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OZET

Genetik faktorler ve ¢evresel etkiler arasindaki etkilesimler mesane kanseri
icin risk olusturmaktadir. En iyi bilinen gevresel risk faktorleri sigara i¢imi ve
meslek sebebi ile maruz kalinan kanserojenlerdir. Mesane kanserine yatkinlik
teskil eden genetik faktorlerin baginda ise ksenobiyotik metabolizmasinda rol
oynayan genlerdeki polimorfizmler gelmektedir. N-asetiltransferaz 2 (NAT2),
arilaminlerin ve heterosiklik aminlerin detoksifikasyonunda islev goren Faz 1l
enzimlerindendir. NAT2 geni polimorfizmleri bireylerin yavas, orta ve hizli
asetilasyon  fenotiplerine gruplandirilmasini saglayan ~ N-asetilasyon
polimorfizmleridir. NAT2 polimorfizmleri ayn1 zamanda kanser ve ilag

toksisitesiyle iliskilendirilmistir.

Bu tez ¢alismasinda, NAT2 481C>T, 590G>A ve 857G>A polimorfizmleri
ile mesane kanseri arasindaki iliski arastirilmis ve cinsiyet, yas, sigara i¢imi ve
timor evresi bilgileri ile birlikte degerlendirilmistir. Verilerin istatistiksel
degerlendirilmesi sonucunda, erkek olmanin mesane kanseri riskini 9,8 kat, sigara

icmenin ise 5,6 kat artirdig1 belirlenmistir.

Tiim bireyler degerlendirmeye alindiginda 481C>T polimorfizmi mesane
kanseri ile iligkilendirilme egilimi géstermis (p=0.059), sadece sigara icen bireyler

analiz edildiginde ise istatiksel anlamliligin arttigi (p=0.005) ve 481T alelinin

VII



mesane kanserine koruyucu etkisi belirlenmistir (OR<1). Diger polimorfizmler ile

hastalik arasinda bir iliski bulunmamustir.

Tiim 6rnek grubunda ve sadece sigara igen bireylerde asetilasyon fenotipi ile
mesane kanseri riski arasinda; ve polimorfizmler ile timor evreleri arasinda

istatistiksel anlama ulasan bir iliski saptanamamustir.

Anahtar Kelimeler: N-Asetiltransferaz, NAT2, 481C>T, 590G>A, 857G>A,

mesane kanseri, polimorfizm
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ABSTRACT

Interactions between genetic factors and environmental effects pose a risk
for bladder cancer. The most well-known environmental risk factors are the
carcinogens due to smoking and occupational exposures. Polymorphisms in the
genes involved in xenobiotic metabolism are considered as susceptibility factors
for bladder cancer. N-acetyltransferase 2 (NAT2) is one of the Phase Il enzymes
which function in the detoxification of arylamines and heterocyclic amines. NAT?2
gene polymorphisms are N-acetylation polymorphisms that allow grouping the
individuals as slow, medium and fast acetylators. NAT2 polymorphisms are also

associated with cancer and drug toxicity.

In this thesis, the relationship between NAT2 481C>T, 590G>A and
857G>A polymorphisms and bladder cancer are investigated together with
gender, age, smoking status and tumor stage. Statistical evaluation of the data
revealed that being male and smoking increase the risk of bladder cancer by 9.8

and 5.6-folds, respectively.

481C>T polymorphism showed a trend for the risk of bladder cancer
(p=0.059). This trend reached statistical significance when only cigarette smokers
are considered (p=0.005), and 481T allele appeared to have a protective effect
against bladder cancer (OR<1). The other polymorphisms did not show a

statistical significance.



No statistical significance was detected neither between the acetylation
phenotype and bladder cancer risk, nor between the polymorphisms and tumor
stages, when only the cigarette smokers and all sample groups are considered.

Keywords: N-acetyltransferase, NAT2, 481C>T, 590G>A, 857G>A,

bladder cancer, polymorphism



1. GIRIS

Mesane kanseri son yillarda yapilan aragtirmalara gore erkeklerde en ¢ok
goriilen kanserler arasinda dordiincii, kadinlarda ise dokuzuncu sirada yer
almaktadir (Ouerhani ve ark., 2009). Diinyada yapilan arastirmalarda ise; bati
iilkelerinde goriilme siklig1 diger tilkelere gore daha fazladir. Orta Dogu ve Kuzey
Afrika iilkelerinde artis dikkat ¢ekmektedir (Malats, 2008; Ferlay ve ark., 2008).
Erkeklerde Italya, Ispanya, ABD ve Misir’da goriilme olasihigi yiiksektir.
Kadinlarda ise Italya, ABD ve Ispanya’da yiiksek oranda goriilmektedir (Ferlay ve
ark., 2008). Tiirkiye’de ise izmir il Saghk Miidiirliigii Kanser Kontrol Birimi,
Izmir Kanser Kayit Merkezi veri tabanina gére iilkemizde niifus tabanl kanser
kayit merkezi bulunan sekiz ilin verilerine dayanarak yapilan ¢aligmalarda 2006
yilinda mesane kanseri erkeklerde yiiz binde 19.6, kadinlarda yiiz binde 2.5 olarak
tahmin edilmistir. Caligmalara gore, erkeklerde en sik goriilen li¢lincii kanser tiirii
olup, tiim kanserler igindeki payr %8.5’tir. Kadinlarda ise 13. sirada yer

almaktadir.

Mesane timorlerinin = %90’ 11 lrotelyal hiicre karsinomu (UCC)
olusturmaktadir. Bu tiimorler yiizeysel (pTa ve pT1) ve kasa invaziv (pT2, pT3,
pT4) olmak tizere siniflandirilmaktadir. Yiizeysel tiimorlerin ¢ogu operasyondan
sonra tekrar olusmaktadir. Fakat kasa invaziv olan tiimoérler yiizeysel tiimorlere
nazaran daha seyrek tekrarlayabilmektedir. Invaziv tiimorler yiiksek dereceli
yiizeysel tiimorlerin ilerlemesi ile olusmakta ve hastalikta Olim riski

olusturmaktadir (Ouerhani ve ark., 2009; Giil¢iftci ve ark., 2000).

Diger kanser tiirlerinde oldugu gibi mesane kanserine yol agabilecek risk

faktorleri bulunmaktadir. Bu faktorler,

. Kimyasal ajanlara maruz kalma (petrol, boya, deri sanayinde

calisanlar, arsenik vb)

. Sigara

. lleri yas, erkek ve beyaz irk

. Yagh ve kizarmis yiyeceklerin asir1 tiikketimi
. Genetik yatkinlik



. Karin alt bolgesine radyoterapi

. Kemoterapi uygulamalari

. Enfeksiyonlar

. Mesane tasi, uzun siireli tahris
. Asirt agri kesici kullanimi

. Diistik s1vi1 tiiketimi

. Dogum kusurlaridir

Yukarida siralanan risk faktorlerinin mesane kanseri gelisimine biiyiik
oranda etkisi vardir. Bu faktorlerin i¢inde ise sigara igmek ve cinsiyet ilk sirada

yer almaktadir ( Hsieh ve ark., 1999; McGrath ve ark., 2006; Ouerhani ve ark.,

2009; www.cancer.org )

1.1. Mesane Kanserinin Patolojisi ve Fizyolojisi

Diinya Saglik Orgiitiiniin Urolojik Patoloji Konsensus Siniflandirilmasi
Dernegi (WHO/ISUP) 1998 yilinda yaptigi siniflandirmaya gore “tranzisyonel
hiicre” terminolojisinin “iirotelyal hiicre”, “irotelyum” olarak degistirilmesi
gerektigi belirtilmektedir. Mesanenin yapisini olusturan epitel baska bir epitele
doniismez, sadece tabaka sayisi degismektedir. Bu nedenle tranzisyonel yerine

iirotelyal epitel ve iirotelyal karsinom teriminin kullanilmasi 6nerilmektedir

(Tablo 1.1).


http://www.cancer.org/

Tablo 1.1. Mesanenin iirotelyal neoplazilerinde WHO/ISUP 1998 siiflamasi

(Yériikoglu,2006)

*Normal

*Hiperplazi

Diiz (“flat”)
Papiller

*Atipili diiz lezyonlar

Reaktif (enflamatuar atipi)
Anlami bilinmeyen atipi
Displazi (Diisiik dereceli intraepitelyal neoplazi)

Karsinoma in situ (Yiiksek dereceli intraepitelyal neoplazi)

*Papiller neoplaziler

Papillom

Inverted papillom

Diisiik malignite potansiyelli papiller tirotelyal neoplazi
Diisiik dereceli papiller iirotelyal karsinom

Yiiksek dereceli papiller tirotelyal karsinom

sInvaziv neoplaziler

Lamina propria invazyonu
Muskularis propria invazyonu

Doku ve organlardaki hiicre sayisinin artis1 ile ortaya g¢ikan biiyiimelere
hiperplazi adi1 verilmektedir. Diiz (“flat”) iirotel hiperplazi, sitolojik atipi olmadan
onemli Olclide kalinlasmis mukozadan olusur. Diisiik malignite potansiyelli
papiller iirotelyal neoplazi ile birlikte goriilebilir fakat kendi basina malin

potansiyeli olduguna dair bir bilgi yoktur.

Displazi, neoplazmik olduguna inanilan sitolojik ve yapisal anormallikleri

goOsteren fakat karsinoma in situ’ya ulasmamis lezyonlardir.

Karsinoma in situ (CIS), irotelin diiz lezyonudur ve invazif kanser

ozellikleri gosterir. Mesanede birden fazla yerde ortaya cikabilir.



Papiler tirotel hiperplazi dalgal1 bir biiylime ile degisen kalinliktaki tirotel ile
karakterize edilir.

Papilloma iyi huyludur. Degisici epitelyal bir tabakanin ince fibrovaskiiler
bir sapla desteklendigi bir tiimor tipidir.

Diisiik dereceli iirotelyal karsinomlar, diizenli dizilim gosteren ancak yapisal
ve hiicresel atipisi kolayca fark edilen tirotelyumun dosedigi papiller timorlerdir
(Sekil 1.1). Yiiksek dereceli iirotelyal karsinomlarda ise yapisal ve hiicresel atipi
siddetlidir ( Sekil 1.2 ).

Sekil 1.2. Yiiksek dereceli iirotelyal karsinom (Yoriikoglu, 2006)



Mesane, bobreklerde meydana gelen idrarin iireterlerle gelerek atilmadan
once toplandig1 diiz kaslardan yapili balon seklinde kesedir. Idrar torbasi, sidik
torbasi, vesicae urinaria gibi isimleri de vardir. Ureterler, mesanenin tabaninda,
kas duvarindan igeri girer. Bunlarin giris noktalarina ¢ok yakin bir yerden idrar
disar1 akitan iiretra adli kanal, mesaneden ayrilir. Legen kemiginin i¢inde ve
karnin 6n alt bolgesine yakin olarak yerlesmistir. Normal erkekte, mesanede 300
ml kadar idrar olabilmektedir. Mesane duvari diiz kastan yapilmistir. Kasilinca,
idrar disar1 atilir. Mesane kasiin gevsek oldugu zaman, yavas dolan mesane, ani

dolandan daha fazla genisleme yetenegindedir (Guyton ve ark., 2003 ) (Sekil 1.3).

Ureter

-Periton zan

Ureter agizlan
Trigon
Mesane boynu
_ Pelvik taban
kaslan

Dis biziik kasi

Uretra

Sekil 1.3. Mesanenin Fizyolojik Yapisi (Erdogru, 2013)

Mesane tliimorlerinde tiimorii evrelendirmek ¢ok Onemlidir. Bu nedenle
Mmesane igerisine idrar yolu vasitasiyla 15181 ve kamerasi bulunan bir aletle
girilmektedir. Mesanenin i¢inde yer alan tiimor, rezektoskop adi verilen aletle kesi
acilmadan yine idrar yolu vasitasiyla ¢ikarilmaktadir. Bu isleme kisaca TUR adi
verilmektedir. Bu islemin yapilis amaci tiimoriin derecesinin bilinmesi ve ona

uygun tedavi yonteminin secilmesidir.

Evrelendirme i¢in giintimiizde “Union for International Cancer Control”
(UICC) tarafindan yapilan 2002 TNM siniflandirmasi1 genis kabul gérmiistiir
(Sobin ve ark., 2002). T, tiimoriin mesanedeki durumu ve derinligini; N, mesane
kanserinin lenf bezlerine sigrayip sicramadigini; M, timdriin uzak organlara

yayiliminin (metastazin) olup olmadigini ifade eder (Tablo 1.2).
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Tablo 1.2. Mesane Kanseri 2002 TNM Siiflandirmasi

T - PRIMER TUMOR

TX Primer tiimor degerlendirilemiyor

TO Primer tiimore ait kanit yok

Ta Non-invaziv papiller karsinom

Tis Karsinoma in situ: “flat” timor

T1 Timor epitel alt1 dokuyu tutmus

T2 Tiimor kas dokusunu tutmus

T2a: Tiimor yiizeyel kas dokusunu tutmus (i¢ yar1)
T2b: Tiimdr derin kas dokusunu tutmus (dis yar)
T3 Tiimér perivezikal dokuyu tutmus

T3a: Mikroskopik olarak

T3b: Makroskopik olarak (ekstravezikal kitle)

T4 Tiimér; prostat, uterus, vajina, pelvik duvar, abdominal duvar gibi yapilari tutmus
T4a: Tiimor prostat, uterus veya vajinay1 tutmus

T4b: Timor pelvik duvar veya abdominal duvar tutmus

N — LENF NODLARI

NX Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemiyor

NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1 Tek bir lenf nodunda 2cm veya daha kiigiik metastazlar

N2 Tek bir lenf nodunda 2 cm’den biiyiik, Scm’den kiigiik metastazlar,
ya da multipl lenf nodlarinda Scm’den biiyiik olmayan metastazlar

N3 Bir lenf nodunda 5 cm’den biiyiik metastazlar

M - UZAK METASTAZLAR

MX Uzak metastazlar degerlendirilemiyor
MO Uzak metastaz yok

M1 Uzak metastazlar

Diiz (ylizeyel) mesane tiimorlerinin %70'i mukozaya smirli Ta tiimorler
iken, %30'u submukozal invazyon (iyi huylu tiimérler) gosteren T1 tiimorlerdir
(Messing ve ark., 1998). T2 tiimérler kas dokusunu tutmus tiimérlerdir. Tutunma
yerlerine ve derecelerine gore ikiye ayrilir. T2a diiz kas dokusunu tutunmus (i¢
yar1), T2b ise derin kas dokusunu tutunmus tiimorlerdir (dis yar1). T3 perivezikal

(mesaneyi ¢evreleyen) dokuyu tutunmus tiimorlerdir. T3a mikroskobik ve T3b



makroskopiktir (Sekil 1.4). T4 prostat, uterus, vajina, pelvik duvar, abdominal
duvar gibi yapilar1 tutunmus tiimorlerdir. T4a prostat, uterus veya vajinay1 tutmus,

T4b pelvik duvar veya abdominal duvarii tutmus tiimérlerdir ( Sekil 1.5).

-~ Mukoza
~ Submukoza

Kas tabakasi

Yag tabakasi

Prostat ya da rahim,
@ vajina gibi komsu
organlar

Sekil 1.5. Tiimoriin mesane duvarindaki yayilmasina gére siniflamasi ( Erdogru, 2013)
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T1 tiimorlerde 5 yil iginde %95 oraninda niiks gozlenmekte olup, Ta
timorlere oranla daha fazla niiksetme olasiligina sahiptir Bunun yani sira T1
tiimorlerde progresyon gelisme olasilig1 daha ytiksek olup, % 15-20 oraninda evre

progresyonu izlenebilmektedir (Heney, 1992).

Baz1 ¢alismalarda yiizeyel mesane tiimorlerinde, ilk 1 yilda niiks gelisme
olasiligi %33-56.9 (Loening, 1980), ilk 2 yilda %15-70 (Thompson ve ark.,
1993), ilk 3 yilda %55 olarak bildirilmistir (Kiemeney, 1993). 2 yildan sonraki
niiksler daha ¢ok medikal Oykiisii olan hastalarda (agir sigara igiciligi, Kimyasal
ajanlara maruz kalma gibi) ortaya ¢ikmaktadir (Thompson ve ark., 1993). 3 yil
icinde T1 tiimorlerde %60 niiks meydana gelirken, Ta tiimorlerde bu oran %48

olarak bulunmustur (Heney, 1992).

Ta Grade I tlimorlerde %55 oraninda niiks gortliirken, niikslerin %46's1 ilk
12 ay ig¢inde, %I13"Qi 12.-24. aylar arasinda, %27'si 24.—60. aylar arasinda
gelismektedir. Yiizeyel timorlerde 4 yildan sonraki donemde de niiks
gorlilebilmesi bu tiimoérlerin  nitks potansiyeli hakkinda fikir vermektedir
(Holmang, 1995). Bes yildan sonra da niiks gelisme olasiligi mevcut olup, bu oran
%14’tlir. Bu nedenle bu gruptaki hastalarin 5 yildan sonra da takibine devam
edilmesinde fayda vardir. Az sayida calismada ise, evre ve derecenin niiks
agisindan 6nemli bir prognostik faktor olmadigi sonucuna varilmistir (Mulders ve
ark.,1994; Heney, 1992 ).

1.2. Mesane Tiimoriiniin Teshisi

Mesane tiimorii olan bir grup hastada goriilen en belirgin semptom agr1
hissetmeksizin sik idrara ¢ikma ve idrarda kan goriilmesidir. Baz1 hastalarda
idrarda ¢iplak goézle goriilmeyecek miktarda kan hiicresi mikroskop altinda
goriilmektedir. Bu hastalarin % 10’unda malin tiimor bulunur. Diger bir grup
hastada ise agrili ve sik idrara ¢ikma ile birlikte tam dolu mesane hissi
bulunmaktadir. Yineleyici bakteriyel sistiti olan 50 yas ve lizeri hastalarda altta
yatan bir timor olasiligl disiiniilmektedir. Mesane tiimorii olan hastalarin

%25’inde bu semptomlardan biri veya bir kac1 gozlemlenmektedir.
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Semptomlarin goriildiigli hastalarda is yerinde kimyasal ajanlara
maruz kalma (petrol, boya, deri sanayinde ¢alisanlar, arsenik vb) sigara, asir1 agri
kesici kullanimu, diisiik sivi1 tiikketimi, onceki timor rezeksiyonu bulgulari hastanin
oykiisii tanimlar. (Bailey ve Sarosdy, 2001). Duruma gore tam bir klinik tani i¢in
idrar analizi, radyografik incelemeler, sistoskopi, transiiretral rezeksiyon ve

biyopsi yapilir.

1.3. Mesane Kanserinin Tedavisi

Hastaligin tedavisi ile iyilesme olasiligini etkileyen faktorler bulunmaktadir.
Bu faktorler tiimoriin evresi, tipi ve patolojik Ozelligine baglidir. Timoriin
yiizeyel veya invaziv olmasi en Onemli prognostik faktordiir. Erken tanisi
konulmus mesane kanserlerinde uygun tedavi ile tedavi sansi ¢ok yiiksektir. Bazi
tedavi yontemleri halen daha klinikte tedavi amaciyla kullanilan standartlagmis
tedaviler iken, baz1 tedaviler klinik uygulamalar1 icin degerlendirme

asamasindadir.

Tiimoére uygulanan tedavi yontemleri; transiiretral rezeksiyon (TUR)
yontemi tiimoriin  sistostop kullanilarak c¢ikarilmasidir. Sistoskopi basliginda
anlatildig1 gibi mesaneye idrar yolundan 151k ve kamera igeren bir alet ile girilir ve
mesane igerisinde izlenen tiimor rezektoskop adini verdigimiz bir alet ile hastanin

cildinde herhangi bir kesi yapmadan bir islem ile idrar yolundan disar1 ¢ikarilir.

Intravezikal tedavi, mesane igine ilag verilerek kanser hiicrelerinin
oldiirtilmesine dayanan bir tedavi yontemidir. Bu tiimérler genellikle yiiksek
grade’li birden fazla sahada goriilen tiimorlerdir. Cerrahi islem sonrasi mesanede
kalan tiimor hiicrelerinin tekrar ¢ogalarak timor olusturmamasi ve mesanenin
daha derin katlarina ilerleyerek ¢evre dokulara sigramamasi igin 6zel tibbi ilaglar
mesane igerisine verilerek kalan tiimdr hiicreleri yok edilebilir. Tedavi sonrasinda

siklikla 3 ayda bir sistoskopi ve idrar sitolojisi tetkikleri yaptirilmasi gerekir.



Intravezikal tedavi amaciyla, giiniimiizde en sik kullanilan ilaglar, Mitomycin-C,

Thiotepa, Doxorubicin, Bacillus Calmette-Guerin (BCG) dir.

Sistektomi yontemi, mesanenin ameliyat ile ¢ikarilmasidir. Bu yontemlerin
disinda kemoterapi, ameliyat ile tedavi edilemeyecek derecede yayilimi olan veya
ameliyat sonrasi viicuda yayilma tespit edilen hastalarda kullanilir ve radyoterapi
yontemi ise, radyasyon enerjisi kullanilarak kanser hiicreleri 6ldiiriilir. Bu etki
doza baglidir. Radyasyon tedavisi tek basina ya da kemoterapi ile kombine ya da
cerrahi tedavi oncesinde kullanilabilir. Radyasyon mesaneye direkt uygulanir ve

bdylece diger alanlar daha az etkilenir (www.uroonkoloji.com).

1.4. Mesane Kanseri ile iliskili Genler

Insanlar birgok yabanci kimyasal maddeye veya ksenobiyotige maruz kalir.
Ilaglar ksenobiyotik olarak degerlendirilir ve ¢ogu, insanlarda yaygm olarak
metabolize edilir. Ilaca yanitta degiskenlik oldugunu fark eden farmakologlar, bir
ilacin etkinligini, populasyonun %50’sinde beklenen etkisini gosterdigi dozla
ifade ederler; ¢linkii regete edilen ilacin belirli bir dozunu alan bireyler arasinda
siklikla etkinin degistigi goriilmektedir. Eger ilacin dozu cok az, doz araligi
yetersiz, ilacin biyoyararlilig1 diisiik veya metabolize olmas1 ve atilimi hizli ise;
ilacn  plazma  konsantrasyonlar1 minimum  efektif konsantrasyonlara
ulagsamayacaktir. Bu da beklenilen tedavinin yetersizligi olarak kargimiza
cikacaktir. Aksine, ilacin dozu cok fazla, doz aralig1 kisa, metabolize olmas1 ve

atilim1 hizli ise; bu ilag yan etkilere neden olacaktir.

Farmakogenetik, genetik temelli ilaca yanit degisikliklerini inceleyen,
biyokimyasal genetigin 6zel bir alanidir ve genetik varyasyonlara bagli olarak
ilacin viicutta emilimi (yavas- hizli), metabolize edilmesi (yavas-hizli-cok hizl),
ilacin etki yeri reseptorleri (tam-yetersiz), ilaci ve metabolitlerini atma (yavas-

hizl1) yetenegindeki farkliliklar1 inceler.
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Genetik faktorler; ilaca yanitta bireysel farkliliklarin %20-40 kadarindan,
yan etkilerin %50’sinden sorumludur. Ilag-ilag ve ilag-besin etkilesimleri de
cevresel faktorler olarak rol oynar. Tiim farmakogenetik farkliliklar, poligenik ve
multifaktoriyel 6zelliklerdir. Yani en az iki major gen, yiizlerce modifiye edici
gen ve cevresel etkenler s6z konusudur. Farmakogenetikte kullanilan temel
yontemler klinik gozlem ile ilaca verilen yanitin farkliliginin saptanmasi, aile ve
ikiz caligmalar ile genetik ve ¢evresel faktorlerin etki oranlarinin belirlenmesi,
ilgili genlerin ve polimorfizmlerinin/mutasyonlarinin belirlenmesi, sonug¢ olarak
da genotip fenotip karsilastirmalarmi kapsar. Insan genomunun birkag bin
metabolize edici gen igerdigi diisliniilmektedir. Neredeyse hemen hemen tim
tedavi edici ajanlarin metabolize edilmesinde gorev alan Faz | ve Faz Il
enzimlerinin yani1 sira hiicrenin transport sistemleri ve reseptorlerindeki

polimorfizmler ilacin yanitinda degisiklige neden olacaktir.

Faz | enzimleri ile -OH, -COOH, -SH, -O- veya NH, gibi fonksiyonel
gruplar ilaca baglanir. Bu fonksiyonel gruplarin eklenmesi, ilacin suda
¢cozlinlrliiglinii biraz artirir, ancak ilacin biyolojik 06zellikleri belirgin olarak
degisebilir, bu da istenmeyen bir Ozelliktir. Faz | reaksiyonlari, hidroliz
reaksiyonlarinda oldugu gibi islevsel bir grubu ana bilesige sokar ya da ortaya
cikarir. Faz 1 reaksiyonlar1 genellikle farmakolojik aktivitenin, yani ilacin
etkisinin kaybina neden olur; ancak aktivitenin muhafaza edildigi 6rnekler de

vardir.

Faz Il enzimleri ilaglarin eliminasyonunu ve oksidasyon sonucunda olusan
metabolitlerin inaktivasyonunu kolaylagtirir. Faz 1II reaksiyonlari, ilaglarin
dokulardan eliminasyonunu kolaylastiracak sekilde, suda c¢oziinlirliigli ve
molekiiler agirlig1 artan metabolitlerin olusumuna neden olur. Faz Il konjugasyon
reaksiyonlar1 ana bilesik ya da Faz | metabolitinin lizerindeki islevsel bir grup ve
stilfat, aminoasit veya asetat arasinda kovalent bir baglanma olugmasina neden

olur. Bunlarin fazlasi idrar ya da digki ile disar1 atilir.

Molekiiler onkolojide yapilan ilk caligmalar onkogenler {iizerinde

yapilmistir. Onkogenler normal hiicresel genlerdir, fakat normal gen {iriiniiniin
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asirt ekspresyonu veya protein Uriintinliin degismis fonksiyonu malin fenotip ve
timor olusumuna yol agar. Normal gen iiriiniiniin asir1 ekspresyonu genellikle gen
bolgesindeki kromozomal translokasyon veya gen amplifikasyonu ile gergeklesir.
Mesane tiimorii ile ilgili metabolik genler, enzimler ve polimorfizmler

tanimlanmugtir. Belirtilen genler;

1.4.1. Glutatyon S-Transferaz

Sitozolik glutatyon transferazlar (GST) faz Il enzimlerinin bir siiper-
ailesidir. Cogu alt aileleri polimorfik izoenzimleri igerir. Bu enzimlerdeki genetik
polimorfizmler kanser, kardiyovaskiiler ve solunum hastaliklarina kisisel
yatkinligi etkiler. GSTM1, benzopiren gibi karsinojenik polisiklik aromatik
hidrokarbonlar1 detoksifiye eder. GSTT1, etilen oksit gibi daha kiiglik reaktif
hidrokarbonlar1 detoksifiye eder. GSTP1, bircok zenobiyotigin konjugasyonu ve
detoksifiyasyonu ile alakalidir. GSTMI1, GSTT1 ve GSTP1 genlerindeki
polimorfizmler pek c¢ok kanserde goreceli olarak risk faktoriidir. GSTMI1 ve
GSTT!’in “null” alelleri 6zellikle sigara tiryakilerinde mesane kanseri i¢in risk
faktoriidiir. GSTP1’in mesane kanseri icin risk faktorii olusturup olusturmadigini
anlamak icin daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir. GSTM1 ve GSTT1
genlerindeki polimorfizmler enzim aktivitesinin azalmasina ozellikle her iki
gendeki homozigot delesyonlar (null genotip) enzimin tamamen aktivitesini
kaybetmesine neden olmaktadir. Bu da sigara ile iliskili kanser hastaliklarinin

olusumuna zemin hazirlamaktadir.

1.4.2. Sitokrom P-450 Genleri

Sitokrom P-450 genlerinin yapisinda hem proteinlerden olusan enzim grubu,
hem de polipeptit zincirinde sisteinin siilfidril (SH) igeren demir bulunur. Bunlar
450 nm'de en biiyiikk absorbsiyon bandina sahip karbonmonoksit kompleksi
olustururlar. Bu enzimler hayvan dokularinda (adrenal bez, karaciger hiicresinin
mitokondri ve mikrozomlarinda) bitkilerde ve mikroorganizmalarda yaygin
sekilde bulunur. Karsinojenlerin, mutagenlerin ve ilaglarin zehir etkisini bozar.

Sitokrom P-450 (CYP450) enzimleri, faz 1 ilag metabolizmasini katalizleyen en
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onemli enzimler olan karacigerdeki mikrozomal enzim siiper ailesindendir (

Yiiksel, 2001 ).

1.4.3. Metilentetrahidrofolat Rediiktaz

Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR), 5,10-metilentetrahidrofolat’
(deoksitimidin monofosfat sentezinde metil dondriidiir) 5-metiltetrahidrofolat’a
cevirir. Folat eksikligi DNA zincirinin kirilmalar1 ve urasilin DNA baglanmasi ile
alakalhidir. Eger bir MTHFR polimorfik varyanti enzimatik aktiviteyi diistirerek
hiicrede folat seviyesini disiirlirse DNA zincirinin kirllma egilimini ve kanser
olusumu olasiligint arttirir. Diger yandan varyant MTHFR aktivitesi metil
donorleri miktarmni etkileyebilir ve sonug¢ olarak bir anahtar timor baskilayici
veya promotorun metilasyon durumunu degismesine yol agarak mesane
karsinogenezine dahil olabilir (Izmirli ve ark.,2011) (www.dartmouth.edu). MTHFR
genindeki 677C>T ve 1298A>C polimorfizmleri enzim aktivitesini
diisiirmektedir. Ozellikle MTHFR genin yaygin iki polimorfizmi olan MTHFR
C677T ve A1298C polimorfizmleri ile serebrovaskiiler hastaliklar, vendz
tromboz, noral tiip defektleri, diabet, kanser ve migren gibi bazi hastaliklar

arasindaki iliski vurgulanmistir ( Dikmen, 2004).
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1.4.4. N-asetilransferazlar

N-asetiltransferaz (NAT) intronsuz protein kodlayan tek ekzon iirliniidiir.
Farkli iki gen tarafindan kodlanir. NAT 1 ve NAT 2 olarak adlandirilan bu iki
gen, yapisal olarak birbiriyle benzerlik gostermektedirler (Weber ve ark.,1985).

N-asetiltransferaz geni 8p22 kromozom bdlgesinde yerlesik olup, organ ve
dokulardaki ifade dagilimlar1 farklidir. NAT1 ¢ogu dokuda bulunurken, NAT2
karaciger ve bagirsakta bulunur. Aminlerin N-asetilasyonunu (genellikle
deaktivasyon) ve O-asetilasyonunu (genellikle aktivasyon) katalize ederler
(Franekova ve ark., 2008). Katalitik etkilerini, N-ucu baglanmasi ile arilaminlerin
nitrojen atomuna asetil baglaylp toksik olmayan N-asetatlar olusturarak
gosterirler. NAT1 enzimi asetil-CoA’dan bir asetil grubunu, iginde folat katabolit
paminobenzoilglutamat’in da bulundugu arilamin ve hidrazin substratlarina

transfer eder (Joanna ve ark.,2003).

Asetiltransferaz tepkimeleri arilaminlerin ve hidrazinlerin N- ve O-
asetilasyonu ve N-hidroksilaminleri i¢cermektedir. Sitokrom P450 enzimleri ile
oksidasyona ugramalarini takiben asetillenen arilaminlerin, N-Asetilasyon ile
viicuttan atilimi kolaylastirilir ya da O-asetilasyon ile ileri bir oksidasyona maruz
kalarak etkinligi artirtlir. Arilamin N-konjugasyonu toksik olmayan, stabil N-
asetamid olarak adlandirilan N-asetoksi esterlerini (arilamidler, hidrazidler)

olusturur ( Meyer, 1994).

N-Asetoksi metabolitleri kararsiz olup DNA ile etkilesime girerek tek
reaksiyon yapilarini meydana getirir ya da oksijen atomlarinin asetillenmesiyle
(O-Asetilasyon) veya N,O-Asectilasyon ile daha etkin bir yapiya doniistirler.
Boylece, aril nitrenyum olarak adlandirilan ve 6nemli kanserojen etkiye sahip
bilesikleri meydana getirirler. NAT asetilasyonunun, birgok arilamin ve hidrazin
grup ilaglarin aktivasyonu ve/veya deaktivasyonunda birincil gorev almasi
sebebiyle, klinik farmakoloji ve toksikolojide énemli bir yeri vardir ( Sun ve ark.,
2011).
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Faz II enzimlerinden biri olan NAT?2, heterosiklik arilaminlerin timor
baslangiciyla alakali 6nemli karsinojenler olan elektrofilik nitrenyum iyonlarina
biyo-donilisiimiinde rol oynarlar. NAT2 ¢ok ¢esitli aromatik aminlerin,
heterosiklik aminlerin ve hidrazin ilaglarin aktivasyon ve deaktivasyonunu
katalize eder. NAT2 genindeki bir amino asit degisimi siklikla enzim
fonksiyonunda aksamaya sebep olur. Homo ve heterosiklik aminler / Hidrazin
grubu ilaglar, cevresel kimyasallar (6zellikle tekstil ve boya endiistrisinde yer
alan) ve besinlerin pirolizi ile olusan heterosiklik aminler NAT2 enziminin hedef
molekiillerini olusturur. Cok pismis etler, sigara dumani ve diger c¢evresel
kaynaklarda bulunan arilaminler, karsinojenik etki olusturacak elektrofillere
dontigebilmeleri i¢in metabolik aktivasyona ihtiyag duyarlar. Arilamin
metabolizmasinda bir¢ok asetiltransferaz tepkimesi vardir ve her biri enzimolojisi,
genetik diizenlenme, toksikolojik 6dnemi irdelenerek arastirilmaktadir. Bu ylizden,
asetilasyon polimorfizmi hem aktivasyon hem de deaktivasyon yollarin1 etkiler
(Jason ve ark., 2007) (Sekil 1.6 ).

Acetyl Coenzyme A Coenzyme A BANES >"‘:
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/ N, "
Arylamine Arylamide
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Enzymes Enzymes ] Enzymes
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o i L b .
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N-F N-Hydroxyarylamine N-Acetoxyarylamine
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Deacetylase DNA-Adducts

(Microsomal)

Sekil 1.6. Asetil transferaz reaksiyonu

NAT asetilasyonunun, bircok arilamin ve hidrazin grup ilaglarin
aktivasyonu ve/veya deaktivasyonunda birincil gorev almasi sebebiyle, Kklinik

farmakoloji ve toksikolojide 6nemli bir yeri vardir (Sun ve ark.,2011).

15



Heterosiklik ~ aminlerden  MelQx  (2-amino-3,8-dimetilimidazo(4,5-f)

kinoksalin) in nitrenyum sekline doniismesi Sekil 1.7.”de goriilmektedir.

n-1 MelQx | 2-amino-3,&-dimetilimidazo

\[ Ii’ (4,5} kinoksalin

‘ Sitokrom P450

NHOH
N— . . .
HC . 1‘ Hidroksilamin
3 '\//N = N\c H
-
N-Asetiltransferaz 2
l NHO— C — CH,
y |
N=—
\ O
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i It CH, Reaktif N-Asetoksi Esteri

Ry ~ 2
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DNA ile Kovalent Baglanma

Nitrenyum itonu

Sekil 1.7. Heterosiklik Aminlerden MelQx (2-amino-3,8-dimetilimidazo(4,5-f) kinoksalin)in

nitrenyuma doniismesi

Insan popiilasyonlar1 bireysel asetilasyon kapasitelerine gére farkli gruplara
ayrilmiglardir. Ksenobiyotiklerin aktive edilebilme kapasitelerine gore hizli, orta
ve yavas asetilleyici fenotipler tanimlanmistir. Homozigot yabanil tip genotipe

sahip bireyler hizli asetilleyici, heterozigot tipe sahip (bir aleli yavas digeri hizl
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olan) bireyler orta asetilleyici, homozigot varyant genotipe sahip bireyler ise

yavas asetilleyici olarak smiflandirilmistir (Ozbek ve ark., 2010).

Literatiirde 13 SNP’ye dayanarak 30 tane NAT2 aleli tanimlanmistir
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC1380286/table/TB1/).

NAT  varyantlarmin  kanserde  kisisel  yatkinhigi  degistirdigi
diisiiniilmektedir. Yavas NAT2 asetilasyon kapasitesi, kolon kanseri riskini
diistirirken mesane, meme, karaciger ve akciger kanseri riskini artirmaktadir.
NATI aktivitesinin artmasi ise akciger kanseri riskini azaltirken mesane ve kolon

kanseri riskini artirmaktadir.

Avrupa popiilasyonunda NAT2*5B (481C>T ve 803A>G), NAT2*6A
(282C>T ve 590G>A) ve NAT2*7A (857G>A) alelleri bu fenotipleri temsil eden
en 6nemli alellerdir (Thier ve ark., 2003; Franekova ve ark., 2008). Mesane
kanseri i¢in risk faktorii oldugu bilinen, sigaradan alinan aromatik aminler NAT
enzimleri ile metabolize edildiginden, NAT polimorfizmlerinin sigara igimiyle
alakali mesane kanserine yatkinlikta rol oynamasi muhtemeldir (Franekova ve

ark., 2008; Vinata ve ark., 2011).

NAT 2 alellerinin tasarlanmasi, 481T ve 803G’nin 341T ile ve 590A ve
857A nm 282T ile baglantili oldugu tahmini yoniindedir. Cok polimorfizmli
genotiplerin birbiriyle farkli bir arada bulunmalari ile ortaya c¢ikan farkl
haplotipleri, bireysel fenotip tahmininde ve NAT 2 allel tasariminda tartismalara
yol agmistir. Ornegin; 12 A ve 13 fenotiplerini tanimlayan 803G ve 282T
polimorfizmlerinin siyah giiney Afrikalilarda yiiksek oranlarda bulundugu ve bu
niikleotid degisimlerinin Avrupa popiilasyonlarinda diger mutasyonlarla yakindan

iliskili oldugu belirlenmistir (Loktinov ve ark.,2001).

Yapilan bazi ¢aligmalar 6E ve 5G gibi yeni fenotiplerin ortaya ¢ikmasini
saglamigtir (Dandara ve ark.,2003). Bu gelismeler; bircok etnik toplulukta
gozlenen genotip-fenotip uyumsuzlugunun beklenmeyen birlesik alellerden
kaynaklandigin1 gostermektedir (Anitha ve ark.,2003).
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Yaklagik yarim asirdir siiregelen epidemiyolojik calismalar, NAT 2
genotipleri ve bireylerin asetilasyon kapasiteleri arasinda ortak sonuglara
varmiglardir. Buna gore; NAT 2*4 fenotipi, hicbir tek niikleotid polimorfizmini
(SNP) icermeyen dogal tipi olusturmaktadir. T341C igceren tim NAT 2*5
ailesinin, N-asetilasyon, O-asetilasyon ve N,O-asetilasyon islevlerinde en fazla
azalmaya neden olan aile oldugu, bunu GI191A iceren NAT 2*14 ailesinin,
G590A igeren NAT 2*6 ailesinin ve G857A igeren NAT2*7 ailesinin sirastyla
takip ettigi belirtilmistir. Ayrica, niikleotid degisimlerinin protein ifadesi ve
stabilitesi ile iligskisi de belirlenmistir. 341C, 434C ve 590A polimorfizmlerinin
protein ifadesini azalttigi; 191A, 845C, 857A polimorfizmlerinin ise NAT 2
protein stabilitesini (kararliligini) azalttigi belirtilmistir. Bu sonuglar, insandaki
yavas asetilleyici fenotipin homojen olmadigini, belirli SNP ve alellerin kalitimina

bagli birgok fenotipten meydana geldigini gostermektedir (Anitha ve ark.,2003).

NAT 2 genotipleri popiilasyonlar arasinda farklilik gostermekle birlikte, en
iyi beyaz irkta tanimlanmstir. Hizli asetilasyon genotipinin beyaz irkta NAT 2*4
olarak gbzlemlendigi belirtilmistir. Hizli asetilasyonun Asya popiilasyonunda en
stk goriliigi, bu sikligin bazi etnik topluluklarinda %90’a ulastig1 bilinmektedir.
((Loktinov ve ark.,2001; Jiao ve ark., 2007 ).

Yavas asetilasyon ise, Kuzey Afrika ve Ortadogu topluluklarda
cogunlugunda gozlemlenmistir (Dandara ve ark.,2003). NAT 2 yavas asetilleyici
fenotipi, Ozellikle mesane, kolorektal, pankreas, akciger, meme, bas ve boyun

skuamoz kanseri olmak iizere birgok kanser i¢in risk etkeni olmustur.

NAT 2 yavas asetilleyici fenotipinin mesane kanseri riskini arttirdigi,
mesane kanseri riskinin NAT 2*5 genotiplerine sahip bireylerde daha fazla oldugu
bildirilmistir (Hein,2003).

Ayrica 2007’ de yapilan bir ¢caligmada, NAT2*6A ve herhangi bir yavas
genotipten olusan karma bir genotipin diyabet ge¢misi olan kisilerde pankreas
kanseri riskini arttirdigi gozlemlenmis; bu riskin sigara igenlerde olusup sigara
icmeyenlerde olusmadig1 belirtilmistir. Baska bir ¢alisma, Tirkiye’ deki Tip 2
Diyabet hastalarinda 0Ozellikle 282T ve 590A niikleotid degisimini igeren
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NAT2*6A alleli basta olmak iizere yavas genotiplerin 5 kat daha fazla diyabet

riski tasidigini ortaya koymustur (Jiao ve ark., 2007).

1.5. Mesane Kanseriyle Iligkili Diger Faktorler

Mesane kanseri, kapsamli epidemiyolojik arastirmalar yapilan ilk kanser
tirlerinden biridir. Sigara i¢imi, kronik enfeksiyonlar ve meslek yiiziinden maruz
kaliman kimyasallar mesane kanserine yol acan faktorlerdir. Giiniimiizde tiiketilen
gidalar da mesane kanserine yol agmaktadir. Tatlandiric1 ( sakkarin) bobreklere
zarar verdigi gibi mesane kanserine de yol agmaktadir. Kahve ile mesane kanseri
arasinda ki iligki tam olarak belli degildir fakat Tiirkiye’de yapilan ¢alismalarda
ise kahve tiiketim miktarina bagli olarak igenlerin igcmeyenlere gore mesane
kanserine yakalanma olasiliklar1 yiiksektir (http://www.cancer.gov/) (Eser ve ark.,
2012).

1.5.1. Sigara Tiiketimi

Sigara, uzun yillardir mesane kanserine yol actig1 bilinen bir karsinojendir.
Sigara icen kisiler, i¢cmeyenlere gore yaklasik dort kat mesane kanserine
yakalanma riski tagimaktadir. Sigara tiikketimine bagl olarak artan riskin sigaranin
miktarina, i¢ilen zaman aralifina ve igilen tiitiine gore degistigi savunulmaktadir.
Sigara dumaniyla birlikte viicuda pek c¢ok kimyasal alinmaktadir. Bu nedenle
sigara i¢iminin mesane kanseri mekanizmasi tizerindeki etkisi kesin olarak

bilinememektedir, fakat bu kimyasallardan 2-naftilamin ve 4-aminobifenil en

stipheli iki kimyasal ajan olarak goriilmektedir. (Zeegers ve ark., 2004).

Diger tiitlin iriinleri ve mesane kanseri arasinda heniiz bir baglanti
bulunamamistir. Diger tiitiinlerin de sigara tiitiinii ile yaklasik ayn1 icerige sahip
olmas1 nedeniyle pipo ve puro gibi diger tiitiin aliskanliklarinin biyolojik olarak
mesane kanserine yol agmasi olasidir. Fakat puro ve pipo igenlerin dumani sigara

icenlerden ¢ok daha az solumalari, bu kisilerde mesane kanseri yerine bag/boyun
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gibi lokal kanserlerin goriilmesini agiklayabilir. Ayrica pasif igicilerin de kan ve

idrarlarinda mutajenler tespit edilmistir (Zeegers ve ark., 2004).

1.5.2. Cinsiyet ve Yas

Yapilan ¢alismalarda 2006 yilinda mesane kanseri erkeklerde yiiz binde
19.6, kadinlarda yiiz binde 2.5 olarak tahmin edilmistir. Erkeklerde en sik goriilen
ticiincii kanser tiirii olup, tiim kanserler i¢cindeki pay1 %8.5’tir. Kadinlarda ise 13.
sirada yer almaktadir. Bu 6zellikle endiistrilesmis iilkeler i¢in dogrudur ve mesleki
faktori distindiirmektedir, fakat yapilan bazi calismalar meslek ve sigara igin
diizeltme yapildiktan sonra bile erkeklerde mesane kanseri oranini daha fazla

bulmustur ( Eser ve ark., 2011).

Yapilan arastirmalar mesane kanseri vakalarinin {igte ikisinin 65 yas {istii
kisilerde goriildiginii tespit etmistir. 55 ve 69 yasindaki kisilerle
karsilastirildiginda 70 yas Ustiindeki bireylerde mesane kanseri i¢in ti¢ kat daha
fazla risk goriilmiistiir. 30 ve 54 yas arasi bireylerle karsilastirildiginda ise risk

goreceli olarak daha fazladir ( Eser ve ark., 2012).

1.5.3. Aile Oykiisii

Aile oOykiisii de mesane kanseri riskini arttiran bir faktordiir. Mesane
kanserli hastalarin birinci derece akrabalarinda mesane kanseri gelisme riski,
ailede bu hastaliga yakalanmis kisi bulunmayanlarla karsilagtirildiginda iki kat
fazladir. Indeks olgu gen¢ yasta oldugu zaman riskin daha da arttig
bildirilmektedir. Mesane kanserinin gelismesine yol acan genetik olaylarin niteligi
tam olarak aydmlatilamamakla birlikte, ¢ok sayida onkogenlerin ve tiimor
stipresor genlerin c¢esitli seviyelerdeki mutasyonlarinin 6nemli rol oynadigi

diistiniilmektedir (Jerzy ve ark., 2003).

1.5.4. idrar Yolu Hastahklar:

Gegirilen idrar yolu hastaliklar1 da mesane kanseri i¢in bir risk faktoriidiir.
Schistosoma hematobium adli parazit mesane epitelinde kronik enflamasyona
sebep olmaktadir. Diger enfeksiyonlar, idrar yolu ve bobrek taslari, mesane

kanseri riskini ¢cok az yiikseltmektedir. Uriner sistem enfeksiyonlar1 ve taslari ile
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kalic1 Katater uygulamasi, mesane epitelinde irritasyona neden olabilecegi i¢in
mesane kanseri riskini artirabilecegi bildirilmektedir. ABD’de, {iriner sistem
enfeksiyonu Oykiisii olan kisilerde, ozellikle ti¢ ve daha fazla enfeksiyon
durumunda mesane kanseri riskinin iki kat arttigi belirlenmistir. Ayrica bobrek
taglar1 riski etkilemezken, iiriner sistem taslarimin anlamli olarak yiikselttigi

bildirilmistir ( Eser ve ark., 2012).

1.5.5. Diyet ve flaclar

Yapilan ¢aligmalarda meyve ve sebze tiikketiminin mesane kanseri ve diger
kanser tiirlerinin riskini azalttigin1 gostermistir. Bol sivi alimi1 da mesane kanseri
riskini azaltmaktadir, ¢linkii iirinasyonu arttirmakta, dolayisiyla da mesane epiteli

ve karsinojenlerin birbiriyle temas siiresini azaltmaktadir. (Olfert ve ark., 2006).

Fenasetin (anilin boyalarina kimyasal yapi1 agisindan benzerlik gosterir)
iceren analjezik preparatlarindan on yillik siire i¢inde 5-15 kg tiiketilmesi
mesanenin degisici hiicreli karsinomu ile iligkilendirilmistir. Buna karsin
fenasetinin en 6nemli metaboliti olan asetaminofen (parasetamol) kullaniminin
riski artirmadi@i saptanmistir. Siklofosfomid tedavisi almis hastalarda mesane
kanseri riski yaklagik 9 kat artmasina karsin, olgu kontrollii epidemiyolojik

calismalarla bu iligki gosterilememistir ( Eser ve ark., 2012).

1.5.6. Mesleki Faktorler

Meslek faktorii mesane kanseri i¢in biiyiik risk sayilmaktadir. 1954 yilinda
kimya endiistrisinde ¢alisanlarda B-naftilaminin mesane kanseri riskini 200 kat
arttirdig1 gosterilmis ve 1985 yilinda ilk defa Alman cerrah Rehn, magenta
tireticilerinde artmis mesane kanseri oranlarmna dikkat ¢ekmistir (Case ve ark.,
1954).

B-naftilamin, komiir ve komiir katraninin distilasyonu ile elde edilen bir

aromatik amindir. Karsinojenik etkileri yiiziinden endiistride kullanimi Isvigre,

21



Ingiltere ve Italya gibi pek cok iilkede yasaklanirken Amerika gibi bazi iilkelerde
de kullanimi kisitlanmig ve denetim altina alinmigtir. Boyalar, metaller,
endiistriyel yaglar ve polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) da mesane kanseri
riskinin artmasimna neden olmaktadir. Sonu¢ olarak maden isgileri, baca
temizleyiciler, ocakgilar, demirciler, zift ve asfalt yapanlar gibi pek ¢ok
endiistriyel meslek sahibi PAH’lara maruz kalmaktadir. Boyayla alakali iiretimde,
kaucuk ve kablo iiretiminde, tekstil ve deri islerinde, komiir, aliiminyum ve petrol
endiistrilerinde kullanilan kimyasallara maruz kalanlarin kansere yakalanma

riskleri diger insanlara gore daha fazla artmaktadir ( Eser ve ark., 2012).
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2. AMAC

Mesane kanseri, diinyada en ¢ok goriilen kanser tiirleri arasinda yer
almaktadir. Bu kanser tiiri erkeklerde daha fazla goriilmektedir. Yapilan pek ¢ok
caligma sigara i¢imi, meslek ve diger ¢evresel faktorler sebebiyle maruz kalinan
kimyasallarin mesane kanseri i¢in ¢evresel risk faktorii oldugunu gostermistir.
Mesane kanserine yatkinlik teskil eden genetik faktorlerin basinda ise
ksenobiyotik metabolizmasinda rol oynayan genlerdeki polimorfizmler
gelmektedir. N-asetiltransferaz 2 (NAT2), arilaminlerin ve heterosiklik aminlerin
detoksifikasyonunda islev goren Faz II enzimlerindendir. NAT2 ¢esitli aromatik
aminlerin, heterosiklik aminlerin ve hidrazin ilaglarin aktivasyon ve
deaktivasyonunu katalize eder, heterosiklik arilaminlerin timoér baslangiciyla
alakali 6nemli Kkarsinojenler olan elektrofilik nitrenyum iyonlarina biyo-
doniisiimiinde rol oynar. NAT2 geni polimorfizmleri bireylerin yavas, orta ve hizli
asetilasyon  fenotiplerine  gruplandirilmasmmi ~ saglayan  N-asetilasyon

polimorfizmleridir.

Bu tez kapsaminda NAT2 481C>T, 590G>A ve 857G>A
polimorfizmlerinin ve bu polimorfizmlerin olusturdugu asetilasyon fenotiplerinin
mesane kanseri riskine etkisi olgu-kontrol gruplar ile arastirilacaktir. Bununla
birlikte yas, cinsiyet ve sigara kullaniminin mesane kanseri olusumundaki
katkilar1 belirlenecek ve sigara kullanimi ile tiimor evresi bilgileri asetilasyon

fenotipleri ile iliskilendirilecektir.
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3. GERECLER

3.1. Calisma icin Segilen Orneklerin Tanim

Bu c¢alismaya dahil edilen hasta grubu kan ornekleri 2010-2012 tarihleri
arasinda Bagcilar Egitim ve Arastirma Hastanesi Uroloji Klinigi’nde takip edilen
ve mesane kanseri teshisi konulan 129 hastadan goniillii onam formu imzalanarak
alimmigtir. 129 hastadan EDTA’l tiip igine 5ml kan 6rnegi alinmistir. Her hasta
icin yapilan ankette hastanin yasi, cinsiyeti, meslegi, viicut kitle indeksi, sigara-

alkol kullanimi, hastalik evresi, timor derecesi ve niiks bilgileri elde edilmistir.

Kontrol grubu i¢in ise 148 goniillii saglikli bireyden goniillii onam formu
imzas1 ile swab yardimiyla yanak i¢i epitel hiicreleri alinmistir. Her birey icin
yapilan ankette bireyin hastanin yasi, cinsiyeti, meslegi, viicut kitle indeksi,
sigara-alkol kullanimi bilgileri ve saglik durumlari, kanser agisindan aile dykiileri

sorgulanmustir.

3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu ¢alismada kullanilan tiim kimyasallar molekiiler biyoloji kalitesindedir.

3.3. Kullanilan Cihazlar

Buzdolaplari : Beko 8742
Argelik 3061 Plus (TURKIYE)
Derin Dondurucular 1 -20°C, 2021 D (Argelik, TURKIYE)

-20°C, GSD26410NE (Bosch, ALMANYA)
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Dokiimantasyon Sistemleri : Bio-RAD Universal Hood 11 (BIO-RAD,
ITALYA)
: Loccus Biotecnologia Gel Imaging
Systems ( Brezilya)
Otoklav : Dik Tip Otoklav (BES, TURKIYE)
Tartilar : Hassas Terazi, XB 220 A
(Presica,ISVICRE)
Terazi, KB 400-2 (KERN, ALMANYA)
Santrifiijler : Mikrosantrifiij, MiniSpin Plus
(Eppendorf, ALMANYA)
Yatay Elektroforez Sistemleri : Sub-Cell GT (BIO-RAD, ITALYA)
Is1 Blogu : DB 2D (Techne, INGILTERE)
Gii¢ Kaynaklar1 : EPS 301 (Amersham Pharmacia
Biotech, ISVEC)
PowerPac Basic (BIO-RAD, ITALYA)

PowerPac Universal (BIO-RAD,

ITALYA)
Manyetik Karistiricilar : MR 3001 (Heidolph, ALMANYA)
Spektrofotometreler : Implen nanophotometer ( ALMANYA)
Thermo-Cycler : Techne TC-512 (INGILTERE)

Applied Biosystems (AMERIKA)

Vorteks : Heidolph REAX (ALMANYA)
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Su Banyolari : Niive BM 402 (TURKIYE)
Su Aritma Sistemi : Millipore Milli Q Synthesis A10

(FRANSA)

3.4.Agaroz Jel Elektroforezinde Kullamilan Malzemeler

10X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) :890 mM Tris-Base,
890 mM Borik Asit,

20 mM Na,EDTA.2H,0, (pH 8.3)

10X Bromofenol Mavisi (BPB) : 2.5 mg/ml BPB
Etidyum Bromid (EtBr) : 10 mg/ml
% 1 veya 2’lik Agaroz Jel : 0.5 X TBE Tamponunda %1,%?2

ve %3 (w/v) agaroz

3.5.Kullanilan Enzimler, Tamponlar ve Primerler

3.5.1.Yanak ici Epitel Hiicrelerinden DNA Eldesinde Kullanilan Tamponlar

Hiicre Lizis Tamponu (pH 8.0) : 10 mm/L Tris-HCI,
% 11 (w/v) Siikroz,
5 mm/L MgCl,

% 1 (v/v) Triton X-100
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Hiicre Cekirdegi Lizis Tamponu (pH 8.0)  : 10 mm/L Tris-HClI,
% 1 (w/v) SDS,
10 mm/L EDTA,

10 mm/L Sodyum Sitrat

Sodyum Kloriir (NaCl) : dH,0’da 5M

Kloroform (CHCl5) - Saf kloroform (%100)
Izopropanol (C3HgO) : Saf izopropanol (%100)
TE Tamponu : 20 mM Tris-HCI (pH 8.0),

0.1mM EDTA (pH 8.0)

3.5.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Malzemeleri

10X MgCl;’siiz Tampon : 750 mM Tris-HCI, (pH 8.8)
200 mM (NH4)2SO4
% 0.1 Tween 20, (Fermentas, LITVANYA)
MqgCl, :dH,0’da 20 mM (Fermentas, LITVANYA)
Deoksiriboniikleotidler (ANTP) : 100 mM dATP, dCTP, dGTP ve dTTP
(Fermentas, LITVANYA)
Taq DNA Polimeraz : Rekombinant Taq DNA Polimeraz

(Fermentas, LITVANYA)
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3.5.3. Restriksiyon Enzimleri ve Reaksiyon Tamponlari

Kpnl

Kpnl Reaksiyon Tamponu

Kpnl Tanima Dizisi

BamHI

BamHI Reaksiyon Tamponu

BamHI| Tanima Dizisi

Taqgl

Taql Reaksiyon Tamponu
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: 10 U/ul (Fermentas, LITVANYA)

: Buffer Tango (Fermentas, LITVANYA)

10 mM Tris-HCI (pH 7.5),

10 mM MgCl,,

0.02% Triton X-100, 0.1 mg/ml BSA
:5°...G GTAC™C... 3’
3...C"CATGG... 5

: 10 U/pl (Fermentas, LITVANYA)

: Buffer Tango (Fermentas, LITVANYA)

10 mM Tris-HCI (pH 7.5),

10 mM MgCl,,

0.02% Triton X-100, 0.1 mg/ml BSA
:5...G"GATCC... 37

3...CCTAG"G... 5’

: 10 U/pl (Fermentas, LITVANYA)

: Buffer Tango (Fermentas, LITVANYA)

10 mM Tris-HCI (pH 7.5),
10 mM MgCl,,

0.02% Triton X-100, 0.1 mg/ml BSA



Tagl Tanima Dizisi ;5. T"CGA... 3

3...AGC ... 5

3.3.4. Oligoniikleotid Primerler

NAT2 genini ¢ogaltmak i¢in kullanilan primerler;
[leri primer (NAT2F): 5°...GCTGGGTCTGGAAGCTCCTC...3’,

Geri primer (NAT2R): 5°..TTGGGTGATACATACACAAGGG..3’

3.3.5. DNA Biiyiikliik Markérleri

GeneRuler 50 b¢ DNA markorii: 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500,
600,700, 800, 900, 1000 baz ¢iftlik fragmentler igeren DNA markorii (Fermentas,
LITVANYA).

GeneRuler 100 b¢ DNA markérii: 80, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700,
800,900, 1000 baz ciftlik fragmentler igeren DNA markorii  (Fermentas,
LITVANYA).
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4. YONTEMLER

4.1. Hizh Genomik DNA Izolasyonu (RGDE) Metodu

Hastalardan toplanarak EDTA’l1 tiiplerde saklanan kan 6rneklerinden 500°er
ul almarak 1.5 ml’lik Eppendorf tiipe aktarilir ve {izerine 1000 pl hiicre lizis
tamponu eklenir. Tiip hafif¢ce ¢alkalanarak tampon ve kan Orneginin birbirine
karismasi saglanir ve 6000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilir. Siipernatant atilir,
pellet 1000 pl hiicre lizis tamponunda tekrar ¢oziiliir ve yine 6000 rpm’de 2
dakika santrifiij edilir. Bu asama krem rengi pellet elde edene kadar 1-2 defa
tekrarlanir. Pelletin tizerine 300 pl hiicre ¢ekirdegi lizis tamponu eklenir ve
pelletin ¢oziilmesi saglanir. 100 pul SM NaCl ve 600 pl kloroform eklenerek tiip
nazikge calkalanir ve ardindan 6000rpm’de 2 dakika santrifiij edilir. Bu agamada
tiipte iki faz gozlenir. Alttaki organik faza karistirmadan istteki faz bir mikropipet
yardimiyla dikkatlice almir ve yeni bir Eppendorf tiipe aktarilir. Uzerine 600 pl
izopropanol eklenerek tiip nazik¢e birkag defa cevrilir. Bu asamada DNA
yogunlasarak gozle goriiliir hale gelecektir. DNA’y1 ¢okeltmek amaciyla tiip
13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir. Stipernatant atilarak tiip yaklasik 10-15
dakika oda sicakliginda kurumaya birakilir. DNA, 50-100 pul TE tamponunda

coziilerek ileride kullanilmak iizere 4°C veya -20°C’de saklanir.

Hasta grubu i¢in bu tez 6ncesinde yukarida anlatilan sekilde elde edilmis ve

laboratuvarimizda saklanmakta olan DNA 6rnekleri kullanilmustir.

4.2. Yanak Ici Epitelinden DNA izolasyonu

Goniilli deneklerden yanak i¢i epitel hiicrelerini elde etmek icin steril
pamuklu ¢ubuk kullanilir. Her bir denekten steril pamuklu ¢ubugu iki yanaga 1-2
dk stirmeleri istenir. Ardindan steril pamuklu ¢ubuklar kendi kutularma koyulur

ve DNA elde edilene kadar +4°C buzdolabinda saklanir.

Goniillii deneklerden steril pamuklu ¢ubuk yardimi ile alinan yanak igi

epitel hiicrelerinden DNA elde etmek i¢in;
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Yanak i¢i epitel doku 6rnegi tasiyan swab 600-700 pl lizis tamponu
iceren 1,5 ml’lik tiiplere yerlestirilerek ¢ubuklarin saplari kesilir.
Tampon hacminin en az 500 pl olduguna emin olduktan sonra 25 ul
10 mg/ml Proteinaz K ile overnight 55°C de inkiibe edilir.

Ertesi giin 1s1 blogundan alinan tiiplerden pamuklu ¢ubuklar tiipiin
cevresine ve agzina bastirilarak emilen tim tamponun hiicrelerle
beraber tiipe birakilmasi saglanir. Pamuklu ¢ubuklar tiipten ¢ikarilir.
Uzerine 300 pl fenol eklenir. 13.000 rpm * de 3 dk santrifiij edilir.
Yeni tiip ¢ikarilir.

Sivi faz yeni tiipe aktarilir. interfaz alinmaz.

Yeni tlipe aktarilan sivi faza esit hacimde kloroform (CHCI3)
eklenir.

Tiip 13.000 rpm ‘de 3 dk santrifiij edilir.

Sivi faz yeni tiipe aktarilir. Interfaz alinmaz ve iizerine 1/10
hacminde 3M NaOH eklenip karistirilir ve {izerine toplam hacim 0,6
st kadar izopropanol eklenir.

Tipler -20 C de 1 saat inkiibe edilir.

Inkiibasyon sonrasi tiipler 16.000 rpm de 10 dk santrifiij edilerek
DNA ¢oktiirtiliir.

DNA pelleti 500 ul %70 EtOH eklenir ve 16.00 rpm’ de 10 dk
santrifij edilir.

Stipernatant atilir 15-20 dk kurumaya birakilir.

DNA 50 pl 1X low TE tamponu eklenir ve oda sicakliginda 2-3 giin
birakilarak ¢6ziinmesi saglanir.

DNA igeren tiipler +4°C de saklanabilir.
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4.3. DNA’nmin Nitel ve Nicel Analizi

Gondillii deneklerden swab yardimi ile alinan yanak ici epitel hiicrelerinden
elde edilen DNA’lar %1’lik agaroz jel hazirlanarak yiiriitiilmiis ve UV altinda

gbozlemlenmistir.

Coziinmiis DNA’nin tam konsantrasyonu ve saflig1 spektrofotometrik analiz
ile saptanabilir. DNA 6rnegi damitilmis su ile seyreltilir ve optik yogunlugu 260
nm (A260) ve 280 nm’de (A280) okunur. 50 pg c¢ift zincirli DNA’nin 260
nm’deki absorbansi 1.0 birim kabul edilerek 6rnek DNA’nin konsantrasyonu

asagidaki formiille hesaplanabilir.

Konsantrasyon (pg/ml) = seyreltme faktorii x A260 x 50 pg/ml

DNA’nin safligt A260/A280 oranina bakilarak tahmin edilebilir. 1.8 (+ 0.1)
oranina sahip oOrnekler saf olarak dustiniiliir. 1.8’den biliylik degerler RNA

kontaminasyonunu, diisiik degerler ise protein kontaminasyonunu isaret eder.

4.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) molekiiler genetikte kullanilan en temel
tekniklerden birisidir. PCR, belirli DNA dizilerinin enzimatik sentezi i¢in
kullanilan bir metottur. PCR’1n temel prensibi, iki kisa sentetik oligoniikleotid
primerin her birinin DNA’da istenilen bdlgenin homolog zincirlerinin karsi
uclarina baglanacak sekilde hibridize edilmesi ve bu bdlgenin polimeraz enzimi

ile gogalmasinin saglanmasidir.

Bu calismada 547 bp’lik NAT2 geni NAT2F ve NAT2R primerleri ile Tablo
4.1. ve Tablo 4.2°de belirtilen sartlar kullanilarak ¢ogaltilmistir.
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PCR sonrasi olusan amplifikasyon trilinleri %2’ lik agaroz jelde analiz

edilmistir.

Tablo 4.1. PCR protokolii

Kimyasallar Konsantrasyonlari
Tampon 1X NH2SO4
MgCl, 3mM

dNTP 0.3 mM

Primerler 5 pmol

Taq polimeraz 15U

DNA 150 ng

Toplam hacim 25 ul

Tablo 4.2. PCR kosullar1

Baslangi¢ Denatiirasyonu

94°C, 4 dakika

Denatiirasyon 94°C, 15 saniye
Baglanma 60°C, 1 dakika
Uzama 60°C , 5 dakika
Dongii Sayist 35 dongii
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4.5. Restriksiyon Kesimi

Restriksiyon enzimleri veya diger adiyla restriksiyon endoniikleazlari ¢ift
zincirli DNA’y1 seker fosfat bagindan kopararak keser. Bir gen tizerindeki tek
niikleotid polimorfizmleri bir veya daha fazla restriksiyon enzimi i¢in tanima
bolgesi olusturabilir veya aksine, var olan bir tanima bolgesinin kaybolmasina
sebep olabilir. PCR ile ¢ogaltilan ilgili gen bolgesi gesitli restriksiyon enzimleri
ile in vitro reaksiyona sokularak olusan fragment uzunluklart incelenir (RFLP) ve

gen tlizerindeki polimorfizmler hakkinda yorum yapilabilir.

NAT2 genindeki NAT2*6B, NAT2*7A ve NAT2*11A polimorfizmlerinin
ve bu polimorfizmlerin belirledigi 590G>A, 857G>A ve 481C>T alellerinin
belirlenmesi i¢in Tablo 4.3’te belirtilen enzimler ve restriksiyon sartlari

kullanilmistir.

Tablo 4.3. NAT2 Lokusundaki Polimorfizmler ve Restriksiyon Sartlar1

Polimorfik | Niikleotid | Kesim | Konsantrasyon | Sicaklik | Siire
bolge Degisimi | Enzimi

NAT2*6B | 590G>A | Taqgl 09U 65 °C 4saat
NAT2*7A | 857G>A | BamHI 1.2U 37°C 16 saat
NAT2*11A | 481C>T | Kpnl 12U 37°C 16 saat
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4.6. Jel Elektroforezi

Jel elektroforezi DNA fragmanlarini tespit etmek ve ayirmak icin standart
bir metottur. DNA fragmanlari uygun bir tamponun igine bir jele yliklenmis
olarak negatif elektrottan (katot) pozitif elektrota (anot) yiiriitiilerek ayrilir. DNA
iskeletindeki negatif yiiklii fosfat gruplarinin varligi nedeniyle DNA molekiilleri
anoda dogru yiiriir. DNA bantlar1 etidyum bromid (EtBr) veya giimiis boyamasi

ile gorliniir hale getirilir.

Agaroz jel elektroforezi DNA fragmanlarii molekiiler agirliklarina goére
ayirir. Degisik agaroz konsantrasyonlar1 degisik ayirim kapasitesi saglar. Yiiksek
konsantrasyonlar kisa fragmanlar1 ayirmada daha spesifiktir. Agaroz jel agarozun
0.5X TBE tamponu i¢inde ¢oziinmesi ve kaynatilmasi ile hazirlanir. EtBr, son
konsantrasyona 0.5 mg/ml olacak sekilde ve degradasyonu engellemek icin jel
solisyonu 50°C’ye sogutulduktan sonra konur. Soliisyon jel kabina dokiiliir,

taraklar yerlestirilir ve jelin polimerize olmasi i¢in beklenir.

Polimerizasyondan sonra jel i¢inde 0.5X TBE tamponu bulunan yatay jel
elektroforez aparatina konur, taraklar jelden nazikge ¢ikarilir ve boylece drnekleri
iiklemek icin kuyucuklar olusturulmus olur. Agaroz jeller genellikle 100-150
Voltta (V) 10-45 dakika yiiritilir. Bu c¢alismada PCR ornekleri %2’lik;
restriksiyon enzimi kesim {rlinleri ise %2’lik ve 9%3’liikk agaroz jelde EtBr

boyamasi ile UV 15181 altinda analiz edilmistir.
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4.7. Dizi Analizi

Arastirma toplam 148 saglikli ve 129 mesane kanserli bireyden elde edilen
DNA ornekleri ile gergeklestirilmistir. N-asetiltransferaz geni 8p22 bolgesinde yer
almakta ve bu bolgede bulunan polimorfizmlerin belirledigi 590G>A, 857G>A ve
481C>T alelleri i¢cin NAT2F ve NAT2R primerleri kullanilarak 547 bp’lik bolge
PCR ile ¢ogaltilmistir. PCR firtinleri % 2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol
edilmigtir. Daha sonra PCR iiriinleri restriksiyon kesim enzimleri ile kesilerek
agaroz jelde goriintiilenmistir. Hasta ve kontrol bireylerin fenotipleri belirtilmistir.
Ayrica elde edilen sonuglarin dogrulugunu kontrol etmek amaciyla PCR 6rnekleri
Roche piirifikasyon kiti yardimi ile piirifiye edilmis ve {irlinler dizi analizine

gonderilmis ve polimorfizmler incelenmistir.

4.8. istatistiksel Analiz

Hasta ve kontrol gruplarina ait genotip verileri SPSS 21.0 ve PLINK
programlari ile istatistiksel analize tabi tutulmustur. Hasta ve kontrol gruplarinin
genotip dagilimlart agisindan dengeleri Hardy Weinberg Denge (HWD) testi ile
incelenmistir.Cinsiyet ve sigara kullaniminin mesane kanseri ile iliskisi ki-kare
bagimsizlik testi ile incelenmistir. Hastalik ve polimorfizmler arasindaki iliski
lojistik regresyon analizi ile belirlenmistir. Dengenin saglanmadigr durumlarda
hastalik ile incelenen polimorfizm arasindaki iliski, HWD’in saglanmasini
gerektirmeyen aditif genotipik model ile incelenmistir. Tiim analizlerde anlamlilik

siirt p<0,05 olarak kabul edilmistir.
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5. SONUCLAR

5.1. DNA Izolasyonu

Kan ve yanak i¢i epitelyum hiicrelerden elde edilen DNA o6rnekleri (5 pl)
alinarak %1°lik agaroz jelde incelenmis ve DNA’nin kirilmadan elde edildigi

dogrulanmistir (Sekil 5.1.).

159 160 161 162 163 164 165 166

-

167 168 168 170 173 174 175 176 177 178 uT1 OT2

- =

- - =

kandan dna izolasyonu %1 agaroz

Sekil 5.1. Genomik DNA 6rneklerinin %1°lik agaroz jelde goriinimii
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5.2. NAT2 lokusunun PCR Yoéntemi ile Cogaltilmasi

547 bp’lik NAT2 PCR iiriinleri agaroz jel elektroforezi ve EtBr boyamasi
ile UV 15181 altinda goriintiillenmistir (Sekil 5.2.).

100 bp 75 76

Sekil 5.2. PCR fiiriinlerinin 2’lik agaroz jelde goriintiilenmesi

5.3. NAT2 lokusunun RFLP Yontemi ile Molekiiler Analizi

5.3.1. NAT2*6B, NAT2*7A ve NAT2*11A Alellerinin Belirlenmesi

547 bp’lik NAT2 amplifikasyon iirtinleri Kpnl, BamHI ve Taql restriksiyon
enzimleri ile kesilerek %2’lik ve %3’lik agaroz jelde goriintiilenmistir.
Kesimlerden beklenen fragment uzunluklar1 Tablo 5.3.te agaroz jel analizleri ise
Sekil 5.3., Sekil 5.4. ve Sekil 5.5.’te gosterilmistir.

Tablo 5.1. NAT2 Lokusundaki Polimorfizmler

Polimorfik SNP Niikleotid | PCR(bp) | Fragmanlar
bolge Tanimlayic1 | Degisimi (bp)
NAT2*6B rs1799930 | 590G>A 547 222+170+155
NAT2*7A rs1799931 | 857G>A 547 490+57
NAT2*11A rs1799929 481C>T 547 433+114
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Kpnl

50 bp

Sekil 5.5. Taql kesim iiriinlerinin %3 liik agaroz jeldeki goriintiisii
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Hasta ve kontrol bireyler RFLP ydntemi ile tayin edilmistir. Ornekler her
asamada konfirme edilip sonuglarin dogrulugu gosterilmistir. Polimorfizm tasiyan
ve tagimayan Ornekler dizi analizi ile dogrulayip, KpNI ile kesilen 133 nolu
bireyin dizi analizi goriintiisi Sekil 5.6., BamHI ile kesilen 133 nolu bireyin dizi
analizi goriintiisii Sekil 5.7. ve Tagl ile kesilen 84 nolu bireyin dizi analizi

gorilintiisii ise Sekil 5.8.’de gosterilmistir.

L

Sekil 5.6. NAT2 C481T polimorfizmin dizi analizi konfirmasyonu

430 o 50 w0 am o am
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

ML.JJMM M

Sekil 5.7. NAT2 G857A polimorfizmin dizi analizi konfirmasyonu
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Sekil 5.8. G590A polimorfizmin dizi analizi konfirmasyonu

5.4. Verilerin Degerlendirilmesi

Arastirma toplam 148 saglikli ve 129 mesane kanserli bireyden elde edilen
DNA ornekleri ile gergeklestirilmistir. Saglikli kontrol grubunu olusturan
orneklerin yas araligi 20-80 yas olup, yas ortalamasi 60,7 yastir. Hasta grubu

orneklerinin yas aralig1 ise 31-89 yas arasindadir ve yas ortalamasi 66,4 yastir.

Her iki grubun cinsiyet ve sigara kullanim oranlar1 Tablo 5.2’te gosterilmistir.

Tablo 5.2. Bireylerin cinsiyet ve sigara kullanimina gore dagilimi

Hasta grubu Kontrol grubu
n, (%) n, (%)

Cinsiyet

Kadin 16 (13,11) 75 (60)

Erkek 106 (86,89) 50 (40)

Toplam 122 (100) 125 (100)
Sigara

Icenler 86 (75,43) 46 ( 36,5)

Igmeyenler 28 (24,57) 80 (63,5)

Toplam 114 (100) 126 (100)
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Mesane kanseri hastalart ve kontrol grubundaki bireylerin genotip
dagilimlar1 Tablo 5.3.” te, sigara igme durumlarina gore genotip dagilimlar1 Tablo

5.4°da gosterildigi sekildedir.

Tablo 5.3. NAT2 polimorfizmlerinde genotip frekanslari

Genotipi
Hasta Kontrol

Kadin Erkek Toplam Kadin Erkek Toplam
GG | 8(61,53) | 34(40) 42(42,85) 22(38,6) 20(62,5) | 42(47,3)
NAT2*6B  GA | 5(38,47) | 42(49,41) | 47(47,95) 34(59,7) 9(28,13) | 43(48,2)
AA | O 9(10,59) | 9(9,2) 1(1,7) 3(9,37) 4(4,5)
13(100) | 85(100) 98(100) 57(100) 32(100) 89(100)

Toplam
GG | 8(50) 55(56,7) | 63(55,8) 30(42,85) | 22(51,16) | 52(46,1)
NAT2*7TA  GA | 0 4(4,13) 4(3,54) 5(7,15) 6(14) 11(9,7)
AA | 8(50) 38(39,17) | 46(40,7) 35((50) 15(34,88) | 50(44.2)
16(100) | 97(100) 113(100) 70(100) 43(100) 113(100)

Toplam
CC | 9(52,95) | 74(70,48) | 83(68,01) 38(50,6) 22(46,8) | 60(49,2)
NAT2*11A CT | 1(5,89) 6(5,72) 7(5,8) 14(18,7) 10(21,2) | 24(19,7)
TT | 7(41,17) | 25(23,80) | 32(26,2) 23(30,7) 15(32) 38(31,2)
17(100) | 105(100) | 122(100) 75(100) 47(100) 122(100)

Toplam
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Tablo 5.4. Sigara kullanma durumlarina gére NAT2 genotip frekanslar

Genotipi Sigara Kullanan Sigara Kullanmayan
Kadin Erkek Toplam Kadn Erkek Toplam
GG |0 26(37,2) | 26(36,2) 7(70) 7(63,6) | 14(66,7)
NAT2*6B  GA | 2(100) 38(54,2) | 40(55,5) 3(30) 2(18,2) | 5(23,8)
AA |0 6(8,6) 6(8,3) 0 2(18,2) | 2(9,5)
Toplam
2(100) 70(100) | 72(100) 10(100) 11(100) | 21(100)
GG | 2(100) 45(54,9) | 47(56) 6(46,2) 6(42,8) | 12(44,4)
NAT2*7A  GA |0 4(4,9) 4(4,7) 0 0 0
AA |0 33(40,2) | 33(39,2) 7(53,8) 8(57,2) | 15(55,6)
Toplam 2(100) 82(100) | 84(100) 13(100) 14(100) | 27(100)
CC | 2(100) 61(73,5) | 63(74,1) 7(53,8) 9(64,2) | 16(59,3)
NAT2*11A CT |0 3(3,7) 3(3,5) 0 0 0
TT |0 19(22,8) | 19(22,4) 6(46,2) 5(35,8) | 11(40,7)
Toplam 2(100) 83(100) | 85(100) 13(100) 14(100) | 27(100)
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Genotip frekanslari tizerinden alel frekanslar1 da hesaplanmis, varyant

alellerin frekanslar1 Tablo 5.5°de gdsterilmistir.

Tablo 5.5. SNP’lerin varyant alel frekanslari

Hastalarda | Kontrollerde
SNP Varyant frekans1(%) | frekansi (%)

alel
C481T | T 29 41
G857A | A 42 49
G590A | A 33 29

Hasta ve kontrol gruplarinin NAT2 asetilasyon fenotipleri, genotiplerinden

faydalanilarak hesaplanmis ve bireyler hizli, orta ve yavas asetilasyon gruplarina
ayrilmigstir (Tablo 5.6).

Tablo 5.6. NAT2 asetilasyon fenotipleri

Grup Hasta (%) Kontrol (%)
Hizli 13(11,6) 20(15,39)
Orta
29(25,9) 13(10)
Yavas 70(62,5) 97(74,61)
Toplam 112(100) 130(100)
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Mesane kanseri hasta grubunu olusturan bireyler timodr evrelerine ve

asetilasyon fenotiplerine gore gruplandirilmis ve Tablo 5.7’ de gosterilmistir.

Tablo 5.7. Hasta bireylerin tiimor evrelerine gére asetilasyon fenotipleri

Timor Asetilasyon

Hizh Orta Yavas Toplam

n, % n, % n, % n, %
pTa 2(7,7) 10(38,5) | 14(53,9) | 26(100)
pT2 0 4(50) 4(50) 8 (100)
pT3 0 1(50) 1(50) 2 (100)
pT4 1(100) 0 0 1 (100)
Toplam |4 23 29 46(100)

Yukaridaki tabloya ek olarak, bireyler erken (pTa ve pT1) ve gec evre (pT2

ve lizeri) hastalar olmak {izere iki gruba ayrilmis ve buna gore fenotip dagilimlari

Tablo 5.8’te gosterilmistir.

Tablo 5.8. NAT2 asetilasyon fenotiplerinin tiimér evrelerine gore dagilimi

Timor Evreleri Asetilasyon

Hizh Orta Yavas
Erken evre (pTa + pT1) | 3(75) 18(78,2) 24(82,7)
Geg evre
(pT2+ pT3+ pT4) 1(25) 5(21,8) 5(17,3)
Toplam 4(100) 23(100) 29(100)
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5.5. Verilerin istatistiksel Analizi

Veriler, incelenen parametreler acisindan istatistiksel analize tabi
tutulmustur. Cinsiyet ve sigara kullanimi mesane kanseri olusumu igin risk
faktori teskil etmektedir. Erkek olmanin mesane kanseri riskini 9,8 kat artirdigi
bulunmustur (p = 0,000000000001581; OR= 9,750; %95CI= 4,941 - 19,241).
Sigara i¢menin ise mesane kanseri riskini 5,6 kat artirdigir belirlenmistir (p=

0,0000000007785; OR=5,547; %95CI= 3,041 - 10,119).

Aragtirilan her li¢ polimorfizmin mesane kanseri ile iliskisi aditif, dominant,
resesif, kodominant ve alelik modeller lizerinde incelenmistir. Analizler dncelikle
tiim hasta ve kontrol grubunu dahil ederek yapilmis, daha sonra sadece sigara icen
bireylerin dahil edildigi gruplamalar ile tekrar edilmistir.

481C>T ve 857G>A polimorfizmleri i¢in hasta ve kontrol grubu Hardy
Weinberg dengesinde bulunmamistir, bu nedenle HW dengesi gerektirmeyen
aditif genotipik model uygulanarak varyantlarin mesane kanseri olusumuna etkisi
hesaplanmistir (Tablo 5.9). 481C>T polimorfizmi hastalikla iligkilendirilme
egilimi gostermistir (p=0.059). 590G>A polimorfizmi hi¢bir modelde hastalik ile
iliskillendirilememistir (Tablo 5.10).

Sadece sigara icen bireyler degerlendirmeye alindiginda, 481C>T
polimorfizmi hastalikla kuvvetli bir sekilde iliskilendirilmis ve T alelinin
koruyucu etkisi bulunmustur (p=0.05, OR=0.539) (Tablo5.11). Sigara igen
bireylerde diger polimorfizmler ile hastalik iliskisi saptanmamustir. (Tablo5.11,
5.12)

Tablo 5.9. 481C>T ve 857G>A polimorfizmlerinin mesane kanseri ile iligkisi

SNP Model p OR %95 CI
481C>T Aditif 0,059 0,761 0,573-1,011
857G>A Aditif 0,648 1,064 0,815-1,389

46



Tablo 5.10. 590G>A polimorfizmi ve mesane kanseri iligkisi

Model p OR %95 ClI
Additive 0,858 1,039 0,681 — 1,587
Dominant 0,858 1,052 0,606 — 1,826

Resesif 0,902 1,035 0,599 - 1,789

AG; AG;
Kodominant 0,873 1,048 AG ;0,589 - 1,863
AA AA AA ;0,405 - 2,822
0,892 1,070
Alelik 0,8621 1,037 0,6882 — 1,563

Tablo 5.11. Sigara igen bireylerde 481C>T ve 857G>A polimorfizmlerinin mesane kanseri ile iligkisi

Model p OR %95 ClI
481C>T 0,005 0,539 0,350 - 0,831
857G>A 0,884 1,031 0,684-1,555

Tablo 5.12. Sigara i¢en bireylerde 590 G>A polimorfizmlerinin mesane kanseri ile iligkisi

Model p OR %095 ClI
Additive 0,248 1,552 0,737 — 4,567
Dominant 0,173 1,864 0,761 - 1,826

Resesif 0,212 1,773 0,722 — 4,355

AG ;0,174 | AG; 1,909 AG ;0,751 - 4,852
Kodominant
AA ;0586 | AA; 1615 AA ;0,287 — 9,086
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Tim o6rnek grubunda ve sadece sigara icen bireylerde polimorfizmlerin
tiimor evresi ile iligkisi sirastyla muhtemel biitiin modeller kullanilarak incelenmis
ve higbir iligki belirlenememistir (p=0,952 ve p= 0,975).

Tiim 6rnek grubunda ve sadece sigara igen bireylerde asetilasyon fenotipi ile

mesane kanseri arasinda da istatistiksel anlama ulasan bir iliski saptanamamustir

(p=0,345 ve p=0,326).
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6. TARTISMA

Mesane kanseri son yillarda yapilan aragtirmalara gore erkeklerde en ¢ok
goriilen kanserler arasinda dordiincii, kadinlarda ise dokuzuncu sirada yer almistir
(Ouerhani ve ark., 2009). 2006 yilinda yapilan ¢alismada, mesane kanseri
erkeklerde yiiz binde 19.6, kadinlarda yiiz binde 2.5 olarak tahmin edilmistir.
Erkek olmanin mesane kanseri riskini 9,8 kat artirdigi bulunmustur ( Eser ve ark.,

2011).

N-asetiltransferaz varyantlariin kanserde kisisel yatkinligr degistirdigi
diistintilmustiir. Avrupa popiilasyonunda NAT2*5B (481C>T, 803A>G),
NAT2*6A ( 282C>T , 590G>A) ve NAT2*7A (857G>A) alelleri bu fenotipleri
temsil eden en 6nemli alellerdir (Thier ve ark., 2003; Franekova ve ark., 2008).
Yapilan dort calismada mesane kanseri riski NAT2*5 haplotipine sahip bireylerde
yiiksek bulunmustur (Brockmoller ve ark., 1996; El Desoky ve ark., 2005; Filiadis
ve ark., 1999; Okkels ve ark., 1997).

Onceki calismalarda NAT2*12 allellerinin 803A> G (K268R) SNP
karakteristigi ve NAT2*13 allellerinin 282C>T SNP karakteristigi NAT2 katalitik
aktivitesini degistirmedigini agik¢a gostermistir (Hein ve ark., 1994; Fretland ve

ark., 2001).

341T>C (1114T) SNP, NAT2 proteinlerinde ve aktivitelerinde ¢ok biiyiik
bozulmalara neden olarak protein yikimi ile sonuglanan NAT2*5 alelleri ve
haploitleri ile iliskilidir (Hein ve ark., 1994; Fretland ve ark., 2001).

Bir caligmada standart referansin ozgilliigii ve seciciligi kesin olarak
hesaplanamaz. Bu nedenle farkli kombinasyonlar denenerek NAT2
polimorfizmlerinin  6zgiinliigii hesaplanmistir. Bu verilere dayanarak tek
polimorfizm ile yapilan ¢alismalarin 6zgiinliigii % 77.7 dir. 2 kombinasyon
seklinde yapilan farkli bir caligmada ise, % 96.1 fenotipi ile dogruluk gdstermistir.
Daort fakli SNP panelinde ise bu oran %98.4 “diir. ( Hein ve Doll, 2012).
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Mesane kanseri i¢in risk faktorii oldugu bilinen, sigaradan alinan aromatik
aminler NAT2 enzimleri ile metabolize edildiginden, NAT2 polimorfizmlerinin
sigara i¢imiyle alakali mesane kanserine yatkinlikta rol oynamasi muhtemeldir

(Franekova ve ark., 2008; Vinata ve ark., 2011 ).

Son zamanlarda, NAT2*5 aleline sahip sigara igen kadinlarin meme kanseri
riski ile de iliskili bulunmustur (van der Hel ve ark.,2004). Bu sonuglar NAT2
yavas asetilator fenotipi homojen degil, daha ziyade ¢esitli SNP ve haplotiplerle
beraber, farkli mekanizmalarin birden fazla yavas asetilator fenotipine sahip

oldugunu gostermektedir.

Mesane kanserlerinde, mutasyon sayisiyla timor invazyon artist ve evre
arasinda bir korelasyon bulunmustur (Lorenzo ve ark., 2008). Lorenzo ve
arkadaslarinin ¢esitli timor tipleriyle yaptiklart g¢alismada Ta evre tiimorlerde
%30.3, T1 evre tiimorlerde ise %43.7 oraninda, yine ayni grubun yaptigi bagka bir

caligmada ise T1 evre tiimorlerde yiiksek oranda mutasyon saptanmustir.

Sigara igenler arasinda NAT2 yavas asetilasyonun 4-ABP hemoglobin
adiiktlerin yiiksek seviyede oldugu gdsterilmistir. Ayrica, yiiksek dereceli mesane
timorlerinde ABP-DNA NAT2 yavas asetilasyona sahip olanlarin ve sigara
icenlerde daha yiiksek seviyelerde oldugu bulunmustur. Yaymlanmis 21
calismada yapilan incelemelerde NAT2 yavas asetilatorlerde mesane kanseri riski

icin bu artisin yeterli olmadigini bildirilmistir (Green ve ark., 2000).

Avrupa, Japonya, Amerika Birlesik Devletleri ve Ispanya’da yapilan
caligmalarda NAT2 yavas asetilasyonunun sigara icenlerde, 6zellikle de uzun
stireli sigara igenlerde, mesane kanseri riskini belirgin derecede artirdig:
bildirilmistir. Japonya’da ise homozigot hizli asetilasyon genotipinin yiiksek
goriilme sikligi nedeniyle, hizli asetilasyonun heterezigot asetilasyona gore
mesane kanserinde daha yiiksek bir risk faktorii oldugu belirtilmistir ( Hein,
2006).

NAT2 alel frekanslarinda etnik farkliliklarin oldugu goéze c¢arpmaktadir.

Ancak, Carreon ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismalarda ise NAT2 polimorfizminin
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rolii etnik grup ile ilgili olmadiginin daha ¢ok bu polimorfizminin kanserojen

madde ile birlikte farklilik gosterdigi bulunmustur (Carreon ve ark., 2006).

Cinli is¢iler arasinda yapilan bir ¢aligmada ise, hizli ve yavas NAT2
asetilatorlerinin mesane kanseri riskinde farklilik gosterdigi bulunmustur. Daha
sonra yapilan baska bir ¢alismasinda ise benzidine maruz kalan Cinli isgilerin
yavas NAT2 asetilator genotipine sahip olanlarinin mesane kanser riskinde,
azalma yoniinde iliskili oldugunu bulunmustur. Hatta yavas asetilasyona sahip
bireylerde koruyucu etkiye sahip olduklar1 yapilan ¢alismada gosterilmistir (MA
ve ark., 2004).

129 mesane kanseri hastas1 ve 148 saglikli birey ile yapilan bu ¢alismada
NAT2*6B (590G>A), NAT2*7A (857G>A) ve NAT2*11A (481C>T) alellerinin
dagilimlar1 incelenerek mesane kanseri igin olusturduklar risk incelenmistir. Buna
ek olarak NAT2 alelleri temel alinarak olusturulan asetilasyon fenotipleri ile
mesane kanseri arasindaki iligki aragtirllmigtir. Tiim SNP’ler i¢in homozigot
yabanil olan genotipler hizli asetilasyon, herhangi bir SNP i¢in heterozigot
genotipler orta asetilasyon, bir ya da daha fazla homozigot varyant, ya da iki veya
daha fazla heterozigot genotipe sahip olan bireyler yavas asetilasyon fenotipleri

olarak tanimlanmustir ( Hein ve Doll, 2012).

Hasta ve kontrol gruplarina ait genotip verileri SPSS 21.0 ve PLINK
programlari ile istatistiksel analize tabi tutulmustur. Hasta ve kontrol gruplarinin
genotip dagilimlart Hardy Weinberg Denge (HWD) testi ile incelenmistir.
Cinsiyet ve sigara kullaniminin mesane kanseri ile iligkisi ki-kare bagimsizlik testi
ile incelenmistir. Hastalik ve polimorfizmler arasindaki iligski lojistik regresyon
analizi ile belirlenmistir. Dengenin saglanmadig1 durumlarda hastalik ile incelenen
polimorfizm arasindaki iligki, HWD’in saglanmasini gerektirmeyen aditif
genotipik model ile incelenmistir. Tiim analizlerde anlamlilik sinir1 p<0,05 olarak

kabul edilmistir.

NAT2 481C>T polimorfizmi hastalikla iliskilendirilme egilimi gostermis
(p=0,059) sadece sigara i¢en bireyler degerlendirmeye alindiginda ise istatiksel

anlamliligin arttigi ve bu polimorfizmin hastalikla kuvvetli bir sekilde iliskili
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oldugu bulunmustur. Aditif test sonuglarina gore, T alelinin mesane kanserine
kars1 koruyucu etkisi belirlenmistir. Diger polimorfizmler ile mesane kanseri riski

arasinda bir iligki saptanamamustir.

Gerek tiim ornek grubu incelendiginde, gerekse sadece sigara igen bireyler
gruplandiginda asetilasyon fenotipi ile mesane kanseri arasinda istatistiksel

anlama ulasan bir iliski saptanmamustir.

Mesane kanseri hasta grubunu olusturan bireyler tiimor evrelerine ve
asetilasyon fenotiplerine gore gruplandirilmis, ancak asetilasyon fenotipi ile tiimor

evresi arasinda bir iliski bulunamamustir.

Popiilasyonlara yonelik yapilacak ileriki ¢aligmalar bu genlerin mesane
kanseri ile iligkisini netlestirecektir. Yapilacak ¢alismalarda farkli alel
kombinasyonlar1 denenmesi mesane kanserine yol acan faktorlerin daha iyi
anlagilmasin1 saglayacaktir. Ayrica c¢alismaya dahil edilen birey sayisinin

artirilmasi da daha giiclii istatistiki iliskiler ortaya koyacaktir.
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