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OzET

Mesane Kanseri Tanili Olgularda p53 Geni Mutasyon Analizi

p53 geni insan malignansilerinin yaklagik %50'sinde mutasyona
ugrayan bir timér supresér gendir. Timér supresyon etkisini, pek ¢ok geni
regiile ederek, bu genlerin cevaben hicre siklusu regilasyonu, DNA tamiri
ve apopitoza gitmelerini saglayan bir gok yolla gergeklestirmektedir. p53,
mesane kanserinde en fazla mutasyona ugrayan timér supresér gen olma
6zelli§ini tagsimaktadir. Bu ylizden mesane kanserinin prognozunda énemli
bir biomarker olabilir. Bu aragtirmada, Urotelyal karsinom teshisi konmusg 22
olguya ait mesane timér doku Oorneklerinden DNA izole edilip, PCR
metoduyla 5., 6., ve 7. ekson bélgeleri amplifiye edildikten sonra, enzim
kesimi yapilarak 5. ve 7. eksonlarda p53 geni mutasyon analizi
gerceklestiriimigtir. Mutasyon analizi gergeklestirilen olgularin % 45'inde p53
geni mutasyonu saptanmig olup, saptanan mutasyonlarin %60’inin 5.
eksonda bulunan 175. kodon, %40'inin ise 7. eksonda bulunan 249.
kodonda oldugu belirlenmigtir.

Anahtar Sozciikler: p53 geni, mesane kanseri, PCR, enzim kesimi



SUMMARY

p53 Gene Mutation Analysis in Cases with Bladder Cancer

P53 gene is a tumor supressor gene mutated in approximately 50% of
human malignancies. It performs its tumor supression effect by regulating
many genes and canalizing them for cell cycle regulation, DNA repair and
apoptosis by many pathways. p53 has the property of being the most
mutated tumor supressor gene in bladder cancer. Due to this, it may be an
important biomarker in bladder cancer prognosis. In this study, DNA was
isolated from bladder tumor tissue samples of 22 cases diagnosed to be
urothelial carcinoma. After then, 5th, 6th and 7th exons of p53 were amplified
by PCR method and p53 mutation analysis was performed by enzyme
restriction in 5th and 7th exons. In 45% of cases performed mutation
analysis, p53 gene mutation was detected. 60% of mutations were in 5th
exon, codon 175 and 40% of mutations were in 7th exon, codon 249.

Keywords: p53 gene, bladder cancer, PCR, enzyme restriction



1.GIRIS

Insanlarda olugan kanserlerde p53 {n roli g6z ardi edilemez. Butiin
insan malignansilerinin yaklagik yarisi p53 geninde mutasyonlara sahiptir (1).
En fazla p53 degisim frekansini kolon kanserleri géstermekle birlikte, kanser
tiplerinin ¢odu p53 mutasyonu goésterir (2). p53 mutasyonlart birgok timoér
tipinde 6nemli klinopatolojik korelasyonlar godstermistir. GenitoGriner
kanserler (testis kanseri, pheochromocytoma (b&breklstii bezinin medulla
kismindaki kromafin hiicrelerden ileri gelen timaér), Wilms timér (konjenital
ve son derece koétli huylu bir bébrek timérl) godunlukla p53 mutasyonlar
gostermemesine kargin, mesane ve prostat kanserlerinde p53
mutasyonlarina rastlamak mimkindtr. p53 mutasyonlarinin mesane
kanserinin patogenezinde erken, difer kanser tiplerinde ge¢ olustugu
gorilmastar (2, 3).

Mesanenin transizyonel hiicre karsinomu (TCC) prostat kanserinden
sonra genitodriner sistemin ikinci en yaygin malignansidir ve her yil sadece
Amerika Birlegik Devletlerinde bile 54.000 civarinda yeni tani ve 12.000’ den
fazla olumden sorumludur. Mesane kanserinde gb6zienen siperfisyal
tamérlerin niks etmesi yaygindir, ve bu timérlerin %15’ inden fazlasi kas
invazyonuna gitmektedir. Kas invazyonuna sahip olgularda, sistektomiden
sonra hastaliktan iz kalmadi§ séylense de bu olgular nilksetme, ilerleme ve
metastaz igin ylksek risk altindadirlar. llerlemis dizeydeki hastaligin
tedavisinde kemoterapi ve radyasyon, hayal kiriki§ina ugratmaktadir.
Hastahidin tedavisini optimize etmek ve yasama siiresini artirmak igin,
niksetme, devam etme ve metastaz riski tagiyan hastalar igin, hastahgin
tanimlanmasinin  geligimine belirgin ihtiyag vardir. Hep ayni sekilde
olmamasina rajmen, mesane kanserinde p53'in potansiyel bir biomarker
olduju konusundaki yojun galigmalar, hastalijin devam etmesi ve 6lim
orant p53 mutasyonlartyla korelasyon géstermistir (4-6).

Caligmamizda mesane kanseri tanisi alan olgularda p53 mutasyon
analizi gergeklestirmek Uzere, bu olgulara ait parafine gémula timér doku



ornekleri kullamich. Bu 6meklerden DNA izolasyonu gergeklestirilip izole
edilen DNA'dan, PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) metodu kullanilarak
hedef eksonlar amplifiye edildikten sonra elde edilen PCR Uriinlerine enzim
kesimi yapilmasi yoluyla mutasyon analizi gergeklestirildi. p53 geninin 5. ve
7. eksonlarinda bulunan ve en ¢ok mutasyona ugrayan “hot spot”
kodonlardan olan 175. ve 249. kodonlara y6nelik mutasyonlari saptamak
“lizere enzim kesimi yapildi.

p53 mutasyonlarinin diger kanser tiplerinin patogenezinde geg¢
olusmasina ragmen, mesane kanseri patogenezinde erken olugmasi ve
yapilan bazi ¢aligmalarin mesane kanseri prognozunu hastaligin ilerlemesi
ve 8lum oraninin artmasi ile korelasyonu Uzerine yodunlagmasi, p53
mutasyon analizinin klinije faydali olabilecegdini digindirmustir.

Bu, aragtirmada Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiltesi Uroloji
Anabilim Dali'nda Urotelyal karsinom tanisi alan mesane kanserli olgularda
p53 geni 5. ve 7. ekson mutasyonlarinin belirlenmesi amaglanmigtir.

1.1. Mesane Kanseri

Mesane kanseri, 2000 yilinda dunya capinda tahminen 13.432
6lumden sorumlu olmustur (7). Mesane tiimérleri, erkeklerde akciger, prostat
ve kolorektal timorlerinden sonra 4. sikhkia gorilirken, kadinlarda tumeér
tipleri arasinda 8. siklikla gérilenidir; erkeklerde bitiin tiumérlerin %7'sini
olustururken, kadinlarda %3'ni olugtururiar. Ortalama gorilime yasgi 65 olan
Uroepitelyal timérlerin 60 yasindan sonra insidansi giderek artar, 40
yasindan 6nce goériiime orani %1'den azdir. Endustri tlkelerinde daha sik
gorilen mesane tumorleri, erkeklerde kadinlara oranla 2-3 misli daha fazladir
(8).

Bir timoér tek basina kanser degildir; “kanser” olarak
nitelendirilebilmesi igin, invazyon igin potansiyelinin olmasi gereklidir.
Anormal replikasyona ugrayip timér olusturan hicreler, farkli bir tabakaya
girip yayilirsa invazyon olusmug demektir. Buna ek olarak, bu hticreler kan
damarlarina girebilir, yeni tumorler gelistirip, metastaz yapabilecekleri uzak
organlara taginabilirler.



Vicuttaki organlar arasinda fiziksel bir sinir oldudu gibi, organin
kendisinde de sinirlar vardir. Bununla paralel olarak mesane duvarinin birgok
doku tabakasi vardir (9). Mesane kanserini anlamak igin &ncellikle
mesanenin nasil bir organ oldugunu bilmek gerekir. Mesane, idrar rezervuari
olarak gbrev yapan igi bog, muskuler bir organdir. Mesane duvarinin i¢
ytztnde transizyonel epitelden ibaret mukoza bulunur. Mukozanin (izerinde
konnektif ve elastik doku iceren submukoza (lamina propria) ve bunun
disinda detrusor kas tabakasi bulunur. Mesane kubbesi ve posterior yizi
peritonla értaladar (10).

1.2. Epidemiyoloji ve Etiyoloji

Mesane kanserinin insidansi Amerikali beyazlarda, Amerikali
zencilerden; batidaki endlstrilegmis Ulkelerde Afrikali ve Asyali milletlerden
ve kentsel alanlarda, kirsal alanlardan daha yiksektir. Bu yénelimler, mesane
kanserinin geligiminde endistriyel maddelerin rol oynadigini  akla
getirmektedir (11). 2-naftilamin, benzidine. ve 4-aminobiphenil gibi kimyasal
karsinojenler mesane kanseriyle iligkilendirilmis olup, bu karsinojenler, lastik
ve tekstil isinde, boyacilikta, deri islemeciliinde ve kuafériiik gibi birgok
meslekte kullaniimaktadir (11, 12).

Sigara icicilii mesane kanseri igin tek bagina risk faktérudur.
Erkeklerdeki olgularin en az %50’sinden sorumludur. Sigara igmeyenlerle
kiyaslandiinda, sigara igenlerde hastalik geligtirme riski 2 kat fazladir.
Dahas! risk doza da baghdir; sigarayl birakanlarin riski, sigara icen ve
icmeyenlerin ortasindadir (11, 13, 14). Phenacetin igceren analjeziklerin,
Uretelyal neoplazmalarin patogeneziyle iligkili oldugu goésterilmistir (15, 16).
Bilharziasis, mesane taglan ve kronik kateterizasyon gerektiren sartlar gibi
kronik mesane enfeksiyonlar ve irritasyonlarn skuam&z hiicreli mesane
kanserinin geligmesine neden olurlar (11, 17, 18). Kahve ve suni
tatlandiricilar gibi diyet faktérlerinin karsinojen oldugunu akla getiren bulgular
degigkendir (19, 20).

Ailesel mesane kanseri, mesane kanserli hastalarin gok kigik bir
kismindan sorumiudur. Biylk olgu-kontrollti bir galisma, bu ailelerde mesane



kanserini gcevresel ve genetik faktdrlerin bir kombinasyonunun olusturdugunu
akla getirmektedir (21).

1.3. Mesane Kanserinde Gdézlenen Sitogenetik Degigimler

Mesane kanserinin kromozomal g¢aligmalar, ¢odu solid timérde
oldugu gibi oldukga komplikedir ve sonuglar degiskendir. Molekiller biyolojik
yéntemler kullanarak, arastiricilar yapisal ve sayisal kromozomal
degisiklikleri ve allelik delesyonlarn saptayabiimiglerdir. Mesane kanserinin
biitin evrelerinde 9. kromozomun bir kisminin veya tamaminin delesyona
ugramasi, bu degisimlerin erken mesane karsinogenezinden sorumiu
olabilecegini akla getirmigtir (22, 23). 7. kromozomun sayisal artigi, tGm6r
derecesinin artigi ve proliferasyonla korelasyon gdstermistir (24). lleri evre
timérierde, hakim olarak 3p, 11p ve 17p delesyonlari olusurken, bu
bélgelerdeki genlerin kaybi tumér ilerleyigsine neden olmus olabilir (25).
Bununla birlikte, genetik caligmalardaki ilerlemelere ragmen, mesane
kanserinde etkilenen genlerin g¢odu ve biyolojik fonksiyonlan hala
bilinmemektedir.

1.4. Mesane Kanserinde Gézlenen Molekiller Genetik Degigsimler

1.4.1. Onkogenler

Mesane kanserinde onkogenlerin rolii, difer kati timérierde oldugu
kadar anlamh degildir. %9-34 arasi degisen oranlarda, butin insan
malignansileri iginde HER-2/neu onkogeninin mesane kanserinde
overekspresyon insidansi en yiksektir (26, 27). Yilksek derece ve ileri evre
timorierde daha sik bulunmugtur. Mesane timorlerinin yaklagik %7-20’sinin
ras mutasyonuna sahip oldugu bilinmektedir (28, 29).

1.4.2, Tiimor Supresor Genler

Mesane kanserinde en sik de§isen ve muhtemelen hastalifin
ilerlemesinde de en 6nemli olan timor supresér gen (TSG) p53'tir. DNA
sekanslama veya p53 proteininin ekspresyonuyla belirlenen mesane timéri



p53 mutasyon insidansi, %50-60 olarak belirlenmigtir (30, 31). Dahasi, p53
mutasyonunun varli§i, yllksek diizey ve invazif tiimorlerle korelasyon
gostermistir (31, 32). Esrig ve arkadaglar tarafindan yapilan bir ¢aligmada,
her diizeyde mesane kanseri gésteren 243 sistektomi érneginden %42’sinin
p53 protein overekspresyonuna sahip olduju ve bu overekspresyonun bu
populasyonda kayda deger bir hastalik tekrarlama ve 6ltim riskini bagimsiz
olarak 6nceden tahminine olanak verdigi gosterilmigtir (32).

p53 mutasyonunun varhiginin, biyolojik olarak agresif davranig
gbsteren mesane karsinoma in situ’'ya (Carcinoma in situ) (CIS) neden
olmasi muhtemeldir. Aksine, disik derece (grade), dlsik evre (stage)'li
papiller mesane kanserinde, p53 mutasyon insidansi ¢ok disiktir. Bu
sebeple, p53 mutasyonunun varligina bagli olarak, siperfisyal mesane
kanserinde timor geligiminde iki yol oldugu hipotezi ileri sGralmuastar (33).

Cairns ve arkadagslari transisyonel hiicre karsinomu olan 94 hastadan
28’inde retinoblastoma (Rb) geninin allelik kaybini yiilksek derece ve ileri evre
timorlerde daha sik olarak géziemiglerdir (34).

1.4.3. Bilylime Faktorleri

Bilim adamlan bazi bilyime faktdrierinin mesane tuméri olan
hastalarin idrarlarinda veya timérlerin icinde daha yilksek konsantrasyonda
oldugunu fark etmiglerdir. Bu faktdrlere 6érnekler; epidermal buylme faktdri
(epidermal growth factor = EGF), fibroblast bllyime faktéra (fbroblast
growth factor = FGF) ve transforme edici bllylime faktériidar (transforming
growth factor = TGF) (35).

1.5. Mesane Kanserinde Patoloji

Mesane kanseri tipleri, karsinoma in situ (CIS), invazif transisyonel
hiicre karsinomu (TCC), metastatik transisyonel hiicre karsinomu (TCC),
transisyonel olmayan hiicre karsinomlari (adenokarsinoma, sukuamoz hiicreli
karsinom, undiferansiye karsinoma, miks karsinoma) olarak siniflandiniabilir
(36).



1.5.1. Derecelendirme (Grading)

Derecelendirme, hiicresel atipi, nikleer anomaliler ve mitoz sayisina
dayandinimigtir. Mesane tumorleri Dinya Saghk Orgiti (World Health
Organisation = WHO) kriterlerine goére U¢ kategoriye siniflandinimistir;
derece 1, 2 ve 3 (37).

1.5.2. Evrelendirme (Staging) Sistemi

Mesane kanseri igin Jewett-Marshall evrelendirme sistemi ve Tumér-
Nod-Metastaz (Tumor-Node-Metastasis) (TNM) sistemi olmak Uzere iki
evrelendirme sistemi mevcuttur. Genellikle, TNM sistemi evrensel olarak
kabul gérmug ve tercih edilmistir (38).

Tablo 1.1. Evrelendirme sistemi (39).

Mesane Tim®&rlerinin Evrelendirmesi (TNM)

pTX Primer tumé&r degerlendiriimedi

pT O Primer ttmor

pTa Papiller non invaziv karsinom

pTis Karsinoma in situ

pT1 Epitel alt ba§ dokuda tamor var
(Muscularis mukozaya gére pT1a, b, c)

pT2 Kas invazyonu var

pT2a Saperfisyal kas invazyonu

pT2b Derin kas invazyonu

pT3 Perivezikal yag doku tutulumu

pT3a Mikroskobik

pT3b Makroskobik (ekstra vezikal kitle)

pT4 Prostat, vajen, uterus, pelvik ve
abdominal duvar invazyonu

pT4a Prostat, vajen, uterus invazyonu

pT4b Pelvik ve abdominal duvar invazyonu

pNX-0-1-2-3 | Bolgesel lenf nodu metastaziari
pMX-0-1 Uzak metastaz




Kas
-abakas) Perivezikal Yaj
3 Tabakas!

$ekil 1.1. Mesanenin tabakalari ve tumér evreleri (40).

1.6. p53 Geni

a2l 2 IR TR

Sekil 1.2. p53 geninin kromozomal lokalizasyonu (41).

p53 proteininin 1979'da kesfedilmesi, virolojik yaklagim ve serolojik
yaklasim olmak dzere iki tip calismanin neticeye ulagmasiyla olmustur (42).

1.6.1. p53 Hakkinda lyi Bilinen Virolojik Yaklagim

SV-40 transforme hiicrelerinin galigmalar, bityilk T antijeniyle birlikte,
55 kDa'luk bir proteinin de g¢okeldigini gdstermistir (43-47). Bu
asosiyasyonun, bu iki protein arasindaki bir in vivo iligki sonucu oldugu
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gosterilmigtir (45). Daha sonra, bu protein}in hiicresel genom tarafindan
kodlanmig olabilecedi dugunilmugtir. Linzer ve Levine fare (murin)
transforme SV40 hicrelerinin bllyllk béliminde ve enfekte olmayan
embriyonik karsinom hiicrelerinde 54 kDa proteinin overekspresyona
ugradiini géstermigler ve SV40 enfeksiyonunun veya fare hicreleri
transformasyonunun, seliiler bir 54 kDa proteinin stabilitesini ve sentezini
uyardi§i sonucuna varmiglardir (46).

1.6.2. p53 Hakkinda Cok lyi Bilinmeyen Serolojik Yaklagim

1979’ da Deleo ve arkadaglari, farelerin Meth A gibi baz
methyicholanthrene‘le indiklenmig timér hicre hatlarina  humoral
cevaplarinin, p53 tarafindan yonetildigini géstermiglerdir (48). Daha sonra,
birgok timor tipine egilimli olan hayvanlarin p53’'e spesifik immun cevap
olugturduklari bulunmustur (44). Crawford ve arkadaslan ilk kez 1982’ de
meme kanserli hastalarin serumlarinin %9'unda insan p53 proteinine karg!
antikorlar tanimlamiglardir (49). Anlaml bir klinik korelasyon bildirilmemigtir.
Caron de Fromentel ve arkadaglari daha sonra bu tip antikorlarin cesitli
kanser tipleri olan gocuklarin serumlarinda mevcut oldugunu bulmuslardir
(50).

1.6.3. p53’iin Bir Onkogen Oldugunu Diigiindiiren Bulgular

p53 igin yapilan ilk caligmalar, hiicre proliferasyonunu tegvikle iligkili
olabilecegini akia getirmigtir. Reich ve Levine tarafindan yapilan deneylerde,
farelere ait hicrelerin geligimi, serumdan yoksun birakmak suretiyle
durduruidugunda, ¢ok dislk p53 mMRNA ve protein seviyeleri ortaya
koyduklar gériimastir. Hucre, serum situmilasyonuyla geligmeye
indikiendiginde ise, p53 mRNA ve p53 protein sentez orani oldukga
yikselmis, DNA replikasyonunun baglamasindan hemen énce, G4/S sinirina
yakin ise pik yapmigtir (51). Dinlenme halindeki normal T lenfositleri ve
normal diploid fibroblastlarla yapilan benzer deneylerde ise p53
ekspresyonunun daima hiicre gelisiminin indiksiyonuyla birbirine bagh
oldugu gosterilmigtir (52, 53). Bu gbzlem, p53 proteininin diger
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karakteristiklerine (kisa yari démr, nikleer lokalizasyon) eklenmigtir, bu da
p53'tn hicre proliferasyonunda pozitif rol oynayabilecegini akla getirmistir.
Bu fikir, Mercer ve arkadaslannin ¢aligmasiyla kuvvetlenmistir (53).

p53 antikorunun, dinlenme halindeki Swiss 3T3 fare hucresi
niikleusuna mikroenjeksiyonu, hiicrelerin serumla stimillasyonundan sonra S
fazina girmesini engellemigtir. Bu inhibisyonun sadece mikroenjeksiyon,
stimilasyon zamaninda yapildi§inda etkili olmasi, p53’ iin Go/ G, transisyonu
icin kritik oldugunu akla getirmigtir (53, 54). Daha sonra benzer sonuglar
mutant p53'( ekspresse eden methylcholanthrene’le transforme olmus fare
hiicrleri kullanildiginda da elde edilmigtir (65, 56). Bitin bu gbézlemler,
yabanil p53’ Gn hiicre proliferasyonunda pozitif bir regilatér oldugunu
distindGrmustir.

1984’ te iki aragtirma grubu mudrin p53'lerinin, aktif c-Ha-ras
onkogenini kodlayan plazmidlerle transfeksiyonunun, REF hucrelerini, myc
veya E1A onkogenlerindeki gibi etkiledigini bildirmiglerdir (57-59). Bu
gozlemler p53’'in “nikleer dominant onkogen” olarak siniflandirilmasina
sebep olmustur. Uglincli bir grup aragtirmaci murin p53'lerinin normal rat
kondrositlerini  élimslzlegtirip ras transformasyonuna duyarh hale
gelmelerine yol agtifini géstermistir (58, 60).

1.6.4. Bir Tiimor Supresor Olarak p53

Friend virlisi tarafindan indUklenen timérlerde, timér hicrelerinde
bulunan p53 siklikla yeniden dizenlenmig, bu da ekspresyonun
engellenmesine veya truncated (eksik-budanmig) veya mutant proteinin
kodlanmasina yol agmigtir (61). Caligilan batin durumlarda, kromozomun
kaybiyla ikinci allel kaybolmus veya delesyonla etkisiz hale gelmigtir. Bu
timér modelinde, p53 geninin fonksiyonel inaktivasyonuyla, in vivo'da friend
l6seminin gelisimi boyunca, eritroid hiicrelerin segici bir gelisme avantaji
kazandig: goriimektedir.

F9 hicrelerinden izole edilen mirin p53 cDNA klonlardan birinin aktif
Ha-ras geniyle igbirliji yapmasi, p53 cDNA klonlarinin davranis olarak
birbirinden farklilk gdsterdi§i konusunda diger bir ipucu olmugtur (62).
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Mevcut bitiin p53 cDNA klonlarinin incelenmesi, daha énce polimorfizmden
kaynaklandig tahmin edilen birgok kodon degigimlerini géstermigtir. Bununla
birlikte, bu p53 sekans farkliliklarinin, farkli tarlerde kargilagtiriimasiyla,
bazilarinin yliksek diizeyde korunmus bélgelerde olmasinin polimorfizme
baglh olmayan bir 6zellik oldugu ortaya konulmustur (63, 64).

Bu sekanslar tekrar dikkatle aragtinidiinda F9 c¢DNA kionunun
yabanil oldudu, fakat transfeksiyon deneylerinde kullanilanlarin, transforme
edici 6zelliklerini aktive eden nokta mutasyonlar igerdikleri gésterilmigtir.
Daha sonra yapilan deney setlerinde, yabanil p53 kodlayan bir plazmidin,
p53 ve aktif Ha-ras geni igeren plazmidin transformasyon potansiyelini
azaltti1 gosterilmigtir (65, 66). Bununla birlikte yabanil p53’'tin E1A veya myc
ve aktif Ha-ras geni kangiminin yaptifi transformasyonu baskiladigi
gosterilmigtir. Bu transformasyon deneyleri, yabanil p53'tn in vitro’da hiicre
transformasyon supresoéri oldugunu gdstermistir.

Farkli insan kanserlerinde veya hiicre hatlarinda p53 ekspresyonu,
birgok arastirici tarafindan uzun sire ¢aligimigtir. Bu ekspresyon siklikla
yiksek dizeyde bulunmug fakat bu fenomen igin kesin bir agiklama
yapilamamigtir, ¢linkii osteosarkomlardan baska bir yeniden dizenlenme,
Southern blot yéntemiyle saptanamamigtir. Kolorektal kanser olgularinin
genetik incelemelerinde, p53 genini tagityan 17. kromozomun kisa kolunda
heterozigosite kaybi ylksek oranda gézlenmistir (67).

1.6.5. Li-Fraumeni Hastalaninda p53 Geninin Germline Mutasyonlarinin
Bulunmasi.

Mutant p53 geni tagiyan transgenik farelerde, sarkomlar basta olmak
Gzere, pek ¢ok kanser tipinin geligtigi gortlmustir (68). Bu gézlem birgok
aragtinciy, Li-Fraumeni sendromlu hastalan galigmaya y6nlendirmigtir. Bu
sendrom, osteosarkomlar, meme kanseri, yumugsak doku sarkomlan ve
I6semiler de olmak Uzere genig bir kanser spektrumunun, gok erken yasta,
ailesel bir iligki géstermesiyle karakterizedir. Istatistiki analizler, bu bireylerin
%50’sinin, 30 yaglarindan once timor geligtireceklerini, %90’inin da 70
yasindan dnce timér gelistireceklerini gostermigir. Bu sendroma sahip
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ailelerin biyilk cojunlugunda p53 germline mutasyoniar bulunmustur (69,
70). Bitin olgularda kanserin geligmesi ve mutant allelin transmisyonu
arasinda kesin bir korelasyon odugu tespit edilmigtir.

1.6.6. Bir Tiimoér Supressor Gen Olarak Yabanil p53 ve Bir Dominant
Onkogen Olarak Mutant p53

Batun bu bilgiler bir araya getirildiginde p53 genini bir tumér supresér
olarak tanimlamak mimkin olmustur. Timér supresér genlerin baslicasi olan
Rb geninden farkli olarak, p53 geninin bazi orijinal 6zellikleri vardir. Ozellikle,
transaktivasyonal aktivitesini kaybetmis bir mutant proteinin Uretimine yol
agan ve p53 genindeki degigimlerin %95'inden sorumlu olan mutasyonlar
nokta mutasyonlaridir. Bununia birlikte bu mutant proteinin sentezi, hiicre igin
zarasiz degildir. Ozellikle bazi mutant p53'ler (mutasyonun yerine bagl
olmak Uzere) transdominant bir fenotip sergilerler ve inaktif bir
heteroligomerin olugumunu indiklemek igin geriye kalan yabanil allelin
ekspresyonuyla olugan yabanil p53’e eslik etme yetenegindedirler (71).

Mutant p53'le aktif Ha-ras gehinin bir araya getiriimesiyle, bazi p53
mutantlarinin  yksek, dominant onkogenik aktiviteye sahip oldugu
gOsterilmigtir (72).

Bu gézlemler, mutant p53'4n mutasyon tipi ve fenotipine gére birgok
sinifinin oldudu fikrine yol agmigtir (73). Bu siniflara géz atacak olursak ;

1. Tamamen inaktif oldugu halde transformasyona karigmayan gegersiz,
degersiz (null) p53 mutasyonlari

2. Tam olarak inaktif olan ve yabanil allelden ekspresse olan yabanil
p53'l engelleme yetenedinde olan dominant negatif mutasyonlar

3. p53'in normal fonksiyonun degisip, onkogenik aktivite kazandidi ve
direkt olarak transformasyona karisti§i, dominant pozitif mutasyonlar.

1.6.7. p53 Geni ve Proteininin Yapi ve Ozellikleri
p53 geni 17p13.1 lokusunda 20 kb'lik (20303 bg) DNA  kesimi
Uzerinde bulunur (74). 2,6 kb (2629 bg) mRNA tretmek Gizere kombine olmus
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11 ekson igerir (75). p53'in 1. eksonu kodlamayan (non-coding) bir
eksondur. Bu béigenin kararli bir iimek olugturarak yabanil p53'e siki bir
sekilde baglanip, mutant p53'e baglanmadigi goésterilmigtir. Bu baglanma,
p53 mRNA'sinin translasyonunu spesifik olarak engelleyerek, hiicrede p53
proteini seviyesini bu yolla kontrol edebilmektedir (76).

p53 proteini (53,000 kDa), “upstream” regilatér bolgelerinde veya
intronlarinda p53 baglama bélgeleri olan genlerin ekspresyonunu aktive eden
diziye 6zgh DNA baglama proteinidir. p53 proteini, hiicre tipi, hasar dizeyi,
benzerlik ve henliz tanimlanmamig bircok parametreye bagh olarak farkli
yollarla aktive edilen, ylzlerce gende bulunan DNA tanima sekanslarini
baglayan bir transkripsiyon faktdril olarak gérev yapmaktadir (77-79). p53,
p53 baglayici béigeleri olmayan birgok genin de transkripsiyonunu baskilar
ki; bu da transkripsiyonu degistirmesi igin p53'in DNA'ya fiziksel olarak
baglanmasinin gerekmedigini gésterir (1,80).

pS3 GENI

$ekil 1.3. p53 geninin yapisi (76).



p53 proteini her biri spesifik fonksiyonlara sahip 5 bolgeye ayrilabilir:

1 3840 100101 306307 355356 393

AMINO  PROLINCE ZENGIN KOR BOLGE OLIGOMERIZASYON ~KARBOKSI
TERMINALI BOLGE (DNA BAGLAYAN BOLGE) (TETRmYOGOM

Sekil 1.4. p53 proteininin yapisi (81)'den degistirilerek.
p53 proteininde kabul edilen bes bélge:

1. Amino terminali: 1-39'a kadar olan amino asit rezidulerinden olugan
asidik bir transaktivasyon bdélgesi ve Mdm 2 proteini baglanma
bélgesidir (81). Bu bolge, gen ekspresyonunu dizenler. Amino
terminali igindeki bazi amino asitler, hedef genlerin p53 tarafindan
pozitif ve negatif regiilasyonu agisindan kritik gériinmektedirler (74).

2. Prolince zengin bélge: 40-100’e kadar olan amino asit rezidiilerinden
olusan p53'tn godunlugunda korunmus olan, tekrar eden prolin
rezidlleri serilerini iceren boélgedir (81). Bu bolge transaktivasyon
fonksiyonu ve apopitozis igin de gereklidir ve p53' Un negatif
regilasyonunda gérev almaktadir (82).

3. Merkezi (central) veya kor boélge: 101-306'ya kadar olan amino asit
rezidilerinden olusan diziye &6zgi DNA baglama bélgesini
kapsamaktadir (81). Diziye 6zgii DNA baglama bélgesi, DNA'ya
fiziksel olarak baglanan 2 (alfa) heliks iimek igin bir yapi iskelesi gorevi
gbren anti paralel (beta) bir tabakadir. Yanlis anlamli (missense)
mutasyonlarin %90'dan fazlasi bu bélgede olusmakta, bu da proteinin
yapisal butunliginin kaybina sebep olmaktadir (1). DNA baglama
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bolgesindeki mutasyonlar p53'0n timér supresér aktivitesini
dedistirirler ve kanserde yaygindiriar (74).

4. Oligomerizasyon (tetramerizasyon) bdélgesi: 307-355'e kadar olan
amino asit rezidiilerinden olusan bélgedir. Dimerizasyon igin gerekli
olan bir alfa-heliks tarafindan izlenen beta zinciri igerir. p53, iki
dimerden olusan bir dimerdir. Oligomerizasyon bdlgesinde bir niikleer
eksport sinyali (nuclear export signal) lokalize olmustur (81). Normal
p53 fonksiyonu, oligomerizasyon bélgesi tarafindan diizenlenen bir
igslem olan, proteinin oligomerizasyonu ve 6zel konformasyonuna da
baghdir. p53’ Uin tetramerik formu olan dimerlerin dimerinin, DNA'yla
veya gesitli proteinlerle karsilikli etkilegsmek igin artinimig yetenegi
vardir. Yaygin olmasa da, oligomerizasyon bdlgesindeki mutasyonilar,
tetramerizasyonu, DNA baglayicihgini ve timér hicresi geligmesinin
inhibe edilmesini engeller (1).

5. Karboksi terminali: 356-393'e kadar olan amino asit rezidiilerinden
olusan bazik béigedir. Ug¢ adet nikleer lokalizasyon sinyali
(NLS=nuclear localization signal) ve hasarli DNA'ya baglanan bir non-
spesifik DNA baglama bdlgesi, ayrica RNA' ya 6zel olarak baglanan
amino asitler icerir. Bu bdlge, kor bélgenin DNA baglama ozelliginin
negatif regiilasyonunda (81), ve DNA tamir prosesinin p53 tarafindan
regilasyonunda gérevlidir (74). Bu bolgenin p53'in apopitotik
aktivitesini kontrol ettigi de g&sterilmigtir (83).

1.6.8. p53’ iin Aktivasyonu

Normalde, sadece 20 dakikalik bir yarn émre sahip oldugu i¢in, p53’ tin
hucresel konsantrasyonu dusuktir. Ustelik, p53 protein fonksiyonu igin
aktivasyona ihtiya¢ duyan latent bir formda bulunur (1). Dustik ribontkleozid
trifosfat seviyeleri p53' U stimlle etse de, p53'l aktitve eden baslica
upstream olaylar DNA hasan ve hipoksidir. DNA hasari, yikselmis p53
seviyesi, daha uzun bir yan ©omur ve transkripsiyon faktdrii olarak
aktivasyonla sonuglanir. p53’an DNA hasarini tam saptama mekanizmasi ve
sonraki dahil olduu sinyal transdiksiyon vyollan iyi tanimlanmamistir.
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Bununla birlikte, DNA ipligi kiriklan ve DNA tamir aracilannin p53’ i aktive
ettigi dustntimektedir (84). Hipoksi p53 proteininin  konsantrasyonunu
ylkseltir ve aktive eder, ve bu belki de hipoksik hicrelerin p53 aracilifiyla
apopitozine yol agar (1). Sonugta, disik ribontkleozid trifosfat seviyeleri p53
ekspresyonunun yikselmesini tesvik ediyor olabilir, ¢lnki normal
konsantrasyonlar S fazinin ve hiicre siklusunun devami igin gereklidir. Dusgik
ribonikleozid trifosfat seviyelerinin G0/G1 hiicre siklus arrestiyle sonuglanan
bilinmeyen sinyal mekanizmalar yoluyla p53'u aktive ettigi disiintaimektedir
(85).

1 .6.9.> p53 Proteininin Fonksiyonlan

HPV E6

DNA hasan SV40 __Hiicre siklusu regfilasyonu
. 1y TN ¢ Rb'nm fnsforlanmam

ek ©] szl{ - 4 E2Fnin serbest
Diisik ribonikleczid tifosfat BCNp  kelmas
seviyeleri

‘@ P3| Apaptez

158 = .
(inaktif) (el
i) )/
id o/ ©
— Arjogene

Sekil 1.5. p53 proteininin fonksiyonlan (74).

p53'in fonksiyonlar c¢esiti ve komplekstir (Sekil 1.5). p53
aktivasyonunu izleyen hiicresel cevaplar; hiicre siklusu reglilasyonu, DNA
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tamiri ve apopitozdur. Bu konudaki genel diigiince, DNA.hasara ugradiginda,
p53 aracili yollarin, hasari, hiicre siklusunu durdurarak veya DNA tamiriyle
dlzeltmeye girigtigidir. E§er hasar tamir edilemeyecek kadar biyikse, p53,
apopitoza tegvik eder (74).

Yabanil p53'in hiicre siklusu Ozerinde, p16 siklin D1 siklin bagimii
kinaz-4 (Cdk4) Retinoblastoma (Rb) yolu, p21*¥"**! yolunu da kapsayan
birgok regilatér yolu igeren sayisiz etkisi vardir (74).

p16 siklin D1 Cdk4 Rb yolu, hiicre siklusunun G+’ den S fazina gegisini
diizenler; ve neredeyse kanserlerin timinde bu dért komponentten biri
degisir veya mutasyona ugrar. p16 bu yolun negatif regulatéridiur ve
mutasyon veya hipermetilasyonla, gérev digi kalir. Siklin D1, birgok kanserde
asin eksprese olmusgtur. Cdk4 degisimleri, bu yolun p16'nin sebep oldugu
negatif regililasyona hedef olmasini engeller. Rb proteini, hiicre siklus
regilasyonu igin kritiktir. Rb, fosforilasyonunun baglica hedefidir ve
normalde, G; fazindan S fazina gegigte gerekli olan E2F-DP transkripsiyon
faktér komplekslerini regile eder. Rb’nin fosforilasyonu, E2F-DP'nin Rb
klompleksinden serbest hale gegmesini saglar. Serbest E2F-DP, S fazina
gegige izin verir (86).

p21*f1<P! yolundaki WAF1-CIP1, p53' e cevap vermeye istekli
(responsif) bir downstream hedef gendir. p21 birgok cyclin-Cdk kompleksini
baglayan, WAF1-CIP1 geninin protein GrGnadir. p21'in baglanmasi, Cdk
aktivitesini dnleyip, Rb’nin fosforilasyonunu inhibe eder, béylece eninde
sonunda G¢'i durdurarak hlcre siklusunun devamliigini bloke eder. p21
ayrica, DNA tamirinde PCNA’ nin (prolifere olan hiicre niikler antijeni =
proliferating cell nuclear antigen) rolinl etkilemeden, PCNA'ya baglanarak
DNA replikasyonunda PCNA'’ yi inhibe eder (74).

Transgenik farelerde yapilan galismalardan elde edilen bilgilerle
birlikte, literatirlerin blyik bir gojunlugu p53’in apopitoz regulasyonundaki
rolin( desteklemektedir. Normal murin timositleri, DNA hasarina neden olan
radyasyona maruz kaldiklarinda apopitoza ugrarlar. Bununla birlikte, p53't
gorev digi birakilan farelerin timositleri aym uyariya cevap olarak apopitoza
gitmezler (87). Keza, normal farelerin intestinal kdk hiicreleri radyasyon
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yaralanmasini takiben apopitoza ugramiglardir (1). p53 aracih apopitozun
mekanizmasi, p53’'Gn dizenlediji transkripsiyonu ve p53’e bagiml
nontranskripsiyonal fonksiyonlart kapsar (1, 88). Birgok faktér pS3 aracili
apopitozu artirabilir veya engelleyebilir. Ornegdin myeloid 18semik hicreler,
yabanil p53’Un aktivasyonuyla apopitoza ugrayabilirken, interlékin-6'nin
varlifinda apopitoza ugramaziar ki, bu da interldkin-6’'nin p53 aracil
apoptozisi ortadan kaldirdigini akla getirmektedir (89). Benzer bigimde mirin
eritrolésemik hiicrelere eritropoietinle muamele edilmesi, p53'tn diizenledigi
programli hiicre élumind bloke eder (90). Wilms timér geni (WT1) arana,
p53't stabilize eder fakat p53 aracili apopitozu da inhibe eder (91).

Aksine, Adenovirlis E1A onkoproteini, insan papilloma virisa (HPV)
E7 onkoproteini, E2F-1’ in overekspresyonu ve myc onkogeninin Griint de
dahil olmak Gizere birgok protein, p53 aracili apopitozu artirir (74).

Son zamanlardaki veriler, p53’ln hiicre senesensinde bir roll
olduunu akla getirmektedir. Yapilan g¢aligmalarda hiicre kulttrlerinin ileri
pasajlarinda, yiksek p53 ve p21 konsantrasyonlarinin hiicresel bélinmeyi
yavaglatmasi veya durdurmasiyla, p53’in, kiltirl devam eden pasajlara
duyarh oldugu gérialmustir. Hicre kualtirindeki mutant p53, senesensi
erteleyerek hicrenin yagsamini uzatmaktadir. p53'ta gérev disi birakilan
farelerin hucreleri, belkide p53 aracih sentrozom duplikasyonunun
diizenlenememesiyle veya G2/M hiicre siklus kontrol noktalarinin kaybi
sebebiyle senesensten kagmaktadir (92, 93).

Anjiyogenez, kati timérlerin gelisimi ve metastatik fenotipin devami
agisindan &nemlidir. Bazi deneysel incelemelerde, p53'in, anjiyogenezin
regUlasyonunda gérevii oldugu géralmastar (94). Yapilan bir caligmada, p53
mutasyonu bulunan ve belirgin anjiyogenik olan bir insan meme kanseri
hattinda, yabanil p53, anjiyogenezin inhibitdr olan trombospondin salgisini
artirmak suretiyle anti-anjiyogenik bir yolu tetiklemigtir (95). Ek olarak, Li-
Fraumeni Sendromu olan hastalarin fibroblastalarindaki tek yabanil p53
allelinin kaybiyla trombospondin sekresyonunun diigmesi ve ayni anda etkili
bir anjiyogenez sebebi olan vaskiller endotelyal biytime faktéri
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sekresyonunun artigi, belirgin bir pro-anjiyogenik etkiye neden olmaktadir
(96).

1.6.10. p53 interaksiyonlan

p53, birgok viral proteinle (HPV Onkoprotein E6, Adenovirlis
Onkoproteini (E1B), SV 40 Blyik T Antijeni), onkogen urlnleriyle (Mdm2, C-
Abl) ve transkripsiyon faktbrleriyle (TFIIH, WT1, TATA Baglayan Protein)
6nemli fizyolojik yollarla kargilikli olarak etkilegir. p53 protein interaksiyonlari
listesi hizla geniglemektedir (74).

1.6.11. p53 Mutasyonlari

Insan p53 mutasyonlarinin ilk kez 1990 yilinda kolorektal kanserlerde
dokiimante edilmesinden sonra, pek gok laboratuvar tarafindan yapilan
caligmalarda, doku orijini ve etiyolojiden bagimsiz olmak (zere, insan
kanserlerinin biiyllk g¢oduniuunda, bu genin mutant veya inaktif oldugu
goralmastur (97). p53 mutasyonlari insan kanserlerinin yaklasik %50'sinde
bulunmustur (79).

p53 mutasyonlar; delesyon, insersiyon, trunkasyon (truncation-
budanma) veya nokta mutasyonlari sgeklindedir. Tumérlerde genellikie
yabanil allelin delesyona ugramasiyla olusan, heterozigotiugun kaybi (LOH =
loss of heterozygosity) sz konusudur. Butlin mutasyonlarin %85'ten fazlasi
bir yanlig anlamli (missense) proteinin Uretimiyle sonuglanan tek amino asit
substitisyonlandir (1, 82).

Mutasyonlarin dodasinin karsinomlarin, sarkomalardan daha yiksek
nokta mutasyonu frekansina sahip olmasinda oldugu gibi, dokuya spesifik
oldugu gériilmektedir (82). p53 mutasyonlarinin blyiik goguniugu (%90'dan
fazlasi) sekans-spesifik DNA baglayan kor bolgede olugmakta ve yaklagik
%50'si bu bdlgedeki 175, 248, 249, 273 veya 282 oimak izere bes “hot spot”
kodonu degistirmektedir (1, 97). Neredeyse bitiin belli bagh kanser tipleri
(deri, akciger, karacijer, meme, mesane kanseri, gastrointestinal sistem ve
hematolojik kanserler) DNA baglayan bolgeye dagiimig olan mutasyonlar
gosterirler. Genellikle, kor bolgedeki mutasyonlar, direkt olarak DNA'ya
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baglanan amino asitlerde (6rnedin 248. ve 273.) veya pS3'Gn
konformasyonunu degistirerek spesifik DNA baglayiciigini engelleyen
(6brmedin 143. ve 175.) amino asitlerde olugan mutasyonlar olarak
siniflandiniabilir (98, 99).

Farkhh mutasyon tiplerinin gosterdi§i mutasyon frekanslar iginde
G:C—A:T transisyonlar frekansi %42,6 ile en yiiksek de§erdedir. G:C—T:A
transversiyonlan %16,8 ile ikinci sikhktaki mutasyon tipidir. Diger
mutasyonlar A:T— G:C transisyonlan %10,7, delesyoniar %8,9, G:C—C:G
transversiyonlari %8, A:T —T.A transversiyonlari %5,6, A:T—-C:.G
transversiyonlari %3,7, insersiyonlar %2,6, CC.GG—TT:AA double
transisyonlan %0,7 olarak dagilim géstermektedir (97).

1.6.12. Mesane Kanserlerinde Goriilen p53 Mutasyonlan

Mesane kanserleri, yaygin olarak G:C—A:T transisyonlan ve
G:C—C:G transversiyonlari gdsterirler. Bu mutasyonlar mesane kanserine
yol agan farkl etiyolojik ajanlara maruz kalmanin sonucu indiiklenmis olabilir.
Bu kanserlerde G:C—T:A mutasyonunun azhgi tutiindeki benzo-a-pyrene’nin
mesane kanseri ve sigara igimiyle ilgili temel faktér olmadigini akla
getirmektedir. Diger yandan G:C—C:G transversiyonlarinin segici olarak 4-
aminobifenil (4-aminobiphenyl) tarafindan indiklendi§i bilinmektedir. Hem
sigara igenler, hem de kimyasal boya igg¢ileri bu arilamine maruz kalirlar. Bu
yuzden G:C—C:G ftransversiyonlarinin fazla miktarda g6riimesi, bu
mutasyonlarin hem tatin igicilijinden hem de kimyasal boyalardan
kaynaklandigini akla getirmektedir. G:C—A:T transisyonlannin fazlaligi da
ayn tip karsinojenler veya enflamatuvar reaksiyonlara baglanabilir (97).

p53'U dijer timdr supresdrierden ayiran yegane &zelli§i, inaktivasyon
seklidir. Birgok timor suprestr gen, protein sentezini engelleyen (veya
budanmig Grlin Ureten) gergeve kaymasi (frameshift) ve anlamsiz (nonsense)
mutasyonlarla inaktive edilirken, p53 degigimlerinin buytk b&luma, kararl
normal uzunlukta proteinin sentezlenmesini saglayan yanlis anlamh
(missense) mutasyonlardir. Bdylece p53, spesifik DNA baglama &zelligini
yitirir ve tUmdr hicrelerinin nikleuslarinda birikir. Tumér hiicrelerindeki bu
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mutant p53’in korunmasinin iki etkiye yol agtigina inaniimaktadir; mutant
olmayan allelin ekspresse ettigi yabanil p53'l inhibe eden dominant negatif
aktivite ve mutant p53'i dominant onkogene transforme eden fonksiyon
kazanimi (79, 100, 101). p53 proteininin dnemli bir 6zelligi, DNA baglayan
boélgenin asirn esnekligi ve frajilitesidir (79, 102). p53 mutasyonlarinin
cogunun proteinin DNA baglayan bélgesinde olmasi, p53 mutasyon analiz
caligsmalarinin %80'den fazlasinin 5 ila 8. eksonlar arasinda yogunlasmasina
sebep olmustur (79).

Mesane kanserinde gézlenen mutasyonlar Soussi p53 veritabani 2005
bilgilerine gére agagdida verilen grafiklerle 6zetlenebilir.

Grafik 1.1. Mesane kanserinde p53 genindeki kodonlarin mutasyon frekansi
(103).
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Grafik 1.2. Mesane kanserinde gérilen p53 geni mutasyonlarinin, mutasyon
turtine gore frekansi (103).
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2. GEREG VE YONTEMLER
2.1. GEREGLER

2.1.1. Parafine Gomiilii Doku Orneklerinin Elde Edilmesi

Bu aragtirmada, Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakilltesi Patoloji
Anabilim Dali ve Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakdiltesi Patoloji Anabilim Dali
argivlerinde bulunan, sirasiyla 9 ve 13 adet parafin bloja gédmili mesane
tamor doku 6rnekleri kullaniimigtir.

2.1.2. Kulianilan Kimyasallar
Ksilol (Merck)

%96’lik Etanol (Tekel)

Aseton (Merck)

Proteinaz K (Bio basic inc.)
TET (Dr. Zeydanh)

NaCl (4M)

%70'lik Etanol (Tekel)

1X TE (Dr. Zeydanl)

Agorose- | (Amresco)

5X TBE (Applichem-Bio Chemica)
EtBr (Sigma)

Akrilamid (Sigma)

Bisakrilamid (Bio basic inc.)
TEMED (Sigma)

Amonyun persulfat (Sigma)
Gliserin (Riedel-de Haén)

Brom fenol blue (Sigma)

dNTP miks (100 mM) (Amresco)
Tag DNA Polimeraz (Fisher)
MgCl> (25mM) (Fisher)

10X reaksiyon tamponu (Fisher)
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Exon 5-6 Sens Primer (Bio basic inc.):

PsS (Sens) :5° TTC CTC TTC CTG CAGTACTC 3°

Exon 5-8 Antisens Primer (Bio basic inc.):

PsA (Antisens) : 5 * AGA CCT CAG GCG GCT CATAG 3’
Exon 7 Sens Primer (Bio basic inc.):

P;S (Sens): 5 GTT GGC TCT CAC TGT ACC ACC 3’

Exon 7 Antisens Primer (Bio basic inc.)

P7A (Antisens): 5 CCT GGA GTC TTC CAG TGT GAT 3’
Hae Il Enzim seti igerigi (Takara):

Hae Il enzimi

10X M tamponu

10X yiikleme tamponu

Hae lll Enzim seti icerigi (Takara):

Hae Ill enzimi

10X M tamponu

10X yiikleme tamponu

®x174 DNA/BsuRlI (Haelll) Marker, 9 igerigi (MBI Fermentas):
DNA marker

6X yiukleme boya soliisyonu

2.1.3. Kullanilan Cihazlar

Mikrotom (Leica — RM 2145 )

Ettv (Nive — EN 055)

Mikrosantrifilj (Heraeus — Biofuge pico)
Buzdolabi (Profilo)

Derin dondurucu (Bosch)

Thermal cycler (Eppendorf - Mastercycler personal)
Mikrodalga firin (Argelik)

Yatay elektroforez tanki (Biolab)

Dikey elektroforez tanki (Thermo)

Gii¢ Kaynagi (Thermo)

Gug Kaynag: (Apelex)
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UV Transilluminatér (UVP)

Su banyosu (Nive BM 402)

Hassas terazi (Sartorius)
Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000)

2.2. YONTEMLER

Calismamizda, mutasyon analizi agisindan degerlendirilen 22
olgununun parafine gémill mesane timor doku kesitlerinden genomik DNA
elde edildi. Elde edilen genomik DNA’larin p53 genine ait 5., 6. ve 7.
eksonlari PCR metoduyla amplifiye edildi. Amplifikasyon %2’lik agoroz jelde
kontrol edildi. Amplifikasyonun dogrulanmasinin ardindan, 5. ekson i¢in Hae
Il enzim kesimi, 7. ekson igin Hae Ill enzim kesimi uygulandi. Enzim kesimi
sonuclan sirasiyla, %2’lik agaroz jel ve %10’luk (%5 gliserinli) poliakrilamid
jel  elektroforezi sonucunda degerlendirilerek, olgulara ait &rneklerin
incelenen mutasyonlar agisindan mutant olup olmadiklan belirlendi.

2.2.1. DNA izolasyonu

Parafine gémuilia timér doku o©rneklerinden DNA izolasyonu
gergeklestirmek igin, gesitli metodlar denendi. Denenen metodlar arasinda en
iyi sonug, “ksilen-tuzla uzaklagtirma® metodundan elde edildigi igin, bu
yontemin uygulanmasina karar verildi. Olgulara ait timér doku érmeklerinin
gémula oldugu parafin bloklardan, her seferinde kullanilan mikrotom bigag:
degistirilip, cihaz ylzeyi dezenfekte edilmek suretiyle, sterii 1,5 ml'lik
ependorf tlplere 2 um kalinhginda 10 kesit alindi. “Ksilen-tuzla uzaklagtirma”
metodu geredi, parafinin uzaklagtinimasi, yikama, pargalama, saflagtirma,
¢Okturme, ylkama ve silispanse etme basamaklan uygulanarak DNA izole
edildi (104). [zolasyonu takiben DNA'larin varligi spektrofotometrik 6lgtim ve
%2'lik agaroz jel elektroforeziyle dogrulandi.

1) lzolasyonda kullanilacak olan soliisyonlar agagidaki gibi hazirlandi:
- %96’lik Etanol: 96 ml etanol (izerine 4 ml dH;0 eklendi.
- Proteinaz K: 6mg liyofilize proteinaz K tizerine 300 pl steril dH,0O
eklendi.
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-4 M NaCl: 23,3 gr NaCl distile su ile 100 ml' ye tamamlandi.
- %70’'lik Etanol: 70 ml etanol Gizerine 30 mi dH20 eklendi.

2) Parafini uzaklagtirmak igin 1,5 ml'lik ependorf tiplerdeki kesitlerin
Uzerine 1000 pl ksilol eklendi. Tup alt Ust edilmek suretiyle elde 2
dakika kangtinidi.

3) Mikrosantrifijle 10.000 rpm’de 5 dakika santrifilj edildi.

4) Dokulara dikkat edilerek, slipernatan uzaklagtirildi.

5) Bu basamaklar 2 kez daha tekrar edilerek, parafinin tamamen
uzaklasgtiriimasi saglandi.

6) Mikrosantrifijle 10.000 rpm’de 5 dakika santrifilj edildi.

7) Dokulara dikkat edilerek, stipernatan uzakiastiriid.

8) Yikama igin tipe 1000 ul %96'lk etanol ekiendi. Tup alt Gist edilmek
suretiyle elde 2 dakika kanstinidi.

9) Mikrosantrifiijie 10.000 rpm’de 5 dakika santrifij edildi.

10)Dokulara dikkat edilerek, siipernatan uzakiagtirildi.

11)Yikama iglemi, 2 kez daha tekrar edildi.

12)Mikrosantrifiljle 10.000 rpom’de 5 dakika santrifiij edildi.

13)Dokulara dikkat edilerek, stipernatan uzaklagtiriidi.

14)Doku peleti izerine 500 pl aseton eklendi.

15)Mikrosantrifiljle 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

16)Dokulara dikkat edilerek, stipernatan uzaklagtirildi.

17)Doku peleti kurumasi icin 37 °C etivde inkiibe edildi.

18)Kuruyan pelet Gzerine, 6 pl proteinaz K iceren 400 pl TET sollisyonu
eklenerek, ttp 55 °C ettivde 3 gece inkiibasyona birakildi.

19)Inkiibasyon sonrasinda, proteinaz K'nin inaktivasyonu igin tiip, hot
plate’de hazirlanan 95 °C'lik su banyosunda 10 dakika inkibe edildi.

20)Tuzla uzaklagtrma basamagi igin, su banyosundan alinan tip izerine
200 pl 4M NaCl soliisyonu eklendi.

21)Mikrosantrifijle 2500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

22)DNA'nin ¢dktariiimesi igin sipernatan, yeni steril bir ependorf tipe
alinip, Gizerine 1000 yl %96’k soguk etanol eklendi.

23)DNA pelleti goruliinceye kadar, tip yavasca alt st edildi.
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24)Mikrosantrifiijle 12.000 rpm’de 10 dakika santrifij edildi.

25)DNA pelletine dikkat edilerek, siipernatan uzaklagtinidi.

26)Yikama igin DNA peleti Gizerine 1000 pl %70'lik etanol eklendi.

27)Mikrosantrifijle 12.000 rpm’'de 10 dakika santrifiij edildi.

28)1000 pl %70’lik etanol ile yikama iglemi tekrarlandi.

29)Mikrosantrifijle 12.000 rpm’de 10 dakika santrifij edildi.

30)DNA peletine dikkat edilerek, slipernatan uzaklagtirildi.

31)DNA peleti kurumasi igin 37 °C etlivde inkiibe edildi.

32)Kuruyan DNA pelleti iizerine 50ul 1X TE eklendi ve pipetajla peletin,
taptn tabanindan kalkmasi saglandi. DNA'nin siispanse olmasi igin,
tip bir gece oda isisinda bekletildi.

2.2.2. PCR
Elde edilen genomik DNA ile p53 geninin 5, 6 ve 7. ekson bdlgelerinin
PCR metoduyla amplifiye edilmesi igin, sirasiyla primerleri birlikte dizayn
edilen 5-6. eksonlar ve 7. ekson igin uygun PCR miksleri ve PCR kosullarinin
olusturulmasina ydnelik optimizasyon denemeleri yapildi. En iyi verimin
alindigi kosullar uygulandi. PCR sonucunda, amplifikasyon triinleri %2'lik
agaroz jel elektrofeziyle, ®X174 DNA/BsuRI (Haelll) Marker, 9 kullanilarak
kontrol edildi.
1) - PCR miksinde kullanilacak olan dNTP 2,5 mM olacak gekilde, 10 pi
100mM dNTP’ye 390 ul dH,0 eklenerek hazirlandi.
- PCR miksinde kullanilacak olan primerler agagidaki sekilde
hazirlandi.
Exon 5-6 Antisens : 100 pl stok solisyon hazirlamak igin liyofilize
igerige 102 ul dH20 eklendi.
Exon 5-6 Sens: 100 ul stok solsyon hazirlamak igin liyofilize
icerie 121 pl dH,0 eklendi.
Exon 7 Antisens : 100 pl stok solisyon hazirlamak igin liyofilize
icerige 109 pl dH,0 eklendi.
Exon 7 Sens: 100 yl stok solisyon hazirlamak igin liyofilize igerige
104 pl dH20 eklendi.
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- Agaroz jel hazirlamada kullanilan EtBr igin ise, 0,1 g toz haldeki EtBr
Gzerine 1 ml steril dH2O eklenerek hazirlanan stoktan 1mi alinarak,
dH20 ile 10 ml'ye tamamiland.

- Agaroz jel hazirlamada kullanifan 0,5X TBE, 1 birim 5X TBE'ye 9
birim dH20 eklenerek gerekli miktarlarda hazirlandi.

2) Amplifiye edilecek 6rnek sayisina yetecek kadar PCR miksi hazirlandi
(Tablo 2.1. ve Tablo 2.3.). Hazirlanan PCR miksi 0,2 ml'lik ependorf
tplere 45pl olacak sekilde dagitildi. Daha sonra Gizerine 5 pl genomik
DNA eklendi. Iginde PCR miksi ve DNA olan 0,2 ml'lik ependorf tiipler,
uygun PCR kosullartyla programlanan thermal cyclerda
amplifikasyona birakildi (Tablo 2.2. ve Tablo 2.4.).

3) 5 ve 6. eksonlar igin kullanilan PCR miksi agagidaki sekildedir’.

Tablo 2.1. 5 ve 6. eksonlar igin kullanilan PCR miksi.

dNTP 5 ul
10X PCR tamponu 5ul
Primer sense 0.5 ul
Primer antisense 0.5 pl
DNA 5ul
Taq DNA polimeraz 0.3 pl
dH.0 34.1 ul
toplam 50 ul

4) 5 ve 6. eksonlar igin uygulanan PCR kosullan asagidaki gekildedir.

Tablo 2.2. 5 ve 6. eksonlar igin uygulanan PCR kosullan.

94 °C'de 7 dakika
94 °C'de 1 dakika
55°C'de 2 dakika
72°C'de 2 dakika
234 __ 35déngl
72°C'de 7 dakika

oo W=
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5) 7. ekson igin kullanilan PCR miksi agagidaki gekildedir.

Tablo 2.3. 7. ekson i¢in kullanilan PCR miksi.

dNTP: 5ul
10X PCR tamponu 5 ul
Primer sense 0.3 ul
Primer antisense 0.3 ul
DNA 5 pl
Taq DNA polimeraz 0.3 ul
dH,0 34.1 ul
toplam 50 i

6) 7. ekson igin uygulanan PCR kosullari agadidaki sekildedir.

Tablo 2.4. 7. ekson igin uygulanan PCR kosullar:.

94 °C'de 7 dakika
94 °C'de 1 dakika
55°C'de 1 dakika
72°C'de 1 dakika
2,34 35 déngi
72°C'de 7 dakika

oo (@I =

7) PCR sonunda, amplifikasyon triinlerinin kontrol edilmesi igin %2'lik
agaroz jel azirlandi. 50 mi 0,56X TBE igine 1 g agaroz eklenerek
mikrodalga finnda kaynatilip, igerisine 2,5 ul EtBr ilave edildi ve
toplam voliim jel ddkme setine dokilerek tarak yerlestirildi. Hazirlanan
%2'lik agaroz jel, iginde 0,5X TBE bulunan elektroforez tankina alindi.
Jel taraginin olugturdugu kuyulardan ilkine 1pl 6X yikleme boya
solisyonu, 1ul marker DNA, 4pl dH20 karigimi; diger kuyulara ise 10pl
amplifikasyon Uriintyle birlikte, 3 ul brom fenol blue yiikiendi. 80 voltta
45 dakika yurataldi. Sonuglar UV transillimiinatérde degerlendirildi.
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2.2.3. Enzim Kesimi

PCR amplifikasyon Grtinleri %2’lik agoroz jelde kontrol edildikien sonra,
amplifikasyon (riinlerine enzim kesimi uygulandi. p53 geninin 5 ve 6.
eksonlarinin amplifikasyon artind, 5. eksonun 175. kodonunda CGC
tanima sekansi olan Hae |l (Haemophilus aegyptius) enzimi ile muamele
edildi. 5 ve 6. eksonlarin PCR amplifikasyon Griinliniin, mutasyon olmamasi
durumunda, Hae Il ile kesildijinde 163 ve 234 bazlik iki pargaya ayriimasi,
mutasyon durumunda ise Hae |l kesim noktasi ortadan kalkacad igin 397
bazlik kesilmemis bir parganin goériilmesi beklendi. p53 geninin 7. ekson
PCR amplifikasyon UrlinG ise, 7. eksonun 249. kodonunda GG CC tanima
sekansi olan Hae Il (Haemophilus aegyptius) enzimi ile muamele edildi. 110
b¢ olan 7. ekson PCR urlininan, mutasyon olmamast durumunda, Hae lll ile
kesildiginde 75 ve 35 bazlik iki pargaya ayrilmasi, mutasyon durumunda ise
Hae Ill kesim noktasi ortadan kalkacad igin 110 bazhk kesilmemis bir
parganin gorilmesi beklendi.

1) 5. ve 6. eksonlarin amplifikasyon arinti Hae Il enzimi ile muamelesi
icin, 1yl Hae Il enzimi, 1yl 10X M tamponu ve 85 pl PCR
amplifikasyon Ortnd 0,2 mllik steril ependorf tlipiine konulduktan
sonra, 1 saat 37 °C etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi enzim
aktivitesi 10X yikleme tamponu ile durduruldu. Onceden hazirlanan
%2'lik agaroz jel, iginde 0,5X TBE bulunan elektroforez tankina alind.
Jel taraginin olugturdugu kuyulardan ilkine 1ul 6X yikleme boya
solsyonu, 1ul marker DNA, 4pl dH20 karigimi; diger kuyulara ise 10yl
enzim kesim Urlinlyle birlikte, 3 pl 10X yikleme tamponu yiiklendi. 80
voltta 40 dakika ylrutildi. Sonuglar UV transilliminatérde
degerlendirildi.

2) 7. Ekson enzim kesiminin degerlendirilebilmesi icin ilk 8nce %10’luk
(%5 gliserinli) poliakrilamid jel hazirlandi.

Poliakrilamid jeli dokmek igin kullanilan 29x22x0,04 cm 6lgilerindeki 2
cam ylizey, 6ncelikle deterjan ile yikanip iyice durulandiktan sonra
kuruland:. Jelin dokilecegi yuzeyler %70'lik etanol ve izopropanol ile
silindi. Jelin dokilecegi cam yizeylerin yan kenarlari arasina 0,04 cm
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kaliniginda 2 aralayici yerlestirilip, kiskaglar kullanilarak sabitlendi.
Dizenek hazirlandiktan sonra agagidaki malzemelerle hazirlanan jel
karigimi 50 ml' lik enjektore gekilerek, 45° egimle tutulan cam ylzeyler
arasina karigimin donmamasi ve hava kabarcigi olugmamasi igin hizli
bir gekilde bosaltildi. Jel donmadan Ust kisma tarak yerlegtirildi ve jel
donmasi igin 2 saat oda isisinda bekletildi.

Poliakrilamid jel icin hazirlanan 50 mP’lik jel karigimi
» 0,1 g amonyum persuifat (APS) + 1000 pl distile su

12,5 yl TEMED

4,9 g akrilamid

0,12 g bisakrilamid

2,5 mi gliserol

V V V V VY

Malzemeler bir araya getirildikten sonra Uzerine 0,6X TBE
eklenerek toplam voliim 50 ml'ye tamamlandi.

7. ekson amplifikasyon trini Hae lll enzimi ile muamelesi igin, 1pl
Hae Il enzimi, 1ul 10X M tamponu ve 8,5 yl PCR amplifikasyon Griini
0,2 mllik steril ependorf tipiine konulduktan sonra, 1 saat 37 °C
etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi enzim aktivitesi 10X yikleme
tamponu ile durduruldu. Hazirlanan poliakrilamid jel, icinde 0,5X TBE
bulunan dikey elektroforez tankina alindi. Jel taraginin olusturdugu
kuyulardan ilkine 1ul 6X yikleme boya soliisyonu, 1ul marker DNA,
4l dH.O kangimi; dijer kuyulara ise 10ul enzim kesim Uriiniyle
birlikte, 3 ul 10X yikleme tamponu yiklendi. 102 voltta 2 saat
yaratalda.

Cam ylzeyler agilarak, ylizeylere yapigmis halde olan jel serbest hale
getirildi ve boyama igin, iginde 1 ml'sinde 1 pl etidyum bromir iceren
0,5xTBE solisyonunda 2 saat bekletidi. Sonuglar UV
transilliminatérde degerlendirildi.
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3. BULGULAR

3.1. Doku Orneklerinin Toplanmasi

Calismamizda, Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dal’'ndan 9 ve Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiitesi Patoloji
Anabilim Dal’'ndan 13 adet olmak Uzere, Urotelyal karsinom tanisi almig
olgulara ait toplam 22 parafine gémili mesane timér dokusu o6rnegi
kullaniidi. Bu olgulara ait laboratuvar ¢aligma numaralari, olgu yasi, cinsiyeti,
tanisi, timor evresi ve grade bilgileri Tablo 3.1°de verildi.

Tablo 3.1. Olgulara ait laboratuvar galigma numaralan, olgu yasi, cinsiyeti,
tanisi, timor evresi ve grade bilgileri.

Olgu Yag | Cinsiyet Tam Evre Grade
No
1 67 E Urotelyal Karsinom Ta 1
2 77 E Urotelyal Karsinom Ta 2
3 73 E Urotelyal Karsinom Tb1 2
4 69 E Urotelyal Karsinom Ta 1
5 63 E Urotelyal Karsinom T2a 3
6 55 - E Urotelyal Karsinom Ta 1
7 71 E Urotelyal Karsinom Ta 1
8 74 K Urotelyal Karsinom T1c 3
9 57 K Urotelyal Karsinom T1c 2
10 59 E Urotelyal Karsinom T3b 2
11 63 E Urotelyal Karsinom T 3
12 71 E Urotelyal Karsinom Ta 1
13 77 E Urotelyal Karsinom T1 3
14 77 E Urotelyal Karsinom Ta 2
15 55 E Urotelyal Karsinom T1 3
16 74 E Urotelyal Karsinom T4 3
17 72 K Urotelyal Karsinom T1 2
18 60 E Urotelyal Karsinom Ta 2
19 72 E Urotelyal Karsinom T2 2
20 57 E Urotelyal Karsinom T1 3
21 57 E Urotelyal Karsinom Karsinoma in situ
22 65 E Urotelyal Karsinom T1 | 2

E: Erkek, K: Kadin
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3.2. DNA izolasyonu

Parafine gémilid mesane timér doku &rneklerinden “ksilen-tuzla
uzaklagtirma” metodu kullanilarak DNA izolasyonu gergeklestirildi. Dokudan
izole edilen DNA'nin spektrofotometrik Slgimil yapildi. DNA'nin varhgi
agaroz jel elektroforeziyle de dogrulandi. DNA izolaéyonuna iligkin sonuglar
Tablo 3.2.'de verildi.

3.3. PCR Sonuglan

DNA izole edildikten sonra dizayn edilen primerler kullanilarak
hazirlanan mikslerle uygun PCR koguilar altinda 5. (6. ile birlikte) ve 7.
ekson amplifikasyonlar gergeklestirildi. Amplifikasyona ait sonuglar %2’lik
agaroz jelde kontrol edildi. Amplifikasyon sonuglart Tablo 3.2. de verildi.
Ekson 5-6’'nin agaroz jel gértntileri Sekil 3.1. de verildi.

397bg

$ekil 3.1. Agaroz jel 5. ve 6. ekson PCR gorintaleri.

1. Kuyu : Marker DNA 5. Kuyu: 4 8. Kuyu: 7
2. Kuyu: 1 6. Kuyu: 5 9. Kuyu: 8
3. Kuyu: 2 7. Kuyu: 6 10. Kuyu: 9

4. KUyu: 3
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Ekson 7 igin kurulan PCR sonucunda 7, 8, 9, 12, 13, 14 ve 16 nolu
olgulara ait érneklerde amplifikasyon gergeklesmedi. Parafin bloktan izole
edilen DNA miktart az oldujundan, elde edilen miktarin da, gahgmanin diger
bélumierinde kullaniimig oldugundan ekson 7’nin PCR’1 igin yeterli DNA
kalmadigi icin amplifikasyon yapilamadi. 7. ekson agaroz jel goruntisti Sekil
3.2.de verildi.

110bg

Sekil 3.2. Agaroz jel 7. ekson PCR gértintlleri.

1. Kuyu:Marker DNA 5. Kuyu: 12 8. Kuyu: 19
2. Kuyu: 6 6. Kuyu: 17 9. Kuyu: 20
3. Kuyu: 8 7. Kuyu: 18 10. Kuyu: 16
4. Kuyu: 10

3.4. Enzim Kesimi

Mutasyon analizi icin PCR sonucunda elde edilen amplifikasyon
Grlinlerine enzim kesimi uygulandi. 5. ve 6. ekson amplifikasyon Urlnierinin
5. eksonda mutasyonun olmasi halinde kullanilan Haell enzimince 5.
eksonda taninan bdlgenin ortadan kalkmasi ile kesim gergeklegsmediginden
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agaroz jelde 397 baz ¢ifti uzunlugunda tek bir bant gértiimesi beklendi.
Mutasyon olmamasi durumunda enzim 5.eksonda 175. kodonda bulunan
tanima bélgesinde kesim gergeklestirecedinden jelde 163 ve 234 baz cifti
uzuniuunda 2 bant goérilmesi beklendi. Kesim sonuglar agaroz jel
elektroforezi ile degeriendirildi. Bu sonuglar Tablo 3.2. de verildi.

Tablo 3.2. Olgulara ait DNA izolasyon, PCR ve enzim kesim sonuglari.

DNA Exon 5 Exon-7

Olgu izolasyon Exon 5-6 Exon7 Hae Il Haelil

No Sonucu Amplifikasyonu | Amplifikasyonu Enzim Enzim

Kesimi Kesimi
1 + + + cB CB
2 + + + CB CB
3 + + + B CB
4 + + + CB CB
5 + + + B CcB
6 + + + B cB
7 + + - B KY
8 + + - TB KY
9 + + - TB KY
10 + + + CcB CB
11 + + + cB cB
12 + + - CB KY
13 + + - CB KY
14 + + - cB KY
16 + + + GB CB
16 + + - cB KY
17 + + + CB TB
18 + + + cB TB
19 + + + cB CB
20 + + + cB TB
21 + + + cB cB
22 + + + CB TB

TB: Tek Bant, €B:Cift Bant, KY: Kesim Yok

Caligmamizda 5. ekson igin uygulanan enzim kesimi sonucunda 3, 5,
6, 7, 8 ve 9 nolu olgulara ait érneklerin agaroz jel elektroforezi sonucunda
397 baz ¢ifti uzunlugunda tek bir bant goértldi. Enzim kesim gériintileri Sekil
3.3."de verildi.
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Sekil 3.3. Agaroz jel 5. ekson enzim kesim gorintileri.

1. Kuyu : Marker DNA 5. Kuyu: 10 8. Kuyu: 8
2. Kuyu: 3 6. Kuyu: 11 9. Kuyu: 12
3. Kuyu: 5 7. Kuyu: 9 10. Kuyu: 7
4. Kuyu: 4

7. ekson amplifikasyon Granlerinin mutasyonun olmasi halinde bu ekson
icin kullanilan Haelll enzimince taninan bélgenin ortadan kalkmasi ile kesim
gergeklegsmediginden agaroz jelde 110 baz ¢ifti uzuniugunda tek bir bant
gorlilecektir. Mutasyon olmamasi durumunda enzim 175. kodonda bulunan
tanima bdigesinde kesim gergeklestireceginden, jelde 75 ve 35 baz cifti
uzunlugunda 2 bant gérilecektir. '

Caligmamizda 7. ekson igin uygulanan enzim kesimi sonucunda 17, 18,
20 ve 22 nolu olgulara ait 6rneklerin poliakrilamid jel elektroforezi sonucunda
110 baz ¢ifti uzunlugunda tek bir bant gértidd. 7, 8, 9, 12, 13, 14, ve 16 nolu
olgulara ait érneklerin poliakrilamid jel elektroforezi sonucunda bu érneklerde
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PCR amplifikasyonu gergeklesmedigi igin hi¢ bant gbrilmedi. Yedinci ekson
icin enzim kesim gbriintileri Sekil 3.4.'de verildi.

118bg 110bg
75
72b¢ 35&9
Sekil 3.4. Poliakrilamid jel 7. ekson enzim kesim gériintileri.

1. Kuyu : Marker DNA 6. Kuyu: 2 11. Kuyu: 5

2. Kuyu: 1 7. Kuyu: 22 12. Kuyu: 8

3. Kuyu: 17 8. Kuyu: 3 13. Kuyu: 9

4. Kuyu: 19 9. Kuyu: 7 14. Kuyu: 10

5. Kuyu: 21 ~ 10. Kuyu: 6

Yag araliina gbre olgu sayisi ve mutasyonlu olgu sayilan
kargilagtirildiyinda; en fazla olgunun 51-60 yas arah§inda gbrﬁltnesine
ragmen mutasyonlu olgu sayist en fazla 71-80 yag araliinda goriildt. Bu yas
aralijindaki mutasyon yilizdesi %45,5 idi. Bu de§erler Grafik 3.1.'de verildi.
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Grafik 3.1. Yas araliklarina gére mutasyonlu olgu sayisi.

Mesane kanserli olgularin biyiik bélimiint erkekler olusturur. Cinsiyete
gore mutasyonlu olgu sayisi, toplam mutasyonlu olgu sayisiyla
karsilastinldiginda erkeklerdeki mutasyon oranin %36,8, kadinlardaki oranin
ise %100 oldugu gérildu. Bu degerler Grafik 3.2’ de gosterildi.

Cinsiyete Gére Mutasyonlu Olgu Sayisi

ERKEK
Cinsiyet KADIN

[ BOIgu Sayisi @ Mutasyonlu Olgu Saysi I

Grafik 3.2. Cinsiyete gére mutasyonlu olgu sayisi.
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Caligilan mesane kanserli olgularin timér evrelerinin degerlendirilmesi
icin, evreye gore mutasyon sayisi, mutasyonlu olgu sayisiyla
kargilastinildiginda mutasyonlu olgu sayisinin en yiiksek oldugu tumérler
sirastyla, Ta ve T1 evreli tumérlerdi. Ta evreli timérlerin mutasyon orani
%37,5 iken, T1 evreli timérlerin mutasyon orani %42,9 olarak saptandi. Bu
degerler Grafik 3.3’ de gosterildi.

Evreye Gore Mutasyonlu Olgu Sayisi
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Grafik 3.3. Evreye gore mutasyonlu olgu sayisi.

Kanser tanisi alan bir olgunun timor derecesi (grade) hastaligin
prognozu  agisindan  énemlidir.  Caligilan  olgular bu  agidan
degerlendirildiginde toplam olgu ve mutasyonlu olgu sayisinin en yiiksek
oldugu tumoérler grade 2 tumérler idi. Mutasyon gériime yiizdesine
bakildiginda ise %55,6 ile yine grade 2 en yilksek orana sahipti. Bu
degerlendirmeler Grafik 3.4. de verildi.



41

Grade Degerlerine Gore Mutasyonlu Olgu Sayisi
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Grafik 3.4. Grade degderlerine gére mutasyonlu olgu sayisi.
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4. TARTISMA

Vicutta her organ, milyonlarca hiicreden olugsmustur. Hicreler , yagh
veya hasarli hicrelerin yerine yenilerinin gegebilmesi i¢in strekli olarak
bollnirler. Bu sebeple slrekli bir “hiicre déngiisii” s6z konusudur. Hicre
déngisl, organlann fonksiyonelliginin devami agisindan gok 6nemlidir. Eger
bir organda bulunan bir hiicre, hatali olarak bélinmeye devam ederse,
anormal bir geligme yani timér olugacaktir. Olusan bu timér, invazyon
potansiyeli kazanarak “kanser” hastalijina dénisebilir. Kanser, birden gok
genetik degisiklijin somatik hicrelerde olugmasiyla ortaya ¢ikan bir
hastaliktir. Invazif bir kanseri tanimlarken, timér derecesini anlamak gok
dnemlidir. Anormal davranan hicreler, kaynak aldiklar normal hiicreler gibi
gériunebilir veya gérinmeyebilirler. Ornedin mesane kanserlerinin %90’dan
fazlasini olugturan ve transisyonel epitelyumdan kaynaklanan TCC’de, dusuk
grade TCC olusturan hiicreler, etraflarindaki normal transisyonel epitelyuma
oldukga benzer bir gérinum sergilerlerken, invaze olan kanser transisyonel
hiicreleri farkli goérinimdedir. Aslinda, bu hicrelerin davraniglan oldukga
normal olan gérinimleriyle gelismektedir. Diger yandan, yilksek dereceli
TCC, normal gorinimli ilk halinden, mikroskopik olarak ¢ok farklidir.
Gercekte, yluksek dereceli bir timér, normal doku tipine hig benzerlik
gostermez (9).

Mesane kanserine neden olan bazi risk faktérierinin, gézienen
mutasyonlarin yerini, sikhidimi ve turini etkiledigi cesitli caligsmalarda
gosterilmigtir. Ornegin yapilan bir galismada, mesane kanserli sigara igen
olgularda saptanan p53 mutasyonu, 273. kodonda %12 olarak saptanirken,
sigara igmeyenierde bu mutasyon gézlenmemigtir (105). Phenacetin veya
phenacetinin derivatiflerinden biri gibi analjezikleri yirmi yildan daha uzun
slredir kullanan kadinlar Grotelyal kanser geligtirme riskine sahiptirler (15,
16). Bu durum maruz kalinan risk faktérlerinin, maruz kalma stresi ve
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cinsiyete bagli olarak mutasyon olugturma durumunda degisiklik
yapabilecegini akla getirmektedir.

p53 mutasyonlarinin yaklagik %87’si 5-8. exonlarda ve %751 G:C
ciftlerinde olugurken, mutasyon tiplerinin frekansi kanser tlriine &zgtdar
(108). Ayrica bagka bir yayinda p53 genindeki mutasyonlarin %28 kadarinin
evrimsel olarak korunmusg olan 5-8. eksonlarin digindaki eksonlarda oldugu
bildirilmistir (107).

Yapilan galigmalar incelendiginde mesane kenserinde p53 geninin 8.
eksonunda bulunan mutasyonlarin bitiin p53 mutasyonlari iginde %40-57
arasinda orana sahip oldugu gézlenmigtir (107, 108).

Yine literatirde p53 geninin 5. eksonunda gbézlenen mutasyon
sikiginin %14-32 oldugu goézienmistir (30, 109-111). Bu ¢alismada p53
geninin 5. eksonunda saptanan mutasyon orani ise %27'dir. Elde edilen bu
oran literatiirle uyumludur.

Yapilan galigmalarda p53 geninin 7.eksonunda gézlenen mutasyon
sikliginin %5,25-44,5 oldugu gbzlenmigtir (30, 109-111). Bu ¢calismada p53
geninin 7. eksonunda saptanan mutasyon orani ise %36'dir. Elde edilen bu
sonug literatlirle uyumlu olmakla birlikte, 7. ekson igin kurulan PCR
sunucunda, olgulara ait DNA &rneklerinin hepsinde amplifikasyon elde
edilemedi§i g6z onliinde bulundurulursa bazi g¢aligmalara gbére yiksek
bulunabilecek olan bu oranin normal oldugu digtnlebilir.

p53 geni yaklagik olarak mesane tiimérlerinin %40'iInda mutasyona
ugramugtir (105). Bunula birlikte, Lin ve arkadaglarinin yaptigi bir calismada
caligmaya dahil edilen TCC'li olgulann %67’'sinde p53 mutasyonlar
saptanmigtir (112). Bu galismada ise toplam 22 olgunun 10’unda olmak
Uzere %45’k p53 geni mutasyonu gbézlenmigtir. Elde edilen bu sonug
literatirle uyum gdstermektedir.

Caligmaya dahil edilen 22 olgunun 19'unun erkek 3’Unin kadin
olmasi, mesane kanserinin erkeklerlerde goriilme oranin kadinlara gére daha
ylksek oldugunu dogrular niteliktedir. Nitekim Lin ve arkadaslarinin yapti§
11 yilhk ¢alisma sonucu, galismaya dahil ettikleri 75 olgunun 54 erkek, 21
kadindan olugmasi bu yénde paralellik géstermektedir (112). Caligilan 19



erkek olguda gbzlenen p53 mutasyon orani %36,8 iken 3 kadin olguda %100
olarak saptanmigtir. Bu sonug galigmaya dahil edilebilen olgu sayisinin az
olusu ve kadin olgularin normal insidanstan daha az olusuna baglanabilir
(Grafik 3.2).

Mesane tumorierinin ortalama goérilme yasi 65 olmakla birlikte, 60
yagindan sonra goriiime sikhgi artmaktadir (8). Bu g¢aligmaya dahil olan
olgularin ortalama yasi 66,8 olup, olgulann %68'i 60 yasin Gizerindedir. 50-60
yas araligindaki olgularda saptanan p53 mutasyon oram %57, 61-70 yas
arahgindaki olgularda saptanan p53 mutasyon orani %40, 71-80 yas
araliindaki olgularda saptanan p53 mutasyon orant ise %40 olarak
bulunmustur (Grafik 3.1). ‘

Lorenzo Romero ve arkadaslan yaptiklan c¢alismada, mesane
kanserindeki p53 mutasyon sikhginin en yiiksek olarak grade 2 ve grade 3
tumorlerde oldugunu tespit etmiglerdir (113). Bu galigmada ise grade 2 ve
grade 3 timdrierde saptadigimiz mutasyon orani %80 olmak {izere, Lorenzo
Romero ve arkadaslarinin ulastii sonugla paralellik gostermektedir (Grafik
3.4).

Literatirde, mesane kanserinde, mutasyon sayisiyla, timor invazyon
artigl ve evre arasinda bir korelasyon s6z konusudur (114-116). Lorenzo
Romero ve arkadaglarinin gesitli tiimor tipleriyle yaptiklan calsmada Ta evre
timérlerde %30.3, T2 evre timdrlerde ise %63,2 oraninda, yine ayni grubun
yiuzeyel tumoérlerde yapti§i bagka bir caligmada ise T1 evre timérierde
yiksek oranda mutasyon saptanmustir (113, 116).

LaRue ve arkadaglannin yaptidi bir ¢alismada mesane kanserinde
mutasyonlarin %68,8'1 T1 evre tiimorierde, %31,3' Ta evre tumébrierde
g6zlenmistir (106).

Bu ¢aligmada ise en yiksek mutasyon oranini T1 (% 42,9) ve Ta
(%37,7) evre tumorler gostermektedir. Diger tumdr evrelerine sahip
orneklerin sayisi, % orani hesaplamak igin yetersizdir. TGmor evrelerine gére
saptanan mutasyon sikhidi literatlrle uyumiudur (Grafik 3.3).

p53 mutasyonlarinin mesane kanserinde insidansinin yltksek olusu ve
patogenezinin erken olugmasi, p53 mutasyonlarinin hastaligin kliniginin
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belirlenmesi ve tedavinin ydniendiriimesinde faydali bir prognostik faktér
olabilecegi gérigiinii desteklemektedir.
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5. SONUG

Mesane kanserine neden olan genetik degisimlerin basinda, bu
kanserde en ¢ok mutasyona ugrayan tumér supresér gen olma 6zelligini de
tasiyan p53 geni gelmektedir. Caligmamizda mesane kanserli olgularda
tespit eftijimiz p53 geni mutasyon orani, bu dzelli§i dogrular niteliktedir.
Insanlarda olugan kanserlerin yaklagik olarak yarisinda p53 mutasyonlari
olugsmasi, 6zellikle de mesane kanserinde bu olusumun erken dénemde
gergeklegmesi, klinige, hastaliin prognozunun tahmini konusunda yardimci
olacaktir.

p53 mutasyonlarinin bir prognostik faktér olarak mesane kanseri
prognozunun saptanmasina yardimci olmasiyla, metastaz ve hastaliin
tekrar edebilme riski ve tedaviye olumlu yanit verme konusunda bilgi sahibi
olunabilecektir.
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