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OZET

Karsinojen metabolizmasinda gorev alan genlerde goriilen varyasyonlar,
mesane kanserine yatkinlik agisindan 6nemlidir. NAD(P)H:kinon oksidorediiktaz
(NQO1), substratina baglt olarak aktivasyon ya da detoksifikasyon enzimi olarak rol
oynar. Genin 609. pozisyonunda goriilen C>T polimorfizmi enzimatik aktivitenin
azalmasina neden olur. Ayrica NQOI, sigara dumanindaki karsinojenik maddeleri
aktive edebilir. Yapilan epidemiyolojik caligmalar, sigaranin mesane kanserinin en
onemli nedeni oldugunu gostermektedir. Bazi c¢alismalarda NQOI1 genetik
polimorfizmi ile mesane kanseri arasinda bir iligkinin olabilecegi saptanmistir. Bu
nedenle NQO1’in mesane kanserine olan yatkinlifin belirlenmesi icin aday bir gen

olabilecegi diistintilmektedir.

Bu calismada, NQO1’deki C609T polimorfizmi ile mesane kanserine
yatkinlik arasindaki iligki, cinsiyet ve sigara icimi ile birlikte arastinlmigtir. 174
mesane kanserli hasta ile 146 saglikli bireyde NQO1 allellerinin dagilimi polimeraz
zincir reaksiyonu ve restriksiyon enzim kesimi ile belirlenmistir. CC, CT ve TT
genotiplerinin dagilimlar: sirasiyla; kontrol grubunda %56.2, %39.7 ve %4.1; mesane
kanserli hasta grubunda %52.3, %41.4 ve %6.3 olarak bulunmustur. Sonuglar
istatistiksel olarak incelendiginde calisilan 6rnek grubunda mesane kanseri NQOI1
C609T polimorfizmi ile iligkilendirilememistir. Ancak, erkeklerin kadinlara oranla
5,58 kat daha fazla mesane kanserine yakalanma riskine sahip olduklari ve sigara

icenlerin igmeyenlere oranla yaklasik 3,85 kat risk tasidiklar: belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: NOQ1, mesane kanseri, polimorfizm, C609T
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SUMMARY

Variations in the carcinogen metabolism genes play important roles in
predisposition to bladder cancer. NAD(P)H: quinone oxidoreductase (NQO1), may
either act as a detoxification or activation enzyme, depending on its substrate. The
C>T polymorphism at the 609™ position of the gene results in decreased enzymatic
activity. NQO1 may also activate the carcinogens present in tobacco smoke.
According to epidemiologic studies, smoking is the strongest known risk factor for
bladder cancer. In some population-based case-control studies, NQOI gene
polymorphism has been associated with the development of bladder cancer. For this
purpose NQOI1 can be regarded as a candidate gene for susceptibility to bladder

cancer.

In this study we examined the relationship between NQOI1 C609T
polymorphism and bladder cancer together with the affect of sex and cigarette
smoking status. We identified the genotype distribution for 174 bladder cancer
patients and 146 healthy individuals using polymerase chain reaction and restriction
enzyme digestion. The distribution of CC, CT and TT genotypes were %56.2, %39.7
and %4.1 for the control group; and %52.3, %41.4 and %®6.3 for the patient group,
respectively. The statistical analysis revealed that bladder cancer is not associated
with the NQO1 C609T polymorphism in our study population. On the other hand,
men appeared to have 5,58 fold more risk for bladder cancer compared to women,

and cigarette smokers carry 3,85 fold higher risk than non- smokers.

Keywords: NQOI, bladder cancer, polymorphism, C609T
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1. GIRIS

Kanser, genetik ve cevresel faktorlerin bir araya gelmesiyle ortaya cikan bir
hastaliktir. Cevresel toksinler, viicudumuzda faz-I ve faz-Il detoksifikasyon
metabolizmasi ile zararsiz hale getirilmektedir. Faz-1 enzimleri ile toksik maddelere
islevsel grup ekleyerek cok daha reaktif formlar olusturmakta, faz-II enzimlerinin
konjugasyon reaksiyonlar: ile etkisiz hale getirilmektedir (Liska, 1998). Kisilerin
kansere olan yatkinhifinin  belirlenmesinde g6z Onlinde  bulundurulan
mekanizmalardan biri de detoksifikasyon mekanizmalarinda rol oynayan enzimlerin
gosterdigi polimorfizmlerdir (Estabrook, 1996). Ortaya ¢ikan polimorfizmler
sonucunda enzimlerin niceliksel ve niteliksel oOzellikleri degismektedir. Genetik
polimorfizm calismalari, hastaliklar i¢in risk altindaki kisilerin belirlenmesi ve ilag
tedavisi igin yeni hedeflerin belirlenmesine firsat verir. Kimyasallari ya da
karsinojenleri metabolize eden enzim polimorfizmleri kalitsal ya da ¢evresel olarak
hastalik olusumunda dogrudan etki gosterirken, DNA onarim genlerindeki
polimorfizmler dolayli etki gosterir (Vineis, 2002). Polimorfizm bir organizmada
birden fazla fenotip olusturan aymi lokustaki birden fazla allelin bulunmasi
durumudur. Polimorfizmin fenotipe yansimasi sonucu gen lirliniiniin ifadesinde
farkliliklar olmasina neden olur. Eger polimorfizm enzimi kodlayan bolgede olusmus
ise viicuttaki enzim seviyesi populasyon icerisinde farkliliklar olusturur. Ortaya
cikan farklilik ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunu da etkiler. Enzimlerin bu
polimorfik durumlar1 gesitli hastaliklara ve kansere yatkinlik saglamaktadir. Bu
nedenle, bu konu calismalarin ilgi odagi haline gelmistir (Weber, 1997: 3).
Enzimlerde meydana gelen bu polimorfizmlerin bireyin sahip oldugu genotipe bagl
olarak cesitli hastaliklara ve kansere yatkinlik sagladigi diisiiniilmektedir (Vineis,
2002).

Mesane kanserlerinin cevresel veya mesleki olarak maruz kalinan
kimyasallarla iligkisi 19.yiizyil sonlarindan 20.yiizyil ortalarina kadar agik bir sekilde
ortaya konmustur. Bununla beraber her kimyasala maruz kalan kigide kanser

gelismemesi bu konudaki arastirmalarin  kisiler arasindaki diger farkliliklara



yonelmesine neden olmustur. Bu kisisel farkliklar muhtemelen beslenme
aligkanliklar1, genetik, yasadii cevre ve diger maruz kalinan kimyasallarla
belirlenmektedir. Bunlarin icinde degisemeyecek tek ve belki de en dnemli farklilik
genetik altyapidir (Thier ve dig., 2003). Ayrica, genetik yapinin yani sira maruz
kalinan maddenin dozu ve maruz kalma siiresi de dnemlidir. Diger yandan yapilan
bircok calismanin sonucunda genetik ozellikler ile gesitli kanserler arasinda iliskiler
gosterilmisken yine bir o kadar calismada da bu iliskinin olmadi@i bildirilmistir.
Zararli kimyasallar viicut icerisine girdikten sonra basta karaciger olmak tizere cesitli
dokularda, daha az toksik veya hi¢c zarar1 olmayan maddelere doniistiiriilmek
istenmektedir. Bu isleri yapacak detoksifikasyon enzimlerinin aktivitelerinin genetik
yapi ile belirlendigi cesitli aragtirmalarda gosterilmistir (Jung ve Messing, 2000).

NOQI1 kinon ve kinon tiirevlerinden iki elektron indirgeyen bir
flavoproteindir. Bir ¢cok dokuda ifade edilen NQOI, ksenobiyotiklerden iki elektron
indirgenmesini katalize ederek semikinon ve serbest radikal olusumunu engeller.
Dolayisiyla hiicreyi oksidatif stres, sitotoksiklik, mutajenlik ve karsinojenlikten
korur. Indirgeme sonucunda olugan hidrokinonlar faz-1I enzimleri ile konjugasyona
girerek detoksifiye olurlar ve viicuttan atilirlar. NQOI kimyasal toksisiteye ve
karsinojeniteye karst hiicreleri koruyucu etkisi nedeniyle son zamanlardaki
calismalarin ilgi kaynagi olmustur (Joseph ve dig., 2000).

Ksenobiyotik metabolizmasinda ¢nemli yere sahip olan NQOI enzimini
kodlayan gen {Uzerinde meydana gelen mutasyon sonucunda ortaya cikan
polimorfizm enzimin etkisini azaltmakta ya da ortadan kaldirmaktadir. 16.
kromozomun kisa kolunda lokalize olmus NQO/ geninin 6. ekzonunun 609.
niikleotidinde C—T doniistimii aminoasitlerden prolinin serine doniismesine neden
olmaktadir. Polimorfik aleli heterozigot olarak tasiyan bireylerde enzim aktivitesi
diisik iken, homozigot olarak tasiyan bireylerde enzim aktivitesi ortadan
kalkmaktadir (Traver ve dig., 1997). NQO! geni ayni zamanda tumoér baskilayict
genlerden p53 geninin kararlilifini sagladigi icin bu genin varyantini tasiyan
bireylerde p53 geni kararli olmadigindan diger kromozomal diizensizliklerin
olusmasina meyilli bir ortam yaratilmistir. Genomik kararsizlik nedeniyle
mutasyonlarin hedefi haline gelen hiicre nihayetinde kanserlesir (Iskander ve Jaiswal,

2005).



1.1. Mesane Kanserinin Etiyolojisi

Mesane tiimorlerinin olusumunda gevresel ve genetik faktorlerin etkili oldugu
diistiniilmektedir. Mesane kanserinin gelisiminde rol oynayan gevresel faktorler
sigara, mesleki karsinojenler, tedavi amacli siklofosfamid kullamimi ve pelvik
radyoterapidir. Mesane kanserinin gelisiminde rol oynayan diger etkenler cinsiyet,
ik ve yastir. Mesane kanserinin gelisiminde c¢ok sayida onkogenlerin ve tiimor
siipresor genlerin mutasyonlart 6nemli rol oynamaktadir. Onkogenler, hiicresel
seviyede dominant etkiye sahip genlerdir; yani aktive edildiklerinde veya ekspresyon
seviyeleri arttifinda tek bir mutant alel, bir hiicreyi normal fenotipten malin fenotipe
doniistirmeye yetebilir. Mesane kanseriyle iligkili en iyi bilinen onkogenler H-ras,
erb-B2 ve c-myc’dir. Tiimor baskilayict genler ise onkogenlerin tersine hiicre
cogalmasini engelleyici ¢zelliktedir. Tiimor baskilayict genlerin kanser gelisiminde
etkili olabilmesi i¢in her iki alelin fonksiyonunu yitirmesi gerekir. Dolayisiyla bu
genler kanser gelisimindeki etkileri bakimindan resesif ozelliktedirler. Kromozom
13q’daki retinoblastoma geni (Rb) ve kromozom 17p’deki p53 geni, en iyi ¢alisilmus
timor baskilayict genlerdir (Iskander ve Jaiswal, 2005). Kanserin ilerlemesinde
anjiyogenez gelisimi, hiicre dist matriks ve hiicre adezyon molekiillerindeki gesitli
anormallikler etkili olmaktadir. Ayrica mesane kanserinin gelisiminde ve
ilerlemesinde mikrosatellit kararsizlii ve cesitli epigenetik faktorlerin de etkili
oldugu gosterilmistir. Mesane kanserinin gelisiminde ve ilerlemesinde rol oynayan
karmasik mekanizmalarin anlasilmasi i¢in yeni calismalara ihtiyag vardir.

Uriner sistemde meydana gelen kanserlerinin biiyiik kismi1 mesaneden gelisir.
Mesane kanseri insanlarda en sik rastlanan kanserlerdendir. Kanser tiirleri icinde
onemli bir yer tutan mesane kanseri, Bat1 iilkelerinde yapilan ¢alismalara gore siklik
siralamasinda erkeklerde dordiincii sirayla tiim kanserlerin %5-10"unu, kadinlardaysa
sekizinci siradaki yeriyle % 4’ilinii olusturmaktadir (Messing ve Catalona, 1998:
2337). Cocuklar da dahil olmak iizere her yasta goriilebilir, ancak orta yas ve ileri
yaglarda goriilme oran: yiiksektir. Erkeklerde kansere bagli 6liim nedenleri arasinda
besinci sirada yer alir (Petersen, 1992: 260). Yaslilarda mesane kanserinden o6liim
orani daha yiiksektir. Tan1 sirasinda yas ortalamasi yaklasik 65 yastir. Erkeklerde
goriilme orami kadinlarda goriilme oranindan 3 kat fazladir (Jemal ve dig., 2008).
Erkeklerde en yiiksek insidansin 1/100000 ile Misir'da, daha sonra 33/100000 ile

Ispanya'da oldugu belirlenmistir (Shariat ve dig., 2009). Mesane kanseri olgularinda



tan1 konuldugu anda bulgularin yaklasik %85’i mesanede lokalize olup, %15°i
bolgesel lenf diigiimlerine veya uzak bolgelere yayilmis olarak goriiliir (Petersen,
1992: 260 ; Messing ve Catalona, 1998: 2337). Mesane kanserlerinin ¢ogu epitelyal
kokenli olup %95’ tranzisyonel karsinomdur. Bu nedenle mesane kanseri terimi
degisici epitel hiicreli karsinomalar ic¢in kullanilir. Insan mesane karsinomlarinin
patogenezinde sigara icimi, mesleki olarak maruz kalinan aromatik aminler
(benzidin, 4-aminodifenil, 1-naftilamin), sa¢ boyalarinda kullanilan p-fenilendiamin,
icme sularinda bulunan arsenik, kronik fenasetin kullanimi, siklofosfamid iceren
kemoterapiler, kronik sistozomiazis, iyonize radyasyon ve suni tatlandiricilarin etkisi
oldugu diisiintilmektedir (Sternberg, 2004: 2045 ; Eble ve dig., 2004 ; Vogelzang ve
dig., 2006: 355).

1.2. Mesane Kanserinin Patofizyolojisi

Cogu transisyonel epitel hiicreli karsinomlar olmakla birlikte tiim mesane

kanserlerinin %95°1 epitelyal malignitelerdir (Tanagho ve McAninch, 2004: 487).
1.2.1. Mesanenin Yapisi

Mesane duvarinda en i¢ tabakayi iirotelyum olarak adlandirilan epitelyal
yiizey olusturur ve icten disa dogru lamina propria, muskularis propria ve adventisya
tabakalar1 yer alir (Sekil 1.1.). Bu tabakalar iirotelyal karsinomlara sahip hastalarin
evrelemesi, tedavi se¢cimi ve beklenen sag kalim siiresinin belirlenmesi icin hem
patolojik hem de klinik olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle mikroskobik taninin
dogru yapilmasi1 dnem tagimaktadir (Reuter, 1997: 835).

Urotelyum, ekstraseliiler matriksten (kollajen, glikozaminoglikanlar, adeziv
glikoproteinler) ibaret bazal membran {izerine oturan 3-7 katman degisici epitel
hiicrelerden olugmustur. Epitelyum hiicrelerin goriintimii degiskenlik gosterir. Aktif
olarak ¢ogalan bazal membran iizerindeki bazal hiicreler, luminal hiicreler ve belki
de normal mesane epitelinin en 6nemli 6zelligi olan biiyiik semsiyeye benzer sikica
birbirine baglh hiicreler goriiliir. Mesanenin muskiiler duvarinda, farkli yonlere giden
kas demetleri mevcuttur. Bunlar mesane boynu diizeyinde birbirlerine yaklastiginda
icte ve dista uzunlamasina ve ortada dairesel diizenli tabaka olmak iizere 3 bolge

ayirt edilebilir (Williams ve Stein, 2004).
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Sekill.1. Mesanenin yapisi (Williams ve Stein, 2004)

1.2.2. Papilloma

Diinya Saghk Orgiitii'ne (DSO) goére papillom, normal karakterde degisici
epitelle doseli fibrovaskiiler stromada bulunan benin kaynakli bir tiimor tiiriidiir.
Tim {irotelyal karsinom olgularinin %1°ni olusturur. Prognoz iyidir ve ayrica

ilerleme riski olmadig: kabul edilmektedir (Williams ve Stein, 2004).

1.2.3. Degisici Epitel Hiicreli Karsinom

Tim mesane kanserlerinin yaklastk %90°1 degisici epitel hiicreli
karsinomlardir. Bu tiimorler siklikla papiller ve lezyonlar halinde goriiliir. Papiller
yapida olanlar genellikle yiizeysel olmasina karsin, sapsiz olan tiimdrler invazivdir.

Karsinom in situ (CIS) diiz, papiller yapida olmayan, neoplazik epitel olarak
bilinir. Urotelyum normal hiicresel polariteden yoksun, hiicreler genis ve gbze carpan
niikleuslara sahiptir. CIS bir lezyonun yakininda veya uzaginda lokalize olabilir veya
nadir makroskobik tiimorleri olmayan hastada fokal veya yaygin lezyonlar halinde
olusabilir. Timoriin seyri degiskendir ve invaziv olabilir.

Timdr invazyonunun sikligi, tekrarlamasi ve ilerlemesi tiimoriin derecesiyle

giiclii bir korelasyon igindedir (Williams ve Stein, 2004).



1.2.4. Degisici Hiicreli Olmayan Karsinomlar

Adenokarsinom: Tim mesane kanserlerinin %?2’sinden azini olusturur.
Histolojik acidan adenokarsinomlar mukus salgilar, kolloid veya yiiziik seklinde
goriilebilirler. Bu tip tiimorlerde genellikle kas tutulumu vardir.

Yasst Epitel Hiicreli Karsinom: Tiim mesane kanserlerinin %35-10’unu
olusturur ve siklikla kronik enfeksiyon ve mesane tas1 Oykiisiiyle iliskilidir. Misir,
Afrika’nin baz1 bdlgeleri ve Orta Dogu’da tiim mesane kanserlerinin yaklagik
%60’ 101 olusturur. Bu tiim&rlere tan1 konuldugunda siklikla invaziv karakterdedir.

Farklilasmamis Karsinomlar: Nadir goriilen mesane tiimorlerindendir. Bu
timor tipinde epiteliyal elemanlar yoktur. Histolojik agidan akciger lezyonlarini
andiran kiiciik hiicreli bir tip tanimlanmustir.

Mikst Karsinom: Tiim mesane karsinomlarinin yaklasik %4-6’sin1 olusturur.
Degisici epitel hiicreleri, yassi epitel hiicreleri ve farklilasmamais bilesenleri icerir.

Mesanede goriilen nadir epitelyal karsinomlar karsinoid tiimdrler, villoz
adenomalar, karsinosarkomalar ve melanomlardir. Mesanede nadir goriilen ve epitel
kokenli olmayan kanserler lenfomalar, feokromositomalar, koriyokarsinomlar ve

cesitli mezengimal tiimorlerdir (Williams ve Stein, 2004).

1.3. Mesane Kanserinde Evrelendirme

Mesane kanserinin klinik ve patolojik evrelenmesi hastalara uygulanacak
olan uygun tedavinin secilmesinde cok Onemli rol oynar. Mesane kanseri klinikte
ylizeyel ve invaziv kanser olarak tamimlanir. Yiizeyel kanserler mesanenin
muskularis propria’sina invaze olmayan tiimdrleri icerirken (evre Ta, Tis ve T1)
(Sekil 1.2.) , (Tablo 1.1), invaziv kanserler muskularis propria ve Otesine invaze
timorleri icermektedir (evre T2, T3, T4) (Sekil 1.2.) , (Tablo 1.1.). Bu sebeple,
patolojik evrelemede en Snemli olan asama, tiimoriin muskularis propria’ya invaze
olup olmadiginin tespit edilmesidir.

1946 yilinda 6ne siiriilmiis olan sistemin modifikasyonu olan Marshall ve
American Joint Commission for Cancer Union International Contre le Cancer
(AJJCC-UICC) smiflandirmalart giiniimiizde klinikte uygulanan iki ana sistemdir.

Her iki evreleme sisteminde de, mesane duvari igine invazyon derinligi, bolgesel ve



uzak metastaz paterni temel alinmaktadir (Tablo 1.2. ve Tablo 1.3.) (Grignon, 1997:
221).
Tablo 1.1. Mesane Kanseri Primer Tiimor-T Dereceleri (Tanagho ve McAninch, 2004: 487).

TO Primer tiimoriin kanit1 yok.

Ta Non-invaziv papiller karsinom.

Tis Karsinom in situ.

T1 Tiimor subepiteliyal konnektif dokuya (lamina propria) invaze.

T2 Tiimor yiizeyel kas tabakasina invaze.

I3 T3a: Tiimor derin kas tabakasina invaze./ T3b: Tiimor perivezikal yag
tabakasina invaze.

T4 TiimOr prostat, uterus, vajina, pelvik duvar1 veya abdominal duvara invaze.

Tablo 1.2. Mesane Kanseri Lenf Nodu-N Dereceleri (Tanagho ve McAninch, 2004: 487).

NO | Bolgesel lenf nodu metastazi yok.

N1 | En biiyiik cap1 2 cm veya daha kiiciik olan bir tane metastatik lenf nodu.

N2 | Cap1 2 cm’den biiyiik, ama 5 cm’den kiiciik bir tane metastatik lenf nodu veya
hi¢ birisinin ¢ap1 5 cm’den biiyiik olmayan ¢oklu lenf nodu metastazi.

N3 | En biiyiik ¢ap1 5 cm’den biiyiik lenf nodu metastazi.

Tablo 1.3. Mesane Kanseri Uzak Metastaz-M Dereceleri (Tanagho ve McAninch, 2004: 487).

MO | Uzak metastaz yok.

M1 | Uzak metastaz var.
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Sekil 1.2. Mesane kanserinin Derecelendirilmesi (Tanagho ve McAninch, 2004: 487).




1.4. Mesane Kanserinde Prognoz Tayininde Kullanilabilen Molekiiler

Belirtecler

Normal hiicresel proliferasyon hiicresel déngiilerden diizenli bir sekilde
gecmeyi gerektirirken, malignite kontrolsiiz cogalma ile karakterize edilir. Siklinler
ve sikline bagimli kinazlar gibi hiicre dongiisiine bagimli protein kompleksleri bu
ilerlemeleri sikica kontrol etmektedir. Bu protein kompleksleri p53 geni ve
retinoblastoma (Rb) geni gibi hiicre déngiistindeki gecis noktalarinda bulunan énemli
proteinleri fosforile eder. Hiicre dongiisiindeki kontrol kaybi karsinogenezin
gelismesinde 6nemli ve erken bir adim olabilir.

Invaziv mesane kanseri goriilen hastalarda en yaygin olarak tanimlanmis
molekiiler belirteg p53  ifadelenmesidir. p53 geni hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesinde anahtar rol oynayan bir tiimdr baskilayici gendir. DNA hasari
olustugunda p53 proteinin miktar: artarak hiicre dongiisiiniin durmasina ve bu esnada
DNA’nin tamir edilmesine neden olur. Normal p53 ifadelenmesi olan hastalarla
karsilagtirildiginda p53 ifadelenmesi bozulmug hastalarda hastaliin yenileme riski
artmis ve genel sag kalimin kotiilesmis oldugu goriilmektedir. Immiinohistokimyasal
p53 boyanmasi gostermeyen pT1, pT2 ve P3a kanserlerde tekrarlama oranlari
sirastyla %7, %12, %11 iken, p53 boyanmasi pozitif kanserlerde oranlar1 sirasiyla
%62, %56, %80 diizeyindedir (Anafarta ve dig., 1998: 707 ; Tanagho ve McAninch,
2004: 487).

Immiinohistokimyasal yontemlerle belirlenen Rb ifade degisimleri yiiksek
derece ve evredeki mesane kanserleriyle iliskilendirilmistir. Dogal tip, p53 ve
Rb’lerini muhafaza eden tiimorlii hastalarla karsilagildiginda invaziv mesane kanserli
hastalarda hem p53 hem de Rb’i inceleyen calismalar her iki gende olusan ifade
degisimli mesane tiimorlii hastalarda daha kotii bir prognoz ve daha diisiik bir genel
sag kalimin varligini diisiindiirmektedir (Anafarta ve dig., 1998: 707).

Mesane kanserli hastalarda prognoz ile iligkili olabilen tliimor biiyiime
fraksiyonu ve ¢esitli hiicresel adezyon molekiilii ifadelenmesi (E-kaderin) gibi bagka

belirtegler de degerlendirilmektedir.



1.5. Mesane Kanseri Risk Faktorleri

Giiniimiizde ylizeysel ve yavas ilerleyen mesane tiimorlerinin olusumunda
genetik yatkinligin varligi, agresif degisici epitel karsinomlarinin ve skuamoz hiicre
karsinomlarinin ise gesitli karsinojenlerin, kimyasallarin etkisiyle sonradan gelistigi
diigiiniilmektedir. Mesane kanserinin olusumunda birgok faktdriin rol aldigi
bilinmektedir. Etyolojik faktorler arasinda genetik yatkinligin disinda, sigara,
mesleki karsinojenler, kronik enfeksiyonlar, mesane tasi/yabanci cisimler,
analjezikler, pelvik radyasyon ve sitotoksik kemoterapi sayilabilir (Tanagho ve
McAninch, 2004: 487). Yapay tatlandiricilarin kullanimi da bir risk faktorii olarak
one siiriilmiistiir. Enfeksiyon ve taslarin indiikte ettigi fiziksel travmalar, malignite
riskini artirmaktadir. Mesane kanserinin geligsmesine yol acan genetik olaylarin
niteligi tam olarak aydinlatilamamakla birlikte, birden fazla genetik mekanizmanin
etkili oldugu diisiiniilmektedir (Anafarta ve dig., 1998: 707 ; Tanagho ve McAninch,
2004: 487).

1.5.1. Sigara Kullanimm

Sigara i¢imi, mesane kanserinin major risk faktoriidiir. Erkeklerde mesane
kanserlerinin ~ %66’sindan  kadinlarda ise = %30’undan  sorumlu  olarak
diigiintilmektedir. Genellikle sigara kullanmayanlara gore, sigara kullananlarda
mesane kanseri gelisme riski 2.6-4 kat daha artmis olup, aradaki iligkinin doza bagl
oldugu diisiintilmektedir (Anafarta ve dig., 1998: 707). Sigara kullanma siiresi ve
kullanilan miktar da riski belirlemektedir. Sigara iciminin kesilmesiyle beraber risk
azalmakta ve yaklasik 15-20 yil sonra igmeyenlerle ayni olmaktadir (Walsh ve dig.,
1997:2329).

1.5.2. Yas

Mesane kanseri tiim yaslarda goriilmekle birlikte genellikle orta yas ve tstii
yaslarda goriilmektedir ve kanser tanis1 konulma yasi yaklasik 70 civaridir (Messing
ve Catalona, 1998: 2337). Yas ile birlikte artan mesane kanseri riskini aciklamak icin
cesitli fikirler ortaya atilmistir. Artan yas ile beraber karsinojenlere maruz kalma
oraninin ve biriken DNA hasar1 miktarinin arttii ve bu sebeple yas ile beraber

kanser riskinin de arttif1 6ne siiriilmiistir.



1.5.3. Cinsiyet

Erkeklerin kadinlara oranla yaklasik 3-4 kat daha fazla mesane kanserine
yakalanma riski vardir. Erkeklerde mesane kanserine yakalanma riski kadinlara gére
3-4 kat daha fazla olsa da, mesane kanseri nedeniyle 6liim oran1 sadece iki kat daha
fazladir ve kadinlarda ise hastalik c¢ogunlukla ilerlemis durumlarda
anlagilabilmektedir. Mesane kanseri erkeklerde kansere bagli &liimler arasinda

%3’liik, kadinlarda ise %1,5’luk orana sahiptir (Jemal ve dig., 2008).

1.5.4. Meslek

Mesleki maruziyet durumunda ise, erkeklerde %15-35 ve kadinlarda %1-6
oraninda sorumlu oldugu goriilmiistiir. Kimyasal sanayi, petrol, kauguk, boya, deri ve
basim fabrikalarinda ¢alisanlar yiiksek risk altindadir. Spesifik mesleki karsinojenler
arasinda benzidin, beta naftilamin ve 4-aminobifenil sayilabilir ve bu ajanlara maruz
kalma ile timor gelisimi arasindaki latent donem uzayabilir. Farkli malin
hastaliklarin tedavisi igin siklofosfamid alan hastalar da risk grubu altindadir. Rehn
tarafindan ilk kez anilin boyalar ile mesane kanserleri arasinda iliski kurulmustur.
Mesleki kimyasallarin mesane kanserlerinin yaklagik %25’inden sorumlu oldugu
diisiiniilmektedir (Walsh ve dig., 1997: 2329 ; Jung ve Messing, 2000 ; Sternberg,
2004: 2045 ; Eble ve dig., 2004 ; Vogelzang ve dig., 2006: 355).

1.5.5. Alkol Tiiketimi

Mesane kanseri ve alkol kullanimu arasindaki iliski bircok calismada
incelenmis fakat tutarsiz sonuclar elde edilmistir (Bruemmer ve dig., 1997). Alkol
tiiketiminin erkeklerde mesane kanseri acisindan 1,3 kat risk olusturdugu kadinlarda

ise herhangi bir risk faktorii olusturmadig1 gosterilmistir (Mao ve dig., 2010).

1.5.6. Kahve Tiiketimi

Hayvan deneylerinde kahve veya kafein iceren maddelerin kansere neden
olduguna dair bulgu saptanamamus olmasina ragmen bazi epidemiyolojik

calismalarda kahve i¢icilerinin i¢meyenlere gére daha fazla mesane kanseri riski
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tasidig: bildirilmistir (Sternberg, 2004: 2045 ; Eble ve dig., 2004 ; Vogelzang ve dig.,
2006: 355).

1.5.7. Beslenme

Yapilan bircok calismada meyve ve sebze agirlikli beslenmenin mesane
kanseri acisindan koruyucu etki gosterdigi, diisiik meyve ve sebze iceren beslenme
tarzinin ise mesane kanseri agisindan bir risk faktorii (1,4 kat) oldugu bildirilmistir

(Steinmaus ve dig., 2000).

1.5.8. Parazitler

Trematod simifindan bir yassikurt olan Schistosoma haematobium mesane
icerisinde muscularis propiaya biraktigi yumurtalari sayesinde kronik mesane
enflamasyonuna sebep olmaktadir. Bu parazit ile enfekte olmus kisilerin mesane

kanserine daha yatkin olduklar bildirilmistir IARC Monographs Evalulation.,1994).

1.5.9. Arsenik

Bir¢ok caligmada klorlu i¢me sularinda bir yan iiriin olarak veya direk
kontaminasyon yoluyla arsenik bulundugu ve bunun da mesane kanseri riskini
arttirabilecegi gosterilmigtir. IARC (International Agency for Research on Cancer —
Uluslararas: kanser arastirmalari ajansi) calisma grubunun 2004 yilindaki
arastirmasinda i¢me sularinda bulunan arsenik, insan kanserojeni olarak belirtilmis
ve mesane kanserine neden oldugu bildirilmistir (Walsh ve dig., 1997: 2329 ; Jung ve
Messing, 2000 ; Sternberg, 2004: 2045 ; Eble ve dig., 2004 ; Vogelzang ve dig.,
2006: 355).

1.5.10. Fenasetin
Cok sayida epidemiyolojik calismada asir1 fenasetin iceren analjezik

kullananlarda tiretelyal kanserlerin (renal pelvis, iireter, mesane) gelistigi

gOsterilmistir. Rolatif risk 2.4- 6 ve hatta tizeri bildirilmigtir (Walsh ve dig., 1997:

Ll



2329 ; Jung ve Messing, 2000 ; Sternberg, 2004: 2045 ; Eble ve dig., 2004 ;
Vogelzang ve dig., 2006: 355).

1.5.11. Diger ilaclar

Losemi ve lenfomalarin gelisimi ile iliskisi gosterilen sitotoksik ilaglardan
olan siklofosfamidin mesane kanserlerine de neden oldugu gosterilmistir (Walsh ve
dig., 1997: 2329 ; Jung ve Messing, 2000 ; Sternberg, 2004: 2045 ; Eble ve dig.,
2004 ; Vogelzang ve dig., 2006: 355).

1.6. Mesane Kanserinde Genetik Yatkinhk

Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) ve aromatik aminler gibi DNA'ya
baglanarak hasara sebep olan iirotelyal karsinojenlerin metabolizmasinda rol
oynayan enzimleri kodlayan genlerde goriilen polimorfizmler mesane kanserine
genetik yatkinlik acisindan Onem arz ederler. Karsinojen metabolizmasindaki
aktivasyon-detoksifikasyon dengesi, detoksifiye edilen veya tam tersine aktive edilen
karsinojenlerin, dolayisiyla da bu karsinojenlerin sebep olduklari DNA hasarinin
miktarini belirler. Bu stirecte gorev alan enzimlerin ¢ogu oldukca polimorfiktir. Bu
polimorfizmler niikleotid degisimleri, delesyonlar veya insersiyonlar seklinde
goriiliir. Enzim aktivitesinin artmasina, azalmasma veya tamamen kaybolmasina
sebep olabilen bu polimorfizmler aktivitesini etkiledikleri enzimin iglevine ve enzim
aktivitesini nasil etkilediklerine bagli olarak koruyucu etki gosterebilecekleri gibi,

mesane kanseri riskini arttirabilirler (Franekova ve dig., 2008).

1.6.1. N-Asetiltransferazlar

N-asetiltransferazlar aromatik aminlerin aktivasyonunda ve
detoksifikasyonunda rol oynayan enzimlerdir. Insan N-asetiltransferaz (NAT)’1nin
farkli substrat spesifitesine sahip iki alt izoenzimden olustugu bilinmektedir. NAT
¢cogu memeli hiicresinde vardir. NAT1 ve NAT2; farkli genler tarafindan kodlanir.
NAT1 geni bir¢ok hiicre tarafindan sentez edilirken, NAT2 karaciger ve bagirsaklar
tarafindan sentezlenir (Sim ve dig., 2003). Bu genlerden NAT2'de gériilen
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polimorfizmler mesane kanseri ile Ozellikle iliskili bulunmustur. NAT2, ila¢ ve
karsinojenlerinin aktivasyonu veya detoksifikasyonunda onemlidir. NAT2 geni ve
mutant formlarindan olusan yabanil tip alel ile asetilasyon polimorfizmi ve bunun
sonucunda hizli ve yavag asetilator olusur. Bir arastirmacinin sonuglarina gore bir
kisi NATZ2 yabanil tip alelinin en az bir genini tagiyorsa hizli asetilasyon fenotipine
sahip olurken, NAT2’nin her iki allelinde de mutasyon varsa yavas asetilasyon
fenotipine sahip olur (Lutz, 2000 ; Shibuta ve dig., 1994). Elde edilen bilgilere gore
NAT?2 yavag asetilasyon genotipi mesane kanseri ile yliksek oranda iliskilidir. NAT1

ile iligkili calismalarda ise tutarsiz sonuglar elde edilmistir.

1.6.2. Siilfotransferazlar

Siilfotransferazlar  bircok ksenobiyotigin ve ilacin siilfonasyonunu
katalizleyen enzimlerdir. Bu gen ailesi ¢ok polimorfik olmamasina ragmen SULT1
Al geni oldukca polimorfik bir gendir ve bu polimofizmlerden Arg213His
polimorfizminin meydana getirdigi His213 aleli daha az aktiftir ve mesane

kanserinde koruyucu etki gosterdigi belirlenmistir (Zheng ve dig., 2003).

1.6.3. Glutatyon-S-transferazlar

Glutatyon S-Transferazlar, yine aym adla anilan bir gen siiper ailesinin
tirtinleridir. Faz II detoksifikasyonunda rol oynamaktadir. Bu enzim glutatyon ile
cesitli ksenobiyotik ve reaktif metabolitlerinin konjugasyonunu katalizler.

GSTM genleri, kromozom 1p13.3 lokusunda haritalanmistir (Pearson ve dig.,
1993). En cok karaciger, testis, beyin, adrenal, bobrek, pankreas, kalpte ve az
miktarda akcigerde sentezlenir (Eaton ve Bammler, 1999).

Insan GSTP1 geni kromozom 11(11q13) lokusunda haritalanmistir (Ali-Osman ve
dig., 1997). Baslica beyin, akciger, kalp, testis, adrenal bez, bobrek, pankreas ve
karacigerde sentezlenir (Eaton ve Bammler, 1999). Ayrica normal insan epitel
dokusunda da yaygin olarak sentezlenmektedir. insan GSTP1 geni polimorfik olup,
her ikisi de amino asit degisimiyle sonuglanan iki genetik polimorfizm
bulunmaktadir.

GSTMI delesyonlu bireylerde mesane kanseri icin goreli orant1 1,5 (%95 Cl=
1,3-1,6) olarak belirlenmigstir (Garcia-Closas ve dig., 2005). GSTT1 ve GSTP1
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genlerinde goriilen polimorfizmlerin incelendigi calismalarin sonuglari ise tutarsizdir

(Brockmoller ve dig., 1996).

1.6.4. Sitokrom P-450 Enzimleri (CYP)

CYP'ler faz I ila¢c metabolizmasinda rol oynayan en 6nemli enzimlerdir. CYP
enzimleri, 400-530 aminoasitten yapilt proteinlerdir. Baz dizilimi benzerliklerine
gore, CYP sistemi 40 farkli aile iginde siiflandirilir. CYP sisteminin tipta ¢ok
Oonemli etkileri vardir. Bunlar; terapotik maddeleri inaktive veya aktive etme,
kimyasal maddeleri oldukca yiiksek derecede reaktif molekiillere doniistiirme ve
istenmeyen hiicre hasari, hiicre 6limii veya mutasyon gibi olaylara neden olma,
steroid hormon sentezindeki bazi adimlara katilma, yag asidi ve bunlarin tiirevlerinin
metabolizmasi gibi olaylardir (Ozerol, 1996 ; Cetin, 1999).

CYP enzimlerinin 6zellikleri; bircok dokuda islev gérmeleri, hepatositlerde
en yiiksek derisimde bulunmalari, primer olarak oksidatif metabolizmay1
diizenlemeleri olarak 6zetlenebilir. Hiicre icinde bulundugu yere gore:mitokondride
bulunan CYP enzimleri ve endoplazmik retikulumda bulunan ksenobiyotik CYP
enzimleri olmak tlizere iki grupta incelenirler (Nemeroff ve dig., 1996 ; Cetin, 1999).
En ¢nemli CYP izoenzimleri CYP3A4, CYP2D6, CYP2C9 ve CYP2C19’dur
(Rogers ve dig., 2002 ; Linder ve dig., 2002). CYP2D6, CYP2El, CYP2C19
genlerinde gdriilen polimorfizmlerin mesane kanseri riskini arttirdigi belirlenmistir (

Anwar ve dig., 1996 ; Brockmoller ve dig., 1996 ; Choi ve dig., 2003).

1.6.5. NAD(P)H: Kinon Oksidorediiktaz (NQO1) Geni

NQOI, kromozom 16g22.1’de lokalize, 6 ekzon ve 5 introndan olusan,
yaklasik 20 kb uzunlugunda bir gendir (Iskander ve Jaiswal, 2005) (Sekil 1.4.).
NQOI, substratina bagli olarak kinonlar1 biyoaktive veya detoksifiye eden, 2
elektronlu bir rediiktazdir,. NQOI1 enziminin detoksifikasyon reaksiyonlar1 Sekil
1.3.’de gosterilmistir (Sgrensen ve dig., 2005). Kinonlar, olduk¢a reaktif bilesikler
olup, egzoz gazi, sigara dumani ve sehir havasinda bol miktarda bulundugu gibi,
yedigimiz pek ¢ok besinin iginde de dogal olarak bulunur (Vineis, 2002). Kinonlarin
tek elektron indirgeme reaksiyonlari, sitokrom P450 enzimi tarafindan

gerceklestirilir. Reaksiyon sonucunda semikinonlar olusur (Iskander ve Jaiswal,
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2005). Semikinonlar, molekiiler oksijen varliginda redoks reaksiyonlar ile reaktif
oksijen gesitlerini meydana getirirler. Bunun sonucunda oksidatif stres ve DNA
hasar1 olusur (Jaiswal, 2000). NQOI’in en fazla bilinen fonksiyonu, kinonlarin
indirgenmesi reaksiyonudur. Enzim tek basamakta 2 elektron indirgenmesini
saglayarak reaktif ve toksik semikinon ara metabolitinin olusumunu onler (Xu ve
dig., 2001). NQOI tarafindan gerceklestirilen iki elektron indirgenmesi reaksiyonu
ile hiicresel tek elektron indirgenme reaksiyonu yaris halindedir (Cenas ve dig.,
2004).

NQOI ayrica, nitroaromatik maddeler ve heterosiklik aminler gibi cevresel
karsinojenleri de biyoaktive edebilir (Chen ve dig., 2000). Ayrica antioksidan bir
enzim olarak gérev yapar. Ubikinonlarin ve vitamin E’nin antioksidan formlarinin
olusumunu saglar (Flora ve dig., 1994). Bu enzim, yiiksek oranda antioksidan
koruma gerektiren dokularda fazla miktarda bulunur (Sarbia ve dig., 2003). NQO1,
pS53 proteininin stabilizasyonu i¢in de gereklidir. p53 proteininin hiicresel seviyesi,
modifikasyonlar ve interaksiyonlar yoluyla diizenlenir. Ancak NQO1’in p53’ii nasil
kararli hale getirdigi heniiz bilinmemektedir (Siegel ve Ross, 2000). Polimorfik
olarak inaktif olan bireylerin tiimor gelisimine karsi neden daha hassas olduklari,

NQO1I’in p53 iizerindeki etkisi yoniiyle de agiklanabilir.

Sekil 1.3. NQO1 enziminin detoksifikasyon semasi (Sgrensen ve dig., 2005).

15



Homozigot varyant genotipi, beyaz popiilasyonda %?2 gibi nadir, Asyalilarda ise %20
gibi siktir. Bu varyasyonlar kemoterapide ¢énemlidir. Ksenobiyotik metabolizmasina
katilan enzimlerden ubikinon oksidorediiktaz, sitokrom P450 rediiktaz gibi enzimler
kinon ve tiirevlerinden bir elektron kopararak semikinon bilesiklerin olusmasina
neden olurlar. Olusan bu bilesikler oksidatif stres, DNA hasari, membran hasar,
sitotoksisiteye neden olarak reaktif oksijen tiirevlerini olustururlar (Estabrook, 1996).
Insanlarda NAD(P)H kinon oksidorediiktaz-1 (NQO1) ve NRH kinon oksidorediiktaz-
2 (NQO2) olmak iizere iki sitosolik formu vardir. Son zamanlarda ¢alismalar daha

ziyade NQOI {izerine yogunlagmistir.
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Sekil 1.4. NQO1 C609T polimorfizminin kromozom iizerinde gosterimi (Lin vd., 1999).

Enzimin yaklagik 40 yillik bir ge¢misi vardir. 1958 yilinda Ernster ve
Navazio tarafindan kismi olarak saflastirilmis ve bazi 6zellikleri tanimlanmustir (Yu
ve Kensler, 2005) . NQOI1 tanimlanmasinin ardindan yapisal olarak NQO1’a ¢ok
benzeyen flavoprotein yapisinda olan ikinci bir enzim tanimlanmustir. Ik kez Liao ve
William-Ashman tarafindan kesfedilen bu enzim NRH: kinon oksidorediiktaz-2
(NQO2) olarak adlandirilmustir (Chen ve dig., 2000). Diger enzimlere olan
tstiinliikleri ve biyolojik fonksiyonlari nedeniyle NQO’larin farkli sitozolik formlari
igerisinde en cok calisilan enzim NQO1°dir. NOQI kinon ve kinon tiirevlerinden iki

elektron indirgeyen bir flavoproteindir. Indirgeme islemi NAD(P)H ve FAD (flavin
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adenindiniikleotit) yardimiyla olusur. Reaksiyon sonucunda hidrokinon bilesikleri
olusur. Kinonlardan bir elektron indirgenmesiyle semikinon bilesikleri olusur ve bu
bilesikler serbest oksijenle reaksiyona girerek reaktif oksijen radikalleri (ROS)
olustururlar. Reaktif oksijen radikalleri DNA, RNA ve proteinlere zarar vererek
hiicresel hasara neden olurlar. NQO! enzimi kinoid bilesiklerin detoksifikasyonunda
yer aldigi gibi bilesiklerin reaktif formunu da aktive edebilme 6zelligine sahiptir.
NQOI1 kimyasal toksisiteye ve karsinojeniteye karsi hiicreleri koruyucu etkisi
nedeniyle son zamanlardaki calismalarin ilgi kaynag: olmustur (Joseph ve dig.,
2000).

NQO1’deki genetik polimorfizm, ekzon 6’da 609. pozisyonda C yerine T
nokta mutasyonu ile, proteinde prolin yerine serin olugumudur (Traver ve dig.,
1997). 609. pozisyonda meydana gelen homozigot C—T mutasyonu, NQOI
aktivitesinin kaybina sebep olur. In vitro caligmalarda varyant NQO1’in normal
tipten daha diisiik (%4’ kadar) bir aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Park ve
dig., 2003). Normal tip ile karsilastirildiginda homozigot varyant kinon rediiktaz
aktivitesinin sadece %?2-4’iine sahipken, heterozigot varyantta enzim aktivite
derecesinde 3 kat azalma vardir.

Mutant NQOI (NQO1#2) geninin yarilanma omrii ¢cok kisadir, hemen yikima
ugrar. Iki alleli de mutant olan bireylerde enzim aktivitesi goriilmezken, heterozigot

bireylerde orta diizeyde aktivite gozlenir (Ross, 2005).(Sekil 1.5).

Kimyasal Ajanlar NQO1L geninin
Or: benzen. aktivasyonu
kinoid bilesikler

Y

l

NQO1*1/*1 NQO1*1/*2 NQO1*2/*2
NQO1 Orta diizeyde NQO1
aktivitesinde NQO1 aktivitesinde
artig akrivitesi dezisiklik vok

l

Hiicresel
stres

Sekil 1.5. NQO! polimorfizmi ve enzim aktivitesine etkileri (Ross, 20053).

Hiicresel
savunma
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NQOI1 gen ifadesi, ksenobiyotiklere, antioksidanlara, agir metallere, UV,
iyonize radyasyona cevabi arttirir. Bu sayede hiicre oksidatif stresten, serbest
radikallerden ve kanserden korunmus olur (Ross, 2005). NQOI1 iki diizine genin
indiiklenmesini saglayarak hiicresel savunmayi tetikler. Bu genler; Glutatyon-S-
transferaz (hidrofobik elektrofilleri ve reaktif oksijen tiirevleriyle konjugasyona
girer), UDP- glukroniltransferaz (ksenobiyotikler ve ilaglarla konjugasyon yaparlar),
y-glutaminsistein ~ sentetaz (glutatyon mekanizmasinda anahtar rolii oynar).
Ksenobiyotik bilesikler organizmaya girdiginde hiicresel savunma mekanizmasi aktif
olarak islemeye baslar. Bu mekanizmada NQO1 dnemli bir role sahiptir (Ross ve
dig., 2000). NQOI kinon oksidasyonunda dogrudan gérev almasinin yaninda CoQ
(ko-enzim Q), E vitamini gibi cesitli dogal antioksidanlarin indirgenmesinde ve bu
bilesiklerin bu sekilde kararli kalmasina yardimci olmaktadir. Indirgenmis formdaki
antioksidanlar tiim hiicrelerde ve membranlarda bulunur. Hiicre membraninin
fizyokimyasal yapisinin diizenlenmesinde gorev alir. NQO1 ayni zamanda timor
baskilayict genlerden p353 kararliligini korumasinda gorev alir. p53 baglanarak daha
kararli bir hale geldigi diistintilmektedir (Iskander ve Jaiswal, 2005). Genin
regiilasyonu, promoter bolgesindeki cis elementler vasitasiyla olmaktadir. NQO1
genini kontrol eden cis elementler tespit edilmigtir. Bunlar antioksidant cevap
elementi (ARE), ksenobiyotik cevap elementi (XRE), aktivator protein-2 (AP-2) gibi
elementleridir. Bu elementler genin hem indiiklenmesine hem de baskilanmasini
saglar. Cesitli antioksidant, oksidanlar maruziyetinde NQOI geni ARE elementiyle
pozitif diizenlenir. NQOI geni gibi bircok detoksifikasyon enzimlerinin
diizenlenmesi ARE cis elementi vasitasiyla yapilmaktadir. ARE bolgesine baglanan
bir takim transkripsiyon faktorleri tanimlanmistir. Bunlar; AP-1, Nrf-1, Nrf-2, Maf, c-
Jun, Jun-B, Jun-D, c-Fos’ dur. Nrf-2 ksenobiyotiklere veya antioksidantlara maruz
kalmamig olan normal hiicrelerin sitoplazmasinda Keap-I proteini tarafindan
tutulmustur. Hiicre ksenobiyotiklere maruz kaldiginda Keap-1 ve Nrf-2 birbirinden
ayrilir, serbest kalan Nrf-2 cekirdege transloke olur (Yu ve Kensler., 2005). Keap-
I’in oksidatif strese duyarli bir sensor protein oldugu diisiiniilmektedir. Burada c-Jun
faktoriiyle heterodimerize olarak ARE bolgesine baglanir. Nrf-2 ile c¢-Jun birbirine
baglanmasin1 cesitli bilinmeyen sitosolik faktorler sitiimiile eder. Bu sayede
transkripsiyon tetiklenir ve gen ifade edilir. Nrf-2 ve c-Jun gibi Nrf-1, Jun-B, Jun-
D'de ARE bolgesine baglanarak diizenleme yapabilmektedir. Diger transkripsiyon
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faktorleri de benzer mekanizmalara sahip oldugu diisiiniilmektedir. NQOI gen

ifadesinin diizenlenmesi Sekil 1.6.”de gosterilmistir (Jaiswal, 2000).

KSENOBIYOTIKLER
KIMYASAL KARSINOJENLER

, :
Keap-1 Nrf-2 e c-Jun

/

SITOSOLIK
FAKTORLER

\

SITOPLAZMA

CEKIRDEK

l ¥

ARE ,| NQOI1

Sekil 1.6. NQOI geninin diizenlenmesi (Jaiswal, 2000).
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2. AMAC

Diinyada en cok goriilen kanser tiirlerinden biri olan mesane kanseri, sigara
icimi ve mesleki risk faktorleri gibi bireyin karsinojenlere maruz kalma miktarini
belirleyen cevresel faktorlerle yiiksek oranda iliskilidir.

Faz 1 ve Faz II enzimi olarak adlandirilan aktivasyon ve detoksifikasyon
enzimleri karsinojen metabolizmasinda gérev alirlar ve polimorfik enzimlerdir. Bir
Faz I enzimi olan NQO1 enzimi de hiicrede detoksifikasyondan sorumludur. NQO1
enzimi mutajenik, karsinojenik, sitotoksik ve oksidatif strese sebep olan kimyasallara
kars1 hiicrenin korunmasinda rol oynayan bir detoksifikasyon enzimidir. NQO1 geni
tizerindeki polimorfizmler karsinojen metabolizmasini etkileyerek hiicrelerde biriken
karsinojen miktarin1 etkiler. Bu polimorfizme bagli olarak bireylerin kansere
yatkinliklar1 degiskenlik gosterebilir.

Bu tez calismasinda, NQO1 geni C609T polimorfizminin incelenmesi ve
Tiirk populasyonunda bu polimorfizmin mesane kanserine yatkinligi nasil
etkilediginin belirlenmesi amaclanmugstir. Saglikli ve hasta bireylerden alinan
orneklerde bu polimorfizmin frekans: karsilastirilarak mesane kanseri ile iligkisi,
cinsiyet ve sigara iciminin etkisi ile birlikte incelenecek ve gen-cevre etkilesimi

ortaya koyulacaktir.
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3. MATERYAL

3.1. Calismada Kullamlan Ornekler

Bu calismada hasta grubu ornekleri 2008-2011 yillar1 arasinda Sisli Etfal
Egitim ve Arastirma Hastanesi ve Bagcilar Egitim ve Arastirma Hastanesinde
mesane kanseri teshisi koyulmus olan hastalardan alinan kan &rnekleri ile
olusturulmustur. Toplam hasta sayis1 174, kontrol orneklerinin sayist ise 146 kisi
olarak belirlenmistir. Her hastadan EDTA’ll tiiplerde alinan 10 ml kan ornegi -
20°C'de saklanmustir. Hastalarin cinsiyet, yas, dogum yeri, meslek, alkol ve sigara
kullanimi, kullanim miktar1 ve siiresi ile ilgili bilgiler hastalara uygulanan anket ile
elde edilmistir. Kontrol grubu &rnekleri ise ailesinde ve kendisinde kanser hikayesi
bulunmayan goniillii kisilerin yanak ici epitel doku o&rneklerinden saglanmustir.

Hastalara uygulanan anket ayni sekilde goniillii denekler i¢in de uygulanmuistir.

3.2. Yanak I¢i Epitel Dokudan DNA Izolasyonu I¢in Kullanilan Tamponlar ve

Kimyasallar
Lizis Tamponu : 50 mM Tris (pH= 8,0)
50 mM EDTA
50 mM Siikroz
100 mM NaCl
%]1 (w/v) SDS
Sodyum Asetat (NaOAc) :3M
Proteinaz K : 10 mg/ml
Saf [zopropanol
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Etanol

Fenol (pH= 8,0)

Saf Kloroform

Kloroform-Izoamil Alkol (24:1)

Low-TE Tamponu (pH= 8,0)

: %70

: Tris ile doyurulmus

. Saf Kloroform ve Izoamil alkol 24' e 1

oraninda karigtirilir.

: 10 mM Tris (pH= 8,0)

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

3.3. Hizh Genomik DNA izolasyonu I¢cin Kullamlan Tamponlar ve Kimyasallar

Hiicre Cekirdegi Lizis Tamponu (pH= 8,0): 10 mM Tris-HCI

Hiicre Lizis Tamponu (pH= 8,0)

Saf Kloroform

Saf Izopropanol

5 M NaCl

1X TE Tamponu (pH= 8,0)

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

: 10 mM Tris-HCI

%11 (w/v) Siikroz
5 mM MgCl,
%1 (v/v) Triton X-100

20 mM Tris-HCI
0,1 mM EDTA
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3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) icin Gerekli Kimyasallar

10X MgCl2’siiz Tampon :

MgCl2

Deoksiriboniikleotidler (ANTP)

Taq DNA Polimeraz

Primerler NQOIF:
NQOIR:

200 mM (NH4)>SO4

750 mM Tris-HC, (pH 8.8)
% 0.1 Tween 20,
(Fermentas, LITVANYA)

: dH,O’da 25 mM

(Fermentas, LITVANYA)

: 100 mM dATP, dCTP, dGTP ve

dTTP (Fermentas, LITVANYA)

: Rekombinant Tag DNA

Polimeraz (Fermentas, LITVANYA)

5'-"TCCTCAGAGTGGCATTCTGC-3'
5-TCTCCTCATCCTGTACCTCT-3'

3.5. Elektroforezde Kullamilan Kimyasallar ve Tamponlar

10X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) :

Agaroz Jel

10X Bromofenol Mavisi (BPB)

Etidyum Bromiir (EtBr)

890 mM Tris

890 mM Borik Asit,

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

: 0,5 X TBE Tamponunda %1 ve

%2’lik (w/v) agaroz

: 2,5 mg/ml BPB

: 10 mg/ml
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3.6. PZR Uriinlerinin Saflastiriimasi

Dizi analizi icin PZR iirlinleri "High Pure PCR Product Purification Kit"
(Roche, ALMANY A) kullanilarak saflastirilmisgtir.

3.7. DNA Uzunluk Markorleri

50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000 baz ciftlik

fragmentler iceren GeneRuler 50 baz ciftlik DNA markorii.

LITVANYA)

(Fermentas,

100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000 baz ciftlik fragmentler
iceren GeneRuler 100 baz ¢iftlik DNA markorii. (Fermentas, LITVANYA)

3.8. Cihazlar

Tart1

Derin Dondurucular

Yatay Elektroforez Sistemleri

Is1 Blogu

Gortintiileme Sistemleri

Otoklav

. Hassas Terazi, Sartorius BL 1208

(ALMANYA)

: -20°C, 2021 D (Arcelik, TURKIYE)

-20°C, GSD26410NE
(Bosch, ALMANYA)

: MultiSub Midi (Cleaver Scientific,

INGILTERE)
miniRapide Cleaver Scientific,

INGILTERE)

: DB 2D (Techne, INGILTERE)

: Bio-RAD UniversalHoodIl

(BIO-RAD ITALYA)

: Dik Tip Otoklav (BES, TURKIYE)
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Buzdolaplar1 : Beko 8742 , Argelik 3061 Plus

(TURKIYE)
Manyetik Karistiricilar : MR 3001 (Heidolph, ALMANYA)
Vorteks : Heidolph REAX (ALMANYA)
Su Banyosu . Memmert (ALMANYA)
PZR Cihazlar1 : Techne TC-512 (INGILTERE)

: Techne TechGene (INGILTERE)

Santrifiijler : Mini Spin Plus
(Eppendorf, ALMANYA)
: Centrifuge 5415 R (Eppendorf,

ALMANYA)
Mikrodalga Firin : MD 592 SUPER (Argelik, ISVEC)
Giic Kaynaklari : EC250-90 Thermo Elektron Corporation
: EPS301 (Amersham Pharmacia Biotech,
ISVEQ)
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4. METOD

4.1. Yanak Ici Epitel Dokudan DNA izolasyonu Metodu

Yanak ici epitel doku ornegi tasiyan pamuklu cubuk, 1.5 ml’lik 600-700 ul
lizis tamponu igeren tiipe yerlestirilir. 50 pl 10 mg/ul proteinaz K ile 55°C’de 30dk-
Isaat aras1 veya 10 mg/ul proteinaz K ile oda sicaklifinda gece boyunca inkiibe
edilir. Pamuklu cubugun tiipiin i¢inde ¢eperlere ve tiiplin agzina bastirilarak tamponu
hiicrelerle birlikte birakmasi saglanir ve pamuklu cubuk tiipten cikarilir. Uzerine 300
ul fenol ve 600 ul kloroform eklenir. 12000g’de 2 dakika santrifiij edilir. Olusan tist
faz yeni bir Eppendorf tiipe aktarilir. Bu asamada iist faz alinirken ortadaki ara faz
cok kalin ise tekrar 300 ul fenol ve 600 ul kloroform eklenerek bu asama tekrarlanir.
Yeni tiplere alinan {ist faza esit hacimde (yaklasgitk 400-500 ul)
kloroform:izoamilalkol (24:1 oraninda) eklenir. Tiip tekrar 12000g’de 2 dakika
santrifiij edilir. Ust faz tekrar yeni bir tiipe alimr ve 1/10 hacimde 3M sodyum
asetat(NaOAc) eklenip kanstirilir ve iizerine 0,6X %100’liik izopropanol eklenir.
Tiipler -20°C’de gece boyunca inkiibe edilerek DNA presipite edilir. Bu inkiibasyon
sirasinda tiipler ara sira ters-diiz edilir. Inkiibasyon sonrasi tiipler 12000g’de 10
dakika santrifiijlenerek DNA ¢oktiiriiliir. Olusan DNA pelleti 500 ul %70’lik etanol
ile 12000g’de 5 dakika santrifiijlenerek yikanir. Siipernatant atildiktan sonra tiipler
yaklasik 15-20 dakika kurumaya birakilir. Son olarak DNA, 50 pl Low-TE eklenerek
ve oda sicakliginda 2-3 giin ¢oziilmesini beklenir. DNA iceren tiipler +4°C’de veya
-20°C’de saklanabilir.

4.2. Hizh Genomik DNA izolasyon Metodu

EDTA’ll tiiplerde saklanan kan &rneklerinden 500 pl almnir ve 1.5 ml’lik
Eppendorf tiiplere aktarilir. Uzerine 1000 pl hiicre lizis tamponu eklenir. Tiip hafifce
calkalanarak tampon ve kan 6rneginin birbirine karigmasi saglanir. Ornek 6000 rpm
hizda 2 dakika santrifiij edilir ve siipernatant atilir. Pellet 1000 ul hiicre lizis

tamponunda tekrar ¢oziiliir ve 6000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilir. Bu asama krem
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rengi pellet elde edene kadar 1-2 kez tekrarlanir. Pelletin iizerine 300 ul hiicre
cekirdegi lizis tamponu eklenir ve pelletin ¢oziilmesi saglanir. Uzerine 100 pl 5M
NaCl ve 600 pl kloroform eklenir. Tiip nazikge calkalanir ve 6000 rpm’de 2 dakika
santrifiij edilir. Bu asamada tlipte 2 faz gozlenir. Alttaki organik faza karistirmadan
tistteki faz dikkatlice alinir ve iist faz yeni bir tiipe aktarilir. Uzerine 600 ul soguk
izopropanol eklenir. Tiip birkag defa nazikge cevrili. DNA bu agamada
yogunlasarak gozle goriiliir hale gelir. DNA’y1 ctkertmek amaciyla tiip 13000
rpm’de 1 dakika santrifiij edilir ve siipernatant atilir. Tiip oda sicakliginda yaklasik
15 dakika kurumaya birakilir. DNA 50-100 pl TE tamponunda oda sicakliginda
¢oziilmeye birakilir. Kisa siireli saklamalarda +4°C’de daha uzun siireli saklamalarda

-20°C’de saklanabilir.

4.3. DNA’nmin Kalitatif ve Kantitatif Analizi

Izole edilen DNA &rneklerinin kalitatif analizi drneklerin %1°lik agaroz jelde
yiiriitiilmesi ile belirlenir. Agaroz jelde yiiriitiilen DNA'min goriintiileme sisteminde
goriintiilendiginde jelde birden fazla, beklenmeyen bir bant goriildiiilinde veya
siirlintii  seklinde bantlar olusturmasi DNA izolasyonu sirasinda DNA’nin
parcalandifini gosterir ve bu DNA’min PZR islemi icin kullanmaya uygun
olmadigini gosterir. Agaroz jel elektroforezi sonras1 PZR isleminde kullanmak iizere
uygun oldugu belirlenen drnekler spektrofotometrik analizden gecirilerek miktarinin
ve safliginin belirlenmesi gerekmektedir. Bu amagla TE tamponu igerisinde
cozlinmiis DNA ornekleri seyreltilerek spektrofotometre ile 260nm'de absorbanslari
olciiliir ve agsagidaki formiil ile DNA miktar: belirlenir;

Konsantrasyon (pug/ml) = diliisyon faktorii x A0 x 50 pg/ml

Bunun yaninda sadece miktarinin &lgiilmesi degil PZR isleminden Once
DNA’nin safliinin da belirlenmesi gerekmektedir. Bu amagcla spektrofotometrede
niikleik asitlerin maksimum absorbans gosterdigi 260nm'de ve proteinlerin
maksimum absorbans gosterdigi 280nm'de absorbans ol¢iimii yapilarak A260/A280
orani belirlenir. PZR gibi islemlerde kullanilacak olan DNA orneklerinin 1,7-1,8
oranlarinda saf olmasi gerekmektedir. Bu oramin diigiik olmas: protein

kontaminasyonu, biiyiik olmas1 ise RNA veya fenol kontaminasyonu oldugu gosterir.
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4.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PZR, genetik materyaller tizerinde secilmis bir veya birden fazla boélgenin,
kimyasal olarak sentezlenmis olan oligoniikleotid primerler ve saflastirilarak elde
edilmis olan Taq polimeraz enzimleri kullanilarak bir otomatik termal dongii sistem
yardimuyla in vitro sartlar altinda ¢cogaltilmas: metodudur.

PZR isleminde amag¢, dizilimi bilinen iki bdlge arasinda bulunan bir DNA
parcasim cogaltmaktir., Bir DNA polimeraz tarafindan katalizlenen bir seri
tepkimenin primerleri olarak iki oligoniikleotid kullanilir. Bu oligoniikleotidler tipik
olarak farkli dizilere sahiptir. Bu oligoniikleotidler, kalip DNA’nin karsi dizilerinde
uzanan ve ¢ogaltilacak DNA parcasi yaninda bulunan dizilere estirler. Kalip DNA ilk
once iki oligoniikleotidin ve dort deoksiriboniikleozid trifosfatin (ANTP) varliginda
1siyla  denatiire edilir. Daha sonra tepkime karigtminin 1s1s1, oligonikleotid
primerlerinin kalip dizilere yapismasina olanak verecek sekilde diisiirtiliir. Primerler
yapistiktan sonra uygun bir isiya cikartilarak DNA polimeraz ile uzatilir. Bu
agamalar bircok kez tekrarlanir. Amplifikasyonun bir dongiisiiniin {iriinleri bir
sonraki dongii icin kalip gorevi gordiigiinden her bir basarili dongii temel olarak
istenilen DNA iiriiniiniin miktarim ikiye katlar. Bu sayede 30-40 dongii sonunda tek

bir kopya DNA'dan milyonlarca kopya elde edilmis olur.

4.5. Restriksiyon Fragmenti Uzunluk Polimorfizmi

Restriksiyon endoniikleazlar yani restriksiyon enzimleri ¢ift sarmal DNA’da
ozel niikleotid dizilerini taniyan ve DNA’nin her iki ipligini kesen enzimlerdir. Bu
restriksiyon enzimleri bakterilerden izole edilirler ve bugiine kadar 1200’den fazla
restriksiyon enzimi tanimlanmistir.

Tek bir niikleotid farklilifinin bile bir DNA dizisinin kesilip kesilmeyecegini
belirlemesi, RFLP metoduyla nokta mutasyonlarinin veya tek niikleotit
degisimlerinin incelenmesine olanak saglamistir. Uygun enzimin belirlenmesinden
sonra polimorfik bdlge polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltilir ve cogaltilan dizi
restriksiyon enzimi ile reaksiyona sokulur. Restriksiyon sonras: elde edilen iiriinler
agaroz jel elektroforezi ile uzunluklarina gore ayrilir ve kesilip kesilmedikleri
dolayisiyla da tanmima bdolgesinde hangi niikleotidi igerdikleri yani genotipleri

belirlenir.

28



4.6. Agaroz Jel Elektroforezi

Elektroforez molekiillerin bir elektrik alandaki hareketlerinin izlendigi bir
tekniktir. Coziinmiis durumdaki molekiillerin elektrik yiiklerinin kiitlelerine oraniyla
belirlenen hizlarda, elektriksel alanda hareket etmeleri prensibine dayanir. Ayrilacak
olan molekiillerin hareketi molekiillerin yiikiine, boyutuna, bi¢imine, kimyasal
icerife ve uygulanan elektriksel alana baglhdir.

Jel yaklasik 55°C’ye kadar sogutulup son konsantrasyonu 0,5 mg/ml olacak
sekilde etidyum bromiir eklenir. Bu sollisyon jel yatagina dokiiliir ve yiikleme
kuyucuklarini olugturmak iizere tarak takilarak sogumaya birakilir. Jel polimerize
olduktan sonra elektroforez tankina doldurulmus tampon ¢ozeltisinin icine birakilir
ve taraklar cikarilir. Aywrimi yapilacak ornekler yiikleme boyas: ile karistirilarak
taraklarla olusturulmus kuyucuklara yiiklenir. Elektroforez sona erdikten sonra
agaroz jel UV 15181 altinda incelenir. Jel yapisindaki EtBr floresan bir boyadir ve
niikleik asitlerin bazlar1 arasina girerek DNA’ya baglanir ve UV 15181 altinda 1g1ma
yaparak DNA’y1 bize gosterir.

Bu calismada PZR f{iriinlerinin ve restriksiyon iriinlerinin gériintiilenmesinde

%2’lik agaroz jel kullanilmistir.

4.7. Dizi Analizi Yapilacak PZR Uriinlerinin Saflastiriimasi

50 ul PZR iiriini iceren her bir tiipe 250 pl baglanma tampon eklenir.
Toplama tiipiiniin icine filtreli tiip konur, PZR iriinleri filtreli tiipe aktarilir ve
maksimum hizda (14500 rpm) | dakika santrifiij edilir. Filtre tiipii ¢ikarlir ve
toplama tiipiinde biriken soliisyon dokdiliir. Aym filtre tiipli tekrar toplama tiipiine
takilir ve filtre tlipiiniin tizerine 250 pl yikama soliisyonu eklenir. Maksimum hizda 1
dakika santrifiij edilir. Filtre tiipli ¢ikarilir, toplama tiipiinde biriken soliisyon atilir.
Yiiksek saflik elde etmek amaciyla tekrar filtre tiipii toplama tiipiine takilir ve tekrar
100 pl yikama soliisyonu konarak ayni islem tekrarlanir. Filtreli tiipler temiz 1.5
ml’lik tiiplere takilir. Filtreli tiiplere 50-100 ul aras: eliisyon tamponu eklenir,
yaklagik 1 dakika beklenir ve maksimum hizda 1 dakika santrifiij edilir. Saflastirilan

PZR {iriinii tiipte birikmis olur.
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4.8. Mesane Kanserinin Molekiiler Analizi

Bu calismada NQOT1 geni itizerindeki C609T tek niikleotid polimorfizminin
mesane kanserine yatkinlik tizerindeki etkisi PZR-Restriksiyon uzunluk polimorfizmi
metodu kullanilarak incelenmistir. Polimorfik bdlge icin 6zgiin primerler kullanilarak

reaksiyonlar hazirlanmistir (Tablo 4.1).
Tablo 4.1. PZR Reaksiyonlarinin Igerikleri

Reaksiyon

Miktarlart

DNA 50-100 ng
Tampon 1X
dNTP(mM) 0,4
MgClo(mM) 2,5
Primerler(uM) 0,5
Taq Pol. 1U

Reaksiyonlarin  hazirlanmasinin  ardindan  polimorfik boélge belirtilen
kosullarda ve siirede gerceklestirilen PZR islemi ile cogaltilmistir (Tablo 4.2.).

Polimeraz Zincir Reaksiyonundan sonra olugan PZR iiriinleri, kontrol
amaciyla olusan iiriinlerden 8 pl alinip yiikleme boyasiyla beraber %2’lik jele
yiiklenerek ve 50 bg’lik biiyiikliik markorii ile beraber 120V’da 15 dk yiiriitiilmiistiir.
Uriinlerin agaroz jelde kontrolii sonucu her PZR iiriiniinden jeldeki bandin
parlakligina ve kalitesine gore 1-10 ul arasinda alinarak ornekler restriksiyon enzimi

ve tamponu ile beraber 37°C’de 2 saat boyunca kesime tabi tutulmustur.

Tablo 4.2. PZR Déngiisii Kosullart

Baglangi¢c Denatiirasyonu 94°C, 5dk

Denatiirasyon 94°C, 30sn

Baglanma 57°C, 30sn

Uzama 72°C, 45sn

Son Uzama 72°C, 5dk
Dongii Sayisi 30

Kesim sonucu olusan restriksiyon iirlinlerinin uzunluklari, her tiriinden 10’ar
ul almip yiikleme boyasiyla beraber %2’lik agaroz jele yiiklenerek jelde 50 b¢’lik
biiyiiklik markorii ile 120V’da 25-30 dk yiiriitiilerek gosterilmistir. Jelde

goriintiilenen bantlara gore her drnek icin genotipler belirlenmistir (Tablo 4.3.).
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Tablo 4.3. Restriksiyon Uriinlerinin Uzunluklar:

Kesim enzimi-- Yabanil Tip Polimorfik Heterozigot (bg)
Polimorfizm Homozigot(bg) Homozigot(bg)
Hinfl / C609T 195,35 (CC) 151,44,35 (TT) 195,151,44,35 (CT)

Rastgele secilen ornekler PZR-RFLP ile belirlenen genotipleri dogrulamak
amaciyla dizi analizi ile incelenmistir. Dizi analizi islemi fontek A.S, ISTANBUL
tarafindan gergeklestirilmistir. Her hasta ve kontrol 6rneginin genotipi restriksiyon
sonrast gerceklestirilen jel elektroforezi ile bant boylarina gore belirlendikten sonra
elde edilen veriler istatistiksel olarak mesane kanserine yatkinlik agisindan PLINK

programit ile degerlendirilmistir.
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5. SONUCLAR

5.1. Kullanilan Orneklerin Tanimi

Bu tez calismasina 174 mesane kanseri hastasi ve 146 saglikli birey olmak
tizere 320 kisi dahil edilmistir. Calismaya dahil edilen hastalar1 ve kontrol grubunu
olusturan kisilerin cinsiyet, yas ve sigara icimine ait bilgiler yapilan istatistiksel
analizlerde kullanilmistir.

Olusturulan hasta grubunun %81°1 erkek, %19’u ise kadin bireylerden
olusturulmustur ve yas ortalamalann ise 66,8 yastir. Hastalarin %74’ sigara
kullanirken %26’s1 sigara kullanmamaktadir.

Kontrol grubunun ise %43’ti erkek, %57°st kadinlardan olusmaktadir.
Kontrol bireylerinin yas ortalamasi ise 60 yastir. Kontrol grubuna dahil edilen

kisilerden %301 sigara kullanirken %70’1 ise sigara kullanmamaktadir.
5.2. DNA lizolasyonu

Hasta grubunu olusturan bireylerin kan 6rneklerinden Boliim 4.2.”de anlatilan
Hizli Genomik DNA Izolasyonu metodu ile DNA izolasyonu gerceklestirilmistir.
Kontrol grubunu olusturan bireylerin DNA izolasyonu ise Boliim 4.1.’de anlatilan
Yanak Ici Epite] Dokudan DNA Izolasyonu Metodu ile gerceklestirilmistir. izole
edilen DNA’larin kirilmadan ve hasara ugramadan izole edildiklerini géstermek icin
1-3 ul arasinda alinarak yiikleme boyasiyla birlikte %1°lik agaroz jele yiiklenerek
incelenmis ve izole edilen DNA orneklerinin izolasyon siirecinde kirilmadan elde
edildigi gosterilmistir (Sekil 5.1.). Elde edilen DNA’larin safliklari  ve

konsantrasyonlar spektrofotometrik Sl¢timlerle analiz edilmistir.
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Sekil 5.1. Genomik DNA Orneklerinin %1°lik Agaroz Jelde Gériintiilenmesi

5.3. C609T Polimorfizminin Molekiiler Analizi

Incelenen polimorfizmin yer aldigi gen lokusu, hasta ve kontrol
orneklerinden izole edilen DNA ¢rneklerinden, Tablo 4.1. ve Tablo 4.2.’de belirtilen
kosullarda PZR yontemi ile ¢ogaltilmistir. Elde edilen PZR f{iriinlerinin uzunluklar:
ve parlakliklar1 etidyum bromiir boyamasiyla %2’lik jelde UV 1s181 altinda
goriintiilenerek kontrol edilmistir. Dogru sekilde cogalan érnekler belirlenen sartlar
altinda restriksiyon enzim kesim reaksiyonuna tabi tutularak olusan kesim iiriinleri
yiikleme boyasiyla birlikte %2’lik jele yiiklenerek 50 bg’lik markér esliginde
120V’da 30dk yiiriitiilerek incelenmistir. Bu sayede belirlenen genotipler DNA dizi

analizi yontemi ile dogrulanmustir.

S5.4. C609T Polimorfizminin PZR-Restriksiyon Uzunluk Polimorfizmi Metodu

ile Gosterilmesi

NQOI-F ve NQOI-R primer ¢ifti kullanilarak polimorfizmin bulundugu gen
bolgesi PZR metodu ile ¢ogaltilip 230 bg’lik PZR f{iriinii elde edilmistir (Sekil 5.2.).

50 be'lik Markbr

Sekil 5.2. PZR Uriinlerinin %2’lik Agaroz Jelde Goriintiilenmesi
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Elde edilen PZR iiriinleri Hinfl restriksiyon enzimi kesimine tabi tutularak kesim
trtinleri %2’lik agaroz jelde UV 15181 altinda goriintiilenmistir (Sekil 5.3.). HinfI
enzimi kesimi sonucunda 195 bc ve 35 bc¢’lik iki parca olusmaktadir. Homozigot
mutant Orneklerde ise 195 bg¢’lik parca 151 bc ve 44 be’lik iki ayr parcaya
ayrilmaktadir (Sekil 5.3.).

50 be'lik Markér

Sekil 5.3. Restriksiyon Kesim Uriinlerinin %2’lik Agaroz Jelde Gériintiilenmesi

5.5. PZR-RFLP Sonuclarinin DNA Dizi Analizi ile Dogrulanmasi

PZR-Restriksiyon Uzunluk Polimorfizmi metodu ile genotipi belirlenen
Orneklerden bazilari DNA dizi analizine tabii tutulmus ve elde edilen sonuclar
karsilagtirilmagtir. Dizi analizi sonuglar1 ile PZR-RFLP sonuclari incelendiginde

sonuglarin birbiriyle ortiistiigii goriilmektedir (Sekil 5.4. ve Sekil 5.5.).
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Sekil 5.4, Heterozigot (C/T) Ornek Kromatogrami

34



-
™
1=
-
=]

—

o

-

=)

-
- -

Sekil 5.5. Homozigot varyant (T/T) Ornek Kromatogrami

5.6. Genotip ve Alel Dagilimlar

Restriksiyon iriinlerinin jelde yiiriitiilmesi sonucu elde edilen kesim
paternleri kullanilarak hasta ve kontrol grubunu olusturan biitiin 6rneklerin genotip

ve alel frekanslari belirlenmistir (Tablo 5.1. ve Tablo 5.2.).

Tablo 5.1. C609T Polimorfizmi Genotip Dagilimi

Genotip
CC CT TT
Grep N % N % N %
Hasta 91 52.3 72 41,4 11 6,3
Kontrol 82 56,2 58 39,7 6 4,1
Toplam 173 54,1 130 40,6 17 5,3
Tablo 5.2, Alel Frekanslari
C Aleli T Aleli Toplam
N/ N/ N/
Alel Frekansi Alel Frekansi Alel Frekansi
Hasta 254 /72,98 94 /27,02 348 /100
Kontrol 222776,02 70/23,98 292 /100
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5.7. Elde edilen Verilerin Istatistiksel Analizi

NQO1 C609T polimorfizmin mesane kanseri ile iligkilendirilmesi PLINK
1.07 programu ile gerceklestirilmistir. Mesane kanseri tizerinde etkili olan
faktorlerden cinsiyet, yas ve sigara kullaniminin mesane kanseri olusumuna olan
etkileri PLINK 1.07 programu ile incelenmis ve elde edilen veriler polimorfizm ile

birlikte degerlendirilerek risk analizi gerceklestirilmisgtir.

5.7.1. Hardy-Weinberg Testi

Genotip tayini sonrasi genotip frekanslarinin Hardy-Weinberg dengesine
uygunlugu PLINK yazilimi ile test edilmistir. Test sonuglarina godre kontrol
populasyonu Hardy-Weinberg dengesindedir (p>0,05) ve genotip frekanslari hasta
populasyonu ile karsilastirarak kontrol grubu olarak kullanilmaya uygundur (Tablo

5.3.).
Tablo 5.3. Hardy-Weinberg Testi Sonuglari

SNP Grup CC | CT | TT p
Hasta 91 i72) 11 | 0,5702

Kontrol | 82 58 6 |0,3658
Toplam | 173 | 130 | 17 | 0,3041

C609T

5.7.2. Sigara Kullanim ve Mesane Kanseri Iliskisinin Incelenmesi

PLINK 1.07 programi ile hasta ve kontrol grubu sigara i¢cimine gore
gruplandirilarak analiz edilmigstir (Tablo 5.4.). Yapilan analiz sonucunda sigara
icenlerin sigara igmeyenlere oranla mesane kanserine yakalanma riskinin Snemli

derecede artti31 belirlenmistir (Tablo 5.5.).

Tablo 5.4. Grup-Sigara I¢gimi Capraz Tablosu

Grup Sigara Icen Sigara Icmeyen

Konrol 43 103
Hasta 130 44
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Tablo 5.5. Grup-Sigara Igimi Risk Tahmini

Kontrol/Hasta OR (%95 CI) df P
3,853 (2,315-6,412) 1 0,000002

5.7.3. Cinsiyet ve Mesane Kanseri Iligkisinin Incelenmesi

PLINK 1.07 program1 kullanilarak cinsiyet etmeni ve mesane kanseri iligkisi
analiz edilmistir (Tablo 5.6.). PLINK 1.07 program: kullanilarak yapilan analizde
erkeklerin kadinlara oranla mesane kanserine yakalanma riskinin yaklagik 5,6 kat

daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Tablo 5.7.).

Tablo 5.6. Grup-Cinsiyet Capraz Tablosu

Cinsiyet
Grup Erkek Kadin Toplam
Kontrol 63 83 146
Hasta 142 32 174
Toplam 205 115 320
Tablo 5.7. Cinsiyet Risk Tahmini
Erkek/Kadin OR (%95 CI) df p
5,587 (3,278-9,523) 1 0,000002

5.7.4. Mesane Kanserinin Yas ile Iliskilendirilmesi

Hasta grubunu olusturan bireylerin yaslarina bakildifinda, 25 yasindan
baslayip 92 yasina kadar yas grubunda olan bireylerin oldugu ve yas ortalamasinin
66,8 yas oldugu belirlenmigtir. Bu hastalarin yaklasik %55’inin 65 yas iizeri oldugu
belirlenmistir. Hasta grubunu olusturan bireylerin yas bilgileri 10 yillik araliklarla
yas gruplarina ayrilmistir ve bu yas gruplarina denk gelen birey sayisi ve yiizdesi

belirlenmistir (Tablo 5.8., Sekil 5.6.).

Tablo 5.8. Hasta grubunun yas gruplarina gére dagilimlari

Yas aralig1 | 45 yas ve alt1 46-55 56-65 66-75 76 +
N N N N N
Hasta (%) (%) (%) (%) (%)
8 18 52 51 45

(%5) (%10) (%30) (%29) (%26)
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Hasta Grubunun Yag Dagilim Grafigi

45 yas wve alti

76 ve lizeri 46-55 yas
m 45 yas ve alti
m 46-55 yas
0O 56-65 yas
56-65 yas 0O 66-75 yas
|76 ve lzeri

66-75 yas

Sekil 5.6. Hasta grubunun yas dagilim grafigi

5.7.5. Asosiyasyon Testi
Yapilan testte tiim genotipik etki, TT genotipi, TT genotipine ek olarak erkek
olma ve sigara kullanimi gibi etkenler birlikte incelenmis ve cesitli sonuglar elde

edilmistir (Tablo 5.10-5.12.).
Tablo 5.9. Asosiyasyon Testi

OR CI P
Genotipik Etki 1,187 (0,8192-1,72) 0.3647
TT Genotipi 1,575 (0,5678-4,367) 0.383
TT Genotipi+Erkek 1,504 (0,606-3,734) 0.3788
TT Genotipi+Sigara 0,9606 (0,3964-2,328) 0.9291

Tablo 5.10. Genotipik etki

Genotip OR %95CI p
cC 1.0 (Ref) - -
CT 1,119 0,708-1,1766 | 0,631
T 1,652 0,585-4,667 0,342

CT+TT 1,190 0,765-1,851 0,440

Tablo 5.11. Genotipik Etki ve Sigara

Genotip OR* %95CT* p*
e 1.0 (Ref) - -
oT 1,109 | 0,664-1,1854 | 0,692
TT 0,789 0.258-241 | 0,678

CT+TT 1081 | 0,659-1,773 | 0.758

*Sigara icimine gore diizenlenmistir.
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Tablo 5.12. Sigara i¢imine gore genotip dagilimlar: ve risk oranlar

NQOI1 Sigara icenler Sigara icmeyenler
Genotip | Hastw/Kontrol | OR | %95CI| p | RO or | goscr | p
e 66/23 (éé?_) i i 25/59 (Rlég) i i
cT 54/15 1,255 02569378 0,550 | 18/43 | 0,988 Oz’j)%?f 0,974
T 10/5 0,697 %221; 0547 | 11| 2,360 %’;421' 0,546
CT+TT 64/20 1,186 %96‘; 0,620 | 19/44 | 0,980 01‘;89% 0,955
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6. TARTISMA

Kisilerin kansere olan yatkinliinin belirlenmesinde gz 6niinde bulundurulan
etkenlerden biri detoksifikasyon mekanizmalarinda rol oynayan enzimlerin
gosterdigi polimorfizmlerdir (Estabrook, 1996). Ortaya c¢ikan polimorfizmler
sonucunda enzimlerin niceliksel ve niteliksel ©Ozellikleri degismektedir. Genetik
polimorfizm c¢alismalari, hastaliklar icin risk altindaki kisilerin belirlenmesi ve ilag
tedavisi icin yeni hedeflerin belirlenmesine firsat verir. Kimyasallar1 ya da
karsinojenleri metabolize eden enzim polimorfizmleri kalitsal ya da cevresel olarak
hastalik olusumunda dogrudan etki gosteritken, DNA onarim genlerindeki
polimorfizmler dolayli etki gosterir (Vineis, 2002). Eger polimorfizm enzimi
kodlayan bolgede olugsmus ise viicuttaki enzim seviyesi populasyon icerisinde
farkliliklar olugturabilir. Ortaya ¢ikan farklilik ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunu
da etkiler. Enzimlerin bu polimorfik durumlar: cgesitli hastaliklara ve kansere
yatkinlik saglamaktadir. Bu nedenle, bu konu calismalarin ilgi odagi haline gelmistir
(Weber, 1997: 3).

Ksenobiyotik metabolizmasinda onemli yere sahip olan NQO! enzimini
kodlayan gen ilizerinde meydana gelen niikleotid degisimi sonucunda ortaya ¢ikan
C609T polimorfizmi, enzimin etkisini azaltmakta ya da ortadan kaldirmaktadir.
Polimorfik aleli heterozigot olarak tasiyan bireylerde enzim aktivitesi diisiik iken,
homozigot olarak tasiyan bireylerde enzim aktivitesi ortadan kalkmaktadir (Traver ve
dig., 1997).

Japon populasyonunda yapilan ve 8 farkli kanser tiirlinde (6zefagus, mide,
kolon, rektum, akcifer, meme, prostat kanseri, lenfoma) NQOI C609T
polimorfizminin etkisinin arastirildif1 calismada; akciger kanseri diginda diger
kanser tipleri ile polimorfizm arasinda anlaml bir iliski bulunamanmustir (Hamajima
ve dig., 2002).

Akciger kanseri ile ilgili caligmalar incelendiginde; akciger kanseri riskinde
NQO1 C609T polimorfizminin etkisini arastiran 21 vaka-kontrol calismasi

incelenmis, beyaz populasyonda varyant genotiplerle akciger kanseri riski arasinda
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baglanti goriilmemigtir. Asyalilarda biitlin varyant genotipler icin bir iligki
gosterilememis fakat Asya populasyonunda yapilan calismalar arasinda giiclii
heterojenlik goriilmiistiir. Beyaz irktakinin aksine varyant allel tasiyan Asyalilarda
akciger kanseri riskinin azaldig goriilmiistiir (Traver ve dig., 1997). Akciger kanseri
histolojisine bakildiginda beyaz irkta adenokarsinom ve kii¢iik hiicreli karsinomda
NQO1 C609T polimorfizminin etkisi goriilmemistir. T alel tastyicilarinda ise
muhtemelen skuamoz hiicreli karsinom riski yiiksektir. Asyalilarda NQO1 varyant
genotipinin koruyucu etkisinin sadece adenokarsinom igin goriildiigii, skuamoz
hiicreli karsinom icin goriilmedigi gosterilmistir (Traver ve dig., 1997). Ingiliz
populasyonunda yapilan bir diger calismada da NQOI C609T polimorfizminin kiiciik
hiicreli akciger kanseri iizerine olan etkisi arastiritlmis ve herhangi bir risk
olusturmadig gésterilmistir (Lewis ve dig., 2001).

Losemi ile ilgili calismalar incelendiginde; Tiirk populasyonunda yapilan ve
NQOI C609T polimorfizminin pediatrik akut ldsemiler iizerindeki etkisinin
arastirildigt calismada polimorfizmin bir etkisinin olmadigin1 gdstermislerdir. Olgu
ve kontrol gruplari arasinda yapilan genotip ayriminda istatistiksel bir anlam
bulunamamigtir (Sirma  ve dig., 2004). Avrupa populasyonunda yapilmis bir
caligmada cesitli kromozom anomalisi tasiyan (MLL/AF4, BCR/ABL, TEL/AMLI)
138 Pediatrik ALL hastasi1 ile Burkit’s lenfoma hastasi olan 71 hasta ile 190 saglikli
bireyi NQOI C609T polimorfizmi agisindan karsilastirmislardir. Istatistiksel
degerlendirme sonucunda, ALL hastalar1 kontrol gurubuyla kiyaslandiginda NQOI
C609T polimorfizminin hastalik icin bir risk olusturmazken, sadece Burkit’s lenfoma
hastalar1 kontrol grubuyla kiyaslandiginda anlamli bir sonu¢ (OR= 1,81; %95 Cl=
1,04-3,15; p=0,036) elde edilmistir. Yas ve cinsiyet acisindan kiyaslandiginda yine
anlamli sonugclar elde edilmemistir (Kracht ve dig., 2004).

Prostat kanseri ile ilgili Tiirk populasyonunda yapilan bir calismada prostat
kanseri ile NOOI C609T polimorfizmi arasinda anlamli bir iliski bulunamamistir
(Ergen ve dig., 2007).

Mesane kanseri ile ilgili calismalar incelendiginde; Italya’daki bir aligmada
NQOI C609T polimorfizminin genotip ve cevresel faktorlerle birlikte mesane
kanseri tizerine olan etkisi arastirilmis ve aromatik aminler gibi kimyasal maddelere
maruz kalmayanlarda 1,35 kat (OR= 1,35; %95 CI= 0,87-2,10), kimyasal maddelere
maruz kalanlarda ise 1,62 kat (OR= 1,62; %95 CI= 0,55-4,74) risk oldugu
gosterilmistir (Rayjean ve dig., 2004). Amerika’da beyaz irktan bireylerle yapilan
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bagka bir ¢alismada NQOI C609T polimorfizminin mesane kanseri iizerine etkisi
sigara kullanimi ve cinsiyetle birlikte incelenmistir. Yapilan calismanin sonucunda
homozigot mutant alele sahip olan bireylerin mesane kanseri agisindan yiiksek riske
sahip olduklar1 gosterilmigtir (OR=1,51; %95 CI= 1,01-2,25). Erkeklerde ise yine
mesane kanseri agisindan bir risk s6z konusudur (OR=1,75; %95 CI= 1,08-2,85).
Sigara kullanimi ile iliskisine bakildiginda ise sigara kullananlarin kullanmayanlara
oranla risk teskil ettigi (OR= 1,78; %95 Cl= 1,06-3,00) gosterilmistir (Park ve dig.,
2003). Yine Amerika’da beyaz irktan bireylerle yapilan bagka bir c¢alismada ise
NQOI C609T polimorfizminin mesane kanseri lizerine etkisi tespit edilememistir
(Terry ve dig., 2005). Tayvan’da yapilan bir ¢alismada CT ve TT genotipine sahip
olan bireylerin mesane kanseri acisindan yiiksek riske sahip olduklar1 gésterilmistir
(OR= 1,50; 95% CI= 1,03-2,10). Sigara kullanimu ile iligkisine bakildiginda ise
sigara kullananlarin kullanmayanlara oranla risk teskil ettidi gosterilmistir (OR=
8,60; 95% CI= 2,50-29,7) (Wang ve dig., 2008). Kasmir populasyonunda yapilan
bagka bir caligmada homozigot mutant alele sahip olan bireylerin mesane kanseri
acisindan yiiksek riske sahip olduklart (OR=1,90) ve sigara kullananlarin
kullanmayanlara oranla artmug riskli (OR=3,47) oldugu go6sterilmistir (Arshad ve
dig., 2011). Kore’de beyaz populasyonda yapilan bagka bir ¢calismada TT genotipine
sahip bireylerin mesane kanseri agisindan risk olusturdugu gosterilmistir (OR= 1,20;
95% CI= 1,00-1,43) (Chun ve dig., 2006). Asya kokenli Koreli bireylerle yapilan
calismada da TT genotipine sahip olan bireylerin mesane kanseri acisindan yiiksek
riske sahip olduklar1 (OR = 1,60) gosterilmistir (Choi ve dig., 2003). Isvecte yapilan
bir ¢aligmada homozigot mutant alele sahip olan bireylerin mesane kanseri agisindan
yiiksek riske sahip olduklari (OR= 1,4; 95% CI= 1,0-1,8) gosterilmistir (Sanyal ve
dig., 2004). Arjantin’de yapilan baska bir caligmada CT+TT genotipine sahip
bireylerin mesane kanseri agisindan yiiksek riske sahip olduklari (OR= 1,3; 95%
CI= 0,5-3,5) gosterilmistir. Sigara kullamimu ile iligkisine bakildiginda ise sigara
kullananlarin kullanmayanlara gére 6nemli oranda tegkil ettigi gosterilmistir (OR=
8,6; 95% Cl=2,7-27) (Moore ve dig., 2004).

Yapilan ¢alismalarda incelenen kanser tipine ve populasyonuna bagli olarak
birbiriyle c¢eligkili sonuglar elde edilmistir. Bunun nedeni, etnik gruplarin bu
polimorfizm acisindan farklilik gostermesidir. NQOI geninin 609. niikleotidinin
sitozinden timine doniismesiyle ortaya cikan polimorfizmin insan populasyonunun

ortalama %50’sinde goriildiigli, bunun %10’nun bu polimorfizm icin homozigot
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ozellik gosterdigi diistiniilmektedir. Fakat bu oranlar etnik gruplar arasinda rastlanma
sikligi acisindan farkliliklar gostermektedir. Avrupa kokenlilerde %4, Meksika
kokenli Amerikalilarda %16, Afrika kokenli Amerikalilarda %5, Asya kokenlilerde
%?20 olarak hesaplanmustir (Kelsey ve dig., 1997).

Bu tez calismasinda 174 mesane kanseri hastasi ve 146 saglikli bireyden
alinan Ornekler kullanilarak PZR-Restriksiyon uzunluk polimorfizmi metodu ile
NQOI geni iizerindeki C609T (Prol87Ser) polimorfizmi incelenmistir.

Calisma kapsaminda mesane kanseri risk faktorii olan cinsiyet, yas, sigara ve
maruz kalinan kimyasal maddeler gibi cevresel faktorler incelenmistir. Hastalarin
%81’i erkek, %19°u ise kadindir. Sonuglar istatistiksel olarak incelendiginde mesane
kanseri ve cinsiyet arasinda ©6nemli bir iliski oldugu gosterilmistir (p<0.01).
Istatistiksel olarak erkeklerin kadinlara oranla 5,6 kat daha fazla mesane kanserine
yakalanma riskine sahip olduklar1 belirlenmistir (%95CI1=3,278-9,523) (Tablo 5.7.).
Daha Once yapilan caligmalarda da erkeklerin mesane kanserine yakalanma riski
kadinlardan yiiksek bulunmustur (Castelao ve dig., 2001 ; Gupta ve dig., 2009 ;
Jemal ve dig., 2008 ; Samanic ve dig., 2006).

Mesane kanseri icin diger bir risk faktorii olan yasin mesane kanseri ile
iligkisi incelenmistir. Bu calismada incelenen hasta grubundaki bireylerin %55°1 65
yas, %85°1 55 yas lizerindedir (Tablo 5.8.). Daha 6nceden de yapilan caligmalarda
belirtildigi gibi artan yasin mesane kanseri igin bir risk faktorii oldugu belirlenmistir
(Gupta ve dig., 2009 ; Messing ve Catalona, 1998: 2337 ; Zimichev ve dig., 2010).

Bir diger risk faktorii olan sigara kullanimi ile mesane kanseri arasinda
onemli bir iliski gosterilmistir (p<0,01). Mesane kanserine yakalanma riski sigara
icenlerde icmeyenlere oranla yaklasik 3,85 kat fazladir (p< 0,01) (Tablo 5.5.).

Yapilan ¢alisma sonunda istatistiksel sonuglar incelendiginde genotipik etkiye
yani CC, CT ve TT genotiplerine ayr1 ayr1 bakildiginda ihtimaller orant 1,187 (%95
CI=0,8192-1,72) olarak hesaplanmustir. Fakat bu deger istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p=0,36) (Tablo 5.9.). TT genotipi ve (CC+CT) genotipleri
incelendiginde ihtimaller oram 1,575 (%95 CI=0,5678-4,367) olarak hesaplanmugtir.
Fakat bu deger istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p=0,38) (Tablo 5.9.).
Sigara kullanan ve TT genotipine sahip kisilere bakildiginda da ayni sekilde
istatistiksel olarak anlamli sonug elde edilememistir (p=0,92). Erkek olup ve TT
genotipine sahip kisiler incelendiginde istatistiksel olarak anlamli sonug¢ elde

edilememistir (p=0,38) (Tablo 5.9.).
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Yapilan istatistiksel analizde genotipik etki arastirilmistir. Genotipik olarak
CC genotipini referans alarak CT genotipine sahip bireylerde ihtimaller oram 1,119;
(%95 CI=0,708-1,176; p=0,631) olarak, TT genotipine sahip bireylerde ihtimaller
orani 1,652; (%95 CI=0,585-4,667; p=0,342) olarak, CT+TT genotipine sahip sahip
bireylerde ise ihtimaller orani 1,190; (%95 CI=0,765-1,851; p=0,440) olarak
hesaplanmistir (Tablo 5.10.). Aymi sekilde genotipik etki ve sigara kullanim
incelendiginde sigara icen bireylerde CC genotipi referans alinarak CT genotipine
sahip bireylerde ihtimaller oran1 1,109; (%95 CI=0,664-1,185; p=0,692) olarak, TT
genotipine sahip bireylerde ihtimaller oran1 0,789; (%95 CI=0,258-2,411; p=0,678)
olarak, CT+TT genotipine sahip sahip bireylerde ise ihtimaller oram1 1,081; (%95
CI=0,659-1,773; p=0,758) olarak hesaplanmustir (Tablo 5.11.).

Yapilan calismada hasta grubunun %74’1 sigara kullanmakta, %26’s1 ise
sigara kullanmamaktadir. Kontrol grubunda ise bunun tam tersi olarak bireylerin
%30’u sigara kullanmakta, %70’1 ise sigara kullanmamaktadir. Hasta ve kontrol
gruplarinda sigara igen ve igmeyenler arasinda dengesiz bir durum goriilmektedir. Bu
nedenle hastaligin nedeninin sigara mu yoksa genotipik etki mi oldugu konusunu
aydinlatmak amaciyla Tablo 5.12. olusturulmustur. Bu tabloda hasta ve saglikli
bireylerin genotipleri sigara kullanma durumlarina gore siniflandirtlmigtir. Sigara
icen ve igmeyen hasta ve kontrol grubu genotipleri kendi gruplar icinde istatistik
analiz ile degerlendirilmistir. CC genotipi referans olarak alinmustir. Sigara
kullananlarda CT genotipi olan bireylerde ihtimaller orani 1,255 (%95 Cl= 0,597-
2,638; p= 0,550), TT genotipine sahip bireylerde ihtimaller oran1 0,697 (%95 Cl=
0,216-2,254; p= 0,547), CT+TT genotipine sahip bireylerde ise ihtimaller oram
1,186 (%95 CI= 0,594-2,367; p= 0,629) olarak; sigara kullanmayanlarda ise CT
genotipine sahip bireylerde ihtimaller oran1 0,988 (%95 CI= 0,480-2,034; p= 0,974),
TT genotipine sahip bireylerde ihtimaller orami 2,360 (%95 Cl= 0,142-3,924; p=
0,546), CT+TT genotipine sahip bireylerde ise ihtimaller oran1 0,980 (%95 Cl=
0,480-1,997; p= 0,955) olarak hesaplanmistir. Hesaplanan degerler incelendiginde
istatistiksel olarak anlamli sonuclar elde edilememistir. Buna ragmen sigara icen CT
ve CT+TT genotipine sahip bireylerde ihtimaller orani 1’den yiliksek bulunmustur.
Homozigot mutant genotipte ise tam tersi olarak sigara icmeyenlerde ihtimaller orani
2.4 kat artmistir. Bu da mesane kanserine yatkinlikta polimorfik etkinin sigara
icmeyenlerde daha belirgin oldugunu gostermektedir. Bu durum su sekide

aciklanabilir. Metabolik gen polimorfizmleri séz konusu oldugunda polimorfik
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etkiler sigara kullanimi gibi gevresel etkenlerin yoklugunda daha belirgindir.
Cevresel etkenlerin hastalia yatkinlik iizerine olan etkileri, polimorfik etkileri
maskeleyebilir. Sigara gibi karsinojen kaynaklarina cok fazla maruz kalindiginda
karsinojen metabolizmasinda rol oynayan enzimler substrat doygunlugu yasarlar ve
bu sebeple metabolik hizi belirleyen etken enzimin yapisina bagli dogal hizindan
ziyade substrat miktar1 haline gelir. Karsinojen kaynakli substrat doygunlugu
yaganmadifl zaman reaksiyon hizimi belirleyen esas etken enzimin yapisidir.
Dolayisiyla bu durumda polimorfizmlerin etkileri enzimin hizinin belirlenmesinde
cok daha fazla etkili olurlar.

Sonug olarak ¢aligmada artan yagin, sigara kullaniminin ve cinsiyetin mesane
kanseri iizerinde etkili oldugu saptanmigtir. Ancak, NQO1 C609T polimorfizminin

mesane kanseri i¢in risk faktorli olusturmadigi sonucuna varilmistir.
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