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SUMMARY
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intron 9 have been identified. No association between Arg72Pro polymorphism and

the disease was found in the study population of 79 patients and 102 control group.
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1. GIRIS

Sanayilesmis toplumlarda mesane kanseri en yaygmn besinci maligniteye
sahiptir. 2007 yilinda ABD’de mesane kanseri kaynakli yaklasik 13750 Olim
gerceklesmistir. Amerika Birlesik Devletleri'nde 2010 yilinda 70,530 vakanin
(52,760 erkek, 17,770 kadin) 14,680’i 6limle sonuclanmistir (American Cancer
Society, 2010). Son 30 yilda mesane kanseri vakalarinda yaklasik %40°lik bir artis
goriilmektedir. Amerika’da 2012 tarihinde yapilan bir arastirmaya gore, ortalama 70
yasindaki yaklasik olarak 56,000 erkek ve 18,000 kadina mesane kanseri teshisi
konuldugu ortaya ¢ikmustir (http://www.cancer.org).

Mesane kanseri erkeklerde kadinlara oranla 3 kat daha fazla goriilmekte ve
ABD’deki erkeklerde goriilen 4. (lirolojik kanser tiirleri arasinda 2. sirada),
kadinlarda ise 8. siradadir. Beyaz Amerikalilarin, Afrikali Amerikalilarla
karsilastirildiginda 2 kat fazla risk tasidiklari goriilmistiir. Latin Amerikalilar ise
Afrikali Amerikalilardan da daha diisiik risk tasimaktadirlar. Cinsiyet ve kokene
dayali nedenler heniiz tam olarak anlasilamamis durumdadir. Mesane kanseri
hastalarmin %90’mna 55 yasindan sonra bu teshis konulmaktadir, ancak seyrek de
olsa bu hastaligin geng¢ eriskin ve hatta cocuklarda goriildiigii de olmaktadir
(American Urological Association Education and Research, Inc, 2007). Az
rastalanan ¢ocuk ve daha geng erigkin hastalarda ise genel olarak yavas ilerleyen

diisiik seviye timor goriilmistiir (Sexton ve dig., 2010).

Tiirk Kanser Arastirma ve Savas Kurumu’nun hazirladigi Kanser Yikii 2006
Raporu’na gore mesane kanseri, goriilen kanser tiirleri arasinda yaklasik % 7,8 ile
liclincli sirada yer almaktadir (Akga ve Tokgiin, 2012). Izmir’ de goriilme siklig
Kanser izlem ve Denetim Merkezi (KIDEM) calismalarina gére akciger kanserinden
sonra 2. sirada, iirogenital kanserler arasinda ise erkeklerde ilk siradadir (Ciireklibatir

ve Demiryoguran, 2005).

Mesane kanseri teshislerinin biiyiik ¢ogunlugu (%75) kasa yayilma

gostermezken (mesane mukozasi ve lamina propria ile sinirll); geri kalan %25°1 ise



muscularis propria’ya yayilma gostermistir. Hastalarin yaklasik %90’inda gegisli
hiicre karsinomasi (TCC) bulunurken, %5’inde pullu hiicre karsinomasi ve %]1-2
arasinda adenokarsinoma goriilmektedir. Daha kii¢iik oranlarda ise hastalarda birincil
kiiciik hiicre karsinomasi, mikropapiler tiimorler gibi TCC’nin diger histolojik
varyantlar1 goriilmektedir. Urakral adenokarsikomali hastalar ig¢in kismi sistektomi
veya pelvik lenfadenektomi diisiiniilebilir. Kiigiik hiicre karsinomalari saldirgandir,
genellikle kot bir ilerleme tahmini ile baglantilidir ve neoadjuvan etoposit, sisplatin
sistemik kemoterapi ve bunlar1 takip eden sistektomi ve lokalize radyasyon ile
kontrol altina alinabilir. TCC’nin mikropapiler varyantlar1 ise mikropapiler
karsinomlara benzerler, genellikle yiiksek dereceli ve limpovaskiiler yayilmayla
baglantilidir ve kasa yayilma olmayan safthada erken radikal sistektomi ile tedavi
edilebilir (Sexton ve dig., 2010).

Tanimli transizyonel hiicre karsinoma varyantlari prognostik ve toropatik
acidan anlamli olabilir. Mesanenin iiretik kanserler sinifina girmeyen tipleri kiiciik
hiicre karsinomlari, néroendokrin, mezankimal tiimorler, lenfomalar, lenfoepitelyal

varyantlar ve ikincil malignitelerdir.

Mesane kanseri, tiimoriin sitolojik ve biiyiime paterni karakteristiklerine gore
siniflandirilmis ve tiimoriin dokuda ilerleyisine gore evrelendirilmistir. Diinya Saglik
Orgiitii’niin (WHO) 1998°de yayinladig: siniflandirma asagida gosterilmistir (Reuter,
2006).

. Normal
. Hiperplazi
- Yass1 hiperplazi

- Papiler hiperplazi

J Atipik yassi lezyonlar

- Reaktif (inflamatuvar) atipi

- Displazi

- Karsinoma in situ

J Papiler neoplazmlar

- Papiloma

- Papiler karsinoma, yiiksek dereceli

- Papiler karsinoma, alcak dereceli



1.1. Mesane Kanserinin Semptomlar1 ve Tanis1

Mesane kanseri hastalariin biiyiik bir boliimiinde goriilen hematiiri (idrarda
eritrosit goriilmesi durumu) stirekli veya aralikli, gézle goriilebilir veya mikroskobik
olabilir. Mikroskobik hematiiri ile yapilan ¢alismalarda, hastalarin ortalama
%1,3’tinde (%0,4-%6,5) mesane kanseri tanist konulmasi beklenirken, gozle
goriilebilir hematiirisi olan hastalarda bu olasilik daha fazladir. Amerikan Urologlar
Dernegi hematiiri goriilen biitiin hastalarin, 6zellikle herhangi bir enfeksiyon, tas
veya diger neden olan faktorlerin goriilmedigi durumlarda, sistoskopi ve {iist idrar
yolu filmi gektirmesini tavsiye eder (American Urological Association Education and
Research, Inc, 2007). En sik goriilen semptomlar Tablo 1.1.’de gdsterilmistir
(WebMD internet sitesi, 2011; Bailey ve Sarosdy, 2001).

Tablo 1.1. Mesane kanserinin semptomlari

Semptom Tanimi

Agrisiz hematiiri Agr, sik idrara ¢ikma veya diziiri olmaksizin
idrarda kan goriilmesi. Hastalarin %30
kadarinda idrar yolu malignitesi bulunur.
Mikroskobik hematiiri Idrarda ciplak gozle goriilmeyecek miktarda
kirmizi kan hiicrelerinin bulunmasi. Bunlarin
yaklagik %10’unda malin hastalik bulunur.
Irritatif semptomlar Disiiri (Idrar swrasinda yanma), sik idrara
ctkma, bdbrek bolgesinde goriilen agri ile
birlikte tam dolu mesane. Mesane tiimorii olan
hastalarin  %25’inde bu semptomlardan biri
veya daha ¢ogu bulunur.

Yineleyici idrar yolu enfeksiyonu Yineleyici bakteriyel sistiti olan yashi (50 yas
ve iizeri) hastalarda altta yatan bir timor
olasilig1 bulunur.

Sistematik semptomlar Bel agrisi, kilo kaybi, bitkinlik, anoreksi,
kemik agrisi, patolojik kirik, oksiiriik, rektal,
anal veya pelvik bolgede agri, alt bacaklarda
sisme ve anemi

Mesane kanseri, Ozellikle kasa yayillma olmayan durumlarda, fiziksel
muayene esnasinda genelde farkedilmez. Kasa yayilma bulunan durumlarda
transiiretral rezeksiyon sirasinda yapilan iki elle muayane klinik asamalarda yardimei
olabilir. Sitoloji ise lirotelyal karsinomlu hastalarin tani ve takibinde 6nemli bir
yardimcidir. idrar yolu ve epitel dokusu sitolojik drnekleme igin ¢ok uygundur. Idrar
sitolojisi yliksek riski bulunan hastalardaki tirotelyal tiimorlerin goriintiilenmesi ve

derecelendirilmesinde (hematiiri olan veya idrar sirasinda yanma olan durumlarda),



ayrica TCC oldugu bilinen hastalarin tekrarlama, ilerleme ve tedaviye yanitlarinin
izlenmesinde kullanilir. Yiksek dereceli tirotelyal tiimorlerde hassaslik ve idrar
sitolojisinde pozitif prediktif degerin son derece yiiksek olmasinin yani sira
karsinomali durumlarda hassaslik %90’a ulasabilir. Sitoloji diisiik dereceli
tiimorlerde daha az basarilidir. Genel goriintilleme teknikleri damar i¢i iirogram,
retrograd pyelografi ve manyetik rezonans goriintilemeyi (MRI) igermektedir

(American Urological Association Education and Research, Inc, 2007).

Her ne kadar kasa yayilma olmayan {irotelyal kanser hastalarinin teshis ve
takibinde giivenilen yollar sistoskopi, sitoloji ve gerekli durumlarda biopsi olsa da
son yillarda yayillma olmayan hastalarda idrar-tabanli markorler sistoskopi ve
sitolojinin yerini almistir. Bu yontem kasa yayilma olmayan iirotelyal kanser
hastalarinin hem teshis, hem de takibinde yardimci olacaktir. Giliniimiizde FDA
(Food and Drug Administration) onayli testlerden bazilar1 sunlardir: Mesane timorii
antijeni testi (STAT), BTA TRAK testi, niikleer matriks proteini (NMP) , ve NMP22
mesane deneyleri, ImmunoCyt testi ve FISH analizleri. Ayrica yeni bulunan bazi
testler ve belirlenen markorlar ise sunlardir: Quanticyt, BLCA-4, hyaluronik asit,
telomeraz, Lewis kan grubu antijenleri, mikrosatellit polimorfizm analizleri,
sitokeratinler ve survivin (American Urological Association Education and Research,
Inc, 2007).

Son yillarda, floresan sistoskopi, konvansiyonel beyaz 151k sistoskopinin
tersine, gizli kabarcikli lezyonlarin ve karsinomlarin taranmasini arttiracak bir arag
olarak gelistirilmistir. 5-ALA artirilmis sistoskopi, karsinoma gibi kasa yayilma
olmayan mesane tiimorlerinin tarama hassasiyetini arttirmistir. Arttirilmis tarama,
tiimoriin tanimlamasini artirabilir ve ortadan kalkmasini ve tekrarlama oranlarinin
diismesini  kolaylastirabilir (American Urological Association Education and
Research, Inc, 2007).

Transiiretral Rezeksiyon (TUR) 1910 yilinda tanimlanmistir ve kas invaziv
olmayan mesane tiimoriiniin tanis1 ve tedavisinde oncelikli standart tedavi yontemi

olarak kabul edilmektedir.

Tan1 ve tedavi amagh yapilan TUR sonras1 timor ylizeyel veya kas invaziv
olarak simiflandirilir. Tan1 esnasinda bu tiimorlerin yaklasik iigte ikisi ylizeyel

mesane kanseri olarak gozlemlenir.



1.2. Tedavi Yontemleri

Yiizeyel mesane kanserinin standart tedavisi TUR’dur . TUR da amag¢ komple
tiimor rezeksiyonu yaparak hastayr tiimorsiiz birakmaktir (Konety ve Williams,
2004). TUR sonrast ilk 24 saat i¢inde uygulanan tek doz epirubicin ve mitomisin,
rekiirrens oranini %50 oraninda diisiirdiigiinden mesane perforasyon siiphesi olan
vakalar diginda tiim yiizeyel mesane tiimorlii hastalarda Onerilmektedir (Koca ve

dig., 2011).

Mesane tiimorlerinde tanisal ¢aliSmalarin oncelikli amaci, tedavi yaklasimlar
birbirinden tamamiyle farkli oldugundan tiimériin yiizeyel (Ta, T1) veya invaziv olup
(>T1) olmadiginin ve karsinoma in situ (CiS) bulunup bulunmadiginin anlasilmasina

yoneliktir.

Kasa yayillma olmayan Ta, T1 ve karsinoma in situ (CIS) ve kasa yayilim
gosteren mesane kanserleri farkli sekilde tedavi edilmeliler. Her iki durumda da

tedavi cerrahi ve medikal yaklagimlarin birlesimini gerektirir.

Ploeg ve arkadaslar1 baslangigta cerrahi ve radyoterapi ile tedavi edilmis
hastalarin tedavi siireclerinin kotiiye gitmesinden dolay:r tekrarlayan kasa yayilan
mesane kanseri vakalarina yonelik daha basarili tedavi yontemleri bulunmasi
gerektigini diisiinmiislerdir (Ploeg ve dig., 2011). Tekrarlanan hastaliktan sonra
hayatta kalma siiresini belirleyen etkenler sunlardir: uygulanan tedavi tekrarin

lokasyonu, hastanin tani sirasindaki yast.

Diisiik derece ve evredeki hastalarda kanserin yeniden tekrarlanmamasi ve
ilerlemesini engellemek icin intravesical kemoterapi uygulanmasi oOnerilmektedir

(NCCN, 2011).

Bacillus Calmette-Guérin (BCG) immiinoterapi yontemi ve diger intravasikal
kemoterapi yontemleri orta riskli ve tekrar eden vakalarda uygulanabilirken, yiiksek
riskli hastalarda gerekli degildir. Ilerleme ve tekrarlama riski olan T1 yiiksek gradeli
ve CIS hastalarinda intravesikal BCG immiinoterapisi tavsiye edilir (Herr ve dig.,

2011).

flerleme ve tekrar riski orta derecede olan TaTl tiimérlerinde CIS hastalart
gibi 1 yil boyunca BCG tedavisi, daha fazla kemoterapi yerine tercih edilmelidir
(Babjuk ve dig., 2011).



Skuamoz hiicre karsinoma hastalar1 ve skuaméz degisimi i¢in Ehdaie ve
arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada her iki grubun ne kansere Ozel ve genel
sagkalimlarinda ne de radikal sistektomi veya pelvik lenf nodunun ¢ikarimlari

arasinda herhangi bir farklilik bulamamislardir (Ehdaie ve dig., 2012).

1.3. Cevresel Faktorlerin Mesane Kanserine EtkKisi

Simdiye kadar en ¢ok calisilan konu sigaranin mesane kanseriyle olan
iliskisidir. Ancak sigaranin yaninda yiyecek ve icecek tliketimi (6zellikle kahve ve
alkol tiiketimi), mesleki kimyasallara maruz kalma, aromatik aminler (anilin,
benzopirin, sivilastirilmis dogal gazlar ve dig), sa¢ boyalari, schistosomiasis
enfeksiyonu, kemoterapi ilaglari, farkli cografik bolgelerdeki igme sularinin
igerikleri, ilag etkilesimleri, ilaglarin yan etkileri ve fakir sosyal kosullar da mesane
kanseri riski ile iliskilendirilmektedir. Bunlarin yaninda hava, su ve toprak kirliligi,
radyasyona maruz kalma, viral ve bakteriyel enfeksiyonlar, cinsel iliski ile bulasan
hastaliklar, selenyum alimindaki diisiis, ete eklenen katki maddeleri de mesane

kanseriyle iliskili bulunmustur (Joshi ve Preslan, 2011).

1.3.1.Sigara ve Diger Tiitiin Uriinleri

Sigara i¢imi erkeklerde goriilen mesane kanserinin %65°1 ve kadinlarin %20-
30’u ig¢in risk faktorii olusturmaktadir. Yapilan ¢alismalarla en az 6 ay boyunca
giinde bir adet sigara icen insanlarin mesane kanserine yakalanma risklerinin hig
sigara igmeyenlere gore 2-3 kat daha fazla oldugu gosterilmistir. 2-naftilamin ve 4-
aminobifenilin sigaradaki karsinojenler oldugu deneylerle kanitlanmigtir (Dalsu ve
dig., 2009). Sigara i¢en kadinlarda mesane kanserine yakalanma riskinin sigara i¢cen

erkeklere gore daha fazla oldugu diisiiniilmektedir. (Castalao ve dig., 2001).

Mesane kanser riskinin sigara i¢ciminin siirekliligi ve sikligiyla iligkili oldugu,
sigara i¢iminin yogunlugunun artmastyla riskin de arttig1 goriilmiistiir (Silverman ve
dig., 2006). Sigara igmeyi birakanlarda riskin de diistiigi goriilmiistiir (Sorahan ve
dig., 1994). Riskin sosyal i¢icilik ile de iliskili olabilecegi ile ilgili siipheli sonuglar
ortaya ¢ikmaistir.

WHO’ {ilkeler ve kadmn-erkek arasindaki tretelyal mesane kanseri

farkliliklarini Sekil 1.1. ile gostermistir.
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Sekil 1.1. Mesane kanserinde sigara kaynakli 6liim oraninin kadin-erkek ve

tilkelere gore dagilimi (Ploeg ve dig., 2009).

1.3.2. Meslek

Rehn tarafindan ilk kez 1895 yilinda anilin boyalar1 ile mesane kanserleri
arasinda iligki kurulmustur (Cancer Research UK). Daha sonraki g¢aligmalarda
benzidin, 2-naftilamin, 1-naftilamin gibi mesleki kimyasallarin da mesane kanserini
arttirdigr gosterilmistir. Komiir ve komiir katraninin distilasyonu ile elde edilen bir
aromatik amin olan B-naftilaminin mesane kanseri riskini 200 kat arttirdig1 Case ve
arkadaglari tarafindan 1954 yilinda gosterilmistir (Case ve Pearson, 1954). Aromatik
aminler gibi boya, metal, endiistriyel yaglar ve polisiklik aromatik hidrokarbonlarin
(PAH) da mesane kanseri riskini arttirdigi gosterilmistir. Sonug¢ olarak maden
is¢ileri, baca temizleyiciler, ocakgilar, demirciler, zift ve asfalt yapanlar gibi pek ¢ok
endiistriyel meslek sahibi PAH’lara maruz kalmaktadir. Aromatik amin iiretiminde,
boyayla alakali iiretimde, kauguk ve kablo iiretiminde, tekstil ve deri islerinde,
komiir, aliiminyum ve petrol endiistrilerinde bahsi gegen kimyasal ajanlara maruz

kalinmaktadir.

1.3.3. Alkol

Agirlikli olarak hasta-kontrol gruplarinda yapilan meta analizlerde alkol
tilketiminin erkeklerde mesane kanser riskini arttirdigini gostermislerdir (Zeegers ve
dig., 2001). Karacigeri ve hepatik enzimlerin sistemlerini etkileyen yiiksek dereceli

alkol alimlar1 karsinojen molekiillerinin detoksifikasyonunu diisiiriir. Ayrica bunun



yaninda etanoliin protein sentezini yavaglatici etkisi de goriilmiistiir. Bunun olas1
sonuglarindan bir tanesi, malignite degisikliklerine sebep olan hiicre tamir
mekanizmasinin inhibe edilmesidir. Ayrica etanol karsinojenlerin hiicre zarindan
gecirgenligini artirabilir ve bdylece karsinojenik aktiviteyi de artirabilir. Bagka bir
aciklama da etanol metaboliti olan asetaldehitin hiicre proliferasyonunu etkiledigi

seklindedir (Zeegers ve dig., 2001).

1.3.4. Kahve

Kafein iceren kahve ve cay (0zellikle yesil cay) tiiketiminin ¢ok oldugu
Japonya’da yapilan bir ¢aligmada kafein tiiketiminin sadece sigara tliketmeyenler
veya eski igicilerde mesane kanseri i¢in risk teskil ettigi gosterilmistir. Sigara
icenlerde kahve tiiketimi ile mesane Kkanseri arasinda anlamli bir iliski

gosterilememis (Kurahashi ve dig., 2009).

Yapilan hayvan deneylerinde kahve ve kafeinin ne karsinojenik etkisinin ne
de kanseri engelleyici etkisinin olmadigi goriilmistiir, ancak Lopez-Abante ve
arkadaslar1 kafeinin sarmalda DNA bilesenlerinin formasyonunu yoneten bilesenlerin
ve aromatik aminlerin metabolik aktivasyonu yoluyla mesane kanseri risk faktori
olarak gortilebilecek CYP1A2 enzimini tetikleyici etkisi oldugunu Onerdiler ve
yikksek kahve iciminin (giinde 4 fincandan fazla) CYP1A2’ye bagh olarak

enoksidasyon aktivitesini tetikledigi gozlemlenmistir (Zeegers ve dig., 2004).

1.3.5. Schistosoma Haematobium Enfeksiyonu

Kronik iiriner enfeksiyona sebep olan Schistosoma haematobium skomoz
hiicre karsinomu gelisimiyle iligskilendirilmistir. Enfeksiyonun endemik oldugu
bolgelere gore bakildiginda, Misir gibi, skomo6z hiicre karsinomu (SCC) yillardir
tiriner mesane kanserinin (UBC) histopatolojikal tipinin baskin oldugu goriiliir. Bu
endemik enfeksiyondan dolayr Misir bati iilkelerinden neredeyse iki kat yiiksek olan
100,000 erkekte 37.1 insidansiyla diinyada UBC insidansinin en yiiksek oldugu
cografyadir (Ploeg ve dig., 2009). Schistosoma haematobium yumurtalarinin
mesanede birikmesi sonucu irritasyon, olasi fibrozis, kronik sistit ve karsinojenez
geligebilir. Enflamasyon sonucunda olusan Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve Reaktif

nitrojen tiirleri (RNS) inflamasyona bagli karsinogeneze sebep olur.



S. haematobium ile indiiklenen tiriner Karsinogenez, inflamasyon prosesi ile
olusan DNA hasar1 ve kok hiicre aktivasyonuyla iliskili olabilir. Bunun sonucunda

kanser kok hiicrelerinin gelismesine neden olabilir (Ploeg ve dig., 2009).

1.3.6. Tlaclar

Cok sayida epidemiyolojik ¢alismada asir1 fenasetin igeren analjezik
kullananlarda {retelyal kanserlerin (renal pelvis, {reter, mesane) gelistigi

gosterilmistir (Hultengren ve dig., 1965; Angervall ve dig., 1969).

Losemi ve lenfomalarin gelisimi ile iligkisi gosterilen sitotoksik ilaglardan
olan siklofosfamidin metaboliti akroleinin mesane kanserlerine neden oldugu
gosterilmistir. Kemoterapi ajanlari gibi diger cesitlerinin de mesane kanserinde risk
olusturdugu kanitlanmigtir. Asetik asitlerin (indometasin, sulindak gibi) 7.5 ppm
veya daha yiiksek dozlarda kullannominda karsinojenle indiiklenen mesane
kanserlerinin insidansinin azaldig1 gorilmistiir. Benzer sekilde, propionik asitler
(ketoprofen) ve oksikamlarin (piroksikam) da kanser insidansin1 azalttig

goriilmistiir (Castelao ve dig., 2000).

Kemirgenlerde yiiriitiilen deneysel arastirmalarda sakkarin ve siklamatlar gibi
yapay tatlandiricilarin yiiksek dozlarda kullanilmasi halinde mesane kanseri olduklari
gosterilmistir. Buna karsin insanlarda yiiriitilmiis vaka-kontrol caligmalart yapay
tatlandiricilarla mesane kanseri riskinde artis arasinda anlaml iligski gosterememistir

(Morrison, 1984).

1.3.7. Swvilar

Bir¢ok c¢alismada klorlu igme sularinda bir yan iriin olarak veya direk
kontaminasyon yoluyla arsenik bulundugu ve bunun da mesane kanseri riskini
arttirabilecegi gosterilmistir. IARC (International Agency for Research on Cancer —
Uluslararas1  kanser arastirmalart ajansi) c¢alisma grubunun 2004 yilindaki
monografinda igme sularinda bulunan arsenik, insan kanserojeni olarak gosterilmis

ve mesane kanserine neden oldugu bildirilmistir (IARC).

Blackfoot hastaligi Giiney Tayvan’da endemiktir; vaskiiler ve kardiyak
hastaliklarla ve transizyonel karsinomanin da aralarinda yer aldigi ¢ok sayida
malignensi ile iligkilidir. Bu hastaligin artezyen kuyularindan ¢ok miktarda arsenik

alimiyla iligkili oldugu diistiintilmektedir. Benzer endemik mesane kanseri olgulari



icme suyunda yiiksek oranda arsenik iceren diger bolgelerde de izlenmistir (Moore
ve dig., 1997).

Sebze ve meyve sulari ¢esitli karsinojenleri modiile eden biyoaktif bilesikler
i¢erirler. Bununla birlikte saflastirma asamasinda klorlanarak temizlenen i¢cme sulari

potansiyel karsinojendirler (Michaud ve dig., 1999).

1.3.8. Cinsiyet Ve Yas

Mesane kanseri erkeklerde kadinlardan 2-3 kat daha fazla goriillmektedir. Bu
ozellikle endiistrilesmis tilkeler i¢in dogrudur ve mesleki faktorii diisiindiirmektedir.
Fakat yapilan baz1 ¢alismalar meslek ve sigara i¢in diizeltme yapildiktan sonra bile
erkeklerde mesane kanseri oranini daha fazla bulmustur. Bes yillik sagkalim oranlari

erkeklerde kadinlardan daha yiiksektir.

Mesane kanseri ¢ocukluk caglart dahil her yasta goriilebilir. Bununla birlikte,
genellikle orta ve ileri yasin hastaligidir. Transizyonel hiicreli kanserin ortalama
teshis yas1 erkeklerde 69, kadinlarda ise 71’dir (Dalsu ve dig., 2009). Ayrica mesane
kanseri insidansi yagla artar. 70 yas {istlindeki bireylerde mesane kanseri icin ti¢ kat

daha fazla risk goriilmiistiir.

Sekil 1.2°de de goriildiigii gibi mesane kanseri hastalarinin %90’mna 55
yasindan sonra bu teshis konulmaktadir, ancak seyrek de olsa bu hastalifin geng
erigkin ve hatta cocuklarda goriildigii de olmaktadir (American Urological
Association Education and Research, Inc, 2007). Az rastlanan ¢ocuk ve daha geng
erigskin hastalarda ise genel olarak yavas ilerleyen diisiik seviye tiimor gorilmiistiir

(Sexton ve dig., 2010).
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Sekil 1.2. Beyaz erkek ve kadinlarda yasa gore iiretelyal mesane kanseri gelisimi
(Ploeg ve dig., 2009).
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1.4. Tiumor Derecelendirmesi

Tablo 1.2.°de yer alan WHO tarafindan yapilan histopatolojik siniflandirma
diinyanin hemen her tarafinda kullanilmaktadir. Ayrica Sekil 1.3.’te UCC’nin

derecelendirilmesi gosterilmektedir (Macvicar, 2002).

Tablo 1.2. Mesane tiimérlerinin histopatolojik siniflandirmasi (Macvicar, 2002)

Sembol | Aciklama

PTNM Patoloji Siniflandirmasi

G Histopatolojik evre belirlemesi

Gx Farklilagsma evresi degerlendirilemiyor

G1 Iyi farklilasmus

G2 Orta derecede farklilagmig

G3-4 Iyi farklilasmamus / farklilasmans

Primer Tiimér

TX Bilinmeyen primer timdr

To Saptanamayan primer tiimor

Ta Invaziv olmayan papiller karsinom

Tis Karsinoma in situ

T1 Subepiteliyal bag dokusuna invaze tiimor

T1A Tiimor, mukoza ile muskularis mukoza arasinda kalan bag dokusundadir.

T1B T{imo6r, muskularis mukoza diizeyindedir.

T1C T{im6r, muskularis mukoza ile propria arasinda kalan bag dokusundadir.

T2 Kasa invaze tiimor

T2a Tiimor ylizeyel kas dokusuna invaze (i¢ yari)

T2b T{imor derin kas dokusuna invaze (dis yar1)

T3 Tiimor perivezikal dokuya invaze

T3a Mikroskobik

T3b Makroskobik (ekstravezikal kitle)

T4 T{imor komsu organlara invaze

T4a T{imor prostat, uterus veya vajinaya invaze

T4b T{imor pelvis ve / veya karin duvarina invaze

Bolgesel Lenf Nodlar1 (N)

NX Bilinmeyen lenf nodu metastazi

No Bolgesel lenf nodu metastaz1 yok

N1 Tek bir lenf nodunda 2 cm’ den kiigiik metastaz

N2 Tek bir lenf nodunda 2-5 ¢cm arasinda ya da birden fazla lenf nodunda <5
cm olmayan metastaz

N3 5 cm< lenf nodu metastazi

Uzak Metastaz

MXx Bilinmeyen uzak metastaz

Mo Uzak metastaz yok

M1 Uzak metastaz var
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Mesane limeni T

Ta Uretelyum 1,

lamina propria

Rektum
Karsinoma in  Yayllma Lamina Yuzeysel kasi Derinlemesi- Mesane
situ (CIS) olmayan propria ile iggal etmis ne kasi isgal duvannin Komsu
papiler sinirl papiler etmis arkasina yapilan isgal
karsinoma karsinoma uzamis etmis

Sekil 1.3. UCC’nin derecelendirilmesi (Knowles, 2006).

Tiimér derecesi ve evresi arasinda belirgin bir iliski bulunmaktadir. Iyi ve
orta diferansiye tiimorlerin ¢ogu yiizeyel iken kotii diferansiye tiimorler invaziv olma
egilimindedir. Sitogenetik ve molekiiler verilere gore diigiik dereceli (iyi ve orta
diferansiye) tlimorlerle, yiiksek dereceli (kotii diferansiye) tiimorlerin orijini
farklidir. Mesane kanserlerinin %35-50’sinde goriilen RB ve p53 genlerindeki
degisimler yiliksek evre ve yiiksek derece TCC ler ile iliskilendirilmistir. 9.
Kromozomun 9p21 bdélgesinin silinmesi ise erken evre TCC ile iliskilendirilmistir
(Doherty ve dig., 2003).

WHO ve Uluslararas1 Urolojik Patoloji Toplulugu (ISUP) 1988 yilinda
yapilan konferansta genel kabul gorecek bir smiflandirma sistemi gelistirilmesini
amaglamig ve bu konferans sonrasinda bu tiimorlerin papiller iiroteliyal neoplazmlar

olarak siiflanmasina karar verilmistir (Epstein ve dig., 1998).

Papilloma (derece 0); normal mesane mukozasi ile c¢evrili fibrovaskiiler
cekirdekli papiller lezyondur (Cheng ve dig., 1999). Uroteliyal tiimorlerden farkli
olarak histolojik anormallik yoktur ve endoskopik rezeksiyondan sonra tekrarlamaz.
Tek lezyon olarak saptandiginda iyi huylu tiimor olarak kabul edilir ancak siklikla
yiiksek dereceli iiroteliyal tiimorlerle birlikte goriildiigi unutulmamalidir (Cheng ve
dig., 1999). lyi diferansiye (derece 1) tiimérler; mukozaya sinirl olduklarinda WHO
ve ISUP tarafindan diisiik malignite potansiyeli papiller iiroteliyal tiimdrler olarak

tanimlanmiglardir (Epstein ve dig., 1998).

Bununla birlikte, siklikla tekrarlamakta hatta niiksler daha yiiksek histolojik
derece ve evrede olabilmektedir (Cheng ve dig., 1999). Yiiksek dereceli tiimorlerle

birlikte bulunabilmesi ve derece 2 tiimorlerle benzer prognostik 6zellikler gostermesi
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nedeniyle dikkatle izlenmelidir. Orta derece diferansiye tiimorler (derece 2); WHO

ve ISUP tarafindan diisiik dereceli iiroteliyal karsinom olarak tanimlanmuistir.

Kotii diferansiye tiimorler (derece 3); WHO ve ISUP tarafindan yiiksek
dereceli iiroteliyal karsinom olarak tanimlanmistir. Diisiik dereceli lezyonlara gore
cok fazla progresyon riski vardir, ayrica es zamanl invaziv hastalik goriilme riski de

fazladir.

1.5. Mesane Kanserinin Molekiiler Mekanizmasi

Kasa yayilan ve yayilmayan karsinomlarda biyolojik ve klinik bulgularin
dogrultusunda elde edilen molekiiler genetik bulgular sonucunda mesane kanseri
olusumu i¢in iki yolak bulunmustur. Halbuki yayilan iiretelyal karsinomalarin ¢ogu
displezyanin yass1 CIS’e dogru ilerlemesinden ve yiiksek derece yayilimci olmayan
lezyonlardan kaynaklanirken, ylizeysel {iretelyal lezyonlarin iyi huylu timor
tiretelyumdan iirotelyal hyperplezi prosesi sayesinde gelistigi diisiiniiliir. Yayilmaci
olmayan lezyonlarin yaklasik %10-15’1 kasa yayilim gosteren hastaliklara dogru

gelisirler. Bu degisimde genetik diizensizlik ¢ok 6nemli bir etkendir (Netto, 2011).

Anormal metabolik yolaklar ve molekiiler kararsizlik mesane kanserinin
gelismesi ve ilerlemesinde rol almaktadir. Bunlar kisaca: 1. karsinojenlerin
degistirilmis metabolizma ve detoksifikasyonu ve 2. kalitimsal veya sonradan
kazanilmis olan genetik anormalliklerdir (DNA tamir mekanizmasinin bozulmasi,
timor hiicre proliferasyonunun engellenmesi, timor gelisiminin baskilanmasidir).
Egzojen karsinojenlerin degistirilmis kimyasal metabolizmalarini iceren yolaklar
anormal sitokrom P450 metabolizmast (genetik defektlerle iliskili), glutatyon-s-
transferaz anormallikleri ve N-asetiltransferazin genetik ve metabolik bozukluklarini
kapsamaktadir. Genetik dengesizlik anormal onkogen aktivitesi (ras ve myc aileleri)
yiizlinden anormal protein ekspresyonlar1 (GDP/GTP baglanma proteinleri), hiicresel
proliferasyon ve apoptozun baskilanmasi gibi sonuglara sebep olabilir (American

Urological Association Education and Research, Inc, 2007).

Ras-MAPK ve PISK-AKT-mTOR yolaklarindaki degisimler {irotelyal
neoplazyada hiicre biiylimesinden sorumludurlar. Ras alt ailesinin kodlanan
bolgesindeki mutasyonlarin aktive edilmesi MAPK ve PI3K yolaginin aktivasyonuna

onciiliik eder. Mo ve arkadaslar1 invasiv olmayan papiler tirotelyal neoplasmalarda
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erken oncogenezin altinda yatan biyomolekiiler yolagi aciklayan bir model dnerdiler.
Bu modelde Ras, PIBK-AKT-mTOR ve JAK-STAT aktive ederck sagkalimi ve
anjiyogenezi yiikseltmektedir (promote). mTOR yolaginin inhibitorii olan timor
siippresor genin inaktivasyonu JAK-STAT yolaginin ve AKT proteinin
aktivasyonunu yonetebilmektedir. FGFR3 mutasyonlart Ras aktivasyonunu
tetikleyebilir.PIK3CA ve FGFR3 mutasyonlar1 genellikle birlikte gerceklesirler, bu
mutasyonlarin onkogenik etkiye katkis1 oldugu kanitlanmistir (Netto, 2011).

Mesane kanseri ile iliskilendirilen timdr baskilayici genlerden en cok ve
kapsamli ¢alisilanlarindan p53, p21, pl6 ve Rb (retinoblastoma) genlerinin
mutasyonlu veya inaktif olmasi sonucu olarak tiimér hiicresi gelisim ve ilerlemesinde
ve hiicre dongiisti diizensizliklerine dogru egilim olabilir (Malats ve dig., 2005).
Ayni sekilde DNA tamir mekanizmasindaki polimorfizmler de {liretelyal mesane
kanseri olusumuna sebep olabilir (Matullo ve dig., 2005). Bunlarin yaninda apoptozis
ve hiicresel inflamasyon gibi potansiyel yolaklar da tanimlanmistir (Wu ve dig.,

2003).

1.5.1. Kromozomal Degisiklikler

Kromozom 9’un biiyiik bir kisminin 6zellikle de 9q bdlgesinin kaybi siklikla
goriilmektedir. Iki yolak onerilmistir: 9q’nun silinmesiyle sonuglanan displazi ve
hiperplazi ve fibroblast biiylime faktorii reseptorii 3 (FGFR3)’iin mutasyonlarinin
aktivasyonu genetik olarak stabil diisiik dereceli papiller tiimére sebep olur. Ikinci
yolak ise erken p53 mutasyonlar1 nedeniyle olusan yassi, yiiksek dereceli lezyonlar
igerir, yiiksek dereceli displazi olusumudur (Sexton ve dig., 2010).

Kromozom 9 kaybi evre ve dereceleri ne olursa olsun biitiin mesane
kanserlerinin en az %50’sinde bulunmustur. Kromozomun iki kolunda da timor
baskilayic1 genler bulunmaktadir. Bu genlerin belirlenmesi hastaligin patogenezini
anlamada ve klinikte markor olarak kullanilabilecegi diistiniilmistir. LOH
(Heterozigotluk Kaybi1)’un gerceklestigi  kritik bolgeler 9p ve 9q olarak
haritalanmistir. Kii¢iik primer tiimorlerde kiigiik delesyonlarin frekanslarinin daha

yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Simdilik 9p’de bir bolge (9p21), 9q’da ise (9922, 9932—q33 ve 9q34) ii¢
bolgenin kaybi haritalanmistir. Bu bolgelerde CDKN2A/ARF (pl16/p14ARF) ve
CDKN2B (p15) genleri 9p21°de, PTCH (Gorlin Sendromu Geni) 9q22°’de, DBC1
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geninin 9932—q33°de ve TSC1 (Tuberous Sclerosis Syndrome gene 1) geninin
9934’de oldugu diisiiniilen genlerdir (Berggen ve dig., 2003).

Gegtigimiz bes yil boyunca genom iliskili ¢aligmalar (@enome-wide
association studies-GWAS) kompleks insan hastaliklarinin spesifik kromozom
bolgeleriyle iliskili oldugunu gostermistir. Son tic GWAS beyaz irkta mesane kanseri
riskinin kromozom 8q24’te rs9642880 ve rs2294008 3q28 ta rs710521 ve 4pl16.3
bolgesinde rs798766 degisimlerinin iliskili oldugu tanimlanmistir (Wang ve dig.,
2011).

Mesane kanserlerinin %40’inda 11p delesyonu ortaya ¢ikmustir (Stein ve dig.,
1996) . Olumi ve arkadaslar1 43 hastayla yaptiklari ¢alismada 11p delesyonunun
tamamen farklilasmis ve kasa yayilim gosteren kanserlerde oldugunu géstermislerdir.
Kromozomun 11p13 bolgesinde Wilms-timor baskilayict geni (WT1) yer
almaktadir. Ancak iiretelyal karsinomlu hastalarla yapilan calismalarda 11pl15.2,
11p15.2 ve 11p15.5 bolgesinin 6nemli olabilecegini gdrmiislerdir. Bu da gosteriyor
ki WT1 geninden bagka tiimor baskilayici genleri de tiimoriin progresyonundan
sorumlu olabilir (Brauers ve Jakse, 2000). Sekil 1.4’te de goriildiigii gibi tretelyal
kanser gelisiminde kromozom 11, 9, 8 de goriilen delesyonlar bazi yolaklarda yer

almaktadir.

Normal Uretelyum

9q- 9q-
9p- 9p- TP53 (¢ 9p-19q-)

Hiperplasya +
Hiperpiasya Displasya/CIS !
FGFR3 Siklin FGFR3 Sikiin o
D 11p- D 11p-
Genetik ?
olarak stabll "
2 »
Disk Derece . Yiksek Derece e
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Sekil 1.4. Uretelyal tiimdrgenezde potansiyel yolaklar (Brauers ve Jakse, 2000).
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1.5.2. Onkogenler

1.5.2.1. FGFR3

FGFR3 genindeki mutasyonlar mesane kanseri ile iliskilendirilmistir.
Mutasyonlar daha ¢ok diisiik dereceli ve evreli timorlerde ve disiik evreli pTa
tiimdrlerinin %80’1 ile iligkilendirilmistir. UCC’de bulunan mutasyonlar exon 7,10
ve 15°teki hot-spotlarda goriiliir ve bunlarin, reseptoriin kinaz aktivitesinin

aktiflesmesine neden oldugu tahmin edilir.

FGFR3’nin  {retelyumdaki  aktivasyonunun sonuglari tam  olarak
bilinmemekle birlikte MAPK ve PI3-kinaz yolaklarinin aktivasyonunda rol aldigi
sOylenebilir. Hem Ras geni hem de FGFR3 mutasyonlar1 low-grade tiimdrlerin
%82’°de goriilmiistiir ve bu gosterir ki ortak bir biyolojik mekanizma neredeyse biitiin

yiizeysel UCClerde goriilebilir (Knowles, 2006).

Mesane kanserinde FGFR3 geninde 5 farkli mutasyon goriilmistiir (R248C,
S249C, G372C, K652E, Y375C). Calismalarda S249C mutasyonunun (TCC>TCG
doniislimii) mesane tiimdrlerinin %69’unda goriilmiistiir. FGFR3 mutasyonluari
siklikla diigiik gradeli hastalarda goriinmesine ragmen (pTa tiimorlerinde %74)
pT1’de %21, pT2-4 tiimorlerinde %16 oraninda oldugu goriilmiistiir (Sekil 1.5)
(Billerey ve dig., 2001, Tomlinson ve dig., 2007).

1.5.2.2. RAS Onkogeni

H-ras, K-ras ve N-ras genlerini iceren ras gen ailesinin bir iiyesi olan C-H-ras
geni mesane kanseri ile iligskilendirilmistir. Bu onkogenler hiicre iginde sinyal
iletiminde ve olusumunda 6nemli bir rol alan ve GTPaz aktivitesi olan 21kDa protein
kodlar. C-H-ras geninde kodon 12-13 ve 61’de mesane kanseriyle iliskili ii¢ nokta
mutasyon belirlenmistir. C-K-ras geninin kodon 13’te ise bir nokta mutasyonu
goriilmiistiir. Yeni molekiiler teknikler kullanilarak ras degisimlerinin mesane
kanseri hastalarinin  %20-50’sinde gozlendigi belirlenmistir (Brauers ve Jakse.,
2000).

Insan tiimér hiicreleriyle yapilan in vitro deneylerde H-ras’in IGFR ifadesini
arttirdigr ve boylelikle yayilimer fenotipi indiikledigi goriilmiistir (Theodorescu ve
dig., 1991).
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Sekil 1.5. Tiimor derecelerine gore aktiflesen yolaklar (Netto, 2011)
1.5.3. Tiimor Baskilayic1 Genler

1.5.3.1 C-erB1 ve C-erB2

Mesane kanseri hastalarinin idrarlarinda yiliksek konsantrasyonda epidermal
bliylime faktoriiniin (EGF) bulunmasi EGF ve epidermal biiylime faktorii
reseptorliniin - (EGFR) testlerde kullanilabilecegini  diisiindiirmiistiir. EGFR;
ekstraseliiler EGF baglanma domeyni, bir transmembran kismi ve hiicre iginde ATP
baglanma bélgesi iceren tirozin kinaz aktivitesine sahip bdliimlerden olusmaktadir.
Hiicre igindeki sinyal transferinin  baslayabilmesi EGFR  reseptoriiniin
otofosforlanmasini gerektirir. Reseptoriin yapisal degisimi liganda baglanmasini
etkiler ve bu durum hiicre proliferasyonunun hizlandirilmasi ve kinaz aktivitesinin
artmasin1 baglatir.C-erB1 geni mesane kanserinde ileri histopatolojik stage ile

iliskilendirilmistir (Brauers ve Jakse, 2000).

EGFR’1in artmas1 ve tiimor derece degisimleri arasinda iliski oldugu
Oongoriilmiistiir. Moriama ve arkadaglar1 kasa yayilim gosteren mesane kanseri
orneklerinin %80’inde artan C-erB2 gen artis1 oldugunu ve bunun ileri histopatolojik

evrelerle iliskilendirildigini belirlemistir (Moriama ve dig., 1991).

1.5.3.2. CCND1

11q13d bolgesinde bulunan CCND1 protoonkogeni mesane kanserinde asir

ifade edilmektedir. Bu genin {irlinii olan siklin D1 Rb yolag: araciligi ile hiicre
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dongiisii prosesinde yer alir. Ayrica CCND1’in asir1 ifadesi erken tiimdr tekrarlarinda

iligkilendirilirken sagkalimla iligkilendirilmez (Brauers ve Jakse, 2000).

1.5.3.3. MYC

Kromozom 8’in uzun kolunda yer alan C-MYC geninin fluoresan in situ
hibridizasyon (FISH) ve genomik hibridizasyon yontemleri kullanilarak yiiksek
derece ve safhalardaki mesane tiimorlerinde kopya sayisinin artmigs oldugu
gorilmistir. MYC onkogeninin asir1 ifadelenmesi yiiksek derecedeki mesane
kanserlerinde goriiliirken sagkalimla ve hastaligin ilerleyisiyle ilgili anlamli bir
iligkisi goriilememistir (Brauers ve Jakse, 2000). UCC, MYC ve MAPK gibi diger
molekiiler yolaklarla da transkripsiyonel olarak aktif edilmektedir (Knowles, 2006).

1.5.3.4. E2F3

Mesane kanser dokularinda ve hiicre kiiltiirlerinde 6p bolgesinde E2F3
geninin ifade edildigi goriilmiistiir. Kasa yayilim gosteren UCC’lerin yaklasik olarak
%14’tiinde E2F3 ifade edildigi goriilmistiir. 7 gen igeren E2F transkripsiyon faktor
ailesinin RB’ye bagli olarak etki gdsterdigi bilinmektedir (Knowles, 2006).

1.5.3.5. PTEN

10g23°te yer alan PTEN (Phosphatase and Tensin Homologue Deleted on
Chromosome 10) geninin bir boliimiinde heterozigotluk kaybinin olmasi yiiksek
derece ve evredeki UCC’lerde goriilmiistiir ( Tablo 1.3.). PI3 kinaz yolaginda negatif
diizenleyici olan PTEN hiicre goc¢ii, apoptoz ve proliferasyonu igeren yollarla hiicre

fenotipini etkilemektedir (Knowles, 2006).

Hastalarin %94’tinde PTEN proteininin anlamli olarak azalmis oldugu
gosterilmistir. Bu azalma hastalifin derecesi ve safhasiyla baglantilidir. PTEN
eksikligi yiizeysel papiler TCCyi baslatarak veya CIS’in ileri yayilmaci ve metastatik

formlara doniismiinii artirarak mesane kanserine yol agabilir (Tsuruta ve dig., 2006).
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Tablo 1.3. Gegisli hiicre karsinomlarda bilinen genlerdeki genetik ve

epigenetik degisimler (Knowles, 2006).

Hiicre gegisli karsinomalarda bilinen genlerdeki genetik ve epigenetik degisimler

Gen (Sitogenetik pozisyon) Degisim Frekans/Klinik Baglant
Onkogenler
HRAS (11p15)/NRAS Mutasyonu aktive eder %10-15 / Biitiin safha ve derecelerde
(1p13)KRAS2 (12p12)
FGFR2 (4p16) Mutasyonu aktive eder %30-80 / Genellikle diisiik satha/derece
ERBB2 (17q) Ampfilikasyon/yiiksek doz %10-14 / Yiiksek safha/derece
CCND1 (11q13) Ampfilikasyon/yiiksek doz %10-20 / Biitiin satha ve derecelerde
MDM2 (12q13) Ampfilikasyon/yiiksek doz Amplifikasyon %4, yiiksek derece, %30 yiiksek doz, diisiik derece
E2F3(6p22) Ampfilikasyon/yiiksek doz Tiimor hiicre dizilerinde yiikselme ve %11 2 T1 timérleri

Tiimér baskilayici genler

RASSF1A (3p21) Metilasyon Genelde %62, yiiksek derece, ilerleme

FHIT(3p14) Delesyon/Metilasyon Urotelyal transformasyon sirasinda(in vitro) delesyon, %44 LOH, genelde
kasayayilan, %61 diisiik yogunluk, %16 metilasyon

CDKN2A (9p21) HD/Metilasyon/Mutasyon %20-30 yiiksek safha/derece; %60 LOH biitiin safha ve derecelerde;

PTCH (9q22) Delesyon/Mutasyon %60 LOH biitiin safha/derecelerde; diisiik frekansh mutasyon

DBC1 (9932-33) Delesyon/Metilasyon %60 LOH biitiin safha/derecelerde

TSC1 (9q34) Delesyon/Mutasyon %60 LOH biitiin satha/derecelerde; %13 mutasyon

PTEN (10q23) HD/Mutasyon Kasayayilan durumlarda %30-35 10q LOH, %17 mutasyon yiiksek derecede

RB1(13q14) Delesyon/Mutasyon Toplamda %10-15, Kasa yayilma durumunda %37

TP53 (17p13) Delesyon/Mutasyon Kasayayilan durumlarda %70

1.6. p53

1979 yilinda p53 proteini A.Levine, P.May ve L.Old’un yaptig1 ¢alismalar
sonucu kesfedilmistir (p53.free). Kromozom 17’nin kisa kolunda (17p13.1) yer alan
TP53 geni ¢ogu hayvan tiirleri arasinda yiikksek oranda korunmustur. 20 kb
biiytikliiginde olan dizisi, 11 ekzon igermektedir. Fakat 10 Kb civarinda olan ilk
ekzon kodlanmamaktadir. Evrimsel siire¢ boyunca yiiksek oranda korunan p53
proteini 393 aminoasit igermektedir. Protein 1 N terminal bolgesi(1-42 aa), 1 protein
yoniinden zengince bolge (63-97 aa), DNA’ya baglanmak i¢in 6nemli olan kor
domeyn (102-292aa) ve tetramerizasyon domeyni (323-356aa) ve 1 tane de C-
terminal bolgesinden (363-393aa) olusmaktadir. Bu bolgelerden 6zellikle kor
domeyni degisik insan kanseri tiplerinde bir¢ok mutasyon i¢ermektedir. P53’iin C-
terminal bolgesi Mdm2’ nin (murine double minute 2) N- terminal bdlgesine baglanir
(Vama ve dig., 2011).

P53 proteininde kabul edilen 5 bolge:

1. Amino terminali: 1-42’a kadar olan amino asit rezidiilerinden olusan
asidik bir transaktivasyon bolgesi ve MDM2 proteini baglanma bolgesidir. Bu bolge,

gen ekspresyonunu diizenler. Amino terminali i¢indeki bazi amino asitler, hedef
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genlerin p53 tarafindan pozitif ve negatif regiilasyonu agisindan kritik
goriinmektedirler (Smith ve dig., 2003).

2. Proteince zengin bolge: Sekil 1.6°da goriildiigii gibi 63-97°¢ kadar
olan amino asit rezidiilerinden olusan p53’iin ¢ogunlugunda korunmus olan, tekrar
eden prolin rezidiileri serilerini igceren bolgedir. Bu bolge transaktivasyon fonksiyonu
ve apopitoz i¢in de gereklidir ve p53’iin negatif regiilasyonunda gorev almaktadir
(Cadwell ve Zambetti, 2001).

3. Kor bolge: 102-292’ya kadar olan amino asit rezidiilerinden olusan
diziye 6zgli DNA baglama bolgesini kapsamaktadir. Diziye 6zgi DNA baglama
bolgesi, DNA’ya fiziksel olarak baglanan 2 alfa heliks ilmek i¢in bir yap1 iskelesi
gorevi goren anti paralel beta bir tabakadir. Yanlis anlamli mutasyonlarin %90’dan
fazlas1 bu bolgede olusmakta, bu da proteinin yapisal biitiinliigiiniin kaybina sebep
olmaktadir (Levine, 1997). DNA baglama bolgesindeki mutasyonlar p53’iin timor
supresOr aktivitesini degistirirler ve kanserde yaygindirlar (Smith ve dig., 2003).

4. Oligomerizasyon (tetramerizasyon) bolgesi: 323-356’¢ kadar olan
amino asit rezidiilerinden olusan bolgedir. Dimerizasyon i¢in gerekli olan bir alfa-
heliks tarafindan izlenen beta zinciri igerir. P53, iki dimerden olsuan bir dimerdir.
Oligomerizasyon bdlgesinde bir niikleer eksport sinyali (nuclear export signal)
lokalize olmustur. Normal p53 fonksiyonu, oligomerizasyon bdlgesi tarafindan
diizenlenen bir islem olan, proteinin oligomerizasyonu ve 6zel konformasyonuna da
baglidir. P53’{in tetramerik formu olan dimerinin, DNA’yla veya ¢esitli proteinlerle
karsilikli  etkilesmek icin artirilmis yetene§i vardir. Yaygin olmasa da,
oligomerizasyon bolgesindeki mutasyonlar, tetramerizasyonu, DNA baglayiciligin
ve tiimor hiicresi gelismesinin inhibe edilmesini engeller (Levine, 1997).

5. Karboksi terminali: 363-393’¢ kadar olan amino asit rezidiilerinden
olusan bazik bdlgedir. Ug adet niikleer lokalizasyon siyali (NLS) ve hasarli DNA’ya
baglanan spesifik olmayan bir DNA baglama bolgesi, ayrica RNA’ya 6zel olarak
baglanan amino asitler igerir. Bu bolge, kor bdlgenin DNA baglanma 6zelliginin
negatif regililasyonunda ve DNA tamir mekanizmasinin p53 tarafindan
reglilasyonunda goérevlidir (Smith ve dig., 2003). Bu bolgenin p53’iin apoptotik

aktivitesini kontrol ettigi de gosterilmistir.
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Sekil 1.6. p53 geni ve proteini (http://www-p53.iarc.fr/)

Timor baskilayict p53; strese verilen cevapta, genomik stabilitenin
korunmasinda, DNA hasar1 olusturacak tehditlere verilen cevapta, hipoksi, metabolik
stres ve onkogenik aktivasyonda anahtar goreve sahiptir (Sekil 1.7). DNA'daki 6zel
cevap elementlerine baglanarak timor biiyiimesine karsi verilen cevapta (hiicre
dongiisiiniin durmasi, apoptoz, genetik biitlinliilin korunmasinda, angiyogenezin
durdurulmasinda vb.) gorev alan genlerin transkripsiyonunu diizenler (Vama ve dig.,

2011).

pS3 proteini DNA tamiri, hiicre dongiisiiniin kontrolii, genomik kararliligin
saglanmasi, kromozom ayrilmasinin diizenlenmesi, gen ifadesinin diizenlenmesi,
yaslanma ve programli hiicre 6liimii gibi bir¢ok hiicresel olayda rol almaktadir. pS3,
bu islevlerini ya transkripsiyon faktorii olarak ilgili genlerin transkripsiyonlarini
diizenleyerek ya da diger proteinler ile veya dogrudan DNA ile fiziksel olarak
etkileserek gerceklestirmektedir (Harris, 1996).

p53, hiicre dongiisiiniin GO/G1 evresinde rol alan bir¢ok siklin bagiml
kinazin islevini engelleyen p21 proteininin ifadesini, p21WAF2/Cipl geninin
transkripsiyonunu uyararak diizenlemekte ve boylece p21 proteini araciligi ile hiicre
dongiisiinii G1 asamasinda durdurmaktadir (Harris, 1996). p53 ayrica, mitoz
bolinme i¢in gerekli proteinleri kodlayan c-myc ve c-fos gibi genlerin

transkripsiyonlarini  diizenleyen E2F transkripsiyon faktorii ile fiziksel olarak
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etkileserek hiicre dongiisiiniin G2 evresinde durdurulmasinda da rol almaktadir. p53,
DNA tamiri ve DNA sentez mekanizmasinda rol alan PCNA (proliferating cell
nuclear antigen), GADDA45 (growth arrest and DNA damage inducible 45)
proteinlerini ve programli hiicre O6liimiinde rol alan PUMA (p53 up-regulated
modulator of apoptosis), Noxa (Latin for “damage”), Bax (Bcl-2-associated X

protein) ve Fas gibi proteinlerin transkripsiyonlarini da diizenlenmektedir (Bunz,

1998).
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Sekil 1.7. p53 proteininin uyaranlari ve sonuglart (Vama ve dig., 2011).

P53 yolagindaki bozukluk insan kanserlerinin en onemli isaretidir. p53
yoklugu ve fonksiyon kaybi ile sonuglanan p53'in somatik mutasyonlari, timor
olusumundaki en yaygin mekanizmadir. p53'in dogrudan kaybi bazi kanser
tiirlerinde istenmeyen prognozlarla iliskilidir.

Hem spontan olarak hem de DNA hasariin bir sonucu olarak, sporadik
kanserlerde tiimorle iliskili mutasyonlar olusabilir. Tiimor olusumunda gorev alan
mutasyonlar genellikle tek baz degisimleridir, ve bunlar p53'in DNA-baglayici
bolgesinde (DBD) amino asit degisimleri ile sonuglanir.

Genellikle, mutant timor iligskili p53 proteinleri kismen ya da tamamen

normal p53 fonksiyonlarini kaybetmistir. Her ne kadar bu tiimér olusumunda sik

22



gorillen bir mekanizma da olsa, baz1 kanser tiirlerinde p53'iin negatif

diizenleyicilerinin gen amplifikasyonu da gortilebilir.

Li-Fraumeni sendromuna sahip bireylerin esey hiicrelerinde TP53 gen
mutasyonu bulunur, bu da birgok kanser tiirii i¢in artmis riske yol agar. Somatik
timor iligkili mutasyonlar ¢ogunlukla kor domeyndeki missense baz degisimleridir

ve bunun sonucunda bozuk proteinler kodlanir (Whibley ve dig., 2009).

1.6.1. p53 ve kanser

p53’in evrensel mutasyon veri tabani (http://www-p53.iarc.fr/) 30.500
mutasyon igermektedir. Bunlardan %20-30’u malign melanomlarda, %50’si ylizeysel
mesane kanserlerinde, %29’u kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserlerinde, %58’1

hepataselliiler karsinomlarda, ve %25’i meme kanserlerinde bulunmustur (Sekil.1.8).

TUMOR DOKULARINDA SOMATIK TP53 MUTASYONLARININ GORULMEST

I
YUMURTALIK (2092 /4428 ) 472

KOLORECTUM ( 5666 /13093 ) 33
BAS & BOYUN (2675 /6368) |
BOGAZ (177374315)

PANKREAS (3921037)

AKCIGER (2961 17922)

DERI (77812240)

MIDE (1257 13892)

KARACIGER (1801 /5761 )
MESANE (1206/4311)
BEYIN (1707 16512) {
GOGUS (3630/15770)
YUMUSAK DOKU (256 /1183 )

TUMOR DOKUSU (Mutasyon gériilen / Analiz Edilen)

UTERUS (2407/1184)
LENF BEZI (484 12502)
PROSTAT (19371106 ) §
ENDOKRIN BEZI (130/810) |
ISKELET (1421984
BOBREK (ree32)y ]
HEMATOP. SISTEN 743 /6709 )
SERVIKS (7811305)
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
%

Sekil 1.8. Tiimo6r dokularinda somatik TP53 mutasyonlar: (IARC TP53 database,
R15 release, Kasim 2010).

P53’1 diger tlimor baskilayici genlerden ayiran yegane 6zelligi inaktivasyon
seklidir. Bir¢ok tiimor baskilayici gen, protein sentezini engelleyen cergeve kaymasi
ve anlamsiz mutasyonlarla inaktive edilirken, p53 degisimlerinin biiylik boliimii

kararli, normal uzunlukta proteinin sentezlenmesini saglayan yanlis anlaml

23



mutasyonlardir. Boylece p53 spesifik DNA baglanma o6zelligini yitirir ve timor
hiicrelerinin niikleuslarinda birikir. Tiimor hiicrelerindeki bu mutant p53’iin
korunmasimin iki etkiye yol agtigina inanilmaktadir; mutant olmayan allelin ifade
ettigi yabanil p53°ii inhibe eden dominant negatif aktivite ve mutant p53’i dominant
onkogene transforme eden fonksiyon kazanimidir. P53 proteininin énemli 6zelligi
DNA baglayan bolgenin asirt esnekligi ve kirillganligidir. p53 mutasyonlarinin
cogunun protein DNA baglanma bolgesinde olmasi, p53 mutasyon analiz
calismalarinin %80°den fazlasini 5 ile 8. ekzonlar arasinda yogunlagsmasina sebep

olmustur (Soussi ve Lozano, 2005).

pS3 proteini kristal yap1 incelemeleri pS3 proteinin yapisint ve DNA ile nasil
bir diizlemde iliski kurdugunu ortaya koydugu gibi p53 geninde ger¢eklesen
mutasyonlarin rollerini de ortaya koymustur. Bu ¢aligmalar ile p53 proteininde
tanimlanmis olan mutasyonlarin %20’sinin proteinin DNA’ya baglandig1 bolgede
bulunan 2 arjinin amino asitinin degisimiyle gergeklestigi belirlenmistir. DNA-p53
protein kristal yapisinin incelenmesi, bu arjininlerin, p53 proteini ile DNA arasindaki
bagin olusmasinda énemli oldugunu gostermistir (Ho ve dig., 2006). 248. konumda
bulunan arjinin amio asitinin, timin niikleotidindeki oksijen ile ve adenin
niikleotidinin halka yapisinda bulunan nitrojen ile hidrojen bagi olusturulmasinda rol
aldig1 gosterilmistir (Ho ve dig., 2006). Bu boélge, p53 proteinin, DNA’nin kiigiik
oluguna baglanmasinda Onemlidir ve burada gerceklesen mutasyonlar proteinin
DNA’ya  baglanabilme  ozelligini  degistirmektedir.  Degisik  tlimorlerde
gerceklestirilen p53 proteini kristal yapist incelemeleri ve bu proteinleri kodlayan
dizilerin DNA dizi analizi ile ortaya konulmasi, p53 geni {izerinde kanser tiiriine
0zgli mutasyonlarin olugmasina imkan veren sicak bolgelerin varligini gostermistir.
Bu sicak bolgelerdeki mutasyonlar p53 proteininin DNA’ya tutunmasinda rol alan
amino asit kodonlarinda degisimlere neden olarak proteinin DNA’ya
baglanabilmesini etkilemektedir (Varley ve dig., 1997). Bahsedilen kodonlardan 175,
248, 273 ve 282. kodonlarda gergeklesen mutasyonlar siklikla kolon kanserinde, 273.
kodon mutasyonlart beyin tiimérlerinde, 249. kodon mutasyonlar1 karaciger
kanserlerinde, 242 ve 273. kodon mutasyonlar1 akciger kanserlerinde, 172, 213 ve
248. kodon mutasyonlar1 Burkitt’s Lenfoma’da ve 144, 156 ve 248. kodon

mutasyonlar1 da pankreas kanserlerinde goriilmektedir (Yamaguchi ve dig., 1999).
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1.6.2. Mesane Kanserinde p53 Mutasyonlari

P53 geni mesane tiimérlerinin %20-60’nda mutasyonludur. Ozellikle kodon
280 ve kodon 285 mutasyonlarin en sik oldugu bolgedir. Bu degisiklikler invazif
tiimorlerde yiizeyel tiimorlerden daha sik goriilmektedirler ve daha ¢ok kotii klinik
sergileyen vakalarda goriilmektedirler. Mesane kanserinde goriilen pS3 mutasyonlari
hastalarin sigara igme durumu, hastaliginin derecesi, mutasyonun goriildiigii kodon

gibi detaylarin da yer aldig1 Tablo 1.4.’de gosterilmistir.

P53 geni olduk¢a korunmus bir gendir. Bugiine kadar kodlama bolgesinde
bes polimorfizm bulunmustur. Bunlarin 4 tanesi ekzon 4’te kodon 34, 36, 47, 72
iken; bir tanesi de ekzon 6 kodon 213’te bulunmustur. p53°teki polimorfizmlerin
cogu intronik bdlgede bulunmustur. Intron 1°de iki , intron 2’de bir, intron 3’te bir,
intron 6’da 2, intron 7’de bes ve intron 9°da 1 tanedir. Bunlardan kodon 72 ve kodon

47°deki polimorfizmler iyi karakterize edilmistir (Katkoori ve dig., 2009).

1.6.2.1. p53 kodon 280 - 285

Ekzon 82’de kodon 280 ve 285 mutasyon olusumu icin sicak bolgelerdir.
kodon 280 biitiin kanser tiplerinin %1.2’sinde mutatken {iriner mesane kanserlerinin
%5.1’inde mutanttir. Bu degerler kodon 285 igin biitiin kanser tiplerinin %0.82’1

iken, liriner mesane kanserlerinin %4.3’tiir (Berggren ve dig., 2001).
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Tablo 1.4. Mesane kanseri ile iligkilendirilmis p53 mutasyonlari

(Schroeder ve dig., 2003)

p53 mutasyonu Olay Karakteristigi®
Ekzon Kodon  Mutasyon b Sonug Derece Sigara NAT1 NAT2 GSTM1
G:C > AT at CpG dinukleotit
PR363 4 110 CGT-CAT Arg-His 1 Hayir + + +
ON119 5 158 CGC-CAC Arg-His 3 Birakmis nd nd nd
PR124 5 158 CGC-CAC Arg-His 3 Evet + + +
PR558 5 170 ACG-ATG Thr-Met 3 Evet - + +
PR278 5 181 CGC-CAC Arg-His nd Evet + - +
PR282 7 245 GGC-AGC Gly-Ser 2 Evet - + -
PR148 7 248 CGG-CAG Arg-Gln 3 Evet + + -
PR395 8 273 CGT-CAT Arg-His 4 Evet - + +
PR109 8 282 CGG-IGG Arg-Trp 3 Birakmis + + -
PR283 8 290 CGC-CAC Arg-His 3 Evet nd nd nd
Diger Tranzisyonlar
PR331 4 88 CCc-ccT Sessiz mut. 1 Hayir + + -
PR171° 5 137 CTG-CTA Sessiz mut. 4 Birakmis - + -
PR171° 5 141 TGC-TGT Sessizmut.  °© © © ° °
PR171° 5 153 cce-Icc Pro-Ser ¢ ¢ ¢ ¢ ¢
PR171° 5 161 GCC-GIC Ala-Val ¢ ¢ ¢ ¢ ¢
PR553 5 168 CAC-TAC His-Tyr 4 Birakmis - + +
PR167 6 192 CAG-TAG GIn-Stop 3 Evet - - +
PR603 6 192 CAG-TAG GIn-Stop 3 Birakmis + - +
PR302 6 205 TAT-TGT Try-Cys 2 Birakmis + + -
PR365 6 215 AGT-GGT Ser-Gly 4 Evet - + +
PR267 6 220 TAT-TGT Tyr-Cys 4 Birakmis + - +
PR156 7 230 ACC-ATC Thr-Met 4 Evet + + +
PR270 7 234 TAC-TGC Tyr-Cys 4 Evet - + +
PR389 7 239 AAC-AAT Sessiz mut. 2 Birakmis - - -
PR579 7 244 GGC-GAC Gly-Asp 4 Hayir + - +
PR122 7 250 CCC-CCT Sessiz mut. 4 Hayir - - +
PR231 8 265 CTIG-CCG Leu-Pro 4 Evet + + +
PR228 8 266 GGA-AGA Gly-Arg 3 Birakmis nd - +
PR171° 8 285 GAG-AAG Glu-Lys ¢ ¢ ¢ ¢ ¢
PR362° 8 285 GAG-AAG Glu-Lys 3 Birakmis - - +
PR362° 8 287 GAG-AAG Glu-Lys ¢ ¢ ¢ ¢ ¢
Transversiyonlar
PR204 4 62 GAA-TAA Glu-Lys 4 nd - - -
PR227 6 215 AGT-AGA Ser-Arg 4 Evet - - +
ON201 6 216 GTG-GTT Sessiz mut. 4 Evet nd nd nd
PR402 6 222 CCG-CCT Sessiz mut. 2 Evet - + -
PR212 7 248 CGG-CIG Arg-Leu 4 Birakmis - + -
PR284 8 280 AGA-ACA Arg-Thr 4 Birakmis - + +
PR294 8 284 ACA-CCA Thr-Pro 2 Birakmis - - +
PR565° 8 286 GAA-GAT Glu-Asp 2 Evet - + -
Insersiyon ve delesyonlar
PR565° 5 172 -17 Cergeve ° ° ° © ©
kaymasi
ON105 8 267 +G E;;fnz‘;? 3 Hayir - + +
PR145 8 285 +G E:;%Z": 3 Birakmis + - -

? derece, ilk tanida klinik derece. Sigara igiciligi, ilk tanidan iki yil énceki sigara durumu. NAT1:+, herhangi bir NAT1*10 alleli; =, NAT1*10 allelinin
olmamasi. NAT2:+, yavas (NAT2*4 alleli yok); — ,hizli. GSTM1: +, homozigot null; — , herhangi bir yabanil tip alleli. nd, tespit edilemeyen.

®her mutasyon olan bazin alti gizilidir. IIk {i¢ baz yabanlil tip iken, son (i¢ baz mutant dizide yer almaktadir.

“birden fazla mutasyon gériildigi durumlar
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1.6.3. Mesane Kanserinde p53 Polimorfizmleri

1.6.3.1. p53 Kodon72

Kodon 72 Arjinin/Prolin  (Arg-CGC/Pro-CCC) polimorfizminin goriilme
sikligr etnik grup ve cografyaya gore degiskenlik gostermektedir (Tablo 1.5.).
P53Arg ile pS3Pro arasinda konformasyonel olarak farkliligin oldugu iki proteinin
SDS-PAGE’te yiriitiiliip p53Pro varyantinin p53Arg varyantindan daha yavas

ilerledigi goriiliince anlagilmistir (Thomas ve dig., 1999).

Tablo 1.5. Saglikli popiilasyonlarda kodon 72’de G>C polimorfizminin etnik
kokene gore degisimi (pS3 Knowledgebase)

Grup N Arg/Arg Arg/Pro Pro/Pro Referanslar
ABD 245 51.8 40.0 8.2 Hildesheim ve dig. 1998
ABD 510 46.5 41.6 12.0 Fan ve dig. 2000
Sili 53 47.2 45.3 7.5 Ojeda ve dig. 2003
Brezilya 82 40.2 54.8 4.9 Drummond ve dig. 2002
Japonya 105 39.0 54.3 6.7 Suzuki ve dig. 2005
Tayvan 152 30.9 49.3 19.7 Wang ve dig. 1999
ispanya 90 46.3 435 10.2 Beckman ve dig. 1994
Cek Cum. 172 53.5 35.5 11.1 Tachezy ve dig. 1999
Hollanda 158 57.0 37.0 6.0 Hayes ve dig. 1998
ingiltere 41 36.6 58.5 4.9 Storey at al. 1998
ingiltere 246 62.6 30.5 6.9 Rosenthal ve dig. 1998
Yunanistan 99 24.2 64.7 111 Soulitzis ve dig. 2002
isveg 188 47.0 44.0 9.0 Anderson ve dig. 2001
Finlandiya 171 56.7 38.0 5.3 Beckman ve dig. 1994
Norveg 225 54.0 40.0 6.0 Helland ve dig. 1998

Scheckenbach ve dig.

Almanya 193 59.0 34.0 7.0 >ooa &
Polonya 52 73.1 23.1 3.8 Dybikowska ve dig. 2000
Turkiye 114 36.84 48.25 14.91 Toéraner GA, 2001
Tarkiye 102 40.1 48.1 11.8 Bu calismanin sonuglari

P53’te 61-94 amino asitleri arasinda yer alan bes tekrar pxxp sekansi (prolin)
iceren bolgenin SH3 bolgesine baglanma aktivitesi araciligiyla bu motifin sinyal
transdiiksiyonunda yer aldigi diisiilmektedir (Sekil.1.9.). Hiicre kiiltiiriinde yapilan
calismalarda p53’ln timor hiicrelerinin  biiylimesini  baskilamasinda goriilen
bozukluklar prolinden zengin bdlgenin silinmis olmasiyla iliskilendirilmistir. G

bazinin C bazina doniislimii kodon 72°deki arjinin aa’nin prolin aa’e doniismesine
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sebep olmaktadir. p53’iin Arg tasiyan formunun prolin tagtyan formuna gore tiimor
biiyiimesinde anlamli olarak daha fazla iligkili oldugu bulunmustur (Chen ve dig.,

2000).

2002°de yapilan bir calismada Arg/Arg genotipinin mesane kanseri
gelisimindeki riski arttirdign gosterilmistir (Soulitzis ve dig, 2002). Ancak bunun
yaninda Kuroda ve arkadaslar1 Pro/Pro genotipini tasiyan ve sigara igen bireylerde

tiretelyal kanser riskinin arttigin1 bulmuslardir (Kuroda ve dig., 2003).

HPV viriistiniin E6 proteinleri ubiquitine bagli degredasyonda p53Arg’i
pS3Pro’e gore daha effektif olarak hedef alir. Bu ylizden HPV ile iligkili kanser
tirleri p53Arg i¢in analiz edilmeli, c¢ilinkii c¢ogunlukla normal popiilasyon

heterezigottur (Storey ve dig., 1998).

Arg/Arg frekansi genel popiilasyonlar karsilastirildiginda serviks kanseri
hastalarinda anlamli sekilde yiiksek ¢ikmig, Arg i¢in homozigot olan bireyler
heterozigot olan bireylere gore HPV iligkili tiimdrlere yedi kat daha yatkin oldugunu
gostermektedir (Storey ve dig., 1998).

Benzer caligmalar serviks, bas ve boyun kanseri, akciger, deri, meme,
Ozefagus gibi kanserlerde yapilmistir. Ancak sonuglar arasinda tutarsizlik
bulunmaktadir. Yakin zamanda p53Arg’in, mutant p53’iin konformasyonel yapisinin
p73 ile stabil bir komplex olusturmasi yetenegini arttirdigr gosterilmistir. Bu olusum;
p73’iin apoptozisi baglatmasina ve sekans spesifik transkripsiyonal aktivator olarak

gorev almasina neden olmaktadir.

Kodon 72 polimorfizminin p53’ iin prolinden zengin bdlgesinde yer aldigi
bilinmektedir. Bu domain p53’ e bagli apoptozda 6nemli bir rol oynamakta ve
p53’1in baskilayict aktivitesini arttirmaktadir (Sakamuro ve dig., 1997). Bu bolge bes
tane PxxP SH3 (SRC-homology-3) baglanma motifi igermektedir ki, bunlardan biri
kodon 72’de arjinin ile yer degistirdiginde kaybolmaktadir. Degisim sonucunda
poliprolinin biyolojik roli de degismektedir. P53 proteininin iki polimorfik
varyantinin transkripsiyonel mekanizmaya baglanma kabiliyetleri, transkripsiyonu
aktive etmeleri, apoptozu indiiklemeleri ve birincil hiicrelerin transformasyonlarini
baskilamalar1 birbirinden farkli olsa da DNA’ya baglanma kabiliyetleri aynidir
(Thomas ve dig., 1999). PP bolgesi 6zellikle apoptozu indiiklemek i¢in onemli bir
bolgedir.
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Sekil 1.9. Kodon 72’nin protein iizerinde gosterimi (Whibley ve dig., 2009)

1.6.3.2. Kodon 36

Kodon 36°daki sessiz mutasyonlarin (CCG>CCT); MDM2’ nin TP53 mRNA
afinitesini diisiirmesi ile P53’iin apoptozdaki aktivitesini azalttig1 goriilmiistiir. Ug
benzer polimorfizm, D21D (GAC>GAT), P34P (CCC>CCA) ve P36P (CCG>CCA),
MDM2 baglayict TP53 mRNA’da 6nemli bolgelerde bulunur. Son bulgulara gore
mikroRNA (miRNA)’'nin gen kodlama dizilerini hedeflemesi ile translasyonun
inhibe edildigi gosterilmistir. Ancak kodlama bolgesindeki sessiz  TpS3
polimorfizminin P53 aktivitesini nasil etkiledigini agiklayan ve P53’leri hedefleyen
miRNA’lar hala bulunamamistir (Whibley ve dig., 2009).

1.6.3.3. Intron 7

P53 geninde ekzon72nin 3’ ucunun 72 bp altinda, 14181 pozisyonunda
lokalize C>T polimorfizmi bulunmustur. 300 6rnekle (159 hasta ve 171 saglikli)
yapilan ¢alismada polimorfizm frekansinin %15 civarinda ve kontrol ve hastalarda
bu frekansin birbiriyle neredeyse ayni oldu bulunmustur. Bu durum polimorfizmin
iriner mesane kanserinin patogenezi ve etiyolojisiyle ilgisi olmadigim

diistindiirmiistiir (Berggen ve dig., 2000).

Uriner mesane kanserli hasta ve saglikli kontrol gruplarinda yapilan
caligmalarda intron 7°de 14168. pozisyonda yabanil tipte bulunan G bazinin yerine T

bazinin oldugunu, biitiin kontrol ve hastalarda, bulmuslardir. Aslinda 14168.
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pozisyonda yabanil tipteki bazin T bazi oldugunu belirtmislerdir (Berggen ve dig.,
2000).

14168. pozisyonda yabanil tipin G baz1 yerine T bazi oldugunu gosterilmistir.
Orjinal sekans dizisinde yanlis oldugu (GenBank no. U94788), o pozisyonda T
bazinin yabanil tip olduguna dair gilincellemenin GenBank’ta (no. AF209155)
yapildigi da belirtilmistir (Gale ve dig., 2003).

p53 KnowledgeBase Team’e gore beyaz 1irk, Cin, Japon ve Afrikal
popiilasyonunda biitiin bireylerde G alleli yerine T allelinin oldugu goriilmiistiir (p53
KnowledgeBase Team).
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2. AMAC

Timor baskilayici olan p53 geni tiim kanserlerle iliskilendirilmistir. p53
strese verilen cevapta, genomik stabilitenin korunmasinda, DNA hasar1 olusturacak
tehditlere verilen cevapta, hipoksi, metabolik stres ve onkogenik aktivasyonda
anahtar goreve sahiptir. Bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda kanserle iligkili oldugu
diistiniilen birgok esey hiicresi ve somatik p53 mutasyonlar: ile p53 polimorfizmleri
bulunmustur.

Bu ¢alismada amag, Tiirk mesane kanseri hastalarinda p53 geni mutasyon ve
polimorfizm profilini arastirmaktir. Bu hedef, Tiirk mesane kanseri hastalarinda
onkogen ve tiimdr baskilayict genlerdeki mutasyon ve polimorfizmlerin belirlenmesi
ve bir veri tabani olusturulmasi yolundaki ilk adimi olusturmaktadir. Bu baglamda,
bu tez galismasi ¢ergevesinde ilk olarak pS3 geni ekson 4-9 arasindaki mutasyonlarin
belirlenmesi ve timor evre ve dereceleriyle iligkilendirilmesi amaglanmistir. Buna ek
olarak tiim popiilasyonlarda olduk¢a polimorfik oldugu bilnen ve c¢ok cesitli
hastaliklarla iligkilendirilmis olan p53 Arg72Pro polimorfizminin saglikli bireylerde
ve mesane kanseri hastalarinda incelenmesi ve bu polimorfizmin mesane kanserine
yatkinliktaki roliinlin arastirilmasi amaclanmistir. Ayrica tiim verilerin mesane
kanseri i¢in Onemli risk faktorleri olan cinsiyet ve sigara i¢imi ile birlikte

incelenmesi planlanmustir.
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3. MATERYAL

3.1. Caismada Kullamlan Ornekler

Bu c¢alismada kullanilan kan ve tiimor dokusu ornekleri 2008-2012 yillari
arasinda T.C. Saglik Bakanlig1 Sisli Etfal Egitim ve Arastirma Hastanesi, Bagcilar
Egitim ve Arastirma Hastanesi ve Haseki Egitim ve Arastirma Hastanesi’nde mesane
kanseri teshisi koyulmus olan hastalardan alinmistir. Tiimoér dokusu 6rnekleri (79
adet) rutin operasyon esnasinda alinarak -80°C’de saklanmustir. Ailesinde ve
kendisinde kanser gecmisi bulunmayan goniillii kisilerin yanak i¢i epitel doku
ornekleri 102 kisilik kontrol grubu Aysun Acar'n tezinde kullanmis oldugu
orneklerdir (Agar, 2009). Hastalara ve goniilliilere uygulanan anket ile cinsiyet, yas,
dogum yeri, meslek, alkol ve sigara kullanimi, kullanim miktar1 ve siiresi ile ilgili
bilgiler elde edilmistir. Bu arastirmada Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onaylanmis ve biyolojik Ornekler

bireylerin géniillii olur formunu okumalari ve yazili izin vermeleri ile alinmistir.

3.1.1 Orneklerin Ozellikleri

Bu arastirmada tiimor dokusu alinan 79 hasta ve yanak i¢i epitel hiicreleri
alinan 102 saglikli birey olmak iizere toplam 181 birey yer almistir. Tiim bireylerin
cinsiyeti, yasi, meslegi, sigara i¢im siiresi, miktar1 ve kanser acisindan aile ge¢misi
sorgulanmistir. Hasta bireylerde ise bu bilgilere ek olarak hastalik evresi, tiimor

derecesi ve niiks bilgileri degerlendirmeye dahil edilmistir.

Mesane dokusu bulunan hasta grubunda yas araligi 54-81 yas ve yas
ortalamasi 68,1 yas olan 79 birey yer almaktadir. 50 yas alt1 yalnizca %2’lik bir
oranken 50-70 yas aras1 %55 ve 70 yasindan biiyiikler %43 tiir. Hasta grubunun
yalnizca %3’ii kadinlardan olusmaktadir. Kontrol grubunu olusturan bireylerin %481

kadin %52’si erkeklerden olusmaktadir.
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Hasta bireylerin %86’sinin patolojisi bilinmektedir ve tiimor patolojileri
incelendiginde %9’unun Ta, %54 ’nilin T1, %30 unun T2, %6’smin T3, %1’inin T4
oldugu belirlenmistir (Sekil 3.1.). Ayrica tiimér simiflandirmasina bakildiginda
toplam hastalarin %79’unun tiimor derecesi bilinmekte olup bunlarin %45 G1, %5
G2 ve %50 G3 oldugu goriilmistiir (Sekil 3.2.).

T4

1% Ta

(o]

T3 77\ 9% mT1

6%
mT2
mT3
BT4
mTa

Sekil 3.1. Tiimor patolojilerinin dagilimi

mG1
mG2
mG3

G2
5%

Sekil 3.2. Tiimor derecelerinin dagilimi

3.2. Yanak Ici Epitel Dokudan DNA izolasyonu i¢in Kullamlan
Tamponlar ve Kimyasallar
Lizis Tamponu : 50 mM Tris (pH= 8,0)
50 mM EDTA
50 mM Siikroz
100 mM NacCl
%1 (w/v) SDS

Sodyum Asetat (NaOACc) :3M
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Proteinaz K
Saf Izopropanol
Etanol

Fenol (pH= 8,0)

Saf Kloroform

Kloroform-izoamil Alkol (24:1)

Low-TE Tamponu (pH= 8,0)

: 10 mg/ml

: %70

: Tris ile doyurulmus

- Saf Kloroform ve Izoamil alkol 24' e 1

oraninda karistirilir.

: 10 mM Tris (pH=8,0)

0,1 mM EDTA (pH= 8,0)

3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve Saflastirma Icin Gerekli

Kimyasallar

10X MgCl;’siiz Tampon

MgC|2

Deoksiribontikleotidler (ANTP)

Tagq DNA Polimeraz

PZR iirtinlerinin saflastirilmasi

Primerler

: 200 MM (NH,4),SO4
750 mM Tris-HClI, (pH 8.8)
%0.1 Tween 20,
(Fermentas, LITVANYA)

: dH»,0O’da 25 mM
(Fermentas, LITVANYA)

: 100 MM dATP, dCTP, dGTP ve
dTTP (Fermentas, LITVANYA)

. Rekombinant Tag DNA Polimeraz
(Fermentas, LITVANYA)
Fast Start DNA polimeraz
(Roche, ALMANYA)

: High Pure PCR Product Purification

Kit (Roche, ALMANYA)

: Tablo 3.1°de gosterilmistir.
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Tablo 3.1. Primer dizileri

Cogaltilan | Primer Ismi Primer Dizisi

Bolge

Ekzon 4 P53Ex4F 5’-GAC CTG GTC CTC TGA CTG CT 3’
P53Ex4R 5’-ACG GCC AGG CAT TGAAGTCT ¥

Ekzon 5 P53EX5F 5’-GCCGTCTTCCAGTTCTTTATCTG 3’
P53EX5R 5’-TGG GCA ACC AGC CCT GTC GTC 3’

Ekzon 6 P53EX6F 5’-CCT CACTGA TTGCTCTTAG 3’
P53EX6R 5’-CAC TGA CAACCACCCTTAAC

Ekzon 7 P53EX7F 5’-CAT CTT GGG CCT GTGTTATC
P53EX7R 5’-GAG TGG GAG CAG TAA GGA GAT TC

Ekzon 8 P53EX8F 5’-GGAGCCTGG TTTTTT AAATGG G
P53Ex8R 5’-CTA GGA AAG AGG CAA GGA AAG G

Ekzon 9 P53EX9F 5’-GCCTCAGATTCACTTTTATCACC
P53EX9R 5’-CAT TTT GAG TGT TAG ACT GGA AAC

3.4. Elektroforezde Kullanilan Kimyasallar ve Tamponlar

10X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) : 890 mM Tris
890 mM Borik Asit,
20 mM Na;EDTA.2H,0,

(pPH=8.3)

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

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

Etidyum Bromiir (EtBr) : 10 mg/ml

3.5. DNA Uzunluk Markorleri

50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000 baz ciftlik
fragmentler iceren GeneRuler 50 baz ¢iftlik DNA markori. (Fermentas,

LITVANYA)
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100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000 baz ¢iftlik fragmentler

3.6. Cihazlar

Tart1

Derin Dondurucular

Yatay Elektroforez Sistemleri

Is1 Blogu

Goruntuleme Sistemleri

Otoklav
Buzdolaplari

Manyetik Karistiricilar
Vorteks

Su Banyosu

PZR Cihazlan

Santrifiijler

Mikrodalga Firin
Gli¢ Kaynaklar

iceren GeneRuler 100 baz ¢iftlik DNA markérii. (Fermentas, LITVANYA)

. Hassas Terazi, Sartorius BL 120S

(ALMANYA)

: -20°C, 2021 D (Argelik, TURKIYE)

-20°C, GSD26410NE
(Bosch, ALMANYA)
-80°C

: MultiSub Midi (Cleaver Scientific,

INGILTERE)
miniRapide Cleaver Scientific,
INGILTERE)

: DB 2D (Techne, INGILTERE)
. Bio-RAD UniversalHoodll

(BIO-RAD ITALYA)

: Dik Tip Otoklav (BES, TURKIYE)
: Beko 8742 , Argelik 3061 Plus

(TURKIYE)

: MR 3001 (Heidolph, ALMANYA)
. Heidolph REAX (ALMANYA)

: Memmert (ALMANYA)

: Techne TC-512 (INGILTERE)

Techne TechGene (INGILTERE)

. Mini Spin Plus

(Eppendorf, ALMANYA)

. Centrifuge 5415 R (Eppendorf,

ALMANYA)

: MD 592 SUPER (Arcelik, ISVEQ)
: EC250-90 Thermo Elektron Corporation

EPS301 (Amersham Pharmacia Biotech,
ISVECQ)
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4. METOD

4.1. Trizol ile Dokudan DNA izolasyonu

Ortalama olarak 50-100 mg olan mesane tiimor ve kontrol dokusu ornekleri
seramik havanlara almir. Homojenizasyon islemi soguk odada (+4°C)
gergeklestirilir. Doku parcalarinin {izerine sivi azot eklenir ve azotun ug¢masi
beklenir. Tas gibi sertlesen doku parcast tokmak yardimiyla homojenize edilir.
Havandan toplanan ezilmis dokular 1,5 ml’lik Eppendorf tiipe alinir. Uzerine 1 ml
trizol eklenir. Homojenize edilen 6rnekler 5 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe
edilir. Bu siire niikleoproteinlerin tamamen ayrigmasi i¢in gereklidir. Daha sonra 0.2
ml kloroform eklenir ve kapagi sikica kapatilan tiip 15 saniye boyunca elde
calkalanir. 2-3 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra
12,000 x g’ de +4°C’de 15 dakika boyunca santrifiij edilir. Tiipiin lstiinde olusan s1vi
faz dikkatlice yeni bir tiipe aktarilir. Bu fazdan RNA izolasyonu i¢in RNA izolasyon
prosediiriine devam edilir. DNA ve protein izolasyonu i¢in ise interfaz ve fenol-

kloroform fazi kullanilir.

Izole edilecek DNA’nin kalitesi acisindan akdéz fazin tamamen almmasi
onemli bir noktadir. Eger bu islem yeterli titizlikle yapilmaz ise izole edilecek olan
DNA’da RNA kontaminasyonu goriiliir. Sulu fazi1 tamamen alinan interfaz ve fenol-
kloroform faz kisminin kaldigir tiipe 0.3 ml %100 etanol eklenir. Birka¢ defa
calkalanarak karistirilir ve 2-3 dakika oda sicakliginda inkiibe edilir. Inkiibasyon
sonrasinda 2000 x g’de +4°C’de 5 dakika boyunca santrifiij edilerek DNA nin pellet
olarak ¢okmesi saglanir. Fenol- etanol karigimi igeren siipernatant daha sonra protein

izolasyonunda kullanilmak iizere yeni bir tiipe aktarilir ve -80°C’de saklanir.

DNA pelleti 1ml sodyum sitrat / etanol soliisyonuyla yikanir. Arada
dikkatlice alt iist edilerek 30 dk boyunca oda sicakliginda inkiibe edilir. Bu asamada
gerekirse DNA en az 2 saat boyunca sodyum sitrat / etanol soliisyonu igerisinde

saklanabilir. Sonrasinda 2000 x g’de 4°C’de 5dk boyunca santrifiij edildikten sonra
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stipernatant atilir. Bu yikama islemi bir kez daha tekrarlanir. Eger pellet 200pg’dan
biiyiik ise yikama islemi 2 defa tekrar edilir. Daha sonra pelletin {izerine 1,5-2 ml
%75’lik etanol eklenir. Bir sonraki asamada tiipler 10-20 dk boyunca oda
sicakliginda inkiibe edilir. Arada birkag¢ kez nazikge altiist edilir. Sonrasinda 2000 x
g ‘de 4°C’de 5 dk boyunca santrifiij edildikten sonra siipernatant atilir. DNA
pelletinin kurumasi igin (etanoliin u¢masi i¢in) 5-10 dk boyunca oda sicakliginda
veya vakumlu kurutucuda bekletilir. DNA’nin parg¢alanmasini engellemek i¢in bu

asamada pellet vakum santrifiijii ile kurutulmamalidir.

50-70 mg doku veya 1x10’ hiicre i¢in 0,3 — 0,6 ml 8mM NaOH eklenir (Bu
asamada DNA su veya Tris tamponu igerisinde iyi sekilde siispanse edilemez).
Coziinmeyen materyalleri uzaklastirmak igin 12000 x g’de 4°C’de 10 dk boyunca
santrifiij edilir. Santrifiij sonrasinda DNA’y1 igeren siipernatant yeni bir tiipe
aktarilir. Bu asamada DNA’nin uzun siire saklanabilmesi i¢cin pH’mn HEPES ile
ayarlanmasi gerekmektedir. pH 7-8 arasinda olabilmesi i¢in HEPES ve ImM EDTA
eklenir. pH’1 ayarlanan DNA +4°C’de veya -20°C’de saklanabilir.

4.2. GeneJET Genomik DNA izolasyon Kiti ile Mesane Dokusundan
DNA izolasyonu

10-20 mg mesane dokusu havanda likit nitrojen kullanilarak homojenize
edilir. Homojenize edilen materyal 1,5 ml lik mikrosantrifiij tiipiine alinir ve 180pl
par¢alama soliisyonu eklenerek siispansiyon haline getirilir. 200ul proteinaz K
eklenir ve vorteks veya pipetleme yardimiyla iyice karistirtlir. Ornekler 56 °C’de 1-2
saat boyunca inkiibe edilir. Bu asama doku tamamen dagilip partikiil kalmayana
kadar inkiibasyon uzatilabilir. Inkiibasyon sonrasinda 200ul RNase A eklenir.
Vorteksle karistirma islemi yapildiktan sonra 10dk boyunca oda sicakliginda inkiibe
edilir. Daha sonra 200ul liziz soliisyonu eklenir, homojen bir karigim elde edene
kadar 15sn boyunca vorteksle iyice calkalanir. 400ul %50’lik etanol eklenir ve
pipetleme yapilarak ya da vortekslenerek karistirilir. Hazirlanan karisim, GeneJET
Genomik DNA Izolasyon Kiti’nin i¢inden ¢ikan kolon tiip igeren toplama tiiplere
aktarilir. Kolon 6000 x g‘de 1dk boyunca santrifiij edilir. Toplama tiip, ig¢indeki
soliisyonla birlikte atilir ve kolon, kitin igerisinde olan 2ml’lik toplama tiiplerine
aktarilir. Daha sonra 500ul yikama soliisyonu 1 (Wash Buffer 1) eklenir, 8000 x g’de

1dk boyunca santrifiij edilir. Toplama tiipiiniin igerisindeki kalint1 atilir ve kolon ayni
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toplama tiipiine yeniden yerlestirilir. Kolona 500ul yikama soliisyonu 2 (Wash
Buffer 2) eklenir ve maksimum hizda (>12000 x g) 3 dk boyunca santrifiij edilir.
Santrifiijden sonda eger saflastirma kolonunda kalan artik soliisyon var ise kolon 1dk
boyunca maksimum hizda yeniden santrifiij edilir. Toplama tiip igerisindeki kalint1
ile birlikte atilir ve kolon steril bir 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine yerlestirilir.
200ul eliisyon soliisyonu kolon igerisindeki membranin ortasina birakilir. Bu islem
sirasinda pipetin ucunun tiipiin ¢eperlerine degmemesine 6zen gosterilmelidir. 2dk
boyunca oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 8000 x g ‘de 1dk boyunca santrifiij

edilir. Daha sonra piirifikasyon kolonu atilir, izole edilen DNA -20°C’de saklanur.

4.3. DNA’nin Nitel Ve Nicel Analizi

Izole edilen DNA &rneklerinin kalitatif analizi drneklerin %1°lik agaroz jelde
yiirlitiilmesi ile yapilir. Agaroz jelde yiiriitilen DNA'nin goriintiileme sisteminde
goriintlilendiginde jelde birden fazla, beklenmeyen bir bant goriildiigiinde veya
siriintii  seklinde bantlar olusturmasi DNA izolasyonu sirasinda DNA’nin
pargalandigin1  gosterir ve bu DNA’nin PZR islemi i¢in kullanmaya uygun
olmadigini gosterir. Agaroz jel elektroforezi sonrast PZR isleminde kullanmak iizere
uygun oldugu belirlenen 6rnekler spektrofotometrik analizden gegirilerek miktarinin
ve safliginin belirlenmesi gerekmektedir. Bu amacla TE tamponu igerisinde
¢coziinmiis DNA oOrnekleri seyreltilerek spektrofotometre ile 260nm'de absorbanslari

Olciiliir ve agsagidaki formdiil ile DNA miktar1 belirlenir;
Konsantrasyon (pg/ml) = diliisyon faktorii x A260 x 50 pg/ml

Bunun yaninda PZR isleminden 6nce DNA’nin safliginin da belirlenmesi
gerekmektedir. Bu amagla spektrofotometrede niikleik asitlerin maksimum absorbans
gosterdigi 260nm'de ve proteinlerin maksimum absorbans gosterdigi 280nm'de
absorbans Ol¢limii yapilarak A260/A280 orami belirlenir. PZR gibi islemlerde
kullanilacak olan DNA o6rneklerinin 1,7-1,8 oranlarinda saf olmasi gerekmektedir.
Bu oranin diistik olmasi protein kontaminasyonu, biiyiik olmasi ise RNA veya fenol

kontaminasyonu oldugu gosterir.
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4.4. p53 Mutasyon Analizi

p53 genindeki mutasyon ve polimorfizmlerin belirlenebilmesi i¢in ekson 4-9
arasindaki alt1 ekzon bolgesi PZR ile ¢ogaltilmistir. Tipik bir PZR reaksiyonu
cogaltilacak DNA’y1, istenilen bolgeyi hedefleyen ileri ve geri primerleri, reaksiyon
tamponunu, MgCl,, dNTP’leri ve Taq polimeraz enzimini igerir (Tablo 4.1.).
Denatiirasyon, primer baglanmasi ve yeni dizinin uzamasi asamalariyla, hedeflenen

DNA bolgesinin ¢ogaltilmasi saglanmis olur (Tablo 4.2.).

Tablo 4.1. p53 PZR sartlar1

EX4 EX5 EX6 EX7 EX8 EX9
(NH,)2SO4
Tampon 1X 1X 1X 1X 1X 1X
MgCl, (mM) 15 2 2 2 2 2
dNTP (mM) 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4
Primerler
(pmol) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Taq Pol. (u) 1 1 1 1 1 1
DNA (ng) 100 100 100 100 100 100

Tablo 4.2. p53 ekzon 4-9 igin PZR dongiisii

PZR Is1 Dongiisii Sartlar:
Ex4 Ex5 Ex6 Ex7 Ex8 Ex9
Baslangic¢ 95°C, 95°C, 94°C, 94°C, 94°C, 94°C,
Denatiirasyonu | 4dk. 4dk. 5dk. 5dk. 5dk. 5dk.
Denatii 95°C, 95°C, 94°C, 94°C, 94°C, 94°C,
enaturasyon | gnqn 30sn 30sn 30sn 30sn 30sn
Basl 60,1 °C, |64,2°C, |55,2, 61,5°C, |58,0°C, |57°C,
aglanma 45sn 45sn 45sn 45sn 45sn 45sn
Uzama 72°C, 72°C, 72°C, 72°C, 72°C, 72°C,
1dk. 1dk. 1dk. 1dk. 1dk. 1dk.
Son Uzama 72°C, 72°C, 72°C, 72°C, 72°C, 72°C,
5dk. 5dk. 5dk. 5dk. 5dk. 5dk.
Dongii Sayis1 |30 30 30 30 30 30

PZR ornekleri reaksiyon sonrasinda %2’lik agaroz jel elektroforezine tabi

tutulmus ve EtBr boyamasi ile UV 15181 altinda goriintiillenmistir.
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PZR iiriinii igeren her tiipe 50 pl PZR {iriinii i¢in 250 pl baglanma tamponu
eklenir. Filtreli tipler toplama tiiplerinin igerisine yerlestirildikten sonra PZR
tirtinleri mikropipet ile filtreli tiipe aktarilir ve maksimum hizda (14000 rpm) 1 dk
boyunca santrifiijlenir. Santrifiij sonras1 filtreli tiip ¢ikartilir ve toplama tiiptindeki
soliisyon atilir. Daha sonra filtre tiipii yine ayn1 toplama tiipiine yerlestirilir ve filtreli
tipe 250 pl yikama soliisyonu eklenerek maksimum hizda 1 dk boyunca
santrifiijlenir. Santrifiijiin ardindan yine filtreli tiip c¢ikartilir ve toplama tiipiindeki
soliisyon atilir. Optimum saflig1 ve yikama tamponunun cam fiberlerden tamamen
ayrilmasini saglamak icin ayni islem 100 pl yikama tamponu ile tekrarlanir ve filtreli
tipler temiz 1,5ml'lik tiiplere aktarilir. Filtreli tiipe 50 pl eliisyon tamponu
eklendikten sonra yaklasik 1dk beklenir ve tiipler yine 1dk boyunca maksimum hizda

santrifiijlenir ve 1,5 ml yeni tiipte saflastirilmis PZR iiriinleri elde edilir.

4.5. Mesane Kanserinin Molekiiler Analizi

Bu tezde mesane kanseri hastalig1 ile p53 genindeki polimorfizm arasindaki
iligkinin arastirilmasi i¢cin PCR-dizileme yontemleri kullanilmistir. p53 geninde 6
ekzon uygun primerler ile PCR yapilarak ¢ogaltilip ve PCR iiriinleri saflastirildiktan
sonra dizileme i¢in Macrogen’e (Kore) gonderilmislerdir. Hasta ve kontrol grubunda
saptanan polimorfizmlerin verileri SPSS 15.0 ve PLINK programlari ile istatistiksel

olarak incelenmistir.
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5. SONUCLAR

5.1. DNA izolasyonu

Izole edilen DNA &6rnekleri %1°lik agaroz jele 1 ul yiiklenerek kalitatif ve
kantitatif olarak degerlendirilmistir (Sekil 5.1).

23T 24C 22C 4T ST 13T 13C 13C 19T AT WT 1C 21T 150

“ e - .

- . % A - .
Sekil 5.1. Izole edilen DNA’larin %1°lik agaroz jeldeki goriintiisii
5.2. p53 geninin PZR-dizileme yontemi ile molekiiler analizi

p53 geninin ekzon 4-9 arasindaki toplam 6 ekzon bolgesi PZR ile ¢ogaltilmisg
ve %2’lik agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenmistir. Uriin boylar1 100bg ve 50bg

DNA markérleri kullanilarak degerlendirilmistir (Sekil 5.2.).

367bp 298bp 186bp 175bp 308bp 292 bp

Sekil 5.2. p53 Ex 4-9 PZR iiriinlerinin %?2’lik agaroz jelde goriiniimii
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79 hastadan alinan tiimorlii mesane dokusundan izole edilen DNA’lar PZR
isleminden sonra saflastirilarak dizi analizi i¢in hazirlanmistir. Dizi analizi islemi
Macrogen (Kore) tarafindan gercgeklestirilmis, sonuglar ChromasPro 1.5 programa ile
degerlendirilmistir. Kodon 72 polimorfizminin mesane kanserine yatkinliktaki
roliiniin degerlendirilmesi amaciyla, saglikli bireylerin genotip dagilimlar1 daha 6nce
laboratuvarimizda PZR-RFLP metoduyla yapilan bagka bir aragtirmadan alinmistir

(Aysun Agar, 2009).

5.2.1. p53 genindeki mutasyonlar

Mesane kanseri hastalarinin p53 genlerinde bulunan mutasyonlar Sekil 5.3.-
5.16°da gosterilmis ve Tablo 5.1.’de 6zetlenmistir. Buna gore G>A (2 adet) , C>T (2
adet) , A>G (1 adet), G>C (1 adet) degisimleri goriilmiistiir.

[0l 5-69_5F.ab1:2
190 200 2
| |

Sekil 5.3. Ex5 kontrol dizisi

W 5-55_5F.ab1:2
190 200 210 220
n

Sekil 5.4. Ex5 kodon 181 (CGC/TGC)
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Sekil 5.5. Ex6 kontrol dizisi (1)

I 6-32_6R.ab1:2 l
110 120 130
a § 1 & @R R R R R R BN B R R B B B R R R R R B R R R I
C TCGGATARG AT GCT GAGGAG GGGCCAG A
4
Sekil 5.6. Ex6 kodon190 (CCT/TCT)
[l 7-57_7R.ab1:2
200 210 220
i I f § B fR R R R R B B B B R B B B B R R B B & 1 1
c T & T T a2CLRCZT G T G TITT GT2GT GG G AT

Sekil 5.7. Ex7 kontrol dizisi (1)

N 7-61_7R.ab1:2

200 210 220
| | [ | | [ | [ | | | | | | | | [ | | | ] | | | | | [ | | |
c R c A T [£] I et G T I G et G T @ G A T G

{1

Sekil 5.8. Ex7 kodon 234 (TAC/TGC)
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[l 7-57_7R.ab1:2

Sekil 5.9. Ex7 kontrol dizisi (2)

W 7-32_7R.201:2

150 200 210
" ® § B R R M HE HE W N N BN BN EWN B N E BE BE N = = B B B BN N
& ¢ C 6 C CCARTOGCARGEG RACTITGTI TITARCRCUATOGTH ATG

\ |
%[\N\M&f \'AZ\-’ \/\M\W\A*\/\*’W\/\ﬁ ﬂ\ﬂf\ﬂﬂ

Sekil 5.10. Ex7 kodon 238 (TGT/TAT)

[l 7-75_7R.ab1:2

170 180 1580
i I &I & B B B B B B & a & B B R B B B & i I & B B B & | I B e |
LT 6 G & C C T CCG G TTOCRARTE®EOCCEC GCOCCHXL TG CAR GG

WA AN s

Sekil 5.11. Ex7 kontrol dizisi (3)

I 7-177_7R.2b1:2

= 1 B R OB R 10
I 6 666CCT

Sekil 5.12. Ex7 kodon 245 (GGC/AGC)
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[l 7-75_7r.ab1:2

Sekil 5.13. Ex7 kontrol dizisi (4)

£

[ 7-50_7R.ab1:2

1 160 170 180
i 8 R R R DR R D N m R REE N ERR DN NERENE R RN BRERE RO
t 6T 6 AGGAIT EGEGGGEGCCTCCGEGGTICAT GCCCGCTCTCORA

Sekil 5.14. Ex7 kodon 249 (AGG/ATG)

[l =-70_8F.ab1:2

Sekil 5.15. Ex8 kontrol dizisi

I s-57 8F.ab1:2
110 120
I l - - - - ] I I I l I I l l l I [ ] [ ] [ ]
A E -1 C R = G

s mE

Sekil 5.16. Ex8 kodon 280 (AGA/ACA)
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Tablo 5.1. p53 geninde belirlenen mutasyonlar

ID Ekzon Kodon Mutasyon Aminoasit gﬁmér. Sigara
erecesi

55 5 181 CGC/TGC Arg/Cys T2G3  30y1l 1p/giin

32 6 190 CCT/TCT Pro/Ser

32 7 238 TGT/TAT Cys/Tyr

50 7 249 AGG/ATG Arg/Met

61 7 234 TAC/TGC Tyr/Cys T1G3 20 yil 1pk/g
40 y1l 1pk/giin

76 7 245 GGC/AGC Gly/Ser T1G3 30 wyil oOnce
birakmis

57 8 280 AGA/ACA Arg/Thr T2G3 50 yil 1pk/giin

59 8 280  AGA/ACA Argimhr  Tegs 0 ol
1,5pk/giin

5.2.2. P53 genindeki polimorfizmler

Ekzon 4,6 ve intron 7 ve 9°da bulunan polimorfizmler Sekil 5.17 - 5.26’te

gosterilmis ve Tablo 5.2°de dzetlenmistir.

[0l 2-64_4R.ab1:2
1a0 1

Sekil 5.17. Ex4 kontrol dizisi (1)
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[ +-68_4R.ab1:2

160 170 180 190 200
L B DO B BN BN B | I I I | I I I I I ] I ------ LI B B B B I LI B B | I I I I I I |
6CTGECTG A

N\/\/\f\/\/\/\f\l J\[\W\/\/\[\ M\W il

Sekil 5.18. Ex4 kodon 72 (CGC/CCC)

Il 2-64_4R.ab1:2

Sekil 5.19. Ex4 kontrol dizisi (2)

I 4-55_4R.ab1:2

270 280 290
" R B R R R R R N l A B B B B ®H 0 I B o o = o = = | D D B B
AT CARAULATTCREA C CA TTOGG C T G G G C G 6GC AR BAG G

\fmmmvmm/\/mmwm

Sekil 5.20. Ex4 kodon 36 (CCC/CCG)

[l 5-62_6R.ab1:2

Sekil 5.21. Ex6 kontrol dizisi (2)
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[ 6-59_6R.ab1:2

mmm M Mﬂﬂﬂm

=

il

S0 60 '?0 g0
w B m = nu 1§ I = - = - B R RN - | | B R B RR N
R C CRCRC A C CGARLAR c CATCCRHZR

Sekil 5.22. Ex6 kodon 213 (CGA/CGG)

[l 7-69_7R.ab1:2

50 &0 70 g0
[ | | = = 0 0 | I | 0 = | E = 0 B 0B = | | I | | B B =« 0 1 | I B n1
Cc &6 6T A A G L & GT & & GC CCA G G & & TCLGLG GCRLL G
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Sekil 5.23. Ex7 kontrol dizisi (5)
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I o-66_9F.ab1:2

Sekil 5.25. Ex9 kontrol dizisi

I o-26 9F ab122

g0 90
BN Fpge BB B e R DD RN O

Sekil 5.26. Ex9 14766. bp (promotdre gore) (T/C)

Tablo 5.2. p53 genindeki polimorfizmler

Ekzon/Intron Bolge Polimorfizm Genotip | Birey Sayisi
Arg/Pro CC 6
Kodon 72 CGC/ccC GC 27
Ekzon4 GG 27
Kodon 36 CCC/CCG GT 3
Arg/Arg
Ekzon 6 Kodon 213 CGA/CGG AG 3
14181bp CT 8
Int 7 (promotore
gore) CrT TT 2
14766 bp
Int9 (promotore T/IC TC 2
gore)
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Tiimoér dokusunda mutasyon bulunan hastalarin kodon72’de tasidiklari

alleller Tablo 5.3’te gosterilmistir.

Tablo 5.3. Mutasyon bulunan hastalarin kodon 72 polimorfizm profili

ID Ekzon |Kodon |Mutasyon KODON 72
Polimorfizmi

55 5 181 CGC/TGC |GC

32 6 190 CCT/ICT |GC

32 7 238 TGT/TAT |GC

50 7 249 AGG/ATG |GG

61 7 234 TAC/TGC |GG

76 7 245 GGC/AGC |CC

57 8 280 AGA/ACA |GG

59 8 280 AGA/ACA |GC

5.3. p53 Arg72Pro polimorfizminin mesane kanserine yatkinhktaki rolii

Hasta ve kontrol grubunun kodon72 genotip dagilimlarinin Hardy-Weinberg
Dengesine uygunlugu ki-kare testi ile degerlendirilmistir (Tablo 5.4.). Test
sonuglarina gore kontrol populasyonu Hardy-Weinberg dengesindedir (p>0,05) ve
genotip frekanslart hasta populasyonu ile karsilagtirarak kontrol grubu olarak
kullanilmaya uygundur. Arg amino asidi CGC, pro amino asidi ise CCC kodonu ile

temsil edilir.
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Tablo 5.4. Hardy-Weinberg testi sonuglari

Gozlemlenen |Beklenen  allel|p

allel frekansi frekansi
Kodon 72 Fe5"TGc Tcc (GG |GC |cC

27 |27 |6 27,3 |26,3|6,3 |0,842
Hasta

38 |51 (13 |15 48 |40 |0,518
Kontrol

Kodon 72 polimorfizmine ait hasta ve kontrol genotiplerinin dagilimlar
Tablo 5.5.°da gosterilmistir. SPSS 13.0 programi kullanilarak bu polimorfizmin
hastalik i¢in olusturdugu risk hesaplanmistir (Tablo 5.5.). Tiim iliskilendirme

analizlerinde p<0,05 degerleri istatistiksel anlamlilik olarak kabul edilmistir.

PLINK te yapilan allel frekanslar1 karsilagtirilmasi testinde p degeri 0,05’ten
biiyiik ¢iktigindan dolayr kontrol ve hastalar arasinda allel agisindan anlamli bir
farklilik bulunamamustir (Tablo 5.6.).

Model asosiyasyon testi ile hasta ve kontrol grubunun genotipleri
karsilastirildiginda ayni sekilde p degeri 0,05°ten yiiksek bulunmustur (p=0.7442).
Genotipler acisidan hasta ve kontrol gruplart arasinda anlamli farklilik
bulunamamistir (Tablo 5.7.). C alleli igin risk tahmini PLINK’te lojistik regresyon
analizi ile yapilmistir (Tablo 5.8.).

Tablo 5.5. Genotiplerin hasta ve saglikli bireylerde dagilimi

Genotip
Grup Toplam
CC GC |GG
Kontrol | 13 51 38 102
%12,7 | %50,0 | %37,3| %100
Hasta 6 27 27 60
%11 |%49,3|%39,7| %100
Toplam| 19 78 65 162

%11,8|%48,1 | %40,1| %100
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Tablo 5.6. Hasta ve kontrol gruplarinin allel frekanslarinin karsilastiriimasi

CHR[SNP [BP [Al[F.A [FU [A2 [CHISQ [P OR
17 |Kodon|1 |C [0.3362]0.3775|G |0.5443 |0.4606 |0.8354
72

Al: Az goriilen allel, A2: Cok goriilen allel, F A: Az goriilen allelin hastalardaki
frekansi, F U: Az goriilen allelin kontrollerdeki frekansi, CHISQ: Ki kare, OR: Odds
ratio

Tablo 5.7. Model asosiyasyon testi ile hasta ve kontrollerin genotiplerinin
karsilastirilmast

CHR|SNP |Al1 |A2 |TEST |AFF UNAFF |CHISQ |DF |P

17 |Kodon|C |G GENO | 6/27/27 | 13/51/38|0.5908 |2 0.7442
72

AFF: Hastalarda genotipik/allelik dagilim, UNAFF: Kontrollerde genotipik/allelik
dagilim, DF: Serbestlik derecesi.

Tablo 5.8. C allelini tagtyanlar ve risk tahmini

OR %95 P
Callel +
Hasta/ | ClI
C allel + Kontrol

GG (C- (CcC+

ALLEL) | ooy | ™ [0945T [o05179- 0,000
GRUP KONTROL 39 63 | 102 1.347

HASTA 29 44| 73

Total 68 107 | 175

Cinsiyet, yas ve sigara kullaniminin da mesane kanseri olusumuna etkileri

SPSS 13.0 yazilimu ile incelenmistir.

Sigara i¢imi ve mesane kanseri arasindaki iligkinin incelenebilmesi i¢in hasta
ve kontrol grubu sigara kullanimina gore gruplanmistir. Hasta ve saglikli bireylerin
toplamda 116’smin sigara bilgisi varken 46’smin sigara bilgisi yoktur. Analizde
sadece sigara bilgisi olanlar dahil edilmistir, bu nedenle birey sayist azdir. Yapilan
analiz sonucunda sigara igenlerin mesane kanserine yakalanma riskinin igmeyenlere

gore istatistiksel olarak dnemli derecede arttig1 belirlenmistir (Tablo 5.9. ve 5.10.).
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Tablo 5.9. Sigara i¢imi i¢in Ki-kare testi

Grup Sigara Sigara Pearson X* [ df [ p
igen igmeyen
Kontrol 23 49

st % 5 27,181 | 1 | 0,000

Tablo 5.10. Sigara igimi i¢in risk tahmini

Sigara igmeyen / sigara igen OR (%95 CI)

9,587 3,850-23,872
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6. TARTISMA

Mesane kanseri erkeklerde goriilen kanserlerin %6-8’ini, kadinlarda ise %2-
3’linii kapsamaktadir. Erken yaslarda goriilen olgular olmakla birlikte, daha ¢ok 60-
70 yas araliginda, yani ge¢ yasta ortaya c¢ikmaktadir. Mesane kanserinin
epidemiyolojisi incelendiginde bir¢ok cevresel faktorle iliskili oldugu goriilmiistiir.
Uzun bir siliredir anilin igeren boyalarin mesane kanseri riskini arttirdigi
gosterilmistir. Ozellikle kaucuk, boya, organik kimyasallar igeren islerde calisan
is¢iler aromatik aminlere maruz kaldiklarindan mesane kanseri gelisme riski bu grup
icin yliksektir. Motorin dumanlarina maruz kalma ve uzun siire fenasetin iceren
analjezik kullanimi da mesane kanserinin gelisimiyle iligkilendirilmistir. Ama
bunlarin disinda sigara kullanimi1 en énemli faktordiir. Oyle ki, sigara kullananlarda
mesane kanseri gelisme riski kullanmayanlara gore 2 ile 6 kat daha fazladir
(Macvicar, 2002).

Mesane kanseri gelisimi ve progresyonu multifaktoriyeldir. p53’teki
mutasyonlarla birlikte diger genetik defektler de bu siiregte yer alir. p53 mutasyonu
disinda kromozom 9 delesyonu ve bu kromozomdaki degisiklikler, retinoblastoma
genindeki mutasyonlarin da mesane tiimdrleriyle alakali oldugu disliniilmiistiir
(Cairns ve dig., 1993). Ozellikle p53 mutasyonlarinin yiiksek evreli ve dereceli
tiimorlerde ve tiimor progresyonunda onemli rol oynadigi bir ¢ok arastirmaci

tarafindan bildirilmistir (Tsuji ve dig., 1997, Fujimoto ve dig., 1992).

6.1. p53 mutasyonlari

P53 kodon 249’da G>T transversiyonunun varligi bir hastanin timor
dokusunda gosterilmistir. Bu bulgu degerlendirildiginde 6zellikle akciger
kanserlerinde G>T transversiyonu yerine G>A tranzisyonunun varligi gosterilmistir
(Hussain ve dig., 1997).

Kodon 280 iiriner mesane kanserlerinin %5.1’inde mutanttir (Berggren ve

dig., 2001). Bu bolge p53’iin DNA’a baglanma bdolgesinde bulunmaktadir. 2 bireyde

55



bu kodonda G>C mutasyonu gozlenmistir. Her iki birey de T2G3 tiimor tipine
sahipken bir diger ortak yanlar1 birinin 40 yil, digerinin 50 yildir sigara iciyor
olmasidir. Ancak, uzun siire sigara kullanmanin bu mutasyonla iliskili olup
olmadigini gosterebilmek i¢in 6rnek sayisinin fazla olmasi gerekmektedir.

Tablo 5.1.°de goriildiigli lizere bulunan biitiin mutasyonlar ileri evredeki
hastalarda goriilmiistiir. p53 genindeki mutasyonlarin ¢ogunun ileri evre tiimorlerde
goriilmesi beklenen bir durumdur (Esrig ve dig., 1993). 181 (C>T), 190 (C>T), 234
(A>G), 238 (G>A), 245 (G>A) kodonlarinda tranzisyon; 249 (G>T), 280 (G>C)
kodonlarinda ise transversiyonlar bulunmustur. Berggren ve arkadaslarmin 189
hastayla yaptiklar1 bir ¢alismada bulunan mutasyonlarin 22 tanesi tranzisyon iken 8
tanesi tranzversiyondur (Berggren ve dig., 2001). G>A tranzisyonlar1 sigara
icerisindeki nitrozaminlerin sebep oldugu bas ve boyun ve 6sofagus kanserlerinde
goriilmektedir (Greenblatt ve dig., 1994).

Ayrica ayni grubun calismasinda kodon 280°de dort mutasyon bulunmustur
(Berggren ve dig., 2001). Kodon 280’de buldugumuz Arg/Thr degisimine sebep olan
G>C transversiyonu Berggren tarafindan da gosterilmistir.

Kodon 245’te G>C mutasyonu Berggren tarafindan gosterilmisken bizim
bulgularimizda kodon 245’te G>A mutasyonu oldugu bulunmustur (Berggren ve
dig., 2001). Kodon 245°teki mutasyonun kasa invazif olmayan tiimorlerde goriildiigi
bulunmustur (Spruck CH Il ve dig., 1994). Kodon 238 ve 249°da bulunan
mutasyonlar CpG adalarinda yer almamaktadir (Feng ve dig., 2002).

Kodon 190°daki mutasyon kolorektal kanserlerde gosterilmistir (Costa ve
dig., 2005). Bu mutasyon daha dnce mesane kanserli hastalarda gosterilmemistir.

Li-Fraumeni hastalagina sahip bir ailede yapilan ¢aligmalarda kodon 181°deki
mutasyonun sadece ikinci bir kanser tiirii daha tasiyan bireylerde oldugu
gorilmistiir. Esey hiicre gecisli mutasyon olan kodon 181 mutasyonunun erken evre
kanserlerinin olugma riskini arttirmakla iligskilendirilmemistir (Frebourg ve dig.,
1992). Calismamizda mutasyon bulunan hastanin ikinci bir kanser tiiriine sahip olup
olmadig1 bilgisi bulunmamaktadir. Ancak hastanin T2G3 dereceli tiimore sahip

oldugu bilinmektedir.
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6.2. p53 polimorfizmleri

Kodon 36’daki (CCG>CCT) sessiz mutasyonlarin; MDM2’ nin TP53 mRNA
afinitesini diistirmesi ile P53’lin apoptoz aktivitesini azalttigi goriilmiistiir. Bu
calismada iki 6rnekte G>A degisimi heterozigot olarak goriilmiistiir. Ayni 6rneklerin
birinde (T1G3) intron 9°da (14766 T/C) bir polimorfizm, digerinde (T2G3) kodon
181°de mutasyon goriilmiistiir.

Calisilan biitiin 6rneklerde intron 7’de 14168 pozisyonunda G/T degisimi
gorilmistiir. Biitiin 6rneklerde bu durumun goriilmesi referans dizinin dogrulugu
hakkinda siipheye sebep olmustur. Nitekim yapilan arastirmalarda 14168.
pozisyonda yabanil tipin G bazi yerine T bazi oldugu goriilmiistir (Gale ve dig.,

2003).

P53 geninde ekzon 7’nin 3’ ucunun 72 bp altinda, 14181 pozisyonunda
lokalize C>T polimorfizminin frekansinin %15 civarinda ve kontrol ve hastalarda
bu frekansin birbiriyle neredeyse ayni oldugu bulunmustur. Bu durum polimorfizmin
iriner mesane kanserinin patogenezi ve etiyolojisiyle ilgisi olmadigim
diistindiirmiistiir (Berggen ve dig., 2000). Hastalarin 10 tanesinde bu polimorfizm
belirlenmistir. Kontrol grubunda bu polimorfizm taranmadigindan mesane kanseri ile

iligkili olup olmadigina dair bir veri elimizde bulunmamaktadir.

Ekzon 6 kodon 213’te aminoasit degisimine sebep olmayan A/G degisimi
Berggren ve arkadaslarimin yaptigi calismada esey hiicresi polimorfizmi olarak

tanimlanmistir. (Berggren ve dig., 2001).

6.2.1. p53 kodon72 polimorfizmi

Patrick ve arkadaglarinin ¢esitli hiicre kiiltiirleriyle yaptigi deneylerde
Arg/Arg alleli tasiyan hiicrelerin Pro/Pro allelini tasiyanlara gore daha g¢abuk
apoptoza gittigini bulmuslardir. Ozellikle 1s1ya duyarli protein iceren insan Saos2
hiicreleriyle yapilan ¢alismada Arg/Arg allelini tasiyan hiicrelerin 3-5 kat daha fazla
apoptoza gittiklerini gOstermislerdir. Bu bulgularmin apoptoz ile kodon 72
polimorfizmi arasindaki iliskiyi anlayabilmek i¢in hiicrelerin 6liim kinetigini zamana
bagli analizle 6lgmeyi hedeflemis, hem Pro72 hem Arg72 igeren hiicre kiiltiirlerinde
p21, MDM2, kaspaz 9, kaspaz3 ve PARP proteinlerin sicaklik degistikten 15 saat
sonra miktarlarinin arttigini gézlemlemislerdir. Bu parcalanma proteinlerinin Arg72

klonlarinda 10-15 kat daha fazla oldugu goriilmiistiir. Ayn1 grubun yaptig1 ¢alismada
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her iki genotipin transaktivasyon ve transrepresyon yeteneginin ayni oldugu
bulunmustur. Arg varyantini tagiyan p53 proteinin mitokondrideki lokalizasyonunun
da daha iyi oldugu ve mitokondrinin kilit proteinleri olan GRP75 ve Hsp60 ile
etkilesiminin daha yiiksek oldugu bulunmustur. Biitiin bu bulgulara ragmen bu
polimorfik bolgenin kanser ile iliskisi tamamen aydinlatilmig degil. Ciinkii bu
bolgedeki polimorfizm etnik kdkene gore farkliliklar gostermektedir (Dumont ve
dig., 2003).

Marin ve arkadaslariin ¢alismalarinda skomoz hiicre tiimorlerinde Arg/Arg
genotipinin  hilicre  bliylimesinin  inhibisyonunu azalttigimi raporlamislardir.
p53Arg’nin konformasyonundan otiiri p73°e baglanarak p73 ile indiiklenen
apoptozu nétralize etmektedir (Marin ve dig., 2000).

p53 kodon 72 polimorfizminin frekans1 etnik kokene gore cesitlilik
gostermektedir. Tablo 1.5.” te cesitli etnik gruplarda Arg/Arg, Pro/Pro, Arg/Pro
allellerinin frekanslarinin farkli oldugu ve ortak olarak biitiin popiilasyonlarda
Pro/Pro allelini tasiyan bireylerin frekansinin diisiik oldugu gosterilmistir. Kodon 72
varyant allelleri ¢esitli kanserlerle iliskilendirilmistir. Ornegin Pro/Pro genotipi
Tayvanli ve Japonlarda goriilen akciger kanseriyle iligskilendirilmisken beyaz 1rk ve
Afro-Amerikalilarda iliskilendirilmemistir (Kuroda ve dig., 2003). Kodon 72’de
G>C degisimi (Arg/Pro) verileri degerlendirildiginde heterozigot GC genotipinin
hasta bireylerde %49,3 iken saglikli bireylerde %50°dir. CC (prolin) genotipinin
goriilme sikligi saglikli bireylerde %12,7 iken hastalarda %11°dir. Arg’nin (GG)
goriilme siklig1 hastalarda %39,7, kontrol grubunda %37,3 tiir. Hastalar ve kontroller
arasinda PLINK’te yapilan allelik asosiyasyonun anlamli olmadigi bulunmustur.
Tortiner ve grubunun Tiirk popiilasyonunda mesane kanseri hastalariyla yaptig
calismada kodon 72 polimorfizminin mesane kanseri i¢in anlamli olmadig
gosterilmistir (Tortiner ve dig., 2001).

Calismalarimizda Pro/Pro allelini tagiyan 5 hastanin oldugu goriilmiistiir. Bu
hastalarin tiimor dereceleri ile bir iliski olup olmadigina baktigimizda invazif
olmayan, ileri evre, farklilagsmamis gibi cesitli evrelerde olduklar1 goriilmektedir (Ta,
T3, T1G3, T2G3). Ancak Lin ve arkadaglarimin calismalar1 Pro/Pro genotipinin
yiiksek dereceli tiimorlerle iligkili olmadigini (P=0.078) fakat kasa invazif tiimorlerle
olduke¢a iligkili oldugunu gostermistir (P=0.002) (Lin ve dig., 2012). Tayvan’da
yapilan c¢aligmada mesane kanserinin ilerleyisinde Pro/Pro genotipinin yiiksek

negatif prediktif degere sahip oldugu goriilmiistir (Lin ve dig., 2012). Tirk
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popiilasyonunda yapilan bir ¢alismada p53Arg allelini tasiyan bireylerin meme

kanseri ile iligkili oldugunu gostermislerdir (Buyru ve dig., 2003).

6.3. Cevresel Faktorlerin EtKisi

Bu ¢alismadaki veriler degerlendirildiginde sigara igenlerin mesane kanserine
yakalanma siklig1, igmeyenlere gore 9 kat daha fazladir (OR=9,587). Sigara i¢enlerin
sigara icme yogunlugu ve mesane kanseri riski icin risk tahminleri olduk¢a ytiksek
cikmistir (OR = 8.8, 11.5 ve 23.8) (Alguacil ve dig, 2011). Ayrica, mesane
kanserinde sigaranin risk faktorii oldugu Dalsu ve arkadaslar1 tarafindan da
gosterilmistir (OR=5,2) (Dalsu ve dig.,2009). Ayn1 ¢aligmada toplamda 1170 hasta
ve 1413 saglikli bireyin verileri kullanilarak sigara igenler, i¢ip birakanlar (birakma
zamanlar ile), toplamda kag sene igtigi gibi parametreler de dikkate alinarak tiimor
derecesi ve risk faktorii degerlendirilmistir. Bu ¢aligmada yer alan bireyler arasinda
uzun siireler sigara kullanip birakan 5 hasta bulunmaktadir (20 ile 60 yil arasinda
degisen siirelerde i¢ip birakmis olanlar). Bu hastalarin timoér dereceleri de

birbirinden farklilik gostermektedir (T1G1, T1G3, T2G3).

6.4. Son Soz

Bu tez calismasinda p53 genindeki mutasyonlar mesane kanserli hastalarda
taranmistir. Kodon 72 polimorfizminin etnik kdkene gore farklilik gostermesi degisik
poplilasyonlarda ve degisik kanserlerde farkli sonuglara sebep olmustur. Yapilan
istatistiki hesaplar sonucu hasta ve kontrol grubu arasinda C alleli i¢in anlamli bir
farklilik bulunamamistir. Bunun yaninda hasta grubunda 181, 190, 234, 238, 245,
249 ve 280. kodonlarda mutasyonlar bulunmustur. Kodon 190°daki mutasyon daha
once mesane kanseri ile iliskilendirilmemistir. Bulunan mutasyonlar mesane
kanserinin mekanizmasi ve onlenebilmesi agisindan ileride yapilacak ¢aligmalar igin

aydinlatici nitelikte olabilir.
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