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1. OZET

Giris: S100 proteinlerinden S100A8, SI00A9 ve bunlarin olusturdugu heterodimer kompleks
olan kalprotektin, inflamatuar yolaklarda yer aldig1 kadar tiimoér olusumu ve gelisiminde de
rol oynadigi disiiniilmektedir. Bu nedenle bir¢ok kanserde arastirilmistir, fakat mesane
kanserinde bu konuda smirli sayida calisma bulunmaktadir. Calismamizda S100A8 ve
S100A9'un diizeylerini serumda, kalprotektinin diizeylerini de serum ve idrarda belirleyip
mesane kanserinin tani ve takibinde kullanilan bir belirteg olan idrar BTA diizeyleri ile

karsilagtirmay1 amacladik.

Gere¢ ve Yontemler: Calismamizda saglikli kontroller (n=48) ve mesane kanserli hastalar
(n=73) olmak iizere iki ana grup olusturuldu. Hasta grubu, tiimorlerin evre ve derecelerine
gore alt gruplara da ayrildi. Saglikli kontroller ile hastalarin idrar BTA diizeyleri, serum
S100A8 ile S100A9 diizeyleri ile serum ve idrar kalprotektin diizeyleri ticari ELISA kitleri ile

belirlendi.

Bulgular: Serum S100A8 ve S100A9 diizeyleri hasta ve kontrollerde anlamli fark
gostermezken serum ve idrar kalprotektin diizeyleri ile idrar BTA diizeyleri hastalarda
kontrollere gore anlamli yiiksekti (p<0,001). Serum kalprotektin diizeylerinde hasta alt
gruplarinda herhangi bir anlamli fark bulunmazken idrar BTA diizeyleri ise hem yiiksek
dereceli tiimorleri diisiik dereceli tiimdrlerden (p<0,05), hem de tiim invaziv olgulart (T1-4)
noninvaziv olgulardan (Ta) ayirabilmekteydi (p<0,05). Buna karsin idrar kalprotektin
diizeyleri de kasa invaziv olgularda (T2-4) diger evrelere (Ta ve T1) gore anlamli yiiksekti

(p<0,05).

Sonuc: Idrar kalprotektin diizeyleri mesane kanserinin tanisinda, kasa invazyon belirteci

olarak idrar BTA diizeylerini desteklemek amaciyla kullanilabilir.

Anahtar sozciikler: Mesane kanseri, S100A8, S100A9, kalprotektin, BTA



2. INGILIiZCE OZET

Introduction: Members of the S100 protein family, S100A8, S100A9 and their heterodimer
complex known as calprotectin are thought to be involved not only in inflammatory pathways
but also in tumorigenesis and cancer progression. Therefore, they have been widely studied in
various types of cancer; however, there is limited knowledge about their role in bladder
cancer. In this study, our aim was to determine the levels of SI00A8 and S100A9 in the sera,
and calprotectin levels in the sera and urines of bladder cancer patients and compare it to

urinary BTA, a tumor marker that can be used in the diagnosis of bladder cancer.

Materials and Methods: The study was comprised of two major groups: 48 healthy controls
and 73 patients with bladder cancer. The patient group was also divided into subgroups
according to tumor stage and grade. Urine BTA levels, serum S100A8 and S100A9 levels,
and serum and urine calprotectin levels in healthy controls and patients were determined using

commercially available ELISA Kits.

Results: While serum S100A8 and S100A9 levels did not differ between the controls and
patients significantly, serum and urine calprotectin levels and urine BTA levels were
significantly elevated in patients compared to controls (p<0.001). Serum calprotectin levels
did not differ significantly among the patient subgroups; on the other hand, urine BTA levels
could both discriminate high grade tumors from low grades (p<0.05) and all invasive tumors
(T1-4) from non-invasive stage (Ta) (p<0.05). However, urine calprotectin levels were
significantly elevated in muscle-invasive tumors (T2-4) compared to other stages (Ta and T1)
(p<0.05).

Conclusion: Urine calprotectin levels can be used to assist BTA in the diagnosis of bladder

cancer as a marker for muscle invasion.

Keywords: Bladder cancer, SI00A8, S100A9, calprotectin, BTA



3. GIRIS VE AMAC

Mesane kanseri, sik goriilen kanserler arasindadir. Erkeklerde kadinlara gore daha
yaygin goriilmektedir. Sigara kullanim1 ve ¢esitli karsinojenlere mesleki maruziyet ile iliskili
bulunan mesane kanseri, yiiksek niiks ve mortalite oranlar ile seyretmektedir (1). Bu nedenle
tanisi, tedavisi ve takibinde birgok yontem gelistirilmis ve gilinlimiizde de hala
gelistirilmektedir. Cogu kanser tiiriinde oldugu gibi, mesane kanserinin de tanisi ve takibinde
kullanilan birtakim tiimor belirtegleri bulunmaktadir. Bu belirteclerden biri mesane timor
antijenidir (BTA). Bu belirteg, mesane kanserli hastalarin idrarinda artis géstermektedir ve bu
kanserin tanis1 ve takibinde kullanimi, FDA (Amerikan Gida ve Ilag Dairesi) tarafindan
onaylidir. Mesane kanserine yonelik diger tiimor belirteclerinde oldugu gibi, BTA'nin da bu
kansere 6zgiilliigi sitolojiden daha diisiiktiir, bu yilizden hastalarin takibinde sitolojinin yerini
alamamaktadir, ancak yiiksek duyarlikli, noninvaziv bir test oldugu ig¢in mesane kanserinin

tanis1 ve takibinde kullanilabilir (2).

S100 proteinleri, kalsiyum baglama 6zelligi gosteren, en az yirmi iiyesi bulunan bir
protein ailesidir. Kimi zaman tek basina, kimi zaman da birbirleriyle kompleks yapmis
bicimde bulunan bu proteinlerin, enzim aktivitesinin diizenlenmesi, protein fosforilasyonu,
kalsiyum homeostazi, hiicre iskeleti bilesenleri ve transkripsiyonel faktorlerin diizenlenmesi
gibi bir¢ok hiicre i¢i ve dis1 fonksiyonlart oldugu bildirilmektedir. Fizyolojik etkilerinin yani
sira, bu proteinler inflamatuar yolaklarda da yer almaktadir ve bu yiizden bir¢ok inflamatuar
hastalikta ekspresyon diizeyleri artmaktadir. Ayrica, S100 proteinleri timér olusumunda ve
ilerlemesinde de rol oynamaktadir, dolayisiyla bir¢ok kanserde arastirilmis ve hala

arastirilmaktadir (3).

Bu protein ailesinin tiyelerinden S100A8, SI00A9 ve bu iki proteinin olusturdugu
S100A8/A9 kompleksinin (kalprotektin), bazi kanserlerde ekspresyonunun arttigi ve
diizeylerinin, hasta serumlarinda yiikseldigi saptanmistir. Bu proteinlerin mesane kanserinde
de dnemini arastiran ¢alismalar mevcuttur. Yakin zamanda yapilan bazi ¢alismalarda, mesane
tiimorlerinden alinan biyopsi 6rneklerinde bu proteinlerin ekspresyonu artis gostermektedir;
ayrica bu artis, hastaligin evresi ve derecesi ile iligkili bulunmustur (4, 5). Ancak bu tiir
caligmalar ¢ok simirli sayidadir ve hicbiri mesane kanserinde kullanilan baska bir tiimor

belirteci ile bu proteinlerin tanisal performansini karsilastirmamaistir.

Calismamizda, mesane kanserli hastalarin BTA diizeylerini idrarda, S100A8 ile

S100A9 diizeylerini serumda ve kalprotektin diizeylerini serum ile idrarda ELISA yontemiyle

3



saptayarak bu hastalardaki 6nemini arastirmayi (hastalarin klinik evre, histolojik derece, lokal
invazyon gibi klinik gostergelerinin degerlendirilmesi ve elde edilen bulgularin anlamliliginin

tartisilmasi) amagladik.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Mesane Kanseri

Mesane kanseri, idrar yollarinin en sik goériilen malignitesidir (6). Diinya genelinde
erkeklerde en sik goriilen kanserler arasinda yedinci, kadinlarda ise onyedinci sirada yer
almaktadir (1). Ayrica tiim diinyada en sik goriilen kanserler arasinda 11. sirada yer almakta
olup, toplumda yaklasik 6/100.000 gibi bir siklikta izlenmektedir (7). Bu kanser, kanser ile

iligkili 6liimlerin nedenleri arasinda da 14. siray1 almaktadir (7).

Bu hastalik, ileri yaslarda daha sik goriilmektedir. 40 yasin altinda nadir goriilmekle
birlikte mesane kanserine ¢gogunlukla 55 yas ve tizeri kisilerde rastlanir (8). Bununla beraber,
erkekler kadinlara gore 3 ila 4 kat daha fazla risk altindadir (7). Bat1 toplumlarinda, 6zellikle
beyaz irkta, bir erkegin yasami boyunca mesane kanseri tanist almasinin olasiligi yaklagik
25'te 1'dir. Buna karsilik her 80 kadindan yalnizca biri yagami boyunca mesane kanseri
olmaktadir (1). Oliim oranlarma bakilirsa, mesane kanseri erkeklerde kanser ile iliskili
Olimlerin yaklasik %3"inii, kadinlarda ise %1,5'ini olusturmaktadir. Bu kanser, yaslilarda

daha mortal seyretmektedir. Clinkii genel olarak genclerde daha diisiik evreli tiimdrler goriiliir

9).

Mesane kanseri birgok maddeye maruziyet ile iliskili bulunmustur. Bu anlamda sigara
kullanimi, bilinen en énemli risk faktoriidiir (10). Mesane kanser olgularinin ¢ogunlugu sigara
kullanim ile iligkili bulunmus, sigara icenlerin sigara igmeyenlere gore mesane kanserine
yakalanma olasiliklar1 2 ila 4 kat artmistir (11). Bunun nedeni sigarada bulunan beta
naftilamin gibi aromatik aminlerin viicuttan renal yolla atilmasi ve tiim {iriner sisteme,
ozellikle de mesaneye, karsinojenik etki gostermesidir (12). Sigaraya ek olarak, benzidin, 4-
aminobifenil, 4-kloro-o-toluidin gibi aromatik aminlere ve polisiklik hidrokarbonlara mesleki
maruziyet de yine mesane kanseri i¢in Onemli bir risk faktoriidiir. Bu tlir maruziyet ile
ozellikle boya, metal ve petrol is¢iliginde sik karsilagilmaktadir (12). Bunlar disinda klinikte
kemoterapide kullanilan siklofosfamid ve pelvik bolgeye radyoterapi uygulanmasi (prostat
kanserinde) da mesane kanserine neden olabilir (13). Ayrica, 6zellikle daha az gelismis
tilkelerde goriilen, mesanenin Schistosoma hematobium tarafindan kronik enfeksiyonu da yine
kanseri tetikleyebilmektedir (14).



4.1.1. Mesane Kanserinin Patolojisi

Karsinojen maddeler hedef hiicrenin genetik materyalinde birtakim degisimlere neden
olurlar ve bu sekilde tiimor olustururlar. Genetik degisikliklerin pek ¢ok mekanizmasi olsa da
kanser olusumu i¢in en Onemli degisimler onkogenlerin aktivasyonu ve timor siipresor
genlerin inaktivasyonudur (15). Onkogenler, biiyiime i¢in gerekli olan protoonkogenlerden
kaynaklanirlar. Protoonkogenler malign transformasyona ugrayip onkogenlere doniistiigiinde,
hiicre normal biiyiime kontroliinden ¢ikar ve malign fenotip gosterir (15). Ozellikle p21 Hras
onkogeni, mesane kanserinin gelisimi ile iliskilendirilmistir (16). Timor siipresor genler ise
hiicrelerin mitotik dongiisii icindeki kontrol noktalaridir. Bu dongiideki fazlar aras1 gegislerde,
bu genler sayesinde biiylime kontrolii, DNA tamiri ve gerekirse apoptoz saglanir. Bu
genlerdeki herhangi bir degisim bu mekanizmalarin ¢aligmasini engelleyebilir ve dolayisiyla
biiyiime kontroliiniin kaybolmasina, hasarli DNA'ya sahip hiicrelerin apoptoza ugramayip
kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasina yol agabilir (15). Bu genler arasinda mesane kanseri ile
iligkilendirilenler kromozom 17p'de yerlesen p53 geni ile kromozom 13q'da yerlesen Rb
genidir (17). Ayrica pl6 gibi baska tiimor silipresor etki gosteren proteinlerin kodlandigi

genleri iceren 9. kromozomdaki mutasyonlar da mesane kanserine neden olabilmektedir (18).

Onkogenlerin aktivasyonu ve timor siipresor genlerin inaktivasyonu disinda genetik
modifikasyon sonucu ¢esitli biiylime faktdrlerinin artis1 veya bunlarin reseptorlerinde asirt bir
ekspresyon da karsinojenik bir etki olusturabilir (15). Bunlardan 6zellikle epidermal biiyiime
faktorii (EGF) reseptorleri mesane kanser hiicrelerinde artis gosterdigi bildirilmis ve bu artisin

tiimdriin evre ve derecesinin yaninda kotii prognoz ile iliskili oldugu gosterilmistir (19).

Mesane kanserinin en sik goriilen histolojik tipi degisici (tranzisyonel) epitel hiicreli
karsinomdur (20). Mesane tiimorlerinin %90"1ndan fazlasini olusturan degisici epitel hiicreli
karsinom, papiller, infiltratif, nodiiler, intraepitelyal (karsinoma in situ) ya da mikst seklinde
olabilir. En sik papiller biiylime gosterirler (21). Prognozlart diger tiplere gore genel olarak
daha iyidir. Daha az siklikta goriilen (%2-3) bir bagka histolojik tip skuamoz hiicreli
karsinomdur. Bu karsinom, genellikle kronik inflamasyon zemininde gelisir. Bu kanser tipine
neden olan baslica durumlar, taslar, uzun siireli kateter kullanimi ve Schistosoma hematobium
enfeksiyonu olarak siralanabilir. Adenokarsinomlar daha da az goriiliir ve mesane
kanserlerinin yaklagik %2'sini olustururlar. Bu kanserler genellikle cevre organlardan
(rektum, endometrium, prostat, over gibi) yayilan metastatik adenokarsinomlardir. Bunlar

disinda lenfomalar, leiomyosarkom, rabdomyosarkom, anjiosarkom gibi mezenkimal tiimorler



de mesanede ortaya c¢ikabilir. Ancak biitlin bunlarin prognozu degisici epitel hiicreli

karsinoma gore daha kotidiir (21).

4.1.2. Mesane Kanserinde Evreleme ve Derecelendirme

Prognozu belirleyen faktorler arasinda tlimoriin ¢api, sayist ve morfolojik paterni
(papiller veya infiltratif) sayilabilir. Ancak her kanserde oldugu gibi, mesane kanserinde de
evreleme olduk¢a onemlidir. Cilinkii evreleme esas alinarak segilecek tedavi rejimi belirlenir.
AJCC'nin (American Joint Committee on Cancer) siniflamasina gore (22) mesane kanserinin

evrelemesinde kullanilan TNM sistemi asagida belirtilmistir:

Yag dokusu
Kas dokusu
Bag dokusu
Urotelyum
- CIS
$————Ta

T4

Cancer Research UK

Sekil 1. Mesane kanserinde evreleme (http://www.cancerresearchuk.org/)

TX: Primer tiimor degerlendirilemiyor
TO: Primer tiimore ait kanit yok

Ta: Invaziv olmayan papiller karsinom (iirotelyuma sinirlr)



Tis: Karsinoma in situ

T1: Epitel alt1 bag dokusu tutulumu

T2a: Yiizeyel kas dokusu (i¢ yar1) tutulumu

T2b: Derin kas dokusu (dis yar1) tutulumu

T3a: Perivezikal yag dokusu tutulumu (mikroskopik diizeyde)

T3b: Perivezikal yag dokusu tutulumu (gozle goriiniir, makroskopik diizeyde)
T4a: Cevre organ/yapilarin tutulumu (prostat, uterus, vajen)

T4b: Cevre organ/yapilarin tutulumu (pelvik veya abdominal duvar tutulumu)
NX: Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemiyor

NO: Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1: Pelviste tek bir bolgesel lenf nodu metastazi

N2: Pelviste birden fazla bolgesel lenf nodu metastazi

N3: Ana iliak arter ¢evresinde lenf nodu metastazi

MX: Uzak metastazlar degerlendirilemiyor

MO: Uzak metastaz yok

M1: Uzak metastaz var (en sik lenf nodlarina, kemiklere, akcigere ve karacigere)

Tedavinin planlanmasi agisindan bu evreleme sistemine bazi pratik gruplamalar
getirilmigtir. Bunlardan en temeli, kasa invaziv olan ve kasa invaziv olmayan terimleridir.
Kasa invaziv olmayan tiimorler Ta, Tis ve T1 evrelerini kapsar ve tiim mesane kanseri
olgularinin %70-80'ini olustururlar. Bu tiimorler nispeten daha iyi prognozludur ve daha basit
tedaviler yeterli olur. Kasa invaziv terimi ise T2, T3 ve T4 evrelerinin tiimiinii ifade eder,
olgularin %20-30'unu olusturur ve daha agresif tedavi rejimlerini gerektirir. Kasa invaziv
olmayan tiimorlerde TURBT (mesane tiimoriiniin transiiretral rezeksiyonu) islemini takiben
Bacillus Calmette-Guerin (BCG) ile immunoterapi veya mitomisin gibi ajanlarla kemoterapi
uygulamasi ¢ogunlukla tercih edilir (23). Kasa invaziv tiimorlerde ise yaklasim farklidir. Bu

derece ilerlemis olgularda altin standart tedavi bigimi radikal sistektomidir, ancak cerrahi
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oncesi tiimor boyutunu kiigliltmek amaciyla neoadjuvan kemoterapi veya radyoterapi
uygulanabilir. Metastatik olgularda veya karin duvarina infiltrasyon varligi gibi sistektominin
yapilamayacagi durumlarda radyoterapi veya sistemik kemoterapi uygulanmaktadir (24).
Yiiksek dereceli T1 evrelerindeki tiimorlerin yiiksek rekiirrens ve kasa invazyon potansiyelleri
oldugundan bazen T1 evresi, T2, T3 ve T4 evreleri gibi invaziv mesane tiimorleri olarak

degerlendirilip buna gore agresif bir tedavi uygulanmaktadir (25).

Prognozu belirleyen diger bir faktér de mesane tiimoriiniin derecesidir. Diinya Saglik
Orgiiti'niin ~ bildirdigi son kriterlere gore (26) mesane tiimorleri su  sekilde

siniflandirilmaktadir:

- Urotelyal papillom

- Diisiik malignite potansiyeli bulunan papiller urotelyal neoplazm
- Diisiik derece papiller urotelyal karsinom

- Yiiksek derece papiller urotelyal karsinom

Bu smiflamaya ve AJCC'nin de son yonergelerine gore mesane kanseri giiniimiizde

diistik ve ytiksek derece olarak iki grupta siniflandirilmaktadir.

4.1.3. Mesane Kanserinde Tam

Semptomlarinin basinda makroskopik hematiirinin geldigi mesane kanserinin tanisi
giinlimiizde baslica sistoskopi ve sistoskopi sirasinda goriintiilenen tiimor dokusundan alinan
biyopsi ornegi ile konmaktadir (27). Bunun disinda ultrasonografi, bilgisayarli tomografi,
manyetik rezonans ve pozitron emisyon tomografisi timoriin yayilimmi degerlendirmek
amaciyla kullanilmaktadir. Sistoskopi, taniya ek olarak takipte niiks eden tiimorlerin
tespitinde de kullanilmaktadir, ancak invaziv bir islemdir. Enfeksiyon, kanama, perforasyon
ve verilen anesteziye bagli iyatrojenik riskler barindirir (28). Buna alternatif olarak idrar
sitolojisi kullanilabilir, ama bu da her ne kadar 6zgiilliigii kanser hiicreleri i¢in yiiksek olsa da

duyarhlig goreceli olarak dustiktiir (28).

Mesane kanserinde tumor dokusundan birtakim maddeler salinmaktadir. Bu
maddelerin  bazilar1 birer tiimor belirteci olarak gliniimiizde kullanilmakta ve

gelistirilmektedir. Mesane idrara dogrudan temas halinde oldugu igin kanser tanisinda
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yardimc1 olmasi agisindan bazi idrar belirtegleri gelistirilmistir (2). Bunlardan bazilar1 mesane
kanserinin tanis1 ve takibinde kullanim: FDA (Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi) tarafindan
onaylanmigtir, ancak tiimoriin invazyon derecesi ve kanserin prognozu hakkinda verdikleri

bilgiler yeterli degildir (29).

4.1.4. Mesane Tiimorii Antijeni (Bladder Tumor Antigen, BTA)

BTA testi, idrarda insan kompleman faktoér H-iligkili proteininin [human complement
factor H-related protein (hCFHrp)] diizeylerini tayin eder (28). Bu protein mesane tiimorleri
tarafindan idrara salinmaktadir (30) ve kanser hiicrelerinin immiin hiicreler tarafindan lizisini

onledigi disiiniilmektedir (2).

Yiiksek duyarliligi disinda %97'ye varan 6zgiillik degerleri idrar BTA diizeyleri i¢in
rapor edilmektedir. Ancak bu degerler, mesane kanserli hastalarin saglikli kontrollere gore
kiyaslamasi sonucu elde edilmistir. Diger genitoriiner malignitelerle karsilastirildiginda bu
ozgiilliik degeri %46'ya kadar diismektedir (31). Yine de BTA, mesane kanserinin tanisinda

ve takibinde kullanilabilecek noninvaziv testlerden biridir.

4.2. 5100 Proteinleri

S100 proteinleri, 20'nin {izerinde iiyesi bulunan bir protein ailesidir (32). Adlarin1 nétr
pH'daki %100 amonyum siilfat ¢dzeltisinde ¢oziinebilme 6zelliklerinden alirlar (33). ik defa
1965 yilinda Moore BW tarafindan tanimlanan S100 proteinleri, ortalama 10-12 kDa

agirligindadirlar ve yalnizca omurgalilarda bulunmaktadir (34).

Yapisal olarak bakildiginda, tiim S100 proteinleri kalsiyum baglayici EF-hand
motifleri icerirler. Bu motifler, bir diiglim ile birbirine bagli E ve F adi verilen iki heliksten
olusur (35). Kalsiyumun baglandig1 bolge bu diigiimdiir. S100 proteinlerinde ikiser adet EF-
hand motifi bulunmaktadir; bunlardan biri karboksi terminalindedir ve bu motif tiim EF-hand
proteinlerinde (kalmodulin, troponin, ... gibi) ortaktir. Amino terminalinde bulunan diger
motif ise S100 protein ailesine spesifiktir. Karboksi terminalinde ayrica bir amino asit dizisi
uzantist da bulunmaktadir. Bu iki motifin arasinda kalan bdlgeye mentese bolgesi adi verilir

ve bu bolge ile karboksi terminaldeki amino asit kalintis1 S100 proteinlerinin kendilerine 6zgii
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fonksiyonlarindan sorumludur (3, 35). S100 proteinleri viicutta homodimer, heterodimer veya

oligomer olarak bulunabilirler (3) (Sekil 2-4).

S100 proteinlerinin, protein fosforilasyonu, hiicre biiyiimesi ve hareketliligi, hiicre
dongiistiniin diizenlenmesi, transkripsiyon, differensiyasyon ve hiicre sagkalimi gibi pek ¢ok
fonksiyonlar1 bulunmaktadir (36). Ayrica kalsiyum baglama 6zelliklerinden dolay1 kalsiyum
homeostazinda da rol oynarlar. Aslinda S100 proteinlerine ait fonksiyonlarin ¢ogu kalsiyum
bagimlidir ve ancak kalsiyum ortamda bulundugu zaman gesitli enzimlerin aktivitelerinin
diizenlenmesi veya hiicre iskeleti ile etkilesimleri gibi islevlerini gerceklestirebilirler (37).
S100 proteinlerinin bir baska 6zelligi de birbirleri ile homodimer veya heterodimer kompleks

olusturmasidir. Bu sekilde fonksiyonlar aras1 dinamik bir gegis saglanir (37).

4.2.1. S100A8, S100A9 ve S100A8/A9 Kompleksi (Kalprotektin)

S100 proteinlerinden S100A8 ve S100A9 ilk defa myeloid kokenli hiicrelerde
kesfedildikleri icin myeloid-iliskili proteinler olarak adlandirilmislardir [S100A8: myeloid-
related protein 8 (MRP8); S100A9: myeloid-related protein 14 (MRP14)]. Graniilositlerin
icinde bol miktarda bulunup kalsiyum da baglayabildiklerinden dolay1 ayrica kalgraniilin A
(S100A8) ve kalgraniilin B (S100A9) olarak da tanimlanmaktadirlar. Bu iki proteinin
olusturdugu heterodimer komplekse (S100A8/A9) ise kalprotektin (MRPS8/14) adi
verilmektedir (38).

Sekil 2. S100A8'in molekiiler yapist (http://www.rcsb.org/)
11



S100A8 ve SI00A9 proteinleri kalsiyum disinda ¢inko baglama 6zelligine de sahiptir.
Bu sekilde antimikrobiyal etki de gostermektedirler (39). Ama c¢inko bagladiklari zaman
kalsiyum baglamis formlarindan daha farkli bir konformasyona girdikleri i¢in ¢inko bu

proteinlerin fonksiyonlarini engellemektedir (40).

Sekil 3. S100A9'un molekiiler yapis1 (http://www.rcsb.org/)

Bu proteinler nétrofillerin ve monositlerin sitozolik kompartmaninda yiiksek miktarda
bulunurlar, bu yiizden bu hiicrelerin gelisiminde ve fonksiyonlarinda rol oynadiklar
diisiiniilmektedir (41). Inflamatuar durumlarda ise keratinositlerde ve epitel hiicrelerinde

uretilmektedir (42).
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Sekil 4. Kalprotektinin molekiiler yapisi (http://www.rcsb.org/)

Bu proteinler ve olusturduklart kompleks olan kalprotektin, hiicre iskeleti
komponentleri ile de etkilesimde bulunmaktadirlar. Mikrotiibiiller, vimentin, keratin ve aktin
filamentlerine baglanabilirler. Bu sekilde 6zellikle mikrotiibiillere baglanip immiin hiicrelerin

gociinde rol oynamaktadirlar (43).

Bunun yani sira bu proteinler bir¢cok inflamatuar hastalikta birer belirte¢ olarak
kullanilabilecegi rapor edilmistir (44, 45). Belirteg olmanin yani sira bu proteinler, 6zellikle
de kalprotektin, TLR4 (toll-like reseptor 4) ve RAGE (ileri glikasyon son friinleri igin
reseptor) gibi immiiniteyi aktifleyen reseptorlerin ligand:r olarak davrandigi igin bu tiir
hastaliklarin patogenezinde de rol oynadigi ileri siiriilmektedir (46). Bu yiizden S100AS,
S100A9 ve kalprotektin, DAMP (hasar-iliskili molekiiler patern) molekiilleri altinda da

siniflandirilmaktadir.

4.2.2. S100A8, S100A9, Kalprotektin ve Kanser

Kronik inflamasyon ve kanser iligkili patolojiler oldugundan bu inflamatuar proteinler
cesitli kanserlerde de arastirilmistir. Yapilan birgok calismada immiinboyama yontemiyle

timor dokusu incelendiginde yalnizca dokuyu infiltre eden immiin hiicrelerde degil,

13



neoplastik hiicrelerde de bu proteinlerin yiiksek miktarda tretildigi gosterilmistir. Cesitli
hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda, gliomlarda, epidermoid karsinomlarda, osteosarkomlarda
S100A8 ve S100A9'un asir1 ekspresyonu rapor edilmistir (38). Ayrica kalprotektin tiimor
biiyiimesine de katkida bulunmaktadir (47). Ozellikle S100A9, dendritik hiicrelerin
differensiyasyonunu inhibe ederek tiimore karsi olusacak immiin yanit1 baskilamaktadir (48).

Son olarak bu proteinler, timor hiicrelerinin go¢iinii de kolaylastirmaktadir (49, 50).

Kanser hastalarinda yapilan ¢alismalarda da bu S100 proteinlerinin artis1 saptanmistir.
Hermani A ve ark. (51) prostat kanserinde hem S100A8 hem de S100A9'un prostat
kanserinde tiimor hiicrelerinden salindigini rapor etmislerdir. Yong HY ve ark. (52) ise bu iki
proteinin mide kanserinin invazyonunda onemli rol oynadigini bildirmislerdir. Kolon kanseri
icin, Stulik J ve ark. (53) yaptigi calismada S100A8 ve S100A9 proteinlerinin timoriin
invaziv marjininde belirgin arttigin1 rapor ederken, Turovskaya O ve ark. (54) ise kolit ile
iliskili karsinogenezde kalprotektinin bir rolii olabilecegini ileri slirmiistiir. Ott HW ve ark.
(55) ise yine bu iki proteinin benign over kisti olan hastalarda herhangi bir artis géstermeyip

over kanserli hastalarin serumunda ve kist sivisinda artis gosterdigini bildirmistir.

Mesane kanserinde de bu proteinler arastirilmis ve S100A8 proteininin timor
hiicrelerinde normal urotelyuma gore ekspresyonunun arttig1 rapor edilmistir (56). Daha yakin
zamanda yapilan bir c¢alismada ise S100A8 ve SI100A9 proteinleri, mesane timor
biyopsilerinde normal mesane epiteli hiicrelerinde gdzlenmezken, tiimdr hiicrelerinde ve
immiin sistem hiicrelerinde eksprese olduklari izlenmistir (4). Ayrica bu ¢aligmada, S100A8
proteini kasa invaziv olgularda (T2-4) diger evrelere gore (Ta, Tis ve T1) anlamli daha yiiksek
bir ekspresyon gosterirken, S100A9 proteini ise yiiksek dereceli olgularda diisiik dereceli

olgulara gore anlaml1 daha yiiksek bir ekspresyon gostermistir.
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5. GEREC VE YONTEMLER

5.1. Gerecler

Santrifiij Cihazi

Otomatik Pipet (10 - 100 uL)
Otomatik Pipet (100 - 1000 pL)

8 Kanall1 Otomatik Pipet (20 - 200 pL)
Derin Dondurucu (-20 °C)

Distile Su Cihaz1

Spektrofotometre

ELISA Yikayict

ELISA Okuyucu

5.2. Yontemler

Hettich Universal 320 (Tuttlingen, Almanya)
Axygen (Kaliforniya, A.B.D.)

Axygen (Kaliforniya, A.B.D.)

Axygen (Kaliforniya, A.B.D.)

Regal RDD 1280 (istanbul, Tiirkiye)

Pentair (Manchester, ingiltere)

Shimadzu UVmini-1240 (Kyoto, Japonya)
BioTek ELx50 (Vermont, A.B.D.)

BioTek ELx800 (Vermont, A.B.D.)

Calisma igin Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Dekanligi Klinik

Arastirmalar Etik Kurulundan 4 Haziran 2014 tarihli, 88212 sayili etik kurul onay1 alindi.

Haziran 2014 ila Agustos 2015 tarihleri arasinda Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip

Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dalina bagvurup mesane kanseri tanis1 alan, ancak heniiz herhangi

bir tedavi almamis hastalar ¢alisma kapsamina alindi. Ikincil habaset, bobrek yetmezligi,

iskemik kardiyak hastaliklar, enfeksiydz, hematolojik ve romatolojik bozukluklar dislama

kriterleri olarak belirlendi. idrar yolu enfeksiyonlarini dislamak amaciyla negatif idrar kiiltiirii

olan hastalar ¢aligmaya alindi. Kontrol grubu ise hasta grubuna benzer yas araliginda 48

saglikli goniilliiden olusturuldu (ortalama =+ standart sapma olarak, sagliklilarin yast: 52,33 +

11,29; hastalarin yasi: 55,19 £+ 12,96). Tiim katilimcilardan yazili onaylar1 alindi.
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5.2.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Tiim saglikli goniilliilerden ve cerrahi operasyon 6ncesi tiim hastalardan sabah 10 mL
kan, serum tiipiine ve 20 mL orta akim spot idrar, steril idrar kabina toplandi. Alinan kan
ornekleri Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dalinda
1000 g'de 20 dakika santrifiijj sonrasi serumu ayrilip analiz zamanina kadar -20 °C'de
sakland1. Idrar &rneklerinden de bir tiipe bir miktar alinip ayni santrifiij islemi sonrasi iistte

kalan kisim yine ayn1 sekilde derin dondurucuya kaldirildi.

5.2.2. idrar Kreatinin Diizeyleri

Idrarda olgiilen parametrelerin kreatinine oranlanabilmesi igin (57) idrar kreatinin

degerleri Jaffe yontemi esas alinarak hesaplandi (58).

Prensip: Kreatinin alkali ortamda pikrik asit ile reaksiyona girip kirmizi-turuncu renkli bir
bilesik olusturur (Jaffe reaksiyonu). Olusan bu bilesigin absorbansi 520 nm'de okunup

standart egrisi ile karsilagtirilarak 6rnekteki kreatinin konsantrasyonu hesaplanir.

Cozeltiler:
0,04 M Pikrik asit
0.75N Sodyum hidroksit

5 mg/dL Kreatinin standardi

Yontem: Idrar ornekleri 1:100 oraninda distile su icerisinde sulandirildi. Standartlar da seri
dilisyon yapilarak hazirlandi (5 mg/dL, 2,5 mg/dL, 1,25 mg/dL ve 0,625 mg/dL). Kor tlipiine
3 mL distile su, standart tiiplerine her birinden 3'er mL, Ornek tiiplerine de 3'er mL
sulandirilmis idrar 6rneginden koyuldu. Sonra her bir deney tiipiine 1 mL pikrik asit ¢ozeltisi,
ardindan 1 mL sodyum hidroksit ¢ozeltisi ilave edildi. Son olarak oda sicakliginda 20 dakika
bekletildi. Siire sonunda standart ve Ornek ¢ozeltilerin absorbanslari 520 nm'de
spektrofotometre cihaziyla kore kars1 okundu ve standart grafigine gore 6rneklerdeki kreatinin

konsantrasyonu dillisyon faktorii ile ¢arpilarak hesaplandi.
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Sekil 5. Kreatinin standart egrisi

5.2.3. idrar BTA Diizeyleri

Diagnostik amacli tiretilen Polymedco BTA TRAK® ELISA kiti (New York, Amerika
Birlesik Devletleri) ile 6l¢iildii.

Prensip: Standartlar ve 6rnekler, daha 6nceden hedef antijene (hCFHrp: human complement
factor H-related protein) spesifik birinci monoklonal antikorla kapli plaka iizerine eklenir.
Inkiibasyon sirasinda hedef antijen bu antikora baglanir ve tutulur. Yikama islemini takiben
diger molekiiller ortamdan uzaklastirilir, ancak hedef antijen bagl kalir. Daha sonra her
kuyucuga alkalen fosfataz enzimi ile konjuge edilmis ikinci monoklonal antikor eklenir.
Ikinci inkiibasyon sirasinda bu antikor ilk basta olusan antijen-antikor kompleksine baglanir
ve bunu takiben ikinci yikama sirasinda serbest antikorlar ortamdan uzaklagtirilir. Sonrasinda
tiim kuyucuklara substrat ¢ozeltisinden ilave edilir ve 6rnegin i¢indeki hedef antijen miktarina
oranli bir siddette renk olusur. Bu son inkiibasyon siiresini takiben enzimin katalizledigi
reaksiyonu sonlandirmak amaciyla reaksiyonu durdurucu ¢ozelti eklenir ve her bir kuyucugun

icerisinde bulunan ¢ozeltinin 405 nm'de absorbans1 ELISA okuyucuda 6l¢iiliir.
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Cozeltiler:

Seyreltme ¢ozeltisi

Standart ¢ozeltileri

Yikama tamponu

Ikinci antikor ¢dzeltisi

Substrat ¢ozeltisi

Durdurma ¢ozeltisi

(Tris tamponlu serum fizyolojik + 0,1 mM ¢inko kloriir + 1,5

mM magnezyum kloriir)

5, 20, 50, 100 U/mL [Tris tamponlu serum fizyolojik + insan
kompleman faktor H (hCFH)]

(Tris tamponlu serum fizyolojik + Polisorbat)

(anti-hCFHTrp ile konjuge alkalen fosfataz + tris tamponlu serum

fizyolojik + 0,1 mM ¢inko kloriir + 1,5 mM magnezyum kloriir)

(1 mg/mL p-nitrofenil fosfat + %10 dietanolamin + 0,5 mM

magnezyum kloriir)

(%3,7 EDTA)

Yontem: Daha onceden hedef antijene (h\CFHrp) spesifik antikor ile kaplanmis kuyucuklara

175 uL seyreltme ¢ozeltisi koyuldu. Bunu takiben kuyucuklara standart ve drneklerden 25 pL.

ilave edildi. 37 °C'de 1 saat inkiibasyon sonrasi kuyucuklar yikama tamponu ile yikandi.

Enzim ile konjuge ikinci antikor bulunan ¢o6zeltiden 200 pL tiim kuyucuklara eklendi ve yine

37 °C'de 1 saat inkiibasyona birakildi. Ikinci yikama sonrasi her bir kuyucuga 200 pL substrat

cozeltisi eklendi. 37 °C'de 30 dakikalik inkiibasyon sonrasi tiim kuyucuklara 50'ser pL

reaksiyonu durdurucu ¢ozelti ilave edilerek reaksiyon sonlandirildi ve 405 nm'de absorbanslar

okundu. Standartlarla olusturulan egriye gore Orneklerdeki konsantrasyonlar hesaplandi.

Absorbans degeri en yiiksek standardin degerinin iizerinde veya yakininda ¢ikan 6rnekler 1:5

oraninda sulandirilarak tekrar calisildi. Buna ragmen yine yiiksek cikan degerler ise 1:50

oraninda tekrar sulandirilarak ¢alisildi.
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Sekil 6. BTA standart egrisi

5.2.4. Serum S100A8 Diizeyleri

Arastirma amagl tretilen Biomatik insan S100A8 ELISA kiti (Ontario, Kanada) ile
oleiildi.

Prensip: Standartlar ve Ornekler, daha onceden S100A8'e spesifik antikorla kapli plaka
iizerine eklenir. Inkiibasyonu takiben biyotin ile konjuge, S100A8'e spesifik ikinci bir antikor
kuyucuklara eklenir. Bunun iizerine avidin ile konjuge horseradish peroksidaz (HRP) her bir
kuyucuga ilave edilir ve yine inkiibasyona birakilir. Daha sonra kuyucuklara
tetrametilbenzidin (TMB) substrat ¢ozeltisi eklenir ve bunun sonucunda yalnizca S100AS,
biyotin ile konjuge antikor ve enzim ile konjuge avidin igeren kuyucuklarda bir renk degisimi
gozlenir. Olusan rengin siddeti, 6rnekteki SI00A8 konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Son
olarak enzim-substrat reaksiyonu siilfiirik asit ¢ozeltisi ile durdurulur ve renk degisimi 450
nm'de spektrofotometrik olarak olgiiliir. Standartlarin olusurdugu egri dikkate alinarak

orneklerin S100A8 konsantrasyonlar1 hesaplanir.
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Cozeltiler:

Standart ¢ozeltileri 78, 156, 312, 625, 1250, 2500, 5000 pg/mL
Fosfat tamponu 0,01 M (pH: 7,0-7,2)

Ikinci antikor ¢ozeltisi (Biyotin ile konjuge antikor)

Yikama ¢ozeltisi (Yikama tamponu)

Enzim ¢0zeltisi (Avidin ile konjuge horseradish peroksidaz)
Substrat ¢ozeltisi (Tetrametilbenzidin)

Durdurma ¢ozeltisi (Stilfiirik asit)

Yéntem: Ornekler, fosfat tamponu ile 1:10 oraninda sulandirildi. 100 pL hacminde kér,
standart ve Ornekler, daha onceden S100A8'e spesifik antikor ile kaplanmis kuyucuklara
eklendi. 37 °C'de 2 saatlik inkiibasyon sonras1 kuyucuklar aspire edilip her birine biyotin ile
konjuge ikinci antikorun bulundugu ¢ozeltiden 100 pL ilave edildi. 37 °C'de 1 saatlik ikinci
bir inkiibasyon sonrasi kuyucuklar yikama tamponu ile yikandi ve bu sefer avidin ile konjuge
enzim igeren ¢ozeltiden 100 pL eklendi. 37 °C'de 30 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra
kuyucuklar yeniden yikandi ve her bir kuyucuga 90 uLL TMB substrat ¢ozeltisinden koyuldu.
Karanlik ortamda 37 °C'de 20 dakikalik son bir inkiibasyonu takiben tiim kuyucuklara 50'ser
pL siilfirik asit ¢ozeltisinden ilave edilip reaksiyon durduruldu ve hemen 450 nm'de
absorbanslar okundu. Standartlarin  olusurdugu egriye gore Orneklerin  S100A8
konsantrasyonlar1 diliisyon faktorii ile ¢arpilarak hesaplandi. Absorbans degeri en yliksek
standardin degerinin iizerinde veya yakininda ¢ikan ornekler 1:100 oraninda sulandirilarak

tekrar calisildi.
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Sekil 7. ST00A8 standart egrisi

5.2.5. Serum S100A9 Diizeyleri

Arastirma amaglh tretilen Biomatik insan S100A9 ELISA kiti (Ontario, Kanada) ile
olgildi.

Prensip: Standartlar ve Ornekler, daha onceden S100A9'a spesifik antikorla kapli plaka
iizerine eklenir. Inkiibasyonu takiben biyotin ile konjuge, S100A9'a spesifik ikinci bir antikor
kuyucuklara eklenir. Bunun iizerine avidin ile konjuge HRP her bir kuyucuga ilave edilir ve
yine inkiibasyona birakilir. Daha sonra kuyucuklara TMB substrat ¢ozeltisi eklenir ve bunun
sonucunda yalnizca SI00A9, biyotin ile konjuge antikor ve enzim ile konjuge avidin iceren
kuyucuklarda bir renk degisimi gozlenir. Olusan rengin siddeti, Ornekteki S100A9
konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Son olarak enzim-substrat reaksiyonu siilfiirik asit
cozeltisi ile durdurulur ve renk degisimi 450 nm'de spektrofotometrik olarak ol¢iiliir.

Standartlarin  olusurdugu egri dikkate alinarak Orneklerin S100A9 konsantrasyonlari

hesaplanir.

Cozeltiler:

Standart ¢ozeltileri 15,6, 31,2, 62,5, 125, 250, 500, 1000 pg/mL
Fosfat tamponu 0,01 M (pH: 7,0-7,2)
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Ikinci antikor ¢ozeltisi (Biyotin ile konjuge antikor)

Yikama ¢ozeltisi (Yikama tamponu)

Enzim ¢6zeltisi (Avidin ile konjuge horseradish peroksidaz)
Substrat ¢ozeltisi (Tetrametilbenzidin)

Durdurma ¢6zeltisi (Stlfiirik asit)

Yoéntem: Ornekler, fosfat tamponu ile 1:100 oraninda sulandirildi. 100 pL hacminde kér,
standart ve Ornekler, daha onceden S100A9'a spesifik antikor ile kaplanmis kuyucuklara
eklendi. 37 °C'de 2 saatlik inkiibasyon sonrasi kuyucuklar aspire edilip her birine biyotin ile
konjuge ikinci antikorun bulundugu ¢ozeltiden 100 pL ilave edildi. 37 °C'de 1 saatlik ikinci
bir inkiibasyon sonrasi kuyucuklar yikama tamponu ile yikandi ve bu sefer avidin ile konjuge
enzim igeren ¢ozeltiden 100 uL eklendi. 37 °C'de 30 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra
kuyucuklar yeniden yikandi ve her bir kuyucuga 90 pL TMB substrat ¢dzeltisinden koyuldu.
Karanlik ortamda 37 °C'de 20 dakikalik son bir inkiibasyonu takiben tiim kuyucuklara 50'ser
puL stlfiirik asit ¢ozeltisinden ilave edilip reaksiyon durduruldu ve hemen 450 nm'de
absorbanslar okundu. Standartlarin  olusurdugu egriye gore Orneklerin  S100A9

konsantrasyonlar: diliisyon faktorii ile ¢arpilarak hesaplandi.

Absorbans

0 200 400 600 800 1000 1200
Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 8. S100A9 standart egrisi
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5.2.6. Serum ve idrar S100A8/A9 (Kalprotektin) Diizeyleri

Arastirma amagch tretilen Biomatik insan Kalprotektin ELISA Kiti (Ontario, Kanada)

ile 5l¢iildil.

Prensip: Standartlar ve ornekler, daha onceden kalprotektine spesifik antikorla kapli plaka
iizerine eklenir. Inkiibasyonu takiben biyotin ile konjuge, kalprotektine spesifik ikinci bir
antikor kuyucuklara eklenir. Bunun tizerine avidin ile konjuge HRP her bir kuyucuga ilave
edilir ve yine inkiibasyona birakilir. Daha sonra kuyucuklara TMB substrat ¢6zeltisi eklenir
ve bunun sonucunda yalnizca kalprotektin, biyotin ile konjuge antikor ve enzim ile konjuge
avidin iceren kuyucuklarda bir renk degisimi gdzlenir. Olusan rengin siddeti, Ornekteki
kalprotektin konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Son olarak enzim-substrat reaksiyonu
stilfiirik asit ¢ozeltisi ile durdurulur ve renk degisimi 450 nm'de spektrofotometrik olarak
Olgiilir. Standartlarin  olusurdugu egri dikkate almmarak Orneklerin  kalprotektin

konsantrasyonlar1 hesaplanir.

Cozeltiler:

Standart ¢ozeltileri 15,6, 31,2, 62,5, 125, 250, 500, 1000 ng/mL
Fosfat tamponu 0,01 M (pH: 7,0-7,2)

Ikinci antikor ¢dzeltisi (Biyotin ile konjuge antikor)

Yikama ¢ozeltisi (Yikama tamponu)

Enzim ¢ozeltisi (Avidin ile konjuge horseradish peroksidaz)
Substrat ¢ozeltisi (Tetrametilbenzidin)

Durdurma ¢6zeltisi (Stlfiirik asit)

Yontem: Serum oOrnekleri, fosfat tamponu ile 1:10 oraninda sulandirildi, idrar 6rnekleri
sulandirtlmadi. 100 uL hacminde kor, standart ve Ornekler, daha 6nceden kalprotektine
spesifik antikor ile kaplanmis kuyucuklara eklendi. 37 °C'de 2 saatlik inkiibasyon sonrasi
kuyucuklar aspire edilip her birine biyotin ile konjuge ikinci antikorun bulundugu ¢6zeltiden
100 pL ilave edildi. 37 °C'de 1 saatlik ikinci bir inkiibasyon sonrasi kuyucuklar yikama
tamponu ile yikand1 ve bu sefer avidin ile konjuge enzim igeren ¢dzeltiden 100 pL eklendi. 37

°C'de 30 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra kuyucuklar yeniden yikandi ve her bir
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kuyucuga 90 pLL TMB substrat c¢ozeltisinden koyuldu. Karanlik ortamda 37 °C'de 20
dakikalik son bir inkiibasyonu takiben tiim kuyucuklara 50'ser pL siilfiirik asit ¢ozeltisinden
ilave edilip reaksiyon durduruldu ve hemen 450 nm'de absorbanslar okundu. Standartlarin
olusurdugu egriye gore Orneklerin Kalprotektin konsantrasyonlart hesaplandi. Absorbans
degeri en yiiksek standardin degerinin lizerinde veya yakininda ¢ikan serum ornekleri 1:100,

idrar 6rnekleri ise 1:10 oraninda sulandirilarak tekrar ¢alisildi.

Absorbans

0 200 400 600 800 1000 1200
Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 9. ST00A8/A9 (Kalprotektin) standart egrisi

5.2.7. Histopatolojik Degerlendirme

Ameliyat sirasinda alman doku 6rneklerinin postoperatif histolojik analizleri Istanbul
Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalinda yapildi. Patoloji raporunda
tiimor tespit edilmedigi belirlenen hastalar ¢aligmadan dislandi ve bu hastalara ait 6rnekler
calisiimadi. Mesane kanserinin evrelendirilmesinde AJCC (American Joint Committee on
Cancer) kriterleri baz alindi. Derecelendirmede ise Diinya Saglik Orgiitiiniin 2004 yilinda

duyurdugu kriterler uygulanda.
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5.2.8. istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin analizleri SPSS (Statistical Package for the Social Sciences)
Statistics 20. siiriim ile yapildi. Gruplar oncelikle Kruskal-Wallis tek yonlii varyans analizi ile
kiyaslandi, daha sonra gruplar arasi farkliliklar post-hoc Mann-Whitney U testi ile Bonferroni
diizeltmesi kullanilarak tespit edildi. Ikili gruplarin karsilastirilmas1 ise yalnizca Mann-
Whitney U testi ile yapildi. Korelasyonlar i¢in Spearman rho kullanildi. Tiim veriler %95
giiven araliginda, anlamlilik diizeyi p<0,05 alinarak degerlendirildi. Ayrica, serum ve idrar
belirteclerinin tanisal performansini degerlendirmek amaciyla ROC (receiver operating

characteristic) egrileri ¢izildi.
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6. BULGULAR

Mesane kanseri hastalarindan ameliyat sirasinda alinan biyopsi Orneklerinin
histopatolojik analizi sonucu bazilarinin benign lezyonlar oldugu saptandi. Bu 6rneklere sahip
hastalar calismadan cikarildi. Yalnizca degisici epitel hiicreli karsinomlar caligmaya dahil
edildi. Buna gore toplam 73 mesane kanserli hastanin hem serum, hem idrarinda tiim
parametreler analiz edildi ve degerlendirildi. Olgularimizin higbirinde in situ karsinoma
rastlanmadi. Hastalardan 41'1 diislik, non-invaziv (Ta) evrede iken 19'u bag dokusuna
invazivdi (T1). T2, T3 ve T4 evresinde olan olgular tek baslarina ¢ok diisiik sayida
oldugundan tiimi kasa invaziv (T2-4) olarak gruplandirildi. Bunun yam sira biitiin invaziv
olgular da (T1, T2, T3 ve T4) ek bir grupta (T1-4) degerlendirildi. Diinya Saglik Orgiitiiniin
2004 yilinda belirledigi kriterler baz alinarak olgular ayrica diisiik ve yiiksek derece olmak

tizere iki ayr1 grupta da incelendi.

6.1. Cinsiyet ve sigara kullanimimin 6l¢iilen parametrelerin iizerine olasi1 etkilerinin

degerlendirilmesi

Kontrol grubu 21 kadin ve 27 erkek saghkli goniilliiden olusmaktaydi. Olgiilen
parametrelerin kadin ve erkeklerdeki degerleri, anlamlilik diizeyleri ile Tablo 1A ve Tablo
1B'de verilmistir. Tablolarda goriildigli gibi, herhangi bir parametrede alt gruplar arasi

anlamli fark gozlenmemektedir.

Tablo 1A. Kontrol grubunda kadin ve erkeklerin serum S100A8, S100A9 ve kalprotektin

diizeyleri; degerler, medyan (minimum - maksimum) seklinde ifade edilmektedir.

Cinsiyet Serum S100A8  Serum S100A9  Serum Kalprotektin
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Kadin 21 22,98 8,91 950,98
(10,25 - 52,64) (5,13 - 14,86) (409,44 - 2890,22)
Erkek 27 21,68 8,43 875,28
(8,59 - 58,35) (4,67 - 14,81) (260,88 - 2506,26)
p degeri 0,436 0,722 0,284
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Tablo 1B. Kontrol grubunda kadin ve erkeklerin idrar kalprotektin ve BTA degerleri ile
kalprotektin/kreatinin ve BTA/kreatinin oranlari; degerler, medyan (minimum - maksimum)
seklinde ifade edilmektedir.

Cinsiyet n  lidrar Kalprotektin idrar Kalprotektin Idrar BTA Idrar BTA

(ng/mL) (ng/mL)/Kreatinin  (U/mL) (U/mL)/Kreatinin
(mg/dL) (mg/dL)
Kadin 21 69,14 0,75 3,21 0,05
(23,39 - 178,56) (0,19 -5,01) (1,82-24,97) (0,01-0,24)
Erkek 27 6111 0,71 4,27 0,04
(23,84 - 202,41) (0,13-7,79) (1,48-34,32) (0,01-0,15)
p degeri 0,507 0,489 0,113 0,563

Olgiilen parametrelerin sigara kullamm &ykiisii olan ve olmayan saghkl
goniillillerdeki degerleri, anlamlilik diizeyleri ile Tablo 2A ve Tablo 2B'de verilmistir. Yine
tablolarda gortildiigii gibi, herhangi bir parametrede alt gruplar arast anlamli fark

gozlenmemektedir.

Tablo 2A. Kontrol grubunda sigara kullanan ve kullanmayanlarin serum S100A8, S1I00A9 ve

kalprotektin diizeyleri; degerler, medyan (minimum - maksimum) seklinde ifade edilmektedir.

Serum S100A8  Serum S100A9 Serum Kalprotektin

(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Sigara 22 21,03 8,91 990,9
icen (10,06 - 52,64) (4,77 - 14,83) (260,88 - 2890,22)
Sigara 26 22,05 8,39 874,45
Icmeyen (8,59 - 58,35) (4,67 - 14,86) (409,44 - 1964,35)
p degeri 0,634 0,547 0,102
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Tablo 2B. Kontrol grubunda sigara kullanan ve kullanmayanlarin idrar kalprotektin ve BTA

degerleri ile kalprotektin/kreatinin ve BTA/kreatinin oranlari; degerler, medyan (minimum -

maksimum) seklinde ifade edilmektedir.

Idrar Idrar Kalprotektin  Idrar BTA Idrar BTA
Kalprotektin (ng/mL)/Kreatinin  (U/mL) (U/mL)/Kreatinin
(ng/mL) (mg/dL) (mg/dL)

Sigara 22 65,94 0,91 3,62 0,04

icen (24,31 - 202,41) (0,16 - 4,21) (1,48-24,97) (0,01-0,22)

Sigara 26 75,80 0,62 4,3 0,05

igmeyen (23,39 - 202,21) (0,13-7,79) (1,82-34,32) (0,01-0,24)

p degeri 0,707 0,494 0,166 0,918

6.2. Kontrol grubu icerisinde korelasyonlar

Olgiilen parametreler (serum S100A8, serum S100A9, serum Kalprotektin, idrar
kalprotektin, idrar kalprotektin/kreatinin orani, idrar BTA ve idrar BTA/kreatinin orani),
kontrol grubunda katilimcilarin yaglari ile pozitif veya negatif herhangi bir korelasyon
gostermedi. Hasta grubu da dikkate alindiginda yine yas agisindan higbir korelasyon

gozlenmedi.

Parametrelerin kontrol grubunda birbirleri ile korelasyonlar1 Tablo 3'te verilmistir.
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Tablo 3. Kontrol grubunda 6lgiilen parametreler arasi korelasyon degerlendirmeleri

BTA BTA/ S100A8 | S100A9 | Serum idrar idrar
Kreatinin Kalprotektin | Kalprotektin | Kalprotektin/
Kreatinin
rho

1,000 0,546 0,204 0,186 0,002 0,140 -0,082

p 0,002 0280 0325 0,991 0,467 0,674
BTA/ tho 0546 1,000 0129 0174 0,344 0,391 0,546
Kreatinin p 0,002 0496 0357 0,063 0,036 0,002
S100A8 tho 0204 0,129 1,000 0301 0,144 -0,117 -0,166

p 0280 0,496 0044 0,329 0,477 0,313
S100A9 tho 0,186 0,174 0301 1,000 0277 -0,157 -0,097

p 0325 0357 0,044 0,066 0,355 0,568
Serum ho 0,002 0,344 0144 0277 1,000 0,061 0,069
CINESl p 0991 0,063 0329 0,066 0,712 0,677
tho 0140 0,391 0,117  -0,157 0,061 1,000 0,723
CINENl P 0467 0,036 0477 0355 0,712 0,000
rho -0,082 0,546 -0,166  -0,097 0,069 0,723 1,000
NGl p 0674 | 0,002 0313 0568 0,677 0,000

Kreatinin

Tabloda gorildiigii gibi, idrar BTA/kreatinin oranlari, idrar kalprotektin diizeyleri ile
cok zayif bir pozitif korelasyon gosterdi. Bununla beraber, idrar kalprotektin/kreatinin orani
ile idrar BTA/kreatinin orani arasinda daha giiglii bir pozitif korelasyon vardi. Ancak
kreatinine oranlanmamis idrar BTA diizeyleri ile idrar kalprotektin veya idrar
kalprotektin/kreatinin orani arasinda herhangi bir anlamli korelasyon izlenmedi. Ayrica
kontrol grubunda serum kalprotektin diizeyleri ile ne idrar kalprotektin ne de idrar
kalprotektin/kreatinin oran1 arasinda bir korelasyon vardi. Son olarak, kontrol grubunda serum
S100A8 diizeyleri ile SI00A9 diizeyleri arasinda ¢ok zayif bir pozitif korelasyon bulunurken,
serum kalprotektin diizeyleri ile her ikisinin arasinda pozitif veya negatif herhangi bir

korelasyon gézlenmedi.
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6.3. Olciilen parametrelerin tiim calisma gruplarinda degerlendirilmesi

Saglikli goniilliiler ve hastalara ait serum ve idrar analiz sonuglar1 alt gruplar ve

anlamlilik diizeyleri ile Tablo 4A ve Tablo 4B'de verilmektedir.

Tablo 4A. Kontrol gruplarinda ve hasta alt gruplarinda serum S100A8, S100A9 ve

kalprotektin diizeyleri; degerler, medyan (minimum - maksimum) seklinde ifade edilmektedir.

Serum S100A8  Serum S100A9  Serum kalprotektin

(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Kontrol 48 21,91 8,45 930,18

(8,59 - 58,35) (4,67 - 14,86) (260,88 - 2890,22)
Ta (non-invaziv) 41 23,52 8,39 2235,76°

(10,83 - 68,97) (4,78 - 15,61) (635,87 - 5824,30)
T1 (bag dokuya 19 22,65 8,72 2162,58*
invaziv) (13,09 - 78,62) (4,57 - 15,44) (821,58 - 16456,84)
T2-4 (kasa invaziv) 13 31,32 9,15 2912,55°%

(14,89 - 81,23) (5,34 - 15,59) (867,21 - 14227,73)
T1-4 (tiim 32 2472 8,90 2506,76°
invazivler) (13,09 - 81,23) (4,57 - 15,59) (821,58 - 16456,84)
Diisiik Derece 30 22,98 8,45 2082,03*

(10,83 - 68,97) (4,78 - 15,61) (635,87 - 5824,30)
Yiiksek Derece 43 26,41 8,75 2392,65°

(11,22 - 81,23) (4,81 - 15,59) (821,58 - 16456,84)
Tiim Hastalar 73 24,57 8,72 2290,38°

(10,83 - 81,23) (4,78 - 15,59) (635,87 - 16456,84)

®Kontrol grubuna gore p<0,001
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Tablo 4B. Kontrol grubunda ve hasta alt gruplarinda idrar kalprotektin ve BTA degerleri ile

kalprotektin/kreatinin ve BT A/kreatinin oranlari; degerler, medyan (minimum - maksimum)

seklinde ifade edilmektedir.

Idrar Idrar Kalprotektin Idrar BTA Idrar BTA

Kalprotektin (ng/mL)/Kreatinin (U/mL) (U/mL)/Kreatinin

(ng/mL) (mg/dL) (mg/dL)
Kontrol 48 67,08 0,72 3,83 0,05

(23,39 - 202,41) (0,23-7,79) (1,48 - 34,32) (0,01-0,24)
Ta (non-invaziv) 41  323,01° 4,69° 30,21% 0,53%

(88,01 - 810,12) (0,76 - 25,51) (8,92 - 937,19) (0,08 - 21,39)
T1 (bag dokuya 19  350,81° 4,30° 73,68 1,70°
invaziv) (93,64 - 810,59) (0,96 - 31,79) (12,62 - 924,31) (0,20 - 18,78)
T2-4 (kasa 13 833,21%°° 12,61° 153,31° 3,17°
invaziv) (553,52 - 3458,42) (4,88 - 78,59) (11,77 -1148,19) (0,19 - 31,29)
T1-4 (tiim 32 54217° 6,80° 94,08 2,34*
invazivler) (93,64 - 3458,42) (0,96 - 78,59) (11,77 - 1148,19) (0,19 - 31,29)
Diisiik Derece 30 305,81° 4,67° 24,13% 0,52°

(88,01 - 810,12) (0,76 - 25,51) (8,92 - 937,19) (0,08 - 21,39)
Yiiksek Derece 43 528,38° 7,31° 83,55 1,55

(93,64 - 3458,42) (0,96 - 78,59) (11,77-1148,19) (0,19 - 31,29)
Tiim Hastalar 73 412,56% 5,72 41,46 0,83%

(88,01 - 3458,42) (0,76 - 78,59) (8,92 - 1148,19) (0,08 - 31,29)

*Kontrol grubuna gére p<0,001

"Ta grubuna gére p<0,05

°T1 grubuna gore p<0,05

“Diisiik Derece grubuna gore p<0,05
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Tablolarda goriildiigii gibi, serum S100A8 ve S100A9 diizeyleri agisindan hastalar ile
sagliklilar arasinda veya hasta alt gruplar1 arasinda hi¢bir anlamli fark bulunamadi. Serum
kalprotektin, idrar kalprotektin ve idrar BTA diizeyleri ile idrar kalprotektin/kreatinin ve
BTA/kreatinin oranlar1 ise tiim hastalarda ve hasta alt gruplarinda kontrole gére anlamli
yiiksekti. Ancak serum kalprotektin diizeyleri ile idrar kalprotektin/kreatinin oranlarinda hasta
alt gruplar1 arasinda herhangi bir anlamli fark bulunamadi. idrar BTA diizeyleri ile idrar
BTA/kreatinin oranlari ise tiim invazivleri (T1-4) non-invazivlerden (Ta) ayirabilmekteydi.
Ayrica, bu iki parametre yliksek dereceli olgularla diisiik dereceliler arasinda da anlaml1 fark
gosterdi. Buna karsin idrar kalprotektin diizeyleri, kasa invaziv (T2-4) olgular1 hem non-
invaziv (Ta), hem de bag dokuya invaziv (T1l) olgulardan anlamli farkli bulan tek
parametreydi.

6.4. Hasta gruplarinda korelasyonlar

Serum S100AS8, serum S100A9 ve serum kalprotektin diizeyleri ile hastalik evresi ya
da tiimor derecesi herhangi bir anlamli korelasyon gdstermedi. Idrar kalprotektin diizeyleri ise
yalnizca evre ile pozitif bir korelasyon gosterdi (rho: 0,407 p<0,01). Benzer sekilde idrar
kalprotektin/kreatinin oran1 da yalnizca evre ile bir korelasyon gosterdi (rho: 0,333 p<0,01).
Idrar BTA diizeyleri ile idrar BTA/kreatinin oranlar1 ise hem evre hem de derece ile pozitif
korelasyon gosterdi (idrar BTA, evre igin rho: 0,411 derece igin rho: 0,427; idrar
BTA/kreatinin orani, evre i¢in rho: 0,401 derece igin rho: 0,402; hepsi i¢in p<0,01).

Evre ve derecenin yaninda hastalarda parametreler arasi anlamli pozitif korelasyonlar
da izlendi (Tablo 5).
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Tablo 5. Hasta gruplarinda dlgiilen parametreler arasi korelasyon degerlendirmeleri

BTA BTA/ S100A8 | S100A9 | Serum idrar idrar
Kreatinin Kalprotektin | Kalprotektin | Kalprotektin/
Kreatinin
rho

1,000 0,938 0,008 -0,047  -0,119 0,243 0,303

p 0,000 0947 0,697 0,329 0,059 0,018
BTA/ tho 0938 1,000 0032 0023  -0,054 0,278 0,420
Kreatinin p 0,000 0791 0853 0,659 0,030 0,001
S100A8 tho 0,008 0,032 1,000 0321 0,666 0,120 0,138
p 0947 0791 0,007 0,000 0,370 0,301
S100A9 tho -0,047 0,023 0321 1,000 0477 0,146 0,088
p 0697 0853 0,007 0,000 0,269 0,508
Serum tho -0,119 -0,054 0666 0477 1,000 0,192 0,216
CINESl p 0329 0,659 0,000 0,000 0,144 0,101
tho 0243 0,278 0120 0146 0,192 1,000 0,850
Kalprotektin [l 0,059 0,030 0,370 0,269 0,144 0,000
o 0303 0,420 0138 0088 0216 0,850 1,000
NSOl p 0018 0,001 0301 0508 0,101 0,000

Kreatinin

Tabloda goriildiigii gibi hastalarda idrar kalprotektin/kreatinin oranlar1 idrar BTA
diizeyleri ile ¢ok zayif bir korelasyon gosterirken, idrar BTA/kreatinin oranlari ile daha
anlaml1 bir korelasyon gostermekteydi. Bunun disinda serum S100A8 ile S100A9 da birbiri
ile ¢cok zayif korele iken, serum kalprotektin diizeyleri de serum S100A8 ile orta giicte, serum

S100A9 diizeyleri ile de zayif bir pozitif korelasyon gosterdi.

6.5. Tiim ¢calisma gruplar1 dahilinde korelasyonlar

Saglikli ve hastalarin tiimii dikkate alindiginda ortaya cikan parametreler arasi

korelasyonlar Tablo 6'da verilmektedir.
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Tablo 6. Tiim katilimcilar dahilinde 6lgililen parametreler arasi korelasyon degerlendirmeleri

BTA | BTA/ S100A8 | S100A9 | Serum idrar idrar
Kreatinin Kalprotektin | Kalprotektin | Kalprotektin/
Kreatinin
rho

1,000 0,944 0,097 0,060 0,509 0,643 0,630

p 0,000 0,340 0,556 0,000 0,000 0,000
BTA/ rho 0,944 1,000 0107 0,093 0,536 0,676 0,740
Kreatinin p 0,000 0292 0359 0,000 0,000 0,000
S100A8 tho 0,097 0,107 1,000 0302 0472 0,153 0,168
p 0340 0,292 0,002 0,000 0,136 0,101
S100A9 rho 0,060 0,093 0,302 1,000 0,269 0,057 0,051
p 0556 0,359 0,002 0,004 0,583 0,620
Serum rho 0,509 0,536 0472 0269 1,000 0,544 0,566
[CINIEN p 0,000 0,000 0,000 0,004 0,000 0,000
rho 0,643 0,676 0153 0057 0,544 1,000 0,903
Kalprotektin i 0,000 0,000 0,136 0,583 0,000 0,000
rho 0,630 0,740 0,168 0051 0,566 0,903 1,000
[CINIERId p 0,000 0,000 0,101 0,620 0,000 0,000

Kreatinin

Tabloda da goriildiigii lizere, idrar BTA diizeyleri ile serum kalprotektin diizeyleri,
idrar kalprotektin diizeyleri ve idrar kalprotektin/kreatinin oranlar1 arasinda orta giigte bir
korelasyon bulundu. Benzer sekilde idrar BTA/kreatinin oranlari ile serum kalprotektin
diizeyleri, idrar kalprotektin diizeyleri ve idrar kalprotektin/kreatinin oranlar1 arasinda da orta
giicte bir korelasyon vardi. Ancak serum S100A8 ve SI00A9 diizeyleri, idrar BTA diizeyleri
veya idrar BTA/kreatinin oranlari ile hi¢bir korelasyon gostermezken serum S100AS8
diizeyleri serum kalprotektin diizeyleri ile zayif bir korelasyon gosterdi. Serum S100A9
diizeylerinin ise tipki kontrol grubunda oldugu gibi yalnizca serum S100A8 ile ¢ok zayif bir
korelasyonu vardi. Son olarak, kontrol ve hasta gruplarindaki sonuglarin aksine, serum
kalprotektin diizeyleri tiim katilimcilar arasinda degerlendirildiginde idrar kalprotektin

diizeyleri ve idrar kalprotektin/kreatinin oranlari ile orta giicte bir korelasyon gosterdi.
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6.6. ROC egrileri ve tanmisal duyarhhk/ozgiilliik karsilastirmalari

ROC egrisi analizi, mesane kanserli hastalar1 saglikli goniilliilerden ayirmakta en iyi

olarak idrar BTA diizeylerini isaret etti (Sekil 10).
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Sekil 10. Olgiilen parametrelerin tiim hastalar1 sagliklilardan ayirabilme yeteneklerini

karsilastiran ROC egrisi

Egri altinda kalan alanlar, idrar BTA diizeyleri i¢in 0,970; idrar BT A/kreatinin oranlari
icin 0,980; serum S100A8 diizeyleri icin 0,565; serum S100A9 diizeyleri i¢in 0,536; serum
kalprotektin ~ diizeyleri icin 0,941; idrar kalprotektin diizeyleri i¢in 0,938; idrar
kalprotektin/kreatinin ~ diizeyleri i¢in ise 0,931 olarak belirlendi. ROC egrisinin
koordinatlarindan belirlenen kesim degerleri ile duyarlilik ve 6zgiilliik oranlar1 sirasiyla; idrar
BTA diizeyleri i¢in (14 U/mL) %96 ve %93; idrar BTA/kreatinin oranlar1 i¢in [0,14
U/mL(mg/dL)] %90 ve %93; serum S100A8 diizeyleri i¢in (22 ng/mL) %64 ve %45; serum
S100A9 diizeyleri icin (8,5 ng/mL) %48 ve %59; serum kalprotektin diizeyleri i¢in (1000
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ng/mL) %88 ve %86; idrar kalprotektin diizeyleri i¢cin (115 ng/mL) %92 ve %76; idrar
kalprotektin/kreatinin oranlari i¢in ise [1,7 ng/mL(mg/dL)] %90 ve %86 olarak hesaplandi.

Hastalar1 sagliklilardan ayirmanin yani sira, dlgiilen parametrelerin hasta alt gruplarini
da birbirlerinden ayirabilme kapasitesini gosteren ek ROC egrileri ¢izildi. Tiim invaziv (T1-4)
olgularin non-invazivlerden (Ta) ayirt edilmesinde performanslarin karsilastirildig: egri Sekil

11'de verilmektedir.
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Sekil 11. Olgiilen parametrelerin tiim invaziv olgular1 (T1-4) non-invaziv (Ta) olgulardan

ayirabilme yeteneklerini karsilagtiran ROC egrisi

Egri altinda kalan alanlar, idrar BTA diizeyleri i¢in 0,803; idrar BT A/kreatinin oranlar1
icin 0,799; serum S100A8 diizeyleri icin 0,562; serum S100A9 diizeyleri i¢in 0,560; serum
kalprotektin diizeyleri i¢in 0,556; idrar kalprotektin diizeyleri i¢in 0,668; idrar
kalprotektin/kreatinin ~ diizeyleri i¢in ise 0,638 olarak belirlendi. ROC egrisinin

koordinatlarindan belirlenen yeni kesim degerleri ile buna gore degisen duyarlilik ve 6zgiilliik
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oranlar1 sirasiyla; idrar BTA diizeyleri icin (48 U/mL) %80 ve %74; idrar BT A/kreatinin
oranlar i¢in [0,77 U/mL(mg/dL)] %80 ve %68; serum S100A8 diizeyleri icin (24 ng/mL)
%54 ve %59; serum S100A9 diizeyleri icin (8,7 ng/mL) %54 ve %56; serum kalprotektin
diizeyleri i¢in (2300 ng/mL) %58 ve %59; idrar kalprotektin diizeyleri i¢in (500 ng/mL) %58
ve %77; idrar kalprotektin/kreatinin oranlari icin ise [5,6 ng/mL(mg/dL)] %67 ve %59 olarak
hesaplandi.

Kasa invaziv (T2-4) olgularin, diger hasta alt gruplarindan (Ta ve T1) ayrilmasindaki

performanslarin karsilastirildigit ROC egrisi ise Sekil 12'de verilmistir.

10 T 7

—BTA

— BTAKreatinin
S100A8

—S100A9
SerumKalprotektin

~IdrarKalprotektin
KalprotektinKreatinin

Duyarhhk

1 1
04 06 03 1,0

1 - Ozgiilliik

Sekil 12. Olgiilen parametrelerin kasa invaziv olgular1 (T2-4) non-invaziv (Ta) ve bag

dokusuna invaziv (T1) olgulardan ayirabilme yeteneklerini karsilastiran ROC egrisi

Egri altinda kalan alanlar, idrar BTA diizeyleri i¢in 0,682; idrar BT A/kreatinin oranlari
icin 0,717; serum S100A8 diizeyleri i¢in 0,607; serum S100A9 diizeyleri i¢in 0,545; serum
kalprotektin ~ diizeyleri icin 0,624; idrar kalprotektin diizeyleri i¢in 0,970; idrar
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kalprotektin/kreatinin ~ diizeyleri i¢in ise 0,886 olarak belirlendi. ROC egrisinin
koordinatlarindan belirlenen yeni kesim degerleri ile buna gore degisen duyarlilik ve 6zgiillik
oranlari sirasiyla; idrar BTA diizeyleri igin (77 U/mL) %62 ve %67; idrar BTA/Kkreatinin
oranlar1 i¢in [2,5 U/mL(mg/dL)] %62 ve %73; serum S100A8 diizeyleri i¢in (30 ng/mL) %62
ve %67; serum S100A9 diizeyleri i¢in (9 ng/mL) %62 ve %56; serum kalprotektin diizeyleri
icin (2400 ng/mL) %70 ve %61; idrar kalprotektin diizeyleri i¢in (725 ng/mL) %92 ve %92;
idrar kalprotektin/kreatinin oranlari icin ise [8 ng/mL(mg/dL)] %92 ve %81 olarak
hesaplandi.

Son olarak, yiiksek derece ile diisiik dereceli olgular1 birbirinden ayirmadaki

performans karsilastirma egrisi Sekil 13'te verilmektedir.
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Sekil 13. Olgiilen parametrelerin yiiksek dereceli olgular diisiik derecelilerden ayirabilme

yeteneklerini karsilagtiran ROC egrisi
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Egri altinda kalan alanlar, idrar BTA diizeyleri i¢in 0,782; idrar BT A/kreatinin oranlari
icin 0,784; serum S100A8 diizeyleri icin 0,555; serum S100A9 diizeyleri i¢in 0,541; serum
kalprotektin ~ diizeyleri icin 0,565; idrar kalprotektin diizeyleri i¢in 0,640; idrar
kalprotektin/kreatinin  diizeyleri i¢in ise 0,650 olarak belirlendi. ROC egrisinin
koordinatlarindan belirlenen yeni kesim degerleri ile buna gore degisen duyarlilik ve 6zgiilliik
oranlar1 sirasiyla; idrar BTA diizeyleri i¢in (30 U/mL) %83 ve %?75; idrar BTA/kreatinin
oranlart i¢in [0,66 U/mL(mg/dL)] %80 ve %70; serum S100A8 diizeyleri icin (26 ng/mL)
%56 ve %63; serum S100A9 diizeyleri icin (8,6 ng/mL) %53 ve %54; serum kalprotektin
diizeyleri i¢in (2250 ng/mL) %56 ve %58; idrar kalprotektin diizeyleri i¢in (340 ng/mL) %62
ve %63; idrar kalprotektin/kreatinin oranlart igin ise [5,5 ng/mL(mg/dL)] %65 ve %67 olarak
hesaplandi.
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7. TARTISMA

Mesane kanseri diinya genelinde goriilen kanserlerin arasinda 9. sirada yer almaktadir
(1). Bu kanser, yiiksek niliks ve mortalite orami ile seyredebildigi gibi, tanis1 da geg
konabilmekte ve tedavi basaris1 diisiik olabilmektedir (59). Bu kanserin evreleri birbirinden
farkl1 klinik seyre sahiptir, dolayisiyla her evreye farkli tedavi yaklasimlar1 uygulanmaktadir
ve tani, takip ve tedaviye yonelik yontemler siirekli gelistirilmektedir (23). Bu nedenle yeni
tiimor belirtecleri diger tiim kanserlerde oldugu gibi mesane kanserinde de arastirilmakta ve

gelistirilmektedir.

Giinlimiizde mesane kanserinde kullanilabilecek ¢esitli tiimor belirtegleri mevcuttur.
Bunlar BLCA-4, BTA, sitokeratin 8, 9 ve 19, niikleer matriks protein (NMP) 22, survivin,
hyaluronik asit, telomeraz aktivitesi gibi siralanabilir (60). Bunlardan BTA ve NMP22
mesane kanserinin tanisinda ve takibinde FDA tarafindan onayli belirteglerdir. Ancak bu
belirtecler bile yiiksek duyarliliklarina ragmen takipte daha 6zgiil olan sitolojinin yerini

alamamaktadirlar (61).

BTA, mesane kanserinde yaygin olarak kullanilan ve arastirilan bir idrar belirtecidir
(2). Ancak mesane kanseri i¢in duyarliligl ve 6zgiilliigii konusunda yayinlar farkli degerler
rapor etmektedir. Bazi yaymlar BTA'nin duyarliligint %60 ila %77 arasinda bir degerde rapor
ederken (62, 63), kimisi hem duyarlilik (%100) hem de 6zgiilliik (%92,5) acisindan oldukca
isabetli bir belirte¢ oldugunu bildirmektedir (59). Calismamizda bu yayinlarin ¢ogunda
oldugu ve kit ireticisinin 6nerdigi gibi kesim degerini 14 U/mL olarak aldigimizda (64)
goreceli olarak yiiksek bir duyarlilik (%96) ve yiiksek bir 6zgiilliik (%93) degeri belirledik
(Sekil 10).

Ancak bazi yaymlar BTA testinin hematiiri durumundan da etkilendigini 6ne
stirmektedir (64, 65). Hematiiri, mesane kanserinin baslica bulgularindan biridir, ama mesane
kanseri olmadan da hematiiri baska patolojik nedenlerle goriilebilir (2). Tiimor olmadan
hematiiri varliginda BTA testinin yanlis pozitif sonu¢ vermesi kanama sirasinda serumdaki
kompleman proteininin idrara ge¢cmesi ve bu sekilde BTA testini yaniltmasina
yorumlanmaktadir (65). Bu nedenle birtakim yayimnlar timor olmadan hematiiri oldugu
durumlarda veya diger iirolojik benign hastaliklarda BTA testinin yanlis sonuclar
dogurabilecegi konusunda uyarida bulunmaktadir (65, 66). Bizim calismamizda benign
olgular oldukca az sayida oldugu i¢in ve dislama kriterlerinin (sistit) icinde yer aldigindan bu

konuda katkida bulunamiyoruz.
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S100 proteinleri kronik inflamatuar olaylarda yer aldig1 gibi kanser patogenezinde de
rol oynadigi1 disiiniilmektedir, bu yiizden gilinlimiizde bircok kanserde arastirilmaktadir.
Cesitli inflamatuar hastaliklarda da artig gosterdiginden kansere 6zgiilliikleri sinirlidir, ancak
yine de klinik uygulamalar1 bulunmaktadir. Bunlardan S100B, beyin hasarinda serumda artsa

da (67), malign melanomun evrelendirmesinde yararli bir serum belirteci olarak rapor

edilmektedir (68).

Benzer sekilde, SI00A8 ve S100A9'un bazi kanserlerde birer tliimor belirteci olarak
kullanilabilecegi one siiriilmiistiir. Kim HJ ve ark. (69) yaptiklari ¢alismada, kolorektal
karsinom hastalarindan alinan biyopsi 6rneklerinde tiimor hiicrelerini infiltre eden immiinite
hiicrelerinde S100A8 ve S100A9 proteinlerinin ekspresyonunun arttifin1 gézlemlemislerdir.
Bununla birlikte, bu proteinleri hastalarin plazmalarinda da western blot yontemiyle
arastirmiglar ve saglikli kontrollere gore anlamli yiiksek diizeyde bulmuslardir. Ayrica, kolon
kanserinde yaygin kullanilan bir tiimor belirteci olan karsinoembriyonik antijen (CEA)
diizeyini de SI00A8 ve S100A9 diizeyleriyle hastalarin plazmasinda karsilastirmislar ve
CEA'ya gore her ikisinin de hastalar1 kontrollerden ayirmakta daha {istiin oldugunu rapor
etmislerdir. Du XM ve ark. (70) meme kanserli hastalarda yaptiklar1 ¢alismada ise S100A9
proteininin kanserli meme dokusunda ¢evre benign meme dokusuna gére artmis ekspresyon
gosterdigini bildirmistir. Ayrica, serum S100A9 diizeylerinin, preoperatif meme kanserli
hastalarda postoperatif hastalara ve saglikli kontrollere gore anlaml yiiksek oldugunu ELISA
yontemiyle belirlemislerdir. Bununla beraber, serum S100A9 diizeylerini hastanin yasi, timor
biiyiikliigii ve histolojik derece ile iligkili bulup, lenf nodu metastazi olan hastalarda, lenf
nodu metastaz1 olmayan hastalara gore anlamlh yiiksek bildirmislerdir. SIO0A8 ve S100A9
proteini prostat kanserinde de arastirilmistir. Hermani A ve ark. (71) yaptiklari ¢alismada,
S100A8 ve S100A9 diizeylerinin prostat timor hiicrelerinde arttigi bildirilmistir. Ayrica
S100A9'un serum diizeyleri de ELISA yontemiyle arastirilmis ve prostat kanserli hastalarda
hem saglikli kontrollere, hem de benign prostat hiperplazi (BPH) hastalarina gore anlamli
yiksek oldugu saptanmistir. Bu yliksek S100A9 diizeylerinin, yliksek ve diisiik dereceli
kanserlerde bir fark gosteremese de, benign prostat hiperplazisini prostat kanserinden
ayirmakta prostat spesifik antijenden (PSA) daha iyl performans gdosterdigi rapor
edilmektedir. Ancak Miiller H ve ark. (72) ise, yaptiklar1 calismada S100A9 proteinini prostat
kanserli hastalarin serumunda Hermani A ve ark. kullandigi ayn1 ELISA kitini kullanarak
belirlemislerdir ama diizeylerini saglikli kontrollerden farkli bulamamislardir. Idrarda da

ELISA yontemini kullanmislardir ama ¢ogu olguda proteini algilama siirinin altinda tespit
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ettikleri i¢in sonuclar1 kalitatif olarak (pozitif veya negatif) rapor etmislerdir, ancak yine de
hastalarla kontroller arasi bir fark tespit edememislerdir. Buna karsin PSA diizeyleri bu
calismada hastalar1 sagliklilardan basariyla ayirabilmistir ve SI00A9'un serum veya idrar
diizeylerinin  prostat kanserinin tanisinda PSA'ya higbir {stiinligli  olmadigim

vurgulamiglardir.

ST100A8 ve S100A9 diizeylerini mesane kanserli hastalarin serumunda arastiran ¢ok
sinirli sayida ¢aligma vardir. Bansal N ve ark. (73) yaptiklar1 calismada mesane kanserli
hastalarin serumunda western blot yontemiyle S100A8 ve S100A9 ekspresyon diizeylerinin
saglikli kontrollere gore arttigini bildirmistir. Ayrica, bu artisin yiiksek derece tiimorlerde
daha belirgin oldugunu saptamis ve 6zellikle S100AS8'in yiiksek dereceli tiimorleri diisiik
dereceli tiimorlerden yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliik ile ayirabildigini bildirmislerdir. Bir diger
caligmada ise, Ismail MF ve ark. (74) serum S100A8 ve SI00A9 mRNA diizeylerini mesane
kanserli hastalarin serumlarinda gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (real time PCR)
ile tespit etmis ve saglikli kontrollere gére anlamli yliksek oldugunu rapor etmislerdir.
Bununla beraber, hem S100A8 hem de S100A9 ekspresyon diizeylerinin, invaziv tiimdorlerde
invaziv olmayan tiimorlere gore ve ayrica yliksek dereceli tiimorlerin de diisiik dereceli
timorlere gore anlamli daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Ancak bu makalede,
evrelemede kullanildigi beyan edilen kilavuzun (AJCC) bizim calismamizda kullanilan
kilavuzla ayni olmasina ragmen, T1 ve T2 evresindeki tiimorler noninvaziv olarak, T3 ve T4
evresindekiler ise invaziv olarak nitelendirilmistir. Halbuki AJCC siniflamasina goére T1, T2,
T3 ve T4 evrelerinin tiimii invaziv olarak degerlendirilir. Invaziv olmayan mesane tiimorleri
ise Ta veya Tis olarak smiflandirilir. Ilging olarak, bu diisiik evrelerden higbiri hasta
gruplarinda tanimlanmamistir. Bu ylizden bu calismada verilen sonucglar hakkinda siiphe
duydugumuz i¢in kendi verilerimizle ne karsilastirabiliyor ne de yorum yapabiliyoruz. Bizim
verilerimize bakilacak olursa, Bansal N ve ark. (73) yaptig1 ¢alismanin aksine, serum S100AS8
veya S100A9 diizeyleri yiiksek dereceli mesane tiimorlerini diigiik derecelilerden
ayrramamaktadir, hatta tiim mesane kanserli hastalar degerlendirildiginde bile saglikli
kontrollere gore anlamli bir artis bulunmamaktadir. Organ olarak mesane, idrara komsu
oldugu i¢in bu proteinlerin idrarda bakilmasi yeni bir ¢alisma i¢in konu olabilir, ancak Miiller
H ve ark. (72) yaptig1 ¢alismay1 da goz oniinde bulundurarak, bu proteinlerin tespiti ve miktar
tayini i¢in kiitle spektrometrisi gibi ELISA'dan analitik anlamda daha duyarli bir yontemle

calisilmasi gerektigini diisiiniiyoruz.
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S100A8 ve S100A9 proteinlerinin heterodimeri olan kalprotektin de bazi kanserlerde
aragtirllmis ve arastirilmaktadir. Bir calismaya gore (75), plazma kalprotektin diizeyi over
kanserinde saglikli kontrollere ve benign over tiimdrlerine gore anlamli artmaktadir. Ayrica
over tiimorlerinde yaygin olarak kullanilan bir belirteg olan serum CA125 ile de pozitif yonde
bir korelasyon gostermektedir. Ancak bir timor belirteci olarak kullanildiginda, bu ¢alismaya
gore, CA125’dan daha diisiik bir performans sergilemektedir. Benzer sekilde, Mielczarek-
Palacz A ve ark. (76) yaptig1 ¢alisma da serum kalprotektin degerlerinin over kanserinde
saglikli kontrollere gore anlamli yiikseldigini teyit etmektedir. Bununla beraber, uterin
kanserde de serum kalprotektin diizeyleri yine saglikli kontrollere gbére anlamli artis
gostermektedir, ancak bu artis over kanserinde oldugu kadar yiliksek degildir (over kanseri
icin ortalama + standart sapma olarak, 231,84 + 13,74 ng/mL; uterin kanser i¢in 166,23 +
13,36 ng/mL). Blanco-Priecto S ve ark. (77) yaptigi c¢alismada ise kalprotektin diizeyleri
akciger kanserinde serumda anlamli artis gostermektedir [akciger kanseri i¢in medyan (aralik)

olarak, 221,21 (48,33 - 482,89) ng/mL; kontroller i¢in 129,44 (33,13 - 421,23) ng/mL].

Yaptigimiz literatiir taramasinda mesane kanserinde serum kalprotektin diizeylerini
tayin eden higbir yayina rastlamadik. Ancak idrar diizeylerini tayin eden tek bir ¢aligmayla
karsilastik. Ebbing J ve ark. (5) yaptig1 bu calismada, idrar kalprotektin diizeyleri saglikli
kontrollere gore 10 kata kadar anlamli artis gostermektedir [mesane kanseri i¢in medyan
(ceyrek degerler genisligi) olarak, 522.3 (167,1 - 1801,4) ng/mL; saglikli kontroller i¢in 51,0
(20,5 - 86,6) ng/mL]. Bizim ¢alismamizda da benzer degerler ile karsilasiimaktadir (mesane
kanseri i¢in medyan 412,56 ng/mL, saglikli kontroller i¢in medyan 67,08 ng/mL). Ancak
onlarin ¢aligmasinda, bizim calismamizdan daha az sayida hasta olmasina ragmen yiiksek
dereceli tiimorlerle diisiik dereceli tiimdrler arasinda anlamli fark bulabilmislerdir [yiiksek
derece (n=13) i¢in medyan 1635,2 ng/mL; diisiik derece (n=25) i¢in medyan 351,9 ng/mL].
Biz calismamizda boyle bir fark bulamadik [yiiksek derece (n=43) i¢in medyan 528,38
ng/mL; diisiik derece (n=30) i¢cin medyan 305,81 ng/mL]. Calismamizda yiiksek derece ile
diisiik derece arasinda ayrim yapan parametre(ler) yalnizca idrar BTA diizeyleri ile idrar
BTA/kreatinin oranlar1 idi. Bu yiizden idrar kalpotektin diizeyleri her ne kadar diger
calismada yiiksek derece ile diisiik dereceli tiimorleri ayiriyor goriinse de idrar BTA
diizeylerine tiimdr derecesini ayirt edebilme agisindan bir iistiinliigli oldugunu diistinmiiyoruz.
Calismamizda idrar BTA diizeylerinin, kreatinine oranlari da dahil, ayrica tim invaziv
olgular1 noninvazivlerden ayirabilme yetenegine de sahip oldugunu saptadik (Tablo 4B, Sekil

11). Idrar kalprotektin diizeylerinin boyle bir 6zelli§i olmamasina ragmen idrar BTA
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diizeylerine bir iistiinliigii oldugunu tespit ettik. Idrar BTA diizeyleri ve kreatinine oranlari
kasa invaziv (T2-4) olgularn diger hasta alt gruplarindan ayiramazken idrar kalprotektin
diizeyleri kasa invaziv (T2-4) olgulart hem noninvaziv (Ta) olgulardan, hem de yalnizca bag
dokuya invaziv (T1) olgulardan yiiksek bir duyarlilik (%92) ve ozgillik (%92) ile
ayirabilmekteydi (Tablo 4B, Sekil 12). Ancak idrar kalprotektin diizeyleri, idrar kreatinin
degerlerine oranlandig1 zaman bu anlamli farklilik ortadan kayboldu (Tablo 4B). Bunun yani
sira ister idrar kalprotektin, ister idrar BTA diizeyleri idrar kreatinin degerlerine
oranlandiginda performanslarinda herhangi bir artis ¢alismamizda gézlenmemektedir (Tablo
4B). Bu yiizden Heller F ve ark. (78) yaptiklar1 calismada bildirildigi gibi idrar kalprotektinin
idrar kreatinin degerlerine oranlanmasinin tanisal isabetlilik agisindan bir yarar saglamadigi

gorilisline katilmaktayiz.

Calisgmamiz, yaptigimiz literatiir taramasma gore, mesane kanserinde serum
kalprotektin diizeylerini tayin eden ilk c¢alismadir. Sonuglarimiz, serum kalprotektin
diizeylerinin mesane kanserinde anlamli yiikseldigini gostermektedir. Ancak hasta alt
gruplarin1 (evre ve derece) birbirinden ayirmakta yetersizdir (Tablo 4B). Bu agidan
bakildiginda mesane kanserinin tanisinda idrar BTA diizeylerine herhangi bir istiinligii
bulunmamaktadir. Bununla beraber, saglikli kontrollerde elde ettigimiz serum kalprotektin
sonugclari, literatiirdeki diger ¢alismalardan 6nemli 6lgiide farklidir (76, 77, 79, 80). Ancak bu
caligmalarda elde edilen degerler de birbirlerinden oldukga farklidir. Bu farkliligin kullanilan
ticari kitlerin farkli olduguna yorumluyoruz. Ayrica c¢alismamizda, serum kalprotektin
diizeyleri yiikselirken serum S100A8 ve SI00A9 diizeyleri anlamhi bir artis
gostermemektedir. Bunun nedeninin de SI00A8 ve S100A9'un immiin sistem hiicrelerinde
veya tiimor hiicrelerinde heterodimer kompleks olusturup (81) dolagima kalprotektin olarak
salinmas1 (82) oldugunu diisiiniiyoruz. Son olarak, kontrol ve hasta gruplarinda serum
kalprotektin diizeylerinin, idrar kalprotektin ve BTA diizeyleri ile korelasyon gostermeyip,
tiim katilimecilar dahilinde anlamli pozitif korelasyonlar gostermesini, saglikli kontroller ile
hastalarin serum kalprotektin diizeyleri arasindaki anlamli farktan kaynaklandigina

yorumluyoruz.

Ozetle, mesane kanserinde serum S100A8 ve S100A9 diizeyleri ¢alismamizin
sonuclarina gore anlaml artis gostermemektedir. Serum kalprotektin diizeyleri her ne kadar
hastalarda anlamli bir yiikselis egiliminde olsa da hasta evre ve derece alt gruplarinda
herhangi bir ayirim yapamadig: i¢in idrar BTA diizeylerinin oniine gegememektedir. Ancak

idrar kalprotektin diizeyleri, idrar BTA diizeylerine lstiin olarak kasa invaziv tlimdrleri,
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noninvaziv ve bag dokusuna invaziv tiimorlerden ayirabilmektedir. Dolayisiyla idrar
kalprotektin diizeyleri, mesane kanserinin tanisinda idrar BTA diizeylerini desteklemek
amaciyla kullanilabilir ve bu sekilde mesane kanserinin tedavi rejiminin planlanmasina

katkida bulunabilir.
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