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1. GIRIS ve AMAC

Mesane kanserleri insanlarda en sik rastlanan kanserlerdendir. Mesane
kanserlerinin gogu epitelyal kdkenli olup %901 degisici epitel hucreli karsinomdur. Bu
nedenle mesane kanseri terimi degisici epitel hlcreli karsinomalar igin kullanilir.
insan mesane karsinomlarinin patogenezinde sigara icimi, mesleki olarak maruz
kalinan klasik aromatik aminler (benzidin, 4-aminodifenil, 1-naftilamin), sac¢
boyalarinda kullanilan p-fenilendiamin, igme sularinda bulunan arsenik, kronik
fenasetin kullanimi, siklofosfamid igeren kemoterapiler, kronik sistozomiazis, iyonize
radyasyon, suni tatlandiricilar suglanmistir(1, 2, 3).

Aromatik aminlerin insanlarda kanser olusturma riski oldugu ilk kez 19.
yuzyilda boya sanayisinde ¢alismakta olan ve bol miktarda arilaminlere maruz kalan
iscilerde mesane kanseri sikhiginin arttiginin goésterilmesiyle fark edilmistir(1, 2, 3).

Kimyasallarin hasar  olugturabilme  durumu  kigilerde  degiskenlik
gostermektedir. Ayni kimyasallara benzer sirelerde maruz kalan Kigilerin bazilarinda
hasar daha fazla olabilmektedir. Bu durum genetik farkhliklardan, beslenme gibi
kazanilmis farklihklardan veya kimyasallarin metabolizmalarindaki farkhliklardan
olusabilir. Sigara kullanimi veya cevresel Kkirlilikler benzopirenler, arilaminler ve
benzeri kimyasal kanserojenlerin vicuda girmesine neden olmaktadir. Karsinogenezi
baglatacak aromatik veya heterosiklik aminlerin elektrofilik ara Urlnlere
doénusebilmeleri icin metabolik aktivasyonlari gerekmektedir. Bunlar vicutta bir seri
oksidasyon ve konjugasyon reaksiyonlari ile biyotransforme edilmekte bdylece ya
detoksifiye edilmekte ya da yeni daha aktif kanserojenlere donusturulmektedirler (4).
Detoksifikasyon vicutta en ¢ok karacigerde gergeklesmektedir. Baslica ki

asamalidir. Bunlardan ilki Faz | reaksiyonlari olup vicuda giren kimyasallara



fonksiyonel gruplar (okidasyon, hidroksilasyon vs) ekleyerek onlarin aktivitelerinin
bozulmasina veya aktif Grunlere donusturup (elektrofilik) bir sonraki kademede (faz Il
reaksiyonlari) daha ¢abuk atilabilir hale getirilmesini saglar. Faz | reaksiyonlar baslica
sitokrom p450 ailesi (CYP1, CYP2, CYP3) ve alt gruplar ile olusturulur. Faz | ile
elektrofilik hale getirilen Grunler faz Il reaksiyonlari ile konjuge (glukronidasyon,
asetilasyon, glutatyon transferi, sulfasyon vs) edilerek suda veya safrada ¢ozunur
hale getirilip, baglica idrar ve safra yoluyla atilirlar. Faz Il reaksiyonlar baglica UDP-
glukroniltransferazlar, N-asetil transferazlar, Glutatyon S-transferazlar ile
olusturulur(4).

Polimorfizm toplumda sikhdi %1’den daha fazla olan mutasyonlardir. Bireyler
farkli polimorfik genlerden dolayi ayni tip genetik yapiya sahip olmadiklari icin bazi
kisilerde aktiviteleri artan Faz | sitokrom P450 1A1 (CYP1A1) enzimleri veya
aktiviteleri azalmig Faz Il Glutatyon S-transferaz enzimleri ile kanser riski artigi gesitli
arastirmalarda gosterilmigtir(5).

CYP1A1 (Aril Hidrokarbon Hidroksilaz Enzimi veya Sitokrom P-450) 15.
kromozomda yer almaktadir. CYP 1A71in P-450 gruplan iginde en fazla
hidrokarbonlarla induklenebilen enzim aktivitesine sahip oldugu gdsterilmistir(6).
CYP1A1 enziminin 7. ekzonunda bir amino asit degisimine (izoldsin—valin) bagh
olarak enzimin aktivitesi artmakta ve sonug¢ olarak faz | reaksiyonu hizlanmaktadir.
Bu olayin sonucuna bagh olarak polisiklik aromatik hidrokarbonlarin (PAH)
metabolizmasinda artis gozlenmektedir. Buna bagli olarak elektrofilik Granler
artmaktadir. Eger bunlar konjuge edip detoksifikasyonu tamamlayacak olan faz Il
enzimlerinin genetik olarak eksiklikleri varsa, elektrofilik Urtnler vicutta daha uzun
sure kalacak ve kanser olusturma riski artacaktir. Ornegin faz Il enzimlerinden GST

M71’in null genotipi (genin tam yoklugu) tasiyan bireylerde kanser riskinin artabilecegi



bildirilmistir(5). Yuksek enzim aktivitesine sahip homozigot mutant olan CYP 1A1
tasiyan bireyler popiilasyonun yaklasik %10’unda mevcuttur (7, 8). ilk kez Petersen
(9) ve Kawajiri (10) 90’li yillarin basinda bu polimorfizmle birlikte skuamo6z hucreli
akciger kanseri riskinin arttigini gostermislerdir. Perera sigara igen Japonlarda yaptigi
calismada riskli genotipe sahip olanlarin p53 mutasyonunun istatistiksel olarak
anlamh bir sekilde arttigini gostermistir(11). Bazi ¢aligmalarda ise bu polimorfizm ile
kanser arasinda iligki kurulamamistir. Bu polimorfizme beyaz irkta daha az
rastlanirken (5,12,13,14) Uzakdogu'da, Guney Amerika’da, Amerikan zencilerinde,
Hawaii’'de yUksek olarak rastlandigi bildirilmistir(5, 12, 15, 16, 17, 18, 19).

Glutatyon S-transferazlar (GST) ksenobiotiklerin, sitotoksik kemoterapdtiklerin
ve kanserojenlerin metabolizmasindan sorumlu bir enzim ailesi igerisinde yer
almaktadir. Bu enzim genis bir yelpazede yer alan organik bilesiklerin glutatyon ile
reaksiyona girmesi ve tiyoester olusturmasi yaninda detoksifikasyonun ilk
kademelerinde yer alarak merkaptourik asit olusumundan sorumludur(20).

Harada’'nin yaptigi galismada GST-M1’in “null” genotipi tagiyanlarda hepatit ve
hepatomanin kontrol olgularinda fazla oldugu gosterilmigtir (21). Bu bulgu Board’in
GST-M1 null genotipi tasiyanlarin bazi elektrofilik kanserojenlerden daha yuksek
derecede etkilenebilecegi gorugunu desteklemektedir(22).

Bu goérisun 1s1g1 altinda yapilan c¢alismalarda GST M1 null genotipi
tasiyanlarin bazi tip kanserojenlere kargi duyarlihiginin arttigr gozlenmistir. Birgok
arastirmaci tarafindan mesane kanserleri, akciger kanserleri, kolorektal kanserler ve
skuamoz hucreli kanserlere yatkinlik ile null genotipi arasinda iligki olabilecegi ileri
surulmastur (23,24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31,32, 33). Baz kanserle ise bu iligki

kurulamamistir(24,28, 29).



Beyazlarda, Cinlilerde ve Hintlilerde Glutatyon S-transferaz M1 (GSTM1) null
genotipi sikliginin %40-50, siyah irkta ise Glutatyon S-transferaz T1 (GSTT1) null
genotipi sikliginin benzer oranda oldugu saptanmistir(16, 18, 19, 34, 35, 36, 37).

P53 yapisal ve fonksiyon olarak Myc protoonkogen ailesine benzemektedir.
Kromozom 17°nin kisa kolunda (17p13.1) bulunmaktadir (38, 39, 40, 41, 42, 43).
P53, transkripsiyon diuzenleyici aktivitesi olan DNA baglayici bir proteindir. Normal
hicrelerde gok az miktarda bulunur. P53 geninde rastlanan mutasyonlar insan
kanserleri icinde en fazla (~%40) rastlanan mutasyonlardir(39).  Yapilan literatur
calismalarinda p53 mutasyonlarinin GST M1 null genotipi tagiyanlarda, patolojik
evre, grade, prognoz ile iligkili olarak arttigi gosterilmistir. Mutant p53 bulunmasi
durumunda anormal protein birikiminin doku kesitlerinde immunhistokimyasal olarak
tespit edilebilecegi bildirilmistir(39).

Yukarda oOzetlenen bilgilerin 1131 altinda c¢alismamizda Turk toplumunda
saglikli kontrol vakalarinin kan ornekleri ve transizyonel hucreli mesane karsinomlu
hastalarin parafin bloklarindan elde edilen doku DNA’larindan CYP 1A1 ve GST M1
enzimleri gen polimorfizmlerinin  incelenmesi  planlanmigtir. Ayrica gen
polimorfizmleri ile parafin blok doku kesitlerinde p53 immunhistokimyasal
boyanmalarinin yogunluk ve yayginlik iligkisinin arastiriimasi, klinik ve patolojik

parametrelerle karsilastiriimasi planlanmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. MESANE KANSERININ EPIDEMiYOLOJiSi

Mesane kanseri tum dinyada en sik rastlanan 7.kanser olup yillik yaklasik
260 bin yeni erkek, 76 bin yeni kadin vaka bildiriimektedir(2) . Tum dunyadaki
kanserlerin yaklasik %3,2’sini mesane kanseri olusturmaktadir(2). Prevalans olarak
mesane kanseri gelismis uUlkelerde gelismekte olan Ulkelere gore 6 kat daha fazladir.
Her iki cinste de en fazla, Kuzey Amerika, Bati Avrupa ve Avustralya’da gorullr.
ABD’de yillik yaklasik 50-60 bin yeni vaka ve yilda yaklasik 10 bin civarinda 6lum
bildiriimektedir. Hastaligin erken teshis ve tedavisiyle prognozu dizelmis ve 5 yillik
hayat beklentisi yaklasik %60-80’lere ulagmigtir(1, 2, 3).

Mesanenin primer karsinomlarinin yaklasik %901 transizyonel hucreli
karsinom (DEHC= Degisici epitel hucreli karsinom; Uretelyal karsinom), %5-6’si
skuamoz hucreli karsinom, %1’i adenokarsinomdur(3). Kalan yaklasik %3-4’0 ise az
gorulen varyantlardir (koéti diferansiye karsinom, kiguk hucreli karsinom vs.).
Erkeklerde 4. en sik, kadinlarda ise 7. en sik kanserdir. Erkek kadin orani yaklasik
3:1 veya 4:1dir. Cogunlukla 6-8. dekadlarda rastlanir. Vakalarin 2/3'G 65 yas
sonrasidir ve 35 yastan once nadiren goralur. Latin kdkenli olmayan beyaz irk, diger
irklara goére anlamli derecede yuksek riske sahiptir(1, 2, 3).

Olugsumu multifaktoéryel olup, risk faktorleri olarak sigara igimi, mesleki olarak
kimyasallara maruz kalma (anilin, benzidin, naftilamin), kronik non-steroidal analjezik
kullanimi, siklofosfamid igceren kemoterapiler, kronik Sistozomiazis sistiti sayilabilir.
Bunlarin yaninda suni tatlandiricilar, kahve igimi, sik kullanilan kalici sa¢ boyalari,
iyonize radyasyon, kronik arsenik ile de artmis risk oldugu dusunulmektedir. Bu

ajanlara maruz kalmayla beraber hastaligin baslayabilmesi igin yaklasik 20-30 yillik
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bir latent donem gecmesi gerekmektedir. Sigaranin birakiimasindan sonra yaklasik
20 yil boyunca riskin devam ettigi gosterilmistir(1, 2, 3, 44, 45).

Klinik bulgu ve semptomlar:

Tumorun lokalizasyonuna, makroskopik tipine, buyuklugune ve invazyonun
derinligine bagli olarak degisir. En sik rastlanan bulgu agrisiz makroskopik
hematuridir. Vakalarin yaklagik %85’inde vardir. Bu vakalarin bazilarinda belirgin
pihti da gérilir ve buda agrili miksiyona neden olur. iri timérlerin varliginda mesane
kapasitesi azalir ve boylece idrar yapma sikliginda artis olur(1, 2, 3, 45). Mesane
boynunu tutan veya genis alanlari kaplayan timorlerde mesane irritasyon bulgulari
(sik idrara ¢ikma, sikisma hissi, dizlri) olur. Ureter agzi tutulursa hidronefroz
gelisebilir. Nadiren ele gelen pelvik kitle ve alt ekstremitelerde 6dem olarak kendini
gosterir. Ultrason veya bilgisayarli tomografilerde tumor varliginin  gosterilmesi
mumkun olabilse de kesin tani sistoskopi ile konur. Sistoskopi esnasinda kitlenin
bayuklugu, yeri, morfolojisi, gevre doku ile iliskisi degerlendirilir ve biyopsi alinir(1, 2,
3). Bilgisayarli tomografi ve manyetik rezonans goruntuleme ile komgu organlara
invazyon veya ekstra vezikal yayihm arastirilir. Buna ragmen 6zellikle az diferansiye
ve daha derine invazyonlu tumorlerde papiller buyume paterni eslik etmiyorsa

goruntuleme yontemleri ile tamorin gosteriimesi zordur(3).

Makroskopi :

Papiller, polipoid, noduler, solid, Ulseratif veya transmural diffuz buyume
paterni gosterirler. Soliter veya multifokal olabilirler. Cevre mukoza normal olabilir
veya CIS'nun mikroskobik alanlarini temsilen eritemat6z goranuam olabilir (1, 2, 3).

Mesane karsinomu siklikla ana tumor kitlesinden farkli alanlarda atipik epitel

proliferasyonu, CIS ve erken invaziv karsinom odaklari ile birliktedir(1, 2, 3).
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Tablo1’de mesane tumorlerinin WHO 2004 siniflamasi gorulmektedir(2).

Tablo 1

MESANE TUMORLERININ WHO 2004 KLASIFIKASYONU

UROTELYAL TUMORLER:

Infiltratif Grotelyal karsinom:

Squaméz diferansiasyon gosteren varyant
Glandiler diferansiasyon gésteren waryant
Trofoblastik diferansiasyon gostern varyant
Mested diferansiasyon gbsteren varyant
Mikrokistik

L T R T

GLANDULER NEOPLAZMLAR
. Adenokarsinom

Enterik

husinégz

Tash yizik hc'l
Berrak hicreli
. Villéz adenom

Mikropapiller W
* Lenfoepitelyoma-like ; KUE;U_ _Lcljcrel arsinom
. il B P:gg;)rlwglioma
+  Plazmasitoid angiioma
. Sarkomatoid MELANQSITIK TUMORLER
. Dev hilcreli . I*r:lnallgn melanam
. [ i . eviis
mdieEnEle MEZENKIMAL TUMORLER

Non-invaziv trotelyal neoplaziler Rabdomyos arkom

. Leiomyosarkom

s Urotelyal CIS ¢ i
* Mon-invaziv papiller Urotelyal karsinom, yiksek grade i i
* Mon-invaziv papiller Urotelyal karsinom, disik grade i OSt_eOS@Tk‘?m N
. Mon-invaziy papiller Urotelyal neoplazi, disik malign ' M’@_“g“ fibroz histiyositom{MFH)
wall B Leiomyom
potansiyelli . H -
» Urotelyal papilor : D?grgfm'om
B oRediiioRbapeplen HEMATOPOETIK VE LENFOID TUMGRLER
SKUAMGZ NEOPLAZMLAR * [lerfoma
P SCo B Flazmositom

DIGER TUMORLER
. Skene Cowper ve Littre glandlarinin karsinomlari

. MWetastatik timarler ve dider organlardan uzanan
tmaorler

. Verrilkdz karsinom
. Skuamoéz hicrel papillom

Transizyonel hucreli mesane karsinomlari iki ayri hastalik seyri gosterir.
Hastalarin gogu (~%75’i) non-invaziv veya erken invazivdir (evre Ta, Tis, T1). Takip
edilen non-invaziv veya erken invaziv vakalarin sadece %10’'unda muskularis
propria’yl da tutan, evre T2 ve oOtesi invazyon gelisir. Hastaligin ikinci seyir tipi ise
invaziv kanserdir(~%25). Bu grupta ilk geliste muskuler tabaka invazyonuyla kendini
gosteren vakalarin yaklasik %90’ninda daha onceden bildirilmis mesane kanseri
hikayesi yoktur. Malign transizyonel hicreler gesitli biyolojik yollarla muskuler tabaka

invazyonu yaparlar. Bunlar neovaskularite, konnektif doku proteolizi, artmig tumor
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hiacre motilitesi, tumor hucre embolileri ve immuan sistemin yikimidir. Muskuler
tabakanin da yikimi ile kanser vaskuler ve lenfatik kanallara ulagir ve metastaz yapar

(1,2, 3, 45).

Patolojik Evreleme
Mesane kanserinin evrelemesi tumorin mesane duvarina invazyonun derinligine
gore yapilmaktadir. Mesane kanserinde invazyon derinligi 6nemli bir prognostik
faktordur. Ayrica tedavi seklini de belirler. Bu nedenle biyopside invazyon derinligini
degerlendirirken ¢ok dikkatli olmalidir. Lamina propriada gorulen duz kas demetleri
(muskularis mukoza) invazyon derinligi degerlendirilirken muskularis proprianin duz
kaslariyla karistirnlmamaldir. Kas invazyonunun varligini rapor etmek icin tumor

muskularis propriaya invaze halde olmalidir(1, 2, 3).

Lamina propria invazyonunun degerlendiriimesi de onemlidir. Bazen karar
vermek zor olabilir. CUnkU tanjansiyel kesit, zedelenme ve koter artefakti gibi teknik
nedenler ve lamina propria invazyonunu ayirt ettiren belirgin kriterlerin olmamasi
degerlendirmeyi zorlasgtinr(2,3). Lamina propria invazyonu patolojik olarak
degerlendirilirken invazyon seviyesine gore T1a: invazyon muskularis mukozaya
ulasmamig, T1b: invazyon muskullaris mukoza seviyesine kadar gelmis, T1c:
invazyon muskularis mukozayi asmis seklinde rapor edilir. Kas tabakasi invazyonu
ise T2a: muskularis mukozanin ylzeyel (Ust yarisi) invazyonu, T2b: derin(tamamina

yakin) invazyonu seklinde rapor edilir(1).

Asagida mesane kanserinin “The American Joint Committee on Cancer” (AJCC)

tarafindan tarif edilmis TNM siniflamasi gorulmektedir (46).
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TNM siniflamasi
Primer tiimér (T)

TX: Primer tumor degerlendirilememistir.
TO: Primer timore ait delil yoktur
Ta: Non-invaziv papiller karsinom
Tis: Karsinoma in situ
T1: Tumor subepitelyal bag dokusunu (lamina propria) invaze
etmis(T1a,1b,1c)
T2: Tumor kas tabakasini invaze etmis
o pT2a: yuzeyel kas tabakasinda (i¢ yari)
o pT2b: derin kas tabakasinda (dis yari)
T3: Tumor perivezikal dokulari invaze etmis
o pT3a: Mikroskopik olarak
o pT3b: Makroskopik olarak (ekstra vezikal kitle)
T4: Tumor asagidakilerden herhangi birini invaze etmis:
o Prostat, uterus, vagina, pelvis duvari veya abdominal duvar
o T4a: Tumor prostat, uterus, vaginayi invaze etmis
o T4b: TUumdr pelvis duvarini veya abdominal duvari invaze etmis

Tiimér multifokal ise ilgili T kategorisinin sonuna “m” eki takilmalidir. Ornegin T1m
gibi. Yine “is” eki herhangi bir T kategorisine eklenerek eslik eden in situ karsinom
tarif edilir.

Bélgesel lenf nodlari (N)

NX: Bolgesel lenf nodlari degerlendirilememigtir

NO: Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1: Tek bir noda metastaz var, en buyuk ¢api <2 cm

N2: Tek bir noda metastaz var, en blyuk ¢api >2 cm ve <5 cm; veya ¢ok
sayida lenf nodu metastazi var, en buyuk ¢api <5 cm

N3: En blyuk ¢api >5 cm olan lenf nodu metastazi var

Uzak metastaz (M)

MX: Uzak metastaz degerlendirilememigtir
MO: Uzak metastaz yok

M1: Uzak metastaz var

AJCC’ye gore Evre gruplari

Evre Oa

Ta, NO, MO

Evre Ois

Tis, NO, MO
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Evre |

« T1,NO, MO
Evre Il
e T2a, NO, MO
e T2b, NO, MO
Evre Il
e T3a, NO, MO
« T3b, NO, MO
e T4a, NO, MO
Evre IV
« T4b, NO, MO
e Herhangi T, N1, MO
e Herhangi T, N2, MO
e Herhangi T, N3, MO
e Herhangi T, Herhangi N, M1

Prognostik faktorler:

Transizyonel hicreli mesane kanserlerinde invazyon derinligi, multifokalite, daha
onceki Urotelyal timor hikayesi, tumoér boyutu, grade, timér konfigirasyonu, damar
invazyonu baslica prognostik faktorlerdir(1, 2, 3, 45). Ayrica tumor hdcrelerinin kan
grubu antijenlerini (A,B,H) eksprese etmeleri, gen ve kromozom mutasyonlari

bulundurmalari prognozu etkiler

2.2. KIMYASALLARIN MESANE KANSERINDEKI YERI

Tatun kullanimi:

Mesane kanserinin major risk faktoridur. Erkekteki mesane kanserlerinin %66’sindan
kadinda %30’'undan sorumlu olarak dusunulmektedir. Sigara icenlerde icmeyenlere

oranla 2.6-4 kat kadar daha fazla risk oldugu gosterilmigtir. Sigara kullanma suresi
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ve kullanilan miktar da riski belirlemektedir. Sigara igiminin kesilmesiyle beraber risk
azalmakta ve vyaklasik 15-20 yiIl sonra i¢cmeyenlerle ayni olmaktadir. Yapilan
arastirmalarda sigara i¢cenlerde GST M1 null genotipi varliginin mesane kanseri
goreceli riskini (Odd Ratio) %1.2-6 kat kadar arttirdigi bildirilmigtir(1, 2, 3, 44, 45).
Meslek:

Rehn tarafindan ilk kez 1895 yilinda anilin boyalari ile mesane kanserleri arasinda
iligki kurulmustur. Daha sonraki galigmalarda diger benzidin, 2-naftilamin, 1-naftilamin
gibi mesleki kimyasallarin da mesane kanserini arttirdigi gosterilmistir. Mesleki
kimyasallarin mesane kanserlerinin  yaklasik %25’inden sorumlu oldugu
disunilmektedir(1, 2, 3, 44, 45).

Fenasetin:

Cok sayida epidemiyolojik calismada kronik asiri fenasetin igeren analjezik
kullananlarda Uretelyal kanserlerin (renal pelvis, Ureter, mesane) gelistigi
gosterilmistir. Rolatif risk 2.4- 6 ve hatta Uzeri bildiriimigtir(1, 2, 3, 44, 45).

Diger ilaglar:

Losemi ve lenfomalarin geligimi ile iligkisi gosterilen sitotoksik ilaglardan olan
siklofosfamidin metaboliti akrolein’in mesane kanserlerine de neden oldugu
gosterilmistir(1, 2, 3, 44, 45).

Arsenik:

Bir ¢cok ¢calismada klorlu igme sularinda bir yan Grun olarak veya direk kontaminasyon
yoluyla arsenik bulundugu ve bunun da mesane kanseri riskini arttirabilecegi
gosterilmistir. IARC (International Agency for Research on Cancer -Uluslararasi
kanser arastirmalari ajansi) ¢alisma grubunun 2004 yilindaki monografinda i¢cme
sularinda bulunan arsenik, insan kanserojeni olarak gosterilmis ve mesane kanserine

neden oldugu bildirilmistir(1, 2, 3, 44, 45).
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Kahve:

Hayvan deneylerinde kahve veya kafein iceren maddelerin kansere neden olduguna
dair bulgu saptanamamig olmasina ragmen bazi epidemiyolojik calismalarda kahve
igicilerinin icmeyenlere gore daha fazla mesane kanseri riski tagidigi bildirilmigtir(1, 2,

3).

2.3. KARSINOJEN METABOLIZMASI

Vicutta bir ¢ok lipofilik karsinojen detoksifiye ve ekskrete edilmek amaciyla
polar konjugasyon ile metabolize edilirler. Bu lipofilik maddelerin eliminasyonun en
onemli adimi sitokrom p450 (EC1.14.14.1) bagimh oksidasyondur. P450 ailesi 30’'un
Uzerinde izoenzimden olusur. Bu enzimler genellikle farkli substratlara karsi spesifite
gosterirler(47). Ksenobiotiklerin metabolizmasi genellikle faz | ve faz Il olmak Uzere
ikiye ayrilir. Faz | metabolizma genellikle sitokrom P450 sistemiyle yapilir. Faz |
reaksiyonlar oksidasyon, reduksiyon ve hidroliz reaksiyonlarini igermektedir. Bunlarin
icinde oksidasyon digerlerine oranla daha onemli bir rol oynamaktadir. Genelde
karsinojenlerin elektrofilik maddelere dongusunde en az bir adim oksidasyon (Faz I)
vardir. Bu sayede daha toksik, ozellikle de genotoksik bir ara Gran olugur (6rnegin
polisiklik aromatik hidrokarbon diol epoksidleri). Bunun yaninda bazi faz Il
reaksiyonlari da genotoksik elektrofillerin olusumu igin kritik rol oynayabilirler.
Sulfasyon Ozellikle zayif elektrofilik aril hidroksilaminlerin ve benzalkollerin
aktivasyonunda bilinen bir aktivasyon adimidir. Bunun yaninda asetilasyon, agilasyon
ve glukronidasyon ve de nadiren GSH konjugasyonu da aktivasyona sebep olabilir
(Resim-1). Ozetle yeterli veya dogru detoksifikasyonun yapilamadidi hicrelerde

tamir edilemeyen DNA hasarlar ortaya ¢ikabilir(20).
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KARACIGER MESANE EPITELI

EAN IDRAR

NH,  CYPIA
NHOH
—_— NHOH
@ FAZ I @ > © o
ARTTAMIN HIDROKSILANIN HIDEUESTERIY
FAZ Ill NAT1
FAZ II NAT2 FAZ IT|GSTMI
NH-CO-CH3 NHSG

< -

reaktif olmayan iiriunler

© NH-0-CO-CH3

l O-asetilhidrok=ilanmin

CYP1A = sitokrom pd50 14 (6zellikle 1342)

NAT1 = H-asetiltransferaz 1 DHA'va baglanip
hazar olugturan
NATZ2 = H-asetiltransferaz 2 e

GSTM1 = Glutatyon S-tranferaz H1

Resim-1: Faz | ve Faz Il detoksifikasyon asamalari (44). NAT2 veya GST etkisi azaldiginda
mesane epitelinde NAT1 hidroksil aminleri O-asetilasyon ile DNA hasari olusturabilecek reaktif
drtnlere dénusturir.

Faz Il ise Faz | GrGnlerin konjugasyonundan sorumludur. Glukuronik asit, sulfat
ve GSH ile konjugasyon genellikle detoksifikasyon ile sonuglanir ve polar (suda
eriyebilir) hale gelen konjugat ekskrete edilir. Ksenobiotiklerin bazilari yalniz birinci
Faz, bazilari yalniz ikinci faz reaksiyonlarla, gcogunlugu ise hem Faz | hem de Faz Il
reaksiyonlarla biyotransformasyona ugrarlar(20).

2.3.1- CYP1A1 (Aril Hidrokarbon Hidroksilaz Enzimi veya Sitokrom P1-450)
Enzimi Ozellikleri ve Klinik Onemi

insanda CYP 1A1 bircok epitelyal dokuda evrimsel olarak iyi korunmus bir
durumda bulunmaktadir. Sigarada bulunan poliaromatik hidrokarbon (PAH) ve
aromatik aminler gibi c¢esitli prokarsinojen maddelerin aktivasyonunda rol oynar.
CYP1A1 (Aril Hidrokarbon Hidroksilaz Enzimi veya Sitokrom P1-450) 15.
kromozomda yer almaktadir. P-450 formlar iginde en fazla hidrokarbonlarla
indUklenebilen enzim aktivitesine sahiptir (6,20). Brookes ve Lawley(48) 1964 yilinda

PAH’larin DNA’ya baglanmalari ile kanser iligskisini gostermislerdir. Jaiswal 1985
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yilinda hizli ve yavas indukleyen polimorfik varyantlarinin oldugunu ve gevre kirliligine
maruz kalan kisilerde olasi riski belirleyebilecegdini ileri surmustar. Petersen(9) ve
Kawaijiri(10) 90’h yillarin baginda bu polimorfizmi tanimlamislar sonrasinda da cesitli
arastirmacilarla birlikte Uriner sistem timoarleri, skuamo6z hucreli akciger kanseri, bas-
boyun tumoarleri, 6zefagus ve meme kanseri riskinin arttigini géstermislerdir(9, 49, 50,
51). Perera, sigara igen Japon’larda yaptigi ¢calismada riskli genotipe sahip olanlarda
p53 mutasyonunun istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigini gostermigtir (11).
Ayrica kronik obstruktif akciger hastaligi ve PAH metabolizmasinin iligkili oldugu(52),
aterosklerotik damar hasarinda da PAH-DNA hasarinin roli oldugu gosterilmistir(53).
CYP1A1 enziminin 7. ekzonunda bir aminoasit degisimi (izolésin— valin)(15),
enzimin aktivitesinde artma ve dolayisiyla faz | reaksiyon hizlanmasi ve bunun
sonucunda da polisiklik aromatik hidrokarbonlarin metabolizmasinin artmasina neden
olur. Bu grupta Ozellikle GST null genotipi tasiyanlarda ise kanser riskinin artmasina
sebep oldugu bildiriimektedir (5). Birgok enzimin yaninda epoksid hidrolaz ve aril
hidrokarbon hidroksilaz (AHH) enziminin sigara i¢cenlerde yuksek oldugu devaminda
da yaklasik 60 gun yuksek seyrettigi gosterilmigtir. Bunun yaninda ayni ¢alismada
GST aktivitesinin sigara i¢enlerde dusik oldugu sigaranin birakilmasindan sonra
artmaya bagladigi gosterilmigtir. Bu AHH enzimi ile ortaya c¢ikan oksidasyon

arunlerinin konjugasyonunda GST'nin tuketildigini digundurmektedir(54).

2.3.2- Glutatyon S-Transferaz Enzimi Molekiiler Ozellikleri ve Klinik Onemi
Glutatyon S-Transferazlar (GST; EC2.5.1.18), yine ayni adla anilan bir gen

super ailesinin urUnleridir. Faz 1l detoksifikasyonda rol oynamaktadir. Bu enzim

glutatyon ile gesitli ksenobiyotik ve reaktif metabolitlerinin konjugasyonunu katalizler.

Aminoasit dizi benzerligi ve antikorlara ¢apraz cevap olusturabilirligine gore alfa, mu,
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pi tipi GST olmak Uzere U¢ sinif alt Gniteden meydana gelmektedir. Ayrica yapisal
olarak farkh olan, fakat hepsi glutatyon transferinde rol oynayan diger GST'ler tarif
edilmigtir (GST teta- mikrozomal GST)(55).

GST super ailesi en az bes gen ve gen ailelerinden olusmaktadir(55).
Baglangigta bir genetik belirleyici olarak dusunulmezken 1981'de Board (22)
karacigerin en aktif olan iki GST enziminin iki ayri otozomal lokus urini oldugunu
(GST1=GST p ve GST2= GST a) ve polimorfizm gosterdiklerini bildirmigtir. Strange
ve arkadaslar (56) 1984 yilinda GST1’in karaciger, bobrek, adrenal bez ve midede
kolayca gosterilebilen polimorfizmi oldugunu ayrica iskelet kasi ve kalp kasinda zayif
bir ekspresyonunun oldugunu, fakat fetal karaciger, fibroblast, eritrositler, lenfosit ve
trombositlerde bulunmadigini gostermislerdir. GST2'de fetal karaciger parankim
hlcresi hari¢ diger 4 hiicrede gdsterilememistir (56). Pearson ve arkadaslarn 1993
yilinda mu sinifi geni 1. kromozomda p13’te haritalamislardir(57). GST3 (GST pi) ise
erigkin karaciger haric hemen tim dokularda ve eritrositlerde gosterilmigtir.
izoenzimlerin dagilimi dokudan dokuya buyiik farkliliklar gdstermektedir(56).

Kimyasal kanserojenlerin elektrofiik metabolitlerinin  DNA gibi makro
molekullere kovalent olarak baglanmalarinin énemi 1960°’li yillarda anlasildiktan
sonra makro molekillere alternatif elektrofilik bdlge sunarak DNA Uzerinde
genotoksik etkileri engelleyecek maddeler arastirimaya baslanmistir. Glutatyon
(GSH) bu maddelerden biridir ve 1969 yilinda Boyland ve Chasseaud (58) tarafindan
tanimlanmistir. Bunun yaninda GSH ile elektrofilik maddelerin baglanmalarinin GST
ile adlandirilan bir enzim tarafindan yapildigini tarif etmislerdir(58).

GST c¢ok sayida ksenobiotik, sitotoksik ajanlarin ve kanserojenlerin
metabolizmasindan sorumlu bir enzim ailesidir. Bu enzim genis bir yelpazede yer

alan organik bilegiklerle glutatyonun reaksiyona girmesi ve tiyoester olusumunu,
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bazen de detoksifikasyonun ilk adiminda yer alarak merkaptourik asit olusumunu
katalizler(55). Ayrica ¢esitli derecelerde, hem halkasi, bilirubin, polisiklik
hidrokarbonlar ve deksametazon gibi hidrofobik bilesiklere baglanabilmektedir.
Hucrede lipid peroksidasyon ve serbest radikal olusumu ile ortaya g¢ikan yan drunlerin
detoksifikasyonunda GST lerin rol oynadiklari gosterilmigtir (59).

Warholm ve arkadaslari in vitro olarak stiren oksid metabolizma hizini
kiyasladiklarinda GST M (u) sinifi enzimlerin, diger GST P (=) subtiplerinden 20 kat
daha fazla reaksiyon hizina sahip oldugunu, GST A (a) sinif enzimlerin ise ¢ok az
enzimatik aktiviteye sahip olduklarini gosterilmiglerdir(60).

GST M null alleli tagiyanlarda mesane kanseri riskinin arttigi cesitli

calismalarda gosterilmistir(31, 32, 33, 60)

2.3.3- p53 Proteinin Molekiiler Ozellikleri ve Klinik Onemi

P53 yapisal ve fonksiyonel olarak Myc protoonkogen ailesine benzemektedir.
Kromozom 17’nin kisa kolunda (17p13.1) bulunmaktadir (38). Onbir ekzonun yer
aldigr genden, 2.2-2.5 kb buyukliginde mRNA ve bundan da 393 aminoasitten
olusan 53 kDa'luk bir protein kodlanir. P53, transkripsiyon dizenleyici aktivitesi olan
DNA baglayici proteindir. Ug¢ boliimden olusmaktadir. Amino-terminal bolimi
aktivasyon Dbdlgesini, orta bolumu dizi-spesifik DNA baglayici bdlgesini ve
multifonksiyonel karboksi terminal boluma son parcayi olusturmaktadir(38). Normal
hlcrelerde ¢ok az miktarda bulunur. Bazi hicresel stres durumlarinda miktari artar.
P53 bagimh iki adet major cevap vardir. Bunlardan birincisi hucre siklusunun G1/S

1P1MP nroteinin aktivasyonu ile duraklatiimasidir. ikincisi ise programli

safhasinda p2
hdcre olumu yani apoptozdur(39). P53 geninde rastlanan mutasyonlar insan

kanserleri iginde en fazla (~%40) rastlanan mutasyonlardir. Cok cgesitli transforme
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olan hucrelerde artmig miktarda p53 tumor antijeni gosterilmektedir. Ayrica bu protein
bircok aktif ¢ogalan non-transforme hiucrede de artmis olarak gosterilirken,
istirahattaki hucrelerde hi¢ veya ¢ok az miktarda bulunmaktadir. Dinlenme halindeki
hdcreler mitojenlerle uyarildiktan sonra hucre igi mikroenjeksiyonlarla verilen p53
spesifik antikorlarin siklusun S fazina girisini bloke ettigi gosterilmistir. En sik
rastlanan mutasyonlar kodon 72, 175, 248, 249, 273 ve 282’de bulunmaktadir (38).
Kodon 273 mutasyonlari tek basina %13 kanser vakasinda bildirilmistir. GC’den
AT’ye donusim %42,6 ile en sik rastlanan mutasyondur. GC’den TA’ ya donus
%16,8 ile ikinci en siktir. Sonra sirayla AT'den GC’ ye (%10.7), delesyonlar (%8,9),
GC’den CG'ye donus (%8), AT'den TA’ ya doénus (%5,6), AT'den CG'ye donus
(%3,7), insersiyonlar (%2,6) ve CC:GG’ den TT:AA’ya ikili transisyon (%0,7) olarak
bildirilmistir. lggo ve arkadaslari tarafindan (40) akciger kanserinde p53 geninin en
¢ok mutasyona ugrayan gen oldugu bildiriimis ve G den T ye bir ¢ok degisiklik ile
aminoasit sirasinin degistigi gosterilmistir. Chung ve arkadaglar (41) erken
baglangi¢li (primer) glioblastomalarda p53 mutasyonlari gostermigler ve bu
mutasyonlari olanlarin, olmayan glioblastomalilardan daha wuzun yasadigini
saptamiglardir. Lee ve Bernstein (42) 1993’te normal p53 ‘Un hdcrelerin gardiyani
oldugu ve devamli genetik hasara ugrayan hucrelerin proliferasyonlarini engelledigini
gostermiglerdir. Mutant p53 tasiyan hucrelerin ise radyasyona bagimli hicre
olumlerinden kacgarak radyasyon-rezistan hucreler haline geldikleri gosterilmigtir.
Caelles (43)1994’te p53’Un sadece apoptoz mediatora genlerin bir aktivatorinden
ziyade hucrelerin yagsamalari igin gerekli genlerin baskilayicisi veya apoptotik yikimi
ile DNA tamirinin enzimatik mekanizmasinin bir komponenti oldugunu bildirmigtir.
P53 mutasyonlari bazi timérlerde daha az siklikta saptanmistir. Ornegin insan

papilloma viris (HPV)16 ve 18 ile iligkili serviks kanserlerinde viral protein EG, p53’Un
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hizli yikimina yol acarak dogal tip p53 miktarlarinin azalmasina neden olmaktadirlar.
Bu sayede fonksiyonel olarak azalmis normal p53 hicre ¢ogalmasini kontrol
edememektedir(39).

Mesane kanserlerinde p53 mutasyonlarinda GC’den AT'ye ve GC’den CG'ye
donugler en sik olarak gosterilmistir. GC'den TA’ ya donusler Ozellikle sigara
icenlerdeki akciger kanserleriyle birlikte sik gorilen mutasyondur. Bu mutasyon
mesane kanserlerinde az oldugu i¢in akciger kanserlerinde birincil sorumlu olarak
gorulen sigaradaki benzopirenlerin mesane kanserleri i¢in birincil etyolojik ajan
olmadigini dugundurmustur(39). Diger yandan mesane kanserlerinde sik rastlanan
GC’'den CG donugumunun 4-aminobifenil ile olustugu bilinmektedir. Buradan
bakildiginda mesane kanserlerinde sigara ve kimyasal boyalardaki etyolojik ortak

noktanin arilaminlere maruz kalinmasi oldugu sdylenebilir(39).
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3. MATERYAL METOD

3.1. SEGILEN ORNEKLERIN TANIMI

Bu calismada saglikli kontrol ve de transizyonel hicreli mesane karsinomlu
olgulardan olusan iki érnek grubu kullaniimistir. Birinci grupta bilinen kanser tanisi
olmayan ve ailesinde kanser hikayesi rastlanmayan saglikli bireyler kontrol grubu
olarak tanimlanmiglardir. ikinci grup ise “transizyonel hiicreli mesane karsinomu”
tanisi almis ve cerrahi tedavi uygulanan hastalardan olusmaktadir.

Mesane kanserli bireylere ait dérnekler i.U. Cerrahpasa Tip Fakiltesi Patoloji
anabilim dalina 2000-2006 tarihleri arasinda cerrahi materyelleri getirilen hastalardan
temin edilmislerdir. Buna gore, sistoskopilerinde kitle bulunan ve biyopsilerinde
transizyonel hicreli mesane karsinomu tespit edilen hastalara ait parafin bloklar
arastirmada kullanilmistir. Kontrol grubuna herhangi bir organ kanserine ait hikaye ve
klinik bulgusu olmayan ve ailesinde bilinen bir kanser hikayesi bulunmayan bireyler
alinmistir.

Kontrol grubunun Glutatyon S-transferaz ve CYP 1A1 gen polimorfizmleri igin
kan o6rnekleri steril EDTA’I tlplere alinarak, DNA izolasyonu igin, en gec¢ bir gln
icinde calisiimak Uzere oda isisinda saklanmistir. i.U. Deneysel Tip Arastirma
Enstitist Molekuler Tip Anabilim Dalinda hastalarin parafin blok orneklerinden ve
saglkh kontrollerin kan orneklerinden DNA elde edilmis ve gen polimorfizmleri

cahsilmigtir.

3.2. KULLANILAN KIMYASAL MADDELER

Agaroz (MBI Fermentas) , Amonyum asetat (Sigma A-8920), Amonyum klorid
(Sigma A-5666), Asetik asit (MECK K-04134156), Borik asit (Sigma B-6768),

Hidroklorik asit (% 37 Merck K-13190114), Brom fenol blue (Sigma B-6896), dNTP
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seti (MBI Fermentas), EDTA (dihidrat) (Merck K-90602121), Etanol (%99 Sigma),
Etidium bromid (Sigma E-8751), Hidrojen peroksit (%35 Merk K-22035097), Mineral
yag (Sigma M-5904), Potasyum bikarbonat (Merck K-126223552), Sodium doedocyl
(lauryl) sulfate (Sigma L-5750), Sodyum hidroksit (Merck C754962), Kalium
dihidrogen fosfat (A 741071 Merck), Sodyum klorid (Carlo Erba 368257), Trizma
base (Sigma T-1503), Taq polimerase (Promega), Metaphor agaroz (FMC 50182),
Agaroz (Sigma A 9414) Xylene cyanol (Sigma X-4126), Ficoll 400 (Sigma F-9378),
Sodium Kilorur (Carlo Erba 368257), Trizma Baz (Sigma T 1503), DNA marker (50 bp
DNA ladder, MBI Fermentas), Proteinaz K (Sigma), Sodyum karbonat (Sigma S
7795), Primerler (MBI Fementas), Ncol restriksiyon enzimi(MBl Fermentas), Di
sodyum hidrojen fosfat (Carlo Erba 480137), Sodyum dihidrojen fosfat (sigma s-
9638), n-Oktan (Carlo Erba 111-65-9), Xylene (Carlo Erba1330-20-7), tween20
(sigma p9416), DakoCytomation monoclonal anti-human p53 protein klon DO7
antikoru.
GST gen bolgesi icin kullanilan primer dizileri (24, 61):

P1:5CgCCATCTTgTgCTACATTgCCCg 3’

P2: 5 ATCTTCTCCTCTTCTgTCTC 3

P3: 5 TTC TggATTgTAgCAgATCA 3
CYP 1A1(ekzon 7, ile/Val)polimorfizmi icin kullanilan primerler(62, 63);

P1: 5’gAAAggCTgggTCCACCCTCT3’

P2: 5CCAggAAgAgAAAgACCTCCCAgCgggCCA3

3.3. KULLANILAN GERECLER

Thermal Cycler cihazi (Applied Biosystem, Gold Plate 9700), Otoklav, Etlv,
Hot plate, Kodak Dijital Goruntuleme sistemi, Elektroforez icin gu¢ kaynagi (E-C

Apparatus Corporation), Hassas terazi (Mettler), Polaroid kamera (DS34 Direct
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screen instant camera), Isiticihi manyetik karistirici (Elektromag), Mikrodalga firin
(Philco), Mikrosantriftj (TDX), pH metre (Hanna), Pipet takimi (Eppendorf), Falkon
santrifdj (Hettich), Spektrofotometre (Biochrom-S2100 diode array
spectrophotometer), Su banyosu (Elektromag), UV transilluminator (Stratagene

UV/White light Transilluminator), Elektroforez Sistemi (E-C 350 MIDICELL).

3.4. COZELTILER

3.4.1. Periferik kandan DNA izolasyonunda Kullanilan Gézeltiler:

1. Eritrosit Pargcalama Tamponu (Lysis Buffer)

8.74 gram NH4CIl, 1 gram KHCO3 200 ml EDTA (0.5 molarlik EDTA
kullanilir.)’nin tartimlari yapilarak Erlen igine alindi. 900 mililitre ddH20 eklendi ve
¢Ozeltinin pH'si 1 normal NaOH ile 7.4'e ayarlandi. Daha sonra balon joje icine
alinarak 1 litreye tamamlandi. Cozelti i1siya dayanikh cam gsiselere aktarilarak
120°C'de 15 dakika otoklavlandi ve +4°C'de muhafaza edildi.

2. 0.5 Molar Disodium EthyleneDiamineTetraAcetate (EDTA) (pH 8.0)

186.1 gram EDTA tartilarak beher igine alindi ve 800 ml ddH20 eklendi.

Manyetik karigtirici yardimiyla ¢ézunduruldd ve pH'st NaOH ile 8.0'e ayarlanarak

ddH20 ile 1 litreye tamamlandi. 120°C'de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

3. 4 Molar Sodium Chloride (NaCl)

233.6 gram NaCl tartilarak erlene alindi. Uzerine 800 mililitre ddH20 ilave
edildi ve manyetik karistirici yardimiyla iyice ¢dzunduruldd. Balon jojeye aktarilarak 1
litreye tamamlandi. 120°C'de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

4. Lokositleri Pargalama Tamponu (White Blood Cell Buffer-WBL)
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25 mililitre 4 molar NaCl ve 50 mililitre 0,5 molar 50 mililitre EDTA direk balon

jojeye konularak 1 litreye tamamlandi. 120°C'de 15 dakika otoklavlanarak sterilize

edildi. Oda i1sisinda saklandi.

5. 1 Molar Tris
121.1 gram Tris base tartilarak ve bir behere alindi. Uzerine 42 mikrolitre

hidroklorik asit (HCL) ile yaklagik 800 mililitre ddH20 eklenerek manyetik karistirici

yardimiyla iyice ¢6zundurildi. Daha sonra balon jojeye aktarildi ve 1 litreye

tamamlandi. 120 °C 'de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

6. 9,5 Molar Amonyum asetat
73.22 gram amonyum asetat tartilarak beher igine alindi. Uzerine 80 mililitre

ddH20 eklenerek manyetik karistiricida ¢ozunduraldi. Balon jojeye aktarildi ve

ddH20 ile 100 mililitreye tamamlandi. 0.22 mikronluk filtreden gecirilerek sterilize

edildi ve +4 °C'de muhafaza edildi.

7. %10’luk Sodium dodecyl sulfat (SDS)
10 gr SDS tartildi. SDS tozlarini kaldirmamaya dikkat ederek beher igine
alindi ve Uzerine 80 mililitre ddH20O eklendi. Manyetik karistirici yardimi ile
¢6zUndurdldu ve pH’si 7.2’ye ayarlandi. 0.22 mikronluk filtreden gegcirilerek sterilize

edildi ve oda Isisinda muhafaza edildi.

8. Proteinaz K (20 mg/ml)

27



20 miligram proteinaz K tartilarak steril bir gode icinde steril ddH20 ile 1

militreye tamamlandi. -20 °C’de muhafaza edildi.

3.4.2. Agaroz Jel Elektroforezi’nde Kullanilan Cozeltiler
1. Etidyum Bromuir(10 mg/ml)

10 mg etidyum bromdr tartilarak steril ddH20 ile 10 militreye tamamlandi.

2. Agaroz Jel Yiikleme Tamponu (5x)
20 gram Ficoll 400, 1 gram SDS, 0.2 mililitre 0.5 molarhk EDTA, 1 mililitre 1
molarhk Tris (pH 8.0), 200 miligram Brom fenol blue, 200 miligram Xylen cyanol

tartilarak steril ddH20 ile 100 mililitreye tamamlandi. Oda i1sisinda muhafaza edildi.

3. 50x Tris-Asetik asit-EDTA (TAE)
242 g Tris base tartilarak bir behere alindi. Uzerine 57,1 mililitre Glacial acetic

acid ve100 ml 0,5 molarlik EDTA ve 800 mililitre ddH20 ilave edilerek manyetik

karigtiricida ¢ozunduraldu. Balon jojeye aktarilarak 1 litreye tamamlan di. 1200C’de

15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi ve oda i1sisinda muhafaza edildi.

5x Tris-Borik asit-EDTA (TBE)
54 gram Tris base ve 27,5 gram Boric acid tartilarak beher igine

aktarildi.Uzerine 20 mililitre 0.5 molarlik EDTA (pH'si 8.0) ve 800 ml ddH20 ilave

edilerek manyetik  karistiricida ¢dzinduruldd. Cozelti balon jojeye aktarilarak 1

litreye tamamlandi ve 120 °C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi. Oda

Isisinda birakildi.
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3.4.3 Parfine gomiilmiis mesane kanseri doku orneklerinden DNA elde edilmesi
Transisyonel hucreli mesane kanseri tanisi konulmus parafine gomulmus doku
ornegi, Xyslen, %100 Iuk Etanol, HPLC-Grade Aseton, Tris-HCI, EDTA, Proteinaz-K,
Tween 20 kullanilarak DNA izolasyonu yapildi. Digesyon Cozeltisi 50mM Tris-HCL
(pH 8.5), 1mM EDTA, 500ug/mL Proteinaz-K, %0.1 Tween 20 karigimi igerrecek

sekilde hazirlandi.

3.5. KULLANILAN YONTEMLER

3.5.1. Periferik kandan DNA izolasyonu
10 ml periferik kan érnegi steril EDTA’lI tlplere alindiktan sonra g¢alisma igin

falkon tiipline aktarildi. Uzerine 1:3 oraninda (30ml) eritrosit parcalama g¢ozeltisi

eklenerek karistirildi ve +4°C’de 15 bekletildi. +4°C’den cikarilan 6rneklerin 1500
rom’de 10 dakika santriflj edilerek slipernatant kisimlari atildi ve pelletleri tamamen

suspanse edilerek Uzerlerine tekrar 15-20 ml eritrosit parcalama cozeltisi eklendi.

Ornekler +4°C’de 15 dakika bekletildikten sonra 1500 rpm’de 10 dakika santrifij
edildi ve supernatantlari atilarak pelletleri suspanse edildi. Suispanse olan pellet

uzerine 500 pl %10’luk SDS 50ul proteinaz K (20 mg/ml) ve 9.4 ml I6kosit pargalama

cozeltisi eklenerek 56 °C su banyosunda 1 gece inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi
her 1 ml 6rnek basina 0.37 ml 9.5 M ‘lik amonyum asetat ¢Ozeltisi eklendikten sonra
yavasca karistirildi ve 3000 rpm’de 25 dakika santriflj edilerek proteinler ¢okturaldu.
Santrifuj sonrasi supernatant kismi temiz bir falkona aktarilarak tzerine 1:2 oraninda
%99’luk absoll alkol eklendi ve bdylece DNA’nin presipitasyonu saglandi.
Yogunlagsan DNA'nin alkol yuzeyine g¢ikmasi beklendi ve DNA steril bir mikropipet

ucuyla alindi. DNA %70’lik alkolde yikanarak ve korunmak Uzere Tris-EDTA ¢ozeltisi

icinde ¢ozunduruldid. DNA oOrnekleri +4°C’de muhafaza edildi(64).
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3.5.2. Parafin bloktan DNA izolasyonu:

Parafin bloktan 5-10 p’luk kesit alindi. 1 ml octane eklendi, 30 dk. oda isisinda
kanigtinldi. Mikrosantrufujde tam hizda 3-5 dk. c¢okturulda. Octane uzaklastirildi
(pastor pipetle). Bu kademeler tekrarlandi. 0,5 ml %100 etanol eklendi, karistirildi.
Mikrosantrifujde yukaridaki gibi ¢okturuldu. Pastor pipeti ile dikkatlice etanol

uzaklastirildi. Son U¢ asama tekrar edildi. Pipetle etanol uzaklastirildi. Isitma bloguna

yerlestirildi. 2—3 damla aseton eklendi. 37- 50 OC derecede aseton uguruldu. Pellet

Uzerine 200 ug/ml Protein kinaz K igeren 100ul digesyon tamponu eklendi (¢ok doku
iceren 6rnekler 200 pl digesyon buffer ile yapildi ) 3 saat 55 °C derecede inkiibe
edildi (veya 37 °C derecede gece boyu). Kapakta kalan siviyi ¢oktirmek igin hizla
cevirildi. 95 °C derecede 8-10 dk inaktive edildi. 30 sn hizli santriflj edilerek, artik

parafin, doku vs. c¢okturuldd. Supernatanti alinip PCR igin ( 1-10p) -20 OC'de
saklandi(65).
3.5.3 DNA Saflik Tayini

DNA ornekleri Tris-EDTA ¢ozeltisi ile 1/100 oraninda sulandirildi.260 nm’de
DNA’'nin ve 280 nm'de RNA ve proteinin vermisg oldugu absorbans Tris EDTA
cozeltisi ile spektrofotometre sifirlanarak olguldu.

260 nm’de okunan absorbans / 280 nm’de okunan absorbans oranindan DNA
saflig1 saptandi.
3.5.4. DNA Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

Cift iplikli DNA’nin 260 nm’de vermis oldugu 1 absorbans = 50 ug/mi=50ng/ul
'dir. Bu temel bilgiden bilgiden faydalanarak DNA formulu asagidaki formule gore
hesaplandi.

DNA Konsantrasyonu (ng/ul ): Sulandirma katsayisi (100) x A260 x 50
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3.5.5. PCR Yontemiyle DNA’da GST Gen Bolgesinin GCogaltiimasi
iki gruba ait DNA 6rneklerinden GST gen bélgesinin ¢ogaltiimasi igin 50 ul

hacminde PCR karigimi hazirlandi. 37.5 yl ddH20, 2.5 Gnite Taq polimeraz enzimi ,

5ul Taq Polimeraz enziminin g¢alismasi i¢in gereksinim duydugu 10 x Reaksiyon
¢ozeltisi (MgCl2’stiz) , 3ul MgCl2 eklendi,GST gen bolgesine 6zgu primerler sirasiyla
300, 150, 150 ng eklendi, herbiri 200 mM olacak sekilde deoksinukleotid trifosfat
karisimi (ANTP) kullanarak PCR reaksiyon ortami hazirlandi ve DNA Ornekleri
yaklasik 500 ng olacak sekilde PCR karigimlarina eklendi. Orneklerin PCRlar
Applied Biosystem, Gold Plate 9700 thermal cycler aleti ile asagida belirtilen

kosullarda gergeklestirildi(24,66).

PCR gen bolgesi icin kullanilan amplifikasyon kosulu:
Baslangicta 94°C’ de 2 dk ilk denatiirasyon sonra 35 siklis 94°C’de 1dakika
denatiirasyon, 60°C’de 1 dakika baglanma, 72°C’'de 1 dakika uzama uygulandi.

Son li¢c kademe 35 déngi yapildi. 72°C’de 5 dakika son uzama icin bekletildi

3.5.5. PCR Yontemiyle DNA’da CYP1A1 Gen Bolgesinin Cogaltilmasi

iki gruba ait DNA érneklerinden CYP1A1 gen bolgesinin ¢ogdaltiimasi igin 50 pl
hacminde PCR karisimi hazirlandi. 36.5 ul ddH20 , 2.5 Unite Taq polimeraz enzimi ,
5ul Taq Polimeraz enziminin g¢alismasi igin gereksinim duydugu 10 x Reaksiyon
cozeltisi , CYP 1A1 gen bolgesine 6zgu primer cifti 20°ser pmol eklendi, herbiri 200
mMolacak sekilde deoksinukleotid trifosfat karisimi (ANTP) kullanarak PCR reaksiyon
ortami hazirlandi ve DNA o6rnekleri yaklagik 500 ng olacak sekilde PCR karigsimlarina
eklendi. Orneklerin PCR’lari Applied Biosystem, Gold Plate 9700 thermal cycler aleti

ile asagida belirtilen kosullarda gergeklestirildi (63,66).

31



PCR gen bolgesi icin kullanilan amplifikasyon kosulu:
Baslangicta 94°C’ de 2 dk ilk denatiirasyon sonra 35 siklis 94°C’de 1dakika
denatiirasyon, 60°C’de 1 dakika baglanma, 72°C’'de 1 dakika uzama uygulandi.

Son lic kademe 35 déngl yapildi. 72°C’de 5 dakika son uzama icin bekletildi

3.5.6. PCR urunlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile degerlendirilmesi
PCR sonrasi olusan amplifikasyon arunlerinin incelenmesi icin %2’lUk agaroz
jel hazirlandi. Ornekler agaroz jel elektroforezinde hazirlanmig olan jele tatbik

edilerek 100 volt'luk elektrik akiminda yuratulda.

%2’liik Agaroz Jelin Hazirlanmasi:
4 g agaroz tartilarak behere alindi. Uzerine 200 ml 1xTBE ¢ozeltisi eklenerek

mikrodalga firinda kaynatildi. Daha sonra Uzerine 3 pl 10 mg/ml’lik etidyum bromur

eklenerek kansgtirildi. Yaklasik 700C’ye sogutularak kuvete dokuldu. Tarak
yerlestirildi ve jel sogumaya birakildi. Jel donduktan sonra tank 1XTBE ¢ozeltisi ile
dolduruldu. Alinan 15 pl PCR Urunleri son konsantrasyonu 1x olacak sekilde eklenen
5x‘lik yukleme tamponu ile karistirilarak jeldeki kuyucuklara yuklendi. Kuyucuklardan
birine 50bp DNA markeri yuklendi. Yukleme iglemi bittikten sonra elektrotlar
yerlestirilerek ornekler 100-120 V’ta yurataldu. Elektroforez tamamlandiktan sonra jel
UV altinda incelendi ve Kodak digital jel goruntuleme sistemi veya Polaroid kamera

ile jelin fotografi cekildi.
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3.5.7. Amplifikasyon Uriinlerinde CYP1A1 Gen ekzon 7- ile/Val Polimorfizminin
Ncol Enzim Kesimi ileTespiti

Amplifiye olan PCR durunleri %Z2’lik agarozda gosterildikten sonra Ncol
Restriksiyon Endonukleaz enzimi ile kesildi(32). Kesim iglemi su prosedire gore
uygulandi: 15 pyl PCR amplifikasyon trunu alinip, 2.5 pl didistile su , 2 yl Y-Tango
tamponu ve 0.5 pl Ncol Restriksiyon Endonukleaz enzimi eklendi

Kesim islemi icin karisim hazirlandiktan sonra érnekler 37 °C su banyosunda
1 saat inkube edildi. Kesim UrlUnleri% 2’luk Metaphor agaroz’da 1xTBE c¢ozeltisi
icinde, 120 volt’luk elektrik akiminda yurataldu. Elektroforez tamamlandiktan sonra jel
UV altinda incelendi ve Kodak digital kamera ile fotografi gekildi.

3.6.1 immiinhistokimyasal Galisma Prosediirii

Calismada DakoCytomation monoclonal anti-human p53 protein klon DO7
antikoru kullanildi. % 10’luk formaldehit ile fikse edilmis, parafin bloklara gémulu
dokulardan 3 mikronluk kesitler poli-L-lizinle kaplanmis 6zel lamlara alindi. Lamlar bir
gece boyunca 56 C’ye ayarlanmis etivde bekletildi. Ertesi glin salelere alinan lamlar
sirasiyla 3 kez 5’er dakika ksilen, 3 kez 5’er dakika %100 alkol, 3 kez 5’er dakika
%90’hk alkolde bekletilerek deparafinize edildi ve distile suya alinarak rehidratasyon
saglandi. Sonra antijen retrieval asamasina gegildi. Lamlar, sitrat tampon
solisyonuna (180 ml distile su+ 20 ml sitrat buffer) alinip mikrodalgada 700 W’da 3
kez 5’er dakika isleme tabi tutuldu. islem sonunda lamlar mikrodalgadan gikarilip 20
dakika oda sicakhginda birakildl. Tekrar salelere alinan lamlar, distile suda
yikandiktan sonra kenarlari kurulanip dokularin etrafi PAP-PEN kalemle ¢izilip sonra
inkibasyon mapesine dizildi. Her dokunun uUzerine hidrojen peroksit damlatilip 10
dakika beklenerek endojen peroksidaz blokaji saglandi. Bu sure sonunda lamlar
distile suda yikanip 5 dakika tamponlu fosfat tampon (PBS) solisyonunda bekletildi.

Sonra silkelenerek tekrar inkiibasyon mapesine dizilen lamlara 10 dakika Ultra V Blok
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uygulandi, kullanima hazir P53 primer antikoru(Clone DO-7,Dako) damlatild. iki saat
inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasindaki 5 dakika PBS’te bekletildi. Sonra dokulara
hazir “Primer antibody enhancer’ Soliisyonu (immiinovision-Sitogen) damlatilip 30
dakika beklendi. Bu sure sonunda, dokular yine PBS’'de yikanip Poly-HRP anti-
Mouse/Rabbit Ig G (immiinovision-Sitogen) damlatildi; tekrar 30 dakika bekletildi.
Surenin bitiminde dokular PBS’de yikanip ardindan 2,5 ml AEC substrat buffer icine
bir damla AEC kromojen damlatilarak hazirlanan solusyon, dokulara damlatildi.
Dokularin kirmizi renk aldigi gorulunce lamlar ¢cegsme suyunda yikandi. Ardindan
Mayer hematoksilende 5 dakika tutulup kargit boyama yapildiktan sonra lamlar
gliserin jel ile kapatilip 151k mikroskobunda bakilmaya hazir hale getirildi.
immiinhistokimyasal Galigmanin Degerlendirilmesi:

Primer antikorlar icin pozitif kontrol olarak kolon adenokarsinom dokusu,
negatif kontrol olarak otopsiden elde edilen normal mesane dokusu kullanildi Antikor
icin kabul edilen boyanma,gekirdek boyanmasi(nikleer boyanma) seklindedir. Yuz
tumor hucresinde p53 antikoru ile pozitif ¢ekirdek boyanmasi gosteren hucre adedi
sayildi ve bu boyanmalarin 3+ Gzerinden yogunluklari degerlendirildi.

3.7. SONUGLARIN DEGERLENDIRILMESI

Elde edilen sonuglar windows ig¢in hazirlanmig SPSS 7.5 paket programi
kullanilarak degerlendirilmistir. Degerlendirmede Pearson k2 testi, Fisher’s exact test,

risk belirlenmesi icin (Odd Ratio , %95 guvenlik araligi), Student T testi kullaniimistir.
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4. BULGULAR

Kontrol grubu olarak c¢alismaya 101 adet saglikli kisi dahil edilmigtir.
Kontrollerin 33 tanesi kadin (% 32,6), 68 tanesi (%67,4) erkek olup, yas ortalamasi
56,46+12,86, yas aralig1 32-96 dir. Kontrol grubunun sigara i¢imi 22,34+5,13 paket/yil
olarak saptanmigtir. Yapilan genetik polimorfizmlerden GST-M1 51(%52) kontrolde
null, 47(%48) kontrolde pozitif olup 3 vakada PCR sonuglari gctkmamigtir. CYP 1A1
polimorfizmi ise 57(56,4) kontrolde homozigot dogal (wild), 42 (%41,6) kontrolde
heterozigot mutant, 2 (%2,0) kontrolde homozigot mutant saptanmigtir (Tablo-2).

Calisma grubuna 2000-2006 yillar1 arasinda Cerrahpasa Tip Fakultesi Patoloji
Anabilim Dalr’'na cerrahi materyalleri gonderilmig ve transizyonel hucreli mesane
karsinomu tanisi almig 100 adet hasta dahil edilmigtir. Hastalarin 19 (%19) tanesi
kadin, 81 (%81) tanesi erkek olup erkek: kadin orani yaklasik 4:1 olarak saptanmigtir.
Hasta grubunun yas ortalamasi 63,96+14,42, yas araligi 20-91dir. Hastalarin sigara
tiketimi ortalama 34,77+2,46 paket/yil olup 21 vaka hi¢ sigara icmemis ve 11
vakanin da sigara 6ykusu alinamamigtir. Hasta grubunda GST-M1 gen polimorfizmi
bakildiginda 43(%55,8) vakada null genotipi, 34 (%44,2) vakada M1 pozitif genotipi
bulunmustur. CYP1A1 gen polimorfizmi ise 48(%72,7) vakada homozigot dogal
(wild), 15 (%22,7) vakada heterozigot mutant, 3 (%4,5) vakada homozigot mutant
bulunmustur. TUmoér doku orneklerinin formol tespiti ve parafin bloklamasi
asamalarinda DNA denatlrasyonlari olusabildigi i¢cin vakalarin 23’Gnde GST-M1,
34’unde CYP1A1 3 kez calisiimasina ragmen PCR urunu elde edilememistir (Tablo-
2). Sekil 1 ve 2'de genotip dagilimlari hasta ve kontrol grubuna gore verilmigtir.

Genotiplerin agaroz jel fotograflari resim 1 ve 2’de yer almaktadir
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Tablo-2 Kontrol ve hasta gruplarinin gen polimorfizm genotip dagilimlari.

GST M1 CYP 1A1
M1 null M1+ Homozigot Heterozigot Homozigot
dogal mutant mutant
Hasta 43 (%55,8) 34 (%44,2) 48 (%72,7) 15 (%22,7) 3 (%4,5)
Kontrol 51(%52) 47 (%48) 57 (%56,4) 42 (%41,6) 2 (%2)

B GST-M1 null
0 GST-M1 +

Hasta % Kontrol %

Sekil-1 Kontrol ve hasta gruplarinin GST-M1 gen polimorfizmlerinin dagilimi

B CYP 1A1 Homozigot
dogal

OCYP 1A1 Heterozigot
mutant

OCYP 1A1 Homozigot
mutant

Hasta % Kontrol%

Sekil-2 Kontrol ve hasta gruplarinin CYP1A1 gen polimorfizmlerinin dagilimi
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Resim 3. GST M1 gen polimorfizminin %2’lik agaroz jel elektroforezindeki
go6rintist. GST-M1 (+) vakalarda 230 bp ve 157 bp olmak Uzere cift, GST-M1 null
vakalarda ise 157 bp’lik tek bant gortlmektedir.

oy
el

Resim 3. CYP 1A1 gen polimorfizmine ait %4’llik agaroz jel elektroforezinde
yapilan galisma 6rnegi gorulmektedir. Bir nolu kolonda NCol restriksiyon enzimi ile
kesilmemis tek 263 bp’lik band (Homozigot mutant genotip ) goérilmektedir. Kolon2, 3,
4 ve 6’da NCol restriksiyon enzimi ile tam kesilmis tek 231 bp’lik band (homozigot
dogal genotip) gorulmektedir. Kolon 7, 8 ve 9’da hem kesilmis 231 bp’lik band hem de
kesilmemis 263 bp’lik band birlikte (heterozigot mutant) gérilmektedir.
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Hasta orneklerinin 82 (%82) tanesi TUR, 18 (%18) tanesi rezeksiyon
materyali olup Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dal’'ndan gelmistir.
Hastalarin grade agisindan 36’s1 (%36) dusuk grade, 64’0 (%64) yluksek grade
olarak degerlendirilmistir. Vakalarin birinde glanduler, 12’sinde skuamdz olmak
uzere toplam 13’Unde diferansiasyon saptanmistir. Tumdrlerin mikroskobik
olarak 24’0 (%24) invaziv, 64’0 (%64) papiller, 12’si (%12) mikst (invaziv+diger
paternler) buyume paternindedir. Vakalarin 53’Unde (%53) lamina propria,
31’'inde (%31) kas tabakasi invazyonu gorulmis olup 16 (%16) vakada
vaskuler, 12 (%12) vakada perindral invazyon saptanmistir. Toplam 7 (%7)
vakada perivezikal yagli doku tutulumu mevcuttur. Vakalarin 19’unda (%19)
multifokalite, 14’Unde (%14) mesane digi yayllim ve yine 14’Unde (%14) gevre
mesanede in situ karsinom oldugu goérulmustur. Rezeksiyon uygulanan 18
(%18) vakanin 6’sinda pelvik lenf nodu tutulumu saptanmistir. Hastalarin alinan
klinik hikayesinde, 7 (%7) tanesinin 6zgegmiginde, yine 7(%7) tanesinin birinci
derece akrabalarinda kanser hikayesi oldugu ogrenilmistir. Vakalarin 67(%67)
tanesinde bir ve daha fazla nuks oldugu, ayrica 13 (%13) tanesinin ise uzak
organ metastazlar oldugu gorulmustir. Vakalarimizin yakin zamanda hayatta
olup olmadiklari sorgulandiginda 2 tanesinin hastalik nedenleri diginda (biri akut
miyokard enfarktisu, digeri trafik kazasi), 23 tanesinin ise mesane kanseri
nedeniyle 6ldugu, 64 tanesinin sag ve saglikh oldugu saptanmig 15 tanesine ise
ulagilamamistir. Hastalarin patolojik ve klinik bulgularinin GST-M1 ve CYP 1A1

gen polimorfizmleri ile iligkileri tablo-3a ve 3b’de gortulmektedir.
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Tablo-3a Patolojik bulgularla GST-M1 ve

CYP1A1 gen polimorfizmlerinin

iligkileri
Patolojik Sayi GST-M1 CYP 1A1
parametreler
n (%) Null M1 (+) homozigot heterozigot homozigot
n (%) n (%) dogal mutant mutant
n (%) n (%) n (%)

Hasta Erkek 81 36 30 4
Cinsiyet n (%) (81) (54,5) (45,5) (70,7) (24,1) (5,2)

Kadin 19 7 4 7 1 0

n (%) (19)  (63,6)  (36.4) (87,9 (12,5)

Toplam n (%) 100 43 34 48 14 3
Grade Dusik 36 16 13 16 7 0

n (%) (36) (55,2) (44,8) (69,6) (30,4)

Yiksek 64 27 21 32 8 3

n (%) (64)  (56,2)  (438) (74.4) (18,6) (7,0
Diferansiasyon glanddler 1 0 1 1 0 0

n (%) (1) (100) (100)

skuamoz 12 6 3 5 2 1

n (%) (12)  (66,7)  (33,3) (62,5 (25) (12,5)
Buyume paterni invaziv 24 10 7 12 1 1

n (%) (24)  (58.8)  (41,2) (857) (7,1) (7,1)

papiller 64 29 21 29 12 1

n (%) (64)  (58) (42) (69) (28,6) (2,4)

mikst 12 4 6 7 2 1

n (%) (12) (40 (60) (70) (20) (10)
Lamina propria var 53 19 20 25 7 2
invazyonu n (%) (53) (48,7) (51,3) (73,5) (20,6) (5,9)

yok 47 24 14 23 8 1

n (%) (47)  (63.2)  (36,8) (71,9) (25) (3,1)
Kas invazyonu var 31 12 12 16 2 2

n (%) (31) (50 (50) (80) (10) (10)

yok 69 19 16 20 10 1

n (%) (69)  (54,3)  (45,7) (64,5 (32,3) (3,2)
Vaskdler var 16 9 9 2 1
invazyon n (%) (16) (75) (25) (75) (16,7) (8,3)

yok 84 34 31 39 13 2

n (%) (84)  (52,3) (47,7)  (72,7) (24,1) (3,7)
Perindral var 12 9 3 7 0 1
invazyon n (%) (12) (75) (25) (87,5) (12,5)

yok 88 37 32 41 15 2

n (%) (88)  (53,6)  (464( (70,7) (25,9) (3,4)
Multifokalite var 19 11 5 13 3 0

n (%) (19) (68,8) (31,3) (81,3) (18,8)

yok 81 32 29 35 12 3

n (%) (81)  (52,5)  (47,5) (70) (24) (6)
Mesane disi var 14 7 6 9 1 2
yayilim n (%) (14) (53,8) (46,2) (75) (8,3) (16,7)

yok 26 13 10 16 2 0

n (%) (26) (56,5) (43,5) (88,9) (11,1)
Cevre mesanede in  var 14 5 4 6 0 1
situ karsinom n (%) (14) (55,6) (44,4) (85,7) (14,3)

yok 86 13 10 16 1 1

n (%) (86)  (56,5) (43,5  (88,9) (5,6) (5,6)
Perivezikal yagl var 7 3 1 3 1 0
doku n (%) (75) (25) (75) (25)
invazyonu yok n (%) 4 2 2 3 0 0

(50) (50) (100)

Pelvik lenf nodu var n (%) 6 4 1 4 0 0
tutulumu (80) (20) (100)

yok 7 2 3 5 0 0

n (%) (40) (60) (100)
Cerrahi tedavi TUR 82 33 30 38 14 1

n (%) (82)  (52,4) (47.6) (71,7) (26,4) (1,9)

Rezeksiyon 18 10 4 10 1 2

n (%) (18) _(71.4) _(286) _(76.9) (7.7) (15.4)
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Tablo-3b Klinik bulgularla GST-M1 ve CYP 1A1 gen polimorfizmlerinin iligkisi

Klinik parametreler GST-M1 CYP 1A1
Sayi null M1(+) = Homozigot Heterozigot Homozigot
Dogal Mutant Mutant
Kanserojenle var 27 11 10 10 3 2
temas n (%) (27) (52,4) (47,6) (66,6) (20) (13,3)
yok 62 32 23 38 12 1
n (%) (62)  (58,2) (41,8) (74,5) (23,5) (2)
Ozgecmiste varn (%) 7 3 3 5 1 0
kanser (7) (50) (50) (83,3) (16,7)
hikayesi yok 82 40 30 43 14 3
n (%) (82)  (57,1) (42,9) (71,7) (23,3) (5)
Ailede kanser var 7 2 2 3 0 0
hikayesi (7) (50) (50) (100)
yok 82 41 31 45 15 3
(82)  (56,9) (43,11) (714) (23,8) (4,8)
Sigara igimi yok 19 1 8 12 3 1
(19) (57,9 (42,1) (75) (18,8) (6,2)
1-10 4 1 3 3 0 0
p/yil (4) (25) (75) (100)
210 p/yil | 54 31 23 33 12 2
(54) (57,4) (42,6) (70,2) (25,5) (4,3)
Niks var 67 31 24 33 13 2
n (%) (81,7) (56,4) (43,6) (68,8) (27,1) (4,2)
yok 15 7 6 9 2 0
n (%) (18,3) (53,8) (46,2) (81,8) (18,2)
Sag kalim olu 23 12 8 13 3 1
n (%) (26,4) (60) (40) (76,5) (17,6) (5,9)
hayatta 64 29 25 35 11 2
n (%) (73,6) (53,7) (46,3) (72,9) (22,9) (4,2)
Uzak organ var 13 7 4 8 0 1
metastazi n (%) (14,6) (63,6) | (36,4) (88,9) (11,1)
yok 76 36 29 40 15 2
n (%) (85,4) (55,4) (44,6) (70,2) (26,3) (3,5)

Hasta  grubunun parafin  blok kesitlerine  uygulanan  p53
immunhistokimyasal boyamada 73 (%73) vakada pozitif boyanma goérulmus,
27’sinde (%27) ise boyanma saptanmamistir. Boyanan vakalarin (%73)
hepsinde %1 ve Uzeri, 59 (%59)vakada %3 ve Uzeri, 56 (%56) vakada %5 ve
uzeri, 49 (%49) vakada %10 ve uUzerinde boyanma gorulmustir. Boyanan
vakalarin  %24’4ndn soluk (+), %31’inin orta (++),%18’inin yodun (+++) olarak
boyandigi saptanmigtir. Hastalarin p53 boyanmalari ve GST-M1 ve CYP 1A1

gen polimorfizmlerinin iligkileri tablo-4’te goértlmektedir.
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Tablo-4 p53 boyanma ve genetik polimorfizmlerin iligkisi.

Sayi GST-M1 CYP 1A1
n (%) Null M1 (+) homozigot heterozigot homozigot
n (%) n (%) dogal mutant mutant
n (%) n (%) n (%)
p53 boyanma yok 27 9 11 15 1 0
yayginhgi (27) (45) (55) (93,8) (6,3)
2 %1 73 34 23 33 14 3
(73)  (59,6) (40,4) (66) (28) (6)
2%3 59 30 16 25 12 3
(59)  (65,2) (34,8) (62,5) (30) (7,5)
2%5 56 30 13 23 11 3
(56)  (69,8)  (30,2) (62,2) (29,7) (8,1)
210 49 28 11 22 8 3
(49) (71,8) (28,2) (66,7) (24,2) (9,1)
p53 soluk 24 12 6 12 4 0
yogunlugu (24) (66,7)  (33,3) (75) (25)
orta 31 14 12 14 7 2
(31)  (53,8) (46,2) (60,9) (30,4) (8,7)
yogunluk 18 8 5 7 3 1
(18) (61,5 (38,5 (63,6 (27,3) (9,1)

GST-M1 polimorfizmi kontrol ve hasta gruplari arasinda farkli
bulunmamistir(p>0,05). Bununla beraber GST-M1null genotipi varligi hasta
grubunda vaskduler invazyon, perindral invazyon, multifokal tutulum, pelvik lenf
nodu tutulumu, uzak metastaz, hastaliktan 6lim ve kanserojen temasi ile
istatistiki agidan anlamlilik olmamasina ragmen artmis goéreceli risk (Odd Ratio)
bulunmustur(p>0,05). Tablo 5'de detayl istatistiki degerler gorilmektedir. Ayrica
pS3ile %1, %3, %5 ve %10’un Uzerinde boyanma yuzdeleri 6l¢it alinarak, GST
M1(+) ve GST-M1 null genotipli hastalar kiyaslandiginda, null genotipli
vakalarda istatistiki agidan ileri derecede anlamli fark gézlenmistir (tablo—5 ve 6)
(p<0,05). Vakalara ait p53 immunhistokimyasal boyanma ornekleri resim 5-17’te

gOrulmektedir.
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Tablo-5 GST-M1 null genotipinin, M1 (+) genotip tasiyan vakalara gore

klinik ve patolojik parametrelerle iligkisi

GST-M1 null genotipi

K P degeri Goéreceli risk — (%95 givenlik araligr)
n (%) kare) (OR- %95 CI)
null M1
Vaskuler var 9 (75) 3 (25) > 0,05 2,42 (0,71- 8,27)
ivEzvoll yok | 34 (52,3) 31 (47,7)
Perinoral var 9 (75) 3 (25) > 0,05 2,42 (0,52-
invazyon 11,27)
yok | 37 (53,6) 32 (46,4)
Multifokalite var 11 (68,8) 5(31,3) > 0,05 1,61 (0,61- 4,28)
yok | 32 (52,5) 29 (47,5)
Pelvik LAP var 4 (80) 1 (20) > 0,05 3,2 (0,5- 18,47)
yok 2 (40) 3 (60)
Uzak var 7 (63,6) 4 (36,4) > 0,05 1,34 (0,42- 4,26)
metastaz
yok | 36 (55,4) 29 (44,6)
Olim ol 12 (60) 8 (40) > 0,05 1,20 (0,56- 2,60)
Sag = 29 (53,7) 25 (46,3)
Kanserojen var 11 (52,4) 10 (47,6) >0,05 1,11 (0,697-1,76)
temasi
yok | 32 (58,2) 23 (41,8)
p53 2%1 34 (59,6) 23 (40,4) >0,05 1,169 (0,88-1,54)
boyanma
p53 2%3 30 (65,2) 16 (34,8) 4,07 0,044 1,48 (0,98- 2,22)
boyanma
p53 2%5 30 (69,8) 13 (30,2) 7,65 0,006 1,82 (1,14- 2,9)
boyanma
p53 >2%10 28 (71,8) 11 (28,2) 8,15 0,004 2 (1,18- 3,43)
boyanma

2

Tablo-6 GST-M1 null genotipinin, M1 (+) genotip tagiyan vakalara gore p53
iligkisi

GST-M1 null genotipi

Student t testi

Vaka N (%) Ortalamat SE P degeri
p53 ile ortalama boyanma yiizdesi Null 43 (%55,8) 21,34+ 3,84 0,01
M1 (+) 34 (%44,1) 7,32+ 1,66
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CYP 1A1 gen polimorfizmine bakildiginda hasta grubunda heterozigot
mutant genotipinin kontrol grubundan daha az oldugu bulunmustur (p<0.05).
CYP mutant allel tasiyanlarla (hem heterozigot mutantlar hem de homozigot
mutantlar) p53 boyanma ylzdeleri acgisindan (%1,%3 ve %5’in Uzerinde
boyanma) homozigot dogal genotip tasiyan hastalrda anlamli derecede fark
gorulmastir (p<0.05). p53’Un %10’dan fazla boyandigi vakalarda istatistiki fark
saptanmamistir(p>0,05). Detayl istatistik verileri tablo-7’de gorilmektedir.

Tablo-7 CYP mutant allel tagiyanlarin (heterozigot mutant +homozigot
mutant) homozigot dogal genotip tagiyanlara gore klinik ve patolojik

parametrelerle iliskisi,

CYP heterozigot+ homozigot mutant genotipleri

SayI @ (ki-kare) P degeri Goreceli risk — (%95 glvenlik araligr)
n (%) (OR- %95 ClI)
Homozigot | Heterozigot
dogal veya
homozigot
mutant
p53 2%1 boyanma 33 (66) 17 (34) 4,70 0,03 7,72 (0,94- 63,55)
p53 2%3 boyanma 25 (62,5) 15 (37,5) 5,35 0,021 4,60 (1,17-17,97)
p53 2%5 boyanma 23 (62,2) 14 (37,8) 4,73 0,029 3,80 (1,09- 13,24)
p53 2%10 boyanma 22 (66,7) 11 (33,3) >0,05 1,85 (0,61- 5,60)
P53 orta/ yogun 21 (61,7) 13 (38,3) >0,05 1,54 (0,58- 4,07)

boyanma

Tim p53 boyanma vyuzdeleri ile ylksek grade, invaziv ve mikst
(invaziv+diger buyime paternleri) buylime paternleri, bazi boyanma yuzdeleri
ile de lamina propria invazyonu, kas tabakasi invazyonu, vaskuler invazyon,
perindral invazyon, perivezikal yagli doku tutulumu arasinda ileri derecede
anlaml iligki saptanmistir (Tablo-5) (p<0,05). Hastanin 6zge¢misinde kanser
varhgi, 6lum, sigara icimi ile de bazi boyanma ylzdeleri arasinda istatistiki
anlam bulunmamakla birlikte artmis gdreceli risk gdézlenmistir(p>0,05).

invaziv ve mikst blylime paternlerinin ayni zamanda kas invazyonu,

vaskuler invazyon, perindral invazyon, multifokalite, perivezikal yagli doku
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invazyonu, mesane dig1 yayihim, ¢cevre mesane mukozasinda in situ yayilim,
uzak metastaz, 40 paket/yil ve Uzeri sigara i¢imi, hastanin 6zge¢misinde
bulunan bagka bir organ kanseri ve hastanin 1. derece akrabalarinda bulunan

kanser hikayesi ile istatistiki anlamli iliski bulunmustur (p<0,05) (Tablo-8).
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Resim 5. Pozitif kontrol: p53 immiuinhistokimyasal boya ile kolon karsinomunda pozitif
boyanma X100 (CTF patoloji protokol no 8024/2004).

Resim 6: Negatif kontrol: p53 immdinhistokimyasal boya ile boyanmamis normal
mesane mukoza epiteli X200 (CTF patoloji protokol no otopsi 7/2005).
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Resim 7: Dlsik gradeli transizyonel hicreli karsinom H&E X 100(CTF patoloji
protokol no 242/2005).

Resim 8: Ayni vakanin p53 ile negatif imminhistokimyasal boyasi X100 (CTF patoloji
protokol no 242/2005).
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Resim 9: Yilksek gradeli transizyonel hicreli karsinom H&E X400(CTF patoloji
protokol no 12132/2005).

Resim 10: YUksek gradeli transizyonel hicreli karsinomda, disik oranda
(%10'dan az) ve yogun (+++) p53 boyanmasi X100 (CTF patoloji protokol no
4782/2001).
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Resim 11: Glandiler diferansiasyon goésteren ylksek grade’li, transizyonel hicreli
karsinom H&E X 200 (CTF patoloji protokol no 12132/2005).

Resim 12: Ayni vakanin p53 ile negatif boyanmasi X 100 (CTF patoloji protokol no
12132/2005) .

48



Resim 13: Skuaméz diferansiasyon gosteren ylksek gradeli transizyonel hucreli
karsinom H&E X 200(CTF patoloji protokol no 13333/2005)

Resim 14: Ayni vakanin bagka bir alaninda p53 ile ylksek oranda yogun boyanma
X100(CTF patoloji protokol no 13333/2005).
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Resim 15: YUksek gradeli transizyonel karsinomda p53 ile yiksek oranda boyanma
X200 (CTF patoloji protokol no 16656/2005).

Resim 16: Ayni vakanin blyik biyitmesi X 400(CTF patoloji protokol no
16656/2005).
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Resim 17: Yiksek gradeli vakada yaygin ve yogun p53 boyanmasi X200(CTF
patoloji protokol no 1408/2004).

Resim 18: Ayni vakanin blylk buyitmesi X 400(CTF patoloji protokol no
1408/2004)
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Tablo-8 invaziv veya mikst blylime paterni ile patolojik ve Klinik

parametrelerin iligkisi.

invaziv veya mikst biiyiime paterni

Sayi n «* (ki-kare) P Goreceli risk -
et e papiller degeri (%95~ givenlik
mikst arahgm)
(OR- %95 Cl)
Vaskiiler invazyon var n (%) 15(41,7) 11,6) 27,16 0,0001
yok n (%) 21 (58,3) 63 (98,4)
Perinoral invazyon var n (%) 12(33,3) 0 23,89 0,0001
yok n (%) 24(66,7) 64(100)
Yiiksek grade diistik n (%) 2(5,6) 34(53,1) 22,62 0,0001
yiiksek n(%) 34(94,4) 30(46,9
Cevre mesanede var n (%) 10(52,6) 4(20) 4,07 0,044
situ karsinom yok n (%) 9(47,4) 16(80)
Uzak metastaz var n (%) 9(29) 4(6,9) 7,93 0,005
yok n (%) 22(71) 54(93,1)
Mesane disi yayilim var n (%) 10(55,6) 4(18,2) 7,42 0,006
yok n (%) 8(44,4) 18(81,8)
Perivezikal yagh var n (%) 6(75) 1(33,3) > 0,05 2,25 (0,43-11,71)
doku invazyonu yok n (%) 2(25) 2(66,7)
Cerrahi rezeksiyon TUR n (%) 23(63,9) 59(92,2) 12,50 0,0001
Rezeksiyon n 13(36,1) 5(7,8)
(%)
p53 2%1 boyanma var n (%) 30(83,3) 43(67,2) 3,04 >0,05 1,24 (0,99- 1,55)
yok n (%) 6(16,7) 21(32,8)
p53 2%3 boyanma var n (%) 27(75) 32(50) 5,95 0,015
yok n (%) 9(25) 32(50)
p53 2%5 boyanma var n (%) 25(69,4) 31(48,4) 4,126 0,042
yok n (%) 11(30,6) 33(51,6)
p53 2%10 boyanma var n (%) 23(63,9) 26(40,6) 4,99 0,025
yok n (%) 13(36,1) 38(59,4)
p53 orta/ yogun soluk n(%) 6(16,7) 18(28,1) 3,82 0,05 1,37 (1,00- 1,87)
boyanma orta/yogun 24(66,7) 25(39,1)
n(%)
Gegmiginde kanser var n(%) 6(19,4) 1(1,7) 12,03 0,001
yok n (%) 25(80,6) 57(98,3)
Ailede kanser var n(%) 5(16,1) 2(3,4) 4,48 0,034
hikayesi yok n (%) 26(83,9) 56(96,6)
Olim olii n(%) 13(41,9) 10(17,9) 5,95 0,015
Sag n(%) 18(58,1) 46(82,1)
Sigara>40 paket/yil var n(%) 11(30,6) 14(21,9) >0,05 1,44 (0,78- 2,66)
yok n(%) 13(36,1) 30(46,9)
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Kanserojen ile temas arastirildiginda cinsiyet, GST-M1 null genotipleri,

p53 %1’den fazla boyanma, p53 boyanma yogunlugu, yuksek grade, kas

tabakasi invazyonu, 6zgecmisinde baska bir organda kanser varli§i ve nuks

varligr ile

istatistiki

anlam

saptanmamis ancak artmig goreceli

risk

g6zlenmistir(p>0,05). Uzak organ metastazi ve kanserojen temasi agisindan ise

istatistiki anlamli fark bulunmustur (p<0,05) (Tablo-9 ve 10 ).

Tablo-9 ve 10 p53 boyanma yuzdeleri ile klinik ve patolojik parametrelerin

iliskisi
tablo-9 p53 2 %1 p53 2%3 p53 2 %5 p53 2 %10

K p K p K p K p
Lamina 8,11 0,004 7,51 0,006 6,50 0,01 5,84 0,01
propria
invazyonu
Kas tabakasi 8,65 0,03 7,38 0,007 513 0,02 7,07 0,008
invazyonu
Vaskuler 7,15 0,007 9,72 0,02 7,88 0,005 8,2 0,004
invazyon
Yuksek grade 18,96 = 0,000 15,31 0,000 14,78 0,000 19,66 0,000
Perindral 5,12 0,02 6,15 0,01 7,21 0,007 6,63 0,01
invazyon
Perivezikal 4,27 0,03 >0,05 >0,05 >0,05
yagl doku
invazyonu
Sigara>20 >0,05 >0,05 >0,05 4,22 0,04
paket/yil
tablo-10 Goreceli risk — (%95 giivenlik araligi) ;OR (%95 Cl)

p53 2 %1 p53 2%3 p53 = %5 p53 2 %10

Olim 1,17 (0,91-1,50) 1,27 (0,89-1,80) 1,39 (0,96-2,00) = 1,49 (0,99-2,24)

Gecgmisinde kanser

Sigara= 10

1,14 (0,23-5,51)
3,0 (0,39- 23,07)

3,64 (0,40- 32,60)
4,68 (0,46-47,53)

4,22 (0,47- 37,72)
4,11 (0,40- 41,70)

5,64 (0,63- 50,39)
3,19 (0,31- 32,35)
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5. TARTISMA ve SONUG

Mesane kanserlerinin ¢evresel veya mesleki olarak maruz kalinan
kimyasallarla iligskisi 19.ylzyil sonlarindan 20.yuzyil ortalarina kadar acik bir
sekilde ortaya konmustur. Bununla beraber her kimyasala maruz kalan kiside
kanser gelismemesi bu konudaki arastirmalarin kisiler arasindaki diger
farkliliklara yonelmesine neden olmustur. Bu Kkisisel farkliklar muhtemelen
beslenme aligkanliklari, genetik, yasadigi c¢evre ve diger maruz kalinan
kimyasallarla belirlenmektedir. Bunlarin icinde degisemeyecek tek ve belki de
en onemli farklilik genetik altyapidir (61, 67). Ayrica, genetik yapinin yani sira
maruz kalinan maddenin dozu ve maruz kalma suresi de onemlidir. Diger
yandan yapilan birgok c¢alismanin sonucunda genetik Ozellikler ile cesitli
kanserler arasinda iligkiler gosterilmisken yine bir o kadar calismada da bu
iligskinin olmadigi bildirilmigtir. Zararli kimyasallar vicut igerisine girdikten sonra
basta karaciger olmak Uzere c¢esitli dokularda, daha az toksik veya hi¢ zarari
olmayan maddelere donusturilmek istenmektedir. Bu igleri yapacak
detoksifikasyon enzimlerinin aktivitelerinin genetik yapi ile belirlendigi cesitli
arastirmalarda gosterilmigtir(44, 51, 67).

Bizim g¢alismamizda transizyonel hucreli mesane karsinomlari ile
CYP1A1, GST-M1 gen polimorfizmleri ve p53 immunhistokimyasal boyanma

iligkileri arastirimistir. CYP1A1 benzopirenlerin metabolizmasinda yer alan
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enzim olup ekzon 7 mutasyonu ile enzim aktivitesinde artis gdsterilmistir. Artan
enzim aktiviteleri benzopirenlerin daha c¢ok aktiflenmelerine ve daha fazla
DNA’ya baglanarak hasar olusturmalarina neden olmaktadir. Benzopirenlerin
Ozellikle akciger basta olmak Uzere solunum-gastrointestinal sistem kanserleri
ile iligkileri kesin olarak gosterilmistir. Bununla beraber mesane kanserlerinin
etyolojisinde daha ¢ok arilaminler yer almaktadir. Mesane kanserlerinde goérilen
p53 mutasyonlarinin sikhigina bakildiginda benzopirenlerin yol agtigi mutasyon
tipleri (GC—TA) ¢ok az iken arilaminlerin neden oldugu mutasyonlar (GC—CG)
sik olarak goérulmektedir. GC:—CG degisiminin 6zellikle bir arilamin olan 4-
aminobifenil ile olustugu gdsterilmistir (68). Benzopirenlerin baslica rol oynadigi
akciger kanserlerinde en sik tespit edilen %32,4 orani ile GC—TA p53
mutasyonu olup, bu mutasyon mesane kanserlerinde goértlmemistir (69). Yine
akciger kanserlerinde diger sik rastlanan GC—CG mutasyonu olup mesane
kanserlerinde de en sik rastlanan mutasyonlardandir. Bu mutasyonun her iki
kanser turunde de sik rastlanmasinin nedeni sigaranin arilaminleri de
icermesiyle agiklanabilir(39).

CYP 1A1 heterozigot mutant genotipine beyaz irkta az oranda (%10-20)
rastlanirken Amerikan zencilerinde, Japonlar, Cinliler, Koreliler, Hawait'liler,
Silililerde birbirine yakin oranda yaklasik %35-55 gibi yuksek degerlerde
gOzlenmigtir (5, 12, 15, 16, 18, 19, 36). Bizim calismamizda CYP 1A1
heterozigot mutant genotipi kontrol grubunda %41,6 hasta grubunda ise %22,7
olarak bulunmustur. Bu degerler kontrol grubu baz alindiginda bizim beyaz
irktan farkli olarak yukarida adi gecen diger etnik gruplara benzedigimizi

dusundurmektedir.
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Bizim g¢alismamizda da hasta grubunda bir benzopiren detoksifikasyon
enzimi olan CYP1A1 mutant allel genotipi tagiyanlarin sikliginin artmadigi hatta
kontrollere godre heterozigot mutant genotipin anlamli derecede az oldugu
g6zlenmistir(p=0,033). Bu bulgu literatirdeki mesane kanserlerinin etyolojisinde
benzopirenlerden ziyade arilaminlerin ¢ok daha &6nemli oldugu bilgisi ile
uyumludur(68). Bununla beraber hasta grubunda heterozigot veya homozigot
mutant allel tasiyanlarda p53 immunhistokimya boyasi ile %1, %3 ve %5’ten
fazla hicrede boyanma homozigot dogal genotipe gore anlamli olarak farkh
bulunmustur(p<0,05).

GSTM1 genotipinin beyaz irkta, Japon, Hawaii, Sili, Cin, Kore ve Hint
toplumlarinda %31-66 null genotipini tasidiklari, siyahlarda ise GSTT1 null
genotipinin ylUksek oldugu gosterilmistir (16, 18, 34, 35, 36, 37). Bizim
toplumumuzda kontrol grubunda null genotipi %52, mesane kanserli vakalarda
%55,8 olarak bulunmustur. Beyaz irk igin literatirde bildirilen oranlarla
uyumluluk gostermektedir.

Yapilan calismalarda null genotipi olanlarin akciger, kolorektal ve oral
kavite kanserlerine egilimlerinin arttig1 saptanmistir (23, 24, 25, 26, 27, 70, 71).
GST-M1 genotipleri incelendiginde literatirde mesane kanserleri ile istatistiki
anlamlilik olan galigmalar (31, 32, 33, 75) bildirilmistir (p<0,05). Bu ¢alismalarda
artmig goreceli risk degerleri 1,2-2,24 arasinda bulunmus 6zellikle de sigara
icimi ile iligkilendirilmiglerdir. Bunun yaninda kontrollerle anlamli farklilk
gosteriliememesine (P>0,05) ragmen artmisg risk bildirilen c¢aligmalar da
mevcuttur (76, 77, 78, 79, 80, 81, 82). Bu galismalardaki goreceli risk 1,12—-1,75

olarak gosterilmisgtir.
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Zhong ve arkadaslarinin yaptiklari ¢calismada GST M1 “null” genotipinin
mesane ve meme kanserinde normal populasyondan farkli olmadigi, kolon
kanseri riskini ise 1.7 kat artirdi§i gosterilmistir (24). Diger yandan Brockmoller
ve diger bir ¢ok arastirmaci ise mesane kanserlerinin de dahil oldugu cesitli tip
kanserlerde null genotipi ile iliski olmadigini bildirmistir(28, 29, 30, 72, 73, 74).

Bizim c¢alismamizda hastalarda kontrollerden fazla GST-null genotipi
sayisi bulunmasina ragmen istatistiki acidan anlamli farkliik gézlenmemis
(p=0,61), mesane kanserli vakalarda null genotipinin goreceli riski 1,09 ( %95
guvenlik araliginda 0,77-1,52) olarak saptanmistir. Buradan null genotipinin
Tark toplumunda hastalik olusumuna katkisinin az oldugu dutsundlebilir. Ancak
calismamizda null genotipi tasiyan mesane kanserli vakalarin vaskuiler
invazyon, perindral invazyon, tumoérin multifokal olugu, pelvik lenf nodu
tutulumu, uzak metastaz, kanserojenle temas ve hastaliktan 6lim oranlar
agisindan M1(+) genotipe gore 1,11-2,42 degerleri arasinda artmig goreceli risk
oldugu saptanmistir. P53 immunhistokimyasal boyanma agisindan; null gentopi
tasiyanlarin M1(+) genotipi tasiyanlardan anlamli farklilik gosterdigi (p<0,01)
bulunmustur. Bu anlamda artmis goreceli risk ve p53 boyanmanin anlaml
olarak farkli tespit edilen GST-M1 null genotipinin hastaligin daha agresif ve

kotu seyretmesine katkisi oldugu soylenebilir.
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Resim 19: p53 boyanma yizdesi ile GST-M1 genotiplerinin iliskisi grafik olarak

gOsterilmistir(p=0,01). En alt ve Ust degderler %95 glvenlik araliginda verilmistir.

P53 mutasyonlar siklikla dogal tip p53 proteininin degiserek normalden
uzun yari dmre sahip olmalarina neden olur ve bu mutant protein hicrenin
cekirdeginde birikerek immunhistokimyasal boyanmalarla gosterilebilir hale
gelir. Bu anlamda p53 birikimi mutant p53 varhgi ile korelasyon gostermektedir
hatta serum ve idrarda artmis p53 protein duzeyleri gosterilebilir(83, 84, 85).
Bununla beraber dnemli sayida vakada yanhs pozitiflik de bildirilmistir (84, 86).
P53 boyanmanin mesane karsinomlarinda invazyon, yuksek grade, evre,
vaskuler invazyon, perindral invazyon, nuks ve sag kalimla iligkili oldugu
bildirilmigtir. Yapilan birgok c¢alismada invaziv mesane karsinomlarinda p53
boyanma yayginhgi ve yogunlugu ylksek oranda bulunmustur (87,88). Erken
evre ve lokal olarak ilerlemis mesane kanserlerinde p53 prognostik
belirleyicidir(89, 90, 91, 92, 93, 94). P53 boyanmasi pozitif olan vakalarin

kemoterapi ve radyoterapiye daha az cevap verdigi gosterilmistir(95, 96).
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Mesane kanserinin blyuime paterni patolojik parametreler ile
kiyaslandiginda invaziv veya mikst blyume paterni gdsterenlerin papiller
blylme paterni gosterenlerden vaskuler invazyon, perindral invazyon, yuksek
grade, ¢gevre mesane dokuda in situ karsinom, perivezikal yagli doku invazyonu,
cerrahi rezeksizyon, p53 ile boyanma ve yogunluk, 6zgecmiste ve soygecmiste
kanser hikayesi, hastaliktan 6lim agisindan istatistiki olarak anlamli farklilik

gOsterdigi saptanmistir (p<0,05).

35— —_—

30

25—

20—

95% Cl p53 % boyanma

invaziv ve mikst patern papiller patern

invaziv+mikst/ papiller

Resim 20: p53 boyanma ylizdesi ile bliyiime paterni iliskisi gorilmektedir (p<0,05 ). En
alt ve Ust degerler %95 guvenlik aralidinda verilmigtir.

P53 ile boyanma acisindan arastirildiginda boyanma ile lamina propria,
kas, vaskuler, perinéral, perivezikal invazyon ve ylksek grade agisindan
istatistiki olarak ileri derecede anlamlilik saptanmistir (p<0,0001). Bunun
yaninda p53 boyanma ile 6zge¢gmisinde kanser hikayesi, hastaliktan 6lim ve 10
paket/ yildan fazla sigara tlketimleri agisindan istatistiki anlam saptanmamig

(p>0,05)ancak artmis goreceli risk bulunmustur.
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Resim 21: p53 boyanma ylzdesi ile grade iligkisi gérilmektedir (p<0,0001 ). En alt ve

Ust degerler %95 glvenlik araliyinda verilmistir.

Sonugc olarak,

1)

Hasta ve kontrol gruplarinin gen polimorfizmleri incelendiginde GST-M1
geni agisindan istatistiki anlamli fark bulunmamistir. CYP 1A1 acgisindan
hasta grubunda heterozigot mutant allelin kontrol grubundan az oldugu
saptanmistir.

GST-M1 null genotipinin hastaligin olusumu agisindan katkisinin az
oldugu fakat hasta grubunda o6zellikle invaziv gidis icin artmis risk, p53
immunhistokimyasal boyanma igin istatistiki anlamli fark gézlenmistir.
CYP 1A1 heterozigot ve homozigot mutant genotiplerinin p53 ile
boyanma agisindan homozigot dogal genotipten istatistiki agidan anlaml
fark oldugu bulunmustur.

Blyume paternleri acisindan GST-M1 ve CYP 1A1 genotipleri
dagihimlarinda farkhlik yoktur.

invaziv ve mikst biiyiime paterni goriilen tiimorlerde vaskiiler, perinéral,

perivezikal yaglh doku invazyonlari, p53 boyanmalari, 6zgecmiste ve
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soygecmiste kanser hikayeleri ve hastaliktan 6lium agisindan istatistiki
anlaml farkhlik saptanmistir.

Kanserojen ile temas arastirildiginda cinsiyet, GST-M1 null genotipleri,
p53 %1’den fazla boyanma, p53 boyanma yodunlugu, yuksek grade, kas
invazyonu, 6zge¢misinde baska bir organda kanser varli§i ve nuks
varhgi ile istatistiki anlamlilik saptanmamig, ancak artmis goéreceli risk
g6zlenmistir. Uzak organ metastazi ve kanserojen temasi agisindan ise
istatistiki anlamli farkllik bulunmustur.

Tum p53 boyanma yuzdeleri ile ylksek grade, invaziv ve mikst
(invaziv+diger bliyume paternleri) buylme paternleri, bazi boyanma
yluzdeleri ile de lamina propria invazyonu, kas invazyonu, vaskuler
invazyon, perinéral invazyon, perivezikal yaglh doku tutulumu arasinda
ileri derecede anlamli iligki saptanmistir. Hastanin 6zge¢misinde kanser
varhgi, 6lum, sigara icimi ile de bazi p53 boyanma yuzdeleri arasinda

istatistiki anlam bulunmamakla birlikte artmig goreceli risk gozlenmistir.

Calismamizda elde ettigimiz sonuglar literatur ile kargilastiriidiginda uyumiu

olarak saptanmigtir. Beyaz irka dahil olmamiza ragmen CYP 1A1 polimorfizmi
agisindan Uzakdogululara ve Guney Amerikalilara benzedigimiz saptanmistir.
GST M1 polimorfizmi diger topluluklarda bildirilenlerle uyumludur. GST-M1
agisindan hasta ve kontrol grubunda benzer oranlarda gen polimorfizmleri
saptanmigtir. Hastalarda heterozigot mutant CYP 1A1 genotipinin dusuk oranda
bulunmasinin nedeni; birincil olarak CYP1A1 enziminin benzopirenlerin

metabolizmasinda rol oynamasidir. Oysa mesane kanserlerinin geligimiyle ilgili
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kimyasal olarak arilaminler daha c¢ok sug¢lanmaktadir ve mesane kanseri
grubunda benzopirenleri daha fazla aktifleyecek mutant genotiplerin
bulunmamasi dogal olabilir. ikincil olarak calisma gruplarimizin sayisinin
nispeten dusuk olmasindan kaynaklandigini ve Turk toplumundaki degerleri
daha iyi saptamak amaciyla vaka sayisinin arttinimasi gerektigini

disunmekteyiz.
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6. OZET

Calismamizda Turk toplumunda Transizyonel Hucreli Mesane kanserli
hastalarda GST-M1 ve CYP1A1 gen polimorfizmlerinin incelenmesi, gen
polimorfizmleri ile p53 immunhistokimyasal boyanmanin yogunluk ve yayginlik
iligkisinin aragtirlmasi ve patolojik, klinik parametrelerle kargilastiriimasi
planlanmigtir.

Calismamiza 2000-2006 yillar arasinda CTF Patoloji ABD na cerrahi
materyalleri gelmis ve Transizyonel Hicreli Mesane karsinomu tanisi almig 100
adet hasta, kontrol grubuna ise 101 adet saglikh kisi dahil edilmigtir. Hastalarin
DNA lari tumorla parafin bloklardan, kontrollerinki ise periferik kan érneklerinden
elde edilmistir.

Yapilan calismalar sonucunda 6zetle;

e Hasta ve kontrol gruplari gen polimorfizmleri  agisindan
kargilastirildiginda anlamli fark bulunmadigr ancak CYP1A1 heterozigot mutant
genotipinin hasta grubunda kontrol grubundan daha az oldugu,

e GST-M1 null genotipinin transizyonel hicreli mesane karsinomu
olusumunda anlamli risk olusturmadigi ancak kanser olustuktan sonra
hastaligin prognozunu etkileyen vaskuler invazyon, perinoral invazyon, timaorun
multifokal olusu, pelvik lenf nodu tutulumu, uzak metastaz ve hastaliktan 6lim
riskini arttirdig,

e GST MI null genotipli hastalarda invaziv bluyume paterni igin artmis

risk, p53 immunhistokimyasal boyanma agisindan istatistiki anlamli fark oldugu,
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e CYP1A1 hem heterozigot hem de homozigot mutant genotipli
hastalarda p53 immunhistokimyasal boyanma agisindan istatistiki anlamli fark
oldugu,

e Blyume paterni agisindan GST-M1ve CYP1A1 genotipleri arasinda
anlamli farkhlik olmadigu,

e Invaziv ve mikst biiylime paterni gériilen timérlerde vaskiiler invazyon,
perinéral  invazyon, perivezikal yagli doku invazyonu ve p53
immunhistokimyasal boyanma riskinin arttigi, hastanin 6zgec¢misinde ve
soygecmisinde kanser hikayesi ve hastaliktan 6lUim ile invaziv ve mikst bliyime
paternleri arasinda istatistiki anlamli iligki oldugu,

e Kanserojen ile temas arastirildiginda, kanserojen temasinin cinsiyet,
GST-M1null genotipi, p53 immunhistokimyasal boyanma, ylUksek grade, kas
invazyonu, 6zge¢cmisinde baska organ kanseri varligi ve nuks ile artmis goreceli
riski, uzak organ metastazi ile istatistiki anlaml iligkisi oldugu,

e Tum p53 immunhistokimyasal boyanma yuzdeleri ile ylUksek grade,
invaziv ve mikst buyime paternleri, bazi boyanma yuzdeleri ile de lamina
propria invazyonu, kas invazyonu, vaskuler invazyon, perindral invazyon,
perivezikal yagl doku invazyonu arasinda ileri derecede anlamli iligki oldugu,

e Yine bazi p53 boyanma ylzdeleri ile sigara igimi, hastanin
0zgecmisinde kanser varligi ve hastaliktan 6lum arasinda istatistiki anlamli iligki

bulunmamakla birlikte artmig géreceli risk oldugu sonuglari bulunmustur.
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7. SUMMARY

The aim of this study was to identify the polymorphisms of the GST M1
and CYP 1A1 genes, the correlation between those polymorphisms and the P53
expression as well as comparing with pathological clinical parameters with the
patients with transitional cell carcinoma of the bladder in Turkish population.

A total of 100 patients diagnosed as transitional cell carcinoma of the
bladder at Cerrahpasa Medical School, Department of Pathology between 2000
and 2006 were included in the study. 100 healthy individuals were chosen as
the control group. DNA was extracted from formalin — fixed, paraffin —_embedded

blocks of the patients and the peripheral blood samples of the control group.

According to our results:

o There is no significant difference in gene polymorphisms between the patients
and control group, however, CYP 1A1 heterozygote mutant genotype was
less common in patient group.

o GST M1 null genotype is not is risk factor on prognosis increasing perineural
and vascular invasion, multifocality, involvement of the pelvic lymph nodes,
metastatic spread and death from the disease.

o The risk of invasive growth pattern is greater in the patients with GST M1 null
genotype. These patients show higher p53 expression as well.

o There is a significant difference in p53 expression between heterozigot and
homozigot patients with CYP 1A1 mutant gene.

o Regarding growth pattern of the tumor, no significant difference was found

between heterozigot and homozigot patients with CYP1A1 mutant gene.
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o Regarding growth pattern of the tumor, no significant difference was found
between GST M1 and CYP 1A1 genotypes.

o Tumor with invasive and mix-growing pattern show higher vascular and
perineural invasion, perivesical fatty tissue invasion and p53 expression.
Additionally, there is a correlation between prior cancer history, family
history of cancers, death from the disease and mixed growing pattern.

o There is a relatively higher risk of high grade tumor, muscle invasion; local
recurrences and the increased expression of p53 in the patients were high in
number amongst carcinogen exposed group as compared to remaining
groups.

o There is a correlation between p53 expression and high grade tumor, invasive
and mix-growing pattern, whilst some levels of the expression is significantly
correlated with invasion of the lamina propria, muscle and perivesical fatty
tissue invasion as well as vascular and perineural invasion.

o There is a no correlation between some percentages of p53 expression and the
history of cigarette smoke, prior cancers and family history of cancer and

death from the disease. Nevertheless, there is a relatively higher risk.
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