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OZET: p53 geni, insan malignitelerinin yaklasik
%50’sinde mutasyona ugrayan bir timor supresor gendir.
p53 geni, mesane kanserinde en fazla mutasyona ugrayan
timor supresor geni olma ozelligini tagimaktadir. Bu yiiz-
den mesane kanserinin prognozunun belirlenmesinde
onemli bir biomarker olabilir. Bu arastirmada, mesane
kanseri teshisi konmus 22 olguya ait mesane tiimoér doku
orneklerinden DNA izole edilip, PCR metoduyla 5. ve 7.
ekson bolgeleri amplifiye edildikten sonra, enzim kesimi
yapilarak 5. ve 7. eksonlarda p53 geni mutasyon analizi
gerceklestirilmistir. Mutasyon analizi gergeklestirilen ol-
gularin %45’inde p53 geni mutasyonu saptanmis olup,
saptanan mutasyonlarin %60’ 5. eksonda bulunan 175.
kodonda, %40’min ise 7. eksonda bulunan 249. kodonda
oldugu belirlenmigtir.

Anahtar Kelimeler: p53 geni, mesane kanseri, PCR, en-
zim kesimi.

ABSTRACT: p53 gene is a tumor supressor gene mutated
in approximately 50% of human malignities. p53 gene
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 bladder carcinoma.
After then, Sth and 7th exons of p53 were amplified by
PCR method and p53 mutation analysis was performed by
enzyme restriction in Sth and 7th exons. In 45% of cases
performed mutation analysis, p53 gene mutation was
detected. 60% of mutations were in Sth exon, codon 175
and 40% of mutations were in 7th exon, codon 249.

Key Words: p53 gene, bladder cancer, PCR, enzyme
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GIiRIiS

Insanda olusan kanserlerde p53 geninin rolii
goz ardi edilemez. Tiim insan malignitelerinin yak-
lagik yaris1 p53 geninde mutasyonlara sahiptir (1).
p53 gen mutasyonlari ile ilgili olarak birgok tiimoér
tipinde onemli klinopatolojik korelasyonlar goste-
rilmigtir. Genitoiiriner kanserlerde ¢ogunlukla p53
mutasyonlar1 goriilmemesine karsmn, mesane ve
prostat kanserlerinde p53 mutasyonlarina rastlamak
miimkiindiir. p53 gen mutasyonlarinin mesane kan-
serinin patogenezinde erken, diger kanser tiplerinde
geg¢ olustugu bilinmektedir (2, 3).

Mesanenin transizyonel hiicre karsinomu
(TCC) prostat kanserinden sonra genitoliriner siste-
min ikinci en yaygin malignite tipidir (4). Mesane
kanserinde gozlenen siiperfisyel tiimorlerin niiks et-
mesi yaygmdir ve bu tiimorlerin %15’inden fazlasi
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niikslerinde muskularis propria invazyonu gostere-
rek ileri evreye gegmektedir. Kas invazyonuna sahip
olgularda, sistektomiden sonra tiimoriin tamaminin
cikarildig1 sdylense de bu olgular niiksetme, ilerleme
ve metastaz icin hala yiiksek risk altindadirlar. Tler-
lemis diizeydeki hastaligin tedavisinde kemoterapi
ve radyasyon uygulamalarindan yeterli sonuglar ali-
namamaktadir. Hastaligin tedavisini optimize etmek
ve yasam siiresini artirmak i¢in, niiks ve metastaz
riski tasityan hastalarda hastaligin tanimlanmasinda
ek parametrelere ihtiyag¢ vardir. Sonuglari hep ayni
olmasa da, mesane kanserinde p53’iin potansiyel bir
biomarker oldugu konusundaki galigmalar, mesane
tiimorlerinde prognoz ile p53 mutasyonlart arasinda
negatif bir korelasyon oldugunu gostermistir (5-7).

Calismamizda mesane kanseri tanisi alan olgu-
larda p53 gen mutasyon analizi gergeklestirmek iize-
re, izole edilen DNA’lardan, polimeraz zincir reak-
siyonu (PCR) metodu kullanilarak 5. ve 7. ekson
amplifiye edildi. Bu eksonlarda bulunan en ¢ok mu-
tasyona ugrayan “hot spot” kodonlardan olan 175.
ve 249. kodonlara yonelik mutasyonlar1 saptamak
tizere enzim kesimi yapildi.
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p53 mutasyonlarinin diger kanser tiplerinin
patogenezinde ge¢ olusmasina ragmen, mesane kan-
seri patogenezinde erken olusmasi ve yapilan bazi
calismalarin mesane kanseri prognozunun hastaligin
ilerlemesi ve dliim oraninin artmasi ile korelasyonu
iizerine yogunlasmasi, p53 mutasyon analizinin ta-
nida faydali olabilecegini diisiindiirmiistiir.

GEREC ve YONTEM

Bu, arastirmada Afyon Kocatepe Universitesi
Tip Fakiiltesi ve Dokuz Eyliil Universitesi Uroloji
Anabilim Dallari’nda mesane kanseri tanisi alan si-
rastyla 9 ve 13 olgununun parafine gémiilii mesane
tiimor doku kesitlerinden “ksilen-tuzla uzaklagtirma”
metodu (parafinin uzaklagtirilmasi, yikama, parca-
lama, saflastirma, ¢oktiirme, yikama ve siispanse
etme) uygulanarak genomik DNA’lar izole edildi
(8). lIzolasyonu takiben DNA’larmn  varh
spektrofotometrik 6l¢lim ile dogrulandi. Elde edilen
genomik DNA ile p53 geninin 5. ve 7. ekson bolge-
lerinin PCR metoduyla amplifiye edilmesi igin,
primerleri birlikte dizayn edilen 5-6. eksonlar ve 7.
ekson i¢in uygun PCR miksleri ve PCR kosullart
olusturuldu. 5. ve 6. ekson amplifikasyon i¢in 94
°C’de 7 dakika ilk denatiirasyon, -35 dongii 94 °C’de
1 dakika denatiirasyon, 55 °C’de 2 dakika baglanma,
72 °C’de 2 dakika uzama- ve 72 °C’de 7 dakika son
uzama; 7. ekson amplifikasyonu igin 94 °C’de 7 da-
kika ilk denatiirasyon, -35 dongii 94 °C’de 1 dakika
denatiirasyon, 55 °C’de 1 dakika baglanma, 72 °C’de
1 dakika uzama- ve 72 °C’de 7 dakika son uzama
olan PCR kosullariyla programlanan thermal
cycler’da amplifikasyona birakildi.

PCR uygulamas1 sonucunda, amplifikasyon
griinleri  %2’lik agaroz jel elektrofeziyle, ®X174
DNA/BsuRI (Haelll) Marker, 9 kullanilarak kontrol
edildi. Daha sonra p53 geninin 5. ve 6. eksonlarinin
amplifikasyon {iriinii, 5. eksonun 175. kodonunda

CGC tanima sekanst olan Hae II (Haemophilus
aegyptius) enzimi ile muamele edildi. 5. ve 6.
eksonlarmm PCR amplifikasyon iriiniiniin, mutasyon
olmamasi durumunda, Hae II ile kesildiginde 163 ve
234 bazlik iki DNA par¢asina ayrilmasi, mutasyon
durumunda ise Hae II kesim noktasi ortadan kalka-
cagi i¢in 397 bazlik kesilmemis tek parga DNA’nin
goriilmesi beklendi. p53 geninin 7. ekson PCR
amplifikasyon {iriinii ise, 7. eksonun 249. kodonunda
GGCC tanima sekanst olan Hae III (Haemophilus
aegyptius) enzimi ile muamele edildi. 110 bg olan 7.
ekson PCR firiiniiniin, mutasyon olmamasi duru-
munda, Hae III ile kesildiginde 75 ve 35 bazlik iki
DNA pargasina ayrilmasi, mutasyon durumunda ise
Hae III kesim noktasi ortadan kalkacag: i¢in 110
bazlik kesilmemis tek parca DNA’nin goriilmesi
beklendi. 5. ve 6. eksonlarin amplifikasyon triinii-
niin Hae II enzimi, 7. ekson amplifikasyon iiriiniiniin
Hae III enzimi ile muamelesi igin, 1ul enzim, 1ul
10X M tamponu ve 8,5 pul PCR amplifikasyon {iriinii
0,2 mI’lik steril ependorf tiipiine konulduktan sonra,
1 saat 37 °C etiivde inkiibe edildi. inkiibasyon sonra-
st enzim aktivitesi 10X yilikleme tamponu ile durdu-
ruldu. ®X174 DNA/BsuRI (Haelll) Marker, 9 kul-
lanilarak, 5. ve 6. eksonlarin enzim kesim iriini
%?2’lik agaroz jel, 7. ekson enzim kesim {riinii
%10’luk (%5  gliserinli)  poliakrilamid  jel
elektroforezinde yiiriitiildi. Sonuglar uv
transilliiminatdrde degerlendirildi.

BULGULAR

Calismamizda, mesane kanseri tanisi almis ol-
gulara ait parafine gdmiilii mesane tiimoér dokusu or-
negi kullanildi. Bu olgulara ait laboratuvar ¢aligma
numaralari, olgu yasi, cinsiyeti, tanisi, timor evresi
ve grade bilgileri Tablo 1.’de verilmistir.

Tablo 1. Olgulara ait laboratuar ¢calisma numaralari, olgu yasi, cinsiyeti, tanisi, tiimor evresi ve grade bilgileri

Olgu No Yas Cinsiyet Tam Evre Grade
1 67 E Urotelyal Karsinom Ta 1
2 77 E Urotelyal Karsinom Ta 2
3 73 E Urotelyal Karsinom T1 2
4 69 E Urotelyal Karsinom Ta 1
5 63 E Urotelyal Karsinom T2 3
6 55 E Urotelyal Karsinom Ta 1
7 71 E Urotelyal Karsinom Ta 1
8 74 K Urotelyal Karsinom T1 3
9 57 K Urotelyal Karsinom Tl 2
10 59 E Urotelyal Karsinom T3 2
11 63 E Urotelyal Karsinom T1 3
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Olgu No Yas Cinsiyet Tam Evre Grade
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 Tis
22 65 E Urotelyal Karsinom Tl 2

43

E: Erkek, K: Kadin, Tis: Karsinoma in situ, Ta:Non-invaziv papiller karsinom, T1: Epitel alt1 bag dokuya tiimér
invazyonu var (Tla; lamina propriada yiizeyel invazyon, T1lb; lamina popriada muskularis mukoza seviyesine kadar
invazyon, Tlc; lamina proriada muskularis mukozanin invazyonu) T2: Kas invazyonu var (T2a;1/2 iist kisim kas

invazyonu, T2b; 1/2 alt kisim kas invazyonu) T3; Perivezikal yag doku tutulumu, makroskobik (ekstra vezikal kitle).

Ekson 7 i¢in kurulan PCR sonucunda 7, 8, 9, 12, 13, 14 ve 16 nolu olgulara ait drneklerde DNA miktar-
larindaki yetersizlik nedeniyle amplifikasyon gergeklesmedi.

Mutasyon analizi i¢in PCR sonucunda elde edilen amplifikasyon iiriinlerine uygulanan enzim kesimi so-

nuclar1 Tablo 2’de verildi.

Tablo 2. Olgulara ait DNA izolasyon, PCR ve enzim kesim sonuglart.

Olgu Exon 5-6 Exon 7 Exon 5 Mutasyon Exon 7 Mutasyon
No Amplifikasyonu Amplifikasyonu (Hae 11 Enzim Kesimi ile) (Hae III Enzim Kesimi ile)
1 + + Yok Yok
2 + + Yok Yok
3 + + Var Yok
4 + + Yok Yok
5 + + Var Yok
6 + + Var Yok
7 + - Var AY
8 + - Var AY
9 + - Var AY
10 + + Yok Yok
11 + + Yok Yok
12 + - Yok AY
13 + - Yok AY
14 + - Yok AY
15 + + Yok Yok
16 + - Yok AY
17 + + Yok Var
18 + + Yok Var
19 + + Yok Yok
20 + + Yok Var
21 + + Yok Yok
22 + + Yok Var

AY: Amplifikasyon Yok
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TARTISMA

Mesane kanserine neden olan bazi risk faktorle-
rinin bu kanser tiirlinde, gbzlenen mutasyonlarin ye-
rini, sikligin1 ve tiiriinii etkiledigi ¢esitli ¢aligmalarda
gosterilmistir (9-11).

p53 mutasyonlarinin yaklagik %87’si  5-8.
eksonlarda ve %75°1 G:C iftlerinde olugurken, mu-
tasyon tiplerinin frekansi kanser tiiriine 0zgldiir
(12). Ayrica baska bir ¢calismada p53 genindeki mu-
tasyonlarin %28 kadarinin evrimsel olarak korun-
mus olan 5-8. eksonlarin disindaki eksonlarda oldu-
gu bildirilmistir (13).

Literatiirde p53 geninin 5. eksonunda gozlenen
mutasyon sikliginin %14-32 oldugu tespit edilmistir
(14, 15-17). Bu galismada p53 geninin 5. eksonunda
saptanan mutasyon orani ise %27 kadardur.

Yapilan ¢alismalarda p53 geninin 7. eksonunda
gdzlenen mutasyon sikliginin ise %5,25-44,5 oldugu
tespit edilmistir (14, 15-17). Bu ¢aligmada p53 geni-
nin 7. eksonunda saptanan mutasyon orant ise
%36’dir. Elde edilen bu sonug literatiirle uyumlu
olmakla birlikte, 7. ekson i¢in kurulan PCR sonu-
cunda, olgulara ait DNA orneklerinin hepsinde
amplifikasyon elde edilemedigi gdz 6niinde bulun-
durulursa bazi galigmalara gore yiiksek bulunabile-
cek olan bu oranin normal oldugu diisiiniilebilir.

p53 geni yaklasik olarak mesane tiimoérlerinin
%40’1inda mutasyona ugramistir (9). Bununla birlik-
te, Lin ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢aligmada ¢alis-
maya dahil edilen TCC’li olgularn %67’sinde p53
mutasyonlart saptanmistir (18). Bu calismada ise
toplam 22 olgunun 10’unda olmak iizere %45’lik
p53 geni mutasyonu goézlenmistir. Elde edilen bu
sonug literatiirle uyum gostermektedir.

Calismaya dahil edilen 22 olgunun 19’unun er-
kek 3’iniin kadin olmasi, mesane Kkanserinin
erkeklerlerde goriilme oranin kadinlara gore daha
yiiksek oldugunu dogrular niteliktedir. Nitekim Lin
ve arkadaslarinm yaptigi 11 yillik galisma sonucu,
calismaya dahil ettikleri 75 olgunun 54 erkek, 21
kadindan olusmast bu yonde uyum gdstermektedir
(18). Calisilan 19 erkek olguda gozlenen p53 mutas-
yon oranm1 %36,8 iken 3 kadmn olguda %100 olarak
saptanmistir. Bu sonu¢ kadinlarda goriilen mesane
kanserlerinde p53 mutasyon oraninin erkeklerde go-
riilen mesane kanserlerine oranla daha yiiksek oldu-
gunu diigiindiirebilir ancak caligmaya dahil edilebi-
len olgu sayisinin ve bu gruptaki kadin hasta sayisi-
nin az olmasi nedeniyle bunu séylemek zordur. Boy-
le bir farklilig1 arastirmaya yonelik daha genis kati-
Iimh ¢aligmalara gereksinim vardir. Mesane tiimor-
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lerinin ortalama goriilme yas1 65 olmakla birlikte, 60
yasindan sonra goriilme siklig1 artmaktadir (19). Bu
calismaya dahil olan olgularin ortalama yasi 66,6
olup, olgularin %68’i 60 yasin iizerindedir. 50-60
yas araligindaki olgularda saptanan p53 mutasyon
orant %57, 61-70 ve 71-80 yas araligindaki olgular-
da saptanan p53 mutasyon orant %40 olarak bulun-
mustur.

Romero ve arkadaglari yaptiklar1 g¢alismada,
mesane kanserindeki p53 mutasyonun grade 2 ve
grade 3 tiimorlerde daha sik oldugunu tespit etmis-
lerdir (20). Bu calismada da grade 2 ve grade 3 tii-
morlerde saptadigimiz mutasyon orani %80 dir.

Literatiirde, mesane kanserinde, mutasyon sayi-
styla, tiimor invazyon derinligi ve evre arasinda bir
korelasyon sz konusudur (21-23). Romero ve arka-
daslarmin gesitli timor tipleriyle yaptiklari ¢alsmada
Ta evre timorlerde %30,3, T2 evre tiimorlerde ise
%63,2 oraninda, yine ayn1 grubun ylizeyel timorler-
de yaptig1 bagka bir ¢alismada ise T1 evre tiimorler-
de yiiksek oranda mutasyon saptanmistir (20, 23).

LaRue ve arkadaglarmin yaptig1 bir ¢aligmada mesa-
ne kanserinde mutasyonlarin %68,8°1 T1 evre tiimorlerde,
9%31,3%1 Ta evre tiimorlerde gozlenmistir (12).

Bu calismada, Ta evre tiimorlerde mutasyon
orant %37,7 ve T1 evre tiimorlerde mutasyon orant
ise %42,9’dur. Diger tiimdr evrelerine sahip drnekle-
rin sayis1, yiizde orani hesaplamak i¢in yetersizdir.

p53 mutasyonlarnin  mesane kanserinde
insidansinin yiiksek olusu ve patogenezinin erken
olusmasi, p53 mutasyonlarinin hastaligin kliniginin
belirlenmesi ve tedavinin yonlendirilmesinde faydali
bir prognostik faktor olabilecegi goriisiinii destekle-
mektedir.

Yas araligina gore olgu sayist ve mutasyonlu
olgu sayilan karsilastirildiginda; en fazla olgunun
51-60 yas araliginda goriilmesine ragmen mutasyon-
lu olgu sayist en fazla 71-80 yas araliginda goriildi.
Bu yas araligindaki mutasyon ytizdesi %45,5 olarak
saptandi.

Mesane kanserine neden olan genetik degisim-
lerin basinda, bu kanserde en ¢ok mutasyona ugra-
yan tiimor supresor gen olma ozelligini de tasiyan
p53 geni gelmektedir. Caligmamizda mesane kanser-
li olgularda tespit ettigimiz p53 geni mutasyon orani,
bu 6zelligi dogrular niteliktedir. Insanda olusan kan-
serlerin yaklasik olarak yarisinda p53 mutasyonlari
olugmasi, 6zellikle de mesane kanserinde bu olusu-
mun erken dénemde gerceklesmesi, klinik uygula-
mada, hastaligin prognozunun belirlenmesinde yar-
dimeci olabilir.
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p53 mutasyonlarinin bir prognostik faktor ola-

rak mesane kanseri prognozunun saptanmasina yar-
dimci1 olmasiyla, metastaz ve hastaligin tekrarlama
riski ve tedaviye olumlu yanit verme konusunda bil-
gi sahibi olunabilecektir.
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