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OZET

Mesleki sebeplerle maruz kalinan karsinojenler ve sigara i¢cimi en Onemli
mesane kanseri risk faktorlerindendir. Karsinojenleri metabolize ederek
aktivasyonlarin1 veya detoksifikasyonlarini saglayan ksenobiyotik metabolizmasinda
rol alan enzimleri kodlayan genlerde goriilen polimorfizmler, bu enzimlerin
islevlerini etkileyerek bireyler arast metabolik farkliliklara sebep olurlar.
Polimorfizmlerden kaynaklanan bu farkliliklar ¢evresel ve demografik faktorlerle
etkileserek, mesane kanserine bireysel yatkinlik seviyelerini degistirirler.

Ksenobiyotik metabolizmasinda gorev alan bir enzim olan AKR1C3, diger bir
cok ksenobiyotik metabolizmas1 enzimi gibi polimorfik bir enzimdir ve bu
polimorfizmlerin enzim aktivitesini veya gen ifadesini degistirerek mesane kanserine
yatkinlikta bireysel farkliliklara sebep oldugu diistiniilmektedir.

Bu calismada AKR1C3 geninde amino asit degisikligine sebep olan bir
polimorfizm olan rs12529 ile mesane kanseri arasindaki iliski cevresel ve
demografik etkenlerle beraber incelenmistir. 101 hasta ve 101 kontrolden elde edilen
genotip verileri kullanilarak rs12529 polimorfizminin etkisi, goreli oranti olarak
belirlenmistir. Sigara i¢cimi (OR=9,032) ve cinsiyetin (OR=4,88) mesane kanseri risk
faktorii olarak etkileri her faktor i¢in ayrica belirlendikten sonra rs12529 risk aleli
icin elde edilen goreli orant1 degeri sigara i¢imi ve cinsiyet i¢in diizenlenmistir. Bu
sonuglara gore yabanil genotiple (CC) kiyaslandiginda AKR1C3 rs12529 homozigot
varyantinin (GG) mesane kanseri tizerinde koruyucu etkisi (OR=0,255) oldugu

belirlenmistir. Goreli orant1 degeri sigara i¢imi ve cinsiyete gore diizenlendiginde

IX



polimorfizmin koruyucu etkisi daha da belirgin hale gelmektedir (OR=0,243).
Sonuglar AKRI1C3 rs12529 polimorfizminin mesane kanseri riski ile onemli

derecede iligkili oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: AKR1C3, mesane kanseri, polimorfizm, rs12529
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SUMMARY

Occupational exposure to carcinogens and cigarette smoking are among the
most significant risk factors for bladder cancer. Polymorphisms in genes coding for
the xenobiotic metabolizing enzymes affect enzyme activity and therefore cause
inter-individual metabolic differences. The interactions of metabolic differences with
demographic and environmental factors alter the levels of individual susceptibility to
bladder cancer.

AKRIC3 is a xenobiotic metabolising enzyme and the gene coding for this
enzyme is a very polymorphic one, which is very common among xenobiotic
metabolism genes. These polymorphisms are considered to change the levels of
individual susceptibility to bladder cancer by affecting enzyme activity or gene
expression.

In this study the relationship between bladder cancer risk and rs12529, a non-
synonymus polymorphism in AKRIC3 gene, is investigated in conjunction with
enviromental and demographic factors. Using genotype data from 101 cases and 101
controls the odds ratios for rs12529 are calculated. After determining the odds ratios
for cigarette smoking (OR=9,032) and sex (OR=4,88), the odds ratio for rs12529 risk
allele is adjusted for smoking and sex. According to these results rs12529
homozygote variant (GG) has a protective effect (OR=0,255) on bladder cancer
when compared with the wild type homozygote (CC). The protective effect of
homozygote variant becomes more apparent when the odds ratio is adjusted for

cigarette smoking and sex (OR=0,243). These results indicate a strong relationship
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between AKR1C3 rs12529 polymorphism and bladder cancer risk.

Keywords: AKR1C3, bladder cancer, polymorphism, rs12529
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1. GIRIS

Diinyada her yi1l yaklasik 300.000-400.000 aras1 yeni mesane kanseri vakasi
goriilmektedir. Mesane kanseri, diinya ¢apinda erkeklerde 7. kadinlarda ise 17. en sik
gorlilen kanserdir (Parkin, 2008). Tiirkiye'de ise erkeklerde en ¢ok rastlanan
kanserler arasinda 3. her iki cinste toplam kanser oraninda ise 5. en sik rastlanan

kanserdir (Tablo1.1.) (Globocan, 2008).

Tablo 1.1. Tiirk Popiilasyonunda Kanser Vakalaria Iliskin Veriler

Erkek Kadin Toplam
Popiilasyon 37.136.000 36.777.000 73.914.000
Yeni vakalarin 55.800 39.300 95.100
sayisi
Yas standardize 182/100000 113/100000 145/100000
oran'
75 yasindan once %19.8 %11.7 %15.6
kanser olma riski
Kanserden Oliim 42.700 24.500 67.200
sayist
75 yasindan 6nce %15.7 %7.7 %11.5
kanser sebebiyle
Oliim riski
Akciger Meme Akciger
Mide Kolorektum Gogiis
§1r”2151yla en sk Mesane Mide Mide
goriilen 5 kanser
Prostat Korpus Uteri Kolorektum
Kolorektum Yumurtalik Mesane

Globocan, 2008 veritabanindan alinmigtir.
1: Yas ortalamalar1 farkli populasyonlarda, kanser insidansini daha rahat karsilagtirabilmek igin

insidansin medyan yasa gore diizeltilmis hali.

Mesane kanserinin en onemli risk faktorii sigara tiiketimidir ve vakalarin



yaklagik 2/3'sinde kanserin sigara i¢imi ile iliskili oldugu belirlenmistir (Zeegers vd.,
2000). Erkeklerde goriilme orani kadinlarda goriilme oranindan 3 kat fazladir (Jemal
vd., 2008). Erkeklerde en yiiksek insidansin 37.1/100000 ile Misir'da daha sonra
33/100000 ile Ispanya'da oldugu belirlenmistir (Shariat vd., 2009). Mesane tiiméorleri
sitoskopi ve goriintiileme tekniklerine dayanilarak iki ana gruba ayrilir; yiizeyel
tiimorler (Ta, T1) ve infiltratif timérler (T2, T3). Ik tamda hastalarin %70'inden
fazlasinda yalnizca epitel dokuyla sinirli kanser goriiliir (Huncharek vd, 2001). Bu
kanserler genellikle endoskopik reseksiyon ile alinir. Niikslerin biiylik cogunlugu bes
yil igerisinde goriiliir. Alian tiimorlerin %50-70 kadar1 niiks ederken bunlardan
%10-15 kadar1 kasa invazyon yapacak kadar ilerler. Hastalarin %30'unda ise ilk
tanida kasa invaziv kanser goriiliir. Bu popiilasyonun yaklasik yarisinda iki yil
icerisinde metastaz meydana gelir ve %60'1 5 yil icerisinde oliir (Stewart vd, 2003).
Genel olarak, tan1 ve tedavide kaydedilen gelismelere ve sigara igimi,
mesleki kimyasallara maruz kalim gibi risk faktorlerine karsi olusan bilince ragmen,
mesane kanseri insidansi ya siirekli artmakta ya da sabit kalmaktadir (Stewart vd,
2003). Mesane kanseri i¢in risk faktorleri genel olarak dort gruba toplanabilir;
genetik yatkinlik, cevresel ve kimyasal etkenler, molekiiler anomaliler ve kronik
iritasyon. Tablo 1.2.'de bu risk faktorleri smiflandirilmis ve Orneklendirilmistir.
Karsinojenlerin aktivasyonu ve detoksifikasyonu arasindaki denge hiicrede biriken
DNA hasarmin miktarint belirler, dolayisiyla da karsinojen detoksifikasyonu /
aktivasyonu ile baglayip DNA hasarinin olusumunu ve bu hasarin tamirini kapsayan
siirecte rol oynayan genler ve kodladiklar1 proteinler mesane kanserine genetik
yatkinligin arastirildig1 ¢alismalarda incelenen temel etmenlerdir (Stern vd., 2002).
Bu genlerin c¢ogu polimorfiktir ve bu sebeple bireylerin karsinojen
metabolizmalar1 birbirlerinden farklilik gosterir. Bu farkliliklarin mesane kanserine
yatkinlik durumunu nasil etkiledigi, toplumda mesane kanseri risk gruplarinin
belirlenmesi agisindan énemlidir. Mesane kanserine genetik yatkinlik baglaminda en
cok incelenen genler N-asetil transferazlar (NAT'lar) ve glutatiyon S- transferazlar
(GST'ler) gibi metabolik genler ve kseroderma pigmentosum geni (XP) gibi DNA

tamir genleridir.



Tablo 1.2. Mesane Kanseri i¢in Risk Faktorleri

Risk Faktorii Gruplari Risk Faktorleri
Genetik Yatkinlik Metabolik genlerdg ve DNA tamir genlerinde
polimorfizmler

Sigara i¢imi ve s1vi alimi miktari, mesleki

Cevresel / Kimyasal Etkenler kimyasala maruz kalma orant

Timor baskilayici genlerde ve protoonkogenlerde
Molekiiler Degisimler karsinojen kaynakli
de novo mutasyonlar

Kronik Iritasyon Katater kullanimi, parazit varligi, mesane tasi

1.1. Mesane Kanserinin Patofizyolojisi

Mesane kanserinin en sik rastlanan tipi degisici hiicreli epitel karsinomdur.
Skuamoz hiicre kanserleri ve adenokarsinomlar ise mesane tiimorlerinin yalnizca
%10'Tluk bir kismin1 olustururlar. degisici hiicreli karsinomlar mesane kanserlerinin
%90 'nim1 olustursa da mesane kanserinin diger tipleri agresif 6zellikte olduklar1 ve
genellikle baska tedavi tiirleri gerektirdikleri i¢in Onemlidirler. Skuamdéz hiicre
kanserleri tek baslarina tiim mesane kanseri vakalarmin yaklasik %5'ine tekabiil
ederler ve genellikle T3 veya daha yiiksek derecelerle daha agresif kanserlerdir
(Lagwinski vd., 2007).

Urakus karsinomlar1 mesane kanserlerinin yaklasitk %]1'lik  kismim
olusturular. Epitel veya mezensimal kokenli olabilirler fakat ¢ogunlukla epitel doku
kokenli adenokarsinomlardir (Herr vd., 2007).

Urotelyal yolun kiigiik hiicreli karsinomu nadir goriilen bir mesane kanseri
tipidir ve mesane kanseri vakalarmin yaklasik %0,6'lik kismin1 olustururlar. Oldukga
hizl1 biiyiirler ancak kemoterapiye hassastirlar (Siefker-Radtke vd., 2004; Abbas vd.,
1995).

Mesane kanserinin diger bir nadir tipi de sarkomatoid karsinomdur ve hem
epitel hem mezensimal kdkenli olabilen difazik tiimorlerdir (Wright vd., 2007).

Mesane kanserlerinin bir kismini tarif etmek i¢in kullanilan "yilizeyel" terimi
aslinda daha az agresif ve nispeten iyi huylu tiimorleri tarif etmek kullanilir. Yiizeyel
terimi ile esas kastedilen kasa invaze olmama durumudur. Yiizeyel tiimorler (Ta)

muscularis propiaya invaze olmazlar, mukozayla sinirli kalirlar. /n situ karsinomlar ,



yassi yiiksek dereceli invaziv olmayan mesane kanserleridir ve tekrarlama oranlari
olduk¢a yiiksektir. Lamina propiaya invaze olan biitlin lezyonlar ise T1 olarak

evrelendirilir.

Tablo 1.3. Tumor evreleri

Ta Invaziv olmayan papiler karsinom
Tis/CIS In situ karsinom (CIS) : Yass1 timéor

T1 Bag dokuya invazyon

T2 Muscularis propiaya invazyon

T3 Perivesikal dokuya invazyon

T4 Yakin organlara invazyon

Organla smirli kalmis lezyonlar T2 olarak evrelendilirken, mesane
duvarindan perivesikal yag tabakasina gecen lezyonlar T3 olarak evrelendilir. T4
evresindeki tiimorler perivesikal dokuyu gecerek prostatik stroma, uterus, vajina,
seminal vesikiiller ve pelvik duvar gibi yakin organ dokularina yayilmistir (Tablo

1.3., Sekil 1.1.) (Jacobs vd., 2010).

T1 12

Ta

Sekil 1.1. Tiimorlerin evrelerine gére mesane dokusuna yayilimi

Mesane tliimorleri derecelerine gore 1., 2. ve 3. derece olarak ayrilirlar. 1.
derece tiimorler kendi iclerinde diisiik malin potansiyelli papiler {irotelyal neoplasm
(PUNLMP) ve diisiik dereceli papiler iirotelyal karsinomlar1 kapsar. PUNLMP olarak
derecelendirilen tiimorler papilomaya gore iirotelyal tabaka sayist artmis, fakat malin

sitolojik Ozellikleri gostermeyen lezyonlar1 tanimlamak i¢in kullanilir. 2. derece
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karsinomlar patolojik degerlendirme sonucuna gore diisiik veya yiiksek dereceli
kabul edilebilirler. 3. derece karsinomlar ise yiiksek dereceli lezyonlardir (Montironi

vd., 2005).

1.2. Mesane Kanserinin Tanisi ve Tedavisi

Hematiiri, idrarda kan varligi, mesane kanserinde hastalarin yaklasik %85’
inde goriilen en yaygin bulgudur (Wakui vd., 2000). Bunun disinda sik idrara ¢ikma,
diziiri, bacaklarda sisme ve pelvik agri da mesane kanserinin belirtileri arasindadir.
Ayrica tekrarlayan idrar yolu enfeksiyonlar1 da mesane kanseri belirtilerindendir.

Sistoskopi, mesane kanseri tanisinda en ¢ok kullanilan metottur. Ama in situ
karsinom gibi yass1t lezyonlarin bu metodla belirlenmesi zor olabilmektedir.
Sistoskopi sirasinda yiiksek metabolizmali hiicrelerin goriintiilenmesini saglayan
floresan ajanlarin kullanilmasinin yassi1 lezyonlarin tespitini kolaylastirdigi tespit
edilmistir. Idrar analizi ve biyopsi de tan1 koyma asamasinda kullanilan yontemlerdir.
Sistoskopinin yani sira  manyetik rezonans ve bilgisayarli tomografi gibi
goriintiileme teknikleri tam bir klinik tan1 koymak i¢in kullanilmaktadir. Mesane
kanseri tedavisinde tedavinin seklini belirleyen en énemli etken tiimor evresi oldugu
icin tan1 asamasinda tiimdriin dogru evrelendirilmesi ¢ok 6nemlidir (Jacobs vd.,
2010).

Yiizeyel tiimorlerin tedavisinde transiiretral rezeksiyon gergeklestirilir.
Biiylik, cok sayida veya yiiksek dereceli tiimorii oldugu belirlenen hastalara
transiiretral rezeksiyon sonrasi intravezikal tedavi uygulanir. Bu iglem katater yoluyla
dogrudan mesaneye ilag verilerek hem tiimor niiksiiniin engellenmesi, hem de geride
kalmis olabilecek tiimor hiicrelerinin yok edilmesi amaciyla gergeklestirilir.
Intravezikal ilaclarm en sik kullanilanlar1 Bacille-Calmette-Guerin (BCG) ve
mitomisin-C'dir (Tablo 1.4.) (Kaufman vd., 2006).

Tiimoriin invaziv 6zellik gosterdigi durumlarda sistektomi ile mesanenin
kismen veya tamamen alinmasi s6z konusudur. Genellikle sistektomi sonrasi niiksii
engellemek ve hastalifi tamamen ortadan kaldirmak amaciyla radyasyon ve
kemoterapi uygulanir. Kemoterapi uygulamasi sirasinda siklikla tek bir ilag degil,
cesitli ilaglarin bir karigimi kullanilir. Bunlarin en sik kullanilanlar1 Metotrekstat,

Vinblastin ve Sisplatin' den olusan MVAC veya Gemsitabin ve Sisplatin'den olusan



GC' dir (Montie vd., 2009).

Tablo 1.4. Mesane Kanserinin Tedavisinde Kullanilan {laclar ve Hastalarin Yanit

Oranlar1
Sisplatin %12-28
Metotrekstat %29-45
Mitomisin-C %13-20
Paklitaksel %42-56
Gemsitabin %23-28

Kaynak: Kaufman vd., 2006

1.3. Mesane Kanserinde Risk Faktorleri

Mesane kanseri risk faktorlerinin basinda sigara ve alkol kullanimi, sivi alim
miktar1, beslenme ve mesleki risk faktorleri gelir. Mesleki risk faktorleri bireyin
meslegi ile baglantili olarak maruz kaldigi karsinojenler ile iliskilidir. Boya, deri,
plastik ve tekstil islenmesinde ve iiretiminde kullanilan kimyasallarin ¢ogu
karsinojen oldugu icin bu mesleklerle ugrasan bireyler mesleki olarak mesane
kanseri risk grubuna dahildirler. Ayrica cinsiyet ve yas da mesane kanseri risk
faktorlerindendir. Yapilan calismalarla erkeklerin, mesane kanserine yakalanma
acisindan, kadinlara gore daha fazla risk altinda oldugu belirlenmistir. Mesane
kanseri riskinin yas ile beraber arttig1 bilinmektedir. 70 yas tizeri sigara i¢en erkekler

mesane kanseri agisindan en riskli grubu olusturmaktadirlar.
1.3.1. Sigara Tiiketimi

Sigara i¢imi en Onemli mesane kanseri risk faktoriidiir. Bir meta-analiz
sonucunda sigara i¢enlerin igmeyenlere nazaran 2,57 kat daha fazla risk altinda
olduklar1 belirlenmistir (Zeegers vd, 2000). Sigaranin birakilmasindan sonra 4 yil
icinde %30, 25 yil i¢inde %60 azaldig1 ve giinliik sigara miktarinin ve toplam
kullanim siiresinin dozaj etkisi gostererek riski arttirdigi belirlenmistir (Silerman vd,
2006). Filtresiz sigara igen kisilerin, filtreli sigara icen kisilere gore %30-70 daha
fazla risk altinda oldugu ve sigara dumaninin inhalasyonun bu riski daha da arttirdig1

bildirilmistir (Lopez-Abente vd, 1991).



1.3.2. Alkol Tiiketimi

Mesane kanseri ve alkol kullanimi arasindaki iliski birgok c¢alismada
incelenmis fakat tutarsiz sonuglar elde edilmistir (Bruemmer vd., 1997; Mommsen
vd., 1983). Yakin zamanda gergeklestirilen bir meta-analizde alkol kullaniminin bir
risk faktorii olmadigi gosterilmis ve alkol tiiketiminin erkeklerde mesane kanseri
acisindan 1,3 kat risk olusturdugu kadinlarda ise bir risk faktorii olmadig:

belirlenmistir. (Mao vd., 2010).

1.3.3. Kahve Tiiketimi

Bu konuda yapilmis bir ¢ok epidemiyolojik calisma olsa da kahve tilkeminin
mesane kanseri tlzerine etkisi tam olarak belirlenememistir. Bunun en 6nemli
sebeplerinden biri bu c¢aligmalarda kahve tiiketiminin yani sira sigara ig¢imi ve
cinsiyet gibi diger risk faktorlerinin tam olarak dislanamamis olmasidir. Bir meta-
analiz caligmasinda kahve tiiketiminin mesane kanseri ile iliskisi incelenmis ve
mesane kanseri riskini 1,18 kat arttirdigi tespit edilmistir (Zeegers vd, 2001).
Yalnizca sigara igmeyen denekler kullanilarak gergeklestirilen bir ¢aligmada ise
giinde on bardak veya daha fazla kahve tiikketiminin ise mesane kanseri riskini 1,8 kat

yiikselttigi bildirilmistir (Sala vd., 2000).

1.3.4. Toplam Siv1 Tiiketim Miktari

Toplam sivi alim miktar1 ve mesane kanseri iliskisinin incelendigi
caligmalarda da tutarsiz sonuglar edilmis, baz1 calismalarda yiiksek sivi alim miktari
risk faktorii olarak belirlenmisken (Kunze vd., 1992), bazi ¢alismalarda da yiiksek

stvt alim miktar1 koruyucu etken olarak belirlenmistir (Wilkens vd., 1996).
1.3.5. Beslenme

Beslenme tarzinin mesane kanseri riskine etkisinin incelendigi cogu
calismada meyve ve sebze agirlikli beslenmenin koruyucu etki gosterdigi, diisiik
meyve, sebze icerikli beslenmenin bir risk faktorii oldugu ve riski 1,4 kat arttirdigi
gosterilmistir (Steinman vd., 2000). Ayrica et agirlikli beslenmenin ve yiiksek yag

icerikli diyetlerin de mesane kanserine etkisi arastirilmis ve et agirlikli beslenme ile



mesane kanseri arasinda bir iligki bulunamazken, yiiksek yag igerikli diyetlerin bir

risk faktorii oldugu (goreli risk=1,37 %95CI 1,16-1,62) belirlenmistir.

1.3.6. Fiziksel Aktivite

Amerika'da 37459 kadmin 13 yil boyunca izlendigi bir ¢alisma sonunda
fiziksel aktivitenin koruyucu bir faktoér oldugu (goreli risk: 0,66 %95CI 0,43-1,01)
bildirilmistir (Tripathi vd, 2002). Kadinlarda goriilen durumun tersine 7588 erkek
denek ile yapilan bir calismada yiiksek fiziksel aktivite gostere kisilerin 2,06 kat daha
fazla mesane kanserine yakalanma riskine sahip olduklar1 belirlenmistir

(Wannamethee vd, 2001).

1.3.7. Mesleki Risk Faktorleri

Tekstil boyacilari, boya iireticileri ve kauguk iireticileri gibi kimyasal
endiistrisinde ¢alisan kisiler yiliksek miktarda aromatik amine maruz kalmaktadirlar
ve bu durum bu kisilerde mesane kanserine yakalanma riskini arttirir (Golka vd.,
2004). Aliminyum, kOmiir gazi ve katran iiretiminde ¢alisan kisiler de bu
malzemelerin iiretiminde kullanilan polisiklik aromatik aminlere yiiksek miktarda
maruz kaldiklar i¢in risk altindadirlar (Bofetta vd., 1997). Ayrica soforler gibi dizel
motoru egzostuna maruz kalan kigilerin de yine yiiksek risk altinda olduklar

belirlenmistir (Bofetta vd., 2001).

1.3.8. Parazitler

Trematod smifindan bir yassikurt olan Schistosoma haematobium paraziti
mesane igerisinde muscularis propiaya biraktig1 yumurtalar: sebebiyle kronik mesane
enflamasyonuna sebep olur. Bu parazit ile enfekte olmus kisilerin kronik iritasyon
sebebiyle mesane kanserine daha yatkin olduklar1 bildirilmistir (IARC Monogr Eval,
1994). Erkeklerde en yiiksek mesane kanseri insidansinin goriildiigii Misir'da bu

parazit bir endemik halindedir.



1.3.9. Cinsiyet

Erkekler kadinlara nazaran yaklasik 3-4 kat daha fazla mesane kanserine
yakalanma riskine sahiptirler (Sekil 1.2). Mesane kanseri riski agisindan cinsiyetler
arasin goriilen farkin karsinojenlere farkli maruz kalma oranina ve anatomik,
hormonal ve sosyal farklara baglu oldugu diisiiniilmiistiir. 1998 ve 2008 yillar
arasinda Amerika' da erkeklerde yillik mesane kanseri vakasi kadinlara gore %50’
den fazla ve %25 daha hizli arttigi belirlenmistir (Jemal vd., 2008). Erkeklerde
mesane kanseri riski kadinlara gore 3-4 kat daha fazla olsa da, mesane kanseri
sebebiyle 6lme ihtimalleri yalnizca iki kat daha fazladir ve kadinlarda hastalik
genellikle daha ilerlemis asamalarda tanimlanir. Mesane kanseri erkeklerde
kanserler sebepli 6liimler arasinda %3' liik kadinlarda ise %1,5' lik bir orana sahiptir.
Dolayisiyla aslinda mesane kanseri kaynakli 6liim insidanst erkeklerde kadinlara
gore daha disiiktiir (Jemal vd., 2008). Cinsiyetler arasi fark tiitiin ve egzost dumani
gibi karsinojen kaynaklarina erkek ve kadmlarin daha farkli oranlarda maruz
kalmastyla aciklanmak istenildiyse de, bu etkenler kontrol altinda tutuldugunda bile
mesane kanseri riskinde cinsiyete bagli farkliliklarin sabit kaldigi belirlenmistir

(Hartge vd, 2000).

1.3.10. Yas

Tiitlin tliketimi gibi artan yas da mesane kanseri i¢in en Onemli risk
faktorlerindendir (Sekil 1.2.). Mesane kanseri herhangi bir yasta goriilebilse de
genellikle orta yash ve yash insanlarda goriilen bir hastaliktir ve mesane kanseri
tanisinin medyan yasit 70 yastir. 65 yasindan biiylik kisilerde genel olarak kanser
insidans1 11 kat ve 65 yasindan kiigiik kisilere oranla mesane kanseri kaynakli 6liim
oranlart 15 kat fazladir (Messing vd., 2008). Yas ile beraber mesane kanseri
riskindeki artis1 agiklamak i¢in gesitli fikirler 6ne siiriilmiistiir. Artan yas ile beraber
karsinojenlere maruz kalma oraninin ve biriken DNA hasar1 miktarinin arttigi ve
bununla beraber artan yasin neoplastik siireclere sebep olan hiicresel olaylarin
gelisimi ve birikimi gerekli zamani sagladig1 ve bu sebeple yas ile beraber riskin de

arttig1 one siirilmiistiir.



140

120

100

80

== Erkek
== Kadin

60

40

0 10 20 30 40 50 60 70

1000 Kiside insidans

Yas

ekil 1.2. Survailance Epidemiology and End Results veribankasi bilgilerine
Sekil 1.2. S il Epidemiol d End Results (SEER ibankas bilgileri
gore diizenlenmis mesane kanseri insidansi ve yag/cinsiyet iligkisi

1.4. Mesane Kanserine Genetik Yatkinhk

Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) ve aromatik aminler gibi DNA'ya
baglanarak hasara sebep olan f{irotelyal karsinojenlerin metabolizmasinda rol
oynayan enzimleri kodlayan genlerde goriilen polimorfizmler mesane kanserine
genetik yatkinlik agisindan 6nem arz ederler. Karsinojen metabolizmasindaki
aktivasyon-detoksifikasyon dengesi, detoksifiye edilen veya tam tersine aktive edilen
karsinojenlerin, dolayisiyla da bu karsinojenlerin sebep olduklart DNA hasarinin
miktarini belirler. Bu siirecte gorev alan enzimlerin ¢ogu oldukg¢a 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 vd., 2008).

1.4.1. N-Asetiltransferazlar

N-asetiltransferazlar aromatik aminlerin aktivasyonunda ve
detoksifikasyonunda rol oynayan enzimlerdir. Bu enzimleri kodlayan genlerden

NAT2'de goriilen polimorfizmler mesane kanseri ile 6zellikle iligkili bulunmustur.
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NAT?2 alelleri polimorfiklik durumlarina gore yavas ve hizli asetilleyici olarak iki
gruba ayrilirlar. ki islevsel NAT2 alelinin eksikliginin yavas asetilasyon fenotipine
sebep oldugu belirlenmistir. 31 aragtirmanin verilerinin birlestirilmesi ile elde edilen
bilgilere gore NAT2 yavas asetilasyon genotipi mesane kanseri ile yliksek oranda
iligkilidir ~ (goreli oranti: 1,4 %95CI 1,2-1,6) (Garcia-Closas vd, 2005). NAT
ailesinden diger bir gen olan NATI ile iligkili calismalarda tutarsiz sonuglar elde

edilmistir (Cascorbi vd, 2001; Hung vd, 2004).

1.4.2. Glutatyon-S-transferazlar

Biiylik  bir enzim ailesi olan glutatyon-S-transferazlar, glutatyon
konjugasyonuyla elektrofillerin detoksifikasyonunda gorev alirlar. PAH epoksidler ve
oksidatif stres yan triinleri de dahil olmak {izere oldukga fazla substrat ile etkilesirler.
Sik rastlanan bir polimorfizm olan GSTMI1 delesyon enzim aktivitesinin kaybina
sebep olur ve bir ¢ok calismada mesane kanseri ile iliskilendirilmistir. Bu
polimorfizm iizerine yapilan bir meta-analiz sonucunda GSTMI1 delesyonlu
bireylerde mesane kanseri i¢in goreli orant1 1,5 (%95CI 1,3-1,6) olarak belirlenmistir
(Garcia-Closas vd, 2005). GSTT1 ve GSTP1 genlerinde goriilen polimorfizmlerin
incelendigi calismalarin sonuglar ise tutarsizdir (Cascorbi vd, 2001; Brockmoller vd,
1996; Lee vd, 2002.). Ancak beyaz irkin yaklasik %20'sinin GSTT1 delesyonlu
oldugu ve bu polimorfizmin mesane kanseri riskini arttirdig: tespit edilmistir (Abdel-

Rahman vd, 1998; Srivastava vd, 2004).

1.4.3. Sulfotransferazlar

Sulfotransferazlar bir ¢ok ksenobiyotigin ve ilacin sulfonasyonunu
katalizleyen enzimlerdir. Bu gen ailesi ¢ok polimorfik olmamasina ragmen SULT1
Al geni olduk¢a polimorfiktir. Bu polimofizmlerden Arg213His polimorfizminin
meydana getirdigi His213 aleli daha az aktiftir ve mesane kanserinde koruyucu etki

gosterdigi belirlenmistir (Zheng vd, 2003).
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1.4.4. Sitokrom P-450 Enzimleri (CYP)

CYP'ler faz I ila¢ metabolizmasinda rol oynayan en Onemli enzimlerdir.
Insanlarda 20'den fazla CYP enziminin varlig1 belirlenmistir ve bu enzimler yiiksek
oranda polimorfizm gosterirler. CYP1A1, CYP1A2, CYP1BI1, CYP2C19, CYP2D6
ve CYP2EI genlerinde goriilen polimorfizmlerin mesane kanseriyle olan iligkisine
dair sinirh bilgi olsa da (Cascorbi vd, 2001; Brockmoller vd, 1996; Lee vd, 1994),
CYP2D6, CYP2E1, CYP2C19 genlerinde goriilen polimorfizmlerin mesane kanseri
riskini arttirdig1 belirlenmistir (Choi vd, 2006; Anwar vd, 1996, Brockmoller vd,
1996).

1.4.5. Aldoketorediiktazlar (AKR)

Aldoketorediiktazlar, karbonil gruplarim1 alkol tiirevlerine doniistiiren
enzimlerdir. Dogal substratlar1 arasinda seker, lipid aldehitler, steroidler ve
prostaglandinler vardir. Ilag¢ dnciillerini ve PAH'lar gibi bazi1 karsinojenleri aktive
ederler. Ayrica sisplatin ve daunorubisin gibi kemoterapi ajanlarina karsi direng
olusumunda rol oynarlar.

Aldoketorediiktazlarin esas gorevleri aldehitlerin ketona rediiklenerek birincil
ve ikincil alkollerin olusturulmasidir (Flynn vd., 1982; Penning vd., 2004). Bu
reaksiyon siilfonasyon gibi konjugasyon reaksiyonlarinin gergeklesmesine imkan
sagladig1 icin AKR'ler faz I ila¢ metabolizmasi enzimleri olarak tanimlanmislardir.
Insan AKR'leri ilaglar, karsinojenler ve reaktif aldehitler gibi bir ¢ok farkli substratla
etkilesirler ve bu kimyasallarin metabolizasyonlarinda kilit bir rol oynarak
aktivasyonlarini ve detoksifikasyonlarini gerceklestiriler.

Bugiine kadar kesfedilmis 15 AKR ailesi vardir. Insan AKR'leri AKR1, AKR6
ve AKR7 ailelerine dahildirler. Kesfedilen 13 insan AKR'sinin 8' i, (AKR1AI,
AKR1B1, AKR1B10, AKRI1C1, AKR1C2, AKR1C3, AKR1C4 ve AKRIDI)
AKR1 ailesindendir.

AKR'lerin biiyliik ¢ogunlugu 34-37kDa' luk monomerik proteinlerdir. Bu
enzimlerin aktif bolgesinde tirozin, aspartik asit, lizin ve histidinden olusan bir
katalitik dortlii bulunur ve bu bolge AKR siiper ailesine dahil genler arasinda yiiksek

oranda korunmustur. Substrat baglanma bolgesi ise oldukega cesitlilik gosterir. Kendi
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iclerinde en fazla homoloji gosteren grup AKRIC enzimleridir. Bu enzimler kendi

aralarinda %86 homoloji gosterirler (Penning vd., 2007)

1.4.5.1. AKRler ve PAH Aktivasyonu

Polisiklik aromatik hidrokarbonlarin aktivasyonunu saglayan ii¢ farkli yolak
vardir. Bunlar P-450 peroksidaz kaynakli radikal katyonlarin olusumu, P-450
kaynakli diol-epoksitlerin olusumu  ve AKR kaynakli reaktif o-kinonlarin
olusumudur.

AKRI1A1l, AKRICI, AKRIC2, 1AKRIC3 ve AKR1C4 BP-7,8-diol' iin
NADP" bagimli oksidasyonunu gergeklestirerek ketol olusumunu saglarlar. Ketol
tautomerizasyon sonucu bir katekol olan 7,8-dihidrobenzo(a)pirene doniisiir. Olusan
katekol oksidasyona hassastir ve otooksidasyona ugrayarak bir o-kinon olan BP-7,8
diona dontistir. AKR'ler araciligi ile olusturulan PAH o-kinonlar reaktiflerdir ve
DNA, RNA ve proteinlerle reaksiyona girerler (Penning vd., 2007). Katekolden
otooksidasyon ile o-kinon olusumu sirasinda her asamada reaktif oksijen tiirevleri
olusur. o-kinon NADPH varliginda tekrar katekole rediiklenebilir. Katekoliin o-
kinona oksidasyonu sirasinda yine reaktif oksijen tiirevleri agiga cikar. Hiicresel
rediiksiyon ajanlari tiikenene kadar devam eden bu redoks dongiisii hiicrede reaktif
oksijen tiirevlerinin amplifikasyonuna sebep olur (Sekil 1.3.). Bu siiregte olusan
elektrofilik sinyaller antioksidan cevap elementi (ARE) igceren genlerin ifadesinin
tetiklenmesine bu durum da RAS' in hedeflerinin aktivasyonuna sebep olur (Penning
vd., 2007). RAS proteinleri ekstraseliiler bliylime sinyallerini niikleusa iletirler ve
transkripsiyonel aktivasyonlarini sagladiklart genler hiicre proliferasyonunu tetikler.
Dolayisiyla AKR'ler tarafindan iiretilen o-kinonlar karsinogenezin hem baslangicinda
hem de ilerlemesinde etkilidirler.

PAH aktivasyonunda rol oynayan 5 insan AKR'sinden AKR1A1, BP-7,8-diol'
iin oksidasyonuna en yiiksek katalitik egilimi gosteren AKR'dir.

o-kinon olusumunda rol oynayan AKR izoformlarinin cesitli kanserlerin,

ozellikle de akciger kanserinin olusumunda énemli rolii oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 1.3. Aldoketorediiktaz yolagiyla PAH aktivasyonu (Kaynak: Penning vd.,
2007)

1.4.5.2. Aldoketorediiktazlarin Islevleri ve Doku Spesifik ifadeleri

AKRICI1, AKR1C2, AKRIC3 ve AKRIC4 genlerinin ¢ok benzer yapilari
vardir. 9 ekson igerirler ve 10. kromozoma lokalize olmuslardir. AKR1C genlerinin
ifadesi, promotorlarinda bulunan antioksidan cevap elementleri araciligiyla regiile
edilir. Kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanseri hastalar1 ile gerceklestirilen bir calismada
AKRIC1 ve AKRI1C2 ifadeleri tiimor dokusunda ve normal dokuda karsilastirmali
olarak Ol¢iilmiis ve tiimor dokusunda ifadesinin 50 kat daha fazla oldugu
belirlenmistir (Hsu vd., 2001). Bu c¢alismanin teyidi amaciyla AKR1C1, AKRIC2 ve
AKRI1C3 izoformlarinin ifadeleri akciger adenokarsinom hiicrelerinde Ol¢iilmiis ve
benzer sonuglar elde edilmistir (Palackal vd., 2002). Ayrica artmis AKRIC3
ifadesinin prostat kanserinde hiicresel hayatta kalma oranlarimi arttirdignr ve
anjiyogenezi tetikledigi belirlenmistir (Dozmorov vd., 2010) .

AKR1A1, D-gliseralaldehitin gliserole rediiksiyonunda ve trigliserid ve
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koloestrol olusumunda rol oynar. Sirasiyla en ¢ok bobreklerde ve karaciger eksprese
oldugu belirlenmistir .

AKRI1BI1, poliol yolaginin ilk asamasini sentezler. Karaciger basta olmak
tizere iskelet kaslarinda, bobreklerde, testislerde ve prostatta yliksek miktarda
eksprese olur.

AKRI1B10 esasen barsakta eksprese olur. Normal akciger dokusunda ekspres
olmazken kiiclik hiicreli dis1 akciger kanserinde yiiksek miktarda eksprese oldugu
belirlenmistir .

AKRI1DI1 ve AKR7A2'nin ise ozellikle karacigerde yiiksek miktarda eksprese
oldugu bildirilmistir (Penning vd., 2007).

1.4.5.3. AKR Polimorfizmleri

AKRI1C1 ve AKR1C2 arasindaki yapisal fark yalnizca yedi aminosit olsa da,
islevleri farklidir. Farkli amino asitler T38V, R47H, L54V, C87S, V151M, R170H ve
Q1721'dir. Bu amino asitlerin ¢ogu olduk¢a polimorfiktir. AKR1C1' de T38A, T38I
ve R47H polimorfizmleri goriilirken, AKR1C2' de H47R, S87C, L172Q ve V38A
polimofizmleri goriiliir. Onceleri bu polimorfizmlerin, enzimlerin AKRIC1 ve
AKRI1C2 enzimlerinin kinetik Ozelliklerinin arasinda kalan bir enzim aktivitesi
gostermesine sebep olacagr disiinilmiis olsa da, bu fikrin dogru olmadigi
belirlenmistir. Bunun en 6nemli sebebi bu yedi amino asitten yalnizca bir tanesinin
substrat baglama bolgesinde bulunuyor olmasidir.

Bugiine kadar AKRIC3 geninin eksonlarinda onyedi polimorfizm
belirlenmistr. Bu polimorfizmlerin dokuzu amino asit degisikligine sebep olurken
diger sekiz polimorfizm islevsel olarak es anlamlidir (Tablo 1.5.).

AKRI1C4*5 (L311V) polimorfizmi C-terminal ilmikte bulunur ve substrata
baglanma o6zginliigiinii etkiledigi belirlenmistir (Kume vd., 1999). AKRIC3
polimorfizmlerinden AKR1C3*4'lin proteinde erken sonlanmaya sebep oldugu
belirlenmistir. A230G polimorfizmi ise dolasimda diisiik testosteron seviyeleri ile

iligkilendirilmistir (Jakobsson vd., 2007).
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Tablo 1.5. AKR1C3 geni eksonik polimorfizmleri

Ekson | Polimorfizm islev (li\igi(sll‘;?l:g ‘3;%1123(1‘?2? Alel
3 rs7741 Es anlamli G90A P30 AKRIC3*1A
4 rs12387 Es anlaml G312A K104 AKRI1C3*1B
6 rs1131124 Es anlamli G495A V165 AKRIC3*1C
3 rs1804061 Es anlamli All7G K39 AKRI1C3*1D
6 rs1937839 Es anlamli G459A K153 AKRI1C3*1E
8 rs7342072 Es anlaml C705T L235 AKRI1C3*1F
6 rs17849485 Es anlaml C546T L182 AKRIC3*1G
3 rs28943574 Es anlamli A231G E77 AKRI1C3*1H
1 rs12529 Yanlig anlaml C15G Q5SH AKR1C3*2
6 rs1131132 Yanlis anlamli C525G M1751 AKRI1C3*3
3 rs1804062 Yanlig anlamli G106T E36term AKRIC3*4
9 rs1804059 Yanlis anlamli G879T M2931 AKRI1C3*5
4 rs4987102 Yanlis anlamhi G316A A106T AKRIC3*6
3 rs11551177 | Yanlis anlaml A230G E77G AKRI1C3*7
9 rs11551178 | Yanlig anlamlh G883T A295S AKRIC3*8
5 rs28943579 | Yanlis anlamli G434A C145Y AKR1C3*9
5 rs28943580 | Yanlis anlamhi C772T R258C AKRIC3*10

(Kaynak: http://www.med.upenn.edu/akr/polymorphisms.shtml)

AKR polimorfizmleri ile ¢esitli kanser tipleri arasindaki iliskiyi arastirmak
amaciyla gerceklestirilen ¢caligmalarin sayist oldukga azdir.

AKR polimorfizmlerinin Hogdkin dis1 lenfoma ile iliskisi incelenmis ve
AKRI1A1 rs2088102 polimorfizminin Hogdkin dis1 lenfoma riskini arttirdigi
belirlenirken, AKRI1C1 rs8483 ve AKR1C3 rs12529 polimorfizmleri ile Hogdkin
dis1 lenfoma arasinda bir iliski bulunmamistir (Lan vd., 2004). Prostat kanseri ile
AKRIC3 polimorfizmlerinin incelendigi bir diger arasgtirmada ise rsl12529
polimorfizmi ile prostat kanseri arasinda bir baglanti bulunmamis, rs7741
polimorfziminin ise artmig prostat kanseri riski ile iliskili oldugu belirlenmistir
(Cunningham vd., 2007). AKR1C3*2 (rs12529/Q5H) aleli ise akciger kanserinde
risk faktorii olarak belirlenmisken (OR:1,84 %95CI 0,98-3,45), mesane kanserinde
koruyucu faktor olarak bulunmustur (Lan vd., 2007, Figuerova vd., 2008).

Figuerova vd. tarafindan gergeklestirilen arastirmada AKR1C3 geni iizerinde

mesane kanserine yatkinligi etkilemesi muhtemel olan iki bolgede toplam sekiz
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polimorfizm tespit edilmis ve mesane kanseri risk faktorii olarak etkileri

belirlenmistir (Tablo1.6.).

Tablo 1.6. Mesane Kanseri ile Iliskili AKR1C3 Polimorfizmleri

Polimorfizm Genotip Goreli Orant1
rs12529 GG OR 0,78 %95CI (0,52-1,18)
rs1937845 GG OR 0,74 %95CI (0,57-0,96)
1s3763676 AG OR 1,28 %95CI (1,05-1,55)
rs4881400 GG OR 0,53 %95CI (0,33-0,85)
rs461368 TT OR 0,42 %95CI (0,20-0,91)
rs127755701 GG OR 1,41 %95CI (1,05-1,90)

(Kaynak: Figuerova vd., 2008)

1.5. Mesane Kanserinin Molekiiler Biyolojisi

Mesane kanseri karsinogenezinde, biri yiizeyel papiler karsinom digeri ise
daha saldirgan in situ karsinomaya veya invaziv karsinom olusumuna sebep olan iki
farkl1 yolak vardir. Urotelyal neoplazmlarin %70'i yerel olarak tekrarlama egilimi
gosteren ve nadiren invazyon veya metastaz yapan yiizeyel papiler karsinomlardir.
Geri kalan %30 ise daha agresif, invazyon ve metastaza egilimli papiler olmayan
karsinomlardir (American Cancer Society, 2008; Kim vd, 2008; Mitra vd, 2006).
Inzaziv veya metastatik hastalig1 olan kisilerde agresif terapotik miidahaleye ragmen
tedavi oram1 %20-%50 arasindadir (Sanchez-Carbayo vd, 2007). Papiler ve daha
agresif papiler olmayan yass1 lirotelyal karsinomlarin birbirlerinden farkli 6zgiin
molekiiler profilleri vardir ve iki farkli molekiiler yolak araciligi ile gelisirler (Sekil
1.4)).

Diisiik dereceli ve invaziv olmayan papiler mesane kanserinde genellikle
FGFR3 geni ve FGFR3 yolaginda gorev alan PI3KCA ve Ras proteinlerini kodlayan
genler mutasyona ugramis veya ifadeleri degismisken, papiler olmayan yassi
iirotelyal kanserlerde p53, Rb gibi dogrudan hiicre dongiisiiniin kontroliinde rol
oynayan timor baskilayici veya onkojenik etkisi olan genler mutasyona ugramis

veya ifade edilisleri degisime ugramislardir.
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Sekil 1.4. Mesane Karsinogenezinde Etkin Genler ve Kromozomal Degisimler (Chen
vd., 2010' dan uyarlanmstir.)

Bu yolaklarin birbirlerini dislayip dislamadiklar ise bilinmemektedir (Mitra
vd, 2006; Mitra vd, 2007).

1.5.1. Yiizeyel Papiler Karsinoma ve FGFR3 yolag:

Kromozom 9p ve 9q delesyonlar1 ve FGFR3 mutasyonlar1 yiizeyel papiler
karsinomlarda ilk ve en sik meydana gelen olaylardir (Wollf 2007). Diisiik dereceli
invaziv olmayan papiler neoplazmlarin %70'den fazlasinda FGFR3 geninde c¢esitli
mutasyonlarin varhigi tespit edilmistir. 16,5 kilobazlik FGFR3 geninin kromozomal
lokasyonu 4p16.3' tiir ve toplam 19 ekson igerir. Fibroblast bliylime faktorii
ailesinden 806 amino asit uzunlugunda bir protein kodlar. FGFR3 proteini bir
ekstraseliiler bolgeden, bir transmembran bolgeden ve sitoplazmik bir tirozin kinaz
bolgesinden olusur. Proteinin ekstraseliiler kismu fibroblast biiylime faktorleri ile
etkilesir ve sitoplazmik kisim biiyiime faktorii sinyallerini tirozin kinaz aktivitesiyle
ileterek hiicre biiylimesi, farklilagsma ve anjiyogenez gibi hiicresel olaylar1 diizenler
(Monsonego-Ornan vd, 2000). Papiler iirotelyal neoplazmlarda karsilasilan FGFR3
mutasyonlarmin %50-80'inin transmembran bdlgenin i¢cerdigi immunoglobin benzeri

Igll ve IglIl bolgelerini kodlayan ekson 7'de oldugu belirlenmistir. Bu bdlgede
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meydana gelen mutasyonlar genellikle devamli otofosforilasyon sonucu asir1 FGFR3
aktivitesi ile sonuglanirlar. Bu mutasyonlardan en sik goriileni Igll ve IgIII bolgeleri
arasinda bulunan bir amino asitin sisteine doniisiimiine yol agar. Bu déniisiim sonucu
proteinin intraseliiler bolgesinde stirekli otofosforilasyon ve lizozomal yikim
yolagina azalmis translokasyon olusur. Bu durum ise reseptdriin asir1 ve uzun siireli
aktivite gostermesine yol acar (Monsonego-Ornan, 2000). Aktive olmus FGFR3,
fosfatidilinositol 3 kinaz (PI3K) yolagini tetikler. PI3 kinazlar bir regiilator (p85) ve
bir katalitik alt birimden (p110) olusurlar. Hiicre dis1 biiylime sinyallerini algilayan
FGFR3 gibi tirozin kinaz reseptorleri tarafindan aktive edildiklerinde pl110
altbirimleri PIP2' yi (fosfatidilinositol -4,5 bifosfat) PIP3' e (fosfatidilinositol-3,4,5-
trifosfat) doniistiiriir. PIP3, AKT'nin fosforilenmesini saglar. Fosforillenme sonucu
aktive olan AKT ise mTOR kompleksini aktive ederek hiicre biiylimesi ve
proliferasyonunu tetikleyen genlerin ifadesini baglatir (Sarbassov vd, 2005; Bozulic
vd, 2008). Diisiik dereceli mesane kanserlerinde hiicre dongiisii kontroliinde rol
oynayan PI3 kinazlardan en sik mutasyona ugrayanin PIK3CA oldugu ve 542., 545.,
ve 1047. kodon mutasyonlarinin yiizeyel mesane tiimoérlerinin yaklasik %20'sinde
goriildiigii belirlenmistir (Zhao vd, 2008). Tirozin kinaz yolaginda FGFR3' dan sonra
yer alan proteinlerinden bir digeri de Ras proteinleridir. Ras proteinleri GTP
baglanmasi ile aktive olurken, GTP' nin GDP' ye hidrolizi sonucu inaktive olan
proteinlerdir ve esas iglevleri hiicre biiylimesini ve farklilagsmay:1 tetikleyen
sinyallerin iletimidir. Ras ailesine dahil olan dort adet protoonkogen vardir. HRAS,
KRAS, RRAS ve NRAS (McCormick vd, 1995). HRAS geninde 12., 13. ve 61.
kodon mutasyonlarima papiler mesane kanserlerinin yaklasik 9%30-40'inda
rastlanmistir (Buyru vd., 2003; Zhu vd., 2004). Bu mutasyonlardan mesane
kanserinde oldukga sik rastlanan ve 12. kodonda bulunan glisinin valine doniigiimii
ile sonuclanan mutasyon HRAS proteininin siirekli aktif olmasmna ve sonucta
bliyiime faktorii sinyallerinin siirekli iletilmesi sebebiyle kontrolsiiz hiicre
boliinmesine ve tiimor olusumuna sebep olur. Bunun disinda NRAS geninde G12R,
Q61L ve Q61R, KRAS2 geninde ise G12A ve G12V mutasyonlarinin papiler mesane
timorlerinde gorildiigii belirlenmistir. Ayrica Ras ve FGFR3 mutasyonlariin
beraber goriilmedikleri, dolayisiyla da biiyiik ihtimalle birbirlerini disladiklari
bildirilmistir (Jebar vd., 2005).
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1.5.2. Papiler Olmayan Yass1 Urotelyal Karsinoma Olusumunda Etkili
Genler ve Yolaklar

Papiler olmayan yasst iirotelyal karsinomlar p53-Mdm2-p14 ve
retinoblastoma-p16 genlerinde ve bu genlerin dahil oldugu yolaklarda degisimler
gosterirler (Mitra vd, 2006; Mitra vd, 2007; Sugano vd, 2006; Sarkis vd, 1993). Hem
p53, hem de Rb hiicresel homeostazini hiicre dongiisiinii ve proliferasyonu kontrol
ederler (Ehdaie vd, 2008; Mitra vd, 2006; Chatterjee vd, 2004). Retinoblastoma
yolag1 hiicre dongiisiinii Ras-MAPK sinyal yolag: ile aldiklar1 hiicre dis1 biliylime
sinyalleri ile diizenler. Ras-MAPK yolag1 hiicre dis1 biiylime sinyallerini niikleusa
iletir. Niikleusta siklin/siklin bagimli kinaz kompleksleri retinoblastoma proteininde
fosforilasyona sebep olurlar. Hiicresel stres durumunda retinoblastoma proteinin esas
gorevi hiicre dongiisiiniin devamliliginin diizenlenmesiyken, p53 proteininin esas
gorevi apoptozu tetiklemek veya hiicre dongiisiinii G1 fazinda durdurmaktir.

p53 yolaginda meydana gelen degisimlerin hastalarin hayatta kalma siiresinin
onemli bir gostergesi oldugu bildirilmistir (Lu vd, 2002). p53 mutasyonlarinin da in
situ karsinomun lamina propia ve mesane duvarina sigcramasinda onemli bir etken
oldugu belirlenmistir (Mitra vd, 2006; Spruck vd, 1994). Ayrica normal p53
yolaklarina sahip olan hastalarin 6nemli derecede diisiik 6liim oranlar1 gosterdikleri
de bildirilmistir. p53 yolaklar1 degisime ugramis hastalarda ise kanser ¢ok daha
agresif bir seyir izler, hastalarin 6liim oranlar1 daha yliksektir ve ortalama hayatta
kalma siireleri de daha azdir (Chatterjee vd, 2004). Papiler olmayan yass1 lirotelyal
karsinomlarda genellikle hem p53 hem de Rb proteinin degisime ugradigi
belirlenmistir (Cordon-Cardo vd, 2004).

p53 geninde meydana gelen mutasyonlar genellikle yanlis anlamli
mutasyonlardir ve ubikitin yolagi tarafindan degrade edilmeye direncli, yar1 dmiirleri
daha uzun proteinlerin olusumuna sebep olurlar. p53 hiicre dongiisiinii G1-S fazinda
durdurur ve bu islevini p21 proteini aracilig1 ile gerceklestirir. Hiicresel strese veya
DNA hasarmma yanit olarak p53, bir siklin bagimli kinaz inhibitorii olan p21'in
ifadesini transkripsiyonel aktivasyon ile arttirir. p21, siklin/siklin bagimlhi kinaz
komplekslerini inhibe ederek retinoblastoma proteininin fosforilasyonunu engeller.
Fosforillenmemis Rb transkripsiyon faktdrii E2F'ye baglanarak E2F'nin niikleusa

gecmesini ve DNA sentezi i¢in gerekli genlerin transkripsiyonunu baslatmasin
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engeller. Sonugta DNA sentezi engellenmis ve hiicre donglisi G1-S fazinda
durdurulmus olur (Mitra vd, 2006; Chatterjee vd, 2004; Weinberg vd, 1995) (Sekil
1.5).

p53 mutasyonlar hiicre dongiisii kontroliiniin kaybina ve apoptoz sinyallerine
yanit verilmemesine sebep olur. Dolayisiyla p53 geninde goriilen mutasyonlar
papiler olmayan yassi iirotelyal karsinomlar da dahil olmak iizere bir ¢ok kanser
tiirlinde 6nem arz ederler. p53 mutasyonlar1 daha agresif timorler, artmis tekrar riski
ve azalmis hayatta kalma oraniyla iliskilendirmistir (Mitra vd, 2006). p53 yolaginda
yer alan ve bu yolagin kontroliinde rol oynayan 6nemli proteinlerden biri de Mdm?2
proteinidir. Mdm2, p53 proteininin negatif regiilatoriidiir. Mdm?2' nin ifade edilmesi
p53 tarafindan tetiklenir ve Mdm2 p53' e baglanarak p53'i baskilar. Dolayisiyla
Mdm?2 ifadesinin artmasi veya bu proteinde aktivite artmasina sebep olan
mutasyonlar, hiicre dongiisiinii proliferasyon yoniinde tetikleyici etki gosterirler.
Yassi iirotelyal karsinomlarda Mdm?2 amplifikasyonu goriilmiis ve amplifikasyon
seviyesinin artmis tiimor derece ve evresiyle iligkili oldugu bildirilmistir (Stein vd,
1998; Lianes vd, 1998).

Niikleer fosfoprotein Rb 13ql14' te lokalize olan retinoblastoma geni
tarafindan kodlanir ve yassi papiler olmayan iirotelyal kanserde énemli bir timor
baskilayicidir. Rb geninde goriilen delesyonlar ve islev kaybina sebep olan
mutasyonlar daha agresif tiimorlerle iliskilendirmistir. Rb inaktivasyonun en sik
karsilasilan sebebi 13q delesyonudur. Rb daha 6nce belirtildigi gibi tiimor baskilayici
islevini fosforile olmamis formunda transkripsiyon faktorii E2F' ye baglanip,
niikleusa gegmesini engelleyerek gosterdigi i¢in Rb proteininin islev kaybinin yam
sira asir1 eksprese edilmesi ve hiperfosforile olmasi da tiimdr olusumunu tetikler.

Siklin bagimli kinazlar tarafindan aktive edilen ve GI1-S hiicre dongiisii
gecisini tetikleyen siklin D1'in asir1 ifade edilmesi ve pl6min azalmis ifadesi, Rb
ifadesinin artmasina ve Rb'nin hiperfosforilasyonuna sebep olur. Hiperfosforile Rb,
E2F'den ayrilir ve E2F niikleusa gecerek proliferasyonu tetikleyen proteinlerin

transkripsiyonunu baslatir.
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artmi Mdm2 aktivitesi I ——— D53 yikin: B DNA sentezi ve G1-S fazt gecisi

p53 ' iin transkripsiyonel aktivitesi

artmig p21 ekspresyonu
Mdm2 + pl4 R

f p21 + siklin/SBK
pi4

f siklin/SBK inhibisyonu
ple

Rb fosforilasyonunun engellenmesi

DNA sentezinde rol oynayan G1-S fazinda durmu!
fosforile olmamms Rb + E2F * genlerin transkripsiyonunun » hiicre déngiisii :
engellenmesi

Sekil 1.5. p53 yolagi. (SBK: Siklin Bagimli Kinaz, Rb: retinoblastoma)
Rb'nin hiperfosforilasyonu tiimoér baskilayict yolaklarin inaktivasyonuna

sebep oldugu icin Rb'yi fosforilleyen siklin bagimli kinaz inhibitorlerini inhibe eden

cesitli yarisentetik ilaglar gelistirilme agsamasindadir (Mitra vd, 2007).
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2. AMAC

Diinyada en ¢ok goriilen kanser tiirlerinden biri olan mesane kanseri, sigara
icimi ve mesleki risk faktorleri gibi bireyin karsinojenlere maruz kalma miktarini
belirleyen ¢evresel faktorlerle yiiksek oranda iligkilidir. Cevresel faktorlere bagh
olarak maruz kalinan PAH'lar ve nitrozamin tiirevleri gibi kimyasallar insan
vuciidunda metabolize edililirler, detoksifiye edilerek viicuttan atilir veya aktive
edilerek DNA'ya hasar veren karsinojenlere donustiiriiliirler. Karsinojen
metabolizmasinda islevlerine gore Faz I enzimleri ve Faz II enzimleri olarak
gruplandirilmis enzimler gorev alir. Faz 1 enzimleri genellikle karsinojenik
potansiyeli olan kimyasallar1 aktive ederek aktif karsinojenlere doniistiiriirken, Faz I1
enzimleri genellikle detoksifikasyonlarini gergeklestirir. Faz I ve Faz Il enzimlerinin
cogu oldukca polimorfiktir. Bu polimorfizmler enzim aktivitesini degistirerek
karsinojen metabolizmasini ve hiicrede biriken karsinojen miktarim1 etkilerler.
Dolayisiyla Faz I ve Faz II enzimlerinde goriilen polimorfizmlere bagli olarak
kansere yatkinlik bireysel farklilik gosterir.

Bu tez kapsaminda, bir Faz I enzimi olan ve mesane kanseri ile iligkisi
diinyada daha once yalnizca bir kez calisilmis olan AKR1C3 enziminde rs12529
polimorfizminin incelenmesi ve Tiirk populasyonunda bu polimorfizmin mesane
kanserine yatkinlig1 nasil etkilediginin belirlenmesi amaglanmistir.

Saglikli ve hasta bireylerden alinan 6rneklerde bu polimorfizmin frekansi
karsilagtirilarak mesane kanseri ile iliskisi, cinsiyet ve sigara i¢iminin etkisi ile
beraber incelenmistir.

Sonugta rs12529 polimorfizminin g¢evresel faktorlere bagli olarak mesane

kanseri riskini nasil etkilediginin belirlenmesi hedeflenmektedir.
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3.MATERYAL

3.1. Arastirmada Kullamlan Ornekler

Bu aragtirmada hasta grubu 6rnekleri 2008-2011 yillar1 arasinda Sisli Etfal
Egitim ve Arastirma hastanesi ve Bagcilar Egitim ve Arastirma hastanesinden
mesane kanseri hastalarindan alinan kan Ornekleri ile olusturulmustur. Her hastadan
toplam 10ml kan ornegi alinmis ve EDTA'I tiiplerde kullanilincaya kadar -20° C'de
saklanmistir. Hastalara uygulanan anket ile hastalarin cinsiyet, yas, dogum yeri,
meslek, alkol ve sigara i¢imi, i¢im miktar1 ve siiresi ile ilgili bilgiler de edinilmistir.
Kontrol grubunu olusturan 6rnekler ise kendisinde veya ailesinde kanser hikayesi
bulunmama sart1 disinda rastgele secilen goniillii deneklerden alinan yanak igi epitel
doku Orneklerinden elde edilmistir. Ayrica goniillii deneklere uygulanan anket ile
hasta grubu i¢in gegerli olan bilgiler edinilen edinilmistir. Bu arastirmaya, ¢alisma
hakkinda bilgilendirilmis ve onay1 alinmis 101'i hasta ve 101'i kontrol olmak tiizere

toplam 202 kisi dahil edilmistir.

3.2. Hizh Genomik DNA izolasyonu Metodu I¢in Kullamlan Kimyasallar
ve Tamponlar

Hiicre Lizis Tamponu (pH: 8,0) : 10 mM Tris-HCl
%11 (w/v) Siikroz
5 mM MgCl,
%1 (v/v) Triton X-100

Hiicre Cekirdegi Lizis Tamponu (pH: 8,0) : 10 mM Tris-HCI
%1 (w/v) SDS
10 mM EDTA
10 mM Sodyum Sitrat
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1X TE Tamponu (pH: 8,0) : 20 mM Tris-HCI
0,1 mM EDTA

Saf Kloroform
Saf Izopropanol

5 M Na(Cl

3.3. Yanak ici Epitelden DNA izolasyonu I¢in Kullanilan Kimyasallar ve
Tamponlar

Lizis Tamponu : 50 mM Tris (pH:8,0)
50 mM EDTA
50 mM Siikroz
100 mM NacCl
%1 (w/v) SDS

Low-TE tamponu (pH:8,0) : 10 mM Tris (pH:8,0)
0,1 mM EDTA (pH:8,0)

3 M Sodyum asetat (NaOAc) 0,2 um membran filtre ile filtrelenmelidir.

Proteinaz K : Steril suda 10 mg/ml

Saf Izopropanol

%70 Etanol : Distile su i¢cinde %70 EtOH

Saf Fenol

Saf Kloroform
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Kloroform-izoamil Alkol (24:1) : Saf Kloroform ve %100 'lik
[zoamil alkol sirasiyla 24' e 1

oraninda karistirilir.

3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu I¢in Gerekli Enzim ve Kimyasallar

10X MgCl,’siiz Tampon : 200 mM (NH4),SO,
750 mM Tris-HCI, (pH 8.8)
% 0.1 Tween 20,
(Fermentas, LITVANYA)
MgCl, : dH,O’da 25 mM
(Fermentas, LITVANYA)

Deoksiribontikleotidler (ANTP) : 100 mM dATP, dCTP, dGTP ve
dTTP
(FERMENTAS LITVANYA)

Taq DNA Polimeraz : Rekombinant Tag DNA
Polimeraz

(FERMENTAS LITVANYA)

3.4.1. Oligoniikleotid Primerler

Tablo 3.1. Oligoniikleotid Primerler

Lokus Polimorfizm Primerler

5'-CCTCCTACATGCCATTGGTT-3'
5'-CAACCCAATACGGGTTTCAC-3'

AKRI1C3 rs12529

3.5. Restriksiyon Enzimleri ve Reaksiyon Tamponlari

Bts-1 : 10000 U /ml
(New England BioLabs, ABD)
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Reaksiyon Tamponu : NEB Buffer 4 (pH:7,9)
20 mM Tris-asetat
10mM Magnezyum-asetat
50mM Potasyum-asetat

ImM Ditiyotreitol
BSA 100X : Bovin Serum Albumin 10mg/ml
Tanima Dizisi : 5'...GCAGTGNNA"...3'

3'...CGTCACANN ...5'

3.6. Elektroforez i¢cin Kullanilan Tamponlar ve Kimyasallar

10X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) : 890 mM Tris-Baz,
890 mM Borik Asit,
20 mM Na,EDTA.2H0,
(pH 8.3)
10X Bromofenol Mavisi (BPB) : 2,5 mg/ml BPB
Etidyum Bromiir (EtBr) : 10 mg/ml
Agaroz Jel : 0,5 X TBE Tamponunda %],

%?2 ve %3'lik (w/v) agaroz

Nu micropore agaroz jel : 0,5 X TBE tamponunda %3 "liik

(w/v) Nu micropore agaroz

3.7. PZR iiriinlerinin saflastirilmasi

Dizileme islemi i¢in PZR {iriinlerinin saflastirilmasi gerekmektedir. Bu islem

icin "High Pure PCR Product Purification Kit" (Roche, ALMANYA) kullanilmistir.
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3.8. DNA Biiyiikliik Markorleri

GeneRuler 50 b¢ DNA markori : 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600,
700, 800, 900, 1000 baz giftlik fragmentler iceren DNA markorii (Fermentas,

LITVANYA)

GeneRuler 100 b¢ DNA markérii : 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800,
900, 1000 baz ~ ¢iftlik fragmentler iceren DNA markérii (Fermentas, LITVANYA)

3.9. Cihazlar

Otoklav

Tart1:

Santrifiijler

Derin Dondurucular

Goruntuleme Sistemleri

Yatay Elektroforez Sistemleri

Is1 Blogu

Gili¢c Kaynaklari

Manyetik Karistiricilar

: Dik Tip Otoklav (BES, TURKIYE)

: Hassas Terazi, XB220 A (Presica, ISVICRE)

: MiniSpin Plus (Eppendorf, ALMANYA)

: -20°C, 2021 D (Argelik, TURKIYE)
-20°C, GSD26410NE (Bosch, ALMANYA)

:Bio-RAD UniversalHoodll (BIO-RAD
ITALYA)

: MultiSub Midi (Cleaver Scientific-
(INGILTERE)
miniRapide Cleaver Scientific-(INGILTERE)

: DB 2D (Techne, INGILTERE)
: EPS 301 (Amersham Pharmacia Biotech,
(ISVEC)

PowerPac Basic (BIO-RAD, ITALYA)

: MR 3001 (Heidolph, ALMANYA)
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Buzdolaplari

Spektrofotometreler

Thermo-Cycler

Vorteks

Su Banyolar1

Su Aritma Sistemi

: Beko 8742 , Argelik 3061 Plus (TURKIYE)

: Schimadzu UV 1601 (JAPONYA)

: Techne TC-512 (INGILTERE)

: Heidolph REAX (ALMANYA)

: Niive BM 402 (TURKIYE)

: Millipore Milli Q Synthesis A10 (FRANSA)
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4.METOD

4.1. Hizh Genomik DNA izolasyonu Metodu

Hasta grubunu olusturan 6rneklerden DNA izolasyonunu gergeklestirmek i¢in
hizl1 genomik DNA izolasyonu metodu kullanilmustir.

EDTA'ln tiiplerden 500" er pl kan almarak 1,5 ml'lik tiiplere aktarildiktan
sonra lizerlerine 1000 pl hiicre lizis tamponu eklenir ve tiip ¢alkalanarak tampon ve
kanin karigmasi saglandiktan sonra 6000 rpm'de 2 dk santrifiijlenir. Santrifiij sonrasi
siipernatant atilir ve bu asamaya kadar gerceklestirilen islemler pellet beyaz-krem
rengi bir renk alana kadar tekrarlanir. Krem rengi pelletin elde edilmesinden sonra
pelletin tizerine 300 pl ¢ekirdek lizis tamponu eklenir ve pelletin ¢oziinmesi saglanir.
Daha sonra 100 pl SM NaCl ve 600 pul kloroform eklenir ve tiip hafif¢e ¢alkalanarak
karistirilmasinin ardindan 6000 rpm' de 2 dk santrifiijlenir. Santrifiij sonrasi tiipte
olusan fazlardan en alt faza ve beyaz arafaza dokunulmadan yalnizca {ist faz alinir ve
yeni bir tlipe aktarilir. Yeni tiipe aktarilan fazin iizerine 600 pl soguk izopropanol
eklenir ve tiip 13000 rpm'de 1dk boyunca santrifiijlenir. Santrifiij isleminden sonra
siipernatant atilir ve pellet oda sicakliginda 15 dk kurutulur. Daha sonra pelletin
tizerine 100 ul TE tamponu eklenir ve oda sicakliginda ¢oziinmeye birakilir. TE
tamponu i¢inde ¢oziinmiis DNA kisa siire i¢in +4°C'de veya daha uzun siireler igin

-20°C'de saklanabilir.

4.2. Yanak i¢i epitel dokudan DNA izolasyonu

Kontrol grubunu olusturan 6rneklerden DNA izolasyonunu gergeklestirmek
icin yanak i¢i epitel hiicrelerinden DNA izolasyonu metodu kullanilmistir. Pamuklu
cubuklarin epitel doku 6rnegi alinacak kisinin gubugu yanaginin i¢ kismina yaklagik
1 dk boyunca siirtmesi ile elde edilen yanak i¢i epitel doku ornekleri 6rnegin

bulundugu pamuklu ¢ubukla beraber 1,5ml'lik 600-700 pl arasi lizis tamponu tasiyan
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tiipe yerlestirilir. Ornek lizis tamponu icerisinde uzun siire saklanabilir ama bu
durumda lizis tamponunu fazladan eklemek 6rnegin uzun siire beklemesi sebebiyle
olusabilecek sorunlar1 &nler. Orneklerden DNA izole edilmek istendigi zaman
tampon hacminin en az 500 pl olduguna emin olunduktan sonra 50 pl 10mg/ml
Proteinaz K ile 55°C'de 30dk-1 saat veya oda sicakliginda gece boyu inkiibe edilir.
Inkiibasyon sonras1 6rnek ¢ubugunun pamugu tiipiin ¢eperlerine bastiralarak emdigi
biitiin tamponu ve hiicreleri tlipiin i¢ine birakmasi saglandiktan sonra tiipten ¢ikarilir.
Daha sonra tiipiin lizerine 300 pl fenol ve 600 pl kloroform eklenir ve 12000g'de 2dk
santrifiijlenir. Santriflij sonrasi tiipte olusan fazlardan en alt faza ve beyaz ara faza
dokunulmadan yalnizca sulu iist faz alinir ve yeni bir tiipe aktarilir. Bu islem
sirasinda beyaz arafazin fazla kalin oldugu farkedilirse sulu faz yeni tilipe
aktarildiktan sonra eski tiipte tekrar Proteinaz K ile inkiibasyon ve fenol-kloroform
ile ¢oktiirme islemi tekrarlanir, santrifiij sonrasi olusan iist faz alinarak daha once
yeni tiipe aktarilmis sulu fazin iizerine eklenir. Yeni tiipe aktarilmis sulu fazin iizerine
esit hacimde (yaklasik 500 ul) klorofom:izoamil alkol (24:1) eklenir ve tiip 12000 g'
de 2 dk santrifiijlenir. Santrifiij sonras1 olugan sulu faz alinarak yeni bir tlipe aktarilir
tizerine 1/10 hacimde sodyumasetat eklenip karistirildiktan sonra 0,6 hacimde
izopropanol eklenir ve tiip -20°C'de geceboyu inkiibe edilereck DNA'nin presipite
olmasi saglanir. Bu islem sirasinda tiiplerin belirli araliklarla ters-diiz edilmesi DNA
eldesini olumlu etkiler. inkiibasyon sonras: tiipler 12000 g'de 10 dk santrifiijlenerek
DNA ¢oktiiriilir. DNA pelleti 500 pl %70'lik etanol ile 12000 g'de 5 dk boyunca
santrifiijlenir. Santrifiij islemi sonrasi siipernatant atilir ve pellet kurumaya birakilir.
Pellet kuruduktan sonra tlizerine 50 pl Low-TE tamponu eklenir ve oda sicakliginda
2-3 giin bekletilerek pellet halinde elde edilen DNA' nin ¢dziinmesi saglanir. Izole
edilmis 6rnekler kisa siire i¢in +4°C'de veya daha uzun siireler i¢in -20°C'de

saklanabilir.

4.3. Dizilenecek PZR iiriinlerinin saflastirilmasi

PZR iiriinii igceren her tiipe 50 pl PZR iiriini i¢in 250 pl baglanma tamponu
eklenir. Filtreli tiipler toplama tiiplerinin igerisine yerlestirildikten sonra PZR
iriinleri mikropipet ile filtreli tiipe aktarilir ve maksimum hizda (14000 rpm) 1 dk

boyunca santrifiijlenir. Santrifiij sonras1 filtreli tiip c¢ikartilir ve toplama tiipiindeki
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soliisyon atilir. Daha sonra filtre tiipii yine ayni toplama tiipline yerlestirilir ve ve
filtreli tipe 250 pl yikama soliisyonu eklenerek maksimum hizda 1 dk boyunca
santrifiijlenir. Santrifiijiin ardindan yine filtreli tiip ¢ikartilir ve toplama tiipiindeki
soliisyon atilir. Optimum saflig1 ve yikama tamponunun cam fiberlerden tamamen
ayrilmasini saglamak i¢in ayn1 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.

4.4. DNA'nin Kantitatif ve Kalitatif Analizi

Izole edilen DNA &rneklerinin kalitatif analizi 6rneklerin agaroz jelde
yiiriitiilmesi ile belirlenir. Agaroz jelde yiiriitilen DNA'nin goriintiileme sisteminde
goriintiilendiginde jelde birden fazla veya siiriintii seklinde bantlar olusturmasi
DNA'ni izolasyon sirasinda pargalandigima ve PZR gibi islemler i¢in kullanmaya
elverisli olmadigina isaret eder. Agaroz jel elektroforezi sonrasi1 PZR isleminde
kullanmak tizere uygun oldugu belirlenen Ornekleri spektrofotometrik analizden
gecirilerek miktarmin ve safliginin belirlenmesi gerekmektedir. Bu amacgla TE
tamponu igerisinde ¢oziinmiis DNA Ornekleri seyreltilerek spektrofotometre ile
260nm'de absorbanslari ol¢iiliir ve asagidaki formiil ile DNA miktar1 belirlenir;

Konsantrasyon (ug/ml) = diliisyon faktorii x Aze x 50 pg/ml

Miktar1 belirlenen DNA'nin PZR' da kullanilmadan once safligimin da
belirlenmesi gerekir. Bu amagla yine spektrofotometrede niikleik asitlerin maksimum
absorbans gosterdigi 260nm'de ve proteinlerin maksimum absorbans gosterdigi
280nm'de absorbans 6l¢iimii yapilarak Axe/Asso orani belirlenir. PZR gibi islemlerde
kullanilacak olan DNA o6rneklerinin 1,7-1,8 oranlarinda saf olmasi1 gerekmektedir.
Bu oranin diisiik olmas1 protein kontaminasyonu, biiyiik olmas1 ise RNA veya fenol

kontaminasyonu oldugu gdosterir.

4.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu, kaynak DNA'nin belirli bir bolgesinin enzimatik

olarak, sayisi reaksiyonun her donglisiinde iistel artacak sekilde cogaltildigi bir
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tekniktir. Reaksiyonu gergeklestirmek igin temel olarak DNA'nin denatiirasyonu,
primerlerin baglanmasi1 ve enzimatik c¢ogalma islemleri i¢in gerekli olan farkh
sicakliklar1 saglayan bir termal dongii cihazi, gogaltilacak bolgeyi igeren kalip DNA,
DNA'nin denatiire oldugu sicakliklarda aktivite gosterebilen bir DNA polimeraz ve
cogaltilacak bolgenin uglaria baglanarak diziyi sinirlayan ve DNA polimeraz enzimi
icin primer gorevi goren primerler gereklidir. Ayrica reaksiyonu gerceklestirken DNA
polimeraza ko-faktor goérevi géren magnezyum iyonlari, yeni sentezlenen zincirin
uzamasi i¢in gerekli ANTP'ler ve reaksiyon i¢in uygun kosullar1 saglayan tampon da
reaksiyonun gerceklestirilecegi ortama eklenmelidir. Magnezyum iyonlari, ANTP'lere
de baglandiklar1 icin reaksiyon kurulurken dNTP'lerden daha yiiksek
konsantrasyonda kullanilmali ama yanlis baglanan primerleri ve ayrica ¢ift zincirli
DNA'y1 stabile ettikleri i¢in ¢ok fazla da kulllanilmamalidir, dNTP'ler ise hem
magnezyum iyonlarim1 bagladiklari hem de yiliksek konsantrasyonda DNA
polimerazin hata payimm arttirdiklar1 i¢in yine uygun miktarda kullanilmalidir.
Bunlarin yani sira kullanilacak olan primerlerin ¢ogaltilmak istenen diziye 0zgiil
olmasina, kalip diziye baglanmay: etkileyecek sekilde kendi iistlerine katlanmayacak
veya diger primere baglanarak primer cifti olusturmayacak sekilde tasarlanmalarina
dikkat edilmelidir.

Polimeraz zincir reaksiyonu temel olarak {i¢ asamanin defalarca tekrarlanmasi
ile gerceklesir. Bu asamalar sirasiyla denatlirasyon, baglanma ve uzamadir.
Denatiirasyon asamasinda yeni sentezlenen zincire kalip gorevi gorecek olan DNA
zincirleri 1s1 ile birbirinden ayrilir ve her kalip zincirden iki DNA ipligi elde edilir.
Baglanma asamasinda primerler denatiire olmus ipliklere cogaltilmak istenen dizinin
uclaria gelecek sekilde baglanirlar. Uzama asamasinda ise primerler kalip iplige
eslenik olarak uzatilirlar. Tek bir polimeraz zincir reaksiyonu dongiisiinii meydana
getiren bu asamalar tekrarlanirken her dongiide sentezlenen diziler sonraki dongiide
kalip olarak kullanilirlar ve bu sayede 30-40 dongii sonunda tek bir kopya DNA'dan

milyonlarca kopya elde edilmis olur.

4.6. Restriksiyon Fragmenti Uzunluk Polimorfizmi Analizi

Endoniikleazlar veya diger adlartyla restriksiyon enzimleri, esasen

bakterilerin viriis enfeksiyonuna karsi hiicre i¢ine giren yabanct DNA'y1 taniyip

33



keserek, parcalamak icin savunma amagli kullandiklar1 enzimlerdir. Endoniikleazlar
hedef DNA zinciri lizerinde 4-6 baz uzunlugunda belirli bir diziyi taniyarak, zinciri
bu diziden veya diziden belirli bir uzaklikta bir bélgeden her iki zincir iizerinde de
karsilikli olarak ayni noktadan veya birka¢ baz farkli noktalardan keserler. Karsikli
olarak iki DNA ipliginin ayni noktadan kesilmesi sonucu kiit, farkli noktalardan
kesilmesi sonucu ise yapisik u¢lu DNA zincirleri olusur. Her endontikleazin farkli bir
diziyi tanimast ve DNA'y1 yalnizca bu bdlgeden kesmesi Restriksiyon Fragmenti
Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) tekniginin gelistirilmesine olanak saglamistir.
Dolayisiyla tek bir niikleotid farkliliginin bile bir DNA dizisinin kesilip
kesilmeyecegini belirlemesi, RFLP metoduyla nokta mutasyonlarinin veya tek
niikleotit degisimlerinin incelenmesine imkan vermistir. Ticari olarak iiretilip, satilan
ve farkli tanima dizilerine sahip olduklari i¢in farkli mutasyon ve polimorfizmlerin
analizinde kullanilan bir ¢ok endoniikleaz mevcuttur. RFLP analizi ile polimorfizm
tespiti yapilirken yapilmasi gereken ilk islem uygun endoniikleazi belirlemektir.
Polimorfizme 0zgiil olarak segilecek enzimin polimorfik bolgeye 0Ozgiil tanima
dizisine sahip olmas1 gerekir. Bu sayede genomik DNA {izerinde tanima dizisine
tekabiil eden bolgede meydana gelen niikleotid degisimleri kesim bolgesi kaybina
veya kazanimina sebep olur. Uygun enzimin belirlenmesinden sonra polimorfik
bolge polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltilir ve ¢ogaltilan dizi endontikleaz ile
reaksiyona sokulur. Restriksiyon sonrasi elde edilen iiriinler agaroz jel elektroforezi
ile uzunluklarina gore ayrilir ve kesilip kesilmedikleri dolayisiyla da tanima

bolgesinde hangi niikleotidi i¢erdikleri yani genotipleri belirlenir.

4.7. Agaroz Jel Elektroforezi

DNA molekiilii icerdigi fosfat gruplari nedeniyle negatif yiikliidiir ve bu
ozelligi sebebiyle bir elektrik alanda uygun ortam igerisinde negatif elektrottan
pozitif elektroda dogru hareket eder. DNA'nin elektrik alanda yaptigi bu hareketin
hiz1 DNA molekiiliiniin uzunluguna baghdir. Daha uzun diziler pozitif elektroda daha
yavas ilerlerken daha kisa diziler daha hizli ilerler ve dolayisiyla uygun ortam
icerisinde bir elektrik alanda DNA molekiilleri negatif elektroda dogru ilerlerken
biiyiikliiklerine gore ayrilabilirler. Elektroforez teknigi bu prensipten faydalanir. Bu

teknikte agaroz molekiillerinin TBE tamponu igerisinde 1s1 ile ¢dziiniip, uygun bir
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kaba dokiiliirek sogumaya birakilmasi sirasinda polimerlesmeleri ile olusan agaroz
jel DNA' nin igerisinde negatif elektroda dogru hareket ettigi ortami olusturur. Jel,
iyonik kuvveti ile pozitif ve negatif elektrodlar arasinda iletkenligi ve elektrik alanin
olusumunu saglayan TBE tamponu iceren bir tanka yerlestirilir ve DNA 6rnekleri
jele ytiklenir. Tankin bir giic kaynagina baglanmasi ile tankta bulunan negatif ve
pozitif elektrodlar arasinda TBE tamponunun sagladigi iletkenlik araciligi ile bir
akim olusur ve jele yiiklenen DNA Ornekleri negatif elektrottan pozitif elektroda
dogru hareket ederken boylarmma gore ayrilirlar. Bu islem sonunda jelde ilerleyen
ornekleri gorebilmek icin DNA'ya interkalant baglanan ve UV altinda 1s1ma yapan
bir molekiil olan etidyum bromiir jel soguyarak polimerize olmadan 6nce yaklasik
50°C'lik agaroz-TBE ¢o6zeltisine 0,5mg/ml son konsantrasyona sahip olacak sekilde
eklenir ve elektroforez sonunda her 6rnegin ne kadar ilerlediginin goriilebilmesini
saglar. Ayrica Orneklerin jele yiiklenmesi sirasinda hem oOrneklerin elektroforez
sirasinda cok ilerleyerek jelden ¢ikmalarimi hem de Orneklerin jel icinde
yiiklendikleri kuyucuklardan ¢ikip tanka dagilmasini 6nlemek amaciyla goriiniir 151k
araliginda iglem sirasinda jel iizerinde hareketi gozlemlenebilen yiikleme boyasi
kullanilir. Bu amagla ornekler jele yiiklenmeden 6nce Sul 6rnek i¢in yaklagik 1ul
yiikleme boyasi ile karistirilir. Ornekler ise jelin dokiildiigii ve soguyarak polimerize
oldugu kaba oOnceden yerlestirilmis taraklarin polimerizasyon sonrasi jelden
cikarilmasin sonucu olusan kuyucuklara yiiklenir. Yiiklenen Orneklerin optimum
ayrimi i¢in jele 5V/cm gerilim uygulanmasi gerekir.

Bu arastirmada izole edilen DNA 6rneklerinin fragmantasyonu %]1'lik, PZR

iriinleri %2'lik, restriksiyon iirlinleri ise %3'liik jel kullanilarak analiz edilmistir.

4.8. Mesane Kanserinin Molekiiler Analizi

Bu aragtirmada AKRIC3 geni {zerindeki 1512529 tek niikleotid
polimorfizminin mesane kanserine yatkinlik olusturmadaki rolleri PZR-Restriksiyon
uzunluk polimorfizmi metodu kullanilarak incelenmistir. Her polimorfik bdlge i¢in o

bolgeye Ozgiin primerler kullanilarak belirtilen sartlarda reaksiyonlar hazirlanmistir

(Tablo 3.1., Tablo 4.1.).
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Tablo 4.1. PCR Reaksiyonlarinin igerikleri

Son Konsantrasyon
Tampon 1X
dNTP(mM) 0,4
MgCl,(mM) 2,5
Primerler (pmol) 10
Taq. Pol. 1u
DNA 50 - 100 ng

Reaksiyonlarin hazirlanmasindan sonra polimorfik bdlge belirtilen kosullarda
gergeklestirilen PZR ile ¢ogaltilmistir (Tablo 4.2.).

Polimeraz zincir reaksiyonunun ardindan PZR {iriinleri, reaksiyonun kontrolii
amaciyla Urtinden 8 pl alinarak yiikleme boyasi ile beraber %?2'lik agaroz jele
yiikklenmis ve jelde 100bg¢ biiyiiklik markorii ile beraber 120V'da 15dk boyunca
yiritiilmistir. PZR {irinlerinin agaroz jel ile kontrolii sonrasi her PZR {iriiniinden 8

ul almarak kurulan restriksiyon reaksiyonlar1 55°C'de ii¢ saat restriksiyon enzim

kesimine tabi tutulmuslardir.

Tablo 4.2. PZR dongii kosullar

Polimorfizm rs12529
Baslangi¢ Denatiirasyonu | 94°C, 5dk.
Denatiirasyon 94°C, 30sn
Baglanma 59°C, 45sn
Uzama 72°C, 60sn
Son Uzama 72°C,5dk
Dongii Sayisi 30

Kesim sonrasi olusan restriksiyon {iriinlerinin uzunluklari, her {iriinden 8 pl
'nin yiikleme boyasi ile beraber %3'lik agaroz veya nu micropore agaroz jele
yiiklenerek jelde 50bg¢ biiylikliik markorii ile beraber 100V'da 60dk boyunca

yiirtitiilmeleri ile belirlenmigtir. Jelde goriintiilenen bantlara goére her Ornek igin

genotipler belirlenmistir (Tablo 4.3.).
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Tablo 4.3. Restriksiyon iiriinlerinin uzunluklari

Kesim enzimi /
Polimorfizm

Polimorfik
Homozigot (bg)

Yabanil Tip
Homozigot (bg)

Heterozigot (bg)

Bts-1/ (rs12529)

135,153 (G/G)

288 (C/C)

288,153,135 (G/C)

Ayrica rastgele segilen Ornekler

PCR-RFLP ile belirlenen genotiplerinin

teyidi amaciyla dizi analizi ile incelenmistir. Dizi analizi islemi fontek A.S tarafindan

gerceklestirilmistir. Her hasta ve kontrol 6rneginin genotipi restriksiyon sonrasi

gerceklestirilen jel elektroforezi ile bant boylarina gore belirlendikten sonra elde

edilen veriler istatistiksel olarak mesane kanserine yatkinlik acisindan PLINK

programi ile degerlendirilmistir.
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5. SONUCLAR
5.1. Orneklerin Tanim

Bu ¢alismaya 101 mesane kanseri hastas1 ve 101 saglikli birey olmak {iizere
toplam 202 kisi dahil edilmistir. Genotip bilgileri ¢calismaya dahil edilen hastalarin,
hasta bilgi formu ile saglanan hastalik evresi, timor derecesi ve niiks bilgileri
istatistik analizler i¢in kullanilmistir. Ayrica hem hasta grubunu hem de kontrol
grubunu olusturan tiim bireylerin cinsiyet,yas, meslek, sigara i¢imi miktar1 ve
stiresine dair bilgiler de yine istatistik analizlerde kullanilmistir.

Hasta grubu %78 oraninda erkek, %22 oraninda ise kadin bireyden
olugsmaktadir ve hasta bireylerin yaslar1 25-89 arasinda olup, yas ortalamalar1 ise
66,65 yastir. Hastalarin 9%80'1 sigara igerken %20'si sigara igmemektedir. Hastalarin
%159"u ilk kez tedavi olurken, hastalarin %3'linde tiimor 2.kez, %24' tinde 3.kez, %14
iinde ise 4 ile 15 kez arasinda niiks etmistir. Hastalardan alinan tiimdrlerin %28'i
1.derece, %36's1 2. derece, %35'1 ise 3.derecedir. Tiimorlerin %53't pTa, %34' pT1,
%9'u pT2 ve %3'i pT3 evresindedir.

Kontrol grubunun %43'i erkek, %57'si kadinlardan olusmaktadir. Bu
bireylerin yaslar1 21-87 yas arasinda degigsmektedir ve yas ortalamalar1 31,26 yas
olarak belirlenmistir. Kontrol grubuna dahil olan bireylerin %30'u sigara igerken
%70'1 igmemektedir. Kontrol ve hasta grubunu olusturan bireylerin mesane kanseri

olusumu i¢in mesleki risk tasimadiklar1 belirlenmistir.

5.2. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu hasta grubunu olusturan bireylerin kan 6rneklerinden Boliim
4.1' de anlatilan metod ile gerceklestirilmistir.  Kontrol grubunu olusturan
bireylerden alinan yanak ici epitel hiicrelerinden DNA izolasyonu ise Bolim 4.2°de

aciklanan metod kullanilarak gerceklestirilmistir. Izole edilen 6rneklerin fiziksel
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hasara ugramadan izole edildiklerini dogrulamak amaciyla DNA 6rneklerinden 1-3
pl alimarak, %1'lik agaroz jelde incelenmis ve DNA 6rneklerinin izolasyon siirecinde
kirilmadan elde edildikleri teyid edilmistir (Sekil 5.1.). Orneklerin safliklar1 ve

konsantrasyonlari ise spektrofotometrik analizlerle belirlenmistir.

106 107 108 108 110 111 112

= e e

Sekil 5.1. Izole edilen Genomik DNA 6rneklerinin %]1°lik agaroz jelde
gorilintiilenmesi

5.3. rs12529 Polimorfizminin Molekiiler Analizi

Hasta ve kontrol grubundan izole edilen DNA oOrneklerinden, incelenen
polimorfizmin bulundugu gen lokusu, bolim 4.4'te belirtilmis olan kosullarda
gergeklestirilen PZR ile ¢ogaltilmistir. PZR fdirlinlerinin uzunlularin1 ve kalitelerini
kontrol etmek amactyla, reaksiyonlar %2'lik agaroz jelde etidyum bromiir boyamasi
ile UV 15181 altinda goriintiilenmistir. Uygun sekilde ¢ogalan triinler Boliim 4.5.’te
belirtilen sartlar kullanilarak restriksiyon enzim kesimine tabii tutulmus ve kesim
uriinleri %3'lik agaroz jele yiiklendikten sonra  100V'da 50dk yiiriitiilerek
incelenmistir. PZR-restriksiyon uzunluk polimorfizmi metodu ile belirlenen

genotipler DNA dizi analizi ile dogrulanmustir.

5.3.1. rs12529 Polimorfizminin PZR-Restriksiyon Uzunluk Polimorfizmi
Metodu ile Belirlenmesi

rs12529 polimorfizminin bulundugu gen bolgesi Bts-I-F ve Bts-I-R primerleri
kullanilarak PZR metodu ile ¢ogaltilmis ve 288 bg¢’lik PZR iiriinii elde edilmistir
(Sekil 5.2.). PZR iiriinleri Bts-I restriksiyon enzimi ile kesilerek %3’liik agaroz jelde
goriintiilenmistir (Sekil 5.3.). Bts-I enzimi, PZR ile ¢ogaltilan polimorfik bolgeyi
153bg ve 135bg'lik iki pargaya ayirmaktadir.
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Sekil 5.2. PCR fiirtinlerinin %2’lik agaroz jelde goriintiilenmesi

r 50 bk marksr

[_1 55 = 135 be

Sekil 5.3. Restriksiyon kesimi {iriinlerinin %3' likk agaroz jelde goriintiillenmesi

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

bilgileri ve genotip frekanslar1 belirlenmistir (Tablo 5.1.).

Tablo 5.1. rs12529 Polimorfizmi Genotip Dagilim1

Genotip
CcC CG GG
GRUP |N| % | Frek. | N | % |Frek.|N| % | Frek.
Hasta |13 12,9 | 0,129 | 81 | 80,1 0,801| 7 16,930,069
Kontrol| 16| 15,8 | 0,158 | 59 |58,4/0,584]26|25,7/0,257
Toplam |29 14,35|0,1435|140 68,7 0,688|33|16,8|0,168

5.4. PZR-Restriksiyon Uzunluk Polimorfizmi Sonug¢larinin Dizi Analizi
ile Teyidi

PZR-Restriksiyon Uzunluk Polimorfizmi metodu ile genotipi belirlenen
orneklerden rastgele segilen 5 adedi dizi analizine tabii tutulmus ve sonuglar
karsilagtirilmistir. Dizi analizi sonuglar1 ile PZR-restriksiyon uzunluk polimorfizmi

metodu sonuglar1 tamamen ortiismektedir. Bu durum calismada kullanilan metod ile
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belirlenen genotiplerin dogrulugunu gostermektedir. Sekil 5.4., 5.5., ve 5.6. sirasiyla
homozigot yabanil tip genotipi (C/C), heterozigot genotipi (C/G) ve homozigot
varyant genotipi gostermektedir (G/G).

100 130

110 120
- - - L] - L] L] - L] - - - - - - - - - - - - L] - L -
s A T G AT c C A A I C A C cC a G . § G I G T A A A G Cc I A

5.4. Homozigot yabanil tip (C/C) 6rnek kromatogrami

100 110 120 130
&

= g BE B B B E E ®E Q0 Y 0O QO B N B F O BB B R E
AATGGATTCCAAACA/(;CAG 6 £ 6 B A A R 6 6 ¥R A

5.6. Homozigot varyant (G/G) 6rnek kromatogrami

5.5. Verilerin Istatistiksel Analizi

Hasta ve kontrol grubundan PZR-Restriksiyon uzunluk polimorfizmi metodu
ile elde edilen genotip ve alel frekanslarinin Hardy-Weinberg Dengesine uygunlugu
ki-kare testi ile degerlendirilmistir. rs12529 polimorfizminin mesane kanseri ile
iliskilendirilmesi SPSS 15 ve PLINK v1.07 yazilimlar1 ile gergeklestirilmistir.
Cinsiyet, yas ve sigara kullaniminin mesane kanseri olusumuna etkileri SPSS 15

yazilimi ile incelenmis ve ardindan bu etmenler genetik polimorfizmle birlikte
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degerlendirilerek risk analizi gergeklestirilmistir. Tiim iliskilendirme analizlerinde

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

5.5.1. Cinsiyet ve Mesane Kanseri Iliskisinin Arastiriimasi

Cinsiyet etkeni ve mesane kanseri iligkisi, olusturulan ¢apraz tablolardan
(Tablo 5.2.) SPSS 15 programi kullanilarak yapilan ki-kare testi (Tablo 5.3.) araciligt
ile incelenmis ve erkek olmanin hastalifa yakalanma riskini kadin olmaya nazaran

yaklagsik 5 kat arttirdig1 belirlenmistir (Tablo 5.4.).

Tablo 5.2. Cinsiyet-Grup Capraz Tablosu

Cinsiyet
Grup Toplam
Erkek Kadmn
Kontrol 43 58 101
Hasta 79 22 101
Toplam 122 80 202

Tablo 5.3. Cinsiyet Grup Ki-Kare Testi

Pearson X? df P

26,823 1 0,005
p=0,005 igin X>>7,88

Tablo 5.4. Cinsiyet Risk Tahmini

Kadin/Erkek OR %95 CI
4,844 (2,617-8,963)

5.5.2. Sigara Icimi ve Mesane Kanseri Iliskisinin Incelenmesi

Sigara i¢gimi ve mesane kanseri arasindaki iliskinin incelenelebilmesi igin
hasta ve kontrol grubu sigara kullanimina gore gruplanmis ve SPSS 15 programu ile
olusturulan capraz tablo (Tablo 5.5.) araciligi ile analiz edilmistir. Yapilan analiz
sonucunda sigara igenlerin mesane kanserine yakalanma riskinin i¢meyenlere gore

istatistiksel olarak 6nemli derecede arttig1 belirlenmistir (Tablo 5.6., 5.7.).
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Tablo 5.5. Sigara I¢imi-Grup Capraz Tablosu

Grup |Sigara Icen | Sigara Igmeyen
Kontrol 30 71
Hasta 52 13

Tablo 5.6. Sigara i¢imi-Grup Ki-Kare Testi

Pearson X?

df | P

38,459

1 0,005

p=0,005 igin X*>7,88

Tablo 5.7. Sigara I¢imi igin Risk Tahmini

Sigara igmeyen / Sigara igen OR

(%95CT)

9,032

(4,308-18,938)

5.5.3. Mesane Kanserinin Yas ile iliskilendirilmesi

Hasta grubunu olusturan bireylerin yaslar1 incelendiginde, yas araliginin 25-

89 arasinda degistigi ve yas ortalamasiin 66,65 yas oldugu ve hastalarin yaklasik
%49'unun 70 yasin lizerinde oldugu belirlenmistir. Bu bilgilerin yan1 sira hasta grubu
15 yillik araliklarla yas gruplarina ayrilmistir ve bu araliklara tekabiil eden birey

sayist ve ylzdesi belirlenmistir (Tablo 5.8., Sekil 5.7.). Bu veriler mesane kanseri

insidansinin yas ile dogru orantili olarak arttigin1 gostermektedir.

Tablo 5.8. Hasta Grubunun Yas Gruplarina gére Dagilimlar:

Yas aralig1| 25-40 | 40-55 | 55-70 | 70-85 | 85+
N N N N N
(%) | (%) | (%) | (%) | (%)
Hasta 3 11 24 32 4
(4,16) (14,67) (32,6)| (43,24)|(5,33)
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Sekil 5.7. Hasta Grubunun Yas Dagilim Grafigi

5.5.4. Hardy-Weinberg Denge Testi

Genotip tayini sonrast genotip frekanslarinin Hardy-Weinberg dengesine
uygunlugu PLINK yazilimi ile test edilmistir. Test sonuglarma gore kontrol
populasyonu Hardy-Weinberg dengesindedir (p>0,05) ve genotip frekanslar1 hasta
populasyonu ile karsilagtirarak kontrol grubu olarak kullanilmaya uygundur (Tablo
5.9).

Tablo 5.9. Hardy-Weinberg Testi Sonuglar1

Hasta | 13 | 81 | 7 0,802 0,4988 0,047
rs12529 | Kontrol | 16 | 59 | 26 0,5842 0,4951 0,1069
Toplam | 29 | 140 | 33 0,68810 0,4997 0,45

5.5.5. rs12529 Polimorfizminin Mesane Kanseri ile Iliskilendirilmesi

rs12529 polimorfizminin mesane kanseri ile iliskisinin incelenmesi amaciyla
ilk olarak genotip verilerinden SPSS 15 yazilimi araciligi ile capraz tablolar
olusturularak genotiplerin sayilari, frekanslar1 ve yilizde oranlari hasta ve kontrol
gruplarinda ayr1 ayr1 belirlenmistir (Tablo5.1.). Daha sonra genotip verileri, genotipik

ve alelik etkilesim agisindan 6nem arz edip etmediklerinin belirlenebilmesi i¢in
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PLINK programi ile analiz edilmistir. Bu analiz sonucunda rs12529 polimorfizminin

hasta ve kontrol grubu arasinda genotipik dagilimda goriilen farkliligin istatistiksel

acidan 6nemli oldugu belirlenmistir (Tablo 5.10.).

Tablo 5.10. Genotipik Asosiyasyon Testi

Polimorfizm | Grup |CC|CG|GG| X? P
12529 Hasta | 13 | 81| 7 1471
rs ’
Kontrol | 16 | 59 | 26 0,00064

p=0,0005 i¢in X*>12,12

PLINK programi ile gergeklestirilen asosiyasyon testlerinde rs12529

polimorfizminin hasta ve kontrollerde gosterdigi farkli dagilim frekansinin
istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendikten sonra genotip verileri SPSS
programu ile lojistik regresyon gergeklestirilerek goreli orant1 degeri belirlenmis ve
bu degerler capraz tablo ki-kare testleri ile (Tablo 5.11.) mesane kanseri i¢in risk

faktorii olduklari belirlenen sigara i¢imi ve cinsiyet i¢in diizenlenmistir (Tablo 5.12.).

Tablo 5.11. Genotip-Grup Ki-Kare Testi

Genotip X2,
GG 8,359

a:Yalnizca genotipik etki i¢in elde edilen deger
b: Cinsiyet ve sigara i¢in diizeltilmis deger
p=0,005 i¢in X*>7,88

Pa
0,004

X3, P
6,152 0,013

Tablo 5.12. Lojistik Regresyon Analizi

Genotip OR* (%95 CI)
GG 0,255 (0,101-0,644)

a:Yalnizca genotipik etki i¢in elde edilen deger
b: Cinsiyet ve sigara i¢in diizeltilmis deger

OR® (%95 CI)
0,243 (0,80-0,743)
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6. TARTISMA

Karsinogenez esasen hiicre dongiisii kontrol mekanizmasinda rol alan
genlerde meydana gelen degisimlerin sonucunda normal hiicre dongiisiiniin
bozulmasi sebebiyle ortaya ¢iksa da, karsinogenez siirecinin yalnizca onkogenlerde
islev kazanimina ve tiimor baskilayict genlerde islev kaybma sebep olan
mutasyonlarla agiklanamayacagi artik kabul gérmiis bir ger¢ektir. Bu durum 6zellikle
kanser kalitimi ve kansere yatkinlikta bireyler arasi farkliliklar s6z konusu oldugunda
ortaya ¢ikmaktadir. Bunun en 6nemli sebebi hiicre kontrol mekanizmasinda gorev
alan genlerde goriilen mutasyonlarin de novo mutasyonlar olmasidir. Bu
mutasyonlarin  olusumu, kisinin maruz kaldigi karsinojen miktarina, bu
karsinojenlerin ne kadarimin aktive veya detoksifiye edildigine ve aktive edilen
karsinojenlerin sebep oldugu hasarin ne kadarmin tamir edildigine baghdir. Bu
sebeple, soz konusu kansere yatkinlik oldugunda incelenmesi gereken genomik
etkenler onkogenler ve timor baskilayici genler degil, bu genlerde de novo mutasyon
olusumunda rol oynayan genler, diger bir deyisle hiicre kontrol mekanizmasinda
gbrev alan genlerin mutasyona ugrama oranini ve ihtimalini etkileyen metabolik
genler ve DNA tamir genleridir. Metabolik genler, bireyin maruz kaldig
karsinojenlerin aktivasyonunu ve detoksifikasyonunu gerceklestirirler. Aktivasyon ve
detoksifikasyon arasindaki denge DNA'ya baglanarak mutasyon olusturabilecek
molekiillerin  miktarin1  ve hiicrede birikme hizim1  Dbelirler. Karsinojen
metabolizmasinda rol alan genler oldukca polimorfiktir ve bu polimorfizmler enzim
aktivitesinde degisikliklere yol acarak aktive veya detoksifiye edilen karsinojen
miktarimi etkilerler.

AKR'ler bu metabolizmada yer alan ve esas gorevleri karbonil grubu igeren
ksenobiyotiklerin alkollere doniistimiinii katalizlemek olan enzimlerdir. Egzost
dumaninda bulunan polisiklik aromatik hidrokarbonlar1 ve sigara dumanindaki nitroz
amin tiirevlerini aktive ettikleri belirlenmistir (Penning vd., 2007a). Karsinojen

metabolizmasinda rol alan diger cogu gen gibi AKR'ler de oldukca polimorfik
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genlerdir. AKR polimorfizmlerinin kanserle olan iligskisi daha once biri akciger
kanseri digeri mesane kanseri olmak {izere dort calismada incelenmis ve celiskili
sonuglar elde edilmistir (Figueroa vd., 2008; Lan vd., 2004; Lan vd., 2007;
Cunningham vd., 2007).

Bu tez ¢aligmasinda 101 saglikli bireyden ve 101 mesane kanseri hastasindan
alman orneklerde AKRI1C3 genindeki rs12529 polimorfizmi incelenmistir. PZR-
Restriksiyon uzunluk polimorfizmi metodu ile elde edilen genotip frekanslarinin
Hardy-Weinberg dengesine uygunlugu PLINK programi kullanilarak test edilmistir.
Tablo 5.9'da goriildiigii tizere kontrol populasyonu Hardy-Weinberg dengesindeyken
(p>0,05), hasta populasyonu dengede degildir (p<0,05). Kontrol populasyonunun
Hardy-Weinberg dengesinde olmasi secilen kontrol grubunun uygunlugunu
gosterirken hasta populasyonunun dengede olmamasi beklenildigi lizere genotip
dagilimmin normal dagilim gostermedigini belirtir ve rs12529 polimorfizminin
mesane kanseri ile iliskili olabilecegine isaret eder. Kontrol grubunun genotip
frekanslar1 National Health Institute Core Genotyping Facility veritabaninda
bildirilen frekanslarla kiyaslandiginda kontrol populasyonu genotip frekanslar1 en
fazla Afrika kokenli populasyonla yakinlik gostermesine ragmen yine de diger
populasyonlarin genotip dagilimlarindan oldukca farklilik gosterdigi belirlenmistir

(Tablo 6.1.).

Tablo 6.1. Farkli Populasyonlarda rs12529 Genotip Frekanslar

Genotip Frekanslari
Populasyon
CC CG GG

Kontrol* 0,158 0,584 0,257
Afrika 0,250 0,583 0,167
Hispanik 0,387 0,452 0,161
Avrupa 0,261 0,435 0,304
Uzakdogu 0,042 0,125 0,833

* : Bu g¢alismada kontrol grubuna dahil edilen saglikli bireyler.

(Calisma kapsaminda cinsiyet, yas ve sigara tliketimi de mesane kanseri risk

faktorli olan demografik ve gevresel etkenler olarak incelenmistir. %78'i erkeklerden

47



olusan hasta grubu incelendiginde mesane kanseri ve cinsiyet arasinda onemli bir
iliski oldugu bulunmustur, (X?>=26,823 df=1 p=0,005). Istatistiksel degerlendirme
sonucunda erkeklerin kadinlara nazaran 4,84 kat daha fazla mesane kanserine
yakalanma riskine sahip olduklar1 belirlenmistir (%95CI=2,617-8,963). Daha once
yapilan c¢alismalarda bu sonuglara uygun olarak erkeklerin mesane kanserine
yakalanma riskinin kadinlara nazaran 4-5 kat daha fazla oldugu bildirilmistir (Jemal
vd., 2008).

Mesane kanseri i¢in bagka bir risk faktorii olan yas da bu calismada mesane
kanseri ile iligkisi acisindan incelenmis ve daha Once yapilan aragtirmalarda
belirtildigi gibi artan yasin mesane kanseri i¢in bir risk faktorii oldugu belirlenmistir
(Messing vd., 2008). Bu calisma kapsaminda incelenen hasta grubunun %49'u 70
yasin iizerindedir. Caligmada incelenen hasta ve kontrol grubu mesane kanseri i¢in en
onemli risk faktorii oldugu bilinen sigara tiiketimi agisindan arastirildiginda sigara
igmenin mesane kanseri riskini yaklasik 9 kat arttirdigi belirlenmistir (OR=9,032
%95CI=4,308-18,938). Daha once gergeklestirilen c¢alismalarda sigara igmenin
mesane kanseri riskini yaklasik 3 kat arttirdig1 belirlenmistir (Zeegers vd., 2000).

AKRI1C3 polimorfizmlerinin kanserle olan iligkisinin incelendigi daha 6nce
gerceklestirilmis dort calismadan yalnizca bir tanesinde AKR1C3 ve mesane kanseri
baglantis1 arastirilmistir. Diger ii¢ ¢alismada AKR1C3 polimorfizmlerinin Hogdkin
dis1 lenfoma, akciger kanseri ve prostat kanseri ile iligkisi arastirilmistir.

Lan vd. tarafindan 119 hasta ve 113 kontrol kullanilarak gergeklestirilen
calismada rs12529 (His/Gln) polimorfizminin akciger kanseri ile baglantisi
incelenmis ve GG genotipi yaklasik 2 kat artmis akciger kanseri riski ile iligki
bulunmustur (Lan vd., 2004). Yine Lan vd., tarafindan gerceklestirilen baska bir
calismada ise AKRI1A1 rs2088102, AKRIC1 rs8483 ve AKRIC3 rs12529
polimorfizmlerinin hodgkin dis1 lenfoma ile olan iligkileri 518 hasta ve 597 kontrol
kullanilarak incelenmistir. Bu c¢alisma sonunda  AKRIC1 ve AKRI1C3
polimorfizmleri iligkili bulunmazken, AKR1A1 rs2088102 polimorfizminin 1,7 kat
artmus risk ile iliskili oldugu belirlenmistir (Lan vd., 2007).

Cunningham vd. tarafindan gergeklestirilen arastirmada AKR1C3 rs12529 ve
rs7741 polimorfizmlerinin sporadik ve ailesel prostat kanseri ile olan iligkisi

incelenmis ve rs12529 polimorfizminin prostat kanseri ile bir iligkisi
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bulunamamisken rs7741 polimorfizminin ailesel prostat kanseri riskini 1,53 kat,
sporadik prostat kanseri riskini ise 1,21 kat arttirdig1 belirlenmistir (Cunningham vd.,
2007). Figueroa ve arkadaslar1 mesane kanseri ile baglantili olarak ilk 6nce AKR1C3
geni lizerinde risk faktorii olabilecek polimorfizmleri igeren bolgeleri belirlemek
amaciyla bir haplotip analizi gergeklestirmis ve ilki promotordan baglayarak
l.introna kadar devam eden bolge, ikincisi ise 5. ve 8. intronlar arasinda kalan bolge
olmak tizere iki bolge belirlemislerdir (Figuerova vd., 2008). Promotordan
baslayarak 1.introna kadar devam eden bolgede rs1937845, rs3763676, rs12529,
1s1937843 polimorfizmleri bulunmaktadir. 5. ve 8. intronlar arasinda kalan bolgede
ise 1s4881400, rs12775701 ve rs4641368 polimorfizmleri bulunur. Figueroa vd.
tarafindan gerceklestirilen bu ¢alismada rs3763676, rs12775701 ve rs1937843 artmis
mesane kanseri riski ile baglantili bulunmusken; rs1937845, rs12529, rs4881400 ve
154641368 polimorfizmleri koruyucu faktor olarak belirlenmislerdir. rs12529
polimorfizmi GG genotipi i¢in Figueroa vd tarafindan belirlenen goreli orant1 degeri
0,78'dir (%95C1=0,52-0,1,18).

AKRI1C3 1512529 polimorfziminin mesane kanseri ile iliskisinin aragtirildigi
bu tez ¢alismasinda, hasta ve kontrol gruplarimin genotip dagilimlarinda 6nemli
farklar oldugu belirlenmis (X*=14,71, p=0,00064) ve homozigot varyant genotip
(GG) ile mesane kanseri arasinda 6nemli bir iliski oldugu belirlenmistir (X°=8,359,
p=0,004). Bu sonuglara gore rs12529 homozigot varyant genotip mesane kanseri i¢in
koruyucu etki gostermektedir (OR=0,255 %95CI=0,101-0,644) ve Figueroa vd.
tarafindan gergeklestirilmis ¢alismanin sonuclar1 ile Ortiismektedir. Bu degerler
mesane kanserinde 6nemli risk faktorleri olduklar1 bilinen cinsiyet ve sigara tiiketimi
durumuna gore diizeltiginde rs12529 GG genotipinin koruyucu etkisinin daha da
belirgin hale geldigi belirlenmistir (OR=0,243 %95CI1=0,80-0,743).

Lan vd. tarafindan gergeklestirilen ¢alismada ise rs12529 homozigot varyanti
akciger kanserinde risk faktorii olarak belirlenmistir (Lan vd., 2004). Bu durumun
sebebinin akciger ve mesane kanseri patofizyolojisindeki farkliliklar olmasi miimkiin
olsa da, akciger ve mesane kanserinde ayni karsinojenler etkili oldugu ve AKR1C3
bu karsinojenler {izerinde ayni etkiyi gosterdigi i¢in bu durumun cevresel,
demografik ve alelik farkliliklarin bir sonucu olmasi daha muhtemeldir. Tablo 6.1

incelendiginde Lan vd.'nin akciger ile ilgili ¢alismasinda kontrol ve hasta grubunu
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olusturan uzakdogu kokenli populasyonun genotip frekanslart agisindan diger biitiin
populasyonlardan oldukg¢a farkli oldugu goriilecektir.

AKRI1C3 geninde goriilen polimorfizmlerin enzim aktivitesi ve genin ifade
edilmesi iizerine etkisinin incelenmesi bir ka¢ ¢alisma ile sinirli kalmistir. Jakobsson
vd. tarafindan yapilan bir aragtirmada rs3763676 polimorfizminin transkripsiyonel
aktiviteyi degistirdigi ve azalmis AKR1C3 ifadesiyle iligkili olabilecegi bildirilmistir
(Jakobsson vd., 2007). Nagaraj vd. oral kanser hiicrelerinin sigara dumani 0ziitiine
maruz birakilmasi sonucu CYP1A1l, CYPIB1, AKRIC1 ve AKRIC3 ifadesinin
arttigini bildirmistir (Nagaraj vd., 2006). Ayrica insan akciger karsinomu A549 hiicre
hattinda da normal akciger dokusunda ifade edilmeyen AKR1C3' iin yiiksek miktarda
ifade edildigi belirlenmistir (Palackal vd., 2002). Dozmorov vd. ise artmigs AKR1C3
ifadesinin prostat kanseri hiicrelerinde artmis hayatta kalma orani ve anjiyogenez ile
baglantili oldugunu tespit etmistir (Dozmorov vd., 2010).

Bu tez calismasinda AKR1C3 rs12529 GG genotipinin mesane kanseri riskini
azalttig1 belirlenmistir. Daha 6nce mesane kanseri ve AKRI1C3 polimorfizmleri
arasindaki baglantiyr inceleyen yalmizca bir c¢alisma Ispanyol populasyonunda
gerceklestirildigi ve Tiirk populasyonu tizerine hi¢ ¢alisma yapilmadigi goz oniinde
bulunduruldugunda bu tez calismasinda elde edilen sonuglarin teyidi ve AKRIC3
polimorfizmlerinin mesane kanseri tizerine olan etkisinin daha iyi anlasilabilmesi
icin daha genis hasta ve kontrol gruplarinda tekrarlanmis aragtirmalara ihtiyag¢ oldugu
sOylenebilir. Ayrica AKR1C3 polimorfizmlerinin gen ve enzim aktivitesi lizerine
islevsel etkileri de tek bir polimorfizm ile baglantili gergeklestirilmis bir calisma
disinda daha 6nce arastirilmis degildir ve proteinde amino asit degisikligine yol agan
polimorfizmlerin hi¢ birinin islevsel etkisi bilinmemektedir. AKR1C3 geninde cesitli
karsinojenlere ve patolojik durumlara bagl olarak goriilen ifade degisiklikleri g6z
ontline alindiginda bu polimorfizmlerin enzim aktivitesinde ve gen ifadesinde sebep
olduklar1 degisimlerin arastirilmasi daha da 6nem kazanmaktadir. AKRIC3 geni
polimorfizmlerinin istatistiki ve islevsel analizleri, kansere yatkinlik ve karsinojen
metabolizmas1 baglaminda mesane karsinogenezinin daha iyi anlasilmasini
saglayacak ve karsinojenlere maruz kalma agisindan farkli kanser tiplerine bireysel

yatkinligin belirlenmesinde ve kansere kars1 korunmada faydali olacaktir.
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