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OZET
CYP1A2, CYP2D6, GSTM1, GSTP1VE GSTT1 GENLERi VARYANTLARININ
MESANE TUMORU iLE iLiSKiSi

Dr. Ertan ALTAYLI, Doktora Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi Samsun, Temmuz-2007

Mesane kanseri, gelismis iilkelerdeki iiriner sistem kanserleri icerisinde en
onemlilerinden biridir. Mesane kanseri, etiyolojisi biiyiik 6l¢iide bilinmemekle birlikte,
genetik ve cevresel faktorlerin etkili oldugu disiiniilmektedir. Ksenobiyotik
metabolizmasinda yer alan CYP ve GST enzimleri karsinojenlerin detoksifikasyonunu
saglarlar. Bu ylizden ksenobiyotik metabolizma enzimleri mesane kanserinin
etiyopatogenezinde O6nemli rol oynarlar. Ksenobiyotik metabolizmasinda yer alan
enzimlerin bir ¢ogunun polimorfizmleri, sozii edilen enzimlerin in vivo ifade
seviyesinde degisikliklere yol agmaktadir.

Biz calismamizda, ksenobiyotik metabolizmasinda 6nemli rol oynayan CYP ve
GST metabolizma enzimlerinden CYPIA2 (C734A), CYP2D6 (G1934A) ve GSTPI
(I105V) genleri varyantlar ile GSTM1 ve GSTT1 genleri delesyon polimorfizmlerinin
mesane kanseriyle iligkisini aragtirmayr amacladik. Bu calismada 135 mesane kanserli
hastada ve kontrol olarak kullanilan benzer yastaki 128 saghkli kiside bu
polimorfimlerin dagilimlarin1 arastirdik. Polimorfizmler, polimeraz zincir reaksiyonu-
restriksiyon parcacigl uzunluk polimorfizmi ve multipleks polimeraz zincir reaksiyonu
yontemi ile belirlendi. Genotip ve allel sikliklar1 hesaplandi. Genotip ve allellerin
mesane kanseri riski, demografik faktorler, sigara ve tiimor derecesiyle olan iliskisi
degerlendirildi.

Mesane kanserli hastalarda GSTT1 null genotip goriillme oram %23’tii,
kontrollerde ise bu oran %7 idi (OR, 0.254, %95 CI, 0.115-0558, p=0.001). CYPIA2,
CYP2D6, GSTM1 ve GSTPI genleri polimorfizmleri ile mesane kanseri arasinda
herhangi bir iligki bulunmadi.

Bu veriler calisilan Tiirk populasyonunda GSTT1 null genotipiyle mesane
kanseri arasinda bir iliski olabilecegini gostermektedir. Mesane tiimoriine duyarliligin
belirlenmesinde rol oynayan degiskenleri agiklayabilmek icin ileriki ¢caligmalara ihtiyag

vardir.



ABSTRACT
THE ASSOCIATION OF CYP1A2, CYP2D6, GSTM1, GSTP1 AND GSTT1
GENE POLYMORPHISM IN BLADDER CANCER

Dr. Ertan ALTAYLI, Ph. D. Thesis
Ondokuz Mayis University Samsun, July-2007

Bladder cancer is one of most important urinary tract cancer in developed countries.
Although the etiology of bladder cancer largely is unknown, both genetic and environmental
factors may be involved. CYP and GST are xenobiotic metabolism enzymes that have
function in detoxification of carcinogens. Thus, these enzymes may play and important role in
the etiopathogenesis of bladder cancer. Polymorphism of most of the enzymes in xenobiotic
metabolism leads to changes in levels of in vivo enzyme expression.

The aim of this study was to investigate the relationship between bladder tumor and
variants of CYPIA2 (C734A), CYP2D6 (G1934A), GSTPI (1105V), GSTM1 null, and
GSTTI null which play an important role in xenobiotic metabolism. In this study, we
investigated the distribution of these polymorphisms in 135 bladder cancer patients and
128 age-matched healthy individuals as controls. The polymorphisms were analyzed
using polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism assay and
multiplex PCR method. Genotype and allele frequencies were calculated, and their
associations with bladder cancer risk are assayed, and association with bladder cancer
risk or demographic factors, smoking status, and tumor stage was investigated.

The prevalence of GSTT1 null genotype in cases were 23%, compared to 7% in
the control group (OR, 0.254, %95 CI, 0.115-0558, p=0.001). No association was
observed between CYPIA2, CYP2D6, GSTM1, and GSTPI genes polymorphisms and
bladder cancer.

These data demonstrate that GSTTI gene polymorphism may be associated with
bladder cancer in a Turkish population studied and further studies will be needed to

clarify the role of such variation in determining susceptibility to bladder cancer.
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1. GIRIS

Bat1 iilkelerinde yapilan ¢alismalara gore, mesane tiimorleri, siklik siralamasinda
erkeklerde 4. sirada yer almakta ve tiim kanserlerin % 5-10’unu, kadinlardaki kanser
siralamasinda 8. sirada yer almakta ve tiim kanserlerin % 4’iinii olusturmaktadir (Sanyal
ve ark., 2004). Tiirkiye’de yapilan bir calismada ise mesane kanseri lilke genelinde
Olime neden olan hastaliklar arasinda, 60 yas iizeri erkeklerde 10. (%1.6), aym yas
grubundaki kadinlarda ise 19. (%0.4) sirada yer almaktadir. Karadeniz bolgesinde ayni
yas grubundaki erkeklerde oliim nedenleri arasinda 9. (%1.7) sirada yer almakta ve

kadinlarda ise ilk 20 hastalik icerisine girememektedir (T.C. Saglik Bakanligi, 2000).

Mesane kanserlerinin % 90-95’i1 iirotelyal kanserlerdir ve normal transizyonal
hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde cogalarak “malign” veya “kotii huylu” fenotip
kazanmas1 sonucu gelisirler (Kumar ve ark., 2005). Mesane kanserinin etiyolojisinde;
sigara, mesleki karsinojenler, sistozomiyazis, kronik sistit, tedavi amacli siklofosfamid
kullanim, pelvik radyoterapi, genetik faktorler, cinsiyet, irk ve yas onemli yer tutmaktadir
(Jung, 2000). Patogenezde tiimor baskilayici genler ve onkogenler onemli rol oynamakla
birlikte; c¢esitli metabolizma enzimlerinin polimorfizmlerinin mesane kanseri ile
iliskisini ortaya koyan bircok arastirma yapilmistir. Normal iirotelyal hiicrenin malign
hiicreye doniisiimii ve sonrasinda metastazi, igerisinde bir¢ok farkli genin, proteinin ve
diger molekiillerin etkilesiminin rol oynadigi yolaklarin yer aldigi kompleks bir
mekanizmadir (Knowles, 1999; Quek ve ark., 2003). Metabolizma enzimlerinin bir
kisminin polimorfizmlerinin, enzimlerin “in vivo” ifade seviyelerinde ve dolayisiyla
ksenobiyotik metabolizmasinda olusan degisikliklere bagl olarak, hastalik gelisiminde,
kisisel risk farkliliklarina neden oldugu bildirilmektedir (Autrup, 2000; Miller ve ark.,
2001; Antona ve Sundberg, 2006).

Sitokrom p450 ve glutatyon s-transferaz genlerinin polimorfizmleri, endojen
metabolitlerin ve ksenobiyotiklerin metabolizmasindaki bireyler arasindaki farkliliktan
sorumlu olmas1 nedeniyle c¢esitli kanser arastirmalarinda molekiiler epidemiyoloji
calismalarinin ilgi odagi olmustur. Simdiye kadar sitokrom p450, aile 1, alt aile A,
polipeptit 2 (CYPIA2); sitokrom p450, aile 2, alt aile D polipeptit 6 (CYP2D6);
glutatyon s-transferaz, aile M, alt aile 1 (GSTM1); glutatyon s-transferaz, aile P, alt aile

1 (GSTP1) ve glutatyon s-transferaz, aile T, alt aile 1 (GSTT1) genleri varyantlarinin,



ayr1 veya kismen birlikte, mesane tiimoriiyle iligkisinin incelendigi cesitli calismalar
yapilmistir. CYPIA2 ve CYP2D6 nin mesane kanseri (Romkes-Sparks ve ark., 1994;
Branch ve ark., 1995; Gago-Dominguez ve ark., 2003; Sobti ve ark., 2005) ve cesitli
kanserlerle (Sobti ve ark., 2003; Stefano Landia ve ark., 2005; Li ve ark. 2006) iligkisini
inceleyen calismalar yapilmistir. Aym sekilde GST enzimlerinden GSTM 1, GSTPI ve
GSTTI genlerinin polimorfizmlerinin mesane kanseri (Srivastava ve ark., 2005; Karagas
ve ark., 2005), diger kanserler (Gonliigiir ve ark., 2006; Ates ve ark., 2005), p53
mutasyonuyla (Ryk ve ark., 2005) ve DNA onarim genleriyle (Sanyal ve ark.2004)
iliskisini inceleyen arastirmalar yapilmistir. Bu calismalarin bircogunda celiskili
sonuglar alindigr goriilmiistir. Calismada cogunlugu Orta Karadeniz Bolgesi’nde
yasayan insanlarda CYP1A2, CYP2D6, GSTMI1, GSTP1 ve GSTT1 genleri
varyantlarinin mesane tiimorii ile iligkisinin olup olmadigini belirlenmesi amaclandi.
Ayrica mesane tiimorii ile arastirdigimiz genler arasinda cinsiyet, yas, patoloji sonuglari,
sigara ve alkol kullanimi, aile Oykiisii gibi faktorlerin etkisinin olup olmadigini
belirleme calistik. Populasyonumuzun (¢alisma ve kontrol) allel ve genotip frekanslarini
hesaplayarak diger etnik gruplarla (benzer ¢alisma gruplarimi icerenler) karsilagtirmay1

amacladik.
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2. GENEL BIiLGILER
2.1. Mesane Kanseri (MK) Epidemiyolojisi:

Mesane kanseri bati iilkelerinde erkeklerde karsilagilan dordiincii en sik kanser tiiriidiir
(Ryk ve ark., 2005). Kadinlarda goriilme sikhigr ise yaklasik 3 kat daha fazladir ve hastalik
biiyiik oranda yashlarda goriilmektedir. Mesane kanserinin goriilmesindeki cinsiyet
farkliliklarinin, cevresel karsinojenlere ve sigaraya maruz kalmadaki farkliliklara bagh
oldugu bildirilmektedir. Genel olarak erkekler isyerlerinde mesleki karsinojenlere ve
sigara dumanina daha fazla maruz kalmaktadir. Ancak son ¢eyrek yiizyilda gelismis bati
ilkelerinde kadinlarin da is hayatina biiyiik oranda katilmasiyla kadinlarda da mesane
kanseri sikliginda artis oldugu tespit edilmistir. Mesane tiimorleri nadiren 40 yas altinda
goriilmektedir ve bu hastalarda daha iyi bir histolojik yapiya ve prognoza sahiptir (Jung,
2000). Saghk Bakanhg verilerine gore iilkemizdeki mesane kanseri insidansi diinya
ortalamasinin iizerindedir. Nitekim 2000 yilinda yapilan istatistiklere gore, tilkemizde goriilen

kanserler arasinda siklik siralamasinda 4. sirada yer almistir.

2.2. MK Etiyolojisi:

Mesane kanseri gelisiminde rol oynadig1 ortaya konan etiyolojik faktorler sunlardir:
sigara, mesleki karsinojenler, tekrarlayan ve kronik iiriner sistem enfeksiyonlari,
sistozomiyazis, irolitiyazis, uzun siireli {iriner kateterizasyon, sitotoksik kemoterapi,
pelvik radyoterapi, baz1 analjezikler, cesitli gidalar ve genetik faktorler (Jung, 2000; Kumar
ve ark., 2005) .

Mesane kanserinin sigarayla olan iliskisi yapilan cesitli ¢calismalarda gOsterilmistir.
Sigara mesane kanserlerinin bilinen en 6nemli etiyolojik faktoriidiir (Jung, 2000). Sigara
icenlerde mesane tiimorii gelisme riski ortalama 3-7 kat artmaktadir (Kumar ve ark., 2005).
Mesane tiimoriiniin etiyopatogenezinde tiitiinde yer alan benzo(a)piren, polisiklik aromatik
hidrokarbonlar ve aromatik aminlerin (2-naftilamin, 4-aminobifenil) 6nemli rol oynadigi
belirlenmistir (Cao ve ark., 2005).

Mesane kanserleri etiyolojisinde mesleki karsinojenler ikinci siradadir. Boya, lastik,
deri, kagit, kozmetik ve petrol sanayiinde calisanlarin maruz kaldiklari mesleki karsinojenler

arasinda; anilin boyalari, 2-naftilamin, 4-aminobifenil ve benzidin yer almaktadir (Stadler,
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1993). Mesane kanserinin, endiistriyel karsinojenlere uzun yillar maruz kalindiktan sonra

ve uzun bir latent peryottan sonra gelisebilecegi degerlendirilmektedir ( Jung, 2000).

Bakteriyel enfeksiyon ve uzun siire kalici iiriner kateter takilmasi gibi cesitli
nedenlerle olusan kronik inflamasyonlarin etkisiyle, salgilanan nitrit ve nitrozaminlerin
cesitli genetik mekanizmalar1 etkileyerek hiicre proliferasyonunu artirdigi bilinmektedir
(Badawi, 1996; Stonehill ve ark., 1996). Bu tiir etkilere bagl gelisen maligniteler daha ¢cok
skuamoz hiicreli karsinom seklinde olmaktadir (Tamir ve Tannenbaum, 1996).

Yapilan c¢esitli ¢aligmalarda pelvise uygulanan radyoterapinin mesane kanseri
gelisme riski ile iligkili oldugu bulunmustur. Bu caligmalarda mesane kanserinin, alinan
radyoterapinin dozu ile orantili olarak 5-10 yil sonra gelisme egiliminde oldugu ve tiimoriin
genellikle yiiksek evre gosterdigi ortaya konmustur (Kaldor ve ark., 1995; Neugut ve ark.,
1997). Ayrica radyoterapinin mesane kanserleri insidansim yaklasik 1.5-4 kat artirdigi
gosterilmistir.  Yiiksek doz radyoterapinin kemoterapi ile birlikte verilmesi bu riski
artirmaktadir. Mesane kanseri  gelisiminde, myeloproliferatif ve lenfoproliferatif
malignitelerde kullamlan ve bir alkilleyici ajan olan siklofosfamid aliminin, 9 kat risk artisina
neden oldugu gosterilmistir (Tuttle ve ark., 1988). Bu risk artisi, alinan toplam
siklofosfamid dozu ile iliskili bulunmustur (Travis ve ark., 1995).

Ailesel mesane kanserleri, tiim mesane kanserlerinin ¢cok az bir kismim
olusturmaktadir. Ailesel mesane kanserlerinin daha ¢ok gen¢ insanlarda goriilmesi, kanser
gelisimindeki genetik komponentin varligin1 desteklemektedir (Kiemeney ve Schoenberg,
1996). Ancak bu konuda tutarli sonuclar yoktur; nitekim yapilan baz1 ¢alismalarda pozitif
aile hikayesi olanlarda mesane kanseri riskinin 1.5-2 kez arttig1 gosterilitken (Kramer ve
ark., 1991; Goldgar ve ark., 1994), diger baz1 ¢alismalarda mesane kanseri riski, ikinci
derece akrabalarda, birinci derece akrabalardan daha fazla bulunmustur (Kiemeney ve ark.,

1997).

2.3. MK Molekiiler Biyolojisi ve Patogenezi:

Kanser genel olarak genetik bir hastaliktir. Kanserin temelinde, hiicre dongiisiinde rol
oynayan genetik mekanizmalarda meydana gelen degisiklikler yatmaktadir. S6z konusu
genetik mekanizmalarda meydana gelen degisikliklerden en ©nemlisi, genlerin ifadesini
degistiren mutasyonlardir (Hanahan ve Weinberg, 2000). Kanserlerin bir¢ogunda

mutasyonlar somatik hiicrelerde meydana gelir ve bu mutasyonlar gamet hiicreleri aracihigiyla



12

gelecek nesillere aktarilmaz. Kanser patogenezi ile ilgili olarak, yalnizca bir somatik hiicrede,
zaman icerisinde, bir ya da birden fazla genin mutasyona ugramasi ve bunu takiben art arda
olusan mutasyonlar sonucunda kontrolsiiz hiicre ¢cogalmasi kavrami oldukca yaygin bir
sekilde kabul gormektedir (Nussbaum ve ark., 2005).

Son yillarda kanserle ilgili yapilan yogun aragtirmalar, hiicre cogalmasi ve apoptozisi
kontrol eden genlerin mutasyonlarinin da kanserden sorumlu oldugunu gostermistir
(Knowles, 1999; Jung, 2000; Quek ve ark., 2003). Kanser hiicrelerinin genelde iki
onemli 6zelligi vardir. Bunlar kontrolsiiz ¢ogalma ve metastaz yapabilme yetenegidir. Bu
nedenle kanser ile ilgili caligmalarda 6zellikle hiicre dongiisiiniin genetik kontrolil ve metastaz
genetigi ile ilgili konular arastirilmaktadir. Hiicre dongiisiiniin G1, S, G2 ve mitoz boliinme
safhalar sirasinda meydana gelen olaylar kanser biyolojisi ile yakindan ilgilidir. Bu konuda
degisik organizmalarda yapilan caligmalar sonrasinda, her ne kadar mekanizmalar tam olarak
aydinlatilamasa da, ortak bazi sonuclara ulagilmistir. Buna gore, hiicre dongiisii ii¢ farkli
noktada kontrol edilmektedir. Bu {i¢ farkli kontrol noktasinin ayri ayri olmak iizere; G1/S,
G2/M ve M igerisinde yer aldigi diistiniilmektedir. Tiim bu kontrol noktalarinda dongiiniin
ilerlemesine veya durmasina karar verilmektedir. Sozii edilen bu yolaklarda ozellikle iki simf
protein rol oynamaktadir. Bunlar protein kinazlar ve siklinlerdir. Ornegin; CDK (cyclin-
dependent kinase) 1/siklin B kompleksi; G2’den M’ye gecis swrasinda, kromatinin
kromozomlan olusturmak iizere yogunlagsmasim, cekirdek zarmin par¢alanmasini ve hiicre
iskeletinin yeniden yapilandiriimasin saglar. G1’den S’ye gegis sirasinda ise CDKI1 ile birlikte
siklin C, D ve E rol oynamaktadir (Klug ve Cummings, 2000).

Hiicre dongiisii ile iliskili olarak kanser gelisiminde rol oynayan genler baslica iki
gruba ayrilmaktadir: protoonkogenler ve tiimor baskilayict genler. Birinci grupta bulunan
protoonkogenler ¢ogunlukla normal hiicrelerde de bulunan, hiicre siklusu ve proliferasyonu
ile ilgili normal hiicresel olaylardan sorumlu olan genlerdir. Protoonkogenler, gen
amplifikasyonu, kromozomal translokasyon ve nokta mutasyonu gibi ¢esitli mutasyonlara
bagl olarak anormal yapidaki onkogenlere doniisiirler (Hanahan ve Weinberg, 2000).
Onkogenler agir1 ifade edilmesi veya mutant onkoproteinlerin iiretimi yolu ile kanser
gelisimi ve ilerlemesine yol acarlar. Onkogenler hiicresel seviyede dominant etkiye sahip
genlerdir; yani aktive edildiklerinde veya ifade seviyeleri arttiginda tek bir mutant allel bir

hiicreyi normalden malign fenotipe doniistiirebilir. Ancak neoplastik transformasyonun
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ortaya cikmasi icin genellikle cok sayida onkogenin ifade edilmesi gereklidir (Klug ve
Cummings, 2000).

Mesane kanseri ile iligkili en iyi bilinen onkogenler H-ras, erb-B2 ve c-myc’dir.
Onkogenlerle ilgili yapilan ¢alismalarda 1, 3, 6, 8, 10, 12 ve 20. kromozomlarda da
mesane kanseri ile iligkili onkogenler olabilecegi gosterilmistir (Knowles, 1999).

Ikinci grupta bulunan tiimér baskilayici genler ise onkogenlerin tersine hiicre
cogalmasini inhibe edici ozellikte olan genlerdir. Bu genler kanser gelisimine etkileri
bakimindan resesif Ozelliktedirler. Yani tiimor baskilayici genlerin kanser gelisiminde etkili
olabilmeleri icin her iki allelinin birden mutasyonlar sonucu fonksiyonunu yitirmesi gerekir
(¢ift vurus hipotezi) (Knudson, 1971). Tiimor baskilayici genler son derece heterojendirler;
hiicre biiyiimesini dogrudan diizenleyebilecekleri gibi DNA hasarin1 tamirde ve genomik
biitiinliigii saglamada rol alarak dolayli yoldan da etkili olabilirler. Ayrica, apoptozisi bloke
eden genler de tiimor baskilayici genler arasinda sayilmaktadir. Siklikla kromozom
delesyonlari, nokta mutasyonlar1 ve insersiyonlar sonucu bu genlerin fonksiyonlarinin
bozulmasina bagh olarak hiicre proliferasyonunun kontrolii ortadan kalkarak karsinogenez
icin uygun kosullar ortaya ¢ikmaktadir (Quek ve ark., 2003).

Polimorfik belirtegler kullanilarak yapilan heterozigozite kaybr analizi ve
karsilastirmali genomik hibridizasyon yontemi ile yapilan ¢alismalar; bircok mesane
kanserinde spesifik allelik delesyonlar oldugunu ortaya koymustur ki bunlar normal
dokularin DNA’sinda gosterilememistir (Cairns ve ark., 1993). Belirli baz1 genlerin
Ozgiil bolgelerdeki delesyon ya da inaktivasyonlar kanser gelisimine neden
olabilmektedir. Bir¢ok degisik kanserlerde benzer delesyonlu bolgeler siklikla gozlenir
ve bunlar malign degisim ve hastaligin ilerlemesinde temel role sahiptir. Genellikle bu
tip genler hiicre boliinmesini, programli hiicre oliimiinii veya genetik mutasyonlarin
yayillmasini Onleyen ya da diizenleyen proteinleri kodlamaktadir. Kromozom 13q’daki
retinoblastoma geni (Rb) ve kromozom 17p’deki p53 geni en iyi ¢alisilmig tlimor
baskilayict genlerdir. Mesane kanserinin baslangicinda ve ilerlemesinde de bu genlerin
onemli rol oynadiklar1 gosterilmistir. Mesane kanseri ile ilgili yapilan ¢aligsmalarda
ozellikle kromozom 9’da delesyon bulunmasi bu kromozom iizerinde daha bagka tiimor
baskilayict genlerin oldugu siiphesi oldugunu diisiindiirmektedir (Louhelainen ve ark,
2000). Mesane kanserli hastalarda tiimor baskilayici genlerle ilgili yapilan ¢alismalarda

ayrica; 3, 4, 8, 11 ve 14. kromozomlarda da tiimor baskilayicit genlerin olabilecegi
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gosterilmistir (Knowles, 1999). Mesane kanserinin patogenezi $ekil 1’de dzetlenmistir.

Mesane kanserinin ilerlemesinde yer alan histopatolojik degisimler ve molekiiler

bilgiler Sekil 2’de verilmistir.

MK PATOGENEZI

*Cevresel faktorler, genotip-
fenotip etkilesimi

*Kimyasal karsinojenler
*Ksenobiyotik
metabolizmasi

Normal hiicre

DNA hasari

genleri (CYP-GST)

Hicre genomunda
mutasyon

DNA onarim genlerinde
mutasyon

Onkogenlerin
aktivasyonu

Tumér baskilayici
genlerin inaktivasyonu

( Apopitozis genleri )

Kanser hicresi

Sekil 1. Mesane kanseri patogenezi.
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Normal Urotelyum

Atipi/G1

TP53

Atipi/G2

TP53(%65)

9p/9q
Delesyonu
9p/9q Hiperplazi
9p/9q Atipi
Yiizeyel papiller (Ta)
G1?» G2 G3

Karsinoma in situ

9p/ 9q-(%34)

TP53(%3)

TP53

%10-20

3p-,8p-,14q-,13¢-
9p/9q-(%12)

9p/ 9q-?

Lamina Propria
Invazyonu (T1)

TP53(%32)

9p/9q-(%59)
Kazanilanlar:1q,8q,3p,3q9,5p,6p
10p Kaybedilenler:2q,8p,11p

Amplifikasyon:1q,3p,6p.8p.8q,
10p,11q,12q,13q,Xp,Xq

Kasa invazif Tiimor (>T2)

TP53(%51)

Diger cesitli
degisiklikler

Sekil 2. Mesane kanserinde ortaya c¢ikan histopatolojik-genetik degisiklikler (Spruck ve
ark., 1994; Knowles, 1999).

2.3.1. Onkogenler:

2.3.1.1. ErbB (Epidermal growth factor receptor B)

ErbB gen ailesi, tirozin kinaz reseptorleri siiper ailesine ait olan transmembran

reseptor proteinleri kodlar. Bunlar normal hiicrelerin ¢cogalmasinda ve farklilagsmasinda

onemli rol oynarlar. ErbB reseptor gen ailesinin dort tane iiyesi vardir: ErbBl (EGFR:

epidermal growth factor receptor), ErbB2 (HER2:human epidermal growth factor

receptor), ErbB3 ve ErbB4 (Amsellem-Ouazana ve ark., 2006). Mesane kanserinin

baslangic ve ilerlemesinde ErbB sinyal regiilasyonundaki degisikliklerin reseptoriin
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kendisiyle ve/veya onun ligandiyla ilgili olabilecegi yoniinde siipheler vardir
(Thogersen ve ark., 2001). Mesane tiimorlii hastalarda yapilan calismalarda ErbB2’nin
asirt ifade edilmesi ile tiimor derece ve evresi (grade-stage) arasinda iligki oldugu
gosterilmistir (Gorgoulis ve ark., 1995; Moriyama ve ark., 1991; Coombs ve ark.,
1991). Ancak bu sonu¢ diger bazi calismalarda dogrulanamamistir (Lipponen ve
Eskelinen, 1994; Mellon ve ark., 1996). Sistoskopik olarak normal iirotelyumlu
kisilerde EGFR’nin anormal seviyede ifade edilmesinin, EGFR’nin mesane kanseri
tiimorogenezisinin erken belirleyicisi olabilecegini diisiindiirmektedir (Rao ve ark.,
1993; Theodorescu ve ark., 1998). Bu konuda tartigmali sonuclar alinmis olsa da ErbB
reseptorleri malign transformasyonda onemli rol oynamakta ve mesane kanserinde
tespit edilmesi prognostik acidan deger tasimaktadir (Habuchi ve ark., 2005).

Biiylime faktorii reseptorlerinin anormal ekpresyonlar1 ve anormal fonksiyonlari
malign hiicrelerin proliferatif kapasitesini arttirabilir. EGF’nin biyolojik olarak aktif
formu, insan idrarinda yiiksek konsantrasyonda bulunan potent bir mitojendir (Hirata ve
Orth, 1979). Yapilan calismalarda EGF, mesane kanserli hastalarin idrarinda diisiik
konsantrasyonda bulunmus ve bu durumun; mesane kanserli hastalarin iirotelyumunda
ligant baglayan EGFR’lerdeki artmaya karsi refleks olarak gelismis olabilecegi
degerlendirilmistir (Messing ve Murphy, 1994).

Ayrica EGFR’lere baglanan ligantlar yalnizca mitojeniteyi uyarmakla kalmaz
aynt zamanda hiicresel motiliteyi ve EGFR’lerin stimiilasyonunu da uyararak

transepitelyal motiliteyi ve timor invazyonunu da saglamaktadirlar (Messing, 1990).

2.3.1.2. H-ras (Human retrovirus-associated DNA sequences)

H-ras geni, hiicre zarinin sitoplazmik kismina yapisan ve sinyal aktariminda
gorev alan bir proteini kodlamaktadir. Mesane kanserli hastalarda yapilan ¢calismalarda,
bu genin kanser gelisiminde Onemli rol oynadig1 ve H-ras mutasyonlarimin mesane
kanserlerinin  %36’sinda bulundugu gosterilmistir (Czerniak ve ark., 1990).
Mutasyonlarin biiyiik kismi 12. kodondaki nokta mutasyonlar1 (G—A) olmakla birlikte,
13. kodonda (G—T) ve 61. kodonda (A—T) da cesitli nokta mutasyonlar1t bulunmustur
(Kroft ve Oyasu, 1994; Nagata ve ark., 1990). Bu konuda yapilan caligmalarin bir
kisminda yiizeyel mesane kanserlerinde H-ras’1n asir1 ifade edilmesi ve hastaligin erken

tekrarlamas1 arasinda iliski oldugu gosterilirken (Fontana ve ark., 1996), bazi
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calismalarda bu iliski gosterilememistir (Bittard ve ark., 1996; Olderoy ve ark., 1998).
Ancak H-ras aktivitesi mesane kanserinin takibinde kullanilan, hastaligin ilerlemesini

gosteren belirteclerden birisidir (Habuchi ve ark., 2005).

2.3.1.3. c-myc (Cellular-myelocytomatosis)

myc gen ailesi, DNA’ya baglanma aktivitesi gosteren ve hiicresel
proliferasyonun diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan cesitli ¢ekirdek fosfoproteinleri
kodlar. C-myc gen ailesinde, kromozomal translokasyon ve gen amplifikasyonu
nedeniyle olusan mutasyonlar, hiicre cogalmasindaki kontroliin bozulmasina neden
olmaktadir (Watt ve ark., 1985). C-myc aktivitesi; Max (myc-associated factor X) ve
Mad (max dimerization protein) adl1 diger bazi proteinlerle birleserek heterodimerik bir
kompleks olugmasi ile saglanir (Amati ve Land, 1994; Vastrik ve ark., 1995; Hurlin ve
ark., 1995). C-myc’nin asin ifade edilmesi, yapilan ¢alismalarin bir kisminda mesane
kanserini de iceren bir ¢ok kanserle iliskili bulunurken (Kotake ve ark., 1990; Berns ve
ark., 1992); bir kisminda da iligkisiz bulunmustur (Lipponen, 1995). Mesane kanserinde
c-myc gen ailesi ile ilgili veriler tartismali olsa da prognostik belirtec olarak

kullanilmaktadir (Habuchi ve ark., 2005).

2.3.2. Tiimor Baskilayic1 Genler

2.3.2.1. Rb (Retinoblastoma Geni)

Rb geni kromozom 13q14°de lokalizedir ve niikleer bir fosfoprotein olan pRb’yi
kodlar. pRb’nin regiilasyonu, hiicre dongiisiiniin G1/S kisminda 6nemli bir kontrol
noktasi olusturur (Bookstein ve ark., 1988; Mihara ve ark., 1989). Defosforile haldeki
pRb’nin, hiicre dongiisiindeki fonksiyonu, bir transkripsiyon faktorii olan E2F adli
proteine baglanarak hiicre dongiisiinli durdurmaktir. pRb, siklin/CDK kompleksi
tarafindan fosforile edildiginde E2F-1 salinarak timidin sentetaz gibi genlerin
transkripsiyonunu saglar. Boylece hiicre dongiisiinde DNA sentez fazini (S) yiiriitecek
olan f{irlinler iiretilir. pRb proteininin Rb geninin mutasyonu ya da delesyonlari
nedeniyle azalmasi, pRb’nin ifade yoklugu olarak tamimlanir. Rb lokusundaki
heterozigotluk kaybi ile pRb’nin ifadesinin olmamasi arasinda kuvvetli bir iligkili

vardir. Mesane kanserlerinin yaklasik olarak %30’unda Rb geni mutasyonlari
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goriilmiistir (Cordon ve ark., 1992). Ozellikle kasa invaze tiimorlerde pRb’nin
immiinohistokimyasal olarak tespit edilememesi tiimor derece ve evresinin artmasiyla

iliskili bulunmustur (Grossman ve ark., 1998; Cote ve ark., 1998).

2.3.2.2.p53

p53 geni kromozom 17p13’°te lokalizedir ve hiicre dongiisiiniin durdurulmasinda
hayati 6nemi olan bir protein kodlamaktadir (Agarwal ve ark., 1998). p53 geni
tarafindan kodlanan ve bir transkripsiyon faktorii olan p53 proteini, DNA onariminda ve
apoptoziste Onemli bir role sahiptir. Genomu zarar gormiis hiicrelerin hayatta
kalmalariin uzamasi ve apopitozise diren¢ gelismesi; tiimor dokusunun genislemesine
ve hiicre proliferasyonunun artmasina neden olan kanserin altin kriterlerinden birisidir
(Bryan ve ark., 2005a). Apopitotik yolak DNA hasarina cevap olarak aktive edilir ve
onkogen aktivasyonu ile hipoksi gibi faktorler bu dengeyi bozar (Hanahan ve
Weinberg, 2000). P53 apopitozisi ve DNA onarimini uyarir bu nedenle genomun
gardiyanm olarak tanimlanir (Kelly ve ark., 1999; Lane, 1992). DNA hasarindan sonra
pS53 proteini seviyesi artarak p21’in transkripsiyonel aktivasyonunun artmasina neden
olur. Boylece hiicre dongiisii durdurulur. Sonugta preapopitotik sinyal mitokondride
sitokrom c¢’nin salinmasina neden olur ve bdylece apopitozisi yOneten kaspazlarin
aktivasyonu saglanir (Green ve Reed, 1998). Bcl-2 (B-cell CLL/lymphoma 2) protein
ailesi, sitokrom c ve kaspazlarin salinimini kontrol ederek apopitozisin regiilasyonunu
saglar. Bax (Bcl2 associated protein X), Bak (Bcl2 homologous antagonist/killer), Bid
(Bcl2 interacting domain death agonist) ve Bim (Bcl2 interacting mediator of cell death)
proapopitotik proteinlerdir. Bcl-2, Bcl-XL ve Bcl-W ise antiapopitotik proteinlerdir
(Bryan ve ark., 2005a). Sekil 3’te apopitoz yolaglr ve komponentleri gosterilmektedir.
Mutant p53 proteinin yarilanma Omrii yabanil tip p53 proteininden daha uzun
oldugundan, mutant p53 proteini immiinohistokimyasal olarak kolaylikla tanimlanabilir.
Kasa invaze transizyonal hiicreli karsinomlarin yaklasik olarak %50’sinde p53’iin
cekirdekte asir1 ifade edilmesine bagli olusan mutant proteinin varligi gosterilmistir.
Mutant proteinin varligi tiimor dokusunun derecesinin ve klinik evresinin artmasi ile
iligkili bulunmustur (Habuchi ve ark., 1992). Yiizeyel hastalikta mutant p53°iin ifade

edilmesi daha azdir ve p53 proteini seviyelerindeki degisiklikler, hastaligin prognozu ve
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sag kalimin tahmin edilmesi ile iligkili bulunmustur (Esrig ve ark., 1994; Sarkis ve ark.,
1993; Lacombe ve ark., 1996).

Mesane kanserinin tekrarlamasinda ve ilerlemesinde p53’tin yaninda p2/ de
onemli rol oynamaktadir (Cordon, 1995; Agarwal ve ark., 1998). p53, hiicre dongiisiinii,
p21’in ifade edilmesini diizenlemek yoluyla da etkilemektedir. P53 degisiklikleri, p27
ifadesinin azalmasina ve sonucta hiicre boliinmesinin diizenlenme mekanizmasinin
bozulmasina neden olmaktadir (Parker ve ark., 1995; Stein ve ark., 1998). Bu konuda
calisma yapan arastirmacilarin bir kismu p2/7’in ekspresyonunun azalmasini, hastaligin
tekrarlama hizinda artigla ve hayatta kalimin azalmasi ile iliskili bulurken (Stein ve ark.,
1998) diger bazilari, bu konuda yeterince agiklik olmadigini belirtmislerdir (Lipponen
ve ark., 1998; Liukkonen ve ark., 2000).

Hasari sitokrom ¢ bl

salinir
p21 Kaspazlar -(I_‘-,gig
Hucre cogalmasi Programli hicre
durdurulur Olimu

Sekil 3. Apopitozis yolagi ve bilesenleri (Bryan ve ark., 2005a).
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2.3.3. Kanserin Ilerlemesi

Mesane kanserinin ilerlemesi ve malign fenotip gelismesi sirasinda, hiicreler
normal hiicrelerde olmayan belirli baz1 6zellikler daha kazanirlar. Bunlar, hiicresel
hareketlilik, anjiogenezis gelismesi, invazyon ve metastazdir. Malign fenotip gostergesi
kriterlerin karsinogenezisin hangi evrelerinde ne seviyede ortaya ciktigr Sekil 4’te
Ozetlenmistir. Bu Ozellikler, vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) ve cesitli
hiicresel adezyon molekiillerinin ifade seviyesinin artmast ya da azalmasiyla ve

anjiogenik faktorlerin asir1 iiretilmesiyle kazanilmaktadir (Bryan ve ark., 2005b).

oo )

Yeterli seviyede biylime sinyali Yeterli seviyede bilyime sinyali

BuyUmenin inhibisyonuna

duyarsizlik BlylUmenin inhibisyonuna duyarsizlik

Programli hiicre Programli hiicre 6liminden kaginma

6liminden
kacinma

VNV

Sinirsiz buyime potansiyeli Sinireiz biytme

potansiyeli
Anjiyogenezis gelismesi Anjiyogenezis gelismesi >
Doku invazyonu ve
metastaz Doku invazyonu ve metastaz

Sekil 4. Tiimor gelisiminde rol oynayan belirli mekanizmalarin ortaya ¢ikma zamanlari

(Bryan ve ark., 2005b).



21

2.3.3.1. Anjiyogenez gelisimi

Timor biiylimesi ve metastaz “neovaskiilarizasyon” veya “anjiyogenez” olarak
da ifade edilebilen “yeni damar olusumu’nu gerektirmektedir. Tiimor dokusunun hizl
klonal genislemesi ve makroskopik olarak biiylimesi tiimoriin anjiyogenez ve
neovaskiilarizasyon yetenegine baglidir. Anjiyogenezin gelisimi anjiyogenezi uyaran ve
engelleyen faktorlerin arasindaki dengeye baghdir (Hanahan ve Weinberg, 2000;
Streeter ve Haris, 2002). Anjiyogenezi uyaran faktorler arasinda VEGF, asidik
fibroblast biiyiime faktorii (FGF1) ve temel fibroblast biiyiime faktorii (FGF2) vardir
(Veikkola ve Alitalo, 1999). Yine yapilan bir caligmada yiiksek VEGF serum
seviyelerinin; yiiksek tiimor derece ve evresi ile, vaskiiler invazyonla, karsinoma insitu,
metastaz ve kotii sag kalimla onemli derecede iliskili oldugu gosterilmistir (Bernardini
ve ark., 2001). Ayni sekilde trombospondin-1 seviyesindeki diismelerin hastaligin artan
tekrarlama hiziyla, sag kalim siiresinin kisalmasiyla ve p53’iin ifadesinin azalmasiyla
iligkili bulunmustur (Bochner ve ark., 1995).

Ayrica diger anjiyogenik faktorler olan Otokrin Hareketlilik Faktorii (Autocrine
motility factor: AMF) (Guirguis ve ark., 1998), AMF reseptorii (Korman ve ark., 1996),
siklooksijenaz-2 (COX-2), hyaliironik asit ve bunlarin pargalanma {irlinlerinin
(Lockeshwar ve ark., 1997) iiriner salinim1 mesane kanserli hastalarda artmaktadir. Bu
nedenle sozii edilen bu faktorlerin tespit edilmesinin, tiimoriin takibinde Onemli
olacagini diisiindiirmektedir. Ayn1 zamanda, beklenecegi gibi, anjiyogenezin potent
inhibitorii olan Trombospondin-1’in mesane kanserli hastalarda diisiik oldugu
goriilmiistiir. Trombospondin-1 ayni zamanda p53 proteini tarafindan pozitif olarak
diizenlenir ve normal p53 fonksiyonunun kaybi anjiyogenezin inhibisyonunun ortadan
kalkmasina neden olur. Bu konuda yapilan bir calismada mesane kanserinde,
anjiyogenezin normal {irotelyuma gore daha fazla uyarildigi, mikrodamar yogunlugunun
arttigl ve bu durumun hastalifin ilerlemesiyle ilgili onemli bir belirleyici oldugu
gosterilmistir (Chaudhary ve ark., 1999). Yapilan bir caligmada trombospondin-1’in
mesane kanserli hastalarin mesanesinde diigsiik bulunmasi hastaligin yiiksek tekrarlama
hiz1 ve kisa hayatta kalma siiresi ile iligkili oldugu bulunmustur (Grossfeld ve ark.,
1997).

Hipoksi iligkili protein olan karbonik anhidraz IX (carbonic anhydrase : CA IX)

doku pH’sim1 diizenler ve mesane kanserinde hipoksi belirteci olarak kullanilir. CA
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IX’un ifadesi, mesane kanserinde VEGF’nin ifadesi ile iligkilidir ve Ta/T1 tiimorlerde
kasa invaze tiimorlerden Onemli derecede daha fazladir. Ancak yine de CA IX’un

onemli bir prognostik degeri yoktur (Turner ve ark., 2002; Hussain ve ark., 2004).

2.3.3.2. Hiicre dis1 matriks ve hiicre adezyon molekiilleri

Hiicre dis1 matriks ve hiicre adezyon molekiileri, dokularda normalde var olan ve
tiimor hiicrelerinin metastazini 6nleyen bir cesit dogal bariyer olarak tanimlanabilir.
Hiicre adezyon molekiilleri ve diger hiicre dist matriks komponentleri, iirotelyal
hiicreler ile bazal laminay1 birbirine bagladigindan, buradaki anormallikler hiicresel
kiimelenmeye ve lokal motilitede degisikliklere neden olabilir. Ayrica hiicreler arasi
haberlesmede yer alan bir¢cok molekiil, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde rol oynayan
bliylime faktorii reseptorlerinin ifade edilmesini ve islevlerini etkileyerek {iirotelyal
karsinogeneziste Onemli bir yer tutmaktadir (Jung, 2000). Matriks metalloproteinler
(MMP)’in, hiicre dis1 matriksin ve bazal membranin proteolitik olarak pargalanmasini
saglayan ve insan tiimorlerinde genellikle fazla ifade edilen bir protein ailesidir. Yapilan
cesitli calismalarda mesane kanserlerinde MMP-2 ve MMP-9 ifadesinin, tiimoriin artan
derece ve evresiyle birlikte arttig1 gosterilmistir (Kanayama, 2001; Vihinen ve Kahari,
2002). CD44, ras araciligiyla hyaliironik asit cevabi olusturarak sinyal iletiminde ve
hiicre-hiicre, hiicre-matriks etkilesiminde rol oynayan ve hiicre ylizeyinde yaygin olarak
ifade edilen bir adezyon molekiiliidiir (Naot ve ark., 1997). CD44 ifadesi yiizeysel
mesane kanserlerinde yiiksek olmasina ragmen tiimor kasa invaze oldugunda CD44
seviyesinin diistiigi goriilmiis ve bunun splays varyasyonuna bagli oldugu
degerlendirilmistir (Takada ve ark., 1996). Son verilere gore CD44v6-10 (splays
varyantlar1)’'un standart CD44’e oraninin, iirotelyal kanserlerde, acik olarak tiimor
progresyonu ile iliskili oldugu goriilmiistiir (Matsumura ve ark., 1995; Takada ve ark.,
1996; Miyake ve ark., 2002).

Kaderinler transmembran glikoprotein ailesidir ve kalsiyuma bagimli hiicre
adezyonunda gorev yaparlar. Kaderinler epitel dokuda hiicre-hiicre adezyonunda énemli
rol oynamaktadir. Kaderinler hiicreler aras1 baglanti ve desmozomlarin her ikisinin de
yapisinda yer alir (Takeichi, 1991). Hiicreler arasindaki birlesme hiicre disinda yer alan
E, P ve N kaderinler arasinda gerceklestirilir (Shapiro ve ark., 1995). E-kaderin bir

timor baskilayicidir ve genel olarak epitelyal tiimorlerde ifadesi azalmaktadir. E-
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kaderinin ifadesinin gerilemesi, mesane kanserli hastalarin tamaminda; yasam siiresinin
kisalmasi, tiimoriin tekrarlama riskinin artmasi ve invazyon yeteneginin artmasi ile
iliskili bulunmustur (Popov ve ark., 2000; Byrne ve ark., 2001). Baz1 mesane kanserli
hastalarda, E-kaderin genindeki mutasyon ve hipermetilasyona bagli olarak E-kaderin
ekspresyonunun azaldig1 goriilmiistiir (Ribeiro-Filho ve ark., 2002). Hiicre iskeletinde
kaderinlere yapisan; alfa, beta ve gama katerinler adl1 protein molekiillerinin kayb:1 da
tiimoriin evre ve derecesinin artmasi ile iliskili bulunmustur (Shimazui ve ark., 1996).
Integrinler, heterodimerik transmembran bir protein ailesidir ve reseptor
fonksiyonu goriirler. Integrinler de tipki laminin, fibronektin ve kollajen gibi
ekstraselliiler matriks komponentleridir (Jung, 2000). Alfa-6 beta-4 integrin, normalde
tirotelyumun alt membraninda yer alir ve hiicre gociinde etkili bir bariyer olusturan
hemidesmozomal yapigsma kompleksindeki kollojen VII ile iliskilidir. Mesane tiimorii
hiicrelerinde kollajen VII ile alfa-6 beta-4 integrin iligkisinin kaybolmasi belki de kanser
dokusunda goriilen iirotelyal bariyer fonksiyonun kaybolmasini agiklamaktadir (Liebert

ve ark., 1994).

2.3.4. Kromozom 9 Degisiklikleri

Kromozom 9 delesyonlari, mesane kanserlerinin tiim derece ve klinik
evrelendirmelerinde %60’tan fazla oranda goriilmektedir. Kromozom 9 aberasyonlari,
yapilan molekiiler ve sitogenetik caligmalara gore hastaligin baslangicinda da vardir ve
hastaligin erken yasta goriilmesi ile iligkilidir (Tsai ve ark., 1990).

Yalniz basina kromozom 9 delesyonlari, hastaligin ilerlemesi ile nadiren; fakat
tekrarlamasi ile siklikla iligkilidir. Mesane kanserli hastalarda yapilan caligmalarda
kromozom 9’un uzun kolunda, en azindan bir bdlgenin delesyonlu oldugunun
bulunmasi, bu bolgede baska tiimor baskilayic1 genler olabilecegini diisiindiirmektedir
(Jung, 2000). Cesitli kanserlerde kromozom 9p21 bolgesinin, mutasyona ugramis olmasi
bir tiimor baskilayici genin varligi goriisiinii desteklemektedir (Keen ve Knowles,
1994). Eldeki veriler bu kromozom iizerindeki siklin bagimli kinaz 2 (cyclin dependent
kinase 2: CDKN2) ya da p16 lokusuna igaret etmektedir ve bu lokuslarda siklin bagimli
kinaz inhibitor proteinleri kodlanmaktadir (Kamb ve ark., 1994). Bunlar pRb’nin
fosforilasyonunu 6nleyerek pRb’nin aktif kalmasini ve hiicre dongiisiiniin G1 fazindan

cikisini bloke etmektedir. pRb fosforilasyonuyla birlikte p16’nin fonksiyon kaybi
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hiicrenin S fazina gegmesini saglayarak hiicre biiyiimesindeki diizenlenmenin bozulmasi
ile sonuc¢lanmaktadir. Ayrica mesane kanserli hastalarda 9p21°de yer alan INK4A
(inhibitor kinaz 4A)/ARF (alternate reading frame) ve INK4B lokuslarinda da delesyon
oldugu gosterilmistir. Bu kompleks genomik bolge hiicre dongiisiiniin negatif
kontroliinde gorev yapan pl6, pl4 ARF ve pl5 adl ii¢ farklh proteini kodlamaktadir
(Gonzalgo ve ark., 1998; Quelle ve ark., 1995; Cairns ve ark., 1994; Devlin ve ark.,
1994).

2.3.5. Mikrosatellit Kararsizhig

Mikrosatellit kararsizligi, genom igerisinde normalde var olan farkli sayilardaki
kiiciik tekrarlayan niikleotit dizilerinin sayilarindaki anormal degisikliklere denir.
Mikrosatellit dizilerindeki bireyden bireye olan degisiklikler, kalitimla sonraki nesillere
aktarilabilir ve bireyin tiim hiicrelerinde tanimlanabilir. Mesane kanserinin de dahil
oldugu bircok kanser tipinde genom igerisinde yer alan 1-4 baz uzunlugundaki niikleotit
tekrar dizilerinin sayilar1 genellikle artmistir. Kanser hiicrelerinde bir¢ok dizide siklikla
var olan mikrosatellit degisiklikleri DNA replikasyon hatalarina neden olmaktadir.
Mikrosatellit kararsizliginin neden oldugu DNA replikasyon hatalarimin, ekzonlarin
icinde olmas1 halinde, tiimor baskilayici genlerde ve onkogenlerde meydana gelen
degisiklikler nedeniyle tiimor gelisiminde ve ilerlemesinde etkili oldugu
diistiniilmektedir (Jung, 2000).

Mikrosatellit kararsizliginin mesane kanserleri ile iligkisini ortaya koymak
maksadiyla cesitli calismalar yapilmistir. Mao ve arkadaslari mesane kanseri tanisi
konan 20 hastanin 19’unda idrar sedimentlerinde mikrosatellit kararsizligini
tanimlamiglardir. Aymi caligmada 15 hastada yapilan tiimor biopsisi sonucunda da

mikrosatellit kararsizlig1 tespit edilmistir (Mao ve ark., 1996).

2.3.6. Epigenetik faktorler

Aym gen ve ayni genom dizisine sahip kisilerin hiicrelerinin, farkli yap1 ve
fonksiyon gostermeleri olarak tanimlanan epigenetik diizenlenmeler, hiicrede gen
fonksiyonlarinin secici olarak aktif ya da inaktif edilmeleri ile gerceklestirilir.
Epigenetik degisiklikler gen ifadesiyle ilgili kahtilabilir degisiklikler olarak

tanimlanmaktadir. DNA metilasyonunun ve histon asetilasyonunun diizenlenmesi,
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kromatin ve kromozomlarin diizenlenmesi ve transkripsiyonun kontrol edilmesi
epigenetik kontrol mekanizmalar1 olarak kabul edilmektedir. Bu mekanizmalarin
bilesenleri yeni ortaya cikarilmistir. Bunlar, DNA metil transferazlar, metil-CpG
baglayan proteinler, histon modifiye eden enzimler, kromatin modelleyen faktorler,
transkripsiyon faktorleri ve onlarin diizenleyicileri ile ¢esitli kromozomal proteinlerdir

(Nakao, 2001).

2.4. CYP ve GST Metabolizma Enzimleri, Genleri ve Fenotip-Genotip iliskisi
Ksenobiyotikler ve ilaglar viicutta cesitli enzimatik olaylar sonucu metabolize
edilerek biyotransformasyona ve biyoinaktivasyona ugrayarak viicuttan atilirlar. Bu
enzimatik olaylar; CYP enzimleri tarafindan gerceklestirilen siklikla oksidasyon ve
nadiren rediiksiyon reaksiyonlarindan olusan faz 1 reaksiyonlar1 ile genellikle
konjligasyon reaksiyonlarindan olusan faz II reaksiyonlaridir. Genellikle karacigerde
meydana gelen oksidasyon reaksiyonlart sonucu toksik ya da karsinojen daha polar
molekiiller meydana gelir (Antona ve Sundberg, 2006). Epoksit bu reaksiyonlar sonucu
olusan ara metabolitlerin en 6nemlilerinden birisidir ve karsinojendir. Epoksidin en
onemli fizikokimyasal Ozelligi lipofilik ve elektrofilik olmasidir. Olusan epoksid
normalde dokularda yer alan niikleofilik endojen bilesiklerle (glutatyon gibi) konjiige
edilerek inaktif duruma getirilir. Olusan glutatyon konjiigatlari; glutatyonun (glutatyon,
glisin-sistein-glutamat’tan olusan bir tripeptittir) peptit baglarinin hidrolizi ile glutatyon
molekiiliinden glisin ve glutamik asitin kopmasi sonucu sistein konjiigat1 haline gecer.
Epoksidlerin glutatyonla birlesmesi glutatyon s-transferazlar tarafindan katalizlenir ve
olusan konjiigat bobreklerden atilir. Glutatyon s-transferaz enzimleri tarafindan

katalizlenen reaksiyon asagida sematize edilmistir.

GST

RX + glutatyon » HX + R-S-glutatyon
RX; substrat, HX; metabolittir.

R; Substratin yapisinda bulunan alifatik, aromatik ya da heterosiklik bir gruptur.
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Glutatyon molekiiliindeki siilfidril grubu giiclii niikleofilik 6zelliktedir ve bazi
toksik bilesiklerin elektrofilik merkezlerine baglanarak enzim araciligi olmaksizin da

onlar1 notralize edebilir.

Epoksidler DNA, RNA ve cesitli enzimlerle kovalent bag yaparak onlar1 ariller
veya alkiller ve boylece DNA hasari meydana getirebilirler. Faz II reaksiyonlar
arasinda yer alan konjiigasyon ise esas itibariyle bir sentez reaksiyonudur. Faz II
reaksiyonlar1 genellikle faz I reaksiyonlarini takiben, molekiiliin degisen kismu iizerinde
olur. Bazi ksenobiyotikler ve ilaglar sadece faz I reaksiyonu sonrasinda viicuttan
atilirken ksenobiyotiklerin ¢cogu pes pese faz I ve faz II reaksiyonlari sonrasinda
detoksifiye edilirler (Kayaalp, 2005). Mesane tiimorii karsinogenezisinde rol oynayan
arilaminin metabolizma yolagi Sekil 5’te gosterilmektedir. Arilaminler karacigerde
ifade edilen NAT2 tarafindan yapilan N-asetilasyon ile reaktif olmayan {iriinlere
doniiglir.  Arilaminler ayn1 yolakta alternatif olarak CYPIA2 tarafindan N-
hidroksilasyona ugratilabilirler. Bu sekilde olusan hidroksilamin mesaneye tasiir ve
mesane epiteli tarafindan hiicre i¢cine alinir. Mesane epiteli i¢ine giren hidroksilamin
NATI1 tarafindan O-asetilasyona wugratilir. Bunun sonucunda ortaya c¢ikan N-
asetilhidroksilamin son derece reaktiftir ve bu iiriinler DNA’ya baglanarak mutasyona
neden olabilirler. Bu yolakta yer alan CYP1A2 aktivitesindeki degisiklikler DNA hasar1
ile iligkili goriilmektedir (Jung, 2000).
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Karaciger Kan | | idrar Mesane Epiteli
CYP1A2
Arilamin Hidroksilamin Hidroksilamin
NAT 2 GSTMA1 NAT 1

N-asetilhidroksilamin
Reaktif olmayan dGrinler

NAT1: N-asetiltransferaz 1 Reaktif DNA

NAT2: N-asetiltransferaz 2 bilegenleri

Sekil 5. Mesane tiimorii karsinogenezisinde arilamin yolagi (Jung, 2000).

Ksenobiyotik metabolizmasinda gorev yapan faz I metabolizma enzimleri olan
CYP’ler karsinojenleri inaktive edebilir ya da bilesenleri aktive ederek sonunda
karsinojen hale doniistiirebilir. Faz II konjugasyon enzimleri olan GST’ler ise reaktif
kimyasal karsinojenleri detoksifiye ettiklerinden genel olarak koruyucu ozelliktedir.
Kansere kars1 duyarliligin; genetik faktorler ile cevresel kimyasal karsinojenler arasinda
etkilesime bagli oldugu disiiniildiigiinden, CYP ve GST enzimlerinin
polimorfizmlerinin bu etkilesimde 6nemli rol oynadig1 diisiiniilmektedir (Srivastava ve
ark., 2005; Antona ve Sundberg, 2006).

Ayrica sitokrom p450 enzimlerinin bir kisminin indiiklenebilir enzimler olmasi
nedeniyle etkilerinin ortaya ¢ikmasinda mikrozomal enzim indiiksiyonu da onemli rol
oynar. Mikrozomal enzim indiiksiyonu; mikrozomal bir enzimin, substrati olan bir
madde tarafindan, cesitli mekanizmalarla sentezinin artirilmasi ya da enzimin yikiminin
yavaslatilmasi sonucu enzimin dokudaki miktarinin dolayisiyla etkinliginin artmasina
denir. P450 enzimlerinin bir kismi cesitli ilaglar ve ksenobiyotikler tarafindan siklikla
indiiksiyona ugratilirlar. CYP1A2 6zellikle sigara, polisiklik aromatik hidrokarbonlar ve

fenitoin tarafindan indiiksiyona ugratilabilirken CYP2D6 indiiklenebilir degildir. Olas1
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indiiklenme mekanizmalari; enzime ait genin ifadesinin artirilmasi, mRNA’nin
yikimimin diizenlenmesi, endojen indiikleyiciyi yikan bir mikrozomal oksidazin inhibe
edilmesi veya karaciger ve bagirsakta hiicre membraninda ilacin taginmasini saglayan p-

glikoproteininin indiiklenmesidir (Kayaalp, 2005).

2.4.1. CYPIA2 ve CYP2D6:

Sitokrom p450 enzimleri; yag asitleri, steroidler, ilaclar ve ksenobiyotiklerin
metabolizmasinda yer alan faz I reaksiyonlarinda 6nemli rol oynayan bir enzim siiper
ailesidir. CYP’ler en fazla karacigerde ifade edilmekle birlikte diger tiim dokularda da
belli oranlarda ifade edilmektedirler. Faz I reaksiyonlarinin biiyiik kismi oksidasyon
reaksiyonlaridir. CYP metabolizmasi sirasinda olusan ara iiriinler genellikle toksik ve
karsinojendir. Fakat bunlar metabolizma sirasinda genellikle hemen faz II enzimleri
tarafindan, basta konjiigasyon olmak iizere, ¢esitli reaksiyonlarla inaktif polar iiriinlere
doniistiiriilerek bobreklerden atilirlar. Faz II reaksiyonlar1 sirasinda daha zararh
irtinlerin olustugu istisnalar vardir, fakat bunlar sik degildir. Bir¢ok farkli sitotoksik ilag
CYP enzimleri tarafindan inaktive edilerek kanser tedavisinde sitotoksik ve etkin olmasi
saglanmaktadir. CYP enzimleri, karsinojenlerin ve Ozellikle antikanser ilaglarin
biyoaktivasyon ve inaktivasyonunda dnemli rol oynadiklar i¢in kanserin etiyolojisinde
ve tedavisinin belirlenmesinde 6nemli yer tutmaktadir ( Antona ve Sundberg, 2006).

Insanda ¢ok sayida aktif p450 geni ve psodogeni bulunmaktadir ve bunlarin
bliyiilk kismu  polimorfiktir  (Antona ve Sundberg, 2006). Ksenobiyotik
metabolizmasinda rol oynayan CYP enzimlerinin polimorfizmlerinin bir kisminin
fonksiyonel sonuclari vardir. En fazla polimorfizm gosteren CYP’ler; CYP2B6 (48
allel), CYP2C9 (32 allel), CYP2D6 (92 allel) ve CYP3A4 (34 allel). En fazla islevsel
polimorfizm gosterenler ise CYP2A6, CYP2B6, CYP2C9, CYP2CI9 ve CYP2D6’dir
(Antona ve Sundberg, 2006).

CYP enzimleri kanser olusumunda ve tedavisinde anahtar rol oynayan
enzimlerdir. Ksenobiyotikleri metabolize eden CYP’ler polimorfik olduklarindan,
spesifik CYP allel varyantlar1 ile cesitli tiplerdeki kanser riski arasindaki iligkinin
arastirllmas1 onemlidir. CYP’ler ayrica bir¢cok antikanser ilacin metabolizmasina
katildiklarindan kanser tedavisinin takibinde de Onemlidirler. Fakat bu konuda heniiz

tutarli goriisler yoktur (Antona ve Sundberg, 2006). Bu durum prekarsinojenlerin
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aktivasyonunda gorev yapan CYP’lerin genellikle fonksiyonel bir polimorfizm
gostermemesi ile agiklanabilir.

CYP genlerindeki cesitli nedenlere bagl allel farkliliklari; enzimin yokluguna,
enzimin ifadesinin azalmasina, enzimin substrat Ozgiilliigiiniin degismesine ya da
enzimin ifadesinin artmasina neden olabilir. Temelde allel kompozisyonu, etkilenen
bireylerde 4 major fenotipe ayrilabilir: bunlar iki fonksiyonel olmayan gene sahip olan
zayif metabolize ediciler (PM: poor metabolizers); alellerden birinde eksiklik olan ara
metabolize ediciler (IM: intermediate metabolizers); genin normal iki kopyasini tasiyan
yaygin metabolize ediciler (EM: extensive metabolizers) ve iic ya da daha fazla
fonksiyonel gen tasiyan ¢ok hizli metabolize ediciler (UM: ultrarapid metabolizers)’dir
(Antona ve Sundberg, 2006). CYP gen ailesinde en etkili genetik degisiklikler;
delesyon, yanlis anlamli mutasyonlar, splays defektleri ve prematiir durdurma
kodonlarinin neden oldugu mutasyonlardir. Bunlarin disinda nadiren 5’ ya da 3’ transle
edilmeyen (okunmayan) diizenlenme bolgelerindeki mutasyonlar CYP fenotipini
etkilemektedir. Buna ragmen literatiirde ¢ok fazla miktarda bildirilen iliskilendirme
caligmalarinda; penetransi az, diisiik etkili polimorfizmler ile iclerinde degisik tip
kanserlerin de oldugu bir ¢ok hastalik arasinda baglanti arastirmalar1 yapilmaktadir (
Antona ve Sundberg, 2006).

Ksenobiyotik metabolizmasinda gorev yapan CYP enzim aileleri; CYP1, CYP2
ve CYP3’tir (Autrup, 2000). Bu CYP enzim aileleri polimorfizm gostermeleri
bakimindan iki ana gruba ayrilabilir. Bunlardan birinci grupta; CYP1A1, CYPIA2,
CYP2EI ve CYP3A4 yer alir. Bu enzimler evrimsel siirecte iyl korunmustur ve dnemli
fonksiyonel  polimorfizm  gdstermezler. Prekarsinojenlerin ~ ve  ilaglarin
metabolizmasinda gorev yaparlar. Ikinci grupta; CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19 ve
CYP2D6 yer almaktadir. Bu gruptaki enzimler ¢ok fazla polimorfizm gosterirler ve ilac
metabolizmasinda aktiftirler. Prekarsinojen metabolizmasinda etkileri yoktur (Antona
ve Sundberg, 2006).

Kanser insidansi ile CYP polimorfizmlerinin iligskilendirilmesiyle ilgili bir ¢ok
caligmada, prekarsinojenlerin metabolik aktivasyonunda onemli rol oynayan CYP
enzimlerinin belirli bir kanser tipine yatkinlik gosteren genetik varyantlarin bulunmasi
amaclanmistir.  Oziinde bu iliskilendirme calismalarinda ©nemli bir  sonug

bulunamamistir. Cok sayida olumsuz calismada goreceli olarak kiiciik risk faktorleri
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elde edilmistir. Ayrica bu konuda yapilan calismalarda sasirtict faktorlerle
karsilasilmasi durumunda uygun kontrollerin bulunmamasi ve ¢alisilan varyant alleller
arasinda penetransi diisiik, kiiclik ya da 6nemsiz fonksiyonel degisiklikler bulunmasi bu
konuda yapilan calismalarla ilgili soru isaretleri olusturmustur (Antona ve Sundberg,
2006).

CYPIA2 esas olarak karacigerde ifade edilir ve diizenlenmesinde aril
hidrokarbon reseptorlerinin (AhR) uyarilmasi onemli rol oynar (Antona ve Sundberg,
2006). CYP1A2 enzimleri cok sayida cevresel polisiklik aromatik hidrokarbonlari
(PAH), arilaminleri, nitrozaminleri, ozellikle sigara dumaninda ve 1zgarada yapilan
yiyeceklerde bulunan aromatik ve heterosiklik aminleri aktive ya da detoksifiye
edebilirler. CYP aktivitesindeki polimorfik dagilim cogunlukla kafein metabolitlerinin
Olciimii yoluyla ortaya konmustur, ancak bu farkliligin genetik temeli heniiz
tanimlanmamustir. CYP1A2 enzimi yiiksek derecede uyarilabilir bir enzimdir. CYP 1A2
enzim aktivitesinde, karsinojenlere maruz kalinmaya bagli olarak enzim indiiksiyonu
yoluyla uyarilma; genin polimorfizmi nedeniyle enzimin ekspresyonunda meydana
gelen degisikliklerden daha fazla etkilidir. Bu noktada sigaranin CYP 1A2’nin iyi
bilinen bir uyaricist oldugunu séylemek gerekir (Autrup, 2000). Buna karsilik CYP1A2
aktivitesinde bireyler arasinda farkliliklarin genetik temeli ile ilgili de bir ¢cok arastirma
yapilmistir (Antona ve Sundberg, 2006). CYP1A2 aktivitesindeki bireyler arasi
farkliliklar kisilerin kansere duyarliligindaki riski etkileyebilir. Konuyla ilgili cesitli
caligmalar agagida anlatilmistir.

CYP1A2 aktivitesi ile ilgili yapilan ikiz calismalarinda da genetik farkliliklarla
birlikte sigara gibi cevresel uyaranlarin enzim aktivitesinde etkili oldugu gosterilmistir
(Antona ve Sundberg, 2006).

ABD’de yapilan bir ¢alismada, kalic1 sa¢ boyasi kullanan 159 mesane kanserli
ve 164 kontrol grubundan olusan kadinlarda enzim aktivitesinin etkilendigi CYPIA2
polimorfizmi ile mesane kanseri arasindaki iliski incelenmistir (Gago-Dominguez ve
ark., 2003). Bu calismada yavas CYPIA2 aktivitesi gosteren bireyler, hizli enzim
aktivitesi gosterenlerle karsilastirildiginda kalic1 sa¢ boyasi kullanimi ile mesane kanseri
arasinda daha kuvvetli bir iligki bulunmustur [Olasiliklar oran1 (Odds Ratio: OR), OR,
2.5; %95 giiven aralig1 (confidence internal: CI), CI, 1.04-6.10)].
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Ispanya’da 117 tekstil iscisi ve 117 saglikli kontrolde yapilan bir ¢alismada
boyaya maruz kalan tekstil iscilerinde CYPIA2 aktivitesinin {Uriner mutajeniteyi
etkilemedigi gosterilmistir (r=0.04 ve r=0.01) (Fanlo ve ark., 2004). Calismada iiriner
mutajenite, 24 saatlik idrarda TA98 Salmonella typhimurium soylarinda, S9 ile
mikrozomal aktivasyon ya da beta-glukronidaz ile inkiibasyon yoluyla tespit edilmistir.

CYPIA?2 geni polimorfizmi ile mesane kanseri riski arasindaki iliskiyi inceleyen
caligmalarin daha az sayida olmasi ve kanserlerin genel olarak etiyopatogenezlerinin
benzer olmasi nedeniyle, burada CYP1A2 geninin diger bazi kanserlerle arasindaki
iliskiye de yer verilmistir. Japon populasyonunda yapilan 315 kisilik olgu-kontrol
calismasinda CYPIAI, CYPIA2, CYP2EI, GSTMI ve GSTTI genleri polimorfizmleri
ile prostat kanseri arasindaki iliskisi incelenmistir (Murata ve ark., 2001). Calismada
yalnizca CYPIAI polimorfizmi ile ilgili bir risk artis1 tespit edilirken (OR, 2.4; %95 CI,
1.01-5.57), CYP1A2 ve diger gen polimorfizmleri ile prostat kanseri arasinda bir iligki
gosterilememistir.

Hollanda’da 94 kolorektal kanserli hasta iizerinde yapilan bir ¢calismada CYPIA2
A164C polimorfizmi ile kolorektal kanser riski arasindaki iligski incelenmistir (Moonen
ve ark., 2005). Yapilan bu calismada CYPIA2 A164C polimorfizmi ile kolorektal
kanser riski arasinda 6nemli derecede bir iliski oldugu ortaya konmustur (OR, 3.7; %95
CI, 1.3-10.7).

Cinlilerde, 431 hepatoselliiler kanserli ve 550 kanser hastast olmayan kontrol
grubunda yapilan bir ¢calismada (Chen ve ark., 2006), CYP1A2 geninin ii¢ farkl
polimorfizmini homozigot tasiyanlarin tiim calisma populasyonuna gore ©Onemli
derecede risk artis1 gosterdigi bulunmustur (OR, 1.65; %95 CI, 1.11-2.46; p=0.014).
Aym calismada HBsAg seronegatif bireylerde (OR, 2.69; %95 CI, 1.43-5.06; p=0.002)
ve cok sigara i¢enlerde (OR, 2.14; %95 CI, 1.21-3.80; p=0.009) risk artisinin anlamli
derecede daha fazla oldugu goriilmiistiir.

CYP1A2 aktivitesi ile ilgili fonksiyonel olarak onemli etkisi olan polimorfizmler
sik degildir. Nadir goriilen iki genetik varyant CYP1A2*7 ve CYP1A2*11 ile nispeten
daha sik goriilen CYP1A2*1F ve CYP1A2*1K’dir (Antona ve Sundberg, 2006).

CYP2D6 aktivitesi bireyler arasinda biiyiik farklilik gostermektedir. CYP2D6
G1934A polimorfizmi genin 3. intronu ile 4. ekzonunun birlesim yerinde bulunmakta ve

splays alan1 defektine neden olmaktadir. Bu degisiklik enzim aktivitesinde azaltmakta
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ya da ortadan kaldirmaktadir (Topic ve ark., 2000). CYP2D6 biiyiik olciide antiaritmik,
antideprasan ve noroleptik gibi ilaglarin metabolizmasinda rol oynamakla birlikte
ksenobiyotik metabolizmasinda da gorev yapmaktadir. CYP2D6, CYP’ler igerisinde en
fazla calisilan ve en iyi bilinen polimorfizmlerden biridir. Fenotip-genotip iliskisi
degisik ila¢ calismalarinda ayrintili olarak incelenmis ve enzimin aktivite farkliliklarinin
molekiiler temeli oldukga 1yi anlagilmistir. Bu konuda yapilan cesitli ¢calismalar asagida
anlatilmistir.

CYP2D6 G1934A polimorfizmi ile mesane kanseri arasindaki iliski daha once,
Kuzey Hindistan’da mesane kanserli 100 hasta ve 76 kontrol grubu kullanilarak
arastirllmistir (Sobti ve ark., 2005). Calismada CYP2D6 G1934A polimorfizmi ile
mesane kanseri arasinda belirli bir iliski bulunamamistir (OR, 1.00; %95 CI, 0.46-2.16).
AA genotipini tastyan zayif metabolize edicilerde ise istatistiksel olarak anlamli
olmayan, kiiciik derecede risk artig1 goriilmiistiir (OR, 1.55; %95 CI, 0.14-17.49). Aym
calismada GG genotipli kuvvetli metabolize edicilerle grade II mesane kanseri (OR,
3.54; %95 CI, 0.89-13.98), grade III mesane kanseri (OR, 3.3; %95 CI, 0.12-20.6) ve
grade IV mesane kanseri (OR, 1.67; %95 CI, 0.15-18.45) arasinda istatistiksel olarak
anlamli olmayan hafif derecece bir iligki bulunmustur. Yine bu ¢alismada sigara ile
mesane kanseri arasinda istatistiksel olarak anlamli olmayan bir iliski bulunmustur (OR,
2.13; %95 CI, 0.71-6.43).

Cinlilerde yapilan bir calismada CYP2D6*10 polimorfizmi ile meme kanseri
arasindaki iliski incelenmistir (Li ve ark., 2006). Meme kanserli 286 kadin ile 305
saglikli kadinin karsilastirildigr bu c¢alismada 188 T/T genotipini tasiyanlarda meme
kanseri icin istatistiksel olarak anlamli olmamakla beraber hafif derecede risk artisi
oldugu bulunmustur (OR, 1.36; %95 CI, 0.89-2.10). Postmenapozal kadinlarda bu risk
artisinin biraz daha fazla oldugu goriilmiistiir (OR, 1.49; %95 CI, 0.8-2.76).

Tiirkiye’de 260 16semi hastas1 ve 140 saglikli kontrol iizerinde CYP2D6*3
polimorfizmi ile akut 16semi arasindaki iligki incelenmistir (Aydin ve ark., 2006). Bu
calismada CYP2D6*3 polimorfizminin varyant alleli ile akut 16semi arasinda negatif bir
risk baglantis1 oldugu gosterilmistir (p=0.03).

Polonya’da 289 laringeal squamoz hiicreli kanser hastasi ve kanser Oykiisii
olmayan 316 kontrol grubu arasinda yapilan ¢alismada, CYP2D6 *4 polimorfizmi ile

laringeal squamoz hiicreli kanser arasindaki iligki incelenmistir (Gajecka ve ark., 2005).
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Calismada *4/*4 genotipi (OR, 2.36; p= 0.045) ve *4 alleli (OR, 1.32; p= 0.04) ile
hastalik arasinda anlamli bir iliski bulunmustur.

Polimorfizmi irklar arasinda enzim defekti ve aktivite azalmasi bakimindan
biiyiik farklilik gostermektedir. Aktivite artmasi; gen duplikasyonu, amplifikasyon ve
enzimin 13 islevsel kopyasindan bir alleli tasiyan bireylerde goriilmektedir (Antona ve
Sundberg, 2006). Defektif CYP2D6 allelik varyanti ise dur kodonu ya da splays
defektleri tasiyanlarda goriilir. Sik karsilasilan ve islevsel degisiklik gosteren
varyantlar; CYP2D6*4 (beyaz irkta %15-21), CYP2D6*5 (farkli populasyonlarda %3-
6), CYP2D6*10 (Asyalilarda %38-70, Afrikalilarda %3-9) ve CYP2D6*17
(Afrikalilarda  %20-34)’dir. CYP2D6 klinikte kullanilan ilaglarin  %20-25’inin
metabolizmasinda yer almasina ragmen CYP2D6’nin prekarsinojen metabolizmasindaki
rolii kiicliktiir ve enzim polimorfizmi kansere duyarlilikta Oonemsiz goriinmektedir.
CYP2D6 ozellikle tamoksifen metabolizmasinda onemli rol oynamaktadir (Antona ve
Sundberg, 2006).

CYP’ler prekarsinojenlerin  ve  antikanser ilaclarin  aktivasyon ve
inaktivasyonunda 6nemli rol oynamaktadir. P450 metabolizmasindaki bireyler arasi
farklilik cevresel ve genetik faktorlerin her ikisine de baghdir. CYP’leri kodlayan
genler, evrimsel olarak biiyiik oranda korunmustur ve prekarsinojenlerin aktivasyonuna
katilmaktadir. Sitokrom P450 enzimlerinin sigara ve alkol gibi faktorlerle uyarilmasi
enzim aktivitesinin degismesinde genetik faktorlerden daha etkili faktorler gibi
goriinmektedir (Antona ve Sundberg, 2006).

CYP1A2 ve CYP2D6 genlerinin polimorfizmleri ile ilgili bilgiler Tablo 1°de

verilmistir.
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Tablo 1. CYPIA2 ve CYP2D6 genleri ile ilgili bilgiler

CYP1A2 CYP2D6
Kromozomal 1524 22ql13.1
Lokalizasyon
Genin Diger Adlar1 | CP12, P3-450, P450(PA) RP4-669P10.2, CPD6,

CYP2D, CYP2D@,
CYP2DLI1, MGC120389,
MGC120390, P450-DB1,
P450C2D

Gen Numarasi 1544 1565

Genin uzunlugu 7.8 kb 9.4 kb

Ekzon sayisi 6 9

Polimorfizm C734A polimorfizmi G1934A polimorfizmi
rs (ref. SNP) | 762551 2267448

numarasi

Enzim aktivitesi Bir miktar degisir. Onemli olciide degisir.

Substrat

Monohalojenli benzen
tiirevleri, ariller ve
heterosiklik aminler, N-
nitrozodimetilamin, 4-
aminobifenil, 2-
asetilaminofloren,
aflatoksin B1

Hag metabolizmasinda, steroid

ve kolesterol sentezinde

Avrupahlardaki
allel frekansi

A %69, C %31!

G %79, A %212

Afrikan
Amerikalilarda allel
frekansi

A %54, C %46!

G %92, A %82

Asyahlardaki allel | A %61, C %391 G %99, A %12
frekansi
Tiirklerde A %51, C %49 G %85, A %152

(*http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=762551;

SBoke ve ark., 2007)

2Aydin ve ark.,

2005;
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2.4.2. GSTM1, GSTTI ve GSTP1

GST’lar, oksidatif stres ve elektrofilik metabolizma {iiriinlerine karst koruyucu
rol oynayan faz II metabolizma enzimleridir. GST’ler glutatyonla konjugasyon yoluyla
viicutta bulunan degisik karsinojenik bilesiklerin atilimini saglarlar (Autrup, 2000;
Miller ve ark., 2001). GST’lerin insanda sekiz farkli gen ailesi tanimlanmustir: alfa (A,
kromozom 6’da), mii (M, kromozom 1°de), pi (P, kromozom 11°de), teta (T, kromozom
22°de), zeta (Z kromozom 14’te), sigma (S, kromozom 4’te), kappa (K, kromozom
lokalizasyonu bilinmiyor) ve omega (O, kromozom 10’da) (Strange ve ark., 2001). Bu
smiflarin  da degisik alt smiflart vardir (Eaton ve Bammler, 1999). Cesitli
polimorfizmleri tespit edilen GST ler; M1, M3, PI, T1, T2 ve ZI’dir (Ali-Osman ve
ark., 1997; Watson ve ark., 1998). Polimorfizmler arasinda enzim fonksiyonunun
azaldig1 ya da kayboldugu allel delesyonlar1 da vardir. Bu sekilde GSTM1 ve GSTTI
genlerinde goriilen ve genin her iki alelinin delesyonlu oldugu genotipler “null”: negatif
(yoklugu, olmamas1) genotip olarak tanimlanirken, allellerden en az birisinin var oldugu
ve enzim aktivitesinin fazla etkilenmedigi genotipler o enzim i¢in “pozitif ” genotip
olarak tanimlanmaktadir (Seidegard ve ark., 1988; Pemble ve ark., 1994).

GSTMI’in bes tane alt smif enzimi tamimlanmistir ve bu enzimlerin genleri
kromozom 1q13’te lokalizedir. GSTM1 biiyiik oranda karacigerde ifade edilmektedir.
GSTMI1 allel frekansi biiyiikk etnik varyasyon gostermektedir. GSTM1’in en 6nemli
substratlar1 arasinda; aril oksid, aflotoksin B-1, aflotoksin B1 7,8 epoksid yer almaktadir
(Scarpato ve ark., 1996; Autrup, 2000). Enzim, bu karsinojenleri, glutatyon ile konjiige
ederek detoksifiye etmektedir. GSTM null bireyler teorik olarak daha fazla seviyede
karsinojen-DNA bilesenlerine sahip oldugu sdylense (Hemminki ve ark., 1997) de bu
konuda celiskili sonuglar vardir (Motykiewicz ve ark., 1998). Mesane kanseri ile ilgili
yapilan epidemiyolojik calismalarda, GSTMI null genotipinin kansere olan
duyarhiliginda celiskili sonuglar alindig1 goriilmiistiir. Yapilan baz1 ¢calismalarda GSTM [
ile mesane kanseri arasinda 6nemli bir iligki bulunurken (Salagovic ve ark., 1998; Abdel
ve ark.,, 1998; Steinhoff ve ark., 2000) diger bazi c¢alismalarda bu iliski
gosterilememistir (Kim ve ark., 2002; Srivastava ve ark., 2005).

GSTTI geni 22q11.23’te lokalizedir. Enzim biiyiik miktarda karacigerde ifade
edilse de diger baz1 dokularda (eritrosit, akciger, bobrek, beyin) da az miktarda ifade

edilmektedir (Juronen ve ark., 1996a; Juronen ve ark., 1996b; Landi, 2000). Enziminin
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substratlar1 arasinda diklormetan (DCM), etilendibromid (EDB), p-nitrobenzil klorid
(PNBC), p-nitrofenetil bromid (PNPB), metilklorid (MeC), metiliodid (Mel) ve degisik
halojenize metan ve etanlar bulunmaktadir (Whittington ve ark., 1999; Landi, 2000).
Enzim detoksifikasyon ve aktivasyon reaksiyonlarinda gorev yaptigindan polimorfizmin
biyolojik sonuglarini tahmin etmek olduk¢a zordur. Bu konuda yapilan bir in vitro
calismada; kiiltiire edilmis lenfositlerde, 1,3-epoksi-3-buten’in uyarilan kardes
kromatid degisimi (sister-chromatid Exchange: SCE) sikligim1 artirdigir gosterilirken
(Bernardini ve ark., 1998) bununla ilgili bir diger ¢calismada ise SCE sikliginin benzer
oldugu gosterilmistir (Landi ve ark., 1999a; Landi ve ark., 1999b). Kromozomal
aberasyonlar 1,3-butadine maruz kalanlar GSTT1 null kisilerde 6nemli derecede yiiksek
bulunmustur (Sorsa ve ark., 1996). GSTTI null sigara icenlerde ise, GSTTI pozitif
sigara icenlere gore, daha fazla kromozomal aberasyon oldugu tespit edilmistir (El-Zein
ve ark., 1997). Yapilan ¢alismalarda GSTT1 pozitif kisilerin, genler {izerindeki olas1
toksik etkiye, GSTT1 yolagindaki halojenize bilesiklerin metabolizmas1 nedeniyle, null
olanlara gore daha az duyarlh oldugu diisiiniilmektedir. Ancak bu hipotezi dogrulayacak
deliller yetersizdir. Bu konuda yapilan epidemiyolojik caligmalarda da GSTT! null
genotiple kanser gelisimi arasinda acik bir iligki gosterilememistir (Lee ve ark., 2002;
Margaret ve ark., 2005).

GSTPI kromozom 11ql3’te lokalizedir ve insanda epitelyal dokuda yaygin
olarak ifade edilmektedir. Enzim 6zellikle akciger, 6zefagus ve plasentada bol miktarda
bulunmaktadir. Baslica substratlar1 polisiklik aromatik hidrokarbonlardir (Maa ve ark.,
2003). GSTP1 aktivitesinde, 1-kloro-2,4-dinitrobenzenin metabolizmasina bagli olarak,
bireyler arasinda biiylik varyasyon oldugu gosterilmistir. Ekzon 5 ve 6’da yer alan iki
polimorfizm amino asit degisikligine neden olmaktadir (Hu ve ark., 1997; Sundberg ve
ark., 1998). Ancak bunlardan yalnizca ekzon 5’teki polimorfizme bagh gelisen Izolosin-
Valin degisikligi enzim aktivitesini etkilemektedir (Ryk ve ark., 2005). Olusan iki
varyantin enzim Kkinetigi ve substrat spesifikligi farklidir. 1051le varyanti, 105Val
varyantindan daha aktiftir. Bu nedenle 105Val varyantinin diisiik detoksifikasyon hizi
nedeniyle cesitli kanserler i¢in risk faktorii olusturdugu diisiiniilmektedir. Ancak bu
konuda yapilan caligmalarda celigkili sonuglar ortaya ¢ikmistir. Yapilan bir ¢calismada
farinks ve larinks kanserli kisiler, kontrol grubu ile karsilastirildiginda GSTPI
1051le/1051le siklig diisiik bulunmustur (Matthias ve ark., 1998). Cao ve arkadaslari
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yaptiklart caligmada 105Ile varyantt mesane kanseri arasinda iliski oldugunu
gostermiglerdir (Cao ve ark., 2005).

GSTM1, GSTTI ve GSTPI genlerinin polimorfizmlerinin cesitli kanserlerle
iliskisini inceleyen caligmalarin bir kisminda alinan sonuclar asagida 6zetlenmistir.

Tiirk toplumunda, 121 mesane kanserli ve 121 kisilik kontrol grubu iizerinde
yapilan bir calismada GSTM1, GSTTI1 ve GSTPI 313 AG polimorfizminin mesane
kanseriyle iliskisi incelenmistir (Toruner ve ark., 2001). Bu ¢alismada GSTMI null
genotip (OR, 1.94; %95 CI, 1.15-3.26) ve GSTP1 313 AG ya da GG genotipi (OR,1.75;
%95 CI, 1.03-2.99) mesane kanseriyle iligkili bulunmustur. Ayn1 calismada risk tespit
edilen GSTM1 null genotip (OR, 2.81; CI, %95 1.23-6.35) ve GSTP1 313 AG ya da GG
genotipleri (OR, 2.38; CI, %95 1.12-4.95) ile sigara i¢me durumlar birlikte
degerlendirildiginde risk katsayisi da artmistir.

Slovak Cumhuriyeti’nde yapilan bir ¢calismada 76 mesane kanserli hasta ile 248
kisiden olusan kontrol grubunda GSTM1 ve GSTT1 genleri delesyon polimorfizmi ile
mesane kanseri arasindaki iliski incelenmistir (Salagovic ve ark., 1999). Bu calismada
hasta grubundaki GSTM1 null genotip orant (%52.6) ile kontrol grubundaki GSTM1
null genotip oran1 (%49.6) benzer ¢cikmistir. Ayn1 ¢alismada GSTT/ null genotipi ile
mesane kanseri riski arasinda istatistiksel olarak onemli derecede iliski oldugu ortaya
konmustur (OR, 1.87; %95 CI, 1.03-3.42). GSTM 1 null genotipli, sigara icen bireylerde
ise mesane kanserlileri gelisme riski anlamli derecede yiiksek bulunmustur (OR, 2.44;
%95 CI, 1.10-5.30). Yine ayni calismada GSTTI null genotipli bireylerde sigara ile
mesane kanseri arasinda herhangi bir baglanti kurulamamastir.

Tiirkiye’de yapilan bir ¢calismada 61 ylizeyel mesane kanserli hasta, 42 invazif
mesane kanserli hasta ve aile Oykiisiinde kanser hikayesi olmayan 202 kisiden olusan
kontrol grubunda GSTMI geni polimorfizmi ile mesane kanseri arasindaki iligki
incelenmistir (Aktas ve ark., 2001). Bu calismada GSTM1 null genotip tasiyicilarinda
mesane kanseri gelisme riski anlamli derecede yiiksek bulunmustur (OR, 2.246; %95
CI, 1.384-3.645; p=0.00094). Ayrica invazif mesane kanserli hastalarda GSTM null
genotip sikligt %64.3 bulunmustur (OR, 0.294; %95 CI, 0.147-0.590; p=0.0003).
Benzer bir iliski ylizeyel mesane kanserli hastalarda gosterilememistir.

Ispanya’da GSTMI null genotipiyle mesane kanseri riski arasindaki iligkiyi

inceleyen bir meta analiz c¢alismasinda 1150 mesane kanserli hasta ile 1149 kontrol
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grubu degerlendirilmistir (Garcia-Closas ve ark., 2005). Bu calisma sonucuna gore
GSTM1 genini bir ya da iki kopyasinin delesyonlu olmasina gére mesane kanseri icin
sira ile 1.2 kat (%95 CI, 0.8-1.7) ve 1.9 kat (%95 CI, 1.4-2.7) risk artis1 oldugu tespit
edilmistir.

Arjantin’de 106 mesane kanserli hasta ve 109 kisilik kontrol grubunda yapilan
bir ¢calismada GSTM1 ve GSTT1 genleri null genotipleri ile mesane kanseri riski
arasindaki iliski incelenmistir (Moore ve ark., 2004). Bu c¢alismada GSTMI null
genotiplilerle (OR, 1.27; %95 CI, 0.74-2.24), GSTT1 null genotiplilerde (OR, 1.54; %95
CI, 0.71-3.41) mesane kanseri riski istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte hafif
derecede yiiksek oldugu gosterilmistir. Aymi calismada, sigara icenlerde, mesane
kanseri riski ile GSTM1 null genotip (OR, 1.59; %95 CI, 0.80-3.14) ve GSTTI null
genotip (OR, 1.79; %95 CI, 0.68-4.73) arasinda istatistiksel olarak anlamli olmamakla
beraber hafif derecede iliski oldugu gosterilmistir.

Korelilerde yapilan bir calismada 126 mesane kanserli hastada ve 204 kisilik
kontrol grubunda GSTM1/GSTTI1 genleri polimorfizmleri ve sigara ile mesane kanseri
riski arasindaki iligki incelenmistir (Jeong ve ark., 2003). Bu calismada sigara icenlerde
mesane kanseri gelisme riski yiiksek derecede anlamli bulunmustur (OR, 4.8; %95 CI,
2.9-8.0). Hastalar arasinda GSTMI null genotipi sikligi kontrol grubundan yiiksek
bulunmus ancak bu farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi goriilmiistiir. Ayni
caligmada diisiik derece mesane kanserlilerde, GSTMI null genotip sikligi anlaml
derecede daha yiiksek bulunmustur (OR, 2.3; %95 CI, 1.1-5.5).

ABD’de yapilan bir ¢calismada 354 mesane kanserli ve 542 kisilik kontrol grubu
izerinde; cinsiyet, sigara, GSTM1 ve GSTTI genleri polimorfizmi ile mesane kanseri
riski arasindaki iliski incelenmistir (Karagas ve ark., 2005). Bu ¢alismada GSTM1 null
genotipli kadinlar arasinda mesane kanseri riski artis1 oldugu gosterilirken (OR, 1.7;
%95 CI, 1.0-3.0), benzer iliski erkeklerde gosterilememistir (OR, 0.9; %95 CI, 0.7-1.3).
Kadinlar arasinda GSTMI null genotip ile mesane kanseri arasindaki iligkinin sigara
icenlerde arasinda daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (OR, 2.3; %95 CI, 1.1-4.5).
Erkekler ve kadinlar arasinda GSTT1 null genotip ile mesane kanseri arasinda belirgin
bir iligki gosterilememistir.

Almanya’da yapilan bir caligmada 270 mesane kanserli hasta ve 122 kisilik

kontrol grubunda GSTTI gen polimorfizmi ile mesane kanseri arasindaki iliski
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incelenmistir (Sanyal ve ark., 2004). Bu calismada GSTTI null genotiplilerle mesane
kanseri arasinda pozitif bir iligki oldugu ortaya konmustur (OR, 2.54; %95 CI, 1.32-
4.98; p=0.003).

Avrupa’da yapilan bir ¢alismada 45 mesane kanserli hastada p53 mutasyon
siklig1 ile GSTP1 polimorfizmi arasindaki iligki incelenmistir (Martone ve ark., 2000).
Bu calismada p53 mutasyon sikliginin yabanil tip GSTPI’lilerde, diisiik aktiviteli
GSTP!I’lilere gore 3.5 kat fazla oldugu bulunmustur (p=0.03).

ABD’de yapilan bir ¢calismada 145 mesane kanserli hasta ve 170 kanser oykiisii
olamayan kontrol grubu iizerinde, sigara ve GSTPI 1105V polimorfizmi ile mesane
timori arasindaki iliski incelenmistir. Bu calismada sigara icenlerde mesane kanseri
gelisme riski anlamli derecede yiiksek bulunmustur (OR, 3.1; %95 CI, 1.7-5.9). Yine bu
calismada Val/Val genotipi ile karsilastirildiginda; Iso/Val genotiplilerde (OR, 7.6; %95
CI, 1.18-49.51) ve Iso/Iso genotiplilerde (OR, 6.5; %95 CI, 1.01-41.56) mesane kanseri
riski anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Ayni ¢alismada en az bir tane GSTP1 Iso
alleli tasiyan ve sigara i¢enlerde de risk artis1 oldugu bulunmustur (OR, 11.42; %95 CI,
0.53-248.15)(Cao ve ark., 2005).

Avrupa’da yapilan bir calismada 327 mesane kanserli hastada GSTM1, GSTT1
ve GSTPI polimorfizmlerinin, tiimorlerde gorillen p53 mutasyonlarina etkisi
arastirllmistir (Ryk ve ark., 2005). Bu calismada GSTPI Val alleli ile timor evresi
arasinda anlamli bir iligki bulunmustur (OR, 2.0; %95 CI, 1.14-3.52). GSTM1 negatif
kisiler, GSTM1 pozitif kisilerle karsilastirildiginda p53°teki  transversiyon
mutasyonlarinin 6nemli derecede daha sik oldugu gosterilmistir (OR, 5.18; %95 CI,
1.07-25.07). Sigara icenlerde transversiyonlarin tamaminin, transizyonlarin ise 13’te
2’sinin GSTPI varyant allel tasidiklar1 ve GSTPI varyant allellerden en az birini
tagiyanlarin, yabanil tiptekilere gore, CpG adaciklarinda daha fazla transizyona sahip
olduklar1 gosterilmistir (OR, 4.61; %95 CI, 0.82-26.04). Bu calismanin sonucunda
GST’lerin, kanser gelisiminde kritik role sahip genlerdeki mutasyon spektrumunu
etkileyebilecegi degerlendirilmistir.

Hindistan’da yapilan bir caligmada 106 mesane kanserli hastada ve 370 kisilik
kontrol grubu iizerinde GSTM1, GSTTI ve GSTPI A1313G polimorfizmi ile mesane
kanseri riski arasindaki iligki incelenmistir (Srivastava ve ark., 2005). Bu calismada

GSTM1 null genotipi (OR, 0.12; %95 CI, 0.72-1.74) ve GSTTI null genotipi (OR, 1.45;
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%95 CI, 0.89-2.37) ile mesane kanseri riski arasinda herhangi bir iliski
gosterilememistir. Ancak GSTPI G/G genotipi ile hastalik arasinda 6nemli bir iligki
oldugu gosterilmistir (OR, 7.12; %95 CI, 3.14-16.16).

Italya’da yapilan bir calismada 201 mesane kanserli hasta ve 214 kisilik kontrol
grubunda GSTM 1, GSTT1 ve GSTP1 polimorfizmlerinin mesane kanseri riski ile iligkisi
incelenmistir (Hung ve ark., 2004). Bu calismada GSTM 1 null (OR, 1.69; %95 CI, 1.11-
2.56) ve GSTTI null genotiplilerde (OR, 1.74; %95 CI, 1.02-2.95) mesane kanseri
gelisme riski anlamli derecede iliskili bulunmustur. GSTM1 ve GSTTI genlerinin her
ikisi de null genotiplilerle mesane kanseri riski arasindaki iliski daha da kuvvetli
bulunmustur (OR, 2.58; %95 CI, 1.27-5.23). Bu calismada GSTM1 ve GSTTI genleri
null polimorfizminin mesane kanserine duyarlilig etkiledigi sonucuna varilmistir.

ABD’de yapilan bir ¢calismada 697 yeni tan1 konan mesane kanserli hasta ve 708
saglikli kontrol iizerinde diyet ile izotiyosiyonat (ITC) alimi, GSTM1, GSTT1, NAT2
polimorfizmleri ile mesane kanseri arasindaki iligki incelenmistir. ITC turpgillerde
bulunan ve antikanserojen 6zellikte bir maddedir.CYP enzim seviyesini diisiirmekte ve
faz 1I enzimlerini ise aktive etmektedir. Bu ¢alismada yiiksek miktarda ITC aliminin
%29 oraninda mesane kanseri riskini azalttigi bulunmustur (OR,0.71; %95 CI, 0.57-
0.89). ITC’nin koruyucu etkisinin yaslilarda, hi¢ sigara icmeyenlerde ve ¢ok sigara
icenlerde daha fazla oldugu bulunmustur. NAT2 hizli asetilleyiciler, NAT2 yavas
asetilleyicilerle karsilastirildiginda mesane kanseri riskinin arttigit bulunmustur (OR,
1.31; %95 CI, 1.02-1.69). GSTM1 ya da GSTT1 genotipleri ile mesane kanseri arasinda
temel bir iligki bulunamamistir. Calisma sonucunda ITC’nin koruyucu etkisinin
GSTM1, GSTT1 ve NAT?2 genotipleri ile iliskili olmadigi sonucuna varilmistir (Zhao
ve ark., 2007).

Tiirkiye’de yapilan bir calismada 51 mesane kanserli hasta ve 53 kontrolde
GSTTI1, GSTM1 ve siiperoksit dismutaz (SOD) polimorfizminin mesane kanseri ile
iliskisi incelenmistir. Bu ¢alismada GSTT1 ve SOD polimorfizmi arasinda herhangi bir
iliski bulunamamistir. Ancak GSTM1 null genotiplilerde mesane kanseri riskinin artmis
oldugu bulunmustur (OR, 1.755; %95 CI, 1.119-2.751) (Cengiz ve ark., 2007).

Arjantin’de yapilan bir caligmada arsenige maruz kalinan bir bolgede 170 kisi
tizerinde methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) 677 ve 1298, GSTMI1 ve

GSTT1 polimorfizmlerinin arsenik metabolizmasina etkisi incelenmistir. Bunun
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sonucunda GSTM1 null genotipli kadinlarin GSTM1 pozitif genotipli kadinlara gore
onemli derecede daha fazla monometil arsenat adli arsenik metabolitini idrara
cikarttiklar1 bulunmustur. GSTT1 polimorfizmi ile arsenik metilasyonu arasinda
herhangi bir iligki bulunamamistir. Sonug¢ olarak bu calismayr yapanlar arsenigin
uyardig1 kanser gelisiminde 6nemli rol oynayan arsenik metilasyonuna etkisi nedeniyle
GSTM1 ve MTHFR polimorfizminin kansere duyarlilikta etkili olabilecegi
belirtmislerdir (Steinmaus ve ark., 2007).

Belcika’da yapilan bir ¢calismada 200 mesane kanserli hastada ve 385 kontrolde
polisiklik aromatik hidrokarbonlarin (PAH) ve mazotun mesane kanseri ile iligkisine
sigara ve metabolik enzimlerin polimorfizminin etkisi incelenmistir. Bu caligmada
aromatik aminlere maruz kalanlarda 5.75 kata varan (OR,5.75; %95 CI, 2.09-15.83)
mesane kanseri riski artisi tespit edilmistir ve aromatik aminlere maruz kalanlarda artan
mesane kanseri riski dogrulanmistir (Kellen ve ark., 2007a).

Yine Belgika’da yapilan bir meta analizde GSTP1 1105V polimorfizmi ile
mesane kanseri arasindaki iliski 4273 hasta ve 5081 kontrol {izerinde meta analiz
yontemi ile incelenmistir. GSTP1 I/V ve V/V, I/ ile karsilastirildiginda sirasiyla I/V
genotiplilerde 1.54 kat (OR, 1.54; %95 CI, 1.21-1.99) ve V/V genotiplilerde 2.17 kat
(OR,2.17; %95 CI, 1.27-3.71) risk artist oldugu bulunmustur. Mesane kanseri ile
polimorfizm arasindaki iliski Asya llkelerinde belirginken Avrupalilarda bu iligki
azalmaktadir. Sonu¢ olarak GSTP1 1105V polimorfizmi ile mesane kanseri arasinda
iliml bir risk artis1 oldugu bildirilmistir (Kellen ve ark., 2007b).

ABD’de yapilan bir caligmada daha Once yayimlanmis cesitli ¢alismalardaki
genetik polimorfizmlerle mesane kanseri arasindaki iligkiler incelenmistir. Bu caligmada
genetik polimorfizmleri, karsinojen metabolizmasi, DNA onarimi, hiicre dongiisiiniin
kontrolii, inflamasyon, apopitozis, metilasyon ve hiicre adezyon islevlerinde oynadiklar1
role gore gruplara ayirmiglardir. Calismanin sonucunda mesane kanseri patogenezini
anlamak i¢in molekiiler epidemiyoloji caligmalarinin yararli bir kaynak oldugunu

bildirmislerdir (Wu ve ark., 2007).

GSTM1, GSTTI ve GSTPI genlerinin polimorfizmleri ile ilgili diger bilgiler

Tablo 2’de verilmistir.
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Tablo 2. GSTM1, GSTTI ve GSTPI genleri ile ilgili bilgiler (‘Garte ve ark., 2001;

2http://vvww.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs:1695; Srivastava ve ark., 2005;

*Ates ve ark., 2005).

GSTM1 GSTP1 GSTT1
Kromozomal 1p13.3 11q13.3 22q11.23
lokalizasyon
Genin Diger Adlar GSTI1, GSTMI-1, DEN7, FAEES3,
GSTM1a-1a, GST3, PI -
GSTM1b-1b, GTH4,
GTM1, H-B,
MGC26563, MU,
MU-1
Gen Numarasi 2944 2950 2952
Genin uzunlugu 5.92 kb 2.84 kb 8.09 kb
Ekzon sayisi 8 7 5
Polimorfizm Delesyon A105G (Ile105Val) Delesyon
(null/ pozitif) (null/pozitif)
rs (ref. SNP) numaras1 | - 1695 -
Enzim aktivitesi Tamamen Azalmakta. Tamamen
kaybolmakta kaybolmakta
Substrat Polisiklik aromatik Polisiklik aromatik Hidroksialkinler,
hidrokarbonlar, hidrokarbonlar, N- butadien, mono-
aflatoksin asetilbenzoquinon & dihaloalkanlar
imin,4-nitroquinolin-1-
oksit
Avrupah saghkl Null % 51°, A %69, G %31° Null % 23",
bireylerde genotip/allel | Pozitif %49 Pozitif %77
frekans1 dagilimi.
Amerikali saghkh Null % 54, A %59, G %41° Null % 27",
bireylerde genotip/allel | Pozitif %56 Pozitif %73
frekans1 dagilimi.
Asyal saghkh Null % 62°, A %82, G %18° Null % 21°,
bireylerde genotip/allel | Pozitif %38 Pozitif %79
frekans1 dagilimi.
Tiirklerde genotip/allel | Null %42°, A %75, G %25 Null % 23,
frekansi dagilim. Pozitif %58, Pozitif %77,
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2.5. MK Patolojisi:

Mesane tiimorlerinin yaklagik %95'ini epitelyal orjinli kanserler olusturuken geri
kalam ise mezensimal tiimorler olusturmaktadir. Epitelyal tiimorlerin biiyiik kismin
transizyonal ya da iirotelyal tip hiicreliler olusturmaktadir. Urotelyal hiicreli kanserler
mesane tiimorlerinin %90 kadarini olusturular ve genel olarak iki farkli hastalik antitesi
olusturular. Bu tlimdorlerin birinci grubunu olusturan tiimorlerin yaklasik %801 ylizeyel
papiller tiimorlerdir ve bunlarin yalnizca %10-15’1 mesane duvarina invaze olur. Bu tip
timorlerde, yeni timor olusumu ya da tiimoriin tekrarlama riski siklikla uzun yillar
icerisinde gergeklesir. Urotelyal hiicreli kanserlerin %20 oranla ikinci grubunu kasa invaze

olan daha kotii prognoz gosteren tiimorler olusturmaktadir (Kumar ve ark., 2005).

Tablo 3. Urotelyal Tiimérlerin Derecelendirilmesi (Kumar ve ark., 2005).

WHO/ISUP Derecelendirilmesi'

-Urotelyal papillom

-Diisiik malignite potansiyelli iirotelyal neoplazm
-Papiller Urotelyal karsinom, diisiik dereceli

-Papiller Urotelyal karsinom, yiiksek dereceli

WHO Derecelendirilmesi?

-Urotelyal papillom

-Diisiik malignite potansiyelli iirotelyal neoplazm
-Papiller Urotelyal karsinom, Evre 1

-Papiller Urotelyal karsinom, Evre 2

-Papiller Urotelyal karsinom, Evre 3

12004’te WHO tarafindan kabul edilmistir.
21973 WHO derecelendirilmesi.

WHO: "World Health Organization”; ISUP: “International Society of Urological Patholopy”

WHO tarafinda 1973’te yapilan {iirotelyal tiimorlerin derecelendirilmesi ile ilgili
siniflandirma, ISUP tarafindan 1998’te yapilan bir konferansta tekrar degerlendirilerek ortak

bir sistem olusturulmustur (Epstein ve ark., 1998). Bu sistem 2004 yilinda WHO tarafindan
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da kabul edilmistir. Mesane tiimorlerinin derecelendirilmesi ile ilgili gecerli olan en son
siiflandirma sistemi Tablo 3’te; evreleme ile ilgili siklikla kullanilan siniflandirma ise

Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. Mesane Tiimoérlerinde, Primer Tiimor Evreleme Sistemi (Kumar ve ark., 2005).

AJCC/NUICC invazyon Derinligi
Noninvaziv, Papiller Ta

Karsinoma in situ (noninvazif, diiz) Tis

Lamina Propriya invazyonu T1

Muskiilaris Propria invazyon T2

Mikroskopik Ekstravazikal Invazyon T3a

Yaygin Belirgin Ekstravezikal Invazyon T3b

Bitisik Dokulara Invazyon T4

AJCC/UICC : “American Joint Commission on Cancer/Union Internationale Contre le

Cancer”

2.6. MK Klinigi

Mesane tiimorlerinin ilk ve en Onemli klinik belirtisi hematiiridir. Hematiiri
makroskopik veya mikroskopik olabilir ve tiim olgularin %85'inde vardir. Hematiiri
genellikle siirekli degildir ve belirli araliklarla ortaya cikar. Ozellikle 50 yas iizerindeki erkek
hastalarda agrisiz belirgin hematiiri akla oncelikle mesane tiimoriinii getirmelidir. Ancak
gastrointestinal sistem veya mesanenin yaygin olarak tutuldugu infiltratif tiimorlerde, hastalar
ilk olarak disiiri ve pollakiiri gibi mesane irritasyonu semptomlart gosterebilirler. Mesane
tiimorlii hastalarin genellikle tipik bir muayene bulgusu yoktur. Eger ¢ok biiyiik invazif bir
timor varsa suprapubik bolgede palpe edilebilir. Ozellikle siipheli hastalarda rektal
muayene mutlaka yapimalidir. Ozellikle infiltratif timorii olan hastalarda prostatin
endiirasyonu, mesane ile prostat arasinmn silinmesi ve mesane tabamindaki sertlesme ve
fiksasyon palpe edilebilir. Mesane kanserli hastalar oncelikle tiim hastalarda oldugu gibi

sistemik bir hastalik olabilecegi diisiincesiyle, ayrica; metastatik hastalik endisesi ile genel
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fizik muayeneden gecirilmelidir. Muayene sirasinda hastalar, o©zellikle hepatomegali,

supraklavikiiler ve inguinal lenfadenopati yoniinde incelenmelidir (Anafarta ve ark., 2007).

2.7. MK Tam Yontemleri

Intra venoz iirografi (IVU) nin tam koydurucu degeri diisiik oldugundan rutin olarak
yapilip yapilmamasi ile ilgili tereddiitler vardir. Ultrasonografi (US), kontrast madde
kullanilmamasi avantaji yaninda tan1 agisindan duyarli bir goriintiileme yontemi oldugundan
giderek artarak kullanilmaktadir. IVU, direkt batin filmi ile birlikte hematiiri nedeninin
ortaya konmasinda ve mesane kanserinin tespitinde de ©onemli bilgiler saglamaktadir
(Oosterlinck, 2001).

Yiizeyel mesane kanseri tespit edildiginde sitoloji tetkiki mutlaka yapilmalidir.
Vakalarin bityiik kisnunda diisiik derece tiimorlerde sitoloji negatiftir. Idrar sitolojisi in situ
tiimorlerin tespit edilmesinde 6zellikle yararhdir. Papiller timor varhiginda idrar sitolojisi
pozitif ise rastgele mesane biyopsisi yapilmalidir. Biyopsinin erkeklerde 6zellikle prostatik
iretradan alinmasi, tiimdriin “in situ” (Tis) asamasinda tespitinde daha onemlidir (Solsona
ve ark., 1997). Idrar sitolojisi testi; noninvaziv ve ucuz olmasi, karsinoma insitu ve yiiksek
dereceli tiimorlerde duyarhiliginin yiiksek olmasi nedeniyle mesane kanserinin tanisinda
onemli bir yer tutmaktadir. Ancak sitoloji; iyi farklilagsmis tiimor hiicrelerini, normal
hiicrelerden her zaman ayirt edemez ve o nedenle diisiik dereceli tiimorlerde duyarlilik daha
azdir (Oosterlinck, 2001).

Sistoskopi, mesane tiimorlerinin kesin tamisinda altin standart degerinde bir
yontemdir. Sistoskopi ylizeyel tiimorlerde taninin yaninda, rezeksiyon ile birlikte tedavi
imkanin1 da vermektedir. Ayrica hastaligin prognozunun takibinde de sistoskopi 6nemli bir

yontemdir (Oosterlinck, 2004).

2.8. MK Biyolojik Tiimor Belirtecleri

Mesane tiimorleri; invazyon, metastaz ve tekrarlama sikligi agisindan heterojenite
gosterir. Bu durum hastaligin tamisinda ve tedavisinde hastalart ve klinisyeni olduk¢a zor
durumda birakmaktadir. Yeni tam1 konan mesane kanserlerinin biiyiik kisminda, tam
konuldugunda, hastada zaten hematiiri veya idrar irritasyonu sikayetleri ortaya ¢ikmis
durumdadir. Bu sekilde yeni tam1 konan mesane tiimorlerinin %15-30’u yiiksek derece

mesane tiimorii vakalardir. Mesane kanserli hastalar 3-6 ayda bir hastaligin takibi ve
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tekrarlamasi1 agisindan 6zellikle sistoskopi ile takip edilmektedir. Bu maksatla yapilan
sistoskopi invazif ve goreceli olarak pahali bir yontem olmasina ragmen hala hastaligin tani,
takip ve aym zamanda tedavisinde altin standart bir yontemdir. Idrar sitolojisi noninvazif bir
belirtectir ve yiiksek derecede tiimore 6zgiidiir. Ayrica diisiik derecelerde olmasa da yiiksek

derece tiimorlerde duyarliligi da yiiksektir (Vinata ve ark., 2005).

Mesane kanserinin tespitinde, derecesinin degerlendirilmesinde, hastaligin
tekrarlama durumunun takibinde ve prognozun tahmin edilmesinde noninvazif testler
olarak tiimor belirtecleri de kullanilmaktadir. Bu testler mesane kanserinin prognostik
degerlendirmesinde heniiz sistoskopinin ve sitolojinin yerini alamamiglardir. Ancak bir¢ok
tlimor belirtecinin sistoskopi ve idrar sitolojisi ile birlikte kullanilmasinin yararli olabilecegi
degerlendirilmektedir. Bu alanda kullanilan prognostik tiimor belirtecleri alti grupta
toplanmaktadir: Bunlar; mikrosatellitlerle iliskili belirtecler, protoonkogenler ve onkogenler,
tiimor baskilayici genler, hiicre dongiisii diizenleyicileri, anjiogenezle iliskili belirtecler ve
ekstraselliiler matriks adezyon molekiilleridir (Habuchi ve ark., 2005).

Prognozun belirlenmesinde kullanilan biyolojik tiimor belirteclerine daha ¢cok doku
orneklerinden bakilmaktadir. Ideal bir tiimér belirteci; kanser dokusuna 6zel olmali, timor
meydana geldigi zaman serumda veya diger viicut sivilarinda belirlenebilmeli, kullanilan
test teknigi kolay uygulanabilir ve giivenilir olmali, serum diizeyleri tiimoriin derecesi ve
hacmiyle orantili olmal1 ve tedavi sonrasi prognozu tahmin edebilmelidir. Bu giin mesane
timorii icin organa o©zgiil bir timor belirteci yoktur. Ancak mesane tiimorlerinde

kullanilmasinda yarar goriilen tiimor belirtegleri Tablo 5°te gosterilmistir.

2.9. MK Tedavisi:

Mesane tiimorlerinin derece ve evresi farklilik gosterdiginden tedavi protokolleri de
cok cesitlidir. Bu acgidan tedavi plam hazirlanirken hastalar yiizeyel (Ta, TIl, Tis), lokal
mfiltratif (T2, T3a, T3b T4a) ve metastatik (T4b, N+, M+) olmak iizere lic ayr1 grupta
degerlendirilerek; her bir grup icin transuretral rezeksiyon (TUR), intrakaviter adjuvan
tedavi, intravezikal immiinoterapi, parsiyel sistektomi, radikal sistektomi ve kemoterapi
seceneklerinden uygun olani/olanlart kullanilmalidir (Duque ve Loughlin, 2000;

Gschwend ve ark., 2000; Newling ve ark., 2001; Meijden ve Sylevester, 2003).
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Tablo 5. Mesane Tiimorlerinin Tespit ve Takibinde Kullanilan Tiimor Belirtecleri (Vinata
ve ark., 2005).

TEST TESPIT EDILEN | DUYARLILIK OZGULLUK (%)
BELIRTEC (%)

Sitoloji Tiimor Hiicreleri 11-76 >90

Hematiiri Tespiti Kirmizi Kan | ~100 ~100
Hiicresi

NMP-22! Niikleer ~ mitotik | 47-100 55-80

protein cisimcigi

Survivin Apopitozis gen | 100 87-100
ailesinin  inhibitor
bir iiyesi
UBC? Sitokeratin 8 ve 18 | 36-79 88-92
Sitokeratin 20 Sitoskeletal protein | 82-87 55-70
HA-HAaz Hyaliironik asit ve | 88-94 63-71
hyaliironidaz
Mikrosatellit DNA | Kromozomlardaki 72-97 >95
Testi mikrosatellit
belirtegler
Telomeraz (TRAP3 | Enzim aktivitesi 70-90 60-70

yontemi)

INMP: Nuclear matrix protein.
2UBC: Urinary Bladder Cancer.
STRAP: Telomeric Repeat Amplification Protocol.

Buraya kadar mesane kanseriyle ilgili genel bilgilerden anlasilacag: iizere mesane
kanserinin gelisiminde ve ilerlemesinde ksenobiyotikler ve onlarin viicuttaki metabolizmasi
onemli rol oynamaktadir. Bu nedenle biz ksenobiyotik metabolizmasinda temel rol
oynayan CYPIA2, CYP2D6, GSTMI1, GSTPI ve GSTTI genleri varyantlarinin mesane

kanseri ile iligkisini ortaya koymaya calistik. Bunu yaparken kullandigimiz materyal,
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izledigimiz metot, elde ettigimiz bilgiler, tartisigimiz konular ve sonuglarmmiz tezin

ilerleyen boliimlerinde yazilmigtir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Cahsma Populasyonunun Olusturulmasi, Kan Orneklerinin ve Epidemiyolojik

Verilerin Toplanmasi

Bu c¢alismaya, Ondokuz Mayis Universitesi Uroloji A.D. ve GATA Uroloji
A.D.’nda Ocak 2005 ve Mayis 2007 tarihleri arasinda klinik ve patolojik olarak mesane
kanseri tanis1 konan toplam 135 hasta katildi. Hastalarin 109 tanesi OMU’de, 26 tanesi
GATA’da tam1 konan ve tedavi edilen hastalardi. GATA’da tan1 konan ve tedavi
edilenlerin 8’1 Karadeniz bolgesindendi. Kontrol grubu da benzer demografik 6zellikler
gosteren ve hastalarla ve kendi aralarinda akrabalik baglantis1 gostermeyen 128 kisi
tarafindan olusturuldu. Boylece calisma grubunu %87’si Karadeniz Bolgesinde yasayan
kisiler tarafindan olusturuldu. Calismaya katilan tiim hastalar ve kontrol grubunu
olusturan kisiler, ¢calisma ile ilgili olarak bilgilendirilerek aydinlatildi ve kendileri ya da
yasal vasileri tarafindan, 6rnegi Ek-A’da yer alan “Bilgilendirilmis Goniilli Olur
Formlar1” imzalandi. Daha sonra hasta ve kontrol grubunu olusturan kisilerden 5’er ml
periferik venoz kan alindi. Calismaya katilan kisilerin tamaminin hastalikla ilgili aile
Oykiisii, daha once gecirilen hastaliklari, sigara ve alkol kullanim durumlar1 ayrintili
olarak sorgulanarak bunlarla ilgili 6rnegi Ek-B’de yer alan “Hasta Bilgi Formu”
dolduruldu. Hasta ve kontrol grubunu olusturanlarin mesane kanseri ve diger bazi
hastaliklarla (diger kanserler, hipertansiyon ve kalp hastaligi) ilgili 6zge¢misi ve soy

gecmisi sorgulanarak Hasta Bilgi Formuna kaydedildi.

Tez calismalarina baslamadan 6nce Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi

Etik Kurul Bagkanligi’'ndan yazili olarak izin alindu.

DNA izolasyonu 'tuz c¢oktiirme' yontemi kullamilarak yapild1 (Miller ve ark.,
1988).

3.2 Kullamilan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler
Cihazlar;
- Termal dongii cihazi1 (Biolab, Ingiltere, ABI/PRISM Applied Biosystems, U.S.A)
- Yatay elektroforez sistemi (Scie-Plas, Ingiltere)
- Elektroforez gii¢ kaynagi (Waaltec, Tayvan)

- UV transillumunator (Vilber Laurmat, Fransa)
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- UV goriintii analiz sistemi (Biolab, Ingiltere)
- Sogutmal1 santrifiij (Niive, Tiirkiye)

- Sogutmali mikrosantrifiij (Hettich, Almanya)
- Su banyosu ( Niive, Tiirkiye)

- Hassas terazi (Mettler AJ 100, Almanya)

- pH metre (Hanna, Almanya)

- Pastor firin1 (Heraus, Almanya)

- Isitic1 (Hotplate, Almanya)

- Otomatik pipetler (Eppendorf, Almanya; Capp, Danimarka)
- Vorteks (Niive, Tiirkiye)

- Etiiv (Dedeoglu, Tiirkiye)

- Inkiibasyon cihaz1 (Innogenetics, Avusturya)

Kimyasal Maddeler;
- Agaroz (Sigma)

- Siikkroz (Merck)

- Tris (Merck)

- EDTA, sodyum tuzu (Merck)

- SDS, Sodyumdodesilsiilfat (Sigma)

- Etil alkol (Sigma)

- NaCl (Merck)

- Sodyum hidroksit (Merck)

- Magnezyum kloriir (Merck)

- Borik asit (Sigma)

- Triton X-100 (Sigma)

- Etidyum bromiir (Sigma)

- Proteinaz-K (Sigma)

- Taqg DNA polimeraz enzimi (Promega ve Fermentas)
- Restriksiyon enzimleri (Takara ve Fermentas)

- 10 X PCR buffer (Bioron, Takara ve Fermentas)

- Deoksiriboniikleosid trifosfatlar (ANTPs, Promega)

- PCR Primerleri (Iontek ve Fermentas)
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3.3. Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi
0.5M EDTA, pH 8.0:
- 18.61 g disodyum EDTA.
- 80 ml bidistile H»O i¢inde ¢oziiliir.
- Soliisyona 2 g NaOH tableti atilarak eritilir.
- pH 8’e ulastifinda bidistile H,O ile 100 ml’ye tamamlanir.
- Otoklavda steril edilir.

- Oda 1s1s1nda saklanir.

Doymus NaCl (6M) Soliisyonu:
-7 gr NaCl.
- 20 ml bidistile H»O i¢inde ¢oziiliir.
- Otoklavda steril edilir.

- Oda 1s1s1nda saklanir.

IM Tris pH 7.5:
- 12.11 g Tris-bazi.
- 80 ml bidistile H»O i¢inde ¢oziiliir.
-pH HCl ile 7.5’a ayarlanir.
- Bidistile H,O ile 100 ml’ye tamamlanir.
- Otoklavda steril edilir.

- Oda 1s1s1nda saklanir.

10X TBE (Stok soliisyon):
- 108 g Tris-baz1 (0.9M).
- 55 g Borik asit (0.9M).
-40 ml 0.5M EDTA, pH 8.0 (20 mM).
- Tris-base ve borik asit 700 ml bidistile H,O i¢inde ¢oziiliir.
- EDTA eklenir.
- Bidistile H,O ile 1000 ml’ye tamamlanir.

- Oda 1s1s1nda saklanir.
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1X TBE (Calisma soliisyonu):
- 100 ml 10X TBE stoktan.
- 900 ml bidistile H,O eklenir.

Etidyum bromiir soliisyonu (10 mg/ml):
- 1 g etidyum bromiir.
- 10 ml bidistile H,O icinde ¢oziiliir.
- Isik almayan bir sise i¢cinde +4 °C’de saklanir.

- Stok soliisyondan, ¢alisma soliisyonu 0.5 mg/ml olacak sekilde hazirlanir.

3.4. DNA izolasyonu
DNA izolasyonunda kullanilan soliisyonlar ve igerikleri asagida anlatilmistir.
Lizis Tamponu:

-320 mM Siikroz (Merck)

-10 mM Tris (Merck) pH 7.5

-4 mM MgCl, (Merck)

-%]1 Triton X 100 (Sigma)

-Distile suyla 1000 ml’ye tamamlanir. Soliisyon hazirlandiktan sonra otoklavlanir.

TEN tamponu :
-10 mM Tris (Merck) pH 8
-2 mM EDTA (Merck)
-400 mM NaCl (Merck)

Distile suyla 50 ml’ye tamamlanir. Soliisyon hazirlandiktan sonra otoklavlanir.

Proteinaz K (Sigma) Soliisyonu :
10 ml 500 mM’lik Tris (pH 8) soliisyonu icine 100 mM’lik CaCl,’den 0.1 ml
ilave edilir ve 100 mg proteinaz K soliisyona eklenir. Bu sekilde 10 mg/ml proteinaz K

soliisyonlar1 hazirlanir.

% 10 SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) (Sigma):



53

10 gr SDS alinir ve 100 ml distile su i¢inde ¢oziiliir.

Doymus NaCl Soliisyonu (6M) :

7 gr tartilip, distile su ile 20 ml’ye tamamlandiktan sonra otoklavlanir.

%70 Etil alkol:
70 ml %99.5 etil alkol alinir ve 30 ml bidistile H,O eklenir ve -20 °C’de saklanir.

TE Soliisyonu :
-10 mM Tris pH 7.5
-lmM EDTA
-Hazirlamak i¢in 500 mM Tris pH 7.5 stok soliisyonundan 1 ml, 100 mM EDTA stok

soliisyonundan 0.5 ml alinir distile su ile 50 ml’ye tamamlanir.

iki giin siiren DNA izolasyonu islemleri sirasinda izlenen yontem asagida
anlatilmastir.

1. Giin:
1-5 ml EDTA’11 tam kanlar 50 ml’lik polipropilen tiiplere dokiildii.

2-Kan orneklerinin iizerine, 15’er ml. lizis tamponu konularak kapaklar1 kapatildi ve 2-3

saniye kadar galkalandi.

3-Ornekler 2200 rpm’de, 4°C’de, 15 dakika santrifiij yapildi. Tiipiin iizerindeki

siipernatant pastor pipeti ile atildi.
4-Lizis tamponu ile yapilan islem iki kez daha tekrarlandi.

5-Lizis tamponu ile son olarak yapilan iigiincii islemden sonra, dipte kalan temiz

cokelti lizerine 3’er ml TEN tamponu konularak, 2-3 saniye ¢alkalandi.

6-Orneklerin iizerine 200’er ul %10’luk SDS ve 50’ser ul Proteinaz K ilave edilerek,
tiipler elle calkalanarak nazik bir sekilde karistirildi.

7- Birinci giin islemleri bu sekilde bitirildikten sonra 50 ml’lik propilen tiipler

icerisindeki ornekler, bir gece, 37°C’deki inkiibatorde hafif ¢alkalanarak inkiibe edildi.
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2. Giin:

1-ikinci giin 6rneklerin iizerine 1’er ml 6 M’lik NaCl soliisyonundan konuldu ve 2-3

saniye vortekslendi
2-2600-2700 rpm’de 15 dakika santrifiij yapildi.

3-Ustteki siipernatantlar 15 ml’lik baska tiiplere alind1, tekrar 3300 rpm’de oda 1s1sinda
30 dakika santrifiij edildi.

4-Siipernatantlar 15 ml’lik bagka tiiplere alindi.
5-Her bir ornekte siipernatantin iki kati hacimde saf etil alkol ilave edilerek DNA
coktiirtildii.

6- Her bir 6rnek icin elde edilen DNA’lar, pipet ucu ile alinarak, ayr1 ayri iclerinde 1’er

ml % 70’lik etil alkol bulunan ependorf tiiplerinin i¢ine konuldu.

7-iclerinde DNA bulunan 1.5 ml.’lik tiipler, 10 dakika 13000 devirde santrifiij
yapildiktan sonra, iistteki alkol ince uglu pastor pipeti ile cekilerek atildi. Coktiiriilen
DNA, tiiplerin agzi acik birakilarak 37°C’de etiivde 20 dakika bekletilerek alkoliin

ucarak tamamen uzaklagmasi saglandi.

8-DNA orneklerinin iizerine 150’ser ul TE tamponu ilave edilerek ve tiiplerin agzi

kapatildiktan sonra 37°C’de etiivde ¢oziinmesi i¢in 2-3 saat bekletildi.

9-Son olarak ¢rnekler ¢oziindiikten sonra, 10 ul stok DNA 6rnegi, icinde 1 ml distile su
bulunan 1.5 ml.’lik tiiplere alindi. Karisim vortekslendikten sonra spektrofotometrede

260 nm ve 280 nm’de optik yogunluk 6l¢iilerek DNA’nin miktar1 ve saflig tayin edildi.

10-Elde edilen stok DNA oOrnekleri -20°C’de saklanmaktadir.

3.5. DNA Konsantrasyonunun Hesaplanmasi
DNA konsantrasyonu hesap edilirken sira ile asagidaki islemler yapildi.

I-Her oOrnek igin ayr1i ayrt 990’ar pul saf su, daha Onceden iizerleri etiketlenerek
hazirlanmig 1.5 ml.’lik tiiplere konuldu.

2-Uzerlerine her drnekten ayr1 ayr1 10”ar pl stok DNA eklendi.

3-Ornekler vortekslendi.
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4-Orneklere santrifiijde 2-3 sn. déndiirme islemi yapild.

5- Konsantrasyon 6l¢iimii i¢in 1 ml hacimli iki adet quartz tiip kullanildi. Bunlardan kor
olarak kullanilacak olan tiipe 1000 pul saf su, ikinci tiipe ise icerisinde 10 pl genomik
DNA ve 990 ul saf su bulunan 1000 ul’'lik karistim konuldu. DNA oOrneklerinin
bulundugu tiiplerin, spektrofotometrede 260 nm dalga boyunda 6l¢iilen ODey degerleri
kaydedildi. Daha sonra, elde edilen bu OD,sy degerlerine gore her ornegin DNA

konsantrasyonu asagidaki formiille ayr1 ayr1 hesap edilerek kaydedildi.

DNA Konsantrasyonu = (OD),s x Sulandirma katsayis1 (100) x 50 ul/ml (cift

zincirli DNA’lar icin standart)

3.6. CYPIA2 Geninin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)/Restriksiyon Parcacig

Uzunluk Polimorfizmi (RPUP) Yontemi ile Genotiplenmesi

CYPIA2‘nin C734A polimorfik bolgesi, PZR-RPUP yontemi ile belirlendi
(Basile ve ark., 2000). 15q24°te lokalize CYPIA2 geninin 1. intronunda yer alan C734A
substitiisyonunu iceren 370 b¢’lik segment, PZR ile c¢ogaltildi. Amplifikasyon
reaksiyonu 25 pul toplam hacim icinde, her reaksiyon ig¢in, 1x reaksiyon tamponu
[10mM Tris-HCI (pH 8.3), 50 mM KCI, %0.001’lik jelatin], 1.5 mM MgCl,, 200 uM
dNTP, her primerden 0.8 uM, 200 ng genomik DNA ve 1 iinite Tag polimeraz
(Promega, Madison, WI) eklenerek gerceklestirildi. PZR reaksiyonlar1 sirasinda
kontaminasyon olasilifin1 kontrol etmek icin negatif kontroller kullanildi. Calisilan
negatif kontroller igerisine reaksiyon karigimi konuldu, fakat DNA yerine 2 ul distile su
eklendi. Bu calismada arastirilan bes gen i¢in kullanilan tiim primerler ve restriksiyon
enzimleri Tablo 6’da gosterilmistir. Tag polimeraz enzimi, reaksiyon karisimina
eklenmeden once PZR karistmi 99°C’de 3 dakika baslangic denatiirasyonuna tabi
tutuldu. Daha sonra 94°C’de 60 saniye denatiirasyon, 57°C’de 60 saniye baglanma ve
72°C’de 60 saniye olmak iizere uzatma termal dongiileme cihazinda 35 dongii PZR
uygulandi. PZR iiriinleri 37°C’de bir gece Bspl120I (MBI, Fermentas, Lithuania)
restriksiyon enzimi ile kesildi. On pl PZR iiriinii 10 iinite enzim kullanilarak kesildi.
Elde edilen iiriinler, %2’lik agaroz jelde yiiriitillerek UV 15181 altinda goriintiilendi. Jel
tizerinde goriintiilenen 370 b¢’lik parcaciklar AA genotipi; 370 bg, 240 be ve 130 bg’lik




parcaciklar AC genotipi ve 240 b¢ ve 130 b¢’lik parcaciklar CC
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degerlendirildi.

Tablo 6. Calisilan genlerin primerleri ve restriksiyon enzimleri.

genotipi olarak

GEN PRIMER RESTRIKSIYON
ENZIiMI

CYPIA2 | (F)5-CTA CTC CAG CCC CAG AAG TG-3’ Bsp1201
(R) 5°-GAA GGG AAC AGA CTG GGA CA-3

CYP2D6 | (F)5’-GCC TTC GCC AAC CAC TCC G-3° BstN1
(R) 5-AAA TCC TGC TCT TCC GAG GC -3’

GSTM1 | (F)5-GAA CTC CCT GAA AAG CTA AAG C-3° -
(R) 5’-GTT GGG CTC AAA TAT ACG GTG G-3’

GSTTI | (F)5-TTC CTT ACT GGT CCT CAG ATC TC-3’ -
(R) 5’- TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA-3’

GSTPI | (F)5’-GCC CTC TGC TAA CAA GTC CTA-3’ Alw 261

(R) 5’-GCC CTA AAA AGA AAATCG CCA ATC -3°

3.7. CYP2D6 Geninin PZR/RPUP Yontemi ile Genotiplenmesi:

22q13.1°de lokalize CYP2D6’nin polimorfik bolgesi, PZR-RPUP yontemi ile

belirlendi (Sobti ve ark., 2005). CYP2D6 geninin intron 3 ve ekzon 4 birlesim yerindeki

G1934A transisyonunu iceren 334 b¢’lik segment, PZR ile cogaltildi. Amplifikasyon

reaksiyonu 25 pl toplam hacim iginde, 1x reaksiyon tamponu [10mM Tris-HCI1 (pH

8.3), 50 mM KCl, %0.001°lik jelatin ], 1.5 mM MgCl,, 200 uM dNTP, her primerden

0.5 uM (Tablo 6), 200 ng genomik DNA ve 1.5 iinite Taqg polimeraz (Promega,

Madison, WI)

eklenerek gerceklestirildi. PZR reaksiyonlari sirasinda kontaminasyon

olasiligin1 kontrol etmek icin negatif kontroller kullanildi. Calisilan negatif kontroller

icerisine reaksiyon karistmi konuldu, fakat DNA yerine 2 pl distile su eklendi. 95°C’de

5 dakika baslangi¢ denatiirasyonunu takiben; 94°C’de 60 saniye denatiirasyon, 57°C’de
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60 saniye baglanma ve 72°C’de 60 saniye uzatma olmak iizere termal dongiileme
cihazinda toplam 35 dongii PZR uygulandi. On pl PZR diiriinii 2 iinite Mval (MBI,
Fermentas, Lithuania) restriksiyon enzimi 37°C’de bir gece inkiibe edilerek kesildi ve
elde edilen iiriinler, %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek UV 15181 altinda goriintiilendi. Her
ornek icin jelde ortaya cikan 230 ve 104 bg¢’lik parcaciklar yaygin metabolize edici
normal alelleri (GG); 334, 230 ve 104 bg’lik parcaciklar heterozigotlart (AG);
kesilmeyen 334bc’lik tek bir parcaciklar zayif metabolize edici varyant alelleri (AA)

gosterdi.

3.8. GSTM1 ve GSTT1 Genlerinin Multipleks PZR Yo6ntemi ile Genotiplenmesi

1p13.3’te lokalize GSTM1 ve 22ql11.23’te lokalize GSTT! genlerinin segilen
bolgeleri ii¢ cift primer kullanilarak multipleks PZR ile cogaltildi (Arand ve ark., 1996).
GSTM1 ve GSTTI genleri ile birlikte internal kontrol olarak albumin geni kullanildi.
Amplifikasyon reaksiyonu 25 pl’lik toplam hacim i¢inde, 1x PZR tamponu, 2.5 mM
MgCl,, 200 uM dNTP, her primerden 0.4 uM (Tablo 6), %5 DMSO, 200 ng genomik
DNA ve 2.0 iinite Taq polimeraz (Promega, Madison, WI) eklenerek gerceklestirildi.
PZR reaksiyonlar1 sirasinda kontaminasyon olasiligimi kontrol etmek igin negatif
kontroller kullanildi. Calisilan negatif kontroller icerisine reaksiyon karisimi konuldu,
fakat DNA yerine 2 ul distile su eklendi. Her PZR’de delesyon olmayan bireye ait
pozitif kontrol DNA’s1 kulanildi. ki tinite Tag DNA polimeraz, 95°C’de 5 dakika
baslangic denatiirasyonunu takiben eklendi. 94°C’de 60 saniye denatiirasyon, 59°C’da
60 saniye baglanma ve 72°C’da 60 saniye uzatma olmak iizere termal dongiileme
cihazinda 35 dongii PZR uygulandi. Son olarak 72°C’de 5 dakika son sentez
basamaklar1 uygulandi. Amplifikasyon reaksiyonu sonrasinda olusan {iiriinler %?2’lik
agaroz jelde yiiriitiilerek UV 15181 altinda goriintiilendi. Jelde ortaya ¢ikan 480, 215 ve
350 be¢’lik bantlar, sirasi ile; GSTMI, GSTT1 ve internal kontrol olarak kullanilan

albumin genlerini gosterdi.

3.9. GSTPI Geninin PZR/RPUP Yontemi ile Genotiplenmesi
11q13.3’te lokalize GSTP1’in polimorfik bolgesi ile PZR yontemi ile cogaltildi
(Ryk ve ark., 2005). Amplifikasyon reaksiyonu 25 pl’lik toplam hacim icinde; 1x PZR
tamponu, 1.5 mM MgCl,, 0.10 mM dNTP, her primerden 0.35 uM (Tablo 6) ve 200 ng
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genomik DNA eklenerek gergeklestirildi. 1.5 tinite Tag DNA polimeraz, 95°C’de 5
dakika baslangi¢c denatiirasyonunu takiben eklendi. PZR reaksiyonlar1 sirasinda
kontaminasyon olasilifin1 kontrol etmek icin negatif kontroller kullanildi. Calisilan
negatif kontroller igerisine reaksiyon karigimi konuldu, fakat DNA yerine 2 ul distile su
eklendi. 94°C’da 15 saniye denatiirasyon, 58°C’da 30 saniye baglanma ve 72°C’de 30
saniye uzatma olmak iizere termal dongiileme cihazinda toplam 35 dongii PZR
uygulandi. Son olarak 72°C’de 5 dakika son sentez basamaklar1 uygulandi. On ul PZR
irtinii 5 iinite Alw261 (MBI, Fermentas, Lithuania) restriksiyon enzimi ile 37°C’de bir
gece kesildi. Elde edilen iriinler %2’lik agaroz jelde yiiriitillerek UV 15181 altinda
goriintiilendi. Jel goriintiisiine gore her bir ornekte; 294 b¢ uzunlugundaki parcaciklar
105I1e/1051le genotipini; 234 ve 60 bg’lik parcaciklar 105Val/105Val genotipini; 294,
234 ve 60 be¢’lik parcaciklar ise 105Val/1051le genotipini gosterdi.

3.10. istatistik Degerlendirme

Bu calismada arastirilan Mendeliyen kalitim gosteren genlerin, hesap edilen
genotip ve allel frekanslarinin, Hardy-Weinberg esitligine uygunlugu ki-kare testi ile
kontrol edildi. Tanimlayici istatistikler kesikli veriler i¢in say1/yiizde, siirekli veriler i¢in
ortalama + standart sapma olarak gosterildi. Gruplar arasi karsilagtirmalarda ki-kare
testi kullanildi. Risk hesaplamalarinda lojistik regresyon analizi kullanildi ve olasiliklar
orani ve %95 giiven aralig1 hesaplanarak degerlendirme yapildi. Yas, cinsiyet, sigara ve
alkol icme durumlart ile ilgili degerlendirmeler cok degiskenli lojistik regresyon
analizine gore yapildi. Istatistik yontemlerde “Fisher Exact” test kullanildi. Verilerin

istatistiksel analizinde SPSS 11.5 paket programi kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Calisma grubu ile ilgili demografik verilerin degerlendirilmesi

Bu calismaya, 135’1 mesane kanserli hasta ve 128’1 kendisinde ve ailesinde
mesane kanseri olmayan toplam 263 kisi katildi. Calismaya katilanlarin ayrintili
demografik verileri ile sigara ve alkol hikayeleri Tablo 7°de verilmistir. Calismaya
katilan hasta grubunun %90.4’ii erkeklerden ve % 9.6’s1 kadinlardan olusuyordu. Buna
karsilik kontrol grubunu olusturanlarin %83.6’s1 erkeklerden ve %16.4’1i kadinlardan
olusuyordu. Calisma grubunun yaslar1 incelendiginde hastalarin %89.8’inin, kontrol
grubunun ise %79.3’iiniin yaslar1 51 ve iizerinde idi.

Tablo 7°de cinsiyet, yas, sigara ve alkol kullanimi ile mesane kanseri arasindaki
risk baglantis1 ortaya konmaktadir. Risk hesaplamalar1 yapilirken, tabloda yer alan her
bir degiskenin riski diger degiskenlere gore diizeltilerek analiz yapildi (multivariate).
Calismamizda mesane kanserine yakalanma riski 51-70 yas arasi kisilerde istatistiksel
anlamlilik sinirina yakin bulundu. Bulgumuz mesane kanserinin bir yasli hastalii
oldugunu desteklemektedir. Ayrica giinde 1 paketten az sigara icenlerde mesane
kanserine yakalanma riski anlamlik sinirina yakin bulundu. Giinde yaklasik bir paket
sigara icenlerde ise mesane kanseri gelisme riskinin yaklasik 2 kat arttigi belirlendi
(OR, 1.974 %95 CI, 1.055-3.472). Giinde iki paketten fazla sigara icenlerde ise mesane
kanseri riski acisindan istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte yaklasik 2 katlik
bir risk artis1 belirlendi. Istatistiksel olarak anlamsiz sonu¢ bulunmasinin nedeni giinde
iki paketten fazla sigara icen hasta ve kontrol bireylerinin sayisinin az olmasina
baglanabilir. Her giin alkol icenlerde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yaklasik iki
kat mesane kanserine karsi koruyucu bir etki tespit edildi. Ancak hasta ve kontrol
grubunun yetersiz olmasi ve toplumumuzda alkol kullanimiyla ilgili sorularla kisilerin
gercek alkol kullanim miktarlarmin tam olarak belirlenememesi bu sonuglarin
giivenirligini diisiirmektedir. Ayrica Tablo7’ye gore cinsiyet, 71 yas iizeri bireyler ve
her giin alkol kullananlar disinda alkol alanlar ile mesane kanseri gelistirme riski

arasinda iliski kurulamadi.
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4.2. CYPIA2 geni polimorfizmiyle ilgili bulgular

Calisma ve kontrol grubunda CYPIA2 geninin C734A bdlgesi genotipleri
belirlendi. Calisilan 6rneklerin bir kismina ait agaroz jel elektroforez goriintiisii Sekil
6’da gosterilmistir. Sekil 6’da Bsp120I ile kesim sonrasinda enzimin tanima bolgesi
olup olmamasina gore ortaya cikan 130, 240 ve 370 bg¢’lik parcaciklara ait bantlar
goriilmektedir. Restriksiyon enzimi ile kesim sonrasinda elde edilen {riinleri

tanimlayabilmek maksadiyla belirte¢ kullanilmastir.

1 2 345 67 8 9 B111213141515 171819 20

T - =

Sekil 6. Fotograftaki agaroz jelde 19 adet 6rnege ait CYPIA2 geninin PZR/RPUP
yontemi ile olusan DNA bant goriintiileri yer almaktadir. Bu bant goriintiilerine gore
AA genotipini gosteren kuyular 2, 8, 11, 14 ve 15. kuyulardir. AC genotipini gosteren
kuyular 1,4, 6,7,9, 13, 16, 18, 19 ve 20. kuyulardir. CC genotipini gosteren kuyular 3,
5 ve 17. kuyulardir. Bant goriintiisii net olmayan 12. kuyudaki 6rnek tekrar calisilmistir.
Belirtec olarak yiiklenen 100 bg¢’lik belirteg 10. kuyuda yer almaktadir. Bu belirte¢ 11
tane parcacik icermektedir ve parcacik uzunluklari 1031 bg, 900 bg, 800 bg, 700 bg, 600
be, 500 be, 400 b, 300 bg, 200 bg, 100 bg ve 80 bg.
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4.3. CYP2D6 geni polimorfizmiyle ilgili bulgular

Calisma ve kontrol grubunda CYP2D6 geninin G1934A polimorfik bdlgesi
genotipleri belirlendi. Calisilan 6rneklerin bir kismina ait agaroz jel elektroforez
gorilintiisii Sekil 7°de gosterilmistir. Sekil 7°de Mva 1 ile kesim sonrasinda enzimin
tanima bolgesi olup olmamasina gore ortaya ¢ikan 104, 230 ve 334 b¢’lik pargaciklara
ait bantlar goriilmektedir. Restriksiyon enzimi ile kesim sonrasinda elde edilen iiriinleri

tanimlayabilmek maksadiyla belirte¢ kullanilmistir.

Sekil 7. Fotograftaki agaroz jelde 7 adet ornege ait CYP2D6 geninin PZR/RPUP
yontemi ile olusan DNA bant goriintiileri yer almaktadir. Bu bant goriintiilerine gore
AA genotipini gosteren kuyular 7 ve 8. kuyulardir. AG genotipini gosteren kuyu 6.
kuyudur. GG genotipini gosteren kuyular ise 1, 2, 3, ve 5. kuyulardir. Belirte¢ olarak
yiikklenen pUC / Mspl adli DNA belirteci 4. kuyuda yer almaktadir. Bu belirtec 12 tane
parcacik icermektedir ve parcacik uzunluklar: 501 bg, 489 bg, 404 bg, 331 bg, 242 be,
190 be, 147 be, 111 be, 110 be, 67 be, 34 bg ve 26 be’dir.
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4.4. GSTM1 ve GSTTI genleri polimorfizmiyle ilgili bulgular

GSTM1 ve GSTTI genleri, delesyon polimorfizmi gosterdiklerinden orneklerin
genotiplenmesi restriksiyon enzimi kullanilmadan, multipleks PZR yontemi ile yapildi.
Genotiplemenin dogru bir sekilde yapilabilmesi icin internal kontrol olarak albumin
geni, belirtec ve kontaminasyon riskine karsi negatif kontrol kullanildi. Calisilan
orneklere ait agaroz jel elektroforez goriintiisii Sekil 8°de gosterilmistir. Internal kontrol
olarak kullanilan albumin geninin ¢ogaltilan kisminin uzunlugu 350 b¢’dir. Jelde 215 ve
480 be¢’lik bantlarin varligr (pozitif) ya da yoklugu (null) sirasiyla GSTM1 ve GSTTI

genlerinin genotipini gostermektedir.

Sekil 8. Fotograftaki agaroz jelde 7 adet ornege ait GSTMI ve GSTTI genlerinin ve
internal kontrol olarak kullanilan albumin geninin multipleks PZR yontemi ile ortaya
konan DNA bant goriintiileri yer almaktadir. Jelde yer alan kuyulardan 1. ve 7. kuyular
GSTM1 (+) / GSTTI (+) genotiplerini; 3, 4, 5 ve 6. kuyular GSTM1 (0) / GSTTI (+)
genotiplerini; 8. kuyu ise GSTM1 (0) / GSTT1 (0) genotiplerini gostermektedir. Negatif
kontrol 9. kuyuya yiiklenmistir. Belirte¢ olarak yiiklenen pUC/Mspl adli DNA belirteci
2. kuyuda yer almaktadir. Bu belirte¢ 12 tane parcacik icermektedir ve pargacik
uzunluklar1 501 bg, 489 be, 404 be, 331 bg, 242 be, 190 be, 147 b, 111 beg, 110 bg, 67
bc, 34 b¢ ve 26 b¢’dir.
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4.5. GSTPI geni polimorfizmiyle ilgili bulgular

Calisma grubunda GSTPI geninin polimorfik bolgesi ve genotipler PZR/RPUP
yontemi ile belirlendi. Calisilan orneklerin bir kismina ait agaroz jel elektroforez
gorilintiisii Sekil 9’da gosterilmistir. Sekil 9’da, Alw 26l ile kesim sonrasinda enzimin
tanima bolgesi olup olmamasina gore ortaya ¢ikan 60, 234 ve 294 b¢’lik parcaciklara ait
bantlar goriilmektedir. Restriksiyon enzimi ile kesim sonrasinda elde edilen iiriinleri

tanimlayabilmek maksadiyla belirte¢ kullanilmastir.

Sekil 9. Fotograftaki agaroz jelde 7 adet 6rnege ait GSTPI geninin PZR/RFUP yontemi
ile olusan DNA bant goriintiileri yer almaktadir. Bu bant goriintiilerine gore II
genotipini gosteren kuyular 2, 3, 5 ve 8. kuyulardir. IV genotipini gosteren kuyular 4 ve
7. kuyulardir. VV genotipi ise yalnizca 1. kuyuda yer almaktadir. Belirte¢ olarak
yiiklenen pUC/Mspl adli DNA belirteci 6. kuyuda yer almaktadir. Bu belirte¢ 12 tane
parcacik icermektedir ve parcacik uzunluklar1 501 bg, 489 beg, 404 bg, 331 bg, 242 be,
190 be, 147 be, 111 be, 110 be, 67 be, 34 bg ve 26 be’dir.
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Bu calismada yer alan tiim genlerin daha 6nce genotiplemesi yapilan ve farkli
genotiplere ait Ornekleri birlikte gostermek amaciyla hepsi bir agaroz jel {izerinde

goriintiilenmistir ve bu fotograf Sekil 10°da verilmistir.

Sekil 10. Fotograftaki agaroz jeldeki ilk ii¢ kuyudaki bantlar CYPIA2’ye ait sirasiyla
AA, AC ve AC genotiplerini gostermektedir. 4, 5, 6. kuyudaki bantlar CYP2D6’ya ait
sirastyla GG, AG ve GG genotiplerini gostermektedir. GSTP1’e ait sirasiyla I, IV ve
VV genotiplerine ait bantlar 8, 9 ve 10. kuyularda yer almaktadir. 11, 12, 13 ve 14.
kuyulardaki bantlar ise sirasiyla GSTM1 (0) / GSTTI (0), GSTM1 (+) / GSTTI (+),
GSTM1 (0) / GSTTI (+) ve GSTM1 (+) / GSTTI (0) genotipleri gostermektedir. 7.
kuyuya pUC/Mspl adli DNA belirteci yiiklenmistir. Bu belirteg¢ 12 tane pargacik
icermektedir ve parcacik uzunluklart 501 bg, 489 be, 404 bg, 331 beg, 242 bg, 190 be,
147 bg, 111 bg, 110 be, 67 bg, 34 be ve 26 be’dir.

Calismamizda incelenen bes genin genotip ve allel frekanslarinin hasta ve
kontrol grubundaki dagilim1 detayl olarak Tablo 8 ve Tablo 9’da gosterilmistir. Yapilan
istatistiksel analizlere gore yalnizca GSTTI null genotip ile mesane kanseri arasinda
anlamli bir iliski bulunmustur (OR, 0.254; %95 CI, 0.115-0.558) (Tablo 9). Bu sonuca
gore GSTT1 null genotipli kisilerin yaklasik dort kat fazla mesane kanseri gelistirme
riskine sahip olduklar1 sdylenebilir. Bu iliskiyi diger bir sekilde ifade edecek olursak
GSTTI pozitif genotipinin, mesane kanseri icin koruyucu faktor oldugu soylenebilir.

Ayrica istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte CYP1A2 CC genotipli (OR,
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1.735; %95 CI, 0.874-3.443) ve GSTP1 VV genotipli (OR, 1,736; %95 CI, 0,702-4,288)
kisilerde hafif derecede artmis bir mesane kanseri riski belirlendi. Calisilan diger
genlere ait genotip ve allel frekanslar1 ile mesane kanseri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir iliski bulunamadi.

Tablo10’da hasta ve kontrol grubunda, incelenen genlere ait genotip dagilimlar:
ile sigara arasindaki iliski ortaya konmaktadir. Tablo 10 incelendiginde CYPIA2 CC
genotipli sigara icicilerinde mesane kanseri riskinin anlamlhi bir sekilde yiikseldigi
goriilmektedir (OR, 2.550; %95 CI, 1.030-6.316). Benzer iliski GSTM 1 pozitif genotipli
sigara icicilerinde de belirlendi (OR, 2.144; %95 CI, 1.119-4.108). GSTTI pozitif (OR,
0.174; %95 CI, 0.049-0.611) genotipli sigara igicilerinin, null genotipli igicilere
nazaran mesane kanserine karsi daha az risk tasidigi bulundu. Diger bir ifade ile GSTT1
null genotipli sigara icen bireylerin mesane kanserine yakalanma riskinin GSTTI1
pozitiflere gore yaklasik 5.7 kat daha fazla oldugu sdylenebilir. Diger yandan GSTP1 IV
genotipli sigara icicileri GSTP1 II genotipli sigara i¢icilerine nazaran mesane kanserine
kars1 daha az risk tagidigi bulundu (OR, 0.442; %95 CI, 0.223-0.877). Ancak benzer bir
risk GSTP1 VV bireylerde belirlenemedi. Sigara i¢icilerinde CYP2D6 genotipleri ile
mesane kanseri riski arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki kurulamadi. Ancak
istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte CYP2D6 GG genotipli sigara igicileri,
AA genotipli sigara icicileri ile karsilastirildiginda 1.3 katlik hafif bir risk artisi
belirlendi (OR, 1.316; %95 CI, 0.491-1.531).

Tablo 10 ve Tablo 11°de sirasiyla mesane tiimorlerinin derecesi ve evresiyle
arastirtlan genlere ait genotipler karsilastirilmistir. Bu tablolarda yer alan verilerle ilgili
yapilan inceleme neticesinde mesane tiimorlerinin derecesi ve evresi ile hastalarin
genotipi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki kurulamamastir.

Tablo 12’de ise, GST genlerine ait genotiplerin, ikili dagilimlarinin mesane
kanseriyle olan iliskisi incelenmistir. Buradan c¢ikan sonuglara gére GSTMI null
genotipi ve GSTP1 IV/VV genotiplerini birlikte tasiyan kisiler, GSTMI1 null ve GSTP1
IT genotiplerini birlikte tasiyanlarla karsilastirildiginda mesane kanserine kars1 daha az
risk tagidiklar1 bulundu (OR, 0.335; %95 CI, 0.129-0.871). Tablo 12’de yer alan diger
GST birlikteliklerinin mesane kanseri acisindan istatistiksel olarak anlamli olmadigi

goriildi.
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Tablo 7. Demografik 6zellikler a¢isindan mesane kanseri ile kontrol grubu arasinda

tekli degisken ve coklu degisken analizi.

OZELLIK KOTROL HASTA Tekli Degisken Coklu Degisken
GRUBU (%) | GRUBU P, OR (%95 CI) P, OR (%95 CI)
(%)
CINSIYET
Erkek 107 (83.6) 122 (90.4) Referans
Kadin 21 (16.4) 13 (9,6) 0.119 0.387
0.545(0.254-1.168) 0.601 (0.189-1.908)
YAS
50 yas ve alti 27 (20.7) 14 (10.2) Referans
51-70 yas 62 (48.3) 83 (61.4) 0.058 0.062
2.571 (0.968-6.834) 2.853 (0.947-8.594)
71 ve iizeri 39(31.0) 38 (28.4) 0.253 0.426
1.852 (0.644-5,321) 1.612 (0.497-5.227)
SIGARA
Sigara icmemis | 54 (42.7) 37 (27.1) Referans
1 Paket /giin’ | 13 (10.0) 20(14.7) 0.056 0.879
den az 2.319 (0.980-5.492) 1.108 (0.297-4.131)
1 Paket/giin 46 (36.4) 59 (44.2) 0,033 0.354
1.914 (1.055-3.472) 1.677 (0.561-5.010)
2 Paket/giin ve | 15 (10.9) 19 (14.0) 0.107 0.070
daha 1 2.014 (0.860-4.720) 4.728 (0.879-
25.438)
ALKOL
Alkol igmemis | 106 (82.7) 118 (87.6) Referans
Yilda 1-2 kez 9(7.3) 74.7) 0.366 0.149
0.604 (0.202-1.803) 0.392 (0.110-1.398)
Ayda 1-2 kez 5@3.7) 4 (3.1) 0.764 0.378
0.805 (0.196-3.309) 0.494 (0.103-2.372)
Haftada 1-2 kez | 2 (1.8) 3(2.3) 0.838 0.999
1.208 (0.198-7.384) 0.999 (0.126-7.909)
Her giin 6 (4.5) 3(2.3) 0.328 0.038

0.483 (0.112-3.076)

0.159 (0.028-0.904)

Not : istatistiksel olarak anlamh cikan sonuclar kahin karakterlerle yazilmistir.
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Tablo 8. Genel olarak mesane kanserli hastalar ve kontroller arasinda CYP genlerine ait
genotip ve allel frekanslarinin dagilima.

GEN/GENOTIP I;:YNIFEII{?‘VE) gISSTA SAYISI P OR %95 CI

CYPIA2

AA 33(25.8) 27 (20.0) 0.263 | Referans

AC 64 (50.0) 64 (47.4) 1.222 0.661-2.262

CC 31(24.2) 44 (32.6) 1.735 0.874-3.443

AA/AC+CC 33 (25.8)/95 | 27 0.265 1.389 0.779-2.478
(74.2) (20.0)/108(80.0)

CC/AC+AA 97 (75.8) / 31 [ 91 (674) /44| 0.134 1.513 0.880-2.600
(24.2) (32.6)

Allel

A 0.51 0.44 0.133 | 0.661 0.385-1.136

C 0.49 0.56 0.264 [ 0.389 0.779-2.478

CYP2D6

AA 13 (10.2) 18 (13.3) 0.210 [ Referans

AG 63 (49.2) 52 (38.5) 0.596 0.267-1.330

GG 52 (40.6) 65 (48.2) 0.903 0.405-2.012

AA/AG+GG 13 (10.2) /115 [ 18 (13.3) /117 | 0.426 1.361 0.637-2.905
(89.2) (86.7)

GG/AG+AA 76 (59.4) /52 |70 (51.9) /65 | 0.220 1.357 0.833-2.221
(40.6) (48.1)

Allel

A 0.35 0.33 0.220 | 0.735 0.344-1.569

G 0.65 0.67 0.424 | 0.737 0.452-1.201




68

Tablo 9. Genel olarak mesane kanserli hastalar ve kontroller arasinda GST genlerine
ait genotip ve allel frekanslarinin dagilima.

GEN/GENOTIP ?gYNIgI;(Oq%) I;ﬁg};? (%) P OR %95 CI

GSTM1

0) 65 (50.8) 58 (43.0) 0.204 | Referans

+) 63 (49.2) 77 (57.0) 1.370 0.842-2.227

GSTT1

0) 9 (7.0) 31(23.0) 0.001 | Referans

+) 119 (93.0) 104 (77.0) 0.254 0.115-0.558

GSTPI

II 62 (48.4) 75 (55.6) 0.131 | Referans

IV 58 (45.3) 46 (34.1) 0.656 0.393-1.095

\'A% 8(6.3) 14 (10.4) 1.447 0.570-3.672

I/IV+VV 62 75 (55,6)/60 | 0,249 | 0,752 0,463-1,221
(48,4)/66(51,6) | (44,4)

VV/IVHII 120 (93,8)/ 8 | 121 (89,6) /| 0,232 | 1,736 0,702-4,288
(6,3) 14 (10,4)

Allel

I 0.71 0.73 0.228 | 0.576 2.233-1.424

\Y% 0.29 0.27 0.248 | 0.752 0.463-1.221

Not : istatistiksel olarak anlamh cikan sonuclar kahin karakterlerle yazilmistir.
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Tablo 10. Sigara icen ve igmeyen gruplarda mesane kanserli ve kontrol grubunu

olusturanlar arasindaki genotip dagilimi.

GENO | SIGARA iCMEYEN SIGARA ICEN
TiP
KONTRO | HASTA | OR(%95) KONTR | HASTA | OR(%95)
L (%) (%) OL(%) | (%)

CYPIA

2

AA 11 (23.4) 11 (31.4) | Referans 18 (28.6) | 16 (17.0) | Referans

AC 22 (46.8) 16 (45.7) | 0.727 (0.253- | 30 (47.6) |44 (46.8) | 1.650 (0.728-
2.089) 3.738)

CC 14 (29.8) 8(22.9) 0.571 (0.171- | 1523.8) |34 (36.2) |2.550 (1.030-
1.908) 6.316)

CYP2D

6

AA 4 (8.5) 3(8.6) Referans 9 (14.3) 14 (14.9) | Referans

AG 20 (42.6) 15 (42.9) | 1.000(0.194- 33(52.4) |3739.4) | 0.721(0.276-
5.154) 1.882)

GG 23 (48.9) 17 (48.6) | 0.986(0.194- 21 (33.3) |43 (45.7) | 1.316(0.491-
4.94) 1.531)

GSTM1

0) 23 (48.9) 15 (42.9) | Referans 38 (60.3) |39 (41.5) | Referans

(+) 24 (51.1) 20 (57.1) | 1.278 (0.530- | 25(39.7) | 55(58.5) | 2.144 (1.119-
3.082) 4.108)

GSTTI

(0) 4 (8.5) 8(22.9) Referans 3(4.8) 21 (22.3) | Referans

(+) 43 (91.5) 27 (77.1) |0.314 (0.086- | 60(95.2) |73 (77.7) | 0.174 (0.049-
1.144) 0.611)

GSTPI1

1I 20 (42.6) 11 (31.4) | Referans 29 (46.0) | 59 (62.8) | Referans

v 23 (48.9) 18 (51.4) | 1.423 (0.545- |30 (47.6) |27 (28.7) | 0.442 (0.223-
3.717) 0.877)

\'AY 4(8.5) 6 (17.1) 2.727 (0.631-|4(6.3) 8 (8.5) 0.983 (0.273-
11.785) 3.535)

Not : Istatistiksel olarak anlaml cikan sonuclar kalin karakterlerle yazilmistir.
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GENOTIP GRADE1 |GRADE2 |GRADE3 |GRADE4 |P
(%) (%) (%) (%)
CYPIA2
0.114
AA 1(20.0) 3 (42.9) 18 (21.7) 1(7.1)
AC 3(60.0) 4(57.1) 36 (43.4) | 8(57.1)
CC 1(20.0) 0 (0.0) 29(34.9) |5(35.7)
CYP2D6
0.370
AA 0 (0.0) 2(28.6) 5(6.0) 3(21.4)
AG 3(60.0) 1(14.3) 33(39.8) | 7(50.0)
GG 2 (40.0) 4(57.1) 45(542) | 4(28.6)
GSTM1
0.389
(0) 3 (60.0) 2(28.6) 37 (44.6) | 4(28.6)
(+) 2 (40.0) 5(71.4) 46 (55.4) 10 (71.4)
GSTTI
0.784
0) 1 (20.0) 3 (42.9) 19(229) |5(35.7)
(+) 4(80.0) 4(57.1) 64 (77.1) | 9 (64.3)
GSTPI
0.234
I 2 (40.0) 6 (85.7) 45(542) |8 (57.1)
v 0 (0.0) 0 (0.0) 30(36.1) | 5(35.7)
% 3 (60.0) 1(14.3) 8 (9.6) 1(7.1)
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Tablo 12. Calisilan Genotiplerin Mesane Tiimérlerinin Evresi ile iliskisi.

GENOTIP Ta-Tis (%) | T1 (%) T2 (%) |T3(%) |P
CYPIA2

AA 7 (18.9) 15268 | 1(77) |3(1.1) |0457
AC 15(405) | 26(464) | 7(53.8) |15(55.6)

CC 15(405) | 15(268) |5(385) |9(333)

CYP2D6

AA 4(10.8) 4(7.1) 2(154) |8(29.6) |0.182
AG 14(378) |22(393) | 6(462) |9(333)

GG 19(51.4) |30(53.6) |5(385) |10(37.0)

GSTMI

0) 18(48.6) |22(393) |5(385) |13(48.1) |0.759
+) 19(51.4) |34(60.7) |8(61.5) |14(51.9)

GSTTI

0) 6(16.2) 16(286) |5(385) |4(148) |0.198
(+) 31(83.8) |40(714) |8(61.5) |23(85.2)

GSTPI

11 17(45.9) |33(589) |8(61.5) |17(63.0) |0.693
v 14(37.8) | 17(304) | 4(30.8) |9(333)

vV 6(16.2) 6 (10.7) 177 [ 137)
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Tablo 13. Mesane kanserli ve kontrol grubu kisilerde GST genotiplerinin

ikili dagilimlarinin degerlendirilmesi.

GENOTIPLER KONTROL HASTA (%) | OR (%95) P Degeri
(%)

GSTM1-GSTT1

Her ikisi (0) 1(1.3) 6 (4.8) Referans

Birisi (0) 36 (45.6) 68 (54.4) 0.315 (0.036- | 0.293
2.717)

Her ikisi (+) 42 (53.2) 51 (40.8) 0.202 (0.023- | 0.146
1.748)

GSTM1-GSTP1

M1(0),P1(ID) 10 (14.3) 27 (26.0) Referans

MI1(+), P1 (ID) 25 (35.7) 31 (29.8) 0.459 (0.187- | 0.089
1.126)

M1(0),P1(IV/VV) | 21 (30.0) 19 (18.3) 0.335 (0.129- | 0.025
0.871)

MI1(+),P1(IV/VV) | 14 (20.0) 27 (26.0) 0.714 (0.270- | 0.497
1.886)

GSTT1-GSTP1

T1(+), P1 (ID 39 (44.8) 45 (42.9) Referans

T1(+),P1(IV/VV) | 42 (48.3) 38 (36.2) 0.784 (0.425- | 0.437
1.448)

T1(0),P1(1D) 3(3.4) 13 (12.4) 3.756 (0.997- | 0.051
14.152)

T1(0),P1(IV/VV) 3(3.4) 9 (8.6) 2.600 (0.657- | 0.173
10.285)

Not : Istatistiksel olarak anlamh cikan sonuclar kalin karakterlerle yazilmstir.
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5. TARTISMA

Bu calismada Tiirkiye’de biiylik kismi Karadeniz Bolgesinde yasayan kisilerde
CYPIA2, CYP2D6, GSTM1, GSTP1 ve GSTTI genleri varyantlar1 ile mesane timorii
arasindaki iliski incelenmistir. Genotip-hastalik iliskisini irdelemeden Once,
arastirdigimiz genlere ait elde ettigimiz genotip/allel frekanslan ile Tiirkiye’de daha
once yapilan cesitli caligmalarda elde edilen genotip/allel frekanslar1 Tablo 14’te
karsilagtirilmistir. Tablo incelendiginde CYP 1A2, GSTM1 ve GSTPI igin birbirine
yakin sonuclar alinirken CYP2D6 ve GSTTI icin birbirinden kismen farkli sonuglar
alindig1 goriilmektedir. Bu farkliliklar kontrol grubunun secimindeki farkliliklara ve
calisma grubunun kiiciikliigiine baglanabilir. Calismamiz iilkemizde mesane kanserli
hastalar ile CYPIA2 geni C734A polimorfizmi arasindaki iliskinin incelendigi ilk
caligmadir. Boke ve arkadaslari, ayni polimorfizmi ayni bolgede sizofrenili hastalarda
calismiglardi. Bu calismada kullandiklar1 kontrol grubu ile kullanilan kontrol grubunun
allel frekanslarinin bizim c¢alismamizla ayni ¢ikmasi yontemimizin giivenirliligini

gosterebilir.

Tablo 14. Tiirkiye’de yapilan diger calismalarda elde edilen genotip/allel frekanslarinin
karsilastirmast ( 1Boke ve ark. 2007; 2Aydin ve ark., 2005; 3Ates ve ark., 2005 ).

Arastirillan Genler Bizim Calismamizdaki Tiirkiyede yapilan Diger
Genotip/Allel Frekansi Calismalardaki Genotip/Allel
Frekanslari
ICYP1A2 A %51, C %49 A %51, C %49 1
|ICYP2D6 G %65, A %35 G %75, A %152
IGSTM1 Null %51, Null %423
Pozitif %49 Pozitif %58
IGSTT1 Null %7, Null % 233,
Pozitif %93 Pozitif %77,
IGSTP1 A %71, G %29 A %75, G %253
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Bizim ¢alismamizda CYPIA2 geni C734A polimorfizmi ile mesane kanseri riski
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmamisti. Ancak istatistiksel olarak
anlamli olmamakla birlikte CC genotiplilerde hafif derecede artmis bir mesane kanseri
riski bulundu (OR, 1.735; %95 CI, 0.874-3.443). Fanlo ve arkadaslari, boyaya maruz
kalan tekstil iscilerinde CYP1A2 aktivitesinin iiriner mutajeniteyi etkilemedigi
gostermislerdir (r=0.04 ve r=0.01). Buna karsin CC genotipli sigara icen kisilerde
mesane kanseri riskinin anlamli derecede arttigi gosterilmisti (OR, 2.550; %95 CI,
1.030-6.316). Jeong ve arkadaslar1 ile Moore ve arkadaslari, mesane kanseri ile sigara
arasinda acik bir iligki oldugunu gostermislerdir (Jeong ve ark., 2003; Moore ve ark.,
2004). CYPIA2 C734A polimorfizmi genin 1. intronun igerisinde yer almakta ve amino
asit degisimine neden olmamaktadir (Basile ve ark., 2000). Sigaranin CYP1A2
enziminin indiiksiyonunda oldukca etkili olmasi ve sigaranin mesane kanserindeki
roliiniin bircok caligmada gosterilmis olmasi nedeniyle CYPIA2 geni polimorfizmi
calismamiza dahil edilmisti (Basile ve ark., 2000; Gago-Dominguez ve ark., 2003;
Margaret ve ark., 2005). CYPI1A2 polimorfizmi ile mesane kanseri arasindaki iliski
degerlendirildiginde c¢eliskili sonuglar da elde edilmistir. Gago-Dominguez ve
arkadaslart yavas CYP1A2 aktivitesi gosteren bireyler, hizli enzim aktivitesi
gosterenlerle karsilastirildiginda, kalicit sa¢c boyasi ile mesane kanseri arasinda daha
kuvvetli bir iligki oldugunu gostermislerdir (OR, 2.5; %95 CI, 1.04-6.1) (Gago-
Dominguez ve ark., 2003). Ayrica Moonen ve arkadaglan CYP1A2 A164C
polimorfizmi ile kolorektal kanser arasinda onemli gii¢lii bir iligki oldugunu ortaya
koymuslardir (OR, 3.7; %95 CI, 1.3-10.7) (Moonen ve ark., 2005). Calismalar
arasindaki farkliliklar, hasta ve kontrol gruplar arasindaki secim kriterleri, etnik ve
cografi farklar ile cevresel karsinojenlere maruz kalmadaki farkliliklara baglanabilir.

Bizim c¢alismamizda hasta ve kontrol grubu genel olarak karsilastirildiginda,
CYP2D6 G1934A polimorfizmi ile mesane kanseri arasinda anlamli bir iliski
bulunmadi. Ancak istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte CYP2D6 GG genotipli
sigara igicileri, AA genotipli sigara icicileri ile karsilastirildiginda 1.3 katlik hafif bir
risk artis1 belirlendi (OR, 1.316; %95 CI, 0.491-1.531). Mesane kanseriyle CYP2D6
polimorfizmi arasindaki iliskinin arastirildigi calismalar sinirhidir. Bizim sonuclarimizla
paralellik gosteren benzer bir calismada, Li ve arkadaglart CYP2D6*10 polimorfizmiyle

meme kanseri riski arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulamamuislardir (Li ve
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ark., 2006). CYP2D6 G1934A polimorfizmi ile mesane kanseri arasinda anlamli bir
iliski bulunamamasinin nedeni gercekten aralarinda 6nemli bir iliski olmamasina veya
secilen Ornek sayisinin yetersizligine baglanabilir. Bizim calismamizla farkli olarak
Sobti ve arkadaglari AA genotiplilerle mesane kanseri arasinda istatistiksel olarak
anlamli olmayan, hafif derecede (OR, 1.55; %95 CI, 0.14-17.49) risk artis1
bulmuglardir. Ayrica ayn1 ¢alismada GG genotiplilerle, grade II mesane kanseri (OR,
3.54; %95 CI, 0.89-13.98), grade III mesane kanseri (OR, 3.3; %95 CI, 0.12-20.6) ve
grade IV mesane kanseri (OR, 1.67; %95 CI, 0.15-18.45) arasinda istatistiksel olarak
anlamsiz olmakla birlikte bir risk artis1 belirlemislerdir (Sobti ve ark., 2005).

Calismamizda hasta ve kontrol grubu genel olarak karsilastirildiginda, GSTM1
delesyon polimorfizmi ile mesane kanseri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
bulunmamisti. Ancak GSTMI1 pozitif genotipli sigara icen kisilerde mesane kanseri
riskinde istatistiksel olarak 6nemli derecede artis oldugu gosterildi (OR, 2.144; %95 CI,
1.119-4.108). Bizim sonuglarimizla benzer sekilde, Salagovi¢ ve arkadaslari, GSTM1
geni polimorfizmi ile mesane kanseri arasinda anlamli bir iliski bulamamislardir
(Salagovic ve ark., 1999). Tirkiye’de daha ©nce Toriiner ve arkadaslari bizim
bulgularimizla celisen sonuclar elde etmislerdir. GSTM1 null genotipiyle mesane
kanseri arasinda anlaml bir iliski oldugunu gostermislerdir (OR, 1.94; %95 CI, 1.15-
3.26) (Toruner ve ark., 2001). GSTMI delesyon polimorfizmi ile mesane kanseri riski
arasinda boyle farkli sonuglar alinmasinin nedeni c¢alisma grubunun secimindeki
farkliliklar, ¢evresel karsinojenlere maruz kalmadaki farkliliklar, genel olarak mesane
kanseri etiyopatogenezinin karisik olmasi ve hastaligin genetik heterojenite gostermesi
olabilir.

GSTT1 geni delesyon polimorfizmiyle ilgili bizim sonug¢larimiza gore hasta ve
kontrol grubu genel olarak karsilastirildiginda, polimorfizm ile mesane kanseri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iligski oldugu bulundu (OR, 0.254; %95 CI, 0.115-0.558).
Ayrica GSTT1 pozitif genotipli sigara icen kisilerde, mesane kanseri riskinin
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 belirlendi (OR, 0.174; %95 CI, 0.049-
0.611). GSTTI1 geni delesyon polimorfizmi gostermekte ve null genotiplilerde enzim
aktivitesi tamamen kaybolmaktadir (Pemble ve ark., 1994). Konjiigasyon
reaksiyonlarinda 6nemli bir role sahip olan GSTT1 geninin caligmamas1 (null genotipi)

ksenobiyotik tiirevlerinin viicutta (mesanede) daha uzun siire kalmalarina ve bunun
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sonucu genotoksisite ve kansere yol agcmalarina neden olabilir. Dolayisiyla ksenobiyotik
metabolizmasinda 6nemli rol oynayan bu enzimlerin polimorfizmi ile mesane kanseri
riski arasinda anlamli bir iliski bulunmasi hipotezimizi desteklemektedir. Sonuclarimiza
paralel olarak, Salagovi¢ ve arkadaslar1 ile GSTT1 null genotip ile mesane kanseri riski
arasinda istatistiksel olarak nemli derecede iliski oldugunu ortaya koymuslardir (OR,
1.87; %95 CI, 1.03-3.42) (Salagovic ve ark., 1999; Hung ve ark., 2004). Diger yandan,
Toriiner arkadaslar1t GSTT1 null genotiple mesane kanseri arasinda anlamh bir iligki
bulamamuislardir (Toriiner ve ark., 2001; Moore ve ark., 2004; Srivastava ve ark., 2005).
GSTT1 delesyon polimorfizmi ile mesane kanseri riski arasinda farkli sonuglar
alinmasinin nedeni c¢alisma grubunun secimindeki farkliliklar, cevresel karsinojenlere
maruz kalmadaki farkliliklar, genel olarak kanserin etiyopatogenezinin karisik olmasi
ve hastaligin genetik heterojenite gostermesi olabilir.

Bizim c¢alismamizda hasta ve kontrol grubu genel olarak karsilastirildiginda,
GSTPI1 1105V polimorfizmiyle mesane kanseri arasinda anlamli bir iliski bulunmamust.
Ancak GSTPI1 IV genotipinin sigara icen kisilerde mesane kanserine karsi koruyucu
etki gosterdigi bulunmustu. Ayrica GSTMI1 null genotipi ve GSTP1 IV/VV
genotiplerini birlikte tasiyan kisiler, GSTM1 null ve GSTP1 II genotiplerini birlikte
tasiyanlarla karsilastirildiginda mesane kanserine karsi daha az risk tasidiklari bulundu
(OR, 0.335; %95 CI, 0.129-0.871). Unal ve arkadaslar1 da laringeal squamoz hiicreli
kanser hastalarinda GSTP1 1105V polimorfizmi ile hastalik arasinda herhangi bir iligki
bulamamuslardir (Unal ve ark., 2004). Ancak bizim sonuglarimizla celiskili olarak Cao
ve ark. IV (OR, 7.6; %95 CI, 1.18-49.51) ve II (OR, 6.5; %95 CI, 1.01-41.56)
genotiplileri, VV genotiplilerle karsilastirdiklarinda mesane kanseri riskinin anlamli
derecede yiiksek oldugunu bulmuslardir (Cao ve ark., 2005). Bizim calismamizdaki
sonuglartyla daha oOnce yapilan diger calismalar arasindaki celiskili sonuglar elde
edilmesinin nedenleri genel olarak mesane kanserinin etiyopatogenezinin karisik
olmasina, hastaligin genetik heterojenite gostermesine, etnik farkliliklara, populasyon
karakteristiklerindeki farkliliklara, cografi-cevresel farkliliklara ve olgu sayisindaki

degisikliklere baglanabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tiirkiye’de biiylik kismi1 Orta Karadeniz Bolgesinde yasayan kisilerde CYP1A2,
CYP2D6, GSTM1, GSTP1 ve GSTTI genleri varyantlar1 ile mesane tiimorii arasindaki
iliskinin incelendigi bu ¢alismadan elde edilen sonuglara gore GSTT1 null genotipi ile
mesane kanseri arasinda anlamli bir ilisgki bulunmustur. Dolayisiyla GSTT1 null
genotipli kisiler, mesane kanseri gelistirmede risk tasidiklar1 séylenebilir. GSTT1’in
ksenobiyotik metabolizmasindaki ©nemli rolii goz Oniine alinirsa GSTTI1 null
genotiplilerde diger bir¢ok kanserin gelisme riskinin arttig1 da soylenebilir.

Calismamizda sigara icen kisiler arasinda, CYPIA2 CC, GSTMI pozitif ve
GSTT1 pozitif genotiplerinin, her birinin istatistiksel olarak onemli derecede mesane
kanseri riskini etkiledigi gosterilmistir. Dolayisiyla bu genotipleri tasiyan Kkisiler
tasimayanlara gore, sigara icmeleri halinde, hayatlar1 boyunca onemli derecede mesane
kanserine yakalanma riski tasidiklar1 soylenebilir.

Yapilan birgok calismada CYP ve GST enzimlerinin mesane kanseri ve diger
bircok kanserdeki etkileri ile ilgili farkli/celiskili sonuglar alinsa da ksenobiyotik
metabolizmasinin omurgasint olusturan bu enzimlerin kanser gelisimindeki rolleri
yadsinamaz. Arastirdigimiz genlerle ilgili 6zellikle GSTT1 polimorfizmiyle iligkili daha
genis populasyonlarda calisilmasi yararl olabilir. Ayrica bu konuda daha net sonuclar
alinabilmesi icin sadece sigara, alkol ve mesleki karsinojenler degil; yasam boyunca
maruz kaliman gidalarin icerisindeki katki maddeleri, giyeceklerimiz igerisindeki
karsinojenler, solunan havadaki karsinojenler ve modern hayatta siklikla kars1 karsiya
oldugumuz radyasyon kaynaklari gibi daha bir ¢ok faktor kapsamli bir sekilde ele

alinmal1 ve bunlarin bireyin genomuyla iliskisi ortaya konulmalidir.
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HIKAYESI

AILESI VE KENDISINDEKI SEKER
HASTALIGI HIKAYES]

AILESI VE KENDISINDEKI
HIPERTANSIYON HIKAYESI

AILESI VE KENDISINDEKI BEHCET
HASTALIGI HIKAYESI

AILESI VE KENDISINDEKI KALP
HASTALIGI HIKAYESI

AILESI VE KENDISINDEKI BOBREK TASI
HIKAYESI

AILESI VE KENDISINDEKI SEDEF
HASTALIGI HIKAYESI

ALKOLVE SIGARA KULLANIM
DURUMU(ORTALAMA MIKTARI)

EK-B
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OZGECMIS

Ad1 Soyadi: Ertan ALTAYLI

Dogum Yeri: Turhal

Dogum Tarihi: 14.07.1971

Medeni Durumu: Evli, bir kiz1 bir oglu var.

Yabana Dili: Ingilizce

E-Mail: ertanaltayli @yahoo.com

Egitim Durumu: 1977-1982 Kahraman Cengiz Topel Ilkokulu.
1982-1985 Turhal Lisesi, Orta Kisma.
1985-1988 Turhal Lisesi.
1988-1995 GATA As. Tip Fak.

Gorev Yeri: TSK Saglik Komutanligi / ANKARA

Doktora: 2003 OMU Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji A.B.D.

Doktora Tez Konusu: CYPIA2, CYP2D6, GSTMI, GSTPI ve GSTTI Genleri

Varyantlarinin Mesane Tiimorii le Iliskisi.



