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BOLUM-I

1.1. GIRIS VE AMAG

Mesane kanseri uUrogenital sistemde rastlanan malignitelerde ikinci si-
rada yer almakta ve erkeklerde gorulen kanserlerin yaklasik % 7’ sini, kadin-
larda gorulen kanserlerin ise yaklasik % 3’ unu olusturmaktadir. Her yil Avru-
pa Ulkelerinde 66.000 (6), Amerika Birlesik Devletleri’ nde ise 54.500 kigiye
yeni tani konulmaktadir (61). Tani kondugunda tumorlerin 6nemli bir gogun-

lugunu ylzeyel mesane kanserleri olusturur.

Mesane tumorlerinin tanisinda ve nukslerin takibinde en ¢ok kabul go-
ren yontem sistoskopidir ve idrar sitolojisi de ek veriler saglamaktadir (19).
Sistoskopinin duyarlihginin % 90’ 1 asmasina (74) karsin bu invaziv yontemin
bazi durumlarda kesin tani koydurmasi gugtur. Ayrica yontemin maliyeti ve
hastalarin yakinmalarina yol agan morbiditelerinin olmasi da unutulmamali-

dir.

idrar sitolojisi tedavi edilen hastalarin izleminde, timor niksiniin sap-
tanmasinda ve progresyonun erken belirlenmesinde kullaniimaktadir. idrar
sitolojisi yeni timor tanisi ve transizyonel hucreli karsinom (THK) taramasi
amaciyla kullanilabilirse de bu tip lezyonlarda spesifitesi % 90’ dan az iken
sensitivitesi Ozellikle dlisuk derece ve evreli timdrlerde % 25-40 oraninda

kalmaktadir (47). Sensitivite karsinoma in situ ve yuksek evreli timorlerde



artmaktadir. idrar sitolojisi 6rnegini degerlendirenler arasindaki goris farklilik-

lari yontemin dnemli dezavantajlarindan birisidir.

Sistoskopinin invaziv bir yontem olmasi ve sitolojinin yukarida tanimla-
nan dezavantajlarindan dolayr mesane tumorlu hastalarin uzun sureli izle-
minde kullanilabilecek daha guvenilir, invaziv olmayan ve etkin bir yontemin
geligtiriimesi bunun igin de tumor belirleyicilerinin arastiriimasi zorunlulugu

dogmaktadir.

Arastirma asamasinda olan timor belirleyicileri arasinda sitokeratinler
yer almaktadir. Sitokeratin 20 (CK20), sitoiskelet ile iligkili filamentlerden biri
olmakla birlikte, normal Urotelyumda oldugu gibi gastrointestinal epitelyumda
ve mesane tUmoru hucrelerinde de eksprese edildigi bilinmektedir. CK20
ekspresyonu, diferansiyasyon ile iligkilidir. Mesane tUumor hacrelerinde,
restriksiyon kaybolur ve CK20 ekspresyonu her katmanda gozlenebilir (27).
Calismamizda, CK20 ekpresyonunun tumor olusumu veya rekurrensinde ne
kadar guvenilir oldugu hipotezinden yola c¢ikilarak normal ve timoral
uroteliyal hicreli olgular arasindaki ekspresyonun kantifikasyonunun farkinin

saptanmasi amaclanmistir.

1.2. GENEL BILGILER

1.2.1. Uriner Sistem

Uriner sistem homeostaza katilan en énemli organ sistemlerinden biri-
sidir. Vlcut sivilarinin hacim ve igeriginin, kan basincinin, pH’ in, su ve elekt-
rolit dengesinin dizenlenmesi, hlcrelerde metabolizma sonucu olusan ve

kana verilen artik Urlnlerden kanin arindirilmasi uriner sistemin fonksiyonla-



ridir. Bogaltim sistemini olugturan yapilar, sag ve solda idrari olusturan bobrek-
ler ile tasimak ya da depolamakla gérevli olan idrar yollari, idrar kesesi (mesa-

ne) ve idrar kanaldir.

1.2.1.1. Bobrekler (Ren)

Bobrekler psoas kasi boyunca yerlestikleri icin oblik konumdadirlar.
Karacigerin konumu sag bobregin sola gbére daha asagida yerlesmesine
neden olur. Yetigkin bobregi yaklagik 150 gr' dir. Uzunlamasina kesitte
bdbregin dista korteks, en i¢cte medulla ve internal pelvis ve kalikslerden

olustugu goralur.

Korteksin gorinimu homojendir. Korteksin pelvise dogru papillalarla
forniksler arasindan gonderdigi uzantilara Bertini kolonlari denir. Medulla;
birbirlerine yaklasan ve mindr kalikslere bosalan toplayici renal tubullerin
olusturdugu sayisiz piramit igerir. Minor kalikslerin (8-12 adet) ug kisimlari
piramitlerin uzantilariyla c¢entiklenmistir. Mindr kaliksler birleserek bdbrek
pelvisine bosalan 2 veya 3 major kaliksi olusturur. Pelvis renalis, butlintyle
intrarenal veya kismen intrarenal, kismen de ekstrarenal olabilir. Asagi-i¢

yanda incelerek Ureteri olustururlar.

Bobrekler, vicudun metabolik artik Grinlerinin (Ure, elektrolitler, toksik
maddeler) ve fazla suyun idrar olarak organizmadan ¢ikmasini saglarlar. Bu
yol ile doku sivilarinin yogunlugunu, elektrolit ve su dengesini korurlar ve pH’
In1 duzenlerler. Kanin asit-baz dengesinin korunmasinda da buyuk oneme
sahiptirler. Eritropoietin ve renin salgilari ile de i¢ salgi bezi olarak fonksiyon

gOrurler. Kalsiyum metabolizmasi Uzerine de etkileri vardir. Nefronlar; bobrek-



lerde idrari olusturan en kuiguk birimlerdir. Nefronlarin ¢ift yaprakli Bowman
kapsulu icine yerlesmis kapiller damarlarin olusturdugu glomerul yumagi,
kanin filtre edildigi, tabuller ise idrarin olusturuldugu boélimdur. Nefronlarin
renin—anjiyotensin sistemi, hem glomerdl filtrasyon hizinin hem de sistemik

kan basincinin duzenlenmesinde rol oynamaktadir.

Nefronlar ortak acilma kanallari ile bobrek papillalari Gzerindeki deliklere
acilirlar. Boylece olusan idrar ilk olarak kalikslerde ve dolayisi ile pelviste
biriktirilmis olur. Nefronlarda gergeklesen filtrasyon, salgilama ve geri emilme

asamalarindan sonra olugsan gunluk idrar hacmi 1,5 It kadardir.

1.2.1.2. Ureter

idrari peristaltik hareketlerle ve yer c¢ekimi yardimiyla bdbrekten
mesaneye kadar ileten boru seklindeki bir ¢ift olusumdur. Yetigkin Ureterin
uzunlugu yaklagsik 30 cm uzunlukta olup bireyin boyuyla dogrudan iligkili
olarak degisir. Olduk¢a duzgln bir S egrisi gizer. Goreceli darlik alanlari;
uretopelvik bileske, Ureterin iliyak damarlari Ustten caprazladigi bolge ve

mesane igine girdigi yerdir.

1.2.1.3. Mesane (Vesica Urinaria)

1.2.1.3.1. Anatomisi

Mesane pubik kemigin hemen arkasinda, karnin en asagi noktasindaki
pelvisin ortasinda yer alan muskuler bir organdir. Mesanenin; Ureterler araci-
hgi ile bdbreklerden gelen idrari yaklagsik 500 ml hacme kadar igerisinde be-

lirgin bir basing artisi olmadan ve idrarin iginde erimig durumda bulunan kati



maddelerde bir cokelme olmadan depolamak ve idrar belirli bir hacme ulasti-
ginda olusan idrar yapma refleksi sonucu ani bir basing artisi ile depolanmis
olan bu idrari istemli olarak digari pompalamak gibi iki cok nemli gorevi var-

dir.

Urakus
Mesane kubbesi

v me—- Posterior duvar
- =y Lateral duvar
Anterior duvar
Uretral delik

Trigon

Mesane boynu

.— Prostat

Sekil 1: Mesane Anatomisi (73)

1.2.1.3.2. Histolojisi

Mesane mukozasi degigici epitel ve gevsekten sikiya dogru degisen
bag dokusunun yaptigi lamina propriadan olusur. Mesanenin gevresindeki
lamina propriayi 6rgu bigiminde yogun duz kas tabakasi sarar. Mesane gev-
sek iken epitelyum 5—6 sira hucreden olusur; yuzeydeki hucreler yuvarlaktir
ve limene uzanir. Bu hicreler genellikle poliploid ve ¢ift cekirdeklidir. Epitel
gerildiginde epitelin kalinligi 3—4 hucre sirasindan olugur ve yuzeydeki hucre-

ler yassilasir.



genis, ovoid viizey hitcreleri

Sekil 2: Transizyonel hicrelerin basing altindaki degisimleri (35)

Degisken epitelin yuzeyindeki hicrelerin kalin plaklardan olusan 6zel bir
membrani bulunur. Bu plaklar idrarla doku sivilari arasinda ozmotik bariyeri
olusturdugu dusundlen daha ince bir membranin yaptigi dar seritlere bolunur.
Mesane kasildiginda membran ince bdlimlerden katlanir ve kalin plaklar ig
seklinde sitoplazmik veziklller olusturacak sekilde iceri ¢goker. Bu vezikuller
bos mesanenin yuzeyinde bulunan hdcrelerin sitoplazmasi iginde bu kalin
plaklarin yerlestigi depolar olarak ig gorurken dolu mesanede artan hucre

yuzeyine yayilirlar.
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Sekil 3: Mesane duvarinin kesiti
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Sekil 4: Mesane duvarinin histolojisi (33)

Mesanedeki kas lifleri mesane boyuna ulagincaya dek her yone dagilir-
lar. Burada 3 ayri tabaka segcilir: erkeklerde mesane boyunun distalinde yer
alan igteki longitudinal tabaka, prostatik Uretra ve prostat parankimi ¢evresin-
de sirkuler hale geger. Disilerde dis acgilisa (metausa) dek uzanir. Bu kas lifle-
ri gergek uretral sfinkteri olusturur. Orta tabaka, erkekte prostat sonuna dek

devam ederken diside, dis Uretra meatusuna dek ilerler.

1.2.2. Kanser

Kanser, ister kalitsal isterse sporadik olsun, hucresel bazda genetik bir
hastaliktir. Kanserde temel patoloji hastaligin basladigi doku igerisinde bir
hicrenin kontrolsliz ve uygunsuz olarak gogalmasidir. Bu hicre ¢ogalmasi
once lokal olarak organ igerisinde bir kitle (tumor) olusumu, daha sonra ise

bu timoral yapida damarlanmanin artmasi ve tumorun yakin dokulara veya



kan yoluyla vicut icerisinde yaygin olarak dagiimasi (metastaz) ile sonugla-

nir.

Normal hucrelerde, mitoz her agsamasinda birgok farkli mekanizma ile
kontrol altinda tutulur ve ancak tum kosullar yerine getirildikten sonra bir son-
raki evreye gecilir (hiicre dongusu kontrol noktalarr). Kanserde bu molekuler
kontrol mekanizmasi genetik mutasyonlar ve / veya gevresel kosullar nede-
niyle fonksiyonunu kaybeder. Kontrol mekanizmalarindaki bu fonksiyon kay-
bina, genellikle proliferasyonu stimule eden sinyallerde bir artig, hasarli DNA
kisimlarinin onariminda rol alan molekuler mekanizmalarda (tumor baskilayi-
c1) ek patolojiler ve apoptozisin baskilanmasi eslik eder. Bdylece kanserli
dokuda kontrolsuz gogalmanin yani sira “genetik kararsizlik” olarak ifade edi-

len mutasyonlara acik ve genetik olarak dengesiz bir durum olusur.

Hucre ¢ogalmasinda ve / veya hasarli DNA onariminda goérevli meka-
nizmalari kontrol eden kritik genlerde dogustan var olan kahtsal bir bozukluk,
dogal olarak kisiyi kansere meyilli kilar. Bu kisilerde ¢evre kosullari sonucu
diger normal genin de fonksiyonunu yitirmesi veya zaten aksak olan hicre igi
kontrol mekanizmalarinda ek patolojilerin olusmasi sonucu ¢ok daha erken

yasta kanser ortaya ¢ikabilmektedir.

1.2.2.1. Mesane Kanseri

Mesane tumoru, Amerika Birlegsik Devletlerinde erkeklerde gorulen

kanserler icerisinde 4., kadinlarda ise 8. siradadir (23).



Tirkiye’ de gériilme sikhg KIDEM (Kanser izlem ve Denetim Merkezi)
calismalarina gore akciger kanserinden sonra 2. sirada, urogenital kanserler

arasinda ise erkeklerde ilk siradadir.

Yeni tani konan olgularin % 74’ U yuzeyel, % 18’ i lokal ileri evre ve %

18’ i uzak metastaz yapmis durumdadir (45).

ilk tanida kas invazyonu bulunmayan (Ta, T1 evre) hastalarda primer
tedavi secenedi olan transuretral rezeksiyon (TUR) sonrasi uygulanan ek
tedavilere ragmen % 30-85 nuks olasihgi vardir. Buna ek olarak % 10-15 ol-

guda da zaman igerisinde kas tutulumu gergeklesebilir (40, 45).

Kas invazyonu geligen hastalarda evre ilerledigi i¢in ideal tedavi olarak

radikal cerrahi gundeme gelmektedir.

Mesane kanseri, erkeklerde kadinlara gore 2,5 kat daha fazla gorulur ve
ortalama gorulme yasi erkeklerde 69, kadinlarda ise 71 olarak saptanmistir

(23, 54).

Mesane tumorlerinin % 90' indan fazlasi, en i¢ tabaka olan mukozayi
olusturan ve degisici epitel adi verilen 6zel hiicre yapisindaki atipik degisiklik-
lerden kaynaklanir. Bu tip timorler erken safhalarda bu tabakada sinirl kalir-
lar ve degisici epitel hucreli kanserler (transizyonel hucreli karsinoma: THK)
olarak adlandirilirlar. Bunlarin disinda mesanenin diger tabakalarindan kay-
nagini alan farkli tamorler de nadir olmakla birlikte geligebilir (14). Bu lezyon-
lar genellikle papiller 6zellik gosterir ve mesane igerisinde yer isgal eden lez-

yonlardir.



Daha az oranda ise Ulsere lezyonlar sekilde olabilirler. Ulserlesmis ya-

pida olan tiumorler daha agresif olma egilimindedir.

Kanser, belli bir sire sadece mesane lumenine dogru ilerleme gosterir.
Bir sonraki agama, kanserin disari dogru, mesanenin kas tabakasina yayil-
masidir. Ayni zamanda, kanser [lUmende daha da buyur ve gevreye dogru
yayllir. ilerleyen kanser, mesane duvarini asarak peritonu veya mesanenin
dis tarafindaki diger dokulari invaze edebilir. Kanser mukozada sinirli oldu-
gunda, uzak lenf dugimlerine veya daha 6teye metastaz, beklenen bir durum
degildir. Ancak mesane duvari kasi tutuldugunda, kanserlerin yaklasik % 13’

U de lenf dugumlerine metastaz yapmis olur.

Yok tabakaz

N, Epital
“Bag dolarm

Sekil 5: TNM siniflandirmasi (69)
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Mesane tumodrlerinde tedavinin seklini belirleyen en énemli faktor, timo-
rin derinliginin hangi tabakaya kadar ulastigidir. Sayisi ve buyUkliglu ne
olursa olsun tumor ya da tumorlerin derinligi mukoza tabakasini gegmiyorsa
bu tip timorler yizeyel timdrler olarak siniflandirilirlar. Tedavileri de genelde
mesanenin yerinde birakilip timoértn kapal yolla ¢ikartilmasi (tGmor rezeksi-
yonu) seklindedir. NUks orani % 40-80 arasinda degismektedir. Bu tip timor-
ler tamamen c¢ikartilsa da zaman igerisinde mesanenin farkli bdlgelerinden
niks gorllebilecedi icin mesane igine koruyucu ilag tedavileri uygulanabilir.
Tumor ya da timorlerin sayisi ve buyukltgu ne olursa olsun, derinligi mukoza
tabakasini ge¢gmis ve kas dokusunu invaze etmigse bunlar derin ya da
invaziv timorler olarak siniflandirilirlar. Tedavide mesanenin ve gevresindeki
prostat / rahim gibi komsu organ ve dokularin gikartilmasi gerekir. Aksi tak-
dirde timor hacreleri gok kisa slUrede kan ve lenf damarlari yolu ile bagka
organlara yayilirlar. Bu tip timorlerde baska bir tedavi segcenegi de radyote-
rapidir. Bu tedavilere ek olarak invaziv ve metastatik mesane timorlerinde

kemoterapi uygulamalari da gerekebilir.

1.2.2.1.1. Tumor Derecesi

Mesane kanseri i¢in yaygin kabul goren tek bir dereceleme sistemi yok-
tur. Genelde kullanilan sistemler, timor hicresindeki anaplazi derecesine
g6re diizenlenmistir (46, 57). Dinya Saglik Orguti (WHO) tarafindan yapilan
histopatolojik siniflandirma (Tablo 1) dinyanin hemen her tarafinda kullanil-

maktadir.
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Tablo 1: WHO tarafindan yapilan histopatolojik siniflandirma

PTNM patoloji siniflandirmasi

G Histopatolojik evre belirlemesi
Gx Farklilasma evresi degerlendirilemiyor
G1 lyi farklilasmis

G2 Orta derecede farklilagsmis

G34 lyi farklilasmamis / farklilasmamis

Tablo 2: Mesane Tumoérlerinin TNM siniflandiriimasi (3)

Primer TUmor

Tx: Bilinmeyen primer tumor
To: Saptanamayan primer tumor
Ta: invaziv olmayan papiller karsinom
Tis: Karsinoma in situ
T1: Subepiteliyal bag dokusuna invaze tumor
T2: Kasa invaze tumor
T2a: Tumor yuzeyel kas dokusuna invaze (i¢ yari)
T2b: Tumor derin kas dokusuna invaze (dis yar)
T3: Tumor perivezikal dokuya invaze
T3a: Mikroskobik
T3b: Makroskobik (ekstravezikal kitle)
T4: Tumor komsu organlara invaze

T4a: Tumor prostat, uterus veya vajinaya invaze

12



T4b: Tumor pelvis ve / veya karin duvarina invaze

Bolgesel Lenf Nodlari (N)

Nx: Bilinmeyen lenf nodu metastazi

No: Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1: Tek bir lenf nodunda 2 cm’ den klicik metastaz

N2: Tek bir lenf nodunda 2-5 cm arasinda ya da birden fazla lenf
nodunda <5 cm olmayan metastaz

N3: 5 cm< lenf nodu metastazi

Uzak Metastaz

Mx: Bilinmeyen uzak metastaz
Mo: Uzak metastaz yok

M1: Uzak metastaz var

Timér derecesi ve evresi arasinda belirgin bir iliski bulunmaktadir. lyi
ve orta diferansiye timorlerin gogu yuzeyel iken kotu diferansiye tumorler
invaziv olma egilimindedir (49). Sitogenetik ve molekuler verilere gore dugsuk
dereceli (iyi ve orta diferansiye) tUmorlerle, yuksek dereceli (kdtu diferansiye)
tumorlerin orijini farkhdir. Dusuk dereceli tumdrler kromozom 9’ da bir ya da
daha fazla timor supresor gen kaybederken yuksek dereceli timorlerde p53,

prb ve p16 kromozom anormallikleri vardir (43,57 ).

WHO ve Uluslararasi Urolojik Patoloji Toplulugu (ISUP) 1988 yilinda

yapilan konferansta genel kabul gérecek bir siniflandirma sistemi gelistiril-
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mesini amaclamis ve bu konferans sonrasinda bu timorlerin  papiller

uroteliyal neoplazmlar olarak siniflanmasina karar verilmigtir (17).

Papilloma (derece 0); normal mesane mukozasi ile gevrili fibrovaskuler
cekirdekli papiller lezyondur (10, 65). Uroteliyal timdrlerden farkli olarak his-
tolojik anormallik yoktur ve endoskopik rezeksiyondan sonra tekrarlamaz.
Tek lezyon olarak saptandiginda benign kabul edilir ancak siklikla yuksek

dereceli Uroteliyal timorlerle birlikte goruldugu unutulmamalhdir (10).

lyi diferansiye (derece 1) tiimérler; mukozaya sinirli olduklarinda WHO
ve ISUP tarafindan disuk malignite potansiyeli papiller troteliyal tumorler

olarak tanimlanmiglardir (17).

Bununla birlikte, siklikla tekrarlamakta hatta nuksler daha yuksek histo-
lojik derece ve evrede olabilmektedir (10). Yuksek dereceli tumdrlerle birlikte
bulunabilmesi ve derece 2 timorlerle benzer prognostik dzellikler gostermesi

nedeniyle dikkatle izlenmelidir.

Orta derece diferansiye timorler (derece 2); WHO ve ISUP tarafindan

dusuk dereceli Uroteliyal karsinom olarak tanimlanmigtir.

Kotu diferansiye timorler (derece 3); WHO ve ISUP tarafindan ylksek
dereceli Uroteliyal karsinom olarak tanimlanmigtir. DUisuk dereceli lezyonlara
gore ¢ok fazla progresyon riski vardir, ayrica es zamanl invaziv hastalik go-

rilme riski de fazladir.
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1.2.2.1.2. Karsinoma In Situ

Mesanede karsinoma in situ (Cis) ilk defa Melikow tarafindan tanim-
lanmigtir  (56). Histolojik olarak drotelyuma sinirh kotu  diferansiye
transizyonel hucreli karsinom hucrelerini icerir. Sitogenetik, molekuler genetik
ve immunohistolojik ¢calismalarda Cis ve kas invaziv mesane kanserinde p53

gen mutasyonu ya da delesyonu oldugu gosterilmistir (18, 43, 68).
1.2.2.1.3. Mesane Tiimoriu Tani Yontemleri
1.2.2.1.3.1. Tanisal Sistoskopi

Mesane tumoru tanisinda en onemli yontem sistoskopidir. Girigimin
hasta konforu ve invaziv uygulamalara olanak saglamasi agisindan anestezi

altinda yapilmasi tercih edilir (Sekil 6).

Sistoskopi Proseddiri

Mesane
timaérleri

Sekil 6: Tanisal Sistoskopi
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1.2.2.1.3.2. intravenéz Urografi

intravendz Grografi (IVU); idrar yollarinin temel radyolojik incelemesidir
ve esas amaci; bobreklerin fonksiyonunu, yapisini, seklini degerlendirmektir.
intravendz olarak enjekte edildiginde, cogu kontrast ajan hizla bébrekler tara-
findan atilir, boylece enjeksiyon sonrasinda alinan seri radyografiler idrar
yollarini gosterecektir. Papiller timoral olugsumlar VU’ de dolma defektleri

seklinde kendilerini gosterir.

1.2.2.1.3.3. Ultrasonografi

Ultrasonografi; yuksek frekanstaki ses dalgalarinin degisik yogunluktaki
dokulardan farkl sekilde yansimasi prensibine dayanan bir inceleme seklidir.
Non-invaziv bir yontem olan abdominal ultrasonografi, Uriner sistemin ve me-
sanenin degerlendiriimesi icin kullanilabilir. Ultrasonografik bakida 0,5 cm
capindan bllyik mesane timérleri tanimlanabilir. invaziv bir yéntem olan
transuretral ultrasonografi kas invazyonu degerlendirmede hassas bir yon-
temdir ve mesane tumorlerinin evrelendirilmesi icin kullanilabilir. Abdominal
ve transuretral ultrasonografinin ise mesane kanseri tani ve evrelemesindeki

degeri kisithdir.

1.2.2.1.3.4. Bilgisayarli Tomogrofi

Bilgisayarli tomografi (BT); X-1sini kullanilarak vicudun incelenen bol-
gesinin kesitsel goruntisund olusturmaya yonelik radyolojik teshis yontemi-
dir. Cihaz bir bilgisayara bagldir. X-1gin1 kaynagi incelenecek hasta etrafinda
360 derecelik bir donus hareketi gerceklestirirken "gantry" (cihazin agikhgr)

boyunca dizilmis dedektorler tarafindan X-1gin1 demetinin vicudu gegen kis-
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mi saptanarak elde edilen veriler bir bilgisayar tarafindan islenir. Sonucta
dokularin birbiri ardisira kesitsel goruntuleri olusturulur. Olusturulan géranta-
ler bilgisayar ekranindan izlenebilir. Ozellikle organlarin, yumusak doku ve
kemiklerin sekil ve yerlesimini oldukga net goOsterir. Ayrica BT incelemeleri
hastaliklarin ayirici tanisini yaparak tedavi yontemlerini degistirmektedir. Er-

ken ve dogru sekilde birgok hastaligin tesghisini saglamaktadir.

1.2.2.1.3.5. Manyetik Rezonans Goriintiileme

Manyetik rezonans goéruntileme (MRG); iyonizan olmayan radyo fre-
kansi kullanan bir goruntileme yontemidir. Bu yontemle, bir manyetik alan
icerisine yerlestirilen vicudun herhangi bir duzleminin gorintlsu elde edilir.
Ydntem, goruntl elde etmek igin hlcre sivisi ve lipidler igerisindeki hidrojen
cekirdeginin yogunlugunun dagilimini ve c¢ekirdegin hareketleri ile ilgili para-
metreleri kullanir. MRG, abdominal ve pelvik anatominin daha iyi belirlenme-
sini, lenf nodlarinin damarlardan daha iyi ayrilmasini, tumér dokusunun me-

sane tabakalarindan daha iyi gértnttlenmesini saglar.

1.2.2.1.3.6. idrar Sitolojisi

idrar Sitolojisi, standart non-invaziv, ve timére 6zgi bir belirleyicidir.
Malign hucreler mesane yikama suyu veya miksiyon idrarinin mikroskobik
degerlendiriimesiyle saptanabilir. Papanicolaou ve Marshal tarafindan 1945
yilinda tanimlanmasindan bu yana, idrar sitolojisi mesane kanseri tarama ve

takibinde kullaniimaktadir (60).
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Anormal nukleuslu

Normal tamor hicreleri

irotelyal hiicre ' ,ﬁ .
\N.'r.b - f

Sekil 7: idrar sitolojisi (34)

Sitolojinin 6zgunlugu % 90-95 arasindadir, ancak yuksek dereceli tu-
morler ve karsinoma in situ disinda duyarlihgr duguktur. Mesane kanseri igin
izlenen hastalarda pozitif idrar sitolojisinin toplam duyarlihdi yaklasik % 40-60
oranindadir (24, 66). YUksek dereceli tumoru olan olgularda ise Uriner sitolo-

jinin duyarhligi % 90 duzeyine ulasir (7, 44, 50, 63, 72, 75 ).

Sitoloji tek basina tanisal test olarak kullanildiginda, sadece % 25 olgu-
da dogru tani konulabilir (20, 51). Bu nedenle negatif sitoloji bulgularina da-
yanarak mesanede degisici epitelyuma ait bir timoran bulunmadigi sdylene-
mez. Ancak sitolojinin pozitif olmasi sistoskopi normal olsa bile transizyonel
hacreli karsinomu igin yuksek prediktif deger tasimaktadir. Sistoskopide her-
hangi bir lezyon gorulmeden ¢ok once idrarda malign hucreler bulunabilmek-

tedir (59).
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1.2.3. Proteinler

Proteinler ribozomlarda sentezlenirler. Dogada bulunan 300' den fazla
aminoasitten 20 tanesinin birbirine peptit baglariyla baglanarak olusturdugu
dev yapili molekullerdir. Bu molekullerin agirligr Dalton cinsinden ol¢timekte-
dir (1 Dalton=1 Hidrojen atomu agirligi). Bir protein molekull birkag bin ile
birka¢ milyon Dalton agirliginda olabilmektedir. Proteinler, yapi ve fonksiyon
maddeleri olarak, biyokimyasal agidan ¢ok 6nemli bir yere sahiptirler. Canl
bunyesinde en fazla igleve sahip molekullerdir. Enzimlerin ve polipeptit hor-
monlarin yapisinda bulunarak vicut metabolizmasinin dizenlenmesi, kastaki
kontraktil proteinler sayesinde hareketin saglanmasi, kemikteki kollojen isimli
proteinlerin yapiyi guglendirmesi, dolagimda hemoglobin ve plazma albUmini
gibi proteinlerin hayat icin gerekli molekulleri tagsimasi, immunoglobulinlerin

enfeksiyoz bakteri ve virusleri yok etmesi gibi gérevleri vardir.

1.2.4. Hiicre iskeleti

Hucre iskeletini mikrottbuller, mikrofilamentler ve ara flamentler olustu-
rur. Hlcrelerin sekillenmesinde, organellerin hiicre igi konumlarinin belirlen-
mesinde, molekull ya da organellerin hiicre iginde tagsinmasinda rol oynarlar.
Hucre iskeleti unsurlari organeller arasinda bir ¢ati olustururlar ve organ-

ellerin gevresini bir ag gibi kusatirlar (Sekil 8).
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plazma
tetmbrani

=~ mikrofilamanlar

mitokondri
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endoplazmik
retikulum

mikrotibl

wezikil

Sekil 8: Huicre iskeleti elemanlari (36)

1.2.4.1. Mikrotiibuller

25 nm g¢apinda o ve  tubulin monomerlerinden olusan silindirik yapilar-
dir. a ve B monomerleri heterodimer seklinde birleserek protofilamentleri
olusturur. Genellikle 13 protofilament, sarmal sekilde tubulinlerin baglanmasi
sonucu mikrotubdulleri olugtururlar. o tubulinler, GTP badlar ancak pargala-
yamaz. 3 tubulinler ise GTP ya da GDP’ yi baglar ve belirli kosullarda GTP’ yi

GDP + Pi seklinde pargalar.

Mikrottbduller sil ve flajel yapisinda, gevresel dizilmis 9 mikrotlbul gifti,
ortada ise iki tek mikrotlbul seklinde bulunur. Cift mikrotlbuller birbirlerine

dinein (ATPaz) kollar ile dokunarak es zamanl sil ya da kamg¢i hareketini
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olustururlar. Bazal cisimcik ve sentriol yapisi ise sadece ¢evresel dizilen, Uclu
9 mikrotubulden olusmaktadir. Mikrotubuller dinamiktir; sitozolde devamli
olarak olusturulur ya da c¢ozulurler. Sitozoldeki kararhli§i ise mikrotibullere
baglanan bazi proteinlerle saglanir. Bu proteinler kinazlar ile fosforile edildik-
lerinde mikrotubullere baglanamazlar ve mikrotubult olusturan tubulin

altbirimleri ¢ozulur.

Mikrotubuller, hucre sekillenmesi ve hiucrelerde mekanik destek, mole-
kUl ve organel taginmasi ve lokalizasyonunda, pseudopod-hulcre hareketinde,
sil ve spermium hareketinde, mitoz-mayoz hucre boélinmesi sirasinda kromo-
zomlarin kutuplara hareketinde (mitotik igcikler) iglevseldir. Mikrotibullerde
motor hareketler, iki asil protein; kinezin ve sitozolik dineinler ile saglanir.
Kinezinler, yuklerini (granul ya da organelleri), protofilamentlerin daha ¢abuk
uzayan (+) ucuna dogru, dineinler ise daha yavas uzayan (-) ucuna dogru

gonderir (1).

1.2.4.2. Aktinler (Mikroflamentler)

Aktin protein monomerlerinden olusan ve ¢api 8 nm kadar olan en ince
filament yapilardir. Plazma zarinin hemen altinda bulunarak mekanik geril-
melere direng¢ olustururlar. Sitoplazma boélinmesinde kasilma halkasi olusu-
munu saglar. Kas htcrelerinde kasiimayi saglarlar ve sitoplazmada organel

hareketlerine eslik ederler (1).

1.2.4.3. Ara (intermediate) Filamentler

Hucre ¢ekirdeginin i¢ zarinin hemen altinda yer alirlar. Mikrottbuller ve

mikrofilamanlara benzer sekilde olup 8-10 nm g¢apindadirlar. intermediate
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filamentleri olusturan proteinler birden fazladir. Ornegin mezensimal hiicre-
lerde vimentin, duz kas hucrelerinde desmin, norogliyal hucrelerde gliyal pro-
teinler, néronlarda nérofilamentler ve epitel hicrelerinde sitokeratinler bulu-
nur. Bu cesitllik kanser arastirmalarinda 6énemlidir (1). intermediate
filamentlerin bulunduklari yere gore cesitli gorevleri vardir. Ornegin epitel
hicrelerinde baslica goérevleri mekanik saglamlilik kazandirmak, su ve isi

kaybini 6nlemektir (2, 12, 13, 31, 42, 53, 55, 62).

1.2.4.3.1. Sitokeratinler

Keratinler epitel hucrelerin yapisal butinliginden sorumlu intermediate

filament proteinlerdir ve sitokeratinlere ve sag¢ keratinlerine ayrilirlar.

Sitokeratinler epitel hucrelerinin sitoiskelet bilesenleridir ve epiteliyal

keratin / yumusak keratin ve sert keratin olarak anilirlar (48).

Sitokeratinler iki gruba ayrilirlar: Tip | sitokeratinler asidik proteinlerden
olusur ve CK9 dan CK23 e kadar olan sitokeratinleri igerirler. Tip I
sitokeratinler alkalindirler ve CK1’ den CK8’ e kadar olan sitokeratinler bu

gruba girerler (13).

Tum sitokeratinler, 1A, 1B, 2A ve 2B gibi dort helikal segmentten mey-
dana gelen benzer molekulleri igerirler. Ayrica, ligand segmentleri adi verilen
L1, L2 ve L12 gibi kisa non-helikal segmentlerle ayrilirlar. Temel CK’ larda
helikal ve degisken segmentler arasinda H1 ve H2 gibi varolan segmentler
bulunurken ekstremitede, V1 ve V2 gibi degisken segmentler bulunmaktadir

[13, 35, 70, 39, (Sekil 9)].
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Tip I Sitokeratin

Sekil 9: tip | ve tip Il sitokeratin filamentleri. Boyali alanlar molekiltn L-
segmentleri ile baglanan sarmal pargalarini, E- ve V- segmentleri degisken
bdlgeleri, H-segmenti homolog bolgeleri gosteriyor. “Stutter ” bolgesi 2B’ nin

oranini S ile belirler (37)

1.2.4.3.1.1. Sitokeratinlerin Spesifik Dokusal Dagilimi

Sitokeratin her bir epitelde karakteristik bir dagihma sahiptir.
Epidermiste CK5 ve CK14 bazal ekspresyona sahipken CK1 ve CK10
suprabazal ekspresyona sahiptir. Sag folikulinde bazal CK ve hiperproliferatif

CK bulunur (CK®6, 16 ve 17).

Sitokeratinler i¢in dagihmin folikiler ve epidermal modellerinin Gzerinde
durmak mumkundur. Bu spesifik modeller sitokeratinleri epitel farklilasmasi-

nin dnemli belirtegleri olarak kullanma olanagi saglar.

CK6 ve CK16 epidermiste, hiperproliferasyon goértlen durumlarda (se-
def hastali§i veya epiteliyal timor) eksprese edilmektedirler, bu ylzden
hiperproliferatif sitokeratin olarak da adlandirilirlar. Epidermis, interferon
gamma, epiteliyal buyime faktori (EGF) ve timor nekroz faktért (TNF) gibi

sitokinler tarafindan ultraviyole radyasyonu ile uyarildiginda CK6’ nin deney-
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sel indluksiyonu gosterilmistir. Daha sonra ise CK19 da induklenmekte ve CK

ekspresyonunun dinamik durumu ortaya konmaktadir (5, 29).

Tablo 3: Sitokeratinlerin bulunduklari bolgeler ve mutasyona bagl

meydana gelen hastaliklar

Lokalizasyon

Sitokeratinler

Mutasyona bagl hastalik

Epidermal bazal tabaka
Epidermisin suprabazal
tabakalari

Palmoplantar suprabazal
epidermis

Dis kok kilifi, oral mukoza,
tirnak yatagi, anneksler
Dis kok kilifinin eksternal
tabakasi

Kornea

Temal epitel

Tabakalagsmis epitelin digi

Tirnak yatagi, anneksler

Merkel Hucreleri

5ve 14

1ve 10

1ve9

6a, 6b, 16

19

3ve 12

8 ve 18

4ve 13

17

20

Bullosa Simpleks
Epidermolitik
Hiperkeratozis
Palmoplantar Epidermolitik
Hip.

Pakionigi konjenita

Korneal Distrofi
Kriptogenik Siroz

White sponge nevus (Be-
yaz renkli lezyon)

Pakionigi konjenita

Steatosistoma multipleks
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Onceki calismalarda CK 8, 13, 18 ve 19 igin idrardan immun boyama ve
/ veya flow sitometri analizleri kullanilmis ve bunlarin kesin ilerlemis THK
invazyonlariyla iligkili oldugu kanitlanmigtir ve mesane kanseri rekurensinin

ortaya ¢ikarilmasinda bazi Kklinik yararlar sagladigi bulunmustur.

1.2.4.3.1.2. Sitokeratin 20

Sitokeratin 20 gastrik ve bagirsak epitelyumunda, Urothelyumda ve
merkel hucrelerinde eksprese edilen tip | keratindir. Sitokeratin 20 olgun
enterositlerin ve goblet hucrelerinin major hicresel proteinidir ve 6zellikle
gastrik ve barsak mukozasinda eksprese edilirler. Ayni zamanda kolon, mide,
pankreas adenokarsinomlarinda eksprese edilirler ve musindz over timorle-
rinde, transizyonel hucre ve merkel hicrelerinde bulunurlar. Skuamoéz hicre
karsinomlarinda, gogus, akciger ve endometriyumun adenokarsinomlarinda,
musin6z olmayan over tumorlerinde ve kuguk hicre karsinomlarinda bulun-

mazlar.

CK20 ekspresyonu diferansiyasyonla iliskilidir ve superfisiyal veya
intermediate  hucrelerde sinirlidir.  Mesane kanser hicrelerinde bu
restriksiyon kaybolur ve CK20 ekspresyonu her katmanda goérulebilir (27).
CK20 immunositolojisi THK’ u 6zellikle evre T1, derece 2 ve derece 3 tUmor-
lerini ortaya c¢ikarmada standart sitolojiden daha hassastir. Non-invaziv
papiller THK’ da CK20 ekspresyonunun dagihimi incelenmis ve tumor

rekurensini onceden haber verdigi bulunmustur.
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idrar 6rnekleri alinan mesane kanserli olgularda CK20 mRNA’ nin, nor-
mal uroteliyal doku veya normal idrar orneklerine gore dikkate deger bir se-

kilde ylksek duzeylerde eksprese edildigi gosterilmigtir (11).

Yuksek duzeydeki displazilerde, CK20 mRNA ekspresyonunun
disregulasyonu, uroteliyal tumor gelisiminin erken evrelerinde gdzlenen bir
olay olarak kargsimiza gikmaktadir. CK20 mRNA ekspresyonunun normal ol-
dugu durumlarda, immunohistokimyasal yontemlerle normal olarak farklilas-
mis uUroteliyal epitelyum goézlenirken, herhangi bir malign transformasyona

rastlanmamaktadir.

1.2.5. Niikleik Asit Amplifikasyonu

1.2.5.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu bir ¢esit in vitro klonlamadir. Her PCR, is-
tenilen sayida tekrarlanabilen dongulerden olusur. Bir PCR déngusu sirasiy-
la, deoksiribontkleik asidin (DNA) iki zincirinin ylksek sicaklikta birbirinden
ayrilmasi (Denatlrasyon); sentetik oligonukleotidlerin hedef DNA' ya bag-
lanmasi (Annealing) ve zincirin yeni ¢ift zincirli DNA' lar olusturacak sekilde
uzamasi (Polimerizasyon) asamalarindan meydana gelir. Bu asamalarin her

biri sirasiyla 94°C-98°C; 37°C—65°C; 72°C sicakliklarda gergeklestirilir.

PCR teknigi, tek ve ¢ift sarmalli DNA, ya da RNA i¢in kullanilabilir. PCR
ile bir hedef DNA parcasindan milyonlarca ¢ogaltmak mumkuanddr. Reaksi-
yon baslatiimadan 6nce istenen sayida dongunun tekrarlanmasi saglanabilir.
Yontemin temeli, ¢cogaltiimak istenen bolgenin iki ucuna 6zgu, bu bolgedeki

baz dizilerine tamamlayici olan, 18-20 baz uzunlugunda bir gift sentetik
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oligonukleotid primer kullanilarak, bu iki primer ile sinirlandirilan bdlgenin
enzimatik olarak sentezlenmesine dayanir. PCR' in en dnemli 6zelligi cok az
miktarda DNA ile calismaya olanak saglamasidir. Bir PCR dongusu igin ge-
rekli olan bes ana madde vardir. Bunlar DNA 6rnegi, ¢cogaltilacak bolgeyi
sagdan ve soldan cevreleyen bir cift sentetik primer, deoksi-nukleotit-
trifosfatlar (ANTP), ylksek 1siya dayanikl DNA polimeraz enzimi, uygun pH

ve iyon kosullarini (Mg*?) saglayan tampon karisimi, genelde MgCl,’ diir (64).

1.2.4.1.1. Real Time PCR

Real Time PCR (Gergek Zamanlh PCR) nukleik asit amplifikasyonu ile
es zamanl artis gosteren floresan sinyalin dlgllmesi ile kisa surede kantitatif

sonug verebilen PCR yontemidir.

Yalnizca ¢ift zincirli DNA’ ya baglandiklarinda floresans veren boyalar
(Sybr Green 1) kullanilarak amplifikasyona baglh DNA artisi, ortaya ¢ikan
floresansin miktari ile dlgiimektedir. Primerin baglanmasini takiben gercek-
lestirilen uzama asamasinda, hedef DNA’ nin ¢ift sarmal hale gelmesi ile
DNA’ ya baglanan “sybr green” miktari ve buna bagli olarak yayilan

floresans miktarinda artis gézlenmektedir (21, 25, 30)

PCR amplifikasyonunun ardindan sicaklik yavas yavas yukseltilerek,
belirli araliklarla tlpteki floresans miktari kaydedilir. Cift sarmal DNA zincirleri
birbirinden ayrilmaya baslayinca “sybr green” boya serbest kalmakta ve
floresans miktari azalmaktadir. Denatirasyon oldugunda floresans sinyal
aniden dusmektedir. Erime egrisinden yararlanilarak amplikonun Tm derece-

si saptanabilmektedir. Klinik drnege ait Tm derecesi, ayni kosullarda igleme
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alinan pozitif kontroliin Tm derecesi ile karsilastirilarak, PCR sonucunun dog-

ru veya yanlis olduguna karar verilmektedir.

Diger bir uygulama sekli hedefe 6zgul problar kullaniimasidir. Burada
problarla testin 6zgullugu artinimigtir. Problardan biri 3° ucundan floresans
boya -dondr boya- florescein ile isaretli, digeri 5 ucundan alici boya-akseptor
boya-LightCycler Red 640 ile isaretlenmistir. Problar hedef amplikonlar Gze-
rinde birbirine 1-5 nukleotit uzaklikta yere baglanirlar ve isaretli uglar yan
yana gelirler. iki boyanin yan yana gelmesi ile agiga ¢ikan enerji ikinci prob
uzerindeki alici boyay! etkiler ve “Fluoresance Resonance Energy Transfer,
(FRET)” olarak adlandirilan bu enerji transferi sonucunda olugan floresans
miktari, ortamdaki hibridizasyonun derecesine, yani PCR siklusu suresince

olusan aplikonlarin miktarina bagli olarak artar [32, 52, 58, Sekil 10 ].

Light Cycler- Red 640’ in floresani kalip DNA'’ ya hibridizasyondan son-

ra yansitilan floresan-Light Cycler cihazi ile dlgulGr.

FRET (Fluorescence Resonance Energy
Transfer)

» Dondr fluorofor uygun
dalgaboyu ile eksite
edilir. Eksitasyon

» Dondr enerjisi akseptor Ll%\ . ?FHJ
fluorofora aktarilir. Y g

» Akseptor fluorofor daha
uzun dalga boyunda
emisyon yapar.

Sekil 10: FRET yontemi
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1.2.5.2. Real —Time Online Revers Transkripsiyon PCR

Real —Time Online Reverse Transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu
(RT-PCR) mRNA deteksiyonu i¢in en duyarli tekniktir ve kantitasyon es za-
manli yapiimaktadir. (RT-PCR) bir RNA molekulinan belirli bir pargasini
amplifiye etmek amaci ile kullanilir. RNA ipligi ilk dnce koplementer DNA
(cDNAY ya transkribe edilir. Oncelikle PCR kullanilarak DNA sonuglarinin
amplifikasyonunu takiben, RNA zincirinin ya DNA koplementine ya da cDNA’

ya gevrimi gergeklesir.

RT-PCR’ In ilk basamaginda cDNA dNTP’ ler ve RNA bagimli DNA
polimeraz; revers transkriptaz kullanilarak bir mMRNA’ dan olusturulur. Revers
transkripsiyon reaksiyonu tamamlandiktan ve cDNA orjinal tek iplikli mRNA’
dan olusturulduktan sonra standart PCR baslar. Termostabil bir DNA
polimeraz ve “forward” ve “reverse” DNA primerleri eklenir. DNA primerlerinin
cDNA'’ ya dizi spesifik baglanmalari igin reaksiyon isitilir. Daha fazla i1sitma
islemi termostabil DNA polimerazin primer cDNA’ dan cift zincirli DNA yap-
masini saglar. iki DNA zincirini ayirmak igin reaksiyon isisi yikseltilir. Reak-
siyon, primerlerin tekrar baglanmalari igin sogutulur ve dongu tekrar eder.
Yaklasik 45 dongu sonunda ilgili dizinin milyon tane kopyasi olusturulur.

Orjinal RNA kalibi RNAaz ile degrade edilir, saf cDNA ayrilir.

1.2.5.3. Ribonukleik Asit (RNA)

RNA' lar ribonukleotitlerin birbirlerine baglanmasi ile meydana gelen tek

zincirli nukleik asitlerdir.
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RNA’da, seker olarak riboz sekeri, baz olarak Adenin, Urasil, Guanin ve
Sitozin bazlari bulunur. Kimi 6zel durumlar digsinda RNA tek dallidir. RNA’ da

riboz sekerinin 2" pozisyonunda —OH grubu bulunur.

Tum RNA' lar tek zincirli 6zel bir baz dizisine, karakteristik bir molekl

agirhgina sahiptirler ve belirli bir biyolojik fonksiyonu yerine getirmektedirler.

1.2.5.3.1. Mesajci RNA (mRNA)

DNA' da sakl bulunan genetik bilginin, protein yapisina aktarilmasinda
kaliplik goérevi yapan araci bir molekildir. mRNA ribozomlara tutunur ve
DNA' dan aldigi genetik sifreye gore sentezlenecek proteinin amino asit sira-
sini tayin etmektedir. Her mRNA molekult, DNA Gzerinde bulunan ve gen adi
verilen belirli bir bolge ile komplementerlik géstermektedir. Her bir mRNA mo-

lekilinden bir veya daha fazla polipeptid zinciri sentezlenmektedir.

1.2.5.3.2. Transfer RNA (tRNA)

Ribonukleotidlerin polimerize olmasi ile meydana gelmis, ¢cok kivrimli ve
tek zincirli yapiya sahip bir RNA gesididir. tRNA' lar yonca yapragina benze-
yen Ug boyutlu yapilarinda yer yer ¢ift sarmalli bir durum gdstermektedir. Do-
gada yer alan 20 aminoasitin her biri i¢cin en az bir tRNA molekllt bulunmak-
tadir. tRNA' lar adaptorlik gorevi yaparak bir uglarina bagladiklari amino
asiti, ribozoma tutunmus mMRNA' nin tasidigi kodona gore polipeptid zincirine
dizerler. tRNA' lar U¢ bazdan meydana gelen antikodon adi verilen uglari ile
yine mRNA Uzerinde bulunan ve kodon adi verilen bolgeye gegici baglanarak
aminoasitlerin mRNA Uzerindeki sifreye gore dogru bir sekilde dizilmelerini

temin etmektedir.
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1.2.5.3.3. Ribozomal RNA (rRNA)

Ribozomlarin ana yapisal elementi olup ribozom agirhginin yaklasik
olarak % 65' ini teskil ederler. Prokaryotik hucrelerde 3 gesit, dkaryotik hlcre-
lerde ise 4 cesit rRNA bulunmaktadir. Ribozomal RNA' lar ribozomlarin yapi
ve fonksiyonlarinda 6nemli roller oynamaktadir. rRNA buatin canlilarda ko-
runmus oldugu igin, nukleotid dizilimleri incelenerek canlilar arasindaki ev-

rimsel iligkiler hesaplanabilir (16)

1.2.5.3.4. Heterojen niiklear RNA (hnRNA)

Okaryotik hiicrelerde sentezlenen ve prosese ugramamis dnciil mMRNA

molekdulleridir.

1.2.5.3.5. Kliglik niiklear (snRNA)

Oncll mRNA molekiillerinin prosese ugramasi esnasinda ortaya gik-

maktadirlar.

1.2.5.3.6. Kuicuk nuikleolar RNA (snoRNA)

Ribozomal RNA' larin ve diger RNA genlerinin kimyasal modifikasyonla-

rina rehberlik eden kiguk RNA molekullerinin bir sinifidirlar.

1.2.5.3.7.Rehber RNA (gRNA)

RNA dizenlenmesinde fonkisyon géren RNA genleridir.
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1.2.5.3.8. MikroRNA (miRNA)

miRNA'’ lar DNA’ dan transkribe edilen fakat proteine ¢evrilmeyen RNA

genleridir.

1.2.5.3.9. Efference RNA (eRNA)

Genlerin intron dizilerinden veya kodlanmayan DNA'’ dan elde edilir.

1.2.5.3.10. Sinyal taniyan partikul (SRP)

Hucrelerin sitoplazmalarinda meydana gelen RNA-protein kompleksidir.

1.2.5.3.11. Transfer-mesajci RNA (tmRNA)

tRNA benzeri ve mRNA benzeri bolgeleri ile kompleks bir yapiya

sahiptir. Sadece bakterilerde bulunur.

1.2.5.3.12. Small interfering RNA (siRNA)

Cesitli roller oynayan 20-25 nikleotit uzunlugundaki RNA molekullerinin

bir sinifidir.

siRNA, RNA yolaginda rol oynar ve antiviral mekanizma olarak veya bir
genomun kromatin yapisi olarak RNA interference (RNAI) ile ilgili yolaklarda

da gorevlidir (26).

1.2.5.3.13. Kodlanmayan RNA (ncRNA)

Bir proteine cevrilmeden fonksiyon goren herhangi bir RNA molekulu-

dir. Genel bir sinonimi bakterilerdeki kiigik RNA (sRNAY dir.

32



1.2.6. Komplementer DNA (cDNA)

RNA molekulinden ters transkriptaz (revers transkriptaz) enzimi ile
DNA kopyasinin sentezi sonucu elde edilir. Normalde polimeraz enzimleri
(DNA polimeraz |, taq polimeraz, vb.) DNA’ yi kalip olarak kullanip RNA sen-
tezlerken, revers transkriptaz enzimi bunlarin tersine RNA’ yi kalip olarak
kullanip cDNA sentezlerler. Tersine bir transkripsiyon oldugu i¢in buna revers
transkripsiyon denir. Burada sentez edilen DNA, kopyalanan RNA'’ ya ta-

mamlayici oldugu i¢in komplementer DNA olarak adlandiriimaktadir.

1.2.7. Kalibrator RNA

Kalibrator RNA (pozitif kontrol), CK20 mRNA eksprese eden
immortalize hucre hatlarindan purifiye edilmis az bir miktar stabilize total RNA
icerir. HT29 kolorektal karsinom huicre hattindan elde edilmis 10 ng/ul RNA’

dir. Bu, her RT-PCR sirasinda eklenmelidir.

1.2.7.1. HT-29 hiicre hatinin Ozellikleri

Organizma: Homo sapiens

Kaynak: Kolon, kolorektal karsinom

Hucresel Urlnler: IgA bileseni, karsinoembriyonik antijen (CEA);

transforming bliyume faktort beta baglayici protein; musin

izolasyon tarihi: 1964. Primer bir timérden J. Fogh tarafindan eksplant

kaltdr metodu uygulanarak izole edilmigtir.

Aplikasyonlari: Transfeksiyon konukgu
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Reseptdrleri: Urokinaz reseptor (u-PAR); vitamin D (orta ekspresyon)
insan adrenerjik alfa2A insan adrenerjik alfa2A urokinaz reseptor(u-PAR)

vitamin D (orta ekspresyon)

Virds duyarlihgi: HIV, LAV

Onkogen: myc +; ras +; myb +; fos +; sis +; p53 +; abl -; ros -; src —

Antijen ekspresyonu: Kan tipi A; Rh+; HLA A1, A3, B12, B17, Cw5

DNA _profili: Amelogenin: X, CSF1PO: 11,12, D13S317: 11,12,
D16S539: 11,12, D5S818: 11,12, D7S820: 10, THO1: 6,9, TPOX: 8,9, vVWA:

17,19

Sitogenetik analiz: Modal sayisi= 71; sira = 68 — 72. Genelde her kro-

mozomda tek kopya, ¢cogu metafazda 17 marker kromozomu bulunur.

Markir_isimleri: M1p-(=t(3p-;?), t(7q;?), t(10q;?), i(13q), 19g+a; M6,

?1(89;99-), ?Xp, M9, 6q+, t(13;?)a, t(13;?)b, 19g+b, M14, M15, 15p+, ve Xq-.
Kromozom 13 nullizomik ve kromozom 8 ve 14 genelde monozomik. QM

band analizi ile Y kromozomu bulunmamistir.

izoenzimleri: AK-1, 1; ES-D, 1; G6PD, B; GLO-I, 1-2; Me-2, 1; PGM1,

1-2; PGM3, 1-2
Yas: 44
Cinsiyet: Kadin

Irk: Beyaz
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1.2.8. Negatif Kontrol

Negatif kontrol hazirlamak igin kalip RNA / cDNA vyerine serbest
nikleaz su kullanilir. Reaktifleri kontaminasyon agisindan kontrol amagli ola-

rak kullanilir.

1.2.9.CK20 Ekspresyonunun Kantifikasyonun Standardize Edilmesi

Relatif kantifikasyon; kantifikasyonu potansiyel olarak etkileyen ug¢

onemli kontrolU birlestirerek cogalma ozelligini maksimize eder.

ilk unsur housekeeping-gen olan porfobilinojen deaminazin (PBGD)
kantitasyonunun hesaplara eklenmesidir. Bu, RNA yuklenmesi ve dogrulugu

icin bir PCR kontroli ve RNA miktari hakkinda bilgi saglar.

Bu durumda, buyuk oranda standart egri kopya sayilari ve RNA yukle-
me miktarlarinin spektrofotometrik degerlendiriimesi gibi absolut kopya sayisi

kantifikasyon metotlarindan daha uygun bir temsil saglanmaktadir.

ikinci unsur her RT-PCR calismasi ve her bir érnek igin CK20' nin
PBGD’ ye orani ile birlikte kalibratorin hesaplara eklenmesidir. Kalibrator
oraninin eklenmesi karsilastirma ve standardizasyon igin bir referans sunar

ve PCR calisma varyasyonlarini ayarlamada yardimci olur.

Uglincli unsur her hesaplamada CK20 ve PBGD icin bireysel PCR re-
aksiyon verimi kullanimidir. Bu bize verimsiz PCR reaksiyonlari oldugu du-

rumlarda bir kontrol saglar.
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Ug farkli RNA konsantrasyonunu, (¢ revers transkripsiyon ve 6 PCR
reaksiyonunu iceren 27 kez tekrarlanmis bir 6rnek kullanilarak, relatif
kantifikasyon yazilimi ile standart egrilerden kopya sayisi tayinleri ile karsi-
lastirilir. Bu seleksiyonun destegi ile relatif orani sirasiyla % 17 ve % 22 olan,
kalibre edilmis CK20 icin varyasyonlarin katsayilari karsilastiriir. PCR don-
guleri arasindaki standart egri yapimindaki varyasyonlar ile daha sonraki ha-
talar ortaya c¢ikarilir. PBGD degerleri ve bir kalibratdr orani faktérlerine ayril-
madan, nanogram basina disen RNA’ daki absolut CK20 kopya sayilarinin
belirlenmesinde kullanilan metottaki hatalar, standart egri yoluyla % 40 olarak

belirlenmektedir.
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BOLUM II

2.1. GEREG ve YONTEM

Ege Universitesi Tip Fakiltesi Uroloji Ana Bilim Dal’’ nda Kasim 2005—
Haziran 2006 tarihleri arasinda, mesane timord 6n tanisi / tanisi almis olan
olgularin sabah idrar érneklerinde CK20 mRNA ekspresyonu ¢aligildi. Kontrol
grubu aralarinda akrabalik iligkisi bulunmayan ve 43—-68 yas araliginda olan

olgulardan olusturuldu.

2.1.1. Olgu Grubu

Uroloji Ana Bilim Dalinda transizyonel hiicreli karsinom éntanisi veya
tanisi almis 40 olgu (2 K, 38 E) ¢alismaya alinmigtir. Bu olgulardan 34 tanesi

transizyonel hucreli karsinom tanili ve 6 tanesi de 6n tanilidir.

2.1.2. Kontrol Grubu

Gondlli olan ve herhangi bir hastaligi bulunmadigi disundlen 10 saglik-

Il (4 K, 6 E) birey kontrol grubu olarak alinmisgtir.

2.1.3. Etik kurul

Calisma ve kontrol grubumuz bilgilendirilerek génullt olur formu imzala-
tilmistir. Calismamiz igin etik kurul karari alinmistir. (Ege Universitesi Tip

Fakultesi Etik Kurulu 03.02.2006 tarihli, 06—01/29 sayili karari)
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2.1.4. idrar Orneginin Toplanmasi

Calismamizda sabah idrari érnekleri ¢aligildi. Ornekler 100 ml steril id-
rar kaplarinda toplaniimistir. idrar hacmi 40 ml’ nin altindaki érnekler calis-
maya alinmadi. Orneklerden, bekletiimeden yarim saat iginde RNA izolasyo-

nu gerceklestirildi.

2.1.5. idrardan RNA izolasyonu

Kontrol ve galisma grubu olgularinin idrarlarindan total RNA izolasyonu
icin High Pure RNA Izolasyon Kit' i (Roche Applied Science, Germany) kulla-
nildi. DNA kontaminasyonu, kit icindeki “RNAaz free” DNAaz | ile dnlenmisg-

tir.

2.1.6. High Pure RNA Izolasyon Kiti igerigi

1. Liziz Baglama Tamponu: 25 ml, [4,5 M guanidin hidroklorid, 50 mM
Tris-HCI ve %30 Triton X—100 (w/v), pH 6,6 (25°C)]

2. DNAaz |, liyofilizat: (0.55 ml Elusyon tampon igerisinde resuspanse
edilmis10 KU DNAz |.)

3. DNAaz Inkibasyon Tamponu: 10 ml, [1 M NaCl, 20 mM Tris-HCI ve
10 mM MnCl,, pH7.0 (25°C)]

4. Yikama Tamponu I: 33 ml, [5 M guanidin hidroklorid ve 20 mM Tris-
HCI, pH 6,6 (25°C); 20 ml etanol ilave edildikten sonra kullanilir ]

5. Yikama Tamponu Il: 10 ml, 20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH 7,5
(25°C); 40 ml etanol ilave edildikten sonra kullanilir.]

6. Elisyon tamponu: 30 ml, serbest nlikleaz, steril, bidistile su
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2.1.7. idrardan total RNA izolasyonu agamalari

. Tim idrar 6rnegdi 50 ml steril falkon tiiplere aktarildiktan sonra +4°C’
de 1200 rpm’ de 15 dakika santrifuj edildi.

. Santrifij sonrasi supernatant atilarak dipte kalan hucreler 15 ml soguk
serum fizyolojik ile tekrar sispansiyon haline getirildi ve 6rnek tekrar
ayni devir ve surede santrifuj edildi.

. ki kez serum fizyolojik ile yikandi.

. Santriflj sonrasi sipernatanti atilarak uzerine 1 ml serum fizyolojik ek-
lendi

. lyice resuispanse ettikten sonra 1,5 ml’ lik ependorfa aktarildi

. Ornek 2500 rpm’ de 5 dakika santrifijj edildi.

. Supernatanti uzaklastirildi.

. Coken hucreler 6nce soguk 200 pl serum fizyolojik, ardindan da 400 pl
liziz / baglama tamponu ile resuspanse edildi.

. Karisim bir toplama tipunUn igerisindeki filtre tipUnin igerisine akta-
rildu.

10.0da i1sisinda 10.000 rpm’ de 15 saniye santriflij edildi.

11.Santriflj sonrasinda, toplama tlpu atildi ve filtreli kisim yeni bir topla-

ma tupe aktarildi.

12.Ayri bir 1,5 ml’ lik ependorf tliptine 90 ul DNAaz inkiibasyon tamponu

ve 10 yl DNAaz | pipetlendi ve sonra filtre tiplne aktarildi.

13.0da i1sisinda 15 dakika slreyle inkube edildi.

14.inkiibasyon sonunda filtrenin tizerine 500 ul yikama tamponu | ilave

edildi ve 6rnek oda isisinda 10.000 rpm’ de 15 saniye santrifij edildi.
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15.Santriflj sonrasinda, toplama tlpu atildi ve filtreli kisim yeni bir topla-
ma tupune aktarildi.

16.Filtre tupu Uzerine 500 ul yikama tamponu |l eklendi ve 6rnek oda Isi-
sinda 10.000 rpm’ de 15 saniye santrifij edildi

17.Santriflj sonrasinda, toplama tlpu atildi ve filtreli kisim yeni bir topla-
ma tlpune aktarildi.

18.Filtre tiplU Uzerine 200 pl yikama tamponu Il eklendi ve érnek oda isi-
sinda 13.000 rpm’ de 2 dakika santrifuj edildi.

19.Toplama tupu atildi ve filtre tipa temiz bir 1,5 ml’ lik ependorf tiplndn
icerisine yerlestirildi.

20.Filtre tupu Gzerine 50 ul elusyon tamponu ilave edildi ve 6rnek oda isi-
sinda 10.000 rpm’ de 60 saniye santriflj edildi.

21.Ependorf tuplunin igcerisinde izole edilen total RNA igeren sivi alindi ve

1ml’ lik kriyo tiip icersinde -86°C de saklandi.
2.1.8. CK 20 mRNA’nin Kantitasyonu

CK 20 mRNA'nin kantitasyonu 2 agsamada gerceklestirildi. ik asamada
izole edilen total RNA’ dan cDNA elde edildi. ikinci asamada CK20 mRNA’

nin amplifikasyonu ve kantitasyonu gergeklestirildi.
2.1.8.1. cDNA sentezi

Random Hekzamerler primer kullanilarak AMW (Amplification
Microwells) revers transkriptaz enzimi ile total RNA’ dan cDNA sentez edildi.

Bu iglem transkripsiyon kiti (Roche Diagnostic) ile gergeklestirildi.
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Tablo 4: cDNA sentezi i¢cin PCR karisimi

icerik Hacim Son konsantrasyon
Steril H,O,PCR-grade 2 ul -

Revers Transkriptaz Reaksiyon 4 pl 1X

Karisimi

Random Hekzamerler p(dN)6 1 ul 0.1A20
Deoksinukleotid trifosfat (dNTP) 2 pl 1nM

Karigimi

Revers Transkriptaz 1ul 25 Unite

Toplam hacim 10 pl

Elde edilen total RNA’ dan cDNA, asagidaki asamalar uygulanarak sen-

tez edildi.

Her bir drnek icin tablo 4’ teki karisim hazirlandi;

1. Her bir PCR tupltne 10 yul cDNA PCR karisimi kondu.
2. Uzerine 10 pl total RNA eklendi
e Hasta RNA

o Kalibrator RNA [porfibilinojen deaminazi (PBGD) kodlayan
MRNA house-keeping gen]

e Negatif kontrol (su)

3. Resuspanse edildi.

4. Ornekler 3000rpm’ de 5 saniye santrifij edildi.
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5. Tupler thermocycler a yerlestirildi. Thermocycler in zamanla-

masi ve sicakligi tablo 5’ te oldugu gibi programlandi ve galigtirildi.

Tablo 5: Revers Transkriptaz PCR Protokolu

ZAMAN SICAKLIK
Hekzamer Primerlerin ve 10 dakika 25°C
RNA'’ nin Annealing’i
Revers Transkripsiyon 30 dakika 42°C
RT reaksiyonunun 5 dakika 94°C
inaktivasyonu
Sogutma - 4°C

2.1.8.2. cDNA’ dan CK20’ y1 kodlayan mRNA’ nin Amplifikasyonu

ikinci asamada ise, PCR ile mRNA’ yi1 kodlayan CK20’ nin 124 baz cift-
lik fragmani cDNA’ dan amplifiye edildi. Primer dizileri patent yasasindan do-

layi bilinmemektedir.

Sirasiyla Red 640 ve ile 5" ucunda ve 3’ ucunda floresan boya floresein
ile isaretlenmis bir ¢ift spesifik hibridizasyon probu kullanildi. Amplifikasyon,
kalip DNA’ya hibridizasyondan sonra yansitilan floresan LightCycler cihazi ile

Olculerek tespit edildi.
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Ayni o6rnekteki PBGD kodlayan mRNA house-keeping gen kullanildi.

House-keeping genin 151 baz ciftlik fragmani cogaltildi ve RNA kontrolu ve

rolatif kantitasyon igin kullanildi.

CK20 Kitinin PCR karigsim igerigi Tablo 6’ da verilmigtir.

Tablo 6: CK20 Kitinin PCR karisim igerigi

icerik Hacim

Son konsantrasyon

Steril H,O, PCR-grade 14 ul
CK20 Deteksiyon Karisimi veya CK20 2 pl

Referans Deteksiyon Karigimi

CK20 Enzim Ana Karigimi 2 ul

18 ul

1x

1x

Her bir drnek icin tablo 6’ teki karisim hazirlandi;

1. CK20 deteksiyon ve referans deteksiyon icin ayri ayri PCR karigimi

hazirlandi.

2. Her bir drnek icin bu karisimdan 18 pl kapillere ilave edildi.

3. cDNA 6rnegi, CK20 deteksiyon ve referans deteksiyon kapillerine ek-

lendi

4. Ornekler 3000rpm’ de 5 saniye santrifiij edildi.

5. Ornekler cihazda karosele yerlestirildi.
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2.1.8.3. CK20’ nin Amplifikasyon iglemi

Program 1: Denatlrasyon
Program 2: Amplifikasyon

Program 3: Sogutma

CK20’ nin Amplifikasyon islemi tablo 7, 8 ve 9’ daki agsamalar uyularak

gerceklestirildi.

Tablo 7: Program 1-Denaturasyon

Parametre Deger
Dongu 1

Analiz modu yok
Sicaklik Hedefleri Segment 1
Hedef Sicakhgi (°C) 95
inkiibasyon Suresi (s:dk: sn) 00:10:00
Sicaklik Degisimi Orani (°C/ sn) 20

ikincil Hedef Sicaklik (°C)
Basamak derecesi (°C)
Donguler

Kazang¢ modu yok
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Tablo 8: Program 2-Amplifikasyon

Dongu Program Verisi Deger

Dongu 50

Analiz modu Kantifikasyon

Sicaklik Hedefleri Segment1 Segment2 Segment 3

Hedef Sicakligi (°C) 95 60 72

inkiibasyon Siiresi (s:dk: sn) 0:00:10 0:00:10 0:00:05

Sicaklik Degisimi Orani (°C/ sn) 20.0 20.0 20.0

ikincil Hedef Sicaklik (°C) 0 0 0

Basamak derecesi (°C) 0.0 0.0 0.0

Donguler 0 0 0

Kazan¢ modu yok tek yok
Tablo 9: Program 3-Sogutma

Doéngu Program Verisi Deger

Doéngu 1

Analiz modu Yok

Sicaklik Hedefleri Segment 1

Hedef Sicakligi (°C) 40

inkiibasyon Sresi (s:dk: sn) 0:00:30

Sicaklik Degisimi Orani (°C/ sn) 20.0

ikincil Hedef Sicaklik (°C) 0

Basamak derecesi (°C) 0.0

Doénguler 0

Kazan¢ modu Yok

2.1.8.4. CK20 mRNA Ekspresyonu Kantitasyonunun Hesaplanmasi

CK20 mRNA ekspresyon hesaplanmasi PCR’ in verimine ve 6rnegin

gecis noktasina (Cp) baghdir. Gegis noktasi PCR amplifikasyonunun logarit-

mik faza basladigi dongudir ve oransal olarak o anki konsantrasyonu belir-
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ler. Her parametreye spesifik bilesen (hedef gen ve house-keeping gen) igin
primerler, hibridizasyon problari 6zel PCR verimine sahiptirler ve bu da tim

kantifikasyon suresince degerlendirilir.

Target Amplification Curves Reference Amplification Curves
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Sekil 11: (a) CK20 Hedef Gen, (b) Referans Gen Gegis Noktasi

2.1.8.5. Sonuglarin yorumlanmasi

CK20 miktari hesaplanmasi; ilk olarak, hedef (T) gen kopya sayisinin

house-keeping gen (R) kopya sayisina (PBGD) orani seklinde hesaplanir.

ikinci basamakta, 6rnekteki hedefin house-keeping gen kopyalarina
orani (T:H), ayni reaksiyon kosullarindaki kalibrator RNA’ nin T:H oranina
boélinmesi ile elde edilmektedir. Bu iglem, tayin slresince hedef ve house-
keeping gen arasindaki sabit farkhliklari dengeler ve PCR reaksiyonlari ara-

sinda sabit bir kalibrasyon noktasi kogulunu saglar.

Kesin sonug, kalibratordeki T:H oraniyla rolatif olarak, ornekteki T:H
oranini ifade etmektedir. Kalibrator RNA daki T:H orani 1,00 degeri olarak

belirlenmistir, bu yuzden degeri 0,1 olan bir drnek CK20 mRNA ekspresyonu
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bakimindan kalibrator RNA’ dan 10 kat daha azdir. Tum bu hesaplamalar

kantitasyon yazilimi ile hesaplanmaktadir.

ightCycler Software 4.0 - [SUNDE 060606]

ARepot | [DTemplate.. &4 RunMacio

'_ Relative Quantification - Monocolor

Group 1 [Sunmaly]
Terget | Refetence | Paiing | Fesuls

| Group +

Set | Sample Type | Pos | Sample Name | CpMedian | Conceniration Ratio | Normalized Ratio | Multiplication/Corr....
Target Calibrator 1 Sample 1 2224 1n.72 1.00
Reference Calibrator 2 Sample 2 2579

Result Set1 Target Unknown 3 H 2751 573 0.49 1M1
Reference Unknown 4 H 3003

Result Set 2 Target Unknown 5 A »BA 282 0.24 1M1
Reference Unknown E A 36.74

Result Set 3 Target Unknown 7 M 3457 226 019 11
Reference Unknown 8 M w74

Result Set 4 Target Unknown g T 2851 50.44 430 11
Reference Unknown 0w T 3417

Result Set5 Taiget Unknown mn A 233 1.55€2 1318 11
Reference Unknown 12 A 3058

Result Set 6 Target Unknown 13 B 279 2.82E2 24.02 1M1
Reference Unknown 14 B 36.05

Result Set 7 Target Unknown 15 R 023 0.30 0.03 11
Reference Unknown % R 2843

Sekil 12: CK20 mRNA Ekspresyonunun Gegis Noktalarina Gore Kantitasyon

Yazilimi ile Hesaplanan Rdlatif Oranlari

2.1.8.6.Yuksek Spesifiklik

Hem CK20 hem de PBGD igin PCR deteksiyonu sadece diziye-spesifik
4 oligonukleotidin annealinginden sonra gergeklesir. Bu iki primer ve iki
hibridizasyon probu, genomik DNA’ yi ortaya ¢ikarma olasiligini engelleyen

ekzon-intron sinirlarini bagtan asagi dolagsmasi igin dizayn edilmistir.

2.1.8.7. Gegis Noktasindaki PCR Uriinlerinin Kantifikasyonu

Hibiridizasyon probu formatini kullanarak tim PCR reaksiyon sureci
floresan deteksiyonu ile goruntulenir. Kantifikasyonun en ¢ok guvenilir nokta-

sI olan eksponantiyal fazin baglangicinda élgim imkani saglar.
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2.1.9. istatistiksel Degerlendirme

Olgu ve kontrol gruplarindaki ortalama, standart sapma, minimum,
maksimum ve median degerleri, olgu ve kontrol grubunun birbiri ile karsilasti-
rildig1 student’ s t testi ve regresyon analizi ve ROC (Receiver Operating
Characteristic) analizi SPSS 13.0 for Windows istatistik paket programinda

gerceklestirilmistir. istatistiksel olarak p<0,05 anlamlilik derecesi alinmistir.

Yontemlerin sensitivite (duyarlilik) ve spesifisitesini (6zgullik), pozitif
tanisal degerini, negatif tanisal de@erini ve toplam tani degerini hesaplamada

asagida verilen formdaller kullaniimistir:

Sensitivite= GP/GP+YN x 100
Spesifisite= GN/YP+GP x 100
Pozitif tanisal deger = PTD = GP/YN + GN x 100
Negatif tanisal deger =NTD = GN/YN +GN x 100

Toplam tani degeri =TTD = GP+GN/GENEL TOPLAM x 100
*GP= gercek pozitif, GN= gercek negatif, YP= Yalanci pozitif, YN=yalanci negatif
2.1.10. islemler Sirasinda Kullanilan Malzemeler

Calismamiz suresince kullanilan malzemeler tablo 10,11 ve 12’ de gos-

terilmistir.
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Tablo 10: Plastik ve Cam Malzemeler listesi

Plastik ve Cam Malzemeler Markasi

Steril idrar Kabi

15 cc Falkon Tup Greiner bio-one cell star
50 cc Falkon Tup Greiner bio-one cell star
Reaksiyon Tupleri Ependorf

Kriyo Tup Greiner

Pipet Ucu Finntip

Cam Pipet

Enjektor Ayset

Tablo 11:_ Kimyasal Malzemeler Listesi

Kimyasal Malzemeler Markasi

izotonik Soliisyon Eczacibasi/ Baxter

CK20 Kantitasyon Kiti Roche Diagnostics GmBH, Germany
High Pure RNA Izolasyon Kiti Roche Diagnostics GmBH, Germany
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Tablo 12: Cihazlar Listesi

Cihazlar Markasi

Santrifuj Eppendorf

Santrifij Thermo Electrocorporatuar
Otomatik mikropipetler

(10, 20, 100, 200, 1000 I’ lik) Eppendort

Buzdolabi Vestel

Derin Dondurucu (-20°C) Ugur

Derin Dondurucu (-86°C) Revco

Thermocycler Thermo

LightCycler Roche
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BOLUM-III

3.1. BULGULAR

Ege Universitesi Tip Fakdltesi Uroloji Ana Bilim Dal’ nda Kasim 2005—
Haziran 2006 tarihleri arasinda, transizyonel hicreli karsinom 6n tanisi / tani-
sI almig olan 40 olgu c¢alismaya alinmistir. Kontrol grubu olarak aralarinda

akrabalik iligkisi bulunmayan 10 saglikli birey ¢alismaya alinmigtir.

Tum bireylerden alinan sabah idrar 6rneklerinden revers transkriptaz

PCR ile CK20 mRNA ekspresyonu kantitasyonu yapilmistir.

3.1.1. Calisma Grubunun Demografik Ozellikleri

Mesane tumoru g¢alisma grubunu olusturan 38 erkek olgunun yas orta-
lamasi 66,33+10,98; 2 kadin olgunun yas ortalamasi 65,5£12,02 ve toplam
40 olgudan olusan g¢alisma grubunun yas ortalamasi 66,29 + 10,87 olarak

saptanmistir.

Calisma grubumuzda 6 olgu transizyonel hucreli karsinom 6n tanili ol-
makla birlikte, 34 THK olgunun grade ve evreleri; 1 olguda G1/Ta, 1 olguda
G2/Ta, 18 olguda G2/T1, 1 olguda G2/T2, 3 olguda G3/T1, 8 olguda G3/T2, 1

olguda G3/T3 ve 1 olguda da G3/T4’ tur.
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Tablo 13:

Olgularin demografik 6zellikleri

Cinsiyet Sayi Yas
n (%) Ortalama * SD*

Erkek 38 66,33+10,98
Kadin 2 65,5£12,02
Toplam 40 66,29+10,87

*SD: Standart sapma

Tablo 14: Olgularin klinik 6zellikleri
Olgu Cinsiyet Yas Tumor tipi G/E
MS E 53 THK éntani
CK E 50 THK oOntani
EA E 54 THK ontani
AA E 68 THK 6ntani
NM E 67 THK éntani
MB E 46 THK éntani
YC E 59 THK G1/Ta
MD E 75 THK G2/ Ta
RP E 75 THK G2/T1
Ei E 55 THK G2/T1
Fl E 59 THK G2/T1
FA E 83 THK G2/T1
AHY E 79 THK G2/T1
YB E 46 THK G2/T1
AC K 57 THK G2/T1
NY E 74 THK G2/T1
BK E 75 THK G2/T1
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Olgu Cinsiyet Yas Tumor tipi G/E

AO E 72 THK G2/T1
EY E 67 THK G2/T1
AA E 67 THK G2/T1
MD E 53 THK G2/T1
TK E 71 THK G2/T1
EK E 67 THK G2/T1
SI K 74 THK G2/T1
HK E 78 THK G2/T2
HB E 64 THK G2/T2
SE E 75 THK G2/T2
AO E 80 THK G3/T1
MA E 84 THK G3/T1
VY E 52 THK G3/T1
MA E 82 THK G3/T2
DG E 65 THK G3/T2
MM E 76 THK G3/T2
AK E 61 THK G3/T2
Ki E 65 THK G3/T2
AU E 69 THK G3/T2
ME E 61 THK G3/T2
HK E 61 THK G3/T2
ZK E 44 THK G3/T3
MET E 73 THK G3/T4

3.1.2. Kontrol Grubunun Demografik Ozellikleri

Saglikli bireylerden secilerek kontrol grubuna dahil edilen 6 erkek olgu-
nun yas ortalamasi, 53,17+9,83; 4 kadin olgunun yas ortalamasi 52,50+3,67
ve toplam 10 olgudan olusan kontrol grubunun yas ortalamasi 52,90 £ 7,70

olarak saptanmigtir.
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Tablo: 15 Kontrol grubunun demografik 6zellikleri

Cinsiyet Sayi Yas

n (%) Ortalama * SD*
Erkek 6 53,1749,83
Kadin 4 52,5043,67
Toplam 10 52,90%7,70

*SD: Standart sapma

Tablo 16: Kontrol grubunun ozellikleri

Ad Cinsiyet Yas
CG E 45
NT E 62
MK E 43
OD E 68
NK E 51
MK E 50
ET K 58
HY K 49
HK K 50
MA K 53
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3.1.3. CK20 mRNA Ekspresyonu

3.1.4. Olgu Grubu

CK20 Kantifikasyon Kiti ile olgu grubumuzun idrar 6rneklerindeki
sitokeratin ekspresyon seviyeleri belirlenmigtir. Calisilan 40 olgunun CK20
MRNA ekspresyon rolatif oraninin ortalamasi 11,12+47,53, median 0,50, mi-

nimum 0 ve maksimum 305,41 olarak saptanmigstir (Sekil 13).
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Sekil 13: Olgularin saptanan CK20 mRNA ekspresyonunun roélatif orani

Mesane kanseri on tanili 6 olgunun CK20 mRNA ekspresyon rolatif
oraninin ortalamasi 0,06+0,12 olarak saptanmigtir. Yapilan klinik incelemeler
sonucu, bu olgular mesane kanseri tanisi almamistir. Bu 6 olgu harig tutulup,
geri kalan 34 THK’ lu olguda CK20 mRNA ekspresyon rolatif oraninin ortala-
masi 11,91+50,01, median 0,50, minimum 0,005 ve maksimum 305,41 olarak

saptanmigtir.
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3.1.5. Kontrol Grubu

Calhisilan 10 olgunun CK20 mRNA ekspresyon rélatif oraninin ortalama-

sI 0,17+0,12 median 0, minimum 0 ve maksimum 0,35 olarak saptanmistir
(Sekil 14).
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Sekil 14: Kontrol grubunun CK20 rélatif oranlari

Kontrol grubumuzdaki olgularin gegis noktasi (Cp), konsantrasyon orani

(CR), rélatif orani (RR) ve kalibratér konsantrasyon (CAL CR) orani tablo 17’
te verilmigtir.
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Tablo 17: Kontrol gubundaki olgularin gegis noktasi ve rolatif oranlari

OLGU CK20 Cp CR RR CALCR

CG T >45 0 0 8,63
R 35,18

MK T >45 0 0 23,65
R 28,74

NK T >45 0 0 23,65
R 23,74

MK T >45. 0 0 23,65
R 28,78

HK T >45 0 0 23,65
R 28,51

HY T >45 0 0 50,22
R 25,99

MA T 35,21 0,62 0,071842 8,63
R 35,53

NT T 23,57 1,05 0,121669 8,63
R 32,63

ET T 36,79 1,26  0,146002 8,63
R 37,12

OD T 33,79 3,45 0,353846 9,75
R 35,57

Ortalama 0,983 0,07704
Standart Sapma 1,383097 0,118886

Cp: gecis noktasi, CR: konsantrasyon orant, RR: rélatif orani, CAL CR: kalibratér konsantrasyon

Calisma grubumuzdaki olgularin gegis noktasi (Cp), konsantrasyon

orani (CR), rolatif orani (RR) ve kalibrator konsantrasyon (CAL CR) orani

tablo 18" de verilmigtir. Kontrol grubunda 10 olguda saptadigimiz CK20

MRNA ekspresyonu rolatif orani ortalamasinin (0,07+0,12) iki standart sap-
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masini (0,31) esik degeri olarak aldik. Buna goére 22 olgu CK ekspresyonu

yonunden pozitif olarak degerlendirildi.

Tablo 18: Olgu grubunun gecis noktalari ve rolatif oranlari

Olgu CK20 Cp CR RR CAL CR

AA T >45,00 0 0 11,72
R 33,95

CK T >45,00 0 0 5,73
R 34,11

MB T >45,00 0 0 23,85
R 20,42

NM T 20,44 0,02  0,004587 4,36
R 14,9

Ei T 27,8 0,24  0,005739 41,82
R 25,74

ZK T 30,13 0,25  0,005978 41,82
R 28,12

HK T 36,88 0,79 0,01889 41,82
R 36,54

MM T 35,41 0,17  0,019699 8,63
R 32,87

MS T 34,32 2,59  0,061932 41,82
R 35,39

RP T 35,68 3,39  0,081062 41,82
R 37,44

AC T 33,49 496  0,118604 41,82
R 35,8

MET T 37,59 515  0,123147 41,82
R 39,96

MA T 34,51 2,26 0,192833 11,72
R 35,74

DG T 35,62 2,05  0,237543 8,63
R 35,66
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Olgu CK20 Cp CR RR CAL CR

AK T 35,25 2,82 0,240614 11,72
R 36,74

MA T 33,05 2,56 0,29664 8,63
R 34,41

EA T 28,79 12,66 0,302726 41,82
R 32,45

MD T 37,26 1,4 0,321101 4,36
R 37,74

SE T 15,69 7,72 0,32369 23,85
R 18,63

HK T 27,52 5,73 0,488908 11,72
R 30,03

HB T 34,67 2,9 0,506108 5,73
R 36,21

EK T 40,63 2,28 0,522936 4,36
R 41,81

AO T 29,08 69,24 1,378734 50,22
R 35,19

Fl T 28,01 68,49 1,637733 41,82
R 34,11

YB T 34,3 14,31 2,497382 5,73
R 38,13

ME T 27,65 33,19 2,831911 11,72
R 32,7

MD T 30,55 34,58 2,950512 11,72
R 35,66

FA T 20,2 19,06 3,326353 5,73
R 33,45

VY T 22,97 31,98 3,90 8,20
R 27,97

YC T 17,18 101 4,234801 23,85
R 23,84

TK T 28,51 50,44 4,303754 11,72
R 34,17
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Olgu CK20 Cp CR RR CAL CR

AHC T 28,24 28,74 5,015707 5,73
R 33,06
Si T 23,71 252 6,025825 41,82
R 31,63
AU T 18,47 81,9 9,490151 8,63
R 24,83
Ki T 23,32 118 10,06826 11,72
R 30,21
NY T 30,31 75,57 13,18848 5,73
R 36,55
AO T 23,31 155 13,22526 11,72
R 30,58
BK T 27,91 282 24,06143 11,72
R 36,05
EY T 25,71 120 27,52294 4,36
R 32,62
AA T 34,23 1750 305,4101 5,73
R 45
Ortalama 77,1442 10,25887 21,50977

Standart Sapma 269,0674 46,48719 16,59674

Cp: gegis noktasi, CR: konsantrasyon orani, RR: rolatif orani, CAL CR: kalibrator konsantrasyonu
THK én tamili olgular Pozitif olgular

Calisma ve kontrol gruplarindaki hari¢ tutulan olgulardan sonraki karsi-
lastirmali ortalama Sekil 15’ te verilmistir. Bu iki grubun CK20 mRNA rolatif

orani ortalamalari arasinda anlamli bir fark saptanmamistir (p>0,05).

60



#
#
20,00 =
&
10,00 =
-
o
"4
o
0,00 = -
-10,00 =
1 1
THK KONTROL

Olgu

Sekil 15: Karsilastirmali ortalamasi

THK tanili 34 olgu grubunun grade (sekil 16) ve evrelerine gére CK20
MRNA ekspresyonu roélatif oranlari tablo 19’ da verilmistir. Gruplardaki CK20
MRNA ekspresyonu roélatif orani ortalamalari incelendiginde G2/T1’ de 22,68
ile en yuksek deger saptanmistir. Bunu takiben de, 1 olguda G1/Ta 4,23, 1
olguda G2/Ta 2,95 ve 8 olguda da G3/T2 2,88 yuksek olarak saptanmistir.
Grade artisi ile rolatif oranlar arasinda bir korelasyon saptanamamistir
(p>0,05). Diger bir ilging bulgu da yuksek grade ve evredeki olgularda CK20

MRNA rélatif orani olduk¢a dustk olarak saptanmistir.
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Sekil 16: CK20 ekspresyon ortalamasinin gradelere gore dagilimi

Tablo 19: Grade ve evrelere gére CK20 ekspresyonunun ortalamasi

CK20 Rolatif Orani

Grade/Derece Olgu Sayisi Ortalama Standart sapma

G1 1 4,234801
G1/Ta 1 4,234801

G2 20 8,651760 67,51309
G2/ Ta 1 2,950512
G2/T1 18 22,68108 71,04338
G2/T2 1 0,323689

G3 14 1,218767 3,570671
G3/T1 3 1,858458 1,848960
G3/T2 8 2,887488 4,357327
G3/T3 1 0,005978
G3/T4 1 0,123147
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Belirledigimiz esik degerine gore tespit ettigimiz pozitif ve negatif olgula-
rin sonuglarina goére yontemimizin spesifitesi % 69,56; sensitivitesi % 67,65;
pozitif tanisal dederi % 85,19; negatif tanisal degeri % 59,26 ve toplam tani

degeri % 78,00 olarak hesaplanmistir.

Tablo 20: CK20 kantitasyonunun sensitivite ve spesifite degerleri

% Degeri
Sensitivite 67,65
Spesifisite 69,56
Pozitif tanisal deger (PTD) 85,19
Negatif tanisal deger (NTD) 59,26
Toplam tani degeri (TTD) 78,00

Saptadigimiz esik degerinin sensitivite ve spesifisite degerlerinden
ROC (Receiver Operating Characteristic) egrisi olusturuldu (Sekil 16). ROC
egdrisi altindaki alanlar (AUC=Area Under Curve) hesaplandi (Tablo 21). ROC
analizi ile CK20’ nin en yuksek sensitivite (% 82,4) ve spesifiteye ( % 81,2)

sahip cut-off degerinin 0,1224 oldugu saptandi (Tablo 22)

63



ROC Egrisi

1,0

0,8— |

0,6

Sensitivite

04—

0,2

0,0 I I I I
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

1 - Spesifisite

Sekil 17: Saptanan sensitivite ve spesifisite degerlerinden ROC

(Receiver Operating Characteristic) egrisi

Tablo 21: AUC (Area Under the Curve)

% 95 Guven Araligi

Standart
Area Hata p Alt sinir Ust sinir
0,917 0,039 0,000 0,841 0,994
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Tablo 22: Egrinin koordinatlari

Eger Pozitif Deger Esit veya

Biiyiik Sensitivite 1 - Spesifisite
-1,0000 1,000 1,000
0,0023 1,000 438
0,0052 1,000 375
0,0059 0,971 0,375
0,0124 0,941 0,375
0,0193 0,912 0,375
0,0408 0,882 0,375
0,0669 0,882 0,313
0,0765 0,882 0,250
0,0998 0,853 0,250
0,1201 0,824 0,250
0,1224 0,824 0,188
0,1346 0,794 0,188
0,1694 0,794 0,125
0,2152 0,765 0,125
0,2391 0,735 0,125
0,2686 0,706 0,125
0,2997 0,676 0,125
0,3119 0,676 0,063
0,3224 0,647 0,063
0,3388 0,618 0,063
0,4214 0,618 0,000
0,4975 0,588 0,000
0,5145 0,559 0,000
0,9508 0,529 0,000
1,5082 0,500 0,000
2,0676 0,471 0,000
2,6646 0,441 0,000
2,8912 0,412 0,000
3,1384 0,382 0,000
3,6132 0,353 0,000
4,0674 0,324 0,000
4,2693 0,294 0,000
4,6597 0,265 0,000
5,5208 0,235 0,000
7,7580 0,206 0,000
9,7792 0,176 0,000
11,6284 0,147 0,000
13,2069 0,118 0,000
18,6433 0,088 0,000
25,7922 0,059 0,000
166,4665 0,029 0,000
306,4101 0,000 0,000
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BOLUM-IV

4.1. TARTISMA

Calismamizda mesane kanserli olgularin idrarindan dokulen hicrelerde

Sitokeratin 20 mMRNA (CK20 mRNA) ekspresyonu RT-PCR ile arastiriimigtir.

Sitokeratinler iki gruba ayrilirlar: CK9 dan CK23 e kadar olan
sitokeratinler Tip | sitokeratinleri ve CK1’ den CK8’ e kadar olan sitokeratinler
ise Tip Il sitokeratinleri olugsturur (13). Sitokeratinler epitel farklilasmasinin
onemli belirteglerindendir. CK6 ve CK16 sedef hastaligi veya epiteliyal tumor
hiperproliferasyonu gorulen durumlarda eksprese edilmektedir. Mide, bagir-
sak epitelinde, Urotelyum epitelinde ve merkel hicrelerinde eksprese edilen
CK20; kolon, mide, pankreas adenokarsinomlarinda, musin6z olmayan over

timorlerde ve transizyonal hiicre karsinomlarinda saptanabilmektedir (4).

CK20 mRNA ekspresyonu, immunohistokimyasal veya RT-PCR calig-
malari ile farkli gruplardan elde edilen idrardan dokulen hicrelerde tespit

edilmektedir (22, 38, 41).

CK20 mRNA ekspresyonunun disregulasyonu uroteliyal timor gelisiminde
erken bir durum olarak 6zellikle yuksek dereceli displazilerde saptanmaktadir

(27).

Buchumensky ve arkadaslari, RT PCR teknigini kullanarak CK20

MRNA yonteminin dokulen idrar orneklerinde THK hucrelerin 1/1.000.000

66



kadar az dahi olsa tespit edilebilecegini bildirmiglerdir. CK20 mRNA testinin
Ozellikle dusuk gradeli kanserlerin belirlenmesinde avantajli oldugunu sa-

vunmuslardir (8).

Southgate ve Harnden’ in yaptiklari galismada, normal superfisiyal
urotelyumun CK20’ yi eksprese ettigini rapor etmigler ve idrardaki CK20 sap-
tanmasi ile tumor varligi veya rekurrensinin belirlenemeyecegini ileri surmus-

lerdir (71).

Rotem ve arkadaslar yaptiklari galismada; CK20 ekspresyonunu THK’
lu hastalarin % 86,7’ sinde ve saglikli gonullulerin yalnizca % 3,3’ GUnde tespit

etmislerdir (67).

Eissa ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada, CK20 mRNA pozitiflik
oranlari kontrol, benign ve malign gruplarda sirasi ile 0 (% 0), 1/34 (% 2.9) ve

51/63 (% 82.3) olarak bulunmustur (15).

Gahismamizda THK tanili olgularin timunde (% 100), THK éntanili 6 ol-
gunun 3’ inde (% 50) ve kontrol grubunun 4’ Ginde (% 40) CK20 mRNA eks-
presyonu saptanmistir. Ekspresyon saptanmasi Southgate ve arkadaslarinin
One surdugu gibi normal hucrelerde de gergeklesebilmektedir. Fakat sapta-
nan ekspresyonun kantitasyonu, HT29 kolorektal hicre hattindaki CK20
MRNA ekspresyonuna (kalibrator RNA) oranlandidi icin ekspresyonun varhgi
her zaman pozitif olarak yorumlanmamakta ve belli bir esik degerinin Gzerin-
de olanlar “pozitif” olarak kabul edilmektedir. Calismamizdaki bu esik degeri
0,31 olup kalibrator RNA’ daki ekspresyondan 3 kat daha az bir ekspresyonu

gostermektedir. Bu degerin Ustundeki olgular pozitif olarak degerlendirilmigtir.
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Harnden ve arkadaslari, CK20 ekspresyonu baslangigta negatif olan
superfisiyal tumorlerin 5 yillik takip serilerinde herhangi bir tamor
rekurrensinin gelismedigini bulmuslardir. Bundan yola g¢ikarak, tumor bir kez
olustugunda ve nuks ettiginde CK20 mRNA ekspresyonunun yeniden dizen-

lendigi veya arttigi hipotezini ileri surmusglerdir (28).

THK’ lu hastalardan alinan idrarda ve tumor dokularinda CK20 mRNA
ekspresyonu, normal Uroteliyal doku veya normal idrar orneklerinde dikkate
deger oranda daha yuUksek duzeylerde eksprese edilmektedir. Christoph ve
arkadaslarinin yaptigi calismada, tumor dokularinda yaklasik 8 kat ve tumor-
IG hastalarin idrarindan dokulen hicrelerde ise normal doku veya idrar 6rnek-
lerindekine gore 13 kat daha fazla CK20 mRNA eksprese edildigi bildirilmistir.
Tumorll hastalarin idrarlari ile normal idrar karsilastirildiginda CK20 mRNA
ekspresyonunda anlamli bir fark saptamistir ve hastaligin erken tani ve

evrelendiriimesinde katkida bulunabilecegini ileri surmuglerdir (11).

Calismamizda, THK olgularinda saptanan CK20 mRNA ekspresyonu
normal idrar drneklerine gore 33 kat artmis oranda saptanmistir. Olgularimi-
zin % 47’ sinin subepiteliyal bag dokusuna invaze tumor (T1) grubunda oldu-
gu ve bu gruptaki CK20 mRNA ekspresyonunun kontrol grubuna gore 73 kat,
kalibrator RNA’ ya gore 22 kat artmig oranda CK20 mRNA ekspresyonu ser-

giledikleri gdzlenmistir.

Christoph ve arkadaslarinin yaptiklari ¢galismada Ta tumoérlerinin T1 ti-
morlerine gore dikkate deger derecede disuk CK20 mRNA ekspresyonu
sergiledikleri gosterilmistir. Bazi Ta timorlerinde CK20 ekspresyonu zayif

olmasina ragmen tespit edilebilecegini gostermislerdir. Bununla birlikte CK20
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ekspresyonunun T2 gibi ileri tumor evrelerinde veya daha Ust basamaklarda

dustaguna gostermiglerdir (11).

Calismamizda da benzer sekilde, en yuksek ekspresyon T1 grubunda
gOzlenmigtir. Bulgularimiz 1s1ginda, yuksek CK20 mRNA ekspresyonlarinin
Ozellikle T1 tumor evresini belirlemede oldukga tanimlayici oldugunu digun-
mekteyiz. Christoph ve arkadaglarinin yaptigi calismada oldugu gibi ¢alis-
mamizda, T2 ve daha ileri evreli timorlerde CK20 mRNA ekspresyonu sap-
tanirken, ekspresyon degerleri T1' e gore dusuk seviyelerdedir. Harnden ve
arkadaslarinin ileri surdugu gibi yuksek derece tumorlerde CK20 mRNA eks-
presyonunun disregulasyonu gozlenmemis olup Christoph ve arkadaslarinin

yaptigi calisma ile koreledir.

Calismamizda timor grade’ i ile CK20 mRNA ekspresyonu arasinda bir

korelasyon saptanmamistir.

Rotem ve arkadaslari, CK20 mRNA ekspresyonu ile tumoér gradeleri
arasinda guglu bir korelasyon saptamislardir. Grade 3 ve 4 timorlerini, CK

20 mRNA ekspresyonu agisindan pozitif olarak (% 100) bulmuslardir (67).

Inoue ve arkadaslari, (38) dokuda tiumor grade’ i (G3’ e karsi G1 / G2)
ve CK20 mRNA ekspresyonu arasinda bir korelasyon tespit edip, iyi farkli-
lasmamig timorlerin daha agresif ve daha fazla rekirens oranlarina sahip
olduklarini bildirmiglerdir. Calismamizda G1 ve G2 olgularinda CK20 mRNA
ekspresyonu arasinda korelasyon gézlenirken, G3 olgularinda CK20 mRNA
ekspresyonu grade yukselmesine ragmen dusuk saptanmistir. G3 olgulari-

mizin buyuk bir kismi takip olgulari olduklari igin gordukleri tedavi nedeni ile
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CK20 mRNA ekspresyonunun bu grupta disik olarak saptandigini disun-

mekteyiz.

Yontemimizin kontrol grubundaki CK20 mRNA ekspresyonunun ortala-
ma =* iki standart sapma ile belirledigimiz esik degerine gore yontemimizin
spesifitesi % 69,56; sensitivitesi % 67,65 ve toplam tani degeri % 78.00 ola-

rak saptanmistir.

Eissa ve arkadaslarinin yaptiklari 62 olguyu iceren g¢alismada CK20
mRNA,; kontrol, benign ve malign gruplar i¢in sensitivite ve spesifitesi sirasi

ile % 82.3 ve % 98.8 olarak bulunmustur (15).

Buchumensky ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada malign Uroteliyal
epitelyumda RT-PCR ile reguler sitoloji karsilastiniidiginda, CK20 mRNA

ekspresyonunun sirasi ile % 91 ve % 56 sensitivite sergiledigi bulunmustur

(8).

Calismamizdaki  sensitivite ve spesifite degerleri Eissa ve
Buchumensky’ nin calismasina gore kismen dusuk olmakla birlikte yapilan
ROC analizinde bu degerler istatistiksel olarak anlamli saptanmistir
(p<0,005). ROC analizine gére CK20 mRNA ekspresyonu rélatif oraninin “cut
off” de@erini 0,1224 olarak aldigimizda yéntemimizin sensitivitesi % 82,4 ve
spesifitesi % 81,2 olarak belirlenmigtir. Bu sensitivite ve spesifite degerlerinin
bir tani testi i¢in gecerli seviyede oldugunu dusunmekteyiz. Ancak olgu sayi-
miz az oldugundan dolayi, ydntemimizin gradelerdeki sensitivite ve spesifite
degerlerinin gercegi yansitmayacagini dusundugumuzden dolayi hesaplan-

mamistir.
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Ayrica CK20 mRNA ekspresyonu ylksek olarak saptanan diger kanser
tiplerinde de tani testi olarak kullanilabilecegine dair ¢alismalar bulunmakta-

dir.

Chausovsky ve arkadaslarinin yaptiklari galismada; periferik kandan
CK20 mRNA ekspresyonu incelenmis ve metastatik kolon karsinomlu 22 ol-
gunun 14 tanesi CK20 mRNA pozitif (sensitivite % 63,6 ve spesifite % 92,3);
pankreatik karsinomlu 28 hastadan 22’ si ve gastrik karsinomlu 18 hastadan
12 tanesi CK20 mRNA ekspresyonu bakimindan pozitif bulunmustur.
Metastatik akciger karsinomlu hastalardan biri haricinde ekspresyon negatif
olarak bulunmustur. Metastaz gozlenmeyen 13 karsinomlu olgunun, 12’ si
ekspresyon agisindan negatif ve hi¢bir malign hastaligi bulunmayan 22 olgu-

nun CK20 mRNA ekspresyonu negatif olarak bulunmustur (9).

Calismamizda olgularin periferik kaninda CK20 mRNA ekspresyonu

degerlendiriimemigtir.

Chausovsky’ nin yaptigi galismanin da gosterdigi gibi CK20 mRNA’ nin
mesane, kolon, mide ve pankreas kanserlerinde potansiyel bir timor belirle-
yicisi olabilecegini digunmekteyiz ve bu tlr kanserli olgularin periferik kanin-
da CK20 mRNA ekspresyonunun incelenmesini ileriki ¢calismalar agisindan

planlamaktayiz.

Sonug olarak; dusik veya yuksek CK20 mRNA ekspresyonu, mesane
tumorlerinin tani ve takibinde guglu bir yontem olarak dusunulmekte ve me-
sane kanserinin goruntilenmesinde halen standart referans olarak kullanilan

sistoskopi araligindaki degisime katkida bulunabilir.
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Artmis CK20 mRNA ekspresyonu ve patolojik timaor siniflandiriimasinin
kombinasyonunun, daha agresif olan timor davraniglarinin gostergesi oldugu
ve daha agresif tedavi ve yakin takip ile olgularin izlenmesi gerektigini du-
siinmekteyiz. incelenen idrar érneklerine ilave olarak periferik kanda da
CK20 mRNA ekspresyonunun degerlendirilmesi, olgularda saptanan artmis
CK20 mRNA ekspresyonunun, papilloma veya timoérin tanisinda oldukga

yardimci olacagini dusunmekteyiz.
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BOLUM-V

5.1. SONUG VE ONERILER

Calismamizda, mesane kanserli olgularin idrarlarinda RT-PCR ile CK20
MRNA ekspresyonunun normal ve tumoral uroteliyal hicreler arasindaki

kantifikasyon farki arastiriimistir.

Mesane tumoru galisma grubunu olusturan 38 erkek olgunun yas orta-
lamasi 66,33+10,98; 2 kadin olgunun yas ortalamasi 65,5£12,02 ve toplam
40 olgudan olusan c¢alisma grubunun yas ortalamasi 66,29 + 10,87 olarak

saptanmigtir.

Calisma grubumuzda 6 olgu transizyonel hdcreli karsinom 6n tanil
olup, 34 THK olgunun grade ve evreleri; 1 olgu G1/Ta, 1 olgu G2/Ta, 18 olgu
G2/T1, 1 olgu G2/T2, 3 olgu G3/T1, 8 olgu G3/T2, 1 olgu G3/T3 ve 1 olgu da

G3/T4’ tar.

Olgu grubumuzun CK20 Kantifikasyon Kiti ile idrar 6rneklerindeki
sitokeratin ekspresyon seviyeleri belirlenmigtir. Calisilan 40 olgunun CK20
MRNA ekspresyon roélatif oraninin ortalamasi 11,12+47,53, median 0,50, mi-

nimum 0 ve maksimum 305,41 olarak saptanmigtir.

Mesane kanseri 6n tanili 6 olgunun CK20 mRNA ekspresyon rolatif
oraninin ortalamasi 0,06+0,12 olarak saptanmistir. Yapilan klinik incelemeler
sonucu, bu olgular mesane kanseri tanisi almamigtir. Bu 6 olgu harig tutulup,

geri kalan 34 THK’ lu olguda CK20 mRNA ekspresyon roélatif oraninin ortala-
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masi 11,91+50,01, median 0,50, minimum 0,005 ve maksimum 305,41 olarak

saptanmigtir.

Calisilan 10 olgunun CK20 mRNA ekspresyon rolatif oraninin ortalama-

s1 0,17£0,12 median 0, minimum 0 ve maksimum 0,35 olarak saptanmistir.

Kontrol grubunda 10 olguda saptadigimiz CK20 mRNA ekspresyonu ro-
latif orani ortalamasinin (0,17£0,12) iki standart sapmasini (0,31) esik egeri
olarak aldik. Buna gore 22 olgu CK ekspresyonu yonunden pozitif olarak de-

gerlendirildi.

Gruplardaki CK20 mRNA ekspresyonu rolatif orani ortalamalari ince-
lendiginde G2/T1’ de 22,68 ile en ylUksek deder saptanmistir. Bunu takiben
de, 1 olguda G1/Ta 4,23, 1 olguda G2/Ta 2,95 ve 8 olguda da G3/T2 2,88
yuksek olarak saptanmigstir. Grade artisi ile rdlatif oranlar arasinda bir kore-
lasyon saptanamamistir (p>0,05). Diger bir ilgin¢g bulgu da ylksek grade ve
evredeki olgularda CK20 mRNA rélatif orani olduk¢a dusuk olarak saptan-

mistir.

Belirledigimiz esige gore tespit ettigimiz pozitif ve negatif olgularin so-
nuglarina gore yontemimizin spesifitesi % 69,56; sensitivitesi % 67,65; pozitif
tanisal degeri % 85,19; negatif tanisal degeri % 59,26 ve toplam tani degeri

% 78,00 olarak hesaplanmistir.

Saptadigimiz esik degerinin sensitivite ve spesifisite degerlerinden
ROC egrisi olusturuldu. ROC egrisi altindaki alanlar (AUC) hesaplandi. ROC

analizi ile CK20’ nin en yuksek sensitivite (% 82,4) ve spesifiteye ( % 81,2)

74



sahip cut-off degerinin 0,1224 oldugu saptandi. Bu sensitivite ve spesifite

degerlerinin bir tani testi icin gegerli seviyede oldugunu diguinmekteyiz.

Artmis CK20 mRNA ekspresyonu ve patolojik tumaor siniflandiriimasinin
kombinasyonunun, daha agresif olan timor davraniglarinin gostergesi oldugu
ve daha agresif tedavi ve yakin takip ile olgularin izlenmesi gerektigini du-
siinmekteyiz. incelenen idrar érneklerine ilave olarak periferik kanda da
CK20 mRNA ekspresyonunun degerlendirilmesi, olgularda saptanan artmig
CK20 mRNA ekspresyonunun, papilloma veya tumorun tanisinda oldukca

yardimci olacagini disunmekteyiz.

Mesane kanserli hastalar i¢in biyolojik olarak hedeflenmis ajanlarin en-

tegrasyonu, kombine modalite tedavilerini destekleyici 6zellik kazanacaktir.

Mesane kanserindeki klinik arastirmalardaki ilerlemelerin desteklenmesi
amaclyla, hastaliga paralel olarak, hiicre hatlari ve hayvan modelleri de kul-
laniimalidir.  Ayrica, spesifik antijen ekspresyonlari, fluoresan in situ
hibridizasyon (FISH) ve mikrosatellit analizlerinin, hastaligin teshisinde ve /
veya seyrinin takibinde Umit vaat edecegini disunmekteyiz. Bununla beraber,
rekdrren hastaligin karakterizasyonu ve tanisinda idrar sitolojisinin de ince-
lenmesi gerekliligine inanmaktayiz. Yiksek iglevli genomik / proteomik metot-
larin, ¢gok yonlu veri tabanlari ve saglam biyoinformatik ile birlestiriimesi so-
nucunda, mesane timadrtugenezi ve kanser progresyonu ile iliskili regulator ve
sinyal yolaklarinin komponentlerinin aydinlatilmasinda anahtar pargalari olus-
turacagini da disinmekte ve daha sonraki ¢alismalarimizin rotasini bu yon-

de planlamaktayiz.
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BOLUM-VI

6.1. OZET

Sistoskopi, mesane tiimorlerinin tanisinda ve nikslerin rutin takibinde yaygin olarak
kullanilan invaziv bir yéntemdir. Bundan dolayi arastiricilar mesane kanseri igin invaziv ol-
mayan, hizli sonu¢ veren, ucuz, kisi bagimsiz, yiksek duyarlilik ve 6zgullige sahip olan

tumor belirleyicilerini arastirmaya yénlenmistir.

Arastirma asamasinda olan timar belirleyicileri arasinda sitokeratinler yer almaktadir.
Sitokeratinler epitel hicrelerinin intermediate flamentlerden meydana gelen ve 20

polipeptitten olusan multigen proteinlerdir.

Transizyonel hicreli karsinomlarda (THK), sitokeratinlerin (CK) ekspresyonlarindaki

degisikliklerin, potansiyel tani ve dnceden teshiste 6nemli oldugu disundlmektedir.

Yuksek duzeydeki displazilerde, CK20 ekspresyonunun disregilasyonu, uroteliyal ti-
mor gelisiminin erken evrelerinde gbzlenen bir olay olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Kantitatif
olarak ifade edilebilen CK20 ekspresyon diizeyindeki fark, mesane kanserinin erken evreler-

de tespit edilebilmesi agisindan dnem tasimaktadir.

Biz calismamizda CK20 ekpresyonunun timoér olusumu veya rekirrensinde ne kadar
glvenilir oldugu hipotezinden yola ¢ikarak normal ve timoral Ureteliyal hiicreler arasindaki

ekspresyonun kantifikasyon farkini arastirmayi hedefledik.

Calismamizda Uroloji Ana Bilim Dalinda THK 6ntanisi (6) ve tanisi (34) almis 40 olgu
ve herhangi bir hastaligi bulunmadigi disindlen 10 saglikh birey kontrol grubu olarak ¢alig-

maya alindi.

Olgulardan alinan sabah idrar 6rneklerinden gergeklestirilen total RNA izolasyonunu
takiben cDNA sentez edildi. Daha sonra CK20 Kantifikasyon Kiti ile CK20 mRNA’ nin

amplifikasyonu ve kantitasyonu gerceklestirildi.
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Calisma grubumuzdaki 34 THK’ lu olgunun grade ve evreleri; 1 olguda G1/Ta, 1 olgu-
da G2/Ta, 18 olguda G2/T1, 1 olguda G2/T2, 3 olguda G3/T1, 8 olguda G3/T2, 1 olguda

G3/T3 ve 1 olguda da G3/T4’ tur.

Olgu grubumuzun idrar 6rneklerindeki CK20 mRNA ekspresyonunun rolatif oranlari
belirlenmistir. Calisilan 40 olgunun CK20 mRNA ekspresyon rélatif oraninin ortalamasi

11,12447,53, median 0,50, minimum 0 ve maksimum 305,41 olarak saptanmistir.

Mesane kanseri 6n tanili 6 olgunun CK20 mRNA expresyonunun rolatif oraninin orta-
lamasi 0,0610,12 olarak saptanmistir. Yapilan klinik incelemeler sonucu, bu olgular mesane

kanseri tanisi almamistir.

THK 6ntanil 6 olgu harig tutulup, geri kalan 34 THK’ lu olguda CK20 mRNA ekspres-
yon rolatif oraninin ortalamasi 11,91+50,01, median 0,50, minimum 0,005 ve maksimum

305,41 olarak saptanmistir.

Cahsilan 10 olgunun CK20 mRNA ekspresyon roélatif oraninin ortalamasi 0,07+0,12

median 0, minimum 0 ve maksimum 0,35 olarak saptanmistir

Gruplardaki CK20 mRNA ekspresyonu rélatif orani ortalamalari incelendiginde G2/T1’
de 22,68 ile en ylksek deger saptanmigstir. Bunu takiben de, 1 olguda G1/Ta 4,23, 1 olguda
G2/Ta 2,95 ve 8 olguda da G3/T2 2,88 yiiksek olarak saptanmistir. Grade artisi ile rolatif
oranlar arasinda bir korelasyon saptanamamistir (p>0,05). Yiksek grade ve evredeki olgu-

larda CK20 mRNA rolatif orani oldukga diisik olarak saptanmistir.

Belirledigimiz esik dgere gore tespit ettigimiz pozitif ve negatif olgularin sonuglarina
gore yontemimizin spesifitesi %69,56; sensitivitesi %67,65; pozitif tanisal degeri %85,19;

negatif tanisal degeri %59,26 ve toplam tani degeri %78,00 olarak hesaplanmistir.

Bu sensitivite ve spesifisite dederlerinden ROC egrisi olusturuldu. ROC egrisi altindaki
alanlar (AUC) 0,917 olarak (p=0,000) hesaplandi. ROC analizi ile CK20’ nin en yiksek

sensitivite (% 82,4) ve spesifiteye (% 81,2) sahip cutt-off degerinin 0,1224 oldudu saptandi.

Sonuglarimiza gére; yuksek veya disuk CK20 mRNA ekspresyonunun, mesane ti-
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morlU olgularin tani ve takibinde gecerli bir ydntem oldugunu disinmekte ve mesane kanse-
rinin goéruntilenmesinde halen standart referans olarak kullanilan sistoskopi araliginin genis-

letiimesinde katkida bulunabilecegine inanmaktayiz.
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6.2. ABSTRACT

Cystoscopy is an invasive method that is used in diagnosis and routine follow up of
the recurrence of bladder cancer. Therefore, investigators directed to investigate the tumor
markers that have the specialities of being non invasive, cheap and independent from the

individual also provide rapid results and have high sensitivity and specificity.

Cytokeratins are the tumor markers which are in continual investigation period. These
are multigenic proteins that formed of intermediate filament of epithelial cells and consist of

twenty polypeptides.

It is believed that in transitional cell carcinoma (TCC), the changes in the expression

of cytokeratins are indispensable in potential diagnosis and early detection.

In high level dysplasias, disregulation of Cytokeratin 20 (CK20) expression is an early
event of urothelial tumor development. The quantitatively stated difference in the level of CK

20 expression is considerable in early detection of bladder carcinoma.

In our study we questioned the reliability of the expression of CK20 in tumor develop-
ment and recurrence. Due to this aim, we investigated the quantification differences of ex-

pression between tumor and normal urothelial cells.

Totally 40 cases who were pre-diagnosed (6) and diagnosed (34) with TCC in Urology

Department and 10 healthy volunteers as control group were recruited to the study.

Following to the total RNA isolation from voided urine samples of patients, cDNA was
synthesized. Afterwards, the quantification and amplification of CK20 mRNA was succeded

according to the manufacturers’ instructions.

The stages and grades of the 34 cases with TCC in our study group were as follows;
G1/Ta (1 case), G2/Ta (1 case), G2/T1 (18 cases), G2/T2 (1 case), G3/T1 (3 cases),

G3/T2 (8 cases), G3/T3 (1 case) and G3/T4 (1 case).
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In our study the relative ratio of the expression of cytokeratin in the urine samples of
the cases was determined. Among 40 study cases the average relative ratio of CK20 mRNA
expression was found as; 11,12+47,53. The median was appointed 0,50, minimum 0 and

maximum 305,41.

The established average relative ratio of CK20 mRNA expression in pre-diagnosed 6
cases was revealed as 0,06+0,12. According to the clinical investigations, these cases were

not diagnosed for bladder cancer.

When the 6 cases who had pre-diagnosed with TCC was left off, the average relative
ratio of CK20 mRNA expression in 34 cases with TCC is assigned as 11,91+50,01. The

value of the median was stated as 0,50, minimum 0,005 and maximum 305,41.

The average relative ratio of CK20 mRNA expression in studied 10 cases was found

as 0,07+0,12. The median value was calculated as 0, minimum 0 and maximum as 0,35.

The highest value of the average relative ratio found as in G2/T1 was 22,68. Subse-
quent to this, the value was determined high in G1/Ta in one case 4,23, in G2/Ta in one case
2,95 and in G3/T2 in 8 cases 2,88. According to our results, no correlation was determined
between relative ratios and grade rise (p>0,05) . The relative ratio of CK20 mRNA in ele-

vated grades and stages was found low.

The positive and negative cases results that were determined according to the “bor-
derline”, the specificity, sensitivity, positive diagnosis value negative diagnosis value and
total diagnosis value of the method were respectively calculated as; 69,56 %, 67,65 %,

85,19%, 59,26% , 78,00%.

The ROC curve was created from sensitivity and specificity values. The areas under
the ROC curve (AUC) were calculated as 0,917 (p=0,000). By using ROC analysis; cut-off
value of CK20 that had the highest sensitivity (%82,4) and the spesificity value (% 81,2) was

determined as 0,1224.
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In respect of our results; we think that the highest or the lowest CK20 mRNA expres-
sion is an available method for the diagnosis and follow up of bladder cancer cases. In addi-
tion; we believe that this method can contribute to expand the cystoscopy range that is still

being used as a standard reference to monitore the bladder cancer.
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