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OZET

MESANE KANSERLI
OLGULARDA H-ras PROTO-ONKOGEN (81T —C)POLIMORFiZMINiN
INCELENMESI POLIMORFizmi

Sengiil BEKAR, Yiiksek Lisans Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi, Samsun, Ocak 2005

Mesane kanserinin olujumunda biiylime faktorleri, adhezyon molekiilleri,
anjiogenik faktorler, onkogenler [c-erb-B2 (HER-2/neu), H-ras], detoksifikasyon
enzimleri (NAT1, NAT2, GSTM1, CYP1A) ve tiimdr baskilayic1 genler (p53, Rb, pl16,
p21) dnemli rol oynamaktadir. Calismamizda H-ras proto-oncogenin 1. ekzonun, 27.
kodon, 81.niikleotidinde cDNA’da bulunan T—C tek niikleotid polimorfizminin
(Single Nikleotid Polimorfizm: SNP) mesane kanserine olan etkisinin arastirilmasi
amaglanmastir.

Cahsmamizda histolojik tamlar1 konulmus 59 mesane kanserli hasta ve 74
saghkh g6niillii birey katilmistrmustir. H-ras proto-oncogeni 81 C—T polimorfizmini
saptamak igin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) teknifine dayali Restriksiyon
Fragmam Uzunluk Polimorfizmi (Restriction Fragment Length Polymorphism: RFLP)
ve agaroz jel yontemi kullanilmigtur.

TT genotipi mesane kanserli hastalarda (%64.4) kontrollere (%54.1) oranla daha
sik gbzlenmigtir. Caliygmamizda TT genotipi tagimamin heterozigot TC genotipine
[Olasiliklar orant (00), 1.531; 95% Giiven Aralifi (GA), 0.733-3.198] ve homozigot
CC genotipine {OR, 1.583; 95% CI, 0.354-7.87] oranla istatistiksel olarak anlamsiz
olmakla birlikte mesane kanseri riskini yaklagik 1.5 kat artirdi1 tespit edilmistir.

Sonug olarak bulgularimz mesane kanseri ile H-ras TT, TC ve CC varyantlan
arasinda bir iligki bulunmadifini gdstermektedir. Hasta grubu ve kontrol say1s1
artirlldiinda olasiik oramimin pozitif ya da negatif yonde degismesi olasihipy
bulunmaktadir.



ABSTRACT

81T—C POLYMORPHISM IN THE H-ras PROTO-ONKOGENE IN
CASES OF URINARY BLADDER CANCER

Sengul BEKAR, M.Sci. Thesis
Ondokuz Mayis University Samsun, January 2005

Growth factors, adhesion molecules, antigenic factors, oncogenes (c-erb-B2
(HER-2/neu), H-ras), tumor suppressor genes (p53, Rb, p16, p21) and detoxification
enzymes (NAT1, NAT2, GSTM1, CYP1A) take important roles in oncogenesis of
bladder cancer. The purpose of this study was to investigate the association of H-ras
proto-oncogene single nucleotide polymorphism (SNP) in codon 27 of exon 1 at
position 81 with bladder cancer.

We studied 59 patients with histologically verified bladder cancer and 74
healthy volunteers. The H-ras 81 C—T polymorphism was determined by polymerase
chain reaction based restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) and

agarose gel electrophoreses methods.

The TT genotype occurred more frequently in bladder cancer patients (%64.4)
than in controls (%54.1). We found that patients carrying TT allele had a nearly 1.5-fold
increased risk for bladder cancer than individuals who are heterozygotte for the
genotype CT [Odds Ratio (OR), 1.531; 95% Confidence Interval (CI), 0.733-3.198] and
homozygotte for the genotype CC [OR, 1.583; 95% CI, 0.354-7.87], there was no
statistically significant association between the 81C—T polymorphism and urinary
bladder cancer.

Consequently, our findings seem to indicate that there is no association between
the H-ras polymorphism (TT, TC and CC) and bladder cancer. There is a possibility that
the odds ratio could change either positively or negatively if the sizes of the patients and

the control groups are increased.
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1.GIRIS

Mesane kanseri, insanlardaki kanser siralamasinda 6. sirada yer almakta ve
kadinlara kiyasla erkeklerde 4 kat daha fazla goriilmektedir (Landman ve Droller,
1998).

Mesane kanseri gelismis iilkelerde de 6. sirada yer alan kanser olmakla birlikte,
goriilen kanserlerin gogu tranzisyonel hiicre karsinomdur (Transitional Cell Carcinoma:
TCC). Buna karsin Ortadogu tlkelerinde ise squamoz hiicre karsinomu daha fazla
goriilmektedir (Sanchez-Carbayo, 2003).

Mesane kanseri, her yil yeni olusan kanserlerin yaklagitk %4-5’ini
olusturmaktadir. Erkeklerde kanser siralamasinda 4. sirada yer almakta ve goriilen tiim
kanserlerin %10’unu olugturmaktadir. Kadinlarda ise kanser siralamasinda 8. sirada yer
almakta ve tlim kanserlerin %4’linti olusturmaktadir (Sourvinors ve ark., 2001).
Mesane kanseri gelisim riski, beyaz erkeklerde %2.8, siyah erkeklerde %0.9, beyaz
kadinlarda %], siyah kadinlarda ise %0.6’dir (Landman ve Droller, 1998).

Mesane kanseri orta ve ileri yaslarda daha fazla goriilmektedir. Erkeklerde 75
yastan 6nce goriilme oranm1 %2-3, kadinlarda ise %0.5-1"dir (Sourvinors ve ark., 2001).

Mesane kanserinin olusumunda cevresel ve genetik faktorler rol almaktadir.
Cevresel etkenler arasinda mesane kanseri olusumu agisindan sigara Snemli yere
sahiptir. Amerika’da, sigara kullamm mesane kanserinin geligiminde en 6nemli
etkenlerden biri olarak gosterilmektedir. Sigara kullanan 15.000 mesane kanserli olgu
oldugu bilinmekte ve bunlarin 5000°i yagamim siirdiirmektedir (LLandman ve Droller,
1998). Sigara ve diger kimyasallarda bulunan arilamin 4-aminobifenil (arilamin 4-
aminobiphenyl: ABP) mesane kanseri olusumuna neden olmaktadir (Jung ve Messing,
2000).

Mesane kanseri gelisiminde, baz1 tlimor baskilayici genler (p53, Rb, p21,p16),
kromozom 9 delesyonlan ve bazi onkogenler [c-erb-B2 (HER-2/neu), H-ras] 6nemli rol
oynamaktadir (Jung ve Messing, 2000).

Mesane kanseri yatkinlik genleri; GSTM1(GST1,MU) 1p13.3, SLC2A (GLUT1) 1p3-
p31.3, TP73 (p73) 1p36, MUCI (PUM,PEM) 1q21, RCA1(HRCA1,TRCB) 3p14.2-
3pl4.2, VEGF (VEGFA) 6pl12, CDKNIA (p21,WAF1,CIP1) 6P21.2, NAT2 (AAC2)
8p23.1-p21.3, NAT1 (AACI1) 8p23.1-p21.3, CDKN2A(p16,INK4A,MTS1) 9p21,



DBCCR19qg32-q33, FGFR210q26, HRAS11p15.5, CDKN1B (KIP1,p27) 12p13, FLT1
(FLT) 13q12, RB1 (Rb) 13ql4.2, TP53 (p53,) 17pl13.1, TIMP217q25, CDKN2D
(INKD,p19) 19p13 ve CCNEl (CCNE,Cyclin E) 19q13.1 yer alir
(http//www.cancerindex.org/geneweb/X2103htm).

Proto-onkogenler, hiicre béliinmesini tesvik etmektir. Bu genler siirekli ¢ahgir
hale gelirlerse kontrolsiiz hiicre bdliinmesi ve tiimér olusumuna neden olurlar. Proto-
onkogenlerin onkogene doniliglimii, nokta mutasyonu, translokasyon ve gen
amplifikasyonu ile olmaktadir (Jung ve Messing, 2000).

Biz ¢aligmamizda, H-ras (Harvey rat sarcoma) (11p15.5) proto-onkogeninde, 1.
ekzonda kodon 27°de 81 T—C tek nokta polimorfizmini inceleyerek 81 T—C tek
nokta polimorfizmi ile mesane kanseri gelisme riski arasindaki iliskiyi arastirmay:

amagladik.



il. GENEL BILGILER

2.1. Mesane Kanseri Epidemiyoloji ve Etiyolojisi

Mesane Kkanseri, tiim Kkanserlerin %6-10’unu olusturmaktadir (Landm
an ve Droller, 1998). Erkeklerde kadinlara gére 4 kat daha fazla goriilmekle birlikte
etiyolojide sigara kullanma ve endiistriyel kanserojenler dikkati ¢ekmektedir ( Landman
ve Droller, 1998).

Mesane kanserli hastalarin yaklagik %20°sinde 5 yilda bir tiimér olugumunun
tekrarn goriilmekte, tekrar goriilen timorlerin de %30’nun yiiksek degree tiimorler
oldugu ileri stiriilmektedir (Irie, 2003). Diislik grade ve stage tiimorlerde rekiirens riski
yiiksek grade tlimorlerin progresyon ve metastaz potansiyelleri daha fazladir (Dey,
2003).

2.2. Mesane Kanserinin Evrelendirilmesi

Mesane kanserlerinde tranzisyonel hiicre karsinomu gériilme oram daha fazladir
(%80). Squamoz ve adenokarsinoma goriilme oranlan ise %5 ve %1-2’dir (Young,
1996).

Mesane kanseri smiflandinimasinda, UICC (International Union Against
Cancer))min 2002 yilinda kabul ettigzi, TNM (Tumor, Node, Metastases)
siiflandiriimasi kullamimaktadir ( Sobin ve Witteking, 2002).

Primer tlimér (T)
Tx = Primer tiimoriin durumu bilinmiyor
To = Primer tiimdre ait kanit yok
Tis = Karsinoma in situ
Ta = Tiumor epitel ile sirh
Ti1= Tiimor epitel ve lamina propriay: invaze etmis
T2a = Yiizeyel adale tabakasinda invazyon
T2b = Derin adale tabakasinda invazyon
Tsa = Perivezikal yag dokusunda mikroskopik invazyon
Tsb = Perivezikal yag dokusunda makroskopik invazyon

Tsa = Komsu organlar (vajen, uterus veya prostat) invaze



T4b = Pelvik duvar veya abdominal duvar invaze
Lenf nodu (N)

Nx = Lenf nodlarinin durumu bilinmiyor

No = Lenf nodlarinda metastaz yok

N1 = Tek bir lenf nodunda <2 cm ¢apinda metastaz

N2 = Tek bir lenf nodunda 2-5 cm ¢apli veya ¢ok sayidaki lenf nodunda < 5 cm

¢apli metastazlar

N3= Lenf nodunda > 5 cm ¢aph metastaz
Uzak metastaz (M)

Mzx = Uzak metastazlarin durumu bilinmiyor

Mo = Uzak metastaz yok

M1 = Uzak metastaz var

2.3 Mesane Karsinomlarmm Uriner Biyolojik Belirtegleri:

Mesane timor Antijen Testi: Mesane timor antijen testi li¢ ayr testi igerir;
orijinal mesane timdr testi, mesane tiimor antijen Stat testi (Bladder Tumor Antigen
Stat Test: BTA Stat) ve mesane tiimor antijen Trak testi (Bladder Tumor Antigen
TRAK Test: BTA TRAK) testi. Orijinal BTA testi idrarda temel membran antijeninin
kalitatif tanimlanmasini saglayan testtir (lanari, 1997). Invaziv karsinomun tiimér
hiicrelerince {iretilen ptoteazlar tarafindan bazal membran pargalanmaktadir. Bazal
membran fragmanlari idrarda bulunan belirli polipeptidlerdir. Orijinal BTA testinin
triner sitolojiden daha duyarh oldugu bildirilmigtir (Ianari, 1997). Bu testin
duyarhilifmin tiriner infeksiyonu olanlarda azaldif: bildirilmistir (Landman ve Droller,
1998; Johnston, 1997).

2.31. BTA Stat ve BTA TRAK:

BTA stat ve¢ BTA TRAK testlerinde, mesane membram tarafindan mesane
kanserine karg1 salinan H faktor 6lgiilmektedir. BTA stat, testinin duyarlihig: farkl: grade
timorlerde %57-83 arasinda bildirilmektedir, Bu testin 6zgiilliigii ise %68-72 arasinda
degismektedir (Thomas, 1999). BTA TRAK testinin duyarlihifinin %62-77,
Ozgiilligiinin ise %50-75 oldugu birgok ¢alismada bildirilmistir (Thomas, 1999;
Heicappell, 1999; Ellis, 1997).



Mesane kanserinde BTA stat testinin, sistoskopi ile birlikte ek test olarak
kullamlmasim Amerikan Gida ve flag Idaresi (American Food and Drug
Administration: FDA) onaylamistir (Dey, 2003).

2.3.2. Niiklear Matriks Proteinleri

Niikleer matriks proteinleri (Nuclear Matrix Proteins: NMP), hiicre cekirdegi
iskeletinin pargalaridir (Berezney, 1974). Bu non-kromatin yapi, ¢ekirdek seklini
destekler, DNA’y1 organize eder, DNA replikasyonu, transkripsiyonu ve gen
ekspresyonunda rol oynar (Pardoll, 1980; Gordon, 1993). NMP-22 hiicre replikasyonu
sirasimnda kromatinin yavru hiicrelere egit dagiliminda gérevli olan niikleer mitotik
aragtir (Yang, 1992). Bu protein mitoz swasinda mitotik i ipliklerine bagh
bulunmaktadir. NMP-22 interfaz niikleer matriksinde olduk¢a diisikk seviyede
bulunmaktadir. NMP-22’nin, apopitozis sirasinda tiimér hiicrelerinin ¢ekirdeginden
salindigy dtstinlilmektedir. NMP-22 konsantrasyonu, mesane kanserinde normal
mesaneden izole edilen ortalama diizeyden 25 kat daha fazladir (Keesee SK., 1996).
NMP-22  testinin duyarlilign %68.5-88.5 ve ozgilligli de %65.2-91.3 oraminda
degismektedir (Landman ve ark., 1998; Poulakis, 2001; Eissa - Friedrick, 2002; Ponsky,
2001; Ramakumar, 1999).

Amerikan Gida ve Ilag Idaresi, mesane kanserinin ailesel dykiisii olmasi

durumunda NMP-22 testinin tam testi olarak kullanilmasin1 onaylamistir (Dey, 2003).

2.3.3. Fibrin-Fibrinojen Yikim Uriinii (Accu-Dx):

Mesane kanseri hiicreleri, plazminojen, fibrinojen ve pihti faktérleri gibi plazma
proteinlerinin sentezlenmesiyle mikrovaskiiler sistemde permeabiliteyi artiran vaskiiler
endotelyal biiylime faktorti Gretirler. Pihtilasma faktérleri hizli bir sekilde fibrinojeni
fibrine, plazminojeni plazmine doniistiiriir. Fibrin daha sonra plazmin tarafindan fibrin
yikim iirline d6niistiirtiliir (Fibrin degradation product: FDP) (Tsihlias, 2000).

Accu-Dx, fibrin-fibrinojen yikim iiriinii belirleyen bir immun assay testtir.
Accu-Dx, mesane kanserini belirlemede %68.2 spesifiteye sahiptir. Accu-Dx testi

hematiiri hastalarinda fibrinojeni tamimlayarak yanliy pozitif sonug gosterebilir (Dey,
2003).



2.3.4. Hyaluronik asit ve Hyaluronidaz:

Hyaluronik asit (HA), normal doku ve doku sivisinda bulunan siilfatlanmamig
bir glikozaminoglikandir. HA konsantrasyonu, mesane, kolon, akciger kanseri gibi baz1
kanserlerde yiikselmektedir (Pham, 1997; Kundson, 1989; Auvinen, 1997). HA su ile
birlesip siserek timér hiicrelerinin gé¢ii icin yer agar (Kundson, 1989). HA 6zel hiicre
ylizey reseptorii etkilesimi sayesinde tiimor hiicre gé¢iinii artinr (Peach, 1993). Ayrica
HA, tiimor hiicrelerinin etrafinda koruyucu tabaka olusturarak bagisiklik sisteminden
kurtulmalan i¢in yardimer olur (Hobarth, 1992). Hyaluronidaz (HAaz), HA’y1 kiigiik
pargalara ayiran bir enzimdir. HAaz mesane kanserli hastalarin idrarinda belirlenmigtir
(Pham, 1997). HA testi, tlimér derecelerine gore bir farklilik g6stermeksizin mesane
kanserinin belirlenmesinde %83 duyarlilik, %90 6zgiillik g&stermektedir (Lokeshwar,
2000). HAaz testi de %82.5 duyarlilik, %83.8 6zgiillik gostermektedir (Lokeshwar,
2000). HA ve HAaz testlerinin duyarliligy, liriner endojen HA, HAaz seviyesi arasindaki
kritik dengeye baghdir. HA testi mesane kanserini, HAaz testi de onun derecesini
belirler. Yiiksek HA’ya sahip hastalarda yanhs negatif sonug verebilir. HA ve HAaz
testlerinin kombine kullanim, HA ve HAaz testlerinin tek tek kullanimina nazaran

tlimdrlerinin tiim derece ve fazlarinda daha anlamlidir (Lokeshwar, 2000).

2.3.5. Telomeraz:

Telomerazlar, Skaryot kromozomlarinda DNA replikasyonunun her siklusundan
sonra, kopye edilmeyen niikleotid dizisidir (Holt, 1996). Kromozomlarin sonunda
bulunan bu &zellesmis yapilar her bir dongiide ardigik kisalarak hiicre Sliimiine yol
acarlar. Telomeraz, telomerlerin uzunlugunun korunmasma yardim eden bir
ribontikloprotein polimerazdir. Telomeraz germ hiicrelerinde ve ¢esitli timor
hiicrelerinde bulunmaktadir. Yetiskin somatik dokularinda inaktiftirler. idrarda bulunan,
hiicrelerdeki telomeraz aktivitesinin Ol¢limii mesane kanserinin belirlenmesinde
yardunci olabilecek bir belirteg olarak diigtiniilmektedir (Dey, 2003).

Telomeraz aktivitesinin standart Olgtim teknidi telomerik tekrar aksiyon
protokolii (Telomeric repeat action protocol-TRAP) formundaki polimeraz zincir
reaksiyonudur (Polymerase chain reaction: PCR). Mesane kanserinin belirlenmesinde
telomerazin tim duyarhhg %70-86 ve 6zgiilligi %60-90 arasmdadir (Landman, 1998;
Ramakumar, 1999; Kavaler, 1998; Yokota, 1998; Myfield, 1998). Telomeraz



aktivitesinin belirlenmesinde ¢esitli zorluklar bulunmaktadir. Bu teknik idrarin acil
islem g6rmesini gerektirir. Taq polimeraz inhibitorleri ya da riboniikleazlar ile
kontamine edilmis idrar Ornekleri bu belirlemeyi etkileyebilir ve yanlis negatif
sonuglara yol agabilir (Liu, 2000). Kronik ve siddetli atesli hastaliklarda da yanhs
pozitif sonuglara yol agabilir (Myfield, 1998). Bu yanlig bulgular, aktive olmus
lenfositler gibi proliferatif hiicrelerde, telomeraz aktivitesinin artmasindan
kaynaklanabilir (Greider, 1996; Ito , 1998).

2.3.6. Kuantisit :

Kuantisit sistem, mesane kanserinin bireysel riskini belirlemek i¢in, DNA
nukleus igerigini ve 151k mikroskobu gériintiistintin morfometrik analizini kullanir (Van
Der Poel, 1996). Preparatlar, Feulgen Schiff metoduna gére boyamir. Bu test bir
labaratuvar testidir. Mesane kanserlerinde duyarhilifn %59-69, 6zgiilligli ise %70’tir
(Van Der Poel, 1996). Bu testte karsilasilan gesitli sorunlar mevcuttur. Bu test daha
fazla sayida hiicre elde edilmesi i¢in mesanenin yikanmasini, teknik deneyim ve pahah
goriintli analiz sistemi gerektirir. Bu teknik su anda rutin test olarak kullanilmamaktadir
(Van Der Poel, 1996).

23.7. immunosit :

Immunosit testi, immunoflorasan testi ile sitolojinin kombinasyonudur. Bu test,
¢ florasan monoklanal antikor kullanilarak mesane kanseri igin spesifik belirtegleri
belirler (Fradet ve ark., 1997). Teksas kirmizis ile boyali 19A21 antikoru yiiksek
molekiiler agirlifa sahip karsinojenik embriyonik antijeni tamr (Fradet ve ark., 1990).
Florasan isaretli MO344 ve LDQI10 monoklonal antikorlar mesane kanserli hiicreler
tarafindan fakat normal hiicreler tarafindan salgilanmayan musinleri tammlar.
Immunosit testinin mesane kanserini belirlemedeki duyarhlign %86, Ozgiilligl
%79A4°dtr (Mian ve ark., 1999; Pfister ve ark., 2003). Bu testin uygulanabilirligi,
deneyimli teknisyen ve laboratuarlar: gerektirir. Ayrica FDA tarafindan onaylanmasi da
beklenmektedir (Sanchez-Carbayo, 2000).



2.3.8. Flow Sitometri

DNA flow sitometri ile (DNA flow cytometry: DNA FCM), yikanmis mesane
preparatlarinda, kisa siirede ¢ok sayida DNA igerigi analiz edilir (Kumar ve ark., 2001).
Sitokiyometrik DNA boyas: ile boyanmis hiicre ¢ekirdegi lazerden gegirilir ve floresan
isimalar kaydedilir. Floresan 1s1ma ¢ekirdekteki DNA miktari ile oranlanir. Bu sekilde
en son yapilan histogram 10.000 hiicre i¢ermektedir. Saghikli insan periferik kan
lenfositleri, diploid kontrol olarak kullaniimalidir. DNA FCM’nin duyarliligi %45-%95
Ozgulligl de %83-%100diir (Kumar ve ark., 2001; Planz ve ark., 2000; Badalement ve
ark., 2000; Gregorie ve ark., 1997). Flow sitometrinin sitoloji ile kombinasyonu
duyarlilik ve 6zgiilligiinii arttirmaktadir (Kumar ve ark., 2001). DNA FCM maliyetli
yiiksek bir tekniktir, laboratuarda yaygin olarak kullanilmamaktadir (Sanchez-Carbayo,
2000).

2.3.9. Sitokeratin (CK)

Her epitel ¢esidi i¢in farkli bir sitokeratin sekli mevcuttur. Sitokeratinlerin bu
farkli durumlann metastaz ve malignansi islemi sirasinda olusur. Idrardaki CK
seviyesinin Olglimii mesane Kkanserinin taranmasinda yardimci olabilmektedir,
Sitokeratin-20 (CK-20) normal irotelyal hiicrelerde goriilmezken, {iroteryal
karsinomlarda belirlenmistir (Moll ve ark., 1992). Pek ¢ok calismada idrarda CK-20’nin
mesane kanserli hastalarda 6nemli derecede arttigy goriilmiistiir ve duyarlihifn %91
ozgiilligti de %67-100’diir (Buchumensky ve ark., 1998; Klein ve ark., 1998).
Sanchez-Carbayo ve arkadaglan CK18’in Olglimiiniin  mesane kanserlerinin
belirlenmesinde yararli olabilecegini bildirmislerdir. CK18’in duyarlihg %66.2
Ozgiilliigii ise %88.4’tiir (Sanchez —Carbayo ve ark., 2000).

2.3.10. Floresans in situ Hibridizasyon (FISH) Teknigi:

Bu teknik mesane karsinomunun taramasinda potansiyel teshis teknigidir.
Kromozom 9’daki kayiplar mesane karsinomunun genetik degisiminde ¢ok yaygmndir.
Sitogenetik ¢aligmalarda kromozom 1, 7, 11, 17 ve digerlerinde siklikla degigimler
gosterilmigtir (Sandberg ve Berger, 1997). Interfaz FISH tekniginde yapisal anomalili
hticreleri belirlemek igin igaretli DNA problarn kullamlir. Bu teknigin duyarhigi %81
ozglilliigt ise %98°dir (Halling ve ark., 2000). FISH, biyopside herhangi bir iirotelyal



karsinom bulgusu bulunmadan 6nce idrar ya da mesane duvarindan alinan 6rnekle,

timor tekrarini belirleme yetenegine sahip bir tekniktir.

2.4. Kanseri Tetikleyen Faktorler
Kanserin tetiklenmesinde etkili gevresel ve genetik fakt6rler bulunmaktadar.
2.4.1. Cevresel Faktorler
3.4.1.1. Sigara
3.4.1.2. Isyeri kimyasallar
3.4.1.3. Sistomiyazis
3.4.1.4. Kronik mesane iltihab1
3.4.1.5. Siklosfamid
3.4.1.6.Isin tedavisi
2.4.2, Genetik faktorler
2.4.3. Cinsiyet, etnik farkliliklar ve yas (Jung ve Messing, 2000).

2.4.1. Cevresel Faktorler:

Mesane kanseri olusumunda gevresel karsinojenler 6nemli rol oynamaktadir
(Jung ve Messing, 2000).

Mesane kanseri olusumunda gériilen cinsiyet ve ik farkliliklari, genetik etkiyi
akla getirmektedir. Aymi 1wrklarda goriilen farklilbiklar ise ¢evresel etkenleri
diisiindiirmektedir (Landman ve Droller, 1998).

2.4.1.1. Sigara kullanmmu :

Sigara kullammu ile mesane kanseri olusumu arasinda giiglii bir iligkinin varh@
30’dan fazla olgu-kontrol galigmasinda gosterilmistir. Filtresiz sigara kullamm bu
hastaligin  riskini %50 arttrir.  Filtrenin, karsinojenlerin  etkisini  azalttig:
diistiniilmektedir (Landman ve Droller, 1998).

Sigara kullamiminin birakildifs ilk 4 yil boyunca mesane kanseri riskinde %30-
60 oraninda azalma beklendigi bildirilmistir (Hartge ve ark.,1987).

Italya, Fransa, Arjantin ve Urugay’da yapilan 5 olgu-kontrol ¢alismasinda siyah
titiin igenlerde, sari tiitlin icenlerden 2-3 misli fazla oranda TCC riski oldugu
bildirilmigtir (De Stefani ve ark., 1993). Siyah tiitiin igimi, sari tiitinden daha fazla



10

{iriner mutejenite ile iligkilidir (Mohtashamipur ve ark., 1987). Sigara kullamimu ile
mesane kanseri olusum mekanizmasinn, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, aromatik
aminler ve doymamis aldehitler gibi sigarada bulunan pek ¢ok kimyasalla ilgili oldugu
diistiniilmektedir. Bunlar arasinda Ozellikle aromatik aminlerden, arilamin 4-
aminobiphenil (ABP) ve o-toluidine’nin mesane kanseri olusumuyla iligkisinin daha
fazla oldugu goriilmiistiir (Landman ve Droller, 1998). .

Sigarada ve endiistriyel bazi kimyasallarda bulunan arilaminlerden, arilamin 4-
aminobifenil (arilamin 4-aminobiphenyl: ABP) pek ¢ok arastiric: tarafindan ¢aligilmigtir
(Sekil 1). DNA hasar1 (DNA addukt: kimyasal karsinojenlerle DNA’min kovalent
modifikasyonu) olusumu, sitokrom p450 1A2 (CYP1A2), N-asetiliransferaz (N-
acetyltransferase 2: NAT 2) ve glutatiyon S-transferaz M1 (GSTM1) gibi karaciger

enzimleri tarafindan etkilenmektedir. Ayrica sigara kullanan bireylerde yavas
NAT2/hizli CYP1A2 fenotipleri olanlara oranla hizli NAT2/yavas CYP1A2
fenotiplerinde mesane kanserine yakalanma riski daha fazla goriilmektedir (Hein ve
ark.,1995).

.
iDRAR | MESAME EPITELI

KARACIGER KAN
CYMA

Aeianvin __.% Hidroksilamin 1HIdroksllanﬁn

7 NATY
GSTH1
NATZ
l \L ~

N-asetithidroksilamin
‘Eﬂﬁsﬂ Fotm Etkiskz Form

DN&da hasar

Sekil 1. Mesane kanserinde arilamin metabolizmasi (Jung ve Meissing., 2000)

Arilamin N-asetiltransferaz 1 (NAT1) genindeki 3*, 4*, 10*, 11*, 14*, 15%, 17*
ve 22* NAT1 haplotiplelerinin mesane kanserindeki rolii tartigmalidir. NATI
tiretelyumda eksprese edilir. NAT1 geni polimorfizmi mesane kanserini sigara, ¢calisma
ortam1 gibi gevresel faktérler ve NAT2 geni ile birlikte etkiler. Bu ¢alismada 3%, 4*,
10*, 11%, 14*, 15*, 17* ve 22* NAT] haplotip frekans:1 425 Alman mesane kanserli
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hasta ve 343 kontrol ¢alisilarak PCR-RFLP ile analiz edilmistir. Sonug olarak, NAT*10
allelik frekansinin mesane kanserli hastalarda %15.1 daha az oldugu goriilmiigtiir
(Cascorbi ve ark., 2001).

Baz1 ¢aligmalarda da NAT1*10 genotipinin mesane kanserli hastalarda daha
fazla ifade edildigi bildirilmektedir (Bell ve ark., 1993; Taylor ve ark., 1998). Ayrica
DNA hasar1 sayisinin artmasina neden olur (Badawi ve ark., 1997). Buna karsin,
simdiye kadar yayimlanmis olan sonuglar bu bilgilerle uyugmamaktadir (Okkels ve ark.,
1997).

Diisitk NAT2 aktivitesi olan bireylerin 6zellikle bir takim kimyasallara maruz
kalmasi ve sigara kullanmasi durumunda mesane kanserine yakalanma riski artar. 2000
Avrupal hasta ve 2500 kontrol kullamlarak yapilan ¢alismada NAT2 yavas asetilorlerle
mesane kanseri riski arasinda istatistiksel olarak anlamli sonuglar bildirilmigtir
(OR,1.4; %95 CI, 1.2-1.6) (Marcus ve ark., 2000).

2.4.1.2. Isyeri Kimyasallar:

Mesane kanseri olgularimin boya (Jung ve Messing, 2000), lastik, tekstil (Taylor
ve ark., 1998) iriinlerinin iiretiminde g¢alisan bireylerde goriilme siklifn %20°dir
(Badawi ve ark., 1997).

2.4.1.3. Sistozomiyazis:

Bat1 iilkelerinde ender goriilen sistozomiyazis diger iilkelerde daha sik
goriilmekte ve mesane kanseri olusumuna neden olmaktadir. Schistosoma haematobium
cystitis, hem squamoz hem de TCC’li mesane kanseri olusumlarinda goriilmektedir.
Sistozomiyazisin mesane kanseri olusturma mekanizmasi tam olarak bilinmemekle
birlikte, bu iligkisinin nitrit ve N-nitrozo (NNC) bilesiklerinden kaynaklandig
distiniilmektedir (Badawi ve ark., 1997). NNC’ler nitrozaminler i¢cermektedir. Bu
bilesikler belirli DNA dizilerini alkilleyerek tiimdr olusumuna neden olurlar (Jung ve
Messing, 2000).

2.4.1.4. Kronik Sistit:
Kronik sistit, mesane kanseri squamoz hiicre karsinomu olusumunda biiyiik risk

olusturmaktadir (Stonehill ve ark., 1996). Karsinogenezin mekanizmasi tam
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bilinmemekle birlikte, tekrar eden kronik irritasyonla, metaplazi, displazi ve son olarak
karsinoma gelismektedir. Bu durumun da yine ylikselen NNC’lerden kaynaklandigi
diistiniilmektedir (Tamir ve ark., 1996). NNC’ler DNA dizilerini alkillemeleri nedeniyle
karsinojeniktirler (Jung ve Messing, 2000).

2.4.1.5. Siklofosfamid:

Siklofosfamid alan hastalarda mesane kanseri goriilme riski 9 kat fazladir (Tutle
ve ark., 1998). TCC’li hastalarin ¢ogu hastalik siirecinde hizlica gelisip yiiksek evreli
hale gelmekte ve kasa invaze olmaktadir (Fernandes ve ark., 1996). Artan bu riskin de
siklofosfamidin kumulatif dozundan kaynaklandif: diistiniilmektedir (50 g’dan fazla)
(Travis ve ark., 1995). Siklofosfamid kaynakli 19 hastada yapilan ¢alismada 9 (%43)
hastada p53 mutasyonu saptanmigtir (Khan ve ark., 1998).

2.4.1.6. Ismn Tedavisi:

Pelvis ve ovaryum, servikal ve prostat kanserlerinde uygulanan radyasyon
tedavilerinin mesane kanseri olusumunda yitksek risk teskil ettigi bilinmektedir. Mesane
kanseri olusumu radyasyon tedavisinden yaklagik 5-10 y1l sonra meydana gelmektedir.
Radyasyonun mesane kanserine yol a¢masinin serbest radikallerle ilgili oldugu
diisliniilmekte ve bunlarin dogrudan DNA mutasyonlarina neden oldugu bilinmektedir
(Jung ve Messing., 2000).

2.4.2. Genetik Faktorler:

Newyork’ta yasayanlar ve Utah’ta yasayanlarla yapilan ¢alismada, mesane
kanserli birinci dereceden akrabalar arasinda mesane kanserine yakalanma riskini 1.9 ve
1.5 gibi yiiksek oranlarda bulmuslardir (Jung and Meissing, 2000). Kiemeney ve
arkadaslan ise (Kiemeney ve ark., 1997) izlandahlarla yaptiklan ¢alismada birinci
dereceden akrabalar arasinda benzer bir risk bulunmasina karsin ikinci-iigiincii
dereceden akrabalar arasinda boyle bir risk bulamamiglardir.

Yiizeyel tiimérlerin invaziv hale doniigmesi kromozom 9 ve 17°deki ¢ok
sayidaki genetik degisiklerle olmaktadir. Yiizeyel tiimorler (Ta) genellikle kromozom
9’daki delesyonlarla olmaktadir. Difer bozukluklar daha yiiksek derece ve evreli
timdrlerde goriliir (Olumi ve ark., 1990).
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Mesane kanserinin olusumunda gesitli genetik faktorler etkilidir (Sekil 2)

Sekil 2. Mesane kanserinde goriilen genetik degisiklikler (Sanchez-Carbayo, 2004).

2.4.3. Cinsiyet, Irk ve Yas:
Mesane kanseri, erkeklerde 4 kat daha fazla oranda goriilmektedir.
Bunun sebepleri sigara kullanimi ve mesleki kimyasallara maruz kalmanmin erkeklerde
daha fazla olmasidir. Diger bir etken ise CYP1A2 aktivitesinin erkek ve bayanlarda
farkli olmasidir. CYP1A2 aktivitesinin progesteron hormonu tarafindan tetiklendigi
distiniilmektedir (Landman ve ark., 1998).

2.4.4. Diger Faktorler:

Mesane kanseri riskini artiran diger faktérler; analjezikler, kahve ve suni
tatlandiricilardir. Mesane kanseri olgulariyla yapilan bir ¢aligmada kahve ve suni
tatlandiricr  kullanim tlimér evre ve dereceleri stageleri arasinda bir baglanti
bulunamamigtir (Sturgeon ve ark., 1994).

2.5. Kanseri ilerleten Faktorler

Kanserin tetiklenmesinde rol alan etkenler kadar ilerlemesinde de etkili olan bir takim
faktorler bulunmaktadsr.
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2.5.1. Epidermal Biiyiime Faktorleri (Epidermal Growth Factor : EGF) ve
Epidermal Biiyiime Faktor Reseptorleri (Epidermal Growth Factor Receptor : EGFR)

Biiytime faktorii reseptérlerinin anormal fonksiyonu ya da ekspresyonu
malignant hiicrelerin ¢ogalma Kkapasitesini artirabilir. EGF’nin idrarda yiiksek
konsantrasyonda bulunmasi potansiyel mitojenitenin gostergesi olmasina ragmen
yapilan ¢aligmalarda mesane kanserli hastalann idrarinda EGF’nin digiik
konsantrasyonda oldugu bulunmustur. EGFR ekspresyonu immunohistokimyasal olarak
grade ve stage artis1 ve zayif prognoz ile iliskili bulunmugtur (Messing, 1990). Ayrica
TCC’li hastalarda normal goriintimlii tretelyumda anormal EGFR ekspresyonu
goriilmiistiir (Rao ve ark., 1993). Bu durum uretelyumda bir bozuklugun oldugunu
desteklemektedir (Theodorescu ve ark., 1998). Ayrica gergeklesen anormal EGFR
ekspresyonu mesane kanseri tiimorogenezisi baslangicinda olusan olaylardandir. Malign
tiretelyumda EGFR’lerin uyarilmasi transepitelyal motilite, tiimér invazyonu ve
proliferasyonu tesvik eder (Messing, 1990).

2.5.2.Ekstraseliiler Matriks ve Hiicre Adhezyon Molekiilleri :

Ekstraseliiler matriks ve hiicre adhezyon molekiillerimin tiimér metastazlarinda
dogal bariyer gbrevi gérmeleri sebebiyle pek ¢ok arastirici tarafindan calisilmistir.
Hiicre adhezyon molekiilleri ve ekstraseliller matriksin diger bilegenleri iiretelyal
hiicrelere, birbirlerine ve bazal laminaya baglanirlar. Bu baglanma, benzer yapilarin bir
araya toplanmasin ve lokal motiliteyi saglar. Buna ek olarak, bu molekiiller hiicreler
aras iletisim saglar ve bunlar membrana bagl biiyiime faktorii reseptorlerinin ifade ve
islevinin regiilasyonunu saglar, ekspresyonu etkiler, hiicre dongiisiini diizenleyen
molekiilleri ve tretelyal karsiogenezle ilgili diger tiriinleri aktive eder (Jung ve Messing,
2000).

2.5.3. E-Cadherin:

E-Cadherin, normal epitel hiicrelerinde, biitiinliigii korumada yardimeci olan,
hiicrelerin birbirine yapigmasim saglayan molekiildiir.

E-Cadherin’in ekspresyonunun azalmasi, tiimor tekrarimin artmasi ve invaziteyle
iligkili bulunmugtur (Lipponen ve Eskelinen,1995). Cadherin bagh molekiillerin
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E-Cadherin’in ekspresyonunun azalmasi, timér tekrarinin artmasi ve invaziteyle
ilisgkili bulunmustur (Lipponen ve Eskelinen,1995). Cadherin bagh molekiillerin
yoklugunun (alfa, beta ve gamma cateninler) tiimor grade ve stage ilerlemesinde etkili
oldugu goriilmiistir. Bunun yam sira, cadherin-cadherin kompleksinde ¢oklu
anomalilerin varlifi tiimor evre ve derecelerinin ilerlemesine ve mesane kanserli
hastalarin prognozunun kotii olmastnda etkilidir (Shimazui ve ark., 1996).

Mesane kanserli hiicrelerde E-Cadherin aktivitesinin azalmasimin olasi
mekanizmas: aragtirilmistir. Bu mekanizmalar arasinda E-cadherin geninde baskilama
ya da mutasyon meydana gelerek, 16q’nun allelik kaybi, azalan E-Cadherin protein
ekspresyonuna neden olur. E-Cadherin ekspresyonunun hangi mekanizma ile azaldigi
hala tam olarak bilinememektedir (Jung and Messing, 2000).

2.5.4. integrinler:

Integrinler, transmembran heterodimerik protein familyasidir. Bunlar (laminin,
fibronektin ve kollagen gibi) birbirlerine ve ekstraselular matriks bilesenlerine reseptor
olarak baglanir. Integrin normalde kollagen VI ile iliskilidir. Alfa 6-beta- 4, tiretelyum
bazal membraninda hemidesmozomal baglanma kompleksi formu ve hiicre go¢iinde
bariyer gérevi yapar. Mesane kanserli hiicrelerde alfa 6-beta- 4 integrinin collagen VII
ile iligkisi malignite ile olusan firetelyal bariyer fonksiyon bozukluklarini agiklayabilir .
Bu olaylar 6zellikle integrinlerin yap1 ve fonksiyonunda sorun oldugu durumlarda,
ayrica angiogenik, mitojenik ya da mutajenik 6zellikler mesane duvarinda olagan dis1

olaylarin olusmasina neden olmaktadir (Liebert ve ark., 1994).

2.5.5. Anjiogenez:

Tumdr gelisimi ve metastazi igin nonvaskiilarizasyon ve anjiogenez
(angiogeneziz) gereklidir. Anjiogenez vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (Vascular
Endothelial Growth Factor: VEGF) ya da temel biiylime fakt6rii (Basic Fibroblast
Growth Factor: b-FGF) ile gergeklestirilebilir. Bu faktorler tiimér hiicreleri tarafindan
ya da tiimor iligkili stromal hiicrelerden, ekstraselular matriks ya da infiltrat tiimérlerin
inflamatuar  hiicreleri tarafindan tretilebilir. Immiinohistokimyasal ~y&ntemler
kullanilarak, artan mikrovaskiiler yogunlugunun timor gelisimi ve mesane kanserli
hastaldrin yasam siiresinin azalmasiyla iliskili oldugu bulunmugtur (Bochner ve ark.,
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1995). Bununla birlikte, b-FGF’nin idrarda artis1, otokrin motilite faktr (Autocrine
motility factor: AMF) gibi angiogenik faktdr (Guirquis ve ark., 1998), AMF reseptorii
(Korman ve ark., 1996), hyalurinik asit ve tirlinleri tiimor goriintiilenmesinde mesane
kanserli hastalarda gériilmektedir. Trombospondin-1 (Thrombospondin-1) ekstraseliiler
matriks glikoproteinidir ve bu proteinin az ifadesinin mesane kanserli hastalarda,
mesanede tekrarlayan tiimdrierle iligkili oldugu bulunmustur (Grosfield ve ark., 1997).
2.6. Mesane Kanseri Geligimi
Mesane kanseri gelisiminde gesitli etkenler rol almaktadir (Sekil 3).
2.6.1. Timor baskilayic: genler:
2.6.1.1.p53
2.6.2.2.RB
2.6.2.3.p21, pl6
2.6.2. Kromozom 9 delesyonlari
2.6.3. Mikrosatellit Kararsizlig1

2.6.4. Onkogenler:
2.6.4.1. c-erb-B2 (HER-2/neu),
2.6.4.2. H-ras
Tikrosatediit DNA dedigimteri
Hormal Uretelyuin Cpg metlasyonu
p53, EGFR+
gp‘! 9‘]'
J, Rb,p16,EGFR |
Du§ﬁk dereceli TCC-Ta Yiiksek ﬂmle‘i ch-Ymeyel Lc'igmoma i sity |
053 J4, 0%
- T1 ewresi
9p-, 11p-, c-orh-B2 53
z J, R, 8p., 3p- 18, erbh2

Vilkeek gradefi TCC-Ta 13-14 evresi

Sekil 3. Mesane kanseri olusum mekanizmalar1 (Jung ve Meissing , 2000).
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2.6.1. Timdr Baskilayic: Genler
Tiimor baskilayici genler, hiicre boliinmesini baskilayan bir grup gendir. Normal
aleller tiimor gelisimini baskilar. Her iki alelde islev kaybi, kontrolsiiz hiicre

béliinmesine ve tiimér olugsumuna neden olur (Jung and Meissing , 2000).

2.6.1.1. p53 Geni (17p13.1):

p53 geni, transkripsiyon faktorii gérevi goren 53kDa proteinini kodlar. P53
geninin gorevi, G1 fazindan S fazina gegisi kontrol etmektir (Sekil 4). Normal p53 gen
tirtinii varken G1/M kontrol noktasinda apopitozis meydana gelir. Mutasyonlu p53 gen
firlinti varken, hiicre kontrol noktasim gecer ve kontrolsiiz hiicre béliinmesi gergeklesir
(Jung and Meissing , 2000).

Kontrol
— Noktasi

Sekil 4. Hiicre siklusu (http://www.cofc.edu/poolel/cell_cycle.jpg )

Mutasyonlu p53 kanserle yakindan iligkili olmasina ramen, mesane kanseri ile
ilgili rolii tarigmalidir. Sarkis ve arkadaglar, mutasyonlu p53°iin yasam igin prognostik
belirteg oldugunu ve invaziv mesane tiimorlii neoadjuvanli, M-VAC’l1 basarisiz
terapilerde bir indikator oldugunu gostermistir (Sarkis ve ark.1995).

Bunun aksine Cote ve arkadaglari, lokal ve bolgesel genis TCC’li hastalarin

anormal p53 ckspresyonu igin, sisplatinli adjuvan kemoterapisinden faydalanmakta
olduklarini gostermistir (Cote ve ark., 1997).
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Bunun aksine Cote ve arkadaglari, lokal ve bolgesel genis TCC’li hastalarin
anormal p53 ekspresyonu igin, sisplatinli adjuvan kemoterapisinden faydalanmakta
olduklarimi géstermistir (Cote ve ark., 1997).

Kasa invaze TCC’lerin %50’sinde mutant p53 proteinin agin ekspresyonu
goriilmigtiir (Habuchi ve ark., 1992). Mutant p53°{in varlif), kasa invaze TCC’lerde
oliim riskini iki kat arttirdii bulunmugtur (Esrig ve ark., 1994).

Yiizeyel tiimérlerde (T1), P53 mutasyonun az oranda gériilmesine ragmen,
hastalifin gelisiminde daha yiiksek oranda rol aldig: tespit edilmigtir. P53 proteini,
hiicre dongiistinii durdurabilir ve apopitozisi baglatir (Jung and Meissing , 2000).

2.6.1.2. (Retinoblastoma) Rb geni (13q14.1-13q14.2) :

Rb geni bir ¢ekirdek fosfoproteinini kodlamaktadir (pRb). pRb bir hiicre
doéngiisti diizenleyicisi olarak gorev yapar . Fosforile olmamig Rb transkripsiyon faktorii
proteini olan E2F’e baglanarak negatif regiilasyonu saglar. Rb fosforile oldugu zaman
cycin/CDK kompleksi ile transkripsiyon faktérii E2F1 ayrilir ve gen aktif hale gelir.

Kanserlesmis hiicrelerde her iki allel de hasarlidir. pRb hasarinin tiimér evre ve
derece artisiyla iligkili oldugu bulunmugtur (Xu ve ark., 1993).

Rb gen mutasyonlari mesane kanseri olgularinin %30’unda gﬁrﬁlmektedir
(Cordon-Cardo ve ark., 1992).

2.6.2. Kromozom 9 delesyonlan
Mesane kanserinde goriilen kromozom delesyonlar1; 9p: %51, 9q: %57, diger
kromozomlarda ise; 11p: %32, 17p: %32, 8p: %23, 4p: %22, 13q: %15 seklindedir
(http://cancerres.aacrjournals.org/cgi/content/abstract/54/2/531).
Kromozom 9’daki delesyonlar tiim derece ve evrelerdeki mesane
kanseri olgularimin %60°1ndan fazlasinda goriilmekte ve kanseri tetiklemektedir (Tsai ve
ark., 1990). 99°da meydana gelen delesyon sonucu olusan yiizeyel TCC’ler, p53 ve

pRb inaktivasyonu sonucu meydana gelirler.

2.6.3. Mikrosatellit Kararsizhig
Insan genomunda tekrarlayan DNA dizilerindeki tekrar sayilarindaki kararsizlig
(1-4 bp), mikrosatellit kararsizif1 olarak adlandirilir. Mikrosatellit DNA dizileri, DNA
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gen ya da onkogen olusumuna neden olarak tlimér olusumu ve gelisimine neden olur
(Jung ve Messing, 2000).

2.6.4. Onkogenler
Onkogenler; mutasyon, gen amplifikasyonu, kromozomal translokasyonlar gibi olaylar
sonucu yapisal degisiklige ugrayarak kontrol dig1 kalirlar ve onkogenik aktivite
kazanirlar (Jung and Meissing , 2000).

2.6.4.1. c-erb-B2 (HER-2/neu)

c-erb-B2 (eritroblastic leukemia) EGFR’ye benzer bir protein kodlamaktadir.
Asinn eksprese olmus c-erb-B2 (HER-2/neu) EGFR’ler gibi tirozin kinaz aktivitesiyle
hiicre bdliinmesini uyarir ve hiicre normalden fazla béliiniir (Jung ve Meissing, 2000).

Coombs ve arkadaglarinin ¢aligmalar1 sonucu yiiksek derece ve evreli tiimoérlerle
asir1 eksprese olmus c-erb-B2 arasinda baglanti bulunmustur (Coombs ve ark., 1991).

Mellon ve arkadasglan ise ¢aligmalarinda bu iligkiyi gérememigtir (Mellon ve ark.,
1996).

2.6.4.2. H-ras (11p 15.5)

Ras proto-onkogeni, H-ras (Harvey Rat Sarkoma), K-ras (Human Keratin Ras)
ve N-ras (Neuroblastoma Ras) p21 olarak adlandirilan 21-kDa proteinini kodlar
(Wong-Staal ve ark, 1981). TipC memeli retroviriisinde HaMSV (Harvey strain of
murine sarcoma virus) insan DNA dizisine homolog, onkogenik niikleik asit dizisi
iceren klonlanmig DNA dizisi tammlanmigtir. Goriilen bu homolojide dizide higbir ara
dizi gortilmemistir. Bu da memeli evriminde dizinin korundugunu gostermekte ve
muhtemelen de normal hiicre boltinmesi ve farklilagmasinda rol almaktadir. Onkogenik
HaMSYV geninde allelik varyasyon tanimlanmgtir. Bir grup hiicresel genden elde edilen
retrovirtislerdeki degisime ugramig genler evrimsel olarak olduk¢a korunmugtur. V-onc
olarak adlandirilan viral genler arasindaki benzerlik biiylik bilimsel ve tibbi merak
konusudur (Chang ve ark., 1982),

Ras genleri karekteristik housekeeping genlerdir (Paciucci ve Pellicer, 1991;
Jeffers ve Pellicer, 1994). H-ras; 3kb, N-ras; 7b, K-ras; 35kb’den fazladir (Barbacid
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1987; Lowy ve Willumsen, 1993). Ras genleri; H-ras (15p15.5), K-ras2(4q44), N-ras
(1p13.2) (www.ncbi.nih.gov/entrez/query.fcgi?CMD=search&DB=gene).

Ras proteinleri stoplazmada serbest ribozomlarda sentezlenir ve yar1 Omrii
24sa.’tir (Ulsh ve Shih, 1984). Bu proteinler, posttranslasyonal modifikasyonlardan
sonra plazma membranmn i¢ yliziinde yer alirlar. Bu modifikasyonlar Ras’in
aktivasyonu i¢in gereklidir (Willumsen ve ark., 1984).

Ras proteinleri, transkripsiyon, translasyon, hiicre iskeleti organizasyonu, Golgi
vezikiil sekillenmesi, hiicre-hiicre baglantilarim saglama gérevleri vardir (Matsumoto ve
ark., 1997).

Insan kanserlerinde ras proto-onkogeni (H-, K4A-, K4B- ve N-ras) mutasyonlari
en sik goriilen genetik degisikliklerdendir (Bos, 1989).

Mesane kanseri de dahil olmak {izere, bir¢ok kanserde, H-, K4A-, K4B- VE N-
ras genlerinin 1. ekzonun 12. ve 13. kodonlann ve 2. ekzonun 61. kodonundaki
mutasyonlar bu genlerin aktivasyonuna (onkogene doniigiimiine) neden olmaktadir
(Lowy ve Willumsen, 1993).

2.7. Ras Aktivasyonu

Ras dongiileri, diger G proteinlerinde oldugu gibi GDP’ye bagli inaktif form ile
GTP’ye bagh aktif form arasinda gergeklesir (Sekil 5). Dinlenme durumunda Ras
GDP’ye bagh durumdadir (Buday ve ark., 1993). Eksternal bir ligand olan epidermal
bliylime faktorlerinin reseptdre baglanmasindan sonra reseptérde dimerizasyon
meydana gelir ve intrinsik reseptor tirozinkinaz aktive olur. Daha sonra reseptdriin

intraseliiler boliimiinde spesifik tirozin amino asitlerinin oto fosforilasyonu gergeklesir
(Adjei, 2001).
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O Biiylime faktori Hicre digi
]
GRB2 LsOs & CGAP
—® GEF
Ras Ras Raf

GDP Ras J/
ek

. 1.2

P-lElk1 l P ERKNX™ ERK
Gekirdek

Transkripsiyon

Sekil 5. Ras Aktivasyonu
(www.ncbi.nih.gov/entrez/query.fcgi?CMD=search&DB=gene)

Ras gen lirlini membrana bagimli monomerik bir G proteinidir. Bu protein
reseptore baglanmada molekiiler kontrolii saglar ayrica sitoplazmik ve niikleer olaylari
azaltmak i¢in tirozinkinaz aktivasyonunda non-reseptérdiir.

Her memeli hiicresi birbiriyle yakin iligkili 3 ras proto-onkogene sahiptir (K-, N-
H-) fakat bunlar birbirinden farkli proteinler iiretirler. Ras geninin mutasyon sonucu
olugan tiriinleri stirekli sinyal olusumuna neden olur. Siirekli sinyal olusumu hiicrenin
stirekli uyarlmasi ve hiicre proliferasyonuna neden olur. Ayrica apopitozisi inhibe eder
(Adjei, 2001).

2.8. Insan Kanserlerinde Ras Mutasyonlar:
Onkogenik ras ilk olarak kemirgenlerin fibroblastlarinda goriilmiistiir (Shin,
1981). Ikinci olarak ise sigan tiimérlerinde yiiksek oranda gériilmiistiir (Adams ve Cory,

1991). Onkogenik ras’lar birgok aragtirici tarafindan ayrintih olarak galigitmigtir (Bos,
1989).
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Ras mutasyonlan ¢egitli tiimér tiplerinde yiiksek frekansta goriilmektedir
(Tablo1). Tanumlanmig olan mutasyonlar az sayidaki bolgeyle smirhdir (12, 13., 59.,

ve 61. aminoasitler). Bunlar ras proteinlerinin GAP ( GTPAse Activating Protein) bagli
GTP hidrolizisini durdurur (Adjei, 2001).

Ras geninin nokta mutasyonlarn Ras proteininin siirekli aktivasyonuna neden

olur. Ras geninin bu mutasyonlu formlan GTPaz aktivitesini zayiflatir. Mutasyonlar bir

ras geniyle sinirhdir ve frekans: da doku ve tlimdr tipine gore degisiklik gosterir (Adjei,

2001).

Tablo 1. Insan kanserlerinde ras mutasyonlari sikhig: ( Przybojewska ve ark., 2000)

Kanser-bolge-tiimor mutasyon frekansi% Sik gériilen ras izoformu
Non cell akciger kanseri 33 K
(adenokarsinomu)

Kolorektal 44 K
Pankreas 90 K
Folikiiler Tiroid 53 H,K,N
Farklilagmamis papillar 60 H,K,N
Tiroid

Papillar Tiroid 0 -
Seminoma 43 K,N
Melanoma 13 N
Mesane 10 H
Karaciger 30 N
Bobrek 10 H
Miyelodisplastik sendrom 40 N, K
Akut miyelogenus 16semi 30 N

Ras geni mutasyonlar, meme, ovaryum, mide, 6zefagus ve prostatta az

goriilmesine karsin pankreasin biitlin  adenokarsinomlarinda, kolon wve tiroid

kanserlerinin % 50’sinde goriiliir. Kolon ve pankreatik kanserlerdeki mutasyonlar

sadece K-ras geninde goriiliir. Uriner sistem ve mesane kanserlerinde mutasyonlar ilk

olarak H-ras geninde, 16semilerdeki mutasyonlar ise N-ras geninde goriiliir. Tiroid
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karsinomlarinda nadir olarak bu ii¢ gen de goriilmektedir (Visvenathan ve ark.,1988;
Fujita ve ark., 1984).

Ras geninde goriilen onkogenik mutasyonlar biitlin kanserlerin %30’unu
olusturmaktadir (Adjei, 2001).

K-ras mutasyonlar1 non-small cell akciger, kolorektal, pankreatik kanserlerde,
N-ras mutasyonlar1 melanoma, hepatosellularkanser ve hematolojik malignansiler de
goriiliir (Adjei, 2001).

2.9. Onkogenik Ras Proteinleri :

Ras, membrana bagli Guanozintrifosfat (GTP)/Guanozindifosfat (GDP) bir G
proteinidir ve “molekiiler anahtar’’ olarak gorev yapar. Hiicre membranindan ¢ekirdege
sinyal gonderir. Bu kimyasal sinyaller protein sentezini, hiicre regiilasyonunu,
proliferasyonunu ve farklilagmasim saglar. Ras klasik heterotrimerik G proteinlerinin
tersine monomerik yapiya sahiptir. Her ras proteini yaklagik 190 amino asit igerir
bunlar amino ve karboksil terminalinde yiiksek derecede korunur. Proteinler arasinda
gorillen fakhiligin ¢ogu C-terminali yakininda 25 aminoasitlik degiskenlik gosteren
bélgeden kaynaklamir. Bu degigkenlik onlarn fonksiyonunda degisiklige neden olur
(Valencia ve ark., 1991; Boguski ve McCornick1993).

Ras familyas1 Ras H, K, M, N, R, Rap (1 ve 2) ve Ral gibi ¢esitli sayida farkli
liyeler igerir. Bunlar %50 dizi benzerligi gosterir. Bu familya diger kii¢iik monomerik G
protein familyalanyla Rho/Rac/CDC42, Rab/Ypt, Ran, Arf ve Rad familyalar1 gibi en
az %30 homoloji gésterirler (Wittinghofer ve Herrmann, 1995).

Rap proteinleri, Ras ile benzer effektor bolge igerdigi igin ilgi g¢ekici bir
arastirma konusudur (Adjei, 2001).

2.10. Mesane Kanseri Yatkmhk Genleri:

Mesane kanserinin olugpumunda ¢esitli genler rol almaktadir (Tablo 2).



Tablo 2. Mesane Kanseri Yatkinlik Genleri
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(http//www.cancerindex.org/geneweb/X2103htm)

GEN YERi
1- GSTMI1 (GSTI,MU) 1p13.3
3- SLC2A (GLUT1) 1p3-p31.3
3- TP73 (p73) 1p36
4- MUCI (PUM,PEM) 1921
5- RCAI(HRCAL,TRCB) 3pl4.2-3pld.2
6- VEGF (VEGFA) 6p12
7- CDKNI1A (p21,WAFI,CIP1) 6P21.2
8- NAT2 (AAC2) 8p23.1-p21.3
9- NATI (AAC1) 8p23.1-p21.3
10- CDKN2A(p16,INK4A MTS1) 9p21
11- DBCCRI 9q32-q33
12- FGFR2 10926
13- HRAS 11p15.5
14- CDKN1B (KIP1,p27) 12p13
15-FLT1 (FLT) 13q12
16- RB1 (Rb) 13q142
17- TP53 (p53,) 17p13.1
18- TIMP2 17925
19- CDKN2D (INKD,p19) 19p13
20- CCNE1 (CCNE,Cyclin E) 19913.1

2.11. Mesane Kanserinde Gen Tedavisi

Mesane, anatomik yapisindan dolay1 gen tedavisi agisindan uygun bir organdir.
Endoskopisi kolay olmakla birlikte tedavi edici ajanlar vezikal kavitede uzun siire
tutulabilmektedir. Ayrica glikozaminoglikan (GAG) tabakasi mesane mukozasi
lizerinde bulunur ve uygun olan tedavi edici gen aktarim i¢in yer agmaktadir. GAG
tabakasina zarar vererek bu bariyeri istedifimiz forma adapte edebiliriz. Bu sekilde
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cesitli gen aktarimi galigmalari uygulanabilir. Bu caligmalar adenoviral ipliklerin
modifikasyonu, viral infektiviteyi artiran materyallerin  birlikte aktarmi ve GAG
tabakasinin zarar gormesi seklinde tedavi edici genlerin mesane kanserli hiicrelere
aktarimim saglamaktadir (Irie, 2003).

Mesane kanserinde gen transferi pek ¢ok arastirici tarafindan calistimigtir.
Yiizeyel, lokal invaziv ve ilerlemis metastatik hastalarda intralezyonel ve intravezikal
agilama gereklidir. Tedavi edici genin intravezikal asilamasi i¢in GAG tabakasi
engeldir. Mesane kanseri tedavisinde Ozellikle ilerlemis, tekrarlayan ylizeyel
kanserlerde ve tedaviye direngli CIS’te uygulanan bu uygulamalar her zaman basarili
degildir. Molekiiler biyoloji ve genetik alanindaki avantajlar kanser tedavisinde yeni
yaklasimlar getirmektedir. Bu ¢caligmalar (gen tedavisi) ¢esitli malignansilere karg: timit
vericidir (Irie, 2003).



NI. MATERYAL VE METOD

Subat 2004-Aralik 2004 tarihleri arasinda OndokuzMayis Universitesi Tip
Fakiiltesi Uroloji Servisinde mesane tiimérii tanis1 konularak tedavi uygulanmakta olan
59 olgu ile aym demografik 6zelliklere sahip mesane timdrii olmayan 74 olgu kontrol
grubu olarak caligmaya alindi. Tiim olgularin histopatolojik sonuglari, meslekleri,
yagam tarzlar1 (sigara kullamimi), aile oOykiisii, daha Once gecirilen hastaliklar,
hastalifinin ilk kez veya tekrar olup olmadigini ayrintili olarak sorgulayan detayli bir
anamnez alindi. Caligma grubunu olusturan 53’ erkek 6°s1 kadin olan hastalarin yaslar
47-82 arasinda degismekteydi. Yaslarin ortalamasi 65.32 (£1.23), medyan 67 olarak
saptandi. 54 erkek ve 20 kadindan olusan 74 kisilik kontrol grubunun yaslar1 40-87
arasinda degismekteydi. Kontrol grubunun yaslarinin ortalamasi 63.73 (+1.18), medyan
63 olarak saptandi. Mesane tiimorleri stage olarak 5°i Ta, 21°i T1, 30’u 2T2, 11’i Gl,
23’1 G2 ve 22’1 G3 grade saptanmustir. Tiim olgular ¢aligma hakkinda bilgilendirilerek
calismaya katilmalar1 konusunda aydinlatilmis onaylar1 alindi.

Mesane kanserli hasta ve saglikhi kontrollerden, EDTA’l1 tiiplere alinan kan
orneklerinden DNA’lar saflagtirildi. DNA ekstraksiyonu ‘Salting out’ yontemi ile
yapildi. DNA Srnekleri ¢alisilincaya kadar -20°C’de saklandi.

Calismamizda H-ras proto-onkogeninde 1. ekzonda 200 bp’lik bolge PCR ile
cogaltildi ve PCR iriinleri Dralll [Alkaligenes denitrificians: Adel (Dralll)]
restriksiyon enzimi ile kesilerek 81 T—C polimorfizmi degerlendirildi (Johne ve ark.,
2003).

3.1. DNA izolasyonu
Her olgudan EDTA igeren vakumlu tiiplere 5 ml tam kan alindi. Kandan DNA
izolasyonu ‘Salting out’ yéntemi kullanilarak yapildi (Miller ve ark., 1988).

3.1.1. SOLUSYONLAR
Lizis Tamponu: 320 mM Sucrose (Merck)
10 mM Tris (Merck) pH 7.5
4 mM MgCl, (Merck)
%1 Triton X 100 (Sigma)
Distile suyla 1000 ml’ye tamamlandi. Soliisyon hazirlandiktan sonra otoklavlandu.
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TEN tamponu : 10 mM Tris (Merck) pH 8
2 mM EDTA (Merck)
400 mM NaCl (Merck)
Distile suyla 50 ml’ye tamamlandi. Soliisyon hazirlandiktan sonra otoklavlandi.

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

soliisyonu hazirlandi.

% 10 SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) (Merck)
10 gr SDS alimip ve 100 ml distile su iginde ¢oztildi.

Doymus NaCl Soliisyonu (6M) : (Doymus tuz ¢ozeltisi)
7 g tartilip, distile su ile 20 ml’ye tamamlandiktan sonra otoklavlandi.

TE Soliisyonu : 10 mM Tris pH 7.5
1ImM EDTA
Bunu hazirlamak igin 500 mM Tris pH 7.5 stok soliisyonundan 1 ml, 100 mM
EDTA stok soliisyonundan 0.5 ml alinip distile su ile 50 ml’ye tamamlandi.

3.1.2. DNA izolasyon Yontemi
1.Giin:

1. 5ml EDTA’L tiim kan 50 ml’lik polipropilen tiipe alindi.

2. Kan 6rneginin ti¢ katt hacimde (15 ml) lizis tamponu konuldu. Kapagi
kapatilip tlip birkag kez ters yliz edildi.

3. 2200 rpm’de 4°C’de 15 dakika santrifiij yapildi. Ustteki stipernatant atildi.

4. Lizis tamponu ile yikama iglemi iki kez daha yapilip aym devirde ve sicaklikta
santrifiij edildi.
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5. Ustteki siipernatant atildi. Dipte kalan temiz ¢okelti iizerine 3 ml TEN

II.Giin :

10.

11.

12.

13.

14.

1S.

16.

tamponu konuldu ve kisa siire vortekslendi. Sonra 200 ul %10°luk SDS ve
50ul Proteinaz K ilave edildi ve elle tiipe yumusgak bir sekilde vurularak
karigtirldi.

Bir gece 37°C’de inkubatdrde hafif ¢alkalamayla inkiibe edildi

Ertesi glin 6rneklerin iizerine 1 ml 6 M’lik NaCl soliisyonundan konuldu ve 30
saniye izl bir gekilde elle ¢alkalandi veya kisa bir siire vorteklslendi.

2600 rpm’de 15 dakika santrifiij yapildi.

Ustteki stipernatant 15 mI’lik bir tiipe alind1 ve tekrar 3300 rpm’de oda
1sisinda 30 dakika santrifiij edildi.

Stipernatant bagka bir 15 mI’lik bir tiipe alind: (dipteki ¢6keltinin siipernatant
karigmamasina dikkat edildi). Cékelti atildy.

Siipernatantin iki kati hacimde absolii etil alkol ilave edilerek DNA
coktirtildii.
Plastik pastor pipeti ucu ile DNA alindi ve iginde 1 ml % 70 etil alkol bulunan
Eppendorf tiiptine konuldu.

10 dakika mikroflijde santriflij yapildiktan sonra iistteki alkol ince uglu pastor
pipeti ile gekilerek atildi. Dipte ¢oktiiriilen DNA, tiiplerin agz1 agik birakilarak
37°C’de etiivde 10 dakika kadar bekletilerek alkol uguruldu.

DNA 6rnegi izerine 150 pl TE tamponu katild: ve tiiplerin agzi1 kapatildiktan
sonra 37°C’de etiivde ¢dziinmesi i¢in birkag saat birakildi.

DNA &rnekleri ¢éziinditkten sonra 10 pl stok DNA 8regi, icinde 1 ml distile
su bulunan Eppendorf tiipine alindi. Vortekslendikten sonra
spektrofotometrede 260 nm ve 280 nm’de optik dansite Slgiilerek DNA’nin
miktar1 ve saflif1 tayin edildi.

Stok DNA 6rnekleri -20°C’de saklandi.
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3.1.3. DNA Miktarmm Tayini

Elde edilen DNA’lardan 2’ser pl 6rnek alindi ve 18 pl distile su eklenerek
seyreltildi. UV spektrofotometrede (Vilber Lourmat), 260 ve 280 nm dalga boylarinda
okundu. 260 nm dalga boyunda okunan deger DNA soliisyonu igindeki DNA miktarm,
280 nm’de okunan deger ise soliisyondaki protein miktarim1 gostermektedir. 260 ve 280
nm dalga boyunda okunan degerlerin birbirlerine orammn (OD260/0D280) 1.5%in
altinda olmamas: gerekir. Eger bu deger 1.5’in altinda ise DNA -ekstraksiyonun
tekrarlanmas1 gerekir. PCR reaksiyonunda kullanilan DNA vyeteri kadar temiz
olmamasi, bu reaksiyonu inhibe edebilir. 260 nm dalga boyunda bulunan deger 1.5 ve

iizerinde ise elde edilen DNA’nin konsantrasyonu (Miller ve ark., 1988):

DNA KONSANTRASYONU= ODz260 x Sulandirma Katsayis1 (100) x 50 pg/ml (gift
zincirli, ds DNA’lar i¢in standart deger)

carpilarak bulunur.

3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyon 59 mesane kanserli ve 72 kontrol olmak iizere toplam
131 kisiye uygulandi. H-ras proto-onkogeninde ekzon 1°de 81 T—C polimorfizmini
kapsayan bolge degerlendirildi

3.3 c-Ha-rasl p21 proteini niikleotid dizisi
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide & val=190890) .
1500 tcccgeacge tgggttgeag ctgeacaggt aggeacgetg cagtecttge tgectggegt
1560 tggggcccag ggaccgetgt gggtitgeee ttcagatgge cetgecagea getgeeetgt
Primer F—
1620 ggggcctggg getgggectg ggectggetg ageagggec ¢ teettggeag gtggsgcagy
1680 aga ccctgta ggaggaccee gggecgeagg cecctgagga gegatgacgg aatataagcet
1740 ggtggtgetg gecgeogecg gtgtgggcaa gagtgegcetg accatceage tgatccagaa
1800 ceatttt ¥ gtg gacgaatacg accccactat agaggtgage ctagegeege cgtecaggtg
1860 cc agcagetg ctgegggega geccaggaca cagecaggat agggetgect geageeectg
« PrimerR
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1920 gtecectgea tggtgetgtg geeetgtete ctgetteete tagaggaggg gagteecteg
1980 tctcagcacc ccaggagagg agggggcatg aggggcatga gaggtaccag ggagaggctg

3.3.1 Ras Onkogeni 81T—C Bilgesi PCR Kosullar

Ras proto-onkogeni 1. ekzonundaki ilgili bélge 5° CTT GGC AGG TGG GGC
AGG AGA 3’ ve 5GGC ACC T GG ACG GCG GCG CTA G 3’ primerleri (iontek)
kullanilarak gogaltildi. PCR, 25 pl reaksiyon hacminde, 1xPCR reaksiyon tamponu,
4.5 mMMgCl, (Promega), 200mM dNTP (Fermentas), her primerden 1pl, %7.5’luk
dimetil stilfoksit (DMSO) (Sigma), 100 ng genomik DNA ve 1,25 U Taq DNA
polimeraz (Promega) kullamlarak Techne Gradient Thermocycle’da yapildi. Taq DNA
polimeraz baglangi¢ denaturasyonundan sonra Hot Start olarak ilave edildi.

Reaksiyon Sartlar::
3 dk. 95°C baslangi¢ denaturasyonu

94°C de 30 sn. denaturasyon
60°C de 10sn hibridizasyon 38 dongt
72°C de 1dk. sentez

72°C de 10dk. son sentez seklindeydi.

PCR f{iriinleri %3’likk Amresco agaroz jele, 25 ul’lik PCR firiintiniin 10 pl’si, 2
pl 6x jel yiikleme tamponu (6x loading dye) (Sigma) ilave edilerek yiiklendi.
Elektroforez (Consort) 125 volt’da 25 dakika stireyle yapildi. Elektroforez sonunda, jel
>320 nm boyunda transilliiminatdrde (Vilbert Lourmart) dnce 200 bp’lik {iiriiniin varlig
kontrol edildi. 200 bp’lik, PCR {iriinii gézlenen Srnekler Dralll restriksiyon enzimi ile
kesildi.

3.4 Restriksiyon Fragment Uzunlugu Polimorfizmi (Restriksion Fragment

Lenght Polymorphism: RFLP):

Dralll (Alcaligenes denitrificans: Adel) restriksiyon enzim Kkesimi: Dralll
restriksiyon enziminin tanima bélgesi 5°....CACNNN | GTG....3* ve3’....GTG1 N
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NNCAC.....3’ dir. 15 pl PCR iiriinti, 1.6 pl G tamponu ve 5 inite Dralll enzimi
(Fermentas) ve 1,6 ul G buffer ile 37°C’de 16 saat inkiibe edildi.

Ras proto-onkogen 1. ekzonu
200 bp’lik {iriintimiiz

| Dralll
200 bp
200bp — TT
200 bp
80 bp
120 bp — TC
120 bp
80 bp — CC
3.5. Agaroz Jel Elektroforezi
3.5.1. Soliisyonlar :
1. 5x TBE tamponu : 54 gr Tris baza (Merck)
27.5 gr Borik asit (Merck)
20 ml 0.5 M Edta (pH 8.0) (Merck)

Distile su ile 1 litreye tamamlanur.

2. Etidium Bromid (EfBr) (Sigma): Stok soliisyondan 10 mg/ml, ¢aligma soliisyonu
ise 0.5 pg/ul olarak hazirlandu.

3. Jel Yiikleme Tamponu (Sigma): 6X konsantrasyon [% 0.25 w/v Bromfenol blue,
% 0.25 w/v Xylene cyanol FF, % 40 siikroz,] olarak hazirlandi.
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4. ‘Size Marker’ (Molekiiler Standartlar):
100 bp DNA Ladder (Fermentas): 80, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 ve
1000 bp olmak tizere 11 farkh parca igermekteydi.

3.5.2. Jelin Hazirlamisa

% 3 agaroz jeller hazirlandi (Amresco) Tampon soliisyon olarak 1x TBE
kullamldi. % 3°1ik jel igin 3.3 gr agaroz tartildi ve 110 ml 1 X TBE i¢inde kaynatildi.
75°C’ye kadar sogutulup igerisine 110ml EtBr ilave edildi. Tarag: yerlestirilen jel
kabina dokiildii. En az 1 saat 4 °C’de bekledikten sonra PCR iiriinleri jele yiiklendi.

3.5.3. Agaroz Jel Elektroforezi Sonu¢larmm Degerlendirilmesi :

Kesim islemi tamamlanan RFLP 6rneklerine, 6x jel yiikkleme tamponundan 1/5
oramnda ilave edilerek, %?3’liikk agaroz jele (Amresco) yiiklendi. Agaroz jelde 120
voltta 30 dk. ytriitiildii ve jel fotograflari, UV goriintli analiz sisteminde (Biolab)
¢ekildi. RFLP iiriinleri incelenerek, markerdan yardimiyla DNA pargalarinin uzunlugu
hesaplandi. Jel fotograflari, UV goriintii analiz sisteminde (Biolab) gekildi.

3.6. Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel analizler igin SPSS10 programi kullanilarak ki-kare ve %95°lik
gliven aralifinda OR testleri yapildi. Genotiplerin gériilme siklipy yiizde deger olarak
hesaplandi. Allellerin her birinin gen frekanslan bulunarak ¢aligilan populasyonun

denge kontrolii Hardy-Weinberg ve ki-kare testleri ile belirlendi.



IV. BULGULAR
Calismamizda, PCR optimizasyon siiresi sonunda 200 bp’lik iiriinler elde ettik.
PCR iiriinlerini Dralll restriksiyon enzimi ile keserek ii¢ farkli genotip elde edildi. Bu
genotipler: 200 bp uzunlugunda tek bant gozledigimiz TT, 200 bp (homozigot), 120 bp ve
80 bp uzunlugunda ii¢ bant gozledigimiz CT (heterozigot) ve 120 bp, 80 bp seklinde iki
bant gozledigimiz ise CC (homozigot) genotipidir ( kil 6).

9 10 111213 14

~M»;.
e
b
e

Sekil 6. Ras geni 81T —C bolgesinde Dralll restriksiyon enzimi ile tanimlanan
polimorfik alleller. 1, 2, 3, 7, 10, 11 no’lu kuyulardaki amplikonlarin genotipi: TT: 4, 5,
12, 13, 14 no’lu kuyulardaki amplikonlarin genotipi: CT; 6, 9 no’lu kuyulardaki

amplikonlarin genotipi: CC’dir.

Caligma ve kontrol gruplarindan elde ettigimiz genotip frekanslan Tablo 3 ve
81T —C Grafik 1’de goriilmektedir. Ayrica mesane tiimérlerinin histopatolojik bulgulara
gore genotip frekansi verileri (Tablo 4) ile ¢alisma ve kontrol gruplari arasindaki H-ras

geni 81T —C polimorfizminin demografik verileri Tablo 5°de goriilmektedir.
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Tablo 3: Mesane kanserli hasta ve kontrol guruplarinda H-ras geni 81T—C polimorfizmi

genotip frekanslari

H-Ras Mesane Kontroller |OR (% 95 CI) P X
81 T/C Kanserli (%)

Genotipleri Hastalar (%)

T/T (%) 38 (%64.4) 40 (%54.1) |1.00

C/T (%) 18 (%30.5) 29 (%39.2) [1.531(0.733-3.198) |0.26 1.29
C/C (%) 3 (%5.1) 5 (%6.7) 1.583 (0.354-7.087) [0.54 |0.3
Toplam 59 74

Mesane Kanserli Hastalarda ve Kontrollerde H-Ras 81T/C
Polimorfizminin Karsilagtinimasi ‘
B Mesane Kanserli
Olgu sayis! Olgular
40 ' mKontroller
35
30+
251
20
15
10
5 | |
0
K TC CC  H-Ras genotipleri

Grafik 1: Mesane kanserli hasta ve kontrol guruplarinda H-ras geni 81T—C

polimorfizminin karsilastiriimast
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Tablo 4: Mesane kanserli hastalar ve kontroller arasinda H-ras geni 81 T—C polimorfizmi

demografik verileri
Demografik H-ras Mesane |Kontroller | OR (%95 CI)
Veriler genotipi | Kanserli
Hastalar

Kadin TT 6 13

CT+CC |- 7 Degerlendirilemedi
Erkek TT 32 27 1.00

CT+CC |21 27 1.52 (0.71-3.28)
<65yas TT 15 25 1.00

CT+CC |12 20 1.00 (0.38-2.61)
>65yas T 23 15 1.00

CT+CC |9 14 2.38 (0.83-6.89)
Riskli Meslek |TT 22 14 1.00

CT+CC | 8 12 2.36 (0.77-7.21)
Risksiz Meslek® | TT 16 22 1.00

CT+CC |12 22 1.33 (0.51-3.46)
Sigara TT 31 20 1.00
Kullanan”

CT+CC |19 22 1.8 (0.78-4.12)
Sigara TT 7 17 1.00
kullanmayan

CT+CC (2 11 2.26 (0.32-2.03)

? 1 hasta ve 4 kontroliin meslek bilgilerine ulagilamadig i¢in degerlendirilmeye
alinmamustir.

® 1 hasta ve 4 kontroliin sigara kullanim bilgilerine ulagilamadig1 i¢in degerlendirmeye
alinmamugtir.
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Tablo 5: Hasta grubu histopatolojik sonuglarina gére 81T—C genotip frekansi
3 hastanmn patoloji sonucuna ulagilamadidy i¢in degerlendirilmeye alinamamuigtar.

Mesane Kanseri CC (%) CT (%) TT (V)

Evreleri

Kontroller 5 (%6.7) 29 (%39.2) 40 (%45.9)
Gl 2(%18.2) | 3 (%27.2) 6 (%54.6)
G2 1 (%4.3) | 12 (%52.2) 10 (%43.5)

>G3 - 1 (%4.5) 21 (%95.5)
Ta 1 (%20) 1 (%20) 3 (%60)
T1 2 (%9.5) 6 (%28.6) 13 (%61.9)

>T2 - 9 (%30) 21 (%70)

Alel frekanslan X” Testi ile hesaplandi. Beklenen ve gozlenen degerler birbirine
olduke¢a yakin oranlarda bulundu (Tablo 6, 7, 8).

Tablo 6. Mesane kanserli hasta ve kontrollerin alel frekanslar

Gruplar Toplam Mesane | Kontrol | OR(%95CI)
Kanserli
Hasta
T aleli 118 94 109 1.00
C aleli 148 24 39 1.4 (0.76-
2.6)

P=0.25, X*=1.31

Tablo7. H-ras proto-onkogeni hasta genotip dagilimi ve alel frekanslari

Genotipler | Gézlenen Beklenen X? Aleller Alel
frekanslar | frekanslar frekanslar
(%) (o)
T/T 38 37.76 0339 | T 0,795
T/C 18 19.82 C 0.205
C/IC 3 2.36
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Tablo 8. H-ras proto-onkogeni kontrol grubu genotip dagilimu ve alel frekanslan

Genotipler | Gdzlenen Beklenen X Aleller | Alel
frekanslar (%) | frekanslar frekanslan
(%)
T/T 40 39.96 0134 | T 0.735
T/C 29 28,50 C 0.262
C/IC 5 5,08




V. TARTISMA

Ras gen ailesi proto-onkogeni, 189 amino asitlik 21-kDa’luk protein
kodlamaktadir. Normal ras proteinleri hiicre biiyiime ve farkhilasmasimi kontrol
etmektedir. Proteine GTP baglandifinda molekiiler salter agilmakta ve GTP GDP’ye
hidroliz oldugunda ise kapanmaktadir. Bu protein plazma zarindan sinyal gegisinin
diizenlenmesinde gbrev yapar, ayrica bu gen ailesi tek bir niikleotid degisikligi ile tiimor
olusturan bir onkogene doniigebilir. Ras geninin nokta mutasyonlar: sonucu olusan ras
proteini agik pozisyona gelir ve stirekli sinyal olusumuna neden olur. Siirekli sinyal
olusumu apopitozisi inhibe ederek hiicrenin siirekli uyariimasina ve hiicre
proliferasyonuna neden olur. Gergeklesen bu olaylar sonucu tiimér olusmaktadir
(Campell ve ark., 2004) .

Caligmamizdaki PCR ve RFLP tekniklerinde kullandigimiz primerler ve
restriksiyon enzimi Johne ve arkadaglarimin (2003) kullandiklarindandir. Literatiirde
PCR sartlar1 ve programinda belirtilmemis olan kisimlar denemeler yapilarak optimize
edilmis ve basarili PCR iiriinleri elde edilmigtir.

Johne ve arkadaglarimin 2003 yilinda insan H-ras geninde 81T—C SNP ile
mesane kanseri riskini belirlemeye yonelik yaptiklan ¢alismada; tiimor dokusundan ve
16kositlerden genomik DNA analiz etmislerdir. Yapilan ¢alismada, 312 mesane kanserli
hasta, 254 hastane kontrol grubu ve 106 saglikli goniilliiden olusan ikinci bir kontrol
grubu calisiimigtir. Caligmamin sonucunda 312 mesane kanserli olguda; CC: 42, CT:
119, TT: 151, 254 hastane kontrol grubunda; CC: 18, CT: 130, TT: 106, diger 106
saglikli kontrol grubunda ise, CC: 8, CT: 40, TT: 58 genotip bulunmustur. Mesane
kanserlilerde, CC genotip frekans: (%13.5), kontrol grubuna (%7.1) gére daha yiiksek
bulunmugtur. Kontrol grubu ve mesane kanserli hastalar arasinda gériilen bu farklilik
istatiski olarak da anlamlidir (OR, 2.04; %95 CI, 1.15-3.61: P=0.014). ikinci kontrol
grubu olan saghikli goniilliilerle yapilan kargilagtirmada elde edilen sonuglar aym
egilimi gdstermektedir (OR ,1.91; %95 CI, 0.87-4.16). Elde edilen bu sonuglarin
yaminda, histopatolojik sonuglara bakildiginda, CC genotip frekansinin yiiksek dereceli
histopatoloji sonuglar1 olanlarda daha yiiksek oranda oldugu gériilmiistiir (G1: %11.8,
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G2. %11.7, 2G3: %14.5, Ta: %6.4, Tis: %50, T1: %14.4, 2T2: %16.8) (Johne ve ark.,
2003).

Calismamuzda 59 mesane kanserli hasta ve 74 kontrol DNA’sinin RFLP analizi
sonucunda mesane kanserli hastalarin %5.1°inde CC, %30.5’inde TC ve %64.4’{inde
TT; kontrol grubundaki bireylerin %6.7’sinde CC, %39.2’inde TC ve %54.1°’nde TT
genotipleri belirlendi. CC genotip frekansi Johne ve arkadaslarinin bulgularinin aksine
kontrol grubumuzda daha yiiksek (CC genotip frekanst mesane kanserli hastalarda
%S5.1, kontrol grubunda %6.7) goriildii. H-ras proto-onkogeni 81T—C polimorfizmi TT
genotip frekansimin mesane kanserli hastalarda %64.4, kontrollerde ise %54.1 olarak
bulunmustur. TT genotipi bulgularimiz da Johne ve arkadaslarinin bulgulariyla
celisgmektedir (Johne ve ark., 2003). Bu durum hasta ve kontrol grubumuzun sayisinin
azhigryla ilgili olabilecegi gibi ilgili polimorfizmin etnik farkhliklar g6stermesinden de
kaynaklanabilir. Calisma grubu ve kontrol grubu arasindaki kadin erkek oranin
(kadin/erkek calisma grubu= 56/9; kontrol grubu= 74/20) farkhi olmasi da sonuglar
arasindaki degiskenligin nedeni olabilir.

Johne ve arkadaslarn CC genotipi ve erken yas (<65), kadin mesane kanserli
hastalar, yilda 20 paketten fazla sigara kullananlar ve mesleki karsinojenlerle karsi
karsiya kalanlar arasinda anlamhi derecede iligki g6zlemistir (Johne ve ark., 2003).
Calismamizda CC genotipine sahip kadin mesane kanserli hastanin olmasi nedeniyle
CC genotipi tagiyan kadinlarda risk faktorii hesaplanamadi. H-ras 81/C polimorfizmi ile
cinsiyet, yas, sigara kullanimi1 ve Kkarsinojenlere maruz kalma arasinda istatistiksel
anlami olan iligki g6riilmedi.

Ras proto-onkogeni 81. niikleotiddeki T—C degisimi p21 ras’in yapisiu
degistirmemekte ve her durumda histidin amino asidi kodlamaktadir. Wobble baz
konumunda bulunan polimorfizmin, H-ras’in 4. ekzonundan 1 kb’lik uzaklikta
intronlarinda bulunan transkripsiyonel etki arttirici aktiviteye sahip degisken sayida
ardigik tekrarlarla (variable number of tandem repeats: VNTR) genlerle baglantihi
olabilecegi bildirilmistir (Green ve Krontiris, 1993). Degisken sayida ardigik tekrarlarla
mesane kanseri arasinda bir iligkinin var oldugu bildirilmigtir (Krontiris ve ark., 2003 ).
Mesane kanseriyle iligkili oldugu diistiniilen diger bdlge 1. ekzonun 5’ucundan 80 bp
uzaklikta buluna hekzaniikleotit tekrarlaridir (Kotsinas ve ark., 2003).
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Sanyal ve arkadaslari, 302 mesane kanserli olgu ve 121 saglikli kontrolle
yaptiklann ¢alismada H-ras geni 81T—C polimorfizmin g¢alismiglardir. Johne ve
arkadaslarinin (Johne ve ar., 2003) aksine istatistiksel olarak anlamsiz olmakla birlikte
CC alelinin mesane kanseri riskini azalttifi1 bildirmiglerdir (OR, 0.12; %95 CI, 0.02-
0.67; P=0.006). Bulgularimiz, Sanyal ve arkadaglarmin bulgulariyla paralellik
gostermektedir (Sanyal ve ark., 2004)

Caliymamiz H-ras geni ile mesane kanseri arasindaki iligkiyi degerlendiren
ikinci g¢aligjmadir. Calisma ve kontrol gruplarimizdaki olgu sayisinin Johne ve
arkadaslarinin ¢alismalarindakine gére daha az olmakla birlikte elde ettigimiz sonuglar
Johne ve arkadaglarimin c¢aligmasinin aksine H-ras geni 81T—C polimorfizminin

mesane kanseri ile iligkisi olmadigim gostermistir (Johne ve ark., 2003).



VI. SONUC VE ONERILER

Bu calismaya Subat 2004-Aralik 2004 tarihleri arasinda OMU Tip Fakiiltesi
Uroloji Servisinde tedavi géren ve mesane kanseri histopatolojik tamlar1 konan 59
mesane kanserli olgu, hasta grubu ile aym yas ve sosyoekonomik konuma sahip 74
kisilik kontrol grubu aragtirmaya dahil edildi. Polimeraz zincir reaksiyon toplam 133
kigiye uygulandi.

Calismamiz sonunda H-ras proto-onkogeni 1. ekzonda yer alan 81T—C
polimorfizminin (TT, TC ve CC) mesane kanseri riskini 1.5 kat arttirmakla birlikte
istatistiksel olarak anlaml fark saptanmamigtir. Sonuglarimizin kesinlik kazanmasi igin

hasta sayisinin arttirilmas1 gerekmektedir.
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