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OZET

Mesane kanseri erkeklerde en sik gorulen dordiunci kanserdir. Etiyolojisinde
sigara en 6nemli risk faktorl iken hastalarin %40’inda sebebin ne oldugu tam
olarak bilinmemektedir. Calismamizda, Urotelyal tip mesane kanserlerinin
etiyolojisinde, D vitamini duzeyi ve D vitamini reseptor geninde yaygin
gorilen rs1544410 (Bsml), rs2228570 (Fokl), rs731236 (Taql) ve rs7975232
(Apal) tek nukleotid polimorfizmlerinin hastalik olusumundaki etkilerini

arastirmak amaclandi.

Calismamiza Urotelyal tip mesane kanseri tanisi almis 101 hasta ile
benzer yas ve cinsiyet 6zellikleri tagiyan, kendisi ve ailesinde kanser dykusu
bulunmayan, 109 saglikli kontrol alindi. D vitamini duzeyleri HPLC yontemi
kullanarak, VDR polimorfizmleri ise polimeraz zincir reaksiyonu-restriksiyon

fragman uzunluk polimorfizmi yéntemi kullanarak belirlendi.

Fokl polimorfizmi FF, Ff ve ff genotip sikliklari hasta grubunda
sirasiyla %60.4, %31.7 ve %7.9 iken kontrol grubunda %44, %47.7 ve %8.3
olarak goézlendi (p=0.048). FF genotip sikli§i hasta grubunda istatistiksel
olarak anlamli derecede ylksek iken (p=0.018), Ff genotip sikhdi ise dusik
bulundu (p=0.018). Kanser olusumunda risk olusturabilecek faktorleri
ongdrmede lojistik regresyon analizi yapilarak, dizeltimis OR (ORag)
degerleri hesaplandi. Sigara kullanma o6yklsi ve Fokl polimorfizmi birlikte
degerlendirildiginde genotip dagihmi ve allel frekansinin kanser riskini
ongormede istatistiksel olarak anlamli derecede etkili olmadigi, sigaranin ise
mesane kanseri riskini 7.27 kat artirdidi gozlendi. (ORag= 7.27; %95 GA=
3.8-13.9; p<0.001) Taqgl, Apal ve Bsml genotip ve allel dagilimlar agisindan
ise gruplar arasinda fark gozlenmedi. Arastirdigimiz polimorfik bolgelerin
tumunde, hem hasta hem de kontrol grubu bireylerin genotip dagilimlar
Hardy-Weinberg dengesinde bulundu. D vitamini duzeyleri ile mesane

kanseri arasinda ise istatistiksel olarak anlaml bir iliski bulunmadi.

Anahtar Sozciikler: VDR, D vitamini, polimorfizm, mesane, kanser



ABSTRACT

Bladder cancer is the fourth most common cancer in men. Although smoking
is known to be the most important etiological factor in bladder cancer,
etiology in 40% of the remains to be unknown. In our study we aimed to
investigate the contribution of vitamin D levels and four common single
nucleotid polymorphisms rs1544410 (Bsml), rs2228570 (Fokl), rs731236
(Taql), rs7975232 (Apal) in the vitamin D receptor gene to the development

of urothelial bladder cancer.

Age and gender matched 101 patients diagnosed as urothelial bladder
cancer and 109 healthy individuals who has no history of cancer in their first
degree relative were included in the study. Polymerase chain reaction, and
restriction fragment lenght polymorphism techniques were used to determine
the polymorphisms and plasma 25-hydroxyvitamin D levels were measured

with high performance liquid chromatography.

The frequencies of Fokl polymorphism FF, Ff and ff genotypes were
60.4%, 31.7%, 7.9% in bladder cancer and 44%, 47.7% and 8.3% in control
groups, respectively (p=0.048). FF genotype frequences were higher
(p=0.018) in patients with bladder cancer, while Ff frequences were lower
(p=0.018) compared with control groups. Associations between risk factors
and cancer were estimated by calculating OR4q using logistic regression
analyses. When smoking status and Fokl polymorphism analysed together,
the effect of genotype and allel frequencies on cancer risk prediction were
not statistically significant, however smoking increased bladder cancer risk
7.27 times (ORag= 7.27; 95% Cl= 3.8-13.9; p<0.001). Tagl, Apal and Bsml
genotype and allelic distribution were not different between the groups. The
genotype distributions of the polymorphisms were in agreement with Hardy-
Weinberg equilibrium among the cases and controls. We could not find any
statistically significant association between vitamin D levels and bladder

cancer.

Keywords: VDR, vitamin D, bladder, cancer, polymorphism,



ICINDEKILER

TESEKKUR . ... .ootite ettt ettt te et e re e ate et e steeneeeteaneas [
(@ 74 = LSRR i
ABSTRACT .. iii
ICINDEKILER ..ottt ettt e eaesaesae e \Y
TABLOLAR DIZINI....cviiiiieeieecece et Vi
SEKILLER DIZINI ...t vii
SEMBOLLER VE KISALTMALAR......uuttiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniieiiniinesnenennnnennnnee viii
1. GIRISVE AMAG ...ttt ettt eeens 1
2. GENEL BILGILER........coeitiiteciecee et 3
2.1. MeSANE ANALOMISI ...coeieieeeee e 3
2.2. MeSANE HiStOIOJISI.....cceeeeeeeeeeeee e 3
2.3. MESANE FIZYOIOJISI ..ooeeeeeeeeeeeee e 4
2.4. Mesane Kanseri EpidemiyolojiSi .........coooeeeiiiiiiii 4
2.5. Mesane Kanseri EtiyolojiSi ... 5
2.6. Mesane Kanseri PatOlOJiSi ........coooveeeieeieeeeeeeeeeeeeeee e 6
2.6.1. Urotelyal tUMOIIEN ............ccveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 6
2.6.2. Urotelyal olmayan timoOrler.............ccooveeueeueeeeeeeeeeeeeeeee e 8
2.7. Mesane Kanseri Evrelendirilmesi............cccooo 8
2.8. Mesane Kanseri Tanisi ve Prognostik Belirtegler ................................ 9
2.9. Mesane Kanseri TEAAVISI .......ooovveeeeiiieeeeeee e 11
2.6. D VITAMINT oo 12
2.6.1. D vitamininin KeSfi.........cccoooiiiii 12
2.6.2. D vitamini metabolizmasl.............coiiiiiiiiiiiiiiiii 15
2.6.3. D vitamininin fizyolojik etkileri................ccooiiii i, 17
2.6.4. D vitamini reSePIOrU........cooeiiiiiiiiiiiie e 18
2.6.5. D vitamininin Klinik Onemi ...........ccooiiiiiiiii 20
2.6.6. D vitamini OlgUm yontemleri..........ccooooeiiiiiiiiiiii e 21
2.6.7. Referans araliklar ...........ccccccvvviiiiiiiii 21
2.6.8. VDR QNI ccoiiiieeeeeeeeeeeee e 21



3. GEREG VE YONTEM ....cviiiiiiiiiieie et 24

3.1. Arastirmanin OZellIKIEr..........ccuveioueeieeeee e 24
3.1.1. Arastirmanin yapildigi yer ve ozellikleri................cccoeeiiiiiiiiniinnnns 24
3.1.2. Veritoplama araglart ............ooouuuiiiiiiii 24

3.2. Plazma D Vitamini Duzeylerinin Belirlenmesi .................ccccoeee. 24
3.2.1. OrneKIerin toplanmas! ..........ccccveerieeeeeieee s ce e 24

3.2.2. HPLC yontemi ile plazma D vitamini duzeylerinin belirlenmesi ... 25

3.3, GENOLIP TAYINI. oo 27
3.3.1. OrnekKIerin toplanmas! ..........ccccoveevieeeeeieeee s ce e 27
3.3.2. Periferik kandan DNA izOlaSyOonu ...........cccevvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeee, 27
3.3.3. PCR-RFLP et 28

3.4. Verilerin Degerlendirilmesi...........ccccooeeii 37

A, BULGULAR. ..ottt ettt e e e e e e e 38
5. TARTISMA et e e e e e e 49
KAYNAKLAR L.ttt e e e e as 54



TABLOLAR DiZziNi

Tablo 1.
Tablo 2.
Tablo 3.
Tablo 4.
Tablo 5.
Tablo 6.
Tablo 7.
Tablo 8.
Tablo 9.
Tablo 10
Tablo 11

Tablo 12.
Tablo 13.
Tablo 14.
Tablo 15.
Tablo 16.
Tablo 17.
Tablo 18.
Tablo 19.
Tablo 20.
Tablo 21.
Tablo 22.

Invaze ve invaze olmayan (rotelyal neoplazilerin siniflandiriimasi. . 7
Mesane kanserlerinin TNM siniflamasi (2009)..........cccccvvvveeieeeeennn. 8
Polimeraz zincir reaksiyonu kosullari. ...........ccocviiiiiiiiiniiiiinn, 29
VDR geni SNP tespitinde kullanilan primerler. ............ccccoevvvvinnnnnn. 31
SNP tayininde kullanilan enzimler, alleller ve bantlari.................... 32
Enzimler ve kesim bolgeleri. ..., 33
Enzimler ile PCR Uridnlerinin kesim sartlari. ............ccccciieennne. 34
Poliakrilamid jel elektroforezi kogullart. .............ccccccveiiiiiiiiiiiiinnnnne. 34
Hasta ve kontrol grubu katihmcilarinin cinsiyet dagihimlart. ........... 38
. Yas verileri acgisindan gruplarin her 2 cinsiyette karsilastiriimasi. 39
. Gruplarin VKIi degerlerinin karsilastirilmasl............ccccccceeveveennnen. 40
Hasta ve kontrol grubunda sigara kullanim oranlart. .................... 40
Cinsiyetlere gore sigara kullanim oranlari. .................ccccoeeeee. 41
Maruz kalinan “paket yili” sigara ortancalari. ...............ccccooeeeeenn. 42
Hasta ve kontrol gruplari alkol kullanim verileri. ........................... 43
Alkol kullanim durumlarinin cinsiyetlere gore karsilagtiriimasi..... 43
Cinsiyetlere gore ek hastalik varliginin karsilastirilmasi. ............. 44
Katilimcilarda D vitamini eksikligi gorulme oranlari. ..................... 45
Bsml polimorfizmi genotip dagilimlart. ...........ccccccoiiiiiiiiiiiiininnns 46
Fokl polimorfizmi genotip dagilimlari. ..........ccccoooeeiiiiiiiin, 47
Taql polimorfizmi genotip dagihmlari. ..........ccccccevvviiiiiiiiiiiininen, 48
Apal polimorfizmi genotip dagilimlart. .........cccccovvvviiiiiiiiiiiinnnennnn. 48

Vi



SEKILLER DiZziNi

Sekil 1. D vitamini metabolizmasi. ..., 16
Sekil 2. D vitamininin Ca*? ve fosfat metabolizmasindaki rolii....................... 17
Sekil 3. Steroid hormon reseptorlerinin sematik gosterimi. ............cccovveeenn. 19
Sekil 4. VDR’ye baglanan 1,25(0OH),D’nin sematik gosterimi. ..................... 20
Sekil 5. VDR geni polimorfik bolgelerinin sematik gosterimi. ....................... 22
Sekil 6. HPLC kromatogram OrnekIeri. ............ccceeeiiieiiiiiiiiici e, 26
Sekil 7. Taql ve Apal PCR sartlart. ..........ccccooiiiiiiiiiiii 30
Sekil 8. FOKI PCR sartlart.............uueiiiiiieiiieccie e 30
Sekil 9. BsmI PCR sartlari. ..........uviiiiiiiiee e 31
Sekil 10. D vitamini dizeyleri agisindan gruplarin karsilastirilmasi.............. 45

vii



SEMBOLLER VE KISALTMALAR

UV-B
VDR
ORqgj
%95 GA
HPLC
PCR
RFLP
SNP
HWE
SCC
TUR
FGFR3
DBP
PTH
WBL
RBCL
SS

VKi

. Ultraviyole-B

. Vitamin D reseptorl

. Duzeltilmis odds orani

: %95 glven aralgi

. YUksek performansli sivi kromatografisi
. Polimeraz zincir reaksiyonu

. Restriksiyon fragman uzunluk polimorfizmi
. Tek nikleotid polimorfizmi

. Hardy-Weinberg dengesi

: Skuamoz hicreli karsinom

. Transuretral rezeksiyon

. Fibroblast blyume faktor reseptori 3

. D vitamini baglayici protein

: Paratiroid hormon

. LOkosit lizis solusyonu

. Eritrosit lizis sollisyonu

. Standart sapma

. VUcut kitle indeksi

viii



1. GIRIS VE AMAG

Mesane kanseri oldukga yaygin gorulen kanser turleri arasindadir.
Erkeklerde tim kanserler arasinda 4. siklikta, genitolriner kanserlerde ise
prostat kanserinden sonra 2. sikhkta gorulmektedir (1,2). Etiyolojisinin
yaklasik %40’indan sigara sorumlu olup, 2 ile 6 kat arasinda tahmini bir rolatif
riske sahiptir. Mesleki etkenler %5-25 oraninda suglanirken, geri kalan %35—
55 neden henlz net bir sekilde agiklanamamaktadir (3). Ultraviyole-B (UV-B)
Isinlarina daha az maruz kalan cografi bolgelerde yasayanlarda, Afrika
kokenli Amerikalilar ve obez kisilerde kansere bagl mortalitenin daha fazla
olduguna dair verilerin bildirilmesi, bu durumun s6z konusu kisilerde
gozlenen dusuk D vitamini duzeyleri ile iligkili olabileceg@ini akla getirmektedir
(4). Bu ve benzeri veriler, diger bazi kanser turlerinin etiyolojisinde rolu
oldugu dusundlen, D vitamini eksikligi ya da D vitamini reseptor (Vitamin D
receptor, VDR) gen polimorfizmlerinin mesane kanseri etiyolojisinde de yer

alabilecegini dusundurmektedir.

D vitamini gunes sinlarinin sayesinde ciltten endojen olarak
sentezlenebildigi gibi ekzojen yollarla da vicuda alinabilir. Etkisini, biyolojik
olarak aktif formu 1,25-dihidroksivitamin D’ye donuUserek, nukleer steroid
hormon reseptor ailesinin  bir Uyesi olan VDR proteini araciligiyla
gOstermektedir. Aktif metabolitin bu proteine spesifik bir sekilde baglanmasi,
gen ekspresyonunun regulasyonunu ve hedef hicrelerde etki gosterecek
proteinlerin yapimini induklemektedir. Dolayisiyla hicrelerde D vitaminine

cevap VDR igerigi ile dogru orantili olacaktir (5).

D vitamininin kalsiyum metabolizmasi Uzerine bilinen etkileri diginda,
immuUn cevabin dizenlenmesi ve epitel farklilasmasi Uzerine etkilerini
destekler veriler artmaktadir. Ayrica gesitli in vitro ve hayvan g¢alismalarinda,
bircok kanser turinde D vitamininin kanserlere karsi yararl etkilerinden
bahsedilmektedir. Bu c¢alismalarda D vitamininin proliferasyon, invazyon,
metastaz ve anjiyogenezin azaltiimasi yaninda hucre diferansiyasyonunun

kontroll Uzerinde de etki gosterdigi bildirilmistir (4,6,7).



Calismamizda ele aldidimiz mesane kanseri ve D vitamini iligkisi
hakkinda literatirde henlz ¢ok az sayida ve sinirh arastirmaya
rastlanmaktadir. D vitamini ile mesane kanseri iligkisinin ortaya net bir sekilde
konulabilmesi halinde, dnlenebilir bir neden rahatlkla belirlenebilecektir. Bu
calismada amacimiz, saglikli kisilerde ve mesane kanserli olgularda D
vitamini dizeylerinin ve VDR genindeki rs1544410 (Bsml), rs2228570 (Fokl),
rs731236 (Taql) ve rs7975232 (Apal) polimorfizmlerinin  hastalik
olusumundaki etkilerini arastirmak, timor tipi ve/veya evresi ile iligkilerini
inceleyerek bu degiskenlerin riski dngorme kabiliyetlerini tespit etmek ve
olusabilecek risklerin Onceden engellenebilmesi yonunde atilabilecek
adimlari belirleyebilmektir. Bu amacla T.C. Marmara Universitesi Pendik
Egitim ve Arastirma Hastanesi Uroloji poliklinigine bagvuran ve urotelyal tip
mesane kanseri tanisi almis 101 hasta ile benzer yas ve cinsiyet 6zellikleri
tasiyan saglikli 109 kisiden alinan kan orneklerinden, yuksek performansli
sivi kromatografisi (high performance liquid chromatography, HPLC) yontemi
kullanilarak D vitamini dlzeyleri, polimeraz zincir reaksiyonu-restriksiyon
fragman uzunlugu polimorfizmi (polimerase chain reaction-restriction
fragment lenght polymorphism, PCR-RFLP) yontemi kullanilarak da gen
polimorfizmleri  belirlenmistir.  Arastirmada amacladigimiz  hedeflere
ulastigimizda, ¢ok ciddi ve sik gorulen bir saglik sorunu olan mesane kanseri
icin risk altindaki kisileri belirleyebilecegimiz ipuclari elde ederek, hastalik

olusumunun engellenebilmesi yonunde adimlar atilabilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mesane Anatomisi

Vicudumuzda idrar depolama ve bosaltma fonksiyonunu Ustlenen mesane,
pelvik yerlesimli, i¢i bos, muskuler bir organdir. Sekli ve konumu bos ve dolu
olusuna gobre degismektedir. Bos mesane erigkinlerde simfizis pubisin
arkasinda yer alir. Tabani erkeklerde rektumla, kadinlarda ise vajina On
duvari ve uterus ile komsudur. Ust yiizeyinde erkeklerde sigmoid kolon ve

ince barsaklar, kadinlarda ise uterus ve ince barsaklar bulunur (8).

2.2. Mesane Histolojisi

Mesanenin i¢ yuzeyini orten mukoza, 4-8 kath degisici epitelden olugsmustur.
Mesane bos iken cok kath bu epitelin ylzeyindeki hicreler oval, derindeki
hicreler ise kubik sekilde siralanirlar. Mesane doldugunda ise yassi epitel
sekline donugur. Submukoza tabakasinda (lamina propria) her yone uzanan
elastik ve kollajen liflerden olusan gevsek bag dokusu ve kapiller damarlar
yer alir. Mesane mukozasi kas tabakasina gevsek submukoza tabakasiyla
baglanmistir. Bu da bos mesanenin i¢ yuzunun plikali ve burusuk bir
gérinime sahip olmasina, dolu mesanede ise duvarin gerilmesiyle bu
Kivrimlarin  kaybolup, diz goérinmesine neden olur. Trigon bdlgesi ise
submukoza bulunmamasi ve mukozanin kas tabakasina sikica bagli olmasi

nedeniyle her zaman diz gérunumdedir (8).

Kas yapisi dizensiz bir sekilde her yéne uzanan liflerden olusmustur.
Detrlsor olarak adlandirilan bu yapi mesane boynunda belirgin 3 tabaka
olusturur ve bir kismi kadinda Uretranin eksternal meatusuna, erkekte
prostatik Uretranin distaline kadar uzanir ve kismen prostatin yapisina katilir.
Mesane ile birlikte diger pelvik organlarin en dig tabakasini 6rten seroza

(adventisya) gercek seroza yapisinda olmayip, kollajen ve bir kag elastik kas



lifinden olusur. icinde kan damarlari, kiigiik sinirler ve gok kiiglik ganglionlar
bulunur (8).

2.3. Mesane Fizyolojisi

Mesane i¢ ylUzeyini kaplayan Uroepitel veya histolojik olarak transizyonel
hicreli epitel olarak da adlandirilan ¢ok katli epitel yapisinin absorbsiyon
Ozelligi cok dusik, buna karsin genigsleyebilme 6zelligi oldukga fazladir.
Seroza ve Uroepitel arasinda kalan ve detrisor olarak adlandirilan kas
yapisl, Ureter ya da gastrointestinal sistemde izlenen, belirgin olarak
birbirinden ayri sirkller ve longitudinal tabakalardan ziyade, rastgele yonlerde
demetler haline gelmis miyofibrillerden olugsmaktadir. Bu sayede belirli bir
hacme kadar, gerildikce gevseyerek icinde biriken idrari diguk basinglarda
depolayabilmektedir. Miksiyon ihtiyaci durumunda ise surekli ve esgudumlu
bir kontraksiyonla hi¢ idrar kalmayacak sekilde igini bosaltabilmektedir.
islevsel mesane kapasitesi eriskinde 400-500 mL kadardir. Ancak miksiyon

sikliklari ve hacimleri ¢ok genis kisisel farkhliklar gosterebilmektedir (9).

2.4. Mesane Kanseri Epidemiyolojisi

Mesane kanseri llkemizde 2. en sik gorllen Uriner sistem kanseridir. Saglk
Bakanhgi verilerine gore Ulkemizde tim kanserler arasinda erkeklerde %7.48
genel populasyonda da %4.86 siklikta gorulmektedir. Amerika Birlesik
Devletleri (ABD) verilerinde Ulkemiz verilerine benzer sekilde erkeklerde en
sik gorulen 4. kanser olup %7 oraninda gozlendigi bildiriimigtir. Yine ABD’de
erkeklerde kanserden olumde mesane kanseri 8. siradadir ve tum kanserlere
bagli olumlerin  %3’UnU olusturmaktadir. Mesane kanseri erkeklerde
kadinlardan 3-4 kat daha fazla siklikta gdzlenmektedir. Sigara kullanim
sikhdr ve cevresel etkenlere erkeklerin daha fazla maruz kalmasinin bu

durumda rolu olabilecegdi dusunulmektedir. Rusya’da ve Asya Ulkelerinde



sigara kullanim prevelansindaki artis ile birlikte mesane kanseri insidansi da
artmigtir. 40 yas alti bireylerde oldukga nadir gorilmekte olup genellikle iyi
diferansiye ve agresif degildir. insidans ve mortalite sikligi yasla birlikte
artmaktadir. Ortanca goérilme yasi hem erkek, hem de kadinlarda 70tir.
Histolojik tipi de cografi olarak degigkenlik gostermektedir. Kuzey Amerika ve
Avrupa’da %95-97, Afrika ulkelerinde ise %60-90 oraninda Urotelyal tip
gorular. Misirda Schistosoma Hematobium enfeksiyonuna bagli skuamoz
hacreli tip sik gorulmektedir. Skuamoéz hucreli karsinomun (squamoz cell
carsinoma, SCC) agresif seyri nedeniyle Misirda mesane kanserinden olim,
Avrupa’dan 3 kat, Kuzey Amerika’dan 8 kat daha fazladir (1,2,10).

2.5. Mesane Kanseri Etiyolojisi

Etiyolojik faktorler arasinda genetik yatkinlk, sigara, mesleki karsinojenlere
maruziyet, beslenme aligkanliklari, analjezik kullanimi, enfeksiyonlar,
radyasyon, kemoterapi ve herediter nedenler sayilabilir. Urotelyal kanser
olusumunda sigara en 6nemli etiyolojik faktordur. Sigara kullanildigi sure ve
miktarla iligkili olarak degismekle birlikte riski 2—6 kat artirmaktadir. icilen
tutln tipi ile kanser arasinda da iligki bildirilmistir. Siyah tutiindeki aromatik
amin miktarinin sari titlinden daha fazla olmasi riski daha da artirmaktadir.
Mesleki karsinojenler mesane kanseri etiyolojisinde sigaradan sonra 2.
sirada yer almaktadir. Olgularin yaklasik %Z20’si endustriyel Urlnlere
maruziyet sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Boya, lastik, deri, kagit, kozmetik ve
petrol sanayisinde calisan iscilerin siklikla maruz kalabildigi benzidin, B
naftilamin, arsenik, benzopiren, 4-aminobifenil gibi kimyasallar etiyolojik
ajanlardir. Besin dgeleri ve/veya metabolitlerinin idrar ile atiimasi, mesanenin
bunlara uzun slUre maruz kalabilmesine neden oldugundan kanser
etiyolojisinde suc¢lanmaktadir. Meyve ve sebzelerde bulunan polifenoller,
antioksidanlar ve enzimler nitrozaminlerin detoksifikasyonunda rol alirlar. Bu
nedenle, akdeniz diyetiyle beslenen bireylerin mesane kanserine yakalanma

riski standart diyete gore daha dusiuk bulunmustur. Schistosoma



Hematobium ve diger ajanlarin neden oldugu kronik enfeksiyonlarin da
skuamo6z hicreli mesane kanseri ile yakin iligkisi bilinmektedir.
Kemoterapotik ajanlardan siklofosfamid doz ve sitre bagiml olarak mesane

kanseri etiyolojisinde rol almaktadir (10,11).

2.6. Mesane Kanseri Patolojisi

Mesane kanserlerinin %90’1 Urotelyal kdkenli olup, %5’i skuaméz, geriye
kalanlari ise adenokarsinom ve diger tiplerden olusmaktadir. YUksek dereceli
urotelyal kanserlerde mikroskobik olarak glanduler ve skuam6z metaplazi
bulunabilir. Daha nadir goérilen timor tipleri tek basina bulundugu zaman
anlamlidir ve prognozu genellikle daha kétlidir. Clnku lokal invazyon yapma
egilimleri Urotelyal kanserlerden daha fazla olup kemoterapi ve radyoterapiye

duyarhliklari da daha azdr.

Urotelyal kanserlerde tiimoriin histopatolojik derecelendirimesi de
tedavi ve prognoz agisindan oldukga onemlidir. GUnUmuzde urotelyal
timorlerin  derecelendiriimesinde 2004 Dinya Saglik Orgiti siniflamasi
kullaniimaktadir. Urotelyal timorler mitotik aktivite artisi, diizensiz bilylime
paterni gibi birtakim histopatolojik bulgular varligi veya bu bulgularin
siddetine gore yuksek veya dusuk olmak Uzere 2 derecede
siniflandinimaktadir (10,11).

2.6.1. Urotelyal tiimorler

Diinya Saglik Orgitiiniin 2004 siniflamasina gore Urotelyal karsinom, invaze
olmasi ve olmamasina goére 2 grupta incelenmektedir (12) (Tablo 1). Mesane
kanserlerinin ¢ogu (%75-80) ilk bagvuruda kasa invaze olmamig timdorlerden
olugsmaktadir (Ta,T1 ve karsinoma in situ). Karsinoma in situ yuksek dereceli

bir ylzeyel mesane tumoru olup tani esnasinda invazyon gostermese de 5 yil



icerisinde %60-80 oranda invaziv mesane kanserine ilerlemekte ve

hastalarin %39’unda 6lum sebebi olmaktadir (13).

Tablo 1. invaze ve invaze olmayan urotelyal neoplazilerin siniflandiriimasi.

invaze Olmayan Urotelyal Neoplaziler

Hiperplazi

Reaktif atipi

Onemi bilinmeyen atipi

Urotelyal displazi

Urotelyal karsinoma in situ

Urotelyal papillom

Urotelyal papillom invert tip

Dusuk malign potansiyelli papiller Grotelyal neoplazm

DusuUk dereceli papiller trotelyal karsinom

Yuksek dereceli papiller Urotelyal karsinom

invaze Olan Urotelyal Neoplaziler

Lamina propria invazyonu

Muskularis propria invazyonu




2.6.2. Urotelyal olmayan tiimorler

Bu timodrler %5-10 oraninda goérilmektedir. Tanilari genelde ileri evrelerde
konulmakta ve ¢ogunda radikal sistektomi yaninda adjuvan ve neoadjuvan
kemoterapiye ihtiya¢ duyulmaktadir. Mesanenin Urotelyal olmayan epitelyal
timorlerinin  basinda skuamd6z hdcreli karsinom gelir.  Schistosoma
Hematobium isimli parazitin sebep oldugu kronik irritasyon, kronik kateter
irritasyonu, kronik enfeksiyon ve mesane divertiklli gibi nedenler skuamoz
hicreli karsinom gelisme riskini artirmaktadir. Adenokarsinom primer olarak
mesane tumodrlerinin % 2'den azini olustururken, kuguk hdcreli karsinom

yaklasik %1.7 oraninda gortlmektedir (14).
2.7. Mesane Kanseri Evrelendirilmesi
Mesane tumoru icin evreleme sistemi ‘International Union Against Cancer’
(UICC) ve ‘American Joint Commission on Cancer’ (AJCC) tarafindan
geligtiriimigtir. Primer tumor, lenf nodlari ve uzak metastazi iceren TNM

siniflamasi Tablo 2’de gdsterilmigtir (15).

Tablo 2. Mesane kanserlerinin TNM siniflamasi (2009).

T — Primer TGimor

TO Primer timor varligina dair bir belirti yok
Ta invaziv olmayan papiller karsinoma

Tis Karsinoma in situ: “yassi tumor”

T1 Tamor subepitelyal bag dokuya invazedir

TUmor kas tabakasina invazedir

T2 T2a Yizeyel kas (i yari)
T2b Derin kas (dig yari)




Tumor perivezikal dokuya invazedir
T3 T3a Mikroskopik olarak
T3b Makroskopik olarak (mesane diginda kitle)

Tumor asagidakilerden herhangi birisine invazedir:

T4 T4a Prostat, uterus veya vajina

T4b Pelvik duvar veya abdominal duvar

N - Lenf Nodiilleri

NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1 Gercek pelviste (hipogastrik, obturator, eksternal iliak veya presakral)
tek bir lenf noduna metastaz

N2 Gercek pelviste (hipogastrik, obturator, eksternal iliak veya presakral)
birden fazla lenf noduna metastaz

N3 Ortak iliak lenf nodlarina metastaz

M - Uzak Metastaz

MO Uzak metastaz yok

M1 Uzak metastaz var

2.8. Mesane Kanseri Tanisi ve Prognostik Belirtecler

Agrisiz makroskopik hematuri yeni tani almis mesane kanserli hastalarin
%85’inde gorulen en sik semptomdur. Mikroskobik hematlri ise hemen
hemen her hastada gozlenebilir. Hematuri surekli olmaktan ziyade araliklidir.
Hastalarin kiguk bir kisminda huzursuz mesane, sik acil iseme ve dizuri ile
birliktedir. Yaygin karsinoma in situ saptanan hastalarda miksiyon
semptomlari daha siktir. Mesane kanserlerinde kesin tani sistoskopi ile
birlikte yapilan biyopsiler ile konulur (10,16,17).

idrar sitolojisi mesane yiizeyinden doékiilen hiicrelerin mikroskobik

analizidir. Dusuk dereceli timorlerde sitolojinin duyarlihdr %30-60, 6zgulluigu




ise %85’in Uzerindedir. Rekurren yUksek dereceli timorlerde ise ¢ok daha
etkin olup pozitif tan1 koyma deg@eri %90’larin GUzerine ¢ikmaktadir. Ancak Ust
ariner sistemi iyi degerlendirememesi, renal parankim, prostat ve nonagresif
tumorleri atlayabilmesi, urotelyal olmayan veya yuzey komponenti az olan
invaziv timorleri degerlendirememesi sinirliliklar arasinda olmasina ragmen
Ozellikle karsinoma in situ ve ylksek dereceli tumorlerde tani koyma
degerlerinin yuksek olmasi, invaziv olmamasi ve ucuz olmasi halen

vazgegcilmez kilmaktadir (11).

Yuzeyel mesane timorlerinin transuretral rezeksiyon (TUR) ile tedavisi
sonrasi hastalar belirli donemlerde sistoskopi, sitoloji ve Ust Uriner sistem
incelemesi gibi yaklasimlar ile takip edilmelidir. Ancak sistoskopi gibi invaziv
yontemlerden uzaklasabilmek icin son vyillarda tani ve izlemde yeni

belirteclerin bulunmasi arayigi hiz kazanmistir (11).

GUnumuzde bu alanda yaygin kullanilan tani koyma araglarindan olan
nikleer matriks protein—22, hiicre c¢ekirdegi igerisinde bulunur ve hicre
cekirdegdi yapisinin korunmasinda rol alir. Mesane kanserli hasta idrarlarinda
20 katina kadar gikabilmektedir. Evre ile de yakin iligkili olup Ta,T1 ve T2
tumorlerde duyarlihgi sirasiyla %36, %65 ve % 88 olarak bildirilmigtir (10,18).
Lewis kan grubu antijen X, erigkin Urotelyal hicrelerinde nadir gorulur. Ancak
mesane kanserlerinde evre ve dereceden de bagimsiz olarak artmaktadir.
Mesane kanseri tanisi koymadaki duyarlihk ve 6zgullugu sirasiyla %75 ve

%385 olarak raporlanmistir (10).

Mesane tumorlerinin tani ve tedavisinin takibinde son vyillarda
mikrosatellit analizleri de siklikla kullaniimaktadir. Birgcok kanserde
heterozigosite kaybi (loss of heterozygocity, LOH) veya mikrosatellit
tekrarlama  uzunlugundaki  somatik  alterasyonlar  go6zlenmektedir.
Heterozigosite kaybi, bir allelin daha onceden inaktive oldugu bir hucrede,
kalan allelin de normal fonksiyonunu yitirmesi olarak tanimlanmaktadir.
Mesane kanserlerinde 9. kromozomdaki LOH vyaygin gorulen genetik
degisikliklerdendir. Ozellikle de uzun koldaki kayiplarin kisa koldakilere gére
daha fazla prognostik deger tasidigina dair veriler bildiriimektedir (11,19).
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Fibroblast bliylime faktor reseptoriu 3 (fibroblast growth factor receptor
3, FGFR3) tirozin kinaz reseptdr gen ailesinin 4 Gyesinden birisidir. FGFR3
gen mutasyonlarinin, genin kodladigi fibroblast bliylime faktorli reseptérinin
artmis ve uzamis aktivasyonuna neden oldugu bildirimektedir. Urotelyal
karsinomlar arasinda dusuk dereceli kasa invaze olamayan papiller
tumorlerin %70’inden fazlasinda FGFR3 mutasyonlari saptanirken, bu oran

invazyon gdsteren timorlerde %10-20°dir (19).

Tumor baskilayici genlerden p53 mutasyonlari birgok timorde oldugu
gibi mesane tumdrlerinde de en sik gbézlenen genetik dedisikliklerden biridir.
17. kromozomun kisa kolunda yer alir. Ozellikle ileri evre ve yiiksek dereceli
tumorlerde goérulmekte iken kasa invaze olmayan tumorlerde daha az

saptanmaktadir (19).

2.9. Mesane Kanseri Tedavisi

Kasa invaze olmayan mesane tumorleri (Ta,T1,Tis) tani esnasinda hastaligin
yaklasik %70-80’ini olusturmaktadir. Bunlarinda %70'i Ta, %20’si T1 ve
%10’u da oldukga invaziv olabilen karsinoma in situ’'dur. TUR mesane
kanserlerinde genelde ilk tedavi yaklagsimidir. Yuzeyel tUmorlerde tedavi
olanagdi sagladigi gibi tim tumorlerde histopatolojik degerlendirme ve
evrelemede de kullanilir. Basarili transuretral tedavilere ragmen, nuks ve
progresyon gorilmesini dnlemek amaciyla, secilmis vakalarda intrakaviter

immunstimulan ve sitotoksik ilaglar verilebilir (11,20).

Kasa infiltre timorlerin tedavisinde temel amag kir saglamaktir. Bu
amacla radikal sistektomi ve mesane koruyucu tedaviler uygulanmaktadir.
Mesane koruyucu tedavilerde hedef, timoru eradike etmekle birlikte yeterli
mesane fonksiyonu saglayabilmektir. Ancak TUR sonrasi yapilan radyoterapi
ve kemoterapi gibi mesane koruyucu tedaviler her zaman kuratif

olamamaktadir (11).
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2.6. D Vitamini

2.6.1. D vitamininin kesfi

Uzun yillardir ciddi bir halk sagligi sorunu olarak onemli yer tutan ve ilk
bilimsel tanimi Glisson tarafindan 1650°’de yapilan rasitizm hastaligi, 20. yy
baslarinda bile Avrupa ve Kuzey Amerika’da %80’den fazla gocugu etkilemis
ve cesitli derecelerde iskelet sorunlariyla micadele etmeye mahkim
birakmigtir. Rasitizm’in bu derece 6nemli ve yaygin bir halk saghgd: sorunu
olmasi aslinda D vitamini kesfini de hizlandiran en énemli faktérlerden biri
olmustur. Bu surecgte bilim adamlari cesitli zamanlarda gines 1s131 veya
beslenme ile iligkili bir takim faktorlerin bu hastaligi dnlemede rolleri oldugunu
sOyleseler de bu durum ancak 1930’lu yillardan sonra net bir sekilde ortaya
konmaya baslanmistir. 1822’de Sniadecki, Varsova’'nin i¢ bdlgelerinde
yasayan c¢ocuklarda rasitizm insidansinin hemen yani basindaki kirsal alanda
yasayanlardan daha fazla oldugunu gozlemlemis ve rasitizm’e bagh iskelet
anomalilerinin ve blyume geriliginin dnlenmesinde gunes 1si1ginin dnemini
vurgulamistir. 1889 yilinda Palm benzer bir agidan olaya yaklasarak, Londra
ve Glasgow’lu ¢ocuklari ciddi sekilde etkileyen bu hastaliktan, cok daha kétu
sartlarda buylyen Hindistan ve Asyall ¢gocuklarin etkilenmedigini ve gunesin
Onleyici ve tedavi edici etkisi olabilecegini belirtmistir. 1824 yilinda Schutte,
rasitizm ve osteomalazi tedavisinde morina baligi karacigerinden ekstrakte

edilen yagi énererek olayin bir diger yonunu vurgulamistir (21-24).

1906 yilinda Hopkins diyetteki bir takim esansiyel faktorlerin ragitizm
ve skorbut gibi hastaliklari Onledigi ongorusinde bulunmustur. Funk ise
benzer bir yaklagimi biraz ileri tagimig, diyette normal metabolizma igin
esansiyel bir takim maddelerin eksikliginin veya yeterli miktarda olmayisinin
rasitizm’in ortaya c¢ikmasinda roli olabilecegini ve bu maddelerin anne
sutinde, balik karacigeri yaginda varken, sterilize sutte ve tahil Grunlerinde
olmadigini belirtmistir. 1919 yilinda Huldschinsky, civa lambasi 1s131 ile ragitik

cocuklarda iyilesme tariflemistir. 1921’de Hess ve Unger rasitik gocuklari
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hastane c¢atisina gikartarak gunes i1sigina maruz biraktiklarinda tedavilerinde
dramatik iyilesmeler gozlediklerini bildirmiglerdir (21,22,24).

McCollum ve arkadaglarinin 1914’de baslayan c¢alismalarinda,
tereyagindan yagda c¢ozunebilen ve geng siganlarda kseroftalmi geligimini
Onleyen, baslangigta ‘fat soluble factor A’ daha sonra ise vitamin A adini
verdikleri bir madde izole etmislerdir. 1919°da Mellanby yavru kdpekler ile
calisma yapmis ve rasitizm’i 6nlemede ‘fat soluble factor A’ nin etkili
oldugunu gostermigtir. 1922°de McCollum ve arkadaslari, balk karacigeri
yaginin isitildiginda ve okside edildiginde siganlardaki kseroftalmiyi
Onlemezken, rasitizm’i 6nledigini bulmuslardir. Bunun kemik gelisiminde
onemli roll olan bir madde oldugunu ve ‘fat soluble factor A’ nin oksidasyon
ile etkisiz hale getirilebilirken, bu maddenin aktivitesini kaybetmedigini
goOstermiglerdir. Sonug olarak da ‘fat soluble factor A’ nin aslinda 2 bileseni
bulundugunu; bunlardan birinin vitamin A, digerinin ise antirasitizm faktor
oldugunu kesfetmiglerdir. Daha 6nce kesfedilen ‘water soluble factor’e B
vitamini, bilinen ‘antiskorbiit faktére C vitamini denildiginden, bu da D

vitamini olarak adlandiriimistir (24).

Rasitizm’in 6nlenmesinde UV’nin roll benzer tarihlerde arastiriimaya
devam edilmistir. 1921’de Hess ve Unger g6zlemlerinde glnesin mevsimsel
degisikligi ile rasitizm insidansindaki degisikligi, Chick ve arkadaslar ise
glnes 1s1ginin, balik karacigeri yagi gibi rasitizm’de tedavi saglayabilecegini
gozlemlediklerini bildirmiglerdir (24).

iki farkli ucu oldugu distinilen bu durum 1924’ten sonra yapilan
arastirmalarla sarsiimigtir. Hume ve Smith rasitik siganlarin sadece verilen
UV isiktan degil, yasadiklari kavanozda UV’e maruz kalan igeri dokulmus
yiyecek, fegces ve talagi daha sonra vyiyerek de fayda gdérdiklerini
bulmuglardir. Goldblatt ve Soames, UV’e maruz kalan siganlarin
karacigerlerini rasitik ratlara verdiklerinde tam iyilesme elde ettiklerini
raporlamiglardir. Steenbock ve Black sigan karacigerinin disarida UV’e
maruz kaldiginda da aktive olabilecegini dusunmus ve hig UV almamig

sicandan cikardigi karaciger ve kas dokusunu UV’e maruz birakarak, UV
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almayan rasitik sicanlara verdiginde, kemik kalsifikasyonunda ve

bdyUmesinde artis oldugunu bulmustur (24).

Prof. Adolf Windaus, 1928 yilinda, kolesterol yapida (ergesterol)
vitamin D prekursorlerinin bulundugunu ve bunlarin gunes 1s1g1 ile vitamin
D’ye donustiguini gostermesi sonrasi Nobel odulind kazanmigtir. 1931
yilinda Windaus ve arkadaslari, Reerink ve arkadaslari ile es zamanli olarak
ergosterol’in UV etkisi sonrasi donustugu Urunu saflastirarak kristalize
etmeyi basarmislar ve adini Vitamin D, veya kalsiferol koymuslardir. Oldukga
potent olan bu molekili 0.01 ug/gun dozda rasitik sicanlara verdiklerinde, 2
ayda tam iyilesme elde etmislerdir. Vitamin D3z veya kolekalsiferol’iin
yapisinin dogru bir sekilde kesfi ise 1937°de yine Windaus ve arkadaslarinca
domuz derisinden izole edip tanimladiklari 7 dehidrokolesterolin UV’ye

maruziyeti sonucu olmustur (22,24).

1930°lu yillarda ortaya c¢ikan tum bu gelismeler sonrasi Ozellikle
vitamin D,’'nin ergesterolden kolayca sentezlenmesi ve gidalarin vitamin D
iceriginin artirlmasi sonucu kisa surede rasitizm’in bir halk saghgi sorunu
olmasi dnlenebilmistir. Ancak bu durum bir taraftan da D vitamininin pek ¢ok
gidaya hatta biraya bile katilmasi ile sonuglanmis ve 1950°de Buyuk Britanya
da infantlarda patlak veren hiperkalsemi vakalarinin ortaya cikmasinda
gidalara asiri D vitamin takviyesini akla getirmistir. Her ne kadar bu durum
ispatlanmasa da gidalara D vitamini katilmasinin durdurulmasi ile
sonuglanmigtir. Sonrasinda pek ¢ok Avrupa ulkesi de bu yasagi desteklemis
ve sadece margarine ilave edilmesi ile D vitamini eksikligi gideriimeye
calisiimistir. Ginimuzde birgok Avrupa Ulkesinde sadece kahvaltilik tahillar
D vitamini ile zenginlestiriimektedir. 1990’ yillardan beri Finlandiya ve
isvec'te siite katilarak veriimeye baslanmistir. Ancak Avrupa’nin bitiniine
bakildiginda farkl politikalar izlendigi gorulmektedir (21). Amerika Birlesik
Devletlerinde ise Ozellikle sut ve sut Urunlerinin bu alanda kullanildigi
bildirilimektedir (25).
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2.6.2. D vitamini metabolizmasi

D vitamininin bitkisel kaynakli ergokalsiferol (D,) ve hayvansal kaynakl
kolekalsiferol (D3) olmak Uzere 2 formu bulunmaktadir. Vicudumuzda D
vitamini, cilde gunes 19131 maruziyeti sonrasi endojen olarak (Ds)
sentezlenebilecegi gibi gidalardan emilerek de (D, veya Ds3) alinabilir. Vitamin
D, ticari olarak kullaniimak amaciyla genellikle mantarda bulunan
ergesteroliin, UV 1sik altinda ergokalsiferole dénlismesi sonucu elde edilir.
Yapisal olarak ergokalsiferol ve kolekalsiferol birbirlerine olduk¢a benzerdir.
Ergokalsiferolin kolekalsiferolden farki; yan zincirinde 22 ve 23. karbonlarda

cift bag bulunmasi ve 24. karbonda bir metil grubu icermesidir (7).

Kolekalsiferol deride enzimatik olmayan yolla epidermisin stratum
spinosum ve basale tabakalarinda en ylksek konsantrasyonlarda bulunan 7-
dehidrokolesterolden olusmaktadir. 290-320 nm dalga boylari arasinda isik
sterol B halkasindaki 9 ve 10. karbonlar arasindaki baglari kirarak halkanin
acgllmasina neden olur. Halkanin agilmasi sonucu olusan previtamin D3
(sekosterol halka) cilt sicakliginin etkisiyle 2—3 ginden daha uzun bir strede
vitamin D3’e donusur. Ciltten diflizyon yoluyla dolagsima gecer ve vitamin D
baglayici proteine (D vitamin binding protein, DBP) baglanarak tasinir. Gunes
IsIdina asirt maruziyet ise previtamin D3'Un biyolojik olarak inaktif formlar
olan lumisterol; ve takisterol; formlarina donismesine neden olur. Melanin
gelen 1s1gin bir kismini emerek previtamin D3 olusumunu azaltir. Yas ile ciltte
bulunan  7-dehidrokolesterol miktarinin  azaldi§i da Dbildiriimektedir.
Ergokalsiferol ise bir bitki steroli olan ergosterolin benzer sekilde isiga

maruz kalmasi sonucu meydana gelir (26).

Hem kolekalsiferol, hem de ergokalsiferol biyolojik olarak aktif
degillerdir. Vitamin D karacigerde 25a-hidroksilaz tarafindan 25(OH)D’ye
donusur. Karacigerde iki 25a-hidroksilaz enzimi vardir. Major formu
mitokondriyal, diger formu ise diiz endoplazmik retikulumda bulunur. Her ikisi
de NADPH ve molekuler oksijeni kullanir. Karaciger disinda barsak, bobrek
ve akcigerlerde de 25a-hidroksilaz aktivitesi vardir. D vitamininin dolagimdaki
ana formu 25(OH)D’dir. Diger bir hidroksilasyon enzimi olan 25(OH)D-1a-
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hidroksilaz ise proksimal renal tibul hicrelerinin mitokondri i¢ membraninda
bulunmaktadir. Aktivite icin molekuler oksijen, flavoprotein, ferrodoksin ve
sitokrom P450’e ihtiya¢ duyar. Bobrekler disinda plasenta ve makrofajlarin

da la-hidroksilaz aktivitesi vardir (26).

T-Dehidrokolestrol

Lv-8

Kolekalsiferal
(Vitamin D)

DiyetiGida takviyesi

-

Ergokalsiferal
(Vitamin Ds)

- -

Karacijer (25a0-hidroksilaz)

-

25(0H)D

kil

Bébrekler

1o-hidroksilaz 24o-hidroksilaz

| |

1,25-{0H)D 24,25(0H),D

Sekil 1. D vitamini metabolizmasi.

Kolekalsiferol ister ciltten sentezlensin, isterse gidalarla alinsin, aktif
metaboliti olan 1,25(0OH),D’ye (kalsitriol) donusebilmesi icin 2 kez
hidroksilasyon reaksiyonuna girmelidir (Sekil 1). Gidalarla alinan

ergokalsiferolin de aktif metabolitine (erkalsitriol) donusebilmesi igin benzer
hidroksilasyon basamaklari gerekmektedir (27). Her ne kadar 25(OH)D
formu biyolojik olarak aktif olsa da, 1,25(OH),D’nin reseptére (VDR)
baglanma istedi bundan 1000 kat daha fazla oldugundan, D vitamini ailesinin
biyolojik olarak major aktif metaboliti 1,25(0OH),D kabul edilmektedir (28).

Dolagimda hem 25(OH)D hem de 1,25(OH),D, Gc-Globulin olarak da
bilinen spesifik ve ylksek afiniteli DBP’e baglanarak tasinir. DBP 51335 Da
agirhginda, 458 aminoasitten olugsan albumin ve a- fetoprotein gen ailesine
ait, karacigerde sentezlenen bir 25(OH)D’nin

proteindir. Dolagimdaki
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%0.03’0, 1,25(0OH).D’nin ise sadece %0.4’U serbest formdadir. Gebelik ve

Ostrojen tedavisinde duzeyi artarken nefrotik sendromda azalmaktadir (7).

2.6.3. D vitamininin fizyolojik etkileri

Kan kalsiyum ve fosfat dengesinin duzenlenmesinde 1,25(OH),D barsak,
kemik, bobrek ya da paratiroid bezler Uzerindeki etkisi araciligiyla énemli rol
oynar (Sekil 2).

i O 2425000
Deri Vit D, @J’" 24 25(0H)D
o l Kc ¥ _..-@ﬁiﬁ'ﬁﬁ?ﬂ
o [— 25(0H)D | < ¥
e 'l-b'dr
Di:.."Et Vit D; _ Q it
veya D LT
g5
S5| PTH| HPO. |
LE
1,25(0H).D

Ca* HPO,? Ca*
HPO,3 HPO,3

Sekil 2. D vitamininin Ca*? ve fosfat metabolizmasindaki roli.

1,25(0OH),D barsaklarda kalsiyum emilimini dncelikle duedonum’dan, fosfat
emilimini ise jejunum ve ileum’dan stimule eder. DBP’e bagl olarak gelen
1,25(0H),D ince barsaklarda ayrilarak serbestlesir. Serbest form hucreler
tarafindan alinarak spesifik niikleer reseptér proteinine tasinir (VDR). Ca*?un
fircali kenar hicre sitoplazmasina girisine aracilik eden CaT1 (epitelyal
kalsiyum transporter) sentezi %90 D vitaminine bagimh iken, hicre iginde
difizyonunu saglayan sitozolik kalsiyum baglayici protein olan kalbindin-D9k

ise tamamiyla D vitamini bagimhdir. Asiri kalsiyum igeren diyet 1,25(OH),D
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duzeylerini azaltarak CaTl ve kalbindin-D9k ekspresyonunu azaltir (7).
Yuksek 1,25(0OH),D duzeyleri kemik iliginde hem monositik kok hucrelerin
osteoklastlara farklilasmasina neden olarak, hem de osteoblastik aktivite
artisi yoluyla, sitokin ve diger faktorlerin Uretimindeki artis araciligiyla
osteoklastik aktiviteyi artirarak kemik rezorbsiyonunu artirir. Osteoblast artisi
ayrica kan alkalen fosfataz ve osteokalsin duzeylerinin de artmasina neden
olur (7). Paratiroid bezlere direkt etki ederek paratiroid hormon (PTH) sentez
ve sekresyonunu inhibe eder. Ayrica direkt transkripsiyonel mekanizma ile
paratiroid bezlerde, kalsiyum duyarli reseptorlerin  konsantrasyonunu

artirarak, bezi Ca*? inhibisyonuna duyarl hale getirir (7).

2.6.4. D vitamini reseptorii

Her ne kadar D vitamini, vitamin olarak tanimlanmis olsa da, sadece yetersiz
gunes 1s1gl alanlarda esansiyel olup, insan vlcudunda sentezlenebiliyor
olmasi, etkisini hdcre igi reseptortu araciligiyla gosteriyor olmasi, hatta bazi
steroid yapida hormonlar ile ayni reseptori kullaniyor olmasi nedeniyle,
gunumuzde vitaminden ¢ok hormon olarak adlandiriimaktadir. 1,25(OH).D,
hedef dokularda bahsettigimiz etkilerini, vitamin D reseptorl denilen bu 6zel

reseptor araciligiyla gerceklestirmektedir.

Genel olarak peptid hormonlar, kendisi icin 6zgun reseptorler iceren
hedef hilcrenin davranisini etkilerler. Bu etkilesim, hedef hlicrede gen
ekspresyonundaki degisikliklerden bagimsiz olarak, biyokimyasal bir takim
degisiklikler gerceklesmesi ile sonuglanir. Ancak steroid hormon ve
reseptorlerinden olugsan bir grup, esas etkilerini hedef genlerin
ekspresyonunu duzenleyerek yapmaktadir. Bu hormonlar kolesterolden
sentezlenen progesteron, 17R-6stradiol, testosteron, kortizol, aldosteron ve
1,25(0OH),D’den olugmaktadir. Buna ilaveten, yapisal olarak steroid
hormonlardan farkl olmasina ragmen, reseptdrlerinin yapisal ve fonksiyonel
benzerlik gostermesinden dolayi, steroid hormon benzeri olarak adlandirilan,

retinoik asit ve tiroid hormonunu da igcermektedir. Steroid hormon reseptorleri
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sitoplazma (glukokortikoidler vb) veya c¢ekirdek igerisinde (6stradiol,
progesteron, 1,25(0OH),D vb.) serbest bulunur. Etki gdsterebilmeleri igin
hicre ici reseptorlerine baglanmalari gerekmektedir. Bunu lipofilik
Ozelliklerinden faydalanarak yaparlar. Sonu¢ olarak araci protein kinaz

aktivitesi olmadan gen ekspresyonunu direkt etkileyebilirler (29).

Steroid hormon reseptorlerinin 3 fonksiyonel kismi bulunmaktadir. C
ucunda steroid baglayici kisim, ortada DNA baglayici kisim ve N ucunda da

transkripsiyonel aktivasyon kismi bulunmaktadir (Sekil 3) (29).

Transkripsiyon DNA baglayici

aktivasyon kismi kisim

Sekil 3. Steroid hormon reseptodrlerinin sematik gosterimi.

VDR, nukleer reseptor ailesinin (NR11) bir Gyesidir. Bluyuk oranda dokularda
eksprese edilir ve pek c¢ok hicre 1,25(0OH),D’ye duyarhdir. Ligand’in
reseptore baglanmasi ile konformasyonel degisikliklere ugrayarak, retinoik X
reseptor (RXR) Uuyeleri ile heterodimer kompleks olustururlar. Reseptor
DNA’y1, 21-96. aminoasitler arasindaki DNA baglayici bdlgenin, 24-44 ve
60—-84. aminoasitleri arasinda bulunan, nulkleer reseptér C4 tip c¢inko
parmaklar araciligiyla baglar (7). Ligand-VDR-RXR kompleksi ilave
koaktivatorler toplar ve hedef genlerin promotor bdlgelerindeki vitamin D
response elementlere (VDRES) baglanir. Bu spesifik baglanma 2 adet ¢inko
parmak modulu araciligiyla gergeklesir (Sekil 4) (26). Cinko parmak bolgeler
¢inko iyonlarini baglayan sistein ve histidin aminoasit tekrarlarina sahip,
DNA'ya baglanan bir ilmik veya parmak yapisina benzeyen yapilardir (30).
Olusan kompleks 1,25(0OH),D’'ye cevap veren genlerde transkripsiyon
mekanizmasini  etkiler. Hedef genlerdeki etki upregllasyon veya
downregulasyon seklinde olabilir. Kalsiyum baglayici protein araciligiyla
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barsaktan kalsiyum emiliminin artiginin saglanmasi upregulasyona, paratiroid
bezlerde paratiroid gen ekspresyonunun inhibisyonu da downregulasyona
ornek olabilir (26).

Sekil 4. VDR’ye baglanan 1,25(0OH),D’nin sematik gosterimi.

2.6.5. D vitamininin klinik onemi

VDR, yukarida verdigimiz érnekte oldugu gibi sadece major fonksiyonlarini
gergeklestirdigi  dokularda degil, vicudumuzun pek ¢ok dokusunda
bulunmaktadir. Tiroid, cilt, adrenaller, karaciger, meme, pankreas, kas,
prostat, lenfosit ve cok sayida kanser hiicresinde bulunabilir. Bu durum
bizlere iskelet sistemi disinda, proliferasyon, diferansiyasyon ve
immUnmodulatuvar gibi etkileri de oldugunu dastndirmektedir (26).
GunUmuizde dusuk 25(OH)D duzeylerinin, kanserler de dahil pek c¢ok
hastalikla iligkisine dair, ileride ayrintilariyla tartisacagimiz ¢ok sayida

calisma rapor edilmektedir.
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2.6.6. D vitamini olciim yontemleri

Vitamin D, ve D3’'Un 30’dan fazla metaboliti bulunmakla birlikte klinik olarak
25(0OH)D ve 1,25(0OH),D’in o6lgimi 6nemlidir. Vacuttaki D vitamini
kompozisyonunu en iyi yansitan ise 25(OH)D’dir. Cunku yarilanma omru
1,25(0OH),D’den (5-8 saat) olduk¢a uzun olup 2-3 hafta kadardir. Ayrica
gunes 15191 ve diyetle sinirli dalgalanma gostermesi, kan konsantrasyonunun
¢cok daha fazla olmasi ve o&lgum kolayhdl diger avantajlarindandir.
Gunumuzde referans yontem kutle spektrometrisi olmakla birlikte, HPLC,
Radyoimmunoassay, Elektrokemiliminesans immunoassay gibi 0Olguim
yontemleri de siklikla kullanilmaktadir (28,31-34).

2.6.7. Referans araliklari

25(0OH)D duzeyleri, kisinin gunes isigina ne Olcide maruz kaldigi basta
olmak Uzere, yasadigi bolgenin cografi 6zellikleri, cilt pigmentasyonu, glnes
kremi kullanmasi, yas, karaciger fonksiyonunu bozan patolojiler ve benzeri
pek c¢ok faktorden etkilenebilmektedir. 20 ug/L ve daha dusik
konsantrasyonlar, PTH serum konsantrasyonlarinda artma ve kalsiyum
emiliminde azalmayla iliskili olabileceginden, bu deger alt referans siniri
olarak kabul edilmistir. Konsantrasyonlari yas ile azalmakta, gebelik ve
cocukluk doneminde artmaktadir (7). Bir baska siniflamaya goére ise 10 ug/L
alti yetmezlik, 10-24 ug/L arasi eksiklik, 25—-80 ug/L arasi yeterli, 80ug/L

Uzeri ise toksik doz olarak bildiriimektedir (26).

2.6.8. VDR geni

VDR geni D vitaminin hucre i¢i reseptoru olan VDR proteinini kodlamaktadir.
D vitamini (1,25-dihidroksivitamin D3) reseptor geni Entrez gene verilerine

gore 12. kromozomda 12q13.11 lokalizasyonda yer almaktadir. VDR geni
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48298811 — 48235315 bazlar arasinda yaklasik 63.5 kb icermektedir (35).
Literatirde yaygin olarak 4 polimorfik bolge tanimlanmaktadir. Ekzon 2'de
gorulen rs2228570 polimorfik bolgesi Fokl restriksiyon enzimi kullanilarak,
intron 8'de gobzlenen rs1544410 ve rs7975232 polimorfizmleri ise sirasiyla
Bsml ve Apal enzimlerince, ekzon 9’da gbzlenen rs731236 polimorfizmi ise

Taql restriksiyon enzimi kullanilarak tespit edilebilir (Sekil 5) (36-38).

12. kromozom

[ TN (I

1311

I T ENE

o ",

s
EZR

rs2228570 rs1544410 r=731236
rs7975232

Sekil 5. VDR geni polimorfik bolgelerinin sematik gosterimi.

Ekzon 2’de yer alan Fokl bolgesi polimorfizmi digindakiler, kodladigi proteinin
aminoasit sekansini degistirmezler. Ancak Fokl polimorfizminde g6zlenen tek
nukleotid degisimi baglama kodonunda oldugundan, transkripsiyon ancak 10
baz cifti ileride alternatif bir baglama kodonu ile gergeklesir. Bu durum,
sentezlenecek VDR proteini yapisinda 3 aminoasitlik bir farkin olusmasi ile
sonuglanacaktir. Tagl polimorfizminde gbézlenen T/C degisimi sonucu ATT
kodonu ATC’e donusur. Hem ATT, hem de dénlsim sonrasi olugsan ATC

izolésin aminoasidini kodlamasi sonucu sessiz mutasyon gozlenmektedir.
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Apal ve Bsmlin ise sessiz tek nukleotid polimorfizmleri oldugu
dusundlmektedir (36-39).
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Ozellikleri

3.1.1. Arastirmanin yapildigi yer ve ozellikleri

Marmara Universitesi Tip Fakiltesi Pendik Egitim ve Arastirma Hastanesi
Uroloji Klinigine basvuran, drotelyal tip mesane kanseri tanisi almis 101
hasta ile kontrol grubu olarak cinsiyet ve yas acisindan benzer 6zellikler
goOsteren, kendisi ya da 1. derecede yakinlarinda kanser dykusu olmayan

109 gonudlla gahigmaya alinmigtir.

3.1.2. Veri toplama araclari

Calisma i¢in Marmara Universitesi Tip Fakiltesi Etik Kurulu'ndan onay
alinmistir. Hastalar ve kontrol grubu katilimcilarina gerekli zaman ayrilip
bilgilendirme yapilarak onam formlari alinmigtir. Sosyodemografik veriler ise

hazirlanmis olan bir form araciligiyla es zamanl olarak kaydedilmigtir.

3.2. Plazma D Vitamini Diuizeylerinin Belirlenmesi

3.2.1. Orneklerin toplanmasi

Ornekler, mesane kanseri siiphesi ile sistoskopi planlanan hastalardan,
aroloji kliniginde rutin analizleri igin kan alindigi sirada alinmistir. EDTA’I
tiplere alinan o&rnekler yardimci arastirmaci tarafindan etiketlenerek
biyokimya laboratuvarina ulastirilmistir. D vitamini ¢calisilacak érnekler 1300 x
g'de 10 dakika santrifiij edilerek alikotlanmis ve -20 °C’de analiz siiresine

kadar saklanmigtir.
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3.2.2. HPLC yontemi ile plazma D vitamini diizeylerinin belirlenmesi

HPLC; herhangi bir karisimda bulunan bir veya daha fazla analitin, hareketli
sivi bir faz araciligiyla, sabit bir faz arasindan degisik hizlarla hareket etmesi
prensibine dayanan bir ayrigtirma teknigidir. Taslyici olan sivi faz, pompalar
araciligiyla yuksek basingla kolona gonderilir. Kolon ozelliklerine gore sabit
faz ile etkilesime giren analit ve karigsim igerigi, kolon igerisinde degisik
hizlarda ilerler. Ayrilan analit kolon ¢ikigsinda uygun bir dedektorle tespit

edilerek miktar tayini yapilir.

Caligmamizda D vitamin duzeyleri HPLC yontemi ile (Thermo
Finnigan, Germany) D vitamini ekstraksiyon kiti, kalibratér ve kontrol
serumlari ticari olarak temin edilerek olguldu (Zivak Teknolojileri, Turkiye).
25(0OH)D,’de 24.6-80.7 ug/L, 25(0OH)D3’de ise 21.5—-75.5 ug/L dederleri icin
calisma ici ve calismalar arasi degiskenlik katsayilari belirlendi. Tum
konsantrasyonlarda ortalama calisma igi ve calismalar arasi degiskenlik
katsayilarinin %5’in altinda oldugu gdézlendi. Hem Vitamin D,, hem de
Vitamin D3'un 200 ug/L’e kadar yapilan linearite ¢galismasinda ise bu aralikta

lineer oldugu gozlenmisgtir.

Ekstraksiyon amaciyla plazma 6rnegi presipitat sollisyon ve internal
standart iceren solUsyon ile karistirilarak 30 sn. vortekslendi. Ardindan 5
dakika 10000 x g'de santriflj edildi. Ust fazdan 200 uL viale alind.
Enjeksiyon icin HPLC sistemine verildi. Akis hizi 1.2 mL/dk ve analiz siresi 8
dk. idi. Analitler kolon sonrasi UV dedektor kullanilarak 264 nm dalga
boyunda tarandi. Retansiyon sureleri 25(OH)Ds igin 4.4 dk, 25(OH)D;, igin 5.0
dk. ve internal standart i¢in 5.8 dk. olarak gozlendi (Sekil 6).
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Sekil 6. HPLC kromatogram ornekleri.
A) Duizey 1 kontrol materyali; B) Diizey 2 kontrol materyali; C) Kalibrator; D)

Hasta numunesi
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3.3. Genotip Tayini

3.3.1.

Orneklerin toplanmasi

Polimorfizm ¢alismalari i¢in her bir hasta veya kontrol grubu katilimcisindan
6 mL tam kan 6rnegi EDTA’lI tiplere (Becton Dickinson, USA) alinarak DNA

izolasyonu vyapilincaya kadar -20 °C’de saklandi. DNA izolasyonu tuz

¢Oktirme yontemi (amonyum asetat) kullanilarak yapildi (40).

3.3.2.

Periferik kandan DNA izolasyonu

6 mL kan 50 mL’lik Falkon tupe (Greiner Bio-One, Almanya) aktarildi.
Uzerine 40 mL oraninda eritrosit lizis ¢bzeltisi eklendi. +4 °C’de 20
dakika bekletildikten sonra 10 dakika 405 x g’de santrifij edildi.

. Santriflj sonrasi Ust kisimda kalan supernatant uzaklastirildi. Dipte

kalan pellet Gzerine tekrar 30 mL eritrosit lizis ¢ozeltisi eklendikten
sonra 405 x g'de 10 dakika daha santriflj edildi. Ardindan tekrar
supernatant kisim uzaklastirildi. Bu hipotonik sollisyon eritrositlerin
lizisine neden olurken, beyaz kireler intakt olarak dipte kalmaktadir.
Dipte kalan pellet Gzerine 500 pL %10’luk SDS (Sodium dodecyl
sulfate (CH3(CH;)1:0S0O3Na), 50 uL proteinaz K (20mg/mL) ve 10mL
WBC lizis solusyonu (White Blood Cell Lysis Solution, WBL)
eklenerek 56 °C’'de gece boyu bekletildi. Bu sayede lokositlerin
parcalanarak, DNA-protein kompleksinin ayrilmasi saglanmistir.
inkiibasyon sonrasi geride kalan proteinlerin  ¢oktiirilerek
uzaklastirlmasini saglamak amaciyla Uzerine 4 mL amonyum asetat
(9.5M) eklenerek karistirildi. Ardindan 25 dakika 3645 x g’de santrif(j
edildi.

Bu kez sUpernatant kisim yeni bir falkon tipe aktarilirken pellet kismi
atildi. Supernatant Gzerine 20 mL %100 etanol eklenerek DNA’nin
toplanmasi beklendi. Toplanan DNA’lar eppendorf tlipe alinarak
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uzerine 1 mL %70 etanol konuldu. Maximum hizda (15700 x g) 5
dakika santrifij edilerek DNA ¢oktirildi. Ustte kalan slipernatant
dokulerek uzaklastirildi. Geriye kalan az miktardaki etanol ise
ucurularak uzaklastirildi.

6. Elde edilen DNA Uzerine 200 yL TE (Tris-EDTA) tamponu eklendi.
56°C’'de 1saat bekletildikten sonra saklanmak Uzere +4 °C'ye
kaldirildi.

3.3.3. PCR-RFLP

Genotip tayini, alinan kan érneklerinden izole edilen DNA’lardan, PCR-RFLP

yontemi kullanilarak belirlendi (36,37).

3.3.3.1. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

DNA molekllinin daha 6nce belirledigimiz bir hedef bdlgesinin canli
organizma disinda c¢ogaltilmasi islemidir. Bu selektif ¢odaltma isleminde
oncelikle cift iplikli DNA molekullerin sicaklik artisi ile ayrilmasi saglanir. DNA
molekulinun yuksek sicaklikta denature edilmesiyle ortaya ¢ikan tek iplikli
kalip DNA’lara, oligonukleotid primerlerin komplementer olarak baglanmasi
ile devam eder. Baglanma sonrasi uzamanin gercgeklesebilmesi icin yuksek
sicaklikta stabilitesini koruyabilen bir DNA polimeraz enzimine ihtiyag
duyulmaktadir. Bu amacgla yaygin olarak sicak sularda yasayan Thermus
Aquaticus’'un DNA polimeraz I'i olan Taq polimeraz kullanilir. Enzimin uzama
islemini gergeklestirmesinde tamponlar, dNTP (deoksiribonikleozid trifosfat)
karigsimi ve MgCly'ninde rollu vardir. dNTP karigimlari yuksek saflikta dATP,
dGTP, dTTP ve dCTP igcermektedir. Ticari olarak tek tek veya karigim olarak
saglanabilir. Mg*? iyonlari dNTP’ler ile ¢dziinebilir kompleksler olusturur,
primer/kalip etkilesimini saglar, enzim aktivitesini ve dogru eslesmis baz
ciftinin yarisinin ayrildigi sicaklik olan T, degerini artirir (Baglanma sicakligi

Tm degerinin hemen altindaki sicaklik olarak kabul edilir) (41,42).
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PCR reaksiyonunda 100 ng genomik DNA (2 pL), 10 pmol forward ve
reverse primerler (1 pyL) kullanildi. Toplam miktari 25 pL olan PCR Urununde;
15.3 uL distile su, 2.5 yL10X Taq Buffer [(NH4)2 SO4 (+)], 2.5 yL dNTP mix
(2mM), 1.5 yL MgCl, (25mM) ve 0.2 uL Tagq DNA polimeraz (5U/uL) (Thermo
Scientific, ABD) bulunmaktadir. PCR kosullari Tablo 3 ve Sekil 7-8-9 da

ayrintili olarak gosterilmistir.

Tablo 3. Polimeraz zincir reaksiyonu kosullari.

Denatlrasyon Baglanma Uzama

Sicakh@i (°C/dk) | Sicakhgr (°C/dk) | Sicakh@i (°C/dk) | Siklus

Birinci | Sonraki | Birinci | Sonraki Son Onceki | Sayisi

Déngll Dongdler Dongu | Dongller | pangi | Dongiler
Taq! 94/5 94/1 65/1 65/1 72[7 72/1 30
Apal 94/5 94/1 65/1 65/1 7217 72/1 30
Fokl 94/3 94/1 60/1 60/1 7217 72/1 30
Bsml | 94/3 94/1 54/1 54/1 72[7 72/1 30

Calistigimiz tim bdlgelerde denatlrasyon sicakhgr 94 °C, uzama sicakligi
72°C olup toplam 30 siklustan olusmaktadir. Taql ve Apal enzimi ile kesilen
polimorfik bdlgelerin, polimeraz zincir reaksiyonu kosullari, gerek sicaklik
degerleri gerekse bu sicakliklarda kaldiklari sureler agisindan birebir
ortusmektedir. Sicaklik degerleri acisindan farkh olarak, Fokl bodlgesinde
baglanma isisinin 60 °C, Bsml boélgesinde ise 54 °C oldugu go6zlenmistir
(Tablo 3). Polimorfik bolgelerin sicaklik-zaman agisindan polimeraz zincir
reaksiyonu kosullari, Tagl ve Apal igin Sekil 7’de, Fokl igin Sekil 8'de, Bsml
icinse Sekil 9'da sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 7. Taql ve Apal PCR sartlari.
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Sekil 8. Fokl PCR sartlari.
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Sekil 9. Bsml PCR sartlari.

VDR gen polimorfizmi varligini belirlemede, polimeraz zincir reaksiyonu

asamasinda kullanilacak primerler Tablo 4’te gdsterilmistir (36,37).

Tablo 4. VDR geni SNP tespitinde kullanilan primerler.

SNP Primer

rs731236 F: 5-CAG AGC ATG GAC AGG GAG CAA G-3'
(Taq ) R: 5-GCA ACT CCT CAT GGC TGA GGT CTC A-3’

rs7975232 | F: 5-CAG AGC ATG GAC AGG GAG CAA G-3
(Apa l) R: 5-GCA ACT CCT CAT GGC TGA GGT CTC A-3’

rs2228570 | F: 5-GAT GCC AGC TGG CCC TGG CAC TG-3
(Fok 1) R: 5-ATG GAA ACA CCT TGC TTC TTC TTC CTC-3

rs1544410 | F:5-GGG AGA CGT AGC AAA AGG-3
(Bsm 1) R: 5-AGA GGT CAA GGG TCA CTG-3’
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3.3.3.2. Restriksiyon fragman uzunlugu polimorfizmi (RFLP)

DNA molekullerinin  yapisinin  uzun olmasi, dogrudan analizlerini
zorlagtirmaktadir. Bu nedenle restriksiyon endonukleazlar denilen kesim
enzimleri ile kiglk fragmanlara ayrilabilirler. Bu enzimler DNA’da 6zel
niikleotid dizilerini tanir ve her iki ipligini de keserler. Genellikle 37 °C’de
aktiftirler. Calismada hasta ve kontrol gruplarinda VDR geni Uzerinde olasi
farkh  DNA dizilerinin bulunup bulunmadiginin belirlenmesi, restriksiyon
sonrasi farkli fragmanlarin varliginin, poliakrilamid jel elektroforezi ile
gOsterilmesi prensibine dayanmaktadir. SNP tespitinde kesim amaciyla
kullanilan enzimler ve kesim sonrasi olugsan fragmanlarin buyuklukleri

asagida gosterilmigtir (Tablo 5) (37).

Tablo 5. SNP tayininde kullanilan enzimler, alleller ve bantlari.

Gen Restriksiyon Enzimi SNP Alleller ve Bantlari

TT(496-247)
VDR geni Taql rs731236 Tt (496-291-247-205)
tt (291-247-205)

AA (740)
VDR geni Apal rs7975232 Aa(740,529,211)
aa (529,211)

FF(265)
VDR geni Fok| rs2228570 Ff (265,196,69)
ff (196,69)

BB (360)
VDR geni Bsmi rs1544410 Bb (360,191,169)
bb (191,169)
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Tablo 6. Enzimler ve kesim bdlgeleri.

Enzim adi Kesim Bolgesi Konsantrasyon Uretici firma
5°.TCGA..3
Taql 10U/ L Fermantes
3..AG %T...S'
\
5.6GGCCC..3
Apal 10U/ L Thermo Scientific
3'...%C CGGG..5
5..GGATGNN...3
Fokl 10U/ L Thermo Scientific
3.CCTA C¢N N....5'
\
5..GAATGCN...3
Bsml 10U/ L Thermo Scientific
3..CTTACGN...5

Restriksiyon enzim kesiminde toplam hacim 15 yL olup,

her enzime uygun

tampon ¢ozeltisi, enzim, PCR UrlinU ve steril distile su igerecek sekilde

hazirlandi. Kesim Tablo 7’de belirtilen sicakliklarda gece boyunca (16 saat)

bekletilerek yapildi. Kesim drtnleri poliakrilamid jelde yarutulip, gimuas nitrat

metodu ile boyanarak goruntulendi.
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Tablo 7. Enzimler ile PCR UrUnlerinin kesim sartlari.

Enzim Enzim Enzim Distile PCR Kesim Son

SNP no Adi Miktari | Tamponu su (uL) Urind SIC?k“Ql Hacim
(HL) (WL) wo | O | @
rs731236 Taql 0.2 1.5 11.3 2 65 15
rs7975232 Apal 0.2 1.5 11.3 2 37 15
rs2228570 Fokl 0.2 1.5 11.3 2 55 15
rs1544410 Bsml 0.5 1.5 10.5 2.5 37 15

3.3.3.3 Kesim tirtinlerinin poliakrilamid jel elektroforezi

Dikey elektroforez cihazinda kullanilacak 35x10 cm ebatlarinda jel hazirlandi.
Jel kalinligi 0.5 mm olacak sekilde hazirlanan cam araligina dokim yapildi.

Polimerizasyonun tamamlanmasi i¢in en az 30 dakika beklendi.

Polimerizasyon tamamlandiktan sonra jel cam icerisinde elektroforez
dizenegine yerlestirildi. 1XTBE iceren vyuritme tamponu eklendi.
Beraberinde yukleme tamponu igerisinde bulunan ve elektriksel alanda
hareket eden bromfenol mavisi ve ksilen siyanol boyalari ile de yurudukleri
mesafe takip edilerek akim Tablo 8'de oldugu sekilde ayarlandi. Daha sonra

jel gikartilarak gumus boyama islemine gegildi.

Tablo 8. Poliakrilamid jel elektroforezi kosullari.

Akim Yurume
SNP PAGE(%)
Vv w zamani (dk.)
rs731236 ~220 ~20 %11 50 dk.
rs7975232 ~220 ~20 %11 50 dk.
rs2228570 ~220 ~20 %12 50 dk.
rs1544410 ~220 ~20 %8 30 dk.
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3.3.3.4. Gimliis boyama

1. A SolUsyonu; %5 asetik asit ve %95 absolut etil alkol ile hazirlanan
stok solisyondan 200 mL distile suya 15 mL ilave edilerek hazirlandi.
Elektroforez sonrasi jel ilk olarak bu sollisyonla 5 dk. muamele edildi.

2. B Solusyonu; % 1’lik gumus nitrat stok solusyonundan 10 mL, 200 mL
distile suya ilave edilerek hazirlandiktan sonra jel bu soliusyonda 10
dakika muamele edildi.

3. C Solusyonu; 200 mL distile suya 2.5 gr NaOH ve 0.02 gr boraks ilave
edilerek kullanmadan hemen o6nce taze olarak stok solisyon
hazirlandi. Jel stok solusyon ile muamele edildigi sirada 1 mL %0.2’lik
formaldehid ilave edildi. Bantlar goérulinceye kadar jel sollisyon
igerisinde tutuldu. TiUm asamalar arasinda ve bu asama sonrasinda jel
distile su ile yikanarak asetat arasina alindi. De@erlendiriimek Gzere

kurumaya birakildi.

3.3.3.5 DNA izolasyonu ve PCR-RFLP asamalarinda kullanilan kimyasallar

Agaroz, bisakrilamid, bromfenol mavisi, EDTA, ksilen siyanol, sodyum
bikarbonat, trizma baz, TEMED (Sigma Aldrich, ABD), etanol, (Merck,
Almanya), amonyum asetat, asetik asit, formaldehit, borik asit, sodyum
hidroksit, sodyum klorid (Riedel-de Haen, Almanya), gimus nitrat (Carlo
Erba, italya) ve sodyum dodesil siilfat, amonyum persiilfat, akrilamid, (Fluka,

Almanya) ve proteinaz K (Roche, Almanya) kullaniimigtir.

3.3.3.6. DNA izolasyonu ve PCR-RFLP asamalarinda kullanilan tampon ve

coOzeltiler

1. RBCL (Eritrosit lizis ¢ozeltisi): 0.15M NH,4CI, 0.01M KHCO3 ve 0.01 M
EDTA karigimindan hazirlandi (pH=8.0).
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. WBL (Lokosit lizis solusyonu): 0.1 M NaCl ve 0.025 M EDTA karigimi

ile hazirlandi (pH=8.0).

Amonyum asetat ¢ozeltisi: 9.5 M NH4C,H30, 0.2 mikron ¢apli filtre ile
filtrelendi.

TE Tamponu: 10 mM Tris-Cl ve 1 mM EDTA (pH=8.0) (+20 °C’de).

5. SDS Stok Solusyonu: %10 SDS 0.2—-0.45 ym membran ile filtre edildi.
6. 5XTBE: 0.45 M trisma base (NH,C(CH,OH)s), 0.45 M boric asid

(B(OH)3) ve 0.01 M EDTA (pH=8.0).

. %12’k non denature poliakrilamid jel solusyonu: (29/1

akrilamid/bisakrilamid) karisimdan %12 ve 1xTBE ile hazirlanir.
Polimerizasyon i¢in 0.001M amonyum persdulfat ((NH4).S20g) ve %0.1
TEMED (Tetramethylethylenediamine, (CH3),NCH,CH, N(CH3),) ilave
edildi.

%171’lik  non denatire poliakrilamid jel solusyonu: (29/1
akrilamid/bisakrilamid) karisimdan %11 ve 1xTBE ile hazirlanir.
Polimerizasyon i¢in 0.001M amonyum persdulfat ((NH4)2S20g) ve %0.1
TEMED (Tetramethylethylenediamine, (CH3),NCH>CH, N(CHs3),) ilave
edildi.

3.3.3.7. DNA izolasyonu ve PCR-RFLP asamalarinda kullanilan cihazlar

o a0k w0 N RE

Dikey Elektroforez (Biorad)

Gu¢ Kaynagi (Biorad Power Pac 3000)
Thermocycler (Eppendorf Mastercycler)
Santrifljler (Eppendorf 5415R, 5804R)

Canon Scanner N670U

Bilgisayar
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3.4. Verilerin Degerlendirilmesi

Calisma sonucu elde edilen veriler arastirmaci tarafindan Microsoft Excel
programi araciliiyla bilgisayara kaydedildi. istatistiksel analizler SPSS 15.0
(Statistical Package for Social Sciences) ve MedCalc 12.3.0 paket
programlari kullanilarak yapildi. Verilerin normalliginin degerlendiriimesinde
gorsel grafikler (histogram vb.) yaninda uygun istatistiksel testler
(Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk) kullanildi. Bagimsiz 2 grup
ortalamalarinin  karsilastirimasinda, dagihimlarin normalligi g6z o©Onune
alinarak Student’s t-testi veya Mann-Whitney U testi kullanildi. Varyanslarin
homojenligi Levene testi ile degerlendirildi. Ikiden fazla bagimsiz grup
kargilastiriimasinda, dagihmlar normal ve varyanslar homojen ise ANOVA,
normal dagihm gdstermeyen 2’den fazla bagimsiz grup ise Kruskal Wallis
testi kullanilarak karsilastirildi. Kategorik verilerin degerlendiriimesinde
capraz tablolar olusturularak ki-kare veya Fisher’s exact testi yapildi. Kanser
olusumu riskini dngérmede bagimsiz degiskenlerin etkisini belirleyebilmek
amaciyla lojistik regresyon analizi yapildi. Genotipin kanser olusum riski
uzerindeki muhtemel rolune, diger bagimsiz degiskenlerin etkisi incelenerek,
duzeltiimis OR degerleri hesaplandi. Hasta ve kontrol grubu bireylerin Hardy-
Weinberg dengesinde olup olmadigi exact test kullanilarak belirlendi. Tim

analizlerde istatistiksel anlamlilik diizeyi olarak p<0.05 kabul edildi.
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4. BULGULAR

Mesane kanseri 6n tanisi ile sistoskopi yapilan ve c¢alismamiza katiimayi
kabul eden 111 hastanin patoloji sonuglarinda; 4 hastada es zamanli prostat
karsinomu, bir hastada da renal hucreli karsinom tanisi raporlanmis
oldugundan, bu hastalar caligmadan c¢ikarilmigtir. Ayrica bir hastanin patoloji
sonucunun mesane adenokanseri olmasi, iki hastanin da patoloji sonuglarina
ulasilamamasi nedeniyle g¢alismaya dahil edilmemistir. Sistoskopi yapiimis
olan 2 hastanin biyopsi materyallerinin patolojik incelenmesi sonucu herhangi
bir 6zellik rapor edilmemis olmasi nedeniyle, bu kigsiler de hasta grubuna
alinmamigtir. Sonug¢ olarak Urotelyal tip mesane kanseri tanisi patoloji
raporuyla dogrulanmis 101 hasta ile saghkh 109 kontrol grubu katilimcisi

arastirmaya dahil edilmistir.

Calismamiza katilan toplam 210 katiimcinin 42’si kadin 168’i
erkeklerden olugsmaktadir. Hasta grubunda kadin ve erkek oranlari sirasiyla
%15.8 ve %84.2 olarak gozlenmisken, kontrol grubu katilimcilarinin %23.9'u
kadin, %76.1’i erkeklerden olusmaktadir. Cinsiyet dagilimlari agisindan hasta
ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir
(p=0.147) (Tablo 9).

Tablo 9. Hasta ve kontrol grubu katilimcilarinin cinsiyet dagihmlari.

Kadin Erkek Toplam

n 26 83 109
Kontrol

% %23,9 %76,1 %100

n 16 85 101

Hasta

% %15,8 %84,2 %100

n 42 168 210
Toplam

% %20 %80 %100
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Kontrol ve hasta gruplari yas ortancalari (en kuguk-en blyuk) sirasiyla 68
(30-85) ve 64(27-84) olup aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamistir (p=0.108). Hasta vyaslari kadin ve erkeklerde ayri ayri
kargilastirildiginda sirasiyla hem kontrol (p=0.120) hem de hasta grubunda
(p=0.273) istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmemistir (Tablo 10).

Tablo 10. Yas verileri agisindan gruplarin her 2 cinsiyette karsilastirilmasi.

n |Ortalama| SS |Ortanca|En kuguk |En buyuk| p*
Kontrol | 26 64,8 12,2 | 67,5 37 80

Kadin | Hasta | 16 61,8 9,1 61 44 81 0.120
Toplam| 42 63,7 11,1 | 64,5 37 81
Kontrol | 83 64,5 | 13,2 68 30 85

Erkek | Hasta | 85 63,9 11,0 65 27 84 0.273
Toplam | 168 64,2 12,1 67 27 85
Kontrol | 109 64,6 12,9 68 30 85

Toplam | Hasta | 101 63,6 10,7 64 27 84 0.108
Toplam | 210 64,1 11,9 66 27 85

*Mann-Whitney U testi

Urotelyal tip mesane kanseri olan hastalarin evrelerine goére dagilimlarinin
%46.5 Ta-dUsuk derece, %5 Ta-yuksek derece, %12.9 T1-dusUk derece,
%26.7 T1l-yuksek derece, %8.9'u T2 oldugu goérulmustir. Evresi T2 olan 3
hasta ve evresi T1-ylksek derece olan bir hastada beraberinde skuaméz

diferansiyasyon gozlenmistir.

Hasta ve kontrol gruplari VKIi (Viicut kitle indeksi) ortalamalari sirasiyla
27.314.6 ve 26.7+4.2 olup kontrol ve hasta grup ortalamalari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (p=0.346) (Tablo 11).
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Tablo 11. Gruplarin VKi degerlerinin karsilastiriimasi.

Kontrol Grubu Hasta Grubu
p
n Ortalama SS n Ortalama SS
VKi(kg/m?) | 109 26,7 42 | 101 27,3 4,6 | 0.346

Sigara kullanim o&ykusu degerlendirildiginde kontrol grubu katilimcilarinin
%37.6’s1, hasta grubunun ise %82.2’sinin sigara kullandigi gozlenmistir.
Sigara kullanimi agisindan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak ileri

derecede anlamli bulunmustur (p<0.001) (Tablo 12).

Tablo 12. Hasta ve kontrol grubunda sigara kullanim oranlari.

Sigara kullanimi
Yok Var Toplam
n 68 41 109
Kontrol
% %62,4 %37,6 %100
n 18 83 101
Hasta
% %17,8 %82,2 %100
n 86 124 210
Toplam
% %41,0 %59,0 %100

Sigara kullanimi her 2 cinsiyette ayrn ayri degerlendirilmis ve kadinlarin
kontrol grubunda %19.2’sinin, hasta grubunda ise % 68.8’inin sigara
kullandigi gorulmustar. Erkeklerde kontrol grubunda % 43.4, hasta grubunda
ise %84.7 oraninda sigara kullanildigi saptanmistir. Kadinlarda hasta ve
kontrol gruplari arasinda sigara kullanimi acgisindan istatistiksel olarak
anlaml fark gézlenmistir (p=0.001). Benzer sekilde erkek katilimcilarda da
hasta ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak ileri derecede anlamli
fark g6zlenmistir (p<0.001) (Tablo 13).
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Tablo 13. Cinsiyetlere gore sigara kullanim oranlari.

Sigara Kullanimi
p
Yok Var Toplam
n 21 5 26
Kontrol
% %80,8 %19,2 %100
Kadin 0.001
n 5 11 16
Hasta
% %31,3 %68,8 %100
n 47 36 83
Kontrol
% %56,6 %43,4 %100
Erkek <0.001
n 13 72 85
Hasta
% %15,3 %84,7 %100

Kisinin bugline kadar toplam sigara kullanim miktari kaydedilirken “paket yili”
hesabi yapilmistir.  Ornegin 30 yildir sigara icen hasta, ilk 10 yil giinde 2
paket, son 20 yil gunde 1 paket sigara igmis olsun. Buna goére hasta;
(10x2=20)+(20x1=20), yani 40 paket yili sigara icmistir. Toplam sigara igme
suresi 30 yil gérinmesine karsin bu hasta, 40 yildir giinde 1 paket sigara

icen bir hasta kadar maruziyet yasamigtir.

Hasta ve kontrol gruplari arasinda maruz kalinan ‘paket yilI’ sigara
ortancalari arasinda hem erkekler (p<0.001), hem kadinlar (p=0.002), hem

de toplamda istatistiksel olarak anlamli fark gozlenmigtir (p<0.001) (Tablo

14).
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Tablo 14. Maruz kalinan “paket yili” sigara ortancalari.

n Ortanca | En kuguk | En buyuk p*

Kontrol 26 0 0 60

Kadin Hasta 16 19 0 40 0.002
Toplam 42 0 0 60
Kontrol 83 0 0 100

Erkek Hasta 85 35 0 130 <0.001
Toplam 168 20 0 130
Kontrol 109 0 0 100

Toplam Hasta 101 30 0 130 <0.001
Toplam 210 12,5 0 130

*Mann-Whitney U testi

Kontrol grubunun %15.6’sinin, hasta grubunun ise %36.6’sinin alkol
kullandigi saptanmigtir. Alkol kullanimi  agisindan iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlaml fark goézlenmigtir (p<0.001) (Tablo 15). Ancak
cinsiyetler agisindan degerlendirildiginde, kadinlarda hasta ve kontrol gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (p=0.517) (Tablo
16). Erkeklerde ise her 2 grup arasinda istatistiksel olarak anlaml fark
gozlenmigtir (OR=3.494, %95 GA=1.727-7.069; p<0.001) (Tablo 16).

Yapilan tek degiskenli analizde erkeklerde alkol kullaniminin mesane
kanseri riskinde istatistiksel olarak anlaml bir artisa neden oldugu dusunulse
de sigara ve alkol kullanimi lojistik regresyon analizinde birlikte
degerlendirildiginde, alkolin neden oldugu bu risk artiginin istatistiksel olarak
anlamh olmadigi gozlenmigtir (ORag=1.997; %95 GA= 0.925-4.311;
p=0.078).
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Tablo 15. Hasta ve kontrol gruplari alkol kullanim verileri.

Alkol
Toplam
Kullanmiyor Kullaniyor
n 92 17 109
Kontrol
% %84,4 %15,6 %100
n 64 37 101
Hasta
% %63,4 %36,6 %100

Tablo 16. Alkol kullanim durumlarinin cinsiyetlere gore karsilagtiriimasi.

Alkol Kullanimi
Toplam p
Kullanmiyor | Kullaniyor
n 24 2 26
Kontrol
% %092,3 %7,7 %100
Kadin 0.517*
n 16 0 16
Hasta
% %100 %0 %100
n 68 15 83
Kontrol
% %81,9 %18,1 %100
Erkek <0.001
n 48 37 85
Hasta
% %56,5 %43,5 %100

Fisher’s exact test

Ek hastalik varligi her 2 grupta da sosyodemografik veri formu araciligiyla
hastalarin vermis olduklari bilgilerden elde edilmigtir. Ek hastalik varhgi
acisindan hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark
g6zlenmemistir (p=0.371). Tablo 17’de verildigi Uzere her iki cinsiyet ayri ayri
degerlendirildiginde de gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamh

bulunmamisgtir.
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Ek patolojilerin varlhigr ayri ayri degerlendirildiginde, hipertansiyon
(p=0.376), DM (p=0.580), koroner arter hastaligi (p=0.497), hiperlipidemi
(p=0.668), konjestif kalp yetmezligi (p=0.912) acisindan gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmemistir.

Tablo 17. Cinsiyetlere gore ek hastalik varhginin karsilastiriimasi.

Ek Hastalik Varligi
Toplam p
Ek Hastalik Yok | Ek Hastalik Var
6 20 26
Kontrol
2%23,1 %76,9 %100
Kadin 0.720*
5 11 16
Hasta
%31,3 %68,8 %100
27 56 83
Kontrol
%32,5 %67,5 %100
Erkek 0.194
20 65 85
Hasta
%23,5 %76,5 %100

*Fisher’s exact test

Hasta ve kontrol grubu katihmcilarin 25(OH)D plazma duzeyleri ortanca (en
klguk ve en buyuk) degerleri sirasiyla 11.9 ng/mL (1.90-33.0) ve 9.7 ng/mL
(2.13-39.53) olarak belirlenmistir. D vitamin dizeyleri agisindan 2 grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (p=0.402) (Sekil
10).

D vitamini duzeylerinin 20 ng/mL altinda olmasi eksiklik olarak kabul
edildiginde kontrol grubu bireylerinin %83.7’sinde, mesane kanserli hastalarin
ise %84’Unde D vitamini eksikligi oldugu tespit edilmistir. Hasta ve kontrol
grubu bireyler D vitamini eksikligi olup (<20 ng/mL) olmamasi (>20 ng/mL)
agisindan  karsilastirildiginda  istatistiksel olarak anlamh  bir fark

g6zlenmemigtir (p=0.95) (Tablo 18).
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Tablo 18. Katilimcilarda D vitamini eksikligi gérilme oranlari.

25(0OH)D
Toplam
<20 ng/mL =220 ng/mL

n 82 16 98
Kontrol

% %83,7 %16,3 %100

n 84 16 100

Hasta

% %84,0 %16,0 %100

n 166 32 198
Toplam

% %83,8 %16,2 %100

D vitamini duzeyleri kategorize edilmeden, surekli degigsken olarak ele
alinarak yapilan lojistik regresyon analizinde de, mesane kanserini
ongormede istatistiksel olarak anlamli risk artisina neden olmadidi

gOzlenmigtir (p=0.98).
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Sekil 10. D vitamini duzeyleri agisindan gruplarin kargilastiriimasi.
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Hastalik evresi ile plazma 25(OH)D dulzeyleri arasindaki iliski incelendiginde;
Ta-dusUk derece, Ta-yuksek derece, T1-dUsuk derece, T1-yuksek derece ve
T2 gruplari 25(0OH)D duzeyleri ortancalar arasinda istatistiksel olarak anlamli

fark bulunmamistir (p=0.268).

VDR geni Bsml polimorfizmi genotip frekanslari agisindan kontrol ve
urotelyal tip mesane kanseri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
g6zlenmemigtir (P=0.867). Hasta grubunda B ve b allel frekanslari sirasiyla
%39 ve %61, kontrol grubunda %40 ve %60 olarak bulunmustur. Hasta ve
kontrol gruplari arasinda allel frekanslari agisindan istatistiksel olarak anlamli
fark gézlenmemistir. Hem hasta hem de kontrol gruplari Hardy-Weinberg

dengesi igerisinde bulunmusgtur (Tablo 19).

Tablo 19. Bsml polimorfizmi genotip dagilimlari.

: Hasta Kontrol 0
VDR geni (n=101) (n=109) p OR (%95 GA)
BB 19(%18.8) | 20(%18.3) | 0.931° 1.031(0.51-2.07)
Bb 40(%39.6) | 47(%43.1) | 0.605° 0.865(0.50-1.50)
bb 42(%41.6) | 42(%38.5) | 0.652° 1.136(0.65-1.97)

2 BB <> (Bb+bb); ° Bb <> (BB+bb) ; © bb <>(Bb+BB)

Galismamizda, Fokl polimorfizmi genotip dagilimi agisindan kontrol grubu ile
urotelyal tip mesane kanseri grubu arasinda gozlenen fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (P=0.048). FF genotipi varligi, diger degiskenlerden
bagimsiz tek basina irdelendiginde, urotelyal tip mesane kanserine
yakalanma riskini 1.94 kat arttirmaktadir (OR=1.938; %95 GA= 1.12-3.36,
p=0.018). Lojistik regresyon analizine, sigara kullanim oykusu karistirici
bagimsiz degisken olarak dahil edilerek, duzeltiimis odds oranlari (OR.g))
hesaplanmigtir (Tablo 20). Sigara kullanimi ile birlikte degerlendirildiginde FF
genotipe sahip olma ile mesane kanseri arasindaki istatistiksel anlaml
iligkinin ortadan kalktigi gozlenmistir (p=0.114). Sigara kullanimi ile birlikte,

kanser ile muhtemel iligkili olabilecek; D vitamini duzeyleri, VKIi, alkol
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kullanim oOykusunun de dahil edildigi c¢cok degiskenli analizlerde, bu
degiskenlerin istatistiksel sonucu degistirebilecek Olcude etkili olmadigi
belirlenmistir. Yas ve cinsiyet agisindan kontrol grubu hasta grubu ile
eslestirilerek alindigindan bu parametreler ¢ok degiskenli analizlere dahil
edilmemigtir. Allel frekanslarina bakildiginda F alleli gértlme sikhgi hasta
grubunda % 76, kontrol grubunda ise % 68; f alleli gérilme sikhidi ise hasta
ve kontrol gruplarinda sirasiyla %24 ve % 32 olarak g6zlenmigtir. Her 2 grup

da Hardy-Weinberg dengesinde bulunmustur (Tablo 20).

Tablo 20. Fokl polimorfizmi genotip dagilimlari.

VDR Hasta Kontrol OR ORag *
geni | (n=101) | (n=109) | w95GA) | P | w9s5GA) | P
FF (%23.4) (%3481.0) (1.112.—9??.36) 0.018" (o.8lsf§.oz) 0.114"
a (%2?.7) (%i?.?) (0.2(29-—5;.89) 0.018" (o.3o4fi,19) 0.154°
f (%3.9) (%2.3) (0.3%?5.58) 0.929° (0.2(;.?22.48) 0.727"

FF<>Ff+f;  °Ff <> FF+ff, Cfi<>FF+Ff
*Sigara kullanim éyklisiine gére dlizeltiimis OR ve %95 gliven araliklari

VDR Tagl polimorfizmi ile drotelyal tip mesane kanserleri arasinda
istatistiksel olarak anlamh bir iligkiye rastlanmamistir (p=0.463). Hasta ve
kontrol grubu katilimcilar T allel frekanslari sirasiyla %65 ve %64 iken t allel
frekanslari %35 ve %36 olarak saptanmigtir. Allel dagilimlar agisindan
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir. Hasta grubu
sinirda olmakla birlikte (p=0.051) her 2 grup da Hardy-Weinberg dengesinde
bulunmustur (Tablo 21).
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Tablo 21. Tagl polimorfizmi genotip dagilimlari.

. Hasta Kontrol 0
VDR geni (n=101) (n=109) p OR (%95 GA)
TT 47(%46.5) | 45(%41.3) | 0.444% | 1.238(0.72-2.14)
Tt 37(%36.6) 49(%45.0) | 0.221° 0.708(0.41-1.23)
tt 17(%16.8) 15(%13.8) | 0.536° 1.268(0.60-2.70)

TT<STHHt,  PTt<> TT+t,  St<>TT+Tt

VDR geni Apal polimorfizmi ile Urotelyal tip mesane kanserleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iligki g6zlenmemistir (p=0.764). A allel frekansi
hasta ve kontrol gruplarinda sirasiyla %57 ve %55 iken, a allel frekansi ise
%43 ve %45 olarak belirlenmigtir. Allel dagihmlari agisindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamh fark g&zlenmemistir. Her 2 grup da Hardy-

Weinberg dengesinde bulunmustur (Tablo 22).

Tablo 22. Apal polimorfizmi genotip dagihmlari.

. Hasta Kontrol 0
VDR geni (n=101) (n=109) p OR (%95 GA)
AA 34(%33.7) 35(%32.1) 0.811° 1.073(0.60-1.91)
Aa 48(%47.5) 49(%45.0) 0.709° 1.109(0.64-1.91)
aa 19(%18.8) 25(%22.9) 0.463°¢ 0.779(0.40-1.52)

IAA<>Aa+aa; PAa<>AA+aa; ‘aa<>AA+Aa

Cahstigimiz 4 polimorfik bdlgedeki tim genotipler D vitamini ortanca
degerleri agisindan hem erkek, hem de kadin katilimcilarda ayri ayri
karsilastiriimig, hasta ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlaml

bir fark gézlenmemisgtir.
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5. TARTISMA

Literaturde, D vitamininin aktif formu olan 1,25(0OH),D’'nin hucre
diferansiyasyonunu duzenleme, proliferasyon, invazyon, anjiyogenez ve
metastazi azaltma Uzerine olumlu etkilerini bildiren veriler raporlanmakla
birlikte, mesane kanseri ile D vitamini dizeyleri veya VDR gen polimorfizmleri
arasindaki iligkiyi irdeleyen arastirma sayisi oldukga sinirhdir (4,43,44).
Konety ve arkadaslarinin (45), 2001 yilinda yaptiklari in vitro ve in vivo
deneylerde, D vitamininin mesane kanserinde hticre proliferasyonunu inhibe
ettigi ve ratlarda mesane kanserini onledigine dair bildirdikleri veriler, D
vitamini ile mesane kanseri arasindaki iliski icin temel olusturmustur. Mondul
ve arkadaslan (6), 2010 yilinda sigara i¢cen erkek hastalarda yaptiklar
calismada, dusik 25(OH)D seviyesinin mesane kanseri riskini artirdigini
bildirmiglerdir. Bu arastirmadan 2 yil sonra ise yas, cinsiyet, irk ve kan alma
zamani agisindan hastalar ile es kontrol grubu alarak yaptiklari ¢alismada,
mesane kanser riski ile serum 25(OH)D duzeyleri arasinda, istatistiksel
olarak anlamli iliski bulmadiklarini 6n rapor olarak sunmuslardir (44). Amaral
ve arkadaslari (46) ise 2012 yilinda Mondul’'un arastirmalariyla ters yonde
veriler elde etmis, dustik 25(OH)D duzeylerinin Urotelyal tip mesane kanseri
riskini istatistiksel olarak anlamli dizeyde arttirdigint (ORaqj=1.83; %95 GA=
1.19-2.82; p=0.006) raporlamiglardir. 2011 yilinda Brinkman ve
arkadaslarinin (47) yaptigi vaka-kontrol ¢alismasinda, 200 mesane kanserli
hasta ve 386 kontrol grubu bireyin, son bir yil igerisindeki diyet aliskanliklari,
vitamin ve mineral takviyeleri sorgulanarak, gidalarin ve belirledikleri 29
maddenin gunlik alim miktarlari hesaplanmistir. Sonug¢ olarak artmig
kalsiyum alimi ile mesane kanseri arasinda anlamli bir iligki gozlendigi
(OR=1.77; %95 GA= 1.00-3.15; p=0.049), ancak D vitamini duzeylerinin
kalsiyum ve mesane kanseri arasindaki iliskiyi etkilemedigi bildiriimistir.
Bireylerin son bir yil igerisindeki beslenme aliskanliklarini sorgulayan bu
yontemde, cevaplar kigilerin hatirladiklart veya algiladiklari ile sinirli
oldugundan, beraberinde bir takim hatalarr da barindirabilecegdini
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dusundurmastur. Ayrica bu tip arastirmalarda, diyet ile alinan miktarin kan
dizeyini direkt yansittigi varsayilmakta, biyolojik varyasyonlar go6z ardi
edilmektedir. Afzal ve arkadaslari (48), 2013 yilinda dusuk 25(OH)D vitamini
duzeyleri ve tutun ile iligkili kanserler arasinda anlamli iliski rapor etmislerdir.
Sinirli sayida ve farkli yonde sonuglar rapor edilmesi, bize uzun takipli

prospektif kohortlara halen ihtiya¢ duyuldugunu dastndurmustar.

Calismamizda, plazma 25(OH)D duzeyleri ile mesane kanseri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki gozlenmemistir. D vitamini
dizeylerinin 20 ng/mL altinda olmasi eksiklik olarak kabul edildiginde, kontrol
grubu bireylerin %83,7’sinde, mesane kanserli hastalarin ise %84’linde, D
vitamini eksikligi oldugu tespit edilmistir. Amaral ve arkadaslarinin (46)
yaptigi ¢alismada, bu oran kontrol ve hasta gruplarinda sirasiyla %75 ve
%71 olarak bildirilmistir. Ancak literatirde D vitamini eksikligi ile ilgili oldukca
degisik oranlar da bildiriimektedir. Bu durum D vitamini dizeylerinin yas,
cografi sartlar, ten rengi, VKI gibi bireysel varyasyonlar disinda, 6lgiim
yontemlerinin standardize olmamasi gibi analitik pek ¢ok degiskene bagh
olmasi ile de agiklanabilir. Ulkemizde de birgok hasta grubunda yapilan
calismalarda, eksiklik oranlarinin oldukga degisken oldugu gézlenmistir. Bu
nedenle ulusal Olgekte daha genis katihmci sayisi ve D vitamin dizeylerini
etkileyecek degiskenlerin maksimum oranda g6z o©nunde tutulacagi
calismalar yapilmasi, D vitamini eksikligi prevelansinin belirlenmesine énemili
katki saglayacaktir. Ozellikle gelismis Ulkelerde, zaman zaman tartisiimakla
birlikte, secilmis gida veya vitamin tabletleri icerisine D vitamini takviyesi
genellikle yapilmaktadir. Ulkemizde ise halen D vitaminin gidalara katilip
katiimayacagi, ya da hangi gidaya veya takviye urlnlerine ne oranda
katilacagi ve bunun toplumda D vitamini eksikligini ne dlgude etkileyecegine
dair kapsaml bir arastirma veya duzenlemeye rastlanmamistir. Arastirmamiz
surecinde marketlerde yaptigimiz gézlemlerde, 6zellikle ithal siut ve sut
artnlerinin bazilarinin D vitamini igerdigi gozlenmistir. Analizlerimiz sirasinda
hem kontrol, hem de hasta grubunda D, formuna rastlanmamasi, Ulkemizde
bu formun gidalara neredeyse hi¢ katiimadigini veya bu Urunlerin ¢ok az

tuketildigini distindirmastur. Multivitamin tabletlerde de yine oldukga degisen
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miktarlarda D vitamini takviyesi oldugu gozlenmistir. Ancak gidalara katilan
ya da multivitamin takviyelerinin D vitamini igeriginde standardizasyon
saglanmamasi veya toplumun bu konuda biling dizeyinin ylkseltiiememesi
halinde, dizenli multivitamin takviyesi alan bireylerde bile D vitamini eksikligi
gorulebilecedi gibi, farkinda olmadan toksik dozlara da ¢ikilabilecegi akilda
tutulmahdir. Saghk Bakanhgi tarafindan, belirli yas gruplarina D vitamini
destegi saglanmasinin oldukga yerinde bir yaklagim oldugu kugkusuzdur.
Ancak toplumun tim bireylerini kapsayacak politikalarin da tartisiimasi
gerektigi, tum bu asamalar dncesi ise ulkemizde D vitamini eksikligini net
sekilde ortaya koyacak prevelans belirleme c¢alismalarina ihtiya¢g oldugu

kanaatini tagimaktayiz.

D vitamini her ne kadar vitamin olarak tanimlanmis olsa da, esansiyel
olmamasi, yeterli UV-B’ye maruz kalindiginda insan vicudunda da
sentezlenebilmesi, hlcre igi reseptéri araciligiyla ve hatta bazi steroid
yapida hormonlar ile ayni reseptoru kullaniyor olmasi nedeniyle, ginimuzde
vitaminden ¢ok hormon olarak adlandiriimaktadir. 1,25(OH),D bahsettigimiz
etkilerini, yaygin adiyla VDR denilen bir 6zel reseptér araciigiyla, hedef
genlerin ekspresyonunu duzenleyerek yapmaktadir. D vitaminin hicre igi
reseptori olan VDR proteini, VDR geni tarafindan kodlanmaktadir.
Calismamizda bu gende yaygin olarak tanimlanan Bsml, Fokl, Apal ve Taql
polimorfizmlerinin Grotelyal tip mesane kanseri Uzerine etkisini de inceledik.
Literatirde mesane kanseri ile VDR gen polimorfizmi hakkinda yayimlanmig
sadece bir arastirma makalesine ulasabildik. Bu arastirmada Mittal ve
arkadaslari Fokl ve Taql polimorfizmlerini incelediklerini bildirmiglerdir.
Arastirmalarinda, her ne kadar FF genotipinin mesane kanseri riskini 2.04 kat
artirdigini (%95GA= 0.803-5.193) bildirmislerse de, % 95 gliven araliginin
“1.0” ve altindaki degerleri iceriyor olmasi, bu egilimin istatistiksel olarak
anlamli olmadigini dastindirmustar. Ayrica hastalik olusumu Uzerine etki
edebilecek diger bagimsiz parametreler (sigara, 25(OH)D duzeyleri vb.) ile
birlikte degerlendirildiginde, polimorfizmin etkisinin halen anlamh olup
olmadigina dair bir veri de bildiriimemistir. Ayni ¢alismada Taql polimorfizmi

ile hastalik arasinda anlamh bir iliski rapor edilmemistir (49).
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Calismamizda Fokl polimorfizminde FF genotipe sahip olmanin tek
basina ele alindiginda mesane kanseri riskini 1.938 (%95 GA=1.12-3.36;
p=0.018) kat artirdigin1 veya Ff genotipinin (OR=0.508, %95 GA=0.29-0.89;
p=0.018) mesane kanserine karsi koruyucu oldugunu goézlemledik. Genotip
dagihmi ve karigtirici degisken olarak 6ngoérdigumuz sigara kullanimini
lojistik regresyon analizi ile birlikte degerlendirip, dizeltimis OR (OR.g)
degerlerini hesapladik. Sigaranin mesane kanseri riskini 7.27 kat artirirken
(ORag= 7.27 (%95 GA= 3.8-13.9; p<0.001), genotipin mesane kanseri riski
uzerine olan etkisinin istatistiksel olarak anlamli olmadigini gézlemledik. Her
ne kadar gcalismamizda ortaya ¢ikan veriler, genotipin mesane kanseri riski
uzerindeki etkisinin istatistiksel olarak anlamli olmadigini gosterse de, Fokl
polimorfizmi genotip dagilimlarinin hasta ve kontrol gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli derecede farkli oldugunu goézledik (p=0.048).
Yapilacak ileri calismalar ile bu farkin ve varsa etkilerinin arastiriimasinin
yararli olabileceg@i kanaatini tagimaktayiz. Bununla birlikte Bsml, Apal ve Taq|
polimorfizmlerinin varligi ile mesane kanseri arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir iliski bulunmamisgtir.

Ozellikle kolorektal ve prostat olmak Uizere birgok kanser tird, diyabet
ve tuberkuloz gibi pek cok hastalikta yapilmis ¢ok sayida arastirmaya ve
hatta metaanalizlere rastlanmaktayken, mesane kanseri ve VDR gen
polimorfizmi iligkisini inceleyen ¢alisma sayisinin oldukga sinirli oldugu
g6zlenmigtir (50-55). Turk toplumunda yapilmis, mesane kanseri ile VDR gen
polimorfizmi arasindaki iligkiyi irdeleyen bir arastirmaya ise rastlanmamistir.
Bu nedenle Fokl polimorfizmi genotip dagilimi, Glkemizde baska hastaliklarda
yapilan arastirmalarda elde edilen verilerle karsilastinimistir. Yavuz ve
arkadaslarinin (56) 2011 yilinda Tip-I DM’li hastalarda yaptiklar arastirmada
FF, Ff ve ff frekanslarini hasta grubunda %52, %39.3 ve %8.5 kontrol
grubunda ise %44.8, %47 ve %8.2 olarak raporlanmistir. Bizim ¢alismamizda
kontrol grubunda FF, Ff ve ff oranlari ise sirasiyla %44, %47.7 ve %8.3
olarak bulunmus olup bu galigma ile kontrol grubu genotip dagihm oranlari
agisindan oldukga benzer veriler elde edildigi gozlenmigtir. Toptas ve
arkadaslan (57) beyin kanserli hastalarda yaptiklar galismada FF genotip
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frekansini kontrol grubunda %45.9 meningioma grubunda ise %43.2 olarak
bildirmiglerdir. Yoldemir ve arkadaslan ise (58) postmenapozal Turk
kadinlarinda FF genotip frekansini, premenapozal kadinlar ile
karsilastirdiklarinda, siklik oranlarini sirasiyla %50.77 ve %47.69 olarak
raporlamiglardir. Dayangag ve arkadaslar (59), saglikli Turk populasyonunda
yaptiklari galismada; FF frekansini %55, Ff ve ff frekanslarini ise sirasiyla
%36 ve %9 olarak bildirmislerdir. Ayni ¢alismada F allel frekansi %73 iken f

allel frekansi ise % 27 olarak raporlanmistir.

Sonug olarak arastirmamizda elde ettigimiz veriler bizlere D vitamini
dizeyleri veya VDR gen polimorfizmlerinin, Urotelyal tip mesane kanserinde
istatistiksel olarak anlamli risk artisina neden olmadigini géstermektedir. Fokl
polimorfizminde, genotip dagihmi acisindan hasta ve kontrol gruplari
arasinda gozledigimiz istatistiksel olarak anlamli farkin, daha genis gruplarda
irdelenmesinin yararl olabilecegini distinmekteyiz. Ayrica hayvan deneyleri
ile D vitamini kanser iligkisine dair dnemli veriler bildiriimesi bu alanda insan
calismalarinin yapilmasina halen ihtiya¢ oldugunu, 6zellikle de D vitamini
dizeyleriyle ilgili uzun takipli prospektif kohortlar ile bu durumun

aydinlatiimasinin faydali olabilecedi kanaatini tagsimaktayiz.
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