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Ozet

Summary

Kanser arastirma sonuglart hastaligin erken teghisi, te-
davisi ve prognoz tayininde yeni ufuklar agmistir. Onkogen ak-
tivasyonu ve fonksiyonel tiimér supresor gen kaybi, malign
transformasyonun énemli basamaklaridwr. Insan kanserlerinin
%50 sinden fazlasindan sorumlu tutulan p53 tiimor supresor
geni, diger genlerin promotor bolgelerine baglanarak onlarin
transaktivasyonu fonksiyonunu goren niikleer bir fosfoproteini
kodlar. DNA hasart durumunda p53 proteini asiri exprese
olarak, hiicre siklusunu GI-S kontrol noktasinda durdurarak,
hiicrenin DNA tamiri veya apoptozis yoniinde bir tercih yap-
masina imkan saglar. Fonksiyonel p53 kaybinda ise, genomik
instabilite sonucu malign transformasyon veya hiicre oliimii
gergeklegir.

Bu makalede konu iizerine yaptigimiz molekiiler genetik,
immunohistokimyasal ve immunositokimyasal arastirmalart
literatiir bilgileri 1518inda degerlendirdik. p53 inaktivasyonu
ve onunla birlikte asirt expresyonuyla normal p53 proteinine
baglanarak onun inaktivasyonuna neden olan mdm?2 iirotelyal
kanserlerin %65°e yakinindan sorumlu tutulmaktadr. Bizim
calismalarimiz, fonksiyonel p53 kaybi sonucu genomik insta-
bilite gelistigini ve biiyiik boliimiinii metalloproteinaziarin
olusturdugu doku yikim enzimleri iiretiminde artisa bagh
olarak, tirotelyal timor yayihminda ilk striiktiirel bariyeri
olusturan bazal membran yikimina neden olarak invazyonla
anlaml iliskili oldugunu gosterdi. Ilave olarak, iirotelyal
kanserli hastalarda idrara dékiilen hiicre primer kiiltiirlerinde
p33 ve mdm2 immunositokimyasal boyamanin hastalarin
yogun takibi ve effektif tedavisinde kullanilabilecegini énerdik.

Anahtar Kelimeler: P53, MDM2, Tip IV kollajen,
Metalloproteinazlar, Urotelyal kanserler
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The cumulated results of researches on cancer have led to
new dimentions in the early diagnosis, effective treatment and
determination of prognosis of the disease. Oncogene activation
and functional tumor suppressor gene loss are important steps
in malignant transformation. Inactivation of p53 tumor sup-
pressor gene is responsible from more than 50% of human neo-
plasms. P53 gene encodes a nuclear phosphoprotein which
binds to the promotor regions of the other genes and transac-
tivates them. DNA damage leads to the overexpression of p53
which arrests cell cycle at GI-S check point, and gives a
chance to them for a selection between DNA repairment and
apoptosis. Genomic instability caused by functional p53 loss
results in neoplastic transformation or cell death.

In this article, we have summarized our studies on p53 in
urothelial carcinomas in the light of the literature. Inactivation
of P53 and continious overexpression of MDM?2 which also
seemingly results in the inactivation of p53 without gene alter-
ation were responsible from 65% of the urothelial carcinomas.
Our results suggested that the genomic instability produced by

functional p53 loss up-regulated metalloproteinases and re-

sulted in degradation of basement membranes underlying
urothelial carcinomas, which forms first structural barrier to
tumor invasion and metastsis. Moreover, we suggested that im-
munocytochemical analyses of p53 and mdm2 of primary cul-
tures of exfoliated cells in the urine from patients with urothe-
lial carcinomas is useful for intensive follow-up and effective
treatment of the disease.
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Kanser genetik degisikliklerin agsamali olarak
gelistigi, kontrolsiiz hiicre proliferasyonu ve klonal
ekspansiyonu, hiicre mobilitesi ve epitelyal yapis-
ma kapasitesinde artma, yeni anjiogenetik aktivite,
hastanin immun sisteminin aktivitesi, bazal mem-
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bran ve ekstraselluler matriks yikimi gibi olaylari
kapsayan ¢ok basamakli bir hadisedir. Brenbulum
ve Subik 1947 yilinda kanser gelisiminde inisias-
yon ve promosyon basamaklar1 goriisiinii gelistir-
diler (1). Inisiasyon, hiicre DNA sinda kalic1 ve
geriye doniissiiz degisiklikleri ifade ederken; pro-
mosyon, maligniteyi destekleyen geri doniisiimlii
degisiklikleri tanimlar (2).

Kanser insidansinin ileri yaslarda yogunlas-
masi, kanser inisyasyonu ve progresyonu i¢in ¢ok
sayida genetik aberrasyonlarin kiimelenmesinin
gerekliligini gostermektedir. Kanserojen ajanlarin
ve kanser tedavisinde kullanilan kemoterapoétikler
veya x-1inmin genomik hasarlanma yaptig1 bilin-
mektedir. Bunun yanisira mutasyon tiplerinin
kanser malignite potansiyeli veya klinik seyir ve
prognozu ile iligkili oldugu ¢ok sayida galismada
bildirilmistir (3).

Onkogenlerin aktive olmasi veya timor
baskilayict genlerin fonksiyonlarini yitirmeleri gibi
genetik hadiselerin yani sira, genlerin ekspresyon-
larm1 kontrol eden metilasyon gibi epigenetik
degisiklikler, posttranslasyonel olaylar, uyari iletim
agindaki diizensizlikler malign transformasyona
yol agarlar.

Gilinlimiize kadar 80’e yakin onkogen ve 8 adet
timor baskilayict gen (RB1, WTI1, VHL, APC,
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pl6, TP53, NF1 ve NF2) tanimlanmustir (Tablo 1).
Ote yandan yedi tane daha tiimér baskilayici aday
gen izerinde caligmalar devam etmektedir (BR-
CAl, RCC, MLM, MENI1, MCNS, DCC ve LC1).
Kanserlerin ¢ogunda en stk mutasyona ugrayan

genlerin tiimor baskilayici genler oldugu bilinmek-
tedir (2-4).

Kanserle ilgili giiniimiiz kanisi, biitlin kanser-
lerde mutasyona ugrayan tek bir gen olamayacagi
yoniindedir. Eger boyle bir gen tahayyiil edile-
cekse, bu insan kanserlerinin hemen hemen yarisin-
da mutasyona ugrayan P53 geni olmalidir.
Kromozom 17p iizerinde lokalize olan P53 geni,
¢ok degisik insan kanserleriyle iliskilendirilmis
timor baskilayict gendir (Tablo 2). Nadir bir oto-
zomal dominant sendrom olan Li-Fraumeni sendro-
munda herediter olarak kodon 245 ile 258 arasinda
P53 gen mutasyonu oldugu ve bu kisilerin farkli
viicut bolgelerinde degisik tiirde neoplazmalar
gelistigi bildirilmektedir (2,5).

Bu gen, transkripsiyon faktor gibi gérev yapan
niikleer bir fosfoproteini kodlar (Sekil 1). Yani p53
proteini diger genlerin promotor bdlgelerine bagla-
narak onlarin ekspresyonunu kontrol eder. Diger bir
ifade ile genomun gardiyam gorevini iistlenir (6).
Yani herhangi bir hasarlanma algilandig: takdirde
pS53 proteininde artisa neden olur. Bu durumda
hiicre siklusu G1-S fazinda durdurularak DNA

Tablo 1. insan kanserleriyle ilgili bazi timor baskilayicr genler

[gili

Timor Kromozomal .
kil i ' okalizasy “onksiyon Lanserle Sendrom
Baskilayicr Gen  lokus Lokalizasyon Fonksiyonu Kanserler — 2l .
p53 17pl3.1 Niikleus Transkripsiyon Tablo |dekiler (insan Li-Fraumeni
faktor kanserlerinin %50 s1)
RBI1 13g14 Niikleus Transkripsiyon Retinoblastoma, meme Retinoblastoma
modifikasyonu osteosarkom, mesanc,
prostat, akeiger
APC 5421 Sitoplazma Bilinmiyor Kolon. mide ve Familyal )
pankreas kanserleri adenomatoz
polipozis
WTI [1pl3 Niikleus Transkripsiyvon Wilms tiimori Wilms tlimdrt
faktor ) .
i 3 iTPase aktive schwal lorofibromatozis
NF1 17q11 Sitoplazma GTPase aktive Schwannomalar }mulll romatozis
edici protein up |
" e NSy -.I: . ¥ ‘| y i
NF2 22q Sitoplazma Bilinmiyor Schwannoma ve Narofibromatozis
e i g. - -
meningiomalar tip 2
plo 9qg21 Niikleus Cyclin dependent mezotelyorna, Familyal
Kinaz inhibitori melanoma, pankreas, melanoma
mesane, glioblastoma
VHL Ip2s Bilinmiyor Bilinmiyor Bobrek von Hippel
Lindau
278 T Klin Tip Bilimleri 1998, 18
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Tablo 2. Degisik tiimorlerde bildirilen p53 pozitiflisi

Tiimor Tipi p53 pozitifligi
M esane %50
Prostat %30
Bobrek %19
Testis yok
Wilms’ yok
Akciger %56
Kolon %50
Ozofagus %45
Over %44
Pankreas %44
Deri %44
Mide %41
Bas, Boyun %37
Karaciger %29
Beyin %25
Siimrenal %23
Meme %22
Endometrium %22
Tiroid %13
Hematolojik %12
M elanoma %9
Paratiroid %8
Cervix %7

tamiri veya apoptozis (programli hiicre Olimii)
yoOniinde bir se¢im yapilir. Boyle bir se¢im yapila-
mamast durumunda hasarli hiicre boliinmeye de-
vam eder ve ilave mutasyonlar geliserek kanser-
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lesmeye yol acar. p53 proteini WAF1/CIP1 geninin
promotor bolgesine baglanarak p21 proteini olarak
adlandirilan protein sentezini arttirir. p21 proteini
ise "cyclin dependent kinazlara" (cdk) baglanarak
onlarin aktivitesini durdurur (7). Bu olay hiicre
boliinmesini basindan durdurarak hiicrenin kendi
DNA’sin1 tamir etmesine zaman ayirmasina firsat
verir ve hasarli DNA’nin replikasyonu Onlenir.
DNA tamiri olay1 ise yine p53 tarafindan stimule
edilen Gadd45 adi verilen bir diger gen tarafindan
saglanir. Gadd45 proteini "proliferating cell nuclear
antijen" (PCNA) adi1 verilen proteinle kompleks
olusturarak DNA tamirini gerceklestirir (2,8).

Normal p53 proteini yarilanma Omril
dakikalarla (6-20) ifade edilebilecek kadar kisadir.
Bu nedenle bu protein, standart immunohis-
tokimyasal yontemlerle tesbit edilemez. Ancak
mutant p53 proteini yikiminin zorlasmasi nedeniyle
uzun yarilanma Omriine sahiptir. P53 mutasyonu
tayininde immunohistokimyasal niikleer overex-
peresyon arastirmalari, mutant p53 artisinin gok
sayida timérlerle klinikopatolojik korelasyon gos-
terdigi bildirilmektedir (2).

P53 geninin bu kadar sohret kazanmasinin 6te-
ki nedenleri ise; p53 biolojik mekanizma arastir-
malarinin, malign transformasyon, timor
baskilayict genler, viral onkogenler, apoptozis,

DNA T BAX
HASARI { BCL2
Expresyonu
{ edk
Aktivitesi
Apoptozis
T WAF1/CIP1
pS3 « | (P21 Hiicre
Protein o Expresyonu Siklusu
Birikimi + Durmast
T p53 iin
Transkripsiyon-
Repl.lkasyo.l.a . DNA.
Tamir Faktorlerine Tamiri
Baglanmasi (Gadd45)

Sekil 1. DNA hasar1 p53 birikimine neden olur, p53 birikimi diger genlerin expresyonlarini etkileyerek protein-protein interaksi-

yonlari takip eder.
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hiicre siklusu regiilasyonu, radyorezistans,
molekiiler epidemiyoloji ve hatta gen tedavisinde
onemli buluslara yol agmasidir. Normal-p53 pro-
teininin hangi biyolojik mekanizmalar ile timor
gelisimini engelledigi daha heniiz tam olarak ay-
dinlatilamamakla birlikte; 6zet olarak bu proteinin,
genomu DNA hasarma karst korudugu, genomik
hasarlanma durumunda apoptozisi sagladigi, hiicre
siklusunu G1-S check-point noktasinda kontrol et-
tigi kabul edilmektedir. Normal-p53 proteini
fonksiyonu kaybi, genomik instabiliteye neden
olarak tiimor gelisimi icin gerekli ilave mutasyon-
lara yatkinliga yol acar. Nokta mutasyonlar, delesy-
on gibi genetik alterasyonlar, pS3 proteininin bes
baglanma noktasindan birine baglanarak inakti-
vasyonuna yol acan mdm?2 proteininin asir1 ek-
spresyonu veya Human Papilloma Virusun E6 pro-
teinine baglanmasi1 (penis, serviks ve prostat
kanserleri gibi) p53 fonksiyon kaybina yol agar.

Urotelyal kanser tedavisi planlamasinda
yiizeyel veya intraepitelyal tiimdorlerin kas invaz-
yonuna progresyonu ¢ok dnemli bir agmazdir. Daha
onceki ¢alismalarda mutant p53 protein ekspresyo-
nunun timor grade ve hastalik evresi, lamina pro-
pria invazyonu ve sag kalim azalmasi ile korelas-
yonu bulundugu bildirilmektedir (2,9-10). Ancak
p53 fonksiyon kaybinin hangi mekanizma ile in-
vazyona neden oldugu yeteri kadar ¢alisilmamustir.
Urotelyal bazal membran lamina propria infiltras-
yonuna énemli bir yapisal engel teskil eder. Tip IV
kollajen bazal membranin ana iskeletini olusturur.
Laminin epitelyal hiicrelere yapismayzi, tip VII kol-
lajen ise bagdokusuna yapismayi saglar. Bazal
membran komponentleri komsu hiicreler tarafindan
iiretilir ve interstisyel enzimlerin ¢oguna direng-
lidir. Komsu hiicreler tarafindan tip IV kollagenaz-
lar gibi baz1 proteazlarin agir1 iiretimi, bazal mem-
bran yikiminda 6nemli rol oynar (11-16).

Intraepitelyal neoplazi olarak adlandirilan
karsinoma in situ (CIS), ylizeyel papiller kanserler-
den daha siklikla invaziv progresyon gosterir (17).
Urotelyal kanserlerin bu iki farkli tipindeki invaz-
yon sikligindaki farklilasma genetik hadiselerin
farkliligindan kaynaklanabilir. En az iki adet tiimor
baskilayici gen ihtiva ettigi tahmin edilen dokuzun-
cu kromozomun uzun kolunda delesyonun, hem pa-
piller hem de non-papiller iirotelyal kanserlerde
erken ve sik gelisen bir olay oldugu bildirilmekte-
dir (5). Halbuki p53 fonksiyon kaybi, 6zgiin olarak
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tiimorlerin invazyon potansiyelleri ile iligkilidir.
CIS, genetik degisiklikler agisindan p53 aberas-
yonunun erken ve sik gelistigi ve kromozom 9q de-
lesyonunun nadir gorildigii 6zgiin bir tablodur
(5,18). Urotelyal kanser invazif potansiyelleri ile
fonksiyonel p53 kaybinin iliskisi bilinmekle birlik-
te, p53 aberrasyonunun CIS’ i de kapsayan yiizeyel
mesane kanserlerinin altin1 doseyen bazal membran
degredasyonu ile iliskisi ¢ok az aragtirmacinin il-
gisini ¢ekmistir.

Fare embriyo hiicrelerinde bir dakikada
hiicrenin ikiye boliinmesini saglayan gene, Murine
Double Minute-2 (MDM2) geni adi verilir. Bu
genin insandaki karsiliginin yumusak doku
sarkomlarinda siklikla amplifiye oldugu ve malign
davranigla iliskili oldugu bildirilmistir (19,20).
MDM?2 onkogen ekspresyonu p53 proteini tarafin-
dan indiiklenir ve mdm2 proteini normal p53 pro-
teininin negatif regiilatorii olarak islev goriir.
MDM2 geninin devamli overekspresyonu, gen
aberasyonu olmadan p53 inaktivasyonuna yol agar.
Bizim gurubumuz daha 6nce 50 iirotelyal karsino-
mal1 hastadan ikisinde p53 mutasyonu olmadan
MDM?2 gen aktivasyonu oldugunu bildirmisti (21).
Bu bulgumuz, iirotelyal kanserlerde kotii prognozu
tayinde mdm?2 ekspresyonunun da p53 ile birlikte
dikkate alinmasi geregini Oneriyordu. Bu veriler
1s1g1nda niikleer p53 ve mdm?2 overekspersyonunun
metalloproteinaz up regiilasyonu ve bazal membran
tip IV kollajeni yikimu ile iligkisini aragtirdik.

Diisiik gradeli non-invaziv papiller kanserlerde
niikleer p53 ve mdm2 overekspresyonu hig
goriilmezken bazal membran tip IV kollajeni intak-
tt1 (Resim 1A,1B). Aksine CIS vakalarinda bazal
membran tip IV kollajeni degredasyonu, hemen
hemen kas invazyonu olanlara esitti. Yine CIS
vakalarinda fonksiyonel p53 kaybi p53 ve/veya
mdm?2 overexpresyonu olarak ele alindiginda bazal
membran degredasyonu ile iligkisi anlamliydi
(Resim 2A,2B,2C,3A,3B,3C). Bizim sonuglarimiz
tirotelyal kanserlerde p53°iin invazyon kriteri
olarak degerlendirildiginde mdm2 nunda mutlaka
hesaba katilmasi1 gerektigini gostermektedir (22).

Bazal membran komsulugundaki epitel
hiicrelerinde proteaz iiretiminin artmasi, bazal
membran yikiminda 6nemli rol oynar. Wirl ve Frick
mesane tliimorii ekstraktlarinda kollajenaz ak-
tivitesinin tiimoriin penetrasyon derinliginin art-
mastyla paralel olarak arttigini gostermektedir (23).

T Klin Tip Bilimleri 1998, 18
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Resim 1A. diisiik gradeli bir iirotelyal tiimorde tip IV kollajen
expresyonu. Subepitelyal ve damar duvari bazal membrani esit
oranda tip IV kollajen exprese etti.

Resim 2A. Karsinoma insitu tanisi alan bir timorde niikleer
p53 birikimi (X200).

Margulies ve arkadaslar1 ise mesane kanserli hasta-
larin idrarinda tip IV kollajenaz konsentrasyonunun
arttigin1 gosterdiler (24). Diger aragtirmacilar bili-
nen MMP genlerinin expresyonlarinin bazi proto-
onkogenler (jun, fos, ets, myb) tarafindan upregiile
edildigini bildirdiler (25). Bizim c¢aligmamizda
fonksiyonel p53 kaybinin MMP-1, MMP-2 veya
MMP-9 dan en az birinin upregiilasyonu ile anlam-
I1 iliskisi, bazal membran degredasyonunun
fonksiyonel p53 kaybi ile anlaml iliskisi ile destek-
lendi. Bizim sonuglarimiz fonksiyonel p53 kaybi
sonucu gelisen transkripsiyonel karmasa diger bi-
linmeyen molekiiler genetik alterasyonlarla birlikte
bazal membranm enzimatik yikimini upregiile et-
tigini gosteriyor (22). Bu caligmalar kanser invaz-

T Klin J Med Sci 1998, 18
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Resim 1B. Bu tiimérde p53 b yarr;a51 negatifti. Ayrica mdm2
boyamas: da negatifdi. Hematoksilenle hafifce boyandi.
(X100).
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Resim 2B. Bu tiimérde mdm2 boyamasi negatifti (X200).
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Resim 2C. subepitelyal bazal membran tip IV kollajeni
yikilmisken damar duvari bazal membran tip IV kollajeni
saglamdi. Hematoksilenle hafif¢e boyandi. (X100).
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Resim 3A. karsinoma insitu tanist alan bir diger timérde ise
niikleer mdm?2 birikimi goriildii.

yonunu 6nlemede metalloproteinaz inhibitorlerinin
gelistirilmesini saglamustir. Ik olarak, MMP-1’i
kuvvetle inhibe eden bir ilacin (BB94- Batimastat)
nude farelerde kolon kanseri xenogaftlarinin
bliylimesini inhibe ettigi gdsterildi (26). Ancak hem
Batimastat hemde diger ilk jenerasyon sentetik
metalloproteinaz inhibitorii olan Galardin oral yol-
la verilememesi nedeniyle uzun siireli kanser te-
davisinde uygun degildir. Oral olarak verilebilen
ikinci jenerasyon metalloproteinaz inhibitor-
lerinden Ro31-9790 ve Marimastat la ilgili klinik
calismalar devam ediyor. Ote yandan yaygim kul-
lanilan tetrasiklin derivelerinin metalloproteinaz in-
hibisyon aktivitelerinin zayif oldugu bildiriliyor.
Normalde insan hiicreleri tarafindan sentezlenen
metalloproteinaz doku inhibitorleri adi verilen
TIMP-1 ve TIMP-2’nin ise giiniimiizde yeteri
kadar iiretimi miimkiin olmamistir ve protein
yapilar1 ve biiyiikliikleri oral kullanima imkan ver-
memektedir. Ozet olarak, daha etkili alternatif te-
davi stratejilerinin gelistirilmesi i¢in iirotelyal
kanserlerde onkoprotein expresyonunun kollajenaz
aktivitesi ile iligkisi lizerine daha ¢ok sayida arastir-
maya ihtiyag¢ vardir (27).

pS3 tiimdr supresor gen kaybi veya inaktivas-
yonunda apoptotik hiicre 6liimiiniin baslatilama-
mas1 nedeniyle kanser hiicrelerinde kemorezistansa
yol agar. Biz iirotelial karsinomalarda kombine p53
ve mdm?2 statiisii ile kemosensitivite arasindaki
iligskiyi kemoterapi alan tirotelyal kanserli 54 hasta-
da (MVAC:13, MEC/MVEC:28, CISCA:12, EP:1)
analiz ettik (Jpn. J. Cancer Res, 1998, Basimda).
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Resim 3C. Subepitelyal bazal membran tip IV kollajeni
yikilmisken damar duvari bazal membran tip IV kollajeni
saglamdi. Hematoksilenle hafif¢ce boyandi. (X100).

p53 niikleer boyanmasi %50 vakada ve mdm?2 ise
%24.1 de pozitifti. p53 negatif gurupta komplet
cevabim (CR), p53 pozitif guruba oranla daha yiik-
sek olmasina ragmen (29.6% vs 7.4), cevap orani
p53 niikleer boyanmasi ile iligkili degildi. Aksine
CR orant mdm2 negatif hastalarda mdm2 pozitif
olanlardan daha yiiksekti (22.0 vs 7.7), ve kemote-
rapiye cevap mdm?2 pozitifligi ile ters korelasyonlu
idi (P=0.036). Hastalarin survisi agisindan tiimoriin
p53 ve/veya mdm?2 niikleer pozitifligi veya negatif-
ligi arasinda fark yoktu. Neoadjuvan kemoterapi
alan 28 hastadan, p53 ve mdm?2 negatif olan 11 has-
tanin tamami yasiyor ve niiks gdstermedi (takip
stiresi:13-17 ay). Aksine p53, mdm2 veya her ikisi
pozitif olan 17 hastadan 6 s1 hastaliktan 61dii ve bir
hasta ise metastazli olarak yasiyor (takip siiresi: 8-

T Klin Tip Bilimleri 1998, 18
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Resim 4. Resim 2 deki hastadan almman idrara dokiilen
hiicrelerin primer kiiltiirlerinin immunositokimyasal p53 ex-
presyonu. Hematoksilenle hafifce boyandi. (X100).

75 ay). Bizim sonuglarimiz p53 ve mdm2 kombi-
nasyonunun neoadjuvan kemoterapi ve cerrahi
rezeksiyonla tiimor eradikasyonunu gostermede iyi
bir prediktif belirte¢ oldugunu gosteriyor.

Urotelyal kanserlerin teshisinde invazif ol-
mayan bir teshis metodu gelistirilmesinde idrara
dokiilen hiicreler ¢ok 6nemli bir kaynaktir. Idrar
sitolojisinin pozitifligi hemen hemen daima iiriner
yollarin bir seviyesinde, belki de aylar sonra fark
edilecek bir kanser oldugunu gosterir. Bununla bir-
likte idrar sitolojisinin sensitivitesi ¢ok simirhdir,
yani %30 civarimdadir. Bu nedenle sensitivitesi da-
ha yiiksek teshis metotlarinin gelistirilmesi zorun-
ludur. Daha 6nceki ¢aligmamizda tirotelyal kanser-
lerin %65’inde p53 ve/veya mdm2 pozitifligi
bildirmistik (22). Idrar yaymasinin direkt olarak
pS53 immunositokimyasal boyama girigimimiz an-
tikorlarin sedimente nonspesifik baglanmasi ne-
deniyle basarili olmadi. Herz ve arkadaglart idrarin
canli hiicreler icerdigini ve bunlarin in vitro
iiretilebildigini ve bu hiicrelerin iirotelyal orjinli
oldugunu bildirmisti (28). Biz aymi teknigi kulla-
narak idrara dokiilen hiicrelerin primer kiiltiir-
lerinden sonra immunositokimyasal p53 (Resim 4)
ve mdm?2 (Resim 5) boyamas1 yaptik ve ayni za-
manda immunohistokimyasal analiz de yaparak
mukayese ettik. IMC ve IMH sonuglar1 p53 icin
%92.1 identik iken, mdm?2 i¢in %80 identikti (29).
Bu sonuglarimiz p53 ve mdm2 pozitif olgularin
timor rekiirrensi takibinde IMC boyamanin kul-
lanilabilecegini gosteriyor.
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Resnm 5. Resim
hiicrelerin primer kiiltiirlerinin immunositokimyasal mdm?2 ex-
presyonu. Hematoksilenle hafif¢e boyandi. (X200).

Yakin zamanlarda balgam, idrar, gaita ve
mesane yikama soliisyonlarindan elde edilen az
sayidaki hiicrelerden polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) kullanilarak genetik alterasyonlarin tesbitine
calisilmaktadir. Sidransky ve arkadaslar1 PCR ve
oligomer-spesifik hibridizasyon tekniklerini kulla-
narak mesane kanserli 3 hastanin idrara dokiilen
hiicrelerinin %1 ila %3’linde p53 mutasyonu
oldugunu gosterdiler (30). Mao ve arkadaglar
mikrostellit marker analiz teknigini kullanarak
mesane kanserli 20 hastanin 19’unun idrar sedi-
mentlerinde heterozigosite kayb1 ve genetik insta-
bilite oldugunu goésterdiler (31). Bu sekresyonlarda
hiicrelerin ¢ok az olmas1 ve niikleazlarin varligi bu
metodlarla genetik alterasyonlarin tesbit edilmesi
icin optimal kosullarin olusmasini zorlastirmak-
tadir. Bu nedenle primer idrar hiicre kiiltiirlerinden
mutant alel spesifik amplifikasyon teknigi
gelistirme projesi lizerinde c¢aligmalar devam et-
mektedir.

p53 ile ilgili ¢alismalar kanser tedavisinde de
yeni yaklagimlara yol acti. Rekombinan adeno-
viruslar kullanilarak defektli olan P53 geni yerine
normal P53’{in aktarilmasiyla cisplatine maruz
kalan transforme hiicrelerin apoptozise gittigi gos-
terildi (32). Sonug olarak yapilan ¢aligsmalar p53°iin
malign transformasyonda oOnemli bir anahtar
oldugunu gostermekte ancak kanser efsanesinin
¢Oziilmesi daha ¢ok arastirma beklemektedir.
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