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OZET

MESANE KANSERINDE GLUTATYON-S-TRANSFERAZ M1 ve T1
POLIMORFIZMLERININ ROLU

Mesane kanseri, diinya genelinde erkeklerde dordiincii, kadinlarda sekizinci
en sik goriilen kanser tiiriidiir. Epidemiyolojik ¢aligmalarda sigara tiikketimi, meslek
sebebi ile maruz kalinan endiistriyel maddeler, genetik faktorler ile ¢evre arasindaki
etkilesimlerin mesane kanseri olusumu icin farkli seviyelerde yatkinlik olusturdugu
goriilmektedir. Metabolizmada gergeklesen reaksiyonlar sonucu meydana gelen
endojenlerin  ve toksik ksenobiyotiklerin  detoksifikasyonunda Glutatyon-S-
transferazlarin (GST) onemli rolleri vardir. Bu enzimler hidrofobik ve elektrofilik
ozelliklerdeki toksik ksenobiyotiklerle karsilastiklarinda glutatyonla bu bilesikler
arasindaki konjugasyon reaksiyonunu katalizleyerek bu bilesiklerin suda ¢oziiniir
hale gelmesini ve organizmadan atilmasini saglarlar.

Bu tez ¢alismasi gergevesinde Tirk mesane kanseri hastalarinda GSTMI1ve
GSTT]1 gen polimorfizmlerinin hastalikla iligkisi, cinsiyet, yas ve sigara tiikketimi gibi
cevresel faktorler ile birlikte arastirilmistir. Bu amagla, mesane kanseri tanisi almis
197 hasta ve kanser Oykusi olmayan 164 bireyde multipleks PCR yontemi ile
GSTMI1 ve GSTT1 polimorfizmleri belirlenmis ve mesane kanserine yatkinliktaki
rolleri  incelenmistir.  Istatistiksel  degerlendirme  sonucunda, incelenen
populasyonunda GSTMI1 null genotipinin mesane kanseri riskini 1,6 kat artirdigi,
GSTT1 null genotipinin ise hastalikla iliskisi olmadig1 saptanmistir. Buna ek olarak,
sigara i¢ciminin mesane kanseri riskini 5,1 kat; erkek olmanin ise 5,7 kat artiran
faktorler oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: GSTM1, GSTT1, polimorfizm, mesane kanseri, multipleks
PCR
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SUMMARY

THE ROLE OF GLUTATHIONE-S-TRANSFERASE M1 and T1
POLYMORPHISMS IN BLADDER CARCINOMA

Bladder carcinoma is the fourth most frequent cancer type in males and the
eighth in females throughout the world. According to epidemiological studies,
industrial materials exposed due to profession, interactions between genetic factors
and the environment cause various levels of susceptibility to the bladder carcinoma.
Glutathione-S-transferences (GST) have important roles in detoxification of
endogens and toxic xenobiotics formed as a result of the reactions in the metabolism.
When these enzymes come across with the toxic hydrophobic and electrophilic
xenobiotics, they catalyze the conjugation reaction between these compounds and
glutathione, thus enable the compounds to be soluble in water and disposed from the
organism.

Within the scope of this this study, the relationship between GSTM1 and
GSTT1 gene polymorphisms and the disease along with the factors such as sex, age
and smoking in Turkish patients with bladder carcinoma has been investigated. For
this purpose, GSTM1 and GSTT1 polymorphisms are analyzed with multiplex PCR
in 197 patients diagnosed with bladder carcinoma and in 164 people without cancer
history; and the roles of the polymorphisms in susceptibility to the bladder cancer are
investigated. As a result of statistical evaluation, it is found that GSTM1 null
genotype increases the risk of bladder carcinoma 1,6 times; and GSTT1 null
genotype is not associated with the bladder cancer in the study population.
Additionally, smoking is found to increase the risk of bladder carcinoma 5,1 times;
and being male is also a factor increasing the risk of bladder carcinoma 5,7 times.

Keywords: GSTML1, GSTTL1, polymorphism, bladder cancer, multiplex PCR



1. GIRIS

Kanser, ¢evresel ve kalitsal faktorlerle hiicre DNA’sinin mutasyona ugramast
ve bunlarin birikimi sonucu ortaya ¢ikan hiicre kontroliiniin kaybedildigi bir
hastaliktir. Cevresel ve kalitsal faktorlerin kanser olusumuna katkilari kanserin
tiirline ve yasanilan ¢evreye gore degisiklik gosterebilmektedir.

Mesane kanseri, bat1 iilkelerinde en ¢ok goriilen kanserler arasinda erkeklerde
dordiincii, kadinlar arasinda ise sekizinci siradadir (Sanyal ve dig., 2004). Tirkiye‘de
Olim nedeni olarak erkeklerde onuncu, kadinlarda ise ondokuzuncu sirada yer
almaktadir (Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanligi, 2000).

Viicudun antioksidan kapasitesinin korunmasi canlilifin devami agisindan
cok onemlidir. Sigara dumaninda bulunan polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH),
aromatik aminler, nitrozaminler gibi karsinojenlerin aktif metabolitleri, gevresel ya
da mesleki olarak maruz kalinan endiistriyel atiklar, iyonize radyasyon ve serbest
radikaller hiicre icinde birikebilir, anahtar enzimleri inhibe edebilir ya da direkt
olarak hiicre hasarina neden olabilir (Onaran ve dig.,1998; Fernandes ve dig.,1994).
Bu toksik metabolitler CYP, NAT, SULT, AKR ve GST’ler gibi spesifik enzimler
tarafindan detoksifiye edilirler. Bu enzimler toksik maddelerin reaktif bolgelerini
cesitli kimyasallar ile modifiye ederek, viicuda zarar vermeyecek hale getirip
depolanmasin1 ve giivenli bir sekilde disar1 atilmasina yardimci olurlar (Seidegard ve
Ekstrém, 1997; Hirvonen, 1999).

Toksik olan metabolitlerin detoksifikasyonunda gorev alan enzimlerin en
onemlilerinden biri de GST genleri tarafindan kodlanan glutatyon S-—transferaz
(GST) izoenzim ailesidir. Bu enzimler ¢evresel kaynakli kimyasallar ve dogal olarak
olusan birgok metabolitin detoksifikasyonundan sorumlu olup, dokularin oksidatif
hasardan korunmasinda rol oynayan 6nemli enzimlerdir. Hidrofobik ve elektrofilik
ozelliklerdeki toksik birlesiklerle karsilastiklarinda, glutatyonla (GSH) toksik
bilesikler arasindaki konjugasyon reaksiyonunu katalizleyip, bu bilesiklerin suda
¢ozlinlir hale gelmesini saglayarak hiicreden atilmasina yardimci olurlar. Boylece
hiicrenin redoks durumunun diizenlenmesini saglamis olurlar (Commandeur ve

dig.,1995).



Hicrede bulunan toksik metabolitlerin aktivasyon ve detoksifisasyonunu
saglayan mekanizmada yer alan enzimleri kodlayan genlerde ¢esitli nedenlerden
dolay1 polimorfizmler ortaya c¢ikabilir. Bu gen dizilerindeki polimorfizmler enzim
aktivitesinde degisiklige neden olabilir ve metabolizmay1r olumsuz yonde
etkileyebilirler. Karsinojenik metabolitlerin DNA’da direkt ya da dolayli olarak yol
actig1r hasar1 tamir etmek ve genom biitiinliigiinii korumak icin biyolojik tamir
mekanizmalar1 hasara cevap verirler. Eger amino asit degisimine neden olan
polimorfizmler DNA tamir genlerinde meydana gelirlerse, sistemin DNA hasarin
tamir etme kapasitesini etkileyebilir ve sonugta kisiyi kansere yatkin hale
getirebilirler (Shen ve dig., 2003). Bazi bireylerde goriilen belirli kanser tiirlerine
yatkinligin artmas1 veya azalmasinin nedeni olarak da toksik metabolitlerin
detoksifikasyonunda rol oynayan enzimlerin gosterdigi genetik polimorfizme bagh
oldugu diisiiniilmektedir (Malats ve dig., 2000; Kim ve dig.,2000; Reszka ve dig.,
2006).

Glutatyon S—transferaz izoenzim ailesi aminoasit dizileri, primer yapilari,
kimyasal afiniteleri, substrat spesifitelerine goére alpha (A), mu (M), pi (P), theta(T)
ve zeta (Z) olarak 5 smifa ayrilmiglardir ve tum hucrelerde bulunurlar (Picket, 1989;
Kimura 1998). Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda GST izoenzim ailesinden mu ve
teta alt gruplarinin M1 (GSTM1) ve T1 (GSTT1) allellerinin insanlarda en fazla
polimorfizme ugradiklar1 goriilmiistiir.

Farkli populasyonlarda GSTM1 ve GSTT1 delesyon varyantlarinin gesitli
kanser olgulariyla iliskisinin incelendigi c¢ok sayida arastirma bulunmaktadir.
Ulkemizde de bu allellerin gesitli kanser tiirlerinde arastirildig: birkac calisma vardir.

Bu genlerin alel frekanslar1 popiilasyonlara gore farkliliklar gosterebilmektedir.

1.1. Mesane Kanserinin Patofizyolojisi

Mesane, idrar rezervuart olarak gorev yapan, i¢ yiiziinde transizyonel
epitelden olusmus mukoza bulunan, miiskiiler bir organdir. Bu mukozanin {izerinde
konektif ve elastik doku igeren submukoza (lamina propria), onun da disinda
(miiskiiler propria) kas tabakas1 bulunur. Mesane kubbesi ve posterior yiizii peritonla
ortaludar.

Anormal replikasyona ugrayip tiimér olusturan hiicrelerin kanser olarak

nitelendirilebilmesi i¢in invazyon o&zelligi gostermesi gerekmektedir. Yani bu



hiicreler farkli tabakalara yayillma o6zelliginde olmalidirlar (Cornell Urology,
Bladder Cancer 2012).

Ileri yaslarda ortaya ¢ikan mesane kanseri gibi birgok insan malignitesi,
DNA’da zaman igerisinde meydana gelen degisikliklerin olusturdugu hem
onkogenlerin induksiyonu, hem de timor stpresor genlerin inhibisyonu sonucunda
hiicrelerin malign hiicrelere doniismesiyle olusur. Ksenobiyotikler, ¢esitli karsinojen
maddeler, radyasyon gibi indiikleyici ajanlara maruz kalinmasi hiicrelerde bir takim
olumsuzluklar meydana getirirler. Tamir mekanizmalarina ragmen, timor olgularinin
bir ¢ogu bu mekanizmalardan kagabilecek potansiyele sahiptirler (Presti ve
dig.,1991). Mesane kanseri renal pelvisten iiretraya tiim trotelyumun degisik
alanlarini tutabilecek malign transformasyona yatkin alan degisikligi seklinde ortaya
cikabilir (Presti ve dig.,1991).

Mesane kanserinde en sik rastlanan kanser tipi degisici hiicreli epitel
karsinomudur. (TCC). Skuamoz hiicre karsinomasi ve adenokarsinoma tiplerine
mesane tlimorlerinde az rastlanmalarina ragmen saldirgan 6zellikte olduklari i¢in
onem arz etmektedirler.

Mesane tlimorleri yiizeysel ve invazif olma durumlarmma goére 6 gruba
ayrilirlar;

Ta; Invazyonu mukoza ile smirli olan yiizeysel timér tipidir. Disa dogru
blylme gosterirler ve Grotelyumun 6tesine gecemezler.

In Situ Karsinom (CIS); Yassi yiizeysel timérlerdir, Ta tiimor tipi gibi
invazyon gostermezler.

T1; Bag dokuya (Lamina propria) invaze olmus tiimorlerdir.

T2; Kas tabakasina (Muskiiler propria) invaze olmus fakat mesane ile sinirh
kalmis tiimorlerdir.

T3;Yag tabakasina (Perivezikal dokuya) invazyon egiliminde olan
timorlerdir.

T4; Mesane yakinlarinda bulunan organlara (prostat, uterus, vajina gibi)

invazyon yapabilme yeteneginde olan tiimor tipleridir (Luis ve dig.,2007).
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Sekil 1.1. Mesane tumorlerinin evreleri ve yayildiklar1 dokular (e-Bladder Cancer,
2012)

1.2. Mesane Kanserinin Klinigi

Idrarda eritrosite rastlanmasi (hematiiri), idrarda kan goriilmesi, sik sik idrara
cikilmasi, idrara c¢ikmada zorluk yasanmasi (diziiri), tekrar eden idrar yolu
enfeksiyonlari, kilo kaybi, yorgunluk hissi mesane kanseri hastalarinda sik goriilen
semptomlardir.

Kanser oOliimlerinde, mesane kanserinden oOlim oran1 erkeklerde %2,9,
kadinlarda %]1,5 olarak tespit edilmistir. Tan1 konduktan sonra 5 yil icerisinde ise
hayatta kalma oranlar1 erkeklerde kadinlara oranla daha fazladir. Irklara gore tespit
edilen hayatta kalma oranlar ise; Beyaz erkekler %84; Afrikali-Amerikal1 erkekler
%71; Beyaz kadinlar %76; Afrikali-Amerikali kadinlar %51°dir. Bu durum yazilan
oranlarda da goriildiigl iizere 6zellikle Afrikali-Amerikali kadinlarda daha anlamlidir
(Edward, 2005).

Ayrica mesane kanseri goriilme oraninin g¢evresel karsinojenlere ¢ok daha
fazla maruz kaldiklar1 i¢in, kentsel alanlarda yasayan bireylerde kirsal alanlarda
yasayanlara gore daha yiiksek oldugu da belirlenmis bir gergektir. Bu yonelimler,
genetik yatkinlik, molekiiler anomaliler disinda ¢evresel etkenler ve endiistriyel
materyallerin de mesane kanserinin olusumuna katkida bulundugu ger¢egini

desteklemektedir. 2-Naftilamin, Benzidine, 4-Aminobiphenil gibi karsinojen olan



molekiiller kuaforliik, tekstil, boyacilik, deri islemeciligi gibi bir ¢ok sektorde
kullanilmakta, bu sektorde c¢alisan insanlar da bu kimyasallara siirekli maruz
kalmaktadirlar (Silverman ve dig.,1992). Karsinojen ksenobiyotiklerin hicrede
birikimi, DNA hasarlarina sebep olmaktadir. Dolayisiyla mesane kanserinde
yatkinlik arastirtlirken, GST’ler gibi karsinojenlerin hiicre igerisindeki dengesini
detoksifikasyonla saglayan, hiicre tamir mekanizmasi, apoptoz gibi hiicre dongiisii
icin kritik olan olaylarda gorev alan proteinleri kodlayan genlere arastirmalarda

oncelik verilmektedir.

1.3. Mesane Kanserinin Teshisi

Mesane kanseri, konvansiyonel sitoloji, flow sitometri, kantitatif floresan
goriintii analizi, ekskretuar tirografi ve sistoskopi gibi bir ¢cok yontem ile teshis edilip
tan1 konulabilir. Konvansiyonel sitoloji yiiksek gradeli tiimorler ve karsinoma in situ
tanilarinda daha duyarli bir metod olmasima ragmen zaman zaman yanlis sonuglar
verebilmektedir.

Flow sitometri ise, DNA’ya baglanan floresan bir boya ile hiicre ¢ekirdeginin
boyanarak hiicrelerdeki DNA miktarinin belirlenmesi esasina dayanir. Dolayisiyla bu
yontemle tiimorlerdeki andploid hiicre popiilasyonu ile S fazindaki hiicrelerin
yiizdesi hesaplanarak tiimor hakkinda bilgi sahibi olunabilmektedir (Edward, 2005.
2732-2843).

Kantitatif floresan goriintii analizi mesane kanseri teshisinde kullanilan diger
bir yontemdir. Floresan bir mikroskop yardimi ile, mikroskopik bir lam {izerine
yayilmis olan hiicrelerin ¢ekirdeklerini tarayarak , hiicrelerin her birindeki DNA
miktarini kantitatif olarak 6l¢en otomatik bir sitolojik tekniktir.

Ekskretuar uUrografi, Ozellikle kucuk boyutlarda olan mesane kanseri
tanilarinda ¢ok fazla duyarli bir yontem olmasa da mesane kanseri semptom ve
bulgular goriilen ¢ogu hastada uygulanir.

Mesane kanserinde en g¢ok kullanilan ve en kesin olarak goriilen teshis
yontemi ise sistoskopidir. Sistoskopi elastik fiber optik bir borucugun idrar
kanalindan sokularak mesanenin ve lretranin gorsel olarak incelenmesi islemidir.
Mesane kanseri oldugundan siiphelenilen her hastaya sistoskopi disinda bimanuel
muayene yapilmali ve gerekirse anormal olanlardan kesin teshis i¢in biyopsi

alinmalidir.



Bunlarin yani sira tam bir klinik tani koymak ve tiimor evrelerinin
belirlenebilmesi igin ultrasonografi, bilgisayarli tomografi (BT) ve manyetik
rezonans goriintiileme (MRG) teknikleri de mutlaka kullanilmaktadir (Edward, 2005.
2732-2843).

1.4. Mesane Kanserinin Tedavisi

Tiim kanser tiirlerinde oldugu gibi, mesane kanseri tedavisinde de ne tiir bir
tedavi uygulanacagina karar verilmesi icin tumor derece ve evrelerinin belirlenmesi
dogru tedavi uygulanmasi igin sarttir.

Mesane tiimorlerinde genel olarak teshis ve tedavide kullanilan bir yontem
olan transiiretral rezeksiyon (TUR) yOntemi; mesane tiimoriiniin sistoskop yardimi
ile ¢ikarilmasi islemidir. Mesaneye idrar yolundan 151k ve kamera iceren bir alet ile
girilerek mesane igerisinde izlenen tiimor, rezektoskop ile hastanin viicudunda
herhangi bir kesim yapilmadan idrar yolundan disar1 ¢ikarilir. TUR islemi sonrasinda
mesane icerisinde kalan tiimor hiicrelerinin tekrar gogalarak timor olusturmamasi ve
mesanenin daha derin katlarina ilerleyerek ¢evre dokulara sigramamasi igin 6zel tibbi
ilaclar mesane igerisine verilerek kalan timor hiicreleri yok edilebilir. Bu tedavilerin
timune intravezikal tedaviler denir (Herr, 1999; Miladi,2003)

Gilnumuzde intravezikal tedavide, Mitomisin-C, Thiotepa, Doksorubisin,
Bacillus Calmette-Guerin (BCG) ilaglar1 en sik kullanilan ilaglardir.

Mitomisin-C; Timor hiicrelerinin DNA sentezini bloke eden bir ilagtir.
Mitomisin-C’ ye tam cevap %36-78 oraninda degisiklik gostermektedir. Transiiretral
rezeksiyon sonrasi niiksii azaltma orani ise %30’tiir (Divrik ve dig.,2006).

Thiotepa; Trietilentiofosforamid’ten meydana gelen bir ilagtir. Ilaca tam
cevap %>55 civarinda olup niiks oranini oldukc¢a azaltmaktadir.

Koruyucu bir ajan olan doksorubisin ise antrasiklin turevi bir antibiyotik olup
DNA igine entegre olma Ozelligine sahiptir. Doksorubisine tam cevap ise %38
civarindadir.

Bacilius Calmette Guerin (BCG), bir verem asisidir. As1 igerisinde
Mycobacterium bovis bakterisi bulunmaktadir. Savunma sistemini alarm durumuna
gecirerek tiimor hiicrelerinin 6ldiiriilmesini saglamaktadir. Tam cevap %36-71
oranindadir. Intravezikal tedavi hastalara haftada bir kez, 6 hafta sire ile

uygulanmaktadir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Antrasiklin
http://tr.wikipedia.org/wiki/Antibiyotik
http://tr.wikipedia.org/wiki/DNA
http://tr.wikipedia.org/wiki/Enterkalasyon

Cerrahi olarak tedavi edilemeyecek derecede yayilimi olan ya da ameliyat
sonrast diger organlara yayillma tespit edilen hastalarda ise kemoterapi ve

radyoterapiye basvurulmaktadir

1.5. Mesane Kanserinde Risk Faktorleri

1.5.1. Tattn Urdnleri Tuketimi

Sigara tlketimi, mesane kanseri riskini arttirdigi distiniilen, bugiine kadar
yapilan arastirmalarda somut olarak kanitlanmis en énemli gevresel risk faktoriidiir.
Sigara dumaninda 60°tan fazla karsinojen saptanmistir. Sigara dumanina maruz kalan
bireylerde, karsinojen ksenobiyotikler DNA’ya katilabilmektedirler. Bu DNA-
karsinojen katiliminin énemli goreve sahip bir gende olmasi, bu gende mutasyona
yol agarak, sentezlenen proteinin fonksiyonunun bozulmasina yol acar ve hiicreleri
kanser gelisimine siriikler. Titiin triinlerinde bulunan karsinojen maddelerden

bazilar1 ve bunlarin sigarada bulunduklari1 miktarlar Tablo 1.1°de verilmistir.

Tablo 1.1. Tatun drdnlerinde bulunan karsinojen tipleri ve miktarlari

Kimvasal Sinif Bilesik | Sigara Dumaninda Sigara
Y Sayis1 | Bulunan Karsinojen | Miktari (ng)
B(a)P 9
PAH 14 Dibenzo (a,U) antrasen 4
. . NNK 123
Nitrozaminler 8 NNN 179
. . 4-Aminobifenil 1,4
Aromatik Aminler 12 2-Naftilamin 10
. Formaldehit 16000
Aldehitler 2 Asetaldehit 819000
Fenoller 2 Katesol 68000
. Benzen 59000
Ucucu Hidrokarbonlar 3 1,3-butadien 52000
Nitro bilesikleri 3 Nitrometan 500
. R Etilen oksit 7000
Diger Organik Bilesikler 8 Akrilonitril 10000
inorganik Bilesikler 9 Kadmiyum 132

B(a)P; Benzo(a) piren, NNK; 4-(metilnitrozoamino)-1-(3-piridil)-1-butanon,
NNN; N-Nitrozonornikotin, PAH; polisiklik aromatik hidrokarbonlar (Hecth, 2003)

Thompson ve arkadaslarinin (2009) yaptig1 bir arastirmada sigara tiikketiminin

mesane kanseri hastalarinda tiimdriin biyiikligiini, yayilimciligmi ve tiimdriin



histolojik olarak evre ve derece yiiksekligini etkileme egiliminde oldugu goriilmiistiir
(Ouerhani ve dig.,2009)

Sigara tlketimi metabolizmada 4-aminobifenil (4-ABP), benzidin, beta-
naftilamin, arilamin, heterosiklikaminler gibi bilesenlerin metabolizmada artisina
neden olmakta ve 4-ABP’yi metabolik olarak aktif ederek p53 geninin 280 ve 285.
kodonlarina baglanmasini tetiklemektedir. pS3 gen degisimleri de agirlikli olarak
invaziv ve yiiksek dereceli timorleri meydana getirmektedir. Bu konuda yapilan
genis bir analizde sigara icen ve igmeyen bireyler kiyaslandiginda, igen bireylerin
mesane kanserine yakalanma olasiliginin 2.57 kat arttig1 goriilmiistiir. (Ouerhani ve
dig.,2009)

Mesane kanseri hastalar1 sigara Oykiileri baz alinarak incelendiginde sigara
kullanim miktar ve siirelerinin de mesane kanserine olan yatkinlikta énemli rolii
oldugu, sigara igmeye devam eden hastalarda farkin daha da belirginlestigi
goriilmustiir. 18 yasindan once sigaraya baslayan bayan mesane kanseri hastalarinda
mesane kanserine yakalanma riskinin 3 kat daha fazla oldugu da belirlenmistir
(Karagasa ve dig.,2005)

1.5.2. Diyet ve Siv1 Tiiketimi

Mesane kanseri riskinin ¢evresel faktorler acisindan incelendigi
calismalarinda, diizenli beslenmenin, meyve ve sebze tiikketiminin, mesane
karsinojenleri iizerinde belirgin bir etkisi oldugu saptanamamus, fakat koruyucu bir
etkisi olabilecegi diistiniilmistiir (Silverman, 2006).

Bunun disinda birg¢ok ¢alismada sivi tiiketimi incelenmis ve sivi tiikketiminin
mesane kanseri riski acisindan Onemli oldugu belirlenmistir. Sivi alimi, idrar
atilmasinda artis1 saglamasi, karsinojenlerin iirotelyum ile etkilesim zamanimi
kisaltmasina ve tiirotelyumdaki karsinojenlerin konsantrasyonlarini seyreltlmesine
neden oldugu ic¢in mesane kanseri hastalarina diyet modifikasyonu olarak
onerilmektedir (Michaud ve dig.,1999; Leppert ve dig.,20006).

Ayrica sivi aliminda artis erkeklerde mesane kanseri riskini azaltan bir
faktordiir. The Health Professionals’in yaptig1 48.000 erkegin 10 yildir takip edildigi
caligmada, s1vi1 tiikketiminin mesane kanseri riski ile ters orantili oldugu goriilmistiir.
Giinde en fazla 2531 mL, en az 1290 mL siv1 tiiketen erkeklerin mesane kanser

riskinin yartya diistiigii saptanmistir (Michaud ve dig.,1999).



Fakat tim bu calismalara ragmen genel ya da spesifik sivi alimi artiginin,
mesane kanseri riskine karsi koruyucu bir strateji oldugunu sdyleyebilmek i¢in kesin
onerilerde bulunmadan 6nce daha fazla veriye ihtiyaci oldugu diistiniilmektedir.

Yapilan farkli c¢alismalarda kahve tiiketiminin mesane kanseri riski ile
iligkisine bakildiginda tutarli sonuglar elde edilememis ve eger kahve bir mesane
karsinojeni ise, zayif bir etkisi oldugu disiiniilmiistiir. Ayrica alkol ve yapay
tatlandiricilarin, mesane kanseri icin risk faktorii olusturduguna dair, net kanitlar da
bulunamamustir (Silverman, 2006).

llave olarak, suda vyiiksek arsenik seviyesine sahip Tayvan’in
kuzeydogusunda mesane kanseri oraninin anlamli bir sekilde yiiksek oldugu tespit
edilmistir (Chiou ve dig.,2001)

Cin’de ise lretilen bitkisel bir zayiflama ilacinin, iiretim hatasi sonucu,
Stephania tetrandra yerine kaza ile karsinojen etkisi oldugu bilinen Aristolochia
fangchi otunun kullanimi sonucu, mesane kanseri riskinin arttigi ortaya konulmustur

(Nortier ve dig.,2000).

1.5.3. Cinsiyet

Mesane kanserinin erkeklerde goriilme orani kadinlara gore 3 kat daha
fazladir. Erkeklerde prostat, akciger ve kolorektal kanserlerden sonra %6,2 ile tiim
kanserler icinde en sik rastlanan 4. kanser tiirii olup, 6liim sebebi olarak da 9. sirada
bulunmaktadir (Jemal ve dig.,2010). Kadinlarda ise %?2,5 ile tiim kanser tiirleri
arasinda 8. sirada goriilmektedir.

Cinsiyet farkinin mesane kanseri iizerindeki spesifik etkisi kesin olarak hala
bilinmemekle beraber bu insidans farki, ¢ogu calismada sadece cinsiyet farkina
baglanmamus, tiitiin kullanim1 ve ¢evresel karsinojenlere maruz kalma oranlariyla da
iliskilendirilmistir (Karagasa ve dig.,2005). Fakat insidansin son yillarda kadin ve
erkeklerde yakin bulunmasi beklenmeyen bir durum oldugu icin, kadinlarin daha
onceki yillarda disarida calisma oraninin az olmasi ve dolayisiyla cevresel
karsinojenlere daha az maruz kalmasina baglanmistir (Edward, 2005. 2732-2843).

Ayrica erken yasta sigara icmeye baslayan kadin ve erkek hastalar
karsilastirildiginda, mesane kanseri olma riski erken yasta sigara igen kadinlarda

erkeklere gore ¢ok daha yiiksek bulunmustur (Karagasa ve dig.,2005).



154 Yas

Mesane kanseri her yasta goriilebilen bir timér tiirl olsa da, mesane tumor
gelisiminde yas bliyiik bir risk faktoriidiir. Yas arttikga mesane kanseri olma ihtimali
de artmaktadir. Mesane kanserinin genel olarak ortaya ¢ikma yasi kadinlarda 74 iken,
erkeklerde 72 oldugu yapilan ¢alismalarda saptanmistir (Horner ve dig.,2009)

Mesane kanseri insidansinin yasin artmasi ile dogru orantili olarak arttigi
bircok c¢alismada goriilen bir sonugtur. 65-69 yas araligindaki erkek bireylerde
mesane kanseri insidanst %33 iken, 85 yas lizerindeki erkeklerde bu oran %75’e
yukselmektedir. Ayrica daha gen¢ yaslardaki bireylerde ortaya ¢ikan mesane
timdrlerindeki klinik davranis ve molekiiler degisikliklerle, ileri yaslardaki
bireylerde goriilen mesane tlimoriiniin klinik davranis ve molekiiler degisiklikleri de

benzer degildir (Edward, 2005. 2732-2843).

1.5.5. Mesleki Risk Faktorleri

Mesane kanseri, tiitiin tiikketimi, yas artis1, cinsiyet gibi ¢evresel risk faktorleri
yaninda, kimyasal karsinojenlere maruz kalinmasindan etkilenen, multifaktoriyel bir
hastaliktir. Kimyasal karsinojenlere maruz kalinmasinin mesane kanseri riskini
arttirdig1 yapilan bir¢ok calismada goriilen ortak bir sonugtur. Karsinojen maruziyeti
ile mesane kanseri arasindaki iliski incelendiginde karsinojenlerin dozunun, mesane
kanserinin gelisim riskini etkileyen faktorlerden bir tanesi oldugu kanisina varilmigtir
(Salagovic ve dig.,1999).

Bircok kimyasal, mesane kanserini karsinojen olarak etkileyebilmektedir.
Bunlardan en onemlileri; B- Naftilamin, 4-Aminobifenil, benzidin, anilin boyalar,
siklofosfamid ve benzerleridir. Potansiyel karsinojenlere maruziyetin artmasina
neden olan ¢esitli meslek gruplarinda ¢alisan bireylerin mesane kanseri olma riskleri
diger mesleklerde calisanlara gére cok daha yiiksektir. Boya ve lastik endiistrisinde
calisanlar, otomobil iireticileri, metal iscileri, kagit iireticileri, kurutemizlemeciler,
kuaforler, dis hekimleri, deniz miihendisleri, otomobil iscileri, kamyon soforleri
yiikksek miktarda polisiklik aromatik aminlere maruz kalmalarindan dolayr risk
altinda olan mesleklerden bazilaridir (Vineis ve dig.,1997; Nilsson ve dig.,2008;
Delclos ve dig.,2008; Leppert ve dig.,2006). Kanserojenlere maruziyetten dolayi

10



kaynaklanan mesane kanseri, maruziyet sonrasinda 30 - 50 yila kadar ortaya

¢ikmayabilir (Golijanin ve dig.,2006).

1.5.6. Parazitler

Idrar yolu enfeksiyonlari, kateterler, mesane taslari ve tam fonksiyon
gOsteremeyen bir mesane, mesanede skuamoz hiicre karsinoma (SCC) riski artist ile
iliskilidir (Mostafa ve dig.,1999; Shokeir ve dig.,2004).

Mesanenin Misir’da endemik olarak goriilen Schistosoma haematobium
paraziti tarafindan enfekte edilmesi, kronik mesane iltihabinin olusumuna neden olur.
Olusan bu iltihabin karsinogenezde Onemli bir rol oynadigi diisiiniilmekte ve bu
parazit tarafindan enfekte olunmasi, mesanede, 6zellikle skuamoz hiicre karsinom

(SCC) riskini arttirdig1 diistiniilmektedir (Golijanin ve dig.,2006).

1.6. Mesane Kanserinin Molektler Biyolojisi

Kromozomal degisiklikler tiimoér olusmu icin primer ya da sekonder etki
yaratabilmekte ve c¢ogu zaman tiimoriin ilerlemesi ile ilgili olabilmektedirler.
Kromozomal degisiklikler tiimor siipressor genlerin inaktivasyonuna ya da kopya
sayist artist veya kirilan noktalarda yeniden diizenlemeler yapilmas: ile
protoonkogenlerin aktivasyonuna neden olabilirler. Uzun yillardir yapilan kanser
tirlerinin ortaya ¢ikis nedenleri, gelisimi ve evrelerinin arastirildigi sitogenetik
calismalarda, sayisal ve yapisal kromozomal degisiklikler tanimlanmistir. Mesane
timorii gelisimi lizerine, molekiiler yontemler kullanilarak yapilan sitogenetik
aragtirmalarda, 3p, 6q, 9q, 11p, 17p ve 18q kromozom kollarinda yapisal ve sayisal
farkliliklar oldugu gozlemlenmistir (Sandberg and Berger, 1994).

Yiiksek dereceli mesane tiimorlerinde 7. kromozomun sayisal olarak arttigi
gozlenmis ve bu artisin mesane timor gelisimi ile iligkili olabilecegi kanisina
vartlmistir. 9q kromozom kolunun kaybi ise, diisiik derecelilerden ok, yiksek
dereceli mesane tlimorlerinde goriilmiistiir. Bu yiizden de mesane kanseri
gelisiminde Onciil olabilecegi diistintilmistiir (Sandberg and Berger, 1994; Tsai ve
dig.,1990; Miyao ve dig.,1993; Orlow ve dig.,1994).

Mesane timorindn ileri evrelerinde ise 3p, 1lp, 17p delesyonlar1 ile

karsilagilmis ve bu delesyon bolgelerindeki genlerin kaybmin mesane kanseri
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gelisiminde ilerleyici etkiye sahip olduklar1 ve dolayisiyla kayiplarinin mesane
kanseri gelisimine neden olmus olabilecegi diisliniilmiistir (Waldman ve dig.,1991;

Presti ve dig.,1991).

1.6.1. Onkogenler

Yillardir siiren onkolojik arastirmalar tiimor gelisiminin bir takim genlerde
meydana gelen, deformasyonlardan kaynaklandigini ortaya koymustur. Onkogenlerin
indiiklenmesi, normal genin farklilagarak, hasarli hale donmesine ve malign
hiicrelerin  olusumuna neden olmaktadir. Olusan malign hiicreler, kontrol
mekanizmasindan kagarak tiimor olusumuna neden olmaktadirlar (Edward, 2005).

Mesane tlimorlerinin %20’si kadarinin Ras onkogeninin mutasyonlu oldugu
bilinmektedir (Knowles ve Willamson, 1993; Agnantis ve dig.,1990).
Metabolizmada 6nemli yolaklar1 aktive eden GTPaz enzimleri Ras genleri tarafindan
kodlanirlar. GTP bagh iken aktif, GDP bagli iken inaktif durumdadirlar. Ras
genlerinde tek aminoasit degisimine neden olan onkogenik mutasyonlar, molekiiliin
stirekli aktif olmasina neden olurlar (Luis ve dig.,2007). Cogu timor gesitlerinde K-
ras geni mutasyona ugradig1 goriiliirken, mesane kanserinde H-ras geninin 12, 13 ve
61. kodonlarinda nokta mutasyonlari tanimlanmig, K-ras geninde mutasyon nadiren
tanimlanmistir. N-ras geninde de birka¢ mutasyon gosterilmistir (Haliassos ve
dig.,1992; Przybojewska ve dig.,2000).

Proliferasyonun diizenlenmesinde ve nikleer fosfolipidlerin
sentezlenmesinde etkili olan bir baska onkogen ise Myc genleridir. 8. kromozomun
uzun kolunda yer almaktadir. C-myc onkogeninde meydana gelen en ufak bir gen
hasar1 genin ekspresyonunun artisina sebep olmakta, bu durum hiicrenin
proliferasyon dengesini direk olarak etkileyebilmekte ve tiimdr olusumuna neden
olabilmektedir. Yapilan ¢alismalarda mesane kanserinin yiksek derece ve
evrelerinde genomik ve in situ hibridizasyon karsilastirildiginda 8. kromozomun
kopya sayisinin fazla oldugu gosterilmistir. Myc onkogeninin yiiksek dereceli
timorlerde fazla ekspresyonuna ragmen, tiimoriin ilerlemesi ve hayatta kalimla
alakali iligkisi tespit edilememistir (Richter ve dig.,1998; Kotake ve dig.,1990;
Lipponen, 1995; Ejarque ve dig.,1999; Kee ve dig.,2001).

EGFR ve HER-2/neu, hicre ici sinyal iletiminde gorev alan tirozin spesifik

protein kinaz olarak hareket eden transmembran proteinleridir.Yapilan arastirmalarda
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C-erbB-2 (HER2/neu) onkogeninin ileri evre ve yuksek dereceli mesane
tiimorlerinde ekspresyonunun fazla oldugu dikkatleri cekmis fakat mesane kanseri ile
arasinda net bir iliski heniiz bulunamamistir (Sato ve dig.,1992; Coombs ve
dig.,1991). Aym sekilde Jimenez ve arkadaslari, metastatik tlimorlerde primer
timorlere gore yliksek ekspresyonunu tespit etmelerine ragmen HER-2/neu’nin
mesane kanserinde prognostik olmadigi sonucuna varmiglardir (Jimenez ve
dig.,2001).

Bcl-2  onkogeninin  metabolizmadaki en 6nemli roll, apoptozisin
baskilanmasini1 saglamaktir. Bcl-2 geninde, geni inhibe edecek herhangi bir
mutasyon oldugunda, apoptozis baskilanamaz. Bcl-2, bu 6zelliginden dolay1, kanser
hastalarinda, kemoterapi ve radyoterapi tedavilerine olan cevabi inhibe edebilir. Bu
nedenle, kemoterapotik ilag tiretimi igin yapilan klinik g¢alismalarda anti-bcl-2
terapotik ajanlar1 gelistirilmeye hizla devam edilmektedir.

Mesane kanseri baz alinarak, Shiina ve arkadaslarinin yaptig1 bir aragtirmada,
Bcl-2 ekspresyonunun histolojik derecesi ile ters iliskili oldugu gosterilmistir. Bel-2
roliinlin aragtirilldigi baska bir calismada ise 40 yasin altinda mesane kanseri
hastalari, 50 yasin istiindeki hastalar ile karsilastirildiginda, daha geng olan
hastalarin ¢ogunda sitoplazmik bcl-2’nin ekspresyonunun yiiksek oldugu bulunmus
fakat bunun tiimor ilerlemesi ve tekrarlamasi ile bir iliskisi saptanamamistir (Shiina

ve dig.,1996; Asci ve dig.,2001).

1.6.2. TUmor Supressor Genler

Metabolizmada DNA tamiri, apoptozis ya da hiicre biytmesinde kontrol gibi
onemli mekanizmalarda gorev alan proteinleri kodlayan timor stpressor genler
karsinogenez metabolizmasinda 6nemli etkiye sahiptirler. Tiimor siipressor genleri
inaktif hale getirecek mutasyonlar ile karsilasiimasi halinde DNA tamiri, apoptozis
ve biiyiime kontrolii gibi mekanizmalarda aksakliklarin meydana gelmesine ve
dolayisiyla hasarli DNA’ya sahip hiicrelerin ¢ogalmasina, bu hiicrelerin yok
edilememesine ve hiicre blylUmesinin kontrolden g¢ikmasina neden olabilmektedir
(Edward, 2005).
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1.6.2.1. p53 TUmOr Supressor Geni

Bugiine kadar kanser arastirmalarinda en fazla calisilan tiimor silipressor gen,
pS53’tiir. p53 geninin hiicre dongiisiindeki gorevi; Dongiide herhangi bir problem
oldugunda hasar tamir edilene kadar dongiiyii durdurmak, hasarli DNA’ya sahip
hicreleri replikasyondan Once apopitozise yonlendirmek, hasarli DNA’larin
onarimina ¢ekirdekte deoksiriboniikleotid trifosfat iiretimini indiikleyerek, ya da
diger mekanizmalarla katkida bulunmaktir. Bdylece hiicre bdliinmesine hasarili
devam edilmesini ve bu hasarlarin yeni olusacak hiicrelere aktarilmasini engellemis
olurlar.

Mesane tiimoriiniin diisiik derece ve evrelerinde p53 geni mutasyonlarina pek
rastlanmamasina ragmen, tiimoriin yiiksek derece ve evrelerinde p53 mutasyonlarinin
insidansinin %50-60 gibi yiiksek oranlarda olmasi, p53 geninin mesane kanseri
gelisiminde 6nemli olabilecegini gostermektedir (Sidransky ve dig.,1991; Cordon-

Cardo ve dig.,1994; Esrig ve dig.,1994).

1.6.2.2. Rb TUmor Stpressor Geni

Hiicre dongiisiinde belirli basamaklart kontrol eden pRb proteini, Rb geni
tarafindan sentezlenmektedir. pRb sentezlendikten sonra siklin bagimli kinazlar ile
fosforlanarak hiicre cekirdeginde bekletilir. Fosforlanmamis pRb, transkripsiyon
faktorti E2F ile kompleks olusturmaktadir, ve E2F iirlinlerinin hiicreyi G1 fazindan S
fazina ge¢melerini indiikleyen genlere baglanmasini engellemekte ve proliferasyonu
durdurmaktadir. Rb geninin mutasyona ugradigi ya da pRb’nin inhibe oldugu
durumlarda hiicreler G1’den S fazina daha kolay gegerler ve proliferasyon uyarilir.

Ayni sekilde, pRb’yi fosforlayan siklin bagimli kinazi inhibe eden molekiiller
(siklin bagimhi kinaz 4 ve 6 ile kompleks olusturan, pRb’nin fosforlanmasini
engelleyen pl15, pl6, p21 ve p27) hiicre dongiisiinde regiilator olarak gorev alirlar.
Bu proteinlerin inhibasyonuna neden olacak mutasyonlar, pRb’nin zamansiz ve asiri
fosforillenmesini saglarlar. Bunun sonucunda proliferasyon inhibe edilemez.
Dolayistyla tiim bu genlerde meydana gelen, gen iiriinlerinin ¢ogalmasina neden olan

mutasyonlarin timor gelisimi ile ilgili olabilecegi diistiniilmektedir (Edward, 2005).
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1.7. Ksenobiyotik Mekanizmasi ve Mesane Kanserine Genetik Yatkinhk

Mesane karsinogenezinin olusumunun engellenmesinde, metabolizmayi
tirotelyal karsinojenlerden koruyan ve boylece DNA hasar1 olusumunu engelleyen
Sitokrom P450, N-Asetil transferaz, Aldoketorediiktaz, Glutatyon-S-transferazlar
gibi karsinojen detoksifikasyon enzimlerinin biiyiik rolleri vardir. Bu enzimleri
kodlayan genlerde meydana gelen mutasyonlar, enzim aktivitelerinin tamamen
kaybolmasima sebep olurlar. Bu durum hiicrelerdeki polisiklik aromatik
hidrokarbonlar (PAH), aromatik aminler gibi toksik kimyasal oranmnin artisina ve
karsinojen metabolizmasindaki dengenin bozulmasina neden olarak, hedef hiicre
DNA ‘sinda lezyonlar olusmasina ve tiimoérogenezin gelisimine sebebiyet verirler.

Viicuda alinan ilaglar ve karsinojenler bobrek, karaciger, akciger gibi birgok
organda bulunan mikrozomal enzimlerle metabolize olurlar. ilaglar1 metabolize eden
enzimler Faz I ve Faz II enzimleri olarak 2 gruba ayrilmislardir. Faz I enzimleri,
ksenobiyotiklerin metabolizmadan uzaklastirilmasi yolunda, ksenobiyotiklerin
oksidasyon, rediiksiyon, hidroksilasyon ve demetilasyon islemlerini yaparak Faz
II’ye gegmesini saglarlar. Faz II enzimleri ise Faz I enzimleri ile etkilesime girmis
ksenobiyotiklerin glukronat veya sulfat ile konjugasyon ve asetilasyon islemlerini
yaparak hiicreden atiliminm1 saglarlar. Metabolizmaya giren hidrofobik toksik
bilesiklerin, suda ¢Oziniir hale getirilerek metabolizma digina atilmasi
detoksifikasyon islemini ifade etmektedir. Ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu Faz I
ve Faz Il olarak 2 fazdan meydana gelmektedir. Faz I; sitokrom P450 enzimlerince
gerceklestirilir. Bu fazda reaksiyona girmis olan ksenobiyotikler, daha aktif ve
saldirgan bir yapiya sahip olarak bu fazdan ¢ikmaktadirlar. Faz II asamasinda ise faz
I’den ¢ikan polar toksik bilesikler Glutatyon gibi bilesiklerle konjugasyona
ugramakta ve sonrasinda disariya atilmaktadirlar. Faz I’den ¢ikan bir ksenobiyotigin,
faz Il asamasina girmeme olasiliginda DNA, RNA ve proteinlere zarar verme
thtimali artmakta ve bu da kanser gibi hiicre bdliinmesinin kontrolden c¢iktigi
hastaliklarin meydana gelme riskini arttirmaktadir (Seidegard ve Ekstrom, 1997,

Hirvonen, 1999; Raunio ve Pelkonen, 1995; Orhan ve Sahin, 1995; Liska, 1998)
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1.8. Glutatyon (GSH) ve Glutatyon-S-Transferazlar (GST)

Glutatyon (GSH) hiicre i¢i ve hiicre dist transport islemlerini yaparak,
hiicresel detoksifikasyonda onemli bir paya sahip olan bir bilesiktir. Enzim
aktivitelerinin, DNA ve protein sentezlerinin dizenlenmesinde rol oynamak gibi
onemli hiicresel fonksiyonlara sahip olmasi disinda, antioksidan 6zelligi sayesinde
hiicre savunmasinda da gorev alan bir tripeptiddir. GSH glutamik asit, sistein ve
glisinden meydana gelmistir. Birgok dokuda yliksek diizeyde bulunur. Epoksidler
gibi reaktif metabolitlerle konjugat olusturup inaktif hale getirerek, onlar
detoksifikasyon islemine hazirlamis olur. Konjugasyon, toksik molekiillerin
elektrofilik bolgelerinde meydana geldigi igin, bu elektrofillerin biyolojik
molekiillerle reaksiyona girmesini ve dolayisiyla DNA hasarin1 engellemis olur
(Commandeur ve dig.,1995).

Glutatyon-S-transferazlar 23 ve 28 kDa agirliginda, ayn1 ya da farkli alt
tinitelerin  birleserek olusturdugu homodimer veya heterodimer proteinlerdir
(Mannervik ve Danielson, 1988). GST enzimlerini olusturan alt {initelerin her biri
aktif bolgeye sahiptirler (Van Der Aar ve dig.,1996). Bu aktif bolgeler G ve H olarak
ayrilmig 2 alt bolgeden olusur. G-bélgesi; N-terminal domeynden meydana gelir ve
GSH’1n baglandig1 bolgedir. H bolgesi ise a-heliks yapida C-terminal domeynden
meydana gelir ve hidrofobik elektrofilik bilesikler bu bolgeye baglanir (Commandeur
ve dig.,1995).

GST’ler metabolizmaya polisiklik aromatik hidrokarbonlar, aromatik aminler
gibi disaridan giren eksojen kaynakli ve metabolizmada gerceklesen reaksiyonlar
sonucu olusan hidroperoksitler ve alkenaller gibi endojen kaynakli, elektrofilik ve
hidrofobik 6zellikteki ksenobiyotiklerin GSH ile reaksiyonunu katalizleyerek, onlari
suda ¢Oziinebilir hale getiren ve metabolizmadan atilimimi saglayan faz 1I
detoksifikasyon enzimleridir (Seidegard ve Ekstrom., 1997; Hirvonen., 1999;
Tozkoparan ve Aytag., 2007; Lee ve dig.,2004). GST enzimlerinin, elektrofilik-
hidrofobik 0Ozellikte olan ksenobiyotik substratlari, metilklorid ve 1,2-dibrometan
gibi kuctk molekdllerden, benzoapiren-7,8-diol-9, 10-epoksid gibi buyuk aromatik
hidrokarbonlara kadar ¢esitlilik gostermektedir (Van Der Aar ve dig.,1996).

Viicutta biiyiik oranda karacigerde olmak {izere, testis, bobrek, akciger,
intestinal kanalda bulunurlar. Hiicre icerisinde ise sitozol ve mikrozom olmak tzere

iki  farkli organelde bulunurlar. Sitozolik GST’ler eksojen ve endojen
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ksenobiyotiklerin  detoksifikasyonundan sorumlu iken mikrozomal GST’ler
arasidonik asit metabolizmasindan sorumludurlar (Landi S., 2000; Wilce ve
dig.,1995).

Sitozolik glutatyon-s-transferaz enzimleri aminoasit dizileri, primer yapilari,
kimyasal afiniteleri, substrat spesifitelerine gore alpha (A), mu (M), pi (P), theta(T)
ve zeta (Z) olarak 5 smifa ayrilmislardir. GSTM1, GSTM3, GSTTI1, GSTZ1 ve

GSTP1 en fazla polimorfik olan ve bundan dolay1 en fazla arastirilan GST genleridir.

1.8.1. GST’lerin Doku Spesifik ifadeleri

GST enzimleri viicutta karaciger, testis, bobrek, akciger, intestinal kanalda
olmak lizere gesitli organlarda farkli miktarlarda bulunmaktadirlar. Hatta bir organ
icindeki farkli bolgelerde bulunmalarinda kalitatif ve kantitatif farkliliklar
goriilebilmektedir. Farkli doku ve organlarda goriilen, GST enzimlerinin kalitatif ve
kantitatif farkliliklari, organlarin kanserojen ksenobiyotiklerden etkilenme oranini da
belirlemekte oldugu diisiiniilmektedir (Mannervik ve dig.,1985; Sundberg ve
dig.,1993; Commandeur ve dig.,1995).

1.8.2. GST Polimorfizmleri

Ksenobiyotiklerin metabolizmasindaki aktivasyon / deaktivasyon oraninin,
tiimor gelisim riskini etkiledigi bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda ortaya ¢ikan ortak
bir sonuctur. Ksenobiyotiklerin aktivasyon / deaktivasyon oranindaki bu dengesizlik,
ksenobiyotik metabolizmasinda gorev alan enzimleri kodlayan genlerde meydana
gelen polimorfizmlerle agiklanmaktadir (Autrup H. 2000; Stiicker ve dig.,1999). Bu
genlerdeki  polimorfizmlerin  olustugu bireylerde, toksik ksenobiyotiklerin
metabolizmadaki oraninda artis meydana gelmekte ve dolayisiyla timor olusumuna
neden olan mutasyonlar gibi DNA hasarlar1 cogalmaktadir (Cotton ve dig.,2000).

Detoksifikasyon metabolizmasinda 6nemli role sahip olan GST enzimlerini
kodlayan GST genlerinden GSTM1, GSTM3, GSTT1, GSTP1 ve GSTZ1
polimorfiktirler. Farkli populasyonlar arasinda degisiklik gosterdiklerinden dolay1

gunimize kadar birgok populasyonda incelenmislerdir.
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1.8.2.1. GSTM1 Polimorfizmi ve Mesane Kanseri

GSTM geni M1-M2-M3-M4-M5 olmak tlizere bes farkli sinifa ayrilmistir.
Tim GSTM genleri 1p13.3 kromozomu iizerinde yer almaktadirlar. GSTM genleri
arasinda en fazla eksprese edilen ve tiimor gelisimi ile arasindaki iliski bir¢ok
calismada arastirilan GSTM1 genidir. GSTM1, 217 aminoasit uzunlugunda bir
proteindir ve karaciger, testis, kemik, beyin, germ hiicreleri, kalp, bobrek, uterus gibi
bircok organda bulunur. Bunun disinda diger GSTM genlerinin viicutta bulunma
bolgeleri daha spesifiktir. GSTM2; iskelet kasinda, GSTM3; beyin, testis, akciger ve
kaslarda, GSTM4; insan lenfoblastoid hiicrelerinin soylarinda, GSTMS ise beyinde
sentezlenmektedir (Houlston., 1999; Nair ve dig.,1999; Cai ve dig.,2001).

GSTMI1 geninin simdiye kadar yapilan c¢aligmalarda 3 farkli alleli
tammmlanmistir. Bunlar GSTM1-a, GSTM1-b ve GSTM1-0’dir. GSTM1-0 alleli;
Genin tamamini kapsayan, 15 kb’lik, homozigot delesyona ugramis halidir. Null
olarak adlandirilir ve enzim aktivitesi gostermez. GSTMI1-a ve GSTML1-b allelleri
homodimerik ve heterodimerik kombinasyonlar1 ile 4 farkli genotipli polimorfizm
gostermektedir. GSTM1-a ve GSTM-b’nin birbirinden farki, 172. konumda bulunan
aminoasit degisikligidir. Bu degisiklik enzim aktivitesinde bir degisiklige neden
olmaz (Xu ve dig.,1998; Geisler and Olshan., 2001; Cotton ve dig.,2000; Autrup.
2000; Coughlin ve Hall., 2002).

GSTMI1 benzoapiren ve aflotoksin gibi karsinojenik etkisi oldugu bilinen
polisiklik aromatik hidrokarbonlarin detoksifikasyonundan sorumlu olan GSTM
genidir (Singh ve dig.,2008; Uedaa ve dig.,2005; Rebbeck., 1997; Chen ve
dig.,1999). PAH’larin epoksit metabolitlerine karst GSTM1 yiiksek aktiviteye sahip
oldugundan, inhibisyonuna sebep olacak herhangi bir mutasyon, metabolizmay:
karsinojen bilesiklere karsi savunmasiz birakmis olur. Elektrofilik ve hidrofobik
ksenobiyotikler detoksifikasyon enzimleri tarafindan inhibe edilip, metabolizmadan
atilamadiginda, DNA ve protein hasarlarina sebep olabilir, timor olusumuna neden
olabilecek mutasyonlara yol acabilirler.

Farkl1 kanser tiirlerinin aragtirildigr bir¢ok arastirmada GSTMI null genotipi
tasiyan bireylerin mesane, kolon, akciger, meme kanseri gibi bir¢ok kanser tiiriiniin
gelisim riskinin arttig1 saptanmistir (Cotton ve dig.,2000; Pinarbasi ve dig.,2003;
Toriiner ve dig.,2001; Setiawan ve dig.,2000; Amorim ve dig.,2002).
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GSTM1 gen delesyonu ve mesane kanseri birbirinden farkli bir¢ok
populasyonda arastirildiginda, GSTM1 null polimorfizminin mesane kanseri
gelisiminde, risk artisina sebep oldugu goriilmiistiir (Salagovic ve dig.,1998; Aktas
ve dig.,2004; Moore ve dig.,2004; Garcia-Closas ve dig.,2005; Kim ve dig.,2005;
Cengiz ve dig.,2007). Antonio ve arkadaslarinin yaptig1 calismada, GSTMI1 null
genotipinin mesane kanseri risk artisinin kadinlarda daha fazla oldugu saptanmigtir
(Antonio ve dig.,2010).

Tim bu risk ile iliskili ¢ikan sonuclarin disinda GSTM1 null genotipinin
mesane kanseri riski ile iligkili olmadig1i sonucuna varilmis bazi g¢aligmalar da
bulunmaktadir. Goerlitz ve arkadaslarinin Misir’da yaptigi bir aragtirmada GSTM1
null genotipinin mesane kanseri risk artisi ile iligkisi olmadig1 goriilmiistiir (Goerlitz
ve dig.,2011).

GSTMI1 null genotipinin mesane kanseri ile iliskisinin arastirildigi
calismalarda ¢ikan belirsiz  sonuglardan, GSTMInull genotipinin ¢alisilan
populasyona gore etnik farkliliklar gosterdigi anlasilmaktadir. Dolayisiyla GSTM1
null genotipinin bir¢ok iilkede oldugu gibi, lilkemizde de ¢aligilarak, mesane kanseri

ile iligkisinin Tiirk populasyonunda belirlenmesi 6nemlidir.

1.8.2.2. GSTT1 Polimorfizmi ve Mesane Kanseri

GSTTI geni 22q11.2 kromozomu tizerinde bulunan, 27132 Da agirliginda alt
birimlerin birlesimi ile, toplamda 239 aminoasitten olugsmus bir homodimerdir.
Uterus, testis, beyin, bobrek, paratiroid, kalp gibi organlarda tespit edilmistir (Pemble
ve dig.,1994; Meyer ve dig.,1991; Mainwaring ve dig.,1996). GSTT1 geninin
fonksiyonel olarak birbirinden farkli 2 varyanti bulunmaktadir. Bunlar GSTT1-0 ve
GSTT1-I’dir. GSTT1-0 ; GSTTI geninin her iki allelde de delesyona ugramis
halidir, null olarak adlandirilir ve enzim aktivitesi tamamen kaybolmustur. GSTT1-1
ise GSTT1 geninin, normal enzim aktivitesini gosteren varyantidir.

GSTT1-1 izoenzimi, etilen oksit, 1,3 butadien ve monohalometan gibi énemli
karsinojen etkileri olan ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda 6nemli bir role
sahiptir (Singh ve dig.,2008; Sobti ve dig.,2006).

GSTT1 null genotipinin mesane kanseri ile iligkisinin incelendigi bir¢ok
farkl1 populasyonlarda yapilan g¢alismalarda, GSTT1 geninin delesyona ugramasi

mesane kanserinde risk orammi arttirdign goriilmiistiir. Arjantin, Italya, Kuzey
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Hindistan, Slovakya ve Tiirkiye’de yapilan arastirmalarda, saglikli kontroller ile
karsilagtirildiginda GSTT1 null genotipinin, mesane karsinoma gelisimi i¢in biiyiik
risk tasidigi sonucuna varilmistir (Salagovic ve dig.,1999; Hung ve dig.,2004; Moore
ve dig.,2004; Sobtia ve dig.,2005; Altayl ve dig.,2009).

Yun-Sok Ha ve arkadaslarinin GSTT1 ve mesane kanseri iligkisini belirlemek
icin yaptiklar1 bir c¢alismada, timorli mesane dokulart ile normal mesane
dokularindaki GSTT1 mRNA ekspresyonu incelendiginde, tiimorlii mesane
dokusunda ekspresyonun anlamli bir sekilde yiliksek oldugu goriilmiistiir. GSTT1
ekspresyonunun yiiksek dereceli, kas-invazyonu yapan mesane tumdrlerinde, daha
diisiik dereceli, kas-invazyonu olmayan tiimorlerden daha yiiksek oldugu
saptanmistir. Tim bunlarin  dogrultusunda GSTT1 geninin mesane kanserli
hastalarda hastaligin ilerlemesi ve tiimorgenezis ile ilgili olabilecegi kanisina
vartlmistir (Ha ve dig.,2011).

Tiim bunlarin yaninda GSTT1 null genotipi ile mesane kanseri arasinda bir
iligki olmadig1 sonucuna varan bir¢ok arastirma oldugu icin GSTTI ile mesane
kanseri arasindaki iliski ¢ok net degildir ve populasyona goére farkliliklar
gostermektedir (Jeong ve dig.,2003; Lee ve dig.,2002; Karagas ve dig.,2005;
Ouerhani ve dig.,2009; Goerlitz ve dig.,2011).
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2. AMAC

Canliligin devami i¢in viicutta bulunan kanserojen ve toksik maddelerin
aktivasyon ve deaktivasyonunun belli bir dengede tutulmasi ¢ok 6nemlidir. Canhi
organizmalarin hiicrelerinde, zararli olan bu maddelerin hiicreden uzaklagtirilmasi
temel olarak iki fazda gergeklesir; Faz 1 ve Faz II. Glutatyon-S-transferazlar
Okaryotik hiicrelerdeki cevresel ve dogal olarak olusabilen bir¢ok metabolitin
detoksifikasyonundan sorumlu olan Faz 2 enzimlerindendir. GST genleri tarafindan
kodlanan GST enzimleri, indirgenmis glutatyonun sulfur atomunun elektrofilik
bilesiklerle konjugasyonunu katalizleyerek, glutatyon-S-konjugatlart meydana
getirirler. Glutatyon ile beraber toksik bilesikler ATP yardimi ile hiicre disina
atilarak, olusabilecek DNA hasarlar1 engellenmis olur. Zararli metabolit ve
kanserojenlerin aktivasyon ve deaktivasyon sistemleri arasindaki bu denge,
metabolizmanin toksik dozunu belirleyerek kanser riskini ortaya ¢ikarir.

Detoksifikasyon metabolizmasinda GST gibi 6nemli role sahip enzimlerde
meydana gelen genetik polimorfizmlerin ¢esitli kanser tiirlerinde arastirilmasi, bu
genlerin kanser metabolizmasi tizerindeki etkisinin anlasilmasi agisindan onemlidir.
Ozellikle GSTM1 ve GSTT1 genlerinde meydana gelen delesyonlar enzim
aktivitesinin tamamen kaybina neden olmakta ve dolayisiyla maruz kalinan toksik
metabolitlerin vicuttaki biyo-aktif dengeyi degistirerek kansere yatkinligi etkiledigi
diistiniilmektedir.

Bu calisma kapsaminda, mesane kanserinde 6zellikle Tiirk populasyonunda
cok az calisilmis olan, populasyonlar arasinda farkliliklar gosterebilen GSTM1 ve
GSTT1 genlerindeki polimorfizmlerin arastirilmasi ve mesane kanseri ile iligkisinin
saptanmas1 amaglanmustir.

Bunun i¢in hasta ve kontrol gruplarmin GSTM1 ve GSTTI1 polimorfizm
frekanslar1 karsilastirilarak mesane kanseri ile iliskisi, yas, cinsiyet, sigara dykiisii ile
beraber incelenmistir.

Calismadan ¢ikan sonuglar ile, GSTM1 ve GSTT1 polimorfizmlerinin Tiirk
populasyonunda mesane kanseri i¢in risk unsuru olup olmadigiin belirlenmesi

hedeflenmistir.
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3. MATERYAL

3.1. Arastirmada Kullanilan Ornekler

Calismaya T.C. Saglik Bakanligi Bagcilar Egitim ve Arastirma Hastanesi ve
ve Sigli Etfal Egitim ve Arasgtirma Hastanelerinde 2008-2011 yillar1 arasinda mesane
kanseri teshisi konmus ve hala tedavisi siiren hastalar ile kendisinde ve ailesinde
kanser ge¢misi olmayan saglikli goniilliller dahil edilmistir. Hastalardan 10 ml’lik
EDTA’l tiipler igerisine alinan kan ornekleri, saglikli goniillilerden ise swab ile
toplanan yanak i¢i epitel doku Ornekleri ile calisilmistir. Calismaya katilan tiim
bireylerin yas, cinsiyet, meslek gibi demografik bilgileri disinda, sigara ve alkol
oOykiileri, kendilerinin ve ailelerinin medikal dykiilerinde kanser ve kalitsal sistemik
rahatsizliklarin varligi sorgulanmis, kayitlara gecirilmistir. Mesane kanseri tanisi
konulan hastalardan ise bu bilgilere ek olarak timdér evre ve derece bilgileri, ilgili
doktorlardan edinilmistir. Kontrol grubu olusturulurken ¢alisma disinda birakilma
kriteri, kendisinde veya ailesinde kanser tanis1 bulunmama olarak belirlenmistir.

Bu arastirmada 197 mesane kanseri hastasi ve 164 saglikli olmak iizere
toplam 361 kisi ile ¢alisilmistir. Tiim bireyler ¢calisma hakkinda bilgilendirilip, yazili
goniillii olurlar alindiktan sonra biyolojik drnekleri toplanmistir. Hastalarin cinsiyet,
yas, sigara i¢imi 6zellikleri Tablo 3.1°de gdsterilmistir. Kontrol grubunun 6zellikleri

ise Tablo 3.2°de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Hasta grubu 6zellikleri

Hasta Grubu Ozellikleri
Ortalama yas (x) SD (y1l) 67 £11
Cinsiyet
E 160 (%81,2)
K 37 (%18,8)
Sigara igimi
Evet 123 (%74,5)
Hayir 42 (%25,5)
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Tablo 3.2. Kontrol grubu 6zellikleri

Kontrol Grubu Ozellikleri
Ortalama yas (£) SD (y1l) 60 £ 15
Cinsiyet
E 71 (%43,3)
K 93 (%56,7)
Sigara igimi
Evet 60 (%636,6)
Hayir 104 (%63,4)

3.2. Kandan DNA izolasyonu i¢in Kullanilan Tampon ve Kimyasallar

Hucre Lizis Tamponu (pH=8,0)

Tris-HCI 10 mM
Stikroz %11 (wiv)
MgCl, 5mM
Triton X-100 %1 (v/v)

Hiicre Cekirdegi Lizis Tamponu (pH= 8,0)

Tris-HCI 10 mM
SDS %1 (w/v)
EDTA 10 mM
Sodyum Sitrat 10 mM

1X TE Tamponu (pH=8,0)

Tris-HCI 20 mM
EDTA 0,1 mM

%100’lik Kloroform (CHCI3)

%100’liik Izopropanol (C3HgO)
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5M Sodyum Klortr (NaCl)

3.3. Yanakici Epitel Hiicrelerinden DNA Izolasyonu I¢in Kullamlan
Tampon ve Kimyasallar

Hicre Lizis Tamponu (pH=8,0)

Tris 50 mM
EDTA 50 mM
Siikroz 50 mM
NaCl 100 mM
SDS %1 (W/v)

Low-TE Tamponu (pH=8,0)

Tris 10 mM
EDTA 0,1 mM

Kloroform - Izoamil Alkol

Kloroform %100’lik 24x
[zoamil Alkol %100 'lik 1x

Proteinaz K

stH,O igerisine 10 mg/ml

Etanol (EtOH)

stH,O icerisine %70 EtOH

%100’lik Fenol (CgHgO)
%100’lik Kloroform (CHCls)
%100’liik Izopropanol (C3HgO)

3 M Sodyum Asetat (NaOAc) : 0,2 um membran filtre ile filtrelenmelidir
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3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu I¢cin Gerekli Enzim ve Kimyasallar

10X MgCly’siiz Tampon

(NH4)2SO,4 200 mM
Tris-HCI (pH =8.8) 750 mM
Tween 20 % 0.1

(Fermentas, LITVANYA)
M gC I,

stH20 icerisinde 25 mM
(Fermentas, LITVANYA)

Deoksiribonikleotidler (ANTP)

dATP 100 mM
dCTP 100 mM
dGTP 100 mM
dTTP 100 mM

(Fermentas, LITVANYA)

Taq DNA Polimeraz

Rekombinant Tag DNA Polimeraz
(Fermentas, LITVANYA)

3.4.1. Oligonukleotid Primerler

GSTMI1, GSTT1 ve B-globulin gen bolgelerinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan
primer dizileri Tablo 3.3’de verildigi gibidir.

Tablo 3.3. Primer dizileri

Gen Lokusu | Primer Adi Primer Dizisi
GSTMI1F 5'-ACTCCCTGAAAAGCTAAAGC-3'
GSTM1
GSTMI1R 5-TGGGCTCAAATATACGGTGG-3'
GSTTI1F 5-TAGCTGACCTCGTAGCCAT-3'
GSTT1
GSTT1R 5'-GAAGTCCTTGGCCTTCAGAA-3'
BETAGLBNF | 5-AAGAGCCAAGGACAGGTAC-3'
B-Globulin
BETAGLBNR | 5'-CAACTTCATCCACGTTCACC-3'
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3.5. Elektroforez i¢in Kullamlan Tamponlar ve Kimyasallar

10X TBE (Tris-Borik Asit-EDTA)

Tris-Baz
Borik Asit

890 mM
890 mM

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

10X Bromofenol Mavisi (BPB) : 2,5 mg/ml BPB

Etidyum Bromur (EtBr) : 10 mg/ml

Agaroz Jel : 0,5 X TBE Tamponunda %1 ve %2’lik (w/v) agaroz

3.6. DNA Buyukluk Markorleri

GeneRuler DNA markori - 50 bg: 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600,
700, 800, 900, 1000 baz ciftlik DNA fragmentleri iceren markor (Fermentas,

LITVANYA)

GeneRuler DNA markdru - 100 bg: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800,
900, 1000 baz ¢iftlik DNA fragmentleri iceren markdr (Fermentas, LITVANYA)

3.7. Cihazlar

Buzdolaplar

Derin Dondurucular

Goruntileme Sistemi

Gii¢ Kaynaklar1

Is1 Blogu

Manyetik Karistiricilar
Santrifij

Su Aritma Sistemi

Su Banyolari

: Beko 8742, Argelik 3061 Plus (TURKIYE)

1 -20°C, 2021 D (Argelik, TURKIYE)

. -20°C, GSD26410NE (Bosch, ALMANYA)

: Bio-RAD Universal Hoodll (BIO-RAD ITALYA)
: EPS 301 (Amersham Pharmacia Biotech,(ISVEC)
: PowerPac Basic (BIO-RAD, ITALYA)

: DB 2D (Techne, INGILTERE)

: MR 3001 (Heidolph, ALMANYA)

: MiniSpin Plus (Eppendorf, ALMANYA)

: Millipore Milli Q Synthesis A10 (FRANSA)

: Niive BM 402 (TURKIYE)
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Tart1 : Hassas Terazi, XB220 A (Presica, ISVICRE)

Thermo-Cycler : Techne TC-512 (INGILTERE)
Vorteks : Heidolph REAX (ALMANYA)
Yatay Elektroforez Sistemleri: MultiSub Midi Cleaver Scientific - iINGILTERE)

MiniRapide Cleaver Scientific - INGILTERE)
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4. YONTEMLER

4.1. Kan Orneklerinden DNA izolasyonu

Hastalardan EDTA’l1 tiiplere alinmis kan 6rneklerinden 500 pl, 1,5 ml’lik
Eppendorf tiiplerine aktarilir. 1000 pl hiicre lizis tamponu her bir kan 6rneginin
uzerine eklenir. Tupler hafifce ters-diiz edilip, vortekslenerek tampon ve kanin
birbirine iyice karismalar1 saglanir. 6000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildikten sonra
tiim st fazlar (slipernatant) atilir. Eger krem rengi pellet elde edilmediyse hiicre lizis
tamponu pellet lizerine tekrar eklenerek ayni sartlarda santrifiij edilir. Bu islem krem
rengi pellet elde edene kadar 1-2 kez tekrarlanabilir. Istenen 6zelliklerde elde edilen
pellet lizerine 300 pl ¢ekirdek lizis tamponu eklenerek pelletin ¢oziilmesi saglanir.
Uzerine 5M NaCl’den 100 ul ve 600 ul kloroform eklenerek tiipler hafifge ters-diiz
edilerek birbirine karigmasi saglandiktan sonra, 6000rpm’de 2 dakika santrifiij edilir.
Bu asamada tiiplerde 3 faz goriilir, DNA’y1 igeren en st faz, diger fazlara
dokunulmadan mikropipet yardimi ile alinarak bagka bir Eppendorf tiipe aktarilir.
Uzerine 600 pl soguk izopropanol ilave edilir. Tipler ters-diiz edilerek, 13000
rpm’de 1 dakika santrifiij edilir. Bu asamada ama¢ DNA’nin ¢okmesini saglamaktir.
Stipernatant pellet kaybi1 olmamasma dikkat edilerek atilip, tiipler 20-30 dakika
kurumaya birakilir. Kuruyan pelletler tizerine, miktarma goére 50-100 pl TE tamponu
eklenir. TE tamponu i¢inde ¢6ziinmiis DNA kisa siire i¢in +4 °C'de veya daha uzun

streler igin -20 °C'de saklanabilir.

4.2. Yanak I¢i Epitel Hiicrelerinden DNA izolasyonu

Saglikli bireylerden, yaklasik 1 dakika boyunca yanaklarinin igine sirtlilerek
alinan yanak igi epitel hiicreleri iceren swab, 600-700 pl lizis tamponu igeren tipe
konulur. Swab iceren lizis tampon Gzerine 50 pl 10 mg/ml Proteinaz K enzimi ilave
edilerek, 55 °C’de 30 dk-1 saat aras1 inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra swab tlpin
kenarlarina bastirilarak emdigi tampon ile beraber hiicreleri tiipiin igerisine birakmasi
saglanir ve swab bu islemden sonra atilir. Epitel doku hiicrelerini igeren tiip icerisine
300 upl fenol ve 600 ul kloroform eklenerek, 12000 g’de 2 dk santriflij edilir.

Santrifiij sonrasi tiipte 3 faz olusur. En iist faz, alt ve ara faza dokunulmadan alinarak
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yeni bir Eppendorf tlipe aktarilir. Yeni tiipe aktarilan ist faz iizerine 500 pl
klorofom:izoamil alkol (24:1) ilave edilir ve tekrar 12000 g’de 2 dk santrifiij edilir.
Santrifiij sonrasi olusan iist faz tekrar alinir ve lizerine 1/10 hacimde sodyum asetat
eklenerek tlpler birkag kez ters-diiz edilir. 0,6 hacimde (%100’liik) izopropanol
tiplere eklenir ve -20 °C'de bir giin boyunca inkiibe edilerek DNA'nin ¢6kmesi
saglanir. Inkiibasyon esnasinda tiiplerin ters-diiz edilmesi DNA ‘nin ¢dkmesi igin
faydalidir. Giin boyu siiren inkiibasyon isleminden sonra tiipler 12000 g’de 10 dk
santrifiij edilerek DNA’nin tamamen c¢okmesi saglanir. Siipernatant atilarak pellet
tizerine 500 pl % 70’lik etanol eklenir ve pelletin etanol igerisinde ¢oziinmesi icin
tipler hafifce vortekslenir ve 12000g’de 5 dk santrifiij edilir. Santrifiij sonrasi
slipernatant atilarak pellet 20-30 dk kurumaya birakilir. Pelletin kurudugundan emin
olunduktan sonra (zerine 50 pl Low-TE eklenir ve oda sicakliginda 2-3 gin

¢ozlinmesi igin birakilir. 3 giiniin sonunda tiipler +4 °C veya -20 C ‘de saklanabilir.

4.3. Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Genomik DNA’s1 izole edilen 6rneklerden GSTM1 ve GSTTI1 genlerinin
genotip analizlerini yapabilmek igin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yontemi
kullanilmistir. PCR, DNA {izerinde dizisi bilinen bir bolgenin c¢esitli kimyasallar ve
1s1 degisikligi yardim ile sentezlenerek cogaltilmasi islemidir. Kabaca denatiirasyon,
baglanma ve uzama asamalarinin bir¢ok kez tekrarlanmasi ile meydana gelmektedir.
Kalip olarak kullanilan ¢ift zincirli DNA, 1s1 yardimi ile denatiire edilerek tek zincirli
hale gelir, primerler uygun sicaklikta DNA’nin tek zincirine baglanir ve DNA Taq
polimeraz enziminin ortamdaki uygun deoksiniikleotid trifosfatlar1 (ANTP) ekleyerek
yeni zincirleri olusturur.

Multipleks PCR birden fazla primer ¢ifti kullanilarak tek reaksiyonda birgok
hedef gen dizisinin ¢ogaltilmasi islemidir. GSTM1 ve GSTT1 genlerinde meydana
gelen delesyonlar genin tamamini kapsadigi i¢in tiim aktivitenin kaybolmasina neden
olmaktadir. Dolayisiyla UV ile goriintiilenen PCR iiriinlerinde beklenen bdlgede
bantin goriilmemesi durumunda gen, mutasyonlu olarak kabul edilmistir. PCR

analizleri i¢in kullanilan reaksiyon sartlar1 Tablo 4.1 ve 4.2°de verilmistir.
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Tablo 4.1. PCR’da kullanilan malzemeler ve miktarlari

Malzeme Stok Konsantrasyon Miktar
Taq DNA Polimeraz Buffer 10X 2,5 ul
dNTP 10mM 2,5ul
Primer sen se 10pmol/ul 0,6 ul
Primer antisense 10pmol/ul 0,6 ul
MgCI2 25mM 2,0l
Taq DNA Polimeraz 50U/l 0,2 ul
DNA - 100ng.

Tablo 4.2. PCR 1s1 sartlar1

Asama Sicaklik | Zaman
Baslangi¢ Denatiirasyonu 94 °C 5dk
Denatlrasyon 94 °C 30 sn
Primer Baglanmast 61°C | 45sn
Zincir Uzamasi 72°C 1dk
Son Uzama 72°C 5 dk
Dongii Sayist 35

4.4. Agaroz Jel Elektroforezi ve Etidyum Bromiir Boyamasi

Elektroforez, elektron yikli makromolekillerin bir elektriksel alan
uygulanarak tampon igeren bir ortamda hareket hizlarimin 6l¢iildiigii, molekiilleri
biiyiikliik, yiik ve konformasyonlarina gore ayirmaya yarayan bir yontemdir. Temel
prensibi, eksi yikli molekillerin (anyonlar) art1 yiiklii elektroda (katoda), art1 yiikli
molekiillerin (katyonlar) ise eksi yiiklii elektroda (anoda) dogru hareket etmesidir.
Agaroz, yiiriitillecek molekiillerin biiytikliigline bagl olarak, istenilen yogunlukta
tampon ¢ozelti olan TBE ile karistirilarak, mikrodalga firinda iyice eriyene kadar
wsitilir. Solusyonun yaklagik 50 — 60 °C’ye kadar sogumasi beklenir ve elektroforez
sonrast DNA’y1 gorebilmek i¢in solusyona 0.5mg/ml Etidyum bromiir eklenir. Jel
katilagsmadan, onceden hazirlanan taraklar1 yerlestirilmis jel tablasina dokiiliir. Oda
sicakliginda katilagsmasi beklenir. Tablada bulunan jel, elektroforez tankina
yerlestirilir ve igerisindeki taraklar kuyularin bozulmamasina 6zen gostererek
cikarilir. Goriintiilenmek istenen Ornekler, jel iizerinde gogiintin takip edilebilmesi

icin, son konsantrasyonu 1x olacak sekilde Bromofenol mavisi boyas: ile
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karistirtlarak mikropipet yardimi ile kuyucuklara yiiklenirler. Gli¢ vericiler aparata
baglanip akim verilir, bdylece bir elektrik alan olusturulur. DNA fragmanlarinin
optimum ayriminin saglamasi i¢in 5V/cm akim tercih edilir.

Bu calisma kapsaminda yapilan PCR 6rnekleri % 2’lik agaroz jel kullanilarak
120V’ta 27 dk, izole edilen DNA ornekleri ise %1°lik agaroz jel kullanilarak 120V ta
15 dk yiiriitiilerek, EtBr boyamasi ile UV altinda goriintiilenmislerdir.

4.5. Verilerin Istatistiksel Analizi

Multipleks PCR ile hasta ve saglikli bireylerden elde edilen GSTMI1 ve
GSTT1 gen polimorfizmlerinin genotipleri ve genotip frekanslar1 karsilastirilarak
aradaki farklarin anlamlandirabilmesi igin istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
Buna ek olarak, GSTM1 ve GSTTIpolimorfizmlerinin gosterdigi dagilimlar yas,
cinsiyet ve sigara kullanimi gibi g¢evresel etmenler ile beraber hasta ve kontrol
gruplarinda incelenmistir. Analizler SPSS 15.0 programi ile yapilmistir. Tim
verilerde 0,05’ten kiiciik p degerine sahip sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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5. SONUCLAR

5.1. Orneklerin Tanimi

Calismaya 197 mesane kanseri hastasi ve 164 saglikli birey olmak iizere
toplamda 361 kisi dahil edilmistir. Bu bireyler yas, cinsiyet, sigara i¢cim Oykiisii
acisindan degerlendirilmislerdir. Mesane kanseri hastasi olan bireyler, saglikli
bireylerden farkli olarak tiimor evre ve derecesine gore de siniflandirilmiglardir.

Yaglar1 26-90 yas araliginda olan hastalardan, 5 tanesi 45 yas ve altinda, 18
tanesi 46-55 yas araliginda, 50 tanesi 56-65 yas araliginda, 46 tanesi 66-75 yas
araliginda, 44 tanesi ise 75 yas ve lizerindeki gruba dahildir. Hasta tlimorlerinin
evreleri % 62,5 pTa, % 25 pTl1, % 10,9 pT2, % 1,6 pT3’tiir.

5.2. DNA izolasyonu

Hasta grubundaki bireylerin kan Orneklerinden Boliim 4.1.1° de anlatilan
yontem il, kontrol grubuna dahil olan bireylerin ise yanak ici epitel hiicrelerinden
Boliim 4.1.2° de anlatildig1 sekilde DNA izole edilmistir. DNA’nin hasar gérmeden
elde edildigini analiz etmek ¢in, DNA o6rneklerinden 1pl, %1°lik agaroz jelde 15 dk

yuratulerek gorintilenmistir (Sekil 5.1).

Sekil 5.1. Genomik DNA Orneklerinin %1°’lik agaroz jelde gérinimdi

5.3. Yas ve Mesane Kanserinin iliskilendirilmesi

Hastalarin yas dagilimlarin1 degerlendirmek i¢in bireyler 25-40, 40-55, 55-70,
70-85 ve 85 yas lizeri seklinde bes farkli yas araliklarindan olusturulan gruba
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ayrilmistir (Tablo 5.1). Hastalarin biiyiik cogunlugunu 56-70 yas arast (%45,5) ve

71-85 yas arasi (%37,7) bireyler olusturmaktadir (Sekil 5.2). Buna gore, hastalik

insidansinin yas ile dogru orantili olarak arttig1 sonucuna varilabilir.

Tablo 5.1. Yas-grup tablosu

Yas
Grup Toplam
25-40 Arasi | 40-55 Arasi | 55-70 Arasi | 70-85 Aras1 | 85 Ustli
3 20 76 63 5
Hasta| g gy | (1200) | (455%) | (37.7%) | @.0%) | %7
Hasta Grubunun Yas Dagilim Grafigi
80
70
60
250
5
340
@
T30
20
10
0 L d H_
25-40Yas 40-55Yas 55-70Yas 70-85Yas 85 Yas Usti

Sekil 5.2. Hasta grubunun yas dagilim grafigi

5.4. Cinsiyet ve Mesane Kanserinin iliskilendirilmesi

Calismaya katilan hasta ve kontrol gruplarinin kadin ve erkek sayilar

belirlenerek c¢apraz tablolar olusturulmustur. Capraz tablolardaki veriler mesane

kanseri ve cinsiyet arasindaki iligkinin saptanabilmesi i¢in ki-kare bagimsizlik testine

tabi tutulmustur (Tablo 5.2)

Tablo 5.2. Cinsiyet dagilimlari

Gru i
p Ki-Kare Serbestll_k ®)
Hasta | Kontrol | Toplam Derecesi
160 71
Erkek (81,2%) | (43,3%) 231
L 37 93
Cinsiyet | Kadimn (18.8%) | (56.7%) 130 55,863 1 0,000
Toplam 197 164 361
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Yukaridaki tabloya bakildigi zaman erkeklerin biiyiilk ¢cogunlugunun hasta
grubunda, kadmlarin da biiyiik ¢ogunlugunun kontrol grubunda oldugu
goriilmektedir. %95 giiven diizeyinde yapilan Ki-Kare analizine gore anlamlilik
stitunundaki deger p=0,000<0,05 oldugundan cinsiyetin hasta ve kontrol grubuna
homojen olarak dagilmadigi, hasta ve kontrol grubundaki bireylerin cinsiyetlerinin
anlaml farklilik gosterdigi anlasilmaktadir. Risk tahmini analizinde hastaligin
cinsiyete gore riskli olup olmadigi arastirilmis ve erkeklerin kadinlara gére 5,664 kat

hastalik riski tagidigini gosterilmistir (Tablo5.3).

Tablo 5.3. Cinsiyet risk tahmini

Grup
(Hasta-Kontrol)
i 0,
Cinsiyet i¢in Odds Ratio | 4n 95% ClI
(Erkek / Kadin) Upper | Lower
5,664 | 3,531 | 9,085

5.5. Sigara I¢imi ve Mesane Kanserinin iliskilendirilmesi

Arastirmaya katilan hasta ve saglikli bireylerin sigara dykiilerini iceren ¢apraz
tablo olusturulmustur. Mesane kanseri ve sigara i¢imi arasindaki baglantinin
belirlenebilmesi i¢in, olusturulan gapraz tablo verileri ki-kare bagimsizlik testine tabi

tutulmus ve tiim sonuglar sirastyla Tablo 5.4 ve Tablo 5.5’de verilmistir.

Tablo 5.4. Sigara kullanimi1 dagilimlart

Grup : Serbestlik | .
Ki-Kare .| Sig. (P
Hasta | Kontrol | Toplam Derecesi 9-(P)
125 60
. EVet | 74.9%) | (36.606) | 2°
Sigara Kullanim 42 104
Hayir (25.1%) | (63.4%) 146 49,143 1 0,000
Toplam 167 164 331

Sigara kullananlarin biiyiik cogunlugunun (125/185) hasta grubunda oldugu
goriilmektedir. Sigara kullanmayanlarin da biiylik ¢cogunlugunun (104/146) kontrol
grubunda oldugu goriilmektedir. %95 giiven diizeyinde yapilan Ki-Kare analizine
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gore anlamlilik siitunundaki deger p=0,000<0,05 oldugundan sigara kullanma
durumunun hasta ve kontrol grubuna homojen olarak dagilmadig1 anlagilmaktadir.
Hasta ve kontrol grubunun sigara kullanimi risk tahminleri tablosunda (Tablo
5.13) sigara kullannominin mesane kanseri gelisimi icin riskli olup olmadigi
gosterilmigtir. OR degerine gore sigara kullananlarin mesane kanseri riski, sigara

kullanmayanlara gore 5,159 kat daha fazladir.

Tablo 5.5. Sigara kullanimi risk tahmini

Grup
(Hasta-Kontrol)
Sigara Kullanim i¢in 95% CI
Odds Ratio OR
(Evet/Hayir) Upper | Lower
5,159 | 3,217 | 8,274

5.6. GSTM1 ve GSTT1 Polimorfizmlerinin Molekiler Analizi

Calismaya dahil edilen hasta ve saglikli bireylerden izole edilen DNA’lardan
GSTM1F/R, GSTT1F/R ve BETAGLBNF/R primerleri ile Bolim 4.2°de belirtilen
sartlarda yapilan Multipleks PCR yapilmistir. Her PCR reaksiyonunda yabanil tip ve
bos alellere sahip oldugu bilinen 6rnekler kontrol olarak dahil edilmistir. GSTM1
bolgesi i¢in 219 baz ¢ifti, GSTT1 372 baz ¢ifti uzunlugunda amplifikasyon Grlinleri
elde edilmistir. internal kontrol olarak kullanilan B-globulin geni icin ise 268 baz cifti
uzunlugunda amplifikasyon {iriinii elde edilmistir. PCR iiriinlerinden 8ul , %?2’lik
agaroz jele yiiklenerek yiirltilmis ve EtBr ile boyanarak UV altinda
gorintilenmistir (Sekil 5.3).

50 b¢’lik

MM BCK132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 50bp

o= - e
268 --'-

Sekil 5.3. PCR iiriinlerinin %2’lik agaroz jelde goriintiilenmesi
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Calismaya katilan hasta ve saglikli bireylerden elde edilen PCR iirlinlerinin
boylar1 degerlendirilerek, genotip bilgileri ve genotip frekanslar1 elde edilmistir
(Tablo 5.10). GSTM1 ve GSTT1 gen lokuslarinda meydana gelen polimorfizmler
genlerin delesyonuna sebep olmaktadirlar. Bu bilginin 1s18inda PCR goriintiileri
degerlendirilirken, beklenen bdlgede bantin gorilmemesi her iki gen icin de NULL

genotip ile iligkilendirilmistir.

5.7. PCR Sonuclarimmin Dizi Analizi ile Teyidi

Multipleks PCR metodu ile genotipi belirlenen drneklerden rastgele secilen 2
tanesi dizi analizine tabii tutulmus ve sonuglar karsilastirilmistir. Dizi analizi
sonuglari ile PCR sonuglari tamamen ortiismektedir. Bu durum ¢alismada belirlenen
genotiplerin dogrulugunu gostermektedir. Sekil 5.4 ve 5.5’te GSTMI1 ve B-globin

genlerinin 6rnek kromatogramlari goriilmektedir.

70 &0 50 100 110 120
T

GATCIG TTITIGCITCACG TG TTATGGAGGTITTCCAGCCCRACATRATICTIGGCCTTIC

e L A M

Sekil 5.4. GSTM1 geni 6rnek kromatogrami
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Sekil 5.5. B-globulin 6rnek kromatogrami

58. GSTM1 ve GSTT1 Polimorfizmlerinin Tumoér Evreleriyle

Iliskilendirilmesi

Mesane tumoriinde derecelendirme, hicresel atipi, niikleer anomaliler ve
mitoz sayisina dayandirilarak Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organisation,
WHO) tarafindan ti¢ kategoriye ayrilmistir; derece 1, 2 ve 3.

Evrelendirmede ise Jewett-Marshall ve Timdor-Nod-Metastaz (TNM) olmak
tizere 2 farkli sistem bulunmakla beraber, genellikle TNM sistemi kullanilmaktadir.
TNM sistemine gore mesane timor evreleri; pTa, pT1, pT2, pT3, pT4 olarak
siniflandirilmigtir. Bunlardan pTa, pT1 erken, pT2, pT3, pT4 gec evre olarak kabul
edilmektedir (Mostofi ve dig.,1973; Lieskovsky, 1983).

Yapilan ki-kare analizlerinde (Tablo 5.6 ve 5.7) GSTM1 ve GSTT1
genotiplerinin, timor evrelerine gore homojenlik gdsterdigi  goriilmektedir

(p=0,701>0,05 ve p=0,382>0,05 ).

Tablo 5.6. GSTML1 genotipi ile timor evrelerinin karsilastirmasi

Evre . Serbestlik | .
pTalpTL | pT2/pTalpT4 Toplam | Ki-Kare Derecesi Sig. (P)
GSTM1 | NULL 31 2 33
Genotip + 25 1 26 0,148 1 0,701
Toplam 56 3 59
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Tablo 5.7. GSTT1 genotipi ile timor evrelerinin Karsilastirmasi

Evre Serbestlik
pTa/pTl p'I/'S{IE)A:I'S Toplam Ki-Kare Derecesi Sig. (P)
GSTT1 | NULL 23 2 25
Genotip + 33 1 34 0,764 1 0,382
Toplam 56 3 59

59. GSTM1 ve GSTT1 Polimorfizmlerinin Mesane Kanseri ile

Iliskilendirilmesi

Tablo 5.10°da  GSTM1 ve GSTT1 genotiplerinin hasta ve kontrol
gruplarindaki dagilimint gostermektedir. GSTM1 ve GSTT1 polimorfizmlerinin
mesane kanseri ile olan iliskisi SPSS 15.0 programi ile Ki-kare bagimsizlik testi
kullanilarak analiz edilmistir (Tablo 5.9).

Hastalarda null GSTM1 genotip sayist (120) yabanil (+) GSTM1 genotip
sayisindan (102) daha fazladir. Kontrol grubunda ise bu durum tam tersidir. GSTM1
genotip sayist null genotipten daha fazladir. %95 giiven diizeyinde yapilan Ki-Kare
analizine gore (Tablo 5.9) anlamlilik siitunundaki deger p=0,023<0,05 oldugundan
GSTMI null genotipinin mesane kanseri riski ile iligkili oldugu gortilmektedir.

GSTT1 genotipine bakildigi zaman yabanil (+) genotipler hem hastalarda
hem de kontrol grubunda daha fazladir. %95 giiven diizeyinde yapilan Ki-Kare
analizine gore anlamlilik siitunundaki deger p=0,335>0,05 oldugundan GSTT1 null
genotipi mesane kanseri riski ile iliskili goriilememistir (Tablo 5.9). Risk tahmini
verilerine gore (Tablo 5.10) GSTML1 icin hastalar kontrol grubuna gore 1,574 kat

riskli durumdadir.

Tablo 5.8. GSTM1 ve GSTT1 genotip dagilimlari

GSTML1 Genotip | GSTT1 Genotip
NULL + NULL +
Hasta 120 102 69 153

Kontrol 80 107 50 137

Tablo 5.9. Genotiplerin ki-kare analizi

GSTM1 Genotip | GSTT1 Genotip

Ki-Kare 5,162 0,928
Serbestlik Derecesi 1 1
Sig. (P) 0,023(*) 0,335
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Tablo 5.10. GSTML1 risk tahmini

GSTM1
95% ClI
GSTM1 OR >
Genotipi I¢in OR Upper | Lower
(Hasta/Kontrol)
1,574 | 1,063 | 2,329

Bu analizlere ek olarak, hem GSTMI null, hem de GSTT1 null 6zelligi
tastyanlarin, tasimayanlara gore riski degerlendirilmistir (Tablo 5.11). Ki-kare
analizine gore anlamlilik silitunundaki deger p=0,024<0,05 oldugundan hem
GSTM1+ hem GSTT1+ genotipi olan hasta ve kontroller ile hem GSTM1 null hem
de GSTTI1 null genotipi olan hasta ve kontroller homojen dagilmamistir. Her iki
lokusta da null genotipe sahip olmak hastalik i¢in 2,087 kat risk faktori
olusturmaktadir (Tablo 5.12).

Tablo 5.11. GSTM1-T1 null ve (+) genotip dagilimlari

Hasta | Kontrol | Toplam | Ki-Kare | df Anlz('g;hhk
GSTM1+ve GSTT1+ 69 76 145
GSTM1 null ve GSTTL1 null 36 19 55 5,105 1 0,024
Toplam 105 95 200

Tablo 5.12. GSTM1 null, GSTT1 null genotiplerinin risk tahmini

95% ClI
OR
GSTM1null, GSTT1 null Genotipleri Upper | Lower
icin Odds Ratio
(Hasta / Kontrol) 2,087 | 1,096 | 3,975

5.10. GSTM1 ve GSTT1 Polimorfizmlerinin Sigara Kullanim ile

Tliskilendirilmesi

Sigara kullanan hasta ve kontrollerde GSTM1 genotipi homojen olarak
dagilmamistir (Tablo 5.13). Yani, sigara i¢en hasta ve kontrollerde genotip 6zellikleri
arasinda anlamli farklilik vardir (p=0,048). GSTMI1 null genotipi tasiyanlar i¢in
sigara kullanmak hastalik i¢in 1,620 kat risk olusturmaktadir (Tablo 5.13). Sigara
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icen hasta ve kontrollerde ise GSTT1 genotipi homojen olarak dagilmaktadir

(P=0,375>0,05).

Tablo 5.13. Sigara icenlerde GSTM1 ve GSTT1 genotip dagilimi

Sigara icenler

Genotip OR

[0)
Hasta/Kontrol (Hasta/Kontrol) %95C| P

GSTML1 (+) 87/50

1,620 0,955 - 2,746 | 0,048
GSTML1 null 93/33
GSTT1 (+) 125/60

1,148 0,645 2,042 | 0,375
GSTT1 null 55/23

Sigara icmeyen hasta ve kontrollerde ise GSTML1 genotipi homojen olarak
dagilmamistir. Yani, sigara i¢gmeyen hasta ve kontrollerde genotip 0Ozellikleri
arasinda anlamli farklilik vardir (P=0,016<0,05). Sigara i¢cmeyip GSTMI null
genotipi tasimak hastalik i¢in 1,926 kat risk olusturmaktadir (Tablo 5.14). GSTTI
genotipine bakildiginda sigara igmeyen hasta ve kontrollerde GSTT1 genotipi
homojen olarak dagilmaktadir (P=0,464>0,05).

Tablo 5.14. Sigara icmeyenlerde GSTM1 ve GSTT1 genotip dagilimlar

Sigara icmeyenler
Genotip OR o
Hasta/Kontrol (Hasta/Kontrol) %95Cl P

GSTML (+) 40/73

1,926 1,127 - 3,292 | 0,016
GSTM1 null 57/54
GSTTL (+) 73190

0,800 0,439 —-1,456 | 0,464
GSTT1 null 24/37
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5.11. GSTM1 Polimorfizminin Diger Risk Faktorleri ile Birlikte

Degerlendirilmesi

Erkek olmanin, sigara igmenin ve GSTMI1 null genotipe sahip olmanin
mesane kanseri i¢in risk faktorleri oldugu daha 6nceki boliimlerde gosterilmisti. Bu
bolumde ise bu risk faktorleri ikili ve Ggli kombinasyonlar halinde analize tabi
tutulmustur.

[lk olarak hasta ve kontrol grubu erkeklerde GSTMI1 genotip dagilimi
karsilastirilmistir. Anlamlilik degerinin p=0,025<0,05 olmas1 hasta ve kontrol grubu
erkeklerde GSTM1 genotipinin homojen dagilmadigr anlamina gelmektedir. Erkek
olmak ve GSTM1 null genotipi tasimak hastalik igin 1,773 kat risk olusturmaktadir
(Tablo 5.15).

Tablo 5.15. Hasta ve kontrol grubu erkeklerde GSTM1 dagilimi

Erkekler
Genotip OR o
Hasta/Kontrol (Hasta/Kontrol) %095CI P
GSTML1 (+) 86/57
1,773 1,071 -2,938 | 0,025
GSTM1 null 99/37

Buna ek olarak GSTMInull ve erkek bireyler ile GSTM1(+) ve kadinlarin
dagilimlar1 elde edilmistir (Tablo 5.15). Ki-Kare analizine gore anlamlilik
siitunundaki deger p=0,000<0,05 oldugundan GSTM1 null erkek hasta ve kontroller
ile GSTM1+ kadin hasta ve kontroller homojen olarak dagilmamistir. Risk tahmin
tablosuna gore (Tablo 5.16). GSTM1 null genotipi olan erkek hastalar GSTM1+
genotipi olan kadin kontrollere gore 8,750 kat daha riskli durumdadir.

Tablo 5.16. GSTML1 null erkek ve GSTM1(+) kadinlarin dagilimi

Grup ngmikn ull Gﬁ:gff Toplam | Ki-Kare | df A"lz('g;hhk
Hasta 84 16 100

Kontrol 30 50 80 41,383 | 1 0,000
Toplam 114 66 180
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Tablo 5.17. GSTM1 null erkekler igin risk tahmini

95% ClI
- . OR
Erkekler I¢cin Odds Ratio Upper | Lower
(Hasta / Kontrol)
8,750 | 4,343 | 17,629

GSTM1 null genotipli ve sigara icen bireyler ile GSTM1(+) ve sigara
icmeyen bireylerin dagilimlart olusturulmustur (Tablo 5.17). Ki-kare analizine gore
anlamlilik stitunundaki deger p=0,000<0,05 oldugundan GSTM1 null ve sigara igen
hasta ve kontroller ile GSTM1+ ve sigara icmeyen hasta ve kontroller homojen
dagilmamaktadir. Risk tahmini tablosuna bakildiginda (Tablo 5.18). GSTMI1 null
genotipli ve sigara icen hastalarin GSTM1+ olan ve sigara igmeyen kontrollere gore

9,208 kat daha riskli oldugu goriilmektedir.

Tablo 5.18. GSTML1 null sigara icen ve GSTM1(+) sigara icmeyen bireylerin

dagilimi
Grup GSTMl r_lullve _GSTI\_/I1+ve Toplam | Ki-Kare | df Anlamhiik
Sigara igen Sigara igmeyen P)
Hasta 63 15 78
Kontrol 26 57 83 39,765 | 1 0,000
Toplam 89 72 161

Tablo 5.19. GSTM1 null sigara igenler igin risk tahmini

95% ClI
Sigara Tiiketimi i¢in | OR
Odds Ratio Upper | Lower
(Hasta / Kontrol)
9,208 | 4,439 | 19,098

Ucgiincii olarak da, bu calisma kaspsaminda belirlenmis tiim risk faktorlerine
sahip olan bireylerin, bu faktorleri tasimayan bireylere gore sahip oldugu risk
degerlendirilmistir. %95 giiven diizeyinde yapilan Ki-Kare analizine gore anlamlilik
siitunundaki deger p=0,000<0,05 oldugundan GSTMI1 null olan sigara i¢en erkek
hasta ve kontroller ile GSTM1+ sigara igmeyen kadin hasta ve kontroller homojen
dagilmamistir (Tablo 5.19). Risk tahmini tablosuna bakildigi zaman GSTMI1 null
genotipli ve sigara igen erkek hastalar, GSTM1+ genotipi olan sigara igmeyen kadin

kontrollere gore 18,891 kat daha riskli durumdadir (Tablo 5.20).
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Tablo 5.20. GSTML1 null, sigara icen erkekler ve GSTM1(+), sigara igmeyen
kadinlarin dagilimi

G.STMl.nu“ . GST.M1+ . Anlamhhk
Grup | Sigaraicen | Sigarai¢cmeyen | Toplam | Ki-Kare | df ®)
Erkek Kadin
Hasta 62 8 70
Kontrol 16 39 55 46,444 | 1 0,000
Toplam 78 47 125

Tablo 5.21. GSTML1 null, sigara i¢en erkekler icin risk tahmini

95% CI

Sigara icen Erkekler icin | OR
Odds Ratio Upper | Lower

(Hasta / Kontrol)

18,891 | 7,390 | 48,286
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6. TARTISMA

Metabolizmada yash ve hasarli hiicrelerin yerini geriden gelen yeni hiicreler
alirlar. Hiicrelerin siirekli olarak belli bir kontrol mekanizmasi altinda boliindiikleri
bir hiicre dongiisii mevcuttur. Bu hiicre dongiisiiniin kusursuz bir sekilde olmasi
metabolizmanin  devami  i¢in  Onemlidir. Mutasyonlarin  ortaya ¢ikmasi,
ksenobiyotiklere maruz kalma oranina ve maruz kalma sonucunda olusan hasarlarin
tamir edilme oranma baghdir. Hiicrelerin kontrol mekanizmasinda rol oynayan
genlerde mutasyonlarin  meydana gelmesine neden olan ksenobiyotikler,
metabolizmada metabolik genler tarafindan detoksifiye edilirler. Bu metabolik
genlerde ve hiicrelerdeki hasarlar1 tamir eden DNA tamir genlerinde meydana gelen
mutasyon orani, hiicre kontrol mekanizmasinda goérev alan genlerde meydana
gelecek mutasyon oranlarini etkilemektedir. Metabolik genler, metabolizmadaki
ksenobiyotiklerin aktivasyon ve detoksifikasyonunda rol oynayarak belli bir dengede
kalmasmi saglarlar. Dolayisiyla metabolizmada serbest dolasan elektrofilik ve
hidrofobik endojenlerin hiicrede birikimini ve dolayisiyla DNA’ya baglanarak hasar
olusumunu engellemis olurlar. Bir hiicrede olusan hasar tamir edilmeden hiicre
boliinmeye devam ederse, yeni olusacak hiicreler de hasari tasirlar ve anormal bir
gelisme ortaya ¢ikarak tiimor olusumuna neden olurlar.

Toksik ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda gérev alan enzimlerin en
onemlilerinden biri de GST izoenzim ailesidir. Bu enzimler cevresel kaynakli
kimyasallar ve dogal olarak olusan bir¢ok metabolitin detoksifikasyonundan sorumlu
olup, dokularin oksidatif hasardan korunmasinda rol oynayan 6nemli enzimlerdir.
Hidrofobik ve elektrofilik 6zelliklerdeki toksik birlesiklerle karsilastiklarinda, GSH
ile toksik bilesikler arasindaki konjugasyon reaksiyonunu katalizleyip, bu bilesiklerin
suda c¢oziinlir hale gelmesini saglayarak hiicreden atilmasina yardimci olurlar.
Boylece hiicrenin redoks durumunun diizenlenmesini saglamis olurlar (Commandeur
ve dig.,1995).

Bu tez kapsaminda 197 mesane kanserli hasta ve 164 saglikli kontrolde
GSTM1 ve GSTT1 genotip dagilimi ve hastalikla iliskileri arastirilmistir. Mesane

kanserinin histopatolojisi genetik yatkinlik, cevresel ve mesleki maruziyet, sigara
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icimi ve yas gibi c¢esitli faktorlere baghidir. Calismada faktdrler mesane kanserinde
risk agisindan da incelenmislerdir.

%81,2'sini erkeklerin olusturdugu hasta grubu incelendiginde mesane kanseri
ve cinsiyet arasinda 6nemli bir iliski oldugu, ve erkeklerin kadinlara nazaran 5,6 kat
daha fazla mesane kanseri riskine sahip olduklar1 belirlenmistir bulunmustur.

Mesane kanseri i¢in yas artigi baska bir risk faktoriidiir. Calismamiza dahil
olan mesane kanseri hastalarinin biiyiik cogunlugunu 56-70 yas aras1 (%45,5) ve 71-
85 yas aras1 (%37,7) bireyler olusturmaktadir.

Simdiye kadar yapilan g¢esitli calismalarda Onemli bir mesane kanseri
tetikleyicisi oldugu diisiiniilen sigara tilketiminin mesane kanseri riskini yaklasik 2-3
kat arttirdig1 goriilmiustiir (Salagovic J ve dig.,1999; Jeong HJ ve dig.,2003; Karagas
MR ve dig.,2005; Sobti RC ve dig.,2005). GSTM1 ve GSTT1 polimorfizmlerinin
incelendigi c¢aligmamizda da hasta ve kontrol grubu sigara tiikketimi agisindan
incelendiginde, sigara tiiketiminin mesane kanseri riskini 5,1 kat arttirdig
belirlenmistir (OR=5,159 %95C1=3,217-8,274).

Hasta ve kontrol grup bireyleri sigara tiikketimi agisindan kiyaslandiginda
sigara kullananlarin bliylik cogunlugunun (125/185) hasta grubunda oldugu
goriilmektedir. Sigara kullanmayanlarinda biiyiik ¢cogunlugunun (104/146) kontrol
grubunda oldugu goriilmektedir. %95 giiven diizeyinde yapilan ki-kare analizine
gore anlamlilik slitunundaki deger p=0,000<0,05 oldugundan sigara kullanma
durumunun hasta ve kontrol grubuna homojen olarak dagilmadigi anlasilmakta ve
mesane kanseri riskini arttirdigi agik olarak goriilmektedir (X2:49,143, df=1,
p=0,00).

6.1. Turk Populasyonunda GSTM1 ve GSTT1 Polimorfizmleri

Toplumun temel alinarak yapildigi bircok arastirmada mesane kanserine
yatkinlik teskil eden genetik yapilar arastirilmistir. Epidemiyolojik ¢alismalar ile
etnik gruplarin allel dagilimlar1 ve bu polimorfik allellerin sikligindaki farkliliklar
oldugu ortaya konmustur. Tiirk populasyonunda mesane kanserini arastiran az sayida
calisma bulunmaktadir. Altayli ve arkadaslar1 (2009) tarafindan mesane kanseri ve
CYP1A2, CYP2D6, GSTMI1, GSTP1 ve GSTT1 gen polimorfizmi arasindaki iligki
aragtirtlmistir. Bu ¢alismada, GSTT1 geni mesane kanseri riski ile istatistiksel olarak
anlamli bulunmasina ragmen (OR= 3,94, %95CIl=1,70-9,38, p=0,001), CYP1A2,
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CYP2D6, GSTM1, GSTP1 gen polimorfizmleri ve mesane kanseri arasinda herhangi
bir iligki bulunamamistir (Altayli ve dig.,2009). Toriiner ve arkadaslarinin (2001),
Turk populasyonunda GSTM1, GSTT1 ve GSTP1 polimorfizmlerini mesane
kanserinde arastirdigi bir baska c¢alismada ise GSTMI1 null genotipi (OR=1,94,
95%CI=1,15-3,26) ve GSTP1 313 A/G veya G/G genotiplerinin (OR=1,75,
95%CI=1,03-2,99) mesane kanseri gelisiminde onemli bir role sahip olduklarini
saptamiglardir. GSTT1 null genotipi ise mesane kanseri ile iligkili olarak
bulunamamistir. GSTM1 null genotipini sigara i¢imi ile kombinleyerek mesane
kanseri risk oranina baktiklarinda ise, mesane kanseri riskinin 2.38 kat artti1
saptanmigtir  (OR=2,38, 95%CI=1,12-4,95) (ToOrtner vd., 2001). Yine Turk
populasyonunda CYP1A1 ve GSTM1 null genotiplerini mesane kanserinde arastiran
Oztiirk ve arkadaslar1 (2011), CYPI1AL1 Ile/Ile genotipi ile GSTM1 null genotip
kombinasyonunun mesane kanseri gelisiminde etkili oldugu (p=0,04, X?=4,217),
fakat bu iki genotipin de tek baglarina mesane kanseri gelisim riski ile iligkili
olmadig1 kanisina varilmislardir (p=0,622 X2=0,243 OR=0,94 95% CI=0,75-1,18)
(Oztirk ve dig.,2011).

Bizim ¢alismamizda ise, GSTMI1 gen polimorfizmi ve mesane kanseri riski
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmustur (OR=1,574 %95Cl1=1,063-
2,329 p=0,023). GSTM1 gen polimorfizmi mesane kanseri riskini 1,5 Kkat
arttirmaktadir. GSTM1 polimorfizmi sigara i¢imi ile iliskilendirildiginde, sigara
iciminin GSTM1 null genotipli hastalarda 1,6 kat daha fazla oldugu goriilmiistiir
(OR=1,620 %95CI=0,955-2,746 p=0,048). GSTT1 null genotipi ile mesane kanseri
riski arasindaki iligkiye bakildiginda ise GSTT1 genotipinin herhangi bir risk artigina
sebep olmadig1 goriilmektedir (p=0,335). Sigara icen hasta ve kontrollerde GSTT1
genotipi homojen olarak dagildig1 goriilmektedir (p=0,375>0,05). Sigara kullanimi
ve GSTTI1 null genotipini tagimak mesane kanseri i¢in 1,148 kat risk tagimaktadir
(OR=1,148 %95CI=0,645-2,042 p=0,375).

Hasta ve kontrol gruplart GSTM1 ve GSTT1 null genotipleri ile erkek olma
faktorii birlestirilerek yapilan analizlerde; GSTM1 null genotipi olan erkek hastalar,
GSTM1 (+) genotipi olan kadin kontrollere gore 8,750 kat daha riskli durumda
oldugu goriilmiistir (OR=8,750, %95C1=4,343-17,629, p=0,000). Bugiine kadar
yapilan calismalarda bu sonuglara uygun olarak erkeklerin bu polimorfizmleri daha
fazla tasidigi ve mesane kanserine yakalanma riskinin kadinlara gore daha fazla

oldugunun bildirildigi sonug¢lar bulunmaktadir. (Lee ve dig.,2002). Fakat GSTM1
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polimorfizmli kadinlarda mesane kanseri risk artiginin erkeklere oranla daha ytiksek
saptandigi caligmalar da bulunmaktadir (Karagas MR. ve dig.,2005; Srivastava DSL
ve dig.,2004).

GSTM1 null genotipli ve sigara icen bireyler ile GSTM1(+) ve sigara
icmeyen bireylerin dagilimlart da homojenlik gdstermemektedir (p=0,000<0,05).
GSTMI null genotipli ve sigara igen hastalarin GSTM1 (+) olan ve sigara igmeyen
kontrollere goére 9,208 kat daha riskli oldugu goriilmektedir (OR=9,208
%95CI=4,439-19,098).

Arastirmamiz kapsaminda belirlenmis olan mesane kanseri i¢in {i¢ onemli
risk faktoru olarak kabul edilen sigara icimi, erkek olma ve GSTM1 null genotipine
sahip olma birlikte incelendiginde, GSTM1 null genotipli ve sigara icen erkek
hastalar, GSTM1 (+) genotipi olan sigara icmeyen kadin kontrollere gore 18,891 kat
daha riskli durumda oldugu sonucuna varilmistir (OR=18,891 %95C1=7,390-48,286
p=0,00<0,05)

Calisma kapsaminda elde ettigimiz sonugclar, Jeong ve arkadaslarinin (2003)
yaptig1 ¢alismanin sonuglar1 ile korelasyon gostermektedir. Jeong ve ark. GSTT]I
null genotipinin mesane kanseri riski ile ilgili bir iligki bulamazken, GSTMI1 null
genotipini, mesane Kkanseri riski ile iligkili oldugu yoniinde sonuglar bulmuslardir
(OR =4,8, 95% Cl= 2,9-8,0) (Jeong ve dig.,2003). Ayn1 sekilde Lee ve arkadaslar
GSTMI null genotipini mesane kanseri riski ile iliskili bulurken (OR= 1,6, 95%Cl=
1,0-2,4), GSTT1 null genotipinin istatistiksel olarak mesane kanseri ile iligkisiz
oldugu goriilmiistir (OR= 1,3, 95%Cl= 0,9-2,0) (Lee SJ. ve dig.,2002 ).

Yapilan  arastirmalarda  ksenobiyotiklerin  detoksifikasyonunda  ve
karsinojenlerin aktivasyon-deaktivasyonunda rol oynayan genlerde gerceklesen
hasarlarin etkisinin 6éneminin ne derece oldugu ve etnik kokenler arasinda goriilen
farkliliklarin nereden kaynaklandigi net olarak ortaya koyulamamustir. Safarinejad ve
arkadaslar1 (2011) mesane kanseri hastalari ile Iran populasyonunda yaptiklari bir
aragtirmada GSTM1 null ve GSTTI1 null genotiplerinin mesane kanseri riski ile
istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptayamamislardir. Fakat mesane kanseri
riskini, GSTM1, GSTT1 ve GSTPI1 genotipleri arasinda anlamli bir etkilesimin,
etkileyebilecegi yoniinde sonuglar elde etmislerdir (p=0,02) (Safarinejad vd.,2011).
Sobti ve arkadaslar1 (2005), yaptiklar1 aragtirmada GSTM1 null genotipli bireylerde
mesane kanseri gelisim riskinin arttigini ve eger GSTMI1 null genotipine GSTT1 null

genotipi de eklenirse riskin 2 kat arttigi sonucuna ulagmiglardir. Ayrica sigara
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iciminin mesane kanseri ile iliskili oldugu goriilmiis, sigara i¢ciminin GSTMI1 ve
GSTT1 null genotipli bireylerde mesane tiimoriiniin tekrar olusumunda da etkili
oldugu gorilmiistiir (Sobti ve dig.,2005). Hung ve arkadaslar1 (2004), GSTM1
(OR=1,69) ve GSTT1 (OR=1,74) null genotipleri mesane kanseri risk artis1 ile
iligkili bulunmustur. Sigara tiiketimi fazla olan ve aromatik aminlere fazla maruz
kalan hastalarda GSTM1 null genotipinin mesane kanseri riski Gzerindeki etkisininin
daha belirgin oldugunu gormiislerdir (OR=2,77, 95%CI1=1,08-7,10). GSTM1 ve
GSTT1 normal genotiplerine sahip bireyler ile, bu genlerden biri (OR=1,82,
95%Cl=1,16-2,85) ya da ikisinin (OR=2.58, 95%CI=1,27-5,23) polimorfizmine
sahip bireylerde mesane kanseri riskinin arttigi da ¢ikan sonuglar arasindadir (Hung
ve dig.,2004)

GSTM1 ve GSTT1 polimorfizmlerinin mesane kanseri ile iliskisinin
aragtirildigr bu tez ¢alismasinda, hasta ve kontrol gruplarmin genotip dagilimlarinda
onemli farklar oldugu belirlenmistir. Ozellikle GSTM1 null genotipinin mesane
kanseri riski ile iligkili oldugu saptanmis ve 1,5 kat mesane kanseri riskini arttirdig
goriilmiistir (OR=1,574 %95CI=1,063-2,329 X°=5,162, p=0,023). GSTT1 null
genotipinde ise hasta ve kontroller arasindaki dagilimi homojendir (P=0,335 > 0,05 ).
Bu analizlere ek olarak, hem GSTM1 null, hem de GSTT1 null 6zelligi tasiyanlarin,
tagimayanlara gore riski degerlendirilmis ve her iki lokusta da null genotipe sahip
olmanin hastalik i¢in 2,087 kat risk faktorii olusturdugu goriilmiistir (OR=2,087
%95Cl=1,096-3,975 P=0,024 X?=5,105).

GSTM1 ve GSTT1 gen polimorfizmlerinin istatistiki ve islevsel analizleri,
karsinojen metabolizmasinin ¢dziilmesine yardimci olunmasi, dolayisiyla mesane
karsinogenezinin daha iyl anlasilmasini saglayacaktir. Bu polimorfizmlerin
caligilmasi, bireysel olarak karsinojenlere maruz kalma ve farkli kanser tiirlerine

bireysel yatkinligin ¢oziilmesinde faydali olacaktir.
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