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OZET
Mesane Kanseri Tanili Olgularda p53 Geni Mutasyon Analizi

p53 geni insan malignansilerinin yaklagik %50’sinde mutasyona
ugrayan bir timor supresor gendir. Tumor supresyon etkisini, pek ¢ok geni
regule ederek, bu genlerin cevaben hucre siklusu regulasyonu, DNA tamiri
ve apopitoza gitmelerini saglayan bir ¢ok yolla gergeklestirmektedir. p53,
mesane kanserinde en fazla mutasyona ugrayan tumor supresor gen olma
Ozelligini tagsimaktadir. Bu ylzden mesane kanserinin prognozunda énemli
bir biomarker olabilir. Bu arastirmada, urotelyal karsinom teshisi konmus 22
olguya ait mesane tumor doku orneklerinden DNA izole edilip, PCR
metoduyla 5., 6., ve 7. ekson bdlgeleri amplifiye edildikten sonra, enzim
kesimi yapilarak 5. ve 7. eksonlarda p53 geni mutasyon analizi
gerceklestiriimisgtir. Mutasyon analizi gergeklestirilen olgularin % 45’inde p53
geni mutasyonu saptanmis olup, saptanan mutasyonlarin %60’ inin 5.
eksonda bulunan 175. kodon, %40'inin ise 7. eksonda bulunan 249.

kodonda oldugu belirlenmigtir.

Anahtar Sozciikler: p53 geni, mesane kanseri, PCR, enzim kesimi



SUMMARY
p53 Gene Mutation Analysis in Cases with Bladder Cancer

P53 gene is a tumor supressor gene mutated in approximately 50% of
human malignancies. It performs its tumor supression effect by regulating
many genes and canalizing them for cell cycle regulation, DNA repair and
apoptosis by many pathways. p53 has the property of being the most
mutated tumor supressor gene in bladder cancer. Due to this, it may be an
important biomarker in bladder cancer prognosis. In this study, DNA was
isolated from bladder tumor tissue samples of 22 cases diagnosed to be
urothelial carcinoma. After then, 5th, 6th and 7th exons of p53 were amplified
by PCR method and p53 mutation analysis was performed by enzyme
restriction in 5th and 7th exons. In 45% of cases performed mutation
analysis, p53 gene mutation was detected. 60% of mutations were in 5th

exon, codon 175 and 40% of mutations were in 7th exon, codon 249.

Keywords: p53 gene, bladder cancer, PCR, enzyme restriction



1.GIRIS

insanlarda olusan kanserlerde p53 iin rolii g6z ardi edilemez. Biitiin
insan malignansilerinin yaklasik yarisi p53 geninde mutasyonlara sahiptir (1).
En fazla p53 degisim frekansini kolon kanserleri gostermekle birlikte, kanser
tiplerinin gogu p53 mutasyonu gosterir (2). p53 mutasyonlari birgok timor
tipinde o©Onemli klinopatolojik korelasyonlar gostermigtir.  Genitouriner
kanserler (testis kanseri, pheochromocytoma (bobrekustli bezinin medulla
kismindaki kromafin hdcrelerden ileri gelen timdr), Wilms timor (konjenital
ve son derece kotl huylu bir bobrek timoéri) cogunlukla p53 mutasyonlari
gostermemesine  karsin, mesane ve prostat kanserlerinde p53
mutasyonlarina rastlamak mumkundar. p53 mutasyonlarinin mesane
kanserinin patogenezinde erken, diger kanser tiplerinde ge¢ olustugu
gOrulmustar (2, 3).

Mesanenin transizyonel hucre karsinomu (TCC) prostat kanserinden
sonra genitouriner sistemin ikinci en yaygin malignansidir ve her yil sadece
Amerika Birlesik Devletlerinde bile 54.000 civarinda yeni tani ve 12.000’ den
fazla 6limden sorumludur. Mesane kanserinde go6zlenen slperfisyal
tumorlerin nuks etmesi yaygindir, ve bu tumorlerin %15’ inden fazlasi kas
invazyonuna gitmektedir. Kas invazyonuna sahip olgularda, sistektomiden
sonra hastaliktan iz kalmadigi sylense de bu olgular niksetme, ilerleme ve
metastaz icin yiiksek risk altindadirlar. ilerlemis diizeydeki hastahgin
tedavisinde kemoterapi ve radyasyon, hayal kirikligina ugratmaktadir.
Hastaligin tedavisini optimize etmek ve yasama suresini artirmak igin,
niksetme, devam etme ve metastaz riski tasiyan hastalar icin, hastaligin
tanimlanmasinin  gelisimine belirgin  ihtiyag vardir. Hep ayni sekilde
olmamasina ragmen, mesane kanserinde p53’Un potansiyel bir biomarker
oldugu konusundaki yogun c¢alismalar, hastaligin devam etmesi ve olum
orani p53 mutasyonlariyla korelasyon gostermigtir (4-6).

Calismamizda mesane kanseri tanisi alan olgularda p53 mutasyon

analizi gerceklestirmek Uzere, bu olgulara ait parafine gémula timoér doku



ornekleri kullanildi. Bu orneklerden DNA izolasyonu gergeklestirilip izole
edilen DNA’dan, PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) metodu kullanilarak
hedef eksonlar amplifiye edildikten sonra elde edilen PCR Urlnlerine enzim
kesimi yapilmasi yoluyla mutasyon analizi gergeklestirildi. p53 geninin 5. ve
7. eksonlarinda bulunan ve en ¢ok mutasyona ugrayan “hot spot”
kodonlardan olan 175. ve 249. kodonlara yonelik mutasyonlari saptamak
uzere enzim kesimi yapildi.

p53 mutasyonlarinin diger kanser tiplerinin patogenezinde geg¢
olusmasina ragmen, mesane kanseri patogenezinde erken olugsmasi ve
yapilan bazi ¢aligmalarin mesane kanseri prognozunu hastaligin ilerlemesi
ve Olum oraninin artmasi ile korelasyonu uzerine yogunlagsmasi, p53
mutasyon analizinin klinige faydali olabilecegini dugundurmustur.

Bu, arastirmada Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji
Anabilim Dal’nda uUrotelyal karsinom tanisi alan mesane kanserli olgularda

p53 geni 5. ve 7. ekson mutasyonlarinin belirlenmesi amacglanmistir.

1.1. Mesane Kanseri

Mesane kanseri, 2000 yilinda dinya c¢apinda tahminen 13.432
olimden sorumlu olmustur (7). Mesane timorleri, erkeklerde akciger, prostat
ve kolorektal tumoérlerinden sonra 4. siklikla goralurken, kadinlarda tumor
tipleri arasinda 8. siklikla gorulenidir; erkeklerde buatin timorlerin %7’sini
olustururken, kadinlarda %3’Unu olustururlar. Ortalama goériulme yasi 65 olan
uroepitelyal tumorlerin 60 yasindan sonra insidansi giderek artar, 40
yasindan o6nce gorulme orani %1’den azdir. Endustri ulkelerinde daha sik
gOrulen mesane tumorleri, erkeklerde kadinlara oranla 2-3 misli daha fazladir
(8).

Bir timor tek basina kanser degildir;  “kanser”  olarak
nitelendirilebilmesi igin, invazyon igin potansiyelinin olmasi gereklidir.
Anormal replikasyona ugrayip tumor olusturan hicreler, farkli bir tabakaya
girip yayilirsa invazyon olusmus demektir. Buna ek olarak, bu hicreler kan
damarlarina girebilir, yeni timorler gelistirip, metastaz yapabilecekleri uzak

organlara tasinabilirler.



Vucuttaki organlar arasinda fiziksel bir sinir oldugu gibi, organin
kendisinde de sinirlar vardir. Bununla paralel olarak mesane duvarinin bircok
doku tabakasi vardir (9). Mesane kanserini anlamak igin dncellikle
mesanenin naslil bir organ oldugunu bilmek gerekir. Mesane, idrar rezervuari
olarak goérev yapan i¢i bos, muskuler bir organdir. Mesane duvarinin i¢
yuzinde transizyonel epitelden ibaret mukoza bulunur. Mukozanin Gzerinde
konnektif ve elastik doku iceren submukoza (lamina propria) ve bunun
diginda detrusor kas tabakasi bulunur. Mesane kubbesi ve posterior yuzu

peritonla ortuludur (10).

1.2. Epidemiyoloji ve Etiyoloji

Mesane kanserinin insidansi Amerikali beyazlarda, Amerikal
zencilerden; batidaki endustrilesmis ulkelerde Afrikali ve Asyali milletlerden
ve kentsel alanlarda, kirsal alanlardan daha yUksektir. Bu yonelimler, mesane
kanserinin  gelisiminde endustriyel maddelerin rol oynadigini akla
getirmektedir (11). 2-naftilamin, benzidine ve 4-aminobiphenil gibi kimyasal
karsinojenler mesane kanseriyle iligskilendirilmis olup, bu karsinojenler, lastik
ve tekstil isinde, boyacilikta, deri islemeciliginde ve kuaférlik gibi birgok
meslekte kullaniimaktadir (11, 12).

Sigara igiciligi mesane kanseri igin tek basina risk faktoradar.
Erkeklerdeki olgularin en az %50’sinden sorumludur. Sigara icmeyenlerle
kiyaslandiginda, sigara igenlerde hastalik gelistirme riski 2 kat fazladir.
Dahasi risk doza da baghdir; sigarayl birakanlarin riski, sigara i¢cen ve
icmeyenlerin ortasindadir (11, 13, 14). Phenacetin iceren analjeziklerin,
uretelyal neoplazmalarin patogeneziyle iligkili oldugu gosterilmistir (15, 16).
Bilharziasis, mesane taglari ve kronik kateterizasyon gerektiren sartlar gibi
kronik mesane enfeksiyonlari ve irritasyonlari skuaméz hicreli mesane
kanserinin gelismesine neden olurlar (11, 17, 18). Kahve ve suni
tatlandiricilar gibi diyet faktorlerinin karsinojen oldugunu akla getiren bulgular
degiskendir (19, 20).

Ailesel mesane kanseri, mesane kanserli hastalarin ¢cok kuguk bir

kismindan sorumludur. Buyuk olgu-kontrollt bir ¢alisma, bu ailelerde mesane



kanserini gevresel ve genetik faktorlerin bir kombinasyonunun olusturdugunu

akla getirmektedir (21).

1.3. Mesane Kanserinde Gozlenen Sitogenetik Degisimler

Mesane kanserinin kromozomal c¢alismalari, ¢ogu solid timorde
oldugu gibi oldukga komplikedir ve sonugclar degiskendir. Molekuler biyolojik
yontemler kullanarak, arastiricilar yapisal ve sayisal kromozomal
degisiklikleri ve allelik delesyonlari saptayabilmislerdir. Mesane kanserinin
butin evrelerinde 9. kromozomun bir kisminin veya tamaminin delesyona
ugramasi, bu degisimlerin erken mesane karsinogenezinden sorumlu
olabilecegini akla getirmistir (22, 23). 7. kromozomun sayisal artigi, tUmaor
derecesinin artisi ve proliferasyonla korelasyon gostermistir (24). ileri evre
tumorlerde, hakim olarak 3p, 11p ve 17p delesyonlari olusurken, bu
bdlgelerdeki genlerin kaybi timor ilerleyisine neden olmus olabilir (25).
Bununla birlikte, genetik c¢alismalardaki ilerlemelere ragmen, mesane
kanserinde etkilenen genlerin ¢ogu ve biyolojik fonksiyonlari hala

bilinmemektedir.

1.4. Mesane Kanserinde Gozlenen Molekuler Genetik Degisimler

1.4.1. Onkogenler

Mesane kanserinde onkogenlerin roll, diger kati timdrlerde oldugu
kadar anlamli degildir. %9-34 arasi degisen oranlarda, buatin insan
malignansileri i¢inde HER-2/neu onkogeninin mesane kanserinde
overekspresyon insidansi en yuksektir (26, 27). Yuksek derece ve ileri evre
timorlerde daha sik bulunmustur. Mesane timorlerinin yaklasik %7-20’sinin

ras mutasyonuna sahip oldugu bilinmektedir (28, 29).

1.4.2. Tumor Supresor Genler
Mesane kanserinde en sik degisen ve muhtemelen hastaligin
ilerlemesinde de en 6nemli olan timoér supresor gen (TSG) p53’tir. DNA

sekanslama veya p53 proteininin ekspresyonuyla belirlenen mesane tumoru



p53 mutasyon insidansi, %50-60 olarak belirlenmistir (30, 31). Dahasi, p53
mutasyonunun varhgi, yuksek dizey ve invazif timorlerle korelasyon
gOstermistir (31, 32). Esrig ve arkadaslan tarafindan yapilan bir ¢calismada,
her diuzeyde mesane kanseri gosteren 243 sistektomi orneginden %42’sinin
p53 protein overekspresyonuna sahip oldugu ve bu overekspresyonun bu
populasyonda kayda deger bir hastalik tekrarlama ve 6lUm riskini bagimsiz
olarak énceden tahminine olanak verdigi gosterilmistir (32).

p53 mutasyonunun varliginin, biyolojik olarak agresif davranig
gosteren mesane karsinoma in situ’ya (Carcinoma in situ) (CIS) neden
olmasi muhtemeldir. Aksine, dlsuk derece (grade), dusik evre (stage)li
papiller mesane kanserinde, p53 mutasyon insidansi ¢ok dusuktur. Bu
sebeple, p53 mutasyonunun varligina bagh olarak, superfisyal mesane
kanserinde tUmor gelisiminde iki yol oldugu hipotezi ileri surtlmastur (33).

Cairns ve arkadaslari transisyonel hicre karsinomu olan 94 hastadan
28'’inde retinoblastoma (Rb) geninin allelik kaybini yiksek derece ve ileri evre

tumorlerde daha sik olarak gozlemiglerdir (34).

1.4.3. Buyume Faktorleri

Bilim adamlari bazi buylme faktorlerinin mesane timoéri olan
hastalarin idrarlarinda veya tumorlerin icinde daha yuksek konsantrasyonda
oldugunu fark etmiglerdir. Bu faktorlere drnekler; epidermal bluyume faktoru
(epidermal growth factor = EGF), fibroblast  buyume faktérlu (fbroblast
growth factor = FGF) ve transforme edici bliyume faktéraduir (transforming
growth factor = TGF) (35).

1.5. Mesane Kanserinde Patoloji

Mesane kanseri tipleri, karsinoma in situ (CIS), invazif transisyonel
hicre karsinomu (TCC), metastatik transisyonel hucre karsinomu (TCC),
transisyonel olmayan hicre karsinomlari (adenokarsinoma, sukuamoz hucreli
karsinom, undiferansiye karsinoma, miks karsinoma) olarak siniflandirilabilir
(36).



1.5.1. Derecelendirme (Grading)

Derecelendirme, hiicresel atipi, nikleer anomaliler ve mitoz sayisina
dayandiriimistir. Mesane timérleri Diinya Saglik Orguti (World Health
Organisation = WHO) kriterlerine gore Ug¢ kategoriye siniflandiriimistir;
derece 1, 2 ve 3 (37).

1.5.2. Evrelendirme (Staging) Sistemi

Mesane kanseri icin Jewett-Marshall evrelendirme sistemi ve TUumor-
Nod-Metastaz (Tumor-Node-Metastasis) (TNM) sistemi olmak Uzere iki
evrelendirme sistemi mevcuttur. Genellikle, TNM sistemi evrensel olarak

kabul gérmus ve tercih edilmistir (38).

Tablo 1.1. Evrelendirme sistemi (39).

Mesane Tumérlerinin Evrelendirmesi (TNM)

pTX Primer tim&r degerlendirilmedi

pT 0 Primer timor

pTa Papiller non invaziv karsinom

pTis Karsinoma in situ

pT1 Epitel alti bag dokuda tumér var
(Muscularis mukozaya goére pT1a, b, c)

pT2 Kas invazyonu var

pT2a Superfisyal kas invazyonu

pT2b Derin kas invazyonu

pT3 Perivezikal yag doku tutulumu

pT3a Mikroskobik

pT3b Makroskobik (ekstra vezikal kitle)

pT4 Prostat, vajen, uterus, pelvik ve

abdominal duvar invazyonu

pT4a Prostat, vajen, uterus invazyonu

pT4b Pelvik ve abdominal duvar invazyonu

pNX-0-1-2-3 | Bolgesel lenf nodu metastazlari

pMX-0-1 Uzak metastaz




Ta

T2b

Tia

Tib
UrotedyLm

Lamina Propria

Kaz
Tabakas

Perivezikal Yad
Tabakaz

Sekil 1.1. Mesanenin tabakalari ve tumor evreleri (40).

1.6. p53 Geni

13,000 F DV pit el il Dl qidl TARAEN ot Dt 45

Sekil 1.2. p53 geninin kromozomal lokalizasyonu (41).

p53 proteininin 1979'da kesfedilmesi, virolojik yaklagim ve serolojik

yaklasim olmak Uzere iki tip galismanin neticeye ulasmasiyla olmustur (42).

1.6.1. p53 Hakkinda lyi Bilinen Virolojik Yaklagim
SV-40 transforme hucrelerinin ¢alismalari, baylk T antijeniyle birlikte,
55 kDa'luk bir proteinin de c¢okeldigini gostermistir (43-47). Bu

asosiyasyonun, bu iki protein arasindaki bir in vivo iligki sonucu oldugu
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gosterilmistir (45). Daha sonra, bu proteinin hicresel genom tarafindan
kodlanmig olabilecegi dusUnulmagstir.  Linzer ve Levine fare (murin)
transforme SV40 hicrelerinin  buydk bdlimunde ve enfekte olmayan
embriyonik karsinom hucrelerinde 54 kDa proteinin overekspresyona
ugradigini  gostermigler ve SV40 enfeksiyonunun veya fare hucreleri
transformasyonunun, selller bir 54 kDa proteinin stabilitesini ve sentezini

uyardigi sonucuna varmislardir (46).

1.6.2. p53 Hakkinda Cok lyi Bilinmeyen Serolojik Yaklagim

1979’ da Deleo ve arkadaslari, farelerin Meth A gibi bazi
methylcholanthrene‘le indUklenmis tumor hdcre hatlarina  humoral
cevaplarinin, p53 tarafindan yonetildigini gostermiglerdir (48). Daha sonra,
bircok timor tipine egilimli olan hayvanlarin p53’e spesifik immun cevap
olusturduklari bulunmustur (44). Crawford ve arkadaslari ilk kez 1982’ de
meme kanserli hastalarin serumlarinin %9’unda insan p53 proteinine karsi
antikorlar tanimlamiglardir (49). Anlamli bir klinik korelasyon bildiriimemistir.
Caron de Fromentel ve arkadaslari daha sonra bu tip antikorlarin cgesitli
kanser tipleri olan ¢ocuklarin serumlarinda mevcut oldugunu bulmuslardir
(50).

1.6.3. p53’tin Bir Onkogen Oldugunu Dusilindiiren Bulgular

p53 igin yapilan ilk ¢alismalar, hlcre proliferasyonunu tesvikle iligkili
olabilecegini akla getirmistir. Reich ve Levine tarafindan yapilan deneylerde,
farelere ait hucrelerin gelisimi, serumdan yoksun birakmak suretiyle
durduruldugunda, c¢ok dusik p53 mMRNA ve protein seviyeleri ortaya
koyduklari  goralmustar. Hucre, serum situmilasyonuyla gelismeye
induklendiginde ise, p53 MRNA ve p53 protein sentez orani oldukcga
yukselmis, DNA replikasyonunun baslamasindan hemen once, G4/S sinirina
yakin ise pik yapmigtir (51). Dinlenme halindeki normal T lenfositleri ve
normal diploid fibroblastlarla yapilan benzer deneylerde ise p53
ekspresyonunun daima hicre gelisiminin indUksiyonuyla birbirine bagh

oldugu gosterilmistir (52, 53). Bu g6zlem, p53 proteininin diger
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karakteristiklerine (kisa yarit d6mur, nukleer lokalizasyon) eklenmistir, bu da
p53’Un hucre proliferasyonunda pozitif rol oynayabilecedini akla getirmistir.
Bu fikir, Mercer ve arkadaslarinin ¢calismasiyla kuvvetlenmigtir (53).

p53 antikorunun, dinlenme halindeki Swiss 3T3 fare hucresi
nukleusuna mikroenjeksiyonu, hicrelerin serumla stimilasyonundan sonra S
fazina girmesini engellemistir. Bu inhibisyonun sadece mikroenjeksiyon,
stimilasyon zamaninda yapildiginda etkili olmasi, p53’ iin Go/ G4 transisyonu
icin kritik oldugunu akla getirmistir (53, 54). Daha sonra benzer sonuglar
mutant p53’0 ekspresse eden methylcholanthrene’le transforme olmus fare
hicrleri kullanildiginda da elde edilmigtir (55, 56). Butin bu goézlemler,
yabanil p53’ Un hicre proliferasyonunda pozitif bir regulatér oldugunu
dusundurmasgtur.

1984’ te iki arastirma grubu murin pS53’lerinin, aktif c-Ha-ras
onkogenini kodlayan plazmidlerle transfeksiyonunun, REF hucrelerini, myc
veya E1A onkogenlerindeki gibi etkiledigini bildirmislerdir (57-59). Bu
gozlemler p53’Gn “nlkleer dominant onkogen” olarak siniflandiriimasina
sebep olmustur. Uglincti bir grup arastirmaci mirin p53’lerinin normal rat
kondrositlerini  dlumsuzlestirip ras transformasyonuna duyarli hale

gelmelerine yol agtigini gostermistir (58, 60).

1.6.4. Bir Tumor Supresor Olarak p53

Friend virisu tarafindan induklenen timorlerde, tiumor hucrelerinde
bulunan p53 siklikla yeniden duzenlenmig, bu da ekspresyonun
engellenmesine veya truncated (eksik-budanmig) veya mutant proteinin
kodlanmasina yol agmistir (61). Calisilan butin durumlarda, kromozomun
kaybiyla ikinci allel kaybolmus veya delesyonla etkisiz hale gelmistir. Bu
timor modelinde, p53 geninin fonksiyonel inaktivasyonuyla, in vivo'da friend
lI6seminin gelisimi boyunca, eritroid hucrelerin segici bir gelisme avantaji
kazandig1 gorulmektedir.

F9 hicrelerinden izole edilen murin p53 cDNA klonlardan birinin aktif
Ha-ras geniyle igbirligi yapmasi, p53 cDNA klonlarinin davranig olarak

birbirinden farklihk go6sterdigi konusunda diger bir ipucu olmustur (62).
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Mevcut batin p53 cDNA klonlarinin incelenmesi, daha dnce polimorfizmden
kaynaklandigi tahmin edilen birgok kodon degisimlerini gostermistir. Bununla
birlikte, bu p53 sekans farkhliklarinin, farkli tiarlerde karsilastiriimasiyla,
bazilarinin yuksek duzeyde korunmus bolgelerde olmasinin polimorfizme
bagli olmayan bir 6zellik oldugu ortaya konulmustur (63, 64).

Bu sekanslar tekrar dikkatle arastirildiginda F9 cDNA klonunun
yabanil oldugu, fakat transfeksiyon deneylerinde kullanilanlarin, transforme
edici Ozelliklerini aktive eden nokta mutasyonlar icerdikleri gosterilmigtir.
Daha sonra yapilan deney setlerinde, yabanil p53 kodlayan bir plazmidin,
p53 ve aktif Ha-ras geni igceren plazmidin transformasyon potansiyelini
azalttigr gosterilmistir (65, 66). Bununla birlikte yabanil p53’in E1A veya myc
ve aktif Ha-ras geni karigiminin yaptigi transformasyonu baskiladigi
gosterilmistir. Bu transformasyon deneyleri, yabanil p53’an in vitro’da hucre
transformasyon supresori oldugunu gostermistir.

Farkli insan kanserlerinde veya hucre hatlarinda p53 ekspresyonu,
bircok arastirici tarafindan uzun sure galigilmigtir. Bu ekspresyon siklikla
yuksek duzeyde bulunmus fakat bu fenomen icin kesin bir agiklama
yapilamamistir, ¢linkl osteosarkomlardan baska bir yeniden dizenlenme,
Southern blot ydontemiyle saptanamamigstir. Kolorektal kanser olgularinin
genetik incelemelerinde, p53 genini tagiyan 17. kromozomun kisa kolunda

heterozigosite kaybi yliksek oranda goézlenmigtir (67).

1.6.5. Li-Fraumeni Hastalarinda p53 Geninin Germline Mutasyonlarinin
Bulunmasi.

Mutant p53 geni tasiyan transgenik farelerde, sarkomlar basta olmak
uzere, pek ¢ok kanser tipinin gelistigi goriimustir (68). Bu gdzlem birgok
arastirictyl, Li-Fraumeni sendromlu hastalari galismaya yonlendirmistir. Bu
sendrom, osteosarkomlar, meme kanseri, yumusak doku sarkomlari ve
|6semiler de olmak Uzere genis bir kanser spektrumunun, ¢ok erken yasta,
ailesel bir iliski géstermesiyle karakterizedir. istatistiki analizler, bu bireylerin
%50’sinin, 30 yaslarindan 6nce tumodr geligtireceklerini, %90'inin da 70

yasindan Once tumor gelistireceklerini gostermigir. Bu sendroma sahip
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ailelerin buylk ¢ogunlugunda p53 germline mutasyonlar bulunmustur (69,
70). Butin olgularda kanserin gelismesi ve mutant allelin transmisyonu

arasinda kesin bir korelasyon odugu tespit edilmigtir.

1.6.6. Bir Tumor Supressor Gen Olarak Yabanil p53 ve Bir Dominant
Onkogen Olarak Mutant p53

Butun bu bilgiler bir araya getirildiginde p53 genini bir tumor supresor
olarak tanimlamak mumkun olmustur. TUmor supresor genlerin baglicasi olan
Rb geninden farkli olarak, p53 geninin bazi orijinal 6zellikleri vardir. Ozellikle,
transaktivasyonal aktivitesini kaybetmis bir mutant proteinin Gretimine yol
acan ve p53 genindeki degisimlerin %95’'inden sorumlu olan mutasyonlar
nokta mutasyonlaridir. Bununla birlikte bu mutant proteinin sentezi, hicre igin
zarasiz degildir. Ozellikle bazi mutant p53’ler (mutasyonun yerine bagl
olmak Uzere) transdominant bir fenotip sergilerler ve inaktif bir
heteroligomerin olugsumunu indUklemek igin geriye kalan yabanil allelin
ekspresyonuyla olusan yabanil p53’e eslik etme yetenegindedirler (71).

Mutant p53’le aktif Ha-ras geninin bir araya getiriimesiyle, bazi p53
mutantlarinin  yliksek, dominant onkogenik aktiviteye sahip oldugu
gOsterilmistir (72).

Bu gozlemler, mutant p53’'in mutasyon tipi ve fenotipine gore birgok

sinifinin oldugu fikrine yol agmistir (73). Bu siniflara goz atacak olursak ;

1. Tamamen inaktif oldugu halde transformasyona karismayan gecersiz,
degersiz (null) p53 mutasyonlari

2. Tam olarak inaktif olan ve yabanil allelden ekspresse olan yabanil
p53’U engelleme yeteneginde olan dominant negatif mutasyonlar

3. p53’Un normal fonksiyonun degisip, onkogenik aktivite kazandigi ve

direkt olarak transformasyona karistigi, dominant pozitif mutasyonlar.

1.6.7. p53 Geni ve Proteininin Yapi ve Ozellikleri
p53 geni 17p13.1 lokusunda 20 kb’hk (20303 bg) DNA  kesimi
Uzerinde bulunur (74). 2,6 kb (2629 b¢) mRNA Uretmek tGzere kombine olmus



14

11 ekson icerir (75). p53’Un 1. eksonu kodlamayan (non-coding) bir
eksondur. Bu bdlgenin kararli bir ilmek olusturarak yabanil p53’e siki bir
sekilde baglanip, mutant p53’e baglanmadigi gosterilmistir. Bu baglanma,
p53 MRNA’sinin translasyonunu spesifik olarak engelleyerek, hicrede p53
proteini seviyesini bu yolla kontrol edebilmektedir (76).

p53 proteini (563,000 kDa), “upstream” regulatoér bolgelerinde veya
intronlarinda p53 baglama bdlgeleri olan genlerin ekspresyonunu aktive eden
diziye 6zgu DNA baglama proteinidir. p53 proteini, hicre tipi, hasar dizeyi,
benzerlik ve henlz tanimlanmamig bircok parametreye bagl olarak farkli
yollarla aktive edilen, ylUzlerce gende bulunan DNA tanima sekanslarini
baglayan bir transkripsiyon faktori olarak gérev yapmaktadir (77-79). p53,
p53 baglayici bdlgeleri olmayan birgok genin de transkripsiyonunu baskilar
Ki; bu da transkripsiyonu degistirmesi igin p53’'Un DNA'ya fiziksel olarak

baglanmasinin gerekmedigini gosterir (1,80).

11 9 p53 GENI
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Sekil 1.3. p53 geninin yapisi (76).
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p53 proteini her biri spesifik fonksiyonlara sahip 5 bdlgeye ayrilabilir:

13940 100101 306 307 355356 393
AMING  PROLINCE ZEMGIN KOR BOLGE OLIGOMERIZASYON  KARBOKSI
TERMiMAL BALGE (DhL BASLAYAN BOLGE)  (TETRAMERIZAZYOM) TERMiMALI
BOLGES]

Sekil 1.4. p53 proteininin yapisi (81)’den degistirilerek.

p53 proteininde kabul edilen bes bolge:

1.

Amino terminali: 1-39’a kadar olan amino asit rezidulerinden olusan
asidik bir transaktivasyon bolgesi ve Mdm 2 proteini baglanma
bdlgesidir (81). Bu bdlge, gen ekspresyonunu duzenler. Amino
terminali icindeki bazi amino asitler, hedef genlerin p53 tarafindan
pozitif ve negatif reglilasyonu acisindan kritik gériinmektedirler (74).
Prolince zengin bolge: 40-100’e kadar olan amino asit rezidulerinden
olusan p53’Un ¢ogunlugunda korunmus olan, tekrar eden prolin
reziduleri serilerini iceren bolgedir (81). Bu bdlge transaktivasyon
fonksiyonu ve apopitozis icin de gereklidir ve p53’ Un negatif
regulasyonunda gorev almaktadir (82).

Merkezi (central) veya kor bolge: 101-306’ya kadar olan amino asit
rezidilerinden olusan diziye 06zgi DNA baglama bdlgesini
kapsamaktadir (81). Diziye 6zgi DNA baglama bolgesi, DNA’ya
fiziksel olarak baglanan 2 (alfa) heliks ilmek igin bir yapi iskelesi gorevi
gbren anti paralel (beta) bir tabakadir. Yanlis anlamh (missense)
mutasyonlarin %90’dan fazlasi bu bélgede olusmakta, bu da proteinin

yapisal butinligunin kaybina sebep olmaktadir (1). DNA baglama
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bdlgesindeki mutasyonlar p53’'Un tUmoér supresor  aktivitesini
degistirirler ve kanserde yaygindirlar (74).

4. Oligomerizasyon (tetramerizasyon) bolgesi: 307-355'e kadar olan
amino asit rezidulerinden olusan bolgedir. Dimerizasyon igin gerekli
olan bir alfa-heliks tarafindan izlenen beta zinciri igerir. p53, iki
dimerden olusan bir dimerdir. Oligomerizasyon bdlgesinde bir nikleer
eksport sinyali (nuclear export signal) lokalize olmustur (81). Normal
p53 fonksiyonu, oligomerizasyon bolgesi tarafindan duzenlenen bir
islem olan, proteinin oligomerizasyonu ve 6zel konformasyonuna da
baghdir. p53’ Un tetramerik formu olan dimerlerin dimerinin, DNA’yla
veya cesitli proteinlerle karsilikh etkilesmek igin artiriimis yetenegi
vardir. Yaygin olmasa da, oligomerizasyon bolgesindeki mutasyonlar,
tetramerizasyonu, DNA baglayicihidini ve timoér hucresi gelismesinin
inhibe edilmesini engeller (1).

5. Karboksi terminali: 356-393’e kadar olan amino asit rezidulerinden
olusan bazik bolgedir. Ug¢ adet nlkleer lokalizasyon sinyali
(NLS=nuclear localization signal) ve hasarli DNA'ya baglanan bir non-
spesifik DNA baglama bdlgesi, ayrica RNA’ ya 6zel olarak baglanan
amino asitler igerir. Bu bolge, kor bolgenin DNA baglama 6zelliginin
negatif regulasyonunda (81), ve DNA tamir prosesinin p53 tarafindan
regulasyonunda gorevlidir (74). Bu bdlgenin p53’Un apopitotik

aktivitesini kontrol ettigi de gosterilmistir (83).

1.6.8. p53’ iin Aktivasyonu

Normalde, sadece 20 dakikalik bir yari dmre sahip oldugu igin, p53’ Gn
hiicresel konsantrasyonu dustiiktir. Ustelik, p53 protein fonksiyonu igin
aktivasyona ihtiya¢c duyan latent bir formda bulunur (1). Diasuk ribonukleozid
trifosfat seviyeleri p53’ U stimule etse de, p53’U aktitive eden baslica
upstream olaylar DNA hasari ve hipoksidir. DNA hasari, yukselmis p53
seviyesi, daha uzun bir yart omur ve transkripsiyon faktdrl olarak
aktivasyonla sonuglanir. p53’'in DNA hasarini tam saptama mekanizmasi ve

sonraki dahil oldugu sinyal transduksiyon vyollari iyi tanimlanmamigtir.
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Bununla birlikte, DNA ipligi kiriklari ve DNA tamir aracilarinin p53’ U aktive
ettigi dusunulmektedir (84). Hipoksi p53 proteininin  konsantrasyonunu
yukseltir ve aktive eder, ve bu belki de hipoksik hucrelerin p53 araciligiyla
apopitozine yol agar (1). Sonugcta, dusuk ribonukleozid trifosfat seviyeleri p53
ekspresyonunun yukselmesini tesvik ediyor olabilir, ¢inku normal
konsantrasyonlar S fazinin ve hicre siklusunun devami igin gereklidir. Dusuk
ribonlkleozid trifosfat seviyelerinin GO/G1 huicre siklus arrestiyle sonuglanan
bilinmeyen sinyal mekanizmalari yoluyla p53’'u aktive ettigi dusunulmektedir
(85).

1.6.9. p53 Proteininin Fonksiyonlari

HPV E6
DINA hasan SV40 __ Hiicre siklusu regiilasyonu
Biiyiik T Antijeni
Hipoksi sk Ly 4 Ri'nm fosforlanmast
@ 12l - |, E2F'nin serhest
Diisik riboniileozid rifosfat |pcNg  elmas
seviyeleri
@ —  Apopitoz
‘ P33
P33 —- ki -
fnaktif (akdif)
(ubiquitin) (=) /
mdm? @
— Anjivogenez

Sekil 1.5. p53 proteininin fonksiyonlari (74).

p53’Un fonksiyonlari gesitli ve komplekstir (Sekil 1.5). p53

aktivasyonunu izleyen hucresel cevaplar; hicre siklusu regulasyonu, DNA
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tamiri ve apopitozdur. Bu konudaki genel dusince, DNA hasara ugradiginda,
p53 aracil yollarin, hasari, hicre siklusunu durdurarak veya DNA tamiriyle
duzeltmeye giristigidir. Eger hasar tamir edilemeyecek kadar buyukse, p53,
apopitoza tesvik eder (74).

Yabanil p53’Un hucre siklusu Uzerinde, p16 siklin D1 siklin bagimli
kinaz-4 (Cdk4) Retinoblastoma (Rb) yolu, p21*-PT yolunu da kapsayan
bircok regulator yolu igeren sayisiz etkisi vardir (74).

p16 siklin D1 Cdk4 Rb yolu, hicre siklusunun G4 den S fazina gegigini
dizenler; ve neredeyse kanserlerin tuminde bu dort komponentten biri
degisir veya mutasyona ugrar. p16 bu yolun negatif regulatéruadir ve
mutasyon veya hipermetilasyonla, gorev disi kalir. Siklin D1, birgok kanserde
asirt eksprese olmustur. Cdk4 degisimleri, bu yolun p16’nin sebep oldugu
negatif regulasyona hedef olmasini engeller. Rb proteini, hicre siklus
regulasyonu igin kritiktir. ~ Rb, fosforilasyonunun baslica hedefidir ve
normalde, G1 fazindan S fazina geciste gerekli olan E2F-DP transkripsiyon
faktor komplekslerini regule eder. Rb’nin fosforilasyonu, E2F-DP’nin Rb
klompleksinden serbest hale ge¢gmesini saglar. Serbest E2F-DP, S fazina
gegise izin verir (86).

p21"af-ePl volundaki WAF1-CIP1, p53’ e cevap vermeye istekli
(responsif) bir downstream hedef gendir. p21 birgok cyclin-Cdk kompleksini
baglayan, WAF1-CIP1 geninin protein drunudir. p21’in baglanmasi, Cdk
aktivitesini 6nleyip, Rb’nin fosforilasyonunu inhibe eder, bdylece eninde
sonunda Gy¢’i durdurarak hicre siklusunun devamlihdini bloke eder. p21
ayrica, DNA tamirinde PCNA’ nin (prolifere olan hicre nikler antijeni =
proliferating cell nuclear antigen) rolunu etkilemeden, PCNA’ya baglanarak
DNA replikasyonunda PCNA' yI inhibe eder (74).

Transgenik farelerde yapilan calismalardan elde edilen bilgilerle
birlikte, literaturlerin buyuk bir gogunlugu p53’Un apopitoz regulasyonundaki
rolund desteklemektedir. Normal murin timositleri, DNA hasarina neden olan
radyasyona maruz kaldiklarinda apopitoza ugrarlar. Bununla birlikte, p53’
gorev digl birakilan farelerin timositleri ayni uyariya cevap olarak apopitoza

gitmezler (87). Keza, normal farelerin intestinal kdk hucreleri radyasyon
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yaralanmasini takiben apopitoza ugramislardir (1). p53 aracili apopitozun
mekanizmasi, p53’Un duzenledigi transkripsiyonu ve p53’e bagimli
nontranskripsiyonal fonksiyonlari kapsar (1, 88)._Bircok faktér p53 aracili
apopitozu artirabilir veya engelleyebilir. Ornegin myeloid I6semik hicreler,
yabanil p53’Un aktivasyonuyla apopitoza ugrayabilirken, interldokin-6'nin
varliginda apopitoza ugramazlar ki, bu da interldokin-6’'nin p53 aracil
apoptozisi ortadan kaldirdigini akla getirmektedir (89). Benzer bicimde murin
eritrolosemik hucrelere eritropoietinle muamele edilmesi, p53’Un duzenledigi
programli hicre olumunu bloke eder (90). Wilms timor geni (WT1) Grund,
p53’U stabilize eder fakat p53 aracili apopitozu da inhibe eder (91).

Aksine, Adenoviriis E1A onkoproteini, insan papilloma virisu (HPV)
E7 onkoproteini, E2F-1" in overekspresyonu ve myc onkogeninin urinu de
dahil olmak Uzere birgok protein, p53 aracili apopitozu artirir (74).

Son zamanlardaki veriler, p53’Un hicre senesensinde bir rold
oldugunu akla getirmektedir. Yapilan c¢aligsmalarda hucre kulturlerinin ileri
pasajlarinda, yuksek p53 ve p21 konsantrasyonlarinin hicresel bolinmeyi
yavaglatmasi veya durdurmasiyla, p53’an, klltirG devam eden pasajlara
duyarli oldugu goérulmastir. Hucre kaltirindeki mutant p53, senesensi
erteleyerek hiucrenin yasamini uzatmaktadir. p53'0 gorev digi birakilan
farelerin hucreleri, belkide p53 aracili sentrozom duplikasyonunun
dizenlenememesiyle veya G2/M hucre siklus kontrol noktalarinin kaybi
sebebiyle senesensten kagmaktadir (92, 93).

Anjiyogenez, kati timorlerin gelisimi ve metastatik fenotipin devami
acisindan onemlidir. Bazi deneysel incelemelerde, p53’Un, anjiyogenezin
regulasyonunda goérevli oldugu gorulmastur (94). Yapilan bir calismada, p53
mutasyonu bulunan ve belirgin anjiyogenik olan bir insan meme kanseri
hattinda, yabanil p53, anjiyogenezin inhibitori olan trombospondin salgisini
artirmak suretiyle anti-anjiyogenik bir yolu tetiklemigtir (95). Ek olarak, Li-
Fraumeni Sendromu olan hastalarin fibroblastalarindaki tek yabanil p53
allelinin kaybiyla trombospondin sekresyonunun dismesi ve ayni anda etkili

bir anjiyogenez sebebi olan vaskiler endotelyal buyume faktoru



20

sekresyonunun artigl, belirgin bir pro-anjiyogenik etkiye neden olmaktadir
(96).

1.6.10. p53 interaksiyonlari

p53, bircok viral proteinle (HPV Onkoprotein EG6, Adenovirls
Onkoproteini (E1B), SV 40 Bluyuk T Antijeni), onkogen urtnleriyle (Mdm2, C-
Abl) ve transkripsiyon faktorleriyle (TFIIH, WT1, TATA Baglayan Protein)
onemli fizyolojik yollarla karsilikli olarak etkilesir. p53 protein interaksiyonlari

listesi hizla geniglemektedir (74).

1.6.11. p53 Mutasyonlari

insan p53 mutasyonlarinin ilk kez 1990 yilinda kolorektal kanserlerde
dokumante edilmesinden sonra, pek c¢ok laboratuvar tarafindan yapilan
calismalarda, doku orijini ve etiyolojiden bagimsiz olmak Uzere, insan
kanserlerinin blyuk ¢odunlugunda, bu genin mutant veya inaktif oldugu
gorulmustar (97). p53 mutasyonlari insan kanserlerinin yaklasik %50’sinde
bulunmustur (79).

p53 mutasyonlari; delesyon, insersiyon, trunkasyon (truncation-
budanma) veya nokta mutasyonlari seklindedir. Tumodrlerde genellikle
yabanil allelin delesyona ugramasiyla olusan, heterozigotlugun kaybi (LOH =
loss of heterozygosity) s6z konusudur. Butin mutasyonlarin %85’ten fazlasi
bir yanhs anlamh (missense) proteinin Uretimiyle sonuglanan tek amino asit
substitisyonlaridir (1, 82).

Mutasyonlarin dogasinin karsinomlarin, sarkomalardan daha yuksek
nokta mutasyonu frekansina sahip olmasinda oldugu gibi, dokuya spesifik
oldugu gorilmektedir (82). p53 mutasyonlarinin blytk cogunlugu (%90’dan
fazlasi) sekans-spesifik DNA baglayan kor bdlgede olusmakta ve yaklasik
%50’si bu bolgedeki 175, 248, 249, 273 veya 282 olmak uzere bes “hot spot”
kodonu degistirmektedir (1, 97). Neredeyse butun belli bagh kanser tipleri
(deri, akciger, karaciger, meme, mesane kanseri, gastrointestinal sistem ve
hematolojik kanserler) DNA baglayan bdlgeye dagiimis olan mutasyonlar

gosterirler. Genellikle, kor bdlgedeki mutasyonlar, direkt olarak DNA'ya
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baglanan amino asitlerde (6rnegin 248. ve 273.) veya p53’lUn
konformasyonunu degistirerek spesifik DNA baglayiciligini  engelleyen
(6rnegin  143. ve 175.) amino asitlerde olusan mutasyonlar olarak
siniflandirilabilir (98, 99).

Farkli mutasyon tiplerinin gosterdigi mutasyon frekanslari iginde
G:C—A:T transisyonlar frekansi %42,6 ile en yluksek degerdedir. G:C—T:A
transversiyonlari  %16,8 ile ikinci sikliktaki mutasyon tipidir. Diger
mutasyonlar A:T— G:C transisyonlari %10,7, delesyonlar %8,9, G:C—C:G
transversiyonlari %8, AT —T:A transversiyonlart %5,6, AT—-C:G
transversiyonlari  %3,7, insersiyonlar %2,6, CC:GG—TT:AA double

transisyonlari %0,7 olarak dagilim gostermektedir (97).

1.6.12. Mesane Kanserlerinde Goérilen p53 Mutasyonlari

Mesane kanserleri, yaygin olarak G:C—A:T transisyonlari ve
G:C—C:G transversiyonlari gosterirler. Bu mutasyonlar mesane kanserine
yol acan farkh etiyolojik ajanlara maruz kalmanin sonucu induklenmis olabilir.
Bu kanserlerde G:C—T:A mutasyonunun azhg tutindeki benzo-a-pyrene’nin
mesane kanseri ve sigara igimiyle ilgili temel faktor olmadigini akla
getirmektedir. Diger yandan G:C—C:G transversiyonlarinin segici olarak 4-
aminobifenil (4-aminobiphenyl) tarafindan induklendigi bilinmektedir. Hem
sigara igenler, hem de kimyasal boya isgileri bu arilamine maruz kalirlar. Bu
yuzden G:C—C:G transversiyonlarinin fazla miktarda go6riimesi, bu
mutasyonlarin  hem tatun igiciliginden hem de kimyasal boyalardan
kaynaklandigini akla getirmektedir. G:C—A:T transisyonlarinin fazlaligi da
ayni tip karsinojenler veya enflamatuvar reaksiyonlara baglanabilir (97).

p53’U diger tumodr supresorlerden ayiran yegane 6zelligi, inaktivasyon
seklidir. Bircok tUmor supresdr gen, protein sentezini engelleyen (veya
budanmig drun Ureten) cerceve kaymasi (frameshift) ve anlamsiz (nonsense)
mutasyonlarla inaktive edilirken, p53 degdisimlerinin buyuk bolima, kararli
normal uzunlukta proteinin sentezlenmesini saglayan yanhs anlamli
(missense) mutasyonlardir. Bdylece p53, spesifik DNA baglama o6zelligini

yitirir ve tumor hucrelerinin nukleuslarinda birikir. Tumor hacrelerindeki bu
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mutant p53’Un korunmasinin iki etkiye yol agtigina inaniimaktadir; mutant
olmayan allelin ekspresse ettigi yabanil p53’U inhibe eden dominant negatif
aktivite ve mutant p53’'0 dominant onkogene transforme eden fonksiyon
kazanimi (79, 100, 101). p53 proteininin énemli bir 6zelligi, DNA baglayan
bdlgenin asirt esnekligi ve frajilitesidir (79, 102). p53 mutasyonlarinin
cogunun proteinin DNA baglayan bdlgesinde olmasi, p53 mutasyon analiz
calismalarinin %80’den fazlasinin 5 ila 8. eksonlar arasinda yogunlagsmasina
sebep olmustur (79).

Mesane kanserinde gozlenen mutasyonlar Soussi p53 veritabani 2005

bilgilerine gore asagida verilen grafiklerle dzetlenebilir.

¥ « & «=

MESANE KANSERT 285
5 842 MUTASYON 2 T3

MUTASYON FREEANSI (%)

393

200 300
p33 KODON NUMARASI

Grafik 1.1. Mesane kanserinde p53 genindeki kodonlarin mutasyon frekansi
(103).
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Grafik 1.2. Mesane kanserinde gorilen p53 geni mutasyonlarinin, mutasyon

tirine goére frekansi (103).



24

2. GEREG VE YONTEMLER

2.1. GERECLER

2.1.1. Parafine Gémiilii Doku Orneklerinin Elde Edilmesi

Bu arastirmada, Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dali ve Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakuiltesi Patoloji Anabilim Dali
arsivlerinde bulunan, sirasiyla 9 ve 13 adet parafin bloga gdmuli mesane

tumor doku ornekleri kullaniimistir.

2.1.2. Kullanilan Kimyasallar
Ksilol (Merck)

%96’hk Etanol (Tekel)

Aseton (Merck)

Proteinaz K (Bio basic inc.)
TET (Dr. Zeydanh)

NaCl (4M)

%70’lik Etanol (Tekel)

1X TE (Dr. Zeydanli)
Agorose- | (Amresco)

5X TBE (Applichem-Bio Chemica)
EtBr (Sigma)

Akrilamid (Sigma)
Bisakrilamid (Bio basic inc.)
TEMED (Sigma)

Amonyun persulfat (Sigma)
Gliserin (Riedel-de Haén)
Brom fenol blue (Sigma)
dNTP miks (100 mM) (Amresco)
Taq DNA Polimeraz (Fisher)
MgCl, (25mM) (Fisher)

10X reaksiyon tamponu (Fisher)
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Exon 5-6 Sens Primer (Bio basic inc.):

PsS (Sens) :5 TTC CTC TTC CTG CAG TACTC 3’

Exon 5-6 Antisens Primer (Bio basic inc.):

Ps A (Antisens) : 5 ° AGA CCT CAG GCG GCT CATAG 3’
Exon 7 Sens Primer (Bio basic inc.):

P7S (Sens): 5 GTT GGC TCT CAC TGT ACC ACC 3’

Exon 7 Antisens Primer (Bio basic inc.)

P7A (Antisens): 5 CCT GGA GTC TTC CAG TGT GAT 3°
Hae |l Enzim seti icerigi (Takara):

Hae Il enzimi

10X M tamponu

10X yukleme tamponu

Hae Il Enzim seti icerigi (Takara):

Hae Il enzimi

10X M tamponu

10X yukleme tamponu

®x174 DNA/BsuRI (Haelll) Marker, 9 icerigi (MBI Fermentas):
DNA marker

6X yukleme boya solusyonu

2.1.3. Kullanilan Cihazlar

Mikrotom (Leica — RM 2145 )

Etdv (NUve — EN 055)

Mikrosantriflj (Heraeus — Biofuge pico)
Buzdolabi (Profilo)

Derin dondurucu (Bosch)

Thermal cycler (Eppendorf - Mastercycler personal)
Mikrodalga firin (Arcelik)

Yatay elektroforez tanki (Biolab)

Dikey elektroforez tanki (Thermo)

Gug¢ Kaynagi (Thermo)

Gug¢ Kaynagi (Apelex )
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UV Transilluminator (UVP)

Su banyosu (Nuve BM 402)

Hassas terazi (Sartorius)
Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000)

2.2. YONTEMLER

Calismamizda, mutasyon analizi acgisindan degerlendirilen 22
olgununun parafine géomuli mesane tUmor doku kesitlerinden genomik DNA
elde edildi. Elde edilen genomik DNA’larin p53 genine ait 5., 6. ve 7.
eksonlari PCR metoduyla amplifiye edildi. Amplifikasyon %2’lik agoroz jelde
kontrol edildi. Amplifikasyonun dogrulanmasinin ardindan, 5. ekson i¢cin Hae
[l enzim kesimi, 7. ekson i¢cin Hae Ill enzim kesimi uygulandi. Enzim kesimi
sonuglari sirasiyla, %2’lik agaroz jel ve %10’luk (%5 gliserinli) poliakrilamid
jel elektroforezi sonucunda degerlendirilerek, olgulara ait o6rneklerin

incelenen mutasyonlar agisindan mutant olup olmadiklari belirlendi.

2.2.1. DNA izolasyonu

Parafine goémuld timér doku o6rneklerinden DNA izolasyonu
gerceklestirmek igin, gesitli metodlar denendi. Denenen metodlar arasinda en
iyi sonug, “ksilen-tuzla uzaklastirma” metodundan elde edildigi icin, bu
yontemin uygulanmasina karar verildi. Olgulara ait timoér doku 6rneklerinin
gbmull oldugu parafin bloklardan, her seferinde kullanilan mikrotom bigagdi
degistirilip, cihaz yluzeyi dezenfekte edilmek suretiyle, steril 1,5 mllik
ependorf tuplere 2 um kalinhginda 10 kesit alindi. “Ksilen-tuzla uzaklagtirma”
metodu geregdi, parafinin uzaklastiriimasi, yikama, pargcalama, saflastirma,
¢oktirme, ylkama ve suspanse etme basamaklari uygulanarak DNA izole
edildi (104). izolasyonu takiben DNA'larin varligi spektrofotometrik dlglim ve

%2’lik agaroz jel elektroforeziyle dogrulandi.

1) izolasyonda kullanilacak olan sollisyonlar asagidaki gibi hazirland::
- %96’k Etanol: 96 ml etanol Gzerine 4 ml dH,O eklendi.
- Proteinaz K: 6mg liyofilize proteinaz K tuzerine 300 ul steril dH,0

eklendi.
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-4 M NaCl: 23,3 gr NaCl distile su ile 100 mI’ ye tamamlandi.
- %70’lik Etanol: 70 ml etanol Gzerine 30 ml dH20 eklendi.

2) Parafini uzaklastirmak icin 1,5 ml'lik ependorf tlplerdeki kesitlerin
uzerine 1000 pl ksilol eklendi. Tup alt Ust edilmek suretiyle elde 2
dakika karigtirildi.

3) Mikrosantrifujle 10.000 rpom’de 5 dakika santrifij edildi.

4) Dokulara dikkat edilerek, stipernatan uzaklastirildi.

5) Bu basamaklar 2 kez daha tekrar edilerek, parafinin tamamen
uzaklastiriimasi saglandi.

6) Mikrosantrifijle 10.000 rpm’de 5 dakika santriflj edildi.

7) Dokulara dikkat edilerek, sipernatan uzaklastirildi.

8) Yikama igin tipe 1000 pl %96’lik etanol eklendi. Tup alt Ust edilmek
suretiyle elde 2 dakika karistirildi.

9) Mikrosantrifujle 10.000 rpom’de 5 dakika santrifij edildi.

10)Dokulara dikkat edilerek, stipernatan uzaklastirildi.

11)Yikama iglemi, 2 kez daha tekrar edildi.

12)Mikrosantrifijle 10.000 rpm’de 5 dakika santrifuj edildi.

13)Dokulara dikkat edilerek, stpernatan uzaklastirildi.

14)Doku peleti Gzerine 500 ul aseton eklendi.

15)Mikrosantrifijle 10.000 rpm’de 5 dakika santrifuj edildi.

16)Dokulara dikkat edilerek, supernatan uzaklastirildi.

17)Doku peleti kurumasi icin 37 °C etiivde inkiibe edildi.

18)Kuruyan pelet tzerine, 6 pl proteinaz K iceren 400 pl TET sollsyonu
eklenerek, tiip 55 °C etiivde 3 gece inkiibasyona birakildi.

19)inklibasyon sonrasinda, proteinaz K'nin inaktivasyonu igin tiip, hot
plate’de hazirlanan 95 °C’lik su banyosunda 10 dakika inkiibe edildi.

20)Tuzla uzaklastirma basamagi i¢in, su banyosundan alinan tlp tGzerine
200 pl 4M NaCl solusyonu eklendi.

21)Mikrosantrifujle 2500 rpom’de 10 dakika santrifuj edildi.

22)DNA’nin ¢oktuartlmesi igin sUpernatan, yeni steril bir ependorf tlpe
alinip, tzerine 1000 pl %96’k soguk etanol eklendi.

23)DNA pelleti goruliinceye kadar, tup yavasca alt st edildi.
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24)Mikrosantrifujle 12.000 rpm’de 10 dakika santrifuj edildi.

25)DNA pelletine dikkat edilerek, stpernatan uzaklastirildi.

26)Y1kama icin DNA peleti Uzerine 1000 ul %70’lik etanol eklendi.

27)Mikrosantrifujle 12.000 rpom’de 10 dakika santrifuj edildi.

28)1000 pl %70’lik etanol ile yikama islemi tekrarlandi.

29)Mikrosantrifijle 12.000 rpm’de 10 dakika santriflj edildi.

30)DNA peletine dikkat edilerek, sipernatan uzaklastirildi.

31)DNA peleti kurumasi igin 37 OC etiivde inkiibe edildi.

32)Kuruyan DNA pelleti Gzerine 50ul 1X TE eklendi ve pipetajla peletin,
tipun tabanindan kalkmasi saglandi. DNA'nin sispanse olmasi igin,

tUp bir gece oda i1sisinda bekletildi.

2.2.2. PCR
Elde edilen genomik DNA ile p53 geninin 5, 6 ve 7. ekson bdlgelerinin
PCR metoduyla amplifiye edilmesi icin, sirasiyla primerleri birlikte dizayn
edilen 5-6. eksonlar ve 7. ekson i¢in uygun PCR miksleri ve PCR kosullarinin
olusturulmasina yonelik optimizasyon denemeleri yapildi. En iyi verimin
alindig kosullar uygulandi. PCR sonucunda, amplifikasyon urlnleri  %2’lik
agaroz jel elektrofeziyle, ®X174 DNA/BsuRI (Haelll) Marker, 9 kullanilarak
kontrol edildi.
1) - PCR miksinde kullanilacak olan dNTP 2,5 mM olacak sekilde, 10 pl
100mM dNTP’ye 390 pl dH,O eklenerek hazirlandi.
- PCR miksinde kullanilacak olan primerler asagidaki sekilde
hazirlandi.
Exon 5-6 Antisens : 100 pl stok solusyon hazirlamak igin liyofilize
icerige 102 ul dH,0 eklendi.
Exon 5-6 Sens: 100 pl stok solisyon hazirlamak igin liyofilize
icerige 121 ul dH,0 eklendi.
Exon 7 Antisens : 100 pl stok solusyon hazirlamak igin liyofilize
icerige 109 ul dH,0 eklendi.
Exon 7 Sens: 100 ul stok solisyon hazirlamak igin liyofilize icerige
104 pl dH,0 eklendi.
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- Agaroz jel hazirlamada kullanilan EtBr igin ise, 0,1 g toz haldeki EtBr
uzerine 1 ml steril dH,O eklenerek hazirlanan stoktan 1ml alinarak,
dH.0 ile 10 ml'ye tamamlandi.

- Agaroz jel hazirlamada kullanilan 0,5X TBE, 1 birim 5X TBE’ye 9
birim dH,O eklenerek gerekli miktarlarda hazirlandi.

2) Amplifiye edilecek drnek sayisina yetecek kadar PCR miksi hazirlandi
(Tablo 2.1. ve Tablo 2.3.). Hazirlanan PCR miksi 0,2 ml'lik ependorf
tuplere 45ul olacak sekilde dagitildi. Daha sonra Uzerine 5 yl genomik
DNA eklendi. icinde PCR miksi ve DNA olan 0,2 ml'lik ependorf tiipler,
uygun PCR kosullariyla  programlanan  thermal cycler'da
amplifikasyona birakildi (Tablo 2.2. ve Tablo 2.4.).

3) 5 ve 6. eksonlar i¢in kullanilan PCR miksi asagidaki sekildedir.

Tablo 2.1. 5 ve 6. eksonlar i¢cin kullanilan PCR miksi.

dNTP 5 ul
10X PCR tamponu 5yl
Primer sense 0.5 ul
Primer antisense 0.5 yl
DNA 5 ul
Taq DNA polimeraz 0.3 ul
dH,O 34.1 ul
toplam 50 pl

4) 5 ve 6. eksonlar igin uygulanan PCR kosullari agagidaki sekildedir.

Tablo 2.2. 5 ve 6. eksonlar igin uygulanan PCR kosullari.

94 °C’'de 7 dakika
94 °C’de 1 dakika
55°C'de 2 dakika
72°C'de 2 dakika
2,34 35 dongu
72°C'de 7 dakika

oo |W N~
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5) 7. ekson igin kullanilan PCR miksi asagidaki sekildedir.

Tablo 2.3. 7. ekson igin kullanilan PCR miksi.

dNTP: 5 ul
10X PCR tamponu 5ul
Primer sense 0.3 pl
Primer antisense 0.3 ul
DNA 5yl
Taq DNA polimeraz 0.3 ul
dH,O 34.1 ul
toplam 50 pl

6) 7. ekson igin uygulanan PCR kosullari asagidaki sekildedir.

Tablo 2.4. 7. ekson igin uygulanan PCR kosullari.

94 °C’de 7 dakika
94 °C’de 1 dakika
55°C’de 1 dakika
72 °C’de 1 dakika
2,34 35 dongu
72 °C'de 7 dakika

oo |WIN~

7) PCR sonunda, amplifikasyon drunlerinin kontrol edilmesi i¢cin %2’lik
agaroz jel azirlandi. 50 ml 0,5X TBE igine 1 g agaroz eklenerek
mikrodalga firinda kaynatilip, icerisine 2,5 ul EtBr ilave edildi ve
toplam volUim jel dokme setine dokullerek tarak yerlestirildi. Hazirlanan
%Z2’lik agaroz jel, icinde 0,5X TBE bulunan elektroforez tankina alindi.
Jel taraginin olusturdugu kuyulardan ilkine 1yl 6X ylkleme boya
solusyonu, 1yl marker DNA, 4ul dH,0 karigimi; diger kuyulara ise 10yl
amplifikasyon urtnuyle birlikte, 3 yl brom fenol blue yuklendi. 80 voltta

45 dakika yuratuldd. Sonuglar UV transilliminatérde degerlendirildi.
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2.2.3. Enzim Kesimi

PCR amplifikasyon uUrunleri %Z2’lik agoroz jelde kontrol edildikten sonra,
amplifikasyon drunlerine enzim kesimi uygulandi. p53 geninin 5 ve 6.
eksonlarinin amplifikasyon drunt, 5. eksonun 175. kodonunda CGC
tanima sekansi olan Hae Il (Haemophilus aegyptius) enzimi ile muamele
edildi. 5 ve 6. eksonlarin PCR amplifikasyon Urininin, mutasyon olmamasi
durumunda, Hae Il ile kesildiginde 163 ve 234 bazlik iki pargaya ayrilmasi,
mutasyon durumunda ise Hae Il kesim noktasi ortadan kalkacag igin 397
bazlik kesilmemis bir parganin gorulmesi beklendi. p53 geninin 7. ekson
PCR amplifikasyon Urlnu ise, 7. eksonun 249. kodonunda GG CC tanima
sekansi olan Hae Il (Haemophilus aegyptius) enzimi ile muamele edildi. 110
b¢ olan 7. ekson PCR Urununin, mutasyon olmamasi durumunda, Hae lll ile
kesildiginde 75 ve 35 bazlik iki pargaya ayrilmasi, mutasyon durumunda ise
Hae Ill kesim noktasi ortadan kalkacadi igin 110 bazlk kesilmemis bir
parcanin gorulmesi beklendi.

1) 5. ve 6. eksonlarin amplifikasyon urinu Hae Il enzimi ile muamelesi
icin, 1ul Hae Il enzimi, 1yl 10X M tamponu ve 8,5 upl PCR
amplifikasyon Urini 0,2 ml’lik steril ependorf tlplne konulduktan
sonra, 1 saat 37 C etiivde inklibe edildi. inkUbasyon sonrasi enzim
aktivitesi 10X ylikleme tamponu ile durduruldu. Onceden hazirlanan
%Z2’lik agaroz jel, icinde 0,5X TBE bulunan elektroforez tankina alindi.
Jel taraginin olusturdugu kuyulardan ilkine 1pl 6X ylUkleme boya
solisyonu, 1ul marker DNA, 4ul dH2O karigimi; diger kuyulara ise 10yl
enzim kesim urunuyle birlikte, 3 pl 10X yikleme tamponu yuklendi. 80
voltta 40 dakika ydrutuldu. Sonuglar UV transillimunatorde
degerlendirildi.

2) 7. Ekson enzim kesiminin degerlendirilebilmesi icin ilk énce %10’luk
(%5 gliserinli) poliakrilamid jel hazirlandi.

Poliakrilamid jeli dokmek icin kullanilan 29x22x0,04 cm Olculerindeki 2
cam yuzey, oncelikle deterjan ile yikanip iyice durulandiktan sonra
kurulandi. Jelin dokulecegi yuzeyler %70’lik etanol ve izopropanol ile

silindi. Jelin dokulecegi cam yuzeylerin yan kenarlari arasina 0,04 cm
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kalinhginda 2 aralayici yerlestirilip, kiskaglar kullanilarak sabitlendi.
Duzenek hazirlandiktan sonra asagidaki malzemelerle hazirlanan jel
karisimi 50 ml’ lik enjektore ¢ekilerek, 45° egimle tutulan cam yuzeyler
arasina karigimin donmamasi ve hava kabarcigi olusmamasi igin hizli
bir sekilde bosaltildi. Jel donmadan ust kisma tarak yerlestirildi ve jel

donmasi i¢in 2 saat oda isisinda bekletildi.

Poliakrilamid jel i¢in hazirlanan 50 ml’'lik jel karigimi
» 0,1 g amonyum persulfat (APS) + 1000 pl distile su

12,5 yl TEMED

4.9 g akrilamid

0,12 g bisakrilamid

2,5 ml gliserol

Y V. V V V

Malzemeler bir araya getirildikten sonra Uzerine 0,5X TBE
eklenerek toplam volium 50 ml'ye tamamlandi.

7. ekson amplifikasyon urinu Hae Il enzimi ile muamelesi igin, 1pl
Hae Ill enzimi, 1ul 10X M tamponu ve 8,5 ul PCR amplifikasyon arunu
0,2 mllik steril ependorf tiipiine konulduktan sonra, 1 saat 37 °C
etiivde inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi enzim aktivitesi 10X yiikleme
tamponu ile durduruldu. Hazirlanan poliakrilamid jel, icinde 0,5X TBE
bulunan dikey elektroforez tankina alindi. Jel taraginin olusturdugu
kuyulardan ilkine 1pl 6X yukleme boya sollsyonu, 1ul marker DNA,
4ul dH,O karisimi; diger kuyulara ise 10ul enzim kesim UrinUyle
birlikte, 3 pl 10X ylkleme tamponu yuklendi. 102 voltta 2 saat
yuratulda.

Cam yulzeyler agilarak, yuzeylere yapismis halde olan jel serbest hale
getirildi ve boyama igin, iginde 1 ml’'sinde 1 pl etidyum bromdar iceren
0,5xTBE  solusyonunda 2 saat bekletildi. Sonuglar UV

transillimunatorde degerlendirildi.
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3. BULGULAR

3.1. Doku Orneklerinin Toplanmasi

Calismamizda, Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakdltesi Patoloji
Anabilim Dal'ndan 9 ve Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiltesi Patoloji
Anabilim Dal'ndan 13 adet olmak Uzere, Urotelyal karsinom tanisi almis
olgulara ait toplam 22 parafine goémuli mesane timoér dokusu oOrnegi
kullanildi. Bu olgulara ait laboratuvar ¢alisma numaralari, olgu yasi, cinsiyeti,

tanisi, tumor evresi ve grade bilgileri Tablo 3.1‘de verildi.

Tablo 3.1. Olgulara ait laboratuvar ¢alisma numaralari, olgu yasi, cinsiyeti,

tanisi, tumor evresi ve grade bilgileri.

Olgu Yas Cinsiyet Tani Evre Grade

No

1 67 E Urotelyal Karsinom Ta 1
2 77 E Urotelyal Karsinom Ta 2
3 73 E Urotelyal Karsinom Tb1 2
4 69 E Urotelyal Karsinom Ta 1
5 63 E Urotelyal Karsinom T2a 3
6 55 E Urotelyal Karsinom Ta 1
7 71 E Urotelyal Karsinom Ta 1
8 74 K Urotelyal Karsinom T1c 3
9 57 K Urotelyal Karsinom T1c 2
10 59 E Urotelyal Karsinom T3b 2
11 63 E Urotelyal Karsinom T1 3
12 71 E Urotelyal Karsinom Ta 1
13 77 E Urotelyal Karsinom T1 3
14 77 E Urotelyal Karsinom Ta 2
15 55 E Urotelyal Karsinom T1 3
16 74 E Urotelyal Karsinom T1 3
17 72 K Urotelyal Karsinom T1 2
18 60 E Urotelyal Karsinom Ta 2
19 72 E Urotelyal Karsinom T2 2
20 57 E Urotelyal Karsinom T1 3
21 57 E Urotelyal Karsinom Karsinoma in situ
22 65 E Urotelyal Karsinom T1 \ 2

E: Erkek, K: Kadin
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3.2. DNA izolasyonu
Parafine gomuli mesane tumoér doku o6rneklerinden “ksilen-tuzla
uzaklastirma” metodu kullanilarak DNA izolasyonu gergeklestirildi. Dokudan
izole edilen DNA’nin spektrofotometrik olcimu yapildi. DNA'nin  varligi
agaroz jel elektroforeziyle de dogrulandi. DNA izolasyonuna iligkin sonuglar
Tablo 3.2.de verildi.

3.3. PCR Sonuglari

DNA izole edildikten sonra dizayn edilen primerler kullanilarak
hazirlanan mikslerle uygun PCR kosullari altinda 5. (6. ile birlikte) ve 7.
ekson amplifikasyonlari gergeklestirildi. Amplifikasyona ait sonuglar %2’lik
agaroz jelde kontrol edildi. Amplifikasyon sonuglari Tablo 3.2. de verildi.

Ekson 5-6’nin agaroz jel goruntuleri Sekil 3.1. de verildi.

603bg
310b¢ 397bg
Sekil 3.1. Agaroz jel 5. ve 6. ekson PCR goruntuleri.
1. Kuyu : Marker DNA 5. Kuyu: 4 8. Kuyu: 7
2. Kuyu: 1 6. Kuyu: 5 9. Kuyu: 8
3. Kuyu: 2 7. Kuyu: 6 10. Kuyu: 9
4. Kuyu: 3
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Ekson 7 igin kurulan PCR sonucunda 7, 8, 9, 12, 13, 14 ve 16 nolu
olgulara ait érneklerde amplifikasyon gerceklesmedi. Parafin bloktan izole
edilen DNA miktar1 az oldugundan, elde edilen miktarin da, galigmanin
diger bolimlerinde kullaniimig oldugundan ekson 7’nin PCR’i igin yeterli
DNA kalmadidi igin amplifikasyon yapilamadi. 7. ekson agaroz jel

goruntusu Sekil 3.2.’de verildi.

110b
72bg ¢
Sekil 3.2. Agaroz jel 7. ekson PCR gérintuleri.
1. Kuyu : Marker DNA 5. Kuyu: 12 8. Kuyu: 19
2. Kuyu: 6 6. Kuyu: 17 9. Kuyu: 20
3. Kuyu: 8 7. Kuyu: 18 10. Kuyu: 16
4. Kuyu: 10

3.4. Enzim Kesimi

Mutasyon analizi igin PCR sonucunda elde edilen amplifikasyon
drtnlerine enzim kesimi uygulandi. 5. ve 6. ekson amplifikasyon Urtnlerinin
5. eksonda mutasyonun olmasi halinde kullanilan Haell enzimince 5.

eksonda taninan bdlgenin ortadan kalkmasi ile kesim gergeklesmediginden
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agaroz jelde 397 baz cifti uzunlugunda tek bir bant gdrtulmesi beklendi.
Mutasyon olmamasi durumunda enzim 5.eksonda 175. kodonda bulunan
tanima bolgesinde kesim gerceklestireceginden jelde 163 ve 234 baz cifti
uzunlugunda 2 bant gorulmesi beklendi. Kesim sonuglari agaroz jel

elektroforezi ile degerlendirildi. Bu sonuglar Tablo 3.2. de verildi.

Tablo 3.2. Olgulara ait DNA izolasyon, PCR ve enzim kesim sonuglari.

DNA Exon 5 Exon-7

Olgu izolasyon E)_(c?n 5-6 E_x_on 7 Hae_ | Hae_III

No S Amplifikasyonu | Amplifikasyonu Enzim Enzim

onucu Kesimi Kesimi
1 + + + cB CcB
2 + + + cB CcB
3 + + + B CB
4 + + + cB cB
5 + + + B CB
6 + + + B CB
7 + + - B KY
8 + + - B KY
9 + + - B KY
10 + + + CB CB
11 + + + ¢B CB
12 + + - CB KY
13 + + - CB KY
14 + + - CB KY
15 + + + cB CB
16 + + - CB KY
17 + + + CB B
18 + + + CB B
19 + + + CB CB
20 + + + cB B
21 + + + CB CB
22 + + + cB B

TB: Tek Bant, €B:Cift Bant, KY: Kesim Yok

Calismamizda 5. ekson icin uygulanan enzim kesimi sonucunda 3,
5, 6, 7, 8 ve 9 nolu olgulara ait 6rneklerin agaroz jel elektroforezi
sonucunda 397 baz cifti uzunlugunda tek bir bant goéruldi. Enzim kesim

goruntuleri Sekil 3.3.’de verildi.
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v

397bg
Sy 234
7848 8368

Sekil 3.3. Agaroz jel 5. ekson enzim kesim goruntuleri.

1. Kuyu : Marker DNA 5. Kuyu: 10 8. Kuyu: 8
2. Kuyu: 3 6. Kuyu: 11 9. Kuyu: 12
3. Kuyu: 5 7. Kuyu: 9 10. Kuyu: 7
4. Kuyu: 4

7. ekson amplifikasyon Urdnlerinin mutasyonun olmasi halinde bu ekson
icin kullanilan Haelll enzimince taninan bdlgenin ortadan kalkmasi ile kesim
gerceklesmediginden agaroz jelde 110 baz gifti uzunlugunda tek bir bant
gorulecektir. Mutasyon olmamasi durumunda enzim 175. kodonda bulunan
tanima bolgesinde kesim gerceklestireceginden, jelde 75 ve 35 baz cifti
uzunlugunda 2 bant gorulecektir.

Calismamizda 7. ekson igin uygulanan enzim kesimi sonucunda 17, 18,
20 ve 22 nolu olgulara ait érneklerin poliakrilamid jel elektroforezi sonucunda
110 baz ¢ifti uzunlugunda tek bir bant goérulda. 7, 8, 9, 12, 13, 14, ve 16 nolu

olgulara ait 6rneklerin poliakrilamid jel elektroforezi sonucunda bu 6rneklerde
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PCR amplifikasyonu gerceklesmedigi igin hi¢ bant gorilmedi. Yedinci ekson

icin enzim kesim goruntuleri Sekil 3.4.’de verildi.

1 2 3 4 56 7 8 91011 1213 1415

118bg 110bg
72bg 75bg
35bg
Sekil 3.4. Poliakrilamid jel 7. ekson enzim kesim goruntuleri.

1. Kuyu : Marker DNA 6. Kuyu: 2 11. Kuyu: 5

2. Kuyu: 1 7. Kuyu: 22 12. Kuyu: 8

3. Kuyu: 17 8. Kuyu: 3 13. Kuyu: 9

4. Kuyu: 19 9. Kuyu: 7 14. Kuyu: 10

5. Kuyu: 21 10. Kuyu: 6

Yas araligina gore olgu sayisi ve mutasyonlu olgu sayilari
karsilastinididinda; en fazla olgunun 51-60 yas aralidinda goériimesine
ragmen mutasyonlu olgu sayisi en fazla 71-80 yas araliginda goruldu. Bu yas
araligindaki mutasyon yuzdesi %45,5 idi. Bu degerler Grafik 3.1.’de verildi.
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Yas Araliliklarina Gore Mutasyonlu Olgu Sayisi
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Grafik 3.1. Yas araliklarina gére mutasyonlu olgu sayisi.

Mesane kanserli olgularin blyuk bolumunu erkekler olusturur. Cinsiyete
gore mutasyonlu olgu sayisi, toplam mutasyonlu olgu sayisiyla
karsilastinldiginda erkeklerdeki mutasyon oranin %36,8, kadinlardaki oranin

ise %100 oldugu goéruldu. Bu degerler Grafik 3.2’ de gosterildi.

Cinsiyete Gore Mutasyonlu Olgu Sayisi

Olgu Sayisi
8 —

6 -
4
2 N
0
ERKEK KADIN
Cinsiyet
O Olgu Sayisi ® Mutasyonlu Olgu Saysi ‘

Grafik 3.2. Cinsiyete gore mutasyonlu olgu sayisi.
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Calisilan mesane kanserli olgularin timor evrelerinin degerlendirilmesi
igcin, evreye gore mutasyon sayisi, mutasyonlu olgu sayisiyla
kargilastirildiginda mutasyonlu olgu sayisinin en yuksek oldugu tumorler
siraslyla, Ta ve T1 evreli timorlerdi. Ta evreli timorlerin mutasyon orani
%37,5 iken, T1 evreli tmdrlerin mutasyon orani %42,9 olarak saptandi. Bu

degerler Grafik 3.3’ de gosterildi.

Evreye Gore Mutasyonlu Olgu Sayisi

O0OIgu Sayisi

Olgu Sayisi

B Mutasyonlu
3 Olgu Sayisi

Evre

Grafik 3.3. Evreye gore mutasyonlu olgu sayisi.

Kanser tanisi alan bir olgunun timor derecesi (grade) hastahgin
prognozu acisindan  6nemlidir. Calgllan  olgular bu  acidan
degerlendirildiginde toplam olgu ve mutasyonlu olgu sayisinin en yuksek
oldugu tumodrler grade 2 tumodrler idi. Mutasyon goértilme ylzdesine
bakildiginda ise %55,6 ile yine grade 2 en ylksek orana sahipti. Bu

degerlendirmeler Grafik 3.4. de verildi.
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Grade Degerlerine Gére Mutasyonlu Olgu Sayisi
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Grafik 3.4. Grade degerlerine goére mutasyonlu olgu sayisi.




42

4. TARTISMA

Vucutta her organ, milyonlarca hicreden olusmustur. Hucreler , yasli
veya hasarl hicrelerin yerine yenilerinin gecgebilmesi icin slrekli olarak
bolunarler. Bu sebeple surekli bir “htucre dongusu” s6z konusudur. Hucre
dongusu, organlarin fonksiyonelliginin devami agisindan ¢ok onemlidir. Eger
bir organda bulunan bir hudcre, hatali olarak bdlinmeye devam ederse,
anormal bir gelisme yani tUmoér olusacaktir. Olusan bu timoér, invazyon
potansiyeli kazanarak “kanser’ hastaligina donusebilir. Kanser, birden ¢ok
genetik degisikligin somatik hucrelerde olugsmasiyla ortaya ¢ikan bir
hastaliktir. invazif bir kanseri tanimlarken, timér derecesini anlamak gok
onemlidir. Anormal davranan hucreler, kaynak aldiklari normal hicreler gibi
goriinebilir veya gérinmeyebilirler. Ornegin mesane kanserlerinin %90'dan
fazlasini olusturan ve transisyonel epitelyumdan kaynaklanan TCC’de, dusuk
grade TCC olusturan hucreler, etraflarindaki normal transisyonel epitelyuma
oldukga benzer bir gérinum sergilerlerken, invaze olan kanser transisyonel
hicreleri farkli gérinimdedir. Aslinda, bu hicrelerin davraniglari oldukca
normal olan gorunumleriyle gelismektedir. Diger yandan, yuksek dereceli
TCC, normal gorinimld ilk halinden, mikroskopik olarak c¢ok farkhdir.
Gergekte, yuksek dereceli bir timor, normal doku tipine hi¢ benzerlik
gOstermez (9).

Mesane kanserine neden olan bazi risk faktorlerinin, gobzlenen
mutasyonlarin yerini, sikhgini ve tuarinu etkiledigi c¢esitli c¢alismalarda
g6sterilmistir. Ornegin yapilan bir calismada, mesane kanserli sigara icen
olgularda saptanan p53 mutasyonu, 273. kodonda %12 olarak saptanirken,
sigara igmeyenlerde bu mutasyon gozlenmemistir (105). Phenacetin veya
phenacetinin derivatiflerinden biri gibi analjezikleri yirmi yildan daha uzun
suredir kullanan kadinlar Urotelyal kanser gelistirme riskine sahiptirler (15,

16). Bu durum maruz kalinan risk faktorlerinin, maruz kalma suresi ve
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cinsiyete bagh olarak mutasyon olusturma durumunda degisiklik
yapabilecegini akla getirmektedir.

p53 mutasyonlarinin yaklasik %87’si 5-8. exonlarda ve %75'i G:C
cgiftlerinde olusurken, mutasyon tiplerinin frekansi kanser turine o6zgudur
(106). Ayrica bagka bir yayinda p53 genindeki mutasyonlarin %28 kadarinin
evrimsel olarak korunmus olan 5-8. eksonlarin digindaki eksonlarda oldugu
bildirilmistir (107).

Yapilan ¢alismalar incelendiginde mesane kenserinde p53 geninin 8.
eksonunda bulunan mutasyonlarin butin p53 mutasyonlari i¢cinde %40-57
arasinda orana sahip oldugu gézlenmistir (107, 108).

Yine literaturde p53 geninin 5. eksonunda gobzlenen mutasyon
sikhginin %14-32 oldugu gozlenmistir (30, 109-111). Bu calismada p53
geninin 5. eksonunda saptanan mutasyon orani ise %27’dir. Elde edilen bu
oran literaturle uyumludur.

Yapilan cgalismalarda p53 geninin 7.eksonunda gobzlenen mutasyon
sikliginin %5,25-44,5 oldugu gozlenmigtir (30, 109-111). Bu galismada p53
geninin 7. eksonunda saptanan mutasyon orani ise %36’dir. Elde edilen bu
sonug literatirle uyumlu olmakla birlikte, 7. ekson igin kurulan PCR
sunucunda, olgulara ait DNA orneklerinin hepsinde amplifikasyon elde
edilemedigi g6z oOnunde bulundurulursa bazi c¢aligsmalara goére yuksek
bulunabilecek olan bu oranin normal oldugu dugunulebilir.

p53 geni yaklasik olarak mesane timdrlerinin %40’inda mutasyona
ugramistir (105). Bunula birlikte, Lin ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada
calismaya dahil edilen TCC’li olgularin %67’sinde p53 mutasyonlari
saptanmigtir (112). Bu c¢alismada ise toplam 22 olgunun 10’'unda olmak
uzere %45’lik p53 geni mutasyonu gozlenmigtir. Elde edilen bu sonug
literaturle uyum gostermektedir.

Calismaya dahil edilen 22 olgunun 19unun erkek 3’Unun kadin
olmasli, mesane kanserinin erkeklerlerde gorulme oranin kadinlara goére daha
yuksek oldugunu dogrular niteliktedir. Nitekim Lin ve arkadaslarinin yaptigi
11 yillik ¢alisma sonucu, ¢alismaya dahil ettikleri 75 olgunun 54 erkek, 21

kadindan olusmasi bu yénde paralellik gostermektedir (112). Calisilan 19
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erkek olguda gozlenen p53 mutasyon orani %36,8 iken 3 kadin olguda %100
olarak saptanmigtir. Bu sonug¢ galismaya dahil edilebilen olgu sayisinin az
olusu ve kadin olgularin normal insidanstan daha az olusuna baglanabilir
(Grafik 3.2).

Mesane tumorlerinin ortalama goérulme yasi 65 olmakla birlikte, 60
yasindan sonra gorulme sikhgr artmaktadir (8). Bu c¢alismaya dahil olan
olgularin ortalama yasi 66,6 olup, olgularin %68’i 60 yasin tzerindedir. 50-60
yas araligindaki olgularda saptanan p53 mutasyon orani %57, 61-70 yas
araligindaki olgularda saptanan p53 mutasyon orani %40, 71-80 yas
araligindaki olgularda saptanan p53 mutasyon orani ise %40 olarak
bulunmustur (Grafik 3.1).

Lorenzo Romero ve arkadaslari yaptiklari g¢alismada, mesane
kanserindeki p53 mutasyon sikhdinin en yuksek olarak grade 2 ve grade 3
timorlerde oldugunu tespit etmislerdir (113). Bu calismada ise grade 2 ve
grade 3 tumorlerde saptadigimiz mutasyon orani %80 olmak Uzere, Lorenzo
Romero ve arkadaglarinin ulastigi sonugla paralellik gostermektedir (Grafik
3.4).

Literatirde, mesane kanserinde, mutasyon sayisiyla, tumdr invazyon
artisi ve evre arasinda bir korelasyon s6z konusudur (114-116). Lorenzo
Romero ve arkadaglarinin gesgitli tamor tipleriyle yaptiklari galsmada Ta evre
tiumorlerde %30.3, T2 evre timoérlerde ise %63,2 oraninda, yine ayni grubun
yuzeyel timorlerde yaptigi baska bir calismada ise T1 evre tumodrlerde
yuksek oranda mutasyon saptanmistir (113, 116).

LaRue ve arkadaglarinin yaptigi bir calismada mesane kanserinde
mutasyonlarin %68,8'i T1 evre tumorlerde, %31,3'0 Ta evre tUumorlerde
g6zlenmistir (106).

Bu calismada ise en yuksek mutasyon oranini T1 (% 42,9) ve Ta
(%37,7) evre tumorler gostermektedir. Diger tumor evrelerine sahip
orneklerin sayisi, % orani hesaplamak igin yetersizdir. TUmor evrelerine gore
saptanan mutasyon sikligi literatirle uyumludur (Grafik 3.3).

p53 mutasyonlarinin mesane kanserinde insidansinin yiksek olusu ve

patogenezinin erken olusmasi, p53 mutasyonlarinin hastaligin kliniginin
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belirlenmesi ve tedavinin yonlendiriimesinde faydali bir prognostik faktor

olabilecegi goérusunu desteklemektedir.
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5. SONUG

Mesane kanserine neden olan genetik degisimlerin basinda, bu
kanserde en ¢ok mutasyona ugrayan tumor supresor gen olma 6zelligini de
tasiyan p53 geni gelmektedir. Calismamizda mesane kanserli olgularda
tespit ettigimiz p53 geni mutasyon orani, bu 6zelligi dogrular niteliktedir.
insanlarda olusan kanserlerin yaklasik olarak yarisinda p53 mutasyonlari
olusmasi, Ozellikle de mesane kanserinde bu olusumun erken dénemde
gergeklesmesi, klinige, hastaligin prognozunun tahmini konusunda yardimci
olacaktir.

p53 mutasyonlarinin bir prognostik faktor olarak mesane kanseri
prognozunun saptanmasina yardimci olmasiyla, metastaz ve hastaligin
tekrar edebilme riski ve tedaviye olumlu yanit verme konusunda bilgi sahibi

olunabilecektir.
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