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OZET

Amac: Degisici Epitel Karsinomu (DEK) mesane kanserinin en yaygin tiiriidiir.
Kromozom aberasyonlar1 DEK nun gelismesinde ve ilerlemesinde gereklidir. Bu
caligmada, mesane degisici epitel karsinomu (DEK) tanisinda noninvaziv yaklasimla
interfaz FISH tekniginin potansiyel klinik uygulamasini belirlemek ve kromozomal

anoploidilerle tiimoriin derecesi ve evresi arasindaki iligkiyi aragtirmak amaglanmastir.

Materyal ve Metot: Uroloji boliimiinden degisici epitel karsinoma tanist almis 30
hasta ve saglikli 15 kontrolden, bosaltilmis idrar ve mesane yikama ile hiicreler elde
edilmistir. Bu hiicrelerde 3, 7, 8, 11 ve 17 kromozomlarin sentromerlerine 6zgii problar

ve 9p21 lokus spesifik problar kullanilarak FISH analizi yapilmistir.

Bulgular: FISH analizinin DEK belirlemesinde sensitivitesi mesane yikama ve
idrar Ornekleri i¢in swrasiyla % 96.7 ve % 92.6, spesifitesi ise % 100 olarak
bulunmustur. G1-G2 (Diisiik) tiimorlerin mesane yikama ve idrar orneklerinde goriilen
en sik kromozom anomalisi 9p21 delesyonu (% 66-% 75) dur. Kromozom 3, 7, 8, 11 ve
17 polizomisinin T1 G2-G3(Yiiksek) ve T2 G3(Yiiksek) karsinomlara spesifik oldugu
bulunmustur. G1-G2(Diisiik) ve G2-G3(Yiiksek) tiimorleri arasinda kromozom 3, 7, 8,
11 ve 17 polizomi frekansinda istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu bulunmustur

(P<0,01).

Sonug: FISH analizi, mesane yikama ve idrar orneklerinden elde edilen iiretelyal
hiicrelerde kromozomal aberasyonlar belirleyerek, degisici epitel karsinomu tanisinda
klinige katki saglayabilecek potansiyele sahip noninvaziv bir tekniktir. Kromozom

polizomisi ile yiiksek tiimor derecesi ve evresi koraledir.

Anahtar Sozciikler: Mesane kanseri, Degisici epitel karsinoma (DEK), FISH,

Mesane yikama



SUMMARY

Objective: Transitional Cell Carcinoma (TCC) is the most common form of
bladder cancer. Chromosomal aberrations are involved in the development and
progression of TCC of bladder. In this study, we aimed to determine the potential for
the clinical application of interphase FISH technique with non invaziv approach in
diagnosis of transitional cell carcinoma (TCC) and to investigate the relation between

chromosomal aneuploidies with tumor grades and stage.

Methods: The cells were obtained by bladder washing and voided urine from 30
patients who had a transitional cell carcinoma (TCC) of the bladder diagnosis and 15
healthy controls in the Urology Department. In the samples, FISH analysis was
performed by using centromere specific probes for chromosome 3, 7, 8, 11, 17 and

locus specific probe of 9p21.

Results: The sensitivities of FISH to detect TCC for bladder washing and voided
urine were found 96.7 % and 92.6 %, respectively, but its specificity was found 100%.
The most frequently seen chromosomal alterations G1-G2(Low) tumors were deletion
of 9p21 (66 % and 75 %) in bladder washing and voided urine. Polysomy was specific
to T1G2-G3(High) and T2G3(High) carcinomas. A statistically significant difference
was seen in the frequency of polysomy between G1-G2(Low) and G2-G3(High) for
chromosomes 3, 7, 8, 11 and 17 (P<0.01).

Conclusions: FISH assays have potential that can provide contribution to clinical
diagnosis of transitional cell carcinoma to detect chromosomal aberrations present in
urothelial cells obtained from voided urine and bladder washing. Polysomy of

chromosomes is correlated with tumor grade and stage.

Keywords: Bladder cancer, Transitional cell carcinoma (TCC), FISH, Bladder

washing
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1.GIRIS VE AMAC

Kanser klinikte goriillen en yaygin ve ciddi hastaliklardan biridir. Yapilan
istatistiksel calismalar, kanserin toplumlarin yaklasik iicte birinden fazlasindan
goriildiigiinii, olumlerin yiizde yirmiden fazlasindan sorumlu oldugunu gostermistir.
Kanser genetik orijinli bir hastaliktir ve hiicre béliinmesini, hiicre Sliimiinii ve hiicre
farklilasmasim kontrol eden genlerdeki degisimler (baskalasim) kanser olusumu ve

gelisiminden sorumludur (15, 23, 62).

Bir kanser tiirii olan mesane kanseri, gelismis iilkelerde tiim kanserler icinde en
stk goriilen dordiincii kanserdir. Degisici Epitelyum Karsinomu (DEK) mesane
kanserinin en yaygin tiiriidiir. Mesane tiimorlerinin ortalama % 70-75 i yiizeyel timor
olarak goriiliir ve kalan1 ise invaziv tiimordiir. Yiizeyel kanser grubu arasinda, yaklasik
% 70 i Ta lezyonu, % 20 si T1 lezyonu ve % 10 u karsinoma in situ (CIS) olarak
goriiliir. Yiizeyel degisici epitelyum karsinomunun % 70-80 inden fazlasi, diisiik-
histolojik derecelidir. Bu tip mesane kanserleri rezeksiyondan sonra niikseder ve
yaklasik %10-22 si invaziv yiiksek dereceli tiimorler olmaya egilimlidir (4, 5, 22, 32,
37, 38, 46, 64, 91).

Mesane kanserinin goriilme insidans iilkelere gore biiyiik degisiklikler gosterir.
Ulkemizde mesane kanseri insidansina iliskin kesin veriler bulunmamakla birlikte
Saglik Bakanligr’min yaptig1 2000 yil1 istatistiklerine gore, akciger ve mide kanserinden
sonra 3. sirada yer almaktadir. Sigara kullanimi, parazitik enfeksiyonlar ve mesleki
kimyasallara maruz kalma gibi cesitli risk faktorleri mesane kanser olusumunu

indiikleyen en onemli faktorlerdir (4, 5, 35, 46, 54, 64).

Hastaligin seyri c¢ogunlukla oOnceden tahmin edilemez ve tiimor gelisimini
etkileyen faktorler bilinmemektedir. Mesane tiimor olusumunda c¢oklu genetik
degisikliklerin oldugu yolaklar diisiiniilmektedir. Tiimor gelismesi ve ilerlemesiyle

iligkilendirilmis, primer ve sekonder anomalileri belirlemek igin konvansiyonel



sitogenetik ve molekiiller genetik yontemler kullanilmaktadir. Kromozomal

dengesizlikler, timor evresi ve derecesi ile biiyiik oranda koraledir (30, 64, 77).

DEK da en sik goriilen sitogenetik ve molekiiler genetik bulgu kromozom 9 ait
degisimlerdir. Kromozom 9p21 in kaybinmi iceren 9. kromozomun kisa kolunun
delesyonu en yaygin genetik degisikliktir. Sitogenetik caligmalar, DEK unda goriilen en
yaygin sayisal degisikliklerin kromozom 1, 3,5, 7, 8,9, 11, 17 ve Y de oldugunu ortaya
koymustur. Bu degisiklikler ile tiimor derecesi ve evresi arasinda iligski vardir (17, 18,

22,25, 28, 49, 50, 64, 65, 66, 76, 77,79, 80).

FISH teknigindeki ilerlemeler, metafaz ve interfaz hiicrelerinde sayisal ve yapisal
aberasyonlarin arastirilmasini kolaylastirmaktadir. Mesane yikama ve idrar 6rneklerinin
interfaz FISH analizi, invaziv bir girisim olmadan mesane kanserinin belirlemesini

saglayan gelecek vaat eden bir tekniktir (1, 18, 32, 57).

Bu calismada, mesane degisici epitel karsinomu (DEK) tanisinda noninvaziv
yaklagimla interfaz FISH tekniginin potansiyel klinik uygulamasim belirlemek ve
kromozomal andploidilerle tiimoriin derecesi ve evresi arasindaki iligkiyi arastirmak

amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1.KANSER

Kanser klinikte goriilen en yaygin ve ciddi hastaliklardan biridir. Yapilan
istatistiksel caligmalar, kanserin toplumlarin yaklasik iicte birinden fazlasindan
goriildiiglinii, oliimlerin yilizde yirmiden fazlasindan sorumlu oldugunu ve gelismis
iilkelerin toplam saglik harcamalarimin yaklasik yiizde onundan fazlasinin kanser
tedavileri harcamalarimin olusturdugunu gostermistir. Kanser, tedavi edilmediginde
Olimle sonu¢lanmaktadir. Kanser arastirmalarinda erken tami ve tedavi son derece
onemli olup, kanser yakalanma riski yiiksek olan bireylerin kanser gelismeden Once

saptanabilmesi bilyiik onem tagimaktadir (62).

2.1.1. Kanserin Biyolojisi

Kanser tek bir hastalik olmayip, daha ¢ok bir kitle ya da tiimor olusumuna yol
actigint bildigimiz kontrolsiiz hiicre proliferasyonuyla karakterize edilen neoplazinin
daha kesin formlarini tanimlamak i¢in kullanilir. Bununla birlikte neoplazinin kanser
olabilmesi i¢cin malign 6zellik gostermesi, bir baska deyisle kontrolsiiz biiyiimesi,
komsu dokular istila edebilmesi veya yakin-uzak mesafelere yayilabilme (metastaz)

ozelligine sahip olmas1 gerekmektedir (62).

Kanserin esas olarak ii¢ tipi vardir: Kemik, kas ya da konnektif doku gibi
mezansimal dokulardan kaynaklanan sarkomlar; barsak mukozasi, bronglar veya meme
duktuslar gibi epitelyal dokudan kaynaklanan karsinomlar; kemik iligi, lenfatik sistem
ve periferik kan boyunca yayilan losemi ve lenfoma gibi hemapoietik ve lenfoid

malignensilerdir (62).



Bu tiimorlerin her biri yerlesim yerine, doku tipine, histolojik yapisina ve
malignensinin derecesine gore de siniflandirilmaktadir. Anormal hiicre birikmesi olan
neoplazi, hiicresel proliferasyon ile hiicresel yok olus arasindaki dengesizlik nedeniyle

olusur (62).

2.1.2. Kanser Olusum Mekanizmasi

Kanser olusumu c¢ok asamali bir siirectir (Sekil 2.1). Kansere yol acan ajana
(karsinojene) maruz kalinmasi hemen tiimor gelisimine neden olmaz. Karsinojen
tarafindan baglatilan ilk baslangic asamasini takip eden olaylar zinciri sonucunda bir
timor gelisimi olur. Baslangic asamasimi takip eden olaylar zinciri; bir karsinojen
tarafindan ya da karsinojen olmayan ancak sadece transforme olan hiicreyi etkileyerek o

hiicrenin ¢ogalmasini uyaran ajanlar tarafindan olusturulabilir (3, 15, 16, 23, 51).

Karsinojenezis siirecindeki ilk basamak olan baslangic asamasi ¢ok hizh
gerceklesir fakat bu asamada bagkalagima ugrayan hiicreler uzun siire degismeden
kalabilirler. Primer olay daha ¢ok genetik materyaldedir ve karsinojen, dokunun stem
hiicre populasyonundaki spesifik gen ya da genleri harap etmis olabilir. Fakat
baskalasima ugramis hiicre boliinmeden latent halde kalabilir veya ¢ok yavas boliiniir.
Bu hiicrenin hizli bir sekilde ¢cogalabilmesi, normal hiicrelere gore baskin hale gelmesi
i¢in uyarict ajanlarin hiicreyi etkilemesi gerekir. Pek cok ajan hiicrenin bdliinmeye
girmesinde etkili olur. Ancak sadece uyarici ajanlar tiimor gelisiminde etkindir.
Dolayisiyla tiimor gelisimi icin hiicre biiyiimesi gerekli olmakla birlikte yeterli degildir.
Diger faktorlerin de hiicreyi etkilemesi gerekir. Normal kosullarda hiicrenin, stem hiicre
populasyonundan ayrilarak fonksiyon gosterebilmesi i¢in farklilasmasi gerekir. Uyarict

ajanlarin bu farklilagsma siirecini engelledigine iliskin veriler bulunmaktadir.

Biiyiimeyi hizlandiran uyaranlar hiicrelerde etkilerini gosterirken bu hiicreler aym
zamanda viicuttaki normal biiyiimeyi inhibe eden faktorlere karsi da duyarhidirlar.

Dolayisiyla hiicrenin gelecegi, baslangic asamasindaki hiicrede var olan degisimin etkisi



ile faktorleri arasindaki dengeye gore degisir. Bu denge, preneoplastik ve hatta
tamamiyla transforme olmug tiimorlerin neden gelismeden, yayginlasmadan

kalabildigini ve hatta geriledigini agciklamaktadir (23).

Edinsei (cevresei) DNA = N
N . L

. klm);aéal maddeler
virlsler
Kailtsai mutasyoniar:
. Hiicre biiyiimesi ya da
e ! N
Biiylimeyi uyaran Apoptosisi Kanser siiprestr
§ genierde

aktivasyon genlerde degisiklik inaktivasyon

Degismig gen Urlinleri ekspresyonu ve
duzenieyici gen Uriinieri kaybi
| Kional genisleme
m
l Ek mutasyonlar (ilerleme)

Heterojenite

Malgin neoplasm

Sekil 2.1: Karsinojenezis siirecinin temel bir semasi (KUMAR,V.; COTRAN,R.S.;
ROBBINS,S.L.; Robbins Temel Patoloji, 7’inci baski, Nobel Tip Kitabevi, Istanbul, 2003, syf:179’dan

almmgstir.)



Baslangic asamasin1 gecirmis ve ortamdaki uyarici ajanlardan etkilenmis
hiicrelerde asir1 hiicre proliferasyonu gerceklesir ve dokuda normal hiicrelere gore
transforme olan hiicreler daha baskin hale gelir. Bu asamaya kadar ayn1 anomaliye sahip
hiicre populasyonu vardir. Ancak bu hiicrelerden bazilarinda olusan yeni anomaliler o
hiicrelerin de ¢ogalmasinda seg¢ici bir avantaj olusturur ve monoklonal olan hiicre

populasyonu ilerleyen donemlerde poliklonal 6zellik gostermeye baslar (3, 23, 51).

Dolayisiyla tiimorler tiim ozellikleriyle birlikte gelismez. Statik bir hiicre
populasyonu iken uyaricilar ve yeni bagkalasimlar ile daha dinamik hale gelirler ve

gelisim devam ettikce yeni 6zellikler kazanirlar (3, 23, 51).

2.2. Kanserin Genetigi

Kanserde etkili oldugu diisiiniilen tiim genler birlikte degerlendirildiginde 3 ana

grup altinda toplanirlar ( 3, 51) :

1. Onkogenler
2. Tiimor siipresor genler

3. DNA tamir genleri

Hiicre poliferasyonu, direkt ya da indirekt olarak kontrol edilir. Hiicre siklusunda,
hiicrenin boéliinmeye girebilmesini belirleyen kontrol noktalar1 vardir ve hiicrenin bu
kontrol noktalarindan gecip gecmemesine gore hiicre boliinmesine girip giremeyecegi
belirlenir. Her iki kontrolde de normal regiilator gen iiriinleri, hiicre sayisinin artirtlmast
ya da hiicre sayisi artisinin inhibe edilmesine gore gruplandirilir. Dolayisiyla kanserin
tipik ozellikleri olan kontrolsiiz hiicre poliferasyonu ve invaze olabilme yetenegini

belirlesyen iki baskalasima acik nokta vardir (3).

Birincisi, uyarilan geni asir1 aktif hale getirir. Bu bagkalasim dominant

ozelliktedir, yani genin her iki allelinden sadece birinde olusan bir bagkalasim bile o



genin asirt aktif hale gelmesi icin yeterlidir. Bu baskalasima ugrayan gen onkogen
olarak isimlendirilir. Onkogenlerin normal formlar1 protoonkogen adimi alir ve her
normal hiicrede bulunan genlerdir. Ikincisi ise hiicre cogalmasini inhibe edici geni
inaktif hale getiren baskalagimdir. Bu bagkalagim resesif 6zelliktedir, yani genin her iki
allelininde baskalasima ugramasi gerekir. Bu genler tiimor siipresor genler olarak ifade

edilir (3).

DNA replikasyonu sirasinda yanlis bazlarin DNA ya katilmasi ve DNA nin
spontan veya kimyasal ajanlara, radyasyona maruz kalmasi durumunda DNA da ¢esitli
kimyasal degisiklikler ortaya c¢ikar. Hiicre genomunun biitiinliigiiniin korunabilmesi i¢in
hiicreler harap olan DNA y1 tamir etmek i¢in mekanizmalar gelistirmislerdir. Bu DNA
tamir mekanizmalari, DNA harabiyetinden sorumlu kimyasal reaksiyonun direkt olarak
Onlenmesi ve harap olan bazlarin DNA’dan ¢ikarilmasi olmak iizere iki ana gruba

ayrlir (15, 23).

Bu ana gruplar icerisinde hatali kisim c¢ikarilarak yapilan (baz cikarilmasi,
niikleotid ¢ikarilmasi) yanlig-eslesme tamiri, replikasyon sonrasi tamir gibi farkli tamir
mekanizmalar1 bulunmakta ve her mekanizmada cesitli gen {iriinleri gérev almaktadir.
Ancak bu gruba dahil olan genlerde olusacak baskalasimlar, fonksiyonel {iriin
sentezlenmesini engelledigi icin DNA tamir edilemeyecek ve genom dengesi

bozulacaktir ki bu da karsinojeneziste 6nemli bir etkendir (15).

2.3. MESANE

Mesane idrar depolama ve bosaltma gorevi yapan, pelvik yerlesimli, i¢i bog
muskuler bir organdir. Mesanenin sekli ve konumu bos ve dolu olusuna gore degisir.
Bos mesane simfiz pubisin arkasinda yer alan, tepesi 6nde ve yukarida, tabani arkada ve
asagida bir ticgen piramit seklindedir (Sekil 2.2). Bos mesanenin tepesi (apex vesicea),
tabanm1 (fundus vesicea), iist yiizeyi, alt-yan yiizeyleri ve mesane boynu belirgindir.

Mesanenin tepesiyle tabani arasindaki boliime govde (corpus vesicea) denir. Mesane



kadinlarda vajinanin proksimal bolimii ve uterine cervix ile rektumdan ayrilir.

Erkeklerde ise seminal vesicles ve vazdeferensin ampullasi ile rektumdan ayrilir (4, 82).
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Sekil 2.2. Erkek ve kadin mesanesi ve komsu viicut organlari

(http://www.auanet.org/guidelines/patient_guides/BladderCancer_patguide.pdf sitesinden alinmustir.)

2.3.1. Mesanenin Histolojisi

Mesane en igte epitel hiicre tabakasi (mukoza) ve disa dogru uzanan lamina
propria (submukoza), diiz kas (muskularis propria) ve adventitia boliimlerinden olusur
(Sekil 2.3). Anatomik simirlar klinik ve patolojik olarak mesane kanserli hastalarin

evresini belirlemek icin kullanilir (82).



Sekil 2.3. Mesanenin histolojik yapisi a) Lamina propria b) Muscularis propria d)

Epitel hiicre tabakasi (DEVOOGT, H.J. ; RATHERT, P. ; BAYER-BOON, M.E. : Urinary Cytology,

Springer-Verlag, Berlin-Heidelberg, 1977 syf. alinnustir. )

a) Mukoza (Epitel Hiicre Tabakasi)

Mesanenin i¢ yiizeyini orten mukoza ¢ok kath degisici epitelden olusur. 4-8 kat
hiicreden olusan degisici epitelin yiizeydeki hiicreleri oval, derindeki hiicrelerse kiibik
sekilde siralanir. Bu hiicreler genellikle poliploid ve ¢ift cekirdeklidir. Bos mesanede
oval ve kiibik epitel hiicreleri, mesane doldugunda yassi epitel sekline doniisiir. Cogu
histolog ve patolog tarafindan epitel hiicre tabasi i¢in iiretelyum terimi de kullanilir (4,

41, 82).



b) Lamina propria (Submukoza )

Lamina propria (submukoza) muscularis propria ve (mukozal basement memran)
mukoza arasinda kalan kisimdir. Lamina propria tabakasinda her yone uzanan elastik ve
kollajen liflerden olusan gevsek bag dokusu, lenfatik kanallar, duyu sinirleri ve kapiller

damarlar yer alir (4, 82).

¢) Muscularis Propria (Diiz Kas)

Muscularis propria i¢c ve dis longitudinal tabakalar ve merkezi dairesel tabaka
olmak iizere 3 diiz kas tabakasindan olustugu sdylenir. Ancak gercekte bu 3 tabaka
yalnizca mesane boynundaki alanda goriilebilir. Diger alanlarda, longitudinal ve
dairesel tabakalarin rastgele karisimi bulunur. Yani mesane kas yapisi belirli bir diizene

bagl olmaksizin her yone uzanan kas liflerinden olugmustur (4, 82).

2.4. MESANE KANSERI

Mesane kanseri zamanla degisen heterojen bir hastaliktir. Ik asamada diisiik-
dereceli Ta tiimorler diisiik oranli bir ilerlemeye sahiptir ve baslangicta endoskopik
miidahale ve gozetim gerekir, fakat hasta i¢in nadiren tehlike olusturur. Diger agsamada,
yiiksek kotii huyluluk potansiyeline sahip yiiksek dereceli tiimorler kanser o6liim

oranlarindaki anlamli ilerleme ile ilgilidir (46).

Mesane tiimorlerinin ortalama % 70-80 i yiizeyel tiimor olarak goriiliir ve kalani
ise invaziv timordiir. Yiizeyel kanser grubu arasinda, yaklasik % 70 i Ta lezyonu, % 20

si T1 lezyonu ve % 10 u karsinoma in situ (CIS) olarak goriiliir (20, 22, 32, 42, 46, 84).

Yiizeyel degisici epitelyum karsinomunun %70 inden fazlasi, diisiik-histolojik

derecelidir. Bu tip mesane kanserleri rezeksiyondan sonra niikseder ve yaklasik %10-20
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si invaziv yiiksek dereceli tiimorler olmaya egilimlidir. Mesane inceleme stratejilerinin
ve epidemiyolojisinin anlagilmasi hastaligin erken tanisina ve onlenmesine yardimci

olur (5, 20, 38, 84, 91).

Yapilan istatistiki ¢aligmalara goére mesane kanseri erkeklerde prostat akciger ve
kolerektal kanserden sonra % 6 ile tiim kanserler icinde en sik goriilen 4. kanserdir.

Kadinlarda ise % 2 ile tiim kanser olgularinda 8. sirada goriilmektedir (4, 5, 37, 46).

1985-2000 yillart arasinda ABD’de her yil teshis edilen mesane kanseri sayisi
hem bayanlarda hem de erkeklerde esit oranda, %33 artmistir. Ayrica mesane kanseri

insidansi yagsla birlikte her iki cinste de artmaktadir (5).

Mesane kanseri ¢ocukluk dahil her yasta goriilebilir. Bununla birlikte, genellikle
orta ve ileri yasin hastaligidir. Siklikla 60 yas iistiinde goriiliir. 40 yas altinda oldukca
nadirdir. Ancak hizli sanayilesmeyle birlikte bu tiimorlerde yas sinirinin giderek asagi
cekilmekte oldugu bir gercektir. Geng yasta goriilen tiimorler genelde daha iyi histolojik
yapiya sahiptirler ve daha iyi bir seyir gosterirler. Mesane kanserinin siklig1 bolgelere

ve iilkelere gore de degiskenlik gdstermektedir (4, 5).

Ulkemizde saglhikli istatistikler olmamakla beraber Diinya ortalamasinin iistiinde
bir mesane kanseri insidansi oldugu diisiiniilmektedir. Cizelge 2.1 de Ulkemizde
erkeklerde en cok goriilen on kanser tiirii verilmistir. Saglik bakanliginin 2000 yili
istatistiklerine gore erkeklerde akciger ve mide kanserinden sonra 3. sirada yer

almaktadir (4, 35).
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Cizelge 2.1: Erkeklerde en cok goriilen on kanser tiirii

ORGANLAR VAKA % (Yuzbinde)
TOPLAM 19.982 100 58, 18
Akciger 5.387 26, 96 15, 68
Mide 1.493 7,47 4, 35
Mesane 1.359 6,8 3, 96
Larenks 1.086 5,43 3,16
Deri 1.035 5,18 3,01
Prostat 1.152 5,77 3,35
Kemik iligi 646 3,23 1,88
Kolon 737 3,69 2,15
Beyin 754 3,77 2,2
LenfDigimu 660 3,30 1,92
Digerleri 5.673 28, 39 16, 52

(http://www.saglikbakanligi.gov.tr internet sitesinden modifiye edilerek alinmistir)

2.4.1. Mesane Kanserinin Etiyolojisi

Glinlimiizde yiizeyel ve yavas ilerleyen mesane tiimdrlerinin genetik bir
yatkinliktan kaynaklandigi, agresif degisici epitel karsinomlarinin ve skuamoz hiicre
karsinomlarinin ise ¢esitli karsinojenlerin etkisiyle sonradan gelistigi seklinde bir goriis
vardir. Etiyolojik faktorler arasinda genetik yatkinligin disinda, mesane kanseri

gelisimine ve progresyonuna sahip oldugu rapor edilen faktorler sunlardir.
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1) Sigara Kullanim

2) Mesleki kimyasallara maruziyet

3) Kahve

4) Analjezik ya da yapay tatlandiric1 kullanimi

5) Parazitik, bakteriyel, mantar, viral enfeksiyonlar
6) Mesane taslari

7) Genotoksik kemoterapétik ajanlar alinmasi

8) Radyoterapi

Bununla birlikte mesane kanseri etiyolojisinde yukarida bahsedilen kimyasal
karsinojenlerin epidemiyolojik ve deneysel delillere dayal1 giiclii rolii oldugu bilinse de,
bircok olgu ciddi karsinojen olarak bilinen maddelere maruz kalmadan ortaya
ctkmaktadir. Tiim maligniteler hiicrelerin normal ¢ogalma ve farklilagmalarini kontrol
eden mekanizmalardan sapmayla ilgilidir ve siklikla malign hiicrelerdeki genetik

olusum diizeninin bozulmasiyla meydana gelir (4, 5, 46, 54, 64).

2.5. Mesanede Preneoplastik Lezyonlar

2.5.1. Epitalyal Hiperplazi ve Metaplazi

Epitalyal hiperplazi terimi niikleer ya da yapisal anormallikler olmaksizin hiicre
sayisinda artis1 ifade eder. Urotelyal metaplazi genellikle mesane tabaminda, siklikla
flokal alanlarda epidermoid (skuamoz metaplazi) ya da glandular (adenomatdz
metaplazi) gelisim seklinde, nontransisyonel epitelyal goriiniimiindedir. Hiicresel
atipiden yoksun skuamoz metaplazi ya da belirgin keratinizasyon benign bir durumdur

(5).
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2.5.2. Urotelyal Displazi

a) Preneoplastik Proliferatif Anormallikler

Atipik hiperplazi epitelyal hiperplaziye benzer, farkli olarak niikleer anormallikler
ve semsiye hiicrelerinde parsiyel yer degisiklikleri bulunur. Diinya Saglk Orgiitii
(WHO) ve International Society of Urolological Pathology (ISUP) diiz intraepitelyal

lezyonlar1 da igeren, liretelyal neoplazmalar icin bir siniflama gelistirmislerdir (5).

b) Displazi

Displazi terimi normal iirotelyum ve karsinoma in situ (siddetli displazi)
arasindaki epitelyal degisikliktir. Hafif orta veya ileri derecede olabilir. Displastik
hiicreler biiyiik, yuvarlak, centikli normal epitelyal polaritede saptanmayan bazal
yerlesimli nukleuslara sahiptir ve normal epiteliyal polariteyi gostermezler. Displastik
epitelyum artmis hiicre katmanlar1i ve mitotik resimler icermez. Siddetli displazi ile

karsinoma in situ’yu ayirmak her zaman miimkiin olamamaktadir (4, 5).

¢) inverted Papilloma

Inverted papilloma kronik inflamasyon yada mesane ¢ikisindaki obstruksiyona
bagh gelisen benign proliferatif bir lezyondur. Papiller ¢ikintilar mesane liimeninden
cok fibromiiskiiler stromaya dogru ilerler. Lezyon genellikle ince bir normal iiretelyum
tabakas1 ile kaplidir. Inverted papillomalar sistitis sistika yada skuamoz metaplazi
alanlar1 icerebilir. Inverted papillomalarin malign transformasyonu nadir olarak
bildirilmistir. Bununla birlikte inverted papillomalarin transisyonel hiicreleri karsinoma

ile birlikteligi daha siktir (5).
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d) Nefrojenik Adenom

Nefrojenik adenom histolojik olarak primitif renal kolektor tiibiillerden
kaynaklanan nadir bir lezyondur. Bu durum iirotelyumun travmaya, enfeksiyona ya da
radyo-terapiye metaplastik bir cevab1 olup, siklikla disiiri ve pollakiiiriyle birliktedir.
Odem ve inflamatuar hiicrelerin infiltrasyonu siktir, fakat niikleer atipi ya da mitotik

aktivite azdir (5).

e) Vezikal Lokoplaki

Lokoplaki belirgin keratinizasyon, asagiya dogru biiyiiyen ¢ikintilar (ekontozis),
selliiler atipi ve displazi ile karakterize skuamoéz metaplazidir. Normal iirotelyumun
zararli uyarana cevabi olarak ortaya ¢iktigina inanilmaktadir ve genel olarak hastalarin
%20 sinde skuamoz hiicreli karsinomaya ilerleyebilen premalign bir lezyon olarak

kabul edilebilir (4, 5).

f) Psodosarkom (Postoperatif ig hiicreli nodiil)

Postoperatif ig hiicreli nodiil mesane sarkomuna benzeyen nadir bir lezyondur. Alt
iiriner sistem girisimi ya da enfeksiyonundan birka¢ ay sonra ig hiicrelerinin reaktif

poliferasyonuyla olusur (5).

2.6. Karsinoma in Situ (KiS)

Karsinoma in situ mukozani eritemli kadifemsi yama seklindeki lezyonu olarak
goriinse de, siklikla endoskopik olarak taninamaz. Histolojik olarak az diferansiye

transisyonel hiicreli karsinomdan olusur.
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Karsinoma in situ asemptomatik olabilir ya da pollakiiri, urgency ve distiri gibi
siddetli semptomlar olusturabilir. Karsinoma in situ olan hastalarin %80 ila % 90 1nda
idrar sitopatolojisi pozitiftir. Yiiksek dereceli ylizeyel tiimorii olan hastalarin % 25 ya da
daha fazlasinda karsinoma in situ mevcuttur ve bunlarin % 40 ila % 83 ii ilerleyek kasa
invaziv kansere doniisiir. Belirgin iiriner semptomu olan hastalarda genellikle kas
invaziv kanser gelismesi Oncesinde kisa bir dénem vardir. Yaygin karsinoma in situ
nedeniyle sistektomi yapilmis olan hastalarn % 20 sinde mikroskobik kas tutulumu
olan kanser goriilmektedir. Bu konuda bir dizi caligma karsinoma in situnun kasa

invaziv kanserle olan direkt iliskisini gostermistir (5).

2.7. Degisici Epitel (Urotelyal) Karsinomu

Mesane kanserlerinin % 90 indan fazlasi degisici epitel karsinomu (DEK) dur.
Degisici epitelyum kanserler normal iirotelyumdan, mukozada papiller katlantilar1 olan
artmis sayida epitelyal hiicre tabakalari, hiicre polaritesinin kaybi, tabandan yiizey
tabakalara dogru anormal hiicre matiirasyonu, artmis ¢ekirdek/sitopldzma orani, belirgin

niikleoli, kromatin kiimelesmesi ve artmis sayida mitoz ile ayrilir (4, 5, 13, 24).

2.7.1. Tiimor Derecelendirmesi

Mesane kanseri icin iizerinde wuzlasilmig bir derecelendirme sistemi
bulunmamaktadir. En ¢ok kullanilan sistemler ise tiimor hiicrelerindeki anaplazinin
derecesi goz Oniinde tutularak yapilmaktadir. 1998 ve 2004 yilinda World Health
Organization ve International Society of Urolgical Pathology nin ortaklasa gelistirmis
olduklar1 siiflandirma (1998/2004 WHO/ISUP Siniflandirma sistemi) sistemine gore
bu tiimorlerin ¢ogu papiller iirotelyal neoplazmlar olarak siniflandirilmistir. 1998/2004
WHO/ISUP Siniflandirma sistemi ile 1973 WHO sistemi karsilagtirildiginda ikisi
arasinda bazi farkliliklar vardir (Sekil 2.4). Bu farkliliklar; 1973 WHO sistemine gore
Gl tiimorler, 1998/2004 WHO/ISUP siniflandirma sistemime gére PUNLMP ve diisiik

dereceli karsinomlar olarak iki alt gruba ayrilmistir. 1973 WHO sistemine goére G2
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timorler, 1998/2004 WHO/ISUP simiflandirma sistemime gore diisitk dereceli ve
yiiksek dereceli karsinomlar olmak iizere ikiye ayrilmistir. 1973 WHO sistemine gore
G3 tiimorler, 1998/2004 WHO/ISUP simiflandirma sistemime gore yiiksek dereceli
karsinomlar olarak adlandirilmislardir (5, 45, 46, 55, 72).

WHC 1973 WHO TSP
Papilloma —_———— Papillom:a
Girade 1 - PLIMLMP
T B
Girahe 2 —_— Lovar Grade
H\-H_“"‘-\-.__\_H_
—
Girude 3 —_— . High Grade

Sekil 2.4. Papiller iirotelyal neoplazmlarin 1998/2004 WHO/ISUP Siniflandirma

sistemi ile 1973 WHO sistemi karsilastirilmasi (Lopez-Beltran, A., Montironi, R., 2004, Non-

Invasive Urothelial Neoplasms: According to the Most Recent WHO Classification, European Urology,
46, 170-176 sayfa 174 modifiye edilerek alinmistir.)

a) Papilloma (G0)

Papilloma ince bir fibrovaskiiler ¢ekirdek etrafinda normal mesane mukozasi
bulunan papiller bir lezyondur. Yediden fazla epitel tabakasi bulunmaz ve histolojik
olarak herhangi bir anormallik yoktur. Bu lezyon transisyonel hiicreli kanserlerden
farkli olarak, son derece nadir goriiliir ve endoskopik rezeksiyon sonrast hemen hemen

hi¢ niiksetmez (5).
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b) Iyi diferansiye (G1) tiimorler

Bu tiimorler ince bir fibromiiskiiler sapla birlikte yedi kattan daha fazla tabakaya
kalinlagsmis bir iirotelyuma sahip ve hiicrelerinde az miktarda anaplazi ve pleomorfizm
bulunan tiimoérlerdir. Tabandan yiizeye dogru goriilen hiicresel olgunluk karmasasi azdir
ve az miktarda mitotik sekillere rastlanir. Mukoza tarafindan diisiik malign potansiyeli

olan papiller iirotelyal tiimorler olarak adlandirilmaktadir (5).

¢) Orta derecede diferansiye (G2) tiimorler

Bunlar daha genis bir fibrovaskiiler cekirdege sahip, tabandan yiizeye dogru
hiicresel olgunlasma dagilimi1 daha fazla olan ve hiicre polarite kayb1 daha yiiksek olan
tiimorlerdir. Cekirdek / sitoplazma oran1 daha fazla olmakla birlikte, daha fazla niikleer

pleomorfizm goriiliir ve ¢ekirdekcik daha belirgindir. Mitotik sekiller daha sik rastlanir

(5).

d) Kotii diferansiye (G3) tiimorler

Tabandan yiizeye dogru gidildik¢ce hiicrelerde farklilasma goriillmez. Yiiksek
cekirdek/sitoplazma orami ile birlikte belirgin niikleer pleomorfizm goze ¢arpar. Mitotik

sekillere sik rastlanir (5).

2.7.2. Tiimor evrelendirmesi

Patolojik evre mesane kanserinde en onemli prognostik faktorler arasindadir.
Dogru evrelendirme hasta tedavisi icin kritiktir. Mesane kanserinin evrelendirilmesinde,
American Joint Committee on Cancer/Tumor Nodes Metastasis (AJCC/TNM),

Simiflandirma sistemi kullanilir. Mesane kanserinin evrelendirmesi bir tiimoriin mesane
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duvarinin igerisine girme derinligine dayanir (31, 33, 34, 72). Sekil 2.5 de Degisici

epitelyum karsinomanin tiimor evrelendirmesinin sematik resmi verilmistir.

Yiizeysel Invaziv

pTis pTa pT1 pT2 pT3 pT4

iretehum

Lamina propria
Yiizeysel kas

Derin kas

Diger organlar

Sekil 2.5. Degisici epitelyum karsinomanin tiimor evrelendirmesinin sematik sekli

(Hoglund, M. Bladder Cancer, 2007, A Two Phased Disease?, Seminars in Cancer Biology, 17, 225-232

‘de modifiye edilerek alinmustir.)

Bu sisteme gore mesane tiimorlerinin evrelendirilmesi su sekilde olur:

Karsinoma in situ, Tis, veya cis displazi gosteren diiz lezyonudur ve invaziv

DEK in haberci olduguna inanilir.

Ta tiimorler, papiller epitelde sinirli, yani noninvasiv papiller tiimérlerdir ve en
yumusak formu ifade ederler ve exophytic biiyiime gosterirler fakat lamina propriay1

isgal etmezler.

T1 tiimorler, bazal membran1 enine kaplar ve lamina propriay: isgal ederler,
fakat muskularis propria invasyonu gostermeyen tiimorlerdir. Tis, Ta ve T1 tiimorler,

yiizeyel kanserler olarak birlikte gruplandirilirlar.
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T2 tiimorler: Kas invazyonu gosteren tiimorlerdir.

T3 tiimorler: Bu evredeki tiimorler perivezikal yag dokusuna invaze olmustur.

T4 tiimorler: Bu evredeki tiimorler kemik pelvisdeki prostatik stroma, rektum,

uterus, vajina, pelvik duvar1 veya abdominal duvara invaze olmustur.

Timor derecesi ve evresi arasinda giiclii bir baglanti bulunmaktadir. Buna gore iyi
diferansiye ve orta derecede diferansiye tiimorler yiizeyel olmaya meyilli iken az
diferansiye olanlar daha c¢ok kas invaziv tiptedir. Her evrede, tiimor derecesi ve
prognozu arasinda anlamli bir iligki bulunmaktadir, bununla birlikte timor evresi ve

prognozu arasindaki iliski daha kuvvetlidir (5, 31, 33, 34).

2.8. Degisici Epitelyum Karsinomunda Goriilen Genetik Degisiklikler

2.8.1. Sitogenetik Degisiklikler

Sitogenetik caligmalarla mesane DEK unda bir¢ok sayisal ve yapisal kromozom
degisiklikleri belirlenmis ve belirlenmeye devam etmektedir. Kromozomal anomaliler,
hiicresel proliferasyonda, hiicre dongiisiinii durdurmada kagmada veya apoptozisde
direkt bir etkiye sahip olan gen regiilasyon degisikliklerine (6rnegin belirli genlerin asir1

ekspresyonu) veya baglanma iiriinlerine onciiliik edebilir (75).

Kromozom 9 a ait degisimler, DEK unda en sik goriilen sitogenetik ve molekiiler
genetik bulgulardir. Kromozom 9p21°in kaybim igeren 9. kromozomun kisa kolunun

delesyonu en yaygin degisikliktir (11, 17, 18, 22, 25, 28, 64, 65, 66, 76, 77,79, 80).

Sitogenetik ve molekiiler sitogenetik calismalar, mesane DEK Iu hastalarda 1, 3,

4,5,6,7,8,9,10, 11 12, 13, 17, 18, 20 ve Y kromozomlarinda degisiklikler oldugunu
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ortaya koymustur. Bununla birlikte, DEK unda goriilen en yaygin sayisal degisiklikler
kromozom 1, 3, 5,7, 8,9, 11, 17 ve Y de bulunmustur (1, 17, 18, 28, 49, 50, 64, 74, 76,
79, 80, 86).

Karyotipleme, Karsilastirmali Genomik Hibridizasyon (KGH) ve molekiiler
genetik calismalar, mesane kanserinde bir¢ok kromozomlarda bolge artis1 ve kaybi
oldugunu gostermistir. Rastgele olmayan kromozomal DNA nin kayip ve artislari,
tiimorigenezis siirecinde kanser genlerinin aktivasyonuna ve inaktivasyonuna katkida
bulunur. Tiimoérigenezisde, inaktivasyonu 6nemli olan genler tiimor siipressor genler
(TSG) olarak adlandirilirken, aktive olarak rol oynayan genler onkogenler olarak
adlandirilir. Mesane kanserininde icinde bulundugu kanserlerde, belli rasgele olmayan
cogu kromozom bolgelerinin kayip ve artiglart uzun zamandir bilinmesine ragmen, bu

bolgelerin yalnizca az bir kisminin kanser genleriyle ilgili oldugu gosterilmistir (73).

2.8.2. Molekiiler Genetik Degisiklikler

2.8.2.1. Protoonkogenler

Protoonkogenler, niikleer ve/veya sitoplazmik proteinleri kodlayan normal hiicre
genleridir ve hiicre proliferasyon promotorlar1 olarak gorev yaparlar. Protoonkogenlerin
aktive olmalar1 i¢in asir1 ekspresyonun olugmasina Onciiliik eden, tek bir alelin nokta
baskalasimi1 veya gen amlifikasyonu gereklidir. Mesane kanseri ile iligli bulunan en

onemli protoonkogenler sunlardir (26, 27, 44, 61, 75):

1. Epidermal Growth Faktor Reseptor Geni (EGFR)

2. HER-2/neu (c-erb-B2) onkogeni

3. H-ras onkogeni

4. MYC geni

5. FGFR 3 geni (Fibroblast Growth Faktor Reseptorii 3)
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2.8.2.1.1. Epidermal Growth Faktor Reseptorleri (EGFR)

Bunlar, hiicre disinda gelen kontrol etmekten sorumlu sinyalleri hiicre i¢ine ileten
sitoplazmik domainli transmembran proteinleridir ve tirozin-spesifik protein kinazlar
olarak islev goriirler. Epidermal growth faktor reseptor ailesinin bir iiyesi olan EGFR,
kromozom 7p12.3-p12.1.7 bolgesine lokalizedir. EGFR’nin asir1 ekspresyonu ile
mesane kanserinin yiiksek derecesi ve evresi arasinda pozitif bir iliski oldugunu rapor
edilmistir. EGFR ekspresyonu/amlifikasyonu hizli tiimor proliferasyonu, agresif timor
davranis1 ve kotii prognozla iligkilidir. Epidermal Growth Faktdr Reseptdr (EGFR)
geninin kopya sayisindaki artis ile kromozom 7 artis1 arasinda baglanti oldugu

bildirilmistir (27, 61, 75, 88, 89).

2.8.2.1.2. HER-2/neu (c-erb-B2) onkogeni

HER-2/neu (c-erb-B2) onkogeni, 17q21 bolgesine lokalizedir ve epidermal
growth faktor reseptor ailesinin bir iiyesidir. HER-2/neu degisici epitel karsinomunun az
bir kisminda, 6zellikle yiiksek dereceli ve yiiksek evreli tiimorlerde, amplifiye ve asiri
ekspre olur. Asir1 ekspre olmus HER-2/neu aktive olmus tirozin kinaz aktivitesine
sahiptir ve hiicre biiytimesini uyarir. HER-2/neu asir1 ekspresyonun {iriinii, artmis timor
derecesi, kanser-spesifik hayatta kalma ve metastaztik insidans ile korole oldugu

gosterilmistir (14, 44, 48, 61).

2.8.2.1.3. H-RAS onkogeni

11. Kromozom {iizerinde lokalizedir. Bu onkogen, intraseliiler transdiiksiyon i¢in
gerekli GTPaz ile aktive olan bir proteini kodlar ve hiicre proliferasyonu ve
differensiyasyonu sinyal araciligla regiile etmede ©nemli rol oynar. Ras onkogen
baskalagimlari, pankreas, kalinbagirsak gibi cesitli kanserlerde bildirilmistir. Ozellikle
H-RAS baskalagimlarinin frekansinin mesane kanserinde yiiksek oldugu bilinmektedir.

Tek bir amino asitin degisikligine sebep olan missens bagkalagimlarla aktive olur.
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Mesane kanserinde H-RAS geninde 12.,13.,16.,ve 61. kodonlarda nokta
baskalasimi oldugu belirlenmistir. H-RAS geninde 12 ve 61 kodonlarda meydana gelen
nokta bagkalagimlari mesane kanserinin %10 dan fazlasinda gelisme ve ilerlemede

etkilidir (9, 27, 75).

2.8.2.1.4. C-MYC Onkogeni

Bu onkogen 8. kromozomun uzun kolunda lokalizedir. MYC gen ailesi, hiicresel
proliferasyonun Onemli bir regiilatoriidir ve DNA ya baglanma aktivitesi gOsteren
niikleer fosfoproteinleri kodlar. C-MYC geni, transkripsiyon faktorii olarak cesitli
genlerin  ekspresyonunu  regiile ettigi  icin, hiicrelerin  proliferasyonunda,
differensiyasyonunda ve apoptozisinde gereklidir. C-MYC onkogeni, mesane kanserinin
de i¢inde bulundugu birka¢ insan tiimoriinde asir eksprese oldugu goriilmiistir. MYC
gen ailesinin deregiilasyonu kromozomal translokasyon ve gen amplifikasyonu sonucu
meydana gelir. C-MYC asint ekspresyonu hiicreyi proliferasyona tesvik eder. Mesane
kanserinde C-MYC geninin asir1 ekspresyonu yiiksek dereceli ve evreli tiimorlerde daha
sik rapor edilmesine ragmen, niiks etme, ilerleme ve hayatta kalma ile korelasyonu
gosterilememistir. Sonu¢ olarak, C-MYC asirt ekspresyonu mesane kanserinde az da

olsa bir prognostik anlama sahip olabilir (9, 27, 44, 61, 75).

2.8.2.1.5. FGFR 3

Molekiiler genetik analizler, o©zellikle diisiik derece/evre fenotipli mesane
kanserlerinde FGFR3 geninde nokta bagkalagimi oldugunu gostermektedir. Bundan
dolay1 FGFR3 nokta baskalasiminin prognostik bir degisken olabilecegi bildirilmistir.
Bununla birlikte, FGFR3 genindeki baskalasimin anlamli prognostik bagimsizligi olup
olmadig1 konusunda simdilerde biiyiik bir caligsma yoktur (27, 87).
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2.8.2.2. Tiimor Siipressor Genler

Degisici epitelyum karsinomunda tiimor siipressor genlerin delesyon, baskalagim
ve/veya metilasyonla inaktive olmasi mesane kanseri patogenezinde onemli rol oynar.
Mesane kanser patogenezinde rol oynayan en Onemli tiimor siipressor genler,

retinoblastom geni (RB) ve TP53 genidir (73, 83).

2.8.2.2.1. Retinoblastom Geni (RB)

RB geni kromozom 13q14 bolgesine lokalizedir ve hiicre siklusunda diizenleyici
olarak gorev yapan bir niikleer fosfoproteini kodlar. PRB (retinoblastoma proteini) nin
fizyolojik olarak aktif olan hipofosforlanmis formu GI1-S kontrol noktasinda hiicre
siklusunun ilerlemesini inhibe etmede rol oynar. Bununla birlikte, PRB multiple hiicre

siklus regiilator proteinleriyle etkilesir (40, 75, 83, 90).

Bu proteinler :

1. Siklinler: Fosforilasyon yoluyla PRB nin inaktivasyonunu
katalizler.
2. Cdk Inhibitorleri: P21, P16 ve P27’dir. Bunlar cdk/siklin

kopleksini ¢alistirirlar ve boylece PRB nin fosforilasyonu inhibe ederler.

3. Trankripsiyon faktorlerinin E2F ailesi: Bunlar hiicre dongiisiiniin

S (Sentez) fazina ge¢is icin gerekli olan genlerin transaktivesinde sorumludurlar.

Bunlarin etkilesimindeki herhangi bir degisiklik kontrolsiiz hiicre biiyiimesine yol
acar. Normal hiicreler RB proteini iiretirken, RB genindeki baskalagimlar ve delesyonlar

RB ekspresyon kaybina yol acabilmektedir. RB lokusundaki heterozigosite kaybi
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(LOH) protein ekspresyon yokluguna yol acar. RB geninin bagkalasimlari mesane

kanserinde yaklasik %30 oraninda goriilmiistiir (2, 90).

RB geninin inaktivasyonu mesane kanserinin ilerlemesinde énemli bir adimdir.
Immiinohistokimyasal ve molekiiler genetik analiz calismalari, yiiksek dereceli ve evreli
mesane kanserinde RB degisimi olan tiimér miktarinin arttigim gostermistir. Bu
calismalar PRB ekspresyon kaybinin DEK da 6nemli bir prognostik faktor olabilecegini
gosterir. PRB ekspresyonunu kaybetmis hastalarin PRB ekspresyonu devam edenlere
gore hayatta kalma siireleri daha kisadir. Sonug olarak RB proteinin kayb1 daha yiiksek
evreli ve dereceli DEK ile iliskilidir ve kas invazyon DEK Ilu hastalarda 6nemli bir

prognostik faktordiir (2, 27, 40, 75, 90 ).

2.8.2.2.2. TP 53 Geni

TP53, 17p13.1 bolgesine lokalizedir. TP53, DNA tamirinin regiilisyonunda ve
apoptozisde kritik rolii olan bir transkripsiyon faktoriinii kodlar. p53, hiicre dongiisiinde
kontrol noktalarim1 (P21 WAF1/CIP1), apoptozisi (BAX), DNA tamirini (GADD45),
ve angiogenezisi (thrombospondin) kontrol eden genlerin ekspresyonunu aktive eden bir
transkripsiyon faktorii olarak gorev yapar. Mutant pS3 proteini wild tip p53 den ¢ok
daha uzun yan omre sahip oldugundan niikleuslarda birikir ve immiinohistokimyasal
yontemle belirlenebilir. TP53 geninin degismesi insan tiimorlerinde goriilen en yaygin

genetik bozukluktur (2, 75, 90).

17p deki alellik kayiplar ¢cogu mesane kanserinde rapor edilmistir. Mesane
tiimorlerinin yarisinda pS3 de fonksiyon kaybi goriiliir ve bu yiiksek derece-evre ile
iligkilidir. Mutant p53 yiizesel mesane tiimorlerinde az siklikla goriiliir ve mutant p53

ekspresyonu kotii seyriyle iliskilidir (2).
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2.9. Degisici Epitelyum Karsinomanin Olusum Mekanizmasi

Yiizeyel mesane kanserinin gelismesi ve ilerlemesi ile ilgili en az 2 yolak vardir.
Reseptor Trozin Kinaz (RTK)-RAS yolaginin aktivasyonu ve kromozom 9 un
delesyonu papiller Ta yiizeyel mesane kanserinin erken gelismesinde sorumludur.
Onceki ¢alismalar mesane kanserinde fibroblast growth faktor reseptor 3 (FGFR3)
baskalasimlarini %60-%70 oraninda HRAS bagkalasimlarim1 ise %30-%40 oraninda
oldugunu gostermistir. Bu durum bize bu degisikliklerin hastaligin gelismesinde ¢ok
Oonemli olaylar oldugunu gosterir. Kromozom 9’un total veya parsiyel delesyonu diisiik
dereceli papiller Ta kanser ve hiperplazide meydana gelir. 9q ve 9p kayiplarinin her
ikisi de bu neoplastik lezyonlarin gelismesinde gereklidir. 9q32-33 bolgesinde bir timor
siipressor geninin lokalize oldugu disiiniilmektedir. Yine, 9p21 bolgesinde
INK4A/ARF lokusunda aday bir timor siipressor gen belirlenmistir. Bu bolge P16 ve
P14 proteinlerini kodlar ve bu bolgenin homozigot delesyonu RB ve p53 yolaklarini
downregiile eder. Ayrica INK4A/ARF lokusunun homozigot delesyonu yiiksek derece-
evreye sahip ylizeyel kanserle de iliskilidir (47, 69).

Kromozom 9 delesyonlar1 diisiik dereceli Ta mesane kanserinin gelismesinde
erken bir olay olarak baslangicta belirlenmesine ragmen, sonradan yiiksek dereceli
kanserinin nadiren displazi ve karsinoma in situnun gelismesinde de katkida bulundugu

ortaya ¢ikarilmistir (47, 69).

Kromozom 9 delesyonlar yiiksek dereceli Ta veya T1 mesane kanseri ve
karsinoma in situ gelismesinde kismen gerekli olabilir ancak hastalik olusmasi igin
Oonemli yolak p53 ve RB 1n her ikisinin fonksiyonlarinin inaktivasyonudur. TP53 {iin
baskalasimlar1 veya pl4 iin homozigot delesyonu p53 fonsiyonunu inaktive eder. RB
ekspresyonunun kayb1 veya hiperfosforillenmis RB proteini disfonksiyonel RB ye
neden olabilir. Boyle, p53 ve RB nin her ikisinin de aym1 anda fonksiyon kayb1 yiiksek

dereceli T1 mesane kanserlerinin %50 den fazlasinda bulunmustur (47, 69).
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Ozellikle RTK-RAS yolag: ve kromozom 9 un delesyonu diisiik dereceli Ta nin
gelismesinde sorumlu olabilir. 9p in delesyonu yiiksek dereceli Ta nin gelismesinde
gerekli olabilir. Ta veya KIS nmin T1 ilerlemesi icin p53 ve/veya RB yolaklarinin

fonksiyonlariin bozulmasi gerekli olabilir (47, 69).

2.10. Tiimor Histopatolojisi ve Kromozom Anomalileri

Mesane kanseri, gelisiminde cesitli genetik degisiklikleri iceren heterojen bir
hastaliktir (65). Tiimoriin derecesi ve evresi Onemli prognostik faktorler olarak
bildirilmistir. Bununla birlikte ylizeyel mesane kanserinin klinik davranisini
histopatolojik tanilarina gore tahmin etmek zordur, ¢iinkii fenotipi aymi olan biitiin
timorler ayni davramisi gostermezler. Mesane kanserinin genotipinde bulunan
komponentlerin ¢ogunu biliyoruz, fakat spesifik genetik degisikliklerin klinik anlami
hakkindaki bilgilerimiz tamamlanmamistir. Kanser hiicrelerinin genotipi fenotip
belirlemede ©nemli rol oynadigindan dolayi, spesifik timor davranisi ile korole
kromozomal degisikliklere dayanan yeni genetik markerlarin belirlenmesi hastaligin
tedavisine yardim edebilir. Konvansiyonel sitogenetik ve molekiiler sitogenetik
teknikler mesane kanserinde goriilen genetik degisiklikleri ortaya koymustur. Bu
degisikliklerin bazisi ile tiimor derecesi ve evresi arasinda iyi bir korelasyon vardir (64,

65, 66, 71).

Mesane kanser derecesi ve evresiyle iligkili genetik degisiklikler yaygin olarak 1,
3,7,8,9, 11 ve 17 nolu kromozomlarda goriiliir. Bu kromozomlardaki polizomi yiiksek

dereceli ve ileri evreli mesane karsinomuyla iliskilidir (39, 58, 71, 74, 77 ).

PTa papiller tiimorlerin G1-G2 papiller karsinomlarinda yalnizca birkag genetik
degisiklik saptanirken G3 papiller karsinomunda anomalinin daha yiiksek sayida oldugu
gosterilmistir. PTa ve diisiik dereceli tiimorlerde bulunan en yaygin degismeler
kromozom 9’un total delesyonu, kromozom 9p21 (p16 geni) kayb1 ve 9q32-34 kaybu,
kromozom 17 kayb1 ve kromozom 7 artisidir (12, 18, 22, 32, 58, 64, 65, 77, 93).
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PTa ve PT1 tiimorler kiyaslandigi zaman, anlamh olarak PT1 tiimorlerinde PTa
timorlerden daha fazla kromozom degisimi oldugu bulunmustur. T1 tiimorlerin
histolojik dereceleri yiiksek olanlar histolojik dereceleri diisiik olanlardan daha ¢ok
kromozomsal degisiklik gosterirler. T1 G3 tiimorler yiiksek frekansta trizomi 7,
tetrazomi 7, tetrazomi 8, yiiksek polizomi 8, trizomi 9, tetrazomi 9, yiiksek polizomi 9,

trizomi 17, tetrazomi 17 ve yiiksek polizomi 17 gosterirler (58, 74, 77).

PT2 tiimorlerde 7, 9, 17 kromozomlarinin polizomisi PT1 tiimérlerden baskindir.
Ancak PT2-T4 tiimorlerde 7, 8, 9 ve 17 kromozomlarinin polizomi frekanst PT1

tiimorlerden anlamli olarak daha fazla degildir(71, 77).

2.11. Degisici Epitel Karsinomu Tam Metotlari

Degisici epitelyum karsinoma oldugundan siiphelenilen hastalarda yaygin olarak

kullanilan tan1 metotlar sitoloji, sistoskopi ve biyopsi alma metotlaridir (9, 43, 52).

2.11.1. Sistoskopi

Sistoskopi mesane kanserinin tanisi ve takibinde kullanilan geleneksel standart
metottur. Mesane kanseri oldugundan siiphelenilen her hastaya bir sistoskopi ve
bimanuel muayene yapilir. Sistoskopi primer ve rekurrent degisici epitel karsinomunu
belirlemede yiiksek sensitiviteye sahiptir, fakat invaziv bir metottur. Ayrica, sistoskopi

karsinoma in situ saptamada yetersiz sensitiviteye sahiptir (5, 43, 52, 56, 57, 85, 92).

2.11.2. Sitoloji

Sitoloji mesane kanserinin tanist ve takibinde kullanilan bir metottur. Malign
iirotelyal hiicreler, idrar sedimenti ya da mesane yikamasinin mikroskobik incelemesi

ile goriilebilir. Karakteristik olarak, tiimor hiicreleri biiyiik bir ¢ekirdege, diizensiz ve
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kaba yapili kromatine sahiptir. Mikroskobik sitolojinin kullanim alanim kisitlayan
durum, iyi diferansiye tiimor hiicrelerinin sitolojik olarak normal goériinmesi ve bu
kanserlerin daha iyi tutunma yeteneklerinin olmasindan dolayr idrarla kolay kolay
atilmamalanidir. Dolayisiyla, sitoloji yiiksek evreli ve dereceli ve karsinoma in situ DEK
belirlemede sensitivitesi ve spesifitesi yiiksek olmakla birlikte diisiik evreli ve dereceli
DEK belirlemede sensitivitesi ve spesifitesi zayiftir. Bununla birlikte, yiiksek dereceli
timorii olan hastalarda bile idrar sitolojisi %20 oraninda yanlis negatif sonug
verebilmektedir. Mesane yikamalarinda, normal miksiyona gore daha fazla yiizeyel
hiicre ornekleri alindig1 icin, mesane kanserinin tamisinda yikama ile alinan 6rnekler

daha degerlidir (5, 28, 39, 43, 52, 56, 57, 70, 78, 85).

2.11.3. Biyopsi Alma (Tiimor Rezeksiyonu(TUR))

Mesane tiimoriiniin ideal rezeksiyonunda ilk once timor kitlesi, daha sonra da
derin kismi, altindaki bir miktar kas dokusuyla birlikte rezeke edilir ve her parca
histolojik incelemeye ayr1 ayr gonderilir. Bu yaklasim tiimoriin tam olarak
cikarilmasini sagladigi gibi tiimor derecesi ve tiimoriin inflitrasyonu hakkinda da tanisal
bilgi verir. Tam rezeksiyonun miimkiin olmadig1 ya da en azindan degerinin tartigilir
oldugu durumlarda, yine de histolojik tan1 ve evreleme i¢in yeterli doku alinmasi

zorunludur (5).

2.11.4. Flow Sitometri

Flow sitometri, nukleuslari, DNA ya baglayan florasan bir boya ile boyanmis olan
hiicrelerdeki DNA miktarin1  6lger. Dolayisiyla, bir tiimordeki anoploid hiicre
populasyonunu ve proliferatif aktiviteyi ( S fazindaki hiicrelerin yiizdesini )
hesaplayabilir. DNA diploid tiimorler daha diisiik derecede ve evrede olmaya meyillidir
ve bu hastaliklarin prognozu daha iyidir. Triploid ya da tetraploid kromozom sayisina

sahip olan tiimorler kotii patolojik 6zellikler tagirlar ve hastalarin prognozu kotiidiir (5).

29



Flow sitometri bircok parametreyi bir arada oOlcebilir. Ornegin, hiicreler ve
sitokeratin (epitelyal hiicre markeri) i¢in boyanabilir. Flow sitometri cihaz1 da gerekli
sekilde programlanarak yalmizca sitokeratinler i¢in pozitif boyanan hiicrelerdeki DNA
iceriginin Olgiilmesi saglanabilir. Bu c¢oklu parametreli yaklasim flow sitometrenin
dogrulugunu arttirir, zira bu sekilde, aliman orneklerde hangi hiicrelerin ¢cogalmakta
oldugu bulunabilir, dolayisiyla tiimor hiicreleri ile karakter olarak aym vasiftaki beyaz
kan hiicreleri gibi malign olmayan hiicreler devre disi birakilmis olur. Yapilan
calismalar bu tiir bir yaklasimin yalmiz basina antijen yada DNA o6l¢iimiinden daha
anlamli bir prognostik deger tasidigini gostermektedir. Benzeri ¢oklu parametreli

yaklagim sitolojide de uygulanabilmektedir (5).

Genelde, flow sitometri konvansiyonel sitolojiden klinik olarak daha degerli gibi
goriinmese de, yapilan bazi calismalar, sonuclarin sitolojiye gore daha kesin oldugunu
bildirmektedir. Genellikle diploid olan diisiik dereceli yiizeyel tiimorler yanlis negatif
sonuclar vermektedir. Anoplodi yiiksek dereceli tiimorlerin sik rastlanan bir 6zelligidir
ve dolayisiyla flow sitometri karsinoma in situ ya da yiiksek dereceli malignitesi olan
hastalarda daha dogru sonuglar vermekte ve tiimorlerin % 80 ila % 90 1 dogru bir
sekilde belirlenebilmektedir. Mesane kanserli hastalarin takibinde flow sitometri

konvansiyonel sitolojinin yerini alamamuistir (5).

2.12. FLORESAN In Situ HIBRIDIiZASYON

Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) teknigi, prob olarak bilinen tek zincirli
DNA parcasinin, genomun herhangi bir yerine lokalize olmus onun komplementeri
hedef DNA veya RNA dizisine baglanma (hibridize olma) ilkesine dayanir. Problar
direk florokromla isaretli (6rnek: floresan -dUTP) veya indirek olarak bir reporter
molekiiliin (biotin-dUTP veya digoxigenin-dUTP ) baglanmasi ile goriintiilenir. Cogu
floresan isaretli DNA problan ticari olarak satin alinabilir. FISH teknigi spesifik DNA
ve RNA sekanslarinin doku kesitlerindeki her hiicrede, kromozom preparasyonlarinda
veya interfaz niikleuslarinda morfolojik olarak gosterilmesini ve niikleik asitlerin kendi

dogal hiicresel ortamlarinda incelenmesini saglayan, doku/hiicre arkitektinin
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bozulmadig bir tekniktir. Ayrica FISH teknigi cesitli tiimorlerin interfaz niikleuslarinda
kromozomal aberasyonlar belirlemek i¢in basit, hizli ve giiclii bir tekniktir (1, 8, 10, 19,

59, 65, 68, 70, 85).

Mesane kanserinde meydana gelen kromozomal degisikliklerin bilinmesi tanisal
amaglar i¢in kullanilabilir oldugundan dolayr mesane kanserinin tanisi i¢in birkac farkl
FISH analizi gelistirilmistir. Bu FISH analizleri mesane yikama ve idrar 6rneklerinden
elde edilen iiretelyal hiicrelerdeki kromozomal aberasyonlar1 belirleme ilkesine dayanir.
Klinik olarak anlamli olan hemen hemen biitiin mesane karsinomlar ¢esitli kromozomal
degisiklikler tasidigindan dolayi, FISH metodu mesane kanserinin tanis1 ve

tekrarlamanin tahmini i¢in dnemli bir tekniktir (71, 86).

2.12.1. FISH Tekniginde Kullanilan Problar ve Ozellikleri

FISH tekniginin uygulamasinda en onemli asama prob secimidir. Kullanilacak
probun incelenecek materyale, degerlendirilecek anomali tipine ve bolgesine uygun

olmasi gerekir.

FISH tekniginin sitogenetik alaninda kullanilan baglica problar sunlardir (7);
-Tekrarlayan dizi problar (satellit problar)

-Lokusa 6zgii problar

-Tiim kromozomu boyayan problar

-Banda 6zgii problar ve telomer bolgesine 6zgii problar

Tekrarlayan dizi problar1 (Sentromere o0zgii proplar) : Sentromerik ve
perisentromerik bolgede bulunan tekrar dizilerine 6zgii problar a, B ve klasik satellit
problar1 olarak adlandirilir. Alfoid DNA dizileri tiim kromozomlara 6zgii olup,
sentromerik bolgede yer alirlar. Bu dizilere ait o-satellit problarin sinyalleri c¢ok

kuvvetlidir ve 6zellikle interfaz sitogenetiginde anoploidilerin tanisinda kullanilirlar (7).

31



Lokus spesifik problar: Klonlanmis genlere 6zgii dizileri igeren bu problar ilgili
bolgeye iligkin amplifikasyon, yapisal diizensizlikler ve delesyon sendromlarinin

tanisinda kullanilmaktadir (7).

Telomerik Problar: Bunlar ticari olarak elde edilebilirler ve kromozomlarin

sonunda bulunan subtelomerik anomalileri belirlemek i¢in kullanilirlar (59).

Tiim kromozomu boyayan problar: Bunlar her kromozomun uzunlugu boyunca
hibridize olan tek dizi DNA problarindan olusur. Bu problarin uygulanmasi i¢in
kromozom morfolojisinin goriilebilir olmas1 gerektiginden metafaz analizi ile sinirhidir.

Bu metod marker kromozomlar ve kriptik translokasyonlar belirlemek i¢in yararhdir

(59).

2.12.2. Prob Stratejileri ve Analitik Duyarhhk

Problar tek olarak yada bircok FISH stratejisine izin veren farkli florokromlarla
renklendirilmis kombinasyonlar halinde kullanilir. Bazi FISH stratejileri klinik
anlamlilig1 olan bir genomik hedefi belirlemek i¢in bir prob ve farkli bir renge sahip
baska bir kontrol lokus probu ile kullanilir. Kontrol lokusunun eklenmesi, FISH
prosediiriiniin  dogru bir sekilde c¢alisip calisgmadigini anlamak, sayma Kkriterinin
dogrulugunu artirmak ve rapor verilebilir oranin1 devam ettirmeyi garantilemek igin

diistiniilmiistiir (59).

Ayn1 kromozom i¢in sentromer-spesifik ve lokus spesifik problarinin her ikisinin
kullanilmasi stratejisi farkli test duyarliliklar1 saglamak ve birkac cesit kromozom

anomalisini es zamanh belirlemek amaciyla uygulanmistir (59).
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2.12.3. FISH Tekniginin Temel Mekanizmasi

Molekiiler hibridizasyona dayanan biitiin yontemlerin (Southern blotting, Nother
blotting, PCR, ISH) altinda yatan mekanizma iki komplementer daldan c¢ift sarmal

yapinin olusmasidir.

FISH prosediirii 6 agsamada gergeklestirilir;
1. Preparatlarin Hazirlanmasi

2. Preparatlarm On Yikamasi

3. Prob ve Hedef DNA Denatiirasyonu

4. Prob ve Hedef DNA Hibridizasyonu

5. Hibridizasyon sonras1 Yikamalar

6. Goriintiilleme ve Inceleme

DNA-DNA hibridizasyonunda prob ve hedef DNA larin denatiirasyonunu takiben
olusan DNA fragment karisimi, tek dal halindeki fragmentlerin tekrar birlesmesini

saglayacak kosullarda gerceklestirilir.

Bu kosullarda etkili olan dort parametre vardir;
1. Is1

2.pH

3. Monovalent katyon konsantrasyonu

4. Organik solvent varlig

Hibridizasyonda ii¢ temel asama 6nemlidir;

1. Hedef dizilerin hibridizasyon sirasinda gecirgenliklerini korunmalari,

2. Probla hedefin yiiksek etkinlikle birbirlerine baglanmasi,
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3. Hibridizasyonun spesifik aktivitesi yiiksek bir reporter ile en az zemin sinyali

olan en parlak sekilde goriintiilenmesidir (6).

Bir hibridizasyon reaksiyonunda tolere edilebilen yanlis eslesme derecesi
‘stringency’ olarak ifade edilir. Yiiksek stringency kosullarinda, sadece hedef sekansla
tam homolog olan problar stabil hibridler olustururlar. Diisiik stringency kosullarinda
ise prob sadece % 70-90 homoloji gosteren sekanslara baglanabilir. Bu spesifik
olmayan sinyaller, hibridizasyon sonrasi yikamalarda yiiksek stringency kosullarinin
(yiiksek 1s1 + diisiik tuz konsantrasyonu) saglanmasiyla ortamdan uzaklastirilir (6).
FISH sonras1 problardan elde edilen sinyaller epifloresan mikroskopta incelenirler.
Kullanilan florokromlarin gozlenebilmesi i¢in dogru prob setleri ve uygun filtrelerin
secilmesi gerekmektedir. Birden fazla hedef dizinin goriintiilenmesi gerektiginde dogru

filtreler ile yesil, kirmiz1 ve mavi florokromlar gozlenebilmektedir (6).
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3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. Gereg

3.1.1. Arastirma Grubu Bireyleri

Calismamiz Ocak 2006 ve Nisan 2007 tarihleri arasinda Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dali nin belirledigi 30 degisici epitel
karsinomlu olgu ve 15 normal mesaneli kontrol olgu ile Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali Sitogenetik ve Molekiiler
Sitogenetik laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Calismaya alinan Degisici Epitel
Karsinomali hastalarin hepsi erkektir. Olgularin yas ortalamas1 62.1/y1l olup, yaslar 41
ile 79 arasinda degismektedir. Kontrol Grubunu olusturan normal mesaneli hastalarin 3
tanesi kadin 12 tanesi erkektir. Kontrol grubunun yas ortalamasi 60.06 olup, yaslar1 40
ile 87 arasinda degismektedir. Hastalarin histolojik tanis1 ve tiimor derecelemesi
Eskisehir Osmangazi Universitesi Patoloji Anabilim Dali tarafindan AJCC/TNM
Smiflandirma sistemi ve 1998/2004 WHO/ISUP Siniflandirma sistemine gore
yapilmistir. Cizelge 3.1 de Calisma hastalarinin yas, cinsiyet, histopatolojik verileri

gosterilmistir.

DEK lu olgulardan ve kontrol grubundan mesane yikama ve bosaltilmis idrar
ornekleri alinmis ve alinan bu 6rneklerden elde edilen hiicrelerde FISH analizi ile 3, 7,
8, 11, 17 kromozomlarinin sayisal anomalileri ile p16 (9p21) lokusunusun delesyon ve

amplifikasyonu degerlendirilmistir.
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Cizelge 3.1: Calisma hastalarinin yas, cinsiyet, histopatolojik asamasi

Hasta No Yas Cinsiyet Evre Derece
1 67 E Tl G3 (Yiiksek)
2 69 T2 G3 (Yiiksek)
3 60 E T2 G3 (Yiiksek)
4 66 E Ta G2 (Diisiik)
5 68 E T2 G3 (Yiiksek)
6 41 E T1 G2 (Yiiksek)
7 58 E T1 G2 (Diisiik)
8 79 E T1 G1-G2 (Diisiik)
9 70 E T2 G3 (Yiiksek)
10 48 E T1 G2 (Diisiik)
11 63 E T1 G2 (Yiiksek)
12 62 E T1 G2-G3 (Yiiksek)
13 62 E T1 G2 (Diisiik)
14 53 E T1 G2-G3 (Yiiksek)
15 74 E Ta G2 (Diisiik)
16 67 E T2 G3 (Yiiksek)
17 52 E T1 G2 (Diisiik)
18 56 E T1 G2 (Yiiksek)
19 61 E T1 G2 (Diisiik)
20 70 E T2 G2 (Yiiksek)
21 72 E T2 G3 (Yiiksek)
22 54 E T2 G3 (Yiiksek)
23 51 E T1 G2 (Yiiksek)
24 68 E T1 G2-G3 (Yiiksek)
25 57 E T1 G1-G2 (Diisiik)
26 41 E T2 G3 (Yiiksek)
27 76 E Tl G2 (Yiiksek)
28 79 E T1 G2-G3 (Yiiksek)
29 67 E T2 G3 (Yiiksek)
30 52 E T1 G3 (Yiiksek)
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3.1.2. Kullamlan Araclar

3.1.2.1. Kullanilan Aygitlar

Bek

Ben Mari (Heto-DT Hetoterm)

Binokiiler arastirma mikroskobu (Olympus CH-2)
Buzdolab1 (Arcelik 415)

Cam Kalemi

Sensys Kamera (Sensys)

Deep-Freeze (Heraeus)

Elektronik Terazi (Seuter, Ainworth-AA-250, Setra-M2000L)
Enjektor

Etiiv (Friocell MMM Med Center)

Floresan mikroskop (Olympus BX-61)

Image Analyser (Applied Imaging)

Kronometre

Lamin Air Flow (Heraeus ELB2448)

Mikropipet (Eppendorf)

Mikrosantrifiij (Eppendorf Centrifuge 5415)

pH Metre (Nel PH890) degisecek

Pipet Uclar
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Sogutmali Santrifiij (Heraeus Biofuge Stratos) Degisebilir
Termometre

Vortex (Janke and Kunkel, UF-2)
Zaman Ayarl Santrifiij (Heraeus)

3.1.2.2. Cam Malzeme

Beher (500 ml, 1000 ml)
Erlenmayer (500 ml, 1000 ml)
Lam

Lamel

Meziir

Santrifiij Tiipii

Yatay ve Dikey Sale

3.1.3. Kimyasal Maddeler
Ethonol (Merck)

Antifade (Vector)

DAPI (Sigma)

Distile Su

Glacial acetic acid (Merck)

HC1 (Merck)

Immersiyon yag1 (Merck)

38



KC1 (Merck)
KH,PO,4 (Merck)
Methanol (Merck)
MgCl, (Merck)
Na Citrat (Merck)
Na,HPO, (Merck)
NaCl1l (Merck)
NaOH ( Merck )
Parafilm

Serum Fizyolojik

Tween 20 (Sigma)

3.1.4. Kullamlan Problar ve Ozellikleri

3.4.1.1. Urovysion Mesane Kanser Kiti

Urovysion Mesane Kanser Kitinde 3 adet alfa-satellit tekrar dizi probu ve 1 adet
tek dizi probundan (lokus spesifik probu) olusur. Bu kit mesane kanseri oldugundan
stiphelenilen hematurili bireylerden alinan idrar 6rneklerine FISH metoduyla kromozom
3, 7 ve 17 andploidisini ve 9p21 (P16 geni) lokusunun amplifikasyonun/delesyonunu

belirlemek i¢in tasarlanmistir (36).
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4 farkl floroforla direkt igaretli prob setinin detaylar asagida verilmistir;

CEP 3-Spektrum Red: 3 Numarali kromozomun sentromer bolgesine hibridize

olur.

CEP 7-Spektrum Green: 7 Numarali kromozomun sentromer bolgesine

hibridize olur.

CEP 17-Spektrum Aqua: 17 Numarali kromozomun sentromer bolgesine

hibridize olur.

LSI 9p21 (P16) Spektrum Gold: 9p21 bolgesinde bulunan P16 genine hibridize

olur.

3.4.1.2.Cambio Problari

8 ve 11. kromozomlarin sentromerlerine spesifik direkt isaretli alfa satellit

problar1 asagida detaylar ile verilmistir.

CEP 8-Spektrum Green: 8 Numarali kromozomun sentromer bolgesine

hibridize olur.

CEP 11-Spektrum Red: 11 Numarali kromozomun sentromer bdlgesine

hibridize olur.
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3.2. Yontem

DEK tanist alan olgulardan ve normal kontrol grubundan alinan mesane yikama

ve idrar orneklerinden elde edilen hiicrelere interfaz FISH analizi uygulanmstir.

3.2.1. Materyal Alimm

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji Boliimiinde DEK tanisi
alan 30 hastadan transiiretral reseksiyon (TUR) 6ncesi mesane yikama ve bosaltilmig
idrar 6rnekleri alinmistir. Saglikli 15 kontrol olgusundan mesane yikama ve bosaltilmis
idrar ornekleri alinmistir. Her olgudan yaklasik 30—100 ml idrar ve mesane yikama
ornekleri steril kap igerisine alinmistir. Ornekler alindiktan sonra Anabilim Dalimiz

Sitogenetik Laboratuvarina getirilmistir.

3.2.2. Orneklerin FISH Analizine Hazirlanmasi

1. Bosaltilmis idrar ve mesane yikama 6rnekleri 10 ml ekim tiiplerine aktarildi.

2. Ornekler 1500 rpmde 10 dakika santrifiij edilip siipernatant atild1 ve dipte 0.5
ml pelet birakildi.

3. Hiicreler taze hazirlanmis 10 ml PBS soliisyonu ile yikandi ve tiipler 1300

rpmde 8 dakika santrifiij edilip slipernatant atild1.

4. Pelet iizerine 6nceden 37 C’ye getirilmis hipotonik (0.075M KCI) soliisyondan
5 ml ilave edilerek 37 C de 25-30 dakika inkiibe edildi.

5. Siire sonunda vortex esliginde taze hazirlanmis Carnoy’s Fiksatif
Soliisyonundan 10 damla ilave edildi ve 1300 rpmde 8 dakika santrifiij edilip

slipernatant atild.
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6. Pelet iizerine 5 ml Carnoy’s Fiksatif Soliisyonu ilave edilerek 1300 rpmde 8

dakika santrifiij edilip siipernatant atildi.
7. 6. basamak 2 defa tekrarlandi.

8. Tiiplere 5 ml Carnoy’s Fiksatifi ilave edildi ve kapaklar1 kapali sekilde
buzdolabinda -20 derecede FISH analizi yapilmak iizere saklandi.

3.2.3. FISH Analizi

FISH analizleri icin preparat hazirlama asamas1 olduk¢a dnemlidir. Kaliteli sinyal
almak ve ideal sartlarda analizi gerceklestirmek i¢in lamin belirli bolgelerine yayilmis

yeterli sayida ve kalitede protoplazmadan arindirilmis niikleusun bulunmasi gerekir.

3.2.3.1. FISH Tekniginin Uygulamasi

FISH tekniginde Rieder ve arkadaslar tarafindan gelistirilen protokol modifiye

edilerek uygulanmistir (67).

3.1.3.1.1.Preparatlarin On Yikamasi ve Denatiirasyonu

- Preparatlar her biri 1 dakika olmak tizere sirasiyla % 100-70-50-30 luk alkol

serisinden ve 1 dakika 0.1XSSC soliisyonundan gecirilerek dehidrate edilmistir.

- Preparatlar hemen 70 °C deki 2XSSC soliisyonuna konulmus ve 30 dakika

bekletilmigtir.

- Siire sonunda 2XSSC soliisyon 1s1sinin 37 °C ye gelmesi beklenmistir.
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- Bundan sonra preparatlar 1 dk 0.07 M lik NaOH soliisyonunda denatiire

edilmistir.

- Denatiirasyonu takiben preparatlar + 4 °C de her biri 1 dakika olmak iizere

strastyla 0.1XSSC ve 2XSSC de bekletilmistir.

-Siire sonunda preparatlar her biri 1 dakika olmak iizere sirasiyla % 30 — 50 — 70 —

100 liik alkol serisinde dehidrate edilip, kurumaya birakilmistir.

3.2.3.1.2. Prob Denatiirasyonu

-Urovysion prob seti ile 8. ve 11. kromozomlarin sentromerlerine spesisifik

problar su banyosunda 5 dakika 70 °C de bekletilerek denatiire edilmislerdir.

3.2.3.1.3. Hibridizasyon

-Her preparata uygulanacak Urovysion prob setinin bulundugu ependorf tiipii ile
8. ve 11. kromozomlarin sentromerlerine 6zgii prob iceren ependorf tiipleri santrifiij

edilerek tiim probun dibe ¢okmesi saglanmustir.

-Denatiire edilen preparatlarda 2 alan secilmis bir alana Urovysion diger alana 8.
ve 11. kromozomlarin sentromerlerine 6zgii miks ( 5 wl Urovysion prob seti ve 5 ul 8.
ve 11. kromozomlarin sentromerlerine 6zgii prob karisimi ) eklenmis ve iizerlerine 20

mm lik kare lamel kapatilmistir.
-Lamel ¢evresi su gecirmeyecek sekilde yalitilmistir.

-Preparatlar 37 °C de bir gece nemli ortamda hibridizasyona birakilmigtir.

43



3.2.3.1.4. Hibridizasyon Sonrasi Yikamalar

Bu yikamalarda spesifik olarak baglanmayan prob DNA smin ortamdan
uzaklastirllmasi ve olgu DNA sma tam komlementer olan (% 80-100) dizilerin hedef

bolgede sabit hale getirilmesi amaglanmaktadir.
Asamalari:

-Hibridizasyonu tamamlanan preparatlar etiivden c¢ikartilarak lamellerin

cevresindeki yalittm maddesi dikkatlice temizlenmistir.

-Preparatlar, oda 1sisindaki 2XSSC soliisyonunda hafifce calkalanarak lameller

preparatlardan uzaklagtirilmistir.
- Preparatlar 1XSSCsoliisyonu ile 74 °C de 5 dakika yikanmistir.

- Sonrasinda oda 1sisindaki 2XSSC/T-20 soliisyonunda 5 dakika yikanmustir.

3.2.3.1.5. Hibridize Olan Bolgelerin Goriintiilenmesi

Bu agamada prob ve nukleus DNA sinin hibridize oldugu bolgelerin goriiniir hale

getirilmesi amaglanmisgtir.

Hibridizasyon sonras1 yikamalar1 yapilan preparatlar 4XSSC/DAPI soliisyonunda
2 dakika bekletilmistir. Siire sonunda 15 pl antifade eklenmis ve lamel ile kapatilmistir.

Inceleme asamasina kadar — 20 °C de ve karanlikta bekletilmislerdir.
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3.2.3.1.6. Preparatlarin Mikroskopta Incelenmesi

Preparatlar Olympus BX-61 Floresan mikroskobunda uygun filtrelerde
incelenmistir. Floresan mikroskoba bagl bilgisayar sistemi (Applied Imaging) ile
sinyaller degerlendirilmis ve Sensys kamera araciligiyla FISH sinyalleri iceren

niikleuslar fotograflanmustir.

3.2.3.1.7. Degerlendirme

DEK tanist alan ve kontrol grubu olarak kullanilan olgularin idrar ve mesane
yikama orneklerinden hazirlanan preparatlara uygulanan FISH analizlerinde her olguda
her prob i¢cin en az 100 interfaz niikleusu degerlendirilmistir. Sinyaller
degerlendirilirken birbirine ¢ok yakin olan sinyaller ve sinyal ¢ap biiyiikliigii birbirinden
farkli olan (iki kat1 ya da daha fazla olan) sinyaller degerlendirmeye alinmamustir.
Preperatlarda sayma islemi yapilirken, niikleusun asirn biiyiik olmasiyla, diizensiz
niikleus zariyla ve kot DAPI boyamayla karakterize olan sitolojik olarak atipik

hiicreler degerlendirmeye alinmistir (52).

FISH pozitifligi degerlendirmesi i¢cin Halling ve arkadaslarinin 6nerdigi kriterler

kullanilmistir (29). Bulgumuz asagidaki kriterlerin en az birine uydugunda ;

I. 3, 7 veya 17 numarali kromozomlar i¢in en az iki farkli kromozoma iliskin

amplifikasyon (polizomi) saptanan niikleus sayisinin %=>5 olarak goriildiigiinde,

IL. 3, 7, 8, 11, 17 numarali kromozomlar i¢in polizomi saptanan niikleus sayisinin

9%=>10 olarak goriildiigiinde,
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III. 9p21 lokusuna ait heterozigot ve homozigot delesyon olarak degerlendirilen
niikleus sayis1 %>15 olarak goriildiigiinde, bir 6rnek DEK acisindan FISH pozitif olarak

degerlendirilmistir.

3.2.4. istatiksiksel Analizler

OETYY

“Medikal Tam Testlerinin Giivenilirligi” ile ilgili olarak FISH testinin sensitivite
ve spesifitesinin belirlenmesi icin asagidaki istatistik metodu uygulanmistir (Cizelge
3.2). Tiimor derecesi ve evresi ile polizomi arasindaki korelasyonu degerlendiren
Univariate analiz icin Fisher’s exact test kullanildi. Odds oran1 ve %95 confidence

interval degerleri dogru limitler kullanilarak hesaplandi (63).

Cizelge 3.2: Medikal testin gercek durumu yansitmasi

Gercek Durum (Referans)
H+ H - Toplam
Medikal H+ Gercek Pozitif | Yalanci Pozitif T(T+)
Test Sonucu (GP=a) (YP=b)
H- Yalanc1 Negatif | Ger¢cek Negatif T(T-)
(YN=c) (GN=d)
Toplam G(H+)=a+c G(H-)=b+d Toplam

Duyarlilik (Sensivity) Orani: P(D)=a/(a+c)=GP/(GP+YN)

Ozgiilliik (Specifity) Orani: P(O)=d/(b+d)=GN/(YP+GN) (63).

3.3. Kullanilan Stok Soliisyonlar

Cizelge 3.3.: Hipotonik Soliisyon (0.075 M)
KCl 1.398 gr

Distile su 250 ml
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Cizelge 3.4.: Carnoy’s Fiksatif Soliisyon
Methanol
Glaciel Acetic Acid

Cizelge 3.5.: PBS Soliisyonu
Buffer Soliisyonu

A soliisyonu
B soliisyonu
HCl ile pH 6.8 e ayarlanr.

A Soliisyonu

Potasyum fosfat (KH,PO,)
Distile su

B soliisyonu

Sodyum Fosfat (Na,HPO,4, 2H,0)
Distile su

Cizelge3.6.: On Yikama Soliisyonlart
20XSSC Soliisyonu

NaCl 3 M)

Tri Sodyum Sitrat (0,3 M)
Distile su

HCl ile pH 7.0 a ayarlanir.
2XSSC Soliisyonu
20XSSC

Distile su

HCl ile pH 7.0 a ayarlanr.
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1 kisim

50, 8 ml

49.2 ml

4539 ¢

500 ml

5938¢g

500 ml

175,3 gr
88,24 gr

1000 ml

40 ml

360 ml



0,1XSSC Soliisyonu
20XSSC

Distile su

Cizelge 3.7.: Denatiirasyon Soliisyonu

0,07 M NaOH

Distile su

Cizelge 3.8.: Hibridizasyon Sonras1 Yikama Soliisyonlari

1XSSC Soliisyonu

20XSSC

Distile su
2XSSC Soliisyonu

20XSSC

Distile su
2XSSC/Tween-20 Soliisyonu

20XSSC
Tween 20

Distile su

Tiim soliisyonlar HCl ile pH 7.0 a ayarlanir.

DAPI/Antifade Soliisyonu

2XSSC
DAPI

Distile su
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4. BULGULAR

Calismamiz Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Ana
Bilim Dali Sitogenetik ve Molekiiler Sitogenetik laboratuarinda gergeklestirilmistir. Bu
calismada toplam 30 olgu ve 15 saglikli kontrol kullanilmigtir. Olgulardan ve kontrol

grubundan hem mesane yikama hem de idrar 6rnekleri alinmistir.

Calisma grubunu olusturan 30 DEK olgusunun mesane yikama oOrneklerinin
timiine FISH analizi yapilmistir. Bu 30 olgunun ii¢iinde (% 10) idrar orneklerinden
yeterince hiicre elde edilememesi veya basarisiz hibridizasyondan dolay1 FISH analizi
yapilamamigstir. Sonu¢ olarak 30 DEK olgusunun tiimiinden mesane yikama Ornegi
analiz edilmis ve bu olgularin 27 tanesinde idrar 6rnegi analiz edilmistir. Kontrol
grubunu olusturan 15 olgunun hepsinin mesane yikama ve idrar Ornekleri analiz

edilmistir.

4.1.Yonteme iliskin Bulgular

Arastirma grubunu olusturan 30 DEK olgusunun 30 mesane yikama 6rnegi ve 27
idrar 6rneginden elde edilen hiicrelere UroVysion prob seti (CEP 3, CEP 7, CEP 17 ve
LSI 9p21) ile CEP8 ve CEP 11 problart uygulanarak FISH analizleri yapilmistir.
Kontrol grubunu olusturan 15 olgunun mesane yikama ve idrar Orneklerinden elde
edilen hiicrelere UroVysion prob seti (CEP 3, CEP 7, CEP 17 ve LSI 9p21) ile CEPS8 ve
CEP 11 problar uygulanarak FISH analizleri yapilmistir.
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4.1.1.DEK Tams ile Tlgili FISH Bulgular:

DEK tanist icin mesane yikama ve idrar 6rneklerinde UroVysion prop seti ve
CEPS ve CEP 11 problan kullanilmistir. Calisma grubunu olusturan olgularin mesane
yikama Orneklerine iliskin FISH analiz sonucu % 96.7 s1 (29 olguda) pozitif ve % 3.3 ii
negatif (1 olguda) olarak bulunmustur. Ayni olgularin, idrar Orneklerine ait FISH
sonucu % 92.6 s1 (25 olguda) pozitif % 7.4 ii (2 olguda) negatif olarak bulunmustur. Bir
olgumuzun mesane yikama Ornegine ait FISH sonucu pozitif iken idrar Ornegine ait

FISH sonucu negatif ¢cikmistir (Cizelge 4.2).

Kontrol grubunu olusturan normal mesaneli 15 olgunun mesane yikama ve idrar

orneklerinin hepsinde FISH analiz sonucu negatif bulunmustur (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.1: Calisma hastalarinin histopatolojik asamasi ve FISH sonuclar

Hasta Evresi Derece Mesane yikama | Idrar FISH Sonuclar
No FISH Sonuclar:
1 T1 | G3 (Yiiksek) Pozitif Pozitif
2 T2 | G3 (Yiiksek) Pozitif Pozitif
3 T2 | G3 (Yiiksek) Pozitif Pozitif
4 Ta | G2 (Dusiik) Pozitif Pozitif
5 T2 | G3 (Yiiksek) Pozitif Pozitif
6 T1 | G2 (Yiiksek) Pozitif Pozitif
7 T1 | G2 (Disiik) Pozitif Pozitif
8 T1 | G1-G2 (Diisiik) Pozitif Pozitif
9 T2 | G3 (Yiiksek) Pozitif FISH analizi yapilamadi.
10 T1 | G2 (Disiik) Pozitif FISH analizi yapilamadi.
11 T1 | G2 (Yiiksek) Pozitif FISH analizi yapilamadi.
12 T1 | G2-G3 (Yiiksek) Pozitif Pozitif
13 T1 | G2 (Dusiik) Pozitif Pozitif
14 T1 | G2-G3 (Yiiksek) Pozitif Pozitif
15 Ta | G2 (Disiik) Pozitif Pozitif
16 T2 | G3 (Yiiksek) Pozitif Pozitif
17 T1 | G2 (Disiik) Pozitif Pozitif
18 T1 | G2 (Yiiksek) Pozitif Pozitif
19 T1 | G2 (Diusiik) Pozitif Pozitif
20 T2 | G2 (Yiiksek) Pozitif Pozitif
21 T2 | G3 (Yiiksek) Pozitif Pozitif
22 T2 | G3 (Yiiksek) Pozitif Pozitif
23 T1 | G2 (Yiksek) Negatif Negatif
24 T1 | G2-G3 (Yiiksek) Pozitif Pozitif
25 T1 | G1-G2 (Diisiik) Pozitif Negatif
26 T2 | G3 (Yiiksek) Pozitif Pozitif
27 T1 | G2 (Yiiksek) Pozitif Pozitif
28 T1 | G2-G3 (Yiiksek) Pozitif Pozitif
29 T2 | G3 (Yiiksek) Pozitif Pozitif
30 T1 | G3 (Yiiksek) Pozitif Pozitif
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Cizelge 4.2: Kontrol grubunu olusturan olgularin yas, cinsiyet ve FISH sonuglar1

Hasta No Yas Cinsiyet Mesane yikama FISH idrar FISH Sonuclar
Sonuclar:
1 87 E Negatif Negatif
2 62 B Negatif Negatif
3 58 B Negatif Negatif
4 40 B Negatif Negatif
5 64 E Negatif Negatif
6 59 E Negatif Negatif
7 61 E Negatif Negatif
8 65 E Negatif Negatif
9 64 E Negatif Negatif
10 61 E Negatif Negatif
11 52 E Negatif Negatif
12 48 E Negatif Negatif
13 65 E Negatif Negatif
14 56 E Negatif Negatif
15 59 E Negatif Negatif

Olgularin histopatolojik bulgulariyla mesane yikama ve idrar orneklerinde elde
edilen FISH sonuglar karsilastirilarak FISH analizinin sensitivitesi belirlenmistir. FISH
analizinin spesifikligi, saglikli kontrol grubunun mesane yikama ve idrar orneklerinde

elde edilen FISH sonuclarina gore belirlenmistir.
Yapilan istatistiki degerlendirme sonucunda, FISH tekniginin sensitivitesi mesane

yikama ve idrar orneklerinde sirasiyla % 96.7 ve % 92.6 olarak, spesifikligi ise her iki

ornekte de %100 olarak saptanmistir (Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.3: Mesane yikama 6rneklerinden elde edilen FISH testinin sensitivitesi

ve spesifitesi

Gergek Durum (Referans)

H+ H- Toplam
FISH H+ 29 0 29
Test Sonucu H- 1 15 16
Toplam 30 15 N

Sensitivite Orani: 29/30 =96.7 (% 96.7)

Spesifite Orani: 15/15=1 (% 100)

Cizelge 4.4: Idrar orneklerinden elde edilen FISH testinin sensitivitesi ve

spesifitesi
Gercek Durum (Referans)
H+ H-
Toplam
FISH H+ 25 0 25
Test Sonucu H- 2 15 17
Toplam 27 15 N

Sensitivite Oran1: 25/27 = 92.6 (%92.6)

Spesifite Orant: 15/15=1 (%100)
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4.1.2. Olgularda Goriillen Kromozom Anomalileri

DEK tanis1 almis mesane yikama Ornegi alinan 30 olgunun 29 unda (% 96.7)
calisilan kromozomlara ait en az bir aberasyon saptanmistir. Histopatolojisi T1 G2
(Yiiksek) olan 1 olguda (% 3.3) calisilan kromozomlara ait herhangi bir aberasyon
saptanmamistir. Calismamizda DEK da kromozom 3, 7, 8 ve 11 i¢in sadece polizomi

saptananirken, kromozom 17 ve 9p21 bolgesi i¢in polizomi ve delesyon saptanmistir.

Olgularin mesane yikama orneklerinde goriillen FISH bulgulari:

% 73.3 (22) oraninda 3. kromozoma iliskin polizomi
% 76.6 (23) oraninda 7. kromozoma iliskin polizomi
% 73.3 (22) oraninda 8. kromozoma iliskin polizomi
9% 73.3 (22) oraninda 11. kromozoma iligkin polizomi
% 90 (27) oraninda kromozom 17 aberasyonlari

9% 73.3 (22) oraninda 17. kromozoma iligkin polizomi
% 20 (6) oraninda 17. kromozom delesyonu

% 86.6 (26) oraninda 9p21 aberasyonlari

% 50 (15) oraninda 9p21 lokusuna iliskin polizomi

% 53.3 (16) oraninda 9p21 bolge delesyonu (Cizelge 4.5).

Olgularin mesane yikama oOrneklerinde en sik goriilen FISH bulgusu % 90 (27

olguda) oraninda goriilen kromozom 17 aberasyonlaridir.
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Cizelge 4.5: Mesane yikama Orneklerinin histopatolojik tanilari ve FISH ile

genetik analiz sonuglart (Amp.: Amplifikasyon, Del.: Delesyon).

Hasta | Evre Derece Kr.3 Kr.7 Kr. 8 | Kr. 11 Kr 17 9p21

No

1 T1 G3 (Yiiksek) Amp. Amp. Amp. | Amp. Del. Amp.

2 T2 G3 (Yiiksek) Amp. Amp. Amp. | Amp. Amp. Amp.

3 T2 G3 (Yiiksek) Amp. Amp. Amp. | Amp. Amp. N.

4 Ta G2 (Diisiik) Amp. Amp. Amp. | Amp. Amp. N.

5 T2 G3 (Yiiksek) Amp. Amp. Amp. | Amp. Amp. Amp.

6 T1 G2 (Yiksek) Amp. Amp. Amp. | Amp. Amp. Amp.

7 T1 G2 (Diisiik) N N Amp. | N Del. Del.

8 T1 G1-G2 (Diisik) | N N N N Del. N

9 T2 G3 (Yiiksek) Amp. Amp. Amp. | Amp. Amp. Amp.

10 T1 G2 (Diisiik) N N N N Del. Del.

11 T1 G2 (Yiiksek) Amp. Amp. Amp. | Amp. Amp. Del.

12 T1 G2-G3 (Yiiksek) | Amp. Amp. Amp. | Amp. Amp. Amp.

13 T1 G2 (Diisiik) N N N N Del. Del.

14 T1 G2-G3 (Yiiksek) | Amp. Amp Amp. | Amp. Amp. Del.

15 Ta G2 (Diisiik) N N N N N Del.

16 T2 G3 (Yiiksek) Amp. Amp. N Amp. Amp. Del.

17 T1 G2 (Diisiik) Amp. Amp. N N Amp. Amp.

18 T1 G2 (Yiiksek) Amp. Amp. Amp. | Amp. Amp. Amp.-Del
19 T1 G2 (Diisiik) Amp. Amp Amp. | Amp. Amp. Amp.-Del
20 T2 G2 (Yiksek) Amp. Amp. Amp. | Amp. Amp. Del.

21 T2 G3 (Yiiksek) Amp. Amp. Amp. | Amp. Amp. Amp.-Del
22 T2 G3 (Yiiksek) N Amp Amp. | Amp. Amp. Del.

23 T1 G2 (Yiiksek) N N N N N N

24 T1 G2-G3 (Yiiksek) | Amp. Amp. Amp. | Amp. Amp. Amp.-Del
25 T1 G1-G2 (Disiik) N N N N N Del.

26 T2 G3(Yiiksek) Amp. Amp. Amp. | Amp. Amp. Del.

27 T1 G2 (Yiiksek) Amp. Amp. Amp. | Amp. Amp. Amp.

28 T1 G2-G3 (Yiiksek) | Amp. Amp. Amp. | Amp. Amp.-Del. | Amp.-Del
29 T2 G3 (Yiiksek) Amp. Amp. Amp. | Amp. Amp. Amp.

30 T1 G3(Yiiksek) Amp. Amp. Amp. | Amp. Amp. Amp.
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Calismamizda idrar 6rnegi alinip FISH analizi yapilan 27 olgunun 25 inde ( %
92.6) analiz edilen kromozomlara ait en az bir aberasyon saptanmistir. Histopatolojisi
T1 G2 (Yiiksek) ve T1 G1-G2 (Diisiik) olan 2 olguda ( % 7.4 ) ¢alisilan kromozomlara
ait herhangi bir aberasyon saptanmamistir. Calismamizda DEK da kromozom 3, 7, 8, ve
11 i¢in sadece polizomi saptananirken, kromozom 17 ve 9p21 bolgesi icin polizomi ve

delesyon saptanmuigtir.

Olgularin idrar 6rneklerinde goriilen FISH bulgular::

% 70.3 (19) oraninda 3. kromozoma iligskin polizomi
% 66.6 (18) oraninda 7. kromozoma iliskin polizomi
% 59.2 (16) oraninda 8. kromozoma iligskin polizomi
9% 62.9 (17) oraninda 11. kromozoma iligkin polizomi
% 74 (20) oraninda kromozom 17 aberasyonlari

% 62.9 (17) oraninda 17. kromozoma iligkin polizomi
9% 14.8 (4) oraninda 17. kromozom delesyonu

% 85.2 (23) oraninda 9p21 aberasyonlar1

9% 37 (10) oraninda 9p21 lokusuna iligkin polizomi

9% 51.8 (14) oraninda 9p21 bolge delesyonu (Cizelge 4.6)

Olgularn idrar orneklerinde en sik goriillen FISH bulgusu %85.2 (23 olguda)
oraninda, 9p21(P16 geni) lokusu aberasyonlaridir.
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Cizelge 4.6: Idrar orneklerinin histopatolojik tanilar1 ve FISH ile genetik analiz

sonuglari (Amp.: Amplifikasyon, Del.: Delesyon)

Hasta [Evresi | Derecesi Kr.3 | Kr.7 Kr. Kr. 11 Kr 17 9p21
No

1 T1 G3 (Yiiksek) N N N N Del. Del.
2 T2 G3 (Yiiksek) Amp. | Amp. Amp. Amp. Amp. Amp.
3 T2 G3 (Yiiksek) Amp. | Amp. Amp. Amp. Amp. N

4 Ta G2 (Disiik) Amp. | Amp. N N N Del.
5 T2 G3 (Yiiksek) Amp. | Amp. Amp. Amp. Amp. Amp.-Del
6 T1 G2 (Yiiksek) Amp. | Amp. Amp. Amp. Amp.-Del | Amp.
7 T1 G2 (Diisiik) Amp. | N N N Del. N

8 T1 G1-G2 (Disiik) | N N N N N Del.
9 T2 G3 (Yiiksek)

10 T1 G2 (Diisiik)

11 T1 G2 (Yiiksek)

12 T1 G2-G3 (Yiksek) | Amp. | Amp. Amp. Amp. Amp Amp.
13 T1 G2 (Diisiik) N N N N Del. Del.
14 T1 G2-G3 (Yiiksek) | Amp. | Amp. Amp. Amp. Amp Del.
15 Ta G2 (Diisiik) N N N N N Del.
16 T2 G3 (Yiiksek) Amp. | Amp. N Amp. Amp. Del.
17 T1 G2 (Diisiik) N N N N N Del.
18 T1 G2 (Yiksek) Amp. | Amp. Amp. Amp. Amp Del.
19 T1 G2 (Diisiik) Amp. | Amp. Amp. Amp. Amp. Amp.-Del
20 T2 G2 (Yiiksek) Amp. | Amp. Amp. Amp. Amp. Del.
21 T2 G3 (Yiiksek) Amp. | Amp. Amp. Amp. Amp Amp.
22 T2 G3 (Yiiksek) N N N N N Del.
23 T1 G2 (Yiiksek) N N N N N N

24 T1 G2-G3 (Yiiksek) | Amp. | Amp. Amp. Amp. Amp Del.
25 T1 G1-G2 (Diisik) | N N N N N N

26 T2 G3(Yiiksek) Amp. | Amp. Amp. Amp. Amp Amp.
27 T1 G2 (Yiksek) Amp. | Amp. Amp. Amp. Amp Amp.
28 T1 G2-G3 (Yiiksek) | Amp. | Amp. Amp. Amp. Amp Del.
29 T2 G3 (Yiiksek) Amp. | Amp. Amp. Amp. Amp Amp.
30 T1 G3(Yiiksek) Amp. | Amp. Amp. Amp. Amp Amp.
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G1-G2(Diisiik) dereceli 9 olgunun mesane yikama orneklerinde goriilen FISH

bulgulari;

% 33.3 (3) oraninda 3. kromozoma iliskin polizomi
% 33.3 (3) oraninda 7. kromozoma iliskin polizomi
% 33.3 (3) oraninda 8. kromozoma iliskin polizomi
% 22.2 (2) oraninda 11. kromozoma iliskin polizomi
% 33.3 (3) oraninda 17. kromozoma iliskin polizomi
% 22.2 (2) oraninda 9p21 lokusuna iliskin polizomi
% 66 (6) oraninda 9p21 bolge delesyonu

% 44 (4) oraninda 17. kromozom delesyonu

G1-G2 (Diisiik) dereceli timorlere sahip olgularin mesane yikama orneklerinde
en sik goriilen degisiklikler 9p21 delesyonu % 66 ile ve %44 ile 17 kromozomun

delesyonudur.

G2-G3(Yiiksek) dereceli 21 olgunun mesane yikama orneklerinde goriilen

FISH bulgulari;

% 90.4 (19) oraninda 3. kromozoma iliskin polizomi
% 95.2 (20) oraninda 7. kromozoma iliskin polizomi
% 90.4 (19) oraninda 8. kromozoma iligskin polizomi
% 95.2 (20) oraninda 11. kromozoma iligkin polizomi
% 95.2 (20) oraninda 17. kromozoma iligkin polizomi
% 61.9 (13) oraninda 9p21 lokusuna iliskin polizomi
% 47.6 (10) oraninda 9p21 lokusuna iliskin delesyon

% 9.5 (2) oraninda 17. kromozom delesyonu

58



G1-G2(Diisiik) dereceli 8 olgunun idrar orneklerinde gorillen FISH

bulgulari;

% 25 (2) oraninda 3. kromozoma iliskin polizomi

% 25 (2) oraninda 7. kromozoma iliskin polizomi

% 12.5 (1) oraninda 8. kromozoma iliskin polizomi
% 12.5 (1) oraninda 11. kromozoma iliskin polizomi
% 12.5 (1) oraninda 17. kromozoma iligskin polizomi
9%12.5 (1) oraninda 9p21 lokusuna iliskin polizomi
9% 75 (6) oraninda 9p21 lokusuna iliskin delesyon

9% 25 (2) oraninda 17. kromozom delesyonu

G1-G2 (Diisiik) dereceli tiimorlere sahip olgularin idrar 6rneklerinde en sik

goriilen degisiklik %75 (6/8) ile 9p21 delesyonudur.

G2-G3(Yiiksek) dereceli 19 olgunun idrar oOrneklerinde goriillen FISH

bulgulari;

% 84.2 (16) oraninda 3. kromozoma iligskin polizomi
% 84.2 (16) oraninda 7. kromozoma iliskin polizomi
% 78.9 (15) oraninda 8. kromozoma iliskin polizomi
% 78.9 (15) oraninda 11. kromozoma iligkin polizomi
9% 84.2 (16) oraninda 17. kromozoma iligkin polizomi
% 52.6 (10) oraninda 9p21 lokusuna iliskin polizomi
9% 47.3 (9) oraninda 9p21 lokusuna iliskin delesyon

% 10.5 (2) oraninda 17. kromozom delesyonu
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Ta-T1 evreli 21 olgunun mesane yikama orneklerinde goriillen FISH

bulgulari;

% 66.6 (14) oraninda 3. kromozoma iligkin polizomi
% 66.6 (14) oraninda 7. kromozoma iligkin polizomi
% 66.6 (14) oraninda 8. kromozoma iligkin polizomi
% 66.6 (14) oraninda 11. kromozoma iligkin polizomi
% 61.9 (13) oraninda 17. kromozoma iligkin polizomi
9% 47.6 (10) oraninda 9p21 kromozoma iliskin polizomi
9% 57.1 (12) oraninda 9p21 lokusna iliskin delesyon

% 28.5 ( 6) oraninda 17. kromozom delesyonu

T2 evreli 9 olgunun mesane yikama orneklerinde goriilen FISH bulgulari;

% 89 (8) oraninda 3. kromozoma iliskin polizomi
% 100 (9) oraninda 7. kromozoma iliskin polizomi
% 89 (8) oraninda 8. kromozoma iliskin polizomi
% 100 (9) oraninda 11. kromozoma iligskin polizomi
% 100 (9) oraninda 17. kromozoma iliskin polizomi
% 55.5 (5) oraninda 9p21 bolgesine iliskin polizomi
% 44.5 (4) oraninda 9p21 bolgesine iliskin delesyon
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Ta-T1 evreli 19 olgunun idrar érneklerinde goriilen FISH bulgulari;

% 57.8 (11) oraninda 3. kromozoma iligkin polizomi
% 57.8 (11) oraninda 7. kromozoma iligkin polizomi
% 52.6 (10) oraninda 8. kromozoma iligkin polizomi
% 47.3 (9) oraninda 11. kromozoma iligkin polizomi
9% 52.6 (10) oraninda 17. kromozoma iligkin polizomi
% 31.5 (6) oraninda 9p21 bolgesine iliskin polizomi

9% 57.8 (11) oraninda 9p21 bolgesine iliskin delesyon

9% 26.3 (5) oraninda 17. kromozom delesyonu

T2 evreli 8 olgunun idrar 6rneklerinde goriilen FISH bulgulari;

% 87.5 (7) oraninda 3. kromozoma iliskin polizomi
% 87.5 (7) oraninda 7. kromozoma iliskin polizomi
% 75 (6) oraninda 8. kromozoma iligkin polizomi

% 87.5 (7) oraninda 11. kromozoma iligkin polizomi
% 87.5 (7) oraninda 17. kromozoma iliskin polizomi
% 50 (4) oraninda 9p21 bolgesine iligkin polizomi
% 50 (4) oraninda 9p21 delesyonu

Bu sonuglarda goriildiigii gibi, yiiksek dereceli veya invaziv tiimorler calisilan
kromozomlar agisindan diisiik dereceli papiller DEK lardan daha fazla kromozomal

degisiklik gostermektedir.

Mesane yikama ve idrar orneklerinde 3, 7, 8, 11 ve 17 nolu kromozomlara ait
polizomi frekans tiimor derecesi ve evresi arttikga artmustir. Idrar ve mesane yikama
orneklerinde 3, 7, 8, 11 ve 17. kromozomlara ait polizomi T1 G2-G3 (Yiiksek) ve T2

G3 (Yiiksek) karsinomlara spesifik oldugu bulunmustur.
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Calisma grubuna ait mesane yikama oOrneklerinde G1-G2 (Diisiik) ve G2-G3
(Yiiksek) dereceli olan tiimorlerde kromozom 3, 7, 8, 11 ve 17 ye ait polizomi frekansi

istatistiksel olarak degerlendirildiginde P< 0,01 olarak saptanmistir (Cizelge 4.7).

Mesane yikama orneklerinde Ta-T1 ve T2 evreli olan tiimérlerde ise kromozom
3, 7, 8, 11 ve 17 polizomi frekans: istatistiksel olarak degerlendirildiginde P>0.05
olarak saptanmstir (Cizelge 4.7).

Calisma grubuna ait idrar 6rneklerinde G1-G2 (Diisiik) ve G2-G3 (Yiiksek)
dereceli olan tiimorlerde kromozom 3, 7, 8, 11 ve 17 ye ait polizomi frekansi

istatistiksel olarak degerlendirildiginde P< 0,01 olarak saptanmistir (Cizelge 4.8).
Idrar 6rneklerinde Ta-T1 ve T2 evreli olan tiimorlerde ise 3, 7, 8, 11 ve 17

polizomi frekansi istatistiksel olarak degerlendirildiginde P>0.05 olarak saptanmistir

(Cizelge 4.8).

Kontrol grubunu olusturan normal mesaneli 15 olgunun mesane yikama ve idrar

orneklerinin hepsinde ¢alisilan kromozomlara ait aberasyon bulunmamastir.
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Cizelge 4.7: Mesane Yikama ornekleri icin tiimor derecesine ve evresine gore kromozom degisikliklerinin degerlendirilmesi

Derecesi (%) Evresi (%)
Degisiklikler G1-2(Diisiik) G2-3 (Yiiksek) | P Degeri | OR (%95 Cl) pTa-T1 pT2 P Degeri OR (%95 Cl)
Polizomi 3 33.3(3/9) 90.4 (19/21) <0.01 19 (2.54-141.93) 66.6 (14/21) 89 (8/9) >0.05 4(0.41-38.65)
Polizomi 7 33.3 (3/9) 95.2 (20/21) <0.01 40 (3.49-458.98) 66.6 (14/21) 100 (9/9) >0.05 0.67 (0.49-0.90)
Polizomi 8 33.3(3/9) 90.4 (19/21) <0.01 19 (2.54-141.93) 66.6 (14/21) 89 (8/9) >0.05 4(0.41-38.65)
Polizomi 11 22.2(2/9) 95.2 (20/21) <0.001 70 (5.47-896.59) 66.6 (14/21) 100 (9/9) >0.05 0.67 (0.49-0.90)
Polizomi 17 33.3 (3/9) 95.2 (20/21) <0.01 40 (3.49-458.98) 61.9 (13/21) 100 (9/9) >0.05 0.62 (0.44-0.87)
Polizomi 9p21 22.2 (2/19) 61.9 (13/21) >0.05 5.69 (0.94-34.46) 47.6 (10/21) 55.5(5/9) >0.05 1.38 (0.29-6.60)
17 Delesyonu 44.4 (4/9) 9.5 (2/21) >0.05 0.13 (0.02-0.94) 28.5 (6/21) 0 (0/9) >0.05 0.71 (0.55-0.94)
9p21 Delesyonu 66.6 (6/9) 47.6(10/21) >0.05 0.46 (0.09-2.32) 57.1 (12/21) 44.5 (4/9) >0.05 0.60 (0.12-2.89)

OR: odds ratio

CI= Confidence interval (Giiven araligi)

Parantez icindeki veriler olgu sayisi/ toplam olgu sayisini ifade etmektedir.

Ficher’s exact test, sayisal kromozomal aberasyonlarla G1-2 (Diisiik) ve G2-3 (Yiiksek) tiimorler arasindaki ve pTa-T1 ve pT2 rasindaki korelasyonu degerlendirmek

icin kullanilmustir.
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Cizelge 4.8: idrar 6rnekleri icin tiimor derecesine ve evresine gore kromozom degisikliklerinin degerlendirilmesi

Derecesi (%) Evresi (%)

Degisiklikler G1-2 (Diisiik) | G2-3 (Yiiksek) P Degeri OR (%95 CI) pTa-T1 pT2 P Degeri OR (%95 CIl)
Polizomi 3 25 (2/8) 84.2 (16/19) <0.01 16 (2.12-120.65) 57.8 (11/19) 87.5 (7/8) >0.05 5.09 (0.52-50.00)
Polizomi 7 25 (2/8) 84.2 16/19) <0.01 16 (2.12-120.65) 57.8 11/19 87.5 (7/8) >0.05 5.09 (0.52-50.00)
Polizomi 8 12.5 (1/8) 78.9 (15/19) <0.01 26.25 (2.50-280.20) | 52.6 (10/19) 75 (6/8) >0.05 2.70 (0.43-16.94)
Polizomi 11 12.5 (1/8) 78.9 (15/19) <0.01 26.25 (2.50-280.20) | 47.3 (9/19) 87.5 (7/8) >0.05 7.78 (0.80-76.09)
Polizomi 17 12.5 (1/8) 84.2 (16/19) <0.01 37.33 (3.28-424.58) | 52.6 (10/19) 87.5 (7/8) >0.05 6.3 (0.64-61.63)
Polizomi 9p21 12.5 (1/8) 52.6 (10/19) <0.05 7.78 (0.80-76.09) 31.5(6/19) 50 (4/8) >0.05 2.17 (0.40-11.74)
17 Delesyonu 25 (2/8) 10.5 (2/19) >0.05 0.35 (0.04-3.09) 26.3 (5/19) 0 (0/8) >0.05 0.74 (0.56-0.96)
9p21 Delesyonu | 75 (6/8) 47.3 (9/19) >0.05 0.30 (0.05-1.88) 57.8 11/19 50 (4/8) >0.05 0.73 (0.14-3.82)

OR: odds ratio

CI= Confidence interval (Giiven araligi)

Parantez icindeki veriler olgu sayisi/ toplam olgu sayisini ifade etmektedir.

Ficher’s exact test, sayisal kromozomal aberasyonlarla G1-2 (Diisiik) ve G2-3 (Yiiksek) tiimorler arasindaki ve pTa-T1 ve pT2 rasindaki korelasyonu degerlendirmek

icin kullanilmustir.
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TARTISMA

5.1. FISH Yonteminin Sensitivitesi

Placer ve arkadaslari, Halling ve arkadaslari, Skacel ve arkadaslar1 ile Varella-
Garcia ve arkadaslarinin calismalarinda Urovysion prob setiyle DEK belirlemede FISH
analizinin sensitivitesi sirasiyla % 80.4, % 81, % 85 ve % 86 olarak bildirilmistir (28,
70, 78, 85). Marin-Aguilera ve arkadaslarinin ayni yil yaptiklan iki ayr1 ¢alismada
Urovysion prob setiyle FISH tekniginin DEK belirlemede sensitivitesi sirasiyla % 76.3,
% 76.7 olarak bildirilmistir (56, 57).

Calismamizda, Urovysion prob setiyle DEK belirlemede FISH tekniginin
sensitivitesi % 92.6 olarak saptanmig olup, diger calismalarla uyumlu bulunmustur.
Bizim sonuglarimiz diger rapor edilen ¢aligma sonuclarindan (Cizelge 5.1) rakamsal
olarak daha yiiksek olmasinin nedeni, calismamizdaki diisiik dereceli (G1-G2(Diisiik))
Ta evreli olgu sayisinin az olmasindan ve birde prob panelimizin diger arastiricilarin

prob panelinden daha genis olmasindan dolay: olabilir.

5.2. FISH Yonteminin Spesifitesi

Placer ve arkadaglari, Halling ve arkadaslari ile Varella-Garcia arkadaslarinin
caligmalarinda Urovysion prob setiyle DEK belirlemede FISH tekniginin spesifitesi
%100 olarak bildirilmistir (28, 70, 85). Skacel ve arkadaslarinin c¢aligmalarinda
Urovysion prob setiyle DEK belirlemede FISH tekniginin spesifitesi % 97 olarak
bildirilmistir (78). Yine Marin-Aguilera ve arkadaslarinin aym yil yaptiklar iki ayr
calismada da Urovysion prob setiyle DEK belirlemede FISH tekniginin spesifitesi %
94,7 olarak bildirilmistir (56, 57).

Calismamizda da Urovysion prob setiyle DEK belirlemede FISH tekniginin spesifitesi

%100 olarak saptanmis ve diger calismalarla uyumlu oldugu bulunmustur.
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Cizelge 5.1. UroVysion prob seti kullanarak yapilan FISH analiz sonuglarinin

karsilastirilmasi

I. ..] ngu I; l Q" l s egs_ o .E%] s .[. .:%]

Halling ve ark. 73 43 Idrar 81 100
(2000)
Placer ve ark. 46 34 Idrar 80.4 100
(2002)
Skacel ve ark. 82 29 Idrar ve 85 97
(2003) mesane
yikama
Varella-Garcia 7 12 Idrar 86 100
ark. (2004)
Marin-Aguilera 93 19 Idrar 76.3 94.7

ve Ark. (2007)

Marin-Aguilera | 30 19 Idrar 76.7 94.7
ve Ark. (2007)

Bizim 27 15 Idrar 92.6 100
calismamiz
(2007)

5.3. Degerlendirilemeyen Olgu Oram

Halling ve arkadaslari, Iswata ve arkadaslar1 ile Placer ve arkadaslarinin
caligmalarinda idrar 6rneginde degerlendirilemeyen olgu orani sirastyla % 2.7, % 6.8 ve

% 6.9 olarak bildirilmistir (28, 32, 70).

Calismamizda idrar Orneginde degerlendirilemeyen olgu oram1 %10 olarak
saptanmistir. Degerlendirilememesinin nedeni yeterince hiicre elde edilememesi veya

basarisiz hibridizasyondan dolay1 FISH sinyallerinin sayilamamasidir.
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54. Mesane Yikama ve fdrar Orneginin FISH Sensitivitelerinin

Karsilastirilmasi

Skacel ve arkadaslarinin ¢aligmalarinda mesane yikama ve idrar Orneklerinin
FISH sensitivitesi sirasiyla % 88 ve % 80 olarak saptanmis ve sonuglarin benzer oldugu

bildirilmistir (78).

Bizim ¢alismamizda mesane yikama ve idrar Orneklerinin FISH sensitivitesi
strastyla % 96.7 ve % 92.6 olarak saptanmig ve sonuglar birbiri benzerdir. Sonucumuz

diger calismalarla uyumlu bulunmustur.

5.5. Cahsilan tiim kromozomlara iligkin aberasyon oram

Placer ve arkadaslari, Santos ve arkadaslari, Ribal ve arkadaslari, Steidl ve
arkadaslarinin caligmalarinda sirasiyla % 75.7, % 94.7, % 96.4 ve % 100 oraninda

calisilan kromozomlara iligkin en az bir aberasyon oldugu bildirilmistir (71, 74, 77, 81).

Bizim ¢aligmamizda olgularin mesane yikama ve idrar 6rneginde sirastyla % 96.6
ve %92.6 oraninda en az bir aberasyon oldugu saptanmis olup, oranlarimiz diger

caligmalardaki oranlar ile uyumlu bulunmustur.

5.6. Calisilan tiim kromozomlara iliskin tespit edilen anomaliler

5.6.1. Kromozom 3 Anomalileri

Mezzelani ve arkadaslarinin ¢alismasinda 18 olgunun 16 simda (% 88) yalnizca

kromozom 3 artig1 oldugunu bildirmisglerdir (60).
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Calismamizda da mesane yikama Ornegi alman 30 olgunun 22 sinde ( % 73,3),
idrar ormegi alinan 27 olgunun 19 unda (% 70,3) yalmzca kromozom 3 polizomisi

saptanmis olup, Mezzelani ve arkadaslarinin ¢alismalariyla uyumlu bulunmustur.

5.6.2. Kromozom 7 Anomalileri

Santos ve arkadaglarinin ¢alismasinda 75 olgunun 61 inde (% 81.3) kromozom 7
aberasyonu oldugunu ve kromozom aberasyonu bulunan olgularin 57 sinde (% 76)
polizomi ve dort olguda monozomi oldugu bildirilmistir. Leonardo ve arkadaglarinin
caligmasinda kromozom 7 aberasyonu 27 olgunun 20 sinde (% 74) oldugu
bildirilmistir. Ciancuilli ve arkadaslarinin ¢alismasinda 25 olgunun 18 inde (% 72 )
kromozom 7 aberasyonu oldugu bildirilmistir. Placer ve arkadaslarinin ¢calismasinda 37

olgunun 22 sinde (% 59.4) kromozom 7 polizomisi oldugu bildirmistir (12, 53, 71, 77).

Calismamizda da mesane yikama 6rnegi alinan 30 olgunun 23 iinde ( % 76.6),
idrar 6rnegi aliman 27 olgunun 18 inde (% 66.6) yalnizca kromozom 7 polizomisi

saptanmig olup, diger ¢aligmalarla benzer sonuclar bulunmustur.

5.6.3. Kromozom 8 Anomalileri

Placer ve arkadaglarinin ¢alismasinda 37 olgunun 20 sinde (% 55.5) kromozom 8

polizomisi bildirilmistir (71).

Calismamizda idrar Ornegi alinan 27 olgunun 16 sinda (% 59.2) yalnizca
kromozom 8 polizomisi saptanmis olup, Placer ve arkadaslarinin ¢aligmalariyla uyumlu

bulunmustur.
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5.6.4. Kromozom 11 Anomalileri

Panani ve arkadaslarinin ¢alismalarinda 35 olgunun 25 inde (% 71.43) kromozom
11 aberasyonu oldugu ve kromozom aberasyonu bulunan olgularin 24 tinde (% 68,57)

polizomi ve yalnizca bir olguda monozomi oldugu bildirilmistir (64).

Bizim ¢alismamizda da mesane yikama 6rnegi alinan 30 olgunun 22 sinde ( %
73,3), idrar Ornegi alinan 27 olgunun 17 sinde (% 62,9) yalmizca kromozom 11
polizomisi saptanirken monozomi saptanmamistir. Sonuglarimiz  Panani ve

arkadaslarinin sonuglar ile uygunluk gostermektedir.

5.6.5. Kromozom 17 Anomalileri

Santos ve arkadaglarinin ¢alismalarinda 75 olgunun 57 sinde (% 76) kromozom
17 aberasyonu oldugunu ve kromozom aberasyonu bulunan olgularin 42 sinde (% 56)
polizomi ve 15 inde (% 20) monozomi oldugu bildirilmistir. Leonardo ve
arkadaslarinin calismasinda 27 olgunun 20 sinde (%74) kromozom 17 aberasyonu
oldugu bildirilmistir. Ciancuilli ve arkadaslarinin ¢aligmasinda 25 olgunun 21 inde (%

81) kromozom 17 aberasyonu oldugu bildirilmistir (12, 53, 77).

Bizim calismamizda da mesane yikama 6rnegi alinan 30 olgunun 27 sinde (%
90), idrar 6rnegi almman 27 olgunun 20 sinde (% 74) kromozom 17 aberasyonu
saptanmistir. Mesane yikama Ornegi alinan olgularda kromozom 17 aberasyonu
bulunan olgularin 22 sinde (% 73.3) kromozom 17 polizomisi ve 6 olguda (% 20)

monozomi saptanmis olup, diger arastiricilarin sonuglari ile uygunluk gostermektedir.
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5.6.6. Kromozom 9p21 Anomalileri

Mezzelani ve arkadaslari, Bollman ve arkadaslan ile Kruger ve arkadaslar
yaptiklar1 calismada en sik FISH bulgusunun 9p21 iliskin degisiklikler oldugunu rapor
etmislerdir(11, 50, 60).

Bizim calismamizda idrar orneginde 9p21 iliskin degisiklikler en sik FISH

bulgusu olarak saptanmis olup, diger ¢alismalarla uyumlu bulunmustur.

Placer ve arkadaslarinin calismasinda 37 olgunun 11 inde (% 29.7) 9p21
polizomisi ve 37 olgunun 12 sinde (% 32.4) 9p21 monozomisi bildirilmistir (71).

Calismamizda idrar 6rnegi alinan olgularda 27 olgunun 10 unda (% 37) 9p21
polzomisi ve 27 olgunun 14 tinde (% 51.8) 9p21 delesyonu saptanmaistir.

5.7. Kromozom Anomalisi ile Tiimor histopatolojisi Arasindaki Tliski

Kruger ve arkadaslar1 c¢aligmalarinda non invaziv (PTa) tiimérlerde 9p21
delesyonunu % 83 oraninda en sik genetik degisim olarak saptamislardir. Bu sonucun
9p21 (pl16) delesyonunun mesane kanserinin olugmasinda sorumlu erken olay

olabilecegi bildirilmistir (50).

Bizim calismamamizda ise diisiik dereceli G1-G2 (Diisiik) yiizeyel (Ta ve T1)
timorlerde 9p21 delesyonu, mesane yikama Orneklerinde % 66 ve idrar orneklerinde
ise % 75 oram ile en sik goriilen degisiklik olarak saptanmistir. Sonucumuz diger
caligmalarda rapor edilen 9p21 (p16) delesyonunun mesane kanserinin olusmasinda

sorumlu olan erken olay olabilecegi hipotezini desteklemektedir.
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Steidl ve arkadaslari, Santos ve arkadaslari ile Ribal ve arkadaslarinin
calismalarinda yiiksek derece invaziv timorlerin, Cizelge 5.2 de belirtilen kromozomlar
acisindan diisiik dereceli papiller DEK lardan daha fazla kromozomal degisiklik
gosterdigini bildirmislerdir (74, 77, 81).

Calismamizda yiiksek dereceli veya invaziv tiimorlerin, Cizelge 5.2 de belirtilen
kromozomlar acisindan diisiik dereceli papiller DEK lardan daha fazla kromozomal

degisiklik gosterdigi saptanmis olup, diger caligmalarla uyumlu bulunmustur.

Acar ve arkadaslari, Ribal ve arkadaslari, Placer ve arkadaslari ile Mazzucchelli
ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 ¢alismalarda mesane karsinomunda kromozom 3, 7, 8,
11 ve 17 nin sayisal artis1 ile yiiksek derece ve yiiksek evre ve agresif tiimor davranisi

ile iligkili oldugunu bildirmislerdir (1, 58, 71, 74).

Bizim calismamizda da, DEK da hem mesane yikama hem de idrar 6rneklerinde
3, 7,8, 11 ve 17. kromozomlara iliskin polizomi yiiksek derece ve evre ve agresiv
timor davramig1 ile iligkili oldugu saptanmustir. Sonuglarimiz diger arastiricilarin

sonuclariyla uyumlu bulunmustur.
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Cizelge 5.2. Literatiir ile calismamizin olgu sayisi, 6rnek, histopatoloji ve FISH

analizinde kullanilan problar agisindan karsilastirilmasi

L iirl Qlzu Ornel Hi lojileri Kullanl
savisi Problar
Eleuteri ve arkdaslari 96 Mesane 14 G1, 65 G2 ve 17 Cep 8 ve Cep 9
(2001) yikama G3; 60 pTa ve 36 T1
Steidl ve arkadaslar 11 Doku 1G1,6G2,2G3,2 Cepl, Cep8, Cep
(2002) biyopsisi Gx;5Ta,2Tisve 4 9, Cepll, Cepl7,
T1 LSI 1p36, LSI
8p23, LSI 9p21,
LSI 11q13 (cyclin
D1), LSI 17p13
(p53)
Santos ve arkadaslar1 75 Doku G117,G234,G324; | Cep7,Cep9 ve
(2002) biyopsisi pTa 18, pT129,p T2 | Cep 17
28
Acar ve arkadaslari 17 Doku 4G3ve13G2 Cep 8 ve Cep 11
(2003) biyopsisi
Panani ve arkadaglari 35 Doku Gl11,12G2ve?22 Cep 9 ve Cep 11
(2004) biyopsisi G3; 12 pTa-T1, 3
pT1G3, 19 pT2 -T4
ve 1 CIS
Ribal ve arkadaslar1 30 Doku T1G2 12 ve T1IG3 18 | Cep 7, Cep 8, Cep
(2004) biyopsisi 9 ve Cep 17
Degtyar ve arkadaslar1 | 30 Mesane LG 16, HG 14; 22 Cep7 ve Cep 9
(2004) yikama ve pTa ve 8 pT1
idrar
Placer ve arkadaglari 37 Doku 7Gl1, 10 G2, 20 G3; Cep 7, Cep 8, Cep
(2005) biyobsisi 19 pTa, 7 pT1 ve 11 9, Cep 17, LSI
pT2-T4 9p21, LSI 9q34
Mazzucchelli ve 8 Doku 2 LG, 6 HG; Cep 3, Cep 7, Cep
arkadaglart (2005) biyobsisi 3T2a5TI1 9, Cep 17, LSI
9p21
Leonardo ve 27 Doku 2G0,4Gl1,18G2,3 | Cep7,Cep9, Cep
arkadaglar1 (2005) biyopsisi G3;2T0, 13 Ta, 7 17 ve LSI C-erb-2
T1,5T2
Bizim Calismamiz 30 Mesane G1-G2 (Disiik) 9, Cep 3, Cep 7, Cep
(2007) yikama G2-G3(Yiiksek) 21, 8, Cep 11, Cep 17,
pTa2, pT1 19, pT29 | LSI9p21
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5.8. Kromozom Polizomisi ile Tiimor histopatolojisi Arasindaki Baglanti

Eleuteri ve arkadaslarinin caligmasinda, kromozom 8 polizomisi ile timor

derecesi arasinda baglant1 oldugu bildirilmistir (P=0.001) (22).

Degtyar ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada kromozom 7 polizomisi ile yiiksek

dereceli tiimor arasinda baglanti oldugu gosterilmistir (18).

Santos ve arkadaslarinin ¢alismasinda, kromozom 7 ve 17 artis1 ile timor

derecesi (P<0.05) arasinda baglanti oldugu saptanmstir (77).

Placer ve arkadaslarinin ¢alismalarinda kromozom 7, 8, 17 polizomisi ile timor

derecesi arasinda baglanti oldugu (P<0.001) bildirilmistir.

Acar ve arkadaglari caligmalarinda, kromozom 8 ve 11 polizomisinin G3

tiimorlerinde, G2 ye gore dnemli dl¢iide daha fazla oldugunu (P=0,031) saptamislardir

(D).

Bizim calismamizda da kromzom 7, 8, 11 ve 17 polizomisi ile tiimor derecesi
arasinda korelasyon oldugu (P<0.01) saptanmis olup, diger calismalarla uyumlu
bulunmustur. Ayrica ¢alismamizda kromozom 3 polizomisi ile tiimor derecesi arasinda

da korelesyon oldugu saptanmustir.

Panani ve arkadaslar calismalarinda kromozom 11 polizomisiyle tiimor derecesi
arasinda korelasyon saptamamislardir (64). Bizim calismamizda ise kromzom 11
polizomisi ile tiimor derecesi arasinda korelasyon oldugu (P<0.01) saptanmustir.
Cizelge 5.2 goriildiigii gibi calismamizdaki yiiksek dereceli tiimor olgu sayisi Panani ve
arkadaslarinin olgu sayisindan daha fazla olmasindan dolayr bu baglanti saptanmis

olabilir.
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Panani ve arkadaslari, kromozom 11 polizomisiyle timor evresi arasinda baglanti
saptamamiglardir (64). Bizim ¢alismamizda da kromozom 11 polizomisiyle tiimor
evresi arasinda baglanti saptanmamis olup, Panani ve arkadaslarinin sonuglariyla

uyumlu bulunmustur.

Placer ve arkadaglar1 caligmalarinda kromozom 7, 8 ve 17 polizomisi ile timor
evresi arasinda korelasyon oldugunu gostermislerdir (71). Buna karsin bizim
caligmamizda kromozom 7, 8 ve 17 polizomisi ile tiimor evresi arasinda korelasyon
(P>0.05) saptanmamistir. Bunun nedeni ¢alismamizda istatistiksel analizi Ta-T1 evreli
timorlerle T2 evreli tiimorler arasinda uygulamis olmamizdan dolay: olabilir. Ciinkii
Placer ve arkadaglari istatistiksel analizi Ta evreli tiimorlerle T1-T4 evreli tiimorler
arasinda uygulamislardir. Bunun diger bir nedeni de Cizelge 5.2 de goriildiigi gibi

olgularimizin evrelerinin onlarinkinden farkli olmasi olabilir.
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6. SONUC

Arastirma grubunu olusturan 30 DEK ve olgusunun 30 mesane yikama 6rnegi ve
27 idrar 6rneginden elde edilen hiicrelere UroVysion prob seti ile CEP8 ve CEP 11
problart uygulanarak FISH analizleri yapilmistir. Kontrol grubunu olusturan 15
olgunun mesane yikama ve idrar orneklerinden elde edilen hiicrelere UroVysion prob

seti ile CEPS ve CEP 11 problar1 uygulanarak FISH analizleri yapilmistir.

Bu calismanin amaci, mesane degisici epitel karsinomu (DEK) tanisinda non
invaziv yaklasimla elde edilen mesane yikama ve idrar Orneklerinde sik goriilen
kromozomal aberasyonlar1 belirleyen interfaz FISH tekniginin potansiyel klinik
uygulamasim belirlemek ve kromozomal anoploidilerle tiimoriin derecesi ve evresi

arasindaki iligkiyi aragtirmaktir.

1. FISH tekniginin DEK tanis1 koymada sensitivitesi, mesane yikama ve
idrar orneklerinde sirasiyla % 96.7 ve % 92.6 saptanirken, spesifikligi

her ikisinde %100 olarak saptanmuistir.

2. Diisiik dereceli G1-G2 (Diisiik) papiller (Ta ve T1) tiimorlerde 9p21
kaybi, mesane yikama ve idrar Orneklerinde sirasiyla % 66 ve % 75
olarak goriilen en yaygin degisiklik olarak saptanmistir. G1-G2 (Diisiik)
dereceli tiimorlerde 17. kromozomun delesyonu mesane yikama ve idrar

orneklerinde sirasiyla % 44 ve % 25 olarak saptanmistir.

3. Kromozom 3, 7, 8, 11 ve 17 polizomisi ile tiimor derecesi (P< 0,01)
arasinda korelasyon saptanirken, kromozom 3, 7, 8, 11 ve 17 polizomisi
ile Ta-T1 evreli tiimorlerle ve T2 evreli timorler (P> 0,05) arasinda

korelasyon saptanmamuistir.

75



4. DEK da mesane yikama ve idrar orneklerinde 3, 7, 8, 11 ve 17.
kromozomlara ait polizomi T1 G2-G3 (Yiiksek) ve T2 G3 (Yiiksek)

karsinomlara spesifik oldugu saptanmistir.

Sonug olarak, interfaz FISH analizi mesane yikama ve idrar 6rneklerinden elde
edilen iiretelyal hiicrelerde sik goriilen kromozomal aberasyonlari belirleyerek, degisici
epitel karsinomu tanisinda klinige katki saglayabilecek potansiyele sahip noninvaziv bir
tekniktir. Kromozom aberasyonlar ile tiimor derecesi ve evresi arasindaki iliskinin daha
iyi anlagilmast i¢in farkli histopatolojiye sahip daha fazla olgu serisiyle bagka

caligmalar yapilmasi gerekli ve yararh olacaktir.
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kromozom 3, 7, 17 ve 9p21 bolgesi acisindan normal ve FISH negatif olarak degerlendirilmistir.) (CEP 3-
Spektrum Red, CEP 7-Spektrum Green, CEP17-Spektrum Aqua, LSI P16 (9p21) Spektrum Gold)

Resim 4.2. 15 numarali kontrol olgusunun mesane yikama orneginden elde edilen CEP 8 ve CEP
11 problarina ait FISH analiz goriintiisii (Normal interfaz niikleusu) ( CEP 8-Spektrum Green, CEP 11-
Spektrum Gold)
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Cep 7

Cep 17

» ¥ Lsi19p21

Resim 4.3. 15 numarali kontrol olgusunun idrar 6rneginden elde edilen UroVysion (CEP 3,
CEP7, CEP 17 ve LSI 9P21) prob setine ait FISH analiz goriintiisii (Interfaz niikleusunda kromozom 3, 7,
17 ve 9p21 bolgesi acisindan normal ve FISH negatif olarak degerlendirilmistir.) (CEP 3-Spektrum Red,
CEP 7-Spektrum Green, CEP17-Spektrum Aqua, LSIP16 (9p21) Spektrum Gold)

Resim 4.4. 15 numarali kontrol olgusunun idrar 6rneginden elde edilen CEP 8 ve CEP 11
problarina ait FISH analiz goriintiisii (Normal interfaz niikleusu) ( CEP 8-Spektrum Green, CEP 11-
Spektrum Gold)
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9 p21

/ Delesyonu
#

Resim 4.5. Histopatolojisi Ta G2(Diisiik) olan 15 nolu olgunun mesane yikama ¢rneginden elde
edilen UroVysion (CEP 3, CEP7, CEP 17 ve LSI 9P21) prob setine ait FISH analiz goriintiisii (Interfaz
niikleusunda kromozom 3, 7, 17 acisindan normal ok ile gosterilen 9p21 bolgesinde heterozigot delesyon
gozlenmistir ve FISH pozitif olarak degerlendirilmistir.) (CEP 3-Spektrum Red, CEP 7-Spektrum Green,
CEP17-Spektrum Aqua, LSI P16 (9p21) Spektrum Gold)

Resim 4.6. Histopatolojisi Ta G2(Diisiik) olan 15 nolu olgunun mesane yikama 6rneginden elde
edilen CEP 8 ve CEP 11 problarina ait FISH analiz goriintiisii (Normal interfaz niikleusu ) ( CEP 8-
Spektrum Green, CEP 11- Spektrum Gold)
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9p21
Delesyonu

Resim 4.7. Histopatolojisi Ta G2(Diisiikk) olan 15 nolu olgunun idrar orneginden elde edilen
UroVysion (CEP 3, CEP7, CEP 17 ve LSI 9P21) prob setine ait FISH analiz goriintiisii (Interfaz
niikleusunda ok ile gosterilen 9p21 bolgesinde heterozigot delesyon gozlenmistir ve FISH pozitif olarak
degerlendirilmistir.) (CEP 3-Spektrum Red, CEP 7-Spektrum Green, CEP17-Spektrum Aqua, LSI P16
(9p21) Spektrum Gold)

Resim 4.8. Histopatolojisi T1 G2(Diisiik) olan 10 nolu olguya ait mesane yikama orneginden elde
edilen UroVysion (CEP 3, CEP7, CEP 17 ve LSI 9P21) ve prob setine ait FISH analiz goriintiisii (Interfaz
niikleusunda 9p21 bolgesinde homozigot delesyon gozlenmistir.) (CEP 3-Spektrum Red, CEP 7-
Spektrum Green, CEP17-Spektrum Aqua, LSI P16 (9p21) Spektrum Gold). 9p21 bolgesine iliskin gold

sinyali gozlenmemektedir.
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Kromozom 17
Delesyonu

Resim 4.9. Histopatolojisi T1 G2(Diisiik) olan 17 nolu olgunun mesane yikama Srneginden elde
edilen UroVysion (CEP 3, CEP7, CEP 17 ve LSI 9P21) prob setine ait FISH analiz goriintiisii (Interfaz
niikleusunda ok ile gosterilen 17 kromozoma ait heterozigot delesyon gozlenmistir.) (CEP 3-Spektrum

Red, CEP 7-Spektrum Green, CEP17-Spektrum Aqua, LSI P16 (9p21) Spektrum Gold)

___Kromozom 7
Polizomisi

Kromozom 17
— Polizomisi

Resim 4.10. Histopatolojisi T1 G2(Yiiksek) olan 18 nolu olgunun mesane yikama 6rneginden elde
edilen UroVysion (CEP 3, CEP7, CEP 17 ve LSI 9P21) prob setine ait FISH analiz goriintiisii. (Interfaz
niikleusunda oklarla gosterilen 3, 7, 17. kromozomlara ait polizomi ve 9p21 bolgesinde homozigot
delesyon gozlenmistir.) (CEP 3-Spektrum Red, CEP 7-Spektrum Green, CEP17-Spektrum Aqua, LSI P16
(9p21))
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Kromozom 8

/ Polizomisi omozom 11
Polizomisi
-

Resim 4.11. Histopatolojisi T1 G2(Yiiksek) olan 18 nolu olgunun mesane yikama drneginden elde
edilen CEP 8 ve CEP 11 problarina ait FISH analiz goriintiisii. ( Interfaz niikleusunda oklarla gosterilen 8

ve 11. kromozomlara ait polizomi) ( CEP 8-Spektrum Green, CEP 11- Spektrum Gold)

17. Kromozom
polizomisi

@
7. Kromozom ———————>®

polizomisi

Resim 4.12. Histopatolojisi T1 G2(Yiiksek) olan 18 nolu olgunun idrar 6rneginden elde edilen
UroVysion (CEP 3, CEP7, CEP 17 ve LSI 9P21) prob setine ait FISH analiz goriintiisii. ( Interfaz
niikleusunda oklarla gosterilen 3, 7, 17. kromozomlara ait polizomi ve 9p21 bolgesinde homozigot
delesyon gozlenmistir.) (CEP 3-Spektrum Red, CEP 7-Spektrum Green, CEP17-Spektrum Aqua, LSI P16
(9p21))
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Kromozom §

" Polizomisi

Kromozom 11
Polizomisi

Resim 4.13. Histopatolojisi T1 G2(Yiiksek) olan 18 nolu olgunun idrar oérneginden elde edilen
CEP 8 ve CEP 11 problarma ait FISH analiz gériintiisii. ( Interfaz niikleusunda oklarla gosterilen 8 ve 11.
kromozomlara ait polizomi) ( CEP 8-Spektrum Green, CEP 11- Spektrum Gold).

Kromozom 7
™ Polizomisi

Kromozom 17
Polizomisi

Resim 4.14. Histopatolojisi T1 G2-G3(Yiiksek) olan 14 nolu olgunun mesane yikama drneginden
elde edilen UroVysion (CEP 3, CEP7, CEP 17 ve LSI 9P21) prob setine ait FISH analiz goriintiisii. (
Interfaz niikleusunda oklarla gosterilen 3, 7, 17. kromozomlara ait polizomi ve 9p21 bolgesinde
homozigot delesyon gozlenmistir.) (CEP 3-Spektrum Red, CEP 7-Spektrum Green, CEP17-Spektrum
Aqua, LSI P16 (9p21) Spektrum Gold)
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Kromozom 11
Polizomisi

Kromozom 8
T Polizomisi

Resim 4.15. Histopatolojisi T1 G2-G3(Yiiksek) olan 14 nolu olgunun mesane yikama orneginden
elde edilen CEP 8 ve CEP 11 problarina ait FISH analiz goriintiisii. ( Interfaz niikleusunda oklarla

gosterilen 8 ve 11. kromozomlara ait polizomi) ( CEP 8-Spektrum Green, CEP 11- Spektrum Gold)

Kromozom 17
—— Polizomisi

. Kromozom 7
Polizomisi

Resim 4.16. Histopatolojisi T1 G2-G3(Yiiksek) olan 14 nolu olgunun idrar érneginden elde edilen
UroVysion (CEP 3, CEP7, CEP 17 ve LSI 9P21) prob setine ait FISH analiz goriintiisii. ( Interfaz
niikleusunda oklarla gosterilen 3, 7, 17. kromozomlara ait polizomi ve 9p21 bolgesinde homozigot
delesyon gozlenmistir.) (CEP 3-Spektrum Red, CEP 7-Spektrum Green, CEP17-Spektrum Aqua, LSI P16
(9p21) Spektrum Gold)
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Kromozom 8
Polizomisi

Kromozom 11

Polizomisi _—___——__9 ®

Resim 4.17. Histopatolojisi T1 G2-G3(Yiiksek) olan 14 nolu olgunun idrar 6rneginden elde edilen
CEP 8 ve CEP 11 problarma ait FISH analiz goriintiisii. ( Interfaz niikleusunda oklarla gsterilen 8 ve 11.
kromozomlara ait polizomi) ( CEP 8-Spektrum Green, CEP 11- Spektrum Gold

Kromozom 7
Polizomisi

~ Kromozom 17
Polizomisi

e 8sp2
Polizomisi

Resim 4.18. Histopatolojisi T2 G3(Yiiksek) olan 20 nolu olgunun mesane yikama 6rneginden elde
edilen UroVysion (CEP 3, CEP7, CEP 17 ve LSI 9P21) prob setine ait FISH analiz goriintiisii ( Interfaz
niikleusunda oklarla gosterilen 3, 7, 17. kromozomlarinda ve 9p21 bolgesinde polizomi gozlenmistir.)
(CEP 3-Spektrum Red, CEP 7-Spektrum Green, CEP17-Spektrum Aqua, LSI P16 (9p21) Spektrum
Gold)
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11, Hromozom
- Polizomisi

-~ Kromozom 8
Polizomisi

Resim 4.19 Histopatolojisi T2 G3(Yiiksek) olan 20 nolu olgunun mesane yikama orneginden elde

edilen CEP 8 ve CEP 11 problarina ait FISH analiz goriintiisii ( Interfaz niikleusunda oklarla gosterilen 8

ve 11 kromozomlarinda polizomi gozlenmistir.) (CEP 8-Spektrum Gren ve CEP 11- Spektrum Gold).

Kromozom 7
Polizomisi

Kromozom 17

Polizo misi

/ B
9 p21 4

Polizomisi

Resim 4.20. Histopatolojisi T2 G3(Yiiksek) olan 20 nolu olgunun idrar orneginden elde edilen
UroVysion (CEP 3, CEP7, CEP 17 ve LSI 9P21) prob setine ait FISH analiz goriintiisii ( Interfaz
niikleusunda oklarla gosterilen 3, 7, 17. kromozomlarinda ve 9p21 bolgesinde polizomi gozlenmistir.)
(CEP 3-Spektrum Red, CEP 7-Spektrum Green, CEP17-Spektrum Aqua, LSI P16 (9p21) Spektrum
Gold)
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Kromozom 8

Resim 4.21. Histopatolojisi T2 G3(Yiiksek) olan 20 nolu olgunun idrar orneginden elde edilen
CEP 8 ve CEP 11 problarina ait FISH analiz goriintiisii ( Interfaz niikleusunda oklarla gosterilen 8 ve 11

kromozomlarinda polizomi gozlenmistir.) (CEP 8-Spektrum Gren ve CEP 11- Spektrum Gold)
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Degisici Epitel Karsinomalh (DEK) Hastalarda Mesane Yikama ile Elde Edilen
Hiicrelerde Genetik Markerlarin FISH Analizi ile Belirlenmesi
ISMAIL CIMEN

OZET

Amag: Degisici Epitel Karsinomu (DEK) mesane kanserinin en yaygin
tiriidiir. Kromozom aberasyonlart1 DEK nun gelismesinde ve ilerlemesinde
gereklidir. Bu calismada, mesane degisici epitel karsinomu (DEK) tamsinda
noninvaziv yaklasimla interfaz FISH tekniginin potansiyel klinik uygulamasim
belirlemek ve kromozomal anoploidilerle tiimoriin derecesi ve evresi arasindaki
iliskiyi arastirmak amaclanmstir.

Materyal ve Metot: Uroloji béliimiinden degisici epitel karsinoma tamsi
almis 30 hasta ve saghkh 15 kontrolden, bosaltilmis idrar ve mesane yikama ile
hiicreler elde edilmistir. Bu hiicrelerde 3, 7, 8, 11 ve 17 kromozomlarm
sentromerlerine 6zgii problar ve 9p21 lokus spesifik problar kullamlarak FISH
analizi yapilmistir.

Bulgular: FISH analizinin DEK belirlemesinde sensitivitesi mesane yikama
ve idrar ornekleri icin sirasiyla % 96.7 ve % 92.6, spesifitesi ise % 100 olarak
bulunmustur. G1-G2 (Diisiik) tiimorlerin mesane yikama ve idrar oérneklerinde
goriilen en sik kromozom anomalisi 9p21 delesyonu (% 66-% 75) dur. Kromozom
3,7, 8, 11 ve 17 polizomisinin T1 G2-G3(Yiiksek) ve T2 G3(Yiiksek) karsinomlara
spesifik oldugu bulunmustur. G1-G2 (Diisiikk) ve G2-G3(Yiiksek) tiimorleri
arasinda kromozom 3, 7, 8, 11 ve 17 polizomi frekansinda istatistiksel olarak
anlamh farklilik oldugu bulunmustur (P<0,01).

Sonu¢: FISH analizi, mesane yikama ve idrar orneklerinden elde edilen
iiretelyal hiicrelerde kromozomal aberasyonlar1 belirleyerek, degisici epitel
karsinomu tamsinda klinige katki saglayabilecek potansiyele sahip noninvaziv bir
tekniktir. Kromozom polizomisi ile yiiksek tiimor derecesi ve evresi koraledir.

Anahtar Sozciikler: Mesane kanseri, Degisici epitel karsinoma (DEK), FISH,
Mesane yikama

Resim Dosyasi : Olgularin FISH Goériintiileri.pdf



Determination of genetic markers by FISH analysis on cells that obtained from
bladder washing in patients with transitional cell carcinoma of the bladder.
ISMAIL CIMEN

ABSTRACT

Objective: Transitional Cell Carcinoma (TCC) is the most common form of
bladder cancer. Chromosomal aberrations are involved in the development and
progression of TCC of bladder. In this study, we aimed to determine the potential
for the clinical application of interphase FISH technique with noninvaziv approach
in diagnosis of transitional cell carcinoma (TCC) and to investigate the relation
between chromosomal aneuploidies with tumor grades and stage.

Methods: The cells were obtained by bladder washing and voided urine from
30 patients who had a transitional cell carcinoma (TCC) of the bladder diagnosis
and 15 healthy controls in the Urology Department. In the samples, FISH analysis
was performed by using centromere specific probes for chromosome 3, 7, 8, 11, 17
and locus specific probe of 9p21.

Results: The sensitivities of FISH to detect TCC for bladder washing and
voided urine were found 96.7 % and 92.6 %, respectively, but its specificity was
found 100%. The most frequently seen chromosomal alterations G1-G2(Low)
tumors were deletion of 9p21 (66 % and 75 %) in bladder washing and voided
urine. Polysomy was specific to T1G2-G3(High) and T2G3(High) carcinomas. A
statistically significant difference was seen in the frequency of polysomy between
G1-G2(Low) and G2-G3(High) for chromosomes 3, 7, 8, 11 and 17 (P<0.01).

Conclusions: FISH assays have potential that can provide contribution to
clinical diagnosis of transitional cell carcinoma to detect chromosomal aberrations
present in urothelial cells obtained from voided urine and bladder washing.
Polysomy of chromosomes is correlated with tumor grade and stage.

Keywords: Bladder cancer, Transitional cell carcinoma (TCC), FISH,

Bladder washing



OLGULARIN FISH GORUNTULERI

Cep 7

Cep 17

LSI 9p21

Resim 4.1. 15 numarali kontrol olgusunun mesane yikama orneginden elde edilen UroVysion
(CEP 3, CEP7, CEP 17 ve LSI 9P21) prob setine ait FISH analiz goriintiisii (Interfaz niikleusunda
kromozom 3, 7, 17 ve 9p21 bolgesi acisindan normal ve FISH negatif olarak degerlendirilmistir.) (CEP 3-
Spektrum Red, CEP 7-Spektrum Green, CEP17-Spektrum Aqua, LSIP16 (9p21) Spektrum Gold)

Resim 4.2. 15 numaral1 kontrol olgusunun mesane yikama orneginden elde edilen CEP 8 ve CEP
11 problarina ait FISH analiz goriintiisti (Normal interfaz niikleusu) ( CEP 8-Spektrum Green, CEP 11-
Spektrum Gold)



Cep 7

Cep 17

» ¥ Lsi9p21

Resim 4.3. 15 numarali kontrol olgusunun idrar 6rneginden elde edilen UroVysion (CEP 3,
CEP7, CEP 17 ve LSI 9P21) prob setine ait FISH analiz goriintiisii (Interfaz niikleusunda kromozom 3, 7,
17 ve 9p21 bolgesi acisindan normal ve FISH negatif olarak degerlendirilmistir.) (CEP 3-Spektrum Red,
CEP 7-Spektrum Green, CEP17-Spektrum Aqua, LSIP16 (9p21) Spektrum Gold)

Resim 4.4. 15 numarali kontrol olgusunun idrar 6rneginden elde edilen CEP 8 ve CEP 11
problarina ait FISH analiz goriintiisii (Normal interfaz niikleusu) ( CEP 8-Spektrum Green, CEP 11-
Spektrum Gold)



9 p21

/ Delesyonu
#

Resim 4.5. Histopatolojisi Ta G2(Diisiik) olan 15 nolu olgunun mesane yikama ¢rneginden elde
edilen UroVysion (CEP 3, CEP7, CEP 17 ve LSI 9P21) prob setine ait FISH analiz gériintiisii (interfaz
niikleusunda kromozom 3, 7, 17 acisindan normal ok ile gosterilen 9p21 bolgesinde heterozigot delesyon
gozlenmistir ve FISH pozitif olarak degerlendirilmistir.) (CEP 3-Spektrum Red, CEP 7-Spektrum Green,
CEP17-Spektrum Aqua, LSI P16 (9p21) Spektrum Gold)

Resim 4.6. Histopatolojisi Ta G2(Diisiik) olan 15 nolu olgunun mesane yikama 6rneginden elde
edilen CEP 8 ve CEP 11 problarina ait FISH analiz goriintiisii (Normal interfaz niikleusu ) ( CEP 8-
Spektrum Green, CEP 11- Spektrum Gold)



9p21
Delesyonu

Resim 4.7. Histopatolojisi Ta G2(Diisiikk) olan 15 nolu olgunun idrar orneginden elde edilen
UroVysion (CEP 3, CEP7, CEP 17 ve LSI 9P21) prob setine ait FISH analiz goriintiisii (Interfaz
niikleusunda ok ile gosterilen 9p21 bolgesinde heterozigot delesyon gozlenmistir ve FISH pozitif olarak
degerlendirilmistir.) (CEP 3-Spektrum Red, CEP 7-Spektrum Green, CEP17-Spektrum Aqua, LSI P16
(9p21) Spektrum Gold)

Resim 4.8. Histopatolojisi T1 G2(Diisiik) olan 10 nolu olguya ait mesane yikama 6rneginden elde
edilen UroVysion (CEP 3, CEP7, CEP 17 ve LSI 9P21) ve prob setine ait FISH analiz goriintiisii (Interfaz
niikleusunda 9p21 bolgesinde homozigot delesyon gozlenmistir.) (CEP 3-Spektrum Red, CEP 7-
Spektrum Green, CEP17-Spektrum Aqua, LSI P16 (9p21) Spektrum Gold). 9p21 bolgesine iliskin gold

sinyali gozlenmemektedir.



Kromozom 17
Delesyonu

Resim 4.9. Histopatolojisi T1 G2(Diisiik) olan 17 nolu olgunun mesane yikama orneginden elde
edilen UroVysion (CEP 3, CEP7, CEP 17 ve LSI 9P21) prob setine ait FISH analiz goriintiisii (Interfaz
niikleusunda ok ile gosterilen 17 kromozoma ait heterozigot delesyon gozlenmistir.) (CEP 3-Spektrum

Red, CEP 7-Spektrum Green, CEP17-Spektrum Aqua, LSI P16 (9p21) Spektrum Gold)

___Kromozom 7
Polizomisi

Kromozom 17
— Polizomisi

Resim 4.10. Histopatolojisi T1 G2(Yiiksek) olan 18 nolu olgunun mesane yikama 6rneginden elde
edilen UroVysion (CEP 3, CEP7, CEP 17 ve LSI 9P21) prob setine ait FISH analiz goriintiisii. (Interfaz
niikleusunda oklarla gosterilen 3, 7, 17. kromozomlara ait polizomi ve 9p21 bolgesinde homozigot
delesyon gozlenmistir.) (CEP 3-Spektrum Red, CEP 7-Spektrum Green, CEP17-Spektrum Aqua, LSI P16
(9p21))



Kromozom 8

/ Polizomisi omozom 11
Polizomisi
-

Resim 4.11. Histopatolojisi T1 G2(Yiiksek) olan 18 nolu olgunun mesane yikama drneginden elde
edilen CEP 8 ve CEP 11 problarina ait FISH analiz goriintiisii. ( Interfaz niikleusunda oklarla gosterilen 8

ve 11. kromozomlara ait polizomi) ( CEP 8-Spektrum Green, CEP 11- Spektrum Gold)

17. Kromozom
polizomisi

@
7. Kromozom ———————>®

polizomisi

Resim 4.12. Histopatolojisi T1 G2(Yiiksek) olan 18 nolu olgunun idrar 6rneginden elde edilen
UroVysion (CEP 3, CEP7, CEP 17 ve LSI 9P21) prob setine ait FISH analiz goriintiisii. ( Interfaz
niikleusunda oklarla gosterilen 3, 7, 17. kromozomlara ait polizomi ve 9p21 bolgesinde homozigot
delesyon gozlenmistir.) (CEP 3-Spektrum Red, CEP 7-Spektrum Green, CEP17-Spektrum Aqua, LSI P16
(9p21))



Kromozom §

" Polizomisi

Kromozom 11
Polizomisi

Resim 4.13. Histopatolojisi T1 G2(Yiiksek) olan 18 nolu olgunun idrar oérneginden elde edilen
CEP 8 ve CEP 11 problarma ait FISH analiz gériintiisii. ( Interfaz niikleusunda oklarla gosterilen 8 ve 11.
kromozomlara ait polizomi) ( CEP 8-Spektrum Green, CEP 11- Spektrum Gold).

Kromozom 7

™ Polizomisi

Kromozom 17
Polizomisi

Resim 4.14. Histopatolojisi T1 G2-G3(Yiiksek) olan 14 nolu olgunun mesane yikama orneginden
elde edilen UroVysion (CEP 3, CEP7, CEP 17 ve LSI 9P21) prob setine ait FISH analiz goriintiisii. (
Interfaz niikleusunda oklarla gosterilen 3, 7, 17. kromozomlara ait polizomi ve 9p21 bédlgesinde
homozigot delesyon gozlenmistir.) (CEP 3-Spektrum Red, CEP 7-Spektrum Green, CEP17-Spektrum
Aqua, LSI P16 (9p21) Spektrum Gold)



Kromozom 11
Polizomisi

Kromozom 8
T Polizomisi

Resim 4.15. Histopatolojisi T1 G2-G3(Yiiksek) olan 14 nolu olgunun mesane yikama orneginden
elde edilen CEP 8 ve CEP 11 problarina ait FISH analiz goriintiisii. ( Interfaz niikleusunda oklarla

gosterilen 8 ve 11. kromozomlara ait polizomi) ( CEP 8-Spektrum Green, CEP 11- Spektrum Gold)

Kromozom 17
—— Polizomisi

. Kromozom 7
Polizomisi

Resim 4.16. Histopatolojisi T1 G2-G3(Yiiksek) olan 14 nolu olgunun idrar érneginden elde edilen
UroVysion (CEP 3, CEP7, CEP 17 ve LSI 9P21) prob setine ait FISH analiz goriintiisii. ( Interfaz
niikleusunda oklarla gosterilen 3, 7, 17. kromozomlara ait polizomi ve 9p21 bolgesinde homozigot
delesyon gozlenmistir.) (CEP 3-Spektrum Red, CEP 7-Spektrum Green, CEP17-Spektrum Aqua, LSI P16
(9p21) Spektrum Gold)



Kromozom 8
Polizomisi

Kromozom 11

Polizomisi _—___——__9 ®

Resim 4.17. Histopatolojisi T1 G2-G3(Yiiksek) olan 14 nolu olgunun idrar 6rneginden elde edilen
CEP 8 ve CEP 11 problarma ait FISH analiz goriintiisii. ( Interfaz niikleusunda oklarla gsterilen 8 ve 11.
kromozomlara ait polizomi) ( CEP 8-Spektrum Green, CEP 11- Spektrum Gold

Kromozom 7
Polizomisi

~ Kromozom 17
Polizomisi

e 8sp2
Polizomisi

Resim 4.18. Histopatolojisi T2 G3(Yiiksek) olan 20 nolu olgunun mesane yikama 6rneginden elde
edilen UroVysion (CEP 3, CEP7, CEP 17 ve LSI 9P21) prob setine ait FISH analiz goriintiisii ( Interfaz
niikleusunda oklarla gosterilen 3, 7, 17. kromozomlarinda ve 9p21 bolgesinde polizomi gozlenmistir.)
(CEP 3-Spektrum Red, CEP 7-Spektrum Green, CEP17-Spektrum Aqua, LSI P16 (9p21) Spektrum
Gold)



11, Hromozom
- Polizomisi

-~ Kromozom 8
Polizomisi

Resim 4.19 Histopatolojisi T2 G3(Yiiksek) olan 20 nolu olgunun mesane yikama orneginden elde

edilen CEP 8 ve CEP 11 problarina ait FISH analiz goriintiisii ( Interfaz niikleusunda oklarla gosterilen 8

ve 11 kromozomlarinda polizomi gozlenmistir.) (CEP 8-Spektrum Gren ve CEP 11- Spektrum Gold).

Kromozom 7
Polizomisi

Kromozom 17

Polizo misi

/ B
9 p21 4

Polizomisi

Resim 4.20. Histopatolojisi T2 G3(Yiiksek) olan 20 nolu olgunun idrar oérneginden elde edilen
UroVysion (CEP 3, CEP7, CEP 17 ve LSI 9P21) prob setine ait FISH analiz goriintiisii ( Interfaz
niikleusunda oklarla gosterilen 3, 7, 17. kromozomlarinda ve 9p21 bolgesinde polizomi gozlenmistir.)
(CEP 3-Spektrum Red, CEP 7-Spektrum Green, CEP17-Spektrum Aqua, LSI P16 (9p21) Spektrum
Gold)



Kromozom 8

Resim 4.21. Histopatolojisi T2 G3(Yiiksek) olan 20 nolu olgunun idrar oérneginden elde edilen
CEP 8 ve CEP 11 problarina ait FISH analiz goriintiisii ( Interfaz niikleusunda oklarla gosterilen 8 ve 11

kromozomlarinda polizomi gozlenmistir.) (CEP 8-Spektrum Gren ve CEP 11- Spektrum Gold)



	ismail_çimen_tez.pdf.pdf
	ismail_çimen_özet.tr.pdf.pdf
	ismail_çimen_özet_en.pdf.pdf
	Olguların FISH Görüntüleri.pdf.pdf

