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OZET

Mesane kanseri, diinya genelinde erkeklerde dordiincii, kadinlarda yedinci en
sik goriilen kanser tiiridlir. En iyi bilinen etiyolojik risk faktorleri, meslek sebebi ile
maruz kalinan kanserojenler ve sigara icimidir. Genetik faktorler ve cevre arasindaki
etkilesimin mesane kanseri olusumu icin farkli seviyelerde yatkinlik olusturdugu
diisliniilmektedir.

Sitokrom P-450 (CYP) siiper-ailesi enzimleri polisiklik aromatik
hidrokarbonlar, nitroaromatik bilesikler ve arilaminler gibi kanserojenlerin
metabolizmasmin ilk basamaklarindan birini katalizler. Bu enzim sistemi hayli
polimorfiktir ve CYP genleri i¢indeki bu polimorfizmler pek ¢ok kanser tiirii ile
iligkili bulunmustur. Buna ek olarak, CYP polimorfizm frekanslar1 etnik varyasyon
gosterir ve bu nedenle popiilasyona yonelik calismalar gerektirmektedir.

Bu calismada, CYP1A1 (ml, m2, m3, m4), CYP1B1 (Leud432Val), CYP2D6
(int3/ex4) and CYP2E1 (Pstl, Rsal, Dral) polimorfizmleri, cinsiyet, yas ve sigara
icimi gibi ¢evresel faktorler ile birlikte Tiirk popiilasyonunda g¢alisilmis ve bu

polimorfizmler ile mesane kanseri arasindaki iliski arastirilnustir. Incelenen
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CYP1A1, CYP2D6 ve CYP2El polimorfizmleri hastalikla iligkilendirilememis,
ancak CYPIB1 432Val alelinin mesane kanseri olusumu riskini arttirdig1
bulunmustur (diizeltilmis OR = 3,080, 95% CI: 1,204 — 7,874). Yas, cinsiyet ve

sigara i¢imi de mesane kanserinin artan riski ile alakali bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Sitokrom P-450, CYP1Al, CYPIB1, CYP2D6, CYP2EI,

mesane kanseri, polimorfizm



XII

SUMMARY

Bladder cancer is the fourth most common cancer in men and the seventh in
women globally. Well-known etiological risk factors are occupational exposure to
certain carcinogens and cigarette smoking. It is thought that the interaction between
genetic factors and the environment accounts for the different levels of
susceptibilities to the development of bladder cancer.

The cytochrome P-450 (CYP) superfamily of enzymes catalyses one of the first
steps in the metabolism of carcinogens such as polycyclic aromatic hydrocarbons,
nitroaromatic compounds and arylamines. This enzyme system is highly
polymorphic and these polymorphisms within CYP genes have been found to be
associated with many cancer types. In addition, frequency of CYP polymorphisms
shows ethnic variations among populations, so it necessitates population based
studies.

In this study, CYPIA1 (ml, m2, m3, m4), CYP1BI1 (Leu432Val), CYP2D6
(int3/ex4) and CYP2E1 (Pstl, Rsal, Dral) polymorphisms and their interaction with
environmental factors such as sex, age and smoking are studied in Turkish
population and association between these polymorphisms and bladder cancer is
investigated. Investigated CYP1A1, CYP2D6 and CYP2E1 genes are shown not to
be associated with the disease, however, it is found that CYP1B1 432Val allele
increases the risk of bladder cancer (adjusted OR = 3,080, 95% CI: 1,204 — 7,874).
Age, sex and smoking are also found to be associated with increased risk of bladder

cancer.

Keywords: Cytochrome P-450, CYP1A1l, CYP1IB1, CYP2D6, CYP2EI1, bladder

cancer, polymorphism



1. GIRIS

Mesane kanseri bugiin diinyada en ¢ok goriilen kanserler arasinda erkeklerde
dordiincii, kadinlarda yedinci sirada yer almaktadir ve idrar yollarinda goriilen en
onemli kanserdir (Sobti vd., 2005; Shen vd., 2003; Sanyal vd., 2003). En yiiksek
oranlar Kuzey Amerika, Bati Avrupa, Dogu Avrupa’nin giineyi ve Asya’nin pek ¢ok
boliimiinde goriilmiistiir (Moore vd., 2004). 2000 yilinda diinyada yaklagik 336000
yeni vaka teshis edilmistir (Shen vd., 2003). Amerika’da 2005 yilinda 63210 yeni
vaka bildirilmis ve mesane kanseri 13100 kisinin 6liimiine sebebiyet vermistir (Lin
vd., 2006). Misir gibi gelismekte olan iilkelerde ise toplam kanser vakalarinin %
30,8’ini mesane kanseri olusturmaktadir (Anwar vd., 1996). Tiirkiye’de ise Tiirk
Kanser Aragtirma ve Savas Kurumu’nun hazirladigi Kanser Yiiki 2006 Raporu’na
gore mesane kanseri, goriilen kanser tiirleri arasinda yaklasik % 7,8 ile li¢lincii sirada
yer almaktadir.

Teshis edilen mesane tlimorlerinin yaklasik % 90’1 Tranzisyonel Hiicre
Karsinomu (TCC), % 5’1 ise Skuam6z Hiicre Karsinomu’dur (SCC). Skuamoz hiicre
karsinomu sistozomiyazis, kateter yerlestirme, siklofosfamid kemoterapi gibi kronik
mesane irritasyonu durumlarinda daha yaygindir. Geri kalan % 5 ise adenokarsinom,
karsinosarkom ve diger sarkom benzeri lezyonlardir. Teshis asamasinda hastalarin
¢ogu yiizeyel tiimore (Ta ve T1) sahiptir fakat % 10-30 kadarinda invaziv (T2 ve
Ustli) timor goriliir. Yiizeyel tiimorlerin yaklasik % 70’1 ilk operasyondan sonra
tekrarlar ve hastalarin % 10-15’inde tiimor daha invaziv forma ilerler. Hastaligin ileri
asamalarinda radikal sistektomi gibi kapsamli cerrahi miidahale (T2, T3b) veya
kemoterapi ve radyoterapi (T4, N+ veya M+) uygulanir. Yiiksek tekrarlama oran1 (%
70) ve hastaligin ilerleme egilimi yiizeyel mesane kanseri olan hastalarin titiz takibini
gerektirmektedir (Halachmi vd., 2001)

Pek ¢ok epidemiyolojik ve laboratuvar ¢alismalarinda sigara icimi, mesleki ve
diger cevresel faktorler yliziinden maruz kalinan kimyasallarin mesane kanseri i¢in
risk olusturdugu bildirilmistir. Bunlarin basinda aromatik aminler (2-naftilamin,
benzidin, 4-aminobifenil, vs.), polisiklik aromatik hidrokarbonlar ve N-nitrozo
bilesikler gelir (Choi vd., 2003; Hung vd., 2004a; Anwar vd., 1996; Hung vd.,
2004b; Shen vd., 2003). Aromatik aminler gibi pek ¢ok kimyasal karsinojen tek



basia genetik hasar yaratmak icin yeterli degildir ve mutasyon yaratabilmeleri icin
metabolik aktivasyon gereklidir.

Bu bilesiklerin aktivasyonu ve detoksifisasyonunu saglayan zenobiyotik
mekanizmada yer alan enzimleri kodlayan genler insanda polimorfizm gosterir. Bu
polimorfizmlerin enzim aktivitesini degistirdigi diisiiniilmektedir. Dolayisiyla bu
kimyasallarin kanser yapicilig1 sadece maruz kalma oranina degil, ayn1 zamanda
bireyin sahip oldugu genetik yapiya da baglidir.

Bu karsinojenlerin DNA’da direkt ya da dolayli olarak yol actig1 hasar1 tamir
etmek ve genom biitiinliigiinii korumak amaciyla degisik biyolojik mekanizmalar
hasara cevap verir. DNA tamir kapasitesindeki varyasyon DNA hasarma karsi
degisik biyolojik cevaplara, sonucta da neoplazm gelistirmek igin degisik yatkinliga
sebep olur. DNA tamir genlerinde amino asit degisimine sebep olan polimorfizmler
kisinin DNA hasarin1 tamir etme kapasitesini etkileyebilir ve sonucta kisiyi kansere
yatkin kilabilir (Shen vd., 2003).

Sonug olarak mesane kanserine, maruz kalinan kimyasallar ve ilgili genlerdeki
molekiiler farkliliklar ortak sebep olmaktadir. Bu genlerin alel frekansi etnik

farkliliklar gostermekte ve popiilasyonlara yonelik ¢aligmalar gerektirmektedir.

1.1. Mesane Kanserinin Patofizyolojisi

Malin mesane tlimorlerinin yaklagik %90-95’1 {irotel hiicre (tranzisyonel hiicre)
karsinomudur. Geri kalan1 ise mezensimal neoplazmlar ve diger epitel timor
tipleridir (Reuter, 2006). Mesane kanseri, tiimoriin sitolojik ve biiyiime paterni
karakteristiklerine gore siniflandirilmis ve tiimoriin dokuda ilerleyisine gore
evrelendirilmistir. Diinya Saglhk Orgiiti’'niin  (WHO) 1998°de yaymladig1
siniflandirma Tablo 1.1° de gdsterilmistir.

Tablo 1.1. Urotel neoplazmlarin Diinya Saglik Orgiitii’nce
siniflandirilmasi (Reuter, 2006)
e  Normal
e  Hiperplazi
- Yassi hiperplazi
- Papiler hiperplazi
e  Atipili yass1 lezyonlar
- Reaktif (inflamatuvar) atipi
- Dispalazi
- Karsinoma in situ
e  Papiler neoplazmlar
- Papiloma
- PUNLMP (Algak malin potansiyelli papiler iirothel neoplazmlar)
- Papiler karsinoma, yiiksek dereceli
- Papiler karsinoma, al¢ak dereceli




Yass1 iirotel hiperplazi, sitolojik atipi olmadan onemli Olciide kalinlagmis
mukozadan olusur. Algak dereceli papiler iirotel neoplazmlar ile birlikte goriilebilir
fakat kendi bagina malin potansiyeli olduguna dair bir bilgi yoktur.

Papiler iirotel hiperplazi dalgali bir biiyiime ile degisen kalinliktaki iirotel ile
karakterize edilir. Papiler {iirotel tiimorlerin tersine bu lezyonlar ayirt edici
fibrovaskiiler yapilardan yoksundur.

Displazi, neoplazmik olduguna inanilan sitolojik ve yapisal anormallikleri
gosteren fakat karsinoma in situ’ya ulagsmamus lezyonlardir.

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

prekiirsorlarini gosterir (Sekil 1.1.).

\i \
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Sekil 1.1. Yassi iirotel karsinoma in situ (Kirkali vd., 2005)

Papiloma, normal iirotel ile ¢evrilmis merkezi fibrovaskiiler yapilarin ayrik,
papiler biiylimesidir. Normal goriiniimlil {irotelin papiler yap1 gostermesi ile teshis
edilir. Bu lezyonlarin ¢ogu alindiktan sonra tekrar etmez.

PUNLMP, malin olmanin sitolojik 6zelliklerini gostermeyen fakat papilomaya
gore daha kalinlagmis bir {irotele sahip olan lezyondur. Biyolojik olarak ¢ok diisiik
ilerleme riskine sahiptir.

Algak dereceli papiler karsinoma, genel olarak muntazam goriiniimliidiir fakat
yapisal ve sitolojik 6zelliklerindeki varyasyonlar mikroskop altinda yiiksek biiyiitme
giiciiyle rahatca goriilebilir (Sekil 1.2.).

Yiiksek dereceli papiler karsinoma diizensiz bir goriiniime, dnemli &lglide
yapisal ve sitolojik anormalliklere sahiptir (Sekil 1.2.). Mikroskop altinda diisiik
biiyiitme giicliyle tanimlanabilir (Kirkali, 2005).



Sekll 1.2. Alg:ak derecell (sol) ve yuksek dereceh (sag) papller karsmoma (KJrkah 2005)

Mesane i¢i bos ve esnek bir organdir. Mesane tiimdrleri yiizeysel (Ta ve T1) ve
invazif (T2, T3, T4) oluslarma gore derecelendirilir (Sekil 1.3.). Ta tiimorleri
ekzofitik yani disa dogru biilylime gosterirler ve tirotelyumun &tesine gegmezler. T1
tiimorleri lamina propriyaya invaze olmustur, fakat henliz muskiilaris propriya’ya
gegmemistir. T2 tiimorleri muskiiler propriyaya, T3 tiimorleri perivezikal dokuya

invaze olmustur. T4 tiimorleri ise diger organ yapilarina ulagsmistir (Luis vd., 2007).

Sekil 1.3. Mesane ve timor tipleri (Luis vd., 2007)



1.2. Mesane Kanserinin Klinigi
Mesane tiimorii olan bir hastada goriilen en belirgin semptom agrisiz
hematiiridir. Bununla birlikte Tablo 1.2°de verilen diger semptomlar da hastalikta

siklikla gortilebilir.

Tablo 1.2. Mesane kanserinin semptomlari (Bailey ve Sarosdy, 2001)

Semptom Tanimi

Agrisiz hematiiri Agr, sik idrara ¢gikma veya diziiri olmaksizin idrarda kan
goriilmesi. Hastalarin %30 kadarinda idrar yolu malignitesi
bulunur.

Mikroskobik hematiiri Idrarda giplak gozle goriilmeyecek miktarda kirmizi kan

hiicrelerinin bulunmasi. Bu hastalarmn yaklasik %10’unda
malin hastalik bulunur.

Irritatif Semptomlar Diziiri, sik idrara ¢ikma, suprapubik agri ile birlikte tam
dolu mesane. Mesane tiimorii olan hastalarin %25’inde bu
semptomlardan biri veya daha ¢ogu bulunur.

Yineleyici idrar yolu enfeksiyonu  Yineleyici bakteriyel sistiti olan yasli (50 ve tizeri)
hastalarda altta yatan bir timor olasilig diisiindliir.

Sistematik semptomlar Bel agrisy, kilo kaybu, bitkinlik, anoreksi, kemik agrist,
patolojik kirik, oksiiriik.

Semptomlarin goriildiigii hastalarda sigara, is yerinde maruz kalinan olasi
karsinojenler, onceki tiimor rezeksiyonu gibi hastanin Oykiisii tanimlanir. Duruma
gore tam bir klinik tani icin idrar analizi, radyografik incelemeler, sistoskopi,
transliretral rezeksiyon ve biyopsi yapilir.

1.2.1. Yiizeyel Mesane Kanserinin Tedavisi

Invazif olmayan ve yiizeyel tiimérleri (Ta ve T1) olan hastalar baz1 prognostik

faktorlere gore siniflandirilabilirler (Tablo 1.3.).

Tablo 1.3. Yiizeyel mesane kanserinin pratik siniflandirilmasi (Bailey ve

Sarosdy, 2001)

Yiizeyel tiimor ozelliklerine gore

iyi Kotii

Tek tiimor Cok sayida tiimor
Evre Ta Evre T1

Diisiik grade Yiiksek grade

Hig alan degisikligi yok Atipi veya displazi
Diploid Andploid

Negatif sitoloji Pozitif sitoloji

Ozelliklere ve yineleme dyKkiisiine gore
Bas belasi Tyi 6zellikli, tek olusumlu ve nadir yinelemeler

Can sikict Tyi ozellikli fakat sik yinelemeler

Tehlikeli Koti 6zellikli, herhangi bir olusum veya yineleme



Soliter, diisiik dereceli Ta lezyonu olan hastalar yineleme veya progresyon igin
diisiik risk altindadirlar. Cok sayida diisiik dereceli Ta tiimorleri olan hastalar atipi ve
displazi gosteriyorsa yineleme veya progresyon i¢in orta dereceli risk altindadirlar.
Sik yinelemeler gosteren diisiik dereceli Ta tiimorleri olan hastalara her yinelemede
cerrahi rezeksiyon yapilmasi gereklidir. Bu durum “can sikici”dir fakat yasami tehdit
etmez ve mesane korunur. Karsinoma in situ’su olan veya CIS ile birlikte veya CIS
olmaksizim yiiksek dereceli, yliksek evreli papiler tiimorleri olan hastalar yineleme ve
progresyon icin yiiksek veya cok yiiksek risk altindadirlar.

Mesane kanserinin tedavisinde anti-kanser ilaclarinin intravezikal olarak
kullanimi s6z konusu olmaktadir. Bu yontemin yinelemenin 6nlenmesinde hafif bir
yarart oldugu fakat evrede ilerlemenin 6nlenmesine yarari olmadigi bilinmektedir.
En sik kullanilan ajanlar tiotepa, doksorubisin, ipirubisin ve mitomisin C’dir.
Intravezikal kemoterapiye ek olarak BCG ile immunoterapi de uygulanmaktadir.
BCG’nin yinelemenin O6nlenmesinde en etkili ajan oldugu ve ayrica timor

progresyonunu dnledigi gosterilmistir (Bailey ve Sarosdy, 2001).

1.2.2. Kas invazyonu Yapan ve ilerlemis Mesane Kanserinin Tedavisi

Mesane kanserinde kas invazyonu goriilmesi kotii prognozun isaretidir. Bu
hastalara radyoterapi ve mesanenin c¢ikarilmasmi (sistektomi) iceren tedaviler
uygulanir. Bu hastalarin 5 y1l i¢inde sag kalim oran1 %50 civarindadir.

T4 timori olan hastalarin sadece %10’u 5 yil iginde sag kalir. Metastatik
tiimori olanlarin ise %95°1 1 yil i¢inde Oliir. Bu ylizden bu hastalarin tedavisi yasam
stiresini uzatmaktan ¢ok yasam kalitesini arttirmaya yonlendirilir (Bailey ve Sarosdy,

2001).

1.3. Mesane Kanserinin Molekiiler Biyolojisi

Mesane kanserinde papiler ve non-papiler olmak iizere en az iki yolak oldugu
disiiniilmektedir (Sekil 1.4.). Papiler lezyonlar hiperplazik iirotelyumdan meydana
gelirken invazif tiimorler displazik iirotelyumdan meydana gelir. Papiler tiimorler
genellikle RAF/MEK/ERK ve PIK3CA yolagindaki genlerin degisimi ile alakalidir
(Or. FGFR3). Non-papiler invazif timérler ise p53 ve pRb yolagindaki degisimlerle
alakalidir. Her iki yolagin da baslangicinda 9. kromozomda degisimler oldugu

disiiniilmektedir (Luis vd., 2007).



Diisiik dereceli mesane kanserli hastalarin yaklasik %80°1 siiperfisyal mukoza
ile siirhdir. Bu yiizeyel tiimdrlerin tekrarlama riski %70’lerdedir ve bunlarin da
yaklasik %30’u daha yiiksek dereceye ve evreye ilerleme gosterir. Tiim mesane
kanserli hastalarin %15-30 kadar1 basta kas invazif 6zellik gosterir ve bunlarin da

yaklasik %50’si 2 yil icinde metastatik olarak niikseder (Williams ve Stein, 2004).

Hyperplasia ——————— > Low-grade non-invasive papillary tumor

\ RAF/MEK/Erk

PI3K
Normal ~ 80% 15%

urothelium  20%
'

ClS/dysplasia

» High-grade invasive tumor
> ED%l' N-cad, E-cad

MMPs, VEGF, COX2

Metastasis

Sekil 1.4. Mesane tiimérlerinin iki farkli molekiiler yolagi (Luis vd., 2007)

1.3.1. Karsinogenezin Baslangici, Onkogenler ve Kromozomal Degisiklikler

Mesane kanserindeki DNA degisiklikleri sitogenetikten heterozigotlugun
kaybina (LOH) kadar pek cok yonden c¢alisilmistir. DNA degisikliklerinin
mutasyonlar, translokasyonlar, alel kayb1 gibi pek¢ok nedeni olabilir. Bu degisimler
ifade edilen protein {irlinlerini degistirebilir.

Molekiiler onkolojideki ilk calismalar onkogenler iizerine yogunlagmustir.
Onkogenler normal hiicresel genlerdir, fakat normal gen {irliniiniin asir1 ekspresyonu
veya protein irliniiniin degismis fonksiyonu malin fenotip ve tiimdr olusumuna yol
acar. Normal gen iirliniiniin asir1 ekspresyonu genellikle giiclii bir promotorun oldugu
gen bolgesindeki kromozomal translokasyon veya gen amplifikasyonu ile
gerceklesir. Mutasyona ugramis protein iirliniiniin ekspresyonu malin fenotipin

aktivasyonuna da yol acabilir.

1.3.1.1. Ras Genleri

H-ras geni mesane kanserinin gelismesi ve ilerlemesiyle ilgili oldugu
disiiniilen aktif bir onkogendir. Ras gen ailesi {izerinde yapilan mutasyon ¢alismalari
mesane kanserlerinin %20’sinde H-ras geninin kodon 12 ve 61 bolgelerinde

degisimler oldugunu gostermistir (Williams ve Stein, 2007). H-ras, K-ras ve N-ras,



RAF/MEK/ERK ve PI3K/AKT/PTEN kaskadlarin1 aktive eden monomerik
GTPaz’lart kodlarlar. Diger GTP baglanan proteinler gibi Ras, agma-kapama
diigmesi gibi isleyen iki farkli konformasyona sahiptir. GTP bagliyken aktif, GDP
bagliyken inaktif durumdadir. Onkogenik Ras mutasyonlar1 Ras’1i aktive edici
proteinlerin (GAPs) etkisine duyarsizlagtirirlar ve molekiiliin siirekli olarak GTP

baglanmis aktif formda kalmasina sebep olurlar (Luis vd., 2007; Alberts vd., 2002).

1.3.1.2. c-myc

Myc gen ailesi DNA baglanma aktivitesi de olan niikleer fosfoproteinleri
kodlarlar ve hiicresel proliferasyon i¢in 6nemli bir diizenleyicidirler. c-myc onkogeni
mesane kanseri de dahil olmak iizere pek ¢ok tiimorde asir1 eksprese olmaktadir.
Kromozomal translokasyonlar ve gen amplifikasyonlart myc geninin asir1 ekprese
olmasina sebep olur ve bu da hiicresel proliferasyon ile sonuglanir. C-myc geninin
mesane kanserindeki mekanizmas1 tam bilinmemekle birlikte, bu genin asir

ekpresyonunun yiiksek dereceli mesane kanseri ile iliskili oldugu saptanmistir.

1.3.1.3. c-erbB-2

Proto-onkogen c-erbB-2 (HER-2/neu), epidermal biiyiime faktorii reseptoriine
benzeyen bir transmembran glikoproteini kodlar. Tirozin kinaz aktivitesi vardir ve
hiicresel biiylimeyi stimule edebilir. Son zamanlarda yapilan birkag ¢aligma erbB-2
ekpresyonunun mesane kanserli hastalarda yiiksek evreli tiimorler, artmig timor
progresyonu, metastaz goriilmesindeki artig ve yasam siiresinin kisalmasi ile alakali
oldugunu gostermistir. Fakat bagka caligmalar bu sonuclarla gelismektedir ve erbB-
2’nin mesane kanseri iizerindeki etkilerini tam olarak anlamak ic¢in daha fazla

arastirma gerekmektedir.

1.3.1.4. Tiimoér Baskilayic1 Genler

Molekiiler teknikler kullanilarak son yillarda yapilan kapsamli arastirmalar,
farkli kromozomlarda birka¢ anahtar timoér baskilayict genin bulunmasini
saglamistir. Yiiksek dereceli, kas invazyonu yapan mesane kanserlerinde kromozom
3 ve 8’in kisa kollarinda delesyonlar tespit edilmistir. Yiizeyel tranzisyonel hiicre
karsinomunda hi¢ goriilmezken, invazif TCC’nin %350’sinden fazlasinda 8p
delesyonlar1 gozlenmistir. Kromozom 8’in kisa kolundaki heterozigotlugun kaybi

ayn1 zamanda TCC’nin yiliksek derece ve evreleriyle de alakalidir. Mesane



kanserinde bulunan en 6énemli kromozomal delesyonlar kromozom 9, 13 ve 17’dedir.
Bunlar da kromozom 13’teki retinoblastoma (Rb), kromozom 17’deki p53 ve
kromozom 9’daki p21 tiimdr baskilayicilartyla alakalidir.

Kromozom 9’daki delesyonlar TCC’de en ¢ok goriilen kromozom
anormallikleridir ve her asama ve evredeki TCC’nin %50’sinden fazlasinda bulunur.
Kas invazif mesane tiimorlerinde diger kromozomal degisiklikler goriilse de Ta ve
T1 tiimorlerinin ¢ok azinda kromozom 9 haricinde degisiklikler goriiliir. Bu durum,
kromozom 9 genlerindeki inaktivasyonun mesane kanseri gelisiminin ilk
asamalariyla alakali oldugu hipotezini desteklemektedir.

Kromozom 9’daki delesyonlarin ¢ogu 6zellikle kompleks genomik bir bolge
olan 9p21°de (INK4A/ARF ve INK4B) bulunmustur ve bu bélge negatif hiicre
dongiisii regiilatorleri ve potansiyel timor baskilayicilar olan {i¢ fakli proteini, p16,
pl14ARF ve p15°i kodlar.

Timor baskilayicilart etkileyen diger iki 6nemli kromozomal degisim p53 ve
Rb gen bolgelerindedir. Yiiksek dereceli mesane TCC’nda kromozom 17p’de LOH
yiiksek frekanslarda goriilmektedir. Rb geni ise ilk izole edilen tiimér baskilayici
gendir. p53 gibi Rb geninin de mesane kanseri progresyonunda Onemli bir rol
oynadigi diistiniilmektedir. Rb gen mutasyonlar1 mesane tiimorlerinin %25-30’unda
tespit edilmistir. Ancak Rb‘de yanlis anlamli mutasyonlar nadirdir ve mutasyona
hassas bolgeler bulunamamastir.

Yiizeyel ve kas invazif TCC’nin mesanede histolojik olarak birbirinden farkh
oldugu ve klinik olarak da birbirinden farkli davrandig1 bilinmektedir. Bu bulgulara
dayanarak mesane kanserinin, kanser olusumu i¢in ¢oklu genetik yolaklara sahip

oldugu sdylenebilir (Williams ve Stein, 2004).

1.3.2. Hiicre Dongiisii ve Regiilasyonu

Normal hiicresel proliferasyon, siklin ve siklin bagimli kinazlarin da iginde
bulundugu protein kompleksleri aracilifiyla diizenlenen hiicre dongiisii ile
gerceklesir. Bu dongiide GO ve G1 fazlan gecislerini kontrol eden tiimdr baskilayici
genler tamimlanmistir. Bu genlerin protein {iriinleri olan p53, pRb, pl6, ve pl4,
mesane tiimorlerinde hiicre dongiisiiniin devami i¢in hayati 6nem tagir. Bir veya daha
¢ok tlimor baskilayict genin inaktivasyonu ve hiicre dongiisiiniin kontroliiniin kayb1
karsinogenezin ilk asamalarinda goriilmektedir. Genin inaktivasyonu mutasyon,

delesyon veya metilasyon ile ger¢eklesebilmektedir ve fonksiyonun degisebilmesi
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icin p53 haricindeki cogu durumda her iki alelin de inaktivasyonu gerekmektedir.
Inaktivasyon iki yolla gerceklesebilmektedir. Birincisinde, kisi mutant alelin birini
kalitim yoluyla almigtir ve ikinci saglikli kopya da c¢evresel yolla alinan mutajenler
veya DNA replikasyon / tamir mekanizmasindaki hata yiiziinden kaybedilir. Ikinci
durumda ise genin her iki kopyasi birbirinden bagimsiz somatik ve ¢evresel olaylarla

kaybedilir.

1.3.2.1. Retinablastoma ve p53

Degismis Rb gen ekspresyonu TCC’nin de i¢inde bulundugu pek cok tiimorde
rapor edilmistir. pRb proteini hiicre dongiisiinii G-S1 kontrol noktasinda inhibe eder.
Fakat pRb, pek c¢ok hiicre dongiisiinii diizenleyen protein ile etkilesim igindedir.
Bunlar; (1) pRb’nin inaktivasyonunu fosforilasyonla katalize eden siklinler, (2) p21,
pl6, ve p27°yi de igeren siklin bagiml kinaz (cdk) inhibitorleri, (3) S fazina gecis
icin gerekli transaktivasyon genlerinden sorumlu transkripsiyon faktorlerinin E2F
ailesidir. Bu etkilesimlerden herhangi birindeki degisim kontrolsiiz hiicre
biiylimesine yol acabilir. Immiinokimyasal teknikler ve molekiiler analizler Rb
degisimlerinin mesane kanserinin ileri asamalar1 ve evreleriyle iligkili oldugunu
gostermistir.

pS3 genindeki mutasyonlar insan tiimorlerinde en yaygin goriilen genetik
hasarlardir. Hiicrede bir DNA hasar1 olustugunda p53 proteinleri artar ve hiicre
dongiisiinli  durdururlar. Bdylece DNA’daki hasarin giderilmesi ve hatanin
ilerlemesinin Onlenmesi saglanir. p53’in diger bir fonksiyonu da p21WAFl/CIPI
ekspresyonunu diizenlemesidir. p53 genindeki mutasyonlar ¢ogu zaman fonksiyonu

bozuk anormal proteinler {iretilmesine yol agar (Williams ve Stein, 2004).

1.3.2.2. Tranzisyonel Hiicre Karsinomunda Hiicre Dongiisiiniin Diizenlenmesi
9p21 lokusundaki delesyonlar pek cok mesane timdrii ve mesane kanseri hiicre
hatlarinda tespit edilmistir. Bu lokus hiicre dongiisii i¢in ¢ok énemlidir ¢linkii p16 ve
pl4 proteinleri bu lokustaki genlerden ifade edilmektedir.
pl6 (diger isimleriyle INK4A, MTS1, CDKN2A) Rb’nin fosforilasyonundan
sorumlu siklin-D’yi bloke eden bir CDK inhibitdriidiir. pl6 mutasyonlar1 ve
delesyonlart mesane kanseri hiicre hatlarinda, skuamoz hiicre karsinomunda ve

sistozomiyazla alakali mesane kanserlerinde siklikla goriilmektedir. pl6’nin
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inaktivasyonu, pRb’nin fosforilasyonunun inhibe edilememesi ve devaminda hiicre
prolifasyonu anlamina gelir.

9p21 lokusundaki diger gen olan pl4 (ARF, farede p19) p53°ii dolayisiyla da
p21 ekspresonunu stimule eder, ayrica proto-onkogen firiinii olan MDM?2 ile
etkileserek p53’iin hiicresel diizeyini kontrol eder (Sekil 1.5.). p14 CDK’lara
baglanamaz veya CDK inhibitorii gibi davranamaz, fakat p21 {izerindeki etkisi
nedeniyle hiicre dongiisiinii herhangi bir noktada durdurabilir.

Normal hiicrelerde MDM2 p53°e baglanarak onu inaktive eder ve degredasyon
icin isaretler. p14’iin MDM2’ye baglanmasi ise MDM2’yi uzaklastirarak p53’iin
degredasyonunu onler. MDM2 geni amplifikasyonlar1 mesane kanserinde pek sik

goriilmemektedir (Williams ve Stein, 2004).
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Sekil 1.5. INK4A/ARF lokusu ve hiicre dongiisii regiilasyonu (Williams ve Stein, 2004)

1.4. Mesane Kanserine Yol Actig1 Diisiiniilen Mesleki, Cevresel ve Genetik
Faktorler
Mesane kanseri, akciger kanseri ile birlikte ciddi epidemiyolojik arastirmalar
yapilan ilk kanser tiirlerinden biridir. Sigara i¢cimi, meslek yiliziinden maruz kalinan
kimyasallar ve kronik enfeksiyonlar gibi mesane kanserine yol acan faktorler
yillardir bilinmektedir. Giliniimiizde tiiketilen gidalarla ilgili faktorler de bu

¢ercevede diistiniilmektedir.
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1.4.1. Cevresel Faktorler

1.4.1.1. Sigara ve Diger Tiitiin Uriinleri

Sigara, uzun yillardir mesane kanserine yol agtigi bilinen ve tanimlanan bir
karsinojendir. Sigara icen kisiler, igmeyenlere gore yaklasik iki ile dort kat arasi
mesane kanserine yakalanma riski tasimaktadir. Sigara ig¢iminin getirdigi riskin
miktara, zamana ve igilen tiitiine gore goreceli olarak degistigi savunulmaktadir. Bazi
calismalar ise giinliikk 15-20 sigaranin bir esik degeri oldugunu ve mesane kanseri
icin asil belirleyici faktoriiniin kullanim siiresi oldugunu savunmaktadir (Olfert vd.,
2006). Sigara dumaniyla birlikte viicuda pek cok kimyasal alinmaktadir. Bu nedenle
sigara i¢ciminin mesane kanseri mekanizmasi iizerindeki etkisi kesin olarak
bilinememektedir, fakat bu kimyasallardan 2-naftilamin ve 4-aminobifenil en silipheli
iki kimyasal ajan olarak goriilmektedir. Sigaradaki bilesiklerin mesane iizerindeki
karsinojenik etkilerinin yaninda, mesane epitelindeki hiperplazi temel alinarak sigara
igiminin proliferasyonu arttirdigi bulunmustur (Zeegers vd., 2004).

Diger tiitiin {irlinleri ve mesane kanseri arasinda heniiz bir baglanti
bulunamamistir. Diger tiitiinlerin de sigara tiitiinli ile yaklasik aym igerige sahip
olmasi nedeniyle pipo ve puro gibi diger tiitiin aligkanliklarinin biyolojik olarak
mesane kanserine yol a¢gmasi olasidir. Fakat puro ve pipo igenlerin dumani sigara
icenlerden ¢ok daha az solumalari, bu kigilerde mesane kanseri yerine bas/boyun gibi
lokal kanserlerin goriilmesini aciklayabilir. Ayrica pasif icicilerin de kan ve

idrarlarinda mutajenler tespit edilmistir (Zeegers vd., 2004).

1.4.1.2. Cinsiyet ve Yas

Genel olarak mesane kanseri erkeklerde kadinlara oranla ii¢ veya bes kat daha
fazla goriilmektedir. Bu 6zellikle endiistrilesmig iilkeler i¢in dogrudur ve mesleki
faktorii diislindiirmektedir, fakat yapilan bazi calismalar meslek ve sigara igin
diizeltme yapildiktan sonra bile erkeklerde mesane kanseri oranim1 daha fazla
bulmustur.

Yapilan arastirmalar mesane kanseri vakalarinin {igte ikisinin 65 yas {isti
kisilerde goriildiigiinii tespit etmistir. 55 ve 69 yasindaki kisilerle karsilastirildiginda
70 yas lstiindeki bireylerde mesane kanseri icin {i¢ kat daha fazla risk goriilmiistiir.

30 ve 54 yas aras1 bireylerle karsilastirildiginda ise risk goreceli olarak daha fazladir.
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1.4.1.3. Aile OyKkiisii
Aile dykiisii de mesane kanseri riskini arttiran bir faktordiir. Mesane kanseri

hastalarinin birinci derece yakinlarinda %200 mesane kanseri riski rapor edilmistir.

1.4.1.4. Idrar Yolu Hastahklar

Gegirilen idrar yolu hastaliklar1 da mesane kanseri i¢in bir risk faktoriidiir.
Schistosoma hematobium adli parazit mesane epitelinde kronik enflamasyona sebep
olmaktadir. Bu parazitin goriildiigii Misir ve Zambia gibi {ilkelerde yiiksek oranda
mesane kanseri bildirilmistir. Bu tarz gelismekte olan {ilkelerde TCC yerine skuamoz
hiicre karsinomu egilimi vardir. Diger enfeksiyonlar, idrar yolu ve bobrek taslari,

mesane kanseri riskini ¢cok az yiikseltmektedir.

1.4.1.5. Diyet, Stvi Al ve Tlaclar

Pek ¢ok ¢alisma meyve ve sebze tliketiminin mesane kanseri riskini azalttigini
gostermistir. Cokca sivi alimi da mesane kanseri riskini azaltmaktadir, ¢iinkii
iirinasyonu arttirmakta, dolayisiyla da mesane epiteli ve karsinojenlerin birbiriyle
temas siiresini azaltmaktadir. Fenasetin iceren analjeziklerin fazla tiiketimi de
fenasetinin anilin tlirevi olmasi nedeniyle mesane kanseri riskini arttirmaktadir

(Olfert vd., 2006).

1.4.2. Mesleki Faktorler

Sigara i¢iminden sonra, meslek faktorii de mesane kanseri i¢in en biiyiik ikinci
risk sayilmaktadir. 1985 yilinda ilk defa Alman cerrah Rehn, magenta
iireticilerindeki artmis mesane kanseri oranlarina dikkat ¢ekti. 1954 yilinda ise kimya
endiistrisinde ¢aliganlarda B-naftilaminin mesane kanseri riskini 200 kat arttirdigi
gosterildi (Case vd., 1954). B-naftilamin, komiir ve komiir katranmin distilasyonu ile
elde edilen bir aromatik amindir. Karsinojik etkileri yiiziinden endiistride kullanimi
Isvigre, Ingiltere ve Italya gibi pek c¢ok iilkede yasaklanirken Amerika gibi bazi
iilkelerde de kullanimi kisitlanmis ve denetim altina alinmustir.

Aromatik aminlerin yaninda boyalar, metaller, endiistriyel yaglar ve polisiklik
aromatik hidrokarbonlar (PAH) da mesane kanseri riskinin artmasi ile alakalidir.
Organik materyallerin piroliz veya pirosentezindeki tamamlanmamig yanmay1 igeren
islemler PAH’lar1 ortaya ¢ikarmaktadir. Sonu¢ olarak maden isgileri, baca

temizleyiciler, ocakgilar, demirciler, zift ve asfalt yapanlar gibi pek ¢ok endiistriyel
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meslek sahibi PAH’lara maruz kalmaktadir. Aromatik amin iiretiminde, boyayla
alakalir iretimde, kauguk ve kablo iiretiminde, tekstil ve deri islerinde, komiir,
aliminyum ve petrol endistrilerinde bahsi gegen kimyasal ajanlara maruz
kalinmaktadir. En bilinen mesane karsinojenleri ve bu karsinojenlere maruz

kalinabilecek endiistriyel alanlar Tablo 1.4’de verilmistir (Olfert vd., 2006).

Tablo 1.4. Bilinen mesane karsinojenleri ve bunlara maruz kalinan endiistriyel alanlar (Bailey
ve Sarosdy, 2001)

Mesane Karsinojenleri Endiistriyel Alanlar

e 2-naftilamin e Kimyasal boya iiretimi

e Benzidin e Kauguk iiretimi (6zellikle lastik ve kablolar)
e 4-aminobifenil o  Komiir gaz tiretimi

e Diklobenzidin e Aritma

e  Ortodianizidin e Atesleyici liretimi

e Ortolidin e Tarmm ilaglari

e Fenasitin e  Tekstil baski atolyeleri

e Klornafazin

e Siklofosfamid

1.4.3. Genetik Faktorler

Cogu zaman maruz kalinan ¢evresel veya mesleki kimyasallar tamamen aktif
halde degildirler. Bu kimyasallarin etkileri viicutta birtakim aktive veya inaktive
edici enzim veya yolaklarla diizenlenir (Thier vd., 2003). Kimyasal prokanserojenik
bilesikler gibi ¢evresel risk faktorleri potansiyel kanserojen formlarina doniisebilmek
icin oksidatif (Faz I) enzimlerle (¢ogunlukla CYP enzimleri) metabolik olarak aktive
edilmelidir. Cogu kanserojen ise Faz Il enzimleri ile detoksifiye edilir. Sonug olarak
bu zenobiyotik ve metabolize edici enzimleri kodlayan lokuslardaki genetik
polimorfizmler, c¢evresel kimyasallarin kanserojenik etkilerine kars1 hastaliga
yatkinlikta kisisel varyasyonlara sebep olur (Longuemaux vd., 1999). insanda
karsinojenlerin aktivasyonu ile ilgili olas1 yolaklar Sekil 1.6.”da verilmistir.

Mutasyonun tehlikelerinden ve genetik bilginin degismesinden kaginmak
amaciyla hiicreler ¢coklu DNA tamir mekanizmalarin1 aktive etme kapasitesine
sahiptir. Her tamir yolagi pek cok molekiili icerir. DNA tamir genlerindeki
polimorfizmler protein fonksiyonunu ve kisinin hasar gérmiis DNA’y1 tamir

kapasitesini  degistirebilir. DNA tamir kapasitesindeki bu farklilik kisiyi
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kanserojenlere daha hassas, kanser olusumuna da daha yatkin kilar (Franekova vd.,

2008).
NH,
N= 4
[ N—CH, DNA-reactive
RN S products of
Il metabolic
N activation
Heterocyclic o
: I %
amines Q ﬁ(?
e.g. 1Q, PhIP
Q 1 (39 :
SULT (3
CYE (63) UL H-N—h 080, L
}.\m —» H-N-OH \ ™4 Nm
—N*OCH —7
\_ N, "G
Phl[’ 8 ’1?’ £39)
¢ 2 0 bl
Aromatic * —T1
amines -ABE « 59) e 03‘5
BE4ADE CYP (86) g Lol Dihydrodiol
+mEH (87, 88) ; o @ i
7,12 DMBA— H,-RC7-OH s w0
= R
PAHs - = CYP(ET) s
S i + mEH (37, 88) Dihydroxy Tetrol ——l % Electrophile
i = = — . =
BlalP, metabolite
DMBA
BlalP

Sekil 1.6. Karsinojenlerin metabolik aktivasyon yolaklar1 (Williams, 2001)

1.5. Mesane Kanserinin Genetigi
Mesane kanserinde rolii olan polimorfik genler, DNA tamir genleri ve

metabolik genler olarak iki ana baglik halinde incelenebilir.

1.5.1.
1.5.1.1. XRCC Genleri
Yapilan ¢aligmalar XRCC1 ve XRCC3 genlerindeki amino asit degisiminin

Mesane Kanseri ile ilgili DNA Tamir Genleri ve Polimorfizmler

mesane, kolon, meme ve akciger kanseriyle alakali oldugunu gostermistir. DNA
tamir geni XRCC grup 1 (XRCC1), igsel ve digsal oksidanlarin yol agtig1 tek zincir
kirilmalar1 ve hasar gormiis DNA’nin baz eksizyon tamiri mekanizmalarinda yer alan
bir proteini kodlar. XRCCI1, tamir reaksiyonlarmin ¢oklu enzimatik bilesikleriyle
etkilesebilir. Argl94Trp, Arg280His ve Arg399GIn insanda yaygm goriilen iig
polimorfizmdir. Arg399GIn polimorfizmi, azalan DNA tamir kapasitesinin birkag
fenotipik markorii ile alakalidir. XRCC1 Arg399GIn polimorfizminin mesane
kanserinde rolii bulunmaktadir. Arg399GIn varyanti i¢cin homozigot olan ornekler

arasinda yabanil tip 1 ve 2 alellerine gore daha diisiik risk gozlenmistir. Bu baglanti
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agir sigara tiryakileri arasinda daha giicliidiir. Diger yandan XRCC1 kodon 280
varyant aleli ve mesane kanseri arasinda bir baglanti bulunamamigtir. Kodon 194
varyant alelinin ise koruyucu etkisi oldugu diigtiniilmektedir.

XRCC grup 3 (XRCC3) geni ise ¢ift zincir kirilmalarinin homolog
rekombinasyon yolu ile tamiri, kromozomal ayrilma ve DNA’nin ¢apraz baglarin
tamiri i¢in gereklidir. XRCC3 geni kodon 241°deki bir polimorfizm olan Thr — Met
degisimine sebep olur. Shen ve arkadaslari (2003) XRCC3 kodon241
polimorfizminin 6zellikle sigara tiryakilerinde mesane kanserine kars1 koruyucu bir
etkisi oldugunu gostermistir. Stern ve arkadaslar1 (2002) ise kodon241Met alelinin en
az birine sahip olunmasmin mesane kanseri icin pozitif bir etkisi olduguna dair
kiigiik bir kanit bulmustur. Sigara tiryakileri arasinda Met aleline sahip bireyler,

olmayanlara oranla iki kat risk altindadir (Franekova vd., 2008).

1.5.1.2. XP Genleri

XP(A-G) proteinleri DNA hasarinin taninmast ve kesilmesi islemlerinde
onemli bir role sahiptir. XP proteinleri, DNA zinciri ayrnimi (XPA, replikasyon
proteini A ile kompleksi), tamir kompleksi formasyonu (XPC, hHR23B ile
kompleksi; XPF, ERCCI ile kompleksi), ve tamir faktorii aliminin da dahil oldugu
niikleotid eksizyon tamiri igleminin pek ¢cok asamasinda anahtar elemanlardir.

XPG geni xeroderma pigmentosum tamamlayict grup G’den sorumludur ve
niikleotid eksizyon tamirinin iki kesme islemi i¢in hayati olan 1186 amino asitlik bir
endoniikleaz kodlar. Ekzon 15’deki bir SNP (G3507C, Aspl104His) ve mesane
kanseri arasinda bir iliski gézlenmistir. homozigot genotip C/C risk faktorii olarak
diisliniilmektedir.

XPC geninde C/A SNP’sinin ekzon 15 kodon 939°da lizini glutamine ¢evirdigi
bilinmektedir. Sanyal ve arkadaslar1 (2004) bu polimorfizm ve mesane kanseri riski
arasinda giiclii bir baglant1 gézlemistir. Diger yandan Sak ve arkadaslar1 (2005) bu
polimorfizm ve mesane kanseri arasinda herhangi bir baglant1 bulamamistir. XPC
geni ve mesane kanseri arasindaki baglanti hala a¢ik degildir ve daha fazla calismaya
ihtiya¢ duyulmaktadir.

XPD geni iizerinde pek ¢cok polimorfizm tanimlanmistir fakat higbiri ile mesane

kanseri arasinda bir baglant1 bulunamamustir (Franekova vd., 2008).
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1.5.2. Mesane Kanseri ile Tlgili Metabolik Genler ve Polimorfizmler
1.5.2.1. NAT Genleri

N-asetiltransferaz 1 (NATI1) ve 2 (NAT2) tek ve intronsuz protein kodlayan
ekzonlarin tirtinleridir. NAT1 ve NAT2 insanda kromozom 8p22°de yer alir. NAT 1n
iki izoenzimi, NAT1 ve NAT2, polimorfiktirler ve her ikisi de aromatik ve
heterosiklik aminlerin  N-asetilasyonunu (genellikle deaktivasyon) ve O-
asetilasyonunu (genellikle aktivasyon) katalize ederler (Franekova vd., 2008).

NATI1 enzimi, asetil-CoA’dan bir asetil grubunu iginde folat katabolit p-
aminobenzoilglutamat’in da bulundugu arilamin ve hidrazin substratlarma transfer
eder. Simdiye kadar pek c¢ok NAT1 varyant aleli tamimlanmstir
(http://louisville.edu/medschool/pharmacology/NAT.html). Bunlardan birkaginin
(NAT1*14 ve NATI1*15 gibi) enzim aktivitesinin bulunmadigi bilindigi halde
bazilarinin fonksiyonel 6nemi hala bilinmemektedir.

Faz 11 enzimlerinden biri olan NAT2, heterosiklik arilaminlerin timor
baslangiciyla alakali onemli karsinojenler olan elektrofilik nitrenyum iyonlarina
biyo-doniisiimiinde rol oynarlar. NAT2 ¢ok ¢esitli aromatik aminlerin, heterosiklik
aminlerin ve hidrazin ilaglarin aktivasyon ve deaktivasyonunu katalize eder. 13
SNP’ye dayanarak 30 tane NAT2 aleli tanimlanmigtir
(http://louisville.edu/medschool/pharmacology/NAT.html). NAT2 genindeki bir
amino asit degisimi siklikla enzim fonksiyonunda aksamaya sebep olur. Avrupa
popiilasyonunda NAT2*5B, NAT2*6A ve NAT2*7A bunlardan en Onemlileridir
(Thier vd., 2003; Franekova vd., 2008).

NAT varyantlarinin kanserde kisisel yatkinhig1 degistirdigi diistiniilmektedir.
Yavas NAT?2 asetilasyon kapasitesi, kolon kanseri riskini diigiiriirken mesane, gogiis,
karaciger ve akciger kanserleri riskini arttirmaktadir. NAT1 aktivitesinin artmasi ise
akciger kanseri riskini azaltirken mesane ve kolon kanseri riskini arttirmaktdir.
Mesane kanseri i¢in risk faktorii oldugu bilinen, sigaradan alinan aromatik aminler,
NAT enzimleri ile metabolize edildiginden sigara icimiyle alakali mesane kanserini

modiile ederler (Franekova vd., 2008).
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1.5.2.2. GST Genleri

Sitozolik glutatyon transferazlar (GST) faz II enzimlerin bir siiper-ailesidir.
Cogu alt-aileleri polimorfik izoenzimleri igerir. Bu enzimlerdeki genetik
polimorfizmler kanser, kardiyovaskiiler ve solunum hastaliklarina kisisel yatkinlig
etkiler.

GSTM1, benzopiren gibi karsinojenik polisiklik aromatik hidrokarbonlari
detoksifiye eder. GSTTI, etilen oksit gibi daha kii¢iik reaktif hidrokarbonlari
detoksifiye eder. GSTP1, bircok zenobiyotikin konjugasyonu ve detoksifiyasyonu ile
alakalidir. GSTM1, GSTT1 ve GSTP1 genlerindeki polimorfizmler pek ¢ok kanserde
goreceli olarak risk faktoriidiir. GSTM1 ve GSTT1’in “null” alelleri 6zellikle sigara
tiryakilerinde mesane kanseri i¢in risk faktoriidiir. GSTP1’in mesane kanseri i¢in risk
faktorii olusturup olusturmadigini anlamak i¢in daha fazla caligmaya ihtiyag

duyulmaktadir.

1.5.2.3. Siilfotransferaz 1A1 (SULT1A1)

Siilfotransferazlar (SULT) pek cok zenobiyotik, ilag ve endojen bilesikleri
silfonasyonunu katalize eden enzimlerin siipergen ailesindendir. Siilfotransferazlar
yetigkinlerde ve gelisen insan fetiisiinde ana detoksifikasyon enzim sistemlerinden
biri olarak rol oynarlar. Popiilasyonda SULT i¢in genelde fazla SNP goriilmez fakat
1Al izoformunda yaygmndir ve pek ¢ok timdr bolgesinde kanser riskiyle
iliskilendirilmigtir. SULT1A1 genindeki G/A polimorfizmi Arg/His amino asit
degisimine yol agar. His213 aleli aktivitesi diisiiktiir ve termal stabilitesi azdir.
Yapilan calismalar bu polimorfizmin mesane kanserinde koruyucu etkisi oldugunu

gostermistir.

1.5.2.4. NAD(P)H dehidrojenaz, kinon 1 (NQO1)

NQOI, zenobiyotik ve endojen kinonlarin elektrofilik ve oksidize edici
metabolitlerine kars1 hiicresel savunmada yer alan kimyasal koruyucu bir enzimdir.
NQO1 aym zamanda hiicre igindeki siiperoksitleri temizler. Bu gendeki
polimorfizmler enzim aktivitesini etkiler. NQO1 genindeki bir C/T tranzisyonu
kodon 187’de prolin/serin degisimine yol agarak enzim aktivitesini biiyiik Olciide
disiiriir. Varyant alelin mesane kanserinin yiiksek riski ile iliskisi bulunmustur

(Franekova vd., 2008).
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1.5.2.5. MTHFR

Metilentetrahidrofolat rediiktaz, 5,10-metilentetrahidrofolat’s (deoksitimidin
monofosfat sentezinde metil dondriidiir) S-metiltetrahidrofolat’a ¢evirir. Folat
eksikligi DNA zincirinin kirilmalart ve urasilin DNA baglanmasi ile alakalidir. Eger
bir MTHFR polimorfik varyanti enzimatik aktiviteyi diislirerek hiicrede folat
seviyesini diisiiriirse DNA zincirinin kirilma egilimini ve kanser olusumu olasiligini
arttirtr.  Diger yandan varyant MTHFR aktivitesi metil dondrleri miktarimi
etkileyebilir ve sonu¢ olarak bir anahtar tiimor baskilayic1 veya promotorun
metilasyon durumunu degismesine yol acarak mesane karsinogenezine dahil olabilir.
MTHFR genindeki 677C>T ve 1298A>C polimorfizmleri enzim aktivitesini
disiirmektedir. Simdiye kadar bu polimorfizmlerin mesane kanseri ile ilgisini

aragtiran ¢aligmalar birbiriyle ¢eliskili sonuglar vermistir (Karagas vd., 2005).

1.5.2.6. Sitokrom P-450 (CYP) Genleri

CYP enzimleri, faz I ilag metabolizmasin1 katalizleyen en dnemli enzimler olan
karacigerdeki mikrozomal enzim siiper ailesindendir. 20°den fazla CYP enzimi
mevcuttur ve bu enzim sistemi bir hayli polimorfiktir (http://www.cypalleles.ki.se/).
Birka¢ CYP geni i¢in mesane kanseri riski ¢aligmasi yapilmistir.

Insan CYP1A1l enzimi pek cok epitel dokusunda bulunur ve PAH’lar ve
aromatik aminler gibi tiitinden gelen prokarsinojenlerin aktivasyonunda rol alir.
Beyaz irk popiilasyonunun %10°u CYP1A1l enziminin benzo[a]pyrene hidroksilaz
diye anilan bir formuna sahiptir ve bu form sigara icenlerde bronsiyal, larenjeyal ve
agiz boslugu tiimorleri ile alakali bulunmustur. Heme-baglanma bdlgesindeki
CYPIA1 Ile-Val (m2) mutasyonu mikrozomal enzim aktivitesinde ve CYP1A1 Mspl
(ml) mutasyonu deneysel olarak katalitik aktivitede artmaya sebep olur. Ekzon 7 Ile-
Val mutasyonuna sahip sigara igicilerinin beyaz kan hiicrelerinde icmeyenlere gore
daha fazla PAH-DNA birlesimleri bulunmustur. Homozigot CYP1A1 Mspl aleli
frekansinda 6nemli etnik farkliliklar gozlenmistir. Mspl ve Val alellerinin her ikisi de
beyaz 1wrkta Japon popiilasyonuna gore daha nadirdir. Beyaz 1k ve Japon
poplilasyonunda yapilan iki caligmada (Katoh vd., 1995; Brockméller vd., 1996)
mesane kanseri ile 6onemli bir baglanti bulunamamistir fakat immiinohistokimyasal
yollarla mesane tiimoriiniin asamas1 ve yiiksek CYP1A1 ekspresyonu arasinda bir

korelasyon tespit edilmistir (Bartsch vd., 2000).
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CYP1Al mutasyonlarinin frekans1 degisik etnik gruplar arasinda varyasyon
gostermektedir. ml ve m2 mutasyonlart uzak Asya popiilasyonlarinda yiiksek
prevalans gosterirken, beyaz 1rkta disiik frekans gdstermektedir. ml ve m2
mutasyonlari tiim ¢aligmalarda birbiriyle alakali bulunmustur. m4 mutasyonu Alman
ve Polonyali popiilasyonlarinda arastirilirken, m3 mutasyonu ise sadece
Afrikalilarda tespit edilmistir. Molekiiler ve epidemiyolojik ¢alismalarda m1 ve m2
mutasyonunu iceren CYP1A1*2B aleli akciger kanserinin artan riski ile alakali
oldugu bulunmustur (Aynacioglu vd., 1998). CYP1A1 geni iizerinde bu dort dnemli

mutasyon (ml, m2, m3, m4) Sekil 1.7.’de gosterilmistir.

m4 m3 m1
C4887A A4889G T5639C T6235C

(Thr/Asn)es:  (lle/Val)asz
1000 2000 3000 4000 500’0 EDUO
| ! | |

.I ____l].]:-:]—
AN N °

Exon 1 Exon2 Exon3 Exon4 Exon5 Exon6 Exon?7

Sekil 1.7. m1, m2, m3 ve m4 mutasyonlarinin insan CYP1A1 geni {izerinde lokalizasyonu
(Cascorbi vd., 1996)

Insan CYP1B1 geni kromozom 2p21°de bulunmakta olup, ii¢ ekzon ve iki
intronu ile yaklasik 10kb uzunlugundadir. mRNA’st 5.1 kb uzunlugundadir ve
protein dizisi 543 amino asitten olusur (Sekil 1.8.). mRNA’s1 pek cok ekstrahepatik
dokuda eksprese edilmesine ragmen insan dokularinda CYP1BI1 protein seviyesi
genellikle c¢ok disiiktiir. 2001 yilinda Spivack vd., mRNA ve protein
ekspresyonlarina dayanarak CYP1BI’in insanda genellikle akcigerde ekprese
edildigini  iddia etmistir ve bu fikir CYPI1B1’nin akcigerde kanser
metabolizmasindaki  6nemli bir faz I enzimi olabilecegini diisiindiirmiistiir.
CYPIB1’in normal insan dokularinda genellikle diisiik olan ekpresyonunun tam
tersine meme, kolon, akciger, deri, lenf diigiimii, beyin, testis ve 6zofagusun da
icinde bulundugu pek ¢ok kanserde asir1 eksprese oldugu gézlemlenmistir (Thier vd.,
2002).

CYPI1BI1, pek cok PAH’lari, aromatik ve heterosiklik aminleri aktive eder.
CYPIB!l’in aym1 zamanda aflatoksin B1’i mutajenik metabolitlere ve o-

hydroxylating estradiol’ii 4-hidroksiestradiole aktive edici 6zel bir fonksiyonu
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bulunmaktadir. insan CYP1B1’i benzo[a]pyrene’i karsinojenik metabolit diol epoksit
2’ye metabolizmasini gerceklestirir. Ayn1 zamanda 7,12-dimethylbenz[a]anthracene’
i biyoaktive eder. Bu durum, CYPIB1’in tiitlin i¢imine &zel karsinojenlerin

aktivasyonu ile potansiyel iliskisini gosterir.

DNA 371 104 _sor
(2p21) 5 ——exon 1 —l exon 2 — exon 3
~ 390
10 kb {intron) (intron)
# +1§29
-346 ___+4756
mRNA ’ 1 ‘ 2 3
5.1 kb ‘
CYP1B1

Protein
543 aa I—

1 543

Sekil 1.8. CYP1B1 geninin yapisi (Thier vd., 2002)

Yapilan calismalar, CYP1B1 genindeki polimorfizmlerin, 6zellikle de kodon
432 polimorfizminin, insan solunum yolu ve meme kanserlerinde farkh kisisel
yatkinliga katkida bulunan prokarsinojenlere ve steroid hormonlara karsi katalitik
fonksiyonunda degisimlere sebep olabilecegine isaret etmektedir. CYP1BI’in
Leu432/Val432 alelik varyantlarimin PAH metabolizmasi1 {izerindeki etkisi tam
olarak anlasilamamigtir. Shimada vd. (2001), benzo[a]pyrene’nin 7,8-dihydrodiol
metabolitine déniisiimii icin Leu432 enziminde yiiksek aktivite gézlemlemistir. Insan
bas ve boyun kanserinde, sigara i¢imi goz Oniinde bulunduruldugunda, CYP1B1
kodon 432 polimorfizminin sigara icenler arasinda hastaliga yatkinlik faktorii oldugu
belirlenmistir (Thier vd., 2002)

CYP2D6 geni, subsratlar1 aromatik aminler ve tiitiin nitrosaminleri de igeren
debriskinon hidroksilaz enzimini kodlar. CYP2D6 lokusu 22q13.1°de haritalanmstir.
Bu gen iizerindeki homozigot resesif mutasyonlardan dolay1 beyaz irkin yaklasik %
5-10’u cesitli maddeleri metabolize edemezler ve zayif metabolizér (PM) olarak
adlandirilir. Zay1f metabolizor fenotipin mesane kanseri yatkinhiginin disiikliigiiyle
alakali olmasi, bu enzimin prokarsinojenlerin karsinojenlere doniisiimiiyle alakali
olabilecegini isaret etmektedir. CYP2D6 lokusunda PM fenotipinden sorumlu en
yaygin mutasyonlar tanmimlanmistir. Ekzon 3 ve intron 4 birlesimindeki G/A

tranzisyonu erken bitis kodonu ve hatali mRNA’ya sebep olmakta ve mutant alellerin
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yaklasik %80’ini olusturmaktadir. Tiim CYP2D6 geninin delesyonu PM alellerinin
%15’ini olusturmaktadir (Sobti vd., 2005; Febbo vd., 1998).

CYP2EI, etanoliin yaninda, sigara i¢imiyle gelen N’-nitrosonornicotine, 4-
methylnitrosamino-1,3-pyridyl-1-butanone ve diger ugucu nitrosaminleri de igeren
pek cok prokarsinojeni metabolize eder. Chlorzoxazone 6-hidroksilasyonu CYP2E1
tarafindan katalizlenir. Insan CYP2E1 geninde, muhtemelen gen-gevre etkisiyle
yorumlanabilecek, kisiler arasi yaygin ekspresyon varyasyonlari tespit edilmistir.
Sigara dumanina maruz birakilan farelerde CYP2E1 indiiklenmistir (Bartsch vd.,
2000).

CYP2EI geni iizerinde en sik calisilan RFLPler, genin 5’ ucunda yer alan ve
degismis enzim ekspresyonu ile alakali Pstl/Rsal (mutant alel: CYP2E1*5B) ve
intron 6’da yer alan Dral (mutant alel: CYP2E1*6) polimorfizmleridir. Bu
polimorfizmler birlikte CYP2E1*5A alelini olusturur. Ayrica Rsal (G.1259C) ve Pstl
(C.1001T) birbirleriyle tam LD halindedir. CYP2E1*6 alel varyantt Avrupa
popiilasyonunun yaklasik %10’ unda goriilmiistiir. Yakin bir zamanda, Haufroid vd.
(2002) CYP2E1*6 alelinin en az birine sahip bireylerde homozigot yabanil tipteki
bireylere gore daha diisiik chlorzoxazone metabolik oranlari bulmustur. Avrupalilar
ve Asyalilarin CYP2E1*5A alel frekanslar1 arasinda Onemli etnik farklar
bulunmustur. Bu alel i¢in Avrupalilarin yaklasik %5°i heterozigotken Asyalilarin
%37’si heterozigot ve %6’s1 homozigottur. CYP2E1*5A alelinin bu keskin inter-
etnik farkliliklarindan dolay1 genetik polimorfizmler, enzim ekspresyonu ve kimyasal
metabolizmasi hala net degildir ve yapilan ¢alismalar birbiriyle ¢elismektedir (Bolt

vd., 2003).



23

2. AMAC

Mesane kanseri diinyada en ¢ok goriilen kanser tiirleri arasinda yer almaktadir.
Yapilan pek cok ¢alisma sigara i¢imi, meslek ve diger ¢evresel faktorler sebebiyle
maruz kalman kimyasallarin mesane kanseri i¢in risk faktorii oldugunu gostermistir.
Aromatik aminler, PAH’lar ve N-nitrozo bilesikler gibi pek ¢ok kimyasal tek basina
mutasyon yaratacak kapasitede degildir ve biyo-aktivasyonlar1 gerekmektedir. Bu
prokarsinojenler faz I enzimi olarak adlandirilan oksidatif enzimler ile metabolik
olarak aktive edilir. Cogu kanserojen ise faz Il enzimleri tarafindan detoksifiye edilir.
Aktivasyon ve detoksifikasyon arasindaki bu denge viicuttaki biyo-aktif zehirli
maddelerin dozunu belirler. Enzim aktiviteleri arasindaki kisisel farkliliklar viicuttaki
bu aktif kimyasallarin dozunu ve dolayisiyla kansere kisisel yatkinligr da
etkilemektedir.

Faz 1 metabolizmasin1 katalizleyen en 6nemli enzimler olduk¢a polimorfik
CYP enzim siiper-ailesidir. CYP polimorfizmlerinin bazilarimin enzim aktivitesini
degistirdigi, dolayisiyla maruz kalmman zehirli kimyasallarin viicuttaki biyo-aktif
dengeyi degistirerek kansere yatkinligi etkiledigi diisiiniilmektedir. Ancak bu
polimorfizmler popiilasyonlar arasinda etnik farkliliklar gostermektedir. Bu nedenle
CYP polimorfizmlerinin farkli popiilasyonlarda calisilmasi, kanserle iligkisinin
acikliga kavusturulmasi ve gen-gevre iligkisinin kurulabilmesi acgisindan 6nem
tasimaktadir.

Bu tez kapsaminda mesane kanseri iizerinde ¢ok az calisilmis, fakat diger
kanser tiirleri ile iligkili bulunmus CYP1A1, CYP1B1, CYP2D6 ve CYP2E1 genleri
iizerindeki dokuz polimorfizmin Tiirk popiilasyonunda incelenmesi ve mesane
kanseri ile iligskisinin saptanmasi hedeflenmistir. Hasta ve saglikli bireylerin
tagidiklar1 polimorfizmlerin alel frekanslar1 kargilastirilarak bu polimorfizmlerin
Tirk popiilasyonunda mesane kanseri icin bir risk teskil edip etmedigi
belirlenecektir. Ek olarak, yas, cinsiyet ve sigara kullanimi gibi cevresel faktorlerin
mesane kanserine etkisi arastirilacak ve bu faktorlerin genetik polimorfizmlerle
etkilesimi incelenecektir. Bu sayede Tiirk mesane kanseri hastalarinda CYP
polimorfizmleri ve ¢evresel faktorlerin hastalik i¢in olusturduklan risk faktorlerinin
ilk kez belirlenmesi ve bu konuda yapilacak olan ileriki ¢aligmalar igin belirleyici

olmasi hedeflenmektedir.
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3. GERECLER

3.1. Caismada Kullanilan Ornekler

Bu arastirmadaki hasta grubu 6rnekleri ve bu hastalara ait patolojik bilgiler,
Mart 2006 — Mart 2008 tarihleri arasinda Istanbul Sisli Etfal Hastanesi Uroloji
Poliklinigi’ne bagvuran ve mesane kanseri teshisi konulan hastalardan alinmistir. Her
hastadan molekiiler analizi yapilmak {izere 10 ml kan temin edilmis ve bu kanlar
DNA izolasyonu gerceklestirilene kadar EDTA iceren tiipler icerisinde +4°C’de
saklanmigtir. Her hasta ile yapilan anketlerle hastalarin cinsiyet, yas, dogum yeri,
meslek gibi demografik bilgileri yaninda sigara i¢imi, miktar ve siiresi bilgileri de
elde edilmistir.

Calismadaki kontrol grubu 6rnekleri ise goniillii deneklerden alinan agiz ici
epiteli hiicreleri ile olusturulmustur. Herhangi bir kanser ge¢misi olmama sarti
disinda denekler tamamen rastgele secilmistir. Tiim goniillii deneklere de anket
uygulanarak hasta grubu i¢in belirtilen bilgilere ulasilmstir.

Bu caligmada 62’si hasta ve 73’ii kontrol olmak lizere toplam 135 kisi ile
calisilmigtir. Hasta ve kontrol grubu o&rnekleri, bireylerin ¢aligma hakkinda

bilgilendirilmesi ve yazili onaylarimin alinmasindan sonra toplanmustir.

3.2. Kimyasallar

Bu calismada kullamilan tiim kati ve sivi kimyasallar molekiiler biyoloji
kalitesinde olup, aksi belirtilmedigi takdirde marka olarak Sigma (ABD) ya da
Merck (ALMANYA) tercih edilmistir.

3.3. Tamponlar, Soliisyonlar ve Enzimler
3.3.1. Kit ile DNA izolasyonu

Kan orneklerinden DNA izolasyonu amaciyla High Pure PCR Template
Preparation Kit (Roche, ALMANY A) kullanilmistir.

Yanak i¢i epitelinden DNA izolasyonu amaciyla Puregene Genomic DNA

Purification Kit (Gentra Systems, ABD) Kullanilmustir.
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3.3.2. Hizh Genomik DNA izolasyonu (RGDE) Metodu ile Kandan DNA

Izolasyonunda Kullanilan Tamponlar ve Soliisyonlar

Hiicre Lizis Tamponu (pH 8.0)

: 10 mm/L Tris-HCI,
% 11 (w/v) Siikroz,
5 mm/L MgCl,
% 1 (v/v) Triton X-100

Hiicre Cekirdegi Lizis Tamponu (pH 8.0) : 10 mm/L Tris-HCI,

Sodyum Kloriir (NaCl)

Kloroform (CHCls)

izopropanol (C3;HsO)

TE Tamponu

% 1 (w/v) SDS,

10 mm/L EDTA,

10 mm/L Sodyum Sitrat

: dH,O’da 5SM

: Saf kloroform (%100)

: Saf izopropanol (%100)

: 20 mM Tris-HCI (pH 8.0),
0.1 mM EDTA (pH 8.0)

3.3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Tamponlar1 ve DNA Polimeraz

Enzimleri

10X MgCl,’siiz Tampon

MgClz

Deoksiriboniikleotidler (ANTP)

: 200 mM (NH4)st4

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

: dH,0’da 25 mM (Fermentas, LITVANYA)

: 100 mM dATP, dCTP, dGTP ve dTTP

(Fermentas, LITVANYA)
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Taq DNA Polimeraz : Rekombinant Taqg DNA Polimeraz
(Fermentas, LITVANYA)
: Fast Start DNA polimeraz

(Roche, ALMANYA)

3.3.4. Restriksiyon Enzimleri ve Reaksiyon Tamponlari

Mspl

Reaksiyon Tamponu

Tanima Dizisi

BseMI (BsrDI)

Reaksiyon Tamponu

Tanima Dizisi

Eco31I (Bsal)

Reaksiyon Tamponu

Tanima Dizisi

Eco571

Reaksiyon Tamponu

Tanima Dizisi

: 20 U/ul (New England BioLabs, ABD)
: NE Buffer 2 (New England BioLabs, ABD)

50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI,
10 mM MgCl,, 1 mM ditiyotretiyol,
pH 7.9

157 CrCGG 37

3" GGMCC 5’

: 5 U/ul (Fermentas, LITVANYA)
: Buffer R (Fermentas, LITVANYA)

10 mM Tris-HCI (pH 8.5), 10 mM MgCl,,
100 mM KCl, 0.1 mg/ml BSA

: 5" GCAATGNN" 37

3" CGTTACNN 5’

: 10 U/ul (Fermentas, LITVANYA)
: Buffer G (Fermentas, LITVANYA)

10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM MgCl,,
50 mM NacCl, 0.1 mg/ml BSA

: 5" GGTCTC(N)* 3

3" CCAGAG(N)s" 5

: 5 U/ul (Fermentas, LITVANYA)
: Buffer G + SAM (Fermentas, LITVANYA)

10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM MgCl,,
50 mM NacCl, 0.1 mg/ml BSA
+0.01 mM S-adenosylmethionine (SAM)

: 5" CTGAAG(N) 6" 3"

3" GACTTC(N) 14" 5



ScrFI

Reaksiyon Tamponu

Tanima Dizisi

Pstl

Reaksiyon Tamponu

Tanima Dizisi

Rsal

Reaksiyon Tamponu

Tanima Dizisi

Dral

Reaksiyon Tamponu

Tanima Dizisi
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: 10 U/pl (Roche, ALMANYA)
: SuRE/Cut Buffer B (Roche, ALMANYA)

100 mM Tris-HCI, 50 mM MgCl2,
1 M NaCl, 10 mM 2-Merkaptoetanol,
pH 8.0

: 5" CC"NGG 37

3" GGN"CC 5’

: 10 U/pl (Roche, ALMANYA)
: SuRE/Cut Buffer H (Roche, ALMANYA)

500 mM Tris-HCI, 100 mM MgCl2,
1 M NacCl, 10 mM Dithioeritritol,
pH 7.5

: 5" CTGCANG 3

3" G*ACGTC 57

: 10 U/ul (Roche, ALMANYA)
: SURE/Cut Buffer L (Roche, ALMANYA)

100 mM Tris-HCI, 100 mM MgCl2,
10 mM Dithioerytritol, pH 7.5

: 5" CTrPAC 37

3" CANTG 5’

: 10 U/ul (Roche, ALMANYA)
: SURE/Cut Buffer M (Roche, ALMANYA)

100 mM Tris-HCI, 100 mM MgCl2,
500 mM NaCl, 10 mM Dithioerytritol,
pH 7.5

:5S"TTTCAAA 3

3" AAANTTT 57
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3.3.5. Elektroforez Tamponlar: ve Jel Sistemleri

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

10X Bromofenol Mavisi (BPB)

Etidyum Bromid (EtBr)

% 1 veya 2’lik Agaroz Jel

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

: 2.5 mg/ml BPB

: 10 mg/ml

: 0.5 X TBE Tamponunda %1 veya %2 (w/v)

agaroz

3.3.6. Oligoniikleotid Primerler

Tablo 3.1. CYP lokuslarindaki polimorfik bolgeleri ¢ogaltmak i¢in kullanilan primer

dizileri
Lokus Polimorfizm Primer Dizisi (5°— 3°)
CYP1Al ml | rs4646903 1A1 M3F: GGCTGAGCAATCTGACCCTA
CYPIA1 m3 | (Mspl) 1A1 P80: TAGGAGTCTTGTCTCATGCCT
CYPIA1l m2 | rs1048943
(BsrDI) 1A1 M2F: CTGTCTCCCTCTGGTTACAGGAAGC
CYPIAl m4 | rs1799814 1A1 M2R: TTCCACCCGTTGCAGCAGGATAGCC
(Bsal)
CYPIBI rs1056836 IBIF Eco571: GTGGTTTTTGTCAACCAGTTG
(Eco571) 1B1R Eco57I: GCCTCTTGCTTCTTATTGGCA
CYP2D6 rs3892097 2D6*B ex3: GCCTTCGCCAACCACTCCG
(ScrFI) 2D6*B int4: AAATCCTGCTCTTCCGAGGC
CYP2E1 5B | rs3813867
(PstD) 2E1*5bF: CCAGTCGAGTCTACATTGTCA
CYP2E1 5B | rs2031920 2E1*5bR: TTCATTCTGTCTTCTAACTGG
(Rsal)
CYP2E1 6 rs6413432 2E1*6: TCGTCAGTTCCTGAAAGCAGG
(Dral) 2E1¥62: GAGCTCTGATGCAAGTATCGCA
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3.3.7. DNA Biiyiikliik Markorleri

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

(Fermentas, LITVANYA)

GeneRuler 100 b¢ DNA markori : 80, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800,
900, 1000 baz ciftlik fragmentler iceren DNA
markdri

(Fermentas, LITVANYA)

3.3.8. Cihazlar

Otoklav : Dik Tip Otoklav (BES, TURKIYE)
Tartilar : Hassas Terazi, XB 220 A (Presica,
ISVICRE)

Terazi, KB 400-2 (KERN, ALMANYA)

Santrifiijler : Mikrosantrifiij, MiniSpin Plus (Eppendorf,
ALMANYA)
Derin Dondurucular : -20°C, 2021 D (Argelik, TURKIYE)

-20°C, GSD26410NE (Bosch, ALMANYA)

Dokiimantasyon Sistemleri : Bio-RAD Universal Hood I (BIO-RAD,
ITALYA)
Yatay Elektroforez Sistemleri : Flowgen (INGILTERE)

Sub-Cell GT (BIO-RAD, ITALYA)

Is1 Blogu : DB 2D (Techne, INGILTERE)



Gii¢ Kaynaklar

Manyetik Karigtiricilar

Buzdolaplar1

Spektrofotometreler

Thermo-Cycler

Vorteks

Su Banyolar

Su Aritma Sistemi

30

: EPS 301 (Amersham Pharmacia Biotech,

ISVEQ)
PowerPac Basic (BIO-RAD, ITALYA)
PowerPac Universal (BIO-RAD, ITALYA)

: MR 3001 (Heidolph, ALMANYA)

: 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. YONTEMLER

4.1. Periferal Kan Orneklerinden DNA izolasyonu
Bu ¢alismada kan 6rneklerinden DNA elde etmek icin RGDE metodu ve DNA

izolasyon kiti kullanilmstir.

4.1.1. RGDE Metodu

Daha 6nce hastalardan toplanip EDTA’l1 tiiplerde saklanan kan 6rneklerinden
500’er pl alinarak 1.5 ml’lik eppendorf tiipe aktarilir ve {izerine 1000 pl hiicre lizis
tamponu eklenir. Tiip hafifce calkalanarak tampon ve kan oOrneginin birbirine
karigmasi saglanir ve 6000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilir. Siipernatant atilir, pellet
1000 pl hiicre lizis tamponunda tekrar ¢oziiliir ve yine 6000 rpm’de 2 dakika
santrifiij edilir. Bu asama krem rengi pellet elde edene kadar 1-2 defa tekrarlanir.
Pelletin {izerine 300 pl hiicre ¢ekirdegi lizis tamponu eklenir ve pelletin ¢oziilmesi
saglanir. 100 pl 5M NaCl ve 600 pl kloroform eklenerek tiip nazikce galkalanir ve
ardindan 6000rpm’de 2 dakika santrifiij edilir. Bu asamada tiipte iki faz gozlenir.
Alttaki organik faza karistirmadan istteki faz bir mikropipet yardimiyla dikkatlice
alinir ve yeni bir eppendorf tiipe aktarilir. Uzerine 600 pl izopropanol eklenerek tiip
nazikce birka¢ defa g¢evrilir. Bu asamada DNA yogunlasarak goézle goriiliir hale
gelecektir. DNA’y1 ¢okeltmek amaciyla tiip 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir.
Stipernatant atilarak tiip yaklagik 10-15 dakika oda sicakliginda kurumaya birakilir.
DNA, 50-100 pl TE tamponunda c¢oziilerek ileride kullanilmak iizere 4°C veya -
20°C’de saklanir.

4.1.2. Kit ile DNA Izolasyonu

Kitlerin calisma prensibi, niikleik asitlerin sodyum iyodit (Nal), guanidin
tiyosiyenat (CHsN3;-HSCN), guanidin hidrolorit (CHsN3-HCI) gibi kaotropik tuzlarin
varliginda silise adsorbe egilimidir. Degisik tipteki niikleik asitler soliisyonun iyonik
gliciine ve pH’sina gore silise az veya ¢ok adsorbe olur. Niikleik asidi silisten
kurtarmak i¢in her zaman diisiik konsantrasyonlu tuz tamponu veya su kullanilir.

Bir kaotropik tuzun varhiginda (guanidinHCI) Proteinaz K ile kisa bir

inkiibasyon hiicrelerin liziz olmasini saglar ve Proteinaz K tiim niikleazlar inaktive
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eder. Hiicresel niikleik asitler 6zel santrifiij tiipiindeki cam fiber siingere baglanir.
Kiiciik kontaminant molekiillerden kurtulmak i¢in yapilan yikama ve spin asamalari
boyunca niikleik asitler bu siingere bagl kalir. Son olarak diisiik tuz tamponu ile
yapilan eliisyon niikleik asitleri cam fiber slingerden ayirir (www.roche-applied-
science.com). Bu tezde kullanilan kitin uygulanis1 asagidaki gibidir:

e 1.5 ml steril mikrosantrifiij tiipiine 200 pl kan, 200 pl baglanma tamponu ve
40 pl proteinaz K soliisyonu eklenir. Iyice karistirilir ve 72°C’de 10 dakika
inkiibasyona birakilir.

e Inkiibasyondan sonra 100 pl izopropanol eklenir ve &rnekler cam fiber
siingerli 6zel tiiplere mikropipet yardim ile aktarilir.

e Tiipler 8000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifiij edilir. Santrifiijden sonra
filtreli tlipiin altindaki toplama tiipleri degistirilir.

e Inhibitdrlerden armdirmak igin filtreli tiipe 500 pl inhibitér uzaklastirma
tamponu eklenir, 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapilir ve toplama tiipleri
tekrar degistirilir.

e Ornegi yikamak igin 500 ul yikama tamponu eklenir, 8000 rpm’de 1 dakika
santrifij edilir ve toplama tiipleri degistirilir.

e Yukaridaki yikama asamasi tekrarlanir.

e Tiipte kalan tampondan tamamen kurtulmak i¢in tiipler en yiiksek hizda
(yaklasik 13000 rpm) santrifiij edilir.

o Filtreli tiipler 1.5 ml mikrosantrifiij tiiplerinin i¢ine konur.

e Niikleik asitleri elde etmek igin filtreli tiipe 6nceden 70°C’ye 1sitilmis 200 pl
eliisyon tamponu eklenir ve 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir.

e Altta kalan 1.5 ml mikrosantrifijj tiipiiniin icinde genomik DNA elde edilmis

olur.

4.2. Yanak I¢i Epitelinden Kit ile DNA Izolasyonu

Bu c¢alismada kullanilan kitin ¢aligma prensibi, hiicre lizisi, protein
presipitasyonu, DNA presipitasyonu ve DNA hidrasyonu olmak iizere dort agsama ile
Ozetlenebilir. Biitliin asamalarda kit ile birlikte gelen soliisyonlarla kitin protokolii
uygulanmistir.

Goniilli deneklerden yanak ici epitel hiicrelerini elde etmek icin kit ile birlikte

gelen steril naylon firgalar kullanilmistir. Her bir denekten firgcay1 her iki yanaginin
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icine bir dakika boyunca siirtmeleri istenmistir. Ardindan fir¢alarin sapi1 kesilip, ucu,
icinde kit ile birlikte gelen hiicre lizis soliisyonu bulunan bir eppendorf tiipe
koyularak protokol uygulanana kadar bekletilmistir. Bu soliisyonun iginde hiicreler
iki y1l boyunca stabildir.

Son agamada DNA 20 ul DNA hidrasyon soliisyonu ile ¢oziilmektedir. Bu da
kit’in kullanim kilavuzuna goére konsantrasyonun yaklagik ortalama 50 ng/ul

olmasini saglamaktadir.

4.3. DNA’nin Nitel ve Nicel Analizi

[zole edilen genomik DNA, ekstrasyon prosediirii swrasmmda DNA
fragmantasyon olasiligina karsi test edilir. Bu amagla bdliim 4.6.1.de agiklanan
metod ile ytizde birlik (agirlik/hacim) agaroz jel hazirlanir. UV 15181n1n altinda tek ve
sitki bir bant gozlemlenmesi DNA Orneginde fragmantasyon olmamasi olarak
yorumlanabilir. Cikarilan DNA’nin miktar1 ve kalitesi, bu 6zellikleri bilinen bir
DNA standardi ile karsilastirilarak tahmin edilebilir.

Cozlinmiis DNA’nin tam konsantrasyonu ve saflig1 spektrofotometrik analiz ile
saptanabilir. DNA 6rnegi damitilmig su ile seyreltilir ve optik yogunlugu 260 nm
(Az60) ve 280 nm’de (Ajzso) okunur. 50 pg c¢ift zincirli DNA’nin 260 nm’deki
absorbansinin 1.0 birim kabul edilerek 6rnek DNA’nin konsantrasyonu asagidaki

formiille hesaplanabilir.

Konsantrasyon (pg/ml) = seyreltme faktorii x Azgo X 50 pg/ml

DNA’nin safligi A260/A280 oranina bakilarak tahmin edilebilir. 1.8 (x 0.1)
oranina sahip Ornekler saf olarak diisiiniilebilir. 1.8’den biiyiilk degerler RNA

kontaminasyonunu, diisiik degerler ise protein kontaminasyonunu isaret eder.

4.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

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

saglanmasidir.
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Tipik bir PCR reaksiyonu ¢ogaltilacak DNA’y1, istenilen bolgeyi hedefleyen
ileri ve geri primerleri, reaksiyon tamponunu, MgCl,, dNTP’leri ve Taq polimeraz
enzimini icerir. Taq polimeraz aktivitesi icin serbest Mg iyonlarina ihtiya¢ duyulur.
Reaksiyon tamponu enzim aktivitesi i¢in gerekli iyonlar1 igerecek sekilde hazirlanir
ve dNTP’ler de DNA sentezi igin gerekli niikleotidleri saglar. Niikleotidler iki
degerlikli  katyonlar1  yakaladign  icin Mg™  konsantrasyonu  niikleotid
konsantrasyonundan biraz daha fazla tutulmalidir. Mg** ve diger tuzlar primerlerin
kalip DNA’ya hibridizasyonunu da etkileyebilir.

Kalip denatiirasyonu, primer baglanmasi ve baglanan primerlerin 1siya
dayanikli Taq polimeraz tarafindan uzatilmasini igeren dongiiniin seri halinde tekrari,
sinirlart primerlerin 5° uglart tarafindan belirlenen 6zel fragmanin iissel artisi ile
sonuglanir. Bir dongiide primer uzamasi ile sentezlenen {iriin bir sonraki dongiide
kalip gorevi gorecegi icin DNA kopyalarimin sayisi teorik olarak her dongiide ikiye
katlanacaktir. Sonug¢ olarak 30 dongiiliikk bir PCR hedef DNA dizisini milyonlarca
kez katlayacak bir iiriin verebilir.

Bu calismada yapilan polimeraz zincir reaksiyonu sartlar1 Tablo 4.1. ve Tablo

4.2.’de verilmistir.

Tablo 4.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu I¢cerikleri

Polimorfik Bolgeler

CYP 1A1 | CYP 1Al

(ml,m3) [(m2,m4) |CYP1B1 |CYP2D6 |CYP2E15b |CYP2E16
Tampon (1X) NH,SO4 NH,SO,4 NH,SO, | NH,SO4 NH,S0, NH,SO,
MgCl, (mM) 2 2.5 4 1.5 1.5 1.5
dNTP (mM) 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4
Primerler (pmol) 0.32 0.4 0.4 0.48 0.4 0.4
Taq Pol. (u) 1 1 1 1 1 1
DNA (ng) 50-100 50-100 50-100 50-100 50-100 50-100
Toplam hacim (pl) 25 25 25 25 25 25

Tablo 4.2. PCR Is1 Déngiisii Sartlart

Polimorfik Bolgeler

CYP 1A1 | CYP 1Al

(ml,m3) | (m2,m4) CYP1B1 |CYP2D6 |CYP2E15b |CYP2E16
Baslangic
Denatiirasyonu 94°C, 5dk. | 94°C, 5dk. | 94°C, 5dk. | 94°C, 5dk. | 94°C, 5dk. 94°C, 5dk.
Denatiirasyon 94°C, 30sn_| 94°C, 30sn | 94°C, 1dk. | 94°C, 1dk. | 94°C, 1dk. 94°C, 1dk.
Baglanma 63°C, 1dk. | 63°C, 1dk. | 62°C, 1dk. | 57°C, 1dk. | 55°C, 1dk. 61°C, 1dk.
Uzama 72°C, 1dk. | 72°C, 1dk. | 72°C, 1dk. | 72°C, 1dk. | 72°C, 1dk. 72°C, 1dk.
Son Uzama 72°C, 5dk. | 72°C, 5dk. | 72°C, 5dk. | 72°C, 5dk. | 72°C, 5dk. 72°C, 5dk.
Dongii Sayisi 35 35 30 30 35 35
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4.5. Restriksiyon Enzimi Analizi

Bakteriler hiicre igine giren yabanci DNA’lar1 6zel endoniiklezlar araciligiyla
tan1yip keserler ve bu sayede belirli bakteriofajlara direng gosterirler. Bu 6zel
endoniikleazlar restriksiyon eznimleri veya restriksiyon endoniikleazlar1 olarak
adlandirilir.

Restriksiyon enzimleri veya diger adiyla restriksiyon endoniikleazlar1 gift
zincirli DNA’y1 seker fosfat bagindan kopararak keser. Bu kesim c¢ift zincirin
karsilikli fosfat baglarinda simetrik veya asimetrik sekilde olabilir. Kesim simetrik
ise DNA parcalar1 herhangi bir sekilde birbirine tutunamayacagi igin kiit u¢ olusur,
fakat enzim DNA’nin her iki zincirini tam karsilikli kesmemis ise yapiskan uglar
olusur ve bu uglardaki bazlar hidrojen bagi kurarak birbirine tekrar yapisabilir. Her
restriksiyon enzimi DNA {izerinde 4-6 baz ciftlik belirli diziyi tanir ve ancak bu
tanima bolgesi bulundugu zaman DNA’y1 bu bolgeden veya bu bolgeye belirli bir
uzakliktan ve de her tanima bdlgesi icin bir kesim yapacak sekilde ayimrir. Bu
bakimdan restriksiyon endoniikleazlar1 molekiiler biyolojide oldukc¢a kullanigh
enzimlerdir ve glinlimiizde ¢esitli bakterilerden saflastirilan, farkli tanima bolgelerine
sahip, kor ve yapiskan uglu kesim yapabilen pek ¢ok restriksiyon enzimi ticari olarak
mevcuttur.

Farkli tanima bolgelerine sahip pek ¢ok enzimin var olusu bu enzimlerin ilgili
gen lizerinde olusan bir mutasyonu veya polimorfizmi taramak igin sikca
kullanilmasina olanak saglamistir. Teorik olarak bir gen iizerinde olusan nokta
mutasyonlar1 bir veya daha fazla restriksiyon enzimi i¢in tanima bolgesi olusturabilir
veya aksine, var olan bir tanima bdlgesinin kaybolmasina sebep olabilir. PCR ile
cogaltilan ilgili gen bdlgesi cesitli restriksiyon enzimleri ile in vitro reaksiyona
sokularak gen iizerindeki polimorfizmler hakkinda yorum yapilabilir.

Tipik bir restriksiyon PCR {irlinii, enzim tamponu, restriksiyon enzimi ve su
icerir. Reaksiyon tamponu son konsantrasyonda 1X olacak sekilde konur. Reaksiyon
sicaklig1 kullanilan restriksiyon enziminin optimum g¢alisma sicakligi olmalidir. Cok
yiiksek sicakliklar enzimin bozulmasina ve deaktivasyonuna yol acarken ¢ok diisiik
sicakliklarda enzimin aktivitesini diisiiriir veya tamamen durdurabilir. Yiiksek enzim
konsantrasyonu “star” aktivitesine yol agip spesifik olmayan fazladan kesimlere yol
acacagindan enzim konsantrasyonu kullanilan DNA miktarina gore dogru
ayarlanmalidir. Enzim konsantrasyonunun diisiik olmasi ise reaksiyon siiresini uzatir.

Reaksiyon siiresi, kullanilan enzim ve DNA oranmi ile enzimin tiirline baglidir.
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Reaksiyonun siiresinin gereginden uzun tutulmasi yine star aktivitesine yol agabilir.
Bu yiizden enzim miktari, DNA miktar1 ve reaksiyon siiresi dogru ayarlanip optimize

edilmelidir. Bu tezde kullanilan enzimlerin optimize olmus sartlar1 tablo 4.3.’de

verilmigtir.
Tablo 4.3. Restriksiyon Enzimi Kesim Sartlari
Kesim Enzimi | Miktar (u) Sicaklik (°C) Siire (saat)
Mspl 4 37 4
BsrDI 2 55 2
Bsal 2 37 2
Eco571 2 37 16
ScrFI 2 37 2
Pstl 2 37 2
Rsal 2 37 2
Dral 2 37 2

4.6. Jel Elektroforezi

Jel elektroforezi DNA fragmanlarini tespit etmek ve ayirmak icin standart bir
metottur. DNA fragmanlar1 uygun bir tamponun igine bir jele yiiklenmis olarak
negatif elektrottan (katot) pozitif elektrota (anot) yiiriitilerek ayrilir. DNA
iskeletindeki negatif yiiklii fosfat gruplarinin varligi nedeniyle DNA molekiilleri
anoda dogru yiirlir. DNA bantlar1 etidyum bromid (EtBr) veya giimiis boyamasi ile

goriiniir hale getirilir.

4.6.1. Agaroz Jel Elektroforezi ve Etidyum Bromid Boyamasi

Agaroz jel elektroforezi DNA fragmanlarin1 molekiiler agirliklarina gére ayirir.
Degisik agaroz konsantrasyonlar1 degisik aymrim kapasitesi saglar. Yiiksek
konsantrasyonlar kisa fragmanlar1 ayirmada daha spesifiktir.

Agaroz jel agarozun 0.5X TBE tamponu i¢inde ¢éziinmesi ve kaynatilmasi ile
hazirlanir. EtBr, son konsantrasyona 0.5 mg/ml olacak sekilde ve degradasyonu
engellemek icin jel soliisyonu 50°C’ye sogutulduktan sonra konur. Soliisyon jel
kabina dokiilir, taraklar yerlestirilir ve jelin polimerize olmasi i¢in beklenir.
Polimerizasyondan sonra jel ig¢inde 0.5X TBE tamponu bulunan yatay jel
elektroforez aparatina konur, taraklar jelden nazikce ¢ikarilir ve bdylece ornekleri
yiiklemek icin kuyucuklar olusturulmus olur. Ornekler BPB yiikleme tamponu ile
son konsantrasyon 1X olacak sekilde karigtirilir ve mikropipet kullanilarak jeldeki
kuyucuklara yiiklenir. Elektrik akimi1 verilmesi ile birlikte DNA anoda dogru hareket
etmeye baslar. Agaroz jeller genellikle 100-150 Voltta (V) 10-45 dakika yiiriitiliir.
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Voltaj yiikseldikge agaroz jelin ayirma etkisi azalir. DNA fragmanlarmin optimum
ayirimini saglamak i¢in 5V/cm akim uygulanmalidir. Elektroforez tamamlandiginda
DNA bantlar1 UV 15181 altinda gdzlenebilir.

Bu ¢alismada PCR 6rnekleri ve restriksiyon enzimi kesim {riinlerinin tamami
%2’lik agaroz jelde EtBr boyamasi ile UV 15181 altinda gozlemlenmis ve

gorilintiilenmistir.

4.7. Mesane Kanseri Hastaliginin Molekiiler Analizi

Bu tezde mesane kanseri hastaligi ile CYP1Al, CYPIBI, CYP2D6 ve
CYP2EI polimorfizmleri arasindaki iliskinin arastirilmasi i¢in PCR-RFLP metodu
kullanilmustir. {lgili gen bolgeleri, uygun primer ve enzimler kullanarak PCR
yontemi ile ¢ogaltilmig ve bunu takiben polimorfik DNA dizileri, restriksiyon enzimi
kesimi ve agaroz jel elektroforezi ile incelenmistir. PCR iiriinleri ve kesim sonrasi
olusan fragmanlarin boylar1 Tablo 4.4.°de gdsterilmistir. Hasta ve kontrol grubunda
saptanan polimorfizmlerin verileri SPSS 15.0 ve PLINK programlan ile istatistiksel

olarak incelenmistir.

Tablo 4.4. CYP Lokuslarindaki Polimorfizmler
Polimorfik SNP Niikleotid Kesim
Bolge Tamimlayic1 | Degisimi Enzimi * | PCR (b¢) | Fragmanlar (bc¢)
CYPIAl ml rs4646903 3801 T>C MspI + 898 692 + 206
CYPIAI m2 rs1048943 2455 A>G BsrDI - 204 149 +55
CYPI1Al m3 3205 T>C MspI + 898 802 + 96
CYPIAI m4 rs1799814 | 2453 C>A Bsal - 204 139+ 65
CYPIBI1 rs1056836 | 4326 C>G Eco571- | 390 330 + 60
CYP2D6 rs3892097 IVS3-1G>A | ScrFI - 334 230 + 104
CYP2El 5B rs3813867 -1293 G>C | Pstl + 413 295+ 118
CYP2El 5B 52031920 -1053 C>T | Rsal - 413 352+ 61
CYP2EIL 6 rs6413432 7632 T>A Dral - 995 121+ 874 + 572+ 302
* + : Mutasyon sonucu kesim bolgesi kazanimi

- : Mutasyon sonucu kesim bdlgesi kaybi
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5. SONUCLAR
5.1. Orneklerin Tanim

Bu arastirmaya 62 mesane kanseri hastas1i ve 73 saglikli birey olmak iizere
toplam 135 kisi dahil edilmistir. Tiim bireylerin cinsiyeti, yasi, meslegi, sigara icim
siiresi ve miktar1 sorgulanmistir. Hasta bireylerde ise bu bilgilere ek olarak hastalik
evresi, timor derecesi ve niiks bilgileri degerlendirmeye dahil edilmistir.

Hasta grubu 50 erkek (% 80,6) ve 12 kadm (% 19,4) bireyden olugmaktadir.
Hasta bireylerin yaslar1 28-89 araliginda olup yas ortalamasi 67 olarak belirlenmistir.
Bu bireylerin % 17,1°1 hi¢ sigara igmemisken % 82,9’u gecmiste bir siire sigara
kullanmis veya halen kullanmaktadir. Hastalardan alinan tiimoérlerin %57,9°u pTa,
%31,6’s1 pT1, geri kalan1 da pT2 ve pT3 olarak evrelendirilmigtir. Bu tiimorlerin
%22’si birinci, %43,9’u ikinci, %34,1°1 iglincli derece tiimorlerdir. Hastalarin
%54,8’1 ilk defa tedavi goriiyorken, hastalardan %19’unda tiimorler ikinci defa,
9%9,5’inde tiglincii defa, geri kalaninda ise 3 — 15 kez niiks etmistir.

Kontrol grubu 39 erkek (% 53.4) ve 34 kadin (% 46,6) saglikli bireyden
olusmaktadir. Bireylerin yaslar1 19-52 arasinda olup yas ortalamasi1 26 ’dir. Saglikli
bireylerin % 58,9’unun hig sigara kullanmadigi, % 41,1 inin ise ge¢cmiste veya halen
sigara ictigi belirlenmistir. Ayrica hasta ve kontrol grubundaki bireylerin meslek
bilgileri sorgulanmis ve riskli olarak goriilen mesleklerin degerlendirmeye

almamayacak kadar az oldugu saptanmustir.

5.2. DNA izolasyonu

EDTA igeren tiiplerde saklanan hasta grubuna ait kan 6rneklerinden bdliim
4.1.°de anlatilan yontemlerle DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Elde edilen DNA
orneklerinden 3 pl alinarak %1°lik agaroz jelde incelenmis ve DNA’nin kirilmadan
elde edildigi dogrulanmistir (Sekil 5.1.). DNA o6rneklerinin saflik ve konsantrasyon
analizleri spektrofotometrik ol¢iimlerle belirlenmistir. Saglikli bireylerden alian
yanak i¢i epitel hiicrelerinden ise bolim 4.2.°de agiklanan yontemle DNA izole

edilmistir.



39

Sekil 5.1. Genomik DNA &rneklerinin %1°lik agaroz jelde goriinimii

5.3. CYP Lokuslarinin PCR-RFLP Yontemi ile Molekiiler Analizi

Arastirllan CYP lokuslari, hasta ve kontrol grubuna ait DNA Ornekleri
kullanilarak boliim 4.4.’te belirtilen sartlarla PCR yontemi ile ¢ogaltilmistir. Cogalan
gen bolgeleri agaroz jel elektroforezi ve EtBr boyamasi ile UV 15181 altinda
goriintiilenmistir. Basarili bir sekilde amplifiye olan bolgeler boliim 4.5.’te belirtilen
sartlar kullanilarak restriksiyon analizine tabii tutulmus ve ardindan agaroz jel
elektroforezi yontemi ile incelenmistir. Restriksiyon analizi ile belirlenen aleller

DNA dizi analizi ile dogrulanmuigtir.

5.3.1. CYP1A1 Lokusunun Molekiiler Analizi

CYPIA1 lokusunda bulunan dort polimorfizmin (ml,m2,m3,m4) tespiti i¢in
iki ¢ift primer ve ii¢ adet restriksiyon enzimi kullanilmistir. m1 ve m3 aym
polimorfik bolge iizerindedir. Bu polimorfik bdlge M3F ve P80 primerleri ile
sinirlandirilarak PCR yontemi ile ¢ogaltilmis ve 898 bg¢’lik amplifikasyon tirlinii elde
edilmistir (Sekil 5.2.). PCR iiriinleri Mspl restriksiyon enzimi ile kesilerek %2’lik
agaroz jelde gorlintilenmistir (Sekil 5.3.). Mspl kesimi PCR iriinini ml
polimorfizmi i¢in 692 b¢ ve 206 bg’lik, m3 polimorfizmi igin ise 802 bg ve 96 bg’lik
iki parcaya ayirmaktadir. m3 polimorfizmi bu ¢alismadaki 6rneklerde gozlenmedigi

icin gosterilmemistir.

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 ¢

.-‘-——-"-——-n—--

Sekil 5.2. M3F-P80 PCR iiriiniiniin %2’lik agaroz jelde goriintiilenmesi (100 b¢ markor)
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«— 898 bg
— 692 be

500 b¢ —»
<4— 206 bg

Sekil 5.3. Mspl restriksiyon kesimi tiriinlerinin %2°1ik agaroz jelde goriintiilenmesi
(100 bg¢ markor)

m2 ve m4 polimorfizmlerini tespit etmek amaciyla bu polimorfizmlerin
bulundugu boélge M2F ve M2R primerleri ile simirlandirilarak PCR yontemi ile
cogaltilmis ve 204 bg¢’lik amplifikasyon iriinii elde edilmistir (Sekil 5.4.). Elde
edilen PCR firiinii m2’nin tespiti i¢in BsrDI, m4’iin tespiti i¢in ise Bsal restriksiyon
enzimi ile kesilmistir. BsrDI enzimi kesim sonucunda 149 b¢ ve 55 b¢’lik, Bsal

enzimi ise 139 bg ve 65 bg’lik fragmanlar olusturmaktadir (Sekil 5.5. ve Sekil 5.6.).
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Sekil 5.6. Bsal kesim iirtinlerinin %2’lik agaroz jelde goriiniimii (50 b¢ markér)

Tim restriksiyon {riinlerinin kesim paternleri incelenerek hasta ve kontrol
grubu Orneklerinin tasidiklar1 genotip frekanslar1 belirlenmistir (Tablo 5.1.,5.2.,5.3.
ve 5.4) ve bu genotiplere gore olusturduklart aleller tespit edilmistir (Tablo 5.5., 5.6.
ve 5.7.).



Tablo 5.1. CYP1A1 (ml) Genotip Frekanslar1

Grup Frekans  Yiizde
Hasta TT 40 64,5
CT 21 33,9
ccC 1 1,6

Toplam 62 100,0
Kontrol TT 2 12
CT 20 27,8

CccC 0 0
Toplam 72 100,0

Tablo 5.2. CYP1A1 (m3) Genotip Frekanslari

Grup Frekans Yiizde
Hasta TT 62 100,0
Kontrol TT 73 100,0

Tablo 5.3. CYP1A1 (m2) Genotip Frekanslari

Grup Frekans Yiizde
Hasta AA 55 88,7
GA 7 11,3

Toplam 62 100,0
Kontrol AA 66 90,4
GA 7 9,6

Toplam 73 100,0

Tablo 5.4. CYP1A1 (m4) Genotip Frekanslar

Grup Frekans Yiizde
cC 57 91,9
Hasta
AC 5 8,1
Toplam 62 100,0
cC 65 89,0
Kontrol
AC 8 11,0

Toplam 73 100,0
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Tablo 5.5. CYP1A1 Mutasyonlarinin ve alellerinin frekanslar

42

Niikleotid Degisimleri Alel Frekanslari

ml m3 m2 m4 n %
CYP1AI1*1 T T A C 214 79,3
CYPI1AI*2A [} T A C 29 10,7
CYP1A1*2B C T G C 14 52
CYP1A1*3 T C A C 0 0,0
CYP1AI1*4 T T A A 13 4,8
Mutasyon
frekansi (n) <) L = =
(%) 15,9 0,0 5,2 4,8

Cascorbi vd. (1996)’den adapte edilmistir.

Tablo 5.6. CYP1A1 Genotip Dagilimlar

Genotip Frekans % Beklenen (%)*
Sallal 83 61,5 62,9

*1/%¥2A 27 20,0 17,0

*1/*2B 11 8,1 83

*1/*4 10 7,4 7,6

*2A*2A 0 0,0 1,1

*2A/*2B 1 0,7 1,1

*2A/*4 1 0,7 1,0

*2B/*2B 0 0,0 0,3

*2B/*4 2 1,5 0,5

*4/*4 0 0,0 0,2

Total 135 100,0 100,0
?Beklenen degerler Tablo 5.5.’ten Hardy-Weinberg esitligi ile
hesaplanmustir.

Tablo 5.7. Gruplara Gére CYP1A1 Genotip Dagilim

Hasta Kontrol

Frekans Yiizde Frekans Yiizde
*1/*1 37 59,7 46 63,0
*1/%2A 14 22,6 13 17,8
*1/*2B 5 8,1 6 8,2
*1/*4 3 4,8 7 9,6
*2A/%2A 0 0,0 0 0,0
*2A/*2B 1 1,6 0 0,0
*2A/*4 1 1,6 0 0,0
*2B/*2B 0 0,0 0 0,0
*2B/*4 1 1,6 1 1,4
*4/%4 0 0,0 0 0,0
Total 62 100,0 73 100,0
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5.3.2. CYP1B1 Lokusunun Molekiiler Analizi

CYPIBI geni iizerinde 4316 C>G mutasyonunu bulunduran polimorfik bdlge,
IB1F Eco571 ve 1BIR Eco571 primerleri ile smirlandirilarak PCR yontemi ile
cogaltilmig, 390 b¢’lik amplifikasyon iirlinii elde edilmis ve % 2’lik agaroz jelde
gorilintiilenmistir (Sekil 5.7.). Eco57I restriksiyon enzimi ile kesilen amplifikasyon
iirlinleri %2’lik agaroz jelde incelenmistir. 390 bg’lik PCR iiriiniiniin Ec0571 enzimi

ile kesimi 330 bg ve 60 bg’lik fragmentler olusturmaktadir.

59 62 63 64 65 66 67 68 69 7O 71

390 be

Sekil 5.7. 1BIFEco571 — 1BIREco571I PCR iiriiniiniin %2°lik agaroz jelde goriintimii
(100 bg markor)

213 14

Sekil 5.8. Eco571 kesim iiriinlerinin %2’lik agaroz jelde goriiniimii (50 bg¢ markdr)

Tiim restriksiyon {iriinlerinin kesim paternleri incelenerek hasta ve kontrol
gruplarmin tasidiklar1 genotip frekanslar1 ve aleller belirlenmistir (Tablo 5.8.).
Eco571 restriksiyon kesimi ile belirlenen 4316 C>G mutasyonu ayni zamanda

CYP1B1*3 alelini olusturmaktadir.

Tablo 5.8. CYP1B1 Genotip Frekanslari

Grup Frekans Yiizde
Hasta ccC 18 29,0
GC 40 64,5
GG 4 6,5

Toplam 62 100,0
Kontrol S 37 A7
GC 30 41,1
GG 6 8,2

Toplam 73 100,0
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5.3.3. CYP2D6 Lokusunun Molekiiler Analizi

flgili polimorfik bolge, 2D6*B ex3 ve 2D6*B int4 primerleri ile
sinirlandirilarak PCR yo6ntemi ile ¢ogaltilmis ve 334 bg’lik amplifikasyon iiriinii elde
edilmistir. PCR irtinleri %2’lik agaroz jelde gozlenerek reaksiyonun basarisi
dogrulanmustir (Sekil 5.9.). Elde edilen PCR firlinleri ScrFI restriksiyon enzimi ile
kesilerek %2’lik agaroz jelde incelenmistir (Sekil 5.10.). ScrFI restiriksiyon enzimi
334 bg’lik PCR {iriiniinii 230 bg ve 104 bg’lik iki pargaya bélmektedir.
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Sekil 5.9. 2D6*Bex3 — 2D6*Bint4 PCR firiiniiniin %2’lik agaroz jelde goriinimii (100b¢ markér)

Sekil 5.10. ScrFI kesim iiriinlerinin %2’lik agaroz jelde gériiniimii (100 bg markor)

Tim restriksiyon {riinlerinin kesim paternleri incelenerek hasta ve kontrol

grubunun tagidiklar1 genotip frekanslar ve aleller belirlenmistir (Tablo 5.9.).

Tablo 5.9. CYP2D6 Genotip Frekanslar

Grup Frekans Yiizde
Hasta GG 43 69.4
AG 18 29,0
AA 1 1,6

Toplam 62 100,0
Kontrol & 3 15,5
AG 15 20,5
AA 2 2,7

Toplam 73 100,0
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5.3.4. CYP2E1 Lokusunun Molekiiler Analizi

CYP2E1 lokusunda bulunan ii¢ polimorfizmin tespiti i¢in iki ¢ift primer ve ii¢
enzim kullanmilmigtir. Pstl ve Rsal polimorfik bolgeleri, 2E1*5bF ve 2E1*5bR
primerleri ile sinirlandirilarak PCR yontemi ile ¢ogaltilmis ve 413 be’lik tirtinler elde
edilmistir (Sekil 5.11.). Amplifiye olan bolgeler %2°lik agaroz jelde dogrulandiktan
sonra Pstl ve Rsal restriksiyon enzimleri ile kesilmis ve kesim iirlinleri %2’lik
agaroz jelde goriintiilenerek sonuglar yorumlanmistir. Bu PCR {iriiniinin Pstl
restriksiyon enzimi ile kesimi 295 b¢ ve 118 b¢’lik fragmanlar olusturmaktadir (Sekil
5.12.). Rsal restriksiyon enzimi ile kesimi ise 352 b¢ ve 61 bg’lik pargalar
olusturmaktadir (Sekil 5.13.). Ugiincii polimorfik bdlge de 2E1*6 ve 2E1%*62
primerleri kullanilarak PCR yontemi ile c¢ogaltilmis ve PCR iriinleri Dral
restriksiyon enzimi ile kesilmistir. PCR ve kesim {iriinlerini gézlemlemek i¢in %2’lik
agaroz jel kullanilmistir. Bu bdlgenin PCR iiriinii 995 b¢ uzunlugundadir (Sekil
5.14.). PCR ile cogaltilan bu bolgenin iizerinde mutasyondan bagimsiz olan bir
tanima bolgesi oldugundan PCR iiriinii polimorfizmden bagimsiz olarak 121 bg ve
874 be’lik fragmanlara ayrilmakta, 874 b¢’lik fragman da mutasyonun varli§ina gore

572 bg ve 302 be’lik iki parcaya ayrilmaktadir (Sekil 5.15.).

ERNINTEREE S0l 2 14, 15 ©
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Sekil 5.11. 2E1*5bF — 2E1*5bR PCR firiiniiniin %2’lik agaroz jelde goriiniimii (100 bg markdr)

«— 413 bg
4— 295 be

<“«—118b¢

Sekil 5.12. Pstl kesim iiriinlerinin %2’lik agaroz jelde goriiniimii (100 b¢ markor)
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Sekil 5.13. Rsal kesim iiriinlerinin %2’lik agaroz jelde goriinimi (50 bg¢ markor)

995 be

Sekil 5.14. 2E1*6 — 2E1*62 PCR iiriiniiniin %2’lik agaroz jelde goriiniimii (100 b¢ markor)

Sekil 5.15. Dral kesim iiriinlerinin %2’lik agaroz jelde goriiniimii (100 b¢ markor)

Tim restriksiyon {iriinlerinin kesim paternleri incelenerek hasta ve kontrol
grubu Orneklerinin tagidiklar1 genotip frekanslar1 belirlenmistir (Tablo 5.10., 5.11. ve
5.12.). Ayrica veriler incelendiginde Pstl ve Rsal’in beklenildigi iizere tam baglanti

esitsizliginde oldugu saptanmistir.



47

Tablo 5.10. Pstl Genotip Frekanslari

Grup Frekans Yiizde
Hasta GG 58 93,5
CG 4 6,5

Toplam 62 100,0

Kontrol GG 70 95,9
CG 3 4,1

Toplam 73 100,0

Tablo 5.11. Rsal Genotip Frekanslari

Grup Frekans Yiizde
Hasta ccC 58 93,5
TC 4 6,5

Toplam 62 100,0

Kontrol ccC 70 95,9
TC 3 4,1

Toplam 73 100,0

Tablo 5.12. Dral Genotip Frekanslari

Grup Frekans Yiizde
Hasta TT 55 88,7
AT 7 11,3

Toplam 62 100,0
Kontrol TT 61 83,6
AT 12 16,4

Toplam 73 100,0
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5.4. Verilerin istatistiksel Analizi

CYPIAI1, CYP1IBI1, CYP2D6 ve CYP2E1 genleri lizerindeki polimorfizmlerin
PCR-RFLP yontemi ile elde edilen genotipleri ve bu genotiplerin olusturdugu alel
frekanslar1 hasta ve kontrol grubunda karsilastirilmig ve goriilen farklarin 6nemi
istatistiksel olarak tespit edilmistir. Ayrica tiim bulgularin Hardy-Weinberg Dengesi’
sine uygunlugu istatistiksel olarak test edilmistir. Cinsiyet, yas ve sigara i¢cimi gibi
etmenler genetik farkliliklarla birlikte ele alinmis ve hastalik olusturma riski analiz
edilmistir. Istatistiksel analizler SPSS 15.0 ve PLINK v1.04 programlar1 yardimiyla
yapilmustir.

5.4.1. Hardy-Weinberg Analizi ve Alel Frekanslari

Her polimorfizme ait gozlemlenen genotip frekanslarindan yararlanilarak alel
frekanslar1 (Tablo 5.13 — 5.20) ve beklenen genotip frekanslari Hardy-Weinberg
prensibine gore hesaplanmis, beklenen ve gozlemlenen frekanslar ki-kare uygunluk
testi ile degerlendirilmistir. Ancak ki-kare testi i¢in olusturulan tablolarda bazi
degerler besten kiigiik oldugundan sonuglar Fisher’s Exact Test ile diizeltilmelidir.
Bu amagla Hardy-Weinberg Testi PLINK programi araciligiyla yapilmistir (Tablo

5.21.).

Tablo 5.13. CYP1A1 (ml) polimorfizmi frekanslar
CYP1A1 (ml) - rs4646903
T C
Hasta 0.815 0.185
Kontrol 0.861 0.139
Toplam  0.840 0.160

Tablo 5.14. CYP1A1 (m2) polimorfizmi frekanslar
CYP1A1 (m2) - rs1048943
A G
Hasta 0.944 0.056
Kontrol 0.952 0.048
Toplam  0.948 0.052

Tablo 5.15. CYP1A1 (m4) polimorfizmi frekanslart
CYP1A1 (m4) - rs1799814
C A
Hasta 0.960 0.040
Kontrol 0.945 0.055
Toplam  0.952 0.048




Tablo 5.16. CYP1BI1 polimorfizmi frekanslari
CYP1BI1 - rs1056836
G C
Hasta 0.387 0.613
Kontrol 0.288 0.712
Toplam  0.333 0.667

Tablo 5.17. CYP2D6 polimorfizmi frekanslari
CYP2D6 - rs3892097
G A
Hasta 0.839 0.161
Kontrol 0.870 0.130
Toplam  0.856 0.144

Tablo 5.18. CYP2E1 Pstl polimorfizmi frekanslar
CYP2E1 (Pstl) - rs3813867
G C
Hasta 0.968 0.032
Kontrol  0.979 0.021
Toplam  0.974 0.026

Tablo 5.19. CYP2EI Rsal polimorfizmi frekanslar
CYP2EI (Rsal) - rs2031920
C T
Hasta 0.968 0.032
Kontrol 0.979 0.021
Toplam  0.974 0.026

Tablo 5.20. CYP2EI1 Dral polimorfizmi frekanslar
CYP2E1 (Dral) - rs6413432
C T
Hasta 0.944 0.056
Kontrol 0.918 0.082
Toplam  0.930 0.070
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Tablo 5.21. Orneklerin Hardy-Weinberg Uygunluk Testi (PLINK)

LOKUS SNP Al A2 TEST GENO OMHET) EMET) P
CYP1B1 Eco571 G C ALL 10/70/55  0.5185 0.4444 0.07995
CYP1B1 Eco571 G C AFF 4/40/18  0.6452 0.4745 0.007131
CYP1B1 Eco571 G C UNAFF  6/30/37  0.411 0.4098 1
CYP2El Pstl C G ALL 0/7/128  0.05185  0.05051 1
CYP2El Pstl C G AFF 0/4/58 0.06452  0.06243 1
CYP2El Pstl C G UNAFF  0/3/70 0.0411 0.04025 1
CYP2El Dral A T ALL 0/19/116  0.1407 0.1308 1
CYP2El Dral A T AFF 0/7/55 0.1129 0.1065 1
CYP2E1 Dral A T UNAFF  0/12/61 0.1644 0.1509 1
CYP2El Rsal T C ALL 0/7/128  0.05185  0.05051 1
CYP2E1 Rsal T C AFF 0/4/58 0.06452  0.06243 1
CYP2El Rsal T C UNAFF  0/3/70 0.0411 0.04025 1
CYPIA1 Mspl(ml) C T ALL 1/41/92  0.306 0.2694 0.1953
CYPIA1 Mspl(ml) C T AFF 1/21/40  0.3387 0.3022 0.672
CYPIA1 Mspl(ml) C T UNAFF  0/20/52  0.2778 0.2392 0.3385
CYPIA1 Mspl(m3) T ALL 0/0/135 0 0 1
CYPIA1 Mspl(m3) T AFF 0/0/62 0 0 1
CYPIA1 Mspl(m3) T UNAFF  0/0/73 0 0 1
CYP1A1l BstDI(m2) G A ALL 0/14/121  0.1037 0.09833 1
CYP1A1l BstDI(m2) G A AFF 0/7/55 0.1129 0.1065 1
CYP1Al BstDI(m2) G A UNAFF  0/7/66 0.09589  0.09129 1
CYP1Al Bsal(m4) A C ALL 0/13/122  0.0963 0.09166 1
CYP1Al Bsal(m4) A C AFF 0/5/57 0.08065  0.07739 1
CYP1Al Bsal(m4) A C UNAFF  0/8/65 0.1096 0.1036 1
CYP2D6 ScrFI A G ALL 3/33/99  0.2444 0.2472 1
CYP2D6 ScrFI A G AFF 1/18/43 0.2903 0.2706 1
CYP2D6 ScrFI A G UNAFF  2/15/56  0.2055 0.2264 0.335

Tablo 5.21°de goriilen A1 ve A2 mindr ve major alelleri TEST test grubunu,
GENO genotip sayilarimi, O(HET) ve E(HET) gozlenen ve beklenen heterozigot
frekanslarmi temsil etmektedir. Bu analiz sonucunda P degeri 0.05’ten biiyiik olan

gruplarim Hardy-Weinberg Dengesi’ne uygun oldugu kabul edilmistir.

5.4.2. CYP Polimorfizmlerinin Mesane Kanseri ile iliskilendirilmesi

Her bir polimorfizmin hastalikla iliskisi PLINK v1.04 ve SPSS 15.0
programlari ile degerlendirilmistir. SPSS 15.0 programinda hasta ve kontrol gruplari
ile capraz tablolar hazirlanarak ki-kare bagimsizlik testi uygulanmistir. PLINK

LT3

programi ise “Cochran-Armitage Trend”, “dominant gene action (1df)”, “recessive
gene action (1df)”, “genotypic (2 df)” ve “allelic” testlerini her polimorfizm ve her
grup icin otomatik olarak yapmaktadir. Her iki program i¢in de 0,05’ten kiiciik P

degerleri istatistiksel olarak 6nemli kabul edilmigtir.
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5.4.2.1. Capraz Tablolar ve Ki-kare Bagimsizlik Testi
Hasta ve kontrol gruplari ile olusturulan ¢apraz tablolar ve y* bagimsizlik

testleri sonuglar1 Tablo 5.22.-5.35 ile gdsterilmistir.

Tablo 5.22. Grup * CYP1A1 m1 Capraz Tablosu

CYP1A1 m1
TT CT CcC Toplam
Grup Kontrol 52 20 0 72
Hasta 40 21 1 62
Toplam 92 41 1 134

Tablo 5.23. Grup * CYP1A1 m1 Ki-Kare Testleri

Asymp. Sig. Exact Sig. Exact Sig. Point
Value df (2-sided) (2-sided) (1-sided) Probability

Pearson Chi-Square 1,854(a) 2 ,396 ,397

Continuity Correction

Likelihood Ratio 2,233 2 327 ,397

Fisher's Exact Test 1,795 ,397

Linear-by-Linear Association 1,233(b) 1 ,267 ,287 175 ,077
N of Valid Cases 134

a 2 huicre (%33,3) 5'ten kugik tahmin edildi. Minimum tahmin ,46.
b Standardize edilmis istatistik 1,110.

Hesaplanan teorik degerlerden ikisi 5’ten kiiciik oldugundan dolay:r Tablo
5.23.°deki Fisher’s Exact Testin sonuglar1 géz o6niinde bulundurulmalidir. Buna gore

m1 polimorfizmi igin Xzz 1,795, P = 0,397 bulunmustur.

Tablo 5.24. Grup * CYP1A1 m2 Capraz Tablosu

CYP1A1 m2
AA GA Toplam
Grup  Kontrol 66 7 73
Hasta 55 7 62

Toplam 121 14 135
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Tablo 5.25. Grup * CYP1A1 m2 Ki-Kare Testleri

Asymp. Sig. Exact Sig. Exact Sig. Point
Value df (2-sided) (2-sided) (1-sided) Probability

Pearson Chi-Square ,104(b) 1 747 ,783 482

Continuity Correction(a) ,002 1 ,968

Likelihood Ratio ,104 1 147 ,783 ,482

Fisher's Exact Test ,783 ,482
Linear-by-Linear Association ,104(c) 1 ,748 ,783 482 ,210
N of Valid Cases 135

a Yanlizca 2x2 tablo igin hesaplandi.
b 0 hucre (% ,0) 5’ten kuguk tahmin edildi. Minimum tahmin 6,43.
¢ Standardize edilmis istatistik ,322.

Tablo 5.26. Grup * CYP1A1 m4 Capraz Tablosu

CYP1A1 m4
CcC AC Toplam
Grup  Kontrol 65 8 73
Hasta 57 5 62
Toplam 122 13 135

Tablo 5.27. Grup * CYP1A1 m4 Ki-Kare Testleri

Asymp. Sig. Exact Sig. Exact Sig. Point
Value df (2-sided) (2-sided) (1-sided) Probability

Pearson Chi-Square ,323(b) 1 570 771 ,394

Continuity Correction(a) ,076 1 ,783

Likelihood Ratio 326 1 ,568 771 ,394

Fisher's Exact Test 771 ,394
Linear-by-Linear Association ,320(c) 1 ,571 771 ,394 ,199
N of Valid Cases 135

a Yanlizca 2x2 tablo igin hesaplandi.
b 0 hicre (% ,0) 5’ten kuguk tahmin edildi. Minimum tahmin 5,97.
¢ Standardize edilmig istatistik -,566.

Tablo 5.24. ve Tablo 5.26 2x2 tablolardir ve bu tablolarda hesaplanan teorik
degerlerden higbiri 5°ten kiiclik degildir fakat bu degerlerden bir veya bir kac1 5 ile
25 arasinda kaldigindan Yates Ki-kare (“continuity correction”) kullanilmalidir. Bu
durumda degerlendirme yapilirken CYP1A1l m2 polimorfizmi i¢in P = 0,968,
CYP1A1 m4 polimorfizmi i¢in ise P = 0,783 alinmalidir.
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Tablo 5.28. Grup * CYP1A1 Alelleri Capraz Tablosu

CYP1A1
*1/*1 *1/*2A *1/*2B *1/*4 *2A/*2B *2A/*4 *2B/*4 Toplam
Grup  Kontrol 46 13 6 7 0 0 1 73
Hasta 37 14 5 3 1 1 1 62
Toplam 83 27 11 10 1 1 2 135

Tablo 5.29. Grup * CYP1AI Alelleri Ki-Kare Testleri

Asymp. Sig. Exact Sig. Exact Sig. Point
Value df (2-sided) (2-sided) (1-sided) Probability

Pearson Chi-Square 3,833(a) 6 ,699 ,813

Continuity Correction

Likelihood Ratio 4,627 6 ,592 ,811

Fisher's Exact Test 3,945 779

Linear-by-Linear Association ,165(b) 1 ,685 ,720 ,366 ,044
N of Valid Cases 135

a 7 hicre (%50,0) 5’ten kuguk tahmin edildi. Minimum tahmin ,46.
b Standardize edilmis istatistik ,406.

Tablo 5.29. olusturulurken beklenen degerlerden yedisi 5’ten kiigiik
oldugundan dolayr bu tabloda Fisher’s Exact Test’in sonuglar1 goz Oniinde
bulundurulmalidir. CYP1A1 alelleri i¢in X2: 3,945, P = 0,779 bulunmustur. Hasta ve

kontrol popiilasyonu alel dagiliminda istatistiksel olarak énemli bir fark yoktur.

Tablo 5.30. Grup * CYP1B1 Capraz Tablosu

CYP1B1
CcC GC GG Toplam
Grup Kontrol 37 30 6 73
Hasta 18 40 4 62

Toplam 55 70 10 135
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Tablo 5.31. Grup * CYP1BI1 Ki-Kare Testleri

Asymp. Sig. Exact Sig. Exact Sig. Point
Value df (2-sided) (2-sided) (1-sided) Probability

Pearson Chi-Square 7,546(a) 2 ,023 ,022

Continuity Correction

Likelihood Ratio 7,640 2 ,022 ,025

Fisher's Exact Test 7,538 ,021

Linear-by-Linear Association 3,553(b) 1 ,059 ,066 ,040 ,019
N of Valid Cases 135

a 1 hicre (%16,7) 5'ten kugik tahmin edildi. Minimum tahmin 4,59.
b Standardize edilmis istatistik 1,885.

Tablo 5.31. olusturulurken beklenen degerlerden biri 5’ten kiigiik oldugundan
dolay1 bu tabloda Fisher’s Exact Test’in sonuglar1 géz 6niinde bulundurulmalidir.
CYPIBI1 Eco571 polimorfizmi igin y*= 7,538, P = 0,021 bulunmustur. Bu degerler
hasta ve kontrol popiilasyonundaki genotip dagiliminin 6nemli diizeyde farkli

oldugunu gostermektedir.

Tablo 5.32. Grup * CYP2D6 Capraz Tablosu

CYP2D6
GG AG AA Toplam
Grup Kontrol 56 15 2 73
Hasta 43 18 1 62
Toplam 99 33 3 135

Tablo 5.33. Grup * CYP2D6 Ki-Kare Testleri

Asymp. Sig. Exact Sig. Exact Sig. Point
Value df (2-sided) (2-sided) (1-sided) Probability

Pearson Chi-Square 1,426(a) 2 ,490 ,485

Continuity Correction

Likelihood Ratio 1,428 2 ,490 ,485

Fisher's Exact Test 1,510 ,485

Linear-by-Linear Association ,517(b) 1 472 ,496 ,292 ,105
N of Valid Cases 135

a 2 hiicre (%33,3) 5'ten kugik tahmin edildi. Minimum tahmin 1,38.
b Standardize edilmis istatistik ,719.
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Tablo 5.33. olusturulurken beklenen degerlerden biri 5’ten kii¢iik oldugundan
dolay1 bu tabloda Fisher’s Exact Test’in sonuglar1 géz 6niinde bulundurulmalidir.

CYP2D6 ScrFI polimorfizmi igin X2: 1,510, P = 0,485 bulunmustur.

Tablo 5.34. Grup * CYP2E1*5B (Pstl) Capraz Tablosu

CYP2E1*5B
GG CG Toplam
Grup  Kontrol 70 3 73
Hasta 58 4 62
Toplam 128 7 135

Tablo 5.35. Grup * CYP2E1*5B (Pstl) Ki-Kare Testleri

Asymp. Sig. Exact Sig. Exact Sig. Point
Value df (2-sided) (2-sided) (1-sided) Probability

Pearson Chi-Square ,374(b) 1 ,541 , 703 ,409

Continuity Correction(a) ,049 1 ,824

Likelihood Ratio 373 1 ,542 ,703 ,409

Fisher's Exact Test ,703 ,409
Linear-by-Linear Association ,371(c) 1 ,542 , 703 ,409 ,251
N of Valid Cases 135

a Yanlizca 2x2 tablo igin hesaplandi.
b 2 hicre (%50,0) 5'ten kiiguk tahmin edildi. Minimum tahmin 3,21.
¢ Standardize edilmis istatistik ,609.

Tablo 5.35. olusturulurken beklenen degerlerden ikisi 5°ten kiigiik oldugundan
dolay1 bu tabloda Fisher’s Exact Test’in sonuglar1 géz 6niinde bulundurulmalidir.
CYP2E1 Pstl polimorfizmi igin P = 0,703 bulunmustur. Ayrica Pstl ve Rsal
polimorfizmleri tam LD’de olduklarindan dolay1 Rsal i¢in ki-kare testi de aym

sonucu vermektedir ve bu yiizden Rsal i¢in ki-kare testi tekrar gosterilmemistir.

Tablo 5.36. Grup * CYP2E1*6 (Dral) Capraz Tablosu

CYP2E1*6
TT AT Toplam
Grup Kontrol 61 12 73
Hasta 55 7 62

Toplam 116 19 135
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Tablo 5.37. Grup * CYP2E1*6 (Dral) Ki-Kare Testleri

Asymp. Sig. Exact Sig. Exact Sig. Point
Value df (2-sided) (2-sided) (1-sided) Probability

Pearson Chi-Square ,735(b) 1 ,391 ,462 273

Continuity Correction(a) 371 1 ,543

Likelihood Ratio 745 1 ,388 462 273

Fisher's Exact Test 462 273
Linear-by-Linear Association ,729(c) 1 ,393 ,462 273 ,139
N of Valid Cases 135

a Yanlizca 2x2 tablo igin hesaplandi.
b 0 hicre (% ,0) 5’ten kuguk tahmin edildi. Minimum tahmin 8,73.
¢ Standardize edilmig istatistik -,854.

Tablo 5.36. 2x2 tablodur ve bu tablo i¢in hesaplanan teorik degerlerden higbiri
5’ten kiiciik degildir; fakat bu degerlerden bir veya bir kagt 5 ile 25 arasinda
kaldigindan Yates Ki-kare kullanilmalidir. Bu durumda degerlendirme yapilirken

CYP2EI Dral polimorfizmi i¢in P = 0,543 alinmalidir.

5.4.2.2. PLINK ile Asosiyasyon Testleri

PLINK programi ile yapilan testlerin sonuglar1 Tablo 5.38.’de verilmistir.
Uygulanan model testlerin tamaminin sonuglart Fisher’s Exact Test ile yine PLINK
programi tarafindan diizeltilmistir ve sonuglar P degeri olarak elde edilmistir. GENO
genotipik testtir ve genotip sayilarmi karsilastirir. Bu yiizden SPSS ile yapilan ki-
kare testi ile aym1 sonucu vermektedir. TREND, Cochran-Armitage Trend Testi;
ALLELIC, alelik testi; DOM, dominant gene ve REC, resesif gen testlerini ifade
etmektedir. 0,05°ten kiigiik P degerleri test edilen SNP ve hastalik arasinda bir iligki

olabilecegini ifade etmektedir.



Tablo 5.38. Fisher ile Diizeltilmis Test Sonuglar1 (PLINK)

LOKUS SNP Al A2 TEST  AFF UNAFF P
CYPIBl Eco571 G C GENO  4/40/18  6/30/37  0.0207
CYPIBl Eco571 G C TREND  48/76 42/104  0.0585
CYPIBl Eco571 G C ALLELIC 48/76 42/104  0.09313
CYPIBl Eco571 G C DOM 44/18 36/37 0.01385
CYPIBl Eco571 G C REC 4/58 6/67 0.7532
CYP2El  Pstl C G GENO  0/4/58  0/3/70  0.7026
CYP2El  Pstl C G TREND  4/120 3/143 0.5408
CYP2El  Pstl C G ALLELIC 4/120 3/143 0.7065
CYP2El  Pstl C G DOM 4/58 3/70 0.7026
CYP2El  Pstl C G REC 0/62 0/73 1
CYP2El Dral A T GENO  0/7/55  0/12/61  0.4619
CYP2El Dral A T TREND  7/117 12/134  0.3914
CYP2El Dral A T ALLELIC 7/117 12/134  0.4793
CYP2El Dral A T DOM 7/55 12/61 0.4619
CYP2El Dral A T REC 0/62 0/73 1
CYP2El Rsal T C GENO  0/4/58  0/3/70  0.7026
CYP2El Rsal T C TREND  4/120 3/143 0.5408
CYP2El Rsal T C ALLELIC 4/120 3/143 0.7065
CYP2El Rsal T C DOM 4/58 3/70 0.7026
CYP2El Rsal T C REC 0/62 0/73 1
CYPIAl Mspl(ml) C T GENO  121/40  0/20/52  0.3966
CYPIAl Mspl(ml) C T TREND  23/101  20/124  0.265
CYPIAl Mspl(ml) C T ALLELIC 23/101  20/124  0.3205
CYPIAl Mspl(ml) C T DOM 22/40 20/52 0.3565
CYPIAl Mspl(ml) C T REC 1/61 0/72 0.4627
CYPIAl Mspl(m3) 0 T GENO  0/0/62  0/0/73 1
CYPIAl Mspl(m3) 0 T TREND  0/124 0/146 NA
CYPIAl Mspl(m3) 0 T ALLELIC 0/124 0/146 1
CYPIAl Mspl(m3) 0 T DOM 0/62 0/73 1
CYPIAl Mspl(m3) 0 T REC 0/62 0/73 1
CYPIAl BstDI(m2) G A GENO  0/7/55  0/7/66  0.7833
CYPIAl BstDI(m2) G A TREND  7/117 7/139 0.7466
CYPIAl BstDI(m2) G A ALLELIC 7/117 7/139 0.7888
CYPIAl BstDI(m2) G A DOM 7/55 7/66 0.7833
CYPIAl BstDI(m2) G A REC 0/62 0/73 1
CYPIAl Bsal(md) A C GENO  0/5/57  0/8/65  0.7711
CYPIAl Bsal(m4) A C TREND  5/119 8/138 0.57
CYPIAl Bsal(md) A C ALLELIC 5/119 8/138 0.7769
CYPIAl Bsal(m4) A C DOM 5/57 8/65 0.7711
CYPIAl Bsal(md) A C REC 0/62 0/73 1
CYP2D6  ScrFI A G GENO  1/18/43  2/15/56  0.4854
CYP2D6  ScrFI A G TREND  20/104  19/127  0.4705
CYP2D6  ScrFI A G ALLELIC 20/104  19/127  0.4914
CYP2D6  ScrFI A G DOM 19/43 17/56 0.435
CYP2D6  ScrFI A G REC 1/61 2/71 1

57
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5.4.3. Cinsiyet ve Hastalik iliskisinin Arastirllmasi

Mesane kanseri hastaliginin cinsiyet ile olan iliskisi, hasta ve kontrol
grubundaki kadin ve erkek oranlarinin SPSS 15.0 programinda ki-kare bagimsizlik
testi yapilarak karsilastirilmasi ile arastirilmistir (Tablo 5.39.). Tablo 5.40.’ta
goriildigl {izere X2=9,88, P = 0,002 bulunmustur. Bu sonuglar mesane kanseri
hastaligiyla cinsiyet arasinda onemli bir baglanti oldugunu gostermektedir. Tablo
5.41.de de goriildigli gibi erkekler kadinlardan 3,6 kat daha fazla hastaliga

yakalanma riski tagimaktadir.

Tablo 5.39. Cinsiyet * Grup Capraz Tablosu

Grup
Kontrol Hasta Toplam
Cinsiyet Kadin 34 12 46
Erkek 39 50 89
Toplam 73 62 135

Tablo 5.40. Cinsiyet * Grup Ki-Kare Testleri

Asymp. Sig. Exact Sig. Exact Sig.
Value df (2-sided) (2-sided) (1-sided)

Pearson Chi-Square 11,058(b) 1 ,001

Continuity Correction(a) 9,880 1 ,002

Likelihood Ratio 11,431 1 ,001

Fisher's Exact Test ,001 ,001
Linear-by-Linear Association 10,976 1 ,001

N of Valid Cases 135

a Yanlizca 2x2 tablo i¢in hesaplandi.
b 0 hicre (% ,0) 5ten kiguk tahmin edildi. Minimum tahmin 21,13.

Tablo 5.41. Risk Tahmini

95% Confidence Interval

Value Upper Lower
Odds Ratio for Cinsiyet
(Kadin / Erkek) 3,632 1,665 7,924
For cohort Grup = Kontrol 1,687 1,261 2,257
For cohort Grup = Hasta 464 276 781

N of Valid Cases 135
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5.4.4. Yas ve Hastalik iliskisinin Arastirilmasi

Mesane kanseri hastaliginin yas ile iligkisi Student T Testi ile hasta ve kontrol
gruplarmin yag ortalamasi karsilastirilarak yapilmistir (Tablo 5.42 ve Tablo 5.43.).
Elde edilen [T=20,964; df=116; P<0,001] sonug¢, mesane kanseri hastaliginin
goriilme olasiliginin yas ile ¢ok 6nemli derecede alakali oldugunu goéstermektedir.
Buna ek olarak hastalar 0-29, 30-54, 55-69 ve 70 yas iistii olarak gruplara ayrilmistir
(Sekil 5.16). Bu dagilima gore vakalarin % 97,8’inin 30 yasinin istiinde oldugu ve
70 yas iistii grubun toplam vakalarin % 53,3’linli olusturdugu goriilmektedir. Ayrica
hastaligin goriilme siklig1 30-54 yasa 55-69 yasa, 55-59 yastan da 70+ yasa gecerken
yaklasik 1,9 kat artmstir.

Tablo 5.42. Yas - Grup Istatistikleri

Std. Error
Grup N Mean Std. Deviation Mean
Yas  Hasta 45 66,96 14,110 2,103
Kontrol 73 25,51 7,326 857
Tablo 5.43. T Testi
Levene's Test
for Equality of
Variances t-test for Equality of Means
95%
Confidence
Interval of the
Difference
Sig.
(2- Mean Std. Error
F Sig. t df  tailed) Difference Difference Upper Lower
Yas Equal
variances 24,925 ,000 20,964 116,000 41,449 1,977 37,533 45,365
assumed
Equal
‘r’]i:'ances 18,248 58,846 000 41,449 2,271 36,903 45,994

assumed
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Mesane Kanseri Hastalarinin Yas Gruplarina Dagilimi
60.0
53.3
50.0 b
40.0 -
S
] 28.9
£ 300 -
=
2
'S
200 156 —
10.0 b
2.2
0.0
0-29 30-54 55 - 69 70 +
Yas Araliklan
Sekil 5.16. Mesane Kanserli Hastalarin Frekans — Yas Grafigi

5.4.5. Sigara I¢cimi ve Hastalik iliskisinin Arastirllmas:

Sigara kullanimi ve mesane kanseri arasindaki olasi baglantinin arastirilmasi

Tablo 5.44. Sigara Kullanim1 * Grup Capraz Tablosu

Grup
- Kontrol Hasta Toplam
Sigara Kullanimi Igmiyor 43 7 50
Igiyor 30 34 64
Toplam 73 41 114

Tablo 5.45. Sigara Kullanim1 * Grup Ki-kare Testleri

icin hasta ve kontrol popiilasyonu sigara kullanimina gore gruplandirilmis (Tablo

5.44.) ve ki-kare testi ile degerlendirilmistir (Tablo 5.45.).

Asymp. Sig. Exact Sig. Exact Sig. Point
Value df (2-sided) (2-sided) (1-sided) Probability
Pearson Chi-Square 18,658(b) 1 ,000 ,000 ,000
Continuity Correction(a) 16,997 1 ,000
Likelihood Ratio 19,964 1 ,000 ,000 ,000
Fisher's Exact Test ,000 ,000
Linear-by-Linear Association 18,494(c) 1 ,000 ,000 ,000 ,000

N of Valid Cases 114

a Yanlizca 2x2 tablo igin hesaplandi.
b 0 hicre (,0%) 5’ten kiigiik tahmin edildi. Minimum tahmin 17,98.
¢ Standardize edilmis istatistik 4,300.
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Yapilan istatistik degerlendirme sonucunda sigara kullaniminin hastalik ile
onemli derecede iliskisi bulunmustur (x2=16.997; df:1; P<0,001; OR:6,962(2,7 —
17,8), (Tablo 5.46.).

Tablo 5.46. Risk Tahmini

95% Confidence Interval

Value Upper Lower
Kullanim (smiyor | liyor) 6962 2726 17,780
For cohort Grup = Kontrol 1,835 1,381 2,437
For cohort Grup = Hasta ,264 ,128 ,544
N of Valid Cases 114

5.4.6. Lojistik Regresyon Analizi ve Goreli Orantilar

Ki-kare testleri sonucunda kontrol ve hasta grubu dagilimlarinda istatistiksel
olarak o6nemli farklar gorilen CYP1B1 geni Eco571 polimorfizmine SPSS
programinda lojistik regresyon analizi uygulanarak goreli orantilar elde edilmistir.
Bu goreli orant1 degerleri, hastalik ile iligkili oldugu bilinen ve ki-kare testlerinde de
anlamli farklar goriilen c¢evresel faktorlere (sigara icimi ve cinsiyet) gore
diizeltilmistir (Tablo 5.47.). Kontrol ve hasta gruplar yas faktorii icin uygun

goriilmediginden degerlendirmeye alinmamustir. Lojistik regresyon analizindeki

modellerin uygunlugu Hosmer-Lemeshow Test ile dogrulanmistir.

Tablo 5.47. Lojistik Regresyon Analizi

Sig.® OR"(95,0% C.1.) OR?(95,0% C.I.)
CYP1B1 (Leu/Leu) ,032 1,0 (ref.) 1,0 (ref.)
CYP1B1 (Leu/Val) ,011 3,537 (1,338 — 9,351) 2,741 (1,313 — 5,720)
CYP1B1 (Val/Val) 854 1,192 (,182 - 7,821) 1,370 (,343 — 5,474)
CYP1B1 (Leu/Val + Val/Val) ,019 2,512 (1,229 — 5,136) 3,080 (1,204 — 7,874)

a Sigara igimi ve cinsiyet igin diizeltiimis
b Ham degerler
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6. TARTISMA

Insan genomundaki genetik varyasyon, genetik ve gevresel faktdrlerin birlikte
karakterize ettigi kompleks hastaliklardan biri olan kanser aragtirmalar1 i¢in ok
gliclii bir kaynaktir. Poplilasyona atfedilen kanser kalittmimnin az rastlanan gen
hatalar1 ile degil, genellikle DNA dizisindeki polimorfik varyasyonlarla iligkili
oldugu giderek anlasilir hale gelmistir. Bu goriis, mesane kanseri de dahil olmak
iizere pek cok kanser olusum mekanizmasi i¢in kabul edilmistir (Kim ve Quan,
2005). Cogu kanser tiirii, genomik ve ¢evresel faktorlerin karmagik etkilesimlerinin
bir sonucudur. Cevresel faktorlerin ve onlara eslik eden genetik modiilatorlerin
tespiti i¢in zenobiyotik ve endobiyotik metabolizmasina dahil olan biyolojik
anahtarlarin arastirilmasi 6nem tasimaktadir (Thier vd., 2003).

Zenobiyotiklerin oksidatif metabolizmasi i¢in sitokrom P450 enzim siiperailesi
pek cok endojen (hormon, yag asitleri, vs.) ve ekzojen (PAH, aromatik aminler, vs.)
kimyasalin oksidasyonunu katalizler. Bu faz I enzimleri ¢ogunlukla kimyasal ve
zehirli maddelerin aktivasyonuna dahil olurken, faz II enzimleri (GST,
siilfotransferazlar, vs.) de genellikle birincil metabolitlerin detoksifikasyonuna
katilirlar. Aktivasyon ve detoksifikasyon arasindaki bu denge biyo-aktif zehirli
maddelerin dozunu belirler ve sonug olarak hastalik riskini etkiler (Thier vd., 2003).

Pek cok metabolik enzimlerde ve diger genlerdeki genetik polimorfizmlerin
mesane kanseri riskini arttiran modiilatérler oldugu bulunmustur. Mesane kanseri
riski ile ilgili en c¢ok c¢alisilan polimorfizmler &zellikle N-asetil-transferazlar,
glutatyon S-transferazlar ve DNA tamir mekanizmasindaki enzimler gibi onemli
enzim genleri izerindeki polimorfizmler olmustur (Franekova vd., 2008). CYP
polimorfizmleri, akciger, bas ve boyun kanseri gibi diger sigara icimiyle ilgili
aragtirmalarda sikga c¢aligilmis olmasina ragmen mesane kanseri ile yapilan
calismalar ¢ok az sayidadir.

Bu calisma kapsaminda 62 mesane kanseri hastasi ve 73 saglikli bireyden
alman 6rneklerle CYP1A1, CYP1B1, CYP2D6 ve CYP2EI genleri ilizerinde se¢ilmis
toplam dokuz polimorfizm caligilmistir. Yapilan PCR-RFLP ¢aligmalar1 sonucunda
her bir polimorfizmin alel frekanslar1 elde edilmistir. Bu alel frekanslarinin Hardy-
Weinberg Dengesi’ne uygunlugu PLINK programi yardimu ile l¢lilmiistiir. Frekansi
¢ok diisiik genotipler i¢in standart Asimtotik Test yerine Exact Test kullanilmigtir
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(Wigginton vd., 2005). Hasta ve kontrol gruplarmin test sonucu elde edilen p
degerleri Tablo 5.21.’de gosterilmektedir. P degerinin 0,05°ten biiyiik biiylik olmas1
varsayilan dagilima yan1 Hardy-Weinberg’e (HW) uygunlugu belirtmektedir (Daniel
W.W., 1999; Ozdamar K., 2003). Bu bilgiler gercevesinde kontrol grubu tiim
polimorfizmler icin HW dengesindedir; fakat hasta popiilasyonunun CYP1BI
(Eco571) i¢in HW dengesinde olmadig1 goriilmektedir. Ancak hasta popiilasyonu
rasgele se¢ilmis bireylerlerden olugsmamaktadir ve HW dengesinde olmayabilecegi
gibi, bu durum Eco57I polimorfizminin hastalikla alakali olabilecegi hakkinda bir
ipucu vermektedir. Ayrica, kontrol grubunun frekans verileri Kanser Genom
Anatomisi Projesi SNP500Kanser Veritabani’ndaki (http://snp500cancer.nci.nih.gov)
frekanslarla karsilagtirldiginda, bu verilere yakin sonucglar elde edildigi
goriilmektedir (Tablo 6.1.). Tablo 6.1.°de CYPIB1 geninin genotipik ve alelik
frekanslarinin diger polimorfizmlerden farkli olarak beyaz ik yerine Ispanyol
kokenlilerde rastlanan frekanslara benzedigi goriilmektedir.

Bu calismada genetik faktorler ile Dbirlikte c¢evresel faktorler de
degerlendirilmistir. Ik olarak cinsiyet ve mesane kanseri igin bir degerlendirme
yapilmis ve aralarinda siki bir iliski bulunmustur (3°=9,88; P=0,002). Yapilan
istatistiksel degerlendirmeye gore erkekler, bayanlara gore yaklasik olarak 3,6 kat
daha fazla (%95 CI: 1,6 — 7,9) mesane riski tasimaktadir. Hasta grubu incelendiginde
%80,6’s11 erkek bireylerin olusturdugu goriilmektedir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalar
da erkeklerde mesane kanserinin ii¢ ile bes kat arasinda daha fazla goriildiglini
bildirmektedir (Olfert vd., 2006). Sigaranin da mesane kanseri ile iligkisi pek ¢ok
calismada dogrulanmis ve mesane kanseri icin bir risk faktorii oldugu kabul
gormiistiir. Sigara kullanimi i¢in degerlendirme yapildiginda sigara i¢imi ve mesane
kanseri arasinda Oonemli derecede iliski bulunmustur [x2=16.997; df:1; P<0,001;
OR:6,962 (2,7-17,8)]. Mesane kanseri olusumu i¢in arastirilan diger bir ¢evresel
faktor ise yastir. Yapilan ¢alismalarda mesane kanseri hastalarinin {igte ikisinin 65
yas lizerinde oldugu tespit edilmistir (Olfert vd., 2006). Bu tez calismasinda da
mesane kanseri hastalarmin %53,3’iinii 70 yas stii, %28,9’unu da 55 ve 69 yas
arasindaki bireyler olusturmaktadir. Mesane kanseri ve yas iliskisini tespit etmek
amaciyla Student T-Testi uygulanmis ve istatistiki olarak ¢ok biiylik bir fark
bulunmustur. Ancak kontrol grubunun yas ortalamasi hasta grubundan énemli derece
diistiktiir ve karsilastirma yapmak i¢in uygun degildir. Fakat genotip dagilimi kontrol

veya hasta grubunda yas ile degismeyecegi i¢in bu durum frekans ve genotip
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degerlendirmelerini etkilemeyecektir (Wenzlaff vd., 2005). Ancak bu durumdan

dolay1 yas faktorii lojistik regresyon analizine dahil edilmemistir.

Tablo 6.1. Genotipik ve Alelik Frekanslarin SNP500Cancer Verileri ile Karsilastirilmasi

Polimorfizm  Popiilasyon Genotipik Alelik
CYP1A1 (m1) CC CT TT C T
YP m
54646903 Kontrol 0.000 0.278 0.722  0.139 0.861
Beyaz Irk (0.000) (0.379) (0.621) (0.190) (0.810)
AA AG GG A G
CYP1A1 (m2)
51048943 Kontrol 0.904 0.096 0.000 0.952 0.048
Beyaz Irk (0.774) (0.226) (0.000) (0.887) (0.113)
AC CC A C

CYPIAI (m4)

51799814 Kontrol 0.110 0.890 0.055 0.945
Beyaz Irk (0.129) (0.871)  (0.065) (0.935)
cC CG GG C G
CYPIBI1 Kontrol 0.507 0411 0.082 0712  0.88
rs1056836  jspanyol (0.522) (0.435) (0.043) (0.739) (0.261)
Beyaz Irk (0.323) (0.452) (0.226) (0.548) (0.452)
AA  AG GG A G
CYP2D6
153892097  Kontrol 0.027 0205 0.767 0.130  0.870
Beyaz Irk (0.032) (0.419) (0.548) (0.242) (0.758)
CcG GG C G
CYP2E1 (Pstl)
3813867 Kontrol 0.041 0.959 0.021 0979
Beyaz Irk (0.032) (0.968)  (0.016) (0.984)
CYPIET (Rsal) ccC CT C T
YP2E1 (Rsal
152031920 Kontrol 0.959 0.041 0979  0.021
Beyaz Irk (0.968) (0.032)  (0.984) (0.016)
AA AT TT A T
CYP2E1 (Dral)
rs6413432  Kontrol 0.000 0.164 0.836 0.082 0918
Beyaz Irk (0.000) (0.129) (0.871) (0.065) (0.935)

Diger lokuslardan farkli olarak CYP1Al i¢in bakilan dort polimorfizm, bes
farkli alelin tespit edilmesini saglamaktadir (Cascorbi vd., 1996; Aynacioglu vd.,
1998). Tablo 5.5., 5.6. ve 5.7.de elde edilen aleller ve bu alellerin genotipik
dagilimlar belirtilmistir. Aynacioglu ve arkadaslarinin 1998’de Tiirk popiilasyonu
tizerinde yaptig1 frekans c¢alismasinda CYP1A1*2A, *2B ve *4 alellerinin diger
beyaz irka mensup popiilasyonlara gore oldukea yiiksek oldugu gosterilmistir. Ayrica
ml ve m2 mutasyonlarinin Tiirklerde beyaz 1tk popiilasyonlarina gore daha yiiksek,
uzak dogu popiilasyonlarma gore ise ¢ok daha diisiik bir frekansa sahip oldugunu

belirtilmistir (Aynacioglu vd., 1998). Bu tezde de CYP1A1 ile ilgili alinan sonuglar,
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Aynacioglu vd.’nin (1998) aldig1 sonuglar ile oldukca yakindir ve bu calismay1
dogrulamistir. Ayrica sadece Afrikalilar’da rastlandigi belirtilen (Cascorbi vd., 1996)
m3 mutasyonuna bu tez ¢aligmasinda da rastlanmamustir.

CYPIA1 mutasyonlar1 ile yapilan c¢aligmalar popiilasyonlara ve calisilan
kanser tipine gore farkli sonuclar vermistir. CYP1A1 ml mutasyonunun Almanlarda
ve Silililerde yapilan caligmalarda akciger kanseri riskini arttirdigi belirtilmistir
(Cascorbi vd., 1996; Quinones vd., 2001). Yapilan diger calismalar Japon
popiilasyonunda ml mutasyonunun meme kanseri ve kolon kanseri icin bir risk
olmadigin1 ve hatta sigara i¢cmeyenlerde kolon kanseri i¢in riski diislirdiigiini
bildirmistir (Ishibe vd., 1998; Inoue vd., 2000). CYP1A1 m2 mutasyonunun bas ve
boyun skuamdz hiicre karsinomunda, akciger kanserinde ve GSTM1 (null) genotipi
ile birlikte prostat kanserinde risk arttirici bir faktdr olarak belirtilmistir (Morita vd,
1999; Murata vd., 2001; Quinones vd., 2001). Hi¢ sigara kullanmamis Koreli
kadinlar tizerinde yapilan bir ¢caligma ise m2 mutasyonunun akciger kanseri riskini
disiirdiigii belirtmistir (Yoon vd., 2008). Japon ve beyaz 1rk popiilasyonunda yapilan
iki caligma ise, CYP1A1 ve mesane kanseri arasinda énemli bir baglanti olmadigini
belirtmistir (Bartsch vd., 2000). Yapilan bu tez ¢alismasinda ise CYP1AT1 lokusu icin
ml (y= 1,795 P = 0,397), m2 ()*= 0,002 P = 0,968), m4 (x’= 0,076 P = 0,783)
mutasyonlar1 degerlendirildiginde, bu mutasyonlarin mesane kanseri hastaligi ile
baglantis1 tespit edilememistir. Ayrica bu polimorfizmlerin olusturdugu *1, *2A,
*2B, *3 ve *4 alelleri (http://www.cypalleles.ki.se/cyplal.htm) ve bu alellerin
olusturdugu genotip dagilimi belirlenmistir. Genotiplerin kontrol ve hasta
poplilasyonunda dagilimi arasinda 6nemli bir fark goriilmemistir (Tablo 5.29.).

CYP2D6 lokusunda zayif metabolizor fenotipinden sorumlu en yaygin
mutasyon, ekzon 3 ve intron 4 birlesimindeki G/A tranzisyonudur (Sobti vd., 2005;
Febbo vd., 1998). Smith vd.’nin 1992°de yaptig1 CYP2D6’nin intron3/ekzon 4 G/A
tranzisyonu odakli kapsamli calismasinda 16semi, melanoma ve mesane kanseri
genotip dagilimlarinda 6nemli bir farklhilik gézlemlendigi belirtilirken; teratom,
prostat, meme, kolon ve akciger kanserlerinin CYP2D6 ile bir baglantisi
bulanamamistir. Bu ¢alismada ayni zamanda mesane kanseri i¢in farkliligin biiyiik
oranda heterozigotlardan kaynaklandigi homozigot mutantlarda 6nemli bir farklilik
olmadig1 ve ek caligmalarin gerekliliginden de bahsedilmistir (Smith vd., 1992).
Febbo vd.’nin 1998’de beyaz itk iizerinde yaptig1 caligma, CYP2D6 ile prostat
kanseri arasinda bir baglanti bulamamistir (Febbo vd., 1998). Misirlilar’da yapilan
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bir ¢alismada ise CYP2D6’nin mesane kanseri lizerinde tek basina bir etkisi
olmadigi, fakat GSTMI1 (null) genotipi ile birlikte degerlendirildiginde bir risk
faktorii oldugu belirtilmistir (Anwar vd., 1996). Kuzey Hindistan’da yapilan bagka
bir ¢alisma ise CYP2D6’nin heterozigot fenotipinin mesane kanseri riskiyle bir
baglantis1 olmadigini, fakat zayif metabolizor yani homozigot mutant genotipin
kanser riskini 1,5 kat arttirdigini1 bildirmistir (Sobti vd., 2005). Bu tez caligmasi
kapsaminda da CYP2D6 geninde intron3/ekzon4 G/A tranzisyonu arastirilmig ve
genotip dagilimlarinin hasta ve kontrol gruplarinda istatistiksel olarak onemli bir
farklilik gostermedigi (x’=1,510 P=0,485); sonug olarak bu polimorfizmin mesane
kanseriyle bir iliskisi olmadig1 saptanmistir. Ancak bu polimorfizmin frekans1 Tiirk
popiilasyonunda oldukea diisiiktlir ve hatta beyaz irk popiilasyonunda gézlemlenen
frekansin altindadir (Tablo 6.1.). Bu nedenle, bu polimorfizmin daha yiiksek frekans
gosterdigi popiilasyonlarda ¢aligilmasi daha saglikli sonuglar verecektir. Bunun yani
sira CYP2D6 ilaglarin yaklasik %25’inin (6rn. beta-bloker ve trisiklik
antidepresanlar) metabolizmasinda yer almaktadir (Sachse vd., 1997). Pek ¢ok ilacin
terapdtik etkinligi ve tedavideki yan etkileri CYP2D6 aktivitesine bagli oldugundan,
bu calisma ileride uygulanacak kisisel ilag tedavileri i¢in rutin olarak yapilacak
genotip taramalar icin faydali olacaktir.

CYP2EI Pstl/Rsal ve Dral polimorfizmleri akciger kanseri basta olmak iizere
pek ¢ok kanser tiiriinde calisilmistir. Kato vd.’nin 1992 ve 1994’te Amerikali ve
Japon denekler iizerinde yaptig1 iki ¢caligmada Pstl/Rsal ve Dral polimorfizmleri ile
akciger kanseri arasinda bir baglanti olmadig1 belirtilmistir (Kato vd. 1992; Kato vd.,
1994). 2001 yilinda Sili’de yapilan bir calisma Kato vd.’nin yaptigi calismayi
dogrulayarak akciger kanseri ve CYP2El geni arasinda bir baglanti olmadigini
belirtmistir (Quinones vd., 2001). Yine 2001 yilinda Japon popiilasyonu iizerinde
yapilan bir calisma prostat kanseri ve Pstl polimorfizmleri arasinda baglanti
bulunmadigimi belirtirken (Murata vd., 2001), 2007 yilinda Cin’de yapilan bagka bir
calisma rektal kanser ile Rsal polimorfizmini baglantili bulmustur (Gao vd., 2007).
Japon popiilasyonunda bas ve boyun kanseri ve Pstl polimorfizmi arasinda baglanti
olmadig1 da bildirilmistir (Morita vd., 1999). Mesane kanseri ve CYP2E] ile daha
once yapilan iki ¢aligma birbiri ile ¢elismektedir. 1996 yilinda Misirli mesane kanseri
hastalar1 lizerinde yapilan bir ¢alisma, CYP2E!1 Pstl polimorfizmi ile mesane kanseri
arasinda bir baglanti bulamamistir (Anwar vd., 1996). Ancak 2003 yilinda Koreli

erkekler iizerinde yapilan bagka bir ¢alisma CYP2E1 ve mesane kanseri arasinda bir
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baglanti1 bulundugunu belirtmektedir (Choi vd., 2003). Bu tez calismas1 kapsaminda
da CYP2EIl Pstl, Rsal ve Dral polimorfizmlerinin mesane kanseri i¢in bir risk
faktorii.  olup olmadigr aragtinlmistir. Rsal (G.250C) ve Pstl  (C.jp9:T)
polimorfizmlerinin birbirleriyle tam LD halinde oldugu bilinmektedir (Bolt vd.,
2003). Ancak Kato vd. (1992) sekiz vakanin bu duruma uymadigini belirtmigtir
(Kato vd., 1992). Bu nedenle bu tez ¢alismasinda da Pstl ve Rsal polimorfizmlerinin
her ikisi de incelenmis ve tiim Orneklerin Tiirk popiilasyonunda da tam baglanti
esitsizliginde oldugu bulunmustur. 2001 yilinda yapilan bir ¢alisma Pstl/Rsal ve
Dral polimorfizmlerinin Tiirk popiilasyonunda frekanslarini bildirmistir (Omer vd.,
2001). Bu tez c¢aligmasinda bulunan alel ve genotip frekanslari, 2001 yilinda
bildirilen frekanslarla ortiigmektedir. Pstl/Rsal polimorfizmleri CYP2E1*5B, Dral
polimorfizmi de CYP2E1*6 alellerini olusturmaktadir
(http://www.cypalleles.ki.se/cyp2el.htm). Yapilan istatistiksel analiz sonucunda,
CYP2E1*5B ve CYP2E1*6 alellerinin genotip dagilimlariin mesane kanseri
hastalar1 ve saglikli kontrol gruplar arasinda 6nemli bir fark (P=0,703 ve P=0,543)
bulunamamustir.

Daha once yapilan calismalarda CYP1B1 geni pek c¢ok kanser tiirii ile iliskili
bulunmustur. Ko vd.’nin 2001 yilinda yaptig1 ¢alisma CYP1B1’in sigara i¢imi goz
oniinde bulunduruldugunda bas ve boyun kanseri ile iliskili oldugunu bildirmistir
(Ko vd. 2001). Tanaka vd. CYP1B1’in 119G-T varyantin1 prostat kanseri ile iligkili
bulurken, Val432Leu polimorfizminin prostat kanserini etkilemedigini bildirmistir
(Tanaka vd. 2002). 2007°de yapilan iki calisma ise CYP1B1 genini kolorektal kanser
ve losemi ile iliskilendirmistir (Fan vd., 2007; Vineis vd., 2007). 2002°de Tiirk
poplilasyonunda yapilan bir ¢aligma ise CYP1B1*3 alelinin meme kanseri ile alakali
oldugunu bildirmistir (Kocabas vd., 2002). Hi¢ sigara icmemis Koreli kadinlarda
yapilan bir arastirma ise CYP1B1 Leu432Val ve CYP1A1 Ile462Val polimorfizmleri
birlikte degerlendirildiginde akciger kanseri i¢in bir risk faktori oldugunu
belirtmistir (Yoon vd., 2007). Bu ¢alismalara karsit olarak Watanabe vd. CYP1B1
Val432Leu polimorfizminin, akciger ve meme kanseri ile baglantisinin
bulunmadigini belirtmistir (Watanabe vd., 2000). Yine 2004 yilinda Hung vd. yaptigi
calismada mesane kanseri ve CYP1BI1 arasinda bir baglanti bulamamistir (Hung vd.,
2004). Japon popiilasyonunda yapilan baska bir ¢aligma ise renal kanser ile CYP1B1
Val432Leu degisimi arasinda bir baglant1 bulmustur (Sasaki vd., 2004).



68

Bu tez calismasinda CYPIBI’in iizerindeki, CYP1B1*3 alelini belirleyen
(http://www.cypalleles.ki.se/cyplbl.htm) Leud432Val polimorfizmi ile mesane
kanseri arasindaki iligki aragtinlmistir. Hasta ve kontrol popiilasyonu arasindaki
genotip dagilimi incelenmis ve arada istatistiksel olarak énemli bir fark (y°= 7,538
df:2, P=0,021) bulunmustur. PLINK ile yapilan baglanti analizi de bu sonucu
dogrulamaktadir. Bu dagilimi1 mesane kanserini etkileyen diger faktorler ile birlikte
degerlendirmek ve goreli orantilar1 elde etmek i¢in lojistik regresyon analizi
yapilmistir. Lojistik regresyon analizinde de CYP1B1 tek basina veya gevresel
faktorlerle birlikte degerlendirildiginde mesane kanseri i¢in bir risk olusturmaktadir
(Tablo 5.47.). Sonuglar ki-kare testlerinde énemli ¢evresel faktorler olarak bulunan
cinsiyet ve sigara icimine gore diizeltildiginde, %95 giiven araliginda, CYP1B1
(Leu/Val) i¢in OR:2,741 (1,313 — 5,720), CYP1BI1 (Leu/Val + Val/Val) i¢in OR:
3,080 (1,204 — 7,874) olarak bulunmustur. CYPIB1’in 432. kodonundaki G/C
degisimi protein yapisinda Val-Leu amino asit deg§isimine sebep olmaktadir ve
CYP1B1’in yabanil tip aleli G olarak tanimlanmistir (Bailey vd., 1998; Stoilov vd.,
1998). Ancak yapilan bu tez c¢alismasinda bu degisimin Tiirk popiilasyonunda ¢ok
yiiksek frekansta goriildiigii tespit edilmistir. Yabanil tip olarak bildirilen G alelinin
her ikisine sahip bireyler toplam 135 kisiden sadece 10’unda saptanmistir. Benzer
genotip dagilim daha 6nce de belirtildigi gibi ispanyol kokenlilerde bulunmustur.
Ayni1 zamanda Kocabas vd.’nin yaptigi calismada belirttigi alel ve genotip
frekanslar1 bu tez caligmasindaki frekanslarla birebir oOrtiismekte ve yapilan bu
calismalar birbirini dogrulamaktadir (Kocabas vd., 2002). Lojistik regresyon
analizinde Val/Val aleli istatistiksel olarak 6nemli goriilmemektedir. Fakat eger
432Val aleli hastaligin artmus riski ile alakaliysa, Val/Val genotipinin de hastalikla
alakali goriilmesi beklenir. Bu durum 432Val alelinin frekansinin  Tiirk
popiilasyonunda ¢ok diisiik olmas1 ve denek sayisinin yeterli biiytlikliige ulagmamis
olabileceginden kaynaklaniyor olabilir. Yine de hasta grubunda heterozigotlarin
neden arttig1 ileride yapilacak ¢aligsmalarla agiga kavusacaktir.

Bunun yani sira, yabanil tip alelin hastaligin artmis riskiyle alakali oldugu
goriilmektedir. Bu durum kolorektal, renal ve akciger kanserleri i¢in yapilan
calismalarda da bildirilmistir (Fan vd., 2007; Sasaki vd., 2004; Yoon vd., 2007;
Wenzlaff vd., 2005). insan dokularindan elde edilen mRNA’larla yapilan blot
analizleri CYP1B1’in yetiskin bdbrek, prostat, uterus ve meme dokularinda goéreceli

olarak daha fazla eksprese edildigini gostermistir (Shimada vd., 1996). Uriner
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sedimentler ve tireter 6rneklerinden yapilan hiicre kiiltiirli calismalar1 bu hiicrelerde
CYPIB!’in diger CYP genlerine gore daha fazla eksprese edildigini bildirmistir
(Roos vd.,2005). CYPIB1 hem polisiklik aromatik hidrokarbonlarmm hem de aril
aminlerin aktivasyonunu katalizleyebilmektedir. CYP1B1 dihidrodiollerin metabolik
aktivasyonunda da onemli bir aktivite gostermektedir. Bu aktivitenin {liriinii olan diol
epoksitler pek ¢ok tliimér modelinde potansiyel kanserojenlerdir (Shimada vd., 1996).
Insan CYP1BI varyantlariyla yapilan ¢alismalar, benzo[a]pyrene gibi PAH’lar1 ve
dihidrodiollerin aktivasyonunu katalize ederken Leu432 varyantinin Val432
varyantina gore biraz daha aktif oldugunu gdstermistir. Ancak 17p-oestradiol 4-
hidroksilasyon aktiviteleri Val432 aleli ile daha yiiksek olma egilimindedir (Shimada
vd., 1999; Shimada vd., 2000). Testosteronun 6p-hidroksilasyonu i¢in ise iki Leu432
varyantinin Val432 varyantlarina gore daha yiiksek Vm./Ky oranina sahip oldugu
bildirilmistir (Shimada vd., 1999). Bu caligmalara zit olarak Aklillu vd. 2005 yilinda
bu varyantlarin B[a]P metabolizmasinda katalitik farklilik gostermedigini bildirmistir
(Aklillu vd., 2005). Yapilan calismalar, kullanilan metot ve substrat farkliliklar
nedeniyle celiskili sonuclar vermesine ragmen CYP1B1 Val432Leu polimorfizminin
enzim aktivitesinde bir degisiklige sebep olabilecegi hakkinda giiglii deliller
sunmaktadir. CYP1B1’in genis capta karsinojenik kimyasali aktive etmesi ve sigara
icimiyle de ¢ok ¢esitli karsinojene maruz kalinmasi mekanizmanin net bir sekilde
ortaya konmasii zorlagtirmaktadir. Bunlara ek olarak genel mekanizma
olusturulurken viicutta biriken karsinojenlerin faz I ve faz II mekanizmalarinin
arasindaki denge ile alakali oldugu goz oOniinde tutularak, faz II genlerinin deaktive
edici etkileri de hesaba katilmalidir.

Bu calismada, denek sayisinin azligina ragmen, elde edilen veriler diger
calismalar ile karsilagtirldiginda oldukga iyi sonuc¢lar bulundugu goriilmektedir.
Sonug olarak CYP1A1, CYP2D6 ve CYP2E1 genleri ile mesane kanseri arasinda bir
baglantt bulunamamistir, fakat CYP1BI1’in 432Val varyantinin mesane kanseri
riskini 2,7 ile 3,0 kat arasinda arttirdig1 gézlemlenmistir. Bunun yani sira CYP1B1*3
alel frekansmin Tiirk popiilasyonunda oldukga yiiksek oldugu gézlemlenmistir. Bu
durum aynm1 zamanda Tiirk popiilasyonunu CYPIB1 Val432Leu polimorfizmi
calisgilmalar1 i¢cin uygun kilmaktadir. CYP genleri ile mesane kanseri iizerinde
yapilan ¢aligmalar sadece Tiirkiye’de degil diinya iizerinde de ¢ok az sayidadir. Bu
ylizden yapilan bu ¢alisma gelecek calismalara da yol gosterecek olmasi agisindan

onem tasimaktadir. Alel frekanslarinin etnik farkliliklar gostermesi bu caligmanin
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diger popiilasyonlarda da tekrarlanmasini gerektirmektedir. Popiilasyona yonelik
yapilacak ileriki caligmalar bu genlerin mesane kanseri ile iligkisini netlestirecektir.
Ayrica faz Il enzim polimorfizmleri ile yapilacak ¢aligmalar ve bu ¢aligmalarin faz |
enzim polimorfizmleri ile birlikte degerlendirilmeleri zenobiyotik mekanizmanin
daha iyi aydinlatilmasi ve mesane kanserinin yol acan faktorlerin daha iyi
anlasilmasini saglayacaktir. Risk faktorlerinin belirlenmesi ve bu faktorlerin
metabolik etkilerinin tam olarak anlasilmasi ile birlikte kansere karsi kisisel
yatkinhigin belirlenmesi, kisisel ilag tedavileri ve belirli kimyasallara kars1 kisisel
korunma saglanacaktir. Mesane kanseri olusum mekanizmasimin acgikliga kavusmasi
diger kanser tiplerinin de anlasilmasina yardimci olarak, kanserden genel bir

korunma stratejisi olusturulmasinda yol gosterici olacaktir.
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