mutant olmamakla birlikte mesane kanserlerinde CRAF amplifikasyon ve
delesyonlarmin tiimdr progresyonunu ve genel yasam siiresini olumsuz etkiledigi
goriilmiistiir (36).

Bu yolakta gorevli BRAF geninin somatik mutasyonu basta melanom olmak
uzere kolorektal karsinomlar, over ve tiroit karsinomlari, akciger adenokarsinomu gibi
birgok kanserde gozlenmistir (33,38). RAS-RAF-MAP kinaz, MEK-ERK-MAP kinaz
yolaklarinin aktivasyonunun farkli seviyelerde mutasyon gelistirebilecegi ve bu
kanserlerde mutasyonlarin  farkli oranlarda aktiflestirici etkisinin oldugu

diistinilmiistiir (38).
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BRAF geni iliskili sekans analizlerinde, ¢ogunlugu kinaz kisminda olmak {izere
30 farkli ‘missense’ mutasyonu tamimlanmistir. BRAF proteinin en sik mutasyona
ugrayan bolgeler DFG ve APE motiflerinin bulundugu ya da bitisigindeki 10-30 amino
asit bolgesinde tespit edilmistir (37,38). Bu mutasyonlarin %90’indan fazlasi
BRAFVGE00E olarak da bilinen 599’uncu kodonda (V599) glutamin yerine valinin
kodlanmasi ile sonuglanirken diger sik goriilen lokalizasyonlar ES85, F594, G595,
L596°dir. 599’uncu bolgede meydana gelen mutasyon RAS dan bagimsiz olarak ERK
aktivasyonunu uyararak kinaz aktivitesini belirgin olarak yikseltir (37). Yapilan
caligmalarda RAS ve BRAF onkogenlerinin ayni timorlerde mutasyona ugrayabildigi
gozlenmistir. Bu durum RAS ve RAFin onkojenik yolaklarinin benzer oldugunu ve
RAS’in BRAF in aktivasyonuna neden olabildigini diisiindiirmektedir (37). Davies ve
ark 545 kanser vakasina ait hiicre hattinda RAF mutasyonu yani sira RAS mutasyonlar1
da bakilmis ve %13’iinde tespit edilmistir. RAS mutasyonu olan vakalarin ii¢iinde es
zamanlt RAF mutasyonu da izlenmistir, ancak bu RAF mutasyonlar1 V599 haricindeki
lokalizasyonlara ait mutasyonlardir. Bu durum V599 kodonuna ait mutasyonlarin

RAS dan bagimsiz oldugunun gostergesidir (38).

2.9.3. PIK3CA

Sinyal ileticileri olarak gorev yapan fosfoinositid kinazlar (PIK)
fosfoinositidin inositol halkasin1 fosfatlayan lipit kinazlardir. Karbonhidratin
fosfatladig1 kismina gore ii¢ formu mevcuttur: fosfoinositid 3-kinaz, fosfoinositid 4-
kinaz, fosfoinositid 5-kinaz. Fosfoinositid 3-kinaz (P13K)’in TA smifinda bulunan 3
katalitik subunit (p110a, p1108, p110y), 5 dizenleyici subunit (p85a, p85K, p85y,
p50a, p55a) ile heterodimer olusturmaktadir (39). Fosfatidilinositol-4,5-bifosfat 3
kinaz, katalitik subunit alfa (PIK3CA) 85 kDa agirliginda diizenleyici kisimli ve 110
kDa agirliginda katalitik kismli, 3g26.32 kromozom tarafindan kodlanan serin/treonin
kinazdir. Reseptor tirozin kinaz iki ana sinyal yolagini uyarmaktadir: RAS-RAF ve
PI3K (4). PI3K aktivitesi olduk¢a kisitli olup gecici ve lokalize fosfotidilinositol
trifosfat (PIP3)’in olusumunu saglamaktadir. Sinyal yolaginin negatif ‘feedback’
etkisi ve lipit fosfatazlarin aktivitesi sinyali sonlandirir. Tiimor baskilayict etkisi olan
PTEN en 6nemli lipit fosfatazlardandir ve PIP3"1 PI(4,5)P2’a geri doniistiiriir (40).
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PIP3, serin/treonin kinazlarin (AKT1, AKT2, AKT3 gibi) tutunmasma destek
olmaktadir (39). AKT proteinleri sitoplazmaya tutunduklarinda protein bagimli kinaz
1 (PDK1) tarafindan fosfatlanarak aktiflesmektedir (4). AKT; mTOR, bad, TSC, GSK3
gibi bircok proteini etkileyerek hiicresel migrasyonu, biiyiimeyi, metabolizmays,

proliferasyonu vb fonksiyonlarin siirdiiriilmesinde rol almaktadir (Sekil 9) (40).
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Sekil 9. PI3K sinyal yolagi kaskadi (40).

Kinaz aktivitesinin viral onkojenlerle iliskili oldugu gosterildiginde, PI3K in
Ozellikle PIK3CA tarafindan kodlanan (41) pl10a subunitinin kanserojen etkisi
onemsenmeye baslanmigtir (39). Avian ve murin retroviruslerin hicresel PIK3CA ve
AKT genlerinin onkojenik tiirevlerini kodlamasinin kesfi PIK3CA yolaginin
kanserojen etkisini desteklemistir (39). ilk defa kolon kanserlerinde tanimlanan
mutasyon (38) meme kanseri (>%30), endometrium kanseri (>%30), mesane kanseri

(>%20), bas boyun skuamoz hiicreli karsinomlar1 (>%15) basta olmak iizere bir¢cok
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kanserde tespit edilmistir (40). Kanserlerde, pl110 izoformlarinda da gen
amplifikasyonu veya asir1 ekspresyonu meydana gelebilmektedir. P110a en sik
mutasyona ugrayan izoform olup RAS baglayici kisim hari¢ tiim proteini igerecek
sekilde mutasyona ugramaktadir. PIK3CA mutasyonlarinin %80’inden fazlasi ii¢
noktada yogunlagmaktadir: helikal kisimda glutamati (E) kodlayan 542. ve 545. kodon
ile C terminal uctaki kinaz kisminda histidin (H) kodlayan 1047. kodon. Bu
‘hotspot’/yogun bdlgeler enzimatik aktivasyonda ve biyolojik cevabin gelisiminde en
fazla etkiye sahiptirler (Sekil 10) (40).

Kanserlerde PI3K sinyal yolaginda, PTEN ve LKB1 gibi tiimor baskilayici
genlerin inaktivasyonu ve/veya delesyonu, AKT1, AKT2, PDK1, PIK3CA, PIK3R1
gibi protoonkogenlerin aktivasyonu ve/veya amplifikasyonu gibi bircok genomik
degisiklik tanimlanmustir. ERBB reseptorlerinin  uyarimindaki artis da yolagi
aktiflestirebilmektedir (42). Fosfoinositid 3 kinaz/protein kinaz B (PIK3/AKT) sinyal
yolag1 kanserlerde regiilasyonu en sik bozulan yolaklardandir ve mesanenin

karsinogenezinde etkin bir rol iistlendigi digiiniilmektedir (4).

Kanserlerde PIK3CA mutasyonunun dagilimi (COSMIC v85, n= 12898), Mayis 2018
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Sekil 10. PIK3CA geninde mutasyona ugrayan ‘hotspot’/yogun bolgeler (40).
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2.10.Mesane Kanserinde Tanimlanmis Molekiiler Yolaklar

Mesane kanseri molekdler ve klinikopatolojik olarak heterojen bir tumordur.
Genis genom ekspresyon ve molekiiler profil caligmalarinda mesane kanserleri
spesifik molekiiler 6zellikleri, prognozlar1 ve tedavilere yanitlar1 agisindan kategorize
edilmislerdir (43).

Molekiiler haritalar1 belirlenirken mesane kanserlerinde diisiik ve yiiksek
dereceli kanserleri ayirmak i¢in temelde iki yol belirlenmistir. Diisiik dereceli grupta
invaziv olmayan diisiik dereceli papiller iirotelyal karsinom (NIDDPUK) mevcut olup
bu tiimoriin gelisiminde; hiicre biiylimesini, proliferasyonunu ve diferansiasyonunu
saglayan MAPK ve PI3K sinyal yolaklarindaki FGFR3 ve HRAS da mutasyonlarinin
etkin oldugu gorilmiistiir (44). HRAS erken donemde tespit edilen molekiler
degisikliklerdendir. RAS proteinin iligkili oldugu yolagin reseptorii FGFR3 'tiir. HRAS
ve FGFR3 ’te meydana gelen mutasyonlar benzer sonuglara neden olmaktadir. Her iki
mutasyon invaziv olmayan iirotelyal karsinomlarin yaklasik %82’sinde belirlenmistir.
PI3K yolagi PIK3CA mutasyonu ile aktiflesmektedir. UK larda bu mutasyon %25-48
oraninda mevcut olup bu tiimérlerin de gogu NIDDPUK ’lardir (44).

Yiiksek dereceli grup ise ISK, NIYDPUK, 1UK igermekte olup gelisimlerinde
hiicre siklusunda G1/S kontrol noktasinda gorevli p53 ve RB proteinlerindeki
mutasyonlarin neden oldugu tespit edilmistir (44).

Kasa invazyon goOsteren mesane kanserleri gen ekspresyonlarina gore
molekiiler alttiplere ayristirilmistir. Bu molekdiler alttipler klinik seyir, histoloji ve
tedaviye yanit ile iligkili bulunmustur (45). Molekiiler siniflama Kanser Genom Atlas
Projesi Konsorsiyum’u (TCGA), Lund tiniversitesi, MD Anderson Kanser Merkezi ve
Kuzey Carolina iiniversitesi basta olmak {izere farkli kurumlar tarafindan yapilmistir.
Bu molekiiler siniflama sistemlerinde terminoloji degisik olsa da her kurum benzer
alttipler tanmimlamustir; -Luminal tamorler, -Bazal/skuaméz timorler ve -
Noronal/kugik hiicreli timorler. Luminal timorler GATAS ve uroplakin gibi rotelyal
diferansiasyonu gosteren genleri yiksek oranda eksprese ederken, bazal/skuaméz
timorler yiiksek molekiiler agirlikli keratin (hmwck) ve p63 gibi bazal-skuamoz
diferansiasyon gostergesi olan genleri eksprese etmektedir. Luminal tiimérlerin ¢ogu

NIDDPUK ile iliskili olup CDKN2A kaybi ve FGFR3’iin mutasyonunu
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gostermektedirler. Diger yandan bazal/skuamoz tiimorlerde yiliksek oranda p53
mutasyonu mevcuttur. Noronal tiimorler morfolojik olarak olagan UK benzemektedir.
Bu gruptaki tiimorler luminal veya bazal/skuaméz markirlart icermemektedir ve
SOX2, TUBB2B gibi néroendokrin genlerin ekspresyonu gortlmektedir (45).

Siniflama sistemlerine gore bu alttipler de farkli kategorilere ayristirilmigtir.
TCGA’nin yapmis oldugu siniflamada luminal tiimorler biyolojik 6zelliklerine gore
luminal-infiltratif, luminal, luminal-papiller olarak ¢ grupta siniflandirilmistir.
Luminal infiltratif grup kuvvetli stromal ve inflamatuar sinyalleri icerirken luminal
simif sadece stromal yanita sahiptir. Luminal-papiller timorler stromal veya
inflamatuar yanit icermemektedir. Lund tiniversitesi ise luminal timorleri hiicre siklus
dongiisiine gore iirotelyal benzeri ve genetik olarak kararsiz gruplara ayirmaktadir. Bu
gruplar immiinhistokimyasal olarak farkli paternlere sahiptirler; iirotelyal benzeri
grupta siklinD1 ve RB1 ekspresyonu, p16 kaybi mevcutken genetik olarak kararsiz
grupta tam tersi s6z konusudur. Urotelyal benzeri grupta FGFR3 mutasyonu (en sik
ekzon 7 veya ekzon 9’da nokta mutasyonu) da gortlmektedir (45).

Bazal/skuaméz tliimorler Kuzey Carolina iiniversitesinin siniflamasinda
Claudin ekspresyonu, EGFR amplifikasyonuna goére iki gruba ayrilmistir. Lund
tiniversitesinin  smiflamasinda bazal/skuam6z grup, inflamatuar sinyallere gore
bazal/skuamdz-infiltratif, bazal/skuaméz ve ZEB2 ekspresyonu gosterenleri
mezenkimal benzeri olmak izere Ug¢ grupta siiflanmistir (45).

UK molekiiler siniflamasinda farkli kurumlarda temelde aym gruplar ve
yolaklar baza alinmistir. Bu siniflar prognoz, tedaviye yanit ve klinik seyir agisindan
onemli farkliliklar gostermektedirler. TCGA’nin siniflamasinda luminal-papiller grup
timaorler en iyi prognozlu, néronal benzeri grup en kotu prognozludur. Benzer sekilde
Lund {iniversitesinin siniflamasinda UroA grubu en iyi prognozlu, UroB ve kiigiik
hicreli/néroendokrin grup en kot prognozlu seyretmektedir (45). Luminal grupta
yiiksek oranda gorilen FGFR3 mutasyonu da iyi prognozla iliskilidir (30). K&t
prognoz gostergesi olan multifokalite, eslik eden ISK, invazyon derinligi ve
lenfovaskiiler invazyon genetik olarak kararsiz ve skuamoz hiicreli karsinom benzeri
gruplarda daha sik gézlenmistir (21).

Ileri evre mesane kanserli hastalarda yaklasik 30 yildir uygulanan platinum

bazli kemoterapilere yanit her hastada ayn1 olmamaktadir. Kemoterapiden (KT) fayda
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saglamayan hastalar toksik yan etkilere sahip bu ilaglar1 gereksiz yere almaktadirlar.
Molekiiler siniflamaya gore KT den yarar saglayan grup daha net belirlenebilirse
gereksiz ilag alimi da dnlenmis olacaktir. Ornegin luminal tip kanserler neoadjuvan
kemoterapiden (NAK) fayda goérmezken bazal/skuaméz tip kanserler NAK yanit
vermektedirler (43). Timoriin gelismesinde etkin mutasyonlar DNA hasarina bagh
olusur ise ya da p53 mutasyonunun goriildiigii genomik olarak stabil olmayan grupta
ise KT’den daha c¢ok fayda gorebilecegi diisiiniilmiistiir (30). Cok merkezli bir
calismada da bazal tipteki tiimorler NAK’den en c¢ok fayda goren grup olarak
bulunmustur. Molekiiler siniflamaya goére tedavi etkinliginin belirlenmesinde
ilerlemeler kaydedilmis olsa da Uluslaras1 Urolojik Patoloji Dernegi (ISUP) heniiz
NAK’nin molekdler alt siniflara gore sekillenmemesi gerektigine karar vermistir (45).

Baz1 IUK varyantlarinin transkripsiyonel fenotiplerinin molekiiler smiflara
uyum sagladig: gosterilmistir. Nested varyant UK iirotelyal benzeri/luminal alttipe,
mikropapiller varyant luminal smiflandirilmamis alttipe, lenfoepitelyoma benzeri
bazal benzeri alttipe, plazmositoid varyant Urotelyal benzeri alttipe, sarkomatoid
varyant ve skuamoéz diferansiasyonlu UK bazal/skuamoz alttipe uyumlu olarak
izlenmistir (25).

Somatik mutasyon profil tespiti ve gen ekspresyonunun kullanildigi kasa
invaziv mesane kanserlerinin molekiiler smiflamasinda ayr1 diisiinceler olsa da
temelde luminal ve bazal alttiplere ayrilabilecegi diisiiniilmiistiir. 2016’da yapilan
konsensis ¢alismasinda bazal-skuam6z benzeri grubun (CK5+, CK14+, GATA3-,
FOXAL-) varlig1 hakkinda ortak goriis saglanmustir (30).

34



3. GEREC VE YONTEM

Bu arastirma Diizce Universitesi Bilimsel Arastirma Komisyonu tarafindan
desteklenmistir (Proje No: 2018.04.02.838) ve Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Etik

Kurulu tarafindan verilen 2018/94 no’lu etik kurul onay1 ile ylrGtilmistiir.

3.1. Olgu Segimi

Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Béliimiinde 2015-2019 yillari
arasinda tani1 alms infiltratif Grotelyal karsinom olgular1 (n:51) tarandi.

> Dahil edilme kriterleri;

1-Infiltratif Urotelyal karsinom tanisinin histopatolojik incelemede dogrulanmast,
2-Yeterli klinik bilginin bulunmasi,

3-Analiz icin yeterli tumdral dokunun bulunmast,

4-Kas (muskularis propria) invazyonunun olmasi (Evre pT2 ve iizeri),

5-Farkl1 diferansiasyon gosteren ve gostermeyen gruplarin esit sayida olmasi, olarak
belirlendi. Bu kriterleri saglamayan veya bloklar1 arsivde bulunmayan vakalar

calismanin disinda tutuldu.

3.2. Klinik Verilerin Toplanmasi, Morfolojik Degerlendirme ve Tiimor Alani

Secimi

Dahil edilme kriterlerine gore 24 olgu ¢alismaya alindi. Olgularn klinik ve
demografik verileri hastane bilgi isletim sistemi, patoloji raporlar1 ve klinik
dosyalarindan derlendi.

Hematoksilen&Eozin boyali lamlar histopatolojik &zellikleri (diferansiasyon
varlig1, timor evresi, lenfovaskiiler invazyon, nekroz varlig1 vb) Diinya Saglik Orgiitii
2016 smiflamast ve AJCC kanser evreleme kilavuzu 8. baskis1 baz alinarak tekrar
degerlendirildi. Mikroskopik incelemede molekiiler ¢alismanin timoéral DNA
yukinin efektif olabilmesi igin, desmoplastik stroma, inflamatuar infiltrat yogunlugu

az olan ve nekroz icermeyen invaziv timor alanlari isaretlendi. Arsiv bloklarindan bu
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alanlar bistiiri yardimu ile diseke edildi, ependorf tiiplerinde muhafaza edildi (Sekil
11).
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Sekil 11. Parafin bloklardan tiimér alanlarinin bistiiri yardimi ile makrodiseksiyonu.

3.3. Molekiiler Yontem

Her olgunun materyali DNA izolasyonu ve molekiiler ¢alisma i¢in sirasiyla

asagidaki islemlere tabi tutuldu;

> Deparafinizasyon:

1-Parafinize dokunun 2 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine alinmas1 ve 1 ml ksilen
eklenmesi, vorteks ile 10 saniye titrestirilmesi,

2-Iki dakika oda sicakhiginda santrifiijlendikten sonra siipernatantin tiip icerisinden
olusan pihtiya dokunmaksizin uzaklagtiriimasi,

3-Kalan ksilenin uzaklastirilmasi i¢in 1 ml %96-100’lik etanol ile vorteks yapilmasi,
oda sicakliginda 2 dakika santrifiijlenmesi,

4-Siipernatantin  alkoliin  hepsi ayristirilacak  sekilde pihtiya dokunmaksizin
uzaklastirilmasi,

5-Tiipiin agz1 37°C de 10 dakika agik birakilarak kalan etanoliin buharlastirilmasi ile

deparafinizasyon neticelendirildi.
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>DNA ekstraksiyonu:

Ekstraksiyon islemi QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen, Almanya) ile
yapimistir.
1-Tlp icerisindeki pellete 180 ul Buffer ATL, 20 ul Proteinaz K eklenmesi ve
vortekslenmesi,
2-56°C de 1 saat boyunca veya pellet tamamen eriyene kadar inkiibasyon,
3-Formaldehitin etkisinin geri dondiiriilmesi i¢in 90°C de 1 saat inkiibasyona devam
edilmesi (Sekil 12) (1 saatten uzun siiren islemlerde DNA fazla pargalanacagindan
slirenin agilmamasina dikkat edilmistir.),
4-Tiip duvarinda ve kapaginda kalan damlalarin toparlanmasi i¢in santrifiijleme
yapilmasi,
5-200 ul Buffer ATL ve 200 ul %96-100’liik etanol eklenmesi ve vortekslenmesi,
6-Elde edilen lizatin QIAamp MinElute kolonuna (2 ml’lik koleksiyon tiipii igerisinde)
alinmasi (Sekil 13),
7-6000 x gm (8000rpm)’de bir dakika siiresince santrifiijlenmesi,
8-Kolona sirasiyla 500 ul Buffer AW1 ve AW2’nin alinarak 6000 x gm (8000rpm)’de
santrifiijlemenin birer dakika tekrarlanmasi,
9-20000 x gm (14000rpm) U¢ dakika santrifujlemenin devam ettirilerek membranin
tamamen kurumasinin saglanmasi,
10- QIAamp MinElute kolonunun yeni bir tiipe alinmasi1 ve 20-100 ul Buffer ATE
eklenmesi,
11-DNA alaninin arttirtlmasi i¢in oda sicakliginda 1-5 dakika suresince inkiibasyon
yapilmasi ve bir dakika boyunca 20000 x gm (14000rpm) de santrifiijleme yapilmasi
ile DNA ekstraksiyonu saglandi.
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5 L.

M Heating

Sekil 12. Ekstraksiyon esnasinda formaldehit etkisinin geri kazanilmasimi saglayan
90°C de inkiibasyon.

Sekil 13. Ekstraksiyon trininin QlAamp MinElute kolonuna alinmasi.

>PCR islemi:

DNA izolasyonu saglanan olgularin DNA degerleri Colibri Nanodrop
cihazinda 6l¢iildii (Sekil 14). Her materyalden yeterli DNA elde edildi. PCR islemi
KRAS/BRAF/PIK3CA Array (RANDOX) kitinin Multipleks PCR protokoli ile
gerceklestirildi.
1-Kullanilacak her reaksiyon icerigi oda sicakligina getirildi,

2-‘Template’ DNA, TE Buffer’da pH 8.0’de 20 ng/ul olacak sekilde hazirlandj,
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3-KRAS/BRAF/PIK3CA PCR Master Miks (10 ul) ve Primer Miksi (5 ul) ‘Template’
DNA (5 ul) ile mikrosantrifiij tiipiine alind1.

4-lyi bir karisim elde etmek icin vorteks islemi uygulands, birikimin saglanmasi i¢in
santriftjlendi,

5-Tupler, ilk denaturasyonun saglanmasi i¢in 15 dakika boyunca 95°C de termal
dongiiye yerlestirildi ve inkiibasyon saglandi,

6-PCR amplifikasyonu 10 saniye 94°C de denaturasyon, 10 saniye 60°C de primerin
baglanmasi, 10 saniye 72°C de uzama islemini i¢eren 33 dongii ile yapildi,

7-Son uzama 5 dakika 72°C de sagland (Sekil 15).

Sekil 14. DNA ekstraksiyonu sonrast DNA miktarlarinin 6lgiilmesi.
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Sekil 15. PCR islemi dongii basamaklarinin siire ve 1s1 degerlerinin cihaz {izerinde

gosterimi.

> Mikroarray Hibridizasyonu:

PCR Urlnlerinin hibridizasyonu, gortntiilemesi ve sonug eldesi icin Evidence
Investigator (RANDOX) cihazinin EV3799A/B KRAS/BRAF/PIK3CA Array Kiti
kullanilda.

Hibridizasyon 60°C de, konjugasyon 37°C de gergeklestiginden iki adet 1s1
saglayici1 ‘Evidence Investigator thermoshaker’ gerekli sicakliklara kalibre edildi.
Isleme baslamadan 6nce ‘Hibridizasyon Buffer EV889°, ‘Primer Wash Buffer’ ve
‘Sekonder Wash Buffer’ 60°C ye; ‘KRAS/BRAF/PIK3CA Conjugate’, ‘Wash Buffer’,
biyocipler ve PCR drinleri oda sicakligina getirildi, PCR Urlnleri biyogciplere pipet
yardimi ile alind1 (Sekil 16) ve sirastyla asagidaki islemler uygulandi.
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On kisim

Sekil 16. PCR firiinleri pipet yardimi ile biyogiplere sekilde gosterilen alandan

damlatilarak nakledilmesi.

1-PCR iiriinleri 95°C de 5 dakika siiresince termal dongiide denatiire edildi ve buz
iistiine yerlestirildi.

2-‘Hibridizasyon Buffer EV889’ 60°C lik inkiibatorden aliarak her biyocipe 245 pl
eklendi, denatlrasyonu saglanmis PCR {iriiniinden her biyocipe 7 pl ilave edildi.
Hibridizasyon esnasinda {riinlerin buharlagmasin1 engellemek icin tasiyicilar
biyogipler tamamen kapanacak sekilde sizdirmaz folyo ile ortiildd.

3-Tasiyicilar 60°C, 370 rpm’de 30 dakika inkiibe edildi.

4-Inkiibasyon bittikten sonra folyo dikkatlice kaldirilarak hibridizasyon reaksiyonu
atildi.

5-Sirastyla ‘Primer Wash Buffer’ ve ‘Sekonder Wash Buffer’ 60°C lik inkiibatdrden
alinarak biyociplere 250 pl eklendi ve 60°C, 370 rpm’de 2 dakika inkiibe edildi,
reaksiyonlar iglem sonunda atildi.

6-Hizlica ‘Wash Buffer’ (oda sicakligina getirilmis) ile biyogip basina 250 pl
ekleyerek ii¢ hizli yikama islemi yapildu.

7-Oda sicakligindaki ‘KRAS/BRAF/PIK3CA Conjugate’ her biyogipe 250 pl ekleyerek
37 °C sicaklikta 370 rpm’de 30 dakika inkube edildi, islem sonunda reaksiyon atild.
8-‘Wash Buffer’ ile bes hizli yikama islemi yapildi, ‘Wash Buffer’ eklenerek (en fazla
30 dakika siirecek sekilde) ve karanlik bir ortama alinarak okuma islemi icin siraya
konuldu.

9-Sinyal reaktifi (LUM/PX) konmadan hemen 6nce ‘Wash Buffer’ dokiildii, 250 pl

sinyal reaktifi eklendi ve 1s1iktan korumak i¢in tizeri kapatildi.
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10-iki dakika (+/- 10 saniye) bekletildikten sonra ‘Evidence Investigator’in okuyucu

haznesine konuldu, mutasyon analizi cihazin 6nceden tanimlanmis yazilimi ile

saglandi. Tablo 2’de analiz edilen genler, hedef kodonlar1 ve baz degisimleri

gosterilmistir.

Tablo 2. ‘Randox Evidence Investigator’ ile analiz edilen KRAS, BRAF ve PIK3CA

mutasyon kodonlar1 ve aminoasit degisimleri

Gen Hedef kodon Baz degisikligi
BRAF V600E GTG>GAG
KRAS G12A GGT>GCT
G12R GGT>CGT
G12D GGT>GAT
G12C GGT>TGT
G12S GGT>AGT
Gl2v GGT>GTT
G13D GGC>GAC
G13C GGC>TGC
G13R GGC>CGC
Q61K CAA>SAAA
Q61L CAA>CTA
Q61R CAA>CGA
Q61H (1) CAA>CAC
Q61H (2) CAA>CAT
A146T GCA>ACA
A146P GCA>CCA
PIK3CA E542K GAA>AAA
E545K GAG>AAG
H1047R CAT>CGT
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3.4. istatistiksel Analiz

Caligmadaki tiim verilerin uygun tanimlayici istatistikleri (ortalama, standart
sapma, medyan, standart hata, minimum, maksimum, yiizde) hesaplandi. Nicel
degiskenlerin normallik ve grup varyanslarinin homojenlik varsayimlari i¢in sirasiyla
Shapiro Wilk ve Levene testleri kullanildi. Nicel degiskenlerin gruplar arasi
karsilastirmasinda bagimsiz Orneklemler t testinden (Independent samples t test)
yararlanildi. Kategorik degiskenler arasindaki iliskiler Pearson ki-kare (chi-square),
Fisher Freeman Halton (post hoc Bonferroni testi), Fisher exact testleriyle incelendi.
Degiskenler arasindaki iligkileri incelemek i¢in degiskenlerin tiirlerine gore
kontenjans (contingency, rc) katsayisi, nokta iki serili (point biserial, rp) ve Kendall
tau b (rk) korelasyon katsayilar1 hesaplandi. Gruplar arasi sagkalim hizlarim
karsilastirmak ve sagkalim siiresini etkileyen faktorleri incelemek i¢in Kaplan Meier
sagkalim analizi ve Log rank testi uygulandi. Istatistiksel degerlendirmeler i¢in SPSS
22 programi ve 6zel syntaxler kullanildi. p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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4. BULGULAR

4.1.Klinik ve Demografik Bulgular

Calismamiza 22 erkek (%91,7), 2 kadin (%8,3) hasta olmak tzere 24 olgu dahil
edildi. Erkek hasta populasyonu belirgin olarak ylksekti (E/K:11/1). Hasta yaslar1 56-
88 arasinda olup, ortalama yas 70,2+9,1 idi. Hastalarin 14’iinde sigara icme 0ykusu
mevcuttu (ortalama 55 paket/yil). Onkoloji dosyalarina ulasilabilen hastalarin 14’i
kemoterapi almist1 (2-6 kiir arasinda degisen). Bes hasta gemsitabintsisplatin
tedavisini neoadjuvan olarak, bir hasta hem neoadjuvan hem de adjuvan olarak, bes
hasta ise adjuvan olarak almisti, adjuvan tedavi alan hastalarin ikisinde
gemsitabin+sisplatin kiirlerinden sonra paklitaksel tedavisi de uygulanmisti. Bir hasta
neoadjuvan gemsitabin+sisplatin ile adjuvan paklitaksel tedavisi almisti. Adjuvan
tedavi alan hastalarin biri gemsitabintkarboplatin tedavisi gormiisken bir hastanin
tedavi protokoliine ulagilamadi. Kemoterapi almayan hastalarin {igii radyoterapi almus,
bes hasta tedavi almamus, ikisi ise takip dis1 kalmisti. Ortalama takip stresi 14,2 ay
(Min-Maks:1-39) olan olgularin 18’1 vefat etmisti. Olgularin klinik ve demografik
verileri Tablo 3°de gosterildi.

Tablo 3. infiltratif Mesane Karsinomu Olgularmin Klinik ve Demografik
Ozellikleri

Sayr (n) Oran (%)
Cinsiyet Erkek 22 91,7
Kadin 2 8,3
Yas <60 4 16,6
>60 20 83,3
Sigara Oykiisi Mevcut 14 58,3
Yok 3 12,5
Bilinmiyor 7 29,1
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Kemoterapi Oykisii Mevcut 14 58,3

Yok 10 41,7
Mortalite Var 18 75
Yok 6 25

4.2 Histopatolojik ve Molekiiler Ozellikler

Degerlendirilen materyallerin altisi sistoprostatektomi, digerleri transiretral
rezeksiyon materyaliydi. Infiltratif {irotelyal karsinom tanis1 alan olgularin 12’si farkl
diferansiasyon gosteren, 12’si gostermeyen grupta yer aldi. Bazi tiimorlerde birden
fazla diferansiasyon gozlenmekle birlikte en sik saptanan diferansiasyon glandler
yondeydi (n:6) (Sekil 17). Olgularin %50’sinde lenfovaskiiler invazyon, %41,7’sinde
perindral invazyon, %33,3’linde in situ karsinom, %54,2’sinde nekroz saptandi. AJCC
kanser evreleme kilavuzu 8. baskisina goére timor evreleri sirasiyla pT2 (n:19), pT3

(n:4), pT4 (n:1) idi. Histopatolojik 6zellikler Tablo 4’de gosterildi.

@® Skuaméz @ Glanduler @ Sarkomatoid
@ Berrak @ Mikropapiller

Mikropapiller
%7
Skuamdz
Berrak %20
%13

Sarkomatoid
%20

Glanduler
%40

Diferansiasyon Tipleri ve Yiizdeleri

Sekil 17. infiltratif Urotelyal Karsinom olgularinda gozlenen diferasiasyon tipleri ve
sikliklari.
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Tablo 4. infiltratif Mesane Karsinomu Olgularinin Histopatolojik Ozellikleri

Sayt (m)  Oran (%)

Diferansiasyon tipi

3 12,5
6 25
3 12,5
2 8,3
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Yok 12 50
Lenfovaskuler Mevcut 12 50
invazyon

Yok 12 50
In-situ komponent  Mevcut 8 333

Yok 16 66,7
Perinoral Invazyon ~— Mevcut 10 41,7

Yok 14 58,3
Nekroz Mevcut 13 54,2

Yok 11 45,8
Patolojik Evre pT2 19 79,2

pT3 4 16,6

pT4 1 4,2

Yapilan mutasyon analizinde bazilarinda birden fazla olmak (izere dokuz
olguda mutasyon saptanmistir. En sik gézlenen mutasyon KRAS da %33,3 oraninda
(n:8) izlenirken, PIK3CA mutasyonu %12,5 olguda (n:3), BRAF mutasyonu %8,3
olguda (n:2) saptandi. PIK3CA mutasyonu olan olgularin ikisinde es zamanlit KRAS
mutasyonu, birisinde ise BRAF mutasyonu mevcuttu. Benzer sekilde BRAF
mutasyonu olan ikinci vakada es zamanli KRAS mutasyonu goruldi (Sekil 18). KRAS
geninde saptanan mutasyone kodonlar G12D, G12S, G13D, A146T, Q61R, A146P
iken PIK3CA 'nin E542K, E545K, H1047R, BRAF 'da ise V600E idi (Tablo 5).

47



B KRAS M KRAS+PIK3CA

3,75

2,5

1,25

KRAS+BRAF [l BRAF+PIK3CA

Mutasyonlu Olgu Sayisi (n)

Sekil 18. Infiltratif Urotelyal Karsinomlarmda tespit edilen mutasyonlu olgularin

dagilim.

Tablo 5. Olgu bazinda tespit edilen mutasyonlar, diferansiasyon durumlar1 ve hedef

kodonlar1
Olgu Diferansiasyon Gen Hedef kodon
1 Skuaméz, Glanduler BRAF V600E
KRAS G12S
2 Glanduler KRAS G12S
PIK3CA E545K
3 Sarkomatoid KRAS G12S, G12D
PIK3CA E542K
4 Glandiiler KRAS G13D, Al46T
5 Glandiiler KRAS G12D, Q61R
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KRAS
BRAF
PIK3CA
KRAS
KRAS

Al146P, G13D

V600E

H1047R

G12S, G12D

G12D

4.3.Istatistiksel Bulgular

Diferansiasyon gosteren ve gostermeyen gruplar arasinda lenfovaskiiler

invazyon, perindral invazyon, in situ karsinom

ve nekroz

varligt

acisindan

anlamh bir fark saptanmadi. iki grubun tiimor evreleri birbiri ile drtiismekteydi,

istatistiksel bir farklilik saptanmadi. Mutasyon goriilme sikliklari arasinda anlamli bir

fark bulunmadi (Tablo 6 ve 7).

Tablo 6. Diferansiasyon Gosteren ve Gostermeyen Gruplarin Histopatolojik

Parametrelerinin Istatistiksel Analizi

Diferansiyasyon

Diferansiyasyon

gosteren gOstermeyen

n % n % p*

Yas <60 3 25,0 1 8,3 0,590%
>60 9 75,0 11 91,7
Mevcut 6 50,0 8 66,7

Sigara Oykiisii Yok 3 25,0 0 0 0,267%
Bilinmiyor 3 25,0 4 33,3

Lenfovaskiiler Mevcut 6 50,0 6 50,0 0,999%
fnvazyon Yok 6 50,0 6 50,0

Perinoral Mevcut 4 33,3 6 50,0 0,408%
fnvazyon Yok 8 66,7 6 50,0

Insitu Komponent  Mevcut 2 16,7 6 50,0 0,193%
Yok 10 83,3 6 50,0
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Nekroz Mevcut 7 58,3 6 50,0 0,682*
Yok 5 417 6 50,0
pT2 10 83,3 9 75

TUmor Evresi pT3 2 16,7 2 16,7 0,999%
pT4 0 0 1 8,3

*: exact p degeri, &: Fisher Exact test, $: Fisher Freeman Halton testi, #: Pearson ki-kare testi

Tablo 7. Diferansiasyon Gosteren ve Gostermeyen Gruplarin Mutasyon
Durumlarinin Istatistiksel Analizi

Diferansiyasyon  Diferansiyasyon

gosteren gostermeyen

n % n % p*

KRAS Pozitif 5 41,7 3 250 0,667%
Negatif 7 58,3 9 75,0

BRAF Pozitif 1 8,3 1 83  0,999%
Negatif 11 91,7 11 91,7

PIK3CA Pozitif 2 16,7 1 83  0,999%
Negatif 10 83,3 11 91,7

*: exact p degeri, &: Fisher Exact test

Grup ayrmmi yapilmaksizin KRAS, BRAF, PIK3CA mutasyonlarmin
histopatolojik 6zellikler ile iliskisinde anlamli bir fark saptanmadi (Tablo 8-10).

Tablo 8. KRAS Mutasyonunun Histopatolojik Ozellikler ile Istatistiksel Analizi

KRAS Mutasyonu
var yok

n % n % p*
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Lenfovaskiler Mevcut 4 16,7 8 33,3 0,999

Invazyon Yok 4 16,7 8 33,3

Perinoral fnvazyon Mevcut 3 12,5 7 29,1 0,999
Yok 5 20,9 9 37,5

In situ komponent Mevcut 3 12,5 5 20,9 0,999
Yok 5 20,9 11 45,8

Nekroz Mevcut 4 16,7 9 37,5 0,999
Yok 4 16,7 7 29,1
pT2 6 25,0 13 54,2

Evre pT3 2 8,3 2 8,3 p=0,795
pT4 0 0 1 42

*: exact p degeri

Tablo 9. BRAF Mutasyonunun Histopatolojik Ozellikler ile Istatistiksel Analizi

BRAF Mutasyonu

var yok
n % n % p*

Lenfovaskiler Mevcut 1 4,2 11 45,8 0,999
Invazyon Yok 1 4,2 11 45,8
Perinoral Invazyon Mevcut 1 4,2 9 37,5 0,999

Yok 1 4,2 13 54,1
In situ komponent Mevcut 0 0 8 33,3 0,536

Yok 2 8,3 14 58,4
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Nekroz Mevcut 1 4.2 12 50 0,999

Yok 1 4,2 10 41,6
pT2 2 8,3 17 70,8

Evre pT3 0 0 4 16,7 p=0,460
pT4 0 0 1 4,2

*: exact p degeri

Tablo 10. PIK3CA Mutasyonunun Histopatolojik Ozellikler ile Istatistiksel Analizi

PIK3CA Mutasyonu

var yok
n % n % p*
Lenfovaskiler Mevcut 0 0 12 50 0,217
Invazyon Yok 3 12,5 9 37,5
Perinoral Invazyon Mevcut 2 8,3 8 33,3 0,188
Yok 1 4,2 13 54,2
In situ komponent Mevcut 0 0 8 33,3 0,526
Yok 3 12,5 13 54,2
Nekroz Mevcut 0 0 13 54,2 0,082
Yok 3 12,5 8 33,3
pT2 2 8,3 17 70,8
Evre pT3 1 42 3 125 p=0,621
pT4 0 0 1 4,2

*: exact p degeri

Diferansiasyon gosteren grupta medyan sag kalim siiresi 6 ay (Standart

hata=4,6) iken diferansiasyon gostermeyen grupta 17 ay (Standart hata=5,3) idi.
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Ancak gruplara gore sag kalim siireleri arasinda anlamli diizeyde fark yoktu (Log Rank

test y?=2,754 p=0,097). Kemoterapi alan ve almayan hastalarda sag kalim siireleri

arasinda fark saptanmadi. KRAS, BRAF, PIK3CA mutasyonu olan hastalarin sag

kalimlar1 olmayanlara gore benzerdi, istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi

(Tablo 11). Kemoterapi alan hastalarda mutasyon varliginin sagkalimda anlaml bir

fark olusturmadig1 gozlendi (Tablo 12).

Tablo 11. Sagkalim Siirelerine Ait Istatistiksel Analiz Sonuglari

Sagkalim Stiresi Medyan Degeri

%95 Guven Log
Araligi Rank
Standart Alt  Ust Test
n Tahmini Hata S Swur Istatistigi  p*
Diferansiasyon Var 12 6,0 4,6 0 151
Yok 12 17,0 5,3 6,6 274
Genel 24 13,0 2,8 75 185 2754 0,097
Kemoterapi Var 14 13,0 3,4 6,4 19,6
Yok 10 12,0 4,7 2,7 21,3 0457 0,499
Genel 24 13,0 2,8 75 185
KRAS Var 8 13,0 3,6 59 20,1
Mutasyonu Yok 16 12,0 6,0 0,2 238 0,050 0,823
Genel 24 13,0 2,8 75 185
BRAF Var 2 4,0 - - -
Mutasyonu Yok 22 13,0 3,8 56 204 0,654 0,419
Genel 24 13,0 2,8 75 185
PIK3CA Var 3 17,0 9,0 0 346
Mutasyonu Yok 21 13,0 3,7 58 20,2 0484 0,487
Genel 24 13,0 2,8 7,5 185

*: exact p degeri
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Tablo 12. Kemoterapi Alan Hastalarda Mutasyon Varliginin Sagkalim Siiresine

Etkisinin Istatistiksel Analizi

Sagkalim Stiresi Medyan Degeri

%95 Guven Log
Aralig Rank
Standart Alt  Ust Test
n Tahmini Hata S Smr Istatistigi  p*
KRAS Var 5 13,0 2,2 8,7 173
Mutasyonu Yok 9 17,0 14,9 0 46,2 0,553 0,457
Genel 14 13,0 34 6,4 19,6
BRAF Var 1 - - - -
Mutasyonu Yok 13 13 4,1 - - - -
Genel 14 13 4,1 - -
PIK3CA Var 3 17,0 9,0 0 346
Mutasyonu Yok 11 13,0 51 30 230 0,266 0,606
Genel 14 13,0 34 6,4 19,6

*: exact p degeri
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5. TARTISMA

Diinyada ve iilkemizde onemli bir kanser yiikii olusturan mesane iirotelyal
karsinomunda erken tani, tarama, rekiirrens kontroll ve prognoza yonelik biobelirtec,
immiinassay gibi farkli non-invaziv yontemlerin aragtirilmasi siiregelmektedir (46).
Molekiiler analiz ¢aligmalar1 son yillarda tani algoritmalarinda yer almaya baglamistir.
Tumdrlerin molekiler karakterlerinin tespiti, hedefe yonelik tedavi algoritmalarinin
olusturulmasinda ve uygun hasta se¢iminde yol gostericidir. Kandoth ve ark 3281
timori iceren 12 farkli kanser tipinde yaptiklar arastirmada 127 gendeki mutasyon
arastirilmis ve bir tiimorde birden fazla mutasyon sik izlenmistir. Her bir kanser tipinde
stk goriilen siirlici mutasyonlar bulunsa da her hasta i¢in kanser tipindeki siirticii
mutasyonlarin tipi ve bulunduklari klona gore dagilimlari ¢esitlidir. Bundan dolay1 her
bir hasta i¢in klonal yapmin bilinmesi optimum bir tedavi igin gerekli olarak
onerilmistir (47). ileri evre mesane kansetlerinde heniiz hedefe yonelik tedaviler rutin
olarak uygulanmamakta ve geleneksel kemo-radyoterapiler ana tedavileri
olusturmaktadir. Reseptor tirozin kinaz (RTK) yolag: tiimorlerde en sik mutasyona
ugrayan yolaklardandir. RTK inhibitorlerinin tedavi olarak kullanilmasi yeni tedavi
yontemlerinde umut 15181 olmustur (7). FDA, RTK aktivasyonunu engelleyen basta
akciger kanserlerinde kullanilan setuksimab, kolon kanserlerinde kullanilan
panitumumab, meme kanserlerinde kullanilan trastuzumab olmak iizere birgok
monoklonal antikorun tedavide kullanilmasini onaylamistir (26). RTK yolaginda
meydana gelen mutasyonlarmm mesane kanserlerinde de tanimlanmasi tedavi
yonetimine etkisinin arastirilmasi i¢in dnemlidir.

Son senelerde mesane kanserleri molekiiler yolaklarina gore siniflandirilmaya
calisilmaktadir. Bu yonde yapilan ¢alismalarda mesane kanserleri temelde iki yolaga
ayrimlastirilmistir: Luminal tip ve Bazal tip. Luminal tiimérlerin ¢ogunun NIDDPUK
ile iliskili oldugu, bazal tipin ise yiiksek dereceli iirotelyal karsinomlar1 igerdigi
gosterilmistir (45). Lindgren ve ark yapmis oldugu 144 olgudaki mutasyon analizinde
mesane kanserleri benzer iki intrinsik molekiler subtipe ayrimlagmistir. MS1 olarak
adlandirilan grupta Ta evresindeki tiimorler agirlikli olarak bulunurken MS2 grubunda
T2 ve Uzeri evresindeki timorler izlenmistir. Bu gruplar arasindaki mutasyon analiz
farkinda MS1 grubunda FGFR3 ve PIK3CA mutasyonlar1 sik izlenitken MS2

55



grubunda TP53 mutasyonu, RB kayb1 goriilmiistiir. KRAS nokta mutasyonu her iki
grupta esit saptanmustir (48). Bizim ¢alismamizda molekiiler subtipler bilinmemekle
birlikte dahil edilen olgular, ileri evre mesane kanserleri oldugundan bazal/skuaméz
alttipe uygun bir mutasyon profili olusturmalar1 beklenmektedir.

Ekzojen karsinojenlere (sigara, UV radyasyon) maruziyet sonucunda aciga
¢ikan tiimorlerde daha fazla somatik mutasyon gesitliligi tespit edilmistir (49). Mesane
timora etiyolojisinde sigara en 6nemli etken olarak gosterilen, molekuler olarak
oldukea heterojen genomik degiskenlik gosteren (47,50) ve akciger kanserleri (sigara),
melanomdan (UV radyasyon) sonra en fazla somatik mutasyon sikligina sahip
timorddr (49,51). Farkli kuruluslar tarafindan yapilan tim genom sekanslama
calismalarinda ¢ok fazla sayida gende mutasyon izlenmistir. Ornegin TCGA 412 kasa
invaziv mesane kanserinde 58 farkli gende mutasyon tanimlamistir. Tanimlanan
mutasyonlarin igerisinde RTK yolagina ait genlerde de mutasyonlar gdsterilmistir
(51). PI3K yolag mutasyonu mesane kanserlerinde sik tammlanmistir. UK ’larda bu
mutasyon %25-48 oraninda mevcut olup tiimérlerin ¢ogu NIDDPUK ile iliskilidir (45)
ve PI3K yolagi mutasyonlariin luminal tip mesane kanserlerinde daha sik oldugunu
gostermektedir. Bizim c¢alismamizda PIK3CA mutasyonu %12,5 oraninda
gozlenmistir. Bu oran literatiirde tanimlanan orana gore diisiiktiir. Kompier ve ark 257
mesane kanseri [pTa (n: 166), pT1 (n:57), pT2-4 (n:34)] hastasinda FGFR3, RAS ve
PIK3CA mutasyonlarmi degerlendirmis; PIK3CA %24 hastada mutasyone izlenmistir
(7). Agell ve ark, cogunda kasa invaziv mesane kanserinin eslik ettigi prostat kanseri
olan 20 hastada yapmis oldugu mutasyon analizinde mesane kanserlerinin bir
tanesinde PIK3CA (E545K) (%5), bir tanesinde KRAS (G12V) (%5) mutasyonu
izlenmigtir (52). Calderaro ve ark yapmis oldugu mutasyon analizinde ise pTa
evresindeki timorlerde PIK3CA mutasyonu %40 oraninda gozlenirken pT2-pT4
evresindeki tiimorlerde %5 oraninda saptanmustir (4). Benzer sekilde 218 vakanin
dahil edildigi bir analizde evre ilerledik¢ce PIK3CA mutasyon goriilme orani azalmistir
[Ta (%22,2), T1 (%16,6), >T2 (%9,3)] (52). Millis ve ark yapmis oldugu ¢aligmada da
ileri evre mesane kanserlerinde PIK3CA mutasyonu %16,8 oraninda gozlenmistir (1).
Literaturle uyumlu olarak olgularimizin ileri evre mesane kanserlerinden olugmasi
PIK3CA mutasyonunun diisiik oranda gézlenmesini izah etmektedir. invaziv olmayan

mesane kanserlerinin takiplerinde rekirrenslerinde invazyon saptanan vakalarda
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yapilan arastirmada %14,5 oraninda PIK3CA mutasyonu goriilmiis, rekirrens ve
primer vakalar arasinda istatistiksel fark goézlenmemistir (54). Hastalarin
rekiirrenslerinde mutasyon profilinin degismemesi hedefe yonelik tedavilerden fayda
gorebileceginin gostergesi olarak kabul edilebilir. Ayrica ilk timor tanisinda mutasyon
saptanan hastalarmn takiplerinde likit biyopsilerden mutasyon analizine bakilarak non-
invaziv yontemlerle niiks tespit edilebilir.

PIK3CA mutasyonlarmin %80’inden fazlasi {i¢ noktada yogunlagsmaktadir:
helikal kisimda glutamati (E) kodlayan 542. ve 545. kodon ile C terminal ugtaki kinaz
kisminda histidin (H) kodlayan 1047. kodon. Bu ‘hotspot’/yogun bdolgeler enzimatik
aktivasyonda ve biyolojik cevabin gelisiminde en fazla etkiye sahiptirler (40). ileri
evre {UK’larda yapmis oldugumuz calismada ii¢ vakada PIK3CA mutasyonu
saptanmis olup bunlarin ikisi helikal kisimda (E542K, E545K), biri kinaz kisimda
(H1047R) gozlenmistir.

Sjodahl ve ark yapmis oldugu ¢alismada mutasyon profili yani sira timérlerin
molekiiler siniflart da degerlendirilmistir. Molekiiler smifi UroA olan iki vakada
PIK3CA H1047R ve H1047L kodonlarinda (kinaz kistm) mutasyon primer timorde
mevcutken rekirrenslerinde mutasyon saptanmamustir ve bu rekirrenslerin molekuler
smiflart da sirasiyla bazal/skuamoz tipe ve UroB tipe doniismiistiir. PIK3CA
mutasyonu E545K kodonunda (helikal kisim) izlenen bir vakada ise primer timor
genomik olarak stabil olmayan grupta iken rekirrensinde bazal/skuaméz tipe
dontismiistir ve PIK3CA mutasyonu E545K kodonunda goriilmeye devam etmistir
(54). Protein ekspresyon dizeyinde smiflandirilan molekiiler siif ve genomik
mutasyonlar rekiirrenslerde degisim gosterebilmektedir. PIK3CA mutasyonlarinda
gozlenen bu farkli davranis helikal kisim ve kinaz kisim ayrimma bagli olusmus
olabilir. Calismamizda saptanan PIK3CA mutasyonlarinin ikisi helikal kisimda
(E545K, E542K) yer almakta idi. Ileri evre mesane kanserlerini iceren calismamizda
PIK3CA geninin helikal kisminin daha fazla vakada eslik ediyor olmasi Sjodahl ve ark
yapmis oldugu calismanin verileri ile degerlendirildiginde ileri evre mesane
kanserlerinde sebat eden PIK3CA mutasyonlarinin helikal kisim kaynakli oldugunu
diisiindiirmektedir. Ancak, Sjodahl ve ark yapmus olduklar1 145 UK dahil ettikleri
diger ¢alismalarinda diisiik dereceli UK’da helikal kistm mutasyonu kinaz kisma

oranla dort kat fazla gozlenirken (n:12 vs n:3) yuksek dereceli vakalarda bu oran
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neredeyse birbirine esittir. (N:5 vs n:4) (53). Mesane kanserlerinde PIK3CA
mutasyonunun evre ilerledik¢e azalmasi helikal kisim mutasyonlarinin azalmasina
bagli olarak gelistigi seklinde yorumlanabilir. PIK3CA geninin helikal kisminin
rekiirrenslerdeki sebatkar seyri ile diisiik ve yiiksek dereceli timorlerde gozlenen
oransal degisim arasinda c¢eliski izlenmektedir. Mesane tumorlerinde go6zlenen
heterojen genomik yapiyr destekleyen bu durum tedavi algoritmalarinin
gelistirilmesinde ve rekiirrenslerin takibinde onerilen likit biyopsi yontemlerinin
(55,56,57) uygulanabilirliginde engel teskil edebilir. Bu konuda PIK3CA geninin
klonlarint igeren diisiik-ytksek dereceli mesane kanserlerinin rekurrenslerinin de dahil
edildigi genis serili ¢alismalara ihtiya¢ vardir.

Platt ve ark 92 iirotelyal karsinom igeren ¢alismasinda PIK3CA mutasyonu
%27 oraninda tespit edilmistir. Bu mutasyonlarin ¢ogu ‘hot spot’ bolge olarak
tanimlanan, proteinin helikal kismin1 isaretleyen 542. ve 545. kodonlarinda (E542K,
E545K) ve tigiincii siklikta kinaz kismini isaretleyen H1047R’de gergeklesmistir (42).
Literaturde Millis ve ark ile Kompier ve ark yapmis oldugu mutasyon analizlerinde de
helikal kisim mesane kanserlerinde en ¢ok mutasyona ugrayan bolge olarak
belirlenmistir (1,7). Mesane dis1 kanserlerin dahil edildigi PIK3CA mutasyon
analizinde kinaz kismini kodlayan gende (H1047R) daha sik mutasyon izlenmigtir
(42), mesane kanserlerinde ise helikal kisim mutasyonlar1 daha sik gozlenmektedir
(58). Bizim g¢alismamizda da literatuirle uyumlu olarak mesane kanserlerinde PIK3CA
geninin helikal kismi1 isaretleyen kodonlarinda mutasyon daha sik goriilmistiir. Bu
durum mesane kanserlerinde gorilen PIK3CA mutasyonlarinin diger kanserlerden
farkli oldugunu gostermektedir.

PI3K, RAS ile aktive olan bir yolaktir. RAS mutasyonlarinda hem MAPK hem
de PI3K yolag: aktiflesmektedir. Platt ve ark mesane kanserlerini arastirdiklari
calismasinda 11 hastada RAS mutasyonu izlenmistir. Bu hastalarin yedisinde es
zamanli PIK3CA mutasyonu gozlenmis ve istatistiksel olarak anlamli bir iligki
bulunmustur. PI3K proteininde pl10a subuniti p85 ile inhibisyona ugrayarak
islevselligi diizenlenir. Yapisal olarak p110a helikal kismi ile p85’in N-terminal SH2
kismu iligkili olup bu diizenlemeyi saglamaktadir. PI3K helikal kisminin (E542K,
E545K) ve kinaz kisminin (H1047R) fonksiyon kazanim mutasyonlarmin p85 ve RAS

etkilesimlerine gore farkli sekillerde gelistigi gosterilmistir. Helikal kisim
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mutasyonlart1 RAS iligkili aktivasyona ugrarken kinaz kismi RAS baglanmasi
olmaksizin p85 ile transformasyona ugramaktadir (42). Bizim ¢alismamizda da Platt
ve ark benzer sekilde KRAS mutasyonu olan hastalarin ikisinde PIK3CA mutasyonu
mevcuttu ve bu mutasyonlar RAS bagimli helikal kisimda (E542K, E545K) yer
almaktaydi. Mesane kanserlerinde gdzlenen PIK3CA mutasyonu c¢ogunlukla RAS
bagimli alanda go6zlendiginden ve RAS mutasyonu ile birliktelik s6z konusu
oldugundan hedefe yonelik tedavi planlamasinda tek odaga yonelik yapilan (PIK3CA
inhibisyonu vb) tedavi girisimleri basarili olmayabilir. Gerek edinilmis somatik
mutasyonlar gerekse sinyal yolagindaki aktivasyonlar nedeniyle hedefe yonelik
tedavilere diren¢ tamimlanmaya baslanmistir (26). Ornegin; multipl myelom
hastalarinda denenen FGFR3 inhibitorleri RAS mutasyonu eslik eden hastalarda
etkisiz kalmistir. Benzer sekilde akciger ve kolon kanserlerinde EGFR inhibitorleri
RTK yolaginda meydana gelen diger mutasyonlarin varliginda tedavi etkinligi
saglamamistir (7). PIBK/AKT yolagi PIK3CA haricinde birgcok protein ile regile
olmaktadir ve mesane kanserlerinde de bu yolaga ait PTEN kaybi, AKT aktivasyonu
gibi bircok mekanizma arastirilmaktadir (4) ve mesane kanserlerinde ileri evre ve
derece ile iliskilendirilmektedir (1). Bizim ¢alismamiz mesane kanserlerinde PIK3CA
mutasyonunun rol oynadigini ve PI3K/AKT yolagma yonelik yapilacak tedavilerden
fayda saglanabilecegini desteklemektedir. Ancak, mesane kanserlerinde gdzlenen
heterojen molekiiler degisiklikler tedavi yonetiminde en uygun tedaviyi saglayabilmek
icin ¢oklu inhibitor kullanilmasin1 gerektirecektir.

RAS ailesinde gelisen mutasyonlar kanserlerin gelismesinde biiyiik bir role
sahiptir. Akciger, kolon, tiroit kanserleri basta olmak {izere birgok kanserde 6nemi
vurgulanmis ve RAS mutasyonuna yonelik tedavi algoritmalar1 gelistirilmistir. Bizim
calismamizda da TUK’da kodon 12, 13, 61 ve 146 tarafindan kodlanan RAS ailesine
ait KRAS mutasyon siklig1 arastirilmis ve %33,3 oraninda saptanmistir. Calderaro ve
ark yapmis oldugu 128 mesane kanserinin dahil edildigi ¢calismada KRAS mutasyonu
sadece %4,6 oraninda (4) goOzlenirken Millis ve ark yaptigi ¢alismada benzer bir
oranda mutasyon saptanmistir (%3,7) (1). Sjodahl ve ark 218 mesane kanserinde
degerlendirdikleri mutasyon profilinde de kodon 12, 13 ve 61°de yer alan RAS
mutasyonu %S5 oraninda saptanmistir. HRAS en sik mutasyona ugrayan tipken, KRAS

mutasyonu sadece 4 vakada goriilmiistiir (53). Diger yandan Smal ve ark 249 mesane
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kanseri hastasinin dahil edildigi ¢alismada KRAS mutasyonu invaziv olmayan
tiimorlerde %2,4 iken invaziv tiimdrlerde %4,9 oraninda saptanmistir (32). invaziv
timorlerde izlenen KRAS mutasyonu artist Ouerhani ve ark yapmis oldugu ¢alismada
da gozlenmistir (34). Literatirde g6zlenen KRAS mutasyon oranlart bizim
calismamizda saptanana gore diisiiktiir. Ileri evre mesane kanserlerinin calismaya
dahil edilmis olmas1 bu farkin nedeni olabilir. Ancak, etnik koken farkliligina bagli
genetik yapidaki varyasyonlar ya da Tiirkiye’nin bazi bolgelerinde sanayilesmenin
yogun olmasi da gozlenen yiiksek oranin nedeni olarak diisliniilebilir. Diger yandan
caligmaya dahil edilen glandiiler diferansiasyon gosteren vakalarda yliksek oranda
saptanan KRAS mutasyonu bu farki izah edebilir. Diger yandan intratiimdral
heterojenite ve bakilan kodon farkliliklar1 bu geliskiyi aciklayabilir. Ileride Tiirkiye’de
bu konu tizerine genis serilerde ¢alismalarin yapilmasi bu konuyu aydinlatabilir.
RAF, mitojen aktive protein kinaz1 aktive eden ve MAPK yolaginda etkin serin
treonin Kinazdir. Mutasyona ugrayan BRAF kinazin yapisal aktivasyonuna 1799.
niikleotitde meydana gelen transversiyon (V600E) neden olmaktadir (59). BRAF
mutasyonu melanom basta olmak iizere kolon, tiroit kanseri (60) vb kanserlerde sik
gozlenmekte ve hedefe yonelik tedaviler yine melanom basta olmak iizere BRAF
mutasyonu olan hastalarda basariyla uygulanmaktadir. Ancak hiicre ici
mekanizmalardaki karmasik etkilesim BRAF inhibitorlerinde de ters etki olusturarak
BRAF mutasyonu go6zlenmeyen hicrelerde MEK-ERK yolagini aktiflestirerek
proliferasyonun artmasina neden olabilmektedir (36). BRAF mutasyonu mesane
kanserlerinde literatiirde ¢ok diisiik oranda tanimlanmistir. Millis ve ark yaptig1 120
mesane kanserinin dahil edildigi ¢alismada %0,8 oraninda gértilmiistiir (1). Necchi ve
ark yapmis oldugu genis serili (n:1984) calismada ise %0,4 oraninda tespit edilmistir.
Bu calismada BRAF mutasyonu ve FGFR3 mutasyonu birlikteligi degerlendirilmis ve
mutasyonel olarak birbirlerini diglayan natiirde (‘mutually exclusive’) bir profil
saptanmistir. Bu durum vakalarin BRAF inhibitorlerinden fayda gorebilecegini
diisiindiirmiistiir (61). Zaravinos ve ark UK ile normal mesane mukozasinda yaptig
kiyaslamada BRAF mutasyonunda anlamli fark gézlenmemistir (62). Benzer sekilde
Karlou ve ark 91 mesane kanserinde ekzon 15 (BRAF) degerlendirdikleri, Sjodahl ve
ark 145 mesane kanserinde ekzon 11 ve 15 (BRAF) degerlendirdikleri ¢calismalarda da

mutasyon goriilmemistir (53,63). Boulalas ve ark ekzon 11, 14 ve 15’i incelemis
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olduklar1 30 olgudan olusan ¢alismada iki vakada (%6,6) BRAF mutasyonu (V600E,
V600L) saptanmustir (59), benzer sekilde Ross ve ark galismasinda 35 vakanin ikisinde
BRAF mutasyonu izlenmistir (64). Longo ve ark ileri evre mesane kanserli 50 olgu
iceren serilerinde ise %24 oraninda BRAF mutasyonu goriilmiis olup bu oran literatiire
kiyasla ¢ok yiiksektir (65). Bizim ¢alismamizda da BRAF mutasyonu %8,3 oraninda
gbzlenmis olup bu vakalar sirasiyla KRAS (G12S) mutasyonu olan, glandiler ve
skuamoz diferansiasyon gosteren olgu ile PIK3CA (H1047R) mutasyonu olan bir
olgudur. Longo ve ark, Boulalas ve ark sonuglar1 ile bizim sonug¢larimiz literatiire
kiyasla yiksektir; bu ¢alismalarda vaka sayisinin kisitli olmasi oransal olarak yiiksek
gorinmesinin nedeni olabilir. Literatiirdeki veriler 1s183inda BRAF inhibitorlerinin
mesane kanserlerinde etkinliginin olmayacagini diislinsek de farkli toplumlarda farkli
mutasyone gen haritalar1 olabileceginden daha genis serili ¢alismalarin bu konudaki
celigkili durumu aydinlatabilecegini sdyleyebiliriz.

KRAS, BRAF, PIK3CA mutasyon varligint klinik, demografik, histopatolojik
parametreler ile kiyasladigimizda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmamus
olup sag kalim iizerine yapilan analizde anlamli sonug izlenmemistir. Kompier ve ark
yapmis oldugu calismada da PIK3CA ve RAS mutasyonlar1 farkli evrelerdeki
hastalarda hastaliksiz sag kalim veya progresyonla iligkili bulunmamstir (7). Smal ve
ark yapmis oldugu caligmada KRAS mutasyonu yas, evre, sigara igiciligi acisindan
kiyaslanilmis anlaml bir iliski gozlenmemistir. Ancak metastaz varlig1 ve tiimoriin
solid buyume paterni gostermesi KRAS mutasyonu olan vakalarda daha sik
gozlenmistir. KRAS mutasyonunun varlhigi agresif gidisatla iliskilendirilmis ve
mutasyonun kanser iligkili yasam siiresini olumsuz etkiledigi gortilmiistiir (32). Bizim
calismamizda KRAS mutasyonu yasam siiresini etkileyen bir parametre olarak
gozlenmemistir. Bu durum calismamizin kisith vaka sayisi ile yapilmis olmasindan
kaynaklanmis olabilir. Kasa invaziv olmayan mesane kanserlerinde PIK3CA ve KRAS
mutasyonlariin, yas, sigara iciciligi, evre, ortalama yasam siiresi ile iliskisi
degerlendirildiginde etkisinin olmadig1 gosterilmistir (66). TCGA’nin yapmis oldugu
analizde sigaranin mesane kanserlerinde mutasyon spektrumunu etkilemedigi
goriilmiistiir. Ancak, kolon kanserlerindekine benzer sekilde GpG adasi metilator
fenotipi ile sigara igiciligi iliskili saptanmistir. Sigaradaki akrolein, aromatik aminler

gibi kimyasallarin karsinojen etkisi bilinse de mesane kanseri gelisimini nasil
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tetikledikleri hentiz net degildir. Urotelyal hiicrelerde sigara igiminin NF-4B, PI3K-
AKT, MAPK sinyal yolaklarini aktiflestirerek karsinojen etki olusturdugu saptanmustir
(49). Bizim calismamizda da sigara icen hastalarda KRAS, BRAF, PIK3CA
mutasyonlarinin goriilme siklig1 arasinda anlamli bir iligki izlenmemistir.

Bizim calisgmamizin aksine Ward ve ark 956 mesane kanserinde yapmis
olduklar1 analizde RAS mutasyonu olan hastalarda yasam siiresinin daha uzun oldugu
savunulmustur. Bu farkli veriye RAS mutasyonunun séz konusu ¢aligmada {i¢ tipinin
(KRAS, NRAS, HRAS) birlikte degerlendirilmesi neden olmus olabilir. Ayn1 ¢alismada
PIK3CA mutasyonu genel sag kalimi etkilemezken kasa invaziv mesane kanseri olan
hasta grubunda sisplatin bazli neoadjuvan kemoterapiye iyi yanit ile iligskilendirilmistir
(67). Mesane kanserlerinde bazi mutasyonlar kemoterapi rejimlerine cevap ile
iliskilendirilmistir. Ornegin, NAK alan 50 mesane kanseri hastasinda ERCC2
mutasyonu KT yanit iyi olan hastalarin %18’inde mevcutken yanit alinamayan
hastalarda mutasyon izlenmemistir. Adjuvan tedavi alan hastalarin degerlendirildigi
calismada ise ATM, ERCC2, BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlar1 rekiirrenssiz sagkalim
ile iliskili saptanmistir (49). Bizim ¢alismamizda KRAS, BRAF, PIK3CA mutasyonu
olan hasta grubunda KT’ye yanitta mutasyonu olmayan hastalara gore fark
gozlenmemistir ve prediktif bir deger kazandirmamistir.

IUK lar histopatolojik 6zelliklerine gére konvansiyonel UK, diferansiasyon
gosteren UK veya UK varyantlar1 olarak smiflandirilabilirler. 2016 DSO irogenital
kanserlerin siniflamasinda bu kategorizasyonun tanisal, tedavi ve prognostik acidan
Oonemi vurgulanmistir (24). Giiniimiizde 6zellesmis tedavi yaklagimi i¢in yeterince veri
olmadigidan diferansiasyon gostersin ya da gdstermesin ¢ogu UK benzer sekilde
tedavi edilmektedir. Oysa UK varyantlar1 farkl1 fenotip ve klinige sahip nadir gériilen
tiimorlerdir ve bu alanda klinik tedavileri yonlendirebilecek yeterli ¢alisma yoktur
(30). En sik gbzlenen ve kotii seyirli varyantlardan mikropapiller varyant UK’da
neoadjuvan KT’ nin yasam siiresini iyilestirmedigi, sadece evreyi diisiirdiigi
gdzlenmistir. Benzer sekilde plazmasitoid varyant UK’da da neoadjuvan KT’nin
sistektomiye tistlinliigii gosterilememistir. Sarkomatoid varyant da kétii seyirli bir
tiimdr olup KT veya RT tedavide ¢ok etkin degildir (30). UK diferansiasyon gdsteren
gruplarinda yaptigimiz KRAS, BRAF, PIK3CA mutasyon analizinde sarkomatoid
diferansiasyon gosteren bir olguda KRAS ve PIK3CA; glandiler diferansiasyon
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gosteren iki olguda KRAS, bir olguda KRAS ve PIK3CA; glandiler ve skuamoz
diferansiasyon gosteren bir olguda BRAF ve KRAS mutasyonu izlenmistir. Ayni
timorde gozlenen iki farkli mutasyonun olmasi tiimdr icinde heterojen genomik
degisikliklerin varligimi1 akla getirmektedir. Histolojik varyantlarin eslik ettigi
timorlerde genomik heterojenitenin olup olmadig: yeni nesil sekanslama yontemi ile
gosterilebilir. Bizim ¢alismamizda diferansiasyon gosteren ve gdstermeyen gruplar
arasinda mutasyon goriilme sikliginda farklilik izlenmemistir. Bizim serimiz ¢ok
kisith vaka sayisi1 igermesine ragmen dikkatimizi ¢eken bir husus glandiler
diferansiasyon gosteren altt vakanin dordiinde KRAS mutasyonunun goézlenmis
olmasidir. Glandiiler diferansiasyon gosteren IUK morfolojik ve immiinhistokimyasal
(CDX2, CK20 pozitifligi) olarak kolon adenokarsinomlarina benzerlik gostermektedir
(68). Kolon adenokarsinomlarinda KRAS mutasyonu yiiksek oranda goriilen sik
tanimlanmis  mutasyonlardandir  (69,70). KRAS  mutasyonunun  glanduler
diferansiasyon vakalarinda yiiksek oranda saptanmis olmasi kolorektal karsinomlar ile
protein ekspresyon diizeyi ve morfolojik benzerlikleri yani sira genomik olarak da ayn1
zemine sahip olduklarimi gostermektedir. Farkli diferansiasyonlarin teker teker ele
alindig1 ve daha genis vaka serisinin dahil edildigi ¢aligmalarm yapilmasi UK
varyantlarinin molekiiler yolaklarmin daha iyi anlagilmasina ve bu hastalarin
gelistirilmekte olan hedefe yonelik tedavilerden fayda saglamasina yardimci olacaktir.

[UK’larda gunimiizde uygulanan tedavinin temelini kombine kemoterapi
rejimleri olusturmaktadir ve sitotoksisitesi nispeten daha az olan gemsitabin, sisplatin
tedavisi en sik uygulanan rejimdir. Sisplatin alamayan hastalarda ise ikincil sirada yer
alan, 3. jenerasyon vinka alkaloidi olan vinflunin uygulanmaktadir (30). Ancak bu
tedaviler sistemik uygulanir ve yiiksek toksik etkilidir. Ilk tedaviye diren¢ kazanan
olgularda ikincil tedaviler ortalama sag kalima ¢ok katki saglamamaktadir ve ortalama
sagkalim 6-9 ay ile sinirli kalmaktadir (71). UK ’larda preklinik asamada arastirilmakta
olan hedefe yonelik tedaviler timitlendirici sonuglar vermistir. Gunimizde FDA, 20
farkli protein kinazi1 hedef alan toplamda 52 hedefe yonelik terapétik i¢in onay vermis
olup mesane kanserlerinde sik goézlenen FGFR3 mutasyonuna yonelik etkinlik
saglayan erdafitinib bu ajanlardan birisidir (72). Ileri evre mesane kanseri hastalarinin
dahil edildigi genis serili bir ¢alismada %93 hastada hedefe yonelik tedavi segenegi

bulunan en az bir gende mutasyon saptanmuistir. En sik saptanan mutasyonlar FGFR3,
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PIK3CA ve ERBB2 genlerindedir (49). EGFR, PI3K/mTOR/AKT, anjiyogenez
yolaklarmin inhibisyonunu saglayan ilaglarda yapilan faz II ve III calismalarinda bazi
olumlu sonuglar gozlenmis olsa da heniiz etkin bir tedavi saglanamamuistir (58). Hiicre
blylmesi, protein sentezi, anjiyogenez gibi bircok noktada gorevi olan mTOR, PI3K-
PTEN-AKT yolaginda gorevli bir serin treonin kinazdir. Everolimus bu proteine kars1
gelistirilmis bir ajan olup mesane kanserlerinde de uygulanabilecegi diisiiniilmektedir
(73). UK da yapilan klinik arastirmalarda everolimusun etkisi ¢ok goriilmemis olsa da
spesifik mutasyonu igeren, birinci basamak KT yanit1 kotli olan secili hastalarda
uygulanmasi tavsiye edilmektedir (49). lyer ve ark PI3K/AKT yolagina ait fonksiyonel
ozellikleri tanimlayabilmek i¢in mesane kanseri vakalarina ait hiicre hatlarina AKT
inhibitorii olan MK2206 uygulamistir. PIK3CA ve AKT1 mutasyonu olan vakalar
oldukca sensitifken FGFR3 ve HRAS mutasyonu gosteren vakalar daha az duyarli,
TSC-1 degisikligi olan hiicre hatlar1 ise direngli olarak saptanmistir. PI3K/mTOR
yolag1 mutasyonlart mesane kanserlerinde sik gozleniyor olsa da altta yatan genetik
degisikligin segici hedefe yonelik tedavi uygulamalarinda tedaviye yaniti belirleyecegi
diistintilmektedir (50). Seront ve ark faz II ¢alismasinda 20 ileri evre, KT direncli
mesane kanseri hastasina uygulamis olduklar1 PI3K-mTOR inhibitéri tedavisinde (¢
olguda tam olmayan cevap (bir hasta kismi cevap, iki hastada stabil seyir) almiglardir
ve spesifik mutasyonlar1 gosteren olgularda hastaligin seyrini olumlu etkileyebilecegi
diistinilmiistiir (71). RTK yolaklarinda izlenen birden fazla mutasyon varliginda bu
tedavilerin etkisiz kalacag1 da diisiiniilmektedir (7). Ornegin; EGFR/HER2 tirozin
kinaz inhibitord olan lapatinio EGFR, HER2 pozitif ileri evre mesane kanserlerinde
denenmistir, ancak etkin bir sonug¢ alinamamustir (74). Benzer sekilde mikropapiller
varyant UK ile iliskilendirilen HER2 asir1 ekspresyonuna yonelik yapilan trastuzumab
tedavilerinden de etkin sonug¢ almamamustir (23). Edinilmis ila¢ direnglerinin ‘gate
keeper’ mutasyonlarindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir (72). Ancak, inhibitorin
sadece reseptor diizeyinde bir inhibisyon olusturmasi ve yolagin ileri basamaklarinda
gelisen siiriicii mutasyonlara etkisiz olmas1 da neden olarak gosterilebilir. Bu tezi
destekleyen bir ¢alisma Wang ve ark tarafindan yiiriitilmiis ve FGFR inhibisyonu
sagladiklar iirotelyal karsinom hiicre dizilerindeki temel direncin PI3K yolagindan
kaynaklandigini tespit etmislerdir. FGFR3 mutasyonu izlenen UK olgularmin FGFR

ve PI3K inhibitorleri ile tedavi edilmelerinin bunu engelleyecegini savunmuslardir
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(75). Bizim calismamizda RTK yolagina ait farkli basamaklarda meydana gelen
mutasyonlar tespit edilmistir. Bu mutasyonlarin bulundugu timérlerde EGFR, ERBB2
vb reseptorlerin protein ekspresyon diizeylerinin arastirilmasi bu konuya 151k tutabilir.

Sonucta Ozellikle ileri evre mesane kanserlerinin heterojen mutasyon
profillerini tespit etmek hedefe yonelik tedavi sansini olusturmaktadir. Bizim
calismamizda da KRAS, BRAF, PIK3CA mutasyonlar1 ele alinmig olup farkli oranlarda

mutasyon tespit edilmistir.

Calismamizin kisithiliklart,

*Ekonomik nedenlerden 6tlrl olgu sayisinin kisitli olmast,

*Yalnizca yiiksek evredeki tiimorlerin ¢aligmaya dahil edilmis olmast,

*QOlgularin rekiirrenslerinin ¢alismaya dahil edilmemis olmasi,

*Tlimor i¢i heterojenitenin bulunmasi,

*BRAF ve PIK3CA genlerinin tim gen mutasyonlarinin dedekte edilmemesi,
*Saptanan mutasyonlarin Sanger dizileme veya PCR ile dogrulanmamis olmas1 olarak

tanimlanabilir.
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6. SONUCLAR

-Mesane kanserleri iilkemizde sik gozlenen (3) ve %90’mndan fazlasim UK’un
olusturdugu timorlerdir (68).

-Mesane kanserleri, etiyolojisinde sigaranin 6nemli bir yere sahip oldugu, akciger
kanserleri ve melanomdan sonra en yiksek somatik mutasyon cesitliligi olan
timorlerdir (49).

-Calisgmamiz PIK3CA mutasyonunun ileri evre mesane kanserlerinde diisiik oranda
gozlenmekte oldugunu desteklemistir.

-Literatirde PIK3CA mutasyonunun yiiksek dereceli mesane kanserlerinde helikal
kismin oransal olarak azaldig1 gorilmiistiir (53). Ancak, rekiirrens gelisen vakalarda
helikal kisim mutasyonlarimin devamli oldugu dikkati ¢ekmistir (54). Sonugta
olgularimizda gozlenen helikal kisim baskinlig1 da géz 6niine alindiginda helikal kisim
mutasyonlarinin ileri evre mesane kanserlerinde ve rekiirrenslerde rol oynadigini
diistindiirmiistiir.

-Mesane kanserlerinde diger organ timdrlerinden farkli olarak PIK3CA helikal kisim
mutasyonu kinaz kisma oranla daha sik goriilmektedir. Calismamizin verileri de bu
farklilig1 desteklemektedir.

-PI3K, RAS ile aktive olan bir yolaktir. Literatiirde bizim ¢aligmamiza benzer sekilde
mesane kanserlerinde RAS ve PIK3CA mutasyonlarinin birlikteligi gozlenmistir (42).
Bu durum hedefe yonelik tedavi etkinliginin saglanabilmesi igin ¢oklu ilag
kullaniminin gerekebilecegini gostermektedir.

-KRAS mutasyonu bizim serimizde belirgin derecede yiiksek oranda bulunmus olup
bu farklilik etnik farkliliga bagl gelismis olabilir. Diger yandan ¢alismaya dahil edilen
glandller diferansiasyon gosteren vakalarda, yuksek oranda saptanan KRAS
mutasyonu bu farki izah edebilir.

-IUK’da BRAF mutasyonu literatiirde ¢ogunlukla diisiik oranlarda tanimlanmustir.
Bizim serimizde literatiire kiyasla daha yiiksek oranda tespit edilmistir. Kisitli vaka
sayisinin dahil edilmis olmasina bagli oransal olarak yiiksek goriilmesine neden olmus

olabilir.
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-KRAS, BRAF, PIK3CA mutasyon varligmi klinik, demografik, histopatolojik
parametreler ile kiyasladigimizda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmamais
olup sag kalim {izerine yapilan analizde anlamli sonu¢ izlenmemistir.

-KRAS mutasyonu glandiiler diferansiasyon gosteren IUK olgularinda yiiksek oranda
gozlenmis olup kolorektal karsinomlar ile morfolojik, immiinhistokimyasal
benzerlikleri yani sira ayn1 molekiiler zemini paylastiklarini diistindiirmiistiir.
-Mesane kanserlerinde KT yanitin degerlendirilmesinde bazi mutasyonlar (ATM,
ERCC2, BRCAL vb) prediktif bir deger gostermistir (49). Bizim ¢alismamizda KRAS,
BRAF ve PIK3CA mutasyonlarinda prediktif bir deger saptanmamustir.

-Ileri evre mesane kanseri hastalarinda geleneksel KT rejimlerinden fayda goriilmedigi
takdirde yeni nesil sekanslama yontemleri ile mevcut mutasyon profilinin ortaya
cikarilmas1 ve hedefe yonelik tedavilerin uygulanmasi hastalar icin bir umut 15181
olmaktadir. Ancak diisiik-yUksek dereceli mesane kanserlerinin rekurrenslerinin de
dahil edildigi genis serili mutasyon analiz calismalarina ve tedavi bazli klinik

arastirmalara gereksinim devam etmektedir.

67



7. KAYNAKLAR

1-Millis SZ, Bryant D, Basu G, Bender R, Vranic S, Gatalica Z et al. Molecular
profiling of infiltrating urothelial carcinoma of bladder and nonbladder origin. Clin
Genitourin Cancer. 2015;13(1):37-49. Pubmed PMID: 25178641.

2-Jemal A, Siegel R, Miller KD. Cancer Statistics Center [Internet]. American Cancer
Society; c2018. [Erisim tarihi: 21.04.2020] Erisim adresi:
https://cancerstatisticscenter.cancer.org/?_ga=2.131826251.574548716.1590501501-
762823458.1506604215#!/

3-Tirkiye Kanser Istatistikleri 2015 [internet]. Ankara: Halk Saglhigi Genel
Midirligt, Saghk Bakanligi; ¢2017. [Erisim tarihi 15.04.2020] Erisim adresi:
https://hsgm.saglik.gov.tr/depo/birimler/kanser-db/istatistik/2014-
RAPOR._uzuuun.pdf

4-Calderaro J, Rebouissou S, de Koning L, Masmoudi A, Herault A, Dubois T, et al.

PIBK/AKT pathway activation in bladder carcinogenesis. Int J Cancer.
2014;134(8):1776-84. Pubmed PMID: 24122582.

5-Juanpere N, Agell L, Lorenzo M, de Muga S, Loépez-Vilaré L, Murillo R, et al.
Mutations in FGFR3 and PIK3CA, singly or combined with RAS and AKT1, are
associated with AKT but not with MAPK pathway activation in urothelial bladder
cancer. Hum Pathol. 2012;43(10):1573-82. Pubmed PMID: 22417847
6-Meric-Bernstam F, Brusco L, Shaw K, Horombe C, Kopetz S, Davies MA, et al.
Feasibility of Large-Scale Genomic Testing to Facilitate Enrollment Onto
Genomically Matched Clinical Trials. J Clin Oncol. 2015;33(25):2753-62. Pubmed
PMID: 26014291.

7-Kompier LC, Lurkin I, van der Aa MN, van Rhijn BW, van der Kwast TH, Zwarthoff
EC. FGFR3, HRAS, KRAS, NRAS and PIK3CA mutations in bladder cancer and their
potential as biomarkers for surveillance and therapy. PLoS One. 2010;5(11):13821.
Pubmed PMID: 21072204.

8- Rehman S, Ahmed D. Embryology, Kidney, Bladder, and Ureter. In: StatPearls
[Internet]. Treasure Island (FL): StatPearls Publishing; ¢2020. [Erisim tarihi
30.10.2020]. Erisim adresi: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK547747/

68


https://cancerstatisticscenter.cancer.org/?_ga=2.131826251.574548716.1590501501-762823458.1506604215#!/
https://cancerstatisticscenter.cancer.org/?_ga=2.131826251.574548716.1590501501-762823458.1506604215#!/
https://hsgm.saglik.gov.tr/depo/birimler/kanser-db/istatistik/2014-RAPOR._uzuuun.pdf
https://hsgm.saglik.gov.tr/depo/birimler/kanser-db/istatistik/2014-RAPOR._uzuuun.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK547747/

9-Yu JS, Kim KW, Lee HJ, Lee YJ, Yoon CS, Kim MJ. Urachal remnant diseases:
spectrum of CT and US findings. Radiographics. 2001;21(2):451-61. Pubmed PMID:
11259707.

10-Devi VS, editor. Urogenital system. In: Inderbir Singh’s Human Embriology. 11th
ed. New Delhi: The Health Sciences Publisher; 2018. p.265-289.

11-Reuter VE, Al-Ahmadie H, Tickoo SK. Urinary bladder, ureter and renal pelvis.
In: Mills SE, editor. Histology for pathologists. 4th ed. Philedelphia: Wolters Cluwer;
2012. p. 971-986.

12-Bolla SR, Odeluga N, Jetti R. Histology, Bladder. In: StatPearls [Internet]. Treasure
Island (FL): StatPearls Publishing; c2020. [Erisim tarihi 30.10.2020]. Erisim adresi:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK540963/

13-Bladder. Radiology Key [Internet]. General Radiology, 2016. [Erisim tarihi
18.12.2020] Erisim adresi: https://radiologykey.com/bladder-3/

14-Cancer Stat Facts: Bladder Cancer [Internet]. SEER, 2018. [Erisim tarihi:

17.04.2020] Erisim adresi: https://seer.cancer.gov/statfacts/html/urinb.html
15-Miyazaki J, Nishiyama H. Epidemiology of urothelial carcinoma. Int J Urol.
2017;24(10):730-4. Pubmed PMID: 28543959.

16-Chang CH, Liu CS, Liu HJ, Huang CP, Huang CY, Hsu HT, et al. Association
between levels of urinary heavy metals and increased risk of urothelial carcinoma. Int
J Urol. 2016;23(3):233-9. Pubmed PMID: 26663353.

17-Alfred Witjes J, Lebret T, Compérat EM, Cowan NC, De Santis M, Bruins HM, et
al. Updated 2016 EAU Guidelines on Muscle-invasive and Metastatic Bladder Cancer.
Eur Urol. 2017;71(3):462-75. Pubmed PMID: 27375033.

18-Solomon JP, Hansel DE. Prognostic factors in urothelial carcinoma of the bladder:
histologic and molecular correlates. Adv Anat Pathol. 2015;22(2):102-12. Pubmed
PMID: 25664945.

19-Hernandez-Fernandez C, Herranz-Amo F, Moralejo-Garate M, Subira-Rios D,
Cano-Velasco J, Barbas-Bernardos G. Infiltrating bladder cancer: prognostic factors,
follow-up and treatment of relapses. Actas Urol Esp. 2017;41(6):352-8. Pubmed
PMID: 27561847.

69


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK540963/
https://radiologykey.com/bladder-3/
https://seer.cancer.gov/statfacts/html/urinb.html

20-Magers MJ, Lopez-Beltran A, Montironi R, Williamson SR, Kaimakliotis HZ,
Cheng L. Staging of bladder cancer. Histopathology. 2019;74(1):112-34. Pubmed
PMID: 30565300.

21-Compérat E, Varinot J. Immunochemical and molecular assessment of urothelial
neoplasms and aspects of the 2016 World Health Organization classification.
Histopathology. 2016;69(5):717-26. Pubmed PMID: 27353436.

22-Grignon DJ, Al-Ahmadie H, Algaba F, Amin MB, Comperat E, Dyrskjot L, et al.
Tumours of the urinary tract. In: Moch H, Humprey PA, Ulbright TM, Reuter VE,
editors. WHO classification of tumours of the urogenital system and male genital
organs. Lyon: International Agency for Research on Cancer; 2016. p. 77-135.
23-Solomon JP, Lowenthal BM, Kader AK, Parsons JK, Flaig TW, Siefker-Radtke
AO, et al. Challenges in the Diagnosis of Urothelial Carcinoma Variants: Can
Emerging Molecular Data Complement Pathology Review? Urology. 2017; 102:7-16.
Pubmed PMID: 27769917.

24-Humphrey PA, Moch H, Cubilla AL, Ulbright TM, Reuter VE. The 2016 WHO
Classification of Tumours of the Urinary System and Male Genital Organs-Part B:
Prostate and Bladder Tumours. Eur Urol. 2016;70(1):106-19. Pubmed PMID:
26996659.

25-Alderson M, Grivas P, Milowsky MI, Wobker SE. Histologic Variants of
Urothelial Carcinoma: Morphology, Molecular Features and Clinical Implications. Bl
Cancer.2020;6:107-22.

26-Du Z, Lovly CM. Mechanisms of receptor tyrosine kinase activation in cancer. Mol
Cancer. 2018;17(1):58. Pubmed PMID: 29455648.

27- Mitchell RN. The Cell as a Unit of Health and Disease. In: Kumar V, Abbas AK,
Aster JC, editors. Robbins and Cotran Pathologic Basis of Disease. 9th ed.
Philedelphia: Elsevier; 2015. p. 1-30.

28-Kumar V, Abbas AK, Aster JC. Neoplasia. In: Kumar V, Abbas AK, Aster JC,
editors. Robbins and Cotran Pathologic Basis of Disease. 9th ed. Philedelphia:
Elsevier; 2015. p. 266-340.

29-Stratton MR, Campbell PJ, Futreal PA. The cancer genome. Nature.
2009;458(7239):719-24. Pubmed PMID: 19360079.

70



30-Alifrangis C, McGovern U, Freeman A, Powles T, Linch M. Molecular and
histopathology directed therapy for advanced bladder cancer. Nat Rev Urol.
2019;16(8):465-83. Pubmed PMID: 31289379.

31- Cancer Browser. [Internet]. London: Catalogue of Somatic Mutations In Cancer
(COSMIC); c2020. [Erisim  tarihi 27.08.2020] Erisim adresi:

https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/browse/tissue?wgs=off&sn=urinary tract&ss=bla

dder&hn=carcinoma&sh=transitional cell carcinoma&in=t&src=tissue&all data=n

32-Smal M, Rolevich Al, Nabebina T, Krasny S, Goncharova R. The opposite
association of HRAS and KRAS mutations with clinical variables of bladder cancer.
Vavilov Journal of Genetics and Breeding. 2015; 19(5):638.

33-Nandan MO, Yang VW. An Update on the Biology of RAS/RAF Mutations in
Colorectal Cancer. Curr Colorectal Cancer Rep. 2011;7(2):113-120. Pubmed PMID:
21625338.

34-Ouerhani S, Bougatef K, Soltani I, Elgaaied AB, Abbes S, Menif S. The prevalence
and prognostic significance of KRAS mutation in bladder cancer, chronic myeloid
leukemia and colorectal cancer. Mol Biol Rep. 2013;40(6):4109-14. Pubmed PMID:
23640097.

35-Prior 1A, Hood FE, Hartley JL. The Frequency of Ras Mutations in Cancer. Cancer
Res. 2020;80(14):2969-74. Pubmed PMID: 32209560.

36-Maurer G, Tarkowski B, Baccarini M. Raf kinases in cancer-roles and therapeutic
opportunities. Oncogene. 2011;30(32):3477-88. Pubmed PMID: 21577205.

37-Wan PT, Garnett MJ, Roe SM, Lee S, Niculescu-Duvaz D, Good VM, et al. Cancer
Genome Project. Mechanism of activation of the RAF-ERK signaling pathway by
oncogenic mutations of B-RAF. Cell. 2004;116(6):855-67. Pubmed PMID: 15035987.
38-Davies H, Bignell GR, Cox C, Stephens P, Edkins S, Clegg S, et al. Mutations of
the BRAF gene in human cancer. Nature. 2002;417(6892):949-54. Pubmed PMID:
12068308.

39-Samuels Y, Waldman T. Oncogenic mutations of PIK3CA in human cancers. Curr
Top Microbiol Immunol. 2010; 347:21-41. Pubmed PMID: 20535651.

40-Madsen RR, Vanhaesebroeck B, Semple RK. Cancer-Associated PIK3CA
Mutations in Overgrowth Disorders. Trends Mol Med. 2018;24(10):856-70. Pubmed
PMID: 30197175.

71


https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/browse/tissue?wgs=off&sn=urinary_tract&ss=bladder&hn=carcinoma&sh=transitional_cell_carcinoma&in=t&src=tissue&all_data=n
https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/browse/tissue?wgs=off&sn=urinary_tract&ss=bladder&hn=carcinoma&sh=transitional_cell_carcinoma&in=t&src=tissue&all_data=n

41-Ross RL, Askham JM, Knowles MA. PIK3CA mutation spectrum in urothelial
carcinoma reflects cell context-dependent signaling and phenotypic outputs.
Oncogene. 2013;32(6):768-76. Pubmed PMID: 22430209.

42-Platt FM, Hurst CD, Taylor CF, Gregory WM, Harnden P, Knowles MA. Spectrum
of phosphatidylinositol 3-kinase pathway gene alterations in bladder cancer. Clin
Cancer Res. 2009;15(19):6008-17. Pubmed PMID: 19789314.

43-Akhtar M, Al-Bozom IA, Ben Gashir M, Taha NM. Intrinsic Molecular
Subclassification of Urothelial Carcinoma of the Bladder: Are We Finally there? Adv
Anat Pathol. 2019;26(4):251-6. Pubmed PMID: 31188799.

44-Solomon JP, Hansel DE. The Emerging Molecular Landscape of Urothelial
Carcinoma. Surg Pathol Clin. 2016;9(3):391-404. Pubmed PMID: 27523968.
45-Warrick JI, Knowles MA, Yves A, van der Kwast T, Grignon DJ, Kristiansen G,
et al. Report From the International Society of Urological Pathology (ISUP)
Consultation Conference On Molecular Pathology Of Urogenital Cancers. II.
Molecular Pathology of Bladder Cancer: Progress and Challenges. Am J Surg Pathol.
2020;44(7):30-46. Pubmed PMID: 32091435.

46-Onal B, Han U, Yilmaz S, Kdybasioglu F, Altug U. The use of urinary nuclear
matrix protein 22 (NMP22) as a diagnostic adjunct to urine cytology for monitoring
of recurrent bladder cancer--institutional experience and review. Diagn Cytopathol.
2015;43(4):307-14. Pubmed PMID: 25488052.

47-Kandoth C, McLellan MD, Vandin F, Ye K, Niu B, Lu C, et al. Mutational
landscape and significance across 12 ~major cancer types. Nature.
2013;502(7471):333-9. Pubmed PMID: 24132290.

48-Lindgren D, Frigyesi A, Gudjonsson S, Sjodahl G, Hallden C, Chebil G, et al.
Combined gene expression and genomic profiling define two intrinsic molecular
subtypes of urothelial carcinoma and gene signatures for molecular grading and
outcome. Cancer Res. 2010;70(9):3463-72. Pubmed PMID: 20406976.

49-Glaser AP, Fantini D, Shilatifard A, Schaeffer EM, Meeks JJ. The evolving
genomic landscape of urothelial carcinoma. Nat Rev Urol. 2017;14(4):215-29.
Pubmed PMID: 28169993.

72



50-lyer G, Al-Ahmadie H, Schultz N, Hanrahan AJ, Ostrovnaya I, Balar AV, et al.
Prevalence and co-occurrence of actionable genomic alterations in high-grade bladder
cancer. J Clin Oncol. 2013;31(25):3133-40. Pubmed PMID: 238979609.

51-Sharma J, Deb B, Kumar P. Developments in the area of bladder cancer genomics
and its importance in the treatment selection. Journal of Molecular Oncology
Research. 2018;2(3):58-62.

52-Agell L, Herndndez S, Salido M, de Muga S, Juanpere N, Arumi-Uria M, et al.
P13K signaling pathway is activated by PIK3CA mRNA overexpression and copy gain
in prostate tumors, but PIK3CA, BRAF, KRAS and AKT1 mutations are infrequent
events. Mod Pathol. 2011;24(3):443-52. Pubmed PMID: 21113138.

53-Sjodahl G, Lauss M, Gudjonsson S, Liedberg F, Halldén C, Chebil G, Mansson W,
Hoglund M, Lindgren D. A systematic study of gene mutations in urothelial
carcinoma; inactivating mutations in TSC2 and PIK3R1. PLoS One. 2011 Apr
14,6(4):e18583. doi: 10.1371/journal.pone.0018583. PMID: 21533174; PMCID:
PMC3077383.

54-Sjodahl G, Eriksson P, Patschan O, Marzouka NA, Jakobsson L, Bernardo C, et al.
Molecular changes during progression from nonmuscle invasive to advanced
urothelial carcinoma. Int J Cancer. 2020;146(9):2636-47. Pubmed PMID: 31609466.
55-Ward DG, Bryan RT. Liquid biopsies for bladder cancer. Transl Androl Urol.
2017;6(2):331-5. Pubmed PMID: 28540249.

56-Christensen E, Birkenkamp-Demtrdder K, Nordentoft I, Hayer S, van der Keur K,
van Kessel K, et al. Liquid Biopsy Analysis of FGFR3 and PIK3CA Hotspot Mutations
for Disease Surveillance in Bladder Cancer. Eur Urol. 2017;71(6):961-9. Pubmed
PMID: 28069289.

57-Birkenkamp-Demtréder K, Christensen E, Nordentoft I, Knudsen M, Taber A,
Hayer S, et al. Monitoring Treatment Response and Metastatic Relapse in Advanced
Bladder Cancer by Liquid Biopsy Analysis. Eur Urol. 2018;73(4):535-40. Pubmed
PMID: 28958829.

58-Abbosh PH, McConkey DJ, Plimack ER. Targeting Signaling Transduction
Pathways in Bladder Cancer. Curr Oncol Rep. 2015;17(12):58. Pubmed PMID:
26472299.

73



59-Boulalas 1, Zaravinos A, Delakas D, Spandidos DA. Mutational analysis of the
BRAF gene in transitional cell carcinoma of the bladder. Int J Biol Markers.
2009;24(1):17-21. Pubmed PMID: 19404918.

60- Sahpaz A, Onal B, Yesilyurt A, Han U, Delibasi T. BRAF(V600E) Mutation,
RET/PTC1 and PAX8-PPAR Gamma Rearrangements in Follicular Epithelium
Derived Thyroid Lesions - Institutional Experience and Literature Review. Balkan
Med J. 2015;32(2):156-66. Pubmed PMID: 26167339.

61-Necchi A, Madison R, Pal SK, Ross JS, Agarwal N, Sonpavde G, et al.
Comprehensive Genomic Profiling of Upper-tract and Bladder Urothelial Carcinoma.
Eur Urol Focus. 2020;2405-4569(20):30214-5. Pubmed PMID: 32861617.
62-Zaravinos A, Chatziioannou M, Lambrou GlI, Boulalas I, Delakas D, Spandidos
DA. Implication of RAF and RKIP genes in urinary bladder cancer. Pathol Oncol Res.
2011;17(2):181-90. Pubmed PMID: 20853079.

63-Karlou M, Saetta AA, Korkolopoulou P, Levidou G, Papanastasiou P, Boltetsou E,
et al. Activation of extracellular regulated kinases (ERK1/2) predicts poor prognosis
in urothelial bladder carcinoma and is not associated with B-Raf gene mutations.
Pathology. 2009;41(4):327-34. Pubmed PMID: 19404844.

64-Ross JS, Wang K, Al-Rohil RN, Nazeer T, Sheehan CE, Otto GA, et al. Advanced
urothelial carcinoma: next-generation sequencing reveals diverse genomic alterations
and targets of therapy. Mod Pathol. 2014;27(2):271-80. Pubmed PMID: 23887298.
65-Longo T, McGinley KF, Freedman JA, Etienne W, Wu Y, Sibley A, et al. Targeted
Exome Sequencing of the Cancer Genome in Patients with VVery High-risk Bladder
Cancer. Eur Urol. 2016;70(5):714-7. Pubmed PMID: 27520487.

66-Critelli R, Fasanelli F, Oderda M, Polidoro S, Assumma MB, Viberti C, et al.
Detection of multiple mutations in urinary exfoliated cells from male bladder cancer
patients at diagnosis and during follow-up. Oncotarget. 2016;7(41):67435-48. Pubmed
PMID: 27611947.

67-Ward DG, Gordon NS, Boucher RH, Pirrie SJ, Baxter L, Ott S, et al. Targeted deep
sequencing of urothelial bladder cancers and associated urinary DNA: a 23-gene panel
with utility for non-invasive diagnosis and risk stratification. BJU Int.
2019;124(3):532-44. Pubmed PMID: 31077629.

74



68-Akgul M, MacLennan GT, Cheng L. The applicability and utility of
immunohistochemical biomarkers in bladder pathology. Hum Pathol. 2020;98:32-55.
Pubmed PMID: 32035992.

69-Liu Y, Sethi NS, Hinoue T, Schneider BG, Cherniack AD, Sanchez-Vega F, et al.
Comparative Molecular Analysis of Gastrointestinal Adenocarcinomas. Cancer Cell.
2018;33(4):721-35. Pubmed PMID: 29622466.

70-Scott A, Goffredo P, Ginader T, Hrabe J, Gribovskaja-Rupp I, Kapadia MR, et al.
The Impact of KRAS Mutation on the Presentation and Prognosis of Non-Metastatic
Colon Cancer: an Analysis from the National Cancer Database. J Gastrointest Surg.
2020;24(6):1402-10. Pubmed PMID: 32128676.

71-Seront E, Rottey S, Filleul B, Glorieux P, Goeminne JC, Verschaeve V, et al. Phase
Il study of dual phosphoinositol-3-kinase (P13K) and mammalian target of rapamycin
(mTOR) inhibitor BEZ235 in patients with locally advanced or metastatic transitional
cell carcinoma. BJU Int. 2016;118(3):408-15. Pubmed PMID: 26779597.
72-Roskoski R Jr. Properties of FDA-approved small molecule protein kinase
inhibitors: A 2020 update. Pharmacol Res. 2020;152:104609. Pubmed PMID:
31862477.

73-Milowsky MI, lyer G, Regazzi AM, Al-Ahmadie H, Gerst SR, Ostrovnaya I, et al.
Phase 1 study of everolimus in metastatic urothelial cancer. BJU Int. 2013;112(4):462-
70. Pubmed PMID: 23551593.

74-Powles T, Huddart RA, Elliott T, Sarker SJ, Ackerman C, Jones R, et al. Phase IlI,
Double-Blind, Randomized Trial That Compared Maintenance Lapatinib Versus
Placebo After First-Line Chemotherapy in Patients With Human Epidermal Growth
Factor Receptor 1/2-Positive Metastatic Bladder Cancer. J Clin Oncol. 2017;35(1):48-
55. Pubmed PMID: 28034079.

75-Wang L, Susti¢ T, Leite de Oliveira R, Lieftink C, Halonen P, van de Ven M, et al.
A Functional Genetic Screen ldentifies the Phosphoinositide 3-kinase Pathway as a
Determinant of Resistance to Fibroblast Growth Factor Receptor Inhibitors in FGFR
Mutant Urothelial Cell Carcinoma. Eur Urol. 2017;71(6):858-62. Pubmed PMID:
28108151.

75



